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摘　 要:目的 初步探讨姜黄素(ｃｕｒｃｕｍｉｎꎬＣｕｒ)经 ＳＬＣ７Ａ１１ 调探对骨肉瘤 Ｕ￣２ ＯＳ 细胞铁死亡的影响ꎮ 方法

ＣＣＫ￣８ 法检测 ０、５、１０、２０、４０、８０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 Ｃｕｒ 对 Ｕ￣２ ＯＳ 细胞抑制的影响ꎬ同时在倒置显微镜下观察细胞形

态学的变化ꎮ 其次ꎬ将体外培养 Ｕ￣２ ＯＳ 细胞随机分为 Ｃｏｎ 组(０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)、Ｆｅｒ￣１ 组(４ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)、Ｃｕｒ 组

(４０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)、Ｃｕｒ＋Ｆｅｒ￣１ 组(４０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１＋４ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＳＬＣ７Ａ１１ 的表达ꎮ 结果 Ｃｕｒ
在浓度为 １０~８０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１时均对 Ｕ￣２ ＯＳ 细胞显著性抑制ꎮ 进一步研究表明ꎬＣｕｒ 可以显著诱导 Ｕ￣２ ＯＳ 细胞铁死

亡ꎬ下调 ＳＬＣ７Ａ１１ 的表达ꎮ 结论 Ｃｕｒ 可以诱导 Ｕ￣２ ＯＳ 细胞铁死亡ꎬ其机制可能是通过下调 ＳＬＣ７Ａ１１ 实现铁死亡ꎮ
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　 　 骨肉瘤(ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａꎬＯＳ)、软骨肉瘤和尤因肉

瘤是三种最常见的原发性恶性骨肿瘤ꎬ多采用化

疗加手术治疗ꎬ广泛切除术是所有原发性恶性骨

肿瘤手术治疗的金标准ꎬ但其中常伴有化疗耐药
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和不敏感问题[１￣２]ꎬ且作为一种高度异质性的恶性

骨肿瘤ꎬ其具有高度转移倾向常导致预后不良[３]ꎮ
其中ꎬＯＳ 是一种起源于间充质组织(纺锤形基质

细胞ꎬ可产生骨样组织)的恶性肿瘤ꎬ占全球原发

性恶性骨肿瘤病例的 ２０％[４]ꎬ常见于１０~３０ 岁的

人群ꎬＯＳ 最常见的形成部位是:膝盖(股骨远端和

胫骨近端)和肩部(肱骨近端) [５]ꎮ 虽然随着保肢

手术、新辅助化疗、免疫治疗的发展ꎬ５ 年生存率显

著提高[６]ꎬ但是化疗耐药ꎬ副作用大以及免疫疗法

价格昂贵等问题亟待解决ꎮ 因此ꎬ寻求低副作用、
高安全性、价格低廉的抗肿瘤方法及用药迫在眉

睫ꎮ 近年来ꎬ发现中药提取物作为天然化合物在

铁死亡方面具有明确的抗肿瘤特性ꎬ逐渐成为研

究的热点问题ꎮ
肿瘤细胞由于需要迅速增殖ꎬ比正常细胞对

铁有更高的需求ꎬ这使得肿瘤细胞在铁稳态失衡

时ꎬ比正常细胞对铁死亡更加敏感[７]ꎮ 当过量的

铁通过芬顿反应的方式氧化脂质并产生大量活性

氧ꎬ则会促使细胞发生铁死亡ꎮ 化疗药如甲氨蝶

呤、顺铂有促使肿瘤细胞发生脂质过氧化的特

征[８￣９]ꎬ但由于其具有一定的副作用ꎬ寻找天然化

合物作为诱导肿瘤细胞铁死亡的治疗药物具有极

大的研究价值ꎮ 姜黄素(ｃｕｒｃｕｍｉｎꎬＣｕｒ)主要从多

种姜科植物如姜黄、莪术等干燥根茎中提取得

到[１０]ꎮ Ｃｕｒ 可以抑制多种肿瘤细胞的生长ꎬ抗肿

瘤谱广、毒副作用小ꎬ对肿瘤的发生、发展多阶段

均有明显的抑制效果ꎬ美国国立肿瘤研究所已将

姜黄素列为第 ３ 代癌化学预防药[１１]ꎮ 将 Ｃｕｒ 用于

肿瘤铁死亡的研究发现其可以抑制乳腺癌[１２]、滤
泡性甲状腺癌[１３]、非小细胞肺癌[１４] 等ꎬ暂还未发

现 Ｃｕｒ 对 Ｕ￣２ ＯＳ 细胞铁死亡的研究ꎮ 因此ꎬ本研

究观察 Ｃｕｒ 对 Ｕ￣２ ＯＳ 细胞铁死亡的作用ꎬ并以溶

质载体家族 ７ 成员 １１(ｓｏｌｕｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｆａｍｉｌｙ ７ ｍｅｍ￣
ｂｅｒ １１ꎬＳＬＣ７Ａ１１)为切入点初步探索其作用机制ꎬ
为临床防治骨肉瘤提供新的思路及支持ꎮ
１　 仪器与试药

１.１　 仪器　 无菌超净台(苏州净化设备公司)ꎻ电
泳和转膜仪 ( Ｂｉｏ￣Ｒａｄ)ꎻ全波长酶标仪 ( Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ)ꎻ培养皿(６０ ｍｍ ＮＥＳＴ 公司ꎻ１００ ｍｍ ＬＡＢＳ￣
ＥＬＥＣＴ 公司)ꎻ超声仪(凡帝朗公司)ꎻＣＫＸ４１￣Ｃ３１Ｂ
倒置荧光显微镜(奥林巴斯有限公司)等ꎮ
１.２　 试剂　 人骨肉瘤细胞株 Ｕ￣２ ＯＳ(目录号 ＳＣ￣
ＳＰ￣５０３０)购自中国科学院细胞库ꎻ铁死亡抑制剂

(ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ￣１ꎬＦｅｒ￣１ꎻ纯度 ９９.９６％ꎻ批号 ＨＹ￣１００５７９)
购自美国 ＭＣＥ 公司ꎻ姜黄素(纯度:９８􀆰 １％ꎻ批号

１１０８２３￣２０２１０７)购自中国食品药品检定研究院ꎻ
Ｕ￣２ ＯＳ 细胞专用培养基(货号 ＣＭ￣０２３６)购自武汉

普诺赛生命科技有限公司ꎻ活性氧 ＲＯＳ 检测试剂盒

(绿色荧光ꎻ货号 Ｃ１３００￣１)购自北京普利莱基因科

技有限公司ꎻ还原性谷胱甘肽(ＧＳＨ)测定试剂盒

(货号ＷＬＡ１０５ａ)购自沈阳万类科技有限公司ꎻＣＣＫ￣
８ 试剂盒 (货号 ＲＭ０２８２３)、ＳＬＣ７Ａ１１ 抗体 (货号

Ａ２４１３)、β￣ａｃｔｉｎ 抗体(货号 ＡＣ０２６)购自武汉爱博泰

克生物科技有限公司ꎻＲＩＰＡ 裂解液 、Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白

浓度测定试剂盒(货号 Ｐ００１３Ｂ、Ｐ０００６Ｃ)购自上海

碧云天生物技术有限公司ꎮ
２　 方法

２.１　 Ｕ￣２ ＯＳ 细胞培养　 将冻存的 Ｕ￣２ ＯＳ 细胞融化

在 ３７ ℃条件下ꎬ１０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎ 后观察积

淀情况ꎬ去废液后重悬培养在 Ｕ￣２ ＯＳ 细胞专用培养

基中ꎬ置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２的细胞培养箱中ꎬ待细胞

生长至 ８０％融合时进行细胞传代ꎬ用于后续实验ꎮ
２.２　 ＣＣＫ￣８ 法筛选姜黄素的浓度　 以约 ５０００ 个 /孔
的密度接种在 ９６ 孔板传代培养 ２４ ｈꎬ加入终浓度 ０、
５、１０、２０、４０、８０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ 姜黄素处理 ２４ ｈꎬ使用

ＣＣＫ￣８ 细胞活力检测试剂盒测定各孔吸光度ꎬ孵育

１ ｈ 后使用酶标仪 ４５０ ｎｍ 处检测各孔吸光度ꎬ计算

细胞存活率ꎬ以确定 Ｃｕｒ 最佳的作用浓度ꎮ
２.３　 姜黄素对 Ｕ￣２ ＯＳ 细胞形态的影响 　 细胞均

匀接种于 ６ 孔板中ꎬ置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 细胞培养

箱中培养 ２４ ｈꎬ细胞贴壁后ꎬ随机分为 ６ 组ꎬ分别加

入姜黄素 ０、５、１０、２０、４０、８０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬ处理 ２４ ｈ
后ꎬ在倒置显微镜下观察细胞形态的变化ꎬ并拍照

记录细胞形态ꎮ
２.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测蛋白表达 　 实验分组为

Ｃｏｎ组、Ｆｅｒ￣１组(４μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)、Ｃｕｒ 组(４０μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)、
Ｃｕｒ＋Ｆｅｒ￣１组(４０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１＋４ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)ꎬ将细胞接种

于 ６０ ｍｍ 培养皿中ꎬ待细胞长至 ８０％ꎬ予 Ｃｕｒ 处理

２４ ｈꎬ收集细胞ꎮ 加入上样缓冲液ꎬ混匀ꎬ９９ ℃煮

沸 ５ ｍｉｎꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳ꎬ转移至 ＰＶＤＦ
膜ꎬ５％脱脂牛奶封闭 １ ｈꎬＴＢＳＴ 清洗３ 遍ꎬ孵Ⅰ抗

过夜ꎬ ＴＢＳＴ 清洗 ３ 遍ꎬ孵荧光Ⅱ抗ꎬ然后再用

Ｏｄｄｓｅｙ 红外线系统显影ꎬ用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量条带

的灰度值ꎮ
２.５　 还原型谷胱甘肽(ＧＳＨ)测定　 实验分组及处

理方式同“２.４”ꎮ 使用还原型谷胱甘肽(ＧＳＨ)测
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定试剂盒测定细胞内 ＧＳＨ 含量ꎬ实验步骤严格按

照说明书进行ꎮ
２.６　 活性氧(ＲＯＳ)测定　 实验分组及处理方式同

２.４ꎮ 每孔加入稀释好的 １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 ＤＣＦＨ￣
ＤＡ 探针溶液ꎮ ３７ ℃条件下避光孵育３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ
洗 ２ 次ꎬ至于倒置荧光显微镜下拍照ꎬ用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软
件测量荧光值ꎮ
２.７　 统计学方法 　 所有数据以 ｘ ± ｓ 表示ꎬ采用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.０ 软件进行统计学分析ꎬ两组间

比较采用配对 ｔ 检验ꎬ多组间比较采用单因素方差

分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬＰ<０.０５ 表示差异有统计

学意义、Ｐ<０.０１ 表示差异具有显著性统计学意义ꎮ
３　 结果

３.１　 姜黄素处理后对 Ｕ￣２ ＯＳ 细胞活力的影响 　
采用不同质量浓度的 Ｃｕｒ 处理 Ｕ￣２ ＯＳ 细胞 ２４ ｈ
后ꎬＣＣＫ￣８ 检测结果表明ꎬ与对照组比较ꎬＣｕｒ 可以

降低 Ｕ￣２ ＯＳ 细胞存活率ꎬ呈剂量相关性ꎮ 见图 １ꎮ

注:与 Ｃｏｎ 组(０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)相比ꎬ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１
图 １　 不同浓度姜黄素(Ｃｕｒ)对 Ｕ￣２ ＯＳ

细胞活性的影响(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

３.２　 姜黄素处理后对 Ｕ￣２ ＯＳ 细胞形态学的影响

　 倒置显微镜下观察 Ｕ￣２ ＯＳ 细胞形态学变化ꎬ与
Ｃｏｎ 组相比ꎬＣｕｒ 组细胞形态随浓度增加逐渐变圆、
细胞透亮、脱落、空泡形成、细胞间隙增大ꎮ 见图 ２ꎮ

注:Ａ.Ｃｏｎ 组ꎻＢ.５ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１姜黄素组ꎻＣ.１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１姜黄素组ꎻＤ.２０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１姜黄素组ꎻＥ.４０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１姜黄

素组ꎻＦ.８０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１姜黄素组

图 ２　 倒置显微镜下细胞形态学的改变(４００×)

３.３　 Ｆｅｒ￣１ 逆转姜黄素诱导的Ｕ￣２ ＯＳ 细胞 ＳＬＣ７Ａ１１
蛋白表达水平　 与 Ｃｏｎ 组(０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)相比ꎬＣｕｒ
组(４０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)的 ＳＬＣ７Ａ１１ 蛋白表达显著降低

(Ｐ<０.０１)ꎻ而当药物组使用铁抑制剂 Ｆｅｒ￣１ 干预

后ꎬＳＬＣ７Ａ１１ 蛋白表达明显上升(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ结果

表明 Ｃｕｒ 可能通过 ＳＬＣ７Ａ１１ 调控Ｕ￣２ ＯＳ 细胞铁死

亡的发生ꎮ 见图 ３ꎮ

注:与 Ｃｏｎ 组(０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)相比∗∗Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃｕｒ 组(４０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１) ＃Ｐ<０.０５
图 ３　 姜黄素(Ｃｕｒ)和 ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ￣１(Ｆｅｒ￣１)对 Ｕ￣２ ＯＳ 细胞 ＳＬＣ７Ａ１１ 蛋白表达的影响(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
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３.４　 Ｆｅｒ￣１ 逆转姜黄素诱导的 Ｕ￣２ ＯＳ 细胞 ＲＯＳ 水

平升高、ＧＳＨ 水平降低　 ＲＯＳ 的升高和 ＧＳＨ 的耗

竭都是铁死亡的重要特征ꎮ 如图 ４、图 ５ 所示ꎬ与
Ｃｏｎ 组比较ꎬＣｕｒ 组细胞中 ＲＯＳ 的荧光强度明显增

强(Ｐ<０􀆰 ０１)、ＧＳＨ 水平降低(Ｐ<０.０１)ꎻ给予铁抑

制剂 Ｆｅｒ￣１ 后ꎬ显著抑制 Ｃｕｒ 引起的 ＲＯＳ 水平升高

(Ｐ<０.０１)ꎬ显著上调 ＧＳＨ 水平(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 表明

Ｃｕｒ 能够诱导 Ｕ￣２ ＯＳ 细胞发生脂质过氧化损伤ꎬ
而 Ｆｅｒ￣１ 可以逆转这一现象ꎮ

注:Ａ.Ｃｏｎ 组ꎻＢ.Ｆｅｒ￣１ 组(４ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)ꎻＣ.Ｃｕｒ＋Ｆｅｒ￣１ 组(４０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１＋４ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)ꎻＤ.Ｃｕｒ 组(４０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)ꎻ与
ｃｏｎ 组(０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)相比∗∗Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃｕｒ 组相比＃＃Ｐ<０.０１

图 ４　 姜黄素(Ｃｕｒ)和 ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ￣１(Ｆｅｒ￣１)对 Ｕ￣２ ＯＳ 细胞 ＲＯＳ 表达的影响(１００μｍ)

注:与 Ｃｏｎ 组(０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)相比∗∗Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｃｕｒ

组相比＃Ｐ<０.０５

图 ５　 姜黄素(Ｃｕｒ)和 ｆｅｒｒｏｓｔａｔｉｎ￣１(Ｆｅｒ￣１)对 Ｕ￣２ ＯＳ

细胞 ＧＳＨ 表达的影响

４　 讨论

中医学虽无 ＯＳ 这一病名ꎬ但是根据其症状和

体征的描述ꎬ可将其归为“骨瘤”这一范畴ꎬＯＳ 临

床症状主要以疼痛、质硬、不断增大的肿块为多

见ꎮ 病因病机总属本虚标实ꎬ肾虚为主ꎬ寒邪、血
瘀、癌毒为其标ꎮ 姜黄素为姜黄属植物的提取物

具有活血化瘀的药理特性[１５]ꎬ可活血化瘀ꎮ 目前

对于诱导 ＯＳ 细胞的死亡方式有凋亡、自噬、铁死

亡等方式[１６￣１８]ꎮ 近年来ꎬ铁死亡被广泛研究ꎬ其先

决条件可能与含多不饱和脂肪酸磷脂(ＰＵＦＡ￣ＰＬ)
的合成及过氧化、铁代谢和线粒体代谢有关ꎬ而其

防御系统可能与 ＧＰＸ４￣ＧＳＨ、ＦＳＰ１￣ＣｏＱＨ２、ＤＨＯＤＨ￣
ＣｏＱＨ２、ＧＣＨ１￣ＢＨ４ 有关ꎬ当促进铁死亡的细胞活

性显著超过铁死亡防御系统提供的解毒能力时ꎬ
细胞膜上脂质过氧化物的致命积累便会导致随后

的膜破裂和细胞铁死亡[１９]ꎮ
胱氨酸￣谷氨酸反向转运体( Ｓｙｓｔｅｍ￣Ｘｃ)是由

跨膜转运蛋白 ＳＬＣ７Ａ１１ 及跨膜调节蛋白 ＳＬＣ３Ａ２
组成的胞内抗氧化体系ꎬ可将胱氨酸还原为半胱

氨酸ꎬ参与合成 ＧＳＨꎬ是许多铁死亡诱导剂的作用

靶点ꎬ当 Ｓｙｓｔｅｍ￣Ｘｃ 及相关反应物的活性及数量受

到影响时ꎬ细胞内活性氧生成与降解失去平衡ꎬ会
造成铁死亡的发生ꎮ 研究发现ꎬ ＳＬＣ７Ａ１１ 在肺

癌[２０ꎬ２１]、肝 癌[２２]、 卵 巢 癌[２３]、 膀 胱 癌[２４]、 结 肠

癌[２５]、乳腺癌[２６] 等众恶性肿瘤细胞内高表达ꎬ且
多与预后不良有关ꎬ调控其可以抑制肿瘤的恶性

发展ꎮ ＳＬＣ７Ａ１１ 在肿瘤细胞中高表达ꎬ以响应高

消耗的 ＧＳＨ 应对氧化应激ꎬ而调控 ＳＬＣ７Ａ１１ 可以

使肿瘤细胞的防御系统失调ꎬ从而促使铁死亡的

发生ꎬ被逐步发现可能是肿瘤治疗的潜在靶点ꎮ
本研究表明ꎬ干预 ＳＬＣ７Ａ１１ 表达可抑制 ＯＳ 细胞在

体外的生长与增殖ꎬＳＬＣ７Ａ１１ 功能失调经证明能

够增加细胞内 ＲＯＳ 水平ꎬ降低 ＧＳＨ 水平ꎬ导致 ＯＳ
细胞铁死亡ꎮ

综上所述ꎬＣｕｒ 可以显著抑制 Ｕ￣２ ＯＳ 细胞的

增殖ꎬ其机制可能是通过下调 ＳＬＣ７Ａ１１ 的表达ꎬ减
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少 ＧＳＨ 的生成ꎬ促进 ＲＯＳ 的增多ꎬ而这一现象可

以被铁抑制剂 Ｆｅｒ￣１ 逆转ꎬ提示 Ｃｕｒ 可能是一种有

效诱导 Ｕ￣２ ＯＳ 细胞铁死亡的天然化合物ꎬ具有良

好的抗肿瘤活性ꎮ 本文研究为 ＳＬＣ７Ａ１１ 对 Ｕ￣２ ＯＳ
细胞铁死亡的影响提供了一定的实验支撑ꎬ但是

现有实验表明 ＳＬＣ７Ａ１１ 还受众多上游机制调控ꎬ
如 Ｎｒｆ２、Ｐ５３ 等ꎬ后续研究将通过体外实验进一步

验证 Ｃｕｒ 调控铁死亡治疗 ＯＳ 的药效与机制以及

通过透射电镜观察细胞线粒体形态学改变ꎮ
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