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　 　 【摘　 要】 　 目的　 探讨姜黄素联合顺铂对非小细胞肺癌细胞 Ａ５４９ 放射增敏的影响。 方法　 采用 ＭＴＴ 法观察不同浓度

姜黄素（１０、２０、５０、１００、２００ μｍｏｌ ／ Ｌ）和顺铂（１、２、５、１０、２０ ｍｇ ／ Ｌ）作用 ２４、４８ 及 ７２ ｈ 后的细胞存活率，根据实验设计分为单纯

照射（Ｒ）组、姜黄素＋照射（Ｃ＋Ｒ）组、顺铂＋照射（Ｐ＋Ｒ）组及姜黄素＋顺铂＋照射（Ｃ＋Ｐ＋Ｒ）组，采用克隆形成实验检测 ４ 组经不

同剂量 Ｘ 线（０、２、４、６、８、１０ Ｇｙ）照射后的存活分数（ＳＦ）并通过单击多靶模型拟合细胞存活曲线计算增敏比（ＳＥＲ），分别采用

人工划痕、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 试验及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测以上 ４ 组处理 ２４ ｈ 后的细胞迁移、侵袭及表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）的蛋白

水平。 结果　 随姜黄素（１０～２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 范围内）和顺铂（１～ ２０ ｍｇ ／ Ｌ 范围内）浓度增加，Ａ５４９ 细胞的细胞存活率降低，抑制

效应呈浓度和时间依赖方式，差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）；Ｃ＋Ｐ＋Ｒ 组在照射剂量为 ２～ １０ Ｇｙ 时的细胞 ＳＦ 均低于其余 ３ 组，
而 Ｃ＋Ｒ 组在 ４～１０ Ｇｙ，Ｐ＋Ｒ 组在 ２～１０ Ｇｙ 时的细胞 ＳＦ 均低于 Ｒ 组，差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），Ｃ＋Ｒ 组、Ｐ＋Ｒ 组及 Ｃ＋Ｐ＋Ｒ
组相对于 Ｒ 组的 ＳＥＲ 依次为 １􀆰 ２４、１􀆰 ３１ 和 １􀆰 ９６；Ｃ＋Ｐ＋Ｒ 组的迁移距离、穿膜细胞数量及 ＥＧＦＲ 蛋白水平均低于其余 ３ 组，而
Ｃ＋Ｒ 组和 Ｐ＋Ｒ 组的以上指标亦低于 Ｒ 组，以上差异均有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 姜黄素联合顺铂可抑制 Ａ５４９ 细胞增

殖并具有放射增敏作用，同时抑制其迁移和侵袭，可能与 ＥＧＦＲ 相关信号通路受抑制有关。

　 　 【关键词】 　 姜黄素；　 顺铂；　 放疗增敏；　 表皮生长因子受体
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　 　 近年来，放疗是治疗肺癌的常用手段，尤其对

无法手术及复发患者，其在肺癌治疗中的地位逐步

提高。 与小细胞肺癌不同，非小细胞肺癌对放疗不

敏感，反应率较低，故总体上治疗效果不令人满

意［１⁃２］。 故提高非小细胞肺癌的放疗效果有重要意

义，放疗增敏已成为放疗工作者关注的热点，同时

国内外的研究人员正在努力寻找和尝试各种放疗

增敏的方法。 姜黄素是一种从多种中药根茎中提

取的酚类化合物，具有多种生物活性，如降血压、降
血脂、抗氧化及免疫调节等［３⁃５］。 近年来发现其还

具有抗肿瘤活性，如可抑制多种肿瘤细胞增殖并诱

导其凋亡［６⁃８］，故本研究推测其对非小细胞肺癌也

有抑制作用。 顺铂是肺癌化疗的常用药物，已有研

究报道姜黄素联合顺铂对非小细胞肺癌有增殖抑

制和凋亡诱导作用［９］，但是否有放疗增敏作用，目
前尚不清楚，故本研究探讨姜黄素联合顺铂对非小

细胞肺癌细胞 Ａ５４９ 放射增敏性的影响，现将结果

报告如下。

１　 材料与方法

１􀆰 １ 　 主 要 试 剂 与 仪 器 　 姜黄素、 二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ）购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司，非小细胞肺癌细胞

Ａ５４９ 细胞购自中国科学院上海细胞所，胰蛋白酶、
ＲＰＭＩ １６４０ 培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司，四甲基偶

氮唑盐（ＭＴＴ）购于碧云天生物公司，兔抗表皮生长

因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）多
抗及内参 ＧＡＰＤＨ 购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司，新生牛

血清购于杭州四季青生物公司；仪器：ＣＯ２ 恒温培养

箱购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｏｒｍａ 公司，医用直线加速器购

自美国瓦里安公司，ＥＬＸ８００ 型全自动酶标仪购自

美国 Ｂｉｏ⁃ｔｅｋ 公司，垂直电泳仪、ＥＣＬ 发光剂购自美

国 ＧＥ 公司，硝酸纤维素膜购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司。
１􀆰 ２　 细胞培养 　 Ａ５４９ 细胞于含 １５％小牛血清的

ＲＰＭＩ １６４０ 培养液中培养，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 饱和

湿度培养箱中。 细胞贴壁生长良好，每 ３ 天传代 １
次。 取对数生长期的细胞进行实验。
１􀆰 ３　 细胞照射条件　 用电子直线加速器照射细胞，
细胞培养板下方置 ５ ｃｍ 厚水箱，上方放置 １􀆰 ５ ｃｍ
等效组织胶。 源靶距为 １００ ｃｍ，以 １０ ｃｍ×１０ ｃｍ 射

野给予 ６ ＭＶ Ｘ 线照射（剂量率为 ２００ ｃＧｙ ／ ｍｉｎ）。
根据实验的要求照射不同剂量，照射后的细胞置于

３７ ℃，５％ ＣＯ２ 饱和湿度培养箱中继续培养。
１􀆰 ４　 ＭＴＴ 检测　 取对数生长期细胞以 ６􀆰 ０×１０７ ／ Ｌ

的浓度接种于 ９６ 孔细胞培养板中，每孔 １００ μｌ，置
于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 饱和湿度培养箱中培养 ２４ ｈ，待细

胞贴壁后，加入不同浓度姜黄素（１０、２０、５０、１００、２００
μｍｏｌ ／ Ｌ）和顺铂（１、２、５、１０、２０ ｍｇ ／ Ｌ），以不加姜黄

素和顺铂处理的为对照组，两种药物其余浓度为实

验组。 分别于培养 ２４、４８ 和 ７２ ｈ 后，每孔加入 ２０
μｌ ＭＴＴ（２ ｇ ／ Ｌ），继续孵育 ４ ｈ 后，终止培养。 吸去

培养液，每孔加 ＤＭＳＯ １５０ μｌ，在酶标仪 ４９０ ｎｍ 波

长处测定各孔吸光度（Ａ）值。 每个浓度设平行重复

６ 孔，重复实验 ３ 次。 按以下公式计算：细胞存活率

（％）＝ （Ａ实验组 ／ Ａ对照组）×１００％。
１􀆰 ５　 克隆形成实验 　 根据 ＭＴＴ 检测结果，选取对

细胞毒性的较小的姜黄素和顺铂浓度进行后续试

验。 将处于对数生长期的细胞消化成单细胞悬液，
计数稀释，以 ２００ 个 ／孔密度接种于 ２４ 孔板中，每板

细胞分为单纯照射（Ｒ）组、姜黄素＋照射（Ｃ＋Ｒ）组、
顺铂＋照射（Ｐ ＋Ｒ）组及姜黄素＋顺铂＋照射（Ｃ＋Ｐ ＋
Ｒ）组，２４ ｈ 后均给予 ０、２、４、６、８ 和 １０ Ｇｙ 照射，继
续培养 １０ ｄ 后，无水乙醇固定 １５ ｍｉｎ，０􀆰 １％结晶紫

染色 ２０ ｍｉｎ，于倒置显微镜下计数＞５０ 个细胞的克

隆数，并计算克隆形成率（ＰＥ）：ＰＥ（％）＝ （处理组

克隆形成平均数 ／接种细胞数） ×１００％。 细胞存活

分数（ＳＦ）＝ 照射组 ＰＥ ／未照射组 ＰＥ×１００％。 试验

重复 ３ 次，取平均值。 按多靶单击模型［ＳＦ ＝ １－（１－
ｅ－Ｄ ／ Ｄ０） Ｎ］拟合绘制细胞存活曲线。 根据公式计算辐

射增敏比（ＳＥＲ）＝ 对照组 Ｄ０ ／实验组 Ｄ０。 实验重复

３ 次。
１􀆰 ６　 人工划痕实验　 ４ 组细胞以 １×１０５ 个的浓度

接种于 ９６ 孔培养板后经 ４ Ｇｙ 照射，常规培养至形

成单层，在单层培养细胞上，用移液器吸头沿培养

板底部作“一”字形划痕，倒置显微镜下拍摄并确定

划痕边缘区域及相对距离。 将培养液更换为无血

清培养液，按分组要求继续培养；细胞处理结束后，
倒置显微镜下拍摄并计算划痕边缘相对距离，比较

处理前后划痕边缘相对距离的差值。 实验重复

３ 次。
１􀆰 ７　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 试验 　 收集 ４ 组经 ４ Ｇｙ 照射的细

胞，以 １０％胎牛血清的培养基重悬细胞至 ５ × １０５

个 ／ ｍＬ，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室加 ２００ μｌ 细胞悬液，下室加入

６００ μｌ 含 １０％胎牛血清的细胞培养基，孵育 ２４ ｈ，棉
签擦去上室上面的细胞，移去 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ，倒置，风干，
加入 ５００ μｌ 含 ０􀆰 １％结晶紫染色，将小室置于其中，
３０ ｍｉｎ 后取出。 直径上取 ４ 个视野，照相，计算穿膜
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细胞数。 实验重复 ３ 次。
１􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ　 将 ４ 组经 ４ Ｇｙ 照射的细胞，
孵育 ２４ ｈ 后，加入裂解液裂解 ３０ ｍｉｎ，转入预冷 ＥＰ
管中，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ，取上清测蛋白浓度，
等体积加还原上样缓冲液，行 ＳＤＳ⁃聚丙烯酰胺凝胶

电泳，上样量 ２０～５０ μｌ，８０ Ｖ 电泳至浓缩胶和分离

胶分界处后调为 １００ Ｖ，湿转蛋白至 ＰＶＤＦ 膜。 一

抗（１ ∶５００）室温孵育 ２ ｈ，二抗室温孵育 １ ｈ，ＴＢＳＴ
洗膜 ３×５ ｍｉｎ。 ＥＣＬ 化学发光显色，Ｘ 胶片曝光、显
影、定影，以 ＧＡＰＤＨ 作为内参。 胶片扫描后采用

ＩＰＰ 软件检测目的条带光密度，最终结果表示为各

条带灰度值与内参的比值。
１􀆰 ９　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ １３􀆰 ０ 版软件对数据

进行处理。 计量资料用均数±标准差表示，组间比

较采用配对 ｔ 检验，多组比较采用单因素方差分析。
以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 姜黄素对肺癌 Ａ５４９ 细胞株的抑制效果 　 不

同浓度姜黄素或顺铂作用 Ａ５４９ 细胞株 ２４ ｈ 后，细
胞存活率随浓度的增加而升高，抑制效应呈浓度和

时间依赖方式。 姜黄素和顺铂对非小细胞肺癌

Ａ５４９ 细胞株的 ＩＣ２０为 １５􀆰 ７４ μｍｏｌ ／ Ｌ 和 １􀆰 ２５ ｍｇ ／ Ｌ，
为避免姜黄素和顺铂对 Ａ５４９ 细胞的毒性作用，在
增敏实验中姜黄素和顺铂浓度分别采用 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
和 １ ｍｇ ／ Ｌ。 见图 １。

图 １　 不同浓度姜黄素和顺铂对 Ａ５４９ 细胞存活的影响

２􀆰 ２　 姜黄素联合顺铂对 Ｘ 线抑制 Ａ５４９ 细胞存活

的影响　 采用 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素和 １ ｍｇ ／ Ｌ 顺铂单

独或联合预处理 ２４ ｈ 后，细胞接受不同剂量 Ｘ 线照

射（０、２、４、６、８、１０ Ｇｙ）。 Ｃ＋Ｐ＋Ｒ 组在照射剂量为 ２
～１０ Ｇｙ 时的细胞 ＳＦ 均低于其余 ３ 组，而 Ｃ＋Ｒ 组在

４～１０ Ｇｙ，Ｐ＋Ｒ 组在 ２～１０ Ｇｙ 时的细胞 ＳＦ 均低于 Ｒ
组，差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 Ｃ＋Ｒ 组、Ｐ＋Ｒ 组

及 Ｃ＋Ｐ＋Ｒ 组相对于 Ｒ 组的辐射增敏比 ＳＥＲ 依次为

１􀆰 ２４、１􀆰 ３１ 和 １􀆰 ９６。 见表 １、图 ２。
２􀆰 ３　 姜黄素联合顺铂对 Ｘ 线抑制 Ａ５４９ 细胞迁移

的影响　 以 Ｒ 组为参考（１􀆰 ００），Ｃ＋Ｒ 组、Ｐ＋Ｒ 组及

Ｃ＋Ｐ＋Ｒ 组的迁移距离分别为（０􀆰 ８６±０􀆰 ０９）、（０􀆰 ７９±
０􀆰 ０６）和（０􀆰 ３７±０􀆰 ０５）倍，组间差异均有统计学意义

（Ｐ＜０􀆰 ０５）；Ｃ＋Ｐ＋Ｒ 组迁移距离均低于 Ｃ＋Ｒ 组和 Ｐ
＋Ｒ 组。 见图 ３。
２􀆰 ４　 姜黄素联合顺铂对 Ｘ 线抑制 Ａ５４９ 细胞侵袭

的影响　 Ｒ 组、Ｃ＋Ｒ 组、Ｐ＋Ｒ 组及 Ｃ＋Ｐ＋Ｒ 组相处理

图 ２　 多靶单击模型拟合存活曲线

２４ ｈ 后穿膜细胞数分别（５２１±２１）、（３５２±１７）、（２２９
±１２）和（１５４±１６）个，组间差异均有统计学意义（Ｐ＜
０􀆰 ０５）；Ｃ＋Ｐ＋Ｒ 组的穿膜细胞数低于 Ｃ＋Ｒ 组和 Ｐ＋Ｒ
组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 ４。
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表 １　 ４ 组不同照射剂量细胞 ＳＦ（％）

组别
照射剂量（Ｇｙ）

０ ２ ４ ６ ８ １０
Ｒ 组 １００􀆰 ００±１􀆰 ４３ ９１􀆰 １０±３􀆰 ６９ ７０􀆰 ２２±２􀆰 ３３ ５２􀆰 ２５±１􀆰 ７４ ４１􀆰 ５８±１􀆰 ２８ １７􀆰 ０８±１􀆰 ９３
Ｃ＋Ｒ 组 ９５􀆰 ０１±３􀆰 ２７ ８５􀆰 ５９±２􀆰 ０５ ５６􀆰 ３５±１􀆰 ９１∗ ３５􀆰 ４０±２􀆰 ０５∗ １９􀆰 ７４±１􀆰 ５３∗ ９􀆰 ６１±１􀆰 ２４∗

Ｐ＋Ｒ 组 ９７􀆰 ８３±２􀆰 ０４ ８０􀆰 ７８±１􀆰 ７２∗ ６２􀆰 ７９±３􀆰 ３７∗＃ ４１􀆰 ４３±１􀆰 ２８∗＃ ２２􀆰 ４３±２􀆰 ０９∗＃ １２􀆰 ０９±１􀆰 ７６∗＃

Ｃ＋Ｐ＋Ｒ 组 ９６􀆰 ２４±２􀆰 ５６ ７２􀆰 ７８±３􀆰 ６４∗＃△ ４２􀆰 ８４±２􀆰 ６３∗＃△ ２２􀆰 ５９±２􀆰 ２５∗＃△ ９􀆰 ４０±０􀆰 ８７∗＃△ ２􀆰 ２２±０􀆰 ４５∗＃△

　 注：与 Ｒ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 Ｃ＋Ｒ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与 Ｐ＋Ｒ 组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５

Ａ：Ｒ 组；Ｂ：Ｃ＋Ｒ 组；Ｃ：Ｐ＋Ｒ 组；Ｄ：Ｃ＋Ｐ＋Ｒ 组

图 ３　 不同处理 ２４ ｈ 的细胞迁移情况（×２００）

Ａ：Ｒ 组；Ｂ：Ｃ＋Ｒ 组；Ｃ：Ｐ＋Ｒ 组；Ｄ：Ｃ＋Ｐ＋Ｒ 组

图 ４　 不同处理 ２４ ｈ 的细胞侵袭情况（结晶紫染色 ×４０）

２􀆰 ５　 姜黄素联合顺铂对 Ｘ 线抑制 ＥＧＦＲ 表达的影

响　 Ｃ＋Ｒ 组、Ｐ ＋Ｒ 组及 Ｃ＋Ｐ ＋Ｒ 组处理 ２４ ｈ 后的

ＥＧＦＲ 水平分别为 ０􀆰 ４７±０􀆰 ０４、０􀆰 ４１±０􀆰 ０４ 和 ０􀆰 ２３±
０􀆰 ０４，均低于 Ｒ 组的 ０􀆰 ５９±０􀆰 ０５，且 Ｃ＋Ｐ＋Ｒ 组的低

于其余两组，以上差异均有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。
见图 ５。

图 ５　 不同处理 ２４ ｈ 的 ＥＧＦＲ 表达情况

３　 讨　 论

从本研究结果证实，姜黄素可以明显抑制人非

小细胞肺癌 Ａ５４９ 细胞株的增殖，且这种抑制效应

与药物作用浓度存在剂量⁃效应关系，浓度越高，抗
肿瘤作用越强，与以往的报道一致［８⁃９］。 同时鉴于

姜黄素对其他肿瘤的增殖也有较好的抑制效果，表
明该药物具有较广的抗肿瘤效果。 本研究为避免

姜黄素本身细胞毒性对放疗效果的影响，故选取了

无明显细胞毒性的低剂量进行后续研究。 从细胞

存活曲线可发现，Ａ５４９ 细胞的 ＳＦ 随辐射剂量的增

高呈指数性降低，尤其在 ６ ～ １０ Ｇｙ 的范围内更为明

显，以上表明细胞具有辐射抗性，提示 Ａ５４９ 细胞具

有亚致死损伤的修复能力。 姜黄素与顺铂单独或

联合使用均可增强 Ｘ 线对 Ａ５４９ 细胞的杀伤效果，
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而联合使用的杀伤效果要强于两者单独使用，具体

表现在联合用药的 ＳＦ 均低于姜黄素和顺铂单用，
而给予姜黄素与顺铂处理后，细胞存活曲线显示

“肩区”明显缩短，提示细胞辐射抗性减弱，而姜黄

素联合顺铂的辐射增敏比为 １􀆰 ９６，以上证据均表明

姜黄素与顺铂对体外培养的 Ａ５４９ 细胞有较明确的

辐射增敏作用。
侵袭转移是肺癌治疗失败的主要原因之一［１０］，

放疗亦可用于肺癌转移病灶的治疗。 故本研究通

过研究姜黄素联合顺铂对体外培养细胞迁移和侵

袭来从另一个方面评价其放疗增敏作用。 研究发

现姜黄素联合顺铂处理可增强 Ｘ 线照射对迁移和

侵袭的抑制作用，具体表现为迁移距离和穿膜细胞

数均降低。 以上证据表明姜黄素联合顺铂对 Ａ５４９
细胞放疗增敏作用较为全面，不仅抑制其增殖，而
且还可抑制侵袭和转移过程。

近年来发现 ＥＧＦＲ 在恶性肿瘤放疗抵抗中的作

用较为显著［１１⁃１２］，且研究发现 ＥＧＦＲ 表达水平越高，
放射抵抗性就越强［１３］，ＥＧＦＲ 介导放疗抵抗的机制

较为复杂，可能与肿瘤细胞损伤后自我修复有关，
而降低 ＥＧＦＲ 水平是增敏剂发挥作用的常用途径。
本研究进一步发现姜黄素可增加 Ｘ 线对 ＥＧＦＲ 的

降低作用，同时联合顺铂后抑制效应进一步增强，
以上表明姜黄素联合顺铂可降低 ＥＧＦＲ 的表达，可
能为其发挥作用的机制。 此外，近年来研究发现姜

黄素可通过核因子⁃κＢ 通路来发挥抗癌作用，如
Ｋｕｎｎｕｍａｋｋａｒａ 等［１４］发现姜黄素可通过抑制核因子⁃
κＢ 活性来增强吉西他滨对胰腺癌原位模型的抗肿

瘤效果。 Ｗｉｌｋｅｎ 等［１５］ 对姜黄素在头颈部鳞状细胞

癌治疗应用的综述中也阐述，姜黄素可作为核因子⁃
κＢ 的抑制剂，通过影响其下游基因的表达来发挥抗

癌效果。 以上证据均表明姜黄素可通过调节核因

子⁃κＢ 通路来发挥抗肿瘤效果。 故结合以上症状，
在姜黄素联合顺铂针对 Ａ５４９ 放疗增敏作用中，核
因子⁃κＢ 可能也参与了 ＥＧＦＲ 对以上过程的调控作

用，将在后续研究中进行论证。
综上所述，姜黄素联合顺铂可抑制 Ａ５４９ 细胞

增殖并具有放射增敏作用，同时抑制其迁移和侵

袭，可能与 ＥＧＦＲ 相关信号通路受抑制有关，在提高

非小细胞放疗效果上有一定的应用前景。
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