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· 论著 ·

CB-103通过ROS/caspase-3/GSDME信号通路对

口腔鳞状细胞癌细胞焦亡的影响

汤宏超1，郑曦1，张玲阁1，杨雷雷2

（1. 郑州市口腔医院口腔颌面外科，郑州  450000；2. 郑州大学第一附属医院口腔颌面外科，郑州  450000） 

摘要  目的 探讨CB-103通过活性氧 （ROS） /胱天蛋白酶3 （caspase-3） /消皮素E （GSDME） 信号通路对口腔鳞状细胞癌 （OSCC） 

细胞焦亡的影响。方法 用不同浓度 （0、20、40、60、80、100 μg/mL） 的CB-103处理口腔鳞状细胞癌细胞系SCC-7。采用CCK-8试剂

盒检测细胞增殖活性；应用划痕实验观察细胞迁移运动；倒置显微镜下实时监测细胞形态变化。应用Western blotting检测GSDME、

GSDME-N端、裂解caspase-3蛋白的表达水平；采用ATP检测试剂盒检测细胞中ATP释放水平；应用免疫荧光法检测细胞内高迁移

率组蛋白1 （HMGB1） 和ROS水平。结果 与对照组相比，CB-103可以抑制SCC-7细胞增殖活性并抑制细胞迁移。CB-103可诱导

细胞ROS水平升高，上调裂解caspase-3蛋白的表达；促进切割GSDME，增加 GSDME-N端的数量 （均P < 0.05），从而诱导SCC-7细胞

发生细胞焦亡。结论 CB-103通过诱导ROS/caspase-3/GSDME途径，促进OSCC细胞焦亡。
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Effect of CB-103 on pyroptosis in oral squamous cell carcinoma cells via the
ROS/caspase-3/GSDME signaling pathway
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Abstract  Objective To explore the effect of CB-103 on pyroptosis in oral squamous cell carcinoma （OSCC） cells via the reactive 

oxygen species （ROS）/caspase-3/gasdermin-E （GSDME） signaling pathway. Methods The OSCC  cell line SCC-7 was treated with 

varying concentrations of CB-103 （0，20，40，60，80，and 100 μg/mL） . The proliferation activity of CB-103 cells was measured using cell 

counting kit-8 （CCK-8） assay. The cell migration was assessed  using a wound-healing assay. Morphological changes in the cells  were 

observed under an inverted microscope. Western blotting was performed  to evaluate the protein expression of GSDME，GSDME-N ter-
minal，and cleaved caspase-3. ATP release was measured using  an ATP detection kit. The levels of intracellular high-mobility group box 1 

（HMGB1） and ROS were quantified  by immunofluorescence. Results Compared to the control group，CB-103 inhibited the proliferation 

and migration of SCC-7 cells. Additionally，CB-103 increased ROS levels and upregulated  the expression of cleaved caspase-3 protein. 

Furthermore，CB-103 promoted the cleavage  of GSDME and increased the number of GSDME-N terminal fragments （all P < 0.05），thereby 

inducing pyroptosis in SCC-7 cells. Conclusion CB-103 promotes pyroptosis in OSCC cells by activating the ROS/caspase-3/GSDME 

pathway. 
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头颈部鳞状细胞癌是最常见的癌症类型之一，

其中口腔鳞状细胞癌 （oral squamous cell carcinoma，

OSCC） 占90%［1］。人乳头瘤病毒感染、吸烟、酗酒以

及咀嚼槟榔是OSCC的主要致病因素［2］。临床中发

现，OSCC患者易发生淋巴结转移，在确诊时多已是

晚期，手术切除、放化疗以及免疫疗法被视为治疗

OSCC的标准方法，然而由于肿瘤的易转移性，治疗

后患者的5年生存率仍不超过50%［3］。因此，需进一

步探索更有效的治疗方法。

细胞焦亡是一种程序性细胞死亡形式，由胱天

蛋白酶 （caspase） 参与激活，通过消皮素蛋白家族在
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质膜上形成孔隙，导致胞膜完整性被破坏，进而释

放大量胞内物质和炎性细胞因子［4］。研究［5］表明，

抗肿瘤疗法可导致肿瘤细胞以包括细胞凋亡、细胞

焦亡和铁死亡在内的多种方式死亡，而易发生焦亡

的肿瘤细胞对化疗药物更敏感。因此，探索肿瘤细

胞焦亡的发生和发展机制，对于制定抗肿瘤策略至

关重要。

Notch信号通路是一种进化上高度保守的信号

转导通路，在多种细胞发育过程中扮演关键角色，

其在肿瘤中与肿瘤干细胞的增殖、分化和肿瘤潜在

的侵袭或转移密切相关［6］。CB-103作为一种Notch

信号通路抑制剂，已被证明可在多种类型肿瘤中发

挥抗肿瘤作用［6-7］。无论是单独使用还是与靶向治

疗联合应用，CB-103均在临床前模型中表现出强大

的抗肿瘤活性［8］。然而，CB-103在OSCC治疗中的作

用目前尚不完全清楚。本研究通过探索CB-103对

OSCC细胞的影响并分析相关作用机制，为CB-103临

床试验的开展及其应用提供依据。

1 材料与方法

1.1 主要材料和试剂

OSCC细胞系SCC-7，购自美国模式培养物集存

库；消皮素E （gasdermin E，GSDME）抗体，购自英国

abcam公司；caspase-3抗体、高迁移率组蛋白1 （high-

mobility group box 1，HMGB1）抗体，购自美国CST公

司；ATP检测试剂盒、活性氧 （reactive oxygen species，

ROS） 检测试剂盒，购自上海碧云天生物技术股份有

限公司；CB-103，购自美国MedChemExpress公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养：用含10%胎牛血清和1%青霉素-

链霉素的DMEM培养基培养 SCC-7细胞，在37 ℃、

5%CO2培养箱中传代培养。

1.2.2 细胞活力检测：以1×105/孔的细胞密度将

SCC-7细胞接种于6孔板中，细胞贴壁后使用不同浓

度 （0、20、40、60、80、100 μg/mL） 的CB-103处理细胞，

采用CCK-8试剂盒检测细胞增殖活性。重复接种操

作，在细胞贴壁后通过划痕实验观察不同浓度 （0、

10、20 μg/mL） 的CB-103处理细胞后划痕宽度的变

化。

1.2.3 细胞形态学检测：以1×105/孔的细胞密度将

SCC-7细胞接种于6孔板中，细胞贴壁后加入不同浓

度 （0、50、100 μg/mL） 的CB-103，倒置显微镜下监测

细胞形态随时间的变化情况，采集图像。

1.2.4 OSCC相关蛋白表达水平检测：用不同浓度 

（0、20、40、60、80、100 μg/mL） 的CB-103处理SCC-7细

胞。收集不同处理条件下的各组细胞，加裂解液提

取蛋白，测定蛋白浓度。记录完成后依次进行上样，

电 泳，转 膜。加 入GSDME、caspase-3和β肌 动 蛋 白 

（β-actin）一抗孵育液，4 ℃过夜。第2天用 TBST 洗膜

3次，加入二抗孵育液，室温孵育2 h，洗膜3次。显影、

曝光后采集图像，应用ImageJ软件进行分析。

1.2.5 细胞ATP和HMGB1释放水平以及细胞内ROS

水平检测：以1×105/孔的细胞密度将SCC-7细胞接

种于6孔板中，分别加入不同浓度 （0、20、40、60、80、

100 μg/mL） 的CB-103处理细胞24 h，去除细胞培养

液，洗涤，采用ATP检测试剂盒检测ATP水平，采用

免疫荧光法检测HMGB1水平。配置ROS染色工作

液，处理细胞后，荧光显微镜下观察细胞内ROS水

平。采集各组图像，进行统计分析。

1.3 统计学分析

使用 GraphPad Prism 9.0软件进行数据分析和

绘图。计量资料用x-±s表示，多组间比较采用单因素

方差分析，进一步两两比较采用独立样本t检验。

P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 CB-103抑制OSCC细胞增殖活性和细胞迁移

使用不同浓度 （0、20、40、60、80、100 μg/mL） 的

CB-103处理SCC-7细胞，应用CCK-8试剂盒检测细胞

活性和增殖情况。0、20、40、60、80、100 μg/mL CB-103

组SCC-7细胞的相对活力分别为100%、 （86.27±3.41） %、 

（74.87±3.81） %、 （61.67±14.8） %、 （47.13±1.49） %、 

（37.52±6.68） %。与 对 照 组 （0 μg/mL） 相 比，40、60、

80、100 μg/mL CB-103组SCC-7细胞增殖活性均降低 

（均P < 0.05） ；且60、80、100 μg/mL CB-103组与20 μg/mL

CB-103组相比，80、100 μg/mL CB-103组与40 μg/mL

CB-103组相比，100 μg/mL CB-103组与60 μg/mL

CB-103组相比，SCC-7细胞增殖活性均降低 （均P < 

0.05） 。结果提示，CB-103浓度越高，SCC-7细胞增殖

活性越低。

在CB-103处理细胞0、12、24和36 h后，通过划痕

实验观察细胞迁移情况。结果 （图1） 显示，与对照组 
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（0 μg/mL） 相 比，10和20 μg/mL CB-103组SCC-7细 胞

的迁移能力均降低，且随着CB-103浓度的增加，细

胞迁移被抑制现象更明显。上述结果表明，CB-103

对OSCC细胞的生长和迁移具有显著抑制作用。

2.2 CB-103诱导OSCC细胞产生焦亡样表型

为了进一步探究CB-103抑制OSCC细胞的作用

机制，倒置显微镜下实时观察和拍摄不同浓度 （0、

50、100 μg/mL） 的CB-103处 理 SCC-7细 胞24 h后 细

胞的生长和形态变化。结果 （图2） 显示，与对照组 （0 

μg/mL） 相比，50和100 μg/mL CB-103组的SCC-7细胞

均出现细胞肿胀和细胞膜上形成大量气泡的焦亡

样表型，且随着CB-103浓度的增加，发生溶胀崩解

和内容物释放的细胞数量增加。结果表明，发生焦

亡的细胞数量增加且与CB-103浓度相关。

图1  CB-103对SCC-7细胞迁移的影响  ×10

Fig.1  Effects of CB-103 on the migration of SCC-7 cells  ×10

图2  CB-103对SCC-7细胞生长和形态变化的影响

Fig.2  Effects of CB-103 on the growth and morphological changes of SCC-7 cells

0 h 12 h 24 h 36 h

0 μg/mL CB-103

10 μg/mL CB-103

20 μg/mL CB-103
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×20
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2.3 CB-103通过caspase-3/GSDME通路诱导OSCC细

胞焦亡

为了分析CB-103诱导OSCC细胞发生焦亡的分

子机制，应用Western blotting检测细胞中GSDME、

GSDME-N端片段以及裂解caspase-3 （cleaved caspase-3） 

的表达水平。结果 （图3） 显示，与对照组 （0 μg/mL） 相

比，50和100 μg/mL CB-103组SCC-7细胞中GSDME-N

端和cleaved caspase-3的相对表达量明显增加 （P < 

0.05）。

2.4 CB-103使细胞中ATP和HMGB1水平升高

A，effect of CB-103 on ATP levels；B，effect of CB-103 on intracellular HMGB1 levels （×20） . * P < 0.05.

图4  CB-103对SCC-7细胞中ATP和HMGB1水平的影响

Fig.4  Effects of CB-103 on ATP and HMGB1 levels in SCC-7 cells

A，expression levels of GSDME，GSDME-N，and cleaved caspase-3 in SCC-7 cells following CB-103 treatment；B，results of the statistical analysis. 

1，0 μg/mL CB-103；2，50 μg/mL CB-103；3，100 μg/mL CB-103. * P < 0.05.

图3  CB-103对SCC-7细胞中GSDME、GSDME-N、cleaved caspase-3蛋白表达水平的影响

Fig.3  Effects of CB-103 on the expression levels of GSDME，GSDME-N，and cleaved caspase-3 proteins in SCC-7 cells

用不同浓度 （0、20、40、60、80、100 μg/mL） 的

CB-103处理SCC-7细胞后，应用ATP检测试剂盒检

测细胞内ATP水平的变化。结果 （图4A） 显示，与对

照组 （0 μg/mL） 相比，40、60、80、100 μg/mL CB-103组

SCC-7细胞中ATP水平显著升高 （均P < 0.05）。除100 

μg/mL CB-103组外，细胞中ATP释放水平呈CB-103

浓度依赖性。

应用免疫荧光法检测细胞中HMGB1水平的

变化。结果 （图4B） 显示，与对照组 （0 μg/mL） 相比，

20、40、60、80、100 μg/mL CB-103组SCC-7细胞中

HMGB1水平逐渐降低。以上结果表明，在CB-103的

刺激下，SCC-7细胞发生焦亡，胞膜溶胀崩解，通透

性改变，引起细胞内炎性物质ATP和HMGB1从细胞

中逐渐释放至细胞外。
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2.5 CB-103引起细胞中ROS水平升高

为 进 一 步 探 究CB-103诱 导OSCC细 胞 发 生

caspase-3/GSDME通路依赖性焦亡的调控机制，本

研究检测了在CB-103刺激下SCC-7细胞中ROS水平

的变化。用不同浓度 （0、20、40、60、80、100 μg/mL） 的

CB-103刺激SCC-7细胞，结果 （图5） 显示，与对照组 

（0 μg/mL） 相比，20、40、60、80、100 μg/mL CB-103组

SCC-7细胞内ROS水平均显著增加，且这种刺激作用

程度与CB-103浓度相关。结果表明，CB-103可能通

过改变OSCC细胞内的ROS水平，诱导细胞焦亡。

图5  CB-103对SCC-7细胞中ROS释放水平的影响  ×20

Fig.5  Effect of CB-103 on ROS release levels in SCC-7 cells  ×20

3 讨论

鳞状细胞癌是口腔颌面部最常见的恶性肿瘤，

好发于舌、颊、牙龈等部位，因其发生部位的特殊

性，严重影响患者的生存和生活质量。目前，OSCC患

者面临治疗抵抗频发以及5年生存率较低的问题，

因此亟待探索更有效的治疗策略。

CB-103是一种高度特异性的蛋白质-蛋白质相

互作用抑制剂，可干扰Notch受体活性胞内结构域与

CSL转录因子复合物间的相互作用，导致致癌途径

激活的转录下调［9］。为了探索CB-103在治疗OSCC

过程中发挥的作用，本研究使用不同浓度的CB-103

处理SCC-7细胞，结果发现，CB-103可诱导细胞发生

焦亡。

当细胞发生焦亡时，在质膜上形成大量孔隙，

最终引起细胞破裂，释放细胞内容物，从而激活强

烈的炎症和免疫反应［4］。本研究发现，CB-103刺激

SCC-7细胞后，细胞增殖活性和细胞迁移运动被明

显抑制。显微镜下观察，可见癌细胞肿胀变形，胞膜

上形成突出物，最终破裂崩解，这表明了细胞焦亡

的发生。由此表明，CB-103可通过促进OSCC细胞发

生焦亡，进而发挥抗肿瘤作用。 

GSDME是消皮素家族中成孔蛋白的前体，而

消皮素家族蛋白的分裂可引发细胞焦亡［10］。本研

究 发 现，在CB-103的 刺 激 下，SCC-7细 胞 中GSDME

以浓度和时间依赖性方式被激活，细胞中cleaved 

caspase-3蛋白的表达量以及GSDME-N端片段数量

均明显增加，说明cleaved caspase-3在细胞中发挥剪

切GSDME蛋白的作用。由于天然切割位点的存在，

激活的caspase-3可以切割 GSDME的特定位点，释放

活性N末端结构域，介导细胞穿孔，并释放大量炎性

细胞因子以诱导细胞焦亡［11］。因此，CB-103可通过

caspase-3/GSDME途径诱导OSCC细胞焦亡。

本 研 究 发 现，随 着CB-103浓 度 的 增 加，SCC-7

细胞中ATP释放水平显著升高，HMGB1水平逐渐降

低。本研究中，100 μg/mL CB-103组与40、60、80 μg/mL 

CB-103组相比，细胞中ATP释放水平降低，这是因

为100 μg/mL的CB-103浓度较高，使得细胞过早死

亡，ATP释放出后被降解，因此在检测时环境内ATP

水平已经降低。这些结果证明了细胞膜完整性被

破坏，炎症内容物被释放。ATP可激活嘌呤能受体

P2X配体门控离子通道，破坏质膜的完整度，扰乱质

膜对K+的通透性，导致胞质中K+浓度降低，从而参

与激活炎症小体NLRP3。炎症小体是细胞内的蛋白

质复合物，可激活炎性caspase，诱导免疫反应和焦

亡［12］。

为了探究影响caspase-3/GSDME信号通路诱导

细胞焦亡的上游调控分子，本研究用不同浓度梯度

的CB-103处理SCC-7细胞，发现细胞中ROS水平显著

升高。先前有研究［13］发现，过量的ROS可以促进细胞

内GSDME活化。线粒体是细胞ATP和关键代谢物的

主要来源，过量的ROS是线粒体功能障碍的副产物，

0 μg/mL

第6期 汤宏超等.  CB-103通过ROS/caspase-3/GSDME信号通路对口腔鳞状细胞癌细胞焦亡的影响

20 μg/mL 40 μg/mL 60 μg/mL 80 μg/mL 100 μg/mL



·558·

是线粒体膜氧化损伤和通透性改变的典型特征［14］。

此外，线粒体与NLRP3炎症小体间的直接或间接相

互作用可导致线粒体不稳定和NLRP3去泛素化，从

而促进NLRP3炎症小体触发焦亡［15］。因此，本研究

结果提示，CB-103可能诱发了线粒体功能障碍，引

起肿瘤细胞内ROS释放量增加，从而促进caspase-3/

GSDME通路诱导的细胞焦亡。

本研究存在一定的局限性：未充分探究ROS对

caspase-3/GSDME信号通路的具体调控蛋白，以及其

含量影响细胞焦亡的分子机制。

综上所述，本研究发现CB-103可通过促进OSCC

细胞发生焦亡进而发挥抗肿瘤作用，并初步证实了

CB-103通过激活ROS/caspase-3/GSDME信号通路诱

导细胞焦亡。今后应进一步开展动物实验，以探究

CB-103对OSCC负瘤小鼠生存的影响及其浓度变化

引发的相关机体反应。
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