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姜黄素预防高糖诱导的 Ｈ９ｃ２细胞损伤的
最适浓度筛选

卫小娟１，２，李树德１，黄映光３，李青玲１，李治纲１，何水旺２，李思熳１
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摘要：为筛选出用于预防高糖诱导的Ｈ９ｃ２细胞损伤的最适姜黄素浓度，检测不同浓度姜黄素处理下Ｈ９ｃ２
细胞的部分指标的表达，并观察细胞形态变化．结果显示，与模型组相比，姜黄素浓度为４×１０－６，８×
１０－６和２０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ时细胞增殖活力上升；姜黄素各组的Ｃａｓｐａｓｅ３和ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的蛋白表达均显
著下调；姜黄素４×１０－６ｍｏｌ／Ｌ时，Ｈ９ｃ２细胞形态和数量恢复，且分布均匀，排列紧密，与正常组细胞无
较大差异．最终选择４×１０－６ｍｏｌ／Ｌ时的姜黄素作为预防高糖诱导的Ｈ９ｃ２细胞损伤的最适浓度．
关键词：姜黄素；Ｈ９ｃ２细胞；最适浓度；ＣＣＫ８；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
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　　中草药是我国传统医学的重要医用资源，也是
千百年来我国无数医者理论和实践的积累，而关于

中草药中特定成分及其治疗效果研究也成为基础医

学的研究热点．姜黄作为传统中药，能行气破瘀，



通经止痛．主治胸腹胀痛、肩臂痹痛、心痛难忍、
产后血痛、疮癣初发、月经不调、闭经、跌打损

伤［１］．姜黄素 （Ｃｕｒｃｕｍｉｎ，Ｃｕｒ）是姜黄根茎中主要
的天然多酚．作为姜黄的主要提取物，其最初作为
食品添加剂用于食品着色，而近年来的研究［２］表明

其具有抗氧化、抗炎症的作用．姜黄素极低的毒副
作用和广泛的生物活性，为研究临床疾病的治疗提

供了新的方向．姜黄素除有抗癌作用外，对心血管
系统、急性肺损伤、神经系统疾病、肾组织损伤和

肝组织损伤均有良好的保护和缓解作用［３－２３］．
目前对姜黄素的药用研究主要集中在抗肿瘤作

用上，已有研究［３－５］显示，姜黄素在前列腺癌、结

肠癌、肾癌、非小细胞肺癌和白血病治疗中能诱导

癌细胞凋亡，抑制癌细胞增殖和迁移．除了具备抗
肿瘤效果，多项研究［６－８］显示，姜黄素可以通过调

节细胞增殖和凋亡，对心血管系统起到保护作用．
糖尿病患者的心血管疾病往往由体内长期的高糖环

境诱发，并多表现为细胞凋亡与坏死，但是姜黄素

对高糖诱导的心肌细胞损伤的保护研究较少，且对

于不同的细胞，姜黄素的最适作用浓度有所不同．
在细胞凋亡过程中，Ｃａｓｐａｓｅ与真核细胞凋亡密切
相关，其中Ｃａｓｐａｓｅ３在细胞凋亡过程中有着举足
轻重的位置，它是一种促进细胞凋亡的蛋白酶，它

的作用底物很多，其中大部分可被 Ｃａｓｐａｓｅ３水
解［９－１１］．本研究旨在通过检测Ｈ９ｃ２心肌细胞增殖
活力和 Ｃａｓｐａｓｅ３及活性片段 ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的
蛋白表达，筛选出姜黄素对高糖诱导的 Ｈ９ｃ２细胞
损伤预防的最适浓度．

１　材料与方法

１１　主要试剂
姜黄素 （Ｃ２１Ｈ２０Ｏ６）购自西安首禾生物科技有

限公司，分子质量为 ３６８３９，以二甲基亚砜
（ＤＭＳＯ）溶解配制成０１ｍｏｌ／Ｌ储存液置于４℃避
光保存．二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ）购自Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，
ＣＣＫ８试剂盒购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司，ＤＭＥＭ低 ＮａＨ
ＣＯ３基础培养基购自赛百慷 （上海）生物技术股

份有限公司，胎牛血清 （ＦＢＳ）购自 Ｇｉｂｃｏ公司，
０２５％ＥＤＴＡ胰蛋白酶购自 Ｇｉｂｃｏ公司，磷酸盐缓
冲液 （ＰＢＳ）购自上海源培生物科技股份有限公
司，青霉素 －链霉素双抗溶液购自 Ｇｉｂｃｏ公司，
ＧＡＰＤＨ、Ｃａｓｐａｓｅ３、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３抗体购自
ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司，蛋白定量试剂盒 （ＢＣＡ
法）购自北京普利莱基因技术有限公司．
１２　细胞培养

Ｈ９ｃ２（２１）大鼠正常心肌细胞株购自中国科
学院上海细胞库．将Ｈ９ｃ２细胞接种于 Ｔ７５培养瓶
中，加入含有 １０％ＦＢＳ和 １％双抗的 ＤＭＥＭ低
ＮａＨＣＯ３基础培养基，置于５％ＣＯ２培养箱中３７℃
环境下培养，２～３ｄ传代，稳定传代３次后，取细
胞进行实验．
１３　实验分组及细胞处理

实验分为正常组、模型组、４×１０－６ｍｏｌ／Ｌ处
理组、８×１０－６ｍｏｌ／Ｌ处理组、１２×１０－６ｍｏｌ／Ｌ处
理组、１６×１０－６ｍｏｌ／Ｌ处理组、２０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ处
理组，实验各组处理详见表１．

表１　实验分组与处理

正常组 模型组
姜黄素

４×１０－６ｍｏｌ／Ｌ ８×１０－６ｍｏｌ／Ｌ １２×１０－６ｍｏｌ／Ｌ１６×１０－６ｍｏｌ／Ｌ ２０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ

细胞铺板

姜黄素 － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

孵育４ｈ

高浓度葡萄糖／

（１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１）
－ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

孵育４８ｈ

１４　ＣＣＫ８法检测细胞增殖活力
取稳定传代，生长密度达 ８０％以上，且状态

良好的Ｈ９ｃ２细胞，弃上清，用ＰＢＳ洗３次，胰酶
消化并收集细胞，重悬，计数．调整细胞悬液，最

终使９６孔板中每孔细胞数在５０００个左右．然后
将９６孔板放入培养箱中，孵育２４ｈ使细胞贴壁．
按表１处理细胞，并设置空白组 （无细胞），每组

６个复孔．处理完成后，弃去９６孔板中原培养基，
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每孔加入１０×１０－４Ｌ提前配好的含有 ＣＣＫ８的培
养基 （ＣＣＫ８∶培养基 ＝１∶１０），在５％ＣＯ２培养箱
中，３７℃环境下培养４ｈ后，使用酶标仪测其 ＯＤ
值 （使用光源波长为４５０ｎｍ）．收集数据并按照下
式计算各组细胞的增殖活力：

细胞增殖活力＝［（实验组 ＯＤ值 －空白组 ＯＤ
值）／（正常组ＯＤ值－空白组ＯＤ值）］×１００％．
１５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测凋亡蛋白的表达

按表１处理细胞后，弃去原培养基，使用ＰＢＳ
洗３次，胰酶消化后收集细胞；加入细胞裂解液与
蛋白磷酸酶抑制剂混合物于细胞中，在冰上裂解

３０ｍｉｎ，制成的蛋白样品采用 ＢＣＡ法检测蛋白样
品的浓度，并用１ΧＢｕｆｆｅｒ和无菌水将各蛋白样品
浓度调整到同一浓度，１００℃变性１０ｍｉｎ；每个泳
道上样 ３×１０－５ｇ，经 １０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，在
半干转膜仪中将目标蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜上；用
５％脱脂牛奶３７℃ 封闭４０ｍｉｎ；ＴＢＳＴ洗膜，再用
抗体稀释液根据说明书稀释的一抗常温孵育３０ｍｉｎ
之后，在 ４℃ 环境下过夜孵育 ８ｈ；ＴＢＳＴ洗膜，
辣根过氧化物酶标记的二抗 （１∶１００００）常温孵育
２ｈ；ＴＢＳＴ洗膜，用ＥＣＬ显影液对目的条带进行显
影，ＧＡＰＤＨ作为内参；使用ＩｍａｇｅＪ软件对图片进
行扫描和分析．
１６　形态学观察

选取生长状态良好的Ｈ９ｃ２细胞弃上清，加ＰＢＳ
洗３次，胰酶消化并收集细胞，重悬细胞，并计数．
调整细胞悬液，使细胞密度在５×１０５个／ｍＬ，每孔
加细胞悬液２ｍＬ．将铺好板的６孔板放入培养箱中，
孵育２４ｈ使细胞贴壁．吸去原培养基，ＰＢＳ洗３次，
正常组和模型组分别加１ｍＬ正常培养基，姜黄素
４×１０－６ｍｏｌ／Ｌ处理组加入１ｍＬ含姜黄素的培养基，
培养４ｈ．弃去培养基，ＰＢＳ洗３次，正常组中加
２ｍＬ完全培养基，其他组中按２ｍＬ／孔分别加入含
０１ｍｏｌ／Ｌ高浓度葡萄糖的培养基，培养４８ｈ．普通
光学显微镜下观察细胞形态变化．
１７　统计学处理

实验数据使用 ＳＰＳＳＶ１７０或 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ
６０软件分析，采用 （平均值 ±标准差）表示．两
组数据间使用独立样本ｔ检验进行比较，两组以上
的多组数据之间比较采用单因素方差分析，以 Ｐ＜
００５表示有统计学意义，以Ｐ＜００１表示有显著统
计学意义．使用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ６０软件进行绘图．

２　结果

２１　姜黄素对高糖诱导的 Ｈ９ｃ２细胞的增殖活力
的影响

　　如图１所示，高糖处理的Ｈ９ｃ２细胞增殖活力为
（６１９２±１３０７）％；使用姜黄素预处理的Ｈ９ｃ２细胞
增殖活力，除 １２×１０－６ｍｏｌ／Ｌ处理组 （５８７８±
６２７）％、１６×１０－６ｍｏｌ／Ｌ处理组 （６１９１±１２９７）％
外，其余各组均有所上升，分别为：４×１０－６ｍｏｌ／Ｌ
处理组 （６８４６±１５２５）、８×１０－６ｍｏｌ／Ｌ处理组
（６８６７±１７６９）％、２０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ处理组 （６２６６±
１７２６）％，但姜黄素各浓度组无统计学意义 （Ｐ＞
００５）．

与正常组比＃＃Ｐ＜００１

图１　不同浓度姜黄素对Ｈ９ｃ２细胞增殖活性的影响

２２　姜黄素对高糖诱导的 Ｈ９ｃ２细胞的凋亡蛋白
表达的影响

如图２结果显示，与正常组相比，模型组的
Ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达水平显著上调；与模型组相
比，姜黄素各浓度组 Ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达水平显
著下调；且随着姜黄素浓度升高 （４×１０－６～１６×
１０－６ｍｏｌ／Ｌ范围内），Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平逐渐
下调，但其浓度达到２０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ时 Ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白表达水平又开始上调．

如图 ３结果显示，与正常组相比，模型组的
ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的蛋白表达水平下调 （Ｐ＞００５）；
与模型组相比，姜黄素 ４×１０－６ｍｏｌ／Ｌ时 Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达依然下调 （Ｐ＞００５）；其他各
浓度组相比于模型组，ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的蛋白表达
均显著上调，１２×１０－６ｍｏｌ／Ｌ时上调最明显．

５７第６期　　　　卫小娟，李树德，黄映光，等：姜黄素预防高糖诱导的Ｈ９ｃ２细胞损伤的最适浓度筛选



（ａ）Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达 （ｂ）Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的灰度值

与正常组比＃＃Ｐ＜００１，与模型组比Ｐ＜００１

图２　不同浓度姜黄素处理Ｈ９ｃ２细胞中Ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达水平

（ａ）ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白的表达 （ｂ）ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３蛋白表达的灰度值

与正常组比＃＃Ｐ＜００１，与模型组比Ｐ＜００１

图３　不同浓度姜黄素处理Ｈ９ｃ２细胞中ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３的蛋白表达水平

２３　不同处理条件下Ｈ９ｃ２细胞形态变化
根据ＣＣＫ８检测结果和 ＷＢ结果，我们选择

４×１０－６ｍｏｌ／Ｌ作为预防高糖诱导的Ｈ９ｃ２细胞损伤
的最佳作用浓度．观察细胞形态发现，正常组的
Ｈ９ｃ２心肌细胞形态呈梭形，均匀分布于培养皿中，

且排列紧密，无异形；模型组中 Ｈ９ｃ２心肌细胞形
态不规则、数量减少且分布不均匀，细胞间出现较

大空隙；姜黄素４×１０－６ｍｏｌ／Ｌ处理组的 Ｈ９ｃ２细
胞形态和数量恢复，细胞分布均匀、排列紧密，与

正常组细胞形态无较大差异 （图４）．

正常组 模型组 姜黄素４×１０－６ｍｏｌ／Ｌ处理组

图４　Ｈ９ｃ２细胞在不同处理条件下的形态变化（４０×）

６７ 　　　　　　　　　　　　　　昆明学院学报　　　　　　　　　　　　　　　　　２０２２年１２月



３　讨论与结论

对于不同的细胞或不同处理后的相同细胞，姜

黄素的最佳作用浓度不同．有研究［２４］显示，姜黄

素可以降低 ＥＣ９７０６和 ＴＥ１３细胞中 ｐＳＴＡＴ３的蛋
白表达，且存在剂量依赖性．ＨＯＳＳＥＩＮＺＡＤＥＨ
Ｌ［２５］等人用不同浓度 （５×１０－６～５０×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）
的姜黄素预处理可使Ｈ９ｃ２细胞通过产生ＲＯＳ致敏
ＤＯＸ介 导 的 凋 亡．也 有 研 究［７］显 示，１０×
１０－６ｍｏｌ／Ｌ的姜黄素能够通过抑制 Ｈ９ｃ２心肌细胞
内质网应激减弱棕榈酸诱导的细胞凋亡．在本研究
中，前期通过 ＣＣＫ８结合 ＷＢ结果，最终确定
４×１０－６ｍｏｌ／Ｌ为姜黄素对高糖诱导的Ｈ９ｃ２细胞损
伤预防的最适浓度．而形态学观察也发现
４×１０－６ｍｏｌ／Ｌ姜黄素处理组的Ｈ９ｃ２细胞形态和数
量恢复，细胞分布均匀，细胞排列紧密，与正常组

细胞形态无较大差异．
综上所述，姜黄素可以通过抑制细胞凋亡，增

加细胞增殖活力，缓解高糖诱导的 Ｈ９ｃ２细胞损
伤．其中姜黄素浓度为４×１０－６ｍｏｌ／Ｌ时，对Ｈ９ｃ２
细胞具有最优的保护作用．本研究结果可为姜黄素
在高糖诱导的Ｈ９ｃ２细胞损伤治疗方面提供实验数
据基础，也可为相关疾病的药物研发提供参考．
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