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【摘) 要】目的：探讨姜黄素对人肺腺癌 O+’& P AAQ 细胞增殖

活性的影响, 方法：采用细胞计数法绘制亲代 O+’& 和 O+’& P
AAQ 细胞生长曲线，G-- 法测定 O+’& P AAQ 对顺铂的耐药指

数以及姜黄素对 O+’& P AAQ 细胞抑制率, 将不同浓度姜黄素

作用于 O+’& P AAQ 细胞 $’ 5 后，I;.<5FD**$+( 染色荧光显微

镜下观察细胞核形态，流式细胞仪检测细胞凋亡率, 以 $"
!1;/ P W 的姜黄素作用细胞 $’ 5 后，流式细胞仪分析细胞周

期, 结果：亲代 O+’& 细胞和 O+’& P AAQ 细胞的生长曲线相

似，倍增时间分别为（**, $’ T ", $’）5 和（*$, (( T ", !!）5（: U
", "+）；顺铂处理 O+’& 和 O+’& P AAQ 细胞 %$ 5 后，半数抑制

浓度（ VN+"）分别为 !*, +% !1;/ P W 和 !’X, %& !1;/ P W，O+’& P
AAQ 细胞对顺铂的耐药指数为 !", ($, 姜黄素对 O+’& P AAQ
细胞增殖有抑制作用，并且呈时间浓度依赖性（: Y ", "+）, 姜

黄素作用后，I;.<5FD 染色显示 O+’& P AAQ 细胞核缩小变形，

致密浓染荧光成团块分布, 流式细胞仪分析结果示细胞凋亡

率呈明显剂量依赖关系（: Y ", "+）, $" !1;/ P W 的姜黄素作用

细胞 $’ 5，引发 [$ 期阻滞, 结论：姜黄素对人肺腺癌 O+’& P
AAQ 细胞增殖具有抑制作用，并呈时间、浓度依赖, 其作用可

能是通过阻滞细胞周期进程和诱导细胞凋亡来实现的,
【关键词】姜黄素；肺肿瘤；O+’& P AAQ 细胞；细胞凋亡；细胞

周期
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IJ 引言

非 小 细 胞 肺 癌（ 6;6 F12// <.// />67 <26<.C，
\]NWN）早期多无症状，就诊时患者疾病已属晚期，因

此治疗上多采取以化疗为主的综合治疗, 顺铂（<3F#
B/2D36，AAQ）具有广泛的抗瘤谱，是 \]NWN 化疗方案

中的一线药物, 但随着晚期肺癌患者化疗的开展，

AAQ 的获得性耐药问题日益严重，制约了其疗效的

发挥, 姜黄素（N>C<>136，N!$I*X^+，J_ *’X, +）是一

种植物多酚，来源于姜黄、郁金、莪术、菖蒲等中药的

根茎，具有抗肿瘤等广泛的药理作用, 近年来，体外

实验表明姜黄素能抑制包括结肠癌［!］、前列腺癌［$］、

肺癌［*］等在内的多种肿瘤细胞增殖，并诱导肿瘤细

胞凋亡, 但是关于姜黄素对耐 AAQ 人肺腺癌细胞

O+’& P AAQ 的作用尚少见报道, 本研究以人肺腺癌

O+’& P AAQ 细胞株为研究对象，观察姜黄素对其增殖

抑制作用，旨在进一步阐明姜黄素的抗肿瘤机制，为

其应用于肿瘤临床治疗提供实验依据,
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!" 材料和方法

!! ! " 材料 " 肺腺癌细胞株 "#$% 由本室保存，其

&&’ 耐药细胞株 "#$% ( &&’ 由中国医学科学院肿瘤

医院肿瘤生物学检测中心提供! 姜黄素纯品，四甲基

偶氮唑蓝（)**），二甲基亚砜（&)+,），胰酶均为美

国 +-./0 公司产品；&&’ 为山东齐鲁医药有限公司产

品；1234567889#: 染色试剂盒为碧云天公司产品；’;
和 "<<3=-< >?@;*A 均为 B& 公司产品；C’);DE$F 培

养基为 G-H42 公司产品；胎牛血清为杭州四季清公司

产品；其余试剂均为国产分析纯! 姜黄素用 &)+, 溶

解配制成终浓度为 $F //2I ( J 的母液，过滤除菌，避

光存储于 K 9FL备用，每次实验前用培养液稀释至所

需浓度（&)+, 终浓度 M D ( DFFF）!
!! #" 方法

D! 9! DN 细胞培养与传代N 在 8OL，#F /J ( J A,9 饱

和湿度条件下，将 "#$% 细胞培养在 C’);DE$F 培养

液中（含 DFF /J ( J 胎牛血清，青霉素和链霉素各 DFF
P ( /J），9! # . ( J 胰蛋白酶消化传代! 为保持 "#$% (
&&’ 的耐药性，该细胞需培养在含 &&’ E !/2I ( J 的

上述培养液中，于实验的前 9 Q 更换为无 &&’ 的上述

C’);DE$F 培养液! 实验用细胞均处于对数生长期!
D! 9! 9 N "#$% 和 "#$% ( &&’ 细胞生长曲线的测定N
采用细胞计数法绘出两细胞株生长曲线，并按公式：

［*& R !I2.9 (（ I2.S7?I2.S2）］计算其细胞群体倍增时

间! 公式中 ! 代表培养时间，S2 及 S7 代表接种后及

培养 ! 小时后的细胞数!
D! 9! 8N &&’ 对亲代 "#$% 细胞和 "#$% ( &&’ 细胞的

剂量效应N 将两株细胞接种于 %E 孔培养板中，每孔

细胞数 9 T DF8，培养 D9 5 后，分别加入终浓度为 DF，

9F，$F，:F，DFF，9FF !/2I ( J 的 &&’，终体积为 9FF
!J ，培养 O9 5 后，每孔中加入 )** 溶液（# . ( J）9F
!J，8OL继续孵育 $ 5 后终止培养，小心吸弃孔内上

清液，每孔中加入 D#F !J &)+, 振荡 DF /-< 后比色，

选择 $%F </ 波长，在酶联免疫检测仪上测定各孔 "
值! 空白对照组加入 C’);DE$F，阴性对照组加入无

&&’ 的 C’);DE$F，每浓度组设 # 个复孔! 抑制率（U）

R［D K（实验组 " 值 K 空白对照组 " 值）(（阴性对照

组 " 值 K空白对照组 " 值）］T DFFU ! 采用直线回归

法计算 &&’ 的半数抑制浓度 ;A#F值! 耐药倍数计算公

式：耐药倍数 R耐药株 ;A#F值 ( 敏感株 ;A#F值!
D! 9! $N 姜黄素对 "#$% ( &&’ 细胞增殖抑制作用N 将

"#$% ( &&’ 细胞分别加入到 %E 孔细胞培养板中，每孔

细胞数为 9 TDF8 个，培养 D9 5 后，加入含终浓度为 #，

DF，9F，8F，$F !/2I ( J 姜黄素的培养液，总体积为 9FF
!J! 同时设阴性对照组（接种同浓度的细胞，加入无姜

黄素的 C’);DE$F）和空白对照组（仅加入 C’);DE$F）!
每浓度组设 $ 个复孔，培养 E，D9，9$，$: 5，观察细胞

形态! 然后进行 )** 法检验（同上）!
D! 9! # N 1234567889#: 染 色 法 观 察 细 胞 形 态 N 将

"#$% ( &&’ 细胞分别加入到含盖玻片的 E 孔细胞培

养板中，每孔细胞数为 D T DF$ 个，培养 D9 5 后，去培

养液，加入含终浓度为 F，#，DF，9F，8F，$F !/2J ( J
姜黄素的培养液继续培养 9$ 5，取出细胞铺片，按照

1234567889#: 染色试剂盒说明书进行染色!
D! 9! E N 姜黄素对 "#$% ( &&’ 细胞凋亡的影响 N 将

"#$% ( &&’ 细胞接种于直径 E 4/ 培养皿（ 接种密度

DF# ( /J）中，过夜培养，次日加入含终浓度为 F，#，

DF，9F，8F，$F !/2I ( J 姜黄素的培养液，继续培养

9$ 5 后收获各组细胞，# T DF# 个细胞转移至离心管，

用 #F !J 结合缓冲液重悬细胞，每组分别加入 ’; 及

"<<3=-<>?@;*A，室温避光 8F /-< 上样，立即用流式细

胞仪（@A)）分析凋亡率!
D! 9! O N 姜黄素对 "#$% ( &&’ 细胞周期的影响 N 将

"#$% ( &&’ 细胞接种于直径 E 4/ 培养皿（ 接种密度

DF# ( /J）中，过 夜 培 养，次 日 加 入 含 终 浓 度 为 9F
!/2I ( J 姜黄 素 的 培 养 液，同 时 设 阴 性 对 照 组（ 同

上）! 继续培养 9$ 5 后，以磷酸盐缓冲液洗涤、收集

细胞，加入预冷的 OFF /J ( J 乙醇，于 $ L固定 D9 5，

离心洗涤后，悬浮于 ’; 染液中，室温下避光染色 D#
/-<，最后以 8FF 目筛网过滤，调整细胞浓度为 D T DF#

V D T DFE，@A) 分析细胞周期!
统计学处理：用 +’++DD! F 统计软件包处理，统

计学方法采用 ! 检验，’30W62< 相关分析，!9 检验，# M
F! F# 为差异具有统计学意义!

#" 结果

#$ !" 亲代 %&’( 细胞和 %&’( ) **+ 细胞生长特性比

较" 亲代 "#$% 细胞和 "#$% ( &&’ 细胞生长曲线相似

（图 D）! 亲代 "#$% 细胞群体倍增时间 *Q R（88! 9$ X
F! 9$）5，"#$% ( &&’ 细胞群体倍增时间 *Q R（89! :: X
F! DD）5，两组差异无统计学意义（# YF! F#）!

图 DN 亲代 "#$% 细胞和 "#$% ( &&’ 细胞生长曲线
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!" !# $%&’ ( ))* 细胞耐药性的鉴定 # !"" 结果显

示，##$ 对 %&’( 和 %&’( ) ##$ 细胞的增殖均有抑制

作用* ##$ 对 %&’( 和 %&’( ) ##$ 细胞的 +,&-值分别

为 ./* &0 !123 ) 4 和 .’5* 0( !123 ) 4，耐 药 倍 数 为

.-* 67（表 .）*

表 .8 不同浓度 ##$ 处理 07 9 对 %&’( 和 %&’( ) ##$ 细胞的

抑制率 （! : &，" # $）

##$
（!123 ) 4）

抑制率（; ）

%&’( %&’( ) ##$

- - -

.- ’6* ’ < ’* ’ .* & < -* ’

7- &5* 0 < 5* / 7* 0 < -* &

’- 65* / < -* 0 .-* / < -* 6

6- (5* & < -* / 77* ’ < ’* ’

.-- (6* 5 < -* 5 /0* . < 6* .

7-- ((* 5 < -* / 5&* ( < -* &

!" +# 姜黄素对 $%&’ ( ))* 细胞的细胞毒作用 # 不

同浓度姜黄素作用 %&’( ) ##$ 细胞后，倒置显微镜下

观察* 可见对照组细胞呈梭形或多边形，细胞贴壁生

长，细 胞 透 亮 折 光 性 好，状 态 佳* 而 在 &，.-，7 -
!123 ) 4 剂量组，细胞数减少，形态欠规则，呈梭形或

少许圆形贴壁生长，细胞形态变化随着药物浓度增加

和作用时间延长而愈加明显* /-，’- !123 ) 4 剂量组

细胞折光性差，明显增大，轮廓模糊，胞内空泡增多，

部分细胞已坏死，漂浮于培养液* !"" 结果显示其抑

制作用随药物浓度增加和作用时间延长而增强，呈剂

量时间依赖性（表 7）* $=>?@2A 相关分析结果显示抑

制率与浓度和时间均呈正相关，前者 %59，%.79，%7’9，
%’69分别为 -* ((6，-* (50，-* (5/ 和 -* (6.；后者 %&，

%.-，%7-， %/-， %’- !124 ) 4 分 别 为 -* (6.，-* (6-，

-* ((5，-* (50，-* (66（& 均 B -* -&）* ’- !123 ) 4 的姜

黄素作用 ’6 9，抑制率为 06* ’6; * 作用 ’6 9，半数抑

制浓度 +,&-值为 .6* -5 !123 ) 4*

表 78 不同浓度姜黄素作用不同时间对人 %&’( ) ##$ 细胞增

殖的抑制率 （! : ’，;，" # $）

作用时
间（9）

姜黄素浓度（!123 ) 4）

& .- 7- /- ’-

5 /* 5 < .* ’ 5* 0 < /* / .-* ( < .* 0 .&* 5 < /* 6 .(* 5 < 7* 5

.7 &* ’ < 7* ’ .’* 7 < &* ’ .&* 7 < ’* 5 77* - < /* - /-* / < 7* .

7’ 6* 5 < /* ( 7-* . < &* / 7’* / < -* 6 &-* ( < ’* 0 &/* ’ < /* .

’6 ..* 0 < -* 5 /-* & < 5* 7 &-* / < ’* . 5(* . < .* 0 06* & < -* ’

!" &# 姜黄素对 $%&’ ( ))* 细胞凋亡的影响 # 荧光

显微镜下观察，姜黄素组部分细胞的细胞核均有破

裂，大小不等，被荧光染料着色成致密浓缩发白发亮

的细胞核，此 为 典 型 的 细 胞 凋 亡 形 态* 其 中 以 ’-
!123 ) 4 姜黄素组最多，对照组细胞核完整，未见凋亡

形态细胞（图 7）*

%：阴性对照组；C：’- !123 ) 4 姜黄素组*

图 78 荧光显微镜下 %&’( ) ##$ 细胞形态8 D ’--

8 8 E,! 分析显示，-，&，.-，7-，/-，’- !123 ) 4 的

姜黄素作用于 %&’( ) ##$ 细胞 7’ 9 后，凋亡早期细

胞所占的百分比分别为 7* (/;，/* 56;，0* 0.;，

7-* 7/;，7/* -;，/7* .&;，显示出明显的剂量依赖

关系（& B -* -&）*
!* %# 姜黄素对细胞周期的阻滞# 7- !124 ) 4 的姜黄

素作用于 %&’( ) ##$ 细胞 7’ 9 后，实验组 F7 ) ! 期

细胞比例（/&* 7;）显著高于对照组（.-* 6;）；G 期

细胞比 例（./* .5;）显 著 低 于 对 照 组（/.* -&;）*
F- ) F. 期细胞比例分别为 &.* 5&; 和 &6* .&;，两组

差异无统计学意义（& H -* -&）*

+# 讨论

肿瘤细胞对现有抗癌药物的耐受是目前肿瘤化

疗失败的主要原因* 寻找既能有效克服肿瘤细胞耐

药、毒副作用又小的抗癌药物，是目前临床上急需解
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决的问题! 自 "#$% 年印度 &’(()* 等［+］首次提出姜黄

和姜黄素具有抗肿瘤作用的可能性后，国内外众多学

者对姜黄素的抗肿瘤作用及其机制做了大量的研究，

发现姜黄素对人肝癌细胞，人肾癌细胞和结、直肠癌

细胞生长等都具有明显的抑制作用，并可诱导肿瘤细

胞凋亡［% , -］! 本研究采用耐药肿瘤细胞模型，经细胞

生长曲线和对 ../ 敏感性的测定，发现耐药株细胞

与亲代细胞生长特性相似，并同时保持了耐药特性

（耐药倍数为 "0! $1）! 在此基础上还观察到姜黄素

可诱导耐药株细胞形态改变，影响其增殖活力，抑制

其生长，并呈现明显的剂量和时间依赖性! 这与张艰

等［2］的报道姜黄素对亲代 3%+# 细胞的结果相似，表

明 3%+# 4 ../ 细胞株对姜黄素仍是敏感的!
研究表 明，所 有 肿 瘤 细 胞 都 存 在 凋 亡 抑 制 现

象［$］! 通过诱导细胞凋亡治疗肿瘤已成为肿瘤治疗

的新途径! 细胞发生凋亡时，染色质会固缩，56789:(
染色细胞核呈致密浓染，或呈碎块状致密浓染! 本研

究中，经 姜 黄 素 干 预 1+ 9 后 的 各 组 细 胞，用 56;
789:(<<1%$ 荧光染料着染后，均能找到胞核致密浓缩

发白发亮的细胞，表明姜黄素可以诱导 3%+# 4 ../ 细

胞凋亡! =>? 分析显示姜黄素以细胞毒性不明显的

剂量（10 !@6A 4 B）作用于 3%+# 4 ../ 细胞 1+ 9 后，实

验组的细胞早期凋亡率即明显高于阴性对照组，进一

步证明姜黄素可以诱导 3%+# 4 ../ 细胞凋亡!
细胞周期失控是肿瘤发病的重要因素之一，细胞

增殖是通过细胞周期的运行来实现的! 细胞周期中

存在 C" 4 D 和 C1 4 ? 期等两个重要的调控阻滞点，有

着不同的生物学功能! C" 期阻滞防止了损伤的碱基

被复制和基因组突变所导致的高频率染色体重排；

C1 期阻滞则保证了 .E3 双链断裂在有丝分裂前得

到修复! 若正常细胞周期阻滞调控功能丧失，则使携

带受损基因组的细胞增殖失控，最终形成肿瘤! DF;
@6* 等［#］发现姜黄素作用于人乳腺癌 ?>=;2 细胞 21
9 后，细胞周期停滞于 C1 期! 本实验通过 /G 染色流

式细胞 仪 分 析，显 示 10 !@6A 4 B 的 姜 黄 素 作 用 于

3%+# 4 ../ 细胞 1+ 9，可引发 C1 4 ? 期阻滞! 其机制

是否与抑制细胞周期蛋白的激活有关尚需进一步研

究［"0］!
综上所述，姜黄素通过阻滞细胞周期进程，诱导

细胞凋亡对人肺腺癌 3%+# 4 ../ 细胞增殖发挥抑制

作用，有望成为针对耐药肺腺癌细胞新的、有效的化

疗药物或耐药逆转剂!
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