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摘要 目的 在爪蟾卵母细胞中建立人低密度脂蛋白受体（/"<A.;:9?B/9C"CD"?.9;D.@.C?"D，EFE7G）表

达系统，并研究姜黄素降脂作用的分子机理。方法 将含人EFE7G的表达质粒C$+&EFE导入细胞核中，

用免疫荧光、配体荧光以及免疫胶体金标记透射电镜等方法检测细胞膜上EFE7G的表达情况；用不同浓度

的姜黄素对爪蟾卵母细胞人EFE7G基因的表达进行干预，并用酶联免疫吸附分析法测定EFE7G的表达量。

结果 人EFE7G基因在爪蟾卵母细胞膜上得到表达；姜黄素具有增强其表达的作用，且有明显的量效关系。

结论 姜黄素降血脂和抗动脉粥样硬化的作用途径之一可以是通过促进EFE7G基因的表达，增加细胞对低

密度脂蛋白胆固醇的吸收，从而降低血清胆固醇。

关键词 姜黄素；爪蟾卵母细胞；基因表达；低密度脂蛋白受体；血脂
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从(%世纪1%年代起我们对中药姜黄中经醇提后

得到的总姜黄素进行了大量实验，发现姜黄素除具有

较强的抗氧化、抗感染、抗炎、抗凝、抗肿瘤作用外，能

显著地降低血清总胆固醇（-)）、甘油三酯（-W）、低密

度脂蛋白胆固醇（EFE7)）和载脂蛋白X7*%%（HC"X7
*%%），能抑制平滑肌细胞增殖，抑制氧化修饰EFE促

平滑肌细胞增殖和氧化EFE诱导的平滑肌细胞凋亡

等作用〔*〕。姜黄素还可能通过促进肝、肾上腺对EFE
的代谢，增加胆囊对EFE排泄，抑制脾对EFE的摄

取，从而起到降血脂和抗动脉粥样硬化作用〔(〕。为了

进一步阐述姜黄素在受体水平的作用机理，我们建立

了爪蟾卵母细胞人EFE受体（EFE7G）基因表达系统，

分析姜黄素对人类EFE受体基因表达的影响，从受体

水平研究姜黄素降低血清胆固醇的作用机理。

材料与方法

* 材料 成年雌性非洲爪蟾，购自中国科学院上

海细胞研究所，由本室饲养，可供常年使用；含人类

EFE7G基因质粒C$+&EFE由6:?";94，-4D?J大学分

子和细胞生物学研究所惠赠。胶原酶、胰蛋白酶和透

明质酸酶购自V9N84公司，F9U购自美国X9"?9J8公
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司，超级新生牛血清购自杭州四季青生物工程材料研

究所，!"#$培养基购自美国%&’()’*+公司，羊抗兔

&,%-.*/和羊抗兔&,%-0&1(购自华美生物工程公

司，兔抗牛+2+-*多克隆抗体由本室制备。

3 爪蟾卵母细胞的培养 冰块麻醉爪蟾，下腹部

酒精消毒后作!45左右切口，取出卵母细胞块放入培

养皿中，用 6789:9;8’<=>?’@A7BC>97D（6’A）培养液

〔E<(BF!G#H,，I(B$GJF,，E<.()H!GKK,，6,A)#·

J.3)3G$3,，6)/A!$G#",，用重蒸水定容至F$$
5B，标为L液；称取(<（E)H）3·#.3)$GJM,，(<(B3·

J.3)$G$",，用重蒸水定容至F$$5B，标为’液。用

时，L液、’液各稀释!$倍后!N!混合，1=9@调节O.
至JG#，每!$$$5B加庆大霉素J$5,〕清洗F次，加入

!5,／5B胶原酶，置3$P人工气候箱微微震荡，消化

过夜后倒去酶解液，用无钙6’A培养液清洗H次以去

除细胞之间的粘连。再用6’A培养液清洗F次。此

后加入6’A培养液在3$P人工气候箱中培养!?左

右，挑选!、"期正常发育的爪蟾卵母细胞。每!3?
更换!次6’A培养液，连续培养H天。用孕酮处理诱

导卵母细胞成熟生发泡破裂（,;=59D<BQ;@94B;R=;<S-
87TD，%U’2）的实验判别细胞的质量〔H〕。

H 29&-+2+的制备 健康人血浆经序列超速离

心后 获 得 密 度 !G$!K#!G$"$ 部 分，进 一 步 用

A;O?<=7@;"’凝胶柱过滤，获得纯化的+2+，取35,
+2+与3F5,不溶性马铃薯淀粉置于试管中涡旋震

荡，然后迅速用液氮冷冻、真空干燥器冷冻干燥。冻干

粉储存于#P，用时加入F5BV3$P的正庚烷，V3$P
孵育，每!$59D涡旋震荡!次。!GF?后3$$$=／59D
#P离心!$59D弃沉淀。重复上述操作!次，上清液

中加 入#GF5,29&，V3$P孵 育3?后 取 出 加 入

V3$P的正庚烷$G#5B，在冰浴中用高纯氮气吹干。

加入!$557B／+的1=949D;和$G$!W的叠氮钠!5B，

#P冰箱中孵育#!?，每隔一定时间取出混匀!次。

#P3$$$=／59D离心!F59D，取上清!3$$$=／59D离心

3$59D，重复!次，所得的上清含29&-+2+，于#P保

存〔#〕。以+7T=X法测定上清液中的蛋白质浓度。

# 人+2+-*基因在爪蟾卵母细胞中的表达 取

!、"期卵母细胞!$$个分为3组，在显微镜下进行卵

母细 胞 核 注 射，实 验 组 每 卵 注 入3$D,／3$DBOHGJ
+2+。对照组每卵注入3$DB无菌水。两组细胞放入

3$P人工气候箱培养，每!3?更换!次6’A培养液。

3天后取卵细胞以!5,／5B的透明质酸酶3$P消化

!$59D，用6’A清洗H遍。设计以下H组实验：（!）取

实 验组和对照组各3$个卵置3#孔板，每孔加$G35B

含$GFW牛血清白蛋白的 6’A培养液作用!?，6’A
清洗H遍。每孔加!NF$$稀释的兔抗牛+2+-*抗血

清$G35B，HJP孵育!?，6’A洗H遍，用#W甲醛溶液

固定!$59D，6’A洗H遍，每孔加!N!$$$稀释的羊抗

兔&,%-0&1($G35B，HJP孵育!GF?。用6’A洗H遍

后，卵母细胞压碎涂片，在荧光显微镜下观察。（3）取

实验组和对照组各3$个卵，在!5B含3$$,／5B29&-
+2+的6’A培养液中3$P人工气候箱孵育F?，#W
甲醛固定!$59D，用6’A洗H遍后将卵母细胞压碎涂

片，在荧光显微镜下观察。（H）取实验组和对照组各

!$个卵置3#孔板，每孔加$G35B含$GFW牛血清白

蛋白的6’A培养液作用!?，6’A清洗H遍，每孔加

!NF$$稀释的兔抗牛+2+-*抗血清$G35B，3$P孵育

3?，6’A洗H遍，每孔加!N!$$$稀释的胶体金标记

羊抗兔&,%，3$P孵育3?，6’A洗H遍后用FW戊二

醛固定液固定，用透射电镜检测。

F 姜黄素对爪蟾卵母细胞存活率的影响 设立

$GH、$G"、$GK、!G3和!GF$,／5BF种姜黄素浓度，每个

浓度培养F$个!、"期卵母细胞，3$P人工气候箱以

含药6’A培养液培养H天，每!3?更换!次含药

6’A培养液。H天后计算细胞的存活率。

" 姜黄素对人+2+-*基因表达的影响 取"$$
个!、"期爪蟾卵母细胞，每个卵母细胞核注射3$D,／

3$DB的OHGJ+2+，将其分为H个用药组和!个阴性

对照组。H个用药组分别用$GH、$G"、$GK$,／5B的姜

黄素6’A培养液培养，阴性对照组以6’A培养液培

养；3$P人工气候箱培养3天，每!3?更换!次培养

液。阴性对照组，取!F$个细胞，每卵注射3$DB无菌

水，以6’A培养液培养，其余培养条件同前。3天后

各组卵母细胞平均分为F个复孔样本置3#孔板，以

!5,／5B的透明质酸酶3$P人工气候箱消化!$59D，

6’A清洗H遍。含$GFW牛血清白蛋白的6’A培养

液封闭!?，6’A清洗H遍。然后每孔加!NF$$兔抗

牛+2+-*抗血清$G35B，3$P孵育!GF?。以6’A洗

H遍，用#W甲醛溶液固定!$59D。以 6’A洗H遍。

每孔加羊抗兔&,%-’97（!NF$$）$G35B，以 6’A洗H
遍，各孔加!NF$$亲和素-.*/$G35B，3$P孵育!GF
?。以6’A洗H遍，每孔加显色液$G!5B，暗箱显色

H$59D后每孔加3$W的硫酸$G!5B终止反应。H$$$
=／59D离心H59D，每管取上清$G!5B，酶标仪#K3D5
检测。

J 统计学方法 计量资料样本均数，采用双尾!
检验。
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结 果

! 爪蟾及爪蟾卵母细胞的培养结果 本实验室

饲养的非洲爪蟾生活良好，无死亡。剖腹手术所得的

卵母细胞质量稳定，孕酮处理诱导卵母细胞成熟实验

结果表明，"#$连续培养%天的卵母细胞平均存活率

达&’(以上。

) 人*+*,-基因的表达 !、"期卵母细胞经

核注射.%/0*+*质粒，经"#$培养液培养)天后用

免疫荧光法检测可见细胞膜上有明显的1234绿色荧

光（见图!5）；红色+62,*+*配体荧光检测可见细胞膜

上有明显的+62红色荧光（见图!#）；免疫胶体金电镜

检测可见细胞膜上有内吞的胶体金颗粒（见图!4）。

对照组未经核注射的卵母细胞则未见细胞膜有1234
绿色荧光和+62红色荧光；免疫胶体金电镜也未检测

到细胞膜上有内吞的胶体金颗粒。上述%个实验均证

明本实验所构建的人类*+*,-基因表达质粒在爪蟾

!、"期卵母细胞中可以高效表达。

% 姜黄素对爪蟾卵母细胞存活率的影响 见表

!。爪蟾!、"期 卵 母 细 胞 用 含 不 同 浓 度 姜 黄 素 的

"#$培养液培养%天后，可见7/&#8／9:以下姜黄素

浓度对"#$培养的爪蟾卵母细胞存活率可达到&7(
以上，但!/)#8／9:以上姜黄素浓度对"#$培养的爪

蟾卵母细胞存活率有下降的趋势。

; 姜黄素对人*+*,-基因表达的影响 见表

表! 不同浓度的姜黄素对爪蟾卵母细胞存活率的影响

姜黄素浓度
（#8／9:）

细胞培养数
（个）

细胞存活数
（个）

细胞存活率
（(）

!/’ ’7 ;7 <7
!/) ’7 ;) <;
7/& ’7 ;’ &7
7/= ’7 ;< &=
7/% ’7 ;= &)
7/! ’7 ;= &=
7 ’7 ;< &=

)。姜黄素可增加*+*,-基因表达量，与阴性对照组

比较差异均有显著性，且有很好的量效关系。

表" 姜黄素对人*+*,-基因表达的影响 （!!>"）

组别 核注射 复孔数 ?+
姜黄素7/%#8／9: )7@8.%/0*+* ’ 7/!’’>7/7%;"
姜黄素7/=#8／9: )7@8.%/0*+* ’ 7/!<’>7/7%=""
姜黄素7/&#8／9: )7@8.%/0*+* ’ 7/)’)>7/7%7""

阴性对照 )7@8.%/0*+* ’ 7/!);>7/77)
正常对照 )7@8无菌水 ’ 7/7==>7/77’

注：与阴性对照组比较，"##7/7’，""##7/7!；正常对照与阴性

对照细胞均用不含姜黄素"#$培养

讨 论

目前，虽然在中药降血脂抗动脉粥样硬化作用机

理的研究中已作了大量的工作，但受到研究手段和方

法学的限制，只停留在脂质、脂蛋白和载脂蛋白的分析

测定，很少涉及到脂与脂蛋白代谢关键酶、脂蛋白受体

和从基因水平研究这些降脂中药的作用部位和作用机

制。现代细胞生物学、生物化学和分子生物学技术和

方法为我们从微观角度阐明降脂中药的作用机理提供

了可能性。

非洲爪蟾是一种较易获得的实验材料，爪蟾卵母

细胞用于对中药作用机理的研究具有两大优点，一是

卵母细胞中具备转录、修饰和胞内运输等必要的部件

和功能，因此外源9-A5或B+A5能够被表达，产生

具有功能性的蛋白质；二是卵母细胞具有较大的表面

积，直径在!/)99左右，便于显微注射操作和对表达

蛋白的检测等。目前已有许多实验将真核细胞膜蛋白

和酶蛋白的9-A5注入到爪蟾卵母细胞中，证明其编

码的蛋白质具有酶活性和能够整合到卵母细胞膜上并

显示天然的膜功能。如邵煌等从新生大鼠脑组织中提

取总的-A5，经显微注射法注入非洲爪蟾卵母细胞

后，其翻译系统能够利用外源9-A5合成具有催化活

性的胆碱酯酶〔’〕。顾饶胜等注射大鼠脑A,甲基,+,天

门冬氨酸受体研究丙戊酸钠对此受体的影响〔=〕。杨绍
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华等将大鼠睾丸的!"#$微注射进入爪蟾卵母细胞

中研究大鼠睾丸%$&$样受体在不同发育时期的表

达情况〔’〕；聂辉等利用非洲爪蟾卵母细胞为表达体系

研究了()*和()+嘌呤受体的共存及相互作用〔,〕。

因此爪蟾卵母细胞作为“宿主”已被广泛地用于外源蛋

白结构与功能研究的实验手段〔-，./〕。

我们选择两栖类爪蟾卵母细胞作为实验平台，建

立了爪蟾常规饲养方法和用酶解法制备去卵巢膜和滤

泡膜的卵母细胞，使其损伤程度最小。在进行药物对

0102"基因表达干预作用的研究中，必须了解爪蟾卵

母细 胞 膜 上 是 否 有 内 源 性 0102"，我 们 对 未 注 射

0102"表达质粒的卵母细胞进行测定，免疫荧光法、

1342010配体荧光法和金标免疫电镜均未检测到细胞

膜上内源性0102"的表达。当卵母细胞核注入0102
"基因表达质粒后则上述5种方法均可见到0102"
的表达。因此实验证明我们所注射的人类0102"基

因表达质粒能够在爪蟾卵母细胞中进行高效表达。

为了阐述姜黄素降血脂的作用机理，我们将人

0102"基因的表达质粒导入爪蟾卵母细胞核中，观察

姜黄素对010受体基因表达的干预作用。为了确定

用药浓度，试验从/65!7／!8到.69!7／!89个不同浓

度的姜黄素对爪蟾卵母细胞存活率的影响。结果发现

/6-!7／!8以下姜黄素浓度对 :&;培养的爪蟾卵母

细胞存活率可达到-/<以上，但.6)!7／!8以上姜黄

素浓度对:&;培养的爪蟾卵母细胞存活率有下降的

趋势，因此推测高浓度姜黄素对培养的卵母细胞有一

定的毒副作用，而低浓度姜黄素则具有药效学作用。

因此在姜黄素对人0102"基因表达影响的研究中，我

们选择/65、/6=、/6-!7／!8高中低5个剂量姜黄素浓

度，实验证明姜黄素可增加0102"基因的表达量，且

有很好的量效关系。

综上所述，我们得到以下几个结论：（.）爪蟾"、#
期卵母细胞中没有内源性0102"表达，因此可以通过

导入外源性0102"基因，使之很好的表达，并用于降

脂中药在受体水平上的分析研究。（)）姜黄素能增加

爪蟾卵母细胞对外源导入的0102"基因的表达，因此

姜黄素可能通过促进0102"基因表达这一途径降低

血清>?、0102?和@AB&2.//含量，起到降血脂和抗动

脉粥样硬化作用。（5）爪蟾卵母细胞是一个良好的基

因表达系统，可作为中药高效选择和新药开发，以及从

分子水平上研究中药作用机理的实验平台，有助于从

分子生物学水平上阐述中医基本理论；适用于中医不

同治法、不同方药对不同疾病作用机理的研究。
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