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铜死亡关键分子 FDX1、DLAT、LIAS 在胸腺癌中的表达及体外

实验研究
杨 帆 金志钟 张慧敏 褚卉锦

内蒙古科技大学包头医学院第一附属医院 内蒙古 014010

【摘 要】：铜死亡是一种由铜离子过量积累引起的新型细胞死亡方式，主要通过影响线粒体中蛋白质的异常聚集导致细胞死亡。

胸腺癌恶性程度高，目前可使用的治疗手段有限，因此研究铜死亡在胸腺癌中的作用具有重要临床价值。本研究以人胸腺癌细胞

为实验对象，使用铜离子诱导剂处理后，通过 RT-qPCR和Western blot分别检测 FDX1、DLAT、LIAS 的 mRNA和蛋白表达情况，

并观察铜死亡对胸腺癌的杀伤效果。结果显示，铜处理后胸腺癌细胞中 FDX1、LIAS 的 mRNA和蛋白水平明显下降，DLAT的

mRNA和蛋白水平明显上升，细胞增殖能力也明显受到抑制。研究结果表明，激活铜死亡通路可以有效杀伤胸腺癌细胞，FDX1、

DLAT、LIAS 可作为胸腺癌靶向治疗的重要标志物。
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1 引言

胸腺癌来源于胸腺上皮细胞，具有侵袭性强、易复发、易

转移等特点，传统放化疗效果有限，能够从靶向治疗和免疫治

疗中获益的患者并不多[1-2]。铜死亡是 2022年被正式确认的一

种新型细胞死亡方式，与凋亡、铁死亡、自噬等不同，其主要

机制是铜离子结合线粒体中的蛋白质，造成蛋白毒性应激和代

谢紊乱，最终导致细胞死亡[3-4]。

在铜死亡通路中，FDX1、DLAT、LIAS 是三个最关键的

分子：FDX1位于上游，负责调控铜离子活化；DLAT是铜离

子直接结合的蛋白，其寡聚化是铜死亡发生的重要标志；LIAS

参与蛋白修饰过程，是铜死亡发生必不可少的分子[5-7]。目前铜

死亡与胸腺癌的相关研究仍然较少。本研究通过体外细胞实

验，检测铜处理后 FDX1、DLAT、LIAS 的表达变化，明确铜

死亡在胸腺癌中的作用，为开发胸腺癌新的治疗方法提供实验

依据。

2 材料与方法

2.1细胞与试剂

人胸腺癌细胞系 Ty‑82 由本实验室保存；Elesclomol、

CuCl₂、CCK‑8试剂盒购自 ZETA公司；RT‑qPCR和Western blot

相关试剂购自 Thermo 公司；FDX1、DLAT、LIAS 一抗购自

Abcam公司。

2.2细胞分组与处理

取对数生长期的胸腺癌细胞，随机分为三组，每组设置 3

个复孔，分组依据及处理方式如下：

（1）对照组：仅加入正常细胞培养液，不添加任何药物，

作为正常对照。

（2）铜干预组：在培养液中加入 Elesclomol联合 CuCl₂，

诱导细胞内铜离子超载，从而激活铜死亡通路。

（3）铜螯合剂逆转组：先加入铜螯合剂四硫钼酸钠（TTM）

预处理 1 h，再加入与铜干预组相同浓度的Elesclomol和CuCl₂，

用于中和铜离子作用，反向验证细胞变化是否由铜离子介导。

各组细胞继续培养 24 h后收集，用于后续 mRNA和蛋白

表达检测。

2.3细胞增殖实验

在 96孔板中配置 100µL的细胞悬液。将培养板在培养箱

过夜培养（在 37℃，5%CO2的条件下）。向培养板加入 10µL

不同浓度的待测物质。在培养箱孵育一段适当的时间。向每孔

加入 10µL CCK-8溶液。如果待测物质有氧化性或还原性的话，

可在加 CCK-8 之前更换新鲜培养基，去掉药物影响。将培养

板在培养箱内孵育 2 h。用酶标仪测定在 450 nm处的吸光度。

如果暂时不测定 OD值，打算以后测定的话，可以向每孔中加

入 10µL 0.1M的 HCl或者 1%SDS(W/V)溶液，并遮盖培养板避

光保存在室温条件下。在 24 h内吸光度不会发生变化。

2.4 RT‑qPCR检测 mRNA表达

使用 TRIzol（TaKaRa）提取试剂盒，根据说明书提取细胞

的总 RNA，取 1μg总 RNA进行逆转录，产物作为后续 qPCR

实验模板。取适量 cDNA模板进行 qPCR，反应条件为：95℃

预变性 30 s；95℃变性 5 s，55℃退火 30 s，72℃延伸 30 s，40
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个循环，以 2-△△CT法计算目的基因转录的 mRNA水平。以

β-actin为内参基因，计算 FDX1、DLAT、LIAS的 mRNA相对

表达量。qPCR反应各基因的引物序列见表 1。

表 1 引物序列

基因 引物 序列

β-actin

Forward primer 5′-TGGCACCCAGCACAATGAA-3′

Reverse primer 5′-GAAGCATTTGCGGTGGACG-3′

FDX1

Forward primer 5'-TTGTTCAACCTGTCACCTCATCTTT-3'

Reverse primer 5'-ATCAGCCACTGTTTCAGGCACTC-3'

DLAT

Forward primer 5'-TGTTGCTGAAGGTACCAGGG-3'

Reverse primer 5'-TCAATATCCTCAGGCTTGCCA-3'

LIAS

Forward primer 5'-AAAGGCAATTGCAGAATGGGG-3'

Reverse primer 5'-CGAGGATCACGAACCTTACTTTC-3'

2.5 Western blot检测蛋白表达

使用全蛋白提取试剂盒提取细胞总蛋白，用 BCA 法在酶

标仪上测定蛋白质浓度。取约 20μg 蛋白样品进行 SDS-PAGE

电泳并转移至 PVDF膜，5%BSA溶液室温摇床上封闭 1.5 h，

依次加入一抗，4°C孵育过夜，TBST洗膜 3次，每次 5 min，

荧光二抗室温避光孵育 1 h，TBST 洗膜 3 次，每次 5 min，

Odyssey 红外荧光扫描系统进行扫膜。以β‑actin 为内参，用

ImageJ软件进行蛋白定量分析。

2.6统计学分析

所有实验重复 3 次，数据以平均值±标准差表示，采用 t

检验或单因素方差分析，为差异具有统计学意义。使用 SPSS

26.0和 GraphPadPrism9.5（GraphPad，美国）软件进行统计分

析。使用独立样本 t检验比较两组平均值是否显著，采用单因

素方差分析比较多组均值是否显著。当 P<0.05认为具有统计

学意义。

3 实验结果

3.1铜干预可明显抑制胸腺癌细胞增殖

与对照组相比，铜干预组细胞活力明显下降（P<0.01），

加入铜螯合剂后细胞活力可明显恢复，说明细胞死亡具有铜依

赖性，见图 1。

图 1 铜干预下细胞存活率

3.2 FDX1、DLAT、LIAS的 mRNA表达变化

与对照组相比，铜干预组 FDX1 mRNA下降（P<0.001），

DLATmRNA上升（P<0.001），LIAS mRNA下降（P<0.0001）；

逆转组与对照组无明显差异。

进一步分析显示，铜干预对这三种 mRNA 的调控呈现出

显著的特异性。其中，LIAS mRNA的下调幅度最为明显，表

明铜对 LIAS 基因转录的抑制作用具有极高的统计学显著性。

FDX1 mRNA的表达水平同样表现出强烈的下调趋势。与之相

反，DLATmRNA的表达则显著上调。而当加入铜螯合剂后，

逆转组中 FDX1、DLAT及 LIAS 的 mRNA表达水平均回调至

与对照组相近，三者与对照组相比差异均无统计学意义

（P>0.05），提示铜离子在调控这些基因 mRNA表达过程中发

挥了关键的介导作用，其效应可被铜螯合剂有效逆转，结果见

图 2。

图 2 铜干预对胸腺癌细胞 FDX1、DLAT、LIAS mRNA表

达的影响

3.3 FDX1、DLAT、LIAS的蛋白表达变化

与对照组相比，铜干预组 FDX1 蛋白表达水平显著降低

（P<0.01），LIAS 蛋白表达水平亦显著降低（P<0.01），而

DLAT蛋白表达水平则显著升高（P<0.001）；当加入铜螯合剂

后，逆转组中 FDX1、LIAS及 DLAT蛋白表达水平均较铜干预
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组发生明显回调，与对照组相比无统计学差异（P>0.05），见

图 3。

蛋白检测结果显示，铜干预后 FDX1蛋白下降，LIAS 蛋

白下降，DLAT蛋白明显升高，铜螯合剂可逆转上述变化。

图 3 铜干预对胸腺癌细胞 FDX1、DLAT、LIAS 蛋白表达

的影响

4 讨论

本研究从 mRNA 和蛋白两个层面证实，铜离子可以诱导

胸腺癌细胞发生铜死亡，其中 FDX1、DLAT、LIAS 是核心调

控分子。FDX1作为上游调控分子，其表达降低会使细胞更容

易发生铜死亡[8-10]；DLAT是铜离子直接作用的靶点，其表达

升高和寡聚化是铜死亡的核心标志[11-13]；LIAS 参与蛋白脂酰

化修饰，其表达降低会进一步促进铜死亡发生[14]。三者共同构

成了胸腺癌铜死亡的特征性表达模式。

值得注意的是，本研究结果为胸腺癌细胞的治疗提供了新

的潜在靶点。铜死亡作为一种新型的细胞死亡方式，与凋亡、

坏死等传统死亡方式存在显著差异，其独特的分子机制为开发

特异性抗肿瘤药物提供了方向。例如，通过调控 FDX1的表达

或活性，可能增强肿瘤细胞对铜死亡的敏感性；而针对 DLAT

的寡聚化过程进行干预，也可能成为抑制肿瘤细胞存活的有效

策略。然而，铜死亡在胸腺癌细胞中的具体调控网络仍有待进

一步深入研究，例如铜离子如何精确调控 FDX1、DLAT、LIAS

之间的相互作用，以及是否存在其他分子参与其中，这些问题

的阐明将有助于更全面地理解胸腺癌的发病机制，并为临床治

疗提供更有力的理论支持。

5 结论

铜处理可显著改变胸腺癌细胞中 FDX1、DLAT、LIAS的

mRNA和蛋白表达，诱导铜死亡发生并抑制细胞增殖。铜死亡

是胸腺癌的潜在治疗靶点，FDX1、DLAT、LIAS 可作为胸腺

癌诊断和靶向治疗的关键分子标志物，为深入理解胸腺癌的发

病机制提供了新的视角，并为胸腺癌的临床诊断和治疗策略开

发奠定了重要的实验基础。未来研究可进一步探索铜死亡相关

分子在胸腺癌中的临床意义，以及基于铜死亡通路设计的新型

治疗方案的有效性和安全性。
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