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　　［摘要］　目的　探讨透明质酸钠修饰过氧化钙纳米粒子（ｓｏｄｉｕｍｈｙａｌｕｒｏｎａｔｅｍｏｄｉｆｉｅｄｃａｌｃｉｕｍｏｘｉｄｅ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ）诱导人胃癌细胞焦亡的作用及其可能机制。方法　运用透射电镜
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ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ的合成情况；细胞划痕实验验证ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ对人胃癌细胞迁移能力的影响；ＣＣＫ８法检
测ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ对胃癌细胞增殖活性的影响以及使用 Ｎｏｄ样受体蛋白３（ＮＯＤｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ３，
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胃癌细胞的增殖活性；ＤＣＦＨＤＡ荧光探针及流式细胞仪检测细胞内活性氧的表达量；免疫荧光法及
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ蛋白表达水平。结果　ＴＥＭ、ＸＲＤ、红外光谱及
Ｚｅｔａ电位观测结果提示ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ成功制备。ＣＣＫ８法及细胞划痕实验显示，ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ作用于
人胃癌细胞２４ｈ后，胃癌细胞生长明显受到抑制（Ｐ＜０．００１）。ＲＯＳ荧光及流式细胞仪结果显示，
ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ作用于人胃癌细胞 ２４ｈ后肿瘤细胞内 ＲＯＳ含量升高（Ｐ＜０．００１），予以 ＲＯＳ抑制剂
（ＮＡＣ）后细胞内ＮＬＲＰ３蛋白含量升高，Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ剪切体即活性片段表达量上升（Ｐ＜０．００１），
予以ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１抑制剂可逆转此过程。结论　ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ可抑制人胃癌细胞活力，可能通过
激活ＲＯＳ／ＮＬＲＰ３／Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ信号通路介导炎症反应和细胞焦亡。
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　　胃癌是常见的消化道肿瘤，其发生发展受多种因
素的影响，包括环境因素和遗传因素［１］。依据其解剖

部位和组织病理学类型进行分类，临床上近９６％的胃
癌病理类型为腺癌。胃癌被确诊时常为晚期，患者预

后较差。目前，对大多数胃癌患者的治疗方式以手术

治疗为主，而在非手术治疗方面，全身治疗可改善晚期

或发生局部转移的胃癌患者的生存率，并提高其生活

质量［２］。目前，多数化疗药物的作用机制是通过诱导

胃癌细胞发生凋亡以抑制胃癌的生长，但肿瘤细胞也

可能出现“癌基因成瘾”现象，使胃癌细胞对化疗药物

产生耐药性，从而导致治疗失败。因此，有必要探索新

的诱导非凋亡形式的细胞死亡途径，以抑制胃癌细胞

的进展及改善胃癌的预后。

　　焦亡是一种炎症性程序性细胞死亡途径，通常由
微生物感染引起［３］，其特点是细胞膜迅速破裂及释放

促炎细胞内容物。研究发现，核苷酸结合结构域样受体

（ＮＯＤｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＮＬＲ）家族ｐｙｒｉｎ域蛋白３（ＮＬＲＰ３）
激活炎性小体，可引发细胞焦亡［４－５］。ＮＬＲＰ３炎性小体
的组装引起Ｃａｓｐａｓｅ１裂解激活，从而切割ｇａｓｄｅｒｍｉｎＤ
（ＧＳＤＭＤ）蛋白，将其分裂成 Ｃ端和有活性的 Ｎ端［６］，

而后者将自组装于细胞膜上形成孔洞，使细胞内外渗

透压平衡被破坏，导致细胞内容物释放到细胞外。在

此过程中活化的Ｃａｓｐａｓｅ１会促进包括ＩＬ１β、ＩＬ１８在
内的促炎性细胞因子的成熟，并将后者通过孔洞释放

到细胞外引发进一步细胞焦亡进程［７］。焦亡具有肿

瘤抑制功能，可增强局部和全身抗肿瘤免疫能力［８－９］。

因此，寻找安全有效、可转化为临床应用的焦亡激活剂

具有重要意义。

　　纳米粒子（ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＮＰｓ）通常在多功能、多模
态成像和药物递送载体中发挥重要作用［１０］。在最近

１０年中，ＮＰｓ已成为设计新治疗策略的候选方法［１１］。

肿瘤纳米治疗药物与传统抗癌药物相比，纳米材料在生

物非特异性分布、溶解度、生物利用度方面具有明显的

优势［１２］。透明质酸钠修饰过氧化钙纳米颗粒（ｓｏｄｉｕｍ
ｈｙａｌｕｒｏｎａｔｅｍｏｄｉｆｉｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｏｘｉｄｅ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，
ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ）触发的程序性细胞焦亡在动物体内外
都增强了抗癌药物的疗效，并能有效抑制胃癌的生长

和转移［１３］。本研究通过观察 ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ的合成情
况及其对胃癌细胞活性、细胞内焦亡相关蛋白表达的

影响，探讨ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ诱导胃癌细胞发生焦亡的机
制，以期为寻找安全有效的可用于胃癌治疗的纳米药

物提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ的制备
　　制备前，取 ０．５０ｍｇ／ｍＬ透明质酸钠水溶液和
２ｍｏｌ／Ｌ（０．２２ｇ／ｍＬ）氯化钙水溶液作为储备液。将
１ｍＬ的透明质酸钠和 １ｍＬ的氯化钙依次加入到
６０ｍＬ的经强力搅拌的无水甲醇中。上述溶液搅拌均
匀后，加入１ｍｏｌ／Ｌ的氨水１．１１ｍＬ，再次搅拌均匀后，
将１．１１ｍＬ３０％的双氧水滴入（搅拌速度 ５００ｒ／ｍｉｎ，
滴加速度０．２５ｍＬ／ｍｉｎ）。当颜色变成剑桥蓝时，将混
合物离心，用乙醇洗涤２次，最后分散在去离子水中。
１．２　ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ的表征
　　利用场发射透射电子显微镜（ＪＥＭ２１００Ｆ，２００ｋＶ）
获得透射电子显微镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，
ＴＥＭ）图像。采用 ＲｉｇａｋｕＤ／ＭＡＸ２２５０Ｖ衍射仪获得
Ｘ射线衍射（Ｘｒａｙｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎ，ＸＲＤ）图谱。利用Ｂｒｕｋｅｒ
张量Ⅱ型红外光谱仪获得傅里叶变换红外光谱
（Ｆｏｕｒｉｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＦＴＩＲ）。使用
ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏＳ９０（英国马尔文公司）获得Ｚｅｔａ电位信
息。ＣＣＫ８检测用ＳｐａｒｋＴＭ多模式酶标仪进行。
１．３　细胞和试剂
　　人胃癌细胞株 ＨＧＣ２７购自无锡菩禾生物公司；
胎牛血清（ＦＢＳ）、ＲＰＭＩ１６４０培养液、胰蛋白酶购自英
国Ｇｉｂｉｃｏ公司；多聚甲醛购自上海碧云天公司；ＲＩＰＡ
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裂解缓冲液、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒购自北京索莱宝公
司；ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳试剂盒购自上海雅酶公司；
ＰＶＤＦ膜购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；青／链霉素／庆大霉
素、快速封闭液购自武汉塞维尔公司；ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ
１／Ｐ２０／Ｐ１０Ａｎｔｉｂｏｄｙ、ＧＳＤＭＤ购自武汉三鹰公司；羊
抗兔ＩｇＧＨ＋Ｌ（ＨＲＰ）、羊抗鼠 ＩｇＧＨ＋Ｌ（ＨＲＰ）、ＣＹ３
标记的抗兔 ＩｇＧ购自北京博士德公司；增强型化学发
光试剂（ＥＣＬ）购自陕西白鲨公司；氯化钙、透明质酸
钠、无水甲醇、无水乙醇、氨水、过氧化氢购自上海麦克

林公司；ＮＡＣ、ＶＸ７６５购自美国ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司；
ＭＣＣ９５０购自美国Ｓｅｌｌｅｃｋ公司；２，７二氯荧光素二醋酸
酯（ＤＣＦＨＤＡ）购自江苏凯基生物公司；Ｈｏｅｃｈｅｓｔ３３３４２
购自上海碧云天公司。

１．４　细胞培养
　　从－８０℃恒温冰箱中取出装有 ＨＧＣ２７细胞的冻
存管，迅速投入 ３７℃恒温水浴箱中解冻。将含有
１０％ＦＢＳ、１％青／链霉素／庆大霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培养
液１ｍＬ加入冻存细胞液中，１５００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，
去除上清液，再用培养液混匀细胞后转移至细胞培养

瓶中，放置在３７℃恒温，５％ＣＯ２的培养箱中培养。
１．５　细胞划痕实验
　　将ＨＧＣ２７细胞常规消化后，以１×１０６个／孔铺到
６孔板内，过夜培养至细胞基本融合。用 １０μＬ微量
移液头在６孔板内进行划痕，ＰＢＳ冲洗３次后，加入无
血清培养基继续培养，用倒置显微镜于０、２４ｈ分别在
同一观察位置进行拍照，采用ＩｍａｇｅＪ软件进行测量分
析，计算细胞迁移率。公式如下：细胞迁移率（％）＝
（０ｈ划痕面积－２４ｈ划痕面积）／０ｈ划痕面积×
１００％。
１．６　细胞毒性检测
　　将ＨＧＣ２７细胞以２０００个／孔接种于９６孔板中，
在３７℃下孵育过夜。细胞贴壁后，用含不同浓度
ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ（０、１０、２０、４０、８０、１６０μｇ／ｍＬ）的完全培
养基培养２４ｈ，加入１０μＬ的ＣＣＫ８溶液处理１．５ｈ。
随后测量每孔的光密度值［Ｄ（４５０）］，获得细胞存活
率。采用８０μｇ／ｍＬ的 ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ浓度培养不同时
间（０、１２、２４、４８、７２ｈ）后，测定胃癌细胞存活率。检测
使用ＲＯＳ抑制剂（ＮＡＣ）、ＮＬＲＰ３抑制剂（ＭＣＣ９５０）、
Ｃａｓｐａｓｅ１抑制剂（ＶＸ７６５）预处理的胃癌细胞与 ＳＨ
ＣａＯ２ＮＰｓ共孵育后的细胞活力，分为空白（ＮＣ）组、抑
制剂组、ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ组及ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ＋抑制剂组。
１．７　活性氧检测
　　用荧光探针 ＤＣＦＨＤＡ检测过量活性氧的产生。
将ＨＧＣ２７细胞接种到玻璃底细胞培养皿的２０ｍｍ孔
中，将其分为３组，即ＮＣ组（完全培养基ＲＰＭＩ１６４０）、

ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ组（８０μｇ／ｍＬ，分散在 ＲＰＭＩ１６４０中）以
及 ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ＋ＮＡＣ组（ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ８０μｇ／ｍＬ，
ＮＡＣ１０ｍｍｏｌ／Ｌ），在３７℃下孵育２４ｈ。去除培养基
后，用ＰＢＳ洗涤细胞 ２次，并向其中加入 ３００μＬ的
ＤＣＦＨＤＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）。在黑暗中共孵育３０ｍｉｎ后，
取出探针并冲洗掉；然后在甲醇固定细胞前进行细胞

核染色，用共聚焦激光扫描显微镜成像（ｃｏｎｆｏｃａｌｌａｓｅｒ
ｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＣＬＳＭ）观察产生的活性氧，并用
流式细胞仪检测细胞内活性氧含量。

１．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　用ＲＩＰＡ缓冲液裂解提取总蛋白，用ＢＣＡ蛋白法测
定浓度。用 ＴＢＳＴ稀释相关抗体，ＮＬＲＰ３（１∶４０００）、
Ｃａｓｐａｓｅ１／Ｐ２０／Ｐ１０ Ａｎｔｉｂｏｄｙ （１∶４０００）、 ＧＳＤＭＤ
（１∶４０００）。用 ５％的脱脂牛奶封住聚偏氟乙烯
（ＰＶＤＦ）膜后，将其孵育过夜以检测蛋白质。然后与
相应的酶标山羊抗兔在室温下孵育１ｈ。ＴＢＳＴ洗净后
用ＥＣＬ检测试剂检测蛋白条带，用 Ｔａｎｏｎ５２００系统
（北京原平好生物技术有限公司）拍照。

１．９　免疫荧光实验
　　对人胃癌细胞进行共聚焦成像，将细胞以１３×１０５

个／孔接种在２４孔玻璃底板中。予以 ＮＡＣ、ＭＣＣ９５０、
ＶＸ７６５预处理细胞，并在实验组中加入 ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ
处理，将细胞用 ＰＢＳ洗涤 ２次，用冷的 ４％多聚甲醛
２００μＬ固定 ３０ｍｉｎ，使用 ２％ＢＳＡ中的 ０．１％Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００透化１０ｍｉｎ，在室温下用５％ＢＳＡ封闭１ｈ，然后
与１∶１００稀释的一抗在４℃下孵育过夜，使用ＣＹ３标
记的抗兔ＩｇＧ二抗孵育１ｈ。滴加Ｈｏｅｃｈｅｓｔ３３３４２复染
细胞核１０ｍｉｎ后，用ＰＢＳ洗４次，每次５ｍｉｎ。随后在
ＣＬＳＭ上获取细胞图像。
１．１０　统计学分析
　　使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０软件进行数据分析。计
量资料进行正态性检验，数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采
用独立样本ｔ检验和单因素方差分析。以 Ｐ＜０．０５表
示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ的构建与鉴定
　　在甲醇水体系中，采用湿化学方法，室温下制备
透明质酸钠修饰过氧化钙纳米粒子。ＴＥＭ图像显示，
得到的 ＮＰｓ具有良好的结晶度（图 １Ａ），在制备过程
中可通过改变混合物的碱度来调节纳米粒子的粒径大

小及分散度。ＸＲＤ表征证实，所得产物的衍射峰与四
方 ＣａＯ２标准卡（ＰＤＦ＃０３０８６５）的衍射峰一致（图
１Ｂ），予以红外光谱检测进一步验证，表明 ＣａＯ２ＮＰｓ
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成功形成（图 １Ｃ）。进一步使用 Ｚｅｔａ电位检测，发现
透明质酸钠处理后Ｚｅｔａ电位下降约７ｍＶ（Ｐ＜０．０１，图
１Ｄ），表明透明质酸钠对过氧化钙纳米粒子成功改性。
２．２　ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ抑制胃癌细胞增殖活性
　　ＣＣＫ８法检测在不同浓度的ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ作用下

ＨＧＣ２７细胞存活率的变化。予以药物作用 ２４ｈ，随
着ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ浓度的增加，ＨＧＣ２７细胞的存活率明

显降低（Ｐ＜０．００１，图 １Ｅ）。结合细胞死亡率数据，选
用８０μｍｏｌ／Ｌ作为后续ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ的实验浓度。并
以此浓度进行时间梯度细胞活性检测，提示随着时间

的增加胃癌细胞活性逐渐减弱（Ｐ＜０．００１，图１Ｆ）。细
胞划痕实验结果显示，与ＮＣ组比较，使用最适浓度的
ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ干预后，ＨＧＣ２７细胞的生长和迁移出现
延迟（图１Ｇ、Ｈ）。

!"# $%

&# !# '# (# "# )# *# +# ,#

衍
射
峰
强
度

!!

（
!

）

( ### ' "## ' ### ! "## ! ### & "## & ### "##

波数
-.%

/&

透
光
率

-
0

)#

"#

(#

'#

!#

&#

#

1
2
3
4

电
位

-
%
5

4

647

!

89"647

!

&!#

&##

+#

)#

(#

!#

#

# &# !# (# +# &)#

!89"647

!

:;<

浓度
-

（
"=-%>

）

:6

组

89"647

!

:;<

组

:6

组

89"647

!

:;<

组

细
胞
活
性

-
0

&!#

&##

+#

)#

(#

!#

#

细
胞
活
性

-
0

# &! !( (+ *!

时间
-?

&## "% &## "%

&## "%

&## "%

# +#

!89"647

!

:;<

浓度
-

（
"=-%>

）

"#

(#

'#

!#

&#

#

:

6

组

8

9

"

6

4

7

!

:

;

<

（
+

#

"

=

-

>

）组

细
胞
迁
移
率

-
0

6

@

A

B

C

D

E

9

#
?

!
(
?

F

ａ：Ｐ＜０．０１，与ＣａＯ２组比较；ｂ：Ｐ＜０．００１，与ＮＣ组比较
Ａ：电镜观察ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ形态；Ｂ：ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ的ＸＲＤ检测；Ｃ：ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ傅里叶红外光谱检测；Ｄ：ＣａＯ２ＮＰｓ
和ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ的Ｚｅｔａ电位（ｎ＝４）；Ｅ：不同 ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ浓度作用 ２４ｈ后细胞活性变化（ｎ＝３）；Ｆ：相同
ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ浓度作用不同时间后细胞活性变化（ｎ＝３）；Ｇ、Ｈ：划痕实验观察ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ作用２４ｈ后细胞划痕
愈合情况及细胞愈合率分析

图１　ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ的一般特性以及其抑制胃癌细胞增殖活性的能力（珋ｘ±ｓ）
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２．３　ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ增加胃癌细胞内ＲＯＳ含量，诱导细
胞焦亡并被ＮＡＣ抑制

　　采用 ＤＣＦＨＤＡ荧光探针检测 ＳＨＣａＯ２ ＮＰｓ
（８０μｇ／ｍＬ）作用２４ｈ后细胞内的 ＲＯＳ水平，可见胃
癌细胞内的ＲＯＳ水平显著增加（Ｐ＜０．００１，图２Ａ、Ｂ）。
使用ＮＡＣ１０ｍｍｏｌ／Ｌ预处理１ｈ后加入ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ
（８０μｇ／ｍＬ）作用 ２４ｈ，ＤＣＦＨＤＡ荧光探针检测实验
（Ｐ＜０．００１，图２Ｃ、Ｄ）以及流式细胞仪检测（Ｐ＜０．００１，
图３Ｂ、Ｃ）表明，与 ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ比较，ＮＡＣ预处理能
有效抑制 ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ诱导的细胞内 ＲＯＳ上调。随

后运用 ＣＣＫ８法验证，与单独加入 ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ相
比，使用ＮＡＣ预处理减少了细胞的死亡率（Ｐ＜０．００１，
图３Ａ）。进一步验证了 ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ诱导的细胞内
ＲＯＳ上调是诱导胃癌细胞发生焦亡的重要原因。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与 ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ组比较，
ＮＡＣ预处理显著抑制 ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ诱导的细胞内
ＮＬＲＰ３含量增加以及 Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ的激活（Ｐ＜
０．００１，图３Ｄ、Ｅ）。上述结果表明 ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ诱导
的细胞内ＲＯＳ形成及积聚是进一步激活ＮＬＲＰ３、促使
炎症小体形成、引起胃癌细胞焦亡的关键因素。
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ａ：Ｐ＜０．００１，与ＮＣ组比较；ｂ：Ｐ＜０．００１，与ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ＋ＮＡＣ组比较
Ａ、Ｂ：ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ处理２４ｈ后细胞内ＲＯＳ荧光表达及定量分析；Ｃ、Ｄ：ＮＡＣ预处理后ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ作用２４ｈ细
胞内ＲＯＳ荧光表达及定量分析

图２　ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ对ＨＧＣ２７细胞内ＲＯＳ含量以及焦亡通路蛋白含量的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

９３５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１３）
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１：ＮＣ组；２：ＮＡＣ组；３：ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ组；４：ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ＋ＮＡＣ组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与 ＮＣ组比较；ｃ：Ｐ＜
０．００１，与ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ组比较
Ａ：ＮＡＣ预处理后ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ作用２４ｈ各组细胞活性变化；Ｂ、Ｃ：流式细胞仪检测ＮＡＣ预处理后ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ
作用２４ｈ细胞内ＲＯＳ水平及定量分析；Ｄ、Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＡＣ预处理后ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ作用２４ｈ焦亡通路
相关蛋白表达及定量分析结果

图３　ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ对ＨＧＣ２７细胞内ＲＯＳ含量以及焦亡通路蛋白含量的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．４　ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ通过ＮＬＲＰ３／Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ通
路诱导胃癌细胞焦亡

　　使用ＮＬＲＰ３的特异性抑制剂ＭＣＣ９５０（１０μｍｏｌ／Ｌ）
进行预处理，然后加入ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ作用２４ｈ。ＣＣＫ８
法检测结果显示，使用 ＭＣＣ９５０预处理后胃癌细胞死
亡率降低（Ｐ＜０．００１，图 ４Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
显示 ＭＣＣ９５０成功抑制 ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ诱导的 ＮＬＲＰ３
上调以及下游焦亡通路的激活（图４Ｂ、Ｃ）。免疫荧光
观测结果显示，ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ处理后细胞内 ＮＬＲＰ３荧
光表达量显著增加，而此现象会被 ＭＣＣ９５０抑制（Ｐ＜
０．００１，图４Ｄ、Ｅ）。结果证实 ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ可以通过
增加ＮＬＲＰ３的含量以激活炎性小体诱导胃癌细胞发
生细胞焦亡。

　　使用Ｃａｓｐａｓｅ１的特异性抑制剂ＶＸ７６５（１０μｍｏｌ／Ｌ）
提前 １ｈ预处理胃癌细胞，随后加入 ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ
（８０μｇ／ｍＬ）继续作用２４ｈ。ＣＣＫ８法检测结果显示，使
用ＶＸ７６５预处理１ｈ降低ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ诱导的ＨＧＣ２７

细胞的死亡率（Ｐ＜０．００１，图 ５Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
结果显示，ＶＸ７６５能抑制 ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ在细胞中引发
的Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ剪切体即活性片段表达量的上
升（图５Ｂ、Ｃ）。免疫荧光观测结果显示，ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ
处理后细胞内Ｃａｓｐａｓｅ１的荧光表达量明显增加，而在
此基础上使用ＶＸ７６５后观察到 Ｃａｓｐａｓｅ１荧光表达量
减少（Ｐ＜０．００１，图５Ｄ、Ｅ）。以上结果表明，Ｃａｓｐａｓｅ１
的激活可能在ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ引起的胃癌细胞焦亡中发
挥重要的作用。

　　以上结果证实，ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ作用人胃癌细胞后
ＧＳＤＭＤ的含量增加，且当使用 ＧＳＤＭＤ上游蛋白
ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１特异性抑制剂ＭＣＣ９５０、ＶＸ７６５预处
理后可逆转此过程。以此说明 ＧＳＤＭＤ在焦亡中的有
重要作用。进一步验证了ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ是通过诱导胃
癌细胞内ＲＯＳ／ＮＬＲＰ３／Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ信号通路的
激活介导肿瘤炎症反应和细胞焦亡的发生。

０４５１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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与ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ＋ＭＣＣ９５０组比较
Ａ：各组细胞活性比较；Ｂ、Ｃ：予以ＭＣＣ９５０预处理，ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ作用２４ｈ后Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测及定量结果；Ｄ、Ｅ：予
以ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ及ＭＣＣ９５０处理２４ｈ后各组免疫荧光检测及定量结果

图４　ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ处理后对焦亡经典通路中ＮＬＲＰ３的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

１４５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１３）
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１：ＮＣ组；２：ＶＸ７６５组；３：ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ组；４：ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ＋ＶＸ７６５组；ａ：Ｐ＜０．００１，与 ＮＣ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与
ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ＋ＶＸ７６５组比较
Ａ：ＶＸ７６５预处理后，ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ作用ＨＧＣ２７细胞的细胞活性；Ｂ、Ｃ：予以ＶＸ７６５预处理，ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ作用２４ｈ
后Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测及定量结果；Ｄ、Ｅ：予以ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ及ＶＸ７６５处理２４ｈ后各组免疫荧光检测及定量结果

图５　ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ处理后对焦亡通路中Ｃａｓｐａｓｅ１的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２４５１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



３　讨论

　　胃癌是目前临床上常见的消化道恶性肿瘤，已成
为世界癌症相关死亡的第３大原因，严重威胁着公众
健康［１４］。虽然胃癌的诊断和治疗已经取得了很大的

成就，且目前绝大多数早期胃癌可通过手术以及术后

新辅助化疗达到治愈水平。然而，随着晚期胃癌患者

逐渐年轻化、肿瘤耐药性不断提高，频繁出现的放化疗

等辅助治疗耐受问题在很大程度上限制了胃癌的临床

治疗效果，导致其总生存率仍然很低［１５］。因此，迫切

需要阐明和加深研究胃癌的潜在发展机制，并开发更

多的治疗靶点，而纳米粒子是改善当前胃癌预后和治

疗选择的一种潜在策略［１６］。焦亡是一种细胞程序性

死亡的促炎方式，其特征是形成孔隙、细胞肿胀伴有大

气泡，并快速释放肿瘤特异性抗原，在体内已被证明具

有高效的抗肿瘤免疫功能。因此，为了克服传统微分

子焦亡药物的耐药性和严重的副作用，开发更先进的

纳米药物以强力诱导焦亡是必要的。在已被报道的纳

米平台上，纳米粒子通过释放相关离子及过氧化物来

实现焦亡诱导，导致离子突然激增，细胞内活性氧含量

显著升高，从而激活 Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ依赖的焦亡途
径［１７］。本研究发现，ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ可通过ＲＯＳ／ＮＬＲＰ３／
Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ信号通路诱导胃癌发生细胞焦亡，
影响肿瘤进展。

　　许多纳米粒子在肿瘤的治疗方面展现出良好的效
果，其主要的作用机制是氧化应激、细胞毒性和炎

症［１８］。ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ是使用室温快速湿化学法合成
的纳米材料，在抑制乳腺癌、胃肠癌进展的机制研究中

均显现出较好的抗肿瘤作用。利用 ｐＨ敏感性的
ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ进行抗肿瘤治疗是一种高效策略。
ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ在肿瘤缺氧酸性微环境中会缓慢分解产
生Ｈ２Ｏ２

［１９］，导致细胞内氧化应激的发生，同时过氧化

氢酶在胃癌中含量降低［２０］，氧化应激的持续作用将导

致胃癌细胞内活性氧不可控的积累。这些 ＮＰｓ在肿
瘤细胞中触发细胞毒性ＲＯＳ的产生，最终诱导胃癌细
胞焦亡［２１］。值得注意的是，ＮＰｓ的杀伤作用对正常细
胞的不良影响较肿瘤细胞更小［２２］。本研究通过体外

实验，证实 ＳＨＣａＯ２ ＮＰｓ通过激活 ＲＯＳ／ＮＬＲＰ３／
Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ依赖的经典焦亡途径诱导胃癌细胞
死亡。为验证ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ诱导胃癌细胞发生焦亡与
细胞内 ＲＯＳ的聚集是否存在联系，本研究检测了
ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ作用的胃癌细胞中 ＲＯＳ的含量，发现药
物作用后细胞内的 ＲＯＳ水平显著升高。而使用 ＲＯＳ
抑制剂ＮＡＣ进行预处理，运用 ＲＯＳ荧光检测及流式

细胞分析结果显示，与单纯加入 ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ的细胞
相比，经过ＮＡＣ预处理的细胞中ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ含量明
显下降，且ＣＣＫ８实验结果提示，ＮＡＣ预处理后细胞
死亡率也随之降低。ＲＯＳ的产生被普遍认为是
ＮＬＲＰ３炎症小体激活的上游机制［２３］，本研究通过

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果进一步验证，ＮＡＣ预处理可抑制
ＮＬＲＰ３／Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ依赖的细胞焦亡的激活。
表明ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ可促进胃癌细胞内产生 ＲＯＳ并使
其过多聚集，从而诱导胃癌细胞发生焦亡。为验证

ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ是否会对细胞焦亡通路中的各项蛋白
（ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＧＳＤＭＤ）产生影响，本研究运用抑
制剂分别抑制 ＮＬＲＰ３及 Ｃａｓｐａｓｅ１，通过免疫荧光实
验发现，ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ能显著增加胃癌细胞内 ＮＬＲＰ３
以及Ｃａｓｐａｓｅ１蛋白的含量，而此过程可被相应抑制剂
逆转。进一步运用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验验证可得到相同
结果，ＣＣＫ８实验也证明使用抑制剂进行预处理能有
效减少 ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ诱导的细胞死亡。进一步表明
ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ影响胃癌进展的机制是通过诱导胃癌细
胞激活焦亡经典通路，即 ＲＯＳ／ＮＬＲＰ３／Ｃａｓｐａｓｅ１／
ＧＳＤＭＤ，引起胃癌细胞焦亡。
　　综上所述，ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ可以刺激ＲＯＳ生成，激活
ＮＬＲＰ３炎症小体，最终导致胃癌细胞焦亡。因此，靶
向ＲＯＳ／ＮＬＲＰ３／Ｃａｓｐａｓｅ１／ＧＳＤＭＤ依赖性焦亡可能是
一种影响胃癌细胞发生发展的有效途径。这将有利于

ＳＨＣａＯ２ＮＰｓ诱导的胃癌细胞焦亡进展进行安全性评
估，并为纳米粒子的生物安全性研究提供一定理论

基础。
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ＤＯＩ：１０．１００７／ＢＦ０２８０３８７２．

［２１］ＷＡＮＧＦＨ，ＬＩＡＮＧ Ｑ Ｑ，ＭＡ Ｙ Ｘ，ｅｔａｌ．Ｓｉｌｉｃａ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎｄｕｃｅｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｃａｒｄｉａｃｈｙｐｅｒｔｒｏｐｈｙｖｉａ
ＲＯＳ／ＮＬＲＰ３／Ｃａｓｐａｓｅ１ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＦｒｅｅＲａｄｉｃＢｉｏｌＭｅｄ，
２０２２，１８２：１７１－１８１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｆｒｅｅｒａｄｂｉｏｍｅｄ．
２０２２．０２．０２７．

［２２］ＸＵＫ，ＣＨＡＮＧＭＱ，ＷＡＮＧＺＹ，ｅｔａｌ．Ｍｕｌｔｉｅｎｚｙｍｅ
ｍｉｍｉｃｋｉｎｇＬａＣｏＯ３ｎａｎｏｔｒｉｇｇｅｒｆｏｒｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ
ｐｙｒｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］．ＡｄｖＭａｔｅｒ，２０２３，３５（３５）：ｅ２３０２９６１．
ＤＯＩ：１０．１００２／ａｄｍａ．２０２３０２９６１．

［２３］ＰＥＲＩＬＬＯＢ，ＤＩＤＯＮＡＴＯＭ，ＰＥＺＯＮＥＡ，ｅｔａｌ．ＲＯＳｉｎ
ｃａｎｃｅｒｔｈｅｒａｐｙ：ｔｈｅｂｒｉｇｈｔｓｉｄｅｏｆｔｈｅｍｏｏｎ［Ｊ］．ＥｘｐＭｏｌ
Ｍｅｄ，２０２０，５２（２）：１９２－２０３．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ１２２７６０２０
０３８４２．

（收稿：２０２３１０１７；修回：２０２３１２２６）

（编辑　汪勤俭）
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