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基于 GSDMD 基因介导 NLRP3/Caspase-1/GSDMD 通路的粉防己碱诱导
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摘  要：目的  探究粉防己碱对三阴性乳腺癌（triple-negative breast cancer，TNBC）细胞的作用及作用机制，明确其是否通

过调控 NOD 样受体热蛋白结构域相关蛋白 3（NOD-like receptor family pyrin domain containing 3，NLRP3）/半胱氨酸天冬氨

酸蛋白酶-1（cystein-asparate protease-1，Caspase-1）/Gasdermin D 蛋白（Gasdermin D，GSDMD）通路诱导细胞焦亡，为 TNBC

的治疗提供新策略。方法  使用不同浓度粉防己碱处理 MDA-MB-231 细胞，采用 MTT 法检测细胞增殖抑制情况。运用

GSDMD 小干扰 RNA（small interfering RNA，siRNA）转染技术沉默 GSDMD 基因，通过荧光显微镜观察转染效率，并利用

Western blotting 验证转染后 GSDMD 蛋白表达变化。设置对照组及粉防己碱（5、10、20 μg/mL）组和粉防己碱（20 μg/mL）＋

GSDMD siRNA（siGSDMD）组，采用细胞形态观察、集落实验、膜联蛋白 V（Annexin V）/碘化丙啶（propidium iodide，

PI）双染色法、乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）细胞毒性实验、划痕实验、Transwell 实验、Western blotting 及 qRT-

PCR，分别从细胞形态、克隆能力、焦亡率、膜通透性、迁移与侵袭能力以及蛋白和基因表达水平多个维度，系统评估粉防

己碱对 MDA-MB-231 细胞的影响，并探究其是否通过 NLRP3/Caspase-1/GSDMD 通路发挥作用。结果  粉防己碱显著抑制

MDA-MB-231 细胞增殖，呈剂量相关性（P＜0.01），且能有效诱导细胞焦亡，表现为细胞形态改变、膜完整性破坏、细胞核

固缩以及焦亡率和 LDH 释放量的显著增加（P＜0.01）。同时，随着粉防己碱给药浓度的增加，细胞的集落数目、划痕愈合

率和侵袭细胞数显著降低（P＜0.01）。机制研究发现，粉防己碱上调 NLRP3、Caspase-1、白细胞介素-18（interleukin-18，IL-

18）和 IL-1β 的蛋白及 mRNA 表达（P＜0.01），促进 pro-IL-1β 向 mature-IL-1β 转化。而 siGSDMD 干预可显著逆转粉防己

碱的调控作用（P＜0.01），表明 GSDMD 基因在粉防己碱诱导的焦亡过程中发挥关键作用。结论  粉防己碱通过调控

NLRP3/Caspase-1/GSDMD 通路诱导 MDA-MB-231 细胞焦亡，抑制细胞增殖、迁移和侵袭。 
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Abstract: Objective  To investigate the effect and mechanism of tetrandrine on triple-negative breast cancer (TNBC) cells, clarify 

whether it induces pyroptosis by regulating NOD-like receptor family pyrin domain containing 3 (NLRP3)/cystein-asparate protease-

1 (Caspase-1)/Gasdermin D (GSDMD) pathway, thereby providing a novel therapeutic strategy for TNBC. Methods  MDA-MB-231 

cells were treated with varying concentrations of tetrandrine. Cell proliferation inhibition was assessed via MTT assay. GSDMD small 
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interfering RNA (siRNA) transfection was used to silence GSDMD gene, transfection efficiency was observed by fluorescence 

microscopy, and the changes in GSDMD protein expression after transfection were verified by Western blotting. Control group, 

tetrandrine (5, 10, 20 μg/mL) groups and tetrandrine (20 μg/mL) + GSDMD siRNA (siGSDMD) group were set up. Cell morphology 

observation, colony assay, Annexin V/propidium iodide (PI) double staining method, lactate dehydrogenase (LDH) cytotoxicity assay, 

scratch assay, Transwell assay, Western blotting and qRT-PCR were used to systematically evaluate the effects of tetrandrine on MDA-

MB-231 cells from multiple dimensions including cell morphology, cloning ability, pyroptosis rate, membrane permeability, migration 

and invasion ability, as well as protein and gene expression levels, and investigate whether tetrandrine exerts its effect through 

NLRP3/Caspase-1/GSDMD pathway. Results  Tetrandrine significantly inhibited the proliferation of MDA-MB-231 cells in a dose-

dependent manner (P < 0.01), and induced pyroptosis, characterized by morphological changes, membrane rupture, nuclear 

condensation, elevated pyroptosis rates and increased LDH release (P < 0.01). At the same time, as the concentration of tetrandrine 

increased, the number of cell colonies, scratch healing rate and number of invasive cells were significantly decreased (P < 0.01). 

Mechanism studies found that tetrandrine up-regulated the protein and mRNA expressions of NLRP3, Caspase-1, interleukin-18 (IL-

18) and IL-1β (P < 0.01), promoted the conversion of pro-IL-1β to mature-IL-1β. The intervention of siGSDMD could significantly 

reverse the regulatory effect of tetrandrine (P < 0.01), indicating that GSDMD gene played a key role in the process of tetrandrine 

induced pyroptosis. Conclusion  Tetrandrine induces pyroptosis, inhibits cell proliferation, migration and invasion in MDA-MB-231 

cells by regulating NLRP3/Caspase-1/GSDMD pathway. 

Key words: tetrandrine; triple-negative breast cancer; NLRP3/Caspase-1/GSDMD pathway; GSDMD gene; pyroptosis 

三阴性乳腺癌（triple-negative breast cancer，

TNBC）是一种缺乏雌激素受体（（estrogen receptor，

ER）、孕激素受体（（progesterone receptor，PR）和人

表皮生长因子受体 2（（human epidermal growth factor 

receptor 2，HER2）表达的乳腺癌亚型，占所有乳腺

癌病例的 15%～20%[1]。其临床特征表现为侵袭性

强、转移潜能高、易复发及预后差，尤其多见于年

轻女性、非裔人群及乳腺癌易感基因 1（（breast cancer 

susceptibility gene 1，BRCA1）突变携带者[2]。由于

缺乏激素受体和 HER2 靶点，TNBC 无法从内分泌

治疗或曲妥珠单抗等靶向疗法中获益，目前主要依

赖手术联合化疗，但化疗耐药性和远处转移仍是治

疗失败的主要原因[3]。因此，探索 TNBC 的新型治

疗靶点和药物机制成为当前研究的迫切需求。细胞

焦亡（（pyroptosis）作为一种程序性炎症性死亡方式，

因其独特的免疫激活特性成为肿瘤治疗研究热点。

焦亡通过 Gasdermin 家族蛋白形成膜孔，释放促炎

因子和损伤相关分子模式，重塑肿瘤微环境并激活

抗肿瘤免疫[4-6]。其中，NOD 样受体热蛋白结构域

相关蛋白 3（NOD-like receptor family pyrin domain 

containing 3，NLRP3）/半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-1

（（cystein-asparate protease-1，Caspase-1）/Gasdermin 

D 蛋白（Gasdermin D，GSDMD）通路是焦亡的核

心调控机制。NLRP3 感知危险信号后募集凋亡相关

斑点样蛋白（apoptosis-associated speck-like protein 

containing a caspase-recruitment domain，ASC）和

pro-Caspase-1 形成复合体，激活的 Caspase-1 切割

GSDMD 产生 N 端片段，寡聚化后插入细胞膜形成

孔洞，最终导致细胞肿胀破裂[7]。值得注意的是，

焦亡在肿瘤中具有（“双刃剑”效应，适度诱导可清

除肿瘤细胞并增强免疫监视，但过度激活可能促进

慢性炎症和免疫抑制[6]。因此，靶向 GSDMD 介导

的焦亡通路需精准调控，而天然化合物因其多靶点

特性可能为此提供新思路。 

粉防己碱是从防己科植物粉防己 Stephania 

tetrandra S. Moore 的根中提取的双苄基异喹啉生物

碱，具有抗炎、免疫调节和广谱抗肿瘤活性。研究

表明，粉防己碱可通过线粒体依赖性凋亡、细胞周

期阻滞（G1/S 期）、抑制血管生成等机制抑制多种

癌细胞增殖[8-9]。在胃癌和前列腺癌细胞中，粉防己

碱通过上调 B 细胞淋巴瘤-2（B-cell lymphoma 2，

Bcl-2）相关 X 蛋白（（Bcl-2-associated X protein，Bax）

与 Bcl-2 的比值、激活 Caspase-3/9 和抑制蛋白激酶

B（protein kinase B，Akt）磷酸化诱导凋亡[10]。然

而，其在 TNBC 中是否通过调控焦亡通路发挥作用

尚未明确。三阴性乳腺癌 MDA-MB-231 细胞作为

TNBC 的经典模型，具有基底样、高侵袭性和化疗

耐药特征，广泛用于药物机制研究[11]。现有研究提

示，化疗药物（（如顺铂）可通过激活 GSDME 依赖

的焦亡增强抗肿瘤效果，但 GSDMD 介导的焦亡与

天然化合物的协同作用仍属空白[12]。此外，NLRP3

炎症小体在 TNBC 中的表达与预后相关，但其与粉

防己碱的相互作用尚未被揭示[13]。因此，探究粉防

己碱是否通过 NLRP3/Caspase-1/GSDMD 通路诱导
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MDA-MB-231 细胞焦亡，不仅可拓展天然药物的作

用机制认知，也为克服 TNBC、治疗耐药提供新靶

点。本研究对粉防己碱诱导细胞焦亡的机制进行了

深入探究，阐明了粉防己碱基于 GSDMD 基因介导

NLRP3/Caspase-1/GSDMD 通路诱导 MDA-MB-231

细胞焦亡。为 TNBC 的治疗提供理论依据，同时为

天然化合物与焦亡通路的交叉研究开辟新方向。 

1  材料 

1.1  细胞株 

MDA-MB-231 细胞由北京北纳创联生物技术

研究院质控中心提供。 

1.2  药品与试剂 

粉防己碱（批号 L1607039，质量分数≥98%）

购自阿拉丁试剂有限公司；胎牛血清（（批号 su-101-

1b）购自天津阿尔法生物科技有限公司；RPMI 1640

培养基（（批号 MA0215）、胰蛋白酶（（批号 MA0232）、

青霉素/链霉素溶液（批号 MA0110）、MTT（批号

MA0218）、膜联蛋白 V（（Annexin V）-FITC/碘化丙

啶（propidium iodide，PI）细胞凋亡试剂盒（批号

MA0220-Nov-19G）、草酸铵结晶紫染色液（批号

MA0148）购自大连美仑生物技术有限公司；二甲基

亚砜（（dimethyl sulfoxide，DMSO，批号 710N0313）、

PI 染液（（批号 C0080）购自北京索莱宝科技有限公

司；Hoechst33342 染色液（批号 BL803A）购自

Biosharp生物科技公司；GSDMD小干扰RNA（（small 

interfering RNA ， siRNA ， siGSDMD ， 批 号

PA20230726036）、Ribo FECTTMCP Transfection（（批

号 C10511-05）购自广州锐博科技有限公司；乳酸

脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）检测试剂盒

（（批号 20231025）购自南京建成生物工程研究所有

限公司；Matrigel 基质胶（批号 REF356234）购自

康宁生命科学有限公司；Transwell 小室（批号

140640）、兔抗 pro-白细胞介素-1β（interleukin-1β，

IL-1β）抗体（批号 25-7114-82）购自美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司；兔抗 NLRP3 抗体（批号

WL02635）、兔抗 Caspase-1 抗体（（批号 WL02996）、

兔抗 GSDMD 抗体（（批号 WL05411）、兔抗 IL-18 抗

体（批号 WL01127）、兔抗 mature-IL-1β 抗体（批

号 WL00891）购自沈阳万类生物科技有限公司。 

1.3  仪器 

ECO-170P-230 型细胞培养箱、Model 680 型酶

标仪（（美国 NBS 公司）；CKX-41-32 型倒置显微镜

（（日本 Olympus 公司）；CKX-41 荧光显微镜（德国

Leica 公司）；Adventurer 型万分之一电子天平（美

国 OHAUS 公司）；Anke TDL80-2C 离心机（上海

安亭科学仪器厂）；680 型全自动酶标仪（（美国 Bio-

Rad 公司）；Optima L-100XP 型低温高速离心机、

EPICS-XL 型流式细胞仪（（美国 Beckman-Coulter 公

司）；DYY-7C 型电泳仪、M344039 型垂直电泳转印

槽（（北京六一仪器厂）；Azure Biosystems C500 近红

外成像系统（北京深蓝云生物科技有限公司）。 

2  方法 

2.1  细胞培养 

MDA-MB-231 细胞复苏后，用含 10%胎牛血

清的 RPMI 1640 培养基，于 37 ℃、5% CO2的细胞

培养箱中培养，定期传代以保持细胞的增殖活力。 

2.2  MTT 法检测细胞增殖抑制作用 

将 MDA-MB-231 细胞以 5×103 个/孔接种于

96 孔板中，培养过夜使细胞贴壁。分别加入含不同

质量浓度（1、2、4、8、16 μg/mL）粉防己碱的培

养基，对照组加入等体积不含粉防己碱的培养基，

每组设置 6 个复孔，培养 48 h。每孔加入 20 μL MTT

溶液（5 mg/mL），继续培养 4 h。吸去上清液后，

每孔加入 150 μL DMSO，并在摇床上振荡 10 min 以

充分溶解结晶。使用酶标仪在 490 nm 波长处测定

各孔的吸光度（A）值，计算细胞增殖抑制率。 

细胞增殖抑制率＝1－A 实验/A 对照 

2.3  siGSDMD 转染实验 

在 6 孔板各孔中接种 1×105 个细胞，使细胞密

度处于 30%～50%。采用 1×riboFECTTM CP Buffer

对 siGSDMD 储 存 液 进 行 稀 释 ， 随 后 添 加

riboFECTTM CP Reagent，并轻轻吹打以确保混合均

匀。将混合物置于室温环境下孵育 15 min，以形成

转染复合物。将转染复合物添加到无双抗的完全培

养基中，处理细胞，于培养箱中孵育 24 h。通过荧

光显微镜观察转染效率，并利用 Western blotting 验

证转染后 GSDMD 蛋白表达变化。 

2.4  细胞形态观察 

将 MDA-MB-231 细胞以 1×105 个/mL 接种于

6 孔板中，培养 24 h 后分组处理。对照组不添加药

物；粉防己碱组分别给予终质量浓度为 5、10、20 

μg/mL 的粉防己碱；粉防己碱（20 μg/mL）＋

siGSDMD 组先转染细胞 24 h，随后更换为含 20 

μg/mL 粉防己碱的新鲜培养基。各组继续培养 48 h，

用倒置显微镜观察细胞形态并拍照记录。另加入

Hoechst 33342 染色液避光孵育 30 min，加入 PI 染
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色液，于室温避光孵育 15 min，用荧光显微镜观察

并拍照。 

2.5  集落实验检测细胞克隆能力 

将 MDA-MB-231 细胞以 1×103 个/mL 接种于

6 孔板中，按（“2.4”项下进行分组和给药，培养 7～

14 d。用 PBS 洗涤细胞，甲醇固定 10 min，结晶紫

染色 15 min，洗涤并干燥后，置于倒置显微镜下观

察细胞集落形成情况，并拍照记录。 

2.6  划痕实验检测细胞迁移能力 

将细胞接种于 6 孔板，培养 24 h 至细胞融合度

为 70%～80%。用 200 μL 移液枪头在每孔中央轻轻

划痕，按“2.4”项下进行分组和给药，于 0、48 h

通过倒置显微镜观察细胞迁移情况并拍照，利用

Image J 软件测量划痕宽度并计算划痕愈合率。 

2.7  Transwell 实验检测细胞侵袭能力 

在 Transwell 小室上层加入按照 1∶8 的比例进

行稀释的 Matrigel 胶，37 ℃孵育 30 min。按（“2.4”

项下进行分组和给药，培养 48 h 后，收集细胞，以

不含胎牛血清的培养基调整至 2.5×104 个/mL，接

种至 Transwell 小室上层，每孔 400 μL，Transwell

小室下层加入 400 μL 含 12%胎牛血清的完全培养

基。培养 24 h 后，用 0.5%结晶紫染色并于显微镜

下拍照计数。 

2.8  Annexin V/PI 双染法检测细胞死亡率 

按（“2.4”项下进行分组和给药，培养 48 h 后，

收集细胞，加入 5 μL Annexin V-FITC 和 10 μL PI 染

液，轻柔吹匀，室温避光孵育 15 min。经 300 目尼

龙网滤过后，用流式细胞仪检测，计算双阳性细胞

比例。 

2.9  细胞上清液中 LDH 活性的检测 

将 MDA-MB-231 细胞以 5×104 个/mL 接种于

96 孔板中，培养 24 h。按（“2.4”项下进行分组和给

药，培养 48 h 后，收集细胞，2 000 r/min 离心 5 min，

收集上清液，按照试剂盒说明书测定 LDH 活性。 

2.10  Western blotting 检测相关蛋白表达 

按（“2.4”项下进行分组和给药，培养 48 h 后，

收集细胞，加入含蛋白酶抑制率的裂解液提取蛋

白，加热 10 min 使蛋白变性，采用 BCA 试剂盒测

定蛋白浓度。蛋白样品经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，封闭后加入一抗，4 ℃

孵育过夜。TBST 洗膜后加入二抗，37 ℃孵育 2 h，

洗膜后加入化学发光试剂，采用凝胶成像系统拍照

并进行分析。 

2.11  qRT-PCR 检测相关基因表达 

按（“2.4”项下进行分组和给药，培养 48 h 后，

收集细胞，使用 Trizol 试剂提取总 RNA，根据说明

使用 qRT-PCR 试剂盒合成第一链 cDNA。使用 2×

Universal SYBR Green 试剂盒测定 mRNA 的表达水

平，并采用 2−∆∆Ct法分析结果。以 GAPDH 为内参，

引物序列见表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 上游引物序列 (5’→3’) 下游引物序列 (5’→3’) 

GAPDH CGGGAAGGAAATGAATGGGC TGGAATTTGCCATGGGTGGA 

NLRP3 TCCTCAGCAGCAACCAGAAG TTGTCTCCGAGAGTGTTGCC 

Caspase-1 GAAAAGCCATGGCCGACAAG GCTGTCAGAGGTCTTGTGCT 

GSDMD CTCGCCGACTTCCGTAAACT TCCAGCGATCCTGGGTTCTA 

IL-18 TTTGTCGCAGATGGCTCTTT ATGTCCTGGGACACTTCTCT 

IL-1β CAATTCCCCCAGAGCCAAAG ACACGCAGGACAGGTACAGA 

2.12  统计学分析 

用 IBM SPSS Statistics 27.0软件进行统计分析，

数据以 x s （表示，多样本均数比较采用 One-way 

ANOVA 分析，通过 Graphpad Prism 9 软件绘图。 

3  结果 

3.1  粉防己碱对MDA-MB-231细胞增殖的抑制作用 

如图 1 所示，采用不同质量浓度（（1、2、4、8、

16 µg/mL）的粉防己碱处理 MDA-MB-231 细胞 48 h

后，粉防己碱对 MDA-MB-231 细胞具有显著的增

殖抑制作用（P＜0.01），且呈剂量相关性。粉防己

碱作用于 MDA-MB-231 细胞 48 h 的半数抑制浓度

（（half inhibitory concentration，IC50）为 10.43 µg/mL。

因此，采用 5、10、20 µg/mL 的粉防己碱进行后续

实验。 

3.2  siGSDMD 转染效率及蛋白表达变化 

利用荧光显微镜检测不同浓度（30、50、100 

nmol/L）的 FAM 标记 siGSDMD 的转染效率。结果

显示，随着浓度增加，荧光强度逐渐增强，FAM 的 
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与对照组比较：**P＜0.01。 

**P < 0.01 vs control group. 

图 1  粉防己碱对 MDA-MB-231 细胞的增殖抑制作用 

( x s , n = 6) 

Fig. 1  Inhibitory effect of tetrandrine on proliferation of 

MDA-MB-231 cells ( x s , n = 6) 

浓度为 100 nmol/L 时转染效率满足实验要求（（图 2-

A、C）。进一步通过 Western blotting 检测 MDA-MB-

231 细胞及 GSDMD 瞬时转染后细胞中 GSDMD 蛋

白表达量，发现转染 GSDMD 后细胞中 GSDMD 蛋

白表达显著低于对照组（（P＜0.01，图 2-B、D），表

明 siGSDMD 转染成功降低了 GSDMD 蛋白表达。 

3.3  粉防己碱对 MDA-MB-231 细胞增殖、迁移和

侵袭的影响 

 集落实验（图 3-A、D）、划痕实验（图 3-B、

E）、Transwell 实验（（图 3-C、F）结果显示，与对照

组比较，粉防己碱显著抑制细胞克隆形成、划痕愈

合率和细胞迁移（P＜0.01），且呈剂量相关性；与

粉防己碱高剂量组比较，粉防己碱＋siGSDMD 组

细胞克隆形成数、划痕愈合率和细胞迁移数显著升

高（（P＜0.01）。表明粉防己碱对 MDA-MB-231 细胞 

 

A、C-FAM 标记的 siRNA 转染 MDA-MB-231 细胞后的代表性荧光显微镜图像（×200）及定量分析结果；B、D-siGSDMD 对 MDA-MB-231 细

胞 GSDMD 蛋白表达的影响；与对照组比较：**P＜0.01。 

A, C-representative fluorescence microscopy images of FAM-labeled siRNA-transfected MDA-MB-231 cells (× 200) and quantitative statistical analysis 

result; B, D-effect of siGSDMD on GSDMD protein expression in MDA-MB-231 cells; **P < 0.01 vs control group. 

图 2  siGSDMD 转染效率及蛋白表达变化 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  Transfection efficiency of siGSDMD and protein expression changes ( x s , n = 3) 

的增殖、迁移及侵袭能力均具有显著的抑制作用，

且粉防己碱可能通过靶向 GSDMD 调控细胞增殖、

迁移及侵袭。 

3.4  粉防己碱诱导 MDA-MB-231 细胞形态学变化

及膜损伤 

 通过倒置显微镜及荧光显微镜对 MDA-MB-

231 细胞进行观察，如图 4-A 所示，经不同浓度的

粉防己碱处理后，细胞生长逐渐变稀疏，细胞间隙

明显增大，细胞膜完整性被破坏，出现破裂现象，

细胞间轮廓模糊不清，细胞核发生固缩，染色质浓

缩聚集，形成凋亡小体，在荧光显微镜下观察到较

强荧光信号，且呈剂量相关性。Hoechst/PI 双染结 

对照  1    2   4    8   16 
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A、D-集落实验检测 MDA-MB-231 细胞克隆形成能力（×40）；B、E-划痕实验检测 MDA-MB-231 细胞迁移能力（×100）；C、F-Transwell 实

验检测 MDA-MB-231 细胞侵袭能力（×200）。与对照组比较：**P＜0.01；与粉防己碱高剂量组比较：##P < 0.01，下图同。 

A, D-colony forming ability of MDA-MB-231 cells detected by colony experiment (× 40); B, E-migration ability of MDA-MB-231 cells detected by 

scratch assay (× 100); C, F-invasion ability of MDA-MB-231 cells detected by Transwell assay (× 200); **P < 0.01 vs control group; ##P < 0.01 vs 

tetrandrine high-dose group, same as below figures. 

图 3  粉防己碱对 MDA-MB-231 细胞增殖、迁移和侵袭的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 3  Effect of tetrandrine on proliferation, migration and invasion of MDA-MB-231 cells ( x s , n = 3) 

果（（图 4-B、C）显示，对照组细胞形态均一，细胞

核呈均匀蓝色荧光，PI 染色阴性；经粉防己碱处理

后，细胞出现细胞核固缩、染色质凝集，且细胞膜

破裂导致 PI 阳性率显著升高，呈剂量相关性。上述

形态学变化与焦亡的膜损伤和核固缩特征相符。

LDH 释放量（图 4-D）结果显示，与对照组比较，

粉防己碱组 LDH 释放量显著升高（（P＜0.01），表明

细胞膜通透性破坏导致细胞内容物外泄，是焦亡发

生的核心证据。而给予 siGSDMD 干预后，可显著

逆转粉防己碱对细胞形态学及膜损伤的调控作用

（（P＜0.01），提示 GSDMD 介导的膜孔形成是 LDH

释放的关键机制。 

3.5  粉防己碱通过 NLRP3/Caspase-1 依赖的

GSDMD 活化诱导 MDA-MB-231 细胞焦亡 

 Western blotting 结果（（图 5-A、B）及 qRT-PCR

结果（图 5-C）显示，粉防己碱显著调控了 MDA-

MB-231 细胞中与焦亡相关的蛋白和基因表达。与

对照组比较，粉防己碱组 Caspase-1 蛋白表达上调

（（P＜0.01），表明其激活了细胞焦亡程序；同时，

NLRP3 蛋白表达增加（P＜0.01），与 Caspase-1 协 
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A-倒置显微镜及荧光显微镜观察 MDA-MB-231 细胞形态的代表性图像（×400）；B-Hoechst/PI 双染色后荧光显微镜观察 MDA-MB-231 细胞的

代表性图像（×200）；C-Hoechst/PI 双染阳性细胞比例的定量统计分析结果；D-LDH 释放量的定量统计分析结果。 

A-representative images of morphology of MDA-MB-231 cells observed by inverted microscope and fluorescence microscope (× 400); B-representative 

images of MDA-MB-231 cells after Hoechst/PI double staining observed by fluorescence microscope (× 200); C-quantitative statistical analysis of 

proportion of Hoechst/PI double-stained positive cells; D-quantitative statistical analysis of LDH release. 

图 4  粉防己碱诱导 MDA-MB-231 细胞形态学变化及膜损伤 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Tetrandrine induces morphological changes and membrane damage in MDA-MB-231 cells ( x s , n = 3) 

同作用，促进了下游炎症因子的成熟与释放。IL-18

蛋白作为一种重要的促炎细胞因子，其表达水平在

粉防己碱处理后明显上升（P＜0.01），反映出炎症

反应的增强。此外，粉防己碱还促进了 pro-IL-1β 向

mature-IL-1β 的剪切转化，而 GSDMD 蛋白的表达

变化则直接关联着细胞膜通透性的改变，是细胞焦

亡发生的重要标志。在基因表达层面，NLRP3、

Caspase-1、IL-18 和 IL-1β 的 mRNA 表达水平在粉

防己碱处理后均显著上调（P＜0.01），表明粉防己

碱在转录水平上激活了细胞焦亡通路。而给予

siGSDMD 干预后，显著逆转粉防己碱对上述蛋白

及基因的调控作用（P＜0.01）。 

在明确分子机制的基础上，采用流式细胞仪检

测进一步验证了焦亡的细胞表型，如图 6 所示，与

对照组比较，粉防己碱组细胞焦亡率显著升高（（P＜

0.01），且呈剂量相关性；给予 siGSDMD 干预后，

细胞焦亡率显著降低（（P＜0.01），证实 GSDMD 是

粉防己碱诱导焦亡的必需分子。以上结果表明粉防

己碱通过激活 GSDMD 介导的焦亡途径对 MDA-

MB-231 细胞发挥抗肿瘤作用。 

对照        粉防己碱 5 μg·mL−1  粉防己碱 10 μg·mL−1 粉防己碱 20 μg·mL−1  粉防己碱 20 μg·mL−1＋siGSDMD  

对照    5     10    20 粉防己碱20 μg·mL−1＋  

粉防己碱/(μg·mL−1)  siGSDMD 

对照    5     10    20 粉防己碱20 μg·mL−1＋  

粉防己碱/(μg·mL−1)  siGSDMD 
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A、B-各组 Caspase-1、NLRP3、IL-18、pro-IL-1β 和 mature-IL-1β 蛋白表达；C-各组 Caspase-1、NLRP3、IL-18 和 IL-1β mRNA 表达。 

A, B-Caspase-1, NLRP3, IL-18, pro-IL-1β and mature-IL-1β protein expressions in each group; C-Caspase-1, NLRP3, IL-18 and IL-1β mRNA expressions 

in each group. 

图 5  粉防己碱对 MDA-MB-231 细胞 NLRP3/Caspase-1/GSDMD 通路的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Effect of tetrandrine on NLRP3/Caspase-1/GSDMD pathway in MDA-MB-231 cells ( x s , n = 3) 

 

图 6  粉防己碱诱导 MDA-MB-231 细胞焦亡 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Tetrandrine induces pyroptosis in MDA-MB-231 cells ( x s , n = 3) 

4  讨论 

本研究通过系统分析粉防己碱对 MDA-MB-

231 细胞的影响，揭示了其通过激活 NLRP3/ 

Caspase-1 依赖性 GSDMD 切割诱导细胞焦亡的抗

肿瘤机制。结果显示，粉防己碱呈剂量相关性地抑

制 MDA-MB-231 细胞增殖，并通过形态学观察和

LDH 释放实验证实细胞焦亡的发生[14]。siGSDMD

干预后细胞焦亡率显著下降，Western blotting 结果

显示 NLRP3、Caspase-1 及 IL-1β/IL-18 表达同步降

低。GSDMD 作为焦亡终末执行者，其沉默对上游

蛋白的反馈性抑制可能源于孔道形成缺失导致的

离子失衡[15-16]。GSDMD-NT 介导的钾离子外流是

对照 
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NLRP3 炎症小体激活的关键次级信号 [16-17]，

siGSDMD 将削弱此正反馈循环。GSDMD-NT 孔道

形成后介导的 K+外流可降低胞内 K⁺浓度，而低 K⁺

环境是 NLRP3 炎症小体组装的关键触发信号。当

siGSDMD 时，孔道缺失导致 K⁺外流减少，胞内 K+

浓度维持较高水平，从而反馈性抑制 NLRP3/ 

Caspase-1 的持续活化[18]。这一发现与 Gasdermin 家

族蛋白在焦亡中的经典作用机制相吻合，即

Caspase-1 介导的 GSDMD 切割引发膜孔形成，导

致细胞内容物外泄和炎症因子释放[19]。 

在肿瘤生物学层面，粉防己碱对迁移和侵袭的

抑制作用尤为关键。集落形成和 Transwell 实验结

果显示，siGSDMD 可显著逆转粉防己碱对细胞克

隆形成和侵袭的抑制作用，表明 GSDMD 介导的焦

亡不仅直接杀伤肿瘤细胞，还可能通过调控基质重

塑相关信号影响肿瘤转移[20-21]。这一现象与 NLRP3

炎症小体在肿瘤微环境中的双重作用相关：一方

面，IL-1β/IL-18 的释放可激活抗肿瘤免疫应答；另

一方面，过度炎症反应可能促进免疫抑制性微环境

形成[22-23]。本研究发现粉防己碱处理组 IL-18 表达

显著升高，而既往研究提示 IL-18 可通过诱导干扰

素 γ 增强 CD8⁺ T 细胞活性[24]，这为后续探索粉防

己碱与免疫治疗的协同效应提供了理论依据。 

从分子机制角度，Western blotting 与 qRT-PCR

结果共同揭示了粉防己碱的多层次调控作用：在转

录水平上调 NLRP3、Caspase-1 等基因表达，在翻

译后水平促进 pro-IL-1β 向 mature-IL-1β 转化。这种

双重调控模式可能与粉防己碱的钙离子调控能力

有关，早期研究曾发现粉防己碱可通过升高胞内

Ca2+水平增强药物敏感性[25]，而 Ca2+信号已被证实

可激活 NLRP3 炎症小体组装[26]。此外，粉防己碱

对 GSDMD 的特异性作用具有重要临床意义，三阴

性乳腺癌因其缺乏ER/PR/HER2 靶点而治疗选择有

限，本研究表明靶向焦亡通路可能成为新的治疗策

略，这与近期关于 GSDME 激活剂抗肿瘤效果的研

究趋势一致[27]。 

此外，本研究结果中 GSDMD 沉默仅部分逆转

粉防己碱的抑制作用，提示存在其他并行机制。粉

防己碱可能通过内质网应激途径诱导自噬[28]，或调

控 Hippo/YAP 信号通路影响耐药性[29]。这种多靶点

特性与其植物来源生物碱的复杂药理作用相符，如

粉防己地上部分提取物含多种具有抗肿瘤活性的

生物碱成分[30]。未来研究需进一步解析不同成分的

协同效应，并评估体内模型中焦亡诱导对肿瘤免疫

微环境的重塑作用[27,31]。 

综上，本研究系统阐明了粉防己碱通过

NLRP3/Caspase-1/GSDMD 通路诱导 MDA-MB-231

细胞焦亡的分子机制，为开发基于焦亡调控的天然

药物疗法提供了实验依据。鉴于焦亡相关炎症因子

在肿瘤进展中的双重作用[23,32]，后续研究应重点关

注给药方案的优化，以平衡抗肿瘤效应与炎症相关

不良反应，推动该化合物向临床转化。 
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