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姜黄素以端粒酶为靶点治疗 A茁 损伤的体外研究

肖子建, 谢摇 明*, 周桂娟, 兰摇 芳, 邓摇 琦

(南华大学附属第一医院神经内科,湖南 衡阳 421001)

摘摇 要:摇 目的摇 探讨端粒酶在姜黄素治疗 茁 淀粉样蛋白(A茁)损伤的神经保护效应中的作用。 摇 方法摇 用

A茁1鄄42(10 滋g / mL)预处理 SK鄄N鄄SH 细胞建立损伤的细胞模型后,用姜黄素(10 滋g / mL)干预治疗组,处理前后检测

细胞存活率、细胞内氧化应激水平及 hTERT 的表达水平,并通过 RNA 干扰技术降低 hTERT 的表达,以此验证端粒

酶在姜黄素的干预作用中所起的作用。 摇 结果摇 A茁1鄄42 预处理组的氧化应激水平及细胞毒性均有显著增高(P <
0郾 001),hTERT 的表达水平明显下降(P < 0. 001)。 姜黄素干预使 SK鄄N鄄SH 细胞免受 A茁1鄄42 损伤(P < 0. 001)并上

调 hTERT 的表达水平(P < 0. 001)。 而当端粒酶活性被 TERT 的小分子干扰 RNA 抑制后,姜黄素的神经保护作用

也随之消失(P > 0. 05)。 摇 结论摇 姜黄素对抗 A茁 毒性的神经保护作用有赖于端粒酶活性,端粒酶则可能是姜黄

素治疗效应的靶点。
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Telomerase:a Target for Therapeutic Effects of Curcumin and
a Curcumin Derivative in A茁 Insult in vitro
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Abstract:摇 Objective摇 To investigate whether telomerase was involved in the neuroprotective effect of curcumin a鄄
gainst A茁. 摇 Methods摇 A茁1鄄42 (10 滋g / mL) was used to establish a damaged cell model and curcumin (10 滋g / mL) was
used in treatment groups. Cell survival and cell growth,intracellular oxidative stress and hTERT expression was measured.
After RNA interference,the effects of curcumin on cells were verified. 摇 Results摇 Exposure to A茁1鄄42 resulted in signifi鄄
cant oxidative stress and cell toxicity,and the expression of hTERT was significantly decreased (P < 0. 001). Curcumin pro鄄
tected SK鄄N鄄SH cells from A茁1鄄42 and up鄄regulated the expression of hTERT (P < 0. 001). However,when telomerase ac鄄
tivity was inhibited by TERT siRNA,the neuroprotection by curcumin was whittled (P > 0. 05). 摇 Conclusion摇 The neuro鄄
protective effect of curcumin against A茁 depends on telomerase activity,and thus telomerase may be a target for therapeutic
effect of curcumin.
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摇 摇 茁 淀粉样蛋白( amyloid鄄beta peptide,A茁)普遍

被认为是导致阿尔茨海默病(Alzheimer蒺s disease,
AD)一切神经损伤的根源[1],A茁 的聚积在 AD 发生

及发展过程中起着重要作用[2]。 在一些以 A茁 为靶

点进行抑制 A茁 聚积并抑制其神经毒性的研究中,
已发现一些天然中药成分可抑制 A茁 聚积并且对抗

A茁 神经毒性,姜黄素就是这些天然中药成分中首

当其冲的典型代表。 姜黄素能以脂类介导的自由扩

散的方式穿过血脑屏障进入脑组织,与 A茁 沉淀形

成特异性结合。 本研究团队先期体外实验研究发现

其中姜黄素能有效对抗 A茁 的神经毒性,促进细胞

骨架蛋白表达,维持细胞的正常形态[3]。 本研究通

过观察姜黄素对细胞存活率及细胞内氧化应激水

平、hTERT 表达水平的影响,通过观察 RNA 干扰导
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致 hTERT 表达降低后,姜黄素对细胞存活率及细胞

内氧化应激水平的影响,探讨端粒酶在姜黄素对抗

A茁 毒性的神经保护作用中的作用。

1摇 材料与方法

1. 1摇 细胞和试剂摇 摇 人神经母细胞瘤细胞(SK鄄N
SH)细胞株购自中山大学实验动物中心。

姜黄素、A茁1鄄42 均购自 Sigma 公司,兔抗人端

粒酶逆转录酶( hTERT)单克隆抗体购自 Millipore
公司,活性氧检测试剂盒购自碧云天生物技术研究

所,谷胱甘肽测定试剂盒购自凯基生物科技发展有

限公司,小分子 RNA 购自苏州吉玛公司。
1. 2摇 模型建立及分组摇 摇 对照组:正常培养 5 天的

SK鄄N SH 细胞,无特殊处理。 A茁1鄄42 损伤组:将 10
滋g / mL 经老化处理的 A茁1鄄42 加入传代后培养第 3
天的 SK鄄N SH 细胞中,置于 37益培养箱继续培养 24
h。 姜黄素干预组:将 10 滋g / mL 经老化处理的 A茁1鄄
42 以及姜黄素(终浓度为 10 滋g / mL)加入传代后培

养第 3 天的 SK鄄N SH 细胞中,置于 37益培养箱继续

培养 24 h。
1. 3摇 MTT 法检测细胞存活率摇 摇 二甲基亚砜(DM鄄
SO)能溶解细胞中的甲臜,用酶标仪在 490 nm 波长

处测定其光吸收值,在一定细胞数范围内,MTT 结

晶形成的量与细胞数成正比。 根据测得的吸光度值

(OD 值),来判断活细胞数量,OD 值越大,细胞活性

越强。
1. 4摇 Western Blot、实时定量 PCR摇 摇 Western Blot
检测 hTERT 蛋白的表达, 实时定量 PCR 测定

hTERT mRNA 的表达。 小分子 RNA 转染至细胞内,
验证转染率及转染效率,然后再次利用上述方法进

行细胞检测。
1. 5摇 统计学分析摇 摇 所有结果均将对照组设定为

100% ,数值以 x 依 s 表示,而率以百分比表示。 各组

之间的差异进行了秩和检验分析,两两比较采用 字2

检验分析。 P < 0. 05 表示具有统计学意义。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 姜黄素的神经保护作用摇 摇 MTT 检测细胞生

存率的结果显示,SK鄄N鄄SH 细胞在 A茁1鄄42 处理了

24 h 之后,生存率约降低至正常水平的 61. 67%
(P < 0. 001),而姜黄素对细胞有保护作用(图 1),

姜黄素组与 A茁1鄄42 组比较具有显著的统计学差异

(P < 0. 001),这说明姜黄素能对抗 A茁1鄄42 的毒性

作用,从而改善细胞存活率。

图 1摇 姜黄素处理细胞后细胞存活率 MTT 检测结果摇 A茁1鄄
42 组与对照组比较,*:P < 0. 001;姜黄素组与 A茁1鄄42 组比较,**:
P < 0. 001

2. 2摇 姜黄素上调 hTERT 的表达 摇 摇 经过 A茁1鄄42
处理以后,hTERT 的蛋白及 mRNA 水平明显下降

(P < 0. 001),说明 A茁1鄄42 可明显抑制 hTERT 表

达;在姜黄素预处理后,hTERT 的蛋白及 mRNA 水

平下降的趋势得以逆转(P < 0. 001,图 2),姜黄素可

明显上调 SK鄄N鄄SH 细胞中 hTERT 的表达,说明姜黄

素可明显上调 hTERT 表达。
2. 3摇 筛选最高效的 siRNA 下调 hTERT 表达摇 摇 经

过实时定量 PCR 及 western blot 检测,结果发现所有

siRNA 转染后都可下调 hTERT 的表达,在这 3 条

siRNA 中,TERT鄄homo鄄2919 是最高效的(图 3)。 本

研究选用 TERT鄄homo鄄2919 ( GAG CCA GUC UCA
CCU UCA ATT UUG AAG GUG AGA CUG GCU
CTT)组作为随后实验的干扰组。
2. 4摇 细胞经 RNA 干扰后姜黄素无神经保护作用

经 MTT 检测细胞存活率,发现在 A茁1鄄42 处理24 h
以后,SK鄄N鄄SH 细胞的存活率大约下降至正常水平

的 61. 67% (P < 0. 001);在 siRNA 干扰后,细胞存活

率大约下降至正常水平的 55. 81% (P < 0郾 001)。 此

外,经 siRNA 干扰随后用 A茁1鄄42 处理 24 h 的胞存

活率大约下降至正常水平的 36. 63% (P < 0. 001,图
4)。 此时,姜黄素(36. 26% )不再显示出对细胞的

保护作用。 2919 + A茁42 组与 2919 + A茁42 + curcu鄄
min 组之间比较无统计学差异 (P > 0郾 05)。 结果提

示在细胞经过 siRNA 干扰后,姜黄素对细胞丧失了

改善细胞存活率的功能。

916中南医学科学杂志 2015 年 11 月第 43 卷第 6 期



图 2摇 hTERT mRNA 水平(A)及蛋白水平(B、C)的定量摇
A茁1鄄42 组与对照组比较,*:P < 0. 001;姜黄素组与 A茁1鄄42 组比较,
**:P < 0. 001

3摇 讨摇 摇 论

A茁 促氧化应激假说[4] 指出 A茁 的生成及其产

生的细胞损伤都会导致 AD 患者脑内氧化应激水平

升高。 氧化应激增加时,出现内质网蛋白折叠功能

受损,同时还出现自吞噬介导和蛋白酶体介导的受

损蛋白质的清除缺陷,这些加速 AD 中淀粉样肽和

tau 蛋白的聚集[5]。 活性反应组分会造成细胞膜脂

质被破坏、DNA 裂解、蛋白氧化,最后引起细胞凋

亡[6]。 在本研究中,10 滋g / mL A茁1鄄42 处理 24 h 后

产生细胞毒性,导致 SK鄄N鄄SH 细胞产生明显的氧化

应激,这进一步证实了 A茁 可引发氧化应激,产生大

量自由基,最后诱导细胞发生衰老及凋亡。 本研究

采用的 A茁 浓度要远高于生理浓度,此时可溶的 A茁
会发生构象改变,形成 茁 片层样结构[7],这个状态

下的 A茁 易发生纤维聚积,并诱导更多的 A茁 片段发

生错误折叠[8]。 A茁 浓度过高、发生 茁 折叠及纤维

形成正是 A茁 具有神经毒性作用的基础。

图 3摇 检验 siRNA 的干扰效果摇 A1:western blot 检测 hTERT 蛋

白表达;A2:对 western blot(A1)的定量分析;B:实时定量 PCR 检测

hTERT mRNA 表达. 摇 1:Control;2:trasfection reagent control;3:nega鄄
tive control;4:1797 组;5:2919 组;6:3042 组. 摇 与对照组比较,*:
P < 0. 01;与对照组比较,**:P < 0. 001

图 4摇 细胞经过 siRNA 干扰后,MTT 检测姜黄素对 SK鄄N鄄
SH 细胞存活率的影响 摇 1:Control;2:2919 组;3:A茁42 组;4:
2019 + A茁42 组;5:2019 + A茁42 + curcumin 组. 与对照组比较,*:
P < 0. 001;与 2919 组比较,#:P < 0. 001;与 A茁42 组比较,驻:P <
0郾 001

摇 摇 人端粒酶包含 3 个亚单位,分别是人端粒酶逆
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转 录 酶 ( human telomerase reverse transcriptase,
hTERT)、端粒酶 RNA(human telomerase RNA,hTR)
以及角化不良蛋白(dyskerin,DKC1) [9]。 hTERT 可

用单链 RNA 为模板复制出单链 DNA。 某些早老综

合征的研究中可发现较短的端粒[10],一些研究表明

基于端粒酶的治疗策略在对于抗衰老的治疗中起重

要作用。 早前的体外研究发现低浓度的 A茁 可明显

地抑制端粒酶的活性[11],用 A茁 及反义核苷酸技术

抑制 PC12 细胞中 TERT 的表达后,未分化的 PC12
细胞发生凋亡率明显超过对照组,端粒酶受体受到

A茁 抑制的细胞的凋亡也明显加速[12]。 本实验发现

A茁1鄄42 处理 SK鄄N鄄SH 细胞后,实时定量 PCR 及蛋

白质印迹的结果进一步证实 hTERT 的表达明显减

少。 结果进一步表明 SK鄄N鄄SH 细胞的活性发生改

变很有可能是由于 A茁1鄄42 抑制 hTERT 的表达所

致,此时细胞的端粒酶活性下降,A茁 诱导氧化应

激、线粒体功能障碍及细胞凋亡的毒性作用明显

增强。
姜黄素被证实具有广泛的药理学活性, 在传统

医学中已经有数千年的应用历史,已逐渐成为医学

界的研究热点[13]。 姜黄素具有独特的抗氧化活性,
并通过降低氧化应激水平改善淀粉样病变,这主要

是通过刺激转录因子 Nrf2 的表达[14],抑制 MAP 激

酶信号以及影响细胞分裂周期来对抗氧化的谷氨酸

毒性[15],从而抑制氧化应激对 AD 脑中 A茁 所诱导

神经毒性的影响。 本研究结果发现,10 滋g / mL 姜黄

素能明显改善细胞存活率,保护 SK鄄N鄄SH 细胞免受

A茁1鄄42 的损伤。 结果还发现,姜黄素预处理细胞还

可对抗 A茁1鄄42 损伤而上调 hTERT 的表达,免疫荧

光结果显示 SK鄄N鄄SH 细胞数目增多,细胞形态也得

以明显改善。 这有悖于之前一些关于癌症的研

究[16鄄17]得出的结论,这些研究发现姜黄素会抑制肿

瘤细胞中端粒酶的活性而促使肿瘤细胞凋亡,然而

本研究却发现姜黄素非但没有抑制端粒酶的活性,
而且还能上调 hTERT 的表达,使端粒酶活性增加。
因此,在仔细研读了这些关于姜黄素治疗癌症的相

关文献后,发现这些研究中所采用的姜黄素浓度要

远远高于本研究采用的浓度,猜测姜黄素的剂量可

能是造成本研究结果与那些研究存在差异的根本原

因,另外还有一个可以用来解释矛盾的原因就是用

于实验的细胞类型有所不同。
然而,端粒酶的活性被 TERT 小分子干扰 RNA

(small interfering RNA,siRNA)干扰以后,端粒酶活

性丧失,姜黄素的神经保护作用也随之消失,不再具

有改善细胞存活率以及抗氧化应激的作用。 由此推

测姜黄素的神经保护作用很有可能是建立在端粒酶

具有活性的前提之下的,换而言之,端粒酶很可能是

姜黄素治疗 A茁 损伤的靶点之一。 端粒酶及 TERT
在 AD 模型中可以增强神经细胞对包括 A茁 在内的

细胞毒性物质损伤的抵抗,姜黄素有可能是通过增

加 hTERT 表达,增加端粒酶的活性,使端粒延长,促
进细胞的有丝分裂且抑制细胞产生衰老或凋亡,从
而保护细胞免受 A茁 损伤。

总之,本研究结果表明 A茁 可促使 SK鄄N鄄SH 细

胞凋亡、抑制 hTERT 表达,姜黄素具备对抗 A茁1鄄42
神经毒性的作用,能抑制 A茁1鄄42 诱导的细胞衰老

及细胞凋亡,对神经细胞形态及功能均有保护作用。
鉴于姜黄素具有特异性结合 A茁、易穿过血脑屏

障[18]以及中药低毒性等一些天然优势,因而有理由

相信姜黄素在治疗 AD 方面有十分广阔的应用前

景。 RNA 干扰后 SK鄄N鄄SH 细胞上的端粒酶失去活

性,姜黄素对抗 A茁 毒性的细胞保护作用随之消失,
提示姜黄素的神经保护作用可能是建立在端粒酶活

性的基础上的,端粒酶可能是姜黄素治疗 A茁 损伤

的靶点。 若能明确端粒酶的特性及其活化条件,重
建 hTERT 及端粒酶活性,延缓细胞衰老,抵抗细胞

凋亡,或许能为 AD 的防治提供更好更有效的方法。
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