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姜黄素对人骨肉瘤
XM<,%

细胞生长抑制及对

X+PR

基因调控作用的探讨"

夏晓燕"

!吴
!

亚#

#

!吴
!

健%

"江苏省盐城市第一人民医院#

"&

血液科实验室$

#&

骨科$

%&

检验科
!

##!''"

%

!!

摘
!

要"目的
!

研究姜黄素对人成骨肉瘤细胞
XM<,%

的生长抑制作用!并检测对骨肉瘤细胞中
X+PR

基因表达的调控作

用!初步明确姜黄素对骨肉瘤细胞的作用机制&方法
!

以人骨肉瘤细胞株
XM<,%

为研究对象!采用不同剂量姜黄素处理&

X==

法检测
$
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姜黄素作用
#!

'
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对细胞的毒性作用$
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小室侵袭试验法检测
$

'
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(
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姜黄素对细胞的侵袭能力!黏附试验法检测对细胞的黏附能力$

>̂:B>G;K21B

法检测
$

'
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'
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(
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(

3

姜黄素作用后

X+PR

蛋白表达水平的影响!

S=<P*S

法检测对细胞中
X+PR

基因
0SQ+

转录水平的影响&结果
!

姜黄素"浓度
%

"$

(

012

(

3

!

作用时间
%

#!C

%对骨肉瘤细胞的生长抑制呈时间和剂量依赖性!浓度
'

"$

(

012

(

3

!作用时间为
#!C

时!对骨肉瘤细胞无明显毒

性作用$细胞侵袭能力和黏附能力随着姜黄素浓度的增加而逐渐降低!以
"$

(

012

(

3

姜黄素浓度处理效果最明显"

!

$

'&'$

%$姜

黄素可明显抑制
X+PR

基因
0SQ+

转录水平!其抑制作用与剂量呈高度依赖性"

!

$

'&'$

%&结论
!

姜黄素可以通过调控

X+PR

基因表达降低人骨肉瘤细胞株
XM<,%

的侵袭性&

关键词"姜黄素$

!

骨肉瘤$

!

X+PR

基因$

!

侵袭

!"#

!
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文献标识码"
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骨肉瘤是骨组织最常见的原发性肿瘤#多发于青少年并且

恶性程度高'

"<#

(

)目前治疗骨肉瘤的方法主要是新辅助化疗和

手术#其
$

年生存率仍然维持在
,'7

&

6'7

#无明显提高)这

主要是对骨肉瘤发病机制尚不清楚所致)近年来#随着分子生

物学与遗传学的研究#为骨肉瘤发病机制的研究提供了帮助)

丝裂原激活的蛋白激酶是重要的信号级联分子之一#也是

多种信号通路的中心#在许多细胞增殖相关信号通路中起着关

键的作用'

%<!

(

)在未受到特异性细胞刺激时#

X+PR

处于静止

状态)当受到生长因子等相关因素刺激后#

X+PR

接收
XRR

和
XRRR

的活化信号而被激活#表现为逐级磷酸化#进而转

入细胞核内活化一些原癌基因#从而促进细胞增殖#阻碍细胞

凋亡'

$<,

(

)所以目前定义为
"

种癌基因'

6

(

)同时#

X+PR

也在

肿瘤微环境中高表达#所以#抑制肿瘤细胞及其微环境细胞

X+PR

表达被认为是肿瘤治疗的
"

个靶点)

姜黄素是
"

种天然植物多酚类色素#从姜科植物姜黄中提

取#也存在其他姜科植物中#广泛存在于我国传统中药姜黄的

根茎中)已有研究证实#姜黄素是安全有效的
X+PR

的
"

种

抑制剂#如在
=

细胞白血病中'

-<.

(

)姜黄素通过抑制
X+PR
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上游
W+R

激酶的活性#从而阻止了
X+PR

的组成性磷酸化#

在骨肉瘤中#姜黄素是否能通过抑制
X+PR

信号通路从而阻

止肿瘤的侵袭转移#至今尚未见明确报道)本试验通过对不同

浓度姜黄素对人成骨肉瘤细胞
XM<,%

细胞
X+PR

表达的影

响#进一步探讨影响骨肉瘤侵袭转移的机制#为姜黄素应用于

临床治疗骨肉瘤提供理论依据)

B

!

材料与方法

B&B

!

仪器及试剂
!

人成骨肉瘤细胞
XM<,%

由中国科学院上

海细胞生物研究所提供#姜黄素购自中国药品生物制品检定

所#

X==

购自美国
N9

F

0@

公司#

SPXV",!'

培养基购自美国

MVO*I

公司#

=G@;:J>22

小室购自
X9229

/

G1>

公司#

P*S

引物及

ON+

稀释液由上海生工合成#

S>?>G=G@+H><

,

<S=<P*SU9B

购

自
=IbIOI

公司#蛋白干粉购自中国博士德公司)

B&C

!

方法

B&C&B

!

细胞培养
!

XM<,%

细胞生长在
"'7

胎牛血清$

[ON

&

的
SPXV",!'

培养基#

%6]

*

$7*I

#

环境放置细胞培养箱#当

细胞生长至
-'7

融合时#用
'&#$7

胰消化酶传代)

B&C&C

!

X==

法检测姜黄素处理细胞杀伤力
!

将对数生长期

细胞#分别加入
!k"'

% 个细胞在
.,

孔板每孔中#按照王晓飞

等'

"'

(试验方法分组及操作程序后#在
!.';0

波长处酶标仪测

定光密度
4

值#按以下公式计算细胞生存率$

7

&#并进行重复

试验
#

次)细胞生存率$

7

&

5

$试验组
4

!.'

\

空白对照组

4

!.'

&"试验对照组
4

!.'

k"''7

)

B&C&D

!

=G@;:J>22

小室侵袭试验法检测姜黄素对细胞侵袭能

力
!

将对数生长期细胞按以下分组!阴性对照组$

'&"7TX<

NI

&%姜黄素
$

(

012

"

3

处理组%姜黄素
"'

*

"$

(

012

"

3

处理组%

姜黄素
"$

(

012

"

3

处理组)参考王晓飞等'

"'

(方法进行
=G@;<

:J>22

小室侵袭试验步骤进行)

B&C&H

!

黏附试验法检测姜黄素对细胞的黏附能力
!

按以上试

验分组对细胞进行预处理#配制纤维连接蛋白溶液终浓度为

"'

(

F

"

03

#包被
.,

孔细胞#每孔
$'

(

3

加入培养板#密封#

!]

"#C

%

PON

连续洗涤
$

次#加入
SPXV",!'

培养基#

$'

(

3

"孔#

%6]

封闭
#C

%再用
'&#$7

胰酶消化细胞#细胞浓度调至为
#k

"'

! 个"孔#再孵育
"&$C

%

PON

连续洗涤
$

次#加入
#0

F

"

03

X==

#

$'

(

3

"孔#孵育
%C

%弃去
X==

#每孔加入
TXNI"$'

(

3

#振荡
"$09;

#酶标仪
!.';0

测定
4

值#按以下公式计算黏

附细胞量!黏附细胞量
5

试验组
4

!.'

\

阴性对照组
4

!.'

)

B&C&I

!

>̂:B>G;K21B

法检测姜黄素对骨肉瘤细胞
X+PR

和

P<X+PR

蛋白表达
!

将
XM<,%

细胞按
"k"'

! 个"
H0

# 接种到

培养瓶中#贴壁后按以下
!

组加入相应的药物!阴性对照组

$

'&"7TXNI

&#姜黄素$

$

*

"'

*

"$

(

012

"

3

&处理组)培养
#!C

后再提取细胞蛋白#

"'7NTN<P+M)

分离后#转移至
PYT[

膜

上#

$7

脱脂牛奶室温封闭
"C

#封闭后用
=ON=

洗
$

次#每次
$

09;

#敷一抗
!]"#C

后#

=ON=

洗
$

次#每次
"'09;

#敷二抗#

室温摇床振荡
"C

#

=ON=

洗
$

次#每次
"'09;

)

)*3

成像系统

成像#拍照)

B&C&J

!

S=<P*S

法检测姜黄素对细胞中
X+PR

基因
0SQ+

转录水平的影响
!

将
XM<,%

细胞按
#k"'

$ 个"
H0

# 接种至
,

孔板中#贴壁后再按
"&#&$

项
!

组给药)培养
#!C

后#提取细

胞总
SQ+

进行测定#用
S>?>G=G@+H><

,

<S=<P*SU9B

将其逆转

录成
HTQ+

#总体系为
#'

(

3

#

..]

进行
$09;

#

!]

进行
$09;

#

将
HTQ+

引物在
\#']

保存)引物$序列见表
"

&购自上海生

工生物工程股份有限公司)

+

<@HB91;

基因作为内参物)反应条

件如下!

.! ]

预变性
% 09;

#

.! ]

再变性
%':

#退火
%':

$

X+PR$$]

&#

6#]

延伸
#09;

#循环进行
#,

次%

6#]

环境延

伸
"'09;

#琼脂糖电泳鉴定扩增产物#成像系统进行图像数据

分析)

表
"

!!

S=<P*S

引物序列

引物 引物顺序 引物序列$

$f

&

%f

&

片段大小

$

K

/

&

X+PR [1GJ@GE **==**=M*MM==*+M= %!!

S>?>G:> M*=M*+MM=*M==MM=M*=+*

+

<@HB91; [1GJ@GE +=*M=M*M=M+*+==++MM+M++M #%"

S>?>G:> +MM++MM++MM*=MM++M=*

B&D

!

统计学处理
!

采用
NPNN"%&'

统计软件处理#以
L_G

表

示数据#独立样本
=

检验用于各试验组组间均数分析#单因素

方差分析多组数据#

!

$

'&'$

为差异有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C&B

!

姜黄素对细胞杀伤力
!

姜黄素浓度
"$

(

012

"

3

#时间
#!

C

为作用临界点#当姜黄素浓度
%

"$

(

012

"

3

#作用时间
%

#!

C

#细胞生长抑制和时间*剂量呈依赖性#差异有统计学意义

$

!

$

'&''"

&%当姜黄素浓度
'

"$

(

012

"

3

#时间
'

#!C

时#姜黄

素对细胞毒性作用差异无统计学意义$

!

%

'&'$

&#细胞存活率

大于
-$7

)见表
#

)以姜黄素浓度
'

"$

(

012

"

3

#作用时间

为
'

#!C

时为侵袭和黏附试验的条件)

表
#

!!

各组浓度梯度姜黄素对
XM<,%

细胞作用后的

!!!

抑制率#

7

%

L_G

%

&5%

$

浓度

$

(
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#!C !-C 6#C
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6#&.6_'&$!

"-

6!&.._"&""

#-.
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"
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注!与
$

*
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*

"$
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3

比较#

"

!

$

'&'$

%与
$

*

"'

(

012

"

3

比

较#

#

!

$

'&'$

%与
$

*

"'

*

#'

*

#$

(

012

"

3

比较#

/

!

$

'&'$

%与
$

*

"$

*

#'

*

#$

(

012

"

3

相比#

)

!

$

'&'$

%与
#!C

相比#

-

!

$

'&'$

%与
!-C

相比#

.

!

$

'&'$

)

C&C

!

姜黄素对细胞侵袭能力结果
!

对照组及
$

*

"'

*

"$

(

012

"

3

姜黄素处理组细胞穿膜细胞数分别是$

!!$&%%_

%$&"6

&*$

%""&"%_%6&,,

&*$

".'&"$_",&",

&和$

"#$&!%_

6&.-

&"视野)与对照组相比#穿膜细胞数随着姜黄素药物浓度

的增加而逐渐减少#以
"$

(

012

"

3

组试验效果最明显#试验各

组之间差异均有统计学意义$

R5-!&6,

#

!

$

'&'$

&#见图
"

)

C&D

!

姜黄素对细胞黏附能力结果
!

对照组及
$

*

"'

*

"$

(

012

"

3

姜黄素处理组的细胞黏附量分别是$

"&!#$_'&'!.

&*

$

'&-$,_'&'"#

&*$

'&!.-_'&'#.

&和$

'&%"%_'&'",

&)与对照

组相比#细胞黏附能力随着姜黄素药物浓度的增加而呈现逐渐

+

$--#

+
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年
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月第
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卷第
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期
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下降的趋势#
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处理组作用效果最明显#各试验组之

间差异有统计学意义$

R5%,-&6#

#

!

$

'&'"

&)

!!

注!

+

表示阴性对照组%

O

表示
$

(

012

"

3

姜黄素处理组%

*

表示
"'

(

012

"

3

姜黄素处理组%

T

表示
"$

(

012

"

3

姜黄素处理组)

图
"

!!

姜黄素对
XM<,%

细胞体外侵袭能力的影响#

k"''

$

C&H

!

X+PR

和
P<X+PR

蛋白表达水平
!

P<X+PR

表达随着

姜黄素浓度的增加#抑制作用逐渐增强#且与剂量呈高度相关

性#其中
"$

(

012

"

3

组效果最明显#各试验组之间差异有统计

学意义$

R5"'.&$#

#

!

$

'&'$

&)而总
X+PR

蛋白水平差异有

统计学意义)见图
#

*

%

)

图
#

!!

姜黄素对
XM<,%

细胞中
X+PR

蛋白表达的影响

图
%

!!

>̂:B>G;K21B

检测姜黄素处理后
XM<,%

细胞中
X+PR

蛋白的相对表达量

图
!

!!

姜黄素对
XM<,%

细胞中
X+PR

基因

0SQ+

转录水平的影响

C&I

!

X+PR

基因
0SQ+

转录水平
!

姜黄素对
X+PR

基因

0SQ+

转录水平的抑制作用随着药物浓度的增加而增强#与

姜黄素剂量呈高度相关性#

$

*

"'

*

"$

(

012

"

3

姜黄素处理组细

胞中
X+PR

基因
0SQ+

转录水平分别为
'&$#$_'&"$6

*

'&#-._'&',#

*

'&'$$_'&''#

)与对照组
'&-#'_'&"!$

比较#

转录水平明显降低#以
"$

(

012

"

3

试验组效果最明显$

=5

.&6,,

#

!

$

'&'"

&#各试验组间差异有统计学意义$

R5#$&",,

#

!

$

'&'$

&#见图
!

)

D

!

讨
!!

论

目前已被证实#

X+PR

在多种肿瘤细胞和肿瘤微环境中

各种细胞高表达#抑制肿瘤细胞及其微环境各种基质细胞

X+PR

已被公认为肿瘤治疗的靶点'

""<"#

(

)本研究为了探讨姜

黄素通过抑制
X+PR

信号通路以及
X+PR

基因表达对人成

骨肉瘤细胞
XM<,%

细胞侵袭的抑制作用#以
XM<,%

为研究对

象#采用不同剂量姜黄素处理#利用
X==

法检测不同浓度姜

黄素作用细胞株后对细胞的毒性作用#采用
=G@;:J>22

小室侵

袭试验法检测了不同浓度姜黄素作用后细胞侵袭能力的影响#

进行黏附试验检测细胞黏附能力的改变)试验显示#姜黄素浓

度
"$

(

012

"

3

#作用时间
#!C

为作用临界点#姜黄素浓度
%

"$

(

012

"

3

#作用时间
%

#!C

细胞的生长抑制与时间和剂量呈依

赖性#当浓度
'

"$

(

012

"

3

#作用时间为
#!C

时#对细胞无明显

毒性作用#细胞侵袭能力*黏附能力随着姜黄素浓度增加而逐

渐降低#其中
"$

(

012

"

3

姜黄素处理效果最好)

本次研究采用
>̂:B>G;K21B

法检测不同浓度作用细胞株

后
X+PR

及
P<X+PR

蛋白水平的变化#还采用
S=<P*S

检测

了不同浓度姜黄素作用细胞株后
X+PR

基因
0SQ+

转录水

平的影响#显示姜黄素可明显抑制
X+PR

基因
0SQ+

转录水

平#其抑制作用呈剂量依赖性)

*

L

H29;T"

为
X+PR

为表达的下游基因#受到
X+PR

的

活化的调节来影响人成骨肉瘤细胞的侵袭过程#促进肿瘤细胞

的侵袭转移'

"%<",

(

)本研究通过姜黄素抑制
X+PR

信号通路的

活性及此信号通路靶基因
X+PR

的表达明显减弱#尝试可以

从源头上防止
P<X+PR

信号传导途径诱导
*

L

H29;T"

过度表

达#从而导致成骨肉瘤产生的影响提供理论依据#这将为临床

药物抗肿瘤治疗及基因干扰治疗提供了
"

种可能#开辟
"

条新

的重要途径'

"6<"-

(

)但是本次研究仅限于体外试验#而姜黄素

能否在体内安全浓度范围内发挥其抗癌作用还需要进行动物

实验#这也是下一步的研究方向)
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!临床研究!

社区获得性小儿支气管肺炎肺炎链球菌药物敏感分析"

简国江"

!潘庭荣#

#

!艾莉莉"

!陈祥瑞"

!黄
!

梅#

"四川省泸州市人民医院#

"&

儿科$

#&

医学检验科
!

,!,'''

%

!!

摘
!

要"目的
!

探讨儿童社区获得性支气管肺炎肺炎链球菌感染情况及其耐药性&方法
!

!#'-

例确诊的支气管肺炎患儿!

经鼻插入无菌吸痰管
-

&

"$H0

!采用负压吸引器吸取呼吸道深部分泌物进行细菌培养!并对分离株进行鉴定及药物敏感试验&

结果
!

培养肺炎链球菌
"$6

株$喹诺酮类敏感率大于
.$&'7

$注射青霉素敏感率为
.#&!7

$碳青霉烯类敏感率
.'&!7

$大环内酯

类耐药率大于
6$&'7

$复方磺胺甲唑耐药达
,'&.7

$脑膜炎'非脑膜炎型肺炎链球菌耐青霉素达
%'&"7

以上&结论
!

抗菌药物

的广泛应用!小儿肺炎链球菌的耐药菌株增多!治疗难度增大!合理选用抗菌药物是减少耐药性产生的重要措施&

关键词"社区获得性肺炎$

!

痰培养$

!

肺炎链球菌$

!

药物敏感试验

!"#

!

"'&%.,.

"

8

&9::;&",6%<!"%'&#'",&#'&'%!

文献标识码"

+

文章编号"

",6%<!"%'

"

#'",

%

#'<#--6<'%

!!

儿童肺炎是临床儿科的常见病和多发病#感染是主要病

因#特别是社区获得性肺炎)近年来#抗菌药物的广泛使用#儿

童社区获得性肺炎的发病率和病死率均下降#但其病原菌的构

成情况发生巨大变化#细菌耐药性也日趋严重#耐药菌株感染

逐年增加#特别是肺炎链球菌感染所致社区获得性肺炎#治疗

难度增大)报道如下)

B

!

资料与方法

B&B

!

一般资料
!

收集该院
#'"#

年
"

月至
#'"!

年
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月#临床
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