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马钱苷通过调控NFE2L2-FTH1-GPX4影响谷氨酰胺

代谢介导的宫颈癌细胞生物学行为

雷燕，冯春，邹倩，董毅，廉红梅，杜欣
（湖北省妇幼保健院妇科，武汉  430070） 

摘要  目的 探讨马钱苷 （Log） 通过调控核因子红细胞2相关因子2 （NFE2L2） -铁蛋白重链多肽1 （FTH1） -谷胱甘肽过氧化物酶

4 （GPX4） 影响谷氨酰胺代谢介导的宫颈癌。方法  通过生物信息学分析Log、谷氨酰胺代谢及宫颈癌的共同靶点。将Hela细胞分

为空白 （Blank） 组、对照 （Ctrl） 组、Log组、顺铂 （DDP） 组、NFE2L2激活剂 （TBHQ） 组、NFE2L2抑制剂 （ML385） 组和TBHQ+Log组，

检测细胞生物学行为、谷氨酰胺代谢以及NFE2L2、FTH1、GPX4蛋白表达。构建宫颈癌异种移植瘤小鼠模型，探究Log对于体内宫

颈癌进展的影响。结果  生物信息学分析结果显示，NFE2L2可能是Log治疗宫颈癌的靶点。Log和DDP均能抑制Hela细胞增殖与

侵袭，促进凋亡，减少谷氨酰胺与谷氨酸含量、谷氨酰胺酶 （GLS1） 与谷氨酸脱氢酶 （GLUD1） 蛋白表达 （P < 0.05）。NFE2L2激

活剂TBHQ得到相反效果，而ML385则与Log效果相似，且Log能抑制NFE2L2、FTH1与GPX4蛋白表达 （P < 0.05）。动物实验结果显

示，Log能够明显抑制宫颈癌进展 （P < 0.05）。结论  Log通过抑制NFE2L2-FTH1-GPX4信号通路影响谷氨酰胺代谢介导的宫颈

癌进展。
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Abstract  Objective To investigate the effect of loganin （Log） on glutamine metabolism in cervical cancer through the regula-
tion of nuclear factor red blood cell 2 related factor 2 （NFE2L2） -ferritin heavy chain 1 （FTH1） -glutathione peroxidase 4 （GPX4）. 

Methods Bioinformatics analysis was conducted to identify common targets of Log，glutamine metabolism，and cervical cancer. 

Hela cells were divided into Blank，control （Ctrl），Log，cisplatin （DDP），NFE2L2 activator （TBHQ），NFE2L2 inhibitor （ML385），and 

TBHQ+Log groups to detect cell proliferation，invasion，apoptosis，glutamine metabolism，and the protein expression of NFE2L2，FTH1，

and GPX4. A cervical cancer xenograft mouse model was established to investigate the in vivo effects of Log on the progression of cervical 

cancer. Results Bioinformatics analysis confirmed that NFE2L2 might be a target of Log in the treatment of cervical cancer. Both Log 

and DDP reduced the proliferation and invasion abilities of Hela cells，increased apoptosis，and decreased the levels of glutamine and 

glutamic acid，as well as the protein expression of glutaminase （GLS1） and glutamic dehydrogenase （GLUD1，P < 0.05）. The NFE2L2 

activator TBHQ had opposite effects，whereas ML385 had a similar impact on the Log. Additionally，Log treatment inhibited the protein 

expression of NFE2L2，FTH1，and GPX4 （P < 0.05）. Animal experiments showed that Log significantly inhibited cervical cancer progression （P < 

0.05）. Conclusion Log affects cervical cancer progression via glutamine metabolism by inhibiting the NFE2L2-FTH1-GPX4 signaling 

pathway.
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宫颈癌作为女性生殖系统最常见的恶性肿瘤，

严重威胁女性健康［1］。马钱苷 （loganin，Log） 是山茱

萸的药效成分，能够促进宫颈癌细胞凋亡并抑制其

增殖［2］，但Log能否影响宫颈癌中的谷氨酰胺代谢尚

不清楚。谷氨酰胺作为肿瘤细胞的主要能量和生物

合成前体，对其快速增殖至关重要［3］。核因子红细
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胞2相关因子2 （nuclear factor red blood cell 2 related 

factor 2，NFE2L2） 作为关键转录因子，可能介导谷氨

酰胺代谢，加速肿瘤细胞增殖［3］，但是其在宫颈癌中

的作用仍有待证实。铁蛋白重链多肽1 （ferritin heavy 

chain 1，FTH1） 是铁蛋白的一种亚基，谷胱甘肽过氧

化物酶4 （glutathione peroxidase 4，GPX4） 是一种抗氧

化酶，两者均是NFE2L2的下游分子，在NFE2L2激活

时表达增强［4］。虽然Log能够通过活化NFE2L2抑制

炎症和氧化应激［5］，但其在癌症中的调控关系尚无

报道。本研究旨在深入探讨Log通过NFE2L2-FTH1-

GPX4通路对谷氨酰胺代谢的调控及其在宫颈癌进

展中的作用。

1 材料与方法

1.1 材料

体重12~14 g的4周龄雌性BALB/C小鼠购自湖北

省实验动物中心，许可证号：SYXK （鄂） 2020-0018；

人宫颈癌Hela细胞与C-33A细胞购自广州源井生物

科技有限公司；人宫颈癌HT-3细胞、人子宫颈上皮

细胞 （human cervical epithelial cells，HCECs） 购自武

汉普诺赛生命科技有限公司；Log购自美国MCE公

司；顺铂 （cisplatin，DDP） 购自齐鲁制药有限公司；

基质胶购自翌圣生物科技 （上海） 股份有限公司；

D-hanks液、0.1%结晶紫购自北京兰杰柯科技有限

公司；RIPA缓冲液、一步法TUNEL细胞凋亡检测试

剂盒 （绿色荧光） 购自上海碧云天生物技术股份有

限公司；4%~12%的Bis-Tris梯度凝胶、PVDF膜、Su-

persignal West Femto化学发光试剂购自美国赛默飞

世尔科技公司；谷氨酰胺酶1 （glutaminase 1，GLS1）、

谷氨酸脱氢酶1 （glutamic dehydrogenase 1，GLUD1）、

NFE2L2、FTH1与GPX4抗体购自美国Cell Signaling 

Technology公司；辣根过氧化物酶偶联的二抗购自

英国abcam公司；细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒 

（cell counting Kit-8，CCK-8）、谷氨酸含量检测试剂盒 

（比色法） 购自生工生物工程 （上海） 股份有限公司；

谷氨酰胺含量测定试剂盒 （比色法） 购自上海雅吉

生物科技有限公司；Transwell小室购自美国康宁公

司；荧光显微镜购自德国徕卡公司；酶标免疫检测

仪购自美国赛默飞世尔科技公司；Chemidoc XRS+

成像系统购自北京龙跃生物科技发展有限公司。

1.2 方法

1.2.1 生物信息学分析：从美国国家生物技术信息

中心 （National Center for Biotechnology Information，

NCBI） 的GEO数 据 库中获 取GSE6791、GSE63678、

GSE39001数据集，并筛选3个数据库中P < 0.05且

|log2FC|>1的宫颈癌差异表达基因，用SwissTarget-

Prediction （http：//www.swisstargetprediction.ch/）、

TargetNet （http：//targetnet.scbdd.com/） 和Prediction 

（https：//prediction.charite.de/） 等平台预测Log靶

点，结合MsigDB （https：//www.gsea-msigdb.org/） 及文

献［6-8］的谷氨酰胺代谢基因，用Venn网站 （http：//

bioinformatics.psb.ugent.be/） 取交集。利用String数据

库 （https：//string-db.org/） 分析交集靶点的蛋白质-

蛋白质相互作用 （protein-protein interaction，PPI）网

络。利 用PubChem、Chemdraw和ChemBio 3D获 取Log

的三维结构，与NFE2L2晶体结构 （AutoDock vina处

理） 对接，选择最低结合能模式，PYMOL可视化Log

与NFE2L2相互作用。

1.2.2 细胞培养与分组：Hela细胞与C-33A细胞培养

于含10%FBS的90%DMEM、90%MEM培养基中，HT-3

细胞培养于含有10%FBS、1%P/S、McCoy’s 5A的培养

基中，HCECs培养于含FBS、生长添加剂、青霉素、链

霉素等的培养基中，置于37 ℃、5%CO2培养箱。将细

胞接种至96孔板中 （5×103/孔） 。过夜后随机分组：

空白 （Blank） 组 （仅使用基础培养基，不添加任何药

物和溶剂），对照 （Ctrl） 组 （加入与药物处理组浓度一

致的DMSO），Log组 （Log 10、50、100、200、500 μg/mL），

DDP组 （DDP 10 μmol/L），TBHQ组 （NFE2L2激活剂 

10 μmol/L），ML385组 （NFE2L2抑制剂 5 μmol/L） 及

TBHQ+Log组 （TBHQ 10 μmol/L+Log 200 μg/mL），加入

含不同药物的培养基继续培养24 h。

1.2.3 细胞增殖活力检测：按照CCK-8试剂盒说明

书，将各组细胞常规孵育24 h后，向每孔中加入10 

μL CCK-8溶液，继续孵育1 h，使用酶标免疫检测仪

在450 nm波长下测定各孔吸光度。

1.2.4 细胞凋亡检测：按照试剂盒说明书步骤收集

各组细胞，PBS洗涤后以4%多聚甲醛固定30 min。加

入0.3% Triton X-100孵育5 min，TUNEL检测液孵育1 

h，DAPI染细胞核，荧光显微镜下观察绿色荧光即为

标记的凋亡细胞。

1.2.5 细胞侵袭检测：将基质胶与D-hanks液按1 ∶ 9

混合，取20 μL加入Transwell上室，37 ℃孵育4 h。取
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各组细胞悬液200 μL加入上室，下室加入500 μL含

血清培养基，37 ℃培养24 h。4%多聚甲醛固定、0.1%

结晶紫染色，PBS洗涤，显微镜随机选取5个视野计数。

1.2.6 谷氨酰胺与谷氨酸含量测定：按照谷氨酰胺

及谷氨酸含量测定试剂盒说明书，收集细胞，离心

后弃上清，PBS重悬，冰浴超声破碎细胞，再次离心

后取上清，测定谷氨酰胺及谷氨酸浓度。

1.2.7 异种移植瘤模型与药物干预：24只BALB/C

雌性小鼠饲养于SPF级动物房，温度22~26 ℃，湿度

40%~60%，遵循12 h光照周期。收集对数生长期的

Hela细胞，将其配置成浓度为1×107/mL的细胞悬

液，并在小鼠左侧前肢皮下注射 （0.2 mL），第7天触

及瘤体即为建模成功［9］。将小鼠随机分为4组 （每组

6只）：Model组 （等量生理盐水灌胃），Log低、中、高

剂量 （Log-L、Log-M、Log-H） 组 （分别灌胃20、50、100 

mg/kg Log，1次/d，连续5周） 。实验结束后处死小鼠，

分离肿瘤组织。

1.2.8 Western blotting：收集细胞与小鼠肿瘤组织，

用含蛋白酶抑制剂的RIPA缓冲液裂解释放蛋白，提

取10 μg蛋白质样品，电泳分离后固定在PVDF膜上，

5%脱脂牛奶封闭。PVDF膜与稀释1 000倍的一抗 

（GLS1、GLUD1、NFE2L2、FTH1、GPX4） 4 ℃孵育过

夜，加HRP偶联的二级抗体孵育1 h。用化学发光试

剂孵育膜，Chemidoc XRS+系统可视化并分析蛋白

质条带。

1.2.9 免疫组织化学染色：肿瘤标本经10%甲醛

室温固定24 h后进行石蜡包埋、切片（4 μm） 。切片

经脱蜡和再水化，与3% H2O2在甲醇中室温孵育10 

min。之后行常规免疫组织化学染色检测，一抗为

NFE2L2、FTH1与GPX4，二抗为IgG。DAB显色和苏

木精复染后，显微镜下观察。采用ImageJ软件计算平

均光密度值，以评价各组肿瘤组织中NFE2L2、FTH1

和GPX4阳性表达。

1.3 统计学分析  

采用GraphPad Prism 8.0软件进行统计分析，计

量资料以x-±s表示，组间比较采用t检验和单因素方

差分析，P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 Log抑制宫颈癌细胞生长  

与Ctrl组相比，不同浓度Log和DDP干预能够明

显抑制宫颈癌细胞增殖活力 （P < 0.05），但对HCECs

无明显毒性作用 （P > 0.05），见表1。在200 μg/mL浓度

下，Log对Hela细胞活力的抑制效果最为明显，继续

使用此浓度的Log干预Hela细胞进行后续实验发现，

与Blank组相比，Log组与DDP组细胞侵袭能力明显

降低 （P < 0.05）、细胞凋亡率明显增加 （P < 0.05），见

表2、图1。

表1  各组细胞增殖活力比较 （x
-
±s，%） 

Tab.1  Comparison of cell viability in each group  （x
-
±s，%） 

Group n HCECs Hela C-33A HT-3

Ctrl 3 100.00±11.39 100.00±11.51 100.00±11.41 100.00±11.34

Log 10 μg/mL 3   99.68±11.36   62.17±7.091）   82.85±8.871）   75.26±8.581） 

Log 50 μg/mL 3   97.85±11.38   59.14±6.741）   75.04±7.981）   67.72±7.721） 

Log 100 μg/mL 3 102.09±11.46   56.06±6.391）   71.13±7.421）   63.35±7.221） 

Log 200 μg/mL 3   99.96±11.40    50.62±5.771）   65.07±6.851）   59.86±6.821） 

Log 500 μg/mL 3 100.16±11.49   55.98±6.381）   66.87±7.401）   59.23±6.751） 

DDP 3   98.91±11.39   42.07±4.801）   49.76±5.671）   45.71±5.211） 

1） P < 0.05 vs. Ctrl group.

2.2 Log抑制宫颈癌细胞的谷氨酰胺代谢  

与Blank组相比，Log组与DDP组谷氨酰胺与谷

氨酸含量均下降 （P < 0.05） 、GLS1与GLUD1蛋白表达 

均减弱（P < 0.05） ，并且DDP组更显著，见表3、图2。

2.3 Log抑制宫颈癌细胞中NFE2L2的异常表达

生物信息学分析结果显示，Log、谷氨酰胺代谢

与宫颈癌共存在9个靶点蛋白交集，分别为BCL2、

PIK3CA、MTOR、AKT3、NFE2L2、JAK2、MET、NOS1、

EGLN1。PPI分析结果显示，交互作用最强的5个靶点

蛋白分别为BCL2、PIK3CA、MTOR、NFE2L2、AKT3。分
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子对接结果显示，Log和NFE2L2之间的结合关系最

强 （结合能为-8.7 kcal/mol）。Western blotting结果显

示，与HCECs （0.13±0.01）相比，Hela细胞中NFE2L2蛋

白表达明显增强 （0.56±0.07，P < 0.05），而Log能够

显著抑制NFE2L2表达 （0.29±0.03，P < 0.05），见图3。

2.4 NFE2L2表达影响宫颈癌细胞生长及谷氨酰胺

代谢  

与Ctrl组相比，TBHQ组NFE2L2蛋白表达增加，

Hela细胞增殖活力与侵袭能力增加，凋亡细胞率

降低，谷氨酰胺与谷氨酸含量升高，GLS1与GLUD1

蛋白表达增强 （P均< 0.05）；而ML385组NFE2L2蛋白

表达减弱，Hela细胞增殖活力与侵袭能力降低，细胞

凋亡率增加，谷氨酰胺与谷氨酸含量下调，GLS1与

GLUD1蛋白表达降低 （P均< 0.05），见表4、5，图4~6。

图1  Log抑制宫颈癌细胞生长并促进其凋亡  ×400

Fig.1  Log inhibits the growth of cervical cancer cells and promotes their apoptosis  ×400

表3  各组细胞谷氨酰胺代谢情况比较 （x
-
±s，n = 3） 

Tab.3  Comparison of glutamine metabolism in each group  （x
-
±s，n = 3） 

Group Glutamine （μg/mL） Glutamate （μmol/mL） Relative protein expression of GLS1 Relative protein expression of GLUD1

Blank 1 045.3±119.16 0.26±0.03 0.89±0.11 1.25±0.14

Log  611.73±69.741） 0.18±0.021） 0.53±0.071） 0.81±0.091） 

DDP  510.93±58.251） 0.11±0.021） 0.41±0.061） 0.39±0.051） 

1） P < 0.05 vs. Blank group.

2.5 Log通过靶向NFE2L2抑制FTH1与GPX4表达  

Western blotting结果显示，与Ctrl组 （0.34±0.04、

0.49±0.04、0.45±0.07）相比，Log组NFE2L2、FTH1

与GPX4蛋白表达均减弱 （0.17±0.02、0.21±0.03、

0.24±0.02，P < 0.05）；而TBHQ组NFE2L2、FTH1与

GPX4蛋白表达均增强 （1.12±0.12、0.92±0.10、0.97±

0.11，P  < 0.05）；与TBHQ组相比，Log干预抑制了

NFE2L2、FTH1与GPX4的蛋白表达 （0.82±0.08、0.65±

0.07、0.76±0.04，P < 0.05），见图7。

Blank group Log group DDP group

Transwell

TUNEL

1，Blank group；2，Log group；3，DDP group.

图2  Log抑制GLS1与GLUD1蛋白表达

Fig.2  Log inhibits the expression of GLS1 and GLUD1 proteins

1  2  3

GLS1

GLUD1

GAPDH
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表2  各组细胞侵袭能力与凋亡率比较 （x
-
±s，n = 3） 

Tab.2  Comparison of  invasion ability and apoptosis rate of  the 

cells in each group  （x
-
±s，n = 3） 

Group Number of invading cells Apoptosis rate （%） 

Blank 122.74±13.99   4.22±0.85

Log   82.27±9.381） 10.13±1.471） 

DDP   65.05±7.871） 16.55±2.261） 

1） P < 0.05 vs. Blank group.
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1，HCECs group；2，Hela group；3，Hela+Log group.

图3  Log抑制宫颈癌细胞中NFE2L2的表达

Fig.3  Log inhibits expression of NFE2L2 in cervical cancer cells

1  2  3

NFE2L2

GAPDH

2.6 Log抑制移植瘤小鼠宫颈癌进展  

与Model组小鼠相比，Log干预明显抑制了体内

成瘤的体积和质量 （图8A~8C）。分离小鼠肿瘤组织

并进行Western blotting和免疫组织化学检测，结果显

示，与Model组相比，Log-L、Log-M、Log-H组小鼠肿瘤

组织中GLS1、GLUD1、NFE2L2、FTH1与GPX4表达均

减弱 （P < 0.05，图8D、8E）。

表5  各组细胞谷氨酰胺代谢情况比较 （x
-
±s，n = 3） 

Tab.5  Comparison of glutamine metabolism in each group （x
-
±s，n = 3）

Group Glutamine （μg/mL） Glutamate （μmol/mL） 
Relative protein expression 

of GLS1 
Relative protein expression 

of GLUD1

Ctrl 1 027.23±117.15 0.29±0.04 0.82±0.11 0.49±0.07

TBHQ 1 514.09±172.611） 0.42±0.051） 1.45±0.181） 1.25±0.161） 

ML385    630.04±71.821） 0.08±0.011） 0.69±0.081） 0.31±0.081） 

1） P < 0.05 vs. Ctrl group.

表4  各组细胞NFE2L2表达及细胞生物学行为比较 （x
-
±s，n = 3） 

Tab.4  Comparison of NFE2L2 expression and cellular biological behavior in each group （x
-
±s，n = 3） 

Group Relative protein expression of NFE2L2 Cell viability （%） Number of invading cells Apoptosis rate （%） 

Ctrl 0.46±0.05 100.00±11.23 121.65±13.87   6.35±0.84

TBHQ 1.17±0.211） 146.83±16.741） 167.27±17.931）   3.17±0.461） 

ML385 0.28±0.051）   58.78±6.021）   76.72±8.751） 15.21±2.071） 

1） P < 0.05 vs. Ctrl group.

图5  NFE2L2表达与宫颈癌细胞生存相关  ×400

Fig.5  Correlation between NFE2L2 expression and the survival of cervical cancer cells  ×400

3 讨论

尽管宫颈癌防控取得了一定进展，但其发病率

和死亡率仍较高［10］。Log具有一定的抗癌潜力［2］。

本研究发现Log能够显著抑制宫颈癌细胞增殖和侵

袭，促进其凋亡，并且这一过程可能与抑制NFE2L2-

FTH1-GPX4信号通路及影响谷氨酰胺代谢密切相

关。

1，Ctrl group；2，TBHQ group；3，ML385 group.

图4  Western blotting测定NFE2L2蛋白表达

Fig.4  Western blotting assay for NFE2L2 protein expression 

1  2  3

NFE2L2

GAPDH

Ctrl TBHQ ML385

Transwell

TUNEL
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A，tumor images；B，tumor volume；C，tumor weight；D，protein expression levels of GLS1 and GLUD1；E，positive expression of NFE2L2，FTH1，and 

GPX4（×400）. *P < 0.05 vs. Model group.

图8  Log抑制移植瘤小鼠宫颈癌进展

Fig.8  Loganin inhibits cervical cancer progression in mice with transplanted tumors

1，Ctrl group；2，TBHQ group；3，ML385 group.

图6  Western blotting测定GLS1与GLUD1蛋白表达水平

Fig.6  Western blotting analysis of protein expression  levels for 

GLS1 and GLUD1

1，Ctrl group；2，Log group；3，TBHQ group；4，TBHQ+Log group.

图7  Western blotting测定NFE2L2、FTH1与GPX4蛋白表达

Fig.7  Western blotting analysis of NFE2L2，FTH1，and GPX4 

protein expression
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谷氨酰胺代谢在宫颈癌进展中扮演重要角色，

影响癌细胞的增殖和代谢［11］。本研究使用不同浓

度Log干预宫颈癌细胞，并以DDP作为阳性对照［12］，

发现Log可能通过抑制宫颈癌细胞增殖、侵袭能力

和促进细胞凋亡抑制肿瘤进展。此外，Log能够降低

谷氨酰胺和谷氨酸等代谢物的含量，并下调GLS1和

GLUD1的表达，发挥抗癌作用。

NFE2L2在宫颈癌进展中发挥关键作用［13］，其下

游分子FTH1和GPX4与肿瘤细胞中的谷氨酰胺代谢

相关［14-15］。本研究结果显示，NFE2L2、FTH1和GPX4

在宫颈癌组织和细胞中呈高表达。其中，NFE2L2通

过调节下游分子FTH1和GPX4的表达［4］，影响宫颈

癌细胞的生物学行为。而Log能够抑制NFE2L2的表

达，抑制宫颈癌细胞的增殖、侵袭和谷氨酰胺代谢，

进而阻碍宫颈癌的进展。

基于体外细胞实验得出的结果，本研究进一步

构建异种移植瘤小鼠模型，再次证实了Log对于宫

颈癌具有潜在治疗作用，并且其中的作用机制可能

与抑制NFE2L2-FTH1-GPX4信号通路和影响谷氨酰

胺代谢相关。这一发现可能为宫颈癌的治疗提供新

的药物选择和研究方向。但本研究仍存在一定局限

性，例如，宫颈癌的治疗通常需要多种药物的联合

应用，但Log与其他药物的相互作用和联合应用效果

尚未明确。未来可以研究Log与其他抗肿瘤药物的相

互作用和联合应用效果，为宫颈癌的治疗提供新的

策略。
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