
９

Ｃｈｉｎａ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０１８年１２月５日第２７卷第２３期
Ｖｏｌ． ２７牞 Ｎｏ． ２３牞 Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ５牞 ２０１８

第一作者：陈永宏，男，大学本科，副主任医师，研究方向为肿瘤病理学，（电话）０２３ －６８３５３６２５（电子信箱）ｃｈｅｎｇｙｏｎｇｈｏｎｇ００１＠ ｓｉｎａ． ｃｏｍ。
△通信作者：高月，女，博士研究生，副主任技师，研究方向为病理检验，（电子信箱）ｍｏｏｎ１９７４００００＠ １６３． ｃｏｍ。

·实验研究· ｄｏｉ：１０． ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００６ － ４９３１． ２０１８． ２３． ００３

姜黄素对非小细胞肺癌Ａ５４９细胞增殖凋亡和侵袭能力的影响
陈永宏，高 月△

（重庆市北碚区中医院，重庆４００７００）
摘要：目的探讨姜黄素对非小细胞肺癌Ａ５４９细胞增殖凋亡和侵袭能力的影响。方法将非小细胞肺癌Ａ５４９细胞分为对照组和低、
中、高剂量组，分别用不含姜黄素的完全培养基和含有质量浓度为１０，２０，４０ μｍｏｌ ／ Ｌ姜黄素的完全培养基培养细胞４８ ｈ。采用四甲基
偶氮唑盐（ＭＴＴ）法检测细胞增殖情况，采用流式细胞分析技术检测细胞凋亡情况，采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭转移实验检测细胞侵袭能力，采
用Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ技术检测细胞Ｐ２７，Ｏｒａｉ１，ｃａｓｐａｓｅ － ３，以及表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）、基质交互分子１（ＳＴＩＭ１）、Ｅ －钙黏蛋白
（Ｅ － ｃａｄｈｅｒｉｎ）、基质金属蛋白酶－ ９（ＭＭＰ － ９）的表达情况。结果对照组细胞吸光率显著高于低剂量组，低剂量组显著高于中剂量组，
中剂量组显著高于高剂量组（Ｐ ＜ ０． ０５）；对照组细胞凋亡率、增殖抑制系数显著低于低剂量组，低剂量组显著低于中剂量组，中剂量组
显著低于高剂量组（Ｐ ＜ ０． ０５）；对照组细胞Ｐ２７和ｃａｓｐａｓｅ － ３显著低于低剂量组，低剂量组显著低于中剂量组，中剂量组显著低于高
剂量组（Ｐ ＜ ０． ０５）；对照组Ｏｒａｉ１，ＥＧＦＲ，ＳＴＩＭ１显著高于低剂量组，低剂量组显著高于中剂量组，中剂量组显著高于高剂量组（Ｐ ＜ ０． ０５）；
对照组视野细胞数和ＭＭＰ － ９显著高于低剂量组，低剂量组显著高于中剂量组，中剂量组显著高于高剂量组（Ｐ ＜ ０． ０５）；对照组侵袭
抑制率和Ｅ － ｃａｄｈｅｒｉｎ显著低于低剂量组，低剂量组显著低于中剂量组，中剂量组显著低于高剂量组（Ｐ ＜ ０． ０５）。结论姜黄素可通过
调节非小细胞肺癌细胞蛋白表达来提高肿瘤细胞凋亡率，降低肿瘤细胞增殖能力和侵袭能力，且与姜黄素呈剂量依赖关系。
关键词：非小细胞肺癌；Ａ５４９细胞；姜黄素；肿瘤细胞；增殖；凋亡；侵袭
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非小细胞肺癌是我国发病率和致死率最高的肿瘤
性疾病，高度的侵袭性是其致死率高、复发率高的主要
原因。目前，抗肿瘤药物的作用机制大多数都是以提高
肿瘤细胞凋亡率，降低肿瘤细胞增殖能力和侵袭能力为
主。有研究提出，某些药物对肿瘤细胞的上述一个特性
或多个特性存在着影响作用。姜黄素是从姜黄根茎中提
取出来的酚类化合物，具有抗炎、抗氧化和抑制肿瘤细
胞生长的能力犤 １ 犦。本研究中探讨了姜黄素对肿瘤细胞的
增殖、凋亡和侵袭功能的影响机制。现报道如下。
１ 材料与方法
１． １ 仪器、试药与细胞

仪器：７２２ｎ型分光光度计（上海菁华科学仪器有限
公司）；ａｃｅａ ｎｏｖｏｃｙｔｅ型流式细胞分析仪（艾森生物有限
公司）；奥林巴斯ｃｘ２３型光学显微镜（奥林巴斯株式会
社）；ｇｅｎｏｓｅｎｓ１８５０型凝胶成像仪（上海勤翔凝胶科学仪
器有限公司）。

试药：姜黄素（上海士锋生物科技有限公司牞批号
Ｂ１０３５９ － ２５ｇ）；二甲基亚砜（上海士锋生物科技有限公
司牞批号Ａ５８５２）；小牛血清（批号ＨＬＣ１４０１），１６４０培养
基（批号ＨＬＣ１５０１２０）均购于上海哈林生物科技有限公
司。四甲基偶氮唑盐溶液牗批号Ｍ２００３牘；ＤＭＳＯ溶液牗批
号Ｄ２６５０ 牘；胰酶牗批号Ｔ４６７４ 牘；ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ，Ａｎｎｅｘｉｎ －
ＦＩＴＣ，Ｐｒｏｐｉｄｕｍ Ｉｏｄｉｄｅ细胞凋亡检测试剂盒牗批号
ＡＰＯＡＣ － １ＫＴ牘均购于Ｓｉｇｍａ公司。Ｐ２７单克隆抗体牗批
号Ｐ２０９２ 牘，Ｏｒａｉ１单克隆抗体牗批号Ｏ８２６４ 牘，Ｃａｓｐａｓｅ － ３
单克隆抗体牗批号ｃ８４８７ 牘，ＥＧＦＲ单克隆抗体牗批号
ＳＡＢ４３００３５２ 牘，ＳＴＩＭ１单克隆抗体牗批号Ｓ６１９７ 牘，Ｅ －
ｃａｄｈｅｒｉｎ单克隆抗体牗批号Ｕ３２５４ 牘，ＭＭＰ － ９单克隆抗
体牗批号ＳＡＢ４５０１８９６ 牘，ＧＡＰＤＨ单克隆抗体牗批号
Ｇ９２９５ 牘均购于Ｓｉｇｍａ公司。

细胞：非小细胞肺癌Ａ５４９细胞由西南医院呼吸内
科赠送。
１． ２ 方法

细胞培养方法：将对数期非小细胞肺癌Ａ５４９细胞
用含有７％小牛血清的１６４０培养基，按１ ∶ ５的比例在
３７ ℃、５％ＣＯ２条件下培养犤 ２ 犦。

姜黄素溶液配置方法：将５． ９０ ｍｇ姜黄素用２００ μＬ
二甲基亚砜溶解，再加入７ ８００ μＬ无血清１６４０培养基
配制成质量浓度为２ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ的姜黄素溶液原液犤３ 犦。

ＭＴＴ法检测细胞增殖情况：将细胞浓度调整为
５０ ０００个／ ｍＬ后，按１５０ ｍＬ ／孔加入９６孔板，在３７ ℃及
５％ ＣＯ２环境下培养２４ ｈ，吸出上清液，分别于低、中、高
剂量组细胞培养孔中分别加入姜黄素溶液牗姜黄素质量
浓度分别为１０，２０，４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 牘和培养基，调整各孔体
积为１５０ μＬ，对照组则只加入等体积的培养基。在上述

环境中继续培养４８ ｈ，每孔加入５ ｇ ／ Ｌ ＭＴＴ溶液２０ μＬ，
再培养４ ｈ，吸出各孔上清液，加入ＤＭＳＯ溶液１５０ μＬ，
震荡１０ ｍｉｎ，在酶标仪上检测各孔在４９０ ｎｍ波长处的
吸光度。细胞生长抑制率＝（对照组吸光值－实验组吸
光值）／对照组吸光值犤 ４ － ５ 犦。

流式细胞分析技术检测细胞凋亡情况：将各组细
胞浓度为４ × １０５个／ ｍＬ的细胞分别在不含姜黄素的
培养基和姜黄素质量浓度为１０，２０，４０ μｍｏｌ ／ Ｌ的培养
基中培养４８ ｈ后，收集细胞，尔后用胰酶消化，洗涤，然
后用ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ细胞凋亡检测试剂盒重悬，加入
Ａｎｎｅｘｉｎ － ＦＩＴＣ和Ｐｒｏｐｉｄｕｍ Ｉｏｄｉｄｅ细胞凋亡检测试剂盒
孵育０． ５ ｈ，最后使用流式细胞分析仪检测样本犤 ６ 犦。

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭转移实验检测细胞侵袭能力：将对照
组、低剂量组、中剂量组和高剂量组细胞分别用不含姜
黄素的培养基和含姜黄素质量浓度为１０，２０，４０ μｍｏｌ ／ Ｌ
的培养基培养４８ ｈ后，离心重悬，调整细胞浓度为４ ×
１０５个／ ｍＬ，将用５０ ｍｇ ／ Ｌ的ｍａｔｒｉｇｅｌ １ ∶ ８稀释液湿润
后的ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室风干，然后每个小室加入２００ μＬ Ｆ －
１２培养基，分别加入培养后的细胞，调整细胞浓度为４ ×
１０５个／ ｍＬ，将小室放在２４孔板上（每孔内含Ｆ － １２培养
基２００ μＬ），在３７ ℃、５％ ＣＯ２环境下培养２４ ｈ。将２４孔
板内加入４％多聚甲醛１ ｍＬ，再放入小室，固定２０ ｍｉｎ，
然后风干，染色，在显微镜下观察，计数细胞数量。侵袭
抑制率＝（１ －各实验组细胞数／对照组细胞数）×
１００％ 犤７ 犦。

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测增殖凋亡相关蛋白和侵袭
相关蛋白的表达情况：将对照组、低剂量组、中剂量组
和高剂量组细胞分别用不含姜黄素的培养基、含姜黄
素浓度为１０，２０，４０ μｍｏｌ ／ Ｌ的培养基，调整细胞浓度
为４ × １０５个／ ｍＬ，放入１２孔板中，在３７ ℃、５％ ＣＯ２环
境下培养４８ ｈ。提取细胞总蛋白，使用ＢＣＡ法检测细
胞总蛋白，最后制胶，电泳，转膜，封闭，然后分别用
Ｐ２７，Ｏｒａｉ１，Ｃａｓｐａｓｅ － ３，ＥＧＦＲ，ＳＴＩＭ１，Ｅ － ｃａｄｈｅｒｉｎ，
ＭＭＰ － ９，ＧＡＰＤＨ兔抗人单克隆蛋白在３７ ℃条件下对
上述样品进行封闭，最后按说明书加入二抗结合，洗涤，
成像犤 ８ 犦。
１． ３ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ ２２． ０统计学软件分析。计量资料以均
数±标准差牗 Ｘ ± ｓ 牘表示，用ｔ检验。Ｐ ＜ ０． ０５为差异有
统计学意义。
２ 结果
２． １ 细胞增殖凋亡情况

由表１可知，对照组细胞吸光度显著高于低剂量
组，低剂量组显著高于中剂量组，中剂量组显著高于高
剂量组（Ｐ ＜ ０． ０５）；而增殖抑制系数和凋亡率对照组显

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
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表１ 各组细胞增殖凋亡能力检测结果（Ｘ ± ｓ）

注：与对照组相比，ａ Ｐ ＜ ０． ０５；与低剂量组相比，ｂ Ｐ ＜ ０． ０５；与
中剂量组相比，ｃ Ｐ ＜ ０． ０５。下表同。

表２ 各组细胞增殖和凋亡能力相关蛋白表达情况牗 Ｘ ± ｓ 牘
组别

对照组
低剂量组
中剂量组
高剂量组

Ｐ２７ ／ ＧＡＰＤＨ
１． ０１ ± ０． ０５
１． ８３ ± ０． ０７ａ

３． ７２ ± ０． １０ａｂ

５． ５６ ± ０． １１ａｂｃ

Ｏｒａｉ１ ／ ＧＡＰＤＨ
１． ０４ ± ０． ０２
０． ９２ ± ０． ０３ａ

０． ７６ ± ０． ０４ａｂ

０． ５３ ± ０． ０２ａｂｃ

Ｃａｓｐａｓｅ － ３ ／ ＧＡＰＤＨ
６７． ２ ± ７． ５
１１０． ６ ± ９． ３ａ

１５４． ９ ± １０． ４ａｂ

１９３． ７ ± １１． ２ａｂｃ

ＥＧＦＲ ／ ＧＡＰＤＨ
５． ７９ ± ０． １０
３． ７５ ± ０． ９３ａ

２． ５１ ± ０． ８９ａｂ

１． ４２ ± ０． ７８ａｂｃ

ＳＴ１Ｍ１ ／ ＧＡＰＤＨ
１． ０２ ± ０． ０９
０． ８４ ± ０． ０５ａ

０． ６８ ± ０． ０３ａｂ

０． ４８ ± ０． ０２ａｂｃ

表３ 各组细胞侵袭能力及侵袭相关蛋白表达量检测结果牗 Ｘ ± ｓ 牘
组别

对照组
低剂量组
中剂量组
高剂量组

视野细胞数
１２４． ５６ ± ３． ６７
８３． ２４ ± ３． ２３ａ

６７． ４８ ± ３． ０１ａｂ

４０． ７６ ± ２． ０１ａｂｃ

侵袭抑制率（％）
０

３３． １７ ± ２． ４３ａ

４５． ８３ ± ３． ４３ａｂ

６７． ２８ ± ４． ２４ａｂｃ

Ｅ － ｃａｄｈｅｒｉｎ ／ ＧＡＰＤＨ
０． ６１２ ± ０． ０２６
０． ７２３ ± ０． ０２３ａ

０． ８０６ ± ０． ０１７ａｂ

０． ９０２ ± ０． ０１８ａｂｃ

ＭＭＰ － ９ ／ ＧＡＰＤＨ
０． ７９２ ± ０． ０１９
０． ６８５ ± ０． ０１８ａ

０． ５７９ ± ０． ０１３ａｂ

０． ４２１ ± ０． ０１１ａｂｃ

组别
对照组
低剂量组
中剂量组
高剂量组

吸光度
０． ８５３ ± ０． ０２１
０． ７５２ ± ０． ０１５ａ

０． ６７４ ± ０． ０１４ａｂ

０． ５３７ ± ０． ０１１ａｂｃ

增殖抑制系数（％）
０

１１． ８４ ± ０． ９８ａ

２０． ９８ ± １． ２４ａｂ

３７． ０５ ± ２． ２３ａｂｃ

凋亡率（％）
４． １７ ± ０． ８７
９． ８３ ± ０． ９２ａ

１５． ７６ ± １． ０１ａｂ

２５． ８７ ± １． ２２ａｂｃ

著低于低剂量组，低剂量组显著低于中剂量组，中剂量
组显著低于高剂量组（Ｐ ＜ ０． ０５）。说明姜黄素对非小细
胞肺癌Ａ５４９细胞增殖能力有抑制作用，同时还有诱导
细胞凋亡的作用，且与姜黄素存在剂量依赖关系。

２． ２ 细胞增殖凋亡相关蛋白表达情况
由表２可知，Ｐ２７和Ｃａｓｐａｓｅ － ３蛋白的表达量，对

照组显著低于低剂量组，低剂量组显著低于中剂量组，
中剂量组显著低于高剂量组（Ｐ ＜ ０． ０５）。ＥＧＦＲ，Ｏｒａｉ１，
ＳＴＩＭ１蛋白表达，对照组显著高于低剂量组，低剂量组
显著高于中剂量组，中剂量组显著高于高剂量组（Ｐ ＜
０． ０５）。说明姜黄素可有效影响细胞增殖凋亡相关蛋白
的表达，且存在剂量依赖关系。

２． ３ 细胞侵袭能力及侵袭相关蛋白表达情况
由表３可知，视野细胞数和ＭＭＰ － ９蛋白的表达

量对照组显著高于低剂量组，低剂量组显著高于中剂量
组，中剂量组显著高于高剂量组（Ｐ ＜ ０． ０５）；侵袭抑制
率和Ｅ － ｃａｄｈｅｒｉｎ表达量，对照组显著低于低剂量组，低
剂量组显著低于中剂量组，中剂量组显著低于高剂量组
（Ｐ ＜ ０． ０５）。说明姜黄素有抑制Ａ５４９细胞侵袭的作用，
且存在剂量依赖关系。

３ 讨论
Ｐ２７和ＥＧＦＲ是２个与细胞周期密切相关的蛋白犤 ９ 犦。

ＥＧＦＲ可启动细胞生长周期，促进细胞进行有丝分裂，
与多种肿瘤细胞的增殖存在关联犤 １０ 犦。非小细胞肺癌
Ａ５４９细胞在接受姜黄素干预后，ＥＧＦＲ蛋白的含量较

未接受干预的对照组细胞相比下降明显，且这种下降幅
度还与姜黄素的剂量呈显著相关性。Ｐ２７是一种可抑制
细胞分裂和调控细胞周期的蛋白犤 １１ 犦，姜黄素可有效提
高肿瘤细胞内该蛋白的表达，从而起到抑制肿瘤细胞进
行有丝分裂的作用，且这种作用与姜黄素存在着显著的
剂量依赖关系。可认为姜黄素是通过降低肿瘤细胞对
ＥＧＦＲ的表达和提高Ｐ２７蛋白表达的方式来抑制肿瘤
细胞增殖。

ＳＴＩＭ１和Ｏｒａｉ１是钙池操纵的钙离子通道（ＳＯＣ）家
族中十分重要的２种关键分子，其表达量的变化直接导
致细胞的炎症、凋亡和基因转录变化犤 １２ 犦。姜黄素可有效
降低上述２种蛋白表达量下降，且该效应与姜黄素剂量
存在相关性。Ｃａｓｐａｓｅ － ３是Ｃａｓｐａｓｅ家族中重要的关键
分子，是该家族诱导细胞凋亡的关键效应分子犤 １３ 犦，姜
黄素可有效诱导该分子，且该作用还与姜黄素的剂量
存在相关性。因此，可推测姜黄素是通过上调肿瘤细
胞Ｃａｓｐａｓｅ － ３的表达，抑制ＳＴＩＭ１和Ｏｒａｉ１表达，从而
起到诱导细胞凋亡的作用。

姜黄素可有效降低肿瘤细胞侵袭性，这种抑制作
用也与姜黄素存在剂量依赖关系。本研究中发现姜黄
素可有效降低ＭＭＰ － ９的表达量，提高Ｅ － ｃａｄｈｅｒｉｎ的
表达量，且这种变化也与姜黄素存在剂量依赖关系。
Ｅ － ｃａｄｈｅｒｉｎ是介导细胞互相黏附的跨膜蛋白，其表达
下降会导致肿瘤细胞间互相黏附松散导致肿瘤转移概
率增大，姜黄素可有效上调肿瘤细胞中该蛋白的表达，
加强肿瘤细胞间的黏附力，降低其侵袭性。同时，ＭＭＰ －
９能降解细胞外基质，在肿瘤细胞转移过程中起到了很
大作用，姜黄素可有效降低该蛋白的表达量，降低肿瘤
细胞的转移能力犤 １４ 犦。认为姜黄素抑制肿瘤细胞转移的
机制就是降低肿瘤细胞对于ＭＭＰ － ９的表达提高肿瘤
细胞对Ｅ － ｃａｄｈｅｒｉｎ表达。

本研究结果显示，姜黄素可有效抑制非小细胞肺癌
Ａ５４９细胞的增殖和侵袭，诱导肿瘤细胞凋亡，且与其药
物浓度存在剂量依赖关系。随着姜黄素浓度的提高，肿
瘤细胞凋亡率、侵袭抑制率和增殖抑制系数都较对照组
或剂量较低的实验组有显著升高，这与文献犤 １５ 犦报道相
符。本研究中主要是在体外环境下利用Ａ５４９细胞为载
体研究姜黄素对非小细胞肺癌细胞增殖、凋亡和侵袭能
力的影响的，但针对在人体环境下姜黄素的药理作用的
研究较少，这将是下一步研究的方向。
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