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摘要：目的：以人脑胶质瘤U87和U251细胞为模型，探讨cathepsin L在姜黄素诱导的人脑胶质瘤细胞死亡中的作用及其机制。
方法：采用CCK-8法、集落形成法检测细胞活性；Hoechst 33258荧光染色以及Annexin V/PI双染流式实验检测姜黄素对胶质瘤细胞U87和U251细胞的促凋亡作用。Western blot检测姜黄素对cathepsin L及cyclin B1和凋亡蛋白Bax/Bcl-2表达水平的影响，免疫荧光染色检测cathepsin L的变化。PI单染检测姜黄素对胶质瘤细胞周期的影响。用siRNA干扰cathepsin L观察姜黄素对细胞周期及细胞凋亡的影响。
结果：CCK-8、集落形成实验、Hoechst 33258荧光染色、流式细胞术及western blot结果显示，姜黄素能够诱导胶质瘤细胞的凋亡；PI单染流式细胞术结果表明姜黄素可以引起U87和U251细胞G2/M期阻滞。Western blot和免疫荧光法结果显示姜黄素能够激活cathepsin L。干扰 cathepsin L后，姜黄素诱导的细胞凋亡增加，细胞周期阻滞作用增强。
结论： Cathepsin L参与了姜黄素诱导的胶质瘤细胞凋亡和细胞周期阻滞。抑制cathepsin L可以增强胶质瘤细胞对姜黄素的敏感性。
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Cathepsin L is involved in Curcumin-induced death of glioma cell
FEI Yao, LIANG Zhongqin
(Department of pharmocology, College of Pharmaceutical Sciences, SoochowUniversity,SuZhou, 215123)
Abstract: Aim: To investigate the role of cathepsin L on curcumin-induced death in glioma cells.Methods:Cell Counting Kit (CCK)-8 assay, clonogenic survival assay, apoptosis assay ,Western blotting and cell cycle analysis were used to evaluate the effects of curcumin on cell proliferation, apoptosis, and the cell cycle. The expression of cathepsin L ,cyclin B1, bax/ bcl-2 was examined using Western blotting. The expression of cathepsin L also examined by immunocytochemistry. U87 and U251 cells were transfected with cathepsin L siRNA,then treated with curcumin. The apoptotic cells and cell cycle distribution was examined. Results: CCK8 assay and clonogenic survival assay showed that curcumin inhibited U87 and U251 cell proliferation. Flow cytometry analysis showed that curcumin induces apoptosis and cell cycle arrest.  Expression of cathepsin L in U87 and U251 cells pretreated with curcumin increased. Knockdown of cathepsin L with siRNA indicated that cathepsin L influenced apoptosis and cell cycle arrest induced by curcumin. Conclusion: Our results suggest that cathepsin L was involved in the apoptosis and cell cycle arrest induced by curcumin. Inhibition of cathepsin L can enhance the sensitivity of glioma cells to curcumin.
Key words: Cathepsin L; curcumin; glioma cell ; apoptosis；cell cycle arrest 
0 引言
脑胶质瘤是颅内最常见的恶性肿瘤之一，发病率高、治愈率低，严重危害人类的健康。每10万个人中便会有3-5个人患有胶质瘤[1]，尽管现代可通过化疗等进行治疗但也仅能存活14个月[2-3]。脑恶性胶质瘤细胞对常规化疗药物敏感性较差、存在较高的抵抗性，恶性胶质瘤的侵袭性生长是其治疗困难和预后差的主要原因


[4-5] ADDIN EN.CITE 。近年分子遗传学研究表明，多种与细胞增殖、分化相关基因的表达异常在胶质细胞瘤的发生、发展过程中发挥重要作用[6]。因此，阐明其发病机理、寻找新的治疗靶标以提高治疗效果已成为亟待解决的重大课题。
越来越多的研究表明，在凋亡过程中，溶酶体作用不仅限于消化内吞的凋亡小体，其释放蛋白水解酶入胞质也可引起一系列信号通路的改变—这种现象被称为“溶酶体途径的凋亡”[7-11]。研究溶酶体在细胞死亡中的作用，可以为肿瘤治疗提供新思路。溶酶体含多种酸性水解酶，而这些酶中与肿瘤关系最密切的为组织蛋白酶[12]。组织蛋白酶L（cathepsin L，CTSL）是其中半胱氨酸蛋白水解酶的一员，具有降解胞内蛋白质的作用。Cathepsin L主要分布于溶酶体，也有极少部分定位于细胞核中[13]。近年来，越来越多的研究发现，该蛋白酶与肿瘤的发生、发展、浸润、转移和耐药性等密切相关[14-16]。Cathepsin L在胶质瘤细胞的表达异常升高，被认为是一种肿瘤治疗的潜在靶点[17-19]。
Cathepsin L不仅在蛋白质周转和降解加工过程中起作用，而且还参与细胞周期的调控[20]和免疫应答[21]。另外，CTSL可引起细胞凋亡，当溶酶体膜损伤后CTSL可释放到胞浆中水解Bid引起细胞凋亡[22]，然而许多人指出CTSL对化疗药物具有抗性并具有抗凋亡性[23]。研究发现低表达的CTSL会引起内外凋亡信号通路的上调[17,24]。Kenig等[25]发现了这种诱导凋亡的可能机制，CTSL抑制剂可通过上调p53和caspases3/7的表达来降低胶质瘤细胞的凋亡阈值。Goulet等[20]也通过CTSL的核定位和活性证实了这一点。本研究中认为cathepsin L在胶质瘤中具有抗凋亡的特性，抑制cathepsin L能够促进细胞凋亡。
姜黄素（Curcumin，Cur）是从姜科姜黄属植物的根茎中提取的一种天然有效成分[26]。1985年印度学者Kuttan[27]报道姜黄素可以抑制体外肿瘤细胞的生长。但姜黄素的抗肿瘤作用一直未受到重视, 直到 1995年, 姜黄素抗肿瘤的活性研究才得到广泛关注[28], 逐渐成为各国学者研究的一个热点。大量研究表明, 姜黄素几乎对所有的癌细胞增殖均有抑制作用, 具有抗癌谱广、毒副作用小的优点, 被肿瘤学家们认为是一种潜在的第 3代抗肿瘤药。姜黄素的抗肿瘤机理是多方面的，其中诱导肿瘤细胞凋亡的机制备受人们关注，并日益成为研究的焦点，有研究发现Bcl-2和Bcl-xl是姜黄素诱导细胞凋亡的主要负调控因子[29-31]，但其中所涉及的机制仍然不十分明确。
实验室研究发现姜黄素诱导K562细胞发生自噬和凋亡时多种cathepsins中主要是cathepsin L被激活，可见其在姜黄素抑瘤作用方面发挥重要作用[32]。本文将围绕cathepsin L，研究其在姜黄素诱导的胶质瘤细胞凋亡和周期阻滞中是否起到调控作用及可能的作用机制，以期为cathepsin L作为肿瘤治疗靶点提供新的理论依据。
1 材料与方法
1.1 材料
细胞培养试剂：DMEM/high glucose,胎牛血清购自Gibco公司。
姜黄素（curcumin）购自sigma公司，用二甲亚砜（DMSO）溶解；Lipofectamine 3000,Intritrogen公司；BCA蛋白定量试剂盒，Thermo公司；结晶紫，Sigma公司；CCK-8试剂盒购自Dojindo公司；Annexin V-FITC/PI凋亡检测试剂盒及PI周期检测试剂盒购自凯基生物公司；RNA干扰试剂购自吉玛公司；其余试剂均为国产分析纯。
抗体：β-actin（Multisciences）;cathepsin L、Bax(Abcam); cyclin B1、Bcl-2(Santa Cruz);荧光二抗（KDL）。
1.2 细胞株与细胞培养
人胶质瘤细胞系U87和U251均购自中国科学院上海生命科学研究院细胞库。细胞培养基为含10%胎牛血清的DMEM/high glucose培养基，于37℃、5%CO2条件下培养，2天传一次。取对数生长期细胞进行实验。
1.3 siRNA的转染
本次实验中的siRNA均由吉玛公司设计合成，分别为negative control（NC）和四条干扰链
表1 cathepsin L的干扰链
Table1.siRNA for cathepsin L

	siRNA
	base sequence

	Negtive control(NC)
	sense
	5’-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3’

	
	antisense
	5’-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3’

	CTS-homo-391(1)
	sense
	5’-GCCUCAGCUACUCUAACAUTT-3’

	
	antisense
	5’-AUGUUAGAGUAGCUGAGGCTT-3’

	CTS-homo-449(2)
	sense
	5’-CGAUGCACAACAGAUUAUATT-3’

	
	antisense
	5’-UAUAAUCUGUUGUGCAUCGTT-3’

	CTS-homo-994(3)
	sense
	5’-CCAAGUAUUCUGUUGCUAATT-3’

	
	antisense
	5’-UUAGCAACAGAAUACUUGGTT-3’

	CTS-homo-1112(4)
	sense
	5’-CCUUCCUGUUCUAUAAAGATT-3’

	
	antisense
	5’-UCUUUAUAGAACAGGAAGGTT-3’


Cathepsin L siRNA采用阳离子脂质体Lipofectamine 3000 介导法转染U87和U251细胞。通过western blot实验检测并分别筛选出对两株细胞干扰效果最显著的一条干扰片段进行实验。
1.4 Western blot 检测相关蛋白表达变化
细胞经给药处理培养一定时间后，用PBS冲洗。加入裂解液用刮刀刮下细胞，超声离心吸上清，定量变性。每份样品取样50μg蛋白，SDS-聚丙烯酰胺凝胶恒压电泳，电泳结束后将蛋白转移至硝酸纤维素膜。5%脱脂牛奶封闭1h，加入一抗封闭液孵育过夜，TBST洗膜，加入荧光二抗，室温下摇床避光孵育1h。TBST洗膜，用Odyssey机器扫描获取图像。
1.5 免疫荧光法
取对数生长期细胞，接种在已处理的盖玻片上，置于24孔板内培养，待细胞贴壁后给予相应的实验处理。至时间点后，PBS洗涤，预冷的甲醇固定20min，0.1%Triton-X 100孵育10min，孕马血清4℃封闭1h，加入一抗（cathepsin L）孵育过夜。加入二抗稀释液避光孵育1h,加入DAPI染液染色10min，PBST洗涤后取出玻片晾干，用荧光封片液封片，于共聚焦显微镜下观察拍照。
1.6 CCK-8 实验
取对数生长期的胶质瘤细胞，用完全培养基调整细胞浓度至5×104/mL，按100μL/孔接种于96孔板中，待细胞贴壁后按照分组给予不同处理，至相应时间点，每孔中加入10μL的CCK-8工作液，混匀，于37℃培养箱中孵育1-3h，在酶标仪上读取450nm处吸光度值，重复3次，计算细胞存活率。
1.7 Hoechst 33258 荧光染色检测凋亡
取对数生长期胶质瘤细胞，调整细胞浓度后接种于已处理的盖玻片上，在24孔板中培养，待细胞贴壁后给予不同实验处理；弃去培养液，加入0.5 mL固定液，4℃固定20 min；弃去固定液，用PBS洗涤，吸尽液体；每孔加入0.5 mL Hoechst 33258染色液，室温避光染色5 min；弃染色液，PBS洗涤，吸尽液体；滴一滴抗荧光淬灭封片液于载玻片上，盖上贴有细胞的盖玻片，尽量避免气泡，让细胞接触封片液；于倒置荧光显微镜下，观察拍照。
1.8  克隆形成实验
取对数生长期细胞，调整细胞浓度接种于六孔板中，600个/孔，每组均设3复孔。分别给予CTSL siRNA干扰和NC。24h后，给以不同浓度的姜黄素。在37℃、5％CO2 条件下培养10天，弃去培养基，用结晶紫染色后镜下计数含50个细胞以上的集落，拍照，并计算存活数，实验重复3次。
1.9  Annexin V-FITC/PI双染检测细胞凋亡
取对数生长期的胶质瘤细胞，经相应处理后，收集细胞；用PBS洗2次，加入500 μL binding buffer重悬细胞；加入5 μL Annexin V-FITC混匀，加入5 μL PI染液，混匀，避光反应15min；1h内进行流式细胞仪检测。
1.10 流式细胞仪检测细胞周期
取对数生长期的细胞，给以相应的处理。至时间点后，收集细胞加入体积分数为70 %的冰乙醇，-20 ℃固定，过夜。1500 rpm离心5 min，PBS洗涤后，加入浓度为0.25 mg/mL的 RNase 37℃反应30min，然后加入5 μL碘化丙啶染液，混匀，避光反应30 min。用流式细胞仪进行细胞周期分析。每组3个实验样本。
1.11 统计学方法
数据统计采用GraphPad Prism软件，统计学分析数据以均值±标准差（x±SD）表示，方法为t检验及Χ2检验，以P<0.05认为差异有统计学意义。实验独立重复至少3次。
2结果
2.1姜黄素抑制胶质瘤细胞的增殖并诱导细胞凋亡
CCK-8结果显示，经10-80 μM 姜黄素处理U87和U251细胞24h、 48h及72h后，细胞抑制率随着受试物浓度的增加而明显上升。同时，在同一浓度下，随着作用时间的延长，U87和U251细胞的活性也明显下降。3个时间点各个处理组的增长抑制率与相应对照组比较，均有显著性差异 (Fig.1A)。同时根据以上实验结果，在后续实验中采用20 μM的姜黄素处理细胞。
在Hoechst33258染色实验中，姜黄素（20 μM）给药24h后，可见有少量细胞细胞核固缩，染色质聚集，并可见凋亡小体。当药物作用48h、72h后，细胞数目减少，凋亡细胞数增多，有大量细胞质发生固缩，染色质浓缩，可见细胞核呈碎块状致密浓染，为典型的凋亡形态（Fig.1B）。
用Annexin V/PI双染标记不同时期的凋亡细胞，利用流式细胞仪进行细胞分选得到各组凋亡百分率，即Annexin-V 阳性细胞的比率(Fig.1C)。U87对照组和给以20 μM姜黄素 24h、48h、72h后，凋亡百分率分别为(1.61 ± 0.13)%，(13.91 ± 2.81)%，（30.72±2.65）%，（99.61±0.55）%; U251细胞在同样情况下凋亡百分率分别为(0.18 ± 0.03)% ，(9.56 ± 0.12)%，（49.43±0.93）%，(96.03 ± 0.28) %；处理组都显著高于阴性对照组，且呈现时间依赖性。
Bcl-2基因家族是细胞凋亡的重要控制基因，在维持细胞生理性分化、发育和细胞数量的动态平衡中具有重要作用，它们的表达状态在一定程度上影响着肿瘤的发生发展及多药耐药性的产生。Bax是Bcl-2 家族中研究最广泛的促凋亡蛋白。Bax定位于细胞浆，自身可形成同源二聚体或与Bcl-2 形成异源二聚体。许多细胞凋亡中有Bax表达升高，当细胞内Bcl-2 较多时，Bcl-2 和Bax 的异源二聚体增多，凋亡趋势减弱；当细胞内Bax 较多时，则Bax 本身形成的同源二聚体占主导，则易于发生凋亡。Bax / Bcl-2比值对决定细胞是否进入凋亡状态有重要意义 [19-20]。我们试图从凋亡机制上加以探究，所以我们检测了两株细胞在姜黄素作用下的Bax/ Bcl-2的表达水平。结果如图所示(Fig.1D)， U87和U251细胞在20 μM 姜黄素的刺激下Bax/ Bcl-2表达水平在24h 时开始升高，48h 后表达水平与对照组相比显著增加。
从以上CCK-8实验、hoechst 33258、流式凋亡实验结果，以及凋亡蛋白的表达水平的升高均表明姜黄素可以有效地引起胶质瘤细胞的凋亡并呈现时间和剂量依赖性。
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图1 姜黄素抑制U87和U251细胞增殖并诱导凋亡

Fig.1 Curcumin inhibits U87 and U251 cells proliferation and induces apoptosis(n=3). (A) Dose- and time-dependent cytotoxicity of curcumin as measured by cck-8 assay. Cells were treated with 0,10,20,40,60,80μM curcumin for 24h ,48h and 72h (B) a) Control group ; b)24h treated group; c)48h treated group; d)72h treated group. Cells were treated with 20μM curcumin for 24h, 48h and 72h and stained with Hoechst 33258, nuclear condensation was measured by hoechst staining. (400×magnification)  (C) Annexin V-FITC/PI staining and flow cytometric determination of apoptosis in U87 and U251 cells treated 20 μM curcumin for 24h, 48h,72h demonstrated an dramaticly increased percentage of apoptotic cells compared to untreated control group. (D) U87 and U251 cells were treated with curcumin(20μM) for24h, 48h and72h. Cell lysates were prepared and protein level was determined by Western blot analysis. β-actin was used for normalization and verification of protein loading. Results are expressed as the mean±SD. Statistical significance values is indicated by *p<0.05, ** p<0.01 vs control. 

2.2 姜黄素对胶质瘤细胞cathepsin L蛋白表达的影响
溶酶体酶cathepsin L的活性蛋白主要为26 KD。Western blot结果表明，姜黄素处理后胶质瘤细胞的cathepsin L活性蛋白表达增加。
我们在20 μM姜黄素作用于两种细胞后不同时间点收集细胞，提取细胞蛋白用Western blot检测cathepsin L的表达水平。结果显示，姜黄素给药6h后U87和U251细胞的cathepsin L蛋白表达水平开始增加，并且呈现时间依赖性（Fig.2A）。同时我们用不同剂量的姜黄素作用细胞24 h后收集细胞提取蛋白，Western blot检测结果显示随着给药剂量的增高，cathepsin L的表达水平不断升高（Fig.2A）。
为了进一步验证这一结果我们对U87和U251细胞进行了免疫荧光实验。细胞给以10μM姜黄素24h后cathepsin L绿色荧光相比阴性对照组增强，药物浓度增加后绿色荧光表达明显增强（Fig.2B）。
以上结果提示姜黄素可诱导U87和U251细胞内cathepsin L活性蛋白的表达升高。
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图2姜黄素对胶质瘤细胞cathepsin L蛋白表达的影响
Fig.2 The expression of cathepsin L protein in U87 and U251 cells following curcumin(n=3).  (A)Western blot analysis of cathepsin L in U87 and U251 cells treated with different concentration of curcumin or 20μM curcumin for different times. β-actin was employed as an internal control. * P<0.05 , **p<0.01 vs control.(B) Glioma cells were treated with different concentration  of curcumin and then subjected to Immunofluorescence assay. Green fluorecense in cytoplasm and co-expression with DAPI was observed(630×magnification).
2.3抑制cathepsin L可以增强胶质瘤细胞对姜黄素的敏感性  

我们首先分别对U251和U87细胞进行siRNA转染，并在转染后24h收集细胞进行western blot检测其干扰效率。经过重复试验我们筛选出对两株细胞干扰效率较高的干扰链分别为U251：CTS-homo-994（3）；U87：CTS-homo-391（1）进行后续的实验。并通过免疫荧光法进一步验证其干扰效率（Fig.3）。
在胶质瘤细胞的对数期收集细胞，以适量的细胞铺板，过夜，待细胞贴壁完好后进行cathepsin L siRNA转染干扰掉CTSL并设置对照组，24小时后，分别进行相应的实验处理。
CCK-8结果显示，当不加姜黄素时即浓度为0 μM，siRNA干扰cathepsin L本身对胶质瘤细胞增殖没有影响。经10-80 μM 姜黄素分别处理U87和U251细胞48h后，细胞活性随着受试物浓度的增加而明显下降。同时，在同一浓度下，干扰组（CTSL siRNA）的细胞增殖抑制率高于阴性对照组（ctrl siRNA）(Fig.4A)。
我们用克隆形成实验检测抑制cathepsin L后姜黄素对U87和U251细胞活性的影响。实验结果显示，经cathepsin L siRNA和NC预处理并给以不同浓度的姜黄素后， cathepsin L受抑制的U87和U251细胞的克隆形成比NC组显著减少（Fig.4B）。CCK-8实验和克隆形成实验结果表明，抑制cathepsin L的表达可以增强胶质瘤细胞对姜黄素的敏感性，细胞死亡增加。[image: image4.png]—— -
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图3 Cathepsin L在U87和U251细胞中的抑制

Fig.3 Inhibition of cathepsin L in U251 and U87 cells(n=3). Cells were transfected with control siRNA or cathepsin L-specific siRNA. 24h after transfection,cells were prepared and subjected to Western blot analysis and Immunofluorescence assay to determine the cathepsin L knockdown efficiency. Green fluorecense in cytoplasm and co-expression with DAPI was observed (630×magnification). ***p<0.001 vs NC.
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图4 抑制cathepsin L可以增强胶质瘤细胞对姜黄素的敏感性

Fig.4 Inhibition of cathepsin L sensitized U87 and U251 cells to curcumin(n=4). (A) cell viability was analyzed by CCK-8 assay. Statistical significance is indicated by* P<0.05 , **p<0.01 vs ctrl siRNA. (B)Clonogenic assay and survival curves for U87 and U251 cells treated with curcumin 5-20μM or along with siRNA. Statistical significance is indicated by* P<0.05 , **p<0.01 vs control. 

2.4抑制cathepsin L 加剧姜黄素诱导的胶质瘤细胞的凋亡
用AnnexinV/PI双染标记不同时期的凋亡细胞，利用流式细胞仪进行细胞分选得到各组凋亡百分率（Fig.5A）。U87给药24h，NC组、cathepsin L siRNA组、Cur组、以及Cur + cathepsin L siRNA组的凋亡百分率分别为(1.51 ± 0.16)%、(2.82± 0.28)%、(41.12 ± 1.90)%、(79.64 ± 11.02)%，U251细胞各处理组凋亡百分率分别为(10.14 ± 4.16)%、(4.85 ±0.65)%、(84.86± 2.38)% 、(99.74 ±0.11) %；干扰cathepsin L后给药组的总凋亡率显著高于单纯给药组，而干扰对细胞的凋亡并无影响。
在姜黄素（20μM）给药前24h用cathepsin L siRNA预处理U87和U251细胞，与姜黄素（20μM）单独给药组相比，Bax/Bcl-2凋亡蛋白的表达明显增加。而单纯干扰组与阴性对照组相比无明显变化(Fig.5B)。

根据以上实验结果，可以看出cathepsin L 参与姜黄素诱导的胶质瘤细胞的凋亡，干扰cathepsin L以后，胶质瘤细胞对姜黄素的敏感性增强，细胞凋亡增加。
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图5 抑制cathepsin L 加剧姜黄素诱导的胶质瘤细胞的凋亡
Fig.5 Apoptosis induced by curcumin was enhanced by downregulation of cathepsin L(n=3). (A) Annexin V-FITC/PI staining and flow cytometric determination of apoptosis in U87 and U251 cells treated 20 μM curcumin for 48h or combined with siRNA demonstrated an dramatically increased percentage of apoptotic cells compared to curcumin group.（B）Cells were transfected with NC or CTSL siRNA. After 24h, cells were treated with curcumin(20μM)for 48h and WB analysis were performed. β-actin was used as a loading control. * P<0.05 , **p<0.01 vs curcumin group.

2.5抑制cathepsin L 加剧姜黄素诱导的胶质瘤细胞的周期阻滞
经20 μM姜黄素分别处理U87和U251细胞24h后，收集细胞按照试剂盒说明书对细胞进行固定染色，上流式细胞仪进行分析。结果显示，姜黄素诱导U87和U251细胞发生了G2/M期阻滞。 

进一步我们用cathepsin L siRNA预处理U87和U251细胞，为防止cathepsin L 干扰后对细胞周期造成影响所以对细胞进行饥饿处理使周期同步化后再给药最后进行流式测定。与姜黄素（20μM）单独给药组相比，G2期阻滞显著增加，而单独干扰组对细胞周期并没有什么影响（Fig.6A）。
细胞周期蛋白(cyclins)是一类随着细胞周期的不同时相而发生变化的蛋白质，能与CDK结合，调控各时相的细胞周期[33]。细胞周期素B1（cyclin B1）是G2/M调控点的重要调控蛋白，对于细胞增殖起着重要的正性调控作用[34-35]。实验结果显示：U87和U251细胞给药后cyclin B1的表达明显下调，这也与流式实验结果相一致，由于cyclin B1蛋白表达的下降而造成细胞从G2期进入分裂期受阻，因此G2期细胞百分数增多。经cathepsin L siRNA预处理细胞给药后，与姜黄素（20μM）单独给药组相比，cyclin B1蛋白的表达明显降低(Fig.6B)。
以上Western blot结果进一步验证了抑制cathepsin L 可以增强姜黄素诱导的胶质瘤细胞的周期阻滞。Cathepsin L 在姜黄素诱导的胶质瘤细胞死亡中具有重要的作用。
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图6 抑制cathepsin L 加剧姜黄素诱导的胶质瘤细胞的周期阻滞
Fig.6 The knockdown of cathepsin L increases curcumin-induced G2/M phase arrest (n=3).（A）DNA flow-cytometric analysis of U87 and U251 cells after treatment with 20μM curcumin or combined with siRNA for cathepsin L. # P<0.05 vs curcumin group,**p<0.01 vs control group. （B）Cells were transfected with NC or CTSL siRNA. After 24h, cells were treated with curcumin(20μM)for 24h. Whole-cell extracts were prepared and probed for cyclin B1. β-actin was used as a loading control.* P<0.05 vs curcumin group.
3结论

   本研究主要关注cathepsin L对胶质瘤细胞中姜黄素诱导的凋亡及细胞周期阻滞的调控作用。研究发现，姜黄素能明显诱导U87和U251胶质瘤细胞的凋亡和G2/M期阻滞。姜黄素可以上调cathepsin L的表达并具有时间和剂量依赖性。为了研究姜黄素诱导胶质瘤细胞死亡与cathepsin L是否有相关性我们通过姜黄素处理前24h用cathepsin L特异性siRNA预处理细胞，从而达到对细胞内cathepsin L表达的抑制。结果表明，cathepsin L表达受到抑制的U87和U251细胞对姜黄素的敏感性增强具体表现为细胞活性下降、克隆形成减少、凋亡细胞的百分比增加及G2/M阻滞增加。为了进一步探讨其分子机制，我们对凋亡蛋白Bax/Bcl-2及G2/M期相关蛋白cyclin B1进行了研究，发现cathepsin L表达受抑制的胶质瘤细胞经姜黄素处理后凋亡蛋白Bax/Bcl-2表达增加，而cyclin B1表达减少。
   Cathepsin L介导的凋亡可能涉及Bid的活化断裂，这将影响到二十多种Bcl-2X家族的蛋白质，如促凋亡蛋白Bax和抗凋亡Bcl-2蛋白质之间微妙的平衡


[36-37] ADDIN EN.CITE 。由于胶质母细胞瘤细胞表达cathepsin L水平远高于正常胶质细胞，理论上讲如果他们释放到细胞浆中时，可以引发细胞凋亡程度更高，从而使肿瘤细胞对毒性剂敏感；然而，实际上却相反，有研究表明，星孢菌素(STS)触发间变性星形细胞瘤内在线粒体凋亡途径被高水平的cathepsin L水平所减弱，同时如果敲除cathepsin L基因则STS诱导的凋亡增加；在恶性胶质母细胞瘤细胞系U87，STS和(TNF –α)诱发的凋亡通路分别证实CTSL的抗凋亡作用


[38] ADDIN EN.CITE 。另外，cathepsin L是介导神经胶质瘤恶性程度的一个重要的蛋白，并且抑制cathepsin L可能减弱胶质瘤侵袭能力，并通过减少凋亡阈值导致肿瘤细胞凋亡


[38] ADDIN EN.CITE 。因此根据实验结果我们推测在本实验中，胶质瘤细胞给以姜黄素之后，细胞细胞内的cathepsin L表达升高，在胶质瘤中具有抗凋亡的特性，因此在姜黄素的毒性作用中可能给以细胞一定的保护作用，使其减轻药物对细胞的杀伤作用；干扰了cathepsin L的表达之后，这种保护作用减弱，所以细胞对姜黄素的敏感性增强。
   Cathepsin L蛋白本身对细胞周期有很重要的调控作用。有报道指出，短链形式的cathepsin L能够发生核转位，特异性降解转录因子CDP/CUX1（CCAAT- displacement protein），将CDP p200剪切成为更有转录活性的短链亚型CDP p110形式[39]。CUX1的靶基因不仅有致瘤作用，且可以影响细胞周期[40]，更可以调节肿瘤细胞凋亡抗性


[41] ADDIN EN.CITE 。因此，有理由认为cathepsin L也可能通过作用于核内转录因子进而直接或间接调控姜黄素引起的细胞周期阻滞以及凋亡。
   综合上述，姜黄素可有效诱导恶性胶质瘤U87和U251细胞凋亡，同时也能诱导细胞周期阻滞。且抑制cathepsin L可以促进姜黄素诱导的细胞周期阻滞和细胞凋亡。本研究结果试图从天然药物中寻找高效靶向胶质瘤细胞的新型药物和其关键的分子机制，以期胶质瘤的治疗可以取得更好地疗效。但cathepsin L具体通过怎样的机制调控姜黄素诱导的胶质瘤细胞死亡尚不清楚，有待进一步探讨。
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