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【摘 要】 目的 探讨姜黄素减轻缺氧缺血性脑损伤新生大鼠相关神经炎性反应的作用机制并且评估其对缺
氧缺血性脑损伤远期神经行为的影响。方法 2023 年 1—6 月在武汉大学人民医院中心实验室进行实验。选用 7 日
龄新生 SD大鼠 66 只，采用随机数字表法分为假手术组( n = 22) 、缺氧缺血脑损伤组( HIBD组，n = 22) 和缺氧缺血脑
损伤 +姜黄素组( HIBD +姜黄素组，n = 22) 。造模后 24 h采用 Longa评分评估造模是否成功，造模后 48 h通过负性
趋地反射、翻正反射评估短期神经行为; 4 周后采用圆筒实验、水迷宫实验、转角实验、爬杆实验评估远期神经行为; 采
用 ELISA试剂盒检测脑组织炎性因子( TNF-α、IL-1β、IL-6 ) 水平; 采用 Western-blot 法检测脑组织蛋白( STAT3、
p-STAT3) 水平。结果 造模 24 h后，HIBD组( n = 18) 与 HIBD +姜黄素组( n = 15) 新生大鼠 Longa评分为 1 ～ 3 分提
示造模成功。短期行为学评估表明，与 HIBD 组比较，HIBD + 姜黄素组负性趋地反射和翻正反射时间缩短( P ＜
0． 05) 。远期神经行为学评估表明，与 HIBD组比较，HIBD +姜黄素组圆筒实验大鼠左前肢使用率明显增加、水迷宫实
验穿越平台潜伏期缩短、穿越平台象限次数增加、转角实验右转得分率减少、爬杆实验中爬杆时间缩短( P ＜ 0． 01 ) 。
ELISA检测显示，与 HIBD组比较，HIBD +姜黄素组脑组织中 TNF-α、IL-1β和 IL-6 水平下降( P ＜ 0． 05) 。蛋白免疫印
迹技术显示，与 HIBD组比较，HIBD +姜黄素组脑组织中 p-STAT3 /STAT3 水平降低( P ＜ 0． 01) 。结论 姜黄素可通过
抑制 STAT3 磷酸化介导的神经炎性反应并改善缺氧缺血性脑损伤新生大鼠神经行为学缺陷。
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【Abstract】 Objective To investigate the pathogenesis of curcumin in reducing the neuroinflammatory and evaluate

the effect of curcumin on the long-term neurobehavior in neonatal rats with hypoxic-ischemic brain damage ( HIBD) ． Methods
The experiment was conducted in the Central Laboratory of Ｒenmin Hospital of Wuhan University from January to June

2023． A total of 59 seven-day-old Sprague-Dawley ( SD) rats were selected and randomly divided into sham surgery group ( n
= 15) ，hypoxic-ischemic brain damage group ( HIBD，n = 22 ) ，and hypoxic-ischemic brain damage + curcumin group
( HIBD + curcumin，n = 22) using a random number table method． The Longa score was to assess whether or not the model
was successful established． Short-term neurobehavioral tests were assessed by negative geotaxis reflex and righting reflex at 48
h after modeling． The long-term neurobehavior were assessed by the cylinder test，morris water maze，corner turn test，and
pole-climbing test at 4 weeks after modeling． The brain tissues were collected to detect the levels of inflammatory factors
( TNF-α，IL-1β，and IL-6) were detected by Elisa kit and the protein levels ( STAT3 and p-STAT3) were detected by West-
ern blot． Ｒesults The Longa scores of 1-3 in neonatal rats in the HIBD group ( n = 18) and the HIBD + curcumin group ( n
= 15) suggested successful modeling． The short-term neurobehavior tests showed that compared to the HIBD group，the HIBD
+ curcumin group had a shorter negative geotaxis reflex and righting reflex time ( F /P = 135． 037 / ＜ 0． 001，86． 711 / ＜ 0．
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001) ． The long-term neurobehavioral tests revealed significant improvements in the HIBD + curcumin group compared to the
HIBD group． The HIBD + curcumin group exhibited increased utilization of the left forelimb in the cylinder test，shortened
latency stage to cross the platform in the water maze test，increased number of crossings in the platform quadrant，decreased
scores in the corner test，and reduced climbing time in the pole test ( F /P = 55． 671 / ＜ 0． 001，102． 160 / ＜ 0． 001，61． 455 /
＜ 0． 001，28． 526 / ＜ 0． 001，51． 643 / ＜ 0． 001) ． ELISA detection showed that compared with the HIBD group，the HIBD +
curcumin group exhibited a significant decrease in the levels of TNF-α，IL-1β，and IL-6 in the brain ( F/P = 424． 753 / ＜ 0．
001，637． 606 / ＜0． 001，361． 432 / ＜0． 001) ． Protein immunoblotting technology showed that compared with the HIBD group，
the HIBD + curcumin group significantly decreased the expression levels of p-STAT3 /STAT3 in the brain ( F /P = 26． 473 / ＜
0． 001) ． Conclusion Curcumin can relieve neuroinflammation and improve the long-term neurobehavioral dysfunction by in-
hibiting STAT3 phosphorylation in HIBD neonatal rat．
【Key words】 Hypoxic-ischemic brain damage; Curcumin; STAT3; TNF-α; IL-1β; Neurobehavioral

缺氧缺血性脑损伤( hypoxic-ischemic brain dam-
age，HIBD) 是由围产期各种因素导致窒息缺氧、脑血
流改变而引起的一系列脑神经功能障碍。其中，中重
度 HIBD患儿的病死率及不良神经发育结局给家庭、
社会带来严重负担，积极寻找有效且安全的治疗药物

或手段对 HIBD 意义重大［1-2］。姜黄素 ( curcumin，
Cur) 是从姜黄中提取的具有明确化学结构的二芳基
庚烷类化合物，广泛应用于现代和传统医学［3］。已有
证据表明姜黄素在神经系统疾病中发挥神经保护作

用。姜黄素可以减轻神经退行性疾病中神经炎性反
应［4］; 姜黄素通过 p62 /keap-1 /Nrf2 和 PI3K /AKT通路
在脑缺血再灌注损伤中调节自噬［5］; 姜黄素改善环境

颗粒物暴露大鼠的认知障碍和神经行为缺陷［6］; 除此

之外，姜黄素还可以在胶质母细胞瘤中调节细胞周期、
抑制血管生成、促进肿瘤细胞凋亡或自噬［7］。但是在
HIBD中关于姜黄素的相关研究较少，为此，本研究建
立新生大鼠 HIBD模型，研究姜黄素对新生大鼠 HIBD
模型神经炎性反应的调节，并初步探究其保护机制，报

道如下。
1 材料与方法
1． 1 材料 ( 1) 动物: 妊娠 SD 大鼠购自华中科技大
学动物实验中心，大鼠饲养在温度( 25 ± 1 ) ℃、相对湿
度 55% ～ 60%、12 h 固定昼夜节律、通风良好的 SPF
环境中，自由进食饮水。采用体质量 15 ～ 18 g 的 7 日
龄 SD新生大鼠 66 只。本研究通过武汉大学人民医
院动物实验伦理委员会批准( WDＲM20190315 ) 。( 2 )
试药试剂: 异氟烷购于深圳市瑞沃德生命科技有限公

司; 姜黄素购于 Sigma公司; NP-40 裂解液、ELISA试剂
盒( TNF-α、IL-1β、IL-6) 购于上海碧云天生物技术有限
公司; 一抗抗体( STAT3、p-STAT3、β-actin) 购于江苏亲
科生物研究中心有限公司，辣根过氧化物酶耦联二抗

购于武汉三鹰生物技术有限公司。( 3 ) 仪器设备: 酶
标仪购于美谷生物科技有限公司; 化学发光仪购于伯

乐生命医学产品有限公司。
1． 2 分组与造模 2023 年 1—6 月于武汉大学人民
医院中心实验室进行实验。新生大鼠 66 只按随机数
字表法分为假手术组( n = 22 ) 、缺氧缺血脑损伤组
( HIBD组，n = 22 ) 和缺氧缺血脑损伤 + 姜黄素组
( HIBD +姜黄素组，n = 22) 。HIBD +姜黄素组给予姜
黄素( 40 mg /kg) ［8］腹腔注射预处理 30 min后造模，其
余 2 组腹腔注射等体积 PBS 缓冲液。HIBD 组、
HIBD +姜黄素组根据改良 Ｒice-Vannucci 法构建
HIBD模型［9］: 用 3%异氟烷麻醉新生 SD大鼠，手术期
间维持 1． 5%异氟烷麻醉。将新生大鼠仰卧固定在小
动物体温维持仪上，75%乙醇消毒颈部皮肤后，于颈部
行正中切口，仔细分离左颈总动脉和伴行的迷走神经，

用 5-0 号外科缝线双重结扎并离断血管，缝合切口并
消毒。手术完成后新生大鼠自然恢复 1 h，随后置于
37℃的缺氧箱( 含 8% O2 和 92% N2 ) 内维持缺氧 2 h，
最后放回母鼠身边，在正常环境下进行复氧。假手术
组仅分离左侧颈总动脉且不结扎也不进行缺氧处理。
Longa得分 1 ～ 3 分提示造模成功，评分细则: 0 分，正
常，无神经功能缺损; 1 分，左前爪不能完全伸展; 2 分，
爬行时向左盘旋; 3 分，爬行时向左倾倒; 4 分，意识丧
失或无法行走。
1． 3 观测指标与方法
1． 3． 1 神经行为检测:
1． 3． 1． 1 短期神经行为评估 在造模后第 48 h 进
行。( 1) 负性趋地反射( negative geotaxis reflex) : 将 SD
新生大鼠头部朝下放于 45°倾斜木板的中央，记录其
旋转身体 180°变为头部朝上时需要的时间，最大测试
时间 120 s。( 2 ) 翻正反射( righting reflex) : 将 SD 新
生大鼠置于仰卧位后记录其完全翻转到四肢朝下恢

复正常姿势所需的时间，每只测试 3 次，最大测试时
间为 30 s。
1． 3． 1． 2 远期神经行为评估 在造模后第 4 周进行。

·268· 疑难病杂志 2024 年 7 月第 23 卷第 7 期 Chin J Diffic and Compl Cas，July 2024，Vol． 23，No． 7



( 1) 圆筒实验( cylinder test) : 将大鼠放入透明圆筒内，
记录大鼠受损侧前爪( 左前爪 L) 、健侧前爪( 右前爪
Ｒ) 以及两侧前爪( A) 同时触碰筒壁的次数，左前爪使
用率 = ( L + 0． 5 × A) / ( L + Ｒ + A) × 100%。( 2) 水迷
宫实验( Morris water maze test) : 所有大鼠首先连续 4 d
进行定位航行训练，记录每只大鼠寻找隐匿平台时间，

第 5 天移去平台并从原平台位置对侧象限放入待测大
鼠，记录第一次穿过平台的潜伏期和穿越平台位置的

次数，记录时间最长 60 s。( 3 ) 转角实验( corner turn
test) : 将大鼠放入 30°的角落，记录大鼠左转及右转次
数，每只大鼠测试 10 次，测试间隔 30 s，计算公式: 右
转次数 / ( 右转次数 +左转次数) × 100%。( 4) 爬杆实
验( pole-climbing test) : 所有大鼠提前 2 d 进行爬杆训
练，每天 2 次。将大鼠置于一个竖直放置的直径
10 mm、高度 50 cm长杆顶部，记录大鼠从顶部开始爬
至地面的时间，每只大鼠测试 3 次，测试间隔 2 min。
所有神经行为学评估均由 3 位专业人员以双盲方式进
行评估。
1． 3． 2 ELISA 检测新生大鼠脑组织 TNF-α、IL-1β、
IL-6水平: 收集新生大鼠脑组织后制成组织匀浆，离心
留取上清液，根据 ELISA 试剂盒说明书操作，最后在
450 nm处通过酶标仪检测 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平。
1． 3． 3 Western-blot 检测新生大鼠脑组织 STAT3 及
p-STAT3蛋白水平: 收集新生大鼠脑组织后加入 NP-40
裂解液，置于研磨仪中裂解。离心后取上清液提取总
蛋白，并使用 BCA 试剂盒进行定量。10% SDS-PAGE
凝胶电泳分离蛋白并将蛋白转至 NC 膜上，随后 5%
BSA 溶液室温封闭 NC 膜 1 h，并加入 STAT3、
p-STAT3、β-actin 一抗在 4℃ 摇床孵育过夜。次日
TBST清洗 NC 膜 3 次后，加入二抗室温下摇床孵育
1 h。最后通过 Image J软件分析蛋白条带灰度值。
1． 4 统计学方法 采用 GraphPad Prism 6． 0 软件统
计分析数据。符合正态分布的计量资料以 �x ± s 表示，
2 组比较采用独立样本 t检验，多组间比较采用单因素
方差分析( ANOVA) ，然后行 Tukey检验比较 2 组间差

别。P ＜ 0． 05 为差异有统计学意义。
2 结 果
2． 1 新生大鼠 HIBD 模型 Longa 评分比较 新生大
鼠建模 24 h后进行 Longa 评分，HIBD 组与 HIBD +姜
黄素组新生大鼠 Longa评分 1 ～ 3 分提示造模成功，其
中 HIBD组 Longa评分为 1 ～ 3 分共 18 只，HIBD +姜
黄素组评分为 1 ～ 3 分 15 只。
2． 2 3 组新生大鼠短期神经行为学比较 负性趋地
反射: 与假手术组( n = 5 ) 新生大鼠比较，HIBD 组
( n = 5) 新生大鼠负性趋地反射时间延长( P ＜ 0． 05 ) ;
与 HIBD组( n = 5) 比较，HIBD +姜黄素组( n = 5) 负性
趋地反射时间缩短 ( P ＜ 0． 05 ) 。翻正反射: 与假手术
组( n = 5) 新生大鼠比较，HIBD 组( n = 5 ) 新生大鼠翻
正反射时间延长( P ＜ 0． 05) ; 与 HIBD组比较，HIBD +
姜黄素组翻正反射时间缩短 ( P ＜ 0． 05) ，见表 1。

表 1 姜黄素对 HIBD新生大鼠短期神经行为的影响 ( �x ± s)

Tab． 1 Effects of Curcumin on Short term Neurobehavior in HIBD
Newborn Ｒats

组 别 n 负性趋地反射( s) 翻正反射( s)
假手术组 5 9． 52 ± 0． 96 2． 28 ± 0． 38
HIBD组 5 20． 00 ± 1． 00 5． 86 ± 0． 60
HIBD +姜黄素组 5 14． 76 ± 1． 06 4． 80 ± 0． 27
F /P值 135． 037 / ＜ 0． 001 86． 711 / ＜ 0． 001

2． 3 3 组新生大鼠远期神经行为学比较 造模 4 周
后评估 HIBD 大鼠远期神经行为: 与假手术组( n =
5 ) 比较，HIBD 组( n = 5 ) 圆筒实验大鼠左前肢使用
率明显减少、水迷宫实验潜伏期延长、穿越平台象限
次数减少、转角实验分数升高、爬杆实验中爬杆时间
延长，差异均有统计学意义( P ＜ 0． 01 ) ; 与 HIBD 组
( n = 5 ) 比较，HIBD +姜黄素组( n = 5 ) 圆筒实验大鼠
左前肢使用率明显升高、水迷宫实验潜伏期缩短、穿
越平台象限次数增加、转角实验右转得分率减少、爬
杆实验中爬杆时间缩短，差异均有统计学意义( P ＜
0． 01 ) ，见表 2。

表 2 姜黄素对 HIBD新生大鼠远期神经行为的影响 ( �x ± s)

Tab． 2 Effects of Curcumin on Long term Neurobehavior in HIBD Newborn Ｒats

组 别 n 圆筒实验( % )
水迷宫实验

穿越平台潜伏期( s) 穿越平台象限( 次)
转角实验( % ) 爬杆实验( s)

假手术组 5 49． 00 ± 4． 18 14． 30 ± 2． 47 8． 00 ± 1． 00 50． 00 ± 7． 07 9． 28 ± 0． 72
HIBD组 5 23． 00 ± 4． 81 48． 84 ± 5． 62 2． 00 ± 0． 71 88． 00 ± 8． 37 23． 50 ± 3． 67
HIBD +姜黄素组 5 35． 60 ± 2． 22 24． 72 ± 2． 90 4． 80 ± 0． 84 68． 00 ± 8． 37 14． 78 ± 0． 97
F /P值 55． 671 / ＜ 0． 001 102． 160 / ＜ 0． 001 61． 455 / ＜ 0． 001 28． 526 / ＜ 0． 001 51． 643 / ＜ 0． 001
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2． 4 3 组新生大鼠脑组织炎性因子 TNF-α、IL-1β、
IL-6水平比较 与假手术组( n = 6 ) 比较，HIBD 组
( n = 6) 新生大鼠脑组织 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平升高
( P ＜ 0． 05) ; 而与 HIBD 组( n = 6 ) 比较，HIBD +姜黄
素组( n = 6) 新生大鼠脑组织 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平
下降( P ＜ 0． 05) ，见表 3。

表 3 姜黄素对 HIBD新生大鼠脑组织炎性因子的
影响 ( �x ± s，ng /L)

Tab． 3 Effects of Curcumin on Inflammatory Factors in Brain Tis-
sue of HIBD Newborn Ｒats

组 别 n TNF-α IL-1β IL-6
假手术组 6 43． 62 ± 4． 67 66． 46 ± 4． 28 60． 79 ± 5． 04
HIBD组 6 146． 72 ± 5． 75 188． 83 ± 6． 53 173． 60 ± 5． 68
HIBD +姜黄素组 6 81． 97 ± 7． 76 127． 86 ± 6． 69 107． 53 ± 10． 12
F /P值 424． 753 / ＜0． 001 637． 606 / ＜0． 001 361． 432 / ＜0． 001

2． 5 3 组新生大鼠脑组织 STAT3 及 p-STAT3 表达比
较 与假手术组( n = 3) 比较，HIBD 组( n = 3) STAT3 /
β-actin差异无统计学意义( P ＞ 0． 05 ) ，但 p-STAT3 /
STAT3 水平升高( P ＜ 0． 05) ; 与 HIBD组( n = 3) 比较，
HIBD +姜黄素组( n = 3) STAT3 /β-actin 差异无统计学
意义( P ＞ 0． 05 ) ，但 p-STAT3 /STAT3 水平下降( P ＜
0． 01) ，见表 4。

表 4 姜黄素对 HIBD新生大鼠 STAT3、p-STAT3 蛋白水平的影
响 ( �x ± s)

Tab． 4 Effects of Curcumin on STAT3 and p-STAT3 Protein Lev-
els in HIBD Newborn Ｒats

组 别 n STAT3 /β-actin p-STAT3 /STAT3
假手术组 3 1． 00 ± 0． 00 1． 00 ± 0． 00
HIBD组 3 0． 94 ± 0． 05 1． 50 ± 0． 15
HIBD +姜黄素组 3 0． 97 ± 0． 05 1． 22 ± 0． 01
F /P值 1． 590 /0． 279 26． 473 / ＜ 0． 001

3 讨 论
缺氧缺血性脑损伤是一种复杂的病理生理学过

程，是导致神经元受损坏死的主要因素，是导致脑损伤

的重要原因［10］。新生儿 HIBD 常采用亚低温治疗，但
其治疗时间窗窄，疗效相对局限，迫切需要新的且有效

的代替治疗或辅助治疗途径。目前 HIBD治疗原则是
希望通过阻止脑损伤发生发展，促进神经元自身修复，

重建神经功能。研究表明，姜黄素能穿过血脑屏障进
入大脑，缓解缺氧缺血大鼠的脑损伤并减少脑水

肿［11］。Ｒocha-Ferreira等［12］发现姜黄素能降低神经功
能评分、脑缺血再灌注后的梗死面积、海马中磷酸化的

STAT3，减轻缺氧缺血后的脑损伤。在本研究中，姜黄
素能缩短负性趋地反射、翻正反射时间，降低脑组织中
磷酸化 STAT3 蛋白水平，与以往研究结果一致。

HIBD的预后与神经功能缺损密切相关。结果显
示，脑缺氧缺血处理后，大鼠逃避潜伏期延长，穿越平

台象限次数减少，表明缺氧缺血性脑损伤会导致大鼠

认知功能障碍，与蔡群等［13］的结果一致; HIBD大鼠经
过姜黄素治疗后神经功能缺损评分降低，逃避潜伏期

缩短，穿越平台象限次数增多，提示姜黄素可以改善

HIBD大鼠远期神经行为缺陷，具有远期神经保护
作用。
神经炎性反应是 HIBD初始炎性阶段和继发性神

经元损伤阶段病理生理学主要表现［14］。当缺氧缺血
性损伤发生时，小胶质细胞显著激活，通过释放多种促

炎因子，如 TNF-α、IL-1β、IL-6，从而引起神经元功能障
碍［15］。本研究中新生大鼠 HIBD 模型脑组织中炎性
因子水平升高，而姜黄素可以减少缺氧缺血引起的炎

性因子水平，Zhou等［16］研究结果也表明 HIBD新生大
鼠脑组织中 TNF-α、IL-1β、IL-6 表达上调。此外，
TNF-α是重要的炎性趋化因子，能诱导白细胞在炎性
部位大量聚集，刺激中性粒细胞等炎性细胞，从而进一

步刺激 IL-1β、IL-6 的表达和 STAT3 的磷酸化［17］。
STAT3 是一种脱核苷酸结合蛋白，广泛分布在整个大
脑神经系统，在神经炎性反应、胚胎发育、细胞增殖、抗
凋亡、血管生成等方面发挥重要作用［18］。Hristova
等［19］研究结果表明，当缺氧缺血后，STAT3 在未成熟
脑组织中明显升高，抑制 STAT3 可以减少脑损伤和神
经炎性反应。本研究显示姜黄素可以逆转缺氧缺血引
起的 HIBD 新生大鼠脑组织 p-STAT3 蛋白水平升高，
而 STAT3 总蛋白无明显变化。这提示姜黄素可能通
过抑制 STAT3 磷酸化减轻 HIBD新生大鼠的神经炎性
反应，从而达到改善 HIBD大鼠脑组织损伤的作用。
综上所述，姜黄素减少 HIBD 新生大鼠脑组织炎

性因子水平，改善大鼠短期及远期神经行为，其作用机

制可能是与抑制 STAT3 磷酸化相关。然而本研究仍
存在一定的局限性，HIBD 的生理机制是错综复杂的，
未对其他靶点、途径进行验证，这也需要未来进一步研
究来阐明其中的确切细胞分子机制。
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