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姜黄素的抗氧化及抗肿瘤活性研究 

 

陈建平，李琳，苏健裕 

（华南理工大学轻工与食品学院，广东广州 510640） 

摘要：本文采用分光光度法测定姜黄素对ABTS 和DPPH 自由基的清除能力；运用 AAPH 诱导红细胞氧化性溶血考察姜黄素对

AAPH 诱导人血红细胞损伤的抑制作用。通过MTT 方法考察姜黄素对A375恶性黑色素瘤生长状态的影响，并用流式细胞仪检测细

胞凋亡数量；运用 Western blot 测定姜黄素对 JNK 和Akt 蛋白表达的影响。结果表明，姜黄素对DPPH 和ABTS 自由基具有较好的清

除能力，呈浓度和时间依赖性；同时，姜黄素能有效抑制 AAPH 诱导红细胞溶血，当姜黄素为 40 μM 时，溶血抑制率达到 52.78±1.03%。

MTT 结果表明，随着姜黄素浓度的升高，A375 细胞存活率逐渐下降，当姜黄素为 40 μM，A375的细胞存活率仅为 21.50±1.60%。流

式分析发现，随着姜黄素浓度的提高，细胞凋亡峰（SubG1）的含量逐渐增加。当姜黄素为 40 μM 时，细胞内 SubG1峰的含量达到

了 63.30%。进一步 Western blot 分析发现姜黄素诱导 A375细胞凋亡与上调 JNK 磷酸化的水平和下调AKt 磷酸化的水平有关。 
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Abstract: In this paper, spectrophotometric method was employed to determine the ability of curcumin to scavenge 

2,2-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) and 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radicals, and the oxidative hemolysis of 

erythrocytes induced by 2, 2′-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH) was used to investigate the inhibitory effect of curcumin on 

AAPH-induced damage to human erythrocytes. The effect of curcumin on the viability of A375 malignant melanoma cells was measured by 

MTT assay, and the population of the apoptotic cells was detected by a flow cytometer. The effect of curcumin on the expression levels 

phosphorylated JNK and Akt was analyzed via Western blot assay. These results showed that curcumin exhibited strong scavenging effects on 

ABTS and DPPH free radicals in a dose- and time-dependent manner. Meanwhile, curcumin also effectively inhibited the AAPH-induced 

hemolysis of erythrocytes. The hemolysis inhibition rate of curcumin increased to 52.78 ± 1.03% at a concentration of 40 µM. The MTT assay 

showed that an increasing concentration of curcumin decreased the viability of A375 cells gradually. The cell viability after treatment with 

curcumin (40 µM) was only 21.50 ± 1.60%. Further flow cytometric studies showed that the SubG1 peak (apoptotic cells) increased in response 

to increasing curcumin concentrations. The SubG1 peak (apoptotic cells) reached 63.30% when the curcumin concentration was 40 μM. Further 

studies by Western blot assay demonstrated that the curcumin-induced apoptosis in A375 cells was related to upregulation of JNK 

phosphorylation and downregulation of Akt phosphorylation.  
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近年来，越来越多的研究表明，细胞内自由基产

生的损伤可以导致癌症、动脉粥样硬化、心血管疾病、 
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免疫系统衰退和细胞衰老等多种疾病[1,2]，摄入外源性

的抗氧化剂能有效地预防或抑制这些疾病的发生。目

前由于人工合成的抗氧化剂有一定的毒副作用，可能

会导致癌症或损伤肝脏，因此寻找天然有效的抗氧化

剂成为目前研究的热点问题[3~4]。姜黄素（curcumin）

是从姜科姜黄属植物姜黄根茎中提取的一种脂溶性酚

类物质[5]。研究表明，姜黄素的结构中含有酚羟基，在

细胞膜发生脂质过氧化反应时，其酚羟基可以发生氧

化反应，能有效终止自由基反应，因而其表现出诸多

生理活性，比如抗氧化、抗肿瘤、防止衰老等诸多功

效[6]，成为近年来天然药物中的研究热点。尤其是姜黄
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素的抗氧化和抗癌功能受到越来越多的关注。 

从本世纪80年代开始，国际上对姜黄属中药及姜

黄素的药理学作用己有概述，而抗癌则是姜黄素的主

要药理活性之一，其抑制肿瘤的作用已在许多动物实

验中得到反复证实，其具体抗癌机制已成为近期研究

热点。目前，美国国立肿瘤研究所将其列为第3 代肿

瘤治疗药[7]。然而，目前国内采用溶血实验和ABTS、

DPPH法研究姜黄素的抗氧化活性还未见报道，且暂未

见对A375黑色素瘤细胞生长状态影响的相关研究报

道。因此，本文通过分光光度法考察姜黄素对ABTS自

由基和DPPH自由基的清除能力及其对红细胞溶血的

抑制能力，并对其抗肿瘤活性进行分析。从而探讨姜

黄素的抗氧化和抗肿瘤性能，以期为产业化开发姜黄

素成为天然的抗氧化剂和潜在的化疗预防剂提供数据

参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

姜黄素，3-(4，5-二甲基噻唑-2)-2，5-二苯基四氮

唑溴盐(MTT)，2,2'-偶氮二 (2-脒基丙烷)二盐酸盐

(AAPH)，1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(DPPH)和2,2'-联氮-

二(3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐(ABTS)，均购自

Sigma公司；DMEM，胎牛血清，青霉素和链霉素，均

购于美国Hyclone公司；红细胞取自正常成人静脉血；

人黑色素瘤A375细胞购自美国ATCC公司。 

1.2  仪器与设备 

BP301S 电子天平，德国Sartorius公司；VERSAmax

酶标仪，美国Molecular Devices公司；TS100倒置显微

镜，日本Nikon公司。 

1.3  ABTS自由基清除能力的测定 

参考 Chen 等[8]方法。用 pH 7.4 的PBS 配制 5 mM 

ABTS 储备液，与过量的二氧化锰(MnO2)反应后经 0.2 

μm的PVDF 微孔滤膜，再用 pH 7.4的 PBS 稀释到 734 

nm 处吸光值为0.70±0.02，得到 ABTS 工作液。在 96

孔板的 200 μL反应体系中，加入 20 μL不同浓度的姜

黄素溶液，然后加入 180 μL的 ABTS 工作液，震荡混

合后在 734 nm处用酶标仪（SpectaMax 250）测定，

每隔 5 min 测一次，持续 30 min。以上操作均在室温

下避光进行。反应体系中混合液在 734 nm 处的吸光

值代表 ABTS 自由基的含量。 

1.4  DPPH自由基清除能力的测定 

参考 Chen 等[8]方法。取一定量的 DPPH粉末，用

甲醇溶解，配成 6 mM的 DPPH储备液。将 DPPH储

备液用甲醇稀释为 60 μM的 DPPH工作液。在 96 孔

板中 200 μL反应体系中，加入 20 μL不同浓度的姜黄

素溶液，然后加入 180 μL的 DPPH工作液，震荡混合

后在 515 nm处用酶标仪（SpectaMax 250）进行测定，

每隔 5 min 测一次，持续 30 min。以上操作均在室温

下避光进行。反应体系中混合液在 515 nm 处的吸光

值代表 DPPH自由基的含量。 

1.5  AAPH诱导红细胞氧化性溶血[9] 

1.5.1  20%红细胞悬液的制备 

将添加有肝素抗凝剂的新鲜健康成人血用离心机

在4 ℃，1500 g下离心10 min，将血红细胞和血浆分离，

血红细胞用PBS（pH=7.4）反复清洗2~3次，直至上清

不显红色为止，吸取0.2 mL分离出的红细胞倒于EP管

中，加入0.98 mL的PBS，配成浓度为20%红细胞悬液；

血浆则置于4 ℃冰箱中备用。 

1.5.2  姜黄素对AAPH诱导红细胞损伤的抑制 

将配置好的 20%血红细胞分成 4 组：（1）阳性对

照组：加 0.1 mL 20%血红细胞和0.3 mL的超纯水；（2）

阴性对照组：加 0.1 mL 20%血红细胞和 0.3 mL 的

PBS；（3）氧化损伤模型组：加0.1 mL 20%血红细胞

和 0.1 mL 200 mM AAPH；（4）样品待测组：加入 0.1 

mL 20%血红细胞，然后分别加入0.2 mL不同浓度的

姜黄素溶液, 金属浴中孵育 15 min 后，再加入 0.1 mL 

200 mM AAPH。将上述四组放入金属浴中孵育 3 h 后

1500 g 离心 10 min，然后每孔加 200 μL于 96 孔板中，

在 540 nm处用酶标仪（SpectaMax 250）进行测定，

按照下列公式计算溶血抑制率： 

溶血抑制率=（1-A 样品/A 阳）100% 

其中 A 样品表示样品待测组的吸光值，A 阳表示阳性对

照组的吸光值。 

1.6  细胞培养 

细胞复苏后培养在含10%胎牛血清，100 U/mL青

霉素和50 U/mL链霉素的DMEM完全培养液中。细胞置

于培养箱中培养(37 ℃，5% CO2)，根据细胞的生长状

态传代，取对数生长期细胞用于以下的各个实验。 

1.7  MTT测定细胞存活率 

将 A375 细胞以1.5×104 个细胞/孔接种于96 孔培

养板，置于培养箱中(37 ℃，5% CO2)培养 24 h后，

加入含有不同浓度的姜黄素培养基 100 μL/孔，继续培

养 72 h。往培养板加入 MTT(5 mg/mL) 20 μL/孔，37 ℃
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孵育 4 h 后弃上清，加入 DMSO 150 μL/孔，振荡 10 

min，紫色结晶物充分溶解后，在 570 nm 处用酶标仪

（SpectaMax 250）测定各孔吸光度值。以对照组吸光

值为 100%，计算药物处理组细胞存活率，同时作图

求得半数抑制浓度(IC50)。细胞存活率的计算公式如

下： 

细胞存活率（%）=Ai/A0×100% 

其中，Ai表示加入药物后在 570 nm处的吸光值；A0表示

空白对照组在 570 nm 处的吸光值。 

1.8  流式细胞仪检测其细胞凋亡情况[9] 

以1.5×104个细胞/皿接种A375细胞到6 cm培养皿，

预培养24 h后，加入不同浓度姜黄素，继续培养72 h后，

去掉培养液，0.25%胰蛋白酶消化细胞，培养液吹打后

收集，1600 r/min离心5 min，倒掉上清，加入1 mL预冷

的70%乙醇，-20 ℃固定放置过夜；次日，离心(1600 

r/min，5 min)收集细胞，PBS洗2次，加PI工作液500 µL，

避光染色15 min。上机前，细胞用300目(孔径40~50 μm)

尼龙网过滤，上机检测。利用Becklnan流式细胞分析仪

测定细胞DNA含量，每个样品分析10000个细胞，应用

软件Multicycle(Phoenix Flow Systems, San Diego, CA)

记录各时相细胞的DNA的含量，凋亡细胞含有亚二倍

体DNA，细胞比例通过定量图中Sub-Gl凋亡峰计算。 

1.9  Western blotting 检测 JNK和 Akt磷酸化

的水平 

姜黄素(终浓度为30 μmol/L)处理A375细胞72 h后，

收集细胞并用RIPA裂解液来裂解细胞后提取蛋白，通

过BCA试剂盒测定对照组和姜黄素组的蛋白浓度。以

不加药为对照组。样品经SDS-PAGE 电泳分离，电转

至硝酸纤维素膜(110 V，1 h)，膜在室温下用5%脱脂牛

奶封闭2 h，加入p-JNK、T-JNK、p-Akt、T-Akt和 β-actin

一抗后4 ℃过夜，TBST洗膜3次，每次5 min后，加入

辣根过氧化物酶标记的二抗，室温振荡2 h。用ECL试

剂盒进行化学发光，在X光片上显影，放入洗片机洗片，

观察结果。以β-actin作为内参照。 

2  结果与讨论 

2.1  不同浓度姜黄素清除ABTS和DPPH自由

基的能力 

体外测定物质抗氧化能力的方法有比色法，化学

发光法，荧光法，和电子自旋共振等[10]。然而，这些

方法大多数是针对清除某一种自由基而言，并不能反

映出其总抗氧化能力。目前，测定物质体外总抗氧化

能力的方法有很多，其中ABTS法和DPPH法被普遍采

用。ABTS法最先由Miller等人用于测定生物样品的抗

氧化能力[11]。该方法主要原理是ABTS经活性氧氧化后

生成稳定的蓝绿色阳离子自由基ABTS+·，其在734 nm

处有最大吸收峰，若加入物质具有抗氧化性，则能与

ABTS+·发生反应从而使反应体系褪色，使得其在734 

nm处的吸光度发生变化[10]。如图1a所示，在ABTS自由

基溶液中分别加入不同浓度的姜黄素(终浓度为5、10、

20、40 μM)后，体系的特征吸收峰A734在1 min内显著

下降，在10 min后，体系基本趋于平衡，达到稳定状态。

并且，随着姜黄素浓度的提高，体系的特征吸收峰A734

下降得越快。上述结果表明，姜黄素对ABTS的清除能

力呈现出明显的时间和浓度效应。 

 

 

图 1 不同浓度的姜黄素对 ABTS (a) 和 DPPH (b)自由基清除率

的影响 

Fig.1 Scavenging effects of different concentrations of 

curcumin on ABTS (a) and DPPH (b) 

而对于DPPH法，其主要原理是DPPH 在溶液中生

成一个稳定的含氮自由基且该溶液呈典型的紫色，在

紫外-可见(UV-Vis)光区具有较强的吸收光谱。当DPPH

溶液中加入抗氧化剂时，由于其自由基清除作用使

DPPH 紫色消退导致吸收光谱强度随加入的抗氧化剂

的量的增加而减[12]。如图1B所示，在DPPH甲醇溶液中

分别加入不同浓度的姜黄素(终浓度为5、10、20、40 μM)

后，体系的特征吸收峰A734随着作用时间和姜黄素浓度
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的增加而呈现出明显下降趋势，表明姜黄素对DPPH的

清除能力也表现出时间和浓度效应。综上所述，姜黄

素对ABTS和DPPH均具有较好的清除能力，并呈现出

浓度和时间依赖性。 

2.2  姜黄素对 AAPH 诱导红细胞溶血的抑制

作用 

表 1 不同浓度的姜黄素对 AAPH 诱导血红细胞损伤的保护 

Table 1 Concentration-dependent attenuation of 

AAPH-induced damages in erythrocytes by curcumin 

组别 溶血抑制率/% 

AAPH 损伤模型组 5.07±0.78a 

阴性对照组 92.47±0.78 

5μM Curcumin+AAPH 30.56±1.25b** 

10μM Curcumin+AAPH 38.49±1.47c** 

20μM Curcumin+AAPH 32.51±1.62d** 

40μM Curcumin+AAPH 52.78±1.03e** 

注：组间比较P<0.05用不同字母表示；与阴性对照组相比，

P<0.01用**表示。 

红细胞膜富含不饱和脂肪酸，AAPH是常见的水溶

性自由基，其在生理温度下通过热分解产生的自由基

能够进攻红细胞膜上的不饱和脂肪酸引发脂质过氧化

最终导致溶血。由于AAPH产生自由基的速率容易监

测，因而被认为是研究体内抗氧化的理想模型。故本

实验采用AAPH自由基攻击血红细胞膜，考察姜黄素对

AAPH诱导红细胞溶血的抑制作用。从表1可以看出，

随着姜黄素浓度的升高，溶血抑制率呈逐渐上升趋势，

从30.56±1.25%提高到52.78±1.03%，表现出明显的剂量

依赖关系。实验结果表明，姜黄素能有效的抑制AAPH

诱导红细胞溶血，具有较好的保护血红细胞的功效，

可以明显的缓解溶血现象。 

2.3  不同浓度姜黄素对 A375黑色素瘤细胞存

活率的影响 

在抗肿瘤药物的体外筛选中，MTT法被广泛用来

测定细胞的存活率。MTT，化学名为3-(4,5)-2-噻唑

-(2,5)-二苯基溴化四氢唑蓝，其有效成分四唑蓝能与活

细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶作用而被还原为不溶于

水的蓝色结晶-甲瓒（formazan）并沉淀在细胞中，而

死细胞则无此功能。利用MTT这一特性，经其染色后

生成的甲瓒用DMSO溶解后在570 nm处有最大吸收

峰，通过其吸光度来计算出细胞的存活率[13]。由图2所

示，随着姜黄素浓度的提高，A375的存活率呈逐渐下

降的趋势，且当姜黄素浓度为40 μM时，其细胞存活率

达到最低为21.50±1.60%，与对照组相比，差异显著

（P<0.01）。表明，姜黄素对A375细胞具有较好抑制其

细胞生长的活性。 

 
图 2 不同浓度的姜黄素对 A375 细胞存活率的影响 

Fig.2 Concentration-dependent effects of curcumin on the 

viability of A375 cells 

注：与空白对照组相比，P<0.01用**表示。 

2.4  流式细胞仪分析姜黄素对 A375黑色素瘤

细胞的凋亡情况 

 

 

图 3 不同浓度的姜黄素对 A375 细胞周期的影响 

Fig.3 Concentration-dependent effects of curcumin on cell cycle progression of A375 cells 
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流式细胞仪检测细胞凋亡是通过检查其光射特征

及荧光参数进行的[14]。细胞凋亡过程中核酸内切酶在

DNA分子核小体间的降解，导致小分子DNA漏出，核

DNA含量下降，细胞荧光染色后作流式细胞仪分析，

可以发现在DNA直方图上正常二倍体细胞的Go/G1峰

前出现一个亚二倍体峰(Sub-G1峰，即AP峰- apoptotic 

peak)，代表凋亡细胞。根据此亚二倍体峰可以计算凋

亡细胞的百分率。从图3可知，随着姜黄素浓度的升高，

凋亡细胞的百分率（SubG1）从对照组的1.8%升高到

63.3%。表明，姜黄素主要是通过诱导细胞凋亡来抑制

A375黑色素瘤细胞的增殖。 

2.5  姜黄素对 JNK和 AKt蛋白磷酸化的影响 

细胞凋亡，又称程序性死亡，是指机体细胞在生

理条件下发生的一种自杀性行为，它的发生受到机体

的严密调控。JNK又称为c-Jun氨基末端激酶，是促分

裂原活化蛋白激酶（MAPK）超家族的成员之一。JNK

信号通路可被细胞因子、生长因子、应激等多种因素

激活，在促进细胞凋亡、抑制细胞增殖等方面起着关

键作用。而PI3K-Akt信号通路也是细胞内重要信号转导

通路之一，在抑制细胞凋亡、促进细胞增殖等方面发

挥着重要作用。因此，本文运用Western blotting检测

A375黑色素瘤细胞经姜黄素处理72 h后，细胞内JNK

和Akt蛋白表达水平的影响。实验结果表明，相比对照

组，姜黄素处理组中的JNK磷酸化表达水平明显升高

（图a），而AKt磷酸化表达水平明显下降（图b）。 

 

 

图 4 姜黄素对 A375细胞内 JNK（a）和 Akt（b）磷酸化表达水

平的影响 

Fig.4 Effect of curcumin on the expression levels of 

phosphorylated JNK (a) and Akt (b) in A375 cells 

3  结论 

3.1  本实验采用ABTS法和DPPH法考察了姜黄素清

除自由基的能力，结果表明，姜黄素对 ABTS 和 DPPH

自由基的清除能力均表现出浓度和时间剂量效应。以

人血红细胞为研究对象，建立了 AAPH诱导红细胞氧

化损伤模型，证明了姜黄素对红细胞溶血的抑制作用，

为姜黄素抗氧化活性检测提供了一种行之有效的模拟

体内环境的方法。本研究将为开发新的天然无害抗氧

化剂提供了新的思路和资源。 

3.2  通过 MTT 实验考察了姜黄素对 A375 细胞的存

活率，并用流式细胞仪和 Western blot 进行分析。结

果表明，姜黄素主要是通过上调 JNK磷酸化的表达水

平和下调 Akt 磷酸化的表达水平来诱导 A375 细胞凋

亡。本研究对姜黄素在膳食预防、化学预防治疗癌症

等方面的运用提供了广阔前景。 
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