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【中图分类号】　Ｒ７７３
【关键词】　脉络膜黑色素瘤；姜黄素；血管形成拟态；ＰＩ３Ｋ
【摘要】　目的　研究姜黄素对人脉络膜黑色素瘤细胞株ＯＣＭ１血管形成拟态（ｖａｓｃｕｌｏｇｅｎｉｃ
ｍｉｍｉｃｒｙ，ＶＭ）及其ＰＩ３Ｋ信号通路的影响。方法　三维培养人脉络膜黑色素瘤细胞株ＯＣＭ
１，观察其形成ＶＭ的能力。观察梯度浓度（０μｍｏｌ·Ｌ－１、１０μｍｏｌ·Ｌ－１、２０μｍｏｌ·Ｌ－１、３０
μｍｏｌ·Ｌ－１、４０μｍｏｌ·Ｌ－１）的姜黄素对ＯＣＭ１细胞株ＶＭ形成的影响，采用免疫细胞化学
检测参与ＶＭ形成的ＰＩ３Ｋ与ＥＰＨＡ２的表达。结果　姜黄素在体外可以抑制ＯＣＭ１细胞
株ＶＭ的形成，呈浓度依赖性。姜黄素对ＯＣＭ１细胞ＥｐｈＡ２和ＰＩ３Ｋ蛋白表达的影响：Ｅ
ｐｈＡ２和ＰＩ３Ｋ蛋白表达随姜黄素（１０μｍｏｌ·Ｌ－１、２０μｍｏｌ·Ｌ－１、３０μｍｏｌ·Ｌ－１、４０μｍｏｌ·
Ｌ－１）浓度的升高呈浓度依赖性降低。各组分别与０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素组比较，差异均有统
计学意义（均为Ｐ＝０．０００），其中３０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素组和４０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素组比较，
差异无统计学意义（Ｐ＝０．３００、Ｐ＝０．１８８）。结论　姜黄素能明显抑制 ＯＣＭ１细胞株 ＶＭ
的形成，其机制可能与下调ＥＰＨＡ２、ＰＩ３Ｋ蛋白的表达，从而抑制ＰＩ３Ｋ信号通路有关。

　　脉络膜黑色素瘤（ｃｈｏｒｏｉｄａｌｍｅｌａｎｏｍａ，ＣＭ）是成
人眼内最常见的原发性恶性肿瘤，是一种严重危害

人类健康的疾病［１］。肿瘤的生长和转移被认为是一

个依赖于血管形成的过程。Ｍａｎｉｏｔｉｓ等［２］在研究高

侵袭性人眼葡萄膜黑色素瘤微循环时发现并提出了

一种全新的肿瘤血管形成模式，即血管形成拟态

（ｖａｓｃｕｌｏｇｅｎｉｃｍｉｍｉｃｒｙ，ＶＭ），肿瘤细胞通过自身塑形
构成的一种功能性微循环管道，可以为肿瘤组织输

送血液和营养物质，并有利于肿瘤的侵袭和转移［３］。

由于ＶＭ存在，单纯针对内皮细胞的抗血管形成治
疗效果往往不理想［４］。这提示在抗肿瘤血管形成治

疗中需要兼顾ＶＭ才有可能获得良好的疗效。本课
题组在前期实验中发现人ＣＭ株ＯＣＭ１在体外三维
培养中能形成 ＶＭ［５］。ＶＭ形成的分子机制尚不清
楚，研究证明［４］，在ＶＭ形成过程中存在一条信号传
导通路：激活ＰＩ３Ｋ途径，可以促进肿瘤细胞的迁移、
侵袭和周围基质的重塑，从而最终导致ＶＭ形成。

姜黄素（ｃｕｒｃｕｍｉｎ；Ｃ１２Ｈ２０Ｏ６）是一种酚性化合
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物，具有天然抗肿瘤作用。但其作用机制尚不清楚，

一方面姜黄素通过肿瘤的化学预防及抑制癌细胞增

殖，诱导癌细胞凋亡，达到抗肿瘤作用；另一方面，姜

黄素还具有抑制肿瘤血管形成及转移作用［６７］，主要

通过ＮＦκＢ、ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ抑制肿瘤血管形成［８］；还可

以通过下调 ＰＩ３Ｋ／ｍＴＯＲ／ＥＴＳ２途径，抑制致癌基因
ＭＤＭ２的激活达到抑制肿瘤生长的作用［９］。以上研

究可以看出，无论是肿瘤血管形成还是 ＶＭ的形成，
都存在ＰＩ３Ｋ途径，姜黄素可以通过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ抑制
肿瘤血管形成已经得到证实。姜黄素浓度达到 ３０
μｍｏｌ·Ｌ－１时，对 ＯＣＭ１细胞株 ＶＭ的形成具有明
显的抑制作用［５］。那么有必要探索其作用与 ＰＩ３Ｋ
途径的关系。本实验体外三维培养人 ＣＭ细胞株
ＯＣＭ１，并初步探讨姜黄素抑制 ＶＭ形成的机制，为
姜黄素抗肿瘤ＶＭ的临床应用及其作用机制的深入
研究提供一定的实验依据。

１　材料与方法

１．１　主要材料　人ＣＭ细胞株ＯＣＭ１（瑞典卡洛琳
斯卡医学院惠赠）；姜黄素［规格每支１ｇ，溶于二甲
基亚砜（ＤＭＳＯ）中配置成姜黄素溶液（ＤＭＳＯ浓度控
制在１ｇ·Ｌ－１以内）］；小牛血清（杭州四季青生物工
程材料有限公司）；高糖ＤＭＥＭ培养液（天津斯凯迪
商贸发展有限公司）；鼠尾胶原蛋白Ⅰ型（Ｒａｔｔａｉｌ
ｔｅｎｄｏｎｃｏｌｌａｇｅｎＴｙｐｅⅠ）（生友生物技术有限公司）；
ＰＩ３Ｋ多克隆抗体，ＥｐｈＡ２多克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司）；ＰＶ９０００二步法免疫组织化学检测试剂（北京
中杉金桥公司）；其他试剂均为国产分析纯。

１．２　ＯＣＭ１三维培养模型的建立　参照杭州生友
生物技术有限公司鼠尾胶原蛋白Ⅰ型的使用说明制备
三维胶原，取对数生长期 ＯＣＭ１细胞４０×１０３个·
ｍＬ－１，接种于２４孔培养板内，每孔２０×１０３个细胞。
分为５组：姜黄素浓度为０μｍｏｌ·Ｌ－１、１０μｍｏｌ·Ｌ－１、
２０μｍｏｌ·Ｌ－１、３０μｍｏｌ·Ｌ－１、４０μｍｏｌ·Ｌ－１组，每组４
个平行孔，置于３７℃、含体积分数５％ＣＯ２的培养箱
中培养，每隔４８ｈ换液，观察ＶＭ形成情况。
１．３　细胞免疫组织化学法检测 ＰＩ３Ｋ、ＥｐｈＡ２蛋白
的表达　三维培养的 ＯＣＭ１细胞经处理固定后加
入体积分数３％Ｈ２Ｏ２处理１０ｍｉｎ以阻断内源性过
氧化物酶，ＰＢＳ洗涤，封闭血清孵育，一抗４℃ 反应
过夜，二抗３７℃反应３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，蒸馏水冲
洗，苏木精对比复染。光学显微镜下观察 ＰＩ３Ｋ、Ｅ
ｐｈＡ２蛋白的表达情况。结果判定采用综合评分法，
根据细胞着色深度及阳性细胞数分别记为０～３分。
着色深度以多数细胞呈色程度为准，凡细胞浆着浅

棕色者１分，棕色２分，深棕色３分，不着色０分；阳
性细胞占所有细胞中的比例 ＜３０％为１分，３０％ ～
７０％为２分，＞７０％为３分，无细胞着色为０分。根
据上述两项指标积分数分为４级，０分阴性，２～３分
弱阳性，４分阳性，５～６分强阳性。

１．４　统计学方法　应用ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计学
分析，数据用 珋ｘ±ｓ表示，进行单向方差分析，方差齐
性检验应用 ＳＮＫ法，多重比较采用 ＬＳＤ法和 ＳＮＫ
法，两两比较采用Ｄｕｎｎｅｔｔ法双侧检验。Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　姜黄素对ＯＣＭ１细胞ＥｐｈＡ２蛋白表达的影响
　０μｍｏｌ·Ｌ－１、１０μｍｏｌ·Ｌ－１、２０μｍｏｌ·Ｌ－１、３０
μｍｏｌ·Ｌ－１、４０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素组，ＥｐｈＡ２免疫组织
化学综合评分分别为（３．８００±１．１４２）分、（２．１７２±
０７１８）分、（１．３０５±０．４８８）分、（０．５７０±０．３８７）分、
（０１９２±０．０９３）分，呈浓度依赖性降低，其他各组分别
与０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素组比较，差异有统计学意义
（Ｐ＝０．０００），其中３０μｍｏｌ·Ｌ－１和４０μｍｏｌ·Ｌ－１比
较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．３００）。ＥｐｈＡ２蛋白表达
显示（图１）：０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素组 ＥｐｈＡ２染色且围
成网格状，棕黄色强阳性；１０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素组 Ｅ
ｐｈＡ２染色阳性部位为细胞浆，棕黄色，阳性；２０
μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素组ＥｐｈＡ２染色阳性部位为细胞浆，
浅棕色，弱阳性；３０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素组 ＥｐｈＡ２染色
阴性；４０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素组ＥｐｈＡ２染色阴性。
２．２　姜黄素对 ＯＣＭ１细胞 ＰＩ３Ｋ蛋白表达的影响
　０μｍｏｌ·Ｌ－１、１０μｍｏｌ·Ｌ－１、２０μｍｏｌ·Ｌ－１、３０
μｍｏｌ·Ｌ－１、４０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素组，ＥｐｈＡ２免疫组
织化学综合评分分别为（５．５８０±１．２９８）分、
（２７５７±０．９８５）分、（１．４１０±０．７８９）分、（０．２６３±
０１６５）分、（０．１９７±０．０８２）分，呈浓度依赖性降低，
其他各组分别与０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素组比较，差异有
统计学意义（Ｐ＝０．０００），其中３０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素
组和４０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素组比较，差异无统计学意
义（Ｐ＝０．１８８）。ＰＩ３Ｋ蛋白表达显示（图 ２）：０
μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素组 ＰＩ３Ｋ染色棕黄色且围成网格
状，强阳性；１０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素组 ＰＩ３Ｋ染色阳性
部位为细胞浆，棕黄色，阳性；２０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素
组ＰＩ３Ｋ染色阳性部位为细胞浆，浅棕色，弱阳性；３０
μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素组 ＰＩ３Ｋ染色阴性；４０μｍｏｌ·Ｌ－１

姜黄素组ＰＩ３Ｋ染色阴性。

３　讨论

ＣＭ是成人常见的原发性眼内恶性肿瘤，占全身
原发性恶性黑色素瘤 ５％～６％［１０］，肿瘤细胞主要来

源于 ＣＭ细胞，其特点是肿瘤恶性程度高，易于转
移。一旦确诊肿瘤转移，预后极差［１］。目前临床主

要以手术治疗为主，辅以放疗及化疗，但疗效各异，

迄今为止还没有一种理想的治疗方法。肿瘤的发

生、发展及转移均依赖于血管提供必要的营养和氧

气，肿瘤血管新生不仅能为肿瘤组织提供足够的营

养和氧气，运走代谢废物，以利于肿瘤持续快速生

长，而且为瘤细胞进入循环系统向远处转移提供了
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途径［１１］。因此，如果能阻断或抑制肿瘤血管的新

生，切断它的营养通路，肿瘤细胞最终将会停止增殖

而死亡，达到治疗肿瘤的目的，这就是备受关注的抗

肿瘤血管形成疗法［１２］。传统意义上的肿瘤血管形

成是在宿主已有微血管床上由内皮细胞芽生而产生

微血管的过程，但是研究结果发现，单纯以内皮依赖

型细胞为靶点的抗肿瘤血管新生疗法对于一些高度

恶性的肿瘤疗效欠佳。ＶＭ的发现为恶性肿瘤的防
治提供了新的思路，为肿瘤治疗开辟了新的靶点。

抗ＶＭ肿瘤的研究目前较为明确的主要信号通
路是ＥｐｈＡ２与Ｅ钙黏蛋白分子途径。研究表明，Ｅ
ｐｈＡ２与Ｅ钙黏蛋白是调节ＶＭ形成的上游分子，二

者共同表达于细胞与细胞间的黏附点，这两种分子

之间存在交互作用；而ＰＩ３Ｋ是ＥｐｈＡ２信号转导的中
枢分子，激活后可发挥调节多种细胞的功能，如召集

多种细胞信号分子，诱导细胞的迁移、存活及管道形

成等［１３］。ＰＩ３Ｋ是重要的 ＶＭ调节因子，活化的
ＰＩ３Ｋ催化二磷酸肌醇磷酸化从而发挥激活细胞信
号转导的作用。ＰＩ３Ｋ通路可激活 ＭＭＰ１４和 ＭＭＰ
２，从而促进 ＬＮ５ｒ２水解片段，促进 ＶＭ的形成［１４］。

因此，推测ＰＩ３Ｋ可以作为 ＶＭ形成通路中信号转导
的中枢分子。

姜黄素抗肿瘤作用机制广泛，其抗肿瘤血管形

成的分子机制已得到证实，包括［１５１７］：（１）抑制血管
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内皮细胞增殖并促进其凋亡；（２）抑制血管形成促进
因子的表达，包括 ＶＥＧＦ、血管形成素１（Ａｎｇ１）、血
管形成素２（Ａｎｇ２）等，以及促进血管形成抑制因
子———血小板抑制素的表达；（３）降低基质金属蛋白
酶的活性；（４）通过磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）信号
途径抑制肿瘤血管形成。同时，从本实验结果来看，

在体外三维培养 ＯＣＭ１细胞过程中，姜黄素呈浓度
依赖性（１０～３０μｍｏｌ·Ｌ－１）抑制肿瘤 ＶＭ形成，下
调 ＰＩ３Ｋ、ＥｐｈＡ２蛋白的表达，姜黄素浓度至 ３０
μｍｏｌ·Ｌ－１时，几乎全部抑制。因此，从以上研究可
以推断，姜黄素可以通过抑制ＰＩ３Ｋ信号通路同时抑
制内皮依赖性血管和 ＶＭ的形成，以达到抗肿瘤的
作用。

总之，恶性肿瘤是造成人类死亡的主要疾病之

一，寻找高效低毒的选择性抗癌药物是恶性肿瘤治

疗的必然趋势。临床前试验证明，肿瘤是血管形成

依赖性的，所以从抑制肿瘤的血管形成、切断肿瘤细

胞的营养供应和转移途径等方面开展的抗肿瘤药物

的研究和开发是近年来肿瘤治疗的新手段，也是目

前国际上关注的热点。综上所述，ＣＭ细胞株ＯＣＭ１
三维培养研究均已证明，姜黄素可以起到癌化学预

防作用和抗癌作用，有可能成为一种极有临床应用

价值的肿瘤抑制剂，其机制可能是通过抑制 ＰＩ３Ｋ信
号通路同时抑制内皮依赖性血管和 ＶＭ的形成发挥
作用的。
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