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姜黄素通过Wnt信号转导通路抑制肺癌细胞A549增殖的研究 
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【摘 要】目的：从研究wnt信号通路的关键因子一核蛋白 B—catenin人手，探讨姜黄素(curcumin，cur)可能存在的抑制肺癌细 

胞增殖的分子学机制。方法：M ITI’法检测不同浓度的cur对肺癌细胞A549的生长抑制情况，分析药物浓度和细胞增殖抑制率 

之间的关系；westem blnt法检测 cur作用后，A549细胞核蛋白 B—caIenin含量的变化；RT—PcR方法验证 cur对细胞 c—myc基 

因表达的影响；流式细胞仪观察经cur作用后细胞周期的改变。结果：cur以浓度依赖方式抑制肺癌细胞A549的增殖，该药物 

浓度与抑制率之间有明显的线性相关性( 0．933 3)。细胞经cur干预48 h后，核蛋白 B—catenin的含量和促癌基因c—mvc的 

表达含量均有所下降。流式细胞仪观察细胞周期的结果提示，cur能够阻止肺癌细胞A549由G 期进入 s期，提高Gf／G 期细胞 

的百分比。结论：cur能够抑制A549细胞胞浆内 B—catenin蛋白进入胞核，阻断wnt信号转导通路，进而抑制下游靶基因 

c—myc的表达，阻止肺癌细胞A549由G。期进入s期，有效抑制了A549细胞的增殖。 
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Curcumin inhibits prOIiferatiOn Of Iung cancer cell A549 thrOugh Wnt 

sjgnaIing pathway 
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【Abstract】 O电 c坑 e：To explore t}le p0ssihk molecular mechanism 0f inhibiting the p rI1li ration of lung cancer cells by 

studing curcumin regulating neucleopmtein p—catenin，the key fact0r nf wnt signaling pathway．朋re a ：Non—t0xic di _erent 

doses 0f curcumin cted human lung aden0carcin0ma ceU A549 fnr 48 hours．Inhihit0ry eⅡ ct 0f curcumin on pr0lif mtion 0f 

A549 cells was eValuated by M1T assay．The correclation 0f doses and inh ition mtio was analyzed statistically．The 

neuc1e叩mtejn leve1s 0f p—catenjn was an a】yZed by Westem blot．The expressi0n 1evel 0f c—myc was ana1yzed by reverse 

tr肌scripti0n—p0lymerase chain reacti0n(RT—PCR)． I’he exchange nf cel】cyck was examined by now cyt0metry(FCM)．RBs 招： 

Curcumin inhibited the pmliferation nf A549 in a concentration—dependent manner(P<0．05)，and there was obvious linear correlation 

between dmg c0ncentrati0ns and inhihition m【i0( 0．933 3)．The express0n 0f nucle0pmtein p—catenin and 0ncogene c—myc 

were all down—regulated in A549 cells(p<0．05) r treatment with curcumin．Curcumin prevented A549 ceUs fr0m Gl to S 

phase peri0d，and I_aised the percentage of G0／Gl phase cells( 尸<0．05)．Ie_0 —e s 0 ：CuI℃umin c0uld pr vent p—catenin pmtein 0f 

A549 cells intn the nucleus flr0m the cyt0plaSm，block Wnt signal tmnsducti0n pathway and inhihit the expressi0n 0f d0wnstream 

target genes c—myc．Thereby，curcimin prevents lung cancer cells flr0m G1 phase to S phase，and e珏 ctively inhihit t}le 

pmli ralion 0f A549 ce1ls． 

【Key words】curcumin；p—catenin；wnt signaling pathway；A549 ceu 

化学治疗是肺癌综合治疗的重要手段之一，但 

是目前多数化疗药物在临床应用过程中易导致肺 
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癌细胞继发耐药，并带来严重的不良反应。因此，寻 

找高效低毒的新型抗肿瘤药物就成为肺癌治疗的 

当务之急。 

姜黄素(curcumin，cur)是从姜黄、郁金、莪术和 

菖蒲等草本植物的根茎中提取的一种酚类色素，近 

年来有研究表明，cur能够抑制各种肿瘤的生长、侵 
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润和凋亡llI，但是对肺癌的研究目前报道较少，为此， 

本研究选择 A549细胞作为研究对象，探讨 Cur通 

过 wnt信号转导通路对肺癌生物学行为的影响。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

肺癌细胞株 A549由中国科学院上海细胞所提供 ；Cur 

购自美国sigrna公司；RPMIl64O培养基 、小牛血清购自美国 

Hyclone公司；细胞裂解液为上海申能博彩生物公司产品；鼠 

抗人 B—catenin、p—tublin由santa cmz公司生产；核蛋白提 

取试剂盒由南京凯基生物公司生产；辣根过氧化物酶标记羊 

抗小鼠 IGg、羊抗兔 IGg购 自北京中杉金桥生物公司；M1Tr、 

DMs0为美国 sigrTla公司产；核酸分子标记物、RT—PcR两步 

法试剂盒由TaKaRa生物公司提供 ；c—mvc引物及内参照引 

物序列应用生物学软件 mer5．0设计，由Invitmgen公司合 

成。 

1I2 方法 

1．2．1 M1Tr法检测 Cur对细胞增殖 的抑制率 Cur用少许 

DMS0溶解配成储存液，用时以培养基稀释成 10 m0 、20 

moI几、40 m0l几、80 mo儿等不同浓度，并调节各组培养基 

中DMs0终浓度为 0．1％；取对数生长期细胞，以0．1％胰酶消 

化后，用含 l0％小牛血清的 RPMI1640培养液制成 5×10 个 

／ml单细胞悬液，以每孔 1×10 个细胞接种于 96孔板中，于 

37℃，5％c0：孵箱培养。细胞贴壁后实验组换用含不同浓度 

Cur的培养液，阴性对照组用含 10％小牛血清的 RPMI1640 

培养液继续培养 48 h，每孑L均设置 4个平行复孔。实验终止 

前 4 h每孔加入5 mg，ml M1Tr溶液 20 l，37oC再培养 4 h。 

吸弃孔内培养液，每孔加入 180 l DMs0，震荡 10 min后， 

在酶联免疫检测仪上以 570 nm波长测定各孔吸光值(A 

值)，计算增殖抑制率并绘制浓度 一增殖抑制曲线。细胞增殖 

抑制率 =(1一实验组平均 A值 ／对照组平均 A值 )×100％。 

1．2．2 westem Blot法测定核蛋白 B—catenin的表达 取对 

数生长期 A459细胞，以5×10s个 ／ml密度接种于培养瓶中 

培养。不同浓度 cur作用 48 h后 ，按核蛋白提取试剂盒说明 

方法裂解细胞核，收集核蛋 白。以 B—tublin为内参 ，8％的 

sDs—PAGE电泳分离后，电转至PvDF膜上。PvDF膜经封闭 

液封闭 1 h后，加入小鼠抗人 B—catenin单克隆抗体作一抗 

(工作浓度为 1：300)，4℃摇床过夜。用辣根过氧化物酶标 

记的羊抗小鼠作为二抗(工作浓度为 1：1 000)，37℃孵育 2 

h，rrBET缓冲液洗涤后，加入化学发光剂，EcL发光法检测蛋 

白表达，用 Quantify 0ne图像分析系统进行灰度分析。 

1．2_3 RT—PcR方法检 测 c—Mvc mRNA 按 华舜公 司总 

RNA抽提试剂盒操作步骤提取各实验组及对照组细胞总 

RNA，用紫外分光光度计根据260 nm的吸光值测定RNA纯 

度，并进行 RNA定量。 

每组取 0．5 g RNA作为模板逆转录成 cDNA，c—myc 

基因上游引物序列为 rITI1ccGGTAGTGGAAAAcCAG，下游引 

物序列为 cAGcAGcTcGAArITlTrcTcc，片断长度为 203 bp； 

内参 B—actin上游引物序列为 GAcTAccTcATGAAGGTc， 

下游引物序列为 GATccAcATcTGcTGGAA，片断长度为500 

bp，逆转录条件为42℃，10 min。随后进行 PcR扩增 ，c—myc 

基因反应条件为 94℃预变性 2 min，94℃变性 30 s，62℃退 

火 30 s，72℃延伸 1 min，共35个循环。B—actin内参反应条 

件为94℃预变性 2 min，94℃变性 3O s，50。C退火 30 s，72℃ 

延伸 1 min，共 35个循环。扩增产物经 1．5％琼脂糖凝胶电 

泳，凝胶成像系统保存图像，Quantity 0ne系统进行灰度分 

析。 

1_2．4 细胞周期分析 取对数生长期的 A549细胞，加入 10 

m0儿 、20 m0l／【J、40 mol／L、80 mo儿 的 cur作为实验 

组，同时设立阴性对照组继续培养，48 h后终止培养 ，PBs清 

洗 2次并配成单细胞悬液，再用预冷无水乙醇固定过夜。检 

测前离心去除乙醇，碘化丙啶染色 3Omjn，每组均取 5 o00个 

细胞，用流式细胞仪测定细胞周期中不同时相的细胞数，结果 

以各时相细胞百分比表示。 

1-3 统计学分析 

所有数据结果以 ±s表示，应用 sPss 12．0统计软件进 

行统计分析，采用 ￡检验和直线回归分析，以P≤0．05为差异 

有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 Cur抑制 A549细胞增殖的作用 

不同浓度 Cur(10、20、40、80 mol／L)作用 A549 

肺癌细胞 48 h后，细胞增殖抑制率由l4．7％上升至 

63．8％，并呈浓度效应关系(图 1)( 0．024 7)，表明 

cur能够抑制人肺腺癌细胞 A549的增殖，且该抑制 

作用呈浓度依赖性增加( 0．933 3)。 

2．2 cur对A549细胞核蛋白B—catenin表达的影 

响 

westem Blot结果显示，cur作用 A549细胞 48 

h后，实验组的核蛋白 B—catenin表达水平明显低 

于阴性对照组(P<0．05)(图 2，表 1)，表明Cur可以 

减少细胞核内 B—catenin蛋白的含量。 

2．3 Cur对 c—mvc基因表达的下调 

从 RT—PCR结果可见 (图 3，表 1)，Cur作用 

A549细胞后，各实验组 c—myc RNA较对照组均明 

显减少(P<O．05)，80 mol几浓度组减少最明显。不 

仅证实了cur能够抑制c—myc基因表达，同时从下 
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调 W n t 信号 通 路 靶 基 因 方 面 证 实 了 C u r 对 该 通 路

的阻断作用 。

2 ． 4 C u r 对 A 5 4 9 细 胞 周 期 的 影 响

流试 细胞 仪结果 分析 显 示 ( 表 1 ) ， C u r 作用 A 5 4 9

细胞 4 8 h 后 ， 处 于 G o ／G 。期 的细胞数 明显 多 于 未经 姜

黄 素处 理 的对 照 组 (P < 0 ． 0 5 ) ， 且 随 着 药 物 浓度 的增

加 ，G J G ，期细胞数逐渐增多 ， 其中 8 0 t- L m o l ／L 浓 度 G o／G 。

期细胞百 分 比最 多 ， 比 阴性 对 照 组 升高 了 2 0 ． 8 9 ％ 。 表

明 C u r 抑 制 A 5 4 9 细 胞 分 裂与增 殖 的作 用 机 制为 阻

止 细 胞 由 G ， 期进 入 S 期 。

3 讨 论

肺 癌 是 全 世 界 最 常见 的 肿 瘤 之 一

， 在 我 国 近 十

年来 肺 癌 的发 生 率 和 死 亡 率 均 呈 逐 年递 增 的 趋 势 。
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肺 癌 的生 物 学 特性 复杂 ， 恶 性 程 度 高 的特点 决定 了

8 0 ％ 的肺 癌患 者在确诊 时 已 属 于 晚期 而 失去手 术机

会 ， 而 常规化疗 、 放疗 又 因为 副作用 大 、 细胞 继 发耐

药 而 影 响疗 效 。 因此 ， 寻 找 能够有 效 治疗肺 癌 的新

方法 ， 并 且 同时减 少 治疗 副作用 就 成 为 临床研 究 中

的重 要 任 务 。

W n t ／13 一

c a t e n i n 信 号 通 路 是 与肿 瘤 的发 生 发 展

密切 相 关 的信号转 导 通 路 ， 目前 国外 已 经 在 包 括 肺

癌 等多种实体瘤 中均 检测 到 B — c a l e n i n 的高表 达 I。1
，

8 一 c a l e n i n 是 W n t 信号 通 路 中最 关 键 的通 道 传递 分

子 ， 它 是 一 种 可 以 存 在 于 细 胞 膜 、 细胞 质 和 细胞 核

内的多功能胞 质蛋 白 。 在 没 有 W n t 信号 刺激 的情况

下 ， 细 胞 质 内 的 13 一 c a t e n i n 和 G S K 一 3 13 、 A x i n 、 A P C

组 成 降解 复合物 ， 促使 13 一 c a t e n i n 很 快降解 ， 使胞 质

13 一 c a t e n i n 保持在较低水平口1
。 W n t 信号 通 路启动后 ，
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图 l 不 同浓 度 C u r 对 A 5 4 9 细 胞 的增 殖 抑 制 曲线
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川 4 8 h 后

图 2 C m 作 用 后 A 5 4 9 核 蛋 白 3 -
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用 4 8 h 后

图 3 C u r 作 用 后 A 5 4 9 细 胞 c
—

m y c 基 因 的表 达
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激活胞浆 内 B—catenin人核并与核 内转录因子 

TCF／LEF(又称 T细胞 ／淋巴细胞增强因子)结合l 4l， 

激活下游重要靶基因c—mve的表达。c—myc决定细 

胞从 G0，G 期进入 s期的开关，是较早出现的细胞 

恶化的分子标志，与肺癌启动、恶性增生密切相关同。 

正常情况下，c—myc基因不显示转录活性或低水平 

表达；只有受某些因子激活时，c—mvc基因才大量表 

达，产生转录因子调控其他基因转录，使细胞由静 

止期进入增殖期，促进癌细胞的增殖、侵润与转移 

l6-7J
。 

Cur的抗肿瘤作用早已得到共识，近年国外学 

者又通过实验证明，cur具有抑制肺癌的生长、侵润 

的药理学作用 ；cur联合化疗可以减少常规化疗药 

物的剂量，减轻毒副作用，在肺癌的非手术治疗中 

占有重要的地位 。但是关于 cur干预肺癌细胞生 

物学行为的具体机制国内外尚无文献报道。本实验 

首先应用 MTT方法证实了Cur具有抑制肺癌 A549 

细胞增殖的药理学特性，并且得出了Cur浓度和细 

胞增殖抑制率之间具有线性依赖关系。为进一步揭 

示 cur的抗肿瘤机制与wnt信号转导通路的联系， 

我们在裂解肺腺癌 A549细胞核后 ，分别采用 

western Bl0t方法和 RT—PCR方法分析核蛋白与核 

RNA的表达，试图比较 Cur作用前后细胞核内蛋白 

B—catenin以及 wnt信号转导通路下游基因 c—myc 

的表达变化情况。从实验结果来看，未经 cur作用 

的 A549细胞核蛋白 B—catenin及 c—myc RNA有 

较强的表达；经不同浓度 Cur作用 48 h后，细胞核 

内 B—catenin蛋白和 c—myc基因的表达均下降 

(JFk0．05)。提示 cur可能通过阻止细胞浆内的游离 

B—catenin蛋白进人细胞核，从而阻断wnt信号转 

导通路的方式，减少下游靶基因 c—myc的转录活 

性。应用流式细胞仪检测 cur对 A549细胞周期的 

影响发现 ，cur能够增加 G0／G．期 A549细胞 比例， 

且随着药物浓度的增加，C0／G 期细胞数量有逐渐增 

加的趋势，其机制可能为 c—mvc基因表达受到抑 

制，从而阻止了肺癌细胞由Gf／G 期进入 S期，同时 

进一步证实了 Cur抑制 A549细胞分裂、增殖的药 

理学效应。 

本实验证明了 cur降低人肺癌细胞 A549增殖 

的机制 ：Cur抑制细胞质内 B—catenin蛋白进入细 

胞核，减少核内 B—catenin蛋白的含量，进而阻断 

wnt信号转导通路，抑制下游靶基因c—mvc的转录 

活性，阻止 A549细胞 G0，G。期进人 S期，从而有效 

抑制了肺癌细胞的增殖。尽管本实验结果对 Cur如 

何抑制 B—catenin进入细胞核的具体分子学机制尚 

未完全阐明，但本实验为进一步探讨 cur的调控肺 

癌细胞信号转导通路的分子生物学机制提供了基 

础，而且为临床中Cur联合化疗治疗肺癌提供了理 

论依据。 
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