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姜黄素通过下调VEGF的表达 

抑制髓母细胞瘤Daoy细胞增殖的作用研究 

高敏娜 ，张 雄 ，康清梅 ，梁 洁 ，李 昱 ’ 

(1．重庆医科大学基础医学院病理教研室，重庆 400016；2．重庆医科大学神经科学研究中心，重庆 400016) 

【摘 要】目的：血管的新生与髓母细胞瘤的生长、侵袭和转移密切相关，本实验旨在观察姜黄素对髓母细胞瘤 Daoy细胞的生 

长及其血管生长因子的影响，并探讨可能的机制。方法：体外培养髓母细胞瘤Daoy细胞，然后经不同浓度(5、10、20、40~mol／L) 

的姜黄素作用不同时间(24、48、72 h)后，通过MTr法检测姜黄素对Daoy细胞生长增殖的影响；ELISA法检测上清液中血管内 

皮生长因子 (vascular endothelial growth factor，VEGF)的生成水平 ，Western blot检测 Daoy细胞中 Wnt／13一catenin通路中重要分 

子 B—catenin以及 VEGF蛋白水平的表达。结果：MTF结果示空白对照组、DMSO组、5~moUL组、10 p~moUL组、20 p~moUL组和 

40~mol／L组作用24 h后，细胞的抑制率分别为(4．2±0．3)％、(4．3±0．5)％、(6．1．4-o．3)％、(6．9±O．7)％、(30．5±1．7)％和(40．9± 

2．4)％，差异具有统计学意义(F浓度=151．997，P=0．000)；当20、40~moYL的姜黄素作用48 h和72 h后，Daoy细胞的增殖抑制率 

分别为(41．3±2．O)％、(51．2±2．9)％、(48．4±1．6)％和(60．9±3．2)％，相较于作用24 h，差异也具有统计学意义(F时目=281．531， 

P=0．000；F浓度埘间=269．728，P=-0．000)。ELISA结果显示：空白对照组、DMSO对照组、5 I~mol／L组、10~mol／L组、20~mol／L组、40 

Ixmol／L组细胞上清液中 VEGF的含量分别为(237．5 4-2．5)、(248．4±3．0)、(235．6±7．1)、(230．8士3．8)、(198．24-9．9)、(150．5± 

3．6)pg／mL，差异具有统计学意义(F浓度=3O．921，P=0．000)。当20 I~mol／L和40 I~mol／L的姜黄素作用48 h和72 h后，Daoy细胞 

上清液 中生成的 VEGF含量分别为(170．3 4-2．7)、(124．6±3．1)、(140．1±13．9)和(111．5 4-11．6)p#mL，与作用 24 h比较 ，差异 

也具有统计学意义(F时间=69．234，P=-0．000；F浓度埘~7=185．173，P=0．000)。Western blot结果显示 ，空白对照组、DMSO组、5 I~mol／L 

组、10 I~mol／L组、20 I~mol／L组和40 Ixmol／L组 Daoy细胞内 B—catenin蛋白水平表达相对吸光度(absorbance，A)值分别为 

(0．654-4-0．021)、(0．873 4-0．034)、(O．869±0．018)、(0．857±0．024)、(0．472±0．035)和 (0．351±0．019)(F浓 时间=27．813，P= 

0．000)；VEGF蛋白水平的相对A值为(0．781±0．027)、(0．801±0．025)、(O．792±0．034)、(0．750±0．024)、(0．324±0．015) 

和(0．201±0．012)(F =74．826，P=-0．ooo)。结果还显示 ，当姜黄素浓度为 20 p~mol／L时，随着药物作用时间的延长，Daoy细胞内 

p—catenin和 VEGF蛋白表达的相对 A值明显降低，差异具有统计学意义，呈时间依赖性(F=19．156，P=0．001；F=100．282，P_ 

0．000)。结论：姜黄素可通过下调 Wnt／13一catenin通路及下游靶基因VEGF的表达进而抑制 Daoy细胞增殖，这或将为姜黄素 

治疗髓母细胞瘤提供新的理论依据 
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【Abstract]Objective：To observe the effects of curcumin on the growth and vascular growth factors in Daoy cells，and to explore the 
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potential mechanisms．Methods：Human medulloblastoma Daoy 

cells were cultured in vitro，and treated with different concen— 

trations of cumumin(5，10，20 and 40 I．Lmol／L)for difierent 

times(24，48，72 h)．MTr assay was used for detecting the effects 

of curcumin on the proliferation of Daoy cells．ELISA was applied 

to detect the changes of VEGF levels in the supernatant，and 

Western blot was used for determining the expression of B— 

catenin of Wnt／13-catenin pathway and vascular endothelial 

growth factor(VEGF)at protein levels．Results：MTr results 
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showed that curcumin significantly inhibited the proliferation of Daoy cells，and they were in a concentration- and time-dependent 

manner．ELISA results demonstrated that curcumin could decrease the generation of VEGF and Western blot indicated that curcumin 

not only reduced the expression of VEGF，but also reduced the expression of p—catenin，they were also in a concentration—and time— 

dependent manner．Conclusmn：Curcumin could inhibit the proliferation of mdulloblastoma Daoy cell，the mechanisms may be related 

to the inhibitory action of curcumin on Wnt／13-catenin pathway and its downstream VEGF，which will provide a novel theoretical basis 

for curcumin treating with medulloblastoma． 

【Key words]curcumin；medulloblastom；Wnt／~一catenin；vascular endothelial growth factor 

髓母细胞瘤(medulloblastoma，MB)是／bJL脑部 

最常见的恶性肿瘤之一 ，具有极强的浸润性、转移 

性，治愈率低、预后差等特点。尽管，随着神经外科 

手术技巧及放化疗技术的不断进步。MB的致残率 

和死亡率都有明显下降，但仍有很大一部分患者死 

于肿瘤的复发和转移，因此。寻找新的治疗手段成 

为研究的热点。 

目前。血管生成抑制剂的研究逐渐成为肿瘤研 

究的热点和肿瘤治疗的新策略，它与传统化疗、放疗 

的联合使用。将成为肿瘤综合治疗的一个重要组成 

部分。血管内皮生长因子 vascular endothelial growth 

factors，VEGF)是一种广泛存在的内皮细胞特异性 

因子，也是目前已知的体内最强的一种血管生长因 

子。在肿瘤的生长过程中，VEGF及其受体产生异常 

增多，导致结构和功能异常的新生血管形成的加 

快，参与肿瘤的生长、浸润、转移和复发等过程密切 

相关[ 。 

B一链蛋白(13-catenin)广泛存在于各类细胞中， 

如内皮细胞、成纤维细胞、成骨细胞等，主要位于细 

胞膜上，在细胞质中有少量存在。作为一种多功能 

蛋白质，参与细胞的增殖、分化和凋亡等过程。研究 

发现 p—catenin和 VEGF家族成员关系密切 ，它可 

明显上调 VEGFR一2的表达．促进人脐静脉内皮细 

胞(human umbilical vein epithelial cells。HUVEC)管 

状和网状结构的形成，从而促进血管生成[31。本课题 

组前期研究结果也证实了在 MB中高表达 B—catenin 

和 VEGF家族多种成员，且它们呈正相关[41。因此， 

寻找以VEGF为靶点，且无明显毒副作用的治疗药 

物将对MB的临床治疗提供新的方法。并具有现实 

意义。 

姜黄素(curcumin)是姜科草本植物姜黄根茎的 

主要成分。大量研究已经证实了姜黄素对多种上皮 

来源的恶性肿瘤，如乳腺癌阁、肺癌f6j、结肠癌川等，均 

有强烈的杀伤作用。研究发现，姜黄素对多种上皮 

来源的恶性肿瘤具有抑制 VEGF的表达进而抗肿 

瘤血管生成的功能 ，但对 MB是否也有抗血管生 

成的作用及其机制的研究却未见报道。因此 ，本实 

验以人 MB细胞 Daoy为研究对象，观察姜黄素对 

Daoy细胞增殖的影响，并检测姜黄素对细胞 VEGF 

生成水平的影响，并探讨其可能的机制，为阐明姜 

黄素抗 MB提供更加充分的理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

人髓母细胞瘤Daoy细胞由第三军医大学卞修武教授惠 

赠。MEM培养基 、胎牛血清、0．1％胰蛋白酶消化液、青霉素／ 

链霉素均购置美国Hyclone公司；二甲基亚砜(DMSO)、姜黄 

素购置美国 Sigma公司；MTT、蛋白提取试剂盒、浓度检测试 

剂盒、SDS—PAGE胶配置试剂盒等均购自碧云天生物技术研 

究所 ；兔抗人多克隆抗体 p—catenin、VEGF、内参兔抗 p— 

actin、HP标记的山羊抗兔二抗和 ELISA试剂盒购 自博鳌森 

生物技术有限公司：PVDF膜和 ECL发光试剂盒购 自Bio—rad 

公司。 

1．2 姜黄素溶液的配置 

称取 10 mg姜黄素，以 10 mL DMSO溶解 ，待完全溶解 

后过滤并置一20℃保存。 

1．3 细胞培养 

人髓母细胞瘤 Daoy细胞贴壁生长于含 10％胎牛血清、 

5％的青霉素／链霉素的MEM培养液中，置37 oC、5％CO 饱和 

湿度的培养箱中培养。 

1．4 MTF 

将对数生长期的Daoy细胞消化离心后 ，加人 2 mL培养 

液充分 吹打混匀 ，按每孔 104个 细胞接种 于 96孔板 ，置 

37 oC、5％CO：培养箱中培养，待细胞贴壁24 h后，加入5、10、 

20、40 Ixmol／L不同浓度的姜黄素(5 Ixmol／L组、10 Ixmol／L 

组、20 Ixmol／L组和 40 Ixmol／L组 )，分别作用 24、48、72 h，并 

设空白对照组和 DMSO组 (DMSO浓度为 0．1％)，每组设 6 

个复孔。于不 同作用时间点 ，加入 20 浓度为 5 g／L的 

MTr，培养4 h；弃培养液，加入DMSO，150 坍L，振荡 10 min， 

上酶标仪检测490 nm处吸光度(absorbance，A)值，并按下式 
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计算细胞增殖抑制率(％)。试验重复 4次。 

细胞增殖抑制率(％)=(1一试验组 A伽 ／空 白对照组 

A r~)XlO0％ 

1．5 ELISA检 测 

将 Daoy细胞按照 105个／孔接种于 24孔板，待完全贴 

壁后换用含不同浓度姜黄素的 MEM培养液继续作用 24 h． 

并设空白对照组和 DMSO组(DMSO浓度为 0．1％)。收集不 

同组别的细胞，使用人 VEGF的ELISA试剂盒测定 VEGF的 

浓度 ，操作按照试剂盒说明进行 ：每孔添加 100 wL样品和标 

准品，37℃反应 90 min，然后添加 100 生物素标记抗体， 

37℃反应 60 min；0．01 mol／L TBS洗涤 3次：每孔添加 100 txL 

ABC，37 oC反应30 min；0．01 mol／L TBS洗涤5次；TMB 37 oC 

避光反应 30 min以内；an人 TMB终止液，读取 A570 值。每 

个实验孔设 3个复孔 ，实验重复 3次。 

1．6 Western blot 

收集各组Daoy细胞，根据细胞计数总量加入0．5—1．0 mL 

蛋白裂解液，充分裂解后于 4 oC。13 000 r／rain离心 15 min 

后，用Bradford法测定每组蛋白样品浓度并分装保存。配置 

8％～10％的 Page胶 ，上样 50 g后电泳，电转至 PVDF膜上 ， 

用 5％脱脂奶粉室温封闭 2 h，然后与 1：200的兔抗人的 13一 

catenin、VEGF和 13一actin抗体4 oC孵育过夜：充分洗涤后加入 

1：5 000的 HP标 记的羊抗兔二抗 ，室 温孵 育 2 h．最后 

用ECL发光试剂盒行曝光显影 。经 Bio—rad Chemical Dox 

XRS凝胶成像系统进行条带的分析。各目的蛋白与 -actin 

条带的灰度值的比值为各蛋白的相对表达量。重复试验 

3次。 

1．7 统计学分析 

应用 SPSS 18．0软件进行统计学分析，所有实验计量资 

料均采用均数±标准差( ±s)表示。多组间数据比较采用单 

因素方差分析；含时间因素的多组比较采用重复测量方差分 

析，检验水准 a=0．05。 

2 结 果 

2．1 姜黄素抑制人髓母细胞瘤细胞 Daoy的增殖 

M，rr结果显示 ，空白对照组 、DMSO组、5 I~mol／L组 、10 

~mol／L组、20 p~mol／L组和 40"lxmol／L组作用 24 h后．细胞的 

抑制率分别为(4．2±0．3)％、(4．3±0．5)％、(6．1±0．3)％、(6．9± 

0．7)％、(30．5±1．7)％和(40．9±2．4)％，随着姜黄素浓度的增 

加 ，对 Daoy细胞 的增殖有明显 的抑制作用 ，呈浓度依赖性 

(Fm~=151．997，P诳 =0．000)。另当 20、40 p．mol／L的姜黄素作 

用48 h和 72 h后 ，Daoy细胞的增殖抑制率分别为(41．3± 

2．0)％、(51．2±2．9)％、(48．4 4-1．6)％和(60．9．4-3．2)％，相较 

于作用 24 h，差异也具有统计学意义( =281．531，P时 = 

o．ooo)，呈时间依赖性(图 1，表 1)，也就是说不同浓度的姜 

黄素作用不同时间后对 Daoy细胞的增殖都有明显的抑制作 

用，呈浓度一时间依赖性( 互=269．728，P交互=0．000)。 

褂 
磊 

嚣 

,~l,m24 h 

_·●●-48 h 

—■_72 h 

空 白对 照组 DMSO 5~molIL 10 I~mol／L 20~mol／L 40 o,mol／L 

a：与空白对照组比较 ，P<0．O1．b：与作用 24 h比较，P<0．0l 

图 1 不同浓度的姜黄素作用Daoy细胞不同时间后对细胞增殖 

抑制率的影响 

Fig．1 Effects of inhibitory rates on Daoy cells after treatment 

with curcumin at different concentrations for different time points 

表 1 不同浓度的姜黄素作用 Daoy细胞不同时间后 

对细胞增殖抑制率(％) 

Tab．1 Effects of inhibitory rates on Daoy cells after treatment 

with curcumin at different concentrations 

for different time points(％) 

注：a，与空白对照组比较，P<0．01；b：与作用24h比较，P<O．01 

2．2 姜黄素抑制人髓母细胞瘤细胞 Daoy上清液中VEGF的 

含 量 

如图 2所示：空白对照组、DMSO对照组 、5 I~mol／L组 、 

10 Ixmol／L组 、20 Ixmol／L组 、40 p,mol／L组细胞 上 清液 中 

VEGF的含量分别为(237．5±2．5)、(248．4±3．0)、(235．6 4- 

7．1)、(230．8 4-3．8)、(198．2 4-9．9)、(150．5 4-3．6)pg／mL，随着 

姜黄素浓度的增加．对Daoy细胞上清液中VEGF的含量有 

显著的抑制作用，呈浓度一依赖性( =30．921，P浓度=0．000)。 

当姜黄素浓度变为20 I．~mol／L和40 Ixmol／L作用48 h和72 h 

后，Daoy细胞上清液中生成的VEGF含量分别为(170．3±2．7)、 

(124．6±3．1)、(140．1±13．9)、(111．5±11．6)p咖 L，与作用24 h 

比较 ，差异也具有统计学意义( =69．234，P =0．000)， 

呈时间依赖性。也就是说，姜黄素对Daoy细胞上清液中 

VEGF的含量的抑制作用呈浓度一时间依赖性( E=185．173， 

=0．ooo)，见表 2。 
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a：与空白对照组比较，P<0．01；b：与作用 24h比较，P<0．01 

图 2 不同浓度的姜黄素作用 Daoy细胞不同时间后对细胞内 

VEGF产生的影响 

Fig．2 Effects of curcumin on the generation of VEGF in Dao 

cells at different concentrations for different time points 

表 2 不同浓度的姜黄素作用 Daoy细胞不同时间后 

对 VEGF生产的影响 (pg／mL) 

Tab．2 Effects of curcumin on the generation of VEGF in Daoy 

cells at different concentrations for different time points(pg／mL) 

注：a，与空白对照组比较，P<0．O1．b：与作用 24 h比较，P<0．01 

2．3 姜黄素抑制人髓母细胞瘤 Daoy细胞 中 13一catenin和 

VEGF蛋白的表达 

Western blot结果显示，空白对照组、DMSO组 、5 t~mol／L 

组 、10 txmol／L组、20 I~mol／L组和 40 I．~mol／L组 Daoy细胞内 

B—catenin蛋白水平表达相对 A值分别为 0．654±O．021、 

O．873±0．034、0．869±0．018、0．857±0．024、0．472±0．035和 

0．351±0．019，差异具有统计学意义(Fw~t=27．813，尸l浪度---0．000)； 

VEGF蛋白水平的相对 A值为0．781±0．027、0：801±0．025、 

0．792±0．034、0．750±0．024、0．324±0．015和 0．201±0．012， 

差异也具有统计学意义( 度=7~826，P浓度=0．000)(图 3，表3)， 

呈浓度依赖性。结果还显示，当姜黄素浓度为20~mo1]L时， 

随着药物作用时间的延长 ，Daoy细胞内 B—catenin和 VEGF 

蛋白表达的相对 A值明显降低，差异具有统计学意义，呈时 

间依赖性(F~=19．156，P时 =0．001； =100．282，P时 =0．000) 

(图4，表 4)。 ‘ 

空白对照组 DMSO 5 10 20 40I~mol／L 

13-catenin 

VEGF 

13一actin 

A．不同浓度姜黄素作用 24 h后对细胞内 

B—catenin和 VEGF蛋白表达水平的影响 

1．O 

0．8 

咖 0．6 

{11葚 0．4 

O．2 

0 

耷自对照组DMSO 5 I~mol／L 10 p．mol／L20 izmol／L 40 p,mol／L 

a：与空白对照组或 DMSO组比较，P<O．01 

B．不同浓度姜黄素作用 24 h后对细胞内 

~-catenin和 VEGF蛋白表达水平的比较 

图 3 不同浓度姜黄素对 Daoy细胞内B—catenin和 

VEGF蛋白表达水平的影响 

Fig．3 Effects of different concentration of curcumin on the 

expression of~-catenin and VEGF at profein levels in Daoy cells 

13-catenin 

VEGF 

13-actin 

0 24 48 72 h 
| 珏  

船 · 《 

A．20 I~mol／L的姜黄素作用不同时间后对 Daoy 

细胞内 3-catenin和VEGF蛋白表达水平的影响 

O．6 

0．4 

0_2 

O 

0h 24h 48 h 72h 

a ：与作用 0h比较，P<0．05 

B．20 I~mol／L的姜黄素作用不同时间后对 Daoy细胞 

内B—catenin和 VEGF蛋白表达水平影响的比较 

图 4 姜黄素作用不同时间后对 Daoy细胞内13-catenin 

和VEGF蛋白表达水平的影响 

Fig．4 Effe~s of curcumin on the expression of~-catenin and 

VEGF at protein levels in Daoy cells at different time points 
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表3 不同浓度的姜黄素作用 24 h后对 Daoy内[~catenin和 

VEGF蛋白表达的影响 

Tab．3 Effects of curcumin on the expression of(3-catenin and 

VEGF in Daoy cells at different concentrations for 24 h 

注：a，与空白对照组比较，P<0．O1 

表 4 20 pmol／L的Curcumin作用不同时间后对 Daoy内 

~-catenin和 VEGF蛋白表达的影响 

Tab．4 Effects of 20 pmol／L cumumin at on the expression of 

~-catenin and VEGF in Daoy cells for different time points 

注：a，与作用 0h组比较，P<0．01 

3 讨 论 

众所周知，丰富的血供是恶性肿瘤赖以生存、 

侵袭、转移的重要条件。新生的毛细血管不仅对原 

发肿瘤细胞本身的增殖和生长必不可少，而且也是 

肿瘤侵袭转移的必要条件。多数研究表明，肿瘤血 

管生成参数可作为判断肿瘤患者预后的较好的指 

标㈣．因此，血管生成抑制剂的研究成为肿瘤治疗的 

研究方向和热点。一方面，血管生成抑制剂可提高 

传统化疗、放疗的疗效；另一方面，传统治疗之后处 

于肿瘤消退期的患者应用血管生成抑制剂有可能 

使微小转移处于静息状态，从而控制肿瘤的转移和 

复发。 

肿瘤细胞和宿主的内皮细胞、上皮细胞、间皮 

细胞及白细胞均可分泌释放多种活性因子，如 

VEGF、血小板衍生生长因子、碱性成纤维细胞生长 

因子、转化生长因子、表皮生长因子等，诱导肿瘤血 

管生成。其中，VEGF是研究最多、最深入的，作用最 

强、最直接的血管生成因子。因此，寻找以VEGF为 

靶点，且无明显毒副作用的治疗药物将对MB的临 

床治疗提供新的方法，并具有现实意义。 

中药的抗肿瘤活性已经被人们越来越多地认 

识并认可。本文中研究的姜黄素是姜科草本植物姜 

黄根茎的主要成分，是一类多酚类的植物化合物。 

大量研究已经明确证明了姜黄素具有抗肿瘤活性． 

且无毒副作用，是一种比较理想的抗肿瘤药物，甚 

至在某些肿瘤的治疗上已经进入了Ⅲ、Ⅳ期临床应 

用【”～21。体内外研究都已经证实，姜黄素对髓母细胞 

瘤细胞或瘤体有抑制作用，但其机制不完全清楚， 

主要包括：( 导瘤细胞的凋亡[ 3】：②抑制一些重要 

信号通路的转导，如 Wnt／L3一catenin通路[141、Hedge— 

hog通路【坷、NF—rB通路【 回等。而Wolff等 用包括姜 

黄素在内的多种药物治疗髓母细胞瘤患者，并检测 

了VEGF等多种指标的含量，发现VEGF含量降低； 

但他们并没有单独将姜黄素和 ~EGF作为研究的 

重点，而姜黄素为什么抑制 VEGF的机制也未阐 

述。而本研究 MTT结果显示，姜黄素对人髓母细胞瘤 

Daoy细胞具有明显的抑制增殖的作用 ，增殖的抑 

制率随着姜黄素浓度的增加和作用时间的延长而 

逐渐升高，具有统计学意义。本课题组前期研究发 

现．VEGF—A、VEGF—C及其受体 VEGFR一2在髓母 

细胞瘤组织中表达异常，明显高于正常的脑组织[4】。 

本研究中，ELISA结果显示：未经姜黄素处理前 ，上 

清液中由Daoy细胞分泌的VEGF含量是较多的； 

而姜黄素处理后，上清液中VEGF的含量和细胞中 

VEGF的蛋白表达水平也随着姜黄素浓度的增加和 

作用时间的延长而明显降低，这说明姜黄素对髓母 

细胞瘤中的VEGF具有显著的抑制作用，但具体的 

机制需要探索。 

髓母细胞瘤的发病机制不清，但涉及多因素和 

多通道的障碍，如 SHH信号通路n 1和 Wnt／beta- 

catenin信号通路【 91。Wnt／[3一catenin信号通路参与调 

控胚胎正常发育和细胞增殖与分化等重要生理过 

程。其中，B—catenin处于中心地位，其在细胞内的数 

量和状态对该通路有决定性影响。现已证实该通路 

的过度激活与多种人类肿瘤的发生有密切的联系， 

尤其是上皮来源的恶性肿瘤，如大肠癌[2o1、乳腺癌[211 

等。研究发现，VEGF是 B—catenin信号通路的靶基 

因．激活Wnt／13一catenin通路可明显上调 VEGF[Z2-231。 



重庆医科大学学报 2017年第 42卷第9期 (Journal of Chongqing Medical University 2017．Vo1．42 No．9) 

在前期的研究中发现，Wnt／~一catenin信号通路中的 

关键分子 GSK一3p、p—catenin和下游靶基因PPAR- 

gamma的在髓母细胞瘤中表达异常 ；且VEGF- 

A、VEGF—C及其受体 VEGFR一2在髓母细胞瘤中也 

表达异常，与 B—catenin呈正相关嗍。在本实验中发 

现，未经姜黄素处理的Daoy细胞内p—catenin含量 

是较多的；而姜黄素作用后，能够抑制 Daoy细胞内 

B—catenin蛋白水平的表达，呈浓度一时间依赖性。 

因此。结合先前研究结果，本实验表明姜黄素 

可通过阻断 Wnt／13一catenin信号通路，从而抑制 

VEGF的生成和表达，进而抑制髓母细胞瘤细胞的 

增殖．但还需要体内实验来进一步证实。 
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