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细胞增殖的抑制作用及其机制&方法
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细胞!然后用不同浓度的姜黄素"
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%处理该细胞
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试剂检测姜黄素对
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细胞的增殖活力的影响&流式细胞仪检测细胞内罗丹明
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%的浓度和阿霉素"
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%的浓度$反转录
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聚合

酶链反应"
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%检测各组细胞内
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的水平变化$用
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检测细胞内
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%水平的变化&

结果
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与空白对照组和
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细胞增殖的抑制作用更加明显"
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内
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细胞内的
6!5.$6DGH

和
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水

平更有明显的降低"
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%!且呈浓度
.

时间依赖性"

!

$

%&%4

%&结论
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姜黄素可以显著抑制多药耐药
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细胞的增

殖!其机制可能与抑制和
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密切相关的
6!5.$

基因及其编码的
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多药耐药$

82D

&是指对一种药物具有耐药性的同时#对

其他结构不同*作用靶点不同的药物也具有耐药性)

82D

通

常是导致抗感染药物治疗和抗肿瘤化疗失败的重要原因)通

常来说#细菌的
82D

主要与内酰胺酶的变异有关#而肿瘤细

胞的
82D

通常与细胞膜上过度表达外排抗肿瘤药物的蛋白

有关#如!

82D

基因
6!5.$

编码的
E.

糖蛋白$

E.

IO

&过度表达

是其重要原因之一#

E.

IO

能够将亲脂类化疗药物泵出细胞外#

从而产生耐药特性'

$
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肝癌是严重威胁人类健康的恶性肿瘤之一#由于我国是乙

型肝炎病毒$

>Wb

&的高发区#因此#受肝癌威胁也最大#约占

全球肝癌病死率的
4%\

)尽管#治疗肝癌的手段有了很大的

提高#但由于
82D

的存在#使得其化疗的疗效不尽如人意#因

此寻找新的治疗策略逆转肝癌的
82D

就显得极其重要)

姜黄素$

3N5=N6#,

&是从姜科植物姜黄中提取的一种酚类

化合物#具有显著的抗炎'
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*抗氧化'

'

(

*抗缺血'
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(

*抗纤维化'

4

(

*

抗肿瘤'

)

(等生物活性)故本实验用阿霉素$
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&处理肝癌细

胞株
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#用姜黄素处理该

细胞#观察其对该细胞的杀伤作用#并探讨其抗耐药的机制)
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材料与方法
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肝癌细胞株购置中科院上海生科院细胞

资源中心%姜黄素购自美国
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公司#纯度大于
()\

#并用

二甲基亚砜$

289X

&溶解#等量分装#并
S1% Y

保存备用%

H28

购自深圳万乐药业有限公司#用双蒸水稀释保存)

DE.
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培养液*
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7#Q="

公司%

(1'0

重庆医学
1%$-

年
$$

月第
0)

卷第
'$

期

"

基金项目!河南省医学科技公关计划项目$

1%$0%0%'4

&)

!

作者简介!耿燕娜$

$(/'S

&#副主任药师#硕士#研究方向为中药药理与临床药

学)

!

#

!

通信作者#

U.6C#F

!

ZJC,

I

P@,A#,$(/'

$

$)'&="6

)



表
$

!!

姜黄素对肝癌
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细胞增殖的抑制作用&
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时间 空白对照
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组
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#与空白对照组或
289X

组比较%
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#与同组内
10J

比较

33a./

试剂盒购自上海生博生物医药科技有限公司%反转录
.

聚合酶链反应$

D?.E3D

&试剂盒购自大连宝生生物工程有限

公司#

6!5.$

引物由美国
;,K#B5"

I

@,

公司设计并合成)

E.

IO

单

克隆抗体购自美国
9C,BC35NZ

公司#内参抗体
%

.C=B#,

购自博

鳌森生物有限公司)
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方法
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细胞培养和
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H28

的制备
!
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肝癌细胞

贴壁生长于含有
$%\

胎牛血清*

$%%[

"

6<

青霉素*

$%%6

I

"

6<

链霉素的
DE8;.$)0%

培养液中#置于
'-Y

*

4\ 3X

1

的饱

和湿度的培养箱中培养)耐药细胞株的建立采用
H82

大剂

量冲击和剂量递增相结合的方法诱导产生#具体做法!测定

H82

对
>@

O

71

细胞的最低耐受浓度#用终浓度为
$6

I

"

<

的

H82

与细胞共培养
10J

#存活细胞用含最低
H82

耐受浓度

的培养液共培养
-

#

$%!

#待细胞稳定后传代#再次用含
$6

I

"

<

的
H82

的培养液共培养
10J

#存活细胞接种于含较高浓度

的
H82

中#以此类推#直至
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O
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细胞在含
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I
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的
H82

下稳定生长和传代#即建立耐药菌株
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B&C&C

!
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试剂检测姜黄素对
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细胞的杀伤

作用
!

将处于对数生长期的
>@

O
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H28

细胞以
$]$%

0

"孔

接种于
()

孔板中#培养
$1J

细胞贴壁后#将不同浓度的姜黄

素$

4

*

$%

*

1%

*

0%6"F

"

<

&加入
>@

O
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培养体系中#继续

培养
10

*

0/

*

-1J

)在培养相应时间点后加入
$%

"
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的
33a./

试剂#

'-Y

孵育
1J

#于酶标仪上
0(%,6

处比色)根据公式计

算细胞活力!细胞活力$

\

&

gH0(%

处理组"
H0(%

自然生长组
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B&C&D
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D.$1'

外排实验
!

将处于对数生长期的处理的
>@
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"

H28

细胞以
1]$%

0

"

<

接种于
10

孔板内#每孔终体积为
$

6<

)培养
10J

后#弃上清液#加入
D.$1'

至终浓度为
46

I

"

<

#然后加入姜黄素$

1%6"F

"

<

&#联合继续培养
%

*

%&4

*

$

*

1J

后#收集上清用流式细胞仪上检测$激发波长
4)%,6

#发射波

长
40%

#

))%,6

&

D.$1'

激发的荧光强度值表示细胞内
D.$1'

浓度)

B&C&E

!

D?.E3D

!

收集培养的各组
>@

O
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细胞#磷酸

盐缓冲液$

EW9

&充分洗涤后#参照
?5#Z"F

试剂盒说明书提取细

胞总
DGH

#用
D?.E3D

检测各组细胞中
6!5.$

基因的表达量)

6!5.$

上游引物!

4̂.7?H333H?3H??73H H?H73.'̂

%

下游引物!

4̂.3HHH3??3?73?33?7H7?3.'̂

#扩增产

物大小为
$)-Q

O

)内参
7HE2>

上游引物!

4̂.377 H7?

3HH377H???77?37?H?.'̂

%下游引物!

4̂.H733??

3?33H?77?77?7HH7H3.'̂

#扩增产物大小为
11/Q

O

)

扩增条件!

(0Y

预变性
46#,

%

(0Y

变性
04+

#

44Y

退火
04+

#

-1Y

延伸
46#,

#

'4

个循环%

-1Y

延伸
-6#,

)扩增产物于

$&4\

琼脂糖凝胶进行电泳#凝胶成像扫描)用
fNC,B#B

M

X,@

灰度分析软件进行吸光度值计算)以目的基因
6!5.$

条带灰

度值与内参
7HE2>

条带灰度值的比值作为
6!5.$6DGH

的

表达量#并重复
'

次)

B&C&F

!

c@+B@5,QF"B

!

收集各组细胞提取总蛋白#并测定蛋白

的浓度为$

1&$1_%&10

&

6

I

"

6<

)取蛋白样品
1%

"

<

#经过

929.EH7U

电泳后#将蛋白电转移至聚偏二氟乙烯$

Eb2:

&

膜#以
4\

脱脂奶粉
?W9?

液封闭后#加入
E.

IO

抗体
0Y

孵育

过夜#洗涤后加入辣根过氧化物酶$

>DE

&标记的二抗室温孵

育
$J

后#

U3<

底物化学发光显色后曝光显影)通过
3J@6#

2"=eD9

化学发光成像系统#进行曝光分析#然后计算其比值

表示结果#即!相对吸光度
g

目的蛋白
E.

IO

吸光度"
%

.C=B#,

蛋

白吸光度)

B&D

!

统计学处理
!

采用
9E99$-&%

软件进行处理#计量资料

以
0_A

表示#进行独立变量
>

检验和单因素方差分析)以
!

$

%&%4

为差异有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C&B
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姜黄素抑制
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细胞的增殖
!

与空白对照组

和
289X

组比较#当姜黄素浓度为
4

*

$%6"F

"

<

作用
10J

时#

对
>@

O

71
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H28

细胞的增殖活力无明显影响$

!

%

%&%4

&%而当

姜黄素浓度增加至
1%

*

0%6"F

"

<

时#其对肝癌细胞的增殖活力

有明显的抑制作用#呈剂量
.

依赖性$

!

$

%&%4

&)进一步发现#

随着作用时间的逐渐延长#不同浓度的姜黄素对
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O
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"

H28

细胞的增殖活力都有显著的抑制作用#呈时间
.

依赖性

$

!

$

%&%4

&)见表
$

)

C&C
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姜黄素对肝癌
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内
D.$1'

浓度的影响
!

流

式细胞结果如图
$

显示!与空白对照组和
289X

组比较#当姜

黄素浓度为
4

*

$% 6"F

"

<

时#在每一个时间点#姜黄素对

>@

O

71

"

H28

细胞内的
D.$1'

的外排无明显抑制作用#而当

浓度增加至
1%

*

0%6"F

"

<

时#在每一个时间点#姜黄素都能够

明显地抑制细胞内
D.$1'

的外排#即!增加了细胞内
H28

的

药物浓度)

!!

"

!

!

$

%&%4

#与空白对照组或
289X

组比较

图
$

!!

姜黄素对肝癌
>@

O

71

%

H28

内
D.$1'

浓度的影响

C&D

!

姜黄素抑制了耐药肝癌
>@

O

71

"

H28

细胞内
6!5.$

6DGH

及其编码的
E.

IO

的表达
!

E3D

和
c@+B@5,QF"B

结果

显示#与空白对照组或
289X

组比较#当姜黄素浓度为
$%

"

6"F

"

<

时#

>@

O

71

"

H28

细胞内
6!5.$6DGH

及其编码的
E.

%''0
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年
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卷第
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IO

的表达水平无明显差异$

!

%

%&%4

&%当姜黄素浓度增加至

1%

"

6"F

"

<

时#

6!5.$6DGH

和
E.

IO

水平表达的相对
LD

值都

有显著降低#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

&#具有浓度依赖性

$图
1H

和
3

&)进一步结果还显示#当姜黄素浓度为
1%

"

6"F

"

<

时#随着药物作用时间的延长#

>@

O

71

"

H28

胞内
6!5.$

6DGH

和
E.

IO

水平的相对
LD

值都逐渐降低#差异有统计学

意义$

!

$

%&%$

&#呈时间依赖性$见图
1W

和
2

&)

!!

H

!不同浓度的姜黄素对耐药肝癌
>@

O

71

"

H28

细胞内
6!5.$

6DGH

表达水平的影响%

W

!

1%

"

6"F

"

<

的姜黄素作用不同时间后对耐

药肝癌
>@

O

71

"

H28

细胞内
6!5.$6DGH

表达水平的影响%

3

!不同

浓度的姜黄素对耐药肝癌
>@

O

71

"

H28

细胞内
E.

IO

蛋白表达水平的

影响%

2

!

1%

"

6"F

"

<

的姜黄素作用不同时间后对耐药肝癌
>@

O

71

"

H28

细胞内
E.

IO

蛋白表达水平的影响

图
1

!!

姜黄素对耐药肝癌
>@

O

71

%

H28

细胞内
6!5.$6DGH

和
E.

IO

蛋白表达的影响和比较

D

!

讨
!!

论

82D

不仅是肿瘤治疗过程中常见的问题之一#也是其面

临的巨大挑战)耐药的肿瘤细胞能够有效地从细胞内部防止

抗瘤药物的积聚#从而降低肿瘤细胞对抗瘤药物的敏感度'

/

(

)

82D

形成的原因多样#如
E.

IO

的过度表达'

$

(

#上游通路$

G:.

RC

OO

W

和
E;'a

&活性的异常等'

(

(

)其中#

6!5.$

基因及其编码

的
E.

IO

在多种恶性肿瘤细胞中的过度表达是形成
82D

的重

要机制#也是肿瘤患者化疗效果差*预后差*复发率高的重要

原因)

肝癌是消化系统最为常见的恶性肿瘤之一#因
E.

IO

高表

达引发
82D

从而导致肝癌病死率居高不下#因此寻找有效的

82D

逆转剂一直是肝癌防治研究的热点)目前越来越多的研

究表明#许多植物提取物#如!绿茶'

$%

(

*白藜芦醇'

$$

(等#因其广

泛的药理特性和低毒性#在肝癌的治疗和预防中有广阔的应用

前景#但这些提取物对
82D

的肝癌的治疗作用及其机制却鲜

有研究)

姜黄素是一种多酚类植物提取物#因其良好的抗突变和抗

癌作用#使其成为一种很有应用前景的抗癌药物)本研究利用

姜黄素处理
82D

的肝癌细胞株
>@

O

71

"

H28

#观察姜黄素对

该细胞株的增殖作用的影响#并探讨其机制)研究表明#姜黄

素能够明显地抑制耐药肝癌细胞的增殖#且这种抑制作用呈明

显的浓度
.

时间依赖性$

!

$

%&%$

&)流式细胞术检测了姜黄素

对
D.$1'

的影响#结果发现姜黄素也能够明显抑制细胞内
D.

$1'

的外排#也就是说姜黄素可以明显增加细胞内
H28

的药

物浓度#使其增强抗肝癌的作用)进一步的研究结果表明#姜

黄素能够明显抑制与
82D

密切相关的
6!5.$6DGH

及其编

码的
E.

IO

的表达水平#也呈浓度
.

时间依赖性)

总之#本研究显示姜黄素能够逆转人肝癌耐药细胞株

>@

O

71

"

H28

的耐药作用#其机制可能与抑制
6!5.$

及其编

码的
E.

IO

的表达有关系#这或为治疗耐药肝癌指出了新的方

向#也提供了一定理论依据#但其逆转耐药的确切机制仍有待

深入研究)
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