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摘要 目 的 探 讨 姜 黄 素 联 合 Krüppel 样 转 录 因 子 8
( KLF8) 基因小干扰 ＲNA( siＲNA) 调控蛋白酪氨酸激酶 2 /信
号转导与转录因子 3( JAK2 /STAT3) 信号通路对乳腺癌细胞

生长抑制的影响。方法 将生长至对数期的人乳腺癌 MCF-
7 细胞 随 机 分 为 阴 性 对 照 组、KLF8-siＲNA、姜 黄 素 组 和

KLF8-siＲNA + 姜黄素组; CCK-8 试剂及流式细胞仪分别检测

处理 48 h 各 组 细 胞 的 活 力 及 凋 亡 率; Western blot 检 测

JAK2 /STAT3 信号通路磷酸化的蛋白酪氨酸激酶 2( p-JAK2)

和磷酸化的信号转导与转录因子 3( p-STAT3) 及靶基因细胞

周期素 D1( Cyclin D1) 和 B 细胞淋巴瘤 /白血病-2 ( Bcl-2) 的

蛋白表达。结果 转染 KLF8-siＲNA 的 MCF-7 细胞 KLF8 的

表达明显降低; KLF8-siＲNA 组和姜黄素组的细胞活力及 Cy-
clin D1、Bcl-2、p-JAK2 和 p-STAT3 的蛋白表达均显著低于阴

性对照组，高于 KLF8-siＲNA + 姜黄素组，细胞凋亡率显著高

于阴性对照组，低于 KLF8-siＲNA + 姜黄素组( P ＜ 0. 05) ; 姜

黄素、KLF8-siＲNA 及 JAK2 /STAT3 信号抑制剂 AG490 共同

处理细胞相对于姜黄素和 KLF8-siＲNA 处理的细胞活力明

显降低，凋亡率升高，Cyclin D1、Bcl-2、p-JAK2 和 p-STAT3 的

表达降低( P ＜ 0. 05) 。结论 下调 KLF8 基因表达和姜黄素

均能通过抑制 JAK2 /STAT3 信号通路降低乳腺癌细胞活力，

诱导细胞凋亡，两者联合对细胞活力及凋亡的影响作用更

强。
关键词 KLF8 基因; 姜黄素; 乳腺癌; 凋亡; JAK2 /STAT3 信

号通路
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Krüppel 样转录因子 8 ( KLF8 ) 是 Krüppel 样转

录因子( Krüppel like transcription factor，KLFs) 家族

成员之一，是表达广泛的一个 Krüppel 样转录因子，

参与细胞的增殖、分化、凋亡、迁移、细胞外基质形成

等多种生物学过程［1］，研究［2 － 3］显示，包括乳腺癌在

内的多种肿瘤中 KLF8 呈现出过表达，而抑制 KLF8
后可降低肿瘤细胞生长，提示抑制乳腺癌中 KLF8
的表达可能影响其发生发展，但目前研究尚不清楚。

姜黄素( Curcumin) 是姜黄的根茎中提取出来的

一种酚性色素，具有明显的抗肿瘤作用，有研究［4］

显示，姜黄素可明显抑制多种肿瘤的生长及诱导凋

亡。抑制 KLF8 基因表达与姜黄素联合用于乳腺癌

是否产生协同治疗作用尚不清楚。因此，该研究通

过 ＲNA 干扰抑制 KLF8 基因表达及姜黄素单独或

共同处理乳腺癌细胞，检测对癌细胞活力和凋亡的

影响，并进一步研究对其生物学特性影响的可能分

子机制。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂和仪器 小牛血清及 ＲPMI1640 培

养基购自美国 Gibco 公司; 姜黄素购自美国 Sigma
公司; AG490 购自美国 Biosource 公司; 细胞计数试

剂盒( cell counting kit-8，CCK-8) 试剂盒和二喹啉甲

酸( BCA) 试剂盒购自上海碧云天公司; Lipofectami-
neTM2000 转染试剂盒、Annexin V-FITC /PI 细胞凋亡

试剂盒购自美国 Invitrogen 公司; KLF8、磷酸化的蛋

白酪 氨 酸 激 酶 2 ( phosphorylated Janus kinase2，p-
JAK2) 、磷酸化的信号转导与转录因子 3 ( phospho-
rylated signal transducers and activators of transcription
3，p-STAT3) 、细胞周期素 D1 ( Cyclin D1 ) 和 B 细胞

淋巴瘤 /白血病-2 ( B cell lymphoma / lewkmia-2，Bcl-
2) 抗体购自美国 Abcam 公司; 酶标仪及流式细胞仪

均购自美国 Bio-Ｒad 公司。
1． 2 细胞及其培养 人乳腺癌 MCF-7 细胞购自中

国科学院上海细胞库; MCF-7 细胞为贴壁细胞，细胞

在含有小牛血清及双抗的 ＲPMI1640 培养基中，5%
CO2、37 ℃饱和湿度培养箱中传代培养。实验选择

生长至对数期的细胞。
1． 3 细胞转染 MCF-7 细胞进行常规消化后收集

细胞，接种细胞于 6 孔板，转染前 1 d 更换培养液

( 含有血清，不含抗生素) ，待细胞达 70% ～ 90% 的

生长密度时通过脂质体 LipofectamineTM2000 转染试
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剂盒将合成的干扰 KLF8 表达的 siＲNA ( KLF8-siＲ-
NA) 转染细胞，同时转染无干扰作用的 siＲNA 作为

阴性对照组，并设置只加入脂质体的为空白对照组，

转染过程严格参照试剂盒说明，收集转染 48 h 的细

胞用于实验研究。
1． 4 转染 KLF8-siＲNA 的 MCF-7 细胞 KLF8 的

表达 通过 Western blot 检测转染 KLF8-siＲNA 的

MCF-7 细胞 KLF8 的表达。简要步骤如下: PBS 洗

涤转染 48 h 的细胞，离心后弃掉上清，加入全细胞

蛋白裂解液于冰上反应 30 min，离心收集上清液，上

清液即为细胞总蛋白。BCA 试剂盒对蛋白进行定

量，蛋白经 100 ℃ 变性，取等量变性蛋白进行 SDS-
PAGE 分离，电泳结束后切下含有目的蛋白的胶通

过电转移至 PVDF 膜，5%脱脂奶粉在室温条件下封

闭转好 的 PVDF 膜 2 h，封 闭 后 置 入 适 当 比 例 的

KLF8 和 GAPDH 一抗溶液中，4 ℃缓慢摇动过夜，洗

膜，加入二抗，室温反应 2 h，ECL 发光后暗室中将 X
光片曝光，冲洗 X 光片，拍照扫描，成像分析软件分

析 KLF8 的相对表达量。
1． 5 CCK-8 法检测姜黄素联合 KLF8 基因 siＲNA
对 MCF-7 细胞活力的影响 以每孔 100 μl( 约 1 ×
104 个细胞) 接种生长至对数期的 MCF-7 细胞于 96
孔板，用于调零组细胞的仅仅加入细胞培养液，细胞

长满 50% ～80%孔底时参照上述方法进行转染，并

随机分为阴性对照组( 转染无干扰作用的 siＲNA) 、
KLF8-siＲNA ( 转 染 合 成 的 干 扰 KLF8 表 达 的 siＲ-
NA) 、姜黄素 组 ( 40 μmol /L 姜 黄 素 处 理 细 胞) 和

KLF8-siＲNA + 姜黄素组( 在转染 KLF8-siＲNA 的基

础上加入姜黄素) ，每组设置 5 个平行孔，培养 48 h
后，加入 10 μl CCK-8 试剂至每孔中，利用调零组调

零，酶标仪测定吸光度值 ( optical density，OD ) ，以

OD 值反映细胞活力，可以间接反映出细胞的增殖

能力。实验重复 3 次。
1． 6 流式细胞仪检测姜黄素联合 KLF8 基因 siＲ-
NA 对 MCF-7 细胞凋亡的影响 分组及处理方法

同 1. 5，PBS 洗涤各组细胞，Binding 缓冲液重悬细

胞，利用 Annexin V-FITC 和 PI 荧光染色，室温避光

反应 15 min，流式细胞仪进行检测。实验重复 3 次。
1． 7 姜黄素联合 KLF8 基因 siＲNA 抑制 JAK2 /
STAT3 信号通路对乳腺癌细胞活力及凋亡的影响

AG490 作为 JAK2 /STAT3 信号通路抑制剂，加入

浓度为 20 μmol /L，通过 CCK-8 法及流式细胞仪检

测用 KLF8-siＲNA + 姜黄素 + AG490 处理细胞相对

于 KLF8-siＲNA + 姜黄素处理的细胞活力及凋亡率

情况，Western blot 检测 p-JAK2、p-STAT3、Cyclin D1
和 Bcl-2 的蛋白表达，方法同 1. 4。
1． 8 统计学处理 采用 SPSS 21. 0 软件进行统计

分析，计量资料用 珋x ± s 表示，多组差异比较采用单

因素方差分析，两两比较采用 LSD-t 检验，P ＜ 0. 05
为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 KLF8-siＲNA 转染 MCF-7 细胞后 KLF8 的表

达 KLF8-siＲNA 转染 MCF-7 细胞后 KLF8 的表达结

果见 图 1。与 空 白 对 照 组 ( 0. 311 ± 0. 035 ) 比 较，

KLF8-siＲNA 组( 0. 102 ± 0. 010) KLF8 的表达显著降

低( P ＜0. 05) ，而阴性对照组( 0. 302 ± 0. 032) 和空白

对照组 KLF8 的表达差异无统计学意义( P ＞0. 05) 。

图 1 KLF8-siＲNA 转染 MCF-7 细胞后 KLF8 的表达

2． 2 姜黄素联合 KLF8-siＲNA 对 MCF-7 细胞活

力的影响 CCK-8 检测结果显示: KLF8-siＲNA 组

( 0. 562 ± 0. 048 ) 和姜黄素组( 0. 626 ± 0. 052 ) 的细

胞活力均显著低于阴性对照组( 0. 873 ± 0. 074 ) ( P
＜ 0. 05 ) ，高 于 KLF8-siＲNA + 姜 黄 素 组 ( 0. 385 ±
0. 041) ( P ＜ 0. 05) 。
2． 3 姜黄素联合 KLF8-siＲNA 对 MCF-7 细胞凋

亡的影响 流式细胞仪检测结果显示: KLF8-siＲNA
组( 12. 12 ± 1. 02 ) % 和姜黄素组( 10. 77 ± 0. 96 ) %
的细胞 凋 亡 率 均 显 著 高 于 阴 性 对 照 组 ( 1. 56 ±
0. 16) % ( P ＜ 0. 05 ) ，低于 KLF8-siＲNA + 姜黄素组

( 18. 79 ± 1. 35) % ( P ＜ 0. 05) 。见图 2。
2． 4 姜黄素联合 KLF8-siＲNA 对 MCF-7 细胞 p-
JAK2、p-STAT3、Cyclin D1 和 Bcl-2 表达的影响

Western blot 检测结果显示: KLF8-siＲNA 组和姜黄

素组 Cyclin D1、Bcl-2、p-JAK2 和 p-STAT3 的蛋白表

达均 显 著 低 于 阴 性 对 照 组 ( KLF8-siＲNA 组: P ＜
0. 05; 姜黄素组: P ＜ 0. 05 ) ，高于 KLF8-siＲNA + 姜

黄素组 ( KLF8-siＲNA 组: P ＜ 0. 05; 姜 黄 素 组 P ＜
0. 05) 。四组间 JAK2 和 STAT3 的蛋白表达差异无

统计学意义。见表 1、图 3。
2． 5 姜黄素联合 KLF8-siＲNA 抑制 JAK2 /STAT3
信号对MCF-7细胞活力及凋亡的影响 姜黄素、
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表 1 姜黄素联合 KLF8-siＲNA 对 MCF-7 细胞 p-JAK2、p-STAT3、Cyclin D1 和 Bcl-2 表达的影响

蛋白 阴性对照组 KLF8-siＲNA 组 姜黄素组 KLF8-siＲNA + 姜黄素组 F 值

Cyclin D1 0． 774 ± 0． 078 0． 322 ± 0． 039* # 0． 381 ± 0． 042* # 0． 156 ± 0． 018 84． 838
Bcl-2 0． 425 ± 0． 046 0． 193 ± 0． 023* # 0． 206 ± 0． 026* # 0． 104 ± 0． 010 61． 268
JAK2 0． 447 ± 0． 041 0． 456 ± 0． 046 0． 432 ± 0． 038 0． 444 ± 0． 043 0． 166
p-JAK2 0． 276 ± 0． 034 0． 115 ± 0． 013* # 0． 148 ± 0． 018* # 0． 041 ± 0． 007 68． 047
STAT3 0． 389 ± 0． 040 0． 406 ± 0． 035 0． 408 ± 0． 036 0． 495 ± 0． 041 4． 719
p-STAT3 0． 188 ± 0． 021 0． 110 ± 0． 010 0． 124 ± 0． 015 0． 031 ± 0． 007 61． 245

与阴性对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与 KLF8-siＲNA + 姜黄素组比较: #P ＜ 0. 05

图 2 姜黄素联合 KLF8-siＲNA 对 MCF-7 细胞凋亡的影响

图 3 姜黄素联合 KLF8-siＲNA 对 MCF-7 细胞 p-JAK2、

p-STAT3、Cyclin D1 和 Bcl-2 表达的影响

A: 阴性对照组; B: KLF8-siＲNA 组; C: 姜黄素组; D: KLF8-siＲNA

+ 姜黄素组

KLF8-siＲNA 及 JAK2 /STAT3 信号抑制剂 AG490 共

同处理细胞后，细胞 OD 值及凋亡率检测结果显示:

与 KLF8-siＲNA + 姜 黄 素 组 ［( 0. 422 ± 0. 043 ) 、
( 16. 68 ± 1. 21 ) %］比较，KLF8-siＲNA + 姜黄素 +
AG490 组 OD 值 ( 0. 301 ± 0. 032 ) 显 著 降 低 ( P ＜
0. 05) ，凋亡率显著升高［( 21. 15 ± 1. 54 ) %］( P ＜
0. 05) 。见图 4。
2． 6 姜黄素联合 KLF8-siＲNA 抑制 JAK2 /STAT3
信号对 MCF-7 细胞 p-JAK2、p-STAT3、Cyclin D1

和 Bcl-2 表达的影响 姜黄素联合 KLF8-siＲNA 抑

制 JAK2 /STAT3 信 号 后 MCF-7 细 胞 p-JAK2、p-
STAT3、Cyclin D1 和 Bcl-2 的蛋白表达结果见表 2、
图 5。与 KLF8-siＲNA + 姜黄素组比较，KLF8-siＲNA
+ 姜黄素 + AG490 组 p-JAK2、p-STAT3、Cyclin D1

和 Bcl-2 的蛋白表达均显著降低( P ＜ 0. 05) 。

表 2 姜黄素联合 KLF8-siＲNA 抑制 JAK2 /STAT3 信号对

MCF-7 细胞 p-JAK2、p-STAT3、Cyclin D1 和 Bcl-2 表达的影响

组别
KLF8-siＲNA +

姜黄素组

KLF8-siＲNA +

姜黄素 + AG490 组
Cyclin D1 0． 195 ± 0． 020 0． 154 ± 0． 012*

Bcl-2 0． 162 ± 0． 018 0． 076 ± 0． 008*

p-JAK2 0． 152 ± 0． 015 0． 098 ± 0． 010*

p-STAT3 0． 094 ± 0． 011 0． 023 ± 0． 006*

与 KLF8-siＲNA + 姜黄素组比较: * P ＜ 0. 05

图 4 姜黄素联合 KLF8-siＲNA 抑制 JAK2 /STAT3

信号对 MCF-7 细胞活力及凋亡的影响
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图 5 姜黄素联合 KLF8-siＲNA 抑制 JAK2 /STAT3 信号对

MCF-7 细胞 p-JAK2、p-STAT3、Cyclin D1 和 Bcl-2 表达的影响

A: KLF8-siＲNA + 姜黄素组; B: KLF8-siＲNA + 姜黄素 + AG490

组

3 讨论

研究［5］显示，在多种肿瘤中，KLFs 家族的多个

成员与癌基因相关。KLF8 是 KLFs 家族成员之一，

在上 皮 细 胞 － 间 充 质 转 化 ( epithelial cell mesen-
chyme transformation，EMT) 、细胞致癌性分化、细胞

侵袭和迁移、周期循环等过程中均有重要作用，且在

多种肿瘤中过表达，其过表达与疾病不良预后及发

生相关［6］。也有研究［7］指出抑制 KLF8 的表达可降

低肿瘤的发生发展，如抑制肾癌细胞 KLF8 表达可

降低癌细胞增殖、侵袭及诱导细胞凋亡。KLF8 在乳

腺癌中的研究相对较少，研究［8］显示，KLF8 在乳腺

癌中表达上调，可通过活化基质金属蛋白 9 促进乳

腺癌的侵袭及转移。本研究旨在抑制 KLF8 对乳腺

癌增殖凋亡的影响。我国中药资源丰富，中药提取

物在肿瘤治疗的研究受到广泛关注，姜黄素是姜黄

的根茎中提取出来的一种酚性色素，目前在肿瘤中

的作用有大量研究，研究［9］显示，姜黄素可降低乳

腺癌的增殖、侵袭、迁移，阻滞细胞周期和诱导细胞

的凋亡，但联合使用姜黄素和 KLF8 的 siＲNA 是否

能更有效地治疗乳腺癌还未清楚。
鉴于有研究［2］已证实乳腺癌中 KLF8 存在高表

达，本研究检测抑制 KLF8 表达对乳腺癌细胞的影

响。由于 ＲNA 干扰技术能在基因的转录和翻译水

平及染色质水平调节基因的表达，且表现出很强的

序列特异性、有效性，在多种肿瘤中研究基因功能时

被应用［10］，因此本研究也选用 ＲNA 干扰技术抑制

乳腺癌中 KLF8 的表达。将 KLF8 的 siＲNA 和姜黄

素共同处理乳腺癌细胞，结果显示 KLF8-siＲNA 和

姜黄素均能明显抑制乳腺癌细胞活力和诱导细胞凋

亡，这提示 KLF8 基因和姜黄素能协同用于乳腺癌

的防治。信号转导与转录因子 3 ( signal transducers
and activators of transcription 3，STAT3) 是 STATs 家

族的一员，与细胞增殖、凋亡等生物学特性密切相

关，在多种肿瘤中出现异常活化，STAT3 的异常活化

可引起细胞异常增殖分化，且凋亡受到抑制，目前已

被确认为癌基因，STAT3 引起癌变的机制主要是通

过激活 CyclinD1、Bcl-2、Survivin 等靶基因的一些产

物表达实现［11］。CyclinD1 是一个细胞周期核因子，

可促进细胞的增殖［12］。Bcl-2 是 Bcl-2 家族成员之

一，抑制其表达可诱导细胞的凋亡［13］。JAK2 处在

STAT3 上 游，JAK2 激 酶 抑 制 剂 AG490 可 抑 制

JAK2 /STAT3 信号通路，从而使细胞增殖受到抑制，

AG490 可抑制包括乳腺癌在内的多种肿瘤的发生

发展［14］。本研究显示，姜黄素和 KLF8 的 siＲNA 均

能下调 p-JAK2 和 p-STAT3 及 靶 基 因 CyclinD1 和

Bcl-2 表 达，两 者 联 合 下 调 更 明 显，抑 制 JAK2 /
STAT3 信号通路后，相对于联合使用姜黄素和 KLF8
的 siＲNA 对细胞的抑制作用和凋亡促进作用更明

显。
综上所述，下调 KLF8 基因表达和姜黄素均能

通过抑制 JAK2 /STAT3 信号通路降低乳腺癌细胞活

力，诱导细胞凋亡，两者联合对细胞活力及凋亡的影

响作用更强。该研究可能为乳腺癌的治疗提供了新

的途径，值得进一步深入探讨。
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Effect of curcumin combined with KLF8 gene siＲNA on the growth
inhibition of breast cancer cells by regulating of STAT3 signaling pathway

Li Xin，Niu Bing，Li Qinghui，et al
( Dept of Breast Surgery，Zhengzhou People＇s Hospital，Zhengzhou 450003)

Abstract Objective To investigate the effect of curcumin combined with KLF8 gene siＲNA on the growth inhibi-
tion of breast cancer cells by regulating of JAK2 /STAT3 signaling pathway． Methods Human breast cancer MCF-
7 cells were randomly divided into negative control group，KLF8-siＲNA group，curcumin group and KLF8-siＲNA
+ curcumin group，AG490 as a AK2 /STAT3 signaling pathway inhibitor; CCK-8 kit and flow cytometry were used
to detect the cell viability and apoptosis rate after cells were treated for 48 h; JAK2 /STAT3 signal pathway of p-
JAK2 and p-STAT3 and its target gene Cyclin D1and Bcl-2 protein expression were detected by Western blot． Ｒe-
sults The expression of KLF8 in MCF-7 cells transfected with KLF8-siＲNA was significantly decreased． The cell
viability and protein expression of Cyclin D1，Bcl-2，p-JAK2 and p-STAT3 in KLF8-siＲNA group and curcumin
group were significantly lower than negative． In the control group，higher than KLF8-siＲNA + curcumin group，the
apoptosis rate was significantly higher than that of the negative control group，lower than KLF8-siＲNA + curcumin
group ( P ＜ 0. 05 ) ，cells co-treated curcumin，KLF8-siＲNA and JAK2 /STAT3 signal inhibitor AG490 displayed
that cell viability was significantly lower than that of curcumin and KLF8-siＲNA，and the apoptosis rate was in-
creased． The expression of Cyclin D1，Bcl-2，p-JAK2 and p-STAT3 was decreased ( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion
Down regulation of KLF8 gene expression and curcumin can reduce the activity and induce apoptosis of breast canc-
er cells by inhibiting of JAK2 /STAT3 signaling pathway． The combination of them has stronger effect on cell viabil-
ity and apoptosis．
Key words KLF8 gene; curcumin; breast cancer; apoptosis; JAK2 /STAT3 signaling pathway
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