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基于 miR-210/NF-κB/NLRP3 炎症小体信号通路探讨木瓜总三萜减轻 N-甲基- 

N′-硝基-N-亚硝基胍和尼日利亚菌素诱导 GES-1 细胞损伤的作用机制  
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摘  要  目的  基于微小 RNA-210（microRNA-210，miR-210）/核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）/NOD 样受体热蛋

白结构域相关蛋白 3（NOD-like receptor thermal protein domain associated protein 3，NLRP3）炎症小体信号通路研究木瓜总

三萜（total triterpenes from fruits of Chaenomeles speciosa，CST）减轻 N-甲基-N′-硝基-N-亚硝基胍（N-methyl-N′-nitro-N-

nitrosoguanidine，MNNG）和尼日利亚菌素（nigericin，NIG）诱导人胃黏膜上皮细胞损伤的作用机制。方法  构建 MNNG

和 NIG 损伤 GES-1 细胞模型，使用 CST 和（或）miR-210 mimic、miR-210 inhibitor、NF-κB siRNA、NLRP3 siRNA 处理 GES-

1 细胞。采用 MTT 法检测细胞活力；免疫荧光检测细胞内活性氧（reactive oxygen species，ROS）水平；流式细胞术检测细

胞焦亡；比色法和 ELISA 法检测细胞上清液中白细胞介素-4（interleukin-4，IL-4）、IL-1β、IL-6、IL-10、IL-18、乳酸脱氢酶

（lactate dehydrogenase，LDH）、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）水平；比色法检测细胞中过氧化氢酶（catalase，

CAT）、谷胱甘肽（glutathione，GSH）、丙二醛（malondialdehyde，MDA）、髓过氧化物酶（myeloperoxidase，MPO）、超氧

化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、总抗氧化能力（total antioxidant capacity，T-AOC）水平；双荧光素酶报告实验验

证 miR-210 与 NF-κB 的靶向关系；采用免疫荧光检测 NF-κB p65 核移位及 NLRP3、凋亡相关斑点样蛋白（apoptosis related 

spot like protein，ASC）和半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-1 前体（pro-cystein-asparate protease-1，pro-Caspase-1）共定位；qRT-PCR

测定 miR-210、NF-κB、NLRP3 mRNA 表达；Western blotting 检测胞质 NF-κB p65、胞核 NF-κB p65、细胞有丝分裂相关酶 7

（NIMA-related kinase 7，NEK7）、硫氧还蛋白互作蛋白（thioredoxin interacting protein，TXNIP）、NLRP3、ASC、Caspase-1、

pro-Caspase-1、消皮素 D（gasdermin D，GSDMD）、GSDMD 的 N 端结构域（N-terminal domain of GSDMD，GSDMD-N）、

pro-IL-18、pro-IL-1β 蛋白表达。结果  miR-210 是促炎/促焦亡因子，可与 NF-κB mRNA 3’-UTR 结合。与模型组比较，CST

可显著抑制 MNNG 和 NIG 所致的 GES-1 细胞焦亡和 LDH 释放（P＜0.01），降低细胞上清液中 IL-1β、IL-6、IL-18、TNF-α

和细胞中 ROS、MPO、MDA 水平（P＜0.01），升高细胞上清液中 IL-4、IL-10 水平和细胞中 CAT、GSH、SOD、T-AOC 活

性（P＜0.01）；抑制 NF-κB p65 核移位及 NLRP3、ASC 和 pro-Caspase-1 共定位（P＜0.01）；显著下调细胞中 miR-210、NF-

κB、NLRP3 mRNA 和胞核 NF-κB p65、TXNIP、NEK7、NLRP3、ASC、pro-Caspase-1、Caspase-1、GSDMD、GSDMD-N、

pro-IL-1β、pro-IL-18 蛋白表达（P＜0.01），上调胞质 NF-κB p65 蛋白表达（P＜0.01）。CST 与 miR-210 inhibitor、NF-κB siRNA、

NLRP3 siRNA 转染联用可进一步改善上述指标（P＜0.01）。结论  CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 GES-1 细胞损伤具有较好

的防治作用，其机制与抑制 miR-210 异常升高和 NF-κB/NLRP3 炎症小体信号通路激活、减轻氧化应激，进而抑制细胞焦亡

密切相关。 
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Mechanism of total triterpenoids from fruits of Chaenomeles speciosa in 
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Abstract: Objective  To investigate the mechanism of total triterpenes from fruits of Chaenomeles speciosa (CST) in alleviating N-

methyl-N′-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG) and (NIG)-induced human gastric mucosal epithelial cells damage based on microRNA-210 

(miR-210)/nuclear factor-κB (NF-κB)/NOD-like receptor thermal protein domain associated protein 3 (NLRP3) inflammasome signaling 

pathway. Methods  MNNG and NIG induced GES-1 cells model were constructed, and then GES-1 cells were treated with CST and/or 

miR-210 mimic, miR-210 inhibitor, NF-κB siRNA, NLRP3 siRNA. MTT assay was used to detect cell viability, immunofluorescence was 

utilized to measure reactive oxygen species (ROS) level, flow cytometry was used to test pyroptosis, colorimetric and ELISA methods 

were utilized to measure the levels of interleukin-4 (IL-4), IL-1β, IL-6, IL-10, IL-18, lactate dehydrogenase (LDH), and tumor necrosis 

factor-α (TNF-α) in cell supernatant. The colorimetric method was used to determine the levels of catalase (CAT), glutathione (GSH), 

malondialdehyde (MDA), myeloperoxidase (MPO), superoxide dismutase (SOD) and total antioxidant capacity (T-AOC) in cells. The dual 

luciferase reporter assay was employed to verify the targeted intervention between miR-210 and NF-κB. Immunofluorescence was utilized 

to detect the NF-κB p65 nuclear translocation, the co-localization of NLRP3, apoptosis related spot like protein (ASC) and pro-cystein-

asparate protease-1 (pro-Caspase-1). qRT-PCR was used to detect the mRNA expression levels of miR-210, NF-κB, NLRP3. Western 

blotting was utilized to determine the protein expression levels of cytoplasmic NF-κB, nuclear NF-κB, NIMA-related kinase 7 (NEK7), 

thioredoxin-interacting protein (TXNIP), NLRP3, ASC, Caspase-1, pro-Caspase-1, gasdermin D (GSDMD), N-terminal domain of 

GSDMD (GSDMD-N), pro-IL-18 and pro-IL-1β. Results  miR-210 was a pro-inflammatory/pyroptosis factor, the dual luciferase reporter 

assay confirmed that it could bind to 3’-UTR in mRNA of NF-κB. Compared with model group, CST significantly inhibited pyroptosis 

and LDH release in MNNG and NIG induced GES-1 cells (P < 0.01), reduced levels of IL-1β, IL-6, IL-18, TNF-α in supernatant and ROS, 

MPO, MDA in cells (P < 0.01), elevated levels of IL-4, IL-10 in supernatant and activities of CAT, GSH, SOD, T-AOC in cells (P < 0.01), 

suppressed the NF-κB p65 nuclear translocation and the co-localization of NLRP3, ASC and pro-Caspase-1 (P < 0.01), downregulated the 

mRNA expressions of miR-210, NF-κB, NLRP3 and the protein expressions of nuclear NF-κB p65, TXNIP, NEK7, NLRP3, ASC, pro-

Caspase-1, Caspase-1, GSDMD, GSDMD-N, pro-IL-1β, pro-IL-18 (P < 0.01), upregulated the cytoplasmic NF-κB p65 protein expression 

(P < 0.01). The combination of CST with miR-210 inhibitor, NF-κB siRNA and NLRP3 siRNA transfection could further improve the 

above indicators (P < 0.01). Conclusion  CST has a good preventive and therapeutic effect on MNNG and NIG-induced GES-1 cell injury, 

and its mechanism is closely related to inhibiting the abnormal elevation of miR-210 and activation of NF-κB/NLRP3 inflammasome 

signaling pathway, alleviating oxidative stress and subsequent suppressing pyroptosis. 

Key words: total triterpenes from fruits of Chaenomeles speciosa; inflammatory response; oxidative stress; pyroptosis; miR-210/NF-

κB/NLRP3 inflammasome signaling pathway; chronic atrophic gastritis 

慢性萎缩性胃炎（chronic atrophic gastritis，

CAG）是一种常见的慢性炎症性疾病，主要症状为

胃痛、腹部不适、打嗝、腹胀、反流、食欲下降、恶

心和呕吐[1-3]，其特征不仅在于黏膜萎缩、胃腺缺失

和肠化生，还导致氧化应激增加和胃癌的发生[4-5]。

因此，加强对癌前异常如 CAG 的认识，并及时识

别和治疗 CAG 以阻止胃癌的发展具有重要的临床

意义[6]。 

研究发现胃黏膜反复损伤[如幽门螺杆菌

（Helicobacter pylori，Hp）感染，生活压力、不规律
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的饮食、过量饮酒、高盐饮食以及接触亚硝酸盐等

物理化学因素]所引发的慢性炎症是CAG的主要发

病机制[7-8]。目前，N-甲基-N′-硝基-N-亚硝基胍（N-

methyl-N′-nitro-N- nitrosoguanidine，MNNG）和尼日

利亚菌素（nigericin，NIG）通常被用作实验室实验

的化学致癌物和诱变剂[9-10]。MNNG 可以模拟过量

摄入硝酸盐（通常来自烟熏或腌制食品）导致 CAG

甚至胃癌等癌前病变。因此，MNNG 通常用于复制

正常的胃黏膜病变，模拟胃硝酸盐摄入并将其转化

为硝酸或其他致癌物。在胃中，这些富含硝酸盐的

食物在 NIG 作用下可以转化为亚硝胺，导致氧化应

激、DNA 损伤、胃肠黏膜脱落、炎症、萎缩、溃疡、

肠上皮化生，甚至胃癌的发生和发展[10-12]。因此，

MNNG 与 NIG 联合使用可用于诱导 GES-1 细胞损

伤的体外 CAG 模型[2]。 

微小 RNA（microRNA，miRNA）是一组高度保

守的小非蛋白编码 RNA，与多种疾病密切相关。

miRNA‐210（miR‐210）是一种抗凋亡基因，同时也

是促炎/促焦亡因子，广泛参与细胞增殖、血管生成、

分化和凋亡[13]。研究表明，miR‐210 的异常表达与

CAG、胃癌、前列腺癌、宫颈癌、脑缺血、心肌缺

血和炎症等疾病有关[14]。Zhang 等[15]研究发现 CAG

大鼠胃组织中核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）

亚基 p65 和 miR-210 的表达上调，用针刺治疗后胃

组织中 NF-κB p65 和 miR-210 的表达下调。由此可

见 CAG 的发生发展与 miR-210 和 NF-κB 信号通路

密切相关。慢性炎症在 CAG 的发生发展中扮演着

重要角色[2]。Hp 感染、不合理饮食、情绪波动、免

疫力下降等可启动炎性细胞因子网络，诱导多种炎

症介质的产生，引起 CAG，在这过程中炎症相关信

号通路激活是 CAG 的关键节点[16]。研究发现 CAG

组织中 NF-κB 信号通路激活，其下游 NOD 样受体

热蛋白结构域相关蛋白 3（NOD-like receptor thermal 

protein domain associated protein 3，NLRP3）炎症小

体活化[2,17]。研究发现在 CAG 的细胞和动物模型

中，细胞和胃黏膜微环境中生成肿瘤坏死因子-α

（tumor necrosis factor-α，TNF-α）、白细胞介素-1β

（interleukin-1β，IL-1β）、IL-6 等促炎性细胞因子，

激活 NF-κB 信号通路，进一步促进 TNF-α、IL-1β

和 IL-6 释放，引起炎症的级联放大；此外，激活的

NF-κB 通路还可促进 NLRP3 募集凋亡相关斑点样

蛋白（apoptosis related spot like protein，ASC）、半

胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-1（cystein-asparate protease-

1，Caspase-1）前体（pro-Caspase-1）共定位，促进

NLRP3 炎症小体形成，促进 IL-1β 和 IL-18 等促炎

性细胞因子释放，进一步引起炎症的级联放大，促

进胃黏膜上皮细胞焦亡，推动CAG发生发展[2,17-18]。

由此可见，NF-κB/NLRP3 炎症小体信号通路在

CAG 发生发展进程中扮演着重要角色，靶向 NF-

κB/NLRP3 炎症小体信号通路是极具潜力的 CAG

治疗策略之一。 

木瓜总三萜（ total triterpenes from fruits of 

Chaenomeles speciosa，CST）是木瓜 Chaenomelis 

Fructus 中的重要活性成分。课题组前期研究发现，

CST 对胃溃疡患者和动物均具有较好的治疗作用，

可抑制上皮细胞凋亡、促进其迁移和增殖、加速受

损胃黏膜愈合，证实其机制与增强内源性抗氧化系

统功能、抑制氧化应激、炎性反应及 NLRP3 炎症小

体通路激活密切相关[19-23]；CST 对脂多糖和三磷酸

腺苷诱导的人类风湿性成纤维样滑膜 MH7A 细胞

和佐剂性关节炎大鼠具有较好的抗类风湿性关节

炎作用，证实其机制与抑制 Toll 样受体 4（Toll-like 

receptor 4，TLR4）/NF-κB/NLRP3 通路激活、减少

炎症反应密切相关[24]；CST 中的重要成分委陵菜酸

和 CST 对 Hp 诱导的人胃黏膜上皮 GES-1 细胞损

伤和 CAG 小鼠的保护作用与增强内源性抗氧化系

统功能、抑制氧化应激、减少炎性反应、纠正溶酶

体功能障碍、抑制 TLR4/NF-κB/NLRP3 炎症小体信

号通路激活及减少线粒体介导的细胞凋亡密切相

关[22,25]。上述研究表明 CST 可通过抑制免疫炎性损

伤来发挥对 CAG 的治疗作用，但其靶向 miR-210

及调控 NF-κB/NLRP3 炎症小体信号通路的机制尚

未阐明。基于此，本研究拟通过 MNNG 合用 NIG

诱导的 GES-1 细胞损伤模型，围绕 miR-210/NF-κB/ 

NLRP3炎症小体信号通路探讨CST抑制细胞焦亡、

缓解 CAG 的作用机制，为 CST 防治 CAG 的机制

研究提供实验依据。 

1  材料 

1.1  细胞 

GES-1 细胞（批号 HG-165）购自美国模式生

物保藏中心。 

1.2  药物与试剂 

CST（质量分数为 90.02%）为本课题组制备[20]，

主要包含齐墩果烷型、羽扇豆烷型和乌苏烷型五环

三萜化合物，其中马斯里酸、齐墩果酸、白桦脂醇、

白桦脂酸、熊果酸、3-O-乙酰熊果酸的质量分数分
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别为 2.49%、21.94%、10.57%、5.63%、6.36%、3.89%；

MNNG（批号 E015702）、NIG（批号 S6653）购自

美国 Selleck 公司；RPMI 1640 培养基（批号

621035）、胎牛血清（批号 10569-157B）、胰酶（批

号 217496）、活性氧（reactive oxygen species，ROS）

检测试剂盒（DCFH-DA，批号 S0019）购自美国

Gibco公司；二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO，

批 号 6120541 ）、 MTT （ 批 号 6312745 ）、

LipofectamineTM 3000（批号 6514209）购自美国

Sigma 公司；Annexin V-FITC/PI Apoptosis Kit（批号

CA1020）购自上海康朗生物科技有限公司；双荧光

素酶检测试剂盒（批号 E1910）购自美国 Promega

公司；乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）、

谷胱甘肽（glutathione，GSH）、过氧化氢酶（catalase，

CAT）、髓过氧化物酶（myeloperoxidase，MPO）、

超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）、总

抗氧化能力（total antioxidant capacity，T-AOC）、丙

二醛（malondialdehyde，MDA）和 RNA 转染试剂

盒（批号分别为 20251005、20251013、20251014、

20251019 、 20251018 、 20251013 、 20251021 、

E607402-1000）购自南京建成生物工程研究所；IL-

1β、IL-4、IL-6、IL-10、IL-18、TNF-α 试剂盒（批

号 分 别 为 20251108 、 20251109 、 20251104 、

20251105、20251103、20251106）购自深圳达科为

生物技术公司；miR-210 mimic、mimic NC、miR-210 

inhibitor、 inhibitor NC 、 pcDNA-NF-κB、NF-κB 

siRNA、pcDNA-NLRP3 和 NLRP3 siRNA（批号分

别为 20251009、20251011、20251010、20251008、

20251023、25251019、20251017、20251015）购自

上海吉玛制药技术有限公司；miR-210 引物、NF-κB

引物、NLRP3 引物、U6 引物、甘油醛-3-磷酸脱氢

酶 （ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ，

GAPDH）引物、DEPC 水、TRIzol（批号分别为

A0250915、A0250912、A0250914、A0250912、

A02500910、20250816、12236879）购自生工生物工

程（上海）股份有限公司；Prime ScriptTM RT reagent 

kit（批号 603516）、Taq DNA 聚合酶（批号 602629）

购自日本 TaKaRa 公司；胞质 NF-κB p65、核 NF-κB 

p65、NLRP3、ASC、Caspase-1、pro-Caspase-1、细

胞有丝分裂相关酶 7（mitotic associated enzyme，

NEK7 ）、硫氧还蛋白互作蛋白（ thioredoxin 

interacting protein，TXNIP）、消皮素 D（gasdermin 

D，GSDMD）、GSDMD 的 N 端结构域（N-terminal 

fragment of GSDMD，GSDMD-N）、pro-IL-18、pro-

IL-1β、β-actin、GAPDH 抗体（批号分别为 sc-15463、

sc15748、sc-24175、sc-16461、sc-3459S、sc-0636S、

sc-3069S、sc-4368S、sc-20362、sc-2541S、sc-3619S、

sc3674S、sc-21547、sc-2156S）购自美国 CST 公司；

DyLightTM 405、DyLightTM 488、DyLightTM 550 荧

光二抗（批号分别为 2405318S、2405693S、240156S）

购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；抗荧光淬

灭剂（批号 20240519）购自北京索莱宝科技有限公

司；HRP 标记的 IgG 抗体（批号 ab35458）购自英

国 Abcam 公司；蛋白提取试剂盒（批号 P0252）、

ECL 发光试剂盒（批号 P0385）购自南京碧云天生

物技术有限公司。 

1.3  仪器 

MA54 型电子天平[梅特勒托利多科技（中国）

有限公司]；5427R 型高速冷冻离心机（德国

Eppendorf公司）；VORTEX-6型涡旋仪（美国Aoran

公司）；Infinite 200PRO 型酶标仪（瑞士 Tecan 公

司）；HVA-110 型高压灭菌锅（日本 Hirayama 公

司）；MCO-18AIC 型 CO2 培养箱（日本 Sanyo 公

司）；SW-CJ-2FD 型超净工作台（苏州净化设备有

限公司）；MA200 型倒置显微镜（日本 Nikon 公

司）；OLS3100 型激光共聚焦显微镜（日本 Olympus

公司）；Nano Drop One 型核酸测定仪、PIKO-

REAL96 型实时定量 PCR 仪（美国 Thermo 公司）；

DYCZ-24A/B、DYCZ-20G 和 DYCZ-40S 型电泳槽

（北京六一生物科技有限公司）；Tanon MINI 

Space2000 型凝胶成像分析系统（上海天能生命科

学有限公司）。 

2  方法 

2.1  细胞培养和转染 

GES-1 细胞用含 10%胎牛血清、100 U/mL 青

霉素和 100 μg/mL 链霉素的 RPMI 1640 培养液，于

37 ℃、5% CO2 培养箱中培养。隔天更换 1 次培养

液，待细胞生长至对数生长期时，用胰酶消化细胞，

制成细胞悬液后，接种于培养板中备用。 

miR-210 mimic、mimic NC、miR-210 inhibitor、

inhibitor NC、pcDNA-NF-κB、NF-κB siRNA、pcDNA-

NLRP3 和NLRP3 siRNA 由上海吉玛制药技术有限公

司构建，其序列为 miR-210 mimic：上游引物 5’-

CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGA-3’，下游引物5’-

AGCCGCUGUCACACGCACAGUU-3’；mimic NC：

上游引物 5’-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3’，下
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游引物5’-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3’；miR-

210 inhibitor ： 5’-UCAGCCGCUGUCACACG- 

CACAG-3’；inhibitor NC：5’-CAGUACUUUUGU- 

GUAGUACAA-3’；pcDNA-NLRP3：上游引物 5’-

GGGAAGCTTATGGGGTGCCGAGCCGCC-3’，下

游 引 物 5’-GGGCTCGAGCTACTGGCCCCGC- 

TGCTG-3’ ； siRNA NF-κB ： 上 游 引 物 5’-

CCAUUGCGGACAUGGACUUTT-3’，下游引物 5’-

AAGUCCAUGUCCGCAAUGGTT-3’ ； siRNA 

NLRP3：上游引物 5’-CCGCAUGAGCUUCGUCA- 

AATT-3’，下游引物 5’-UUUGACGAAGCUCAUGC- 

GGTT-3’。根据说明书方法进行转染，待 GES-1 细

胞生长至密度达 70%～80%时，在无血清条件下，

使用 LipofectamineTM 3000 试剂将 pcDNA-NF-κB、

pcDNA-NLRP3、miR-210 mimic、miR-210 inhibitor 或

相应的阴性对照（mimic NC、inhibitor NC）转染到

细胞中，转染 24 h 后换成完全培养基。转染细胞在

常规培养基中培养，转染 48 h 后用于后续实验。 

2.2  MTT 法检测 CST 和 MNNG 对 GES-1 细胞活

力的影响 

GES-1 细胞以 1×105 个/孔接种于 96 孔板中，

培养 24 h 后，用 CST（0～100 μg/mL）分别处理

24、48、72 h，或用 MNNG（0～120 μmol/L）处理

24 h，每孔加入 20 μL MTT 溶液，继续培养 4 h 后

用 200 μL 移液枪吸尽培养液，每孔加入 150 μL 

DMSO，于微孔振荡板上以 500 r/min 振荡 5 min，

采用酶标仪在 490 nm 波长处测定吸光度（A）值，

计算细胞存活率。 

细胞存活率＝A 实验/A 对照 

2.3  MTT 法检测 CST 对 MNNG 诱导的 GES-1 细

胞损伤的保护作用 

GES-1 细胞以 1×105 个/孔接种于 96 孔板中，

培养 24 h 后，加入 20 μmol/L MNNG 避光处理 2 h，

然后加入 CST（0～80 μg/mL）共同孵育 48 h。每孔

加入 20 μL MTT 溶液，按“2.2”项下方法检测细胞

存活率。 

2.4  流式细胞术检测细胞焦亡 

根据细胞活力测定的结果，选择不同质量浓度

（2.5、5.0、10.0 μg/mL）的 CST 进行进一步研究。

细胞分组如下：未经处理的细胞作为对照组；模型

组细胞用 20 μmol/L MNNG 预处理 2 h，然后用含

10%胎牛血清的新鲜培养基孵育 48 h，最后加入 10 

μmol/L NIG 刺激 1 h[2]；CST（2.5、5.0、10.0 μg/mL）

组细胞用 20 μmol/L MNNG 预处理 2 h，然后分别

用不同浓度的 CST 处理细胞 48 h，最后加入 10 

μmol/L NIG 刺激 1 h；CST（10 μg/mL）单独给药组

细胞仅用 CST 处理 48 h，无 MNNG 和 NIG 刺激。

收集细胞，加入 200 μL 结合缓冲液重悬细胞，加入

cleaved Caspase-1 抗体，室温避光孵育 20 min；加

入 20 μL PI 和 Annexin V-FITC/PI 染色工作液，30 

min 内用流式细胞仪检测细胞焦亡率，即 cleaved 

Caspase-1（+）/PI（+）占总细胞的百分比[26-28]。 

细胞按“2.1”项下方法转染，用 CST（10 μg/mL）

或与 miR-210 mimic、miR-210 inhibitor、NF-κB 

siRNA、NLRP3 siRNA 联合处理后，采用流式细胞

术检测细胞焦亡率。 

2.5  比色法和 ELISA 检测细胞上清液中 LDH 和

细胞因子水平 

GES-1 细胞以 2×104 个/孔接种于 6 孔板中，

培养 24 h 后，按照“2.4”项下方法进行分组和处

理，收集上清液，按照试剂盒说明书检测细胞上清

液中 LDH 和 IL-1β、IL-4、IL-6、IL-10、IL-18、TNF-

α 水平。 

细胞按“2.1”项下方法转染，用 CST（10 μg/mL）

或与 miR-210 mimic、miR-210 inhibitor、NF-κB 

siRNA、NLRP3 siRNA 联合处理后，检测细胞上清

液中 LDH 和 IL-1β、IL-4、IL-6、IL-10、IL-18、TNF-

α 水平。 

2.6  荧光探针法检测细胞中 ROS 水平 

GES-1 细胞以 5×105 个/孔接种于 6 孔板中，

培养 24 h 后，按照“2.4”项下方法用 CST（10 μg/mL）

或与 miR-210 mimic、miR-210 inhibitor、NF-κB 

siRNA、NLRP3 siRNA 联合处理后，收集细胞，按

照 DCFH-DA 检测试剂盒说明书检测各组细胞中

ROS 水平[22]。 

2.7  比色法检测细胞中氧化应激指标水平 

按照“2.4”项下方法进行分组和处理，收集细

胞，经超声破碎仪破碎后，离心收集上清液，按照

试剂盒说明书测定 CAT、GSH、MPO、SOD、T-AOC

活性和 MDA 水平。 

2.8  NF-κB p65 亚细胞定位测定 

将细胞接种于 24 孔板中，按照“2.4”项下方

法进行分组和处理，用 PBS 浸洗后，加入 4%多聚

甲醛固定，随后用 0.5% Triton X-100 室温通透 3 

min，洗涤后加入 5%牛血清白蛋白，室温封闭 2 h；

加入用牛血清白蛋白配制的 NF-κB p65 一抗（1∶
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100），4 ℃孵育过夜；PBS洗涤后加入荧光二抗（1∶

100），室温孵育 2 h，DAPI 染核后，置于激光共聚

焦显微镜下观察并拍照。 

2.9  NLRP3 炎症小体共定位分析 

按照“2.4”项下方法进行分组和处理，经 PBS

洗涤、4%多聚甲醛固定、0.3% Triton X-100 处理后，

加入用 PBST 配制的一抗（1∶60），4 ℃孵育过夜；

TBST 洗涤，加入荧光二抗（1∶5 000），室温孵育

1 h；PBS 洗涤后加入 NucSpot® Live 650 Nuclear 

Stain 染色液浸染细胞核 10 min，弃去染液，用滤纸

吸干水分后立即滴加抗荧光淬灭剂封片，置于激光

共聚焦显微镜下观察并拍照。 

2.10  双荧光素酶报告基因实验 

将转染后的 GES-1 细胞接种在 48 孔板中，并在

37 ℃、5% CO2培养箱中培养。当细胞融合为 1 层时

进行双荧光素酶报告基因检测，将 NF-κB 野生型

（NF-κB-WT）、NF-κB 突变型（NF-κB-MUT）分别与

miR-NC、miR-210 mimic 共转染细胞，培养 48 h，收

集细胞至 1.5 mL 离心管内，按照双荧光素酶报告基

因检测试剂盒说明书操作，在每个离心管内加入

150～200 μL 细胞裂解液，充分吹打混匀后于室温

放置 10 min，12 000 r/min 离心 5 min，吸取 100 μL

上清液至新的 1.5 mL 离心管中，加入 100 μL 提前

配制的海肾荧光素酶检测工作液，吹打混匀后立即

在单管型多功能检测仪上检测荧光值；取出样品

管，向其中加入 100 μL 萤火虫荧光素酶检测工作

液，吹打混匀后立即检测荧光值，统计海肾荧光素

酶/荧光虫荧光素酶活性值并进行归一化处理。 

2.11  qRT-PCR 法检测细胞中 miR-210、NF-κB、

NLRP3 mRNA 表达 

按照“2.4”项下方法进行分组和处理，收集细

胞，按照 TRIzol 试剂盒说明书提取总 RNA，用

PrimeScript RT 将其反转录为 cDNA 后，用 SYBR

荧光染料、高效 PCR 酶在实时荧光定量 PCR 仪上

进行扩增，以 U6 或 GAPDH 作为内参，采用 2−∆∆Ct

法计算目的基因的表达量，引物序列见表 1[14,23]。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 上游引物序列 (5’-3’) 下游引物序列 (5’-3’) 

miR-210 

NF-κB 

NLRP3 

GAGTGTCAGTGGTTTTACCCT 

ACTGTGAGGATGGGATCTGC 

GCACTGTGTTTGGAGTGGGTTTCA 

GCAGGGTCCGAGGTATTC 

TCTGTCATTCGTGCTTCCAG 

CCCGACAGTGGATATAGAACAGA 

U6 

GAPDH 

TGCGGGTGCTCGCTTCGGCAGC 

GACAACTTTGGCATCGTGGA 

CCAGTGCAGGGTCCGAGGT 

ATGCAGGGATGATGTTCTGG 

2.12  Western blotting 检测细胞中 TLR4/NF-κB/ 

NLRP3 炎症小体信号通路相关蛋白表达 

细胞以 3×105个/孔接种于 12 孔板中，培养 24 h

后，按照“2.4”项下方法进行分组和处理，弃去培

养基，用预冷的 PBS 轻柔漂洗 2 次，按照胞质/胞

核蛋白提取试剂盒说明书，分别提取细胞中胞质/胞

核蛋白，采用 BCA 法检测蛋白浓度。取 5×SDS 上

样缓冲液和 40 μg 蛋白上清（体积比 1∶4）混匀并

高温变性后，蛋白样品经 10%十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，用 5%脱脂牛奶

在室温下封闭 1.5 h，分别加入 ASC（1∶800）、

GSDMD-N（1∶800）、GSDMD（1∶800）、胞质 NF-

κB p65（1∶1 000）、核 NF-κB p65（1∶1 000）、

NLRP3（1∶1 000）、Caspase-1（1∶1 000）、pro-

Caspase-1（1∶1 000）、NEK7（1∶1 000）、TXNIP

（1∶1 000）、pro-IL-18（1∶1 000）、pro-IL-1β（1∶

1 000）、β-actin（1∶1 000）、GAPDH（1∶1 000）

一抗，4 ℃孵育过夜；室温复温 30 min 后，加入

HRP 标记的二抗（1∶5 000），室温孵育 1 h。TBST

洗涤 3 次，每次 10 min，按 1∶1 比例混合 ECL 化

学发光试剂 A 液与 B 液，均匀滴加至膜上，使用化

学发光成像系统采集图像[23,29]。采用 Image J 软件

对目标条带的灰度值进行分析，以 β-actin 或

GAPDH 作为内参计算目标蛋白的相对表达量。 

2.13  统计学分析 

采用 SPSS 27.0 软件进行统计分析，实验结果

用 x s 表示，多样本均数比较采用 One-way 

ANOVA 分析，通过 Graphpad Prism 9 软件绘图。 

3  结果 

3.1  MNNG 和 CST 对 GES-1 细胞活力的影响 

如图 1-A 所示，1.25～120.00 μmol/L MNNG 处

理 GES-1 细胞 24 h，细胞存活率呈剂量相关性地降

低，其中 20 μmol/L MNNG 显著抑制细胞活力且细

胞存活率高于 60%，因此采用 20 μmol/L MNNG 诱
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导 GES-1 细胞损伤。与文献报道[2,30]一致。如图 1-

B 所示，2.5～40.0 μmol/L CST 处理 GES-1 细胞 24、

48、72 h，细胞存活率呈剂量相关性地升高；而 80.0、

100.0 μg/mL 的 CST 可显著降低 GES-1 细胞存活率

（P＜0.05、0.01），结合课题组前期研究结果[19-20]，

选择 CST 作用 GES-1 细胞 48 h 进行后续研究。采

用 20 μmol/L MNNG 刺激 GES-1 细胞 2 h 后，给予

2.5～80.0 μg/mL CST 处理 48 h 检测细胞活力，结

果如图 1-C 所示，与模型组比较，5.0～40.0 μg/mL 

CST 显著提高细胞存活率（P＜0.05、0.01），其中

10.0 μg/mL CST 作用最佳。因此，采用 2.5、5.0、

10.0 μg/mL CST 进行后续研究。 

3.2  CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 GES-1 细胞焦

亡、LDH 和细胞因子释放的影响 

如图 2-A 所示，与对照组比较，模型组细胞焦

亡率显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，CST（2.5、

5.0、10.0 μg/mL）组细胞焦亡率显著降低（P＜0.05、

0.01）。如图 2-B 所示，与对照组比较，模型组细胞

LDH 释放率显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，

CST（2.5、5.0、10.0 μg/mL）组细胞 LDH 释放率显

著降低（P＜0.05、0.01）。如图 2-C 所示，与对照组

比较，模型组细胞上清液中 TNF-α、IL-1β、IL-6、

IL-18 水平显著升高（P＜0.01），IL-4、IL-10 水平

显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，CST（2.5、 
 

 

A-不同浓度 MNNG 处理 24 h 对 GES-1 细胞活力的影响；B-不同质量浓度 CST 处理 24、48、72 h 对 GES-1 细胞活力的影响；C-不同质量浓度

的 CST 处理 48 h 对 MNNG 诱导的 GES-1 细胞活力的影响；与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下图同。 

A-effect of different concentrations of MNNG treated for 24 h on viability of GES-1 cells; B-effect of different concentrations of CST treated for 24, 48, 

72 h on viability of GES-1 cells; C-effect of different concentrations of CST treated for 48 h on viability of MNNG-induced GES-1 cells; #P < 0.05  ##P < 0.01 

vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group, same as below figures. 

图 1  MNNG 和 CST 对 GES-1 细胞活力的影响 ( x s , n = 5)  

Fig. 1  Effects of MNNG and CST on viability of GES-1 cells ( x s , n = 5)

 

图 2  CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 GES-1 细胞焦亡 (A)、LDH (B) 和细胞因子 (C) 释放的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 2  Effect of CST on pyroptosis (A), release of LDH (B) and cytokines in GES-1 cells induced by MNNG and NIG 

( x s , n = 5)
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5.0、10.0 μg/mL）组细胞上清液中 TNF-α、IL-1β、

IL-6、IL-18 水平显著降低（P＜0.05、0.01），上清

液中 IL-4、IL-10 水平显著升高（P＜0.05、0.01）。 

3.3  CST通过下调miR-210和调节NF-κB/NLRP3

炎症小体信号通路来抑制 MNNG 和 NIG 诱导的

GES-1 细胞焦亡 

通过 qRT-PCR 检测 GES-1 细胞及转染 miR-

210 mimic 后细胞中 miR-210 mRNA 表达量，发现

转染 miR-210 mimic 后细胞中 miR-210 mRNA 表达

显著高于 mimic NC 组（P＜0.01，图 3-A），表明

miR-210 mimic 转染成功升高了 miR-210 mRNA 表

达。为了研究 CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 GES-1

细胞损伤的保护作用和潜在机制，分别通过流式细

胞术和 ELISA 检测 CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 

 

A-miR-210 mimic 转染 GES-1 细胞中 miR-210 mRNA 的表达；B-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 miR-210 mimic 转染 GES-1 细胞焦亡的影响；

C-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 miR-210 mimic 转染 GES-1 细胞 LDH 释放的影响；D-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 miR-210 mimic 转染 GES-

1 细胞中 ROS 水平的影响；E～H-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 miR-210 mimic 转染 GES-1 细胞中氧化应激水平的影响；I-CST 对 MNNG 和

NIG 诱导的 miR-210 mimic 转染 GES-1 细胞上清液中细胞因子水平的影响；与 mimic NC 或 inhibitor NC 或 siRNA NC 组比较：
††

P＜0.01；与

CST 组比较：
△△

P＜0.01，下图同。 

A-miR-210 mRNA expression in miR-210 mimic transfected GES-1 cells; B-effect of CST on pyroptosis of miR-210 mimic transfected GES-1 cells 

induced by MNNG and NIG; C-effect of CST on LDH release in miR-210 mimic transfected GES-1 cells induced by MNNG and NIG; D-effect of CST 

on ROS level in miR-210 mimic transfected GES-1 cells induced by MNNG and NIG; E—H-effect of CST on oxidative stress level in miR-210 mimic 

transfected GES-1 cells induced by MNNG and NIG; I-effect of CST on cytokine levels in supernatant of miR-210 mimic transfected GES-1 cells induced 

by MNNG and NIG; 
††

P < 0.01 vs mimic NC or inhibitor NC or siRNA NC group; 
△△

P < 0.01 vs CST group, same as below figures. 

图 3  CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 miR-210 mimic 转染 GES-1 细胞焦亡、LDH 释放、氧化应激和上清液中细胞因子水

平的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 3  Effect of CST on pyroptosis, LDH release, oxidative stress and cytokine levels in supernatant of miR-210 mimic 

transfected GES-1 cells induced by MNNG and NIG ( x s , n = 5)
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miR-210 mimic 转染 GES-1 细胞焦亡和 LDH 释放

的影响。如图 3-B、C 所示，与对照组比较，模型组

细胞焦亡率和 LDH 释放显著升高（P＜0.01）；与模

型组比较，CST 组和 CST＋miR-210 mimic 组细胞

焦亡率和 LDH 释放显著降低（P＜0.01），miR-210 

mimic 组细胞焦亡率和 LDH 释放进一步增加（P＜

0.01）；与 mimic NC 组比较，miR-210 mimic 组细

胞焦亡率和 LDH 释放显著增加（P＜0.01），CST＋

miR-210 mimic 组细胞焦亡率和 LDH 释放显著降低

（P＜0.01）。氧化应激指标和细胞因子含量的检测结

果如图 3-D～I 所示，与对照组比较，模型组细胞中

ROS、MPO、MDA 和细胞上清液中 IL-1β、IL-6、

IL-18、TNF-α 水平显著升高（P＜0.01），细胞中

CAT、GSH、SOD、T-AOC 和细胞上清液中 IL-4、

IL-10 水平显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，CST

组和 CST＋miR-210 mimic 组细胞中 ROS、MPO、

MDA 和细胞上清液中 IL-1β、IL-6、IL-18、TNF-α

水平显著降低（P＜0.01），细胞中 CAT、GSH、SOD、

T-AOC 和细胞上清液中 IL-4、IL-10 水平显著升高

（P＜0.01）；miR-210 mimic 组细胞中 ROS、MPO、

MDA 和细胞上清液中 IL-1β、IL-6、IL-18、TNF-α

水平进一步升高（P＜0.01），细胞中 CAT、GSH、

SOD、T-AOC 和细胞上清液中 IL-4、IL-10 水平进

一步降低（P＜0.01）。与 mimic NC 组比较，miR-

210 mimic 组细胞中 ROS、MPO、MDA 和细胞上清

液中 IL-1β、IL-6、IL-18、TNF-α 水平显著升高（P＜

0.01），CST＋miR-210 mimic 组细胞中 ROS、MPO、

MDA 和细胞上清液中 IL-1β、IL-6、IL-18、TNF-α

水平显著降低（P＜0.01）。 

为了探究 miR-210 是否参与了 CST 对 MNNG

和 NIG 诱导的 GES-1 细胞损伤的保护作用，进一

步分析各组 miR-210 mRNA 表达情况。如图 4-A 所

示，与对照组比较，模型组细胞中 miR-210 mRNA

表达水平显著升高（P＜0.01）；与模型组比较，CST

组 miR-210 mRNA 表达显著降低（P＜0.01）；与

mimic NC组相比，miR-210 mimic组miR-210 mRNA

表达进一步增加（P＜0.01）；与 mimic NC 组比较，

CST＋miR-210 mimic 组 miR-210 mRNA 表达显著

降低（P＜0.01）；与 CST 组比较，CST＋miR-210 

mimic 组 miR-210 mRNA 表达显著升高（P＜0.01），

表明 CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 GES-1 细胞损

伤的保护作用与抑制 miR-210 表达有关。 

NF-κB/NLRP3 炎症小体信号通路是细胞焦亡

调控的中心，该通路被激活会导致炎症介质、炎症

因子大量分泌和细胞焦亡[2,23]。免疫荧光结果（图 4-

B）显示，模型组 NF-κB p65 核移位增加（P＜0.01），

miR-210 mimic 转染可进一步促进 NF-κB p65 核移

位（P＜0.01）；相反，CST 组和 CST＋miR-210 mimic

组 NF-κB p65 核移位被显著抑制（P＜0.01）；此结

果与 Western blotting 结果一致（图 4-D），模型组胞

核 NF-κB p65 蛋白表达升高、胞质 NF-κB p65 蛋白

表达降低，miR-210 mimic 转染可进一步升高胞核

NF-κB p65 蛋白表达、降低胞质 NF-κB p65 蛋白表

达；CST 组和 CST＋miR-210 mimic 组胞核 NF-κB 

p65 蛋白表达显著降低、胞质 NF-κB p65 蛋白表达

显著升高，表明 miR-210 可以发挥调控 NF-κB 的

作用。 

激活的 NF-κB 可促进下游的 NLRP3、ASC、

pro-Caspase-1 共定位和 NLRP3 炎症小体形成，引

起 IL-1β 和 IL-18 等促炎细胞因子释放增加、进一

步引起炎症的级联放大，导致胃黏膜上皮细胞焦

亡，进而推动 CAG 发生发展[2,17-18]。如图 4-C 所示，

与对照组比较，模型组 NLRP3、ASC、Caspase-1 荧

光强度显著增加（P＜0.01），3 种荧光叠加部分呈

粉白色，出现了高度重合；miR-210 mimic 组 NLRP3

炎症小体共定位进一步增加（P＜0.01），表明

MNNG＋NIG 诱导和 miR-210 mimic 转染促进了

GES-1 细胞 NLRP3 炎症小体共定位。相反，CST 组

和CST＋miR-210 mimic组 NLRP3炎症小体共定位

被显著抑制（P＜0.01）。Western blotting 结果（图

4-D）显示，与对照组比较，模型组细胞中 TXNIP、

NEK7、NLRP3、ASC、pro-Caspase-1、Caspase-1、

GSDMD、GSDMD-N、pro-IL-1β、pro-IL-18 蛋白表

达水平显著升高（P＜0.01）；与 mimic NC 组比较，

miR-210 mimic 组 TXNIP、NEK7、NLRP3、ASC、

pro-Caspase-1、Caspase-1、GSDMD、GSDMD-N、

pro-IL-1β、pro-IL-18蛋白表达进一步增加（P＜0.01）；

与模型组和 mimic NC 组比较，CST 组和 CST＋miR-

210 mimic 组 TXNIP、NEK7、NLRP3、ASC、pro-

Caspase-1、Caspase-1、GSDMD、GSDMD-N、pro-

IL-1β、pro-IL-18 蛋白表达水平显著降低（P＜0.01），

此结果与细胞上清液中细胞因子水平检测一致。以

上结果表明，CST 可通过降低 miR-210/NF-κB/ 

NLRP3 炎症小体信号通路相关基因和蛋白表达，进

而抑制 MNNG 和 NIG 诱导的 GES-1 细胞炎症因子

分泌和细胞焦亡。 
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A-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 miR-210 mimic 转染 GES-1 细胞中 miR-210 mRNA 表达的影响；B-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 miR-210 mimic

转染 GES-1 细胞 NF-κB p65 核移位的影响（×200）；C-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 miR-210 mimic 转染 GES-1 细胞 NLRP3 炎症小体共定位的

影响（×200）；D-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 miR-210 mimic 转染 GES-1 细胞中 NF-κB/NLRP3 炎症小体信号通路相关蛋白表达的影响。 

A-effect of CST on miR-210 mRNA expression in miR-210 mimic transfected GES-1 cells induced by MNNG and NIG; B-effect of CST on NF-κB p65 

nuclear translocation in miR-210 mimic transfected GES-1 cells induced by MNNG and NIG (× 200); C-effect of CST on NLRP3 inflammasome co-

localization in miR-210 mimic transfected GES-1 cells induced by MNNG and NIG (× 200); D-effect of CST on expressions of NF-κB/NLRP3 

inflammasome signaling pathway related proteins in miR-210 mimic transfected GES-1 cells induced by MNNG and NIG. 

图 4  CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 miR-210 mimic 转染 GES-1 细胞中 miR-210/NF-κB/NLRP3 炎症小体信号通路相关蛋

白表达的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 4  Effect of CST on expressions of miR-210/NF-κB/NLRP3 inflammasome signaling pathway related proteins in miR-

210 mimic transfected GES-1 cells induced by MNNG and NIG ( x s , n = 5) 

对照    模型     CST  mimic NC miR-210 CST＋miR- 
 mimic   210 mimic 

 
 

对照    模型    CST  mimic NC  miR-210 CST＋miR- 
mimic   210 mimic 

 
 

对照    模型     CST  mimic NC miR-210 CST＋miR- 
 mimic   210 mimic 

 
 

对照    模型     CST  mimic NC miR-210 CST＋miR- 
 mimic   210 mimic 

 
 

对照   模型   CST   mimic  miR-210  CST＋miR- 
NC    mimic     210 mimic 
 

 

对照    模型    CST  mimic NC miR-210 CST＋miR- 
mimic   210 mimic 

 
 

对照    模型     CST  mimic NC miR-210 CST＋miR- 
mimic   210 mimic 

 
 

对照    模型     CST  mimic NC miR-210 CST＋miR- 
mimic   210 mimic 

 
 

对照    模型     CST  mimic NC miR-210 CST＋miR- 
mimic   210 mimic 

 
 

对照    模型     CST  mimic NC miR-210 CST＋miR- 
mimic   210 mimic 

 
 

对照    模型     CST  mimic NC miR-210 CST＋miR- 
mimic   210 mimic 

 
 

对照    模型     CST  mimic NC miR-210 CST＋miR- 
mimic   210 mimic 

 
 

对照    模型     CST  mimic NC miR-210 CST＋miR- 
mimic   210 mimic 

 
 

1.8 
1.6 
1.4 
1.2 
1.0 
0.8 
0.6 
0.4 
0.2 
0.0 

m
iR

-2
1
0
 m

R
N

A
相
对
表
达
量

 

100 
90 
80 
70 
60 
50 
40 
30 
20 
10 
0 

90 
80 
70 
60 
50 
40 
30 
20 
10 

0 

120 

100 

80 

50 

40 

20 

0 

0.9 
0.8 
0.7 
0.6
0.5 
0.4 
0.3 
0.2 
0.1 
0.0 

1.4 

1.2 

1.0 

0.8 

0.6 

0.4 

0.2 

0.0 

1.2 

1.0 

0.8 

0.6 

0.4 

0.2 

0.0 

1.0 

0.8 

0.6 

0.4 

0.2 

0.0 

1.2 

1.0 

0.8 

0.6 

0.4 

0.2 

0.0 

1.4 

1.2 

1.0 

0.8 

0.6 

0.4 

0.2 

0.0 

NF-κB p65 

 

 

DAPI 

 

 

Merge 

6.50×104 

 

6.50×104 

 

1.18×105 

 

2.20×104 

 

2.00×104 

 

3.50×104 

 

3.00×104 

 

5.30×104 

 

2.40×104 

 

3.10×104 

 

4.50×104 

 

4.50×104 

 

4.50×104 

 

3.70×104 

 

胞质 
NF-κB p65 

胞核 

NF-κB p65 
 

NLRP3 

 

ASC 

 

Caspase-1 

 

NEK7 

 

GSDMD-N 

 

GSDMD 

 

pro-IL-18 

 

pro-IL-1β 

 

β-actin 

 

TXNIP 

 
pro- 

Caspase-1 

 

GAPDH 

pro- 
Caspase-1 

 

NLRP3 

 

ASC 

 

DAPI 

 

Merge 

50 μm 

50 μm 

N
F

-κ
B

 p
6
5
平
均
荧
光
强
度

 

平
均
荧
光
强
度

 

A
S

C
平
均
荧
光
强
度

 

蛋
白

相
对

表
达

量
 

蛋
白

相
对

表
达

量
 

蛋
白

相
对

表
达

量
 

蛋
白

相
对

表
达

量
 

蛋
白

相
对

表
达

量
 

蛋
白

相
对

表
达

量
 

pro-Caspase-1  NLRP3 

胞质 NF-κB p65 

 

胞核 NF-κB p65 

 
NLRP3  ASC 

pro-Caspase-1       Caspase-1 NEK7  TXNIP 

GSDMD-N        GSDMD pro-    pro-IL-18 

 IL-1β 

** 

## 

** 

** 

†† 

†† 
△△ 

** 

## 

** 

** 

†† 

†† 
△△ 

** 

## 

** 

** 
†† 

†† 
△△ 

** 
†† 
 

** 

△△ 

** 
†† 

** 
†† 

** 

## 

** 

## 

** 
†† 
△△ 

** 
†† 
△△ 

** 
†† 
△△ 

** 
†† 
△△ 

** 
†† 
△△ 

** 
†† 
△△ 

** 
†† 
△△ 

** 
†† 
△△ 

** 
†† 
△△ 

** 
†† 
△△ 

** 
†† 
△△ ** 

†† 
△△ 

** 
†† 

** 
†† 

** 
†† 

** 
†† 

** 
†† 

** 
†† 

** 
†† 

** 
†† 

** 
†† 

** 
†† 

** 
†† 

** 
†† 

## 

## 

## 

## 

## 

## 

## ## 

## ## 

## 

## 

** 

** ** ** 

** 
** 

** 
** 

** 
** 

** 

** 

C 

A                                            B  

D 

†† 

△△ 



·4672· 中草药 2026 年 6 月 第 57 卷 第 12 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2026 June Vol. 57 No. 12 

   

3.4  CST 通过下调 miR-210 并靶向 NF-κB 基因来

抑制 NF-κB/NLRP3 炎症小体信号通路 

通过 qRT-PCR 检测 GES-1 细胞及转染 miR-210 

inhibitor 后细胞中 miR-210 mRNA 表达量，发现转染

miR-210 inhibitor 后细胞中 miR-210 mRNA 表达显著

低于 inhibitor NC 组（P＜0.01，图 5-A），表明 miR-

210 inhibitor 转染成功降低了 miR-210 mRNA 表达。

为了进一步证实miR-210是否延伸到MNNG和NIG

诱导的 GES-1 细胞焦亡，在 GES-1 细胞转染 miR-

210 inhibitor 敲低 miR-210 基因后，检测细胞焦亡、

LDH 释放、氧化应激、细胞因子水平和 NF-κB/ 

NLRP3 炎症小体通路相关蛋白表达。如图 5-B～I 和

图 6-A 所示，在 miR-210 inhibitor 转染的 MNNG＋

NIG 损伤 GES-1 细胞中，miR-210 敲低不仅显著抑

制MNNG 和NIG 诱导的GES-1 细胞焦亡和 LDH 释

放（P＜0.01），显著升高细胞中 CAT、GSH、SOD、 

 

A-miR-210 inhibitor 转染 GES-1 细胞中 miR-210 mRNA 的表达；B-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 miR-210 inhibitor 转染 GES-1 细胞焦亡的影

响；C-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 miR-210 inhibitor 转染 GES-1 细胞 LDH 释放的影响；D-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 miR-210 inhibitor

转染 GES-1 细胞中 ROS 水平的影响；E～H-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 miR-210 inhibitor 转染 GES-1 细胞中氧化应激水平的影响；I-CST 对

MNNG 和 NIG 诱导的 miR-210 inhibitor 转染 GES-1 细胞上清液中细胞因子水平的影响。 

A-miR-210 mRNA expression in miR-210 mimic transfected GES-1 cells; B-effect of CST on pyroptosis of miR-210 inhibitor transfected GES-1 cells 

induced by MNNG and NIG; C-effect of CST on LDH release in miR-210 inhibitor transfected GES-1 cells induced by MNNG and NIG; D-effect of CST 

on ROS level in miR-210 inhibitor transfected GES-1 cells induced by MNNG and NIG; E—H-effect of CST on oxidative stress level in miR-210 inhibitor 

transfected GES-1 cells induced by MNNG and NIG; I-effect of CST on cytokine levels in supernatant of miR-210 inhibitor transfected GES-1 cells 

induced by MNNG and NIG. 

图 5  CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 miR-210 inhibitor 转染 GES-1 细胞焦亡、LDH 释放、氧化应激和上清液中细胞因子

水平的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 5  Effect of CST on pyroptosis, LDH release, oxidative stress and cytokine levels in supernatant of miR-210 inhibitor 

transfected GES-1 cells induced by MNNG and NIG ( x s , n = 5) 
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A-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 miR-210 inhibitor 转染 GES-1 细胞中 miR-210 mRNA 表达的影响；B-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 miR-210 

inhibitor 转染 GES-1 细胞 NF-κB p65 核移位的影响（×200）；C-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 miR-210 inhibitor 转染 GES-1 细胞 NLRP3 炎症

小体共定位的影响（×200）；D-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 miR-210 inhibitor 转染 GES-1 细胞中 NF-κB/NLRP3 炎症小体信号通路相关蛋白

表达的影响。 

A-effect of CST on miR-210 mRNA expression in miR-210 inhibitor transfected GES-1 cells induced by MNNG and NIG; B-effect of CST on NF-κB p65 

nuclear translocation in miR-210 inhibitor transfected GES-1 cells induced by MNNG and NIG (× 200); C-effect of CST on NLRP3 inflammasome co-

localization in miR-210 inhibitor transfected GES-1 cells induced by MNNG and NIG (× 200); D-effect of CST on expressions of NF-κB/NLRP3 

inflammasome signaling pathway related proteins in miR-210 inhibitor transfected GES-1 cells induced by MNNG and NIG. 

图 6  CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 miR-210 inhibitor 转染 GES-1 细胞中 miR-210/NF-κB/NLRP3 炎症小体信号通路相关

蛋白表达的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 6  Effect of CST on expressions of miR-210/NF-κB/NLRP3 inflammasome signaling pathway related proteins in miR-

210 inhibitor transfected GES-1 cells induced by MNNG and NIG ( x s , n = 5) 
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T-AOC 和上清液中 IL-4、IL-10 水平（P＜0.01）；而

且降低细胞中 ROS、MPO、MDA 和细胞上清液中

IL-1β、IL-6、IL-18、TNF-α 水平（P＜0.01），下调

miR-210 mRNA 表达（P＜0.01）。CST 与 miR-210 

inhibitor 联用后，可进一步抑制细胞焦亡和 LDH 释

放（P＜0.01），升高细胞中 CAT、GSH、SOD、T-AOC

和细胞上清液中 IL-4、IL-10 水平（P＜0.01）；而且

进一步降低细胞中 ROS、MPO、MDA 和上清液中

IL-1β、IL-6、IL-18、TNF-α 水平（P＜0.01），下调

miR-210 mRNA 表达（P＜0.01）。免疫荧光和 Western 

blotting 结果（图 6-B～D）显示，与模型组或 inhibitor 

NC 组比较，用 miR-210 inhibitor 敲低 MNNG＋NIG

损伤 GES-1 细胞后，NF-κB p65 核移位、NLRP3 炎

症小体共定位和胞核 NF-κB p65、TXNIP、NEK7、

NLRP3、ASC、pro-Caspase-1、Caspase-1、GSDMD、

GSDMD-N、pro-IL-1β、pro-IL-18 蛋白表达水平显著

降低（P＜0.01），胞质 NF-κB p65 蛋白表达水平显著

升高（P＜0.01）；给予 CST 干预后可进一步抑制 NF-

κB p65 核移位、NLRP3 炎症小体共定位（P＜0.01），

降低胞核 NF-κB p65、TXNIP、NEK7、NLRP3、ASC、

pro-Caspase-1、Caspase-1、GSDMD、GSDMD-N、pro-

IL-1β、pro-IL-18 蛋白表达（P＜0.01），升高胞质 NF-

κB p65 蛋白表达（P＜0.01）。 

通过上述分析发现 miR-210 在 MNNG＋NIG

损伤的 GES-1 细胞中对 NF-κB 进行正调控。然而，

NF-κB 是否是 miR-210 的潜在靶基因尚不清楚，进

一步使用在线数据库上的生物信息学分析进行预

测。如图 7-A 所示，NF-κB 被预测为 miR-210 的靶

基因。GES-1 细胞用 NF-κB 的 WT 或 MUT 3’-UTR

序列与 mimic NC 或 miR-210 mimic 联合转染后，

进行荧光素酶报告基因测定，结果见图 7-B，当与

NF-κB 的 WT 3’-UTR 共转染时，miR-210 mimic 转

染显著升高了荧光素酶的活性（P＜0.01），但并未

导致 NF-κB 的 MUT 3’-UTR 中荧光素酶活性的变

化。如图 7-C、D 所示，与模型组和 mimic NC 组比

较，MNNG＋NIG 损伤的 GES-1 细胞转染 miR-210 

mimic 后，细胞中 NF-κB mRNA 和胞核中 NF-κB 

p65 蛋白表达显著升高（P＜0.01），胞质 NF-κB p65

蛋白表达显著降低（P＜0.01）；CST 干预后显著逆转

以上蛋白表达（P＜0.01）。相反，与模型组和 inhibitor  

 

A-通过在线数据库上的生物信息学分析预测 NF-κB 3’-UTR 中的 miR-210 结合位点；B-荧光素酶活性；C-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 miR-

210 mimic 或 miR-210 inhibitor 转染 GES-1 细胞中 NF-κB mRNA 表达的影响；D-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 miR-210 mimic 或 miR-210 

inhibitor 转染 GES-1 细胞中 NF-κB p65 蛋白表达的影响。 

A-predicting miR-210 binding sites in NF-κB 3’-UTR through bioinformatics analysis on online databases; B-fluorescein enzyme activity; C-effect of 

CST on NF-κB mRNA expression in miR-210 mimic or miR-210 inhibitor transfected GES-1 cells i nduced by MNNG and NIG; D-effect of CST on NF-

κB p65 protein expression in miR-210 mimic or miR-210 inhibitor transfected GES-1 cells induced by MNNG and NIG. 

图 7  NF-κB 是 miR-210 的直接靶点 ( x s , n = 5) 

Fig. 7  NF-κB was direct target of miR-210 ( x s , n = 5) 
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NC 组比较，MNNG＋NIG 损伤的 GES-1 细胞转染

miR-210 inhibitor 后，细胞中 NF-κB mRNA 和胞核中

NF-κB p65 蛋白表达显著降低（P＜0.01），胞质 NF-

κB p65 蛋白表达显著升高（P＜0.01）；CST 干预后细

胞中 NF-κB mRNA 和胞核中 NF-κB p65 蛋白表达进

一步降低（P＜0.01），胞质 NF-κB p65 蛋白表达进一

步升高（P＜0.01）。由此可见，NF-κB 是 miR-210 的

直接靶基因，CST 可通过下调 miR-210、靶向 NF-κB

基因来抑制 NF-κB/NLRP3 炎症小体信号通路。 

3.5  NF-κB 敲低增强了 CST 对 MNNG 和 NIG 诱

导的 GES-1 细胞损伤的保护作用 

如图 8-A、B 所示，通过 qRT-PCR 和 Western  

 

A-NF-κB 敲低 GES-1 细胞中 NF-κB mRNA 的表达；B-NF-κB 敲低 GES-1 细胞中 NF-κB 蛋白的表达；C-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 NF-κB

敲低 GES-1 细胞焦亡的影响；D-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 NF-κB 敲低 GES-1 细胞 LDH 释放的影响；E-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 NF-

κB 敲低 GES-1 细胞中 ROS 水平的影响；F～I-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 NF-κB 敲低 GES-1 细胞中氧化应激水平的影响；J～L-CST 对

MNNG 和 NIG 诱导的 NF-κB 敲低 GES-1 细胞上清液中细胞因子水平的影响。 

A-NF-κB mRNA expression in NF-κB knockdown GES-1 cells; B-NF-κB protein expression in NF-κB knockdown GES-1 cells; C-effect of CST on 

pyroptosis of NF-κB knockdown GES-1 cells induced by MNNG and NIG; D-effect of CST on LDH release in NF-κB knockdown GES-1 cells induced 

by MNNG and NIG; E-effect of CST on ROS level in NF-κB knockdown GES-1 cells induced by MNNG and NIG; F—I-effect of CST on oxidative stress 

level in NF-κB knockdown GES-1 cells induced by MNNG and NIG; J—L-effect of CST on cytokine levels in supernatant of NF-κB knockdown GES-1 

cells induced by MNNG and NIG.  

图 8  CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 NF-κB 敲低 GES-1 细胞焦亡、LDH 释放、氧化应激和上清液中细胞因子水平的影响 

( x s , n = 5) 

Fig. 8  Effect of CST on pyroptosis, LDH release, oxidative stress and cytokine levels in supernatant of NF-κB knockdown 

GES-1 cells induced by MNNG and NIG ( x s , n = 5)
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blotting 检测 GES-1 细胞及转染 NF-κB siRNA 后细

胞中 NF-κB mRNA 和蛋白表达量，发现转染 NF-κB 

siRNA 后细胞中 NF-κB mRNA 和蛋白表达水平显

著低于 siRNA NC 组（P＜0.01），表明 NF-κB siRNA

转染成功降低了 NF-κB mRNA 和蛋白表达。为了进

一步证实 NF-κB 是否延伸到 MNNG 和 NIG 诱导的

GES-1 细胞焦亡，在 GES-1 细胞转染 NF-κB siRNA

敲低 NF-κB 基因后，检测细胞焦亡、LDH 释放、氧

化应激、细胞因子水平和 NF-κB/NLRP3 炎症小体通

路相关蛋白表达。如图 8-C～L 和图 9-A 所示，与模

型组比较，转染 NF-κB siRNA 显著抑制 MNNG＋

NIG 损伤的 GES-1 细胞 LDH 释放和细胞焦亡（P＜

0.01），升高细胞中 CAT、GSH、SOD、T-AOC 和细

胞上清液中 IL-4、IL-10 水平（P＜0.01），降低细胞

中 ROS、MPO、MDA 和细胞上清液中 IL-1β、IL-

6、IL-18、TNF-α 水平（P＜0.01），下调 NF-κB mRNA

表达（P＜0.01）；CST 单用或与 NF-κB siRNA 联用

后，可进一步抑制 LDH 释放和细胞焦亡（P＜0.01），

升高细胞中 CAT、GSH、SOD、T-AOC 和细胞上清

液中 IL-4、IL-10 水平（P＜0.01）；而且进一步降低

细胞中 ROS、MPO、MDA 和细胞上清液中 IL-1β、

IL-6、IL-18、TNF-α 水平（P＜0.01），下调 NF-κB 

mRNA 表达（P＜0.01）。免疫荧光和 Western blotting

结果（图 9-B～D）显示，与模型组比较，用 NF-κB

敲低 MNNG＋NIG 损伤 GES-1 细胞后，NF-κB p65

核移位和 NLRP3 炎症小体共定位被抑制，胞核中

NF-κB p65 和细胞中 TXNIP、NEK7、NLRP3、ASC、

pro-Caspase-1、Caspase-1、GSDMD、GSDMD-N、

pro-IL-1β、pro-IL-18 蛋白表达水平显著降低（P＜

0.01），胞质中 NF-κB p65 蛋白表达水平显著升高

（P＜0.01）；CST 干预 MNNG＋NIG 损伤 GES-1 细

胞可抑制 NF-κB p65 核移位和 NLRP3 炎症小体共

定位，降低胞核中 NF-κB p65 和细胞中 TXNIP、

NEK7、NLRP3、ASC、pro-Caspase-1、Caspase-1、

GSDMD、GSDMD-N、pro-IL-1β、pro-IL-18 蛋白表

达水平（P＜0.01），升高胞质中 NF-κB p65 蛋白表

达水平（P＜0.01）；CST＋NF-κB siRNA 可进一步

改善上述指标（P＜0.01）。由此可见，NF-κB siRNA

和 CST 处理可对 MNNG 和 NIG 诱导的 GES-1 细

胞损伤产生协同保护作用。 

3.6  NLRP3 敲低增强了 CST 对 MNNG 和 NIG 诱

导的 GES-1 细胞损伤的保护作用 

通过 qRT-PCR 和 Western blotting 检测 GES-1

细胞及转染 NLRP3 siRNA 后细胞中 NLRP3 mRNA

和蛋白表达量，发现转染 NLRP3 siRNA 后细胞中

NLRP3 mRNA 和蛋白表达水平显著低于 siRNA NC

组（P＜0.01，图 10-A、B），表明 NLRP3 siRNA 转

染成功降低了 NLRP3 mRNA 和蛋白表达。 

为了进一步证实NLRP3是否延伸到MNNG 和

NIG 诱导的 GES-1 细胞焦亡，在 GES-1 细胞转染

NLRP3 siRNA 敲低 NLRP3 基因后，检测细胞焦亡、

LDH 释放、氧化应激、细胞因子水平和 NF-

κB/NLRP3 炎症小体通路相关蛋白表达。如图 10-

C～L 和图 11-A 所示，转染 NLRP3 siRNA 显著抑

制 MNNG＋NIG 损伤的 GES-1 细胞 LDH 释放和细

胞焦亡（P＜0.01），升高细胞中 CAT、GSH、SOD、

T-AOC和细胞上清液中 IL-4、IL-10水平（P＜0.01），

降低细胞中 ROS、MPO、MDA 和细胞上清液中 IL-

1β、IL-6、IL-18、TNF-α 水平（P＜0.01），下调 NLRP3 

mRNA 表达（P＜0.01）；CST 单用或与 NLRP3 

siRNA 联用后，可进一步抑制 LDH 释放和细胞焦

亡（P＜0.01），升高细胞中 CAT、GSH、SOD、T-

AOC 和细胞上清液中 IL-4、IL-10 水平（P＜0.01），

而且进一步降低细胞中 ROS、MPO、MDA 和细胞

上清液中 IL-1β、IL-6、IL-18、TNF-α 水平（P＜0.01），

下调 NLRP3 mRNA 表达（P＜0.01）。免疫荧光和

Western blotting 结果（图 11-B～J）显示，与模型组

比较，用 NLRP3 敲低 MNNG＋NIG 损伤 GES-1 细

胞后，NLRP3 炎症小体共定位和细胞中 NLRP3 

mRNA 表达被抑制，胞质 NF-κB p65、TXNIP、

NEK7、NLRP3、ASC、pro-Caspase-1、Caspase-1、

GSDMD、GSDMD-N、pro-IL-1β、pro-IL-18 蛋白表

达水平显著降低（P＜0.01），胞质 NF-κB p65 蛋白

表达水平显著升高（P＜0.01）；CST 干预 MNNG＋

NIG 损伤 GES-1 细胞可抑制 NLRP3 炎症小体共定

位，降低细胞中 NLRP3 mRNA 表达及胞核 NF-κB 

p65、TXNIP、NEK7、NLRP3、ASC、pro-Caspase-

1、Caspase-1、GSDMD、GSDMD-N、pro-IL-1β、pro-

IL-18 蛋白表达水平（P＜0.01），升高胞质 NF-κB 

p65 蛋白表达水平（P＜0.01）；CST＋NLRP3 siRNA

可进一步改善上述指标（P＜0.01）。由此可见，

NLRP3 siRNA 和 CST 处理可对 MNNG 和 NIG 诱

导的 GES-1 细胞损伤产生协同保护作用。 

4  讨论 

课题组前期研究发现 CST 及其活性成分委陵

菜酸对 Hp 诱导的 GES-1 细胞和 CAG 小鼠均具有 
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A-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 GES-1 细胞中 NF-κB mRNA 表达的影响；B-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 NF-κB 敲低 GES-1 细胞 NF-κB p65

核移位的影响（×200）；C-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 NF-κB 敲低 GES-1 细胞 NLRP3 炎症小体共定位的影响（×200）；D-CST 对 MNNG

和 NIG 诱导的 NF-κB 敲低 GES-1 细胞中 NLRP3 炎症小体信号通路相关蛋白表达的影响。 

A-effect of CST on NF-κB mRNA expression in NF-κB knockdown GES-1 cells induced by MNNG and NIG; B-effect of CST on NF-κB p65 nuclear 

translocation in NF-κB knockdown GES-1 cells induced by MNNG and NIG (× 200); C-effect of CST on NLRP3 inflammasome co-localization in NF-

κB knockdown GES-1 cells induced by MNNG and NIG (× 200); D-effect of CST on expressions of NLRP3 inflammasome signaling pathway related 

proteins in NLRP3 knockdown GES-1 cells induced by MNNG and NIG. 

图 9  CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 NF-κB 敲低 GES-1 细胞中 NLRP3 炎症小体信号通路相关基因和蛋白表达的影响  

( x s , n = 5) 

Fig. 9  Effect of CST on expressions of NLRP3 inflammasome signaling pathway related genes and proteins in NF-κB 

knockdown GES-1 cells induced by MNNG and NIG ( x s , n = 5)
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A-NLRP3 敲低 GES-1 细胞中 NLRP3 mRNA 的表达；B-NLRP3 敲低 GES-1 细胞中 NLRP3 蛋白的表达；C-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 NLRP3

敲低 GES-1 细胞焦亡的影响；D-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 NLRP3 敲低 GES-1 细胞 LDH 释放的影响；E-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的

NLRP3 敲低 GES-1 细胞中 ROS 水平的影响；F～I-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 NLRP3 敲低 GES-1 细胞中氧化应激水平的影响；J～L-CST

对 MNNG 和 NIG 诱导的 NLRP3 敲低 GES-1 细胞上清液中细胞因子水平的影响。 

A-NLRP3 mRNA expression in NLRP3 knockdown GES-1 cells; B-NLRP3 protein expression in NLRP3 knockdown GES-1 cells; C-effect of CST on 

pyroptosis of NLRP3 knockdown GES-1 cells induced by MNNG and NIG; D-effect of CST on LDH release rate in NLRP3 knockdown GES-1 cells 

induced by MNNG and NIG; E-effect of CST on ROS level in NLRP3 knockdown GES-1 cells induced by MNNG and NIG; F—I-effect of CST on 

oxidative stress level in NLRP3 knockdown GES-1 cells induced by MNNG and NIG; J—L-effect of CST on cytokine levels in supernatant of NLRP3 

knockdown GES-1 cells induced by MNNG and NIG.  

图 10  CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 NLRP3 敲低 GES-1 细胞焦亡、LDH 释放、氧化应激和上清液中细胞因子水平的影

响 ( x s , n = 5) 

Fig. 10  Effect of CST on pyroptosis, LDH release, oxidative stress and cytokine levels in supernatant of NLRP3 knockdown 

GES-1 cells induced by MNNG and NIG ( x s , n = 5) 
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A-CST 对 MNNG 和 NIG 损伤 GES-1 中 NLRP3 mRNA 表达的影响；B～D-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 NLRP3 敲低 GES-1 细胞 NLRP3 炎症

小体共定位的影响（×200）；E～J-CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 NLRP3 敲低 GES-1 细胞中 NLRP3 炎症小体信号通路相关蛋白表达的影响。 

A-effect of CST on NLRP3 mRNA expression in NLRP3 knockdown GES-1 cells induced by MNNG and NIG; B—D-effect of CST on NLRP3 

inflammasome co-localization in NLRP3 knockdown GES-1 cells induced by MNNG and NIG (× 200); E—J-effect of CST on expressions of NLRP3 

inflammasome signaling pathway related proteins in NLRP3 knockdown GES-1 cells induced by MNNG and NIG. 

图 11  CST 对 MNNG 和 NIG 诱导的 NLRP3 敲低 GES-1 细胞中 NLRP3 炎症小体信号通路相关基因和蛋白表达的影响 

( x s , n = 5) 

Fig. 11  Effect of CST on expressions of NLRP3 inflammasome signaling pathway related genes and proteins in NLRP3 

knockdown GES-1 cells induced by MNNG and NIG ( x s , n = 5) 

保护作用，可增强内源性抗氧化系统功能、抑制氧化

应激、炎性反应、纠正溶酶体功能障碍及 TLR4/NF-

κB/NLRP3 炎症小体信号通路激活，减少线粒体介导

的细胞凋亡[25]。临床试验也证实 CST 对脾胃湿热型

Hp 阳性 CAG 患者具有较好的治疗作用，且无明显

不良反应，证实其作用机制与增强 CAG 患者胃肠

免疫功能、调节胃肠激素分泌、促进胃蛋白酶原合

成、抑制炎症反应及 TLR4/NF-κB/NLRP3 通路激活

有关[31]。以上研究表明 CST 具备了作为 CAG 治疗

药物的潜质，值得进一步深入研究。本研究通过

MNNG 和 NIG 诱导的 GES-1 细胞损伤模型，进一

步研究CST防治CAG的作用机制。本研究发现miR-
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210 是促炎/促焦亡因子，双荧光素酶报告实验证实

miR-210 可与 NF-κB mRNA 3’-UTR 结合；CST 可显

著抑制 MNNG 和 NIG 所致的 GES-1 细胞焦亡和

LDH 释放，降低细胞上清液中 IL-1β、IL-6、IL-18、

TNF-α 和细胞中 ROS、MPO、MDA 水平，升高细胞

上清液中 IL-4、IL-10 水平和细胞中 CAT、GSH、

SOD、T-AOC 活性，抑制 NF-κB p65 核移位及

NLRP3、ASC 和 pro-Caspase-1 共定位，下调细胞中

miR-210、NF-κB、NLRP3 mRNA 及胞核 NF-κB p65、

细胞中 TXNIP、NEK7、NLRP3、ASC、pro-Caspase-

1、Caspase-1、GSDMD、GSDMD-N、pro-IL-1β、pro-

IL-18 蛋白表达，上调胞质中 NF-κB p65 蛋白表达；

CST 与 miR-210 inhibitor、NF-κB siRNA、NLRP3 

siRNA 转染联用可进一步改善上述指标。表明 CST

对 MNNG 和 NIG 诱导的 GES-1 细胞损伤具有较好

的防治作用，其机制与抑制 miR-210 异常升高和 NF-

κB/NLRP3 炎症小体信号通路激活、减轻氧化应激，

进而抑制细胞焦亡密切相关（图 12）。 

 

图 12  CST 防治 MNNG 和 NIG 诱导的 GES-1 细胞损伤的作用机制 

Fig. 12  Mechanism of CST in preventing and treating MNNG and NIG-induced GES-1 cells damage 

近年来，miR-210 在许多人类疾病中得到了广

泛研究，如 CAG、胃癌、前列腺癌、宫颈癌、心脑

缺血和炎症等[13]。miR-210 通过靶向 NF-κB、死亡

受体 6、缺氧诱导因子-1 抑制因子等来参与上述病

理过程[13,32-34]。魏明乔等[35]研究发现 miR-210 参与

了增殖、侵袭和迁移过程，且对 NF-κB 表达产生了

正向调节，与 Zhang 等[15]报道的 CAG 大鼠胃组织

中 NF-κB 和 miR-210 的表达上调相一致。本研究发

现，与对照组比较，在 MNNG＋NIG 损伤的 GES-

1 细胞中，miR-210 mRNA 表达显著升高，NF-κB 

p65核移位和胞核中NF-κB p65蛋白表达显著升高，

胞质中 NF-κB p65 蛋白表达显著降低；同时还证

实 miR-210 mimic 转染产生的 miR-210 过表达加

重了 MNNG 和 NIG 诱导的 GES-1 细胞焦亡，这

与 MNNG＋NIG 损伤的 GES-1 细胞 LDH 释放增

加、细胞中内源性抗氧化系统功能降低、炎症因子

大量分泌有关；相反，CST与miR-210 mimic或 miR-

210 inhibitor 转染联用可抵消或增强 CST 效果，表

现为抑制 MNNG＋NIG 损伤的 GES-1 细胞焦亡、

LDH 释放和 NF-κB p65 核移位，降低 MNNG＋NIG

损伤 GES-1 细胞炎症因子分泌，增强内源性抗氧化

系统功能，降低细胞中 miR-210 mRNA 和胞核中 NF-

κB p65 蛋白表达、升高胞质上 NF-κB p65 蛋白表达。

提示 CST 可通过抑制 miR-210 的异常升高来发挥对

MNNG＋NIG 损伤的 GES-1 细胞的保护作用。 

miRNA 通过调节其靶基因发挥作用，生物信

息学预测分析和荧光素酶报告基因测定结果显示

miR-210能够直接结合NF-κB mRNA 的 3’-UTR区，
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NF-κB 可被鉴定为 miR-210 的靶基因。Hp、胃酸反

流、不良饮食习惯、长期服用非甾体抗炎药、精神

压力和心理应激状态等因素促进毒素相关基因 A

（cytotoxin-associated gene A，CagA）、空泡毒素 A

（Vac lating cytotoxin A，VacA）和 ROS 等毒性因子

释放，一方面刺激胃黏膜上皮细胞中还原型辅酶Ⅱ

（ nicotinamide adenine dinucleotide phosphate ，

NADPH）氧化酶产生内源性应激因子攻击胃黏膜

上皮细胞膜，引发细胞膜脂质过氧化，破坏其完整

性，导致 LDH 从细胞内漏出，脂过氧化产物 MDA

增加[25]；另一方面还可影响胃黏膜上皮细胞骨架重

排，激活 NF-κB 信号通路，诱导 NF-κB 上游激酶

IκB 激酶（IκB kinase，IKK）磷酸化，并增加酶活

性，IKK 磷酸化 NF-κB 抑制因子，导致其泛素化和

降解，并释放 NF-κB p50/p65 二聚体，NF-κB p65 核

移位，结合靶基因的 DNA 结合位点，促进 TNF-α、

IL-1β、IL-6 转录，导致胃黏膜上皮细胞损伤和细胞

焦亡[36-37]。在本研究中，MNNG＋NIG 损伤的 GES-

1细胞NF-κB p65核移位增加，细胞中NF-κB mRNA

表达和胞核 NF-κB p65 蛋白表达增加，胞质 NF-κB 

p65 蛋白表达降低；NF-κB 与 miR-210 正调控关系

进一步在MNNG＋NIG损伤GES-1细胞的miR-210 

mimic 和 miR-210 inhibitor 实验中得到了证实。此

结果与 MNNG＋NIG 损伤 GES-1 细胞上清液中 IL-

1β、IL-6、IL-18、TNF-α 和细胞中 ROS、MPO、MDA

水平升高，细胞上清液中 IL-4、IL-10 水平和细胞中

CAT、GSH、SOD、T-AOC 活性降低相一致；相反，

CST 与 miR-210 mimic 或 miR-210 inhibitor 转染联

用可抵消或增强 CST 效果，能够降低 MNNG＋NIG

损伤 GES-1 细胞上清液中 IL-1β、IL-6、IL-18、TNF-

α 和细胞中 ROS、MPO、MDA 水平，升高细胞上

清液中 IL-4、IL-10 水平和细胞中 CAT、GSH、SOD、

T-AOC 活性，抑制 NF-κB p65 核移位，降低细胞中

NF-κB mRNA 表达和胞核中 NF-κB p65 蛋白表达，

升高胞质中 NF-κB p65 蛋白表达。同时研究还发现

MNNG＋NIG损伤的GES-1细胞转染NF-κB siRNA

后，其作用效果与 miR-210 inhibitor 转染相类似，

CST 与 NF-κB siRNA 转染联用可增强 CST 效果。

上述结果表明，CST 对 MNNG＋NIG 损伤的 GES-

1 细胞的保护作用与抑制 miR-210、NF-κB mRNA 表

达和 NF-κB p65 核移位、降低胞核 NF-κB p65 蛋白

表达，升高 NF-κB p65 蛋白表达密切相关。提示 NF-

κB 是 miR-210 的靶基因，CST 可通过抑制 miR-210

异常升高，进而抑制 NF-κB 表达来实施对 MNNG＋

NIG 损伤的 GES-1 细胞的保护作用。 

NLRP3介导的焦亡是NF-κB的下游途径之一，

NF-κB 通路在这一过程中起着关键作用[38-39]。在

CAG 患者和大、小鼠的胃黏膜组织中，激活的 NF-

κB 通路可促进 NLRP3 募集 ASC 和 pro-Caspase-1，

进行共定位，完成 NLRP3 炎症小体组装和 IL-18、

IL-1β 的转录；在激活阶段，组装的 NLRP3 炎症小

体被激活，诱导 pro-Caspase-1 自我剪切活化，活化

的 Caspase-1 使 pro-IL-1β、pro-IL-18 剪切为活化的

IL-1β、IL-18，活化的 IL-1β、IL-18 刺激胃黏膜上皮

细胞，通过自分泌/旁分泌系统分泌多种更多炎症介

质、炎症因子，形成“瀑布样”级联放大反应，导

致 NF-κB 表达和 NLRP3 炎症小体被激活，形成NF-

κB/NLRP3 反馈环，从而促进上皮细胞焦亡和 CAG

的发生发展[2,16,18,40-41]。由此可见，NLRP3 炎症小体

通路激活在炎症信号转导及 CAG 发病机制中发挥

着重要作用。本研究发现 MNNG＋NIG 损伤 GES-

1 细胞和 miR-210 mimic 转染 MNNG＋NIG 损伤

GES-1 细胞中 NLRP3 炎症小体共定位增加，细胞

中 NLRP3 mRNA 和 TXNIP、NEK7、NLRP3、ASC、

pro-Caspase-1、Caspase-1、GSDMD、GSDMD-N、

pro-IL-1β、pro-IL-18 蛋白表达显著降低；CST 与

miR-210 mimic 转染联用可抵消 CST 效果，CST 抑

制 MNNG＋NIG 损伤 GES-1 细胞中 NLRP3 炎症小

体共定位及降低细胞中 NLRP3 mRNA 和 TXNIP、

NEK7、NLRP3、ASC、pro-Caspase-1、Caspase-1、

GSDMD、GSDMD-N、pro-IL-1β、pro-IL-18 蛋白表

达的作用效果被遏制；相反，CST 与 miR-210 

inhibitor 转染联用可增强 CST 效果，表现出进一步

抑制 MNNG＋NIG 损伤 GES-1 细胞中 NLRP3 炎症

小体共定位，降低细胞中 NLRP3 mRNA 和 TXNIP、

NEK7、NLRP3、ASC、pro-Caspase-1、Caspase-1、

GSDMD、GSDMD-N、pro-IL-1β、pro-IL-18 蛋白表

达的效果。同时研究还发现 MNNG＋NIG 损伤的

GES-1 细胞转染 NLRP3 siRNA 后，其作用效果与

miR-210 inhibitor 和 NF-κB siRNA 转染相类似，CST

与 NLRP3 siRNA 转染联用可增强 CST 效果。表明

CST 对 MNNG＋NIG 损伤的 GES-1 细胞具有良好

的抗炎和抑制细胞焦亡活性，其作用机制可能与其

抑制 NLRP3 炎症小体信号通路激活有关。 

综上，CST 对 MNNG＋NIG 损伤 GES-1 细胞

具有较好的保护作用，其作用与抑制 miR-210/NF-
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κB/NLRP3 炎症小体信号通激活、减少炎症反应，

进而抑制细胞焦亡密切相关。当前从细胞水平进行

了 CST 防治 CAG 效果和作用机制的初步探索，尚

缺乏 miR-210 敲除动物模型验证。由于细胞模型无

法完全模拟 CAG 慢性环境、免疫细胞参与其病理

过程，这使得 CST 治疗 CAG 作用机制尚需要进一

步的探讨；当前正在开展的动物和临床实验研究可

以弥补这一不足。后续研究可为阐明CST防治CAG

机制研究提供更深入的认识，也有望使其成为治疗

CAG 的新型候选药物。 
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