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姜黄素抑制HMGB1-NF-κB信号通路减轻脂多糖诱导新生大鼠急性肺损伤

实验研究
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摘 要：目的 分析姜黄素抑制高迁移率族蛋白B1（HMGB1）-核转录因子 κB（NF-κB）信号通路减轻脂多糖（LPS）诱导

新生大鼠急性肺损伤（ALI）的作用。方法 将 60只新生SD雄性大鼠随机分为对照组、模型组、地塞米松（阳性药，2 mg·kg−1）

组和姜黄素低、中、高剂量（1.5、3.0、6.0 mg·kg−1）组，每组 10只。除对照组外，所有大鼠采用腹膜内注射LPS（3 mg·kg−1）建立

ALI模型。注射 LPS 约 6 h 后开始 ip 给药，每天 1 次，连续 7 d，模型组和对照组大鼠 ip 等体积的 0.1% DMSO。通过血氧分

压（PaO2）和肺干湿质量比（W/D）评估新生大鼠肺水肿情况；HE染色检测各组大鼠肺组织损伤；ELISA法检测新生大鼠

支气管肺泡灌洗液（BALF）氧化应激指标超氧化物歧化酶（SOD）、髓过氧化物酶（MPO）、丙二醛（MDA）和谷胱甘

肽（GSH）水平，BALF中白细胞介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）和HMGB1水平；Western blotting法检测大鼠

肺组织胞核NF-κB、胞浆NF-κB和磷酸化核因子 κB抑制因子α（p-IκBα）蛋白表达。结果 与对照组相比，模型组新生大鼠

肺泡腔有渗出、肺组织结构紊乱、细胞核固缩深染、伴随大量的炎性细胞浸润，病理评分显著升高（P＜0.01）；PaO2、BALF

中 SOD 和 GSH 水平显著降低（P＜0.01）；肺 W/D，BALF 中 MPO 和 MDA 水平，BALF 中 IL-6、TNF-α和 HMGB1 水平，

NF-κB胞核/胞浆比例和胞浆 p-IκBα蛋白表达水平显著升高（P＜0.01）。与模型组相比，姜黄素高、中剂量组和地塞米松组

大鼠肺组织病理损伤减轻，肺泡腔渗出、炎性细胞浸润明显减少，病理评分显著降低（P＜0.05、0.01）；PaO2、BALF中 SOD和

GSH水平显著升高（P＜0.05、0.01）；肺W/D，BALF中MPO、MDA水平，BALF中 IL-6、TNF-α和HMGB1水平，NF-κB

胞核/胞浆比例和胞浆 p-IκBα蛋白表达水平显著降低（P＜0.05、0.01）。结论 姜黄素可以通过抑制HMGB1-NF-κB信号通路

减轻LPS诱导的新生大鼠ALI。
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Curcumin alleviating lung inflammation in lipopolysaccharide-induced acute

lung injury by inhibiting HMGB1-NF-κB signaling pathway in neonatal rats
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Abstract: Objective To analyze the mechanism of curcumin on alleviating lung inflammation in lipopolysaccharide (LPS) induced

acute lung injury (ALI) by inhibiting high mobility group B1 (HMGB1) - nuclear factor κB (NF-κB) signaling pathway in neonatal

rats. Methods Sixty neonatal male SD rats were randomly divided into control group, model group, dexamethasone (positive drug,

2 mg·kg−1) group and curcumin low-dose, medium-dose and high-dose (1.5, 3.0 and 6.0 mg·kg−1) groups, with 10 rats in each group.

ALI model was established by intraperitoneal injection of LPS (3 mg·kg−1) in all rats except the control group. About 6 h after LPS

injection, ip administration was started, once a day, for seven consecutive days, and 0.1% DMSO of equal volume was ip to rats in

model group and control group. Lung edema of neonatal rats was evaluated by partial pressure of blood oxygen (PaO2) and lung dry-

wet weight ratio (W/D). HE staining was used to detect lung tissue injury. The levels of oxidative stress indexes [superoxide

dismutase (SOD), myeloperoxidase (MPO), malondialdehyde (MDA), and glutathione (GSH)], interleukin 6 (IL-6), tumor necrosis

factor α (TNF-α) and high mobility group protein B1 (HMGB1) in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) were detected by ELISA.
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The expressions of nucleus NF-κB, cytoplasmic NF-κB and phosphorylated inhibitor of nuclear factor κBα (p-IκBα) in lung tissues

were detected by Western blotting. Results Compared with control group, the alveolar cavity of neonatal rats in model group had

exudation, lung tissue structure disorder, nuclear pyknosis and deep staining, accompanied by a large number of inflammatory cell

infiltration, and the pathological score was significantly increased (P < 0.01). Compared with control group, PaO2 and the levels of

SOD and GSH in BALF of rats in model group were significantly decreased (P < 0.01). Compared with control group, lung W/D,

MPO and MDA levels in BALF, IL-6, TNF-α and HMGB1 levels in BALF, and nuclear/cytoplasmic ratio of NF-κB and cytoplasmic

p-IκBα protein expression level were significantly increased of rats in model group (P < 0.01). Compared with model group, the

lung pathological injury, alveolar exudation, inflammatory cell infiltration and pathological score of rats in curcumin high and

medium-dose groups and dexamethasone group were significantly reduced (P < 0.05, 0.01). Compared with model group, PaO2 and

the levels of SOD and GSH in BALF were significantly increased (P < 0.05, 0.01), lung W/D, the levels of MPO and MDA in

BALF, the levels of IL-6, TNF-α and HMGB1 in BALF, the nuclear/cytosol ratio of NF-κB and the protein expression of p-IκBα in

cytosol were significantly decreased (P < 0.05, 0.01) in curcumin high and medium-dose groups and dexamethasone group.

Conclusion Curcumin can alleviate lung inflammation in LPS induced ALI model by inhibiting HMGB1-NF-κB signaling pathway

in neonatal rats.

Key words: curcumin; acute lung injury; HMGB1-NF-κB signaling pathway; inflammatory factor; oxidative stress

急性肺损伤（ALI）是一种以弥漫性肺实质细胞

损伤为基础、肺水肿为病理特征的临床综合征，其

病理过程有多种炎症因子参与，涉及多条氧化应激

通路［1-3］。目前临床常用的治疗方法为机械通气，机

械刺激容易造成患者肺组织损伤；或采用吸入血管

舒张剂进行治疗，但效果不太理想。由于尚未有对

症 ALI的有效治疗方案，ALI的发病机制也错综复

杂，寻找一种明确有效的治疗方案仍是医学上需要

解决的问题［4-5］。

姜黄素是姜黄中提取的一种植物多酚，也是姜

黄发挥药理作用的重要活性成分。古代中国就将

姜黄应用于多种疾病的治疗中，现代药理研究表

明，姜黄有效成分具有强大的脂质调节、抗炎、抗氧

化和抗肿瘤作用［6-7］。研究表明［8-9］，姜黄素可以通

过调节多条细胞通路和多个分子靶点发挥对心血

管疾病、恶性肿瘤、免疫炎症相关性疾病和组织纤

维化等的治疗作用。地塞米松是具有强大抗炎作

用的糖皮质激素，参与调节细胞内信号转导途径来

抑制炎症反应，是有效治疗 ALI 的药物。研究表

明［10］，地塞米松能够抑制严重急性胰腺炎大鼠胰腺

核转录因子 -κB（NF-κB）p65 和高迁移率族蛋白

B1（HMGB1）的表达，减轻大鼠胰腺水肿和凋亡细

胞数量。脂多糖（LPS）诱导ALI的作用取决于其促

炎活性，LPS可诱导单核细胞浸润和聚集，促进炎性

细胞因子的合成和分泌，诱导肺泡上皮细胞凋亡。

本研究拟采用腹膜内注射 LPS 的方法制备新生大

鼠 ALI模型，以地塞米松为阳性药，观察姜黄素对

LPS 诱导的 ALI 大鼠肺部炎症的作用，并基于

HMGB1-NF-κB信号通路探讨其作用机制。

1 材料

1.1 实验动物

新生 SD雄性大鼠 60只，3～8日龄，体质量 8～

14 g，均购自河南省实验动物中心，实验动物生产许

可证号 SCXK（豫）2017-0001。所有动物均饲养在

无病原体环境中，温度为 25 ℃，湿度 50%，12 h 黑

暗/照明循环。动物实验均经过河南中医药大学第

二 附 属 医 院 动 物 伦 理 委 员 会 的 批 准（批 号

HNZYYDXDEFSYY20211021）。

1.2 主要试剂

LPS（Escherichia coli 055：B5，Sigma-Aldrich，

USA）；姜黄素（质量分数 98%，购于北京康瑞纳生

物科技有限公司，货号 A1642）；DMSO（阿拉丁公

司）；白细胞介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）

和高迁移率族蛋白B1（HMGB1）检测试剂盒均购自

深圳市科润达生物工程有限公司；超氧化物歧化

酶（SOD）、髓过氧化物酶（MPO）、丙二醛（MDA）和

谷胱甘肽（GSH）检测试剂盒均购于上海研生生化

试剂有限公司；NF-κB、p-NF-κB和核因子κB抑制因

子 α（IκBα）单克隆抗体均购于Abcam公司；细胞质

蛋白提取试剂盒、核蛋白提取试剂盒，均购自上海

碧云天生物技术有限公司。

1.3 主要仪器

BX60 型光学显微镜，日本 OLYMPUS 公司；

iMark680 多功能酶标检测仪，美国 Bio-Rad 公司；

Boche B123自动血气分析仪，Roche公司。

2 方法

2.1 动物分组、造模及给药

将 60只新生SD大鼠随机分为对照组、模型组、
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地塞米松（阳性药，2 mg·kg−1）组和姜黄素低、中、高

剂量（1.5、3.0、6.0 mg·kg−1，0.1% DMSO稀释）组，每

组 10 只。除对照组外，所有大鼠采用腹膜内注射

LPS（3 mg·kg−1，溶剂为聚乙二醇-400）建立 ALI 模

型［ 11］。注射约 6 h 后开始 ip 给药，每天 1 次，连

续7 d，模型组和对照组大鼠ip等体积的0.1% DMSO。

2.2 标本采集

末次给药后第 2天，2%戊巴比妥钠麻醉，通过

气管内注射 3次无菌 PBS缓冲液灌洗肺部，获得支

气管肺泡灌洗液（BALF），4 ℃、800×g离心 10 min

分离BALF上清液。从腹主动脉中采集血样。其中

5只用来检测肺水肿；另外 5只取左、右肺，左肺用生

理盐水冲洗后，制备成10%匀浆组织，暂存于−80 ℃

冰箱备用；右肺置于4%多聚甲醛中固定。

2.3 指标观察

2.3.1 各 组 大 鼠 肺 水 肿 检 查 通 过 血 氧 分

压（PaO2）和肺干湿质量比（W/D）评估肺水肿。

腹主动脉取血后，用自动血气分析仪测量 PaO2；右

肺称质量以测量湿质量（W），70 ℃下干燥右肺 48 h

至恒质量，测量干质量（D），计算W/D。

2.3.2 HE 染色检测各组大鼠肺组织损伤 常温

下，将大鼠右肺中叶置于新鲜配制的 4% 多聚甲醛

固定液中 72 h后进行石蜡包埋，于内侧 1/3处连续

切片，HE染色后，于显微镜下观察肺组织损伤。观

察肺泡充血、出血、白细胞渗出和肺泡壁损伤，分别

以 0～4分表示几乎无损伤、轻度损伤、中度损伤、重

度损伤和严重损伤。

2.3.3 ELISA法检测新生大鼠BALF中氧化应激相

关指标水平 取各组大鼠 BALF，ELISA 法测定

BALF 中 SOD、MPO、MDA 和 GSH 水平，严格按试

剂盒说明书操作。

2.3.4 ELISA法检测新生大鼠BALF中HMGB1与

炎症指标 TNF-α和 IL-6 水平 取各组大鼠 BALF，

采用ELISA法测定BALF中HMGB1、IL-6和TNF-α

水平，操作严格按试剂盒说明书进行。

2.3.5 Western blotting实验检测肺组织NF-κB通路

相关蛋白的表达 取大鼠肺组织匀浆，用细胞质蛋

白提取试剂盒提取细胞质蛋白，并使用核蛋白提取

试剂盒获得核蛋白。然后将蛋白质进行十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）电泳，电转到

聚偏二氟乙烯（PVDF）膜上。将膜与封闭缓冲液孵

育、洗涤，然后与 NF-κB（1∶2 000）、p-NF-κB（1∶

2 000）和 Iκ Bα（1∶2 000）一抗一起孵育过夜。使用

辣根过氧化物酶（HRP）偶联的二抗（1∶4 000）室温

孵育膜 2 h，电化学发光显像，以甘油醛-3-磷酸脱氢

酶（GAPDH）作为内参。

2.4 统计学分析

采用 SPSS 17.0 软件对所得数据进行分析，满

足正态分布的计量资料均以 x̄ ± s表示，采用单因素

方差分析比较多组间差异性，SNK-q比较多组两两

间差异。

3 结果

3.1 姜黄素对 LPS 诱导 ALI 新生大鼠肺水肿的

影响

如图1所示，模型组大鼠PaO2显著低于对照组，

W/D显著高于对照组（P＜0.01）；与模型组相比，姜

黄素高、中剂量组和地塞米松组大鼠PaO2水平显著

上升，W/D显著下降（P＜0.05、0.01），且姜黄素的作

用呈剂量相关性，姜黄素高剂量与地塞米松作用效

果相当。

3.2 姜黄素对LPS诱导ALI新生大鼠肺组织损伤

的影响

HE 染色结果显示，对照组新生大鼠肺泡结构

完整，未见明显病变；模型组和姜黄素低剂量组大

鼠肺泡腔有渗出，结构紊乱，细胞核固缩深染，伴随

大量的炎性细胞浸润；姜黄素高、中剂量组大鼠肺

组织病理损伤减轻，肺泡腔渗出、炎性细胞浸润明

显减少。与对照组相比，模型组病理评分显著升

高（P＜0.01）；与模型组相比，姜黄素高、中剂量组和

地塞米松组大鼠病理评分显著降低（P＜0.05、

0.01），且姜黄素的作用呈剂量相关性，姜黄素高剂

量与地塞米松作用效果相当。结果见图2。

3.3 姜黄素对 LPS诱导 ALI新生大鼠 BALF中氧

化应激相关指标的影响

与对照组相比，模型组新生大鼠BALF中SOD、

GSH水平显著降低，MPO、MDA水平显著升高（P＜

0.01）；与模型组相比，姜黄素高、中剂量组和地塞米

松组大鼠BALF中SOD、GSH水平显著上升，MPO、

MDA水平显著下降（P＜0.05、0.01）；且姜黄素的作

用呈剂量相关性，姜黄素高剂量与地塞米松作用效

果相当。结果见图3。

3.4 姜黄素对 LPS 诱导 ALI 新生大鼠 BALF 中

HMGB1与炎症指标TNF-α和 IL-6水平的影响

与对照组相比，模型组大鼠BALF中HMGB1、

IL-6和TNF-α水平显著升高（P＜0.01）；与模型组相

比，姜黄素高、中剂量组和地塞米松组大鼠BALF中

HMGB1、IL-6 和 TNF- α 水平显著下降（P＜0.05、

0.01），且姜黄素的作用呈剂量相关性，姜黄素高剂
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量与地塞米松作用效果相当。结果见图4。

3.5 姜黄素对LPS诱导ALI新生大鼠肺组织NF-κB

通路相关蛋白表达的影响

Western blotting检测结果（图 5）显示，与对照组

相比，模型组大鼠肺组织胞核NF-κB蛋白表达明显

升高，胞浆NF-κB蛋白表达水平明显降低，NF-κB胞

核/胞浆比例显著升高（P＜0.01），胞浆 p-IκBα蛋白

表达水平显著升高（P＜0.01）；与模型组相比，姜黄

素高、中剂量组和地塞米松组大鼠肺组织胞核NF-κB

蛋白表达水平明显降低，胞浆NF-κB蛋白表达水平

明显升高，NF-κB 胞核/胞浆比例显著降低（P＜

0.05、0.01），胞浆 p-IκBα表达水平显著降低（P＜

0.05、0.01）。且姜黄素的作用呈剂量相关性，姜黄

素高剂量与地塞米松作用效果相当。

4 讨论

ALI是以一种伴有全身性连锁炎症反应的临床

综合征，与大量释放的炎性介质有关，目前临床治

疗手段收获的治疗效果尚不理想。既往研究表明，

ALI可破坏肺泡上皮细胞和肺血管内皮细胞，进一

步可恶化发展为急性呼吸窘迫综合征等疾病，严重

时可导致患者死亡。研究显示ALI的疾病机制主要

与体内炎症因子的大量释放和氧化应激反应有关，

因此通过抑制相关信号通路间接抑制相关炎症因

子释放和降低氧化应激反应可能是一种潜在的有

效治疗手段［12-14］。

本研究结果显示，经中、高剂量姜黄素和地塞

米松治疗后，ALI大鼠肺 W/D 显著下降、PaO2水平

显著升高，并且高剂量姜黄素的效果与地塞米松相

当，证实姜黄素在ALI中可以起到保护肺组织的作

用，且随着姜黄素剂量增加效果更为明显，提示姜

黄素可以以剂量相关性的方式保护 ALI 中的肺组

织。正常状态下机体内存在少量自由基，ALI使得

体内自由基增多，产生氧化应激反应。SOD是生物

体内存在的一种抗氧化金属酶，它能够在机体氧化

与抗氧化平衡中起到至关重要的作用；GSH能帮助

机体保持正常的免疫系统功能，并具有抗氧化作

用；MPO可破坏多种靶物质，产生炎症反应；MDA

是氧化的最终产物，具有细胞毒性，MDA的水平可

以间接反映细胞受损的程度［15-16］。本研究结果显

示，姜黄素高、中剂量组和地塞米松组大鼠氧化应

激指标 SOD、GSH 水平明显升高，氧化应激指标

MPO、MDA水平明显降低，姜黄素高剂量组和地塞

米松组的效果无明显差异，说明姜黄素可以有效控

制氧化应激反应，并且随着姜黄素剂量增大效果

越好。

已有研究表明，IL-6是一种多功能的细胞因子，

可促进B淋巴细胞增殖和分化，可作为参与炎症反

应的细胞因子；TNF-α是机体最重要的炎症介质之

一，可以在炎症反应中趋化大量中性粒细胞，诱导

全身炎症反应；HMGB1是在 TNF-α等早期炎性因

子释放高峰过后巨噬细胞开始释放出一种DNA结

合核蛋白，是一种重要的促炎细胞因子，HMGB1可

以从激活的免疫细胞中主动调节，也可以从受伤的

细胞中被动调节，并发出组织损伤的信号［17-19］。本

研究结果显示，姜黄素高、中剂量组和地塞米松组

大鼠 BALF 中 IL-6、TNF-α、HMGB1 水平均明显降

低，姜黄素高剂量组和地塞米松组的效果无明显差

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05 ##P＜0.01

（1 mm Hg＝0.133 kPa）
**P < 0.01 vs control group；#P < 0.05 ##P < 0.01 vs model group

(1 mm Hg = 0.133 kPa)

图1 姜黄素对LPS诱导ALI新生大鼠肺水肿的影响（x
—
±s，n=5）

Fig. 1 Effects of curcumin on lung edema in neonatal rats

with LPS-induced ALI (x
—

±s, n=5)
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异，说明姜黄素可以有效减缓ALI引起的炎症反应，

保护肺组织，同时随着其剂量增加，改善炎症的效

果更好。

NF-κB作为普遍存在于胞浆的炎症转录因子，

其激活是肺部炎症疾病的重要特征之一，IκB可以

特异性覆盖 NF-κB 的核转录信号，阻止其入核与

DNA结合。LPS可以引起 IKK复合物激活，使 IκB

磷酸化，从而使NF-κB与 IκB解离，增强表达，构成

经典的NF-κB信号通路。其中 IκBα是该信号通路

中负反馈调节最强的蛋白。HMGB1可以结合不同
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图3 姜黄素对LPS诱导ALI新生大鼠BALF中氧化应激相关指标的影响（x
—
±s，n=10）

Fig. 3 Effects of curcumin on oxidative stress related indexes in BALF of neonatal rats with LPS-induced ALI (x
—
±s, n=10)
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图4 姜黄素对LPS诱导ALI新生大鼠BALF中HMGB1与炎症指标TNF-α和 IL-6水平的影响（x
—
±s，n=10）

Fig. 4 Effects of curcumin on HMGB1 and inflammatory indexes (TNF-α and IL-6) in BALF of neonatal rats with LPS-in‐

duced ALI (x
—
±s, n=10)

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05 ## P＜0.01
**P < 0.01 vs control group；#P < 0.05 ##P < 0.01 vs model group

图2 姜黄素对LPS诱导ALI新生大鼠肺组织损伤的影响（HE染色，×40，x
—
±s，n=5）

Fig. 2 Effects of curcumin on lung tissues injury in neonatal rats with LPS-induced ALI (HE staining, ×40, x
—
±s, n=5)
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的细胞表面受体，这些受体的激活导致 NF-κB 激

活，从而触发各种炎症和促炎性细胞因子。此外，

这些细胞因子水平的升高可诱导NF-κB活化，从而

使疾病状况恶化。因此，抑制该信号通路可以降低

炎症因子的释放，改善体内炎症水平［20-23］。本研究

结果显示，与模型组相比，姜黄素高、中剂量组和地

塞米松组大鼠胞浆NF-κB表达明显升高；胞核NF-

κB和胞浆 p-IκBα表达水平明显降低；与地塞米松组

相比，姜黄素高剂量组无明显差异。本研究结果初

步说明姜黄素可以通过抑制HMGB1-NF-κB信号通

路达到减轻ALI的目的，同时随着姜黄素剂量加大，

该抑制作用更明显。

本研究结果表明，姜黄素可以通过减轻氧化应

激反应，降低炎症因子水平，抑制HMGB1-NF-κB信

号通路来减轻由LPS诱导的ALI。
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