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七叶皂苷抑制Nrf2/HO-1/GPX4信号通路促进骨肉瘤细胞
铁死亡的机制研究
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【摘 要】目的：基于铁死亡调控理论，探讨中药娑罗子活性成分七叶皂苷（Escin）对骨肉瘤细胞铁死亡的影响及其对核因子E2
相关因子 2（nuclear factor erythroid 2-related factor 2，Nrf2）/血红素加氧酶-1（heme oxygenase-1，HO-1）/谷胱甘肽过氧化物酶 4
（glutathione peroxidase 4，GPX4）信号通路的调控机制。方法：选用 KHOS-240S 和 SAOS-2 两种骨肉瘤细胞系，设置对照组、

Erastin组、Escin组及Escin+Ferrostatin-1（Fer-1）组。采用细胞计数试剂盒-8（cell counting kit，CCK-8）法检测细胞活力；采用

DCFH-DA和C11-BODIPY双荧光探针分别检测细胞内总活性氧水平及脂质过氧化水平；采用丙二醛（malondialdehyde，MDA）
检测试剂盒测定脂质过氧化产物丙二醛含量。采用实时定量逆转录聚合酶链式反应（real-time quantitative reverse transcrip⁃
tion polymerase chain reaction，qRT-PCR）和Western blot检测Nrf2/HO-1/GPX4信号通路中关键基因与蛋白的表达，并分析脂质

过氧化产物 4-羟基壬烯醛（4-hydroxynonenal，4-HNE）的水平变化。结果：七叶皂苷以剂量依赖方式抑制骨肉瘤细胞增殖，显

著提高脂质过氧化水平，诱导骨肉瘤细胞发生铁死亡，该效应可被铁死亡特异性抑制剂Fer-1所逆转。机制研究显示，七叶皂

苷可同步下调Nrf2（P<0.001）、HO-1（P<0.001）与GPX4（P<0.001）蛋白表达，且该作用可被抗氧化剂维生素C（vitamin C，Vit C）
逆转（P<0.05）。检验水准α=0.05。结论：七叶皂苷可通过抑制Nrf2/HO-1/GPX4信号轴、诱导脂质过氧化依赖性铁死亡来发挥

抗骨肉瘤作用，这为中药活性成分多靶点调控铁死亡和骨肉瘤的临床治疗提供了潜在候选药物。
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Mechanism of escin promoting ferroptosis in osteosarcoma cells by inhibiting 
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【Abstract】Objective：To investigate the effect of escin，the active 
ingredient of the Chinese herbal medicine Aesculus chinensis（buck⁃
eye seed），on ferroptosis in osteosarcoma cells and its regulatory 
mechanism on the nuclear factor erythroid 2-related factor 2（Nrf2）/
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heme oxygenase-1（HO-1）/glutathione peroxidase 4 （GPX4） signaling pathway based on the theory of ferroptosis regulation. Methods：
Two osteosarcoma cell lines，KHOS-240S and SAOS-2，were selected and divided into control group，Erastin group，Escin group，and 
Escin+Ferrostatin-1（Fer-1） group. CCK-8 assay was used to measure cell viability； DCFH-DA and C11-BODIPY dual fluorescence 
probes were used to measure the levels of total reactive oxygen species （ROS） and lipid peroxidation in cells； a malondialdehyde
（MDA） assay kit was used to measure the content of the lipid peroxidation product MDA. The methods of qRT-PCR and Western blot 
were used to measure the expression of key genes and proteins in the Nrf2/HO-1/GPX4 signaling pathway，and the change in the level 
of the lipid peroxidation product 4-hydroxynonenal（4-HNE） was analyzed. Results：Escin inhibited the proliferation of osteosarcoma 
cells in a dose-dependent manner，significantly increased the level of lipid peroxidation，and induced ferroptosis in osteosarcoma cells，
and such effects could be reversed by the ferroptosis-specific inhibitor Fer-1. The mechanistic study showed that escin simultaneously 
downregulated the protein expression levels of Nrf2（P<0.001），HO-1（P<0.001），and GPX4（P<0.001），and this effect could be re⁃
versed by the antioxidant vitamin C（P<0.05）. The significance level was set at α=0.05. Conclusion：Escin exerts a therapeutic effect 
on osteosarcoma by inhibiting the Nrf2/HO-1/GPX4 signaling axis and inducing lipid peroxidation-dependent ferroptosis，which pro⁃
vides a potential candidate drug for multi-target regulation of ferroptosis and the clinical treatment of osteosarcoma by active compo⁃
nents derived from Chinese herbal medicine.
【Key words】escin；osteosarcoma；ferroptosis；nuclear factor erythroid 2-related factor 2/heme oxygenase-1/glutathione peroxidase 4 
signaling pathway

骨肉瘤（osteosarcoma，OS）是一种常见的原发

性恶性骨肿瘤，多发于青少年群体（10~30岁），常见

于长骨干骺端，如股骨远端、胫骨近端及肱骨近端，

其临床特征主要表现为病理性疼痛伴局部软组织

肿块形成，且具有侵袭性强、早期肺转移率高的特

点[1-2]。近年来，全球范围内 0~24岁人群的 OS发病

率显著上升，新发病例数增加了三倍[3]。目前，OS的

治疗多采用术前化疗、手术切除及术后化疗的综合

治疗模式，尽管患者 5年生存率有所提高，但术后复

发、化疗耐药及转移患者预后极差，晚期病例 5年生

存率仍低于 20%[4-5]。因此，深入解析 OS 的分子病

理机制并开发新型治疗策略对改善患者预后具有

重要意义。

近年来，程序性细胞死亡调控机制的研究为肿

瘤治疗开辟了新途径，其中铁死亡因其独特的铁依

赖性脂质过氧化特征而备受关注[6]。作为一种新型

的程序性细胞死亡形式，铁死亡涉及多个关键生物

学事件，包括线粒体嵴结构异常、谷胱甘肽过氧化

物酶 4（glutathione peroxidase 4，GPX4）活性的抑制

以及活性氧（reactive oxygen species，ROS）的过度积

累等[7]。值得注意的是，铁死亡调控与肿瘤耐药性

密切相关，已有研究表明，诱导铁死亡能够有效逆

转 OS 对化疗的抵抗，并显著增强肿瘤治疗效果[8]。
因此，诱导细胞铁死亡可能为 OS 治疗提供重要策

略，而靶向铁死亡相关通路有望成为改善 OS 预后

的关键突破点。

七叶皂苷（Escin）是从传统中药娑罗子中提取

的一种三萜皂苷类化合物，其钠盐制剂已被广泛应

用于脑血管疾病和骨关节病的临床治疗。药理学

研究表明，七叶皂苷具有多靶点抗肿瘤活性，如诱

导肿瘤细胞周期阻滞及凋亡、抑制肿瘤血管新生、

抑制肿瘤侵袭与转移、增强化疗药物疗效等[9]。最

新研究发现，七叶皂苷可通过诱导乳腺癌细胞铁死

亡，并与顺铂协同增强抗肿瘤效果[10]。尽管已有研

究表明七叶皂苷能够通过诱导OS细胞凋亡和自噬

发挥抗肿瘤作用[11]，但其是否通过调控铁死亡途径

发挥抗OS作用，目前尚缺乏系统性研究。因此，本

研究聚焦于铁死亡调控机制，拟从核因子E2相关因

子 2（nuclear factor erythroid 2-related factor 2，Nrf2）/
血红素加氧酶-1（heme oxygenase-1，HO-1）/GPX4
信号轴揭示七叶皂苷对OS的抗肿瘤作用机制，为开

发基于中药活性成分的OS靶向治疗提供实验依据。

1　材料与方法

1.1　主要材料与试剂

人KHOS-240S骨肉瘤细胞系购自上海中乔新舟生物科

技有限公司（ZQ0607）；SAOS-2骨肉瘤细胞系购自赛维尔生

物科技有限公司（STCC11404P）；七叶皂苷（Escin）购自上海

陶术生物科技有限公司（T3027，纯度：95.17%），Erastin、Fer⁃
rostatin-1（Fer-1）购自美国 MCE 公司；维生素 C（vitamin C，

Vit.C）购自山东第一医科大学第一附属医院；杜氏改良Eagle
培养基（Dulbecco's Modified Eagle Medium，DMEM）、胎牛血

—— 2



重庆医科大学学报 Journal of Chongqing Medical University

清（fetal bovine serum，FBS）、青霉素/链霉素双抗、胰蛋白酶

购自美国 Gibco 公司；RNA 提取试剂盒、荧光定量逆转录试

剂盒、一步法快速制胶试剂盒、增强型化学发光检测试剂盒

（enhanced chemiluminescence kit，ECL Kit）均购自南京诺唯

赞 Vazyme生物科技股份有限公司；放射免疫沉淀分析裂解

液（radioimmunoprecipitation assay lysis buffer，RIPA）、蛋白上

样缓冲液购自上海雅酶生物医药科技有限公司；聚偏二氟乙

烯膜（polyvinylidene fluoride membrane，PVDF）购自美国默克

公司；Nrf2、HO-1 和 β-actin 抗体均购自华安生物技术有限

公司；GPX4 抗体购自武汉三鹰生物技术有限公司；4-羟基

壬烯醛（4-hydroxynonenal，4-HNE）抗体购自博奥森生物技

术有限公司；细胞计数试剂盒-8（cell counting kit-8，CCK-
8）、二喹啉甲酸（bicinchoninic acid，BCA）试剂盒购自上海碧

云天生物公司，ROS检测试剂盒购自武汉赛维尔生物科技有

限公司，BODIPYTM 581/591 C11检测试剂盒购自美国 Invitro⁃
gen公司，丙二醛（malondialdehyde，MDA）检测试剂盒购自亚

科因生物技术有限公司。

1.2　细胞培养

将 KHOS-240S 与 SAOS-2 人骨肉瘤细胞培养于含 10% 
FBS 及 1% 青霉素-链霉素的 DMEM 完全培养基中，置于

37 ℃、5% CO₂细胞培养箱中常规培养。根据细胞生长密度，

每 2~3 d以 0.25% 胰酶消化传代。取处于对数生长期、生长

状态良好的细胞用于后续实验。

1.3　CCK-8细胞活力检测

将 KHOS-240S、SAOS-2 骨肉瘤细胞按 5 000 个/孔接种

于 96孔板，实验分为对照组和不同浓度七叶皂苷组。不同

浓度七叶皂苷组分别加入 4 μmol/L、8 μmol/L、12 μmol/L、

16 μmol/L、20 μmol/L、24 μmol/L、28 μmol/L、32 μmol/L、

36 μmol/L 和 40 μmol/L 七叶皂苷处理细胞 24 h。另设仅含

培养基的空白孔。实验重复 3 次。培养结束后加入 10 μL 
CCK-8 工作液（按照说明书稀释），37 ℃孵育 1 h，于酶标仪

450 nm 波长处测定各孔吸光度（A）值，计算细胞存活率。细

胞存活率=[（实验孔A值-空白孔A值）/（对照孔A值-空白孔

A值）]×100%。

1.4　细胞分组及药物处理

根据处理方式不同，将细胞分为以下 4 组：对照组

（Control）：培养基中加入等量磷酸盐缓冲液（phosphate buff⁃
ered saline，PBS）；铁死亡诱导剂 Erastin 组（Erastin）：培养基

中加入 15 μmol/L Erastin；七叶皂苷（Escin）组：培养基中

加入 24 μmol/L Escin；七叶皂苷组+铁死亡抑制剂 Ferro⁃
statin-1 组（Escin+ Fer-1）：培养基中加入 24 μmol/L Escin
以及 1.5 μmol/L Fer-1；干预时间为24 h。
1.5　ROS检测

参照课题组前期研究方法[12]，按照ROS检测试剂盒说明

书配制 2',7'-二氯荧光素二乙酸酯（2',7'-dichlorodihydro⁃
fluorescein diacetate，DCFH-DA）工作液。将工作液分别加

入Control组、Erastin组、Escin组及Escin+Fer-1组的细胞中，

置于 37 ℃、5% CO₂培养箱内避光孵育 30 min。孵育结束后，

使用 PBS清洗细胞，于荧光显微镜下观察。DCFH-DA 的激

发波长为 488 nm，发射波长为 529 nm。采用 Image J软件随

机选取 3个视野进行荧光强度定量，并计算平均值。所有实

验均独立重复3次。

1.6　BODIPYTM581/591 C11检测

按照 BODIPY™ 581/591 C11 检测试剂盒说明书进行操

作。将细胞接种于 6 孔板，按“1.4”项方法分组并给予相应

处理。处理结束后，用PBS清洗细胞，每孔加入 1 mL浓度为

1 μmol/L的BODIPY™ 581/591 C11工作液，于 37 ℃避光孵育

1.5 h；随后用Hoechst染液对细胞核染色 15 min，再次用 PBS
清洗。染色完成后，使用共聚焦激光扫描显微镜进行图像采

集，其中氧化通道信号采用 488 nm激光激发，还原通道信号

采用 561 nm激光激发。采用 ImageJ软件随机选取 3个视野

进行荧光强度（integrated optical density，IOD）定量分析并计

算平均值。所有实验均独立重复3次。

1.7　Western blot检测

将细胞接种至 6孔板，按照“1.4”项方法进行分组，并给

予相应干预。参照课题组前期研究方法[13]，在处理结束后，

收集细胞，加入 RIPA 裂解液充分裂解，提取总蛋白。采

用 BCA 法测定蛋白浓度后，取 15 μl 蛋白上样，进行 SDS-
PAGE电泳，随后转膜并封闭。封闭完成后，在 4 ℃条件下孵

育一抗过夜（Nrf2、HO-1、GPX4及 4-HNE一抗稀释比例均为

1∶1 000）。随后，以TBST稀释二抗（1∶20 000），室温孵育1 h。
最后，采用增强化学发光法（enhanced chemiluminescence，
ECL）显影，以 β-actin为内参，通过 Image J软件分析计算目

标蛋白的相对表达量，所有实验均独立重复3次。

1.8　实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（quantitative re⁃
verse transcription polymerase chain reaction，qRT-PCR）检测

将细胞接种于6孔板，并依据“1.4”项下的方法进行分组

（每组设 3个复孔）与处理。处理结束后，依照说明书提取各

组细胞的总 RNA，测定其浓度并逆转录为 cDNA。使用

qRT-PCR 仪采用两步法扩增程序，采用 2-ΔΔCt法计算各基因

信使核糖核酸（messenger ribonucleic acid，mRNA）的相对表

达量，实验以 GAPDH 为内参基因。所有实验均独立重复 3
次。所用引物序列详见表1。

1.9　MDA检测

将细胞接种至 6孔板，按照“1.4”项方法进行分组，并给

表 1　qRT-PCR 各基因引物序列

基因

GAPDH

Nrf-2

Ho-1

Gpx4

引物序列（5’→3’）
Forward：AGAACATCATCCCTGCATCC
Reverse：AGTTGCTGTTGAAGTCGC
Forward：ATGCTTCATTCGCCTCACAAA
Reverse：GCACTCACTGACTCGGTTGG
Forward：CGGAGCAAGCAACATCTCAG
Reverse：GGGTCGTTTTCCAGGACAGT
Forward：CGGACCTAAAGGGGAGATGG
Reverse：CCAGCCGCACTGAATTGAGT
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予相应处理。依照MDA测定试剂盒（Apexbio，美国）说明书

进行操作。收集细胞，经预冷PBS清洗后，离心弃上清，加入

1 mL预冷的裂解液，于4 ℃、13 000 r/min条件下离心10 min，
收集上清液备用。随后，取 100 μL上清液与 300 μL反应工

作液充分混匀，95 ℃水浴孵育 30 min；反应结束后立即置于

冰上冷却，并在 25 ℃、10 000 r/min条件下离心 10 min。最后

取上清，分别测定其在 532 nm和 600 nm波长处的吸光度值。

根据试剂盒提供的公式计算 MDA含量，所有实验均独立重

复3次。

1.10　统计学方法

采用 SPSS 22.0 软件进行统计学分析，采用 GraphPad 
Prism 8.4.2软件绘制统计学图表。每项检测独立重复 3次，

结果取均值进行分析，符合正态分布的计量资料以均数±标

准差（x±s）表示。所有计量数据均经Levene方差齐性检验，

多组间比较采用单因素方差分析（one-way ANOVA），若方

差齐（P > 0.05），组间两两比较采用 LSD 法（Least Significant 
Difference test）；若方差不齐，则采用Tamhane’s T2法。检验

水准α=0.05。

2　结 果

2.1　七叶皂苷对骨肉瘤细胞增殖的抑制作用及浓度选择

为评估七叶皂苷（Escin）对骨肉瘤细胞增殖的影响，本

研究采用CCK-8法检测不同浓度（0~40 μmol/L）七叶皂苷处

理 24 h后对 KHOS-240S与 SAOS-2细胞活力的影响。结果

显示，七叶皂苷以剂量依赖的方式显著抑制两种细胞的增

殖。其中，KHOS-240S 细胞 24 h 的半数抑制浓度（IC50）为

24.28 μmol/L（R²=0.9777；图 1A），SAOS-2 细胞的 IC50 值为

24.88 μmol/L（R²=0.9869；图 1B）。基于上述结果，为平衡后

续实验中的细胞毒性效应与可观测生物学反应，本研究选用

24 μmol/L作为七叶皂苷的后续实验浓度。

2.2　七叶皂苷在骨肉瘤细胞中诱发氧化应激

本研究采用 DCFH-DA 荧光探针评估七叶皂苷对骨肉

瘤细胞氧化应激水平的影响，并以铁死亡诱导剂 Erastin 和

抑制剂 Ferrostatin-1（Fer-1）为对照。结果显示，在 KHOS-
240S 细胞中，七叶皂苷处理 24 h 后 ROS 水平较对照组显著

升高（F=37.65，P=0.002），且该效应可被 Fer-1显著逆转（F=
21.45，P=0.005；图 2A、2B）。SAOS-2 细胞中也观察到一致

的变化趋势（F=40.63，P=0.001；F=33.68，P=0.002；图 2C、

2D）。

2.3　七叶皂苷促进骨肉瘤细胞脂质过氧化

本研究通过 C11-BODIPY⁵⁸¹/⁵⁹¹探针检测骨肉瘤细胞的

脂质过氧化水平。结果显示，在KHOS-240S细胞中，七叶皂

苷处理可显著增强脂质过氧化水平（F=36.87，P=0.002），而

该效应可被 Fer-1 显著逆转（F=29.79，P=0.003；图 3A、3B）；

SAOS-2 细胞中也观察到一致趋势（F=86.08，P<0.001；F=
20.49，P=0.006；图 3C、3D）。进一步检测脂质过氧化产物

MDA 的含量。结果显示，七叶皂苷能显著提高 KHOS-240S
细胞中MDA水平（F=25.10，P=0.004），该作用同样可被 Fer-
1 逆转（F=11.93，P=0.016；图 3E，表 2）；SAOS-2 细胞中亦呈

现一致结果（F=26.52，P=0.004；F=22.77，P=0.005；图 3F，表
2）。综上所述，七叶皂苷可通过促进脂质过氧化进而诱导骨

肉瘤细胞发生铁死亡，从而发挥抗肿瘤作用。

2.4　七叶皂苷对Nrf2/HO-1/GPX4信号通路的调控作用

Nrf2/HO-1/GPX4信号通路是调控细胞铁死亡的经典通

路之一[14]，因此，为进一步阐明七叶皂苷诱导骨肉瘤细胞铁

死亡的具体机制，采用 qRT-PCR 和 Western blot 技术检测

Nrf2/HO-1/GPX4 通路相关基因和蛋白的表达变化。qRT-
PCR 结果显示，七叶皂苷能显著下调 KHOS-240S 细胞中

Nrf2（F=22.83，P=0.005）、HO-1（F=24.16，P=0.004）及 GPX4
（F=15.00，P=0.011）的mRNA表达，而这些变化亦可被Fer-1
干 预 部 分 逆 转（F=15.51，P=0.011；F=15.90，P=0.010；F=
20.99，P=0.007；表 3）。Western blot实验进一步证实，七叶皂

苷在蛋白层面同样显著抑制了 Nrf2（F=29.35，P=0.003）、

HO-1（F=13.03，P=0.015）及 GPX4（F=35.70，P=0.002）的表

达，并伴随脂质过氧化标志物 4-HNE 水平的显著升高（F=
21.10，P=0.006），而这些变化亦可被 Fer-1 干预所部分逆转

图 1　七叶皂苷对骨肉瘤细胞存活率的剂量依赖性抑制作用及半数抑制浓度(IC50)测定
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注：a，与对照组比较，P<0.05；b，与Escin组比较，P<0.05（x±s，n=3）

图 2　DCFH-DA 荧光探针观察不同处理对骨肉瘤细胞中 ROS 水平的影响

注：a，与对照组比较，P<0.05；b，与Escin组比较，P<0.05（x±s，n=3）

图 3　C11 BODIPY581/591 荧光探针以及 MDA 检测观察不同处理对骨肉瘤细胞中脂质过氧化水平的影响
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（F=41.44，P=0.001；F=15.07，P=0.011；F=39.46，P=0.002；F=
25.48，P=0.004；图 4A、4B，表 5）。上述基因与蛋白水平的调

控趋势在 SAOS-2细胞中均得到重复验证（表 4、表 6；图 4C、

4D）。这些结果一致表明，七叶皂苷可能通过抑制Nrf2/HO-
1/GPX4信号通路，诱导骨肉瘤细胞发生铁死亡。

2.5　抗氧化剂维生素 C可逆转七叶皂苷对 Nrf2/HO-1/GPX4
通路的抑制作用

为进一步验证Nrf2/HO-1/GPX4通路在七叶皂苷诱导铁

死亡中的核心作用，采用抗氧化剂维生素C进行干预以激活

Nrf2[15]。Western blot 结果显示，七叶皂苷处理显著降低

KHOS-240S 细 胞 中 Nrf2（F=192.78，P<0.001）、HO-1（F=
103.16，P<0.001）及 GPX4（F=1 150.29，P<0.001）的蛋白表

达。而维生素 C 共处理可部分逆转七叶皂苷引起的 Nrf2、
HO-1和GPX4蛋白表达下调（F=94.50，P<0.001；F=22.46，P=
0.005；F=33.89，P=0.002；图 5A、5B，表 7）。此外，在 SAOS-2
细胞中进行的实验进一步验证该结果（图 5C、5D，表 8）。该

结果从反向角度证实，七叶皂苷诱导的氧化应激和铁死亡是

通过抑制Nrf2/HO-1/GPX4信号通路实现的。

表 2　各组骨肉瘤细胞 MDA 表达量(x±s，nmol/mg prot，n=3）

组别

对照组

Erastin组

Escin组

Escin+Fer-1组

KHOS-240S
0.47±0.07

0.95±0.20

0.76±0.19a

0.59±0.08b

SAOS-2
0.31±0.14

0.79±0.21

0.66±0.18a

0.32±0.09b

注：a，与对照组比较，P<0.05；b，与Escin组比较，P<0.05

表 3　KHOS-240S 骨肉瘤细胞各组 Nrf-2、HO-1、GPX4 mRNA

相对表达量（x±s，n=3）

组别

对照组

Erastin组

Escin组

Escin+Fer-1组

Nrf-2

1.00±0.00

0.27±0.14

0.36±0.13a

0.69±0.14b

Ho-1

1.00±0.00

0.32±0.06

0.43±0.12a

0.77±0.15b

GPX4

1.00±0.00

0.36±0.10

0.53±0.08a

0.95±0.13b

注：a，与对照组比较，P<0.05；b，与Escin组比较，P<0.05

表 4　SAOS-2 骨肉瘤细胞各组 Nrf-2、HO-1、GPX4 mRNA 相对

表达量（x±s，n=3）

组别

对照组

Erastin组

Escin组

Escin+Fer-1组

Nrf-2

1.00±0.00

0.29±0.13

0.46±0.11a

0.77±0.12b

Ho-1

1.00±0.00

0.31±0.12

0.42±0.14a

0.75±0.10b

GPX4

1.00±0.00

0.26±0.07

0.37±0.09a

0.91±0.19b

注：a，与对照组比较，P<0.05；b，与Escin组比较，P<0.05

注：a，与对照组比较，P<0.05；b，与Escin组比较，P<0.05（x±s，n=3）

图 4　qRT-PCR 和 Western blot 法检测不同处理对骨肉瘤细胞中 Nrf2/HO-1/ GPX4 信号通路以及 4-HNE 基因及蛋白表达的影响

表 5　KHOS-240S 骨肉瘤细胞各组 Nrf-2、HO-1、GPX4、4-HNE

蛋白相对表达量（x±s，n=3）

组别

对照组

Erastin组

Escin组

Escin+Fer-1组

Nrf-2

1.00±0.00

0.34±0.14

0.35±0.09a

0.87±0.10b

Ho-1

1.00±0.00

0.43±0.10

0.47±0.12a

0.79±0.08b

GPX4

1.00±0.00

0.31±0.16

0.33±0.08a

0.70±0.03b

4-HNE

1.00±0.00

3.10±0.63

2.57±0.48a

1.35±0.21b

注：a，与对照组比较，P<0.05；b，与Escin组比较，P<0.05

表 6　SAOS-2 骨肉瘤细胞各组 Nrf-2、HO-1、GPX4、4-HNE 蛋白

相对表达量（x±s，n=3）

组别

对照组

Erastin组

Escin组

Escin+Fer-1组

Nrf-2

1.00±0.00

0.33±0.13

0.39±0.15a

0.80±0.07b

Ho-1

1.00±0.00

0.41±0.09

0.44±0.05a

0.66±0.15b

GPX4

1.00±0.00

0.33±0.04

0.43±0.12a

0.72±0.05b

4-HNE

1.00±0.00

2.26±0.33

2.01±0.33a

1.04±0.37b

注：a，与对照组比较，P<0.05；b，与Escin组比较，P<0.05
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3　讨 论

骨肉瘤是一种在青少年中高发的侵袭性骨肿

瘤。尽管新辅助化疗联合保肢手术已使 5年生存率

提高至 60%~78%，但转移性或耐药性 OS 患者的预

后仍然较差[4，16]。目前的标准治疗方案包括多柔比

星、甲氨蝶呤，以及联合顺铂和异环磷酰胺，虽然能

够有效缩小原发灶，但仍面临两大临床挑战：其一，

约 20%的初诊患者已存在转移，且微小转移灶难以

完全清除；其二，化疗抵抗性骨肉瘤即使接受当前

可用的多学科综合治疗，其预后依然不佳，部分患

者因化疗耐药而复发，显著增加死亡风险并降低生

存质量[17]。近年来，靶向程序性细胞死亡成为突破

OS治疗瓶颈的重要方向。最新研究表明，通过诱导

骨肉瘤细胞发生铁死亡，可以显著增强其对多柔比

星、顺铂等化疗药物的敏感性，并有效改善治疗效

果[18]。本研究发现七叶皂苷可通过抑制Nrf2/HO-1/
GPX4信号轴显著诱导OS细胞铁死亡，为中药活性

成分重塑OS细胞命运提供了新的理论依据。

铁死亡是一种与细胞凋亡不同的程序性细胞

死亡方式，其发生依赖于脂质过氧化和铁的积累。

在铁死亡的发生与进展过程中，脂质过氧化起着关

键作用，该过程主要包括ROS驱动的脂质过氧化降

解，最终导致细胞损伤和膜破裂[19]。最新研究揭示，

骨肉瘤与铁死亡存在密切关联，即铁死亡相关基因

可通过调控免疫相关的信号通路及免疫微环境来

影响骨肉瘤的发展与预后[20]。研究还发现，抗骨质

疏松经典药物唑来膦酸可通过靶向细胞色素 P450
氧化还原酶（cytochrome P450 oxidoreductase，POR）
提高活性氧水平并诱导细胞铁死亡，进而抑制骨肉

瘤进展[21-22]。与唑来膦酸及传统铁死亡诱导剂（如

注：a，与对照组比较，P<0.05；b：与Escin组比较，P<0.05（x±s，n=3）

图 5　Western blot 法检测七叶皂苷和维生素 C 处理对骨肉瘤细胞中 Nrf2/HO-1/GPX4 信号通路蛋白表达的影响

表 7　KHOS-240S 骨肉瘤细胞各组 Nrf-2、HO-1、GPX4 蛋白

相对表达量（x±s，n=3）

组别

对照组

Escin组

Escin+VitC组

Nrf-2
1.00±0.00

0.28±0.06a

0.77±0.09b

Ho-1
1.00±0.00

0.51±0.10a

0.83±0.17b

GPX4
1.00±0.00

0.28±0.04a

0.57±0.11b

注：a，与对照组比较，P<0.05；b，与Escin组比较，P<0.05

表 8　SAOS-2 骨肉瘤细胞各组 Nrf-2、HO-1、GPX4 蛋白相对表

达量（x±s，n=3）

组别

对照组

Escin组

Escin+VitC组

Nrf-2
1.00±0.00
0.40±0.12a

0.91±0.09b

Ho-1
1.00±0.00
0.56±0.08a

0.96±0.02b

GPX4
1.00±0.00
0.44±0.03a

0.80±0.07b

注：a，与对照组比较，P<0.05；b，与Escin组比较，P<0.05
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Erastin）的单一靶点作用不同，七叶皂苷可同步抑

制 Nrf2/HO-1/GPX4 三级通路，体现中药‘多靶点协

同’优势。

细胞铁死亡的调控主要与胱氨酸/谷氨酸逆转

运体（System Xc-）和GPX4的表达和活性密切相关。

其中，System Xc⁻关键亚基 SLC7A11 负责将胱氨酸

转运至细胞内，还原为半胱氨酸以合成谷胱甘肽

（glutathione，GSH）；而 GPX4 可将脂质氢过氧化物

转化为脂质醇类化合物，从而阻断铁依赖性毒性

ROS 形成[23-24]。此外，作为一种重要的非酶抗氧化

剂，谷胱甘肽不仅具有自由基清除功能，还可作为

GPX4 介导的脂质氢过氧化物还原反应的辅助因

子[24]。 因此，抑制 SLC7A11、GPX4的表达和活性可

以触发铁死亡，而激活并促进 SLC7A11、GPX4的表

达有助于抑制铁死亡。本研究首次阐明七叶皂苷

通过以下机制调控骨肉瘤细胞的铁死亡过程：首

先，七叶皂苷显著提升OS细胞中的ROS水平，这一

效应能够被铁死亡抑制剂 Fer-1 特异性逆转，从而

验证了其诱导铁死亡的能力。其次，七叶皂苷通过

靶向抑制GPX4通路发挥作用。Western blot结果表

明，七叶皂苷显著降低GPX4蛋白表达水平，且其效

果与已知铁死亡诱导剂 Erastin 相当。此外，Fer-1
干预可部分恢复GPX4的表达，进一步提示GPX4是

七叶皂苷诱导铁死亡的关键靶点。

Nrf2/HO-1信号通路在抗氧化应激中发挥重要

作用，并在维持细胞氧化还原平衡方面起到关键作

用。研究表明，Nrf2 不仅具有细胞保护功能，还可

调控多种抗氧化、抗炎和解毒蛋白编码基因的表

达。其中，HO-1作为Nrf2的重要下游靶点，通过上

调其表达及促进血红素分解代谢产物来实现抗氧

化和抗炎效应。研究发现，抑制 Nrf2/HO-1 信号通

路能够促进细胞铁死亡，而激活该通路则可抑制细

胞铁死亡[25-26]。相关研究表明，激活 Nrf2 可显著上

调HO-1和GPX4的表达，从而有效减轻氧化应激并

保护线粒体完整性，防止线粒体功能障碍[19]。相反，

抑制Nrf2/HO-1信号通路会介导骨肉瘤细胞氧化损

伤并诱导自噬性死亡[27]。 本研究结果表明，七叶皂

苷与 Erastin 不仅能显著抑制 GPX4 的表达，还能有

效抑制 Nrf2 和 HO-1 的表达。进一步研究发现，七

叶皂苷介导的 Nrf2/HO-1/GPX4信号通路抑制效应

可被Fer-1和抗氧化剂维生素C逆转[15]。因此，七叶

皂苷能够同步下调Nrf2、HO-1及GPX4的基因和蛋

白表达，形成信号轴级联抑制效应，较传统单靶点

抑制剂具有更显著的氧化应激放大效应。本研究

将中药活性成分与经典抗氧化通路有机结合，首次

证实娑罗子提取物通过抑制 Nrf2 介导的抗氧化反

应（“解毒”），进而促进铁死亡（“攻邪”），体现了中

医药“扶正祛邪”理论的现代科学内涵，为中西医机

制的深度融合提供了有力支持。

综上所述，本研究首次证实了七叶皂苷对骨肉

瘤细胞铁死亡的诱导作用，并初步揭示其可能通过

抑制 Nrf2/HO-1/GPX4 信号通路发挥抗骨肉瘤作

用。因此，七叶皂苷有望作为一种潜在的中药成分

用于骨肉瘤的治疗。本研究阐明了七叶皂苷诱导

骨肉瘤细胞铁死亡的分子机制，并明确了Nrf2/HO-
1/GPX4轴在七叶皂苷抗骨肉瘤中的重要调控作用。

然而，本研究仍存在以下局限性：首先，尚未通过动

物模型验证七叶皂苷在体内的抗骨肉瘤效果；其

次，缺乏基于转录组学、代谢组学等多组学的全网

络调控机制解析。未来研究可通过构建原位骨肉

瘤小鼠模型，结合测序技术深入解析七叶皂苷对肿

瘤微环境的调控作用，进一步完善其作用机制。并

且七叶皂苷在体内的骨组织靶向性较差，未来可通

过纳米载体修饰提高骨组织靶向性以实现骨肉瘤

治疗。此外，鉴于七叶皂苷与临床化疗药的协同作

用[10]，未来可探索七叶皂苷与临床化疗药的协同效

应，并验证其能否通过Nrf2轴逆转化疗耐药。通过

上述改进可提高实验结果的科学性和可靠性，为骨

肉瘤的临床防治提供新策略和理论依据。
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