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摘要: 以 5、10 和 20 Λmo löL 姜黄素处理M GC8023 72 h, 细胞存活率随药物浓度及处理时间依赖

性下降, 并呈现典型的凋亡细胞形态; 以 0、10、20 及 30 Λmo löL 姜黄素处理细胞 24 h 后, 20 Λmo löL

以上的处理组DNA 琼脂糖电泳显示均有典型的凋亡梯形条带, 同样条件处理后分别对断裂及未断

裂DNA 作定量测定, 计算细胞凋亡率分别为 7. 3%、39. 2%、50. 5% 和 64. 3% , 表明姜黄素具有诱导

M GC 8023 细胞凋亡的显著作用. 流式细胞术检测显示经 10 及 30 Λmo löL 姜黄素处理的M GC 8023

细胞周期主要阻滞于 G2öM 期, 提示细胞的 G2öM 期阻滞与姜黄素诱导M GC 8023 细胞凋亡有关.
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姜黄素 (cu rcum in) 是从中药姜黄中提取的酚类化合物, 广泛用于食品添加剂[1 ]. 80 年代

以来已陆续发现姜黄素具有抗氧化、抗炎、抗凝和降血脂作用, 并发现姜黄素还具有显著的防

癌和抑癌作用[1 ]. 近年有实验证据表明姜黄素能诱导多种癌细胞如人早幼粒白血病HL 260、大

肠癌H T 229、肝癌H ep G2 及BEL 27402 等细胞凋亡[2, 3 ]. 但姜黄素作为一种可食用的食品添加

剂, 对胃癌细胞是否有诱导凋亡作用报道不多. 本文以人胃腺癌细胞M GC 8023 为对象, 较系

统地研究了姜黄素诱导胃癌细胞凋亡的效应.

1　材料与方法
1. 1　试　剂

R PM I 1640 购自美国G IBCO BRL 公司. 小牛血清为杭州四季青生物工程公司产品. 姜黄素、

台酚蓝、Giem sa、Hoech st 33258、蛋白酶K 和SD S 等购自Sigm a 公司. T ris、琼脂糖、RN ase A 及

pBR 322öH ae IIIDNA 分子量标准为 P rom ega 公司产品. 其余均为国产分析纯试剂.

1. 2　细胞培养及药物处理
人胃腺癌M GC 8023 细胞系由本单位细胞生物学研究室提供, 于含 10% 小牛血清、100

U ömL 青霉素及 100 ΛgömL 链霉素的R PM I 1 640 培养液、5% CO 2、37 ℃培养传代. 细胞按 1

～ 2×105ömL 接种, 37 ℃培养 24 h 后按实验要求加入不同浓度姜黄素, 对照组加同量的溶



剂, 继续培养 24 h 后即收集细胞.

1. 3　细胞计数及光镜观察
常规台酚蓝拒染2血球计数板计数活细胞. 培养于盖玻片上的细胞常规Giem sa 染色后显

微镜观察、拍照.

1. 4　DNA 抽提及电泳分析
细胞以 0. 2% ED TA öPBS 消化、收集, 每样品取 2×106 细胞, 按文献报道方法[4 ]提取

DNA , 1. 5% 琼脂糖凝脉电泳后, 紫外观察仪观察、拍照.

1. 5　凋亡DNA 片段定量测定
按上述方法消化、收集经药物处理的细胞, 参考 Ioannou 等人的报道方法 [ 5 ], 以 2. 5%

PEG 8 000 分级沉淀法分别提取断裂和未断裂的DNA , 用含 0. 2 Λgöm l Hoech st 33258 的 T E

溶解DNA , 20 m in 后以荧光分光光度计测定断裂及完整的DNA 的相对含量, 并计算凋亡率

[凋亡率= 断裂DNA 荧光值÷ (断裂DNA 荧光值+ 未断裂DNA 荧光值)×100% ].

1. 6　流式细胞仪分析 (FA CS)

按文献方法[5 ] , 每样品取 1～ 2×106 细胞. 流式细胞仪为 FA CSo t FCM (美国BD 公司) ,

结果分析软件为CellF IT Cell2Cycle A nalysis V ersion 2. 01. 2.

2　结　果
2. 1　姜黄素对M GC 8023 细胞存活率的影响

以 5、10 和 20 Λmo löL 姜黄素连续处理M GC 8023 细胞 72 h, 并于不同时间取样计数活细

胞, 结果见图 1. 3 种浓度姜黄素对M GC 8023 细胞的存活均有抑制作用, 并随药物浓度及处理

时间呈依赖性下降.

　图 1　姜黄素对M GC 8023 细胞存活率的影响

　F ig. 1　Effect of curcum in on cell su rvival of

M GC 8023 cell

2. 2　姜黄素对M GC 8023 细胞形态的影

响
经 20 Λmo löL 姜黄素处理 24 h 后的M GC

8023 细胞, 常规 Giem sa 染色光镜观察可见凋亡
细胞胞膜完整或起泡, 并有染色致密的凋亡小体
形成, 胞核染色质凝聚, 或附于核膜, 或形成致

密、边缘清晰的凝聚块 (见图 2) ; 按此标准随机计

数 500 个细胞中的凋亡细胞并计算凋亡指数, 结

果见图 3.

2. 3　DNA 电泳分析
M GC 8023 细胞经 10、20 及 30Λmo löL 姜黄

素处理 24 h 后的DNA 电泳显示: 20 Λmo löL 以

上终浓度姜黄素处理组均有典型的DNA 梯形图

像, 图 4 所示为经姜黄素处理 24 h 后的DNA 电泳图.

2. 4　DNA 片断化定量分析
以 5、10、20、30 及 40 Λmo löL 姜黄素处理M GC 8023 细胞 24 h, 分别提取断裂及完整的

DNA , 定量分析结果见表 1.
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　图 2　姜黄素对M GC 8023 细胞形态的影响 (Giem sa 染色, ×1000 倍)

A : 对照组; B; 20 Λmo löL 处理组 (箭头示凋亡小体)

　F ig. 2　Effect of curcum in on M GC 8023 cell mo rpho logy

　图 3　姜黄素对M GC 8023 细胞凋亡指数

的影响

　F ig. 3 　Effect of curcum in on apop to tic

index of M GC 8023 cell

　表 1　姜黄素对M GC 8023 细胞DNA 断裂的影响

　T ab. 1 　 Effect of curcum in on DNA fragm entation of

M GC 8023 cells

　　组别
断裂

DNA 量

未断裂

DNA 量

DNA 片

断化率ö(% )

　对照组1) 40 502 7. 3

　　10 194 301 39. 2

　　20 245 240 50. 5

　　30 277 154 64. 3

　　40 365 97 79. 0

　　1) Λmo löL

　表 2　姜黄素对M GC 8023 细胞细胞周期的影响

　T ab. 2　Effect of curcum in on cell cycles of M GC

8023 cell (% )　　

组 别 G0öG1 S G2öM

对照组1) 49. 1 43. 2 7. 7

10 54. 7 22. 6 22. 7

20 49. 2 20. 8 29. 9

　　1) Λmo löL

2. 5　 姜黄素对M GC 8023 细胞周期的影响
以 10 及 20 Λmo löL 姜黄素处理M GC 802

3 细胞 24 h, 取样进行流式细胞仪分析细胞周

期分布, 显示 S 期细胞数量随药物浓度提高而

下降, G2öM 期细胞百分比则呈上升趋势, 而

G1 期细胞在药物处理组中略增多. 表 2 及图 5

所示为细胞周期分析结果.

3　讨　论
细胞凋亡是细胞主动参与的自主性死亡过

程. 肿瘤细胞凋亡可被多种药物及理化因素诱
发, 包括某些抗氧化剂如丹参酮Ê [7 ]、N 2乙酰
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　图 4 　姜黄素对 M GC 8023

DNA 断裂的影响

M : 100bp DNA lader

1～ 4: 0、10、20、30

Λmo löL 姜黄素处理组

　F ig. 4　Effect of curcum in on

DNA fragm entation of

M GC 8023 cell

半胱氨酸[8 ]等. 目前, 凋亡细胞形态观察仍然被用作判定细胞

凋亡的指标之一, 凋亡形态主要表现在细胞皱缩、胞核固缩、染

色质凝聚, 并常伴有凋亡小体形成[9 ]. 本文以 20 Λmo löL 姜黄

素处理M GC8023 细胞 24 h, 在倒置显微镜下观察, 即可见培

养的细胞由原来带有突起的梭状或多角状变为圆形细胞, 并大

量从培养玻片上脱落 (结果未显示) ; 经 Giem sa 染色后观察,

可见典型的凋亡细胞形态特征 (见图 2). 凋亡细胞的另一典型

特征是染色体DNA 呈 180～ 200 bp 倍数级断裂,DNA 琼脂糖

电泳时表现为“梯形条带”[8 ]. 虽然并非所有细胞凋亡均出现该

电泳特征, 但该特征为凋亡细胞所特有. 在本文中, 20 Λmo löL
浓度以上的姜黄素处理组均能观察到“梯形DNA 条带”, 表明

姜黄素具有诱导M GC 8023 细胞凋亡的作用.

从细胞存活率曲线 (图 1) 来看, 姜黄素诱导M GC 8023 细

胞凋亡作用既具有量 效关系也具有时 效关系. 以

Giem sa 染色计数凋亡指数, 由于贴壁细胞凋亡在染色处理过

程中会从培养玻片上脱落, 不能真实反映细胞凋亡率, 故本文

另采用断裂及未断裂DNA 定量测定方法来检测凋亡效率, 以

　图 5　姜黄素对M GC 8023 细胞周期分布的影响 (处理 24 h)

　F ig. 5　Effect of curcum in on distribu tion of cell cycles of M GC 8023 cell

便客观地反映药物诱导细胞凋亡的效率.

目前, 姜黄素诱导肿瘤细胞凋亡作用已被肯定, 但其诱导机制尚不清楚. 最近, 许建华等[3 ]

报道用姜黄素诱导人肝癌BEL 27 402 细胞凋亡, 可使细胞周期阻滞于 S 期; Chen 等[10 ]的结果

显示经姜黄素处理的血管平滑肌细胞以 G1 期阻滞为主, S 期细胞则下降; 而H an if 等[11 ]人的

结果表明大肠腺癌细胞以 G2öM 阻滞为主. 本文结果显示姜黄素处理M GC 8023 细胞后主要

发生 G2öM 期阻滞, 提示在不同的细胞中可能存在不同的诱导凋亡机制. 因此, 有关姜黄素诱

导细胞凋亡的机制尚待深入研究.
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Induct ion H um an Gastric Cancer L ine M GC 8023 Cell
A pop to sis by Curcum in

CH EN R u i2chuan1,M A Shen2p ing2, SU J in2hua1, J IAN G Xua2xun2

(1. Cancer R esearch Cen ter, X iam en U n iv. , X iam en 361005, Ch ina;

2. D ep t. of B io logy, X iam en U n iv. , X iam en 361005, Ch ina)

Abstract: Experim en ts w ere conducted to determ ine the effects of cu rcum in on inducing

hum an gastric cancer cell line M GC 8023 apop to sis. W h ile t rea ted w ith 5, 10 and 20 Λmo löL
cu rcum in, cell viab ility of M GC 8023 w as decreased w ith increasing the cu rcum in

concen tra t ion and trea tm en t t im e. T he typ ica l apop to t ic mo rpho logy cou ld be seen in 20

Λmo löL cu rcum in2t rea ted cells w hen sta ined w ith Giem sa. DNA electropho resis on agaro se
show ed that the "DNA ladder bands" , a typ ica l fea tu re of apop to t ic cell, appeared in the

above 20 Λmo löL cu rcum in2t rea ted group s w hen the M GC 8023 cell w ere trea ted w ith 0, 10,

20 and 30 Λmo löL cu rcum in, respect ively. U nder such trea tm en t condit ion s, the apop to t ic

eff iciencies w ere determ ined as 7. 3% , 39. 2% , 50. 5% and 64. 3% by DNA quan t ita t ive
m ethod. F rom these resu lts, it can be concluded that cu rcum in has the effect of inducing cell

apop to sis on M GC 8023. By analysis w ith flow cytom etry, cell cycles show ed G2öM arrest ing
after t rea tm en t w ith 10 and 20 Λmo löL cu rcum in, w h ich suggest an associa t ion betw een G2ö
M arrest ing and M GC 8023 cell apop to sis induced by cu rcum in.

Key words: cu rcum in; gast ric carcinom a; M GC 8023; apop to sis
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