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姜黄素通过调控微管系统干扰 HepG2 细胞周期研究 

江金环，刘  莉，皮  江，杨  芬，蔡继业* 
暨南大学生命科学技术学院，广东 广州  510632 

摘  要：目的  研究姜黄素对人肝癌 HepG2 细胞周期的影响及微管系统在其中的作用。方法  MTT 法检测姜黄素对人肝癌

HepG2 细胞增殖的抑制作用；流式细胞仪分析姜黄素对 HepG2 细胞周期分布的影响；激光共聚焦显微镜观察姜黄素对 HepG2
细胞微管结构变化的影响；Western blotting 检测姜黄素对微管蛋白 α-tubulin 表达的影响；在离体条件下，观察姜黄素对微

管蛋白聚合和解聚活性的影响。结果  姜黄素对 HepG2 细胞增殖具有抑制作用且与时间和剂量相关；随着姜黄素浓度的升

高，HepG2 细胞阻滞于 G2/M 期的比例也逐渐增加；激光共聚焦显微镜观察可见姜黄素明显破坏细胞微管结构，改变细胞微

管蛋白聚合状态的发生；Western blotting 检测发现细胞内 α-tubulin 蛋白表达的减弱与试药浓度相关。姜黄素还可影响微管

蛋白聚合和解聚活性。结论  姜黄素通过破坏 HepG2 细胞的微管结构及下调微管蛋白 α-tubulin 的表达，将 HepG2 细胞阻滞

于 G2/M 期，从而抑制肝癌 HepG2 细胞的生长。 
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Interference of curcumin in cycle of HepG2 cells by regulating microtubule system 

JIANG Jin-huan, LIU Li, PI Jiang, YANG Fen, CAI Ji-ye 
College of Life Science and Technology, Jinan University, Guangzhou 510632, China 

Abstract: Objective  To investigate the effect of curcumin (Cur) on cycle in HepG2 cells and the action of microtubule system for it. 
Methods  The proliferation inhibition of Cur on HepG2 cells was evaluated by MTT assay; The effect of Cur on the cycle of HepG2 
cells was analyzed by flow cytometry; Confocal laser scanning microscopy (CLSM) was used to observe the changes of microtubule in 
HepG2 cells after treated with Cur; Western blotting was performed to determine the expression of α-tubulin; The in vitro effects of Cur 
on tubulin polymerization and depolymerization activities were studied. Results  Cur inhibited the proliferation of HepG2 cells in a 
dose- and time-dependent manner. With Cur concentration increasing, the proportion of HepG2 cells arrested in G2/M phase was also 
increased. CLSM showed that Cur could seriously destroy the cell microtubule structure and change the polymerization state of 
tubulin. Western blotting showed that the decrease of the expression level of α-tubulin was related to Cur concentration. Cur could 
also interfere the microtubule polymerization and depolymerization activities. Conclusion  Cur could inhibit the proliferation of 
HepG2 cells by destroying the microtubule structure and downregulating the expression of α-tubulin, and make HepG2 cells arrested in 
G2/M phase. 
Key words: curcumin; HepG2 cells; cell cycle; microtubules; flow cytometry 
 

姜黄素是一种酚类色素，广泛存在于姜黄属植

物的根茎中，是中药姜黄的主要活性成分之一，有

抗氧化、抗炎、抗肿瘤等作用，对多种肿瘤细胞，

如胃癌、肝癌、乳腺癌、前列腺癌等细胞的产生、

增殖、转移均有抑制作用[1-7]，能够诱导癌细胞凋亡、

阻滞癌细胞周期、损伤癌细胞线粒体以及调控某些 
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蛋白的表达[8-9]。然而，姜黄素对细胞微管骨架系统

的影响尚不清晰。微管是细胞骨架的重要组成部分，

是由两种微管蛋白的异二聚体聚合而成的管状聚合

物，在维持细胞形态、有丝分裂、细胞迁移等过程均

起重要作用，因此微管为抗癌药物的靶点之一[10-13]。

本研究观察姜黄素对人肝癌 HepG2 细胞的微管系

统的影响，以探讨其抑制肿瘤细胞生长的作用，为

进一步阐明姜黄素抗肿瘤机制提供实验依据。 
1  材料 
1.1  药品与试剂 

姜黄素，质量分数＞95%，批号 20110110，天津

永大化学试剂公司；秋水仙碱、紫杉醇（质量分数

99%），Adamas Reagent 公司；二甲基亚砜（DMSO）、

4%多聚甲醛、0.25%胰蛋白酶、MTT 粉末、Triton 
X-100、牛血清白蛋白（BSA），Sigma 公司；纯化

牛脑微管蛋白（相对分子质量 5.5×104）、缓冲液

（General Tubulin Buffer）、三磷酸鸟苷（GTP），
Cytoskeleton 公司；高糖 DMEM 培养基，Gibco 公

司；胎牛血清，杭州四季青生物工程公司；细胞周

期检测试剂盒，南京凯基生物科技发展有限公司；

Tubulin-Tracker Red（微管红色荧光探针）、BCA 蛋

白浓度测定试剂盒，碧云天生物技术研究所；α-微
管蛋白（α-tubulin）鼠抗人单克隆抗体、辣根酶标

记山羊抗鼠 IgG，北京博奥森生物试剂有限公司。

其他试剂均为国产分析纯，实验用水为 3 次蒸馏水。 
1.2  细胞株 

人肝癌 HepG2 细胞株，由暨南大学医学院生物

化学教研室提供。 
1.3  仪器 

CO—150 型 CO2 细胞培养箱，美国 NBS 公司；

高速多通道连续波长酶标仪，奥地利 Tecan Safire2
公司；FACSCalibur 流式细胞仪，美国 Becton 
Dickinson 公司；510 Meta 激光共聚焦显微镜，德国

Carl Zeiss 公司。 
2  方法 
2.1  细胞培养 

HepG2 细胞常规复苏后，用含 10%胎牛血清的

高糖 DMDM 培养液、37 ℃、5% CO2培养箱内培

养。细胞贴壁生长，每隔 2 d 换液 1 次，以 2～3 d
以 1∶3 传代 1 次。取对数生长期细胞，0.25%胰酶

消化，细胞计数并用于实验。 
2.2  药液制备 

姜黄素用 DMSO 溶解为 100 μmol/L 的储存液，

然后用高糖 DMEM 培养基稀释成不同浓度（5、10、
20、40、80 μmol/L）。 
2.3  MTT 法检测 HepG2 细胞增殖 

取对数生长 HepG2 细胞，按每孔 5×103/mL 接

种于两块 96 孔细胞培养板，每孔细胞悬液 100 μL，
在 37 ℃、5% CO2 培养箱培养 24 h，更换含 5、10、
20、40、80 μmol/L 姜黄素的高糖 DMEM 培养基，

对照组细胞不加任何药物，空白组不含细胞只加入

培养基，每组各 5 个平行孔，一块 96 孔板中细胞培

养 24 h，另一块培养 48 h。孵育完全后，每孔加入

MTT 溶液 10 μL，避光孵育 4 h，弃去上清液，每

孔加入 150 μL DMSO，室温下振荡 5 min，酶标仪

检测 570 nm 波长吸光度（A）值，求出平均值，计

算细胞存活率。 
存活率＝(A 给药组－A 空白组) / (A 对照组－A 空白组) 

2.4  流式细胞术检测 HepG2 细胞周期 
HepG2 细胞接种于 6 孔板中，培养 24 h 后每孔

分别加入含 0、10、20、40 μmol/L 姜黄素的培养基

2 mL，每个浓度 3 个复孔，继续培养 24 h。收集细

胞与培养基于 EP 管内，1 000 r/min 离心 5 min，去

除上层液体，底层沉淀加入 PBS 洗涤 2 次，加入 1 
mL 70%冷乙醇，于 4 ℃下固定过夜，1 000 r/min
离心 5 min，沉淀细胞，吸去上层清液，底层沉淀

PBS 洗涤 2 次、染色，每管样品中分别加入 0.5 mL
缓冲液、25 μL PI 染色液和 10 μL RNaseA，充分混

合并重悬细胞沉淀，37 ℃室温避光孵育 30 min，
尼龙网滤过，流式细胞仪检测。 
2.5  激光共聚焦显微镜检测 HepG2 细胞微管结构 

调整 HepG2 细胞悬液浓度至 1×105/mL，接种

于放有灭菌盖玻片的 6 孔板中，细胞贴壁培养 24 h，
每孔分别加入含 0、10、20、40 μmol/L 姜黄素的高

糖 DMEM 培养基 2 mL，继续培养 24 h，吸去培养

基，PBS 缓冲液洗涤 3 次，用 4%的多聚甲醛固定

细胞 15 min 后，用含 0.1% Triton X-100 的 PBS 洗

涤 3 次，每次 5 min。用含有 1%～5% BSA 和 0.1% 
Triton X-100 的 PBS、按照 1∶250 稀释 Tubulin- 
Tracker Red，每个玻片滴加 Tubulin-Tracker Red 染

色稀释液约 200 μL，室温避光孵育 60 min，最后用

含 0.1% Triton X-100 的 PBS 洗涤 3 次，每次 5 min，
封片后直接用激光共聚焦显微镜进行观察、拍照。 
2.6  Western blotting 检测 α-微管蛋白的量 

分别以姜黄素 0、10、20、40 μmol/L 作用 HepG2
细胞 24 h，收集细胞，加入预冷的 RIPA 裂解液提
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取细胞总蛋白，BCA 法测定总蛋白浓度。取蛋白样

品 50 μg 进行 SDS-PAGE 电泳，电转移至 PVDF 膜，

5%脱脂奶粉室温封闭 2 h，以 α-微管蛋白鼠抗人单

克隆抗体 4 ℃孵育过夜，用辣根酶标记山羊抗鼠

IgG 室温孵育 1 h，最后进行 ECL 化学试剂反应，

暗室中 X 光片曝光，定影，显影，获得清晰条带。 
2.7  微管蛋白聚合-解聚动力学实验 

用 General Tubulin Buffer 将纯化的牛脑微管蛋

白粉末溶解为 10 mg/mL 的储备液，冰浴，在冰浴

的酶标板上加入已溶解的微管蛋白，然后加入 GTP
调节微管蛋白浓度至 100 mmol/L，分别加入紫杉

醇、秋水仙碱、姜黄素，使其终浓度分别为 4、4、
20 μmol/L。酶标仪测量波长调至 350 nm，温度调

到 37 ℃恒温，将酶标板放入酶标仪后连续记录变

化曲线，当曲线达到平台后，将酶标仪的温度调至

恒温 0 ℃，连续记录曲线，达到平台后停止记录。 
2.8  统计学处理 

所有实验至少重复 3 次，采用 SPSS 16.0 统计

学软件进行处理，数据以 ±x s 表示。 
3  结果 
3.1  对 HepG2 细胞增殖的影响 

姜黄素 5、10、20、40、80 μmol/L 分别作用

HepG2 细胞 24、48 h 后，随着药物浓度的升高、作

用时间延长，HepG2 细胞存活率逐渐降低。姜黄素

作用 HepG2 细胞 24 h 后，细胞存活率从（91.10±
3.20）%降至（12.84±4.00）%，IC50值为（25.18±
0.37）μmol/L；姜黄素作用 HepG2 细胞 48 h 后，细

胞存活率从（82.90±3.20）%降至（6.34±2.24）%，

IC50 值为（16.11±2.13）μmol/L。表明姜黄素能有

效地抑制人肝癌 HepG2 细胞增殖，且与浓度相关。

结果见图 1。 

 

图 1  姜黄素对 HepG2 细胞增殖的影响 ( 5=± n , sx ) 
Fig. 1  Effect of Cur on proliferation of HepG2 cells 

          ( 5=± n , sx ) 

3.2  对 HepG2 细胞周期的影响 
姜黄素 10、20、40 μmol/L 作用于 HepG2 细胞

24 h 后，G0/G1 期细胞明显减少，S 期细胞比例无明

显变化，而 G2/M 期细胞明显增多，表明姜黄素可

将 HepG2 细胞周期阻滞于 G2/M 期。结果见表 1。 

表 1  姜黄素对 HepG2 细胞周期的影响 ( 3=± n , sx ) 
Table 1  Effect of Cur on cycle of HepG2 cells ( 3=± n , sx ) 

细胞分布 / % 
组  别

C / 

(μmol·L−1) G0/G1期 S 期 G2/M 期 

对照 － 72.3±2.6 12.5±2.5 15.2±1.9 

姜黄素 10 71.5±1.2 13.6±3.6 14.4±2.4*

 20 53.9±4.1 16.9±3.9 25.5±3.1*

 40 19.6±2.3 18.5±2.2 51.5±2.6**

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

3.3  对 HepG2 细胞微管系统的影响 
由图 2 所示，对照组 HepG2 细胞呈三角形且微

管结构呈现网络状，微管纤维为清晰的丝状，并且

由细胞中心沿着细胞长轴向四周辐射分布，其细胞

核（箭头所示）圆润饱满。经 10 μmol/L 姜黄素处

理后，HepG2 细胞为典型的长梭形，细胞微管与对

照组相比变化不大，微管纤维仍表现为丝状，但部

分出现轻微的紊乱；经 20 μmol/L 姜黄素处理后，

HepG2 细胞形态发生很大改变，细胞变圆，与对照

组相比细胞核不再圆润、饱满，细胞核周围的微管

解聚，微管结构完全紊乱、模糊，向细胞的一侧聚

合；姜黄素浓度增至 40 μmol/L 时，细胞完全皱缩

变圆，细胞核形态破坏，微管浓缩且分布于整个细

胞。表明姜黄素可使细胞微管的稳定状态发生改变。 
3.4  对 HepG2 细胞 α-微管蛋白表达的影响 

姜黄素 0、10、20、40 μmol/L 作用 HepG2 细

胞 24 h，α-微管蛋白表达随药物浓度的增加逐渐减

弱，呈现浓度相关性，当姜黄素浓度达 40 μmol/L
时，α-微管蛋白几乎不再表达。表明姜黄素作用后

影响细胞微管蛋白的表达，从而破坏微管聚合与解

聚的动态平衡。结果见图 3。 
3.5  对微管蛋白聚合-解聚活性的影响 

由图 4 可见，微管蛋白在 37 ℃下聚合（0～30 
min）；在 4 ℃下解聚（30～50 min），该图平台期

（20～30 min）反映了在聚合条件下聚合-解聚间的

动态平衡。在 37 ℃恒温条件下，秋水仙碱 4 μmol/L
抑制微管蛋白聚合，这与其能结合于微管蛋白端部， 
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图 2  姜黄素对 HepG2 细胞微管骨架的影响 
Fig. 2  Effect of Cur on microtubule cytoskeleton of HepG2 cells 

 
图 3  姜黄素对 α-微管蛋白表达的影响 

Fig. 3  Effect of Cur on expression of α-tubulin  

从而抑制微管蛋白聚合的作用机制相符。紫杉醇 4 
μmol/L 在 37 ℃恒温条件下促进微管蛋白聚合，在

4 ℃下抑制其解聚，使其始终保持在聚合的稳定状

态，这与其促使微管蛋白迅速聚集成微管并结合到

微管上，抑制微管的解聚的机制相符。姜黄素 20 
μmol/L 对微管蛋白的聚合有明显抑制作用，在 37 
℃聚合条件下能降低 A 值，其对微管蛋白作用有别

于紫杉醇，而与秋水仙碱相似，因此姜黄素可能是

一种潜在的抑制微管蛋白聚合的药物。 
4  讨论 

无论是正常细胞还是肿瘤细胞的增殖都依赖于

细胞周期的正常运行，大多数以微管为作用靶点的

抗癌药物，如紫杉醇、长春新碱等可诱导有丝分裂 

 
图 4  姜黄素、紫杉醇、秋水仙碱对微管蛋白聚合的影响 

Fig. 4  Effect of Cur, taxol, and colchicine 
on tubulin polymerization  

阻滞，使细胞生长停滞于 G2/M 期[14-15]。微管参与

许多生物学过程，为细胞运输营养物质以及在有丝

分裂过程中形成纺锤体，进而参与细胞的增殖，对

细胞形状的维持、细胞信号转导、细胞分裂均具有

重要意义。肿瘤细胞若无法形成纺锤体而进行有丝

分裂，则也无法增殖，将失去生存和扩散转移的能

力[16-17]。因此，肿瘤细胞周期与细胞微管关系密切。 
本实验结果表明，姜黄素能够显著抑制 HepG2
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细胞增殖，且呈时间和剂量相关关系，其作用 24 h
后，G0/G1 期细胞明显减少，而 G2/M 期细胞随姜黄

素浓度的升高而增多，表明姜黄素将 HepG2 细胞周

期阻滞于 G2/M 期。在 G2/M 期，细胞进行有丝分裂，

而在细胞有丝分裂过程中微管起着关键性作用。本

实验发现，经姜黄素处理后 HepG2 细胞微管结构开

始向细胞边缘呈缩聚状分布，α-微管蛋白的表达下

调，微管蛋白的聚合受到抑制。上述结果表明，姜

黄素能够发挥显著的抗肿瘤作用，与其对肿瘤细胞

微管结构的影响有很大关系的，即其以微管为靶点，

通过对微管结构的破坏进而干扰纺锤体的形成，阻

断 HepG2 细胞的有丝分裂，最终诱导其细胞周期阻

滞于 G2/M 期。姜黄素对 HepG2 细胞微管相关蛋白

分子表达的影响还需进一步的深入探讨。 
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