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姜黄素对小鼠腹水型肝癌高淋巴道转移细胞株(HCa—F)

生物学行为的影响

张宏颖“。，刘春平2，唐建武2，许国旺”

(1．中国科学院大连化学物理研究所国家色谱研究分析中心，辽宁大连116023

2．大连医科大学病理学教研室，辽宁大连116027)

擒薹：目舶研究姜黄素对小鼠膜水型肝癌高淋巴道转移细胞株(HCa—F)生长和转移行为的影响。方法体外

实验中用15～250 pmol／I．姜黄素分别处理HCa—F细胞48 h，以MTT法检测HCa—F细胞的生长活性；以生长曲

线评估姜黄素对细胞增殖的影响l以流式细胞仪检测姜黄紊对细胞局期分布的影响。体内实验中．于615小鼠腹

腔、足垫接种HCa—F细胞．通过Ip给药的方法，观察姜黄案对腹腔接种HCa—F细胞的615小鼠生存率的影响和对

HCa—F细胞在615小鼠淋巴道转移的影响。结果姜黄素可抑制HCa—F细胞的生长，对HCa—F细胞生长抑制率

为7．23斯～82．23蹦．呈剂量依赖性，Ic；。为51．48 ymol／L。以非细胞毒性最大剂量15t*mol／L姜黄素作用48 h

后，HCa—F细胞的群体倍增时间增加，生长速度受到抑制，细胞周期被重新分布，阻滞于S期。姜黄紊|p给药50

mg／kg抑制小鼠腹水瘤的生长+延长荷瘤小鼠的生存期，使瘤细胞淋巴道转移率从70％下降到40％。结论姜黄

素可抑制小鼠腹水型肝癌高淋巴遭转移细胞株(HCa—F)的增殖与转穆。

关键谓t姜黄素；小鼠腹水型肝癌细胞株(Hca—F)f转移

中圈分类号：R286．91 文献标识码：A 文章缩号；0253—2670(2005)11—1663—05

Effect of curcumin Oil biological behavior of ascitic hepatocarcinoma cell strain

with high metastatic potential in lymphatic system of mice(HCa—F)

ZHANG Hong—yin91‘‘，LIU Chun—pin92，TANG Jian—WU 2，XU Guo—wan91

(1．Natiohm Chromatographic Research and Analysis Center，Dalian Institute ofChemical Physics．

Chinese Academy of Sciences。Dalian 116023，China；2．Department of Pathology，

Dalian Medical Universityt Dalian 116027，China)

Abstract：0bjective To observe the effect of curcumin on biological behavior such as proliferation

and metastatic of ascitic hepatocarcinoma eell strain with high metastatic potential in 1ymphatic system of

mice(HCa—F)．Methods In vitro，HCa—F cells were pretreated by curcumin at the concentration of 15～

250,umol／L for 48 h，the growth of HCa—F cells was studied by MTT assay，the effect of eureumin on eell

proliferation was observed by making growth curve．and the effeCt of curcumin on celI cycle distribution

was evaluated by flow cytometry(FCM)．In vivo．HCa—F cells were inoculated to 615 mice via abdominal

cavity and feet pads and the mice with HCa～F cells were given eurcumin(50 mg／kg．ip)．Effect of curcu—

min on the formation of ascites，the life span of mice．and the rates of metastasis in lymphatic system of

mice were studied．Results The growth inhibition rates of curcumin on HCa—F reached 7．23％一82．23％
in a dose—dependent manner and IC5。was 51．48卜mol／L．The growth speed of HCa—F cells treated by the

maximum uneytotoxicity dose of cureumin 15 btmol／L for 48 h was inhibited，the multiplication time of

HCa，F cells was increased．and the eell cycle was redistributed with cells being arrested in S phase．Cur—

cumin to tumor—bearing mice(50 mg／kg，ip)could inhibit the growth of ascitic hepatocarcinoma，prolong

the life span．and reduce the metastatic rate in lymphatic system from 70％tO 40％significantly．Conelu—

sion Cureumin could inhibit the proliferation and metastasis of HCa—F cells of ascitic hepatocarcinoma in

1ymphatic system of mice．

Key words：curcumin；murine aseitic hepatocarcinoma eell strain(HCa—F)；metastasis

瓣瓣；|；|ll潞(196学6--基)慧薰凳昱爻并疆?黼害牙驻翳蓬骊帮鬻；赫黼翼善虢舷黯茬潞‰究作者筒升：张宏鞭 ，女，黑龙江人，障士，病理学副教授，硕士生导师·从事中药抗肿瘤转移机制及中药代谢组学研究

。通讯作≯1并嚣’甓r黼，足：戮ji8馁；％嚣。。@。；，．dlptt．In．cn



·1664· 中草药Chinese Traditional and Herbal Drugs第36卷第11期2005年11月

肿瘤的侵袭与转移的特性一直是肿瘤难以得到

彻底根治的主要原因，因此寻找高效低毒的天然抗

肿瘤转移的药物对提高肿瘤化疗水乎具有重要意

义。姜黄素是从多年生的草本植物姜黄Curcuma

Longa L．中提取的一种酚类色素，已广泛用于食品

添加剂和染料中。已知其具有抗氧化、抗炎、调血脂、

抗诱变和抗肿瘤等药理活性。1995年以来许多研究

表明姜黄素具有抗肿瘤转移活性，可抑制B16F10

黑色素瘤细胞诱导的肺转移，抑制高转移人肺癌细

胞亚系PGCL3的恶性表型等n’2]。但已经报道的姜

黄素抗肿瘤转移的多数研究以血道转移的贴壁型肿

瘤细胞为实验材料，尚未见姜黄素对小鼠腹水型肝

癌淋巴道转移细胞株作用的报道。本研究以小鼠腹

水型肝癌高淋巴道转移细胞株(HCa—F)为模型，研

究姜黄素对HCa—F细胞生物学行为的影响，为姜黄

素治疗恶性肿瘤淋巴道转移提供一定的实验依据。

1材料与方法

1．1细胞株：小鼠腹水型肝癌高淋巴道转移细胞株

(HCa—F)，由大连医科大学病理学教研室建株并保

存。体外实验中将1×105／mL第2代小鼠腹水肿瘤

细胞接种于含10％新生牛血清、80 U／mL庆大霉

素、pH 7．2的RPMI一1640培养液中培养，置37℃、

5 OA CO：培养箱中维持。体内实验中将细胞调到所需

的浓度。

1．2动物：近交系615小鼠，雌雄兼用，6～8周龄，

体重18～22 g，由大连医科大学实验动物中心提供

(实验动物生产许可证SCXK(辽)2002—0002，实验

动物使用许可证SYXK(辽)2002—0005)。

1．3试剂及仪器：姜黄素，分子式为cz。H。oO。，相对

分子质量为368．39，为上海试剂三厂产品，分析纯，

批号61024。RPMI一1640培养基为Gibco公司产

品。四甲基偶氮唑盐(MTT)、二甲摹亚砜(DMSO)

均为美国Sigma公司产品。新生牛血清为杭州生物

制品公司产品。碘化丙啶(DAPI)为德国Partec公

司产品。Multiskan Mk3型ELISA酶标仪为芬兰

Labsystem公司产品，EPICS XL流式细胞仪为美

国Coulter公司产品。

1．4姜黄素溶液的配制；将姜黄素粉末用少量1

mol／L NaOH溶解，调节pH至7．2，加人培养液使

之成为1 mmol／L母液，滤过除菌，避光4℃保存，

每次实验前用培养液稀释至所需浓度I将姜黄素粉

末用2．5％的乙醇溶解，参照文献方法口1配成相应

质量浓度的溶液以供小鼠ip给药用。

1．5体外实验

1．5．1细胞体外生长活性检测：采用MTT法。实

验设药物实验组、阴性对照组和空白对照组。药物实

验组加入不同浓度的姜黄素溶液，阴性对照组仅加

细胞不加药物，空白对照组不加细胞和药物。取对数

生长期的HCa—F细胞，以lxl05／mL接种于96孔

板，每孔100止。再加入100止姜黄素溶液，使姜

黄素的终浓度分别为250．0、125．0、52．5、31．3、

15．5 pmol／L和240．0、120．0、60．0、30．0、15．0

,umol／L。每孔细胞数为1×104个，每一浓度设3个

平行孔。对照组也各设3个平行孔。振荡器振荡后，

置于37℃、5％CO：恒温箱中温育48 h，每孔加入5

mg／mL MTT 20 pL，继续保温4 h。离心弃上清液，

每孔加入200 pL DMSO，振荡，在ELISA酶标仪上

测定570 nm处吸光度(A)值，计算存活率。绘制细

胞生长曲线，求得半数抑制浓度(IC；。)。选取存活率

大于90％的药物浓度为非细胞毒性最大药物剂量。

存活率=(A蚋t—A女自)／(A_#一Ag自)×100蹦

细胞生长抑制率一1一存活率

1．5．2生长曲线和群体倍增时间测定：取生长状态

良好的HCa—F细胞，分别设对照组和药物组。对照

组用含10％新生牛血清的RPMI一1 640培养液制

成1×i04／mE细胞悬液，药物组用非细胞毒性药物

最大剂量作用细胞，细胞数为1×i0‘／mL。将制备

好的两组细胞接种到24孔板中(每孔1 mL)，每隔

24 h，每组取3个样品，计数细胞数，取其平均值，连

续观察7 d。以时间为横坐标，细胞数为纵坐标绘制

生长曲线。根据Patterson公式计算细胞在对数生

长期的倍增时间(丁o)。

丁D=f 192／lg(N；／Yo)

式中To为倍增时间(h)，t为培养时间(h)⋯N Nt分别为接

种时及培养t小时的细胞数

1．5．3细胞周期测定：取1×106个HCa—F细胞接

种于i00 mL培养瓶中，设对照组和药物组，药物组

姜黄素终浓度为非细胞毒性最大剂量，培养48 h。

用冷的生理盐水洗2次，缓慢加入一20℃预冷无

水乙醇1ml。进行固定，置4℃保存待测。将固定

的细胞离心，弃乙醇，用冷生理盐水洗2次，DAPI

染液混合，4℃放置30 min，以流式细胞仪做DNA

分析，激发波长为488 nm。用Modfit2．0软件分析

细胞周期的分布。

1．6体内实验

1．6．1姜黄素对腹腔接种HCa—F细胞的615小鼠

生存率的影响：取16只615小鼠，每只小鼠腹腔接

种0．2 mL第2代腹水原液(古HCa—F细胞6×
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i07个)，随机分成2组，每组8只。次日，实验组给予

最佳剂量的姜黄素溶液0．5 mL(50 mg／kg)口]，对

照组给予同样剂量的生理盐水，均采用ip给药，连

续7 d。记录小鼠死亡时间，比较10、20和30d两组

小鼠的存活率。

1．6．2姜黄素对接种HCa—F细胞的小鼠体内淋巴

道转移的影响：20只61 5小鼠，每只小鼠右足垫皮

下接种0．05 mL第2代腹水原液(含HCa—F细胞

2×108个)后，随机分成2组，每组10只。次日，实验

组给予最佳剂量的姜黄索溶液0．5 mL(50 rag／

kg)，对照组给予同剂量的生理盐水，均采用ip给

药，连续15 d。于接种后第28天脱颈处死小鼠，解

剖取局部瘤，双侧胭窝、腹股沟、腋窝淋巴结，固定于

lo％甲醛缓冲液中，石蜡包埋，HE染色，制作病理

切片，显微镜下观察淋巴结转移情况。

1．7统计学分析：所有体外实验结果均来自至少3

组平行或3次重复实验。采用单因素方差分析或r

检验，经sPsSl0．0软件处理统计学检验结果。

2结果

2．1 姜黄素对HCa—F细胞生长的抑制作用：结果

见表1。以MTT法检测姜黄素15～250}-tmol／L作

用48 h后对HCa—F细胞的作用，结果表明姜黄素

对HCa—F细胞生长有明显的抑制作用，且呈剂量依

赖性，生长抑制率为7．23％～82．23％。经方差分

析，10种浓度姜黄素对HCa—F细胞生长的抑制率

燕异显著(．P<0．05)。当姜黄素为15 pmol／L时，

细胞存括率大于90％，此浓度即为非细胞毒性最大

剂量。通过量效曲线求出姜黄素对HCa—F细胞生长

的IC50为51．48,umol／L。

衰1萎黄蠢对Hca_F纲胞体外生长的抑制作用“士j，月一9)

Table 1 Inhibition of eureumln Oil growth of HCa-F

cells如y“m(；士，，n----9)

与对照组比较t。P<0．05～P<0．01

‘P<0 05‘‘P<0．01w control group

2．2姜黄索对HCa—F细胞群体倍增时间和细胞生

长曲线的影响：15,umol／L姜黄素可使HCa—F细胞

的群体倍增时间显著增加，对照组Hca—F细胞的群

体倍增时间为(24．82士0．29)h，姜黄素作用2 d

后，实验组群体倍增时间增加为(45．29士0．53)h

(尸<o．01)。姜黄素对HCa—F细胞生长曲线的影响

见图1，可见对照组和实验组同时接种1×104／mL

细胞后，连续观察7 d，15／-mol／L姜黄素显著抑制

HCa—F细胞的生长，经f检验，差异显著(月一18，

P<0．01)，并且随着时间的延长，抑制效果越显著

(P<0．01)。

围l羹黄素对HCa—F细胞生长曲线的影响白=18)

Fig，1 Effect of cttreuml,OD growth curve

of HCa—F cells(n一18)

2．3姜黄索对HCa—F细胞周期时相分布的影响：

15$zmo]／L姜黄索作用HCa—F细胞48 h后的流式

细胞仪细胞周期图像分析结果见表2。经z2检验，两

组差异显著(尸<o．01)，表明姜黄素可使HCa—F细

胞周期重新分布，HCa—F细胞阻滞于s期，细胞不

能有效地进入下～个周期时相进行分裂。

衰2薹黄素对HCa—F细胞周期分布的影响

Table 2 Effect ot cueeumhl on cell cycle

distribution of HCa—F celIs

与对厢组比较；1。P<0．Ol

。‘P<0．Ol w control group

2．4 姜黄素对腹腔接种Hca—F细胞的615小鼠生

存率的影响：结果见图2。发现对照组腹水形成早于

实验组，而且腹水量大于实验组，实验组腹水生成受

到明显抑制。7 d时对照组小鼠开始出现死亡；10 d

时，对照组小鼠的生存率为50％，实验组小鼠的生

存率为100蹦{20 d时，对照组小鼠的生存率为0，

实验组小鼠的生存率为87．5％；30d时，对照组小

言一×)＼)蓬基寻
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圈2姜黄素对腹腔接种HCa—F细胞的615小鼠

生存率的影响(H=8)

PIg．2 Effect of curcumin on survival rate of 615 mice

with abdomen·inoculated HCa—F cells("=8)

鼠生存率为0，实验组小鼠的生存率为75％，实验

组小鼠生存率明显提高，生存期明显延长。经妒检

验，P<0．01，表明给药组与对照组小鼠的生存率差

异非常显著，荽黄素可以显著延长荷瘤小鼠的生

存期。

2．5姜黄素对615小鼠HCa F细胞淋巴道转移的

影响：接种HCa—F细胞的小鼠ip给予50mg／kg姜

黄素15 d，实验组HCa—F淋巴结转移率为40％，较

对照组淋巴结转移率70％明显下降，经妒检验，差

异显著(尸<O．01)。

3讨论

肿瘤是危害人类身体健康的主要疾病之一，其

发病率呈逐年上升的趋势，因此寻找安全高效的药

物是肿瘤治疗的重要课题。近年研究发现姜黄素具

有一定的抗肿瘤作用，且不良反应少，成为研究的热

点“’53。1995年Menon等‘13首次报道姜黄素可抑制

小鼠B16F10肺转移，使肺肿瘤结节明显减少，生存

期延长，但目前尚未见姜黄素对肿瘤淋巴道转移能

力影响的报道。小鼠腹水型肝癌高淋巴道转移细胞

株(HCa—F)呈自由悬浮式生长，在处理培养时可以

与药物充分接触，因而在研究药物抗肿瘤的作用机

制时，它具有贴壁生长细胞所不可比拟的优势。本实

验以HCa—F细胞为模型，通过体外和体内实验初步

研究了姜黄素对HCa—F细胞生长及转移的抑制作

用。结果表明姜黄素可抑制HCa—F细胞的生长，使

群体倍增时间增加，使HCa—F细胞阻滞在S期，肿

瘤细胞群体总数下降，腹水瘤、足垫移植瘤形成能力

下降，癌细胞淋巴道转移力受到抑制，荷瘤小鼠生存

期延长。

本研究利用MTT法观察姜黄素对HCa—F细

胞的毒性作用，结果表明，姜黄索可以抑制／-／Ca—F

细胞的增殖，并呈剂量反应关系，非细胞毒性最大剂

量为15 Pmol／L。IC5。为51．48／1mol／L。与文献报

道相比，姜黄素对HCa—F细胞的非细胞毒性最大剂

量较小，HCa—F细胞是迄今为止对姜黄素非常敏感

的肿瘤细胞之一。

生长失控是肿瘤细胞的一个重要恶性表型，本

实验发现，经姜黄素处理后的HCa～F细胞的生长受

到显著抑制，群体倍增时间增加，肿瘤细胞群体总数

下降，该结果与Rashod等“1报道的姜黄素对肿瘤

细胞生长的抑制结果是～致的。Koutla等口3报道，

姜黄素可抑制表皮生长因子与其受体结合所介导的

酪氨酸蛋白激酶的活性，从而抑制细胞增殖信号的

转导，这可能与姜黄素的抗肿瘤细胞增殖和抗癌作

用有关。

流式细胞仪细胞周期分析表明，15,umol／L姜

黄素可使HCa-F细胞聚集在s期，这说明细胞能够

通过G。／G、检验点进入s期，而不能顺利通过Gz／

M期，使大量细胞聚集在S期。此结果与Khafif

等”3报道姜黄素将人口腔鳞癌细胞阻滞在s期相

符，其机制可能和细胞的再分化有关。因为DNA在

s期解旋、复制，大量堆积于s期，使药物作用于

DNA的位点增加，易于引起基因表型的改变，从而

影响细胞的代谢与功能，导致细胞重新分化o]。但此

结果却与一般抗肿瘤药物多使细胞停留在G。／G，期

不再分裂增殖的结果不一致，这表明姜黄素对不同

的肿瘤细胞的分子作用靶点具有特殊性，其具体的

机制尚待进一步研究。

接种PICa—F细胞的615小鼠ip给予50 rag／

kg姜黄素7 d后，可以延长小鼠的生存期，推测与

姜黄素抑制HCa—F腹水的形成有关。这为临床上恶

性腹水的治疗提供了一个新的思路。长期以来，恶性

腹水的治疗一直受困扰，其预后极差，化疗、放疗及

免疫治疗都不能达到满意疗效。本实验结果提示可

以把姜黄素作为一种治疗恶性腹水的潜在药物应用

于临床实践中，但其给药剂量、水溶性、药效机制等

有待于进一步探讨。

姜黄素50 mg／kg ip给药，可以抑制HCa—F细

胞足垫接种615小鼠的癌细胞淋巴结转移率，其机

制可能与姜黄素抑制HCa—F细胞对淋巴系统的亲

和力，降低1V胶原酶和MMPs分泌等有关，但尚需

进一步研究。

姜黄素抗肿瘤及抗肿瘤侵袭与转移的作用机制

是十分复杂和分散的，作用靶点可以从DNA水平

到mRNA水平、到蛋白质水平均有改变。Linn”认

为其主要途径为首先抑制质膜上的蛋白激酶c

(PKC)，再抑制c—jun／AP一1，最后抑制对细胞增殖

起重要作用的转录基因，这种抑制作用是通过抑制



中草药Chinese Traditional and Herbal Drugs第36卷第11期2005年11月 ·1667·

相关的酶，如鸟氨酸脱羧酶(ODC)、PKc、环氧合

酶、脂氧化酶来实现的，这预示姜黄素这～多方面全

方位的抗肿瘤药物具有广阔的发展前景。
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淫羊藿提取物对去卵巢大鼠骨转换率增强的抑制作用

解 芳“3，张岩“3，吴春福1，姚新生2，黄文秀“4

(1．沈阳药科大学药学院药理系，辽宁沈阳110016；2．沈阳药科大学中药学院天然药物化学系，辽宁沈阳110018

3．国家中药与分子药理重点实验室，广东深圳518057；4．香港理工大学应用生物和化学科技学系．香港九龙)

摘要：目的研究淫羊藿提取物对去卵巢太鼠骨转换的影响。方法取3月龄SD大鼠手术切除双侧卵巢，1个

月后ig给予阳性药17p雌二醇(2mg／kg)以厦淫羊藿提取物混悬液(110mg／kg)，连续给药3个月。采用全自动

生化分析仪测定血清中钙(s—Ca)、磷(s—P)的量和碱性磷酸酶(ALP)的活性及尿中钙(u—Ca)，磷(u—P)和肌酐

(cr)的量。利用ELISA试剂盒测定尿脱氧毗啶酚(DPD)的量。取胫骨近端制成不脱钙骨切片进行骨组织形态{十

量学分析。结果与但手术组相比，去卵巢大鼠s—ca、s—P没有变化，ALP活性增强，u—Ca排出显著升高．屎中DPD

与cr的比值(DPD／Cr)显著增加，子宫萎缩。骨小梁面积百分比降低，骨小粱间隙增加。ig给予雌二醇或淫羊藿

提取物3个月，血清ALP活性降低．u—ca排出量减少，尿中DPD／Cr降低，骨小粱增加，且骨小粱间隙减小。雌二

醇组大鼠子宫增生．淫羊藿组大鼠子宫与模型组相比没有变化。结论淫羊藿提取物能够显著抑制由于雌激素缺

乏引发的骨转换增强，调整骨形成和骨吸收的关系，对遏制去卵巢造成的骨质疏松有一定的作用．且长期服用对子

宫没有刺激作用。

关键词t淫羊藿；骨质疏松}卵巢切除术
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Inhibitory effect of Herba Epimedii extract on bone turn-over of ovar|ectomized rats

XIE Fan91一，ZHANG Yanl～，WU Chun—ful，YA0 Xin—sheng2，WONG MRn—sau3‘‘

(1．Department of Pharmacology，Shenyang Pharmaceutical University，Shenyang 1]0016，China；2．Department of

NaturaI Products Chemistry，Shenyang Pharmaceutical University．Shenyang 110016，China}3．State Key

Laboratory ot Chinese Medicine and Moleeular Pharmacology，Shenzhen 518057，China；4．Department of

Applied Biology and Chemical Technology，the Hong Kong Polytechnic University，Hong Kong SAR)

Abstraet：Objective To investigate the effect of Herba Epimedii extract on bone turn—over in

ovariectomized rats．Methods Thtee—month old fema]e SD rats were ovariectomized and Sham—operated
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