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[摘 要] 目的：探讨新补骨脂异黄酮（NBIF）对肝细胞癌（HCC）Huh-7细胞焦亡的影响及其分子机制。方法：体外培养Huh-7细

胞，用CCK-8法检测不同浓度的NBIF处理48 h时对细胞存活率的影响，光学显微镜下观察NBIF处理后Huh-7细胞的形态变化，乳

酸脱氢酶（LDH）释放实验检测细胞的 LDH 释放量，WB 实验检测细胞中 GSDME、caspase-3 的蛋白水平变化。采用 siRNA干

扰Huh-7细胞中caspase-3、GSDME表达后，CCK-8法检测NBIF处理对细胞存活率的影响，WB实验检测GSDME蛋白表达水平，观

察NBIF处理对细胞形态的影响，并检测细胞LDH释放量。结果：60 μmol/L以上的NBIF均能显著抑制Huh-7细胞的增殖（均P<0.01），

光学显微镜下观察到NBIF处理后的细胞出现肿胀、吐泡现象，且LDH释放增加（P<0.01）；WB实验结果表明，NBIF能够激活caspase-3

蛋白并切割GSDME蛋白，增加GSDME-N的表达（均P<0.01）。干扰caspase-3、GSDME表达后，NBIF对细胞的抑制作用减弱（均

P<0.01），GSDME-N蛋白表达受到抑制（P<0.01），显微镜下细胞肿胀、吐泡现象几乎消失，LDH释放明显减少（P<0.05）。结论：NBIF

能够通过caspase-3/GSDME途径诱导Huh-7细胞发生焦亡，从而抑制HCC细胞的增殖，为HCC的治疗提供一种新思路。
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Neobavaisoflavone induces pyroptosis in hepatocellular carcinoma Huh-7 cells
through caspase-3/GSDME signal pathway
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[Abstract] Objective: To explore the effect of neobavaisoflavone (NBIF) on pyroptosis of hepatocellular carcinoma (HCC) Huh-7

cells and its molecular mechanism. Methods: Huh-7 cells were cultured in vitro, and the effects of different concentrations of NBIF on

cell survival rate was detected by CCK-8. Morphological changes of Huh-7 cells treated with NBIF were observed under optical

microscope.Lactate dehydrogenase (LDH) release test was used to detect the LDH release of cells. The protein levels of gasdermin E

(GSDME) and caspase-3 in the cells were detected by WB assay. After silencing caspase-3 and GSDME in Huh-7 cells, the effect of

NBIF treatment on cell survival rate was detected by CCK-8. The expression level of GSDME protein was detected by WB assay. The

effect of NBIF treatment on cell morphology was observed, and the release of LDH was detected. Results: NBIF above 60 μmol/L

could significantly inhibit the proliferation of Huh-7 cells (all P<0.01). The swelling and bubbling phenomenon of NBIF treated cells

were observed under optical microscope, and the release of LDH was increased (all P<0.01). WB results showed that NBIF could

activate caspase-3 protein, cleave GSDME protein and increase the expression of GSDME-N (P<0.01). After silencing caspase-3 and

GSDME genes, the inhibition of NBIF on cells was weakened (all P<0.01), and the expression of GSDME-N protein was inhibited

(P<0.01). Under the microscope, the phenomenon of cell swelling and bubbling almost disappeared, and the release of LDH

decreased significantly (P<0.05). Conclusion: NBIF can cause pyroptosis of Huh-7 cells through caspase3-GSDME pathway, thus

inhibiting the proliferation of Huh-7 cells, which provides a new idea for the treatment of HCC.
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肝癌是全球第六大最常见的癌症类型，也是癌

症相关死亡的第四大原因[1]。肝细胞癌（hepatocellular

carcinoma，HCC）是肝癌的主要病理类型，而且占其

大部分。目前手术切除是HCC治疗的首选，但复发

率 和 转 移 率 均 较 高 。 新 补 骨 脂 异 黄 酮

（neobavaisoflavone，NBIF）是一种从补骨脂果实、种

子和根部分离出来的的活性成分，具有抗肿瘤、抗

菌、抗氧化和抗炎特性[2-6]。NBIF通过抑制肥大细胞

活性来抑制过敏性炎症反应[7]。在RAW264.7巨噬细

胞中，NBIF表现出明显的抗炎作用[8]。NBIF对非小

细胞肺癌也表现出良好的抗肿瘤活性[9]，但是NBIF

对 HCC 的 抑 制 作 用 研 究 甚 少 。 细 胞 焦亡是

gasdermin家族介导的一种新的细胞程序性死亡，它

可有效清除恶性肿瘤，增强抗肿瘤免疫[10]，GSDME

（gasdermin E）在调控肿瘤细胞生物学功能中扮演着

重要角色[11]。研究[12]表明，蛋白酶体抑制剂通过线粒

体BAX/GSDME途径触发多发性骨髓瘤细胞焦亡。

紫草素通过激活 BAX/caspase-3 信号通路及诱导细

胞内生成活性氧（reactive oxygen species，ROS）来诱

发肿瘤细胞GSDME 依赖性焦亡 [13]。藤黄酸通过

caspase-3/GSDME依赖途径诱导结直肠癌细胞焦亡，

并引发抗肿瘤免疫反应[14]。然而，细胞焦亡在HCC

中的作用尚未得到广泛研究。本研究通过探究NBIF

对HCC细胞焦亡的影响及其作用的分子机制，为探

明细胞焦亡在肿瘤细胞中的作用提供实验依据，也

为HCC治疗提供一种新的策略。

1 材料与方法

1.1 细胞及主要试剂

人HCC Huh-7细胞购自中国科学院细胞库，在

含有 10%胎牛血清、50 U/mL青霉素和 50 μg/mL链

霉素的DMEM培养基中，于 37 °C、5%CO2培养箱中

常规培养。

CCK-8 法细胞增殖检测试剂盒购自碧云天公

司，MinuteTM蛋白提取试剂盒购自 Invent北京有限公

司，caspase-3、GSDME、PARP、Bcl2 及 BAX 一抗和

HRP标记的山羊抗兔 IgG二抗均购自Cell Signaling

Technology 公 司 ，含 有 GSDME siRNA、caspase-3

siRNA及其阴性对照质粒（si-NC）及 riboFECT CP转

染试剂购自广州锐博生物公司。Caspase-3 siRNA序

列 为 5′-CAACGGAATTCGAGTCCTT-3′ ，GSDME

siRNA序列：5′-GCTGCAAACTCCATGTTAT-3′。

1.2 CCK-8 法检测不同浓度 NBIF 对 Huh-7 细胞增

殖的影响

将Huh-7细胞以密度 5×103个/孔铺入 96孔板中

于培养箱中过夜培养至细胞贴壁，后将含NBIF的培

养基加入吸出培养基的96孔板中，使NBIF终浓度为

0、10、20、30、40、50、60、70、80、90、100 μmol/L，每个

浓度设置4个复孔，继续培养48 h后，每孔加入10 μL

CCK-8溶液，避光 37 ℃反应 2 h，取出 96孔板，在酶

标仪 450 nm处检测各孔的光密度（D）值，然后按照

公式——细胞存活率=实验组 D 值/对照组 D 值×

100%计算出细胞存活率。

1.3 光学显微镜下观察NBIF处理后Huh-7细胞的

形态变化

将Huh-7细胞以5×105个/孔铺入6孔板中，常规培养

过夜。弃掉孔中培养基，加入含有终浓度 60 μmol/L

NBIF的培养基，继续培养48 h后，取出6孔板并放于

光学显微镜下观察细胞形态变化并拍照记录。

1.4 乳酸脱氢酶（LDH）释放实验检测Huh-7细胞的

LDH释放量

将 Huh-7 细胞以 3×103个/孔铺入 96 孔板中，在

37 ℃、5%CO2恒温培养箱中培养过夜，取出 96孔板

并吸出孔中培养基，加入含有60 μmol/L NBIF的培养

液再继续培养 48 h，根据LDH释放检测试剂盒说明

书，取各组细胞的培养上清液进行LDH释放测定。

1.5 细胞转染与分组

将Huh-7细胞以5×105个/孔铺入6孔板中，待细胞

汇合度达65%左右时，将细胞培养基换成不含血清的

培养基，然后按照 siRNA 转染试剂盒说明书将

caspase-3 siRNA、GSDME siRNA 及相应 si-NC转入

到 Huh-7 细胞中，实验分为对照组（不转染）、si-NC

组（转染 si-NC）、si-caspse-3 组（转染 si-caspse-3）和

si-GSDME组（转染si-GSDME），转染48 h后用qPCR法

验证转染效率，验证转染成功后，进行后续实验。

1.6 WB法检测NBIF对Huh-7细胞焦亡及凋亡相关

蛋白表达的影响

将Huh-7细胞以 5×105个/孔铺入 6孔板中，常规

培养过夜。在吸弃原有培养基后加入含有 60 μmol/L

NBIF的培养基，继续培养 48 h。用总蛋白提取试剂

盒提取各组细胞的总蛋白，并用BCA试剂进行定量。

在100 ℃沸水中煮样品10 min，各组各取30 μg蛋白

上样，10% SDS-PAGE分离后，将蛋白质转到NC膜

上，在 5% 脱脂牛奶中室温下封闭 2 h。加入均以

1∶1 000 的 比 例 稀 释 的 GSDME-FL、GSDME-N、

caspase-3、cleaved caspase-3（C-caspase-3）及 β -actin，

PARP、cleaved PARP（C-PARP）、Bcl2、BAX、β-tublin

一抗，于 4 ℃冰箱过夜。次日回收一抗，用 TBST

洗膜 3次（10 min/次），加入按 1∶3 000的比例稀释的

二抗，室温下反应 40 min。TBST洗涤后，将配制的

ECL 发光液均匀滴在膜上，放于显影仪下曝光、显

影，并用 Image J软件分析蛋白质条带的灰度值。
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1.7 统计学处理

应用统计学软件SPSS 22.0进行统计学分析。各

项实验均独立重复 3次，符合正态分布的计量数据以

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 NBIF显著抑制Huh-7细胞的增殖活力并使细胞

形态改变及LDH释放增加

CCK-8法检测结果（图1）显示，30~50 μmol/L NBIF

可明显抑制 Huh-7 细胞的增殖活力（均 P<0.05），

60 μmol/L及以上NBIF对Huh-7细胞的增殖活力抑制

作用显著增强，细胞存活率均低于50%（均P<0.01），其

抑制作用呈剂量依赖性，说明NBIF具有显著的抗HCC

作用。因此，选用60 μmol/L NBIF处理Huh-7细胞，进

行后续试验。

光学显微镜下见 60 μmol/L NBIF处理 48 h后的

Huh-7细胞出现肿胀、吐泡并有气泡状突出物冒出的

现象（图2A），此为细胞焦亡的典型表现。LDH释放

实验结果（图 2B）显示，60 μmol/L NBIF处理 48 h后

Huh-7细胞的LDH释放量显著高于对照组（P<0.01），

即NBIF能够明显增加Huh-7细胞LDH释放量。实

验结果表明 ，NBIF 可通过使细胞膜破裂而引起

Huh-7细胞焦亡。

与对照组（0 μmol/L）比较，*P<0.05，**P<0.01

图1 不同浓度NBIF对Huh-7细胞存活率的影响

箭头示焦亡细胞

图2 NBIF（60 μmol/L）对Huh-7细胞形态（A，×400，标尺=20 μm）和LDH释放率（B）的影响

2.2 NBIF对Huh-7细胞GSMDE蛋白表达的影响

WB 实验结果（图 3）显示，与对照组相比 ，

60 μmol/LNBIF组Huh-7细胞中C-caspase-3、GSDME-N

蛋白的表达水平显著升高（均P<0.01），而GSDME-EL

蛋白的表达差异无统计学意义（P>0.05）。GSDME蛋白

的N末端明显被切割（P<0.01），且 caspase-3也被激

活。结果表明，NBIF可能通过 caspase-3/GSDME途

径诱导Huh-7细胞发生焦亡。

图3 NBIF（60 μmol/L）对Huh-7细胞GSDME、caspase-3蛋白表达的影响

2.3 NBIF对Huh-7细胞 PARP、Bcl2和BAX蛋白表

达的影响

WB实验结果（图4）显示，与对照组比较，60 μmol/L

NBIF组Huh-7细胞中C-PARP、BAX蛋白表达均显著

升高（均P<0.01），而Bcl2蛋白表达显著降低（P<0.01）。

结果表明，NBIF可诱导PARP裂解而降低Bcl2表达，
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同时增加 BAX 表达，提示 NBIF 对 Huh-7 细胞抑制 中，细胞凋亡也发挥了一定的效应。

图4 NBIF（60 μmol/L）对Huh-7细胞PARP、Bcl2和BAX蛋白表达的影响

2.4 沉默 caspase-3、GSDME 后 NBIF 对 Huh-7 细胞

存活率的影响

为进一步验证 NBIF（60 μmol/L）是否通过

caspase-3/GSDME途径诱导HCC细胞焦亡，在Huh-7

细胞中转染 caspase-3 siRNA、GSDME siRNA，并用

qPCR 法验证 caspase-3、GSDME 的 siRNA 转染成功

（均P<0.01，图 5A）。CCK-8实验结果（图 5B）显示，

与 si-NC组（50.64%）相比，si-caspase-3组（62.62%）和

si-GSDME组（69.58%）细胞的存活率显著升高（均

P<0.01）。结果表明，沉默 caspase-3、GSDME基因能

显著降低 NBIF 对 Huh-7 细胞的抑制作用，反证了

NBIF是通过caspase-3/GSDME途径对HCC Huh-7细

胞起作用的。

**P<0.01

图5 沉默caspase-3和GSDME基因表达对Huh-7细胞中caspase-3、GSDME mRNA表达（A）

及不同浓度NBIF对Huh-7细胞存活率（B）的影响

2.5 沉默caspase-3后NBIF对GSDME蛋白表达的影响

WB实验检测结果（图 6）显示，60 μmol/L NBIF

处理组Huh-7细胞中C-caspase-3、GSDME-N蛋白表

达水平显著升高（均 P<0.01）。沉默 caspase-3 基因

后，NBIF处理后GSDME的N末端明显切割被抑制

（P<0.01）。实验结果进一步说明，NBIF 是通过

caspase-3影响GSDME进而诱导Huh-7细胞焦亡。

2.6 沉默GSDME后NBIF对Huh-7细胞形态及 LDH

释放的影响

沉默GSDME后，用 60 μmol/L NBIF处理Huh-7

细胞48 h后，在光学显微镜下可以看到细胞肿胀、吐

泡的现象几乎消失（图7），细胞的LDH释放率明显降

低（P<0.05，图 8）。实验结果表明，NBIF是通过裂解

GSDME影响Huh-7细胞形态变化和LDH释放的，即

NBIF是通过GSDME引起Huh-7细胞发生焦亡。

3 讨 论

肝癌是世界范围内癌症相关死亡日益增长的主

要原因[1,15-16]。HCC和胆管癌占原发性肝癌的大部分，

HCC主要影响男性，占原发性肝癌的 75%~85%，是

第五大最常见的恶性肿瘤[15]。HCC 常起源于肝硬

化，与慢性肝病密切相关[17]。病毒性肝炎和过量饮酒

是HCC的主要危险因素。手术切除和肝移植有可能

治愈早期HCC，然而，大多数HCC患者确诊时进入疾
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病的晚期，往往已不能手术根治，并且通常对目前的

治疗方案反应不佳[15,18]。因此，迫切需要一种新型抗

HCC药物来缓解HCC的发生发展。

**P<0.01

1: si-caspase-3组；2: Ctrl组；3: NBIF组；4: si-caspase-3+NBIF组；5: si-NC组

图6 沉默caspase-3后对Huh-7细胞中C-caspase-3、GSDME蛋白表达的影响

箭头示焦亡细胞

图7 沉默GSDME后NBIF对Huh-7细胞形态（×400，标尺=20 μm）的影响

图8 沉默GSDME后NBIF对Huh-7细胞LDH释放率的影响

NBIF 是补骨脂中分离得到的一种天然活性成

分，已有许多研究结果[8-9]证明其具有抗氧化和抗肿

瘤作用。本研究首先使用CCK-8法检测了不同浓度

NBIF对Huh-7细胞存活率的影响，结果发现，NBIF

的浓度从30 μmol/L开始对Huh-7细胞增殖活性产生

明显抑制，60 μmol/L以上时对细胞的抑制作用更加

明显，呈明显的剂量依耐性。所以，选用 60 μmol/L

NBIF 进行后续实验。光学显微镜下见 60 μmol/L

NBIF处理后，Huh-7细胞的形态表现出细胞肿胀膨

大，细胞膜上有气泡状突出物冒出，这是细胞焦亡的

典型形态特征，并且NBIF使Huh-7细胞LDH释放量

明显增加。依据实验结果，推测NBIF可能是通过细

胞焦亡导致Huh-7细胞损伤的。

细胞焦亡是一种新的细胞程序性死亡方式，真核

细胞焦亡的主要特征是在细胞膜上快速形成10~20 nm

大小的孔，随后细胞质成分被释放到细胞外环境中，伴

随着核浓缩和细胞肿胀。细胞膜上孔的形成促进了炎

症细胞因子 IL-1b和 IL-18的释放[19]。细胞膜上孔的形

成通常会导致孔膜裂解[20-21]。2015年，焦亡在被定义为

gasdermin 介导的细胞程序性死亡[22]。GSDMD 和

GSDME在细胞焦亡中的研究较为深入。本研究通过

WB实验检测了60μmol/LNBIF对Huh-7细胞caspase-3、

GSDME 蛋白表达的影响，发现 caspase-3 蛋白被激

活，GSDME 蛋白被明显切割，其N 末端蛋白与对照

组相比明显增加，说明NBIF可能是通过 caspase-3/

GSDME信号通路引发Huh-7细胞焦亡。

基于caspase-3同时又是细胞凋亡中的关键蛋白，

本研究利用WB法检测了PARP、Bcl2、BAX等细胞凋

亡相关蛋白的表达情况，结果发现NBIF能够裂解PARP

并降低Bcl2蛋白的表达，同时增加BAX蛋白的表达，

提示NBIF对Huh-7细胞的抑制过程中，细胞凋亡也发

挥了一定的效应。接着，本研究在Huh-7细胞沉默了

caspase-3和GSDME基因后，用CCK-8实验再次检测了

Huh-7细胞存活率，发现细胞受抑制程度明显下降（细

胞的存活率显著升高），且GSDME-N蛋白表达受到抑

制；沉默GSDME后，光学显微镜下见细胞肿胀、吐泡现
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象也几乎消失，LDH释放也明显减少。以上实验结果

表明，NBIF 可以通过 caspase-3/GSDME 途径引起

Huh-7 细胞发生焦亡。

综上所述，本研究证明 NBIF 在体外能够通过

caspase-3/GSDME途径诱导HCC Huh-7细胞发生焦

亡，进而抑制癌细胞的增殖，为HCC的治疗提供了一

种潜在的新策略。Caspase-3也是细胞凋亡中的关键

蛋白，本实验中虽然证明了NBIF可以通过 caspase-3

诱导Huh-7细胞凋亡和焦亡，但caspase-3介导的细胞

凋亡和焦亡之间是否存在一定的关联，仍需要进一

步实验来验证。
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