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摘　要　探讨姜黄油的抗肝癌作用及其作用机制，采用二甲基噻唑蓝比色法（ＭＴＴ）检测肝癌细胞的活力，流式细胞仪
检测细胞凋亡率以及线粒体膜电位的变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测凋亡相关蛋白Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ｃａｓｐａｓｅ３、ｃａｓｐａｓｅ９以及细胞色
素Ｃ的表达。结果发现，姜黄油能时间依赖性地抑制肝癌细胞的生长，降低线粒体膜电位并诱导其凋亡；升高细胞内 Ｂａｘ
与Ｂｃｌ２的比值；诱导细胞色素Ｃ从线粒体中的释放并激活 ｃａｓｐａｓｅ９和 ｃａｓｐａｓｅ３。结果提示姜黄油可能通过线粒体途径
诱导肝癌细胞的凋亡。
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　　姜黄油是姜科姜黄属植物姜黄（Ｃｕｒｃｕｍａ
ｌｏｎｇａ）的有效成分之一，主要化学成分为α，β姜黄
酮、姜烯、水芹烯、１，８桉叶素、香桧烯、龙脑、去氢
姜黄酮等［１－２］，其资源丰富，价格低廉。姜黄油具

有明显的抗氧化、抗感染、抗真菌、抗病毒、降血脂

等作用，且不良反应小［３－４］。近来研究表明，姜黄

油具有一定的抗肿瘤作用，对肺癌Ａ５４９、角朊细胞
等多种肿瘤细胞有一定的抑制和杀伤作用［５］。本

实验前期用ＧＣＭＳ分析方法对姜黄油所含的化学
成分进行了明确鉴定［６］。本文对姜黄挥发油对肝

癌细胞生长、增殖及凋亡的影响进行研究，并探讨

其可能的作用机制，为不断深入探索姜黄油的抗肿

瘤作用提供实验依据，同时为寻找高效低毒的天然

抗肿瘤药开辟新的途径。

"

　材　料

１１　药品与试剂
姜黄油（澳门大学中华医药研究院制备）；

ＭＴＴ（美国Ｓｉｇｍａ公司）；ＤＭＥＭ培养基、ＲＰＭＩ１６４０
培养基（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；新生牛血清（ＦＢＳ，美
国ＰＡＡ公司）；顺铂（齐鲁制药有限公司）；ＦＩＴＣ
ＡｎｎｅｘｉｎＶ凋亡检测试剂盒（美国 ＢＤＰｈａｒｍｉｎｇｅｎ
公司）；线粒体膜电位检测试剂盒（上海碧云天生
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物有限公司）；一抗 Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ｃａｓｐａｓｅ３、ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３、ｃａｓｐａｓｅ９、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９、细胞色素
Ｃ、βａｃｔｉｎ以及预染Ｍａｒｋｅｒ（美国Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司）。
１２　仪　器

ＳＨ１０００酶联免疫检测仪（日本 Ｃｏｒｏｎａ公
司）；ＦＡＣＳＣａｎｔｏＴＭ流式细胞仪（美国 ＢＤ公司）；
ＣｌｉｎｘＣｈｅｍｉｓｏｐｅ２８５０荧光及化学发光成像系统
（上海勤翔科学仪器有限公司）。

１３　细　胞
人肝癌细胞 （ＨｅｐＧ２，ＳＭＭＣ７７２１及 Ｂｅｌ

７４０２）购自中国科学院上海生命科学研究院细胞
资源中心。

#

　方　法

２１　细胞培养
ＳＭＭＣ７７２１、Ｂｅｌ７４０２细胞用 ＤＭＥＭ高糖培

养基，ＨｅｐＧ２细胞用 ＲＰＭＩ１６４０培养基（培养基中
含体积分数１０％的新生牛血清，１００ＩＵ／ｍＬ青霉素
以及１００ＩＵ／ｍＬ链霉素），细胞置３７℃、５％ ＣＯ２
培养箱中培养。

２２　姜黄油对细胞增殖的影响
姜黄油对 ＳＭＭＣ７７２１、Ｂｅｌ７４０２以及 ＨｅｐＧ２

细胞生长的抑制作用采用 ＭＴＴ法进行检测。根
据文献［７］所述，取对数生长期的细胞，消化后用
完全培养液调整浓度为每毫升 ８×１０４个，每孔
１００μＬ接种于 ９６孔板中，置于培养箱内培养
１２ｈ后，吸弃上清液，给药组每孔加入梯度浓度的
加药培养基（３％新生牛血清，１％双抗）２００μＬ，空
白对照组只加完全培养基，各组均设６个复孔。培
养２４ｈ、４８ｈ或７２ｈ后，每孔加入５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ
２０μＬ，继续培养 ４ｈ后弃去培养液，每孔加入
ＤＭＳＯ１５０μＬ，于 ５７０ｎｍ波长处测各孔吸收度
（Ａ）。计算相应浓度的药物对肿瘤细胞增殖的抑
制率，应用ＳＰＳＳ软件计算药物的ＩＣ５０。
２３　姜黄油对肝癌细胞凋亡率的影响

分别用２０，４０，８０μｇ／ｍＬ姜黄油处理Ｂｅｌ７４０２
细胞４８ｈ，同时设定溶剂对照组（ＤＭＳＯ，终浓度小
于００５％），每组设３个复孔，胰酶消化后，收集细
胞用ＡｎｎｅｘｉｎＶ、ＰＩ避光室温孵育１５ｍｉｎ后，于流
式细胞仪检测。

２４　线粒体膜电位检测
分别用２０，４０，８０μｇ／ｍＬ姜黄油处理Ｂｅｌ７４０２

细胞４８ｈ，同时设定溶剂对照组（ＤＭＳＯ，终浓度小
于００５％），每组设３个复孔，用线粒体膜电位检
测试剂盒中 ＪＣ１染色工作液 ３７℃避光孵育
２０ｍｉｎ，ＪＣ１染色缓冲液洗２次后用流式细胞仪检
测线粒体膜电位的变化。

２５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
分别用２０，４０，８０μｇ／ｍＬ姜黄油处理Ｂｅｌ７４０２

细胞４８ｈ，同时设定溶剂对照组（ＤＭＳＯ，终浓度小
于００５％）。ＰＢＳ洗２次后培养瓶置于冰上，分别
应用细胞裂解液或线粒体提取试剂盒裂解细胞或

提取线粒体，ＢＣＡ试剂盒测定样品蛋白含量，蛋白
定量后分别取蛋白８０μｇ加入上样缓冲液，９５℃
变性１０ｍｉｎ。８％ ～１２％聚丙烯酰胺ＳＤＳ凝胶电
泳后，电转移至ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂奶粉封闭后依
次加入相应的一抗４℃孵育过夜。隔天，用 ＴＢＳＴ
洗涤３次，每次５ｍｉｎ；再加入 ＨＲＰ标记的二抗体
以结合一抗，室温孵育 ２ｈ。ＴＢＳＴ缓冲液洗涤
３次，每次１０ｍｉｎ。加入化学发光试剂后用凝胶成
像系统拍照成像。目的蛋白的灰度除以内参

βａｃｔｉｎ的灰度以校正误差，所得结果代表样品的目
的蛋白相对含量。

２６　数据分析
以上每组实验及检测均重复３次以上，实验结

果用 珋ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析进行组间显
著性比较，样本均数间的比较采用ｔ检验。

!

　结　果

３１　姜黄油对细胞增殖的影响
３种肝癌细胞经不同浓度的姜黄油或顺铂作

用后，细胞的增殖均受到不同程度的抑制，并呈

剂量及时间依赖性，７２ｈ时对人肝癌细胞株 Ｂｅｌ
７４０２、ＨｅｐＧ２、ＳＭＭＣ７７２１细胞的 ＩＣ５０分别为
４１２，５８８，６６２μｇ／ｍＬ，结果显示姜黄油对 Ｂｅｌ
７４０２细胞抑制活性最强。相同培养条件下，阳性
药顺铂对人肝癌细胞株 Ｂｅｌ７４０２细胞在７２ｈ的
ＩＣ５０为９５６μｇ／ｍＬ。
３２　姜黄油对肝癌细胞凋亡的影响

Ｂｅｌ７４０２细胞经不同质量浓度（２０，４０，８０
μｇ／ｍＬ）的姜黄油作用４８ｈ后，数据显示随着姜
黄油质量浓度的增加，与空白对照组相比，细胞

凋亡率也随之增加（图１）。
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第３期 雷　慧等：姜黄油诱导人肝癌细胞凋亡及其机制

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｔｕｒｍｅｒｉｃｏｉｌ（ＴＯ）ｉｎｄｕｃｅｓＢｅｌ７４０２ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ＴｈｅＢｅｌ７４０２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｔｕｒｍｅｒｉｃｏｉｌ（２０，４０，８０μｇ／ｍＬ）
ｆｏｒ４８ｈＡｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩｓｔａｉｎｉｎｇｂｙ
ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｄｒｕｇｕｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ

３３　姜黄油对肝癌细胞线粒体膜电位及细胞色素
Ｃ释放的影响

用２０，４０，８０μｇ／ｍＬ浓度的姜黄油作用 ４８ｈ
后，第４象限低荧光部分细胞所占百分比分别为
２５０％，２８５％和７２４％（图２Ａ），表明随着姜黄油
化合物浓度增加，线粒体膜电位降低幅度加大。同

时细胞浆中细胞色素Ｃ含量升高，而线粒体中的细
胞色素Ｃ含量减少（图２Ｂ）。
３４　姜黄油对凋亡相关蛋白的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测线粒体凋亡通路相关蛋白
的表达。结果表明，姜黄油作用于细胞后，细胞内Ｂａｘ
与Ｂｃｌ２之比升高，并促使细胞色素Ｃ的释放，激活
ｃａｓｐａｓｅ９和ｃａｓｐａｓｅ３，进而诱导细胞凋亡（图３）。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｔｕｒｍｅｒｉｃｏｉｌ（２０，４０，８０μｇ／ｍＬ）ｉｎｄｕｃｅｓｄｅｃｒｅａｓｅｉｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌ（ΔΨｍ）ａｎｄｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ（ＣｙｔＣ）ｒｅｌｅａｓｅｉｎＢｅｌ
７４０２ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｆｏｒ４８ｈ
Ａ：ΔΨｍｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇＪＣ１ｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄａｎａｌｙｚｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｂｏｔｔｏｍｒｉｇｈｔｑｕａｄｒａｎｔａｎｄｔｏｐｒｉｇｈｔｑｕａｄｒａｎｔｒｅｐｒｅｓｅｎｔΔΨｍ
ｄｅｃｒｅａｓｅ；Ｂ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｅｘａｍｉｎｅｃｙｔｏｓｏｌｉｃＣｙｔＣａｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＣｙｔＣｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

$

　讨　论

本实验采用相同浓度梯度的姜黄油分别作用

于人肝癌细胞 ＳＭＭＣ７７２１、Ｂｅｌ７４０２及 ＨｅｐＧ２细
胞，比较药物对３种细胞株增殖的抑制作用。实验
结果表明，姜黄油对３种肝癌细胞的抑制作用呈现
一定的时间及剂量依赖性，对 Ｂｅｌ７４０２细胞抑制
活性最强，因此选人肝癌 Ｂｅｌ７４０２细胞为研究对
象，考察 ２０，４０，８０μｇ／ｍＬ３个浓度的姜黄油对
Ｂｅｌ７４０２细胞增殖的抑制作用。

诱导细胞凋亡是消除肿瘤细胞的一个重要机

制。线粒体是细胞凋亡的调控中心［８］，线粒体膜

电位下降在线粒体介导的凋亡中被认为是典型的

现象［９］。线粒体膜电位的下降会触发细胞色素 Ｃ
由线粒体释放至胞浆，而细胞色素 Ｃ从线粒体释
放是细胞凋亡的关键步骤［１０］。释放到胞浆的细胞

色素Ｃ在ｄＡＴＰ存在的条件下能与凋亡相关因子１
（Ａｐａｆ１）结合，使其形成多聚体，并促使 ｃａｓｐａｓｅ９
与其结合形成凋亡小体，ｃａｓｐａｓｅ９被激活。被激
活的 ｃａｓｐａｓｅ９能进一步激活 ｃａｓｐａｓｅ３，从而诱导
细胞凋亡［１１］。实验结果表明，随着姜黄油给药剂

量及给药时间的递增，凋亡的肿瘤细胞数量也逐渐

增加。通过线粒体膜电位的检测发现，姜黄油能降

低线粒体的膜电位。蛋白检测结果显示姜黄油能

调节相关蛋白的表达，使 Ｂａｘ与 Ｂｃｌ２的比值升
高，并促使细胞色素 Ｃ的释放激活 Ｃａｓｐａｓｅ途径，

５６２
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最终导致细胞凋亡。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＢｅｌ７４０２ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｔｕｒｍｅｒｉｃｏｉｌｆｏｒ４８ｈｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓｓａｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｕｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ

　　本研究初步证明了姜黄油对肿瘤细胞的诱导
凋亡作用，这可能是其抗肿瘤的作用机制之一，为

深入探索姜黄油的抗肿瘤作用提供了实验依据，同

时为寻找高效低毒的天然抗肿瘤药物开辟新的

途径。
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