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姜黄素诱导低分化鼻咽癌细胞株 !"#$%&的凋亡
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姜黄素（0F*0FAC.，(F*S (!$T’"U#，OV’"%E #）是姜科植物根茎提取物
的主要成分，是姜黄的主要有效成分，药理作用广泛，主要特性为抗炎

和抗氧化。近年来，对姜黄素抗癌作用的实验研究表明，姜黄素能抑制
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【摘 要】 背景与目的：鼻咽癌（.B,)-WB*K.9+B: 0B*0C.)ABS 6Q(）是我国南方地区的
高发肿瘤，发病早期的治疗主要是以放疗为主，而对晚期 6Q(患者则有必要进行适
当的化疗。一些药物可通过诱导肿瘤细胞凋亡来达到治疗肿瘤的目的。本研究拟探

讨姜黄素对人鼻咽癌细胞株 (6?@$X体外增殖抑制作用及凋亡的影响。方法：不同
浓度姜黄素处理 (6?@$X细胞S 用噻唑蓝 GY88I法测定增殖抑制率和 4(#&；用流式细

胞术、T)+0W+,1’’$#; Z碘化丙啶 G Q4 I双染、琼脂糖电泳法观察细胞凋亡。结果：姜黄
素能抑制 (6?@$X细胞的生长，其效果与姜黄素的浓度和作用时间有关，作用 $% W、
%; W、=$ W的 4(#&值为（$%E &# [ &E %=）、（!>E $& [ &E !=）、（=E ’# [ &E #&）!A): Z 3；#、!&、
$& !A): Z 3姜黄素处理细胞 $% W后，流式细胞术观察到细胞凋亡率分别为 G %\ > [
’\ $ I]、G !&\ = [ $\ = I]和 G !%\ = [ &\ # I]；!&、$& !A): Z 3姜黄素处理细胞 $% W后，
荧光染色可见细胞缩小，染色质固缩，核染色体碎裂等凋亡形态学改变S琼脂糖凝胶
电泳可见 ^65梯形条带。结论：姜黄素可诱导 (6?@$X细胞凋亡，姜黄素对 (6?@$X
细胞具有增殖抑制作用。
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体内外多种肿瘤细胞的生长，如姜黄素呈时间及浓

度依赖性抑制肿瘤细胞 %&’"()! *、+#"$)$ *的增殖，姜

黄素也可诱导人胃癌 ,-.’/$0细胞凋亡 ) 0 *，且毒副

作用小。鼻咽癌为我国南方地区常见肿瘤之一，目前

主要以放疗为主，对晚期鼻咽癌患者单用放疗复发

率高。本研究通过观察姜黄素对低分化鼻咽癌细胞

株 .12’$3的增殖抑制及诱导凋亡的作用，为晚期
鼻咽癌的治疗提供有益的探索。

! 材料与方法

!" ! 主要试剂和仪器
姜黄素购于 45678公司，用二甲基亚砜 9:;4<=

溶解配制成 $(( 77>? @ &贮存液，煮沸 0( 75A消毒后，
分装放于 B $(C冰箱冻存备用D 处理细胞时，:;4<
的浓度!(E !F 9 ! " ! =。 GH;I’!"J(培养基为美国
-5KL>公司产品，新生小牛血清为杭州四季青公司
产品，%>MLNOP00$#/为 .1I公司产品，碘化丙啶（HI）
为 45678公司产品，;QQ和 :;4<为 R7SMOL>公司
产品。流式细胞仪（美国 .>T?PMS生产，2U5LO’V&型），
酶标免疫测定仪（,5>’QMW公司生产，2?X/((型）。
!" # 细胞培养
人低分化鼻咽癌上皮细胞株 .12’$3由广东医

学院病理教研室建株。#F .<$ 0YC条件下，用含
!(F小牛血清、! Z !(# T @ &青霉素、!(( 76 @ &链霉
素的 GH;I’!"J(培养液传代培养，实验用细胞均处
于对数生长期。

!" $ 细胞毒实验
;QQ法参照 %8AOMA等 )J *的方法进行。将对数生

长期的细胞以 ! Z !(# @ 7?的浓度加入 ["孔板，每孔
体积为 !(( !?D 待细胞贴壁后，用药组分别用终浓度
为 #、!(、$(、J( !7>? @ &姜黄素，设 (E !F :;4<为溶
剂对照，每一浓度重复 J孔，每组至少重复 0次，终止
培养前 J ND 加 ;QQ试剂和溶解液 :;4<，待甲鼶溶
解后，立刻于酶标仪上检测各组细胞 #Y( A7和 J#(
A7处吸光度 9 # =值，以 ##Y( @ #J#(比值代表细胞活力，

细胞增殖抑制率 \（! B处理组的吸光度 @对照组吸
光度）Z !((F，各组按改良 +8SKMS公式 )# *计算 I.#(。

!" % 流式细胞仪检测
分别用 #、!(、$( !7>? @ &姜黄素处理细胞 $J N

后，收集对照组及给药组细胞，! ((( Z $离心 # 75A，
用 H,4洗涤 $次D迅速注入预冷的 Y(F乙醇中，J C
固定 $J N以上，! ((( Z $离心 # 75A，去除乙醇，H,4
洗涤 !次，细胞团悬浮于 (E 0 7? H,4中，加 (E Y 7?
HI 9含 (E (# 76 @ & G18OM = 避光染色 0( 75A，.>T?PMS

2<Q.4V&’0!$J(流式细胞仪观察亚 -!峰和凋亡率。

!" & ’()断裂片段分析
细胞以 $ Z !(" @ 7? 接种于 !(( 7? 培养瓶培养

$J ND 分别加入终浓度为 !(、$( !7>? @ &姜黄素，共
孵育 $J N后，$ ((( S @ 75A离心 # 75A，收集细胞，冷
H,4（U%YE $）洗涤细胞两遍，加裂解液（!( 77>? @ &
QS5O·%.?D !( 77>? @ & 2:QRD (E $F QS5P>AV’!(( U%
YE #）"(( !?裂解细胞，用细胞刮刮下细胞，移入 !E #
7?离心管中，立即置冰浴 !# 75A，JC !J ((( Z $D离
心 !# 75AD 取上清液依次以等体积的苯酚、氯仿（取
上清）（!] !）去蛋白，瞬间离心，取水相加 0 7>? @ &醋
酸钠溶液使终浓度为 0(( 77>? @ &D 再加等体积异丙
醇，混匀，置 B $(C过夜沉淀 :1R，!J ((( Z $离心
!# 75AD沉淀以 Y(F乙醇洗 !遍，!J ((( Z $离心 !#
75AD 洗弃乙醇，真空干燥。用 $( !? Q2缓冲液（!(
77>? @ & QS5O·%.?D ! 77>? @ & 2:QRD U%YE J）溶解
:1R，电泳前，加入 G18OM R 0YC消化 0( 75AD $F琼
脂糖凝胶（含 (E (# 76 @ &溴乙锭）上电泳（恒压 !((
^，J( 75A），结果用紫外透射仪观察，拍照。
!" * 荧光染色
参照文献 ) " *，略有改动。分别收集对照组及终

浓度为 !(、$( !7>? @ &姜黄素处理 $J N的细胞，分
别加入终浓度为 !( !6 @ 7? 和 $( !6 @ 7? 的 %>MLNOP
00$#/和 HI，0YC避光染色 0( 75A后，在荧光显微镜
下随机计数 $((个细胞，区分出坏死、凋亡和活细胞
（呈弥散均匀的蓝色荧光者为活细胞，细胞核或细胞

质内见浓染致密的颗粒状荧光者为凋亡细胞，呈弥

散均匀的红色荧光者为坏死细胞），并计算出凋亡

率、坏死率。每组均设 0复管，并重复 0次。
!" + 统计学方法
实验数据以 % _ O表示D 采用 4H44 !(E (软件行

单因素方差分析和显著性差异检验。& ‘ (E (#为差
异有统计学意义。

# 结 果

#" ! 姜黄素对 ,(-.#/细胞生长的抑制作用
# a J( !7>? @ &姜黄素作用 .12’$3细胞 $J、J/、

Y$ N后，可显著抑制细胞的生长，呈浓度、时间依赖关
系，见图 !。作用 $J、J/、Y$ N的 I.#(值为（$JE (# _
(E JY）、（![E $( _ (E !Y）、（YE 0# _ (E #(）!7>? @ &。
#" # 流式细胞术分析姜黄素诱导细胞凋亡的作用
从图 $可见，#、!(、$( !7>? @ &姜黄素处理细胞

后可见明显凋亡峰，其凋亡率分别为（JE [ _ 0E $）F、
（!(E Y _ $E Y）F、（!JE Y _ (E #）F。其中 !(、$( !7>? @ &
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姜黄素处理组细胞的凋亡率明显高于对照组（ ! %
&’ &#）。
!" # 姜黄素诱导细胞凋亡的形态改变
经 ()*+,-.$$/#0 1 23双染的 4567/8细胞，对照

组细胞核大小较均一，呈圆形或椭圆形，染色质分布

均匀，紫外灯下呈均一蓝色荧光；而姜黄素处理的

4567/8则出现典型的凋亡形态学改变：胞体缩小、
核染色质浓缩、部分核染色体碎裂。各组细胞凋亡

率、坏死率和存活率见表 !。

!" $ 姜黄素诱导 %&’(!)细胞 *&+梯状条带形成
经 !& !9): 1 ; 和 /& !9): 1 ; 的姜黄素处理的

4567/8细胞进行 <5=琼脂糖凝胶电泳后有典型的

梯形条带出现 >见图 $ ?。

# 讨 论

细胞凋亡是细胞在一定的生理或病理条件下，

遵循自身的程序，自己结束其生命的过程，细胞增殖

和凋亡的动态平衡是多细胞生物维系其结构稳定、

内环境功能平衡以及生长发育所必须的最基本的生

物学过程 @ A B。已有的研究表明，肿瘤的发生很可能就

是由于细胞增殖和凋亡失调而导致肿瘤细胞无限无

序增殖所致。所以C肿瘤细胞凋亡及其增殖抑制成为
评估抗癌药物作用能力的重要指标。为此，本实验对

姜黄素诱导鼻咽癌细胞株 4567/8增殖抑制及凋亡

D ! % &’ &#C E ! % &’ &! F-’ +)G.H): IH)JK’

LH)JK

4)G.H):

!& !9): 1 ; )M 4JH

/& !9): 1 ; )M 4JH

=K)K.).N+ HD.* >O ?

P’ ! Q !’ P

!"’ 0 Q /’ RE

$#’ 0 Q /’ AE

5*+H).N+ HD.* >O ?

/’ $ Q &’ A

#’ P Q !’ #D

A’ 0 Q !’ PE

SJHFNFD: HD.* >O ?

R$’ " Q !’ /

AA’ 0 Q $’ $E

#"’ A Q $’ RE

表 ! "#$%&’())*+, - ./荧光双染检测各组 0123*4细胞凋
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图 ! 姜黄素对 4567/8细胞生长的抑制作用 > " T $ ?
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图 / 姜黄素对 4567/8细胞凋亡的影响 >流式细胞仪检测 ?
UNIJH* / 6MM*+. )M +JH+J9NG )G DK)K.)-N- )M 4567/8 +*::-
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作用进行研究。

本实验首先观察了姜黄素对 %&’()*细胞的增
殖抑制作用，结果发现姜黄素在较低的作用浓度 + #
!,-. / 0 1 就可以有效抑制 %&’()*细胞增殖，且在
# 2 $3 !,-. / 0 浓度范围内对 %&’()* 细胞的增殖
抑制作用呈浓度和时间依赖性，随着药物浓度和作

用时间的增加，姜黄素的抑制作用增强。流式细胞术

结果也显示，姜黄素诱导 %&’()*细胞凋亡及少量
坏死，其凋亡率在一定范围内也具有随姜黄素浓度

增高而增高的趋势，#、!3、)3 !,-. / 0姜黄素处理
%&’()* 细胞后，凋亡率分别为 + $4 5 6 74 ) 18 、
+ !34 9 6 )4 9 18、+ !$4 9 6 34 # 18。很可能姜黄素通过
某些尚不可知的机制诱导 %&’()*细胞凋亡: 从而
抑制细胞增殖。荧光染色结果也显示，用药组细胞出

现典型的凋亡形态学变化，与流式细胞术的结果是

一致的。提取药物处理组细胞 ;&<进行琼脂糖凝胶
电泳后可呈明显的 ;&<“梯状条带”。以上的结果均
表明，姜黄素可诱导 %&’()*细胞凋亡，这为今后姜
黄素可能用于低分化鼻咽癌治疗提供了一定的依

据。近来，许多学者就姜黄素诱导肿瘤细胞凋亡的机

制进行了研究，=>?等 @ A B发现姜黄素通过下调 CDE(!、
F(,GF、HF.(I0、&J("K的表达而引起 K淋巴细胞生
长停滞。而吴勇等 @ 7 B报道，姜黄素抑制 %<$"细胞增
殖，诱导其凋亡，可能是通过下调 F(,GF、HF.()、突变
型 L#7,M&<表达及阻断其蛋白产物而起作用。郑
丽端等 @ 5 B 的研究表明，姜黄素能显著抑制卵巢癌细

胞的体外生长，上调 F>NL>NC(7、下调 &J("K蛋白表
达，诱导细胞凋亡可能是其作用机制之一。姜黄素是

通过何种机制诱导 %&’()*细胞凋亡，值得作进一
步的研究。
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