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积雪草苷通过激活SMAD7改善骨髓增生异常综合征的细胞铁死亡

王立烨，常 青，董腾腾，刘 亭，王 驰，李绵洋  解放军总医院第一医学中心检验科，北京

［摘要］ 目的 探讨在骨髓增生异常综合征（myelodysplastic syndrome，MDS）中 SMAD家族成员 7
（SMAD family member 7，SMAD7）信号通路异常与铁死亡关系，并探讨积雪草苷（asiaticoside，AC）提高

MDS 细胞系 SMAD7 的表达对铁死亡的影响。方法 通过基因表达综合（Gene Expression Omnibus，
GEO）数据库筛选MDS相关数据集，比较MDS患者与健康对照人群的差异表达基因，再与铁死亡数据

库（Ferroptosis Database，FerrDb）取交集，以寻找MDS铁死亡潜在靶点。收集2022年10月至2024年11月

在解放军总医院第一医学中心血液科初次确诊的MDS患者骨髓血18例（MDS组）和同期16例健康供者

骨髓血（Con 组），提取骨髓单个核细胞（bone marrow mononuclear cells ，BMMNCs），RT-qPCR 检测

SMAD7及铁死亡相关基因表达水平。免疫磁珠分选髓系标志CD33+细胞，RT-qPCR与Western blot检测

SMAD7及铁死亡相关基因与蛋白表达水平。同时使用人正常骨髓细胞系（HS-5）与MDS细胞系（MUTZ-

1、SKM-1），测定 SMAD7及铁死亡相关指标的水平。采用不同浓度的 SMAD7激动剂AC（AC组）和铁抑

素-1（Ferrostatin-1，Fer-1）处理MDS细胞，探究其对MDS细胞铁死亡的影响。同时构建SMAD7过表达质

粒（SMAD7过表达组），进一步研究 SMAD7在铁死亡调控中的作用。Western blot与RT-qPCR实验检测

细胞处理前后 SMAD7 与铁死亡相关基因的表达；同时检测谷胱甘肽（glutathione，GSH）、丙二醛

（malondialdehyde，MDA）和超氧歧化酶（superoxide dismutase，SOD）水平，流式细胞术与荧光显微镜测定

活性氧（reactive oxygen species，ROS）水平。流式细胞术测定分化标志物CD11b+表达，检测细胞分化水

平。结果 ①数据库分析结果显示，SMAD7在MDS患者中表达降低，并且与铁死亡有关。相较于Con
组，MDS 患者 SMAD7 表达下降（P<0. 05），同时铁死亡负向调控基因谷胱甘肽过氧化酶 4（glutathione 
peroxidase 4，GPX4）、铁蛋白重链（ferritin heavy chain，FTH1）表达下降（P<0. 05），正向调控基因转铁蛋

白受体（transferrin receptor protein1，TFRC）表达升高（P<0. 05）。相较于人正常骨髓细胞 HS-5，MDS 细

胞系 SMAD7表达下降，GPX4、FTH1表达下降，而 TFRC 表达升高（P<0. 05）。②经梯度浓度 Fer-1处理

后，MDS 细胞系中 GPX4 与 FTH1 的表达呈浓度依赖性上调（P<0. 05），TFRC 显著下调（P<0. 05），同时

GSH 含量与 SOD 活性升高，ROS 水平与 MDA 含量下降（P<0. 05），提示铁死亡被抑制。③过表达

SMAD7后，结果显示GPX4、FTH1的表达升高，TFRC的表达降低（P<0. 05），细胞的抗氧化能力提高，减

少了铁死亡的发生。提高了 CD11b+表达（P<0. 05），促进了细胞分化。④MDS 细胞系经 AC 处理后

GPX4与FTH1的表达呈浓度依赖性上调（P<0. 05），但TFRC下调无统计学意义。AC处理还提高了细胞

的抗氧化能力，同时提高了 CD11b+的含量（P<0. 05），促进了细胞分化。结论 AC激活 MDS 细胞系

SMAD7，通过上调 GPX4 与 FTH1 并抑制 TFRC，减轻氧化损伤和脂质过氧化，从而抑制 MDS 细胞铁死

亡，同时激活SMAD7可以促进细胞分化。
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Asiaticoside alleviates ferroptosis in myelodysplastic syndrome by activating SMAD7
WANG Liye， CHANG Qing， DONG Tengteng， LIU Ting， WANG Chi， LI Mianyang  Department of Clinical 
Laboratory， First Medical Center of Chinese PLA General Hospital， Beijing， China

［Abstract］ Objective　To investigate the relationship of aberrant SMAD family member 7 (SMAD7) 
signaling pathway and ferroptosis in myelodysplastic syndromes (MDS) and evaluate the effect of asiaticoside 
(AC) -modulating SMAD7 up-regulation to suppress ferroptosis in MDS cell lines.  Methods　Publicly 
available MDS-related datasets from the Gene Expression Omnibus (GEO) database were analyzed to identify 
differentially expressed genes (DEGs) between MDS patients and healthy controls.  These DEGs were cross-

referenced with ferroptosis-associated genes from the Ferroptosis Database (FerrDb) to identify potential 
ferroptosis-related targets in MDS.  Bone marrow mononuclear cells (BMMNCs) were isolated from 18 MDS 
patients freshly diagnosed in the First Medical Center of Chinese PLA General Hospitaland and from 16 
healthy donors during October 2022 and November 2024.  RT-qPCR was employed to detect the expression of 
SMAD7 and ferroptosis-related genes.  Immunomagnetic bead sorting was applied to purify CD33+ cells, and 
then qPCR and Western blotting were utilized to measure the expression of SMAD7 and ferroptosis-related 
biomarkers at mRNA and protein levels.  Human normal bone marrow cells (HS-5) and MDS cell lines (MUTZ-1, 
SKM-1) were treated with gradient concentrations of AC (SMAD7 activator) and ferrostatin-1 (Fer-1, 
ferroptosis inhibitor), and SMAD7 overexpression plasmids were transfected into MDS cells.  qPCR and 
Western blotting were utilized to measure the expression of SMAD7 and ferroptosis-related biomarkers at 
mRNA and protein levels, and the contents of glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA), superoxide 
dismutase (SOD), and reactive oxygen species (ROS) were detected.  Flow cytometry of CD11b+ was performed 
to measure cellular differentiation.  Results　①Bioinformatics analysis revealed significant down-regulation 
of SMAD7 in MDS patients, correlating with ferroptosis activation.  Compared to the healthy controls, MDS 
patients exhibited decreased SMAD7 expression (P<0.  05), reduced levels of negative regulators of ferroptosis, 
glutathione peroxidase 4 (GPX4) and ferritin heavy chain (FTH1) (P<0. 05), and elevated expression of its 
positive regulator transferrin receptor protein 1 (TFRC) (P<0. 05).  Consistent with this, when compared with 
the normal human bone marrow stromal cell line HS-5, the MDS cell lines MUTZ-1 and SKM-1 exhibited 
declined expression of SMAD7, GPX4, and FTH1, alongside elevated expression of TFRC (P<0. 05).  ② Treatment 
with gradient concentrations of the ferroptosis inhibitors ferrostatin-1 (Fer-1), the expression levels of GPX4 
and FTH1 in MDS cell lines were significantly upregulated in a concentration-dependent manner (P<0. 05), 
while TFRC was markedly downregulated (P<0. 05).  Additionally, GSH content and SOD activity were 
enhanced, whereas ROS levels and MDA content were significantly reduced (P<0. 05).  These results suggest 
that Fer-1 effectively suppresses ferroptosis in MDS cells.  ③ SMAD7 overexpression led to up-regulation of 
GPX4 and FTH1 ih MDS cell lines, while downregulation of TFRC, improved anti-oxidative ability and 
reduced ferroptosis, with enhanced CD11b+ expression and myeloid differentiation.  ④ Following AC 
treatment, the expression levels of GPX4 and FTH1 in MDS cell lines were significantly upregulated in a 
concentration-dependent manner (P<0. 05), whereas the downregulation of TFRC did not reach statistical 
significance.  Additionally, AC treatment effectively enhanced the antioxidant capacity of the cells, increased 
the proportion of CD11b+ cells (P<0. 05), and facilitated cellular differentiation.  Conclusion　AC activates 
SMAD7 in MDS cell lines, up-regulating GPX4 and FTH1 while suppressing TFRC expression.  This 
mechanism alleviates oxidative damage and lipid peroxidation, thereby inhibiting ferroptosis in MDS cells.  
Concurrently, SMAD7 activation promotes cellular differentiation.  

［Key words］ SMAD7； asiaticoside； myelodysplastic syndrome； ferroptosis； oxidative stress
Supported by the Natural Science Foundation of Beijing-Changping Innovation Joint Fund Project(L234048). Corresponding author： WANG Chi， E-mail： 
wangchi2018@126.com； LI Mianyang， E-mail： limianyang301@126.com
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骨髓增生异常综合征（myelodysplastic syndrome，
MDS）是一种由于造血干细胞异常导致的异质性、克

隆性血液系统疾病［1］。研究表明由于输血、基因改变、

线粒体功能异常等原因，50%~80% 的 MDS 患者存在

铁过载（iron overload，IO）［2］。同时由于 IO，MDS 患者

的骨髓单个核细胞（bone marrow mononuclear cells，
BMMNCs）可能更容易出现遗传异常［3］。铁死亡是一

种铁依赖的细胞程序性死亡，其发生机制、分子特征

与凋亡、自噬、坏死有着明显的区别。铁死亡的发生

本质是由于细胞铁积累进而导致过氧化物增多和脂

质过氧物代谢平衡异常，最终引起脂质过氧化物的积

累造成细胞死亡［4］。有研究发现［5］，MDS患者核红细

胞铁蛋白重链（ferritin heavy chain，FTH1）水平降低成

红系分化和血红蛋白合成障碍，表明铁死亡可能成为

治疗MDS的新靶点。

SMAD家族成员7（SMAD family member 7，SMAD7）
是转化生长因子-β（transforming growth factor-β， TGF-β）
信号通路的关键负调控分子，它通过与 TGF-β 受体

结合阻止 SMAD2/3 磷酸化进而阻止 TGF-β 信号通路

的 激活［6］。 TGF- β 信号通路在调节造血干细胞

（hematopoietic stem cells，HSC）静止和自我更新等方

面发挥着重要作用。而其过度激活会导致 HSC 分化

成熟障碍［7］。
积雪草苷（asiaticoside，AC）是从积雪草中分离的

中药提取物，可以在成纤维细胞中通过活化 SMAD7，
抑制TGF-β信号通路，具有抗氧化、抗炎、抗溃疡等作

用［8］。有研究表明［9］，AC 通过调节 TGF-β/SMAD 通路

延缓紫外线照射引起的细胞衰老并减少活性氧

（reactive oxygen species，ROS）的产生。根据现有文

献，目前 AC 是否在 MDS 中调控 SMAD7 表达还未见

报道。

本研究旨在探究 SMAD7信号通路在 MDS中调控

铁死亡的分子机制。并探究AC对 SMAD7表达与铁死

亡的影响，为开发新的治疗策略提供科学依据，为该

疾病的预防和治疗提供新的靶点。

1　材料与方法

1. 1　主要试剂

人正常骨髓细胞 HS-5与人 MDS细胞系 MUTZ-1、
SKM-1 所用的完全培养基均购自上海赛百慷公司，

铁 抑 素 -1（Ferrostatin-1，Fer-1）与 AC 均 购 自 美 国

MedChemExpress公司。RNA提取试剂盒、HiScript® Q 
RT SuperMix for qPCR Kit 逆转录试剂盒、荧光定量

PCR 试剂盒、BCA蛋白定量试剂盒均购自南京诺唯赞

公司。谷胱甘肽（glutathione，GSH）、ROS 荧光探针

DCFH-DA 与丙二醛（ malondialdehyde，MDA）检测试

剂盒购自上海碧云天公司，超氧歧化酶（superoxide 
dismutase，SOD）检测试剂盒购自上海东仁化学科技公

司。CCK-8检测试剂盒购自北京富百科公司。蛋白裂

解液、浓缩胶缓冲液、分离胶缓冲液、十二烷基硫酸

钠、甘氨酸、ECL 化学发光检测试剂盒均购自索莱宝

公司。SMAD7抗体购自英国Abcam公司，谷胱甘肽过

氧化酶 4（glutathione peroxidase 4，GPX4）与FTH1购自

美国 CST 公司，转铁蛋白受体（transferrin receptor 
protein1，TFRC）抗体购自中国Abclonal公司。PE anti-
human CD11b 购自美国 BioLegend 公司。人 CD33+免
疫 磁 珠 与 PE-anti-human-CD33 购 自 德 国 Miltenyi
公司。

1. 2　MDS铁死亡相关基因富集分析

从 基 因 表 达 综 合 数 据 库（Gene Expression 
Omnibus，GEO）获取MDS相关数据集GSE19429（183例

患者/17 例健康对照人群）和 GSE58831（159 例患者/
17 例健康对照）。使用 R 语言 limma 包（v4. 3. 3）筛选

患者与对照组的差异表达基因（differentially expressed 
genes，DEGs），筛选标准为|Log2FC|>2且P<0. 05。同时

从铁死亡数据库（Ferroptosis Database，FerrDb， http：//
www. zhounan. org/ferrdb/current/）收集和整理铁死亡相

关基因，并将 DEGs 和铁死亡相关基因的交集通过维

恩图可视化。

1. 3　人BMMNCs的提取与CD33+分选

收集 2022 年 10 月至 2024 年 11 月在解放军总医

院第一医学中心血液科初次确诊的 MDS 患者骨髓血

18 例（MDS 组），另收集同期 16 例健康供者骨髓血

（Con 组）。本研究所有参与者签署知情同意书，并经

解放军总医院伦理委员会批准（伦审第 S2021-194-02
号）。将收集到的新鲜骨髓血用 Ficoll 进行密度梯度

离心分离 BMMNCs，吸取白膜层，用 PBS 洗涤 2 次后，

使用CD33+免疫磁珠对骨髓单个核细胞进行阳选。

1. 4　细胞培养与转染

人正常骨髓细胞 HS-5 与人 MDS 细胞系 MUTZ-1
购自上海赛百慷公司，SKM-1细胞系由中国中医科学

院西苑医院周庆兵主任课题组赠送。MUTZ-1 与

SKM-1细胞均使用含有 10%FBS的 RPMI 1640完全培

养基并置于 37 ℃、含有 5% CO2的恒温培养箱里培养

传代。取对数生长期细胞接种于 6孔板，使用Lip3000
配制转染体系，转染 6 h后换成完全培养基，分别培养

24 h和48 h后提取RNA与蛋白进行后续实验。

1. 5　CCK-8检测细胞增殖能力

取对数生长的细胞，铺至 96孔板内，培养体系为
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每孔 100 μL培养基含 1×104个，分别加入 0、5、10、20、
40、80、100 μmol/L 的 AC 与 Fer-1 作用 48 h，每组设置

5 个复孔，以探究 AC 与 Fer-1 作用的最适浓度。48 h
后每孔避光加入 10 μL CCK-8试剂，孵育 2 h后用酶标

仪检测450 nm 处的吸光度值。

1. 6　RT-qPCR
按照 RNA 提取试剂盒说明书，提取细胞 RNA，用

Nano-Drop 仪器对 RNA 浓度进行检测，然后使用

HiScript® Q RT SuperMix for qPCR Kit 将 RNA 反转录

为 cDNA，使用荧光染料进行PCR反应。每组设置3个

复孔。基因的mRNA相对表达量采用 2-ΔΔCt计算，引物

序列见表1。

1. 7　Western blot检测

使用加入 PMSF 的蛋白裂解液提取细胞蛋白，使

用BCA法测定蛋白浓度，取 10 μg蛋白上样，经电泳后

转至PVDF膜上，转膜完成后用 5%的脱脂奶粉室温孵

育 1 h后加入 SMAD7一抗（1∶500）、FTH1一抗（1∶1 000）、

GPX4一抗（1∶1 000）、TFRC 一抗（1∶1 000），4 ℃过夜，

用 TBST洗膜后在摇床上孵育相应的二抗 1 h，完成后

用TBST 洗膜，使用ECL 超敏发光液进行曝光显影，条

带灰度值使用 Image J 分析。

1. 8　流式细胞术与荧光显微镜检测ROS水平

将细胞处理 48 h 后，收集细胞调节细胞密度为

1×106个/mL，用PBS洗涤 2次，然后按ROS检测试剂盒

说明，按照 1∶1 000 的稀释比孵育 DCFH-DA 荧光探

针 20 min，无血清培养液洗涤细胞 3次，然后用流式细

胞仪检测荧光强度。同时使用细胞贴壁粘附剂贴壁

得（北京普利莱）预处理 30 min，然后在铺板到 6 孔板

内处理 48 h 后，用 PBS 洗涤 2 次，按照 1∶1 000 的稀释

比原位装载 DCFH-DA 荧光探针，孵育 20 min，无血清

培养液洗涤细胞3次，使用荧光显微镜观察荧光强度。

1. 9　GSH水平检测

离心收集细胞，吸尽上清。PBS洗涤细胞 1次，加

入细胞沉淀体积 3倍量的蛋白去除试剂。利用液氮和

37 ℃水浴对样品进行 2次快速的冻融。4 ℃或冰浴放

置 5 min。然后 4 ℃，10 000×g离心 10 min。取上清用

于 GSH 的测定。按照说明书配置工作液，添加试剂，

室温孵育 25 min 后，用酶标仪检测 420 nm 处的吸

光度。

1. 10　MDA水平检测

细胞经过加药或转染处理后，每 1×106个细胞使

用 0. 1 mL 蛋白裂解液。10 000~12 000×g离心 10 min
取上清用于后续测定。按照试剂盒说明书配置检测

工作液，取适量标准品用蒸馏水稀释至 1、2、5、10、20、
50 μmol/L，用于后续制作标准曲线。按照说明书添加

样本与工作液至EP管内，混匀后，100 ℃加热15 min，水
浴冷却至室温，1 000×g室温离心10 min。取200 μmol/L
上清加入到 96 孔板中，用酶标仪在 532 nm 测定吸光

度。根据标准曲线计算获得MDA的摩尔浓度。

1. 11　SOD活性的测定

细胞经过处理后，收集至1. 5 mL离心管内，2 000×g
离心10 min，弃上清液。用1 mL PBS洗涤细胞，2 000×g
离心10 min，重复一遍。在冰浴条件下，对细胞进行超

声，然后在 4 ℃ 10 000×g离心 15 min，将上清液转移到

新的离心管中待测。将 WST Solution 用稀释液稀释

20倍，配成WST工作液。在样品孔和空白孔 2中分别

加入 20 μL样品溶液，在空白孔 1和空白孔 3中分别加

入 20 μL 超纯水。再分别加 200 μL 充分混匀的 WST
工作液，在 37 ℃的培养箱中孵育 20 min。使用酶标仪

检测在450 nm处的吸光度。

按照公式计算SOD的抑制率：

SOD 抑制率（%）=［（A 空白1-A 空白3）-（A 样品-A 空白 2）］/
（A 空白1-A 空白3）×100%
1. 12　流式细胞术检测细胞分化情况

将细胞处理 48 h后，收集细胞用PBS洗涤 1次，计

数细胞，调整细胞数至 1×106个/管，加入流式抗体，混

匀，避光孵育 15 min，用 PBS 洗涤 2 次，上机检测。以

CD11b单标设门，检测CD11b+的表达情况。

1. 13　统计学分析

使用 SPSS 26. 0 与 GraphPad Prism 9 软件进行统

计学分析，实验均重复 3次或 3次以上，两独立样本均

数比较采用 t 检验，多个样本均数的比较采用单因素

方差分析，以P<0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　MDS患者SMAD7表达减低，铁死亡水平升高

为筛选 MDS 铁死亡的关键靶点，本研究从 GEO
数据库获取MDS相关数据集（GSE19429和GSE58831），
分析患者与健康人群的差异表达基因，并将其与FerrDb

表1　引物序列

     基因

SMAD7

GPX4

FTH1

TFRC

引物序列（5′→3′）
上游：TGAACCTGGACGCCAAAGTC
下游：GGGTTGAAAGGCTCGGGAAT
上游：GAGGCAAGACCGAAGTAAACTAC
下游：GAGGCAAGACCGAAGTAAACTAC
上游：TGGAGCTCTACGCCTCCTAC
下游：CCTGAAGGAAGATTCGGCCA
上游：AGAAGCATTATCTTTGCCAGT
下游：CCAAGAACCGCTTTATCCAG
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的基因集进行交集分析。结果显示 SMAD7与AQP3被

富集到。在 2个数据集中，SMAD7在MDS患者中表达

降低（图 1A、B）。随后通过收集MDS患者（MDS组）与

正常人（Con 组）的骨髓血标本，用密度梯度离心法分

离BMMNCs，通过RT-qPCR检测 SMAD7与铁死亡相关

基因的表达情况，结果相较于 Con 组，MDS 患者的

SMAD7表达下降（P<0. 05），同时铁死亡负向调控基因

GPX4 与 FTH1 表达下降（P<0. 05），正向调控基因

TFRC 表达升高（P<0. 05，图 1C）。随后通过免疫磁珠

分选 CD33+细胞，分选后 CD33+ 细胞比例为 93. 31%，

通过 Western blot 与 RT-qPCR 检测 SMAD7 与铁死亡

相关基因的表达情况，结果显示，SMAD7 表达下降

（P<0. 05），GPX4表达下降，TFRC表达升高（P<0. 05），

FTH1表达差异没有统计学意义（图1D）。

a：P<0. 05，与Con组比较

A：GEO中 MDS相关数据集 GSE19429、GSE58831差异表达基因与铁死亡相关数据库 FerrDb取交集；B：数据集 GSE19429
与 GSE58831 中 SMAD7 的表达情况；C：Con 组与 MDS 组 BMMNCs 中 SMAD7 与铁死亡相关基因的表达情况；D：磁珠分选

Con组与MDS组CD33+细胞并检测SMAD7与铁死亡相关基因的表达情况

图1　MDS患者SMAD7表达降低同时铁死亡水平升高
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2. 2　Fer-1抑制MDS细胞系铁死亡

选取人正常骨髓细胞HS-5与MDS细胞系MUTZ-1、
SKM-1，通过 Western blot 与 RT-qPCR 检测 SMAD7 与

铁死亡相关基因的表达，结果显示，相较于人正常骨

髓细胞，MDS细胞系 SMAD7的表达降低（P<0. 05），同

时GPX4、FTH1的表达降低，TFRC的表达升高（P<0. 05），
提示MDS细胞系铁死亡水平升高（图 2A、B）。随后给

予 MDS 细胞系 Fer-1处理，通过 CCK-8实验评估Fer-1
的最适浓度，结果显示，Fer-1浓度为 80 μmol/L时显著

抑制MUTZ-1的细胞活力，浓度为 40 μmol/L时促进了

a：P<0. 05，与HS-5比较；b：P<0. 05，与0 μmol/L组比较

A：Western blot 检测人正常骨髓细胞 HS-5 与 MDS 细胞系 MUTZ-1、SKM-1 的 SMAD7 与铁死亡相关蛋白表达；B：RT-qPCR 检测

HS-5 与 MUTZ-1、SKM-1 的 SMAD7 与铁死亡相关基因表达；C：不同浓度 Fer-1 处理 MDS 细胞系对其活力影响；D：0、10、20、

40 μmol/L的Fer-1处理MUTZ-1，0、5、10、20 μmol/L的Fer-1处理SKM-1后SMAD7与铁死亡相关基因表达情况

图2　Fer-1抑制MDS细胞系铁死亡 （n=3，x̄±s）
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细胞增殖（P<0. 05）；Fer-1浓度为 40 μmol/L 时显著抑

制SKM-1的细胞活力（P<0. 05），浓度为20 μmol/L时对

细胞活力没有明显影响（图 2C）。因此选择 0、10、20、
40 μmol/L 4种不同浓度梯度的 Fer-1处理 MUTZ-1，0、
5、10、20 μmol/L 的 Fer-1 处理 SKM-1 后，Western blot
与 RF-qPCR 结果显示，Fer-1 提高了 GPX4 与 FTH1 的

表达，降低了TFRC的表达（P<0. 05），存在浓度依赖性

（图2D）。

进一步探究了Fer-1对MDS细胞系氧化应激的影

响 。 分 别 用 40 μmol/L 与 20 μmol/L 的 Fer-1 处 理

MUTZ-1 与 SKM-1（Fer-1 组）后，通过流式细胞术与荧

光显微镜发现 Fer-1 降低了 MDS 细胞系的 ROS 水平

（图 3A、B），同时提高了GSH含量与 SOD活性，降低了

MDA 的含量（P<0. 05，图 3C），提示 Fer-1 提高了 MDS
细胞的抗氧化能力。通过流式细胞术检测分化标记

物CD11b+表达，但差异无统计学意义（P>0. 05，图3D）。
综上表明，Fer-1 可以减少 MDS 细胞系氧化应激的水

平，减少铁死亡的发生。

2. 3　提高 SMAD7 的表达抑制 MDS 细胞系铁死亡促

进细胞分化

构建了过表达质粒，通过脂质体转染至细胞内过

表达 SMAD7， Western blot与RT-qPCR实验结果显示，

过表达 SMAD7 后，提高了 MDS 细胞 GPX4 与 FTH1 蛋

白与 mRNA 的表达（P<0. 05），但在 mRNA 水平 FTH1
表达差异没有统计学意义，同时减低了 TFRC 的表

达（图4）。

检测氧化指标的变化，过表达 SMAD7降低了MDS
细胞的ROS水平（图5A、B），提高了GSH含量与SOD活

性，降低MDA的含量（P<0. 05，图5C），提示过表达SMAD7
提高 MDS细胞系的抗氧化能力。同时过表达 SMAD7
也提高了CD11b+的表达促进了细胞分化（图5D）。

2. 4　AC 通过提高 SMAD7 改善 MDS 细胞系铁死亡促

进细胞分化

为了进一步探究 SMAD7 与铁死亡的关系，给予

MDS 细胞系 SMAD7 激动剂 AC 处理（AC 组）。结果发

现，AC浓度分别为 80 μmol/L和 20 μmol/L时显著影响
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MUTZ-1 和 SKM-1 的细胞活力（图 6A）。分别给予

MUTZ-1 与 SKM-1 细胞 0、10、20、40 μmol/L 和 0、2. 5、
5. 0、10. 0 μmol/L 4种不同浓度梯度的AC，Western blot
与 RT-qPCR 检测结果显示与 0 μmol/L 组相比，AC 提

高了 SMAD7 的表达，同时提高了 GPX4 与 FTH1 的水

平（P<0. 05），降低了TFRC的水平，但TFRC在RNA水

平降低差异无统计学意义（图6B）。

通过流式细胞术与荧光显微镜，发现 AC 降低了

MDS细胞系的ROS水平，同时提高了GSH含量与 SOD
活性，降低了 MDA 含量（图 7A~C）。同时通过流式细

胞术检测分化标记物 CD11b+表达，结果显示 AC 提高

了CD11b+的表达（P<0. 05，图7D），促进了细胞分化。

3　讨论

MDS作为一种血液系统肿瘤，其主要特点为各系

血细胞无效造血，幼稚细胞成熟异常，细胞形态异常

并且易进展为急性髓系白血病 ［10］。本研究基于 GEO
数据库与 FerrDb 筛选出差异表达基因 SMAD7。结果

表明，SMAD7 在 MDS 患者中低表达。同时 MDS 患者

CD33+细胞铁死亡水平升高，同样在 MDS 细胞系中

SMAD7 低表达，铁死亡水平升高并且可以被 Fer-1 抑

制，随后给予MDS细胞系 SMAD7激动剂AC后发现铁

死亡被抑制，同时促进了细胞分化。表明 AC 通过调

节SMAD7可能是治疗MDS的潜在靶点。
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a：P<0. 05，与对照组比较

A：Western blot检测过表达SMAD7后铁死亡相关蛋白的表达；B：RT-qPCR检测过表达SMAD7后铁死亡相关基因的表达

图4　SMAD7过表达抑制了MDS细胞系铁死亡 （n=3，x̄±s）
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3. 1　SMAD7可能通过调控铁死亡在治疗 MDS中发挥

关键作用

目前，对于MDS较高危患者的治疗通常使用去甲

基化药物阿扎胞苷和地西他滨［11］。然而，去甲基化药

物对不同患者的疗效有较大的差异，MDS患者易对去

甲基化药物耐药造成复发［12］。因此，探究更加安全、

有效的治疗方案是十分必要的。研究表明［13］，MDS患

者CD235a+细胞铁死亡水平升高可能与MDS患者贫血

有关，用 Fer-1 处理有效逆转了 CD235a+细胞的铁死

亡，缓解了 MDS患者的贫血。也有研究表明［14］，铁死

亡诱导剂 RSL3 可以通过 MYB/Bcl-2 途径发挥抗肿瘤

的作用，且与地西他滨在治疗MDS方面表现出协同效

应；同时地西他滨也可以升高 MDS 细胞系 ROS，降低

GSH水平和GPX4活性，导致MDS细胞系发生铁死亡，

从而抑制肿瘤的进展［15］。目前针对铁死亡在 MDS中

发病机制的探索有待进一步深入研究。因此本研究

利用 GEO 数据库筛选差异表达基因，再结合 FerrDb，
结果发现 SMAD7被富集到。然后在临床MDS患者骨

髓标本中验证，结果表明，MDS 患者 SMAD7 低表达。

SMAD7作为TGF-β信号通路的关键负调控分子，在造

血过程中发挥着调节造血干细胞静止与自我更新的

作用［16］。同样也有报道表明［17］，MDS 患者 SMAD7 的

表达显著减少导致 SMAD2/3 下游介质被组成性激活

和过度表达，导致终末红细胞分化受损和随后的贫

血。而在MDS中 SMAD7表达降低是否影响铁死亡的

发生进而影响细胞成熟分化还未见报道。

3. 2　Fer-1 可以缓解骨髓增生异常综合征铁死亡的

发生

铁死亡作为一种新型的细胞程序性死亡，其发生

主要与铁过载、脂质过氧化和抗氧化系统失衡有

关［18］。铁调节蛋白通过调控铁储存蛋白FTH1和铁摄

取相关基因 TFRC 的表达来维持铁稳态，当铁稳态失

衡时可致铁过载。在抗氧化系统中，GSH 是 GPX4 发

挥催化作用所必需的辅助因子，其减少会直接导致

GPX4活性下降，抗氧化能力降低［19］。Fer-1是一种铁

死亡抑制剂，可通过有效抑制脂质过氧化物的积累，

进而抑制铁死亡［20］。本研究通过分离 MDS 患者

BMMNC 发现 MDS 患者的 GPX4 与 FTH1 表达下降，

TFRC表达升高。用免疫磁珠分选CD33+细胞后，同样

发现 GPX4 低表达，TFRC 高表达，提示铁死亡水平升

高。用 Fer-1 处理 MDS 细胞后 GPX4 与 FTH1 表达升

高，同时ROS水平下降，表明细胞氧化应激降低，铁死
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图6　AC提高SMAD7的表达同时抑制MDS细胞系铁死亡 （n=3，x̄±s）

1328



陆军军医大学学报，2025，47（12）http：//aammt. tmmu. edu. cn

!"

"

!"

!

!"

#

!"

$

!"

%

!"

&

!"

'

()!!*!(+,-!*

!"

"

!"

!

!"

#

!"

$

!"

%

!"

&

!"

'

()!!*!(+,-!*

./,0!!

12.!!

-34

组

*-

组

.56758 9:1 ;35<=>?

对
照
组

1
.
*
@
A

过
表
达
组

*

B

!"

"

!"

!

!"

#

!"

$

!"

%

!"

&

!"

'

()!!*!-@!!C!*

./,0!!

12.!!

-

@

&""

%""

$""

#""

!""

"

计
数

D
1
;
E
F
!
G
3
H
E
)
I

D
1
;
E
F
!
G
3
H
E
)
J

./,0!!

12.!!

a：P<0. 05，与Con组比较

A：流式细胞术检测细胞 ROS 水平；B：荧光显微镜测定 MUTZ-1 细胞 ROS 水平；C：试剂盒测定细胞 GSH、MDA、SOD 的水平；

D：流式细胞术检测SKM-1细胞CD11b+水平

图7　AC降低MDS细胞系的氧化应激水平 （n=3，x̄±s）
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亡被抑制，提示铁死亡可能作为MDS新的病理机制发

挥作用。

3. 3　SMAD7可能通过多种通路调控铁死亡的发生

SMAD7是一种抑制性 SMAD蛋白，可能通过多个

信号通路影响铁死亡的发生。铁调素是维持机体全

身铁稳态的关键激素，已发现铁调素表达升高会阻碍

铁从细胞中释放，导致铁在局部区域积累，会进一步

加剧氧化应激损伤［21］。MDS 患者由于输血等原因存

在铁过载现象。有大量研究表明［22］，输血依赖型MDS
患者血清铁调素水平升高，会进一步加重机体铁稳态

的失衡。SMAD7作为铁调素的关键抑制因子，可以通

过铁调素影响铁死亡的发生。有研究表明［23］，阿托伐

他汀通过激活 SMAD7 表达从而下调铁调素/FPN1 通

路改善缺血再灌注大鼠心肌的铁死亡。因此，SMAD7
可能通过抑制铁调素改善MDS铁死亡的发生。

同时 SMAD7作为 TGF-β 信号通路关键负调控分

子，可通过阻断受体激活的 SMAD2/3 的磷酸化，从而

抑制 TGF-β信号传导。利福昔明通过调节 SMAD7所

调控TGF-β途径，减少铁死亡引起的损伤来控制肝纤

维化［8］。有研究发现［24］，TGF-β 可抑制肝星形细胞

NRF2和GPX4表达，且七叶苷通过激活NRF2/GPX4信

号通路并抑制肝细胞铁死亡，从而来抑制TGF-β诱导

的肝星形细胞活化，改善肝纤维化。还有研究发

现［25］，在胎儿肺成纤维细胞中，TGF-β 可通过调控

FTH1水平、Fe2+和脂质过氧化标志物 4-HNE含量来影

响铁稳态，调控铁死亡进而影响成纤维细胞分化。同

时，也有多项研究发现［26］，TGF-β/SMAD7信号通路与

Hippo/YAP 信号通路存在串扰，从而影响多种疾病的

发生发展。SMAD7可以抑制肝癌细胞中 Yes1相关的

转录调节因子（Yes1 associated transcriptional regulator，
YAP1）的表达，进而发挥抗肿瘤的作用。SMAD7也可

以促进 YAP1 蛋白泛素化来抑制 YAP1 表达减轻小鼠

的动脉粥样硬化的发生［27］。YAP1 作为 Hippo 信号通

路的关键调节因子，可以靶向铁死亡调节因子 TFRC
和 ACSL4［28］。因此推测 SMAD7 可能通过多个途径间

接铁死亡进而影响疾病进展。

3. 4　SMAD7 激动剂 AC 减少铁死亡的发生并促进了

细胞分化

AC 是从积雪草中分到的三萜皂苷化合物，可以

活化 SMAD7，具有抗氧化、保护神经、抑炎等药理作

用［29］。本研究通过使用 SMAD7 激动剂 AC 和构建过

表达质粒提高MDS细胞系SMAD7的表达，发现SMAD7
提高了GPX4和FTH1的表达，降低TFRC的表达，同时

降低 ROS的水平，提高了 GSH 含量与 SOD 的活性，提

高了细胞的抗氧化能力，提示 SMAD7可以减少铁死亡

的发生。CD11b+ 作为一种粒单核分化的分子标志物，

随着细胞向成熟分化而表达增多，本研究发现使用AC
处理或过表达 SMAD7 后，MDS 细胞系 CD11b+表达增

多，提示SMAD7具有调控细胞分化的作用。

综上所述，SMAD7在调控MDS铁死亡中发挥着重

要作用，本研究结果显示，MDS患者 SMAD7表达下降，

铁死亡水平升高。AC作用于MDS细胞系提高 SMAD7
的表达后，MDS细胞系的铁死亡受抑制，细胞分化程度

升高，提示SMAD7可能通过影响MDS铁死亡进而影响

其进展，为 MDS病理机制提供新见解，也为 MDS治疗

新方向提供一定理论基础。但本研究仍有不足之处，

临床样本量较少可能对相关结果统计分析产生影响，

接下来将进一步扩大临床样本量，并通过细胞和动物

实验进一步验证SMAD7对MDS铁死亡的调控机制。
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