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摘要： 目的　 探讨姜黄素对食管癌细胞中 ５⁃氟尿嘧啶 （５⁃ＦＵ） 化疗敏感性的影响。 方法　 选取食管癌细胞 ＥＣ⁃９７０６ 和

ＥＣ⁃１０９， 单独给予 ５⁃ＦＵ 或联合姜黄素干预后， 采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 表达，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｗｎｔ⁃２、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达。 结果 　 姜黄素能够抑制食管癌 ＥＣ⁃９７０６ 和 ＥＣ⁃１０９ 细胞的增殖 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 并呈剂量依赖性。 姜黄素能够增强食管癌细胞 ＥＣ⁃９７０６ 和 ＥＣ⁃１０９ 对 ５⁃ＦＵ 的敏感性， 降低其 ＩＣ５０ 值 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 在食管癌细胞系中低表达； 过表达 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 能够抑制食管癌细胞的增殖， 并增加 ＥＣ⁃９７０６ 和

ＥＣ⁃１０９ 细胞对 ５⁃ＦＵ 的敏感性， 降低其 ＩＣ５０值 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 姜黄素能够增加食管癌细胞中 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 的表达； 抑制

ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 的表达能够逆转姜黄素对食管癌细胞增殖的影响。 姜黄素能够通过调节 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 表达抑制 Ｗｎｔ⁃２、 β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 姜黄素能够增加 ５⁃ＦＵ 对食管癌的化疗敏感性， 其机制可能是通过调控 ｍｉＲ⁃５９０⁃
３ｐ 表达从而抑制 Ｗｎｔ⁃２ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路的活性。
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　 　 食管癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一， 虽然近年

来食管癌的治疗取得了很大进展， 但患者的总生存率和五

年生存率仍较低［１］ 。 手术是食管癌治疗的首选， 但超过４ ／ ５
的食管癌患者在确诊时已失去根治性手术的机会［２⁃３］ ， 放化

疗维持是中晚期食管癌患者的主要治疗方式［４］ 。 新的靶向

药物如 Ｐｅｍｂｒｏｌｉｚｕｍａｂ 已于 ２０１９ 年获得 ＦＤＡ 批准用于食管

癌患者的治疗， 但只能用于 ＰＤ⁃Ｌ１ 阳性症状患者［５］ 。 因

此， 基于 ５⁃氟尿嘧啶 （５⁃ＦＵ） 的化疗方案仍是食管癌治疗

的重要手段［６］ ， 但 ５⁃ＦＵ 对正常细胞的毒性及耐药性限制了

其临床应用。 因此， 如何提高食管癌对 ５⁃ＦＵ 的敏感性仍是

亟待解决的难题。
姜黄素是从姜黄科植物根茎中提取出的一种酸性多酚

类物质， 具有抗肿瘤、 抗炎、 等多种药理作用［７⁃８］ 。 研究发

现， 姜黄素能够抑制食管癌细胞的增殖、 凋亡等生理功

能［９⁃１０］ ， 但在食管癌中， 姜黄素对 ５⁃ＦＵ 的化疗敏感性及其

作机制的研究尚不明确。 因此， 本研究以食管癌细胞 ＥＣ⁃
９７０６ 和 ＥＣ⁃１０９ 为研究对象， 评价姜黄素对食管癌细胞活

性的作用及其对 ５⁃ＦＵ 化疗敏感性的影响。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株　 人食管癌细胞株 ＥＣ⁃９７０６、 ＥＣ⁃１０９ 和正常食

管上皮细胞 Ｈｅｔ⁃１Ａ 均购自中国科学院上海细胞库。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 姜黄素 （批号 １１０８２３⁃２０１４０５）、 ５⁃ＦＵ
（批号 Ｌ１９０３０８０） （美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； 胎牛血清、 ＰＲＭＩ
１６４０ （批号 ＷＨ００２１Ｆ２１１） （美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司）； ＣＣＫ⁃８
试剂盒 （批号 ＫＧＡ３１７）、 蛋白提取试剂盒、 ＥＣＬ 发光试剂

盒 （批号 Ｐ００１８ＦＳ） （上海碧云天生物技术有限公司）； 逆

转录 试 剂 盒 （ 批 号 ０５２２０１１ ）、 ＰＣＲ 试 剂 盒 （ 批 号

０５２２５８０７） （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； ｍｉＲ⁃ＮＣ、 ｍｉＲ⁃
５９０⁃３ｐ 模拟物、 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 抑制物、 ＰＣＲ 引物 （上海吉马

制药技术有限公司）； 一抗 ａｎｔｉ⁃Ｗｎｔ⁃２ （批号 ａｂ１９０２２２）、
ａｎｔｉ⁃β⁃ｃａｔｅｎｉｎ （ 批 号 ａｂ３２５７２）、 二 抗 （ 批 号 ａｂ１７２７３０）
（英国 Ａｂｃａｍ 公司）。
１􀆰 ３　 仪器 　 ７５００ 型实时荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国 ＡＢＩ 公

司）； 电泳及成像系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； 倒置显微镜
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（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ Ｍ２ 型多功能酶标仪 （美
国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养　 所有细胞均培养于含 １０％ 胎牛血清、 １００
Ｕ ／ ｍＬ 青链霉素的 ＰＲＭＩ １６４０ 培养基中， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２

细胞培养箱中培养。
２􀆰 ２　 细胞转染与分组　 按照说明书， 使用脂质体 ３０００ 进

行 ｍｉＲＮＡｓ 的转染。 将细胞分为对照组 （ＤＭＳＯ）、 ｍｉＲ⁃
５９０⁃３ｐ 模拟物组、 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 抑制物组、 ５⁃ＦＵ 组、 ５⁃ＦＵ＋
ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 模拟物组、 ５⁃ＦＵ＋姜黄素＋ｍｉＲ⁃ＮＣ 组 （４０ μｍｏｌ ／ Ｌ
５⁃ＦＵ＋８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素 ＋ｍｉＲ⁃ＮＣ）、 ５⁃ＦＵ ＋姜黄素 ＋ｍｉＲ⁃
５９０⁃３ｐ 抑制物组 （４０ μｍｏｌ ／ Ｌ ５⁃ＦＵ＋８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素＋ｍｉＲ⁃
５９０⁃３ｐ 抑制物）、 姜黄素＋ｍｉＲ⁃ＮＣ 组 （８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素＋
ｍｉＲ⁃ＮＣ）、 姜 黄 素 ＋ ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 抑 制 物 组 （ 姜 黄 素 ８０
μｍｏｌ ／ Ｌ＋ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 抑制物）。
２􀆰 ３　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力　 取对数生长期的细胞， 调整

密度为 １×１０５ ／ ｍＬ， 接种于 ９６ 孔板中， 每孔 １００ μＬ， ３７ ℃
孵育 ２４ ｈ， 当细胞融合率达到 ７０％ ～ ８０％ 时， 加入含有不

同浓度药物的新鲜培养基， 继续培养 ２４、 ４８、 ７２ ｈ， 每孔

加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 溶液， 继续孵育 ４ ｈ， 在 ４９０ ｎｍ 波长处

检测细胞光密度 （ＯＤ） 值， 每个实验组设置 ３ 个复孔， 计

算细胞活性。
２􀆰 ４　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 表达　 ＴＲＩｚｏｌ 法从细胞中

提取总 ＲＮＡ， 按照说明书采用逆转录试剂盒将总 ＲＮＡ 逆转

录为 ｃＤＮＡ， 使用实时荧光定量 ＰＣＲ 仪进行定量分析， 扩

增条件为 ９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９５ ℃ １０ ｓ， ６０ ℃ ３４ ｓ， ７２ ℃

１０ ｓ， 共 ４０ 个循环。 重复 ３ 次， 应用 ２－ΔΔＣＴ法计算结果。 引

物序 列 为 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 正 向 ５′⁃ＡＡＡＧＡＴＴＣＣＡＡＧＡＡＧＣＴＡ
ＡＧＧＧＴＧ⁃３′， 反向 ５′⁃ＣＣＴＡＡＣＴＧＧＴＴＴＣＣＴＧＴＧＣＣＴＡ⁃３′； 内

参 Ｕ６ 正 向 ５′⁃ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ⁃３′， 反 向 ５′⁃
ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴ ＴＴＧＣＧＴ⁃３′。
２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测蛋白表达 　 收集细胞， 按照说明

书提取总蛋白， ＢＣＡ 法检测蛋白浓度。 样品蛋白经 ６％
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳后转至 ＰＶＤＦ 膜上， ５％ 脱脂牛奶室温封闭

２ ｈ， 分别加入 Ｗｎｔ⁃２、 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 一抗， ４ ℃ 孵育过夜， 二

抗室温孵育 ２ ｈ， ＥＣＬ 试剂发光， 成像仪成像。 采用 Ｉｍａｇｅ
Ｊ １􀆰 ４８ 软件对各蛋白条带进行灰度值定量分析， 以 β⁃ａｃｔｉｎ
蛋白为内参， 分析各蛋白相对表达， 重复 ３ 次。
２􀆰 ６　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ｘ±ｓ） 表示， ２ 组间比较采用 ｔ 检验， 多组间比较采

用单因素方差分析。 作图工具采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件。
Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 对食管癌细胞增殖的影响　 与正常食管上

皮细胞系 Ｈｅｔ⁃１Ａ 比较， 在食管癌细胞系 ＥＣ⁃９７０６ 和 ＥＣ⁃１０９
中 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 与对照组比较， ｍｉＲ⁃
５９０⁃３ｐ 模拟物组 ＥＣ⁃９７０６ 和 ＥＣ⁃１０９ 细胞 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 表达和

ＯＤ 值 （即细胞活力） 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｍｉＲ⁃５９０⁃
３ｐ 抑制物组 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 表达和细胞活力降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
提示 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 模拟物能抑制食管癌细胞的增殖能力，
ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 抑制物能提升食管癌细胞的增殖能力 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 见图 １。

注： 与 Ｈｅｔ⁃１Ａ 组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 对食管癌细胞增殖的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２　 过表达 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 对食管癌细胞 ５⁃ＦＵ 敏感性的影响

　 在 ５⁃ＦＵ 浓度为 ０ ～ ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时， 与对照组比较， ｍｉＲ⁃
５９０⁃３ｐ 模拟物组 ＥＣ⁃９７０６ 和 ＥＣ⁃１０９ 细胞活性降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 并呈剂量依赖性； 与 ５⁃ＦＵ 组比较， ５⁃
ＦＵ＋ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 模拟物组对食管癌细胞活性的抑制作用更

强。 与 ５⁃ＦＵ 组比较， ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 模拟物能够增加 ＥＣ⁃９７０６
和 ＥＣ⁃１０９ 细胞对 ５⁃ＦＵ 的敏感性， 其 ＩＣ５０ 值均下降 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见图 ２。
３􀆰 ３　 姜黄素对食管癌细胞 ５⁃ＦＵ 敏感性的影响　 与 ０ μｍｏｌ ／
Ｌ 姜黄素组比较， ２０～ １６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素对 ＥＣ⁃９７０６ 和 ＥＣ⁃
１０９ 细胞活性有抑制作用 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并呈剂量依赖性。 与

４０ μｍｏｌ ／ Ｌ ５⁃ＦＵ 组比较， ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素＋４０ μｍｏｌ ／ Ｌ ５⁃

ＦＵ 组 ＥＣ⁃９７０６ 和 ＥＣ⁃１０９ 细胞活性的抑制作用增强 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 见图 ３。
３􀆰 ４　 姜黄素对 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 表达的影响 　 与对照组比较，
２０、 ８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素均能增加 ＥＣ⁃９７０６ 和 ＥＣ⁃１０９ 细胞

ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ４。
３􀆰 ５　 沉默 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 表达逆转姜黄素对食管癌细胞活性的

影响　 与姜黄素＋ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较， 姜黄素＋ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 抑制

物组中 ＥＣ⁃９７０６ 和 ＥＣ⁃１０９ 细胞增殖能力增强 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
与 ５⁃ＦＵ＋姜黄素＋ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较， ５⁃ＦＵ＋姜黄素＋ｍｉＲ⁃５９０⁃
３ｐ 抑制物组 ＥＣ⁃９７０６ 和 ＥＣ⁃１０９ 细胞活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
见图 ５。
３􀆰 ６　 姜黄素对 Ｗｎｔ⁃２ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路的影响 　 与对照组比
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注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 过表达 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 对食管癌细胞 ５⁃ＦＵ 敏感性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 姜黄素增强食管癌细胞对 ５⁃ＦＵ 的敏感性 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： 与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 姜黄素组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 姜黄素对 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

　 　 　 　

较， 姜黄素＋ｍｉＲ⁃ＮＣ 组 ＥＣ⁃９７０６ 和 ＥＣ⁃１０９ 细胞 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、
Ｗｎｔ⁃２ 蛋白表达降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 说明姜黄素能够抑制

Ｗｎｔ⁃２ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路的激活； 与姜黄素＋ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较，
姜黄素 ＋ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 抑制物组 ＥＣ⁃９７０６ 和 ＥＣ⁃１０９ 细胞 β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ、 Ｗｎｔ⁃２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 说明姜黄素通过

提高 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 的表达调控 Ｗｎｔ⁃２ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路的活性，
见图 ６。
４　 讨论

我国是食管癌的高发地区， 每年约有 ５０％ 的新发病例。
早期食管癌由于临床症状不明显， 难以诊断， 大多数确诊

的食管癌患者都有局部进展或远处转移。 因此， 以控制扩

散为目的的化疗在食管癌的治疗中发挥着重要作用。 研究

　 　 　 　

注： 与姜黄素＋ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ５⁃ＦＵ＋姜黄素＋ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 沉默 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 表达逆转姜黄素对食管癌细胞活性的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

发现， 姜黄素能够影响食管癌细胞 ＫＹＳＥ４１０、 ＥＣ⁃１０９ 的活

性［１０⁃１１］ 。 本研究发现， 姜黄素能够抑制管癌细胞 ＥＣ⁃９７０６、
ＥＣ⁃１０９ 的活性， 与文献报道一致。

姜黄素能够通过影响肿瘤细胞的增殖、 凋亡等生理功

能提高肿瘤对化疗药物的敏感性。 李克等［１２］ 研究发现， 姜

黄素通过抑制 ＮＦ⁃κＢ⁃Ｓｎａｉｌ 信号通路抑制紫杉醇耐药食管癌

细胞的增殖。 在结直肠癌、 肝癌中， 姜黄素均能通过抑制

细胞活性增加 ５⁃ＦＵ 的化疗敏感性、 降低耐药性［１３⁃１４］ 。 本研

究发现， 姜黄素能够增加 ５⁃ＦＵ 对食管癌细胞 ＥＣ⁃９７０６ 和

ＥＣ⁃１０９ 的杀伤能力。 Ｐｅｎｄｌｅｔｏｎ 等［１５］研究也发现， 与单独使
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注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与姜黄素＋ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 姜黄素对 Ｗｎｔ⁃２ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

用 ５⁃ＦＵ 比较， 姜黄素及其衍生物四氢姜黄素与 ５⁃ＦＵ 联合

使用都能够显著抑制食管鳞状细胞癌细胞 ＴＥ⁃１、 ＴＥ⁃８ 和

ＫＹ⁃５ 的增殖能力。
越来越多的研究证实， ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ （ｍｉＲＮＡｓ） 在肿瘤

的发生发展中发挥着重要的作用［１６］ 。 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 在乳腺

癌、 结肠癌、 食管癌等多种肿瘤中具有抑癌作用［１７⁃１９］ 。 姜

黄素通过调控 ｍｉＲＮＡｓ 表达影响肿瘤的进展是其发挥抗癌

作用的重要机制［２０⁃２１］ 。 本研究发现， ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 在食管癌

细胞系中低表达， 过表达 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 能够增加食管癌细胞

对 ５⁃ＦＵ 的敏感性， 降低其 ＩＣ５０ 值； 姜黄素能够通过提升

ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 的表达抑制食管癌细胞的活性， 进而影响 ５⁃ＦＵ
的化疗敏感性。 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 可能通过调控 Ｗｎｔ⁃２ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
通路的活性影响肿瘤的进展［２２⁃２３］ ， 本研究发现， 姜黄素通

过升高 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 的表达抑 制 Ｗｎｔ⁃２ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通 路 的

活性。
综上所述， 姜黄素能够增加 ５⁃ＦＵ 对食管癌的化疗敏感

性， 其机制可能是通过调控 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 的表达从而抑制

Ｗｎｔ⁃２ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路的活性。
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摘要： 目的　 探讨葛根水溶性总蛋白对小鼠黑色素瘤细胞 Ｂ１６ 的影响。 方法 　 给予葛根水溶性总蛋白 （０􀆰 １、 ０􀆰 ３、
０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ） 处理小鼠黑色素瘤细胞 Ｂ１６ ４８ ｈ， 并设置对照组， 采用 ＭＴＴ 法观察药物对 Ｂ１６ 细胞增殖抑制的影响， 多

巴氧化法检测给药后细胞内酪氨酸酶的活性， ＮａＯＨ 裂解法检测细胞中黑色素的变化， 流式细胞仪检测药物对 Ｂ１６ 细

胞线粒体膜电位及细胞凋亡的影响， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｂ１６ 细胞 Ｂａｘ、 Ｂｃｌ⁃２、 ＴＲＰ⁃１、 ＴＹＲ、 ＭＩＴＦ 蛋白表达， ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 法检测 Ｂ１６ 细胞 ＴＲＰ⁃１、 ＴＹＲ、 ＭＩＴＦ ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与对照组比较， 各剂量葛根水溶性总蛋白干预后， 小

鼠黑色素瘤细胞 Ｂ１６ 中酪氨酸酶活性、 黑色素水平、 线粒体膜电位、 Ｂｃｌ⁃２、 ＴＲＰ⁃１、 ＴＹＲ、 ＭＩＴＦ 蛋白与 ｍＲＮＡ 表达降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 细胞凋亡率升高、 Ｂａｘ 蛋白与 ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 葛根水溶性总蛋白能

够抑制小鼠黑色素瘤细胞 Ｂ１６ 增殖， 其作用机制与促进细胞凋亡和抑制黑色素形成有关。
关键词： 葛根水溶性总蛋白； 黑色素瘤细胞 Ｂ１６； 酪氨酸酶； 黑色素； 线粒体膜电位； 凋亡
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　 　 黑色素是一种高分子生物色素， 不溶于水， 但可溶于

碱性溶液， 是一种类似于多酚的蛋白质衍生物［１⁃５］ 。 正常情

况下黑色素细胞在皮肤下面呈均匀分布， 当受到外界刺激

后会过度分裂增殖， 聚集成团， 形成黑色素痣， 继续恶化

演变成黑色素瘤， 为恶性肿瘤的一种。 有效阻断黑色素的

积累和合成过量是研究的关键， 因此， 寻找安全、 有效的

抑制黑色素形成的产品具有重大意义。 酪氨酸酶 （ＴＹＲ）
又称多酚氧化酶， 是黑色素生物合成途径中的主要限速酶，
黑色素形成的多少取决于其活性。 研究者发现可以通过抑

制酪氨酸酶的活性， 阻止色素沉积从而达到美白效果［６］ 。
葛根为豆科植物野葛 Ｐｕｅｒａｒｉａ ｌｏｂａｔａ （Ｗｉｌｌｄ．） Ｏｈｗｉ 的

干燥根， 习称野葛［７］ ， 其主要化学成分包括异黄酮类、 三

萜类、 皂苷类和多糖类。 葛根中含量最多的成分为异黄酮

类物质， 包括大豆苷、 大豆苷元与葛根素等， 其中葛根素

含量占比最大［８］ ， 所以对葛根素的药理作用研究也较

多［９⁃１１］ ， 目前其研究主要集中在抗氧化自由基、 心血管系

统作用、 改 善 胃 肠 道 功 能、 治 疗 酒 精 性 肝 损 伤 等 方

面［１２⁃１７］ ， 已有报道称葛根黄酮和葛根异黄酮具有抑制黑色

素形成作用［１８⁃１９］ ， 对葛根水溶性总蛋白抑制黑色素作用尚

未有报道。 因此， 本研究从细胞水平研究葛根水溶性总蛋

白对小鼠黑色素瘤细胞 Ｂ１６ 的影响及其作用机制， 以期为

研制抗黑色素瘤药物提供数据支撑。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 小鼠恶性黑色素瘤细胞 Ｂ１６ 细胞株 （货号 ＣＬ⁃
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