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姜黄素通过 ＴＧＦβ１信号通路抑制
人肺泡横纹肌肉瘤细胞株 ＰＬＡ８０２的机制研究
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【摘　要】目的：观察姜黄素对人横纹肌肉瘤（Ｒｈａｂｄｏｍｙｏｓａｒｃｏｍａ，ＲＭＳ）细胞株 ＰＬＡ８０２的抑制作用，以及对细胞内 ＴＧＦβ１?
Ｓｍａｄ４的表达的影响，探索姜黄素抑制ＲＭＳ细胞生长的机制。方法：体外培养人ＲＭＳ细胞株ＰＬＡ８０２，并用不同浓度的姜黄
素作用不同的时间。用ＭＴＴ检测姜黄素对ＰＬＡ８０２细胞生长情况的影响，用流式细胞术检测细胞周期的变化情况，ＲＴＰＣＲ
和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测细胞内ＴＧＦβ１和Ｓｍａｄ４的ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达。结果：ＭＴＴ结果显示姜黄素显著降低了ＰＬＡ
８０２细胞的存活率（Ｐ＜０．０５）。流式细胞结果表明姜黄素明显降低了Ｓ期而增加了Ｇ１期（Ｐ＜０．０５）。而ＴＧＦβ１和其下游因
子Ｓｍａｄ４的ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达也明显受到姜黄素的抑制，且这种抑制作用呈浓度时间依赖性（Ｐ＜０．０５）。结论：姜黄
素发挥其抑制ＰＬＡ８０２细胞的作用可能是通过抑制ＴＧＦβ１信号通路，这将为临床治疗肺泡ＲＭＳ提供新的思路。
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　　横纹肌肉瘤（Ｒｈａｂｄｏｍｙｏｓａｒｃｏｍａ，ＲＭＳ）是常见
的儿童软组织恶性肿瘤，多来源于胚胎间质的横纹

肌。根据其形态表现和临床特点分为四类：胚胎型、

肺泡型、葡萄状型和多形性 ＲＭＳ。目前手术、化疗、
放疗等多种治疗手段已经广泛用于ＲＭＳ的治疗，并
取得了一定的疗效，但总的预后不佳［１］。研究提示

ＴＧＦβ１可能成为治疗ＲＭＳ的新靶点［２～４］。

姜黄素是一种天然的酚类抗氧化剂，具有抗炎、

抗氧化和抗肿瘤作用［５］。姜黄素能够通过抑制

ＴＧＦβ１的活性而抑制肿瘤细胞的生长［６，７］，而对软

组织肉瘤的作用，特别是 ＲＭＳ几乎没有报道。因
此，本研究旨在通过研究姜黄素对人 ＲＭＳ细胞株
ＰＬＡ８０２的抑制作用，以及对细胞内 ＴＧＦβ１?Ｓｍａｄ４
的表达的影响，探讨姜黄素抑制ＲＭＳ细胞生长的可
能机制，为治疗ＲＭＳ提供新的思路。
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１　材料与方法

１．１　材料来源
１．１．１　细胞　ＰＬＡ８０２细胞用ＤＭＥＭ（含１０％的胎牛血清）
培养基，于３７℃、５％ＣＯ２条件下培养。
１．１．２　试剂　姜黄素总ＲＮＡ提取试剂Ｂｉｏｚｏｌ、ＲＴＰＣＲ反应
试剂盒、ＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＵＳ）、抗体ＴＧＦβ１和Ｓｍａｄ４。
１．２　方法
１．２．１　ＭＴＴ法检测　实验分组：ＤＭＥＭ对照组、姜黄素组
（５、１０、２０、４０、８０μｍｏｌ?Ｌ）。时间相点分为处理１２、２４、４８ｈ
和７２ｈ。ＰＬＡ８０２细胞以１０４个?ｍｌ密度接种于９６孔板，每
组设定６个平行孔。细胞贴壁２４ｈ后，分别加入上述不同浓
度的药物处理不同的时间点，酶标仪测定细胞的吸光值

（Ａ４９０ｎｍ），然后计算抑制率。抑制率＝（１处理组Ａ４９０ｎｍ?对照
组Ａ４９０ｎｍ）×１００％。
１．２．２　流式细胞仪检测　根据实验分组，用药物处理 ＰＬＡ
８０２细胞作用４８ｈ（根据 ＭＴＴ结果筛选出的最佳作用时间
点）后，用ＰＢＳ冲洗细胞，７５％的预冷乙醇固定过夜，ＰＩ染色
后流式细胞仪检测其细胞周期。

１．２．３　ＲＴＰＣＲ检测　设计和合成引物，ＴＧＦβ１，５’ＧＣＴ
ＡＡＴＧＧＴＧＧＡＣＣＧＣＡＡＣＡＡＣ３’（ｓｅｎｓｅ），５’ＣＡＧＣＡＧ
ＣＣＧＧＴＴＡＣＣＡＡＧ３’（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）；Ｓｍａｄ４，５’ＣＡＧＣＴＡ
ＴＡＡＣＴＡＣＡＡＡＴＧＧＡＧＣ３’（ｓｅｎｓｅ），５’ＴＴＧＴＴＣＡＡＴ
ＧＧＣＣＧＡＴＣＣＣＡＴ３’（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）；βａｃｔｉｎ，５’ＣＴＣＧＴＣ
ＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧ３’，５’ＣＧＧＧＡＣＣＴＧＡＣＴＧＡＣ
ＴＡＣＣＴＣ３’。按常规步骤提取总 ＲＮＡ，然后进行反转录和
ＰＣＲ扩增。最后的产物进行１．５％琼脂糖凝胶电泳，终产物
片段长度为分别为２２９、３３８、５４６ｂｐ。用 Ｂｉｏｒａｄ凝胶成像系
统软件分别测定 ＴＧＦβ１，Ｓｍａｄ４和 βａｃｔｉｎｍＲＮＡ的吸光度
值，然后计算其比值表示结果，即：相对吸光度（Ａ）＝目的基
因ｍＲＮＡＡ值?βａｃｔｉｎｍＲＮＡＡ值。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　收集细胞提取总蛋白，并测定蛋
白的浓度为（２．０５±０．１２）ｍｇ?ｍｌ。取蛋白样品２５μｌ，经过
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，将蛋白电转移至 ＰＶＤＦ膜，以５％脱脂奶
粉ＴＢＳＴ液封闭后，加入一抗４℃孵育过夜，洗涤后加入ＨＲＰ
标记的二抗室温孵育１ｈ后，ＥＣＬ底物化学发光显色后曝光
显影。通过 ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ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（Ａ）＝目的蛋
白Ａ值?βａｃｔｉｎ蛋白Ａ值。
１．３　统计学分析

所有数据以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用统计软件
ＳＰＳＳ１１．０进行数据分析。多组间均值的比较采用重复测量
设计的方差分析。实验组与对照组比较采用Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验。

２　结　果

２．１　Ｃｕｒｃｕｍｉｎ对ＰＬＡ８０２细胞生长的抑制作用
检查结果显示，当姜黄素浓度为５、１０、２０μｍｏｌ?Ｌ时，与

对照组比较，ＰＬＡ８０２细胞的Ａ４９０ｎｍ值变化不大，而当浓度为
４０、８０μｍｏｌ?Ｌ时，Ａ４９０ｎｍ值明显低于对照组，且差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０５）。而当相同浓度的姜黄素处理不同时间后，
ＰＬＡ８０２细胞的Ａ４９０ｎｍ值均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（见图
１）。所有结果表明，姜黄素对 ＰＬＡ８０２细胞有生长抑制作
用，且这种作用呈显著的浓度时间依赖性。

图１　姜黄素对ＰＬＡ８０２细胞的生长抑制作用
Ｆｉｇ．１　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＣｕｒｃｕｍｉｎｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＰＬＡ８０２ｃｅｌｌｓ

表１　不同浓度姜黄素对ＰＬＡ８０２细胞Ａ值的影响
Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓａｇｅｓｏｆＣｕｒｃｕｍｏｎｏｎｔｈｅ

ＡｖａｌｕｅｓｉｎＰＬＡ８０２ｃｅｌｌｓ

浓度?时间 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
对照组 １．２５±０．１２ １．１８±０．０９ １．２０±０．１１
５μｍｏｌ?Ｌ １．２１±０．１７ １．１５±０．１２ １．１４±０．２５
１０μｍｏｌ?Ｌ １．１１±０．０８ １．０１±０．１１ ０．９８±０．１４
２０μｍｏｌ?Ｌ １．０１±０．２０ ０．８７±０．１５＃ ０．８２±０．２１★

４０μｍｏｌ?Ｌ ０．８３±０．１９ ０．６７±０．１３＃ ０．４９±０．０９★

８０μｍｏｌ?Ｌ ０．６７±０．１７ ０．３８±０．１２＃＃ ０．２３±０．１２★★

注：，Ｐ＜０．０５，与对照组相比较；，Ｐ＜０．０１，与对照组相比较；
＃，Ｐ＜０．０５，与对照组相比较；＃＃，Ｐ＜０．０１，与对照组相比较；
★，Ｐ＜０．０５，与对照组相比较；★★，Ｐ＜０．０１，与对照组相比较

２．２　姜黄素对ＰＬＡ８０２细胞的细胞周期的影响
与对照组比较，当姜黄素浓度为５、１０、２０μｍｏｌ?Ｌ时，处

于Ｇ０?Ｇ１的ＰＬＡ８０２细胞的比例差异无统计学意义；而随着
姜黄素浓度的增加，Ｇ０?Ｇ１的 ＰＬＡ８０２细胞的比例较对照显
著增加（Ｐ＜０．０５），而 Ｓ期和 Ｇ２?Ｍ的比例则显著下降（Ｐ＜
００５）（见图２）。

图２　姜黄素对ＰＬＡ８０２细胞周期的影响
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣｕｒｃｕｍｉｎｏｎｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＰＬＡ８０２ｃｅｌｌｓ

２．３　姜黄素对 ＰＬＡ８０２细胞中 ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ和蛋白水平
的抑制作用

结果显示，经姜黄素处理后，ＰＬＡ８０２细胞中 ＴＧＦβ１
ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达较对照组有显著下降，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５），且这种抑制作用呈浓度时间依赖性（Ｐ
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＜０．０５）（见图３）。

表２　不同浓度姜黄素对ＰＬＡ８０２细胞周期的影响
Ｔａｂ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄａｓａｇｅｏｆＣｕｒｃｕｍｉｎ

ｏｎｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＰＬＡ８０２ｃｅｌｌｓ

组别
细胞周期（％）

Ｇ０?Ｇ１　 Ｓ　 Ｇ２?Ｍ　
对照组 ６０．９±１．８ ２５．０±２．９ １４．１±１．７
５μｍｏｌ?Ｌ ６２．５±２．１ ２４．６±２．３ １２．９±０．９
１０μｍｏｌ?Ｌ ６４．９±３．５ ２２．３±２．９ １２．８±３．１
２０μｍｏｌ?Ｌ ６９．８±４．９ １７．８±３．２ １２．４±２．０

４０μｍｏｌ?Ｌ ７５．６±２．５＃ １４．３±３．１＃ １０．１±１．７＃

８０μｍｏｌ?Ｌ ８４．７±３．４＃ ８．５±１．３＃ ６．８±０．８＃

注：，Ｐ＜０．０５，与对照组相比较；＃，Ｐ＜０．０１，与对照组相比较

图３　姜黄素对ＰＬＡ８０２细胞中ＴＧＦβ１ｍＲＮＡ
和蛋白水平表达的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣｕｒｃｕｍｏｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＴＧＦβ１ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎＰＬＡ８０２ｃｅｌｌｓ

２．４　姜黄素对ＰＬＡ８０２细胞中Ｓｍａｄ４ｍＲＮＡ和蛋白水平的
抑制作用

结果显示，经姜黄素处理后，ＰＬＡ８０２细胞中 Ｓｍａｄ４
ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达较对照组有显著下降，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５），且这种抑制作用也呈浓度时间依赖性
（Ｐ＜０．０５）（见图４）。

图４　姜黄素对ＰＬＡ８０２细胞中Ｓｍａｄ４ｍＲＮＡ
和蛋白水平表达的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣｕｒｃｕｍｏｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
Ｓｍａｄ４ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎＰＬＡ８０２ｃｅｌｌｓ

３　讨　论

ＴＧＦβ１是一类重要的生长因子，它可以通过影
响其下游的靶基因Ｓｍａｄｓ家族的成员的表达而发挥
其调节细胞增生、分化、凋亡、迁移等重要功能，而

Ｓｍａｄｓ能够直接地影响或协同地与其它的转录因子

作用。Ｓｍａｄ４是 ＴＧＦβ１?Ｓｍａｄｓ信号通路中的关键
的信号转导分子，它能够将来自上游的信号分子转

入细胞核内。一旦 Ｓｍａｄ４的表达受到抑制，那
ＴＧＦβ１?Ｓｍａｄｓ信号转导通路就会被阻断。在肿瘤
发展的早期，肿瘤细胞的生长会被ＴＧＦβ１?Ｓｍａｄｓ信
号通路所阻断。如果该通路中的任意一个基因出现

变异，就会将信息传递给瘤细胞，避免 ＴＧＦβ１对瘤
细胞的生长抑制作用，促进肿瘤的进一步发展。而

对于处于进展期的肿瘤，ＴＧＦβ１?Ｓｍａｄｓ则能够促进
肿瘤的生长，并增强其侵袭性和肿瘤的恶性程度［８］。

Ｗａｎｇ等［４］发现ＲＭＳＲＤ细胞能够异常地分泌
ＴＧＦβ１，ＴＧＦβ１受体和表达其下游的分子 Ｓｍａｄｓ。
Ｙｅ等［９］发现当短发夹ＲＮＡ调节的内源性的Ｓｍａｄ４
表达沉默，就会阻断ＴＧＦβ１?Ｓｍａｄ信号分子的转导，
ＲＤ细胞的生长就会受到抑制。而且，利用 ＴＧＦβ１
治疗可以部分抵消 Ｓｍａｄ４ｓｈＲＮＡ对细胞的生长抑
制和诱导凋亡的作用。所有这些都提示：ＴＧＦβ１?
Ｓｍａｄ４信号通路在 ＲＭＳ的发生和发展中起着重要
作用，它可能是ＲＭＳ治疗的一个重要靶点。

姜黄素能够抑制多种上皮源性的肿瘤，其抗瘤

机制十分复杂，主要抑制：多种生长因子［１０］，酶［１１］，

转录因子［１２］，激酶［１３］，抗凋亡蛋白［１４］等。本实验首

先证实了姜黄素对ＰＬＡ８０２细胞生长的影响。ＭＴＴ
结果表明姜黄素能够显著抑制 ＰＬＡ８０２细胞的生
长，且这种抑制作用呈现明显的浓度时间依赖性。
流式细胞术结果显示姜黄素显著降低了处于Ｓ期的
肿瘤细胞数量，大多肿瘤细胞都处于 Ｇ０?Ｇ１期。并
且证实了姜黄素处理 ＰＬＡ８０２细胞前，该肿瘤细胞
都能够表达 ＴＧＦβ１和 Ｓｍａｄ４，这与 Ｗａｎｇ等［１５］所

报道的结果一致。利用姜黄素处理细胞后，发现随

着姜黄素药物浓度的增加和作用时间的延长，ＴＧＦ
β１和 Ｓｍａｄ４ｍＲＮＡ和蛋白水平的表达都显著减
弱。这表明，姜黄素能够抑制 ＴＧＦβ１?Ｓｍａｄ４信号
通路的活性，且这种抑制作用有浓度时间依赖性。

总之，外源性的姜黄素对 ＰＬＡ８０２细胞生长的
抑制作用可能是通过阻断内源性的 ＴＧＦβ１?Ｓｍａｄ４
通路的活性实现的，这将为临床治疗ＲＭＳ提供一个
新的理论。但是，姜黄素抑制 ＴＧＦβ１?Ｓｍａｄ４信号
通路的确切机制仍需要进一步研究，而体内研究也

需要进一步开展，以便为将姜黄素作为预防或治疗

ＲＭＳ的有效的药物提供最为充分的依据。
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研究方向：恶性肿瘤化疗。
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下调肝癌衍生生长因子表达水平对胶质瘤
Ｕ３７３细胞增殖及凋亡的影响

陆　红，王　霞
（新疆医科大学第五附属医院门诊部，乌鲁木齐　８３００１１）

【摘　要】目的：研究下调肝癌衍生生长因子（Ｈｅｐａｔｏｍａｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＨＤＧＦ）的表达水平对胶质瘤细胞 Ｕ３７３增殖及凋
亡能力的影响。方法：设计并合成ＨＤＧＦ靶向ｓｉＲＮＡ，以脂质体为介质瞬时转染入Ｕ３７３细胞，采用ＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测ＨＤＧＦ基因及蛋白表达水平的变化，判断ＲＮＡ干扰的效果、流式及ＭＴＴ法检测细胞凋亡及增殖变化。结果：用脂质体瞬时
转染ｓｉＲＮＡ至Ｕ３７３细胞中，ＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果证实转染４８ｈ后，Ｕ３７３细胞中ＨＤＧＦ基因及蛋白表达水平明显
下调。ＭＴＴ结果显示，ＲＮＡｉ下调ＨＤＧＦ后的Ｕ３７３细胞相对于空白和阴性对照组，细胞在体外增殖能力明显减弱（Ｐ＜００１），
Ｕ３７３细胞凋亡率明显上升（Ｐ＜０．０５）。结论：ＨＤＧＦ蛋白在胶质瘤的发生发展过程中起着促进作用，可能成为一个新的肿瘤
分子治疗靶点。
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