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　　［摘要］　目的　观察莪术醇对抑制Ｊｕｒｋａｔ细胞增殖的影响，并从ＪＡＫ３／ＳＴＡＴ信号途径探讨其作用机制。方法　 不
同浓度（６．２５、１２．５、２５、５０μｇ／ｍＬ）莪术醇干预处理人Ｊｕｒｋａｔ细胞株，分别用新型四唑单钠盐法、流式细胞技术观察检测细
胞增殖活力及细胞周期分布。Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色，观察莪术醇诱导的细胞凋亡形态学变化。设正常对照组、ＩＬ２刺激组、
ＪＡＫ３抑制剂组及莪术醇干预组，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中 ＪＡＫ３、ＳＴＡＴ３及 ＳＴＡＴ５ａ磷酸化蛋白表达量的变化。结果　 不
同浓度的莪术醇体外处理２４ｈ后，Ｊｕｒｋａｔ细胞的增殖受到明显抑制，呈浓度依赖性下降（Ｐ＜０．０５）。细胞周期分布结果显
示，随着莪术醇作用浓度的增加，细胞凋亡的比例明显升高，Ｓ期细胞比例呈浓度依赖性增多，Ｇ２／Ｍ细胞比例则呈减少趋
势。５０μｇ／ｍＬ的莪术醇处理２４ｈ后，细胞表现出核固缩、碎裂等典型的凋亡形态学变化。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，
５０μｇ／ｍＬ的莪术醇可抑制ＪＡＫ３与ＳＴＡＴ５ａ磷酸化蛋白的表达（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），但对ＳＴＡＴ３无明显影响（Ｐ＞０．０５）。
结论　 莪术醇作用于Ｊｕｒｋａｔ细胞Ｓ～Ｇ２／Ｍ期，阻滞Ｓ期细胞向Ｇ２／Ｍ期移行，并下调ＪＡＫ３／ＳＴＡＴ５信号分子以抑制该细
胞增殖。
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　　类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种以
关节滑膜炎为主要病理表现的自身免疫性疾病，其病

因至今未明，但滑膜内ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞的大量浸润及
滑膜细胞的过度增生被认为是诱发并加重 ＲＡ滑膜炎
症的中心环节。研究［１］证实，ＲＡ患者滑膜淋巴细胞
聚集区ＣＤ４＋Ｔ细胞高表达 Ｂ细胞淋巴瘤（Ｂｃｅｌｌｌｙｍ
ｐｈｏｍａ，Ｂｃｌ２）蛋白，且无出凋亡现象。这提示 ＣＤ４＋Ｔ
细胞的凋亡抑制可能是产生促炎因子和诱发自身免疫

反应的重要环节。

　　ＪＡＫ（Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ）是一类重要的酪氨酸激酶，迄
今发现ＪＡＫ１、２、３及 ＴＹＫ２四个家族成员。研究［２］发

现，ＪＡＫ３仅表达于Ｔ淋巴细胞和造血系统中，其在自
身免疫性疾病的发病过程中起着重要作用，这可能与

ＪＡＫ３／信号转导与转录活化子（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓａｎｄ
ａｃｔｉｖａｔｏｒｓｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＪＡＫ３／ＳＴＡＴ）信号途径在诱
导Ｔ细胞的增殖、分化过程中相关。
　　莪术醇（ｃｕｒｃｕｍｏｌ），又名姜黄环奥醇，为活血化瘀
中药莪术的挥发油中分离出的有效单体成分，性质稳

定，生物活性强。研究［３－４］表明，莪术醇具有较强的抗

肿瘤作用，能够有效地抑制多种恶性肿瘤细胞的增殖

并诱导其发生凋亡。由于ＲＡ患者滑膜内Ｔ淋巴细胞
凋亡受到抑制，类似肿瘤的特点，借助莪术醇的抗肿瘤

作用，本研究以人外周血白血病 Ｔ淋巴细胞株 Ｊｕｒｋａｔ
细胞为研究对象，围绕 ＪＡＫ３／ＳＴＡＴ信号途径，探讨莪
术醇对该细胞的影响，并揭示其可能的作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂　　莪术醇（购于上海泽润制药公司，Ｎｏ：
ＣＵＬ０８１００７Ｔ，纯度＞９８％），ＲＰＭＩ１６４０（ＨｙＣｌｏｎｅ，美国），Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３２５８（碧云天生物技术研究所），小牛血清（成都哈里生物公
司），新型四唑单钠盐法检测试剂盒（南京凯基生物科技）。重

组人白介素２（ｒｈＩＬ２，ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ，美国），ＪＡＫ３抑制剂 ＺＭ３９９２３
盐酸盐（Ｓｉｇｍａ，美国），兔抗磷酸化 ＪＡＫ３（ｐＪＡＫ３，Ｂｉｏｗｏｒｌｄ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，美国），兔抗磷酸化 ＳＴＡＴ３（ｐＳＴＡＴ３，Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ，美
国），兔抗磷酸化 ＳＴＡＴ５ａ（ｐＳＴＡＴ５ａ，ＢｉｏｗｏｒｌｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，美
国），ＨＲＰ标记的山羊抗兔ＩｇＧ（北京中杉金桥生物技术有限公
司），增强化学发光（ＥＣＬ）显影液（Ｐｉｅｒｃｅ，美国）。莪术醇溶于
二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）中，制备成１０、５、２．５、１．２５ｍｇ／ｍＬ的储备
液，过滤除菌后分装，于－２０℃避光保存。
１．１．２　Ｊｕｒｋａｔ细胞株　　由我院神经外科实验中心单佑安博
士惠赠，用含１０％小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基于３７℃、５％
ＣＯ２、饱和湿度孵育箱内培养。

１．２　方法
１．２．１　细胞增殖毒性实验　　取对数生长期的 Ｊｕｒｋａｔ细胞，
以２．５×１０５／ｍＬ接种于９６孔板，每孔１９９μＬ，细胞培养过夜待
ＪｕｒｋａｔＴ细胞成团稳定后，每孔加入１μＬ的莪术醇母液（ＤＭＳＯ
的体积＜总体积的１％）使其终浓度依次分别是 ６．２５、１２．５、
２５、５０μｇ／ｍＬ，并设置正常对照组（不加莪术醇）、ＤＭＳＯ溶剂对
照组（仅加１μＬＤＭＳＯ），各组设置３个复孔。处理２４ｈ后，每
空加入１０μＬ新型四唑单钠盐法检测试剂，孵育３０ｍｉｎ后，用
酶标仪在波长４５０ｎｍ检测各组细胞的光密度值［Ｄ（４５０）］。
１．２．２　莪术醇诱导Ｊｕｒｋａｔ细胞凋亡的形态学检测　　取对数
生长期的Ｊｕｒｋａｔ细胞，以１×１０６／ｍＬ接种于６孔板中，加入浓
度５０μｇ／ｍＬ莪术醇处理２４ｈ，设置正常对照组，收集细胞，磷
酸盐缓冲液（ＰＢＳ，ｐＨ７．２）洗涤，涂片于载玻片上，Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３２５８染色５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤，封片，荧光显微镜下观察并照相
（激发波长３５０ｎｍ左右，发射波长４６０ｎｍ左右）。
１．２．３　流式细胞仪检测细胞周期　　取对数生长期的 Ｊｕｒｋａｔ
细胞，以１×１０６／ｍＬ接种于６孔板中。设置正常对照组，以不
同浓度（６．２５、１２．５、２５μｇ／ｍＬ）莪术醇处理 ２４ｈ，收集细胞，
ＰＢＳ洗涤，４％多聚甲醛４℃固定过夜，离心后弃上清，ＰＢＳ洗
涤，加１００μＬＲｎａｓｅ于３７℃水浴３０ｍｉｎ，加入５００μＬ碘化丙
啶（５０μｇ／ｍＬ）染液４℃避光３０ｍｉｎ，上机检测。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐＪＡＫ３、ｐＳＴＡＴ３及ｐＳＴＡＴ５ａ蛋白表
达　　设置正常对照组、ＩＬ２刺激组（５０ｎｇ／ｍＬｒｈＩＬ２刺激
３０ｍｉｎ）、ＪＡＫ３抑制剂组（５０ｎｇ／ｍＬｒｈＩＬ２刺激 ３０ｍｉｎ后，
５０μｍｏｌ／ＬＺＭ３９９２３处理 ２４ｈ）和莪术醇干预组（５０ｎｇ／ｍＬ
ｒｈＩＬ２刺激３０ｍｉｎ后，５０μｇ／ｍＬ莪术醇处理２４ｈ）。收集细
胞，加入１００μＬ预冷的细胞裂解液，冰上裂解３０ｍｉｎ，提取细
胞总蛋白，二喹啉甲酸（ＢＣＡ）法测定蛋白浓度并进行定量。常
规制胶、上样、电泳，然后转膜，封闭，分别加入兔抗人 ｐＪＡＫ３
（１∶５００），兔 抗 人 ｐＳＴＡＴ３（１∶１０００），兔 抗 人 ｐＳＴＡＴ５ａ
（１∶１０００），４℃孵育过夜，漂洗后加入辣根过氧化物酶标记的
山羊抗兔ＩｇＧ（１∶５０００），漂洗后ＥＣＬ显影液显色，ＢｉｏＲａｄ凝胶
成像系统扫描成像，计算机软件处理分析。以磷酸甘油醛脱氢

酶（ＧＡＰＤＨ）内参对照，实验在相同条件下重复４次。
１．３　统计学分析
　　以 珋ｘ±ｓ表示计量数据，采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件对数据进
行单因素方差分析，ＢｉｏＲａｄ公司 ＩｍａｇｅＬａｂ分析软件处理
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ相关数据。

２　结果

２．１　莪术醇对Ｊｕｒｋａｔ细胞活性的影响
　　ＤＭＳＯ溶剂对照组与正常对照组无明显差异（Ｐ＞０．０５），说明
０．５％的ＤＭＳＯ溶剂对细胞的生长没有明显的影响。与正常对照
组相比，不同浓度莪术醇处理组细胞增殖活性显著下降（Ｐ＜
００５，Ｐ＜０．０１），并呈浓度依赖性的下降，其中以莪术醇浓度为
２５μｇ／ｍＬ和５０μｇ／ｍＬ的影响最为明显（Ｐ＜０．０１）。见图１。
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１：正常对照组；２：ＤＭＳＯ溶剂对照组；３：６．２５μｇ／ｍＬ莪术醇组；
４：１２．５μｇ／ｍＬ莪术醇组；５：２５μｇ／ｍＬ莪术醇组；６：５０μｇ／ｍＬ莪术
醇组　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与正常对照组比较

图１　莪术醇对ＪｕｒｋａｔＴ细胞增殖的影响

２．２　莪术醇对Ｊｕｒｋａｔ细胞形态的影响
　　正常的Ｊｕｒｋａｔ细胞呈圆形，大小均匀，细胞膜完整具有折光
性，细胞核较大，呈均匀弥散荧光。５０μｇ／ｍＬ莪术醇处理Ｊｕｒｋａｔ
细胞２４ｈ后，细胞皱缩呈不规则形态，细胞膜折光性差，可见明
显的细胞碎片，并且细胞核出现凋亡的形态学改变，细胞核固

缩，大小不一，染色不均匀，表现出荧光增强的颗粒。见图２。
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Ａ、Ｂ：对照组；Ｃ、Ｄ：５０μｇ／ｍＬ莪术醇组；Ａ、Ｃ：光镜；Ｂ、Ｄ：荧光
显微镜　↑：荧光增强的颗粒
图２　莪术醇对ＪｕｒｋａｔＴ细胞形态的影响　（×２００）

２．３　莪术醇对Ｊｕｒｋａｔ细胞周期的影响
　　亚Ｇ１期（ＳｕｂＧ１期）表示凋亡相关染色质的降解情况。如
图３所示，不同浓度莪术醇体外处理细胞２４ｈ后，处于 ＳｕｂＧ１
期的细胞百分比有升高的趋势，分别是０．５４％（正常对照组）、
３．１６％（６．２５μｇ／ｍＬ）、６．２９％（１２．５μｇ／ｍＬ）、２１．０２％（２５μｇ／ｍＬ）；
非凋亡的细胞中，细胞处于 Ｓ期的细胞比例增高，分别是
２８７０％（正常对照组）、３１．７７％（６．２５μｇ／ｍＬ）、３２．４８％
（１２．５μｇ／ｍＬ）、３８．１２％（２５μｇ／ｍＬ），而处于 Ｇ２／Ｍ期的细胞比
例下降，分别是３１．０７％（正常对照组）、２８．７３％（６．２５μｇ／ｍＬ）、
２５．４６％（１２．５μｇ／ｍＬ）、１９．２７％（２５μｇ／ｍＬ）。这些变化趋势提
示莪术醇作用于 Ｊｕｒｋａｔ细胞的 Ｓ～Ｇ２／Ｍ期，阻滞 Ｓ期细胞向
Ｇ２／Ｍ期移行，引起Ｓ期细胞堆积，导致细胞增殖受抑制。
２．４　莪术醇对 ｐＪＡＫ３、ｐＳＴＡＴ３、ｐＳＴＡＴ５ａ蛋白表达

的影响

　　正常对照组与 ＩＬ２刺激组中 ｐＪＡＫ３、ｐＳＴＡＴ３、ｐＳＴＡＴ５ａ

蛋白的表达水平均呈较高的表达水平。与 ＩＬ２刺激组相比，
ＪＡＫ３抑制剂组及莪术醇干预组（５０μｇ／ｍＬ）两者变化趋势相一
致，ｐＪＡＫ３及 ｐＳＴＡＴ５ａ的蛋白表达水平明显下降（Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１），而ｐＳＴＡＴ３的表达水平无明显变化（Ｐ＞０．０５）。见
图３、表１。
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１：正常对照组；２：ＩＬ２刺激组；３：ＪＡＫ３抑制剂组；４：莪术醇干预组
图３　莪术醇处理后ｐＪＡＫ３、ｐＳＴＡＴ３、ｐＳＴＡＴ５ａ蛋白水平的变化

表１　ＪＡＫ３ＳＴＡＴ信号通路相关蛋白的表达（目的条带／ＧＡＰＤＨ，
ｎ＝４，珋ｘ±ｓ）

组别 ｐＪＡＫ３ ｐＳＴＡＴ３ ｐＳＴＡＴ５
正常对照组 ０．５９１７±０．０２３７５ ０．８９６２±０．０３７７０ ０．９５９４±０．０１８６９
ＩＬ２刺激组 ０．５８５０±０．０２５８６ ０．９００３±０．０４６５９ ０．９２３４±０．０１１５６
ＪＡＫ３抑制剂组 ０．３２１７±０．０２３４６ｂ０．８５５５±０．０９９８４ ０．７５１３±０．０４０２７ａ

莪术醇干预组 ０．３４７２±０．０１１１２ｂ０．８０５４±０．１５３４１ ０．７３４４±０．０２８９０ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＩＬ２刺激组比较

３　讨论

　　遗传学研究［５］显示超过８０％的 ＲＡ患者，其人类
白细胞抗原（ｈｕｍａｎｌｅｕｋｏｃｙｔｅａｎｔｉｇｅｎ，ＨＬＡ）为 ＤＲＢ１／
ＤＲＢ４／ＤＲＢ１４等位基因，提示 ＣＤ４＋ Ｔ细胞是滑膜炎
症形成和发展中的重要环节。在 ＲＡ患者中，ＣＤ４＋Ｔ
细胞与滑膜细胞通过细胞因子或直接接触相互作用，

形成复杂的功能网络，释放 ＩＬ１、ＴＮＦα、ＩＬ１７等促炎
性细胞因子，引起细胞增殖和骨质破坏［６－７］。因此，

ＣＤ４＋Ｔ细胞与滑膜细胞相互作用，在特定遗传背景和
炎症微环境下，呈现功能异常，是诱发并加重 ＲＡ滑膜
炎症的中心环节。Ｊｕｒｋａｔ细胞是人的外周血白血病细
胞，其细胞表型和某些功能与正常 Ｔ细胞相似，可作
为体外研究Ｔ淋巴细胞的生物模型，我们所用的 Ｊｕｒ
ｋａｔ细胞表面标志含 ＣＤ４＋，国内外常用于 ＲＡ的机制
研究［８－９］。国内外已有研究报道，莪术醇能够有效地

抑制多种恶性肿瘤细胞的增殖，但其是否能够抑制 Ｔ
细胞增殖及其可能作用的机制有待进一步阐明。

　　Ｚｈａｎｇ等［４］发现莪术醇能够通过非 Ｃａｓｐａｓｅｓ的线
粒体信号途径诱导人肺腺癌 ＡＳＴＣａ１细胞株发生凋
亡，从而有效地抑制了该细胞的增殖。本研究通过不

同浓度的莪术醇体外干预Ｊｕｒｋａｔ细胞，发现该药可呈浓
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度依赖性地抑制 Ｊｕｒｋａｔ细胞的增殖。另外，５０μｇ／ｍＬ
莪术醇处理 Ｊｕｒｋａｔ细胞 ２４ｈ后，经 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染
色，观察到细胞核固缩、碎裂，类似凋亡样的形态学改

变。流式细胞技术检测不同浓度的莪术醇对Ｊｕｒｋａｔ周
期分布的影响，结果发现 Ｓ期细胞比例呈浓度依赖性
的升高，Ｇ２／Ｍ期则呈浓度依赖性的降低。因此，我们
推测莪术醇通过作用于Ｊｕｒｋａｔ细胞 Ｓ～Ｇ２／Ｍ期，阻滞
Ｓ期向Ｇ２／Ｍ期的移行，抑制该细胞进入细胞周期，从
而达到抑制Ｊｕｒｋａｔ细胞增殖的作用。
　　ＪＡＫ／ＳＴＡＴ是 １条介导细胞因子信号转导的通
路，在细胞的生长、增殖及分化过程中发挥重要作用。

ＪＡＫ３作为ＪＡＫ家族的重要成员之一，在 Ｔ细胞的发
育和维持免疫系统的稳态起着关键作用。Ｇｕ等［１０］发

现 ＲＡ、关节病型银屑病患者的外周血混合淋巴细胞
ＪＡＫ３呈高表达。近年来，小分子 ＪＡＫ３抑制剂 Ｔａｓｏｃ
ｉｔｉｎｉｂ（ＣＰ６９０５５０）在治疗ＲＡ的临床试验中疗效显著，
提示 ＪＡＫ３／ＳＴＡＴ信号通路在 ＲＡ的重要地位［１１－１２］。

ＳＴＡＴｓ是一蛋白家族，在哺乳动物中已发现７个成员，
分别是 ＳＴＡＴ１４、５ａ、５ｂ、６，为 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号转导通
路的下游转录因子，被ＪＡＫ磷酸化后形成二聚体后进
入细胞核内传递细胞信号［１３］。研究［１４］证实，ＳＴＡＴ５
作为ＩＬ２激活的ＪＡＫ３／ＳＴＡＴ信号通路下游的重要转
录因子之一。

　　本研究结果发现：正常对照组与 ＩＬ２刺激组中
ｐＪＡＫ３、ｐＳＴＡＴ３、ｐＳＴＡＴ５ａ蛋白的表达水平均呈较高
的表达水平。究其原因，Ｊｕｒｋａｔ细胞是一活化的细胞
株，自身能够产生较高的ＩＬ２，以自分泌形式刺激细胞
增殖［１５］，因此与该细胞 ＩＬ２受体关联的下游 ＪＡＫ３／
ＳＴＡＴ信号转导分子如 ｐＪＡＫ３、ｐＳＴＡＴ３、ｐＳＴＡＴ５ａ均
呈活化状态，所以外源性加入 ＩＬ２的情况下并没有发
现其与正常对照组中的Ｊｕｒｋａｔ细胞有明显的差异。免
疫印迹显示：莪术醇与ＪＡＫ３抑制剂均可抑制ＪＡＫ３磷
酸化蛋白的表达。ＳＴＡＴ５ａ是 ＪＡＫ３下游的重要转录
因子［１６］，我们推测莪术醇抑制了ＪＡＫ３蛋白的磷酸化，
进而下调了 ＪＡＫ３相关联的下游 ＳＴＡＴ５ａ磷酸化蛋白
的表达。ＳＴＡＴ３是一个广泛表达于多种细胞的重要转
录因子，可通过结合在 ＩＬ６家族受体上的 ＪＡＫ２而被
活化，亦可通过表皮生长因子受体或其他受体酪氨酸

激酶如 ｃＭＥＴ，磷酸化激活 ＳＴＡＴ３，进一步传递信
号［１７］。本研究发现，莪术醇对 ＳＴＡＴ３磷酸化蛋白无
明显影响，其可能原因是ＳＴＡＴ３并未参与ＩＬ２诱导的
ＪＡＫ３／ＳＴＡＴ信号途径下游的信号传递，或者莪术醇不
作用于ＳＴＡＴ３转录因子。由于 ＪＡＫ３／ＳＴＡＴ信号途径
在ＩＬ２诱导的细胞增殖中发挥重要作用，研究发现莪
术醇可抑制 ＪＡＫ３的活性及下调细胞质内 ＳＴＡＴ５ａ的
表达，因此，我们推测，莪术醇干预了 ＪＡＫ３／ＳＴＡＴ５的
活性而抑制细胞增殖并诱导细胞的凋亡，这为该药的

临床应用研究提供了理论指导。
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