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摘要：本文研究了姜黄素对结肠癌 LoVo 细胞的增殖抑制和凋亡诱导作用。不同浓度姜黄素作用体外培养的人结肠癌 LoVo 细胞

后，倒置显微镜观察 LoVo 细胞的形态学变化，采用 MTT 法检测姜黄素对 LoVo 细胞的增殖抑制能力；RT-PCR 技术检测 Bax、Bcl-2

和 Caspase-3 的 mRNA 表达水平；Annexin V-FITC/PI 标记检测细胞凋亡率；Western blotting 和免疫荧光细胞化学染色检测姜黄素作用

前后 c-myc 蛋白表达的差异。结果表明，姜黄素可显著抑制人结肠癌 LoVo 増细胞的 殖，具有明显的量效和时间依赖性，24、48 和

72 h 姜黄素抑制 LoVo 细胞的 IC50分别为（26.45±0.41）、（19.13±0.09）和（10.12±0.04） μmol/L；姜黄素可激活细胞中 Bax 和 Caspase-3

的 mRNA 表达，抑制 Bcl-2 的 mRNA 和 c-myc 蛋白的表达，姜黄素可诱导 LoVo 细胞发生凋亡。姜黄素通过上调 Bax 和 Caspase-3

表达，下调 Bcl-2 和 c-myc 的表达来抑制人结肠癌 LoVo 细胞的增殖并促使其凋亡。 
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Abstract: To study the biological function and regulation mechanism of curcumin on proliferation and apoptosis of colorectal carcinoma 

cells LoVo, the LoVo cells were cultured and treated by curcumin in different concentrations in vitro. Effect of Curcumin on cell proliferation 

level was examined by MTT colorimetry method. The morphological changes of curcumin-treated LoVo cells were observed under inverted 

microscope. The mRNA levels of Bax, Bcl-2 and Caspase-3 were tested by RT-PCR. The cell apoptosis rate was detected by Annexin 

V-FITC/PI double staining. Western blotting and immunofluorescence staining were used to detect the different expressions of c-myc protein of 

LoVo cells before and after curcumin treatment. MTT test indicated curcumin could inhibit the growth and proliferation of LoVo cells in a time- 

and concentration-dependent manner. The inhibitory concentration 50% (IC50) of curcumin were 26.45±0.41 μmol/L, 19.13±0.09 μmol/L and 

10.12±0.04 μmol/L in LoVo cells at 24, 48 and 72 h, respectively. Flow cytometry instrument analysis showed that curcumin induced apoptosis 

of LoVo cells. Curcumin activated the expression of Bax and Caspase-3 genes, while inhibited the expression of Bcl-2 gene and c-myc protein. 

Curcumin significantly inhibited the proliferation and induced the apoptosis of human colorectal carcinoma cells LoVo. Such biological effect 

may be associated with activating Caspase-3 signal channel by activating Bax expression and inhibiting Bcl-2 and c-myc expression. 
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姜黄素是从中药姜黄的根茎中提取的一种天然植

物多酚，为姜黄的主要活性成分。姜黄素药理活性作

用十分广泛，据中国和印度的民间医药史书记载，姜

黄素可以治疗许多疾病，比如胆囊疾病、肝脏疾病、

糖尿病、呼吸道疾病、厌食、风湿、鼻窦炎、癌症等；

此外，姜黄素在许多体外建株肿瘤细胞和动物模型中

还发挥着抗炎、抗氧化、抗肿瘤和化学预防作用[1~2]。

作为一种极具前景的天然活性物质，姜黄素有望在将

来成为一种新型的抗肿瘤药物。由于姜黄素的抗肿瘤

机制较为复杂，在不同类型肿瘤细胞中诱导凋亡的分

子机制也有所不同，甚至有些结果相反的报道出现
[3~4]。因此，姜黄素的抗肿瘤研究已日渐成为肿瘤预防

和治疗研究中的一个热点。 
结肠癌是一种严重威胁人类生命和健康的恶性肿

瘤，普遍发生于胃肠道中。随着人们生活习惯和饮食

结构的改变，我国结肠癌的发病率呈逐年递增趋势，

虽然外科手术切除和放射治疗是目前较为常用的一种

治疗手段，但其单独治疗并不能达到十分理想的治疗

效果，为了预防癌的复发和转移，减轻患者痛苦，提

高生活质量，越来越多的医务科研工作者将目光投向

了植物来源的物质，将广泛存在食物中的植物源化合

物用于癌的药物治疗或化学预防。Newman 等统计在

1981~2006 年，所有被批准的抗癌药物中几乎有 73%
的药物是属于天然产品药物，或者是基于天然产品的

系列药物[5]。天然药物因其多靶点、多环节和多途径

的抗肿瘤作用，日渐成为临床抗肿瘤药物研究的热点
[6~8]。本研究拟探讨姜黄素对结肠癌细胞株 LoVo 的增

殖抑制和凋亡诱导作用机制，为进一步阐明姜黄素的

抗肿瘤机制提供更多的理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

人结肠腺癌细胞株 LoVo 由广州军区广州总医院

医学实验科惠赠。姜黄素购自 Sigma 公司；RPMI1640
培养基购自 Gibco 公司；胎牛血清购自杭州四季青生

物技术有限公司；胰蛋白酶、噻唑蓝（MTT）和二甲

基亚砜（DMSO）均购自索来宝生物技术有限公司；

AxyPrep™ Multisource 总 RNA 小量制备试剂盒购自

美国 Axygen Biosciences 公司；逆转录试剂盒购自北

京 BioTeke 公司；Annexin V/PI 凋亡试剂盒购自杭州

联科生物技术有限公司；c-myc 单抗购自 abcam 公司；

S-P免疫组化试剂盒和DAB显色试剂盒均购自北京中

杉金桥生物技术有限公司。 
 

1.2  方法 

1.2.1  细胞培养 
人结肠腺癌细胞株 LoVo 培养于含 10% FBS 的

RPMI1640 培养液中，置于 37 ℃、5% CO2、饱和湿

度条件下培养。每 2~3 d 更换培养液一次，待细胞生

长融合率达到 90%左右时，用 0.25%胰蛋白酶消化，

按 1:2 进行传代培养。全部实验均选用对数生长期状

态良好的细胞。 
1.2.2  细胞增殖抑制试验 

参考 Yamaue 等的方法[9]，取处于对数生长期，

状态良好的 LoVo 细胞，用 0.25%胰蛋白酶消化，收

集细胞，调整细胞浓度为 5×104个/mL，接种于 96 孔

培养板，200 μL/孔。培养 24 h 细胞完全贴壁后，将培

养液更换为含 0、5、10、20、40、80 μmol/L 不同浓

度姜黄素的培养液，接种 6 个复孔，为实验组（T）；
另设置不加姜黄素的 3 个孔为阴性对照组（C，只加

等量培养液）和不加培养液的3个孔为空白对照组（B，
只加等量 PBS）。加药完毕后，置 37 ℃、5% CO2、饱

和湿度条件下继续孵育培养 24、48、72 h。待培养结

束后，每孔加入 5 mg/mL MTT 20 μL，37 ℃继续孵育

4 h，小心地吸弃孔内培养上清液。每孔加入 150 μL 
DMSO，静置于 37 ℃温箱孵育 20 min，使结晶物充分

溶解。在酶联免疫检测仪上测定各孔 570 nm 波长处

光吸收值。每组实验重复三次。计算细胞抑制率： 
IR=[1-(A570T-A570B)/(A570C-A570B)]×100% 
并根据 IR用82798-IC50软件计算出半数抑制浓度

（Inhibitory concentration 50%，IC50）。 
1.2.3  反转录-聚合酶链式反应法（RT-PCR）
检测 

将0~20 μg/mL浓度姜黄素处理24 h的LoVo细胞

消化离心，收集细胞，选用 AxyPrep™ Multisource
总 RNA 小量制备试剂盒提取细胞总 RNA，操作步骤

按照试剂盒说明书进行。提取的总 RNA 经 1%琼脂糖

凝胶电泳和超微量核酸蛋白检测仪检测纯度和质量。

取 0.6 μg 总 RNA 应用逆转录试剂盒进行 cDNA 的合

成。其余总 RNA 存于-80 ℃冰箱备用；合成的 cDNA
进行 PCR 检测 Bax、Bcl-2、Caspase-3 和 Bcl-xL 的

mRNA 表达水平，以 β-actin 为内参。PCR 引物序列

如下：Bax (169 bp)上游引物：5'-TGCTTCAGGGTTTC 
ATCCAG-3'；下游引物 5'-GGCGGCAATCATCCTCTG 
-3'；Bcl-2 (746 bp)上游引物：5'-GCTCTGAACAGATC 
ATGAAGACAG-3'；下游引物：5'-CAATCCAAAGTG 
GACCTGAGG-3'；Caspase-3 (683 bp)上游引物：5'-C  
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TCGGTCTGGTA CAGATGTCGATG-3'；下游引物：

5'-GGTTAACCC GGGTAAGAATGTGCA-3'；β-actin 
(450 bp) 上游引物： 5'-CTACAATGAGCTGCGTG 
TGG-3'；下游引物：5'-TAGCTCTTCTCCAGG GAGG 
A3'。反应体系为 20 μL：10 μL Premix Taq，0.4 μL 
cDNA，0.4 μL 上游引物，0.4 μL 下游引物，8.8 μL 双

蒸水，将上述所加的样品混匀，离心，利用 PCR 仪进

行扩增。反应条件：94 ℃，预变性 4 min；94 ℃，变

性 30 s；52 ℃，退火 30 s；72 ℃，延伸 1 min；循环

30 次；72 ℃，终末延伸 10 min；4 ℃保温。取出 PCR
产物，利用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 扩增结果，

通过凝胶成像系统扫描分析各条带，依据各条带的光

密度和面积对 PCR 扩增产物进行定量分析，计算目的

基因与内参（β-actin）扩增条带光强度比值，可得出

目的基因 mRNA 相对表达的高低。 
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1.2.4  Annexin V-FITC 和 PI 双标检测细胞凋

亡[10] 

将 0、5、10、20、40、80 μmol/L 梯度浓度姜黄

素处理 24 和 48 h 的 LoVo 细胞消化离心，收集各组细

胞，用 PBS 洗 2 次；1000 r/min 离心 5 min，弃上清，

用 500 μL 1×膜联蛋白结合缓冲液重悬细胞，加入 5 μL 
Annexin V-FITC 避光染色 10 min，再加入 10 μL PI 于
室温下避光孵育 5 min；上流式细胞仪检测荧光强度，

分析细胞凋亡率。 
1.2.5  免疫蛋白印迹 

收集经不同浓度姜黄素（0、5、10、20、40、80 
μmol/L）处理的 LoVo 细胞，PBS 清洗，参照刘安军

等的方法[11]，RIPA 细胞裂解液冰上裂解 30 min，12000 
r/min 离心 10 min，检测蛋白浓度，进行 SDS-PAGE
电泳，将蛋白转移至 PVDF 膜上，常温封闭 1 h，与

一抗（c-myc、actin）室温孵育 3 h，TBST 洗膜 3 次

（每次 10 min），二抗室温孵育 1 h，洗膜后，ECL 避

光反应 3~5 min，用化学发光分析系统观察并扫描图

像，利用 Fujifilm Las-4000 分析软件统计目标条带的

光密度。 
1.2.6  免疫荧光细胞化学染色 

将 0、10、20、40 μmol/L 姜黄素处理 24 h 的 LoVo
细胞爬片，用生理盐水冲洗 2 遍，参照秦永伟等的方

法[12]，加入 4%甲醛固定液室温固定 1 h 后，用牛血清

蛋白封闭非特异性结合位点；特异性兔抗人 c-myc 抗
体 37 ℃孵育 40 min，荧光素标记二抗（羊抗兔 IgM）

37 ℃孵育 40 min，缓冲甘油封片，荧光显微镜成像系

统成像。 

1.3  统计学方法 

应用 SPSS13.0 统计软件进行统计分析，数据均以

平均值±标准差（ x ±SD）表示。计量资料经方差齐

性检验为方差齐性，两组间差异采用 t 检验，多组资

料应用单因素方差分析。P<0.05 被认为结果具有统计

学显著性。 

2  结果与讨论 

2.1  光镜下观察细胞形态的变化 

 

图 1 姜黄素作用48 h对 LoVo细胞形态的影响（×100） 

Fig.1 The effects of morphology of LoVo cells treated with 

curcumin for 48 h 

注：a：空白对照组 LoVo 细胞培养 48 h；b：20 μmol/L

姜黄素处理 LoVo 细胞 48 h；c：40 μmol/L 姜黄素处理 LoVo 细

胞 48 h。 

倒置显微镜下可以观察到正常培养的阴性对照组

LoVo 细胞生长状态良好，多呈梭形或多角形，表面有

细长的足突，胞质均匀透明，贴壁生长，随培养时间

延长形态基本变化不大。不同浓度姜黄素对 LoVo 细

胞的作用也不相同，主要表现在对细胞的贴壁能力、

集落性及细胞形态和大小影响不同。随着姜黄素浓度

的增加和作用时间的延长，活细胞数逐渐减少，细胞

膜出现皱缩，细胞表面细长足突回缩，胞体皱缩、变

圆，间隙增宽，有的细胞甚至出现胞膜出芽，细胞体

积也有所变小，可见较多的凋亡细胞，部分细胞脱落、

漂浮于培养液中，见图 1（细胞形态观察结果为三次

重复实验的最终结果）。 

2.2  姜黄素对 LoVo 细胞增殖的抑制作用 

 
图2 姜黄素对LoVo细胞生长增殖的抑制作用 

Fig.2 The effects of curcumin on the growth and proliferation 

of LoVo cells 
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Note: Time×concentration interaction was significant (*P< 

0.05 and **P<0.01 vs control). 

测定经过倍比稀释浓度的姜黄素在不同时间点对

LoVo 细胞生长的抑制作用，分别绘出生长抑制曲线，

得出在 24、48 和 72 h 对 LoVo 细胞抑制的 IC50分别

为（26.45±0.41）、（19.13±0.09）和（10.12±0.04） 
μmol/L；随着姜黄素浓度和处理时间的延长，姜黄素

对 LoVo 细胞的抑制率逐渐增加（P<0.05），呈浓度和

时间依赖效应，见图 2。 

2.3  姜黄素对 LoVo 细胞凋亡基因mRNA 表达

水平的影响 
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应用 RT-PCR 技术检测结果如图 3 和表 1 所示。

Bcl-2 基因家族是目前很受重视的细胞凋亡调控基因

家族，是线粒体途径诱导细胞凋亡的调控中心[13]。凋

亡抑制基因 Bcl-2 与凋亡促进基因 Bax 可形成异源二

聚体，两者的比例关系与凋亡调控相关，直接决定着

细胞的凋亡与否[14~15]。与对照组相比，20、40 和 80 
μmol/L 姜黄素作用 LoVo 细胞 24 h 后，能够显著降低

凋亡抑制基因 Bcl-2 的表达（P<0.05），20、40 和 80 
μmol/L 姜黄素可以提高促凋亡基因 Bax 的表达

（P<0.05），且还发现 Bcl-2/Bax 值显著降低。 

 

 

 
图3 姜黄素对LoVo细胞Bcl-2、Bax和 Caspase-3基因mRNA

表达的影响 

Fig.3 Effects of curcumin on mRNA expression of Bcl-2, Bax 

and Caspase-3 genes in LoVo cells 

Caspase-3 是一个重要的凋亡效应子[16~20]，能被上

游始动子激活，作用于特异性底物使细胞发生生化改

变和形态学改变，引起细胞凋亡。结果显示，20、40
和 80 μmol/L 姜黄素作用 LoVo 细胞 24 h 后，相对于

对照组，能够显著提高促凋亡因子 Caspase-3 的表达

（P<0.05），呈现一定的浓度依赖效应。 

表1 姜黄素对LoVo细胞Bcl-2、Bax和 Caspase-3基因表达的

影响 

Table 1 Effects of curcumin on expression of Bcl-2, 

Bax and Caspase-3 genes in LoVo cells 

Curcumin
/(μg/mL)

Bcl-2 
/β-actin 

Bax 
/β-actin 

Caspase-3
/β-actin 

Bcl-2 
/Bax 

0 1.21±0.06 0.54±0.01 0.38±0.07 2.24 

5 1.30±0.14 0.53±0.03 0.40±0.03 2.45 

10 1.01±0.12 0.56±0.05 0.51±0.04 1.80 

20 0.72±0.07b 0.76±0.03b 0.73±0.05a 0.95 

40 

80 

0.68±0.04a

0.61±0.04a

0.72±0.05b 

0.80±0.04a 

0.61±0.03b

0.78±0.04a

0.94 

0.76 

注：与对照组相比，aP<0.01，bP<0.05。 

2.4  细胞凋亡率的检测 

Annexin V/PI 双标后流式细胞仪检测结果显示，

在经过 5、10、20、40 和 80 μmol/L 不同浓度的姜黄

素处理 24 h 后，姜黄素能诱导 LoVo 细胞凋亡，其细

胞凋亡率随姜黄素浓度递增而增加（P<0.05），呈现剂

量依赖性凋亡。作用 48 h 其细胞凋亡率峰值浓度为 40 
μmol/L，之后增加药物浓度其凋亡率反而下降

（P<0.05）。这可能是高作用强度的姜黄素对肿瘤细胞

产生直接的杀伤作用，肿瘤细胞在被诱导凋亡之前就

被姜黄素杀死（依据作用强度=药物浓度×作用时间推

导）。实验表明诱导细胞凋亡是低浓度姜黄素抑制

LoVo 细胞增殖的主要机制之一。诱导凋亡是姜黄素抗

肿瘤作用的一个重要机制[21]。但是，不同报道显示，

姜黄素诱导细胞凋亡的效应在不同细胞系中所得的结

果差别较大，甚至相反[3~4, 22]。这种差异的原因目前还

不清楚，有待进一步研究。 

2.5  姜黄素对 LoVo 细胞 c-myc 蛋白表达的影

响 

Western blotting 结果显示，在对照组中，c-myc
高表达；与对照组相比，姜黄素能下调 c-myc 的表达，

其中 40 和 80 μmol/L 姜黄素处理组能显著抑制 c-myc
的表达（P<0.01）与对照组相比，40 和 80 μmol/L 的

姜黄素抑制 c-myc 蛋白表达降低到了 0.16 和 0.22 倍，

见图 4。 

2.6  姜黄素对 LoVo 细胞中荧光标记 c-myc 表

达的影响 

用兔抗人 c-myc 单克隆抗体检测人结肠癌细胞
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LoVo 中 c-myc 的表达，阴性对照组 c-myc 的表达呈强

阳性，与对照相比，10 和 20 μmol/L 姜黄素处理组可

见逐渐减弱的红色荧光，个别细胞部位很强，阳性细

胞同对照比占到了 85%和 65%。LoVo 细胞中 c-myc
阳性表达呈现下降趋势，见图 5（细胞形态观察结果

为三次重复实验的最终结果）。 
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图4 姜黄素对LoVo细胞c-myc表达的影响 

Fig.4 Effect of curcumin on expression of c-myc in LoVo cells 

注：a：免疫印迹检测 c-myc 蛋白表达水平；b：c-myc 条

带扫描光密度结果与空白对照组相比，*P<0.05，**P<0.01。 

 

图 5 人 LoVo细胞的c-myc免疫荧光染色（×200） 

Fig.5 Immunofluorescence of c-myc in human LoVo cells 

注：a：空白对照组；b：20 μmol/L 姜黄素处理；c：40 μmol/L

姜黄素处理。 

c-myc 是定位在人类第 8 号染色体的一种基因，

编码 2 个核酸蛋白（p62 和 p63），其在不同类型细胞

中的不同时期或不同组织细胞中的不同时期的表达均

不相同。c-myc基因与鸟类逆转录病毒MC-29的v-myc
基因同源，所以被认为是癌基因（v-myc 能诱发多种

肿瘤）[23]，并在造血系统及其它系统肿瘤中得到证实。

作为原癌基因，c-myc 的激活可导致细胞无限增殖，

与肿瘤的发生发展密切相关，其在结肠癌中高度表达
[24]，western blotting 和免疫荧光化学染色结果提示，

姜黄素可使 c-myc 蛋白的表达量显著下降，推测通过

该蛋白显著下调，来抑制结肠癌细胞增殖，进而诱导

细胞发生凋亡。 
 

3  结论 

姜黄素可显著抑制结肠癌细胞 LoVo 的生长、增

殖，并呈现剂量和时间效应关系，并使 LoVo 细胞发

生形态学改变，进而诱导 LoVo 细胞发生凋亡，表现

出典型的凋亡细胞特征。另外，姜黄素可显著激活 Bax
和 Caspase-3 基因 mRNA 的表达，抑制 Bcl-2 基因

mRNA 表达，同时抑制 c-myc 蛋白的表达，从而使

LoVo 细胞发生凋亡，这说明姜黄素诱导 LoVo 细胞凋

亡与调控 Bax、Bcl-2 和 c-myc 表达，激活 Caspase-3
信号通路有关。随着对姜黄素药理作用的深入研究及

对其作用机制的进一步阐明，姜黄素这一传统中药必

将为癌症的临床治疗发挥更大的作用。 
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