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摘要：目的　探讨茶黄素通过调控星形细胞上调基因１（ＡＥＧ－１）介导 ＮＯＤ样
受体热蛋白结构域相关蛋白３（ＮＬＲＰ３）／半胱天冬蛋白酶－１（Ｃａｓｐａｓｅ－１）信号
通路改善溃疡性结肠炎（ＵＣ）肠上皮细胞炎症反应的机制。方法　将 ＮＣＭ４６０
细胞分为空白组（ＮＣＭ４６０细胞常规培养，不进行任何干预处理）、模型组（给予
ＮＣＭ４６０细胞１ｍｇ·Ｌ－１脂多糖处理２４ｈ）、实验组（给予ＮＣＭ４６０细胞６４μｍｏｌ·Ｌ－１

茶黄素和１ｍｇ·Ｌ－１脂多糖处理２４ｈ）、ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣ组（ＮＣＭ４６０细胞转染
ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣ质粒后，给予 ６４μｍｏｌ·Ｌ－１茶黄素和 １ｍｇ·Ｌ－１脂多糖处理
２４ｈ）、ｐｃＤＮＡ３１－ＡＥＧ－１组（ＮＣＭ４６０细胞转染ｐｃＤＮＡ３１－ＡＥＧ－１质粒后，
给予６４μｍｏｌ·Ｌ－１茶黄素和１ｍｇ·Ｌ－１脂多糖处理２４ｈ）。用细胞计数试剂盒８
法、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ及细胞划痕实验检测细胞活力、侵袭及迁移能力，用实时荧光定量
逆转录聚合酶链式反应检测ＡＥＧ－１、屏障损伤相关蛋白的ｍＲＮＡ水平，用蛋白
免疫印迹法检测 ＡＥＧ－１、凋亡、屏障损伤及 ＮＬＲＰ３／Ｃａｓｐａｓｅ－１信号通路相关
蛋白表达，用酶联免疫吸附法检测炎症因子含量。结果　空白组、模型组和实验
组的细胞迁移率分别为（７８８５±１３４７）％、（１９３２±３１５）％和（５４９７±９０３）％。空
白组、模型组、实验组、ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣ组、ｐｃＤＮＡ３１－ＡＥＧ－１组的白细胞介素
－６（ＩＬ－６）水平分别为（０４９±００７）、（１３６±０２１）、（０６４±００９）、（０６８±０１０）
和（１２１±０１８）ｐｇ·Ｌ－１，凋亡率分别为（８２６±１４７）％、（２７０９±４６２）％、
（１４５１±２１８）％、（１６７５±２８３）％和（２２６８±３５６）％，Ｂ淋巴细胞瘤 －２
（Ｂｃｌ－２）蛋白相对表达水平分别为 １００±０１６、０３９±００７、０７１±０１２、
０６７±００９和０５４±００８，Ｂｃｌ－２相关 Ｘ（Ｂａｘ）蛋白的相对表达水平分别为
１００±０１９、６４５±１１２、３９０±０６４、３７９±０５８和６０７±０９６，ＡＥＧ－１ｍＲＮＡ
分别为１００±０１３、４３５±０７６、１９２±０３３、２０８±０３２和３２６±０５７，ＡＥＧ－１蛋白
相对表达水平分别为 １００±０１７、４８２±０７９、２０７±０３４、２２５±０３６和
３９４±０７１，紧密连接蛋白 －１（ＺＯ－１）的 ｍＲＮＡ分别为１００±０１５、
０３７±００６、０７６±０１３、０７９±０１４和 ０５１±００９，闭合蛋白（Ｏｃｃｌｕｄｉｎ）的
ｍＲＮＡ分别为１００±０１６、０２９±００５、０５８±０１０、０５２±００９和０３７±００６，
ＮＬＲＰ３的蛋白相对表达水平分别为 １００±０１９、６５８±１０６、２７１±０４３、
２５９±０４２和５１６±０９４，ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ－１的蛋白相对表达水平分别为
１００±０１６、５２６±０９３、３４２±０５９、３６５±０６４和５０９±０８７。上述指标，模
型组与空白组、实验组比较，ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣ组与 ｐｃＤＮＡ３１－ＡＥＧ－１组比较，
在统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）。结论　茶黄素可改善
ＬＰＳ诱导ＵＣ肠上皮细胞的炎症反应和抑制细胞凋亡，对上皮屏障功能具有保护
作用，其机制可能与下调ＡＥＧ－１表达抑制ＮＬＲＰ３／Ｃａｓｐａｓｅ－１信号通路有关。
关键词：茶黄素；星形细胞上调基因１；ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋白３；半
胱天冬蛋白酶－１；溃疡性结肠炎；肠上皮细胞；炎症
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｔｈｅａｆｌａｖｉｎｉｍｐｒｏｖｉｎｇｔｈｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ（ＵＣ）ｔｈｒｏｕｇｈｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＮＯＤ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｔｈｅｒｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ３（ＮＬＲＰ３）／Ｃａｓｐａｓｅ－１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｍｅｄｉａｔｅｄｂｙａｓｔｒｏｃｙｔｅｅｌｅｖａｔｅｄｇｅｎｅ１（ＡＥＧ－１）Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ＮＣＭ４６０ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｃｕｌｔｕｒｅｏｆＮＣＭ４６０ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｏｕｔａｎｙｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１ｍｇ·Ｌ－１ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｉｎＮＣＭ４６０ｃｅｌｌｓｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓ），ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｇｒｏｕｐ（ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ６４μｍｏｌ·Ｌ－１ ｔｈｅａｆｌａｖｉｎａｎｄ１ｍｇ·Ｌ－１ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｉｎＮＣＭ４６０ｃｅｌｌｓｆｏｒ２４ｈ），
ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣｇｒｏｕｐ（ａｆｔｅｒＮＣＭ４６０ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｃＤＮＡ３１－ＮＣｐｌａｓｍｉｄ，ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ
６４μｍｏｌ·Ｌ－１ｔｈｅａｆｌａｖｉｎａｎｄ１ｍｇ·Ｌ－１ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｆｏｒ２４ｈ）ａｎｄｐｃＤＮＡ３１－ＡＥＧ－１ｇｒｏｕｐ（ａｆｔｅｒＮＣＭ４６０
ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｃＤＮＡ３１－ＡＥＧ－１ｐｌａｓｍｉｄ，ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ６４μｍｏｌ·Ｌ－１ｔｈｅａｆｌａｖｉｎａｎｄ１ｍｇ·Ｌ－１

ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｆｏｒ２４ｈ）Ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８ｍｅｔｈｏｄ，ｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙ，ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｃｅｌｌｓｃｒａｔｃｈａｓｓａｙ，ａｎｄｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＡＥＧ－１ａｎｄ
ｂａｒｒｉｅｒｄａｍａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌ－ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＡＥＧ－１，ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｂａｒｒｉｅｒｉｎｊｕｒｙａｎｄＮＬＲＰ３／
Ｃａｓｐａｓｅ－１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅ
ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓＲｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（７８８５±１３４７）％，（１９３２±３１５）％ ａｎｄ（５４９７±９０３）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－
６（ＩＬ－６）ｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣｇｒｏｕｐａｎｄｐｃＤＮＡ３１－ＡＥＧ－１
ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（０４９±００７），（１３６±０２１），（０６４±００９），（０６８±０１０）ａｎｄ（１２１±０１８）ｐｇ·Ｌ－１，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｗｅｒｅ（８２６±１４７）％，（２７０９±４６２）％，（１４５１±２１８）％，（１６７５±２８３）％
ａｎｄ（２２６８±３５６）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２（Ｂｃｌ－２）ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ
１００±０１６，０３９±００７，０７１±０１２，０６７±００９ａｎｄ０５４±００８，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
Ｂｃｌ－２－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸ（Ｂａｘ）ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±０１９，６４５±１１２，３９０±０６４，３７９±０５８ａｎｄ６０７±０９６，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＡＥＧ－１ｗｅｒｅ１００±０１３，４３５±０７６，１９２±０３３，２０８±０３２ａｎｄ
３２６±０５７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＡＥＧ－１ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１００±０１７，４８２±０７９，
２０７±０３４，２２５±０３６ａｎｄ３９４±０７１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＺｏｎｕｌａＯｃｃｌｕｄｅｎｓ－１（ＺＯ－１）ｗｅｒｅ
１００±０１５，０３７±００６，０７６±０１３，０７９±０１４ａｎｄ０５１±００９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆ
Ｏｃｃｌｕｄｉｎｗｅｒｅ１００±０１６，０２９±００５，０５８±０１０，０５２±００９ａｎｄ０３７±００６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＬＲＰ３ｗｅｒｅ１００±０１９，６５８±１０６，２７１±０４３，２５９±０４２ａｎｄ５１６±０９４，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－１ｗｅｒｅ１００±０１６，５２６±０９３，
３４２±０５９，３６５±０６４ａｎｄ５０９±０８７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＷｈｅｎｃｏｍｐａｒｉｎｇｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄ
ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｐｃＤＮＡ３１－ＮＣｇｒｏｕｐｗｉｔｈｔｈｅｐｃＤＮＡ３１－ＡＥＧ－１ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅ
ａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｗｅｒｅａｌｌｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅａｆｌａｖｉｎｃａｎｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆＬＰＳ－ｉｎｄｕｃｅｄＵＣｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ａｎｄｈａｓａｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ
ｅｆｆｅｃｔｏｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｂａｒｒｉｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎＴｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＡＥＧ－１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄ
ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅＮＬＲＰ３／Ｃａｓｐａｓｅ－１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｔｈｅａｆｌａｖｉｎ；ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｇｅｎｅ１；ＮＯＤ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｔｈｅｒｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
３；ｃａｓｐａｓｅ－１；ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ；ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ

　　溃疡性结肠炎（ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）是一种病变
局限在肠道黏膜层及黏膜下层的慢性、持续性、非特

异性免疫性肠病，长期不受控制的 ＵＣ可能会导致结

直肠癌，目前仍缺乏特效药物，因此，从多角度探索

ＵＣ的病理机制，发现新的药物作用靶点是当前探索
的主要方向［１－２］。越来越多的研究发现，天然产物及
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ８Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５４）

其衍生物对ＵＣ的疗效确切，其中茶黄素作为天然特
征性多酚产物，具有抗氧化剂、抗炎、抗病毒及预防骨

质疏松等生理作用［３－４］。近年来研究发现，人类星形

细胞上调基因１（ａｓｔｒｏｃｙｔｅｅｌｅｖａｔｅｄｇｅｎｅ１，ＡＥＧ－１）在
中枢神经变性、肿瘤、炎症等多种病理过程中发挥重

要作用，可参与多种信号通路的活化进而改变细胞的

生物学行为；ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋白 ３
（ＮＯＤ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｔｈｅｒｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ３，ＮＬＲＰ３）／半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 －１
（Ｃａｓｐａｓｅ－１）信号通路参与固有免疫的活化过程，被
认为与ＵＣ肠道免疫炎症损伤密切相关［５－６］。但茶黄

素对 ＵＣ肠上皮细胞损伤的影响，及是否涉及
ＡＥＧ－１、ＮＬＲＰ３／Ｃａｓｐａｓｅ－１通路的机制尚不清楚。
基于此，本研究以脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ）诱
导的ＵＣ肠上皮细胞 ＮＣＭ４６０为模型，探讨茶黄素对
其的影响及潜在机制，以期为临床应用提供参考。

材料与方法

１　材料
细胞　人结肠上皮细胞 ＮＣＭ４６０，购自湖北武汉

尚恩生物技术有限公司。

药品与试剂　茶黄素（ｔｈｅａｆｌａｖｉｎ），规格：每瓶
１０ｍｇ，纯度：≥９５０％（ＨＰＬＣ法），批号：８１０９０、ＬＰＳ，
规格：每瓶１ｍｇ，纯度：＜１％ 蛋白质（Ｌｏｗｒｙ法），批
号：００００３７０４６４，均购自美国 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司；
ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、逆转录试剂盒、细胞计数试剂盒８（ｃｅｌｌ
ｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８）、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，均购自上海
碧云天生物技术股份有限公司；甘油醛 －３－磷酸脱
氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）、ＡＥＧ－１、Ｂ淋巴细胞瘤 －２基因（Ｂ－ｃｅｌｌ
ｌｙｍｐｈｏｍａ－２，Ｂｃｌ－２）、Ｂｃｌ－２相关Ｘ蛋白（Ｂｃｌ－２－
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂａｘ）、紧密连接蛋白 －１（ｚｏｎｕｌａ
ｏｃｃｌｕｄｅｎ－１，ＺＯ－１）、闭合蛋白（Ｏｃｃｌｕｄｉｎ）、ＮＬＲＰ３和
剪切型半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶－１（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－１）
抗体、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔免疫球蛋白Ｇ抗
体，均购自英国 Ａｂｃａｍ公司；原位末端转移酶标记技
术 （ｔｅｒｍｉｎａｌｄｅｏｘｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ－ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｄＵＴＰｎｉｃｋｅｎｄｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）检测试剂盒，购自北
京索莱宝科技有限公司；白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）
－６、ＩＬ－１β、ＩＬ－１８和肿瘤坏死因子 －α（ｔｕｍｏｕｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－ａｌｐｈａ，ＴＮＦ－α）酶联免疫吸附（ｅｎｚｙｍｅ
－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｎｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒，购自上
海酶联生物科技有限公司。

仪器　ＮｉｋｏｎＥｃｌｉｐｓｅＴｉ－ＳＲ荧光显微镜，日本尼
康公司产品；ＱｕａｎＳｔｕｄｉｏ６荧光定量聚合酶链反应仪，
美国Ｔｈｅｒｍｏ公司产品；Ｉｎｆｉｎｉｔｅ２００ＰＲＯ酶标仪，瑞士
Ｔｅｃａｎ公司产品。
２　实验方法
２１　细胞分组与给药

取对数生长期的 ＮＣＭ４６０细胞，分为空白组
（ＮＣＭ４６０细胞常规培养，不进行任何干预处理）、模
型组（给予ＮＣＭ４６０细胞１ｍｇ·Ｌ－１ＬＰＳ处理２４ｈ）、
实验组［给予ＮＣＭ４６０细胞６４μｍｏｌ·Ｌ－１茶黄素（茶
黄素浓度为预实验筛选出的一个最优作用浓度）和

１ｍｇ·Ｌ－１ ＬＰＳ处理 ２４ｈ］、ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣ组
（ＮＣＭ４６０细胞转染 ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣ质粒后，给予
６４μｍｏｌ·Ｌ－１茶黄素和１ｍｇ·Ｌ－１ＬＰＳ处理 ２４ｈ）、
ｐｃＤＮＡ３１－ＡＥＧ －１ 组 （ＮＣＭ４６０ 细 胞 转 染
ｐｃＤＮＡ３１－ＡＥＧ－１质粒后，给予６４μｍｏｌ·Ｌ－１茶黄
素和１ｍｇ·Ｌ－１ＬＰＳ处理２４ｈ）。
２２　ＣＣＫ－８法检测细胞活力［７］

将细胞悬液稀释成５×１０４后，接种于９６孔板，每
孔１００μＬ。细胞贴壁生长２４ｈ后，弃去培养基，给予
不同浓度 ＬＰＳ（０、０１、０５、１０、２０ｍｇ·Ｌ－１）处理。
培养箱内培养细胞２４ｈ后吸弃 ＬＰＳ，磷酸盐缓冲液
（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）清洗３遍后每孔加入
新鲜无血清培养基１００μＬ和ＣＣＫ－８溶液１０μＬ，将
９６孔板放于培养箱孵育１５ｈ，酶标仪４５０ｎｍ波长处
测定每孔吸光度值。

２３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞侵袭能力［７］

将细胞接种到铺有基质胶的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室上室
中，避光孵育２４ｈ，０５％结晶紫染色后拍照并计数。
２４　细胞划痕实验法检测细胞迁移能力［７］

收集各组细胞，用移液器吸头划痕，ＰＢＳ冲洗脱
落细胞，加入无血清培养液继续培养，在０ｈ和４８ｈ
时进行拍照，观察细胞迁移情况。

２５　实时荧光定量逆转录聚合酶链式反应（ｑｕａｎｔｉ
ｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ－ＰＣＲ）检测ＡＥＧ－１、屏障损伤相关蛋
白的ｍＲＮＡ水平［８］

用ＴＲｉｚｏｌ试剂从细胞中分离总 ＲＮＡ并鉴定其纯
度及完整性，将总 ＲＮＡ反转录为互补 ＤＮＡ，采用
２－△△Ｃｔ法计算目的基因的相对表达量。引物序列如
下，ＡＥＧ －１：上 游 ５′－ＡＡＡＴＡＧＣＣＡＧＣＣＴＡＴ
ＣＡＡＧＡＣＴＣ－３′，下游 ５′－ＴＴＣＡＧＡＣＴＴＧＧＴＣＴＧＴ
ＧＡＡＧＧＡＧ－３′；ＺＯ－１：上游 ５′－ＴＡＣＣＴＣＴＴＧＡＧＣ
ＣＴＴＧＡＡＣＴＴ－３′，下游５′－ＣＧＴＧＣＴＧＡＴＧＴＧＣＣＡＴＡ
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ＡＴＡ－３′；Ｏｃｃｌｕｄｉｎ；上游 ５′－ＴＧＣＡＴＧＴＴＣＧＡＣＣＡＡＴ
ＧＣ－３′；下游 ５′－ＡＡＧＣＣＡＣＴＴＣＣＴＣＣＡＴＡＡＧＧ－３′；
ＧＡＰＤＨ：上游 ５′－ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ－３′，
下游５′－ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＴＴＧＣＴＧＴＡ－３′。
２６　蛋白免疫印迹（ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ，ＷＢ）法检测
ＡＥＧ－１、凋亡、屏障损伤及ＮＬＲＰ３／Ｃａｓｐａｓｅ－１信号
通路相关蛋白表达［９］

使用裂解缓冲液从细胞中提取总蛋白，４℃下以
１２０００ｒｐｍ离心１５ｍｉｎ，并收集上清液，二喹啉甲酸法
测定蛋白浓度。之后依次电泳、分离蛋白及转膜，５％
脱脂奶粉中封闭 １ｈ，洗膜 ３次后，加入 ＧＡＰＤＨ、
ＡＥＧ－１、Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ、ＺＯ－１、Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＮＬＲＰ３和
Ｃａｓｐａｓｅ－１一抗４℃孵育过夜后，洗膜除去一抗，再
加入辣根过氧化酶标记二抗，室温孵育２ｈ。显影定
量分析，计算目的蛋白相对表达水平。

２７　ＥＬＩＳＡ实验检测ＮＣＭ４６０细胞中炎症因子含量［１０］

收集细胞并离心取上清，按照试剂盒说明书要求

检测ＩＬ－６、ＩＬ－１β、ＩＬ－１８和ＴＮＦ－α的含量。
２８　ＴＵＮＥＬ染色检测细胞凋亡率［１１］

在无血清培养基中培养４８ｈ后，用预冷的ＰＢＳ重
悬细胞至每毫升１×１０６，在３７℃、５％ ＣＯ２条件下培养
２４ｈ后，用１ｍＬ预热的ＰＢＳ洗涤细胞，５％多聚甲醛固
定，加入１％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００液，ＰＢＳ漂洗，加入 ＴＵＮＥＬ
染色液，室温下避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗后，４′，６－二
脒基－２－苯基吲哚（４′，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎ
ｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）染核并封片，显微镜下观察并计算凋亡率。
３　统计学处理

用ＳＰＳＳ２５０软件进行统计分析，计量资料以
珋ｘ±ｓ表示。多组间用单因素方差分析，２组间比较采
用最小显著性差异 ｔ检验（ｌｅａｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
ｔ－ｔｅｓｔ，ＬＳＤ－ｔ）。

结　　果

１　不同浓度ＬＰＳ对ＮＣＭ４６０细胞活力的影响
０、０１、０５、１０、２０ｍｇ·Ｌ－１ＬＰＳ处理 ２４ｈ后

ＮＣＭ４６０细 胞 活 力 分 别 为 （１００００±２６２）％、
（８９９３±１３８５）％、（７８４７±１２１９）％、（５７８１±８３４）％
和（３５６９±６７６）％。与 ０ｍｇ· Ｌ－１相比，０１
ｍｇ·Ｌ－１ＬＰＳ处理２４ｈ后 ＮＣＭ４６０细胞活力无显著
变化（Ｐ＞００５），０５、１０、２０ｍｇ·Ｌ－１ＬＰＳ处理２４ｈ
后ＮＣＭ４６０细胞活力均显著降低（Ｐ＜０００１）。其中
ＩＣ５０值为 １２８７ｍｇ·Ｌ

－１，因此后续实验均选取

１０ｍｇ·Ｌ－１的ＬＰＳ浓度处理ＮＣＭ４６０细胞。

２　茶黄素对 ＬＰＳ作用下 ＮＣＭ４６０细胞侵袭和迁移
的影响

与空白组相比，模型组 ＮＣＭ４６０细胞的侵袭数目
显著减少，迁移率显著降低（均 Ｐ＜０００１）；与模型组
相比，实验组 ＮＣＭ４６０细胞的侵袭数目显著增多，迁
移率显著升高（均Ｐ＜０００１），见表１。
３　茶黄素对 ＬＰＳ作用下 ＮＣＭ４６０细胞中 ＡＥＧ－１
表达的影响

与空白组相比，模型组 ＮＣＭ４６０细胞中 ＡＥＧ－１
ｍＲＮＡ和蛋白相对表达水平显著升高（均Ｐ＜０００１）；
与模型组相比，实验组ＮＣＭ４６０细胞中ＡＥＧ－１ｍＲＮＡ
和蛋白相对表达水平显著降低（均Ｐ＜０００１）；与实验
组相比，ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣ组 ＮＣＭ４６０细胞中 ＡＥＧ－１
ｍＲＮＡ和蛋白相对表达水平在统计学上差异均无统计
学意义（均 Ｐ＞００５）；与 ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣ组相比，
ｐｃＤＮＡ３１－ＡＥＧ－１组ＮＣＭ４６０细胞中ＡＥＧ－１ｍＲＮＡ
和蛋白相对表达水平显著升高（均Ｐ＜０００１），见表２。
４　茶黄素调控 ＡＥＧ－１对 ＬＰＳ作用下 ＮＣＭ４６０细
胞炎症反应的影响

与空白组相比，模型组 ＮＣＭ４６０细胞中 ＩＬ－６、
ＩＬ－１β、ＩＬ－１８和 ＴＮＦ－α的含量均显著升高（均
Ｐ＜０００１）；与模型组相比，实验组 ＮＣＭ４６０细胞中
ＩＬ－６、ＩＬ－１β、ＩＬ－１８和 ＴＮＦ－α的含量显著降低
（均 Ｐ＜０００１）；与实验组相比，ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣ组
ＮＣＭ４６０细胞中ＩＬ－６、ＩＬ－１β、ＩＬ－１８和 ＴＮＦ－α的
含量无显著变化（均Ｐ＞００５）；与ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣ组
相比，ｐｃＤＮＡ３１－ＡＥＧ－１组ＮＣＭ４６０细胞中ＩＬ－６、
ＩＬ－１β、ＩＬ－１８和 ＴＮＦ－α的含量显著升高
（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），见表３。
５　茶黄素调控 ＡＥＧ－１对 ＬＰＳ作用下 ＮＣＭ４６０细
胞凋亡的影响

与空白组相比，模型组 ＮＣＭ４６０细胞的凋亡率、
　　
表１　各组ＮＣＭ４６０细胞侵袭能力与细胞迁移率的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙａｎｄｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｒａｔｅ
ｏｆＮＣＭ４６０ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ

ｎｕｍｂｅｒ（ｐｉｅｃｅｓ）

Ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ（％）
Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ ７４９３±１１６８ ７８８５±１３４７
Ｍｏｄｅｌ ８ ２１５７±３８１ １９３２±３１５

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ８ ５７２９±８４５△△△ ５４９７±９０３△△△

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｎｏｒｍａｌｆｅｅｄｉｎｇ；Ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ：ＴｒｅａｔＮＣＭ４６０ｃｅｌｌｓｗｉｔｈ

１ｍｇ·Ｌ－１ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ（ＬＰＳ）ｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：

ＮＣＭ４６０ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ６４μｍｏｌ·Ｌ－１ｔｅａｆｌａｖｉｎｓａｎｄ１ｍｇ·Ｌ－１

ＬＰＳｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， Ｐ＜０００１；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，△△△Ｐ＜０００１
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ８Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５４）

Ｂａｘ蛋白相对表达水平均显著升高，Ｂｃｌ－２蛋白相对
表达水平显著降低（均Ｐ＜０００１）；与模型组相比，实
验组ＮＣＭ４６０细胞的凋亡率、Ｂａｘ蛋白相对表达水平
均显著降低，Ｂｃｌ－２蛋白相对表达水平显著升高（均
Ｐ＜０００１）；与实验组相比，ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣ组
ＮＣＭ４６０细胞的凋亡率、Ｂａｘ及Ｂｃｌ－２蛋白相对表达水
平水平在统计学上差异均无统计学意义（均Ｐ＞００５）；
与 ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣ组相比，ｐｃＤＮＡ３１－ＡＥＧ－１组
ＮＣＭ４６０细胞的凋亡率、Ｂａｘ蛋白相对表达水平均显
著升高，Ｂｃｌ－２蛋白相对表达水平显著降低
（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），见表４。
６　茶黄素调控 ＡＥＧ－１对 ＬＰＳ作用下 ＮＣＭ４６０细
胞屏障损伤的影响

与空白组相比，模型组ＮＣＭ４６０细胞中ＺＯ－１和
ＯｃｃｌｕｄｉｎｍＲＮＡ和蛋白相对表达水平均显著降低（均
Ｐ＜０００１）；与模型组相比，实验组 ＮＣＭ４６０细胞中
ＺＯ－１和 ＯｃｃｌｕｄｉｎｍＲＮＡ和蛋白相对表达水平均显
著升高（均Ｐ＜０００１）；与实验组相比，ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣ
　　
表２　各组 ＮＣＭ４６０细胞中星形细胞上调基因 １（ＡＥＧ－１）
ｍＲＮＡ和蛋白水平比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｓｔｒｏｃｙｔｅｅｌｅｖａｔｅｄｇｅｎｅ１（ＡＥＧ－１）
ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎＮＣＭ４６０ｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＡＥＧ－１ｍＲＮＡ ＡＥＧ－１ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ １００±０１３ １００±０１７
Ｍｏｄｅｌ ８ ４３５±０７６ ４８２±０７９

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ８ １９２±０３３△△△ ２０７±０３４△△△

ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣ ８ ２０８±０３２ ２２５±０３６
ｐｃＤＮＡ３１－ＡＥＧ－１ ８ ３２６±０５７▲▲▲ ３９４±０７１▲▲▲

ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣｇｒｏｕｐ：ＡｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＮＣＭ４６０ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｔｈｅ

ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣｐｌａｓｍｉｄ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ６４μｍｏｌ·Ｌ－１

ｔｅａｆｌａｖｉｎｓａｎｄ１ｍｇＬ－１ＬＰＳｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓ；ｐｃＤＮＡ３１－ＡＥＧ－１ｇｒｏｕｐ：

ＡｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＮＣＭ４６０ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｔｈｅｐｃＤＮＡ３１－ＡＥＧ－１ｐｌａｓｍｉｄ，

ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ６４μｍｏｌ·Ｌ－１ｔｅａｆｌａｖｉｎｓａｎｄ１ｍｇＬ－１ＬＰＳｆｏｒ

２４ｈｏｕｒｓ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，△△△ Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｃＤＮＡ３１－ＮＣ

ｇｒｏｕｐ，▲▲▲Ｐ＜０００１

组ＮＣＭ４６０细胞中 ＺＯ－１和 ＯｃｃｌｕｄｉｎｍＲＮＡ和蛋白
水平在统计学上差异无统计学意义（均 Ｐ＞００５）；与
ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣ组相比，ｐｃＤＮＡ３１－ＡＥＧ－１组
ＮＣＭ４６０细胞中 ＺＯ－１和 ＯｃｃｌｕｄｉｎｍＲＮＡ和蛋白相
对表达水平均显著降低（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），见
表５。
７　茶黄素调控 ＡＥＧ－１对 ＬＰＳ作用下 ＮＣＭ４６０细
胞中ＮＬＲＰ３／Ｃａｓｐａｓｅ－１信号通路的影响

与空白组相比，模型组ＮＣＭ４６０细胞中ＮＬＲＰ３和
ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ－１蛋白相对表达水平均显著升高
（均Ｐ＜０００１）；与模型组相比，实验组 ＮＣＭ４６０细胞
中ＮＬＲＰ３和 ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ－１蛋白相对表达水平
均显著降低（均 Ｐ＜０００１）；与实验组相比，ｐｃＤ
ＮＡ３１－ＮＣ组 ＮＣＭ４６０细胞中 ＮＬＲＰ３和 Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ－１蛋白相对表达水平在统计学上差异均无
统计学意义（均 Ｐ＞００５）；与 ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣ组相
比，ｐｃＤＮＡ３１－ＡＥＧ－１组 ＮＣＭ４６０细胞中 ＮＬＲＰ３
和ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ－１蛋白相对表达水平均显著升高
（Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１），见表６和图１。

表６　各组ＮＣＭ４６０细胞中ＮＯＤ样受体热蛋白结构域相关蛋
白３（ＮＬＲＰ３）／半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 －１信号通路相关蛋
白相对表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ６　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＮＯＤ－ｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｔｈｅｒｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｄｏ
ｍａｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３（ＮＬＲＰ３）／Ｃａｓｐａｓｅ－１ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆＮＣＭ４６０ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＮＬＲＰ３ｐｒｏｔｅｉｎ ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ－１ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００±０１９ １００±０１６

Ｍｏｄｅｌ ６５８±１０６ ５２６±０９３

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ２７１±０４３△△△ ３４２±０５９△△△

ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣ ２５９±０４２ ３６５±０６４

ｐｃＤＮＡ３１－ＡＥＧ－１ ５１６±０９４▲▲▲ ５０９±０８７▲▲

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌ

ｇｒｏｕｐ，△△△ Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｃＤＮＡ３１－ＮＣ ｇｒｏｕｐ，
▲▲Ｐ＜０００１，▲▲▲Ｐ＜０００１

表３　各组ＮＣＭ４６０细胞中炎症因子含量的比较（珋ｘ±ｓ）

Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓｉｎＮＣＭ４６０ｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＩＬ－６（ｐｇ·Ｌ－１） ＩＬ－１β（ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ－１８（ｐｇ·ｍＬ－１） ＴＮＦ－α（ｐｇ·ｍＬ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０４９±００７ ４６９４±７５２ ５８７６±９１８ ８２５８±１３６４
Ｍｏｄｅｌ １３６±０２１ １２８５１±１９７８ １６５９８±２５４４ ２１３７４±３７９５

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ０６４±００９△△△ ７２２９±１３８４△△△ ９６３５±１７６２△△△ １３８８１±２１３７△△△

ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣ ０６８±０１０ ７９８５±１２１６ ９１５１±１６８３ １４１２９±１９５８
ｐｃＤＮＡ３１－ＡＥＧ－１ １２１±０１８▲▲▲ １０４６７±１５３９▲▲ １４３８２±１８５６▲▲▲ １８５４６±３３８２▲▲

ＩＬ－６：Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６；ＴＮＦ－α：Ｔｕｍｏｕｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－ａｌｐｈａＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，
△△△Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｃＤＮＡ３１－ＮＣｇｒｏｕｐ，▲▲Ｐ＜００１，▲▲▲Ｐ＜０００１
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表４　各组ＮＣＭ４６０细胞凋亡率、Ｂ淋巴细胞瘤－２（Ｂｃｌ－２）和Ｂｃｌ－２相关Ｘ（Ｂａｘ）蛋白水平的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）
Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓ，Ｂ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ－２（Ｂｃｌ－２）ａｎｄＢｃｌ－２－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄＸｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂａｘ）Ｂｃｌ－２ａｎｄＢａｘｐｒｏ
ｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＣＭ４６０ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

Ｇｒｏｕｐ Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ（％） Ｂｃｌ－２ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂａｘｐｒｏｔｅｉｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８２６±１４７ １００±０１６ １００±０１９
Ｍｏｄｅｌ ２７０９±４６２ ０３９±００７ ６４５±１１２

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ １４５１±２１８△△△ ０７１±０１２△△△ ３９０±０６４△△△

ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣ １６７５±２８３ ０６７±００９ ３７９±０５８
ｐｃＤＮＡ３１－ＡＥＧ－１ ２２６８±３５６▲▲ ０５４±００８▲▲ ６０７±０９６▲▲▲

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，△△△Ｐ＜０００１；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｃＤＮＡ３１－ＮＣｇｒｏｕｐ，▲▲▲Ｐ＜０００１

表５　各组ＮＣＭ４６０细胞中紧密连接蛋白－１（ＺＯ－１）、闭合蛋白ｍＲＮＡ和蛋白水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ５　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＺｏｎｕｌａｏｃｃｌｕｄｅｎ－１（ＺＯ－１），ＯｃｃｌｕｄｉｎｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎＮＣＭ４６０ｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＺＯ－１ｍＲＮＡ ＯｃｃｌｕｄｉｎｍＲＮＡ ＺＯ－１ｐｒｏｔｅｉｎ Ｏｃｃｌｕｄｉｎｐｒｏｔｅｉｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００±０１５ １００±０１６ １００±０１７ １００±０２１
Ｍｏｄｅｌ ０３７±００６ ０２９±００５ ０３５±００６ ００９±００３

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ０７６±０１３△△△ ０５８±０１０△△△ ０９１±０１６△△△ ０５４±００９△△△

ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣ ０７９±０１４ ０５２±００９ ０８７±０１５ ０４６±００８
ｐｃＤＮＡ３１－ＡＥＧ－１ ０５１±００９▲▲▲ ０３７±００６▲▲ ０６３±０１２▲▲ ０１２±００３▲▲▲

ＺＯ－１：Ｚｏｎｕｌａｏｃｃｌｕｄｅｎ－１Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，△△△Ｐ＜０００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｐｃＤＮＡ３１－ＮＣｇｒｏｕｐ，▲▲Ｐ＜０００１，▲▲▲Ｐ＜０００１

图 １　蛋白质印迹实验检测各组 ＮＣＭ４６０细胞中 ＮＬＲＰ３／
Ｃａｓｐａｓｅ－１信号通路相关蛋白的表达水平
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＬＲＰ３／Ｃａｓｐａｓｅ－１ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＮＣＭ４６０ｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

讨　　论

ＵＣ属于慢性炎症性肠病，病程长、易复发、难以
治愈，同时存在诱发结肠癌风险，其死亡率和癌变率

高于其他类型结肠炎，ＬＰＳ作为肠道炎症反应的有效
激活剂，可通过脱落或细菌裂解从细菌细胞壁释放出

来而影响肠道上皮细胞功能，寻找抗ＬＰＳ的有效天然
产物以治疗肠道疾病并减轻患者痛苦成为当前研究

的热点［１２］。茶黄素是红茶中存在的主要活性多酚，

具有显著的抗炎效果，已引起越来越多的关注［１３］。

研究表明，茶黄素预处理能显著减轻小鼠肠道缺血／

再灌注诱导的损伤，减轻炎症和细胞凋亡，同时促进

自噬和增强抗氧化活性，其保护作用可能与磷脂酰肌

醇３－激酶／蛋白激酶 Ｂ信号通路的激活密切相
关［１４］。另有研究指出，茶黄素可通过调控 ｍｉＲ－１９０
表达，改善ＬＰＳ诱导的结肠上皮细胞炎症因子ＩＬ－６、
ＩＬ－１β表达，从而发挥对结肠上皮细胞的炎症损伤的
保护作用［１５］。ＡＥＧ－１可作为重要的原癌基因，在多
种肿瘤的发生发展及神经进行性疾病中起重要作用。

相关研究报道，在神经元中，下调 ＡＥＧ－１可降低肌
萎缩性脊髓侧索硬化症体内外模型中运动神经元的

活力，以及帕金森患者中黑质多巴胺能神经元凋

亡［１６］。本研究采用ＬＰＳ诱导的ＮＣＭ４６０细胞建立ＵＣ
体外肠上皮细胞炎症模型，随着 ＬＰＳ浓度的升高，
ＮＣＭ４６０细胞的活力逐渐降低，给予茶黄素处理后，
ＮＣＭ４６０细胞的侵袭及迁移能力显著增强，同时能下
调ＡＥＧ－１表达，表明茶黄素在对抗 ＬＰＳ诱导的 ＵＣ
炎症反应方面具有良好的潜力，其治疗作用与调节

ＡＥＧ－１基因的能力有关。
既往研究表明，结肠内异常亢进的炎症反应及肠

上皮屏障功能障碍与 ＵＣ的发生发展密切相关，其中
ＬＰＳ会诱导促炎症细胞因子（ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－１β
等）异常升高并最终引起炎症，其诱导的肠道组织损

伤伴随着凋亡细胞的增加，Ｂｃｌ－２和Ｂａｘ属于Ｂｃｌ－２
基因家族，具有促凋亡功能或抗凋亡功能，ＺＯ－１、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ等蛋白参与肠道上皮屏障的紧密结构组成，
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ８Ａｐｒｉｌ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５４）

能有效避免致病性抗原引发的肠道炎症反应［１７－１８］。

ＮＬＲＰ３／Ｃａｓｐａｓｅ－１信号通路与炎症性肠道疾病发展
关系密切，在机体内外各种因素的刺激下，激活的

ＮＬＲＰ３炎症小体及Ｃａｓｐａｓｅ－１处理白细胞介素１β前
体和白细胞介素１８前体导致成熟细胞炎症因子的大
量急剧释放，加重ＵＣ的病理进程［１９－２０］。本实验数据

表明，ＬＰＳ刺激可显著增加 ＮＣＭ４６０细胞凋亡率和炎
症因子含量，上调 Ｂａｘ及 ＮＬＲＰ３和 Ｃａｓｐａｓｅ－１通路
蛋白的表达，下调Ｂｃｌ－２、屏障功能蛋白 ＺＯ－１、
Ｏｃｃｌｕｄｉｎ及的表达，而茶黄素则抵消了这些 ＬＰＳ诱导
的效果，转染ＡＥＧ－１可逆转茶黄素对 ＮＣＭ４６０细胞
的影响，表明茶黄素可能靶向 ＡＥＧ－１进而影响
ＮＬＲＰ３／Ｃａｓｐａｓｅ－１通路的激活，发挥对 ＬＰＳ损伤结
肠上皮细胞的治疗作用。ＰＡＲＫ等研究表明［２１］，茶黄

素可激活ＡＭＰＫ信号通路上调Ｃａｃｏ－２细胞中紧密连
接蛋白Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ＺＯ－１的表达，从而增强肠道屏障
功能，这与本研究结果相似。ＸＩＮＧ等［２２］研究发现黄

茶提取物可通过抑制 ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ／ＮＬＲＰ３炎症小
体通路改善 ＤＳＳ诱导的小鼠溃疡性结肠炎，降低
ＩＬ－１β、ＩＬ－６等炎症因子水平，这与本研究中茶黄素
对ＮＬＲＰ３／Ｃａｓｐａｓｅ－１信号通路及炎症因子的抑制作
用结果相似。

本研究提示：茶黄素可改善 ＬＰＳ诱导 ＵＣ肠上皮
细胞的炎症反应和抑制细胞凋亡，对上皮屏障功能具

有保护作用，其机制可能与下调 ＡＥＧ－１表达抑制
ＮＬＲＰ３／Ｃａｓｐａｓｅ－１信号通路有关。本研究基于体外
细胞实验，缺乏动物模型验证，未来可开展动物实验

验证，并结合基因敲除或互作技术阐明 ＡＥＧ－１调控
炎症小体活化的直接靶点。
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