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摘  要：目的  基于 Kelch样 ECH相关蛋白 1（Kelch-like ECH-associated protein 1，Keap1）/核因子 E2相关因子 2（nuclear 

factor erythroid 2-related factor 2，Nrf2）/抗氧化反应元件（antioxidant response elements，ARE）通路和铜稳态研究珠子参

总皂苷（total saponins of Panax japonicus，TSPJ）对伊利司莫和二水合氯化铜（elesclomol-CuCl2·2H2O，Ele-Cu2+）诱导的

肝细胞铜死亡的影响。方法  设置对照组、模型组、TSPJ（25 μg/mL）组、Nrf2抑制剂 ML385（10 μmol/L）组和 TSPJ

（25 μg/mL）＋ML385（10 μmol/L）组。构建 Ele-Cu2+诱导的 AML-12细胞铜死亡模型，给予药物干预后，采用 MTT法

检测细胞活力；采用试剂盒检测乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）释放率及细胞中过氧化氢酶（catalase，CAT）、

谷胱甘肽（glutathione，GSH）、丙二醛（malondialdehyde，MDA）、髓过氧化物酶（myeloperoxidase，MPO）、超氧化物歧

化酶（superoxide dismutase，SOD）、总抗氧化能力（total antioxidant capacity，T-AOC）水平；采用 Sytox Green、DCFH-

DA、JC-1、R6G荧光探针分别检测细胞坏死性凋亡、活性氧（reactive oxygen species，ROS）水平、线粒体膜电位（mitochondrial 

membrane potential，MMP）和 Cu2+水平；采用 qRT-PCR和Western blotting检测细胞中 Keap1、Nrf2、谷氨酸半胱氨酸连

接酶催化亚基（glutamate-cysteine ligase catalytic subunit，GCLC）、血红素加氧酶-1（heme oxygenase-1，HO-1）、NAD(P)H

醌氧化还原酶 1[NAD(P)H quinone oxidoreductase 1，NQO1]、二氢硫辛酸乙酰转移酶（dihydrolipoamide acetyltransferase，

DLAT）、铁氧还蛋白 1（ferredoxin 1，FDX1）、硫辛酸合酶（lipoic acid synthase，LIAS）、热休克蛋白 70（heat shock protein 

70，HSP70）、三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）酶铜转运蛋白 7A（ATPase copper-transporting 7α，ATP7A）、ATP

酶铜转运蛋白 7B（ATPase copper-transporting 7β，ATP7B）、铜离子通道溶质载体家族 31成员 1（copper ion channels solute 

carrier family 31 member 1，SLC31A1）、抗氧化剂 1铜伴侣蛋白（antioxidant 1，ATOX1）、超氧化物歧化酶的铜伴侣蛋白

（copper chaperone for Sod1，CCS）、细胞色素 C氧化酶铜伴侣蛋白 17（cytochrome C oxidase 17，COX17）mRNA和蛋白

表达。结果  与模型组比较，TSPJ组细胞存活率和 MMP水平显著升高（P＜0.05、0.01），细胞坏死性凋亡率、LDH释

放率、ROS、Cu2+、MDA水平和 MPO活性显著降低（P＜0.05、0.01），CAT、GSH、SOD、T-AOC活性显著升高（P＜

0.01），Nrf2、GCLC、HO-1、NQO1、FDX1、LIAS、DLAT、ATP7A、ATP7B、CCS、COX17 mRNA和蛋白表达水平显著

升高（P＜0.01），Keap1、HSP90、SLC31A1、ATOX1 mRNA和蛋白表达水平显著降低（P＜0.01）；而 ML385能够显著

抑制 TSPJ对细胞铜死亡的改善作用（P＜0.01）。结论  TSPJ可能通过激活 Keap1/Nrf2/ARE信号通路，调节铜稳态改善

Ele-Cu2+诱导的肝细胞铜死亡。 
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Abstract: Objective  To investigate the effect of total saponins of Panax japonicus (TSPJ) on cuproptosis induced by elesclomol-

CuCl2·2H2O (Ele-Cu2+) in hepatocytes based on Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap1)/nuclear factor erythroid 2-related factor 

2 (Nrf2)/antioxidant response elements (ARE) pathway and copper homeostasis. Methods  Control group, model group, TSPJ (25 

μg/mL) group, Nrf2 inhibitor ML385 (10 μmol/L) group and TSPJ (25 μg/mL) + ML385 (10 μmol/L) group were set up. Ele-Cu2+-

induced cuproptosis model in AML-12 cells was established. After drug intervention, cell viability was detected by MTT; The release 

rate of lactate dehydrogenase (LDH), as well as levels of catalase (CAT), glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA), 

myeloperoxidase (MPO), superoxide dismutase (SOD) and total antioxidant capacity (T-AOC) in cells were detected by reagent kits; 

The levels of necrotic apoptosis, reactive oxygen species (ROS), mitochondrial membrane potential (MMP) and Cu2+ were respectively 

detected by Sytox Green, DCFH-DA, JC-1 and R6G fluorescent probes; The mRNA and protein expressions of Keap1, Nrf2, glutamate-

cysteine ligase catalytic subunit (GCLC), heme oxygenase-1 (HO-1), NAD(P)H quinone oxidoreductase 1 (NQO1), dihydrolipoamide 

acetyltransferase (DLAT), ferredoxin 1 (FDX1), lipoic acid synthase (LIAS), heat shock protein 70 (HSP70), ATPase copper-

transporting 7α (ATP7A), ATPase copper-transporting 7β (ATP7B), copper ion channels solute carrier family 31 member 1 (SLC31A1), 

antioxidant 1 (ATOX1), copper chaperone for Sod1 (CCS) and cytochrome C oxidase 17 (COX17) were detected by qRT-PCR and 

Western blotting. Results  Compared with model group, survival rate and MMP level in TSPJ group were significantly increased 

(P < 0.05, 0.01), the necrotic apoptosis rate, LDH release rate, levels of ROS, Cu2+, MDA and activity of MPO were significantly 

reduced (P < 0.05, 0.01), the levels of CAT, GSH, SOD and T-AOC were significantly increased (P < 0.01), the mRNA and protein 

expressions of Nrf2, GCLC, HO-1, NQO1, FDX1, LIAS, DLAT, ATP7A, ATP7B, CCS, COX17 were significantly up-regulated (P < 

0.01), the mRNA and protein expressions of Keap1, HSP70, SLC31A1, ATOX1 were significantly down-regulated (P < 0.01). While 

ML385 could significantly inhibit the amelioration effect of TSPJ on cell cuproptosis (P < 0.01). Conclusion  TSPJ may ameliorate 

Ele-Cu2+-induced cuproptosis in hepatocytes by activating Keap1/Nrf2/ARE pathway and regulating copper homeostasis. 

Key words: total saponins of Panax japonicus; elesclomol; CuCl2·2H2O; hepatocytes; Keap1/Nrf2/ARE signaling pathway; copper 

homeostasis; cuproptosis 

肝脏是维持生物体生命活动不可或缺的器官，

是合成代谢、分解代谢和能量代谢的主要场所[1]。

肝损伤是一种由于各种原因（（如酒精、药物、中毒

等）导致肝细胞生理功能出现异常的疾病，主要表

现为肝脏脂肪堆积、肝组织坏死及纤维化等病理性

改变[2-3]。肝损伤早期症状较隐匿且不典型、容易被

忽视，随着病情发展，肝组织逐渐失去正常功能，进

而发展为肝纤维化和肝硬化，甚至恶化为肝癌[4-6]。

因此，探索肝损伤的发病机制，开展对肝损伤的防

治研究，寻找安全有效的治疗方法来预防其发生和

发展至关重要。 

铜是各种生理过程所必需的矿物质，在线粒体

呼吸、抗氧化、铁吸收和解毒等生物过程和信号传

导中发挥基础性作用[7]。肝脏是铜在体内代谢的最

重要器官，铜离子在生物体内保持稳态，铜离子不

足或过剩都可能导致各种疾病，其中肝损伤为铜负

荷的首要表现[8]。Meram 等[9]研究发现肝炎患者血

清中铜浓度与正常人相比明显升高；Luo等[10]研究
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发现，刀豆蛋白 A能够诱导铜在小鼠肝脏积累，引

起急性肝损伤，给予梅沙替尼治疗后促进了肝脏铜

离子的分泌和运输，有效地缓解了急性肝损伤。上

述研究表明，铜在肝脏积累诱发了肝损伤。铜是多

种关键代谢酶的辅因子，这些代谢酶驱动着广泛的

生理过程，如氧化还原稳态、线粒体能量代谢和细

胞外基质重塑[11]。核因子 E2 相关因子 2（nuclear 

factor erythroid 2-related factor 2，Nrf2）是调节细胞

氧化应激的重要转录因子，也是细胞内氧化还原稳

态的核心调节因子[12-13]。Nrf2对体内铜稳态的调节

至关重要。过量铜可以抑制白血病干细胞中 Nrf2、

血红素加氧酶-1（（heme oxygenase-1，HO-1）表达，

在选择性根除白血病细胞中发挥作用[14]；氧化铜纳

米粒子可以通过干扰泛素-蛋白酶体途径抑制 Nrf2

降解，从而发挥血管损伤抑制剂的作用[15]。肝脏中

铜含量受铜转运蛋白、铜伴侣和铜酶的调节，这对

维持铜稳态、防止铜超载和抑制铜死亡非常重要[8]。

研究表明，可以通过调控铜稳态调节蛋白[三磷酸

腺苷（adenosine triphosphate，ATP）酶铜转运蛋

白 7A（ATPase copper- transporting 7α，ATP7A）、

ATP酶铜转运蛋白 7B（ATPase copper-transporting 

7β，ATP7B）、铜离子通道溶质载体家族 31 成员

1（ copper ion channels solute carrier family 31 

member 1，SLC31A1）]以及铜伴侣蛋白[抗氧化

剂 1 铜伴侣蛋白（antioxidant 1，ATOX1）、超氧

化物歧化酶的铜伴侣蛋白（copper chaperone for 

Sod1，CCS）、细胞色素 C 氧化酶铜伴侣蛋白 17

（cytochrome C oxidase 17，COX17）]和谷胱甘肽

过氧化物酶 4（glutathione peroxidase 4，GPX4）

的表达来抑制铜死亡，从而缓解急性肝损伤[10,16]。

因此，研究肝脏铜死亡的机制是治疗铜死亡驱动

肝损伤的有效策略。 

珠 子 参总 皂 苷 （ total saponins of Panax 

japonicus，TSPJ）为五加科植物珠子参 Panax 

japonicus C. A. Mey. var. major (Burk) C. Y. Wu et K. 

M. Feng 的重要活性成分[17]。课题组前期研究发现

TSPJ可显著改善对乙酰氨基酚所致的肝损伤，抑制

中性粒细胞浸润和巨噬细胞募集；TSPJ可有效逆转

四氯化碳所致的纤维化，降低胶原纤维面积比、网

状纤维面积比、肝纤维化分级和羟脯氨酸含量，改

善肝功能和组织形态学，证实 TSPJ 防治肝损伤、

逆转肝硬化与其抗氧化、抑制肝细胞凋亡和炎症反

应有关[18-23]。上述研究表明 TSPJ 对药物性和化学

性肝损伤具有较好的保护作用，同时也证实调控细

胞外调节蛋白激酶（extracellular regulated protein 

kinase，ERK）/核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-

κB）/环氧合酶-2 信号通路、细胞色素 P450 2E1

（（cytochrome P450 2E1，CYP2E1）和沉默信息调节

因子 1（（silent information regulator 1，SIRT1）/过氧

化物酶体增殖物激活受体 -γ 共激活因子 -1α

（（ peroxisome proliferative activated receptor-γ 

activation of auxiliary factor-1α，PGC-1α）、Nrf2信

号通路及铁蛋白重链介导巨噬细胞的铁、铜代谢是

其重要的作用机制[18-24]。然而，TSPJ对铜超载诱导

肝细胞铜死亡的影响尚不清楚。基于此，本研究拟

探讨 TSPJ对伊利司莫、二水合氯化铜（（elesclomol-

CuCl2·2H2O，Ele-Cu2+）诱导肝细胞铁死亡的影响，

以及 Kelch 样 ECH 相关蛋白 1（Kelch-like ECH-

associated protein 1，Keap1）/Nrf2/ARE通路和铜稳

态在其中的调控作用，以期为中药治疗肝损伤提供

实验依据。 

1  材料 

1.1  细胞 

小鼠 AML-12肝细胞（（批号 24062119）购自武

汉普诺赛生命科技有限公司。 

1.2  药品与试剂 

TSPJ（批号 23082516，质量分数为 92.65%）

由本课题组制备 [25]；DMEM/F-12 培养基（批号

C21702405BT）、1%胰岛素-转铁蛋白-硒添加剂

（（insulin transferrin selenium additive，ITS-G，批号

D856）、地塞米松（dexamethasone，DEX，批号

D391）、胎牛血清（批号 SA190504）、MTT（批号

T8835 ）、 四 硫 代 钼 酸 铵 （ ammonium 

tetrathiomolybdate，AMT，批号 D3562）、线粒体膜

电位（（mitochondrial membrane potential，MMP）检

测试剂盒（（批号 T7526）、坏死性凋亡（（Sytox Green）

检测试剂盒（批号 0MYL16）、活性氧（reactive 

oxygen species，ROS）检测试剂盒（批号 S0019）

购自美国 Invitrogen公司；伊利司莫（elesclomol，

Ele，批号 T6170）购自美国 TopScience 公司；

CuCl2·2H2O（（Cu2+，批号 A603090-0250）、Cu2+探针

（（批号 HS12008010）购自厦门赫利森生物科技有限

公司；Nrf2抑制剂ML385（（批号 S8790）购自美国

Selleck公司；乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，

LDH ）试剂盒（批号 20241109）、丙二醛

（（malondialdehyde，MDA）试剂盒（（批号 20241127）、
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髓过氧化物酶（（myeloperoxidase，MPO）试剂盒（（批

号 20241116）、总抗氧化能力（ total antioxidant 

capacity，T-AOC）试剂盒（（批号 20241205）、超氧

化物歧化酶（（superoxide dismutase，SOD）试剂盒（（批

号 S8790）、谷胱甘肽（glutathione，GSH）试剂盒

（（批号 20241029）、过氧化氢酶（（catalase，CAT）试

剂盒（（批号 20241113）购自南京建成生物工程研究

所；Keap1、Nrf2、抗氧化反应元件（antioxidant 

response elements，ARE）、谷氨酸半胱氨酸连接酶催

化亚基（glutamate-cysteine ligase catalytic subunit，

GCLC）、HO-1、NAD(P)H醌氧化还原酶[NAD(P)H 

quinone oxidoreductase 1，NQO1]、二氢硫辛酸乙酰

转移酶（（dihydrolipoamide acetyltransferase，DLAT）、

铁氧还蛋白 1（ferredoxin 1，FDX1）、硫辛酸合酶

（（lipoic acid synthase，LIAS）、热休克蛋白 70（heat 

shock protein 70，HSP70）、ATP7A、ATP7B、SLC31A1、

ATOX1、CCS、COX17、甘油醛 -3-磷酸脱氢酶

（（ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ，

GAPDH）引物由生工生物工程（（上海）股份有限公

司合成；DEPC水（（批号 20241206）、TRIzol（（批号

12237897）购自生工生物工程（（上海）股份有限公

司；Prime ScriptTM RT reagent kit（批号 600532）、

Taq DNA 聚合酶（批号 605679）购自宝生物工程

（（大连）有限公司；Keap1、总 Nrf2、细胞核 Nrf2、

ARE、HO-1、NQO1、FDX1、LIAS、DLAT单体、

DLAT寡聚体、HSP70、ATP7A、ATP7B、SLC31A1、

ATOX1、CCS、COX17 和 β-actin 鼠源抗体（批号

分别为 sc-07145、sc-37624、sc-37651、sc-33054S、

sc-36520S、 sc-36081S、 sc-32164、 sc-03627、 sc-

03271S、sc-36274、sc-29637、sc-30154、sc-35024、

sc-33069、sc-43051、sc-34658、sc-31037、sc-49753）

购自美国 CST 公司；HRP 标记的 IgG 抗体（批号

ab75229）购自英国 Abcam公司；ECL发光试剂盒

（（批号 P0128）、蛋白提取试剂盒（（批号 P0069）购自

南京碧云天生物技术有限公司。 

1.3  仪器 

MA54型电子天平[梅特勒托利多科技（（中国）

有限公司]；VORTEX-6 型涡旋仪（美国 Aoran 公

司）；5427R型高速冷冻离心机（（德国 Eppendorf公

司）；HVA-110型高压灭菌锅（（日本Hirayama公司）；

MCO-18AIC 型 CO2培养箱（日本 Sanyo 公司）；

SW-CJ-2FD 型超净工作台（苏州净化设备有限公

司）；MA200 型倒置显微镜（日本 Nikon 公司）；

BX43型荧光显微镜（（日本 Olympus公司）；Infinite 

200PRO型酶标仪（（瑞士 Tecan公司）；FACSAria Ⅱ

型流式细胞仪（美国 BD公司）；Nano Drop One型

核酸测定仪（美国 Thermo公司）；CFX Opus 96型

实时定量 PCR 仪（美国 Bio-Rad 公司）；DYCZ-

24A/B型转膜电泳槽、DYCZ-20G型电泳仪、DYCZ-

40S型垂直电泳槽（北京六一生物科技有限公司）；

Tanon MINI Space2000型凝胶成像分析系统（上海

天能生命科学有限公司）。 

2  方法 

2.1  细胞培养 

AML-12细胞用含 10%胎牛血清、1% ITS-G、

40 ng/mL DEX、100 U/mL青霉素和 100 μg/mL链

霉素的 DMEM-F12 培养液，置于 37 ℃、5% CO2

的培养箱中培养。隔天更换 1次培养液，待细胞生

长至对数生长期时，用胰酶消化细胞，制成细胞悬

液后，接种于培养板中由于后续实验。 

2.2  MTT 法检测 Ele、Cu2+对 AML-12 细胞活性

的影响 

AML-12 细胞以 5×104 个/孔接种于 96 孔板

中，在细胞培养箱培养至 80%融合后，设置 Ele（（10、

50、100 nmol/L）组、Cu2+（（1、5、10 µmol/L）组、

Ele-Cu2+组（50 nmol/L Ele＋1 µmol/L Cu2+）、Ele-Cu2+＋

AMT组（（50 nmol/L Ele＋1 µmol/L Cu2+＋20 µmol/L 

AMT）以及对照组。除对照组不用药物处理、Ele-

Cu2+＋AMT组先用 AMT（20 µmol/L）处理细胞

1 h外，其他组加入相应浓度的药物，分别培养 6、

12、24 h，取出 96孔板，于超净台中避光操作，每

孔加入 20 μL MTT溶液，放入培养箱继续培养 4 h

后，用 200 μL移液枪吸尽培养液，每孔加入 150 μL

二甲亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO），于微孔振

荡板上 500 r/min振荡 5 min，采用酶标仪在 490 nm

波长处测定吸光度（A）值，计算细胞存活率。 

细胞存活率＝A 实验/A 对照 

2.3  MTT法检测TSPJ对Ele-Cu2+致铜死亡AML-

12 细胞活性的影响 

AML-12 细胞以 5×104 个/孔接种于 96 孔板

中，在细胞培养箱培养至 80%融合后，设置对照组、

模型组和 TSPJ（3.125、6.250、12.500、25.000、

50.000、100.000、200.000 μg/mL）组，模型组和给

药组在加入 50 nmol/L Ele、1 µmol/L Cu2+后[10,26-27]，

再加入不同质量浓度的 TSPJ 继续培养 24 h，对照

组加入不含药物的培养基，按照（ 2.2”项下方法测



·7426· 中草药 2025年 10月 第 56卷 第 20期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2025 October Vol. 56 No. 20 

   

定 A值，计算细胞存活率。 

2.4  比色法检测 TSPJ 对 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-

12 细胞 LDH 释放率的影响 

按照（ 2.3”项下方法进行分组和给药，吸取上

清液，按照试剂盒说明书检测各组细胞的 LDH 释

放率。 

2.5  免疫荧光法检测 TSPJ 对 Ele-Cu2+致 AML-12

细胞坏死性凋亡的影响 

AML-12 细胞以 1×105 个/孔接种于 24 孔板

中，在细胞培养箱培养至 80%融合后，设置对照组、

模型组、TSPJ（（25 μg/mL）组、ML385（（10 μmol/L）

组和 TSPJ＋ML385组（25 μg/mL TSPJ＋10 μmol/L 

ML385），模型组和给药组在加入 50 nmol/L Ele、1 

µmol/L Cu2+后，再加入相应的药物继续培养 24 h，

对照组加入不含药物的培养基，收集细胞，按照

Sytox Green 试剂盒说明书检测各组细胞的坏死性

凋亡水平[28-29]。 

2.6  免疫荧光法检测 TSPJ 对 Ele-Cu2+致铜死亡

AML-12 细胞线粒体膜电位和 ROS 水平的影响 

AML-12细胞以 5×105个/孔接种于 6孔板中，

按照（ 2.5”项下方法进行细胞分组和给药，收集细

胞，按照MMP（JC-1荧光探针）和 ROS（DCFH-

DA荧光探针）试剂盒说明书检测各组细胞MMP和

细胞内 ROS水平[30]。 

2.7  免疫荧光法检测 TSPJ 对 Ele-Cu2+致铜死亡

AML-12 细胞内 Cu2+水平的影响 

AML-12 细胞以 1×105 个/孔接种于 24 孔板

中，按照（ 2.5”项下方法进行细胞分组和给药，收

集细胞，按照试剂盒推荐的浓度加入 R6G 探针，

37 ℃避光孵育 30 min。染色后，用含 DAPI的抗荧

光淬灭剂密封细胞，按照 Luo等[10]方法通过检测各

组细胞中 R6G荧光强度来反映 Cu2+水平。 

2.8  试剂盒检测 TSPJ 对 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-

12 细胞中内源性抗氧化酶活性的影响 

按照（ 2.5”项下方法进行细胞分组和给药，收

集细胞，经超声破碎仪破碎后细胞离心，收集上清

液，按试剂盒说明书测定细胞中 CAT、GSH-Px、

MPO、SOD、T-AOC活性和MDA含量。 

2.9  qRT-PCR 检测 TSPJ 对 Ele-Cu2+致铜死亡

AML-12 细胞中 Keap1/Nrf2/ARE、铜死亡和铜稳

态调节通路相关蛋白 mRNA 表达的影响 

按照（ 2.5”项下方法进行细胞分组和给药，收

集细胞，使用 TRIzol 试剂提取总 RNA，使用 All-

in-one RT Supermix将 RNA逆转录为 cDNA。采用

核酸测定仪对 cDNA 进行定量，使用 ChamQ 

Universal SYBR qPCR Master Mix 进行 Real-time 

PCR反应，PCR循环反应条件为 95 ℃预变性 30 s，

95 ℃变性 15 s，60 ℃退火 1 min，95 ℃延长 15 s，

40 个循环。采用 2−ΔΔCt 法计算 AML-12 细胞中

Keap1、Nrf2、GCLC、HO-1、NQO1、FDX1、LIAS、

DLAT、ATP7A、ATP7B、SLC31A1、ATOX1、CCS和

COX17 mRNA表达量，引物序列见表 1。 

2.10  Western blotting 检测 TSPJ 对 Ele-Cu2+致铜

死亡 AML-12 细胞中 Keap1/Nrf2/ARE、铜死亡和

铜稳态调节相关蛋白表达的影响 

按照（ 2.5”项下方法进行细胞分组和给药，收 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 上游引物序列 (5’-3’) 下游引物序列 (5’-3’) 

Keap1 GATGGGCAGGACCAGTTGAA CCGAGGACGTAGATCTTGCC 

Nrf2 ACCTCTGCTGCAAGTAGCCT TGTCAATCAAATCCATGTCCTGC 

GCLC CAGTCAAGGACCGGCACAAG CAAGAACATCGCCTCCATTCAG 

HO-1 CACTCTGGAGATGACACCTGAG GTGTTCCTCTGTCAGCATCACC 

NQO1 ACGACAACGGTCCTTTCCAG TCCTCCCAGACGGTTTCCA 

HSP70 CATCAGTGGGCTGTACCAGG GAGGCTCCTTTCGGCGG 

FDX1 TATCGATGGGTTTGGTGCGT TCCAAAAGCCAGGTCAAGCA 

LIAS AAGCAATTGCAGAGTGGGGT GACAGAGCCACCTTCTCCAC 

DLAT CAGAGGCTCATGCAGTCGAA AGCAACACTGACGTCAACCA 

ATP7A GGGATGACCTGTGCTTCTTGTGTAG TTACTTCTGCCTTGCCAGCCATTAG 

ATP7B TGCTGATTGGAAACCGGGAA GATGGCCGTCTGTCCTTTCA 

SLC31A1 AACCACACGGACGACAACAT CCAGCCATTTCTCCAGGTGT 

ATOX1 GTGGACATGACCTGTGAGGG TGTGCTCAGAGTCGATGCAG 

CCS TCAGAGCTGTGTGGATGCTG CCGTCGATGGTTCCCTCAAT 

COX17 GAAGAAGCCACTGAAGCCCT CCTCATGCACTCCTTGTGGGG 

GAPDH TGTGTCCGTCGTGGATCTGA CCTGCTTCACCACCTTCTTGA 
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集细胞，按照蛋白提取试剂盒说明书分别提取总蛋

白、胞质和胞核蛋白。蛋白样品经十二烷基硫酸钠-

聚丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF膜，封闭后，依

次孵育一抗和二抗，洗涤后，加入 ECL化学发光试

剂显影，检测 AML-12 细胞中 Keap1/Nrf2/ARE 通

路相关蛋白（（Keap-1、总 Nrf2、胞核 Nrf2、GCLC、

HO-1、NQO1）、铜死亡相关蛋白（FDX1、LIAS、

DLAT单体、DLAT寡聚体、HSP70）、铜稳态相关

蛋白（（ATP7A、ATP7B、SLC31A1、ATOX1、CCS、

COX17）的表达。 

2.11  统计学分析 

数据以 x s 表示，使用 GraphPad Prism 9软件

进行统计学分析，采用 T-test 进行组间比较分析，

单因素方差分析（ANOVA）进行多组间分析。 

3  结果 

3.1  Ele-Cu2+对 AML-12 细胞存活率的影响 

如图 1所示，与对照组比较，Ele（（10、50、100 

nmol/L）或 Cu2+（（1、5、10 μmol/L）分别处理 AML-

12细胞 6、12、24 h后，细胞存活率无明显变化；

加入 Ele-Cu2+（（50 nmol/L Ele＋1 μmol/L Cu2+）处理

细胞 24 h，细胞存活率明显下降（P＜0.01）；而用

铜离子特异性螯合剂 AMT（20 μmol/L）预处理细

胞 1 h，再加入 Ele-Cu2+（50 nmol/L Ele＋1 μmol/L 

Cu2+）处理细胞 24 h，能显著降低 Ele-Cu2+对 AML-

12细胞的损伤效果（（P＜0.01）。因此，后续实验采

用 Ele-Cu2+（50 nmol/L Ele＋1 μmol/L Cu2+）处理

AML-12细胞 24 h，用于建立 AML-12细胞铜死亡

模型。 

3.2  TSPJ 对 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-12 细胞存活

率和 LDH 释放率的影响 

如图 2 所示，与对照组比较，模型组细胞存活

率显著降低（P＜0.01），LDH释放率明显升高（（P＜

0.01）；与模型组比较，给予 TSPJ（3.125、6.250、

12.500、25.000、50.000、100.000、200.000 μg/mL）

干预后，细胞存活率显著升高（（P＜0.05、0.01），LDH

释放率明显降低（（P＜0.05、0.01），尤以 25.000 μg/mL 

TSPJ作用最佳。因此，选择 25 μg/mL TSPJ进行后

续研究。 

  

A-给药处理 6 h；B-给药处理 12 h；C-给药处理 24 h；与对照组比较：##P＜0.01；与 Ele-Cu2+＋AMT组比较：**P＜0.01。 

A-administered for 6 h; B-administered for 12 h; C-administered for 24 h; ##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs Ele-Cu2+ + AMT group. 

图 1  Ele-Cu2+对 AML-12 细胞存活率的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 1  Effect of Ele-Cu2+ on survival rate of AML-12 cells ( x s , n = 5) 

 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下图同。 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group, same as below figures. 

图 2  TSPJ 对 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-12 细胞存活率和 LDH 释放率的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 2  Effect of TSPJ on survival rate and LDH release rate in AML-12 cells cuproptosis induced by Ele-Cu2+ ( x s , n = 5) 
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3.3  TSPJ 对 Ele-Cu2+致 AML-12 细胞坏死性凋亡

的影响 

如图 3所示，与对照组比较，模型组细胞坏死

性凋亡率明显升高（（P＜0.01）；与模型组比较，TSPJ

组细胞坏死性凋亡率显著降低（P＜0.01），ML385

组细胞坏死性凋亡率显著升高（（P＜0.01）；与 TSPJ

组比较，TSPJ＋ML385组细胞坏死性凋亡率显著升

高（（P＜0.01）。表明 TSPJ对 Ele-Cu2+致 AML-12细

胞坏死性凋亡有较好的抑制作用。 

3.4  TSPJ 对 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-12 细胞

MMP 水平的影响 

线粒体释放的 ROS 可以非特异性地破坏各种

细胞大分子、胞膜和线粒体，引起线粒体功能障碍，

破坏膜电位稳态，导致MMP降低[30]。JC-1荧光染

料能够穿过细胞膜选择性地进入线粒体，可随着

MMP 的降低由红色复合物转为绿色单体，其细胞

红/绿荧光强度相对比值可以反映线粒体 MMP 变

化。如图 4所示，与对照组比较，模型组 AML-12

细胞中红色复合物转为绿色单体增加，红/绿荧光强

度相对比值显著降低（P＜0.01）。与模型组比较，

TSPJ 组 AML-12 细胞中红色复合物转为绿色单体

降低，红/绿荧光强度相对比值明显升高（（P＜0.01）；

ML385 组 AML-12 细胞中红色复合物转为绿色单

体增加，红/绿荧光强度相对比值显著降低（P＜

0.01）。与 TSPJ组比较，TSPJ＋ML385组 AML-12

细胞中红色复合物转为绿色单体降低，红/绿荧光强

度相对比值明显升高（P＜0.01）。表明 TSPJ对 Ele-

Cu2+致AML-12细胞坏死性凋亡有较好的抑制作用。 

 

与 TSPJ组比较：
▲▲

P＜0.01，下图同。 
▲▲

P < 0.01 vs TSPJ group, same as below figures. 

图 3  TSPJ 对 Ele-Cu2+致 AML-12 细胞坏死性凋亡的影响 (×200; x s , n = 5) 

Fig. 3  Effect of TSPJ on necrotic apoptosis rate in AML-12 cells cuproptosis induced by Ele-Cu2+ (× 200; x s , n = 5) 

 

图 4  TSPJ 对 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-12 细胞 MMP 水平的影响 (×200; x s , n = 5) 

Fig. 4  Effect of TSPJ on MMP level in AML-12 cells cuproptosis induced by Ele-Cu2+ (× 200; x s , n = 5) 
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3.5  TSPJ 对 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-12 细胞内

ROS 水平的影响 

如图5所示，与对照组比较，模型组细胞内ROS

水平明显升高（（P＜0.01）；与模型组比较，TSPJ组

细胞内 ROS 水平显著降低（P＜0.01），ML385 组

细胞内 ROS水平显著升高（P＜0.01）；与 TSPJ组

比较，TSPJ＋ML385组细胞内 ROS水平显著升高

（（P＜0.01）。表明 TSPJ 可以抑制 Ele-Cu2+致铜死亡

AML-12细胞内 ROS生成。 

3.6  TSPJ 对 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-12 细胞内

Cu2+水平的影响 

如图6所示，与对照组比较，模型组细胞内Cu2+

水平明显升高（（P＜0.01）；与模型组比较，TSPJ组

细胞内 Cu2+水平显著降低（（P＜0.01），ML385组细

胞内 Cu2+水平显著升高（P＜0.01）；与 TSPJ组比较，

TSPJ＋ML385 组细胞内 Cu2+水平显著升高（P＜

0.01）。表明 TSPJ可以降低 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-

12细胞内 Cu2+水平。 

3.7  TSPJ 对 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-12 细胞中氧

化应激指标的影响 

如图 7 所示，与对照组比较，模型组细胞中

MDA水平及MPO活性明显升高（（P＜0.01），CAT、

GSH、SOD和 T-AOC活性明显降低（（P＜0.01）。与

模型组比较，TSPJ组细胞中MDA水平及MPO活

性明显降低（（P＜0.01），GSH、CAT、SOD和 T-AOC

活性显著升高（P＜0.01）；ML385 组细胞中 MDA

水平及MPO活性明显升高（（P＜0.01），GSH、CAT、

SOD和 T-AOC活性显著降低（P＜0.01）。与 TSPJ

组比较，TSPJ＋ML385组细胞中MDA水平及MPO

活性明显升高（P＜0.01），CAT、GSH、SOD 和 T-

AOC 活性明显降低（P＜0.01）。表明 TSPJ 对 Ele-

Cu2+致铜死亡AML-12细胞具有较好的抗氧化作用。 

3.8  TSPJ 对 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-12 细胞中铜

死亡相关蛋白表达的影响 

如图 8 所示，与对照组比较，模型组细胞中

HSP70 mRNA和 HSP70、DLAT寡聚体蛋白表达水 

 

图 5  TSPJ 对 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-12 细胞内 ROS 水平的影响 (×200; x s , n = 5) 

Fig. 5  Effect of TSPJ on ROS level in AML-12 cells cuproptosis induced by Ele-Cu2+ (× 200; x s , n = 5) 

 

图 6  TSPJ 对 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-12 细胞内 Cu2+水平的影响 (×200; x s , n = 5) 

Fig. 6  Effect of TSPJ on Cu2+level in AML-12 cells cuproptosis induced by Ele-Cu2+ (× 200; x s , n = 5) 
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图 7  TSPJ 对 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-12 细胞中氧化应激指标的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 7  Effect of TSPJ on oxidative stress indexes in AML-12 cells cuproptosis induced by Ele-Cu2+ ( x s , n = 5) 

 

图 8  TSPJ 对 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-12 细胞中铜死亡相关因子 mRNA (A) 及蛋白 (B) 表达的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 8  Effect of TSPJ on mRNA (A) and protein (B) expressions of cuproptosis-related factors in AML-12 cells cuproptosis 

induced by Ele-Cu2+ ( x s , n = 5) 
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平明显升高（（P＜0.01），FDX1、LIAS、DLAT mRNA

和 FDX1、LIAS、DLAT 单体蛋白表达水平明显降

低（（P＜0.01）。与模型组比较，TSPJ组细胞中 HSP70 

mRNA和 HSP70、DLAT寡聚体蛋白表达水平明显

降低（P＜0.01），FDX1、LIAS、DLAT mRNA和 FDX1、

LIAS、DLAT单体蛋白表达水平明显升高（P＜0.01）；

ML385 组细胞中 HSP70 mRNA 和 HSP70、DLAT

寡聚体蛋白表达水平明显升高（P＜0.01），FDX1、

LIAS、DLAT mRNA和 FDX1、LIAS、DLAT单体蛋

白表达水平明显降低（（P＜0.01）。与 TSPJ组比较，

TSPJ＋ML385组细胞中 HSP70 mRNA和 HSP70、

DLAT 寡聚体蛋白表达水平明显升高（P＜0.01），

FDX1、LIAS、DLAT mRNA和 FDX1、LIAS、DLAT

单体蛋白表达水平明显降低（P＜0.01）。上述结果

表明，TSPJ可通过调控铜死亡相关蛋白的表达来抑

制 Ele-Cu2+致 AML-12细胞铜死亡。 

3.9  TSPJ 对 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-12 细胞中

Keap1/Nrf2/ARE 信号通路相关蛋白表达的影响 

如图 9 所示，与对照组比较，模型组细胞中

Keap1 mRNA和蛋白表达水平明显升高（（P＜0.01），

Nrf2、GCLC、HO-1、NQO1 mRNA和总 Nrf2、胞

核 Nrf2、GCLC、HO-1、NQO1蛋白表达水平明显

降低（P＜0.01）。与模型组比较，TSPJ 组细胞中

Keap1 mRNA和蛋白表达水平明显降低（（P＜0.01），

Nrf2、GCLC、HO-1、NQO1 mRNA和总 Nrf2、胞

核 Nrf2、GCLC、HO-1、NQO1蛋白表达水平明显

升高（（P＜0.01）；ML385组细胞中 Keap1 mRNA表

达和蛋白表达水平明显升高（P＜0.01），Nrf2、

GCLC、HO-1、NQO1 mRNA和总 Nrf2、胞核 Nrf2、

GCLC、HO-1、NQO1蛋白表达水平明显降低（（P＜ 

 

图 9  TSPJ 对 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-12 细胞中 Keap1/Nrf2/ARE 信号通路相关因子 mRNA (A) 及蛋白 (B) 表达的影响 

( x s , n = 5) 

Fig. 9  Effect of TSPJ on mRNA (A) and protein (B) expressions of Keap1/Nrf2/ARE signaling pathway-related factors in 

AML-12 cells cuproptosis induced by Ele-Cu2+ ( x s , n = 5) 
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0.01）。与 TSPJ 组比较，TSPJ＋ML385 组细胞中

Keap1 mRNA和蛋白表达水平明显升高（（P＜0.01），

Nrf2、GCLC、HO-1、NQO1 mRNA和总 Nrf2、胞

核 Nrf2、GCLC、HO-1、NQO1蛋白表达水平明显

降低（（P＜0.01）。上述结果表明，TSPJ可通过激活

Keap1/Nrf2/ARE来抑制 Ele-Cu2+致AML-12细胞铜

死亡。 

3.10  TSPJ 对 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-12 细胞中

铜稳态相关蛋白表达的影响 

如图 10 所示，与对照组比较，模型组细胞中

铜转运蛋白 SLC31A1及其分子伴侣 ATOX1 mRNA

和蛋白表达水平明显升高（P＜0.01），铜转运蛋白

ATP7A、ATP7B及其分子伴侣 CCS、COX17 mRNA

和蛋白表达水平明显降低（P＜0.01）。与模型组比

较，TSPJ组细胞中 SLC31A1、ATOX1 mRNA和蛋

白表达水平明显降低（（P＜0.01），ATP7A、ATP7B、

CCS、COX17 mRNA和蛋白表达水平明显升高（P＜

0.01）；ML385组细胞中 SLC31A1、ATOX1 mRNA

和蛋白表达水平明显升高（P＜0.01），ATP7A、

ATP7B、CCS、COX17 mRNA和蛋白表达水平明显

降低（（P＜0.01）。与 TSPJ组比较，TSPJ＋ML385组

细胞中 SLC31A1、ATOX1 mRNA和蛋白表达水平 
 

 

图 10  TSPJ 对 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-12 细胞中铜稳态相关因子 mRNA (A) 及蛋白 (B) 表达的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 10  Effect of TSPJ on mRNA (A) and protein (B) expressions of copper homeostasis-related factors in AML-12 cells 

cuproptosis induced by Ele-Cu2+ ( x s , n = 5) 
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明显升高（（P＜0.01），ATP7A、ATP7B、CCS、COX17 

mRNA和蛋白表达水平明显降低（（P＜0.01）。上述

结果表明，TSPJ可通过调节参与铜代谢的转运蛋白

和分子伴侣的表达来调节铜稳态、降低细胞内铜离

子积累，进而抑制 Ele-Cu2+致 AML-12细胞铜死亡。 

4  讨论 

TSPJ为珠子参的重要活性成分[17]，课题组前

期研究证实 TSPJ 可显著改善对乙酰氨基酚所致

的肝损伤，且能够有效逆转四氯化碳所致的肝纤

维化[18-23]。基于上述发现，本研究通过 Ele-Cu2+致

AML-12细胞铜死亡模型研究TSPJ对铜死亡AML-

12 细胞的影响及可能作用机制。结果显示，给予

3.125、6.250、12.500、25.000 μg/mL TSPJ干预可显

著提高 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-12细胞存活率，并

显著抑制 LDH 释放，提示 3.125～25.000 μg/mL 

TSPJ对Ele-Cu2+致铜死亡AML-12细胞具有较好的

保护作用；而当 TSPJ质量浓度大于 25 μg/mL时，

其对细胞存活率的改善呈现下降趋势，与其对 LDH

释放率抑制作用降低一致，符合文献报道[31-32]的药

物在一定浓度范围内有细胞保护作用，超过该浓度

会出现抑制作用。进一步研究发现 25 μg/mL TSPJ

可显著降低 Ele-Cu2+致 AML-12 细胞坏死性凋亡

率、细胞 ROS和 Cu2+水平，升高MMP水平及细胞

中 CAT、GSH、SOD、T-AOC 活性，降低细胞中

MDA水平及MPO活性，升高细胞中 Nrf2、GCLC、

HO-1、NQO1、FDX1、LIAS、DLAT、ATP7A、ATP7B、

CCS、COX17 mRNA和总 Nrf2、胞核 Nrf2、GCLC、

HO-1、NQO1、FDX1、LIAS、DLAT单体、ATP7A、

ATP7B、CCS、COX17蛋白表达，降低细胞中Keap1、

HSP70、SLC31A1、ATOX1 mRNA和 Keap1、HSP70、

DLAT寡聚体、SLC31A1、ATOX1蛋白表达，揭示

了 TSPJ在抑制铜死亡方面的新功能。 

铜作为催化辅因子参与许多生物反应，在生物

体中起着至关重要的作用。而铜代谢是一个复杂而

动态的过程，在全身和细胞内途径都受到严格调

控。铜离子可以在 Cu+和 Cu2+之间转换，一些关键

的蛋白或者酶也利用铜的高度氧化还原活性完成

各自的生理功能，如 SOD、细胞色素 C氧化酶和赖

氨酰氧化酶。游离铜具有毒性，会破坏细胞膜、蛋

白质和核酸[33]。通常情况下，肠道吸收、全身循环、

细胞利用和排泄都参与调节体内铜的分布和稳态，

将生理铜离子水平维持在安全范围内[34-35]。肝脏在

铜的调节中起着核心作用，包括其储存、全身分布

和胆汁排泄，使得其极易受到铜毒性的影响[36]。研

究表明，铜诱导的肝毒性具有多种机制，如通过芬

顿反应促进 ROS 的产生氧化损伤和程序性细胞死

亡[37-38]。除了金属离子的固有毒性外，ROS对生物

分子也表现出强烈的破坏作用。Wang 等[39]研究发

现，铜暴露导致 ROS产生增加，血清和肝脏中MDA

积累，T-AOC降低，表明铜暴露造成了肝组织依赖

性损伤，包括肝功能障碍、氧化应激和铜死亡。以

上研究提示，铜暴露会促进肝细胞大量生成 ROS，

降低其抗氧化能力，促进细胞凋亡/死亡。本研究结

果显示，Ele-Cu2+致铜死亡 AML-12细胞中MDA水

平及MPO活性明显升高，CAT、GSH、SOD和 T-

AOC活性明显降低；给予TSPJ干预可降低Ele-Cu2+

致铜死亡 AML-12细胞中 ROS、MDA积累和MPO

活性。此外，TSPJ干预增加了肝细胞中 CAT、GSH、

SOD和 T-AOC活性，与 TSPJ对 Ele-Cu2+致 AML-

12 细胞坏死性凋亡率 MMP 的改善作用一致；而

Nrf2抑制剂ML385能够显著减弱 TSPJ的作用。表

明 TSPJ 可以通过增强肝细胞的抗氧化能力来抑制

铜暴露引起的 AML-12细胞氧化损伤。 

Keap1/Nrf2/ARE 信号通路在细胞防御氧化应

激中起着至关重要的作用，也是细胞内氧化还原稳

态和内源性抗氧化系统的核心调节因子[40-41]。体内

铜的含量对 Keap1/Nrf2/ARE 信号通路的调节也至

关重要。Du 等[42]研究发现过量的铜可以上调创伤

后脑损伤小鼠脑组织中 Keap1 mRNA和蛋白表达，

下调Nrf2 mRNA和蛋白表达，证实过表达 circSpna2

可通过 Keap1/Nrf2 信号通路抑制小鼠脑组织铜死

亡，改善小鼠脑损伤。Nrf2是一种关键的转录因子，

通过与 Keap1结合来协调细胞抗氧化防御机制。在

氧化应激条件下，ROS 的持续产生促进了 Nrf2 与

Keap1的解离。Nrf2随后入核，并与 ARE结合，最

终调节下游抗氧化酶如 HO-1、NQO1、GCLC的表

达，增强内源性抗氧化系统功能，降低铜暴露引起

的氧化应激[43]。因此，激活 Keap1/Nrf2/ARE 信号

通路可减轻氧化应激，增加内源性抗氧化系统功

能，有效抑制铜暴露造成肝细胞铜死亡。本研究结

果表明，Ele-Cu2+致铜死亡 AML-12 细胞中 Keap1 

mRNA 和蛋白表达水平明显升高，Nrf2、GCLC、

HO-1、NQO1 mRNA和总 Nrf2、胞核 Nrf2、GCLC、

HO-1、NQO1蛋白表达水平明显降低；TSPJ干预可

降低 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-12 细胞中 Keap1 

mRNA 和蛋白表达水平，上调 Nrf2、GCLC、HO-
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1、NQO1 mRNA 和总 Nrf2、胞核 Nrf2、GCLC、

HO-1、NQO1蛋白表达，与其降低细胞内 Cu2+水平

结果一致。而 Nrf2 抑制剂 ML385 能够显著减弱

TSPJ 的作用。上述结果表明 TSPJ 可能通过激活

Nrf2和诱导ARE依赖性基因表达来改善氧化应激，

抑制 AML-12细胞铜死亡。 

细胞铜死亡的重要特征是胞内铜离子积累，积

累的铜离子直接与三羧酸循环中 DLAT结合，促进

DLAT寡聚，FDX1、LIAS等铁硫簇蛋白表达降低，

使得胞内 Cu2+还原成毒性更强的 Cu+，破坏细胞膜、

蛋白质和核酸，导致 Fe-S簇蛋白表达减少和 HSP70

表达升高，铜离子积累增加，从而诱发细胞应激和

ROS大量生成，最终导致细胞铜死亡[10,44-45]。刘思

彤等[46]研究发现参麦注射液能显著降低心肌纤维

化大鼠心肌组织中 HSP70蛋白表达，升高 DLAT、

FDX1、LIAS蛋白表达水平，进而抑制心肌纤维化

大鼠心脏铜死亡。由此可见，HSP70、LIAS、FDX1、

DLAT 铜死亡相关蛋白在铜死亡中发挥着重要作

用。本研究发现 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-12细胞中

HSP70 mRNA和 HSP70、DLAT寡聚体蛋白表达水

平明显升高，FDX1、LIAS、DLAT mRNA和 FDX1、

LIAS、DLAT 单体蛋白表达水平明显降低；给予

TSPJ干预后，细胞中HSP70 mRNA和HSP70、DLAT

寡聚体蛋白表达水平明显降低，FDX1、LIAS、DLAT 

mRNA和 FDX1、LIAS、DLAT单体蛋白表达水平明

显升高。表明 TSPJ抑制铜暴露引起的 AML-12细胞

铜死亡与其调控铜死亡相关蛋白表达有关。 

细胞内过高的铜离子是导致细胞铜死亡的重

要因素[47]。膳食中的铜离子经肠道进入血液后与血

清蛋白结合，转运至肝脏储存以满足机体能量代谢

和抗氧化需要[48]。当机体受到损伤相关模式分子或

病原体相关模式分子刺激后，细胞膜上的铜转运蛋

白 SLC31A1及其分子伴侣 ATOX1（（管控铜离子进

入细胞）表达升高，铜转运蛋白 ATP7A 和 ATP7B

及其分子伴侣 CCS 和 COX17（管控铜离子离开细

胞）表达降低，引起细胞内铜离子积累，导致铜稳

态异常，游离铜升高，从而诱发细胞应激和 ROS大

量生成，促进细胞铜死亡[49-50]。以上研究表明铜转

运蛋白对维持细胞内铜稳态起着重要作用。本研究

采用 qRT-PCR和Western blotting检测了 Ele-Cu2+致

铜死亡AML-12细胞中 SLC31A1、ATP7A和ATP7B

以及其分子伴侣 ATOX1、CCS和 COX17的 mRNA

和蛋白表达，发现 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-12细胞

中铜转运蛋白 SLC31A1 及其分子伴侣 ATOX1 

mRNA和蛋白表达明显升高，铜转运蛋白 ATP7A、

ATP7B及其分子伴侣 CCS、COX17 mRNA和蛋白

表达明显降低；TSPJ 干预可显著降低 SLC31A1、

ATOX1 的 mRNA 和蛋白表达，上调 ATP7A、

ATP7B、CCS和 COX17的 mRNA和蛋白表达，此

结果与其降低 Ele-Cu2+致铜死亡 AML-12 细胞内

Cu2+水平、坏死性性凋亡率和升高MMP水平一致。

以上结果表明 TSPJ 可能通过改变参与铜代谢的转

运蛋白和伴侣表达来调节铜稳态、抑制肝细胞铜死

亡（图 11）。 

 

图 11  TSPJ 抑制伊利司莫联合铜离子诱导 AML-12 细胞铜死亡的作用机制 

Fig. 11  Mechanism of TSPJ suppressing AML-12 cell cuproptosis induced by elesclomol combined with copper ions 
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综上，TSPJ对 Ele-Cu2+致 AML-12细胞铜死亡

有显著的抑制作用，其作用机制可能与激活

Keap1/Nrf2/ARE信号通路，调节铜稳态和铜死亡相

关蛋白的表达，降低细胞内 Cu2+水平，抑制氧化应

激和 ROS 大量生成，进而抑制肝细胞铜死亡密切

相关。本研究为阐释 TSPJ 抗铜暴露诱导的肝损伤

潜在机制提供了新见解，其有望成为治疗肝损伤的

候选药物。 
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