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"摘要#
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目的
!

探讨天然中药小分子化合物姜黄素对人神经胶质瘤的作用及调节机制$方法
!

以人胶质

母细胞瘤
>1;$

细胞株为研究对象!采用四甲基偶氮唑盐"

EII

#法检测不同浓度姜黄素在
10

&

0/

&

-12

对

>1;$

增殖的作用!通过划痕实验&

IK9,+U7::

小室方法检测姜黄素对
>1;$

细胞迁移和侵袭能力的调节(膜联

蛋白
a.

异硫氰酸荧光素"

H,,7W#,a.CGI@

#荧光染色法检测姜黄素对
>1;$

细胞凋亡的作用(以
J7+37K,L:"3

检测姜黄素对蛋白激酶
]

"

H53

#&磷酸化
H53

"

4

.H53

#&人第
$%

号染色体缺失磷酸酶及张力蛋白同源基因

"

?IDZ

#蛋白表达的影响$结果
!

与对照组相比!姜黄素
$%

#

8":

)

F

以上时!对
>1;$

细胞增殖具有抑制作用(

与对照组比较!姜黄素能明显抑制
>1;$

的迁移与侵袭能力!促进
>1;$

细胞的凋亡(且姜黄素可明显抑制
4

.

H53

蛋白表达&促进
?IDZ

蛋白表达!差异均有统计学意义"

!

$

%&%;

#$结论
!

姜黄素抑制神经胶质瘤细胞的

增殖&迁移&侵袭等作用可能与下调
4

.H53

蛋白&上调
?IDZ

蛋白表达有关$
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号染色体缺失磷酸酶及张力蛋白同源基因(作用机制
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胶质瘤是一种常见的原发性脑肿瘤%包括星形细

胞瘤*少突胶质瘤和室管膜瘤(多形性胶质母细胞瘤

#

R

:#"L:9+3"898V:3#S"K87

%

B]E

$是所有肿瘤中最具

侵袭性的实体瘤之一%预后极差(分化不良的
B]E

具有细胞形态多样性*核异型性*核分裂活跃%组织学

特征表现为坏死*血管增生和血栓形成等形态学特

征&

$

'

(目前的治疗方式有肿瘤切除*化疗*放疗及抗

血管类靶向药物治疗等)由于
B]E

的特殊性%寻找新

的治疗方法或更好的药物具重要意义(姜黄素&
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庚二烯
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二酮%

@VK.

6V8#,

'是从姜黄属植物粉末状根茎中分离得到的一

种天然多酚类化合物&

1

'

%这种化合物对人类疾病%如

炎症性疾病和神经退行性疾病具有积极的治疗作

用&

'.0

'

(有研究表明%姜黄素对肝癌*乳腺癌具有抑制
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重庆医学
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月第
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增殖*调节信号通路等多种作用&

'
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(蛋白激酶
]

#

4

K".

37#,5#,9+7]

%

?_]

$%又称
H53

%参与细胞存活*细胞周

期调节和细胞增殖生长等多种生物学作用&

;

'

(

H53

受到外部信号刺激时%磷酸化
H53

#

4

.H53

$与许多底

物的相互作用体现其调节功能(有文献报道姜黄素

能通过调节
H53

促进卵巢癌细胞的凋亡&

)

'

(

H53

功

能还受到其他因素的拮抗作用%如人第
$%

号染色体

缺失磷酸酶及张力蛋白同源基因#

4

2"+

4

2939+79,!
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原合成酶激酶
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B=_.
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$和同源盒结构基因#
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%
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的

调节&
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是抑癌基因%

?IDZ

蛋白可以抑制

H53

及其下游激酶的活性%从而抑制肿瘤生长和促进

凋亡&

/

'

(姜黄素在
B]E

中的研究报道较少%本研究

探讨姜黄素对
B]E

的增殖*迁移*侵袭和凋亡的影

响%进一步揭示对
H53

及相关蛋白的调节机制%以为

姜黄素临床药理作用提供基础性数据(

B

!

材料与方法

B&B

!

材料
!

人胶质母细胞瘤
>1;$

细胞株为研究模

型(主要相关试剂!姜黄素购自美国
=#

R

89

公司)四

甲基偶氮唑盐#

EII

$购自碧云天生物技术研究所)

二甲基亚砜#

OE=P

$购自美国
=#

R

89

公司)达尔伯克

改良伊格尔培养基#

OEDE

$高糖培养基购自美国

A

T

6:",7

公司)胎牛血清#

C]=

$*青霉素
.

链霉素购自

美国
BL#6"

公司)

E93K#

R

7:

胶购自美国
@"K,#,

R

公司)

A"762+3

细胞凋亡检测试剂盒购自碧云天生物技术研

究所)膜联蛋白
a.

异硫氰酸荧光素"碘化丙啶#

H,,7W#,

a.CGI@

"

?G

$双染细胞凋亡检测试剂盒购自上海贝博生

物科技公司)

H53

抗体#

@)-D-

$购自美国
@=I

公司)

4

.

H53

抗体#

L+8.''1/$E

$购置北京博奥森生物技术有限

公司)

?IDZ

抗体#

O'e)B

$购自美国
@=I

公司)

BH?.

OA

抗体#

+6.'11''

$购自美国
=9,39@3VX

公司)

H53

抑制

剂#

eV7K673#,

$购自美国
=7::765

公司(

B&C

!

方法

B&C&B

!

细胞培养
!

人胶质母细胞瘤
>1;$

细胞培养

于
;N@P

1

*

'- `

培养箱内(培养基为高糖
OEDE

含
$%N C]=

和
$N

青霉素
.

链霉素%待细胞长满至

(%N

时进行传代%取细胞对数期进行实验(

B&C&C

!

EII

增殖实验
!

将
>1;$

细胞消化后调整

细胞密度至
/[$%

0 个"
8F

%按每孔
$%%

#

F

加至
()

孔

板中并放置培养箱中培养过夜(吸去原培养基%加入

OEDE

高糖培养基
$%%

#

F

%设
)

个姜黄素浓度&

%

#对

照组$*

;

*

$%

*

1%

*

'%

*

0%

#

8":

"

F

'%每个浓度设
;

个复

孔%放入培养箱使药物分别作用
10

*

0/

*

-12

(作用时

间结束后将细胞板取出%每孔加入
1%

#

F

的
EII

#

;

8

R

"

8F

$%放置培养箱
02

后取出(吸去
()

孔板中的

液体%每孔加入
OE=P$;%

#

F

%室温反应
$;8#,

后放

置酶标仪中%使用
0(%,8

进行吸光度#

/5

$的测定(

细胞存活率
b

#实验组
/5

值
Y

对照组
/5

值$"对照

组
/5

值%设定对照组存活率为
$

(

B&C&D

!

细胞划痕实验
!

消化后
>1;$

细胞铺至
)

孔

板内培养%待细胞融合至
(%N

"

(;N

时%使用黄枪头

轻轻地在
)

孔板底部划一条线(弃去原培养液%分别

加入含
%

#对照组$*

$%

*

1%

#

8":

"

F

的姜黄素培养液%

放置培养箱
$12

后%弃去培养液%磷酸盐缓冲液

#

?]=

$润洗
1

次%

0N

多聚甲醛固定
$%8#,

后拍照(

细胞迁移率
b

#初始细胞间隙
Y

实验组细胞间隙$"

#初始细胞间隙
Y

对照组细胞间隙$%设定对照组迁移

率为
$

(

B&C&E

!

细胞黏附实验
!

在冰上将
E93K#

R

7:

胶与

OEDE

培养基按
$h1

比例混合后按每孔
'%

#

F

加至
()

孔板相应位置中%放置培养箱内
$2

(用
$%

#

8":

"

F

姜黄

素浓度预作用
102

后调整细胞密度为
$&;[$%

; 个"
8F

%

每孔加入
$%%

#

F

%每组设
'

个复孔(将
()

孔板放置

培养箱
(%8#,

后取出%去培养基
?]=

润洗
1

次%

0N

多聚甲醛固定
$%8#,

%

%&$N

结晶紫染色
;

"

)8#,

%

?]=

洗去多余结晶紫(每组拍照结果进行细胞计数%

细胞黏附率
b

姜黄素组细胞数"对照组细胞数(设定

对照组黏附率为
$

(

B&C&F

!

细胞侵袭实验
!

在冰上将
E93K#

R

7:

胶与

OEDE

按
$h1

比例混合后按每孔
'%

#

F

加至
IK9,.

+U7::

小室中%同
10

孔板一起放置培养箱
$2

%取出后

将未凝固的
E93K#

R

7:

胶吸走(将事先饥饿
102

的细

胞消化后并调整细胞密度为
)[$%

; 个"
8F

(设
'

个

姜黄素浓度组&

%

#对照组$*

$%

*

1%

#

8":

"

F

'%每组做
'

个平行组(上室加入
$%%

#

F

细胞和
$%%

#

F

含相应

药物浓度的
OEDE

无血清培养基(下室加入相对应

药物浓度的含血清
OEDE

培养基(放置培养箱培养

102

后%取出弃去培养基%

0N

多聚甲醛固定
$%8#,

%

用棉签轻轻擦去未穿过
E93K#

R

7:

胶的细胞%

%&$N

结

晶紫染色
;8#,

%

?]=

洗去多余结晶紫%待干燥后拍

照(每组拍照结果进行细胞计数(细胞侵袭率
b

实

验组细胞数"对照组细胞数(设定对照组侵袭率为
$

(

B&C&G

!

细胞
H,,7W#,a.CGI@

"

?G

双染凋亡实验
!

将

无菌的细胞爬片提前放置在
10

孔板内%把消化的细

胞调整密度至
'&;[$%

; 个"
8F

%以每孔
;%%

#

F

加入

至
10

孔板中过夜(弃除培养基%加入分别含
%

#对照

组$*

$%

*

1%

#

8":

"

F

的姜黄素培养基并放置培养箱培

养
102

(取出后弃除培养基%

?]=

润洗
1

遍后加入

A"762+3

染色液染色
;8#,

)

?]=

润洗
1

次%每孔加入

0%%

#

FH,,7W#,a

结合液%再加入
;

#

FH,,7W#,a.

CGI@

染色液和
$%

#

F?G

染色液%混匀%避光室温反应

$%8#,

%

?]=

润洗
1

次(取出爬片%将有细胞面的爬

片贴于含有抗荧光淬灭剂的载玻片上%将载玻片置于

正置荧光显微镜上%使用
>a

激发光拍摄
A"762+3

染

色的细胞#细胞核$)使用
]:V7

激发光拍摄
H,,7W#,a

染色的细胞#早期凋亡$)使用
BK77,

激发光拍摄
?G

染色细胞#晚期凋亡或坏死$(

0%(1

重庆医学
1%$(

年
(

月第
0/

卷第
$-

期



B&C&I

!

J7+37K,L:"3

实验
!

将
$%

#

8":

"

F

姜黄素及

1%

#

8":

"

FH53

抑制剂#

eV7K673#,

$作用
102

的细胞取

出置于冰上(配制裂解液工作液&加强型放射免疫沉

淀试验#

<G?H

$裂解液*苯甲基磺酰氟#

?E=C

$*磷酸

化蛋白酶抑制剂*

@"6539#:

'(用
?]=

润洗细胞
1

次%

吸去多余
?]=

)加入适量裂解液工作液静置
$%8#,

使

其细胞充分裂解%使用细胞刮刀刮下后再静置
;8#,

)

将细胞转移至离心管中离心#

$1%%%K

"

8#,

%

0`

%

$;

8#,

$%取上清液%使用二喹啉甲酸#

]@H

$试剂盒测定

蛋白水平并定量)加入相对应体积的
;[

十二烷基硫

酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳#

=O=.?HBD

$

F"9!#,

R

LVSS7K

置于
$%%`

水浴锅中煮沸
-8#,

(按照配方制

备凝胶%并再每孔加入等体积样品%并保证每孔蛋白

不低于
;%

#

R

)使用
/%a

电泳至分离胶后改
$1%a

电

泳至底部(将预先在甲醛浸泡
$%8#,

的聚偏氟乙烯

#

?aOC

$膜按照相应顺序放置转膜夹内进行转膜#

1-%

8H

%

-%8#,

$(使用
;N

脱脂牛奶封闭
$2

)将
?aOC

按条带大小裁剪后放入对应一抗内
0`

过夜%

I]=I

润洗
'

次%每次
$%8#,

)放置对应种属二抗室温孵育

$2

后
I]=I

润洗
'

次%每次
$%8#,

后显影(

B&D

!

统计学处理
!

采用
=?==11&%

软件进行统计分

析%所以实验均重复
'

次(计量资料以
Ec4

表示%组

间比较采用
9

检验%检验水准
%

b%&%;

%以
!

$

%&%;

为

差异有统计学意义(

C

!

结
!!

果

C&B

!

姜黄素抑制神经胶质瘤细胞增殖
!

通过观察姜

黄素对
>1;$

细胞增殖的影响%在刺激时间相同的条件

下%随着姜黄素刺激浓度升高%

>1;$

细胞增殖活性下

调)在姜黄素刺激浓度相同的条件下%作用时间越长%

>1;$

细胞增殖活性越下降明显%见图
$

(本研究认为

$%

#

8":

"

F

姜黄素刺激
102

为理想实验刺激条件(

C&C

!

姜黄素抑制神经胶质瘤细胞迁移
!

不同浓度的

姜黄素刺激后%对
>1;$

细胞迁移能力均有明显的抑

制作用(与对照组比较%给药组的
>1;$

细胞迁移能

力呈下降趋势%其中
$%

#

8":

"

F

姜黄素刺激下%细胞

迁移能力降低至
-)&;0N

)

1%

#

8":

"

F

姜黄素刺激下%

细胞迁移能力降至
'-&)$N

%与对照组比较差异均有

统计学意义#

!

$

%&%;

$(各组细胞划痕图像%见图
1

(

C&D

!

姜黄素减弱神经胶质瘤细胞黏附
!

与对照组比

较%在姜黄素刺激下%

>1;$

细胞黏附能力减弱%见图

'H]

(姜黄素组黏附的数量为#

1%-&(-c$;&)/

$个%

明显低于对照组的#

1((&$1c'/&0%

$个)姜黄素组胶

质瘤细胞黏附能力下降至
)/&)%N

%见图
'

(

!!

9

!

!

$

%&%;

%

L

!

!

$

%&%$

%与对照组比较

图
$

!!

姜黄素对
>1;$

细胞增殖的影响$

-b'

&

!!

H

!初始划痕图像)

]

!对照组细胞迁移
$12

后)

@

!姜黄素
$%

#

8":

"

F

组细胞迁移
$12

后)

O

!姜素素
1%

#

8":

"

F

组细胞迁移
$12

后

图
1

!!

各组细胞划痕图像$

[$%%

&

!!

H

!对照组)

]

!姜黄素组)

@

!两组细胞黏附能力比较)

9

!

!

$

%&%;

%与对照组比较

图
'

!!

对照组与姜黄素组神经胶质细胞结晶紫染色$

[$%%

&及细胞黏附能力比较$

-b'

&

;%(1

重庆医学
1%$(

年
(

月第
0/

卷第
$-

期



!!

H

!对照组)

]

!姜黄素
$%

#

8":

"

F

组)

@

!姜黄素
1%

#

8":

"

F

组)

O

!各组胶质瘤细胞侵袭能力比较)

9

!

!

$

%&%$

%与对照组比较

图
0

!!

各组神经胶质细胞结晶紫染色$

[$%%

&及细胞侵袭能力比较 $

-b'

&

图
;

!!

各组细胞荧光显微镜下
H,,7W#,a.CGI@

)

?G

双染结果$

[$%%

&

!!

$

!对照组)

1

!姜黄素组)

'

!

H53

抑制剂组)

0

!姜黄素
MH53

抑制剂组)

9

!

!

$

%&%;

%

L

!

!

$

%&%$

%与对照组比较

图
)

!!

各组
>1;$

细胞中
?IDZ

(

H53

(

4

.H53

蛋白表达水平比较$

-b'

&

)%(1

重庆医学
1%$(

年
(

月第
0/

卷第
$-

期



C&E

!

姜黄素下调神经胶质瘤细胞侵袭能力
!

在不同

浓度姜黄素刺激后%

>1;$

细胞侵袭能力呈下调趋势%

IK9,+U7::

实验结果显示%

$%

#

8":

"

F

姜黄素组侵袭

转移的细胞数量为#

$$%&0'c$;&%/

$个%明显低于对

照组的#

$);&$'c1%&%-

$个)当姜黄素浓度达到
1%

#

8":

"

F

时%侵袭转移的细胞数量为#

);&;-c;&')

$

个%胶质瘤细胞的侵袭能力明显下调至
0$&%%N

%见

图
0

(

C&F

!

姜黄素促进神经胶质瘤细胞凋亡
!

随着姜黄素

浓度升高%

H,,7W#,a.CGI@

染色阳性细胞及
?G

染色阳

性细胞均逐渐增加%提示胶质瘤细胞凋亡和死亡数量增

多(与对照组#

0&1(N

$比较%姜黄素
$%

*

1%

#

8":

"

F

组

>1;$

细胞凋亡率#

$/&((N

*

'1&$-N

$明显升高%差异

均有统计学意义#

!

$

%&%$

$(各组细胞荧光显微镜下

H,,7W#,a.CGI@

"

?G

双染结果%见图
;

(

C&G

!

姜黄素对胶质瘤细胞
H53

和
?IDZ

蛋白表达

的影响
!

与对照组比较%姜黄素组
>1;$

细胞
H53

蛋

白表达差异无统计学意义#

!

%

%&%;

$%见图
)H

*

]

)与

对照组相比%姜黄素组
>1;$

细胞
4

.H53

"

H53

表达明

显下调#

!

$

%&%;

$%见图
)H

*

@

(给予
H53

抑制剂

#

eV7K673#,

$刺激作用后%与对照组比较%

>1;$

细胞

H53

*

4

.H53

"

H53

明显下调#

!

$

%&%;

$%见图
)H

*

]

*

@

(

在姜黄素与
eV7K673#,

共同刺激下%与对照组比较%

>1;$

细胞
H53

*

4

.H53

"

H53

表达呈明显下调趋势

#

!

$

%&%;

$%见图
)H

*

]

*

@

(在姜黄素处理的
>1;$

细

胞%与对照组比较%

?IDZ

蛋白表达明显提高#

!

$

%&%$

$%见图
)O

(

D

!

讨
!!

论

!!

肿瘤细胞迁移是肿瘤侵袭性的重要表现之一%肿

瘤细胞的黏附能力是肿瘤转移重要的生物学特征%肿

瘤细胞的侵袭性是良恶性肿瘤的重要标志(本研究

探讨姜黄素对胶质瘤细胞
>1;$

作用研究%发现姜黄

素对胶质瘤细胞的增殖*迁移*侵袭等方面有明显性

抑制作用%并检测到
4

.H53

*

?IDZ

蛋白水平表达变

化%揭示姜黄素通过这些相关蛋白调节作用机制影响

B]E

的生物学行为%胶质瘤作为颅内最常见的原发

性肿瘤%病死率极高%其治疗显得特别重要(目前基

本治疗手段是手术加放疗%由于肿瘤浸润性生长方

式*放射性损伤周围正常脑组织的特点%导致治疗效

果差(自从
1%%;

年美国食品和药品管理局#

COH

$批

准了口服烷基化剂替莫唑胺#

IEf

$治疗
B]E

以来%

IEf

被认为是
B]E

的一线化疗剂&

(

'

%其分子机制是

IEf

诱导
OZH

烷基化*形成交联%触发细胞凋亡(

IEf

治疗缺点是在脑肿瘤内会产生耐药性&

$%

'

(

COH

批准的另一种治疗
B]E

药物是贝伐单抗%是人源化

的抗
aDBC.H

单克隆抗体(

aDBC

促进血管生成%

可上调
aDBC

信号转导通路&

$$

'

(贝伐单抗通过抑制

胶质瘤血管生成*下调
aDBC

信号通路起到治疗作

用(有研究发现贝伐单抗与静脉血栓栓塞*出血和胃

肠穿孔等不良反应有关&

$1

'

(大多数抗
B]E

治疗药

物涉及单一靶点的调节&

$'

'

%开发新的多靶点*更安全

的抗
B]E

药物具有重要意义(

中药成分姜黄素来源广泛%在中国传统食物如生

姜等食物含量成分很大(二酮类化合物姜黄素具有

抗炎*抗氧化*降脂等作用%广泛应用于慢性疾病治

疗(临床研究表明%姜黄素单独或与其他药物合用%

对癌症患者具有良好的抗癌效果!姜黄素和紫杉醇协

同作用可以抑制乳腺癌细胞的生长&

$0

'

)姜黄素能增强

顺铂*依托泊苷和喜树碱对癌细胞的损伤作用&

$;.$)

'

(

说明姜黄素对不同类型肿瘤细胞效应作用存在一定

的分子靶点(

fAHZB

等&

$-

'报道姜黄素制剂能穿过

小鼠的血脑屏障%这对姜黄素在治疗颅内疾病方面提

供了实验依据%为姜黄素对胶质瘤的治疗提供了极大

的可能性(

恶性肿瘤细胞属性是无限的增殖与浸润性生长%

肿瘤细胞凋亡是影响肿瘤生长的重要因素(本研究

发现姜黄素可明显抑制胶质瘤细胞的增殖*迁移*侵

袭%具有抗肿瘤作用%证明了姜黄素除能对除实体瘤

以外的肿瘤也具有抗肿瘤作用(本研究还表明姜黄

素能明显促进
B]E

细胞凋亡的作用%也是对姜黄素

抑制胶质瘤细胞增殖的解释之一(

H53

"

4

.H53

是细胞增殖与信号调节通路的重要

分子%

H53

是信号传导途径中重要的蛋白激酶%

4

.H53

是
H53

激活的主要机制%介导多种生物学效应(姜黄

素通过联合甘草次酸下调
?G'_

"

H53

"

?IDZ

信号通

路的活化%从而抑制肝癌细胞生长&

$/

'

)姜黄素能通过

H53

"

?IDZ

"

CP̂ P0

通路诱导
4

;'

基因表达缺失的

肝癌细胞株
A7

4

']

凋亡&

$(

'

(这些研究表明%姜黄素

可以通过
H53

"

?IDZ

通路有效的抑制恶性肿瘤细胞

增殖(本研究中姜黄素对总
H53

表达没有明显的影

响%对
4

.H53

表达有明显下调作用)发现姜黄素与

H53

抑制剂#

eV7K673#,

$有明显的协同效应(本研究

认为姜黄素可通过
4

.H53

"

H53

活性调节
B]E

增殖*

侵袭与迁移(

?IDZ

是肿瘤组织中的抑癌基因%

?IDZ

蛋白的

沉默促进肿瘤发生(

?IDZ

蛋白是具有脂质和蛋白

磷酸酯酶活性的双特异性磷酸酯酶%对肿瘤增殖*迁

移有抑制作用(本研究发现姜黄素能上调胶质瘤细

胞中
?IDZ

表达%对胶质瘤细胞的发挥抑制作用(

FDD

等&

1%

'报道
?G'_

"

H53

活性调节诱导
?IDZ

泛素

化促进肿瘤形成%在本研究中姜黄素下调了
4

.H53

活

性*抑制
?IDZ

泛素化作用%上调
?IDZ

表达从而抑

-%(1

重庆医学
1%$(

年
(

月第
0/

卷第
$-

期



制胶质瘤的形成(因此本研究解释了姜黄素通过下

调
H53

"

?IDZ

通路抑制胶质瘤细胞增殖(

姜黄素对
B]E

作用可能有更多的分子靶点参与

其中%如姜黄素促进胶质瘤细胞凋亡的分子机制需要

进一步研究)本研究中姜黄素对
B]E

作用的实验数

据%需要在动物体内的研究证明%是本课题进一步研

究的重点(本研究重要意义是天然药物姜黄素对

B]E

治疗提供实验和理论依据%可为能通过血脑屏

障的抗
B]E

新药研发工作提供资料(
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ĜHP\

%
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