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九香虫肽缓解槟榔碱诱导的胃粘膜上皮细胞损伤

蒋玉珍，成钰莹，杨扬，钟膳蔚，黄安晴，刘俊熙，杜冰，黎攀*

（华南农业大学食品学院，广东广州 510642）

摘要：九香虫（Aspongopus chinensis Dallas）属于传统药食两用资源昆虫，具有多种生物学功效。该研究旨

在探讨九香虫肽对槟榔碱诱导的人胃粘膜上皮细胞（GES-1）损伤的保护作用。采用九香虫肽干预槟榔碱诱导的

GES-1 细胞，测定抗氧化和线粒体功能等指标。结果显示，250、1 000 μg/mL 的九香虫肽处理后，细胞活力分别提

高了 4.94% 和 10.89%，SOD 活力分别增加了 22.33%、38.29%，GSH 含量增加了 23.65%、40.10% ；LDH 活力分别

下降 1.51%、8.99%，ROS 水平降低 25.62%、48.75%。此外，九香虫肽通过回调线粒体膜电位和 ATP 酶活力，减轻

线粒体损伤。采用转录组学技术进一步分析，发现九香虫肽主要通过调节程序性坏死通路来缓解 GES-1 损伤。最后

利用 RT-qPCR 和 Western-blot 验证得到九香虫肽显著下调该通路 p62、Hsp90、cPLA2 和 RIPK1、RIPK3、MLKL 的

表达水平（P<0.01）。综上，九香虫肽通过下调程序性坏死通路关键基因和蛋白表达，进而改善细胞氧化损伤，维持

线粒体功能，缓解细胞坏死。该研究为缓解槟榔碱引发的胃黏膜损伤提供新的思路，并为九香虫肽产品开发奠定理

论依据。
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the Role of Polypeptides from Aspongopus chinensis Dallas in Ameliorating 

Arecoline-induced gES-1 Cell Injury

JIANg Yuzhen, ChENg Yuying, YANg Yang, ZhONg Shanwei, hUANg Anqing, LIU Junxi, DU Bing, LI Pan*

(College of Food Science, South China Agriculture University, Guangzhou 510642, China)

Abstract: Aspongopus chinensis Dallas (ACD) is classified as a traditional medicinal and edible insect, and exhibits 

diverse biological effects. Polypeptides from ACD (hereinafter referred to as ACD polypeptides) were used to treat 

arecoline-induced GES-1 cells to clarify their protective effects against arecoline-induced GES-1 cell injury. After treatment, 

antioxidant and mitochondrial function indicators were evaluated. Treatment with 250 and 1 000 μg/mL of ACD polypeptides 

increased respective cell viability scores by 4.94% and 10.89%, superoxide dismutase activities by 22.33% and 38.29%, and 

glutathione content by 23.65% and 40.10%, while reducing respective lactate dehydrogenase activities by 1.51% and 8.99% 

and reactive oxygen species (ROS) levels by 25.62% and 48.75%. Additionally, ACD polypeptides alleviated mitochondrial 

damage by modulating mitochondrial membrane potential and ATPase activity. Transcriptomic analyses revealed that ACD 

polypeptides mitigate GES-1 cell injury by regulating necroptosis. Finally, RT-qPCR and western blot were employed to 
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confirm that ACD polypeptides downregulate p62, Hsp90, cPLA2, RIPK1, RIPK3, and MLKL expression in this pathway 

(P<0.01). In summary, ACD polypeptides mitigate cellular oxidative damage, preserve mitochondrial function, and 

alleviate cell necrosis by downregulating key genes and protein expression in the necroptosis pathway. This study provides 

new insights into mitigating arecoline-induced damage to the gastric mucosa and establishes a theoretical foundation for 

developing ACD polypeptide products.

Key words: polypeptide from Aspongopus chinensis Dallas; arecoline; GES-1; transcriptomics; necroptosis

槟榔（Areca catechu L.）属于棕榈科槟榔属，原

产于马来西亚，在南亚和东南亚国家广泛分布，我

国主要产地为台湾、海南、云南等地。作为我国“四

大南药”之首，槟榔富含生物碱、粗纤维、皂苷和微

量元素等 [1] 。然而槟榔碱具有一定毒性，易引发癌变，

如口腔癌 [2] 、咽喉癌 [3] 、胃癌 [4] 等。胃癌是全球范围

内发病率和死亡率均居高不下的多发性消化系统恶

性肿瘤，约有 8.2% 的癌症死亡与其相关 [5] 。现代研

究表明咀嚼槟榔与胃癌存在一定联系，动物实验也证

实槟榔碱能够导致胃损伤 [4] 。目前相关文献均为槟榔

碱的毒性实验研究，对于如何缓解槟榔碱带来的毒性

损伤鲜少报道，本实验就缓解槟榔碱诱导的胃粘膜上

皮细胞损伤开展研究，为槟榔碱毒性缓解奠定基础。

九香虫（Aspongopus chinensis Dallas）是蝽科

九香虫经干燥处理后的产物，具有较高的食用价值

和药用价值。《本草纲目》中记载到九香虫炒熟后

香气浓郁，酥脆可口，贵州、云南、四川等少数民

族地区常把它当作小吃食用，传统中医会用来治疗

胃炎、胃病等 [6] 。近年的现代药理研究表明九香虫

具有改善生殖损伤 [7] 、抗乳腺癌 [8] 、抗胃癌 [9] 等多种

药理作用，然而对于九香虫蛋白及多肽是如何发挥

生物活性功能的研究鲜有报道。因此，本研究采用

酶解法制备九香虫肽，并对其开展活性研究。

为探究九香虫肽是否可缓解槟榔碱诱导的胃粘

膜细胞损伤，在前期建立的槟榔碱诱导人胃黏膜上

皮细胞 GES-1 的毒性损伤模型 [10] 的基础上，通过检

测氧化损伤指标和线粒体功能评价其效果，结合转

录组学联合荧光定量聚合酶链式反应（Quantitative 
Real Time PCR, RT-qPCR）和蛋白免疫印迹（Western-
blot, WB）技术阐述其作用机制。该研究旨在为防

治槟榔碱引发的胃黏膜损伤提供切实有效的策略，

同时为九香虫肽产品的开发奠定理论基础。

1  材料与方法

1.1 材料与仪器

九香虫购于广州清平中药材市场；槟榔碱（分

析标准品，CAS ：63-75-2）购于上海源叶生物科技

有限公司；GES-1 细胞购于武汉普诺赛生命科技有

限公司；中性蛋白酶、碱性蛋白酶，杰能科生物工

程有限公司；乳酸脱氢酶（Lactate Dehydrogenase, 
LDH）试剂盒（货号：C0016）、超氧化物歧化

酶（Superoxide Dismutase, SOD）试剂盒（货号：

S0101S）、还原型谷胱甘肽（Glutathione, GSH）试

剂盒（货号：S0075S）、活性氧（Reactive Oxygen 
Species, ROS）检测试剂盒（货号：S0033S），碧

云天生物技术公司；三磷酸腺苷（Adenosine 
Triphosphate, ATP）酶试剂盒（货号：A070-1-2）、
Na+K+-ATP 酶试剂盒（货号：A070-2-2），南京建

成生物工程研究所；RIPA 裂解液，中国 Abiowell ；
RPMI-1640 培养基、胎牛血清（Fetal Bovine Serum, 
FBS）、 含 EDTA 胰 酶（Trypsin-EDTA）， 美 国

Gibco 公司；β-actin、p62 抗体、热休克蛋白（Heat 
Shock Proteins 90, Hsp90）抗体、胞浆型磷脂酶

A2（Cytoplasmic Phospholipase A2, cPLA2）抗体、

受体相互作用蛋白激酶 1(Receptor-interacting 
Protein Kinase 1，RIPK1) 抗体、受体相互作用

蛋白激酶 3（Receptor-interacting Protein Kinase 
3, RIPK1）抗体、混合谱系激酶样蛋白（Mixed 
Lineage Kinase Domain-like Protein, MLKL）抗

体，Abcam ；Tris-HCl 缓冲液、Western 转膜缓冲液，

中国 Abiowell。
L-8900 型全自动氨基酸分析仪，日立高新技

术公司；SH 型 CO2 细胞培养箱，上海善志仪器

设备有限公司；DGG-9070B 型鼓风干燥箱，上海

森信实验仪器有限公司；ANKE TDL-5-A 型离心

机，上海安亭分析仪器有限责任公司；SW-CJ-I-
1FD 苏洁超净工作台，苏州安泰空气技术有限公司；

ZEISS Lab.A1 倒置生物学显微镜，德国蔡司公司；

Labserv K3 型酶标仪、BD FACSCalibur 流式细胞仪、

PIKOREAL96 荧光定量 PCR 仪，赛默飞世尔科技

（中国）有限公司；Illumina HiSeq 2500 高通量测序

平台，美国 Illumina 公司。
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1.2 实验方法

1.2.1 九香虫肽制备

九香虫洗净烘干，索氏抽提脱脂，粉碎后 4 ℃
备用。酶解方法 [11] ：高温蒸煮 5 h，添加 0.5% 的中

性蛋白酶和 1.5% 的碱性蛋白酶（体积分数）并调节

pH 值为 10，55 ℃酶解 6 h ；酶解完成沸水浴 5 min
灭活酶；酶解液离心，上清液浓缩冷冻干燥，制得

九香虫肽置于 -20 ℃备用。

1.2.1.1 氨基酸组成

参照 GB5009.124-2016 和张慧莹等 [12] 的方法测定。

1.2.1.2 多肽相对分子量分布测定

参考 GB/T22727-2008 采用高效凝胶渗透色谱

法测定九香虫多肽的相对分子量分布。色谱柱为

TOSOH TSKgel G2000SWXL 凝胶柱，流动相为乙

腈 - 水溶液（2:8，V/V），含 φ=0.1% 三氟乙酸，流

速 0.5 mL/min，进样量 5 μL（质量浓度 1 g/L），检

测器为紫外检测器，波长 220 nm。

1.2.2 细胞处理

1.2.2.1 细胞培养 
GES-1 细胞培养在含 10%（φ） FBS 的 RPMI-

1640 培养基中，在 5%（φ） CO2、37 ℃的培养箱

中培养，取对数生长期的细胞进行试验。

1.2.2.2 CCK-8法测定细胞活力

设置只含有新鲜培养液为空白孔，含有细胞且

不含样品作为对照孔，不同质量浓度的九香虫肽分别

为 62、125、250、500、1 000 μg/mL，每组样品设置

6 个复孔，培养 24 h 后加入 CCK-8，测定细胞活力。

设置空白对照组 NC、模型组 M、低剂量组 L
和高剂量组 H、M 组用 90 μg/mL 槟榔碱溶液培养

24 h，而实验组用 250、1 000 μg/mL 九香虫肽预处

理 12 h 后再用 90 μg/mL 槟榔碱溶液培养 24 h，每

组样品设置 6 个复孔，测定细胞活力。

V =
A-A0

A1-A0
 ×100%                                              （1）

式中：

V——细胞活力，% ；

A ——样品组在 450 nm 处的吸光值；

A0——空白组在 450 nm 处的吸光值；

A1——对照组在 450 nm 处的吸光值。

1.2.2.3 GES-1细胞活性氧检测 
取生长状态良好 GES-1 细胞，以每毫升 1×105

个的密度接种于 6 孔细胞培养板内，培养 24 h 后按

分组加入不同培养基，每孔 2 mL，放回培养箱内继

续培养 24 h。培养完成后，参考冷彦等 [13] 的方法进

行细胞活性氧检测。

1.2.2.4 GES-1细胞GSH、SOD、LDH检测 
同 1.2.2.3 方法培养，培养完成后，按照 LDH

试剂盒、T-SOD 试剂盒、GSH 试剂盒中的说明书进

行测定。

1.2.2.5 GES-1细胞线粒体膜电位（Mitochondrial 
Membrane Potential, MMP）检测 

同 1.2.2.3 方法培养，培养完成后参考冼健安

等 [14] 的方法进行细胞线粒体膜电位的检测。

1.2.2.6 GES-1细胞ATP酶检测 
同 1.2.2.3 方法培养，按照超微量 ATP 酶测试

盒（Na+K+、T-ATP 酶）中的说明书进行测定。

1.2.3 转录组分析

收集细胞提取总 RNA，通过 Oligo(dT) 磁珠富

集带有 polyA 尾的 mRNA，将 mRNA 片段化，利

用随机寡核苷酸为引物，在 M-MuLV 逆转录酶体

系中合成 cDNA，生成的双链 cDNA 进行末端修

复、加 A 尾并连接测序接头。用 AMPure XP beads
筛选 250~300 bp 左右的 cDNA，进行聚合酶链式反

应（Polymerase Chain Reaction, PCR）扩增并再次

使用 AMPure XP beads 纯化。将不同文库 pooling
后进行 Illumina 测序，原始数据质控后除去低质

量 reads（接头序列，含 N 比率超过 10% 的 reads、
adapter（体积分数），及长度小于 20 bp 的序列），

得到 clean data，使用 DESeq2 筛选差异表达基因

（Differentially Expressed Genes, DEGs）， 设 定 错

误发生率（False Discovery Rate, FDR）多重检验

校正 p-adjust ＜ 0.05 和样本表达量差异倍数（Fold 
Change, FC）|log2FC| ≥ 2 为筛选标准。利用基因本

体论（Gene Ontology, GO）数据库和京都基因与

基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes, KEGG）数据库对 DEGs 进行功能注释和

通路分析。

1.2.4 实时荧光定量聚合酶链式反应

参考 Zhao 等 [15] 的方法，提取总 RNA 以获得

的总 mRNA，使用反转录酶将总 mRNA 反转录

为 cDNA，引物序列是通过使用 primer 5 软件根据

NCBI 平台检索到的目的基因设计和合成的，引物

序列如下。



现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology                                               2025, Vol.41, No.5

 39 

表 1  引物序列

table 1 Primer Sequence

基因 引物序列

β-actin
F ACCCTGAAGTACCCCATCGAG

R AGCACAGCCTGGATAGCAAC

p62
F CCCGTCTACAGGTGAACTCCA

R CTCCGATGTCATAGTTCTTGGTC

Hsp90
F GTCCTGTGCGGTCACTTAG

R TGAAAGGCGAACGTCTCAAC

cPLA2
F AGAATTACTCTCTGACCGACT

R ACGGGCTTCTTCATATTGGAC

RIPK1
F CCGTAAACTGGGCTTCACAC

R CTTTATGCCTTCCCTCATCACC

RIPK3
F CCATAGAAAACCAGCACTCTCG

R GAACCTGCTCCTCTTGTGCC

MLKL
F GCAGGTTTCTAACAGCAAGCCA

R GCTCCTTCCAGACATCACTCA

1.2.5 蛋白免疫印迹

收集细胞加入适量 RIPA 裂解液裂解细胞和蛋

白抽提，参照 Zhao 等 [15] 的方法进行电泳、转膜、

孵育等实验，凝胶成像后利用 Image J软件进行分析。

1.3 数据处理

本研究的数据结果采用 Excel 2019、SPSS 26、
Graphpad Prism 8.3、Flowjo、ImageJ 等软件分析并

作图。P ＜ 0.05 表示差异显著，P ＜ 0.01 表示差异

极显著。

2  结果与分析

2.1 九香虫肽基本成分分析

九香虫肽氨基酸含量丰富，共有 17 种氨基

酸，其氨基酸组成见表 2。其中，含量最高的是

谷氨酸和天冬氨酸，分别占 15.19% 和 10.15%。

研究表明，谷氨酸和天冬氨酸具有较好的抗氧

化活性且有助于保护胃肠道粘膜完整性，通过

调控其氨基酸代谢能在一定程度上改善胃黏膜

病理状态  [16] 。必需氨基酸 / 非必需氨基酸比值为

70.46%，优于 FAO/WHO 氨基酸模式要求的比值

60%，说明九香虫肽的氨基酸组成较为优质，具

有良好营养价值。如 3 所示，九香虫肽中相对分

子质量小于 1 000 u 占比为 88.10%，说明经酶解

后所制备的九香虫肽大多数为小分子肽。 

表 2  氨基酸组成分析

table 2 Analysis of aminoacid composition

氨基酸种类 九香虫肽 /%（质量分数）

谷氨酸 15.19±3.27

丙氨酸 7.27±0.68

天冬氨酸 10.15±1.61

脯氨酸 4.30±0.84

甘氨酸 4.89±0.47

酪氨酸 4.23±0.83

丝氨酸 4.94±0.63

精氨酸 5.57±0.74

胱氨酸 2.10±0.37

组氨酸 3.26±1.09

亮氨酸 7.62±1.32

缬氨酸 6.06±0.84

赖氨酸 7.30±1.42

异亮氨酸 5.26±0.89

苏氨酸 5.01±0.71

蛋氨酸 3.59±0.79

苯丙氨酸 3.22±0.88

必需氨基酸 41.32

非必需氨基酸 58.64

必需氨基酸与非必需氨基酸比值 70.46%

表 3  相对分子质量分布

table 3 Relative molecular mass distributions 

相对分子质量 /u 所占比例 /%

＜ 1 000 88.10

1 000~2 000 6.40

2 000~5 000 4.60

5 000~10 000 0.90

2.2 九香虫肽对GES-1细胞活力、GSH、

SOD、LDH的影响
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图 1 九香虫肽对 GES-1 细胞活力、GSH、SOD、

LDH 的影响

Fig.1 the effects of Aspongopus chinensis Dallas’ polypeptide 

on the viability, gSh, SOD and LDh of gES-1 cells

注：样本数 n=6。NC ：对照组；M ：模型组；L ：低剂

量组；H ：高剂量组。图中 # 表示与正常组相比 P ＜ 0.5，##

表示与 NC 正常组相比 P ＜ 0.01 ；* 表示与 M 模型组相比，

P ＜ 0.5，** 表示与 M 模型组相比 P ＜ 0.01。

不同质量浓度九香虫肽对 GES-1 细胞活力的影

响结果见图 1a，其中 250、500、1 000 μg/mL 的九

香虫肽能够显著提高细胞活力，分别提高了 8.87%
（P ＜ 0.05）、25.99%（P ＜ 0.01）和 48.12%（P ＜ 0.01），
选择低剂量 250 μg/mL 和高剂量 1 000 μg/mL 用作

后续实验。九香虫肽对槟榔碱诱导的 GES-1 细胞

活力的影响结果见图 1b。经过九香虫多肽的预处

理，GES-1 细胞活力有所回升，分别提高了 4.94%
（P ＜ 0.01）和 10.89%（P ＜ 0.01）。上述结果表明，

九香虫肽可保护 GES-1 细胞，抵抗槟榔碱诱导的细

胞活力降低。 
九香虫肽对 GES-1 细胞内 GSH、SOD、LDH 的

影响见图 1CDE。在槟榔碱的作用下，GES-1 细胞内

GSH 含量以及 SOD 酶活力极显著降低（P ＜ 0.01），高

剂量九香虫肽处理后，细胞内 GSH 含量（质量分数）

以及 SOD 酶活力相对于 M 组极显著升高（P ＜ 0.01），
分别增加了 40.10% 和 38.29%。与 NC 组相比，M 组

中 GES-1 细胞的 LDH 活力极显著增加（P ＜ 0.01），
GES-1 细胞受到毒性损伤。而经过九香虫肽的预处理，

LDH 活力呈现下降趋势，在高剂量九香虫多肽的处理

下，下降了 8.99%（P ＜ 0.05）。该结果表明，九香虫肽

的预处理对槟榔碱的毒性具有一定的抵抗作用，九香

虫肽可以提高细胞内 GSH 含量和 SOD 酶活力，降低

LDH 活力，从而抵抗氧化应激损伤。

2.3 九香虫肽对GES-1细胞ROS的影响

九香虫肽对 GES-1 细胞 ROS 的影响见图 2，
图中峰往右侧偏移代表着荧光强度增加，平均荧

光强度可反映 ROS 水平。与对照组相比，模型组

的 ROS 平均荧光强度极显著增加（P ＜ 0.01），约

为 NC 组的 6.2 倍。经过九香虫多肽的预处理，

GES-1 细胞内的 ROS 水平呈现极显著降低的趋势

（P ＜ 0.01）。上述结果说明，九香虫肽可以逆转槟

榔碱导致的 GES-1 细胞内 ROS 水平提高，从而发

挥其抗氧化损伤的作用。
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图 2 九香虫肽对 GES-1 细胞 ROS 的影响

Fig.2 the effect of Aspongopus chinensis Dallas’ 

polypeptide on ROS in gES-1 cells

注：样本数 n=6。a 为 NC 组 GES-1 流式直方图；b 为

M 组；c 为 L 组；d 为 H 组；e 为平均荧光强度统计柱状图。

2.4 九香虫肽对GES-1细胞线粒体膜电位的
影响

线粒体膜电位下降是细胞凋亡和线粒体功能障

碍早期阶段的标志性事件，下降程度越高代表损伤

越高，JC-1 以聚合物形式在高线粒体膜电位的条件

下发射红色荧光，而在低线粒体膜电位时，则以单

体形式发射绿色荧光 [17] 。九香虫肽对 GES-1 细胞

线粒体膜电位的影响见图 3。与 NC 相比，M 组的

MMP 出现了极显著降低（P ＜ 0.01）。而经过九香

虫肽预处理，GES-1 细胞 MMP 水平呈现出上升趋

势，在高质量浓度九香虫多肽处理下出现极显著上

升（P ＜ 0.01）。结果表明，九香虫肽可以在一定程

度上通过提升线粒体膜电位，从而达到对 GES-1 细

胞的保护作用，有效改善槟榔碱诱导的线粒体功能

紊乱。

  

  

图 3 九香虫肽对 GES-1 细胞线粒体膜电位的影响

Fig.3 the effect of Aspongopus chinensis Dallas’ polypeptide 

on the mitochondrial membrane potential of gES-1 cells

注：样本数 n=6。a 为 NC 组 GES-1 流式散点图；b 为

M 组；c 为 L 组；d 为 H 组；e 为线粒体膜电位水平统计柱状图。
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2.5 九香虫肽对GES-1细胞ATP酶的影响

九香虫肽对 GES-1 细胞 ATP 酶的影响见图 4。
与 NC 组相比，M 组的 Na+K+-ATP 酶活力极显著

下降（P ＜ 0.01）。与 M 组相比，经过九香虫肽处

理后，Na+K+-ATP 酶活力在 H 组中出现极显著升高

（P ＜ 0.01）。同样处理条件下，总 ATP 酶活力的变

化呈现出了相似的趋势，与 M 组相比，经过九香虫

肽处理后，总 ATP 酶活力在 H 组中出现极显著升高

（P ＜ 0.01）。上述结果表明，九香虫肽可能通过提高

GES-1 细胞内 ATP 酶活力和能量代谢，进而维持线粒

体的渗透压，从而降低槟榔碱诱导的线粒体功能障碍。

图 4 九香虫肽对 GES-1 细胞 ATP 酶的影响

Fig.4 the effect of Aspongopus chinensis Dallas’ polypeptide 

on AtPase in gES-1 cells

注：样本数 n=6。

2.6 转录组分析

2.6.1 差异表达基因分析

图 5a 中各组间的样本距离均比较接近，说明

组间样本重复性好，不同组间距离分散表示不同组

间存在差异。图 5b 中红色越深代表基因表达量越

高，蓝色反之，低剂量以及高剂量九香虫肽预处理

可以对应地调节槟榔碱诱导的 GES-1 细胞相应基因

表达。图 5c、5d 火山图内红色为显著上调基因，绿

色为显著下调基因，槟榔碱显著调节了 GES-1 细胞

的基因转录水平，相比于 M 组，H 组预处理能够有

效地调节由槟榔碱诱导的基因转录水平变化。

图 5 差异表达基因分析

Fig.5 Differential gene expression analysis

注：样本数 n=3。a 为各组基因表达主成分分析；b 为基

因表达量聚类分析图；c 为显著差异表达基因火山图（NC 组

vs M 组）；d 为显著差异表达基因火山图（M 组 vs H 组）。
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图 6 显著差异表达基因 GO 功能分析

Fig.6 Analysis of genes that are differentially expressed using gene Ontology (gO)

注：样本数 n=3。a 为 NC 组 vs M 组；b 为 M 组 vs L 组；c 为 M 组 vs H 组。
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2.6.2 GO功能富集分析

为进一步研究九香虫肽对GES-1细胞的调控作用，

对差异基因进行 GO 功能分析，GO 数据库包括相关

生物学过程（Biological Process, BP）、细胞组分（Cellular 
Component, CC）以及分子功能（Molecular Function, 
MF）。与 NC 组相比，M 组显著调节的 BP 有活性氧

反应（Response to Reactive Oxygen Species）、氧化应激

反应（Response to Oxidative Stress）等；MF 有 ATP 酶

活性（ATPase Activity）等。与 M 组相比，L 组显著调

节的 BP 有坏死过程（Necroptotic Process）、程序坏死

细胞死亡（Programmed Necrotic Cell Death）等，CC 有

线粒体外膜（Mitochondrial Outer Membrane）等；H 组

显著调节的 BP 有活性氧的代谢过程（Reactive Oxygen 
Species Metabolic Process）等，MF 有 ATP 酶活性等。

以上结果说明，九香虫肽主要影响 BP 方面，通过活

性氧代谢过程、ATP 酶活性等方面调节槟榔碱的刺激。

2.6.3 KEGG通路富集分析

采用 KEGG 数据库对显著差异表达基因进行代

谢通路富集分析。结果表明 M 组显著影响了程序

性坏死信号通路（Necroptosis）、NOD 样受体信号

通路（NOD-like Receptor Signaling Pathway）等；与

M 组相比，L、H 组显著影响了程序性坏死信号通

路、FoxO 信号通路（FoxO Signaling Pathway）等。

综合各项指标，后续研究围绕程序性坏死通路进行。

图 7 差异基因的 KEGG 富集分析

Fig.7 KEGG enrichment analysis of differentially 

expressed genes

注：样本数 n=3。a 为 NC 组 vs M 组；b 为 M 组 vs L 组；

c 为 M 组 vs H 组。

2.7 九香虫肽对程序性坏死通路关键基因表
达的影响

九香虫肽对程序性坏死通路相关基因调控

的影响见图 8。与 NC 组相比，M 组 GES-1 细

胞中 p62、Hsp90、cPLA2 的基因水平极显著提

高（P ＜ 0.01），对应地，其通路下游的 RIPK1、
RIPK3 以及 MLKL 的基因表达也极显著提高

（P ＜ 0.01）。此外，低剂量组以及高剂量组的相

关基因表达水平相对于模型组则是呈现出相反趋

势，具有极显著调节作用（P ＜ 0.01）。上述结果

表明，槟榔碱刺激 GES-1 细胞可以调控程序性坏

死相关基因高表达，九香虫肽可以在基因水平上

抑制相关改变，从而缓解槟榔碱带来的细胞程序

性坏死。

2.8 九香虫肽对程序性坏死通路关键蛋白表
达的影响

九香虫肽对程序性坏死通路相关蛋白调控的

影响见图 9。M 组中槟榔碱的刺激极显著提高了

p62、Hsp90、cPLA2 蛋白的水平，对应其通路下游

RIPK1、RIPK3 以及 MLKL 的蛋白表达也显著升高，

九香虫肽显著逆转该变化。电泳条带图能直观看到

H 组的相关蛋白水平降低，趋于 NC 组。上述结果

表明，槟榔碱刺激 GES-1 细胞可以上调程序性坏死

相关蛋白的表达，九香虫肽可以在蛋白水平上降低

相关蛋白表达，从而缓解槟榔碱带来的细胞程序性

坏死。 
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图 8 程序性坏死通路相关基因相对表达量

Fig.8 Relative expression of genes associated with the necroptosis pathway

注：样本数 n=3。

      

      

      

图 9 九香虫肽对程序性坏死通路关键蛋白的影响

Fig.9 Effect of Aspongopus chinensis Dallas’ polypeptide on key proteins of necroptosis pathway

注：样本数 n=3。a~f 为程序性坏死通路关键蛋白的表达；g 为程序性坏死通路关键蛋白电泳条带图。

3  讨论

近年来，食用槟榔的人数仍在增加，由槟榔碱

造成的不良效应也备受关注，位于表层的上皮细胞

极易受其影响，前期研究证实槟榔碱导致胃黏膜上

皮细胞损伤 [10] 。本研究选用传统的药食两用资源九

香虫进行活性研究，旨在深入剖析九香虫肽缓解槟

榔碱诱导的 GES-1 细胞损伤的作用机制，具体保护
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机制见图 10。
前期研究表明槟榔碱造成 GES-1 细胞损伤主要

表现在过度的氧化应激和线粒体损伤。当细胞内产

生过多 ROS 时，会导致氧化应激，对细胞结构功能

造成损害，为缓解该负担，细胞依赖于多个内源性

抗氧化防御系统来清除 ROS 或阻止其形成。其中，

GSH 作为有效的抗氧化剂，能够中和自由基，有效

保护细胞免受氧化应激的损伤 [18] 。SOD 是一种含金

属的抗氧化酶，参与催化超氧化物向过氧化氢和分

子氧的分解，有助于减轻氧化压力 [19] 。这两种酶在

细胞内的抗氧化防御中扮演着关键的角色，维护细

胞内的氧化还原平衡。此外，LDH 是一种参与乳酸

代谢的细胞内酶，通常在细胞受到损伤或氧化应激

时释放 [19] 。经九香虫肽处理后，GSH 含量和 SOD
酶活力出现显著增加，LDH 酶活力降低，从而减轻

细胞内氧化损伤。

氧化应激中过量 ROS 会诱导线粒体损伤，线

粒体损伤后进一步生成更多的 ROS，三者恶性循

环相互影响细胞代谢。当线粒体功能受损时，ROS
导致线粒体膜通透性的增加，诱导 MMP 下降，而

Na+K+-ATP 酶活力降低，导致 Na+ 和 K+ 浓度不平衡，

进一步产生更多的 ROS，最终细胞出现功能障碍而

坏死 [20,21] 。低高剂量的九香虫肽能够显著降低 ROS
水平，分别下降 25.62% 和 48.75%，并调节 MMP
和 ATP 酶活力，使其趋于正常水平。类似的，鹿茸

多肽提高人神经母细胞瘤细胞 (SH-SY5Y) 的 MMP
并降低 ROS 水平，抑制由 Aβ25-35 诱导的线粒体功

能障碍和氧化损伤 [22] 。因此，九香虫肽通过提高线

粒体膜电位和 ATP 酶活力，降低 ROS 水平，维持

线粒体的渗透压，从而维护氧化应激系统、ROS 和

线粒体功能之间的稳态。

图 10 九香虫肽对 GES-1 细胞的保护机制

Fig.10 Mechanism of protection of gES-1 cells by 

Aspongopus chinensis Dallas’ polypeptide

为进一步探究九香虫缓解槟榔碱诱导的细胞损

伤作用机制，本研究通过转录组学技术分析得出程

序性坏死通路是九香虫肽对 GES-1 细胞的主要调控

途径。程序性坏死是一种由 RIPK1 和 RIPK3 级联

磷酸化调控的死亡形式，死亡信号诱导 RIPK3 激

酶激活后，进而磷酸化细胞坏死的特异性执行蛋白

MLKL，MLKL 蛋白聚合在膜上打孔裂解细胞膜，

以致细胞死亡和胞内物质的外漏 [23] 。降低 RIPK1
和 RIPK3 表达以及 MLKL 的磷酸化，能够抑制其

程序性坏死的发生 [24] 。大量研究表明，下调 RIPK1
和 RIPK3 的 mRNA 和蛋白表达水平能够缓解肝细

胞 [25,26] 、肾小管细胞 [27] 和心肌细胞 [28] 的程序性坏

死。细胞发生程序性坏死是由内源和外源性因素的

共同引起的，其中包括氧化应激和线粒体损伤，通

路中的关键蛋白也与它们有着相互作用。p62 是适

应性应激蛋白，能调控多条信号通路，其表达可

以在氧化应激条件下上调，作为选择性自噬的适

应性蛋白，p62 能选择性降解氧化应激引起的受损

蛋白和细胞器，调节氧化应激水平 [29] 。一项动物

实验表明，二甲双胍能够降低 p62 的表达，通过减

少 p62 与坏死小体的结合抑制 RIPK1/RIPK3/MLKL
通路 [30] 。Hsp90 主要作为分子伴侣参与蛋白质的合

成、折叠等过程，在程序性坏死中，Hsp90 会促进

RIPK1 与其他蛋白之间相互作用，若抑制 Hsp90 的

表达，坏死体的形成就会被阻断，抑制程序性坏

死 [31,32] 。cPLA2 是具有催化甘油磷酸脂二位酰基水

解活性的一类酶，细胞中氧化应激水平升高时，大

量自由基破坏细胞膜，cPLA2 表达增加，这一过程

产生多种游离脂肪酸，可作为下游反应信号最终引

发细胞损伤或死亡 [33] 。cPLA2 和 ROS 之间相互依赖

会导致细胞线粒体超极化与氧化破裂，最终诱发细

胞程序性坏死 [34] 。在本研究中，通过 RT-qPCR 和

WB 技术检测该通路上游 p62、Hsp90、cPLA2 和下

游 RIPK1、RIPK3、MLKL 的表达，显示九香虫肽

显著下调了基因和蛋白水平的表达，进一步验证了

九香虫肽通过抑制程序性坏死通路缓解细胞损伤。

4  结论

槟榔碱导致 GES-1 细胞发生程序性坏死，而九

香虫肽通过多方面作用机制缓解细胞损伤。经九香

虫肽预处理后，GES-1 细胞活力明显提升，通过增

加 GSH、SOD 酶活力和降低 ROS 水平缓解氧化应

激，同时维护线粒体膜电位的稳态以及正常的能量

供应，进一步下调 p62、Hsp90、cPLA2 蛋白表达，
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靶向介导 RIPK1/RIPK3/MLKL 通路，抑制细胞程序

性坏死发生，共同缓解槟榔碱造成的 GES-1 细胞损

伤。本研究为槟榔碱引起的细胞损伤及九香虫肽的

应用开发奠定基础，也为相关胃部疾病的治疗策略

提供了新的思路和可能性。
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