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摘   要 目的：探讨姜黄素对人肝母细胞瘤细胞株 HepG2 体外增殖和侵袭力的影响。

方法：不同浓度的姜黄素（10，20，30，40，50 μmol/L）处理 HepG2 不同时间（6，12，24，48，

72 h）后，用 MTT 法检测细胞的增殖情况；用上述浓度的姜黄素作用 HepG2 后，分别采用细胞黏附

人工重组基底膜法检测细胞的黏附能力，用 Transwell 法检测细胞的趋化能力。

结果：MTT 结果显示，姜黄素能明显抑制 HepG2 细胞的增殖，且呈时间与浓度依赖性；姜黄素能明

显抑制 HepG2 细胞的黏附与趋化能力，并呈一定的浓度依赖性。

结论：姜黄素能有效抑制人肝母细胞瘤细胞株 HepG2 体外增殖及侵袭转移能力，可望作为肝母细胞

瘤患者潜在的化疗辅助药物之一。                              [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(1):117-120]
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肝 母 细 胞 瘤（hepatoblastoma，HB） 是 儿

童 最 常 见 的 肝 脏 恶 性 肿 瘤， 其 在 腹 腔 恶 性 肿 瘤 中

发 病 率 仅 次 于 肾 母 细 胞 瘤 及 神 经 母 细 胞 瘤 而 位 居 

第 3 位 [1-2]，寻找安全低毒的化疗药物是目前研究

热点之一 [3]。

姜 黄 素（curcumin） 是 从 姜 科 姜 黄 属 植 物 姜

黄、郁金、莪术的根茎中提取的一种天然酚类色素，

属 二 苯 基 更 烃 类 化 合 物。 近 年 研 究 发 现， 姜 黄 素

抑制多种肿瘤细胞生长 [4-5]，其对白血病、多发性

骨髓瘤、黑色素瘤、食管癌、胰腺癌、结直肠癌、

前 列 腺 癌、 膀 胱 癌、 乳 腺 癌、 卵 巢 癌 等 的 作 用 已

在 动 物 或 临 床 试 验 中 得 到 广 泛 证 实。 姜 黄 素 抗 肿

瘤 作 用 包 括 抑 制 肿 瘤 细 胞 的 增 殖、 诱 导 肿 瘤 细 胞

凋亡及分化、抗侵袭转移及放疗化疗增敏作用等。

关于姜黄素能否对肝母细胞瘤发挥抗肿瘤作用，国

内外目前罕见报道。本研究以体外培养人肝母细胞

瘤细胞株 HepG2 为研究对象，探讨不同浓度姜黄

素对其增殖及侵袭转移的体外作用，为临床应用姜

黄素治疗肝母细胞瘤提供依据。

1　材料与方法

1.1  细胞株与试剂

人肝母细胞瘤细胞株 HepG2 购自上海细胞生

物 所。 姜 黄 素、 二 甲 基 亚 砜（DMSO） 购 自 美 国

Sigma 公司；杜贝克氏改良依格尔（DMEM）高糖

培养基购自美国 Gibco 公司；胎牛血清购自杭州四

季青生物工程公司；胰酶购自美国 HyClone 公司；

基 质 胶（matrigel） 购 自 美 国 BD 公 司； 四 甲 基 偶

氮唑蓝（MTT）细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒购

自 中 国 武 汉 博 士 德 生 物 工 程 有 限 公 司；Transwell

小室购自美国 Costar 公司。

1.2  实验方法

1.2.1  HepG2 细胞培养及姜黄素的配制　HepG2

细胞培养于含 10% 胎牛血清的 DMEM 高糖培养基

中。37 ℃，5% CO2 饱 和 湿 度 孵 箱 培 养。 细 胞 经

0.25% 胰 酶 消 化 传 代， 取 对 数 生 长 期 的 细 胞 进 行

培 养。 姜 黄 素 先 用 DMSO 配 成 原 液， 分 装 冻 存，

临用时再用无血清 DMEM 高糖培养基稀释成所需

浓度，DMSO 终浓度为 0.1%。预实验表明，0.1% 
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DMSO 对细胞生长无明显影响。

1.2.2  MTT 比 色 法　 参 照 博 士 德 公 司 的 MTT 细

胞 增 殖 及 细 胞 毒 性 检 测 试 剂 盒 说 明 书 进 行。 调 整

处于对数期细胞悬液浓度，铺板于 96 孔板（每孔

100 μL），使待测细胞密度至 3 000/ 孔；37 ℃，5% 

CO2 孵育至细胞单层铺满孔底，并加入不同浓度姜

黄素（10，20，30，40，50 μmol/L）处理不同时间（6，

12，24，48，72 h)； 加 入 MTT（ 每 孔 10 μL）， 

37 ℃，5% CO2 培养 4 h；加入 Formanzan 溶解液

（每孔 100 μL），置摇床上低速振荡 10 min，使

结晶物充分溶解后在酶联免疫检测仪 490 nm 测定

吸 光 度。 同 时 分 别 设 置 调 零 孔 和 对 照 孔。 每 组 设 

5 个 平 行 孔。 癌 细 胞 增 殖 活 性 抑 制 率（%）=（1-

实验组平均吸光度 / 对照组平均吸光度）×100%。

1.2.3  细胞黏附实验　参照文献 [6] 方法进行。96 孔

板预铺 matrigel（每孔 10 μL，1 μg/μL），室温干燥。

加入牛血清清蛋白（每孔 2 μL，2%），于 37 ℃，

5% CO2 孵 育 1 h 后， 磷 酸 盐 缓 冲 液（PBS） 液 洗

2 次， 待 用。 用 DMEM 高 糖 培 养 基 将 处 于 对 数 生

长 期 的 HepG2 细 胞 调 整 为 5×105/mL， 将 细 胞 悬

液接种于预包被 matrigel 的 96 孔培养板中（每孔 

100 μL）， 同 时 加 入 不 同 浓 度 姜 黄 素（10，20，

30，40，50 μmol/L），并设对照组（溶剂对照）。

于 37 ℃，5% CO2 孵育 1 h 后，弃培养液，PBS 轻

轻 吹 洗 3 次 除 去 未 黏 附 的 细 胞。 弃 去 PBS， 加 入

无血清 DMEM 高糖培养基（每孔 100 μL）和 MTT

（每孔 10 μL），于 37 ℃，5% CO2 孵育 4 h。加

入 Formanzan 溶 解 液（ 每 孔 100 μL）， 置 摇 床 上

低 速 振 荡 10 min， 使 结 晶 物 充 分 溶 解。 在 酶 联 免

疫检测仪 490 nm 测定吸光度。每组设 5 个平行孔。

细胞黏附率（%）=（实验组平均吸光度 - 空

白 对 照 组 平 均 吸 光 度）/ 细 胞 对 照 组 平 均 吸 光 度

×100%，抑制率（%）=（1- 实验组细胞黏附率 /

对照组细胞黏附率）×100%。

1.2.4  细 胞 趋 化 实 验（Transwell 法 ）　 参 照 文

献 [7] 方 法 进 行。 在 Transwell 下 室（24 孔 培 养

板 内 ） 每 孔 加 入 600 μL DMEM 高 糖 培 养 基。 用

该 培 养 基 将 处 于 对 数 生 长 期 的 HepG2 细 胞 调 整

为 2×106/mL， 将 细 胞 悬 液 加 入 Transwell 下 室

中（每孔 100 μL），同时在小室内加入不同浓度

姜 黄 素（10~50 μmol/L）， 并 设 对 照 组（ 溶 剂 对

照）。将小室置于已加培养基的 24 孔培养板中。

37 ℃，5% CO2 孵 育 24 h。 将 Transwell 小 室 取

出 后 用 粘 有 生 理 盐 水 的 棉 签 擦 净 Transwell 小 室

上表面未穿过膜的细胞；于 0.1% 结晶紫中浸泡染色 

30 min，PBS 漂净。显微镜下照相计数侵袭细胞数；

每室计数上下左右中 5 个不同视野透过的细胞数，

计算平均值。每组平行设 3 个小室。抑制率（%）= 

（对照组侵袭细胞数 - 实验组侵袭细胞数）/ 对照

组侵袭细胞数 ×100%。

1.3  统计学处理

应用 SPSS 16.0 统计软件包对数据进行统计分

析。 所 有 数 据 以 均 数 ± 标 准 差（x±s） 表 示。 组

间均数两两比较采用单因素方差分析，两样本均数

间比较采用 t 检验。以 P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  姜黄素对 HepG2 细胞增殖的影响

对照组 HepG2 细胞体外生长活跃。不同浓度

姜 黄 素（10~50 μmol/L） 处 理 不 同 时 间（6，12，

24，48，72 h） 之 后，HepG2 细 胞 生 长 均 不 同 程

度 地 受 到 抑 制，并 呈 时 间 和 浓 度 依 赖 性 趋 势，统

计 分 析 显 示，差 异 均 有 统 计 学 意 义（ 均 P<0.05） 

（图 1）。
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图 1　姜黄素对人肝母细胞瘤细胞株 HepG2 细胞增殖的抑

制作用

2.2  姜黄素对 HepG2 细胞黏附能力的影响

不 同 浓 度 姜 黄 素（10~50 μmol/L） 对 HepG2

细胞黏附能力的抑制率分别为：（15.64±1.64）%，

（ 2 6 . 4 3 ± 2 . 1 3 ） % ， （ 3 2 . 5 3 ± 2 . 7 6 ） % ，

（40.06±2.54）% 及（49.65±3.12）%，与 对 照 组

（4.67±0.98）% 比 较， 均 有 统 计 学 差 异（ 其 t 值 
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分 别 为：12.84，20.75，22.39，29.07，34.34， 均

P<0.0001）；并 在 10~50 μmol/L 范 围 内 呈 现 浓 度

依赖趋势（均 P<0.01）（图 2）。

图 2　姜黄素对 HepG2 细胞株黏附的抑制作用　　
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2.3  姜黄素对 HepG2 细胞趋化能力的影响

不 同 浓 度 姜 黄 素（10~50 μmol/L） 对 HepG2

细胞趋化能力的抑制率依次为（11.05±17.38）%，

（ 1 8 . 7 7 ± 1 6 . 7 2 ） % ，（ 3 1 . 4 0 ± 1 1 . 7 0 ） % ，

（34.56±14.34）% 及（45.43±11.22）%， 与 对

照 组（12.98±13.25）% 相 比，30，40，50 μmol/L

姜黄素处理组有统计学差异（其 t 值依次为：4.035，

4.280 和 7.237，均 P<0.01）（图 3）。

图 3　姜黄素对 HepG2 细胞株趋化的抑制作用　　
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3　讨　论

肝 母 细 胞 瘤 是 儿 童 时 期 最 常 见 的 肝 脏 恶 性 实

体肿瘤，其恶性程度高，瘤体生长迅速，且易广泛

浸 润 和 转 移， 就 诊 时 多 数 病 例 已 不 能 完 整 切 除 肿

瘤，且放疗效果及应用也很有限，因此术前术后全

身性化疗是一项重要的辅助治疗措施 [1-3]。目前用

于肝母细胞瘤的常规化疗药物（顺铂、环磷酰胺、

长春新碱以及放线菌素 D 等）一般都有较为 严重

的毒副作用，在杀死肿瘤细胞的同时也对患儿正常

细胞产生细胞毒作用，影响组织器官功能，往往难

以坚持治疗；且小儿全身化疗的毒副反应本身比成

人更为多见和严重，化疗药物对长期生存患儿的远

期影响亦未明确 [3]。因此，寻找安全低毒药理作用

广泛的天然药物成为该领域研究热点之一。

姜 黄 素 在 自 然 界 广 泛 存 在 且 易 于 提 取， 原 料

成本低廉，安全低毒，是一种具有良好发展前景的

天 然 抗 癌 药 物。 目 前 姜 黄 素 抗 肿 瘤 己 成 为 研 究 热

点，其抗多种恶性肿瘤的作用已在动物或临床试验

得到广泛证实，并已深入至分子机制 [8-11]。姜黄素

通过各种机制抑制肿瘤细胞的增殖，诱导其凋亡、

分化，抑制肿瘤血管新生及侵袭转移等。近年来认

为姜黄素主要通过以下分子机制发挥抗肿瘤作用：

下调细胞表面肿瘤发生发展相关受体，包括表皮生

长 因 子 受 体 1（EGFR/erbB1）， 表 皮 生 长 因 子 受

体 2（HER2/erbB2），钙黏蛋白 β（β-catenin）

等的表达水平，从而影响其与下游效应分子的相互

作用；同时，姜黄素亦能下调细胞内信号转导分子，

包括信号转导及转录激活因子（STATs），转录因

子 c-jun 和活化蛋白 -1（c-jun/AP-1），磷脂酰肌

醇 3 激酶 /Akt（PI3K/Akt），核因子 κB（NF-κB）

及其众多下游靶基因如白介素 6（IL-6）、环氧合

酶 2（COX-2）、 基 质 金 属 蛋 白 酶（MMPs） 等 的

表达水平 [8-11]。另外，许多临床前期试验研究 [12-14]

表明，姜黄素单药或与其他药物联合使用均有显著

的 预 防 和 治 疗 肿 瘤 的 作 用。 而 且， 姜 黄 素 对 许 多

耐药的恶性肿瘤也有明显的治疗作用 [15-16]。总之，

许 多 临 床 试 验 证 明 了 姜 黄 素 对 多 种 恶 性 肿 瘤 具 有

潜在的应用价值。

本 实 验 通 过 体 外 培 养 人 肝 母 细 胞 瘤 细 胞

株 HepG2， 采 用 MTT 法 检 测 不 同 浓 度 姜 黄 素 对

HepG2 细 胞 增 殖 的 影 响， 发 现 姜 黄 素 显 著 抑 制 肝

母细胞瘤的增殖；以细胞黏附人工重组基底膜实验

检测不同浓度姜黄素对 HepG2 细胞黏附能力的影

响， 采 用 Transwell 法 检 测 姜 黄 素 对 HepG2 细 胞

趋化运动能力的影响，结果表明，姜黄素显著抑制

肝 母 细 胞 瘤 的 侵 袭 转 移。 本 实 验 表 明 姜 黄 素 能 对
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肝 母 细 胞 瘤 发 挥 抗 肿 瘤 的 药 理 学 效 应， 这 为 临 床

应用姜黄素治疗肝母细胞瘤提供了初步实验依据。

但 关 于 姜 黄 素 对 肝 母 细 胞 瘤 发 挥 抗 肿 瘤 效 应 的 具

体机制仍有待进一步研究。
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