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$摘 要% 背景与目的!活化的核转录因子BM+;;+ N&$)/,%+* -+/=(*BM+;;+ N!OPB!N$
信号通路参与调控多种与炎症’抗凋亡’肿瘤形成和转化有关的基因表达( 但在食
管鳞癌中的作用尚不清楚)姜黄素具有抗感染’抗氧化等多种药理作用)本研究将
探讨姜黄素是否能够通过阻断 OPB!N 信号通路对食管鳞癌细胞增殖’抗凋亡产生影
响) 方法!Q%&=%*$ R,(= 法检测 @.S314 和 @/+71S 细胞中加入姜黄素&51 "G(, T A#
培养不同时间后!;U!N# 和抗凋亡蛋白 N/,B0 的表达情况) 在 @!S314 和 @/+71S 细
胞中加入姜黄素培养 30 "!流式细胞仪检测凋亡细胞情况) KCC 法检测姜黄素单独
或与 5BP? 联合对细胞增殖的影响)结果!Q%&=%*$ R,(= 的结果显示!在姜黄素作用下
@!S314 和 @/+71S 细胞中 ;U!N# 和 N/,B0 蛋白的表达水平随着时间的延长逐渐下
降) 在单独使用姜黄素后!就可促进 @!S314 和 @/+71S 细胞的凋亡&-V1815#%当与
5BP? 联合使用时!可明显提高 @!S314 和 @/+71S 细胞对化疗药物的敏感性!凋亡
细胞显著增加 &-V1815#) 姜黄素与 5BP? 联合应用 92 " 和 30 "! 可明显抑制
@!S314 和 @/+71S 细胞的增殖!与单独使用姜黄素或 5BP? 组相比!细胞存活率显
著降低!差异有统计学意义&-V1815#) 结论!姜黄素可以通过抑制 U!N#的磷酸化阻
断 OPB!N 信号通路!促进细胞凋亡!抑制细胞增殖!增加细胞对 5BP? 的敏感性)
关键词 !食管肿瘤 % @!S314 细胞 % @/+71S 细胞 % 姜黄素 % OPB!N% 信号通路 %
U!N#% N/,B0% 凋亡
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田 芳!等! 姜黄素阻断 "#$!% 信号通路促进食管鳞癌细胞凋亡的体外研究

食管癌是世界上常见的恶性肿瘤之一!其死亡
率居整个恶性肿瘤死亡的第 & 位"’#$ 食管鳞癌是一
种侵袭性很强的肿瘤!它预后差%临床进展迅速!多
伴有淋巴结转移且易复发 $ 核转录因子$!(
&)*+,-./ 0.+12/$3.44. (!"5$!(’是近年来发现的转
录调控因子!"5$!( 最常见的形式是由 467 和 4&8
组成的异源二聚体! 在绝大多数静止期的细胞中!
"5$!( 与其阻抑物 9!(" 蛋白相结合! 以非活性形
式存在于细胞质中$ 许多刺激物可以通过对 9!("
的磷酸化而使其降解! 使解离的 "5$!( 进入到核
内并暴露它的核识别位点! 从而促进靶基因的转
录$"5$!( 调控的下游基因包括 9:$’%;<=>%??@A
等促进肿瘤发生的基因(BCD5%E"5 等与肿瘤血管
生成有关的基因(9;F?$G%B;F?$H 等与肿瘤转移
有关的基因(I+,$>%+9F@%EJF5 等与肿瘤抗凋亡有
关的基因 ">#$活化的 "5$!( 信号通路可增强肿瘤细
胞对化疗药物的抵抗力!从而产生耐药性$ 有研究
表明!在多种人类肿瘤!如肝癌%肠癌%宫颈癌中!
"5$!( 信号通路的激活在肿瘤的发生发展中起着
重要的作用"KL8#$
姜黄为姜科姜黄属植物!其主要活性成分为姜

黄素!它具有抗感染%抗氧化%抗凝血%降血脂和抗
动脉粥样硬化等多种药理作用$最近的一些研究表
明!姜黄素可以抑制肿瘤细胞增殖和促进细胞凋亡!
因此可以作为一种药物或作为传统化疗药物的辅

助用药!用于肿瘤治疗 "&LM#$ 姜黄素是否能够抑制食
管鳞癌细胞的增殖并促进细胞凋亡!姜黄素作用于
食管鳞癌细胞的机制是否与 "5$!( 信号通路有
关!姜黄素是否能够成为食管鳞癌治疗中的辅助用
药!尚不清楚$ 本文重点研究姜黄素是否能够通过
阻断活化的 "5$!( 信号通路! 对食管鳞癌细胞的
增殖和耐药等产生影响$

! 材料与方法

!"! 材料
细胞系及细胞培养)人食管癌细胞 C+.N7A 由

本室保存!人食管癌细胞 C;AO7& 由中国医学科学
院肿瘤医院肿瘤研究所分子肿瘤学国家重点实验

室惠赠$ 细胞在含有体积分数为 N7P的胎牛血清%
NQQ * R S: 青霉素 %NQQ #T R S: 链霉素的 J@?9$
N&UQ 培养液&DVI+2 公司’中!于 WOX%体积分数为
8P ;<Y的条件下培养! 实验细胞均处于对数生长
期$
抗体和试剂)鼠抗人 49!("&Z+$MUQU’和 (+,$Y

&Z+$OWMY’单克隆抗体购自 [.)1. ;/*\ (V21-+])2,2T^
公司$ 细胞核和细胞质蛋白提取试剂盒购自 @V-/+-
公司$姜黄素和 ?EE 购自 [VTS. 公司$凋亡试剂盒
F))-_V) B$59E; ‘V1购自美国 (C;‘?F" ;<a:ECJE?

公司$
!"# 方法
NbYbN 姜黄素的配制 以少量 c?[< 溶解姜黄素
粉剂!配成 N77 #S2, d : 的溶液!置于LYQX冰箱保
存$临用时!以完全培养液稀释姜黄素到所需浓度!
c?[< 终浓度eQbNP$ 对照组培养液为含 NQP小牛
血清的 J@?9$N&UQ 培养液! 其中 c?[< 终浓度e
QbNP$
NbYbY 胞浆%胞核蛋白的制备 按照细胞核和细胞
质蛋白提取试剂盒说明书!分别提取细胞质%细胞
核蛋白!(/.f02/f 法检测蛋白质的含量!LOgX保存$
NbYbW h-Z1-/) I,21 测定蛋白的表达 在 C;AOQ&
和 C+.NQA 细胞中加入姜黄素! 分别培养 Q%N%W ]
和 & ] 后!收集对照组和实验组细胞提取细胞质
蛋白 !检测 49!(" 和内参 .+1V) 的表达 $ 同时在
C;AOQ& 和 C+.NQA 细胞中加入姜黄素分别培养 Q%
Y%U ] 和 M ] 后! 收集对照组和实验组细胞提取总
蛋白检测 (+,$Y 的表达$经 NYP[c[$@FDC 分离!电
转到硝酸纤维膜上$8P的脱脂奶粉 E([E 溶液封闭
Y ]!抗体按 NiNQQ 孵育 UX过夜!E([E 溶液洗涤 NQ
SV)jW 次!硝酸纤维膜分别与辣根过氧化物酶标记
的二抗&Ni8Q QQQ’室温孵育 N ] 后!E([E 溶液洗涤
NQ SV)jW 次!cF( 显色$ 实验重复 W 次$
NbYbU 流式细胞仪检测凋亡细胞 在 C;AOQ& 和
C+.NQA 细胞中加入姜黄素培养 OY ]! 或联合使用
姜黄素和 8$5a 培养 OY ]!分别收集对照组和实验
组细胞!制备各组单细胞悬液!计数细胞$ 取至少
NjNQ&个细胞移入新的 Nb8 S: 离心管中!UX离心 8
SV)!形成细胞团$ 小心移去上清液!冰预冷 @([ 洗
细胞 Y 次!保证每管细胞数至少 NjNQ& 个细胞$ 加
8 #: F))-_V) B$59E; 和 Yb8 #: @9 到 NQQ #: 的细
胞悬液中 ! 轻轻混匀 ( 以未染色细胞调零 !以
F))-_V) B$59E; 单染管和 @9 单染管做为基准参
照!测定每个上样管数据!利用 ;-,,k*-Z1WbQ 软件进
行参数获取和资料分析!计算凋亡细胞百分比$
NbYb8 ?EE 法检测细胞增殖 取培养至对数生长
期的 C;AOQ& 和 C+.NQA 细胞! 调整细胞密度为 Nj
NQU R S:!接种于 A& 孔板$ 将 C;AOQ& 和 C+.NQA 细
胞分为以下 U 组)对照组%姜黄素&8Q #S2, R :’组%
8$5a 组%姜黄素l8$5a 组(分别培养 YU%UM ] 和 OY
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!! 同时设空白组和含有 "#$%&’() 的阴性对照
组"每一浓度设 * 个复孔! 作用结束后"加入 ’++
," !-"继续培养 . ! 后去上清"每孔加入 ,"" !-
&’()"振荡 $* /01"在酶标仪上读出吸光值度#!
值$% 细胞增殖率2&实验孔平均 ! 值 3对照孔平均
! 值$4$""%%
!"# 统计学处理
应用 (5(($6#" 统计软件进行统计学处理 "统

计学数据用均数7标准差&"#8$表示"对计量资料"
两样本均数比较采用 $ 检验% 检验水准 "2"#"*%

$ 结 果

$"! 姜黄素对 %&’!( 信号通路的阻断作用
9:8;:<1 =>?; 的结果显示 "@ABC"D 和 @EF$"B

细胞中 GH#I" 蛋白的表达水平随着姜黄素作用时
间的延长逐渐下降 &图 $$"H$I% 磷酸化水平的降
低"会直接影响 JKL$I 的活化%

$"$ 姜黄素作用下 ()*’$ 的表达
@ABC"D 和 @EF$"B 细胞在姜黄素&*" !/?> 3 -$

作用 "’,’.’M ! 后"分别提取细胞总蛋白检测 IE>L
, 蛋白的表达情况! 结果表明"与对照组细胞相比"
在姜黄素作用早期 IE>L, 的表达就开始下降 &图
,$!抗凋亡蛋白 IE>L, 的下调"将会促进 @ABC"D 和
@EF$"B 细胞的凋亡!
$"# 姜黄素单独或与 +’&, 联合对 -./012 和
-)3!4/ 细胞凋亡的影响
单独使用姜黄素&*" !/?> 3 -$C, ! 后"就可促

进 @ABC"D 和 @EF$"B 细胞的凋亡 &%N"#"*$( 当与

*LKO &6,C !P 3 /-$ 联合使用时 " 可明显提高
@ABC"D 和 @EF$"B 细胞对 *LKO 的敏感性" 凋亡和
坏死细胞均显著增加&%N"#"*$"见表 $%

$"5 姜黄素与 +’&, 联合对 -./042 和 -)3!4/
细胞增殖的影响

结果显示"姜黄素与 *LKO 联合应用在 .M ! 和
C, !" 可明显抑制 @ABC"D 和 @EF$"B 细胞的增殖"
与单独使用姜黄素或 *LKO 组相比" 细胞存活率显
著降低"差异有统计学意义&%N"#"*$% 见图 6%

# 讨 论

活化的 JKL$I 信号通路可以促进多种下游调
控基因的表达"包括细胞因子&+JK’H-L$$’趋化因
子 &H-LM’QRJ+@($’粘附分子 &HAR’L$’SAR’L$$
及与肿瘤发生发展有关的多种基因的表达&A)T,’
’’5B’IE>L,’EHR5$% 这些基因的过表达在促进肿

图 $ 9:8;:<1 =>?; 法检测姜黄素!*" !/?> 3 -"对 , 种细胞
中 H$I" 磷酸化蛋白表达的影响

K0PU<: $ @VV:E;8 ?V EU<EU/01 &*" !/?> 3 -$ ?1 ;!: :WG<:880?1
?V GH$I" 01 @ABC"D F1X @EF$"B E:>> >01:8 X:;:E;:X =Y

9:8;:<1 =>?;
-F1: $) " !( -F1: ,) $ ! FV;:< 01EU=F;0?1 Z0;! EU<EU/01( -F1: 6)
6 ! FV;:< 01EU=F;0?1 Z0;! EU<EU/01( -F1: .) D ! FV;:< 01EU=F;0?1 Z0;!
EU<EU/01#

图 , 9:8;:<1 =>?; 法检测姜黄素!*" !/?> 3 -"对 , 种细胞
中抗凋亡蛋白 IE>L, 的表达

K0PU<: , @VV:E;8 ?V EU<EU/01 &*" !/?> 3 -$ ?1 ;!: :WG<:880?1
?V IE>L, 01 @ABC"D F1X @EF$"B E:>> >01:8 X:;:E;:X =Y

9:8;:<1 =>?;
-F1: $) " !( -F1: ,) , ! FV;:< 01EU=F;0?1 Z0;! EU<EU/01( -F1: 6)
. ! FV;:< 01EU=F;0?1 Z0;! EU<EU/01( -F1: .) M ! FV;:< 01EU=F;0?1 Z0;!
EU<EU/01#

田 芳!等# 姜黄素阻断 JKL$I 信号通路促进食管鳞癌细胞凋亡的体外研究

表 ! 流式细胞仪检测姜黄素作用下 "#$%&’ 和 "()*+$
细胞的凋亡

,)-./ * ,0/ )1213234( 1/5(/63)7/8 29 ":$;&’ )6<
"()=&$ (/.. .46/8 )93/5 35/)3>/63 ?430 (@5(@>46 )6< A 25

BCDE </3/(3/< -F 9.2? (F32>/35F

F%N"#"*" [8# E?1;<?> P<?UG( =%N"#"*" [8# *LKO P<?UG

\<?UG

A?1;<?>
AU<EU/01
*LKO
AU<EU/01]*LKO

@ABC"D
,#"67"#"M

$"#M"7"#*BF

$6#*.7"#C$
,C#"$7"#66=

@EF$"B
,#DD7"#,*

$D#""7"#$"F

$B#,"7"#6C
6,#.*7"#*"=

RG?G;?;0E <F;: &%$
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瘤细胞的生成!转化!浸润和转移!抗凋亡及增加对
化疗药物的耐受性等方面起着重要的作用"肿瘤的
这些特征将会使患者的预后欠佳# 因此"抑制 !"#!$
信号通路或许会有助于下调与肿瘤发生发展有关

基因的表达" 增加肿瘤细胞对化疗药物的敏感性$
姜黄素可以通过不同的机制产生抗炎抗肿瘤的

特性 %%&’(&"研究表明"姜黄素可以通过干预 !"#!$
信号通路影响肿瘤细胞的生长和凋亡 %()"(*&$
本研究使用 +,-.,/0 123. 法检测姜黄素 ’45

"632 7 8(作用 9:%;5< 和 9=>(5% 细胞 5!(!* ? 和
< ? 后 " 细胞中 @A!$# 蛋白的表达 $ 结果显示 "
9:%;5< 和 9=>(5% 细胞中 @A!$# 蛋白的表达水平
随着姜黄素作用时间的延长逐渐下降"A!$# 磷酸
化水平的降低会直接影响 !"#!$ 的活化$ 提示"
姜黄素可以抑制食管鳞癌细胞中 A!$# 磷酸化"使
!"#!$ 不能从 !"#!$#A!$# 复合物上解离"!"#!$
不能进入细胞核起始转录$因此"姜黄素可以通过
阻断 !"#!$ 信号通路对食管鳞癌细胞的增殖产
生影响$
大量的证据表明"细胞出现凋亡异常会引起肿

瘤的发生和发展"更重要的是引起肿瘤细胞对化疗
药物的耐受性$ 在肾癌细胞中"姜黄素可以诱导死
亡受体’BC4(在 6C!D 和蛋白水平上的表达"从而
促进由 ECDA8 诱发的细胞凋亡 %(F &$ 本研究采用
+,-.,/0 123. 法检测姜黄素是否能够下调抗凋亡基
因 $=2#) 的表达$ 与对照组细胞相比"$=2#) 的表达
在姜黄素作用早期就开始下降$ 抗凋亡蛋白 $=2#)
的下调"将会促进 9:%;G< 和 9=>(5% 细胞的凋亡$
同时采用流式细胞仪检测姜黄素单独或联合使用

4#"H 对细胞凋亡的影响$ 结果显示"单独使用姜黄
素就可促进 9:%;5< 和 9=>(5% 细胞的凋亡 ’!I
5J54()当与 4#"H’*); "K L 68(联合使用时"可明显

提高肿瘤细胞对化疗药物的敏感性"凋亡和坏死的
细胞均显著增加’!I5M54($

H,.-NO> 等 %(4&在对耐药的胃癌细胞的研究中发

现"4#"H 可以引起细胞中 !"#!$ 信号通路的激活)
对于非耐药细胞 "4#"H 可以促进 :>-@>-,#* 和
:>-@>-,#4 的表达"诱导细胞凋亡)当使用 !"#!$ 抑
制剂和 4#"H 联合应用时"可明显增加凋亡细胞数$
另有研究显示姜黄素作用机制较复杂"可以通过多
种途径诱导凋亡%P"(<&$本研究采用 QEE 法检测姜黄
素单独或联合 4#"H 对 9:%;5< 和 9=>(5% 细胞增
殖的影响$结果显示"与单独使用姜黄素或 4#"H 组
相比" 姜黄素与 4#"H 联合应用 FP ? 和 ;) ? 可明
显抑制 9:%;5< 和 9=>(5% 细胞的增殖" 细胞存活
率显著降低"差异有显著性’!I5M54($提示"活化的
!"#!$ 信号通路在 9:%;5< 和 9=>(5% 细胞的耐药
性中起着一定作用" 姜黄素可以通过抑制 !"#!$
的活性来增加 9:%;5< 和 9=>(5% 细胞对 4#"H 的
敏感性"降低药物的用量"减少药物引起的副作用"
其作用机制有待进一步研究$
总之"姜黄素作为一种化合物"副作用小且无

毒"可以抑制食管鳞癌细胞中 A!$# 磷酸化"从而阻
断 !"#!$ 信号通路"促进食管鳞癌细胞对 4#"H 的
敏感性"使肿瘤细胞凋亡数增加"有望成为食管癌
治疗中的辅助用药$
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