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Abstract
AIM: To investigate the synergistic effect of 
curcumin and gastrin receptor antagonist 
chloropropionic amine on the proliferation of 
human colon cancer stem-like cells in vitro and 
the possible mechanisms.

METHODS: Colon cancer SW480 cells in 
logarithmic growth phase were cultured in 
complete medium containing 10% serum for 
48 h, synchronized by culturing in serum-free 
medium for 24 h, and then divided into three 
groups: a curcumin group, a chloropropionic 
amine group, and a combination group. 
Each group was further divided into a 
control group, low-, medium-, and high-
concentration groups. After treatment, cells 
were cultured for another 48 h, and FITC 
labeled mouse anti-human CD44 monoclonal 
antibody was added, while the isotype 
control antibody IgG2b was used in the 
control group. After incubation at 4 ℃ for 30 
min, CD44 expression was detected by flow 
cytometry. Western blot was used to detect 
the expression of Lgr5.

RESULTS: Curcumin and chloropropionic 
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amine , a lone or in combinat ion, could 
inhibit SW480 cell growth and proliferation 
t ime- and dose-dependent ly , and they 
had a synergist ic effect . Curcumin and 
chloropropionic amine alone significantly 
decreased CD44 and Lgr5 protein expression 
compared with the normal control group (P 
< 0.05). Chloropropionic amine combined 
with curcumin also significantly CD44 and 
Lgr5 protein expression compared with the 
normal control group, and the decrease was 
more significant in the combination group 
compared with either of them alone (P < 
0.05).

C O N C L U S I O N :  B o t h  c u r c u m i n a n d 
chloropropionic amine inhibit the growth and 
proliferation of SW480 cells time- and dose-
dependently. Curcumin and chloropropionic 
amine may inhibit CD44 and Lgr5 expression 
to prevent the growth and proliferation of 
colon cancer stem cells.

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨姜黄素和胃泌素受体不全拮抗剂
氯丙胺对体外培养的人结肠癌肿瘤样干细
胞生长增殖的抑制作用及作用机制. 

方法: 取对数生长期的结肠癌SW480细胞用
10%的完全培养基继续培养48 h后, 换用无
血清培养基进行同步化培养24 h, 然后进行
分组: 姜黄素组、氯丙胺组、联合用药组, 
每一种药物组又分为对照组、低浓度组、

中浓度组、高浓度组, 联合用药组的浓度梯
度依次为两药浓度的对应叠加, 继续培养48 
h, 加入FITC标记的小鼠抗人CD44单克隆抗
体20 μL, 同时在对照组细胞中加入同型对
照抗体IgG2b 20 μL, 4 ℃避光放置30 min, 然
后使用目筛网滤过, 上流式细胞仪进行检测
CD44的表达变化. 采用Western blot检测Lgr5

在3种不同药物浓度作用下在细胞中的蛋白
表达差异. 

结果: 姜黄素和氯丙胺均呈时间和剂量依
赖性抑制SW480细胞的生长增殖, 且二者
具有协同抑制作用; 单独应用姜黄素和氯
丙胺干预时, SW480细胞增殖逐渐减慢, 数
量减少 ,  细胞逐渐变形 ,  并出现崩解及死
亡, 细胞中CD44蛋白质的表达较对照组有
所降低, Lgr5蛋白质的表达均低于对照组, 
单独用药组与对照组比较具有统计学意义
(P <0.05); 二者联合应用时, CD44、Lgr5
蛋白质的表达均显著降低, 而且与对照组
和各单一用药组比较差异具有统计学意义
(P <0.05). 

结论: (1)姜黄素和氯丙胺呈剂量依赖性地抑
制体外培养的人结肠癌肿瘤样干细胞的生
长增殖, 且二者具有协同抑制作用; (2)姜黄
素和氯丙胺可能是通过下调CD44和Lgr5分
子的表达来抑制肿瘤干细胞增殖. 

© 2016年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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瘤干细胞

核心提示: 结肠癌是消化系常见的恶性肿瘤之

一, 其发病率和死亡率呈不断上升的趋势, 居

全球肿瘤发病率的第3位, 直到目前为止其具

体发生机制尚不清楚. 本文主要阐述如何识别

“肿瘤干细胞”, 并对其进行相关肿瘤生物学

研究.
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0  引言

结肠癌是人类胃肠道常见的恶性肿瘤, 由于

生活环境和饮食习惯的改变, 结肠癌发病率

不断增高, 每年有数百万的人患上结肠癌 [1]. 
目前, 结肠癌的治疗主要以手术治疗为主, 并
辅以化疗和放疗. 但是手术治疗往往由于切

除不彻底, 药物和放射治疗由于特异性及敏

感性差而不良反应多等缺点导致治疗效果不

甚理想[2], 远没有达到人们的期望. 因此, 研

■相关报道
最 近 研 究 发 现
C D 4 4 分子是一
个糖基化的细胞
表 面 黏 附 分 子 , 
主要参与细胞-细
胞, 细胞-基质之
间的特异性黏连
过程. CD44+的细
胞能够刺激肿瘤
新生血管的生成, 
促进肿瘤细胞的
生长和侵袭转移.
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究者们开始探索如何才能够尽早发现结肠肿

瘤并对其进行早期有效的治疗, 甚至对其进

行预防性治疗. 随着研究的深入, 20世纪末 
“肿瘤干细胞”这一概念被提出. 该理论认

为肿瘤可能是因为肿瘤干细胞的存在导致肿

瘤治疗后很容易复发[3]. 本实验选用CD44和
Lgr5作为结肠癌干细胞观察的一个窗口, 以
此来探讨结肠癌的发生、发展以及药物对他

的作用及作用机制, 为结肠癌肿瘤干细胞的

分选和结肠癌的治疗提供一种可能的途径和

依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠癌细胞株SW480来自重庆医

科大学细胞实验室(细胞编号: KCB200848YJ), 
航空运输, 干冰保存, 姜黄素、氯丙胺(Sigma
公司). Lgr5(Abcam公司), CD44(BD公司), 
CD44引物、Lgr5引物(上海生物工程服务有

限公司). 人结肠癌细胞株SW480. 培养条件: 
37 ℃ 50 mL/L CO2培养箱. 营养供给: 含10%
胎牛血清的完全培养基和无血清培养基. 实
验的细胞要求: 处于对数生长期的细胞. 
1.2 方法  取对数生长期的结肠癌S W480细
胞, 用0.25%胰酶和0.02% EDTA液消化后制

成单细胞悬液, 将浓度调整至2×107个/mL, 
后用10%的完全培养基继续培养48 h后转移

至75 cm2的培养瓶中换用无血清培养基进行

同步化培养24 h, 然后进行分组: 姜黄素组、

氯丙胺组、联合用药组, 每一种药物组又分

为对照组、低浓度组、中浓度组、高浓度

组, 姜黄素组低浓度为40 μmol/L, 中浓度为

45 μmol/L, 高浓度为49 μmol/L, 氯丙胺组的

低浓度为4 mmol/L, 中浓度为8 mmol/L, 高浓

度为16 mmol/L, 联合用药组的浓度梯度依次

为两药浓度的对应叠加, 继续培养48 h, 后用

0.25%胰酶和0.02%EDTA液消化后制成单细

胞悬液, 将浓度调整至2×107个/mL, 用PBS
洗涤细胞2次, 向BD管中每管加入100 μL细

胞悬液, 使浓度变为2×106个/mL, 加入FITC
标记的小鼠抗人CD44单克隆抗体20 μL, 同
时在对照组细胞中加入同型对照抗体IgG2b, 
4 ℃避光放置30 min, 然后用PBS洗2遍, 洗去

尚未结合的一抗, 1000 r/min离心5 min, 吸掉

上清液, 各管加入200 μL PBS重悬, 然后使用

目筛网滤过, 上流式细胞仪进行检测CD的表

达变化. 与对照组比较, 姜黄素、氯丙胺在中

浓度、高浓度作用下, CD44表达的阳性率逐

渐降低, 与对照组比较有差异性, 单一用药处

于低浓度时效果不明显, 联合用药作用时效

果明显, 与各单一用药组相比有差异性, 差异

有统计学意义(P <0.05). 
统计学处理 实验数据按随机对照原则进

行收集整理, 所有数据以mean±SD表示, 并采

用SPSS14.0进行处理, P <0.05为差异有统计学

意义. 

2  结果 

2.1 不同药物作用后的流式细胞图 姜黄素和氯

丙胺均呈时间和剂量依赖性抑制SW480细胞

的生长增殖, 且二者具有协同抑制作用; 单独

应用姜黄素和氯丙胺干预时, SW480细胞增殖

逐渐减慢, 数量减少, 细胞逐渐变形, 并出现崩

解及死亡(图1-3).
2.2 姜黄素、氯丙胺对SW480细胞中CD44、
Lgr5蛋白表达的影响 Western blot检测的结果显

示如下, 联合用药时Lgr5表达明显减少, 趋近于

零, 各单一用药组与对照组之间, 联合用药组与

单一用药组之间CD44、Lgr5的表达差异具有

统计学意义(表1, 图4). 

3  讨论

结肠癌是消化系常见的恶性肿瘤之一, 其发病

率和死亡率呈不断上升的趋势, 居全球肿瘤发

病率的第3位[4], 直到目前为止其具体发生机

制尚不清楚. 现在一种比较新的学说即“肿瘤

干细胞”学说, 该学说认为在肿瘤细胞中存在

■同行评价
本文从细胞及蛋
白水平探讨了姜
黄素及氯丙胺在
体外对结肠癌肿
瘤细胞生长的影
响 ,  结果表明姜
黄素及氯丙胺对
结肠癌肿瘤细胞
有抑制作用 ,  研
究有一定的临床
意义.

表  1  不同药物对SW480细胞中CD44、Lgr5蛋白表达的影响 (mean±SD)

     
蛋白名称 对照组 姜黄素组 氯丙胺 联合用药组

CD44 124.48±9.34 98.16±8.27ac 57.46±8.34ac 32.15±4.68a

Lgr5 103.29±4.93 42.53±1.82ac 21.57±3.24ac 0a

谢光洪, 等. 姜黄素、氯丙胺对人结肠癌肿瘤样干细胞CD44、Lgr5表达的作用

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  联合用药组.
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图  1  不同浓度姜黄素作用后SW480中CD44+细胞比例流式图. A: 对照组; B: 低浓度组; C: 中浓度组; D: 高浓度组.
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图  2  不同浓度氯丙胺作用后SW480中CD44+细胞比例流式图. A: 对照组; B: 低浓度组; C: 中浓度组; D: 高浓度组.
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含量极少的肿瘤干细胞, 当“某种条件”改变

时他们能够分化成肿瘤细胞. 而如何识别这些

“肿瘤干细胞”并对其进行相关肿瘤生物学

研究即是本实验的重点. 
最近研究[5]发现CD44分子是一个糖基化

的细胞表面黏附分子 ,  在淋巴细胞 ,  成纤维

细胞表面均能检测到他的表达, 主要参与细

胞-细胞, 细胞-基质之间的特异性黏连过程. 
CD44+的细胞能够刺激肿瘤新生血管的生成, 
促进肿瘤细胞的生长和侵袭转移, 大量的研

究[6,7]发现CD44在多种肿瘤细胞中均有高表

达, 其表达水平是结肠癌细胞转移潜能和预

后的标志. 在SW480细胞株中CD44分子大部

分存在于细胞表面, 肿瘤干细胞的百分比为

10%左右. CD44+分子在肿瘤干细胞中的阳性

率约为0.22%[8]. 因此本实验采用CD44抗体来

分选结肠癌肿瘤样干细胞. 先用不同浓度药

物作用于细胞株后, 加入FITC标记的小鼠抗

人CD44单克隆抗体于分离管中, 同时在对照

组细胞中加入同型对照抗体IgG2b, 通过流式

细胞仪作用分选后得出CD44的变化. Lgr5是
结肠癌发生密切相关的Wnt通路的靶基因[9-11]. 
在关于结肠癌的研究中发现Lgr5是许多自我

更新组织包括肠道和毛囊等的干细胞标志

物, 许多研究[12,13]认为Lgr5可以作为结肠癌干

细胞最为理想的标志物之一. Lgr5一部分存

在于细胞质中, 一部分存在于细胞表面, 通过

Western blot技术能够检测到所有Lgr5蛋白质

的变化. 
姜黄素是一种植物多酚, 从姜科植物中

提取而得. 姜黄素作为食物色素和香料广泛

用于食品加工业, 最新研究[14,15]发现姜黄素具

有抗肿瘤、抗炎症、抗诱变等多个方面的药

理作用. 由于姜黄素不良反应低, 能够明显抑
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图  3  联合用药后SW480中CD44+细胞比例流式图. A: 对照组; B: 低浓度组; C: 中浓度组; D: 高浓度组.
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图  4  Western blot检测CD44、Lgr5蛋白质在不同分组的
表达. 
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制肿瘤细胞生长, 因此成为近年国际上天然

药物研究的一个重要对象, 被认为是一种具

有良好应用前景的抗癌化合物 [16]. 本实验前

期研究发现姜黄素能够抑制结肠癌细胞的生

长. 氯丙胺是谷胺酸的衍生物, 是胃泌素受体

的不全阻断剂, 研究证实胃泌素受体阻断剂

能够阻断Wnt/β-catenin通路和COX-2/PGE2
通路产生生长素样的作用促进肿瘤的生长 . 
该药有一很大特点是几乎无不良反应. 大量

实验证实氯丙胺对结肠癌组织及细胞株均有

抑制作用; 对人类结肠癌患者可延长生存期

并抑制肝转移.    
本实验采用体外培养的人结肠癌细胞株

SW480, 首先进行细胞培养, 待其处于对数生

长期后对细胞进行标记, 分别及联合应用姜

黄素和氯丙胺, 采取低浓度, 中浓度, 高浓度

进行干预后, 通过流式细胞仪检测SW480细
胞中CD44表达增殖情况. 结果显示, 姜黄素

和氯丙胺均呈剂量依赖性的抑制SW480细胞

的生长增殖; 联合用药对SW480细胞的生长

增殖具有协同抑制作用. 结果显示, 单一用药

组Lgr5蛋白质的表达均低于阴性对照组; 姜
黄素组、氯丙胺组与正常对照组之间, 联合

用药组与单一用药组之间, 差异均具有统计

学意义(P <0.05). 本实验证明了姜黄素和氯丙

胺具有协同抑制体外培养的人结肠癌细胞株

SW480生长增殖的作用, 且呈剂量依赖性; 该
作用可能是通过协同抑制CD44、Lgr5的表

达而实现. 随着人们对结肠癌肿瘤样干细胞

研究的逐步深入, 对姜黄素生物学特性及药

理作用、G A S受体拮抗剂性质的不断更新, 
相信在不远的未来, 人类一定能够找到一种

特异性的肿瘤干细胞标志物, 和一些不良反

应很小但是可以作用于肿瘤干细胞的特效药, 
那么人类攻克恶性肿瘤将会不再是一个医学

界的难题. 
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