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!!"摘要#!目的!探讨四氢姜黄素"MUI$对大鼠I)神经胶质瘤细胞的抑制作用及机制%方法!采用四甲
基偶氮唑盐法检测不同浓度MUI"$1&;%&1;&%%&;%&%%&$%%&%%&1%%&%%&0%%&%%和/%%&%%*8":)[$作用于大
鼠I)神经胶质瘤细胞后的细胞存活率!通过?,,7L#,a.NKMI)YK染色和69+49+7.').-活化分析检测I)细胞
凋亡情况!使用SUA"二氢乙锭$.活性氧"=PX$检测试剂盒在流式细胞仪中检测=PX产生量!使用酶联免疫吸
附测定试剂盒测量总抗氧化剂"M?X$和/.羟基.1g.脱氧鸟苷"/.PU!c$水平!通过定量实时逆转录.聚合酶链反
应技术检测细胞核内核因子.+Q"_N.+Q$和过氧化物酶体增殖物激活受体 ,"YY?=,$8=_? 表达量%
结果!MUI对I)细胞呈浓度和时间依赖性增殖抑制!可诱导I)细胞凋亡!MUI处理降低了I)细胞中M?X
水平并增加了/.PU!c 水平!以剂量依赖性方式增强 YY?=, 8=_? 表达!同时下调 _N.+Q 表达量%
结论!MUI可通过抑制I)胶质瘤细胞 _N.+Q水平和增强YY?=,表达增加=PX的产生和降低M?X水平!
从而促进细胞凋亡%提示MUI在作为治疗神经胶质细胞瘤的新药开发方面具有一定的潜力和前景%
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!!胶质瘤是最常见的原发性脑瘤%约占全部脑瘤的

/%W%其中胶质母细胞瘤是最恶性的脑肿瘤%目前的
治疗方式有肿瘤切除-化疗-放疗-抗血管类靶向药物
治疗等%但由于胶质母细胞瘤生长快速%广泛浸润邻
近脑组织%假性坏死和诱导血管生成%且无明显的作
用靶点%阻碍了疗效%且胶质瘤患者预后较差%-%W的
胶质瘤患者在第$次术后$%年内复发)$*&因此%寻
找直接且密切相关的靶点-探索胶质瘤的潜在机制-
寻找新的治疗方法或更好的药物具有重要意义&近
年来%在分子水平上对胶质瘤发病机制的研究发现%
胶质瘤的发病由异常的病理过程所致%如细胞周期调
控-信号传导-S_?损伤修复缺陷等)1*&因此%迫切
需要在遗传和分子水平上更好地了解胶质瘤的发生

和发展%以确定新的治疗策略&
姜黄素是一种天然化合物%具有抗肿瘤作用%对

肝癌-乳腺癌均具有抑制增殖-调节信号通路等多种
作用)'.0*&姜黄素在体内的主要活性代谢产物为四氢
姜黄素#MUI$%其比姜黄素在生理条件下更稳定%在
水介质中更易溶解%而且在血浆中具有良好的稳定
性%因而具有更高的生物利用度);.$$*&MUI具有抗氧
化和抗炎作用%以及预防治疗阿尔兹海默症等功能%
对多种癌细胞具有抗肿瘤活性&基于此%本研究探讨
了MUI对I)神经胶质瘤细胞增殖的影响%揭示其对
过氧化物酶体增殖物激活受体,#YY?=,$"核因子.
+Q#_N.+Q$信号通路调控的机制%旨在为神经胶质瘤
的治疗提供新策略%现报道如下&
:!材料与方法
:&:!材料
:&:&:!细胞

来自美国菌种保藏中心#?MII$的大鼠 I)神经
胶质瘤细胞系&
:&:&;!药物与试剂

MUI购自上海源叶生物科技有限公司%杜氏改
良A9D:7培养基#STAT$购自美国X#D89.?:!<#62
公司%胎牛血清#NQX$购自美国c#F6"公司%青霉素.
链霉素#分别取$%% Z"8[.$%%*D"8[$购自美国
X#D89.?:!<#62公司%含%&1;W$88":胰蛋白酶的
乙二胺四乙酸#ASM?$溶液购自美国M27<8"N#+27<
X6#7,3#E#6公司%四甲基偶氮唑盐#TMM$购自美国
X#D89.?:!<#62公司#批号!T;);;$%裂解缓冲液#=K.
Y?$购自美国X9,39I<CBQ#"3762,":"DG公司%酶联免
疫吸附测定#A[KX?$试剂盒购自美国M27<8"N#+27<
X6#7,3#E#6公司%二氢乙锭#SUA$.活性氧#=PX$检测
试剂盒#TIU$%%$$$$购自德国 T7<65 T#::#4"<7公
司%?,,7L#,a.NKMI"YK细胞凋亡检测试剂盒购自德
国 T7<65T#::#4"<7公司%TC+7- 69+49+7.'"-试剂盒
#TIU$%%$%/$购自德国 T7<65T#::#4"<7公司%=_?
分离试剂盒购自美国M27<8"N#+27<X6#7,3#E#6公司%

XC47<X6<#43MT.一步法逆转录.聚合酶链反应#YI=$

系统购自美国 M27<8"N#+27<X6#7,3#E#6公司%X̀ Q=
c<77,预混液购自美国 ?44:#7!Q#"+G+378+公司%二
辛可宁酸Y#7<67#QI?$蛋白质测定试剂盒购自美国
M27<8" N#+27< X6#7,3#E#6 公 司%聚 偏 二 氟 乙 烯
#YaSN$膜购自美国Q#".=9!公司%YY?=,-_N.+Q-
甘油醛.'.磷酸脱氢酶#c?YSU$-/.肌动蛋白#/.96.
3#,$均购自美国I7::X#D,9:#,DM762,":"DG公司%增强
型化学发光#AI[$测定试剂盒购自美国cAU79:32.
69<7公司&
:&:&<!主要仪器

酶标仪#/%%MX$购自美国Q#"M75K,+3<C87,3+公
司%流式细胞术#TC+7- I7::?,9:GB7<$购自德国

T7<65T#::#4"<7公司%X374P,7Y:C+MT 实时荧光定量

YI=系统购自美国M27<8"N#+27<X6#7,3#E#6公司&
:&;!方法
:&;&:!细胞培养及MUI处理

使用含有$%WNQX和$W青链霉素双抗#YX$的

STAT完全培养基于'-h-;W二氧化碳细胞恒温
培养箱中孵育 I)细胞%于培养瓶中贴壁生长至
/%W&(%W时用含有%&1;W$88":"[胰蛋白酶的
ASM?溶液分离I)细胞&加入新鲜配制不同浓度
#$1&;-1;&%-;%&%-$%%&%-1%%&%-0%%&% 和 /%%&%

*8":"[$的MUI药液至()孔板中%每孔加$%%*[&
分别培养10-0/--12%取出()孔板%弃旧培养基%再
避光加入%&;8D"8[新鲜制备的 TMM溶液%每孔
加$%%*[&在黑暗中于培养箱中孵育'2&弃上清
液%将形成的甲!晶体溶解在$%%*[$%%W二甲基亚
砜#STXP$中&用酶标仪;-%,8 波长检测吸光度
值&为计算细胞活力将未经MUI处理的细胞视为对
照组%并假设这些细胞是$%%W有活力的&以下公式
用于计算未经处理和经MUI处理的I)细胞的存活
率)#MUI处理的细胞吸光度@空白吸光度$"#未处
理细胞吸光度@空白吸光度$i$%%W*&根据 TMM
结果%通过相应的图谱确定1;W#KI1;$-;%W#KI;%$
和-;W#KI-;$浓度的MUI分别为1;&%-;%&%--;&%

*8":"[%%*8":"[作为对照组用于后续分析&
:&;&;!细胞裂解物制备和生化分析

将I)细胞#;i$%'$置于()孔板中孵育%并加入
1;-;%--;*8":"[浓度的MUI处理黏性细胞102%
用于生化分析&用磷酸盐缓冲液#YQX%4U-&0$洗涤
细胞%再使用胰蛋白酶将黏附的细胞与()孔板分离%
然后置于离心管中0h-$%%%D离心;8#,&将沉淀
在YQX中洗涤1次%然后将重悬于 =KY? 中的;%%
8[放射免疫沉淀测定中的沉淀与=KY?在0h下在
轨道振荡器中温育1%8#,&将沉淀物0h-$%%%%D
离心1%8#,获得细胞碎片&使用A[KX?试剂盒测量
经KI1;-KI;%-KI-;浓度的MUI处理的细胞裂解物
中的/.羟基.1g.脱氧鸟苷#/.PU!c$和总抗氧化剂
#M?X$水平&
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:&;&<!=PX生成量检测
使用 SUA.=PX检测试剂盒检测经1;-;%--;

*8":"[浓度的MUI孵育102的I)细胞中=PX生
成量&在室温条件下取$%*[经 MUI处理和未经
MUI处理的细胞悬液#1i$%)$%用移液管加入$(%

*[TC+7-氧化应激试剂工作溶液%充分混合%将混合
物在'-h下孵育'%8#,%然后在 TC+7- I7::?,9:G.
B7<中测量&
:&;&=!?,,7L#, a.NKMI)YK染色和 69+49+7.')-
测定

使用 ?,,7L#,a.NKMI"YK细胞凋亡检测试剂盒
评估MUI诱导的I)细胞凋亡&将I)细胞#1i$%)$
接种于)孔板中生长%并将贴壁细胞与1;-;%--;

*8":"[浓度的MUI一起温育102&用胰蛋白酶分
离细胞%用YQX进行洗涤&将细胞与;*[?,,7L#,
a.NKMI和$*[碘化丙啶在1; h下在黑暗中温育
$;8#,%用流式细胞术分析细胞凋亡情况&通过测量
69+49+7.'"-的活化确定 MUI处理组和对照组细胞
凋亡状态&将细胞#1i$%)$与1;&%-;%&%--;&%

*8":"[浓度的MUI一起温育102%用YQX洗涤胰
蛋白酶消化细胞%并将;*[TC+7- 69+49+7.'"-工作
溶液加入;%*[的细胞&在'-]I下孵育'%8#,后
将$;%*[-.??S添加到细胞培养基中%充分混合并
在 TC+7-67::?,9:GB7<上进行测量&
:&;&>!定量实时逆转录YI=

通过定量实时逆转录.YI=分析未经MUI处理
和经MUI处理102的I)细胞#1i$%)$中YY?=,
8=_?的表达&在实时荧光定量逆转录YI=程序中
根据说明用=_?分离试剂盒提取总=_?&纯化后
的=_? 在无酶无菌水中洗涤后使用 _9,"S<"4MT

1%%%"1%%%6以?1)%"?1/%比率确定其质量和浓度&
用XC47<X6<#43MT.一步法实时荧光定量逆转录YI=
系统从总=_?中合成6S_?&YY?=,-/.肌动蛋白
的引物!YY?=,正向引物;g.IIIMMM ?II ?Ic
cMM c?M MMI MI.'g和反向引物 ;g.cI? ccI
MIM?IMMMc?MIcI?IM.'g'/.肌动蛋白正向引
物;g.cMccccIcIIII?ccI?II?.'g和反向
引物;g.IMMIIMM??McMI?IcI?Ic?MMM
I.'g&在X374P,7Y:C+MT实时YI=系统及其软件程
序中使用X̀ Q=c<77,预混液扩增6S_?&热循环曲
线!在(;h下进行$%8#,的预孵育步骤%然后在(;
h下进行0;个循环的变性步骤$%+%在;;h下进行
$8#,的退火步骤%并在-1h下进行$%+的延伸步
骤&根据扩增后的循环数#I3$值确定YY?=,-/.肌动
蛋白转录水平&使用/.肌动蛋白 8=_?水平作为内
标%并使用公式1@00IM 确定相对表达水平&
:&<!统计学处理

采用XYXX1/&%统计软件进行数据分析%计量资
料以IjL表示%多组间比较采用单因素方差分析

#?_Pa?$%进行MC57G事后分析&以O&%&%;为差
异有统计学意义&

;!结!!果

;&:!MUI对I)细胞活力的抑制作用
与对照组比较%$1&;*8":"[浓度MUI处理10-

0/2%以及1;&%*8":"[浓度 MUI处理102组I)
细胞活力均明显降低%$1&;*8":"[浓度 MUI孵育

-12组I)细胞较对照组减少11&-W%1;&%*8":"[
浓度MUI处理10-0/--12组I)细胞较对照组分别
减少1'W-''W-0%W%;%&%*8":"[浓度MUI处理

10-0/--12组 I)细胞较对照组分别减少0/W-

))W--/W%-;*8":"[浓度MUI处理10-0/--12组

I)细胞较对照组分别减少-%W--(W-/(W%差异均
有统计学意义#O&%&%;$'$%%&%*8":"[MUI浓度
未检测到任何细胞&见图$&

!!9!O&%&%;%与对照组比较&

图$!!不同浓度MUI处理I)细胞活力比较

;&;!MUI调节I)细胞中/.P2!c&M?X水平
与对照组比较%1;&%-;%&%--;&%*8":"[浓度

MUI处理102组I)细胞/.PU!c水平均明显升
高%M?X水平均明显降低%-;&%*8":"[浓度 MUI
处理102组I)细胞/.PU!c水平最高%M?X水平最
低%差异均有统计学意义#O&%&%;$&见图1&

!!?!/.PU!c'Q!M?X'9!O&%&%;%与对照组比较&

图1!!不同浓度MUI处理I)细胞/.P2!c$M?X水平比较

;&<!MUI诱导的I)细胞氧化应激
与对照组比较%1;&%-;%&%--;&%*8":"[浓度

MUI处理102组I)细胞=PX生成量均明显升高%

-;&%*8":"[浓度 MUI处理102组I)细胞 =PX
生成量最高#约为;-W$%差异均有统计学意义#O&
%&%;$&见图'&

;&=!MUI触发I)细胞凋亡
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与对照组比较%1;&%-;%&%--;&%*8":"[浓度

MUI处理I)细胞凋亡率均明显增高%-;&%*8":"[
浓度MUI处理I)细胞凋亡率最高%69+49+7.'"-活

性明显增强%-;&%*8":"[浓度 MUI处理I)细胞

69+49+7.'"-活性最高%差异均有统计学意义#O&
%&%;$&见图0&

!!?!流程数据图'Q!=PX'9!O&%&%;%与对照组比较&

图'!!不同浓度MUI处理I)细胞中=PX水平比较

!!?!?,,7L#,a.NKMI凋亡分析'Q!69+49+7.'"-活性'9!O&%&%;%

与对照组比较&

图0!!不同浓度MUI处理I)细胞中?,,7L#,a.NKMI$

69+49+7.'%-活性比较

;&>!MUI对I)细胞 _N.+Q&YY?=,8=_?水平
的影响

与对照组比较%1;&%*8":"[浓度MUI处理I)
细胞 _N.+Q8=_?水平略下降%差异无统计学意义
#O%%&%;$';%&%--;&%*8":"[浓度 MUI处理I)
细胞 _N.+Q8=_?水平明显降低%差异均有统计学
意义#O&%&%;$&与对照组比较%1;&%-;%&%--;&%

*8":"[浓度 MUI处理I)细胞YY?=,8=_?水
平均明显增加%-;&%*8":"[浓度MUI处理I)细胞

YY?=8=_?水平最高%差异均有统计学意义#O&
%&%;$&见图;&

!!?!_N.+Q8=_?'Q!YY?=,8=_?'9!O&%&%;%与对照组比较&

图;!!不同浓度MUI处理I)细胞_N.+Q$YY?=,8=_?
水平比较

<!讨!!论
本研究探讨了不同持续时间#10-0/--12$和浓

度MUI处理是否可通过触发各种生化机制在I)胶
质瘤细胞中引起抗肿瘤作用%确定了I)细胞的KI1;-

KI;%和KI-;%结果显示%MUI可调节I)细胞中/.
P2!c-M?X水平%/.PU!c水平上调和M?X水平下
降在MUI处理I)细胞中呈浓度依赖性%MUI浓度
越大I)细胞中/.PU!c水平越高%M?X水平越低'
并且可诱导I)细胞氧化应激%经MUI处理I)细胞
中=PX积累显示出浓度依赖性%MUI浓度越大I)
细胞中=PX生成量越高&通过YY?=,"_N.+Q信号
通路分析了氧化-凋亡和S_?损伤机制%结果显示%

MUI处理102后活细胞比率降低&凋亡细胞比例及

69+49+7.'"-活性存在 MUI浓度依赖性%MUI浓度
越大细胞凋亡率越高%细胞69+49+7.'"-活性越强%并
且MUI浓度的增加引起I)细胞YY?=,8=_?表
达增加和_N.+Q抑制&可见MUI处理上调了I)细
胞YY?=,8=_? 水平并降低了 _N.+Q 8=_? 水
平%提示YY?=,-_N.+Q通过诱导氧化和凋亡机制诱
导S_?损伤&

=PX可引起细胞大分子生物分子#S_?-蛋白质
和脂质$的氧化)$1*&肿瘤细胞的高增殖导致=PX产
生增加和异常的氧化还原稳态)$'*&通过增强抗氧化
防御机制优化氧化负荷%从而阻止=PX诱导的生物
分子的氧化和诱导细胞凋亡)$0*&肿瘤细胞的抗氧化
能力阻碍了过量的=PX产生%从而抵抗细胞凋亡)$;*&
同样I)胶质瘤细胞中YY?=激动剂治疗未能改变过
氧化氢酶的表达和酶活性)$)*&因S_?螺旋中的核
碱基与=PX相互作用而形成的/.PU!c是最丰富的

S_?损伤和潜在的生物标志物)$-*&本研究结果显
示%在MUI处理I)细胞中=PX产生和S_?损伤
以剂量依赖性方式增加%而细胞增殖受到抑制&I)
细胞中MUI诱导的=PX产生与M?X水平的降低呈
比例&此外%本研究结果显示%细胞=PX水平的增加
导致 S_? 损伤%增加/.PU!c水平&?[T?TZ_
等)$/*研究也表明%MUI治疗通过诱导红细胞中的氧
化应激增加=PX的产生&

69+49+7通过外在和内在的促凋亡信号机制启动
程序性细胞死亡%对凋亡程序的启动至关重要)$(*&协
调细胞凋亡破坏阶段的69+49+7.'"-的激活是细胞凋
亡的一个特征)1%*&YY?=,激动剂可通过多种信号通
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路诱导胶质瘤细胞凋亡激活YY?=,%如增加肿瘤细
胞系中促凋亡蛋白的表达或通过改变线粒体膜电位

导致细胞色素I释放至细胞质中)1$*&据文献报道%
YY?=,的活化降低了抗凋亡蛋白的表达%并增加了
?'-;细胞系中凋亡蛋白的表达)11*&另有研究发现%
经MUI处理的?;0(细胞抗凋亡蛋白和肿瘤抑制基
因表达降低%而69+49+7.'"-活性增加'MUI及其衍
生物已被证明通过69+49+7.'-69+49+7.(激活途径诱
导I)-Z./-Tc胶质瘤细胞凋亡)1'.1;*&

_N.+Q是适应性免疫反应的主要调节因子%通过
抑制细胞凋亡和促进细胞增殖诱导迁移和侵袭%特别
是在癌细胞中具有结构活性的 _N.+Q上调氧化应激
和S_?损伤%以及坏死性细胞死亡)1)*&据文献报
道%YY?=,与_N.+Q的物理相互作用通过降低 _N.
+Q对炎症启动子的结合亲和力抑制 _N.+Q信号通
路)1-*&有研究表明%TIN.-乳腺癌细胞中二十二碳
六烯酸处理通过 YY?=, 8=_? 表达的增加引起
_N.+Q抑制)1/*&另有研究表明%I)胶质瘤细胞中
_N.+Q的失活或抑制通过下调抗凋亡蛋白及上调凋
亡蛋白引发细胞凋亡%从而激活 69+49+7级联反
应)1(.'%*&MUI具有介导YY?=,抑制炎症-血管生成
和转移的潜力)1;*&本研究对YY?=,-_N.+Q测定的
结果显示%MUI处理I)神经胶质瘤细胞通过增强
YY?=,的表达和活化使 _N.+Q蛋白水平降低%触发
I)细胞凋亡&这些结果可能有望用于解决治疗神经
胶质瘤的药物抗性问题&

综上所述%作为YY?=,激动剂的MUI在I)神
经胶质瘤细胞中显示出浓度和时间依赖性抗肿瘤作

用%通过引起细胞YY?=,8=_? 水平的增加引起
_N.+Q抑制%从而诱导S_?损伤和细胞凋亡'此外%
在MUI处理的细胞中观察到/.PU!c水平的增加
和M?X水平的降低&本研究通过YY?=,"_N.+Q信
号通路在胶质瘤细胞中证实了MUI的促细胞凋亡作
用&但尚需在动物体内模型进行研究和验证%也是后
续将要关注的重点&本研究结果为将MUI开发为治
疗神经胶质细胞瘤的新药提供了参考依据&

参考文献

)$* 钱王芳%王臻%肖红&胶质瘤发病机制的研究进展
)O*&长春中医药大学学报%1%11%'/#;$!;/;.
;(%&

)1* PM?_K`%KIUK̂ ?V?M%̂ Z=PbZTK^%73
9:&SG,98#6<7"<D9,#B93#","E8#6<"3CFC:79,!
D:#"89#,J9+#",)O*&?639 T7!#69 P59G989%
1%$(%-'#0$!1/;.1(-&

)'* 许飞&姜黄素抗消化系统肿瘤机制的研究进展
)O*&牡丹江医学院学报%1%1$%01#)$!$1-.$1(&

)0* 王泽夏%封烨%刘菲%等&姜黄素对神经胶质瘤细

胞的抑制作用及机制研究)O*&重庆医学%1%$(%

0/#$-$!1(%'.1(%/&
);* UZX%fZ `I%TA_c[ V%739:&IC<6C8#,

#,2#F#3+4<":#E7<93#",9,!4<"8"37+94"43"+#+"E
F<79+369,67<67::+)O*&AL4M27<T7!%1%$/%$)
#1$!$1)).$1-1&

))* 张镇标&姜黄素氢化物的抗炎-抗腹水瘤活性研
究)S*&广州!广州中医药大学%1%$-&

)-* [?KIX%VZOI%̀ ZXN%739:&M73<92G!<".
6C<6C8#,#+ 8"<77EE763#J7329,6C<6C8#,#,
4<7J7,3#,D9B"LG87329,7.#,!C67!6":",69<6#.
,"D7,7+#+)O*&T":_C3<N""! =7+%1%$$%;;
#$1$!$/$(.$/1/&

)/* 张敏%华桦%曾安琪%等&四氢姜黄素对 TIN.-细
胞增殖-凋亡及转移的作用)O*&中成药%1%11%00
#'$!(01.(0-&

)(* MXA_c` U%IUKPZXX%VA_cOY%739:&
IC<6C8#,9,!373<92G!<"6C<6C8#,#,!C6767::
!7932#,?<9.I.<7+#+39,396C378G7:"#!:7C57.
8#9)O*&Y2G3"327< =7+%1%$(%''#0$!$$((.
$1%-&

)$%* P̀MXZ_c_PA_Q%QU?MM?=?̂ PXP[Y%
IU?_cM?T I%739:&AEE763+"E373<92G!<".
6C<6C8#,",3C8"<D<"H329,!67::C:9<+#D,9.
:#,D#,67<J#69:69,67<L7,"D<9E3+#,,C!78#67
)O*&Q#"87!=7+K,3%1%$)%1%$)!$-/$1%/&

)$$*孙丽丛%景永帅%张丹参&四氢姜黄素的神经保
护作用研究进展)O*&中国药理学与毒理学杂
志%1%1$%';#$%$!-().-(-&

)$1*U?_?N=%?_AXMPYPZ[PXK%aPZ[c?=.
KSPZ c Y%739:&PL#!93#J7+3<7++F9+7!.F#".
89<57<+#,"<9:69<6#,"D7,7+#+!2"HE9<29J7H7
D",71 )O*&IC<< T":T7!%1%$1%$1#)$!)(/.
-%'&

)$'* [̂?Z_KcOA&PL#!93#J7+3<7++9,!69,67<)O*&
IC<<Y29<8S7+%1%$/%10#0%$!0--$.0--/&
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