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DEPTOR诱导Caspase-1介导的细胞焦亡提高

食管鳞癌细胞顺铂化疗敏感性

段晶晶 1, 徐慧欣 1, 骆 璞 1, 潘文俊 1, 董晓颖 2, 郑 航 1*

(南方医科大学南方医院 1. 肿瘤科, 2. 胸外科, 广东 广州 510515)

摘要: 化疗耐药是导致晚期食管鳞癌 (esophageal squamous cell carcinoma, ESCC) 患者预后不良的主要原因。细

胞焦亡是化疗药物发挥抗肿瘤作用的机制之一。研究表明, 包含DEP域的与哺乳类动物雷帕霉素靶蛋白相互作用的

蛋白 (DEP-domain containing mTOR-interacting protein, DEPTOR) 作为雷帕霉素靶蛋白 (mammalian/mechanistic target

of rapamycin, mTOR) 的内源性抑制蛋白, 与索拉非尼、吉非替尼耐药有关。本研究利用DEPTOR敲减 (shDEPTOR)

慢病毒载体, 建立DEPTOR敲减的食管鳞癌细胞稳定表达株。结果表明: 在DEPTOR敲减食管鳞癌细胞中, 细胞对

顺铂的敏感性降低。在顺铂刺激下, DEPTOR敲减的细胞发生典型细胞焦亡形态学的改变较对照组减少。进一步

研究表明: DEPTOR表达的减少导致Caspase-1蛋白表达的降低及活化减少, 从而抑制细胞焦亡经典途径的激活。

本文结果表明, DEPTOR可以通过增加Caspase-1介导的细胞焦亡, 提高食管鳞癌细胞对顺铂的敏感性。
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Abstract: Chemotherapy resistance is the main cause of poor prognosis in patients with advanced esophageal

squamous cell carcinoma (ESCC). Pyroptosis is one of the anti-tumor mechanisms by chemotherapy drugs. Studies

have shown that DEP-domain containing mTOR-interacting protein (DEPTOR) is correlated with sorafenib and

gefitnib resistance, which is discovered as a naturally negative regulator of mammalian/mechanistic target of

rapamicin (mTOR). In this study, DEPTOR knockdown (shDEPTOR) lentivirus was used to establish the stable

DEPTOR knockdown ESCC cell lines. The results showed that knockdown of DEPTOR reduced chemosensitivity

to cisplatin in ESCC cells in vitro. The lower expression of DEPTOR caused less extensive morphological charac‐

teristics of pyroptosis than that was observed in sh-con cells with the treatment of cisplain. Further studies showed

that knockdown of DEPTOR induced downregulation of Caspase-1 expression and reduction of Caspase-1 activa‐

tion, thereby inhibiting the activation of the classical pathway of pyroptosis. This paper demonstrates that DEPTOR

can improve cisplatin chemosensitivity in ESCC cells via inducing Caspase-1-mediated pyroptosis.
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2018年全球癌症统计指出, 食管癌在世界范围内

发病率居于恶性肿瘤第 7位 (572 000新病例), 然而其

死亡率排名却位居第六 (509 000人死亡)[1]。在全球范

围内, 最常见的食管癌组织学类型是食管鳞状细胞癌

(esophageal squamous cell carcinoma ESCC)[2]。以顺铂

为基础的联合化疗对于有无手术机会的ESCC患者均

是不可缺少的治疗手段[3-5], 然而, 对铂类联合化疗的

耐药性是晚期ESCC患者预后不良的主要原因[6]。因

此, 提高食管鳞癌对顺铂化疗敏感性是提高 ESCC患

者生存率的关键。

雷帕霉素靶蛋白 (mammalian/mechanistic target of

rapamycin, mTOR) 信号通路参与了许多肿瘤的发生

发展过程[7]。包含DEP域的与哺乳类动物雷帕霉素靶

蛋白相互作用的蛋白 (DEP-domain containing mTOR-

interacting protein, DEPTOR) 是 mTOR 的内源性抑制

蛋白, 参与许多细胞通路的调控, 如细胞增殖、细胞凋

亡、细胞自噬和血管生成等 , 是肿瘤研究领域的热

点[8]。研究表明, DEPTOR 与肝细胞癌对索拉非尼的

耐药[9]及肺腺癌对吉非替尼的耐药有关[10]。然而在不

同的食管鳞癌细胞系中, DEPTOR对顺铂化疗敏感性

存在不同的影响[11]。深入研究ESCC细胞中DEPTOR

与化疗敏感性的关系具有十分重要的意义。

细胞死亡的减少是化疗抵抗产生的最重要的机制

之一[12]。近年来, 细胞焦亡作为一种新型的程序性死

亡方式备受关注。研究表明, 一些化疗药物可以诱导

肿瘤细胞发生焦亡[13], 增强这种死亡效应有望为提高

肿瘤化疗敏感性提供新的治疗思路。细胞焦亡最显著

的特征是细胞膜结构完整性的破坏、细胞肿胀以及胞

内物质的释放。目前, 已发现的细胞焦亡路径主要有

两种, 分别为经典焦亡路径和非经典焦亡路径。经典

焦亡路径主要步骤为炎性小体的激活和半胱氨酸蛋白

酶 -1 (cysteine-aspartic proteases-1, Caspase-1) 的活化 ,

Caspase-1活化后可切割焦亡关键底物Gasdermin家族

成员D (Gasdermin D, GSDMD) 并促进白细胞介素 1β

(interleukin-1β, IL-1β) 和白细胞介素 18 (interleukin-18,

IL-18) 前体的成熟。GSDMD裂解产生的N末端通过

寡聚化在细胞膜表面形成孔道, 导致细胞肿胀、细胞膜

溶解及 IL-1β和 IL-18 的释放。非经典焦亡路径可分

为两种: 一种是以人 Caspase-4/5 (或鼠 Caspase-11) 作

为胞内脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS) 受体, 直接激

活并切割GSDMD导致细胞焦亡。另一种通过激活凋

亡通路转而切割 GSDME, 介导细胞焦亡的发生[14]。

此外, 有研究表明Caspase-1的低活性可能与恶性黑色

素瘤的耐药相关[15], 而且在某些黑色素瘤细胞中缺失

GSDME可导致依托泊苷的耐药[16]。

本研究发现在 ESCC 细胞中减少 DEPTOR 的表

达, 可使细胞焦亡的发生减少, 最终促使细胞对顺铂产

生耐药。本研究揭示了DEPTOR对ESCC细胞顺铂化

疗敏感性的影响, 为改善 ESCC顺铂化疗敏感性从而

提高ESCC患者生存率提供了新思路。

材料与方法

细 胞 人 食 管 鳞 状 细 胞 癌 细 胞 KYSE150、

KYSE510购自中国赛库公司。

试剂与药物 顺铂 (cisplatin) 购自中国麦克林公

司; 嘌呤霉素购自中国碧云天公司; 抗DEPTOR抗体、抗

β-tubulin抗体购自美国Cell Signaling Technology公司;

抗Caspase-1抗体、抗GSDMD抗体购自美国Proteintech

公司; 抗 IL-18抗体、抗 IL-1β抗体购自英国Abcam公司;

CCK8 试剂购自中国凯基生物公司 ; Trizol 购自美国

Thermo Fisher Scientific 公司 ; PrimeScript™RT Master

Mix (Perfect Real Time)、TB Green™ Premix Ex Taq™
(Tli RNaseH Plus) 购自日本Takara公司。

仪器与设备 Olympus IX71显微镜 (日本); Biotek

全波长酶标仪 (美国); BIO-RAD GelDoc XR+凝胶成

像分析系统 (美国); RocheLightCycler®480 系统 (美

国)。

细胞培养 参照KYSE150、KYSE510细胞培养说

明书 , 使用 RPMI-1640 培养基 (含 10% 胎牛血清、1%

青链霉素双抗) 于 37 ℃、5% CO2环境下对食管鳞癌细

胞进行常规培养, 对数生长期进行传代处理。

细胞稳转株的建立 自苏州吉玛基因公司购买构

建成功的 DEPTOR 敲减组 (shDEPTOR) 及空白对照

组 (sh-con) 的慢病毒载体。将细胞以3×105～5×105个/

孔的密度接种于 6孔板, 预留 1个计数孔。铺板后第 2

天, 将计数孔的细胞消化计数, 以最佳的 MOI值转染

细胞。转染 2～3天后, 用含有嘌呤霉素的完全培养基

筛选细胞 7～10天, 倒置荧光显微镜下观察绿色荧光

蛋白 (GFP) 的表达。

细胞焦亡形态观察 细胞以40%～50%密度接种于

6孔板后, shDEPTOR组和 sh-con组分别加入20 μg·mL-1

顺铂刺激 18 h, 使用Olympus IX71相差显微镜观察细
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胞焦亡形态。

CCK8检测细胞活力 取对数生长期的食管鳞癌细

胞, 用胰蛋白酶进行消化、离心并计数。根据计数结果,

取适量细胞悬液, 根据分组将细胞以 3 000个/孔接种

于96孔板。次日根据分组分别加入100和150 μg·mL-1

顺铂处理 6 h。将待测 96孔板中细胞上清液去除, 加

入培养基+CCK8 试剂混合液 (90 μL 培养基+10 μL

CCK8), 将 96孔板放回 37 ℃、5% CO2细胞培养箱中孵

育30 min, 振荡混匀后, 用酶标仪在450 nm波长下测定

OD值。细胞活力计算公式: 细胞活力 (%)=[OD 实验组-

OD 空白]/[OD 对照组-OD 空白]×100%。

实时荧光定量聚合酶链式反应 (Q-PCR) 使用

Trizol提取细胞总RNA, 并根据PrimeScript™RT Master

Mix (Perfect Real Time) 说明书对样本进行逆转录。参

照 TB Green™Premix Ex Taq™ (Tli RNaseH Plus) 说明

书在 RocheLightCycler®480 仪器中进行 qRT-PCR, 每

组设3个复孔, 计算复孔的Ct平均值, 并按照2-ΔΔCt相对

定量计算公式得到相对定量结果。

蛋白免疫印迹 (Western blot) 将 shDEPTOR 组

和 sh-con组细胞分别加入预冷的RIPA裂解液 (含 1%

蛋白酶抑制剂和 0.5% 磷酸酶抑制剂), 充分裂解后提

取蛋白于预冷的 1.5 mL EP管内。BCA法测定蛋白浓

度后, 依比例将蛋白样品的浓度进行归一化后, 100 ℃

金属浴加热 10 min。变性后的蛋白通过SDS-PAGE凝

胶分离, 并转移到NC膜上。在孵育一抗和二抗后, 加

入ECL化学发光底物反应液进行凝胶成像检测。

数据处理 所有数据应用GraphPad Prism 5软件

进行统计分析。每组实验重复 3次, 实验数据用均数±

标准差 (
-
x ± s) 表示。

结果

1 构建DEPTOR敲减的ESCC稳定表达株

为研究 DEPTOR 对 ESCC 细胞化疗敏感性的影

响 , 选取 2 株 ESCC 细胞系 : KYSE150 和 KYSE510 细

胞系。构建DEPTOR敲减慢病毒 (shDEPTOR) 及空白对

照慢病毒 (sh-con), 分别转染KYSE150和KYSE510细

胞系。倒置荧光显微镜观察慢病毒转染后 shDEPTOR

组及 sh-con组中绿色荧光蛋白表达情况 (图 1A)。通

过 Q-PCR 法和 Western blot 法分别检测 DEPTOR 的

mRNA及蛋白表达水平。结果表明, shDEPTOR组的

DEPTOR mRNA 及蛋白表达水平与 sh-con 组相比显

著降低 (P<0.001, 图1B～D)。

2 敲减DEPTOR使ESCC细胞产生顺铂耐药

在 DEPTOR 敲减的 ESCC 稳定表达株构建成功

后, 在 sh-con组及 shDEPTOR组加入两种不同浓度的

顺铂 (100 和 150 μg·mL-1) 处理 6 h 后 , 通过 CCK8 方

法检测各组细胞活力。结果显示, 两种不同浓度顺铂

处理下 , 与 sh-con 组相比 , sh-DEPTOR 组细胞活率均

明显上升。并且, 低浓度顺铂 (100 μg·mL-1) 处理组差异

更为明显 (图2)。

Figure 1 Construction of stable DEPTOR knockdown ESCC cell lines. A: Fluorescence of the stable cells were observed after infection of

the constructed lentiviruses using fluorescence microscopy; B-D: The mRNA (B) and protein expression (C, D) of DEPTOR in each group.

Experiments have been repeated for three times independently. n = 3,
-
x ± s. ***P<0.001. DEPTOR: DEP-domain containing mTOR-interacting

protein; ESCC: Esophageal squamous cell carcinoma
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3 敲减 DEPTOR通过减少 Caspase-1的表达而增加

化疗耐药

为探究敲减 DEPTOR 使 ESCC 细胞产生顺铂耐

药的原因 , 用 20 μg·mL-1顺铂处理细胞 18 h, 用相差

显微镜观察细胞形态。结果表明, sh-con组可观察到

典型的细胞焦亡形态学改变 , 而在 shDEPTOR 组该

现象减少 (图 3)。为探究两组细胞产生形态学差异的

机制, 本研究通过Western blot检测细胞焦亡信号通路

相关蛋白 Caspase-1、GSDMD、GSDMD-N、pro-IL-18、

IL-18、pro-IL-1β和 IL-1β的表达及活化水平。结果显

示 , 与 sh-con 组比较 , shDEPTOR 组的 Caspase-1 蛋白

及其活化形式 cleaved-Caspase-1 表达减少 , GSDMD、

GSDMD-N、pro-IL-18、IL-18、pro-IL-1β和 IL-1β等细

胞焦亡信号通路相关分子表达及活化减少 (图4)。

讨论

食管鳞状细胞癌是食管癌最常见的组织病理学亚

型[2], 基于顺铂的联合化疗方案被广泛应用于晚期食

管鳞状细胞癌的一线治疗[3-5]。然而, 天然耐药和获得

性耐药性严重限制了顺铂的临床使用[6]。因此, 寻找

食管鳞状细胞癌潜在的耐药机制以恢复肿瘤细胞对顺

铂的敏感性至关重要。

DEPTOR作为mTOR的内源性抑制蛋白, 参与许

多细胞信号通路的调控[8], 一些研究表明 DEPTOR与

索拉非尼[9]、吉非替尼[10]耐药有关。然而 DEPTOR 在

肿瘤化疗耐药的作用及机制尚未完全阐明。既往研究

发现, DEPTOR可以调节食管鳞状细胞癌对化疗药物

的敏感性[11]。因此, 深入研究DEPTOR在化疗敏感性

的作用机制具有十分重要的意义。

细胞焦亡作为一种新型的细胞死亡方式, 具有鲜

明的形态学特点和独特的分子机制[14]。研究表明, 细

胞焦亡现象广泛参与了肿瘤的发生发展过程[17-21]。其

中, Caspase-1是细胞焦亡经典途径活化的关键分子。

细胞焦亡是化疗药物发挥抗肿瘤作用的机制之一。据

报道, Caspase-1活性的降低可能与化疗耐药相关[22]。

因此, 细胞焦亡可能参与化疗敏感性的调节。

本文在细胞水平对DEPTOR、细胞焦亡、顺铂化疗

敏感性三者的关系进行了初步探讨。在成功构建了

DEPTOR 敲减的 ESCC 稳定表达株后 , 通过 CCK-8

法进行细胞活率测定, 证实了DEPTOR敲减的食管鳞

癌细胞对顺铂的化疗敏感性降低。为探究 DEPTOR

敲减组与对照组之间顺铂敏感性差异产生的原因, 本

文采用顺铂长时间处理以上两组细胞, 并用相差显微

镜观察两组细胞的形态学变化。结果显示, 正常表达

DEPTOR 的食管鳞状细胞癌细胞在顺铂处理下可观

察到典型的细胞焦亡形态学改变 , 而 DEPTOR 敲减

组发生典型形态改变的细胞较对照组明显减少。为证

实 DEPTOR 敲减是通过减少细胞焦亡的发生从而发

挥其诱导化疗耐药的功能, 本研究进一步检测了细胞

焦亡相关蛋白的表达及其活化。Western blot结果显

示, 在DEPTOR敲减细胞中Caspase-1的表达及活化形

Figure 2 CCK-8 assay was performed to determine the cell via‐

bility. Experiments have been repeated for three times indepen‐

dently. n = 3,
-
x ± s. ***P<0.001

Figure 3 Phase-contrast cell images. Arrow: Pyroptotic cells
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式 cleaved-Caspase-1 显著降低, 并且细胞焦亡信号通

路的相关分子GSDMD、pro-IL-18、pro-IL-1β及其活化

形式GSDMD-N、IL-18、IL-1β的表达明显减少。

综上所述 , 本研究首次证明 DEPTOR 可以通过

Caspase-1介导的经典细胞焦亡通路提高食管鳞状细

胞癌细胞对顺铂的化疗敏感性, 将为改善食管鳞状细

胞癌对顺铂的耐药性提供新思路。
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