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  [摘要] 目的 探讨姜黄素对尿道瘢痕成纤维细胞的放疗增敏作用及其机制。方法 体外原代培养人尿

道瘢痕成纤维细胞,CCK-8实验及平板克隆实验确定合适的姜黄素实验浓度及放疗剂量,平板克隆实验明确姜

黄素的放疗增敏作用。流式细胞仪检测细胞周期分布,TUNEL法检测细胞凋亡情况,Western
 

blot检测Ⅰ型

胶原蛋白及Ⅲ型胶原蛋白表达,分析转化生长因子β1(TGF-β1)通路的作用。结果 姜黄素对体外培养的尿道

瘢痕成纤维细胞具有放疗增敏作用(SER=2.030)。与对照组相比,20
 

μmol/L姜黄素组S期、5
 

Gy放疗组

G2/M期细胞比例大幅度增加(P<0.001),姜黄素和放疗联合处理后,G2/M 期细胞比例进一步增加,而S期

细胞比例则处于二者之间。对照组、20
 

μmol/L姜黄素组、5
 

Gy放疗组、20
 

μmol/L姜黄素+5
 

Gy放疗组细胞

凋亡比例分别为(6.54±1.01)%、(16.17±2.28)%、(12.88±2.06)%、(24.92±2.65)%,20
 

μmol/L姜黄

素+5
 

Gy放疗组明显高于其他3组(P<0.001)。20
 

μmol/L姜黄素+5
 

Gy放疗组细胞中Ⅰ型、Ⅲ型胶原蛋白

和TGF-β1表达水平明显低于对照组(P<0.001),经TGF-β1处理过的细胞Ⅰ型及Ⅲ型胶原蛋白合成增加

(P<0.001)。结论 姜黄素对体外培养的尿道瘢痕成纤维细胞具有放疗增敏作用,能促进细胞凋亡并阻滞细

胞于G2/M期,同时通过TGF-β1通路抑制细胞Ⅰ型胶原蛋白和Ⅲ型胶原蛋白的合成。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

radiosensitizing
 

effect
 

of
 

curcumin
 

on
 

the
 

urethral
 

scar
 

fibro-
blasts

 

and
 

its
 

mechanism.Methods The
 

primary
 

culture
 

of
 

human
 

urethral
 

scar
 

fibroblasts
 

in
 

vitro
 

was
 

per-
formed.CCK-8

 

experiment
 

and
 

plate
 

clone
 

formation
 

assay
 

were
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

appropriate
 

experimen-
tal

 

concentration
 

of
 

curcumin
 

and
 

radiotherapeutic
 

dose;the
 

radiosensitization
 

of
 

curcumin
 

was
 

confirmed
 

by
 

the
 

plate
 

clone
 

formation
 

assay;the
 

cell
 

cycle
 

distribution
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometer
 

and
 

the
 

cellular
 

ap-
optosis

 

was
 

detected
 

by
 

TUNEL;Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

levels
 

of
 

collagen
 

Ⅰ
 

and
 

collagen
 

Ⅲ,and
 

the
 

pathway
 

effect
 

of
 

TGF-β1
 

was
 

analyzed.Results Curcumin
 

had
 

the
 

radiosensitizing
 

effect
 

on
 

urethral
 

scar
 

fibroblasts
 

in
 

vitro
 

(SER=2.030);compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

proportions
 

of
 

the
 

S
 

stage
 

cells
 

in
 

the
 

20
 

μmol/L
 

curcumin
 

group,and
 

the
 

stage
 

G2/M
 

cells
 

in
 

the
 

5
 

Gy
 

group
 

were
 

substantially
 

increased
 

(P<
0.001);after

 

the
 

treatment
 

by
 

curcumin
 

combined
 

with
 

radiotherapy,the
 

proportion
 

of
 

the
 

stage
 

G2/M
 

cells
 

was
 

further
 

increased,while
 

the
 

proportion
 

of
 

the
 

stage
 

S
 

cells
 

was
 

between
 

the
 

both.The
 

cellular
 

apoptosis
 

proportions
 

in
 

the
 

control
 

group,20
 

μmol/L
 

curcumin
  

group,5
 

Gy
 

radiotherapy
 

group
 

and
 

20
 

μmol/L
 

curcu-
min+5

 

Gy
 

radiotherapy
 

group
 

were
 

(6.54±1.01)%,(16.17±2.28)%,(12.88±2.06)%
 

and
 

(24.92±
2.65)%

 

respectively,the
 

20
 

μmol/L
 

curcumin
 

+
 

5
 

Gy
 

radiotherapy
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

the
 

other
 

3
 

groups
 

(P<0.001).The
 

expression
 

levels
 

of
 

collagen
 

Ⅰ,collagen
 

Ⅲ
 

and
 

TGF-β1
 

in
 

the
 

20
 

μmol/L
 

curcumin+5
 

Gy
 

radiotherapy
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.001).The
 

synthesis
 

of
 

cellular
 

collagen
 

Ⅰ
 

and
 

collagen
 

Ⅲ
 

after
 

TGF-β1
 

treatment
 

was
 

increased
 

(P<0.001).Conclu-
sion Curcumin

 

has
 

the
 

radiosensitizing
 

effect
 

on
 

cultured
 

urethral
 

scar
 

fibroblasts
 

in
 

vitro,can
 

promote
 

the
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cellular
 

apoptosis
 

and
 

block
 

the
 

cell
 

on
 

the
 

stage
 

G2/M,meanwhile
 

inhibit
 

the
 

synthesis
 

of
 

cellular
 

collagen
 

Ⅰ
 

and
 

collagen
 

Ⅲ
 

through
 

the
 

TGF-β1
 

pathway.
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  尿道狭窄是泌尿外科常见疾病,其治疗一直是泌

尿外科中的一个难点。孙颖浩院士团队将放疗运用

于尿道狭窄的预防和治疗,取得了较好的疗效,治愈

率达到82%[1],笔者前期的研究也同样证实了这一疗

效[2]。尽管腔内放疗在尿道狭窄的治疗上具有一定

的安全性,但较大剂量的放射线不仅有导致尿道狭窄

复发的可能性,而且存在潜在诱发肿瘤的风险[3-4]。
姜黄素是一种被广泛研究的放疗增敏剂,有研究认为

姜黄素具有抗纤维化、抑制胶原蛋白产生的作用[5],
但目前暂无学者研究姜黄素是否对尿道狭窄的放疗

具有增敏作用。本文拟在体外实验中验证姜黄素是

否能作为放疗增敏剂抑制尿道瘢痕成纤维细胞的增

殖及胶原蛋白的合成,并初步探讨其分子机制。
1 材料与方法

1.1 实验材料

男性尿道狭窄瘢痕段切除术后标本,标本及资料

收集均经患者本人知情同意,本研究获得医院伦理学

委员会批准通过;姜黄素购自美国Sigma-Aldrich公

司;重组人转化生长因子β1(TGF-β1)购自美国R&D
公司。蛋白CCK-8细胞增殖检测试剂盒购自北京全

式金生物公司;细胞周期检测试剂盒及TUNEL细胞

凋亡检测试剂盒购自南京建成生物工程研究所;抗波

形蛋白抗体、抗Ⅰ型胶原蛋白和Ⅲ型胶原蛋白抗体、
抗TGF-β1抗体购自英国 Abcam公司;抗β-actin抗

体、辣根过氧化物酶(HRP)偶联二抗、FITC偶联二抗

购自北京全式金生物公司。
1.2 方法

1.2.1 尿道瘢痕成纤维细胞的分离及培养

按照屈卫星等[6]所述方法,将组织块标本于含有

抗生素的PBS液中反复冲洗,去除多余的上皮组织;
将组织标本分解为5

 

mm×5
 

mm大小的组织小块并

适当向组织上滴加培养基使其保持湿润。送入离心

管中,加入0.25%胰酶消化液-EDTA和胶原蛋白酶-
Ⅰ,在37

 

℃恒温水浴箱中消化4~5
 

h,每小时振荡1
次。将混悬液匀速滴加在烧杯上滤网进行过滤,取滤

过后的混悬液170.2×g离心5
 

min;弃去上清液,加
入6

 

mL的新鲜培养液,充分吹打细胞,于细胞培养箱

中37
 

℃、5%
 

CO2 培养。次日绝大部分成纤维细胞

已贴壁,换细胞培养基,每隔2~3
 

d给细胞换液1次。
最终有1例标本的尿道瘢痕成纤维细胞被成功分离

并培养。选择波形蛋白作为成纤维细胞的标志物进

行检测[7]。
1.2.2 放疗方法

使用160千伏X射线机在室温下对细胞进行照

射。细胞距离放射源100
 

cm,剂量率为2
 

Gy/min,在局

部照射装置的辅助下,照射野尺寸为40
 

cm×40
 

cm。

1.2.3 CCK-8法检测细胞增殖能力

将细 胞 接 种 至96孔 板,(1~5)×104/孔,于
37

 

℃、5%
 

CO2 培养箱内贴壁24
 

h。根据需求将细胞

分组,每组均设6个复孔。24
 

h取出96孔板,于显微

镜下观察,并加入CCK-8试剂,孵育2
 

h;酶标仪检测

450
 

nm处吸光度(A)值,并记录结果。
1.2.4 平板克隆实验

将1×103 个尿道瘢痕成纤维细胞接种在6孔板

中,待细胞贴壁后弃培养液,根据需求加入新的培养

液或不同浓度的姜黄素处理细胞2
 

h,暴露于不同剂

量的放射线照射,继续培养24
 

h,更换新的培养液继

续在孵箱中孵育10~14
 

d。弃培养液,洗涤、固定及

染色后,计数各孔集落数(≥50个细胞为1个集落)。
1.2.5 流式细胞术检测细胞周期

将尿道瘢痕成纤维细胞接种在6孔板中,待细胞

长至70%~80%,根据需求加入新的培养液或不同浓

度的姜黄素处理细胞2
 

h,暴露于不同剂量的放射线

照射,继续培养24
 

h。按照细胞周期检测试剂盒说明

书处理并收集细胞后,采用流式细胞术检测各组细胞

各周期所占比例。
1.2.6 TUNEL法检测细胞凋亡

将20
 

mm×20
 

mm盖玻片置于6孔板内,将尿道

瘢痕成纤维细胞接种在6孔板中,待细胞长至70%~
80%,根据需求加入新的培养液或不同浓度的姜黄素

处理细胞2
 

h,暴露于不同剂量的放射线照射,继续培

养24
 

h,取出盖玻片,按照TUNEL细胞凋亡检测试

剂盒处理,并用DAPI复染,封片后荧光显微镜下观

察结果并拍照。
1.2.7 Western

 

blot定量分析蛋白表达

将尿道瘢痕成纤维细胞接种在6孔板中,待细胞

长至70%~80%,根据需求加入新的培养液或不同浓

度的姜黄素处理细胞2
 

h,暴露于不同剂量的放射线

照射,继续培养24
 

h。胰酶消化后将收集的细胞离心

并重悬于裂解缓冲液中。冰上孵育30
 

min
 

后,提取

澄清匀浆
 

4
 

℃、12
 

000
 

r/min离心20
 

min。BCA
 

蛋白

定量试剂盒检测各组蛋白浓度。10%聚丙烯酰胺凝

胶电泳分离蛋白,将凝胶中的蛋白转移至硝酸纤维素

膜上,200
 

mA
 

湿转120
 

min,室温下使用5%脱脂牛

奶封闭2
 

h,加入相应稀释比例的一抗孵育过夜,洗膜

后室温下孵育二抗1
 

h,化学发光法显影,化学发光成

像系统观察并拍照。Quantity
 

One图像分析软件分

析灰度值,计算出样本蛋白相对表达量。
1.3 统计学处理

采用SPSS17.0统计软件进行分析。计量资料以

x±s表示,两组间比较采用t检验,多组间比较采用

方差分析和SNK法检验。所有实验均重复3次。以
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P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 尿道瘢痕成纤维细胞的鉴定

细胞以类梭形和排列较为紧密的扁平状细胞为

主。波形蛋白免疫荧光染色显示细胞质均呈绿色荧

光,波形蛋白表达呈阳性,见图1。
2.2 不同浓度姜黄素对尿道瘢痕成纤维细胞增殖的

影响

随着姜黄素浓度的增加,尿道瘢痕成纤维细胞增

殖率降低,见图2。姜黄素作用24
 

h
 

IC20=19.49
 

μmol/L,IC50=45.92
 

μmol/L;48
 

h
 

IC20=13.68
 

μmol/L,IC50=30.43
 

μmol/L。根据放疗增敏剂的

选择原则,选取接近IC20的20
 

μmol/L姜黄素作用

24
 

h作为放疗增敏条件。

图1  尿道瘢痕成纤维细胞的鉴定(×200)

图2  不同浓度姜黄素对尿道瘢痕成纤维细胞增殖的影响

2.3 姜黄素对抑制尿道瘢痕成纤维细胞具有放疗增

敏作用

姜黄素联合放疗的细胞生存分数低于单纯放疗
(P<0.05),姜黄素对尿道瘢痕成纤维细胞具有放疗

增敏作用(SER=2.030),见图3。根据细胞生存分

数,选择较接近IC50的5
 

Gy作为后续试验的放射剂

量。20
 

μmol/L姜黄素+5
 

Gy放疗组细胞克隆数低

于其他3组,差异有统计学意义(P<0.05),见图4。
2.4 姜黄素联合放疗对尿道瘢痕成纤维细胞周期分

布的影响

与对照组相比,20
 

μmol/L姜黄素组S期、5
 

Gy
放疗组G2/M期细胞比例大幅度增加(P<0.001)。
姜黄素和放射联合处理后,G2/M 期细胞比例进一步

增加,而S期细胞比例则处于两者之间,见表1、图5。

图3  姜黄素对尿道瘢痕成纤维细胞的放疗增敏作用

  A:对照组;B:20
 

μmol/L姜黄素组;C:5
 

Gy放疗组;D:20
 

μmol/L姜黄素+5
 

Gy放疗组;E:各组细胞克隆数比较。

图4  姜黄素联合放疗对尿道瘢痕成纤维细胞克隆形成的影响

2.5 姜黄素联合放疗对尿道瘢痕成纤维细胞凋亡的 影响
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对照组、20
 

μmol/L姜黄素组、5
 

Gy放疗组、20
 

μmol/L姜黄素+5
 

Gy放疗组细胞凋亡比例分别为
(6.54±1.01)%、(16.17±2.28)%、(12.88±2.06)%、

(24.92±2.65)%,20
 

μmol/L姜黄素+5
 

Gy放疗组细

胞凋亡比例明显高于其他3组,差异有统计学意义
(P<0.001),见图6。

  A:对照组;B:20
 

μmol/L姜黄素组;C:5
 

Gy放疗组;D:20
 

μmol/L姜黄素+5
 

Gy放疗组。

图5  姜黄素联合放疗对尿道瘢痕成纤维细胞周期分布的影响

图6  姜黄素联合放疗对尿道瘢痕成纤维细胞凋亡的影响(×200)

2.6 姜黄素联合放疗对尿道瘢痕成纤维细胞Ⅰ型、
Ⅲ型胶原蛋白和TGF-β1的影响

20
 

μmol/L姜黄素+5
 

Gy放疗组细胞中Ⅰ型、Ⅲ

型胶原蛋白和 TGF-β1表达明显低于对照组(P<
0.001),经TGF-β1处理过的细胞Ⅰ型及Ⅲ型胶原蛋

白合成增加(P<0.001),见图7。
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  A:各组细胞中Ⅰ型、Ⅲ型胶原蛋白和TGF-β1的表达;B:细胞经TGF-β1干预后Ⅰ型及Ⅲ型胶原蛋白表达的变化;*:P<0.05,与对照组比

较;#:P<0.05,与其他组比较;△:P<0.05。

图7  姜黄素联合放疗对尿道瘢痕成纤维细胞Ⅰ型、Ⅲ型胶原蛋白和TGF-β1的影响

表1  各组尿道瘢痕成纤维细胞周期分布(x±s)

组别
细胞周期分布(%)

G0/G1期 S期 G2/M期

对照组 88.52±4.61 6.35±0.59 5.13±0.88
20

 

μmol/L姜黄素组 78.62±3.89 12.49±1.05 8.89±1.26
5

 

Gy放疗组 78.79±3.97 1.86±0.37 19.34±1.49
20

 

μmol/L姜黄素+5
 

Gy放疗组 66.46±3.11 3.71±0.78 29.83±1.96

3 讨  论

  尿道狭窄的病因多样,创伤和医源性损伤已成为

尿道狭窄最主要的原因。有研究表明,医源性尿道狭

窄的比例已达45%[8]。尿道狭窄已成为所有尿道和

经尿道手术不得不面对的常见并发症。尿道狭窄目

前的治疗方法,如尿道扩张、尿道内切开及开放手术

等,均面临尿道狭窄再复发的问题,需多次手术治疗,
往往使病变更加复杂化,治疗效果较差。因此,尿道

狭窄需要新的治疗方法。
早在1906年,BEBEURMAN 等就报道采用 X

射线能有效治疗皮肤瘢痕疙瘩。而到1976年,LEVY
等[9]术后应用放疗有效预防术后瘢痕的产生。进入

21世纪,血管内介入放疗发展迅速,MALHOTRA
等[10]运用铱-192血管内放疗可明显降低冠状动脉支

架植入术后再狭窄的发生率。基于这些研究,孙颖浩

院士将腔内放疗应用于尿道狭窄的防治,并取得了满

意的效果[11]。国外也有多项研究取得了类似的效

果[12-13]。多数研究的总放射剂量为10~20
 

Gy,尽管

这一剂量被认为不会影响正常组织愈合[14],但仍有学

者认为它可能存在导致尿道狭窄[15]、尿道瘘[16]甚至

诱发肿瘤[17]的潜在风险。因此,在不影响疗效的前提

下尽量减少放射剂量是腔内放疗防治尿道狭窄的关

键。放射增敏剂是一种化学或药物制剂,当与放疗同

时应用时可以改变目标细胞对放射的反应性,从而增

加对目标细胞的杀伤效应,减少放射剂量。
姜黄素是一种从姜黄中分离出来的低分子质量

多酚类化合物。随着对姜黄素研究的日益深入,已发

现其具有抗炎、抗氧化、调脂、抗病毒、抗感染、抗肿

瘤、抗凝、抗肝纤维化、抗动脉粥样硬化等广泛的药理

活性,且毒性低、不良反应小[18]。目前已有大量研究

证实姜黄素在肝脏、肾脏、肺等器官中均具有明显的

抗纤维化作用,主要通过促进成纤维细胞凋亡、自噬

等实现[19]。另一方面,许多研究者发现姜黄素可以阻

滞肿瘤细胞的细胞周期、诱导肿瘤细胞凋亡,对于多

种肿瘤具有放疗增敏作用,而对正常细胞则通过抗炎

作用发挥其放疗保护作用[20]。但姜黄素在尿道瘢痕

导致的尿道狭窄中尚无相关研究。根据其抗纤维化

作用及放疗增敏作用,笔者推测姜黄素可能对尿道瘢

痕成纤维细胞也具有放疗增敏作用,能协同放疗抑制

尿道瘢痕成纤维细胞的增殖。
在尿道瘢痕的形成过程中,成纤维细胞的过度增

殖及胶原蛋白合成的异常增多是其主要病理改变,其
中Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白是其主要胶原蛋白类型[3]。
在众多胶原蛋白合成的信号通路中,TGF-β1通路是

其中最重要的一条。由于各种外界因素刺激导致的

TGF-β1水平上升,活化TGF-β1/Smad通路,促进相

关基因的转录及Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白的合成[21]。因

此,笔者推测姜黄素联合放疗可能通过抑制TGF-β1
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通路来减少Ⅰ型和Ⅲ型胶原蛋白的合成。
本研究显示,在体外实验中姜黄素能作为放疗增

敏剂,联合小剂量放疗抑制尿道瘢痕成纤维细胞的增
殖,并通过TGF-β1通路抑制Ⅰ型及Ⅲ型胶原蛋白的
合成。这些实验结果表明,姜黄素联合放疗能抑制成
纤维细胞的增殖及胶原蛋白的产生,可能对尿道瘢痕
的形成具有一定的抑制作用,有望成为尿道狭窄防治
的一种新方法。虽然体外实验已有初步结果,但还需
要体内实验来验证其疗效,其作用的分子机制也有待
进一步实验来探讨阐明。
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