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摘 要!%目的& 探讨姜黄素对结肠癌细胞上皮间质转化!

123

'的作用机制( %方法& 通过
234

检测姜黄素对
563##7

细胞活性的影响# 运用
&,8(,9'! :;<(

)

=,+;!(->, ?@6=

检测不同
浓度姜黄素对

563..7

细胞
&'(

相关基因*

!!*+(,'-'

)

36AB

'及
123

相关基因*

1!*+CD,9-'

和
E->,'(-'

'的表达情况( %结果& 姜黄素能明显抑制
563..7

细胞的增殖活性"在
.!D

)

!BD

和
BFD

的
G6

0H

分别是
7./IF"!/7F"><;)J

"

.I/7B"./!I"><;)J

和
.$/FB"./!0"><;)J

( 姜黄素能下调
563..7

细胞内
!!*+(,'-'

和
36AB

的表达水平#同时显著性上调
1!*+CD,9-'

及下调
E->,'(-'

表达水平"且呈剂量依赖性(

&'(

信号通路活化剂能上调姜黄素处理后细胞内的
!!*+(,'-'

表
达和下调

1!*+CD,9-'

表达水平( %结论& 姜黄素通过抑制
&'()!!*+(,'-'

信号通路"从而抑制
肿瘤细胞上皮间质转化(

主题词!姜黄素#
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信号通路#上皮间质转化
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.I/7B"./!I"><;)J +'C
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据
bJYOY6KV

于
!".!

年公布的数据显示"在 全球范围内"大肠癌居男性恶性肿瘤发病率第三位"

女性恶性肿瘤发病率第二位(在我国"结肠癌的发病

率持续上升%

.cB

&

( 研究证明结肠癌的发生发展是一个

多阶段)多因素的过程(有效抑制结肠癌的转移发生

%0



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
#

期

&'()*+, '- ./0*121 3*4','567!"8$79',:!%7;':#

是临床面临的主要难题! 目前发现肿瘤的侵袭转移

与上皮间质转化 "

1<0=/1,0+,!>121*4/6>+, =)+*20=0'*

#

?@A

$密切相关!

?@A

是指上皮细胞在特定的生理

和病理情况下向间质细胞转化的现象%

B

&

! 在肿瘤生

长的演变进程中#

?@A

主要包括了细胞极性的变

化'细胞骨架的重建'细胞间黏附的丧失以及肿瘤基

底膜和细胞外基质的破坏 %

C

&

# 从而获得高迁移'侵

袭'抗凋亡及降解细胞外基质等间质表型特征!

D*=E

!!4+=1*0*

信号通路异常激活在结肠癌发生中起着

重要作用!

D*=E!!4+=1*0*

信号通路不仅能够上调

AF02=8

'

G*+0,8

'

G*+0,!

等转录因子的表达# 而且
!!

4+=1*0*EA.HEI?H

还能促进
H0J)'*14=0*

和
90>1*=0*

基因转录水平#诱导肿瘤细胞
?@A

%

$

#

K

&

! 姜黄素"

4()!

4(>0*

$是从姜科植物根茎中提取的一种抗氧化剂多

酚#具有药理作用广泛且毒副作用小的优点%

L

#

8"

&

! 研

究发现姜黄素对多种肿瘤的侵袭转移具有明显的抑

制效果%

88

#

8!

&

! 本研究通过使用姜黄素体外处理结肠

癌
M.A88C

细胞# 探讨姜黄素抑制结肠癌细胞上皮

间质转化的具体作用机制!

8

材料与方法

!"!

材 料

细胞株! 结肠癌细胞系
M.A88C

来自浙江省胃

肠病学重点实验室!

药材!姜黄素"购自
G05>+

公司#姜黄素粉末用

N@G3

溶解#配置成原溶液为
8O">>',EI

$(抗体)

!!

4+=1*0*

"购自
?<0='>042

公司$#

A.HP Q

购自
.GA

公

司
R

#

?!4+S/1)0*

和
90>1*=0*

"购自
G05>+

公司 $#

!!

+4=0*

"购自
TN

公司$(

D*=

信号通路活化剂
QDUV

!C!C##RQ

购自
UJ4+>

公司
R

!

!!4+=1*0*

上下游引物

" 购 自
W*X0=)'51*

公 司 $)

B" !AY..UUYAYYYAY!

YAUAUYUYY!%"

和
B"!.Y.AYYYAUA..AYUAYAY.!

%"

! 所需的相关仪器和设备由浙江大学邵逸夫实验

室提供!

!"#

实验方法

#:!:#

细胞培养

人类
M.A##C

结肠癌细胞用含有
#OZ

胎牛血清

的
[\@W8CPO

培养基在
%$#

和
BZ.3

!

环境下培养!

细胞存活率大于
KOZ

!每次传代用
O:O!BZ

胰蛋白酶

"

?NAU

$消化
%]B>0*

#以
8$P]8$C

的比例传代! 实验

所用细胞均处于对数生长期!

8:!:! @AG

实验

先用胰酶消化# 吹打成单细胞悬液! 每孔接种

K%8O

% 个细胞于
LC

孔板中培养# 平行孔每组
B

个!

!P/

后 使 用
8OO",

终 浓 度 分 别 为
O

'

B">',EI

'

8O">',EI

'

!O">',EI

的姜黄素处理细胞! 分别培养

8!

'

!P

'

PK/

后弃培养液#加入
8OO",

的
@AG

液!继续

培养
!]P/

显色! 最后用
PLO*>

波长读取各孔吸光

度值!

8:!:% D12=1)* J,'=

检测蛋白

用不同浓度姜黄素 "

O

'

8O">',EI

'

!O">',EI

$处

理细胞
!P/

# 提取各组细胞总蛋白 ! 用姜黄素

"

8O">',EI

$ 处理
D*=

信号通路活化剂处理
8!/

的

M.A88C

细胞
!P/

#提取细胞总蛋白!

T.U

检测试剂

盒测定各组细胞的蛋白浓度! 分别取总蛋白
8B"5

上样#经
8!Z

分离胶及
BZ

浓缩胶
GNG\UY?

凝胶电

泳后湿转法转
\9NH

膜! 加入特异性一抗
P#

过夜!

与二抗室温孵育
!/

后#

?.I

化学发光剂于暗室中曝

光和显影!测定蛋白条带的光密度值#以表示蛋白的

相对表达水平! 实验重复
%

次!

8:!:P [1+,!=0>1 ^\.[

检测
>[;U

用不同浓度姜黄素 "

O

'

#O">',EI

'

!O">',EI

$处

理细胞
!P/

#提取各组细胞总
[;U

#电泳鉴定其完整

性!

4N;U U)4/01X1

试剂盒逆转录总
[;U

#得到
4N!

;U

# 用
SSM

!

3

稀释! 逆转录条件)

!B# #O>0*

(

%$#

!/

(

KB# B>0*

(最后维持
P#

! 再以
4N;U

以模板#与

基因特异性引物#通过
\.[

扩增
!!4+=1*0*

! 扩增条

件为) 预变性
LP# !>0*

# 进入循环#

LP# %O2

#

B!#

%O2

#

B!# %O2

#

$!#B2

#

PO

个循环后
$!# P>0*

! 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
%

次!

#:!:B

激活
D*=

信号通略"检测
?@A

相关基因表达

实验分为
%

组# 即空白对照组'

D*=

活化剂
_

姜

黄素组和姜黄素组!

D*=

活化剂
_

姜黄素组是先用

D*=

信号通路活化剂"

8">',EI

$作用
M.A88C

细胞

8!/

#再用姜黄素"

8O">',EI

$处理该细胞
!P/

(姜黄

素组是直接用姜黄素"

8O">',EI

$处理细胞
!P/

! 分

别检测各组细胞内
!!4+=1*0*

和
?!4+S/1)0*

的表达

水平!

!"$

统计学处理

采用
G\GG 8$:O

统计软件进行数据分析# 计量

资料以均数
&

标准差"

!&2

$表示#两组以上比较采用

%C
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单因素方差分析!组间比较采用
&'(

方法"

)*+,+-

为差异有统计学意义"

!

结 果

!"#

姜黄素对
./0112

结肠癌细胞的增殖活性的

影响

用 不 同 浓 度 姜 黄 素 #

+

$

-!34567

$

1+!34567

$

!+!34567

%作用细胞
1!8

$

!98

和
9:8

!细胞活性受到

不同程度的抑制!且呈浓度依懒性
;)*+,++1<

&

=>?@AB

#

%' 姜黄素对
./0##2

细胞在
#!8

$

!98

和
9:8

的

C/-+

分 别 是
2#,D: !!,2:!345E7

!

1D,29 !1,!D!345E7

和
1$,:9!1,!-!345E7

" 可见 ! 姜黄素能明显抑制

./0112

细胞增殖活性的作用"

!"!

姜黄素抑制
FGHE""IJHBG>G

信号通路相关基因

的表达

用不同浓度姜黄素&

"

$

1"!345E7

$

!"!345E7

%处理

./0112

细胞
!98

后!检测细胞内
""IJHBG>G

和
0/=9

表达水平" 运用
FBKHBAG L54H

检测基因蛋白水平

&

=>?@AB !M

%!结果发现与对照组
;"ND2!"N1!<

相比!在

低$高浓度姜黄素作用下细胞内
""IJHBG>G

的相对表

达量降低!分别为
"N$2!"N"D

和
"N%:!"N"9

" 同时!与

对照组&

"ND-!"N"D

%相比!在低$高浓度姜黄素组中

0/=9

的相对表达也显著性下

调!分别为
"N$:!"N"$

和
"N!D!

"N"%

! 差异有统计学意义 &

)*

"N"-

%" 运用
O0"P)/O

检测基

因
3O'M

表 达 水 平
;=>?@AB

!Q<

! 发现
""IJHBG>G 3O'M

的

相对表达水平在姜黄素组与

对照组 &

"ND2!"N"2

%相比明显

降 低 ! 分 别 为
"N2: !"N"2

和

"N!2!"N"%

!差异有统计学意义

&

)*"N"1

%" 表明姜黄素能明显

抑制
./0112

细胞内
FGH

信

号通路的表达"

!"$

姜黄素抑制
./0112

细

胞内
RS0

相关基因的表达

用 不 同 浓 度 姜 黄 素 &

"

$

1"!345 E 7

$

!"!345 E 7

% 处 理

./0112

细胞
!98

后! 检测细

胞内
R"IJT8BA>G

和
U>3BGH>G

的蛋白表达水平" 运用

FBKHBAG L54H

检测基因蛋白水平&

=>?@AB %

%!与对照

组&

1N"!!"N"D

%相比!在低$高浓度姜黄素组中细胞内

R"IJT8BA>G

的相对表达量分别为
1ND:!"N1!

和
9N-D!

"N12

"

U>3BGH>G

在低$高浓度姜黄素组中的相对表达

量分别为
"N$D!"N"2

和
"N%1!"N"%

! 明显低于对照组

&

"ND$!"N"D

%!组间差异存在统计学意义&

)*"N"-

%"随

着姜黄素浓度的增加!其表达水平改变越明显!表明

姜黄素能抑制
./0112

细胞的上皮间质转化"

!%&

激活
FGH

信号通路! 逆转姜黄素对
RS0

相关

基因的抑制作用

与空白对照组&

1N"%!"N1"

%相比!

FGH

活化剂
V

姜

1!8

!98

9:8

" - 1" !"

/@AI@3>G;!345E7<

1N-

1N"

"N-

O
B
5
J
H
>
W
B
W
>
H
J
5
>
H
X
4
Y
.
/
0
1
1
2

'()*+, - ./, 0+12(3,+45(16 7(542(58 13 9*+9*:(6

5+,45,; <=.-->

M

"

""IJHBG>G JGT 0/=9 ZA4HB>G >G ./0112

LX T>YYBABGH T4KBK 4Y I@AI@3>G

'()*+, ! ?@0+,AA(16 13 !!945,6(6 46; .='& (6 <=.-->

Q

"

""IJHBG>G 3O'M >G ./0112 LX

T>YYBABGH T4KBK 4Y I@AI@3>G

+ 1+ !+

/@AI@3>G;!345E7<

1N-

1N+

+N-

O
B
5
J
H
>
W
B
"
"
I
J
H
B
G
>
G
B
[
Z
A
B
K
K
>
4
G
>
G
.
/
0
1
1
2

/@AI@3>G

+ 1+!345E7 !+!345E7

""IJHBG>G

0/=

MIH>G

%$
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<

!

=/1 >)'?10* '- !!4+?1*0* +*@ A!4+@/1)0* 0*

B.=88C D6 4()4(E0* ') 4()4(E0*F G*? >+?/H+6

+4?0I+?')

黄素组
!!4+?1*0*

的相对表达量为
%:J!"":8K

" 单纯

姜黄素组的相对表达量为
":CL"":"K

#此外"与空白

对照组$

":JJ"":"$

%相比"

A!4+@/1)0*

在
G*?

活化剂
F

姜黄素组的相对表达为
":$L"":"C

"在姜黄素组的相

对表达为
!:"!"":8%

$

M05()1 N<

%"其各组差异有统计

学意义$

OPQ:"K

%&

R=!SO.R

检测基因
ER;<

表达水

平发现"与空白对照组$

8:"""":"N

%相比"

!!4+?1*0*

ER;<

相对表达 量在
G*?

活化剂
F

姜黄素组为

8:%N"":8!

" 在姜黄素组的相对表达量为
":K$"":"K

"

且
G*?

活化剂
F

姜黄素组与单用姜黄素组间差异有

统计学意义$

OP":"8

%

TM05()1 NUV

& 表明
G*?

活化剂

能逆转姜黄素对
G*?

信号通路和
AW=

的影响&

%

讨 论

研究发现"上皮间质转化$

AW=

%是肿瘤演变进

程中的重要生物学过程"通过
AW=

"肿瘤细胞逐渐

由上皮细胞表型向转换间质表型转变" 并获得增强

的迁移和侵袭能力& 该过程通常是由多种生长因子

$如
=XM!!

'

AXM

等%诱导活化
G*?

'

YW<Z

等信号转

导途径的级联反应" 进而通过一系列表观遗传调控

反应事件"活化转录调控因子
Y*+0,

'

Y,(5

等"下调上

皮标记物的表达" 导致肿瘤起始细胞的抗凋亡和浸

润侵袭等能力增强"最终促进肿瘤发生发展(

#%[#$

)

& 因

此"

G*?

信号通路作为
AW=

的重要途径之一" 不仅

可以通过转导经典
G*?

途径来决定细胞的命运"也

可以与非经典
G*?

途径控制组织极性和细胞运动(

#L

)

&

研究证实
G*?

信号通路可通过经典和非经典的途

径分别激活
WWO

家族的相关基因" 而
WWO2

又可

以通过降解基底膜和细胞外基质" 改变上皮细胞的

微环境" 使
A!4+@/1)0*

表达下降"

90E1*?0*

表达上

调"促进
AW=

的进程&此外"

G*?

信号通路还可通过

诱发
=XM!!

'内皮素'

.ZNN

'

<O!#

等多种因子促进肿

瘤
AW=

(

#J

)

& 因此"通过调节
G*?

信号的活性"进而有

效抑制肿瘤细胞
AW=

介导的侵袭转移是目前临床

上亟待解决的问题&

在临床上" 以姜黄素为主要成分的中药 $如郁

金'姜黄%广泛运用于抗肿瘤治疗"能减少肿瘤复发

风险"延长患者的生存期&

Y/+)E+

等(

!Q

)用一种胶囊式

的标准的姜黄提取物 $包

含姜黄素
%C[#LQE5

%治疗

#K

例标准化疗的晚期结

直肠癌患者" 发现其耐受

性较好" 无剂量限制性毒

性"同时能使诱导型
OXA!

降低& 同时"在胰腺癌'皮

肤
=

细胞淋巴瘤' 多发性

骨髓瘤' 乳腺癌等肿瘤患

者中均有一定的抗肿瘤作

用(

!#

)

&此外"姜黄素已被证

明能够抑制致癌物质的活

化和血管生成" 具有调节

细胞存活和凋亡的作用"
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肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
#

期

对肺癌! 乳腺癌和前列腺癌均有抗侵袭和抗转移的

功效"

!!

#

!%

$

% 研究还发现在骨肉瘤!非小细胞肺癌中姜

黄素可通过抑制
&'(

信号通路从而抑制细胞侵袭

转移及生长"

!)

&

!*

$

% 我们研究了姜黄素抗结肠癌细胞

侵袭转移的具体机制% 在当前研究中& 我们发现姜

黄素能显著性抑制
+,-)).

结肠癌细胞的增殖活

性% 同时&姜黄素通过下调
&'(

信号通路的关键基

因
!!/0(1'2'

及下游转录因子
-,3*

的表达& 抑制

&'(

信号通路%与此同时&姜黄素还能促进上皮标志

物
4!/056172'

表达&减少间质标志物
8291'(2'

的表

达水平&抑制
+,-)).

结肠癌细胞
4:-

的进程% 为

明确姜黄素是否通过调节
&'(;!!/0(1'2'

信号通路

从而影响结肠癌的
4:-

&本实验还运用
&'(

通路活

化剂处理
+,-)).

结肠癌细胞&发现
&'(

活化剂能

逆转姜黄素对
&'(

信号通路以及
4:-

的影响%

因此& 基于以上实验表明姜黄素通过先抑制

&'(

信号通路&从而抑制肿瘤细胞上皮间质转化&起

到抗肿瘤细胞侵袭转移的作用% 本研究为姜黄素抑

制结肠癌侵袭转移机制提供了新的思路& 也为姜黄

素作为潜在的结肠癌治疗手段提供了实验基础%
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