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GSDME通过调控细胞焦亡影响乳腺癌MCF-7细胞对紫杉醇的敏感性
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[摘 要] 目的：探讨GSDME是否通过调控细胞焦亡影响乳腺癌MCF-7细胞对化疗药物紫杉醇（paclitaxel，PTX）的敏感性。

方法：利用RNA干扰技术敲降GSDME在MCF-7细胞中的表达，采用CCK-8法、流式细胞术、乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，

LDH）释放实验及Wb技术分别检测GSDME低表达前后，PTX对细胞增殖、焦亡、LDH释放、GSDME-N端蛋白及cleaved-caspase-

3蛋白表达水平的变化情况。结果：与对照组比较，PTX处理组细胞的焦亡率、LDH释放量、GSDME-N端蛋白及cleaved-caspase-

3蛋白的表达水平均显著升高（均P<0.01）；与 si-NC组比较，敲低GSDME可使 si-GSDME组细胞对PTX的敏感性降低，其细胞焦

亡率、LDH释放量及GSDME-N端蛋白表达水平均显著下降（均P<0.01）。结论：敲减MCF-7细胞中GSDME的表达量可显著抑

制细胞焦亡并降低细胞对PTX的敏感性。
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GSDME influences sensitivity of breast cancer MCF-7 cells to paclitaxel by regu-
lating cell pyroptosis

SHI Yinga,b, REN Jingjinga, LIANG Chena, WANG Fanga, LI Weia, LI Xiaofua (a. Clinical Laboratory；b. Department of Laboratory Ex-

amination, the Third Affiliated Hospital of Zhengzhou University，Zhengzhou 450052, Henan, China)

[Abstract] Objective: To investigate whether GSDME affects the sensitivity of breast cancer MCF-7 cells to paclitaxel (PTX) by regu-

lating cell pyroptosis. Methods: GSDME was knocked-down in MCF-7 cells by RNA interference technique. CCK-8 assay, flow cy-

tometry,lactate dehydrogenase (LDH) release method and Wb were respectively used to detect cell proliferation, pyroptotic rate, LDH

release, GSDME-N-terminal protein and cleaved-caspase-3 protein levels in PTX-treated MCF-7 cells before and after GSDME knock-

down. Results: Compared with the control group, the pyroptotic rate, LDH release, GSDME-N-terminal protein and cleaved-caspase-3

protein levels in the PTX-treatment group significantly increased (all P<0.01). Compared with the si-NC group, the PTX-sensitivity of

si-GSDME group decreased, and the pyroptotic rate, LDH release and GSDME-N-terminal protein all significantly decreased (all P<

0.01). Conclusion: Knock-down of GSDME in MCF-7 cells significantly inhibited cell pyroptosis and reduced drug sensitivity of MCF-

7 cells to PTX.
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乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤，其发病率和病

死率均稳居榜首[1]。紫杉醇（paclitaxel，PTX）是其一

线化疗药物，其配合手术可在很大程度上解决患者

的治疗问题，但肿瘤多药耐药（multidrug resistance，

MDR）的发生是导致转移并致患者死亡的重要原

因[2-5]。目前，化疗药物抗肿瘤的作用机制多为细胞

凋亡或自噬，而细胞焦亡在肿瘤细胞中还未得到深

入研究。

细胞程序性死亡包括凋亡、坏死和焦亡，其中凋

亡研究最为深入[6]。焦亡过程与凋亡相似，但不产生

凋亡小体，而是在胞膜上形成小孔致使细胞肿胀破

裂。Gsadermin 蛋白家族与焦亡相关，其中 gasder-

min E（GSDME）又称DFNA5，是一个耳聋基因，目前

焦亡研究[7-10]最热的是 caspase-3特异性切割GSDME

蛋白从而介导焦亡的发生。GSDME蛋白分为GSD-

ME-C端和GSDME-N端结构域，两者互相结合时起

自抑制作用；当 caspase - 3 特异性切割 GSDME 的
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D270位点时，释放出活性N端结构域，具有结合膜脂

并集聚打孔的特性。还有研究[11]表明，GSDME与黑

色素瘤耐药相关。

本研究利用转染技术，在乳腺癌MCF-7细胞中

敲低GSDME，探讨GSDME是否可以通过调控焦亡

发生，从而降低MCF-7细胞对化疗药物PTX的敏感

性，为乳腺癌细胞的耐药机制研究提供实验依据，并

为指导临床用药提供数据支持。

1 材料与方法

1.1 细胞系及主要试剂

人乳腺癌细胞系MCF-7购自ATCC公司，PTX购

自西安昊轩生物科技有限公司，细胞凋亡检测试剂盒

购自美国BD公司，CCK-8法试剂盒购自日本同仁化学

研究所，LDH试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公

司，LipofectamineTM 3000购自赛默飞世尔科技（中国）

有限公司，兔抗人GSDME单克隆抗体购自美国Abcam

公司，兔抗人caspase-3单克隆抗体购自美国CST公司，

兔抗人GAPDH多克隆抗体和羊抗兔 IgG-HRP购自上

海生工生物工程股份有限公司。

1.2 应用 RNA 干扰技术敲降 MCF-7 细胞 GSDME

的表达

取对数生长期MCF-7细胞接种到 6孔板中（1×

106个/孔），待细胞汇合至 70% 时进行转染。GSD-

ME-siRNAs引用自WANG等[7]，有两条 si-GSDME序

列，组别分别为空白对照组（blank control，Ctrl），阴性

对照组（si-NC）和RNA干扰组（si-GSDME），其中 si-

GSDME组又分为 si-GSDME_1组、si-GSDME_2组、

si-GSDME_(1+2)组和 2si-GSDME_(1+2)组。siRNA

终浓度为 20 nmol/L，转染48 h后进行后续其他实验。

1.3 CCK-8 法检测 PTX 药物对乳腺癌 MCF-7 细胞

增殖的影响

取对数生长期的MCF-7细胞接种到 96 孔板中

（8×103 个/孔），过夜孵育后加入含 PTX的新鲜培养

基，终浓度分别为 0、6、12、24、48、96、192 nmol/L，继

续培养 24 h后弃上清，加入含 10% CCK-8的预混无

血清培养基，并使用酶标仪测定波长在 450 nm处的

光密度（D）值。同时取对数生长的MCF-7细胞接种

到 96 孔板中（8×103个/孔），待细胞汇合至70%时，利

用RNAi技术转染入 si-NC及 si-GSDME 48 h后，加

入含 PTX 的新鲜培养基，终浓度分别为 0、10、40、

160、640、2 560、10 240 nmol/L，继续培养24 h后检测

波长在 450 nm处的光密度（D）值。细胞增殖抑制率

= [1－（实验组D值/对照组D值）]×100%，利用SPSS

软件计算其半数抑制浓度（median inhibitory concen-

tration，IC50）数值。每组设置3个平行复孔。

1.4 MCF-7细胞焦亡形态观察

取对数生长期MCF-7细胞接种到 6孔板中（1×

106个/孔），过夜孵育后换为含48 nmol/L PTX的新鲜

培养基。继续培养 24 h后，使用倒置显微镜（×200）

观察并拍照。

1.5 流式细胞术检测细胞焦亡

分别收集各组细胞进行流式检测。加入 100 μl

Binding buffer 重悬细胞后再依次加入 5 μl Annexin

V-FITC和5 μl PI混匀，室温避光孵育 15 min，加 400 μl

Binding buffer 重悬细胞，30 min 内上流式细胞仪检

测。自动检测10 000个细胞并由BD FAC-SDiva.8软

件进行数据分析。以AnnexinV-FITC+/PI+双阳性细胞

百分率作为焦亡率[7,9-10,12-13]。

1.6 LDH释放实验检测细胞毒性

取对数生长期细胞于96孔板（8×103个/孔），待细

胞汇合至 90%时换为含 48 nmol/L PTX的新鲜无血

清培养基，继续培养24 h。按照CytoTox96®分析试剂

盒实验说明书定量测量 LDH在细胞裂解后的释放

量，检测D450值。LDH释放率（%）=（处理组D450值－

空白对照D450值）/（最大酶释放组D450值－空白对照

D450值）×100%。每组设3个平行复孔，实验重复3次。

1.7 Wb检测MCF-7细胞中GSDME-N端和 cleaved-

caspase-3的表达

分别收集各组细胞置于相应的1.5 ml EP管中，加

入RIPA蛋白裂解缓冲液提取蛋白，实验方法严格按

照操作说明书进行。收集的蛋白利用 BCA 的方法

进行定量，并取 20 μg 总蛋白进行 10% SDS-PAGE，

将蛋白全部转移至0.22 µm PVDF 膜上。5% 脱脂奶

粉室温封闭1 h，分别加入稀释后的兔抗人GSDME和

Caspase-3（1∶1 000）单克隆抗体、GAPDH 多克隆抗

体（1∶1 000），4 ℃孵育过夜，再用羊抗兔 IgG-HRP

（1∶10 000）室温孵育 1 h。采用ECL显色，拍照并用

Image J 1.48u软件进行灰度值分析。

1.8 统计学处理

采用SPSS 23.0软件进行统计学分析，每组实验

均重复3次，计量资料用 x̄±s表示，两组间比较采用独

立样本 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析及

LSD-t检验。以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 PTX诱导乳腺癌MCF-7细胞发生焦亡

CCK-8法检测结果（图1A）显示，PTX处理MCF-

7细胞 24 h后的 IC50为（46.89±1.08）nmol/L。用约为

半数抑制浓度的PTX（48 nmol/L）处理MCF-7细胞，

光镜观察、流式细胞术和LDH释放水平检测结果（图
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1B、1C）显示，与 Ctrl 组比较，PTX 诱导可明显增加

MCF-7 细 胞 的 焦 亡 率 [（9.55 ± 1.01）% vs（3.37 ±

0.32）%，P<0.01]及LDH释放水平[（61.88±1.36）% vs

（5.75±0.09）%，P<0.01]；Wb 结果（图 1D）显示，PTX

诱导可明显增加GSDME的N端蛋白及 cleaved-cas-

pase-3蛋白水平[（1.05±0.02）vs（0.24±0.01），P<0.01；

（0.96 ± 0.01）vs（0.18 ± 0.01），P<0.01]。结果提示，

PTX可通过诱导MCF-7细胞发生焦亡进而发挥抗肿

瘤作用。

**P<0.01 vs Ctrl group

A: CCK-8 assay for cell inhibition rate of proliferation after PTX treatment for 24 h; B: Representative microscopic images after 48

nmol/LPTX treatment for 24 h（arrows indicate pyroptotic cells，×200）; C: Flow cytometry and LDH release results after 48 nmol/L

PTX treatment for 24 h; D: Wb results after 48 nmol/L PTX treatment for 24 h

图1 PTX诱导MCF-7细胞发生焦亡

Fig.1 Pyroptosis of MCF-7 cells induced by PTX

2.2 si-GSDME 转染显著下调 MCF-7 细胞中 GSD-

ME的表达水平

Wb结果（见图 2）显示，与 si-NC组比较，2si-GS-

DME_（1+2）组下调MCF-7细胞中GSDME的表达水

平最显著[（0.45±0.02）vs（1.10±0.03），P<0.01]。因

此采用 2si-GSDME_（1+2）组作为 si-GSDME组进行

后续实验。

2.3 低表达GSDME显著降低MCF-7细胞对PTX药

物的敏感性

CCK-8法检测结果（见图3）显示，与Ctrl组及 si-

NC 组相比，si -GSDME 组对 PTX 的半数抑制浓度

（IC50）显著升高 [（4 559.01±58.57）nmol/L vs（ 46.89±

1.08）nmol /L、（47.54±1.72）nmol /L；均 P<0.01）]，而

Ctrl组与 si-NC组间的 IC50值差异无统计学意义（P>

0.05）。结果表明，GSDME低表达可降低MCF-7细

胞对PTX的敏感性。

2.4 低表达GSDME对PTX诱导焦亡的影响

用48 nmol/L的PTX处理上述转染细胞，流式细

胞术和LDH释放量检测结果（图 4A）显示，与 si-NC

组相比，si-GSDME组细胞焦亡率显著升高[（4.38±
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*P<0.05，**P<0.01 vs si-NC group

1：si-NC; 2: si-GSDME_1; 3: si-GSDME_2;

4: si-GSDME_(1+2); 5: 2si-GSDME_(1+2)

图2 Si-GSDME转染下调MCF-7细胞中GSDME的表达

Fig. 2 Down-regulation of GSDME expression in MCF-7

cells by si-GSDME transfection

**P<0.01 vs Ctrl or si-NC group

图3 低表达GSDME降低MCF-7细胞对PTX的敏感性

Fig. 3 Down-regulating GSDME reduces the sensitivity of

MCF-7 cells to PTX

**P<0.01 vs Ctrl group；ΔΔP<0.01 vs si-NC group

A：Flow cytometry and LDH release results with 48 nmol/LPTX for 24 h; B：Wb results with 48 nmol/L PTX for 24 h

图4 低表达GSDME抑制PTX诱导的MCF-7细胞焦亡

Fig.4 Down-regulating GSDME inhibits PTX-induced MCF-7 cell pyroptosis

0.53）% vs（9.48±0.79）%，P<0.01]及LDH释放水平均

显著降低 [（17.56 ± 0.55）% vs（62.69 ± 2.41）% ，P<

0.01]。Wb检测结果（图 4B）显示，si-GSDME组GS-

DME的N端蛋白表达水平显著低于Ctrl组及 si-NC
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组 [（0.22 ± 0.01）vs（0.71 ± 0.01）、（0.70 ± 0.02）；P<

0.01]，而Ctrl组与 si-NC组间的N端蛋白表达量的差

异无统计学意义（P>0.05）；cleaved-caspase-3蛋白表

达水平在以上 3组间的差异均无统计学意义（均P>

0.05）。结果提示，GSDME低表达可减少 PTX诱导

细胞焦亡的发生。

3 讨 论

在乳腺癌的化疗过程中，癌细胞死亡一般分为

细胞凋亡或自噬，而细胞焦亡在化疗药物发挥抗肿

瘤的作用中研究甚少[14]。细胞凋亡和焦亡有相类似

之处，均由 caspase家族介导[8, 15-17]。Caspase家族在介

导细胞凋亡的过程中最关键的执行分子是 caspase-3，

所以 caspase-3是细胞凋亡的明星分子已成为共识，

但是基于以往的研究[7,10]表明，当细胞中存在GSDME

蛋白时，能够将化疗药物诱导 caspase-3介导的细胞

凋亡转换为焦亡。

细胞焦亡是依赖gasdermin蛋白家族成员形成质

膜孔的一种程序性死亡，GSDME 是最近研究的热

点。肿瘤细胞中焦亡的发生是 caspase-3切割GSD-

ME产生N端结构域，进而在胞膜上打孔的一系列过

程[7-10]。由于 GSDME 启动子区的 DNA 甲基化而在

大部分的肿瘤细胞中表达沉默[18-19]，而邵峰实验室[7]

在研究中发现GSDME在乳腺癌MCF-7细胞中高表

达。因此本研究在乳腺癌细胞MCF-7中加入化疗药

物 PTX 后显示，与未加药对照组比较，MCF-7 细胞

GSDME-N端和 cleaved-caspase-3蛋白均升高，焦亡

率和LDH释放量也显著上升。表明 PTX在乳腺癌

MCF-7细胞中可通过细胞焦亡发挥化疗药物抗肿瘤

的作用。

有文献[11]表明，敲减GSDME可增加黑色素瘤对

依托泊苷的耐药性。本研究通过低表达MCF-7细胞

的 GSDME，对比低表达前后的 PTX 药物敏感性发

现，低表达GSDME会降低MCF-7细胞对 PTX药物

的敏感性，即GSDME下降会增加MCF-7细胞对PTX

药物的耐药性。经PTX作用后，GSDME低表达组的

GSDME-N 端焦亡率和 LDH 释放量也显著下降，但

cleaved-caspase-3蛋白表达差异无统计学意义。该结

果表明，低表达GSDME可显著抑制MCF-7细胞发生

焦亡，进而降低MCF-7细胞对 PTX药物的敏感性。

但是 caspase-3蛋白仍然被激活，可能是敲低GSDME

后化疗药物导致细胞凋亡和焦亡同时发生。

综上所述，化疗药物 PTX 在乳腺癌 MCF-7 细

胞中是通过焦亡途径发挥化疗药物抗肿瘤的作

用，敲低 GSDME 会通过抑制焦亡发生进而降低

MCF-7 细胞对 PTX 药物的敏感性，该结果为乳腺

癌患者耐药机制研究提供了实验数据支持和新的研

究思路。
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