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[摘　 要] 　 目的　 观察姜黄素对人肝癌细胞 HepG2 脂质摄取的影响是否与驱动蛋白 16B(KIF16B)有关,探索姜

黄素的降脂机制。 方法　 (1)将体外培养的 HepG2 细胞分为对照组(姜黄素浓度为 0)和 20、30、40 μmol / L 姜黄素

处理组,CCK8 法检测细胞活性,以确定合适的姜黄素药物作用浓度。 (2)将体外培养的 HepG2 细胞分为空白对照

组、阴性对照组、瑞舒伐他汀(阳性药物)组和姜黄素组。 胆固醇检测试剂盒检测 HepG2 细胞内胆固醇含量;荧光

显微镜观察细胞对 DiI 标记的低密度脂蛋白(DiI-LDL)的摄取情况;Western blot 检测细胞内 KIF16B 和低密度脂蛋

白受体(LDLR)的蛋白表达;激光共聚焦显微镜观察细胞内 KIF16B 与 LDLR 荧光共定位情况。 结果　 25 μmol / L
姜黄素不影响 HepG2 细胞生长。 与阴性对照组相比,姜黄素组 HepG2 细胞内总胆固醇和游离胆固醇水平明显增

高,细胞摄取 DiI-LDL 明显增加,细胞内 KIF16B、LDLR 蛋白表达显著升高,细胞内 KIF16B 和 LDLR 蛋白的荧光共

定位显著增加(P<0. 05)。 结论　 姜黄素作用于 HepG2 细胞导致的 LDL 脂质摄取、LDLR 表达增加与 KIF16B 和

LDLR 的相互作用有关。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To observe whether the effect of curcumin on lipid uptake of human hepatoma cell line HepG2
is related to kinesin family member 16B (KIF16B), and to explore the lipid-lowering mechanism of curcumin. 　 　 Meth-
ods　 (1)The HepG2 cells cultured in vitro were divided into control group (curcumin concentration was 0) and 20, 30,
40 μmol / L curcumin treatment groups, and CCK8 method was used to detect cell viability to determine the appropriate con-
centration of curcumin. 　 (2) The HepG2 cells cultured in vitro were divided into blank control group, negative control
group, rosuvastatin (positive drug) group and curcumin group. 　 Cholesterol detection kit was used to detect the content of
cholesterol in HepG2 cells; The uptake of DiI-labeled low density lipoprotein (DiI-LDL) was observed by fluorescence mi-
croscope; The protein expressions of KIF16B and low density lipoprotein receptor (LDLR) were detected by Western blot;
The fluorescence co-localization of KIF16B and LDLR was observed by laser confocal microscope. 　 　 Results　 25 μmol /
L curcumin did not affect the growth of HepG2 cells. 　 Compared with the negative control group, the levels of total choles-
terol and free cholesterol in HepG2 cells were significantly increased, the uptake of DiI-LDL by cells was significantly in-
creased, the expressions of KIF16B and LDLR proteins in the cells were significantly increased, and the fluorescence co-lo-
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calization of KIF16B and LDLR proteins in the cells was significantly increased in the curcumin group (P<0. 05). 　 　
Conclusion　 The increase of LDL lipid uptake and LDLR expression caused by curcumin acting on HepG2 cells is related
to the interaction between KIF16B and LDLR.

　 　 血浆高水平的低密度脂蛋白胆固醇(low density
lipoprotein cholesterol,LDLC)直接参与动脉粥样硬

化 性 心 血 管 疾 病 ( atherosclerotic cardiovascular
disease,ASCVD)的发展[1-3]。 姜黄素被认为通过调

节肝低密度脂蛋白受体( low density lipoprotein re-
ceptor,LDLR)表达和促进 LDLC 摄取,有着调节血

脂代谢的潜在的药物开发前景[4-5],然而其机制尚

未完全明确。 现已明确介导肝细胞 LDLR 向质膜转

运可缓解动脉硬化[6],驱动蛋白 16B(kinesin family
member 16B,KIF16B)在促进含有受体蛋白的细胞

内体向质膜转运过程中发挥重要作用[7] 。 为探究

姜黄素作用后肝 LDLR 升高和 LDLC 摄取增多与

KIF16B 的关系,本研究通过姜黄素处理人肝癌细

胞 HepG2 后进行脂质摄取和 LDLR、KIF16B 蛋白

表达和共定位的检测,为姜黄素降脂机制开拓新

视角。

1　 材料和方法

1. 1　 主要材料

HepG2 细胞购于中国科学院生物化学与细胞

生物学研究所上海细胞库。 伯克改良伊格尔培养

基(Dulbecco modified Eagle medium,DMEM) 购于

GIBCO BRL 公司(Grand Island,NY)。 阳性药物(瑞
舒伐他汀) 及姜黄素购于 Sigma-Aldrich 公司 ( St.
Louis,MO)。 LDL 和 DiI 标记的 LDL (DiI labeled
LDL,DiI-LDL)购于广州奕元生物技术有限公司。
细胞增殖及毒性检测试剂盒 ( cell counting kit 8,
CCK8)购于东仁化学科技(上海)有限公司。 胆固

醇检测试剂盒购于 Cell Biolabs 公司 (CA,USA)。
BCA 试剂盒购于上海碧云天生物技术有限公司。
抗人 LDLR 抗体、抗人 β-肌动蛋白(β-actin)抗体购

于 Abcam 公司(Cambridge,MA,USA)。 抗人 KIF16B
抗体购于 Santa Cruz Biotechnology 公司(Santa Cruz,
CA,USA)。 所有的荧光二抗购于 Jackson Immunore-
search Laboratories 公司(West Grove,PA)。
1. 2　 细胞培养与分组

将 HepG2 细胞培养于含 10% 胎牛血清的

DMEM 高糖培养基中,37 ℃、5% CO2 的条件下培

养,当细胞处于对数生长期时(接种于培养瓶 24 h
后)进行实验。 (1) CCK8 检测:将对数生长期的

HepG2 细胞制成均匀悬液后按 4×103 个 / 孔的接种

量接种于 96 孔板中培养 24 h,然后分别用姜黄素浓

度为 10、20、30、40 μmol / L 的培养基孵育,对照组不

加姜黄素。 对照组和每个浓度的姜黄素组均设置 3
个平行对照孔。 (2)胆固醇含量检测、DiI-LDL 摄取

实验、Western blot 及免疫荧光共定位实验:按 1×105

个 / 孔的接种量,将对数生长期的细胞制成均匀悬

液后接种于 6 孔板中培养 24 h,然后按以下分组处

理 24 h,每组设置 3 个平行对照孔:①空白对照组:
新鲜培养基处理;②阴性对照组:含有 25 mg / L LDL
的新鲜培养基处理;③瑞舒伐他汀(阳性药物)组:
含有 25 mg / L LDL+10 μmol / L 瑞舒伐他汀的新鲜

培养基处理;④姜黄素组:含有 25 mg / L LDL+25
μmol / L 姜黄素的新鲜培养基处理。
1. 3　 CCK8 法检测姜黄素对 HepG2 细胞活性的影响

按实验分组处理 24 h 后,吸弃培养基,向每孔

加入 10 μL CCK8 溶液+490 μL 新鲜培养基,置于培

养箱孵育 2 h,用酶标仪检测 450 nm 处吸光度值,根
据记录的数据绘制标准曲线,计算出每孔细胞存

活率。
1. 4　 胆固醇检测试剂盒检测姜黄素对 HepG2 细胞

胆固醇含量的影响

按实验分组处理 24 h 后,根据胆固醇检测试剂

盒说明书处理待测样品,用酶标仪检测 555 nm 处的

吸光度值,绘制标准曲线,计算出每孔细胞内总胆固

醇、游离胆固醇含量;根据二喹啉甲酸(bicinchoninic
acid,BCA)蛋白定量试剂盒说明书处理待测样品,用
酶标仪检测 562 nm 处的吸光度值,绘制标准曲线,
计算出每孔总蛋白含量。 最终结果用总胆固醇含

量或游离胆固醇含量除以总蛋白含量进行标化。
1. 5 　 荧光显微镜检测姜黄素对 HepG2 细胞摄取

DiI-LDL 的影响

按实验分组处理 24 h 后,吸弃培养基,磷酸盐

缓冲液(phosphate buffered solution,PBS)清洗 3 次,
每孔加入 490 μL 含 2% 无脂蛋白血清的 DMEM 高

糖培养基+10 μL DiI-LDL(空白对照组不加)避光孵

育 4 h,PBS 洗 3 次,加入含 4% 多聚甲醛的 PBS 固

定液室温避光固定 20 min, PBS 洗 3 次, 加入

Hoechst 33342 染色液室温避光染色 20 min,吸弃余

液后滴加 1 滴抗荧光淬灭液,于荧光显微镜下观察

并拍照。
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1. 6 　 Western blot 检测姜黄素对 HepG2 细胞

LDLR、KIF16B 蛋白表达

按实验分组处理 24 h 后,收集消化下来的细

胞,加细胞裂解液于冰上裂解 30 min,4 ℃、13 000
r / min 离心 15 min,用 BCA 试剂盒检测上清液内总

蛋白浓度,每孔 30 μg 蛋白量用于聚丙烯酰胺凝胶

电泳,电泳后通过电转仪将分离的蛋白转到硝酸纤

维素膜上,5%脱脂牛奶封闭 2 h,加入对应一抗于 4
℃孵育过夜,TBST 洗 3 次,加入对应二抗于室温孵

育 45 min,TBST 洗 3 次,加入显色剂后在凝胶成像

系统中进行显影,分别计算 LDLR、KIF16B 与内参蛋

白 β-actin 的比值。
1. 7　 激光共聚焦显微镜检测姜黄素对 HepG2 细胞

内 LDLR 和 KIF16B 荧光共定位的影响

按实验分组处理 24 h 后,吸弃培养基,加入

PBS 清洗 3 次,加入含 4% 多聚甲醛的 PBS 固定液

固定 20 min,吸弃固定液,加入含 1%牛血清白蛋白

的 PBS 封闭 1 h,PBS 洗 3 次,加入对应一抗 4℃孵

育过夜,PBS 洗 3 次,加入对应荧光二抗室温避光孵

育 2 h,PBS 洗 3 次,加入 DAPI 染液室温避光孵育

15 min,吸弃余液后滴加 1 滴抗荧光淬灭液,于尼康

激光共聚焦显微镜下观察并拍照。
1. 8　 统计学分析

通过 SPSS 21. 0 统计学软件对实验数据进行分

析,计量资料均以 x±s 表示,组间数据比较采用单因

素方差分析,以 P <0. 05 表示为差异具有统计学

意义。

2　 结　 果

2. 1　 姜黄素对 HepG2 细胞活性的影响

参考文献[4]指出,姜黄素浓度在 25 μmol / L 的

情况下不影响 HepG2 细胞活性。 我们 CCK8 检测

结果显示,与对照组 (姜黄素浓度为 0) 相比,10
μmol / L 姜黄素组的 HepG2 细胞活性显著提高(P<
0. 05),而 20、30、40 μmol / L 姜黄素组对细胞活性无

显著影响(图 1)。 结合参考文献[4] 以及该实验结

果,依然选择 25 μmol / L 姜黄素用于后续实验。
2. 2　 姜黄素增加 HepG2 细胞内胆固醇含量

通过酶法检测胆固醇,结果显示,与空白对照

组相比,阴性对照组的 HepG2 细胞内总胆固醇和游

离胆固醇水平显著增高(P<0. 05);与阴性对照组相

比,瑞舒伐他汀组和姜黄素组的 HepG2 细胞内总胆

固醇和游离胆固醇水平明显增高(P<0. 05;图 2)。

图 1. 姜黄素对 HepG2 细胞活性的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与对照组比较。

Figure 1. Effect of curcumin on HepG2
cell activity (n=3)

图 2. 姜黄素对 HepG2 细胞内胆固醇含量的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与空白对照组比较;

b 为 P<0. 05,与阴性对照组比较。

Figure 2. Effect of curcumin on cholesterol content
in HepG2 cells (n=3)

2. 3　 姜黄素增加 HepG2 细胞对 LDL 摄取

利用 DiI-LDL 与细胞共孵育,经荧光显微镜观

察姜黄素作用后的 HepG2 细胞内胆固醇增加与

LDL 摄取增多的相关性,结果显示,与空白对照组

相比,阴性对照组的细胞内红色荧光强度明显增加

(P<0. 05);与阴性对照组相比,瑞舒伐他汀组和姜

黄素组的细胞内红色荧光强度明显增加(P<0. 05;
图 3)。
2. 4 　 姜黄素增加 HepG2 细胞内 LDLR 及 KIF16B
蛋白表达

Western blot 检测姜黄素作用后 HepG2 细胞内

LDLR、KIF16B 蛋白水平,结果显示,与空白对照组

相比,阴性对照组的细胞内 LDLR 表达升高 (P <
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0. 05);与阴性对照组相比,瑞舒伐他汀组和姜黄素

组的细胞内 LDLR、KIF16B 表达显著升高(P<0. 05;
图 4、图 5)。

图 3. 姜黄素对 HepG2 细胞摄取 DiI-LDL 的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与空白对照组比较;b 为 P<0. 05,与阴性对照组比较。

Figure 3. Effect of curcumin on DiI-LDL uptake in HepG2 cells (n=3)

图 4. 姜黄素对 HepG2 细胞内 LDLR 蛋白

表达的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与空白对照组比较;
b 为 P<0. 05,与阴性对照组比较。

Figure 4. Effect of curcumin on the expression of
LDLR protein in HepG2 cells (n=3)

图 5. 姜黄素对 HepG2 细胞内 KIF16B 蛋白

表达的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与阴性对照组比较。

Figure 5. Effect of curcumin on the expression of
KIF16B protein in HepG2 cells (n=3)
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2. 5 　 姜黄素增强 HepG2 细胞内 KIF16B 与 LDLR
共定位

利用激光共聚焦显微镜观察 HepG2 细胞内红

色荧光标记的 KIF16B 和绿色荧光标记的 LDLR 的

共定位情况,结果显示,与阴性对照组相比,姜黄素

组两种蛋白的荧光共定位(显示为黄色)系数显著

升高(P<0. 05;图 6),瑞舒伐他汀组无显著差异。

图 6. 姜黄素对 HepG2 细胞内 KIF16B 和 LDLR 荧光共定位的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与阴性对照组比较。

Figure 6. Effect of curcumin on KIF16B and LDLR fluorescence co-localization in HepG2 cells (n=3)

3　 讨　 论

ASCVD 在全世界范围内具有高发病率和高死

亡率,血浆 LDLC 的升高直接加速了疾病进程[8]。
他汀类药物是控制 LDLC 升高的临床推荐药物,其
通过促进肝脏对血浆 LDLC 的清除从而有效降低心

血管疾病风险[9-10]。 但由于有些患者无法耐受大剂

量的他汀类药物所带来的不良反应(如肌肉相关病

症和认知功能下降等) [11-12],因此寻找新的降脂药

物依然是防治 ASCVD 的研究重点之一。
源自于姜黄根茎的姜黄素(二氟甲酰甲烷)是

一种多酚类化合物,研究表明姜黄素可降低血浆

LDLC 水平,并被认为与促进 LDLR 表达有关,从而

使得其成为抗动脉粥样硬化的潜在药物[13-15]。 肝

细胞表面的 LDLR 是介导肝外 LDLC 脂质摄取的主

要受体,文献[6]表明肝细胞膜表面的 LDLR 表达量

降低导致血浆 LDLC 水平升高和动脉粥样硬化加

剧。 KIF16B 作为微管相关的运动蛋白,担负着细胞

内体(含有受体蛋白等货物分子)沿着微管网络从

微管负端(靠近细胞核处)到微管正端(靠近细胞质

膜)运输的作用[16-17]。 那么,姜黄素促进肝细胞摄

取 LDLC 的作用,是否与 KIF16B 与 LDLR 相互作用

的增强有关呢?
在本研究中,我们选用培养的 HepG2 细胞作为

体外实验的细胞模型。 采用 CCK8 法确定姜黄素在

25 μmol / L 的浓度下不会影响 HepG2 细胞生长。 胆

固醇含量检测结果表明,姜黄素作用下的细胞内总

胆固醇和游离胆固醇含量增高。 DiI-LDL 的摄取情

况检测发现,姜黄素处理造成的肝细胞脂质含量增

高与脂质摄取增多有关。 肝细胞介导 LDLC 摄取的

主要受体是 LDLR,而 KIF16B 被认为与膜受体蛋白

的质膜靶向有关[6]。 Western blot 检测显示,姜黄素

作用后 HepG2 细胞内 LDLR 和 KIF16B 的蛋白表达

升高。 细胞免疫荧光实验结果显示,姜黄素作用后

KIF16B 与 LDLR 共定位增加,提示两种蛋白相互作

用可能增强。 以后,本课题组将进一步用过表达或

敲除实验来验 证 KIF6B 与 LDLR 的 关 系 以 及

KIF16B 在姜黄素影响肝细胞脂质代谢中的作用。
以上研究结果提示姜黄素可能通 过 升 高

KIF16B 的蛋白表达,使肝细胞膜表面的 LDLR 分布

增多,促进了肝细胞摄取 LDLC,为我们认识姜黄素

降血脂的机制提供了新的见解。
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