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姜黄素下调NF-κB信号通路抑制化学缺氧诱导的U87细胞炎症反应

胡 晨，汪玉馨，孟长虹*

江苏省食品药品监督检验研究院，江苏 南京 210019

摘 要： 目的 研究姜黄素对化学缺氧所致人源性神经星形胶质瘤细胞系U87炎症反应的影响，并探讨相关分子机制。方

法 100 μmol/L CoCl2处理U87细胞不同时间（1、3、6、12、24 h），实时荧光定量PCR（qRT-PCR）法检测炎症因子白细胞

介素-1β（IL-1β）、白细胞介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α） mRNA表达变化。100 μmol/L CoCl2处理U87细胞 12 h

制备化学缺氧模型，同时给予 1、5和 10 μmol/L姜黄素处理，对照组（不添加CoCl2）和模型组给予等体积DMSO；qRT-

PCR 法检测 IL-1β、IL-6、TNF-α mRNA 表达变化；Western Blotting 法检测 NF-κB/P65 蛋白磷酸化水平及核转位。结果

CoCl2上调U87细胞 IL-1β、IL-6、TNF-α mRNA水平并呈时间相关性，炎症反应在约 12 h达到高峰。与模型组比较，姜黄

素显著下调炎症因子 IL-1β、IL-6和TNF-α的mRNA水平，5和 10 μmol/L浓度组差异显著（P＜0.05）；显著下调 p65的磷酸

化水平（P＜0.05）；导致细胞核内NF-κB/p65蛋白显著减少、细胞质中NF-κB/p65蛋白显著增加（P＜0.05）。结论 姜黄素

通过下调NF-κB信号通路抑制化学缺氧诱导的U87细胞炎症反应。
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Curcumin inhibits chemical hypoxia-induced astrocyte inflammation

HU Chen, WANG Yuxin, MENG Changhong

Jiangsu Institute of Food and Drug Control, Nanjing 210019, China

Abstract: Objective to investigate effects of traditional Chinese herbal extract monomer- curcumin (Cur) on astrocyte inflammation

induced by hypoxia.Methods cobalt chloride (CoCl2) was applied to the astrocyte cell line U87 resulting in cellular hypoxia. The

changes of inflammatory cytokines after hypoxia and Cur treatment were determined by real-time reverse transcription polymerase

chain reaction. The effects of Cur on NF -κB signaling pathway and nuclear translocation in hypoxic U87 cells were studied by

Western Blotting. Results CoCl2 up-regulated the transcriptional level of astrocyte inflammatory cytokines in a dose-dependent

manner, and Cur significantly inhibited inflammation of astrocyte induced by chemical hypoxia. CoCl2-induced chemical hypoxia

lead to increased phosphorylation of p65 in the cytosol and promotes nuclear translocation of p65. Cur pretreatment significantly

inhibited the activation of the above signaling pathway. Conclusion Cur exerts neuroprotective effects by inhibiting NF-κB signaling

pathway and down-regulation of astrocyte inflammation induced chemical hypoxia.
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姜黄素是一类从姜黄等姜科和天南星科植物

根茎中提取的低分子量多酚化合物。我国早在《唐

本草》中就有报道，其味辛苦，大寒，无毒［1］。现代医

学研究识表明，姜黄素具有抗炎、抗氧化、抗菌、抗

病毒和抗肿瘤等广泛的药理活性，且药物毒性低、

不良反应小［2-5］。姜黄素具备成为多种疾病临床治

疗药物的潜能，但目前其对神经疾病的治疗作用及

相关机制研究较少。

缺氧性脑损伤是临床高发脑病，与脑血栓、脑

外伤、肝功损伤等多种致病因素密切相关，治疗后，

脑内供血供氧恢复，诱导神经细胞，尤其是星形胶

质细胞的异常激活。激活的胶质细胞触发炎症反

应，加剧脑神经的次级损伤和脑功能恢复障碍，成

为当前缺氧性脑损伤治疗面临的重大医学问题［6］，

如何改善缺氧后脑功能恢复成为当前药物研究的

热点。
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CoCl2处理细胞能抑制类血红素蛋白的合成与

功能，促进缺氧诱导因子-1（HIF-1α）表达，导致活性

氧（ROS）蓄积等，一系列变化与神经细胞缺氧损伤

的反应类似。既往研究发现，CoCl2在体内体外均可

成功模拟神经细胞的缺氧损伤［7］，且其所致化学缺

氧与神经胶质激活及其炎症密切相关［8］。由于使用便利，

理化性质稳定等独特优势，CoCl2逐渐成为诱导神经细胞

慢性缺氧损伤的首选药物，尤其是在体外造模中应用广

泛［9］。本研究采用这一化学缺氧模型，研究姜黄素治疗缺

氧所致神经胶质炎症的药效及相关分子机制。

1 材料

1.1 细胞

人源性神经星形胶质瘤细胞系U87，来自美国

模式菌种收集中心（ATCC）。

1.2 药物及主要试剂

姜黄素、无水 CoCl2，分析纯（AR，质量分数>

99%）级，（南京良纬生物科技有限公司）；细胞培养

基DMEM、胎牛血清、青霉素、链霉素，（维森特生物

技术有限公司）；逆转录试剂盒（TaKaRa，Otsu，

Shiga，Japan）；半定量 SYBR PCR 试剂盒（TaKaRa

Bio）；RIPA 裂解缓冲液（Beyotime Inc，Shanghai，

China）；BCA 试 剂 盒（Beyotime Inc，Shanghai，

China）；NE-PER细胞质、核蛋白提取试剂盒（Pierce

Biotechnology）；磷酸化 p65（Ser536）、NF-κB/p65抗

体（博奥森，中国北京）；抗 β-肌动蛋白抗体（博士

德，中国武汉）；二抗（中杉，中国北京）；ECL免疫印

迹分析试剂盒（密理博，中国北京）。

1.3 主要仪器

二氧化碳细胞培养箱、生物安全柜和 Realtime

PCR仪，购于美国Thermo公司；免疫电泳槽、半干转

仪 和 电 泳 仪 ，购 于 Bio - Rad 公 司 ；Stratagene

MX3000P实时荧光定量PCR仪，购于Agilent，CA。

2 方法

2.1 细胞培养

用含 10%胎牛血清的DMEM培养基，添加 100

U/mL青霉素和 100 μg/mL链霉素，于 60、100 mm培

养皿中培养U87细胞，细胞培养箱条件为 37 ℃、5%

CO2。

2.2 CoCl2诱导缺氧时间的确定

2.2.1 细胞分组及 CoCl2 处理 用无菌水配制

100 mmol/L 的CoCl2并过滤除菌，分装后－20 ℃避

光贮存备用。参照已有文献报道［5］，U87细胞复苏

传至 3代后，消化收集细胞，接种于 24孔板中，待细

胞生长至铺满底面的 80%，均更换无血清培养基，

分为对照组、100 μmol/L CoCl2处理不同时间（1、3、

6、12、24 h）组。

2.2.2 实时荧光定量PCR（qRT-PCR）法检测炎症因

子 mRNA 表达 CoCl2处理结束后，实时荧光定量

PCR（qRT-PCR）法检测炎症因子白细胞介素 1β（IL-

1β）、白细胞介素 6（IL-6）、肿瘤坏死因子 α（TNF-α）

mRNA表达。采用Trizol试剂从细胞中提取和纯化

总 RNA，应用逆转录试剂盒按照说明书的操作步

骤，逆转录为 cDNA。接着应用半定量 SYBR PCR

试剂盒进行 qRT-PCR反应，于 Stratagene MX3000P

实时荧光定量 PCR仪上运行。β-actin作为内参，采

用 ΔΔCt法定量。所用引物序列均由南京金斯瑞生物

科技有限公司合成，序列见表1。

2.3 姜黄素对炎症因子mRNA表达的影响

细胞培养及接种操作同“2.2.1”项，更换无血清

培养基，分为对照组、模型组和姜黄素 1、5、10 μmol/

L组，模型组和姜黄素组均给予 100 μmol/L CoCl2处

理，姜黄素组同时给予相应浓度的姜黄素DMSO溶

液，对照组和模型组给予等体积DMSO。给药 12 h

后收集细胞，检测炎症因子 IL-1β、IL - 6、TNF -α

mRNA表达，方法同“2.2.2”项。

2.4 姜黄素对NF-κB/P65蛋白表达的影响

2.4.1 总蛋白提取及胞质和胞核蛋白分离 U87接

种于 6孔板中，待细胞生长至铺满底面的 80%，均更

换无血清培养基，分为对照组、模型组和姜黄

素 10 μmol/L 组。模型组和姜黄素组均给予 100

表1 引物序列

Table 1 Primer sequences

基因

IL-1β

IL-6

TNF-α

β-actin

上游引物（5’-3’）

GGCCCTAAACAGCTGAAGTGC

CAATCTGGATTCAATGAGGAGAC

AGCCCATGTTGTAGCAAACC

CCCAGCACAATGAAGATCAAGAT

下游引物（5’-3’）

CATGGCCACAACAACTGACG

CATTTGTGGTTGGGTCAGGG

CTGATGGTGTGGGTGAGGAG

GGACTCGTCATACTCCTGCTT
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μmol/L CoCl2处理，姜黄素组同时给予相应浓度的

姜黄素 DMSO 溶液，对照组和模型组给予等体积

DMSO。给药 12 h后收集细胞，加入含 1 mmol/L苯

甲基磺酰氟的RIPA裂解缓冲液诱导细胞裂解，使用

BCA试剂盒测定蛋白总含量。

应用NE-PER细胞质和胞核蛋白提取试剂盒分

离胞质和胞核蛋白，将 U87 细胞与 200 μL 冰冷的

CER I试剂混合，剧烈振荡后，冰水浴 10 min。再加

入 11 μL冰冷的CER II，离心并提取上清液，为细胞

质蛋白。将沉淀物振荡，重新悬浮在冰冷的NER试

剂中，4 ℃，16 000×g离心 10 min，提取上清液，为核

蛋白，均储存在－80 ℃保存。

2.4.2 Western blotting法检测 p65蛋白表达 将上

述蛋白加入 5×上样缓冲液后煮沸 5 min变性，冰上

冷却。采用 10% 的 SDS-PAGE 凝胶电泳分离蛋白

样 品 ，然 后 转 移 到 PVDF 膜 。 封 闭 后 给 予 p-

p65（Ser536）、NF-κB/p65和 β-actin抗体孵育液，4 ℃

过夜，漂洗 3遍后加入相应二抗，孵育 1 h 后漂洗 3

遍。采用ECL免疫印迹分析试剂盒曝光拍照，进行

蛋白质条带灰度分析。

2.5 数据统计分析

采用SPSS 22.0进行统计学分析，数据均以 x̄ ± s
表示，多组间显著性用单因素方差分析，组间两两

比较采用 t检验。

3 结果

3.1 CoCl2诱导缺氧时间的确定

100 μmol/L CoCl2作用于 U87细胞制备体外缺

氧模型，qRT-PCR结果表明，炎症因子 IL-1β、IL-6和

TNF-α的 mRNA 水平在 CoCl2作用 6、12、24 h 后显

著上调，与对照组比较差异具有统计学意义（P＜

0.05），且呈时间相关性。CoCl2所致炎症反应在约

12 h达到高峰，后续研究选择造模时间为 12 h。结

果表明，化学缺氧能诱导 U87 细胞炎症因子表达，

增强其活化和炎症反应。结果见图1。

3.2 姜黄素对化学缺氧诱导的炎症因子表达的

影响

如图 2所示，与对照组比较，模型组 IL-1β、IL-6

和 TNF-α的 mRNA 水平显著升高（P＜0.05）；与模

型组比较，姜黄素下调炎症因子IL-1β、IL-6和TNF-α的

mRNA 水平 ，其中 5、10 μmol/L 浓度组差异显

著（P＜0.05）。结果提示，姜黄素通过下调缺氧诱

导的炎症因子表达，阻断缺氧后神经胶质细胞的激

活及其相关次级神经损伤，发挥对缺氧性脑病的保

护作用。

3.3 姜黄素对化学缺氧诱导NF-κB/P65蛋白磷酸

化的影响

核转录因子 NF-κB 激活是诱导炎症因子表达

的重要机制之一［10］，为进一步揭示姜黄素抑制胶质

炎症的分子机制，检测 10 μmol/L 姜黄素处理化学

缺氧 U87 细胞后 P65 蛋白磷酸化水平。如图 3 所

示，与对照组比较，模型组 p65蛋白的磷酸化水平显

著升高（P＜0.05）；给予姜黄素处理显著下调 p65的

磷酸化水平，与模型组比较差异具有统计学意

义（P＜0.05）。与模型组比较，姜黄素处理后还导

致细胞核内 NF-κB/p65 蛋白显著减少、细胞质中

NF-κB/p65蛋白显著增加（P＜0.05）。结果表明，姜

黄素抑制化学缺氧导致的 NF- κB 活化与核转

位，提示姜黄素可能通过阻断 NF-κB 信号通路

的激活，参与了调节星形胶质细胞的激活及其

相关神经炎症。
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对照   1    3    6   12   24 

      100 mmol·L−1
 CoCl2处理/h 

对照   1    3    6   12   24 

      100 mmol·L−1
 CoCl2处理/h 

对照   1    3    6   12   24 

      100 mmol·L−1
 CoCl2处理/h 

   

与对照组比较：*P＜0.05
*P < 0.05 vs control group

图1 CoCl2作用不同时间后U87细胞炎症因子 IL-1β、IL-6、TNF-α mRNA水平变化（x
    

    
   ±s，，n = 3）

Fig. 1 Changes of IL-1β，IL-6 and TNF-αmRNAlevels in U87 cells treated with CoCl2 at different time points（x
    

    
   ±s，，n = 3）
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4 讨论

星形胶质细胞是中枢神经系统含量最多的胶

质细胞，具有多种免疫功能［6］。病毒感染、创伤性损

伤和辐射等均可促使星形胶质细胞释放多种细胞

因子和趋化因子，诱导神经炎症反应［11-13］。此外，脑

缺血或缺氧也能激活胶质细胞，诱导星形胶质细胞

释放TNF-α、IL-6、IL-1β等炎症因子［14］，导致中枢神

经系统炎症反应。已有研究结果揭示，星形胶质细

胞中 NF-κB 相关性的炎性反应在多种神经系统疾

病中都发挥着重要作用，而胶质细胞的过度激活和

炎症因子过度表达导致创伤性脑损伤（TBI）、缺血

性神经变性等多种脑病的继发性脑损伤，也成为脑

病治疗备受关注问题［10］。

姜黄素是传统中草药姜黄的主要活性成分之

一，对多种慢性疾病具有较好疗效，包括神经系统

疾病［2］。姜黄素为多酚化合物，酚基团的H原子能

够还原氧化分子，作为天然自由基清除剂，其药用

价值得到了很多专家学者的肯定和推崇。除了依

赖还原功能下调氧化应激以外，姜黄素还能阻断

NF-κB信号通路，抑制炎症因子的生成和释放。最

新研究发现姜黄素能通过Nrf2-keap1途径阻断NF-

κB信号通路，缓解氧化应激和炎症反应，从而抑制

多种慢性疾病相关的炎症反应［15］。还有研究表明，

姜黄素能与 TNF结合抑制其相关下游炎症信号通

路及其生物学效应。本研究进一步探索姜黄素能

否抑制胶质细胞的炎症反应而对缺氧所致神经损

伤发挥有益作用。通过应用CoCl2构建体外缺氧模

型，发现姜黄素可抑制 NF-κB信号，下调其活性及

其核转位，从而阻断其作为核转录因子介导的炎症

因子的转录表达，减轻缺氧诱导的胶质炎症反应。

此外，CoCl2诱导的化学缺氧不同于机体缺血及

体外细胞缺氧刺激，其主要通过激活低氧诱导因子-

1（HIF-1α）发挥重要的调控作用，因而，其诱导神经

缺氧损伤或胶质细胞激活有更明确的分子机制［8］。

HIF-1α信号通路激活已被证实与 NF-κB 介导的炎

症应激密切联系，同时缺氧激活的NF-κB信号也能

增强HIF的活性，两者作为核转录因子共同促进炎

症介质的表达和炎症的发生［16］。因而，推测姜黄素

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

图3 姜黄素抑制化学缺氧诱导的U87细胞NF-κB/p65的激活（（A））与入核（（B））（（x
    

    
   ±s，，n = 3））

Fig. 3 Curcumin inhibits chemical hypoxia induced activation (A) and entry (B) of NF- kappa B/ p65 in astrocytes ( x
    

    
   ±s，

n = 3)
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             姜黄素/μmol·L−1
 

对照 模型   1    5    10 

             姜黄素/μmol·L−1
 

对照 模型   1    5    10 

             姜黄素/μmol·L−1
 

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

图2 姜黄素抑制化学缺氧所致星形胶质细胞炎症因子 IL-1β、IL-6、TNF-α的表达（（ x
    

    
   ±s，，n = 3））

Fig. 2 Curcumin inhibits expression of IL-1β，IL-6 and TNF-α in astrocytes induced by chemical hypoxia ( x
    

    
   ±s，，n = 3)
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能通过下调两者的功能及相互作用，减弱炎症因子

生成及胶质炎症的发生。

星形胶质炎症是缺氧等多种脑病诱导脑损伤

的次级诱发因素，本研究结果表明，姜黄素抑制化

学缺氧诱导的U87细胞炎症反应，机制可能与下调

NF-κB信号通路相关。
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