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ＮＥＤＤ４ 样 Ｅ３ 泛素蛋白连接酶通过介导果糖二磷酸 Ａ
的泛素化修饰调控胶质母细胞瘤细胞铁死亡敏感性
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摘要:目的　 探讨神经前体细胞表达发育性下调蛋白 ４(ｎｅｕｒａｌ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｃｅｌｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｌｙ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａ￣
ｔｅｄ ４ ｌｉｋｅꎬ ＮＥＤＤ４Ｌ)介导胶质母细胞瘤(ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａꎬ ＧＢＭ)铁死亡的作用ꎬ揭示 ＮＥＤＤ４Ｌ 介导醛缩酶(ａｌｄｏｌａｓｅ
Ａꎬ ＡＬＤＯＡꎬ又名果糖二磷酸 Ａ)的泛素化修饰在铁死亡信号通路中的调控机制ꎮ 方法　 对 ＴＣＧＡ￣ＧＢＭ 数据库

中 ＮＥＤＤ４Ｌ 基因表达水平进行分析ꎬ利用 ｓｈＲＮＡ / ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ 技术在 ＧＢＭ ＬＮ２２９ 细胞中敲低 / 除 ＮＥＤＤ４Ｌꎬ通
过细胞死亡和脂质过氧化实验观察敲低 ＮＥＤＤ４Ｌ 表达对 ＧＢＭ 铁死亡敏感性的影响ꎬ并利用蛋白质免疫共沉淀

(ｃｏ￣ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎꎬ ＣＯ￣ＩＰ)、免疫印记等实验鉴定 ＡＬＤＯＡ 是 ＮＥＤＤ４Ｌ 的潜在修饰底物ꎬ通过 ｓｉＲＮＡ 方法敲

低 ＮＥＤＤ４Ｌ 或 ＡＬＤＯＡ 后检测其对 ＧＢＭ 细胞铁死亡及铁死亡通路的影响ꎮ 所有数据均使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.０
软件进行统计分析ꎮ 结果　 敲除 ＮＥＤＤ４Ｌ 明显抑制 ＩＫＥ 诱导的铁死亡发生ꎬ同时显著降低 ＧＢＭ 细胞内的脂质

过氧化水平(Ｐ<０.００１)ꎬ鉴定 ＮＥＤＤ４Ｌ 是 ＡＬＤＯＡ 新的 Ｅ３ 泛素化连接酶ꎬ并与 ＡＬＤＯＡ 相互作用介导其单泛素化

修饰ꎬ调控 ＧＢＭ 细胞铁死亡易感性ꎮ 敲低 ＮＥＤＤ４Ｌ 和 ＡＬＤＯＡ 的表达均增强 ４ＥＢＰ１ 和 ＡＣＣ 的磷酸化水平以及

上调 ＧＰＸ４ 蛋白的表达ꎮ 结论　 ＮＥＤＤ４Ｌ 介导 ＡＬＤＯＡ 的单泛素化修饰并可能通过影响 ｍＴＯＲＣ１￣４ＥＢＰ１ 信号通

路和脂质代谢促进 ＧＢＭ 细胞的铁死亡敏感性ꎮ
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ｏｆ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＮＥＤＤ４Ｌ ｏｎ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ ( ＧＢＭ) ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ
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ａｎｄ ｃｏ￣ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ (Ｃｏ￣ＩＰ) ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ. Ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ＮＥＤＤ４Ｌ ｏｒ ＡＬＤＯＡ ｏｎ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ￣
ｒｅｌａｔｅｄ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ＧＢＭ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｓｉＲＮＡ / ｓｈＲＮＡ ｏｒ ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ.
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＮＥＤＤ４Ｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＩＫＥ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｌｉｐｉｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ｉｎ ＧＢＭ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ＮＥＤＤ４Ｌ ａｓ ａ ｎｏｖｅｌ Ｅ３ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｌｉｇａｓｅ ｆｏｒ ＡＬＤＯＡꎬ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｎｇ ｉｔｓ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ ＡＬＤＯＡ ｔｏ ｍｅｄｉａｔｅ ｍｏｎｏｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅｒｅｂｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ＧＢＭ ｃｅｌｌ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ. Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙꎬ



聂秋成ꎬ等.ＮＥＤＤ４样 Ｅ３泛素蛋白连接酶通过介导果糖二磷酸Ａ的泛素化修饰调控胶质母细胞瘤细胞铁死亡敏感性 ９　　　　 　

ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ｂｏｔｈ ＮＥＤＤ４Ｌ ａｎｄ ＡＬＤＯＡ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ４ＥＢＰ１ ａｎｄ ＡＣＣꎬ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｏｆ ＧＰＸ４ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｗｈｉｃｈ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ＮＥＤＤ４Ｌ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＬＤＯＡ ｍｉｇｈｔ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｓｕｓ￣
ｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ＧＢＭ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｍＴＯＲＣ１￣４ＥＢＰ１ ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ. Ａｌｌ ｄａｔａ ｗｅｒｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ￣
ｌｙ ａｎａｌｙｚｅｄ ｕｓｉｎｇ ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.０ ｓｏｆｔｗａｒｅ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＮＥＤＤ４Ｌ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｓｈｏｗｎ ｔｏ ｍｅｄｉａｔｅ ｍｏｎｏｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ
ｏｆ ＡＬＤＯＡꎬ ｗｉｔｈ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｂｙ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｍＴＯＲＣ１￣４ＥＢＰ１ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ
ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ＧＢＭ ｃｅｌｌｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａꎻ Ｎｅｕｒａｌ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｃｅｌｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｌｙ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ４ ｌｉｋｅꎻ Ａｌｄｏｌａｓｅ Ａꎻ
Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎꎻ Ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 胶质母细胞瘤(ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａꎬ ＧＢＭ)是一种极
其常见的ꎬ易复发易侵袭且临床预后极差的原发性
颅内恶性肿瘤ꎬ患者 ５ 年的生存率小于 ５％[１]ꎮ 铁

死亡是一种依赖于铁离子氧化损伤引起脂质过氧化
物的积累而最终导致细胞溶解和膜破裂的细胞死亡
形式[２￣３]ꎮ 研究证明铁死亡与胶质瘤化疗耐药、肿
瘤恶性进展、不良预后和免疫抑制密切相关[４￣７]ꎬ
ＧＢＭ 细胞内活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ＲＯＳ)
和 ＰＵＦＡｓ 的产生促使其对铁死亡更敏感[８]ꎮ 因此ꎬ
通过靶向铁死亡信号通路关键蛋白 ＳＬＣ７Ａ１１、
ＧＰＸ４、ＦＳＰ１ 及 ＧＣＨ１ 等来逆转 ＧＢＭ 治疗抵抗以
达到肿瘤治疗的目的ꎬ是一种新兴的肿瘤耐药治疗
策略[９]ꎮ 大量研究表明ꎬ铁死亡关键靶分子的翻译

后修饰(如泛素化修饰)ꎬ在调控铁死亡信号通路中
起着关键作用[１０￣１５]ꎮ 因此ꎬ寻找和探究铁死亡关键

功能靶蛋白的泛素化修饰及其调控机制是目前
ＧＢＭ 治疗和诊断的重要研究策略之一ꎮ

神经前体细胞表达发育性下调蛋白 ４( ｎｅｕｒａｌ
ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｃｅｌｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｌｙ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕ￣
ｌａｔｅｄ ４ ｌｉｋｅꎬ ＮＥＤＤ４Ｌ)是参与调控铁死亡的重要泛
素化连接酶ꎬ虽然有报道 ＮＥＤＤ４Ｌ 在胰腺癌、食管
鳞状细胞癌和炎症性肠病等疾病发生发展中调控铁
死亡的作用机制[１６￣１８]ꎬ但其下游靶分子在 ＧＢＭ 铁

死亡中的调控机制仍不清晰ꎬ亟待进一步的研究ꎮ
因此本研究通过建立 ＮＥＤＤ４Ｌ 基因敲除细胞系ꎬ观
察 ＮＥＤＤ４Ｌ 对铁死亡诱导剂咪唑酮伊拉斯汀( ｉｍ￣
ｉｄａｚｏｌｅ ｋｅｔｏｎｅ ｅｒａｓｔｉｎꎬ ＩＫＥ)介导的铁死亡的作用ꎬ
并利用 ＮＥＤＤ４Ｌ 过表达细胞系通过免疫共沉淀等
实验鉴定出其泛素化修饰底物醛缩酶( ａｌｄｏｌａｓｅ Ａꎬ
ＡＬＤＯＡꎬ又名果糖二磷酸 Ａ)探究 ＮＥＤＤ４Ｌ 通过介
导 ＡＬＤＯＡ 的泛素化修饰调控 ＧＢＭ 细胞铁死亡的
作用机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 实验细胞
本研究所用人类 ＧＢＭ 细胞系 ＬＮ２２９、Ｔ９８Ｇ、

Ｕ２５１ｎ、Ａ１７２、ＮＨＡ 和人胚肾细胞 ２９３Ｔ 购自普诺赛

生物公司(武汉ꎬ中国)ꎮ 所有细胞均在 ３７ ℃、５％
ＣＯ２条件下培养ꎬ培养基为 ＤＭＥＭ 培养基(Ｇｉｂｃｏꎬ
１１９６５１１８)ꎬ并补充 １０％ 胎牛血清(Ｖａｚｙｍｅꎬ Ｆ１０１￣０１)、
１％ 青霉素－链霉素(Ｇｉｂｃｏꎬ １５１４０￣１２２)ꎮ 所有细胞均
进行支原体常规检测ꎮ
１.１.２　 主要试剂

本研究所用 ＡＬＤＯＡ、ＮＥＤＤ４Ｌ 的小干扰 ＲＮＡ
(ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡꎬ ｓｉＲＮＡ)购自广州锐博生物
科技有限公司ꎬ所有引物购自通用生物(安徽)股份

有 限 公 司ꎮ ＤＭＥＭ 培 养 基、 胰 蛋 白 酶￣ＥＤＴＡ
(０.２５％)和青霉素－链霉素(１ ０００ Ｕ / ｍＬ)购自赛默
飞世尔科技(中国)有限公司ꎬ胎牛血清购自南京诺
唯赞生物科技股份有限公司(中国)ꎬ ＢＣＡ 蛋白质

测定试剂盒购于 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司(美国)ꎬ硝
酸纤维素印迹膜购于 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司(美国)ꎮ 铁死
亡抑 制 剂 ( ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ￣１ꎬ Ｆｅｒ￣１) 购 自 Ｍｅｄ Ｃｈｅｍ
ＥｘｐｒｅｓｓＭＣＥ生物科技公司(美国)ꎬＩＫＥ 购自 Ｓｅｌｌｅｃｋ
生物科技有限公司(美国)ꎬ脂质过氧化传感器 Ｃ１１￣
ＢＯＤＩＰＹ 探针购自赛默飞世尔科技(中国)有限公司ꎮ
ｊｅｔＰＲＩＭＥ 转染试剂购自赛多利斯莱珀思(上海)贸易
有限公司ꎬＰｏｌｙＪｅｔ 体外 ＤＮＡ 转染试剂购自 Ｓｉｇｎａ￣
Ｇｅｎ 公司ꎮ Ａｎｔｉ￣ＧＡＰＤＨ(１０４９４￣１￣ＡＰ)、ａｎｔｉ￣Ｔｕｂｕｌｉｎ
(１００６８￣１￣ＡＰ)抗体购自武汉三鹰生物技术有限公
司ꎮ Ａｎｔｉ￣Ｆｌａｇ ( １４７９３Ｔ )、 Ａｎｔｉ￣Ｍｙｃ ( １３９８７Ｔ )、 Ａｎｔｉ￣
ＮＥＤＤ４Ｌ(４０１３Ｓ)、Ａｎｔｉ￣Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ(８２４０Ｔ)、Ａｎｔｉ￣４ＥＢＰ１
( ９６４４Ｔ )、 Ａｎｔｉ￣Ｐ￣４ＥＢＰ１ ( ２８５５Ｔ )、 Ａｎｔｉ￣ｐ￣ＡＣＣ
(３６６１Ｓ) 和 ａｎｔｉ￣ＡＣＣ (３６７６Ｔ) 抗体购自美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎬａｎｔｉ￣ＧＰＸ４( ａｂ４１４８７)购
自美国 Ａｂｃａｍ 公司ꎬＡｎｔｉ￣ＡＬＤＯＡ ( ＳＡＢ５７００９７４)
抗体购自美国 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 ＮＥＤＤ４Ｌ 基因表达与铁死亡相关性分析
１.２.１.１　 ＴＣＧＡ 数据库分析

本实验中的实验组为 ＴＣＧＡ￣ＧＢＭ 数据集中的
ＧＢＭ 肿瘤组织样本(ｎ＝５２８)ꎬ对照组则是正常脑组织
样本(ｎ＝１０)在 Ｇｌｉｏｖｉｓ 中选择 ＴＣＧＡ￣ＧＢＭ 数据集ꎬ提
取 ＮＥＤＤ４Ｌ 在 ＧＢＭ 肿瘤组织与正常脑组织中的

ｍＲＮＡ表达数据ꎮ 所有可视化结果由Ｇｌｉｏｖｉｓ 自动生成ꎮ
１.２.１.２　 免疫印迹检测 ＮＥＤＤ４Ｌ 蛋白表达
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本实验中的实验组为 ＬＮ２２９、 Ｔ９８Ｇ、 Ｕ２５１、
Ａ１７２ 四种脑胶质瘤细胞系ꎬ对照组为神经星形胶质
细胞 ＮＨＡ 细胞ꎬ所有细胞以常规条件培养ꎬ未进行
特殊处理ꎮ 使用 ＳＤＳ 裂解缓冲液(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ
ｐＨ ７.５、１％ ＳＤＳ、５０ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＦ、１ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＶＯ４)裂
解上述细胞ꎻ通过 ＢＣＡ 蛋白质测定试剂盒测定蛋白质
浓度ꎮ 按每个样品 １０~１５ μｇ 定量加入 ＳＤＳ 样品缓冲
液中并进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎻ将凝胶转移到硝酸纤
维素印迹膜上ꎻ５％脱脂牛奶 / ＴＢＳＴ 室温封闭 １ ｈꎻ一
抗(１ ∶１ ０００)４ ℃孵育过夜ꎬ二抗(１ ∶２ ０００)室温孵育
１ ｈꎻ使用化学发光成像仪检测目标蛋白表达ꎮ
１.２.２　 敲低 ＮＥＤＤ４Ｌ 对胶质瘤细胞铁死亡敏感性

的影响
在 １.２.２ 节中涉及的实验分组如下:实验组为 ２

个经 ＮＥＤＤ４Ｌ 敲低质粒转染的 ＬＮ２２９ 细胞(ｓｈＮ４Ｌ￣
５＃和 ｓｈＮ４Ｌ￣７＃)ꎬ对照组为空载体转染组(ｓｃ)ꎮ
１.２.２.１　 免疫荧光实验

将上述 ３ 组 ＬＮ２２９ 细胞接种于细胞爬片ꎬ经终
浓度为 １２.５ μｍｏｌ / Ｌ ＩＫＥ 处理后ꎬ用 ４％多聚甲醛固
定 ３０ ｍｉｎꎬ０.５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 通透 １０ ｍｉｎꎻ５％牛血
清蛋白封闭 ２０ ｍｉｎꎬ一抗(１ ∶１００ 稀释)４ ℃孵育过
夜ꎻꎻ二抗(１ ∶１００ 稀释)３７ ℃孵育 １ ｈꎬＤＡＰＩ 染色细
胞核ꎻ激光共聚焦显微镜观察ꎮ
１.２.２.２　 Ｓｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎ 染色细胞死亡实验

上述细胞分别经 １２.５ μｍｏｌ / Ｌ ＩＫＥ 处理细胞
１６ ｈ 后ꎬ吸除培养基ꎬ用 ＰＢＳ 清洗细胞 １ 次ꎮ 随后
加入含有 １ μｍｏｌ / Ｌ Ｓｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎ 的 １００ μＬ 的无血
清 ＤＭＥＭ 培养基ꎬ避光孵育 ３０ ｍｉｎꎮ 直接在荧光显
微镜(ＦＩＴＣ 通道ꎬＥｘ / Ｅｍ: ５０４ / ５２３ ｎｍ)下观察并拍
摄图像ꎮ 使用 ＩｍａｇｅＪ 软件计算荧光阳性细胞数占
总细胞数的比例ꎮ
１.２.２.３　 ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ 基因敲除细胞的建立

使用 Ｇｕｉｄｅ Ｄｅｓｉｇｎ Ｔｏｏｌ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｚｌａｂ.
ｂｉｏ / ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ)设计所需引物ꎬ将合成的寡核苷酸引
物退 火 并 连 接 到 ｌｅｎｔｉＣＲＩＳＰＲ￣ｖ２ 载 体 构 建 成
ＮＥＤＤ４Ｌ 基因敲除质粒ꎮ Ｇｕｉｄｅ ＲＮＡ 序列:ＧＣＡＡ￣
ＣＡＡＣＣＧＧＡＣＣＡＣＴＣＡＧꎮ 将 基 因 敲 除 质 粒 同
ｐＭＤ２.Ｇ 以及 ｐｓＰＡＸ２ 通过 ＰＥＩ 转染试剂转染至
２９３Ｔ 细胞以收集慢病毒ꎮ 将包装好的慢病毒使用
聚凝胺感染 ＬＮ２２９ 细胞后用 ２ μｇ / ｍＬ 嘌呤霉素进
行筛选 ２ ｄꎬ筛选后存活的细胞即为 ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９
基因敲除细胞ꎬ ９６ 孔板有限稀释法ꎬ 筛选敲除
ＮＥＤＤ４Ｌ 单克隆细胞ꎮ
１.２.２.４　 免疫印迹检测 ＮＥＤＤ４Ｌ 蛋白表达

本实验 中 涉 及 的 实 验 组 为 ＮＥＤＤ４Ｌ 敲 低
( ｓｈＮ４Ｌ￣５ ＃ 和 ｓｈＮ４Ｌ￣７ ＃ ) 或 敲 除 ( ＫＯ￣Ｅ０２ 和
ＫＯ￣Ｆ１１)质粒转染组(具体构建过程详见 １.２.２.３)ꎬ
对照组为空载体转染组( ｓｃ 和 Ｃｏｎｔｒｏｌ￣ｓｇ)ꎬＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 参考 １.２.１.２ 进行操作ꎬ以检测敲除或敲低

ＮＥＤＤ４Ｌ 后ꎬ对其蛋白表达水平的影响ꎮ
１.２.３　 ＮＥＤＤ４Ｌ 对脂质过氧化水平的影响

本实验中的实验组为 ＮＥＤＤ４Ｌ 敲除转染组
(ＫＯ￣Ｅ０２ 和 ＫＯ￣Ｆ１１)ꎬ对照组为空白载体转染组
(Ｃｏｎｔｒｏｌ￣ｓｇ)ꎮ 三组细胞分别经 １２.５ μｍｏｌ / Ｌ ＩＫＥ
处理细胞 １６ ｈꎬＰＢＳ 清洗两次ꎬ加入 １０ μｍｏｌ / Ｌ Ｃ１１
ＢＯＤＩＰＹ ５８１ / ５９１ 或碘化丙啶染色 ３０ ｍｉｎꎮ 随后用
５００ μＬ ＰＢＳ 重悬细胞在流式细胞仪上进行检测ꎬ并
使用 ＦｌｏｗＪｏ ｖ１０.８.１ 分析数据ꎮ
１.２.４　 ＮＥＤＤ４Ｌ 与 ＡＬＤＯＡ 相互作用检测
１.２.４.１　 ｓｉＲＮＡ 转染实验和 ＮＥＤＤ４Ｌ 蛋白表达检测

本实验涉及的实验组为 ＮＥＤＤ４Ｌ￣ｓｉＲＮＡ 转染
组( ｓｉ￣Ｎ４Ｌ)ꎬ而对照组则为空白￣ｓｉＲＮＡ 转染组
(ｓｃ)ꎮ 将上述细胞按照每孔接种 ３×１０５ 个接种于 ６
孔板中培养ꎬ待细胞密度达到 ５０％ ~ ７０％时ꎬ进行
ｓｉＲＮＡ 转染ꎮ 选用合适的 ｓｉＲＮＡ 序列(ＮＥＤＤ４Ｌ￣
ｓｉＲＮＡｓ: ＧＣＵＡＧＡＣＵＧＵＧＧＡＵＵＧＡＧＵ ＧＣＧＵＡ￣
ＵＣＣＧＧＵＵＡＣＵＧＣＡＧ)ꎬ使用 ｊｅｔＰＲＩＭＥ 转染试剂
转染ꎮ 转染前ꎬ用无菌无酶水稀释 ｓｉＲＮＡ 至最终浓
度 ２０ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ 按比例将转染试剂与 ｓｉＲＮＡ 稀释液
混合ꎬ静置 ５~１０ ｍｉｎ 以待复合物形成ꎬ随后加入细
胞培养基中ꎬ继续培养 ２４~７２ ｈ 后ꎬ进行免疫印记检
测实验检测 ＮＥＤＤ４Ｌ 和 ＡＬＤＯＡ 蛋白水平的表达ꎬ
具体方法见 １.２.１.２ꎮ
１.２.４.２　 Ｆｌａｇ 标签蛋白免疫共沉淀实验

根据以往研究 Ｆｌａｇ￣ＮＥＤＤ４Ｌ 的质谱结果[１９]ꎬ
发现醛缩酶 ＡＬＤＯＡ 是泛素化酶 ＮＥＤＤ４Ｌ 的潜在
修饰底物ꎮ 将含有 Ｆｌａｇ￣ＡＬＤＯＡ 的质粒转染至
ＬＮ２２９ 细胞ꎬＲＩＰＡ 裂解液裂解细胞ꎬ与 Ｆｌａｇ 标签亲
和树脂共孵育ꎮ 用 ＩＰ２ 缓冲液(５０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ、ｐＨ
７.５、１５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、４ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ、１ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＥＧＴＡ、０.５％ ＮＰ￣４０、１０％ 甘油、１×磷酸酶抑制剂和
１×蛋白酶抑制剂) 洗涤沉淀物三次ꎬ并用溶解在
ＴＢＳ( １０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ、 １５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ ｐＨ
７.４)中的 ３×Ｆｌａｇ 多肽(碧云天生物)洗脱ꎮ 然后
制备蛋白质并在 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶 ( Ｓｅｖｅｎｂｉｏꎬ中
国)上分离并进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 免疫印迹ꎬ方法
见 １.２.１.２ꎮ
１.２.４.３　 免疫荧光检测 ＮＥＤＤ４Ｌ 和 ＡＬＤＯＡ 的相

互作用
将含有 Ｆｌａｇ￣ＡＬＤＯＡ 的质粒转染至 ＬＮ２２９ 细

胞接种于细胞爬片通透固定ꎬ方法见 １.２.２.１ꎮ 激光
共聚焦显微镜观察 ＡＬＤＯＡ 和 ＮＥＤＤ４Ｌ 的亚细胞
共定位情况ꎮ ＩｍａｇｅＪ 软件对 ＡＬＤＯＡ 与 ＮＥＤＤ４Ｌ
的免疫荧光信号进行共定位分析ꎮ
１.２.５　 ＮＥＤＤ４Ｌ 介导 ＡＬＤＯＡ 的泛素化修饰(Ｈｉｓ

标记蛋白的免疫沉淀)
将 ６ ×Ｈｉｓ￣ＵｂｉｑｕｉｔｉｎꎬＦｌａｇ￣ＡＬＤＯＡ 以及 ＥＧＦＰ￣

ＮＥＤＤ４Ｌ 质粒转染至 ２９３Ｔ 细胞并过夜ꎬ并用 ＲＩＰＡ



聂秋成ꎬ等.ＮＥＤＤ４样 Ｅ３泛素蛋白连接酶通过介导果糖二磷酸Ａ的泛素化修饰调控胶质母细胞瘤细胞铁死亡敏感性 １１　　　 　

裂解液裂解细胞ꎬ与 Ｎｉ２＋ ￣ＮＴＡ 高亲和树脂孵育 ２ ｈꎬ
用 ＩＰ２ 缓冲液(５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＴｒｉｓꎬｐＨ ７.５、１５０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌ、０.５％ ＮＰ￣４０、１０％ 甘油、１×磷酸酶抑制剂和
１×蛋白酶抑制剂)洗涤沉淀物三次ꎮ 配制蛋白上样
缓冲液(４０ μＬ ＬＤＳ＋４０ μＬ １ ｍｏｌ / Ｌ 咪唑＋３.５ μＬ
β￣巯基乙醇)并按照每个样品 ２０ μＬ 的体积加入到
ＩＰ 组蛋白中置于 ９８ ℃加热 ５ ｍｉｎꎬ并在 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
凝胶上分离并进行标准免疫印迹ꎬ详见 １.２.１.２ꎮ
１.２.６　 ＮＥＤＤ４Ｌ 与 ＡＬＤＯＡ 介导 ＧＢＭ 细胞铁死亡

的机制验证
本实验涉及的实验组为 ＮＥＤＤ４Ｌ / ＡＬＤＯＡ￣ｓｉＲ￣

ＮＡ 转染组(ｓｉ￣Ｎ４Ｌ、ｓｉＡＬＤＯＡ)ꎬ而对照组则为空白￣
ｓｉＲＮＡ 转染组(ｓｃ)ꎮ 将上述细胞按照每孔接种 ３×
１０５ 个接种于 ６ 孔板中培养ꎬ待细胞密度达到 ５０％ ~
７０％时ꎬ进行 ｓｉＲＮＡ 转染ꎬｓｉＡＬＤＯＡ 序列(ＡＬＤＯＡ￣
ｓｉＲＮＡｓ: ＣＣＧＡＧＡＡＣＡＣＣＧＡＧＧＡＧＡＡ ＣＣＡＵＧＣＵ￣
ＵＧＣＡＣＵＣＡＧＡＡＧＵＵ)ꎬ ＮＥＤＤ４Ｌ￣ｓｉＲＮＡ 序 列 及
ｓｉＲＮＡ 转染步骤见 １.２.４.１ꎮ 经 ｓｉＲＮＡ 转染后的三
组细胞 ｓｃ、ｓｉＡＬＤＯＡ、ｓｉＮ４Ｌ 分别通过 Ｓｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎ
染色实验(方法见 １.２.２.２)和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 实验
检测其对胶质瘤细胞 ＬＮ２２９ 的铁死亡敏感性及相

关铁死亡信号通路蛋白表达水平的影响ꎮ
１.３　 统计学处理

使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.０ 软件进行统计分析ꎮ
计量资料以 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎮ 两组间比较采用独立样本 ｔ
检验ꎮ 多组间比较采用双因素方差分析( ｔｗｏ￣ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ)ꎬ若交互作用显著ꎬ组间两两比较则采用
Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 校正ꎮ 所有实验均独立重复至少 ３ 次ꎮ
通过 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析评估 ＮＥＤＤ４Ｌ 与铁死亡关键
分子 ＳＬＣ７Ａ１１ 及 ＧＰＸ４ 的表达相关性ꎬ并生成散点
图ꎮ 检验水准 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 泛素化连接酶 ＮＥＤＤ４Ｌ 在 ＧＢＭ 患者中低表

达且与铁死亡密切相关

ＮＥＤＤ４Ｌ 在 ＧＢＭ 患者中呈现低表达 ( Ｐ <
０.００１)ꎬ且与 ＧＰＸ４ 和 ＳＬＣ７Ａ１１ 负性相关ꎮ 与此同
时通过检测不同 ＧＢＭ 细胞系中 ＮＥＤＤ４Ｌ 的蛋白表
达水 平 发 现ꎬ 与 正 常 小 胶 质 细 胞 ＮＨＡ 相 比ꎬ
ＮＥＤＤ４Ｌ 在 ＧＢＭ 细胞内呈现低表达(Ｆ ＝ ４.２６７ꎬ
Ｐ＝ ０.０２８ ６)ꎬ见图 １ꎮ

图 １　 泛素化连接酶 ＮＥＤＤ４Ｌ 在 ＴＣＧＡ ＧＢＭ 数据库的临床分析结果
Ａ:ＮＥＤＤ４Ｌ 在 ＧＢＭ 组织中的表达水平低于正常组织ꎮ∗∗∗Ｐ<０.００１ꎻ Ｂ:ＮＥＤＤ４Ｌ 在不同 ＧＢＭ 细胞中蛋白表达水平的
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测ꎻ Ｃ~Ｄ:ＮＥＤＤ４Ｌ 与 ＧＰＸ４ 和 ＳＬＣ７Ａ１１ 的相关性分析图ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＮＥＤＤ４Ｌ ｉｎ ＴＣＧＡ ＧＢＭ ｄａｔａｂａｓｅ
Ａ: ＮＥＤＤ４Ｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｓ ｌｏｗｅｒ ｉｎ ＧＢＭ ｔｈａｎ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅ. ∗∗∗Ｐ< ０.００１ꎻ Ｂ: Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＥＤＤ４Ｌ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＧＢＭ ｃｅｌｌｓꎻ Ｃ￣Ｄ: Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ＮＥＤＤ４Ｌ ｗｉｔｈ ＧＰＸ４ ａｎｄ ＳＬＣ７Ａ１１.
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２.２　 敲除 ＮＥＤＤ４Ｌ 显著增强 ＧＢＭ 细胞铁死亡敏

感性

免疫荧光与 Ｓｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎ 染色实验显示ꎬ敲低 /除

ＮＥＤＤ４Ｌ 可显著降低其蛋白表达水平ꎬ且敲低

ＮＥＤＤ４Ｌ 能明显抑制 ＩＫＥ 诱导的 ＬＮ２２９ 细胞铁死

亡(Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ２ꎮ

图 ２　 敲除 ＮＥＤＤ４Ｌ 增强 ＧＢＭ 细胞铁死亡敏感性
Ａ:使用 ＩＫＥ 处理不同实验组后 Ｓｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎ 染料和 ＤＡＰＩ 的荧光图ꎬ比例尺为 ５０ μｍꎻ Ｂ:Ｓｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎ 阳性细胞死亡的
统计图ꎬ ∗∗∗Ｐ<０.００１ꎻ Ｃ~Ｄ:通过 Ｓｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎ 染料 １２.５ μｍｏｌ / Ｌ ＩＫＥ(Ｃ)以及胱氨酸饥饿(Ｄ)处理 ＬＮ２２９ 以及 ＮＥＤＤ４Ｌ
敲除细胞 １８ ｈ 后细胞死亡统计图ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１ꎻ Ｅ:ＮＥＤＤ４Ｌ￣ｓｈＲＮＡ 以及敲除细胞系的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果
图ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＮＥＤＤ４Ｌ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＧＢＭ ｃｅｌｌｓ
Ａ: Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ Ｓｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎ ａｎｄ ＤＡＰＩ ａｆｔｅｒ ＩＫＥ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｓｃａｌｅ ｂａｒ:
５０ μｍꎻ Ｂ: Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｇｒａｐｈ ｏｆ Ｓｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ∗∗∗Ｐ< ０.００１ꎻ Ｃ￣Ｄ:Ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｒａｔｉｏ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＬＮ２２９ ａｎｄ
ＮＥＤＤ４Ｌ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ １８ ｈ ｏｆ ＬＮ２２９ ａｎｄ ＮＥＤＤ４Ｌ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎ ｄｙｅ １２.５ μｍｏｌ / Ｌ
ＩＫＥ (Ｃ) ａｎｄ ｃｙｓｔｉｎｅ ｓｔａｒｖａｔｉｏｎ (Ｄ)ꎬ ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１ꎻ Ｅ: Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｏｆ ＮＥＤＤ４Ｌ￣ｓｈＲＮＡ ａｎｄ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅｓ.

２.３　 敲除 ＮＥＤＤ４Ｌ 对 ＩＫＥ 诱导的 ＬＮ２２９ 细胞脂

质过氧化水平的影响

Ｃ１１￣ＢＯＤＩＰＹ(５８１ / ５９１)荧光标记方法检测结

果表明ꎬ与对照组相比ꎬＮＥＤＤ４Ｌ 敲除的 ＬＮ２２９ 细

胞在 ＩＫＥ 诱导后脂质过氧化水平显著降低 (Ｐ <
０.００１)ꎬ且铁死亡抑制剂 Ｆｅｒ￣１ 可逆转 ＩＫＥ 诱导的

脂质过氧化升高ꎬ见图 ３ꎮ
２.４　 ＮＥＤＤ４Ｌ 通过与醛缩酶 ＡＬＤＯＡ 相互作用介

导其泛素化修饰

ｓｉＲＮＡ 转染 ＬＮ２２９ 细胞结果显示ꎬＩＫＥ 处理下

敲低 ＮＥＤＤ４Ｌ 可显著降低 ＡＬＤＯＡ 的泛素化水平ꎮ

Ｆｌａｇ 标签蛋白免疫共沉淀实验表明 ＡＬＤＯＡ 与

ＮＥＤＤ４Ｌ 可以相互结合ꎬ ＭＧ１３２ 也明显增强了

ＡＬＤＯＡ 与 ＮＥＤＤ４Ｌ 的相互作用ꎮ 免疫荧光染色

实验也证明 Ｆｌａｇ￣ＡＬＤＯＡ 与内源性 ＮＥＤＤ４Ｌ 在细

胞质内呈明显表达共定位现象ꎬ并通过使用 ＩｍａｇｅＪ
软件对 ＡＬＤＯＡ 与 ＮＥＤＤ４Ｌ 的免疫荧光信号进一

步共定位分析显示 ＡＬＤＯＡ 和 ＮＥＤＤ４Ｌ 的荧光信

号在多个位置上存在相似的分布趋势ꎬ表现为两者

曲线的高峰和低谷大致重合ꎬ尤其是在 １００ ~ ５００
μｍ 之间ꎬ共同出现了多个信号峰ꎬ表明二者在这些

区域可能具有很高的共定位现象ꎬ见图 ４ꎮ



聂秋成ꎬ等.ＮＥＤＤ４样 Ｅ３泛素蛋白连接酶通过介导果糖二磷酸Ａ的泛素化修饰调控胶质母细胞瘤细胞铁死亡敏感性 １３　　　 　

图 ３　 敲除 ＮＥＤＤ４Ｌ 促进 ＧＢＭ 细胞的脂质过氧化
Ａ:Ｃ１１￣ＢＯＤＩＰＹ 染色法检测 ＬＮ２２９ 细胞敲除 ＮＥＤＤ４Ｌ 后的脂质过氧化流式峰图ꎻ Ｂ:脂质过氧化的柱状统计图ꎮ
∗∗∗Ｐ<０.００１ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＮＥＤＤ４Ｌ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｌｉｐｉｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｉｎ ＧＢＭ ｃｅｌｌｓ
Ａ: Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｈｉｓｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｌｉｐｉｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｉｎ ＬＮ２２９ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ＮＥＤＤ４Ｌ ｋｎｏｃｋｏｕｔꎬ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｃ１１￣ＢＯＤＩＰＹ
ｓｔａｉｎｉｎｇꎻ Ｂ: Ｂａｒ ｇｒａｐｈ ｑｕａｎｔｉｆｙｉｎｇ ｌｉｐｉｄ ｐｅｒｏｘｉｄａｔｉｏｎ. ∗∗∗Ｐ<０.００１.

图 ４　 ＮＥＤＤ４Ｌ 与 ＡＬＤＯＡ 的相互作用及荧光共定位检测
Ａ: 在 ＩＫＥ 处理条件下ꎬＬＮ２２９ 细胞中敲低 ＮＥＤＤ４Ｌ 对 ＡＬＤＯＡ 的泛素化影响ꎻ Ｂ:１０ μｍｏｌ / Ｌ 蛋白酶抑制剂 ＭＧ１３２ 处
理过表达 Ｆｌａｇ￣ＡＬＤＯＡ 的 ＬＮ２２９ 细胞 ６ ｈꎬＦｌａｇ￣ＡＬＯＤＡ 免疫共沉淀实验ꎻ Ｃ:过表达 Ｆｌａｇ￣ＡＬＤＯＡ 的 ＬＮ２２９ 细胞的免
疫荧光图(比例尺 １００ μｍ)ꎻ Ｄ:使用 ＩｍａｇｅＪ 软件对 ＡＬＤＯＡ 与 ＮＥＤＤ４Ｌ 的免疫荧光信号进行共定位分析ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏ￣ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＥＤＤ４Ｌ ａｎｄ ＡＬＤＯＡ
Ａ: Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＮＥＤＤ４Ｌ ｏｎ ＡＬＤＯＡ ｉｎ ＬＮ２２９ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ＩＫＥ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎻ Ｂ: １０ μｍｏｌ / Ｌ ｐｒｏｔｅａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＭＧ１３２ ｔｒｅａｔｅｄ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆｌａｇ￣ＡＬＤＯＡ ｉｎ ＬＮ２２９ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒ ６ ｈꎬ Ｆｌａｇ￣ＡＬＯＤＡ ｃｏ￣ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
ａｓｓａｙꎻ Ｃ: Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｉｔｈ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｆｌａｇ￣ＡＬＤＯＡ ｏｆ ＬＮ２２９
ｃｅｌｌｓ (ｓｃａｌｅ ｂａｒ: １００ μｍ)ꎻ Ｄ: Ｃｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＬＤＯＡ ａｎｄ ＮＥＤＤ４Ｌ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＩｍａｇｅＪ
ｓｏｆｔｗａｒｅ.
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２.５　 ＮＥＤＤ４Ｌ 是 ＡＬＯＤＡ 新的泛素化连接酶

Ｎｉ２＋ ￣ＮＴＡ 亲和柱层析实验表明ꎬＡＬＤＯＡ 蛋白

可发生单泛素化修饰ꎬ且该修饰水平在 ＮＥＤＤ４Ｌ 作

用下 显 著 提 升ꎮ 在 ２９３Ｔ 细 胞 中 将 质 粒 Ｆｌａｇ￣

ＡＬＤＯＡꎬ 分别与 Ｍｙｃ￣ＮＥＤＤ４Ｌ 以及 ｍｙｃ￣ＮＥＤＤ４Ｌ
失活突变体(Ｃ９４２Ａ)共转染ꎬ发现 ＡＬＤＯＡ 可以直

接被野生型泛素化酶 ＮＥＤＤ４Ｌ 单泛素化修饰(∗号

标记)ꎬ却不被 ＮＥＤＤ４Ｌ 失活突变体所修饰ꎬ见图 ５ꎮ

图 ５　 ＮＥＤＤ４Ｌ 介导 ＡＬＯＤＡ 的泛素化修饰
Ａ:转染不同质粒后ꎬ经 Ｎｉ２＋ ￣ＮＴＡ 亲和柱层析分析ꎬＡＬＤＯＡ 被证实存在单泛素化修饰ꎻ Ｂ:免疫共沉淀实验提示了
ＡＬＤＯＡ是 ＮＥＤＤ４Ｌ 新的泛素化修饰底物ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＮＥＤＤ４Ｌ ｍｅｄｉａｔｅ ｔｈｅ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＬＯＤＡ
Ａ: Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｖａｒｉｏｕｓ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ Ｎｉ２＋ ￣ＮＴＡ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｓ ｔｈａｔ ＡＬＤＯＡ ｃａｎ
ｕｎｄｅｒｇｏ ｍｏｎｏｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎꎻ Ｂ: Ｃｏ￣ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｓｓａｙｓ ｓｕｇｇｅｓｔｓ ｔｈａｔ ＡＬＤＯＡ ｉｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ
ｏｆ ＮＥＤＤ４Ｌ.

２.６　 ＮＥＤＤ４Ｌ 与 ＡＬＤＯＡ 调控 ＧＢＭ 细胞铁死亡

敏感性的作用机制

Ｓｙｔｏｘ 绿 色 荧 光 染 色 法 检 测 显 示ꎬ 敲 低

ＮＥＤＤ４Ｌ 或 ＡＬＤＯＡ 表达均可显著抑制胶质母细

胞瘤铁死亡的发生(Ｐ<０.００１)ꎮ 蛋白免疫印迹实验

进一步揭示ꎬ敲低 ＮＥＤＤ４Ｌ 或 ＡＬＤＯＡ 表达均能提

升 ＧＰＸ４ 蛋白水平ꎬ并显著增强 ４ＥＢＰ１ 和乙酰辅酶

Ａ 羧化酶(ＡＣＣ)的磷酸化状态ꎮ 这些结果表明ꎬ
ＮＥＤＤ４Ｌ 可能通过介导 ＡＬＤＯＡ 的泛素化修饰ꎬ进
而激活 ｍＴＯＲＣ１￣４ＥＢＰ１ 信号通路并调控脂质代谢ꎬ
最终影响肿瘤细胞的铁死亡过程ꎬ见图 ６ꎮ

图 ６　 ＮＥＤＤ４Ｌ 与醛缩酶 ＡＬＤＯＡ 调控铁死亡敏感性的潜在机制
Ａ: Ｓｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎ 染料和 ＤＡＰＩ 的荧光图检测 ＩＫＥ 诱导 ＬＮ２２９ 对照、ｓｉＮＥＤＤ４Ｌ 和 ｓｉＡＬＤＯＡ 敲低组的细胞死亡情况ꎬ
比例尺: ５０ μｍꎻ Ｂ:Ｓｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎ 阳性细胞死亡的统计图ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１ꎻ Ｃ:在 ＬＮ２２９ 对照、ｓｉＮＥＤＤ４Ｌ 和 ｓｉＡＬＤＯＡ 敲低细
胞中ꎬ通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测铁死亡调控通路的相关的蛋白表达水平ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｂｙ ｗｈｉｃｈ ＮＥＤＤ４Ｌ ａｎｄ ＡＬＤＯＡ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
Ａ: Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ Ｓｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎ ｄｙｅ ａｎｄ ＤＡＰＩ ａｆｔｅｒ ＩＫＥ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ ＬＮ２２９ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｓｉＮＥＤＤ４Ｌ ａｎｄ ｓｉＡＬＤＯＡ ｃｅｌｌｓ
(ｓｃａｌｅ ｂａｒ: ５０ μｍ)ꎻ Ｂ: Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｇｒａｐｈ ｏｆ Ｓｙｔｏｘ Ｇｒｅｅｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ (∗∗∗Ｐ<０.００１)ꎻ Ｃ: Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ
ｏｆ ｋｅｙ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｉｎ ＬＮ２２９ ｃｏｎｔｒｏｌ ｃｅｌｌｓꎬ
ｓｉＮＥＤＤ４Ｌ￣ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｓｉＡＬＤＯＡ￣ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｃｅｌｌｓ.
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３　 讨　 论

ＧＢＭ 是一种成人最常见的原发性恶性脑瘤ꎬ诊
断后的中位生存率仅为 １２~１６ 个月ꎬ患者生存质量

低ꎮ 主要的治疗方法是手术切除ꎬ随后进行放射治

疗ꎬ同时辅助替莫唑胺( ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅꎬ ＴＭＺ)化疗ꎬ
但疗效有限ꎬ临床上亟需新的 ＧＢＭ 治疗手段[２０￣２１]ꎮ
在 ＧＢＭ 患者中ꎬ铁死亡是其发生程序性死亡的主

要类型ꎬ与肿瘤恶性进展、不良预后和免疫抑制密切

相关[２２￣２３]ꎮ 靶向铁死亡通路被认为是近年来一种

新兴的有效抗肿瘤方法ꎮ 目前已知替莫唑胺与铁死

亡诱导剂 Ｅｒａｓｔｉｎ 联合使用ꎬ可以提高对胶质瘤细胞

的治疗效果[２４]ꎬ但其协同效应的分子机制仍不清

晰ꎮ 因此ꎬ如何将铁死亡应用到胶质母细胞瘤治疗

以及揭示铁死亡在胶质母细胞瘤中的作用分子机制

等ꎬ仍需进一步研究ꎮ 大量研究表明泛素蛋白降解

系统(ｕｂｉｑｕｉｎｔｉｎ￣ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ ｓｙｓｔｅｍꎬ ＵＰＳ)在调控铁

死亡通路中起着关键作用ꎬ寻找和探究泛素连接酶

介导靶分子的泛素化修饰调控铁死亡分子机制也是

目前癌症治疗和诊断的重要研究策略[２５￣２６]ꎮ 基于

以上背景ꎬ本研究发现 ＮＥＤＤ４Ｌ 是 ＡＬＤＯＡ 新的

Ｅ３ 泛素化连接酶ꎬ并与 ＡＬＤＯＡ 相互作用介导其单

泛素化修饰ꎬ影响调控 ＧＢＭ 细胞铁死亡易感性ꎮ
敲低 ＮＥＤＤ４Ｌ 和 ＡＬＤＯＡ 的表达均促进 ４ＥＢＰ１ 和

ＡＣＣ 的磷酸化水平以及 ＧＰＸ４ 蛋白的表达ꎮ 因此本

研究旨在需要寻找针对 ＧＢＭ 新的潜在干预治疗靶

点ꎬ为治疗 ＧＢＭ 提供了新的理论基础和研究思路ꎮ
已有研究[１６￣１９]发现 Ｅ３ 泛素连接酶 ＮＥＤＤ４Ｌ 不

仅在肿瘤发生发展中起着重要作用ꎬ也参与调控铁

死亡的作用ꎮ 在 ＧＢＭ 患者中ꎬ与正常组织相比泛

素化连接酶 ＮＥＤＤ４Ｌ 呈低表达ꎬ下调 ＮＥＤＤ４Ｌ 促

进 ＧＢＭ 的发生发展[２７]ꎮ 研究报道小鼠体内敲除

ＮＥＤＤ４Ｌ 通过泛素降解 ＳＬＣ３Ａ２ 抑制 ＧＰＸ４ 的表

达增强小鼠肠上皮细胞铁死亡ꎬ以限制炎症性肠病

和结直肠癌发生[１６]ꎮ ＮＥＤＤ４Ｌ 通过泛素化降解

ＳＬＣ７Ａ１１ 促 进 铁 死 亡ꎬ 抑 制 食 管 鳞 状 细 胞 癌

(ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｎｃｅｌꎬ ＥＳＣＣ) 肿瘤生

长[１８]ꎮ 也有研究报道 Ｅｒａｓｔｉｎ / ＲＳＬ３ 诱导胰腺癌

ＰＡＮＣ１ 细胞铁死亡 ２４ ｈ 后ꎬ分析 ５７１ 个泛素－蛋白

酶体系统基因的 ｍＲＮＡ 表达时ꎬ泛素化连接酶

ＮＥＤＤ４Ｌ 的表达明显上调ꎬ且 ＮＥＤＤ４Ｌ 通过降解

ＬＴＦ 抑制脂质氧化ꎬ抑制肿瘤细胞的铁死亡ꎬ但其分

子机制研究尚不清晰[１７]ꎮ 以上均提示 ＮＥＤＤ４Ｌ 在

多种疾病中参与调控铁死亡的重要作用ꎮ 本研究发

现ꎬ与正常组织相比ꎬＮＥＤＤ４Ｌ 在 ＧＢＭ 患者中呈低

表达ꎬ且与铁死亡关键因子 ＳＬＣ７Ａ１１ 和 ＧＰＸ４ 表达

密切相关ꎮ 在 ＧＢＭ 细胞系 ＬＮ２２９ 细胞中通过基因

敲低或敲除的方式抑制 ＮＥＤＤ４Ｌ 的表达ꎬ能显著抵

抗 ＩＫＥ 和胱氨酸饥饿诱导铁死亡的发生ꎬ并可以被

铁死亡抑制剂所逆转ꎬ进一步验证了在 ＧＢＭ 细胞

中低表达 ＮＥＤＤ４Ｌ 能够抵抗铁死亡的发生ꎮ
有研究发现靶向代谢酶也是克服抵抗铁死亡发

生的重要潜在靶标[２８]ꎮ 糖酵解的下游代谢产物

３￣磷酸甘油酸 Ｇ３Ｐ 通过介导线粒体上的磷酸甘油

酸脱氢酶 ２(ＧＰＤ２)抑制铁死亡ꎬ提示了 Ｇ３Ｐ 相关

的代谢酶与调控铁死亡的潜在相关性[２９]ꎮ 另有报

道通过利用靶向 ８７ 个糖代谢相关酶的 ｓｉＲＮＡ 文库

筛选方法发现ꎬ丙酮酸脱氢酶激酶 ４ (ＰＤＫ４)是抵

抗铁死亡的关键基因ꎬＰＤＫ４ 通过阻断丙酮酸脱氢

酶(ｐｙｒｕｖａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｃｏｍｐｌｅｘꎬ ＰＤＨ)依赖性

的丙酮酸氧化和脂肪酸合成来抵抗胰腺癌铁死亡的

发生[３０]ꎮ 而代谢酶 ＡＬＤＯＡ 是葡萄糖的关键胞内

感受器ꎬ抑制 ＡＬＤＯＡ 可以激活 ＡＭＰＫ 通路ꎬ缓解

脂肪肝、延长寿命等作用[３１]ꎬ但在 ＧＢＭ 细胞中

ＡＬＤＯＡ呈高表达ꎬ促进胶质瘤的侵袭与生长ꎬ但其

分子机制不甚清楚[３２]ꎮ 此外在肝癌和胰腺癌等肿

瘤中ꎬＡＬＤＯＡ 促使癌症转移和侵袭ꎬ降低 ＡＬＤＯＡ
表达可以抑制 ＡＴＰ 的合成ꎬ促进 ＲＯＳ 的产生ꎬ继而

抑制肿瘤细胞的生长[３３￣３４]ꎬ揭示 ＡＬＤＯＡ 是治疗癌

症的重要潜在药物靶点ꎮ 以上研究均说明ꎬＡＬＤＯＡ
在肿瘤发生发展中发挥了重要作用ꎬ但是关于

ＡＬＤＯＡ在泛素化修饰以及铁死亡调控等方面研究较

少ꎮ 而本项目根据本实验室以往的 Ｆｌａｇ￣ＮＥＤＤ４Ｌ 蛋

白质 谱 数 据[１９] 发现 ＡＬＤＯＡ 也是泛素连接酶

ＮＥＤＤ４Ｌ 的 潜 在 修 饰 底 物ꎬ 因 此 本 研 究 验 证

ＮＥＤＤ４Ｌ 是 ＡＬＤＯＡ 新的 Ｅ３ 泛素化连接酶ꎬ并与

ＡＬＤＯＡ 相互作用介导其单泛素化修饰ꎬ影响胶质

母细胞瘤铁死亡敏感性ꎮ 敲低 ＡＬＤＯＡ 和 ＮＥＤＤ４Ｌ
均显著抑制胶质瘤铁死亡的发生ꎬ抑制脂肪酸羧化

酶 ＡＣＣ 活性和上调 ＧＰＸ４ 的表达ꎬ提示了 ＡＬＤＯＡ
可能通过调控脂肪酸合成和脂质氧化抵抗铁死亡的

发生ꎮ 还发现 ＡＬＤＯＡ 是 ＮＥＤＤ４Ｌ 的潜在重要修

饰底物ꎬＮＥＤＤ４Ｌ 通过与 ＡＬＤＯＡ 相互作用介导其

单泛素化修饰ꎮ 敲低 ＮＥＤＤ４Ｌ 和 ＡＬＤＯＡ 的表达

明显抵抗 ＧＢＭ 细胞铁死亡ꎬ并上调 ｍＴＯＲＣ 通路

下游分子 ４ＥＢＰ１ 的磷酸化水平以及铁死亡核心调

控分子 ＧＰＸ４ 的表达ꎬ提示 ＮＥＤＤ４Ｌ 介导 ＡＬＤＯＡ
的单泛素化修饰调控铁死亡ꎮ 但 ＡＬＤＯＡ 的泛素化

修饰如何通过 ｍＴＯＲＣ１￣４ＥＢＰ１ 信号轴和 ＡＣＣ 的磷
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酸化影响 ＧＰＸ４ 蛋白表达和脂质代谢的分子机制ꎬ
需要进一步的探讨和研究ꎮ

综上 所 述ꎬ 本 研 究 证 实 了 泛 素 化 连 接 酶

ＮＥＤＤ４Ｌ 对 ＩＫＥ 和胱氨酸饥饿诱导 ＧＢＭ 铁死亡的

作用ꎬ发现 ＮＥＤＤ４Ｌ 是 ＡＬＤＯＡ 新的 Ｅ３ 泛素化连

接酶ꎬ并与 ＡＬＤＯＡ 相互作用介导其单泛素化修饰ꎬ
可能通过影响 ｍＴＯＲＣ１￣４ＥＢＰ１ 信号通路和脂质代

谢调控铁死亡ꎮ 随着对 ＮＥＤＤ４Ｌ 和 ＡＬＤＯＡ 调控

铁死亡的机制研究的深入ꎬＡＬＤＯＡ 有望成为新的

调控铁死亡重要因子ꎬ也为恶性肿瘤诊断和治疗提

供新的研究策略ꎮ 将有助于阐明和完善泛素化酶介

导靶分子泛素化修饰调控肿瘤铁死亡的分子机制和

癌症治疗的研究策略ꎬ为治疗胶质母细胞瘤提供了

全新的研究思路和治疗靶点ꎮ
本研究仍存在以下不足:①主要基于体外 ＧＢＭ

细胞系实验ꎬ缺乏动物模型及患者来源肿瘤类器官的

验证ꎬ后续需进一步在体内证实 ＮＥＤＤ４Ｌ￣ＡＬＤＯＡ 信

号轴对 ＧＢＭ 进展和治疗反应的作用ꎻ②虽然发现

ＮＥＤＤ４Ｌ 介导 ＡＬＤＯＡ 的单泛素化修饰可能通过

调控 ｍＴＯＲＣ１￣４ＥＢＰ１ 信号通路及脂质代谢影响

ＧＰＸ４ 的表达ꎬ但未深入解析 ＡＬＤＯＡ 泛素化修饰

具体位点及其与代谢通路互作的分子细节ꎻ③未探

讨 ＮＥＤＤ４Ｌ 和 ＡＬＤＯＡ 在 ＧＢＭ 患者临床样本中的

预后价值ꎬ缺少对其作为潜在生物标志物的临床转

化意义的评估ꎮ 未来研究应结合 ＣＲＩＳＰＲ / Ｃａｓ９ 基

因编辑小鼠模型、患者来源类器官及临床样本ꎬ系统

验证 ＮＥＤＤ４Ｌ￣ＡＬＤＯＡ 信号轴在 ＧＢＭ 发生发展中

的作用及预后价值ꎻ同时通过质谱和突变体构建精

确鉴定 ＡＬＤＯＡ 泛素化修饰位点ꎬ明确其在脂质代

谢及 铁 死 亡 调 控 中 的 关 键 作 用ꎻ 并 探 索 靶 向

ＮＥＤＤ４Ｌ 或 ＡＬＤＯＡ 的药物小分子或 ＰＲＯＴＡＣ 降

解剂ꎬ为开发新的铁死亡敏感化治疗策略及 ＧＢＭ
精准治疗提供理论基础和潜在靶点ꎮ
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