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  【摘要】 目的 探讨姜黄素是否能通过调控Notch1信号通路逆转人子宫内膜癌ISH细胞株孕激素治疗耐药性。

方法 醋酸甲羟孕酮(MPA)浓度递增及长期持续作用,建立人子宫内膜癌孕激素耐药细胞株ISH/MPA,MTS法检测

细胞耐药指数,绘制ISH/MPA细胞生长曲线,计算细胞群体倍增时间。不同浓度姜黄素(0、7.5、15、30、60
 

μmol/L)处
理ISH/MPA细胞,MTT法检测细胞存活率。ISH/MPA细胞分为ISH/MPA组、姜黄素组、激动剂组、激动剂+姜黄

素组,姜黄素组加入30
 

μmol/L姜黄素、激动剂组加入2
 

μmol/L
 

NSC
 

22423、激动剂+姜黄素组加入30
 

μmol/L姜黄素

和2
 

μmol/L
 

NSC
 

22423,ISH/MPA组细胞不做处理,培 养48
 

h后,流 式 细 胞 仪 检 测 细 胞 凋 亡 率,蛋 白 印 迹 法 检 测

Notch1、Jagged1、Hes-1蛋白表 达。结果 ISH/MPA 细 胞 耐 药 指 数 随 MPA 浓 度 增 加 而 升 高,且 MPA 浓 度 为10
 

μmol/L时,ISH和ISH/MPA细胞群体倍增时间无统计学差异,两者生长曲线 基 本 一 致。不 同 浓 度 姜 黄 素 均 降 低

ISH/MPA细胞存活率,且随姜黄素浓度增加而升高(P<0.05)。与ISH/MPA组比较,姜黄素组细胞凋亡率升高,

Notch1、Jagged1和 Hes-1蛋白表达降低,激动剂组细胞凋亡率降低,Notch1、Jagged1和 Hes-1蛋 白 表 达 升 高(P<
0.05);与姜黄素组比较,激动剂+姜黄素组细胞凋亡率降低,Notch1、Jagged1和 Hes-1蛋白表达升高(P<0.05);与激

动剂组比较,激动剂+姜黄素组细胞凋亡率升高,Notch1、Jagged1和 Hes-1蛋白表达降低(P<0.05)。结论 姜黄素

提高ISH细胞对 MPA的敏感性,其可能是通过抑制Notch1/Jagged1/Hes-1信号通路发挥作用。
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  【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

whether
 

curcumin
 

can
 

reverse
 

the
 

progesterone
 

resistance
 

of
 

human
 

endome-
trial

 

carcinoma
 

ISH
 

cell
 

lines
 

by
 

regulating
 

the
 

Notch1
 

signaling
 

pathway.
 

Methods The
 

human
 

endometrial
 

carcinoma
 

progesterone
 

resistant
 

cell
 

line
 

ISH/MPA
 

was
 

established
 

by
 

increasing
 

the
 

concentration
 

and
 

long-term
 

persistence
 

of
 

medroxyprogesterone
 

acetate
 

(MPA).
 

The
 

cell
 

resistance
 

index
 

was
 

detected
 

by
 

MTS
 

method,the
 

growth
 

curve
 

of
 

ISH/

MPA
 

cells
 

was
 

plotted
 

and
 

the
 

cell
 

population
 

doubling
 

time
 

was
 

calculated.
 

ISH/MPA
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

curcumin
 

(0,7.5,15,30,60
 

μmol/L),and
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

MTT
 

assay.
 

ISH/

MPA
 

Cells
 

were
 

divided
 

into
 

ISH/MPA
 

group,curcumin
 

group,agonist
 

group,agonist+curcumin
 

group,curcumin
 

group
 

added
 

30
 

μmol/L
 

curcumin,agonist
 

group
 

added
 

2
 

μmol/L
 

NSC
 

22423,agonist+curcumin
 

group
 

added
 

30
 

μmol/L
 

cur-
cumin

 

and
 

2
 

μmol/L
 

NSC22423,Cells
 

in
 

the
 

ISH/MPA
 

group
 

were
 

not
 

treated.After
 

48
 

h,flow
 

cytometry
 

instrument
 

detected
 

cells
 

apoptosis
 

rate,western
 

blot
 

detected
 

Notch1,Jagged1
 

and
 

Hes-1
 

protein
 

expression.
 

Results The
 

drug
 

re-
sistance

 

index
 

of
 

ISH/MPA
 

cells
 

increased
 

with
 

the
 

increasing
 

concentration
 

of
 

MPA,and
 

when
 

the
 

concentration
 

of
 

·886· 西部医学
 

2022年5月
 

第34卷第5期 Med
 

J
 

West
 

China,May
 

2022,Vol.34,No.5



MPA
 

was
 

10
 

μmol/L,the
 

population
 

doubling
 

time
 

of
 

ISH
 

and
 

ISH/MPA
 

cells
 

had
 

no
 

statistical
 

difference,and
 

the
 

growth
 

curves
 

of
 

the
 

two
 

cells
 

were
 

basically
 

the
 

same.
 

Different
 

concentrations
 

of
 

curcumin
 

decreased
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

ISH/MPA
 

cells,and
 

increased
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

curcumin
 

concentration
 

(P<0.05).
 

Compared
 

with
 

ISH/MPA
 

group,the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

cells
 

in
 

curcumin
 

group
 

was
 

increased,and
 

the
 

protein
 

expressions
 

of
 

Notch1,Jagged1
 

and
 

Hes
 

-1
 

were
 

decreased,the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

cells
 

in
 

agonist
 

group
 

was
 

decreased,and
 

the
 

protein
 

expressions
 

of
 

Notch1,

Jagged1
 

and
 

Hes
 

-1
 

were
 

increased
 

(P
 

<
 

0.05).
 

Compared
 

with
 

curcumin
 

group,the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

agonist
 

+
 

curcu-
min

 

group
 

was
 

decreased,and
 

the
 

protein
 

expressions
 

of
 

Notch1,Jagged1
 

and
 

Hes
 

-1
 

were
 

increased
 

(P<0.05).
 

Com-

pared
 

with
 

agonist
 

group,the
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

agonist+curcumin
 

group
 

increased,and
 

the
 

protein
 

expressions
 

of
 

Notch1,Jagged1
 

and
 

Hes
 

-1
 

decreased
 

(P<0.05).
 

Conclusion Curcumin
 

enhances
 

the
 

sensitivity
 

of
 

ISH
 

cells
 

to
 

MPA,

possibly
 

by
 

inhibiting
 

the
 

Notch1/Jagged1/
 

Hes-1
 

signaling
 

pathway.
 

【Key
 

words】 Endometrial
 

carcinoma;Progesterone;Curcumin;Drug
 

resistance;Notch1
 

signaling
 

pathway

  子宫内膜癌(Endometrial
 

carcinoma,EC)是女性常

见的恶性肿瘤之一,发病率呈逐年上升的趋势,多发生

于围绝经期和绝经后女性[1]。长期大剂量应用孕激素,
是EC的一种保守治疗法,但并非所有患者对孕激素长

期治疗都有良好反应,部分患者出现孕激素不敏感或

耐药,限制其临床应用[2]。姜黄素是一种从姜黄类植物

根茎中提取的植物多酚,具有诱导肿瘤细胞凋亡、抑制

肿瘤细胞增殖和侵袭的作用[3-4]。此外,研究表明,姜黄

素可提高胰腺癌、结肠癌及乳腺癌细胞对药物的敏感

性[5-7]。Notch1信号通路参与调控多种肿瘤的发生发

展,如抑制结肠癌、前列腺癌细胞的增殖和浸润[8-9],此
外,Notch信号通路激活降低恶性胶质细胞瘤对替莫唑

胺的耐药性[10],原苏木素A激活Notch1信号通路增强

前列腺癌细胞放疗敏感性[11]。目前,关于姜黄素是否

具有调节Notch1信号通路,逆转EC耐药性需要做进

一步探讨。因此,本研究建立EC孕激素耐药细胞株

(ISH/MPA),探讨姜黄素能否逆转其耐药性,为临床治

疗EC提供实验参考。

1 材料与方法

1.1 细胞系 人子宫内膜癌细胞系Ishikawa(ISH),
购自中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心。

1.2 试剂与仪器 醋酸甲羟孕酮(medroxyprogest-
erone

 

acetate,MPA)、MTT试剂盒、Notch1激动剂

NSC
 

22423购自美国sigma公司;MTS试剂盒购自

美国Promega公司;annexin
 

V
 

FITC
 

双染色细胞凋

亡试剂盒购自美国BD公司;GAPDH、Notch1、Jag-
ged1、Hes-1抗体购自英国Abcam公司;HRP标记的

二抗购自美国Abbkine公司;培养箱购自美国NAP-
CO公司;流式细胞仪购自美国BD公司。

1.3 子宫内膜癌孕激素耐药细胞株ISH/MPA的建

立 将ISH细胞接种于DMEM 培养基中,置于培养

箱中培养,待细胞贴壁生长,融合度达到80%时,消化

传代,每5
 

d传代一次。采用 MPA浓度递增和长期

持续作用建立子宫内膜癌孕激素耐药细胞株ISH/

MPA[12]。MPA浓度依次为1、2.5、5、7.5、10
 

μmol/

L。待ISH细胞生长至对数期,消化传代后培养,细
胞贴壁生长后,更换含1

 

μmol/L
 

MPA的培养基继续

培养,48
 

h后更换不含 MPA的培养基培养48
 

h,按
上述步骤依次更换含不同浓度 MPA的培养基培养。
以ISH细胞在含10

 

μmol/L
 

MPA培养基中的倍增

速率与在不含 MPA的培养基中的倍增速率基本一致

时,判定为耐药细胞株ISH/MPA建立成功。

1.4 MTS法测定ISH/MPA耐药细胞株的耐药指

数 取对数生长期的ISH细胞和ISH/MPA细胞,待
细胞生长至80%融合时,重悬细胞,使细胞密度为

1×105 个/mL,接种于96孔板,培养箱中培养,贴壁

生长后,ISH/MPA组细胞更换含不同浓度 MPA(1、

2.5、5、7.5、10
 

μmol/L)的培养基培养,ISH组细胞更

换不含 MPA 的培养基,将不同浓度 MPA 处理的

ISH/MPA细胞分别命名为ISH/MPA-1-5组,ISH
细胞作为对照组。22

 

h后加入20
 

μL
 

MTS单溶液检

测系统,置于培养箱培养2
 

h,将96孔板置于酶标仪

上,波长490
 

nm处测得吸光度A值,计算细胞增殖抑

制率,细胞增殖抑制率=(1-实验孔 A值/对照孔 A
值)×100%,GraphPad

 

Prism软件计算得出50抑制

浓度(IC50)。耐药指数=ISH/MPA耐药细胞的IC50
值/ISH细胞的IC50 值。

1.5 细胞生长曲线及倍增时间 取对数生长期的

ISH细胞和ISH/MPA细胞,待细胞浓度达到80%融

合时,ISH组细胞用培养基重悬,ISH/MPA组细胞

用含10
 

μmol/L
 

MPA的培养基重悬,使细胞密度为

1×105 个/mL,接种于96孔板,每孔加入100
 

μL细

胞悬液,培养箱中培养,从细胞贴壁起开始计时,在第

1、2、3、4、5、6、7天的同一时间,将96孔板置于酶标仪

上,波长490
 

nm处测定吸光度A值,以培养时间为横

坐标,吸光度 A 值为纵坐标,绘制生长曲线。由于

MTS法测定的细胞吸光度 A值与活细胞数量成正

比,以改良Patterson公式计算细胞倍增时间(TD):
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TD=T×lg2/(lgAt-lgA0),A0 为初始细胞吸光度,At
为终末细胞吸光度,T为At-A0 的时间。

1.6 MTT法检测细胞存活率 收集对数生长期

ISH/MPA细胞,重悬,使细胞浓度为1×105 个/mL,
接种于96孔板,待细胞贴壁生长后,加入不同浓度姜

黄素(0、7.5、15、30、60
 

μmol/L),姜黄素浓度为0
 

μmol/L作为对照组,其余不同浓度分别命名为姜黄

素1~4组,24
 

h后,加入20
 

μL
 

5
 

mg/mL的 MTT
液,避光振荡10

 

min,置于酶标仪上,测定490
 

nm波长

处的吸光度A值。计算细胞存活率,细胞存活率(%)

=实验组A值/对照组 A值×100%。选择接近IC50
的姜黄素浓度作为姜黄素干预浓度用于以下实验。

1.7 流式细胞仪检测细胞凋亡率 ISH/MPA细胞

随机分为ISH/MPA组、姜黄素组、激动剂组、激动剂

+姜黄素组。收集对数生长期ISH/MPA 细胞,重
悬,使细胞浓度为1×105 个/mL,接种于96孔板,培
养箱中培养。细胞融合度达到80%时,姜黄素组加入

姜黄 素 30
 

μmol/L,激 动 剂 组 加 入 NSC
 

22423
 

2
 

μmol/L,激动剂+姜黄素组加入姜黄素30
 

μmol/L
和NSC

 

22423
 

2
 

μmol/L,培养箱中继续培养48
 

h,胰
蛋白酶消化后收集细胞,加入200

 

μL
 

annexin
 

V-
FITC结合液重悬细胞,室温避光孵育10

 

min,3000
 

r/m离心10
 

min,加入190
 

μL
 

annexin
 

V-FITC结合

液使细胞重悬,加入10
 

μL碘化丙啶,避光冰浴15
 

min,流式细胞仪检测分析细胞凋亡率。

1.8 蛋白印迹法检测Notch1,Jagged1,HES1蛋白表

达 收集各组细胞,加入裂解液,室温静置30
 

min后,

4℃
 

12000
 

r/m离心10
 

min,BCA法测定蛋白浓度,加
入蛋白上样缓冲液,100℃煮沸10

 

min,使蛋白变性。
上样20

 

μL,120
 

v恒压电泳1.5
 

h,电泳结束后,0.3
 

A
恒流湿转2

 

h,室温封闭1
 

h,GAPDH、Notch1、Jagged1、

Hes1蛋白一抗(1􀏑1000)4℃孵育过夜,TBST洗膜3
次,每次5

 

min,二抗(1􀏑5000)室温孵育1
 

h,TBST洗

膜3次,每次5
 

min。ECL法显色。Image
 

J软件分析

各蛋白条带灰度值,以目的蛋白条带灰度值与GAPDH
条带灰度值的比值作为目的蛋白表达量。

1.9 统计学分析 采用SPSS
 

21.0软件进行统计学

分析,计量资料均以(􀭺x±s)表示,多样本计量资料比

较采用单因素方差分析,进一步两两比较采用LSD-t
检验,两样本比较采用独立样本t检验。P<0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 耐药指数测定结果 随 MPA浓度的增加和持

续作用,筛选ISH/MPA耐药细胞株,且随MPA浓度

的增加耐药指数逐渐增加,见表1。

表1 耐药指数测定结果(􀭵x±s,n=5)

Table
 

1 The
 

result
 

of
 

resistance
 

index

组别 IC50 值 耐药指数

ISH组 9.51±0.32
ISH/MPA-1组 12.64±0.25 1.33
  t 17.235
  P <0.001
ISH组 10.24±0.22
ISH/MPA-2组 18.41±0.28 1.80
  t 51.304
  P <0.001
ISH组 10.03±0.26
ISH/MPA-3组 25.28±0.33 2.52
  t 81.168
  P <0.001
ISH组 9.83±0.25
ISH/MPA-4组 29.34±0.27 2.99
  t 118.559
  P <0.001
ISH组 9.74±0.22
ISH/MPA-5组 35.60±0.24 3.67
  t 117.607
  P <0.001

2.2 细胞生长曲线及倍增时间 ISH 组与ISH/

MPA组细胞群体倍增时间比较,差异无统计学意义

(P>0.05),细胞生长曲线基本一致,见表2、图1。

表2 细胞群体倍增时间(􀭵x±s,n=5)

Table
 

2 Cell
 

population
 

doubling
 

time

组别 倍增时间

ISH组 43.2±2.1
ISH/MPA组 45.6±2.4

t 1.683
P 0.131

图1 细胞生长曲线

Figure
 

1 The
 

curve
 

of
 

cell
 

growth

2.3 细胞存活率检测结果 细胞存活率组间比较,
差异有统计学意义(P<0.05)。与对照组比较,姜黄

素-1、2、3、4组细胞存活率降低,随姜黄素浓度升高,
细胞存活率逐渐降低(均P<0.05)。见表3。姜黄素

浓度为30
 

μmol/L时,细胞存活率接近50%,以此作

为后续实验浓度。
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表3 各组细胞存活率比较(􀭵x±s,n=5)

Table
 

3 Comparison
 

of
 

the
 

cell
 

survival
 

rate
 

of
 

each
 

group

组别 细胞存活率(×10-2)
对照组 98.3±2.1
姜黄素-1组 90.2±3.1①

姜黄素-2组 72.4±2.6①②

姜黄素-3组 53.7±2.4①②③

姜黄素-4组 31.4±3.1①②③④

F 512.991
P <0.001

注:与对照组比,①P<0.05;与姜黄素-1组比,②P<0.05;与姜黄素-2
组比,③P<0.05;与姜黄素-3组比,④P<0.05

2.4 细胞凋亡率检测结果 细胞凋亡率组间比较,差
异有统计学意义(P<0.05)。与ISH/MPA组比较,姜
黄素组细胞凋亡率升高,激动剂组细胞凋亡率降低

(P<0.05);与姜黄素组比较,激动剂+姜黄素组细胞

凋亡率降低(P<0.05);与激动剂组比较,激动剂+姜

黄素组细胞凋亡率升高(P<0.05)。见表4、图2。

表4 各组细胞凋亡率比较(􀭵x±s,n=5)

Table
 

4 Comparison
 

of
 

the
 

cell
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

each
 

group

组别 细胞凋亡率(×10-2)

ISH/MPA组 5.30±0.45
姜黄素组 16.29±0.56①

激动剂组 3.42±0.44①②

激动剂+姜黄素组 12.71±0.43①②③

F 827.148

P <0.001

注:与ISH/MPA组比,①P<0.05;与姜黄素组比,②P<0.05;与激动

剂组比,③P<0.05

图2 细胞凋亡率检测结果

Figure
 

2 The
 

result
 

of
 

apoptosis
 

rate
 

of
 

cells
注:A.

 

ISH/MPA组;B.
 

姜黄素组;C.
 

激动剂组;D.
 

激动剂+姜黄素组

2.5 Notch1、Jagged1、Hes-1 蛋 白 表 达 检 测 结

果 Notch1、Jagged1、Hes-1蛋白表达组间比较,差异

有统计学意义(P<0.05)。与ISH/MPA组比较,姜
黄素组 Notch1、Jagged1、Hes-1蛋白表达降低,激动

剂组 Notch1、Jagged1、Hes-1蛋 白 表 达 升 高(P<
0.05);与姜黄素组比较,激动剂组 Notch1、Jagged1、

Hes-1蛋白表达升高(P<0.05);与激动剂组比较,激
动剂+姜黄素组Notch1、Jagged1、Hes-1蛋白表达降

低(P<0.05)。见表5、图3。

表5 各组细胞中Notch1、Jagged1和Hes-1蛋白表达比较(􀭵x±s,n=5)

Table
 

5 Comparison
 

of
 

the
 

expression
 

of
 

Notch1,Jagged1
 

and
 

Hes-1
 

protein
 

of
 

each
 

group

组别 Notch1 Jagged1 Hes-1

ISH/MPA组 0.87±0.02 0.45±0.03 0.48±0.02
姜黄素组 0.24±0.03① 0.12±0.02① 0.15±0.03①

激动剂组 1.15±0.04①② 0.94±0.03①② 0.82±0.02①②

激动剂+姜黄素组 0.53±0.02①②③0.33±0.04①②③ 0.38±0.03①②③

F 953.283 636.842 596.090
P <0.001 <0.001 <0.001

注:与ISH/MPA组比,①P<0.05;与姜黄素组比,②P<0.05;与激动

剂组比,③P<0.05

图3 细胞中各蛋白表达

Figure
 

3 The
 

expression
 

of
 

Notch1,Jagged1
 

and
 

Hes-1
 

protein
 

in
 

cells
注:A.ISH/MPA组;B.姜黄素组;C.激动剂组;D.激动剂+姜黄素组

3 讨论

EC以发生在子宫内膜腺体上皮的腺癌最为常

见,其主要临床症状为子宫出血,流行病学研究认为,
该病与肥胖、高血压、糖尿病以及内外源性雌激素和

生活方式有关[13]。大剂量孕激素长期保守治疗是其

治疗方法之一,其治疗效果良好,但是治疗过程中EC
对孕激素的耐药性问题显著[14],因此迫切需要新的有

效的治疗方案。
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既往研究表明,孕激素能诱导EC癌细胞凋亡,抑
制癌细胞增殖和浸润[15-16]。但长期大剂量应用孕激

素治疗EC,会出现一定程度的耐药性,而导致治疗效

果不佳[17]。本研究采用 MPA长期持续作用、浓度递

增的方式诱导EC
 

ISH 细胞,建立耐药细胞株ISH/

MPA,通过检测各细胞系的耐药指数和细胞群体倍增

时间,判定ISH/MPA 细胞是否建立成功。结果表

明,不同浓度 MPA处理的ISH 细胞均出现耐药性,
而且随 MPA浓度的增加,耐药性逐渐增强,当 MPA
浓度为10

 

μmol/L时细胞群体倍增时间接近于无

MPA培养基培养的ISH细胞,所以本研究选用浓度

为10
 

μmol/L
 

MPA处理的细胞作为ISH/MPA耐药

细胞。姜黄素作为一种中草药成分,具有抗氧化应

激、抗炎及抗纤维化的作用[18-20]。Mao等[21]研究发

现姜黄素通过诱导自噬和抑制ECM 通路,抑制结肠

癌细胞干细胞活性,它还能逆转食管癌对长春新碱的

耐药性[22],增强骨髓瘤对硼替佐米的化疗敏感性[23]。
但是,姜黄素能否逆转EC对孕激素的耐药性需要进

一步研究,因此,本研究用不同浓度姜黄素处理ISH/

MPA耐药细胞,检测细胞存活率并筛选出姜黄素的

最佳浓度。MTT法检测细胞存活率结果表明,姜黄

素降低细胞存活率,并随姜黄素浓度的增加逐渐降

低。流式细胞仪检测细胞凋亡率结果表明,姜黄素组

细胞凋亡率增加。提示姜黄素可抑制ISH/MPA增

殖,促进其凋亡,逆转细胞对 MPA的耐药性。

Notch信号通路是一种高度保守的细胞间相互

作用的信号转导途径,参与调控细胞的增殖、分化和

凋亡,在肿瘤的形成过程中同样发挥作用[24]。Notch
信号通路由受体(Notch1-4)、配体(Jagged1-2、DII1、

3、4)以及DNA结合蛋白组成,细胞间Notch配体和

受体结合后,经过剪切,释放具有活性的 Notch片段

NICD,并转移入细胞核,与核内转录蛋白结合后,激
活Hes靶基因,从而发挥生物学效应。研究发现,

Notch1信号通路与肿瘤的发生密切相关,胃癌细胞、
乳腺癌细胞、肺腺癌细胞中 Notch1高表达[25-27],另
外,Notch1/Jagged1/Hes-1信号通路影响前列腺癌的

发生发展[28]。而且 Notch1信号通路与肿瘤对化疗

药物的敏感性和耐药性有关[29]。但是姜黄素逆转EC
 

MPA治疗耐药性是否通过调节 Notch1信号通路需

进一步验证,本研究采用姜黄素和 Notch1通路特异

性激动剂 NSC
 

22423干预ISH/MPA细胞,结果显

示,姜黄素组Notch1、Jagged1、Hes-1蛋白表达降低,
激动剂组 Notch1、Jagged1、Hes-1蛋白表达升高,姜
黄素+激动剂组Notch1、Jagged1、Hes-1蛋白表达较

激动剂组降低。

4 结论

姜黄素可逆转子宫内膜癌 MPA 耐药性,促进

ISH/MPA细胞凋亡,抑制ISH/MPA细胞增殖,可
能是通过抑制Notch1/Jagged1/Hes-1信号通路发挥

调控作用,为治疗EC提供理论依据。
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