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姜黄素抑制膀胱癌 Ｔ２４ 细胞增殖及 Ｈｓｐ９０α 的表达
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摘　 要:　 目的　 探讨姜黄素对膀胱癌 Ｔ２４ 细胞增殖以及热休克蛋白 ９０α(Ｈｓｐ９０α)表达的影响ꎮ 　 方法　 培

养 Ｔ２４ 细胞株ꎬ分别用不同浓度姜黄素(０ꎬ５ꎬ１０ꎬ１５ꎬ２０ μｍｏｌ / Ｌ)处理细胞 ２４ 小时和 ２０ μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素分别处理细

胞不同时间(０ꎬ６ꎬ１２ꎬ２４ꎬ４８ 小时)ꎬ采用四唑盐(ＭＴＴ)比色法ꎬ检测 Ｔ２４ 细胞的生长抑制率ꎬ采用逆转录聚合酶链式

反应(ＲＴ￣ＰＣＲ)ꎬ检测 Ｈｓｐ９０α 基因 ｍＲＮＡ 的表达ꎬ以蛋白免疫印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ)ꎬ检测 Ｈｓｐ９０α 蛋白质的表

达ꎮ 　 结果　 姜黄素处理后的 Ｔ２４ 细胞代谢 ＭＴＴ 能力降低ꎬ细胞生长抑制率明显增加ꎻ细胞 Ｈｓｐ９０α 基因 ｍＲＮＡ
和蛋白质的表达均下调ꎬ并且这些效应呈浓度和时间依赖性(Ｐ<０.０５)ꎮ 　 结论　 姜黄素可能通过调控 Ｈｓｐ９０α 的

表达而抑制 Ｔ２４ 细胞的增殖ꎮ
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ｓａｙ ｏｆ ｆｏｕｒ ｔｈｉａｚｏｌｅ ｓａｌｔ (ＭＴＴ)ꎬｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｈｓｐ９０ ｍＲＮＡ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅ￣
ａｃｔｉｏｎ (ＲＴ￣ＰＣＲ)ꎬａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｈｓｐ９０ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ. 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬｔｈｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｆ￣
ｔｅｒ ｔｈｅ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ.Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅꎬｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｈｓｐ９０ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｔ２４ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｏｗｎ ｒｅｇｕｌａｔｅｄꎬ
ａｎｄ ｔｈｅｓｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ (Ｐ<０.０５).　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｍａｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｈｓｐ９０.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｃｕｒｃｕｍｉｎꎻ　 ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒꎻ　 Ｈｓｐ９０ꎻ　 ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

　 　 姜黄是一种中药ꎬ姜黄素是从姜黄中提取出来

的一种天然成分ꎮ 研究表明ꎬ姜黄素具有多种生物

学活性ꎬ如抗肿瘤、抗氧化、降血脂、抗炎、利胆

等[１]ꎮ 近年来ꎬ姜黄素在抗肿瘤方面的作用越来越

引人注意ꎬ其抗肿瘤作用已经成为其主要的药理作

用之一ꎮ 越来越多的研究发现姜黄素对膀胱癌有明

显的作用ꎬ比如ꎬ姜黄素可激活人膀胱癌 Ｔ２４ 细胞自

噬ꎬ进而诱导其凋亡[２ꎬ３]ꎻ姜黄素对膀胱癌 ＥＪ 细胞

的生长产生抑制作用等[４]ꎬ但是ꎬ对于姜黄素在肿

瘤细胞中发挥生物学作用靶点及分子机制尚未明

确ꎮ 热休克蛋白 α ( ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ ９０ ａｌｐｈａꎬ
ＨＳＰ９０α)是一种非常重要的热休克蛋白ꎬ它在多种

肿瘤细胞中高表达ꎬ可影响肿瘤细胞调亡ꎬ进而影响

肿瘤的发生发展[５￣７]ꎬ唐伟ꎬ等[６] 研究发现 Ｈｓｐ９０α
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在膀胱癌组织中高表达ꎬ可作为判断膀胱癌预后的

指标之一ꎮ 因此ꎬ本研究以姜黄素处理 Ｔ２４ 细胞ꎬ探
讨姜黄素对 Ｔ２４ 细胞增殖及 Ｈｓｐ９０α 表达的影响ꎬ
为临床上应用姜黄素治疗膀胱癌提供实验依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 细胞培养 　 　 Ｔ２４ 细胞生长于 ＲＭＰＩ １６４０ 培

养基(Ｇｉｂｃｏ 公司)中ꎬ其中含终浓度为 １０％的新生

牛血清(杭州四季青)ꎬ培养基中加有青、链霉素各

１００ Ｕ / ｍＬꎮ 细胞培养条件为 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ꎬ静置培

养ꎬ每 ２~３ 天更换培养液ꎬ以 １ ∶ ３ 比例传代ꎮ
１.２　 四唑盐(ＭＴＴ)比色法检测细胞的生长抑制率

取培养的处于对数生长期的 Ｔ２４ 细胞ꎬ接种至 ９６ 孔

板中ꎬ先换无血清培养基培养 ２４ ｈꎬ再用含有不同浓

度姜黄素的培养液培养一定的时间ꎬ然后再加入新

鲜配制的 ＭＴＴ 工作液(Ｓｉｇｍａ 公司分装)培养细胞

４ ｈꎬ通过全自动酶标仪上测定 ５７０ ｎｍ 处的吸光度ꎬ
经公式计算细胞的生长抑制率ꎮ 计算公式如下:

生长抑制率(％)＝对照组吸光度－实验组吸光度
对照组吸光度

×１００％

１.３　 逆转录聚合酶链式反应(ＲＴ￣ＰＣＲ)检测 ｍＲＮＡ
的表达　 　 采用 ＴＲＩＺＯＬ 法常规提取细胞总 ＲＮＡꎬ经
紫外线分光光度仪测定其 ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０ 的比值ꎬ确
定所提取总 ＲＮＡ 的质量及浓度后ꎬ首先按逆转录试

剂盒(Ｐｒｏｍｅｇａ 公司)的说明进行逆转录反应ꎬ然后以

其转录产物 ｃＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 反应ꎮ ＰＣＲ 反应程序按

说明书(Ｐｒｏｍｅｇａ 公司)进行ꎬ反应体系为 ２５ μＬꎬ扩增

程序为:９５ ℃ １０ ｍｉｎꎬ扩增循环 ９４ ℃ ４５ ｓꎬ５８ ℃
３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ共 ３２ 个循环ꎬ然后 ７２ ℃ ５１０ ｍｉｎ 延

伸ꎮ 反应产物经琼脂糖凝胶电泳后ꎬ采用凝胶图像分

析系统分析各组扩增产物及内参片段灰度值ꎬ以二者

的比值代表靶分子 ｍＲＮＡ 表达的变化ꎮ
１.４　 免疫印迹法检测蛋白质的表达　 　 常规提取

Ｔ２４ 细胞总蛋白ꎬ采用 ＢＣＡ 法进行蛋白定量ꎮ 蛋白样

品加 ２×蛋白上样缓冲液后煮沸 １０ ~ １５ ｍｉｎ 使其变

性ꎬ采用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 垂直电泳(每孔上样量为２０ μＬꎬ
分离胶浓度为 １０％)ꎬ然后电转移至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ以 ５％
脱脂牛奶室温封闭 １ ｈꎬ４ ℃孵育一抗(１ ∶ １ ０００)摇育

过夜ꎬＴＢＳＴ 液漂洗后(３ 次ꎬ５ ｍｉｎ /次)ꎬ室温孵育辣根

过氧化物酶标记的二抗(１ ∶ ２ ０００)２ ｈꎬ再经 ＴＢＳＴ 液

漂洗(３ 次ꎬ５ ｍｉｎ /次)ꎬＰＶＤＦ 膜经蛋白质印迹发光检

测试剂盒显示于化学发光成像分析系统(Ｔａｎｏｎ 公

司)ꎮ 结果分析以目的蛋白面积灰度值减去背景灰度

值以及对照蛋白灰度值的比值进行半定量分析ꎮ
１.５　 数据处理与统计分析 　 　 实验所获得数据以

均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ组间比较采用方差分析或

ｔ 检验ꎬ统计结果经 ＳＰＳＳ１９.０ 统计软件分析ꎬ以 Ｐ<
０.０５ 视为差异有显著性意义ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 不同浓度的姜黄素对 Ｔ２４ 细胞生长抑制率的

影响　 　 分别以 ０ꎬ５ꎬ１０ꎬ１５ꎬ２０ μｍｏｌ / Ｌ 浓度的姜黄

素处理细胞 ２４ ｈꎬ采用 ＭＴＴ 法检测 Ｔ２４ 细胞的生长

抑制率ꎬ结果发现ꎬ姜黄素处理组细胞代谢 ＭＴＴ 的

能力显著下降ꎬ细胞生长抑制率明显上升ꎬ且呈浓度

依赖性效应(Ｐ<０.０５)ꎬ结果请见图 １ꎮ

图 １　 不同浓度的姜黄素对 Ｔ２４ 细胞生长抑制率的影响 　
与 ０ μｍｏｌ / Ｌ 浓度组比较ꎬ∗:Ｐ<０.０５

２.２　 １０ μｍｏｌ / Ｌ 的姜黄素处理不同时间后 Ｔ２４ 细胞

生长抑制率的变化　 　 以 １０ μｍｏｌ / Ｌ 浓度的姜黄素

分别处理细胞 ０ꎬ６ꎬ１２ꎬ２４ꎬ４８ ｈꎬ然后采用 ＭＴＴ 法检

测 Ｔ２４ 细胞的生长抑制率ꎬ结果发现ꎬ随着姜黄素处

理时间的延长ꎬ细胞代谢 ＭＴＴ 的能力逐渐下降ꎬ细
胞生长抑制率逐渐增加ꎬ效应呈时间依赖性(Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎬ结果请见图 ２ꎮ
２.３　 不同浓度的姜黄素对 Ｔ２４ 细胞 Ｈｓｐ９０α 表达的

影响　 　 分别以 ０ꎬ５ꎬ１０ꎬ１５ꎬ２０ μｍｏｌ / Ｌ 浓度的姜黄

素处理细胞 ２４ ｈꎬ分别采用 ＲＴ￣ＰＣＲ 和蛋白质免疫

印迹法检测 Ｈｓｐ９０α 基因 ｍＲＮＡ 和蛋白质的表达ꎬ
结果发现ꎬ与对照组比较ꎬ姜黄素处理 Ｔ２４ 细胞后ꎬ
Ｈｓｐ９０α 基因 ｍＲＮＡ 和蛋白质的表达显著下调ꎬ且
这种效应呈浓度依赖性(Ｐ<０.０５)ꎬ结果请见图 ３ꎮ
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图 ２　 １０ μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素作用不同时间对 Ｔ２４ 细胞生长抑

制率的影响　 与对照组(０ 小时)比较ꎬ∗:Ｐ<０.０５

图 ３　 不同浓度的姜黄素对 Ｔ２４ 细胞 Ｈｓｐ９０α表达的影响　
与 ０ μｍｏｌ / Ｌ 浓度组比较ꎬ∗:Ｐ<０.０５

２.４　 １０ μｍｏｌ / Ｌ 的姜黄素处理不同时间后 Ｔ２４ 细胞

Ｈｓｐ９０α 表达的变化　 　 以 １０ μｍｏｌ / Ｌ 浓度的姜黄

素分别处理细胞 ０ꎬ６ꎬ１２ꎬ２４ꎬ４８ 小时后ꎬ分别采用

ＲＴ￣ＰＣＲ 和蛋白质免疫印迹法检测 Ｈｓｐ９０α 基因

ｍＲＮＡ 和蛋白质的表达ꎬ结果发现ꎬ随着姜黄素处理

Ｔ２４ 细胞时间的延长ꎬＨｓｐ９０α ｍＲＮＡ 和蛋白质的表

达逐渐下调ꎬ(Ｐ<０.０５)ꎬ结果请见图 ４ꎮ

３　 讨　 　 论

近年来ꎬ随着我国人口老龄化状况的加剧以及

环境因素的影响ꎬ膀胱癌的发病率不断增高ꎬ目前已

经成为我国发病率最高的泌尿系统恶性肿瘤ꎮ 目前

膀胱癌治疗方面ꎬ手术治疗及放疗和化疗均对机体

损伤较大ꎬ患者生存率偏低ꎬ因此ꎬ探讨膀胱癌的发

图 ４　 １０ μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素作用不同时间对 Ｔ２４ 细胞 Ｈｓｐ９０α
表达的影响　 与对照组(０ ｈ)比较ꎬ∗:Ｐ<０.０５

病机制及研发治疗膀胱癌的新药物是改善膀胱癌临

床治疗效果的根本途径ꎮ 姜黄素是列为第 ３ 代的肿

瘤化疗药物之一ꎬ属酸性的酚类物质ꎬ是从姜黄的根

茎中提取的一种天然化合物[２ꎬ８]ꎮ 姜黄素抗肿瘤机

制十分复杂ꎬ目前众多研究认为它主要的抗癌机制

是抑制肿瘤细胞的增殖和侵袭ꎬ诱导肿瘤细胞的调

亡等[８￣１０]ꎮ 本研究应用姜黄素处理 Ｔ２４ 细胞ꎬ结果

发现随着姜黄素作用时间的延长和浓度的增加ꎬ
Ｔ２４ 细胞的生长抑制率明显升高ꎬ这表明姜黄素可

以抑制 Ｔ２４ 细胞的增殖ꎮ
热休克蛋白在许多肿瘤中呈高表达ꎬ与多种肿

瘤的发生、 肿瘤细胞的增殖分化和侵袭有关ꎮ
Ｈｓｐ９０α 热休克蛋白家族中重要的一员ꎬ它是一种分

子伴侣ꎬ具有广泛的生物学功能ꎮ 目前 Ｈｓｐ９０α 被

认为是一种新的肿瘤标志物ꎬ与多种肿瘤的发生发

展关系密切[１１￣１２]ꎮ 有研究发现 Ｈｓｐ９０α 在膀胱癌组

织中高表达ꎬＨｓｐ９０ 抑制剂对膀胱癌的发生发展有

着重要的作用[１３￣１４]ꎮ 本研究中观察了姜黄素对 Ｔ２４
细胞 Ｈｓｐ９０α 表达的影响ꎬ结果显示ꎬ姜黄素处理

后ꎬＴ２４ 细胞中的 Ｈｓｐ９０α 基因 ｍＲＮＡ 和蛋白的表

达下调ꎬ且其抑制效应呈时间和浓度依赖性ꎮ 这些

结果提示ꎬ姜黄素可能是通过抑制 Ｈｓｐ９０α 的表达

而抑制 Ｔ２４ 细胞的增殖和分化ꎮ
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ｉｎ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ:ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｏ ＨＳＰ９０ ｉｎｈｉ￣
ｂｉｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ.Ｍｏｌ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓꎬ２０１４ꎬ
１２(７):１０４２￣１０５４.

[１４] 　 Ａｎｔｈｏｎｙ Ａ.Ｒｅ:ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｒｏｌｅ ｏｆ ｈｓｐ９０ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｉｎ ｏｖｅｒ￣
ｃｏｍｉｎｇ Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ￣ｉｎｉｔｉａｔｉｎｇ
ｃｅｌｌｓ[Ｊ] .Ｊ Ｕｒｏｌꎬ２０１３ꎬ１８９(４):１５９６.

(本文编辑:秦旭平)
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