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摘 要!%目的& 通过体外实验观察姜黄素对
@!A'

耐药细胞株 !

@ABC

'中
:;<!

(

=>=7

及
-*1D*10!?

表达水平的影响) %方法& 运用
E01F0() G+&F

(

C0*+!F/H0 IJ-C

检测不同浓度姜黄素
对

@ABC

细胞及转染
=>=7 1.C:K

后
@ABC

细胞内
:;<!

(

-*1D*10!?

蛋白和
HC:K

表达的
影响* 通过重亚硫酸测序+

LMJ

'的方法"观察姜黄素对
:;<!

基因启动子去甲基化的干预情
况* %结果& 经过

@!A'

培养而得到
@ABC

的
N-

@O

为!

P$9Q7"?9$7

'

!4RH+

!

JS"9""7

'*

T-=!77$

原
代细胞

@!A'

的
N-

@"

为
U#!9$V"79@!W !4RH+

"姜黄素对其增殖的抑制率为
?P9?VX

!

JSO9OO7

'"姜
黄素能显著上调

@ABC

细胞内
:;<!

,

=>=7

的表达"且呈剂量依赖性*

=>=7

转染敲低后检测
发现

@ABC

细胞中的
:;<!

及
-*1D*10!?

的表达受到明显的抑制* %结论& 姜黄素能从体外明
显抑制结肠癌细胞

@ABC

的生长"其作用机制可能通过去甲基化调控蛋白
=>=7

促使抑制基因
:;<!

基因启动子发生去甲基化"从而上调
:;<!

的表达"最终起到抑制肿瘤生长的作用*
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结肠癌是最常见的消化道肿瘤之一" 为全球第

三大常见恶性肿瘤* 据
hi2L2-K: !O7!

全球统计

数据显示全球每年新发的结肠癌病例数达
7!O

万例"

约占所有恶性肿瘤的
7OX

" 在我国每年新发结肠癌

病例达
!@

万例" 约占全球结肠癌新发病例的
7R@

%

7

&

*

氟尿嘧啶!

@!A'

'类药物是治疗进展期结肠癌患者的

最主要的药物"然而
@!A'

在进展期结肠癌中治疗的

有效率只有
7OXj7@X

%

!

&

" 其中
@!A'

化疗耐药是导

Q!P
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致患者化疗失败的重要原因!因其机制复杂"目前尚

未得到有效解决! 因此"探索新的逆转
%!&'

化疗耐

药的方法具有重要临床意义!

肿瘤化疗耐药与众多因素相关" 抑癌基因启动

子的高甲基化促使抑癌基因的沉默是其中重要的原

因!研究发现"从植物药物姜黄中提取的主要活性成

分姜黄素已经被证实具有良好的抗肿瘤作用" 肿瘤

的作用体现在对
()*

#

+,-.

#

/0&1

等通路的调控

作用"诱导肿瘤细胞的凋亡"抑制肿瘤转移"同时姜

黄素能够通过调控
2314,

来逆转
%!&'

化疗耐药!

在我们前期的研究中发现" 姜黄素通过促进
4.5!

基因的表达来抑制肠癌
/+6

进程而抑制其侵袭转

移$

78%

%

"而作为
()*

上游的抑制因子"

4.5!

使得
59:

蛋白家族泛素化降解"抑制了
()*

下游靶基因的转

录" 从而抑制由
()*

信号介导的肿瘤侵袭作用$

$

"

;

%

!

在临床研究中发现"

4.5!

基因在结肠癌及乳腺癌

中存在启动子高甲基化的状态$

78%

%

"在现有的甲基化

与去甲基化等表观遗传学调控中"

6/6#

蛋白发挥了

重要的作用"

6/6#

能够促使
()*

信号中相关基因

的去甲基化"从而抑制
()*

信号! 因此"本实验以姜

黄素作为干预药物" 通过体外实验检测
%&<1

细胞

内
4.5!

#

6/6#

及
=>?@>?A!7

的表达水平情况"同时

检测姜黄素干预后
4.5!

启动子甲基化的情况来探

讨姜黄素的抑瘤作用及其机制!

B

材料与方法

!"!

材 料

4.5!

&购自
4CD<E

公司'"

6/6B

&购自
,FG>2

公司'"

=>?@>?A!7

&购自
,FG>2

公司'"姜黄素&购自

EHI2>

公司'" 氟尿嘧啶 &购自浙江省肿瘤医院'"

6/6B ?H14,

& 购 自
E>)*> =J'K

公 司 ' &

%" !,=,!

=,,=660=66=0,6,,66!7"

"

?H14,B

'" &

%" !6606!

0==6=600,0066,6,,!7"

"

?H14,!

'!

4.5!

#

6/6B

及
=>?@>?A!7

引物由上海铂尚生物合成! 人类结肠

癌细胞株
L=6!BB$

来自浙江省胃肠病学重点实验

室!

%!&'

耐药的结肠癌细胞株
%&<1

由课题组浙江

省中西医结合重点实验室通过
L=6!BB$

细胞自行

培养而成&

&3I'JA B

'!所需的相关仪器和设备由浙江

大学邵逸夫实验室和浙江省肿瘤医院中西医结合重

点实验室提供!

!"#

药 物

姜黄素
7$MN2I

溶于
B2: 5+EC

"配得
B""22O:PQ

浓度(

R#

冰箱保存"临用前室温放置
RS23)

"防止颗

粒析出! 氟尿嘧啶以
B$!S8B$!SS

的浓度稀释!

!"$

实验方法

BM7MB

细胞培养和转染

人类
L=6!BB$

结肠癌细胞及
%&<1

在
7;%

和

%T

的
=C

!

条件下" 用含有
B"T

胎牛血清的
1-+U

B$R"

培养基培养 ! 细胞存活率大于
N"T

" 使用

"M"!%T

胰蛋白酶&

/56,

'消化
78%23)

"以
B$!8B$7

的

比例传代"加药培养时
5+EC

浓度
VSMBT

! 实验所用

数据均处于对数生长期!当细胞密度达到
7ST8%ST

左右时 " 按照
Q3@O !SSS

转 染 试 剂 盒 说 明 书 使

?H14,

转入到细胞内"培养细胞
RN H

"丢弃原先的

培养液" 再进行其他实验" 最后提取细胞蛋白或

14,

!

BM7M! (A?*AJ) F:O*

检测蛋白变化情况

通过
(A?*AJ) F:O*

检测各组细胞内
=>?@>?A!7

#

4.5!

和
6/6B

蛋白的表达量! 用不同浓度姜黄素

&

S

#

BS

#

!S!2O:PQ

'处理细胞
!RH

"提取各组细胞总蛋

白! 姜黄素处理
6/6B?H14,

转染后
;!H

的
%&<1

!RH

"提取各组细胞总蛋白!

W=,

检测试剂盒测定各

组细胞的蛋白浓度! 分别取总蛋白
!S!I

上样"经

B!T

分离胶及
%T

浓缩胶
E5E-,0/

凝胶电泳后湿

转法转
-D5&

膜! 加入特异性一抗
X

兔抗人
4.5!

多

克隆抗体"稀释度为
B$N""

(兔抗人
=>?@>?A!7

多克隆

抗体"稀释度为
B$B %""

(兔抗人
6/6B

多克隆抗体"

稀释度为
B$%""

( 内参
"!>G*3)

抗体稀释度
B$! """Y

R%

过夜! 与二抗
X

羊抗兔单克隆抗体"稀释度
#$# SSSY

室温孵育
!H

后"

/=Q

化学发光剂于暗室中曝光和

显影! 实验重复
7

次!

#M7M7 1A>:!*32A Z-=1

检测
214,

变化情况

通 过
1A>:!*32A Z-=1

检 测 各 组 细 胞
4.5!

#

6/6#!214,

的表达水平! 不同浓度姜黄素&

S

#

#S

#

!S!2O:PQ

'处理细胞
!RH

"提取各组细胞总
14,

"电

泳鉴定其完整性! 用姜黄素处理
6/6#?H14,

转染

后
;!H

的
%&<1

细胞
!RH

"提取各组细胞总
14,

"电

泳鉴定其完整性!

G54,,JGH3A9A

试剂盒逆转录总

14,

"得到
G54,

"用
[[L

!

C

稀释! 再以
G54,

以模

板"与基因特异性引物"通过
-=1

扩增
=>?@>?A!7

和

4.5!

! 对解离曲线进行分析"确保只有单一产物被

扩增! 最终进行测定分析! 实验重复
7

次!

\!\
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#9;!<

重亚硫酸测序检测
:=>!

基因启动子去甲

基化情况

提取姜黄素干预前后的
?@AB

细胞中的
>:C

!

使用
D/*40)EF/G03H I/1'+,/H0 =/H

试剂盒进行甲基化

处理!首先用亚硫酸处理所提取的
>:C

!洗涤甲基

化后的
>:C

! 再通过
J-B

扩增后进行测序"

:=>!

相关序列#

:=>!"@7

#

4G*4G*GGH4*GKLGGGGG*G*44H44

:=>!"B7

#

3H3***H*3****3H***HH3H***

:=>!"B!

#

3*H***33(****3***3H****H*3

:=>!"@!

#

G*44H44G5L44G5L44HGGHG*H5LGH44

:=>!"B;

#

***H*33(*H******H*********H**3H33

!"#

统计学处理

计量资料以均数
#

标准差$

!#1

%表示!用
H

检验&

单因素方差分析!所有数据均以
MJMM7N9O

统计软件

建立数据' 以
JPO9O?

为差异有统计学意义"

!

结 果

$"! ?@AB

细胞系的建立及姜黄素对
?@AB

增殖的

抑制作用

?"@'

耐药的
?@AB

细胞株由
Q-G"77$

培养而

来!将原代细胞通过低剂量
?"@'

干预!收集存活生

长的细胞于新的培养基! 逐步增加
?"@'

的干预剂

量!重复该过程
N

个月!剩余存活的细胞具有对
?"

@'

药物的耐药性" 细胞形态有原代细胞的颗粒状向

梭状改变" 原代细胞
Q-G"77$

以
!?!4RS+

浓度
?"@'

进行首次干预! 后逐渐以
?!4RS+

呈梯度样增加!最

后所获得
?"@'

处理
?@AB

的
T-

?"

为
UV$9N7#;9$7W!4RS+

(

JPO9OO#

%

U@/4'(0 !W

) 同时应用
XGM

方法检测姜黄

J*(0)H*+ 30++1

Q-G"##$ ?"@AB 30++1

?"@'

(

+&Y Z&10

%

?"@' /)3(0*1/)4 Z&10

L(&Y) /) )&(S*+ S0Z/*

J*(0)H*+ 30++1

B0F0*H0Z &[0( N S&)H.1

M'([/[/)4

30++1

3&++03H0Z

J*11*40

M'([/[/)4 30++1

3&++03H0Z

?"@'"(01/1H0SH 30++1

C

I

%&'()* + ,-* .)/0&1*)23&/4 5&320&36 /1 7%89

3)*23*: ;6 <()=(>&4 ;6 ?,@

%&'()* ! ,-* =(03&523&/4 /1 7!%( )*A&A3243 =/0/4 =24=*) =*00AB7%89C

C

!

G.0 3'+H/[*H/&) &, ?@AB

"

I

!

G.0 S&(F.&+&45 &, ?@AB9

%&'()* $ ,-* D<

7E

)*A(03A /1 7%89

!4RS+

O #O !O <O VO #$O

Q-G##$

Q-G##$B

#9?

#9O

O9?

O

B
0
+
*
H
/
[
0
[
/
H
*
+
/
H
5
&
,
3
0
+
+
1

?O #O !O

#9?

#9O

O9?

O

B
0
+
*
H
/
[
0
[
/
H
*
+
/
H
5
&
,
Q
-
G
#
#
$
B

!S&+R\

N;O
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素对
%&'(

的增殖活性作用!

运用不同浓度"

")!"!*+,-,

#的

姜黄素作用细胞
!./

后$ 结肠

癌细胞的生长受到不同程度的

抑制且呈浓度依懒性"

&01234 5

#!

!"!

不同浓度姜黄素处理后

对
%&'(

细 胞 内
678!

和

9:9;

蛋白和
*(6<

表达的影

响

不同浓度的 姜黄素
=>

%

#>

%

!>!*+,-?@

对
%&'(

细胞作

用
!. /

$观察
678!

和
9:9;

蛋

白及
*(6<

表达水平!

A4BC43D

印迹"

&01234 .<

#显示$

678!

%

9:9;

蛋白在不同浓度实验组与

阴性对照组相比表达水平显著

增加$ 蛋白表达水平显著下降$

差异有统计学意义"

EF>G>%

#! 同

时$ 随着姜黄素浓度的增加$

其蛋白表达水平也呈显著上

升趋势!

(4H,!C0*4 IEJ(=&01234

.K

%

J

%

8L

显 示 $

678!

%

9:9;

*(6<

的表达水平在实验组

与阴性对照组相比显著增加$

差异有统计学意义"

!F"G";

#!

其
*(6<

表达水平改变也越

明显! 通过
B/(6<

技术敲低

耐药细胞中
9:9;

的表达$发

现
678!

以及凋亡相关蛋白

JHBMHB4!5

的表达显著下调$同

时
9:9; B/(6<

和
!"!*+,

联

合干预后$ 细胞中上述蛋白表

达水平显著"

!F"G";

#

=&01234 %L

!

!"#

姜黄素调控
%&'(

细胞

中
678!

基因启动子的去甲基化

为了表明姜黄素是否通过调控
678!

基因的去

甲基化来增加其表达$ 通过姜黄素
!"!*+,-?

处理

%&'(

细胞
!./

后$ 发现细胞中
678!

基因启动子

区域甲基化程度减弱$发生明显的去甲基化现象!而

对照组中
678!

启动子区域存在高度甲基化
=&01234

$L

"注&红色区域为未甲基化位点$蓝色为甲基化位

点$白色区域为未知位点#!

5

讨 论

结肠癌
%!&2

化疗耐药一直是困扰着临床的难

题$于此同时严重影响患者的预后! 肿瘤对
%!&2

产

生耐药与多种因素有关$ 其中最主要的原因是由于

!" ;" "
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肿瘤学杂志
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卷第
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期

%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"7$68&+9!!6:&9##

细胞内药物浓度降低! 致使药物抗肿瘤代谢作用减

弱甚至消失!致使其无法发挥作用" 同时!参与凋亡

过程调控的基因表达失控! 导致肿瘤细胞对广谱抗

肿瘤药物的细胞毒性作用产生耐药性 #

;

$

!已有众多

的研究探索
<!='

耐药的机制!本研究结合了前期姜

黄素调控
:>?!

抑制结肠癌侵袭转移中的作用!而

:>?!

基因通过抑制
@)A

信号而参与调控结肠癌的

上皮间质转化介导的侵袭转移#

B

$

" 本研究深入探索

了姜黄素抑制
<!=CD

细胞的机制!与前期研究结果

相似!发现姜黄素能够上调
<!=CD

细胞中
:>?!

的

表达!同时调控了
:>?!

基因启动子的去甲基化"

为了进一步探索姜黄素调控
:>?!

基因的去甲

基化机制! 研究发现了参与去甲基化调控的蛋白

EFE7

%

A0) 0+0G0) A(*)1+&3*A/&) 7

&在结肠癌
<!='

耐药

细胞中受到了姜黄素的调控! 不同浓度姜黄素干预

后!

EFE7

的表达显著上升"

EFE7

参与调控去甲基化

的机制在于其使
<!

甲基胞嘧啶
H<!I0A.5+35A&1/)0

!

<I3J

羟化后生成
<!

羟甲基胞嘧啶
H<!.5K(&L5I0A.5+!

35A&1/)0

!

<.I3M

!

<.I-

可进一步在脱氨基酶
NO?P*3!

A/G*A/&)!/)K'30K K0*I/)*10M

催化下生成
< !

羟甲基尿

嘧啶
H<!.5K(&L5I0A.5+'(*3/+

!

<.ICM

" 基于
EFE7

的去

甲基化作用! 其也作为一个重要的结肠癌的抑癌因

子!已逐渐从各个研究中脱颖而出#

Q

!

7R

$

" 已有的研究

证实!结肠癌中
@)A

通路的活跃源于其上游抑制因

子的基因启动子的高甲基化而沉默!

?>>

就是其中

之一" 而
EFE7

结合能与
?>>

启动子结合!促进其

去甲基化从而达到负向调控
@)A

通路的目的#

77

$

" 本

研究证实了
EFE7

能够正向调控
:>?!

基因! 同时

!"#$%& ' ()* +,+-./"/ 01 2)& 3&2).-+2"0, 01 2)& 4%03020% ",!5678!2%&+2&9 :. ;$%<$3",

S0A.5+*A/&) 1A*A'1 &, -TU!1/A01 35A&1/)0 /) A.0 10V'0)30 3&)A0LA

S0A.5+*A/&) 1A*A'1 &, -TU!1/A01 35A&1/)0 /) A.0 10V'0)30 3&)A0LA

BW!
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!"#$

年第
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期

在敲低
%&%'

的活性后!

()*!

受到抑制! 而参与凋

亡调控的
+,-.,-/!0

基因也受到
%&%'

的敲低而低

表达" 姜黄素能够恢复敲低
%&%'

的
1234

细胞中

()*!

和
+,-.,-/!0

的表达!由此证明了姜黄素能够

通过调控
%&%'

基因促使
()*!

基因在
1234

细胞

中的表达!同时促进耐药细胞的凋亡"

作为从姜科植物根茎中提取的一种抗氧化剂

多酚!姜黄素具有药理作用广泛且毒副作用小的优

点#

'!

!

'0

$

" 姜黄素作为植物中药的单体成分!其被广泛

应用于抗肿瘤研究中" 本研究从植物单体的精准治

疗出发!针对精准靶基因!从而逆转耐药和抑制肿瘤

生长的作用" 姜黄素促使
()*!

和
%&%'

基因在

1234

细胞中的表达!但其是否通过调控
%&%'

而参

与
567

信号轴的调控尚不明确!亟待本研究的深入

而获得结论"
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