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姜黄素通过影响ＮＦκＢ信号通路促进肺癌细胞的放射敏感性
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　　［摘要］　目的　探讨姜黄素联合放射治疗对肺癌 ＮＣＩＨ４６０细胞的活性及肺癌小鼠放射敏感性的影响。方法　把肺癌

ＮＣＩＨ４６０细胞分为４组：空白对照组、姜黄素组、γ射线组及γ射线照射与姜黄素的联合组；然后对各组分别应用噻唑蓝（ＭＴＴ）

检测细胞增殖，ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ染色法检测细胞周期分布及凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２及Ｂａｘ的表达，ＲＴＰＣＲ检

测核因子κＢ（ＮＦκＢ）基因表达情况。另外，建立小鼠肺癌模型同样分为对应的４组，姜黄素按照１ｍｇ／ｋｇ经尾静脉注射于小鼠，

肿瘤局部进行剂量为５Ｇｙ射线照射，处理２８ｄ后，比较不同处理组小鼠瘤体体积。结果　与空白对照组、姜黄素组和γ射线组

比较，联合组ＮＣＩＨ４６０增殖率明显降低（犘＜０．０５），凋亡率明显增加（犘＜０．０５），抑凋亡蛋白Ｂｃｌ２表达明显降低（犘＜０．０５），促

凋亡蛋白Ｂａｘ表达明显增高（犘＜０．０５），ＮＦκＢｍＲＮＡ表达明显降低（犘＜０．０５），并且肿瘤的体积有明显减少（犘＜０．０５）。结论

　姜黄素可通过抑制γ射线处理条件下 ＮＦκＢ的表达并促进细胞的 Ｇ２／Ｍ 期阻滞来增强肺癌 ＮＣＩＨ４６０细胞对γ射线的敏

感性。
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　　目前我国约有７０％以上的肿瘤患者需要放疗，并且对于

许多肺瘤患者而言，放疗是可用的治疗方法之一［１］。但肺瘤患

者往往在放疗过程中出现抵抗，从而导致治疗效果不理想［２３］。

因此，如何提高肺癌的放疗敏感性，改善患者生活质量是目前

急需解决的问题。

姜黄素（ｃｕｒｃｕｍｉｎ）是我国传统中药姜黄的主要活性成分。

其主要成分包括多种调控生长因子，趋化因子及转录因子等，

因此具有抗炎、抗氧化、抗凝、降血脂等多方面生物功能［４］。研

究显示，姜黄素可抑制体内、外肿瘤细胞的生长，是一种具有良

好应用前景的抗癌新药［５］。体外研究发现，姜黄素通过抑制

（ＮＦκＢ）信号通路增强肿瘤细胞的放射敏感性
［６８］。但姜黄素

能否增强肺癌的放疗敏感性，目前还不清楚。本研究选用肺癌

ＮＣＩＨ４６０细胞系为研究对象，研究姜黄素对肺癌 ＮＣＩＨ４６０

细胞放疗敏感性的影响，为探索肺癌治疗的新途径提供实验依

据和理论基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料

１．１．１　实验动物来源　小鼠Ｌｅｗｉｓ肺癌瘤系，购自北京协和

细胞资源中心。Ｃ５７ＢＬ／６纯系小鼠，雄性，鼠龄４～６周，体质

量１６～２２ｋｇ，购自北京大学第一医院实验动物中心。

１．１．２　实验试剂和仪器　姜黄素（上海同田生物技术公司），

ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血清（ＦＢＳ）、胰蛋白酶（美国Ｇｉｂｃｏ公

司），二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，天津市天力化学试剂有限公司），青

霉素钠和链霉素（华北制药有限责任公司），噻唑蓝（ＭＴＴ，美

国Ｓｉｇｍａ公司），二乙基亚硝胺（天津化学试剂研究所），Ｔｒｉｚｏｌ

（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），流式细胞仪（美国ＢＤ公司），抗体Ｂｃｌ

２、Ｂａｘ（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌ公司），ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂

盒（美国ＢＤ公司），ＳｐｅｃｔｒａＭＲ型酶标仪（美国Ｄｙｎｅｘ公司）。

１．２　方法

１．２．１　ＮＣＩＨ４６０细胞的γ射线照射条件　在室温下采用６０

Ｃｏγ射线全身一次性照射，吸收剂量率１．７０１Ｇｙ／ｍｉｎ，一次性

给予ＮＣＩＨ４６０细胞５Ｇｙ的吸收剂量。

１．２．２　ＮＣＩＨ４６０的培养及传代　采用含１０％新生牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０完全培养液，调整细胞密度为５×１０５ 个／ｍＬ接种

于培养瓶中，待细胞长至８０％～９０％密度时，按比例传代。实

验时取生长状况良好的对数生长期细胞，分为空白对照组、γ

射线组（５Ｇｙ）、姜黄素组（１０μｍｏｌ／Ｌ）和γ射线联合姜黄素的

联合组（５Ｇｙ射线联合１０μｍｏｌ／Ｌ姜黄素）。
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１．２．３　细胞增殖实验　采用 ＭＴＴ法检测细胞增殖。取对数

生长期ＮＣＩＨ４６０细胞，调整细胞浓度为１．０×１０４ 个／ｍＬ，接

种于４８孔培养板中，按照试验分组采用１０μｍｏｌ／Ｌ姜黄素及

５Ｇｙγ射线分别处理４８ｈ，弃去培养基，每孔加入５０μＬ

ＭＴＴ，３７℃继续培养４ｈ，加２００μＬＤＭＳＯ，使甲瓒结晶完全

溶解，酶标仪以参考波长６３０ｎｍ，测量波长４９０ｎｍ处的各孔

的吸光度值（犃）。实验重复３次取平均值，计算细胞增殖活

性。计算公式为细胞增殖抑制率（％）＝（对照组犃 值－实验

组犃值）／对照组犃值×１００％。

１．２．４　细胞凋亡实验　应用ＰＩ和 ＡｎｎｅｘｉｎＶ染色的方法检

测细胞凋亡。取对数生长期ＮＣＩＨ４６０细胞，接种于６孔培养

板中。根据分组加入１０μｍｏｌ／Ｌ姜黄素及５Ｇｙγ射线分别处

理４８ｈ。收集细胞及其上清液，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后弃上

清液，用预冷ＰＢＳ将沉淀细胞清洗３遍，然后加入５００μＬ的

ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ悬浮细胞；加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ混匀后，

加入５μＬＰｒｏｐｉｄｉｕｍＩｏｄｉｄｅ混匀，室温避光反应１５ｍｉｎ；１ｈ内

流式细胞仪检测。ＦＩＴＣ阳性代表细胞凋亡发生，ＰＩ阳性代表

细胞死亡。

１．２．５　细胞凋亡蛋白分析实验　应用蛋白免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ）方法检测凋亡相关蛋白的表达。取上述收集的细胞接种

于６孔板中，根据实验设计分组加入姜黄素及γ射线处理４８ｈ

后收集细胞。提取蛋白质，进行１５％聚丙烯酰胺凝胶电泳分

离蛋白。半干转膜至聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，脱脂奶粉封闭

１ｈ；分别加入一抗Ｂｃｌ２（１∶５００）和Ｂａｘ（１∶５００），４℃摇床孵

育过夜；洗膜液清洗３次（每次１０ｍｉｎ），加入二抗（１∶５０００）

室温孵育３ｈ；洗膜液清洗３次（每次１０ｍｉｎ），用ＥＣＬ发光显

色后在Ｘ射线洗片机（ＨＱ３２０ＸＴ）上曝光检测，采用 Ｑｕａｎｔｉ

ｔｙＯｎｅ４．６．２软件进行图像分析，以βａｃｔｉｎ作为内参。

１．２．６　细胞周期分析实验　按照上述分组，取对数生长期

ＮＣＩＨ４６０细胞，接种于６孔板中，根据实验设计分组加入姜

黄素及γ射线分别处理４８ｈ后，收集细胞。用７０％冰乙醇悬

浮，吹打均匀，４℃放置１２ｈ，ＰＢＳ洗涤去乙醇，加入０．５ｍＬ

ＰＢＳ重悬细胞，加入ＲＮａｓｅＡ至终浓度１００μｇ／ｍＬ，３７℃ 温浴

３０ｍｉｎ。加入ＰＩ至终浓度５０μｇ／ｍＬ室温孵育３０ｍｉｎ，采用流

式细胞仪检测细胞周期。

１．２．７　ｍＲＮＡ表达水平的分析　采用ＲＴＰＣＲ检测 ＮＦκＢ

ｍＲＮＡ表达水平，按照上述分组，取对数生长期 ＮＣＩＨ４６０细

胞，接种于６孔板中，根据实验设计分组加入姜黄素及γ射线

处理４８ｈ，收集细胞。采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取细胞总 ｍＲＮＡ，使用

反转录试剂盒合成ｃＤＮＡ模板。采用 ＲＴＰＣＲ分析 ＮＦκＢ

ｍＲＮＡ表达水平的变化。ＲＴＰＣＲ反应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４

℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃４５ｓ；７２℃８ｍｉｎ。产物经１％琼脂糖

凝胶电泳分离，０．５％溴化乙锭（ＥＢ）染色后，凝胶成像仪观察

图像，分析各组间ｍＲＮＡ表达水平的差异。

１．２．８　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠Ｌｅｗｉｓ肺癌模型建立及体内给药、获取

标本　将小鼠Ｌｅｗｉｓ肺癌瘤系制备成单细胞悬液，在小鼠右后

肢皮下接种瘤细胞悬液，１×１０７ 个／只。将４０只荷瘤小鼠随

机分为４个组，分为空白对照组、γ射线组（５Ｇｙ）、姜黄素组（１

ｍｇ／ｋｇ）和γ射线联合姜黄素的联合组（５Ｇｙγ射线联合１

ｍｇ／ｋｇ姜黄素）。姜黄素按照１ｍｇ／ｋｇ经尾静脉注射于小鼠，

肿瘤局部进行照射，照射剂量为１５Ｇｙ，治疗后２８ｄ，分别将小

鼠处死获取肿瘤组织，标本冻存于－２０℃冰箱。用游标卡尺

测量各组小鼠肿瘤长径（ａ）及短径（ｂ），计算肿瘤平均体积。肿

瘤体积计算公式：肿瘤体积（ｍｍ３）＝ａ×ｂ２／２。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件分析数据，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＴＴ法测定姜黄素与γ射线对 ＮＣＩＨ４６０细胞增殖的

影响　从图１可以看出，空白对照组 ＮＣＩＨ４６０细胞增殖活

跃，而经过１０μｍｏｌ／Ｌ姜黄素、５Ｇｙ的γ射线或γ射线联合姜

黄素处理４８ｈ后姜黄素组，γ射线组，联合组，细胞的增殖均受

到不同程度的抑制，其中联合组对细胞增殖活性抑制最明显，

差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

　　ａ：犘＜０．０５，与其余各组比较。

图１　　姜黄素和γ射线对ＮＣＩＨ４６０

细胞增殖活性的影响

２．２　流式细胞术检测γ射线与姜黄素对ＮＣＩＨ４６０细胞凋亡

率的影响　与空白对照组［（２．２９±０．０８）％］相比，γ射线组

［（２．２９±０．７３）％］或姜黄素组［（２．４１±０．５９）％］细胞凋亡率

有轻微增加，差异无统计学意义 （犘＞０．０５）；而联合组

［（２１５．２１±０．３２）％］明显促进细胞凋亡，与空白对照组比较，

差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．３　γ射线与姜黄素对ＮＣＩＨ４６０细胞周期的影响　流式细

胞仪检测细胞周期的结果表明，γ射线组或姜黄素组Ｇ２／Ｍ 期

细胞增多，但与空白对照组比较，差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。而联合组与对照相比较则可明显提高Ｇ２／Ｍ期细胞比

例，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

表１　　姜黄素和γ射线对ＮＣＩＨ４６０

　　　细胞周期的影响（狓±狊，％）

组别 狀 Ｇ１ Ｇ２／Ｍ Ｓ

空白对照组 ３ ７５．０±２．３ １９．３±１．１ ９．４±０．４

姜黄素组 ３ ７０．３±２．６ ２０．１±２．３ １２．１±１．１

γ射线组 ３ ６８．５±１．７ ２３．４±２．１ １５．６±０．７

联合组 ３ ６１．０±２．４２ａ ３５．３±１．１ａ ２４．７±０．５ａ

　　ａ：犘＜０．０５，与其余各组比较。

２．４　γ射线与姜黄素对ＮＣＩＨ４６０细胞凋亡相关蛋白表达的

影响　与对照组比较，联合组 ＮＣＩＨ４６０细胞内抗凋亡蛋白

Ｂｃｌ２的表达明显降低，促凋亡蛋白Ｂａｘ的表达明显升高（犘＜

０．０５），而γ射线和姜黄素单独处理则对Ｂｃｌ２和Ｂａｘ蛋白的表

达无显著影响，见图２。

　　Ａ：Ｂｃｌ２蛋白表达；Ｂ：Ｂａｘ蛋白表达；１：空白对照组；２：联合组；３：

姜黄素组；４：γ射线组。

图２　　姜黄素和γ射线对ＮＣＩＨ４６０细胞

凋亡蛋白表达的影响
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２．５　γ射线与姜黄素对 ＮＣＩＨ４６０细胞 ＮＦκＢｍＲＮＡ表达

的影响　与空白对照组比较，联合组 ＮＣＩＨ４６０细胞 ＮＦκＢ

ｍＲＮＡ的表达明显增加（犘＜０．０５），而γ射线或姜黄素单独处

理对ＮＦκＢ的表达无显著影响，见图３。

　　ａ：犘＜０．０５，与其余各组比较。

图３　　姜黄素和γ射线对ＮＣＩＨ４６０

细胞ＮＦκＢｍＲＮＡ表达的影响

２．６　γ射线与姜黄素对肺癌小鼠肿瘤体积的影响　Ｃ５７ＢＬ／６

小鼠经过接种肺癌肿瘤细胞两周后肿瘤直径增至５～８ｍｍ

时，根据分组，对小鼠进行相对应的治疗，与空白对照组相比，

联合组明显抑制肿瘤的生长（犘＜０．０５），见图４。

　　ａ：犘＜０．０５，与其余各组比较。

图４　　姜黄素和γ射线对肺癌小鼠

肿瘤体积的影响

３　讨　　论

　　肺癌逐渐成为危害人类生命的一种主要疾病之一。近年

来许多学者尝试采用常规的化疗药等来增加放射治疗的效

果［９１０］。尽管在某些情况下这种方法可以引起更好的治疗效

果，但受到特定了一些因素的限制，包括增加的毒性反应，正常

组织的损伤，增加的不良反应等，因此获得最小毒性的放疗增

敏剂对肺癌患者至关重要。

目前中药放射敏感性的研究较少，探索中药在此方面的作

用具有重要意义，姜黄素便是其中之一。研究发现，姜黄素在

达到１２ｍｇ／ｄ的剂量时，无明显的不良反应出现。也有研究发

现，姜黄素对结肠癌具有预防作用［１１］。本实验研究姜黄素对

肺癌ＮＣＩＨ４６０细胞放疗增敏的影响。结果发现，经过１０

μｍｏｌ／Ｌ姜黄素处理肺癌细胞，再进行５Ｇｙγ射线处理，能够

明显抑制细胞增殖，增加细胞凋亡及促进促凋亡相关蛋白Ｂａｘ

的表达，抑制抑凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２的表达。说明姜黄素可增

强肺癌ＮＣＩＨ４６０细胞对γ射线的敏感性。此外，肺癌动物模

型结果显示，γ射线与姜黄素联合处理可明显抑制肿瘤生长，

说明联合治疗能起到很好的抑瘤效果。

大量的研究表明，ＮＦκＢ与肿瘤的放射耐受性密切相关。

例如，在恶性胶质瘤、乳腺癌、膀胱癌、食道上皮细胞癌中均发

现放射激活了 ＮＦκＢ，而激活的 ＮＦκＢ可保护细胞免受放射

影响而死亡，从而在细胞放射耐受性上起作用［１２１３］。相反，通

过对ＮＦκＢ的抑制可增加放射敏感性，主要表现为ＤＮＡ结合

能力减弱、凋亡增加，或细胞生长和克隆源生存下降［６，１４１６］。

本次研究发现，经过姜黄素和γ射线处理肺癌细胞后，显著抑

制ＮＦκＢｍＲＮＡ表达水平，提示姜黄素可能是通过抑制 ＮＦ

κＢ的表达增强肺癌细胞放疗敏感性。另外，ＮＦκＢ可控制细

胞周期调控基因如 ＣＭＹＣ、ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达，从而使Ｇ１期及

Ｓ期细胞增加，而 Ｇ１／Ｓ期、Ｇ２／Ｍ 期细胞减少
［１７］。而诱导肿

瘤细胞Ｇ２／Ｍ 期阻滞是影响肿瘤细胞放射敏感性的重要原

因［１８］。本次研究也发现，经过姜黄素和γ射线处理后的肺癌

细胞，可导致细胞的Ｇ２／Ｍ 期阻滞，从而进一步说明姜黄素是

通过抑制ＮＦκＢ的表达，并进而诱导肿瘤细胞 Ｇ２／Ｍ 期阻滞

达到增强肺癌细胞放疗敏感性。

综上，本研究发现姜黄素能够增强肺癌细胞系 ＮＣＩＨ４６０

的放疗敏感性，而这种作用可能与其对 ＮＦκＢ活性的抑制相

关。本研究为姜黄素应用肺癌的增敏治疗提供了新的实验依

据，为其在临床中的应用奠定了基础。
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的肺组织进行 ＨＥ染色、Ｍａｓｓｏｎ染色、αＡＳＭ 免疫组织化学，

结果显示苦精干预后，气道上皮下胶原纤维减少，αＡＳＭ 水平

减少，气道周围炎性细胞减少，证明苦精可以减少气道的炎症

及重塑，苦味受体激动剂或许成为治疗哮喘的新型药剂，这为

哮喘治疗提供了新思路。
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