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Abstract :Objective　To study the effect of curcumin on apop sis and bcl22 expression in SW480 human co2
lon cancer cells. Methods　The inhibitive effect of curcumin on SW480 was measured with M TT. Cell

cycle phase was analysised by flow cytometry. Apoptosis of SW480 was studied by TUN EL . The ex2
pression of bcl22 gene was determined by immunohistochemical analysis. Results　M TT test showed that

curcumin was cytotoxic to cells . the number of the apoptosis cell line increased. FCM showed that the

proprortion of G0 / G1 phase increased while the S and G2 / M phase decreased in the cell cycle. In curcu2
min treated cell line ,bcl22 expression was down regulated at protein level. Conclusions　Curcumin inhibi2
ted the proliferation of SW480 by inducing apoptosis in the study. The prevented cells f rom entering the

next cell cycle and down regulation of bcl22 protein may be the mechanism.
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摘　要 :目的　探讨姜黄素对人结肠癌细胞株 SW480诱导凋亡的影响及其作用机制。方法　5～50μM

姜黄素分别处理 SW480 细胞 6～48h 后 , M T T 法检测细胞的生长活性 ,流式细胞仪检测细胞周期 ,

TUN EL 法检测细胞凋亡 ,免疫组化法检测细胞内 bcl22 蛋白表达水平。结果 　M TT 显示姜黄素对

SW480细胞具有细胞毒作用 ,呈时间2浓度依赖性。FCM结果显示细胞周期中 G0 / G1期细胞比例增加 ,

S期、G2 / M期比例下降。TUN EL 法显示凋亡细胞数增加 ,免疫组化结果显示 bcl22 基因表达明显减

弱。结论　姜黄素能抑制结肠癌 SW480细胞的增殖并诱导细胞凋亡。其机制可能与干扰细胞周期及

下调 bcl22基因表达有关。
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0　引言

姜黄素 (curcumin)是从姜黄中提取的酚性色

素 ,属于天然酚类抗氧化剂 ,其主要药理作用有抗

炎、抗动脉粥样硬化、抗脂质过氧化、抗病毒、抗肿瘤

等作用。研究表明 ,姜黄素能选择性地抑制肿瘤细

胞增殖并诱导其凋亡[ 1 ,2 ] ,但其中所涉及的机制仍

然不十分明确。本研究探讨了姜黄素诱导结肠癌细

胞株 SW480凋亡效应及其对 bcl22 基因表达的影

响 ,现报道如下。

1　材料和方法

1 . 1　材料

1 . 1 . 1　药物及细胞株 　姜黄素为英国 DA H 公司

产品。SW480人结肠癌细胞株由武汉大学典藏中

心提供。

1 . 1 . 2　主要试剂　M T T (噻唑蓝)为美国 Sigma公

司产品。小牛血清、RPMI1640为美国 GIBCO公司

产品。细胞凋亡原位检测试剂盒为德国 Boehring2
erMannheim公司产品。bcl22免疫组化试剂盒为武

汉博士德公司产品。

1 . 2　方法

1 . 2 . 1　细胞培养　SW480细胞在含 10 %小牛血清

的 RPMI1640 培养基 ,37 ℃、5 %CO2 培养箱中常规

传代培养。设对照组和实验组 ,并根据实验要求加

入不同浓度的试剂。

1 . 2 . 2　噻唑蓝还原法 ( M T T 法)检测细胞生长抑

制率 　取对数生长期细胞 5 ×104 个/ ml ,每孔

0 . 2ml ,接种于 96 孔组织培养板中 ,设 PBS对照组
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和不同浓度 (5～50μmol/ L )的实验组 ,各设 3 个复

孔。置 37℃、5 %CO2培养箱中培养 , 分别作用 6h、

12h、24h、48h ,实验终止前 4h 每孔加 M T T (5mg/

ml)工作液 20μl ,上机前除去培养液 ,每孔加 200μl

二甲基亚砜 ,在酶标仪 (570nm波长)上测量各孔吸

光度值 ( OD值) ,按下列公式计算细胞生长抑制率。

抑制率 ( %) = (1 - 实验组平均 OD 值/对照组

平均 OD值) ×100 %

1 . 2 . 3 　流式细胞仪检测细胞周期 　消化收集各实

验组及对照组分别培养 24h 的细胞 ,调整细胞悬液

浓度为 1×106 / ml ,上流式细胞仪分析。用 multicy2
cle DNA分析软件进行细胞周期的测定。

1 . 2 . 4 　TUN EL 法检测细胞凋亡 　操作步骤按试

剂盒说明进行。结果判定 :细胞核染为棕黄色的细

胞被判定为凋亡细胞。随机选取 5个高倍视野 (400

倍) ,分别计数凋亡细胞数和细胞总数 ,计算凋亡指

数 (apoptosis index ,A I) 。

A I = (凋亡细胞数/细胞总数) ×100 %

1 . 2 . 5　免疫组化法检测 bcl22的表达　按照 SABC

试剂盒使用说明书操作。显色后用图像分析仪进行

图像分析。随机测定 100 个细胞 ,测出阳性反应细

胞的总面积 (Area)和积分光密度 ( IOD) ,然后求出

平均光密度 ( Dλ)值。

1 . 2 . 6　统计学分析 　实验数据以 �x ±s表示 ,进行

方差分析。

2　结果

2 . 1　姜黄素对 SW480 细胞的生长抑制 　对照组

SW480细胞体外生长活跃 ,经 5、10、20、50μmol/ L

姜黄素处理 6～48h 后 , SW480 细胞生长均不同程

度地受到抑制 ,呈时间2浓度依赖性 ,见表 1。

表 1　姜黄素对 SW480细胞的生长抑制作用

剂量 (μmol/ L) 6h 12h 24h 48h

5 5 . 21 21 . 07 33 . 54 45 . 30

10 6 . 68 28 . 67 39 . 36 50 . 24

20 10 . 34 41 . 21 49 . 87 68 . 16

50 18 . 76 56 . 32 75 . 33 85 . 24

2 . 2　姜黄素对 SW480细胞周期的影响　正常状态

下 ,癌细胞大多处于 G1期 ,S期次之 , G2 / M期最少。

对照组 DNA 组方图为典型肿瘤细胞的 G0 / G1、S、

G2 / M峰型。从表 2 可以看出 ,细胞周期发生明显

变化。G0 / G1期比例降低 , S期、G2 / M 期比例均增

高 ,呈剂量依赖关系。提示姜黄素可阻断癌细胞从

G0 / G1期到 S期的发展。

2 . 3　TUN EL 法检测细胞凋亡　结果显示 ,光镜下

阳性细胞及凋亡细胞核染成棕黄色 ,细胞由梭形变

成圆形 ,细胞皱缩 ,细胞核固缩 ,核碎裂等。由表 3

可以看出 ,姜黄素可诱导癌细胞凋亡 ,且呈剂量依赖

关系 ,且各浓度组间差异具有显著性 ( P < 0 . 05) ,见

图 1。

表 2　姜黄素对 SW480细胞周期的影响

姜黄素
(μmol/ L)

细胞周期分布 ( %)

G0 / G1期 S期 G2 / M期

0 67 . 32 23 . 38 9 . 28

5 63 . 54 26 . 22 11 . 19

10 57 . 30 29 . 36 13 . 31

20 48 . 28 34 . 23 17 . 48

50 38 . 40 42 . 49 19 . 10

表 3　不同浓度姜黄素处理后细胞凋亡的检测结果( �x±s)

分组
剂量 (μmol/ L)

0 5 10 20 50

24h 2 . 31±0 . 58 6 . 13 ±0 . 62a 11 . 21 ±2 . 31b 35 . 67 ±4 . 51b 61 . 26 ±1 . 95b

48h 2 . 55±0 . 3310 . 25 ±1 . 14b 28 . 54 ±3 . 12b 56 . 32 ±3 . 53b 83 . 29 ±2 . 13b

　　a : P < 0 . 05 ,b : P < 0 . 01 vs cont rol

2 . 4　bcl22 表达的免疫组化检测结果 　bcl22 主要

分布在细胞质中 ,其阳性表现为细胞质呈棕褐色。

结果显示经姜黄素处理后 bcl22 表达明显减弱 ,统

计学分析有显著差异 ( P < 0 . 05) 。随着姜黄素浓度

的增加 ,bcl22表达阳性的细胞百分率逐渐降低 ,具

有显著性差异 ( P < 0 . 05) ,见表 4 ,图 2。

表 4　SW480细胞 bcl22表达平均光密度的检查结果( �x±s)

分组
剂量 (μmol/ L)

0 5 10 20 50

24h 0 . 514±0 . 018 0 . 465±0 . 023a 0 . 418±0 . 031 b 0 . 348±0 . 051 b 0 . 278±0 . 015 b

48h 0 . 475±0 . 033 0 . 452±0 . 014 0 . 384±0 . 012 b 0 . 325±0 . 025 b 0 . 254±0 . 013 b

　　a : P < 0 . 05 ,b : P < 0 . 01 vs control

3　讨论

实验研究发现姜黄素可抑制胃癌、结肠癌、膀胱

癌、乳腺癌的发生[ 224 ]。本实验通过 M T T法发现姜

黄素对 SW480细胞生长有明显的浓度依赖性抑制

作用。流式细胞仪检测发现经姜黄素处理后

SW480细胞 G0 / G1期细胞比例明显增多 , S 期和

G2 / M期细胞比例明显减少 ,说明细胞生长被阻滞

于 S期和 G2 / M期 ,并且此作用同样具有浓度依赖

性。Mehta等[ 5 ]报道 ,以姜黄素处理的数株人乳腺

癌细胞均可发生 G2 / M 期停滞 ,但未观察到细胞周

期蛋白 (cyclin) B 的明显变化。经姜黄素处理的人

结肠癌细胞 H T29 和 HCT15 也同样发生 G2 / M 期

停滞[ 6 ]。而许建华等[ 7 ]的研究表明姜黄素处理的人

肝癌细胞 B EL7402 则发生 S期停滞。这些结果表

明 ,对于不同组织类型的癌细胞来说 ,姜黄素对细胞

周期的调控可能存在不同的机制。本实验结果表

明 ,姜黄素具有直接杀伤肿瘤细胞的作用 ,其干扰细
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胞周期使阻断于 S期和 G2 / M 期可能是姜黄素抗

癌作用的重要机制。

肿瘤的发生与细胞凋亡的异常有密切关系 ,肿

瘤细胞凋亡是一个多基因参与调控的复杂过程 ,凋

亡可使肿瘤细胞主动性自杀性死亡。其中 bcl22 家

族是其中最重要的基因之一 ,其编码的蛋白能抑制

细胞凋亡。bcl22 通过许多刺激因素如神经营养和

增长因子的缺乏、Ca + +渗透、热休克、辐射和某些病

毒等而阻止细胞死亡 ,可导致 DNA 受损的细胞持

续生存、突变产物聚集 ,从而促进肿瘤的发生发展。

它调节细胞凋亡的作用点可能是影响线粒体释放细

胞色素 C[ 8 ]。姜黄素能显著诱导 H2ras转化的人乳

腺上皮细胞 MCF10A 细胞凋亡 ,并在 mRNA 和蛋

白水平下调 bcl22 基因的表达[ 9 ]。Miyashita 发现

bcl22蛋白能抑制抗肿瘤药物诱导的细胞凋亡[ 10 ]。

实验结果表明 ,姜黄素能诱导 SW480细胞凋亡并降

低 bcl22蛋白表达 ,提示该基因的表达与姜黄素诱

导 SW480的细胞凋亡有着密切关系。姜黄素诱导

SW480细胞凋亡 ,其机制可能是通过下调 bcl22 基

因的表达来实现的 ,但其确切机制尚待进一步研究。

(本文图见封 3)
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Abstract :Objective　To study the effect s of genistein on proliferation , apoptosis and cisplatin sensitivity

of drug2resistant ovarian carcinoma cell skov23 . Methods　M TT assay was used to analyze growth inhibi2
tory effect of genistein alone and with cisplatin on SKOV23 cell. Cell cycle arrest and apoptosis was meas2
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ured by flow cytometry ( FCM) . Re2
sults 　 Genistein exerted inhibitory

effect on SKOV23 cell in a concen2t ra2
tion2dependent way and significantly

enhanced it s sensitivity to cisplatin ( P

< 0 . 05) . Generally , cisplatin (0 . 625
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