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姜黄素对小胶质细胞的活化的影响 *
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摘要 目的：研究姜黄素对脂多糖引起的小胶质细胞活化状态的影响，并探讨 TOLR4受体在其中的作用。方法：采用体外培养 N9
小鼠小胶质细胞系，脂多糖作为刺激，激活小胶质细胞。采用 ELISA法检测小胶质细胞培养基中 TNF-琢、IL-1茁和 IL-6的含量；相
差显微镜观测细胞形态；免疫细胞化学和 western blot观测小胶质细胞 TOLR4受体表达情况。结果：与对照组相比，暴露于 100
ng/ml脂多糖 24 h的小胶质细胞促炎症因子 TNF-琢、IL1茁和 IL-6释放量明显增加(P<0.05)，姜黄素浓度为 10 滋M时，可显著减少
小胶质细胞释放 TNF-琢、IL-1茁和 IL-6(P<0.05)，此外，姜黄素还可改善小胶质细胞形态，并降低暴露于脂多糖中的小胶质细胞
TOLR4受体的表达。结论：姜黄素可能通过抑制 TOLR4表达，减轻了脂多糖对小胶质细胞的激活。
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The Effect of Curcumin on Microglial Activation*

To investigate the effect of curcumin (Cur) on lipopolysaccharide (LPS)-induced microglial activation and
the role of Toller Receptor 4 (TOLR4) in the effect. N9 microglia cell line exposed to LPS for 24 h was used to mimic the mod-
el of microglial inflammation. ELISA was used to assess the concentrations of tumor necrosis factor 琢 (TNF-琢), interleukin (IL)-1茁 and
IL-6. Phase contrast microscope was used to record the morphology of microglial cells exposed to LPS. Immunocytochemistry and west-
ern blot were used to measure the expression of TOLR4. Compared with that in the control, LPS of 100 ng/ml increased the con-
centrations of TNF-琢, IL-1茁 and IL-6 in the supernatant (P<0.05), while curcumin of 10 滋M decreased the levels of TNF-琢, IL-1茁 and
IL-6 markedly (P<0.05). In addition, curcumin ameliorated the morphology and decreased the expression of TOLR4 in mi- croglial cells
exposed to LPS. Curcumin attenuated microglial activation induced by LPS, and the inhibition of TOLR4 may be associated
with the effect.
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前言

过度的炎症反应，是造成中枢神经系统（Central Nervous

System, CNS）继发性损伤的重要原因[1]。小胶质细胞的过度活

化，可释放大量促炎症因子，加重 CNS的炎性损伤[2]。因此，如

何调控小胶质细胞的活化状态，避免其过度活化、加重炎症，是

减轻 CNS继发性损伤的重要途径。姜黄素是姜黄根茎中提取

的一种多酚类物质。研究发现，姜黄素具有抗炎和抗氧化作用[2,3]。

应用姜黄素可减轻中枢神经系统的缺血再灌注损伤和氧化应

激损伤[4]，但其具体神经保护机制至今不明。Toller Receptor 4

(TOLR4)是一种分布于小胶质细胞上的受体[5]，该受体过度激

活可增加小胶质细胞的活化水平[6]，进而加重 CNS炎症和损伤

程度[7]。本文研究姜黄素对脂多糖引起的小胶质细胞活化状态

的影响，并探讨 TOLR4受体在其中的作用。

1 材料与方法

1.1 细胞培养
N9 小鼠小胶质细胞系由中科院上海生命科学研究所赠

予。N9小胶质细胞在含 5 %胎牛血清（Hyclone,美国）的 IMDM

培养基（Sigma-Aldrich,美国）中培养，培养基中含 1 %青链霉素

混合溶液（索来宝,中国）。培养箱内含 5 % CO2和 95 %空气。

姜黄素和脂多糖购自 Sigma-Aldrich。
1.2 炎症因子检测

将小胶质细胞接种于 24空细胞培养板中，密度为 1× 105

个 /孔。细胞景不同药物处理 24 h后，收集细胞上清液并离心，

取上清液，采用相应试剂盒（南京建成），应用比色法进行

TNF-琢、IL-1茁和 IL-6含量检测。
1.3 免疫细胞化学

将小胶质细胞接种于共聚焦显微镜专用培养皿，密度为

5× 104个 /皿，处理完毕后，4 %多聚甲醛固定 1 h，PBS清洗 3

次，每次 5 min，5 %牛血清白蛋白包被 30 min，兔抗小鼠
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TOLR4一抗（Abcam，英国，1:100稀释）4 C 孵育 24 h，Cy3 标

记的山羊抗兔二抗（碧云天，中国，1:200稀释）常温孵育 2 h，随

后，每孔加 DAPI染色液标记 10 min后，PBS清洗 3次，共聚焦

显微镜下观察。

1.4 Western Blot
将细胞接种于 6孔培养板上，密度为 5× 106个 /孔，处理

完毕后，每孔细胞加入 500 滋L细胞裂解液，5 min后，将细胞用

细胞刮收集至离心管，4 ℃离心后，收集上清蛋白溶液，定量后

用于检测。蛋白质经聚丙烯酰胺凝胶电泳后，转移至聚偏氟乙

烯(polyvinylidene fluoride，PVDF)膜上。5 %脱脂奶粉封闭，4 ℃

过夜，加入 1:500稀释的兔抗小鼠 TOLR4一抗，37 ℃孵育 4 h，

再加上 Cy3标记的山羊抗兔二抗 4 ℃过夜，化学发光法显色，

凝胶成像系统(Bio-Rad公司，美国)进行图像分析，应用 茁肌动
蛋白(茁-Actin)作为内参。
1.5 统计分析

采用 SPSS11.0进行数据分析。实验数据采用均数标准差
(Means S.D.) 表示，数据处理采用单因素方差分析（One-way

ANOVA），P < 0.05被认为具有统计学差异。

2 结果

2.1 姜黄素对脂多糖引起的小胶质细胞 TNF-琢释放的影响
将小胶质细胞暴露于含不同浓度（0-500 ng/ml）脂多糖的

IMDM培养基中 24 h（图 1），随后采用比色法，应用试剂盒检

测各组培养基上清液中 TNF-琢浓度，根据 TNF-琢释放量确定
脂多糖浓度。与对照组（5.2-1.2 ng/ml）相比，10、100 和 500

ng/ml组可显著增加 TNF-琢释放量，选取浓度为 100 ng/ml的
脂多糖（84.5-4.6 ng/ml）进行随后实验。随后，将细胞暴露于含

脂多糖浓度为 100 ng/ml、姜黄素浓度分别为 1、10和 50 mM

的培养基中暴露 24 h后（图 1），检测各组 TNF-琢释放量。与单
纯脂多糖组（89.3 6.4 ng/ml）相比，1、10和 50 滋M的姜黄素可

显著降低 TNF-琢释放，选取姜黄素浓度为 10 滋M进行随后实
验。

2.2 姜黄素对小胶质细胞形态、IL-1和 IL-6释放量的影响

正常对照组小胶质细胞呈多角形（图 2），部分有伪足，100

ng/ml脂多糖暴露 24 h后，胞体变大变圆，伪足消失，10 滋M的

姜黄素可显著改善小胶质细胞形态，抑制其变大变圆的过度活

化状态产生。此外，与单纯暴露于 100 ng/ml脂多糖组相比，10

滋M的姜黄素可显著减低培养基中 IL-1茁和 IL-6含量（图 2）。

上述结果表明，姜黄素可明显减轻脂多糖引起的小胶质细胞过

度活化。

2.3 姜黄素对脂多糖引起的 TOLR4受体表达的影响

本研究采用免疫细胞化学和 western blot观测 TOLR4 受

体表达情况（图 3）。与对照组相比，暴露于 100 ng/ml脂多糖
24 h后，可显著上调小胶质细胞 TOLR4受体表达，10 滋M的姜
黄素可显著降低 TOLR4受体表达，上述结果表明，姜黄素可能

通过抑制 TOLR4受体表达，减轻了暴露于脂多糖中的小胶质

细胞的活化程度。

3 讨论

小胶质细胞的过度活化参与了多种 CNS疾病的发生和发

展，包括脑缺血 /再灌注损伤、Parkinson's disease和 Alzheimer's

disease[8-10]。小胶质细胞过度活化后，可释放多种促炎症因子，包

括 TNF-琢、IL-1茁和 IL-6等，这些促炎因子的大量释放可引起

神经元细胞发生坏死和凋亡，进而造成神经功能障碍[11,12]。因

此，抑制小胶质细胞的过度活化对减轻 CNS的激发性损伤意

义重大。

图 1姜黄素可降低脂多糖引起的小胶质细胞 TNF-琢释放量。A：脂多
糖暴露 24 h可增加小胶质细胞 TNF-琢释放量；B：姜黄素(curcumin)可

抑制脂多糖引起的小胶质细胞释放 TNF-琢
Fig.1 Curcumin decreased the concentration of TNF-琢 released by

microglial cells exposed to LPS. A: Exposure of LPS for 24 h increased
the release of TNF-琢 from microglial cells; B: Curcumin decreased

LPS-induced TNF-琢 release from microglial cells dose-dependently.
注：*：P<0.05, n.s.：无统计学差异, n=8;

Note：*: P<0.05, n.s.: no significance, n=8.

图 2姜黄素可改善暴露于 LPS中的小胶质细胞形态、抑制 IL-1茁和
IL-6释放。A：姜黄素改善了暴露于脂多糖中的小胶质细胞形态；B：姜
黄素降低脂多糖引起的小胶质细胞释放 IL-1茁；C：姜黄素降低脂多糖

引起的小胶质细胞释放 IL-6
Fig.2 Curcumin ameliorated the morphology, reduced the release of IL-1茁
and IL-6 of microglial cells exposed to LPS. A: Curcumin ameliorated the
morphology of microglial cells exposed to LPS; B: Curcumin reduced the

release of IL-1茁; C: Curcumin reduced the release of IL-6;
注：*：P < 0.05, n = 6
Note: *:P< 0.05, n = 6
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姜黄素 (curcumin)是从姜黄根茎中提取的一种酚类色素，

是姜黄的重要活性成分，具有抗炎、抗氧化、抑制异常蛋白聚集

等广泛的药理作用[13,14]。其抗氧化能力约为维生素 E的 10倍[15]。

已有研究显示，姜黄素可降低脂多糖所致小胶质细胞释放炎症

因子[16]。TOLR4受体主要分布于 CNS的小胶质细胞和外周的
巨噬细胞等免疫细胞[17,18]，该受体表达上调，可激活小胶质细

胞，其表达程度与小胶质细胞激活程度呈正相关。然而，TOLR4

受体是否参与姜黄素抑制 CNS炎症的作用尚未知。本研究结
果显示，10 滋M的姜黄素可显著降低促炎症因子 TNF-琢、IL-1茁
和 IL-6释放和 TOLR4 受体表达，表明姜黄素可能通过抑制
TOLR4受体表达减轻炎症因子释放。此外，还有研究显示姜黄
素可降低脂多糖引起的小胶质细胞的 NF-资B表达，而脂多糖
对 NF-资B的上调可通过 MAPK通路来调控[16]。

除了抗炎作用，姜黄素有较强的抗氧化效应。有研究显示，

姜黄素可通过抑制细胞 NADPH氧化酶 II（NADPH Oxidase 2,
NOX2）来实现[16]。NOX2是表达于细胞膜上的一种膜结合蛋
白，其激活后可产生自由基并消耗细胞内的超氧化物歧化酶

（SOD）和过氧化氢酶（Catalase，CAT）等成分，进而可引起
DNA和细胞膜脂质过氧化，最终可诱发细胞死亡[19]。而小胶质

细胞受到氧化刺激后，亦可发生激活[20]。研究发现，姜黄素还可

通过抑制暴露于脂多糖中的小胶质细胞上的 NOX2活力，进而
下调小胶质细胞的激活程度[16]。姜黄素的相关衍生物，如去甲

氧基姜黄素和双去甲氧基姜黄素，其抗炎作用机制与姜黄素类

似，可通过下调小胶质细胞的激活程度起到抑制炎症程度的作

用[16]。因此，姜黄素及其类似物的抗炎作用，为 CNS炎症相关
疾病的防治，提供了新选择。
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