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姜黄素超分子包合物抑制 HepG2 肝癌细胞的增殖 
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（广东海洋大学食品科技学院，广东省亚热带果蔬加工现代农业科技创新中心，广东湛江 524088） 

摘要：对姜黄素超分子包合物抑制 HepG2 肝癌细胞增殖的作用进行研究。采用 MTT 法考察不同浓度的姜黄素超分子包合物

（40~640 μg/mL）处理 HepG2 细胞不同时间（24 h、48 h 和 72 h）后对其细胞存活率的影响。然后，采用流式细胞术和测定 Caspase 

3/8/9 酶活来探讨姜黄素超分子包合物抑制 HepG2 细胞增殖的作用机理。实验结果表明，随着姜黄素超分子包合物处理时间和浓度的

增加，HepG2 细胞的存活率呈现出逐渐下降的趋势，当处理时间为 72 h，姜黄素超分子包合物浓度为 640 μg/mL 时，细胞的存活率

达到最低为 9.81%±1.00%。进一步的流式细胞术分析得知，HepG2 细胞内的凋亡细胞数目随着姜黄素超分子包合物浓度的增加而增

加，当细胞经 640 μg/mL 姜黄素超分子包合物处理 72 h 后，其细胞内凋亡细胞的数目（Sub-G1）达到最高为 93.43%。通过对 Caspase 

3/8/9 的酶活进行检测发现，Caspase 3/8/9 的酶活也是随着姜黄素超分子包合物浓度的增加而增加，当 640 μg/mL 姜黄素超分子包合

物处理细胞 72 h 后，Caspase 3/8/9 的酶活达到最大。进一步地 Western blot 实验结果也表明，随着姜黄素超分子包合物浓度的增加，

Caspase 3/8/9 的蛋白表达水平呈升高趋势。上述实验结果表明，姜黄素超分子包合物是通过线粒体途径和死亡受体途径来诱导细胞发

生凋亡从而抑制 HepG2 细胞增殖。 
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Abstract: In this paper, the inhibition effect of curcumin/β-cyclodextrin polymer inclusion complex on the proliferation of HepG2 

hepatocellular carcinoma cells was studied. MTT assay was used to investigate the effects of curcumin/β-cyclodextrin polymer inclusion 

complex with the different concentrations (40~640 μg/mL) and different periods of times (24 h, 48 h, and 72 h) on the cell viability of HepG2 

cells. Then, the flow cytometry and measuring Caspase 3/8/9 activity were used to investigate the inhibiting mechanism of 

curcumin/β-cyclodextrin polymer inclusion complex on the proliferation of HepG2 cells. The results showed that with the increase in the 

treatment times and concentrations of curcumin/β-cyclodextrin polymer inclusion complex, the cell activity of HepG2 cells was gradually 

decreased. When the HepG2 cells were exposed to curcumin/β-cyclodextrin polymer inclusion complex (640 μg/mL) for 72 h, the cell activity 

reached the lowest as 9.81%±1.00%. Further flow cytometry analysis revealed that with the increase in the concentration of 

curcumin/β-cyclodextrin polymer inclusion complex, the number of apoptotic cells in HepG2 cells was gradually increased. When the cells were 

exposed to inclusion complex (640 μg/mL) for 72 h, the number of apoptotic cells (sub-G1) in HepG2 cells reached a maximum of 93.43%. The 

activity of Caspase 3/8/9 was also increased with the increasing concentration of curcumin/β-cyclodextrin polymer inclusion complex. The 

activity of caspase3/8/9 reached the maximum after the cells was exposed to inclusion complex (640 μg/mL) for 72 h. The results of western 

blot also showed that the protein expression level of Caspase 3/8/9 increased with the increase of the curcumin/β-cyclodextrin polymer inclusion 

complex concentration. The above results indicated that curcumin/β-cyclodextrin polymer inclusion complex inhibited HepG2 cells proliferation  
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through mitochondrial pathways and death receptor pathways to induce HepG2 apoptosis.  

Key words: Curcumin/β-cyclodextrin polymer inclusion complex; HepG2 cells; Cell proliferation 

 
姜黄素是一种从姜黄植物的根茎部位提取出来的

多酚类物质[1]。研究表明，姜黄素是一种治疗癌症化

学预防剂和化学治疗剂[2,3]。体内外的实验也表明，姜

黄素可以抑制多种肿瘤细胞的生长，包括人类急性粒

细胞白血病细胞[4]，骨肉瘤细胞[5]，人肝癌细胞[6]，人

肺腺癌的细胞[7~9]，前列腺癌细胞[10,11]。然而，姜黄素

存在不易溶于水、体内吸收差等缺点[12]，导致姜黄素

难以发挥应有的生物活性，这也进一步地限制了姜黄

素在食品、医药方面的应用。 
为了解决姜黄素存在的问题，可以运用多种方法

来提高姜黄素的水溶性和生物利用率，比如，将姜黄

素制备成纳米粒子、脂质体、和各种环糊精包合物等
[13]。其中，最常用的是利用环糊精对姜黄素进行包埋

制备得到姜黄素的包合物从而提高姜黄素的生物利用

率。Zhang 等人研究发现采用环糊精包合姜黄素后可

以显著提高姜黄素的抗肿瘤活性[14]。同时，Yallapu 等

人也发现，相比单独的姜黄素，β-环糊精与姜黄素形

成的包合物具有更好的抗肿瘤效果[15]。此外，Yadav
等人报道，采用环糊精包合姜黄素可以使其水溶性提

高约 100 倍并且其抗炎和抗血管生成的活性都得到了

显著提高[16]。然而，考虑到环糊精本身水溶性低，因

此本课题组前期将环糊精合成为水溶性高的环糊精聚

合物，然后以环糊精聚合物作为药物载体对姜黄素进

行负载制备得到姜黄素超分子包合物，发现姜黄素超

分子包合物保留了姜黄素的抗氧化活性[17]。然而，经

过环糊精聚合物负载之后，姜黄素超分子包合物的抗

肿瘤性能如何还并未可知，因此，本文选择 HepG2
细胞作为研究对象，考察姜黄素超分子包合物对

HepG2 细胞生长状态的影响，并进一步对其抑制细胞

生长的作用机理进行探究。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

姜黄素超分子包合物，实验室自制；DMEM 培养

基和 0.25%胰酶，购于美国 Gibco 公司；胎牛血清

（FBS）购于美国 Hyclone 公司；四甲基偶氮唑盐

（MTT）和二甲基亚砜（DMSO）购于美国 Sigma 公
司；碘化丙啶（PI）染料，北京索莱宝科技有限公司；

Caspase 3、Capase 8 和 Caspase 9 试剂盒购于英国

Abcam 公司；BCA 试剂盒，购于南京凯基生物科技发

展有限公司。 

1.2  仪器与设备 

MC0715 CO2 培养箱，日本 Sanyo 公司；

SW-CJ-2FD 双人单面超净工作台，苏州安泰空气技术

有限公司；Varioskan flash 酶标仪，美国 Thermo 公司；

FACSAria 流式细胞仪，美国 Waters 公司。 

1.3  姜黄素超分子包合物的抗肿瘤活性测定 

1.3.1  姜黄素超分子包合物的制备 

参考陈建平[17]等人的方法制备姜黄素超分子包

合物。 

1.3.2  细胞培养 

HepG2 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实验。 
1.3.3  MTT 法测定细胞存活率 

参考 Zhao[18]等人的方法进行实验。将 HepG2 细

胞以密度为 2×104 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。取不同浓度

（40、80、160、320、640 μg/mL）姜黄素超分子包合

物溶液 100 μL 作用于 HepG2 肝癌细胞，分别培养 24 
h、48 h 和 72 h 后，往每个处理过的细胞培养孔中加

入 5 mg/mL 20 μL MTT，放入 37 ℃培养箱中孵育 4 h，
取出并去除上层清液，再给每孔加入 150 μL DMSO，

摇床上震荡 10 min，待紫色结晶物充分溶解后，用酶

标仪在 570 nm 处测定各孔 OD 值，将空白对照组的

OD 值设为 100%，计算不同处理组中的细胞存活率。 
其中细胞存活率计算公式： 
细胞存活率(%)=Ai/A0×100% 
其中，Ai 表示不同处理组的 OD 值；A0 表示空白对照组

的 OD 值。 

1.3.4  流式细胞术检测细胞周期 

参考 Chen[19]等人的方法进行实验。将细胞密度为

2×104细胞/孔接种于 6 cm2的培养皿中，培养 24 h 后，

进行加药操作。其中对照组不加药，处理组加入不同

浓度（20、40、80、160、320、640 μg/mL）的姜黄素

超分子包合物溶液，培养箱培养 72 h 后，用 PBS 洗

两次，加入 1 mL 75%的冰乙醇固定，置于-20 ℃冰箱

中。次日离心，加入 500 μL PI 工作液，置于 4 ℃冰箱

中避光 20 min 后上机待测。 
1.3.5  Caspase 酶活的检测 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2019, Vol.35, No.3 

23 

根据Caspase 3/8/9试剂盒说明书上的方法进行操

作。取对数生长期的 HepG2 细胞，经胰酶消化、计数

后，以 10×104个细胞/孔接种于 10 cm 皿中，置于培

养箱中（37 ℃，5% CO2）培养 24 h 后，分别按如下

方式进行加药处理。其中，对照组不加药；姜黄素超

分子包合物组加入不同浓度的姜黄素超分子包合物。

放入培养箱培养 72 h 后，收集细胞，加入一定量的

RIPA 细胞裂解液，冰上孵育 1 h 后，在 11000 g 下离

心 30 min，取上清液转移到新的 EP 管中。采用 BCA
试剂盒测定蛋白浓度。分别向 96 孔荧光板中加入

Caspase 3/8/9 底物，每孔 4 μL，然后加入 100 μg 蛋白

样品，用 PBS 补至总体积 160 μL/孔，置于 37 ℃避光

培养 1 h，用荧光酶标仪检测其荧光强度（激发波长为

380 nm，发射波长为 460 nm），每个样品平行三次。 
1.3.6  Western blot检测Caspase 3/8/9的表达水

平 

用不同浓度的姜黄素超分子包合物处理 HepG2
细胞 72 h 后，收集细胞并用 RIPA 裂解液来裂解细胞，

裂解后的细胞放入离心管内，12000 转离心 20 min，
取上清液，用 BCA 蛋白定量试剂盒检测对照组和不

同浓度姜黄素超分子包合物组的蛋白浓度。将定量裂

解后的样品取 100 μL 加入 5X 蛋白上样缓冲液 25 μL
混匀，经电磁炉煮沸处理 15 min 后冷却待用。样品经

SDS-PAGE电泳分离，电转至硝酸纤维膜（110 V，1 h），
膜在室温下用 5%脱脂牛奶孵育 2 h，用 TBST 洗膜 3
次，每次 5 min。然后，加入 Caspase 3/8/9 一抗孵育 2 
h，TBST 洗膜 5 次，每次 5 min。加入 HRP 标记的二

抗，孵育 1 h，TBST 洗膜 5 次，每次 5 min。用 ECL
试剂盒进行化学发光，在 X 光片上显影 3 min，放入

洗片机中洗片，观察结果，以 β-actin 作为内参。 
1.3.7  统计分析 

运用 Origin 8.0 软件对数据结果进行统计分析。

实验数据以⎯x±s 表示，其中⎯x 为平均值，s 为标准差。 

2  结果与分析 

2.1  姜黄素超分子包合物对 HepG2 肝癌细胞

生长的影响 

首先，采取 MTT 方法来评价姜黄素超分子包合

物对 HepG2 肝癌细胞存活率的影响，从而筛选出对

HepG2 细胞存活率影响最大的姜黄素超分子包合物

浓度和作用时间。MTT，商品名为噻唑蓝，是一种还

原显色剂，它与活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶反应

后，自身被还原成不溶于水的紫色甲瓒[20]。通过酶标

仪测定甲瓒溶液的吸光度，可以间接接反映出活细胞

的数量。实验结果如图 1 所示。由图 1 可知，当姜黄

素超分子包合物处理 HepG2 细胞 24 h 后，随着姜黄

素超分子包合物浓度（40~640 μg/mL）的升高，细胞

存活率从 95.30%±4.76%降低到 33.70%±2.25%。当处

理时间从 24 h 增加到 72 h 时，随着姜黄素超分子包合

物浓度（40~640 μg/mL）的升高，细胞存活率从

92.06%±2.01%降低到 9.81%±1.00%。实验结果表明，

HepG2 细胞存活率均随姜黄素超分子包合物浓度的

升高和处理时间的增加呈下降趋势。当姜黄素超分子

包合物的浓度为 640 μg/mL 处理 HepG2 细胞 72 h 后，

其细胞存活率达到最低为 9.81%±1.00%。 

 
图1 不同浓度的姜黄素超分子包合物处理Hep G2细胞不同时

间对其细胞存活率的影响 

Fig.1 Effects of curcumin/β-cyclodextrin polymer inclusion 

complex with different concentrations and different periods of 

time on cell viability of HepG2 cells 

注：不同字母表示统计学上显著性差异（p<0.05)，相同字

母表示统计学上没有显著性差异。图 2 同。 

2.2  流式细胞术检测细胞凋亡 

 
图2 不同浓度的姜黄素超分子包合物对HepG2细胞凋亡数目的

影响 

Fig.2 Effects of different concentration of curcumin/β- 

cyclodextrin polymer inclusion complex on population of 

apoptotic HepG2 cells 

在肿瘤细胞中抑制肿瘤细胞增殖常常是通过诱导
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细胞凋亡和/或诱导细胞周期阻滞来实现的[21,22]。为了

进一步阐明姜黄素超分子包合物抑制 HepG2 肿瘤细

胞增殖的机理，采用流式细胞仪来考察不同浓度姜黄

素超分子包合物对 Hep G2 细胞周期分布的影响。实

验结果如图 2 所示。由图 2 可知，细胞凋亡的数目随

着姜黄素超分子包合物浓度的增加呈现出增加的趋

势，当 40 μg/mL 姜黄素超分子包合物处理 HepG2 细

胞 72 h 后，细胞凋亡数量（SubG1 峰）为 6.07%。当

姜黄素超分子包合物的浓度提高到 640 μg/mL 时，其

细胞凋亡总数（SubG1 峰）从 6.07%提高到 93.43%。

上述结果表明，姜黄素超分子包合物通过诱导细胞凋

亡来抑制 HepG2 细胞增殖。 

2.3  Caspase酶活的测定 

 
图3 不同浓度的姜黄素超分子包合物对Caspase家族蛋白活性

的影响 

Fig.3 Effects of different concentrations of 

curcumin/β-cyclodextrin polymer inclusion complex on activity 

of Caspase family proteins 

注：与对照组相比，差异显著用 p<0.05(*)或 p<0.01（**）

表示。 

研究表明，在引发细胞凋亡的过程中，外源性的

线粒体途径和内源性的死亡受体途径参与了细胞凋亡

的过程，共同调节细胞凋亡。而在这两条通路当中，

Caspase 家族蛋白（一类半胱氨酸蛋白酶）都发挥了

重要的作用，其中 Caspase 3 是这两条通路最后执行

细胞凋亡的执行因子，而 Caspase 8 和 Caspase 9 分别

是死亡受体通路和线粒体通路中的启动因子[23,24]。因

此，为了验证这一结论，进一步采用荧光光谱法对这

两条通路中的关键性蛋白Caspase 3/8/9 的活性进行检

测，实验结果如下图 3 所示。由图 3 可知，Caspase 3/8/9
的活性随着姜黄素超分子包合物浓度的增加呈现出增

加的趋势，呈现出良好的浓度依赖性。当姜黄素超分

子包合物的浓度为 640 μg/mL 时，Caspase 3/8/9 的活

性均达到最高。上述结果表明，姜黄素超分子包合物

诱导 HepG2 细胞凋亡是通过线粒体途径和死亡受体

途径来实现的。 

2.4  姜黄素超分子包合物对 Caspase3/8/9蛋白

表达量的影响 

为了验证上述结论，进一步采用 Western blot 方
法来检测 Caspase 3/8/9 的蛋白表达量，实验结果如下

图 4 所示。由图 4 可知，Caspase 3/8/9 的蛋白条带在

经过姜黄素超分子包合物处理后明显变淡，说明

Caspase 3/8/9 被切割，切割后的 Caspase 3/8/9 活性增

强。而且，从图 4 中可以看到 Caspase 3 的底物 PARP
（分子量为 116 ku）的蛋白条带随着姜黄素超分子包

合物浓度的升高其条带逐渐变淡，说明其底物蛋白量

在逐渐减少，而产物 Cleaved-PARP（分子量为 89 ku）
随着姜黄素超分子包合物浓度的升高其条带逐渐增

强，表明其蛋白量逐渐增加，从而进一步验证了

Caspase 3 的活性在经过姜黄素超分子包合物处理后

得到了明显的增强。上述结果表明，死亡受体通路和/
或外源性的线粒体通路均参与了姜黄素超分子包合物

诱导 HepG2 细胞凋亡。 

 
图4 不同浓度的姜黄素超分子包合物对Caspase 3/8/9蛋白表

达量的影响 

Fig.4 Effects of different concentrations of curcumin/β- 

cyclodextrin polymer inclusion complex on the expression level 

of Caspase 3/8/9 proteins 

3  结论 

本实验采用 MTT 法测定了姜黄素超分子包合物

对 HepG2 肝癌细胞存活率的影响，并运用流式细胞术

和荧光酶标仪检测 Caspase 酶活来探究姜黄素超分子

包合物抑制 HepG2 肝癌细胞增殖的机理。实验结果表

明，经姜黄素超分子包合物处理 HepG2 细胞 72 h 后，

能显著降低 HepG2 肝癌细胞的存活率，存活率仅为

9.81%±1.00%，表明姜黄素超分子包合物具有较强的

抗肿瘤活性效果。进一步的机理研究发现，姜黄素超
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分子包合物是通过线粒体途径和死亡受体途径引发

HepG2 细胞凋亡来抑制 HepG2 增殖的。 
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