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姜黄素通过诱导Egr-1基因表达抑制

HepG-2细胞的增殖
虞  游  蒋汉伟  卢佳伟  陈建明*

(杭州师范大学生命与环境科学学院, 杭州 310036)

摘要      利用姜黄素处理肝癌HepG-2细胞研究其对细胞增殖的影响以及可能的分子机制。姜

黄素处理后, 半定量RT-PCR分析HepG-2细胞内肿瘤相关基因的表达水平, 对筛选得到的姜黄素诱

导表达上调的Egr-1基因作进一步验证。随后, 设计Egr-1 shRNA并构建pGreenPuro-Egr-1重组质粒, 
通过转染细胞, 构建稳定干扰细胞系。然后, 在干扰细胞系的基础上分析Egr-1表达沉默在姜黄素

对HepG-2细胞增殖影响中的作用。结果发现, 不同浓度姜黄素处理24 h或48 h后, HepG-2细胞增殖

明显下降并呈剂量效应关系, 20 μmol/L姜黄素处理不同时间后, 其增殖也明显下降并呈时间效应

关系; Egr-1基因在姜黄素处理后表达明显升高; Egr-1表达沉默显著减弱了姜黄素抑制HepG-2细胞

增殖的能力。上述结果提示, 姜黄素抑制HepG-2细胞增殖可能是通过诱导Egr-1基因表达介导的, 
表明其在肝癌的治疗中具有一定的应用前景。
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Curcumin Inhibited HepG-2 Cell Proliferation through Inducing
 Egr-1 Gene Expression

Yu You, Jiang Hanwei, Lu Jiawei, Chen Jianming*
(College of Life and Environmental Sciences, Hangzhou Normal University, Hangzhou 310036, China)

Abstract       HepG-2 cells were treated with curcumin to investigate its effect on cell proliferation and the 
underlying molecular mechanism. After curcumin treatment, expression level of tumor-related genes was analyzed. 
The up-regulated gene Egr-1 was concerned and its expression in curcumin-treated HepG-2 cells was verified. Sub-
sequently, Egr-1 shRNA was designed and constructed into pGreenPuro vector to obtain the recombinant plasmid 
pGreenPuro-Egr-1. The stable interfering cell lines were established by puromycin selection. Finally, the resistant 
cell lines were used to analyze the role of Egr-1 interference in HepG-2 cells exposed to curcumin. It was found that 
HepG-2 cell proliferation was decreased in a dose-dependent manner when treated with different concentrations of 
curcumin for 24 or 48 h. When treated with 20 μmol/L of curcumin, the proliferation was decreased in time-depen-
dent manner. Furthermore, Egr-1 gene expression was dramatically elevated when HepG-2 cells were treated with 
curcumin. Interestingly, the suppression effect of curcumin in HepG-2 cell proliferation was attenuated when Egr-1 
gene expression was interfered. Based on all of the above results, it is concluded that curcumin inhibits HepG-2 cell 
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proliferation through inducing Egr-1 gene expression, and it might have the prospect in treating hepatocarcinoma.
Keywords       curcumin; HepG-2 cell; proliferation; Egr-1; RNA interfering

肝癌是起源于肝脏的一种恶性肿瘤。近年来, 肝
癌的发病率及死亡率呈逐渐上升的趋势[1]。目前, 肝
癌的治疗手段仍以手术、放疗和化疗为主, 但对晚期

肝癌患者来说, 治疗效果及预后往往不是很理想, 患
者难以忍受治疗带来的副作用。为了提高肝癌患者

的治愈率和生存率, 近年来人们致力于姜黄素在肝癌

细胞增殖及凋亡中的作用研究[2]。姜黄素是中药姜黄

(Curcuma longa)的有效成分, 国内外众多的研究结果

发现, 姜黄素能抑制多种肿瘤细胞增殖[3]。同时, 姜黄

素对人体正常细胞没有毒副作用[4]。早期生长反应

因子-1(early growth response-1, Egr-1)是一种典型

的C2H2型锌指转录因子, 参与细胞增殖、分化以及

凋亡等过程[5]。研究发现, Egr-1能够被生长因子、

细胞因子、抗癌药物等众多刺激源所激活, 激活后

的Egr-1作为转录因子影响细胞的生命活动[6-7]。研

究发现, Egr-1在一些肿瘤细胞和组织中表达明显下

调, 外来过表达Egr-1能够显著抑制肿瘤细胞的增殖, 
表明Egr-1可能是一个肿瘤抑制基因[8-9]。由此我们

推测, 姜黄素可能是通过诱导Egr-1基因表达而抑制

肝癌HepG-2细胞增殖的。

1   材料与方法
1.1   主要试剂

姜黄素(Bio Basic公司, 纯度>90%), DMEM高糖

培养基(武汉博士德生物工程有限公司), 新生牛血清

(杭州四季青生物工程材料有限公司), 胰蛋白酶、青

链霉素、Trizol试剂、WST-1细胞增殖检测试剂盒(碧
云天生物技术研究所), PCR试剂盒、AMV第一链

cDNA合成试剂盒(生工生物工程上海(股份)有限公

司), Egr-1一抗(Santa Cruz公司), HRP标记羊抗兔二

抗、GAPDH(碧云天生物技术研究所), GeneTran转
染试剂(Biomiga公司), SYBR® qPCR Mix(Thunderbird
公司), 蛋白裂解液、PMSF(碧云天生物技术研究所), 
蛋白酶抑制剂Cocktail(Selleckchem公司), 其余生化

试剂均为国产分析纯。

1.2   细胞培养

人肝癌HepG-2细胞(杭州师范大学基础医学部

刘晓玲老师馈赠)贴壁培养于含10%新生牛血清、1%
青链霉素的DMEM培养液中, 于37 ºC、5% CO2及饱

和湿度的培养箱中进行培养。每隔2~3 d进行换液, 
取生长状态良好的细胞用于实验。

1.3   WST-1细胞增殖分析

取对数生长期的细胞接种于96孔板中, 每孔接

种3 000个细胞于100 μL培养液中, 常规培养24 h。按

实验要求, 利用不同浓度的姜黄素(0~50 μmol/L)处
理24 h及48 h或利用20 μmol/L姜黄素分别处理12, 24, 
48 h。处理结束后, 按说明书每孔加入10 μL的WST-1
检测试剂, 充分混匀, 于37 ºC孵育1 h, 用酶标仪检测

450 nm处的吸光度。相对细胞增殖率的计算如下: 将
对照组设为1, 计算处理组与对照组的比值作为相对

细胞增殖率。每次实验设3个复孔, 独立实验重复3次。

1.4   半定量RT-PCR分析及荧光定量PCR
取对数生长期的细胞接种于60 mm的培养皿

中, 常规培养24 h。第二天, 按照实验要求, 加入姜

黄素处理。处理结束后, 收集细胞, Trizol法提取细

胞总RNA。取4 μg总RNA用于逆转录合成cDNA。

将cDNA稀释3倍后用于PCR分析。半定量RT-PCR
分析时, 以β-actin为内参。PCR产物经琼脂糖凝胶电

泳检测后, 拍照分析。

荧光定量PCR扩增时, 以GAPDH为内参。扩增

完成后, 收集各组的Ct值, 利用LightCycler® 480II仪
器配套的软件自动计算出样品的Ct值, 用于数据分

析。本实验采用相对定量的方法(2–ΔΔCt)来分析目的

基因的相对表达情况。荧光定量PCR扩增时, Egr-1
引物上游序列为: 5′-TCA CCT ATA CTG GCC GCT 
TTT C-3′; 下游序列为: 5′-TGG GTG CCG CTG AGT 
AAA TG-3′。
1.5   Egr-1 shRNA表达载体的构建

参照文献[10]报道的Egr-1 siRNA序列(5′-GAC 
CTG AAG GCC CTC AAT A-3′), 同时利用RNAi 
Designer(http://bioinfo.clontech.com/rnaidesigner/
frontpage.jsp)设计Egr-1 siRNA序列 (5′-GAT GAA 
CGC AAG AGG CAT A-3′)。根据 pGreenPuroTM 
shRNA表达载体的要求 , 首先在 siRNA上游加入

BamH I酶切位点 , 下游加入Loop环序列 (5′-TTC 
AAG AGA-3′), 之后加入siRNA反向互补序列, 最后

加入转录终止序列TTTTT及EcoR I酶切位点, 此为

Egr-1 shRNA正义链。按照同样的方法, 设计其反义



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

842 · 研究论文 ·

链序列。将设计好的序列交由生工生物工程上海(股
份)有限公司合成, 合成好的两条序列退火形成双链

后, 与线性化的pGreenPuroTM shRNA表达载体进行连

接, 连接产物转化大肠杆菌DH5α, 扩大培养后提取质

粒。经测序正确的质粒用于转染实验。其中, 阴性对

照siRNA序列(5′-ACT CTA TCT GCA CGC TGA C-3′)、
pGreenPuro-Egr-1 shRNA1采 用 参 考 文 献 提 供 的

siRNA; pGreenPuro-Egr-1 shRNA2采用设计的siRNA; 
pGreenPuro-Negative control为阴性对照质粒。

1.6   细胞转染及稳定细胞系建立

转染前一天, 取对数生长期的细胞接种于6孔
板中, 细胞密度达到80%以上用于转染实验。按照

说明书要求, 将2 μg质粒和5 μL的转染试剂分别稀释

到50 μL的DMEM中, 室温静置5 min后, 将二者轻轻

混合, 制备转染复合物。转染复合物室温静置20 min后, 
逐滴加入到6孔板中, 轻轻混匀, 置于培养箱中过夜

培养。第二天, 用含有5 μg/mL的嘌呤霉素的DMEM
继续培养4周即可筛选得到稳定的细胞系, 利用荧光

定量PCR及Western blot检测RNA干扰效率。

1.7   Western blot
取对数生长期的细胞接种于60 mm的培养皿

中, 常规培养24 h。第二天, 按照实验要求利用姜黄

素处理, 处理结束后, 用蛋白裂解液处理细胞, 离心

后收集细胞总蛋白。取20 μg蛋白进行SDS-PAGE

电泳后, 转移到PVDF膜上。TBST 4 ºC封闭过夜后, 
Egr-1一抗4 ºC过夜孵育(1:1 000), TBST洗膜后加入

HRP标记的二抗(1:5 000)继续孵育1 h。TBST洗膜后, 
ECL曝光显影并拍照分析, 检测蛋白表达。

1.8   统计分析

实验数据结果以x
_
±s表示, 样本之间采用t检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   姜黄素对HepG-2细胞增殖的影响

WST-1细胞增殖结果显示, 培养的HepG-2细胞

经不同浓度的姜黄素(0~50 μmol/L)分别处理24 h和
48 h后, 与对照组相比, 其增殖率明显下降, 且呈剂

量效应关系(图1A); 此外, 利用20 μmol/L姜黄素分别

处理0, 12, 24, 48 h后, 姜黄素处理时间越长, 细胞增

殖越慢, 呈时间效应关系(图1B)。上述结果表明, 姜
黄素能够抑制HepG-2细胞的增殖。

2.2   姜黄素对HepG-2细胞肿瘤相关基因mRNA
表达的影响

参照文献[11], 挑选出经姜黄素处理后表达明显升

高的基因(≥2倍)作为候选基因, 用于半定量RT-PCR分
析。结果发现, 培养的HepG-2细胞经20 μmol/L姜黄素

处理24 h后, 一些肿瘤相关的基因mRNA水平表达明显

升高, 如HSPA6、IRF1、p53、XAF1、Egr-1等(图2A)。

A: 不同浓度的姜黄素(0~50 μmol/L)处理相同时间(24 h或48 h)对HepG-2细胞增殖的影响。*/#P<0.05, **/##P<0.01, ***/###P<0.001, 与未经姜黄

素处理组相比。*代表24 h组, #代表48 h组; B: 同一浓度的姜黄素(20 μmol/L)处理不同时间(0, 12, 24, 48 h)对HepG-2细胞增殖的影响。每次实

验设3个复孔, 每组实验独立重组3次, 结果以x
_
±s表示, **P<0.01, ***P<0.001, 与处理0 h组相比。

A: effect of different concentrations (0~50 μmol/L) of curcumin on HepG-2 cell proliferation after treated for 24 or 48 h. */#P<0.05, **/##P<0.01, 
***/###P<0.001 compared with 0 μmol/L of curcumin group. * stands for 24 h group, # stands for 48 h group; B: effect of 20 μmol/L of curcumin on 
HepG-2 cell proliferation after treated for 0, 12, 24 or 48 h. Each assay was performed in triplicate and repeated at least three times independently and 
the values presented here were shown as x

_
±s, **P<0.01, ***P<0.001 compared with 0 h group.

图1  姜黄素对HepG-2细胞增殖的影响

Fig.1  Effects of curcumin on HepG-2 cell proliferation
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2.3   姜黄素对HepG-2细胞Egr-1表达的影响

荧光定量PCR、半定量RT-PCR以及Western 
blot结果显示, HepG-2细胞经20 μmol/L姜黄素处理

后, Egr-1 mRNA和蛋白表达明显升高, 且在3 h达到

峰值; 但随着处理时间的延长, Egr-1 mRNA和蛋白

的表达呈现逐渐下降的趋势(图2B、图2D和图2F)。
经不同浓度的姜黄素处理3 h后, 姜黄素的浓度越高, 
Egr-1 mRNA和蛋白水平表达也越高(图2C、图2E和
图2G)。上述结果表明, 姜黄素能够诱导HepG-2细
胞中Egr-1 mRNA和蛋白质的表达。

2.4   HepG-2/pGreenPuro-Egr-1干扰细胞系的鉴定

荧光定量PCR及Western blot结果显示, 20 μmol/L
姜黄素分别处理HepG-2/WT、HepG-2/pGreenPuro-
NC、HepG-2/pGreenPuro-Egr-1 shRNA1、HepG-2/
pGreenPuro-Egr-1 shRNA2后, 与母本细胞HepG-2/
WT和阴性干扰细胞系HepG-2/pGreenPuro-NC相比, 

干扰细胞系中Egr-1 mRNA及蛋白质表达明显降低

(图3)。上述结果表明, HepG-2/pGreenPuro-Egr-1干
扰细胞系构建成功。

2.5   Egr-1表达沉默对姜黄素抑制HepG-2细胞增

殖的影响

WST-1结果表明, 母本细胞HepG-2/WT、阴

性 对 照 细 胞HepG-2/pGreenPuro-NC、 干 扰 细 胞

HepG-2/pGreenPuro-Egr-1 shRNA1以及HepG-2/
pGreenPuro-Egr-1 shRNA2经不同浓度的姜黄素

(0~50 μmol/L)处理48 h后, 姜黄素抑制HepG-2/WT和
HepG-2/pGreenPuro-NC两种细胞增殖的能力之间没

有明显差异; 与阴性对照细胞HepG-2/pGreenPuro-
NC相比, 抑制两种干扰细胞系HepG-2/pGreenPuro-
Egr-1 shRNA1和HepG-2/pGreenPuro-Egr-1 shRNA2
的增殖能力明显变弱。同样, 经20 μmol/L姜黄素处

理不同时间后(0, 12, 24, 48 h), 姜黄素抑制HepG-2/
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A: 20 μmol/L姜黄素处理24 h对HepG-2细胞肿瘤相关基因mRNA表达的影响。U: 对照组, T: 处理组; B、D: 20 μmol/L姜黄素处理不同时间(0, 3, 
6, 12, 24 h)对Egr-1 mRNA表达的影响; C、E: 不同浓度姜黄素(0~40 μmol/L)处理3 h对Egr-1 mRNA表达的影响; F: 20 μmol/L姜黄素处理不同时

间(0, 3, 6, 12, 24 h)对Egr-1蛋白表达的影响; G: 不同浓度姜黄素(0~40 μmol/L)处理3 h对Egr-1蛋白表达的影响。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 
与处理0 h组相比。

A: effect of 20 μmol/L of curcumin on tumor-related genes expression in HepG-2 cells after treated for 24 h. U: control group, T: treated group; B,D: 
effect of 20 μmol/L of curcumin on Egr-1 mRNA expression after treated for 0, 3, 6, 12, 24 h; C,E: effect of different concentrations (0~40 μmol/L) of 
curcumin on Egr-1 mRNA expression after treated for 3 h; F: effect of 20 μmol/L of curcumin on Egr-1 protein expression after treated for 0, 3, 6, 12, 
24 h; G: effect of different concentrations (0~40 μmol/L) of curcumin on Egr-1 protein expression after treated for 3 h. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 
compared with 0 h group.

图2    姜黄素对HepG-2细胞Egr-1基因表达的影响

Fig.2    Effect of curcumin on Egr-1 expression in HepG-2 cells
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WT和HepG-2/pGreenPuro-NC的增殖能力之间没有

明显差异, 而与阴性对照细胞HepG-2/pGreenPuro-
NC相比, 抑制两种干扰细胞系HepG-2/pGreenPuro-
Egr-1 shRNA1和HepG-2/pGreenPuro-Egr-1 shRNA2
的增殖能力明显变弱。上述结果表明, Egr-1表达沉

默减弱了姜黄素抑制HepG-2细胞增殖的能力。

3   讨论
姜黄素是中药姜黄的主要活性成分。国内外大

量的研究结果表明, 姜黄素能够有效地抑制多种肿

瘤细胞增殖, 并诱导其凋亡[12]。分子生物学研究结

果发现, 姜黄素可以通过调节多种转录因子、生长

因子、激酶和细胞因子, 参与细胞内的多种信号转

导途径, 进而影响细胞的生命活动[13-14]。尽管姜黄

素对正常的细胞没有毒性, 且在机体内具有较高的

耐受度, 但是其生物利用度却很低。因此, 人们也一

直致力于姜黄素小分子类似物的研究, 以提高其生

物利用度[12,15]。早期生长反应因子-1(Egr-1)作为一

A: 荧光定量PCR分析Egr-1 mRNA水平干扰效率; B: Western blot分析Egr-1蛋白质水平干扰效率。***P<0.001; N.S.: 无统计学差异。

A: interfering efficiency of Egr-1 on mRNA level by Real-time PCR; B: interfering efficiency of Egr-1 on protein level by Western blot. ***P<0.001; 
N.S.: not significant.

图3   HepG-2细胞Egr-1 mRNA和蛋白水平干扰效率分析

Fig.3   Analysis of Egr-1 interfering efficiency on mRNA and protein levels in HepG-2 cells
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时间(0, 12, 24, 48 h)对干扰细胞系HepG-2/pGreenPuro-Egr-1增殖的影响。每次实验3个复孔, 每组实验独立重组3次, 结果以x
_
±s表示, *P<0.05, 

**P<0.01, ***P<0.001, Egr-1干扰细胞组与阴性干扰细胞系相比。

A: effect of different concentrations (0~50 μmol/L) of curcumin on HepG-2/pGreenPuro-Egr-1 cell proliferation after treated for 48 h; B: effect of 
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peated at least three times independently and the values presented here were shown as x
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±s, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, the Egr-1 interfering cell 

lines compared with the HepG-2/pGreenPuro-NC group.
图4   Egr-1表达沉默对姜黄素抑制HepG-2细胞增殖的影响

Fig.4   Effect of Egr-1 silencing on the anti-proliferation role of curcumin in HepG-2 cells
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种锌指转录因子, 定位于细胞核内, 主要参与细胞

的分化和增殖。诸如细胞因子、生长因子、抗癌

药物等一些外界刺激能够瞬时诱导Egr-1的表达[16], 
但Egr-1在细胞内瞬时表达后被降解, 其机制至今

尚不清楚。有研究发现, Egr-1蛋白在肿瘤细胞及

组织中低表达以及外来过表达Egr-1能够抑制肿瘤

细胞的增殖, 表明Egr-1可能是一个潜在的肿瘤抑

制基因[8,17]。

本文以人肝癌细胞HepG-2为实验材料, 利用姜

黄素处理后发现, 姜黄素能够显著抑制HepG-2细胞

的增殖; 随后, 根据已有文献的报道, 利用半定量RT-
PCR研究发现, 在HepG-2细胞中, 姜黄素也能够诱导

一些肿瘤相关基因的表达(图2A)。另外, 通过荧光

定量PCR及Western blot进一步验证了姜黄素能够诱

导Egr-1基因的mRNA和蛋白的表达(图2B~图2G)。
为了进一步研究Egr-1基因在姜黄素抑制肿瘤细胞

增殖中的作用, 通过细胞转染构建了Egr-1 shRNA稳

定干扰细胞系。在此基础上, 利用姜黄素处理发现, 
与阴性对照细胞系及母本细胞系相比, 姜黄素对干

扰细胞系的增殖抑制能力明显下降, 表明Egr-1表达

沉默能够减弱姜黄素抑制HepG-2细胞增殖的能力。

本研究结果表明, HepG-2细胞中Egr-1表达低

下, 姜黄素能够诱导HepG-2细胞表达Egr-1。同时, 
姜黄素也能抑制HepG-2细胞增殖。由此, 我们推测, 
姜黄素抑制HepG-2细胞增殖可能和Egr-1基因的表

达上调有关。Choi等[18]在研究人胶质瘤细胞U-87MG
中发现, 姜黄素能够诱导Egr-1基因的表达进而上调

p21, 而这一过程不依赖于p53信号途径; 另有研究表

明, Egr-1作为转录因子能够直接结合到p53基因启

动子区域, 进而正向调节p53基因的表达[19]。因此, 
在HepG-2细胞中, 姜黄素是如何诱导Egr-1表达升高

的? Egr-1抑制HepG-2细胞增殖是否和下游的p53、
p21有关? 这些都是我们今后需要进一步探究的课

题。综上, 本研究的结果为姜黄素运用于临床肝癌

的辅助治疗提供了实验依据和理论基础, 同时也为

以姜黄素为基础的小分子类似物的设计提供了新的

靶点依据。
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