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姜黄素对化学诱导大鼠肝癌缺氧模型血管生成的影响
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[摘 要] 目的:探讨姜黄素对二乙基亚硝胺( diethylnitrosamine, DEN)诱发大鼠肝细胞癌（hepatocellular carcinoma, HCC）缺氧

后血管形成的影响。方法: 采用DEN诱发大鼠HCC，结扎肝动脉并构建大鼠HCC缺氧模型。将HCC模型大鼠按照数字表法随

机分为单纯碘化油栓塞组（A组）、碘化油联合姜黄素栓塞组（B组）、碘化油联合肝周包膜组（C组）、碘化油联合姜黄素及肝周包

膜组（D组），每组10只。比较各组大鼠相应治疗后HCC细胞及组织VEGF、微血管密度（microvessel density，MVD）及大鼠中位

生存时间（median survival time，MST）。结果：B组与D组的VEGF蛋白表达及MVD均比A组显著降低（P<0.01），而C组上述指

标则与A组无显著变化（P>0.05）。B、C、D组比A组大鼠MST均显著延长（P<0.05），D组大鼠的MST高于B、C组（P<0.05）。结

论：姜黄素可抑制HCC缺氧大鼠肿瘤血管的生成，可降低VEGF表达及MVD,起到延长大鼠生存期的作用。
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[Abstract] Objective: To investigate the effect of curcumin on angiogenesis in rats with DEN (diethylnitrosamine)-induced HCC (hepa-

tocellular carcinoma) under hypoxia. Methods: Rat HCC was induced by DEN, and its hepatic hypoxia model was established by ligat-

ing hepatic artery. The rats with established HCC model were randomly divided into four groups according to digital table method: lipi-

odol embolization group (group A), lipiodol combined with curcumin embolization group (group B), lipiodol combined with peripheral

liver capsule group (group C), lipiodol combined with curcumin and peripheral liver capsule group (group D), with 10 rats in each

group. VEGF expression in HCC cells and tissues, microvessel density (MVD), and median survival time (MST) of rats in each group

were compared. Results: VEGF protein expression and microvessel density in group B, D were significantly lower than those in A

group (P<0.01), while those in C group had no significant difference compared with group A (P >0.05). MST in group B, C and D was

significantly longer than that in group A (P<0.05), and the MST in group D was higher than that in group B and C (P<0.05). Conclu-

sion: Curcumin can inhibit tumor angiogenesis and decrease VEGF expression and MVD in HCC rats under hypoxia, thus further pro-

long the survival time of the rats.
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma, HCC）是全

世界最常见恶性肿瘤之一，临床发病率与病死率均

居前列，近年来其发病率与病死率均在逐年攀升[1]。

最新统计数据[2]显示，全球每年因HCC死亡患者多达

75万，而中国占总死亡人数的 50%以上。肝动脉化

疗栓塞术（transcatheter arterial chemoembolization,

TACE）是中晚期HCC非手术治疗的重要方案，然而

TACE也有其缺点和局限性，该治疗不属于HCC的根

治性治疗手段，TACE后部分HCC组织与周围组织粘

连形成侧枝血供，另外残留肿瘤内局部缺血缺氧促

使肿瘤细胞大量分泌可上调VEGF表达的细胞因子，

从而使HCC细胞增殖、血管大量增生，最终使得肿瘤

复发转移[3]。因此,如何抑制HCC缺血缺氧后血管形

成是现今治疗的难点与热点。有研究[4]显示，姜黄素

具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤等广泛药理作用，并已被

列为第 3代癌化学预防药物，其抗肿瘤、抑制血管生

成作用其颇受关注。本研究主要探讨姜黄素对大鼠

原发性HCC缺血缺氧后血管生成的影响。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

姜黄素购自美国 Sigma公司，碘化油购自法国

Guerbet公司，抗VEGF抗体免疫试剂盒与抗CD34抗

体免疫试剂盒是上海生工生物科技公司产品，二乙

基亚硝胺 (diethylnitrosamine, DEN)购自美国 Sigma

公司，兔抗大鼠HIF-α单克隆抗体购自美国Snta Cruz

公司，术后防粘连隔离膜（百菲米）购自北京百利康

生化有限公司，PMSF购自上海生工生物科技公司，

Triton x-100购自上海宝曼生物科技公司，ECL试剂

盒购买自碧云天生物技术公司。

1.2 实验动物及分组

雄性 SD大鼠 40只，SPF级，4～6周龄，体质量

（200±20）g，购自福州吴氏动物实验基地，实验动物

合格证号：2007000564052。按照随机数字表法将大

鼠分为单纯碘化油栓塞组（A组）、碘化油联合姜黄素

栓塞组(B组)、碘化油联合肝周包膜组(C组)、碘化油

联合姜黄素及肝周包膜组(D组)，每组10只。分笼饲

养，给予正常饮食和饮水。实验室温度维持在25 ℃，

大鼠喂养1周适应环境。

1.3 构建HCC模型及HCC缺氧模型

实验大鼠建模前均禁食、禁水10 h。采用间断给

予小剂量DEN诱发大鼠HCC模型，4组大鼠按体质

量20 mg/kg给予0.2% DEN腹腔注射，同时每周按照

1.5～2.0 ml/d DEN灌胃3次，持续4周后停药。然后

饮用生理盐水 2周，自第 7周后给予 0.01% DEN，共

饮用 4周，第 11周开始给予 0.02% DEN饮用 3周，第

14周后停药[5]。第 17周开腹取肝肿瘤组织行病理检

查以证实造模HCC成功。HCC模型建立成功后再予

以结扎肝动脉构建大鼠HCC缺氧模型。缺氧HCC

模型构造成功后，同样开腹手术方法下，在肝门静脉

内放置外口直接固定在大鼠体表的给药导管，以及

在相关组大鼠肝脏周围放置术后防粘连隔离膜[6]，手

术过程中各项操作保证严格的无菌要求，手术结束

后做好保温、抗感染、足量营养供应等预防与治疗措

施。

1.4 给药方法

A组经肝门静脉插管缓慢给予碘化油 1 ml/d栓

塞治疗，共 7 d；B 组同样方法输注姜黄素碘化油（5

mg/kg）乳剂1 ml/d栓塞治疗，共7 d；C组肝周放置防

粘连隔膜加相同剂量及给药频率的碘化油栓塞治

疗；D组肝周放膜加同样方法的姜黄素碘化油（5 mg/

kg）乳剂栓塞治疗。

1.5 Western blotting 检测大鼠 HCC 组织中 VEGF 蛋

白的表达水平

均于栓塞术后 2周采集HCC组织标本（动物不

处死），在乙醚麻醉下，开腹切取50 mg HCC组织，用

眼科剪剪切成约 1～2 mm3大小，然后加入 10倍量胰

酶，37 ℃培养箱内消化 10 min，最后用 5 ml DMEM

完全培养基终止消化，1 000×g离心5 min，PBS洗涤，

收集即得到HCC组织单细胞悬液，相同方法再离心，

弃上清即得到 HCC 细胞。然后加 PMSF 作用 10

min，4 ℃条件下 1 200×g离心 5 min，弃上清，加适量

细胞裂解液，放于4 ℃冰箱裂解30 min，最后12 000×

g离心 15 min，收集上清，即总蛋白提取物，-20 ℃冰

箱保存。然后采用Western blotting检测VEGF蛋白

的表达及凝胶图像处理系统对蛋白灰度值分析。

1.6 免疫组化染色检测HCC组织VEGF蛋白与微血

管密度（microvessel density，MVD）

采用两步法对HCC肿瘤中央及周围组织进行免

疫组化染色，一抗为兔抗大鼠VEGF多克隆抗体/兔

抗大鼠CD34多克隆抗体,按 1∶50比例稀释，磷酸盐

缓冲液（PBS）代替一抗为组化染色阴性对照。采用

CIAS-1000细胞图像分析系统对HCC组织细胞内的

染色强程度和细胞数量进行综合判断。MVD的计数

参考 Weidner 免疫组化的 MVD 计数方法[7]，即在 40

倍视野下观察整张切片，然后选取5处微血管最丰富

的区域，最后再转到200倍视野下进行计数并取平均

值。

1.7 统计学处理

应用SPSS 19.0软件学统计，数据以 x̄±s表示，多

组间的两两比较采用LSD-t检验。统计各组HCC缺

氧大鼠自栓塞术后至死亡的中位存活时间，采用Ka-

plan‐Meier法进行生存分析。以 P<0.05或 P<0.01表
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示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 成功制备大鼠HCC模型

40只雄性SD大鼠进行建模，其中 2只大鼠构建

模型过程中死亡，包括早期发生肺部感染死亡1只和

肿瘤破裂出血死亡1只。剩余38只大鼠诱癌成功36

只，造模成功率为94.73%（36/38）。肉眼可见HCC模

型肝脏表面明显粗糙，全肝遍布大小不等的灰白色

癌结节，并且可见肝脏边缘与胃、十二指肠等邻近器

官广泛粘连（图 1A)。显微镜下显示，HCC细胞形态

呈巢状、类圆形等不规则形态，核质比明显高于正常

细胞，细胞呈浸润性生长，细胞界限不清楚，淡红染

色（图1B）。

A: General view of liver in 14-week old HCC rat；

B: Pathological morphology of HCC in 14-week old rat（×400）

图1 建模成功鼠HCC组织病理学形态

Fig. 1 Histopathological morphology of HCC rat’’s tissues

2.2 联用姜黄素能降低HCC组织和细胞内VEGF蛋

白的表达水平

Western boltting检测结果(图2)显示，A组与C组

HCC组织和细胞内细胞内VEGF蛋白水平无明显差

异 (P>0.05）;而 B、D 组 HCC 组织和细胞内细胞内

VEGF蛋白表达水平均明显低于A组(P<0.05）。免疫

组化检测结果(图3)显示，A组与C组细胞内VEGF蛋

白水平无明显差异(P>0.05）;而B、D组细胞内VEGF

蛋白表达水平均明显低于A组(P<0.05）。

2.3 联用姜黄素能降低HCC组织MVD值

免疫组化检测MVD值(CD34的表达)结果(图 4)

显示，B、D组MVD均明显低于A组（P<0.05），而C组

较A组MVD值降低不明显（P>0.05）。

2.4 联合姜黄素及肝周包膜能明显提高HCC大鼠中

位生存时间（median survival time，MST）

Kaplan‐Meier法生存结果显示，B、C组HCC大

鼠MST较A组明显升高[(22.31±2.15)、（22.00±2.56）

vs (17.00±2.16) d, P<0.05），D组升高更明显[(28.85±

3.47) vs (17.00±2.16) d, P<0.01]。

3 讨 论

原发性HCC是指肝细胞或肝内胆管细胞发生的

癌，其病死率在消化系统恶性肿瘤中高居第 3位[8]。

HCC早期症状隐匿，常是健康体检时被发现，该期手

术治疗是首选，一旦出现典型临床症状，往往已是

中、晚期，此期受肿瘤大小、部位及肝功能等因素影

响,仅有20%～30%的患者尚有手术机会[9]。TACE因

创伤小、效果较理想，已成为中晚期HCC首选的非手

术治疗方法。然而TACE术后残留肿瘤组织内会营

造局部缺氧缺血的微环境，其与肿瘤增殖、转移及复

发均具有密不可分的关系[10]。姜黄素是从姜科植物

姜黄中提取的一种天然色素,具有抗炎、抗氧化、抗肿

瘤、抗病毒及保肝利胆等多种药理作用[11]。而最近研

究[12]表明，姜黄素对卵巢癌有抗血管生成作用，姜黄

素可以抑制缺氧诱导因子在 IGF-1R信号通路中表

达，从而下调VEGF的表达，最终减少肿瘤血管生成。

*P<0.05 vs group A

A: Lipiodol embolism group; B: Lipiodol combined with

curcumin embolization group; C: Lipiodol combined with

peripheral liver capsule group; D: Lipiodol combined with

curcumin and peripheral liver capsule group

图2 Western boltting检测各组HCC细胞

VEGF蛋白的表达水平

Fig. 2 Expression of VEGF protein in HCC cells

detected by Western boltting

肿瘤组织快速增殖时氧供显著低于实际生长所

需就会营造局部缺氧微环境[13]。缺氧是实体肿瘤的

固有特征之一，缺氧肿瘤细胞仍能不断增殖、浸润，

在这个过程中起核心作用就是缺氧诱导因子 1（hy-

poxia-induced factor 1, HIF-1）[14]。HIF-1是肿瘤缺氧

条件下维持氧自稳平衡的核心调控因子, HIF-1α是

主要的功能调节亚基,其在正常氧分压下可被迅速降
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解。当环境中的氧浓度急剧下降时, HIF-1α降解减

少并在细胞内积聚及活性表达。HIF-1α表达增强可

对靶基因的转录活性和蛋白表达产生影响,特别是增

加VEGF的表达。VEGF已被证实在微血管形成中

居核心主导地位[15]。有研究[16]表明，VEGF、HIF-1α的

表达与肿瘤微血管生成具有显著正相关性。本研究

显示，B组及D组HCC细胞内VEGF的表达均低于A

组,A组HCC组织VEGF呈高表达，C组VEGF表达降

低，B组以及D组HCC组织VEGF表达均明显降低。

HCC组织免疫组化结果显示，肝周包膜不能明显下

调原发性HCC缺氧模型大鼠VEGF表达，而姜黄素

可明显下调原发性HCC缺氧模型大鼠VEGF表达，

抑制细胞增殖分化，诱导细胞凋亡。

*P<0.05 vs group A

A: Lipiodol embolism group; B: Lipiodol combined with curcumin embolization group; C: Lipiodol combined with peripheral liver

capsule group; D: Lipiodol combined with curcumin and peripheral liver capsule group

图3 免疫组化法检测各组HCC组织中VEGF蛋白的表达（（×200））

Fig. 3 Expression of VEGF protein in HCC tissues of each group by immunohistochemistry assay（（×200））

*P<0.05 vs A group

A: Lipiodol embolism group; B: Lipiodol combined with curcumin embolization group;

C: Lipiodol combined with peripheral liver capsule group; D: Lipiodol combined with curcumin and peripheral liver capsule group

图4 各组HCC组织中CD34的表达（（×200））

Fig.4 Expression of CD34 in HCC tissues of each group（（×200））

MVD在临床上应用于恶性肿瘤组织内微血管新

生、侵袭及其预后的评估诊断，从而可以反映肿瘤的

生长转移情况[17]。本研究结果显示，B、D组HCC组

织 MVP 均明显低于 A 组，因此 HCC 在肝动脉结扎

后，门静脉碘化油栓塞创造的缺氧状态下，姜黄素能

抑制肿瘤新生血管的形成。MVD值结果与VEGF表

达结果相一致。

MST也被称为半数生存期，即生存率 50%所对

应的生存时间[18]。本研究显示,B、C、D组HCC大鼠

的MST均比A组明显升高，特别是D组升高最明显，

结合免疫组化及Western blotting检测结果可得出，姜

黄素能在降低缺氧模型大鼠VEGF表达及减少肿瘤

微血管的形成，起到延长缺氧模型大鼠生存时间的

作用。
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综上所述，肝动脉结扎联合门静脉置管单纯碘

化油栓塞构造的原发性HCC缺氧模型大鼠VEGF表

达及 MVP 较高，而姜黄素可有效降低大鼠模型

VEGF 表达及MVP，延长大鼠的MST。另外肝周隔

绝膜所具有的“生物屏障”及“时差作用”使得残余肝

脏与肝周组织器官形成人工隔绝环境，确切机理可

能是肝周隔绝膜通过减少术后肝癌组织与周围器官

或组织发生粘连，抑制或减少新的血供形成，从而提

高治疗效果，使动物生存期延长，但具体机制尚待进

一步探索研究。
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文稿中计量单位使用的要求

本刊严格执行国务院颁发的《中华人民共和国法定计量单位》,全面贯彻国家标准GB3100-3102-1993《量和单位》的规定,正确

使用量和单位的名称和符号。(1) 量符号以斜体拉丁和希腊字母表示(pH用正体除外),例如m(质量)、t(时间)、c(浓度)、V(体积)、p

(压力)、F(力)等。(2) 单位符号一律以正体拉丁或希腊字母表示,例如kg(千克)、m(米)、h(小时)、mol/L(摩尔每升)等。(3) 表示人体

检验指标的量浓度或质量浓度时,一般使用L(升)作为检验组成含量单位的分母。(4) 表示用药剂量单位时,不能写成mg/kg/d的

形式,应写成mg/(kg·d)或mg·kg-1 ·d-1的形式。(5) 单位符号常见书写错误:长度单位符号A。(埃)已不用,应写作0.1 nm;时间单位

“小时”符号为 h(不是 hr)、“秒”符号为 s(不是 sec);转速单位符号为 r/min(不是 rpm);量浓度单位符号为mol/L(不是M、N,也不是

mol/mm3);力的单位“牛顿”符号为N[不是dyn(达因)、kgf(千克力),换算1 dyn=10-5N];热量单位“焦耳”符号为 J[不是cal(卡)、kcal(千

卡),换算1 cal=4.187 J];放射性活度单位符号为Bq[不是Ci(居里),换算1 Ci=3.7×1010Bq]。
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