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［摘要］　目的：探讨ＺＩＣ１基因转染联合姜黄素对人乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞生物学行为的影响。方法：将慢病毒
载体ｐＬＶＺｉｃ１ＰＧＫＰｕｒｏ稳定转染人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞，通过蛋白质印迹法检测转染后 ＭＤＡＭＢ２３１细胞
ＺＩＣ１蛋白的表达水平。通过ＭＴＴ法检测抑制率在５０％左右的姜黄素浓度，并作为后续实验的标准加药浓度。以
ＺＩＣ１空载不加姜黄素为对照组，空载加姜黄素、转染不加姜黄素及转染加姜黄素为实验组，以ＭＴＴ法检测ＺＩＣ１、姜黄
素及ＺＩＣ１联合姜黄素对ＭＤＡＭＢ２３１细胞黏附的影响；用划痕实验检测各组细胞的迁移能力；用流式细胞术检测各
组细胞的凋亡率。结果：乳腺癌细胞转染ＺＩＣ１质粒后，ＺＩＣ１蛋白呈阳性表达，而转染空载体细胞中ＺＩＣ１蛋白表达阴
性。细胞增殖抑制率在５０％左右的姜黄素浓度为５ｍｇ／Ｌ，以此作为标准加药浓度。与对照组比较，转染组、姜黄素组
及转染联合姜黄素组乳腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖受到明显抑制，凋亡率明显增高（均 Ｐ＜０．０５）。其中，ＺＩＣ１转染
联合姜黄素对细胞增殖的抑制及凋亡诱导作用更明显（Ｐ＜０．０５）。结论：ＺＩＣ１基因与姜黄素对乳腺癌的抑制存在协
同作用。
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　　ＺＩＣ１又称小脑锌指结构１，是 ＺＩＣ家族中的重
要成员，在肝癌、结直肠癌、胃癌及甲状腺癌等多种

恶性肿瘤中起抑制作用［１－５］。国内已有 ＺＩＣ１基因
可显著抑制乳腺癌细胞增殖的相关报道［６］，其抑癌

作用主要受 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ、ＭＡＰＫ、Ｓｈｈ、Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
等相关信号通路调控［５，７］。姜黄素作为一种天然化

合物，广泛存在于姜黄、莪术、郁金、菖蒲等多种植物

的根茎中。姜黄素具有抗恶性细胞增生、抗炎以及

促细胞凋亡等生物学活性，对乳腺癌有明显疗

效［８］。其作用主要通过抑制 ＮＦκＢ、ＥＧＦＲ、Ｗｎｔ以
及Ａｋｔ／ｍＴＯＲ等信号通路上相关靶基因的活性而发
挥［９－１０］。目前，关于 ＺＩＣ１基因联合姜黄素在抗乳
腺癌过程中的作用及相关机制尚不清楚。因此，本

文就姜黄素联合 ＺＩＣ１对乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞
增殖及凋亡的影响进行探讨。

１　材料与方法

１．１　细胞株与试剂
人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞株购自中国科学

院上海生命科学研究院细胞资源中心。细胞培养基

ＤＭＥＭ（高糖），胎牛血清（ＦＢＳ），青霉素 链霉素双

抗溶液，磷酸缓冲生理盐水（ＰＢＳ），胰蛋白酶及无血
清培养基（ＯｐｔｉＭＥＭ）均为 Ｇｉｂｃｏ公司产品；嘌呤霉
素、姜黄素以及二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）均为 Ｓｉｇｍａ公
司产品；Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶（ＢＤ公司）。ＺＩＣ１慢病毒质粒
ｐＬＶＺｉｃ１ＰＧＫＰｕｒｏ由武汉巴菲尔公司构建包装；
Ｔｒｉｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＤＬ２０００ＤＮＡ标准参照
物、ＥｘＴａｑＴＭ（ＴａＫａＲａ公司），抗人 ＺＩＣ１多克隆抗体
（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），ＨＲＰ标记羊抗兔二抗购自武汉博
士德生物工程有限公司，ＢＣＡ蛋白测定试剂盒、ＲＩＰＡ
裂解液购自碧云天生物技术研究所，ＺＩＣ１引物和
ＧＡＰＤＨ内参引物由上海生工生物工程公司合成。
１．２　方法
１．２．１　分组方案　先将乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞
分别转染空载体和ＺＩＣ１质粒，并进行荧光显微镜下
观察及蛋白质印迹法检测 ＺＩＣ１表达。然后加入标
准浓度姜黄素（即 ＭＴＴ筛选出来的最接近５０％抑
制率的有效浓度），并以此标准浓度为基准，结合转

染将ＭＤＡＭＢ２３１细胞分为对照组（空载不加药）、

空载加药组、转染组及转染加药组。再进行后续细

胞黏附、划痕迁移力及流式细胞凋亡实验。

１．２．２　慢病毒载体 ｐＬＶＺｉｃ１ＰＧＫＰｕｒｏ转染人乳
腺癌ＭＤＡＭＢ２３１细胞　转染前２４ｈ将处于对数
生长期的细胞用胰酶消化，按３×１０３／孔的细胞密
度接种于２４孔板内，３７℃ 培养至细胞密度为５０％
时，用聚凝胺（１０μｇ／ｍＬ）介导慢病毒转染 ＭＤＡ
ＭＢ２３１细胞，按慢病毒液试剂说明书进行操作。转
染４８ｈ后，荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｉｅｎ，ＧＦＰ）的表达分布。传代后，换用
含有嘌呤霉素（８μｇ／ｍＬ）的培养液加以筛选，得到
稳定传代的细胞克隆。

１．２．３　蛋白质印迹法检测转染后 ＭＤＡＭＢ２３１细
胞ＺＩＣ１蛋白的表达　收集稳定转染的细胞，按照细
胞质蛋白提取试剂盒操作，提取胞内蛋白，经分光光

度计定量，取５０μｇ蛋白上样进行１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ，
转移至ＰＶＤＦ膜，用含５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ（封闭
液）室温摇床封闭２ｈ。加封闭液稀释的 ＺＩＣ１一抗
（１∶２００），４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ充分洗涤 ＰＶＤＦ膜
５～６次，５ｍｉｎ／次，加封闭液稀释的 ＨＲＰ标记的二
抗（１∶５００００），室温摇床孵育２ｈ。ＴＢＳＴ充分洗涤
ＰＶＤＦ膜５～６次，５ｍｉｎ／次。滴加 ＥＣＬ底物液，曝
光，显影。以ＧＡＰＤＨ作为内参对照。
１．２．４　ＭＴＴ法检测不同浓度姜黄素对细胞增殖的
影响　先将转染空载体的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞提前
种于６孔板，并用１，２．５，５，１０和２０ｍｇ／Ｌ的姜黄素
处理细胞 ４８ｈ，用 ０．２５％胰酶处理对数生长期细
胞，分别收集计数并调整细胞密度为４×１０４／ｍＬ，９６
孔板每孔加入１００μＬ细胞悬液，同时设空白组及未
给药组，每个组设置５个复孔，３７℃，５％ＣＯ２继续培
养２４ｈ，小心吸出孔内液体，加入预先配置混匀的含
ＭＴＴ的ＤＭＥＭ１００μＬ（ＤＭＥＭ!

ＭＴＴ＝９０μＬ∶１０
μＬ），在９６孔板上未加入细胞悬液处再设 ５个复
孔，并加入此含 ＭＴＴ的 ＤＭＥＭ每孔１００μＬ，３７℃，
５％ＣＯ２继续培养４ｈ。小心吸出孔内液体，每孔加
入１５０μＬＤＭＳＯ，室温低速振荡１０～１５ｍｉｎ，使紫色
结晶充分溶解，酶标仪测定在５７０ｎｍ波长处各孔光
密度值（Ｄ）。用同样方法处理转染 ＺＩＣ１质粒细胞。
抑制率＝１－（给药组Ｄ值－空白Ｄ值）／（未给药组
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Ｄ值－空白Ｄ值）×１００％。选取细胞抑制率最接近
５０％的姜黄素浓度，作为后续实验的标准浓度。
１．２．５　ＭＴＴ法检测各组 ＭＤＡＭＢ２３１细胞的黏附
率　将转染空载体的对数生长期 ＭＤＡＭＢ２３１细
胞接种到６孔板，细胞密度为５×１０５／ｍＬ，放入３７
℃，５％的ＣＯ２培养箱过夜，待其长至７０％～８０％时，
用ＯｐｔｉＭＥＭ作用细胞１８ｈ使之同步化后，取出６
孔板，加入２ｍＬ标准浓度的姜黄素，放入３７℃，５％
ＣＯ２培养箱培养处理４８ｈ。ＰＢＳ清洗２遍，并收集细
胞。提前将Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶用基本培养基以１∶４稀释，
并平铺至９６孔板内，体积为３０μＬ／孔，室温过夜，
并于实验当天放入３７℃，５％ＣＯ２培养箱中活化，将
细胞悬液１００μＬ加入９６孔板内，使密度为２×１０４／
孔，继续培养１ｈ后弃上清液，ＰＢＳ洗２遍，加入１００
μＬ培养基和２０μＬＭＴＴ置于培养箱培养６ｈ。之
后，吸去上清液，加入 ＤＭＳＯ１５０μＬ／孔，振荡 １０
ｍｉｎ，用酶标仪在４９２ｎｍ处测定 Ｄ值。用同样方法
处理转染 ＺＩＣ１质粒的细胞。细胞黏附率 ＝（各组
平均Ｄ值／对照组平均Ｄ值）×１００％。
１．２．６　划痕实验检测各组细胞的迁移能力　提前
在６孔板背面用记号笔画平行线，保证每孔至少６
横。取转染空载体的对数生长期 ＭＤＡＭＢ２３１细
胞，制成密度为５×１０５／ｍＬ的细胞悬液，接种于６孔
板内，放入３７℃，５％ＣＯ２培养箱内过夜，待细胞生
长至７０％～８０％后，用 ＯｐｔｉＭＥＭ作用１８ｈ使细胞
同步化。取出６孔板，放在超净台上，用１ｍＬ枪头
在底部画线，吸净培养液，并用 ＰＢＳ洗２遍，加入标
准浓度的姜黄素作用０，２４，４８和７２ｈ后，在４００倍显
微镜下观察并拍照。测量划痕宽度，每条３次取平均
值。同样方法处理转染ＺＩＣ１质粒细胞。细胞迁移相
对距离＝１－划痕后不同时间宽度／初始宽度。
１．２．７　流式细胞术检测各组细胞的凋亡率　用不
含ＥＤＴＡ的０．２５％胰酶消化转染空载体４８ｈ后的
ＭＤＡＭＢ２３１细胞，终止消化后收集细胞悬液，
１５００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，弃上清液，加 ＰＢＳ重悬，润
洗细胞２次，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。按照 Ａｎｎｅｘ
ｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡检测试剂盒操作说明进行：加
入５００μＬ结合缓冲液，重悬细胞，５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ混匀后加入５μＬＰＩ，混匀，室温避光反应５～
１５ｍｉｎ，然后在流式细胞仪上机进行检测细胞凋亡
率。用同样方法处理其他３组细胞。
１．３　统计学处理

实验数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，所有数据
均应用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学分析，组间差异采

用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＺＩＣ１基因转染结果
２．１．１　转染后 ＺＩＣ１的表达　ＺＩＣ１慢病毒表达载
体ｐＬＶＺｉｃ１ＰＧＫＰｕｒｏ转染乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细
胞４８ｈ后，可以检测到绿色荧光蛋白，转染率达
９０％，见图１。

图１　荧光显微镜下转染ｐＬＶＺｉｃ１ＰＧＫＰｕｒｏ的
ＭＤＡＭＢ２３１细胞（×１００）

２．１．２　乳腺癌细胞ＺＩＣ１蛋白的表达　蛋白质印迹
结果显示，ＺＩＣ１蛋白在转染细胞中均有表达，而在
空载细胞中均无表达，见图２。
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图２　转染后ＭＤＡＭＢ２３１细胞ＺＩＣ１蛋白的表达

２．２　姜黄素对人乳腺癌细胞的细胞毒作用
首先选择了５个浓度梯度的姜黄素（１，２．５，５，

１０，２０ｍｇ／Ｌ）作用于空载组与转染组４８ｈ。结果发
现姜黄素对两组细胞增殖的抑制作用呈现剂量依赖

性，并且浓度为５ｍｇ／Ｌ的姜黄素作用于空载组、转
染组４８ｈ后抑制率在５０％左右（分别为５１．８９％和
４９．２０％）。于是选取５ｍｇ／Ｌ的姜黄素作为下面实
验的标准加药浓度。见图３。
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图３　不同浓度姜黄素作用乳腺癌细胞４８ｈ后的细胞抑制率
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２．３　各组乳腺癌细胞的黏附率
ＭＴＴ法检测结果显示，与对照组比较，转染

ＺＩＣ１基因或是加入５ｍｇ／Ｌ姜黄素，均能够明显抑
制ＭＤＡＭＢ２３１细胞的黏附率（均 Ｐ＜０．０５），且转
染ＺＩＣ１联合姜黄素对细胞黏附的抑制作用明显强
于单独转染组或空载加药组（Ｐ＜０．０５）。见图４。
２．４　各处理组对人乳腺癌细胞迁移的影响

划痕实验结果显示，各组细胞的迁移距离随着

时间的延长而增加；同一时间 ＭＤＡＭＢ２３１细胞迁
移的距离，转染不加药组、空载加药组及转染加药组

均比空载不加药的对照组明显缩短（均 Ｐ＜０．０５）。
因此，ＺＩＣ１基因、姜黄素以及两者联合作用均能抑

制ＭＤＡＭＢ２３１细胞的迁移能力，存在着时间依赖
性，并且两者联合效果更为明显。见图５，图６。
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图５　各组乳腺癌细胞不同时间的迁移（×４００）

*

*

*

7248240

120

100

80

60

40

20

t(h)

!
"

#
$

%
&

'
(

(
%

)

*

)*+,-

)*-

./+,-

&0-

*

#

*

#

*

#

*

*

#

*

#

：Ｐ＜０．０５，与０ｈ比较；＃：Ｐ＜０．０５，与同时点对照组比较

图６　各处理组人乳腺癌细胞的迁移距离

２．５　各组乳腺癌细胞的凋亡率
流式细胞凋亡结果显示，转染加药组凋亡率为

（１５．１７±１．１７）％，明显高于空载加药组［（７．３４±

１．３３）％］和转染组［（５．４１±１．４３）％］；３组（空载
加药组，转染组及转染加药组）的细胞凋亡率均明

显高于空载不加药的对照组［（２．４９±０．８３）％，均
Ｐ＜０．０５］。见图７。

３　讨论

本研究结果显示，ＺＩＣ１、姜黄素及 ＺＩＣ１联合姜
黄素对乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞有生长抑制及诱
导凋亡作用，且 ＺＩＣ１联合姜黄素作用最为明显，提
示ＺＩＣ１基因与姜黄素在抑癌作用方面可能存在协
同作用，由此我们推测ＺＩＣ１及姜黄素在抑癌作用发
挥过程中可能存在相关作用机制及信号通路上的关

联性。
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图７　各组乳腺癌细胞的凋亡率

　　ＺＩＣ１基因最早由Ａｒｕｇａ等［１１］于１９９４年在成年
鼠的小脑中发现，因小脑颗粒细胞里大量表达锌指

蛋白而得名。近年来的研究表明，ＺＩＣ１基因与多种
肿瘤包括脑膜瘤、肝癌、结直肠癌、胃癌及甲状腺癌

等的发生、发展密切相关，尤以对肿瘤发生过程中相

关信号通路起调控作用为显著［２－５，１２］。Ｚｈｏｎｇ等［５］

在研究中证实 ＺＩＣ１基因能够抑制胃癌 ＡＧＳ、
ＭＫＮ２８、ＢＧＣ８２３及 ＳＧＣ７９０１细胞的增殖及迁移能
力，还通过蛋白质印迹法检测ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路在胃癌
中的作用，并发现过表达的 ＺＩＣ１能够抑制 ｐＡｋｔ的
表达，从而推断该信号通路在ＺＩＣ１调节胃癌细胞生
物学行为方面起到重要作用。Ａｒｕｇａ等［１３］研究显示

ＺＩＣ１可通过降低细胞周期蛋白 Ｄ１表达，从而增强
有丝分裂抑制蛋白 ｐ２７、ｐ１６的表达，尤其 Ｗｎｔ７ａ的
表达，从而通过调节 Ｗｎｔ通路抑制脑肿瘤细胞的增
殖。本实验结果与以上报道结果中姜黄素对肿瘤细

胞增殖及迁移能力的抑制作用相一致。此外，ＺＩＣ１
基因在肿瘤发生中的分子调控机制还包括 ＢＭＰ、
Ｓｈｈ等信号通路［７］。

姜黄素是一种酸性多酚类物质，为二酮类化合

物［１４］。姜黄素的抗肿瘤活性于１９８５年由印度学者
Ｋｕｔｔａｎ等［１５］首次提出，其作用发挥受细胞内外多种

途径及信号分子调控。Ｗｏｎｇ等［１６］研究发现姜黄素

对子宫平滑肌肉瘤 ＳＫＮ、ＳＫＵＴ１细胞有增殖抑制
及诱导凋亡作用，并通过蛋白质印迹法检测 ＡＫＴ
ｍＴＯＲ信号通路，发现 ｐｍＴＯＲ表达下调，从而推断
该信号通路在姜黄素调节子宫平滑肌肉瘤细胞生物

学行为方面有重要意义。另外，Ｓｕｎ等［１６－１７］研究发

现，姜黄素通过抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路中相关蛋白
如ｍＴＯＲ及 ＮＦκＢ等诱导腺样囊性癌细胞凋亡。
Ｘｕ等［１８］的实验显示姜黄素对肝细胞癌细胞有明显

的增殖抑制及凋亡诱导作用，呈现一定的时间和剂

量依赖性，β连环蛋白表达下调，说明姜黄素通过抑
制β连环蛋白的活性调控 Ｗｎｔ信号通路。本实验
结果与以上实验结果中姜黄素对肿瘤细胞增殖抑制

及凋亡诱导的影响一致。另外，姜黄素诱导细胞凋

亡的主要信号途径还包括线粒体／内质网途径、
ＭＡＰＫ、ＮＦκＢ、ｐ５３等信号转导途径［１９］。

综上可见，ＺＩＣ１与姜黄素对肿瘤发生、发展的
影响存在共同的信号通路———ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ及 Ｗｎｔ通
路。由此我们认为，ＺＩＣ１基因联合姜黄素在抑癌作
用方面存在的协同作用与两者相关信号通路存在交

叉、重叠有关。
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