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姜黄素抑制Ｗｎｔ信号通路增加胃癌细胞对顺铂的敏感性
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［摘　 要］　 目的　 探讨姜黄素增强胃癌细胞对顺铂化疗敏感性的作用以及Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的调控机制。方法　 姜黄
素、顺铂单独或联合干预多耐药细胞株ＢＧＣ８２３ ／ ５Ｆｕ，并将细胞分为对照组、姜黄素干预组、顺铂干预组、联合干预组。ＭＴＴ试验
及集落形成试验检测各组细胞增殖能力和克隆成瘤能力；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室试验检测各组细胞迁移能力。Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测各组细胞
Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白及Ｗｎｔ信号通路相关蛋白表达。结果　 干预后７２ ｈ，联合干预组ＯＤ值低于对照组、姜黄素干预组、顺铂
干预组，差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。联合干预组集落形成数、穿膜细胞数均少于姜黄素干预组、顺铂干预组，差异均有统计学
意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。联合干预组Ｗｎｔ２及βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达低于姜黄素干预组、顺铂干预组；ＧＳＫ３β蛋白表达高于姜黄素干预组、顺
铂干预组，差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）；联合干预组Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达低于姜黄素干预组（Ｐ ＜ ０． ０５），与顺铂干预组比较，差异
无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）；联合干预组Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达与姜黄素干预组和顺铂干预组比较，差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。
结论　 姜黄素下调Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，增强胃癌细胞对顺铂的敏感性，抑制胃癌细胞上皮间质转化。
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　 　 胃癌是世界上最具侵袭性的恶性肿瘤之一，虽然
近１０年来其诊断及治疗已经取得了长足的进步，但患

者５年生存率仍只有２５％。积极化疗是预防术后复
发、转移最重要的治疗手段［１２］。然而，肿瘤细胞固有
或获得性耐药是目前影响化疗效果的关键因素［２］。
姜黄素作为一种安全的天然药物，具有抗炎、抗氧化、
抗癌等作用。研究表明，姜黄素与西紫杉醇、顺铂、

９４７局解手术学杂志　 Ｊ ＲＥＧ ＡＮＡＴ ＯＰＥＲ ＳＵＲＧ　 ２０２１，３０（９）　 　 　 　 ｈｔｔｐ：／ ／ ｗｗｗ． ｊｊｓｓｘｚｚ． ｃｎ



５氟尿嘧啶等化疗药物联合使用，在前列腺癌、胃癌及
结直肠癌等多种人类肿瘤中具有抗癌增敏作用，但是
相关机制尚不明确［３４］。Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ信号通路不仅
在细胞多能性调控和恶变诱导中起关键作用，还与肿
瘤细胞的化疗耐药性密切相关［５］。我们前期的研究
证实，姜黄素可调控Ｗｎｔ信号通路，抑制胃癌细胞上
皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ），
实现抗肿瘤作用［６７］。因此，本研究拟探讨姜黄素对多
药耐药胃癌细胞的化疗增敏作用以及Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ
信号通路的调控机制。
１　 材料与方法
１． １　 实验材料

姜黄素（美国Ｓｉｇｍａ公司），顺铂（齐鲁药业有限
公司），５氟尿嘧啶（５Ｆｕ，美国Ｓｅｌｌｅｃｋ Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ公
司），人胃癌耐药细胞株ＢＧＣ８２３ ／ ５Ｆｕ（南京科佰生物
科技有限公司），噻唑蓝（ｍｅｔｈｙｌ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，
ＭＴＴ）试剂盒（天津百浩生物科技有限公司），Ｐｉｅｒｃｅ
ＢＣＡ Ｐｒｏｔｅｉｎ试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司），
兔抗人Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｗｎｔ２、βｃａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ３β
克隆抗体（北京博奥森生物技术有限公司）。
１． ２　 细胞分组

采用姜黄素（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）、顺铂（１ μｍｏｌ ／ Ｌ）单独
或联合干预人胃癌耐药细胞株ＢＧＣ８２３ ／ ５Ｆｕ，并分为
对照组、姜黄素干预组、顺铂干预组、联合干预组。
ＢＧＣ８２３ ／ ５Ｆｕ细胞株于３７ ℃、５％ ＣＯ２饱和湿度下含
１０％胎牛血清ＲＰＭＩ１６４０培养基中培养。培养基中
加入５ μｍｏｌ ／ Ｌ ５Ｆｕ维持细胞耐药性进行预处理，实
验前１周撤药，取对数生长期细胞进行实验。
１． ３　 ＭＴＴ试验检测细胞增殖能力

取对数生长期的ＢＧＣ８２３ ／ ５Ｆｕ细胞制备单细胞
悬液，调整浓度为２ × １０５ ／ Ｌ，每孔２００ μＬ接种于９６孔
板。按１． ２方法干预后，于３７ ℃孵育２４ ｈ。每孔加入
ＭＴＴ溶液１０ μＬ继续培养，在２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ时置酶
标仪于５７０ ｎｍ波长处检测各孔的吸光度ＯＤ值，评估
细胞活力。
１． ４　 集落形成试验检测细胞克隆成瘤能力

取对数生长期的耐药细胞株ＢＧＣ８２３ ／ ５Ｆｕ制备
单细胞悬液接种于６孔板（每孔２ ０００个）孵育２４ ｈ。
按１． ２方法干预后培养２４ ｈ。ＰＢＳ洗涤后继续培养
１０ ｄ，终止培养，弃培养液，ＰＢＳ浸洗，甲醇固定，空气
干燥，Ｇｉｅｍｓａ染液染色１０ ｍｉｎ，采用凝胶分析仪分析
集落形成情况。

１． ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室试验检测细胞迁移能力
按照１． ２方法干预诱导７２ ｈ后收集各组细胞，调整

浓度，去血清饥饿后制备细胞悬液，２４孔板每孔上室加
２００ μＬ细胞悬液，下室加５００ μＬ ２０％ ＦＢＳ培养基，恒温
培养２４ ｈ。取出小室，弃液洗涤，固定后高倍镜（×２００）
下观察。随机取５个视野计数平均迁移细胞数。
１． ６　 Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ信号通路及ＥＭＴ相关蛋白表达

检测
　 　 收集和提取对数生长期的耐药细胞株ＢＧＣ８２３ ／
５Ｆｕ接种于细胞培养瓶中贴壁培养。按１． ２方法干
预各组细胞后培养２４ ｈ，裂解获得总蛋白，ＢＣＡ法测
定蛋白浓度，各取５０ μｇ上样，电泳（８０ Ｖ，３０ ｍｉｎ；
１２０ Ｖ至结束）转ＰＶＤＦ膜（３００ ｍＡ，１００ ｍｉｎ），一抗
４ ℃摇床孵育过夜，室温下水平摇床二抗孵育１ ｈ，
ＴＢＳＴ漂液，ＥＣＬ显影。以βａｃｔｉｎ为内参，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｗｎｔ２、βｃａｔｅｎｉｎ、ＧＳＫ３β蛋
白表达。
１． ７　 统计学方法

采用ＳＰＳＳ ２０． ０软件进行统计学分析，实验结果
以均数±标准差（ｘ ± ｓ）表示，多组间比较采用单因素
方差分析，两两比较采用Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ多重比较法，
Ｐ ＜ ０． ０５为差异有统计学意义。
２　 结果
２． １　 姜黄素下调ＢＧＣ８２３ ／ ５Ｆｕ细胞活力

干预后２４ ｈ、４８ ｈ，姜黄素干预组、顺铂干预组ＯＤ
值与对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）；干预
后７２ ｈ，姜黄素干预组、顺铂干预组ＯＤ值低于对照组
（Ｐ ＜ ０． ０５）。干预后４８ ｈ，联合干预组ＯＤ值低于对
照组、姜黄素干预组（Ｐ ＜ ０． ０５）。干预后７２ ｈ，联合干
预组ＯＤ值低于对照组、姜黄素干预组、顺铂干预组
（Ｐ ＜ ０． ０５）。在各干预时间点，姜黄素干预组与顺铂
干预组比较，差异均无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５），见图１。

：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与姜黄素干预组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；
△：与顺铂干预组比较，Ｐ ＜ ０． ０５

图１　 姜黄素抑制ＢＧＣ８２３ ／ ５Ｆｕ细胞活力
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２． ２　 姜黄素抑制ＢＧＣ８２３ ／ ５Ｆｕ集落形成能力
与对照组比较，姜黄素干预组、顺铂干预组、联合

干预组干预后２４ ｈ集落形成数减少（Ｐ ＜ ０． ０５）；且联
合干预组少于姜黄素干预组、顺铂干预组（Ｐ ＜ ０． ０５）；
姜黄素干预组与顺铂干预组比较，差异无统计学意义
（Ｐ ＞ ０． ０５），见图２。

ａ：各组细胞集落形成情况；ｂ：各组细胞集落计数　 ：与对照
组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与姜黄素干预组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；△：与顺铂
干预组比较，Ｐ ＜ ０． ０５

图２　 姜黄素抑制ＢＧＣ８２３ ／ ５Ｆｕ集落形成能力
２． ３　 姜黄素抑制ＢＧＣ８２３ ／ ５Ｆｕ细胞迁移能力

与对照组比较，姜黄素干预组、顺铂干预组、联合
干预组干预后穿膜细胞数减少（Ｐ ＜ ０． ０５）；且联合干
预组少于姜黄素干预组、顺铂干预组（Ｐ ＜ ０． ０５），姜黄
素干预组与顺铂干预组比较，差异无统计学意义
（Ｐ ＞ ０． ０５），见图３。
２． ４　 Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ信号通路以及ＥＭＴ相关蛋白表达

姜黄素干预组Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ以及βｃａｔｅｎｉｎ
蛋白表达与对照组比较，差异无统计学意义
（Ｐ ＞ ０． ０５），但ＧＳＫ３β蛋白表达高于对照组，Ｗｎｔ２蛋
白表达低于对照组，差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。

ａ：各组细胞迁移情况（× ２００）；ｂ：各组细胞迁移计数　 ：与对
照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与姜黄素干预组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；△：与顺
铂干预组比较，Ｐ ＜ ０． ０５

图３　 姜黄素抑制ＢＧＣ８２３ ／ ５Ｆｕ细胞侵袭能力
顺铂干预组Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达与对照组比较，差异
无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５），但ＧＳＫ３β蛋白表达高于对
照组，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｗｎｔ２及βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达低于对照
组，差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０． ０５）。与对照组比较，
联合干预组Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ＧＳＫ３β蛋白表达增高，Ｗｎｔ２、
βｃａｔｅｎｉｎ及Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达降低，差异均有统计学
意义（Ｐ ＜ ０． ０５）；联合干预组Ｗｎｔ２及βｃａｔｅｎｉｎ蛋白
表达低于姜黄素干预组、顺铂干预组，ＧＳＫ３β蛋白表
达高于姜黄素干预组、顺铂干预组，差异均有统计学意
义（Ｐ ＜ ０． ０５）；联合干预组Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达低于姜
黄素干预组（Ｐ ＜ ０． ０５），与顺铂干预组比较，差异无统
计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）；联合干预组Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表
达与姜黄素干预组和顺铂干预组比较，差异无统计学
意义（Ｐ ＞ ０． ０５），见图４。
３　 讨论

对于临床分期为Ｔ２ ～ ４Ｎ０ ～ ３Ｍ０且可行手术切除
的胃癌患者，新辅助化疗是目前美国综合肿瘤网络中
心（Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ Ｃａｎｃｅｒ Ｎｅｔｗｏｒｋ，ＮＣＣＮ）指
南推荐的首选治疗策略［８］。顺铂是一种无机铂剂，可
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ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测相关蛋白结果；ｂ：各组蛋白表达定量分析　 ：与对照组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；＃：与姜黄素干预组比较，Ｐ ＜ ０． ０５；
△：与顺铂干预组比较，Ｐ ＜ ０． ０５

图４　 姜黄素下调Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ通路抑制胃癌耐药细胞ＥＭＴ作用
诱导ＤＮＡ蛋白、链间和链内ＤＮＡ交联，抑制细胞增殖
并促进细胞凋亡，是进展期胃癌新辅助化疗方案的重
要组成［９１０］。然而，由于肿瘤细胞的化疗耐药性，顺铂
的疗效与发展受到了很大的限制。因此，亟需寻找增
强化疗药物敏感性的方法，以提高疗效。天然产物是
目前公认的最重要的生物活性物质和药物先导物来
源。１９８１ ～ ２００６年，７３％的癌症批准药物都是天然产
品或是基于天然产品研发［１１］。姜黄素作为姜黄属植
物中的主要活性成分，具有清除自由基、抗炎、抗氧化、
抗癌、抗微生物等多方面药理作用，在心血管系统、消
化系统中应用广泛［１２］。研究证实，姜黄素可通过多种
机制抑制肿瘤细胞增殖、侵袭、转移，诱导细胞死
亡［１２１３］。除了在体内外模型中观察到的抗肿瘤活性，
姜黄素单独或与已批准的其他抗癌药物（如多西紫杉
醇、奥沙利铂、５氟尿嘧啶等）联合使用，可发挥化学预
防、减轻副作用以及增强化疗药物敏感性等多方面的
作用［１３］。

本研究采用姜黄素联合顺铂在体外干预５Ｆｕ负
荷诱导的多药耐药胃癌细胞株ＢＧＣ８２３ ／ ５Ｆｕ，结果显
示，联合干预组集落形成数、穿膜细胞数较姜黄素干预
组、顺铂干预组减少，说明与顺铂单药干预相比，联合
给药抑制细胞增殖及迁移的作用更强；与对照组比较，
联合干预组Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达上调，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白
表达下调，表现出抑制经典的ＥＭＴ标志蛋白改变作
用。ＥＭＴ过程可促进细胞迁移和侵袭，诱导干细胞特
性，有助于诱导耐药及免疫抑制，与患者预后不良密切
相关［１４］。Ｈｕａｎｇ等［１５］在乳腺癌细胞ＥＭＴ研究中发
现，２０ μｍｏｌ ／ Ｌ浓度的姜黄素干预能使脂多糖诱导的
乳腺癌细胞ＭＣＦ７重塑Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达，下调Ｖｉｍｅｎ
ｔｉｎ表达，从而发挥抑制肿瘤细胞增殖、侵袭、转移的作
用。与顺铂单独使用相比，姜黄素与顺铂联合使用能

够下调体内外ＦＥＮ１的表达，抑制受损碱基剔除和
ＤＮＡ的损伤修复，增强乳腺癌细胞对顺铂的敏感
性［１６］。在卵巢癌的研究中，Ｚｈｕ等［１７］的研究显示，姜
黄素与顺铂联合化疗具有显著的协同作用，能够有效
下调Ｔｗｉｓｔ １蛋白的表达，发挥抗肿瘤活性。Ｔｗｉｓｔ １是
间质表型的主要调控因子，与细胞转移密切相关，
Ｔｗｉｓｔ １转录激活下游效应蛋白，抑制Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表
达，从而促进ＥＭＴ过程［１８］。已有研究发现，ＥＭＴ调控
机制涉及Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ等多种信号通路，异常激活的
Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ是促进多种癌细胞增殖和药物抗性的重
要元凶［１３，１９］。因此，靶向Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ的药物可能
成为多靶点联合化疗方案的重要组成。研究证实，姜
黄素是Ｗｎｔ信号的有效抑制剂［７，２０］，姜黄素单药或联
合干预均能下调胃癌细胞Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ介导的转录
信号，上调下游分子钙依赖性跨膜糖蛋白Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
（具有抑制癌细胞向外侵袭的作用）的表达，本研究结
果与之一致。这种抑制作用亦在Ａ５４９、ＨＣＴ１１６、
ＭＣＦ７、Ａ３７５等多个癌细胞系中得到证实，研究发现，
姜黄素不仅能够单独作用，负性调控Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ信
号通路，抑制增殖，促进凋亡，还能与槲皮素（天然活
性物质）协同发挥作用［２１］。

此外，本研究发现，联合干预组ＯＤ值及Ｗｎｔ２、
βｃａｔｅｎｉｎ表达低于顺铂干预组，提示在多药耐药细胞
株ＢＧＣ８２３ ／ ５Ｆｕ的体外培养中，姜黄素联合顺铂化
疗较单一顺铂化疗具有更显著的Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ信号
通路关键蛋白抑制作用，Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ信号失活进而
降低胃癌细胞活力与迁移能力。类似的化疗增敏作用
在姜黄素联合５Ｆｕ、顺铂的化疗方案对人胃癌细胞株
ＭＧＣ８０３的抗癌研究中得到证实，与单药治疗组相
比，多药联合组胃癌细胞活力、集落形成和细胞迁移均
显著降低［２２］。在头颈部鳞癌的在体研究中，研究人员

２５７ 局解手术学杂志　 Ｊ ＲＥＧ ＡＮＡＴ ＯＰＥＲ ＳＵＲＧ　 ２０２１，３０（９）　 　 　 　 ｈｔｔｐ：／ ／ ｗｗｗ． ｊｊｓｓｘｚｚ． ｃｎ



将脂质体姜黄素与亚治疗剂量顺铂静脉注射到生长在
异种移植瘤的裸鼠体内，结果显示，这两种药物协同作
用，激活ＰＰＡＲγ受体（姜黄素抗癌的另一重要靶
点）［２０］，能有效抑制肿瘤生长，同时降低顺铂的毒副
作用［２３］。

值得关注的是，在姜黄素联合化疗药物对Ｐｈ ＋急
性淋巴细胞白血病细胞的研究中，ＳａｎｔａｎａＢｅｊａｒａｎｏ
等［２４］发现，姜黄素的化学增敏效应可能存在不同程度
剂量和时间依赖的增效／协同作用。本研究参照文献
选择低浓度进行干预，关于姜黄素的浓度依赖性效应
未做比较。近年来，随着纳米封装、胶束形成等制药技
术的应用，姜黄素与Ｚｎ２ ＋、Ｃｕ２ ＋、Ｍｇ２ ＋等金属离子络合
可以提高姜黄素的生物利用度［１３］。因此，姜黄素的最
佳给药浓度尚需结合给药方式和药物配伍等进一步
研究。

综上所述，姜黄素通过下调Ｗｎｔ ／ βｃａｔｅｎｉｎ信号通
路，增强多药耐药胃癌细胞株ＢＧＣ８２３ ／ ５Ｆｕ对顺铂
的敏感性，抑制胃癌细胞ＥＭＴ过程。本研究将天然抗
癌药物与传统化疗药物联合应用，改进了化学抗肿瘤
治疗方案，解决了化疗过程中肿瘤细胞耐药问题，为姜
黄素应用于胃癌的临床治疗提供了新的基础。
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Ｏｎｃｏｌ Ｌｅｔｔ，２０１７，１４（３）：３３８７ － ３３９４． ｄｏｉ：１０． ３８９２ ／ ｏｌ． ２０１７． ６６２７．

［２３］Ｄｕａｒｔｅ ＶＭ，Ｈａｎ Ｅ，Ｖｅｅｎａ ＭＳ，ｅｔ ａｌ． Ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｉｎ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｈｅａｄ ａｎｄｎｅｃｋ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｖｉａ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＩＫＫβ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｔｈｅ ＮＦκＢ ｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］． Ｍｏｌ Ｃａｎｃｅｒ Ｔｈｅｒ，
２０１０，９（１０）：２６６５ － ２６７５． ｄｏｉ：１０． １１５８ ／ １５３５ － ７１６３． ＭＣＴ － １０ －
００６４．

［２４］ＳａｎｔａｎａＢｅｊａｒａｎｏ ＵＦ，ＢｏｂａｄｉｌｌａＭｏｒａｌｅｓ Ｌ，ＭｅｎｄｏｚａＭａｌｄｏｎａｄｏ Ｌ，ｅｔ
ａｌ． Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｉｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ｄｒｕｇｓ
ｉｎ Ｐｈ（＋）ａｃｕｔｅ ｌｙｍｐｈｏｂｌａｓｔｉｃ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］． Ｏｎｃｏｌ Ｌｅｔｔ，２０１９，
１７（６）：５２２４ － ５２４０． ｄｏｉ：１０． ３８９２ ／ ｏｌ． ２０１９． １０２０４．

（编辑：龙小芬）
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