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姜黄素联合
BCDBCE

诱导胃癌细胞发生

凋亡及其机制研究

周"香#

"游"涛#

"王维明!

"郑志强#

摘要"目的"观察姜黄素联合
BCDBCE

!

F01;-;A :A;G F1,0H0,H:A;1 0I:1;J1:=;-

"对胃癌细胞株
KL&

#

M!$

生长的影响#并探讨其可能的发生机制$ 方法"设立空白对照组%姜黄素组%

BCDBCE

组 &

5

#

BN

!

"

!

# 9901OD

"

P

奥沙利铂!

5 !901OD

"'及姜黄素联合
BCDBCE

组$

&&QM

法检测细胞活性#

R0.AST=

染

色观察细胞凋亡#

&:TJ:T.

#

$

试剂盒检测
&:TJ:T.

#

$

活性# 实时荧光定量
U&V

法测定
KA1

#

!

%

K:I

9V3W

表达的变化#

*.T=.H- X10=

法测定
KA1

#

!

%

K:I

蛋白表达的变化$ 结果"各用药组均能抑制
KL&

#

M!$

细胞增殖%诱导细胞凋亡%增加
&:TJ:T.

#

$

的活性%降低
KA1

#

! 9V3W

及
KA1

#

!

蛋白表达而增加
K:I

9V3W

及
K:I

蛋白表达#且姜黄素联合
BCDBCE

组疗效优于姜黄素组及
BCDBCE

组#差异有统计学意义

!

U Y"

!

"#

"$ 结论"姜黄素联合
BCDBCE

组能够明显抑制
KL&

#

M!$

细胞的增殖#其联合作用可能通过促

进
K:I

的表达及
&:TJ:T.

#

$

的活性%抑制
KA1

#

!

表达#从而加速肿瘤细胞的凋亡$

关键词"姜黄素(

5

#氟尿嘧啶联合奥沙利铂化疗方案(胃癌(凋亡
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:-G =S. A,HA,9;- A09X;-.G BCDBCE [H0,J2

&&Q

#

M ?:T ,T.G =0 G.=.A= A.11 :A=;`;=< 2 )S. A.11 :J0J=0T;T ?:T 0XT.H`.G ,T;-[ R0.AST= G<.;-[2 &:TJ:T.

#

$ =.T= a;= ?:T :JJ1;.G =0 =.T= &:TJ:T.
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#
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=S.

&:TJ:T.

#

$ :A=;`;=< ;-AH.:T.G

"

.IJH.TT;0-T 0F KA1

#

! 9V3W :-G KA1

#

! JH0=.;- 10?.H.G

"

?S;1. K:I 9V3W
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"
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""胃癌是全球第四大恶性肿瘤"由胃癌导致的死亡 人数在恶性肿瘤中位居第二"仅次于肺癌'

#

(

) 长期以

来"化学药物是药物治疗胃癌的主要手段"胃癌术前*

术中*术后均可辅以化疗以增加手术切除率"减少复发

率"提高生存率)

5

#氟尿嘧啶$

F1,0H0,H:A;1

"

5

#

BN

%联

合奥沙利铂的化疗方案称为
BCDBCE

$

F01;-;A :A;G
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%方案"其在临床中广泛应用
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于治疗胃癌"

D0,`.= &

等'

!

(报道应用
BCDBCE

方案

治疗局部或转移的晚期胃癌"有效率为
bb

!

7c

) 如何

进一步提高化疗药物的治疗效果*减少药物不良反应

一直是医学领域努力的方向) 姜黄素是从姜科姜黄属

植物姜黄根茎中提取的一种酚性色素"不良反应少)

姜黄素能够加强
BCDBCE

对结肠癌的抑瘤作用'

$

(

)

本研究试观察姜黄素是否能够加强
BCDBCE

对胃癌

的抑瘤作用并探究其可能机制)

材料与方法

#

"材料"人胃腺癌
KL&

#

M!$

细胞购自中科院

上海细胞生物学研究所细胞库"用含
#"c

的小牛血清

$杭州四季青生物工程公司%的
#%b"

培养基$美国

L;XA0

公司%"

$6

%*

5c&C

!

培养箱中培养传代&姜

黄素$美国
^;[9:

公司生产"生产批号#

&#$M%

"规格#

5 [O

支%"

5

#

BN

$美国
^;[9:

公司生产"生产批号#

B%%!6

"规格#

# [O

支%"奥沙利铂$美国
^;[9:

公司生

产"生产批号#

"75#!

"规格#

5 9[O

支%&

&&Q

#

M

试剂

盒*

&:TJ:T.

#

$

活性检测试剂盒购于碧云天生物技术

研究所&

W--.I;-/

#

B()&

细胞凋亡检测试剂盒购自南

京凯基生物科技发展有限公司&

UH;9.^AH;J= V) H.:

#

[.-= Q;=

*

^4KV UH.9;I 8I ):\)+

购自日本
):a:

#

H:

公司&兔抗人
KA1

#

!

及
K:I

多克隆抗体购自英国

WXA:9

公司)

!

"实验方法

!

!

#

"

&&Q

#

M

法测定细胞增殖抑制率"实验分

空白组*对照组*药物组$姜黄素组*

BCDBCE

组*姜黄

素
P BCDBCE

组%"各组细胞均在
$6

%共同孵育

bM S

"按照试剂盒说明书"每孔加
&&Q

#

M

溶液
#" !D

"

继续温育
# S

后"酶标仪测定
b5" -9

波长处各孔的

吸光度 $

C]

值 %"计算细胞增殖抑制率 $

c

%

d

$

C]对照组 &

C]药物组% O$C]对照组 &

C]空白组% '

#""c

)

!

!

!

"

R0.AST=

染色观察细胞凋亡情况"调整细

胞浓度为
#

'

#"

5

O9D

"接种于放有无菌盖玻片的
%

孔

板内的任意
b

个孔"每孔
5"" !D

"置于
$6

%"

5 c

&C

!

培养箱中培养
#! S

后"

UK^

洗涤
!

遍"设置空白

对照组*姜黄素组 $

#" !901OD

%*

BCDBCE

组 '

5

#

BN

$

"

!

# 9901OD

%

P

奥沙利铂 $

5 !901OD

%(*姜黄素

$

#" !901OD

%联合
BCDBCE

组'

5

#

BN

$

"

!

# 9901OD

%

P

奥沙利铂$

5 !901OD

%("孵育
#! S

后"按照染色说明

书"

bc

多聚甲醛固定
#" 9;-

"

UK^

洗涤
!

遍后"

R0

#

.AST= $$!5M

染色液染色
5 9;-

"洗涤后抗荧光淬灭剂

封片"荧光显微镜$ '

b""

%观察凋亡细胞的形态)

!

!

$

"

&:TJ:T.

#

$

活性测定"分组同上"培养箱

中培养
!b S

后" 按试剂盒说明书方法" 检测

&:TJ:T.

#

$

活性) 收集各组细胞"加入
5" !D

试剂盒

提供的裂解液"冰浴
#5 9;-

"

b

%

#M """ H O9;-

离心

#" 9;-

"转移上清液"取少量样品用
KH:GF0HG

法测定

蛋白浓度"将偶联底物$

WA

#

]8/]

#

J3W

%加入上清液

中$调整终浓度为
$ 9[O9D

%"

$6

%水浴孵育
! S

"用

酶标仪测定
b"5 -9

下的光吸收值) 用试剂盒提供的

不同浓度的
J3W

作为标准品在相同的条件下求得标

准曲线"算出
&:TJ:T.

#

$

的活性单位)

!

!

b

"实时荧光定量
U&V

检测
KA1

#

!

及
K:I

9V3W

表达"分组同上"培养
!b S

后
)H;@01

法提取

总
V3W

) 取
5"" -[

的
V3W

"按试剂盒
]VV"$6W

说

明书逆转录合成
A]3W

) 引物探针由上海基康生物技

术有限公司设计并合成)

KA1

#

!

引物"上游引物#

5

$#

&L&WLWLLLL&)W&LWL)

#

$

$&下游引物#

5

$#

L))

#

LW&L&)&)&&W&W&W&W)

#

$

$)

K:I

引物"上游引

物#

5

$#

))&)LW&WLL&WW&))&WW&)L

#

$

$&下游引

物#

5

$#

&WW&&W&&&)LL)&))LLW)

#

$

$) 内参基因

W&)K

引物"上游引物#

5

$#

&L)LLW&W)&&L&WW

WLW&

#

$

$&下游引物#

5

$#

WWLWWWLLL)L)WW&L

#

&WW&)WWL

#

$

$) 荧光定量
U&V

反应体系及条件参

照
^4KV UH.9;I 8I ):\)+

说明书) 数据采用

D;[S=&<A1.H bM" ^0F=?:H.

分析)

!

!

5

"

*.T=.H- X10=

法检测
KA1

#

!

及
K:I

蛋白

的表达"细胞分组同上"提取总蛋白"并计算出上样体

积) 变性后
^]^

聚丙烯酰胺凝胶垂直电泳"电转膜"

5 c

脱脂奶粉封闭"

)K^)

洗膜"然后加入
KA1

#

!

及

K:I

一抗$

#

(

5""

%

b

%孵育过夜"

)K^)

洗膜后加入

辣根过氧化酶标记的
([L

二抗$

#

(

% """

%室温孵育

! S

" 应用超敏
8&D

化学发光试剂盒曝光"以
=,X,1;-

蛋白作为内参照) 采用
(9:[. )001

凝胶图像分析系

统进行分析)

!

!

%

"统计学方法"采用
^U^^ #M

!

"

统计软件

分析) 所得数据以
I

)

T

表示"多组样本均数比较进

行方差齐性检验"方差齐性组间比较采用单因素方

差分析"两两间比较采用
D^]

法"方差不齐组间比

较采用
):9S:-.

$

T )!

法)

U Y"

!

"5

为差异有统计

学意义)

结""果

#

"各组细胞增殖抑制率比较$表
#

%"先筛查出

各药物
bM S

的
(&

5"

做为联合用药浓度"姜黄素*

5

#

BN

及 奥 沙 利 铂 的
(&

5"

分 别 为
#" !901OD

"

"

!

# 9901OD

及
5 !901OD

)

&&Q

#

M

检测结果显示#
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与空白对照组比较"各用药组均能够抑制
KL&

#

M!$

细胞的增殖$

U Y "

!

"#

%"其中姜黄素联合
BCDBCE

组的细胞抑制率最高"与其他两个用药组比较"差异

有统计学意义$

U Y "

!

"#

%"姜黄素能促进
BCDBCE

对细胞的抑制作用)

!

"各组
&:TJ:T.

#

$

活性变化比较$表
#

%"与

空白对照组比较"各用药组均能增加
KL&

#

M!$

细胞

的凋亡"差异有统计学意义$

U Y"

!

"#

%) 与姜黄素组

及
BCDBCE

组 比 较" 姜 黄 素 联 合
BCDBCE

组

&:TJ:T.

#

$

活力值明显增加"差异有统计学意

义$

U Y"

!

"#

%)

表
#

$各组细胞增殖抑制率及
&:TJ:T.

#

$

活性变化比较"$

I

)

T

%

组别
C]

值
&:TJ:T.

#

$

活性$

N

%

空白对照
#

*

!#

)

"

*

"$ "

*

7b

)

"

*

"#

姜黄素
"

*

M6

)

"

*

"#

!"

%

*

7"

)

"

*

"b

!"

BCDBCE

"

*

$%

)

"

*

"!

!"

##

*

5"

)

"

*

#"

!"

姜黄素联合
BCDBCE

"

*

!!

)

"

*

"!

!

!#

*

7"

)

"

*

!b

!

""注#与空白对照组比较"

!

U Y "

*

"#

&与姜黄素联合
BCDBCE

组比

较"

"

U Y"

*

"#

$

"

R0.AST=

染色观察细胞凋亡情况$图
#

%"凋

亡细胞核皱缩"呈亮蓝色"致密浓染"或呈碎块状致密

浓染"染色结果可见姜黄素组细胞凋亡多于空白对照

组"

BCDBCE

组凋亡细胞明显多于空白对照组"而姜

黄素联合
BCDBCE

组凋亡细胞最多)

""注#

W

为空白对照组&

K

为姜黄素组&

&

为
BCDBCE

组&

]

为

姜黄素联合
BCDBCE

组

图
#

$荧光显微镜观察细胞凋亡情况比较

$

R0.AST=

染色" '

b""

%

b

"各组
KA1

#

!

*

K:I 9V3W

表达比较 $表
!

%

与空白对照组比较"各用药组
KA1

#

! 9V3W

表达降低

而
K:I 9V3W

表达增高"差异有统计学意义$

U Y

"

!

"#

%) 姜黄素联合
BCDBCE

组的
KA1

#

! 9V3W

表
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研究报道即便是早期诊断的胃癌患者" 虽有超过

5"c

的人数接受了手术治疗"但这些人群中仍有
%"c

会出现局部复发或远处转移'

b

(

) 因此包括化学治疗

在内的综合治疗是当前胃癌治疗的研究方向) 现今胃

癌的化疗基本方案为
BCDBCE

"其主要是通过抑制酶

的活性*阻止
]3W

的合成及阻滞细胞周期*促进细胞

凋亡而发挥细胞毒性作用) 但同时存在不良反应多*

价格昂贵*疗效有限等缺陷) 寻找一种既能提高疗效"

又不增加费用及不良反应的药物是目前国内外研究的

热点)



中国中西医结合杂志
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姜黄$姜科%的主要活性成分姜黄素"至今没有

发现任何可见的毒性"且取得容易*价格便宜"已被

证明对多种肿瘤"如结肠癌*肝癌*卵巢癌*乳腺癌等

具有增殖抑制和凋亡诱导作用'

$

"
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(研究发现"姜黄素可增强膀胱癌细胞

对其他化疗药的敏感性)

U:=.1 KK

'

$

(等证实姜黄素

能够协同
BCDBCE

方案诱导结肠癌细胞凋亡) 但姜

黄素联合
BCDBCE

能否增强对胃癌细胞的抑制作用

目前尚未报道) 本实验通过
&&Q

#

M

法和
R0.AST=

染

色观察了姜黄素联合
BCDBCE

对胃癌
KL&

#

M!$

细胞

增殖及凋亡的影响"结果显示联合用药能更好地发挥

诱导细胞凋亡*抑制细胞增殖的效应)

该实验进一步通过
V.:1

#

=;9. U&V

及
*.T=.H-

X10=

方法研究其机制"发现姜黄素联合
BCDBCE

可以

有效增加
K:I

表达水平*与此同时降低
KA1

#

!

表达&

且
&:TJ:T.

#

$

试剂盒测定结果也发现联合用药能明

显促进
&:TJ:T.

#

$

的活性)

K:I

和
KA1

#

!

是通过激

活线粒体通路调节细胞凋亡的一对重要信号分子"在

外界因素诱导下
K:I

激活
OKA1

#

!

失活可以协同促进

线粒体膜电位降低"进而线粒体内外膜交换孔开放"促

进细胞色素
&

等小分子物质释放到细胞质"通过活化

&:TJ:T.

#

$

激活核酸内切酶"导致细胞的凋亡'

7

"

#"

(

)

可见"姜黄素联合
BCDBCE

方案诱导凋亡的机制与激

活线粒体通路相关)

综上所述"姜黄素能促进
BCDBCE

诱导胃癌细胞

凋亡"其机制与激活线粒体通路密切关联"其具体的作

用靶点及体内实验有待进一步探索)
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