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ERK1 /2 在姜黄素对肺癌 A549 细胞增殖抑制中的作用

李子广1，王恩举1，刘兆阳1，吴华璞2

［摘要］目的:探讨姜黄素在抑制肺癌 A549 细胞增殖过程中，对 ERK1 /2 丝裂素活化蛋白激酶 ( MAPK) 信号转导通路的影响。
方法:不同浓度的姜黄素作用于 A549 细胞 24 h 后，采用 MTT 法检测姜黄素对 A549 肺癌细胞增殖的抑制作用; 应用 Western
blot 分别检测 ERK/2、p-ERK/2 蛋白及其下游相关基因基质金属蛋白酶-9 ( MMP-9) 、组织金属蛋白酶抑制物-1 ( TIMP-1) 的表

达。结果:姜黄素对 A549 细胞增殖有明显的抑制作用，且具有剂量依赖性( P ＜ 0． 01) 。姜黄素抑制 A549 细胞 p-ERK 蛋白的

表达( P ＜ 0． 05) ，但不影响总 ERK1 /2 蛋白的表达; 姜黄素可促进 TIMP-1 蛋白表达( P ＜ 0． 05) ，但抑制 MMP-9 的表达( P ＜
0． 01) 。结论:姜黄素影响 ERK1 /2MAPK 信号转导通路，调节凋亡相关蛋白表达是其抑制 A549 细胞细胞增殖的作用之一。
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The role of ERK1 /2 signal pathway in the
proliferation-inhibitory effect of curcumin on A549 cells

LI Zi-guang1，WANG En-ju1，LIU Zhao-yang1，WU Hua-pu2

( 1． Department of Respiratory Medicine，The Second Affiliated Hospital of Bengbu Medical College，
Bengbu Anhui 233040; 2． Department of Pharmacy，Bengbu Medical College，Bengbu Anhui 233030，China)

［Abstract］Objective: To study the role of ERK1 /2 MAPK signal pathway in the proliferation-inhibitory effect of curcumin on A549
lung cancer cells． Methods: The proliferation-inhibitory effect of curcumin on A549 cells was assessed with method of MTT assay．
Levels of ERK1 /2，p-ERK1 /2，TIMP-1 and MMP-9 protein expression were measured by Western blot． Results: Curcumin inhibited
A549 cells proliferation in a dose-dependent manner． The level of p-ERK1 /2、MMP-9 decreased，and the expression of TIMP-1 protein
increased with the dose of curcumin but the expression of ERK1 /2 protein had no change． Conclusions: Curcumin could influence the
ERK1 /2 MAPK signal pathway，induce the expression of apoptosis-related proteins and inhibit the proliferation of A549 cells．
［Key words］ lung neoplasms; curcumin; ERK1 /2 signal transduction; matrix metalloproteinases

姜黄素系从姜科植物中提取的一种食物色素，

具有多方面的药理作用，近年来有研究［1］表明其可

抑制体内、外肿瘤的生长及诱导多种肿瘤细胞凋亡。
细胞外信号调节激酶 ( extracellular signal-regulated
protein kinase，ERK) 通路是最经典的，也是介导细

胞增殖和肿瘤形成的一条重要通路。基质金属蛋白

酶( matrix metalloproteinases，MMPs ) 对细胞外基质

降解导致肿瘤的转移和复发是肿瘤病人致死的主要

因素［2 － 3］。最近，ERK 信号通路参与肿瘤的侵袭、
转移过程而倍受关注。为此，本文研究姜黄素在抑

制肺癌 A549 细胞增殖过程中对 ERK1 /2 丝裂素活

化蛋白激酶( mitogen activated protein kinase，MAPK)

信号转导通路的影响; 分析 ERK1 /2 信号通路对肺

癌细 胞 MMP-9、组 织 金 属 蛋 白 酶 抑 制 物-1 ( tissue
inhibitor of metalloproteinase-1，TIMP-1 ) 蛋白表达的

影响，评价其临床应用价值，为姜黄素应用于肺癌治

疗提供相应的理论依据。

1 材料与方法

1． 1 细胞株及细胞培养 选择肺癌细胞株 A549
( 蚌埠医学院第一附属医院呼吸病科实验室冻存复

苏) ，用含 10% 小牛血清的 PRIM-1640 培养基，将

A549 肺癌细胞置于 37 ℃，含 5% CO2，饱和湿度培

养箱内培养。2 ～ 3 天进行传代 1 次。
1． 2 主要试剂 姜黄素( 美国 Sigma 公司) ( 批号:

080715) ，PRMI-1640 培养基、噻唑蓝，MTT 粉、二甲

基亚砜( DMSO) 均购于 Gibco 公司，胎牛血清，胰酶

购于北京中杉金桥生物有限公司，ERK-1、ERK-2 兔

抗人单克隆抗体、异常活化 ERK( p-ERK) 小鼠抗人

单克隆抗体、羊多抗 TIMP-1、羊多抗 MMP-9、鼠多抗

β-actin 抗 体 和 Western 印 迹 荧 光 试 剂 均 为 美 国

Santa Cruz 产品。辣根过氧化酶标记的羊抗兔 IgG、
羊抗小鼠 IgG、抗羊 IgG 为美国 Jackson 公司产品。
1． 3 MTT 比色法分析细胞增殖情况 消化、搜集
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相对于对数生长期的 A549 细胞，按 2 × 104 /ml 接种

于 96 孔培养板，每孔接种 100 μl，用含 10% 小牛血

清的 PRMI-1640 培养液培养 24 h 后吸出培养液，分

别加入 100 μl 5、10、20、40 μmol /L 的姜黄素，每个

浓度组设 6 个复孔，对照组不加药物。分别于加药

后 24 h 加入 20 μl 5 mg /ml 的 MTT 溶液。4 h 后吸

去上清，每孔加入 100 μl DMSO，于震荡器上震荡使

完全溶解，30 min 后在 490 nm 波长处用酶联免疫检

测仪测吸光度值( OD) ，实验重复 3 次。细胞增殖抑

制率( % ) =［1-( 实验组的 OD 值 － 空白对照组的

OD 值) / ( 阴性对照组的 OD 值 － 空白对照组的 OD
值) ］× 100%。
1． 4 Western blot 检测 p-ERK1 /2、ERK1 /2、TIMP-
1、MMP-9 表达水平 收集经 5、10、20、40 μmol /L 姜

黄素作用 24 h 后的 A549 细胞，用预冷的 PBS 洗涤

2 次，加入预冷的细胞裂解液和 1 μmol /L PMSF，

30 min 后，12 000 r /min 4 ℃离心 20 min，取 上 清，

－ 80 ℃ 贮 存 备 用。Bradford 法 蛋 白 定 量。SDS-
PAGE 电泳，半干式电转移将凝胶中的蛋白转移至

PVDF 膜 后 放 入 封 闭 缓 冲 液 ( 含 5% 脱 脂 奶 粉

TBST) ，室温封闭1 h，加入兔抗人 ERK-1、ERK-2 单

克隆抗体( 工作浓度均为 1∶ 500) 及小鼠抗人 p-ERK
单抗、羊多抗 TIMP-1、MMP-9 ( 均为 1∶ 500 ) ，4 ℃ 过

夜，TBST 漂洗 3 次，加入 HRP 标记的羊抗兔 IgG，羊

抗 小 鼠 IgG、兔 抗 羊 IgG ( 二 抗，工 作 浓 度 为

1∶ 5 000) ，37 ℃作用 1 h，TBST 漂洗，将 Western 印

迹试剂涂于 PVDF 膜上，暗室 X 线片曝光、冲洗、拍
照及计算机图像分析，各实验组检测指标的条带灰度

值与 β-actin 条带灰度值比较作为该指标的相对值。
1． 5 统计学方法 采用方差分析和 q 检验。

2 结果

2． 1 姜黄素对 A549 细胞增值的影响 5、10、20、
40 μmol /L 姜黄素分别作用于 A549 细胞 24 h 后细

胞抑制率与对照组差异均有统计学意义( P ＜ 0． 01)

( 见表 1) 。
2． 2 姜黄素对 A549 细胞 ERK、p-ERK 蛋白表达的

影响 结果显示各组 A549 细胞均有两条带( 非磷

酸化和 磷 酸 化 ERK ) ，上 面 一 条 带 为 44 kDa 的

ERK1( p44) ，下面一条带为 42 kDa 的 ERK2 ( p42) 。
姜黄素呈浓度依赖性抑制磷酸化 ERK1 /2( p44 /42)

的表达，用 5、10、20、40 μmol /L 姜黄素处理 A549 细

胞，均抑制了磷酸化 ERK1 /2( p44 /42) 的表达，而且

随着浓度递增其抑制作用逐渐增强( P ＜ 0． 01 ) ，但

细胞总 ERK 表达均无改变( 见图 1、表 2) 。

表 1 不同浓度姜黄素作用 24 h 时 A549 细胞增殖的抑制

率( ni = 6; x ± s)

分组

( μmol /L)

吸光度值

( 490 nm)

抑制率

( % )
F P MS组内

对照组 — 0． 5130 ± 0． 0012 0． 15 ± 0． 12

姜黄素组 5 0． 5780 ± 0． 0142 7． 18 ± 2． 17＊＊

10 0． 5413 ± 0． 0127 16． 56 ± 1． 38＊＊ 441． 81 ＜ 0． 01 2． 364

20 0． 5003 ± 0． 0174 27． 42 ± 2． 13＊＊

40 0． 4420 ± 0． 0152 31． 43 ± 0． 81＊＊

q 检验: 与对照组比较＊＊P ＜ 0． 01

表 2 姜黄素作用 A549 细胞 24 h 时的 p-ERK1 /2 蛋白的

表达( ni = 3; x ± s)

分组

( μmol /L)

p-ERK1 /2

表达( % )
F P MS组内

对照组 — 24． 53 ± 1． 12

姜黄素组 5 22． 09 ± 0． 65＊＊

10 18． 12 ± 0． 73＊＊△△ 117． 73 ＜ 0． 05 0． 602

20 14． 60 ± 0． 69＊＊△△
40 13． 03 ± 0． 57＊＊△△

q 检验: 与对照组比较＊＊P ＜0． 01; 与 5 μmol /L 组比较△△P ＜0． 01

2． 3 姜黄素对 A549 细胞 TIMP-1、MMP-9 表达水平

的调节作用 与对照组比较，A549 细胞经不同浓度

的姜黄素作用 24 h 时，随着浓度的逐渐增大，MMP-
9 表达水平均明显降低，TIMP-1 水平均明显增加

( P ＜ 0． 01) ( 见图 2、表 3) 。
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表 3 姜黄素作用 A549 细胞 24 h 时的 MMP-9、TIMP-1 蛋

白的表达( ni = 3; x ± s)

分组( μmol /L) MMP-9 表达( % ) TIMP-1 表达( % )

对照组 — 20． 35 ± 1． 05 10． 75 ± 0． 82

姜黄素组 5 17． 68 ± 0． 51＊＊ 13． 90 ± 0． 53＊＊

10 15． 42 ± 0． 73＊＊ 16． 18 ± 0． 61＊＊

20 12． 18 ± 0． 68＊＊ 19． 05 ± 0． 79＊＊

40 10． 03 ± 0． 84＊＊ 22． 57 ± 1． 02＊＊

F — 83． 91 104． 44

P — ＜ 0． 01 ＜ 0． 01

MS组内 — 0． 613 0． 598

q 检验: 与对照组比较＊＊P ＜ 0． 01

3 讨论

肺癌是临床最常见的恶性肿瘤，其发病率和病

死率逐年增加，由于肺癌的发生、发展是多基因、多
阶段、多步骤的复杂演进过程，尽管采用了手术、放
疗和化疗等综合治疗措施，由于转移和多药耐药等

原因，疗效都不是很理想。因此迫切需要寻求新的

有效的靶向药物的治疗。姜黄素来源于姜黄、郁金、
莪术、菖蒲等中药的根茎，具有抗炎、抗氧化、抗肿

瘤［4 － 8］的作用。有研究［9］表明，姜黄素作用于人类

Burkitt 淋巴瘤时发现，其能下调 B 细胞淋巴瘤患者

腹水细胞 CA46 的 c-myc、bcl-2、p53 表达水平，上调

Fas 蛋白 A 的表达水平，从而抑制 CA46 的增殖。本

实验选用 A549 肺癌细胞株，选用不同浓度的姜黄

素作用其 24 h 时，结果显示姜黄素能有效地抑制

A549 肺癌细胞的增殖，并且 A549 肺癌细胞的抑制

率与姜黄素浓度有一定关系。
MAPK 信号通路是研究较多的蛋白激酶级联通

路，真核细胞中常见的有细胞外调节蛋白激酶，在细

胞生长、发育、增殖及细胞恶性转化过程中起重要作

用，ERK1 /2 是其中的关键环节，在肝癌、头颈部鳞

癌及前列腺癌等多种肿瘤，ERK1 /2 信号通路的异

常明显活化，pERK 可激活一系列胞质蛋白，促进肿

瘤的发生发展以及肿瘤细胞的侵袭和转移［10］。近

来研究［11］发现，ERK1 /2 MAPK 信号通路在肺癌中

被明显激活，Vicent 等［12］发现在非小细胞肺癌中，

ERK1 /2 高表达，ERK1 /2 的磷酸化显著增加［13］，抑

制了 ERK1 /2 的磷酸化后，能够通过抑制细胞的增

殖、诱导凋亡起到抗肺部肿瘤的作用。吴丽贤等［14］

发现姜黄素可减少蛋白 P210bcr /abl 的含量，从而下

调其激活的 Ras 信号通路，抑制 K562 细胞的增殖。

提示姜黄素抑制肺癌 A549 细胞增殖作用可能与

ERK 途径有关。本实验结果显示，姜黄素作用于

A549 细胞可引起 p-ERK1 /2 的表达显著降低，而

ERK1 /2 通路处于抑制状态，说明姜黄素可有效抑

制 ERK1 /2 信号通路。姜黄素可呈浓度依赖性抑制

A549 细胞中磷酸化 ERK1 /2 的表达，但不影响总

ERK1 /2 的表达。因此，抑制异常激活的 ERK1 /2
信号通路可能是姜黄素抑制肺癌 A549 细胞侵袭性

的机制之一。肿瘤细胞分泌以 MMPs 为主的多种酶

类，可以降解细胞外基质的成分［15］。MMP-9 可促进

癌细胞对周围组织的浸润，在肿瘤血管生成及肿瘤

侵袭和转移过程中起重要调节作用。肺癌细胞侵袭

转移能力与其诱导产生蛋白酶降解细胞外基质、基
底膜 有 关。TIMPs 是 MMPs 的 抑 制 剂，TIMPs 与

MMPs 之间平衡在调节细胞外基质的稳态中有重要

作用。大量研究［16］发现，恶性肿瘤中 TIMPs 表达降

低，活性减弱，从而认为肿瘤组织中 MMPs 活性增

强、TIMPs 的活性减弱是肺癌侵袭和转移重要因素。
在肺肿瘤细胞中 MMPs 的合成受 PI3K 激酶调控，同

时也受 Raf /ERK 途径负调控［17］。因此，我们对姜

黄素能否调控肺癌 A549 细胞 MMPs 家族蛋白表达

进行了研究，结果显示，姜黄素能下调抑制 MMP-9
表达，上调 TIMP-1 表达，这种作用将有利于肺癌

A549 细胞的凋亡。
综 上 所 述，姜 黄 素 可 通 过 抑 制 A549 细 胞

ERK1 /2 信号传导通路，调节 MMPs 家族蛋白表达，

促进 A549 细胞的凋亡，这可能是中药姜黄素抗肿

瘤的又一新机制。而其效应与 ERK1 /2MAPK 密切

相关，将可能成为姜黄素的重要靶点，为姜黄素用于

肺癌的防治提供了新的实验依据，为肺癌靶向治疗

提供理论基础。
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医学论文材料与方法常见问题( 一)

结果是否可靠，结论是否可信，要看材料与方法; 论文是否能够发表，很大程度上还要看材

料与方法。医学论文材料与方法的常见问题有:

1 未明确说明研究对象

应告诉读者研究对象是人还是动物，以及是什么样的人和什么样的动物，应描述受试者的

年龄、性别和其他重要特征。如研究对象是人，还应交代选例的时间。
2 未交代具体的研究时间和地点

如“最近 3 年，我们对 82 例胃癌患者进行了手术切除……”，研究时间具体是哪 3 年，这些

胃癌病例选自何处，是选自作者单位还是加入了其他医院的患者，读者不得而知。
3 未说明诊断标准、纳入标准、剔除标准和疗效评价标准

诊断标准是让读者知道研究对象是否准确; 纳入标准是让读者知道研究对象所代表的人

群; 剔除标准是保证受试者的安全。诊断标准和疗效评价标准应选择权威的国内外最新资料为

依据，并标注参考文献。
4 未交代样本量和分组方法

明确确定样本量的依据，以反映研究样本的代表性。对照研究，应交代分组方法; 随机分组

应说明如何随机分。
5 未说明干预措施和实施办法

如是否使用了“盲法”等。如受试者是人，还应说明研究是否符合《赫尔辛基宣言》的伦理

学要求。
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