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【实验研究】

中药提取物姜黄素对人视网膜神经胶质瘤细胞的放射增敏作用
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【关键词】　姜黄素；放射增敏；神经胶质瘤；细胞周期；细胞凋亡
【摘要】　目的　研究中药提取物姜黄素对人视网膜神经胶质瘤 ＷＥＲＩＲｂ１细胞的放射
增敏作用。方法　采用Ｘ射线辐照仪辐照人视网膜神经胶质瘤 ＷＥＲＩＲｂ１细胞。ＣＣＫ８
细胞活性检测试剂盒检测 ０μｍｏｌ·Ｌ－１、１μｍｏｌ·Ｌ－１、５μｍｏｌ·Ｌ－１、１０μｍｏｌ·Ｌ－１、２０
μｍｏｌ·Ｌ－１、３０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素，０Ｇｙ、１Ｇｙ、２Ｇｙ、４Ｇｙ、８Ｇｙ射线以及姜黄素联合射线作
用细胞不同时间对细胞活性的影响；流式细胞仪检测单独姜黄素、射线、姜黄素联合射线

引起的细胞周期阻滞以及线粒体膜电位的变化情况；Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８细胞核染色观察单独姜
黄素、射线、姜黄素联合射线对细胞凋亡的影响。结果　０μｍｏｌ·Ｌ－１、１μｍｏｌ·Ｌ－１、５μｍｏｌ·Ｌ－１、１０μｍｏｌ·Ｌ－１、２０μｍｏｌ·
Ｌ－１、３０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素和单独的０Ｇｙ、１Ｇｙ、２Ｇｙ、４Ｇｙ、８Ｇｙ射线随剂量和时间增加均能引起细胞活性的下降；２Ｇｙ射线联
合不同浓度的姜黄素（０μｍｏｌ·Ｌ－１、１μｍｏｌ·Ｌ－１、５μｍｏｌ·Ｌ－１、１０μｍｏｌ·Ｌ－１、２０μｍｏｌ·Ｌ－１、３０μｍｏｌ·Ｌ－１）相比单独的姜黄
素可以引起细胞活性显著下降；１０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素联合２Ｇｙ射线能够将细胞周期明显阻滞在 Ｇ２／Ｍ期，阻滞率为（７９．６±
２１）％，并诱导细胞凋亡和线粒体膜电位下降为（４８．３±４．３）％。结论　姜黄素联合射线对人视网膜神经胶质瘤 ＷＥＲＩＲｂ１
细胞具有显著的放射增敏作用，并诱导细胞凋亡和线粒体膜电位下降，为姜黄素的临床应用提供一定理论依据。

　　姜黄素（Ｃｕｒｃｕｍｉｎ）是从姜科姜黄属植物的根中
提取的一种多酚类化合物，研究发现其药理作用广

泛，主要有抗炎、抗肿瘤等作用［１］。有研究表明姜黄

素对人类Ｂｕｒｋｉｔｔ淋巴瘤、乳腺癌等多种癌症具有潜在
的治疗作用［２３］。有报道姜黄素除对多种肿瘤具有抑

制作用外，还能够提高多种肿瘤对放射治疗的敏感

性［４］。目前常用的放射增敏剂有５氟尿嘧啶和顺铂，
但是其在杀死肿瘤细胞的同时也对正常的组织细胞

产生了毒副作用［５６］。李刚等［７］报道，姜黄素对人肾

癌ＡＣＨＮ细胞具有放射增敏作用，其作用机制可能与
其抑制ＡＣＨＮ细胞ＮＦκＢ表达、下调Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比例、
抑制ＤＮＡ损伤修复、改变ＡＣＨＮ细胞周期分布有关。

姜黄素能防止半乳糖、萘诱导的大鼠白内障形

成。另外，姜黄素还可以降低牛眼晶状体上皮细胞

（ｌｅｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＬＥＣ）增殖细胞核抗原表达，从
而有效抑制 ＬＥＣ增殖，并且可通过细胞核及细胞质
两种途径诱导ＬＥＣ凋亡，有可能达到防治后发性白
内障的目的［８］。本研究利用姜黄素作为放射增敏药
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物，来研究姜黄素联合射线对人视网膜神经胶质瘤

ＷＥＲＩＲｂ１细胞增殖的影响，初步探讨其作用机理。

１　材料与方法

１．１　 试 剂 与 仪 器 　 姜 黄 素 （ＣＡＳ：４５８３７７，
ＨＰＬＣ９８％，南京泽朗医药公司）；ＣＣＫ８细胞毒性检测
试剂盒（日本同仁化学试剂公司）；流式细胞仪细胞周

期检测试剂盒（威斯腾生物技术服务中心）；Ｈｏ
ｃｈｅｓｔ３３２５８染色试剂盒（南京凯基生物科技发展有限
公司）。人视网膜神经胶质瘤ＷＥＲＩＲｂ１细胞（中国
科学院上海细胞库）。流式细胞仪（ＮｏｖｏＣｙｔｅ，ＡＣＥＡ，
美国北京遍吉科技有限公司）；共聚焦显微镜

（ＦＶ１２００，Ｏｌｙｍｐｕｓ，新发现科技有限公司）；酶标仪
（ＳｙｎｅｒｇｙＨ４，美国伯腾仪器有限公司）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　将人视网膜神经胶质瘤 ＷＥＲＩ
Ｒｂ１细胞接种在 ＲＰＭＩ１６４０（ＧＩＢＣＯ，美国）培养基
（含体积分数１０％胎牛血清和１０ｇ·Ｌ－１双抗—青霉
素和链霉素）中，置３７℃、体积分数５％ＣＯ２恒温培
养箱中培养，细胞生长良好，呈单层贴壁生长。显微

镜下观察细胞融合至整个培养皿的８０％ ～９０％后，
倒出旧培养液，用 ＰＢＳ洗两次，每次 ３ｍｉｎ；加入含
ＥＤＴＡ的２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶，置于培养箱中１～２
ｍｉｎ后，加入含血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液终止消化。
然后反复吹打细胞悬液并传至培养瓶内，于３７℃、
体积分数５％ＣＯ２培养箱中进行传代培养。
１．２．２　细胞照射　除空白对照组和单独姜黄素处
理组外，其他组的细胞在加药处理前采用 Ｘ射线辐
照仪（ＲＳ２０００ＰＲＯ，ＲａｄＳｏｕｒｃｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）在室温
下进行细胞辐照，根据不同的辐照剂量，照射不同时

间［９］，辐照源皮距为１００ｃｍ，照射野面积为１５ｃｍ×
１５ｃｍ，剂量率为１．５Ｇｙ·ｍｉｎ－１。
１．２．３　细胞活性检测　ＣＣＫ８试剂盒检测姜黄素对
细胞活性的影响［１０］。取对数生长期细胞，２．５ｇ·Ｌ－１

胰蛋白酶消化后，用培养液重悬制成１×１０５ｍＬ－１的
细胞悬浮液，并接种于９６孔板中，每孔１００μＬ，置于
培养箱内（３７℃、体积分数５％ ＣＯ２）培养。培养２４ｈ
后，分别加入０μｍｏｌ·Ｌ－１、１μｍｏｌ·Ｌ－１、５μｍｏｌ·
Ｌ－１、１０μｍｏｌ·Ｌ－１、２０μｍｏｌ·Ｌ－１、３０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄
素（姜黄素组），或者用０Ｇｙ、１Ｇｙ、２Ｇｙ、４Ｇｙ、８Ｇｙ的
射线照射（１．５Ｇｙ·ｍｉｎ－１，射线组），或者用０μｍｏｌ·
Ｌ－１、１μｍｏｌ·Ｌ－１、５μｍｏｌ·Ｌ－１、１０μｍｏｌ·Ｌ－１、２０
μｍｏｌ·Ｌ－１、３０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素分别加２Ｇｙ射线（射
线＋姜黄素组）作用２４ｈ和４８ｈ后，然后去掉旧培养
液，每孔加入体积分数１０％ＣＣＫ８培养液，继续培养
０．５ｈ，于酶标仪上４５０ｍｎ处测ＯＤ值，ＯＤ值越高，细
胞活性越大。空白对照组不作任何处理。

１．２．４　流式细胞仪检测细胞周期　取对数生长期
细胞，经２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶消化，接种于 ６孔板
中，分为空白对照组、实验组（１０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素

组、２Ｇｙ射线组、２Ｇｙ射线 ＋１０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素
组，射线照射１．５Ｇｙ·ｍｉｎ－１）。２４ｈ后，收集细胞，
弃去培养液，ＰＢＳ洗３次，每次３ｍｉｎ，加入冰预冷的
体积分数７０％乙醇４℃固定１ｈ，然后离心弃去固定
液，ＰＢＳ重悬后用２００目的筛网过滤后用碘化丙啶
（ＰＩ）染色，４℃避光３０ｍｉｎ，最后置于流式细胞仪中
检测细胞中 ＰＩ的荧光［１１］。激发光波长为４８８ｎｍ，
检测细胞中ＰＩ的荧光。
１．２．５　细胞凋亡检测　取对数生长期细胞，接种于
直径为 ２０ｍｍ的共聚焦培养皿中，分组同 １．２．４。
２４ｈ后，去掉旧培养液，ＰＢＳ洗３次，每次３ｍｉｎ；然
后加入１０μｇ·ｍＬ－１的 Ｈｏｃｈｅｓｔ３３２５８染料与细胞共
孵育３～６ｍｉｎ；然后用ＰＢＳ洗３遍，每次１ｍｉｎ，再加
入适量 ＰＢＳ。共聚焦显微镜下观察细胞中 Ｈｏ
ｃｈｅｓｔ３３２５８的荧光［１１］。

１．２．６　细胞线粒体膜电位检测　分组同１．２．４。２４
ｈ后，收集细胞，并用ＰＢＳ洗３次，每次１ｍｉｎ；然后用
２００目筛子过滤后，用 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３（５μｇ·ｍＬ－１）
避光染色３０ｍｉｎ，然后置于流式细胞仪中检测细胞
中Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３的荧光，通过探针荧光量来间接表
示细胞线粒体膜电位的量［１２］。并统计分析细胞线

粒体膜电位下降比率，线粒体膜电位下降比率

（％）＝（实验组线粒体膜电位 －空白对照组线粒体
膜电位）÷空白对照组线粒体膜电位×１００％。
１．３　统计学分析　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件处理数
据，数据用 珋ｘ±ｓ表示，整体比较采用单因素方差分
析，组间两两比较采用ＬＳＤ法，Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　细胞活性检测　姜黄素对细胞活性的影响如
图１，０μｍｏｌ·Ｌ－１、１μｍｏｌ·Ｌ－１、５μｍｏｌ·Ｌ－１、１０
μｍｏｌ·Ｌ－１、２０μｍｏｌ·Ｌ－１、３０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素处
理细胞２４和４８ｈ，随着浓度和时间的增加，细胞活
性随之下降，具有浓度和时间依赖性；处理２４ｈ时，
与空白对照组（０μｍｏｌ·Ｌ－１）相比，＞１μｍｏｌ·Ｌ－１

处理的细胞活性抑制率差异均具有统计学意义（均

为Ｐ＜００５）；处理４８ｈ时，与空白对照组相比，细胞
活性抑制率差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５）。
图２表示了０Ｇｙ、１Ｇｙ、２Ｇｙ、４Ｇｙ、８Ｇｙ射线对细胞
活性的影响，随着射线剂量的增加，细胞活性也逐渐

降低。与空白对照组（０Ｇｙ）相比，细胞活性抑制率
差异均有统计学意义（均为 Ｐ＜０．０５）。我们选用２
Ｇｙ的低剂量射线来联合不同浓度的姜黄素去处理
细胞，０μｍｏｌ·Ｌ－１、１μｍｏｌ·Ｌ－１、５μｍｏｌ·Ｌ－１、１０
μｍｏｌ·Ｌ－１、２０μｍｏｌ·Ｌ－１、３０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素联
合２Ｇｙ射线引起的细胞活性分别为（９２．５±
２６）％、（７８．４±３．１）％、（６２．６±１９）％、（４０．１±
３．２）％、（２７．９±４．１）％、（２１．２±２．２）％，姜黄素组
的抑制率分别为（１００．０±３．４）％、（９８．６±３．８）％、
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（９４．９±２．９）％、（７８．９±４．１）％、（５９．６±３．５）％、
（４６．５±２．３）％，相同浓度的姜黄素组（０Ｇｙ）与姜黄
素＋２Ｇｙ射线组比较，差异均有统计学意义（均为
Ｐ＜０．０５）。
２．２　细胞周期检测　采用 ＣＣＫ８试剂盒在流式细
胞仪上检测姜黄素联合射线对细胞周期的影响（图

图１　不同浓度的姜黄素处理细胞不同时间对细胞活性的影响

图２　不同剂量的射线对细胞活性的影响

３），相比空白对照组，单独的姜黄素和２Ｇｙ射线均
能使 Ｇ２／Ｍ期细胞增多，分别为（２６．６±３．４）％和
（５１．６±２．８）％（Ｐ＜０．０５），Ｇ０／Ｇ１和 Ｓ期细胞减少
（Ｐ＜０．０５），而姜黄素 ＋２Ｇｙ射线可以引起更多的
细胞（７９．６±２．１）％进入并停留在 Ｇ２／Ｍ期，姜黄
素＋２Ｇｙ射线处理组分别与空白对照组、姜黄素组、
２Ｇｙ射线组比较差异均有显著统计学意义（均为
Ｐ＜０．０１），说明姜黄素和射线可以互相增强细胞
Ｇ２／Ｍ期的阻滞作用。姜黄素＋２Ｇｙ射线组，Ｇ０／Ｇ１
和Ｓ期细胞和空白对照组比较差异均有统计学意义
（均为Ｐ＜０．０５）。
２．３　细胞凋亡检测　本实验采用细胞核染色观察
细胞核型的变化来判断细胞凋亡情况（图４），空白
对照组细胞核质均匀完整，２Ｇｙ射线处理的细胞与
空白对照组相似，而姜黄素处理的细胞的细胞核出

现固缩，并且有凋亡小体形成，联合２Ｇｙ射线后，细
胞出现大量核固缩现象和凋亡小体，说明２Ｇｙ可以
显著增强姜黄素引起的细胞凋亡。

图３　流式细胞仪检测细胞周期

图４　细胞核染色图片。红色箭头所示为凋亡小体。Ａ：空白对照组；Ｂ：２Ｇｙ射线组；Ｃ：姜黄素组；Ｄ：姜黄素＋２Ｇｙ射线组

２．４　细胞线粒体膜电位检测　２Ｇｙ射线组几乎没
有引起线粒体膜电位的下降（２．４±３．５）％，姜黄素
组引起的线粒体膜电位下降为（１６．４±３．６）％，而２
Ｇｙ＋姜黄素组显著引起线粒体膜电位的下降，为
（４８．３±４．３）％，说明射线明显增强了姜黄素凋亡通
路中的线粒体膜电位下降。１０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素 ＋
２Ｇｙ组引起的线粒体膜电位与单独的 ２Ｇｙ和 １０
μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素引起的线粒体膜电位差异均有显

著统计学意义（均为Ｐ＜０．０１）。

３　讨论

人视网膜神经胶质瘤是一种最具侵袭性的原发

性肿瘤。目前，放射疗法仍为临床上治疗肿瘤的最

有效和首选的手段。为了提高胶质瘤的治愈率，科

学家们致力于研发一种同时具有高度增敏性和低毒

性的放射治疗增敏剂［１２１３］。放射治疗增敏剂是指可
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以提高肿瘤细胞对射线敏感性的一类活性物质，它

们通常在对正常组织无毒性或低毒性的情况下便可

以发挥增敏效果，因此，适合用于对射线敏感的眼

部。目前将放射增敏剂分为：细胞内巯基化合物及

其他内源性辐射防护物质抑制剂、生物还原剂、辐射

损伤细胞修复抑制剂、ＤＮＡ前体碱基类似物、类氧物
如亲电子化合物。而姜黄素是从姜科植物的根茎中

提取的一种植物多酚，是一种天然的抗癌药物［１４］，

姜黄素具有很好的放射增敏作用，低剂量的姜黄素

加上低剂量的辐射可以有效抑制癌细胞的活性，本

研究发现３０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄素加上２Ｇｙ射线的细
胞活性（２１．２±２．２）％，而单独的３０μｍｏｌ·Ｌ－１姜黄
素的细胞活性（４６．５±２．３）％，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。这正好符合放射增敏剂的低剂量高抑
制率的特性［１５］。

细胞处于不同细胞周期，对于电离福射的反应

也不尽相同。其中 Ｇ１／Ｓ边界期和 Ｇ２／Ｍ期敏感性
最高，而敏感性最低的是Ｓ期尤其是晚期。因此，促
使肿瘤Ｇ１／Ｓ期细胞进入并停留在Ｇ２／Ｍ期，是提高
肿瘤放射敏感性的一个重要手段［１６］。本研究发现，

单独的姜黄素和２Ｇｙ均能使 Ｇ２／Ｍ期细胞增多，分
别为（２６．６±３．４）％和（５１．６±２．８）％，Ｇ０／Ｇ１和 Ｓ
期细胞减少，而姜黄素联合２Ｇｙ可以引起更多的细
胞（７９．６±２．１）％进入并停留在 Ｇ２／Ｍ期。这一结
果充分说明了姜黄素和射线通过互相增强 Ｇ２／Ｍ期
的敏感性来提高放射治疗的效果。李刚等［７］发现人

肾腺癌细胞经放射线联合姜黄素处理后，Ｇ２／Ｍ期细
胞比例明显高于单独药物组和放射组，证明了姜黄

素对人肾腺癌细胞的放射增敏作用与其影响细胞周

期分布、导致细胞周期阻滞有关［１１］。

细胞线粒体是细胞正常生长与代谢的重要细胞

器。细胞线粒体膜电位的变化是判断线粒体途径是

否参加细胞凋亡通路的一个重要标志。而细胞线粒

体跨膜电位的稳定有利于维持细胞的正常生理功

能。有研究表明，线粒体跨膜电位的降低是细胞凋

亡早期的不可逆事件［１７１８］。本实验中，我们通过形

态学观察的方式观察细胞的凋亡变化，发现姜黄素

联合２Ｇｙ射线后，细胞出现大量核固缩现象和凋亡
小体，说明２Ｇｙ可以显著增强姜黄素引起的细胞凋
亡。通过流式细胞仪进一步检测发现，２Ｇｙ联合姜
黄素显著引起线粒体膜电位下降为（４８．３±４３）％，
姜黄素联合射线引起了凋亡通路中的线粒体膜电位

下降，进而促使细胞凋亡。有研究发现姜黄素对胶

质瘤Ｕ８７细胞具有较好的放射治疗增敏效果，认为
细胞在 Ｇ２／Ｍ期阻滞是增强放射治疗敏感性的主要
机制［１３］。本研究在此基础上发现，姜黄素对细胞放

射增敏作用导致的细胞死亡方式主要是凋亡。

综上所述，本研究发现低剂量的射线对人视网

膜神经胶质瘤细胞周期、凋亡和线粒体膜电位均没

有明显影响，但是可以显著增强姜黄素引起的细胞

Ｇ２／Ｍ期阻滞，诱导线粒体途径参与的凋亡作用。本
研究初步证明了姜黄素联合射线诱导的人视网膜神

经胶质瘤细胞死亡方式和机理，为临床研究提供了

理论依据。
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