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姜黄素诱导 Nrf2核转位对脂多糖引起库普弗细胞分泌炎症
细胞因子的影响 *

赵曙光 李 强 王景杰 王旭霞 刘震雄 闻勤生△

（第四军医大学唐都医院消化内科 陕西西安 710038）

摘要 目的：研究姜黄素诱导大鼠 Kupffer细胞 Nrf2核转位对脂多糖（LPS）引起的炎症细胞因子分泌的影响。方法：分别用 10
μM、20μM和 30μM干预 Kupffer细胞 8 h，诱导 Nrf2核转位水平；将 Kupffer细胞随机分为对照组、LPS组和干预组，对照组
正常培养未加姜黄素和 LPS，LPS组用 10μg/mL的 LPS加入 Kupffer细胞培养液共同培养 2 h；干预组用 30μM姜黄素干预 8h
后，余处理同 LPS组。Western blot检测 Nrf2核转位水平，分光光度法检测细胞MDA、GSH水平，ELISA法检测上清液 TNF-α和
IL-6，放免法检测 IL-1β。结果：①姜黄素诱导 Kupffer细胞 Nrf2核转位，核转位水平随浓度增加而增高。②LPS组MDA水平较对
照组显著升高(P<0.01)，干预组MDA水平较 LPS组显著降低(P<0.01)，仍显著高于对照组 (P<0.01)。LPS组 GSH水平较对照组显
著降低(P<0.01)，干预组 GSH水平较 LPS组显著升高(P<0.01)，仍显著低于对照组 (P<0.01)。③LPS组上清液 TNF-α, IL-1β和
IL-6显著高于对照组（P<0.01），干预组均显著低于模型组（P<0.01），但显著高于对照组（P<0.01）。结论：姜黄素通过诱导 Kupffer
细胞 Nrf2核转位，降低 LPS诱导的氧化应激损伤，抑制 Kupffer细胞分泌炎症细胞因子。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2) translocation induced by curcumine on

lipopolysaccharide (LPS) mediated inflammatory cytokine expression in rat Kupffer cells. Methods: Kupffer cells were incubated in cul-
ture with 10 μM, 20 μM and 30 μM curcumine for 8 h to induce Nrf2 nuclear translocation. Kupffer cell was divided into control group,
LPS and curcumine group. Cells in control group were incubated in culture only with RPMI 1640, cells in LPS group were treated with
10μg/mL LPS for 2 h, cells in curcumine group were treated with 30 μM curcumine for 8 h and subsequently treated with 10 μg/mL
LPS for 2 h. The Nrf2 in nuclear and cytoslic fraction was assayed by western blot analysis. The levels of MDA and GSH were measured
by spectrophotometric method. The levels of TNF-α and IL-6 in culture medium were detected by the ELISA method, and the level of
IL-1β was measured by radioimmunoassay. Results:①The levels of Nrf2 in the nucleus increased markedly in Kupffer cells treated by
different concentrations of curcumine compared with that of the cells in control group, and the level of nuclear Nrf2 increased with the
concentration of curcumine.②The level of MDA increased significantly in LPS group compared with that in the control group (P<0.01),
which was significantly abrogated in curcumine group (P<0.01). Compared with that of the control group, the level of GSH decreased
significantly in model group(P<0,01), the decreased GSH level in LPS group significantly abrogated in curcumine group (P<0.01). ③The
levels of TNF-α, IL-1β and IL-6 in culture medium increased significantly in LPS group compared with that in control group（P<0.01）,
the increased level was significantly abrogated in curcumine group (P<0.01). Conclusion: Curcumine can induce Nrf2 nuclear transloca-
tion in cultured Kupffer cells and decrease intercellular ROS, subsequently inhibit LPS-mediated inflammatory cytokine expression.
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前言
脂多糖（Lipopolysaccharide，LPS）是 G-杆菌细胞壁的重要

成分，通过活化 Kupffer细胞,合成释放炎症因子及生物活性物
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质引起肝脏损伤。研究表明高脂饮食诱发代谢性内毒素血症，
LPS刺激 Kupffer细胞分泌的炎症细胞因子是触发胰岛素抵抗
和肥胖的初始环节 [1-4]。核转录因子 NF-E2 相关因子 2
（NF-E2-related factor 2，Nrf2）是在转录水平调节细胞通过上调
II相抗氧化酶和蛋白的表达而发挥对氧化应激的保护作用，是
细胞抗氧化反应的中枢调节者。姜黄素是一种天然的抗氧化物
质，已证实能上调多种细胞 Nrf2核转位，发挥抗炎、抗氧化、抗
肿瘤作用[5-8]。研究证实姜黄素能够抑制 LPS诱导的 Kupffer细
胞分泌炎症因子[9]。但是姜黄素能否上调 Kupffer细胞 Nrf2核
转位及对 LPS刺激 Kupffer细胞分泌炎症因子的影响目前尚
不清楚。本研究观察姜黄素对 Kupffer细胞 Nrf2核转位的影响
及对 LPS刺激 Kupffer细胞氧化应激损伤及炎症因子分泌的
影响，以更好理解姜黄素的肝脏保护作用的机制。

1 材料与方法

1.1 动物和试剂
雄性 SD大鼠购自第四军医大学动物中心；LPS、姜黄素、

胶原酶和胰蛋白酶购自 Sigma公司；RPMI-1640培养基和小牛
血清购自 GIBCO公司；丙二醛（malondialdehyde，MDA）、还原
型谷胱甘肽（glutathione，GSH）、TNF-α、IL-6和 IL-1β检测试
剂盒购自南京建成生物工程研究所；核蛋白和胞浆蛋白提取试

剂盒购自北京普利莱生物技术有限公司；兔抗 Nrf2多克隆抗
体购自美国 Abzoom公司；羊抗兔 IgG抗体（二抗）购自北京博
奥森公司。
1.2 实验方法和步骤
1.2.1 Kupffer细胞分离、培养和纯度检测 大鼠肝脏 Kupffer细
胞的分离、纯化参照文献[9]方法加以改进，采用原位灌注、per-
coll密度梯度离心的方法进行。最终分离得到的细胞沉淀，用
RPM I-1640培养液吹打重悬，接种于培养瓶中，37℃、5%CO2
培养箱中培养，30 min后洗去未贴壁的细胞，贴壁者为 Kupffer
细胞，更换含 10%小牛血清、双抗的 RPM I-1640培养基继续培
养。行台盼蓝染色，细胞活存率 >90%。细胞计数后调整浓度为
1×106个 /mL，接种于培养瓶内，37℃、5% CO2培养箱中培养。
30 min后弃去未贴壁细胞，行吞噬墨汁实验，细胞纯度 >90%。
1.2.2 姜黄素对 kupffer细胞 Nrf2核转位的影响 将分离、纯化
培养的 kupffer细胞培养 48 h后，按 1×106个 /孔细胞接种至
24孔细胞培养板上，分为对照组和姜黄素组，姜黄素组分为 10
μM、20μM和 30μM亚组，每组设立 4个复孔。对照组：普
通 RPM I 1640培养液加入生理盐水继续培养；姜黄素组：普通
RPM I 1640培养液加入终浓度为 10 μM、20 μM和 30 μM
姜黄素培养 8 h，收集培养细胞进行相关实验。
1.2.3 Kupffer细胞实验分组 Kupffer细胞培养 48 h后，按 1×
106个 /孔细胞接种至 24孔细胞培养板上，分为对照组、LPS
组和姜黄素组，每组设立 4个复孔。对照组：普通 RPM I 1640
培养液加入生理盐水继续培养；LPS组：普通 RPM I 1640培养
液培养，加入终浓度为 10μg/mL的 LPS继续培养 2 h；姜黄素
组：RPM I 1640培养液培养，用终浓度为 30μM培养 8 h，再
加入终浓度为 10μg/mL的 LPS，继续培养 2 h。收集培养细胞
和上清液，进行相关实验。
1.2.4 Western-blot检测 Nrf2蛋白水平 按照核 -胞浆蛋白提取

试剂盒说明，提取不同处理组别 Kupffer细胞的胞浆蛋白和核
蛋白，Braford法蛋白定量。取 80μg蛋白进行聚丙烯酰胺凝胶
电泳，按湿转法将电泳产物转移到 PVDF膜，5%的脱脂奶粉
4℃封闭 2 h，滴加抗 Nrf2一抗（1:50）4℃过夜，TBS/T 洗 3 次
（5 min/T），辣根过氧化物酶标记的二抗(1：500)室温下孵育 2
h，15 ml TBS/T 洗 3 次（5 min/T），TBS 洗膜 10 min，NBT／
BCIP显色，GelDoc凝胶成像仪采集图像。
1.2.5 MDA和 GSH的检测 收集不同组别细胞培养液，用硫代
巴比妥酸法进行MDA检测，在 532 nm处读取吸光度值，得出
MDA水平。将各组细胞裂解后按说明书测定 GSH，在 412 nm
处读取吸光度值，得出 GSH水平。
1.2.6 上清液 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 检测 不同组别 Kupffer
细胞处理 12 h后，收集细胞培养上清液，严格按照试剂盒说明
进行检测，ELISA法检测 TNF-α和 IL-6，放免法检测 IL-1β。
1.3 统计学分析
各组所得计量数据采用均数±标准差 (x±s) 表示，用

SPSS14.0软件处理数据，用完全随机设计资料的方差分析，组
间均数比较用 SNK-q检验。P<0.05认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 姜黄素对 Kupffer细胞 Nrf2表达的影响
姜黄素刺激 Kupffer细胞 8 h，Western-blot检测显示不同

浓度组别胞核 Nrf2水平均较对照组均明显增加，胞核 Nrf2水
平随浓度增高而增加（图 1）。各浓度组胞浆 Nrf2水平无明显差
别。

2.2 姜黄素对 LPS刺激的 Kupffer细胞氧化应激水平的影响
不同组别细胞处理后, LPS组 MDA水平较对照组显著升

高（P<0.01），姜黄素组显著低于 LPS组（P<0.01），仍显著高于
对照组（P<0.01）。LPS组细胞 GSH水平较对照组显著降低
（P<0.01），姜黄素组显著高于 LPS组（P<0.01），仍显著低于对
照组（P<0.01）（表 1）。
2.3 姜黄素对 LPS刺激的 kupffer细胞分泌 TNF-α、IL-1β和
IL-6的影响
不同组别细胞处理后，LPS组培养液中 TNF-α、IL-1β和

IL-6水平较对照组显著升高（P<0.01），姜黄素组显著低于 LPS
组（P<0.01），仍显著高于对照组（P<0.01）。（表 2）。

图 1 姜黄素对 Kupffer细胞 Nrf2表达水平的影响
Fig.1 Effect of curcumine on the level of Nrf2 in Kupffer cell
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注：与对照组比较，*P<0.01；与 LPS组比较，#P<0.01

Note : *P<0.01,compared with control group;#P<0.01,compared with LPS group

3 讨论

肝脏 Kupffer 细胞占全身单核吞噬细胞系统的 80％～
90％，研究证实 Kupffer细胞参与高脂饮食触发的胰岛素抵抗
和肥胖，进而导致非酒精性脂肪性肝病的发生[1-4]。LPS作为 G-
杆菌细胞壁的重要成分，能够刺激 Kupffer细胞分泌炎症细胞
因子 TNF-α、IL-1β和 IL-6等。LPS强力诱导 Kupffer细胞产
生 TNF-α，是肝脏 TNF-α的最主要来源，作为肝损伤中 LPS
发挥毒性效应最重要细胞因子，也是导致肝脏损伤中最重要的

具有始动效应的细胞因子之一[10-12]。Kupffer细生成的 TNF-α
又可以自分泌形式激活 NF-κΒ，产生 IL-1β、IL-6等使炎症
反应扩大化[11-14]。因此，抑制 LPS所致的 Kupffer细胞过度或持
续活化，对于防治内毒素引起的肝脏损伤具有重要意义。本研
究观察到姜黄素对 LPS刺激 Kupffer细胞分泌炎症细胞因子
具有显著的抑制作用,与以前观察结果一致[9]。

Nrf2和它的细胞质接头蛋白 Keap-l是细胞抗氧化反应的
中枢调节者。Nrf2通过与 ARE相互作用调节编码抗氧化蛋白
和Ⅱ相代谢酶的表达，发挥对细胞的多种保护作用[12]。姜黄素
作为一种天然的抗氧化物质，在生物体内显出较强的抗氧化性

活性。姜黄素能促进多种细胞 Nrf2核转位，启动对靶基因的调
控表达，发挥对氧化应激损伤的保护作用[5-8]。本研究表明，姜黄
素能有效促进 Kupffer细胞 Nrf2核转位，且与剂量相关，在一
定范围内，随剂量的增加其促进 Nrf2核转位水平增高，促抗氧
化酶和蛋白的表达的能力更强，提示高浓度的姜黄素具有更强

的抗氧化作用。
MDA作为脂质过氧化产物之一，间接反映细胞氧化损伤
程度。GSH的活性成份为还原型谷胱甘肽，参与体内氧化还原
过程，其下降程度反映细胞氧化损伤程度。本研究证实，LPS刺
激 Kupffer细胞引起显著氧化应激损伤，MDA水平升高，GSH
水平降低。姜黄素预处理，通过增加抗氧化酶和蛋白的表达可

以显著降低 LPS引起的氧化应激损伤，部分逆转 LPS引起的
MDA水平升高和GSH水平降低。

LPS作用于 Kupffer细胞 CD14受体，经 Toll受体家族将
外来信号传入胞内，激活 NF-κB/IκB信号途径，启动靶基因
转录，TNF-a、IL-lβ、IL-6等炎症细胞因子的分泌和释放显著
增加[11,12,15-18]。本研究显示，LPS刺激刺激 Kupffer细胞引起细胞
培养液中 TNF-a、IL-lβ、IL-6水平显著增高，姜黄素干预有效
抑制 LPS刺激引起 Kupffer细胞分泌炎症细胞因子，提示姜黄
素有可能通过降低细胞氧化应激损伤而减轻炎症因子的分泌。
目前对于氧化应激对 Kupffer细胞分泌炎症因子影响的机
制尚未阐明。血红素氧合酶 -1(HO-1)广泛参与组织细胞的抗氧
化应激损伤,是维持细胞氧化和抗氧化动态平衡的关键因素。
HO-1具有强大的抗炎效应，通过抑制炎症反应减轻组织损害。
研究表明 LPS刺激 Kupffer细胞时 HO-1表达上调，是细胞对
氧化应激损伤的一种保护性机制[19,20]。目前认为，Nrf2是在转录
水平调节 HO-1表达的关键因素，姜黄素通过促进 Nrf2核转
位，上调多种细胞 HO-1的表达[14,21,22]。本研究中观察到姜黄素
干预减轻 LPS刺激 Kupffer细胞引起的炎症细胞因子分泌，可
能与其促进 Nrf2核转位，上调 HO-1表达减轻氧化应激水平有
关。
本研究结果表明，姜黄素能够抑制 LPS刺激引起 Kupffer

细胞分泌炎症细胞因子，可能与姜黄素促进 Nrf2核转位，上调
HO-1的表达有关。
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