
新中医 2016 年 3 月第 48 卷第 3 期

JOURNAL OF NEW CHINESE MEDICINE March 2016 Vol.48 No.3

［收稿日期］ 2015-11-25
［作者简介］ 席晅 （1966-），男，副教授，主要从事生理学教学研究工作。

◆实验研究◆

姜黄素通过 PI3K/AKT 信号通路调控
神经干细胞增殖和凋亡实验研究

席晅 1，任小琼 2

1. 甘肃医学院基础教学部生理学教研室，甘肃 兰州 744000
2. 甘肃医学院第一附属医院肿瘤内科，甘肃 兰州 744000

［摘要］ 目的：观察姜黄素对神经干细胞增殖和凋亡的影响，并探讨其作用机制是否与 PI3K/AKT 信号通路有关。方法：分离

新生 24 h 昆明小鼠的海马组织，提取原代神经干细胞并培养，并用免疫荧光检测鉴定。收集第 3 代神经干细胞并随机分为空白

组、缺血模型组及不同浓度姜黄素干预组 （0、0.1、0.5、2.5、12.5 及 62.5 μmol/L），通过 3- （4，5） -2-噻唑- （2，5） -二苯基

溴化四氮唑蓝药敏试验 （MTT） 检测姜黄素干预后神经干细胞的存活情况，5-溴脱氧尿嘧啶核苷 （Brdu） 增殖试剂盒检测神经干

细胞增殖情况。利用免疫蛋白印迹 （Western blotting） 法检测不同浓度姜黄素干预后神经干细胞 pPI3K、AKT 蛋白的表达情况。结

果：观察到立体感强且折光好的神经球。MTT 结果显示：姜黄素可增强神经干细胞增殖能力，并具有浓度和时间依赖性。Brdu 检

测结果显示：随着姜黄素浓度增加和干预时间延长，神经干细胞凋亡逐渐受抑制。姜黄素可上调 PI3K、AKT 蛋白的表达，并随着

浓度逐渐上调，增强作用更加明显。结论：姜黄素可促进神经干细胞增殖，抑制其凋亡，这可能与激活 PI3K/AKT 信号通路有关。
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Experimental Study of Curcumin Adjusting and Controlling Proliferation and Apoptosis
of Neural Stem Cell by PI3K/AKT Signaling Pathway

XI Xuan，REN Xiaoqiong
Abstract：Objective：To observe the effect of curcumin on proliferation and apoptos is of neural s tem cells，and discuss

its feas ible mechanism. Method：Separated the hippocampus of KM mouse within 24 hours，primary neural s tem cells were
extracted and cultured， and then tes ted by immunofluorescence. The 3rd generation neural s tem cells were collected and
randomly divided into the blank group，ischemia model group and intervention group with different concentration of curcumin
(0，0.1，0.5，2.5，2.5 and 62.5 μmol/L). Detected survival condition of neural s tem cells in curcumin by means of 3- (4，5)
- 2- thiazole - (2，5)- diphenyl four nitrogen thiazole blue bromide drug sens itive tes t (MTT)，and detected the neural s tem
cells proliferation by means of 5- bromodeoxyuridine (Brdu). At the same time，detected the express ion of neural s tem cells
PI3K protein and AKT protein after different concentration of curcumin intervention by the means of Western blotting. Result：
When detecting Nes tin and tes ting neural s tem cells by means of immunofluorescence，green and bright，typical cell spheres
could be observed under the fluorescent microscope，and clear s tructures exis ted ins ide spheres . MTT results showed that，
curcumin could enhance the proliferation capacity of neural s tem cells，possess ing concentration and time dependence. Brdu
showed that， apoptos is of neural s tem cells was inhibited gradually with the increase of curcumin concentration and
intervention time. The express ion of PI3K protein and AKT protein could be up- regulated by curcumin，and this up- regulation
was more obvious ly with the increase of concentration. Conclusion：Curcumin can promote proliferation of neural s tem cells
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神经干细胞是一类具有高度自我增殖、自我更新及分化的

细胞，在一定条件刺激下其自发有丝分裂分化成神经元、星形

胶质细胞及少突胶质细胞，从而发挥修复受损神经的作用[1]。
在以往的研究过程中，研究者发现神经干细胞自发激活潜在修

复神经的能力相当微弱，当神经受损时，其远无法满足神经再

生的需求，因此认为通过一定的手段促进神经干细胞对增殖

信号作出积极反应，将使内源性神经干细胞的优越性得到充

分发挥。
姜黄素是一种从姜黄根茎中提取得到的黄色色素，现已被

证实具有显著的抗炎、抗氧化、抗癌等药理作用，文献[2]报
道姜黄素对阿尔茨海默病等神经变性疾病有很强的神经保护作

用，磷酸肌醇三磷酸激酶 - 丝氨酸 - 苏氨酸蛋白激酶(phos-
phatidylins itol 3- OH kinase- RAC- alpha serine/threonine-
protein kinase，PI3K/AKT)信号通路广泛存在于细胞中，是细

胞内重要信号通路之一，通过影响下游多种效应分子的活化状

态，对细胞增殖、分化、蛋白质合成进行调控，在细胞生长、
增殖过程中发挥重要作用 [3]。因此笔者提出设想：姜黄素发

挥神经保护作用是否与激活神经干细胞增殖有关？其作用

机制是否与 PI3K/AKT 信号通路有关？现将一系列研究报道

如下。
1 实验材料

1.1 实验动物 取 20 只新生 24 h 的昆明小鼠，体重 3.5～
5.8 g，平均体重(4.1±0.24)g，所有小鼠由上海维通利华动物

实验中心提供。
1.2 实验试剂 DMEM 培养基(美国 Gibco 公司)；MTT(Sig-
ma 公司)；山羊抗小鼠 IgG 标记二抗(Biosharp 公司)；DMSO
(Sigma 公司)；ECL发光液(碧云天)；β- acting(博奥森)；胎牛

血清 (Biosharp 公司 )、胰 酶 (Biosharp 公 司 )；PI3K、pPI3K、
AKT、pAKT 单克隆抗体(北京中杉)；5- 溴脱氧尿嘧啶核苷

(5- Bromo- 2- deoxyUridine， Brdu)、二 甲 基 亚 砜 (Dimethyl
sulfoxide， DMSO)、 磷 酸 缓 冲 盐 溶 液 (PhosphateBuffer
Saline，PBS)、鼠抗巢蛋白(Nes tin)、兔抗 Brdu、抗兔二抗均

购于福州沃森生物试剂有限公司。
1.3 主要仪器 超净工作台(苏州安泰公司)；CO2 培养箱(日
本 SANYO 公司)；倒置显微镜(日本 OLYMPUS)；垂直电泳仪

及转膜仪(北京六一)；S3006L 型高压匀质机 (Niro Soavi 公

司)；冷冻干燥机(Abeonco 公司)。
2 实验方法

2.1 神经干细胞分离与培养 将小鼠置于冰上，断头取脑后

将脑组织快速放入 D- Hank 液中，在显微镜辅助下小心取出

完整的海马组织，随后用眼科剪将海马组织剪碎成糊状，使用

200 目不锈钢筛网研磨过滤剪碎的海马组织，后置于 4℃
1000 g 转速下离心，摒弃上清液，加入含有神经因子(bFGF
20 μg/L 和 LEGF 20 μg/L)的 DMEM/F12(1∶1)培养基，并将

细胞置于 37℃，饱和湿度、5%CO2 培养箱中培养 4～5 天后

进行细胞传代，稳定培养至第 3 代。
2.2 神经干细胞鉴定 取第 3 代细胞，接种于包被多聚赖氨

酸 24 孔板内，每孔 0.5 mL，将细胞置于 37℃、饱和湿度、
5%CO2 培养箱中培养 4 天，吸去培养基，用 PBS 漂洗 3 次，

每次 5 min，往 24 孔板中加入 4% 多聚甲醛，并在室温中固

定 30 min，用 PBS 漂洗 3 次，每次 5 min；随后使用 0.3%
Triton- X100 进行破膜处理，室温下静置 20 min，用 PBS 漂

洗 3 次，每次 5 min，再使用 5% 山羊血清室温下封闭 30
min，去除山羊血清，加入预先稀释(1︰100)的 Nestin 一抗，

4℃下放置过夜，用 PBS 漂洗 3 次，每次 5 min；避光条件下

加入 FITC 标记的山羊抗小鼠 IgG- FITC，并静置 2 h，用 PBS
漂洗 3 次，每次 5 min，常温下干燥后树脂封片，后置于显微

镜下观察并拍照。
2.3 建立神经干细胞缺血缺氧模型 根据文献[3]，采用氧糖

剥夺法(OGD)模拟在体缺血，细胞培养至第 9～10 天时，以无

糖 Earle 氏液替代原培养液。Earle 氏液放入缺氧罐中预平衡

30 min 后，将培养板置于缺氧罐内，93%N2 加 7%CO2 接缺

氧罐的进气口，出气口外接水瓶。缺氧罐放于培养箱中至箱体

温度与培养箱一致(37℃)，缺氧罐内分上层、隔层和下层，上

层用来放置细胞和用以燃烧耗尽 O2 的蜡烛；隔层可模拟正常

的 CO2 培养箱；下层盛超纯水以维持罐体内合适湿度。通入

93%N2 加 7%CO2 的混合气体 30 min，关闭缺氧罐进口并置

于培养箱内 3 h 以模拟脑缺血缺氧状态。
2.4 MTT 法测细胞存活情况 将处于对数生长期的细胞密度

调整为 2×104 个 /mL，接种于 24 孔板，置于 37℃、5%CO2

培养箱中培养，分为空白组、姜黄素组，各组 6 个复孔。将

对数生长期的细胞接种于 96 孔培养板内，每孔细胞浓度为

5×103 个 /100 μL，每组 4 个复孔，边缘孔不加细胞，37℃、
5%CO2 环境中继续培养 24 h，然后加入不同浓度的药物：①
空白组(培养液)，再次放入培养箱培养 72 h；②姜黄素组给药

浓度分别为 0、0.1、0.5、2.5、12.5 及 62.5 μmol/L，以上各

组给药后分别培养 24 h、48 h 及 72 h，每孔加入 20 μL 5 g/L
MTT，继续孵育 4 h 后，吸弃上清，每孔加入 DMSO 150 μL，

振荡 10 min，酶标仪在 490 nm 波长处读取 OD 值。实验重

复 3 次，取 A 平均值，计算神经干细胞活力(% )= (1- 姜黄素

and inhibit its apoptos is，which maybe related to activation of PI3K/AKT signal pathway.
Keywords：Curcumin；Neural s tem cells；PI3K/AKT signaling pathway
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组 A/ 空白组 A)×100% [4]。
2.5 Brdu 检测细胞增殖情况 利用 Brdu 检测各组细胞的增

殖情况，将处于对数生长期的细胞密度调整为 2×104 个 /
mL，接种于 96 孔板(预先用多聚赖氨酸包被)，分组情况同

2.4 项，将各组细胞置于 37℃、5%CO2 培养箱培养 24 h，随

后每孔加入 20 μL 20% Brdu 培养基，再次将细胞置于 37℃、
5%CO2 培养箱培养 24 h，用酶联免疫检测仪检测，显色后采

用 492 nm 波长，TMB 反应产物检测需要 450 nm 波长。检测

时一定要首先进行空白孔系统调零，用测定标本孔的吸收值与

一组阴性标本测定孔平均值的比值(P/N)表示。以空白对照孔

调零后测各孔 OD 值，若大于规定的阴性对照 OD 值的 2.1
倍，即为阳性。
2.6 免疫蛋白印迹 （Western blotting） 法检测各组 pPI3K 蛋

白及 AKT 蛋白的表达 将处于对数生长期的细胞密度调整为

2×104 个 /mL，加入不同浓度的姜黄素：0、0.1、0.5、2.5、
12.5 及 62.5μmol/L，同时设立空白组 (培养液 )，于 37℃、
5% CO2 环境中继续培养 72 h 后，将细胞收集后加入 100 μL
裂解液(Tris pH=7.5，1 mM EDTA 中，50 mM NaCl，0.5%
Triton- X- 100)，4℃持续振摇 30 min，将上清转入预冷的离

心管， SDS- PAGE 凝胶上样量 50 μL 在 150 V稳压电场中电

泳，电泳后用 380 mA 电流将蛋白转移至硝酸纤维素滤膜，脱

脂奶粉封闭 1 h 后，剪膜，根据分子量分开后分别加 1∶500
稀释的一抗(PI3K/AKT)及内参抗体(β- acting，1∶3000)室温

孵育 2 h，HRP 标记二抗孵育 1 h 后，洗膜，ECL 发光液发

光后 X线片曝光，扫描记录结果，Gel- analyze 分析软件分

析条带灰度，进行半定量比较分析，以 IOD 值表示蛋白的表

达水平。
3 统计学方法

采用 SPSS18.0 软件统计分析。计量资料以(x±s)表示，

两独立样本均数间比较采用 t 检验，随机分组设计资料采

用单因素方差分析，方差分析前使用 Levene 检验方差齐

性。
4 研究结果

4.1 神经干细胞鉴定 将原代单核细胞接种于培养瓶中观察。
第 3 天出现立体感强且折光好的神经球，神经球的体积和数

目随着时间的推移不断增加，培育至第 7 天后出现大小不等

的神经团，直径约 0.2 mm，将神经团机械吹打成单个细胞并

继续培育 72 h 后接种 96 孔板(预先用多聚赖氨酸包被)，继续

于 37℃、5% CO2 环境中培养 4 h 后进行荧光鉴定，利用

Nestin 标记阳性细胞，具体如图 1、2。
4.2 各组神经干细胞凋亡及增殖情况 表 1 的 MTT 结果显

示：姜黄素可增强神经干细胞增殖能力，并具有浓度和时间依

赖性，在同一个时间点，随着姜黄素浓度的增加，神经干细胞

增殖越加明显，并且随着干预时间的延长，也促进了神经干细

胞的增殖。表 2 的 Brdu 检测结果显示：随着姜黄素浓度增加

和干预时间延长，神经干细胞凋亡逐渐受到抑制。

图 1 常规显微镜下神经球(200 倍)

图 2 免疫荧光鉴定 NSCs(200 倍)

表 1 各组神经干细胞不同时间点增殖情况(x±s)

与空白组同期比较，①P < 0.05，②P < 0.01；与姜黄素 5
组同期比较，③P < 0.05

表2 各组神经干细胞不同时间点抑制率比较(x±s) %

与空白组同期比较，①P < 0.05，②P < 0.01；与姜黄素 2
组及姜黄素 3 组同期比较，③P < 0.05，④P < 0.01

4.3 姜黄素对各组 pPI3K、AKT 蛋白表达的影响 随着姜黄

素干预时间的延长，pPI3K、AKT蛋白的灰度值逐渐增加，提

示姜黄素可上调 PI3K、AKT 蛋白的的表达，并随着浓度逐渐

上调，增强作用更加明显，具体见图 3 及表 3。

组 别

空白组

姜黄素 1 组(0 μg/mL)
姜黄素 2 组(0.1 μg/mL)
姜黄素 3 组(0.5 μg/mL)
姜黄素 4 组(2.5 μg/mL)
姜黄素 5 组(1 2.5 μg/mL)
姜黄素 6 组(62.5 μg/mL)

0 h
0.26±0.02
0.27±0.02
0.24±0.04
0.25±0.05
0.26±0.03
0.24±0.05
0.24±0.04

24 h
0.24±0.02
0.24±0.03
0.31±0.07
0.39±0.01②

0.48±0.06①

0.73±0.11②

1.30±0.02②

48 h
0.21±0.08
0.27±0.04
0.47±0.05①

0.57±0.09①

0.63±0.12②

0.93±0.23②

1.37±0.04②③

72 h
0.31±0.08
0.34±0.06
0.72±0.13①

0.99±0.27②

1.51±0.06②

1.87±0.09②

2.61±0.09②③

组 别

空白组

姜黄素 1 组(0 μg/mL)
姜黄素 2 组(0.1 μg/mL)
姜黄素 3 组(0.5 μg/mL)
姜黄素 4 组(2.5 μg/mL)
姜黄素 5 组(1 2.5 μg/mL)
姜黄素 6 组(62.5 μg/mL)

24 h
0
0

89.683±0.054①

64.512±0.020①

53.679±0.041①

43.791±0.043①③

34.593±0.017②④

48 h
0
0

62.560±0.073①

50.631±1 .253①

40.267±1 .623①

39.403±1 .685②③

25.853±1 .625②④

72 h
0
0

52.625±1 .315①

45.138±1 .562①

36.883±1 .913②

20.621±1 .627②③

14.122±1 .623②④
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图 3 各组 pPI3K 的表达

表3 各组不同时间点神经干细胞 AKT 蛋白表达情况比较(x±s)

与空白组同期比较，①P < 0.05，②P < 0.01；与姜黄素 2
组及姜黄素 3 组同期比较，③P < 0.05，④P < 0.01

5 讨论

神经干细胞具有高度增殖、自我更新及分化能力，在一定

条件下能不断进行有丝分裂，并分化成神经元、星形胶质细胞

及少突胶质细胞的原始母细胞。在理想状态下，神经干细胞

是中枢神经修复的重要贮备及源泉，通过神经干细胞的不断

增殖及迁移，可以到达凋亡细胞周围，参与细胞及组织更

新。因此，细胞替代被认为是神经系统疾病最有前途的治疗

措施。然而，尽管细胞实验及动物实验的结果让人鼓舞，临

床上应用也取得了一定的进展，但离大规模应用仍有相当长

的一段距离，其疗效与神经干细胞所拥有的潜能相去甚远。
所以认为神经干细胞移植的推广应用还有一些重要障碍需要克

服，其中如何动员足够数量的神经干细胞参与神经修复，是需

要解决的首要问题。
姜黄素是一种多酚类植物单体，研究证明其在体内外具有

抗炎、抗肿瘤等多种作用。它可以打击多个靶位和信号通路以

致产生多种生物效应。国内外有文献证实姜黄素对神经元细胞

具有明显促进增殖的作用，从而可以发挥修复受损神经的作

用[5～7]。行妍妍等[8]通过神经干细胞的培育并利用姜黄素进行干

预，结果显示姜黄素可明显增强 C17.2 细胞的增殖能力，而

C17.2 细胞属于多能的神经前体，通过激活其增殖，促使胚胎

皮层神经干细胞增殖，从而促进缺血缺氧模型受损神经的逆

转。本研究发现，利用姜黄素干预后，缺血缺氧模型的神经干

细胞出现增殖效应，并且随着干预时间的延长和干预浓度的增

加，增殖效应愈加明显，与此同时，随着姜黄素浓度增加和干

预时间延长，神经干细胞凋亡逐渐受到抑制，提示姜黄素确实

可促进神经干细胞的增殖并抑制其凋亡，这和文献[9～13]的
结果是相一致的。然而姜黄素促进神经干细胞增殖的机制目前

尚未清楚，笔者也开展了一系列研究，结果显示姜黄素促进神

经修复的机制与 PI3K/AKT信号通路关系密切。
PI3K/AKT信号通路被称为经典的抗凋亡、促存活的信号

转导通路，有大量研究证实该通路在脑组织缺血损伤后被激

活，通过影响下游凋亡相关蛋白、细胞周期调节蛋白等效应分

子的活化过程而参与机体多种生理病理过程，PI3K是磷脂酰

肌醇激酶的重要成员，具有特异的催化磷脂酰肌醇脂类物质的

激酶作用，也是参与细胞内信号转导的信号分子之一，功能上

是 AKT 活化的首要调节者。通过活化的 AKT能够阻止线粒体

释放细胞色素 C 及凋亡诱导因子，从而抑制细胞凋亡。通过

Western blotting 法检测得知，姜黄素可上调 PI3K、AKT蛋白

的的表达，并随着浓度逐渐上调增强作用更加明显，因此可得

出结论：姜黄素可促进神经干细胞增殖，其作用机制可能与激

活 PI3K/AKT信号通路有关。
总的来说，本研究在体外证实了姜黄素具有促进神经干细

胞增殖的能力，通过姜黄素的干预，使得 PI3K/AKT信号通路

得以激活，如果将来在人体内得以证实，将为预防和减轻缺

血缺氧脑损伤患者的功能障碍并提高其生活质量打开一扇希

望之门。
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益气化痰方对慢性阻塞性肺疾病小鼠肺功能
及 IL- 17、TNF-α 的影响
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［摘要］ 目的：观察益气化痰方对慢性阻塞性肺疾病小鼠的肺功能及肿瘤坏死因子-α （TNF-α）、白细胞介素-17 （IL-17） 的

影响。方法：将 60 只 C57BL 小鼠随机分成 6 组，分别是正常对照组、COPD 模型组、低剂量中药组、中剂量中药组、高剂量中药

组、地塞米松组，每组 10 只。香烟烟熏方法建立慢性阻塞性肺疾病小鼠模型，给药后分别观察小鼠肺功能以及对肺泡灌洗液中

TNF-α、IL-17 的变化。结果：与正常对照组相比，COPD 模型组吸气峰流量 （PIF）、呼气峰流量 （PEF） 及每分钟通气量 （MV）
数值均降低，差异均有统计学意义 （P ＜ 0.01），低、中、高剂量的益气化痰方均能明显改善 COPD 小鼠气道的高反应状态，差异

均有统计学意义 （P ＜ 0.01，P ＜ 0.05）。与 COPD 模型组比较，中、高剂量组肺泡灌洗液中 IL-17 和 TNF-α 逐渐降低，差异均有统

计学意义 （P ＜ 0.01）。结论：益气化痰方能明显改善 COPD 小鼠的气道高反应，同时降低气道炎症反应。
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