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·实验研究·

铜对大鼠肝细胞凋亡的影响以及姜黄素的保护作用

万小华，罗小平

（华中科技大学同济医学院附属同济医院儿科，湖北 武汉　４３００３０）

　　［摘　要］　目的　探讨铜对大鼠肝细胞（ＢＲＬ细胞）凋亡的诱导作用及其机制，研究姜黄素对ＢＲＬ细胞铜损
伤时的影响。方法　对硫酸铜（ＣｕＳＯ４）和姜黄素干预培养的 ＢＲＬ细胞，采用荧光探针 ＤＣＦＨＤＡ进行活性氧
（ＲＯＳ）测定，ＭＴＴ法检测细胞活力，Ｈｏｅｃｈｓｔ染色和 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ流式细胞术检测细胞凋亡。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法
检测磷酸化应激激活的蛋白激酶（ＪＮＫ／ＳＡＰＫ）蛋白水平。结果　铜处理后６ｈＢＲＬ细胞ＲＯＳ和凋亡率达到高峰，
分别为７１１．７０±６８．３３，（４５．０８±１．８７）％，铜处理后２４ｈＪＮＫ磷酸化率上升至（６３．３６±２．２４）％，与正常对照
组相比差异有显著性（Ｐ＜０．０１）；姜黄素组ＲＯＳ、凋亡百分率和ＪＮＫ磷酸化率均较相应对照组下降（Ｐ＜０．０１）。
结论　 一定浓度的铜可以诱导ＢＲＬ细胞的凋亡且与活性氧的产生有关；姜黄素对铜损伤 ＢＲＬ的保护作用与抗
氧化和抑制磷酸化ＪＮＫ的表达有关。 ［中国当代儿科杂志，２００７，９（６）：５６７－５７０］
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　　肝豆状核变性又称 Ｗｉｌｓｏｎ′ｄｉｓｅａｓｅ（ＷＤ），是一
种较常见的以铜代谢障碍为特征的常染色体隐性遗

传病，ＷＤ的治疗至今还仅限于对症治疗而无法进
行病因治疗。目前一个重要的新领域是铜细胞因
子的相互作用［１，２］。但在肝豆状核变性疾病中铜的

过度沉积与肝脏损伤和凋亡以及相关细胞因子及其

凋亡信号途径的研究不多。本实验采用一定浓度的

铜离子损伤ＢＲＬ细胞为模型，观察铜诱导损伤ＢＲＬ
细胞时活性氧和细胞凋亡的变化规律和相互关系，

同时观察ＪＮＫ磷酸化水平的变化；探讨姜黄素对铜
损伤肝细胞的作用，为 ＷＤ的治疗提供新的方向和
依据。
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１　材料和方法

１．１　材料
ＢＲＬ细胞（中科院上海细胞生物所细胞库）、

ＤＭＥＭ、新生牛血清（ＧＩＢＣＯ公司）、姜黄素和噻唑
蓝（ＭＴＴ）（Ｓｉｇｍａ公司，美国）、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色试
剂盒和活性氧检测试剂盒（碧云天公司）、Ａｎｎｅｘｉｎ
ｖＦＩＴＣ试剂盒（深圳晶美公司）、酶标仪（Ｂｉｏｔｅｋ
ＥＬＸ８００）、流式细胞分析仪（ＦＡＣＳＣ型，Ｂｅｃｔｏｎ
Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ美国产）。
１．２　方法
１．２．１　姜黄素贮存液的配制　　以少量 ＤＭＳＯ助
溶，加入 ＤＭＥＭ配制成１０ｍＭ的贮存液，０．２２μｍ
微孔滤过除菌，分装，避光 －２０℃保存，２周内有效。
使用时用含１０％血清的 ＤＭＥＭ培养液稀释至所需
浓度。

１．２．２　细胞培养、传代和分组　　以含有１０％新
生小牛血清的ＤＭＥＭ培养基培养ＢＲＬ细胞，细胞置
５％ＣＯ２的孵育箱内３７℃培养，待细胞生长至８０％
～９０％密度时，用０．２５％胰蛋白酶消化，按１∶２传
代。分为正常组和１００μｍｏｌ／ＬＣｕＳＯ４处理不同时
间组（２，６，１２，２４ｈ）、姜黄素组［在给予不同浓度
（２０μｍｏｌ／Ｌ、４０μｍｏｌ／Ｌ、６０μｍｏｌ／Ｌ、８０μｍｏｌ／Ｌ）的
姜黄素预处理后再用１００μｍｏｌ／ＬＣｕＳＯ４处理６ｈ］。
１．２．３　药物细胞毒性实验　　分别用ＬＤＨ比色法
和Ｈｏｅｃｈｓｔ荧光染色检测姜黄素对ＢＲＬ细胞的毒性
和凋亡的影响。传一代培养的 ＢＲＬ细胞以１０％新
生牛血清的ＤＭＥＭ制备为１×１０５／ｍＬ细胞悬液，接
种于９６孔板，每孔２００μＬ，至细胞生长单层后，分
组更换含不同终浓度的姜黄素的ＤＭＥＭ培养液，每
组设８复孔，继续培养２４ｈ，收集培养上清，按乳酸
脱氢酶（ＬＤＨ）测试盒说明，测定培养上清中ＬＤＨ活
力。Ｈｏｅｃｈｓｔ荧光染色方法见后。
１．２．４　ＭＴＴ法细胞活力检测　　将ＢＲＬ细胞接种
于９６孔板，每孔含 １０３～１０４个 细胞，常规培养

２４ｈ，加入１００μｍｏｌ／Ｌ的 ＣｕＳＯ４孵育不同时间（２，
６，１２，２４ｈ）后，每孔加入 ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ）
２０μＬ，３７℃继续孵育 ４ｈ，吸去上清，每孔加入
ＤＭＳＯ１５０μＬ，振荡混匀后，于４９０ｎｍ波长在酶联免
疫检测仪上测定各孔光吸收值。

１．２．５　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８荧光染色　　六孔板内接种
ＢＲＬ细胞于盖玻片上，正常组、对照组以及给药组
给予不同处理后，０．５ｍＬ固定液４℃固定过夜，预冷
ＰＢＳ洗２次，０．５ｍＬＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色５ｍｉｎ，于荧

光显微镜下观察（激发光波长３４０ｎｍ）。在视野中
随机数１００个细胞计算凋亡细胞的比例。
１．２．６　ＡｎｎｅｘｉＶＦＩＴＣ／ＰＩ染色法流式细胞仪分析
　　收集各组贴壁和培养上清液中漂浮的细胞，调
整细胞浓度为１０６／ｍＬ，按试剂盒的说明染色，上流
式细胞仪分析。

１．２．７　细胞活性氧（ＲＯＳ）水平测定　　参照文献
［３］方法进行，ＤＣＦＨＤＡ自由扩散进入细胞被酯酶
催化为ＤＣＦＨ，在活性氧存在下被氧化成 ＤＣＦ，ＤＣＦ
荧光强度与细胞内活性氧水平成正比。ＤＣＦ的激
发波长为４８８ｎｍ，吸收波长为５２５ｎｍ。收集细胞，
加入终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ的ＤＣＦＨＤＡ，３７℃细胞培
养箱内孵育２０ｍｉｎ，上流式细胞仪获取分析。
１．２．８　ＳＰＡＫ／ＪＮＫ磷酸化水平测定　　ＢＲＬ细胞
经铜处理不同时间或不同浓度的姜黄素干预后，加

入细胞裂解缓冲液提取总蛋白，经１２％十二烷基硫
酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳、转移、
室温下封闭２ｈ，鼠抗ＰｈｏｓｐｈｏｌｕｓＳＡＰＫ／ＪＮＫ或兔抗
ＳＡＰＫ／ＪＮＫ单抗４℃孵育过夜，羊抗鼠或抗兔抗体室
温下孵育１ｈ，化学发光法进行检测，再用 ＩＢＡＳ图
像处理系统扫描进行分析。

１．２．９　统计学分析　　所有数据处理均采用 ｘ±ｓ
表示，组间比较采用单因素方差分析。以 Ｐ＜０．０５
有统计意义。

２　结果

２．１　姜黄素的细胞毒性作用
不同剂量姜黄素组的培养上清液中 ＬＤＨ活力

和凋亡百分率与正常对照组相比差异未见显著性

（Ｐ＞０．０５），表明姜黄素无细胞毒性，见表１。

　　表１　姜黄素对ＢＲＬ细胞代谢活性和凋亡
的影响 （ｘ±ｓ）

组别 例数（ｎ） ＬＤＨ（Ｕ／Ｌ） 凋亡百分率（％）

正常对照组 ８ ３４６．６０±３３．２７ ８．３２±２．８９
姜黄素１０μｍｏｌ／Ｌ组 ８ ３９３．２０±５０．４１ ８．５８±１．３６
姜黄素２０μｍｏｌ／Ｌ组 ８ ４００．００±９１．３８ ８．８６±３．０６
姜黄素４０μｍｏｌ／Ｌ组 ８ ３７２．００±４２．０７ ８．７３±１．５３
姜黄素８０μｍｏｌ／Ｌ组 ８ ３５７．００±６２．２１ ８．８９±２．７６

２．２　铜孵育ＢＲＬ细胞的凋亡和活性氧的检测结果
随着铜孵育的时间延长，ＢＲＬ细胞的凋亡率和

活性氧水平逐渐升高，６ｈ组最明显（Ｐ＜０．０１），见
表２，３。

·８６５·
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表２　铜对ＢＲＬ细胞凋亡的影响

组别 Ａ值（ＭＴＴ） 凋亡百分率（Ｈｏｅｃｈｓｔ，％） 早期凋亡率（％） 坏死率（％） 活细胞比率（％）

正常对照组 ０．８０３±０．０４ ８．２３±２．５６ ２．４３±０．３１ ０．０２±０．０１ ９７．４９±６．３５
铜孵育２ｈ组 ０．７５２±０．０７ １８．６５±１．４８ａ ３．９８±０．５６ ２．８０±０．０１ｂ ８９．３５±７．５６
铜孵育６ｈ组 ０．５６５±０．０５ｂ ４５．０８±１．８７ｂ ２６．６±１．１０ｂ １．２８±０．０３ｂ ５２．６０±４．６９ｂ

铜孵育１２ｈ组 ０．５０５±０．０３ｂ ３６．４２±４．６６ｂ ６．３９±０．２２ｂ １０．０６±０．１１ｂ ４６．０９±４．１１ａ

铜孵育２４ｈ组 ０．３９１±０．０６ｂ ３４．０７±２．６９ｂ ７．２１±０．４３ｂ ２３．５２±０．２２ｂ ４５．５４±３．７８ａ

　　与正常对照组比较，ａＰ＜０．０５；ｂＰ＜０．０１

　　表３　铜对ＢＲＬ细胞活性氧的影响 （ｘ±ｓ）

组别 例数（ｎ） 活性氧平均荧光强度值

正常对照组 ８ ８７．２２±７．５８
铜孵育２ｈ组 ８ １４９．０４±１８．３３ａ

铜孵育６ｈ组 ８ ７１１．７０±６８．３３ａ

铜孵育１２ｈ组 ８ ６４７．０１±５４．１５ａ

铜孵育２４ｈ组 ８ ２９６．８８±２３．２３ａ

　　ａ与正常对照组比较，Ｐ＜０．０１

２．３　不同浓度姜黄素预处理后铜孵育ＢＲＬ细胞的
凋亡和活性氧的检测结果

姜黄素组ＢＲＬ细胞的凋亡率和活性氧水平呈
下降趋势，和对照组相比差异有显著性（Ｐ＜０．０１），
见表４，５。

表４　姜黄素对铜孵育ＢＲＬ细胞凋亡的影响 （％）

组别 凋亡百分率（Ｈｏｃｈｅｓｔ） 早期凋亡率 坏死率 活细胞比率

姜黄素对照组０μｍｏｌ／Ｌ ４５．０８±１．８７ ２６．６０±３．９８ １．２８±０．０３ ５２．６０±４．６９
姜黄素１０μｍｏｌ／Ｌ组 ４４．８７±２．０１ ２４．３６±２．１７ １．２１±０．０７ ５２．７８±５．０１
姜黄素２０μｍｏｌ／Ｌ组 ４４．２０±１．８８ ２２．９８±１．６５ １．２１±０．０９ ５２．９０±４．２１
姜黄素４０μｍｏｌ／Ｌ组 ４２．７１±１．１６ａ １２．７６±１．８４ａ １．１７±０．１１ ５５．６３±４．１１
姜黄素８０μｍｏｌ／Ｌ组 ３８．８４±２．２１ａ １１．７０±１．５６ａ １．２７±０．０８ ５９．９６±６．３７

　　ａ与姜黄素对照组比较，Ｐ＜０．０１

　　表５　姜黄素对铜孵育ＢＲＬ细胞活性氧的影响

组别 例数（ｎ） 活性氧平均荧光强度值

姜黄素对照组 ８ ７１１．７０±６８．３３
姜黄素 １０μｍｏｌ／Ｌ组 ８ ６０７．８７±３２．４４
姜黄素 ２０μｍｏｌ／Ｌ组 ８ ５８６．４２±２８．６１
姜黄素 ４０μｍｏｌ／Ｌ组 ８ ３６２．０３±３４．１５ａ

姜黄素 ８０μｍｏｌ／Ｌ组 ８ ３６８．９２±３１．５８ａ

　　ａ与姜黄素对照组比较，Ｐ＜０．０１

２．４　ＪＮＫ／ＳＡＰＫ表达水平
随着铜孵育的时间延长，ＪＮＫ磷酸化率从

２９．３５±０．１８上升到６３．３６±２．２４，而姜黄素组 ＪＮＫ
磷酸化率从５３．１６±３．２０下降到４０．１２±１．７３，与相
应的对照组比较差异有显著性（Ｐ＜０．０５），见表６，７。

表６　铜孵育不同时间ＪＮＫ磷酸化水平的比较

ＪＮＫ１／２ ＰＪＮＫ１／２ ＪＮＫ活化率（％）

正常对照组 ０．４３６±０．０２８ ０．１２８±０．０１７ ２９．３５±０．１８
铜孵育２ｈ ０．４５８±０．０３２ ０．１３３±０．０２６ ２９．５６±１．１２
铜孵育６ｈ ０．５８５±０．０３７ｂ ０．３２５±０．０５９ａ ５５．６２±２．８１ａ

铜孵育１２ｈ ０．７６３±０．０５２ａ ０．３４９±０．０３８ａ ６０．２７±３．７２ｂ

铜孵育２４ｈ ０．８２４±０．０３５ｂ ０．５１９±０．０２６ａ ６３．３６±２．２４ｂ

　　与正常对照组比较，ａＰ＜０．０５；ｂＰ＜０．０１

表７　姜黄素对铜孵育ＢＲＬ细胞ＪＮＫ磷酸化水平的影响

ＪＮＫ１／２ ＰＪＮＫ１／２ ＪＮＫ活化率（％）

对照组 ０．５９６±０．０４５ ０．３１６±０．０２８ ５３．１６±３．２０
姜黄素１０μｍｏｌ／Ｌ组 ０．５７１±０．０３８ ０．２９１±０．０４９ ５１．６８±１．５５
姜黄素２０μｍｏｌ／Ｌ组 ０．５４３±０．０２３ａ ０．２４９±０．０３８ｂ ４５．７７±３．２６ｂ

姜黄素４０μｍｏｌ／Ｌ组 ０．５０２±０．０３２ｂ ０．２１２±０．０４５ｂ ４２．３４±２．６２ｂ

姜黄素８０μｍｏｌ／Ｌ组 ０．４９５±０．０２４ａ ０．１９８±０．０２６ａ ４０．１２±１．７３ａ

　　与姜黄素对照组比较，ａＰ＜０．０５；ｂＰ＜０．０１

３　讨论

铜是人体必需的微量元素，但过多的铜对机体

会产生毒性作用，金属催化生成的羟自由基是细胞

氧化损伤的有效介质。新近研究发现 ＲＯＳ可能介
导了细胞对外界刺激或自身病理状态下的生死调

控［４］。细胞接受促凋亡信号后，ＲＯＳ可作为第二信
使，促进线粒体 Ｃａ２＋内流、ＭＰＴＰ的开放、ｃａｓｐａｓｅ的
激活，导致细胞凋亡。本实验通过建立铜损伤肝细

胞模型，研究铜损伤肝细胞中活性氧和凋亡的关系，

探讨姜黄素对铜损伤肝细胞的作用。

国外研究表明，铜浓度在０．５ｍＭ以下对肝细
胞不会产生任何损伤，当铜浓度超过１００ｍＭ时对
肝细胞将造成病理改变。我们的实验结果表明，用

１００μｍｏｌ／ＬＣｕＳＯ４处理 ＢＲＬ细胞 ０～２４ｈ，通过

·９６５·
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ＭＴＴ法观察细胞活力，发现随着铜孵育时间的延
长，ＢＲＬ细胞的增殖受到抑制，尤其在６ｈ以后细胞
活力比正常对照组明显降低，说明１００μｍｏｌ／Ｌ铜对
ＢＲＬ细胞有损伤性作用，选择 １００μｍｏｌ／Ｌ铜孵育
ＢＲＬ细胞６ｈ可以作为铜诱导损伤肝细胞的模型。

应用流式细胞术测定 ＲＯＳ是近年新发展起来
的测定细胞内 ＲＯＳ水平的方法，其特点是快速、方
便且重复性好［５］。本实验结果显示，ＤＣＦＨＤＡ标记
正常ＢＲＬ细胞后，存在着一定的荧光强度，这反映
ＢＲＬ细胞存在基线水平的 ＲＯＳ；铜处理后细胞内
ＲＯＳ水平随时间延长逐渐上升，６ｈ组细胞内的
ＲＯＳ达高峰，以后不再有明显的上升趋势，这表明
机体在不断受到外在氧化剂的刺激时，体内的氧化

抗氧化系统被动员，是一个动态过程。而姜黄素组

细胞内的 ＲＯＳ水平较其对照组下降。流式细胞仪
结果出现双峰的原因可能是，细胞受到氧化后，在级

联反应还没有完全开始时，荧光强度较弱的细胞处

于Ｍ１区，而随着细胞的呼吸氧爆发，许多细胞的
ＲＯＳ明显增加，产生了大量的 ＤＣＦ荧光，因此这部
分细胞进入 Ｍ２区。铜孵育组 Ｍ１和 Ｍ２区都有峰
出现，并且产生荧光的细胞数量都比较多，而姜黄素

组Ｍ１区有峰，Ｍ２的峰较小，说明有细胞氧化，但氧
化程度不高，即姜黄素能够较好地抑制活性氧的进

一步产生。

实验显示，随着铜处理 ＢＲＬ细胞的时间延长，
细胞凋亡的百分率不断升高，以６ｈ的凋亡率最高，
接近５０％。但１２ｈ以后坏死细胞出现增多，凋亡率
反而下降，这可能是凋亡细胞在体外积累到一定程

度后，由于体外不存在邻近组织的吞饮作用，故细胞

膜很容易受损而发生继发性坏死。姜黄素组在一定

剂量范围内，细胞凋亡呈现浓度依赖性下降的趋势，

而且细胞坏死也减少，以上提示姜黄素对铜诱导损

伤的ＢＲＬ细胞有保护作用，这可能和其抑制活性氧
的爆发有关。

目前很多研究表明 ＪＮＫ通路的激活与细胞凋
亡有密切关系［６］。ＪＮＫ通路可以介导紫外线照射、

氧化应激、细胞因子等引起的细胞凋亡。对于铜损

伤肝细胞的过程中是否诱导肝细胞凋亡及其信号通

路研究很少。我们的实验发现，随着铜孵育的时间

延长，细胞内 ＲＯＳ水平不断升高的同时，ＪＮＫ的磷
酸化水平也逐渐增高，磷酸化ＪＮＫ占总ＪＮＫ的百分
比明显增高，而姜黄素用药组磷酸化 ＪＮＫ的表达比
铜孵育组明显降低。以上的实验结果表明 ＪＮＫ通
路的激活参与了铜诱导 ＢＲＬ细胞的凋亡过程，ＲＯＳ
参与激活 ＪＮＫ通路，姜黄素可能通过抑制磷酸化
ＪＮＫ的表达而对铜诱导ＢＲＬ的凋亡起保护作用。

姜黄素是具有脂溶性抗氧化作用的酚类化合

物，分子结构中同时具有酚和 β二酮基团，使它具
有优越的抗氧化性。对于细胞凋亡的影响，国外研

究表明，姜黄素既有促凋亡又有抑制凋亡的作用。

但过多的铜作为氧化应激因素通过激活 ＪＮＫ上游
的何种激酶以及具体机制尚有待于进一步研究。
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