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摘  要 

目的：根据表观遗传特征，可以对恶性肿瘤进行分型，并针对分子异常代谢给予精准打击，实现抗肿瘤

目的，这是一种新兴治疗策略。在多数细胞恶变过程中，胱氨酸的成瘾是常见的异常代谢。随后，Erastin
被研究者发现，它能抑制胱氨酸谷氨酸转运体(Xc-system)，从而诱导细胞死亡。对大多数乳腺癌效果显

著。然而，三阴型乳腺癌细胞是非间充质的，对Erastin治疗无反应。为了克服这种耐药性，我们筛选并

鉴定出Tubacin，它可以转变恶性肿瘤的胱氨酸不敏感的状态。为了验证Tubacin实际效果，我们尝试在

Tubacin、Erastin条件下处理三阴型乳腺癌细胞，对比观察细胞死亡实际情况。方法：本研究的三阴型

乳腺癌细胞株HCC38购自ATCC公司，在DMSO、Tubacin、Erastin、及Erastin联合Tubacin条件下进行

处理，以流式细胞学等方式检测细胞死亡。结果：1) 单独使用Tubaicn、Erastin处理HCC38细胞，细

胞死亡幅度无明显变化。2) Erastin联合Tubacin处理癌细胞可以显著诱导死亡。3) 与DMSO、Tub、Era
相比，Era + Tub组别细胞死亡明显增多。4) 与DMSO相比，Tub、Era、Era + Tub组别细胞的活性氧均

不同程度增高，后两者显著增高。结论：Erastin联合Tubacin可促进乳腺癌HCC38细胞死亡。 
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Abstract 
Purpose: According to epigenetic features, malignant tumors can be typed and given a precise 
blow against the molecular aberrant metabolism, achieving antitumor purpose, which is an emerg-
ing therapeutic strategy. Addiction to cystine is the more common aberrant metabolism involved 
in most cellular malignant transformation. Subsequently, the cystine blocker erastin was discov-
ered to inhibit the cystine glutamate transporter (XC-System), which induces cell death and has 
produced significant effect against most breast cancers. However, TNBC cells are non mesenchym-
al and do not respond to cystine deprivation treatment. To overcome this resistance, we screened 
and identified tubacin, which can transform the cystine insensitive state of malignancies. To verify 
the actual effect of tubacin, we tried to treat triple negative breast cancer cells under tubacin, erastin 
conditions and observed the cell death reality comparatively. Methods: The triple negative breast 
cancer cell line HCC38 from this study was purchased from ATCC and treated in DMSO, Tubacin, 
Erastin, and Erastin plus Tubacin to detect cell death by flow cytometry. Results: 1) In HCC38 cells 
treated with tubaicn or erastin alone, the magnitude of cell death was unchanged. 2) Treatment of 
cancer cells with erastin in combination with tubacin significantly induced death. 3) Compared 
with DMSO, Tub, or Era, cell death was significantly increased in the Erastin plus Tubacin Group. 
4) Compared with DMSO, ROS increased in all cell lines in the Tub, Era, and Erastin plus Tubacin 
groups, and the latter two were significantly higher. Conclusions: Erastin, in combination with tu-
bacin, confers breast cancer cells death of HCC38.  
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1. 引言 

三阴型乳腺癌(Triple Negative Breast Cancer, TNBC)在各类乳腺癌类型的占比约为 20% [1]，概念为雌

孕激素受体表达缺乏，且没有 HER-2 扩增。因此，TNBC 的治疗方式有限。与其他类型乳腺癌相比，TNBC
具有较高侵袭性，患者预后较差，术后 5 年内容易早期复发，复发转移患者的总体生存期仅约为 18 个月

[1]。手术和化疗仍是最主要的治疗方案，其中化疗是系统性抗肿瘤的治疗方式[2] [3]。但是，化疗所致

呕吐、脱发及骨髓抑制等化疗不良反应是不可避免[4]，且容易出现药物抗性，这导致患者在治疗过程中

需要承担更多风险及痛苦。然而，由于生物基因工程技术日益成熟和生物分子学机制架构日渐清晰，有

部分科研学者达成共识，他们认为“三阴型乳腺癌可以根据异常代谢、分子表达等特征进一步分出 TNBC
亚型”，并针对 TNBC 亚型，提出可研发出精准打击 TNBC 的分子代谢异常特征的靶向药物[5]。比如，

程序性死亡受体-1 (Programmed Cell Death 1 Receptor, PD-1)是免疫 T 细胞的表面蛋白，正常情况表达很

少，但是在三阴型乳腺癌细胞中就可以见到 PD-1 的高表达并促进肿瘤生长，因此，PD-1 抗体(Opdivo 和

Keytruda)应运而生，这种抗体药物可以与 PD-1 结合激活淋巴 T 细胞，实现抑制肿瘤增殖的目的，而 PD-1
的这一特性让其被归属到 TNBC 6 种亚型之一的免疫调节型[5] [6]。 

随着基因学、分子生物学、药物等学科的协同发展，研究者们在不断地提出前沿理论和创新技术，
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对肿瘤内部分子和架构，以及相互之间的联系有了更多的了解[7]。目前肿瘤分子代谢的研究中，多数正

常人体细胞在向恶性肿瘤过程过渡时，都存在着代谢异常，这一肿瘤特征也受到学界普遍认可[7] [8]。随

着恶性肿瘤细胞的代谢改变，也往往会引起细胞内外环境的变化，这包括内部分子的异常表达，即原本

高表达且具有抗肿瘤的分子表达显著减少，或者原本低表达并具有促癌作用的分子则异常升高；有的分

子则是正常情况下，促进正常细胞增殖，异常表达，则促进肿瘤复发转移[8]；除了细胞内部代谢改变之

外，还有可能出现细胞外环境改变，比如细胞基质，有些恶性肿瘤，会通过改变细胞表面黏附蛋白，逐

渐向间充质状态过渡，而这一过程中，会不断向外环境分泌刺激因子，降低细胞周围基质的致密性，使

得原本固定在位的恶性肿瘤细胞，获得向周围浸润或者远处转移的能力[9]。总而言之，细胞恶变引起的

内外环境改变，赋予了恶性肿瘤增殖的生命力、侵袭性的特征。然而，细胞恶变引起的异常代谢过程往

往是比较脆弱的，一旦外界干预破坏恶性肿瘤的异常代谢，往往就能有效阻断癌细胞的活力和增殖[10]。
因此，针对肿瘤细胞的代谢脆弱性，目前研究者普遍认为，这是治疗肿瘤的具有前景的靶向方案。胱氨

酸成瘾的代谢改变也是肿瘤常见的一类表观遗传代谢改变，尤其是在乳腺癌当中，常常为研究者关注。

恶变的细胞中，细胞外二硫化物胱氨酸通过胱氨酸谷氨酸转运体持续转入细胞内，这是细胞内胱氨酸主

要来源，随后转化成半胱氨酸，与其他氨基酸反应共同组合成谷胱甘肽(glutathione, r-glutamyl cysteingl + 
glycine, GSH)，而 GSH 还会进一步参与磷脂过氧化氢谷胱甘肽过氧化物酶 4 (Phospholipid Hydroperoxide 
Glutathione Peroxidase 4, GPX4)的合成[11]。细胞内，GPX4 具有对抗活性氧、羟基自由基等超氧化物的

功能，而这些强氧化性物质可以破坏细胞内部细胞器、细胞膜，诱导细胞的死亡[11]。只要减弱抗氧化系

统或者增强氧化反应过程，就可以使得更多氧化性物质产生，达到抑制肿瘤的目的。恶变细胞的胱氨酸

代谢途径同样是脆弱的[12]。由于恶性肿瘤肿瘤细胞的胱氨酸依赖性的特点，Erastin 作为胱氨酸谷氨酸

交换体抑制剂被研究者发现，并且研究证实，Erastin 抑制胱谷交换体，细胞中 GSH、GPX4 的合成显著

减少，而活性氧等强氧化性物质显著增加，脂质过氧化反应迅速增加[12]，并且这一过程与铁死亡密切关

联[13] [14] [15]。针对胱氨酸代谢异常的癌细胞，Erastin 的治疗效果已被证明是一种抑制癌细胞的可靠方

法，并且这种方法仅限制某一种氨基酸，这种药物在人体应用可行性来说是比较高的[16]，但 Erastin 在

临床研究还是相对较少。然而，令人费解的是，三阴性乳腺恶性肿瘤对胱氨酸并没有成瘾性，并且对 Erastin
的治疗没有明显的效果[17]，存在药物抗性。所以，有学者提出，通过药物的干预使得 TNBC 细胞表观

遗传特征发生变化，也许可以作为一种改善其胱氨酸代谢和降低癌细胞药物抗性的有效方式[18]。 
比如，这其中就包括了组蛋白去乙酰化酶 6 (Histone Deacetylase 6, HDAC6)抑制剂，在传统治疗方案

当中，HDAC6 抑制剂，通过促使 α-微管蛋白高乙酰化，诱导恶性肿瘤的死亡[19]。近年来，常常作为佐

剂，增强其他化疗药物或者靶向药物致死癌细胞的效果，尤其是产生药物抗性的恶性肿瘤，它可以通过

直接损伤癌细胞 DNA 来转变癌细胞对抗肿瘤药物敏感性[20] [21]。有学者发现，在胱氨酸依赖性的管腔

亚型或者具有较高侵袭性、转移性类型恶性肿瘤当中，出现了 DNA 高甲基化。这种表观遗传差异引起不

同胱氨酸代谢的恶性肿瘤，对胱氨酸依赖性的代谢特征起决定作用[22] [23]。因此，我们尝试为非间充

质 TNBC 寻找死亡增敏剂，将胱氨酸不敏感的 TNBC 细胞转变为胱氨酸敏感的 TNBC，增强 Erastin 对

TNBC 死亡诱导。通过查阅文献及表观遗传化合物库[24] [25] [26]筛选，我们发现 HDAC6 抑制剂 Tubaicn
似乎是一种理想的佐剂，为了验证 Erastin 联合 Tubacin 对 TNBC 细胞致死效果，所以我们展开了进一步

研究。 

2. 材料及方法 

2.1. 细胞来源及主要试剂 

三阴型乳腺癌细胞 HCC38 细胞购自 ATCC；Erastin、Tubacin 购自 Cayman Chemicals；7-Aminoac- 
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tinomycin D (7-AAD)、DMSO 购自 ThermoFisher Scientific；DMEM 培养基购自 Hyclone；EDTA 胰酶消

化液购自 Biosharp；PBS 购自 Boster、ROS 探针均购自南京建成生物研究所。 

2.2. 细胞活力实验 

严格按照说明书，通过 7-AAD 染色 HCC38 细胞，对细胞活力进行测定。将 7-AAD 原液 5 μl加入到

在缓冲液中配成 100 μl的 7-AAD 工作液，在培养基的 96 孔板中培养的 HCC38 细胞中，37℃孵育细胞 5
分钟，并使用流式细胞仪检测发光强度。 

2.3. 活性氧的测定 

按照 ROS 测定试剂盒的说明，将细胞与 2¢，7¢-二氯二氢荧光素二乙酸酯(DCFH-DA)探针在黑暗中

孵育 30 分钟。然后，在荧光微孔板下观察荧光强度。受激光波长为 485 nm，发射光波长为 525 nm。ROS
水平(%) = 干预组/对照组的荧光值 100%。 

3. 结果 

3.1. Erastin 以浓度梯度的方式培养 HCC38，细胞死亡无明显变化 

正常细胞恶变过程中，大多数都会出现氨基酸代谢异常，其中癌细胞增殖过程中的胱氨酸成瘾性的

特征较为常见，因此，针对癌细胞胱氨酸代谢脆性，研制出各种有效的靶向药物，其中，Erastin 作为胱

氨酸谷氨酸交换体抑制剂被研究者发现。然而，三阴型乳腺恶性肿瘤细胞生长和增殖过程中，并不过分

依赖胱氨酸。因此，为了验证单用 Erastin 处理三阴型乳腺癌细胞的实际效果。我们将 HCC38 细胞以 Erastin
浓度倍数增加的条件下进行培养，并用 7-AAD 试剂及流式检测细胞死亡情况。结果显示，随着 Erastin
药物浓度增加，HCC38 细胞死亡无明显变化，见图 1。 
 

 
Figure 1. Cell death of triple negative breast cancer treated by Erastin 
图 1. Erastin 处理的三阴型乳腺癌细胞死亡情况 

3.2. Tubacin 以浓度梯度的方式培养 HCC38，死亡没有明显变化 

Tubacin 是细胞表观遗传特征的抑制剂，在各类研究当中，常常作为佐剂，影响癌细胞的分子代谢，

与其他化疗或者靶向药物联合杀死肿瘤细胞[27] [28]。并且，我们发现 Tubaicn 也可以用来改变癌细胞胱

氨酸不敏感的代谢特点，这为 Erastin 对 TNBC 治疗提供了新思路。因此，为了验证 Tubacin 处理三阴型

乳腺癌细胞的实际效果。我们将 HCC38 细胞以 Tubacin 浓度倍数增加的条件下进行培养，并用 7-AAD
试剂染色细胞，流式检测细胞死亡情况。结果显示，随着 Tubacin 药物浓度增加，三阴型乳腺癌细胞死

亡仅少量增加，但细胞死亡幅度变化不明显，见图 2。 

3.3. Erastin + Tubacin 处理 HCC38，细胞死亡显著增加 

根据上述数据，我们证实 Tubacin、Erastin 单独使用时并不能有效抑制 TNBC 细胞，接下来，我们
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将联合二者处理细胞，观察细胞死亡。我们先将 Erastin 浓度取固定的观察值 5 μM/L，同时加入浓度以倍

数增加的 Tubacin，对 HCC38 进行处理。我们观察到，随着 Tuabcin 浓度增加，7-AAD 阳性细胞比率越

大，细胞死亡越多，见图 3。 
 

 
Figure 2. Cell death of triple negative breast cancer treated by Tubain 
图 2. Tubacin 处理的三阴型乳腺癌细胞死亡情况 

 

 
Figure 3. Cell death in triple negative breast cancer treated with Tubacin in combination with Erastin 
图 3. Tubacin 联合 Erastin 处理的三阴型乳腺癌细胞死亡情况 

3.4. 与 DMSO、Tub、Era 相比，Era + Tub 组别中死亡显著增加 

为了清晰观察 Tuabcin、Erastin 与细胞死亡的关系，在上述实验基础上，我们选择合适浓度为 5 μmol/L，
归纳成 DMSO、Tubacin、Erastin、Tubacin + Erastin 四个条件的组别，对四种条件下细胞死亡情况，进行

组内比较，Era + Tub 组别当中诱导 TNBC 细胞死亡效果明显优于相同浓度条件下单独使用 Tubacin、
Erastin 以及空白对照组 DMSO。见图 4。 
 

 
Figure 4. Cell death in TNBC treated with DMSO, Tubacin, Erastin or Erastin in combination with Tubacin 
图 4. DMSO、Tubacin、Erastin 以及 Erastin 联合 Tubacin 处理的 TNBC 细胞死亡情况 
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3.5. 与 DMSO、Tub、Era 相比，Era + Tub 组别中 ROS 显著增加 

我们使用活性氧(Reactive Oxygen Species, ROS)探针分别检测 DMSO、Tub (5 μM/L)、Era (5 μM/L)、
Era + Tub。我们观察到在 Era、Era + Tub 组中活性氧均不同程度升高，其中后者显著增高。见图 5。 
 

 
Figure 5. ROS production in TNBC cells treated with DMSO, Tubacin, Erastin or Erastin in combination with Tubacin 
图 5. DMSO、Tubacin、Erastin、Erastin 联合 Tubacin 处理的 TNBC 细胞活性氧生成情况 

4. 讨论 

三阴型乳腺癌是乳腺肿瘤中最具挑战性的亚型，患者的预后差，生存率低，容易出现药物抗性[29]。
而开发新的靶向药物在治疗上可以提供新的方案和策略。肿瘤的靶向治疗是有前景的治疗策略，可以通

过调节肿瘤代谢或者阻断某些分子来治疗肿瘤。尤其是，消耗胱氨酸可以杀死具有胱氨酸依赖的乳腺肿

瘤类型，这主要包括高度侵袭性乳腺癌、复发性乳腺癌以及部分 luminal 型乳腺癌等[30] [31]。然而，三

阴型乳腺癌增殖和生长并不过分依赖胱氨酸，对 Erastin 的治疗没有明显反应。因此，Xc-system 抑制剂

Erastin 在治疗 TNBC 中效果平平，我们的实验中，即便 Erastin 剂量浓度以倍数增加时细胞死亡幅度仍不

明显，这证实三阴型乳腺癌细胞对 Erastin 治疗不敏感，这种情况也称之为药物抗性。在基础研究中，肿

瘤表观遗传的改变往往是自身发展和促进药物抗性的重要因素[32] [33]。因此，许多表观遗传激活剂或抑

制剂被用作佐剂，以克服肿瘤细胞的耐药性，增强药物治疗效果。在前人研究基础上及表观遗传学库筛

选，我们发现 Tubacin 可以作为佐剂，转变恶性肿瘤的胱氨酸不敏感情况，并协助化疗药物或者靶向药

物抗肿瘤治疗。因此，我们尝试将 Tubacin 加入 Erastin 中，验证二者联合用药，是否能增强 TNBC 细胞

的死亡。在实验中，我们观察到仅仅单独使用 Tubaicn 或者 Erastin 处理 HCC38 细胞，即便药物浓度以倍

数增长，细胞死亡情况并不明显。随后，我们将 Erastin 取 5 μmol/L作为观察浓度，再次以浓度倍数递增

方式加入 Tubacin，观察到细胞死亡情况显著增加。为了清晰阐述 Tubacin、Erastin 与 TNBC 细胞死亡之

间的联系，基于已获取的数据，我们归纳 DMSO、Tub (5 μM/L)、Era (5 μM/L)、Era + Tub 四个组别。与

DMSO、Tub、Era 组相比较，Era + Tub 组细胞死亡情况显著增高。因此，我们可以确定 Erastin 联合 Tubacin
可以显著增强三阴型乳腺癌细胞死亡。此外，在前人研究中，Erastin 是一种谷氨酸胱氨酸转运体抑制剂，

也是铁死亡诱导剂，可以通过抑制谷氨酸胱氨酸转运体阻止 GSH/GPX-4 的合成，使得强氧化性物质相对

增多，这其中就包括活性氧，最终诱导细胞死亡[34]。因此，对 ROS 的检测也常常视为铁死亡的非特异

性检测指标。在我们的实验中，我们通过活性氧(ROS)探针[35]，初步检测出各组 ROS 产生情况，我们

观察到，与 DMSO 相比，Tub、Era、Era + Tub 均不同程度的增高，后两者显著增高。然而，由于 ROS
并不是细胞铁死亡特异性标志物[36]，并不能为鉴定细胞铁死亡提供直接的证据。因此，对于细胞死亡类

型我们尚不能明确，但是联合用药过程中包括活性氧在内的强氧化物质增多是可以确定的，而这或许是

细胞致死主要因素之一。并且，在接下来的实验中，我们也将继续沿着细胞死亡类型进行研究。无论如
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何，Tubacin 的发现，让我们为 TNBC 的靶向治疗提供新的思路，我们期待今后有更多类似 Tubacin 的佐

剂，能够协助 Erastin，增强对 TNBC 细胞的打击。 
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