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摘  要  半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白水解酶caspase-1（Cystein-containing aspartat-specific protease-1）通过介导白

介素-1β和18（interleukin-1β，IL-1β；interleukin-18，IL-18）及Gasdermin D的成熟，启动炎症反应并诱导细胞焦亡，参与

多种疾病的发生发展. 因此构建出高效稳定的caspase-1抑制剂筛选模型对于发现新型caspase-1小分子抑制剂并深入

研究caspase-1功能具有重要意义. 通过应用大肠杆菌系统克隆表达可溶的人源caspase-1蛋白活性区域，以VX-765为
阳性抑制剂，建立caspase-1抑制剂体外筛选模型，对实验室化合物文库中868个化合物进行筛选. 结果显示，黄酮类化

合物E-3-(4-(diethylamino)-benzylidene)-5-hydroxy-2-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-7-methoxychroman-4-one（CIB-
1710），在体外对caspase-1活性有良好的抑制作用，其IC50为36.27 μmol/L. 进一步研究发现CIB-1710在小鼠单核巨噬

细胞系J774A.1上可抑制由脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）及尼日利亚菌素（nigericin）刺激所诱导的IL-1β释放，且

在高浓度下不影响细胞活力；分子对接显示CIB-1710可与caspase-1蛋白的催化活性结构域高亲和力结合来抑制蛋白

的剪切活性；透析实验显示CIB-1710可逆抑制caspase-1剪切活性. 综上所述，本研究所建立的caspase-1抑制剂体外

筛选模型为发现新型高效的caspase-1小分子抑制剂提供了高效低成本的途径，所发现的活性化合物CIB-1710可作为

caspase-1抑制剂开展进一步研究. （图7 表1 参30）
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Abstract   Cysteine-containing aspartate-specific protease-1 (Caspase-1) plays a critical role in innate immunity, 
which initiates an inflammatory response and induces pyroptosis by mediating the maturation of interleukin (IL)-
1β, IL-18, and gasdermin D participating in the development and progression of multiple diseases. Therefore, 
the establishment of an efficient and stable caspase-1 inhibitor screening model is of great significance for the 
discovery of novel caspase-1 small-molecule inhibitors and in-depth investigation of caspase-1 functions. In this 
study, the soluble human caspase-1 protein was cloned and expressed in Escherichia coli. Using VX-765 as a 
positive inhibitor, an in vitro screening model for caspase-1 inhibitors was established and an in-house library 
consisting of 868 compounds was screened using this model. The results showed that a flavonoid compound, 
(E)-3-(4-(diethylamino)-benzylidene)-5-hydroxy-2-(3-hydroxy-4-methoxyphenyl)-7-methoxychroman-4-one 
(CIB-1710), had a significant inhibitory effect on caspase-1 activity in vitro, with an IC50 of 36.27 μmol/L. Further 
studies revealed that CIB-1710, acting on the mouse mononuclear macrophage cell line J774A.1, inhibited the 
release of IL-1β induced by lipopolysaccharide and nigericin without affecting cellular viability. Molecular docking 
showed that CIB-1710 can bind to the catalytically active domain of caspase-1 with high affinity to inhibit its 
cleavage activity. Dialysis experiments showed that CIB-1710 reversibly inhibited the activity of caspase-1. The 
in vitro screening model for caspase-1 inhibitors established in this study provides an efficient and low-cost way 
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固有免疫是机体识别“自我”与“非我”的第一道防

线 [1].  免疫细胞通过模式识别受体（pathogen recognition 
receptor，PRRs）来快速识别外源非己的病原相关分子模

式（pathogen-associated molecular pattern, PAMP）及
内源损伤产生的危险相关分子模式（damage-associated 
molecular pattern，DAMP），从而在消除危险的同时对自身

组织及有益微生物保持耐受以维持机体的正常功能 [2]. 位于胞

内的NOD样受体样蛋白（NOD-like receptors，NLRs）是一

类负责信号转导的PRRs，对于DAMP及PAMP均能识别. 在
识别到来自PAMP/DAMP的危险后，特定的NLR将寡聚并与

衔接蛋白和特定的caspase结合，从而激活caspase，激活的

caspase通过产生成熟的炎症因子IL-1β、IL-18及焦亡诱导因

子Gasdermin D来导致炎症与焦亡的发生发展，进而实现固

有免疫的防御作用[3]. 其中NLRP3炎症小体是人类22个NLRs
家族中研究最多、最成熟的成员之一. 目前研究已发现多种物

质可导致NLRP3激活，包括病原微生物及其代谢产物、尿酸

晶体、活性氧、胞外ATP等 [4]. 激活的NLRP3进行寡聚 [5]，从而

招募凋亡相关斑点样蛋白（apoptosis-associated speck-like 
protein containing CARD，ASC）蛋白，形成纤维化聚集的

ASC [6]，聚集的ASC招募无活性的pro-caspase-1，导致pro-
caspase-1自裂解从而产生p20/p10四聚体而激活 [7].  激活的

caspase-1通过对pro-IL-18、pro-IL-1β 等炎性因子的前体进

行剪切修饰，促进其成熟、分泌，发挥强大的促炎作用来调节

宿主针对病原体感染和自身损伤所导致的固有免疫调节[8]. 
Caspase-1是caspase家族中致炎caspase中的一种，其

编码基因位于染色体11q22. 3，全长蛋白分子量（M r）为45 
× 103，以无活性的酶原形式（pro-caspase-1）存在于细胞质

中. 其结构包括caspase招募结构域（CARD）和源于同一多

肽链的具有催化活性的p20、p10亚基 [9].  当pro-caspase-1
被激活的炎症小体招募时，因局部浓度增加而发生二聚，通

过自剪切去除CARD域及p20、p10亚基间的连接肽段，形

成具有酶活性的p20/p10异四聚体，进而剪切IL-1β、IL-18及
Gasdermin D的前体，启动炎症及焦亡 [10].  目前已有多项研

究显示caspase-1与多种疾病的发生发展密切相关，例如痛

风 [11]、二型糖尿病 [12]、亨廷顿症 [13]、类风湿关节炎 [14]、急性胰

腺炎[15]等，因此是治疗炎症相关疾病的一个重要靶点. 
目前已有多种具有抗炎活性的caspase-1小分子抑制

剂被研发并进入临床前研究，但实际进入临床使用的化合

物却为数不多且副作用较大 [16]，因此开发新型高效且安全

的caspase-1小分子抑制剂对于治疗炎症相关疾病具有重

要意义.  本研究利用大肠杆菌原核表达系统，表达纯化人源

caspase-1蛋白，构建caspase-1抑制剂的体外筛选模型，对化

合物文库进行筛选，通过检测蛋白剪切活性来发现caspase-1
的高效抑制剂，并进一步检测化合物的细胞毒性及抑制IL-1β
释放能力，为caspase-1高效安全抑制剂的研发奠定基础. 

1  材 料
1.1  细胞与试剂

小鼠单核巨噬细胞系J774A .1（武汉普诺赛公司）；

caspase-1 cDNA（北京义翘神州科技有限公司）；pET-30a
载体（大连Takara Bio公司）；Trans5α化学感受态细胞，

Trans BL21（DE3）化学感受态细胞（北京全式金生物技术有

限公司）；限制性内切酶BamHⅠ、SalⅠ、T4 DNA连接酶（美

国Thermo Fisher Scientific公司）；通用型DNA纯化回收试

剂盒，无内毒素质粒大提试剂盒（北京天根生化科技公司）；

FastPure Plasmid Mini Kit（南京诺唯赞生物科技股份有限

公司）；caspase-1荧光底物Ac-WEHD-AMC（美国Enzo Life 
Sciences公司）；卡那霉素（Kanamycin，Kana）（上海生工

生物工程股份有限公司）；异丙基硫代半乳糖苷（Isopropyl 
β-D -1-Thiogalactopyranoside，IPTG）（美国Amresco公
司）；氯化钠（成都市科隆化学品有限公司）；苯甲基磺酰氟

（PMSF）、二甲基亚砜（DMSO）、咪唑（北京索莱宝科技有

限公司）；Ni琼脂糖凝胶（江苏康为世纪生物有限公司）；酵

母提取物、胰蛋白胨（英国OXOID公司）；琼脂糖（北京兰杰

柯生物科技有限公司）；DMEM高糖培养基、PBS、青链霉素

（美国HyClone公司）；胎牛血清（上海ExCell Bio公司）；脂

多糖（lipopolysaccharide，LPS），透析袋（安徽Biosharp公
司）；尼日利亚菌素（美国Sigma公司）；小鼠IL-1β高灵敏度

ELISA试剂盒（杭州联科生物公司）；CCK8试剂盒（上海蓝木

化工有限公司）. 
1.2  化合物

待筛选化合物来自本课题组的天然产物化合物库，共868
个天然产物结构改造化合物. 
1.3  仪 器

酶标仪、高速低温离心机、细胞培养箱（美国Thermo 
Fisher Scientific公司）；超声破碎仪（宁波新芝生物科技股份

有限公司）；PCR仪（杭州朗基科学仪器有限公司）；凝胶电泳

仪（美国Bio-Rad公司）；ImageQuant LAS500一体化成像仪

（美国GE Healthcare公司）；恒温培养振荡器（上海智城分

析仪器制造有限公司）；倒置显微镜（上海光学仪器厂）；超净

工作台（苏州苏洁净化设备公司）；脱色摇床（海门市其林贝

尔仪器制造有限公司）；立式压力蒸汽灭菌锅（上海申安医疗

器械厂）.  

2  方 法
2.1  Caspase-1-pET30a表达质粒的构建

（1）PCR：根据人源caspase-1的p20p10活性区域基因

序列，设计PCR引物：BamHⅠ-caspase-1；caspase-1-SalⅠ，

序列如表1所示.  参照赛默飞世尔科技公司的产品说明在55 
℃下进行DNA 寡核苷酸退火反应，PCR 获得双链BamHI-
caspase-1 -SalI，将PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳，随后纯

化回收，检测浓度. 
（2）酶切：将pET-30a质粒与双链caspase-1片段共同使

用限制性内切酶BamHⅠ，SalI在37 ℃条件下酶切1 h，随后进

行凝胶电泳，纯化回收并检测浓度. 
（3）连接：载体与插入片段按照0.03 pmol : 0.3 pmol的

比例加入，通过T4连接酶在16 ℃条件下连接2 h. 
（4）转化：将感受态细胞Trans5α在冰上解冻，吸取50 

to discover novel and efficient caspase-1 small-molecule inhibitors, and the active compound CIB-1710 warrants 
further investigation as a novel caspase-1 inhibitor.

Keywords    caspase-1; inflammasome; inhibitor; flavonoid; in vitro screening 
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μL Trans5α加入10 μL连接产物，轻柔吹打混匀后冰浴30 
min，42 ℃热激45 s，再冰浴2 min，转入加有600 μL无抗性的

LB培养基的EP管中，于摇床内37 ℃，200 r/min振摇50 min使
细菌复苏. 吸取50 μL菌液均匀涂布于卡那抗性固体LB培养基

中，37 ℃培养箱孵育过夜. 
（5）菌落鉴定：挑取平板培养基上的多个的单克隆菌，先

在20 μL灭菌水中沾一下后转入1 mL LB培养基中；灭菌水100 
℃加热5 min后，10 000 r/min离心1 min，取上清液为模板，以

灭菌水为阴性对照，以cDNA为阳性对照，进行PCR，将阳性

菌所对应的培养基加入3 mL Kana LB培养基，于37 ℃摇床内

200 r/min振摇过夜. 
（6）小提质粒：按照FastPure Plasmid Mini Kit说明书进

行小提质粒，并检测浓度. 
（7）酶切鉴定：将所得到的caspase-1- pET-30a质粒用

限制性内切酶BamHI，SalI进行酶切，进行双酶切鉴定，并将

质粒送至公司进行测序，同时阳性菌保菌. 
2.2  Caspase-1蛋白表达纯化

（1）转化：将BL21（DE3）感受态细胞在冰上解冻，吸取

50 μL 感受态细胞加入10 μL pET-30a-caspase-1重组质粒

（图1），轻柔吹打混匀后冰浴30 min，42 ℃热激45 s，再冰浴

2 min，转入加有600 μL无抗性的LB培养基的EP管中，于摇床

内37 ℃，200 r/min振摇50 min使细菌复苏. 吸取50 μL菌液均

匀涂布于卡那抗性的固体LB培养基中，37 ℃培养箱孵育过夜. 
（2）扩大培养：挑取单克隆菌至10 mL Kana LB培养基

中，37 ℃摇床中振摇过夜，然后转至100 mL Kana LB培养基

中继续振摇. 
（3）诱导：当菌液的OD600 = 0.5-0.6时，加入IPTG，使终

浓度为0.5 mmol/L，在25 ℃条件下振摇诱导过夜. 
（4）蛋白提取纯化：将菌液转入离心罐中，4 ℃，4 000 r/

min离心10 min，尽量除去上清后，加入20 mL PBS吹打混悬，

转入50 mL离心管中，4 ℃，10 000 r/min离心15 min，去掉上

清，加入20 mL 裂解Buffer（50 mmol/L NaH2PO4，pH 9，10 
mmol/L 咪唑，0.3 mol/L NaCl）吹打重悬后加入PMSF（终

浓度为0.1 mmol/L），置于冰上进行超声裂解破碎（功率400 
W，工作2 s，暂停4 s，共30 min）. 随后4 ℃，10000 r/min离
心20 min，将上清液转入用Binding Buffer（20 mmol/L Tris-
HCl，pH 7.9，10mmol/L 咪唑，0.5 mol/L NaCl）预平衡好的

Ni琼脂糖凝胶柱中，于冰上水平放置，100 r/min振摇孵育1 h. 
然后将上清液放出后，用20 mL Binding Buffer清洗一次柱子

后，用10 mL Elution Buffer（20 mmol/L Tris-HCl，pH 7.9，
300 mmol/L 咪唑，0.5 mol/L NaCl）将蛋白洗脱下来，通过

BCA试剂盒检测蛋白浓度，加入甘油至总体积30%，分装冻存

于-80 ℃. 蛋白纯化后纯度通过SDS-PAGE进行检测. 
2.3  Caspase-1酶活性检测及体外筛选模型构建

参考吴嘉思等人的实验设计 [17]，以Ac-WEHD-AMC作为

caspase-1的底物，caspase-1可识别出该底物的色氨酸-谷氨

酸-组氨酸-天冬氨酸的四肽序列并剪切天冬氨酸与AMC之间

的肽键，释放出荧光基团AMC（7-氨基-4甲基香豆素）从而产

生荧光信号. 通过酶标仪以380 nm为激发波长来检测460 nm
处的荧光值，记录30 min内每分钟的荧光值，绘制相对荧光单

位（relative fluorescence units，RFU）/时间的曲线，计算出曲

线的斜率可反映出酶活性大小. 以VX-765为阳性抑制剂，验

证筛选体系是否正确. 反应缓冲液组成为Hepes 50 mmol/L、
DTT 2 mmol/L、EDTA 5 mmol/L、甘油20%，以缓冲液稀释荧

光底物至反应浓度. 反应体系组成：caspase-1蛋白；VX-765
或待测化合物及荧光底物Ac-WEHD-AMC. 
2.4  体外筛选

对本课题组化合物文库中的天然产物衍生物进行筛选. 
将45 μL caspase-1纯化蛋白（终浓度100 nmol/L）置于黑色

96孔板中，分别与5 μL待测化合物（终浓度50 μmol/L）或阳

性抑制剂VX-765（终浓度100 nmol/L）在4 ℃下孵育30 min，
然后加入用反应缓冲液稀释的荧光底物（终浓度为15 μmol/
L），通过酶标仪检测30 min内每分钟的荧光强度，拟合出

RFU/min曲线，计算曲线斜率以代表酶活性. 以加药组活性比

未处理组的活性，计算化合物对caspase-1酶活性的抑制率. 
使用Graphpad Prism 8.0 软件拟合出化合物的抑制率曲线，

得到IC50. 
2.5  CCK8检测CIB-1710对J774.1细胞的细胞毒作用

将处于对数生长期的J774A.1细胞种植于96孔板中，当汇

合率达到90%左右时，加入不同浓度的CIB-1710（0.1、1、10、
20、50、100 μmol/L），每个浓度做3个复孔，作用24 h后换

液，每孔加入10 μL CCK8试剂，在37 ℃培养箱中孵育1 h后，

通过酶标仪检测450 nm处吸光度. 
2.6  细胞水平检测白介素-1β释放

将处于对数生长期的J774A.1细胞种植于12孔板中，当汇

合率达到90%-100% 时将培养基换为Opti-MEM，加入LPS
（1 μg/mL）刺激3 h后，加入化合物CIB-1710（1、5、10 μmol/
L），作用30 min后，加入尼日利亚菌素（10 μmol/L）作用30 
min，收集上清液，使用小鼠IL-1β高灵敏度ELISA试剂盒检测

IL-1β释放.  
2.7  分子对接

进行分子对接运算使用的软件为Autodock 4.2.6. 化合物

表1  寡核苷酸引物及载体

Table 1  Oligonucleotide primer sequences and vector
基因 Gene 引物 Primer 引物序列 Primer sequence 限制性内切酶 Restriction enzyme 载体 Vector

Caspase-1 BamHⅠ-caspase-1 5′GTTGGATCCAACCCAGCTATGCCCACATCC3′ BamHⅠ pET-30acaspase-1-SalⅠ 5′GTTGTCGACTTAATGTCCTGGGAAGAGGTAG3′ SalⅠ

图1  Caspase-1-pET-30a重组质粒图.
Fig. 1  Schematic diagram of the caspase-1 construction in pET-30a vector.
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CIB-1710经过最小能量化处理后获得稳定的构象，从Protein 
Data Bank网站获取到caspase-1的晶体结构（PDB ID：

2HBQ）. 将晶体结构进行去除水分子、加上氢原子、去除配体

的处理，获得单独的caspase-1的晶体结构与化合物进行模拟

对接运算，次数为100次. 选取100次计算结果中结合自由能

最低的结果（最低能量具有优先选择的可能性），导出结合的

复合结构，用pymol进行图像处理，获得所需要的结果. 
2.8  抑制剂可逆性评价

将caspase-1蛋白（100 nmol/L）分为4组，每组1 mL，分
别与DMSO（5 μL）、caspase-1不可逆共价抑制剂Z-VAD-
FMK（终浓度50 μmol/L）、caspase-1可逆共价抑制剂VX-
765（终浓度100 nmol/L）、CIB-1710（终浓度50 μmol/L）在

4 ℃下孵育30 min，检测蛋白活性. 同时将透析袋在沸水中加

热5 min以除去甘油等杂质，冷却后将上述4组蛋白放入透析

袋中，加入透析液（20 mmol/L Tris-HCl，pH 7.9，0.5 mol/L 
NaCl），4 ℃透析过夜，检测各组蛋白活性. 
2.9  数据分析

使用Graphpad Prism 8.0软件对实验结果进行统计分

析，使用该软件自带的t检验及one-way ANOVA来分析实验数

据的差异性，当P值小于0.05时认为有显著性差异，具有统计

学意义. 

3  结果与分析

3.1  Caspase-1蛋白表达纯化
为检测重组caspase-1蛋白是否在大肠杆菌体外表达系

统中可溶性表达，取IPTG诱导前后菌液进行SDS-PAGE电泳

检测. SDS-PAGE电泳结果显示caspase-1重组蛋白在该体系

中可溶表达，且在IPTG诱导后表达增加（图2A）. 随后检测蛋

白在纯化后的情况，SDS-PAGE结果显示，蛋白经Ni琼脂糖

凝胶纯化后杂蛋白含量明显降低，纯度提高（图2B），表明成

功地利用大肠杆菌体系表达并纯化出了人源caspase-1重组

蛋白.  
3.2  Caspase-1活性检测及筛选条件确定

使用荧光底物Ac-WEHD-AMC验证所得到的caspase-1
蛋白是否具有剪切活性，并检测了caspase-1蛋白与底物的浓

度关系以确定最佳的筛选条件. 图3A为使用100 nmol/L蛋白

分别催化不同浓度的荧光底物Ac-WEHD-AMC，结果显示提

取纯化的caspase-1蛋白可高效地识别并剪切底物，反应初速

率随底物浓度增加而增加，当底物浓度为15 μmol/L时，蛋白

可在30 min内将底物完全水解，催化效果最好. 图3B为分别

使用50、100、200 nmol/L蛋白催化15 μmol/L荧光底物，结果

显示酶活性随蛋白浓度增加而增加，当浓度增加至200 nmol/
L时，活性与100 nmol/L相差不大. 图3C显示蛋白活性可被阳

性抑制剂VX-765以浓度依赖的方式抑制，提示体系构建正确. 
基于上述结果，确定筛选体系中蛋白浓度为100 nmol/L，底物

Ac-WEHD-AMC终浓度为15 μmol/L，阳性抑制剂VX-765浓
度为100 nmol/L. 
3.3  体外筛选中发现小分子抑制剂

通过构建上述的caspase-1抑制剂体外筛选模型，对

本课题组的化合物文库进行了筛选，初筛浓度为50 μmol/
L. 发现了化合物CIB-1710（图4A，化学式为C28H24O7，E-3-
(4-(diethylamino)-benzylidene)-5-hydroxy-2-(3-hydroxy-4-
methoxyphenyl)-7-methoxychroman-4-one）对caspase-1活
性的抑制率约为90.2%（图4B），进一步研究发现，该化合物

以浓度依赖的方式在体外抑制caspase-1活性，IC50为36.27 
μmol/L（图4C）. 
3.4  CIB-1710抑制J774. A细胞系IL-1β释放

由于激活的caspase-1可剪切pro-IL-1β，产生成熟的IL-1β
释放至胞外，而抑制caspase-1活性会减少IL-1β释放. 因此我

们在小鼠单核巨噬细胞J774A.1上检测 CIB-1710对IL-1β释放

的影响. 结果如图5A所示，在LPS预处理3 h后，加入尼日利

亚菌素刺激可诱导IL-1β大量释放，而在尼日利亚菌素刺激前，

加入VX-765或CIB-1710可明显抑制IL-1β的产生，且CIB-1710

图2  重组caspase-1蛋白SDS-PAGE电泳分析.  A图为重组caspase-1经
IPTG诱导前后表达对比；B图为纯化后的重组caspase-1蛋白. 

Fig. 2  SDS-PAGE analysis of recombinant caspase-1 protein. A: 
Expression comparison of recombinant caspase-1 before and after 
IPTG induction; B: Purification of recombinant caspase-1.

图3  Caspase-1活性检测及筛选条件优化.  A图为100 nmol/L caspase-1蛋白剪切不同浓度的荧光底物Ac-WEHD-AMC；B图为不同浓度caspase-1蛋
白剪切15 μmol/L荧光底物Ac-WEHD-AMC；C图为不同浓度VX-765对caspase-1蛋白剪切活性的抑制作用. 数值为平均值±标准误（N = 3）.
Fig. 3  Caspase-1 activity assay and optimization of screening conditions. A: 100 nmol/L caspase-1 protein cleaved the fluorescent substrate 
AC-WEHD-AMC at different concentrations; B: 15 μmol/L fluorescence substrate AC-WEHD-AMC was cleaved by different concentrations of 
protein; C: Inhibitory effect of different concentrations of VX-765 on protein activity. Values are mean ± SE (N = 3). 
* P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001; **** P < 0.0001.
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在10 μmol/L浓度下对IL-1β释放的抑制作用最为明显. 细胞毒

实验显示CIB-1710在高浓度时不会影响细胞增殖，说明CIB-
1710对IL-1β释放的抑制不是由细胞毒产生. 
3.5  CIB-1710与caspase-1分子对接

为了解CIB-1710与caspase-1之间的结合方式及位点，我

们利用caspase-1蛋白的X射线晶体结构（PDB ID：2HBQ），

通过Autodock 4.2.6软件进行分子对接研究. 结果显示，CIB-
1710与caspase-1的自由结合能为-8.21 kcal/mol，表明化合

物可自发高亲和地与蛋白发生相互作用. 图6C、6D显示CIB-
1710可与位于p20亚基的Asp185，位于p10亚基的Arg352残

图4  CIB-1710抑制caspase-1活性. A图为CIB-1710结构式；B图为50 μmol/L CIB-1710对caspase-1活性的抑制作用；C图为CIB-1710的IC50值. 数值

为平均值±标准误（N = 3）.
Fig. 4  CIB-1710 inhibits caspase-1 activity. A: Structure of CIB-1710; B: The inhibitory effect of 50 μmol/L CIB-1710 on caspase-1 activity; C: 
The IC50 value of CIB-1710. Values are mean ± SE (N = 3). * P < 0.05; ** P < 0.01; **** P < 0.0001. 

图5  CIB-1710抑制IL-1β释放及对细胞增殖的影响. 图A为CIB-1710在J774A.1细胞上对IL-1β释放的影响. 图B为CIB-1710对J774A.1细胞增殖的影响. 
数值为平均值±标准误（N = 3）.
Fig. 5  Effect of CIB-1710 on IL-1β release and cell proliferation. A: Effect of CIB-1710 on IL-1β release on J774A.1 cell line. B: Effect of CIB-
1710 on cell viability on J774A.1 cell line. Values are mean ± SE (N = 3). * P < 0.05; ** P < 0.01; **** P < 0.0001. 

图6  Caspase-1与CIB-1710分子对接. 图A、B显示CIB-1710与caspase-1结合的空间结构，图C、D显示CIB-1710与caspase-1具体的结合位点及方式. 
Fig. 6  Molecular docking of CIB-1710 on caspase-1. A and B: The spatial structure of CIB-1710 binding to caspase-1; C and D: The specific 
binding sites and ways of CIB-1710 binding to caspase-1.
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基形成氢键，并通过疏水作用与氨基酸残基Val184、His342、
Met345、Ser347、Val348、Ile354、Glu355及Gln358结合. 
3.6  CIB-1710非共价可逆抑制caspase-1

我们以caspase-1的可逆共价抑制剂VX-765[18]和不可

逆共价抑制剂Z-VAD-FMK [19]为对照，采用化合物与蛋白孵

育后透析的方法，评价了CIB-1710与caspase-1的结合方式. 
结果如图7所示，caspase-1在与不可逆共价抑制剂Z-VAD-
FMK孵育后，其活性在透析后不能恢复；与可逆共价抑制剂

VX-765孵育后，其活性在透析后恢复70%左右；CIB-1710
对caspase-1的抑制作用在透析后完全消失. 通过与Z-VAD-
FMK及VX-765比较，表明CIB-1710与caspase-1之间的结合

方式为可逆结合. 

图7  CIB-1710可逆抑制caspase-1. 图7为caspase-1蛋白与DMSO、不

同类型抑制剂及CIB-1710共孵育后在透析前后的酶活性. 数值为平均值±
标准误（N = 3）.
Fig. 7  CIB-1710 reversibly inhibits caspase-1. Fig.7 shows the 
activity of caspase-1 incubated with DMSO, different types of inhibitors, 
and cib-1710 pre and post dialysis. Values are mean ± SE (N = 3). 

4  讨 论
Caspase-1的过度激活与多种疾病的发生发展密切相

关，因此是治疗炎症相关疾病的重要靶点.  目前已有高效的

caspase-1抑制剂进入临床试验阶段，例如VX-765、VX-740
和沙利度胺 [20]. 其中VX-765与VX-740是caspase-1可逆抑制

剂 [18, 21]，目前主要用于治疗癫痫和牛皮癣进入二期临床试验，

但因为严重的肝毒性而未能进入临床三期试验 [22]. 沙利度胺

最早作为一种镇静剂来治疗孕妇孕吐，但因为严重的先天致

畸而停止使用 [23].  最近的研究显示沙利度胺可以通过抑制

caspase-1以及抑制血管生成来发挥抗肿瘤作用[20]，目前主要

被用于治疗晚期多发性骨髓瘤及前列腺癌，但对其他肿瘤却

无明显作用[24]. 综上所述，目前已开发的caspase-1抑制剂虽

然能高效抑制caspase-1活性并发挥显著的抗炎作用，但严重

的毒副作用导致它们不能被广泛使用. 因此有必要研发新型

高效且毒性小的caspase-1抑制剂用于炎症小体相关疾病的

治疗. 本研究所发现的化合物CIB-1710在有效抑制caspase-1
酶活性及促炎因子IL-1β释放的同时，对细胞活力基本无影响，

因此可作为先导化合物进行进一步的结构修饰改造，以发现

效果更好且使用安全的caspase-1抑制剂. 
黄酮类化合物具有广泛的生物活性，可通过调控NF-κB、

IRF、MAPK等信号通路，来抑制例如NO、COX-2、IL-1β、

PGE2等炎症介质的释放来发挥抗炎作用[25]，目前也发现多种

黄酮类化合物通过抑制炎症小体的激活以及下调炎症小体成

分的表达及抑制炎症小体装配，从而导致caspase-1激活的

抑制及促炎因子的成熟和分泌来发挥其抗炎作用. 例如槲皮

素通过降低肝脏中NLRP3及caspase-1的表达来抑制代谢综

合征和肝脏脂肪变性 [26]；芹菜素通过干扰NLRP3炎症小体的

装配从而抑制caspase-1的激活及IL-1β的产生 [27]；木犀草素

可通过下调NLRP3和ASC等炎症小体组成部分的表达并降

低心肌缺血再灌注损伤大鼠和缺氧复氧诱导的H9c2细胞的

IL-1β和IL-18血清水平来改善心肌缺血再灌注损伤的症状 [28]，

但尚未发现可直接抑制caspase-1剪切活性的黄酮类化合物. 
我们首次发现了黄酮类化合物具有caspase-1抑制剂的活性，

为进一步了解黄酮类化合物的抗炎作用提供了新的角度.  由
于caspase家族基因高度保守，同源性很高且结构相似，因此

CIB-1710是否会影响其他caspases的结构与功能，是否是

caspase-1的特异性抑制，还需进一步研究. 
我们通过分子对接计算出了CIB-1710在caspase-1蛋

白中的结合位点，为进一步证明化合物在该位点的结合能

抑制caspase-1活性，我们将CIB-1710与2个已报道的高效

caspase-1抑制剂Ac-YVAD-H [29]和化合物14 [30]进行结合位点

的对比. 通过对比发现Ac-YVAD-H、化合物14及CIB-1710在
caspase-1蛋白p10亚基的一个口袋空间中存在相似的非共价

结合，提示CIB-1710在该位点的结合的确可抑制caspase-1活
性. 但除此之外，Ac-YVAD-H及化合物14还可与caspase-1的
催化活性位点Cys285形成共价结合，产生更强烈的抑制作用. 
与上述caspase-1高效抑制剂的结构对比，CIB-1710缺乏可进

入Cys285活性中心的基团，因此限制了其对caspase-1的抑

制能力，这也进一步支持我们所发现的CIB-1710以非共价可

逆结合的方式抑制caspase-1剪切活性. 因此，有必要对CIB-
1710进行进一步的结构修饰，适当延长分子尺寸并添加合适

基团，使化合物结构能进入caspase-1的Cys285活性中心，产

生更高效抑制作用. 

5  结 论
我们利用大肠杆菌原核表达表达纯化了人源caspase-1蛋

白，通过构建caspase-1抑制剂体外筛选模型，发现黄酮类化

合物CIB-1710可在体外有效抑制caspase-1蛋白活性. 进一步

试验发现CIB-1710可通过非共价可逆的方式与caspase-1的
催化区域相互作用来抑制其剪切活性. 此外，CIB-1710在小鼠

单核巨噬细胞内能抑制由脂多糖和尼日利亚菌素刺激诱导的

IL-1β释放，且细胞毒性很低，因此具有成为caspase-1新型抑

制剂的潜力. 本研究首次发现黄酮类化合物可通过直接抑制

caspase-1活性来抑制促炎因子的释放，可为研究黄酮类化合

物抗炎机制提供新的方向. 
CIB-1710在细胞上对于IL-1β释放的抑制效果优于体外

对caspase-1活性的抑制效果，部分原因是体外表达纯化的蛋

白受到多种因素的影响，导致构象与活性与细胞内源蛋白存

在差异，另一方面也提示CIB-1710可能还通过其他方式调控

IL-1β的释放. 因此有必要进一步开展CIB-1710的构效关系研

究，在提高其抑制caspase-1活性外，明确其发挥抗炎活性所

调控的信号通路. 
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