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· 论著 ·

血竭提取物通过激活caspase-3/GSDME信号通路

诱导人食管癌细胞焦亡

吴培1，李东东2，杜雨楠1，张希倩1，刘亚楠2，夏楠楠3

（河南省中医院（河南中医药大学第二附属医院）  1. 老年病科； 2. 肿瘤科； 3. 消化内科，郑州  450053）  

摘要  目的 探讨血竭提取物 （SDE） 调控天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶-3 （caspase-3） /消皮素E （GSDME） 信号通路对人

食管癌细胞焦亡的影响。方法  网络药理学分析血竭活性成分及潜在靶点，并对核心靶点进行富集分析。将人食管癌细胞系

EC109细胞分为低、中、高浓度SDE组，caspase-3抑制剂 （Ac-DEVD-CHO） 组，高浓度SDE+Ac-DEVD-CHO组和对照组，各组细胞处

理48 h后用于实验。CCK-8法检测各组细胞活力； 扫描电镜观察各组细胞焦亡形态； Hoechst 33342-碘化丙啶 （PI） 染色检测各

组细胞中PI阳性率； 试剂盒检测各组细胞上清液中乳酸脱氢酶 （LDH） 水平； DCFH-DA法检测各组细胞中活性氧 （ROS） 相对荧

光强度； Western blotting检测各组细胞裂解的caspase-3 （cleaved caspase-3）、GSDME的N端片段 （GSDME-N）、白细胞介素 （IL） -1β、

IL-18蛋白表达情况。结果  网络药理学分析结果显示，血竭与细胞焦亡的交集靶点共53个； 对度值≥28的7个核心靶点的基

因本体论 （GO） 和京都基因与基因组数据库 （KEGG） 富集分析结果显示，caspase-3/GSDME信号通路参与焦亡途径。与对照组

相比，低、中、高浓度SDE组细胞活力降低，焦亡细胞增多；PI阳性率，上清液中LDH水平，细胞中ROS相对荧光强度及以cleaved 

caspase-3、GSDME-N、IL-1β、IL-18蛋白表达显著升高 （P < 0.05）； 而Ac-DEVD-CHO组细胞活力升高，焦亡细胞减少；PI阳性率，上

清液中LDH水平，细胞中ROS相对荧光强度及cleaved caspase-3、GSDME-N、IL-1β、IL-18蛋白表达显著降低 （P < 0.05）。与高浓度

SDE组相比，高浓度SDE+Ac-DEVD-CHO组细胞活力升高，焦亡细胞减少，PI阳性率，上清液中LDH水平，细胞中ROS相对荧光强

度及cleaved caspase-3、GSDME-N、IL-1β、IL-18蛋白表达显著降低 （P < 0.05）。结论  SDE可能通过激活caspase-3/GSDME信号通

路诱导EC109细胞焦亡。
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Abstract  Objective To investigate the effect of Sanguis Draconis extract （SDE） on pyroptosis in esophageal cancer cells by regulating 

the caspase-3/GSDME signaling pathway. Methods  Network pharmacology was used to analyze the active components and potential 

targets of Dragon Blood and enrichment analysis was performed on the core targets. The human esophageal cancer cell line EC109 was 

divided into low-，medium-，and high dose SDE，caspase-3 inhibitor （Ac-DEVD-CHO），high-dose SDE + Ac-DEVD-CHO，and control 

groups. Cells in each group were treated for 48 h prior to experimentation. Cell viability was determined using  CCK-8 assay. Pyroptosis 

morphology was observed using scanning electron microscopy. The propidium iodide （PI） positivity rate in each group was determined 

using Hoechst 33342-PI staining. Lactate dehydrogenase （LDH） levels in cell supernatants were measured using a commercial kit. Rela-
tive fluorescence intensity of reactive oxygen species （ROS） in the cells was detected using  DCFH-DA assay. Protein expression levels of 

cleaved caspase-3，N-terminal fragment of gasdermin E （GSDME-N），interleukin （IL） -1β，and IL-18 were detected using Western blot-
ting. Results  Network pharmacology analysis identified 53 common targets between Dragon Blood and pyroptosis. Gene Ontology （GO） 

and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes （KEGG） enrichment analysis of 7 core targets with degree value≥28 indicated that the 
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caspase-3/GSDME signaling pathway was involved in the pyroptosis pathway. Compared with the control group，the low，medium，and high 

dose SDE groups showed decreased cell viability，increased number of pyroptotic cells，and significantly increased PI positive rate，super-
natant LDH levels，relative fluorescence intensity of ROS，and protein expressions of cleaved caspase-3，GSDME-N，IL-1β，and IL-18 

（P < 0.05）. Conversely，the Ac-DEVD-CHO group showed increased cell viability，decreased number of pyroptotic cells，and significantly 

decreased PI positive rate，supernatant LDH levels，relative fluorescence intensity of ROS，and protein expressions of cleaved caspase-3，

GSDME-N，IL-1β，and IL-18 （P < 0.05）. Compared with the high dose SDE group，the high dose SDE + Ac-DEVD-CHO group exhibited 

increased cell viability，decreased number of pyroptotic cells，and significantly decreased PI positive rate，supernatant LDH levels，relative 

fluorescence intensity of ROS，and protein expression of cleaved-caspase-3，GSDME-N，IL-1β，and IL-18 （P < 0.05）. Conclusion  SDE 

may induce pyroptosis in EC109 cells by activating the caspase-3/GSDME signaling pathway.

Keywords  Sanguis Draconis extract； esophageal cancer； pyroptosis； oxidative stress

食管癌是全球最常见的恶性肿瘤之一。目前，

手术、化疗和联合治疗是食管癌常用的治疗方法，

然而食管癌患者总体5年生存率仍然不足20%［1-2］。

越来越多的研究表明［3-5］细胞焦亡在癌症的发生和

治疗中起着重要作用。因此，开发新的药物来调控

细胞焦亡对于食管癌的治疗意义重大。血竭提取物 

（Sanguis Draconis extract，SDE） 是 从 中 药 血 竭 中 提

取的，以血竭为主要成分。已有研究［6］报道，以血竭

为主要药物成分的通道开结丸可降低食管癌患者

肿瘤标志物水平，提升患者生存质量。研究［7］显示，

激活天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶-3 （cysteinyc 

aspartate specific protease-3，caspase-3） /消皮素E （gas-

dermin E，GSDME） 信号通路可诱导食管癌细胞焦

亡。SDE是否通过调控caspase-3/GSDME信号通路影

响食管癌细胞焦亡尚不明确。本研究探讨SDE对食

管癌细胞焦亡的影响及作用机制。

1 材料与方法

1.1 细胞与主要试剂

人食管癌细胞系 （EC109） 购自通派 （上海） 生

物科技有限公司。培养时采用含10%胎牛血清的

RPMI 1640培养基，置于37℃、5%CO2、饱和湿度的

CO2培养箱中培养，培养箱放置于平稳通风、远离阳

光直射及热源的无菌实验区域，定期更换培养基以

维持细胞正常生长，传代时采用胰酶消化法，严格

遵循无菌操作规范。主要试剂包括：SDE （西安千草

生物技术有限公司）；caspase-3抑制剂 （Ac-DEVD-

CHO，美国MedChemExpress公司）；CCK-8试剂盒 （武

汉艾迪抗生物科技有限公司）；Hoechst 33342-碘化

丙啶 （propidium iodide，PI） 试剂盒 （上海时代生物科

技 有 限 公 司）；乳 酸 脱 氢 酶 （lactate dehydrogenase，

LDH） 细胞毒性检测试剂盒 （上海玉博生物科技有

限 公 司）；2’，7’-二 氯 二 氢 荧 光 素 二 乙 酸 酯 （2’，

7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate，DCFH-DA，北

京普西唐生物科技有限公司）；兔源一抗裂解的天

冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶-3 （cleaved cysteinyl 

aspartate specific proteinase-3，cleaved caspase-3）、

GSDME的N端片段 （N-terminal fragment of gasdermin 

E，GSDME-N）、白细胞介素 （interleukin，IL） -1β、IL-

18，辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔IgG二抗 （英国

abcam公司）。

1.2 方法

1.2.1 利用网络药理学获取血竭活性成分、细胞焦

亡潜在的基因靶点：利用Herb数据库 （http：//herb.

ac.cn/v2） 获取血竭的活性成分，通过Swiss tareget数

据库 （http：//www.swisstargetprediction.ch） 获取血竭

活性成分的潜在基因靶点。以 “pyroptosis”为关键

词，通过Genecard数据库 （https：//www.genecards.org/） 

获取细胞焦亡的潜在基因靶点，利用Venny 2.1在线

软件 （https：//bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html） 

获取交集靶点后，用Cytoscapse软件制作血竭-活性

成分-基因靶点关系图。将交集靶点导入STRING在

线数据分析 （https：//string-db.org/） 平台，得到交集靶

点的蛋白质-蛋白质相互作用图，筛选度值≥28的

核心靶点进行基因本体论 （Gene Ontology，GO） 和京

都基因与基因组数据库 （Kyoto Encyclopedia of Genes 

and Genomes，KEGG） 富集分析。

1.2.2 细胞分组：将EC109细胞分为低、中、高浓度

SDE组 （用15、30、60 mg/L SDE处 理 细 胞48 h［8］），Ac-

DEVD-CHO组 （用15 μmol/L Ac-DEVD-CHO处理细胞

48 h［9］），高浓度SDE +Ac-DEVD-CHO组 （用60 mg/L 

SDE和15 μmol/L Ac-DEVD-CHO共同处理细胞48 h），
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对照组 （未处理）。

1.2.3 各组细胞活力检测：将各组细胞按照1×104/孔

接 种 在96孔 板 中。每 孔 加 入10 μL CCK-8溶 液，并

在培养箱中孵育2 h。使用酶标仪在450 nm处检测

各孔光密度 （optical density，OD） 值，并计算细胞活

力。细胞活力（%） = （OD处理组-OD空白组） / （OD对照组-

OD空白组） ×100。

1.2.4 各组细胞焦亡情况：使用扫描电镜观察各组

细胞焦亡形态变化。

1.2.5 Hoechst 33342-PI染色检测各组细胞中PI阳性

率：将各组细胞按照1×106/孔接种于6孔板中，向各

孔加等量的Hoechst 33342-PI染色液 （1 mL Hoechst 

33342-PI染色液含5 μL Hoechst染色液和5 μL PI染色

液） 孵育30 min后，观察图像并计算PI阳性率，PI阳

性率 （%） =PI阳性细胞数/ Hoechst 33342阳性细胞

数×100。

1.2.6 各组细胞上清液中LDH水平检测：收集各组

细胞上清液，使用LDH细胞毒性检测试剂盒检测上

清液中LDH水平，按照试剂盒说明书进行操作。

1.2.7 DCFH-DA法检测各组细胞中活性氧 （reactive 

oxygen species，ROS） 相对荧光强度：将各组细胞与

10 μmoL DCFH-DA在37 ℃下孵育20 min，然后洗涤

2次。使用倒置荧光显微镜观察细胞中ROS相对荧光

强度。

1.2.8 各组细胞中cleaved caspase-3、GSDME-N、IL-

1β、IL-18蛋 白 表 达 检 测：使 用RIPA裂 解 试 剂 从 各

组细胞中提取总蛋白，采用BCA法对蛋白进行定

量。取30 μg蛋白进行电泳分离，然后以电子方式转

移到PVDF膜上。随后，在室温下用5%脱脂牛奶封

闭膜1 h，加入一 抗cleaved caspase-3 （1 ∶ 5 000）、

GSDME-N （1 ∶ 3 000）、IL-1β （1 ∶ 2 000）、GAPDH 

（1 ∶ 5 000）、IL-18 （1 ∶ 1 000） 4 ℃下孵育过夜。然

后洗涤膜3次，并与二抗 （1 ∶ 4 000） 在室温下孵育3 

h。ECL试剂用于可视化蛋白条带，使用ImageJ软件

分析蛋白相对表达量。

1.3 统计学分析

使用GraphPad Prism 9.0软件进行统计分析。计

量资料采用x-±s表示，多组间比较使用单因素方差

分析，然后使用SNK-q事后检验。P < 0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 网络药理学分析结果

利用Herb数据库对血竭 （编号为HERB006290） 

的主要成分进行查询，结合PubChem数据库 （https：//

pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/） 显示，血竭中具有Ca-

nonical SMILES结构的主要成分为 （2s） -5-methoxy-6-

methyl-flavan-7-ol、 （2s） -5-methoxy-flavan-7-ol、4-di-

hydroxy-6-methoxy-chalcone、abietic acid、dehydroa-

bietic acid、dracorhodin、dracorubin、isopimaric acid、

nordracorhodin、nordracorubin、oleanolic acid、oleano-

nic aldehyde、pimaric acid、sandaracopimaric acid、ur-

sonic aldehyde 15种，其对应的基因靶点去冗余后共

439个。细胞焦亡基因靶点共885个，二者交集靶点

53个。通过Cytoscape软件制作血竭-主要成分-基因

靶点图。

2.2 蛋白质-蛋白质相互作用及GO、KEGG富集分

析

将53个交集靶点导入STRING在线数据分析平

台，得到交集靶点蛋白质-蛋白质相互作用图。根

据度值≥28筛选出核心靶点7个，包括AKT1、TNF、

IL6、TP53、EGFR、PPARG、BCL2。GO和KEGG富 集

分析结果显示，GO富集中生物过程有115条途径，细

胞成分有7条途径，分子功能有16条途径；KEGG富

集94条途径，选择Count值排名靠前进行可视化，其

中，caspase-3/GSDME通路参与焦亡途径。见图1。

2.3 SDE对各组细胞活力的影响

结果显示，对照组，低、中、高浓度SDE组，Ac-

DEVD-CHO组和高浓度SDE+Ac-DEVD-CHO组细

胞活力分别为 （100.00±0.00） %、 （86.65±4.19） %、 

（75.58±3.34） %、 （52.28±2.16） %、 （116.67±5.02） %、 

（77.76±3.15） %。与对照组相比，低、中、高浓度SDE

组细胞活力显著降低 （P < 0.05）；而Ac-DEVD-CHO

组细胞活力显著升高 （P < 0.05）。与高浓度SDE组相

比，高浓度SDE+Ac-DEVD-CHO组细胞活力显著升

高 （P < 0.05）。

2.4 SDE对各组细胞焦亡形态的影响

与对照组相比，低、中、高浓度SDE组出现胀大

破裂等焦亡特征的细胞增多；而Ac-DEVD-CHO组出

现胀大破裂等焦亡特征的细胞减少。与高浓度SDE

组相比，高浓度SDE+Ac-DEVD-CHO组出现胀大破
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裂等焦亡特征的细胞减少，见图2。

2.5 SDE对各组细胞中PI阳性率的影响

结果显示，对照组，低、中、高浓度SDE组，Ac-

DEVD-CHO组和高浓度SDE+Ac-DEVD-CHO组细胞

中PI阳性率分别为 （5.15±0.12） %、 （10.66±0.43） %、 

（23.19±1.13） %、 （41.68±2.08） %、 （3.02±0.12） %、 

（18.54±0.81） %。与对照组相比，低、中、高浓度SDE

组细胞中PI阳性率显著升高 （P < 0.05）；而Ac-DEVD-

CHO组细胞中PI阳性率显著降低 （P < 0.05）。与高

浓度SDE组相比，高浓度SDE+Ac-DEVD-CHO组细胞

中PI阳性率显著降低 （P < 0.05），见图3。

2.6 SDE对各组细胞上清液中LDH水平的影响

A，control group；B，low-concentration SDE group；C，medium-concentration SDE group；D，high-concentration SDE group；E，Ac-DEVD-CHO group；F，

high-concentration SDE + Ac-DEVD-CHO group.

图2  各组细胞焦亡形态比较 ×10 000

Fig.2  Comparison of pyroptosis morphology in cells of each group ×10 000

图1  GO和KEGG富集分析

Fig.1  GO and KEGG enrichment analysis

结果显示，对照组，低、中、高浓度SDE组，Ac-

DEVD-CHO组和高浓度SDE+Ac-DEVD-CHO组细胞

上清液中LDH水平分别为 （123.36±5.89） U/L、 （178.83±

8.52） U/L、 （267.55±12.29） U/L、 （335.57±16.65） U/L、

（98.85±4.12） U/L、 （232.56±10.58） U/L。与对照组

相比，低、中、高浓度SDE组细胞上清液中LDH水平
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显著升高 （P < 0.05）；而Ac-DEVD-CHO组细胞上清

液中LDH水平显著降低 （P < 0.05）。与高浓度SDE组

相比，高浓度SDE+Ac-DEVD-CHO组细胞上清液中

LDH水平显著降低 （P < 0.05）。

2.7 SDE对各组细胞中ROS相对荧光强度的影响

结果显示，对照组，低、中、高浓度SDE组，Ac-

DEVD-CHO组和高浓度SDE+Ac-DEVD-CHO组细胞

中ROS相对荧光强度分别为1.00±0.00、1.84±0.27、

3.61±0.35、7.23±0.32、0.39±0.02、2.78±0.16。与对

照组相比，低、中、高浓度SDE组细胞中ROS相对荧

光强度显著升高 （P < 0.05）；而Ac-DEVD-CHO组细

胞中ROS相对荧光强度显著降低 （P < 0.05）。与高浓

度SDE组相比，高浓度SDE+Ac-DEVD-CHO组细胞中

ROS相对荧光强度显著降低 （P < 0.05），见图4。

A，control group；B，low-concentration SDE group；C，medium-concentration SDE group；D，high-concentration SDE group；E，Ac-DEVD-CHO group；F，

high-concentration SDE + Ac-DEVD-CHO group.

图3  Hoechst 33342-PI染色检测各组细胞PI阳性率 ×200

Fig.3  Detection of PI positive rate in cells of each group by Hoechst 33342-PI staining ×200

A，control group；B，low-concentration SDE group；C，medium-concentration SDE group；D，high-concentration SDE group；E，Ac-DEVD-CHO group；F，

high-concentration SDE + Ac-DEVD-CHO group.

图4  各组细胞中ROS水平的免疫荧光检测结果 ×400

Fig.4  Results of ROS levels in cells of each group by immunofluorescence detection ×400
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2.8 SDE对各组细胞中caspase-3/GSDME信号通路

相关蛋白表达的影响

结果显示，与对照组相比，低、中、高浓度SDE组

细胞中cleaved caspase-3、GSDME-N、IL-1β、IL-18蛋

白表达显著升高 （P < 0.05）；而Ac-DEVD-CHO组细

胞中cleaved caspase-3、GSDME-N、IL-1β、IL-18蛋白

表达显著降低 （P < 0.05）。与高浓度SDE组相比，高

浓度SDE+Ac-DEVD-CHO组细胞中cleaved caspase-

3、GSDME-N、IL-1β、IL-18蛋白表达显著降低 （P < 0.05），

见图5、表1。

3 讨论

细胞焦亡是一种非传统的程序性细胞死亡，其

特征是在质膜上形成孔隙，导致细胞增大和质膜破

坏，进而导致细胞内容物 （LDH等） 渗出［10-11］。因此，

诱导细胞焦亡可能是治疗食管癌的一种新策略。网

络药理学分析结果显示，血竭与细胞焦亡相关的交

集靶点共53个，提示血竭可能通过调控这些靶点作

用于细胞焦亡通路。本研究中，与对照组相比，低、

中、高浓度SDE组细胞活力降低，表现出胀大破裂

等焦亡特征的细胞增多，PI阳性率及细胞上清液中

LDH水平升高，且SDE浓度越高趋势越明显，表明

SDE可诱导EC109细胞焦亡。此外，有研究［12］显示，

ROS过量产生可能导致氧化还原失衡和氧化应激，

从而诱导食管癌细胞焦亡。本研究中低、中、高浓度

SDE组EC109细胞中ROS相对荧光强度高于对照组，

表明SDE诱导EC109细胞焦亡的机制与ROS介导的

氧化应激有关，与以往研究结果一致。提示SDE可

能是治疗食管癌的潜在有效药物。以往研究结果显

示，含有血竭的通道开结丸治疗食管癌疗效显著［13］；

以血竭为主要成分的通道开结丸可以改善食管癌

患者消化道反应，且不增加肝肾功能损害［14］。本研

究的结果与其一致，表明SDE具有抗食管癌作用。

表1  各组细胞中cleaved caspase-3、GSDME-N、IL-1β、IL-18蛋白表达比较

 Tab.1  Comparison of cleaved caspase-3，GSDME-N，IL-1β and IL-18 proteins in  cells of each group 

Group n Cleaved caspase-3 GSDME-N IL-1β IL-18

Control 6 0.87±0.07 0.58±0.04 0.39±0.03 0.21±0.01

Low-concentration SDE 6 0.98±0.081） 0.75±0.061） 0.52±0.051） 0.32±0.021） 

Medium-concentration SDE 6 1.23±0.111），2） 0.94±0.081），2） 0.79±0.061），2） 0.46±0.041），2） 

High-concentration SDE 6 1.79±0.141），2），3） 1.32±0.131），2），3） 1.13±0.111），2），3） 0.85±0.071），2），3） 

Ac-DEVD-CHO 6 0.61±0.051） 0.40±0.031） 0.19±0.011） 0.10±0.011） 

High-concentration SDE +Ac-DEVD-CHO 6 1.13±0.104） 0.81±0.074） 0.60±0.054） 0.36±0.034） 

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. low-concentration SDE group；3） P < 0.05 vs. medium-concentration SDE group；4） P < 0.05 vs. high-con-

centration SDE group.

caspase-3/GSDME信号通路是细胞焦亡的经典

通路，与本研究KEGG富集分析结果中的焦亡途径

相对应，提示caspase-3/GSDME信号通路可能参与SDE

调控细胞焦亡。caspase-3裂解GSDME可释放GSDME-N

结构域，该结构域也通过促进膜孔的形成诱导细胞

焦亡，释放促炎性细胞因子IL-1β、IL-18［15-16］。研究

显示，激活caspase-3/GSDME信号通路可诱导肺癌、

胃癌细胞焦亡［17-18］。本研究结果显示，与对照组相

比，低、中、高浓度SDE组细胞中cleaved caspase-3、

GSDME-N、IL-1β、IL-18蛋白表达显著升高，细胞

焦亡现象明显，推测SDE可能通过诱导细胞焦亡

而发挥抗食管癌作用。本研究用caspase-3抑制剂

Ac-DEVD-CHO干预高浓度SDE处理的EC109细胞来

验证，结果显示，Ac-DEVD-CHO逆转了高浓度SDE

1，control group；2，low-concentration SDE group；3，medium-concentra-

tion SDE group；4，high-concentration SDE groups；5，Ac-DEVD-CHO 

group；6，high-concentration SDE +Ac-DEVD-CHO group.

图5  Western blotting检测各组细胞中cleaved caspase-3、GSDME-

N、IL-1β、IL-18蛋白表达

Fig.5  Expression of cleaved caspase-3，GSDME-N，IL-1β，and 

IL-18 proteins in cells of each group by Western blotting

1  2  3  4  5  6

Cleaved caspase-3

GSDME-N
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对EC109细胞焦亡的促进作用。与高浓度SDE组相

比，高浓度SDE+Ac-DEVD-CHO组细胞活力升高，焦

亡细胞比例、LDH及ROS水平均显著下降。这一方

面证实了SDE通过激活caspase-3/GSDME信号通路

诱导EC109细胞焦亡，另一方面也提示，在SDE处理

导致的焦亡作用下，抑制caspase-3活性可能通过阻

断细胞死亡程序而产生短暂的促细胞存活效应。此

外，单独使用Ac-DEVD-CHO处理时，GSDME-N的表

达水平亦低于对照组。这提示在EC109细胞的基础

水平下，可能存在一定程度的caspase-3基础活性，介

导了部分GSDME的切割，而Ac-DEVD-CHO通过抑

制该基础活性，使GSDME-N进一步回落至低于对照

组的水平。这一现象印证了基础水平的GSDME-N产

生也依赖于caspase-3。这进一步强调了caspase-3在

焦亡过程中的核心地位。

综上所述，SDE可能通过激活caspase-3/GSDME

信号通路诱导EC109细胞焦亡，本研究为食管癌的

治疗提供了新的参考依据。SDE对食管癌具有一定

的抗癌作用，但未在动物体内进行实验验证，后续

将继续深入探究。
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