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姜黄素对人实体瘤细胞和白血病细胞作用的比较

厉红元 ,车　艺 ,汤为学　　(重庆医科大学附属第一医院普通外科 , 重庆 400016)

　　提　要:目的　探讨姜黄素对人急性髓系白血病 HL-60细胞及肝癌细胞(QGY)增殖 、细胞周期的调控及细胞凋亡的影

响, 并比较它对 HL-60、QGY的作用效果。方法　采用 MTT法测定姜黄素在不同浓度 、不同时间对 HL-60、QGY的抑制作用 ,

流式细胞仪分析细胞周期分布, 透射电镜观察细胞的超微结构变化。结果　姜黄素可抑制 HL-60、QGY 细胞的生长 , 其抑瘤

率与药物浓度和作用时间呈依赖关系 , 72 h的中效浓度(IC50)分别为 24.8μmol L、49.5 μmol L;流式细胞仪分析证实姜黄素能

使HL-60细胞聚积在 S 期 、G2 M 期, 凋亡峰为 8.65%,使QGY细胞聚积在 S 期 ,凋亡峰为 10.84%;电镜观察发现姜黄素可导

致HL-60细胞胞浆内有明显脂肪变性 ,导致 QGY 细胞变性 、坏死 ,诱导细胞凋亡。结论　姜黄素对 HL-60 的抑瘤效果更明

显, 它主要通过抗增殖作用 ,抑制 HL-60 细胞的生长;对 QGY细胞 ,主要通过诱导肿瘤细胞凋亡, 达到抑瘤作用。
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Effects of curcumin on solid tumor and acute myeloid leukemic cells
LI Hong-yuan , CHE Yi , TANG Wei-xue (Department of General Surgery , First Affiliated Hospital , Chongqing University of Medical

Sciences , Chongqing 400016 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the effects of curcumin on the proliferation , cell cycle distribution , and ap-

optosis of the acute myeloid leukemic cell line HL-60 and the hepatocarcinoma cell line QGY.Methods　MTT method

was used to detect the biological activities of curcumin at different concentrations and at different time.The cell cycle

distribution was analyzed by flow cytometry , and changes of the cellular ultrastructure were observed by electronic mi-

croscopy.Results　Curcumin could inhabit the growth of HL-60 andQGY in dose- and time-dependent manners.IC50

values of curcumin at 72 h to HL-60 and QGY were 24.8μmol L and 49.5 μmol L , respectively.The cell growth of

HL-60 was arrested at S and G2 M stages(apoptosis peak:8.65%), and that of QGY was arrested at S stage(apopto-

sis peak:10.84%).Curcumin could lead to fat degeneration in HL-60 cells and cell degeneration and necrosis of QGY

cells , resulting in apoptosis of QGY cells.Conclusion　Curcumin has inhibitory effect on the growth of HL-60 cells

through its anti-proliferation and on QGY cells through the induction of apoptosis of QGY cells.
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　　姜黄素(curcumin)是从姜黄根茎中提取 、分离出的

一种酚类色素成份 ,曾在印度被用于炎症的治疗
[ 1]
。

近来 ,人们发现它还具有抗增生 ,抗突变 ,抗肿瘤的特

性
[ 2]
,并发现它还具有诱导凋亡的作用

[ 3]
。本研究通

过姜黄素对人急性白血病细胞株HL-60及肝癌细胞株

QGY的作用 ,探讨其作用及机制。

1　材料和方法

1.1　细胞株
　　HL-60、QGY由重庆医科大学病理生理学教研室提供 ,细胞
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培养在 10%小牛血清(杭州四季青生物工程材料有限公司)RP-

MI 1640(美国 GIBCO)培养液中(内含 100 U ml青 、链霉素), 置

于37 ℃、5%CO2 孵育箱内备用。

1.2　药物
　　姜黄素购自上海试剂二厂重庆站(分析纯)。姜黄素溶液

是以少量二甲亚砜(DMSO)溶解姜黄素粉剂 , 配成 1 mmol L 溶

液(储备液)、置于 0 ℃冰箱保存。

1.3　MTT 法
[ 4]
检测药物作用效应

　　分别将HL-60 、QGY制成 5×104 个细胞 ml悬液 , 种植于 96

孔培养板内 ,每孔 200 μl(1×104 个细胞 孔)。实验设试剂对照

组 ,肿瘤细胞阴性对照组及 5 个实验组(浓度分别为 7.46、

14.92、29.84 、59.68 和 119.36 μmol L), 每组平行孔为 8 孔 ,每孔

加药20μl , 置于37 ℃, 5%CO2 孵育箱内分别培养 24、48、72 h 后

吸去上清液 ,每孔加无血清培养液200μl及 5 mg mlMTT 20μl ,

继续培养 4 h 后 ,吸去上清液 ,每孔加 DMSO 200μl , 在自动酶标
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仪上检测各孔光密度值(D 值), 波长为 600 nm。 计算各种药物

浓度的抑瘤率(fa)及中效浓度(IC50)
[ 5] :

抑瘤率(fa)=1-
实验组平均 D 值

肿瘤细胞阴性对照组平均D 值
×100%。

　　fa fu=(D Dm)2

　　fa为抑瘤率 , fu(存活率)=1-fa , D 为药物浓度 , Dm 为中效

浓度(IC50),即抑瘤率为 0.5时 , 所需药物浓度 ,m 为斜率。

　　实验重复 3次 , 取平均值。

1.4　流式细胞仪(FCM)分析药物作用后细胞周期分布
　　取1×106 个细胞接种100 ml培养瓶内 ,实验设对照组及实

验组 ,实验组最终药物浓度为 IC50 24.8μmol L , 培养 3 d 收集细

胞 ,用 PBS 液洗 2 次 ,缓慢加入-20 ℃预冷的70%乙醇 1 ml , 固

定1 h。后用 PBS 液洗 2 次将等体积的细胞悬液和 PI 染液混

合 ,4 ℃放置 30 min , 将样本放入 FCM 的样品室 , 以激发波长

488 nm 测定 , 并用Modfit LT2.0 软件分析细胞周期分布。

1.5　透射电镜观察药物作用后细胞形态改变
　　取 2.5×106 个细胞接种于 200 ml培养瓶内 , 实验设对照组

及实验组 ,实验组最终药物浓度为 IC50 24.8 μmol L。培养 3 d ,

收集细胞 , PBS 液洗 2 次 ,用 2.5%戊二醛固定 ,继续用 2%四氧

化锇固定 , 脱水 、包埋 、切片和染色均按常规处理 , 透射电镜观

察 、拍照。

1.6　统计学处理
　　实验数据计量资料以 x±s表示 ,采用 SPSS10.0 软件包进

行单因素 t检验和χ2 检验。

2　结果

2.1　MTT法检测比较姜黄素对HL-60、QGY的作用效应
　　从表 1可发现随姜黄素浓度增加 、作用时间延长 , 其对 HL-

60 、QGY抑瘤率均增加。 72 h的抑瘤效果最好 ,HL-60 的 72 h 的

中效浓度(IC50)为 24.8μmol L , QGY的72 h 的中效浓度(IC50)为

49.5μmol L。说明 HL-60细胞对姜黄素的作用更敏感。

表 1　MTT法检测各种浓度姜黄素在不同时间对 HL-60、QGY 细

胞的作用效应

Tab 1　Effects of different concentrations of curcumin on HL-60 cells

and QGY cells at different time by MTT method

Inhibition rate of different dose(%,  x±s)
Time(h)

7.46μmol L 14.92μmol L 29.84μmol L 59.68μmol L 119.36μmol L

24　HL-60 7.63±0.14 20.51±1.43 25.32±1.37 35.54±1.46 52.57±1.47

　　QGY 1.90±0.11 4.82±0.20 11.45±1.89 27.73±1.71 40.72±174

48　HL-60 11.67±1.16 23.48±1.19 30.77±1.20 46.65±1.33 66.37±1.26

　　QGY 6.72±0.85 16.37±1.60 21.72±1.68 30.66±1.86 56.74±177

72　HL-60 28.60±1.31 42.05±1.98 52.67±1.23 67.80±1.18 86.67±1.21

　　QGY 17.96±1.76 25.69±1.12 34.56±1.33 53.74±1.73 78.88±1.45

One-way ANOVA showed that the effects of different dose and different time

had significance (P<0.01)

2.2　流式细胞仪(FCM)分析姜黄素对 HL-60 、QGY细

胞作用72 h后 ,细胞周期的变化
　　由表 2可见 ,HL-60+姜黄素组细胞聚积在 S 期 、G2 M 期 ,

G0 G1 期降低 , 凋亡峰为 8.65%;而 QGY+姜黄素组细胞聚积在

S 期 ,凋亡峰为 10.84% P <0.01;其结果表明:姜黄素可能对

HL-60 的细胞周期影响更大。

表 2　姜黄素作用下 HL-60 , QGY细胞的周期分布的变化(%)

Tab 2　Changes of cell cycle distribution of HL-60 and QGY cells

treated with curcumin(%)

Cell cycle(%)
Group Apoptosis

G0 G1 S G2 M

Control HL-60 49.12 45.82 5.06 —

QGY 61.70 28.08 10.22 —

Curcumin(24.8μmol L) HL-60 34.86 52.28＊ 12.85＊ 8.65＊

Curcumin(49.5μmol L) QGY 57.80 33.33＊ 8.86 10.84＊

＊:P<0.01 , vs control

2.3　透射电镜观察姜黄素作用 72 h后 QGY 及HL-60

细胞形态的改变
　　透射电镜下见对照组 HL-60 、QGY细胞形态较幼稚 , 可见核

大 ,胞质内游离核蛋白体较多 , 线粒体散在分布(图 1 , 2), 即细

胞生长活跃的特征。姜黄素作用后 , 两者表现有所不同 ,HL-60

组细胞核未见明显改变 , 但胞质内见数量较多 、大小不一的脂

滴(图 3)。QGY 组可见细胞呈明显坏死 , 胞浆内也有大量脂滴

(图 4),并可见细胞凋亡小体(图 5)。

图 1　对照组 HL-60细胞电镜观察　(TEM×12 000)

Fig 1　HL-60 cells in the control group　(TEM×12 000)

图 2　对照组 QGY细胞电镜观察　(TEM×10 000)

Fig 2　QGY cells in the control group　(TEM×10 000)
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图 3　姜黄素(24.8μmol L)作用 72 h后 HL-60细胞电镜观察胞浆

内可见大量脂滴　(TEM×8 000)

Fig 3　HL-60 cells with many lipid droplets in the cytoplasm at 72 h

after treatment with 24.8μmol L curcumin　(TEM×8 000)

图 4　姜黄素(49.5μmol L)作用 72 h后 QGY细胞胞浆内可见较

多脂滴　(TEM×6 000)

Fig 4　QGY cell swith many lipid droplets in the cytoplasm at 72 h af-

ter treatment with 49.5μmol L curcumin　(TEM×6 000)

图 5　姜黄素(49.5μmol L)作用 72 h后 QGY细胞凋亡细胞并有

凋亡小体　(TEM×8 000)

Fig 5　QGY cells wi th apoptotic cel ls and apoptotic bodies at 72 h af-

ter treatment with 49.5μmol L curcumin　(TEM×8 000)

3　讨论

　　姜黄素具有多种功效 ,如抗炎症 ,抗氧化 ,抗突变

等作用。近年发现 ,它对多种肿瘤细胞具有抑制作用。

不同浓度的姜黄素作用后 ,肿瘤细胞的抑制率与浓度 ,

时间呈依赖关系
[ 6]
。我们通过用 5种不同浓度的姜黄

素(表 1),作用于实体瘤肝癌细胞及白血病细胞 ,分别

观察 24 、48 、72 h ,其结果与文献报道一致。实验显示 ,

72 h的抑瘤效果:HL-60细胞的中效浓度(IC50)为 24.8

μmol L ,而 QGY细胞的中效浓度(IC50)为 49.5 μmol L ,

后者所需浓度为前者的 1倍 ,比较姜黄素对两种肿瘤

细胞的作用效果 ,我们认为 HL-60 对姜黄素的作用更

敏感 。

　　姜黄素可通过对肿瘤细胞周期的影响达到抗增殖

的作用。Hanif等
[ 2]
用姜黄素作用于 HT-25 、HT-29人

结肠癌细胞株发现姜黄素使两种细胞株增殖受抑制 ,

并使细胞聚集于细胞周期的G2 M 期。Khafif等
[ 7]
以姜

黄素作用于人口腔鳞癌细胞株发现姜黄素使癌细胞阻

断于 S G2M 期。我们的研究表明 ,QGY+姜黄素组细

胞聚集在 S 期 ,G0 G1 ,G 2 M 期下降;而 HL-60+姜黄素

组细胞聚集在 S 期 、G2 M 期 ,G0 G1 期降低 ,更延长了

细胞生长周期 。表明:姜黄素对 HL-60细胞周期影响

更大 ,抗增殖的作用更明显。文献[ 3 ,6 ,8]报道姜黄素

能诱导多种肿瘤细胞凋亡 ,观察到在姜黄素作用后出

现DNA梯带染色体集聚 、断裂 ,及特异性凋亡标志

28S 、18S 、RNA碎片 。QGY+姜黄素组细胞的凋亡峰为

10.84%,电镜下见 QGY组细胞呈明显坏死 ,胞浆内有

较多脂滴(图 2),并可见细胞凋亡小体(图 3),电镜及

FCM 均支持有凋亡发生 。HL-60 +姜黄素组 , 虽然

FCM分析有凋亡峰(8.65%),但电镜下仅见胞浆内有

数量较多 、大小不一的脂滴(图 2),未见凋亡小体 。

　　姜黄素抗癌的机制还未完全清楚 ,目前已发现 ,它

通过延长细胞周期 ,使细胞在 S期和 或G2 M 期集聚 ,

达到抗增殖的作用 ,在本实验中已得到证实 。另一方

面 ,它还具有诱导细胞凋亡的作用 ,本实验在 QGY和

HL-60细胞的FCM及电镜中已得到证实 。姜黄素还可

能通过降低环氧化酶 、脂过氧化酶的活性;并清除花生

四烯酸代谢生成的活性氧自由基(氧自由基能激活蛋

白激酶 C);它还可直接抑制蛋白激酶 C(PKC)的活

性
[ 9]
,PKC被认为在细胞增生的调节及信号传道中起

重要作用;并可通过降低或抑制抗凋亡因子 NF-κB 、

Bcl-2及 Bcl-xl达到促进凋亡的作用
[ 10]
。

　　比较姜黄素对两种不同类型肿瘤的作用发现 ,HL-
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60+姜黄素组细胞:抑制细胞增殖作用更明显 ,也有诱

导细胞凋亡的作用;姜黄素对 QGY细胞:诱导细胞凋

亡作用更明显 ,也有抗细胞增殖作用;姜黄素对 HL-60

细胞抑瘤效果比 QGY细胞更好;在两组肿瘤细胞胞浆

内均可见不同程度的脂滴 ,表明姜黄素能引起细胞脂

肪代谢障碍 ,我们认为姜黄素可能通过引起肿瘤细胞

脂肪变性 ,进而导致肿瘤细胞死亡 。

　　姜黄素作为一个新的抗肿瘤药物 ,具有无毒 、安

全 、抗癌谱广的特点 ,具有广泛的应用前景 ,其作用及

机制值得进一步深入研究 。
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　　(上接 766页)
完全梗阻等[ 1] 。合并有结节性硬化症的病人常有癫疒间 、智能低

下 、皮脂腺癌等。本组 2 例有类似表现 ,和欧洲报道相似[ 1] 。

2.3　诊断
　　本组经 IVP检查 19 例 , 6例无阳性征 , 13例显示有肾盂 、肾

盂受压变形 ,肾影增大及肾脏轴线改变 。肾动脉造影检查因 B

超 、CT的广泛应用而明显减少 , 且与 IVU一样 , 血管造影征象

为肿瘤的一般表现 ,往往难与肾癌相鉴别。 B 超无疑对本病的

诊断起重要作用 , AML表现为密集而均匀的强回声团 , 边界清

楚。但肾癌亦有强回声表现者 ,故仅靠 B 超来确定诊断尚显不

足。CT检查对确定 AML 的确诊价值是不容怀疑的[ 2] 。本组

CT检查 17 例 , 有 13例肯定了诊断。其特征为圆形 ,卵圆形 , 低

密度影 ,边缘清楚 , 内含脂肪密度 ,血管丰富者增强扫描时有明

显强化。一般肾癌不含脂肪组织 , CT 提示含有脂肪组织且不

匀一的肿块 ,诊断基本可以确定。肿瘤内出血时 , 血肿可掩盖

脂肪组织的 CT特征 , 可结合 B 超检查作出正确的诊断。磁共

振检查 AML的诊断结果是肯定的 , 但因价格昂贵 , 且 CT 可以

确诊 ,应用并不广泛。

2.4　治疗方法
　　AML的治疗方法国内外的看法基本一致。因属良性肿瘤 ,

治疗以尽力保留肾功能为原则。依据肿瘤的大小 、部位 、数目 、

有无出血 、癌变决定行肿瘤剜除 、肾部分切除 、肾切除或选择性

肾动脉栓塞等治疗[ 3] 。肾切除指征:单侧巨大肿瘤 、症状重 、肾

功能严重受损或并发大出血 , 且对侧无肿瘤或其他病变者。

Takehara等[4]认为随访观察的原则以 4 cm 为界限 ,肿瘤直径小

于 4 cm 观察 ,大于 4 cm 行手术治疗。术前不能除外恶变者 , 应

及时手术检查 ,术中冰冻切片 , 如果病理证实恶性变者则行肾

癌根治术[ 5] 。
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