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姜黄素对肝癌细胞 HepG2的抗癌作用及 P21WAF1/CIP1表达的影响
李胜昔 1 曾 斌 2△ 石 巍 2 廖爱军 2 曹文涛 2
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摘要 目的：探讨姜黄素对肝癌 HepG2细胞抗癌作用及相关周期蛋白依赖激酶抑制因子 P21WAF1/CIP1表达的影响。方法：体外培养肝
癌 HepG2细胞，用MTT法检测姜黄素对 HepG2细胞的抑制作用，以 RT-PCR方法检测 HepG2细胞中 P21WAF1/CIP1mRNA的表达，
用免疫细胞化学检测其 P21WAF1/CIP1蛋白的表达。结果：姜黄素呈时间剂量性抑制 HepG2细胞的生长，并显著上调 HepG2细胞中
P21WAF1/CIP1mRNA和蛋白的表达。结论：姜黄素能抑制 HepG2细胞的生长，并上调其中 P21WAF1/CIP1的表达。
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ABSTRACT Objective: To study the anticancer activities of curcumin on human liver carcinoma cell line HepG2 and the effects of
express of P21WAF1/CIP1. Methods: Human liver carcinoma HepG2 cell line was cultured in vitro, proliferation inhibitory effect was tested by
MTT assay. The express of P21WAF1/CIP1 mRNA was determined by RT-PCR and the express of P21WAF1/CIP1 protein was messured by im-
munohistochemistry. Result: The proliferation of HepG2 cells was inhibited by curcumin with dose and time-related effects, Curcumin
significantly improve the express of P21WAF1/CIP1 mRNA and protein. Conclusion: Curcumin can inhibit The proliferation of Human liver
carcinoma HepG2 cell line and improve the expressION of P21WAF1/CIP1 mRNA and protein.

Key words: Curcumin; Liver carcinoma cell; P21WAF1/CIP1

Chinese Library Classification(CLC): R735.7 Document code: A
Article ID: 1673-6273(2011)14-2658-03

作者简介：李胜昔，男，（1975-），湖南娄底人，硕士研究生，主治医

师，研究方向：肝癌的发病机制。Emai:LSXWMT.616@163.com

△通讯作者：曾斌，男，（1969-），医学博士，教授，主任医生，硕士

研究生导师，研究方向为肝癌的发病机制和防治。
Emai:zbss1229@163.com

(收稿日期：2011-03-22 接受日期：2011-04-18)

前言

姜黄素为中药姜黄的主要活性成分之一, 其药理作用广
泛,主要有抗炎、抗氧化、抗凝、降血脂、抗动脉粥样硬化、抗肿
瘤、抗突变等[1]。近年来其抗肿瘤作用成为国内外研究热点，国
外研究所已发现姜黄素是预防结肠癌、乳腺癌、肺癌和前列腺
癌最有前途的药物之一[2-3]。最近我们亦观察不同浓度姜黄素对
肝癌 Hep2细胞的生长抑制和相关周期蛋白依赖激酶抑制因子
P21WAF1/CIP1的影响,旨在进一步阐明姜黄素的抗肿瘤机制,
为其用于肝癌的治疗提供依据。

1 材料与方法

1.1 药品和主要试剂
姜黄素溶液，甲氮甲唑篮 (MTT) 购自 Sigma 公司，RP-

MI1640培养基为 GIBCO公司产品，优质胎牛血清购自天津灏
洋。RNA提取试剂盒、MMLV逆转录试剂盒、PCR试剂盒购自

上海生工生物公司。P21小鼠单克隆抗体、SP试剂盒及 DAB
试剂均购自长沙力康生物有限公司。
1.2 实验方法和步骤
1.2.1 细胞培养
人肝癌 HepG2细胞由南华大学肿瘤研究所提供，培养基
为含 10％胎牛血清的 RPMI1640，置 37℃5％CO2的孵箱内培

养。48小时传代，取对数生长期的细胞进行实验。
1.2.2 MTT比色实验
用 0. 25%胰酶消化处于对数生长期的 HepG2细胞，将其
悬液浓度调整为 5×106个 /ml，每孔 200μl接种于 96孔板，每
组设 6个平行孔，待 24 h细胞贴壁后更换培养液，分别以终浓
度为 25、50和 100μmol/l姜黄素的 RPMI1640培养液 100μl作
用细胞，对照组加 100μl完全培养基。分别再培养 24、48、72小
时后，加入 MTT（5mg/ml）20μl，放置孵箱内 4小时后弃上清，
加入 10％的十二烷基磺酸钠（SDS）200μl过夜，震荡 15分钟，
用酶联免疫检测各孔 570nm处的吸光度值（A值）。取 6孔 A
值的均数按公式：抑制率（％）=（A对照 -A实验）/ (A对照)
x100％
1.2.3 半定量 RT-PCR检测 P21WAF1/CIP1m RNA的表达
分别用浓度为 25μmol·L，50μmol·L，100μmol·L的姜黄
素处理 HepG2 细胞 24 h 后，采用 RNA 提取试剂盒提取总
RNA，获得的 RNA按MMLA第一链 CDNA合成试剂盒说明
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书合成 CDNA。 P21WAF1/CIP1 上游 5，CAGGGGACAGCAGAG-
GAAGA3',下游 5'GGGCGGCCAGGGTATGTAC3',反应产物大
小 335bp，反应条件 94℃5分钟（94℃1分钟、58℃1分钟、72℃
1分钟）30个循环 72℃5分钟；内参照 β-actin:上游 5'GAGAC-
CTTCAACACCCCAGCCA3，下游 5，GGCGTACAGGTCTTG-
CGGATG3'，反应产物大小 513 bp，PCR引物序列应用 Primer p
remier 510软件自行设计，由上海博亚生物技术公司合成，扩增
产物进行 1.7％琼脂糖凝胶电泳，采用凝胶成像系统测定各组
P21WAF1/CIP1/β-actin的光密度比值表示 P21WAF1/CIP1m RNA 的相对
表达，作为半定量指标。
1.2.4 用免疫细胞化学法检测 P21WAF1/CIP1蛋白的表达

取对数生长期的 HepG2细胞用 0.25％胰酶消化后稀释为
1x105/ml，每孔 5 ml接种于 6孔培养板，每培养孔放置直径
18mm的无菌盖玻片，置 37℃5％CO2及饱和湿度条件下，待 24
小时细胞贴壁生长后，吸除培养液，分别加入终浓度为 25、50、
100μmol/l姜黄素的 RPMI1640培养液，继续培养 48小时后去
掉培养液，按照 SP试剂盒说明操作，一抗、二抗孵育，DAB显
色。对照：PBS替代一抗作空白对照。免疫细胞化学检测以细胞

膜呈棕染或者胞浆有棕色颗粒者视为免疫阳性细胞，其结果判

断：采用 HPAIS-1000高清晰度彩色病理图文分析系统计数网
格中的阳性细胞数，每例计数 10个网格，计算阳性细胞的百分
率，并根据每张盖玻片阳性细胞着色深浅计分，无着色为 0分
（阴性），浅黄色为 1分（弱阳性），棕黄色为 2分（阳性），棕褐色
为 3分（强阳性）。然后根据两者积分的乘积进行统计分析。
1.3 统计学处理
统计学方法 应用 SPSS 12. 0统计软件包。实验数据用

x±s表示, 组间比较用方差分析和 q检验,P<0.05为差异有显
著性，P<0.01为差异有非常显著性。

2 结果

2.1 姜黄素对 HepG2细胞生长的抑制作用 (表 1)
表 1表明 不同浓度的姜黄素作用于 HepG2细胞 24h,48h

后，姜黄素对 HepG2细胞的抑制作用时间组之间比较 P<0.01，
差异有非常显著性，各浓度组与对照组及各浓度组两两比较，

P<0.01差异也有非常显著性，表明姜黄素呈时间剂量依赖性抑
制 HepG2细胞的增值。

Group 24hA570 Inhibition ratio% 48hA570 Inhibition ratio %

Control 0.472±0.012 0.478±0.021c

Curcumin.(μmol/l)

25 0.365±0.021c 18.98 0.35±0.022c 26.42

50 0.295±0.019cf 38.55 0.206±0.021cf 56.11

100 0.278±0.005cfh 43.36 0.148±0.021cfi 69.38

注：cp<0.01，姜黄素各浓度组与对照组比较;fp<0.01，姜黄素 50,100 μmol/l组与 25μmol/l组比较;hp<0.01，姜黄素 100 μmol/l组与 50 μmol/l组比

较;ip<0.01,48小时姜黄素处理组与 24小时姜黄素处理组比较
Note: cp<0.01，Curcumin compared with the control ；fp<0.01，Curcumin at 25μmol/l compared with50,100 μmol/l；hp<0.01，Curcumin at 50μmol/l

compared with100 μmol/l；ip<0.01；48h group compared with 24h group

表 1 姜黄素对 HepG2细胞的抑制作用
Tab.1 Proliferation inhibitory effect of curcumin on HepG2 cells

2.2 RT-PCR 检测肝癌 HepG2 细胞 P21WAF1/CIP1m RNA 的表达
（图 1表 2）
图 1表 2表示肝癌 HepG2细胞经 25、50、100 μmol/l Cur-

cumin处理 24h后各浓度组 p21/β-actin mRNA Ratio与 control
组比较，P<0.01；各浓度组两两比较，P<0.01，表明肝癌 HepG2
细胞经姜黄素处理后，其 P21 mRNA表达量随着药物浓度的增
加逐步上升。

2.3 免疫细胞化学检测 HepG2细胞 P21蛋白表达变化（图 2）
图 2免疫组化图片结果显示，对照组 HepG2细胞经 P21

抗体染色后，细胞膜和胞浆棕染较浅，其阳性积分为 10.15±
2.30；而经 25、50、100 μmol/l姜黄素处理 HepG2细胞 48小时
后，细胞棕染较深，其阳性积分分别为 16.02±2.75、21.05±

图 1姜黄素对肝癌 HepG2细胞 P21WAF1/CIP1m RNA的表达的影响
M:标准参照物 1：对照组 2：25μmol/l姜黄素 3：50μmol/l姜黄素

4：100μmol/l姜黄素
Fig.1 RT-PCR analysis of P21WAF1/CIP1m RNA expression in HepG2 cells
treated with Curcumin M:marker 1：control 2：25μmol/l Curcumin

3：50μmol/l Curcumin 4：100μmol/l Curcumin

注：P#<0.01, 与对照组比较；Pa <0.01，姜黄素 50,100 μmol/l 组与
25μmol/l组比较; Pb<0.01，姜黄素 100 μmol/l组与 50 μmol/l组比较
Note: P#<0.01，Curcumin compared with the control; Pa <0.01，Curcumin

at 25μmol/l compared with50,100 μmol/l；Pb <0.01，Curcumin at

50μmol/l compared with100 μmol/l

表 2 姜黄素对肝癌 HepG2细胞 P21WAF1/CIP1m RNA的表达的影响

（x±s,n=3）
Tab.2 P21WAF1/CIP1m RNA expression in HepG2 cells treated with Curcumin

Group p21/β-actin mRNA Ratio

Control 0.31±0.18

25μmol/lCurcumin 0.62±0.05#

50μmol/lCurcumin 0.81±0.02#a

100μmol/lCurcumin 0.92±0.03#ab
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3.65、27.12±9.45，各组与对照组比较，P<0.01,各组两两比较，
P<0.01，表明细胞经姜黄素处理后，其 P21蛋白表达量随着药

物浓度的增加逐步上升。

3 讨论（Discuss）

肝癌是我国常见的消化道恶性肿瘤之一, 随着慢性肝炎、
肝硬化发生率的提高，其发病率也不断上升，且确诊时常常已

到晚期,预后差,严重威胁着人类健康。目前肝癌的病因及发病
机制尚不完全清楚。对肝癌治疗的放、化疗方案又都伴有明显
的不良反应，患者往往因无法忍受这些不良反应而中途放弃治

疗，而中医药提取物象白藜芦醇、联苯双酯等以其低毒性、低不
良反应、成为肿瘤综合治疗的重要组成部分[4-10]。
我们在实验中观察到姜黄素能明显抑制 HepG2细胞的生
长，而且抑制率在一定范围内与时间剂量成正相关。

P21WAF1/CIP1为细胞周期负调节因子，为抑癌基因，其基因启

动子区富胞嘧啶 -鸟嘌呤 -二磷酸核苷，启动子区的组蛋白去
乙酰化可能是其抑癌的重要调节机制。一方面其能够广泛结合
并抑制各种 cyclin /CDK复合物的磷酸化活性, 减少转录因子
E2F的释放,最终使 DNA合成受到抑制,导致细胞不能进入 S
期,停滞在 G1 期,从而抑制肿瘤细胞的生长；另一方面,它与
PCNA结合,抑制 PCNA复制 DNA的活性[11-15]。
本实验通过免疫细胞化学和半定量 RT-PCR发现姜黄素
作用后实验组 P21WAF1/CIP1的基因和蛋白水平较对照组明显升高

（P<0.01），提示姜黄素能激活抑癌基因 P21WAF1/CIP的转录，增加

P21WAF1/CIP蛋白的表达[16]。
因此，姜黄素诱导抑癌基因 P21WAF1/CIP的表达，可能

是其明显抑制 HepG2细胞生长的重要机制之一，而且由于其
结构明确、低毒、高效,预示着在肝癌临床治疗应用中的广阔前
景，但对其作用及作用机理仍需进行深入研究探讨。
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图 2 姜黄素对肝癌 HepG2细胞蛋白表达的影响（spⅹ400）
Fig.2 Expression of P21 protein in HepG2 cells treated with Curcumin（spⅹ400）
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