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Abstract
BACKGROUND
Curcumin has a good inhibitory effect on the occurr-
ence and development of many kinds of tumors, 

including hepatocellular carcinoma, but its anti-
hepatocellular carcinoma mechanism is not completely 
clear. Some studies have found that curcumin can 
inhibit the proliferation and metastasis of gastric 
cancer cells by regulating the expression of miR-133a. 
The low expression of miR-133a in hepatocellular 
carcinoma has been confirmed by data, but whether 
curcumin regulated expression of miR-133a plays an 
anti-hepatocellular carcinoma role is not clear.

AIM
To investigate the effect of curcumin on the migration 
and invasion of hepatocellular carcinoma cells and 
explore the underlying mechanism by detecting the 
expression of miR-133a.

METHODS
After treatment of liver cancer SMMC-7721 cells with 
curcumin (0, 10, and 20 μmol/L) for 48 h, cell viability 
was detected by MTT assay, cell migration and invasion 
were measured by transwell assay, and the expression 
of miR-133a in the cells was detected by RT-PCR. The 
expression of miR-133a in normal liver LO2 cells and 
hepatocellular carcinoma SMMC-7721 cells was detected 
by RT-PCR. After transfection with miR-133a analogue 
to SMMC-7721 cells, the effect of miR-133a on migration 
and invasion of cells before and after curcumin treatment 
was detected by transwell assay. 

RESULTS
Curcumin effectively inhibited SMMC-7721 cell viability 
(10 μmol/L curcumin: 0.71 + 0.07 vs 1.02 + 0.09; 20 μmol/L: 
0.45 + 0.05 vs 1.02 + 0.09), migration (52.32 ± 5.48 vs 121.43 
± 12.35), and invasion (46.33 ± 5.38 vs 109.25 ± 10.75) and 
increased miR-133a expression (10 μmol/L curcumin: 1.62 
± 0.11 vs 1.00 ± 0.09; 20 μmol/L: 2.96 ± 0.25 vs 1.00 ± 0.09). 
Compared with LO2 cells, the expression level of miR-
133a (0.32 ± 0.03 vs 1.03 ± 0.08) in SMCC-7721 cells was 

姜黄素调节miR-133a表达对肝癌细胞迁移和侵袭的影响 

袁洪波, 孟佩盈, 戚柳杰
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2019-04-28|Volume 27|Issue 8|WCJD|https://www.wjgnet.com 478

decreased obviously. After increasing the expression of 
miR-133a, the migration (32.84 ± 3.95 vs 96.35 ± 9.08) and 
invasion (42.75 ± 5.06 vs 119.32 ± 11.71) of SMCC-7721 
cells were significantly decreased, and the inhibitory 
effect of curcumin on migration (29.6 ± 3.32 vs 134.62 
± 13.41) and invasion (31.86 ± 4.05 vs 129.73 ± 12.74) of 
SMCC-7721 cells was enhanced. 

CONCLUSION
Curcumin can inhibit the migration and invasion of 
hepatoma cells by up-regulating the expression of miR-
133a.

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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Invasion
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摘要
背景
姜黄素对包括肝癌在内的多种肿瘤的发生发展表现
出较好的抑制作用, 但其抗肝癌的作用机制尚不完
全清晰. 有研究发现, 姜黄素可通过调控miR-133a表
达抑制胃癌细胞增殖和转移; miR-133a在肝癌中低表
达的结果已有数据证实, 但姜黄素是否介导miR-133a
表达发挥抗肝癌的作用并不清楚. 

目的
探讨姜黄素调节miR-133a表达对肝癌细胞迁移和侵
袭的影响. 

方法
以姜黄素(0、10、20 μmol/L)处理肝癌SMMC-7721
细胞48 h后, MTT法检测细胞活力, Transwell小室
检测细胞的迁移和侵袭; RT-PCR检测细胞中miR-
133a表达. 采用RT-PCR检测正常肝LO2细胞和肝癌
SMMC-7721细胞中miR-133a表达; 将miR-133a模
拟物转染至SMMC-7721细胞后, Transwell小室检测
miR-133a对姜黄素作用前后细胞迁移和侵袭的影响. 

结果
姜黄素能够有效抑制SMMC-7721细胞活力(10 μmol/L
姜黄素存活率: 0.71±0.07 vs 1.02±0.09; 20 μmol/L姜
黄素存活率: 0.45±0.05 vs  1.02±0.09)、迁移(52.32±
5.48 vs  121.43±12.35 )和侵袭(46.33±5.38 vs  109.25

±10.75), 上调miR-133a表达(10 μmol/L姜黄素: 1.62
±0.11 vs  1.00±0.09; 20 μmol/L姜黄素: 2.96±0.25 
vs  1.00±0.09); 与LO2细胞相比, SMCC-7721细胞中
miR-133a的表达水平明显降低(0.32±0.03 vs 1.03±
0.08); 上调miR-133a表达后, SMCC-7721细胞的迁
移(32.84±3.95 vs  96.35±9.08)和侵袭(42.75±5.06 
vs  119.32±11.71)能力均明显减弱, 同时姜黄素对
SMCC-7721细胞迁移(29.6±3.32 vs  134.62±13.41)和
侵袭(31.86±4.05 vs  129.73±12.74)的抑制作用增强. 

结论
姜黄素可通过上调miR-133a表达抑制肝癌细胞的迁
移和侵袭.  

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 姜黄素可抑制肝癌SMCC-7721细胞活力、侵

袭和迁移, 同时上调miR-133a表达; 采用脂质体法转染

miR-133a模拟物上调miR-133a表达后, SMCC-7721细胞

的侵袭和迁移能力明显减弱, 并能够与姜黄素协调起到

抑制SMCC-7721细胞侵袭和迁移的作用. 
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0  引言

有“癌中之王”之称的肝癌是临床上最为常见的恶性

肿瘤, 术后的复发和转移是影响肝癌治疗的重要因素, 
如何抑制肝癌的复发和转移提高患者的生存率是临床

上的一大难题. 除传统的手术治疗外, 放疗和化疗的治

疗并不理想, 往往会伴有毒副作用的产生, 慢慢地安全

有效的中药及其成分逐渐进入人们的视野. 姜黄素是一

种具有抗氧化、抗炎、降血脂和抗肿瘤等活性的多酚

类化合物, 其抗肿瘤的作用备受学者们的关注. 越来越

多的研究[1-3]发现, 姜黄素对胃癌、食管癌和乳腺癌等

多种肿瘤的发生发展均具有较好的抑制作用. 近年来有

研究[4]报道, 姜黄素可通过调控miR-133a表达干预胃癌

细胞增殖和转移. 研究[5,6]已证实, miR-133a在肝癌中低

表达, 姜黄素可抑制肝癌细胞生长和转移, 但其有无调

控miR-133a表达发挥抗肿瘤的作用并不清楚. 因此, 本
研究通过体外细胞实验旨在探讨miR-133a在姜黄素抑

制肝癌细胞迁移和侵袭中的作用. 
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1  材料和方法

1.1 材料 肝癌细胞系SMMC-7721和正常肝细胞系LO2
购于中科院上海细胞库. RPMI1640培养基购于美国

Gibco公司, 人工基底膜Matrigel、MTT试剂和姜黄素

均购于美国Sigma公司, Trizol试剂购于美国LIFE公司, 
miR-133a模拟物及阴性对照购自上海吉玛公司. 逆转录

试剂盒购于大连宝生物公司, Transwell小室(孔径8 μm)
购于美国Coster公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 采用含100 mL/L胎牛血清、100 U/mL
青霉素和0.1 mg/mL链霉素的RPMI1640培养基, 在
5%CO2的37 ℃恒温培养箱内常规培养SMMC-7721和
LO2细胞. 定期观察, 每3 d换液一次. 当细胞汇合度达

85%以上时, 加入0.25%胰蛋白酶消化传代. 收集对数生

长期的细胞进行实验. 

1.2.2 RT-PCR检测: 在收集到的SMMC-7721和LO2
细胞中加入Tr izo l试剂提取总RNA, 并采用紫外分

光光度计测定总RNA的浓度. 以逆转录试剂盒合成

cDNA后, 以此为模板配置20 μL反应体系, 上PCR仪
进行扩增. 反应条件: 95 ℃预变性5 min, (95 ℃变性

30 s, 60 ℃退火30 s, 72 ℃延伸30 s)×35个循环. 其中, 
miR-133a(上游: 5'-GCCAAGCTGGTAAA-ATGGAA-3'

和下游: 5'-TATGGTTTTGACGACTGTGTGAT-3')和内

参U6(上游: 5'-CTCGCTTCGGCAGCACA-3'和下游: 
5'-AACGCTTCACGAATTTGCG-3')引物序列由上海生

工生物合成. 以2－△△CT法计算SMMC-7721和LO2细胞中

miR-133a的相对表达量. 

1.2.3 M T T检测: 取96孔细胞板 ,  将对数生长期的

SMMC-7721细胞以每孔200 μL(细胞浓度为5×105个/mL)
进行接种. 置于细胞培养箱中培养过夜, 次日将细胞随机

分为三组: 对照组(0 μmol/L姜黄素)、10 μmol/L姜黄素处

理组和20 μmol/L姜黄素处理组. 另设无细胞的空白组. 按
照分组, 分别给药处理. 48 h后, 每孔中加入20 μL MTT
溶液, 于培养箱内孵育4 h后, 加入二甲基亚砜震荡反应

至紫色结晶完全溶解. 采用酶标仪选用490 nm检测波长

检测各孔的吸光度值, 根据公式: 细胞存活率 = 100%×

(药物处理组OD值-空白组OD值)/(对照组OD值-空白组

OD值)计算SMMC-7721细胞的存活率. 并采用RT-PCR
检测各组细胞中miR-133a的相对表达水平. 
1.2.4 Transwell小室检测: 收集上述对照组和20 μmol/L
姜黄素处理组的细胞, 以胰蛋白酶消化, 加无血清培养

基重悬细胞, 调整细胞浓度为5×105个/ml. 细胞迁移

实验: 取Transwell小室, 于上室中加入200 μL制备的对

照组和20 μmol/L姜黄素处理组细胞悬液, 下室中加入

600 μL含血清的RPMI1640培养基, 置于培养箱内培养

24 h后, 取出小室, 以磷酸缓冲液洗涤后, 小心擦去上

室的细胞. 以甲醛于4 ℃下固定15 min, 磷酸缓冲液洗

涤后, 再以结晶紫染色30 min. 以磷酸缓冲液洗涤后, 
晾干. 于倒置显微镜下, 选取5个视野观察细胞的个数

即侵袭细胞数, 并拍照, 结果以均值表示. 细胞侵袭实

验: 首先以Matrigel基质胶包被Transwell小室, 风干成

胶后, 以无血清的培养基封闭30 min, 其他操作均与细

胞迁移实验相同. 实验重复3次. 
1.2.5 细胞转染: 取6孔细胞板, 以每孔2×105个细胞进

行接种. 置于孵箱中常规培养, 待细胞密度达85%以上

时, 进行瞬时转染. 实验随机分为阴性对照(miR-NC)
组和miR-133a组, 根据LipofectamineTM2000转染试剂

说明书步骤分别将miR-NC和miR-133a模拟物转染至

SMMC-7721细胞中, 孵育6 h后, 换液继续培养. 培养48 h
后, 检测各组细胞的迁移和侵袭情况. 另取一个6孔细胞

板, 以每孔2×105个细胞进行接种, 置于孵箱中常规培

养, 待细胞密度达85%以上时, 进行瞬时转染. 将细胞随

机分为对照组(未做任何处理)、姜黄素组(以20 μmol/L
姜黄素处理48 h)、姜黄素+阴性对照组(转染miR-NC后, 
以20 μmol/L姜黄素处理48 h)和姜黄素+miR-133a组(转
染miR-133a模拟物后, 以20 μM姜黄素处理48 h). 按照如

上分组分别进行转染和姜黄素处理后, 检测各组细胞的

迁移和侵袭情况. 
统计学处理 数据以mean±SD形式表示, 采用

SPSS 22.0进行统计学分析, 三组组间数据采用单因素

方差分析, 方差齐性采用SNK-q检验, 两组组间采用独

立样本t检验. P<0.05为差异有统计学意义.  

2  结果

2.1 姜黄素抑制肝癌SMMC-7721细胞的活力 姜黄素

(0、10、20 μmol/L) 处理48 h, MTT检测细胞活力, 结
果见图1. 与对照组(0 μmol/L)相比, 10、20 μmol/L姜
黄素处理组的细胞存活率均明显降低(P <0.05), 且在

20 μmol/L姜黄素作用下SMMC-7721细胞活力的抑制

效果最强. 
2.2 姜黄素抑制S M C C-7721细胞的迁移和侵袭 采
用Transwell小室分别检测20 μmol/L姜黄素处理后, 
SMMC-7721细胞迁移和侵袭能力的变化, 结果见图2. 
与对照组相比, 姜黄素处理后, SMMC-7721细胞的迁移

个数和侵袭个数均明显减少(P<0.05). 
2.3 姜黄素促进肝癌SMCC-7721细胞中miR-133a的
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图  2  姜黄素对SMCC-7721细胞迁移和侵袭的影响. A: 细胞迁移结果; B: 细胞侵袭结果. aP<0.05, 与对照组相比. 放大倍数: 200 ×.
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表达 RT-PCR检测发现, 肝癌SMCC-7721细胞中miR-
133a的表达水平较正常肝LO2细胞明显降低(P <0.05), 
见图3A. 然而, 以10、20 μmol/L姜黄素处理48 h后, 
SMCC-7721细胞中miR-133a的表达水平呈浓度依赖性

升高(P<0.05), 见图3B. 
2.4 miR-133a过表达抑制SMCC-7721的迁移和侵袭 采
用LipofectamineTM 2000转染miR-NC和miR-133a模拟

物48 h后, 以Transwell小室检测SMCC-7721细胞的迁移

和侵袭能力, 结果见图4. 与阴性对照组相比, miR-133a

组细胞的迁移个数和侵袭个数均明显减弱(P<0.05). 
2.5 miR-133a过表达增强姜黄素对SMCC-7721细胞

迁移侵袭的抑制作用 采用Transwel l小室进一步检

测miR-133a过表达对姜黄素作用下SMCC-7721细胞

迁移和侵袭的影响, 结果见图5. 20 μmol/L姜黄素处

理后, SMCC-7721细胞的迁移和侵袭能力均明显减

弱, 转染miR-NC未能影响姜黄素对SMCC-7721细胞

的作用(P >0.05), 但转染miR-133a模拟物后, 姜黄素

对SMCC-7721细胞迁移和侵袭的抑制作用明显增强
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(P<0.05). 

3  讨论

肝癌是我国常见的消化系统恶性肿瘤, 严重威胁着人们

的身体健康和生活质量. 目前, 肝癌的治疗仍以手术治

疗、放疗和化疗为主. 随着医学领域的不断发展, 肝癌

患者的总生存率虽有所提高, 但肝癌的治疗并未得到根

本改善, 肝癌患者术后的复发率仍较高[7,8]. 如何安全有

效的防治肿瘤细胞的转移对肝癌患者的治疗尤为重要. 
因中药具有毒性小、效率高和价格低等优势, 中药抗肿

瘤逐渐成为研究的热点. 姜黄素是从中药姜黄根茎中提

取的一种活性成分, 已被证实在前列腺癌、胰腺癌和结

肠癌中具有可喜的抗肿瘤细胞转移的作用[9-11]. 目前, 关
于姜黄素抗肝癌细胞转移的作用已有报道. 例如: Zhang
等[12]研究指出, 姜黄素能够增强二甲双胍对肝癌细胞

增殖、侵袭、转移和血管生成的抑制作用; 邱伟等[13]

报道证实, 姜黄素可通过下调MMP-2/9和COX-2的表达

抑制肝癌细胞的增殖及侵袭. 但是, 姜黄素应用于临床

治疗肝癌的理论依据还不够充分. 因此, 探讨姜黄素抗

肝癌细胞转移的分子机制对姜黄素临床治疗肝癌具有

重要意义. 
大量研究[14-18]显示, miRNAs与肝癌的发生发展关

系密切, 在肿瘤细胞的增殖、转移和凋亡等生物学过

程中发挥着重要的调控作用. 如: miR-23b-3p在肝癌细

胞中低表达, 与肝癌进展和复发时间关系密切[17]; miR-
1260b在肝癌组织中高表达, miR-1260b的过度表达增加

了肝癌细胞的迁移和侵袭[18]. miR-133a作为miRNAs家
族成员, 在乳腺癌、胃癌和非小细胞肺癌等肿瘤中异

常低表达, 与临床分期、淋巴结转移及生存时间密切

相关, 上调其表达可抑制肿瘤细胞的增殖、迁移和侵

袭[19-21]. 有研究[4]报道, 姜黄素可通过调控miR-133a表达

干预胃癌细胞增殖和转移. 已有研究[22,23]证实, miR-133a
在肝癌中低表达, 姜黄素可抑制肝癌细胞生长和转移, 
但其有无通过调控miR-133a表达来发挥作用并不清楚. 
本研究以姜黄素处理肝癌SMMC-7721细胞, 结果发现, 
细胞活力、迁移和侵袭能力均明显受到抑制, 这与之前

研究[23]的研究结果相吻合. 进一步观察姜黄素对肝癌细

胞中miR-133a表达的影响发现, miR-133a表达呈浓度依

赖性升高. 提示, 姜黄素可能通过上调miR-133a参与抗

肝癌细胞转移的调控过程. 为了验证这一猜想, 本研究

通过转染miR-133a模拟物上调SMMC-7721细胞中miR-
133a表达后, 检测发现SMMC-7721细胞的迁移和侵袭

能力均显著减弱. 该结果与miR-133a在胃癌和非小细胞

肺癌中的抑癌作用相吻合[20,21]. 这提示, miR-133a在肝癌

细胞的迁移和侵袭过程中发挥着重要的抑制作用. 同时

发现, 上调miR-133a表达还能增强姜黄素对SMCC-7721
细胞迁移和侵袭的抑制作用. 结果表明, 姜黄素可通过

上调miR-133a表达抑制肝癌细胞的迁移和侵袭. 
总之, miR-133a表达上调是姜黄素抗肝癌细胞转移

的一个重要机制, 为姜黄素介导miRNAs发挥抗肿瘤作

用提供了实验依据. 后期我们会进一步探讨姜黄素是如

何通过上调miR-133a表达调控下游相关基因参与其抗

肝癌转移的调控, 以期为姜黄素临床治疗肝癌提供新的

参考依据. 

文章亮点

实验背景

姜黄素对包括肝癌在内的多种肿瘤的发生发展表现出

较好的抑制作用, 但其抗肝癌的作用机制尚不完全清

晰. 有研究发现, 姜黄素可通过调控miR-133a表达抑制

胃癌细胞增殖和转移; miR-133a在肝癌中低表达的结果

已有数据证实, 但姜黄素是否介导miR-133a表达发挥抗

肝癌的作用并不清楚. 

实验动机

本研究旨在探讨miR-133a在姜黄素抑制肝癌细胞迁移

和侵袭中的作用, 以期为姜黄素抗肝癌细胞转移提供新

的实验依据. 

实验目标

探讨姜黄素调节miR-133a表达对肝癌细胞迁移和侵袭

的影响, 以期姜黄素抗肝癌细胞的机制提供新线索. 

实验方法

以10、20 μmol/L姜黄素处理肝癌SMMC-7721细胞48 h
后, 采用MTT法检测细胞活力, Transwell小室检测细胞

的迁移和侵袭; RT-PCR检测细胞中miR-133a表达. 采用

RT-PCR检测正常肝LO2细胞和肝癌SMMC-7721细胞中

miR-133a表达; 采用脂质体法将miR-133a模拟物转染至

SMMC-7721细胞后, Transwell小室检测姜黄素作用前后

细胞迁移和侵袭. 

实验结果

姜黄素可抑制SMMC-7721细胞活力、迁移和侵袭, 上
调miR-133a表达. miR-133a在SMCC-7721细胞中的表

达水平较LO2细胞明显降低. 上调miR-133a表达后, 
SMCC-7721细胞的迁移和侵袭能力均明显减弱, 同时可

增强姜黄素对SMCC-7721细胞迁移和侵袭的抑制作用. 

 文章亮点
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实验结论

姜黄素可上调miR-133a表达抑制肝癌细胞的迁移和侵

袭. 这一结果进一步揭示了姜黄素抗肝癌细胞转移的

分子机制, 也为姜黄素抗肝癌的发生发展提供了新的

实验依据. 

展望前景

本研究仅仅发现miR-133a表达上调是姜黄素抗肝癌细

胞转移的一个重要机制, 但miR-133a是如何调控下游相

关基因参与姜黄素抗肝癌转移的还有待深入探讨, 后期

我们将继续致力于这方面的研究, 以期为姜黄素临床治

疗肝癌提供新依据. 
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