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Ｅｍａｉｌ：ｚｎｉ＠ｃｔｂｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

姜黄素诱导肝癌 ＨｅｐＧ２细胞凋亡及其对 ｂｃｌ２及
ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达的影响

朱　妮

（重庆工商大学校医院 ，重庆 ４０００６７）

摘　要：目的 研究姜黄素对ＨｅｐＧ２细胞凋亡的促进作用，并探讨其可能的的作用机制。方法 实验分为空白对照组、１ｍｇ／ｍｌ、１．
５ｍｇ／ｍｌ、２ｍｇ／ｍｌ的姜黄素处理组，ＭＴＴ法检测不同浓度姜黄素对细胞增殖抑制情况；电镜观察细胞形态及其结构变化；流式细胞
术检测凋亡率；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组作用２４ｈ后细胞中ｂｃｌ２及ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达。结果 一定浓度的姜黄素作用ＨｅｐＧ２细胞
后，细胞生长受到明显抑制，且抑制率具有时间和浓度依耐性；电镜下可见到凋亡小体形成；流式细胞术检测表明空白对照组、１
ｍｇ／ｍｌ、１５ｍｇ／ｍｌ、２ｍｇ／ｍｌ的苦参碱作用４８ｈ后ＨｅｐＧ２细胞凋亡率分别为（４８５±０３１）％、（８２５±０４６）％、（１１４４±０５６）％、
（１７６８±０９８）％；电镜下可见到凋亡小体形成；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示随着姜黄素作用浓度增加，ｂｃｌ２和 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达降低。
结论 姜黄素能抑制肝癌细胞 ＨｅｐＧ２细胞的增殖，促进细胞凋亡，其作用机制可能与下调 ｂｃｌ２及 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达，发挥其抗肿瘤作
用。
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１　引言

肝癌是全世界范围最为常见的恶性肿瘤之一，近年来其

发病率呈上升趋势，据估计每年约有 ６０００００新发病例，并且

其致死率在所有的癌症中占第三位［１］。虽然目前采取手术

与化疗相结合的综合治疗模式，但是愈合不佳。特别是肝癌

化疗副作用明显、肿瘤多要耐药比例高，而且费用昂贵，使得

相当一部分患者不能耐受被迫治疗中断而致疗效不佳。因

此，寻求高效、低毒、价廉的抗肿瘤药是目前研究的焦点之

一。姜黄素（Ｃｕｒｃｕｍｉｎ）是从植物根茎中分离出来的一种多

酚类化合物，具有抗氧化、抗炎、抗病毒及抗肿瘤等多种生物

学作用。近年来，国内外研究表明姜黄素在抗肿瘤方面的作

用进行了大量的研究［２４］，但是其机制尚未完全明确。本实

验研究姜黄素对肝癌 ＨｅｐＧ２细胞凋亡的作用，并观察其对

ＨｅｐＧ２细胞中凋亡抑制基因 ｂｃｌ２及 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达的影响，初

步探讨姜黄素诱导 ＨｅｐＧ２细胞凋亡的分子机制，为姜黄素的

抗肿瘤作用提供实验依据。

２　材料与方法

２．１　材料
ＨｅｐＧ２细胞购于中科院上海生物细胞库。ＲＰＭＩ１６４０

（美国 ＧＩＢＣＯ公司），胎牛血清购自（杭州四季清）；姜黄素

（美国 ｓｉｇｍａ公司）；胰蛋白酶ＥＤＴＡ（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；二甲

基亚砜 （ＤＭＳＯ，美 国 Ｓｉｇｍａ公 司）和 四 氮 甲 基 偶 氮 唑 蓝

（ＭＴＴ，美国 Ｓｉｇｍａ公司）；兔多抗 ｂｃｌ２一抗及鼠抗人 ｓｕｒｖｉｖｉｎ
一抗（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；ＡｎｎｅｘｉｎｖＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试

剂盒和βａｃｔｉｎ抗体（上海碧云天公司）；辣根过氧化物酶标

记的羊抗鼠 ＩｇＧ（武汉博士德公司）。

２．２　方法
２．２．１　细胞培养

ＨｅｐＧ２细胞置于含 １０％的胎牛血清、１００Ｕ／ｍｌ青霉素、

１００ｍｇ／Ｌ链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培养基，在 ３７℃、含 ５％ＣＯ２

饱和湿度孵育箱培养。细胞用 ００５％胰蛋白酶ＥＤＴＡ消化

传代，选取对数生长期细胞进行后续实验。

２．２．２　ＭＴＴ法检测细胞的增殖抑制实验
取对数生长期的 ＨｅｐＧ２细胞，用 ００５％胰酶消化贴壁

细胞，细胞计数后调整细胞数为 ３×１０４／ｍｌ，制备成单细胞悬

SOURCE: http://www.science-truth.com
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液，取 ２００μｌ接种于 ９６孔板中（６×１０３／孔），每个浓度平行

设 ５个复孔，置于培养箱培养。２４ｈ后分别用不同浓度的姜

黄素进行干预：空白对照组：加不含姜黄素的完全培养液；１
ｍｇ／ｍｌ姜黄素作用组；１５ｍｇ／ｍｌ姜黄素作用组、２ｍｇ／ｍｌ姜

黄素作用组。分别培养 ２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ后，每孔加入 ５ｍｇ／
ｍｌＭＴＴ２０μｌ，继续培养 ４ｈ，吸去上清，每孔加入 ＤＭＳＯ１００
μｌ于涡旋振荡器上振摇，待结晶完全溶解后，在酶标仪上测

定 ５７０ｎｍ处的吸光度值（ＯＤ值），并计算抑制率。抑制率 ＝
（１－实验组 ＯＤ值 ／空白对照组 ＯＤ值）×１００％。

２．２．３　透射电镜观察细胞形态
收集未处理以及 ２ｍｇ／ｍｌ浓度姜黄素作用 ４８ｈ后的细

胞，１０００×ｇ离心 ５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ３次，用 ２．５％的戊二醛于 ４℃
冰箱固定 ２４ｈ，按照常规电镜样品制备技术操作。

２．２．４　流式细胞仪测定细胞凋亡
选取对数生长期的 ＨｅｐＧ２细胞按 ３×１０４ 个 ／ｍｌ分别接

种于 ６孔培养板，分组同上，每组作用 ４８ｈ后常规消化，１０００
×ｇ离心 ５ｍｉｎ，弃上清，ＰＢＳ洗 ２次，收集细胞。２００μｌＢｉｎｄ
ｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重悬细胞，加入适量 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和 ＰＩ室温避光

孵育 ３０ｍｉｎ，上流式细胞 仪 检 测 细 胞 凋 亡 率，运 用 ＦＡＣＳ
ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ软件分析。

２．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｂｃｌ２及ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达
收集对照组及经姜黄素处理 ４８小时后的各组细胞，在 ４

℃，５００ｇ离心 ３ｍｉｎ，去上清，收集细胞。然后加入适量 ＲＩ
ＰＡ液和蛋白酶抑制剂裂解细胞，在 ４℃、１２０００ｇ条件下离

心 １０ｍｉｎ，弃上清，ＢＣＡ蛋白定量试剂法测定蛋白浓度。蛋

白煮沸变性后，取 ４０μｇ总蛋白选择 １０％分离胶和 ５％浓缩

胶进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，经转膜、封闭后加入抗 ｓｕｒｖｉｖｉｎ一抗

（１∶５００）或者 ｂｃｌ２一抗（１∶５００）４℃过夜，加 ＨＲＰ标记的二

抗（１∶１０００）温育 ２ｈ，用 ＢｅｙｏＥＣＬＰｌｕｓ发光显影。ＢｉｏＲａｄ
凝胶成像系统采集图片，结果采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件进行光

密度值（Ａ）分析，以βａｃｔｉｎ为内参照，计算各个样本 ｂｃｌ２及

ｓｕｒｖｉｖｉｎ条带和 βａｃｔｉｎ条带的光密度比值，并计算抑制率。

抑制率 ＝［（空白对照 Ａ／内参 Ａ处理组 Ａ／内参 Ａ）／空白对

照 Ａ／内参 Ａ］×１００％。

２．２．６　统计学处理
实验结果以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统

计学分析。两样本均数比较采用独立样本的 ｔ检验；多组样

本均数比较采用方差齐性检验，组间比较采用单因素方差分

析。方差齐性者两两比较采用 ＬＳＤ法，方 差 不 齐 者 进 行

ＤｕｎｎｅｔｓＴ３检验。以 Ｐ
&

００５为差异具有统计学意义。

３　结果

３．１　姜黄素对ＨｅｐＧ２细胞增殖的影响
ＭＴＴ法检测结果显示，不同浓度姜黄素处理组的 ＯＤ值

显著低于空白对照组，其差异有统计学意义（Ｐ
&

００５，见表

１，图 １）。且随着姜黄素浓度的增加和作用时间的延长，增

殖抑制作用逐渐增强。在一定时间和浓度范围内，姜黄素对

ＳＫＯＶ３细胞的增殖抑制作用呈时间剂量依赖性。

图１　不同浓度姜黄素对 ＨｅｐＧ２细胞增殖抑制率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＴｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｉｏｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＣｕｒｃｕｍｉｎ

３．２　姜黄素对ＨｅｐＧ２细胞超微结构的影响
透射电镜观察到对照组细胞表面较多的微绒毛，核浆比

值大，核染色质丰富，分布均匀，核仁清晰可见，胞浆内有较

多的细胞器，线粒体形态规则，结构完整。姜黄素处理组可

见微绒毛消失，细胞变小变圆，核固缩，可见大量的凋亡小体

形成，胞浆内呈现空泡化等现象（图 ２）。

图２　透射电镜观察细胞凋亡形态变化

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｃｅｌｌｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｔｒａｎｓ
ｍｉｓｓｉｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

表１　不同浓度姜黄素对 ＨｅｐＧ２细胞增殖的影响 （ｎ＝５，珋ｘ±ｓ，ＯＤ５７０）

Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＣｕｒｃｕｍｉｎｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ，ＯＤ５７０）

组别
浓度

（ｍｇ／ｍｌ）
ＯＤ值（珋ｘ±ｓ） 抑制率（％）

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
对照组 － ０．９９１４±０．０１２６ １．１５９２±０．０３７９ １．４２９７±０．０３９８ － － －
Ｃｕｒ组 １．０ ０．８９４５±０．０２０７ ０．９９３１±０．０３３７１） １．１００３±０．０２９９１） ９．７７ １４．３３ ２３．０４
Ｃｕｒ组 １．５ ０．７２６７±０．０１９７１） ０．７８６５±０．０３０９ ０．８７８５±０．０２８７１） ２６．７０ ３２．１６ ３８．５３
Ｃｕｒ组 ２．０ ０．５５８２±０．０２０１１） ０．４８３８±０．０２３４１） ０．５０５±０．０１７８１） ４３．７０ ５８．２６ ６４．７８

１）姜黄素处理组 ＯＤ值与对照组 ＯＤ值相比较，Ｐ
&

０．０５

SOURCE: http://www.science-truth.com
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３．３　姜黄素对ＨｅｐＧ２细胞凋亡的影响
空白对照组、１０ｍｇ／ｍｌ、０．５ｍｇ／ｍｌ、２０ｍｇ／ｍｌ姜黄素作

用 ４８ｈ后 ＨｅｐＧ２细胞早期凋亡率分别为（４８５±０３１）％、

（１１４４±０５６）％、（１７６８±０９８）％、（２３１５±２０１）％（见

图 ３），差异具有统计学意义（Ｐ
&

００５）。

图３　流式细胞术检测 ＨｅｐＧ２细胞凋亡

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＴｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

３．４　姜黄素对肝癌细胞ＨｅｐＧ２细胞ｂｃｌ２及ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表
达的影响

姜黄 素 １０ｍｇ／ｍｌ、１５ｍｇ／ｍｌ、２０ｍｇ／ｍｌ组 ｂｃｌ２和

ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达量明显下调。与空白对照组比较，ｂｃｌ２蛋

白表达抑制率分别为 ２８％、４３４％、６０７％，ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表

达抑制率分别为 ２５５％、３０３％、４１８％，见图 ４。

图４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 ｂｃｌ２和 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂｃｌ２ａｎｄｓｕｒｖｉｖｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ

４　结束语

肝癌是一种发病率较高的恶性肿瘤，尽管近年来临床治

疗取得了较大的进展，但由于化疗副作用以及多药耐药等因

素的存在，使得肝癌总体预后不佳。因此寻找高效低毒的抗

癌药物对肝癌的治疗具有重要的意义，寻找具有高效抗肿瘤

活性的新型药物也是目前肝癌研究的热点之一。

姜黄素是从中药姜黄素的根茎中提取的一种多酚类物

质，近年来，随着研究的深入，发现姜黄素具有潜在的抗肿瘤

作用。随着对姜黄素抗癌作用日益受到重视，进行了许多其

抗癌机制的研究，目前认为姜黄素主要通过 １）抑制肿瘤新

生血管生成；２）诱导肿瘤细胞凋亡和分化；３）阻抑细胞周期

进程和增值；４）抑制核转录因子的表达等机制来抑制肿瘤的

生长。大量的体外研究也显示姜黄素对多种肿瘤包括前列

腺癌、神经母细胞瘤、黑色素瘤、胶质瘤、肺癌、胃癌、白血病、

多发性骨髓瘤等细胞具有诱导凋亡的作用，而且在抗肿瘤的

同时，对正常细胞不产生破坏，并可提高机体免疫力。因此，

姜黄素有望成为一种新的抗肿瘤药物，但是目前具体的抗肿

瘤机制仍不清楚。

目前大多数学者认为细胞凋亡受抑是肿瘤发生的重要

原因之一，因此，诱导细胞凋亡则可能成为治疗恶性肿瘤的

基本策略。细胞凋亡受到促进凋亡调节分子和抑制凋亡调

节分子如 Ｃａｓｐａｓｅ家族、凋亡抑制蛋白（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｐｒｏｔｅｉｎｓＩＡＰ）家族、死亡配体与受体、Ｂｃｌ２家族等的作用。

Ｂｃｌ２原癌基因最初在非霍奇金淋巴瘤中分离出来，是最重

要的抑制细胞凋亡的基因之一，其主要作用是通过阻断程序

性死亡或者凋亡过程促进细胞生长。研究表明在多种肿瘤

组织如肝癌、前列腺癌、乳腺癌和胃癌中发现 ｂｃｌ２基因表达

异常［５６］。现已经证实 ｂｃｌ２基因参与了肝癌的发生发展，降

低 ｂｃｌ２基因在肝癌细胞中的表达诱导肿瘤的凋亡［７］。Ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ蛋白是 ＩＡＰ家族的一个新成员［８］，为迄今发现最强的凋

亡抑制因子，该蛋白可以与 Ｃａｓｐａｓｅ３结合直接抑制它们的

生成和活化，从 Ｃａｓｐａｓｅ途径的下游抑制细胞凋亡。在大多

数常见肿瘤组织内如肝癌、结直肠癌、胰腺癌、前列腺癌、乳

腺癌、胃癌存在 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白异常表达［９］，其表达程度与肿

瘤的发展及预后密切相关［１０］。

本实验通过观察不同浓度的姜黄素对肝癌 ＨｅｐＧ２细胞

凋亡作用及其对 ｂｃｌ２和 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达的影响，其目的探

讨姜黄素诱导 ＨｅｐＧ２细胞凋亡的作用机制。实验中我们发

现 １０～２０ｍｇ／ｍｌ的姜黄素对 ＨｅｐＧ２细胞均有明显抑制作

用，且随着浓度的增加和作用时间的延长，其增殖抑制作用

也逐渐增强，并呈时间剂量依赖性。实验中观察到姜黄素

在 ４８ｈ时作用最佳，因此在本实验中我们选取姜黄素处理后

４８ｈ作为最佳作用时间进行后续实验研究。流式检测结果

表明姜黄素可明显诱导 ＨｅｐＧ２细胞发生凋亡，凋亡率随剂量

增加而增多。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果表明 ＨｅｐＧ２细胞株中 ｂｃｌ２
及 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白高表达，同时姜黄素可以下调 ｂｃｌ２及 ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ蛋白的表达水平，并且呈浓度依耐性。本实验结果提示

姜黄素可能通过下调 ｂｃｌ２及 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达促进了

ＨｅｐＧ２细胞的凋亡，从而抑制肝癌细胞的增殖发挥抗肿瘤效

应。

综上所述，本研究结果表明姜黄素可明显抑制 ＨｅｐＧ２细

胞增殖，一定浓度苦参碱可诱导 ＨｅｐＧ２细胞凋亡，其作用机

制涉及下调 ｂｃｌ２及 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达，启动细胞凋亡的信

号转导的级联过程有关。

（下转第９４１页）
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时经受住各种效应的考验而安全发射出去，显然是非常关键

而又困难的事情。３）美国海军通过夸大其研究成果的作用

与成就给美国纳税人一个交代，以取得国会对海军新技术、

新装备研究项目在经费上的持续支持。４）除了炫耀其技术

成就之外，美军主要目的至少包括有别有用心地引导别人与

其进行并无多大实际意义的军备竞争。对此，我们需要科学

分析，不能人云亦云，更不能迷信和盲动。

其次，按理电磁轨道炮是采用电磁力发射弹头的动能武

器，发射方式是“冷发射”，不应出现像火炮或导弹发射时因

火药或助推剂燃烧形成的滚滚浓烟或烈焰。可美国海军提

供的图片（图 ３）表明，其电磁轨道炮在发射时的情景与导弹

发射时几乎一样，其原因何在？我们大致分析后认为，这可

作两种解释：１）美国海军发布的照片有假，以导弹发射图片

代替电磁轨道炮发射图片，其目的或者是出于保密考虑故意

隐瞒真相，或者是别有用心在技术上误导他国；２）由于全电

磁推进技术难度大，至少暂时不能达到实战要求，美国海军

研制的电磁轨道炮并非真正的电磁轨道炮，而是采用的电磁

推进技术与火药推进技术相结合的混合型电磁火炮。图 ３
中的射弹形式或许是研究人员在有意提示读者，美国海军研

制的电磁轨道炮发射的射弹实际上是导弹或火箭弹。这种

设想也可以理解为前文中提到的将电磁发射技术用于改进

常规火炮的综合集成方案。

图３　美国海军电磁轨道炮发射的瞬间

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＰｒｏｊｅｃｔｏｆｔｈｅＵＳｎａｖｙｅｌｅｃｔｒｏｍａｇｎｅｔｉｃｒａｉｌｇｕｎ

最后，电磁炮的技术发展已有 １１０年的历史，尽管美军

电磁轨道炮项目取得了突破性进展，但要解决的技术难题还

有很多，电磁轨道炮还远未实现实用化，离美国海军的设想

的预定目标仍然还有很长的一段路要走。纵观美国整个电

磁轨道炮一波三折的研制发展过程，再联想到美国许多国防

科技和武器装备研究项目走过的曲折道路，甚至包括像“战

略防御倡议”计划和“科曼奇”武装直升机项目的下马，以及

“未来战斗系统”（ＦＣＳ）计划和“天基雷达”计划的终止等，我

们可以发现，国防科技和高技术武器装备的创新是充满风险

的，美军的发展决策也常常存在失误。尽管不能否定美国海

军在电磁轨道炮研究上取得的重大成就以及未来可能的发

展前景，但我们应该从中吸取一些有益的经验和教训，至少

需要在发展项目的选择上慎重决策。
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