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凋亡诱导因子在姜黄素诱导的大鼠肺成纤维细胞凋亡中的作用

陈玲玲 张德平△

（南京医科大学医学院鼓楼临床医学院 江苏南京 210008）

摘要 目的：研究姜黄素对肺纤维化大鼠肺成纤维细胞增殖、凋亡的影响，探讨凋亡诱导因子（AIF）在肺成纤维细胞凋亡中的作
用。方法：将体外培养的肺纤维化大鼠成纤维细胞，分别于不同浓度的姜黄素（5、10、20、40 μM）和 caspase-3抑制剂 Z-DEVD-fmk
（20 μM）孵育，观测细胞生长状态变化。MTT检测成纤维细胞增殖抑制率；流式细胞仪检测细胞凋亡率；Western-Blot测定凋亡诱
导因子（AIF）蛋白表达及核转位 结果：流式细胞术检测细胞凋亡，5～40 μM姜黄素处理 12 h，其凋亡率呈浓度依赖，对照组相
比，差异显著；而抑制 caspase-3并不能完全阻止细胞凋亡。Western-Blot结果显示，姜黄素处理组出现凋亡诱导因子（AIF）蛋白表
达与核转位，抑制 caspase-3活性后未检测出 AIF表达 结论：姜黄素可抑制肺成纤维细胞增殖，其诱导大鼠肺成纤维细胞凋亡，可
能与线粒体释放 AIF有关。
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ABSTRACT Objective: To the effect of curcumin on proliferation and apoptosis and the mechanism of apoptosis-inducing factor

(AIF) on rat pulmonary fibroblasts. Methords: Fibroblasts derived from lung tissue of rat were cultured in vitro. Cultured cells were ex-
posed to curcumin with different final concentration (5 μM,10 μM,20 μM,40 μM) and Z-DEVD-fmk with final concentration(20 μM).
MTT assay was used to determine the inhibitory rate of curcumin on the proliferation of cells. Flow cytometry identified the apop- tosis.
Western-blot was used to determine the expression and nuclear translocation of AIF protein. Results: Curcumin inhibited prolifera- tion
of pulmonary fibroblasts in a dose-dependent manner (5 μM,10 μM,20 μM,40 μM), which was detected by Flow cytometry. But the pro-
liferation inhibitory and the apoptosis induced by curcumin were not inhibited by Z-DEVD-fmk. In curcumin treated groups, AIF was ob-
served associated with the nuclear translocation. Conclusion: Curcumin inhibited proliferation of pulmonary fibroblasts. The cur-
cumin-induced apoptosis may be associated with the releasing of AIF from mitochondria.
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前言

特发性肺纤维化（idiopathic pulmonary fibrosis，IPF）是一
种原因不明的慢性炎症性间质性肺疾病，以普通型间质性肺炎

（UIP）为特征性病理改变。IPF患者存活率很低，确诊后中位生
存期 2-5年[1-2]。前期研究结果表明，姜黄素可以通过激活 cas-
pase-3，诱导肺成纤维细胞凋亡[11]。但除了经典的 caspase途径
外，姜黄素诱导肺成纤维细胞凋亡是否还存在不依赖于 cas-
pase的凋亡途径目前还不清楚。本研究旨在通过对细胞凋亡的
检测，探讨凋亡诱导因子（apoptosis-inducing factor，AIF）在这一
途径中的作用，进一步了解姜黄素诱导肺成纤维细胞凋亡的可

能机制。

1 材料与方法

1.1 材料
姜黄素(美国 Sigma公司)以 DMSO稀释为 40 mM,避光保
存,用前以培养液稀释，使 DMSO终浓度 < 0.1 %。 DMSO(美
国 Sigma公司)；Z-DEVD-fmk(美国 BD公司)；RPMI-1640培养
基及胰蛋白酶(美国 GIBCO公司)；胎牛血清(FBS) (杭州四季
青生物工程材料有限公司)；α-SMA单克隆抗体、辣根过氧化
物酶标记的羊抗兔 IgG、二部法兔 /鼠通用型免疫组化试剂盒
(丹麦 DAKO公司)；AIF单克隆抗体（Cell Signaling）；MTT细
胞增殖及细胞毒性检测试剂盒、caspase-3分光光度法检测试剂
盒、ANNEXIN-V-FITC凋亡检测试剂盒 (凯基生物工程有限公
司)。
1.2 方法
1.2.1 肺纤维化动物模型的建立及原代培养 SPF级 6周龄雄
性 SD大鼠，气管内一次性注射盐酸博来霉素（5 mg / kg）建立
肺纤维化动物模型,所有大鼠于注药后第 28天处死。无菌条件
下取大鼠肺组织(部分右肺上叶做 HE染色),胰蛋白酶消化法
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做原代细胞培养，培养箱内培养 1 h,去除未贴壁细胞，贴壁细
胞即为成纤维细胞，肺成纤维细胞可通过传代自然纯化。
1.2.2 肺成纤维细胞免疫组化鉴定 将传代培养的细胞制成单
个细胞悬液,调整细胞密度为 1×105 / ml,接种于六孔板内 (孔
内预先置有多聚赖氨酸包被的盖玻片)，当细胞铺满盖玻片 60
%时，丙酮固定 30 min，二部法免疫组化检测肺成纤维细胞
α-SMA的表达。
1.2.3 MTT检测细胞增殖 细胞以 8×104 / ml接种于 96孔板,
待细胞铺满 60 %，换用无血清培养基培养 24 h，使细胞同步于
G0期，按如下分组予不同浓度姜黄素干预。 A组：(1) A1：空
白组（只给培养液，无细胞）；（2）A2：Control组（只给培养液）；
（3）A3：5 μM 姜黄素组；（4）A4：10 μM 姜黄素组；（5）A5：20
μM姜黄素组；（6）A6：40 μM姜黄素组。每组设 5个复孔。B
组：分组同上，每组加入 Z-DEVD-fmk（20 μM）预处理 30 min
后，分别加入 5～40 μM姜黄素。培养箱培养 12 h,每孔加 1×
MTT 50 μL，37 ℃ 孵育 4 h, 吸出上清 , 每孔加入 DMSO 150
μL，振荡充分溶解,酶标仪检测 OD值（测量波长 490nm）。
1.2.4 ANNEXINV-FITC检测细胞凋亡 收集 A、B两组培养 12
h后的细胞，调整细胞密度为 5×105/ mL；1 % PBS洗涤细胞两
次，以 500 μL Binding Buffer重悬细胞，加入 5 μL ANNEX-
IN-VFITC混匀，再加入 5 μL PI；避光反应 15 min；1 h内用流
式细胞仪检测。
1.2.5 酶标仪检测 caspase-3的表达 收集 Z-DEVD-fmk +姜黄
素处理的细胞，向细胞沉淀中加入 50μL Lysis Buffer（用前加入
0.5 μL DTT )，冰上裂解 45 min；离心，4℃、10000 rpm、1 min；
吸取上清，酶标仪测定 OD值，测量波长 405 nm。
1.2.6 Western-Blot检测 AIF蛋白表达 按说明书提取细胞全蛋
白，SDS-PAGE、Western-Blot法检测 AIF表达及核转位。
1.3 统计学分析
采用 SPSS 17.0，Prism统计软件，组间比较采用单因素方

差分析,P <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 HE染色评估肺纤维化程度
接受气管内性注射盐酸博来霉素的大鼠正常肺泡结构破

坏，肺泡间隔增宽，内见炎性细胞浸润及大量胶原纤维增生，可

见多灶性、大小不等的纤维化区域（图 1）。表明肺纤维化大鼠
模型制备成功。

2.2 肺成纤维细胞鉴定
原代培养的大鼠肺成纤维细胞传 4～5代后自然纯化，成

纤维细胞呈长梭形，免疫组化α- SMA染色呈现定位于胞浆的
棕黄色颗粒，表明肺成纤维细胞已转化成肌成纤维细胞（myofi-
broblast, MFb）（图 2）。

2.3 Z-DEVD-fmk抑制 caspase-3的表达
Z-DEVD-fmk（20 μM）预处理细胞 30 min，分别加入 5～40

μM姜黄素培养 12 h,各组 caspase-3活化值与 control组比较，
差异无统计学意义，表明各处理组细胞 caspase-3表达被阻断
（图 3）。

2.4 姜黄素对成纤维细胞增殖的抑制
5～40 μM姜黄素作用于细胞 12 h后，姜黄素能显著抑制

细胞增殖，并呈浓度依赖。加入 Z-DEVD-fmk阻断 caspase-3的
表达，不能完全抑制肺成纤维细胞增殖（图 4）。

图 1 纤维化大鼠肺组织 HE染色（200×）
Fig.1 The lungs of rats with pulmonary fibrosis. HE (200×)

图 2肺成纤维细胞照片（200×）：A正常生长的肺成纤维细胞；B肺成

纤维细胞α- SMA免疫组化染色
Fig.2 SEM OF pulmonary fibroblast (200×): A Normal pulmonary

fibroblast; B :Immunohistochemistry of α-SMA in pulmonary fibroblast

图 3 加入 Z-DEVD-fmk(20 μM)后 caspase-3表达受抑制 #P > 0.05 vs

control

Fig.3 Caspase-3 was inhabited after Z-DEVD-fmk(20 μM) treatment

#P > 0.05 vs control

*P < 0.05 vs control

图 4 a 姜黄素(5～40 μM)对肺成纤维细胞增殖的影响
Fig.4a Effect of curcumin (5～40 μM) on proliferation of pulmonary

fibroblast
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2.5 姜黄素对肺成纤维细胞凋亡的影响
5～40 μM 姜黄素作用于细胞 12 h 后细胞的凋亡率与

Control组比较，差异显著，呈现浓度依赖性；加入 Z-DEVD-fmk
阻断 caspase-3的表达，20、40 μM姜黄素组仍然可以诱导肺成
纤维细胞凋亡，但其凋亡率均低于姜黄素单独处理组（图5）。

2.6 AIF蛋白表达和核转位
姜黄素作用于MLF 12 h后，Western-Blot分析显示肺成纤

维细胞 AIF 蛋白表达，被剪切为 57KDa 并发生核转位；而
Z-DEVD-fmk预处理的细胞并未出现 AIF蛋白表达和核转位
（图 6）。

3 讨论

研究表明在 IPF的发病最初就有成纤维细胞灶的形成，最
终形成肺纤维化[3]。成纤维细胞灶主要由表达 α-SMA的肌成纤
维细胞构成，是纤维化发生的主要作用细胞。在肺纤维化的发
病过程中，MFb的凋亡受到抑制，其持续表达导致肺纤维化进
行性发展 [4-5]。α-SMA是MFb的标志蛋白，是成纤维细胞转化
为MFb的关键标志。本研究的肺纤维化动物模型的成纤维细
胞高度表达 α-SMA，表明他们已转化为MFb。
姜黄素是从中药姜黄中提取的一种酚类色素，具有广泛的

生物活性，如抗炎、抗氧化、抗肿瘤、抗纤维化等[6]。研究证实,早
期应用姜黄素可以减轻肺纤维化程度,对肺纤维化具有预防作
用[7]。Tourkina E研究发现,姜黄素能引起硬皮病患者肺成纤维
细胞（多数具有 MFB表型）凋亡[8]。本研究小组前期研究表明,
在博来霉素诱导的大鼠肺纤维化形成阶段应用姜黄素干预,可
以通过抑制肺组织 TGF-β1的合成，有效减轻肺纤维化程度；
在体外，姜黄素可能通过激活 caspase-3,诱导 IPF患者肺成纤
维细胞凋亡[9-12]。Caspase家族在细胞凋亡过程中发挥着重要作
用，caspase-3最为重要，处于蛋白酶级联反应的核心位置，是线
粒体途径和死亡受体途径两条信号途径的共同通道。但除
caspase途径外，姜黄素可能还存在不依赖于 caspase的凋亡途
径，如通过凋亡诱导因子（AIF）发挥作用，但具体信号转导途径
尚不明确。

AIF是一类存在于线粒体内外膜间隙的保守黄素蛋白，分
子量为 62-KDa，具有双重功能：在细胞正常的生理状态下，AIF
作为线粒体氧化还原酶，能催化细胞色素 c（Cyt-c）和 NAD之
间的电子传递；当细胞受到凋亡的刺激时，线粒体膜通透性改

变，AIF被剪切为 57-KDa的 tAIF，成熟的 AIF从线粒体释放至
胞浆，并转位到细胞核内，与线粒体蛋白质 Endonuclease G（En-
do G)一起引起细胞染色体的凝聚和 DNA的大片段化[13-14]。有
学者认为，AIF是线粒体凋亡途径的关键分子，被认为在调控
caspase非依赖性细胞凋亡中起中心作用[15]。
本研究结果表明，姜黄素可以抑制 MLF的增殖，诱导

MLF凋亡，并呈剂量依赖型；抑制 caspase-3的活性，可明显抑
制但不能完全阻止姜黄素诱导的 MLF凋亡，提示姜黄素还可
能通过 caspase非依赖性途径诱导MLF凋亡，但其诱导凋亡仍
主要通过 caspase路径。应用姜黄素干预大鼠肺成纤维细胞，可
以检测到 AIF蛋白表达及核转位，而提前阻断 caspase-3的活
性，再应用姜黄素处理细胞，未能检测到 AIF蛋白表达。虽然大
部分研究认为 AIF介导的细胞凋亡不依赖于 caspase的活性，
但也有研究认为 AIF 的致凋亡作用是依赖于 caspase 的，
Damien A等证实加入 caspase广谱抑制剂对线粒体释放 Cyt-c
无影响，但是可以阻止 AIF的释放,只有在细胞内的 caspase被
激活后，AIF才能释放和发挥作用[16-17]。Z-DEVD-fmk虽然不能
抑制 AIF活性，但若使 Z-DEVD-fmk在线粒体释放 AIF之前
就抑制 caspase-3活性，则 AIF就不能发挥作用。出现上述两种
相反结论的原因，可能是细胞类型不同和受到的刺激不同的原

因。本实验中，Z-DEVD-fmk可能在MLF线粒体释放 AIF之前
就抑制了 caspase-3活性，使得 AIF不能从线粒体释放，故而未
能检测到 AIF蛋白的表达。

*P < 0.05 vs control

图 4 b 阻断 caspase-3后姜黄素(5～40 μM)对细胞增殖的影响
Fig.4b Effect of curcumin (5～40 μM) on cell proliferation after blocking

of caspase-3

图 5 a 姜黄素(5～80 μM)处理后细胞凋亡率 *P < 0.05 vs control

Fig.5a Apoptotic rate after treatment of curcumin (5～80 μM) *P < 0.05

vs control

图 5 b 阻断 caspase-3后姜黄素诱导的细胞凋亡率 *P < 0.05 vs control

Fig.5b Apoptosis Induced by curcumin after blocking of caspase-3 (5～

40μM) *P < 0.05 vs control

图 6 姜黄素处理细胞后 AIF由线粒体释放
Fig. 6 The releasing of AIF from mitochondria
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本次实验再次证实姜黄素可以诱导肌成纤维细胞凋亡，同

时发现肺成纤维细胞出现 AIF蛋白表达及核转位。提示细胞接
受到凋亡信号，引起 caspase的活化，而活化的 caspase促使使
线粒体释放 AIF因子，共同引发细胞凋亡。而抑制 caspase的活
性，并不能完全阻止肺成纤维细胞的凋亡，可能与 AIF介导的
非 caspase依赖的凋亡通路有关，但具体的凋亡信号通路转导，
尚待进一步分子生物学实验证实。
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