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也摘要页 目的 研究柴胡皂苷 D通过 NOD样受体蛋白 3渊NOD-like receptor protein 3袁NLRP3冤介导细胞焦亡袁抑制未分化甲状

腺癌细胞增殖的作用及机制遥 方法 培养未分化甲状腺癌细胞株 HTh83 和 KMH2袁 不同浓度柴胡皂苷 D渊1尧4尧7尧10尧13尧16尧19尧22尧
25尧28尧31尧34尧37 滋mol/L冤作用 48 h 后检测细胞存活率袁计算半数抑制浓度渊50% inhibition concentration袁IC50冤曰细胞分为对照组

渊0 滋mol/L柴胡皂苷 D冤尧低浓度组渊2.2 滋mol/L柴胡皂苷 D冤尧中浓度组渊11 滋mol/L柴胡皂苷 D冤尧高浓度组渊22 滋mol/L柴胡皂苷 D冤尧
si-NC 组渊转染 NC siRNA冤尧高浓度+si-NC 组渊22 滋mol/L 柴胡皂苷 D 联合转染 NC siRNA冤尧高浓度+si-NLRP3 组渊22 滋mol/L 柴胡

皂苷 D 联合转染 NLRP3 siRNA冤袁处理 48 h 后检测克隆形成数目袁NLRP3尧裂解型 Caspase-1尧GSDMD 氨基末端片段渊GSDMD N
terminal fragment, GSDMD-N冤的表达水平及培养基中白细胞介素-1茁渊interleukin-1茁, IL-1茁冤尧白细胞介素-18渊interleukin-18, IL-
18冤的水平遥 结果 柴胡皂苷 D 以浓度依赖的方式降低HTh83 细胞和 KMH2 细胞的存活率渊P<0.05冤曰低浓度组尧中浓度组尧高浓度组

的细胞克隆数目低于对照组渊P<0.05冤袁NLRP3尧裂解型 Caspase-1尧GSDMD-N 的表达水平及培养基中 IL-1茁尧IL-18 的水平高于对照

组渊P<0.05冤曰高浓度+si-NLRP3组细胞的存活率及克隆数目高于高浓度+si-NC 组渊P<0.05冤袁NLRP3尧裂解型 Caspase-1尧GSDMD-N 的

表达水平及培养基中IL-1茁尧IL-18的水平低于高浓度+si-NC组渊P<0.05冤遥 结论 柴胡皂苷D能显著抑制未分化甲状腺癌细胞增殖袁其作

用机制可能与激活NLRP3袁介导细胞焦亡有关遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To study the effects and mechanism of saikosaponin D in inhibiting the proliferation of anaplastic
thyroid cancer cells via NOD-like receptor protein 3 (NLRP3)-mediated pyroptosis. Methods Anaplastic thyroid cancer cell lines
HTh83 and KMH2 were cultured and treated with various concentrations of saikosaponin D (1, 4, 7, 10, 13, 16, 19, 22, 25, 28, 31,
34, 37 滋mol/L) for 48 h. Cell survival rate was subsequently measured and half -maximal inhibitory concentration (IC50) was
calculated. The cells were divided into control group (0 滋mol/L saikosaponin D), low concentration group (2.2 滋mol/L saikosaponin
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未分化甲状腺癌是一种具有极高恶性程度的甲

状腺恶性肿瘤袁患者的临床预后差尧生存期往往不超

过半年[1-2]遥 虽然未分化甲状腺癌的分子机制尚不完

全明确袁但相关研究资料认为袁细胞焦亡是调控未

分化甲状腺癌细胞恶性生物学行为的重要靶点 [3]遥
细胞焦亡过程中伴随着大量炎症物质的释放袁因而

该过程又称炎症性死亡遥 NOD 样受体蛋白 3渊NOD-
like receptor protein 3袁NLRP3冤是调控焦亡的重要受

体蛋白袁NLRP3 通过介导 Gasdermin D渊GSDMD冤氨
基末端的切割尧形成 GSDMD 氨基末端片段渊GSDMD
N terminal袁GSDMD-N冤的方式执行细胞焦亡[4-6]遥

中医学理论认为袁甲状腺癌属野石瘿冶范畴遥柴胡

疏肝散合二陈汤具有活血止痛尧行气解郁的功效袁临
床研究证实该方剂对甲状腺癌术后复发具有抑制作

用[7]遥 柴胡疏肝散合二陈汤中柴胡的活性成分柴胡

皂苷 D 具有抗癌活性袁可通过激活 NLRP3/GSDMD-
N 介导的细胞焦亡抑制非小细胞肺癌细胞增殖[8]袁但
柴胡皂苷 D 对未分化甲状腺癌细胞增殖及焦亡的

调控作用尚不明确遥基于此袁本研究通过细胞实验对

柴胡皂苷 D 通过 NRLP3 介导细胞焦亡袁抑制未分化

甲状腺癌细胞增殖的机制展开探索遥
1 材料与方法

1.1 材料

未分化甲状腺癌细胞株 HTh83 和 KMH2尧
CCK-8 细胞增殖检测试剂盒渊批号院CL-0806尧CL-
0623尧P-CA-001袁武汉普诺赛生命科技有限公司冤曰
柴胡皂苷 D渊批号院B20150袁上海源叶生物科技有限

公司冤曰二甲基亚砜渊dimethyl sulfoxide袁DMSO冤尧结
晶紫渊批号院D2650尧Y0000418袁美国 Sigma 公司冤曰

NLRP3 一抗尧裂解型 Caspase-1 一抗尧GSDMD-N 一

抗渊批号院ab263899尧ab286125尧ab210070袁美国 Abcam
公司冤曰 辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔抗体渊批
号院PK20001袁武汉三鹰生物技术有限公司冤遥

细胞培养箱渊Galaxy 170S 型袁Eppendorf 公司冤曰
全波长酶标仪渊ReadMax 1500 型袁上海闪谱生物科

技有限公司冤曰倒置显微镜渊ECLIPSE Ts2 型袁日本

Nikon 公司冤曰凝胶成像系统渊1600R 型袁上海天能生

命科学有限公司冤遥
1.2 方法

1.2.1 药物配制 用 DMSO 溶解柴胡皂苷 D袁制备

成浓度为 1 mmol/L 的药物母液袁放置在原20 益避光

保存遥 进行细胞分组处理时袁用培养基稀释至终浓度遥
1.2.2 细胞培养 HTh83 和 KMH2 细胞均在含有

10%胎牛血清的高糖 DMEM 培养液中培养袁培养条

件为 37 益及 5%CO2遥
1.2.3 CCK-8 实验检测细胞增殖 消化收集对数

生长期的 HTh83 和 KMH2 细胞袁按照 2 000 个/孔
接种在 96 孔培养板内袁贴壁培养 24 h 后更换为含

有不同浓度柴胡皂苷 D渊1尧4尧7尧10尧13尧16尧19尧22尧
25尧28尧31尧34尧37 滋mol/L[9]冤的培养基袁设置对照组袁
并于每个浓度重复 5 次遥 培养 48 h 后加入 CCK-8
检测液袁继续培养 1 h 后在酶标仪中检测 450 nm 波

长处的吸光值渊A冤遥 细胞存活率=渊A 处理组原A 空白组冤/
渊A对照组-A 空白组冤伊100%遥根据细胞存活率计算柴胡皂

苷 D 的半数抑制浓度渊50% inhibition concentra鄄
tion袁IC50冤遥
1.2.4 平板克隆实验检测细胞克隆数目 消化收集

对数生长期的HTh83和KMH2细胞袁按照 1 000个/孔

D), medium concentration group (11 滋mol/L saikosaponin D), high concentration group (22 滋mol/L saikosaponin D) and si-NC group
(transfected with NC) siRNA), high concentration+si-NC group (22 滋mol/L saikosaponin D co-transfected with NC siRNA), and high
concentration+si-NLRP3 group (22 滋mol/L saikosaponin D co-transfected with NLRP3 siRNA). After 48 h of treatment, the colony
formation was quantified, the expression levels of NLRP3, cleaved caspase-1, and GSDMD N terminal fragment (GSDMD-N) as well
as the levels of interleukin-1茁 (IL-1茁) and interleukin-18 (IL-18) in the medium were measured. Results Saikosaponin D reduced
the survival rate of HTh83 cells and KMH2 cells in a concentration-dependent manner. The number of cell clones in low-,
medium-, and high-concentration groups was lower than that in the control group (P<0.05), while the expression levels of NLRP3,
cleaved caspase-1, and GSDMD-N, and the levels of IL-1茁 and IL-18 in the medium were higher than those in the control group
(P<0.05). The survival rate and clone number in high concentration +si-NC group were higher than those in high concentration+si-
NC group, while the expression levels of NLRP3, cleaved caspase-1, and GSDMD-N, and the levels of IL-1茁 and IL-18 in the
medium were lower than those in high concentration+si-NC group (P<0.05). Conclusion Saikosaponin D significantly inhibits the
proliferation of anaplastic thyroid cancer cells, and its mechanism is probably related to the activation of NLRP3 and the mediation
of pyroptosis.

也运藻赠憎燥则凿泽页 anaplastic thyroid cancer; saikosaponin D; proliferation; Nod-like receptor protein 3; pyroptosis
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接种在 6 孔培养板内袁贴壁培养 24 h 后按照对照组

渊0 滋mol/L 柴胡皂苷 D冤尧低浓度组渊2.2 滋mol/L 柴

胡皂苷 D冤尧中浓度组渊11 滋mol/L 柴胡皂苷 D冤尧高
浓度组渊22 滋mol/L 柴胡皂苷 D冤尧si-NC 组渊转染NC
siRNA冤尧高浓度+si-NC 组渊22 滋mol/L 柴胡皂苷 D联

合转染 NC siRNA冤尧高浓度+si-NLRP3 组渊22 滋mol/L
柴胡皂苷 D 联合转染 NLRP3 siRNA冤处理遥 每 2 天

更换 1 次培养液袁第 14 天时弃培养基袁磷酸盐缓冲

液清洗 3 次后用 4%多聚甲醛固定 20 min袁再次清

洗后用 0.1%结晶紫室温染色 20 min袁洗净结晶紫并

拍照袁计算克隆数目遥
1.2.5 Western blot 检测蛋白表达水平 消化收集

对数生长期的 HTh83 和 KMH2 细胞袁按照 5伊105 个/
孔接种在 12 孔培养板内袁贴壁培养 24 h 后按照对

照组渊0 滋mol/L 柴胡皂苷 D冤尧低浓度组渊2.2 滋mol/L
柴胡皂苷 D冤尧中浓度组渊11 滋mol/L 柴胡皂苷 D冤尧高
浓度组渊22 滋mol/L 柴胡皂苷 D冤尧si-NC 组渊转染 NC
siRNA冤尧高浓度+si-NC 组渊22 滋mol/L 柴胡皂苷 D 联

合转染 NC siRNA冤尧 高浓度+si-NLRP3组渊22 滋mol/L
柴胡皂苷 D 联合转染 NLRP3 siRNA冤作用 48 h遥 弃

培养基袁采用蛋白裂解液提取细胞蛋白袁按照 Western
blot 流程进行实验袁以 茁-actin 为内参袁检测NLRP3尧
裂解型 Caspase-1尧GSDMD-N 的蛋白表达水平遥
1.2.6 ELISA 检测培养基中 IL-1茁尧IL-18 水平 按

照野1.2.5冶的方法接种细胞和分组处理袁收集处理后

的细胞培养基袁采用 ELISA 试剂盒检测培养基中白

细胞介素-1茁渊interleukin-1茁, IL-1茁冤尧白细胞介素-
18渊interleukin-18, IL-18冤的水平遥
1.3 统计学处理

采用 GraphPad Prism 6.0 软件进行数据的统计

学处理及制图遥 实验数据均为计量资料袁以野曾依s冶表
示袁进行单因素方差分析遥 以 P<0.05 为差异有统计

学意义遥
2 结果

2.1 柴胡皂苷D对HTh83和KMH2细胞增殖的影响

与对照组比较袁不同浓度柴胡皂苷 D渊1尧4尧7尧10尧
13尧16尧19尧22尧25尧28尧31尧34尧37 滋mol/L冤 作用 HTh83和
KMH2细胞 48 h后细胞存活率均显著降低渊P<0.05冤袁
HTh83 细胞和 KMH2 细胞柴胡皂苷 D 作用 48 h 的

IC50 分别为 22.20尧22.90 滋mol/L遥详见图 1遥根据 IC50
的 0.1 倍尧0.5 倍和 1.0 倍选择低浓度渊2.2 滋mol/L冤尧
中浓度渊11 滋mol/L冤尧高浓度渊22 滋mol/L冤柴胡皂苷

D 作用 48 h 进行后续实验遥
2.2 柴胡皂苷 D 对 HTh83 和 KMH2 细胞克隆形成

的影响

柴胡皂苷 D 作用 48 h 时袁低浓度组尧中浓度

组尧高浓度组 HTh83 和 KMH2 细胞的克隆数目均低

于对照组渊P<0.05冤袁且 HTh83 和 KMH2 细胞的克隆

数目随柴胡皂苷 D 浓度升高而降低渊P<0.05冤遥 详见

表 1遥

图 1 柴胡皂苷 D对 HTh83 和 KMH2 细胞存活率的影响

Fig.1 Effects of saikosaponin D on survival rate of HTh83 and KMH2 cells
注院A.柴胡皂苷 D 对 HTh83 细胞存活率的影响曰B.柴胡皂苷 D 对 KMH2 细胞存活率的影响遥 与对照组比较袁*P<0.05遥

表 1 各组细胞克隆数目比较渊曾依s冤
Table 1 Comparison of cell clone numbers among

different groups (曾依s)
组别

对照组

低浓度组

中浓度组

高浓度组

n

5
5
5
5

HTh83 细胞克隆数目/个
146.41依12.58
107.52依11.09*
83.48依7.24*#

66.13依5.86*#&

KMH2 细胞克隆数目/个
154.57依13.09
110.41依10.85*
81.47依7.82*#

65.54依5.29*#&

注院与对照组比较袁*P<0.05曰与低浓度组比较袁#P<0.05曰与中浓度

组比较袁&P<0.05遥
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2.3 柴胡皂苷D 对 HTh83 和 KMH2 细胞中 NLRP3
介导焦亡的影响

柴胡皂苷 D 作用 48 h 时袁低浓度组尧中浓度

组尧高浓度组 HTh83 和 KMH2 细胞的 NLRP3尧裂解

型 Caspase-1尧GSDMD-N的表达水平以及培养基中IL-
1茁尧IL-18 的水平均高于对照组渊P<0.05冤袁且 HTh83
和 KMH2细胞的 NLRP3尧裂解型 Caspase-1尧GSDMD-
N 的表达水平以及培养基中 IL-1茁尧IL-18 的水平随

柴胡皂苷 D浓度升高而增加渊P<0.05冤遥 详见图 2尧表2遥

2.4 NLRP3 siRNA 转染对柴胡皂苷 D 促进 HTh83
和 KMH2细胞中 NLRP3介导焦亡的影响

高浓度+si-NC组HTh83和 KMH2细胞处理 48 h

时的 NLRP3尧裂解型 Caspase-1尧GSDMD-N 表达水

平以及培养基中 IL-1茁尧IL-18 的水平均高于 si-NC
组渊P<0.05冤曰高浓度+si-NLRP3 组 HTh83 和KMH2
细胞处理 48 h 时的 NLRP3尧裂解型 Caspase-1尧GS鄄
DMD-N 表达水平以及培养基中 IL-1茁尧IL-18 的水

平均低于高浓度+si-NC 组渊P<0.05冤遥 详见图 3尧表3遥
2.5 抑制 NLRP3 表达对柴胡皂苷 D 抑制 HTh83
和 KMH2 细胞增殖和克隆形成的影响

高浓度+si-NC组HTh83和KMH2细胞处理 48 h
时的细胞存活率及克隆数目均低于 si-NC组渊P<0.05冤曰
高浓度+si-NLRP3组HTh83和 KMH2细胞处理 48 h
时的细胞存活率及克隆数目均高于高浓度+si-NC
组渊P<0.05冤遥 详见表 4遥
3 讨论

未分化甲状腺癌是一种起源于甲状腺滤泡上皮

细胞的高度恶性肿瘤袁常规手术切除尧放化疗的疗效

均不理想袁患者确诊后的平均生存期为 6耀8 个月[1-2]遥
未分化甲状腺癌细胞表现出极强的增殖活性袁与之

相关的可能机制包括细胞凋亡尧焦亡尧铁死亡等生物

学环节异常[10-11]袁但具体分子机制尚不完全清楚遥 因

此袁研究疾病的分子机制尧发现新的治疗靶点和治疗

手段对改善未分化甲状腺癌的治疗现状尧延长患者

图 2 各组 NLRP3尧裂解型 Caspase-1尧GSDMD-N表达水平比较

Fig.2 Comparison of NLRP3, cleaved Caspase-1, and GSDMD-N expression levels among different groups
注院与对照组比较袁*P<0.05曰与低浓度组比较袁#P<0.05曰与中浓度组比较袁&P<0.05遥

表 2 各组培养基中 IL-1茁尧IL-18 水平的比较渊曾依s袁ng/mL冤
Table 2 Comparison of IL-1茁 and IL-18 levels in
culture medium among different groups 渊曾依s, ng/mL冤

注院与对照组比较袁*P<0.05曰与低浓度组比较袁#P<0.05曰与中浓度

组比较袁&P<0.05遥

组别 n
HTh83 细胞培养基

IL-1茁 IL-18
KMH2 细胞培养基

IL-1茁 IL-18
对照组

低浓度组

中浓度组

中浓度组

5
5
5
5

7.42依0.85
9.93依1.02*

11.27依1.26*#

14.18依1.55*#&

3.58依0.42
5.01依0.48*
6.25依0.61*#

7.93依0.88*#&

6.95依0.74
8.43依0.91*

10.86依1.19*#

13.17依1.32*#&

3.91依0.44
5.42依0.58*
7.15依0.84*#

8.42依0.91*#&
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的生存期具有重要意义遥 中药材及其活性成分是近

些年抗癌研究的热点袁本研究对中药柴胡的活性成

分柴胡皂苷 D 抑制未分化甲状腺癌细胞增殖的作

用及机制展开分析遥
中医学认为甲状腺癌归属于野石瘿冶范畴袁其发

病与肝郁气滞尧痰湿凝聚有关袁以柴胡为君药的柴胡

疏肝散合二陈汤能够针对甲状腺癌的中医病机发挥

活血止痛尧行气解郁的功效[7]遥 研究资料显示袁甲状

腺癌术后应用柴胡疏肝散合二陈汤治疗能显著降低

肿瘤复发率袁提示该方剂具有抗甲状腺癌的功效[7]遥

图 3 各组 NLRP3尧裂解型 Caspase-1尧GSDMD-N表达水平比较

Fig.3 Comparison of NLRP3, cleaved Caspase-1, and GSDMD-N expression levels among
different groups

注院与 si-NC 组比较袁*P<0.05曰与高浓度+si-NC 组比较袁#P<0.05遥

表 4 各组细胞存活率和克隆数目比较渊曾依s冤
Table 4 Comparison of cell survival rates and clone numbers among different groups 渊曾依s冤

组别 n
HTh83 细胞培养基

存活率/% 克隆数目/个
KMH2 细胞培养基

存活率/% 克隆数目/个
si-NC 组

高浓度+si-NC 组

高浓度+si-NLRP3组

5
5
5

注院与 si-NC 组比较袁*P<0.05曰与高浓度+si-NC 组比较袁#P<0.05遥

100.00
59.38依3.59*
85.51依6.37#

141.58依11.58
64.69依5.48*

110.27依10.46#

100.00
57.71依4.56*
83.41依7.72#

148.66依12.45
67.51依5.63*

108.37依9.57#

表 3 各组培养基中 IL-1茁尧IL-18水平的比较渊曾依s袁ng/mL冤
Table 3 Comparison of IL-1茁 and IL-18 levels in culture medium among different groups 渊曾依s, ng/mL冤

7.19依0.91
14.33依1.61*
8.94依0.96#

3.66依0.43
8.11依0.92*
4.89依0.52#

7.09依0.79
13.94依1.41*
9.11依0.98#

3.77依0.42
8.73依0.95*
5.72依0.64#

注院与 si-NC 组比较袁*P<0.05曰与高浓度+si-NC 组比较袁#P<0.05遥

组别 n
HTh83 细胞培养基

IL-1茁 IL-18
si-NC 组

高浓度+si-NC 组

高浓度+si-NLRP3组

5
5
5

KMH2 细胞培养基

IL-1茁 IL-18
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柴胡疏肝散合二陈汤中柴胡的活性成分为柴胡皂苷

D袁多项基础研究证实袁柴胡皂苷 D 对肺癌细胞尧胰
腺癌细胞尧胶质瘤细胞尧子宫内膜癌细胞尧肺癌细胞

的增殖具有抑制作用[8, 12-16]遥 本研究在两种未分化甲

状腺癌细胞株 HTh83 和 KMH2 中探究柴胡皂苷 D
抑制增殖的作用遥 结果显示袁柴胡皂苷 D 以浓度依

赖性的方式抑制 HTh83 细胞和 KMH2 细胞增殖遥平
板克隆实验结果显示袁不同浓度柴胡皂苷 D 能显著

抑制 HTh83 细胞和 KMH2 细胞克隆形成遥以上实验

结果表明袁柴胡皂苷 D 对未分化甲状腺癌细胞的增

殖具有抑制效应遥
焦亡作为一种新的程序性细胞死亡形式袁其与

未分化甲状腺癌发生发展的密切关系受到越来越多

的关注遥 焦亡过程中伴随大量炎症物质释放袁调控

炎症反应的受体蛋白 NLRP3 是激活细胞焦亡的经

典途径袁NLRP3 能够使细胞内裂解型 Caspase-1 生

成增加袁后者切割 GSDMD 形成的 GSDMD-N 是执行

焦亡的蛋白[17-18]遥 GSDMD-N 能定位于细胞膜并聚集

成膜孔袁使细胞中的炎症物质从膜孔释放并引起细

胞发生炎症性死亡袁即细胞焦亡[19-22]遥 非小细胞肺癌

相关的研究证实袁柴胡皂苷 D 通过激活 NLRP3/GS鄄
DMD-N 介导的焦亡抑制癌细胞增殖[8]遥 本研究对未

分化甲状腺癌细胞中柴胡皂苷 D 调控细胞焦亡的

作用进行分析遥 结果显示袁不同浓度柴胡皂苷 D 显

著增加 HTh83 细胞和 KMH2 细胞中 NLRP3尧裂解型

Caspase-1 及 GSDMD-N 的表达遥这一结果与柴胡皂

苷 D 在非小细胞肺癌中的实验结果一致 [8]袁表明柴

胡皂苷 D 对未分化甲状腺癌细胞的焦亡具有促进

作用袁进而提示柴胡皂苷 D 可能通过促进焦亡的方

式抑制未分化甲状腺癌细胞增殖遥
多项基础研究证实袁抑制焦亡对未分化甲状腺

癌细胞的增殖具有显著抑制作用[23-25]遥 本研究进一

步设计转染 siRNA 的逆转实验袁验证细胞焦亡在柴

胡皂苷 D 抑制未分化甲状腺癌细胞增殖中的作用遥
通过转染 NLRP3 siRNA 的方式在柴胡皂苷 D 作用

于细胞的过程中抑制 NLRP3 表达袁进而阻碍 NL鄄
RP3 介导的细胞焦亡遥 细胞增殖及克隆形成的检测

结果显示袁柴胡皂苷 D 作用于细胞的同时袁通过转

染 siRNA 的方式抑制 NLRP3 表达后袁柴胡皂苷 D
在 HTh83 细胞和 KMH2 细胞中抑制增殖和克隆形

成尧促进焦亡的作用均明显减弱袁提示柴胡皂苷 D
对未分化甲状腺癌细胞增殖的抑制作用与促进 NL鄄
RP3 介导细胞焦亡的激活有关遥

综上所述袁柴胡皂苷 D 对未分化甲状腺癌细胞

的增殖具有抑制作用袁这一抑制作用与促进 NLRP3
介导细胞焦亡的激活有关遥 本研究结果为探索柴胡

皂苷 D 在未分化甲状腺癌中的治疗价值及深入认

识细胞焦亡在未分化甲状腺癌发生发展中的生物学

价值提供了细胞实验证据遥
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