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·基础研究·
姜黄素对人食管癌 EC 9706细胞凋亡的诱导作用 *
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摘要 目的：应用姜黄素处理人食管癌 EC 9706 细胞，研究姜黄素对人食管癌 EC 9706 细胞凋亡的诱导作用。 方法：应用细胞计数、
流式细胞仪、琼脂糖凝胶电泳、H oechst染色、H .E 染色和透射电镜检测经姜黄素诱导处理后人食管癌 EC 9706 细胞的凋亡。 结果：
经姜黄素诱导处理后，人食管癌 EC 9706 细胞生长抑制率达 69.9% ；细胞周期检测出现亚二倍体（ 亚 G 1 期）细胞峰值,细胞凋亡率
达 23% ；琼脂糖凝胶电泳显示出细胞凋亡典型的 180-200 bp 及其倍体的 D N A“ 梯状”条带；H oechst染色显示细胞核内出现浓染
致密的固缩形态或颗粒状荧光；光镜和电镜下可见典型的细胞凋亡特征：细胞体积缩小,染色体凝集，可见有成群或单独存在的凋
亡细胞，电镜下可见凋亡小体存在。结论：姜黄素能够有效诱导人食管癌 EC 9706 细胞的凋亡，从而进一步为食管癌等恶性肿瘤疾
病的治疗和凋亡机理的研究提供重要基础和科学依据．
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前言

细胞凋亡是一种细胞自主生理死亡，对多细胞动物机体的

正常发育和自身稳定具有及其重要的作用，细胞凋亡失衡与许

多疾病尤其是与肿瘤的发生发展有关。肿瘤细胞凋亡的诱导及

其机理研究，是当前抗肿瘤研究的一个重要方向。 食管癌是常

见的消化道恶性肿瘤之一， 全世界每年约有 30 万人死于此疾

病，其死亡率在癌症总死亡率中占第 4 位。 但目前有关食管癌

细胞凋亡及其机理研究仍缺乏深入全面的研究工作。 姜黄素

（ C urcum in，分子式为 C 21H 20O 6，分子量 368.4，纯度 99% ）是

从多年草本植物姜黄中提取的一种酚类色素，具有消炎、抗氧

化、抗肿瘤、抗动脉粥样硬化和降血脂等作用，对于多种肿瘤细

胞系均具有明显的凋亡诱导作用，是一种理想的细胞凋亡诱导

物[1]。 我们应用姜黄素处理人食管癌 EC 9706 细胞，鉴定姜黄素

对食管癌细胞凋亡的诱导效果，从而为进一步研究食管癌等恶

性肿瘤疾病的治疗和凋亡机理研究提供重要基础和科学依据。

1 材料和方法

1.1 细胞培养和诱导处理

人食管癌 EC 9706 细胞由中国医科院肿瘤研究所赠送 。
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EC 9706 细胞培养于 R PM I-1640 培养液中（ 内含 15% 热灭活小

牛血清和 100 U /m L 青霉素、100 U /m L 链霉素及 50 μg/m L 卡
那霉素，pH 7.2） ，于 37℃培养。 姜黄素（ 购自中国药品生物制
品检定所） 用二甲基亚砜 （ D M SO） 溶解 ， 母液浓度为 10

m g/m L，过滤除菌后 -20℃避光保存，临用前用培养液稀释成 8
μg/m L 作用液。 取对数生长期的 EC 9706 细胞进行消化传代，
接种 24 h 后，对照组细胞更换新鲜培养液，诱导处理组更换姜

黄素作用液。

1.2 细胞生长曲线的测定

取对数生长期细胞， 以 5×104个 /m L 细胞浓度接种于一
批 25 m L 培养瓶中， 接种 24 h 后， 对照组细胞换上新鲜培养

液，处理组换上含 8 μg/m L 姜黄素的作用液，逐日（ 1-7 d）从对
照组和处理组各取三瓶细胞， 用台盼蓝据染法进行活细胞计

数，取其平均值，绘制细胞生长曲线。 实验重复三次，结果基本

一致，以其中一次为准。

1.3 细胞周期测定

取对照组和处理组细胞分别用 PB S 清洗，消化收集细胞，

并用 PB S 离心洗涤，细胞沉淀重悬于 70% 乙醇（ 预冷）中固定，

4℃过夜 （ 可暂存 1-2 周） 。 细胞周期检测时先离心除去乙醇，

PB S 洗涤，加入不含 D N ase的 10 m g/m L R N aseA 37℃温育 30
m in，加入 50 μg/m L 碘化丙锭（ PI）4℃染色 30 m in,300 目滤网
过滤。 用流式细胞仪（ B acton-D ickson 公司产品）进行细胞周期

时相动力学检测，根据所测得的 D N A 分布直方图，分析细胞周

期分布。

1.4 D N A 凝胶电泳检测

参照细胞实验指南方法， 取对照组和处理组细胞 （ 各约

5×105个细胞）离心收集后，加入 20 μl溶解缓冲液，小心混匀，
加入 10 μlR N aseA（ 500 U /m L） ，小心混匀，37℃孵育,加入 10
μl蛋白酶 K（ 20 m g/m L） ，50℃孵育。 D N A 样品开始电泳。
1.5 H oechst荧光染色检测

取分别附着有对照组和处理组细胞的盖玻片条， 温 PB S

液漂洗 3 次，4% 多聚甲醛（ pH 7.2） 4℃固定 10 m in，PB S 漂洗，
滴加 H oechst35258 荧光染料， 避光， 温育 10 m in,PB S 漂洗,

90% 甘油 /PB S 封片。 用荧光显微镜（ O LY M PU S B X 41）进行检

测。

1.6 光镜显微样品制备与观察

取对数生长期细胞， 接种于一批放有盖玻片条的培养瓶

中，接种 24 h 后，对照组细胞换上新鲜培养液，处理组换上含 8

μg/m L 姜黄素的作用液， 培养 72 h 后取出长有细胞的盖玻片
条， 温 PB S 液漂洗，B ouin-H ollande 液固定过夜 ，70% 乙醇脱

色，苏木精染色，0.5% 盐酸 -乙醇分色，1% N H 4O H 碱化，伊红染

色，无水乙醇脱水，二甲苯透明,中性树脂封片。

1.7 透射电镜样品制备与观察

取对数生长期细胞，接种于一批 50 m L 培养瓶中，接种 24

h 后，对照组细胞换上新鲜培养液，处理组换上含 8 μg/m L 姜
黄素的作用液，温 PB S 液漂洗，用橡皮刮刀推下细胞移入离心

管中，1500 rpm 离心 10 m in，弃上清液．细胞沉淀用 2.5% 戊二
醛 4℃预固定 2 h，PB S 漂洗 3 次，1% 四氧化饿 4℃固定 2 h,乙
醇系列脱水，环氧树脂 823包埋，醋酸双氧铀和柠檬酸铅双染

色后，于 JEM 100-C XⅡ型透射电镜下观察拍照。

2 结果

2.1 姜黄素对 EC 9706 细胞增殖的影响

细胞生长曲线测定结果显示,对照组细胞培养 7 天后，由

5.125×104细胞 /m L 增加至 58.655×104 细胞 /m L， 为原来的
11.445 倍，群体平均倍增时间为 12.57 h，增殖较快；而 8 μg/m L
姜黄素处理组细胞在同样接种量的情况下，仅增加至 17.625×
104细胞 /m L，为接种量的 3.439 倍，群体平均倍增时间为 41.87

h，是对照组的 3.33 倍，增殖速度减慢将近 3 倍。 8 μg/m L 姜黄
素对 EC 9706 细胞的抑制率为 69.9%（ 图 1） 。

2.2 姜黄素对 EC 9706 细胞周期的影响

应用流式细胞仪检测姜黄素对 EC 9706 细胞周期分布的

影响。 检测结果显示，经姜黄素处理后，EC 9706 细胞在细胞周

期各个阶段的分布发生了明显变化，其中，姜黄素诱导 EC 9706

细胞产生凋亡， 即出现了亚 G 1 峰， 细胞比例为 23% ； 处于

G 0/G 1 期的细胞比例增加，由 41.6% 增加为 50.8% ；S 期细胞比

例减少，由 22.9% 下降为 9.91% ，降低幅度为 56.7% ；而 G 2/M

期细胞比例下降， 由 29.7% 下降为 16.1% ， 降低幅度为 45.8%

（ 表 1） 。 细胞周期柱形图可见，与对照组相比，姜黄素处理组

细胞 S 期和 G 2/M 期细胞比例明显下降，其中 S 期细胞比例减

少尤为明显；G 0/G 1 期细胞增多， 出现 G 0/G 1 期细胞堆积的现

象（ 图 2） 。

2.3 D N A 凝胶电泳检测

琼脂糖凝胶电泳结果显示， 对照组细胞不出现 D N A 降解

现象，电泳时出现高分子量的亮带；而经 8 μg/m L 姜黄素处理

图 1 姜黄素对 EC 9706 细胞增殖的影响

Fig.1 The effectofcurcum in on the proliferation ofEC 9706 cells

图 2 姜黄素对 EC 9706 细胞周期的影响（ % ）

Fig.2 The effectofcurcum in on the cellcycle ofEC 9706 cells

表 1 姜黄素诱导处理之后对 EC 9706 细胞周期的影响（ % ）

Table1 The effectofcurcum in on the cellcycle ofEC 9706 cells（ % ）

G roups
C ellcycle distribution（ % ）

sub-G 1 G 0/G 1 S G 2/M

EC 9706 2.52 41.6 22.9 29.7

C ur 23 50.8 9.91 16.1
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组细胞形成 180~200 bp 的整数倍的寡核苷酸片段,在凝胶电

泳上表现为梯形电泳图谱 （ D N A ladder） 。 随着处理时间的延

长 ， 显示出明显的细胞凋亡典型的 180-200 bp 的整数倍的

D N A“ 梯状”条带（ 图 3） 。

2.4 H oechst染色

H oechst染色结果显示， 对照组细胞核出现弥散均匀的低

强度荧光，细胞核结构完整；姜黄素处理组细胞核出现浓染致

密的固缩形态或颗粒状荧光，荧光发光强度不均匀，部分核膜

崩解，细胞核碎裂（ 图 4:1-2） 。

2.5 苏木精 -伊红染色

苏木精－伊红染色显示， 对照组 EC 9706 细胞体积较小，
细胞折光性强，形态多样，有多边形、梭形、圆形、不规则形等形

态，常见癌巨细胞、多核细胞及分裂相细胞，细胞核质比较大，

细胞核形态不规则，有圆形、椭圆形、肾形及梭形，核仁数目多

达 3-5 个，且大而深染，细胞群体排列不规则，没有明显的极

性，生长至汇合时呈上皮样排列；姜黄素处理组细胞显示,细胞

体积缩小，核固缩，深染，核染色质集边呈心月形,并且可见有

成群或单独存在的凋亡细胞（ 图 4:3-4） 。

2.6 透射电镜观察

超薄切片透射电子显微镜观察显示，EC 9706 细胞核质比

较大，细胞核大且形状不规则，核内异染色质多见，呈团块状散

在分布于核内以及核膜部位；细胞质内，细胞器较少，线粒体数

量少，线粒体体积小，形状不规则，常可见呈深色负染，细胞表

面有微绒毛突起。 经姜黄素处理后的 EC 9706 细胞的超微结构

产生了明显的变化。 细胞核质比减小，细胞核固缩，染色质边

聚，核内出现了透明区域；细胞质空泡化明显；细胞膜皱缩但完

整，细胞器数目减少，线粒体增多，肿胀；内质网网腔扩大；可见

体积小、数目多的凋亡小体（ 图 4:5-8） 。

3 讨论

细胞凋亡是当细胞受到内外信号刺激发生的一种由细胞

内部基因控制的、主动性的死亡行为[2]。凋亡细胞常伴有特征性

的形态学和生化改变， 表现在细胞增殖抑制和细胞周期阻滞、

细胞质浓缩、染色质凝集并聚集在核膜周围、细胞膜出泡、形成

凋亡小体以及 N D A 发生规则断裂等。 目前这些变化已成为判

断细胞凋亡的重要指标。

鉴定对肿瘤细胞增殖活动的抑制和周期调控是鉴定外源

性物质抗肿瘤作用的一个基本方面，也是鉴定外源性物质诱导

肿瘤细胞凋亡的一项重要指标。本实验结果显示，EC 9706 细胞

是一株分裂增殖旺盛的细胞。 但是，经 8 μg/m L 姜黄素诱导处
理七天后，细胞生长抑制率达到 69.9% ，细胞群体倍增时间由

12.57 h 延长至 41.87 h，是原来的 3.33 倍。 细胞周期各时相的

细胞比例发生了显著的变化，对照组 EC 9706 细胞 G 0/G 1 期的

图 3 D N A 凝胶电泳结果

注：M :M arker, 1:control, 2:1d 3:2d, 4:3d

Fig.3 R esultsdetected by D N A fragm entation.

N ote:M :M arker, 1:control, 2:1d 3:2d, 4:3d
图 4 姜黄素对 EC 9706 细胞处理前后光镜和透射电镜观察

注：1 H oechst染色荧光显微镜观察 EC 9706 细胞。 （ B ar=40 μm ） ；
2 H oechst染色荧光显微镜观察姜黄素处理后的 EC 9706 细胞，染色质
边聚，细胞核有破裂现象，荧光聚集。 （ B ar=50 μm ） ；3 H .E 染色光镜观
察 EC 9706 细胞。 （ B ar=40 μm ） ；4 H .E 染色光镜观察姜黄素处理后的
EC 9706 细胞，细胞体积缩小，细胞核固缩，染色质深染，细胞质有出芽
现象。 （ B ar=40 μm ） ；5 透射电镜观察对照组 EC 9706 细胞超微结构。

（ B ar=1 μm ） ；6 透射电镜观察姜黄素处理后的 EC 9706 细胞超微结构，
线粒体肿胀，细胞核固缩，染色质边聚化。 （ B ar=1 μm ） ；7 透射电镜观
察姜黄素处理后的 EC 9706 细胞超微结构，出现致密核。 （ B ar=1 μm ） ；
8 透射电镜观察姜黄素处理后的 EC 9706 细胞超微结构，细胞核固缩，

染色质凝聚。 （ B ar=1 μm ）
Fig.4 O bservation ofoptic and electron m icroscope ofEC 9706 cells

previousand aftertreated w ith curcum in

N ote:1 C ontrolEC 9706cellsstained by H oechst33258 show ing that,the

cellnucleusappeared w ell-proportioned fluorescence and the nucleus

structure w ere intact；（ B ar=40 μm ）;2 EC 9706 cellsaftertreated w ith 8
μg/m L curcum in stained by H oechst33258 show ing that,C ellnucleus
concentrated and appeared granularfluorescence ,and the nucleus

structure w ere disintegrate；（ B ar=50 μm ）;3 C ontrolEC 9706 cellsstained
by H E show ing thatthe m orphology ofthe EC 9706 cellsw ere various,the

proportion ofnucleusand cytoplasm w asbig,the size ofnucleusw asbig

and m ore nucleolus；（ B ar=40 μm ）;4 EC 9706 cellsaftertreated w ith 8
μg/m L curcum in stained by H E show ing that,cellshrinked,cellnucleus
concerntrated；（ B ar=40 μm ）;5 C ontrolEC 9706 cellsobserved under
electron m icroscope；（ B ar=1 μm ）;6 EC 9706 cellsaftertreated w ith 8
μg/m L curcum in observed underelectron m icroscope,cellshrinked,
cytoplasm m itochondria sw elling；（ B ar=1 μm ）;7 EC 9706 cellsafter
treated w ith 8 μg/m L curcum in observed underelectron m icroscope,
nuclearcom paction;（ B ar=1 μm ）;8 EC 9706 cellsaftertreated w ith 8

μg/m L curcum in observed underelectron m icroscope,nuclear
concerntrated ,chrom atin condensation.（ B ar=1 μm ）
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细胞比例为 41.6% ，S 期细胞占 22.9% ， 而 G 2/M 期细胞占

29.7% ；经姜黄素诱导处理后，细胞周期出现明显的凋亡峰，亚

G 1 期细胞比例高达 23% ，G 0/G 1 期细胞比例增加为 50.8% ，S
期细胞比例下降为 9.91% ，G 2/M 期细胞比例降低为 16.1% 。 实
验结果表明， 姜黄素诱导 EC 9706 细胞的增殖受到了显著抑
制，细胞周期在 G 0/G 1 期受到阻滞，出现明显的亚 G 1 期凋亡
峰。 这一结果与 ShaharLev-A ri、朱艳琴、刘淑霞、曹静等分别用
姜黄素、苦参素、戊地昔布、5-氟脲嘧啶处理 H T-29 细胞、人食
管癌细胞时观察到的细胞增殖抑制和细胞周期阻滞结果相一

致 [3-6]。 由此表明，姜黄素能显著地抑制 EC 9706 细胞的增殖活
动，阻滞细胞周期的运转，诱导细胞凋亡。
D N A 发生断裂是细胞凋亡的最主要特征， 也是目前判断

细胞是否凋亡的一个最有效指标。 本实验结果显示，对照组细
胞在凝胶电泳时不出现 D N A 降解现象；但是，经 8 μg/m L 姜黄
素处理组的细胞则出现细胞凋亡典型的 180-200 bp 及其倍体

的 D N A“ 梯状 ”条带 。 通过 H oechst33258 染色显示 ，对照组

EC 9706 细胞经 H oechst33258 染色后，细胞核结构完整，出现
均匀的低强度荧光，但是，姜黄素处理组的细胞核浓缩，裂解，
荧光发光强度不均匀。 透射电镜观察结果显示，姜黄素处理的
组细胞核染色质凝聚，趋边化。这与 M ing Li、彭玮丹、杨成梁等
分别用阿司匹林、紫杉醇、全反式维甲酸处理食管癌细胞，也与

Sivagurunathan Som asundaram 、M aryam M oussavi、C hristine
Syng-ai、舒建国、张莉等分别用姜黄素、华蟾素处理 M C F-7 细
胞、H T29 细胞、M C F-7 细胞肝星状细胞 H SC -T6、U 937 细胞的
观察结果一致[7-14]。 由此表明，姜黄素能使 EC 9706 细胞的 D N A
发生降解，诱导细胞凋亡。
观察和鉴定诱导凋亡处理前后细胞形态与超微结构特征

的变化，是判断细胞是否凋亡的一个重要指标。 本文光镜和透
射电镜观察结果显示，EC 9706 细胞形态多样， 细胞核质比较
大，细胞核形态不规则，异染色质多见，细胞质内细胞器数量
少，细胞群体排列不规则，生长至汇合时呈上皮样排列。经姜黄
素处理后的 EC 9706 细胞显示细胞质固缩， 细胞核质比减小，
细胞核固缩，染色质边聚；细胞质空泡化明显；基质的电子密度
增高；细胞器数目减少，线粒体数量增多，肿胀；可见体积小、数
量多的凋亡小体。 本文研究观察到的 EC 9706 细胞的形态和超
微结构变化不仅与本实验室用姜黄素处理后的人胃腺癌

B G C -823 细胞[15]，也与於常兰用三氧化二砷处理食管癌细胞，
王威、 黄秀榕等分别用姜黄素处理人肝癌细胞株 H epG -2 细
胞、牛晶状体上皮细胞 JEC 细胞时观察到的细胞核固缩、核膜
凹陷、异染色质增多、边聚、可见明显的致密核、基质的电子密
度高、细胞质固缩、细胞器数量减少、线粒体肿胀、可见凋亡小
体等变化相一致[16-18]。 由此可见，姜黄素对 EC 9706 细胞形态和
超微结构的作用与对其他细胞诱导凋亡作用是一致的，说明姜
黄素具有诱导 EC 9706 细胞凋亡的生物学效应。
本研究结果充分证实了姜黄素能有效诱导人食管癌

EC 9706 细胞的凋亡，因此，深入探索姜黄素诱导食管癌细胞凋
亡的机理，对于进一步研究食管癌等恶性肿瘤疾病的治疗具有
非常重要的指导意义和实际应用意义。
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