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姜黄素对胶质瘤细胞 ATP酶的影响 

陈 松 ，程 远 

(重庆医科大学附属第二医院神经外科 ，重庆 400010) 

【摘 要】目的：探讨姜黄素(eurcumin)对人脑胶质瘤 u一251细胞ATP酶的影响及诱导胶质瘤细胞凋亡的机制。方法：分别用 

20、40、80和 100 mol／L姜黄素处理 U一251细胞 24 h，用 MrITI、法测定姜黄素对 U一251细胞增殖的抑制作用 ；流式细胞仪检测 

细胞凋亡，比色法测定 ATP酶活力。结果：姜黄素抑制 U251细胞的增殖；诱导 U25l细胞凋亡；姜黄素明显使细胞质膜 ATP酶 

活力明显降低。结论：姜黄素通过抑制细胞质膜 ATP酶活性可诱导胶质瘤细胞凋亡和抑制增殖。 
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Effect of curcumin on the activity of ATPase in U-251 cells 

CHENSong，et ol 

(Department ofNeurosurgery，the Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To study the effects of curcumin on the activity of ATPase and the mechanism of apoptosis in U-25 1 cel1．Methods： 

U-251 cells were treated with 20，40，8O，100 mol／L eurcumin for 24 h and the growth inhibition rates of U-251 cells were measured 

with MTF method．Cell apoptosis was inspected with flow cytometry (FCM)．The activities of ATPase were determined by colorimetry 

method．Results：Curcumin inhibited the proliferation of U一25 1 cells and induced apoptosis of U一25 1 cells．1evel of ATPase in U-25 1 

plasma Membrane was low remarkably．Conclusion：Curcumin induced apoptosis and inhibited proliferation of U-25 1 cell via inhibition 

of activation of plasma Membrane ATPase． 

【Key words】Curcumin；Human glioma cell U～25 1；ATPase；Apoptosis 

姜黄素(curcumin)是从姜黄中提取的一种植物 

多酚，其药理作用广泛，主要有抗炎、抗氧化、抗凝 、 

降血脂、抗肿瘤等作用【1．2]。自1985年，印度 Kuttan 

等首次提出姜黄和姜黄素具有抗肿瘤作用以来 ，国 

内外学者 已证 实姜黄素具有 抑制肿 瘤前列 腺 

Pc一3MLNCap、人鼻咽癌 NCE细胞 、胃腺癌 SGC7901 

细胞、人肝癌 BEL一7402一l，宫颈癌等细胞的增殖和 

诱导肿瘤细胞凋亡的作用[3-5]。ATP酶(ATPase)是普 

遍存在于组织细胞及细胞器膜上的一种蛋白酶 ，它 

在维持细胞内钙稳态、能量转换以及信息传递方面 

具有重要的作用[61。目前有关姜黄素对人脑胶质瘤的 

药理研究较少，尤其对其作用机制了解甚少，本文就 

姜黄素对胶质瘤细胞 ATP酶的影响作一研究。 

作者介绍：陈 松(1982一)，男，硕士， 

研究方向：脑肿瘤的蛋白组学。 
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1 材料与方法 

1．1 材料与试剂 

姜黄素、溴化噻唑蓝四唑(M1Tr，用 PBS配成 2 g／L)、碘化 

丙啶(Propidium iodide，PI)RNase A购自Sigma公司；Annexin 

V—FITC／PI试剂盒购 自深圳晶美；DMSO，1640培养基、胎牛 

血清 、胰酶均购 自 HYCLON公 司，Na 一K 一ATP酶和 Ca 一 

M 一ATP酶测定试剂盒 ，考马斯亮蓝蛋白测试盒均由南京建 

成生物工程研究所提供。 

1．2 仪 器 

酶联免疫检测仪为 Bio—Rad公司产品；722 N可见分光 

光度计，上海精密科学仪器有限公司生产。FACSort流式细胞 

仪(美国 BD公司)，奥豪斯电子天平 SR6010，奥豪斯国际贸 

易上海有限公司。CO2恒温培养箱 ThermoForma3 l lO(Thermo 

Forma公司)。高压蒸汽消毒器 YXQ·SG41·280(上海医用核 

子仪器厂)。 

1I3 细胞系的培养与传代 

人脑胶质瘤细胞株(U251)购自武汉大学典型培养物保 
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藏 中心 。 采用 含 1 X 1 0
s

U ／L 青 霉 素 、 1 0 0 m g ／L 链 霉素 、 1 0 ％ 胎

牛 血 清 的 1 6 4 0 培 养 液 ， 在 3 7 ℃ 、 5 ％ C O ： 及 饱 和 湿 度 下 培

养 ， 隔天 换 液 ， 待细 胞 长 至 8 0 ％ ～ 9 0 ％ 密 度 时 ， 用 0 ． 0 2 ％ E D —

T A 和 0 ． 2 5 ％ 胰 酶 消化 ， 按 1 ：1 传代 。

1 ． 4 姜 黄 素 贮 存 液 的 配 制

以少量 二 甲亚 砜 (D M S 0 )助溶 ，加入 1 6 4 0 配制成 1 0 m m o l／L

的贮 存 液 ， 0 ． 2 2 “ m 微 孑L滤 器 过 滤 除 菌 ， 分 装 ， 避 光 一 2 0 ℃ 保

存 ， 2 周 内有 效 。 使用 时用 含 2 ％ 血 清 的 1 6 4 0 培养 液 稀 释 至

所 需 浓度 ， D M S O 含 量 小 于 0 ． 1 ％ 。

1 ． 5 姜黄 素 对 U 2 5 1 增 殖 的 影 响 采 用 M T F 法 检 测

取 对 数 生 长 期 细 胞 ， 调 整 细 胞 浓 度 为 l X 1 0
‘

个 ／L ， 细 胞

接 种 于 9 6 孔 培 养 板 中 ， 每 孑L 1 0 0 IX l ， 2 4 h 后 加 无 血 清 1 6 4 0

培 养液 培 养 2 4 h ， 使 细胞 同步 化 于 静 止 期 。 弃上 清 ， 加 不 同浓

度 姜 黄 素 ( 0 、 2 0 、 4 0 、 8 0 、 1 0 0 斗 m o l／L ) ， 每组 设 5 个 复孔 ， 培 养

2 4 h ， 弃上 清 ， 每孔 加 1 0 I- I- l M ．r r 和 1 0 0 肛 l 无 血 清 1 6 4 0 培 养

液 ， 继 续 培 养 4 h ， 去 培 养 液 ， 加 1 0 0 斗 l D M S O 振 荡 溶 解 ， 酶

标 仪 以 测 量 波 长 5 7 0 n m 测 吸 光 度 值 。 抑制 率 ( ％ )= [1 一 ( 药 物

组 吸 光 度值 ／对 照 组 吸 光 度 值 )1 × 1 0 0 ％ 。

1 ． 6 流 式 细 胞 仪 检 测 细 胞 凋 亡 率

分 别 收集 空 白组 及 各浓 度药物 ( 2 0 、 4 0 、 8 0 、 1 0 0 IX m o l／L )

作 用 2 4 h 后 的 U 2 5 1 细 胞 2 X 1 0
‘ 个 。 用 冷 P B S 洗 2 次 ， 置

0 qc 水 浴 中 ， 加 结 合 缓 冲液 4 9 0 tx l ， 轻 轻 混 匀 加 入 F I T C — A n —

n e x i n V 5 ¨ l 和 P I 1 0 “ l ， 2 0 m i n 后 用 流 式 细 胞 仪检 测 。

1 ． 7 姜 黄 素对 胶 质 瘤 细 胞 A T P 酶 活 力 的 测 定

取 不 同浓度 姜 黄素作用 ( 0 、 2 0 、 4 0 、 8 0 、 10 0 斗 m o ]／L )后 的

细 胞 ， 0 ． 2 5 ％ 胰 酶 消化 ， 1 0 0 0 r ／m i n 离 心 收 集 细 胞 ， P B S 液 洗

2 遍 ， 细 胞 用 1 m l 细胞 裂解 液 [1 5 0 m m o l／L 的 N a C I ， 1 5 0 m m o l ／L

的 T r i s — H C l ， 1 m m o l几 的 乙 二 胺 四 乙 酸 ( E D T A ) ， l ％ 的 T r i t o n
— X

1 0 0 ， p H = 8 ． 0 1裂解 。 l 5 0 0 r ／m i n 离 心 10 ra i n ， 取 上 清 以 分 光光

度计 于 波长 6 6 0 n m 处 测定样 品吸光度 ， 计算 N a
’

一 K
~

- A T P 酶 、

C a
“

一 M 一+ _ A T P 酶 活力 。 具 体步骤 参 照试 剂 盒 说 明 书 。 另 外 ，

以 考马斯亮蓝 法测 定上 清中总 蛋 白含量 。 A T P a s e 活力[u m o l P i／

( n l g P r o
� h )】= ( 测 定 管 光 密 度值 一 对 照 管 光 密度 值 )／标 准 管

光 密度值 � 0 ． 1 斗 m o I／O． 1 斗 l �

n
� 6 ／m 式 中 ：n

一 反 应 体 系 中样 本

稀 释倍数 ；m
一 取 样 的蛋 白质量 ， m g P r o 。

1 ． 8 数 据 的 统 计 分 析

用 S P S S 1 3 ． 0 软 件 进 行 单 因 素 方 差 分 析 ， P < 0 ． 0 5 具 有

统 计学 意 义 。

2 结 果

2 ． 1 姜黄 素 对 U 2 5 1 胶 质 瘤 细 胞 增 殖 的 影 响

U 2 5 1 细 胞 体 外 生 长 活 跃 ， 经 2 0 、 4 0 、 8 0 、 1 0 0 斗 m o l ，L

的姜 黄素处 理 2 4 h 后 ， U 2 5 1 细胞 生 长 均 不 同程 度 地 减慢 ， 并

呈 时 间 、 浓 度依赖 性 。 与对 照 组 ( 0 斗 m o l／L )相 比差 异 均 有 统

计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 5 ) 。

2 ． 2 姜 黄 素 对 细 胞 凋 亡 的 影 响

在 2 0 、 4 0 、 6 0 、 8 0 恤 m o l／L 浓 度 出 现 明 显 凋 亡 细 胞 ， 各组

的凋亡 指数 ( ％ )分别是 ( 1 6 ．4 7 ± 4 ．7 2 ) 、 ( 2 5 ． 6 2 ± 5 ． 1 3 ) 、 ( 4 0 ． 8 0 ±

6 ． 0 9 ) ， ( 5 4 ． 9 2 ± 4 ． 1 4 ) 与 对 照 组 0 “ m o l／L ( 3 ． 5 6 ± 2 ． 5 7 ) ％ 相

表 1 不 同浓 度 姜 黄 素对 细 胞 增 值 的影 响 f ；蜘 ， n = 5 )

浓 度 ( LL m o l ／L ) 抑制率 ％

0

2 0

4 0

8 0

1 0 0

8 14 2 + 2 ． 5 7

1 6 ． 8 3 + 4 ． 7 2

2 5 ． 5 8 + 5 ． 1 3

4 3 ． 5 0 + 6 ． 0 9

5 3 ． 1 8 + 4 ． 1 4

表 2 用 不 同 浓 度 姜 黄 素 处 理 后 流 式 细 胞 术 检 测 细 胞 凋 亡 构 成 比 (互±s 。 n = 5 )
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图 1 用 不 同浓 度 姜 黄素 处 理 U 一 2 5 1 细 胞 后 的流 式 结 果 图
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比，差异有显著性(P<0．05)。 

2-3 姜黄素对胶质瘤细胞 ATP酶活力的影响 

不同浓度姜黄素作用(20、40、80、100 mol／L)后胶质瘤 

细胞 N —K 一ATP酶活力降低 ，除对照组 0 mol／L和 20 

mol／L相比无明显差异，其余每组与正常组相比有显著『生差异 

(P<0．05)且各剂量组间有明显的剂量 一反应关系。Ca“一Mg2+ 

一 ATP酶活力降低 ，各组与正常组相比有显著性差异(P<0．05) 

除 2O mol／L和 40umo1]L，80 mol／L和 100 mol／L相比无 

显著性差异，各剂量组间有明显的剂量一反应关系。 

3 讨 论 

ATP酶广泛存在于组织细胞膜及细胞器膜上 ，能催化 

ATP分解释放能量，以供机体组织细胞进行各种生理活动。 

Na 一K 一ATP酶及 Ca 一Mg2+-ATP酶是存在于细胞膜内的专 

一 性 ATP酶。能催化 ATP水解释放能量，主动转运离子，保 

持细胞膜内外离子浓度平衡与梯度差。细胞内外的离子平衡 

对维持细胞容积，渗透压 ，信息传递，控制营养物质进入等方 

面均起着重要作用。在 Na斗、K+、M 存在下 ，Na K+-ATPase 

每分解 1个分子 ATP，伴随 3个 Na+向细胞外，2个 I<+向细 

胞内转运 ，形成外向电流和细胞膜的静息电位。从某种意义 

上讲 ，Na 一K+一ATPase的活性标志着细胞活力和状态的改变， 

而 ca2+mMg2+-ATPase的作用是将 Mg2+泵入细胞内，将 ca 由 

细胞内向细胞外转运。细胞钙稳态是实现细胞生理功能和保 

持 细胞结构 完整的必要条件 。钙稳态依 赖于钙移位酶 

ca 一Mg2+一ATPase，细胞内储库(内质网，线粒体 )对钙的隔离 

作用和钙结合蛋白等 3个环节的正常运转。而且钙离子是重 

要的第二信使，在细胞信号传导中有重要的调控作用。 

有关姜黄素对肿瘤细胞增殖的影响和诱导肿瘤细胞凋 

亡的作用，国内外学者已有报道 ，但多数研究针对非颅脑肿 

瘤 ，如前列腺 Pc一3MLNCap、人鼻咽癌 NCE细胞 、胃腺 癌 

SGC7901细胞 、人肝癌 BEL一7402一l等肿瘤细胞。吴志敏实验 

表明姜黄素通过改变 FAK表达和激活 caspase诱导人脑胶质 

瘤 U25 1细胞凋亡。也有实验表明肿瘤细胞的 ATP酶 洼异 

常升高与其肿瘤恶性度成正比。本实验结果不仅证明以上类 

似结果，即姜黄素能抑制 U251胶质瘤细胞增殖，诱导 U251 

胶质瘤细胞凋亡，而且表明姜黄素可显著降低 Na 一K 一AT— 

Pase活性和 Ca2+一M g2十一ATPase活性 ，并通过对 Na 一 一AT— 

Pase活性和 Ca2+-Mg2*-ATPase的影响，达到抗肿瘤作用。其机 

制可能是 (1)姜黄素能抑制 Na+一K+-ATPase活性，切断肿瘤组 

织异常增生的物质基础l9I1q。肿瘤细胞对糖和氨基酸等营养物 

质的摄取较正常细胞为多，I(．可维持细胞内丙酮酸激酶的活 

性 ，潘l生丙酮酸激酶是糖酵解作用和蛋白质合成所必需的酶。 

Na K 一ATPase活性异常升高，可引起细胞 内高 l(+状态，从 

而引发糖解，增强蛋白合成。另外肿瘤细胞还会依靠依赖于 

Na 和细胞内外 Na 浓度梯度的存在 ，而后者依赖于 Na~一K+一 

ATPase的转运 ，降低其活性阻断营养物质输入自然切断了肿 

瘤组织异常增生所需的能量来源之一，也是抑制肿瘤发生发 

展的途径之一 ；(2)抑制 ca。+一M ATPase活性可以破坏细 

胞的钙稳态[11-13】。当细胞钙稳态失调 、细胞内Ca2+浓度增高 

时将触发一系列细胞反应过程 ，对细胞产生一系列危害。如 

激活某些 ATP酶，导致细胞高能磷酸盐水解；激活蛋白酶及 

磷脂酶，使细胞质膜上的蛋白及磷脂成分水解 ，质膜完整性遭 

破坏 ，膜外物质进入膜内。进入细胞内的大量钙聚积在线粒 

体，干扰了线粒体产生高能磷酸盐的功能，造成细胞能量缺乏， 

最终导致细胞损伤如凋亡㈣。(3)M 是多种酶参与ATP反应 

所必需的底物，在糖代谢过程中，M 可促进糖进入细胞膜， 

促进糖的氧化磷酸化和糖酵解，而姜黄素使 M 在细胞内含 

量减少，可致糖的氧化磷酸化脱耦联，使糖代谢的中间产物不 

能在线粒体内正常氧化旧，使胶质瘤细胞得不到足够的能量 

影响其功能促使其凋亡。 

综上所述，姜黄素显著抑制胶质瘤细胞的 Na+一K+一AT— 

Pase、Ca 一M 一ATPase等转运蛋 白的活性，使膜通透性发生 

改变，导致膜电位下降，造成细胞内外离子梯度紊乱，使得细 

胞内 l<．浓度减少，Na 浓度增加使得物质转运受阻 ，细胞渗 

透压升高，从而切断肿瘤细胞对糖和氨基酸等营养物质的需 

求，出现 caz+超载可以激活一些水解酶使质膜完整性遭破坏 

并干扰了线粒体产生高能磷酸盐的功能，而 Mg2+浓度减少使 

糖的氧化磷酸化脱耦联 ，影响能量的代谢从而影响细胞正常 

生理功能，诱导凋亡的发生；当质膜完全失去完整性时，细胞 

内容物倾出，最终导致细胞死亡。所以抑制细胞膜上 ATPase 

的活性可能是姜黄素抑制胶质瘤细胞的增殖并促进其凋亡 

的机制之一 
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Dicer 在胃癌细胞和胃癌组织的表达及意义 

聂 娜，吴小翎 ，刘 波 

(重庆医科大学附属第二医院消化内科 ，重庆 400010) 

【摘 要】目的：探讨 Dicer在胃癌(Gastric carcinoma)细胞和胃癌组织中的表达及意义。方法：应用 Western—Blot和逆转录一聚 

合酶链反应(Reverse transcriptase polymerase chain reaction，RT-PCR)检测正常胃粘膜细胞株 GES一1、人 胃癌细胞株 SGC一7901， 

25例胃癌手术标本及癌旁配对组织Dicer的含量。结果：1．Western—Blot和RT—PCR结果表明Dicer在人胃癌细胞株SGC一7901 

的表达水平明显低于正常胃粘膜细胞株 GES一1(P<0．05)，在胃癌手术标本组织的表达水平明显低于癌旁配对组织(P<0．05)； 

2．Dicer表达水平与胃癌分化程度有关。低分化组低于中分化组(P<0．05)，中分化组低于高分化组(P<O．05 o结论：在胃癌细胞 

株和胃癌组织中Dicer表达明显降低并且 Dicer表达与胃癌分化程度相关。 

【关键词】Dicer；胃癌；逆转录一聚合酶链反应 
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The expression and significance of Dicer in gastric cell lines and gastric cancer 

tissue 

NIE Na et al 

(Department ofGastroenterologyandHepatology，the SecondAffiliatedHospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To detect the expression and significance of Dicer in gastric cell lines and gastric cancer tissue．Methods： 

Western—Blot and reverse transcriptase polymerase chain reaction(RT-PCR)were used to detect the expression of Dicer in normal gastric 

mucosa cell line GES-1，human gastric cancer cell line SGC-7901，25 surgical removed gastric cancer tissue and paired para—tumor tissue． 

Results：1．The expression ofDicer in human gastric cancer cell line SGC-7901 was lower than that in normal gastric mucosa cell line GES一1 

(P<O．05)，the expression ofDicerin gastric cancertissuewaslowerthanthatin complete sequencetissue(P<0．05)；2．The expression of 

Dicer is correlated with differentiation degrees of gastric cancer．The expression of Dicer in poorly differentiation group is lower than that in 
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moderately differentiation group(P<0．05)，and the expression ofDicer in 

moderately differentiation group is lower than that in well differentiation 

group (P<0．05)．Conclusion：The expression of Dicer is obvious 
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