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姜黄素类似物EF25-(GSH)2抗肝癌作用的研究
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(1安徽大学生命科学学院, 合肥 230601; 2美国Emory大学化学院, 亚特兰大 30322, 美国; 
3美国Emory大学医学院, 亚特兰大 30322, 美国)

摘要      在细胞及动物个体水平探讨姜黄素类似物EF25-(GSH)2的抗肝癌作用。用不同浓度的

EF25-(GSH)2处理体外培养的肝癌细胞、正常肝细胞以及HepG2荷瘤裸鼠, MTT法检测细胞存活率, 
电镜及激光共聚焦显微镜观察细胞形态, 蛋白质免疫印迹法(Western blot)检测AMPK/Akt/mTOR相
关通路蛋白磷酸化水平的变化。结果显示, EF25-(GSH)2对HepG2作用48 h的IC50为7.2 μmol/L, 对其

生长抑制作用明显优于姜黄素及顺铂, 且对正常细胞的杀伤作用较小。形态学观察到细胞中有自

噬现象的发生。免疫印迹法结果提示, EF25-(GSH)2可能通过AMPK/Akt/mTOR的相关通路抑制肿

瘤细胞生长。对肝癌模型裸鼠的实验显示, 给药后的肿瘤体积明显缩小。该实验结果证明, EF25-
(GSH)2具有良好的作为肝癌治疗药物的开发前景。
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Anti-hepatoma Effect Study of Curcumin Derivative EF25-(GSH)2
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Abstract       EF25-(GSH)2 is a curcumin analogue, and in this research we will study its anti-hepatoma effect in 
vitro and in vivo. Hepatoma cells, normal liver cells and HepG2 tumor-bearing nude mice were treated with different 
concentrations of EF25-(GSH)2. MTT assay was used to check cell viability, and cell morphology was observed with an 
electron microscope and confocal microscopy. Western blot was used to detect the changes in the phosphorylation level of 
AMPK/Akt/mTOR pathway related proteins. The results showed that the IC50 of EF25-(GSH)2 on HepG2 at 48 h was 
7.2 μmol/L. EF25-(GSH)2 significantly inhibited the growth of HepG2 cells, the effect of which was much greater than 
those of curcumin and cisplatin, with slight toxicity to normal cells. Autophagy was observed with morphorlogical analy-
sis. Western blot results indicated that EF25-(GSH)2 might inhibit tumor cell growth through AMPK/Akt/mTOR pathway. 
Liver cancer models in nude mice were established, and tumor volume was reduced after administration of EF25-(GSH)2. 
In vitro and in vivo results demonstrate that EF25-(GSH)2 has good prospects as a potential anti-hepatoma drug.
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姜黄素(curcumin)是来源于姜黄(curcuma)的一

种疏水多酚化合物, 研究发现, 姜黄素对多种癌症都

有预防和治疗的作用[1-2]。姜黄素通过调节它的靶标

分子来调节细胞的增殖和凋亡, 这些分子是细胞中
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的转录因子、生长因子及其受体、细胞因子、酶和

基因。因此, 姜黄素几乎可以抑制所有种类肿瘤细

胞的增殖[3-4]。然而, 姜黄素的使用却受限于其较低

的体内生物活性。姜黄素的吸收还受到它的疏水性

质的影响。另外, 由于姜黄素的黄色, 其在皮肤疾病

中的应用也受到限制[5-6]。

美国Emory大学的研究人员通化学合成的方法, 
获得了一系列以姜黄素的核心结构为引导的类似物

(图1)。通过高通量筛选, 找到其中具有较高生物活

性的类似物进行进一步研究。前期研究结果显示, 
EF24、EF25和EF25-(GSH)2有较好的抗肝癌细胞系

增殖的活性[7-11]。EF25-(GSH)2因为与谷胱甘肽联合

而具有水溶性, 改造后的EF25-(GSH)2由EF25的黄色

粉末变成白色粉末, 溶解后为无色溶液, 这些特性使

得EF25-(GSH)2具有更好的应用前景[7]。

自噬是存在于真核生物中一种高度保守的代谢

过程, 参与调节细胞物质的合成和代谢平衡。自噬

过程中, 自噬体与溶酶体结合形成自噬溶酶体, 降解

细胞中多余或受损的大分子和细胞器, 循环利用降

解所产生的能量, 维持细胞内环境的稳态[12]。过度

上调的自噬可以引起细胞死亡, 即II型程序性细胞死

亡, 这种形式的细胞死亡与凋亡的生物学特征有所

不同, 其表现为细胞中出现大量包裹着细胞质和细

胞器的空泡结构及溶酶体对空泡内成分的降解。自

噬可在细胞无法继续维持自身生存时诱导细胞的主

动性死亡。研究发现, 在某些肿瘤细胞中的自噬性

死亡可能是肿瘤细胞死亡的重要方式[13], 如三氧化

二砷(As2O3)可以通过上调Beclin1的表达诱导细胞自

噬性死亡, 缓解淋巴细胞性白血病的病情[14], 替莫唑

胺等促自噬类药物可以选择性地杀灭具有凋亡抗性

的恶性胶质瘤细胞[15]。以上证据表明, 我们可以通

过诱导肿瘤细胞过度自噬来开发抗肿瘤新药。

腺苷酸活化蛋白激酶[adenosine 5′-monophosphate 
(AMP)-activated protein kinase, AMPK]被认为是真

核生物的细胞能量调节器, 受AMP/ATP比值的调

节。研究发现, AMPK能以不同的方式调控一种称

为Vps34激酶家族不同的复合物。一些Vps34酶参

与了正常细胞的囊泡运输(细胞中一种重要的分子

运输), 还有一些Vps34复合物则参与了细胞自噬[16]。

AMPK-α亚基上存在一个特殊的苏氨酸残基(Thr-
172), 该位点可被LKB1磷酸化。在代谢压力存在

的情况下, 激活LKB1-AMPK通路可使P27过量表达, 
诱导细胞自噬以逃避不良环境的压力。TSC2也是

AMPK的直接作用底物, 通过抑制mTOR的表达, 降
低转录因子S6K活性, 协同P27-Thr198被磷酸化对细

胞周期的抑制作用, 抑制细胞增殖, 促进自噬过程的

进行[17-18]。

在癌细胞中, 通常可以发现PI3K/Akt/mTOR信
号通路不正常, 甚至是组成性的活化, 从而促进肿瘤

细胞不断生长、增殖[19-21]。在生长因子和营养物质

充足的情况下, 会引起Akt和mTOR的活化, 最终导

致细胞自噬功能受到抑制。Akt抑制剂(如perifostine
和API-2)、mTOR抑制剂(如rapamycin)等都可以通

过破坏PI3K/Akt/mTOR信号通路, 启动细胞自噬通

路, 引起癌细胞死亡[22-24]。

本研究以人肝癌细胞株(HepG2细胞)及其荷瘤

裸鼠作为研究对象, 探讨EF25-(GSH)2的抗肝癌作用

及其对AMPK/Akt/mTOR细胞信号传导通路的影响。

1   材料与方法
1.1   材料

姜黄素购自美国Sigma公司; 姜黄素类似物

EF25-(GSH)2由美国Emory大学医学院傅海安教授

馈赠, 溶于纯水备用; 顺铂化学对照品购自中国药品

生物制品检定所; 人肝癌细胞株HepG2购自ATCC; 
SMMC-7721、BEL-7402由中国科技大学吴缅教授

馈赠; HL-7702由中国军事医学科学院钟辉研究员

馈赠; 裸鼠购自北京维通利华实验动物技术有限公
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图1  姜黄素、EF25和EF25-(GSH)2的结构式

Fig.1  Structure of curcumin, EF25 and EF25-(GSH)2
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司; mTOR抗体、p-mTOR(Ser2448)抗体、AMPK抗

体、p-AMPKα(Thr172)抗体、Akt抗体、p-Akt(Ser473)
抗体、LC3B抗体、β-actin抗体购自Cell Signaling公
司; mCherry-GFP-LC3B质粒由中国科技大学吴缅教

授馈赠。

1.2   试剂及仪器

 DMEM培养基和1640培养基由Gibco公司生

产的干粉配制而成; 优级胎牛血清(FBS)、0.25%胰

酶-EDTA以及青链霉素混合液(100×)购自合肥博美

生物科技有限责任公司; MTT(噻唑兰)、渥曼青霉

素(Wortmannin)购自Sigma公司; 其他试剂均为国产

分析纯。

细胞培养瓶、细胞培养板、冻存管购自CORN-
ING公司; 透射电镜(JEM-2000, JEOL Ltd.); 激光共

聚焦显微镜(FV1000, Olympus)。
1.3   方法

1.3.1   MTT法      先用纯水将EF25-(GSH)2配置成

10 mmol/L的母液, 然后按实验要求再用DMEM培

养液稀释成一定的浓度。将3×104/mL的细胞接种于

96孔板中, 每孔100 μL, 加不同浓度的EF25-(GSH)2

溶液, 静止培养48 h后加入10 μL MTT溶液(5 mg/mL, 
用PBS配制, pH7.5)。继续孵育4 h后, 每孔加入150 μL 
DMSO, 使MTT完全溶解; 选择在490 nm波长处, 用
酶联免疫检测仪测定各孔光吸收值。按下公式计算

细胞存活率: 细胞存活率=(加药组D值–空白组D值)/
(对照组D值–空白组D值)×100%
1.3.2   电镜观察细胞      用胰酶消化不同药物处理

的细胞, 收集细胞并用PBS冲洗2~3次, 然后加入预

冷的含有3%戊二醛的二甲砷酸盐缓冲液(0.1 mol/L)
固定细胞, 4 ºC过夜。次日用四氧化锇将细胞固定

包埋在环氧树脂中, 超薄的部分用醋酸铀和柠檬酸

铅双染, 用JEM-2000透射电镜观察。

1.3.3   质粒转染      在6孔板中接种HepG2细胞培

养过夜, 按照试剂说明使用Lipofectamine 2000将
mCherry-GFP-LC3对HpeG2进行转染, 转染后6 h用
含药物的无抗生素培养基替换原培养基, 继续培养

24 h, 用绿色(GFP)和红色(mCherry)荧光在激光共聚

焦显微镜下观察。

1.3.4   Western blot 检测蛋白表达      接种细胞密度

为3×104/mL的细胞于6孔板中, 加入不同浓度的药物

培养设定的时间, 收集细胞, 离心加入上样缓冲液; 
煮沸10 min后上样。以β-actin为内参, SDS-PAGE电

泳分离, 电转至PVDF膜上。PVDF膜经封闭液封闭

2 h后, 加入一抗, 4 ºC过夜。用辣根过氧化物酶标记

的二抗, 37 ºC孵育2 h, TBST缓冲液洗涤后, ECL发
光法检测蛋白表达。

1.3.5   荷瘤裸鼠体内药物作用实验      严格无菌条

件下饲养裸鼠, 待裸鼠背部皮下的肿瘤体积达到

200 mm3时, 将所有裸鼠编号分组, 并记录每只裸鼠

的体重及肿瘤块的长径和短径, 按各自体重计算每

只所需药量, 通过腹腔注射的方式给药。每天在相

同时间, 以相同次序给药。在给药期间, 每3 d记录

一次每只裸鼠的体重, 并用游标卡尺测量肿瘤块的

长径a和短径b, 肿瘤体积按V= b2×a/2计算, 拍照以记

录裸鼠及肿瘤形态, 观察并记录裸鼠健康状况。

1.3.6   统计学方法      采用SPSS 17.0软件处理收据,  
数据采用mean±S.D., 用单因素方差分析, P<0.05为
差异显著, P<0.01为差异极显著。实验数据均重复3
次以上。

2   结果
2.1   EF25-(GSH)2抑制肝癌细胞的增殖 

用不同浓度的EF25-(GSH)2、姜黄素(curcumin)
和顺铂(cisplatin)分别处理肝癌细胞HepG2、SMMC-
7721、BEL-7402细胞以及正常肝细胞HL-7702, 24 h
及48 h后用MTT法检测细胞存活率(图2)。由图2A~
图2C可以观察到, 随着EF25-(GSH)2浓度的升高, 细
胞存活率明显下降, 而姜黄素对照组的细胞存活率

在同等浓度下则明显高于EF25-(GSH)2组。从图2D
中可以看出, EF25-(GSH)2对于HepG2细胞的IC50值

(48 h为7.2 μmol/L)要明显小于姜黄素, 甚至略低于

顺铂(48 h为9.1 μmol/L), 在20 μmol/L的作用浓度下, 
EF25-(GSH)2对HepG-2细胞的抑制率达到80%以上, 
而对HL7702细胞的增殖几乎没有抑制作用(图2E)。
这说明, EF25-(GSH)2对正常肝细胞几乎没有毒性, 
对肝癌细胞的增殖具有选择性抑制作用。

2.2   EF25-(GSH)2引起肝癌细胞HepG2自噬

为了进一步研究EF25-(GSH)2的抗肝癌作用, 我
们选取HepG2作为代表, 用不同浓度的EF25-(GSH)2

处理, 观察其形态变化。我们发现, 在10 μmol/L以上

的浓度下细胞大量空泡化(图3A)。使用透射电镜进

一步观察, 可以很清楚地看到, 在20 μmol/L的浓度

作用下, 细胞质内产生大量自噬泡继而发生空泡化, 
但细胞凋亡现象不明显(图3C), 推断EF25-(GSH)2可
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A: 48 h HepG2细胞的存活率; B: 48 h SMMC-7721细胞的存活率; C: 48 h BEL-7402细胞的存活率; D: 24 h和48 h HepG2细胞的IC50值; E: 48 h 
HL-7702细胞的存活率。A、B、C中, *P<0.05, **P<0.01, EF25-(GSH)2组与姜黄素组相比较; E中, *P<0.05, **P<0.01, EF25-(GSH)2组与顺铂组

相比较。

A: cell viability of HepG2 at 48 h; B: cell viability of SMMC-7721 at 48 h; C: cell viability of BEL-7402 at 48 h; D: IC50 against HepG2 cells at 24 h 
and 48 h; E: cell viability of HL-7702 at 48 h. *P<0.05, **P<0.01 in A, B, C are the differences between EF25-(GSH)2 and curcumin; *P<0.05, 
**P<0.01 in E are the differences between EF25-(GSH)2 and cisplatin.

图2  EF25-(GSH)2、姜黄素以及顺铂对细胞存活率的影响

Fig.2  Effect of EF25-(GSH)2, curcumin or cisplatin on the livability of cell line

A: 24 h光镜下不同浓度EF25-(GSH)2处理的HepG2的形态学变化, 400×; B: 正常HepG2电镜对照; C: 电镜下EF25-(GSH)2 20 μmol/L处理24 h的
HepG2, 箭头所指为正在发生自噬的自噬泡。

A: HepG2 cells treated with increasing concentrations of EF25-(GSH)2 for 24 h were observed under a light microscope and representative images were 
visualized, 400×; B: a representative transmission electron microscopy (TEM) image of untreated HepG2 cells; C: representative TEM image of cells 
treated with 20 μmol/L EF25-(GSH)2 for 24 h. Arrows showed autophagic vacuoles. 

图3  不同浓度的EF25-(GSH)2作用24 h后HepG2的形态变化

Fig.3  Morphological appearance in HepG2 treated with diffierent concentrations of EF25-(GSH)2 after 24 h
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能是通过诱导细胞内与能量代谢调节的相关蛋白产

生效应, 使细胞产生自噬使大量细胞器降解, 从而继

发引起胞质的空泡化, 细胞内营养物质流失, 细胞代

谢功能异常使细胞死亡。

同时, 我们利用LC3B作为检测肝癌细胞HepG2
和正常肝细胞HL-7702自噬的分子标志。LC3B有
两种类型, 分别为LC3B-I和LC3B-II, 自噬发生时

LC3B-I降解为LC3B-II。图4是用Western blot方法检

测LC3B的活性变化的结果, 其显示在5~20 μmol/L的
EF25-(GSH)2范围内, 随着浓度的增加, HepG2细胞

内LC3B-I型降解成LC3B-II型的比例增加, 而在相

对应的药物浓度下HL-7702发生自噬的程度较微弱, 
在10 μmol/L以上的药物处理时才会有明显自噬情

况的发生, 这也与细胞增殖实验的结果相吻合。

在细胞发生自噬时, 形成的自噬体表面上的

LC3B会从胞浆转移到自噬体的表面膜上。用GFP
融合表达的LC3B质粒转染细胞后, 正常细胞GFP弥
散分布在细胞内, 如果有自噬体的形成, 将形成点状

或围绕自噬体呈环状荧光。其中, GFP(绿色)对酸性

敏感, 在自噬溶酶体中被降解, 只有mCherry的红色

荧光, 未与溶酶体融合的自噬泡呈中性, 既有绿光也

有红光。从图5中可以观察到, 随着EF25-(GSH)2浓

度的提高, 细胞质中点状荧光增强, 说明细胞自噬程

度提高。

2.3   EF25-(GSH)2对AMPK/Akt/mTOR通路的影响

AMPK/Akt/mTOR通路为细胞能量代谢的重

要调控通路, 为了研究EF25-(GSH)2对AMPK/Akt/
mTOR通路的影响, 我们用不同浓度的姜黄素以及
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图5  mCherry-GFP-LC3B在不同药物浓度处理的HepG2细胞中的分布

Fig.5  The distribution of mCherry-GFP-LC3B in HepG2 treated with drug of different concentrations
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EF25-(GSH)2处理HepG2后, 在24 h收集细胞, Western 
blot检 测AMPK-T172、Akt-Ser473及mTOR-Ser2448
磷酸化水平的变化, 发现EF25-(GSH)2处理使AMPK-
Thr172位点磷酸化水平上升而Akt-Ser473、mTOR-
Ser2448下降, 且随着浓度的增加效果增强(图6), 从
而激活AMPK, 抑制Akt/mTOR, 提示EF25-(GSH)2可

能通过激活AMPK/Akt/mTOR的能量代谢调控通路, 
从而抑制细胞的增殖, 促进细胞自噬使细胞死亡。

而在同等作用浓度下, 姜黄素作用后蛋白的磷酸化

趋势与EF25-(GSH)2基本一致, 但作用效果要远低于

EF25-(GSH)2。

为进一步探讨EF25-(GSH)2处理后所引起的对

AMPK/Akt/mTOR通路的影响是否特异, 本研究在

用EF25-(GSH)2处理的同时加入100 nmol/L的PI3K/
Akt, 特异性抑制剂渥曼青霉素后检测细胞存活率及

LC3B活性的变化(图7)。结果显示: 在EF25-(GSH)2

EF25-(GSH)2

EF25-(GSH)2 EF25-(GSH)2

Curcumin

Curcumin Curcumin

EF25-(GSH)2 Curcumin24 h
0 5 510 1020 20

P-AMPK

P-mTOR

P-Akt

Akt
β-actin

mTOR

AMPK

(A) (B)

(C) (D)
Concentration (μmol/L)

Concentration (μmol/L)Concentration (μmol/L)

**

**

**

**
**

**

**

**

**

*

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0

1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0

3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5

0
0 5 10 20 5 10 20

0 5 10 20 5 10 200 5 10 20 5 10 20

D
en

si
ty

 v
al

ue
 (m

TO
R

-S
er

24
48

/β
-a

ct
in

)

D
en

si
ty

 v
al

ue
 (A

kt
-S

er
47

3/
β-

ac
tin

)
D

en
si

ty
 v

al
ue

 (A
M

PK
-T

hr
17

2/
β-

ac
tin

)

(μmol/L)

EF25-(GSH)2
EF25-(GSH)2 +Wm

(A) (B)
*

**

Concentration (μmol/L)

C
el

l v
ia

bi
lit

y 
(%

)

100

80

60

40

20

0
0 5 10 20

EF25-(GSH)2 (μmol/L)

Wm (100 nmol/L)

24 h

10 10 20 20

LC3B-I
LC3B-II

β-actin

A: AMPK、mTOR、Akt磷酸化水平的检测(蛋白免疫印迹法); B、C、D: 分别为AMPK、mTOR、Akt灰度值(磷酸化蛋白/β-肌动蛋白)。实验

进行3次独立性的重复。*P<0.05, **P<0.01, 与0 μmol/L组比较。

A: the phosphorylation levels of AMPK, mTOR and Akt were detected by Western blot; B, C and D: the density value of AMPK, mTOR and Akt (phos-
phorylated protein/β-actin) respectively. Experiments were repeated three times independently. *P<0.05, **P<0.01 compared with the 0 μmol/L group.

图6  EF25-(GSH)2对AMPK/Akt/mTOR信号传导通路关键蛋白的影响

Fig.6  Effect of EF25-(GSH)2 on the key protein of AMPK/Akt/mTOR signaling pathway

A: 24 h HepG2细胞的存活率, *P<0.05, **P<0.01; B: LC3B蛋白表达量的检测。Wm: 渥曼青霉素。 
A: cell viability of HepG2 at 24 h, *P<0.05, **P<0.01; B: the expression levels of LC3B were detected by Western blot. Wm: wortmannin. 

图7  EF25-(GSH)2联合渥曼青霉素对HepG2细胞存活率及自噬相关蛋白LC3B表达量的影响 
Fig.7  Effect of EF25-(GSH)2 with or without wortmannin on the viability and expression level of 

autophagy-related protein LC3B of HepG2 cell line
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为10 μmol/L、20 μmol/L时与单独加药组相比, 渥
曼青霉素组细胞存活率分别升高了11%、18%左右, 
呈现显著性差异、极显著性差异(图7A); 另一方面, 
10 μmol/L、20 μmol/L的EF25-(GSH)2加渥曼青霉素

处理组的LC3B-I降解成LC3B-II的比例减少(图7B)。
实验结果说明, 当渥曼青霉素抑制自噬后, 细胞存活

率增加, 提示在本实验中, EF25-(GSH)2对HepG2细
胞处理极大可能是通过调节AMPK/Akt/mTOR通路

引起细胞自噬从而使细胞死亡。 
2.4   EF25-(GSH)2抑制荷瘤鼠肿瘤生长

为了检测EF25-(GSH)2是否具抑制肝肿瘤生长

的活性, 我们将HepG2细胞植入裸鼠背部皮下并让

其增殖形成200 mm3的皮下肿瘤块。对建模成功的

模型鼠进行分组, 顺铂及EF25-(GSH)2处理组的裸鼠

每天进行1 mol/kg的腹腔给药注射(n=6), 空白组的

裸鼠(n=6)进行相同体积PBS的腹腔注射, 给药周期

为30 d。结果显示, EF25-(GSH)2处理组的裸鼠所荷

肿瘤生长缓慢, 与空白对照组差异显著, 其抑瘤效果

甚至优于顺铂(图8)。为了检测EF25-(GSH)2的腹腔

注射是否影响正常小鼠的生理特征和健康状况, 我
们同时给未荷瘤的裸鼠腹腔注射相同剂量的EF25-
(GSH)2, 结果小鼠健康状况良好, 检测脾重、肝重和

体重都未见明显变化, 提示EF25-(GSH)2的腹腔注射

对正常小鼠没有明显毒性。

3   讨论
本研究发现, 姜黄素类似物EF25-(GSH)2对肝癌

细胞系的增殖有显著的抑制作用。细胞增殖检测的

结果证明, EF25-(GSH)2对肝癌细胞有选择性杀伤作

用, 在显著抑制肝癌细胞系增殖的同时, 对正常肝细

胞系保持相对较低的抑制率, 其对正常细胞系的毒

性虽略大于姜黄素, 但对肝癌细胞系的半数抑制率

却远远低于姜黄素, 其抑制效果甚至超过了目前肝

癌的常用化疗药物顺铂, 因此只要选择合适的药物

作用浓度, 即可达到杀伤肿瘤细胞而不损伤正常细

胞的理想效果。实验结果显示, EF25-(GSH)2对肝癌

细胞系的抑制效果呈现剂量依赖性和时间依赖性, 
随着药物作用时间延长至48 h, EF25-(GSH)2的浓度

在20 μmol/L左右时, 其正常细胞系毒性极低, 但对

肝癌细胞系的抑制率已经达到80%左右。体内实验

结果证明, EF25-(GSH)2在动物体内亦可发挥很好的

生物活性, 而且与体外实验结果一致, EF25-(GSH)2

治疗后没有引起肝癌模型鼠的体重下降, 用EF25-
(GSH)2对正常鼠给药后也未观察到明显的体重变化

和脏器的病变, 这些结果证明EF25-(GSH)2是一种低

毒性的药物。

对EF25-(GSH)2的作用机理的探讨也取得了一

些值得深入研究的实验结果。首先, 从对肿瘤细胞

形态变化的观察结果来看, 在电镜下细胞有大量自

噬泡和空泡化现象的产生, 并随着浓度和时间的增

加而增强。Western blot检测LC3B表达以及LC3B
质粒转染实验也说明了细胞自噬的产生。我们还

发现, EF25-(GSH)2处理细胞后引起了AMPK磷酸

化量的增加以及mTOR和Akt磷酸化的降低, 与许多
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图8  EF25-(GSH)2荷瘤裸鼠体内实验结果

Fig.8  The tumor-bearing nude mice experimental results which treated by EF25-(GSH)2
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文献报道的姜黄素对肿瘤细胞相关蛋白磷酸化的

作用相似[25-26], 但效果更加明显。目前已经有大量

报道证明, AMPK/Akt/mTOR通路与肿瘤有密切关

系, 肿瘤细胞有不同于正常细胞的代谢特征, 细胞内

AMP/ATP含量的下降会导致AMPK的活化[27-29]。实

验证实, 通过细胞内AMPK的激活降低mTOR和Akt
信号蛋白的表达, EF25-(GSH)2在HepG2细胞中引发

了自噬进程, 而其中间过程仍需要进一步的实验来

证明。与文献报道的其他姜黄素类似物比较, 我们

推测EF25-(GSH)2之所以延长作用时间后抑制效果

大大增加, 并且对正常细胞毒性较小, 可能是谷胱甘

肽(GSH)联合物能清除肿瘤细胞死亡过程中产生的

自由基等有害物质并对正常细胞起到了一定保护作

用的效果[30]。EF25-(GSH)2使细胞质中迅速产生大

量的空泡而细胞核形态变化缓慢, 也说明了EF25-
(GSH)2可能对细胞核内遗传物质的损伤较小而通过

能量代谢的调节使肿瘤细胞死亡, 可能成为一种新

型安全的抗癌药物。

在本研究中, 我们首次通过体外实验和体内

实验验证了姜黄素类似物EF25-(GSH)2的抗肝癌效

果, 并同时证明了它对正常细胞毒性较小。我们还

对EF25-(GSH)2抗肝癌的作用机理进行了初步探讨。

研究结果不仅为EF25-(GSH)2作为肝癌化疗药物的

临床应用提供了重要的实验基础, 还为继续开发姜

黄素类似物提供了一定的理论依据。
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