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Abstract: The effect of curcumin on JAK-STAT signaling pathway was investigated in hepatoma cell lines 

Huh7 and Hep3B.  Curcumin inhibited cell proliferation and induced apoptosis of both cell lines, but Huh7  
cells were more sensitive to curcumin than Hep3B cells.  Curcumin (50 μmol·L−1) significantly increased  
phosphorylations of p38 (T180/Y182) and STAT-1 (S727) in Huh7 and Hep3B cells, and caused relocalization of 
phosphorylated-STAT-1 (Y701) from cytoplasm to nucleus in Hep3B cells.  In addition, curcumin (25 and 50 
μmol·L−1) dramatically suppressed the phosphorylation level of STAT-1 (Y701) and resulted in a significant   
reduction of nuclear phosphorylated-STAT-1 (Y701) in Huh7 cells. 
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 姜黄素  (curcumin) 是植物姜黄  (curcuma) 的
主要有效成分, 常用于食物天然色素及调味品, 具有

广泛的药理作用。近年来的研究发现, 姜黄素除了具

有抗氧化和抗炎等药理作用外, 细胞和动物模型实

验结果显示它具有抗肿瘤及预防癌变的药理作用[1]。

人体的 І期和Ⅱ期临床实验结果也表明, 姜黄素对肿

瘤的防治有较好的活性, 同时肿瘤患者对姜黄素具

有很好的耐受性[2, 3]。目前美国国立肿瘤研究院已将

其列为第三代化学预防药物, 并且正在进行Ⅲ期临

床试验, 探讨它在防治转移性结肠癌中的作用。由此

可见, 姜黄素在肿瘤预防和治疗中具有良好的应用

前景, 有望成为新一代的抗肿瘤药物应用于肿瘤的

防治。 
Janus 激酶信号转导子与转录激活子  (JAK- 
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STAT) 信号通路是细胞因子信号由胞膜向核内传递

的主要途径, 它广泛参与细胞的增殖、分化、凋亡以

及免疫调节、炎症、肿瘤等多种生理病理过程[4]。

STATs 是这条通路的核心分子, 现已证实 STATs 家族

共有 7 个成员: STAT-1、STAT-2、STAT-3、STAT-4、
STAT-5a、STAT-5b 和 STAT-6[5]。STAT-1 是 STATs 家
族发现的第一个成员, 可以被不同的配体包括 IFNα、
IFNγ、EGF、PDGF 和 IL-6 所激活[4]。尽管 STAT-1
基因敲除小鼠的研究结果提示 STAT-1 是肿瘤抑制因

子[6, 7], 然而, 越来越多的证据却显示 STAT-1 是肿瘤

促进因子。首先, 在人类多发性骨髓瘤、乳腺癌和头

颈鳞状细胞癌等肿瘤中, 可检测到STAT-1高表达[8−10]。

更重要的是, 在不同组织来源的肿瘤组织中也发现, 
STAT-1 在肿瘤中的表达要高于其正常组织。其次, 
STAT-1 的异常活化与肿瘤对放疗和化疗的抗性密切

相关[11−14]。通过 RNA 干扰的方法抑制 STAT-1 表达

可以逆转肿瘤细胞对多烯紫杉醇的耐药性 [15]。最  
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后 , STAT-1 调控多种促生存因子和耐药基因包括

IFITM1、Leu-13、USP18 和 MVP 蛋白等的表达[16−18]。

在耐药的异种皮移植肿瘤 nu61 中, 研究者也观察到

STAT-1 与 MCL-1、IFITM1、USP18 共表达[14]。因此, 
阻断 STAT-1 的异常活化有望成为治疗肿瘤的新途

径。 
以往研究已表明, JAK-STAT 信号通路异常与肝

癌的发生发展有密切联系[19]。因此, 以 JAK-STAT 信

号通路为靶点进行干预有望成为肝癌治疗的新途径。

然而, 目前关于姜黄素对肝癌 JAK-STAT 信号通路影

响的研究鲜见报道。本研究观察了姜黄素对肝癌细胞

Huh7 和 Hep3B 增殖和凋亡以及 JAK-STAT 信号通 
路的影响, 从蛋白水平比较此信号通路中转录因子

STAT-1 及其上游调控蛋白 p38 激酶在这两种肝癌细

胞表达和活化的情况, 为进一步阐明姜黄素诱导肝

癌细胞凋亡的分子机制以及寻求治疗肝癌的临床有

效药物提供实验依据。 
 

材料与方法 
材料  Huh7和 Hep3B细胞购自中国科学院上海

分院细胞库。姜黄素 (Fluka, 批号 28260; TLC≥95%) 
溶于 DMSO, 配成浓度为 25 mmol·L−1 的贮存液, 使
用前用培养基稀释为所需浓度。胎牛血清购自 PAA
公司。 4',6-二脒基 -2-苯基吲哚  (4',6-diamidino-2- 
phenylindole, DAPI) 购自 Sigma 公司。STAT-1、p-p38 
(T180/Y182)、p-STAT-1 (Y701) 和 p-STAT-1 (S727) 
单克隆抗体均购自 BD 公司; β-actin 单克隆抗体购自

Santa Cruz 公司; 羊抗小鼠 Alexa-488 购自 Invitrogen
公司; ECL 购自 Pierce 公司。BCA 蛋白定量试剂盒购

自申能博彩生物科技有限公司。 
MTT 检测  用 0.25%胰酶消化处于对数生长 

期的人肝癌细胞 Huh7 和 Hep3B 并接种于 96 孔培养

板, 每孔加入 5×103 个细胞, 200 μL 培养液, 每组设 
6 个复孔。接种 24 h 细胞贴壁后更换培养液。共分   
4 组, 分别以终浓度为 10、20、40 和 80 μmol·L−1 的

姜黄素处理为实验组, 加入等体积的 DMSO 作为阴

性对照。48 h 后, MTT 比色法测定。终止反应前 4 h, 
每孔加入 5 g·L−1 MTT 20 μL 继续培养 4 h, 小心吸去

孔内培养上清液, 每孔加入 DMSO 150 μL, 置微孔

振荡器上振荡 10 min 待紫色结晶完全溶解后, 于
490 nm 测定吸收度 (A) 值的变化。计算细胞生长抑

制率 (IR): 细胞生长抑制率 (%) = (1 − A 实验/A 对照) × 
100%。根据各浓度姜黄素的细胞生长抑制率, 采用

IC50计算软件计算姜黄素对 Huh7 细胞的半数抑制浓

度 (IC50)。 
细胞凋亡检测  终浓度为 25 和 50 μmol·L−1的姜

黄素处理 Huh7 和 Hep3B 细胞 0、12、24、36 和 48 h
后参照文献[20]进行细胞凋亡检测。 

Western blotting 分析  终浓度为 25 和 50 
μmol·L−1 的姜黄素处理 Huh7 和 Hep3B 细胞 2、4 和

8 h 后, 收集细胞并提取蛋白, 通过 BCA 试剂盒测 
定各组的蛋白浓度。0.2% DMSO 处理的样品作为  
溶剂对照组。样品经 SDS-PAGE 电泳分离, 湿电转

移至硝酸纤维素膜, 膜在室温下用封闭液封闭 2 h, 
加入 1% BSA 稀释的 STAT-1、p-p38 (T180/Y182)、
p-STAT-1 (Y701)、p-STAT-1 (S727) 和 β-actin 抗体 
(1∶1 000), 4 ℃过夜, 洗膜后加入封闭液稀释的二抗

稀释液 (1∶5 000), 室温 2 h。用 ECL solution 显色, 
最后进行显影, 定影。用 Bankscan 软件进行灰度分

析, 分析目标基因的表达水平时用 β-actin 为内源对

照。 
免疫荧光实验  终浓度为 25 和 50 μmol·L−1的姜

黄素处理 Huh7 和 Hep3B 细胞 4 h 后, 参照文献[20]
进行 p-STAT-1 (Y701) 抗体的免疫荧光染色, 荧光显

微镜拍照。 
统计学处理  实验结果以 x ± s表示, 采用 t检验

进行差异显著性分析。 
 

结果 
1  姜黄素对肝癌细胞 Huh7 和 Hep3B 增殖和凋亡的

影响 
细胞增殖实验结果表明: 姜黄素呈浓度依赖抑

制 Huh7 和 Hep3B 细胞的生长, 但其对 Huh7 细胞增

殖的抑制作用明显强于 Hep3B 细胞 (图 1)。其中, 姜
黄素对 Huh7 细胞的 IC50 为 (49.4 ± 4.8) μmol·L−1。因

此, 以下实验选取 25 和 50 μmol·L−1 为实验浓度。 
 

 
Figure 1  Effect of curcumin on cell proliferation of Huh7 and 
Hep3B cells.  n = 3, x ± s 
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Figure 2  Effect of curcumin on apoptosis of Huh7 (A) and Hep3B (B) cells.  Representative images show apoptotic nuclei ((indicated 
by arrows) for Huh7 cells (C).  n = 3, x ± s.  *P < 0.05, **P < 0.01 vs D (control) group 

 

 
Figure 3  Effect of curcumin on the phosphorylations of p38 (T180/Y182) and STAT-1 (S727) levels in Hep3B (A) and Huh7 (B) cells.  
The intensity for each band was densitometrically quantified and then normalized by the intensity of β-actin in each lane.  The normalized 
intensity in the first lane was set as relative expression level of 1.  n = 3, x ± s.  **P < 0.01 vs D (control) group 
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细胞凋亡实验结果表明: 随着姜黄素处理浓度

的升高以及处理时间的延长, Huh7 和 Hep3B 细胞的

凋亡率均显著升高 (P < 0.05 或 P < 0.01), 但 Hep3B
细胞的凋亡率远低于经过相同处理后 Huh7 细胞的凋

亡率 (图 2A、2B)。 
2  姜黄素对 p38 (T180/Y182) 和 STAT-1 (S727) 蛋
白磷酸化的影响 

JAK-STAT 信号通路是细胞对外界刺激的应急

通路, 其活化十分迅速, 因此检测了姜黄素短时间处

理Huh7和Hep3B细胞对 p38 (T180/Y182) 和STAT-1 
(S727) 蛋白磷酸化的影响。Western blotting 结果显

示, 与对照组相比, 50 μmol·L−1 姜黄素处理 Huh7 和

Hep3B 细胞不同时间后, p38 (T180/Y182) 和 STAT-1 
(S727) 蛋白的磷酸化水平明显升高 (P < 0.01); 25 
μmol·L−1 姜黄素对 p38 和 STAT-1 的磷酸化水平并无

显著影响 (图 3)。 
3  姜黄素对磷酸化 STAT-1 (Y701) 蛋白胞内定位的

影响 
免疫荧光实验结果显示 (图 4): 在 Hep3B 细胞

中, 对照组磷酸化的 STAT-1 (Y701) 蛋白主要分布在

胞浆中, 而姜黄素 (25 和 50 μmol·L−1) 处理后, 磷酸

化的 STAT-1 (Y701) 蛋白在细胞核和胞浆中均有表

达。在 Huh7 细胞的对照组中, 磷酸化 STAT-1 (Y701) 
蛋白在细胞核中的染色较深, 在胞浆中的染色较浅; 
姜黄素 (25 和 50 μmol·L−1) 处理 Huh7 细胞后, 磷酸

化 STAT-1 (Y701) 蛋白在细胞核中的染色明显减弱。

与免疫荧光染色结果一致, Western blotting 的结果也

显示 (图 5), 姜黄素 (25 和 50 μmol·L−1) 处理 Huh7 细 
 

 
Figure 5  Effect of curcumin on the phosphorylation of STAT-1 
(Y701) in Huh7 cells.  n = 3, x ± s.  **P < 0.01 vs D (control) 
group 

 

 
Figure 4  Effect of curcumin on the cellular localization of phosphorylated-STAT-1 (Y701) in Huh7 and Hep3B cells (magnification, 
200×).  Nuclei were visualized by DAPI staining 
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胞不同时间后, STAT-1 (Y701) 蛋白的磷酸化水平明

显降低 (P < 0.01), 同时 STAT-1 总蛋白在 50 μmol·L−1

姜黄素处理 8 h 后也明显减少 (P < 0.01)。 
 

讨论 
肿瘤细胞对药物敏感性的差异机制包括药物靶

点调控的改变、凋亡通路的受阻、DNA 修复能力的

增强等, 而肿瘤细胞本身所具有的不同基因突变导

致的信号通路异常是其中最重要的机制之一。因此, 
研究药物如何调控各种信号通路, 提高肿瘤细胞对

药物的敏感性, 是目前肿瘤治疗研究的关键。大量的

研究已经证实, 姜黄素可通过调控多条信号通路发

挥其抗肿瘤作用[21]。例如, Rajasingh 等[22]发现姜黄 
素在诱导白血病 T 细胞发生周期阻滞和凋亡时 JAK
和 STAT 蛋白磷酸化水平明显降低, JAK-STAT 信号

通路被阻断。因此, 抑制 JAK-STAT 信号通路可能是

姜黄素发挥抗肿瘤作用的新机制。 
激酶磷酸化修饰是调控 STAT-1 分子活性的重 

要机制。细胞因子与细胞表面的受体结合, 使得与 
受体偶联的 JAK 蛋白激活, 活化的 JAK 使 STAT-1
蛋白 701 位 Tyr 残基发生磷酸化并形成二聚体以及

核转移, 最后启动细胞因子应答基因转录[23]。而 p38
激酶磷酸化 STAT-1 蛋白 727 位丝氨酸位点可以使

IFNγ 应答元件的表达达到最高水平 [24]。本研究发  
现, 尽管姜黄素能抑制肝癌细胞 Huh7 和 Hep3B 的 
增殖并诱导其发生凋亡, 但是 Huh7 细胞对姜黄素的

敏感性明显高于 Hep3B 细胞。因此, 通过观察姜黄

素处理后 JAK-STAT 信号通路在这两种细胞中的差

异, 探讨其产生这种差异的分子机制。在姜黄素耐 
药的肝癌细胞 Hep3B 中, 50 μmol·L−1 姜黄素明显上

调 p38 (T180/ Y182) 和 STAT-1 (S727) 蛋白的磷酸

化水平, 同时也使得磷酸化 STAT-1 (Y701) 蛋白从

胞浆转移至细胞核中。而在姜黄素敏感细胞 Huh7  
中, 50 μmol·L−1 姜黄素同样能够明显上调 p38 (T180/ 
Y182) 和 STAT (S727) 蛋白的磷酸化水平。姜黄素 
(25 和 50 μmol·L−1) 能显著抑制 STAT-1 (Y701) 蛋白

的磷酸化水平。同时, 免疫荧光的结果也发现, 磷酸

化 STAT-1 (Y701) 蛋白在未处理细胞中主要表达于

细胞核中, 而姜黄素处理后核中的磷酸化 STAT-1 蛋

白 (Y701) 表达明显减弱。以往的研究也发现, 姜黄

素能够抑制 IFN 诱导白血病 K562 细胞核中 STAT-1 
(Y701) 的磷酸化, 同时, cyclin D1 和 v-src 基因的表

达也受到抑制[25]。这些结果提示, 姜黄素在敏感细

胞 Huh7 中抑制 STAT-1 的活性, 进而抑制 STAT-1 转

录促生长因子的表达, 从而使 Huh7 细胞对姜黄素的

凋亡诱导十分敏感; 而在凋亡抗性细胞 Hep3B 中, 
姜黄素能够促进 STAT-1 入核调控促生长因子的表 
达, 从而使 Hep3B 细胞对姜黄素不敏感。但是, 关于

STAT-1 在姜黄素诱导肝癌细胞凋亡中的确切作用仍

有待深入的研究。 
综上所述, STAT-1 在姜黄素刺激后的活性状态

可能与肝癌细胞对姜黄素凋亡诱导作用的敏感性相

关, 深入研究 STAT-1 调控哪些促生存基因的表达, 
将为克服肝癌对姜黄素的凋亡抗性以及阐明姜黄素

诱导肝癌细胞凋亡的分子机制提供实验依据。 
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