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姜黄素抑制口腔鳞状细胞癌（CAL-27）细胞侵袭与迁移的机制 

及其潜在临床价值 

邓 轩，李 浩 

南华大学附属第二医院  湖南衡阳 

【摘要】目的 姜黄素对肿瘤细胞增殖和迁移的抑制作用已引起广泛关注;然而，其具体作用靶点和潜在机制

尚不清楚。方法 本研究采用 Western blot 分析和细胞免疫荧光染色评估蛋白表达。通过 CCK-8 实验、伤口愈合

实验和 transwell 实验评估细胞增殖、迁移和侵袭能力。此外，Western blot 分析用于检测与细胞增殖和迁移相关

的蛋白质的变化。结果 姜黄素可以抑制 CAL-27 细胞的增殖和迁移，同时增加其自噬水平。此外，姜黄素降低了

这些细胞中 PD-L1 的蛋白表达。使用 siRNA 靶向 PD-L1（siPD-L1）也上调了自噬相关蛋白的表达。值得注意的

是，姜黄素和 siPD-L1 联合治疗比单独治疗有更明显的效果。结论 本研究揭示姜黄素可能通过降低 PD-L1 表达

水平抑制 CAL-27 细胞的增殖和迁移，从而促进细胞自噬。 
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Curcumin inhibits the proliferation, migration and invasion of Cal-27 tumor cells by down regulating PD-L1 

and inducing autophagy 

Xuan Deng, Hao Li 

The Second Affiliated Hospital of Nanhua University, Hengyang, Hunan 

【Abstract】Objective the inhibitory effect of curcumin on the proliferation and migration of tumor cells has attracted 
extensive attention; However, its specific targets and potential mechanisms are still unclear. Methods Western blot analysis 
and cellular immunofluorescence staining were used to evaluate the protein expression. Cell proliferation, migration and 
invasion were evaluated by CCK-8 assay, wound healing assay and Transwell assay. In addition, Western blot analysis was 
used to detect the changes of proteins related to cell proliferation and migration. Results Curcumin could inhibit the 
proliferation and migration of Cal-27 cells, and increase the level of autophagy. In addition, curcumin reduced the protein 
expression of PD-L1 in these cells. SiRNA targeting PD-L1 (sipd-l1) also upregulated the expression of autophagy related 
proteins. It is worth noting that curcumin combined with sipd-l1 has more obvious effect than single treatment. Conclusion 
curcumin may inhibit the proliferation and migration of Cal-27 cells by reducing the expression of PD-L1, thereby 
promoting autophagy. 

【Keywords】Curcumin; Tumor cells; Autophagy 
 
1 介绍 
口腔鳞状细胞癌（oral squamous cell carcinoma, 

OSCC）是头颈部常见的恶性肿瘤，具有高复发率及较

差的长期生存率。尽管免疫检查点抑制剂（ICIS）已用
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于部分晚期 OSCC 患者，但客观应答率仅为 13%-20%，

提示现有临床治疗手段仍无法满足患者的需求。PD-L1 
在 OSCC 组织中普遍高表达，并与肿瘤侵袭、淋巴结

转移及预后不良密切相关。因此，寻找能够调控 PD-
L1 表达、改善免疫微环境的安全候选药物，是当前 
OSCC 转化研究的重要方向。 

姜黄素是一种来源于姜科植物的天然化合物，具

有良好的临床安全性和口服耐受性，特别是其抗癌潜

力[1,2]而引起了人们的极大关注。在过去的几十年里，

科学证据已经证明姜黄素具有一系列的抗癌活性，包

括抑制肿瘤细胞的增殖、转移和侵袭以及肿瘤血管生

成；诱导肿瘤细胞凋亡和自噬；以及化学敏感性的增强
[3]。虽然姜黄素在抑制增殖和迁移方面的抗肿瘤能力已

经得到了广泛的验证，但还需要进一步的研究来阐明

其特定的分子靶点和作用机制。 
研究表明，姜黄素可通过调节肿瘤免疫微环境并

增强 T 细胞介导的抗肿瘤免疫反应，从而提高 PD-
1/PD-L1 阻断治疗的疗效[22]。此外，近期研究发现姜黄

素能够下调肿瘤细胞中 PD-L1 的表达，进而抑制肿瘤

免疫逃逸[23]。然而，姜黄素介导的抑制 PD-L1 蛋白表

达对肿瘤细胞增殖和迁移的影响及其潜在机制尚不清

楚其机制尚不明确。且其降低 PD-1 表达的下游机制

及对 CAL-27 细胞增殖和迁移能力的影响也尚未阐

明。基于以上背景，本研究以 CAL-27 细胞为模型，

探讨姜黄素调控 PD-L1 与自噬通路的作用机制，并分

析其对 OSCC 生物学行为的影响，以期为其在 OSCC 
中的临床转化应用提供理论依据。 

2 方法 
2.1 细胞培养 
选用人正常口腔上皮细胞（NOK）及 OSCC 细胞

系（CAL-27、SCC-15 和 CTSC-3）进行研究。这些细

胞在 DMEM （C11965500BT, Gibco, USA）中培养，

添加 10%胎牛血清（FBS，sc- 364162，圣克鲁斯，USA）。

细胞在含 5%二氧化碳的湿化气氛中 37°C 保存。 
2.2 细胞活力测定 
将 CAL-27 肿瘤细胞以每孔 10-4 细胞的密度接种

于 96 孔板中，用 10 μM 姜黄素处理 24、48、72 或 96
小时。处理期结束时，每孔中加入 10 μL WST-8 
（Beyotime, Haimen, China），37℃孵育 3 小时。然后

通过酶标仪在 450 nm 处测量吸光度值。 
2.3 siRNA 转染 
根据制造商的说明，通过 Lipofectamine 3000 

（Invitrogen, L3000015）进行 siRNA 转染。将细胞接

种于六孔板中，血清饥饿 4-8 小时。随后将

Lipofectamine 3000 试剂和 siRNA 按 3：1 的比例混合

加入培养基中。孵育 24 小时后，更换培养基。 
2.4 Western blot 分析 
细胞在 RIPA 缓冲液中裂解（sc-364，162；圣克鲁

斯，USA），含 1%蛋白酶抑制剂（HY-B0496；MCE，
USA）。总蛋白用 10% SDS-PAGE 凝胶在 80 V 下分离

30 分钟，然后在 120 V 上分离 35 分钟，以 200 mA 恒

流转移到 PVDF 膜（Millipore, USA）上 120 分钟。PVDF
膜在室温下用 5%脱脂牛奶封闭 1 小时。阻断后，膜被

用一抗在 4°C 下孵育过夜，然后用 TBST 洗涤三次，

每次 5 分钟。然后将膜与适当的二抗在室温下孵育 2
小时，然后再用 TBST 洗涤 3 次，每次 5 分钟。蛋白

质条带通过 ECL 底物（Amersham Pharmacia Biotech, 
Piscataway, USA）可视化。通过 ImageJ（版本 4.0.3）
对 Western blot 条带进行灰度分析。所用抗体包括 PD-
L1 抗体（Proteintech, 28076-1-AP）、PCNA 抗体

（Proteintech, 10205-2-AP）、Ki67 （Proteintech, 27309-
1-AP），MCM2 （Proteintech, 10513-1-AP）， P62 
（Proteintech, 18420-1-AP），LC3 （Proteintech, 14600-
1-AP）和 α-微管蛋白（Proteintech, 11224-1-AP）。 

2.5 免疫荧光染色 
处理后的CAL-27细胞样品用 4%多聚甲醛固定 15

分钟，用 0.1% Triton X-100 渗透 15 分钟。随后将样品

用 10%FBS 阻断 1 小时。阻断后，将样品与一抗在 4℃
下孵育过夜，然后与二抗在黑暗中孵育 1 小时。细胞

核用 DAPI 染色 15 分钟。染色后，通过荧光显微镜检

查样品。所用抗体包括针对 P62 （Proteintech, 18420-
1-AP）和 LC3 （Proteintech, 14600-1-AP）抗体的抗体。 

2.6 Transwell 试验 
将处理后的 CAL-27 细胞悬浮在无血清 DMEM 中，

使终浓度为 2×10 5 个细胞/mL。Transwell 室用 0.1 mL 
Matrigel（Becton Dickinson, MA）在 37℃下预涂 1 小

时。然后将细胞悬液加入上腔，而下腔则含有添加 10% 
FBS 的培养基。37℃孵育 24 小时后，将 Transwell 插
入体底部浸入 100%甲醇中固定，并用 0.1%结晶紫染

色。显微镜下定量侵染细胞的数量。每孔选取 5 个随

机场进行分析。 
2.7 伤口愈合试验 
首先，将 CAL-27 细胞以每孔 4×105 细胞的密度

接种到 6 孔板中，并用姜黄素处理。通过白色移液管

尖端在细胞单层上形成划痕，然后用磷酸盐缓冲盐水

（PBS）冲洗四次。孵育 24 小时后，每孔选择 5 个
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随机场进行分析。迁移率通过以下公式计算：（0 小

时创面宽度- 24 小时创面宽度）/ 0 小时创面宽度

×100%。 
2.8 统计分析 
所有以均数 ±SDs 表示的数据均通过 Prism 

（version 10.0.5）软件进行分析。两组数据的差异通过

非配对 t 检验进行验证。为了证明多组之间的差异，我

们采用了带有多个比较检验的单因素方差分析

（ANOVA）。p 值小于 0.05 被认为表示所有实验数据

具有统计学意义。 
3 结果 

3.1 PD-L1 蛋白在不同肿瘤细胞中的表达水平 
为了选择最适合我们实验的模型肿瘤细胞，首先

通过 Western blot 和免疫荧光法检测不同肿瘤细胞系

（NOK、CAL-27、SCC-15 和 CTSC-3）中 PD-L1 的蛋

白表达水平。如图 1 所示，Western blot 分析显示，PD-
L1 蛋白在 CAL-27 细胞中的表达明显高于其他细胞类

型（图 1A）。免疫荧光结果显示，CAL-27 细胞的荧光

最强（图 1B）。在以上结果的基础上，我们选择 CAL-
27 细胞进行后续研究。同时也提示 CAL-27 可作为模

拟临床高 PD-L1 表达特征的可靠模型。 

 
图 1  PD-L1 蛋白在不同细胞系中的表达水平 

a 和 b，Western blot 和免疫荧光技术显示 PD-L1 蛋白在不同细胞系中的表达。结果以平均值±SD 表示。* P<0.05，n=3。 
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3.2 姜黄素抑制 CAL-27 肿瘤细胞增殖 
为了阐明姜黄素对 CAL-27 肿瘤细胞活力和增

殖的影响，我们使用了 CCK-8、Western blotting 和免

疫荧光技术。如图 2 所示，我们用 10 μM 姜黄素处

理 CAL-27 肿瘤细胞 24、48、72 和 96 小时。CCK-8
结果显示，姜黄素显著抑制肿瘤细胞活力，且随着给

药时间的延长，姜黄素对肿瘤细胞活力的抑制作用逐

渐减弱。96 小时时抑制作用最明显，24 小时时抑制

作用最弱（图 2A）。 
因此，在后续实验中，我们用 10 μM 姜黄素治疗

CAL-27 肿瘤细胞 24 小时。Western blotting 结果显

示，MCM2 和 Ki67 的表达水平明显低于对照组，表

明姜黄素抑制 CAL-27 肿瘤细胞的增殖（图 2B）。

此外，免疫荧光分析显示，姜黄素处理 CAL-27 肿瘤

细胞 96 小时后，ROS 的荧光强度显著降低（图 2C）。
提示其可能通过调控免疫检查点分子发挥抗肿瘤效

应。 
3.3 姜黄素通过激活自噬抑制 CAL-27 肿瘤细胞

增殖 
我们推测姜黄素可能通过影响自噬来降低肿瘤

细胞活力和增殖。为了验证我们的假设，我们进行了

一系列实验。如图 3 所示，我们用自噬抑制剂 3-MA 
（10 mM）处理 CAL-27 肿瘤细胞 12 小时，然后用

10 μM 姜黄素处理 24 小时。与对照组相比，姜黄素

显著促进 LC3 蛋白表达，抑制 P62 蛋白表达（图 3A）。

此外，免疫荧光结果显示，姜黄素组与对照组相比，

LC3 蛋白的荧光强度增加，P62 蛋白的荧光强度降低

（图 3B）。此外，自噬抑制剂 3-MA 使用后，与姜

黄素组相比，LC3 蛋白表达水平降低，P62 蛋白表达

水平升高（图 3A）。提示自噬-PD-L1 轴在 OSCC 临

床进展中具有协同作用。 
3.4 姜黄素通过 PD-L1/自噬轴抑制CAL-27肿瘤

细胞增殖 
接下来，我们研究了 PD-L1/自噬轴对 CAL-27 肿

瘤细胞增殖的影响。如图 4 所示，当细胞暴露于姜黄

素和 3-MA 时，与单独姜黄素处理的细胞相比，PD-
L1 的蛋白表达水平显著升高（图 4A）。此外，我们

转染 siRNA 特异性敲低 PD-L1，并通过 Western 
blotting 验证结果（图 4B）。免疫荧光结果显示，与

姜黄素联合治疗和 PD-L1 敲低组相比，PD-L1 敲低

组 LC3 蛋白荧光强度增加，P62 蛋白荧光强度降低，

表明联合治疗加重了这些作用（图 4C）。我们发现，

在 PD-L1 敲除和姜黄素处理后，蛋白质 MCM2 和

Ki67 的表达水平明显低于 siPD-L1 组（图 4D）。提

示单纯抑制 PD-L1 可能不足以恢复免疫监视，联合

自噬调控可能更有效。 

 
图 2  姜黄素抑制 CAL-27 肿瘤细胞增殖 

姜黄素治疗 CAL-27 肿瘤细胞。CCK-8 法检测细胞增殖活性（A），Western blotting 法检测 MCM2、Ki67 和 PCNA 蛋白水平（B），免疫荧

光法检测 ROS 荧光强度变化（C），结果以平均值±SD 表示。* P<0.05，n=3。 
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图 3  姜黄素激活 CAL-27 肿瘤细胞的自噬 

用 3-MA 和姜黄素处理 CAL-27 肿瘤细胞，Western blotting 检测 LC3 和 P62 蛋白水平（A），免疫荧光法检测 LC3 和 P62 蛋白荧光强度变化

（B），结果以平均值±SD 表示。* P<0.05，n=3。 

 

图 4  姜黄素轴通过 PD-L1/自噬抑制 CAL-27 肿瘤细胞增殖 

3-MA 和姜黄素处理 CAL-27 肿瘤细胞，通过 Western blotting 检测 PD-L1 蛋白水平（A）。Western blotting 显示，PD-L1 被敲低后，PD-L1 的

表达水平发生了变化（B）。免疫荧光法检测 LC3 和 P62 蛋白荧光强度的变化（C）。Western blotting 检测 MCM2、Ki67 和 PCNA 蛋白水平

（D）。结果以平均值±SD 表示。*P< 0.05，* *P<0.01，n=3。 
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3.5 姜黄素抑制 CAL-27 肿瘤细胞的侵袭和迁移 
最后，为了研究姜黄素在 CAL-27 肿瘤细胞中的

生物学作用，我们进行了划痕和侵袭实验。如图 5 所

示，transwell 实验结果显示姜黄素抑制细胞侵袭，特

异性敲低 PD-L1 进一步显著抑制细胞侵袭（图 5A， 
B）。与对照组相比，姜黄素降低了细胞迁移速率。

姜黄素联合特异性敲低 PD-L1 进一步显著抑制细胞

迁移（图 5C）。这一协同效应与临床观察一致：OSCC
患者中 PD-L1 高表达与淋巴结转移显著相关

（p<0.01），而 TNM 分期晚期患者肿瘤组织自噬活

性亦显著增强，提示靶向 PD-L1-自噬轴可能特别有

益于高转移风险患者。 

 
图 5  姜黄素抑制 CAL-27 肿瘤细胞的侵袭和迁移 

用姜黄素处理 CAL-27 肿瘤细胞并转染 siRNA 特异性敲低 PD-L1。采用 Transwell 法检测细胞侵袭（A，B），采用伤口愈合法检测细胞迁移

（C），结果以平均值±SD 表示。*P< 0.05，* *P<0.01，n=3。 

 
4 讨论 
肿瘤细胞的增殖与迁移能力直接影响 OSCC 的

进展和预后，因此明确其分子调控机制具有重要意义。

姜黄素是一种从姜黄中提取的天然化合物，具有多种

药理活性，并因其抑制各种癌症类型的肿瘤生长和迁

移的能力而被广泛研究[1,2]，然而，姜黄素抑制肿瘤细

胞增殖和迁移能力的具体靶点和机制仍有待充分阐明。

研究姜黄素在不同肿瘤中的确切作用机制，结合现有

的治疗方法来提高治疗效果，对于旨在提高治疗特异

性和有效性的个性化癌症治疗具有重要的前景。因此，

我们探讨了姜黄素和 PD-L1 对 CAL-27 细胞增殖和迁

移能力的影响及其具体机制。 

既往研究已证实，PD-L1 的异常上调在 OSCC 
中具有明确的临床意义。高表达 PD-L1 的患者通常表

现出更强的肿瘤侵袭性、更高的淋巴结转移率以及更

差的总体生存率与无病生存率。此外，PD-L1 水平与

肿瘤免疫逃逸能力密切相关，被视为 OSCC 中重要的

预后指标和潜在治疗靶点。本研究首先验证了 PD-L1 
在多种口腔肿瘤细胞系中的高表达，并进一步确认 
CAL-27 细胞的 PD-L1 水平最高，为后续机制研究提

供了合适的模型基础。 
Western blotting 结果进一步验证了 PD-L1 在多

种口腔肿瘤细胞系中的差异性高表达，其中 CAL-27 
表达最高，因此被用于后续机制研究。。因此，本研究
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选用临床常用的 OSCC 细胞模型 CAL-27 进行机制

探讨[28]。此外，我们观察到姜黄素对 CAL-27 细胞增殖

的显著抑制。既往研究表明，姜黄素在多种肿瘤模型中

可通过调节自噬相关信号改善恶性表型，这与本研究

观察一致[29,30]。我们的研究结果还表明，姜黄素处理可

以影响 LC3B 和 p62 等自噬相关蛋白的表达，从而提

高 CAL-27 细胞的自噬活性。此外，姜黄素处理导致

CAL-27 细胞中 PD-L1 表达水平降低。既往研究表明

姜黄素可以抑制 PD-L1 的表达，从而抑制肿瘤的发展

23，31，32。已有研究提示 PD-L1 与自噬调控存在功

能关联，本研究的 siPD-L1 实验亦支持这一趋势 33。
因此，我们研究了 CAL-27 细胞中 PD-L1 蛋白与自噬

之间的关系，并观察到 siRNA 介导的 PD-L1 敲低会增

加自噬活性，同时下调与肿瘤细胞增殖和迁移相关的

蛋白。从而导致细胞增殖和迁移受到抑制。值得注意的

是，siPD-L1 和姜黄素联合治疗对肿瘤细胞增殖和迁移

的抑制作用明显大于单独治疗。这些发现表明，与单一

治疗方案相比，联合使用姜黄素和 PD-L1 抑制剂可能

是口腔鳞状细胞癌的一种更好的治疗方法。值得注意

的是，姜黄素在体内口服后的血药浓度远低于体外实

验常用剂量，但通过纳米载药系统、脂质体制剂或局部

递送，可使其在肿瘤局部组织达到更具生物活性的浓

度，从而提高临床可转化性。 
在临床层面，多项早期临床试验已对姜黄素的安

全性、生物利用度及其对实体瘤患者的潜在抗肿瘤效

应进行了探索。例如，Ⅱ期临床试验显示，姜黄素在口

服高剂量情况下耐受性良好，可改善癌症相关炎症指

标及部分患者的肿瘤负荷；另一项针对口腔癌患者的

研究显示，局部含服姜黄素制剂可降低癌前病变的炎

性细胞因子水平。尽管证据仍有限，这些试验为姜黄素

在 OSCC 的临床探索提供了初步可行性。 
在 OSCC 的综合治疗背景下，免疫检查点抑制剂

虽然已进入临床应用，但仍存在应答率有限、继发耐药

常见等问题。PD-1/PD-L1 抑制剂在 OSCC 患者中的

客观缓解率通常不足 20–25%，且免疫微环境“冷肿瘤”
特征显著。因此，能够改善肿瘤免疫状态、降低免疫抑

制分子的辅助药物尤为重要。本研究揭示姜黄素能够

下调 PD-L1 并调节自噬信号，为其作为免疫治疗辅助

药物提供了可信的机制基础，尤其可能在提高免疫治

疗敏感性、延缓耐药方面发挥价值。 
综合本研究结果，姜黄素通过抑制 PD-L1、增强

自噬活性并削弱肿瘤细胞迁移与侵袭能力，展现出其

在 OSCC 治疗中的临床转化潜力。其安全性高、来源

稳定、成本低廉，适合作为长期维持治疗的补充手段，

也适合与免疫检查点抑制剂联合应用，用于改善免疫

微环境或增强 ICD 效应。基于本研究提出的 PD-L1/
自噬调控作用，姜黄素在 OSCC 临床中可能用于三类

场景：①免疫治疗辅助提高应答率；②术后或放疗后维

持治疗；③口腔局部给药以改善癌前病变或术后局部

炎症。然而，仍需指出本研究的局限性：实验主要基于

体外细胞模型，缺乏动物水平的证据；姜黄素体内药代

动力学有限，尚需更多药物递送方式与剂量研究；此外，

本研究未涉及其对肿瘤微环境中免疫细胞组分的影响，

未来应通过动物模型与类器官系统进一步验证其机制

完整性。 
综上，姜黄素调控 PD-L1/自噬信号并抑制 OSCC 

细胞恶性表型的作用机制，为其在口腔癌免疫调节及

综合治疗中的应用提供了坚实基础，也为后续临床前

研究和联合免疫治疗策略的开发提供了新的方向。 
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