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姜黄素对宫颈癌细胞生长与增殖的影响研究 *
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摘要 目的：探究姜黄素（Curcumin）对宫颈癌细胞 HeLa生长与增殖的影响及其作用机制。方法：体外培养 HeLa细胞，以 0 滋mol·
L-1、5 滋mol·L-1、10 滋mol·L-1和 20 滋mol·L-1等不同浓度的姜黄素处理 HeLa细胞；通过MTT和平板克隆实验，研究姜黄素对 HeLa

细胞生长与增殖的影响；通过免疫荧光共聚焦显微镜技术，研究姜黄素与上游结合因子（Upstream binding factor，UBF）在细胞中

的定位情况；通过实时定量聚合酶链式反应（Q-PCR）实验，研究姜黄素对 HeLa细胞核仁 rDNA转录的影响；利用Western blot技

术，研究姜黄素对 HeLa细胞中 UBF磷酸化的影响。结果：姜黄素对 HeLa细胞有明显的生长抑制作用，并呈现出剂量依赖关系；

姜黄素降低 rDNA的转录水平，下调 UBF磷酸化的量，且和 UBF在核仁中存在共定位现象。结论：rDNA转录水平的降低和

p-UBF的下调可能是姜黄素抑制 HeLa细胞生长和增殖的作用途径之一。
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Study on the Effect of Curcumin on Growth and Proliferation of HeLa Cell*

To explore the effect of curcumin on growth and proliferation of human cervical cancer HeLa cell, as well

as the mechanism. HeLa cell was treated with different concentrations of curcumin, 0 滋mol·L-1, 5 滋mol·L-1, 10 滋mol·L-1, 20

滋mol·L-1, in vitro. MTT and plate cloning experiments were used to study the effect of curcumin on growth of HeLa cell. Immune fluo-

rescence confocal experiment was used to study the localization of curcumin and UBF in the cell. The real-time polymerase reaction ex-

periment was used to detect the nucleolus transcription of HeLa cell. Western blot was used to study the level of phosphorylation of UBF.

Curcumin has an inhibitory effect on the growth of HeLa cell in a dose-dependent manner. Moreover, curcumin is co-localized in

the nucleolus with UBF and could down-regulate the level of nucleolus transcription and the level of phosphorylation of UBF.

The inhibitory effect may be achieved through the down-regulation of nucleolus transcription and the level of p-UBF.
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前言

姜黄素（Curcumin），又称姜黄色素，分子式为 C21H20O6，分

子量为 368；是从姜科等一些植物的根茎中提取的一种化学物

质，为二酮类化合物，呈橙黄色结晶粉末状，不溶于水。研究表

明，姜黄素具有抗肿瘤、抗炎、抗氧化及抗病毒等广泛的药理作

用，具有副作用低、安全等特点；尤其是姜黄素的抗肿瘤作用及

其作用机制的研究受到了极大的重视，成为了研究的热点[1-3]。

上游结合因子（Upstream binding factor，UBF）的磷酸化形

式是参与调控真核生物核糖核苷酸聚合酶Ⅰ（RNA pol Ⅰ）转

录核糖体脱氧核糖核酸（rDNA）形成核糖体核糖核苷酸

（rRNA）的重要转录因子[4-8]。核糖体是形成蛋白质的 "装配车

间 "，对细胞的生长和增殖等有着不言而喻的重要性。人源性

UBF有两种异构体，UBF1和 UBF2，两者是由同一基因编码，

通过选择性剪切产生的两种产物；UBF1 分子量为 97 KDa，

UBF2分子量为 94 KDa，和 UBF1相比，UBF2在 HMG2（High
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mobility group）的位置上少了 37个氨基酸[9-11]。研究表明，磷酸

化的 UBF（p-UBF）在 rDNA转录中起着重要作用，其中，388和

484位点丝氨酸磷酸化的作用尤为突出[12-14]；姜黄素通过影响

UBF磷酸化的水平从而调控 HeLa细胞生长和增殖等方面的

报道还很少，本课题拟通过研究姜黄素调控 p-UBF水平影响

HeLa细胞生长和增殖等方面的机制，以期为姜黄素在抗肿瘤

方面的应用提供理论基础和实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

HeLa细胞源于实验室保存；激光共聚焦显微镜（FV1000）

购买于日本 Olympus；鼠源单克隆抗体 C23（Nucleolin，NCL）购

买于 SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY；兔源多克隆抗体

p-UBF（Ser 388）购买于 SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY；兔

源单克隆抗体 UBF1购买于 Abcam；姜黄素购买于上海阿拉丁

公司，用 DMSO制备成 100 mmol·L-1的母液，储藏在 -20 ℃冰

箱；细胞培养箱购买于美国 Thermo公司等。

1.2 方法

1.2.1 癌细胞培养 HeLa 细胞用含有 10% 胎牛血清的

DMEM（Dulbecco modified eagle medium）培养基于 37 ℃，5%

CO2恒温培养箱中培养；待细胞长满培养皿的 80-90%时，用

0.25%胰蛋白酶溶液进行细胞消化并离心，取一部分细胞冻存

留种，其余的细胞进行传代并放置在 37℃，5% CO2恒温培养

箱培养以备使用。

1.2.2 姜黄素对细胞生长影响的测定 取对数生长期的细胞

消化后离心，用血球计数板计数，铺 96孔板并放在恒温培养箱

培养，每孔 1× 104个细胞。待细胞贴壁后，吸去培养基，加入含

不同浓度姜黄素的培养基；浓度梯度为 0 滋mol·L-1、5 滋mol·L-1、

10 滋mol·L-1、20 滋mol·L-1、40 滋mol·L-1、80 滋mol·L-1等，每组三

个平行。培养 24 h，吸去培养基，加入含有MTT的培养基，继续

培养 4 h；吸去培养基，加入 DMSO，震荡 10 min左右，放入酶

标仪中测 490 nm波长处的吸光度（A）值。计算细胞生长抑制

率，公式如下：细胞生长抑制率（%）＝（1-实验组平均 A值 /对

照组平均 A值）× 100%。

取对数生长期的细胞消化后离心，用血球计数板计数，铺

6孔板，每空 2× 103个细胞。待细胞贴壁后，吸去培养基，加入

含有不同浓度姜黄素的培养基培养细胞；浓度梯度为 0 滋mol·
L-1、5 滋mol·L-1、10 滋mol·L-1、20 滋mol·L-1，每组三个平行。培养

一周，用 PBS清洗 3次；4%多聚甲醛固定，GIMSA染液进行细

胞染色 15 min，双蒸水清洗 3次，晾干后观察并拍照。

1.2.3 姜黄素和 UBF的定位检测 取对数生长期的细胞，接

种到已放有盖玻片的 6孔板，每孔 1× 104个细胞，放置恒温培

养箱培养。待细胞贴壁后，吸去培养基，加入含有姜黄素的培养

基培养细胞，药物浓度为 10 滋mol·L-1。培养 24 h，取出盖玻片

并用 PBS清洗 3次，用 -20 ℃预冷过的甲醇固定 5 min，3%的

BSA封闭 1 h，分别孵育一抗 C23和 UBF1，放在 4℃冰箱孵育

过夜。PBS清洗 3次，避光孵育二抗 1 h，PBS清洗 3次；DAPI

染液染色 5 min，封片剂处理后放置于激光共聚焦显微镜下观

察并拍照。

1.2.4 荧光定量聚合酶链式反应（Q-PCR）检测 rDNA转录的水

平 取对数生长期的细胞接种到 6孔板，放置恒温培养箱培

养。待细胞贴壁后，吸去培养基，加入含有不同浓度姜黄素的培

养基培养；浓度梯度为 0 滋moL·L-1、5 滋moL·L-1、10 滋moL·L-1

和 20 滋moL·L-1。培养 24 h，用 Trizol法提取细胞总 mRNA，逆

转录获得 cDNA，用 2× SYBR Green qPCR master mix (High

ROX；Biotool)试剂盒进行 Q-PCR实验；以上具体步骤按照试

剂盒说明书进行。Pre-rRNA 的上游引物为 5'-GAACGGTG-

GTGTGTCGTTC-3'，下游引物为 5'-GCGTCTCGTCTCGTCT-

CACT-3'。以 茁-actin作为内参，上游引物为 5'-ATCGTCCAC-

CGCAAATGCTTCTA-3'，下游引物 5'-AGCCATGCCAATCT-

CATCTTGTT-3'。

1.2.5 Western blot法检测 p-UBF蛋白的表达 取对数生长期

的细胞接种到 6孔板，放置恒温箱培养；待细胞贴壁后，吸去培

养基，分别加入含有姜黄素浓度为 0 滋mol·L-1和 20 滋mol·L-1

培养基培养。在 0 h、1 h、3 h、6 h、12 h和 24 h等时间点，用裂解

液处理细胞获得蛋白样品，用 10%的分离胶进行 SDS-PAGE

电泳，转膜至聚偏二氟乙烯膜（PVDF）；5%的脱脂奶粉室温封

闭 1.5 h左右，PBST清洗 3次，一抗在 4℃摇床孵育过夜；PB-

ST清洗后孵育二抗 1 h，PBST清洗 3次，用 ECL试剂处理后

曝光检测。

1.2.6 实验数据处理 实验数据以 x± s形式表示，进行 t检

验，P<0.05为具有显著性差异。

2 结果

2.1 姜黄素对癌细胞生长的抑制作用

24 h的MTT实验数据显示，对照组细胞生长良好，在姜黄

素浓度为 5 滋mol·L-1时，与对照组相比，姜黄素对细胞生长的

抑制作用较小，不具有显著性差异。随着药物浓度的增加，从

10 滋mol·L-1开始，姜黄素对细胞生长的抑制作用增加，具有显

著性差异（P<0.05），且呈现一定的剂量效应，见图 1A。由MTT

实验确定后续实验所需的药物浓度，浓度梯度为 0 滋mol·L-1、5

滋mol·L-1、10 滋mol·L-1和 20 滋mol·L-1等。

平板克隆形成实验的数据与MTT实验结果相吻合，姜黄

素可以抑制细胞的生长，且呈现一定的剂量效应，见图 1B。

图 1 A MTT法检测 HeLa细胞生长的结果

Fig. 1A Results of MTT in HeLa cell

*: P<0.05 compared with the control
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2.2 姜黄素和 UBF在细胞核中的定位

免疫荧光共聚焦实验显示，姜黄素与核仁蛋白 C23在核仁

有共定位现象，表明姜黄素在核仁中有分布，见图 2A。分布于

核仁中的姜黄素和 UBF在核仁中有明显的共定位现象，见图

2B；UBF 和姜黄素的共定位可能暗示着姜黄素通过作用于

UBF进而影响 HeLa细胞的生长。

图 1B 平板克隆实验检测 HeLa细胞生长的结果（1×）

Fig. 1B Results of plate cloning in HeLa cell（1×）

图 2A 姜黄素在细胞核中的定位（100× ）

Fig. 2A Localization of curcumin in nucleolus of HeLa cell（100× ）

图 2B 姜黄素和 UBF在细胞核中的共定位（100×）

Fig. 2B Co-localization of curcumin and UBF in nucleolus of HeLa cell（100×）

2.3 姜黄素对 rDNA转录的抑制作用

24 h的 Q-PCR实验数据显示，姜黄素可以降低 HeLa细胞

rDNA的转录水平，且随着药物浓度的增加，抑制效果增加，见

图 3。姜黄素浓度为 20 滋mol·L-1 的 rDNA 转录水平与 10

滋mol·L-1的转录水平不具有显著性差异，可能是作用时间较短

引起的。rDNA转录水平的降低可能是姜黄素抑制 HeLa细胞

生长的作用途径。

2.4 p-UBF蛋白的检测

在 0 h、1 h、3 h、6 h、12 h和 24 h等不同时间点下，与对照

组（不同时间点下，左侧的孔道，即上药浓度为 0 滋mol·L-1）相

比，实验组（不同时间点下，右侧的孔道，即上药浓度为 20

滋mol·L-1）在不同时间点下的变化有所不同。在 0 h和 1 h时，

实验组与对照组中 p-UBF的表达量基本没有变化；其它时间

点下，实验组中 p-UBF的表达量均有明显下降，见图 4。刚开始

时，p-UBF的表达没有变化，可能是作用时间较短引起的。

3 讨论

宫颈癌是女性恶性肿瘤中最常见的恶性肿瘤之一，其发病

率在发展中国家妇女中占很高比例[15]；现在主要的治疗手段为

放射疗法、化学药物疗法和手术疗法等[16]。研究表明，姜黄素可

以作用于多种类型的肿瘤细胞，包括乳腺癌细胞、肝癌细胞、宫

颈癌和乳腺癌细胞等；姜黄素可以通过调节相关的转录因子、
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图 3 Q-PCR检测 rDNA转录水平的结果

Fig. 3 Results of rDNA transcription detected by Q-PCR in HeLa cell

*: P<0.05 compared with the control

图 4 p-UBF的表达变化

Fig. 4 The expression of p-UBF of HeLa cell treated with curcumin at

different time points

细胞因子、蛋白激酶及生长受体等来影响肿瘤细胞的生长，但

对不同的肿瘤细胞类型，它的作用方式和途径却不尽相同[17-19]。

蛋白质作为生命物质的体现者，对细胞的生长有重要作

用；而核糖体作为蛋白质的装配机器，其重要性自然不言而喻；

UBF作为一个 rDNA转录的转录因子，其重要性已是显而易

见；p-UBF参与 rDNA转录形成 18 s、5.8 s和 28 s核糖核苷酸

的过程，对核糖体的形成有重要作用[12,20]。研究表明，UBF定位

于核仁的纤维中心（Fibrillar center; FC）和致密纤维组分（Dense

fibrillar component; DFC）[21]，p-UBF 可以通过与 SL1（Human

selectivity factor 1）及 pol I（Polymerase I）等作用形成一个前体

转录起始复合物（Pre-initiation complex；PIC）参与 rDNA 的转

录，转录周期包括转录的起始、启动子的脱离、转录的延伸和终

止；p-UBF主要参与转录的起始，首先 SL1结合在 DNA上，然

后 p-UBF以二聚体形式结合在 DNA链上；结合 SL1和 p-UBF

的 rDNA招募 pol I到 rDNA链上，三者共同作用形成转录起

始复合物，进行转录的起始[13]。

本研究通过体外细胞培养等试验表明：姜黄素对 HeLa细

胞生长和增殖有抑制作用，且随着药物浓度的增加，呈现一定

的剂量效应[22,23]；而且，姜黄素可以下调 p-UBF蛋白的表达量，

还引起 rDNA转录水平的降低。因此，推断姜黄素可能通过下

调 p-UBF的表达量，进而引起 rDNA转录水平的降低，最终抑

制 HeLa的生长和增殖。鉴于细胞生长代谢的复杂性和姜黄素

广泛的生物学作用，UBF可能是姜黄素影响 HeLa细胞生长的

作用靶点之一，但其具体的机制和分子机理还有待进一步的研

究和探讨。
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