
慢性阻塞性肺疾病（COPD）作为最常见的慢性气

道炎症性疾病，已成为导致人类死亡的第4大疾病，研

究发现烟雾及颗粒诱导的持续性的气道氧化应激和炎

症反应是导致COPD发生和发展的核心因素［1-2］。因此

抑制过度的氧化应激和炎症反应已成为延缓疾病进展

和治疗的关键。过氧化物酶体增殖物激活受体γ

（PPARγ）是配体激活的核转录因子，在机体脂质平衡、

糖代谢、炎症反应和免疫反应等方面具有重要的调控作

用。研究发现PPARγ具有调节肺免疫反应的作用［3］，其
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摘要：目的 探讨姜黄素对香烟烟雾提取物（CSE）诱导的人气道上皮16HBE细胞氧化应激和炎症反应的抑制作用及相关的分子

机制。方法 使用shRNA-PPARγ（shPPARγ）转染人气道上皮16HBE细胞下调PPARγ表达。将16HBE细胞分为5组即对照组、

姜黄素组、CSE组、CSE+姜黄素组和CSE+姜黄素+shRNA-PPARγ组。在0 h和24 h时使用MTT法对细胞活性进行检测；干预

24 h后使用qPCR对细胞TNF-α、iNOS和PPARγ mRNA表达进行检测，采用western blot检测16HBE细胞中 iNOS、PPARγ蛋白

表达以及NF-κB p65磷酸化水平。结果 16HBE细胞在干预24 h后各组之间细胞活性未有明显统计学差异（P>0.05）。与对照

组相比较，CSE干预24 h后PPARγ表达水平明显降低，TNF-α、iNOS表达及NF-κB p65磷酸化水平明显升高，差异均有统计学意

义（P<0.05）。但CSE组较CSE+姜黄素组和CSE+姜黄素+shPPARγ组PPARγ表达水平下降以及TNF-α、iNOS表达和NF-κB p65

磷酸化水平升高更显著，差异均有统计学意义（P<0.05）；且CSE+姜黄素+shPPARγ组较CSE+姜黄素组PPARγ表达水平下降以

及TNF-α、iNOS表达和NF-κB p65磷酸化水平升高更明显，差异均有统计学意义（P<0.05）。结论 姜黄素可以通过抑制PPARγ/

NF-κB信号通路减轻CSE诱导的人气道上皮16HBE细胞的炎症反应及氧化应激。为姜黄素应用于慢性阻塞性肺疾病等疾病

的临床治疗奠定了理论基础。
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Abstract: Objective To investigate the effect of curcumin against cigarette smoke extract (CSE)- induced oxidative stress in
human bronchial epithelial cells and explore the underlying mechanism. Methods Human bronchial epithelial cell line 16HBE
was treated for 24 h with curcumin, CSE, CSE + curcumin, and CSE + curcumin with transfection by a short hairpin RNA
targeting PPARγ (shPPARγ). MTT assay was used to observe the changes in the cell viability after the treatments. Quantitative
real- time PCR was performed to detect the mRNA expressions of tumor necrosis factor-α (TNF-α), iNOS and PPARγ in the
cells, and the protein expressions of iNOS, PPARγ and the phosphorylation of NF-κB p65 were detected using Western
blotting. Results The treatments did not cause significant changes in the cell viability. Exposure to CSE for 24 h significantly
lowered PPARγ expression and increased TNF-α and iNOS expressions and phosphorylation of NF-κB p65 in the cells. The
effects of CSE were significantly suppressed by curcumin, but transfection of the cells with shRNA-PPARγ obviously
abrogated the suppressive effects of curcumin. Conclusions Curcumin suppresses CSE-induced oxidative stress and
inflammation via the PPARγ/NF-κB signaling pathway in 16HBE cells, suggesting the potential of curcumin in the treatment of
chronic obstructive pulmonary disease.
Keywords: cigarette smoke extract; bronchial epithelial cells; 16HBE cells; oxidative stress; PPARγ; nuclear factor-κB
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还可能作为治疗支气管哮喘和COPD等慢性肺疾病的

潜在分子靶点［4］。姜黄素是从姜黄类植物的根茎中提

取的一种具有抑制氧化应激、炎症反应、器官纤维化、调

节血糖及调控细胞凋亡等多种生物学活性的酚类化合

物［5-7］。大量研究发现，姜黄素的效应与上调PPARγ的表

达有关［8-11］。另外目前研究证实姜黄素调控香烟烟雾介

导的炎症反应和氧化应激作用主要包括：直接清除自由

基、增强抗氧化防御系统、抑制NF-κB信号通路、激活核

因子E2相关因子2（Nrf2）等，但具体分子机制仍不明

确。鉴于PPARγ是调控炎症和应激的上游关键因子，那

么姜黄素以上的药理作用是否与诱导PPARγ表达密切

相关呢？本实验将使用姜黄素对香烟烟雾提取物

（CSE）诱导的人气道上皮16HBE细胞进行干预，观察其

对PPARγ和NF-κB表达和活化的影响，进一步探讨姜黄

素对COPD的治疗作用及与PPARγ/NF-κB信号通路的

关系。

1 材料和方法

1.1 试剂和材料

人气道上皮细胞16HBE细胞株（中国科学院上海

细胞库提供）；姜黄素（纯度>98%）（西安崇信）；总RNA

抽提试剂盒（北京百泰克）；第一链cDNA合成试剂盒和

PCR试剂盒（Takara公司）；iQ™5 Multicolor Real-time

PCR Detection System（百乐）；shRNA-PPARγ（sc-44220-

V）和 shRNA-scrambled（sc-108060，阴性对照 shRNA）

（Santa Cruz）；鼠抗人iNOS抗体、鼠抗人PPARγ抗体、鼠

抗人NF-κB p65抗体、鼠抗人phospho-NF-κB p65抗体

和鼠抗人β-actin 抗体（Santa Cruz）。DMEM 培养基

（Gibco），小牛血清（四季清），甲醇（色谱纯），乙腈（色谱

纯，Tedia），DMSO（二甲基亚砜，国药集团），MTT试剂

盒（Promega）。其余试剂均为分析纯。

1.2 细胞培养及shRNA-PPARγ转染效果鉴定

16HBE细胞常规接种在含10% FBS、100 g/L青霉

素、100 g/L链霉素的DMEM培养液中，置于37 ℃、95%

空气、5% CO2孵箱内培养。每48 h换液、传代1次，取对

数生长期细胞用于实验。根据前期研究方法，首先使用

shRNA-PPARγ和 shRNA-scrambled 对 16HBE 细胞干

预24 h，观察shRNA-PPARγ对于16HBE细胞PPARγ表

达的抑制作用，在干预24 h后使用qPCR和western blot

法对PPARγ表达水平进行检测，了解shRNA-PPARγ转

染效率［12］。

1.3 细胞分组及干预方法

1.3.1 细胞分组方法 16HBE细胞分为对照组、姜黄素

组、CSE组、CSE+姜黄素组和CSE+姜黄素+shRNA-

PPARγ组。根据文献介绍方法制备CSE［13-14］。其中对

照组细胞加入PBS干预24 h；姜黄素组加入终浓度为

25 μmol/L的姜黄素溶液进行干预 24 h；CSE组加入

CSE（终浓度为2%）干预24 h；CSE+姜黄素组加入终浓

度为25 μmol/L的姜黄素溶液进行干预4 h然后再给予

CSE（终浓度为2%）干预 24 h；CSE+姜黄素+shPPARγ

组在给予 shRNA-PPARγ干预 24 h 后加入终浓度为

25 μmol/L 的姜黄素溶液干预 4 h，然后再加入 CSE

（终浓度为 2%）干预 24 h。在干预结束后提取细胞

mRNA和蛋白保存于-80 ℃备用。

1.3.2 细胞活性分析（MTT比色试验） 取对数生长期细

胞消化制成单细胞悬液，接种于96 孔培养板中，每孔接

种100 μL约含5×103个细胞。贴壁后无血清培养细胞

16~24 h，使细胞同步化。使用MTT比色试验对0 h和

24 h时的细胞生长状态进行测定，重复实验5次。细胞

活性（%）=对应时间点（OD干预组/OD对照组）×100

（%）［12, 15-16］。

1.3.3 QPCR 检测 16HBE 细胞 TNF-α、iNOS 和 PPARγ

mRNA表达检测 干预24 h后，按照qPCR试剂盒说明

书提取细胞总RNA。引物：TNF-α正义5'-CTCTTCTC

CTTCCTGATCGTGG-3'，反 义 5'-CTTGTCACTCGG

GGTTCGAG -3'；PPARγ正义 5'-ACTGTCGGTTTCA

GAAGTGC-3'，反 义 5'-ATGGACACCATACTTGAG

C-3'；iNOS 正义：5'-CACAGAACTGAGGGTACA-3'，

反义：5'-AGAGAGATCGGGTTCACA-3'；β-actin正义：

5'-CTTAGTTGCGTTACACCCTTTCTTG-3'，反义：5'-

CTGTCACCTTCACCGTTCCAGTTT-3'。使用β-actin作

为内参基因，使用2-△△CT公式计算目的基因相对表达量。

ΔΔCt=（Ct,目标−Ct, β-actin）干预组-（Ct,目标−Ct,β-actin）对照组［17- 18］。

1.3.4 Western blot法检测 16HBE细胞中 iNOS、PPARγ

蛋白表达以及NF-κB p65活化 干预24 h后，按照试剂

盒操作要求，首先提取细胞总蛋白，并进行聚丙烯酰胺

凝胶电泳（SDS-PAGE），然后转移至硝酸纤维素滤膜

上，用脱脂奶粉封闭1 h，分别加入鼠抗人单克隆抗体

PPARγ（1∶1000）、phospho-NF-κB p65（1∶800）、NF-κB

p65抗体（1∶800）和β-actin（1∶1200），4 ℃孵育过夜，洗膜

后加入相应的辣根过氧化物酶标记的二抗（1∶2000），用

ECL进行显色，用凝胶成像分析系统进行扫描。

1.3.5 统计学方法 计量资料以均数±标准差表示。采

用SPSS17.0进行单因素方差分析，多重比较采用LSD

法，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 shRNA-PPARγ转染后 16HBE PPARγ的表达水平

及细胞活性

16HBE 细 胞 转 染 shRNA-PPARγ 和 shRNA-

scrambled 24 h后，使用qPCR和western blot法对PPARγ

mRNA和蛋白表达进行分析，发现转染shRNA-PPARγ
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后细胞PPARγ表达水平较对照组明显下降（P<0.05，图1，

表1），而 shRNA-scrambled组和对照组未见显著差异

（P>0.05，图1，表1）。

2.2 姜黄素对于16HBE细胞活性的影响

16HBE细胞在干预24 h后使用MTT法对各组细

胞活性进行检查，发现对照组、姜黄素组、CSE组、CSE+

姜黄素组和CSE+姜黄素+shPPARγ组之间细胞活性未

有明显统计学差异（P>0.05，表2）。

2.3 姜黄素对于 CSE 诱导的 16HBE 细胞 TNF-α和

iNOS表达的影响

与对照组相比较，16HBE细胞在CSE干预24 h后

iNOS mRNA和蛋白的表达水平及TNF-αmRNA的表达

水平明显升高，差异均有统计学意义（P<0.05，图2，表3）。

但CSE组较CSE+姜黄素组和CSE+姜黄素+shPPARγ

组 iNOS和TNF-α表达水平升高更加显著，差异均有统

计学意义（P<0.05，图 2，表 3）；且 CSE + 姜黄素 +

shPPARγ组较CSE+姜黄素组升高更加明显，差异均有

统计学意义（P<0.05，图2，表3）。

2.4 姜黄素对于CSE诱导的16HBE细胞PPARγ表达的

影响

与对照组相比较，16HBE细胞在CSE干预24 h后

PPARγ mRNA和蛋白的表达水平明显降低，差异均有

统计学意义（P<0.05，图2，表4）。但CSE组较CSE+姜

黄素组和CSE+姜黄素+shPPARγ组PPARγ表达水平下

降更加显著，差异均有统计学意义（P<0.05，图2，表4）；

图1 16HBE细胞PPARγwestern blot结果
Fig.1 The western blot results of PPARγ in 16HBE
cells.

shRNA-PPARγ - - +

shRNA-scrambled - + -

PPARγ

β-actin

表1 16HBE细胞PPARγmRNA和蛋白的表达水平
Tab.1 Changes in mRNA and protein expressions of PPARγ in
16HBE cells transfected with shRNA-PPARγ (n=5, Mean±SD)

Group

Control

shRNA-scrambled

shRNA-PPARγ

PPARγ mRNA

1

0.98±0.04

0.18±0.07#

PPARγ protein

0.98±0.05

0.96±0.03

0.21±0.11#

#P<0.05 compared with Control.

表2 MTT比色法测定16HBE细胞活性(0 h and 24 h)
Tab.2 Changes in 16HBE cell viability at different time points of treatments (n=5, Mean±SD)

Intervention time

Control

Curcumin

CSE

CSE+Curcumin

CSE+Curcumin+shPPARγ

0 h

100%

(99.7±1.5)%

(101.3±2.7)%

(101.4±2.6)%

(104.2±1.9)%

24 h

100%

(103.7±1.9)%

(98.6±2.1)%

(99.5±2.8)%

(101.3±1.3)%

图2 16HBE细胞iNOS和PPARγwestern blot结果
Fig.2 Western blotting of iNOS and PPARγ in 16HBE
cells with different treatments.

CSE - - + + +

Curcumin - + - + +

shRNA-PPARγ - - - - +

iNOS

PPARγ

β-actin
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且CSE+姜黄素+shPPARγ组较CSE+姜黄素组PPARγ

表达水平下降更加明显，差异均有统计学意义（P<0.05，

图2，表4）。

2.5 姜黄素对于CSE诱导的16HBE细胞NF-κB p65磷

酸化水平的影响

与对照组相比较，16HBE细胞在CSE干预24 h后

NF-κB p65的磷酸化水平明显升高，差异均有统计学意

义（P<0.05，图3，表4）。但CSE组较CSE+姜黄素组和

CSE+姜黄素+shPPARγ组NF-κB p65的磷酸化水平升

高更加显著，差异均有统计学意义（P<0.05，图3，表4）；

且CSE+姜黄素+shPPARγ组较CSE+姜黄素组NF-κB

p65的磷酸化水平升高更加明显，差异均有统计学意义

（P<0.05，图3，表4）。

3 讨论

慢性阻塞性肺疾病是以持续呼吸道症状和持续气

流受限为特征的一种慢性肺病，与气道和肺对有害微粒

或气体的异常反应有关。流行病学调查发现近年来我

国的 COPD 发病率呈上升趋势，目前发病率已高达

8.6%~13.6%［1-2］。大量研究证示吸入有害颗粒和烟雾如

香烟、生物燃料及空气污染等诱导的中小气道慢性持续

性氧化应激及炎症反应是COPD发生和发展的根本原

因［1-2, 19-20］。抑制氧化应激及炎症反应已成为COPD治疗

的关键靶点。气道上皮细胞（AECs）作为人体与外界接

*P<0.05 compared with Control; #P<0.05 compared with CSE; †P<0.05 compared with CSE+Curcumin+shPPARγ.

Group

Control

Curcumin

CSE

CSE+Curcumin

CSE+Curcumin+shPPARγ

PPARγ mRNA

1

0.98±0.04

0.18±0.07*

0.69±0.14*#†

0.37±0.12*#

PPARγ protein

0.98±0.05

0.96±0.06

0.18±0.08*

0.81±0.12*#†

0.41±0.11*#

Phospho-NF-κB p65/NF-κB p65

0.17±0.04

0.15±0.03

0.93±0.04*

0.35±0.07*#†

0.59±0.09*#

表4 16HBE细胞PPARγmRNA和蛋白的表达水平及NF-κB p65活化水平
Tab.4 The mRNA and protein expression of PPARγ and activation of NF- κB p65 in 16HBE cells with
different treatments (n=5, Mean±SD)

*P<0.05 compared with Control; #P<0.05 compared with CSE; †P<0.05 compared with CSE+Curcumin+shPPARγ.

Group

Control

Curcumin

CSE

CSE+Curcumin

CSE+Curcumin+shPPARγ

TNF-α mRNA

1

1.05±0.04

12.15±4.18*

4.52±1.22*#†

8.97±2.41*#

iNOS mRNA

1

1.07±0.06

13.27±2.17*

3.58±1.06*#†

6.77±1.62*#

表3 16HBE细胞TNF-α和iNOS mRNA的表达水平
Tab.3 The mRNA expression of TNF-α and iNOS in 16HBE cells with different treatments (n=5, Mean±SD)

图3 16HBE细胞NF-κB p65磷酸化水平的Western blot结果
Fig.3 Western blotting for assessing activation of NF-κB p65 in
16HBE cells with different treatments.

Phospho-NF-κB p65

Total NF-κB p65

CSE - - + + +

Curcumin - + - + +

shRNA-PPARγ - - - - +
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触的第一道物理性和生物性屏障，时刻暴露于炎症性和

感染性的刺激和损伤，AECs损伤引起的急、慢性炎症浸

润是改变和破坏气道局部和整体免疫调节水平的重要

因素［21-22］。本研究通过香烟烟雾提取物（CSE）干预人气

道上皮16HBE细胞模拟吸烟状态下气道上皮细胞的炎

症模型，通过姜黄素干预，观察气道上皮细胞的活性和炎

症反应程度，探讨了姜黄素对COPD的治疗作用及机制。

本研究结果显示，与对照组比较，CSE干预16HBE

细胞24 h后 iNOS mRNA和蛋白质及TNF-α mRNA的

表达水平明显升高。诱导型一氧化氮合酶（iNOS）属于

NOS家族，过度的或病理性氧化应激和炎症反应状态

下多种组织细胞均出现高表达［23］。iNOS的高表达将导

致组织细胞内NO（重要的氧自由基分子）的大量合成诱

导过度的氧化应激反应，造成组织损伤和炎症反应的持

续［24-25］。Seimetz等［25］的研究显示在香烟诱导的小鼠肺

气肿模型中抑制 iNOS表达可有效改善气道炎症反应、

肺气肿的发生及肺血管的重塑。而TNF-α作为重要的

炎症介质，在COPD气道炎症反应中扮演者重要的角

色［26］。COPD相关的炎症状态下TNF-α可由多种组织

细胞合成和分泌，TNF-α既可直接导致气道上皮细胞损

伤，也可间接通过趋化中性粒细胞和巨噬细胞等炎症细

胞的聚集及活化导致气道炎症和氧化应激反应［16, 27］。

有研究显示气道和血中TNF-α水平与COPD气道及全

身炎症反应程度呈正相关，可作为检查 COPD严重程

度的标记物［26］。

研究中在CSE的基础上加用姜黄素干预后，我们

发现 iNOS和TNF-α mRNA的表达水平明显下降。该

结果说明16HBE细胞中姜黄素对CSE诱导的TNF-α和

iNOS表达有显著的抑制作用。表明姜黄素可有效减轻

CSE诱导的气道上皮炎症反应和氧化应激反应。NF-

κB在生理状态下与IκB形成复合物存在于包浆中，当细

胞受刺激后，IκB发生磷酸化并与NF-κB解离，激活的

NF-κB在核内与特定的κB位点结合，引起靶基因表达

增强［16-17］。Yuan等［28］的研究发现姜黄素可以通过抑制

NF-κB信号通路的活化下调LPS诱导的BEAS-2B细胞

COX-2过度表达。在本研究中，与对照组相比较，CES

组和CSE+姜黄素组NF-κB p65的磷酸化水平均升高，

但CES组较CSE+姜黄素组升高更为显著。NF-κB被

证实在炎症的调控中起到关键性作用［15, 18］，且研究发现

TNF-α和 iNOS基因启动子部位存在NF-κB结合位点。

结合本研究可发现，TNF-α、iNOS的表达水平与NF-κB

p65的磷酸化呈正相关，提示姜黄素可通过抑制NF-κB

信号通路下调炎症相关基因的转录，从而发挥其抗炎、

抗氧化作用。

Meng等［29］的研究发现姜黄素可通过上调PPARγ信

号通路减轻自发性高血压大鼠模型（SHRs）的心肌纤维

化。Liu等［30］的实验显示姜黄素可通过促进PPARγ信号

通路抑制TGF-β2诱导的肺成纤维细胞向肌成纤维细胞

的分化。杨雪梅等［11］的研究显示姜黄素既可结合

PPARγ，又可激活PPARγ，是PPARγ的天然配体。目前

大量研究证实PPARγ是NF-κB活化重要的调控因子，在

多种病理状态下和不同组织中上调PPARγ可导致NF-

κB活化水平下降［14］。本研究中首先我们发现在CSE诱

导的16HBE细胞状态下姜黄素可以明显上调PPARγ的

表达而下调NF-κB p65的磷酸化水平。进一步我们在

使用shRNA-PPARγ转染细胞特异性抑制PPARγ表达后

发现姜黄素促进PPARγ合成及抑制NF-κB p65磷酸化

的作用明显减弱。同时发现姜黄素对TNF-α和iNOS的

抑制作用也被shRNA-PPARγ明显阻断。该结果表明姜

黄素可通过PPARγ/NF-κB信号通路减轻CSE诱导的

16HBE细胞TNF-α和iNOS表达。

综上所述，本研究发现姜黄素可以通过PPARγ/NF-

κB信号通路减轻CSE诱导的人气道上皮16HBE细胞的

炎症反应及氧化应激，为姜黄素应用于COPD和支气管

哮喘等慢性气道炎症性疾病的临床治疗奠定了理论基础。
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