
胶质瘤来源于神经上皮，是中枢神经系统最常见的

原发性脑肿瘤，具有生长快、预后差等临床特征［1］。低级

胶质瘤的平均生存期约为5年，而高级胶质瘤大约只有

1年［2］。尽管手术、放疗、化疗、免疫治疗等治疗方式不

断进步，胶质瘤患者的预后仍然很差［3-4］。

姜黄素是从姜黄根茎提取的天然多酚，具有抗动脉

粥样硬化、抗炎、抗氧化、抗肿瘤等功效［5-7］。姜黄素可以

通过调控多条信号通路抑制肿瘤细胞的增殖、转移和血

管生成，从而发挥抗肿瘤作用［8-9］。姜黄素可以通过诱导

细胞凋亡途径抑制胶质瘤细胞增殖［10］。小鼠模型结果

提示姜黄素可以抑制VEGF/Ang-2/TSP-1介导的血管

生成来抑制肿瘤生长［11］。尽管研究越来越深入，姜黄素

对胶质瘤的生物学作用和分子机制仍不明确。

肝癌衍生生长因子（HDGF）是一种从肝癌细胞纯

化而来的肝素结合生长因子，在血管生成中起到了重要

作用［12］。HDGF在部分肿瘤中的表达较周围正常组织

明显升高，并且与肿瘤的侵袭性有关［13］。最近的研究结
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摘要：目的 探讨姜黄素对胶质瘤细胞的侵袭、迁徙能力的影响及相关机制。方法 四甲基偶氮唑蓝实验筛选合适的姜黄素药物

浓度；Transwell小室、Boyden小室及划痕实验检测姜黄素对胶质瘤细胞侵袭、迁移能力的影响；蛋白免疫印迹实验和蛋白质免

疫共沉淀实验检测相关蛋白质表达水平变化及相关蛋白质之间相互作用。结果 终浓度为20 μmol/L的姜黄素培养基培养48 h

作为实验组处理因素；姜黄素能明显降低胶质瘤细胞的侵袭、迁移能力（P<0.05）；机制分析显示，与空白对照组相比，姜黄素处

理组HDGF、N-cadherin、Vimentin、Snail、Slug蛋白表达水平下降，E-cadherin蛋白表达水平升高；在姜黄素处理过的胶质瘤细胞

中干扰和过表达HDGF可分别协同抑制和逆转上皮细胞-间充质转化(EMT)信号；姜黄素可以明显降低HDGF与β-catenin的结

合量。结论 姜黄素通过抑制HDGF/β-catenin复合物，降低了EMT信号，从而抑制了胶质瘤细胞侵袭、迁移能力。
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Abstract: Objective To investigate the effect of curcumin on the invasion and migration of human glioma cells in vitro and
explore the molecular mechanisms. Methods MTT assay was used for screening the optimal curcumin concentrations. The
effects of curcumin on the invasion and metastasis of human glioma cell lines U251 and LN229 were tested using Transwell
assay, Boyden assay and wound-healing assays. The expression of the related proteins and their interactions were determined
using Western blotting and coimmunoprecipitation assay. Results Curcumin at the concentration of 20 μmol/L for 48 h was
used as the optimal condition for subsequent cell treatment. In the two glioma cell lines, curcumin significantly suppressed the
invasion and migration of the cells (P<0.05) and lowered the expressions of hepatoma-derived growth factor (HDGF), N-
cadherin, vimentin, Snail and Slug, but increased the expression of E-cadherin. Interference of HDGF in curcumin-treated
glioma cells synergistically inhibited the epithelial-mesenchymal transition (EMT) signals, while overexpression of HDGF
significantly reversed the inhibitory effect of curcumin on EMT; curcumin treatment could significantly reduce the binding of
HDGF to β-catenin. Conclusion Curcumin suppresses EMT signal by reducing HDGF/β-catenin complex and thereby lowers
the migration and invasion abilities of human glioma cells in vitro.
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果表明，AGAP2-AS1-miR-15a/b-5p轴通过上调HDGF

从而激活 Wnt/β-catenin 信号促进胶质瘤的发生［14］。

HDGF可以作为肿瘤靶标从而抑制胶质瘤细胞的恶性

表型转变［15］。然而，HDGF在胶质瘤细胞侵袭中的详细

作用机制仍不清楚。

β-连环蛋白（β-catenin）是Wnt信号通路的关键组

分，Wnt信号的持续激活产生级联反应，导致核内β-

catenin大量累积，从而促进肿瘤进展［16］。β-catenin介导

了miR-92b对胶质瘤细胞生长、转移的促进［17］。而去泛

素化后，β-catenin增加可以促进胶质瘤细胞的增殖［18］。

在本次研究中，我们发现姜黄素可以抑制HDGF/β-

catenin 复合物引起的上皮细胞-间充质转化（EMT），从

而降低胶质瘤的侵袭性，这为姜黄素治疗胶质瘤患者提

供了新的实验支持证据。

1 材料和方法

1.1 细胞培养及传代

U251细胞和LN229细胞从中国科学院细胞库购

买，常规使用10%胎牛血清的DMEM培养基（ExCell），

放入37 ℃、5% CO2浓度的孵箱中培养；当细胞密度达

到培养皿面积80%时用胰蛋白酶消化，传至两个培养皿

（Nest Biotech）。

1.2 四甲基偶氮唑蓝（MTT）实验

弃培养皿中的培基，常规消化细胞后计数，每个96

孔板（Nest Biotech）接种5×103细胞；10~12 h后，弃96

孔板培基，将终浓度为0、5、10、20、40、80 μmol/L姜黄素

培养基分别加入 200 μL；48 h后避光每孔加入 20 μL

MTT，敷箱中放置4 h；吸出孔内液体，每孔加入150 μL

DMSO，吹打、混匀后获取490 nm处光密度值（A490nm）；

1.3 瞬转 si-HDGF及HDGF质粒由广州锐博生物公司

设计和合成

取对数生长期细胞向六孔板（（Nest Biotech））接种

2×104个细胞；待细胞贴壁后每孔用Lipofectamine-2000

（Invitro-gen Biotechnolog）进行转染；8 h后换液，72 h

后提取蛋白质。si-HDGF序列信息：Sense5'CcggtgCCG

TGAAATCAACAGCCAACTCGAGTTGGCTGTTGA

TTTCACGGCATTTTTg3'；Antisense5'aattcaaaaatgCC

GTGAAATCAACAGCCAACTCGAGTTGGCTGTTG

ATTTCACGGCA 3'。

1.4 Transwell小室实验

常规消化细胞后用无血清DMEM培养基（ExCell）

洗涤细胞两次后加入小室（Millipore），上室加入100 μL

总数为1×10 5细胞的无血清培养基，下室加入500 μL含

10%胎牛血清的DMEM培养基，放置敷箱培养；显微镜

下观察到下室有10个细胞穿过时取出上室，用棉球及D-

hanks清洗后将小室放入500 μL甲醇中固定10 min；取

出上室，晾干，用结晶紫溶液染色3 min。

1.5 Boyden小室实验

上室基底膜均匀加入50 μL基质胶，移入24孔板，

于培养箱中凝固30 min；余下同Transwell小室实验。

1.6 划痕实验

常规消化细胞后铺入6孔板（Nest Biotech），待10~

12 h贴壁后用10 μL枪头在六孔板背面均匀划直线，每

孔划3条线，用D-hanks清洗后放入敷箱中培养；分别于

0、12、24 h后在倒置显微镜下拍照。

1.7 蛋白免疫印迹实验

提取细胞蛋白，变性；每个泳道加入30 mg蛋白，依

次进行电泳、转膜、封闭、敷抗体、曝光。电泳条件：80 V，

30 min；100 V，60 min。转膜条件：350 mA，2 h。封闭条

件：5%脱脂奶粉，1 h。抗体：HDGF，β-catenin，E-cadherin，

N-cadherin，Vimentin，Snail，Slug，β-actin均从广州锋

硕生物购买，以 1∶1000 稀释。图片由 ChemiDocTM

CRSþ Molecular Imager（Bio-Rad）捕获。

1.8 蛋白质免疫共沉淀

按照蛋白质免疫共沉淀试剂盒推荐步骤进行实验

（Thermos Scientific）。抗体固定化；提取蛋白，纯化；向

上柱中加入1000 μg蛋白质，分别加入10 μg抗β-catenin

抗体和10 μg抗IgG抗体，在4 ℃摇床孵育过夜；洗脱和

β-catenin结合的蛋白质，变性蛋白后进行蛋白免疫印迹

实验；抗IgG抗体作为阴性对照。

1.9 统计学分析

应用SPSS19.0进行数据分析，定量资料以均数±标

准差表示，两组之间比较采用独立样本t检验，检验水准

α=0.05。

2 结果

2.1 MTT法筛选合适姜黄素药物浓度

以 0 μmol/L 姜黄素培养基作为空白对照，U251

细胞和 LN229 细胞药物半抑制浓度（IC50）都在 10~

20 μmol/L之间（图1），故使用20 μmol/L姜黄素培养基

培养48 h作为实验组处理因素。

2.2 姜黄素抑制胶质瘤侵袭、迁移能力

划痕实验结果显示，20 μmol/L姜黄素培养基培养

48 h的胶质瘤细胞U251和LN229迁移距离明显短于

对照组（图2）。Transwell小室（图3）、Boyden小室（图4）

结果显示，与对照组相比，姜黄素可以明显降低胶质瘤

细胞U251和LN229的穿透数（P<0.05）。

2.3 姜黄素通过抑制HDGF降低胶质瘤的侵袭性

为了探索姜黄素抑制胶质瘤细胞游走和侵袭能力

的机制，我们行蛋白免疫印迹分析发现，姜黄素处理组

HDGF、N-cadherin、Vimentin、Snail、Slug 蛋白水平下

降，E-cadherin 蛋白水平上升（图 5）。我们随后将

HDGF质粒和si-HDGF分别转染用姜黄素处理过的胶

质瘤细胞 U251 和 LN229 中，结果显示，在过表达
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HDGF之后，姜黄素的EMT信号抑制作用被逆转（图6），

而敲低HDGF则可以与姜黄素协同抑制EMT信号（图7）。

2.4 HDGF与β-catenin相互作用

已有研究证明Wnt信号通路可以促进上皮细胞-间

充质转化，β-catenin可以和多种蛋白质结合参与肿瘤发

生发展［19-20］，为了进一步探索姜黄素抗肿瘤的分子机制，

我们通过蛋白免疫共沉淀实验来检测β- catenin 与

HDGF在胶质瘤中是否存在相互作用。结果显示，在胶

质瘤细胞U251和LN229中，HDGF可以与β-catenin结

合。与对照组相比，姜黄素处理之后HDGF与β-catenin

的结合量显著降低（图8）。

3 讨论

胶质瘤恶性程度高，侵袭性强，常呈浸润性生长，因

此手术难以完全切除，导致复发性高［21］，胶质瘤患者的

预后仍无明显改善，还需探索更好的治疗策略［22-24］。

姜黄素可以靶向转录因子、生长因子、促炎性细胞

因子、促癌激酶等，从而抑制多种肿瘤细胞生长［25-26］。此

外，姜黄素在非小细胞肺癌中通过诱导自噬相关的细胞
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图2 划痕实验测定姜黄素作用后 0、12和 24 h胶质瘤U251细胞
和LN229细胞迁移情况
Fig.2 Wound-healing assays for assessing the migration ability of
U251 and LN229 cells at 0, 12 and 24 h after curcumin treatment
(Original magnification: ×100).

图3 Transwell小室实验检测姜黄素对胶质瘤细胞U251和LN229侵袭的影响
Fig.3 Effect of curcumin on the migration of glioma cells assessed by Transwell assay (×400; Mean±SD). *P<0.05, **P<
0.01 by Student-t test.
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图1 MTT法测定姜黄素对胶质瘤细胞U251和LN229的药物半抑制浓度
Fig.1 MTT assay for determining IC50 of curcumin in U251 and LN229 cells (Mean±SD). *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001 by
Student-t test.
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死亡能克服吉非替尼原发性化疗抵抗［27］。姜黄素通过

促进Connexin 43蛋白降解以及他莫昔芬诱导的肿瘤细

胞凋亡［28］。姜黄素可以降低E3泛素连接酶NEDD4，导致

Notch1和pAKT表达减少，从而抑制胶质瘤的转移［29］。

图4 Boyden小室实验检测姜黄素对胶质瘤细胞U251和LN229侵袭的影响
Fig.4 Effect of curcumin on the invasion of glioma cell lines U251 and LN229 assessed by Boyden assay (× 400,
Mean±SD). *P<0.05, **P<0.01 by Student-t test.
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图5 姜黄素作用48 h后胶质瘤细胞U251和LN229中相关蛋白表达水平的变化
Fig.5 Changes of related protein expressions in U251 and LN229 cells after curcumin treatment for 48 h.
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图6 过表达HDGF对姜黄素抑制EMT作用的影响
Fig.6 Effect of HDGF overexpression on the inhibitory effect of curcumin on EMT.
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此外，姜黄素在胶质瘤中还能通过抑制SKP2信号，从而

抑制细胞的生长和侵袭［10］。以上研究表明，姜黄素在肿

瘤中发挥了重要的抗肿瘤活性，这其中也包括了胶质

瘤。然而，关于姜黄素抑制胶质瘤游走和侵袭的分子机

制一直有待进一步的揭示。

本研究发现，姜黄素处理过的胶质瘤 U251 与

LN229细胞穿过基底膜的数量和迁徙的距离明显受到

抑制，这表明姜黄素可以降低胶质瘤细胞的侵袭和迁移

能力。该结果与文献［28-29］类似，提示姜黄素可以作

为有效的抗胶质瘤药物。

EMT是上皮细胞受到刺激转化为具有间质表型细

胞的生物学过程。在肿瘤中，EMT信号的转化增加常

常促进肿瘤游走、侵袭和转移能力的增加。TRPM7 能

激活PI3K/AKT 信号，进而诱导EMT信号转化，从而促

进卵巢癌游走、侵袭和转移［30］。CASP1通过诱导Snail

介导的上皮间质转化从而促进大肠癌转移［31］。姜黄素

可以通过抑制 c-Met/PI3K/Akt//mTOR 信号通路降低

EMT相关蛋白的表达，从而降低肺癌的侵袭性，表明姜

黄素可以失活EMT信号通路抑制肿瘤转移［32］。为了明

确姜黄素抑制胶质瘤细胞游走和侵袭的机制，我们使用

姜黄素处理了胶质瘤细胞，随后发现与对照组相比，姜

黄素处理胶质瘤细胞组HDGF，N-cadherin、Vimentin、

Snail、Slug表达量明显降低，E-cadherin蛋白水平上升，

提示姜黄素对胶质瘤的抗肿瘤作用可能是通过HDGF

抑制上皮细胞-间充质转化相关。

HDGF作为肝素结合生长因子，其过表达促进了

多种肿瘤增殖、侵袭、转移和化疗抵抗［12-14］。HDGF与

β-catenin能形成复合物，从而增加β-catenin诱导EMT

信号，促进肿瘤的转移［12］。在姜黄素处理肺癌细胞株

A549后，β-catenin表达明显降低，这表明Wnt/β-catenin

信号参与了姜黄素对癌细胞的抑制作用［33］。在本次研

究中，我们观察到姜黄素能明显抑制HDGF和β-catenin

表达，并降低两者的结合能力。在抑制HDGF表达后，

胶质瘤细胞中的N-cadherin、Vimentin、Snail、Slug蛋白

水平下降，E-cadherin蛋白水平上升。在姜黄素处理的

胶质瘤细胞中导入HDGF质粒后，胶质瘤细胞的EMT

转化信号明显被逆转。以上的结果表明，姜黄素能通过

抑制HDGF，降低与β-catenin结合，进而抑制其介导的

EMT 信号，从而抑制了胶质瘤细胞的游走和侵袭，

HDGF是姜黄素抗胶质瘤新的有效靶点。

因此，姜黄素通过下调HDGF表达，降低与β-catenin

结合，从而失活β-catenin诱导的EMT信号，最终抑制胶

质瘤细胞的游走和侵袭，姜黄素可以作为潜在胶质瘤治

疗药物。
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