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Abstract
AIM: To investigate the effect of curcumin on the 
expression of vascular endothelial growth factor 
(VEGF) in hepatocellular carcinoma cell line 
HepG2 under hypoxic conditions. 

METHODS: Hepatocellular carcinoma HepG2 
cells were treated with different concentra-
tions (0, 1, 2, 5, 10 μmol/L) of curcumin under 
hypoxic conditions for 6 h. Cellular viability 
was detected by MTT assay.The level of VEGF 
expression was detected at protein and mRNA 

level by Western blot technique and reverse 
transcription-poly chain reaction respectively. 

RESULTS: The levels of VEGF protein and 
mRNA decreased significantly in the cells co-incu-
bated with curcumin at 1, 2, 5, and 10 μmol/L for 
6 h in a dose-dependent manner as compared 
with those in the control cells (0 μmol/L cur-
cumin treatment) (VEGF protein: 2.12 ± 0.23, 1.59 
± 0.13, 0.82 ± 0.11, 0.33 ± 0.05 vs 2.85 ± 0.37, P < 
0.05 or P < 0.01; VEGF mRNA: 0.60 ± 0.05, 0.54 ± 
0.04, 0.16 ± 0.02, 0.06 ± 0.01 vs 0.81 ± 0.07, all P < 
0.01). 

CONCLUSION: Curcumin can decrease the ex-
pression of VEGF in hepatocellular carcinoma 
HepG2 cells. 
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摘要
目的: 研究姜黄素对缺氧条件下人肝癌细胞
HepG2中血管内皮生长因子(VEGF)表达的 
影响. 

方法: 姜黄素(0、1、2、5、10 μmol/L)处理
缺氧条件下的HepG2细胞6 h后, 采用四唑盐
(MTT)法观察HepG2细胞活性的变化, Western 
blot观察VEGF的蛋白水平变化, RT-PCR检测
VEGF mRNA表达水平变化. 

结果: HepG2细胞经1、2、5、10 μmol/L的姜
黄素处理后, VEGF蛋白和mRNA水平与对照
组(0 μmol/L姜黄素处理)比较明显降低(蛋白: 
2.12±0.23, 1.59±0.13, 0.82±0.11, 0.33±0.05 
vs  2.85±0.37, P <0.05或P <0.01; mRNA: 0.60
±0.05, 0.54±0.04, 0.16±0.02, 0.06±0.01 vs  
0.81±0.07, 均P <0.01), 且降低程度随着姜黄
素处理浓度的增加而变大. 

®

■背景资料
血管内皮生长因
子(VEGF)是重要
的促血管生成因
子, 在肝癌组织中
高表达, 与肝癌浸
润和转移密切相
关. 姜黄素是一种
常见的天然黄酮
类化合物, 已作为
癌症预防和治疗
药物进入临床试
验. 姜黄素抗肿瘤
机制复杂, 近来研
究发现其机制之
一为抑制肿瘤血
管生成.

■同行评议者
姚希贤, 教授, 河
北医科大学附属
第二医院消化内
科; 周霞秋, 主任
医师, 上海瑞金医
院感染科
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结论: 姜黄素可抑制HepG2细胞中VEGF的基
因表达.
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0  引言

血管新生是恶性肿瘤生长和转移的先决条件. 
血管内皮生长因子(vascular endothelial growth 
factor, VEGF)作为重要的血管生成促进因子, 能
够通过旁分泌和自分泌途径诱导血管生成, 促
进肿瘤生长[1]. 抑制肿瘤血管新生已成为当前抗

肿瘤治疗的重要策略之一[2], 而寻找安全、有

效的抗肿瘤新药也成为肿瘤防治研究领域的重

要课题. 姜黄素是植物中存在的天然黄酮类化

合物, 能拮抗肿瘤血管生成, 抑制肿瘤细胞增殖

和促凋亡[3-5], 是具有极大开发前景的癌症预防

及化学治疗药物. 肝癌是最常见的实体器官恶

性肿瘤之一, 在肿瘤发病率中位列第三. Suzuki 
et al [6]发现VEGF在富含血管的肝癌组织中高表

达, 且主要位于坏死区周围缺氧的肝癌细胞内. 
杜静 et al [7]的实验观察到, 人肝癌细胞HepG2在
缺氧条件下, VEGF的表达较常氧条件下显著升

高. 姜黄素是否能抑制缺氧肝癌细胞内VEGF
的表达从而减少新生血管的形成呢? 目前相关

的报道并不多见. 鉴于此, 本实验拟选取人肝癌

HepG2细胞作为研究对象, 观察姜黄素对缺氧条

件下的HepG2细胞内VEGF表达的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌HepG2细胞为同济医院肝病

研究所自备 ,  D M E M高糖培养基和胎牛血清

(美国Gibco公司), 姜黄素、氯化钴(COCl2)和
MTT(美国Sigma公司), CO2恒温细胞培养箱(日
本Sanyo公司), Spectra Max M2全能酶标仪(美
国Molecular Devices公司), 鼠抗人VEGF抗体(美
国Santa Cruz公司), 鼠抗α-tublin抗体和辣根过

氧化物酶标记羊抗鼠二抗(美国Sigma公司), 蛋
白定量试剂盒、电泳和转膜装置(美国Bio-rad
公司), 增强化学发光剂(ELC)和显影暗盒(英国

Amersham公司), 显影胶片(英国宝丽莱T667胶
片), 莫洛尼鼠白血病病毒(M-MLV)逆转录酶试

剂(美国Promega公司), Taq DNA聚合酶(美国

MBI公司), β-actin和VEGF引物由北京奥科生物

技术有限责任公司合成, PCR仪和图像分析(德
国Biometra公司). 
1.2 方法 
1.2.1细胞培养及处理: HepG2细胞中加入含50 
mL/L胎牛血清的DMEM高糖培养基, 置于50 
mL/L CO2、37℃、饱和湿度的常氧环境培养箱

内培养, 待细胞贴壁融合至80%时更换新鲜无

血清培养基, 继续培养24 h后, 细胞进入试验. 为
了充分模拟缺氧微环境, 将培养箱调至50 mL/L 
CO2、950 mL/L N2、37℃、饱和湿度的缺氧条

件, 并在细胞缺氧培养前5 min往培养基内添加

终浓度300 μmol/L的CoCl2
[8]. 细胞在缺氧培养条

件下, 分别加入终浓度为1、2、5、10 μmol/L的
姜黄素作用6 h. 作用完成后收集细胞, 提取细胞

蛋白和mRNA. 以0 μmol/L姜黄素作用的HepG2
细胞作为对照组. 
1.2.2 MTT法检测细胞活力: HepG2细胞悬液按

每孔104个细胞接种于96孔板中, 每孔体积200 
μL. 按实验安排加入不同剂量姜黄素, 常氧条件

下培养6 h, 每个剂量组6个复孔. 作用结束后吸

弃培养基, 细胞用PBS洗3次, 每孔加入200 μL新
鲜无血清培养基及20 μL MTT溶液(5 g/L), 继续

孵育4 h后终止培养. 小心吸弃孔内培养上清, 每
孔再加入150 μL二甲基亚砜, 振荡10 min, 使结

晶充分溶解. 自动酶标仪上用490 nm波长测各

孔光吸收值, 用试验孔与对照孔的吸光度百分

比值表示细胞活力. 
1.2.3 Western blot免疫印迹法检测VEGF的蛋

白表达水平: 细胞用细胞裂解液裂解后提取全

细胞蛋白并定量. 将点样蛋白浓度调成一致后

电泳分离、转膜. 转膜后的硝酸纤维素膜用50 
g/L脱脂奶粉缓冲封闭液4℃封闭过夜, 加一抗

VEGF(1∶200)室温振摇孵育2 h, 洗膜30 min后
加二抗(1∶8000)室温振摇孵育1 h, 再洗膜30 
min除去未结合的二抗, 暗盒显影. 免疫反应带

用ELC试剂盒检测, 化学发光信号用自显影胶片

记录. 内参选用α-tublin. Biometra图像分析仪对

条带积分吸光度进行定量分析. 用VEGF/β-actin
表示VEGF蛋白的相对表达量. 每个实验组重复

3次计算统计量. 
1.2.4 RT-PCR检测VEGF的mRNA水平: 按照

TRIzol说明书方法提取细胞总RNA, 测总RNA
浓度和纯度. 在25 μ L逆转录反应体系中, 以
1 μg总RNA为模板, 以随机引物Random 9mers
为引物, 用M-MLV逆转录酶将mRNA逆转录为

cDNA. 取3 μL逆转录产物cDNA, 用Taq DNA

■研发前沿
抑制肿瘤血管新
生系当前抗肿瘤
治疗的重要策略
之一. 寻找并研发
安全、有效的抗
肿瘤血管新生药
物, 是肿瘤防治研
究领域亟待解决
的关键问题.
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聚合酶进行PCR反应, PCR反应体积25 μL. 以
β-actin作为内参. 引物序列如下: VEGF: 上游引

物5'-GAGGGCAGAATCATCACGAAG-3', 下游

引物5'-AGGGAACGCTCCAGGACTTAT-3', 扩
增产物长度402 bp; β-actin: 上游引物5'-CATCA
CTATCGGCAATGAGC-3', 下游引物5'-GACAG
CACTGTGTTGGCATA-3', 扩增产物长度156 bp. 
反应条件为: 94℃预变性5 min后, VEGF: 94℃
变性45 s, 60℃退火45 s, 72℃延伸35 s; β-actin: 
94℃变性1 min, 57℃退火45 s, 72℃延伸1 min. 
30个循环后72℃维持5 min, PCR产物经15 g/L琼
脂糖凝胶电泳, 凝胶成像系统进行半定量分析, 
用VEGF/β-actin表示VEGF基因的相对表达量. 
每个实验组重复3次计算统计量. 

统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 使
用SPSS12.0软件进行组间方差分析. 

2  结果

2.1 姜黄素对缺氧条件下HepG2细胞活力的影响 
1、2、5、10 μmol/L姜黄素处理的HepG2细胞

相对活力与对照组(0 μmol/L)相比较, 差异无统

计学意义(图1). 
2.2 姜黄素对缺氧条件下HepG2细胞内VEGF的

表达影响 1 μmol/L姜黄素处理使HepG2细胞缺

氧6 h后的VEGF蛋白表达明显下降, 与对照组相

比差异有统计学意义(P <0.05); 2、5、10 μmol/L
姜黄素的处理使HepG2细胞内VEGF蛋白表达

水平的下降更为明显, 各剂量组与对照组相比, 
差异均有统计学意义(P <0.01)(表1, 图2); 1-10 
μmol/L姜黄素处理使HepG2细胞缺氧6 h后的

VEGF mRNA表达水平明显下降, 下降趋势与

蛋白表达变化趋势一致, 呈一定的剂量效应关

系, 各剂量组与对照组相比, 差异有统计学意义

(P <0.01, 表1, 图3). 

3  讨论

肿瘤的主要生物学特征是肿瘤细胞的快速生长

并伴缺氧微环境的形成[9]. 缺氧能激活多种血管

生成因子表达, 是促血管生成的诱因[10-11]. 而血

管生成是实体肿瘤生长、侵袭、扩散和转移的

基础和关键, 是肿瘤治疗的靶点. VEGF广泛分

布于人体内, 是诱导肿瘤产生新生血管的主要

细胞因子. VEGF可诱导肝癌中新生微血管形成, 
为肝癌组织提供充分的养分, 同时能增加微血

管的通透性, 利于肝癌细胞透过发育不完善的

新生微血管进入循环转移扩散, 促进肝癌细胞

的转移和增生[12-14]. 肝癌组织中VEGF的表达量

被发现与肿瘤的增殖活性及新生化程度有显著

相关性[15]. 而血清VEGF的测定则被认为和血清

甲胎蛋白一样, 是诊断肝细胞癌及其预后判断

的重要指标[16]. 因此, 抑制VEGF的表达可以通

过减少血管生成和肿瘤细胞异常增殖等机制发

挥抗肝癌作用. 

■创新盘点
目前国内外关于
姜黄素对缺氧肝
癌细胞内VEGF基
因表达影响的报
道并不多见. 本文
观察了不同剂量
姜黄素作用下, 人
肝癌细胞HepG2
在 缺 氧 环 境 中
V E G F 表 达 的 变
化, 发现姜黄素能
抑制肝癌细胞中
VEGF的mRNA和
蛋白表达, 且呈一
定的剂量依赖效
应.

表  1  姜黄素在缺氧条件下作用于HepG2细胞时VEGF的
表达水平

     
剂量                          VEGF蛋白                          VEGF mRNA

(μmol/L)	             (VEGF/α-tublin)                  (VEGF/β-actin)

0	               2.85±0.37                     0.81±0.07

1	               2.12±0.23a                    0.60±0.05b

2	               1.59±0.13b	     0.54±0.04b

5	               0.82±0.11b	     0.16±0.02b

10	               0.33±0.05b	     0.06±0.01b

aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组(0 μmol/L).

图  1  姜黄素对HepG2细胞活力的影响. 
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图  3  姜黄素在缺氧条件下作用于HepG2细胞时VEGF的 
mRNA表达水平. 
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■应用要点
研究姜黄素对缺
氧人肝癌细胞中
VEGF基因表达的
影响, 为进一步深
入探讨姜黄素抗
肝癌作用机制及
开发、筛选新型
临床抗肝癌药物
提供了一定的理
论依据.

姜黄素是从姜科植物姜黄根茎中提取的

酚性色素, 是姜黄最重要的活性成分, 具有抗

肿瘤、抗炎、抗氧化、降血脂等多种药理作 
用[17-18]. 临床研究发现姜黄素能使癌前病变逆 
转[19]. 美国国立肿瘤研究所也已将其列为第三

代癌症化学预防药物, 进入一期临床试验. 姜黄

素的抗癌作用复杂, 确切的抗癌效应机制依然

不明[20]. 最近的研究发现姜黄素能抑制体外血

管内皮细胞增殖和体内毛细血管的形成[21-23]. 这
证明姜黄素肿瘤的预防效能起码有部分是因为

他对血管生成的直接抑制. 但是姜黄素抗肿瘤血

管生成的作用机制尚不完全清楚. Gururaj et al [24]

发现姜黄素能通过抑制EAT细胞的VEGF表达来

抑制肿瘤血管生成. 我们的实验结果表明, 1-10 
μmol/L的姜黄素能剂量依赖性地抑制人肝癌细

胞HepG2在缺氧条件下的VEGF mRNA表达和

蛋白表达. 这与Bae et al [25]的实验结果一致. 同
时, 我们观察了1-10 μmol/L姜黄素作用6 h对缺

氧条件下的HepG2细胞活力的影响, 发现1-10 
μmol/L的姜黄素对HepG2细胞没有产生急性毒

性. 这说明姜黄素对HepG2细胞中VEGF表达影

响的结果不会因为其致细胞死亡而产生便倚. 
提示姜黄素确实可抑制肝癌细胞中VEGF的基

因表达, 从而抑制肝癌组织缺氧诱导的血管形

成和肝癌细胞生长、转移. 
中医运用姜黄来治疗肝病、散风活血、通

经止痛由来已久, 印度早在3000多年前就将富

含姜黄素的咖喱作为日常食物食用. 现在, 姜黄

素已被WHO/FDA列为天然食用色素, 并且已有

临床实验在逐步研究姜黄素的药物代谢动力学

和癌症治疗的生物有效剂量[19,26]. 因此姜黄素极

有可能成为未来安全有效的肝癌预防与治疗剂. 
下一步, 我们将着手研究姜黄素对HepG2细胞缺

氧诱导VEGF表达的抑制作用的可能分子机制

和体内效应, 为开发和筛选新型临床抗肝癌药

物提供进一步的理论依据. 
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本研究设计合理, 
统计学方法正确, 
结论明确, 论证条
理 分 明 ,  合 乎 逻
辑, 具有科学性和
可读性. 
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世界华人消化杂志计量单位标准

本刊讯 本刊计量单位采用国际单位制并遵照有关国家标准, GB3100-3102-93量和单位. 原来的“分子量”应

改为物质的相对分子质量. 如30 kD改为M r 30 000或30 kDa(M大写斜体, r小写正体, 下角标); “原子量”应改

为相对原子质量, 即A r(A大写斜体, r小写正体, 下角标); 也可采用原子质量, 其单位是u(小写正体). 计量单位

在＋、－、±及-后列出. 如37.6±1.2℃, 45.6±24岁, 56.4±0.5 d. 3.56±0.27 pg/ml应为3.56±0.27 ng/L, 131.6

±0.4 mmol/L, t  = 28.4±0.2℃. BP用kPa(mmHg), RBC数用×1012/L, WBC数用×109/L, WBC构成比用0.00表示, 

Hb用g/L. M r明确的体内物质以mmol/L, nmol/L或mmol/L表示, 不明确者用g/L表示. 1 M硫酸, 改为1 mol/L硫酸, 

1 N硫酸, 改为0.5 mol/L硫酸. 长10 cm, 宽6 cm, 高4 cm, 应写成10 cm×6 cm×4 cm. 生化指标一律采用法定计

量单位表示, 例如, 血液中的总蛋白、清蛋白、球蛋白、脂蛋白、血红蛋白、总脂用g/L, 免疫球蛋白用mg/L; 

葡萄糖、钾、尿素、尿素氮、CO2结合力、乳酸、磷酸、胆固醇、胆固醇酯、三酰甘油、钠、钙、镁、非蛋

白氮、氯化物; 胆红素、蛋白结合碘、肌酸、肌酐、铁、铅、抗坏血酸、尿胆元、氨、维生素A、维生素E、

维生素B1、维生素B2、维生素B6、尿酸; 氢化可的松(皮质醇)、肾上腺素、汞、孕酮、甲状腺素、睾酮、叶酸

用nmol/L; 胰岛素、雌二醇、促肾上腺皮质激素、维生素B12用pmol/L. 年龄的单位有日龄、周龄、月龄和岁. 

例如, 1秒, 1 s; 2分钟, 2 min; 3小时, 3 h; 4天, 4 d; 5周, 5 wk; 6月, 6 mo; 雌性♀, 雄性♂, 酶活性国际单位IU = 

16.67 nkat, 对数log, 紫外uv , 百分比%, 升L, 尽量把1×10-3 g与5×10-7 g之类改成1 mg与0.5 mg, hr改成h, 重量γ

改成mg, 长度m改成mm. 国际代号不用于无数字的文句中, 例如每天不写每d, 但每天8 mg可写8 mg/d. 在一个

组合单位符号内不得有1条以上的斜线, 例如不能写成mg/kg/d, 而应写成mg/(kg•d), 且在整篇文章内应统一. 单

位符号没有单、复数的区分, 例如, 2 min不是2 mins, 3 h不是3 hs, 4 d不是4 ds, 8 mg不是8 mgs. 半个月, 15 d; 15

克, 15 g; 10%福尔马林, 40 g/L甲醛; 95%酒精, 950 mL/L酒精; 5% CO2, 50 mL/L CO2; 1∶1 000肾上腺素, 1 g/L

肾上腺素; 胃黏膜含促胃液素36.8 pg/mg, 改为胃黏膜蛋白含促胃液素36.8 ng/g; 10%葡萄糖改为560 mmol/ L或

100 g/L葡萄糖; 45 ppm = 45×10-6; 离心的旋转频率(原称转速)用r/min, 超速者用g; 药物剂量若按体质量计算, 一

律以“/kg”表示.  (常务副总编辑: 张海宁 2008-07-18)


