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　　［摘要］　目的　探究基因ＤＡＣＴ３促进神经胶质瘤细胞（Ｕ２５１、Ｕ１１８）铁死亡的分子机制。方法　
培养人Ｕ２５１、Ｕ１１８胶质瘤细胞，慢病毒转染构建稳定过表达ＤＡＣＴ３的细胞后，ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测转染效率。上述细胞分成 ３组：Ｃｔｒｌ组（对照组）、ＤＡＣＴ３组（过表达 ＤＡＣＴ３细胞组）和 ＤＡＣＴ３＋
ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１组（过表达ＤＡＣＴ３＋铁死亡抑制剂）。采用ＣＣＫ８检测细胞生存率，铁离子、ＭＤＡ、谷胱甘肽
（ｇｌｕｔａｔｉｏｎｅ，ＧＳＨ）检测试剂盒测定细胞铁离子、ＭＤＡ、ＧＳＨ含量，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＰＸ４、ＳＬＣ７Ａ１１、ＴＦＲ１
表达。进一步将上述细胞分为以下３组：Ｃｔｒｌ组（对照组）、ＤＡＣＴ３组（过表达ＤＡＣＴ３细胞组）和ＤＡＣＴ３＋
ｓｉＢＭＰ４组（过表达ＤＡＣＴ３＋敲低ＢＭＰ４组），再次利用ＣＣＫ８检测细胞生存率，铁离子、ＭＤＡ、ＧＳＨ检测
试剂盒测定细胞铁离子、ＭＤＡ、ＧＳＨ含量，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＰＸ４、ＳＬＣ７Ａ１１、ＴＦＲ１、ＢＭＰ４、ｐＳｍａｄ表达。
结果　ＤＡＣＴ３组中ＤＡＣＴ３ｍＲＮＡ和蛋白表达均显著高于Ｃｔｒｌ组；与Ｃｔｒｌ组比较，ＤＡＣＴ３组细胞生存率
明显下降，铁离子、ＭＤＡ含量显著升高，ＧＳＨ含量明显下降，ＧＰＸ４、ＳＬＣ７Ａ１１表达显著下降，ＴＦＲ１、
ｐＳｍａｄ、ＢＭＰ４表达明显升高，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＤＡＣＴ３＋ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１组、ＤＡＣＴ３＋
ｓｉＢＭＰ４组均能一定程度抵消ＤＡＣＴ３导致的上述指标的变化，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　
ＤＡＣＴ３可以促进Ｕ２５１、Ｕ１１８胶质瘤细胞铁死亡，其机制与ＢＭＰ４／ＳＭＡＤ信号通路激活有关。
　　［关键词］　 ＤＡＣＴ３；胶质瘤；铁死亡；ＢＭＰ４／ＳＭＡＤ信号通路
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　　胶质瘤（ｇｌｉｏｍａｓ）是最常见的中枢神经系统恶性
肿瘤，其中胶质母细胞瘤（ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｓ，ＧＢＭ）的发病
率最高［１］。近年来，尽管治疗方法不断改进，但大多

数患者仍在诊断后 ２年内死亡［２］。ＧＢＭ对多种联合
治疗具有高度耐药性，胶质瘤患者的平均生存时间较

短［３－４］。根据中国胶质瘤基因组图谱，胶质瘤患者的

中位生存时间仅为１４．４个月［５］。因此，为 ＧＢＭ患者
寻找有效的治疗策略是一个亟待解决的问题。

　　铁死亡是一种由脂质过氧化物致死积累介导的铁
依赖性调节细胞死亡［６］。除了谷胱甘肽依赖性脂质

过氧化物还原系统的破坏导致脂质基 ＲＯＳ的积累能
够促进铁死亡的发生外，还可以通过破坏系统 Ｘｃ胱
氨酸／谷氨酸反转运蛋白或谷胱甘肽过氧化物酶 ４
（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，ＧＰＸ４）的功能来触发［７－８］。

肿瘤细胞铁含量高，对铁死亡诱导剂具有高度敏感

性［９－１０］。因此，调控癌细胞铁死亡被认为是一种极富

前景的肿瘤治疗手段。

　　β环连蛋白抑制基因（ｄｉｓｈｅｖｅｌｌｅｄｂｉｎｄｉｎｇａｎｔａｇｏｎｉｓｔ
ｏｆβｃａｔｅｎｉｎ，ＤＡＣＴ）是近年来发现的一类信号通路调
控分子，其中ＤＡＣＴ３在血液系统恶性肿瘤、肺癌中起
抑癌基因作用［１１－１２］。本课题组长期致力于 ＤＡＣＴ家
族基因在胶质瘤治疗中的作用及机制研究，已证实

ＤＡＣＴ２可作为一个新的肿瘤抑制基因参与胶质瘤的
发生发展［１３］。而最新研究发现诱导 ＤＡＣＴ３过表达可
抑制胶质瘤细胞的生长［１４］，但可能的作用机制及调控

机制尚不清楚。

　　骨形态发生蛋白（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＢＭＰｓ）
是转化生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）
超家族中的一个亚家族成员之一，在胶质瘤细胞恶性

生物学行为中扮演重要作用［１５］。而 ＢＭＰｓ发挥效应
依赖于经典的 ＢＭＰ／Ｓｍａｄ信号通路［１６］。有研究显示

ＢＭＰ４作为ＢＭＰ家族蛋白的一种，在胶质瘤细胞中发
挥抑癌基因作用［１７－１８］。而 ＤＡＣＴ３是否通过 ＢＭＰ４／
Ｓｍａｄ信号通路调控胶质瘤细胞铁死亡，尚不清楚。
　　本研究通过构建稳定过表达 ＤＡＣＴ３的胶质瘤细
胞，探究 ＤＡＣＴ３对细胞增殖的影响及与铁死亡的关
系，并进一步深入探究可能的调控机制，以找寻胶质瘤

治疗的新靶点，为胶质瘤的治疗提供新的可能方向。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　人胶质瘤细胞 Ｕ２５１、Ｕ１１８均购自中国科学院上
海细胞库；ＦＢＳ、青霉素／链霉素、ＤＭＥＭ培养基购自美
国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，铁抑制剂 ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１购自上海
Ｓｅｌｌｅｃｋ公司；嘌呤霉素、新霉素购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；
ＣＣＫ８试剂盒、ＲＩＰＡ蛋白裂解液、ＢＣＡ蛋白浓度测定
试剂盒、ＭＤＡ检测试剂盒、谷胱甘肽（ｇｌｕｔａｔｉｏｎｅ，ＧＳＨ）
检测试剂盒购自上海碧云天公司；铁离子检测试剂盒

购自安徽Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ公司；ＲＮＡ提取试剂盒、逆转录试
剂盒和定量聚合酶链反应试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ公
司；ＤＡＣＴ３抗体购自美国 Ｓａｎｔａ公司；ＧＡＰＤＨ、ＧＰＸ４、
ＳＬＣ７Ａ１１、ＴＦＲ１、ＢＭＰ４、ｐＳｍａｄ、Ｓｍａｄ抗体购自美国
Ａｂｃａｍ公司，二抗ＨＲＰ标记山羊抗兔ＩｇＧ购自北京中
衫金桥公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　Ｕ２５１、Ｕ１１８细胞采用含 １０％
ＦＢＳ、１％青霉素／链霉素混合液的ＤＭＥＭ培养基，置于
３７℃、５％ＣＯ２的恒温孵箱中培养，当细胞融合率达到
８０％左右时进行传代和细胞实验。
１．２．２　细胞转染　　取对数生长期细胞，将细胞接种
在 ６孔板中，５×１０４个／孔，加入 ２ｍＬ培养基继续培
养，达 ３０％细胞密度时进行慢病毒转染，转染完成后

８９３１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



继续培养１２ｈ，然后吸出转染液，每孔加入培养基２ｍＬ
培养４８ｈ，嘌呤霉素筛选细胞（若共转染则嘌呤霉素和
新霉素同时使用），继续培养１周后收集细胞传代完成
后续实验；取已成功构建稳定过表达ＤＡＣＴ３的细胞，采
用ＯｐｔｉＭＥＭ培养基稀释后ｓｉＲＮＡ和Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００
等体积混合，吹匀后室温静置５ｍｉｎ，将混合好的脂质
体ｓｉＲＮＡ复合体加入待转染细胞，轻轻摇匀后 ３７℃
细胞培养箱培养２～４ｄ进行相关实验。ｓｉＢＭＰ４序列：
５′ＣＧＧＡＴＣＴＴＴＡＣＣＧＧＣＴＴＣＡＧＴ３′。
１．２．３　细胞分组处理　　①对照组（Ｃｔｒｌ），Ｕ２５１、
Ｕ１１８细胞不作任何处理；②ＤＡＣＴ３组，稳定过表达
ＤＡＣＴ３的Ｕ２５１、Ｕ１１８细胞；③ＤＡＣＴ３＋ｓｉＢＭＰ４组，抑
制ＢＭＰ４基因表达的 ＤＡＣＴ３过表达细胞；④ＤＡＣＴ３＋
ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１组，加 入 铁 死 亡 抑 制 剂 ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１
（１０μｍｏｌ／Ｌ）的ＤＡＣＴ３过表达细胞。
１．２．４　实时荧光定量ＰＣＲ检测慢病毒感染后细胞中
ＤＡＣＴ３ｍＲＮＡ的表达水平　　取对数期细胞，用ＲＮＡ
提取试剂盒提取总 ＲＮＡ，然后用反转录试剂盒合成
ｃＤＮＡ，随后用实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ＤＡＣＴ３ｍＲＮＡ
表达水平。ＤＡＣＴ３基因的上游引物序列为 ５′ＧＧＡＧ
ＡＡＴＣＧＣＣＴＧＣＣＴＴＣＡＧ３′，下游引物序列为 ５′ＣＧＣＧ
ＴＧＧＧＡＡＧＣＴＴＴＧＡＴＴＴ３′，扩增片段为１６８ｂｐ；内参照
ＧＡＤＰＨ基因的上游引物序列为 ５′ＡＣＡＴＣＡＡＧＡＡ
ＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧ３′，下游引物序列为 ５′ＡＴＡＣＣＡＧＧＡ
ＡＡＴＧＡＧＣＴＴＧＡ３′，扩增片段为 １７３ｂｐ。ＰＣＲ反应条
件：９５℃变性３０ｓ；９５℃ １５ｓ，６０℃ ４５ｓ，共４０个循
环。以２－△△Ｃｔ值表示ＤＡＣＴ３ｍＲＮＡ的相对表达水平。
１．２．５　ＣＣＫ８检测细胞生存率　　收集各组细胞，按
照１×１０５个／孔接种于９６孔板中，每孔１００μＬ，然后加
入１０μＬＣＣＫ８溶液和１００μＬ培养基，在３７℃培养箱
中孵育４ｈ后，用酶标仪在４５０ｎｍ波长处检测光密度值
［Ｄ（４５０）］。细胞生存率＝［实验组 Ｄ（４５０）值－空白组
Ｄ（４５０）值］／［对照组Ｄ（４５０）值－空白组Ｄ（４５０）值］。
１．２．６　蛋白免疫印迹检测细胞中相关蛋白表达　　
收集各组细胞，根据说明书提取细胞总蛋白。ＢＣＡ法
检测蛋白质浓度。将各组蛋白于１０％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶
中电泳，电泳完成后将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜，３７℃封
闭１ｈ，一抗孵育过夜；ＴＢＳＴ漂洗 ３次后，孵育二抗
１ｈ；ＴＢＳＴ洗膜３次后用超敏ＥＣＬ试剂发光显色，采集
图像。

１．２．７　铁离子浓度测定　　取各组胶质瘤细胞，经
０．２５％胰酶消化沉淀，加入４倍体积的铁测定缓冲液，
４℃，１１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，离心后吸取上清待测。
取５０μＬ样品与５０μＬ铁测定缓冲液一起加入９６孔
板，共１００μＬ／孔。每孔加入 ５μＬ铁离子分析缓冲

液，室温孵育３０ｍｉｎ后向每孔加入１００μＬ铁离子探
针试剂，避光处理后室温下孵育６０ｍｉｎ。使用酶标仪
测量５９３ｎｍ光谱下的光密度值。
１．２．８　ＭＤＡ含量测定　　取各组胶质瘤细胞（约
１０６个），加入１００μＬ细胞裂解液，冰板上裂解１０ｍｉｎ，
裂解物在４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ下离心３０ｍｉｎ，将上清液
转移到１．５ｍＬＥＰ管中，ＢＣＡ法测定蛋白浓度，用ＲＩＰＡ
将样品浓度调整为一致，最后用 ＭＤＡ检测试剂盒测
定ＭＤＡ含量（ＤＡＣＴ３＋ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１组应提前将胶质瘤
细胞预敷ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１ｈ）。最后用酶标仪测量５３２ｎｍ
光谱下光密度值。

１．２．９　ＧＳＨ含量测定　　收集各组胶质瘤细胞，ＰＢＳ
洗涤１次后离心，吸尽上清后，加入３倍于细胞沉淀的
蛋白去除试剂Ｓ缓冲溶液，充分涡旋震荡后，利用液氮
和３７℃水浴对样品进行２次快速的冻融，然后在４℃
下１１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，最后取上清液用ＧＳＨ检
测试剂盒测定谷胱甘肽的含量（ＤＡＣＴ３＋ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１
组应提前将胶质瘤细胞预敷 １ｈ）。最后用酶标仪测
量４１２ｎｍ光谱下光密度值。
１．３　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１９．０统计软件分析，组间差异比较采
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　ＤＡＣＴ３的转染效率
　　建立稳定过表达 ＤＡＣＴ３的 Ｕ２５１、Ｕ１１８胶质瘤细
胞系后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞 ＤＡＣＴ３表达水平，
结果提示：ＤＡＣＴ３组 ＤＡＣＴ３表达明显高于 Ｃｔｒｌ组，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图１Ａ），ｑＲＴＰＣＲ检测各
组细胞ＤＡＣＴ３表达情况，结果提示：ＤＡＣＴ３组 ｍＲＮＡ
水平较对照组明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，
图１Ｂ）。
２．２　ＤＡＣＴ３过表达促进胶质瘤细胞铁死亡，抑制

增殖

　　如图２Ａ所示，ＤＡＣＴ３组胶质瘤细胞 ＧＳＨ含量较
Ｃｔｒｌ组明显减低，而 ＤＡＣＴ３组铁离子浓度（图 ２Ｂ）和
ＭＤＡ含量（图 ２Ｃ）比 Ｃｔｒｌ组显著升高；ＣＣＫ８检测结
果显示：ＤＡＣＴ３组胶质瘤细胞生存率明显低于 Ｃｔｒｌ组
（图２Ｄ）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：过表达 ＤＡＣＴ３
可以明显降低铁死亡信号通路的关键蛋白 ＧＰＸ４及
ＳＬＣ７Ａ１１表达，提高ＴＦＲ１表达水平（图２Ｅ～Ｈ），差异
均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。值得注意的是，以上结果
均显示ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１（ＤＡＣＴ３＋ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１组）可以显著
抵消上述改变（Ｐ＜０．０５）。

９９３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１３）
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２．３　ＤＡＣＴ３通过激活 ＢＭＰ４／Ｓｍａｄ信号通路促进铁
死亡，抑制增殖

　　敲低ＢＭＰ４（ＤＡＣＴ３＋ｓｉＢＭＰ４组）可以改善过表达
ＤＡＣＴ３（ＤＡＣＴ３组）导致的 ＧＳＨ含量和细胞生存率的
降低，铁离子浓度以及 ＭＤＡ含量的升高（图 ３Ａ～Ｄ，

Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：过表达 ＤＡＣＴ３
可以明显促进 ＴＦＲ１、ＢＭＰ４及 ｐＳｍａｄ的表达，抑制
ＧＰＸ４及 ＳＬＣ７Ａ１１蛋白表达；而进一步敲低 ＢＭＰ４
（ＤＡＣＴ３＋ｓｉＢＭＰ４组）可以显著抵消上述改变（图３Ｅ～Ｊ），
差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

!"#$

%&!'(

)&!'(*+,-./0

123

425

523

5

6734 6448

9
:
;

相
对
含
量

<

=

=

=

>"?$

%&>@(

%&>@(*+,-AB0

0

(

7

4

5

6734 6448

铁
离
子
相
对
含
量

<

<

<

<

&

-

C

0

7

5

6734 6448

A
%
&

相
对
含
量

<

<

<

<

>

>"?$

%&>'(

%&>'(*+,-AB0

435

455

35

5

6734 6448

细
胞
生
存
率
（
D

）

<

<

<

<

%

>"?$

%&>'(

%&>'(E+,-A/0

6734 6448

4 7 (4 7 (

-A/0

（
0F!45

(）
!

G":H<I

（
C5!45

(）
!

:H<I

（
C5!45

(）
!

:J>F&44

（
(3!45

(）
!

K/L0

（
75!45

(）
!

'MN4

（
O5!45

(）
!

K&/%;

（
(F!45

(）
!

P

3

0

(

7

4

5

6734 6448

'
M
N
4

蛋
白
相
对
表
达
量 <

<

<

<

;

>"?$

%&>'(

%&>'(E+,-A/0

0

(

7

4

5

6734 6448

-
A
/
0

蛋
白
相
对
表
达
量

<

<

<

<

>"?$

%&>'(

%&>'(E+,-A/0

0

(

7

4

5

6734 6448

G
"
:
H
<
I

蛋
白
相
对
表
达
量 <

<

<

<

>"?$

%&>'(

%&>'(E+,-A/0

4Q3

425

523

5

6734 6448

:
J
>
F
&
4
4

蛋
白
相
对
表
达
量

<

<

<

<

>"?$

%&>'(

%&>'(E+,-./0

423

425

523

5

6734 6448

K
/
L
0

蛋
白
相
对
表
达
量

<

<

<

<

>"?$

%&>'(

%&>'(E+,-./0

M

K

R

S

１：Ｃｔｒｌ；２：ＤＡＣＴ３；３：ＤＡＣＴ３＋ｓｉＢＭＰ４；ａ：Ｐ＜０．０５

图３　Ｕ２５１、Ｕ１１８细胞中ＧＳＨ含量（Ａ）、铁离子含量（Ｂ）、ＭＤＡ含量（Ｃ）、细胞生存率（Ｄ）及ＢＭＰ４、ｐＳｍａｄ、
ＳＬＣ７Ａ１１、ＧＰＸ４、ＴＦＲ１表达水平（Ｅ～Ｊ）
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３　讨论

　　ＤＡＣＴ家族成员包括 ＤＡＣＴ１／２／３，ＤＡＣＴ基因编
码的蛋白在结构上有３个重要结构域：Ｎ端的亮氨酸
拉链结构域、Ｃ末端的ＰＤＣ结合结构域以及在Ｎ端和
Ｃ端均有的富含丝氨酸的结构域。亮氨酸拉链结构域
参与蛋白相互作用；富含丝氨酸的结构域包含很多潜

在的磷酸化位点，可能涉及蛋白自身修饰、调控等。

ＤＡＣＴ３定位于人类染色体的１９ｑ１３．３２，编码的蛋白由
６１０个氨基酸残基组成，可发挥抑制恶性肿瘤作
用［１９－２０］。如在 ＮＳＣＬＣ细胞中，ＤＡＣＴ３的表达降低了
ｃＭｙｂ的表达，从而降低了 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的
激活，并抑制了细胞增殖和侵袭能力。在多发性骨髓

瘤（ｍｕｌｔｉｐｉｅｍｙｅｌｏｍａ，ＭＭ）中，抑制组蛋白去乙酰化酶
的ＣＫＤ５８１，可增加 ＤＡＣＴ３的表达，抑制血液癌细胞
的增殖。ＤＡＣＴ３在成人大脑中表达较高，而在胶质瘤
组织中出现表达降低，且在胶质瘤细胞中ＤＡＣＴ３表达
量与胶质瘤细胞级别呈负相关，ＤＡＣＴ３表达高低影响
胶质瘤患者预后，表达越高生存期越久。本课题组前

期研究证实ＤＡＣＴ２与胶质瘤的发生发展密切相关，有
趣的是，课题组最新发现ＤＡＣＴ３作为ＤＡＣＴ家族成员
之一，可以导致胶质瘤细胞发生铁死亡，但其机制尚未

见报道，深入研究相关分子机制对胶质瘤的分子靶向

治疗提供新的治疗策略。

　　铁死亡概念于２０１２年首次提出，这种死亡方式是
由于各种途径所致细胞内脂质活性氧（ＬＲＯＳ）积累，
导致细胞氧化还原稳态失衡，从而促进清除肿瘤细

胞［８，２１］。而针对肿瘤细胞铁死亡的分子机制研究是

目前肿瘤治疗的热点。ＧＰＸ４的消耗被认为是铁死亡
的主要诱因，ＧＰＸ４可催化脂质过氧化还原，抑制铁死
亡，而ＧＳＨ可促进 ＧＰＸ４的生成［２２］；ＳＬＣ７Ａ１１是细胞
膜上氨基酸逆向转运蛋白 ＸＣ中的轻链亚基，介导胞
内谷氨酸和胞外胱氨酸交换，进入细胞内的胱氨酸转

化为半胱氨酸参与合成ＧＳＨ，抑制铁死亡［２３］；ＴＦＲ１的
作用是将细胞外带有 Ｆｅ３＋的转铁蛋白内吞入胞内，
Ｆｅ３＋经转化为 Ｆｅ２＋并释放到胞质中参与 Ｆｅｎｔｏｎ反应
（Ｆｅ２＋与 Ｈ２Ｏ２的氧化反应），产生 ＬＲＯＳ，引起铁死

亡［２４］；ＭＤＡ是细胞膜上甘油磷脂过氧化产生的一系
列副产物之一，其含量高低可反映细胞内由芬顿反应

引起的自由基反应强弱，含量越高则自由基反应越强，

铁死亡过程越明显［２５］。以上各种指标的异常，均可导

致铁死亡的发生。本研究选用常见的 Ｕ２５１、Ｕ１１８胶

质瘤细胞作为研究对象，构建稳定过表达ＤＡＣＴ３的细
胞后，探究ＤＡＣＴ３对细胞增殖的影响及与铁死亡的关
系。结果显示ＤＡＣＴ３过表达组细胞生存率较对照组
明显降低，提示 ＤＡＣＴ３抑制胶质瘤细胞生长，同时
ＤＡＣＴ３显著降低胶质瘤细胞 ＧＳＨ含量，升高铁离子
浓度和 ＭＤＡ含量，且明显促进铁死亡信号通路的关
键蛋白 ＧＰＸ４及 ＳＬＣ７Ａ１１表达，抑制 ＴＦＲ１表达水平
明显促进胶质瘤细胞铁死亡，提示ＤＡＣＴ３抑制胶质瘤
细胞生长可能通过促进铁死亡来完成。进一步使用铁

死亡抑制剂 ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ１作用于 ＤＡＣＴ３过表达组，上
述指标变化明显逆转，证明ＤＡＣＴ３通过促进铁死亡而
发挥抑制胶质瘤细胞增殖的作用。

　　ＢＭＰ４／Ｓｍａｄ信号通路参与多种肿瘤的发生发展，
既往有研究证实ＢＭＰ４在胶质瘤中发挥抑癌基因的作
用［１７－１８］。ＢＭＰ４通过增加ｐＳｍａｄ水平，抑制胶质瘤细
胞恶性生物学行为。而最新研究发现 ＢＭＰ／Ｓｍａｄ信
号通路在铁稳态调节中起到重要作用［２６－２７］。肝脏是

机体调节全身铁稳态的最重要器官，通过分泌铁调素

（ｈｅｐｃｉｄｉｎ，ＨＡＭＰ）来实现，ＨＡＭＰ是一种多肽类激素，
通过与铁转运蛋白（ｆｅｒｒｏｐｏｒｔｉｎ，ＦＰＮ）结合以调节 ＦＰＮ
的表达，而ＦＰＮ是目前已知的体内唯一的将铁由细胞
内转运至血浆的物质。当循环铁浓度波动时，肝细胞

通过 ＢＭＰ／ＳＭＡＤ途径感知并调节铁调素表达。由肝
脏内皮细胞分泌的受铁水平调节的 ＢＭＰ和其受体血
幼蛋白（ＨＪＶ）一起激活ＢＭＰ丝氨酸苏氨酸激酶受体
（ＢＭＰＲ）Ⅰ／Ⅱ复合物，ＢＭＰＲⅡ促进下游 ＢＭＰ介质
ＳＭＡＤ的磷酸化，磷酸化后的 ＳＭＡＤ作为活性转录复
合物进入细胞核，与 ＢＭＰ反应元件结合，然后激活
ＨＡＭＰ的转录。而 ＤＡＣＴ３是否通过调节 ＢＭＰ／Ｓｍａｄ
信号轴促进铁死亡的发生，目前未见研究报道。因此，

本研究检测了细胞中ＢＭＰ４、ｐＳｍａｄ表达水平，结果发
现ＤＡＣＴ３组与对照组相比，胶质瘤细胞生存率显著降
低，铁死亡被促进，ＢＭＰ４、ｐＳｍａｄ表达水平明显升高，
提示ＤＡＣＴ３可能通过影响ＢＭＰ４／Ｓｍａｄ信号通路来促
进铁死亡。而进一步敲低 ＢＭＰ４后，发现过表达
ＤＡＣＴ３抑制细胞生长促进铁死亡的效果被明显逆转，
说明 ＢＭＰ／Ｓｍａｄ信号通路是作为基因 ＤＡＣＴ３的下游
通路来调控细胞铁死亡。

　　综上，本研究发现过表达 ＤＡＣＴ３可通过激活
ＢＭＰ４／Ｓｍａｄ信号通路促进细胞铁死亡，最终抑制胶质
瘤细胞增殖。因此，ＤＡＣＴ３可作为胶质瘤分子治疗的
潜在靶点。但本研究仅仅通过体外细胞实验来探究基

２０４１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



因ＤＡＣＴ３抑制胶质瘤细胞生长的作用机制及调控机
制，尚缺乏系统的体内实验研究，另外关于 ＤＡＣＴ３通
过何种分子机制来精准调控 ＢＭＰ４／Ｓｍａｄ信号通路尚
不明确，下一步还将结合动物实验来进一步验证及探

寻详细分子机制，以期为胶质瘤治疗提供参考思路及

理论依据。
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