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奥沙利铂促进过表达GSDME的结直肠癌Lovo细胞发生细胞焦亡

陈婧 1，2，王策 1，张伟华 2，张春泽 2，任君旭 1（1.河北北方学院 基础医学院 组织学与胚胎学教研室，河北 张家口

075000；2. 天津市人民医院肛肠外科，天津 300121）

[摘 要] 目的：观察过表达Gasdermin蛋白E（gasdermin E, GSDME）基因的结直肠癌Lovo细胞经奥沙利铂处理后发生细胞焦

亡的现象。方法：通过qPCR检测结直肠癌细胞株Lovo、正常结直肠上皮细胞HCOEPIC中GSDME基因的表达水平，构建过表

达野生型和突变型GSDME的GSDME-WT和GSDME-D270A重组质粒，包装为相应慢病毒后感染Lovo细胞构建GSDME稳定

高表达细胞株，Western blotting检测WT、D270A和空载体组中GSDME表达水平。用不同浓度奥沙利铂（0、4、8、16、32、64 µg/

ml）作用于WT、D270A组Lovo 细胞和 HCOEPIC 细胞，显微镜下观察细胞的形态变化。结果：GSDME在HCOEPIC 细胞中表

达显著高于Lovo细胞（P<0.01）。成功构建GSDME-WT和GSDME-D270A高表达重组质粒和相应的Lovo细胞株，与空载体组

相比，WT和D270A组Lovo细胞中GSDME表达水平明显升高（均P<0.05）。镜下观察发现，64 µg/ml奥沙利铂处理各组细胞9和

12 h时，WT组的Lovo细胞和HCOEPIC细胞体积逐渐增大并向一侧“吹泡”，表现出明显的细胞焦亡现象，细胞焦亡率显著高于

无奥沙利铂处理的对照组 [Lovo 细胞：（7.405±1.010）% vs（3.441±0.401）% ，P<0.05；HCOEPIC 细胞：(7.203±1.020)% vs

(4.201±0.302)%，P<0.05]。结论：奥沙利铂促进过表达GSDME基因的结直肠癌Lovo细胞发生细胞焦亡。
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Oxaliplatin promotes pyroptosis of colorectal cancer Lovo cells overexpressing
GSDME

CHEN Jing1,2, WANG Ce1, ZHANG Weihua2, ZHANG Chunze2, REN Junxu1 (1.Department of Histology and Embryology, School of

Basic Medical Sciences, Hebei North University, Zhangjiakou 075000, Hebei, China; 2. Department of Colorectal Surgery, Tianjin

Union Medical Center, Tianjin 300121, China)

[Abstract] Objective: To observe the pyrolysis of colorectal cancer Lovo cells overexpressing Gasdermin E (GSDME) after the treat‐

ment with oxaliplatin. Methods: The expression level of GSDME gene in colorectal cancer Lovo cells and normal colorectal epithelial

HCOEPIC cells was detected by qPCR. The GSDME-WT (wild-type GSDME) and GSDME-D270A (mutant GSDME) recombinant

plasmids were constructed. The plasmids were packaged as lentivirus and then transfected into Lovo cells to construct Lovo cell line

with stable and high expression of GSDME. Western blotting was used to detect the expression level of GSDME in cells of WT, D270A

and empty vector groups. Different concentrations of oxaliplatin (0, 4, 8, 16, 32, 64 µg/ml) were applied to treat Lovo cells and HCOEP‐

IC cells in WT and D270A groups, and the morphological changes of the cells were observed under a microscope. Results: The expres‐

sion of GSDME in HCOEPIC cells was significantly higher than that in Lovo cells (P<0.01). GSDME-WT and GSDME-D270A plas‐

mids with high GSDME expression and the corresponding Lovo cell lines were successfully constructed. Compared with the empty vec‐

tor group, the expression level of GSDME in Lovo cells of WT and D270A groups were significantly increased (all P<0.05). Observa‐

tion under the microscope showed that after being treated with 64 µg/ml oxaliplatin for 9 and 12 hours, the volume of Lovo cells and

HCOEPIC cells in WT group gradually increased and“blistered”to one side and showed obvious pyrolysis phenomenon. The pyrolysis

rate of cells in WT group was significantly higher than that of the control group without oxaliplatin treatment (Lovo cells: [7.405±

1.010]% vs [3.441±0.401]% , P<0.05; HCOEPIC cells: [7.203±1.020]% vs [4.201±0.302]% , P<0.05). Conclusion: Oxaliplatin pro‐
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motes the pyrolysis of colorectal cancer Lovo cells overexpressing GSDME gene.
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结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是常见的消化

道恶性肿瘤，在世界范围内，其发病率和病死率均排

名于肿瘤的前五位，对人们的健康造成严重威胁[1-2]。

近年来，结直肠癌发病有年轻化的趋势，其患病人群

不再局限于中老年人。因此，寻找治疗结直肠癌的

新靶点，对于提高结直肠癌治疗效果具有重要的意

义。有研究者[3]发现，巨噬细胞受弗氏志贺菌感染后

可以诱发一种新的细胞死亡方式，这是一种由半胱

天冬氨酸蛋白酶-1（caspase-1）介导的，不同于 cas‐

pase-3介导的细胞凋亡的新型细胞程序性死亡方式。

直到2001年，BRENNAN等[4]将这种新型的细胞程序

性死亡描述为细胞焦亡（pyroptosis）。WANG等[5]在

《自然》杂志上发表的研究成果使人们意识到Gasder‐

min蛋白E（gasdermin E, GSDME）是引起细胞发生焦

亡的执行蛋白之一。该蛋白在肿瘤化疗药物的作用

下，通过 caspase-3的切割作用获得活性，诱导肿瘤细

胞发生细胞焦亡。有关奥沙利铂处理结直肠癌Lovo

细胞发生细胞焦亡的研究鲜有报道，本研究用慢病

毒介导 GSDME 过表达载体感染结直肠癌 Lovo 细

胞，探讨过表达GSDME的结直肠癌Lovo细胞经不

同浓度奥沙利铂处理后是否发生细胞焦亡，为研究

有抑制细胞焦亡作用的化疗药提供实验基础。

1 材料与方法

1.1 细胞系、主要试剂和仪器

结直肠癌细胞株 Lovo、正常结直肠上皮细胞

HCOEPIC 均购自中国科学院细胞库。RPMI 1640、

胎牛血清购自上海BI公司，双抗、胰酶购自Hyclone

公司，逆转录试剂盒、半定量 PCR 试剂盒购自日本

TaKaRa公司，过表达慢病毒试剂购自上海吉凯基因

科技有限公司，抗 Flag抗体、山羊抗鼠抗体、山羊抗

兔抗体、GAPDH抗体均购自美国Proteintech公司，电

泳系统、转膜仪、PCR仪均购自美国Bio-rad公司，普

通显微镜、倒置荧光显微镜购自日本Nikon公司。

1.2 细胞培养

复苏结直肠癌 Lovo 和 HCOEPIC 细胞，接种于

10 cm培养皿中，加入RPMI1640培养基（含有10%胎

牛血清、100 IU/ml青霉素和100 µg/ml链霉素），置于

37 ℃、5% CO2的恒温培养箱中进行培养，培养细胞

至90%左右贴壁即对数生长期时，用0.25%胰酶消化

成单细胞悬液，离心，重悬后进行传代。

1.3 qPCR检测HCOEPIC和Lovo细胞中GSDME表

达水平

收集HCOEPIC和Lovo细胞，用TRIzol法提取细

胞总RNA，制备 cDNA，以 cDNA为模板、GAPDH为

内参，扩增 GSDME 基因，反应条件：95 ℃ 5 min，

95 ℃ 30 s、55 ℃ 30 s、72 ℃ 1 min共35个循环，最后

72 ℃延伸 7 min，4 ℃保存备用。引物序列：GSDME

F 为 5’-CGTAGAGAGCCAGTCTTCATTT-3’，R 为

5’-GTTCCAGGACCATGAGTAGTTC-3’；GAPDH F

为 5’-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’，R 为 5’-

GCCCAATACGACCAAATCC-3’。用 2-ΔΔCt 法计算

GSDME基因的相对表达量。每个样品均重复3次。

1.4 GSDME的基因克隆

通过RT-PCR扩增GSDME基因的ORF序列，使

用限制性内切酶酶切并纯化后插入慢病毒表达载体

p305中，转化到Ecoli DH5α感受态细胞。挑选转化

子，进行扩增培养，提取出重组质粒GSDME-WT（野

生型），单酶切琼脂凝胶电泳实验检测目的基因是否

正确插入。用同样的方法构建GSDME突变体质粒

GSDME-D270A（GSDME 蛋白 270 位点的氨基酸序

列发生改变）。

1.5 GSDME慢病毒感染Lovo细胞

将构建的GSDME-WT、GSDME-D270A和Vector

质粒转化Ecoli DH5α，挑取单克隆并提取质粒，转染包

装293T细胞，收集足够的慢病毒液，加入40%的PEG6000

至稀释为10%，4 ℃静置过夜，离心、去上清，加入1640

培养基，过滤，收集慢病毒颗粒。取对数生长期的Lovo

细胞，按每孔1×105个细胞接种于30 mm培养皿中，分

为WT组、D270A组和Vector组（即对照组），分别取

GSDME-WT、GSDME-D270A和Vector空载慢病毒感

染Lovo细胞，感染9~12 h后更换新鲜培养液继续培养，

一共感染3次，感染完成后在荧光显微镜下观察各组细

胞的绿色荧光蛋白（green fluorescent protein，GFP）的表

达情况以判断感染效率。

1.6 WB实验检测Lovo细胞GSDME过表达的效率

收集WT组、D270A组和Vector组细胞，提取细

胞总蛋白，BCA试剂盒测量蛋白浓度，后加入DTT缓

冲液，100 ℃金属浴变性 10 min。分别取蛋白进行

SDS-PAGE，转膜，用5%脱脂奶粉室温封闭2 h，加入

一抗，4 ℃孵育过夜（抗Flag抗体、GADPH抗体稀释

比例为 1∶5 000、1∶5 000），隔天洗涤后加入二抗，室

温孵育 1 h。加入适量的 ECL 发光液曝光后，利用

Image J软件分析条带的灰度值，以GAPDH作为内参

以作对照，用样本 FLAG的目的蛋白光灰度值/相对

应GAPDH灰度值，即可得出FLAG蛋白在各自样本

中的相对表达含量，每个样本独立实验重复3次。

1.7 观察过表达GSDME对奥沙利铂处理的Lovo细

胞焦亡的影响

将WT组、D270A组、Vector组和HCOEPIC细胞

的悬液吹打均匀，在 24孔板中每孔铺 105个细胞，经

过 12 h的培养，加入 0、4、8、16、32、64 µg/ml奥沙利

铂，每隔1 h在显微镜下直接观察细胞是否出现焦亡

现象，记录各组细胞出现焦亡的时间。

1.8 统计学处理

采用 SPSS 22.0 统计学软件和 GraphPad Prism

5.0作图软件，每项实验均重复3次，呈正态分布的计

量资料均采用 x̄±s表示，两组间比较采用 t检验，多组

间比较采用单因素方差分析，以P<0.05或P<0.01表

示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 Lovo细胞中GSDME呈低表达

qPCR检测结果（图1）显示，GSDME在结直肠上皮

细胞系HCOEPIC中呈高表达，而在结直肠癌Lovo细胞

中表达水平很低，差异具有统计学意义（P<0.01）。

**P<0.01 vs control group

A: Expression levels of GSDME gene in HCOEPIC and Lovo cell lines; B: GAPDH gene internal reference;

C: Relative expression of GSDME in HCOEPIC and Lovo cell lines

图1 在HCOEPIC和Lovo细胞中GSDME的表达水平

Fig.1 Expression levels of GSDME in HCOEPIC and Lovo cell lines

2.2 成功构建 GSDME-WT 和 GSDME-D270A 重组

质粒单酶切鉴定

取 2 μg GSDME-WT质粒进行限制性内切酶处

理，随后进行琼脂凝胶电泳，得到转化子质粒酶切示

意图（图 2），可以看出，酶切形成了目的基因片段和

质粒305载体片段两行清晰条带，并无其他的杂带出

现，表明已经成功地将目的基因插入到305质粒中。

图2 GSDME-WT和GSDME-D270A重组质粒酶切鉴定

Fig.2 Identification of recombinant plasmids of GSDME-

WT and GSDME-D270A by restriction enzyme digestion

2.3 GSDME过表达慢病毒高效感染Lovo细胞

慢病毒感染Lovo细胞 5 d后于倒置荧光显微镜

下观察，可见病毒包装系统中的GFP发出的绿色荧

光（图3），表明慢病毒介导的GSDME过表达Lovo细

胞构建成功。

2.4 成功构建GSDME过表达的Lovo细胞

WB实验结果（图 4）显示，与空载体组比较，WT

组和D270A组GSDME蛋白在Lovo细胞中相对表达

量 均 显 著 高 于 Vector 组 [WT：（0.805±0.043）vs

（0.004±0.002），t=5.136、P<0.01；D270A：(0.700±

0.037) vs (0.004±0.002)，t=5.049、P<0.01]。

2.5 奥沙利铂促进过表达GSDME的Lovo细胞发生

焦亡

不同浓度奥沙利铂（0、4、8、16、32、64 µg/ml）作

用于 Lovo+WT、Lovo+D270A、Lovo+Vector 和 HCO‐

EPIC细胞，仅奥沙利铂浓度为 64 µg/ml时在显微镜

下可观察到细胞焦亡现象（图 5），与Control组比较，

奥沙利铂诱导可增加 WT 组 Lovo 细胞 [（7.405±

1.010）% vs（3.441±0.401）%，P<0.05]和HCOEPIC细

胞 [(7.203±1.020)% vs (4.201±0.302)% ，P<0.05]的焦

亡率，同时细胞的形态学变化为细胞体积逐渐增大

并向一侧“吹泡”，其出现焦亡的时间在 12 h和 9 h，

Lovo+D270A和Lovo+Vector细胞很少出现或几乎不

出现细胞焦亡现象。
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中的相对表达含量，每个样本独立实验重复3次。

1.7 观察过表达GSDME对奥沙利铂处理的Lovo细

胞焦亡的影响

将WT组、D270A组、Vector组和HCOEPIC细胞

的悬液吹打均匀，在 24孔板中每孔铺 105个细胞，经

过 12 h的培养，加入 0、4、8、16、32、64 µg/ml奥沙利

铂，每隔1 h在显微镜下直接观察细胞是否出现焦亡

现象，记录各组细胞出现焦亡的时间。

1.8 统计学处理

采用 SPSS 22.0 统计学软件和 GraphPad Prism

5.0作图软件，每项实验均重复3次，呈正态分布的计

量资料均采用 x̄±s表示，两组间比较采用 t检验，多组

间比较采用单因素方差分析，以P<0.05或P<0.01表

示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 Lovo细胞中GSDME呈低表达

qPCR检测结果（图1）显示，GSDME在结直肠上皮

细胞系HCOEPIC中呈高表达，而在结直肠癌Lovo细胞

中表达水平很低，差异具有统计学意义（P<0.01）。

**P<0.01 vs control group

A: Expression levels of GSDME gene in HCOEPIC and Lovo cell lines; B: GAPDH gene internal reference;

C: Relative expression of GSDME in HCOEPIC and Lovo cell lines

图1 在HCOEPIC和Lovo细胞中GSDME的表达水平

Fig.1 Expression levels of GSDME in HCOEPIC and Lovo cell lines

2.2 成功构建 GSDME-WT 和 GSDME-D270A 重组

质粒单酶切鉴定

取 2 μg GSDME-WT质粒进行限制性内切酶处

理，随后进行琼脂凝胶电泳，得到转化子质粒酶切示

意图（图 2），可以看出，酶切形成了目的基因片段和

质粒305载体片段两行清晰条带，并无其他的杂带出

现，表明已经成功地将目的基因插入到305质粒中。

图2 GSDME-WT和GSDME-D270A重组质粒酶切鉴定

Fig.2 Identification of recombinant plasmids of GSDME-

WT and GSDME-D270A by restriction enzyme digestion

2.3 GSDME过表达慢病毒高效感染Lovo细胞

慢病毒感染Lovo细胞 5 d后于倒置荧光显微镜

下观察，可见病毒包装系统中的GFP发出的绿色荧

光（图3），表明慢病毒介导的GSDME过表达Lovo细

胞构建成功。

2.4 成功构建GSDME过表达的Lovo细胞

WB实验结果（图 4）显示，与空载体组比较，WT

组和D270A组GSDME蛋白在Lovo细胞中相对表达

量 均 显 著 高 于 Vector 组 [WT：（0.805±0.043）vs

（0.004±0.002），t=5.136、P<0.01；D270A：(0.700±

0.037) vs (0.004±0.002)，t=5.049、P<0.01]。

2.5 奥沙利铂促进过表达GSDME的Lovo细胞发生

焦亡

不同浓度奥沙利铂（0、4、8、16、32、64 µg/ml）作

用于 Lovo+WT、Lovo+D270A、Lovo+Vector 和 HCO‐

EPIC细胞，仅奥沙利铂浓度为 64 µg/ml时在显微镜

下可观察到细胞焦亡现象（图 5），与Control组比较，

奥沙利铂诱导可增加 WT 组 Lovo 细胞 [（7.405±

1.010）% vs（3.441±0.401）%，P<0.05]和HCOEPIC细

胞 [(7.203±1.020)% vs (4.201±0.302)% ，P<0.05]的焦

亡率，同时细胞的形态学变化为细胞体积逐渐增大

并向一侧“吹泡”，其出现焦亡的时间在 12 h和 9 h，

Lovo+D270A和Lovo+Vector细胞很少出现或几乎不

出现细胞焦亡现象。
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图3 GSDME过表达慢病毒高效感染Lovo细胞（（×100））

Fig.3 GSDME overexpression lentivirus efficiently infected Lovo cells (×100)

*P<0.05 vs Vector group

图4 GSDME在Lovo细胞中的表达水平

Fig.4 Expression level of GSDME in Lovo cells

图5 奥沙利铂促进HCOEPIC细胞和过表达GSDME的

Lovo细胞发生焦亡（（×400））

Fig.5 Oxaliplatin promoted pyrolysis of HCOEPIC cells and

Lovo cells with GSDME overexpression（（×400））

3 讨 论

细胞焦亡是近年来证实的一种新的细胞程序性

死亡方式，主要依赖 caspase 家族蛋白切割并激活

Gasdermin家组蛋白，介导细胞膜穿孔和破裂，引起

细胞内容物的释放，导致细胞死亡和强烈的炎症反

应[6]。细胞焦亡与很多疾病如病毒、细菌、真菌感染、

动脉硬化、肿瘤等的发生发展密切相关[7-8]。由于焦

亡的发生可能影响肿瘤形成的每一个阶段，因此它

在肿瘤的研究中成为一个新的热点[9]。GSDME又称

DFNA5（deafness, autosomal dominant nonsyndromic

sensorineural 5），以往被鉴定为耳聋相关基因，后来

有研究[10-11]显示其介导了肿瘤患者化疗时的细胞焦

亡。本研究使用不同浓度奥沙利铂处理表达GSD‐

ME的正常结直肠上皮细胞HCOEPIC，观察到了显

著的细胞焦亡现象；然后通过慢病毒转染法在不表

达GSDME的结直肠癌Lovo细胞中过表达GSDME

野生型及功能缺失突变体D270A，使用不同浓度奥

沙利铂处理后，发现转染野生型GSDME的Lovo细

胞发生了细胞焦亡，而转染GSDME D270A突变体的

Lovo细胞发生了细胞凋亡，说明GSDME的确介导了

化疗药物诱导下的细胞焦亡过程。

在化疗药物的作用下，细胞中的pro caspase-3被

切割并活化为 cleaved caspase-3，进而切割GSDME，

产生有活性的GSDME-N端结构域，从而在细胞质膜

上钻孔，导致细胞肿胀、破裂的细胞焦亡过程。化疗

药物 5-FU、顺铂、依托泊苷等也能够激活 caspase-3，作

用于GSDME使细胞发生焦亡[5]。ZHANG等[12]的研

究表明，紫杉醇和顺铂能在A549细胞中诱导GSD‐

ME介导的细胞焦亡。CHU等[13]的研究证实，小柴碱

降低肝细胞癌的侵袭能力与 caspase-1参与的细胞焦
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亡有关。GSDME在大部分正常组织中都有表达，化

疗药通过GSDME介导细胞焦亡使正常细胞受损，这

可能是化疗药引起机体产生副反应的原因之一[5,14]。

因此，研究GSDME介导细胞焦亡现象，对于探讨如

何减轻肿瘤患者的化疗副反应，具有一定的临床指

导作用。

GSDME在大多数肿瘤组织中表达缺失或发生突

变，有研究[15]显示，上调GSDME在肝细胞癌中的表达

可使其增殖被显著抑制。也有研究[16]显示GSDME的

表达水平与乳腺癌患者预后显著负相关，提示GSDME

可能是一种非常有效的抑癌基因[17]。还有研究者[18]发

现GSDME的激活有助于肿瘤的治疗。敲除小鼠肿瘤

中的GSDME基因表达能明显增强肿瘤生长，在不表达

GSDME的肿瘤中异位表达GSDME能显著抑制肿瘤生

长，说明GSDME可能通过激活抗肿瘤免疫抑制肿瘤生

长[19]。肿瘤中的GSDME被激活时，它可以将免疫系统

无法识别的“冷”肿瘤转变为免疫系统可以控制的“热”

肿瘤[19]。研究[20]证明，激活抗肿瘤免疫治疗肿瘤将成为

一种全新的治疗方法。GSDME介导的细胞焦亡在肿

瘤免疫治疗中具有重要作用，可为肿瘤治疗提供新的

思路，如何在充分利用GSDME的肿瘤细胞杀伤功能的

同时，避免化疗药物引起的正常细胞焦亡，需要研究人

员进一步探索。

综上所述，本研究证明奥沙利铂在一定浓度时

能促进过表达GSDME的结直肠癌Lovo细胞发生细

胞焦亡，研究结果加深了对细胞焦亡的认识，阐释

GSDME介导细胞发生焦亡的机制对于肿瘤的治疗、

药物开发具有重要意义，希望以此能够为肿瘤免疫

治疗提供新的靶点。
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