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摘 要 

背景：大气中的紫外线会造成各种各样的皮肤问题，未做防护长时间暴露在烈

日下可造成皮肤的急性光损伤，表现为红斑、水疱、疼痛。长波紫外线 UVA 穿透能

力较强，可造成真皮层细胞的损伤，成纤维细胞作为真皮层的细胞组分，可分泌细

胞外基质、合成胶原纤维和弹性纤维，而 UVA 可造成成纤维细胞的损伤导致真皮

层基质组分失衡，进而产生皮肤光老化的表现。细胞焦亡是近几年发现的细胞一种

新的调节性死亡方式，它由 gasdermin 蛋白家族所介导，gasdermin 蛋白被剪切后，

其 N 端在细胞膜聚集成孔，引起细胞内渗透压变化进而引起细胞肿胀死亡，这一过

程被称为细胞焦亡。Gasdermin E（GSDME）作为 gasdermin 蛋白家族的一员也被发

现参与细胞焦亡，GSDME 可以被 caspase-3 剪切并形成 gasdermin E-N 端参与细胞

焦亡。氧化应激是 UVA 诱导成纤维细胞损伤的主要因素，线粒体发生氧化损伤后

激活线粒体途径凋亡，形成 Cyto c/Apaf-1/Caspase-9 凋亡复合物，进而级联激活凋

亡效应分子 caspase-3，因此 caspase-3 作为 gasdermin E 的上游分子和凋亡的效应分

子，它将细胞凋亡与细胞焦亡相联系起来。目前已发现 UVA 可引起成纤维细胞发

生细胞凋亡和自噬，是否会引起成纤维细胞焦亡及其焦亡通路还未可知。芍药苷是

中药白芍总苷中的主要活性成分，是单萜苷类化合物，它作为抗氧化剂可以通过激

活 Nrf2/HO-1 通路减轻 UVA 引起的成纤维细胞氧化损伤。但芍药苷是否会通过减

轻氧化应激进而抑制细胞焦亡的研究还很少。本研究先探究了 UVA 是否会诱导成

纤维细胞焦亡及其焦亡通路，然后探索氧化应激是否参与其中，随后进一步对芍药

苷能否在其中发挥保护作用进行了探究。  

目的：本研究旨在探究细胞焦亡参与皮肤成纤维细胞光损伤的分子机制及探索

芍药苷在皮肤光损伤保护方面的理论依据，为皮肤光损伤的防护提供新方向。 
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研究方法：1、明确 UVA 通过氧化应激引起成纤维细胞发生焦亡。以永生化人

皮肤成纤维细胞和人包皮组织提取的真皮成纤维细胞作为研究对象。应用不同剂量

的 UVA（0、10、20、30J/cm2）照射细胞建立光损伤模型，照射后于光镜下观察细

胞形态，MTS 法检测细胞活力，乳酸脱氢酶释放及 YO-PRO-1/PI 荧光染色检测细

胞损伤情况，从而选择合适的诱导焦亡剂量。给予细胞不同浓度的抗氧化剂 NAC

（0、1.25、2.5、5、10mM）处理，MTS 法检测细胞活力，从而评估 NAC 药物毒

性，选择合适处理浓度。在细胞照光后给予 NAC 处理，光镜下观察细胞形态，MTS

法检测细胞活力，乳酸脱氢酶释放及 YO-PRO-1/PI 荧光染色检测细胞损伤情况。2、

明确 UVA 诱导成纤维细胞焦亡的机制和氧化应激的影响。细胞给予合适剂量的

UVA 处理后，分别以 RT-qPCR 于转录水平、Western blot 于蛋白水平检测参与细胞

焦亡的部分分子，包括 NLRP3、caspase-1、caspase-3、caspase-4、GSDMD、GSDME，

同时使用质粒敲低处理，对激活的焦亡通路进行验证。在细胞照光后给予 NAC 处

理，Western blot 于蛋白水平检测 PARP、caspase-3、GSDME 的变化。确定线粒体

途径凋亡和氧化应激的参与。细胞给予 UVA 照光处理后，JC-1 检测线粒体膜电位

变化，Western blot 于蛋白水平检测线粒体途径凋亡通路相关分子 Bax、Cyto c、

caspase-9，并在照光后不同时间提取蛋白，对线粒体途径凋亡分子和细胞焦亡分子

分别进行检测，观察两者激活时间有无先后顺序。在细胞照光后给予 NAC 处理，

JC-1 检测线粒体膜电位变化，Western blot 检测线粒体途径凋亡通路相关分子 Bax、

Bcl-2、Cyto c、caspase-9 变化。3、明确芍药苷对细胞焦亡的抑制作用。给予细胞不

同浓度的芍药苷（0、100、200、400、800μM）处理后，MTS 法检测细胞活力，从

而评估芍药苷药物毒性，筛选出芍药苷最适药物浓度。药物处理组给予细胞芍药苷

预培养 3 小时后，进行 UVA 照射，照射后加芍药苷继续对细胞进行培养，光镜下

观察细胞形态， MTS 法检测细胞活力，乳酸脱氢酶释放及 YO-PRO-1/PI 荧光染色

检测细胞损伤程度，JC-1 检测线粒体膜电位变化，Western blot 检测线粒体途径凋亡

通路相关分子 Bax、Bcl-2、Cyto c、caspase-9 和细胞焦亡分子 caspase-3、GSDME。 
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结果：1、UVA 照射引起皮肤成纤维细胞发生细胞焦亡且呈剂量依赖性，选择

30J/cm2 的 UVA 剂量用于后续实验。在成纤维细胞照光后用 5mM NAC 处理抑制氧

化应激，与未加 NAC 处理的细胞相比，发生焦亡的细胞比例明显降低。2、UVA 剂

量为 30J/cm2 时，可激活细胞 caspase-3/GSDME 的细胞焦亡通路，未激活 NLRP3 炎

症小体 Caspase-1/GSDMD 的经典焦亡通路。对 caspase-3 进行敲低后，发现其照光

刺激后在蛋白水平上 GSDME 剪切减少。同时，照光后加 NAC 的细胞与未加药细

胞相比，其 caspase-3/GSDME 焦亡通路的激活受到了抑制。UVA 照射后呈剂量依赖

性地使细胞线粒体膜电位下降，同时线粒体途径凋亡相关分子 Bax、Cyto c 升高，

剪切激活 caspase-9，且线粒体途径凋亡的激活早于细胞焦亡的发生。与未经处理的

细胞相比，经过抗氧化剂 NAC 处理的细胞在照光后线粒体膜电位升高，Bax、Cyto 

c 及 cleaved caspase-9 表达下降。3、经细胞毒性检测，选择 400μM 的芍药苷浓度用

于后续实验。与未经处理的细胞相比，经过芍药苷处理的细胞在照光后，其线粒体

膜电位升高，Bax、Cyto c 及 cleaved caspase-9 表达下降，caspase-3/GSDME 焦亡通

路受到抑制，发生焦亡的细胞比例降低。 

结论：1、UVA 通过氧化应激诱导皮肤成纤维细胞发生细胞焦亡。2、UVA 引起

线粒体途径凋亡激活，进而激活 GSDME 诱导焦亡发生。3、芍药苷通过抑制氧化应

激抑制 UVA 诱导的线粒体途径凋亡和细胞焦亡。 

关键词：UVA；细胞焦亡；氧化应激；线粒体途径凋亡；芍药苷 
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Abstract 

Background: Ultraviolet light in the atmosphere can cause a variety of skin problems. 

Prolonged exposure to the hot sun without protection can cause acute photodamage to the 

skin, characterized by erythema, blisters, and pain. The penetrating ability of UVA is strong, 

which can cause the damage of dermis cells. Fibroblasts, the cellular component of the 

dermis, secrete extracellular matrix and synthesize collagen and elastic fibers, and UVA 

can cause damage to fibroblasts resulting in imbalance of dermal matrix components, 

which in turn produces the manifestation of skin photoaging. Pyroptosis is a new regulatory 

cell death discovered in recent years, which is mediated by the gasdermin family of 

proteins. After the gasdermin proteins are cleaved, their N-terminal accumulate on the cell 

membrane and form pores, causing changes in intracellular osmotic pressure, which leads 

to cell swelling and death. This process is called pyroptosis. GSDME, as a member of the 

gasdermin protein family, has also been found to be involved in cell pyroptosis. GSDME 

can be cleaved by caspase-3 and form gasdermin E-N termimal which induces cell 

pyroptosis. Oxidative stress is the main factor of UVA-induced fibroblast damage. After 

oxidative damage of mitochondria, it activates apoptosis of the mitochondrial pathway, 

forming the Cyto c/Apaf-1/Caspase-9 apoptosis complex, and then cascading activates the 

apoptosis effector caspase-3, so caspase-3 as the upstream molecule of gasdermin E and 

the effector molecule of apoptosis, which links apoptosis with the pyroptosis. At present, 

it has been found that UVA can cause apoptosis and autophagy in fibroblasts, and whether 

it can cause pyroptosis and the involved pathway is unknown. Paeoniflorin is the main 

active ingredient of the Chinese medicine total glucosides of paeony, which is a 

monoterpenoid glycoside compound. As an antioxidant, paeoniflorin can reduce the 

oxidative damage of fibroblasts caused by UVA through activating Nrf2/HO-1 pathway. 

However, there is little research on paeoniflorin inhibits pyroptosis by reducing oxidative 

stress. In this study, we first explored whether UVA induces pyroptosis of fibroblasts and 

its pathway, then explored whether oxidative stress is involved, and then further explored 

whether paeoniflorin can play a protective role. 

Objective: The aim of this study was to find out the molecular mechanism of cell 

pyroptosis in skin fibroblast photodamage and explore the theoretical basis of paeoniflorin 
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in skin photodamage protection, providing a new direction for skin photodamage 

protection and treatment. 

Methods:1. Define UVA causes pyroptosis of fibroblasts through oxidative stress. 

Immortalized human skin fibroblasts and dermal fibroblasts extracted from human 

foreskin tissue were used as research objects. Different doses of UVA (0, 10, 20, 30J/cm2) 

were irradiated into cells to establish a photodamage model. After irradiation, cell 

morphology was observed under the light microscope. Cell vitality, lactate dehydrogenase 

release and YO-PRO-1/PI fluorescence staining were used to detect cell damage, so as to 

select the appropriate dose to induce pyroptosis. The cells were treated with different 

concentrations of antioxidant NAC (0, 1.25, 2.5, 5, 10mM), and cell viability was detected 

to evaluate the drug toxicity of NAC and select the appropriate treatment concentration. 

Fibroblasts were treated with NAC after the UVA irradiation. After irradiation, cell 

morphology was observed under the light microscope. Cell vitality, lactate dehydrogenase 

release and YO-PRO-1/PI fluorescence staining were used to detect cell damage. 2. Clarify 

the UVA-induced pyroptosis pathway and the effect of oxidative stress. After the cells were 

treated with appropriate dose of UVA, RT-qPCR and Western blot were used to detect 

partial molecules involved in pyroptosis at transcription level and protein level respectively, 

including NLRP3, caspase-1, caspase-3, caspase-4, GSDMD and GSDME. And then 

knocking down the exact molecule with plasmids was used to validate the activated 

pyroptosis pathway. Fibroblasts were treated with NAC after the UVA irradiation, and then 

PARP, caspase-3, GSDME were detected by Western blot to make sure the role of oxidative 

stress at the pyroptosis pathway. Determin the involvement of mitochondrial-mediated 

apoptosis pathway and oxidative stress. After the cells were treated with UVA irradiation, 

the changes of mitochondrial membrane potential were detected by JC-1, and molecules 

involved in mitochondrial-mediated apoptosis pathway were detected by Western blot, 

including Bax, Cyto c and caspase-9. The proteins of cells were extracted at different times 

after irradiation and then detected mitochondrial-mediated apoptosis pathway molecules 

and pyroptosis molecules respectively, to observe the order of their activation. To explore 

the effect of oxidative stress, fibroblasts were treated with NAC after the UVA irradiation. 

After irradiation, the changes of mitochondrial membrane potential were detected by JC-

1. Bax, Bcl-2, Cyto c and caspase-9 were detected by Western blot. 3. Clarify the inhibitory 



中国医科大学博士学位论文 

VI 
 

effect of paeoniflorin to pyroptosis. Cells were treated with different concentrations of 

paeoniflorin (0, 100, 200, 400, 800μM), and cell viability was detected to evaluate the 

toxicity of paeoniflorin and select the optimal concentration of paeoniflorin. For the drug 

treatment group, cells were treated with paeoniflorin for 3 hours, and then UVA irradiation 

was performed. After irradiation, paeoniflorin was added again and continue cell culture. 

Cell morphology was observed under the light microscope. Cell vitality, lactate 

dehydrogenase release and YO-PRO-1/PI fluorescence staining were used to detect cell 

damage. The changes of mitochondrial membrane potential were detected by JC-1. Bax, 

Bcl-2, Cyto c, caspase-9 and caspase-3, GSDME were detected by Western blot. 

Results:1. UVA irradiation caused pyroptosis of skin fibroblasts in a dose-dependent 

manner. UVA dose of 30J/cm2 was selected for subsequent experiments. When the 

fibroblast cells were treated with 5mM NAC to inhibit oxidative stress after light exposure, 

the proportion of pyroptosis was significantly reduced compared with those without NAC 

treated. 2. When UVA dose was 30J/cm2, the caspase-3/GSDME-dependent pyroptosis 

pathway was activated, but the NLRP3 inflammasome pathway of caspase-1/GSDMD was 

not activated. At the protein level, cleaved GSDME was found to be reduced in the 

knockdown of caspase-3 after the UVA irradiation. The activation of the caspase-

3/GSDME pyroptosis pathway was inhibited in the NAC treated group. After UVA 

irradiation, the mitochondrial membrane potential decreased in a dose-dependent manner, 

while Bax and Cyto c, the related molecules of mitochondrial-mediated apoptosis pathway 

increased, and caspase-9 was activated through being cleaved. Moreover, the activation of 

mitochondrial-mediated apoptosis pathway was earlier than the occurrence of pyroptosis. 

Compared with untreated cells, the antioxidant NAC treated group showed that 

mitochondrial membrane potential increased, Bax, Cyto c and cleaved caspase-9 

expression decreased after UVA irradiation. 3. After the cytotoxic test, 400μM 

concentration of paeoniflorin was selected for subsequent experiments. Compared with 

untreated cells, the paeoniflorin treated group showed that mitochondrial membrane 

potential increased, Bax, Cyto c and cleaved caspase-9 expression decreased, caspase-

3/GSDME pathway was inhibited, and the proportion of pyroptosis decreased after UVA 

irradiation. 

Conclusion: 1.UVA induces pyroptosis in skin fibroblasts through oxidative stress. 2. UVA 
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induces mitochondrial-mediated apoptosis pathway activation, which activates the 

GSDME dependent pyroptosis pathway. 3. Paeoniflorin can inhibit UVA-induced 

mitochondrial-mediated apoptosis pathway and pyroptosis by inhibiting oxidative stress. 

Key words: UVA; Pyroptosis; Oxidative stress; Mitochondrial-mediated apoptosis 

pathway; Paeoniflorin 
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英文缩略语 

英文缩写 英文全称 中文全称 

Apaf-1 Apoptotic protease activating factor-1 凋亡酶激活因子 1 

APS Ammonium persulfate 过硫酸铵 

ASC Apoptosis-associated speck-like protein 

containing a caspase recruitment domain 

凋亡相关斑点样蛋白 

Bax BCL2-Associated X Bcl-2相关 X 蛋白 

BCA Bicinchoninic acid 二辛可宁酸 

Bcl-2 B-cell lymphoma-2 2型 B淋巴细胞 

Caspase Cysteinyl aspartate specific proteinase 天冬半胱氨酸特异性蛋白

酶 

Cyto c Cytochrome c 细胞色素 c 

DMEM Dulbecco's modified eagle medium 达尔伯克氏改良伊格尔氏

培养基 

ECL Enhanced chemiluminescence 增强型化学发光剂 

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 甘油醛-3-磷酸脱氢酶 

HaCaT Human immortalized keratinocytes 人永生化角质形成细胞 

HDF Human dermal fibroblast 原代人真皮成纤维细胞 

HO-1 Heme oxygenase-1 血红素加氧酶 1 

HSF Human skin fibroblast 永生化人皮肤成纤维细胞 

IL Interleukin 白细胞介素 

LDH Lactate dehydrogenase 乳酸脱氢酶 

MMPs Matrix metalloproteinases 基质金属蛋白酶 

MTS 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-

2H-tetrazolium 

3-（4,5-二甲基吡啶-2-

基）-5-（3-羧基甲氧基

苯基）-2-（4-磺苯基）-

2H-四唑 

NAC N-acetyl-L-cysteine N-乙酰-L-半胱氨酸 
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英文缩写 英文全称 中文全称 

NLRP3 Nucleotide oligomerization domain, leucine-

rich repeat and pyrin domain-containing 3 

含核苷酸结合寡聚结构

域，富含亮氨酸重复序列

和 Pyrin结构域蛋白 3 

NLRs Nucleotide oligomerization domain-like 

receptors 

核苷酸寡聚化结构域样受

体 

NQ-O1 NADH Quinone Oxidoreductase 1  醌氧化还原酶 1 

Nrf2 Nuclear factor erythroid2-related factor 2 核因子 E2相关因子 2 

PARP Poly ADP-ribose polymerase 聚 ADP核糖聚合酶 

PBS Phosphate buffered solution 磷酸盐缓冲溶液 

PF Paeoniflorin 芍药苷 

PI Propidium Iodide 碘化丙啶 

PMSF Phenylmethylsulfonyl fluoride 苯甲基磺酰氟 

PVDF Polyvinylidene fluoride 聚偏二氟乙烯 

RIPA Radio Immunoprecipitation Assay 放射免疫沉淀法 

ROS Reactive oxygen species 活性氧簇 

RT-qPCR Real Time Quantitative PCR 实时定量 PCR 

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis 

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳 

SOD Superoxide Dismutase 超氧化物歧化酶 

TBST Tris Buffered Saline with Tween 20 Tris盐缓冲液含吐温 20 

TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine 四甲基聚乙二胺 

Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-

propanediol 

2-氨基-2-羟甲基-1,3-丙

二醇 

UVA Ultraviolet A 长波紫外线 
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第一部分：UVA 通过氧化应激诱导人皮肤成纤维细胞发

生细胞焦亡 

1 前言 

目前全球环境污染情况加重，臭氧层出现逐年变薄趋势，到达地球的紫外线辐

射量逐年增加，因此大众对于光老化的关注越来越多，为了达到更有效预防和治疗

光老化的目的，研究皮肤光老化的相关机制也成为医学热点问题。皮肤的光老化是

在皮肤的暴露部位由于接触到紫外线辐射，产生了皮肤衰老的表现，包括皮肤粗糙、

皱纹和色素增多、弹性降低、出现血管和红斑问题。紫外线根据波长被分为 UVA 

(320-400 nm)、UVB (280-320 nm)及 UVC (200-280 nm)。阳光能照射到地球上的紫

外线是 UVA 和 UVB，分别占总量的 95%和 5%。由于 UVA 是太阳紫外线辐射中最

主要的成分， UVA 引起的皮肤问题成为研究热点。UVA 较 UVA 辐射穿透能力更

强，它可以穿透表皮深入渗透到真皮层，通过刺激真皮层的成纤维细胞，引起真皮

结缔组织的改变 [1,2]。已有研究发现，UVA 辐射会导致真皮结构恶化和光老化的临

床表现，包括色素沉着、皱纹、松弛、皮肤干燥等[3]。成纤维细胞作为真皮层的主

要细胞组分，它可以通过分泌胶原蛋白、弹性纤维和透明质酸这些细胞外基质组分，

实现其维持皮肤真皮结构的功能。UVA 造成成纤维细胞的损伤会导致其刺激胶原蛋

白降解和减少胶原蛋白的产生，从而真皮支撑结构改变，表现为出现皮肤皱纹、松

弛等。 

UVA 对于皮肤细胞的损伤主要是通过氧化应激，其产生过量的活性氧（ROS）

[4]。ROS 是一种较为活跃的分子，诱导细胞必需大分子(包括脂类、蛋白质和核酸)

损伤，参与细胞损伤和分子信号转导[5]。在 UVA 辐射皮肤后，细胞内的 ROS 激活

NF-κB 通路，诱导炎症因子的表达[6]。同时，UVA 还可以诱导成纤维细胞内 MAPK

通路激活，此通路可使 AP-1 表达增加，该转录激活因子增加了基质金属蛋白酶

（MMPs）的表达，使胶原蛋白表达减少[7]，TGF-β 受体表达降低，这些最终导致了

真皮层的细胞外基质组分紊乱[3]。 

细胞程序性死亡对于生物的生长，存活，稳态和先天免疫性至关重要。细胞焦

亡是一种新的细胞死亡形式，最早在 1992 年被报道[8]，其被定义为是 gasdermin 家

族依赖性的细胞程序性死亡[9]。细胞焦亡的发生是由于细胞内外刺激激活半胱氨酸
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天冬酶（caspases），焦亡的效应分子 gasdermin 蛋白家族被激活的 caspase 剪切并形

成 N 端结构域，N 端结构域在膜上聚集成孔，引起细胞内渗透压变化，出现细胞肿

胀的表现，最终导致细胞破裂死亡[10,11]。细胞焦亡和细胞凋亡同属于细胞程序性死

亡，在形态学表现上，细胞焦亡具有细胞凋亡的部分特征，包括凋亡指标 Annexin 

V 染色阳性、DNA 断裂、染色质浓缩等，但有所不同的是，细胞焦亡最终出现细胞

肿胀、膜破裂的表现，而细胞凋亡细胞膜相对完整，可基于此对细胞凋亡和细胞焦

亡予以区分。 

低剂量的 UVA 虽不会直接降低细胞活性，但可引起细胞内代谢紊乱，产生 ROS

和 DNA 损伤[12]，长期作用下引起皮肤光老化。高剂量的 UVA 可通过激活细胞死亡

通路，直接降低细胞活力，加重皮肤炎症和皮肤老化[13,14]。有研究对体外重建皮肤

模型施以 UVA 照射，发现真皮层成纤维细胞在 48 小时后消失，而表皮结构和组织

没有显著影响，表明暴露于单独的 UVA 下，真皮成纤维细胞的存活能力低于表皮

角质形成细胞[15]。目前研究已发现 UVA 辐射可引起真皮成纤维细胞出现不同形式

的死亡，包括细胞凋亡[16,17] 、细胞自噬[18]。但关于高剂量 UVA 是否会引起真皮成

纤维细胞发生细胞焦亡还未有研究，因此，我们基于目前研究现状用中高剂量的

UVA 照射真皮成纤维细胞，分别从细胞形态学变化、细胞活力、细胞膜损伤情况和

代表性小分子荧光染料进行检测，从而明确 UVA 是否会造成真皮成纤维细胞焦亡。

另外，我们课题组前期已经明确 UVA 可引起真皮成纤维细胞内产生过量的 ROS[19]，

下一步我们想要探究 ROS 在细胞焦亡激活中的作用，在照光后使用抗氧化剂 N-乙

酰-L-半胱氨酸（NAC，N-acetyl-L-cysteine）对细胞进行抗氧化干预后，对细胞焦亡

的指标进行检测，为后续进一步探索参与其中的通路奠定基础。 
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2 材料和方法 

2.1 材料 

2.1.1 实验对象 

（1）永生化人皮肤成纤维细胞（HSF），购于赛百慷（上海）生物技术股份有

限公司。 

（2）人真皮成纤维细胞（HDF），提取于人包皮组织，来自于中国医科大学附

属第一医院泌尿外科手术室。 

2.1.2 主要试剂 

PBS 缓冲液（中国，Biosharp 生物公司） 

青霉素/链霉素抗生素溶液（以色列，Biological Industries 公司） 

DispaseⅡ（美国，Sigma 公司） 

一型胶原酶（美国，Sigma 公司） 

DMEM 高糖培养基（中国，逍鹏生物科技公司） 

胰蛋白酶（以色列，Biological Industries 公司） 

胎牛血清（中国，逍鹏生物科技公司） 

无血清细胞冻存液（中国，新赛美生物科技公司） 

MTS 细胞增殖检测试剂盒（美国，Promega 公司） 

乳酸脱氢酶细胞毒性检测试剂盒（中国，碧云天生物技术公司） 

YO-PRO-1/PI 细胞凋亡与坏死检测试剂盒（中国，碧云天生物技术公司） 

NAC 抗氧化剂（中国，碧云天生物技术公司） 

2.1.3 主要仪器 

-80℃深低温冰箱（美国，Thermo 公司） 

-20℃低温冰箱（德国，西门子公司） 

4℃冰箱（美国，Thermo 公司） 

微量移液器（美国，Rainin 公司） 

恒温水浴箱（美国，Thermo 公司） 

恒温二氧化碳细胞培养箱（美国，Thermo 公司） 

生物安全操作台（美国，Thermo 公司） 
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光学显微镜（日本，Olympus 公司） 

Sorvall ST 40R 台式冷冻离心机（美国，Thermo 公司） 

UV 801KL（德国，Waldmann 公司） 

涡旋振荡器（中国，其林贝尔仪器公司） 

台式离心机（美国，Thermo 公司） 

酶标仪（美国，BioTek 公司） 

水平摇床（中国，其林贝尔仪器公司） 

共聚焦显微镜（日本，Olympus 公司） 

荧光显微镜（美国，BioTek 公司） 

2.2 方法 

2.2.1 原代人真皮成纤维细胞提取 

（1）清洗包皮组织：用含 5%体积双抗溶液的 PBS 混合液反复冲洗新鲜包皮组

织，直至其表面红色褪去。用镊子小心夹取包皮组织，在 75%的酒精中清洗 30 秒，

接着在含 5%体积双抗溶液的 PBS 混合液中清洗 2 次，每次清洗 10 分钟，同时在清

洗过程中去除包皮组织中的皮下组织，清洗 2 次后，再在 75%的酒精中清洗 30 秒。 

（2）DispaseⅡ浸泡：用组织剪小心将组织均匀剪成长、宽约 1cm 的小组织块，

移至 50ml 离心管中，并在离心管中加入 2.5mg/ml 的 Dispase II 溶液，置于 4℃过

夜。 

（3）分离真表皮：第二天，将离心管内混合物倒入培养皿中，用吸管小心吸出

Dispase II，之后为防止组织干燥加入少量 PBS 溶液，用镊子小心分离真表皮。 

（4）组织解离：成功分离后，剪碎真皮组织，并移至离心管内，在离心管中加

入 10ml 0.25mg/ml 一型胶原酶，37℃水浴锅内震荡消化 1-1.5 小时，直至组织块出

现絮状物。震荡结束后，加入等体积的细胞培养基以终止消化，进行离心 1200rpm，

5 分钟，离心结束后倒掉上清。 

（5）消化组织：向离心管内添加 10ml-15ml 胰蛋白酶，用吸管匀速吹打 30-40

次，吹打结束后放于 37℃水浴锅内消化 15 分钟。 

（6）消化结束：用吸管匀速吹打 30~40 次，加入等体积的细胞培养基终止消

化。将混合物用 200 目滤网进行过滤，过滤后的混合液收集在 50ml 离心管内。（为

提高细胞产量，可以在过滤前加入一型 DNA 酶，室温 5 分钟） 

（7）细胞培养：离心 1200rpm，5 分钟，离心结束后倒掉上清，加入适量细胞
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培养基进行重悬，并将细胞悬液转移至培养瓶内，置于 37℃，5%CO2 培养箱孵育。 

2.2.2 细胞换液 

（1）对操作台进行紫外消毒，消毒 30 分钟后关闭紫外灯，操作前双手需先用

75%酒精进行消毒。 

（2）从细胞培养箱中取出培养瓶，在光学显微镜下观察细胞生长密度和生长状

态，对瓶外与有菌台面接触过的地方进行酒精消毒后放入工作台，并将 DMEM 细

胞培养基、吸管、移液器、吸头等耗材消毒后放入工作台。 

（3）首先迅速倒出培养瓶内原有培养基，悬空倒入废液缸中，及时将培养瓶盖

上。 

（4）插上已高压消毒过的新吸头，移液器从装有新培养基的离心管内吸出适当

体积的培养基，加到培养瓶中左右晃动几下，使培养基覆盖细胞。 

（5）从操作台中拿出培养瓶，置于光学显微镜下观察细胞状态，观察后小心将

培养瓶平放于培养箱中，继续培养。 

（6）培养细胞过程中，需及时观察细胞的生长情况。 

2.2.3 细胞传代 

（1）对操作台进行紫外消毒，消毒 30 分钟后关闭紫外灯，操作前双手需先用

75%酒精进行消毒。 

（2）在光学显微镜下观察细胞密度，当细胞密度大于 90%时即可对细胞进行

传代处理。 

（3）迅速倒出培养瓶内原有培养基，悬空倒入废液缸中，及时将培养瓶盖上。 

（4）更换新的吸头，用移液器向培养瓶中加入足以覆盖细胞体积的 PBS 缓冲

液，洗涤 2 次，洗去细胞培养瓶中残留的细胞培养基后倒去 PBS 缓冲液。 

（5）更换新的吸头，用移液器向培养瓶中加入适当体积的胰酶，轻轻晃动培养

瓶，使加入的胰酶能完全覆盖瓶内细胞，快速将培养瓶放入 37℃，5% CO2 细胞培

养箱中，将细胞消化 3 分钟。 

（6）消化时间到后，迅速从培养箱中拿出细胞培养瓶，在光学显微镜下观察细

胞的消化情况，若观察到细胞变圆变亮后并在轻轻晃动培养瓶时，随瓶内液体移动，

则立即停止消化。在操作台上，用移液器向培养瓶中加入与胰酶等体积的 DMEM 细

胞培养基终止消化。 

（7）更换新吸头，用移液器将培养瓶中的胰酶、培养基和消化好的细胞混合物
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移入离心管中，1000rpm，离心 3 分钟。 

（8）从离心机中取出离心管，拿入操作台，直接将离心管中的上清液倒入废液

缸中，则沉淀部分为细胞组分，用移液器加入适当体积的细胞培养基对细胞进行重

悬。根据细胞传代密度准备适当个数的培养瓶，在新培养瓶中先加入新培养基对细

胞培养面覆盖浸润，然后将细胞悬液均匀加入各培养瓶中，在培养瓶表面标注好传

代日期、细胞类型和代数，对培养瓶进行十字摇晃，使细胞分布均匀后，放于 37℃，

5% CO2 的培养箱中继续培养。 

2.2.4 细胞冻存与复苏 

（1）细胞冻存 

进行细胞冻存操作前，需观察细胞生长状态，当细胞处于对数生长期且生长状

态良好时，方可进行冻存操作。从培养箱中拿出培养瓶，倒出培养瓶原有培养基，

用移液器加入适量 PBS 缓冲液对瓶内残余的培养基进行清洗 2 次，消化步骤与细胞

传代类似，对细胞进行胰酶消化 3 分钟后镜下观察细胞消化情况，消化完毕后用细

胞培养基终止消化，并将瓶内混合物移入离心管，1000rpm，离心 3 分钟，倒去上

清，向离心管中加入 1ml 无血清细胞冻存液对细胞进行重悬，用移液器轻轻吹打细

胞悬液，转入细胞冻存管中，在冻存管上记录冻存时间和细胞名称及代数后，将冻

存管置于梯度冻存盒中，放入-80℃冰箱内。 

（2）细胞复苏 

从深低温冰箱中拿出之前冻存的细胞，迅速并小心用镊子将冻存管的下半部分

浸入 37℃的水浴锅中，并快速不断地对冻存管进行摇晃直至其内冻存液融化。将融

化的冻存管转移至操作台，迅速将冻存管内的细胞悬液转移到离心管中，小心先慢

后快地加入适量完全培养基，1000rpm，离心 3 分钟，倒去上清液，用移液器加入

完全培养基对细胞进行重悬，准备新培养瓶，加入新细胞培养基对瓶内细胞培养面

进行覆盖浸润，之后加入细胞悬液，在培养瓶上标好复苏时间、细胞类型和代数，

将培养瓶放于 37℃，5% CO2 的培养箱中继续培养。 

2.2.5 细胞照光 

（1）细胞计数：在细胞处于对数生长期且密度为 80-90%时进行细胞计数，用

于后续细胞铺板。胰酶消化细胞，离心，去除上清液，用适量体积的完全培养基重

悬，从中取出 30μl 细胞悬液，加入到 1.5ml EP 管中，再加入 90μl 完全培养基将其

稀释 4 倍。酒精擦拭细胞计数板，盖上盖玻片，使用移液枪从 EP 管中吸取 10μl 细
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胞悬液，从盖玻片边缘滴加到细胞计数板上，100 倍显微镜下观察，计数 4 个象限

内的细胞总数，共计数 2-3 次，取平均值，计算细胞浓度（个/ml）=N/4 ×104 × 4。 

（2）细胞铺板：根据后续的实验安排，选择合适的培养板或培养皿，根据培养

底面积大小进行细胞数目的换算，保证每次实验的细胞密度基本一致。根据细胞计

数的结果对细胞进行铺板，将铺板后的细胞培养板或培养皿放回培养箱中继续培养。 

（3）细胞照光：在显微镜下观察到铺板后的细胞密度达到 80-90%时，将培养

板或培养皿中的原有培养液吸出，加入预冷过的 4℃的 PBS 缓冲液，PBS 缓冲液体

积根据培养底面积大小换算，每平方厘米 100μl。将细胞培养板置于紫外线灯管下，

调整灯管位置，使细胞与灯管的距离为 15cm，进行 UVA 照射，对于不进行照光处

理的对照组，将其表面用铝箔纸覆盖进行遮光处理。UVA 照光处理后，将细胞培养

孔中的 PBS 缓冲液倒掉，加入新的细胞培养基，将照光后的细胞放回培养箱中继续

培养。 

2.2.6 MTS 检测不同剂量 UVA 对细胞活力的影响 

（1）细胞计数。 

（2）细胞铺板：将计数后的成纤维细胞，接种于 96 孔板，细胞数量为 5000 个

细胞每孔，每组设置 3 个副孔，每孔加入 100μl DMEM 培养基，于 5% CO2，37℃

培养箱中继续培养。 

（3）细胞照光：在显微镜下观察到铺板后的细胞密度达到 80-90%时，对细胞

进行梯度 UVA 照射，剂量分别为 0、10、20、30J/cm2，照射后将细胞放回培养箱中

继续培养。 

（4）检测 MTS 细胞活力：于培养箱培养 24 小时后检测细胞的增殖活性。分

别于每孔加入 10μl MTS 试剂，37℃培养箱中继续培养 3 小时后，酶标仪检测 490nm

处波长的吸光值。 

（5）数据统计：默认对照组细胞活力为 100%，其他组的细胞活力为（各组 490nm

处吸光值/对照组 490nm 处吸光值）×100%。 

2.2.7 不同剂量 UVA 照光后检测细胞上清液乳酸脱氢酶释放百分比 

（1）细胞计数。 

（2）细胞铺板：将处于对数生长期的成纤维细胞，接种于 96 孔板，细胞数量

为 5000 个细胞每孔，每组设置 3 个副孔，每孔 DMEM 培养液体积为 100μl，于 5% 

CO2，37℃培养箱中培养。细胞分组为：背景空白对照组、未照光对照组、未照光最
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大酶活性对照组、照光处理组（分为不同剂量）。 

（3）细胞照光：待细胞密度达到 80-90%时进行照光处理，对细胞进行梯度 UVA

照射，剂量分别为 0、10、20、30J/cm2，照光后各孔加入 200μl 无血清培养基，放

回培养箱中继续培养。 

（4）在到达预定检测时间点的前 1 小时从培养箱中取出细胞培养板，在“未照

光处理最大酶活性对照组”中加入试剂盒的 LDH 释放试剂组分，加入体积为 10%

的原有培养液体积。加入 LDH 释放试剂后，在孔板内反复轻柔吹打数次进行混匀，

然后继续在细胞培养箱中孵育。 

（5）到达预定检测时间时，将培养板用多孔板离心机 400g 离心 5 分钟。分别

取 120μl 各孔的上清液，加入到一新的 96 孔板相应孔中，在孵育后进行样品测定。 

（6）样品测定：各孔分别加入 60μl LDH 检测工作液，混匀。室温用铝箔包裹

后置于水平摇床缓慢摇动 30 分钟，然后用酶标仪在 490nm 处测定吸光度。 

（7）计算：各孔吸光度减去背景空白对照孔吸光度，LDH 释放百分比（%）=

（照光处理组吸光度-未照光对照孔吸光度）/（细胞最大酶活性的吸光度-未照光对

照孔吸光度）×100。 

2.2.8 不同剂量 UVA 照光后进行 YO-PRO-1/PI 荧光细胞双染实验 

（1）细胞计数。 

（2）细胞铺板：将处于对数生长期的成纤维细胞接种于 12 孔板中，每孔细胞

量约为 1×105 个，每孔 DMEM 培养液体积为 1ml，于 5% CO2，37℃培养箱中继续

培养。 

（3）细胞照光：待细胞密度达到 80-90%时进行照光处理，对细胞进行梯度 UVA

照射，剂量分别为 0、10、20、30J/cm2，照射后于培养箱培养 24 小时后进行小分子

荧光染料染色。 

（4）配制 YO-PRO-1/PI 检测工作液：每 1ml 检测工作液含 YO-PRO-1（1000

×）1μl、PI（1000×）1μl、检测缓冲液 998μl。 

（5）染色：吸除培养液，用 PBS 洗涤细胞 1 次，每孔加入 500μl 的 YO-PRO-

1/PI 检测工作液，37℃避光孵育 20 分钟。孵育结束后，在荧光显微镜下观察荧光效

果并拍照。 

2.2.9 显微镜下观察细胞形态学变化 

（1）细胞计数。 
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（2）细胞铺板：将处于对数生长期的成纤维细胞接种于 6 孔板，细胞数量为

10 万个细胞每孔，设置 3 个副孔，每孔 DMEM 培养液体积为 2ml，于 5% CO2，

37℃培养箱中继续培养。 

（3）细胞照光：待细胞密度达到 80-90%时进行照光处理，对细胞进行梯度 UVA

照射，剂量分别为 0、10、20、30J/cm2，照光后将细胞放回培养箱中继续培养。 

（4）镜下观察：照光 6 小时后，拿出细胞培养板，置于显微镜下观察细胞形态

变化，并且留取照片。 

2.2.10 NAC 药物配制 

NAC 分子式为 C5H9NO3S，分子量 163.19， 称量 0.1gNAC 粉末，加入适量体

积的 PBS 将其定容至 1.23ml，配制浓度为 500mM 的 NAC 溶液，置于-40℃温度下

储存。 

2.2.11 MTS 法检测不同浓度 NAC 对细胞活力的影响 

（1）细胞计数、细胞铺板：同 2.2.6。 

（2）细胞加药：在显微镜下观察到铺板后的细胞密度达到 80-90%时，对细胞

进行加药处理，分为 5 组不同浓度，浓度分别为 0、1.25、2.5、5、10mM，加药后

将细胞放回培养箱中继续培养。 

（3）检测 MTS 细胞活力：于培养箱培养 24 小时后检测细胞的增殖活性。分

别于每孔加入 10μl MTS 试剂，37℃培养箱中继续培养 3 小时后，酶标仪检测 490nm

处波长的吸光值。 

（4）数据统计：默认对照组细胞活力为 100%，其他组的细胞活力百分比为（各

组 490nm 处吸光值/对照组 490nm 处吸光值）×100%。 

2.2.12 细胞照光后加 NAC 处理进行 MTS 法检测细胞活力 

（1）细胞计数、细胞铺板：同 2.2.6。 

（2）细胞照光及加药：在显微镜下观察到铺板后的细胞密度达到 80-90%时，

对细胞进行 UVA 照射，剂量为 30J/cm2，照射后将细胞放回培养箱中继续培养，其

中加 NAC 处理组在照光后加入 NAC 继续放回培养箱中培养。 

（3）检测 MTS 细胞活力：于培养箱培养 24 小时后检测细胞的增殖活性。分

别于每孔加入 10μl MTS 试剂，37℃培养箱中继续培养 3 小时后，酶标仪检测 490nm

处波长的吸光值。 
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（5）数据统计：默认对照组细胞活力为 100%，其他组的细胞活力百分比为（各

组 490nm 处吸光值/对照组 490nm 处吸光值）×100%。 

2.2.13 细胞照光后加 NAC 处理检测细胞上清液乳酸脱氢酶释放百分比 

（1）细胞计数。 

（2）细胞铺板：将处于对数生长期的成纤维细胞，接种于 96 孔板，细胞数量

为 5000 个细胞每孔，每组设置 3 个副孔，每孔 DMEM 培养液体积为 100μl，于 5% 

CO2，37℃培养箱中培养。细胞分组为：背景空白对照组、背景加 NAC 空白对照组，

未照光对照组、未照光最大酶活性对照组、未照光加 NAC 组、照光处理组及照光

后加 NAC 处理组。 

（3）细胞照光：待细胞密度达到 80-90%时进行照光处理，对细胞进行 UVA 照

射，剂量为 30J/cm2，照光后各孔加入 200μl 无血清培养基，放回培养箱中继续培养，

其中需要加 NAC 的处理组在照光后加入 NAC 后继续放回培养箱中培养。 

（4）在到达预定检测时间点的前 1 小时从培养箱中取出细胞培养板，在“未照

光处理最大酶活性对照组”中加入试剂盒的 LDH 释放试剂组分，加入体积为 10%

的原有培养液体积。加入 LDH 释放试剂后，在孔板内反复轻柔吹打数次进行混匀，

然后继续在细胞培养箱中孵育。 

（5）到达预定检测时间时，将培养板用多孔板离心机 400g 离心 5 分钟。分别

取 120μl 各孔的上清液，加入到一新的 96 孔板相应孔中，在孵育后进行样品测定。 

（6）样品测定：各孔分别加入 60μl LDH 检测工作液，混匀。室温用铝箔包裹

后置于水平摇床缓慢摇动 30 分钟，然后用酶标仪在 490nm 处测定吸光度。 

（7）计算：各孔吸光度减去背景空白对照孔吸光度，其中加药组吸光度减去背

景加 NAC 空白对照组吸光度，各组 LDH 释放百分比（%）=（处理组吸光度-未照

光对照孔吸光度）/（细胞最大酶活性的吸光度-未照光对照孔吸光度）×100。 

2.2.14 细胞照光后加 NAC 处理进行 YO-PRO-1/PI 荧光细胞双染实验 

（1）细胞计数、细胞铺板：同 2.2.8。 

（2）细胞照光：待细胞密度达到 80-90%时进行照光处理，对细胞进行 UVA 照

射，剂量为 30J/cm2，照射后于培养箱继续培养，其中加 NAC 处理组在照光后加入

NAC后继续放回培养箱中培养，24小时后进行小分子荧光染料YO-PRO-1/PI染色。 

（3）配制 YO-PRO-1/PI 检测工作液：每 1ml 检测工作液含 YO-PRO-1（1000

×）1μl、PI（1000×）1μl、检测缓冲液 998μl。 
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（4）染色：吸除培养液，用 PBS 洗涤细胞 1 次，每孔加入 500μl 的 YO-PRO-1/PI

检测工作液，37℃避光孵育 20 分钟。孵育结束后，在荧光显微镜下观察荧光染色效

果并拍照。 

2.3 统计学分析 

使用 GraphPad Prism 9 对实验结果进行统计分析。应用单因素方差分析（One-

way analysis of variance，one-way ANOVA）进行多组统计学分析。实验数据来自至

少三次独立实验。结果表示为均数±标准差。P 值小于 0.05 具有统计学意义。应用

GraphPad Prism 9 和 Photoshop 等软件进行绘图。使用 Image J 对图像进行分析。 
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3 结果 

3.1 UVA 引起真皮成纤维细胞发生细胞焦亡的形态学改变 

为了初步评估 UVA 照光后皮肤成纤维细胞是否发生细胞焦亡，分别取对数生

长期的永生化人皮肤成纤维细胞（HSF）和 4-8 代的原代人真皮成纤维细胞（HDF）

平铺于 12 孔板中，待细胞密度达到 80-90%后，对细胞进行不同剂量的 UVA（0、

10、20、30J/cm2）照光处理，于光学显微镜下观察不同剂量 UVA 处理 6 小时后细

胞形态改变。如图 1.1 所示，显微镜下观察 UVA 照光后 HSF 细胞（A）和 HDF 细

胞（B）形态改变。可见在 UVA 剂量为 20J/cm2 时，两种细胞均出现焦亡形态变化，

具体表现为细胞肿胀膨大，并且有许多气泡状突出物，在 UVA 剂量为 30J/cm2 时，

发生细胞焦亡的比例明显升高，提示中高剂量 UVA 照光后，真皮成纤维细胞发生

细胞焦亡。 

 

图 1.1  光镜下 UVA 处理后 HSF 及 HDF 细胞形态改变 

光镜下观察到 UVA 照光后 HSF 细胞（A）和 HDF 细胞（B）表现出细胞肿胀膨大，气球

样改变的焦亡细胞形态改变。红色箭头表示焦亡细胞的气泡状突出物形态特征。 

3.2 不同剂量 UVA 导致成纤维细胞活力改变 

既往研究表明，UVA 对成纤维细胞的损伤程度呈剂量依赖性改变。在本研究中，

为了明确不同剂量 UVA 对皮肤成纤维细胞的损伤程度，分别取对数生长期的 HSF

细胞和 4-8 代的 HDF 细胞平铺于 96 孔板中，待细胞密度达到 80-90%后，对细胞进
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行不同剂量的 UVA（0、10、20、30J/cm2）照光处理，在照光后 24 小时应用 MTS

法检测细胞活力，如图 1.2 所示，照光后细胞活力明显下降，且呈剂量依赖关系。 

 

图 1.2  不同剂量 UVA 对成纤维细胞活力的影响 

HSF 细胞（A）和 HDF 细胞（B）结果显示，UVA 剂量越大对细胞活力损伤也越大，呈剂

量依赖性。结果表示为均数±标准误。P值小于 0.05 具有统计学意义，*表示 P<0.05，**表示

P<0.01，***表示 P<0.001，****表示 P<0.0001。 

3.3 不同剂量 UVA 导致成纤维细胞 LDH 释放改变 

细胞焦亡造成的细胞膜结构的破坏会导致细胞浆内的酶释放到培养液里，从焦

亡细胞中释放到培养液中的乳酸脱氢酶（LDH）的活性，可以间接反应细胞发生焦

亡的程度，因此 LDH 释放常被用于细胞焦亡检测。不同剂量 UVA 处理成纤维细胞，

照光后 48 小时检测细胞上清中 LDH 释放活性。如图 1.3 所示，随着 UVA 剂量升

高，LDH 释放活性也呈剂量依赖性升高。而 HSF 细胞及 HDF 细胞在 UVA=10J/cm2

时，LDH 释放活性与对照组无统计学差异，可能说明低剂量 UVA 无法诱导成纤维

细胞发生焦亡。而在 UVA=20J/cm2 时，HSF 细胞 LDH 释放活性与对照组有统计学

差异，而 HDF 细胞无统计学差异，可能说明永生化人皮肤成纤维细胞比原代成纤

维细胞在 UVA 照光后更易发生细胞焦亡。 
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图 1.3  不同剂量 UVA 对成纤维细胞 LDH 释放活力的影响 

UVA 剂量越大，LDH 释放活力的百分比也越高，呈剂量依赖性。UVA 剂量为 30 J/cm2时，

HSF 细胞（A）和 HDF 细胞（B）均与对照组有统计学差异。结果表示为均数±标准误。P 值

小于 0.05 具有统计学意义，*表示 P<0.05，**表示 P<0.01。 

3.4 不同剂量 UVA 对成纤维细胞损伤程度的影响 

YO-PRO-1 是一种对凋亡细胞的细胞膜有通透性的 DNA 绿色荧光染料，常用

于细胞凋亡的检测。PI 是一种核酸红色荧光染料，只能染色细胞膜完整性丧失的死

亡细胞，并与核酸结合发出明亮的红色荧光。因此， YO-PRO-1 与碘化丙啶(PI)联

合使用，可以同时进行凋亡细胞和焦亡细胞的检测，根据染色情况，我们将细胞分

为三种：（1）活细胞为 YO-PRO-1 和 PI 双阴性细胞；（2）凋亡细胞为 YO-PRO-1 阳

性而 PI 阴性细胞；（3）焦亡细胞或坏死细胞为 YO-PRO-1 和 PI 双阳性细胞。对不

同剂量 UVA 处理后 24 小时的成纤维细胞进行荧光染色，荧光显微镜下观察细胞的

损伤情况。结果如图 1.4 所示，不同剂量 UVA 处理后成纤维细胞均存在双染阳性细

胞，随着 UVA 剂量增大，细胞损伤加重，双染阳性细胞比例增大。 
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图 1.4  YO-PRO-1/PI 双染检测 UVA 对成纤维细胞损伤程度的影响 

荧光显微镜观察 UVA 处理后，经 YO-PRO-1（绿色）、PI（红色）双染的细胞。A. HSF 细

胞染色。B. HDF 细胞明场形态和染色。YO-PRO-1 和 PI 双染阳性细胞比例与 UVA 呈剂量依赖

性。明场下观察细胞形态，随着 UVA 剂量升高，HDF 细胞数量减少，且形状由长梭形逐渐变

短变圆。 

3.5 氧化应激参与 UVA 诱导成纤维细胞焦亡 

为了研究 UVA 诱导成纤维细胞细胞焦亡激活的过程中有无氧化应激参与，我

们加入抗氧化剂 NAC 来对细胞内氧化应激产生抑制作用。 

首先，以不同浓度的 NAC（1.25mM、2.5mM、5mM、10mM）对成纤维细胞进

行处理，加药处理 24 小时后，用 MTS 法检测细胞活力以确定后续实验使用 NAC

B 
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浓度。如图 1.5 所示，NAC 浓度在 10mM 以内均未对细胞产生毒性，结合其他相关

研究使用浓度，我们选择较为常用的 5mM 作为后续实验使用浓度。 

 

图 1.5 不同浓度 NAC 对细胞活力影响 

MTS 法检测 HDF 细胞活力，加药 24 小时后，10mM 内浓度的 NAC 均未对 HDF 细胞产生

细胞毒性。 

 

在成纤维细胞照光处理后，在 NAC 处理组的细胞培养液中加入适量体积的

NAC 溶液（500mM），使其稀释 100 倍，终浓度为工作浓度（5mM），对照组的细

胞培养液中加入等体积的 PBS 溶液。24 小时后对细胞进行检测，应用 MTS 法检测

细胞活力，如图 1.6 所示，加 NAC 抑制氧化应激后，细胞活力较单独照光组明显上

升。乳酸脱氢酶释放活力检测显示，抑制氧化应激后，细胞照光后释放乳酸脱氢酶

显著降低。YO-PRO-1/PI 双荧光染色结果显示，HDF 细胞照光后，YO-PRO-1/PI 双

染阳性细胞比例明显增加，加 NAC 抑制氧化应激处理后，YO-PRO-1/PI 双染阳性

细胞比例较单独照光组明显降低，而 YO-PRO-1 单染阳性细胞比例也较单独照光组

降低。表明经 NAC 抗氧化处理后，成纤维细胞经 UVA 照光后的细胞焦亡表型受到

抑制，说明氧化应激参与了 UVA 诱导成纤维细胞的焦亡。 

 



中国医科大学博士学位论文 

18 
 

 

 

图 1.6 氧化应激参与 UVA 诱导成纤维细胞的细胞焦亡 

A. MTS 法检测细胞活力，NAC 可以抑制 UVA 导致的细胞活力下降。B. 乳酸脱氢酶活力

释放检测细胞损伤，NAC 可以抑制 UVA 导致的细胞膜损伤。C. YO-RPO-1/PI 染色显示，NAC

可以同时抑制细胞凋亡和细胞焦亡。 

 

C 
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4 讨论 

在皮肤光损伤中，急性中高剂量的 UVA 引起成纤维细胞的损伤和功能失调，

继而出现真皮结构紊乱，产生皮肤光老化表现[14]。成纤维细胞作为 UVA 的主要靶

点，我们在本研究中重点关注单次中高剂量的 UVA 对其的细胞损伤，并想探究细

胞焦亡是否在其中发生，因此我们建立了体外 UVA 照射成纤维细胞的光损伤模型。 

有研究发现以低剂量 5J/cm2UVA 单次照射成纤维细胞时，细胞活力和形态未发

生改变，而在大于 10J/cm2 的剂量，细胞开始出现活力下降以及形态变化[14]。有更

多文献支持，在使用大于 10J/cm2 剂量对成纤维细胞进行单次 UVA 照射时，成纤维

细胞出现细胞活力下降以及细胞凋亡分子表达[16,20]。我们以 0J/cm2、10J/cm2、20J/cm2、

30J/cm2不同剂量 UVA 分别对永生化人真皮成纤维细胞和原代人真皮成纤维细胞进

行照射，与其他文献报道一致，我们同样发现在 10J/cm2 时细胞出现活力下降、细

胞形态变化等细胞损伤表现，但在更高剂量下发现了成纤维细胞在照光后出现了细

胞焦亡的表现，在 20J/cm2这一剂量细胞开始出现细胞焦亡形态学改变，而在 30J/cm2

细胞焦亡比例明显升高，说明成纤维细胞焦亡与 UVA 呈剂量依赖性。细胞活力和

乳酸脱氢酶释放实验结果与细胞焦亡形态学表现相符。因此，我们推测中低剂量的

UVA（<20 J/cm2）下，细胞死亡的主要方式不是细胞焦亡，而高剂量的 UVA（>20 

J/cm2）才能诱发成纤维细胞出现细胞焦亡。因此我们猜测在某一剂量节点，细胞内

损伤达到激活细胞焦亡通路的阈值，实现细胞死亡形式的转变，这一节点可能是研

究 UVA 引起细胞焦亡激活机制的关键。 

在研究中，我们发现 UVA 剂量过大，细胞损伤较重时，细胞主要以细胞焦亡的

形式死亡。在既往细胞焦亡的研究中，细胞以焦亡的形式死亡后会释放细胞内容物

和炎症因子，加剧周围细胞和组织炎症。据此，我们推测大剂量 UVA 引起皮肤成纤

维细胞焦亡可能是室外暴晒后短期内出现皮肤红肿等急性炎症表现的原因之一。我

们仅在细胞水平进行了实验，未进行体内实验或多种细胞共培养，因此对在细胞发

生焦亡后对组织和其他细胞的影响的研究上具有局限性。 

另外，在两种细胞照光后的细胞焦亡研究中，我们也发现了差异。相同剂量下，

永生化人皮肤成纤维细胞表现出更重的细胞损伤，其焦亡表现也更为明显，而原代

真皮成纤维细胞对 UVA 的耐受性比永生化细胞更强。我们认为产生这种细胞间的

差异可能存在两种原因：一是原代细胞作为从人新鲜包皮组织中提取的细胞，因其

提取来源于不同个体，因此存在着由于个体差异带来的细胞差异；二是有文献表明
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与自发永生化角质形成细胞 HaCaT 细胞系相比，由 HPV16 病毒 E6 和 E7 基因构

建的永生化角质形成细胞 iHFK 细胞系对于引起细胞毒性化学物质更为敏感[21]，且

与 HaCaT 细胞相比，iHFK 对 ROS 诱导的细胞毒性的敏感性增加[22]。而在本研究

中，我们所使用的细胞系为 SV40 病毒构建的永生化人皮肤成纤维细胞，结合前人

研究，我们推测永生化细胞对于 UVA 的耐受性弱于原代细胞，是否与病毒构建永

生化方式相关，是否病毒构建的永生化细胞对于 ROS 参与的细胞应激条件更敏感，

这些推测还有待我们进一步研究。 

我们课题组前期已经明确 UVA 照射成纤维细胞会产生过量 ROS，从而对细胞

造成损伤。在本部分研究中，我们使用 NAC 减少细胞内 ROS 产生，发现对 UVA 引

起的细胞焦亡表现起到了抑制作用，因此我们得出结论，UVA 通过引起细胞内氧化

应激来诱导成纤维细胞发生细胞焦亡。其他文献也有报道在某些条件下，氧化应激

参与了激活细胞焦亡。尼古丁通过刺激 ROS 激活 NLRP3 炎性小体诱导内皮细胞焦

亡 可 能 是 促 进 动 脉 粥 样 硬 化 的 细 胞 机 制 [23] 。 苯 并 芘 通 过 ROS/NF-

κB/NLRP3/Caspase-1 信号通路致肝细胞发生细胞焦亡而导致肝损伤[24]。铁激活 ROS

可以通过 Tom20/Bax/caspase-3/GSDME 途径诱导黑素瘤细胞发生焦亡[25]。在小鼠骨

髓来源的巨噬细胞中，ROS 通过对 GSDMD 进行氧化修饰提高了其被 caspase-1 剪

切的效率，可能是 ROS 增强 NLRP3 依赖的细胞焦亡的机制[26]。因此，氧化应激作

为 UVA 诱导真皮成纤维细胞发生细胞焦亡的关键因素，很有可能参与其中焦亡通

路的激活，针对这一点，需要我们在下一部分实验中进行进一步验证。 

在本部分研究中，我们在形态学水平、细胞活力和细胞损伤对细胞进行了相关

检测，首次发现高剂量 UVA 照射可引起成纤维细胞发生细胞焦亡，但其中引起细

胞焦亡的机制还未明确，因此，下一部分实验我们将关注 UVA 引起成纤维细胞焦

亡的具体分子机制，以及氧化应激是否对参与成纤维细胞焦亡的分子通路产生了影

响。 
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5 结论 

UVA 照射通过氧化应激引起皮肤成纤维细胞发生细胞焦亡。 
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第二部分：UVA 通过线粒体途径激活 CASP3/GSDME

通路诱导成纤维细胞焦亡 

1 前言 

细胞焦亡的效应蛋白——Gasdermin 蛋白家族成员，除 PJVK 外，都在其

gasdermin-N 结构域具有内源性的致细胞死亡活性，在未剪切状态下，这种诱导细胞

死亡的活性被 gasdermin-C 结构域所抑制[27]。当受到外界刺激后，经过一系列通路

激活，gasdermin-N和C结构域间的蛋白水解，释放出 gasdermin-N结构域，gasdermin-

N 结构域移位到细胞膜上形成低聚体使胞膜穿孔[10,11]。目前研究比较多的焦亡效应

分子为 GSDMD，其激活的分子通路可分为经典途径和非经典途径[28]，经典途径通

常由炎症小体组装介导，大多数炎症小体由以下部分组成：NOD 样受体（NLRs）、

ASC 和 caspase-1[29]。目前研究较多具有代表性的 NOD 样受体为 NLRP3 分子，其

组装成炎症小体后，对 pro-caspase-1 剪切激活，形成 caspase-1，活化的 caspase-1 一

方面可剪切 GSDMD 形成 N 端和 C 端，另一方面切割 IL-1β 和 IL-18 的前体，最终

通过 GSDMD-N 形成的孔隙促进水分子内流及细胞内容物外流，和从孔内释放成熟

的 IL-1β/IL-18，驱动细胞焦亡，诱发并扩大炎症[30,31]。非经典途径由脂多糖（LPS）

激活 caspase-4/5/11[32]，后者裂解 GSDMD 形成 N 端，发挥诱导焦亡的作用[33]。除

GSDMD 外，GSDME 也在近几年被发现可引起焦亡，研究发现，活化的 caspase-3

在 Asp270 处剪切 GSDME，以产生 GSDME-N 端，GSDME-N 靶向细胞膜后引起细

胞焦亡的发生[34,35]。 

近几年发现皮肤组织细胞在外界刺激因素下，可发生细胞焦亡。登革热病毒

DENV-1 和 DENV-2 型可通过激活真皮成纤维细胞 NLRP3 炎症小体通路激活细胞

焦亡反应，来调节细胞中的病毒复制[36]。Gasdermin B 在银屑病皮损中表达降低，

其在永生化角质形成细胞（HaCaT）中表达下调可以抑制细胞增殖、促进细胞凋亡

[37]。双酚 A 通过激活 caspase-1 诱导真皮成纤维细胞焦亡进而加重皮肤老化和皮肤

炎症[38]。在 UVB 对于表皮损伤研究中，有研究发现 UVB 辐射可引起 HaCaT 细胞

发生 GSDME 激活的细胞焦亡[39,40]。目前对于 UVA 是否会引起真皮成纤维细胞焦

亡及其发生机制还未见报道，这一部分的研究领域的信息还十分有限，针对此问题

的研究有助于拓展这一领域的发现。 
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有研究发现 UVB 通过激活 GSDME 引起 HaCaT 细胞焦亡[41]，我们认为 UVA

很有可能通过类似途径引起成纤维细胞焦亡，而 GSDME 又被 caspase-3 所剪切激

活。Caspase-3 过去被认为是重要的凋亡蛋白，它是内源性凋亡途径和外源性凋亡途

径共同的效应分子[42]。内源性途径又称为线粒体途径，由内源性应激激活，导致

Bax/Bak 介导线粒体外膜上形成孔，引起线粒体功能障碍，从而释放促凋亡蛋白如

细胞色素 C（Cyto c）、HtrA2/Omi 到胞浆中。胞浆中的 Cyto c 与凋亡蛋白酶激活因

子 Apaf-1 结合，导致 Caspase-9 前体的募集并激活，活化的 caspase-9 随后剪切

caspase-3/7 前体，导致细胞凋亡[43]。Caspase-3 将线粒体途径凋亡与细胞焦亡联系起

来，即线粒体途径凋亡可以通过活化 caspase-3 在 GSDME 介导的细胞焦亡中起重

要作用。雷公藤内酯（TPL）通过抑制线粒体己糖激酶 II 导致 BAD/Bax-caspase-3 级

联活化，通过 caspase-3/GSDME 诱导焦亡作用来清除头颈部癌细胞[44]。大气压冷等

离子体通过 ROS/JNK 激活线粒体途径凋亡 Bax/ Cyto c/caspase 级联活化，剪切

GSDME，引起高表达 GSDME 的肿瘤细胞发生焦亡[45]。洛铂诱导 ROS/JNK/ bax 线

粒体途径凋亡和 caspase-9/-3 的激活，继而通过下游 GSDME 介导的焦亡对结肠癌

起到治疗作用[46]。因此，我们猜测 UVA 是否可以通过激活线粒体途径凋亡，继而

引起真皮成纤维细胞焦亡的发生。 

在本研究的第一部分中，我们已经发现 UVA 照射处理可以诱导成纤维细胞出

现细胞焦亡的表型改变，因此为了进一步探究参与此过程的分子及相关通路，我们

分别在转录水平及蛋白水平对目前已知的参与细胞焦亡发生的部分分子进行验证，

并对参与其中的通路进行分子干预，予以进一步验证。为了探究氧化应激对焦亡通

路的影响，对细胞加入 NAC 处理以减少细胞内 ROS，并在蛋白水平检测照光后加

药对细胞内焦亡分子的改变。另外，我们通过检测线粒体膜电位和在蛋白水平检测

线粒体途径凋亡分子的表达，明确 UVA 是否会诱导成纤维细胞发生线粒体途径凋

亡以及其与细胞焦亡的发生有无时间顺序。在此基础上，我们进一步用 NAC 对细

胞进行处理，以明确 UVA 是否通过氧化应激使细胞内的线粒体途径凋亡激活。本

研究主要探索了 UVA 引起成纤维细胞焦亡激活的分子机制，为针对该通路进行靶

向干预可以作为临床防治光损伤的应用提供了新思路。  
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2 材料和方法 

2.1 材料 

2.1.1 实验对象 

（1）永生化人皮肤成纤维细胞（HSF），购于赛百慷（上海）生物技术股份有

限公司。 

（2）人真皮成纤维细胞（HDF），提取于人包皮组织，来自于中国医科大学附

属第一医院泌尿外科手术室。 

2.1.2 主要试剂 

PBS 缓冲液（美国，Biosharp 公司） 

青霉素/链霉素抗生素溶液（以色列，Biological Industries 公司） 

DMEM 高糖培养基（中国，逍鹏生物科技公司） 

胰蛋白酶（以色列，Biological Industries 公司） 

胎牛血清（中国，逍鹏生物科技公司） 

无血清细胞冻存液（中国，新赛美生物科技公司） 

RNA 提取试剂盒（中国，艾科瑞生物公司） 

EvoM-MLV 反转录试剂盒（中国，艾科瑞生物公司） 

SYBR Green Pro Taq HS 预混型 qPCR 试剂盒（中国，艾科瑞生物公司） 

PCR 引物（美国，Invitrogen 公司） 

TE 缓冲液（中国，索莱宝公司） 

线粒体膜电位检测试剂盒（中国，碧云天生物技术公司） 

RIPA 裂解液（中国，碧云天生物技术公司） 

PMSF（中国，索莱宝公司） 

BCA 蛋白浓度测定试剂盒（中国，碧云天生物技术公司） 

SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒（中国，Biosharp 生物公司） 

聚丙烯酰胺凝胶上层胶红色染料（中国，赛维尔生物公司） 

过硫酸铵 APS 粉末（中国，碧云天生物技术公司） 

TEMED（中国，碧云天生物技术公司） 

无水乙醇（中国，麦克林试剂公司） 

Tris-Base（中国，索莱宝公司） 
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SDS（中国，索莱宝公司） 

甘氨酸（中国，索莱宝公司） 

甲醇（中国，麦克林试剂公司） 

SDS-PAGE 上样缓冲液还原型（中国，康为世纪生物公司） 

预染彩色蛋白 Marker（中国，铂莱生物公司） 

PVDF 膜（美国，Millipore 公司） 

10×TBST 缓冲液（中国，索莱宝公司） 

脱脂奶粉（中国，索莱宝公司） 

WB 专用一抗二抗稀释液（中国，爱必信生物公司） 

GAPDH 抗体（中国，Proteintech 公司） 

NLRP3 抗体（美国，Abcam 公司） 

Caspase-4 抗体（美国，Abcam 公司） 

Caspase-1 抗体（中国，Proteintech 公司） 

GSDMD-N 抗体（美国，Abcam 公司） 

GSDME 抗体（美国，Abcam 公司） 

Cleaved Caspase-3 抗体（美国，Cell Signaling Technology 公司） 

PARP 抗体（美国，Cell Signaling Technology 公司） 

Caspase-9 抗体（美国，Cell Signaling Technology 公司） 

Bax 抗体（美国，Cell Signaling Technology 公司） 

Cyto c 抗体（美国，Cell Signaling Technology 公司） 

Bcl-2 抗体（中国，景杰生物公司） 

过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗抗体（中国，Proteintech 公司） 

过氧化物酶标记的山羊抗鼠二抗抗体（中国，Proteintech 公司） 

超敏 ECL 化学发光试剂盒（中国，碧云天生物技术公司） 

NAC 抗氧化剂（中国，碧云天生物技术公司） 

CASP3敲低质粒和 shCASP3-NC 质粒（中国，吉凯基因） 

QuickShuttle-Basic 转染试剂（中国，博奥龙免疫技术公司） 

无内毒素质粒大提试剂盒（中国，天根生化科技公司） 

TOP10 感受态细胞（中国，索莱宝公司） 

氨苄青霉素钠（中国，碧云天生物技术公司） 

LB 液体培养基（中国，索莱宝公司） 



中国医科大学博士学位论文 

26 
 

LB 固体培养基（中国，索莱宝公司） 

2.1.3 主要仪器 

-80℃深低温冰箱（美国，Thermo 公司） 

-20℃低温冰箱（德国，西门子公司） 

4℃冰箱（美国，Thermo 公司） 

微量移液器（美国，Rainin 公司） 

恒温水浴箱（美国，Thermo 公司） 

恒温二氧化碳细胞培养箱（美国，Thermo 公司） 

生物安全操作台（美国，Thermo 公司） 

光学显微镜（日本，Olympus 公司） 

Sorvall ST 40R 台式冷冻离心机（美国，Thermo 公司） 

UV 801KL（德国，Waldmann 公司） 

酶标仪（美国，BioTek 公司） 

水平摇床（中国，其林贝尔仪器公司） 

涡旋振荡器（中国，其林贝尔仪器公司） 

去离子水制备系统（美国，Millipore 公司） 

台式离心机（美国，Thermo 公司） 

NanoDrop-1000 分光光度计（美国，Thermo 公司） 

ABI 9700 PCR 扩增仪（美国，Applied Biosystems 公司） 

QuantStudio 1 型实时荧光定量 PCR 系统（美国，Thermo 公司） 

蛋白凝胶电泳槽、电泳仪和转膜槽（美国，Bio-Rad 公司） 

化学发光图像分析系统（中国，天能公司） 

共聚焦显微镜（日本，Olympus 公司） 

荧光显微镜（美国，BioTek 公司） 

2.2 方法 

2.2.1 细胞复苏、换液、传代与冻存 

同第一部分。 

2.2.2 细胞计数、铺板与照光 

同第一部分。 
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2.2.3 RNA 提取及浓度检测 

（1）吸出 60mm 细胞培养皿中的培养基，将细胞用 PBS 洗两次后，向培养皿

中加入 600μl Buffer RLS 裂解液，移液器反复吹打至混合液无明显沉淀，室温静置

2 分钟后，将混合液收集到 1.5ml 无酶 EP 管内。 

（2）向混合液中加入等体积 70%乙醇，移液器反复吹打混匀，待混合液被吹打

至非粘稠状态，将上述混合液移入 Universal RNA Mini Column 中，室温 12000rpm

离心 1 分钟，然后弃收集管内滤液。 

（3）向吸附柱中加入 600μl Buffer RWA 溶液，室温 12000rpm 离心 1 分钟，然

后弃收集管内滤液。 

（4）向吸附柱中加入 650μl Buffer RWB 溶液，室温 12000rpm 离心 1 分钟，然

后弃收集管内滤液。 

（5）进行 DNA 酶消化，按比例配制 DNase I 反应液并混匀（每孔配制体积：

DNase I 4μl、10×DNase I Buffer 5μl、RNase free water 41μl），向吸附柱膜中央加入

50μlDNase I 反应液，室温静置 15 分钟；向吸附柱中加入 350μl Buffer RWB 溶液，

室温 12000rpm 离心 1 分钟，然后弃收集管内滤液。 

（6）加入 650μl Buffer RWB，室温 12000rpm 离心 1 分钟，然后弃收集管内滤

液。 

（7）将吸附柱安置于新的 2.0ml 收集离心柱上，室温 12000rpm 离心 2 分钟，

然后弃收集管内滤液。 

（8）将吸附柱安置于新的 1.5ml RNase Free Tube 上，在吸附柱膜的中央处，加

入 50μl 无酶水，室温静置 5 分钟，然后 12000rpm 离心 2 分钟用以洗脱 RNA。 

（9）应用紫外分光光度计测定 RNA 浓度。 

（10）提取的 RNA 样品置于-80℃冰箱保存。 

2.2.4 逆转录 

（1）测定好各样本 RNA 浓度后，将所有组样本 RNA 总质量统一为 1000ng，

计算出各组逆转录所需加入 RNA 的体积，并用无酶水补齐体积至 16μl，然后每组

加 4μl Evo M-MLVRT Master Mix 试剂。 

（2）逆转录反应条件：37℃ 15 分钟；85℃ 5 秒；4℃。 

（3）cDNA 样品置于-40℃冰箱保存。 
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2.2.5 实时定量 PCR 

（1）PCR 扩增使用艾科瑞 SYBR Green Pro Taq HS 预混型 qPCR 试剂盒 II，按

照试剂盒说明书流程进行操作，使用 96 孔板进行扩增反应与检测。每孔反应体系

（20μl）如下： 

表 1  PCR 反应体系 

试剂名称 加样体积 

2×SYBR Green Pro Taq HS Premix II 10μl 

Template 2μl 

Primer F 0.4μl 

Primer R 0.4μl 

ROX Reference Dye（4μM） 0.4μl 

RNase free water 6.8μl 

（2）加样：先将反应体系中除 Template 组分混合后加入 96 孔板，再将各组

cDNA 分别加入对应孔中，每组设置 3 个副孔，然后封板，在离心机中于 3000rpm

离心 5 分钟。 

（3）上机进行 qRT-PCR 反应程序：程序如下。 

表 2  PCR 反应条件 

步骤 温度（℃） 时间（sec） 循环数 

Step 1 95 30 1 

Step 2 95 5 40 

60 30 

Step 3 溶解曲线（机器默认程序） 

其中上下游引物序列如下表所示： 

表 3  PCR 引物序列 

基因名称 引物序列（5’-3’） 

GAPDH-F AAGAGCACAAGAGGAAGAGAGAGAGAC 

GAPDH-R GTCTACATGGCAACTGTGAGGAG 

NLRP3-F GATCTTCGCTGCGATCAACAG 

NLRP3-R CGTGCATTATCTGAACCCCAC 

CASP1-F TGCTCTTCCACACCAGATA 
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CASP1-R 

CASP3-F 

TCACAGGAACAGGCATATTC 

AGAGGGGATCGTTGTAGAAGTC 

CASP3-R ACAGTCCAGTTCTGTACCACG 

CASP4-F CAGAAGGCAACCACAGAA 

CASP4-R TGTTCCACCAAGTTATCCAA 

GSDMD-F GTGTGTCAACCTGTCTATCAAGG 

GSDMD-R CATGGCATCGTAGAAGTGGAAG 

GSDME-F CCCAGGATGGACCATTAAGTGT 

GSDME-R GGTTCCAGGACCATGAGTAGTT 

IL1B-F ATGATGGCTTATTACAGTGGCAA 

IL1B-R GTCGGAGATTCGTAGCTGGA 

IL18-F GGACAGTCAGCAAGGAAT 

IL18-R TCTGGAAGGTCTGAGGTT 

（4）数据分析：每个样本设置 3 个重复孔以减少实验误差。内参为 GAPDH，

检测样本中要检测的目的基因和对应内参的 Ct 值。采用相对定量的方法计算各样

本中△Ct 值（△Ct=目的基因 Ct 值-内参基因 Ct 值），再计算△△Ct 值（△△Ct=目

的基因△Ct 值-内参基因△Ct 值），最终目的基因表达量用相对于内参的 2-△△Ct表示，

该数值代表实验组相对于对照组两组间目的基因表达的差异倍数。 

2.2.6 蛋白提取及测蛋白浓度 

（1）蛋白提取：从培养箱取出处理后的细胞，倒掉培养基，用预冷的 PBS 洗

2 次；加入预混好的 RIPA 裂解混合液（RIPA:PMSF=100:1），冰上裂解 10 分钟；在

冰上用细胞刮将细胞刮于一处，置于冰上充分裂解 2 分钟；将混合液移入 EP 管，

4℃离心，15000rpm，15 分钟；小心将上清液（蛋白组分）移入新的 EP 管中，即完

成蛋白提取，提取后的蛋白置于-80℃冰箱保存。 

（2）BCA 法测蛋白浓度：制备蛋白标准品，用 RIPA 裂解液将标准品稀释到终

浓度为 0.5mg/ml 备用；按所需体积制备 BCA 工作液，按 200μl 每孔配制，体积比

A 液:B 液=50:1，充分混匀；分别在 96 孔板其中 8 个孔中，加入蛋白标准品 0、1、

2、4、8、12、16、20μl，然后补入 RIPA 使每孔液体总体积统一为 20μl，则最终标

准品浓度分别为 0、0.025、0.05、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5mg/ml；各组取 2μl 蛋白样

品加入 96 孔板中，再加 18μl 的 RIPA 补齐体积至 20μl；加样结束后，分别于每孔
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加入 200μl 配好的 BCA 工作液；37℃避光孵育 30 分钟；孵育结束后，应用酶标仪

检测 562nm 波长的吸光度；根据标准曲线计算蛋白浓度。 

2.2.7 Western Blot 

（1）实验前准备：将电泳槽、玻璃板、梳子分别清洗干净。 

（2）制胶：将洗净的玻璃板对齐，夹于制胶架上，向玻璃板缝隙中加入蒸馏水，

用以检查玻璃板密闭性；配制分离胶，浓度依据所要检测蛋白的分子量决定，体积

依据所要配制的胶数目决定，配制时，注意要最后加入 TEMED，起到最终凝固作

用；确认好玻璃板密闭性良好后，将水倒掉，然后用滤纸吸干水分；将分离胶中在

离心管内充分混匀后迅速倒入玻璃板内灌胶，然后在分离胶上方加入无水乙醇进行

液封，等待其凝固；配制浓缩胶；待分离胶凝固完全后，将其上方的无水乙醇倒掉，

小心倒入浓缩胶，缓慢插入梳子，全程避免产生气泡。 

（3）配制蛋白样本：蛋白样品、RIPA、上样缓冲液（loading buffer），三者遵

循最终蛋白样本等质量等体积的原则，按照之前 BCA 测蛋白浓度结果计算好各组

分体积后混合，进行离心，煮样条件：100℃，5 分钟，然后取出放于冰上。 

（4）配制电泳液：Tris-Base 3.03g+甘氨酸 14.4g+SDS 1.0g，加蒸馏水定容至

1L，摇匀。 

（5）待浓缩胶凝固后，从制胶架上取下玻璃板夹入电泳槽中，在玻璃板中间区

域倒满电泳液，使其没过短板，电泳槽内也倒入电泳液防止内部电泳液渗漏，垂直

缓慢地拔出梳子。 

（6）将煮好的样本震荡离心后用移液器进行上样，完成样品上样后，在两侧泳

道对称位置各加 5μl marker。 

（7）电泳：第一阶段为 80V，待样品由浓缩胶电泳到分离胶后（大约 30 分钟），

将电压改为第二阶段 120V，直至跑完全程。 

（8）配制转膜液：Tris-Base 3.03g+甘氨酸 14.4g+甲醇 200ml，加蒸馏水定容至

1L，混匀。 

（9）电泳结束后，将转膜夹、滤纸、海绵泡在转膜液里，取出玻璃板，小心冲

洗后置于转膜液中，在转膜液中小心起开玻璃板后，将胶转移至滤纸上；根据胶的

大小剪裁 PVDF 膜，做好标记以区分蛋白上样顺序，于甲醇中浸泡 30 秒用以激活

PVDF 膜，再将膜移至转膜液中；按由下至上，转膜夹黑色面-海绵-滤纸-胶-PVDF

膜-滤纸-海绵-转膜夹白色面的顺序制成三明治转膜组，全程注意不要有气泡产生。 

（10）将转膜槽放于冰上进行冰浴转膜，将三明治转膜组放入转膜槽，遵循原
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则为黑对黑，白对红，按照颜色对准电极，在转膜槽中倒满转膜液并加入冰盒用以

在转膜过程中进行降温，200mA 恒定电流进行转膜，转膜时间依据蛋白分子量大小

决定。 

（11）配封闭液：脱脂奶粉 2.5g 加入 1×TBST 定容至 50ml，震荡摇匀。 

（12）转膜结束后，将膜取出，用刚配制好的封闭液室温封闭 2 小时，此过程

在水平摇床上进行。 

（13）用一抗二抗稀释液配制一抗，一抗稀释比参见抗体说明书。 

（14）封闭结束后，倒掉封闭液，1×TBST 洗膜 1 次。 

（15）倒入配制好的一抗孵育，4℃过夜，此过程在水平摇床上进行。 

（16）第二天，回收一抗，置于-40℃冰箱内保存。 

（17）1×TBST 进行洗膜 3 次，每次 10 分钟。 

（18）用一抗二抗稀释液配制二抗，二抗稀释比参见抗体说明书，。 

（19）二抗室温孵育 1-2 小时，此过程在水平摇床上进行。 

（20）回收二抗，置于-40℃冰箱内保存。 

（21）1×TBST 进行洗膜 3 次，每次 10 分钟。 

（22）按所需体积配制发光液，体积比为 A 液:B 液=1:1。 

（23）显影仪下发光显影，进行蛋白定量分析。 

2.2.8 质粒扩增 

（1）配制 LB 培养基：按比例将双蒸水加入 LB 培养基干粉中，溶解成溶液并

高压消毒。固体培养基未凝固前按 1:1000 的比例加入氨苄青霉素钠，混合均匀后倒

入平皿中，待培养皿中固体培养基凝固后，将平皿倒置放置于 4℃冰箱备用。液体

培养基高压后也放置于 4℃冰箱备用。 

（2）重组载体质粒转化细菌：每组取 100μl 感受态细胞，冰浴解冻，每管加

50ng 的质粒，轻弹 EP 管混匀内容物，在冰上静置 20 分钟；20 分钟后，将 EP 管插

在浮板中，将浮板置于 42℃水浴锅中，热激 90 秒，迅速插回冰中，使细菌冷却 10

分钟。 

（3）筛选转化成功细菌：每管加入 500μl 无抗生素液体 LB 培养基，在 37℃水

浴锅中缓慢摇晃（80rpm）1 小时，目的是复苏细菌并且使其表达抗性基因；将 50μl

已转化的感受态菌液涂布到已恢复到室温的含氨苄霉素的 LB 固体培养基上，稍待

半分钟，待培养基表面干燥倒置平皿，于 37℃培养过夜。 

（4）转化细菌扩增：拿出平皿，挑取 1 个前一天培养的单菌落的转化细菌，放
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于 5ml 含氨苄霉素的 LB 液体培养基中，37℃ 220rpm 摇菌 12 小时；12 小时后，

待离心管内菌液浑浊，将离心管内 5ml 的浑浊菌液加到 100ml 含氨苄霉素 LB 液体

培养基中，37℃ 220rpm 摇菌过夜。 

（5）质粒提取及纯化：按照质粒提取试剂盒步骤，将过夜培养的浑浊菌液加入

离心管内，室温 8000rpm 离心 3 分钟，倒掉上清，收集细菌沉淀；尽量吸除干净上

清，用吸水纸吸去管壁水滴；向含菌体沉淀的离心管内加入 8ml 溶液 P1，使用吸管

反复吹打，充分悬浮细菌沉淀；向离心管中加入 8ml 溶液 P2，然后立即轻柔地上下

翻转 8 次，使菌体充分裂解，放置 5 分钟；向离心管中加入 8ml 溶液 P4，然后立即

轻柔地上下翻转 8 次，充分混匀至溶液出现白色分散絮状沉淀；在室温放置 10 分

钟后，8000rpm 离心 20 分钟，使白色沉淀离心至管底，在此期间将吸附柱 CP6 放

在 50ml 收集管上，在吸附柱中加入 2.5ml 的平衡液 BL，8000rpm 离心 2 分钟，倒

去收集管内液体，将吸附柱重新放回收集管内；菌液离心结束后，将上清中全部溶

液倒入过滤器 CS1 中，缓慢推动推柄进行过滤，将滤液收集在干净的 50ml 离心管

中；向滤液中加入 0.3 倍体积的异丙醇，上下颠倒混匀，转移到吸附柱 CP6 中，

8000rpm 离心 2 分钟，倒去收集管内废液，将吸附柱重新放回收集管，因吸附柱体

积容量有限，滤液需分两次离心；向吸附柱中加入 10ml 漂洗液 PW，室温 8000rpm

离心 2 分钟，倒去收集管内废液，将吸附柱重新放回收集管，再次加入 10ml 漂洗

液 PW，室温 8000rpm 离心 2 分钟，倒去收集管内废液，将吸附柱重新放回收集管；

向吸附柱中加入 3ml 无水乙醇，室温 8000rpm 离心 2 分钟，倒去废液；将吸附柱重

新放回收集管，室温 8000rpm 离心 5 分钟；将吸附柱 CP6 放在一个新的 50ml 收集

管内，用移液器向吸附膜中央位置滴加 1ml 洗脱液 TB，放置 5 分钟，室温 8000rpm

离心 2 分钟，离心后收集管内洗脱液即为提取出的质粒，将这些洗脱液全部移入干

净的 1.5ml EP 管内，将 EP 管置于-20℃冰箱内保存。 

（6）质粒浓度及纯度测定：应用紫外分光光度计测定 DNA 浓度为质粒浓度，

OD260/OD280 为质粒纯度。 

2.2.9 细胞质粒转染 

（1）细胞消化后进行细胞计数，细胞计数步骤同前。 

（2）按照每培养皿接种细胞数 5×105 个将细胞接种于 60mm 培养皿中，置于

5% CO2，37℃培养箱中培养。 

（3）待细胞贴壁且密度为 40-60%时对细胞进行质粒转染。 

（4）配制混合液： 
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转染试剂混合液 A：生理盐水 200μl+ transfection 6μl 

质粒混合液 B：生理盐水 200μl+ shCASP3质粒 5ug 

质粒混合液 C：生理盐水 200μl+对照质粒 5ug 

合并 A+B/A+C 两溶液并混匀。 

（5）转染：提前将培养皿中原细胞培养液吸出，每孔加入 2ml 新细胞培养基，

将上述复合物直接加入到细胞培养基中，轻摇细胞培养皿，细胞置于 37℃，5%CO2

培养箱中继续培养 12 小时。 

（6）细胞换液：吸出含转染试剂的原培养基，换 4ml 新完全培养基继续培养，

72 小时后使用转染后细胞进行后续实验。 

2.2.10 JC-1 检测 UVA 处理及照光后加 NAC 处理对线粒体膜电位的影响 

（1）细胞计数。 

（2）细胞铺板：将处于对数生长期的成纤维细胞接种于 12 孔板中，每孔细胞

量约为 1×105 个，每孔 DMEM 培养液体积为 1ml，于 5% CO2，37℃培养箱中继续

培养。 

（3）细胞照光及加药：在显微镜下观察到铺板后的细胞密度达到 80-90%时，

对细胞进行梯度 UVA 照射，剂量分别为 0、10、20、30J/cm2，照射后将细胞放回培

养箱中继续培养。NAC 处理组细胞和对照组及单独照光组照光处理时，UVA 剂量

为 30J/cm2。加药处理组细胞在照光后即刻加入 5mM NAC，与其他组细胞继续置于

培养箱培养 24 小时后进行荧光染料染色。 

（4）配制 JC-1 染色工作液：吸取试剂盒内 JC-1(200X)组分 ，按照每 10µl JC-

1(200X)加入 1.6ml 超纯水的比例稀释 JC-1。剧烈涡旋充分溶解并混匀 JC-1。然后

再加入 400µl JC-1 染色缓冲液(5X)组分，混匀后即为 JC-1 染色工作液。 

（5）荧光染色：吸除培养液，用 PBS 洗涤细胞 1 次，每孔加入 0.5ml 完全培

养基，加入 0.5ml 的 JC-1 染色工作液，充分混匀。细胞培养箱中 37℃孵育 20 分

钟。 

（6）配制 JC-1 染色缓冲液：按照每 1ml JC-1 染色缓冲液(5×)组分加入 4ml 蒸

馏水的比例，配制成适量的一倍浓度的 JC-1 染色缓冲液，并放置于冰浴。 

（7）洗涤：37℃孵育结束后，吸除 JC-1 工作液与细胞培养基的混合物，用稀

释后的 JC-1 染色缓冲液洗涤 2 次。洗涤后，每孔加入 1ml 的完全培养基。 

（8）镜下观察：孵育结束后，在荧光显微镜下观察荧光效果并拍照。 
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2.3 统计学分析 

同第一部分。 
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3 结果 

3.1 UVA 照射成纤维细胞后焦亡通路转录水平的改变 

为了初步探索 UVA 照射后参与诱导成纤维细胞焦亡的分子，我们使用处于对

数生长期的 HSF 细胞进行不同剂量的 UVA 照光处理，在 24 小时后提取细胞 RNA，

使用 RT-qPCR 检测各参与细胞焦亡分子的转录水平表达变化。如图 2.1 所示，RT-

qPCR 结果显示，参与经典炎症小体焦亡途径的 NLRP3、CASP1、IL-18 在细胞照光

后未出现显著变化。而 GSDMD 虽然与对照组产生统计学差异，但其差异倍数偏低

且未见明显的剂量依赖性，与我们第一部分研究结果不符。CASP3、CASP4、GSDME、

IL-1B 在照光后有剂量依赖性升高趋势，且都在 UVA=30J/cm2 的剂量与对照组有显

著差异。这个结果与我们第一部分研究结果一致，即在高剂量 UVA 处理后，成纤维

细胞表现出明显的细胞焦亡，因此，我们将 UVA=30J/cm2 的剂量作为后续细胞焦亡

研究的剂量。 

 

图 2.1  成纤维细胞照光后焦亡相关分子表达变化情况 

RT-qPCR 结果显示部分焦亡相关分子在不同剂量 UVA 照射后，CASP3、CASP4、GSDME、

IL-1B 在 30J/cm2的剂量照光后与对照组有显著差异。结果表示为均数±标准误。P值小于 0.05 

具有统计学意义，*表示 P<0.05，**表示 P<0.01，***表示 P<0.001。 
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3.2 UVA 照射成纤维细胞后焦亡通路蛋白水平的改变 

根据第一部分及焦亡相关分子转录水平表达结果，我们选择 UVA=30J/cm2 的剂

量作为后续细胞焦亡研究的剂量。因此为了探索焦亡分子的蛋白表达变化情况和选

择变化差异最明显的时间点以作为后续实验依据，我们选择在该剂量下不同时间点

（6 小时、12 小时、18 小时和 24 小时）提取 HSF 细胞蛋白，分别检测在照射 30J/cm2

的 UVA 后，细胞内 GSDMD 依赖途径的相关分子（NLRP3、caspase-1、caspase-4 和

GSDMD-N）和 GSDME 依赖途径的相关分子（caspase-3 和 GSDME）的蛋白表达

变化。如图 2.2 所示，caspase-3 和 GSDME 在照光后激活为活性形式 cleave caspase-

3 及 GSDME-N 端，其剪切形式均于照光后 12h 出现激活高峰，随后逐渐下降。而

NLRP3、caspase-1、caspase-4 和 GSDMD-N 在照光后 24h 内，蛋白水平下未见明显

表达变化和激活变化。因此，在 UVA 照光后观测到成纤维细胞焦亡现象的发生，可

能是激活了 GSDME 相关的焦亡通路，而不是激活了 NLRP3 炎症小体通路或其他

与 GSDMD 激活有关的焦亡通路。 

 

 

图 2.2 UVA 处理后不同时间点焦亡相关分子的蛋白表达变化 

Western Blot 结果显示，在照光后 caspase-3、GSDME 发生剪切激活，形成 cleaved caspase-

3 和 GSDME-N 端，GSDMD 相关焦亡通路分子未发生明显变化。 

3.3 不同剂量 UVA 对成纤维细胞 caspase-3 和 GSDME 激活的影响 

第一部分实验中，我们已经发现成纤维细胞在经过 UVA 处理后，显示出剂量

依赖性的细胞焦亡表现，包括细胞形态学改变及细胞损伤情况变化。在对部分焦亡

相关分子进行转录水平变化和蛋白水平变化的检测后，综合两者实验结果，我们推
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测在 UVA 诱导皮肤成纤维细胞发生细胞焦亡中，起主要作用的是 GSDME 相关的

焦亡通路。因此，为了进一步探究 GSDME 相关的焦亡通路在 UVA 诱导成纤维细

胞焦亡中的改变，我们使用不同剂量的 UVA 对两种成纤维细胞进行处理，在照光

后 12 小时时间点提取细胞蛋白，对 PARP、cleaved caspase-3、GSDME 等分子进行

Western Blot 检测。如图 2.3 所示，无论是 HSF 细胞还是 HDF 细胞，两种细胞都在

UVA 处理后出现了 caspase-3 及其下游 PARP 的剪切、GSDME 发生剪切出现

GSDME-N 端。与我们预期结果相一致，GSDME 相关的焦亡通路分子的激活同样

显示出剂量依赖性，且其出现激活的剂量也与我们在第一部分观测到细胞焦亡表现

的初始剂量相一致，即在 UVA 为 20J/cm2 的剂量时，开始观察到 caspase-3、GSDME

的激活，而当 UVA 剂量升高至 30J/cm2 的剂量时，其焦亡通路的激活更加明显。与

第一部分实验结果相一致的是，在蛋白水平，我们同样发现在照光后，HSF 细胞（A）

相较于 HDF 细胞（B）更易发生细胞焦亡的激活。 

 

 

图 2.3 不同剂量 UVA 处理 GSDME 相关焦亡通路分子蛋白水平变化 

A 图为 HSF 细胞结果，B 图为 HDF 细胞结果。Western Blot 结果显示，GSDME 相关焦亡

通路分子随 UVA 剂量升高而激活增加。 

3.4 UVA 激活成纤维细胞 caspase-3/GSDME 通路的验证 

在其他研究中已经发现 caspase-3 可以作为上游分子，在其形成 cleaved caspase-

3 形式后对 GSDME 进行剪切激活。为了再次验证在 UVA 处理皮肤成纤维细胞后出

现 caspase-3/GSDME 通路激活，我们利用质粒对原代成纤维细胞（HDFs）对 caspase-

3 进行敲低。经过转录水平验证后，对敲低细胞进行照光处理，并通过 western blot

在蛋白水平对 caspase-3 在照光后的激活及其激活状态对 GSDME 的剪切作用进行
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了验证。如图 2.4 所示，转录水平下，CASP3基因表达较对照质粒组表达降低 50%

左右。Western blot 结果显示，在成纤维细胞照光后，caspase-3 敲低组所表达的激活

态 cleaved caspase-3 明显降低，与未照光组无统计学差异，同时，GSDME-N 端的表

达与 cleaved caspase-3 相一致，即照光后 caspase-3 敲低组细胞表达的 GSDME-N 端

降低，而 GSDME 全长未剪切体未受 caspase-3 敲低影响，表达未发生变化。说明成

纤维细胞经紫外线 UVA 照射后，GSDME 的剪切由 caspase-3 的激活所介导，当

caspase-3 表达下降时，其剪切激活也受到抑制。 

 

 
 

图 2.4 抑制 caspase-3 的表达可以抑制 UVA 诱导的 GSMDE 剪切 

A. CASP3敲低质粒对 mRNA 的减低效果验证。B. 用 CASP3敲低质粒或对照质粒对 HDF

细胞敲低后照光处理，其对 cleaved caspase-3、GSDME-FL、GSDME-N 的表达影响。C. cleaved 

caspase-3、GSDME-FL、GSDME-N 蛋白表达水平变化的定量（经内参 GAPDH 校正），Image J

进行灰度值测量。结果表示为均数±标准误。P值小于 0.05 具有统计学意义，*表示 P<0.05，

**表示 P<0.01，***表示 P<0.001。 
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3.5 氧化应激参与 UVA 诱导成纤维细胞 caspase-3/GSDME 细胞焦亡通

路的激活 

在前面实验中，我们已经明确 UVA 诱导成纤维细胞焦亡是通过激活了 caspase-

3/GSDME 通路，为了进一步探究氧化应激是否参与其中，在成纤维细胞照光处理

后，向加药组细胞中加入 5mM 的 NAC 药物，提取细胞蛋白组分，通过 western blot

检测 caspase-3/GSDME 焦亡通路分子。如图 2.5 所示，HSF 细胞和 HDF 细胞在照

光后，caspase-3、GSDME、PARP 都出现了剪切激活，加入抗氧化剂 NAC 后，其

剪切体均受到抑制表达降低。表明抑制氧化应激后，caspase-3/GSDME 焦亡通路的

激活受到抑制，说明氧化应激参与 UVA 诱导成纤维细胞 caspase-3/GSDME 细胞焦

亡通路的激活。 

 

 

图 2.5 氧化应激参与 caspase-3/GSDME 细胞焦亡通路激活 

HSF 细胞（A）和 HDF 细胞（B）照光后发生 caspase-3、GSDME、PARP 的剪切，在加入

NAC 抗氧化处理后，caspase-3、GSDME、PARP 三种分子的剪切受到抑制。 

3.6 UVA 激活皮肤成纤维细胞线粒体途径凋亡 

我们已经发现 UVA 照光处理后，成纤维细胞出现 caspase-3 的剪切，其作为凋

亡效应分子，我们为了探究在 UVA 照光后成纤维细胞凋亡与细胞焦亡的关系，对

线粒体途径的凋亡进行了检测。JC-1 是一种用于检测线粒体膜电位∆Ψm 的荧光探

针。在线粒体膜电位较高时，JC-1 形成聚合物，可以发出红色荧光，在线粒体膜电

位较低时，JC-1 为单体，可以发出绿色荧光。通过 JC-1 从红色荧光到绿色荧光的

转变可以反应出细胞线粒体膜电位的下降。通过 JC-1 检测在不同 UVA 剂量下线粒

体膜电位变化，并在不同时间点检测线粒体途径凋亡相关分子和细胞焦亡效应分子
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的变化，以明确是否发生线粒体途径凋亡及其与细胞焦亡发生的先后关系。JC-1 检

测线粒体膜电位结果如图 2.6 所示，随着 UVA 剂量增大，绿色荧光比例增多，说明

线粒体膜电位呈剂量依赖性下降。western blot 结果（图 2.7）显示，cleaved caspase-

9 随 UVA 剂量升高同样呈剂量依赖性变化，说明 UVA 激活成纤维细胞线粒体途径

凋亡过程呈剂量依赖性增加。同时在 30J/cm2 的剂量下线粒体膜电位显著下降，

cleaved caspase-9 表达明显，提示在此剂量下有线粒体途径凋亡发生。Western blot

结果显示，在 UVA=30J/cm2 的剂量下，成纤维细胞 2h 内即出现 cleaved caspase-9、

Bax、Cyto c 等线粒体途径凋亡分子的升高，而 GSDME 在 2h 处开始出现剪切激活，

而在之后逐渐升高，说明线粒体途径凋亡激活的发生早于细胞焦亡途径的激活。 

 

图 2.6 UVA 照光对成纤维细胞线粒体膜电位的影响 

JC-1 检测线粒体膜电位。UVA 照光后，HDF 细胞线粒体膜电位随着 UVA 呈剂量依赖性下
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降。 

 

图 2.7 UVA 照光对成纤维细胞线粒体途径凋亡分子表达的影响 

A. Western blot 检测线粒体途径凋亡分子 caspase-9，cleaved caspase-9 随 UVA 强度增大呈

剂量依赖性表达增多。B. Western blot 检测线粒体途径凋亡分子和 GSDME，线粒体途径凋亡分

子的激活早于细胞焦亡分子的激活。 

3.7 氧化应激参与 UVA 诱导的线粒体途径凋亡 

前期研究中，我们已经明确 UVA 通过引起皮肤成纤维细胞内氧化应激的发生

对细胞造成光损伤。因此，为了明确 UVA 是否通过引起细胞内氧化应激去诱导线

粒体途径凋亡的激活，我们加入抗氧化剂NAC来对细胞内氧化应激产生抑制作用。 

在成纤维细胞照光处理后，向加药组细胞中加入 5mM 的 NAC 药物。分别于细

胞照光处理 24 小时后进行 JC-1 荧光染色检测线粒体膜电位变化和在细胞照光处理

2 小时后提取细胞蛋白进行 western blot 实验检测线粒体途径凋亡分子变化。如图

2.8 所示，HDF 细胞照光后，线粒体膜电位明显下降，使用 NAC 抑制细胞内氧化应

激后，线粒体膜电位下降受到抑制。Western blot 结果（图 2.9）同样提示，在使用

NAC抑制氧化应激后，原本照光后表达升高的线粒体途径凋亡分子（cleaved caspase-

9、Bax、Cyto c）出现下降。线粒体途径凋亡随着细胞内氧化应激的减少而受到抑

制，说明 UVA 通过诱导成纤维细胞内氧化应激来激活线粒体途径凋亡。 
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图 2.8 NAC 处理抑制 UVA 引起的线粒体膜电位下降 

HDF 细胞在 UVA 照光处理后，绿色荧光比例明显增多，线粒体膜电位下降，经 NAC 抗氧

化剂加药处理后，其绿色荧光比例明显下降，线粒体膜电位升高。 

 

 
 

图 2.9 氧化应激参与 UVA 诱导的线粒体途径凋亡 

HDF 细胞在 UVA 照光处理后，线粒体途径凋亡分子表达升高，经 NAC 抗氧化剂加药处理

后，其表达较照光组下降。 
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4 讨论 

在此部分研究中，我们分别在成纤维细胞照光后对 GSDMD 依赖的焦亡通路和

GSDME 依赖的焦亡通路进行了检测，确定了 UVA 主要通过激活 caspase-3/GSDME

通路使成纤维细胞发生细胞焦亡，并通过对 caspase-3 的敲低，进一步验证了这一通

路在 UVA 照射成纤维细胞中的激活。 

在 UVB 照射人表皮角质形成细胞的研究中，有研究发现经过 UVB 照射角质形

成细胞可以活化炎症小体进而通过激活 caspase-1，剪切并释放炎症因子。这可能是

由于人体皮肤的角质形成细胞作为皮肤最外层的保护屏障，发挥着免疫功能，

caspase-1 可以剪切 IL-1β 和 IL-18，这些炎症因子可以募集中性粒细胞对受到 UVB

辐射的皮肤起到一定的保护作用[47,48]。有文献报道 UVB 虽然活化了炎症小体和

caspase-1 及释放了 IL-1β，但只检测到十分微弱或未检测到角质形成细胞内 GSDMD

的激活，甚至 GSDMD 在照光后凋亡的角质形成细胞中发生降解，但敲低组细胞所

释放的乳酸脱氢酶和 IL-1β 虽然前期有所降低但在 24 小时之后与野生型相当，这可

能是因为发生了其他途径的焦亡所释放的另外他们还发现敲低GSDMD的角质形成

细胞在照光后 cleaved caspase-3 较野生型表达升高[49]。之后有研究发现了 UVB 通

过激活 caspase-3 凋亡分子剪切 GSDME 使角质形成细胞发生细胞焦亡[41]。这与我

们发现 UVA 并非通过 GSDMD 的激活引起细胞焦亡，而是通过 caspase-3/GSDME

通路引起成纤维细胞焦亡的研究结果类似。但也有研究发现 UVB 可以引起人晶状

体上皮细胞发生 GSDMD 依赖的细胞焦亡，因此我们推测可能是由于除免疫细胞外

的皮肤组织细胞所发生的 GSDME 焦亡通路对 GSDMD 依赖的焦亡产生了拮抗作

用，使得 GSDME 所引起的焦亡占据主导地位。另外，与 UVB 激活角质形成细胞

caspase-1 不同的是，我们并未发现 UVA 对成纤维细胞炎症小体及 caspase-1 的激

活，结合在检测 NLRP3 的 mRNA 水平中，我们发现 NLRP3 在成纤维细胞中表达

量过低，所以我们推测可能是由于炎症小体在成纤维细胞中的表达量很少，所以未

引起明显 caspase-1 的激活。除 caspase-3 和 GSDME 外，我们在转录水平检测到 UVA

在 30J/cm2 时 caspase-4、GSDMD 和 IL-1β 出现升高。Caspase-4 的升高可能是由于

形成了蛋白复合物(Apaf-1/caspase-4 焦亡小体)的组装对 caspase-3 进行剪切，从而诱

导 GSDME 焦亡[50]。GSDMD 的升高可能与 caspase-3 的剪切有关，与 caspase-1 的

剪切位点（D275）不同，caspase-3 在（D87）切割 GSDMD，产生 p45 及 p13 片段，

但这些片段无焦亡活性[34,51]，有趣的是，我们也在成纤维细胞照光后的蛋白样本中



中国医科大学博士学位论文 

44 
 

检测到了 GSDMD 在 p40 左右有一处片段。而 IL-1β 的升高可能是 UVA 通过 NF-

κB 对炎症因子产生转录水平的升高，但是否发生了剪切激活及后续释放还需要进

一步确定。 

有文献报道，GSDME 可以抑制 UVB 引起的中性粒细胞过度募集和活化，从而

在 UVB 诱导的皮肤炎症中起到负向调控作用[52]。因此，我们猜想 UVA 引起成纤维

细胞发生 GSDME 的激活，是否与 UVB 照射中 GSDME 的作用相类似，属于皮肤

的一种自我保护调节，这一猜想还需要未来进行进一步探索。 

2017 年 Nature 上发表的一篇文章发现化疗药物可以诱导 caspase-3/GSDME 细

胞焦亡[53]，自此 caspase-3/GSDME 细胞焦亡通路大部分出现在癌症治疗方面的研究

中，目前发现这一通路与癌症治疗的有效性[54]、敏感性[55]以及副作用[56]有关。因此，

在 UVA 照射后成纤维细胞出现 caspase-3/GSDME 的激活，可能为 UVA 未来应用于

癌症治疗提供了理论依据。 

在第一部分实验中，我们已经明确了 UVA 通过氧化应激诱导成纤维细胞焦亡。

在这一部分实验，我们进一步明确了 UVA 通过氧化应激激活 caspase-3/GSDME 焦

亡通路诱导成纤维细胞焦亡。在关于 caspase-3/GSDME 的癌症治疗研究中，也有研

究发现氧化应激与 caspase-3/GSDME 的密切关系，顺铂通过 STAT3β 高表达增加细

胞内 ROS 含量，继而通过 caspase-3/GSDME 治疗食管鳞癌[57]。多柔比星通过

ROS/JNK 信号通路诱导 caspase-3/GSDME 依赖的焦亡[58]。我们的研究同样得出了

类似的结果，本部分实验研究结果有力地证明了氧化应激在 UVA 引起成纤维细胞

细胞焦亡中的关键作用。 

之后，我们依据 caspase-3 的激活首先从线粒体途径凋亡切入，明确了 UVA 可

激活成纤维细胞的线粒体途径凋亡，并且发现线粒体途径凋亡的发生早于成纤维细

胞焦亡，而且同焦亡类似的是，线粒体途径凋亡也与 UVA 呈剂量依赖性。其他文献

也报道过 UVA 引起线粒体途径凋亡的现象，有文献发现 UVA 可以导致成纤维细胞

线粒体膜电位降低[59,60]，也有研究报道 UVA 可使成纤维细胞 BAX 表达升高 Bcl-2

表达降低[61-63]，这些都提示 UVA 可引起成纤维细胞线粒体途径凋亡的发生。在蛋

白水平检测的结果中，我们发现 Bax 及 Cyto c 先表达升高，而后 caspase-9 才出现

剪切，而 caspase-9 的剪切升高与 GSDME-N 端表达升高基本同步，我们推测可能

是由于线粒体途径凋亡激活更早，而后通过组装凋亡小体产生足量的活性 caspase-

9，才激活 caspase-3/GSDME 焦亡通路，提示 UVA 可能主要通过激活线粒体途径凋

亡激活 caspase-3。另外，caspase-3 作为凋亡效应分子又通过剪切 GSDME 引起细胞
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焦亡，其在细胞死亡方式转变中发挥着关键作用。在二甲双胍治疗癌症中，低浓度

二甲双胍长时间处理可诱导癌细胞线粒体途径凋亡，而高浓度二甲双胍在更短时间

内诱发癌细胞发生细胞凋亡及细胞焦亡[64]，这与我们的实验结果相符，高剂量的

UVA 在 2 小时就可引起细胞凋亡和焦亡通路的激活，在镜下相应时间点也观测到了

细胞的形态学改变。因此我们认为在以 caspase-3/GSDME 方式发生焦亡的细胞中，

刺激因素的不同浓度或剂量可能决定了细胞死亡的类型，如果刺激条件可激活

GSDME，则细胞同时发生凋亡和细胞焦亡，且细胞死亡时间早于未激活 GSDME 的

细胞凋亡时间。 

GSDME 的 N 端不仅可以靶向细胞膜，还有研究发现它也可靶向线粒体，促进

细胞色素 C 释放，增强 caspase-3 活性，后者可以进一步对 GSDME 进行剪切，而

且 GSDME 引起胞膜的破裂要晚于线粒体膜通透性改变[65]。有文献报道，通过基因

表达微阵列证明 GSDME 敲除的小鼠抑制凋亡通路的激活[66]。因此，GSDME 的剪

切体通过增加线粒体膜的通透性而放大内源性通路信号，并进而在焦亡过程中建立

自我扩增的正反馈环。是否 UVA 激活成纤维细胞线粒体途径凋亡与 caspase-

3/GSDME 中存在这种正反馈，还有待我们进一步验证。虽然我们并未在本研究中

重点探索 UVA 引起成纤维细胞线粒体途径凋亡对 caspase-3/GSDME 焦亡通路的直

接调控，但大量文献已对线粒体途径凋亡激活 caspase-3 进行了证实，因此我们并未

对此关系进行深入研究。 

线粒体是细胞能量的主要来源，参与代谢过程和呼吸。它们的主要作用是产生

三磷酸腺苷(ATP)、控制细胞代谢和调节细胞凋亡，线粒体功能障碍严重可影响组织

稳态[67]。氧化应激可通过线粒体途径诱导内源性细胞凋亡[68]，而线粒体功能障碍又

会进一步产生更多的活性氧[69]，形成氧化应激与线粒体损伤的环路。因此，UVA 引

起线粒体途径的凋亡与氧化应激密不可分，我们通过使用抗氧化剂 NAC 对氧化应

激进行干预，发现 UVA 通过氧化应激引起成纤维细胞线粒体途径凋亡的激活，这

一结果同其他有关氧化应激与线粒体途径凋亡的研究相吻合。 

在本部分研究中，我们首先探索了 UVA 诱导成纤维细胞发生焦亡的具体机制，

排除了 GSDMD 相关的细胞焦亡途径，发现其是通过 GSDME 激活发生的焦亡。经

由 GSDME，我们又进一步对线粒体途径凋亡进行了研究。通过这一部分实验，我

们发现在UVA诱导成纤维细胞焦亡的过程中，氧化应激、线粒体途径凋亡及 caspase-

3/GSDME 焦亡通路环环相扣，基于此，针对其中环节研制药物，有望为临床预防和

治疗 UVA 引起的光损伤提供新方法和手段。 
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5 结论 

（1）UVA 通过氧化应激激活成纤维细胞 caspase-3/GSDME 焦亡通路，未激活

NLRP3 炎症小体 caspase-1/GSDMD 的经典焦亡通路。 

（2）UVA 通过氧化应激激活成纤维细胞的线粒体途径凋亡，且线粒体途径凋

亡的激活早于细胞焦亡发生的时间。 
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第三部分：芍药苷通过减轻氧化应激抑制 UVA 诱导的

线粒体途径凋亡及细胞焦亡 

1 前言 

近几年关于 GSDME 介导的细胞焦亡的研究也涉及到中药的治疗作用。天然黄

酮成分可以抑制顺铂诱导的 GSDME 的激活，从而减少顺铂在治疗癌症中的不良反

应[70]。黄蜀葵花通过 ERK1/2/caspase-8/caspase-3/NLRP3/GSDME 保护肾小管上皮细

胞免受尿酸引起的细胞焦亡损伤[71]。清肠温中汤可以通过抑制 GSDME 介导的焦亡

起到预防肠道肿瘤的作用[72]。但这些中药对于 GSDME 介导的焦亡产生抑制作用的

研究中，未涉及到氧化应激在其中的关联。 

芍药苷，是芍药根、牡丹根及紫牡丹根等中草药的有效活性成分，这些中草药

在中国已经有一千多年的应用历史，常被用作类风湿关节炎、皮肤炎症及妇科炎症

等疾病的治疗方剂[73]。当前研究表明芍药苷有抗炎、抗氧化应激、抗肿瘤、免疫调

节等药理作用。关于芍药苷对于细胞焦亡影响的研究，多集中于GSDMD依赖通路，

发现芍药苷似乎对于细胞焦亡有一定的抑制作用。芍药苷单体衍生物（MDP）通过

调节 TLR4/NLRP3/GSDMD 信号通路抑制巨噬细胞焦亡，对非特异性关节炎大鼠具

有治疗作用[74]。MDP 可调节 GRK2/HIF-1α/NLRP3 轴对经典细胞焦亡通路进行干

预，减缓类风湿性关节炎进展[75]。芍药苷通过抑制 HIF-1α/miR-210/caspase1/GSDMD

信号通路，改善缺氧诱导的星形胶质细胞焦亡[76]。芍药苷可通过抑制 NLRP3、CASP-

1、CASP-11、IL-1β 等焦亡相关蛋白的表达来缓解神经炎症，具有抗抑郁作用[77]。

这些芍药苷抑制细胞焦亡的研究中，还未有研究关注到芍药苷的抗氧化作用在其中

有无参与。 

我们课题组前期就有关注到芍药苷的抗氧化作用。在白癜风疾病模型中，芍药

苷可通过激活 JNK/Nrf2/HO-1信号通路减轻过氧化氢诱导的黑色素细胞中的氧化应

激[78]。而在 UVA 引起皮肤光损伤的研究中，我们已经明确了芍药苷可以通过增加

细胞内抗氧化基因 Nrf2、HO-1、NQ-O1 减轻 UVA 对成纤维细胞的氧化应激损伤

[19]。其它文献也有报道芍药苷的抗氧化作用，在急性肝损伤中芍药苷通过

SIRT1/FOXO1a/SOD2 信号传导，可增加超氧化物歧化酶（SOD）的活性，减轻氧化

应激[79]。芍药苷通过 Nrf2/HO-1 信号通路起到神经保护作用[80]。芍药苷通过触发
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CaMKII 介导的 AMPK 激活减少 Nox1/ ROS 相关氧化应激、线粒体功能障碍，剂量

依赖性地减轻 atRAL 导致的视网膜色素上皮损伤[81]。 

在第二部分研究中，我们已经明确了 UVA 通过氧化应激激活皮肤成纤维细胞

线粒体途径凋亡和细胞焦亡，因此，我们提出假设，芍药苷可以通过减轻氧化应激

在 UVA 引起的成纤维细胞焦亡中起到保护作用。为了验证这一假设，我们选择合

适浓度的芍药苷对成纤维细胞同时进行预处理和照光后处理，并对线粒体途径凋亡

及细胞焦亡相关指标进行检测，以探索芍药苷是否能通过该通路对 UVA 造成的光

损伤起到防治作用。 
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2 材料和方法 

2.1 材料 

2.1.1 实验对象 

（1）永生化人皮肤成纤维细胞（HSF），购于赛百慷（上海）生物技术股份有

限公司。 

（2）人真皮成纤维细胞（HDF），提取于人包皮组织，来自于中国医科大学附

属第一医院泌尿外科手术室。 

2.1.2 主要试剂 

PBS 缓冲液（美国，Biosharp 公司） 

青霉素/链霉素抗生素溶液（以色列，Biological Industries 公司） 

DMEM 高糖培养基（中国，逍鹏生物科技公司） 

胰蛋白酶（以色列，Biological Industries 公司） 

胎牛血清（中国，逍鹏生物科技公司） 

无血清细胞冻存液（中国，新赛美生物科技公司） 

线粒体膜电位检测试剂盒（中国，碧云天生物技术公司） 

RIPA 裂解液（中国，碧云天生物技术公司） 

PMSF（中国，索莱宝公司） 

BCA 蛋白浓度测定试剂盒（中国，碧云天生物技术公司） 

SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒（中国，Biosharp 生物公司） 

聚丙烯酰胺凝胶上层胶红色染料（中国，赛维尔生物公司） 

过硫酸铵 APS 粉末（中国，碧云天生物技术公司） 

TEMED（中国，碧云天生物技术公司） 

无水乙醇（中国，麦克林试剂公司） 

Tris-Base（中国，索莱宝公司） 

SDS（中国，索莱宝公司） 

甘氨酸（中国，索莱宝公司） 

甲醇（中国，麦克林试剂公司） 

SDS-PAGE 上样缓冲液还原型（中国，康为世纪生物公司） 

预染彩色蛋白 Marker（中国，铂莱生物公司） 
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PVDF 膜（美国，Millipore 公司） 

10×TBST 缓冲液（中国，索莱宝公司） 

脱脂奶粉（中国，索莱宝公司） 

WB 专用一抗二抗稀释液（中国，爱必信生物公司） 

GAPDH 抗体（中国，Proteintech 公司） 

GSDME 抗体（美国，Abcam 公司） 

Cleaved Caspase-3 抗体（美国，Cell Signaling Technology 公司） 

PARP 抗体（美国，Cell Signaling Technology 公司） 

Caspase-9 抗体（美国，Cell Signaling Technology 公司） 

Bax 抗体（美国，Cell Signaling Technology 公司） 

Cyto c 抗体（美国，Cell Signaling Technology 公司） 

Bcl-2 抗体（中国，景杰生物公司） 

过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗抗体（中国，Proteintech 公司） 

过氧化物酶标记的山羊抗鼠二抗抗体（中国，Proteintech 公司） 

超敏 ECL 化学发光试剂盒（中国，碧云天生物技术公司） 

芍药苷（美国，MedChemExpress 公司） 

MTS 细胞增殖检测试剂盒（美国，Promega 公司） 

乳酸脱氢酶细胞毒性检测试剂盒（中国，碧云天生物技术公司） 

YO-PRO-1/PI 细胞凋亡与坏死检测试剂盒（中国，碧云天生物技术公司） 

2.1.3 主要仪器 

-80℃深低温冰箱（美国，Thermo 公司） 

-20℃低温冰箱（德国，西门子公司） 

4℃冰箱（美国，Thermo 公司） 

微量移液器（美国，Rainin 公司） 

恒温水浴箱（美国，Thermo 公司） 

恒温二氧化碳细胞培养箱（美国，Thermo 公司） 

生物安全操作台（美国，Thermo 公司） 

光学显微镜（日本，Olympus 公司） 

Sorvall ST 40R 台式冷冻离心机（美国，Thermo 公司） 

UV 801KL（德国，Waldmann 公司） 

酶标仪（美国，BioTek 公司） 
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水平摇床（中国，其林贝尔仪器公司） 

涡旋振荡器（中国，其林贝尔仪器公司） 

去离子水制备系统（美国，Millipore 公司） 

台式离心机（美国，Thermo 公司） 

ABI 9700 PCR 扩增仪（美国，Applied Biosystems 公司） 

蛋白凝胶电泳槽、电泳仪和转膜槽（美国，Bio-Rad 公司） 

化学发光图像分析系统（中国，天能公司） 

共聚焦显微镜（日本，Olympus 公司） 

荧光显微镜（美国，BioTek 公司） 

2.2 方法 

2.2.1 细胞复苏、换液、传代与冻存 

同第一部分 

2.2.2 芍药苷药物配置 

芍药苷（PF）分子式为 C23H28O11，分子量 480.46， 称量 100mg 芍药苷粉末，

加入适量体积的 DMSO 将其定容至 2.08ml，配制浓度为 100mM 的芍药苷溶液，在

-40℃温度下储存。 

2.2.3 MTS 法检测不同浓度芍药苷对细胞活力的影响 

（1）细胞计数。 

（2）细胞铺板：将计数后的成纤维细胞，接种于 96 孔板，细胞数量为 5000 个

细胞每孔，每组设置 3 个副孔，每孔加入 100μl DMEM 培养基，于 5% CO2，37℃

培养箱中继续培养。 

（3）细胞加药：在显微镜下观察到铺板后的细胞密度达到 80-90%时，对细胞

进行加药处理，分为 5 组不同浓度，浓度分别为 0、100、200、400、800μM，加药

后将细胞放回培养箱中继续培养。 

（4）检测 MTS 细胞活力：于培养箱培养 24 小时后检测细胞的增殖活性。分

别于每孔加入 10μl MTS 试剂，37℃培养箱中继续培养 3 小时后，酶标仪检测 490nm

处波长的吸光值。 

（5）数据统计：默认对照组细胞活力为 100%，其他组的细胞活力为（各组 490nm

处吸光值/对照组 490nm 处吸光值）×100%。 
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2.2.4 JC-1 检测芍药苷加药对 UVA 处理细胞的线粒体膜电位影响 

（1）细胞计数。 

（2）细胞铺板：将处于对数生长期的成纤维细胞接种于 12 孔板中，每孔细胞

量约为 1×105 个，每孔 DMEM 培养液体积为 1ml，于 5% CO2，37℃培养箱中继续

培养。 

（3）细胞加药：细胞密度为 80-90%后，对细胞进行加药处理，加药处理组加

入 400μM 芍药苷，未加药组加入相同体积的 DMSO，放回培养箱中继续培养。 

（4）照光处理：加药预处理 3 小时后，对细胞进行 UVA 照射，剂量为 30J/cm2，

照射后将细胞放回培养箱中继续培养。加药处理组细胞在照光后即刻再次加入

400μM 芍药苷，与其他组细胞继续置于培养箱培养 24 小时后进行荧光染料染色。 

（5）配制 JC-1 染色工作液：吸取试剂盒内 JC-1(200X)组分 ，按照每 10µl JC-

1(200X)加入 1.6ml 超纯水的比例稀释 JC-1。剧烈涡旋充分溶解并混匀 JC-1。然后

再加入 400µl JC-1 染色缓冲液(5×)组分，混匀后即为 JC-1 染色工作液。 

（6）荧光染色：吸除培养液，用 PBS 洗涤细胞 1 次，每孔加入 0.5ml 完全培

养基，加入 0.5ml 的 JC-1 染色工作液，充分混匀。细胞培养箱中 37℃孵育 20 分

钟。 

（7）配制 JC-1 染色缓冲液：按照每 1ml JC-1 染色缓冲液(5×)组分加入 4ml 蒸

馏水的比例，配制成适量的一倍浓度的 JC-1 染色缓冲液，并放置于冰浴。 

（8）洗涤：37℃孵育结束后，吸除 JC-1 工作液与细胞培养基的混合物，用稀

释后的 JC-1 染色缓冲液洗涤 2 次。洗涤后，每孔加入 1ml 的完全培养基。 

（9）镜下观察：孵育结束后，在荧光显微镜下观察荧光效果并拍照。 

2.2.5 Western blot 实验 

同第二部分 

2.2.6 显微镜下观察芍药苷加药对 UVA 处理细胞的形态学影响 

（1）细胞计数。 

（2）细胞铺板：将处于对数生长期的成纤维细胞接种于 6 孔板，细胞数量为

10 万个细胞每孔，设置 3 个副孔，每孔 DMEM 培养液体积为 2ml，于 5% CO2，

37℃培养箱中继续培养。 

（3）细胞加药：细胞密度为 80-90%后，对细胞进行加药处理，加药处理组加

入 400μM 芍药苷，未加药组加入相同体积的 DMSO，放回培养箱中继续培养。 
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（4）细胞照光：加药预处理 3 小时后，对细胞进行 UVA 照射，剂量为 30J/cm2，

照射后将细胞放回培养箱中继续培养。加药处理组细胞在照光后即刻再次加入

400μM 芍药苷，与其他组细胞继续置于培养箱培养 

（5）镜下观察：照光 6 小时后，拿出细胞培养板，置于显微镜下观察细胞形态

变化，并且留取照片。 

2.2.7 检测芍药苷加药对 UVA 处理细胞上清液释放乳酸脱氢酶的影响 

（1）细胞计数。 

（2）细胞铺板：将处于对数生长期的成纤维细胞，接种于 96 孔板，细胞数量

为 5000 个细胞每孔，每组设置 3 个副孔，每孔 DMEM 培养液体积为 100μl，于 5% 

CO2，37℃培养箱中培养。细胞分组为：背景空白对照组、背景加芍药苷空白对照

组，未照光对照组、未照光最大酶活性对照组、未照光加芍药苷组、照光处理组及

照光加芍药苷处理组。 

（3）细胞加药：细胞密度为 80-90%后，对细胞进行加药处理，加药处理组加

入 400μM 芍药苷，未加药组加入相同体积的 DMSO，放回培养箱中继续培养。 

（4）细胞照光：加药预处理 3 小时后，对细胞进行 UVA 照射，剂量为 30J/cm2，

照光后各孔加入 200μl 无血清培养基，放回培养箱中继续培养，其中需要加芍药苷

的处理组在照光后再次加入 400μM 芍药苷后继续放回培养箱中培养。 

（4）在到达预定检测时间点的前 1 小时从培养箱中取出细胞培养板，在“未照

光处理最大酶活性对照组”中加入试剂盒的 LDH 释放试剂组分，加入体积为 10%

的原有培养液体积。加入 LDH 释放试剂后，在孔板内反复轻柔吹打数次进行混匀，

然后继续在细胞培养箱中孵育。 

（5）到达预定检测时间时，将培养板用多孔板离心机 400g 离心 5 分钟。分别

取 120μl 各孔的上清液，加入到一新的 96 孔板相应孔中，在孵育后进行样品测定。 

（7）样品测定：各孔分别加入 60μl LDH 检测工作液，混匀。室温用铝箔包裹

后置于水平摇床缓慢摇动 30 分钟，然后用酶标仪在 490nm 处测定吸光度。 

（8）计算：各孔吸光度减去背景空白对照孔吸光度，其中各加药组吸光度减去

背景加芍药苷空白对照组吸光度，LDH 释放百分比（%）=（处理组吸光度-未照光

对照孔吸光度）/（细胞最大酶活性的吸光度-未照光对照孔吸光度）×100。 

2.2.8 芍药苷加药对 UVA 处理细胞中 YO-PRO-1/PI 荧光染色的影响 

（1）细胞计数。 
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（2）细胞铺板：将处于对数生长期的成纤维细胞接种于 12 孔板中，每孔细胞

量约为 1×105 个，每孔 DMEM 培养液体积为 1ml，于 5% CO2，37℃培养箱中继续

培养。 

（3）细胞加药：细胞密度为 80-90%后，对细胞进行加药处理，加药处理组加

入 400μM 芍药苷，未加药组加入相同体积的 DMSO，放回培养箱中继续培养。 

（4）细胞照光：加药预处理 3 小时后，对细胞进行 UVA 照射，剂量为 30J/cm2，

照射后于培养箱继续培养，其中加药处理组在照光后再次加入 400μM 芍药苷后继

续放回培养箱中培养，24 小时后进行小分子荧光染料染色。 

（4）配制 YO-PRO-1/PI 检测工作液：每 1ml 检测工作液含 YO-PRO-1（1000

×）1μl、PI（1000×）1μl、检测缓冲液 998μl。 

（5）染色：吸除培养液，用 PBS 洗涤细胞 1 次，每孔加入 500μl 的 YO-PRO-

1/PI 检测工作液，37℃避光孵育 20 分钟。孵育结束后，在荧光显微镜下观察荧光效

果并拍照。 

2.3 统计学分析 

同第一部分 
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3 结果 

3.1 不同浓度芍药苷对细胞毒性影响 

为了后续实验的芍药苷用药，我们用不同浓度的芍药苷（0μM、100μM、200μM、

400μM、800μM）对细胞进行处理，加药处理 24 小时后，用 MTS 法检测细胞活力。

如图 3.1 所示，所选 4 个浓度芍药苷对细胞活力均无显著损伤作用（P>0.05），但与

其他三组浓度相比，800μM 的芍药苷浓度对细胞活力有所抑制，因此从既不影响细

胞活力又能对照光处理后的细胞起效的角度考虑，我们选择 400μM 浓度的芍药苷

进行后续实验。 

 

图 3.1 不同浓度芍药苷对成纤维细胞细胞毒性影响 

4 个浓度的芍药苷对成纤维细胞无明显毒性（P>0.05）。 

3.2 芍药苷减轻 UVA 诱导的线粒体途径凋亡 

前期研究中，我们已经明确芍药苷通过 Nrf2/HO-1 通路抑制 UVA 诱导的成纤

维细胞内的氧化应激，而氧化应激参与了 UVA 诱导的线粒体途径凋亡，因此为了

探索芍药苷是否会同样抑制线粒体途径凋亡，我们将细胞分为四组，分别为对照组、

芍药苷组、照光组及照光加芍药苷组。在成纤维细胞照光处理前 3 个小时，在芍药

苷处理组的细胞培养液中加入适量体积的芍药苷溶液（100mM），使其稀释 250 倍，

终浓度为工作浓度（400μM），对照组的细胞培养液中加入等体积的 DMSO 溶液；

成纤维细胞照光处理后，芍药苷处理组细胞加 400μM 浓度芍药苷的细胞培养液继
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续培养，对照组的细胞培养液同样加入等体积的 DMSO 溶液继续培养。分别于细胞

照光处理 24 小时后进行 JC-1 荧光染色检测线粒体膜电位变化和在细胞照光处理 2

小时后提取细胞蛋白进行 western blot 实验检测线粒体途径凋亡分子变化。JC-1 结

果如图 3.2 所示，单独照光组在照光处理后 24 小时，其与对照组相比线粒体膜电位

明显下降，而在加芍药苷处理组的细胞在照光后，其虽与对照组相比线粒体膜电位

有所下降，但与单独照光组相比，大部分细胞线粒体膜电位的下降受到抑制。Western 

blot 结果如图 3.3 所示，未经任何处理的成纤维细胞在照光后，Bax、Cyto c、cleaved 

caspase-9 等线粒体途径凋亡分子表达升高，加芍药苷处理的成纤维细胞照光后其线

粒体途径凋亡相关分子的表达受到抑制。此部分实验说明，芍药苷可减轻 UVA 照

射引起的成纤维细胞线粒体途径凋亡的激活。 

 

图 3.2 芍药苷抑制 UVA 诱导的线粒体膜电位下降 

HDF 细胞在 UVA 照光处理后，绿色荧光比例明显增多，线粒体膜电位下降，芍药苷加药

处理组的细胞照光后，其绿色荧光比例明显下降，线粒体膜电位较单独照光组升高。 
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图 3.3 芍药苷抑制 UVA 诱导的线粒体途径凋亡分子表达 

HDF 细胞在 UVA 照光处理后，线粒体途径凋亡分子表达升高，芍药苷加药处理组在照光

后的线粒体途径凋亡分子的表达较单独照光组明显下降。 

 

3.3 芍药苷抑制 UVA 诱导成纤维细胞发生细胞焦亡 

为了研究芍药苷是否会抑制细胞焦亡的激活，我们设立了对照组、照光组及芍

药苷处理加照光组，在照光前后分别加入 400μM 芍药苷处理。在光镜下观察细胞形

态变化。如图 3.4 所示，成纤维细胞照光后，大部分细胞出现焦亡形态变化，细胞

肿胀并且细胞膜表面有许多气泡状突出物，芍药苷处理组细胞照光后与单独照光相

比发生细胞焦亡形态的细胞比例明显减少，形态规则的贴壁细胞比例明显增多。 

应用 MTS 法及检测乳酸脱氢酶释放活性百分比确定细胞损伤情况，如图 3.5 所

示，单独照光组细胞出现了明显的活力下降以及乳酸脱氢酶释放增多（P<0.05），而

照光+芍药苷组细胞与单独照光组相比，其细胞活力的下降受到抑制、乳酸脱氢酶

的释放降低（P<0.05）。YO-PRO-1/PI 双荧光染色结果如图 3.6 所示，成纤维细胞照

光后，YO-PRO-1/PI 双染阳性细胞比例明显增加，这部分结果表明芍药苷可以抑制

UVA 诱导的成纤维细胞出现的细胞焦亡表现。 
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图 3.4 芍药苷抑制 UVA 诱导的细胞焦亡形态学改变 

光镜下观察细胞形态。HDF 细胞照光后，细胞出现焦亡形态变化。加芍药苷处理细胞照光

后焦亡形态细胞减少，梭形贴壁细胞比例增多。红色箭头表示焦亡细胞的气泡状突出物形态特

征。 

 

图 3.5 芍药苷抑制 UVA 造成的成纤维细胞损伤 

A. MTS 法检测细胞活力。芍药苷处理可以抑制 UVA 导致的 HDF 细胞活力下降。B. 乳酸

脱氢酶释放活性检测细胞损伤。芍药苷处理可以抑制 UVA 导致的 HDF 细胞膜损伤。结果表示

为均数±标准误。P值小于 0.05 具有统计学意义，*表示 P<0.05，**表示P<0.01，***表示P<0.001，

****表示 P<0.0001。 
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图 3.6 芍药苷抑制 UVA 诱导的细胞死亡 

A. YO-PRO-1/PI 双荧光染色。HDF 细胞照光后出现细胞凋亡和细胞焦亡，芍药苷处理减少

照光处理的 HDF 细胞凋亡和细胞焦亡比例。B. 荧光染色量化结果。结果表示为均数±标准误。 

3.4 芍药苷抑制 caspase-3/GSDME 焦亡通路激活 

为了探究芍药苷是否通过抑制 caspase-3/GSDME 通路的激活，来实现对 UVA
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诱导成纤维细胞焦亡的抑制作用，我们将细胞分为四组，分别为对照组、芍药苷组、

照光组及照光加芍药苷处理组，芍药苷处理组加药方式同 3.2 部分。在细胞处理后

提取细胞蛋白，应用 western blot 检测 caspase-3/GSDME 通路上的分子，结果如图

3.7 所示，与单独照光组相比，照光加芍药苷处理组 cleaved caspase-3、GSDME-N、

cleaved PARP 的激活受到抑制，说明芍药苷可以抑制 UVA 诱导的成纤维细胞中

caspase-3/GSDME 通路的激活。 

 

 

图 3.7 芍药苷抑制 caspase-3/GSDME 通路激活 

HDF 细胞在 UVA 照光处理后，caspase-3、GSDME、PARP 分子出现剪切激活，芍药苷加

药处理抑制了这些分子在照光后的剪切激活。 
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4 讨论 

在 UVA 照射成纤维细胞后，会引起细胞发生氧化应激反应，细胞内产生大量

ROS，导致细胞内各种生物大分子的氧化损伤，这些损伤根据严重程度不同可能会

导致皮肤出现光损伤、退行性老化甚至皮肤癌变[82]。因此，有一些研究中发现对氧

化损伤的干预可以有效对抗 UVA 对皮肤损害[7,62]。在前期研究中，我们课题组已经

发现芍药苷可以通过增加成纤维细胞内抗氧化基因 Nrf2、HO-1、NQ-O1 减轻 UVA

对细胞的氧化应激损伤[19]。在此部分研究中，我们使用芍药苷对成纤维细胞加药处

理，发现芍药苷可以减轻 UVA 引起成纤维细胞的线粒体途径凋亡和细胞焦亡。结

合上一部分实验结果，我们可以得出以下结论，芍药苷通过减轻氧化应激抑制 UVA

诱导的线粒体途径凋亡及细胞焦亡。并且我们推测芍药苷是通过 Nrf2/HO-1 通路减

轻 UVA 引起的氧化应激，继而抑制成纤维细胞的线粒体途径凋亡和细胞焦亡。芍

药苷通过激活 Nrf2/HO-1 通路发挥抗氧化作用的应用并不罕见，芍药苷通过

Nrf2/HO-1 通路减轻叔丁基过氧化氢对人脐静脉内皮细胞的氧化损伤，提高了皮瓣

移植的存活率[83]。研究发现芍药苷通过 AMPK/Nrf2 通路减轻缺血再灌注模型中心

肌细胞的氧化应激[84]。在芍药苷对胆汁淤积性肝损伤模型的治疗研究中，体外细胞

实验 Nrf2 的敲低和过表达分别显示出芍药苷治疗作用的减弱和增强，而体内实验

Nrf2 敲除鼠与野生型鼠相比，芍药苷未显示出明显治疗作用，说明芍药苷是通过

Nrf2 对胆汁淤积性肝损伤进行治疗的[85]。 

在这一部分研究中，我们首先发现芍药苷可以抑制 UVA 诱导成纤维细胞的线

粒体途径凋亡，具体是通过检测线粒体膜电位以及 Bax、Bcl-2、Cyto c、caspase-9

等线粒体途径凋亡分子验证的。这一结果与芍药苷在其他领域关于线粒体途径凋亡

的研究类似：芍药苷可显著减轻缺血再灌注模型中心肌细胞中的氧化应激水平，使

Bax 表达降低 bcl-2 表达升高[84]。芍药苷预处理降低 H2O2 处理后 Cleaved caspase3、

Cleaved caspase7 水平，升高 Bcl-2、Bcl-xl 水平，从而减轻对施万细胞的损伤[86]。

芍药苷可显著降低蛛网膜下腔出血后 Bax/Bcl-2 比例及活性 caspase-3 从而减轻早期

脑损伤[87]。芍药苷既可减少 Aβ25-35 诱导的细胞内 ROS 生成，也能抑制线粒体途

径凋亡，从而减缓阿尔兹海默症的进程[88]。 

我们首次发现芍药苷对 caspase-3/GSDME 细胞焦亡有抑制作用。但在其他研究

中，目前只发现芍药苷对 GSDMD 依赖的细胞焦亡产生抑制作用。我们推测一方面

是 UVA 未在成纤维细胞内激活 GSDMD 依赖的细胞焦亡，另一方面芍药苷的药理
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作用十分复杂，其可作为不同分子通路的共同上游的干预因素，对较下游的细胞焦

亡效应分子进行调控。另外与芍药苷对 GSDME 的抑制作用不同的是，有一些中药

是通过激活 GSDME 焦亡通路来实现抗癌作用的。雷公藤内酯通过诱导 GSDME 的

焦亡清除头颈癌细胞[44]。从莪术中提取的吉马酮可通过此通路诱导 HepG2 细胞死

亡[89]。从藏木香中提取的组分 ATL 可通过增加细胞内 ROS 诱导 GSDME 依赖的细

胞焦亡，起到抗甲状腺未分化癌的作用[90]。我们推测芍药苷与这些中药在 GSDME

依赖的细胞焦亡中完全相反作用的原因，是芍药苷其在 UVA 诱导的光损伤中主要

发挥抗氧化作用，而诱导细胞焦亡的中药组分可能在其抗癌领域中发挥诱导细胞氧

化应激或加重细胞损伤的作用。 

我们这一部分的实验结果，为临床应用芍药苷治疗 UVA 引起的光损伤提供了

更充分的理论依据。另外我们发现芍药苷参与抑制 GSDME 依赖的细胞焦亡作用，

为其他领域 GSDME 细胞焦亡引起的损伤或疾病的研究提供了新的治疗方向与手段。 
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5 结论 

（1） 芍药苷抑制 UVA 引起的成纤维细胞中线粒体途径凋亡的激活。 

（2） 芍药苷抑制 UVA 诱导的成纤维细胞焦亡。 
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本研究创新性的自我评价 

细胞焦亡是近几年发现的一种新的细胞死亡方式，它是一种以在细胞膜上穿孔

使细胞发生通透性改变进而胀亡释放细胞内容物和炎症因子为特点的细胞死亡。细

胞内外的刺激因素可诱导细胞发生焦亡，但 UVA 是否会引起细胞焦亡的研究还处

于空白。本研究首次发现 UVA 可诱导真皮成纤维细胞发生焦亡，并明确了参与的

焦亡通路是 caspase-3/GSDME 通路，而非 GSDMD 依赖的焦亡通路。我们进一步明

确了 UVA 是通过激活线粒体途径凋亡活化 caspase-3，进而激活 caspase-3/GSDME

焦亡通路。 

在我们课题组前期“芍药苷通过 Nrf2/HO-1 通路减轻 UVA 对成纤维细胞的氧化

应激”的研究基础上，本研究既明确了 UVA 通过氧化应激诱导成纤维细胞焦亡和线

粒体途径凋亡，又完善了芍药苷通过发挥抗氧化作用对线粒体途径凋亡和细胞焦亡

起到了抑制作用，其中我们首次发现芍药苷可以对 caspase-3/GSDME 焦亡通路起到

抑制作用。 

本研究为 UVA 引起皮肤光损伤提供了新的治疗靶点，也为芍药苷防治光损伤

提供了新的理论依据，同时为 GSDME 依赖的细胞焦亡引起的其他疾病提供新的治

疗策略。 
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综 述 

GSDME 介导的细胞焦亡及其在肿瘤方面的研究进展 

细胞焦亡是近年来发现的一种新的细胞死亡形式，其被定义为 gasdermin 家族

依赖的细胞程序性死亡。GSDME 最初作为与家族性遗传耳聋相关的分子被研究，

随着细胞焦亡研究的增多，GSDME 被发现作为 gasdermin 蛋白家族的一员，也参与

细胞焦亡的发生。GSDME 被经典凋亡执行分子 caspase-3 所剪切，从而将凋亡这一

传统细胞死亡形式与细胞焦亡联系起来，其内在的关联网络调控机制还十分复杂，

暂未被研究透彻。而后 GSDME 多被作为化疗药物诱导肿瘤细胞焦亡的分子，参与

肿瘤治疗的研究。本篇综述围绕着 GSDME，聚焦在细胞程序性死亡形式，包括凋

亡与焦亡的关联及 GSDME 介导的焦亡与经典焦亡通路的联系，并总结了近几年关

于 GSDME 焦亡相关的癌症治疗研究。 

1.GSDME 蛋白概述 

GSDME（也称为 DFNA5）属于 gasdermin 蛋白家族，其家族还包括 GSDMA、

GSDMB、GSDMC、GSDMD 以及 Pejvakin (PJVK)。GSDME 在 1998 年被发现，过

去一直被认为与听力丧失相关，其特定的突变形式诱导耳聋，与 GSDME 相关的耳

聋以常染色体显性遗传和听力逐渐丧失为特征[1]。编码 GSDME 的基因位于常染色

体的 7p15，它由 10 个外显子组成，编码的蛋白含 496 个氨基酸，分子量为 55 kda。 

细胞程序性死亡对于生物的生长，存活，稳态和先天免疫性至关重要，细胞焦

亡是一种新的细胞死亡形式，最早在 1992 年被报道[2]，其被定义为是 gasdermin 家

族依赖性的细胞程序性死亡[3]，近几年的焦亡相关的研究越来越多。细胞焦亡的效

应蛋白——Gasdermin 蛋白家族成员，除 PJVK 外，都在其 gasdermin-N 结构域具有

内源性的致细胞死亡活性，在未剪切状态下，这种诱导细胞死亡的活性被 gasdermin-

C 结构域所抑制[4]。当受到外界刺激后，经过一系列通路激活，gasdermin-N 和 C 结

构域间的蛋白水解，释放出 gasdermin-N 结构域，gasdermin-N 结构域移位到细胞膜

上形成低聚体使胞膜穿孔[5, 6]。作为 gasdermin 家族的一员，近几年来 GSDME 在细

胞焦亡中发挥的作用越来越受到关注。 

2.GSDME 参与细胞焦亡的通路 

到目前为止，已经提出了多个机制通路参与细胞焦亡，包括 caspase-1 依赖的经

典焦亡途径和 caspase-4/5/11 依赖的非经典焦亡途径。 
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经典焦亡途径是 caspase-1 诱导的促炎性细胞死亡[7]，NLR 家族成员和 AIM 样

受体也参与了经典焦亡途径。以 NLRP3 为代表，NLRP3 在感知到致病因素（DAMPs

或 PAMPs）刺激后，通过 ASCs 与 caspase-1 前体结合形成炎症小体[8, 9]，形成炎性

小体后，无活性的 caspase-1 前体通过自我蛋白水解形成有活性的 caspase-1。活化

的 caspase-1 一方面剪切 GSDMD，使其释放 GSDMD-N 结构域，后者结合在细胞膜

上并穿孔，另一方面 caspase-1 可进一步激活 IL1β及 IL18 前体，这两个炎症因子

可通过 GSDMD-N 结构域聚合形成的孔被释放到细胞外，加重炎症，而细胞也因为

膜上穿孔而内外渗透压失衡，细胞逐渐肿胀最终死亡[10]。 

而非经典的焦亡途径由 caspase-4/5（人）/caspase-11（鼠）介导[11]，它们直接与

细菌脂多糖（LPS）结合而剪切激活，激活的 caspase-4/5/ 11 与 caspase-1 类似，进

一步剪切 GSDMD 使其形成 N 结构域诱导细胞焦亡[12]，而非经典途径中形成的膜

上孔隙可进一步激活 NLRP3 炎症小体[13]，释放 IL-1β和 IL-18 炎症因子促进炎症

[14, 15]。 

过去对于细胞焦亡的下游分子研究多集中于 GSDMD，近几年才发现 GSDME

除了听力丧失相关，还具有类似的促焦亡作用。研究表明，caspase-3 在 Asp270 之

后切割 GSDME，产生诱导焦亡的片段 GSDME-N，GSDME-N 靶向细胞膜，从而诱

导焦亡[16-18]。而在所有 gasdermin 成员中，除了 GSDMA 虽然也有成孔潜能的

gasdermin-N 结构域，但它还未被发现在生理或病理刺激下被切割而在膜上穿孔，而

GSDMB 可被 caspase-1 及颗粒酶 A 剪切，GSDMC 可被 caspase-8 于 gasdermin-C 结

构域剪切而激活[19]。在基因组水平上， GSDME 听力损失突变是由于外显子 8 发生

跳跃而提前引入一个终止密码子，导致 GSDME 的 C 端截短[20]，所以在 GSDME 听

力损失突变体中，gasdermin-C 结构域的丧失使得其出现功能获得性突变[21]，即不

依赖 caspase-3 剪切的穿孔活性，由此推断可能听力丧失的机制与 GSDME 诱导焦

亡相关。 

过去 GSDME 一直是被作为 DFNA5——突变诱导常染色体显性遗传性耳聋的

分子来进行研究的，在 2001 年才发现 DFNA5 与细胞死亡相关，尽管在当时还没有

未将这种细胞死亡形式与细胞焦亡联系起来，仍认为这种细胞死亡属于凋亡[22]。

Webb, M. S.等发现，DFNA5 可以被糖皮质激素诱导，DFNA5 mRNA 的诱导与糖皮

质激素依赖性 CEM 细胞凋亡有关，但单独表达 DFNA5 并不足以导致细胞凋亡[23]，

这可能是与其上游还存在激活其发挥生物学功能的分子有关。Op de Beeck, K.及其

团队首次证明了 DFNA5 是由两个区域组成，当转染 HEK293T 细胞时，第一个区域
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诱导细胞凋亡，第二个区域掩盖并可能调节这种诱导凋亡的能力，他们还通过使用

DFNA5 敲除小鼠进行基因表达芯片分析，证实了 DFNA5 参与了生理环境下细胞凋

亡的相关通路[24]。 

3.GSDME 诱导的细胞焦亡与细胞凋亡的相互联系 

既往认为细胞凋亡和坏死是细胞死亡的两种主要形式[25]，随着研究的深入，近

几年来发现越来越多的细胞死亡形式，如细胞焦亡[26]、细胞自噬[27]、中性粒胞外捕

网性死亡[28]和铁死亡[29]等。 

细胞凋亡主要在单个细胞上且通常在没有炎症反应的情况下发生。细胞凋亡包

括外源性途径和内源性途径。内源性途径由 DNA 损伤、病毒感染、糖皮质激素和

缺氧等刺激引起的内源性应激激活，导致 Bax/Bak 介导线粒体外膜上形成孔，从而

释放促凋亡蛋白如细胞色素 C（Cyto c）、HtrA2/Omi 到胞浆中。胞浆中的 Cyto c 与

凋亡蛋白酶激活因子 Apaf-1 结合，导致 Caspase-9 前体的募集并激活，活化的

caspase-9 随后剪切 caspase-3/7 前体，最终导致细胞凋亡。外源性途径是由死亡受体

介导的，当 TNF-α 等配体与死亡受体结合后，caspase-8 被募集并激活，活化的

caspase-8 同样可以剪切 caspase-3 前体以介导细胞凋亡[26]。 

细胞凋亡是一个伴随着细胞萎缩的死亡过程，它导致细胞体积减小和细胞质致

密[30]。而焦亡的形态学特征是在细胞膜上形成孔，细胞肿胀继而细胞破裂，释放促

炎因子和细胞内容物，并在光学显微镜下细胞体积增大[2, 31]。 

2013 年就有研究发现，细胞焦亡与凋亡可以具有同样的激活条件，而焦亡具有

较高的激活阈值，并 DNA 损伤程度较高时占主导地位，发生得较细胞凋亡更快[32]。

Caspase-3/GSDME 焦亡通路改变了 caspase-3 的激活只会导致细胞凋亡的传统理论，

它们将细胞凋亡和细胞焦亡连接起来。2017 年首次证明 DFNA5（GSDME）是调控

凋亡细胞转变为细胞焦亡的中心分子，在这之前的一些研究发现如果凋亡细胞没有

被清除，它们就会进入被称为继发性坏死的溶解和炎症期，这篇研究及后续的研究

证明这种被称为继发性坏死的死亡形式似乎是细胞焦亡，在这个研究中，他们发现

表达 DFNA5 的细胞，在凋亡触发条件刺激下，进展为继发性坏死（细胞焦亡），但

在 DFNA5 缺失时分解成小的凋亡小体[16]。经典的线粒体途径凋亡（内源性途径），

Bax/Cyto c/APAF1/ caspase 轴，也在 GSDME 介导的细胞焦亡起着重要作用[33]。雷

公藤内酯（TPL）处理导致 BAD/BAX-caspase-3 级联活化，激活 caspase-3 裂解

GSDME 诱导焦亡作用来清除头颈部癌细胞，沉默 GSDME 可减弱 TPL 对癌细胞的

细胞毒性[34]。3'，5'-二戊基化查尔酮(C10)通过 PKCδ/JNK/Bax/Cyt c/caspase-3 通路
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活化 GSDME，引起前列腺癌细胞 PC3 发生焦亡，并释放 IL-1β、IL-6、IL-8 等炎

性因子[35]。大气压冷等离子体通过 ROS/JNK/Bax/Cyto c/caspase 级联活化，剪切

GSDME，引起高表达 GSDME 的肿瘤细胞发生焦亡[36]。Caspase-3 通过 Apaf-1 与

GSDME 相关，导致化疗患者发生细胞焦亡[37]。 

此外，GSDME 不仅可以介导焦亡，同时也可以增强细胞内在凋亡途径[17, 38]。

除了靶向细胞膜外，GSDME 的 N 端也可靶向线粒体。Van Rossom, S.等人在酿酒酵

母中引入了野生型和突变型的 DFNA5 等位基因，他们发现，与野生型相比相比，

突变型的酵母出现了明显的生长缺陷，同时显示出显著增加的 ROS 水平和细胞程

序性死亡的迹象，这在一定程度上归因于其与线粒体的相互作用[39]。GSDME 的 N

端靶向线粒体，促进细胞色素 C 释放，增强 caspase-3/7 激活和细胞凋亡，而增强的

活性 caspase-3 又会进一步剪切 GSDME，而且其导致线粒体膜通透性改变可能要早

于引起胞膜的破裂。研究同时发现 GSDMD 及 GSDMA 的 N 端都可靶向线粒体，

释放细胞色素 C，进而增强凋亡途径[17]。通过基因表达微阵列实验，证明 GSDME

敲除的小鼠凋亡通路受到抑制[24]。在 GSDME 转染后，调节不同凋亡通路的基因上

调，包括氧化应激、线粒体功能障碍、戊糖磷酸途径激活、内质网应激和 MAPK 信

号[39-42]。GSDME 还可作为凋亡的内源性途径和外源性途径的连接分子，外源性途

径通过 caspase-3 剪切 GSDME 后，其剪切体通过增加线粒体膜的通透性而放大内

源性通路信号。 

在细胞焦亡和细胞凋亡间，caspase-3/GSDME 将两种细胞死亡形式相连接，这

两种细胞死亡形式有着共同的上游信号，又在 caspase-3 处出现了分叉点。GSDME

同样参与了细胞凋亡，caspase-3/GSDME 在其中形成了一个自我放大的正反馈环路， 

GSDME 还连接了内源性和外源性的凋亡途径。 

4.GSDME 依赖的细胞焦亡与 GSDMD 依赖的细胞焦亡间相互联系 

GSDME 被 caspase-3 剪切，而 GSDMD 被 caspase-1/4/5/11 所活化。炎症性

caspase-1/4/5/11，凋亡启动者 caspase-8/9 和凋亡执行者 caspase-7 都不能直接剪切

GSDME 使其产生 GSDME-N 结构域[43, 44]。因此，过去常认为 GSDMD 及 GSDME

各自功能独立。 

在 GSDMD 焦亡通路某一环节被阻断后，GSDME 焦亡通路似乎作为补偿通路

促进细胞焦亡。当 NLRP3 形成炎症小体的作用被阻断时，ATP 通过 caspase-

3/GSDME 轴诱导巨噬细胞的焦亡[45]。在 caspase-1/11 缺陷巨噬细胞激活 NLRP3 炎

性小体，可通过ASC介导的 caspase-8激活和随后的GSDME剪切诱导细胞焦亡[46]。
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Caspase-1 在 GSDMD 表达量足够时诱导细胞焦亡，但在 GSDMD 缺乏时诱导细胞

凋亡，caspase- 1诱导的凋亡涉及到Bid/caspase-9/caspase-3通路，随后可引起GSDME

依赖的焦亡[47]。无菌条件下，可通过蛋白复合物(Apaf-1/caspase-4 焦亡小体)的组装

来激活caspase-4，促进焦亡作用，与有菌环境下LPS激活caspase-4直接剪切GSDMD

不同，Apaf-1 焦亡小体中激活的 caspase-4 会剪切 caspase-3，从而诱导 GSDME 焦

亡[48]。 

GSDME 焦亡通路似乎对 GSDMD 焦亡通路具有拮抗作用，但两者又可能同时

发生。在细胞凋亡过程中，caspase-3/-7 通过在与炎症性 caspase 的切割点不同位置

（Asp87）切割 GSDMD，产生 p45 及 p13 片段，使其蛋白灭活，特异性地阻止了细

胞的焦亡[16, 49]。LPS 可通过 NLRP3/caspase-1/GSDMD 和 caspase-3/GSDME 两条信

号通路同时诱导滑膜成纤维细胞发生焦亡促进类风湿性关节炎的发生，NF-κB 信号

通路作为这两条通路的上游，参与调控[50]。 

总的来说，GSDME 焦亡通路与 GSDMD 焦亡通路并不是相互独立的，两者通

过 caspase 产生交叉相互联系，既互相补充又相互抑制，其调控机制十分复杂，还

需要更多的研究来揭示其中关联。 

5.GSDME 诱导的细胞焦亡在肿瘤方面的研究 

早期研究中就发现了 GSDME 在癌症治疗中的潜在作用，最早在 2001 年 Lage, 

H.等发现 DFNA5（GSDME）的 mRNA 表达水平在依托泊苷耐药的黑色素瘤细胞中

明显下降，而在稳定转染 GSDME 后，依托泊苷导致耐药黑色素瘤细胞 caspase-3 介

导的细胞死亡事件增加，当时研究将该细胞死亡事件认为是细胞凋亡，这也是最早

发现 GSDME 与细胞死亡有关的研究[22]。随后，Masuda, Y.等人发现 DFNA5（GSDME）

在 p53 介导的依托泊苷诱导细胞死亡调控中发挥作用[51]，但未探究其机制。2017 年

Yupeng Wang 及其团队在 Nature 上发表的一篇文章发现，GSDME 可以将 TNF 或化

疗药物诱导的 caspase-3 介导的凋亡转变为焦亡，GSDME 被 caspase-3 特异性切割，

产生一个可在膜上穿孔的 GSDME-N 片段，从而诱导焦亡[43]，自此开始了一系列

GSDME 诱导的焦亡在肿瘤方面的研究。 

5.1 GSDME 决定了癌细胞在治疗中能否发生焦亡 

在一些药物治疗肿瘤的实验中，发现 GSDME 的参与与否决定了其诱导肿瘤细

胞死亡形式是凋亡还是焦亡。Yan, L.等发现用三氯苯达唑治疗，可导致人乳腺癌细

胞系（MCF-7 和 MDA-MB-231）发生 caspase-3/GSDME 依赖的细胞焦亡，同时也

发现三氯苯达唑通过调节凋亡蛋白 Bax、Bcl-2 以及增强 caspase-8/9/3/7 和 PARP 的
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剪切而激活细胞凋亡[52]，说明在某些表达 GSDME 的癌细胞系中，药物的治疗可同

时诱导细胞凋亡及细胞焦亡。Zhang, X.等人的研究发现，丹参新酮诱导肝癌细胞系

HepG2 或 Hepa1-6 发生 capase-3/GSDME 介导的细胞焦亡，并且敲除 GSDME 使其

诱导的细胞死亡形式由焦亡转变为凋亡[53]。异黄酮诱导食管鳞癌细胞发生细胞凋亡

以及焦亡，通过敲除或抑制 GSDME 可以将细胞死亡的形式从焦亡转变为凋亡[54]。

同样，Wang, Y.等人用 CRISPR-Cas9 敲除 GSDME 后，发现 5-FU 诱导的胃癌细胞

SGC-7901 的焦亡转变为凋亡[44]。 

5.2 GSDME 的表达水平影响肿瘤对药物的敏感性 

在表达 GSDME 的细胞中，药物可通过诱导 GSDME 依赖的细胞焦亡进行癌症

治疗，且其表达水平与药物的治疗效果呈正相关，这意味着 GSDME 可能是未来预

测某些药物治疗癌症预后的潜在生物标志物。而 Yang, X.等人发现大气压冷等离子

体（CAP）在GSDME高表达的肿瘤细胞株中以剂量依赖的方式诱导焦亡，而GSDME

的基础水平反映了癌细胞株对 CAP 的敏感性[36]。GW4064 可通过诱导 BAX/caspase-

3/GSDME 介导的细胞焦亡增强结肠癌细胞对奥沙利铂的化学敏感性[55]。Peng, Z.等

人用顺铂对四种表达不同水平 GSDME 的肺癌细胞进行处理，发现 GSDME 高表达

细胞对顺铂治疗更敏感，在低表达 GSDME 的 H1299 细胞中过表达 GSDME 后，顺

铂处理后，其凋亡转为焦亡[56]。因为在大部分肿瘤细胞中 GSDME 基因高甲基化，

影响 GSDME 蛋白表达[57, 58]，Fan, J. X.等人将地西他滨（DAC）用于肿瘤细胞中

GSDME 基因的去甲基化，随后给予顺铂给药，在肿瘤细胞中实现了 GSDME 沉默

的逆转，提高了化疗的治疗效果[59]。 

5.3 GSDME 在正常细胞中的表达可能与化疗的副作用相关 

化疗后，在某些表达 GSDME 的癌细胞中可发生焦亡，而 GSDME 也在许多正

常组织中表达，引起正常细胞焦亡而产生副作用。Wang, Y.等人发现 Gsdme-/-小鼠

免受化疗引起的组织损伤和体重下降[43]。Shen, X.等发现化疗药物顺铂和多柔比星，

诱导肾小管上皮细胞通过 ROS/JNK/caspase-3/GSDME 通路发生细胞焦亡，提示化

疗药物可能通过 GSDME 焦亡通路引起的肾毒性[60]。Huang, Z.等人发现口腔鳞状细

胞癌患者的正常组织中，GSDME 的表达水平高于癌组织，是铂类化疗副作用的主

要原因[61]。Mai, F. Y.等通过体内及体外实验证明，顺铂和多柔比星化疗药物通过诱

导 GSDME 介导的焦亡对巨噬细胞产生不良毒性，从而损害对感染的固有免疫[62]。 

5.4 药物可能通过氧化应激诱导 GSDME 依赖的焦亡治疗肿瘤 

Liang, W. F.等人发现姜黄素通过增加细胞内 ROS 水平增加了 GSDME-N 端的
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表达，促进了肝癌 HspG2 细胞系的焦亡而发挥抗癌作用[63]。Zhou, B.等使用铁处理

黑色素瘤细胞，铁激活的 ROS 可以通过 Tom20/Bax/caspase-3/GSDME 途径诱导焦

亡[64]。An, H.等人发现六氧化四砷通过抑制线粒体 STAT3 的磷酸化，增加线粒体

ROS 的产生，进而诱导 caspase-3 依赖性的 GSDME 剪切，从而促进三阴性乳腺癌

(TNBC)细胞的焦亡[65]。目前许多研究发现 JNK 通路可能参与氧化应激刺激 GSDME

介导的细胞焦亡。Zhang, Z.等人发现了多柔比星（DOX）诱导两种人乳腺癌细胞系

(MDA-MB-231 和 T47D)的细胞焦亡，并发现了 ROS/JNK/ caspase-3 信号通路参与

其中 [66]。另一项类似研究也发现，三氯苯达唑增加了细胞内 ROS，通过

JNK/Bax/capase-3 通路诱导人乳腺癌细胞发生 GSDME 依赖的细胞焦亡[52]。CAP 诱

导的 ROS 生成启动了高表达 GSDME 癌细胞株的焦亡信号，而 CAP 诱导的焦亡依

赖于线粒体通路(JNK/cytochrome c/caspase-9/caspase-3)的激活和GSDME的裂解[36]。

Yu, J.等发现在结肠癌细胞 HT-29 和 HCT116 cells 中，洛铂通过 ROS/JNK/ bax 线粒

体途径凋亡通路激活 caspase-3/9，进而引起 GSDME 介导的焦亡[67]。 

但是 JNK/caspase-3 通路并不是氧化应激参与 GSDME 诱导细胞焦亡唯一通路，

Chen, Z.等研究发现洛铂通过激活 caspase-3 引起 GSDME 介导的鼻咽癌细胞焦亡，

其机制可能与洛铂诱导细胞凋亡抑制蛋白-1/2 (cIAP1/2)的蛋白酶体降解有关，并且

RIP 蛋白凋亡体 (RIPK1/Caspase-8/FADD)及 ROS 参与其中，且不依赖 JNK 和 NF-

κB 信号的磷酸化[68]。Chen, S.等人发现山奈酚提高 ROS，降低胶质瘤细胞线粒体膜

电位，诱导自噬，并最终触发胶质瘤细胞的焦亡，当使用 3-MA 抑制自噬时，发现

GSDME 剪切减少了，这表明山奈酚通过调节胶质瘤细胞的自噬来诱导焦亡[69]。 

GSDME 不单单通过诱导癌细胞发生焦亡进行治疗。Peng, Z.等人发现顺铂在非

小细胞肺癌治疗中，其诱导的 GSDME 的焦亡作用通过释放趋化因子招募 T 细胞聚

集到肿瘤组织中，发挥免疫功能[56]。Shangguan, F.等人在一篇发表在 Nature 上的研

究发现 GSDME 的表达增强了肿瘤相关巨噬细胞对肿瘤细胞的吞噬作用，以及肿瘤

浸润的自然杀伤细胞和 CD8+ T 淋巴细胞的数量和功能。杀伤细胞释放的颗粒酶 B

在与 caspase 3 相同位点直接剪切 GSDME 来激活靶细胞中不依赖 caspase-3 的焦亡

[70]。 

总的来说，药物诱导 GSDME 依赖的细胞焦亡，从而抑制恶性肿瘤，可以为各

种癌症带来新的治疗选择。一些潜在的诱导 GSDME 的药物可作为癌症治疗的候选

药物，而抑制 GSDME 的药物也可作为靶向预防癌症治疗副作用的药物进一步研究， 
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6.总结 

目前，在多种疾病的研究中，细胞焦亡所引起的细胞死亡已经引起了研究人员

的广泛关注。准确阐明疾病或病理状态下，焦亡调节的细胞死亡的形态学和分子机

制有助于揭示其病理生理学，并在未来对这类疾病的治疗和管理提供了新的着手点。

但是不同于 GSDMD，GSDME 诱导细胞焦亡的作用研究才刚刚开始，而且多集中

于癌症方向。而凋亡分子 caspase-3 新发现的剪切 GSDME 的功能，又将传统凋亡通

路与焦亡通路连接起来，这一关联网络也有待完善与丰富，围绕在 caspase-3/GSDME

通路的相关研究还是十分具有研究前景的。 
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