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姜黄素对人成骨肉瘤 MG-63 细胞凋亡的诱导作用
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摘要 应用细胞培养、细胞计数、流式细胞仪、琼腊糖凝肢电泳、 Hoechst33258 染色、苏

木椅-伊红(HE)染色、透射电镜观察等技术研究姜黄素对人成骨肉瘤 MG-63 细胞凋亡的诱导作用。

实验结果显示，姜黄素可明显诱导 MG-63 细胞的凋亡，经 7.5mg几姜黄素诱导处理后，人成骨肉瘤

MG-63 细胞的增殖活动受到显著的抑制，细胞生长抑制率达 63.14%; 细胞周期检测出现亚二倍体

(亚 G1 期)细胞峰值，细胞凋亡率达 2 1.8%; 琼脂糖凝肢电泳出现细胞凋亡典型的 DNA"梯状"条

带;细胞枝经 Hoechst33258 染色出现浓染致密的回缩形态和颗粒状荧光;光镜和电镜观察结果显

示，姜黄索处理组细胞体积缩小，细胞核国缩，染色质凝聚、线粒体肿胀、有凋亡小体形成等显著

的凋亡特征。研究结果表明，姜黄素对人成骨肉瘤 MG-63 凋亡的诱导具有显著作用，从而为进一

步研究细胞凋亡机制和多种骨略疾病的研究提供重要基础和研究依据。
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细胞凋亡对于多细胞生吻个体发育的正常进行，

生物稳态的保持以及抵御外界各种因素的干扰具有

十分关键的作用。细胞凋亡不仅在细胞生物学研究

中具有十分重要的理论意义并且对于揭示生物生长

发育机制方面具有重要意义。成骨细胞凋亡研究不

仅对于揭示细胞凋亡机制，阐明骨路发育的机制具有

重要意义，同时对于探索和研究骨髓疾病也具有重要

意义[1]。成骨肉瘤细胞作为一种类成骨细胞，不仅具

有成骨细胞早期分化特征而且具有肿精细胞恶性增

殖的生物学特征，是成骨细胞研究的常用细胞模型[2] 。

姜黄素作为一种细胞凋亡诱导物已在国内外的细胞

凋亡研究中广泛应用[3，4] 是-种理想的细胞凋亡诱导

药物。本实验室此前的研究表明姜黄素能有效诱导

人胃腺席细胞、人永生化上皮细胞、食管癌细胞的

凋亡i匀。为此，本文应用姜黄素处理人成骨肉瘤 MG-

63 细胞，研究姜黄素对 MG-63 细胞凋亡的诱导作用，

以期为成骨细胞凋亡引起的疾病的研究提供科学依

据。

1 材料与方法

1.1 材料

人成骨肉瘤MG幽63细胞引自中国典型培养物保

藏中心。 RPMI-1640 培养基为 Gibco 产品，小牛血

清为杭州四季青生物工程材料有限公司产品，姜黄素

(curcumin , Cur)购自中国生物药品检走所。

1.2 细胞培养及凋亡诱导处理

人成骨肉瘤MG-63细胞培养在内含 15%热灭洁

小牛血洁、 10 万 U/L 青霉素、 10 万 U/L 链霉素及

到 mg/L 卡那霉素的 RPMI-1640 培养基(pH 7.2)，于

37 'C培养。细胞培养 24 h 后进行姜黄素诱导处理。

1.3 生长曲线测定

将细胞以 lx105 个 Iml 接种于一批 25 ml 培养瓶

中，接种 24 h 后对照组换上新鲜培养液，处理组换上

含 7.5 mglL姜黄素的培养液，逐日(1-7 天)从对照组

和处理组各取二瓶细胞，用台盼蓝拒染法j草行活细胞

计数，取其平均值，绘制细胞生长曲线。实验重复

三次，结果基本一致，以其中一次为准。

1.4 细胞周期测定

将对照组和姜黄素处理的细胞分别用 PBS清洗，

消化收集细胞，并用 PBS 离心洗涤，将细胞重巷子

759毛的 4 'C预冷乙醇中固定，置 4 'C保存。检测时

先离心去乙醉， PBS洗涤，于 10 mglml RNase 中 37 'C 

温育 20-30 min，加入 50 mg/L 腆化丙链(PI)染色列

min。流式细胞仪进行细胞周期时相动力学检测，分

析细胞周期分布。

1.5 DNA 电泳分析

取对照组细胞和分别处理了 24 h 、 48 h 和 72
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Fig.2 The effect of curcumin on the cell cycle of MG-63 
cells 

姜黄素对人成骨肉瘤 MG-63 细胞周期的影2.2 

日向

细胞周期测定结果(表 1，图 2)显示，经 7.5 mg/L 

姜黄素诱导处理之后，人成骨肉瘤 MG-63 细胞的细

胞周期分布出现明显的变化。测定结果显示，对照

组 MG-63 细胞 GJG1 期细胞比例为 39.5Cj毛， S 期细胞

占 24.7%，而 GzlM 期细胞占 29.4%;经 7.5mgι 姜黄

素诱导处理之后，细胞周期出现明显的调亡峰，亚 G1
期细胞比例高达 2 1. 8% ， GO/G 1 期细胞稍有增加为

40.6% , S 期细胞明显下降仅为 8.78%， GzfM 期细胞

比例则有所减少为 28.8%0

2.3 姜黄素对 MG-63 细胞DNA 的降解作用

经过7.5 mgIL姜黄素处理的MG-63细胞DNA琼

脂糖电泳(图 3)显示:对照组细胞不出现 DNA 降解现

象，电泳时出现高分子量的亮带;而姜黄素处理组细

胞随着姜黄素的作用 DNA发生了水解，出现了典型

h 的处理组细胞洗涤后离心沉淀，加榕解缓冲液20μ1，

再加入1011150万U几 RNaseA， 37 "C温育120 min，加

入 10μ120 mg/ml 蛋白酶 K 55 "C水浴 3 h，加 4μ1

10xDNA 加样缓冲液，在含 0.5μglml 澳化乙键 TAE

的 1%-1.5% 琼脂糖凝胶干孔中加 20μ1 DNA 样品，

同时加入 marker 作对照。在 5V/cm 电场中电泳，待

澳酌蓝迁移至胶 213 处后停止电泳，置凝胶于紫外分

析仪下观察照相。

1.6 Hoechst33258 荧光染色检测

取分剔长有对照组细胞和处理组细胞的盖玻片

条，温 PBS 洗 3 次， 4% 多聚甲醒(pH 7.2) 4 "C固定 10

min, PBS 漂洗， 5 gιHoechst33258 室温避光温育 10

m姐， PBS 漂洗， DDW漂洗，含 90% 甘泊的 PBS 封片，

用荧光显微镜(Olympus BH-2)进行检测。

1.7 光学显微镜样晶制备与观察

取对数生长期细胞，接种于一批放有盖玻片条的

培养瓶中，接种 24h 后，对照组细胞换上新鲜培养液，

处理组换上含 7.5 mg/L 姜黄素的作用液，培养 72h

后取出长有细胞的盖玻片条，温 PBS 液漂洗， Bouin

Hollande 液固定过夜， 70% 乙醇洗涤，常规苏木精-伊

红(HE)染色， 01ympus BH-2 型光学显微镜下观察拍
日召

1.8 透射电子显微镜观察样晶制备

取对数生长期细胞接种于一批 50 m!培养瓶中，

接种 24 h 后，进行加药处理§一定时间后取对照组和

处理组的细胞分别经 37.C 的 PBS 洗涤 2-3 次，用橡

皮刮刀推下细胞移入离心管中， 2000 r/min 离心 10

min，弃上清液，细胞沉淀用 2.5% 戊二醒4.C预固定

1 h，然后小心切成约 lmm3 几万的细胞小块，再用 2.5%

戊二醒 4.C固定 1 h, 0.1 mol/L PBS 漂洗 3 次， 1% 四

氧化饿 4 "C 固定 2h，乙醇系列脱水，环氧树脂 618 包

埋，醋酸双氧铀和拧攘酸铅双染色后，于 JEMl00-CX

II/S 型透射电子显微镜下观察拍照。
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结果

2.1 姜黄素对人成骨肉瘤 MG-63 细胞生长的影晌

生长曲线测定的结果显示MG-63 细胞增殖较快，

当细胞接种数为 5.5xl04 个 1m!时，计数至第 7 天，细

胞增殖为 8.57x105 个/时，为原来 17.13 倍，其倍增时

间为 47.96 h; 但经姜黄素处理后， MG-63 细胞的生长

速度受到不同程度地抑制。 7.5 mg/L 姜黄素处理 7

天后，细胞的计数结果为 3.16x 105 个/时，细胞数为原

来的 6.32 倍，倍增时间达到 67.29 h，抑制率为

63.14% (图 1) 。
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的梯度条带，并具有时间依赖性。其中 24 h 实验组

的 DNA 电泳现象与对照组相比变化不明显，随着姜

黄素作用时间的推移， 48 h 作用组出现了 180-200 bp 

或其倍数级左右的小分子 DNA，特别是 72h 实验组，

DNA 断裂片段条带非常明显 。

M 3 4 2 

nur LD 

1000 
900 
750 
600 

450 

300 

150 

Fig.3 Electrophoresis analysis of DNA in curcumin-treated 

MG-63 cells 

M: marker; 1: cont ro l; 2: 24 h; 3: 48 h; 4: 72 h. 

2.4 荧光显微镜观察

荧光显微镜下对照组人成骨肉瘤 MG-63 细胞核

完整， 着色均匀，荧光成弥散状，比较黯淡(图 4-1) 。

姜黄素处理组细胞， 染色质凝聚，细胞核裂解，着色

不规则， 呈现出细胞凋亡的典型变化即核碎裂(图 4-

2) 。

2.5 姜黄素对人成骨肉瘤 MG-63 细胞形态的光

学显微镜观察

光镜下人成骨肉瘤 MG-63 细胞群体排列不规

则，个体细胞形状不规则， 具有上皮样、圆形、梭

形等形态，同时较常见癌巨细胞、 多核细胞以及多

极分裂相细胞，细胞体积较小、细胞核大、核质比

例大、细胞核形状不规则(图 4-3 ) 。姜黄素处理的

MG-63 细胞，群体细胞排列不规则，细胞大小变化不

明显， 多见胞质突起和圆形的固缩细胞，核仁减少， 染

色很深，细胞皱缩，染色质凝聚，常见的处于分裂期

的癌细胞减少，可见有成群或单独存在的调亡细胞(图

4-4) 。

2.6 透射电子显微镜观察

透射电子显微镜观察结果显示， MG-63细胞体积

,, 、OL hrZAB --'' 

nr '~ 
，、

Fig.4 Observation of optic and electron microscope of MG-63 cells previous and after treated with curcumin 

1: contro l MG-63 cells observed by Hoechst 33258 (bar=40 μm); 2: MG-63 cells after treated with curcumin stained by Hoechst 33258 showing 

that chromatin verge-concentrated and the nucleus structure were disi ntegrate, and appeared assemble fluorescence (bar=40μm) ; 3: control 

MG-63 ce ll s observed by HE (bar=40μm); 4: MG-63 cells after treated wi th curcumin stained by HE showing that cell nucleus concerntrated 

and cytoplasm with gem miform protuberance (bar=40 μrn); 5: control MG-63 cells observed under electron microscope (bar=lμm); 6: MG-

63 ce ll s after treated with cu rcumin observed under electron microscope , chromatin concentrated , mitochondria vacuole (bar= 1μm); 7: MG-

63 cell s after treated with curcumin observed under electron microscope, cell concerntrated, chromatin verge-concentrated , cytop las mic 

membrane comp lete (bar= 1μm); 8: MG-63 cell s after treated with curcumin observed under e lect ron microscope , chromatin verge

concentrated , cytoplasm vac uole (bar= 1μm) 
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较大，细胞核质比例较大，细胞核较大，核膜内陷，核

形状很不规则，核仁不明显，核内异染色质较多，呈

团块状散在分布，常染色质较少，细胞质内的细胞器

较少，线粒体数量少，体积小形状不规则，线粒体峭

不发达且排列不规则。高尔基体较少，体和、较小且

形状结构不规则，极性不明显，粗糙型内质网数量少，

长度相对较短，有的扩张，呈泡状膨大。细胞质内

游离的核糖体较少，而多聚核糖体大量分布。细胞

整体形状不规则，细胞膜不平滑，细胞表面育大量做

绒毛分布(图 4-5)。经过 7.5 mg/L姜黄素处理之后的

MG-63 细胞体积变小;细胞核内的异染色质块增多，

大团块边聚，并出现染色质凝聚，核内出现了透明区

域，可见明显的致密核;细胞质电子密度高，细胞膜

皱缩但完整，有小泡形成，基质的电子密度增高，细

胞质缩小，细胞器数目减少，线粒体肿胀明显，数目

明显增多，内质网网腔扩大;可见凋亡小体(图 4-6，图

4-7，图 4-的。

3 讨论
细胞凋亡是一个主动的由基因决定的自动结束

生命的过程，受到严格的程序性调控 [6]，其中涉及细

胞增殖抑制和细胞周期阻滞以及细胞皱缩、染色质

凝集、边缘化、 DNA 断裂、凋亡小体形成等一系

列变化特征。因此考察这一系列特征的变化是鉴定

细胞凋亡的重要指标。

考察对肿瘤细胞增眉活动的抑制和周期调控是

鉴定外源性物质抗肿瘤作用的一个基本方面，也是鉴

定外源性物质诱导肿瘤细胞凋亡的→项重要指标。

本文研究结果显示， MG-63细胞是一株分裂增殖旺盛

的细胞。但是，经 7.5 mg/L姜黄素诱导处理 7 夭后，

细胞生长抑制率达到 63.14%，细胞群体倍增时间由

47.96 h 延长至 67.29 h，是原来的1.5 倍。细胞周期

各时相的细胞比例发生了显著变化，对照组MG-63细

胞 GJG1 期细胞比例为 39.5%， S 期细胞占 24.7% ， Gj 

M 期细胞占 29.4%;经姜黄素诱导处理之后，细胞周

期出现明显的凋亡峰，亚G!期(凋亡峰)细胞比例高达

21.8% , GJG! 期细胞稍有增加为 40.6% ， S 期细胞明

显下降仅为 8.78% ， GiM 期细胞比例则有所减少为

28.8%。本文实验结果表明，姜黄素诱导处理的人成

骨肉瘤 MG-63 细胞的增殖受到了显著抑制，细胞周

期在 S 期受到阻滞，出现明显的亚 G1 期凋亡峰。这

一结果与本实验室研究人胃腺癌 BGC-823 细胞凋亡

时观察到的细胞增殖及周期变化相吻合[7]; 同时也与
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前人应用姜黄素诱导人乳腺癌细胞、前列腺癌细

胞、 B 细胞淋巴瘤细胞、多潜能骨髓细胞凋亡研究[8， 9]

中观察到的细胞增殖抑制和细胞周期阻滞结果相类

似。由此表明，姜黄素能显著地抑制人成骨肉瘤

MG-63 细胞的增殖活动，阻滞细胞周期的运转，诱导

细胞凋亡。

DNA 发生断裂是细胞凋亡的最主要特征，也是

目前判断细胞是否凋亡的一个最有效指标[叫。 DNA

电泳结果显示，对肝、组细胞在凝胶电泳时不出现DNA

降解现象;经过姜黄素处理的 MG-63 细胞电泳出现

了 180-200 bp 或其倍数级左右的小分子 DNA 梯度

条帝。 Hoechst 33258 染色结果显示，对照组细胞在

荧光显微镜下观察细胞核完整，荧光成弥散状，比较

黯淡，经姜黄素处理的 MG-63 细胞则染色质凝聚，细

胞核裂解，荧光比较明亮;这与前人用华蜡素诱导

U937 细胞凋亡时观测到的 DNA梯度条带、 Hoechst

33258 染核出现的染色质凝聚及边集化，蓝色荧光加

深等实验结果[11]相类似，也与本实验室用牡蜗天然活

性肤BPO-l 处理人胃腺癌细胞BGC-823观察到DNA

凝胶电泳结果相符合I51; 同时也与前人用姜黄素处理

肝星状细胞 HSC-T6 琼脂糖凝胶电泳可见明显的

DNA 梯度条带相一致[12] 。由此证实姜黄素能引起

MG-63 细胞 DNA 降解、细胞核破裂，进而诱导人成

骨肉瘤 MG-63细胞走向调亡。

考察和鉴定细胞凋亡诱导处理前后细胞形态与

超微结构特征的变化，是判断细胞是否凋亡的→个重

要指标。本文光镜与透镜电镜观察结果显示， MG-

63细胞具有典型的肿瘤细胞形态与超微结构特征与细

胞形态多样，细胞核质比例较大，细胞核形状不规则，

核内常见多个核仁，细胞质内细胞器较少，细胞群体

排列不规则。经姜黄素处理的 MG伽63 细胞表面有明

显的出芽现象以及核仁减少、染色深、线粒体肿

胀，异染色质团块边聚，有些细胞可见明显的致密核

和残核;胞膜皱缩但完整有小泡形成，基质的电子

密度增高，细胞质固缩，细胞器数目减少，透射电镜

下可见体积小、数目多的凋亡小体等明显的凋亡特

征。本文研究观察到的 MG-63 细胞的形态和超微结

构变化不仅与本实验室诱导人胃腺癌细胞凋亡时观

察到的超微结构变化结果[5]相一致;也与前人用姜黄

素诱导处理其他肿瘤细胞凋亡时的研究报道相吻合[川。

由此更充分证实了姜黄素对人成骨肉瘤 MG-63 细胞

形态和超微结构的作用与姜黄素对其他肿瘤细胞诱

导凋亡作用以及其他一些凋亡诱导物对肿瘤细胞的
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作用是一致的，说明姜黄素具有诱导人成骨肉瘤MG-

63 细胞凋亡的生物学效应。

本文研究工作充分证实了姜黄素能有效诱导人

成骨肉瘤 MG-63 细胞凋亡，从而为成骨细胞凋亡机

制的进一步研究和相关骨髓疾病防治研究工作提供

了重要基础和实验研究依据。
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Apoptosis of Human Osteosarcoma MG-63 Cell Induced by Curcumin 

Yan-Bin Zheng, Hai-Bo Yang, Lan-Ying Chen 1, Qi-Fu L沪， Zhen-Li Zhao, Yong-Jin Liu 
(Schooll扩Life Sciences, Key Laboratory of Ministry of Education for Cell Biology and Tumor Cell Engineering, Xiamen Universi，纱，

Xiamen 361ω15， China; lPingdingshan Institute ofTechnology, Pingdingshan 467044, China) 

Abstract The apoptosis effects of curcumin (Cur) on human osteosarcoma MG-63 cells have been 

studied using the methods of cell culture, cell count, flow cytome往y analysis, DNA gel electrophoresis, Hoechst33258 

staining, HE staining, electron microscope. The results showed that proliferation of MG-63 cells could be inhibited 

by 7.5 mg/L Cur, and the inhibitory rate is 63.14%. The results of flow cytomet可 analysis showed that curcumin 

could induced the emergence ofthe phase of apoptosis, and the rate is 21.8%. Agarose gel electrophoresis revealed 

that cell DNA fragment exhibited characteristic "DNA ladder". Cell nucleus concentrated and appeared granular 

fluorescence by Hoechst33258 staining. Light microscope and electron microscope showed that the mo甲hology of 

the cells treated with curcumin appe缸'ed shrinked, cell nucleus concentrated, chromatin agglutination, mitochondria 

swelling, and apoptosis body forming. This study suggested that curcumin had induced apoptosis of the human 

osteosarcoma MG-63 cells effectively, and provides important foundation and research proofs to study more about 

出e apoptosis mechanisms of the osteos缸'coma cells and the study of disease caused by osteoplast. 

Key words curcumin; steosarcoma cells; cell apoptosis; flow cytome往y; DNA gel electrophoresis 
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