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姜黄素联合顺铂对人前列腺癌 ＰＣ３细胞株的影响
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［摘要］　目的　观察姜黄素联合顺铂（ＤＤＰ）对人前列腺癌ＰＣ３细胞株抗肿瘤活性作用的影响，并探讨其
作用机制。方法　采用ＭＴＴ法检测姜黄素单独或联合顺铂对人前列腺癌ＰＣ３细胞株的抑制率；采用流式细胞
术检测不同浓度姜黄素和顺铂单药、联合处理后对人前列腺癌 ＰＣ３细胞株凋亡率变化；ＲＴＰＣＲ检测姜黄素单
独或联合顺铂对人前列腺癌ＰＣ３细胞株作用后 Ｐ５３的 ｍＲＮＡ蛋白表达。结果　不同浓度的姜黄素组随着药
物浓度增加、作用时间延长，细胞抑制率上升，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；联合用药组明显高于单一用药组
（Ｐ＜０．０５），两药联合具有协同作用；姜黄素和顺铂均促进人前列腺癌 ＰＣ３细胞株凋亡，联合用药可显著增加
凋亡率；ＲＴＰＣＲ结果显示联合用药组能使Ｐ５３ｍＲＮＡ蛋白表达水平较单药组上升。结论　姜黄素对人前列腺
癌ＰＣ３细胞株具有生长抑制作用，且具有剂量和时间依赖性，其与顺铂联合具有协同抑制作用，其协同作用可
能与上调Ｐ５３ｍＲＮＡ表达有关。
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　　前列腺癌于６０岁开始出现发病高峰，而我国人
口老龄化持续增长与代谢综合征异常（肥胖、高血

糖、高血压等）两大因素导致在未来的１０年内前列
腺癌的发病率将逐步升高［１２］。前列腺癌患者的生

存率与疾病的临床分期和治疗方法有关，在我国，初

诊前列腺癌的患者仅有１／３为局限性病变［３］，造成

手术治愈率不高。顺铂（ＤＤＰ）是传统抗肿瘤药物，
抗癌作用强但不良反应明显，易出现耐药性。寻找

到毒性低、抗癌作用强，并能与传统抗肿瘤药物起到

协同作用的药物，在治疗前列腺癌发面具有良好的

前景。

１　材料与方法
１．１　材料　人前列腺癌ＰＣ３细胞株购自上海拜力
生物公司。ＲＰＭＩ１６４０培养基与胎牛血清购自ＧＩＢ
ＣＯ公司，姜黄素、ＭＴＴ、ＤＭＳＯ及 ＰＩ购自美国 Ｓｉｇｍａ
公司，Ｔｒｉｚｏｌ与ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋亡检测试剂盒
购自南京凯基生物公司，Ｐ５３引物由北京三博远志
生物公司设计合成。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养及实验分组　人前列腺癌ＰＣ３细
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胞用ＲＰＭＩ１６４０培养液培养，培养液中加１０％胎牛
血清、１００μｇ／ｍＬ青霉素和 １００μｇ／ｍＬ链霉素，
３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养。细胞贴壁后实验分
组：（１）对照组：加５％血清培养液（２）单药实验组：
姜黄素的浓度分别为５．０、１０．０、２０．０、４０．０μｍｏｌ／Ｌ，
ＤＤＰ的浓度分别为０．５、１、２、４μｇ／ｍＬ。（３）联合组：
姜黄素浓度为２．５μｍｏｌ／Ｌ不变，联合单药浓度ＤＤＰ。
（４）空白组：在无细胞的孔中加５％培养液。实验组
每个浓度设５个平行孔，温育２４ｈ、４８ｈ。
１．２．２　ＭＴＴ法　用０．２５％胰蛋白酶消化对数生长
期的人前列腺癌 ＰＣ３细胞，以每孔为３×１０３个细
胞接种于９６孔培养板中培养２４ｈ后分组。每孔加
入浓度为５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液２０μＬ，培养４ｈ。吸净
上清液，每孔加 ＤＭＳＯ１５０μＬ振荡１０ｍｉｎ，使用酶
标仪测定波长为 ４９０ｎｍ处的吸光度值，空白组调
零。细胞增殖抑制率（％）＝（对照组 ＯＤ值 －实验
组ＯＤ值）／对照组 ＯＤ值 ×１００％。采用金正均法
判断联合用药是否具有协同作用，公式：ｑ＝（Ｅａ＋
ｂ）〔Ｅａ＋（１－Ｅａ）／Ｅｂ〕。公式中（Ｅａ＋ｂ）为联合用
药的抑制率，Ｅａ、Ｅｂ分别为ＤＤＰ和姜黄素单药的抑
制率。ｑ＝０．８５－１．１５表示两药作用相加，ｑ＜０．８５
表示两药有拮抗作用，ｑ＞１．１５表示两药有协同作
用。

１．２．３　流式细胞仪检测细胞凋亡率　将ＰＣ３细胞
制成细胞悬液以２×１０５ｍＬ－１的密度接种６孔板内
并分４组，对照组加５％血清培养液，实验组为姜黄
素组（５．０μｍｏｌ／Ｌ）、ＤＤＰ组（１．０μｇ／ｍＬ）及姜黄素
与ＤＤＰ联合组。药物作用４８ｈ后收集细胞，严格
遵守凋亡检测试剂盒内染色步骤染色，于流式细胞

仪上检测并计算细胞凋亡率。

１．２．４　逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）　按照
Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明书操作抽提实验组处理 ４８ｈ的
ＰＣ３细胞总 ＲＮＡ，并合成 ｃＤＮＡ于 －８０℃保存。
按照 ＲＴＰＣＲ试剂盒步骤操作并分析相对含量值。
Ｐ５３蛋白相对定量值为 Ｐ５３与 βａｃｔｉｎ灰度值的比
值。引物序列、大小及退火温度见表１。

表１　被检测基因所使用的引物序列

基因 序列（５
$→３$） 产物长度（ｂｐ）Ｔｍ（℃）

βａｃｔｉｎ
上游引物

下游引物

ｇａａａａｔｃｔｇｇｃｃａｃｃｃａｃｃｔ
ｇｇｇｇｔｇｔｔｇａａｇｇｔｃｔｃａａａ

１４１ ６１．８

Ｐ５３
上游引物

下游引物

ａｃａｔｃｔｇｇｃｃｔｔｇａａａｃｃａｃ
ａａａｇｃｇａｇａｃｃｃａｇｔｃｔｃａａ

３４９ ６５．０

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件包进行
分析，所得数据用ｘ±ｓ表示，各组间差异比较采用ｔ
检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　ＭＴＴ实验结果　与对照组相比，不同浓度的
姜黄素、ＤＤＰ对ＰＣ３细胞作用２４ｈ、４８ｈ后均有抑
制作用，ＰＣ３细胞生长抑制作用随着姜黄素、顺铂
药物浓度增加，作用时间延长，其产生的抑制作用越

明显，呈现出时间、剂量依赖性关系。不同浓度组、

不同时间组之间抑制率相比较，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５），见表２。５．０μｍｏｌ／Ｌ的姜黄素与不同
浓度的 ＤＤＰ联用均对 ＰＣ３细胞的增值有抑制作
用，其联合用药组抑制作用明显强于单药组（Ｐ＜
０．０１），按照联合用药公式推算，姜黄素与ＤＤＰ联合
ｑ均大于１．１４，两者之间呈协同作用。

表２　不同浓度的姜黄素和顺铂对ＰＣ３细胞生长的
抑制率（ｘ±ｓ，％）

组别 试剂浓度 ２４ｈ ４８ｈ
对照组 ０ ０ ０
姜黄素 ５．０μｍｏｌ／Ｌ ９．１５±１．８２ ２３．１３±２．４４

１０．０μｍｏｌ／Ｌ １６．８４±２．３２ ３８．３５±２．１０ｂ

２０．０μｍｏｌ／Ｌ ２３．９２±３．２０ ４８．４０±２．８８
４０．０μｍｏｌ／Ｌ ３０．３２±２．２６ａ ５４．７８±３．４０ａｂ

ＤＤＰ ０．５ｍｇ／Ｌ ４．３３±０．５６ ５．９９±３．３８
１．０ｍｇ／Ｌ １０．５８±１．５３ １６．１４±２．２７
２．０ｍｇ／Ｌ １４．１６±１．６５ ３９．５０±２．３０ａｂ

４．０ｍｇ／Ｌ ２４．８０±２．３７ ５９．８２±３．５３ａｂ

姜黄素

　＋ＤＤＰ
５．０μｍｏｌ／Ｌ
＋０．５ｍｇ／Ｌ

１５．４２±２．１７ ３１．８５±２．０９

５．０μｍｏｌ／Ｌ
＋１．０ｍｇ／Ｌ

１７．１３±１．８３ ４４．８４±２．３２ａｂ

５．０μｍｏｌ／Ｌ
＋２．０ｍｇ／Ｌ

２４．２０±２．１５ ６５．７７±３．１３ａｂ

５．０μｍｏｌ／Ｌ
＋４．０ｍｇ／Ｌ

３４．９５±２．２４ａ ８０．７４±２．４７ａｂ

　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；同一试剂浓度内，与２４ｈ
时比较，ｂＰ＜０．０５

２．２　流式细胞仪检测细胞凋亡率　流式细胞仪结
果显示，对照组ＰＣ３细胞凋亡率为１．５３％；姜黄素
组、ＤＤＰ组单药作用 ＰＣ３细胞２４ｈ的凋亡率分别
为５．４５％、９．６６％（Ｐ＜０．０５）；而姜黄素 ５．０
μｍｏｌ／Ｌ与ＤＤＰ１．０μｍｏｌ／Ｌ联合作用２４ｈ的凋亡率
明显升高，为２８．３９％（Ｐ＜０．０５）。联合用药后，可
形成明显的凋亡峰，显著高于单药组，表明姜黄素、
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ＤＤＰ均可以有效诱导 ＰＣ３的凋亡率，在 ＰＣ３细胞
中姜黄素与ＤＤＰ存在协同作用。
２．３　ＲＴＰＣＲ检测 Ｐ５３的 ｍＲＮＡ表达　姜黄素诱
导ＰＣ３细胞４８ｈ后，Ｐ５３蛋白对照组、姜黄素单药
组、ＤＤＰ单药组与联合组的相对定量值为 ０．２０４、
０．３４２、０．３５０和０．５９８。联合组与对照组比较差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５），单药组与对照组差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。提示姜黄素与顺铂联合能
一定程度上能上调Ｐ５３基因ｍＲＮＡ表达。
３　讨论

姜黄素是从中药姜黄中提取的一种色素，具有

多种药理学作用。研究发现，姜黄素通过清除羟基

自由基、清除过氧化反应活性的自由基和增强抗氧

化酶活性、减轻氧化应激损伤等途径来实现抗氧化

作用［４］；通过抑制核转录因子、环氧化酶２、干扰素
等炎性介质和调控皮质类固醇途径来实现抗炎作

用［５７］；通过对总胆固醇、三酰甘油、低密度脂蛋白胆

固醇成分的影响降低血脂及血糖［８９］；可以抑制肝星

状细胞（ＨＳＣ）的活化和诱导受损肝细胞凋亡来阻止
肝纤维化的发生［１０］；通过降低 ｐ３００／ＣＢＰ和乙酰化
组蛋白Ｈ３／乙酰化组蛋白 Ｈ４的脑源性神经营养因
子，在神经性疼痛治疗中发挥了积极作用［１１］；可以

产生有效的神经保护作用防止由于脊髓损伤［１２］；通

过调节多种细胞信号传导通路和肿瘤相关因子发挥

抗癌作用，并能增强化疗药物和放疗的敏感性［１３］。

研究发现，姜黄素对肺癌细胞［１４］、胃癌细胞［１５］、人

成骨肉瘤细胞［１６］等实验中都具有抑制增殖、促进凋

亡的作用。顺铂是一种广谱的传统抗癌药物，在临

床应用杀肿瘤细胞效果好，但治疗中不仅不良反应

大，而且易产生耐药性［１７１８］。其通过两方面导致耐

药的发生［１９］：（１）防止铂类药物与脱氧核糖核酸
（ＤＮＡ）的结合，从而防止肿瘤细胞 ＤＮＡ的破坏。
（２）修复系统对损伤的 ＤＮＡ进行修复并且肿瘤细
胞逃逸机制的发生，使一直被破坏的细胞仍然不被

杀灭。本实验结果显示，姜黄素及顺铂对人前列腺

癌ＰＣ３细胞的生长均有抑制增殖的作用，并且对时
间、剂量具有明显的依赖性。有学者发现，姜黄素联

合顺铂可以对膀胱癌 Ｔ２４细胞下调 ｋｅａｐｌｎｒｆ２通
路，使抗肿瘤作用增强［２０］。本次研究也发现姜黄素

联合顺铂抑制ＰＣ３细胞增殖起协同增效作用。
实验证实，姜黄素的抗癌作用与对肿瘤细胞凋

亡途径的调节密不可分［２１２２］。姜黄素促进凋亡可

能机制与姜黄素可以激活 ｃａｓｐａｓｅ３、ｃａｓｐａｓｅ８、

ｃａｓｐａｓｅ９［２３］、调控 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比值［２４］，并释放细胞

色素Ｃ等因素有关。本实验结果显示，姜黄素与顺
铂两药联合后，凋亡率明显高于单药组和对照组，表

明姜黄素可以协同增强顺铂对 ＰＣ３细胞的凋亡
途径。

Ｐ５３蛋白是一种可以抑制细胞分裂的蛋白质，
在细胞信号传导途径中的作用有［２５］：（１）对细胞周
期的 Ｇ１期和 Ｇ２／Ｍ期有阻止作用；（２）可以调控
Ｂａｘ／Ｂｃｌ２、Ｆａｓ／Ａｐｏｌ等蛋白影响细胞凋亡；（３）参
与ＤＮＡ重组和修复功能。Ｂｉｎｈｕａ等［２６］学者发现姜

黄素作用肺癌 Ａ５４９细胞 ４８ｈ后，能够调节 Ｐ５３，
Ｂａｘ、Ｂｃｌ２，Ｃａｓｐａｓｅ３的表达水平，抑制肺癌细胞的
增殖；Ｗｅｉｒ等［２７］学 者 发 现 姜 黄 素 通 过 激 活

Ｃａｓｐａｓｅ３、ＰＡＲＰ降解、促进ｐ５３的磷酸化和细胞凋
亡来抑制顺铂耐药的人卵巢癌细胞的增殖；另有冯

冰霜等［２８］发现姜黄素联合顺铂可能通过增加 ｐ５３
基因的表达来增加宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞化疗敏感性。
本实验结果显示，姜黄素与顺铂两药联合后与单药

相比，可以协同增强促凋亡基因Ｐ５３的表达，提示姜
黄素可能通过Ｐ５３途径调节ＰＣ３细胞的增殖、凋亡
作用和提高顺铂的敏感性。

姜黄素有多条细胞信号转导途径，与肿瘤生长

转移、肿瘤细胞凋亡、肿瘤免疫和肿瘤药物耐受有着

密切的关系，对传统化疗药来说可能是一种可靠的

增敏药。
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