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［摘要］ 　 目的　 探讨姜黄素对脱氧胆酸（ＤＣＡ）所诱发的 Ｂａｒｒｅｔｔ 食管上皮细胞（ＢＡＲ⁃Ｔ）氧化

应激及炎症的干预作用与分子机制。 方法　 将处理好的 ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞分为对照组、姜黄素组（１０ ～
１００ μｍｏｌ ／ Ｌ）、ＤＣＡ 组（２００ μｍｏｌ ／ Ｌ）、姜黄素（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ、２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＣＡ 组和

ＰＤＴＣ （１００ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＣＡ （２００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组，ＯＥ１９ 细胞分对照组、姜黄素组 （２０ μｍｏｌ ／ Ｌ、
４０ μｍｏｌ ／ Ｌ、６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ）。 采用噻唑蓝（ＭＴＴ）检测细胞活性抑制情况、ＥＬＩＳＡ 与逆转录

（ＲＴ）⁃ＰＣＲ 检测炎症因子［ＩＬ⁃６、肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）⁃α］蛋白及信使 ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）表达水平，荧光

显微镜与流式细胞术检测活性氧（ＲＯＳ）水平，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测核因子（ＮＦ）⁃κＢ 通路蛋白水平。
结果　 姜黄素以剂量和时间依赖性抑制 ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞活性，相同条件对 ＯＥ１９ 细胞抑制的作用更

强。 姜黄素（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ）可显著抑制 ＤＣＡ 诱导的 ＲＯＳ 生成及 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 表达上调，
显著抑制 ＩκＢ⁃α 磷酸化及 ｐ５０ ／ ｐ６５ 入核。 结论　 姜黄素通过靶向抑制 ＲＯＳ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路，有效

减轻了 ＤＣＡ 诱导的氧化应激与炎症反应，同时具有一定低毒性。
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　 　 食管腺癌（ＥＡＣ）在过去 ３０ 年里发病率不断上升， 已成为全球增长最快的肿瘤之一［１］。 其 ５ 年存活率仅

有 ２０％ ，远低于其他大多数恶性肿瘤［２］。 ＥＡＣ 的高危

因素包括胃食管反流病（ＧＥＲＤ）、Ｂａｒｒｅｔｔ 食管、肥胖和

吸烟［３］。 尤其是 Ｂａｒｒｅｔｔ 食管，其通过炎症⁃肠化生⁃异
型增生⁃癌变这一过程可进展为 ＥＡＣ。 因此，ＥＡＣ 也

被称为炎症相关性肿瘤。 Ｂａｒｒｅｔｔ 食管的主要特征是长
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期胃酸胆汁酸刺激下，食管下段的鳞状上皮被柱状上

皮所取代［４］。 这种组织学改变虽能增强食管对反流

的耐受性，但也显著增加了该区域细胞发生不良基因

突变并最终癌变的风险。 核因子（ＮＦ）⁃κＢ 通路既是

炎症的启动枢纽，又是慢性炎症的驱动因素。 当细胞

受到炎症因子或物理刺激时，ＮＦ⁃κＢ 通路被激活并调

控促炎因子的基因表达，放大炎症反应，持续激活的

ＮＦ⁃κＢ 通路又导致炎症因子的“自分泌循环”［如肿瘤

坏死因子（ＴＮＦ）⁃α→再激活 ＮＦ⁃κＢ］。 因此 ＮＦ⁃κＢ 是

慢性炎症向恶性肿瘤转化的核心桥梁［５］。 靶向该通

路的治疗可延缓炎症与癌变进程。 目前 Ｂａｒｒｅｔｔ 食管

的筛查与治疗主要包括内镜检查和药物干预两种方

式。 内镜检查具有侵入性、费用高和复查频繁的缺点，
难以在普通人群中广泛应用［６］。 药物干预（如长期抑

酸治疗或非甾体类抗炎药）亦存在不良反应风险，包
括肠道菌群失调、骨质疏松及出血等。 相比之下，传统

天然食物因可多靶点调控炎症与氧化应激、依从性高、
不良反应小且适于长期使用，已成为预防研究热点。
姜黄素是从姜科植物莪术的根中提取的天然化合物，
具有强大的抗炎、抗氧化和抗肿瘤活性功效［７］。 日本

和印度在内的亚洲国家姜黄消费量很高［８］，这也可能

与这些国家较低的 ＥＡＣ 发病率有关。 本研究将基于

ＮＦ⁃κＢ 通路来探讨姜黄素在 Ｂａｒｒｅｔｔ 食管中的抗氧化

和抗炎作用。

材料与方法

１． 材料：经端粒酶活性处理的永生化人 Ｂａｒｒｅｔｔ 食
管上皮细胞（ＢＡＲ⁃Ｔ）细胞株由西安交通大学第二附属

医院王进海教授课题组惠赠。 人源 ＥＡＣ ＯＥ１９ 细胞株

由陆军军医大学西南医院房殿春教授课题组惠赠。 姜

黄素、脱氧胆酸（ＤＣＡ）、噻唑蓝（ＭＴＴ）和二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ）购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司，吡咯烷二硫代

氨基甲酸和铵盐（ＰＤＴＣ）购自上海碧云天公司。 Ｎ⁃乙
酰半胱氨酸（ＮＡＣ）购自西安沃尔森公司。 ＥＤＴＡ 购自

保定凯越化工有限公司。 胎牛血清（ＦＢＳ）购自美国

Ｇｉｂｃｏ 公司。 组蛋白 Ｈ１（Ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ１）单克隆抗体（１ ∶
１ ０００）购自美国 Ａｂｃａｍ 公司。 兔抗人 ＮＦ⁃κＢｐ６５ 多克

隆抗体（１ ∶ ５００）和鼠抗人 ｐ⁃ＩκＢα（１ ∶ ５００）购自美国

Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司。 鼠抗人 ＧＡＰＤＨ 单克

隆抗体（１ ∶ １ ０００）购自美国 Ｍｅｒｃｋ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司。 辣

根酶标记二抗购自美国 Ａｂｇｅｎｔ 公司。 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α
ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自美国 Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司。 ２’，７’⁃二
氯荧光素二乙酸酯（Ｈ２ＤＣＦＤＡ）探针购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司。

２． 方法

（１）细胞培养：将 ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞培养于含 ＦＢＳ ８０ ｍｌ ／
Ｌ 的上皮细胞培养基⁃２ 中，以 ＣＯ２ ５０ ｍｌ ／ Ｌ 饱和湿度，
在 ３７ ℃恒温的培养箱中培养。 用含 ＥＤＴＡ 的 ２． ５ ｇ ／ Ｌ
胰蛋白酶消化后传代，取对数生长期细胞用于实验，所
有实验均重复 ３ 次。

（２）ＭＴＴ 检测细胞活性抑制情况：对数期人 ＢＡＲ⁃
Ｔ 细胞种于 ９６ 孔板，８０％融合度干预，分为对照组（无
血清培养液稀释 １ ０００ 倍的 ＤＭＳＯ）、姜黄素组（１０ ～
１００ μｍｏｌ ／ Ｌ），于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２条件下孵育 １ ｈ、３ ｈ、６ ｈ、
９ ｈ、１２ ｈ 和 ２４ ｈ。 ＯＥ１９ 细胞同上处理，分对照组（无血

清培养液稀释 １ ０００ 倍的 ＤＭＳＯ）、姜黄素组（２０ μｍｏｌ ／
Ｌ、４０ μｍｏｌ ／ Ｌ、６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ），于 ３７ ℃、５％
ＣＯ２条件下孵育 １２ ｈ 。 每孔加入 １２０ μｌ ５ ｍｇ ／ ｍｌ ＭＴＴ
孵育 ４ ～ ６ ｈ。 加入 １５０ μｌ ＤＭＳＯ，酶联免疫检测仪于

４９０ ｎｍ 波长处测定吸光值（ＯＤ）。 各组设 ５ 个复孔，
实验重复 ３ 次。 抑制率 （％ ） ＝ （ ＯＤ对照 － ＯＤ实验 ） ／
（ＯＤ对照 － ＯＤ空白） × １００％ 。

（３）ＥＬＩＳＡ 检测蛋白水平：对数期人 ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞

接种于 ６ 孔板，分为对照组、ＤＣＡ 组（２００ μｍｏｌ ／ Ｌ）、姜
黄素（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ、２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＣＡ 组

和 ＰＤＴＣ（１００ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＣＡ（２００ μｍｏｌ ／ Ｌ）组，预先予

姜黄素处理 ６ ｈ 或 ＰＤＴＣ 处理 ２４ ｈ，然后予 ＤＣＡ 处理

３０ ｍｉｎ。 收集细胞上清液，以 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 转速离心

２０ ｍｉｎ。 采用 ＥＬＩＳＡ 剂盒检测 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的蛋白

水平。
（４）逆转录（ＲＴ）⁃ＰＣＲ 检测信使 ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）水

平：细胞分组和干预同 ＥＬＩＳＡ。 总 ＲＮＡ 提取试剂

（ＴＲＩｚｏｌ）从细胞中提取总 ＲＮＡ。 ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 试剂

盒逆转录合成 ｃＤＮＡ，进行检测。 以 β⁃Ａｃｔｉｎ 作为归一

化对照。 基因表达以 ΔＣＴ 值表示，所有反应均使用

ＡＢＩ 荧光定量 ＰＣＲ 实验系统。 从扩增曲线获得 ＣＴ
值，计算 ２ ⁃ΔΔＣｔ分析基因相对表达水平。

（５）荧光显微镜和流式细胞仪检测活性氧（ＲＯＳ）
水平：将 ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞分为对照组、ＲＯＳ⁃ｕｐ 组、ＤＣＡ 组、
姜黄素（４０ μｍｏｌ ／ Ｌ）组、姜黄素（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ、２０ μｍｏｌ ／ Ｌ
和 ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＣＡ 组和 ＮＡＣ（５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＣＡ
（２００ μｍｏｌ ／ Ｌ）组。 预先给予姜黄素处理 ６ ｈ 或 ＮＡＣ
处理 ２４ ｈ，然后 ＤＣＡ 处理 ３０ ｍｉｎ。 每 １ ｍｌ 无血清培养

基中加入 １０ μｌ Ｈ２ＤＣＦＤＡ，避光孵育 ３０ ｍｉｎ，每 １０ ｍｉｎ
晃动 １ 次，一部分胰蛋白酶消化并制成单细胞悬液，每
组 ５００ μｌ 于流式细胞仪检测 ＲＯＳ 水平；另外一部分直

接在荧光显微镜下，选择异硫氰酸荧光素（ ＦＩＴＣ）波

长，观察细胞的荧光强度。
（６）Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＮＦ⁃κＢ 通路蛋白水平：细胞

分组及处理同 ＥＬＩＳＡ。 采用核质分离试剂盒提取胞浆
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与核蛋白（Ｈｉｓｔｏｎｅ 和 ＧＡＰＤＨ 回收率均 ＞ ９０％ ）。 蛋

白经 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 分离，后转移到 ＰＶＤＦ 膜上。 １ ×
ＴＢＳ ／ ０． １％ Ｔｗｅｅｎ２０（ＴＢＳＴ）阻断膜后加入一抗。 密封

并在 ４ ℃下冷藏过夜。 二抗孵育后，使用增强化学发

光检测试剂盒检测 ＮＦ⁃κＢ 通路蛋白［ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 亚基

（ｐ６５）、ｐ５０、磷酸化 ＮＦ⁃κＢ 抑制蛋白 α（ｐ⁃ＩκＢα）］的表

达水平。
３． 统计学处理：应用 ＳＰＳＳ １９． ０ 软件进行统计分

析。 符合正态分布的计量资料以 􀭰ｘ ± ｓ 表示，多组间比

较采用多因素方差分析，组间两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ 检
验。 以 Ｐ ＜ ０． ０５ 表示差异有统计学意义。

结　 　 果

１． 姜黄素对细胞活性抑制率的影响：４０、５０、６０、
７０、８０、９０、１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组 ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞 ６、１２、
２４ ｈ后活性抑制率均高于同期对照组，６０、７０、８０、９０、
１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组 ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞 １２、２４ ｈ 后活性抑制

率均高于同组作用 ６ ｈ 后（Ｐ ＜ ０． ０５）。 见表 １。 ４０、
６０、８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素作用 １２ ｈ 后 ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞活性抑

制率均高于其对照，２０、４０、６０、８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素作用

１２ ｈ 后 ＯＥ１９ 细胞活性抑制率均高于其对照，４０、６０、
８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素作用 １２ ｈ 后 ＯＥ１９ 细胞活性抑制率

均高于同水平 ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞（Ｐ ＜ ０． ０５）。 见表 ２。

表 １　 不同水平姜黄素处理 ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞后活性抑制率

比较（％ ，􀭰ｘ ± ｓ）

组别 ６ ｈ １２ ｈ ２４ ｈ

对照组 ０　 　 　 　 　 ０　 　 　 　 　 ０　 　 　 　 　
１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组 １． ９９ ± １． ０３ ４． ０１ ± ２． ９８ ４． ８８ ± １． ９１
２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组 ２． ０７ ± １． ４２ ８． ２１ ± ５． ４２ ８． ７９ ± １２． ４０
３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组 ５． ５２ ± ０． ８３ １１． １４ ± ６． １５ １２． ５７ ± ９． ５６
４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组 １３． ０８ ± ９． ２６ａ １９． ４５ ± ６． ７７ａ ２１． ９５ ± １０． ８０ａ

５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组 １８． ２３ ± ５． ４５ａ ２８． ６３ ± ７． １５ａ ３４． ８４ ± ８． ７５ａ

６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组 ３０． ５１ ± ４． １２ａ ３１． ３４ ± ７． ７５ａｂ ４２． １１ ± ２． ３１ａｂ

７０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组 ３８． ２４ ± ８． ６７ａ ３９． ４１ ± ５． ０２ａｂ ４７． ８４ ± ６． ８７ａｂ

８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组 ５３． ４３ ± ４． ０５ａ ４８． ５２ ± ７． ８９ａｂ ６４． ９８ ± ８． ０８ａｂ

９０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组 ５３． ３４ ± ３． ５０ａ ５６． ８６ ± ６． ４５ａｂ ６８． ８７ ± ８． ３６ａｂ

１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组 ７３． １２ ± ９． ０９ａ ７５． ６３ ± ３． ３７ａｂ ７５． ７７ ± ５． ８９ａｂ

　 　 注：与同期对照比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与同水平处理 ６ ｈ 比较，ｂＰ ＜ ０． ０５

表 ２　 不同水平姜黄素处理 ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞和 ＯＥ１９ 细胞 １２ ｈ 后

活性抑制率比较（％ ，􀭰ｘ ± ｓ）

细胞 对照 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ ６０ μｍｏｌ ／ Ｌ ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ

ＢＡＲ⁃Ｔ ０ ８． ２１ ±５． ４５ １９． ４５ ±６． ７７ａ ３１． ３４ ±７． ７５ａ 　 ４８． ５２ ±７． ８９ａ 　
ＯＥ１９ ０ １３． ８６ ±６． ６７ａ ３６． ３２ ±３． ９６ａｂ ６０． ６２ ±４． ３６ａｂ ８５． ７７ ±２． ４２ａｂ

ｔ 值 － １． １４６ － ３． ７１７ － ５． ６９９ － ７． ８０９
Ｐ 值 ０． ３１６ ０． ０２１ ０． ００５ ０． ００１
　 　 注：与同细胞对照比较，ａＰ ＜ ０． ０５；同水平两种细胞比较，ｂＰ ＜ ０． ０５

　 　 ２． 姜黄素对 ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞内炎症因子 ｍＲＮＡ 和蛋

白表达水平的影响：ＤＣＡ 组 ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞内 ＩＬ⁃６ 和

ＴＮＦ⁃α 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平较对照组均升高；姜
黄素（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＣＡ 组、姜黄素（４０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋
ＤＣＡ 组及 ＰＤＴＣ ＋ ＤＣＡ 组 ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞内 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃
α 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平较 ＤＣＡ 组均降低（Ｐ ＜
０． ０５）。 姜黄素（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＣＡ 组 ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞内

ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平与 ＤＣＡ 组比

较差异均无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。 见表 ３。

表 ３　 姜黄素对 ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞内炎症因子 ｍＲＮＡ 和蛋白

表达水平的影响（􀭰ｘ ± ｓ）

组别
ＩＬ⁃６

ｍＲＮＡ 蛋白（ｎｇ ／ ｍｌ）
ＴＮＦ⁃α

ｍＲＮＡ 蛋白（ｎｇ ／ ｍｌ）
对照组 １． ００ ±０． ００　 ２７． ６７ ±３． ０５　 １． ００ ±０． ００　 ２５． ７０ ±４． １６　

ＤＣＡ 组 ３． ７０ ±０． ８２ａ ７１． ６６ ±１０． ９６ａ４． ５０ ±０． ６６ａ ６８． ５７ ±９． ５０ａ

姜黄素（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
＋ＤＣＡ 组

３． ６３ ±０． ４５ ６６． ０６ ±９． ２９ ４． ２７ ±０． ９３ ７０． ６６ ±７． ０９

姜黄素（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
＋ＤＣＡ 组

１． ８２ ±０． ３７ｂ ４０． ３３ ±８． ０８ｂ １． ７０ ±０． ４６ｂ ３１． ６７ ±５． １３ｂ

姜黄素（４０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
＋ＤＣＡ 组

１． ４０ ±０． １７ｂ ３６． ７６ ±４． ５１ｂ １． ６６ ±０． ６９ｂ ３７． １１ ±８． ５０ｂ

ＰＤＴＣ ＋ＤＣＡ 组 １． １０ ±０． ４０ｂ ４４． ００ ±９． ８５ｂ １． ２０ ±０． １１ｂ ５４． ０１ ±１２． ４９ｂ

　 　 注：与对照组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与 ＤＣＡ 组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５

　 　 ３． 姜黄素和 ＤＣＡ 对 ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞中 ＲＯＳ 的影响：
镜下观察发现，ＤＣＡ 组和 ＲＯＳ⁃ｕｐ 组较对照组表现出

更亮的荧光（图 １Ａ ～ １Ｃ）；姜黄素可抑制 ＤＣＡ 诱发的

荧光，镜下可观察到 ＤＣＡ 诱发的荧光随姜黄素水平增

加而减少，姜黄素（４０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＣＡ 组的抑制作用

较显著（图 １Ｄ ～ １Ｇ）。 ＮＡＣ 也可抑制 ＤＣＡ 诱发的荧

光（图 １Ｈ）。 姜黄素（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＣＡ 组（１９１． ６９ ±
１３． ０１）、 姜黄素 （ ４０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＣＡ 组 （ ８９． ９１ ±
２０． ４３）、ＮＡＣ ＋ ＤＣＡ 组（９８． ７７ ± ２１． １２）ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞中

ＲＯＳ 水平均显著低于 ＤＣＡ 组（３７１． ８４ ± ９９． ６８；Ｐ ＜
０． ０５）， 姜黄素 （ １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＣＡ 组 （ ３２９． ５５ ±
３４． ４２）ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞中 ＲＯＳ 水平与 ＤＣＡ 组比较差异无

统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。
　 　 ４． 姜黄素对 ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞 ＮＦ⁃κＢ 通路蛋白的影响：
ＤＣＡ 组 ｐ⁃ＩκＢα 水平、细胞核内 ｐ６５ 和 ｐ５０ 蛋白水平及

核蛋白与总蛋白比值较对照组均升高； 姜黄素

（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＣＡ 组、姜黄素（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＣＡ 组

和姜黄素（４０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＣＡ 组细胞核内 ｐ６５ 和 ｐ５０
蛋白水平与核蛋白与总蛋白比值较 ＤＣＡ 组均降低，姜
黄素（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＣＡ 组和姜黄素 （４０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
＋ ＤＣＡ组 ｐ⁃ＩκＢα 水平较 ＤＣＡ 组均降低；ＰＤＴＣ ＋ ＤＣＡ
组 ｐ⁃ＩκＢα 水平、细胞核内 ｐ６５ 和 ｐ５０ 蛋白水平和核蛋

白与总蛋白比值较 ＤＣＡ 组均降低（Ｐ ＜ ０． ０５）。 见

表 ４。
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图 １　 荧光显微镜下观察姜黄素和 ＤＣＡ 对 ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞中 ＲＯＳ 的影响［Ａ：对照组；Ｂ：ＤＣＡ 组；Ｃ：ＲＯＳ⁃ｕｐ 组；Ｄ：姜黄素组；Ｅ：姜黄素（１０
μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＣＡ 组；Ｆ：姜黄素（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＣＡ 组；Ｇ：姜黄素（４０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＣＡ 组；Ｈ：ＮＡＣ ＋ ＤＣＡ 组；免疫荧光染色， × １００］

表 ４　 姜黄素对 ＤＣＡ 诱导 ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞内 ＮＦ⁃κＢ 信号通路蛋白表达水平的影响

组别
核蛋白

ｐ６５ ｐ５０
总蛋白

ｐ６５ ｐ５０ ｐ⁃ＩκＢα
核蛋白与总蛋白比值

ｐ６５ ｐ５０
对照组 ２５． ４９ ± ９． ９７ ２６． ８３ ± １５． ２４ ９３． ８０ ± １５． ５７ １０８． ０３ ± １３． ８０ ３３． １２ ± １２． ０３ ２６． ８６ ± ７． ３３ ２４． １６ ± １０． ９１
ＤＣＡ 组 １２９． ７７ ± ２８． ９４ａ １３６． ６２ ± ５６． ６２ａ ８１． ６９ ± ２０． ７７ １０２． ６３ ± ３０． ３２ １１３． ５９ ± ４９． ６５ａ １６２． １３ ± ３７． ２３ａ １３０． ３２ ± １４． ３８ａ

姜黄素（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＣＡ 组 ６０． ５１ ± ２５． ３８ｂ ７４． ４１ ± ３１． ９３ｂ ７９． ２６ ± １８． ４９ ９４． ７８ ± ２１． ８１ ８９． ３６ ± １９． ８３ａ ７５． ２５ ± １９． ０１ｂ ７６． ４３ ± １４． ８８ｂ

姜黄素（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＣＡ 组 ５１． ９４ ± １９． ８３ｂ ５１． ４１ ± ３１． ４５ｂ ８３． ２１ ± １６． ７６ ９５． ２１ ± ２５． ５６ ６０． ９７ ± １９． ８３ｂ ６１． ８１ ± １５． ２２ｂ ５１． １７ ± １７． ３２ｂ

姜黄素（４０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＣＡ 组 ２１． ４３ ± ８． ２６ｂ ２７． ２４ ± １３． ９２ｂ ７６． ２３ ± ２３． ０５ １０４． ８３ ± ２０． １９ ３３． ７４ ± １５． ４２ｂ ２７． ９６ ± ５． １６ｂ ２５． ０９ ± ７． ９５ｂ

ＰＤＴＣ ＋ ＤＣＡ 组 １５． ６３ ± １０． ３５ｂ ３３． ７３ ± ６． ３８ｂ ８７． ８２ ± １５． １７ １１０． ３１ ± １５． ６５ ４２． １６ ± ２１． ９５ｂ １７． ２４ ± ９． ０３ｂ ３１． ５８ ± １０． ６１ｂ

　 　 注：与对照组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与 ＤＣＡ 组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５

讨　 　 论

２０ 世纪 ７０ 年代以来，西方国家 ＥＡＣ 发病率显著

攀升，现已取代鳞癌成为食管癌的主要病理类型［９⁃１０］。
Ｂａｒｒｅｔｔ 食管被认为是 ＥＡＣ 唯一的癌前病变，其进展为

腺癌的风险比正常人高 ２５ ～ ３０ 倍［１１］。 在我国 Ｂａｒｒｅｔｔ
食管的检出率约为１． １４％ ［１２］，低于西方国家，然而考

虑到我国庞大的人口基数，这一群体的数量不可忽视。
此外，随着我国城镇化进程加速，西方饮食习惯的引入

及肥胖人口的增加，使我国 Ｂａｒｒｅｔｔ 食管的发生风险逐

渐升高。
研究表明大部分的 ＥＡＣ 来源于 Ｂａｒｒｅｔｔ 食管［１３］，

持续的反流在 Ｂａｒｒｅｔｔ 食管癌变过程中扮演着重要的作

用，尤其是胆汁酸盐。 胆汁酸包括熊去氧胆酸和 ＤＣＡ
等，疏水性的 ＤＣＡ 具有细胞毒性，通过破坏食管黏膜

屏障或者线粒体膜损伤黏膜细胞，此外还可通过调控

细胞内信号通路来影响细胞功能。 Ｈｕｏ 等［１４］ 研究结

果发现，暴露于 ＤＣＡ 而不是熊去氧胆酸会导致 ＲＯＳ ／
活性氮（ＲＮＳ）生成、ＤＮＡ 损伤和 ＮＦ⁃κＢ 激活。 基于本

课题组前期的研究数据［１５］，使用 ＤＣＡ（２００ μｍｏｌ ／ Ｌ，
３０ ｍｉｎ）刺激 ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞建立细胞炎症模型供后期研

究。 该条件不影响细胞活性的同时，可以上调炎症因

子的表达水平。
姜黄作为一种传统草药，其活性成分姜黄素具有

多种抗癌效应，包括抑制细胞增殖、诱导细胞凋亡、抑
制血管生成等［１６］。 流行病学观察研究发现，印度人群

的 Ｂａｒｒｅｔｔ 食管和 ＥＡＣ 发病率低于西方人群，这可能与

印度饮食中富含姜黄有关［１７］。 此外，随着印度人民生

活方式的西化，ＧＥＲＤ 及其相关并发症（包括 Ｂａｒｒｅｔｔ
食管和 ＥＡＣ）的发病率有所上升［１８］。 本研究的结果

显示，姜黄素对 ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞活性的抑制随剂量的增加

和时间的延长逐渐增强。 同剂量下，姜黄素对 ＥＡＣ
ＯＥ１９ 细胞的抑制作用强于 ＢＡＲ⁃Ｔ 细胞，这提示其可

能对正常细胞的毒性相对较低。 这一发现，即姜黄素

可能选择性地抑制癌细胞同时不影响正常细胞活性也

得到了其他研究的支持［１９］。 姜黄素具有低毒性，研究

显示姜黄素处理的小鼠肝组织未检测到明显的形态学

变化［２０］。 Ｇｕａｎ 等［２１］发现姜黄素处理的小鼠体重无显

著变化。 即便人体每日摄入超高剂量姜黄素（８ ｇ ／ ｄ），
亦无明显毒性反应［２２］。

ＥＡＣ 的发生发展以慢性炎症为背景，当被多种刺

激激活后，经典的 ＩκＢ 激酶⁃κＢ 抑制因子（ＩＫＫ⁃ＩκＢ）磷
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酸化⁃降解途径被触发，导致 ＮＦ⁃κＢ 二聚体（如 ｐ５０ ／
ｐ６５）从细胞质转位入核。 在细胞核内，活化的 ＮＦ⁃κＢ
结合特定 ＤＮＡ 序列，直接转录上调多种促炎细胞因子

（如 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６）和趋化因子（如 ＩＬ⁃８ ／ ＣＸＣＬ８、
ＣＣＬ２）。 这些分子持续招募和激活免疫细胞（如中性

粒细胞、巨噬细胞），形成一个慢性炎症微环境。 这种

持续的炎症状态会产生 ＲＯＳ 和 ＲＮＳ，这些因子和氧化

物质长期浸润不但形成利于癌细胞存活的微环境，而
且会诱导 ＤＮＡ 损伤和基因组不稳定性，增加正常细胞

恶性转化的风险［２３］，同时还可帮助肿瘤细胞逃避人体

的免疫监视。 本研究中，姜黄素呈剂量依赖性抑制

ＤＣＡ 诱导的促炎因子 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６，尤其是姜黄素

（４０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＣＡ 组，其抑制作用与 ＰＤＴＣ 相似。 类

似的，中高剂量姜黄素与 ＮＡＣ 都能抑制 ＤＣＡ 诱导的

ＲＯＳ。 本研究还进一步探讨了姜黄素发挥抗炎抗氧化

作用的机制。 其通过抑制 ＮＦ⁃κＢ 通路 ＩκＢ⁃α 的磷酸

化和 ｐ５０ ／ ｐ６５ 蛋白的核转移来发挥抗炎抗氧化的作

用。 虽然姜黄素被认为是一种强效抗氧化剂，但有研

究发现姜黄素在特定条件时可能会诱导 ＲＯＳ 生

成［２４］，本研究中更高水平姜黄素组（≥５０ μｍｏｌ ／ Ｌ）也
观察到类似效应。 尽管姜黄素在清除和产生 ＲＯＳ 方

面的作用自相矛盾，但其总体效果是具有抗癌活性。
最近一项针对 Ｂａｒｒｅｔｔ 食管人群的临床研究中，受试者

连续 ７ ｄ 服用 ５００ ｍｇ 姜黄素后，食管黏膜细胞凋亡水

平显著升高［２５］。 同时，姜黄亦被中医临床应用证实，
可有效缓解反流性食管炎介导的黏膜炎症损伤。 鉴于

姜黄素天然存在生物利用度低的问题，现阶段已通过

多种修饰与改造优化其药理活性，如纳米姜黄素、姜黄

素类似物 Ｐ１ 等新型制剂［２６］。
本研究存在一定局限性：本实验仅在细胞水平验

证，缺乏动物体内实验支撑。 同时，关于姜黄素的抗氧

化机制，本研究仅阐明其清除 ＲＯＳ 的直接作用，而其

调控抗氧化物质合成、诱导抗氧化基因表达等间接抗

氧化效应，仍有待进一步探讨。
综上所述，姜黄素通过抑制 ＲＯＳ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通

路，缓解 ＤＣＡ 诱导的氧化应激与炎症反应。 相较于化

学合成药物，天然来源的姜黄素安全性更高、毒副作用

更小，本研究深入挖掘传统食物的药食同源价值，为开

发更安全有效的肿瘤预防策略提供了理论依据。
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