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姜黄素（Curcumin）是从姜科姜黄属植物姜黄（Curcuma

longa）根茎中提取的一种酚性色素，具有抗炎、抗氧化、降脂、

抗病毒、清除自由基的作用[1-2]，同时还可抑制小鼠肉瘤S180、

人大肠癌细胞 HT29、肾癌细胞 293、肝癌细胞 HepG2细胞生

长 [3-5]。有文献报道，姜黄素可抑制酪氨酸蛋白激酶（PTK）活

性，从而抑制肿瘤细胞增殖，并通过阻断细胞信号传导途径促

发细胞凋亡[6]。本研究通过姜黄素对人宫颈癌Hela细胞的增

殖抑制、促凋亡和细胞周期各时相的变化以及抑癌基因p53蛋

白的表达影响的研究，为姜黄素的抗癌研究和应用提供实验

依据。

1 材料
1.1 仪器

E100型倒置相差显微镜[尼康仪器（上海）有限公司]；CO2

孵箱、MK3型酶标仪（美国Thermo公司）；FC500型流式细胞

仪（美国Beckman公司）。

1.2 药材

姜黄于 2012年 4月购于大连中药店，经大连医科大学生

物技术系李新莉讲师鉴定为真品。

1.3 药品与试剂

姜黄素对照品（天津一方科技有限公司，批号：20121259，

纯度：≥98％）；MTT（美国 Amresco 公司）；抗体β-actin、p53、

HRP辣根过氧化物酶（武汉博士德生物工程有限公司）。

1.4 细胞

人宫颈癌Hela细胞株由大连医科大学生物技术系实验室

提供。

2 方法
2.1 姜黄素的提取

姜黄置 50 ℃恒温干燥箱过夜，粉碎过 200目筛网。姜黄
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摘 要 目的：研究姜黄素对人宫颈癌Hela细胞生长的抑制作用。方法：姜黄经75％乙醇提取、纯化得姜黄素。MTT法检测姜黄

素对体外培养Hela细胞增殖的抑制作用；倒置显微镜观察Hela细胞形态学变化；Western blot法检测抑癌基因p53蛋白的表达；流

式细胞仪检测 Hela 细胞凋亡和周期分布。结果：姜黄素对 Hela 细胞生长 24 h 的最佳抑制质量浓度为 116.68 μg/ml，抑制率为

63.20％；11.67、35.00、58.34 μg/ml姜黄素培养24 h，人宫颈癌Hela细胞数目明显减少，细胞变圆、缩小、老化，核质发散，并与质量

浓度呈正相关。29.17、145.85 μg/ml姜黄素可增强p53蛋白的表达；11.67、35.00、58.34 μg/ml姜黄素可促进人宫颈癌Hela细胞凋

亡，并与质量浓度呈正相关，G0/G1期细胞和S期细胞逐渐减少，G2/M期细胞逐渐增多。结论：姜黄素对人宫颈癌Hela细胞增殖有

明显抑制作用，并能促进其凋亡和p53的表达，阻滞Hela细胞的G2/M期。
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Inhibitory Effects of Curcumin on the Growth of Human Cervical Carcinoma Hela Cells
CHEN Chang-ming，LIU Hui-fang，CAO Xue-jiao，LI Xin-li，XIN Yi，ZHANG Cui-li（Dept. of Biotechnology，
Dalian Medical University，Liaoning Dalian 116044，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the inhibitory effect of curcumin on the growth of human cervical carcinoma Hela

cells. METHODS：Curcumin was extracted and purified by 75％ ethanol. Hela cells were cultured in vitro，and inhibitory effects of

curcumin on the growth of Hela cells were measured with MTT method to explore optimal inhibitory concentrations；the morpholog-

ic change of human cervical carcinoma Hela cells was observed by inverted microscope；the expression of p53 protein in Hela cell

was observed by Western blot method. In addition，cell apoptosis and cell cycle were inspected by flow cytometry. RESULTS：The

optimal inhibitory concentration of curcumin to Hela cells in 24 h was 116.68 μg/ml，with inhibitory ratio of 63.20％. After treated

with 11.67，35.00，58.34 μg/ml curcumin for 24 h，the number of human cervical carcinoma Hela cells decreased significantly，cell

rounding，shrinking and aging was in concentration-dependant manner. The p53 protein expression was increased after treated with

29.17，145.85 μg/ml curcumin；11.67，35.00，58.34 μg/ml curcumin could promote the apoptosis of human cervical carcinoma Hela

cells，in concentration-dependant manner. With the increase of curcumin concentration，the number of cells in G0/G1 phase and S

phase were decreased while the number of cells in G2/M phase was increased. CONCLUSIONS：Curcumin has obvious inhibitory

effect on human cervical carcinoma Hela cells，promote the apoptosis of Hela cells and the expression of p53 protein. It also pre-

vents the cells in G2/M phase.
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粉末按1 ∶ 10（m/V）加入70％乙醇浸提48 h，抽滤浸提液，旋蒸，

等分提取物分别以酸碱法和萃取法提纯，计算得率[7]。姜黄提

取液置－20 ℃贮藏，备用。

2.2 姜黄提取液质量浓度的测定

准确称取20 mg姜黄素对照品，加入200 μl 甲醇溶解得姜

黄素对照品溶液（100 mg/ml）。定量移取姜黄素对照品溶液

（100 mg/ml）适量，甲醇逐级 10倍稀释至 0.1 mg/ml；分别取

0.1 mg/ml 的姜黄素对照品溶液10、20、30、40、50、60 μl与姜黄

提取液 30 μl（甲醇溶解，质量浓度为 0.1 mg/ml），均设 3复孔，

以甲醇定容至 200 μl 量瓶中，检测 420 nm 波长处的光密度

（OD）[8]。分别以姜黄素浓度（c）为横坐标，OD为纵坐标，进行

线性回归，计算姜黄提取液的质量浓度。

2.3 细胞增殖抑制实验[6]

取 1.0×105 ml－1的对数生长期 Hela 细胞，接种于 96孔板

（200 μl/孔）。至细胞贴壁，每孔加入 200 μl 姜黄提取液（以

0.05 mg/ml 为单位添加，自 0.05 mg/ml 至 0. 50 mg/ml 计 10个

质量浓度，各质量浓度设 3个平行孔）；以同体积 1640培养液

为空白对照；以只加姜黄提取液的甲醇溶液为阴性对照

（200 μl/孔，3复孔）。酶标仪检测 589 nm波长处的OD，计算

细胞增殖抑制率。抑制率＝（空白对照组OD－用药组OD）/空

白对照组OD ×100％。

2.4 形态学观察

取对数生长期的Hela细胞，加入终质量浓度为0.02、0.06、

0.10 mg/ml的姜素提取液 3 ml，培养 24 h，以倒置显微镜观察

Hela细胞形态学变化。

2.5 Hela细胞总蛋白含量的测定[7-8]

取分别加入0.05、0.25 mg/ml的姜黄提取液（药物组）以及

常规 1640培养液（空白对照）培养 24 h的Hela细胞，以 0.25％

胰蛋白酶消化，4 ℃下，以离心半径为 8 cm、4 000 r/min离心 6

min，加1 ml PBS（pH7.2）沉淀，移入1.5 ml 离心管中，再次离心

弃上清。向离心管中加入 200 μl 细胞裂解液[苯甲基磺酰氟

（PMSF）10 μl/ml]，冰上反复吹吸 10 min，4 ℃下，以离心半径

为 8 cm、12 000 r/min离心 10 min，取上清，以小牛血清白蛋白

（BSA）为标准品检测蛋白质含量，－20 ℃贮藏，备用。

2.6 Western blot检测p53蛋白

常规SDS-PAGE凝胶电泳（5％的浓缩胶，10％的分离胶，

蛋白质上样量 60 μg，30 mA恒流，待溴酚蓝至胶底端 1 cm时

停止电泳）；依据蛋白Marker切取凝胶（含目的蛋白）及等尺寸

的滤纸、硝酸纤维素薄膜（NC膜），半干式电转仪转膜 45～55

min；取NC膜，以TBST清洗2～3次，5 min/次，5％脱脂奶粉封

闭 2 h，TBST清洗NC膜 10 min/次（2～3次）后，转入 1 ∶ 500稀
释的一抗（β-actin、p53）中，4 ℃过夜；TBST清洗NC膜3次（10

min/次），HRP辣根过氧化物酶（二抗，稀释倍数 1 ∶ 5 000，V/V）

室温孵育 1 h，TBST洗涤（10 min/次，2～3次），加入 ECL发光

试剂，全自动凝胶成像仪成像（每 5 s 成像 1次，成像 300 s），

Quantity One分析软件分析[9]。

2.7 流式细胞仪测定Hela细胞的凋亡

0.02、0.06、0.10 mg/ml 的姜黄提取液作用于 Hela 细胞 24

h，消化、收集细胞，PBS 清洗，用于凋亡和周期（70％冷乙醇

固定，过 200目网，调整细胞数为 1×106 ml－1）各时相变化的

检测[10]。

3 结果
3.1 姜黄素提取率计算结果

40 g姜黄粗提物，经酸碱法纯化得姜黄素 0.369 6 g，萃取

法得0.666 4 g。提取率依次为0.924％和1.666％，萃取法提纯

是酸碱法的1.8倍，因此选择萃取法提取。

3.2 姜黄素含量计算结果

回归方程为A＝423.71c－0.056 6（r2＝0.990 7），姜黄提取

液中姜黄素含量为58.34％。

3.3 姜黄素对Hela细胞增殖的抑制作用

姜黄提取液质量浓度为 0.2 mg/ml（含姜黄素 116.68 μg/

ml）时其抑制率达到峰值 63.20％，半数抑制质量浓度（IC50）为

0.33 mg/ml（含姜黄素 192.52 μg/ml），且抑制率在 0.05～0.2

mg/ml质量浓度范围内随质量浓度增高而增大（P＜0.01）。姜

黄素对Hela细胞增殖的抑制作用见表1。

表1 姜黄素对Hela细胞增殖的抑制作用（x±±s，n＝3）

Tab 1 Inhibitory effects of different concentrations of cur-

cumin on the growth of Hela cells in 24 h（x±±s，n＝3）

姜黄素提取液质量浓度，mg/ml

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0.35

0.40

0.45

0.50

姜黄素质量浓度，μg/ml

29.17

58.34

87.51

116.68

145.85

175.02

204.19

233.36

262.53

291.7

OD

0.437±0.031

0.314±0.031

0.205±0.013

0.170±0.008

0.210±0.008

0.256±0.021

0.257±0.018

0.268±0.013

0.277±0.014

0.286±0.086

抑制率，％
15.34

37.31

56.90

63.20

56.00

47.79

47.73

45.64

44.02

42.46

3.4 姜黄素对Hela细胞形态学的影响

加入0.02 mg/ml（含姜黄素11.67 μg/ml）、0.06 mg/ml（含姜

黄素 35.00 μg/ml）、0.10 mg/ml（含姜黄素 58.34 μg/ml）姜黄提

取液培养24 h的Hela细胞，其细胞数目明显少于空白对照，且

细胞变圆、缩小、老化，核质发散，并随浓度的升高，凋亡明

显。Hela细胞的形态学见图1。

3.5 姜黄素对Hela细胞p53蛋白表达的影响

质量浓度为 0.05 mg/ml（含姜黄素 29.17 μg/ml）、0.25 mg/

ml（含姜黄素145.85 μg/ml）时姜黄提取液作用Hela细胞24 h，

p53蛋白的表达与空白对照比较明显增强。Hela细胞p53蛋白
的表达见图2（图中0 mg/ml为空白对照）。

A B C D

图1 Hela细胞的形态学
A.空白对照组；B.0.02 mg/ml姜黄提取液组；C.0.06 mg/ml姜黄提取液

组；D.0.10 mg/ml姜黄提取液组

Fig 1 Morphology of Hela cells
A.blank control group；B.0.02 mg/ml C. longa extract；C.0.06 mg/mlC.

longa extract；D.0.10 mg/mlC. longa extract
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3.6 姜黄素对Hela细胞凋亡的影响

姜黄提取液处理 24 h后，早期凋亡细胞所占的百分比由

0.74％增加到 1.43％，晚期凋亡细胞由 2.45％增加到 96.50％，

即姜黄素诱导Hela细胞的死亡性质为凋亡，且其作用具有明

显剂量依赖性。Hela细胞凋亡见图3。

3.7 姜黄素对Hela细胞周期的影响

不同质量浓度姜黄提取液（姜黄素质量浓度同“3.4”项下）

处理 24 h后，G2/M期细胞比例由 5.02％增至 16.96％，同时G0/

G1期与S期细胞比例减少，提示姜黄素使Hela细胞周期阻滞

在G2/M期，从而抑制细胞增殖。Hela细胞周期分布见表2（表

中0 mg/ml为空白对照）。

表2 Hela细胞周期分布

Tab 2 The cycle distribution of Hela cells

细胞系

Hela

溶液质量浓度，mg/ml

0

0.02

0.06

0.10

细胞分布，％
Sub/G1

0.9

0

0

0

G1

57.92

55.78

53.56

52.18

S

37.06

35.72

38.14

30.87

G2/M

5.02

8.5

8.31

16.96

4 讨论
宫颈癌现已成为危害女性健康的第二杀手。我国每年新

发病例14万，占妇女生殖道恶性肿瘤的第1位[11-12]。细胞凋亡

始终是肿瘤的分子生物学研究热点[13]。p53蛋白表达与宫颈

癌的发生有关[14-15]，且在细胞周期调控、细胞凋亡诱导等过程

中发挥重要作用。本文以Hela细胞为研究对象，探讨姜黄素
对Hela细胞生长、凋亡及p53蛋白表达的影响。结果表明，姜
黄素对Hela细胞有较明显的抑制作用，在116.68 μg/ml附近出
现抑制率峰值，在一定质量浓度范围内，姜黄素作用Hela细胞
24 h，p53蛋白表达随质量浓度增加而增强；细胞流式仪检测细
胞凋亡数目相对增多；姜黄素对Hela细胞G2期有阻滞，从而使
G1期和S期细胞相对减少，G2/M期细胞相对增多，即对Hela细
胞G2/M期有明显的阻滞作用，使细胞凋亡率增高。

肿瘤的发生发展与细胞凋亡有关，诱导细胞凋亡已成为
肿瘤治疗的热点，亦成为评估抗癌药物作用能力的重要指
标。由于姜黄素对肿瘤细胞的作用并非针对单一靶点，具有
广泛的生物学作用，因此对姜黄素诱导Hela细胞凋亡机制的
进一步研究以及阻滞细胞传导通路、信使的相关研究，将对其
临床应用具有良好的指导意义。
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图2 Hela细胞p53蛋白的表达

Fig 2 The expression of p53 protein in Hela cells
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图3 Hela细胞凋亡
A.空白对照组；B.0.02 mg/ml姜黄提取液组；C.0.06 mg/ml姜黄提取液

组；D.0.10 mg/ml姜黄提取液组

Fig 3 The apoptosis of Hela cells
A.blank control group；B.0.02 mg/ml C. longa extract；C.0.06 mg/mlC.

longa extract；D.0.10 mg/mlC. longa extract
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