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白屈菜碱-延胡索乙素联合阿霉素通过 NLRP3/Caspase-1 途径协同诱导人
乳腺癌 MCF-7/ADR 细胞焦亡作用机制  
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摘  要：目的  探究白屈菜碱-延胡索乙素联合阿霉素协同诱导人乳腺癌阿霉素耐药细胞 MCF-7/ADR 细胞焦亡的作用机制。

方法  以乳腺癌 MCF-7/ADR 细胞为研究对象，采用 CCK-8 法检测白屈菜碱-延胡索乙素联合阿霉素对 MCF-7/ADR 细胞增

殖的影响；采用划痕实验和 Transwell 小室实验检测白屈菜碱-延胡索乙素联合阿霉素对 MCF-7/ADR 细胞侵袭、迁移的影响；

荧光显微镜测定白屈菜碱-延胡索乙素联合阿霉素对 MCF-7/ADR 细胞线粒体膜电位的影响；采用分子对接技术考察各成分

与焦亡相关蛋白核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 3（nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor protein 3，

NLRP3）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-1（Cystein-asparate protease-1，Caspase-1）、消皮素 D（gasdermin D，GSDMD）和白细

胞介素-18（interleukin-18，IL-18）的结合能力；采用 qRT-PCR、Western blotting 检测焦亡相关蛋白的表达水平。结果  白

屈菜碱-延胡索乙素联合阿霉素可显著增强阿霉素对 MCF-7/ADR 细胞的增殖抑制作用，说明白屈菜碱-延胡索乙素对阿霉素

具有协同效应作用。与白屈菜碱-延胡索乙素、阿霉素单独使用比较，白屈菜碱-延胡索乙素联合阿霉素对 MCF-7/ADR 细胞

侵袭、迁移的抑制作用更为显著（P＜0.01）；同时，亦可显著降低线粒体膜电位（P＜0.01）。分子对接结果显示，白屈菜碱、

延胡索乙素和阿霉素与焦亡相关蛋白 NLRP3、Caspase-1、GSDMD 和 IL-18 均具有良好的结合活性。qRT-PCR 结果表明，

与白屈菜碱-延胡索乙素、阿霉素单独使用比较，白屈菜碱-延胡索乙素联合阿霉素可显著上调 GSDMD、NLRP3 和 Caspase-

1 mRNA 表达水平（P＜0.01）。Western blotting 结果表明，与白屈菜碱-延胡索乙素、阿霉素单独使用比较，白屈菜碱-延胡

索乙素联合阿霉素可显著上调 NLRP3、GSDMD、Caspase-1 和 IL-18 的蛋白表达水平（P＜0.01），与相应的 mRNA 表达结

果一致。结论  白屈菜碱-延胡索乙素可协同增强阿霉素对人乳腺癌 MCF-7/ADR细胞的增殖抑制作用，并可通过激活 NLRP3/ 

Caspase-1/GSDMD 信号通路诱导耐药细胞发生细胞焦亡。 
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Abstract: Objective  To investigate the mechanism of chelidonine (CHE)-tetrahydropalmatine (THP) combined with adriamycin 

(ADR) in synergically inducing pyroptosis of adriamycin-resistant human breast cancer MCF-7/ADR cells. Methods  CCK-8 method 

was used to detect the effect of CHE-THP combined with ADR on the proliferation of MCF-7/ADR cells. The impact of CHE-THP 

combined with ADR on the invasion and migration of MCF-7/ADR cells was detected using scratch assay and Transwell chamber 

assay. The mitochondrial membrane potential was examined by fluorescence microscopy. Molecular docking was applied to detect the 

binding ability of each component to the pyroptosis-related proteins, including nucleotide-binding oligomerization domain-like 
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receptor protein 3 (NLRP3), Cystein-asparate protease-1 (Caspase-1), gasdermin D (GSDMD) and interleukin-18 (IL-18). The 

expressions of pyroptosis-related proteins were detected by Western Blotting. The expressions of pyroptosis-related genes were 

detected by qRT-PCR. Results  CHE-THP in combination with ADR can significantly enhance the inhibitory effect on proliferation 

of ADR on MCF-7/ADR cells, indicating that CHE-THP has a synergistic effect on ADR. Compared with CHE-THP and ADR treatment 

alone, the inhibition effect of the combined administration on MCF-7/ADR invasion and migration was more significant (P < 0.01). 

Meanwhile, combined administration could also significantly reduce the mitochondrial membrane potential of MCF-7/ADR cells (P < 

0.01). The molecular docking showed that the CHE, THP and ADR had excellent binding activity with pyroptosis-related proteins 

including NLRP3, Caspase-1, GSDMD and IL-18. The results of qRT-PCR revealed that compared with ADR or CHE-THP alone, the 

combined administration could markedly up-regulate the mRNA expression of GSDMD, NLRP3 and Caspase-1 (P < 0.01). Western 

blotting results also showed that compared with ADR or CHE-THP treatment alone, the protein expression levels of NLRP3, GSDMD, 

Caspase-1 and IL-18 were significantly up-regulated by combined administration of CHE-THP and ADR (P < 0.01), which was 

consistent with the corresponding mRNA expression results. Conclusion  CHE-THP can synergistically enhance the proliferation 

inhibition effect of ADR on human breast cancer MCF-7/ADR cells, as well as induce pyroptosis in ADR-resistant cells by activating 

NLRP3/Caspase-1/GSDMD signalling pathway. 

Key words: chelidonine; tetrahydropalmatine; human breast cancer resistant cells MCF-7/ADR; adriamycin resistance; pyroptosis  

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，其发病

率和死亡率均居高不下，严重威胁女性健康[1-2]。据

统计，我国乳腺癌发病率和死亡率分别位列女性癌

症的第 1 位和第 4 位，带来巨大的疾病负担和经济

负担[3-4]。近年来，虽然采用手术结合新辅助化疗、

内分泌治疗和靶向治疗的诊疗方案在乳腺癌的临

床治疗中取得了一定的疗效，但在部分病人化疗中

出现的对蒽环类药物如阿霉素等的耐药性仍然存

在[5]，极大地制约了治疗效果，甚至导致乳腺癌复

发和转移[6]。因此，寻找有效的耐药逆转策略具有

重要意义[7]。多年来，中医药逆转肿瘤耐药的研究

取得了积极进展，一些中药复方、中药提取物及单

体成分被证明可通过调控丝裂原活化蛋白激酶

（mitogen-activated protein kinase，MAPK）、磷脂酰肌

醇 3-激酶（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）/蛋

白激酶 B（protein kinase B，Akt）/核因子-κB（nuclear 

factor-κB，NF-κB）、Wnt/连环蛋白（Wnt/Catenin）

以及 B 细胞淋巴瘤-2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）

等多条信号通路发挥化疗耐药逆转作用，为解决肿

瘤化疗耐药难题提供了中医药方案[8-9]。 

白屈菜-延胡索药对是中医辅助治疗肿瘤的常

用药对之一[10]。本研究前期系统研究了白屈菜-延

胡索逆转乳腺癌耐药的药效物质，并发现白屈菜碱

和延胡索乙素是这一药对中逆转乳腺癌阿霉素耐

药的最主要成分。进一步采用 Synergy Finder 网站

（https://synergyfinder.fimm.fi）进行联合用药分析确

定了 2 种组分最佳的配伍剂量[11]。现有研究表明，

白屈菜碱-延胡索乙素联用可通过下调乳腺癌耐药

细胞中 P-糖蛋白（P-glycoprotein，P-gp）、乳腺癌耐

药蛋白（breast cancer resistant protein，BCRP）、肺

耐药蛋白（lung resistance protein，LRP）等耐药相

关蛋白的表达水平，并抑制外排蛋白活性，减少阿

霉素的外排，增加耐药乳腺癌细胞内阿霉素浓度，

从而发挥逆转耐药作用[12]。 

但白屈菜碱-延胡索乙素联合阿霉素对耐药乳

腺癌侵袭、迁移以及细胞焦亡的影响尚未得到系统

研究阐明。据此，本研究旨在采用人乳腺癌阿霉素

耐药细胞 MCF-7/ADR 模型，研究白屈菜碱-延胡索

乙素联合阿霉素对耐药乳腺癌细胞侵袭和迁移的

影响，并阐明其诱导耐药乳腺癌细胞焦亡的分子机

制，为相关中药物质组分化疗耐药逆转剂的开发利

用提供科学依据。 

1  材料 

1.1  细胞株 

人乳腺癌阿霉素耐药细胞系 MCF-7/ADR（批

号 JY721），购自上海瑾原生物科技有限公司。 

1.2  药品与试剂 

白屈菜碱（批号 DST220428，质量分数≥98%）、

延胡索乙素（批号 DSTDY010101，质量分数≥98%）

均购自成都德思特生物技术有限公司；阿霉素（批

号 N1111B，质量分数≥98%）购自大连美仑生物技

术有限公司；胎牛血清（批号 220315JF）购自美国

Gibco 公司；CCK-8 试剂盒（批号 K101828133EF5E）

购自美国 APExBIO 公司；RPMI 1640 培养液（批

号 MA0215-Oct-20H）购自大连美仑生物技术有限

公司；Matrigel 基质胶（批号 20224821AHZ）购自
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厦门模基生物科技有限公司；线粒体膜电位检测试

剂盒（JC-1，批号 120822230407）购自上海碧云天

生物技术有限公司；RIPA 细胞裂解液（批号

20221211）购自上海碧云天生物技术有限公司；

Trizol（批号 B3241BAA）购自南京诺唯赞生物科技

股份有限公司；兔抗核苷酸结合寡聚化结构域样受

体蛋白 3（nucleotide-binding oligomerization domain-

like receptor protein 3，NLRP3）、半胱氨酸天冬氨酸

蛋白酶-1（cystein-asparate protease-1，Caspase-1）、消

皮素 D（gasdermin D，GSDMD）多克隆抗体（批号

分别为 N05263520、23m5315、BC04379548）均由沈

阳万类生物科技有限公司提供；辣根过氧化物酶标记

的山羊抗兔二抗（批号 BJ08079044）购自北京博奥森

生物技术有限公司；兔抗甘油醛-3-磷酸脱氢酶

（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）

多克隆抗体（批号 3507442021）购自武汉 ABclonal 生

物公司；其他试剂均为分析纯，水为蒸馏水。 

1.3  仪器 

CO-150 型二氧化碳培养箱（美国 NBS 公司）、

iMark 型酶标仪 [伯乐生命医学产品（上海）有限公

司]、DYCZ-24DN 型电泳仪（北京六一生物科技有

限公司）、ImageQuant LAS500 型分子生物成像仪

（通用电器医疗集团生命科学部）、Easy Cycler 96 

型聚合酶链式反应（PCR）仪（德国 Biometra 公司）、

QuantStudioTM 1 型实时荧光定量 PCR 仪 [英潍捷

基（上海）贸易有限公司]。 

2  方法 

2.1  细胞培养 

将复苏的 MCF-7/ADR 细胞用 RPMI-1640 培养

基（含 10%胎牛血清、1%青-链霉素双抗）置于培

养箱中培养（5% CO2，37 ℃）。细胞每 2～3 天进

行 1 次传代。 

2.2  CCK-8 法检测白屈菜碱-延胡索乙素联合阿霉

素对乳腺癌细胞增殖的影响 

将对数生长期的细胞制成 3.5×104 个/mL 的

细胞悬液，接种至 96 孔板，每孔 100 µL，置培养

箱中培养过夜，加入不同浓度的药物进行实验。

设置空白组，将细胞分为对照组及阿霉素（1.25、

2.50、5.00、10.00、20.00、40.00、80.00 µmol/L）

组和白屈菜碱-延胡索乙素联合阿霉素组。白屈菜

碱（3 µmol/L）与延胡索乙素（5 µmol/L）配制成

白屈菜碱-延胡索乙素溶液后再分别和不同浓度

的阿霉素联合[12]。每孔加入 100 µL 药液，每个浓

度设 6 个复孔。给药 48 h 后，每孔加入 10 µL 

CCK-8 工作液，微量震荡器上混匀 3～5 min 后，

利用酶标仪检测 490 nm 处的吸光度（A）值，计

算细胞增殖抑制率。 

细胞增殖抑制率＝(A 对照－A 实验)/(A 对照－A 空白) 

2.3  划痕实验检测白屈菜碱-延胡索乙素联合阿霉

素对 MCF-7/ADR 细胞迁移的影响 

取对数生长期 MCF-7/ADR 细胞制成 3×

105 个/mL 的细胞悬液，按 1 mL/孔接种于 6 孔培养

板，置培养箱培养至细胞长满 6 孔板表面。取出 6

孔板使用无菌的 200 μL 吸头垂直于 6 孔板悬在孔

中，向下移动，在单层细胞中间画出“井”字线。使

用 PBS 轻轻洗去残留的细胞碎片 3 次，将 PBS 完全

吸干后，倒置显微镜下观察、拍照，记作给药 0 h 的

划痕状态。将细胞分为对照组、阿霉素组（6 µmol/L）、

白屈菜碱（3 µmol/L）-延胡索乙素（5 µmol/L）低剂量

组、白屈菜碱（6 µmol/L）-延胡索乙素（10 µmol/L）

高剂量组、白屈菜碱（3 µmol/L）-延胡索乙素

（5 µmol/L）低剂量联合阿霉素组（6 µmol/L）

和白屈菜碱（6 µmol/L）-延胡索乙素（10 µmol/L）

高剂量联合阿霉素组（6 µmol/L），每组设 3 个

复孔 [12]。各孔加入相应的含药培养液，置培养箱中

继续培养 24、48、72 h，取出培养板于倒置显微镜

下拍照记录。使用 Image-J 软件分析细胞划痕宽度，

计算细胞迁移率。 

细胞迁移率＝(0 h 划痕面积－不同时间点划痕面积)/0 h

划痕面积 

2.4  Transwell法检测白屈菜碱-延胡索乙素联合阿

霉素对 MCF-7/ADR 细胞侵袭的影响 

预先于 Transwell 小室底膜包被 Matrigel 基

质胶，将各组 MCF-7/ADR 细胞用无血清培养基

配制成 2×105 个/mL 的单细胞悬液，分组与给药

同“2.3”项下方法。取 100 μL 接种于 Transwell

小室上室，下室中加入 500 μL 含有 10%胎牛血清

（fetal bovine serum，FBS）的培养基。培养 24 h

后取出 Transwell 小室，吸干上室培养基，用棉签

轻轻擦拭 Matrigel 和上室内的细胞。取新的 24 孔

板加入 4%多聚甲醛 600 μL，将小室放入后固定

30 min。取出小室后吸干上室固定液，移到预先

加入 0.1%结晶紫的孔中染色 15 min，PBS 洗涤

2 次，用棉签轻轻擦拭小室上侧以清除非特异性

结合于小室上表面的染料，于显微镜下进行观察、

拍照。使用 Image-J 软件分析侵袭细胞数量。 
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2.5  荧光显微镜检测白屈菜碱-延胡索乙素联合阿

霉素对 MCF-7/ADR 细胞线粒体膜电位的影响 

取对数生长期MCF-7/ADR细胞制成2×105个/mL

的细胞悬液，分组与给药同“2.3”项下方法。按

2 mL/孔接种于 6 孔板，置培养箱中培养 24 h 后加入

终浓度为10 µmol/L的 JC-1试剂，37 ℃孵育 20 min，

孵育结束，加入 PBS 洗涤 2 次，荧光显微镜下观察

红、绿色荧光细胞比例。在线粒体膜电位较高时，JC-

1 聚集在线粒体的基质中形成聚合物产生红色荧光；

在线粒体膜电位较低时，JC-1 不能聚集在线粒体的基

质中，此时 JC-1 为单体，可以产生绿色荧光。 

2.6  分子对接预测白屈菜碱、延胡索乙素和阿霉素

与细胞焦亡相关蛋白的结合活性 

首先从蛋白质结构数据库（protein data bank，

PDB）数据库（https: //www.rcsb.org）中检索关键靶

点蛋白信息，根据蛋白结构的分辨率、完整性、结

合口袋的形状、大小和化学性质以及蛋白结构的共

晶配体等相关信息，确定蛋白结构。利用 PyMOL 软

件去除靶点蛋白的水分子和配体。然后利用 PubChem

数据库检索并下载该化学成分的二维结构图 SDF 文

件，保存；导入Chem 3D 19.0 软件中转化为 3D结构，

并保存为 mol2 格式；借助 AutoDocktools 1.5.6 软件，

将靶点蛋白及其对应配体和小分子化合物均保存为

pdbqt 格式文件，并设置对接参数，随后进行化合物

和关键靶点蛋白的分子对接，分子对接构象的结合

能越低，则结合构象越稳定，反映受体分子与配体

之间结合的可能性越大。通常认为，结合能小于

−4.25 kcal/mol（1 kcal/mol＝4.182 kJ/mol）提示配体与

受体有一定的结合活性，小于−5.00 kcal/mol 有较好

的结合活性，小于−7.00 kcal/mol 有强烈的结合活性
[13]。结合能预测完成后运用 PyMOL 软件处理相应结

果并进行可视化编辑。 

2.7  qRT-PCR 法检测 MCF-7/ADR 细胞内焦亡相

关基因的表达 

取对数生长期的 MCF-7/ADR 细胞，按“2.3”

项下方法分组、给药。培养 48 h 后，收集各组细胞，

以 Trizol 法提取细胞总 RNA，测定 RNA 浓度及纯

度后按照试剂盒说明书进行逆转录反应得到

cDNA。以 cDNA 为模板，进行 PCR 扩增。扩增条

件为 95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 5 s，60 ℃退火

30 s，共 40 个循环。以 GAPDH 为内参，采用 2−ΔΔCt

法计算 NLRP3、Caspase-1、GSDMD 的 mRNA 的

相对表达。引物序列见表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primers sequence 

引物名称 引物序列 (5’-3’) 

GSDMD F: GTGTGTCAACCTGTCTATCAAGG 

R: CATGGCATCGTAGAAGTGGAAG 

NLRP3 F: CCACAAGATCGTGAGAAAACCC 

R: GAGCGGTCCTATGTGCTCGTCA 

Caspase-1 F: TTTCCGCAAGGTTCGATTTTCA  

R: GGCATCTGCGCTCTACCATC 

GAPDH F: AGAAGGCTGGGGCTCATTTG  

R: AGGGGCCATCCACAGTCTTC 

 

2.8  Western blotting 法测定 MCF-7/ADR 细胞焦

亡相关蛋白的表达 

取对数生长期的 MCF-7/ADR 细胞，按“2.3”

项下方法分组、给药，继续培养 48 h 后收集各组细

胞，用 RIPA 裂解缓冲液冰浴裂解，离心后收集蛋

白。BCA 法进行蛋白定量后，置 95 ℃恒温金属浴

10 min 变性，蛋白样品经 10%十二烷基硫酸钠-聚

丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，5%脱脂牛奶室

温封闭 2 h，分别加入 NLRP3、Caspase-1、GSDM-

D、IL-18、GAPDH 一抗（1∶1 000），4 ℃孵育过

夜；1% TBST 洗膜后，加入 HRP 标记的山羊抗兔

二抗（1∶1 500），室温孵育 2 h；利用 ECL 发光液

显色，采用凝胶成像系统拍照，并应用 Image-J 软

件分析条带灰度值。 

2.9  统计学分析 

采用 SPSS for Windows 27.0 软件和 GraphPad 

Prism 9.0 软件对数据进行分析处理，数据结果以

x s 表示。多组间比较采用单因素方差分析，组间

两两比较采用 LSD-t 检验。 

3  结果 

3.1  对 MCF-7/ADR 细胞增殖的影响 

如图 1 所示，阿霉素的半抑制浓度（half 

maximal inhibitory concentration，IC50）为（23.58±

1.03）µmol/L，而白屈菜碱-延胡索乙素联合阿霉素

给药后 IC50 为（3.29±0.29）µmol/L。与阿霉素组比

较，白屈菜碱-延胡索乙素联合阿霉素对细胞的增殖

抑制作用更为显著，说明白屈菜碱-延胡索乙素有效

增强了阿霉素对乳腺癌耐药细胞的增殖抑制作用。 

3.2  对 MCF-7/ADR 细胞迁移的影响 

如图 2 所示，对照组在 24、48、72 h 相对迁移

面积分别为 19.9%、29.4%、54.9%。与对照组比较，

阿霉素、白屈菜碱-延胡索乙素单独给药均可显著降

低 MCF-7/ADR 细胞相对迁移面积（P＜0.01）。白 
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图 1  对 MCF-7/ADR 细胞增殖的影响 

Fig. 1  Effects on proliferation of MCF-7/ADR cells 

屈菜碱-延胡索乙素低、高剂量联合阿霉素组在 24、

48、72 h 细胞迁移率分别为 5.1%、18.7%、21.2%和

3.7%、10.9%、12.5%。与阿霉素组比较，白屈菜碱-延

胡索乙素单独给药、白屈菜碱-延胡索乙素联合阿霉

素处理 24、48、72 h 均可显著减小 MCF-7/ADR 细胞

迁移率（P＜0.01）。此外，与相同剂量白屈菜碱-延胡

索乙素单独给药组比较，白屈菜碱-延胡索乙素联合

阿霉素组细胞迁移的抑制作用显著增强（P＜0.01）。 

 

1-对照组；2-阿霉素组；3-白屈菜碱-延胡索乙素低剂量组；4-白屈菜碱-延胡索乙素高剂量组；5-白屈菜碱-延胡索乙素低剂量联合阿霉素组；6-

白屈菜碱-延胡索乙素高剂量联合阿霉素组；与对照组比较：**P＜0.01；与阿霉素组比较：##P＜0.01；与相同剂量白屈菜碱-延胡索乙素组比较：
▲▲

P＜0.01；下图同。 

1-control group; 2-adriamycin group; 3-low-dose group of chelidonine-tetrahydropalmatine; 4-high-dose group of chelidonine-tetrahydropalmatine; 5-low-dose 

group of chelidonine-tetrahydropalmatine combined with adriamycin; 6-high-dose group of chelidonine-tetrahydropalmatine combined with adriamycin; **P < 

0.01 vs control group; ##P < 0.01 vs ADR group; 
▲▲

P < 0.01 vs same-dose group of chelidonine-tetrahydropalmatine; same as below figures. 

图 2  对 MCF-7/ADR 细胞迁移能力的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Effect on migration of MCF-7/ADR cells ( x s , n = 3) 

结果表明，白屈菜碱-延胡索乙素可抑制MCF-7/ADR

细胞迁移能力，且白屈菜碱-延胡索乙素联合阿霉素

对 MCF-7/ADR 细胞迁移能力的抑制作用更为显著。 

3.3  对 MCF-7/ADR 细胞侵袭能力的影响 

如图 3 所示，与对照组比较，各给药组均可

显著降低 MCF-7/ADR 细胞侵袭能力（P＜0.01）；

与阿霉素组比较，白屈菜碱-延胡索乙素联合阿霉

素显著降低 MCF-7/ADR 细胞侵袭数目（P＜

0.01）；与相同剂量白屈菜碱-延胡索乙素单独给药

组比较，白屈菜碱-延胡索乙素联合阿霉素组细胞
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图 3  对 MCF-7/ADR 细胞侵袭能力的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Effect on invasion ability of MCF-7/ADR cells ( x s , n = 3) 

侵袭数目亦显著减少（P＜0.01）。以上结果表明，

CHE-THP 可显著增强 ADR 对人乳腺癌耐药细胞

MCF-7/ADR 的侵袭抑制作用。 

3.4  对 MCF-7/ADR 细胞线粒体膜电位的影响 

如图 4 所示，与对照组比较，各给药组均可

显著降低 MCF-7/ADR 细胞线粒体膜电位（P＜

0.01）；与阿霉素组比较，白屈菜碱-延胡索乙素

联合阿霉素组 MCF-7/ADR 细胞线粒体膜电位亦

显著降低（P＜0.01）。此外，与相同剂量白屈菜

碱-延胡索乙素组比较，白屈菜碱-延胡索乙素联

合阿霉素对耐药细胞线粒体膜电位的降低作用

更显著（P＜0.01）。以上结果说明，白屈菜碱-延

胡索乙素可显著增强阿霉素对人乳腺癌耐药细

胞 MCF-7/ADR 线粒体膜电位的降低作用。 

3.5  白屈菜碱、延胡索乙素和阿霉素与细胞焦亡相

关蛋白的结合情况 

白屈菜碱、延胡索乙素和阿霉素与 4 个焦亡相

关蛋白 NLRP3、GSDMD、Caspase-1 和 IL-18 的结

合能均≤−5 kcal/mol，表明 3 种药物与 4 个关键焦

亡相关靶点蛋白均具有良好的结合能力，其中结合

能＜−8 kcal/mol 的对接组合有 4 组，其可视化分析

结果见图 5。 

 

图 4  对 MCF-7/ADR 细胞线粒体膜电位的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effect on mitochondrial membrane potential of MCF-7/ADR cells ( x s , n = 3) 
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图 5  分子对接结果 

Fig. 5  Result of molecular docking 

3.6  对 MCF-7/ADR 细胞内焦亡相关蛋白表达的

影响 

如图 6 所示，与对照组比较，各给药组均可上

调 MCF-7/ADR 细胞内 NLRP3、GSDMD、Caspase-

1 和 IL-18 蛋白的表达水平（P＜0.01）；与阿霉素组

比较，白屈菜碱-延胡索乙素各剂量联合阿霉素处

理细胞可显著上调 NLRP3、GSDMD、Caspase-1 和

IL-18 的蛋白表达水平（P＜0.01）；与相同剂量白

屈菜碱-延胡索乙素组比较，白屈菜碱-延胡索乙

素联合阿霉素组 MCF-7/ADR 细胞 NLRP3、

GSDMD、Caspase-1 和 IL-18 蛋白表达的上调作用

增加（P＜0.01）。上述结果说明，阿霉素、白屈菜

碱-延胡索乙素可显著上调细胞NLRP3、GSDMD、

Caspase-1 和 IL-18 蛋白表达水平，进而诱导 MCF-

7/ADR 细胞发生焦亡，且白屈菜碱-延胡索乙素联

合阿霉素作用显著优于单独给药。 

 

图 6  对 MCF-7/ADR 细胞焦亡相关蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Effect on expression of pyroptosis-related proteins in MCF-7/ADR cells ( x s , n = 3) 
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3.7  对 MCF-7/ADR 细胞内焦亡相关基因表达的

影响 

如图 7 所示，与对照组比较，各给药组细胞

中 GSDMD、NLRP3 和 Caspase-1 mRNA 的表达

水平均上调（P＜0.01）；与 ADR 单独作用相比，

CHE-THP 联合 ADR 可显著上调细胞中三者

mRNA 表达水平（P＜0.01）。与阿霉素组比较，

白屈菜碱-延胡索乙素联合阿霉素组可显著升高

细胞中 GSDMD、NLRP3 和 Caspase-1 mRNA 水

平（P＜0.01）；与相同剂量白屈菜碱-延胡索乙素

组比较，白屈菜碱-延胡索乙素联合阿霉素组调控

焦亡相关 mRNA 表达升高更为显著（P＜0.01）。

上述结果说明，CHE-THP 可协同 ADR 上调

GSDMD、NLRP3 和 Caspase-1 mRNA 表达水平，

较单独处理组相比作用更显著，与相应的蛋白表

达结果一致。 

 

图 7  对 MCF-7/ADR 细胞中 GSDMD、NLRP3、Caspase-1 mRNA 表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 7  Effect on mRNA expressions of GSDMD, NLRP3 and Caspase-1 in MCF-7/ADR cells ( x s , n = 3) 

4  讨论 

乳腺癌不仅在全球范围内已经成为女性癌症

发病率和死亡率最高的恶性肿瘤，而且也是导致我

国女性癌症死亡的主要原因。同时，我国乳腺癌的

发病呈现出年轻化的特征，成为女性生命健康的重

大威胁[14]。近年来研究发现，中药有效成分在肿瘤

的辅助治疗中获得了良好的疗效，已成为肿瘤治疗

领域研究的热点 [15]。以往研究表明，白屈菜

（ Chelidonium majus L. ）和延胡索（ Corydalis 

yanhusuo W. T. Wang）都富含生物碱类成分，均具

有良好的抗乳腺癌作用[16-19]。此外，白屈菜-延胡索

药对在乳腺癌临床治疗中也有应用报道。本研究前

期研究发现，白屈菜-延胡索药对对人乳腺癌耐药细

胞模型 MCF-7/ADR 具有逆转耐药作用[11]，并采用

偏最小二乘回归（partial least squares，PLS）分析发

现白屈菜碱和延胡索乙素是药对中最主要的逆转

肿瘤耐药的有效成分，且白屈菜碱-延胡索乙素能

够通过下调 MCF-7/ADR 细胞 P-gp、BCRP 和 LRP

蛋白和基因表达水平发挥逆转 MCF-7/ADR 细胞阿

霉素耐药[12]。本研究主要在此基础上，进一步研究

探讨 CHE-THP 协同 ADR 抑制人乳腺癌耐药细胞

MCF-7/ADR 的增殖、迁移和侵袭的作用以及诱导

细胞焦亡的机制。 

近年来，对于白屈菜碱和延胡索乙素抗肿瘤作

用及机制的研究取得了诸多进展[19]。蒋姝亭等[20]研

究发现白屈菜碱可通过抑制 NF-κB 信号转导通路

诱导人乳腺癌MCF-7细胞凋亡。Li等[21]研究发现，

白屈菜碱可通过诱导 M 期阻滞和抑制 AKT/叉头框

蛋白 O3（forkhead box O3，FOXO3）/FOXM1 轴，

从而诱导乳腺癌细胞有丝分裂灾难和凋亡样死亡。

Xia 等[22]研究表明，延胡索乙素可通过诱导细胞周

期阻滞而显著抑制雌激素受体 α（estrogen receptor 

α，ERα）乳腺癌细胞的增殖，是一种有潜力的 ERα

乳腺癌治疗药物。本研究结果表明，白屈菜碱-延胡

索乙素可以有效抑制 MCF-7/ADR 细胞的增殖、降

低细胞迁移率、减少侵袭细胞数，增强 MCF-7/ADR

细胞对阿霉素的敏感性，说明二者联合应用可有效

抑制耐药乳腺癌的增殖、迁移和侵袭。 

细胞焦亡是一种由炎症小体介导的程序性细

胞死亡方式。它可以激活免疫系统，抑制肿瘤的免

疫逃逸[23-25]。当细胞受到特定的刺激，如细菌、病

毒等病原体感染或内源性危险信号时，炎症小体被

激活 [26]。炎症小体组装后，激活 Caspase-1 或

Caspase-4/5/11，这些酶进而切割 GSDMD 蛋白[27]。

被切割后的 GSDMD 的 N 端片段会在细胞膜上形

成孔洞，导致细胞肿胀破裂，释放出细胞内容物，

包括炎症因子 IL-1β 和 IL-18 以及其他危险信号分

子[28-29]。经典细胞焦亡的发生过程中，可观察到

GSDMD-N 端蛋白、NLRP3 和 cleaved Caspase-1 蛋

白表达量升高[30]。有研究发现，银杏叶提取物通过
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上调 GSDMD、Caspase-1、cleaved Caspase-1 蛋白

表达水平诱导人乳腺癌 MCF-7 细胞焦亡发挥抗肿

瘤作用[31]。此外，小檗碱可通过下调三阴性乳腺癌

MDA-MB-231 细胞 NLRP3、Caspase-1、IL-1β 和 IL-

18 的表达降低肿瘤细胞的侵袭能力[32]。在黑色素瘤

MeWo 细胞中，降低膜穿孔蛋白 E（gasdermin E，

GSDME）的表达可使细胞获得抗依托泊苷的耐药

性，促进肿瘤细胞焦亡可能会增加其对化疗药物的

敏感性[33]。在乳腺癌 MCF-7 细胞中 GSDME 高表

达，降低 GSDME 的表达可能导致 MCF-7 细胞获

得抗紫杉醇的耐药性[34]。上述研究表明，提高焦亡

相关蛋白表达，促进恶性肿瘤细胞的焦亡有利于逆

转化疗耐药。因此，本研究基于体外耐药细胞模型

阐明了白屈菜碱-延胡索乙素联合阿霉素对 MCF-

7/ADR 细胞焦亡的的影响。研究表明，细胞受到刺

激启动焦亡程序后，线粒体膜电位通常会下降，这

与活性氧（reactive oxygen species，ROS）的产生、

线粒体膜通透性转换孔（mitochondrial permeability 

transition pore，MPTP）的开放等多种因素有关[35]。

本研究发现，白屈菜碱-延胡索乙素联合阿霉素处

理 MCF-7/ADR 细胞可显著降低线粒体膜电位。线

粒体膜电位下降意味着癌细胞功能紊乱，细胞膜通

透性增加[36]，癌细胞细胞膜功能改变会导致多种不

同的细胞死亡方式，例如，细胞在缺乏能量或者受外

界刺激情况下细胞膜结构改变会导致细胞自噬[37-38]。

而细胞膜破裂并释放出内容物与可能会导致细胞

焦亡。本研究发现，CHE、THP 和 ADR 与 GSDMD、

NLRP3、Caspase-1 和 IL-18 均有良好的结合活性；

同时，CHE-THP 联合 ADR 可显著升高上述 4 种焦

亡相关蛋白的表达水平；qRT-PCR结果也证实CHE-

THP 联合 ADR 可显著上调 GSDMD、NLRP3 和

Caspase-1 的 mRNA 表达水平，提示 CHE-THP 联

合 ADR 可能通过上调焦亡相关基因和蛋白的表达

水平激活 NLRP3/Caspase-1/GSDMD 焦亡经典通

路，诱导耐药乳腺癌细胞的焦亡。 

综上，本研究发现白屈菜碱-延胡索乙素可增

强阿霉素对人乳腺癌耐药 MCF-7/ADR 细胞的增殖

抑制作用。白屈菜碱-延胡索乙素联合阿霉素能够

有效抑制 MCF-7/ADR 细胞的侵袭迁移，并可通过

激活 NLRP3/Caspase-1/GSDMD 这一经典通路协同

诱导耐药细胞发生焦亡。本研究为应用中药有效组

分协同促进临床乳腺癌化疗耐药的问题提供新的

思路和依据，但白屈菜碱-延胡索乙素是否对其他

化疗药物也具有协同增效作用及其相关机制还有

待深入探讨。 
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