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摘要　目的：探究姜黄素对人胰腺癌ＳＷ１９９０细胞增殖抑制作用及对 Ｗｎｔ信号通路的影响。方法：低／中／高剂量观察组
人胰腺癌ＳＷ１９９０细胞分别以终浓度为２０、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ姜黄素处理，１００μＬ／孔，对照组细胞则以等体积生理盐水处
理，分别干预２４、４８、７２ｈ。以噻唑蓝（ＭＴＴ）法及 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＦＩＴＣ双染法分别检测人胰腺癌细胞 ＳＷ１９９０增殖及凋亡情
况，反转录聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）法及细胞爬片免疫细胞化学技术检测人胰腺癌细胞 ＳＷ１９９０β链蛋白（βＣａｔｅｎｉｎ）
ｍＲＮＡ及βＣａｔｅｎｉｎ蛋白表达情况。结果：干预７２ｈ后低／中／高剂量观察组人胰腺癌 ＳＷ１９９０细胞增殖抑制率（％）分别
为（４５９±１３２）、（４００１±３８７）、（６０９８±５９７）；对照组及低／中／高剂量观察组人胰腺癌 ＳＷ１９９０细胞凋亡率（％）
（８１４±１２５）、（１３０４±１０３）、（２７１５±１６２）、（５９２１±１４６）；βＣａｔｅｎｉｎ蛋白免疫细胞化学（ＩＣＣ）评分（分）分别为
（５７８±０５６）、（４４２±０６１）、（２５７±０５８）、（１３８±０６３）。观察组凋亡率显著高于对照组，βＣａｔｅｎｉｎｍＲＮＡ相对表达
量及βＣａｔｅｎｉｎ蛋白ＩＣＣ评分显著低于对照组（Ｐ＜００５），且增殖抑制率、凋亡率随姜黄素作用浓度增加逐渐升高（Ｐ＜
００５），增殖抑制率亦随干预时间延长逐渐升高（Ｐ＜００５）；βＣａｔｅｎｉｎｍＲＮＡ相对表达量及 βＣａｔｅｎｉｎ蛋白 ＩＣＣ评分随姜
黄素作用浓度增加逐渐降低（Ｐ＜００５）。结论：姜黄素可有效下调人胰腺癌细胞 ＳＷ１９９０βＣａｔｅｎｉｎ基因表达，抑制 Ｗｎｔ
信号通路活化，具有显著的增殖抑制作用，且具有明显的时间剂量依赖性。
关键词　胰腺癌细胞；姜黄素；增殖抑制；Ｗｎｔ信号通路
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　　胰腺癌是临床比较常见消化系统肿瘤，绝大多
数患者发病时已经处于中晚，患者手术切除控制率

不足２０％，５年生存率低下，影响预后。姜黄素是由
姜科植物姜黄中所提取的多酚类色素，其药理学作

用广泛，近年来许多研究［１２］证实其可有效抑制多种

肿瘤的生长及转移，参与多种抗肿瘤途径，具有直接

及间接的抗肿瘤作用，但目前有关其对人胰腺癌的

抗肿瘤作用及机制研究尚少，本研究旨在探究姜黄

素对人胰腺癌细胞 ＳＷ１９９０的增殖抑制作用，并初
步分析其作用机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　细胞株　人胰腺癌 ＳＷ１９９０细胞，由中国科
学院上海生物研究所馈赠。

１１２　试剂与仪器　姜黄素（纯度 ＞９８％，美国
Ｓｉｇｍａ公司，生产批号：Ｂ６９３８）；噻唑蓝（ＭＴＴ）试剂
盒及ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＦＩＴＣ双染凋亡检测试剂盒（上海贝
博生物公司）；反转录聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）试
剂盒（南京凯基生物科技发展有限公司）；兔抗 β链
蛋白（βＣａｔｅｎｉｎ）（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公
司）等。主要仪器ＡｃｃｕｒｉＣ６型流式细胞仪（美国 ＢＤ
公司）；ＪＹＨ２７０２０电泳仪及 Ｔ１００型 ＰＣＲ仪（美国
ＢｉｏＲａｄ公司）；ＸＳＰ１１ＣＣ倒置生物显微镜（上海蔡
康光学仪器有限公司）等。

１２　方法
１２１　人胰腺癌ＳＷ１９９０细胞培养、分组与干预　
取人胰腺癌ＳＷ１９９０细胞［３］，加含１０％胎牛血清及
青链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培养基置于３７℃、５％ ＣＯ２
培养箱中培养，每２～３ｄ换液１次，待细胞生长至
８５％左右融合时以０２５％胰酶消化并常规传代培
养，取对数期细胞，调整细胞密度为５×１０４个／ｍＬ，
接种于９６孔板中，低／中／高剂量观察组人胰腺癌细
胞ＳＷ１９９０分别以终浓度为２０、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ姜黄
素处理，１００μＬ／孔，对照组细胞则以等体积生理盐
水处理，各孔均设置８个复孔，分别干预２４、４８、７２
ｈ。
１２２　ＭＴＴ法检测人胰腺癌 ＳＷ１９９０细胞增殖情
况　细胞分组及处理同 １２１，各组分别干预 ２４、
４８、７２ｈ后，加５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液，２０μＬ／孔，３７℃
孵育４ｈ，加二甲基亚砜，１５０μＬ／孔，检测各孔４９０
ｎｍ下吸光光度值ＯＤ４９０ｎｍ，计算人胰腺癌ＳＷ１９９０
细胞增殖抑制率 ＝（１观察组 ＯＤ４９０ｎｍ／对照组
ＯＤ４９０ｎｍ）×１００％。实验重复３次［４］。

１２３　ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＦＩＴＣ双染法［５］检测人胰腺癌

ＳＷ１９９０细胞凋亡情况　细胞分组及处理同１２１，
干预７２ｈ后收集各组细胞，１０００ｒ／ｍ离心５ｍｉｎ，加
１９５μＬ缓冲液悬浮细胞，加５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ避
光孵育１５ｍｉｎ，然后加１０μＬ碘化丙啶（ＰＩ）冰浴避
光孵育１０ｍｉｎ，１ｈ内以流式细胞仪检测人胰腺癌
ＳＷ１９９０细胞凋亡率，实验重复３次。
１２４　ＲＴＰＣＲ法［６］检测人胰腺癌ＳＷ１９９０细胞β
ＣａｔｅｎｉｎｍＲＮＡ表达情况　细胞分组及处理同
１２１，干预 ７２ｈ后收集各组细胞，提取细胞总
ＲＮＡ，反转录为 ｃＤＮＡ，以 ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩
增。经凝胶成像分析系统进行扫描、分析，以βａｃｔｉｎ
为参照，计算各组人胰腺癌 ＳＷ１９９０细胞 βＣａｔｅｎｉｎ
ｍＲＮＡ相对表达量。
１２５　细胞爬片免疫细胞化学技术［７］检测人胰腺

癌ＳＷ１９９０细胞 βＣａｔｅｎｉｎ蛋白表达情况　取对数
期人胰腺癌 ＳＷ１９９０细胞，调整密度为 １×１０５个／
ｍＬ，接种于６孔板，各孔底部均铺有无菌载玻片，常
规培养６ｈ后待细胞贴壁生长进行分组及处理，同
１２１，各孔设６个复孔，干预７２ｈ后，将细胞爬片以
４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，免疫细胞化学技术染色，
于倒置生物显微镜下以 ＤＡＢ显色并观察。细胞浆
或细胞核呈棕黄色为阳性着色，无阳性计０分；阳性
细胞 １％～３０％计 １分；阳性细胞 ３１％～７０％计 ２
分；阳性细胞７１％～１００％计３分，据着色强度无、浅
黄色、黄色、棕黄色依次计０、１、２、３分，免疫细胞化
学评分（ＩＣＣ评分）＝阳性细胞比例评分×着色强度
评分。实验重复３次。
１３　统计学方法　应用 ＳＰＳＳ１９０统计软件进行
数据分析，计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，２
组间比较进行 ｔ检验，多组间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　姜黄素对人胰腺癌 ＳＷ１９９０细胞增殖及凋亡
的影响　ＭＴＴ检测显示，干预７２ｈ后低／中／高剂量
观察组人胰腺癌ＳＷ１９９０细胞增殖抑制率（％）分别
为（４５９±１３２）、（４００１±３８７）、（６０９８±５９７）；
观察组细胞增殖抑制率随姜黄素作用浓度增加及干

预时间延长逐渐升高（Ｐ＜００５）。见图１。Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ／ＦＩＴＣ双染法检测显示，干预７２ｈ后对照组及低／
中／高剂量观察组人胰腺癌 ＳＷ１９９０细胞凋亡率
（％）分别为（８１４±１２５）、（１３０４±１０３）、（２７１５
±１６２）、（５９２１±１４６）；观察组细胞凋亡率高于对
照组（Ｐ＜００５），且随姜黄素作用浓度增加逐渐升
高（Ｐ＜００５）。
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图１　人胰腺癌ＳＷ１９９０细胞增殖情况

２２　姜黄素对人胰腺癌 ＳＷ１９９０细胞 βＣａｔｅｎｉｎ
ｍＲＮＡ表达的影响　干预７２ｈ后对照组及低／中／
高剂量观察组人胰腺癌细胞 βＣａｔｅｎｉｎｍＲＮＡ相对
表达量分别为（０９７±０１０）、（０８０±００９）、（０４３
±０１１）、（０２１±００８）。观察组细胞 βＣａｔｅｎｉｎ
ｍＲＮＡ相对表达量较对照组降低（Ｐ＜００５），且随
姜黄素作用浓度增加逐渐降低（Ｐ＜００５）。见图２。

图２　人胰腺癌ＳＷ１９９０细胞β链蛋白 ｍＲＮＡ表达情况

２３　姜黄素对人胰腺癌 ＳＷ１９９０细胞 βＣａｔｅｎｉｎ蛋
白表达的影响　观察组人胰腺癌 ＳＷ１９９０细胞 β
Ｃａｔｅｎｉｎ蛋白免疫细胞化学（Ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
ＩＣＣ）评分高于对照组（Ｐ＜００５），且随姜黄素作用
浓度增大逐渐降低（Ｐ＜００５）。见表１。

表１　姜黄素对人胰腺癌ＳＷ１９９０细胞
　　β链蛋白表达的影响（珋ｘ±ｓ，分）

组别 株数 ＩＣＣ评分

对照组 １８ ５７８±０５６
姜黄素低剂量组 １８ ４４２±０６１

姜黄素中剂量组 １８ ２５７±０５８△

姜黄素高剂量组 １８ １３８±０６３△▲

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与低剂量组比较，△Ｐ＜００５；与

中剂量组比较，▲Ｐ＜００５

３　讨论
中医药在我国肿瘤的防治中有着悠久的历史，

其将胰腺癌归属于传统中医学理论中的“黄疸”“积

聚”“伏梁”“痞块”等范畴，主要病因为六淫邪毒侵

袭，情志不畅等导致气血津液运行不畅，脏腑功能失

调，导致气滞、血瘀、热毒、痰湿等凝结于脏腑，日久

积聚而成痞块，故治疗应遵循清热化湿、理气散结原

则。姜黄姜黄素是姜黄的主要化学成分，取自其根

茎，姜黄味苦、辛，性温，归脾、肝经，可入气行气散

滞、活血化瘀等。姜黄素药理学作用广泛，如抗癌、

抗氧化、抗炎、抗纤维化等，且具有毒性小、价廉、抗

癌谱广等优势。近年来其抗肿瘤作用受到关注，研

究［８］报道，其对喉癌、乳腺癌、食管癌等具有显著的

治疗效果；且体外研究［９］证实，姜黄素可对喉癌

Ｈｅｐ２具有增殖抑制作用，且呈明显时间剂量依赖
性；蔡少鑫［１０］研究报道，姜黄素可通过 ＨＩＦ１α抑制
乳腺癌ＭＤＡＭＢ４５３细胞增殖及转移；本研究中观
察组人胰腺癌 ＳＷ１９９０细胞凋亡率高于对照组，且
增殖抑制率、凋亡率随姜黄素作用浓度增加逐渐升

高，增殖抑制率亦随干预时间延长逐渐升高，提示姜

黄素对人胰腺癌细胞也有显著的增殖抑制作用，并

呈明显的时间剂量依赖性。
姜黄素可直接作用于细胞内相关蛋白及基因，

调节细胞间信号传导通路，达到抗肿瘤的目的。本

研究中观察组人胰腺癌ＳＷ１９９０细胞βＣａｔｅｎｉｎｍＲ
ＮＡ相对表达量及βＣａｔｅｎｉｎ蛋白ＩＣＣ评分低于对照
组，且随姜黄素作用浓度增加逐渐降低，提示姜黄素

对人胰腺癌ＳＷ１９９０细胞的增殖抑制作用可能与其
显著下调βＣａｔｅｎｉｎ表达，抑制Ｗｎｔ信号通路活化相
关，有关姜黄素抗胰腺癌的其他作用机制仍需进一

步深入研究。
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