
Methods By means of molecular biology，conditional knockout( CKO) mice with CA1-specific deletion of WDＲ1
by Cre-loxp system( CA1-Cre; WDＲ1flox / flox ) ，combined with nest building behavioral analysis，cell biology assay
and immunohistochemistry to analyze the role of WDＲ1 in negative-like symptoms of schizophrenia． Ｒesults ①
Slices immunofluorescence showed WDＲ1 decreased in WDＲ1 CKO mice; ② Nest building behavioral test results
showed that the nest quality was significantly higher in CKO mice than WDＲ1flox / flox mice( WT group) ; ③ Cell im-
munofluorescence showed that dendritic spine density was significantly increased in CKO mice． Conclusion
WDＲ1 deficiency could increase the number of dendritic spines of neurons in hippocampal CA1 region and improve
the ability of nest building，suggesting that WDＲ1 is negatively correlated with the schizophrenia-like negative
symptoms．
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姜黄素联合干扰素-β/维甲酸对乳腺癌细胞的协同效应
葛素侠1，任 敏1，查晓军2，吴晓东1

摘要 目的 研究姜黄素和干扰素-β /维甲酸( IFN-β /ＲA)

联合用药对人乳腺癌细胞 MCF-7 的生长抑制效应，探讨姜

黄素和 IFN-β /ＲA 联合用药的合理性及科学性。方法 实

验分组如下: 对照组 ( 加培养基) 、姜黄素组 ( 40 μmol /L) 、
IFN-β /ＲA 组( IFN-β 750 U /ml，ＲA 1. 5 μmol /L) 、姜黄素联

合 IFN-β /ＲA 组 ( 姜 黄 素 40 μmol /L，IFN-β 375 U /ml，ＲA
0. 75 μmol /L) ，分别处理乳腺癌细胞 MCF-7，采用 MTT 法检

测细胞活性，采用 Annexin-V /PI 双染流式细胞术检测细胞

凋亡情况。结果 姜黄素和 IFN-β /ＲA 联合用药可显著抑

制乳腺癌 MCF-7 细胞增殖，同时诱导细胞凋亡，这种作用强

于单药( P ＜ 0. 05 ) ，表现为协同作用。结论 姜黄素联合

IFN-β /ＲA 对乳腺癌 MCF-7 细胞增殖具有更强的抑制作用，

并能促进细胞凋亡，具有协同作用。
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干扰素-β( interferon-β，IFN-β) 联合维甲酸( ret-
inoic acid，ＲA) 是目前已知的能够抑制乳腺癌细胞

生长的药物，但目前乳腺癌细胞对于 IFN-β /ＲA 药

2017 － 10 － 27 接收

基因项目: 安徽省自然科学基金( 编号: 1608085MH238)

作者单位: 1 安徽医科大学第一附属医院乳腺外科，合肥 230022
2 安徽医科大学基础医学院生物化学与分子生物学实验

室，合肥 230032

作者简介: 葛素侠，女，硕士研究生;

任 敏，男，副教授，副主任医师，硕士生导师，责任作者，

E-mail: 455639300@ qq． com

物的敏感性逐渐下降，抵抗性逐渐增强［1］。为解决

这一问题笔者选择 IFN-β /ＲA 与其他药物联合治

疗。姜黄素是从植物姜黄根茎中提取出来的一种多

酚类化合物，许多研究［2］已证实姜黄素具有抗肿瘤

活性，并被用于许多恶性肿瘤包括乳腺癌的治疗。
但目前关于姜黄素和 IFN-β /ＲA 联合用药在乳腺癌

细胞中的研究鲜有文献报道，因此该研究旨在探讨

两者联合用药对乳腺癌细胞的影响。

1 材料与方法

1． 1 实 验 材 料 人 类 乳 腺 癌 细 胞 系 ( Michigan
cancer foundation 7，MCF-7) 购自中科院上海细胞生

物学研究所细胞库; IFN-β 购自美国 Millipore 公司;

ＲA、姜黄素、MTT 购自美国 Sigma 公司; 膜联素Ⅴ /
碘化丙啶( Annexin V /propidium iodide，Annexin V /
PI) 细胞凋亡试剂盒购自美国 BioVision 公司; 胎牛

血清购自上海 Excell 公司; DMEM 培养基( 高糖) 购

自美国 Hyclone 公司。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 细胞培养 将人类乳腺癌 MCF-7 细胞用含

有 10% 胎牛血清、1% 双抗 ( 100 U /ml 青霉素、100
μg /ml 链霉素) 的 DMEM 培养基，置于 37 ℃、5%
CO2 孵箱内培养，实验取对数生长期细胞。
1． 2． 2 MTT 法检测细胞活性 将细胞以 104 个 /孔
分别接种到 96 孔板中，每孔体积 200 μl，置于 37
℃、5% CO2 孵箱内培养。细胞贴壁后分别加入相

应药物，分组如下: 对照组 ( 加培养基) 、姜黄素组
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( 40 μmol /L ) 、IFN-β /ＲA 组 ( IFN-β 750 U /ml，ＲA
1. 5 μmol /L) 、姜黄素联合 IFN-β /ＲA 组( 姜黄素 40
μmol /L，IFN-β 375 U /ml，ＲA 0. 75 μmol /L) 。继续

孵箱内培养，分别在 0、12、24、36、48 h 五个时间点

用 MTT 法测定细胞活性，每孔加入 MTT 溶液 ( 5
mg /ml) 10 μl，孵育 4 h 后终止培养，弃去孔内液体，

每孔加入 100 μl DMSO，摇床震荡 10 min，在酶联免

疫检测仪上选择 490 nm 波长处测定各孔的吸光度，

绘制生长曲线。
1． 2． 3 Annexin-V /PI 双染流式细胞术检测细胞凋

亡 将收集的细胞悬液( 细胞浓度为 5 × 105 个 /ml)
加入 10 ml 离心管中，加入 100 μl Bingding Buffer 和

5 μl Annexin-V( 20 μg /ml) ，室温避光 30 min，再加

入 5 μl PI( 50 μg /ml) ，避光反应 5 min 后，加入 400
μl Bingding Buffer，立即用 FC500 流式细胞仪分析。
数据用细胞流式分析软件( FCS Express4 ) 分析。分

别以 Annexin V 为横坐标、PI 为纵坐标作图。结果

分为以下几类: 左上象限代表坏死细胞，右上象限代

表晚期凋亡细胞，左下象限代表正常细胞，右下象限

代表早期凋亡细胞。其中早期凋亡细胞与晚期凋亡

细胞的和代表细胞总凋亡的百分比。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 11. 5 统计软件包进

行数据录入和统计分析，数据以 珋x ± s 表示。组间比

较采用方差分析，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 姜黄素联合 IFN-β/ＲA 显著抑制 MCF-7 细

胞活性 MTT 结果显示，药物作用 48 h 后，与对照

组相比，姜黄素和 IFN-β /ＲA 单独用药时均能抑制

细胞活性( F = 9. 33，P ＜ 0. 05) ; 而与单药组相比，姜

黄素联合 IFN-β /ＲA 组能显著抑制细胞活性 ( F =
6. 81，P ＜ 0. 05) 。见图 1。

图 1 MTT 法检测姜黄素和 IFN-β/ＲA 单药及

联合用药对 MCF-7 细胞活性的影响

与对照组比较: #P ＜ 0. 05; 与单药组比较: * P ＜ 0. 05

2． 2 姜黄素联合 IFN-β/ＲA 能显著促进 MCF-7
细胞凋亡 结果显示单药组的细胞凋亡率高于对照

组( F = 191. 83，P ＜ 0. 05 ) ; 而联合用药组的细胞凋

亡率明显高于单药组( F = 44. 02，P ＜ 0. 05 ) 。见图

2。

图 2 流式细胞术检测对 MCF-7 细胞凋亡的影响

A: Annexin V 和 PI 染色结果; B: 凋亡细胞百分比;

与对照组比较: #P ＜ 0. 05; 与单药组比较: * P ＜ 0. 05
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3 讨论

乳腺癌是全世界女性最常见的恶性肿瘤，是女

性癌症死亡的第二大常见原因［3］。在过去 20 年中，

全球乳腺癌绝对数量上升了 1. 4 倍，世界上大多数

国家和地区乳腺癌的发病率上升了 30% ～ 40%［4］。
在 2015 年，美国有 231 840 例被诊断为乳腺癌，其

中 40 290 例患者死于乳腺癌，在我国，乳腺癌的发

病率和死亡率呈持续上升趋势，据国际癌症研究所

预计，在 2030 年 我 国 女 性 乳 腺 癌 发 病 数 可 达 到

23. 4 万例，因乳腺癌死亡 7. 0 万例［5］。除了手术和

放疗外，化学药物仍是乳腺癌治疗的重要手段。但

目前单一的药物总有这样或那样的缺点，严重影响

了药物的疗效，降低患者的生存质量，因此寻求有效

的联合用药以减少药物的毒副作用至关重要。
IFN-β 属于 I 型干扰素，是一种由成纤维细胞

产生的细胞因子，具有抗病毒、抑制和杀伤肿瘤细

胞、抑制细胞生长、免疫调节等多种生物学功能，目

前已成功用于治疗恶性肿瘤、病毒性感染和多发性

硬化症。IFN-β是第一个在临床上用于恶性肿瘤治

疗的细胞因子，在目前的许多动物模型和临床研

究［6］中，都显示 IFN-β 能够明显的抑制肿瘤细胞的

生长，如乳腺癌细胞、卵巢癌细胞、黑色素瘤细胞。
IFN-β 的抗肿瘤机制主要有: 增加肿瘤特异性抗原

的表达量，提高自然杀伤细胞的杀伤水平; 在淋巴瘤

细胞系中下调 c-Myc 的表达，抑制肿瘤细胞增殖［7］。
尽管单药 IFN-β 对白血病具有很好的治疗效果，但

对于一些实体肿瘤单药 IFN-β 治疗效果却不十分理

想。
ＲA 是维生素 A 在体内代谢的活性产物或衍生

物，在胚胎发育、器官形成、细胞增殖和分化等许

多基本生命活动中发挥着重要作用。ＲA 可与细胞

核内的相应受体结合，进而结合在靶基因的特定区

域，调控目的基因表达，从而抑制细胞增殖，诱导细

胞分化、凋亡，发挥生物学效应［8］。ＲA 是临床上常

用的诱导分化剂，是目前临床上用于治疗急性早幼

粒细胞性白血病的首选药物。此外，ＲA 也已成功

用于乳腺癌、宫颈癌、前列腺癌等实体肿瘤的临床治

疗。
为了解决 IFN-β 在临床上对多数实体肿瘤治疗

效果差这一问题，研究者们提出了许多新的治疗方

法，在这些方法中，IFN-β 与 ＲA 的联合用药取得了

很好的效果，大大提高了单药 IFN-β 对实体肿瘤的

治疗效果［9］。目前有许多研究［10］表明 IFN-β 与 ＲA

联合用药( IFN-β /ＲA) 比单药能更有效地抑制细胞

生长，而且这种协同抗肿瘤效应在人类乳腺癌细胞

及乳腺癌裸鼠移植瘤中也得到了证实。但随着乳腺

癌发病率的提高以及年轻化，乳腺癌对于 IFN-β /
ＲA 也逐渐出现了“耐药现象”，抵抗性逐渐增强，敏

感性逐渐下降，治疗效果越来越不理想，因此积极寻

求新的治疗方案以提高乳腺癌患者的生存率及生存

质量就显得十分迫切。
姜黄素是从天然植物姜黄中提取出来的一种色

素，自古以来就被用作药物。其具有抗炎、抗氧化、
抗肿瘤等广谱的生物学作用，且来源广泛，价格低

廉，毒副作用小，对正常细胞几乎无影响，因此具有

十分广泛的应用前景［11］。近年来，由于恶性肿瘤如

肺癌、胃癌、乳腺癌等疾病的发病率在逐年上升，严

重威胁了人类的健康，因此姜黄素的抗肿瘤作用被

越来越多的研究者们重视，相关研究［12 － 15］表明姜黄

素对肺癌、胃癌、骨肉瘤、胰腺癌等许多恶性肿瘤都

具有明显的抗肿瘤作用。姜黄素的抗肿瘤机制较为

复杂，在不同的肿瘤细胞中表现出不同的效应，目前

认为姜黄素的抗肿瘤机制主要有: 抑制某些癌基因

表达，促进抑癌基因表达; 抑制肿瘤细胞的增殖，诱

导 肿 瘤 细 胞 的 凋 亡; 抑 制 肿 瘤 血 管 的 生 成

等［13 － 14，16］。
本研究结果表明，相对于姜黄素和 IFN-β /ＲA

单一药物治疗，姜黄素和 IFN-β /ＲA 的联合用药能

更明显地抑制 MCF-7 细胞活性，且促进细胞凋亡。
而且，在姜黄素与 IFN-β /ＲA 联合用药时，IFN-β /
ＲA 的药物浓度比单独用 IFN-β /ＲA 时药量减少，从

而减少 IFN-β /ＲA 高浓度时的毒副作用。综上所

述，姜黄素能协同性地增强 IFN-β /ＲA 对人类乳腺

癌 MCF-7 细胞的抗肿瘤作用，抑制肿瘤细胞增殖，

促进细胞凋亡。这种协同效应可以在提高 IFN-β /
ＲA 药物疗效的情况下减少其药物用量，增强药物

敏感性，降低抵抗性，从而控制单一药物的副作用，

达到更好的治疗效果，为乳腺癌的临床治疗提供一

种新的选择。
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Synergistic effect of curcumin combined
with interferon-β/ retinoic acid on breast cancer MCF-7 cells

Ge Suxia1，Ｒen Min1，Zha Xiaojun2，et al
( 1Dept of Breast Surgery，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;

2Dept of Biochemistry and Molecular Biology，School of Basic Medicine，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To explore the efficacy of curcumin combined with interferon-β / retinoic acid ( IFN-β /ＲA)

on the growth inhibition of human breast cancer MCF-7 cells，and to explore the rationality and scientificity of cur-
cumin combined with IFN-β /ＲA． Methods The MCF-7 cells was grouped as follows: control( with medium) ，cur-
cumin( 40 μmol /L ) ，IFN-β /ＲA ( IFN-β 750 U /ml，ＲA 1. 5 μmol /L ) ，curcumin + IFN-β /ＲA ( curcumin 40
μmol /L，IFN-β 375 U /ml，ＲA 0. 75 μmol /L) ． The cell viability was detected by MTT assay． Apoptosis was detec-
ted by Annexin-V /PI double staining flow cytometry． Ｒesults The combination therapy with curcumin and IFN-β /
ＲA could significantly inhibit the proliferation of breast cancer MCF-7 cells and induce apoptosis，and the effect was
stronger than that of single drug ( P ＜ 0. 05 ) ，which showed an synergic effect． Conclusion The combination of
curcumin and IFN-β /ＲA could significantly inhibit breast cancer MCF-7 cells proliferation and promoted cell apop-
tosis，and has synergistic effect．
Key words curcumin; interferon-β; retinoic acid; breast cancer; MCF-7
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