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摘要

目的:探讨姜黄素在体外抑制脉络膜新生血管(ＣＮＶ)生

成的作用及机制ꎮ
方法:氯化钴(ＣｏＣｌ２)诱导人视网膜色素上皮(ＡＲＰＥ－１９)
细胞建立化学性缺氧模型ꎬ采用 ＣＣＫ－８ 法检测姜黄素对

ＣｏＣｌ２诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活性的影响ꎬ采用 ＲＴ－ｑＰＣＲ
和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测姜黄素对 ＣｏＣｌ２诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 缺氧

模型细胞内 ＡＫＴ、ＨＩＦ－１α 和 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 及蛋白表达的

影响ꎮ 采用细胞划痕实验、 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室迁移实验、
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室侵袭实验及 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶管腔形成实验ꎬ
观察在非接触情况下 ＡＲＰＥ－１９ 细胞姜黄素的条件培养

液对人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣ)的增殖、迁移、侵袭和管

腔形成的影响ꎮ
结果:１００μｍｏｌ / Ｌ ＣｏＣｌ２可成功建立 ＡＲＰＥ－１９ 细胞化学缺

氧模型ꎮ ＣｏＣｌ２在 １００μｍｏｌ / Ｌ 浓度下促进 ＡＲＰＥ－１９ 细胞

中 ＡＫＴ、ＨＩＦ－１α 和 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 及 ｐ－ＡＫＴ、ＨＩＦ－ １α 和

ＶＥＧＦ 蛋白的表达ꎮ 姜黄素在浓度为 １００μｍｏｌ / Ｌ 时可减

少 ＡＲＰＥ－ １９ 细胞中 ＡＫＴ、ＨＩＦ － １α 和 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 及

ｐ－ＡＫＴ、ＨＩＦ－１α 和 ＶＥＧＦ 蛋白的表达ꎮ ＡＲＰＥ－１９ 细胞姜

黄 素 低 ( ６.２５μｍｏｌ / Ｌ )、 中 ( ２５μｍｏｌ / Ｌ )、 高 剂 量 组

(１００μｍｏｌ / Ｌ)条件培养液可显著抑制 ＨＵＶＥＣ 细胞水平迁

移ꎻ其中高剂量组条件培养液可显著抑制 ＨＵＶＥＣ 细胞垂

直迁移和细胞侵袭ꎮ ＡＲＰＥ－１９ 细胞姜黄素中、高剂量组

条件培养液可抑制 ＨＵＶＥＣ 细胞管腔形成ꎮ
结论:姜黄素在 １００μｍｏｌ / Ｌ 对 ＣｏＣｌ２诱导 ＡＲＰＥ－１９ 细胞缺

氧有保护作用ꎮ 姜黄素可在细胞水平抑制血管的生成ꎮ
关键词:脉络膜新生血管ꎻ姜黄素ꎻ血管内皮生长因子

(ＶＥＧＦ)ꎻ缺氧诱导因子 － １α ( ＨＩＦ － １α)ꎻ蛋白激酶 Ｂ
(ＡＫＴ)ꎻ人视网膜色素上皮细胞ꎻ人脐静脉内皮细胞
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Ｓｃｉ) ２０２２ꎻ２２(４):５４１－５４８

０引言
脉络膜新生血管(ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎꎬＣＮＶ)是

年龄相关性黄斑病变( ａｇｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎꎬ
ＡＲＭＤ)、病理性近视(ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｙｏｐｉａꎬＰＭ)及中心性渗
出性 脉 络 膜 视 网 膜 病 变 ( ｃｅｎｔｒａｌ ｅｘｕｄａｔｉｖｅ ｃｈｏｒｏｉｄａｌ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＣＥＣ)等多种眼底疾病的病理表现ꎮ ＣＮＶ 的形
成是多细胞与多因子共同作用的结果ꎬ血管内皮生长因子
(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)是目前已知促进
ＣＮＶ 形 成 的 重 要 的 因 子 之 一ꎮ 缺 氧 诱 导 因 子 － １α
(ｈｙｐｏｘｉａ－ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ－１αꎬＨＩＦ－１α)相关信号通路是参
与调控这些细胞与因子活性的重要信号通路[１]ꎮ 目前ꎬ中
药单体在抗新生血管方面的研究较多ꎬ尤其是在抗肿瘤新
生血管方面ꎬ也为眼科新生血管类疾病的研究提供了思
路ꎮ 姜黄素(Ｃｕｒｃｕｍｉｎ)是从姜科植物姜黄、郁金、莪术提
取的一种多酚类化合物ꎬ也是姜黄发挥药理作用的主要成
分ꎬ体内外实验研究证实其药理作用广泛[２－３]ꎬ主要有抗
炎、抗氧化、抗新生血管及抗肿瘤等[４－５]ꎬ但在 ＣＮＶ 方面的
研究较少ꎮ 本研究探讨姜黄素在体外抑制 ＣＮＶ 的作用机
制ꎬ为 ＣＮＶ 的治疗提供思路ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１细胞来源　 人视网膜色素上皮(ＡＲＰＥ－１９)细胞购
自中国典型培养物保藏中心(ＣＣＴＣＣ)ꎻ人脐静脉内皮细
胞(ＨＵＶＥＣ)购自美国 ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ 公司ꎮ
１.１.２主要试剂　 氯化钴(ＣｏＣｌ２)和姜黄素(美国 Ｓｉｇｍａ)ꎬ
ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养液(美国 Ｈｙｃｌｏｎ)ꎬＥＣＭ 培养基(美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ)ꎬ胎牛血清(美国 Ｇｉｂｃｏ)ꎬＭａｔｒｉｇｅｌ 基
质胶(美国 ＢＤ)ꎬＣＣＫ－８ 试剂盒(日本同仁)ꎮ ＲＮＡ 试剂

盒(北京康为世纪生物科技有限公司)ꎮ 一抗:ａｎｔｉ －ＡＫＴ
和 ａｎｔｉ－ｐ－ＡＫＴ(美国 ＣＳＴ)ꎬａｎｔｉ－ＨＩＦ－１α 和 ａｎｔｉ－ＶＥＧＦ－Ａ
(美国 Ａｂｃａｍ)ꎮ
１.２方法
１.２.１ ＣＣＫ－８ 法筛选造模试剂 ＣｏＣｌ２和实验药物姜黄素
及阳性对照药雷珠单抗的浓度　 将对数生长期 ＡＲＰＥ－１９
细胞接种于 ９６ 孔板培养 ２４ｈꎻ分别加入浓度为 ０、５０、１００、
２００、４００ 及 ８００μｍｏｌ / Ｌ 的 ＣｏＣｌ２溶液分别培养 ６、１２、２４ 和
４８ｈ 后ꎬ每孔加入 ＣＣＫ－８ 溶液 ２０μＬꎬ培养 ４ｈ 后检测各孔
在 ４５０ｎｍ 的吸光度值(ＯＤ 值)ꎮ 以正常组细胞活性为 １ꎬ
各实验组细胞活性＝(实验组平均 ＯＤ 值－空白孔平均 ＯＤ
值) / (正常组平均 ＯＤ 值－空白孔平均 ＯＤ 值)ꎬ每组 ３ 个
复孔ꎮ 同样的方法加入浓度为 ０、６.２５、１２.５、２５、５０、１００ 及
２００μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素分别培养 ６、１２、２４ 和 ４８ｈꎻ浓度为 ０、５、
１０、２０、４０ 和 ８０μｇ / ｍＬ 雷珠单抗培养 ２４ｈꎮ
１.２.２ ＣＣＫ－８ 法检测各实验组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞的活性 　
将对数生长期 ＡＲＰＥ－１９ 细胞接种于 ９６ 孔板中培养 ２４ｈꎬ
根据分组给予不同干预ꎬ正常组: ＡＲＰＥ － １９ꎻ模型组:
ＡＲＰＥ－１９＋ＣｏＣｌ２ꎻ雷珠单抗组:ＡＲＰＥ－１９＋ＣｏＣｌ２ ＋雷珠单
抗ꎻ姜黄素低剂量组:ＡＲＰＥ－１９＋ＣｏＣｌ２ ＋姜黄素低剂量ꎻ姜
黄素中剂量组:ＡＲＰＥ－１９＋ＣｏＣｌ２ ＋姜黄素中剂量ꎻ姜黄素
高剂量组:ＡＲＰＥ－１９＋ＣｏＣｌ２ ＋姜黄素高剂量组ꎮ 培养 ２４ｈ
后加入 ＣＣＫ－８ 溶液 ２０μＬꎬ培养 ４ｈ 后检测各孔在 ４５０ｎｍ
的吸光度值(ＯＤ 值)ꎮ 以正常组细胞活性为 １ꎬ各实验组
细胞活性＝(实验组平均 ＯＤ 值－空白孔平均 ＯＤ 值) / (正
常组平均 ＯＤ 值－空白孔平均 ＯＤ 值)ꎮ
１.２.３ ＲＴ－ｑＰＣＲ检测各组细胞 ＡＫＴ 和 ＨＩＦ－１α 及 ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ 的表达 　 制备各组 ＡＲＰＥ － １９ 细胞样本ꎬ按照
Ｔｒｉｚｏｌ 说明书提取总 ＲＮＡꎬ逆转录合成 ｃＤＮＡꎮ ｑＰＣＲ 设置
反应条件:９５℃ ×１０ｍｉｎ→９５℃ ×１５ｓ→６０℃ ×１ｍｉｎꎬ３５ ~ ４０
个循环ꎬ进行目的基因扩增ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 为内参ꎬ得到目的
基因表达的相对定量值ꎬ进行统计学分析ꎮ 其中引物由上
海生工生物工程有限公司设计与合成ꎬ具体序列如下:
ＧＡＰＤＨ－Ｆ:ＧＧＡＧＡＴＴＡＣＴＧＣＣＣＴＧＧＣＴＣＣＴＡꎬＧＡＰＤＨ－Ｒ:
ＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴꎬＡＫＴ － Ｆ: ＡＣＴＧＴＣＡＴＣＧ
ＡＡＣＧＣＡＣＣＴＴꎬ ＡＫＴ － Ｒ: ＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＣＣＴＧＣＴＴＣＴꎬ
ＨＩＦ－１α－Ｆ: ＡＣＣＴＡＴＧＡＣＣＴＧＣＴＴＧＧＴＧꎬ ＨＩＦ－１α－Ｒ:
ＧＧＣＴＧＴＧＴＣＧＡＣＴＧＡＧＧＡＡꎬＶＥＧＦ－Ｆ:ＧＡＧＴＡＣＡＴＣＴＴＣＡ
ＡＧＣＣＡＴＣＣＴꎬＶＥＧＦ－Ｒ:ＴＧＣＴＣＴＡＴＣＴＴＴＣＴＴＴＧＧＴＣＴＧＣꎮ
１.２.４ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞 ＡＫＴ、ｐ－ＡＫＴ、ＨＩＦ－１α
和 ＶＥＧＦ 蛋白的表达 　 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＣｏＣｌ２
(１００μｍｏｌ / Ｌ)对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞 ＡＫＴ、ｐ－ＡＫＴ、ＨＩＦ－１α 和
ＶＥＧＦ 蛋白表达的影响ꎮ 制备细胞样本ꎬ提取总蛋白ꎬＢＣＡ
法计算蛋白浓度ꎬ制备蛋白 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 胶ꎬ聚丙烯酰胺凝
胶电泳ꎬ转膜(湿转)ꎬ抗体孵育(其中一抗稀释比例为
ＡＫＴ １ ∶ １０００ꎬ ｐ － ＡＫＴ １ ∶ ２０００ꎬ ＨＩＦ － １α １ ∶ ５００ꎬ
ＶＥＧＦ １ ∶ １０００)ꎬ曝光显影ꎬ测定条带灰度值ꎬ以 β－ａｃｔｉｎ 条
带的光密度值校正ꎬ得到目的蛋白的相对表达量ꎮ
１.２.５ ＣＣＫ－８ 法检测缺氧条件下 ＡＲＰＥ－１９ 细胞姜黄素
条件培养液对 ＨＵＶＥＣ细胞活性的影响　 根据 １.２.２ 制备
缺氧条件下 ＡＲＰＥ－１９ 细胞不同组条件培养液ꎬＣＣＫ－８ 法
检测各组条件培养液对 ＨＵＶＥＣ 细胞活性的影响(具体方
法同 １.２.１)ꎮ
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１.２.６ 细胞划痕实验检测各组条件培养液对 ＨＵＶＥＣ 细胞
水平迁移的影响　 待 ＨＵＶＥＣ 细胞生长至 ８０％融合时ꎬ调
整细胞浓度至每毫升 １×１０５个ꎬ接种于 ２４ 孔板中待细胞
生长融合成单层细胞后ꎬ用 １０μＬ 微量加样枪头垂直于板
底行“一”字形划痕ꎬＰＢＳ 冲洗ꎬ镜下拍摄 ０ｈ 和不同条件
培养液干预 ２４ｈ 后的照片(４０×)ꎬ重复 ３ 次ꎮ 测量并计算
各组迁移率ꎬ迁移率＝(Ｓ０－Ｓｔ) / Ｓ０×１００％(Ｓ０:原始裸区面
积ꎬＳｔ:各时间点裸区面积)ꎮ
１.２.７ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室法检测各组条件培养液对 ＨＵＶＥＣ
细胞垂直迁移和侵袭的影响 　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室检测细胞迁

移和侵袭的不同在于侵袭实验需要加入 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶ꎮ
调整 ＨＵＶＥＣ 细胞至每毫升 １×１０５个ꎬ在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 的下室ꎬ
根据分组给予不同条件培养液ꎻ在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 的上室加入

ＨＵＶＥＣ 细胞悬液ꎮ 加样后培养 ２４ｈꎬ吸尽小室内液体ꎬ擦
去小室内未迁移的细胞ꎬ多聚甲醛固定ꎬ结晶紫染色ꎬ晾
干ꎮ 倒置 显 微 镜 下 取 上 下 左 右 中 间 ５ 个 视 野 拍 照

(１００×)ꎬ相对垂直迁移率＝实验组 / 正常组ꎬ相对侵袭率 ＝
实验组 / 正常组ꎮ
１.２.８ Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶法检测各组条件培养液对 ＨＵＶＥＣ
细胞管腔形成的影响　 ９６ 孔板中用预冷的枪头在每孔加

入 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶培养 ２ｈꎬ使胶凝固ꎮ 同时消化 ＨＵＶＥＣ
细胞ꎬ调整至每毫升 ２×１０５个ꎬ根据分组给予不同条件培

养液和 ＨＵＶＥＣ 细胞悬液ꎬ接种于 ９６ 孔板中培养 ６ｈꎮ 倒

置显微镜下取上下左右中间 ５ 个不同视野进行拍照

(１００×)ꎬ相对管腔形成率＝实验组 / 正常组ꎮ
统计学分析:采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６.０ 软件进行统计

学分析ꎬ计量资料用均数±标准差表示ꎬ多组间比较采用

单因素方差分析ꎬ进一步两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔ－ｔ 检验ꎬ以
Ｐ<０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ
２结果

２.１不同浓度 ＣｏＣｌ２对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活性的影响　 随着

浓度的增加ꎬ细胞活性呈现先增长后抑制ꎬ当 ＣｏＣｌ２浓度≥
２００μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬＡＲＰＥ－１９ 细胞的数量显著减少ꎬ差异有统

计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ镜下可见细胞皱缩稀疏ꎮ 因此ꎬ我们

选择 ＣｏＣｌ２浓度为 １００μｍｏｌ / Ｌꎬ干预 ２４ｈ 进行后续实验研

究ꎬ见表 １ꎮ
２.２不同浓度姜黄素对 ＡＲＰＥ－１９细胞活性的影响　 姜黄

素浓度在 ０~１００μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ对细胞活性没有影响ꎬ镜下观察

细胞形态未见变化ꎮ 当浓度为 ２００μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ细胞活性明

显降低ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ镜下观察细胞皱缩ꎬ
数量减 少ꎮ 因 此ꎬ我 们 选 择 姜 黄 素 浓 度 为 ６. ２５、 ２５、
１００μｍｏｌ / Ｌ为低、中、高剂量进行后续相关实验研究ꎬ见表 ２ꎮ
２.３不同浓度雷珠单抗对 ＣｏＣｌ２诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活

性的影响　 当雷珠单抗浓度为 ２０μｇ / ｍＬ 时ꎬＡＲＰＥ－１９ 细

胞的活性较 ＣｏＣｌ２ 组显著降低ꎬ差异有统计学意义(Ｐ <
０.０５)ꎬ与正常组比较差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎻ当浓度

>２０μｇ / ｍＬ 时ꎬＡＲＰＥ－１９ 细胞的活性较 ＣｏＣｌ２组和正常组均

降低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 因此ꎬ我们选择雷珠

单抗浓度为 ２０μｇ / ｍＬ 进行后续相关实验研究ꎬ见表 ３ꎮ
２.４各组间 ＡＫＴ 和 ＨＩＦ－１α 及 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 相对表达量

　 ＡＫＴ、ＨＩＦ－１α 和 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 相对表达量模型组均高

　 　表 １　 不同浓度 ＣｏＣｌ２对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活性的影响

(ｎ＝ ３ꎬｘ±ｓ)
ＣｏＣｌ２
(μｍｏｌ / Ｌ)

６ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

０ １ １ １ １
５０ １.０６±０.０５ １.０５±０.１０ １.０８±０.１１ １.０４±０.１３
１００ １.０７±０.０６ １.１７±０.０８ １.２８±０.１１ａ １.１４±０.１５
２００ ０.９１±０.０４ ０.７３±０.１０ａ ０.７１±０.１３ａ ０.７６±０.０４ａ

４００ ０.８２±０.０４ａ ０.６１±０.０９ａ ０.６７±０.１２ａ ０.６６±０.０７ａ

８００ ０.７２±０.０７ａ ０.３７±０.０４ａ ０.４８±０.０４ａ ０.３６±０.１０ａ

　 　 　 　 　
Ｆ ２４.０７６ ４８.４０４ ２９.３８１ ２７.４１７
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ ０μｍｏｌ / Ｌ 组ꎮ

表 ２　 不同浓度姜黄素对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活性的影响

(ｎ＝ ３ꎬｘ±ｓ)
姜黄素

(μｍｏｌ / Ｌ)
６ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

０ １ １ １ １
６.２５ １.０３±０.０３ １.０４±０.０１ ０.９５±０.０２ １.０４±０.１０
１２.５ １.０８±０.０３ １.０７±０.０８ ０.９７±０.０３ １.１２±０.０９
２５ １.０５±０.０１ １.０４±０.０７ １.０６±０.０３ １.０３±０.０５
５０ １.１０±０.０７ １.０３±０.０１ １.０１±０.０９ １.１１±０.０７
１００ １.１０±０.０８ ０.９３±０.０３ ０.９４±０.１３ ０.９７±０.０９
２００ ０.８５±０.１１ａ ０.５８±０.０５ａ ０.７３±０.０７ａ ０.８１±０.０２ａ

　 　 　 　 　
Ｆ ６.３４３ ４３.７９３ ７.４９８ ７.２５０
Ｐ ０.００２ <０.０１ ０.００１ ０.００１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ ０μｍｏｌ / Ｌ 组ꎮ

表 ３　 不同浓度雷珠单抗对 ＣｏＣｌ２诱导的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活性

的影响 (ｎ＝ ３ꎬｘ±ｓ)
组别 ＡＲＰＥ－１９ 细胞活性

正常组 １
ＣｏＣｌ２组 １.２８±０.１１ａ

ＣｏＣｌ２＋５μｇ / ｍＬ 雷珠单抗组 １.１５±０.１４
ＣｏＣｌ２＋１０μｇ / ｍＬ 雷珠单抗组 １.０５±０.１５
ＣｏＣｌ２＋２０μｇ / ｍＬ 雷珠单抗组 ０.８３±０.０６ｃ

ＣｏＣｌ２＋４０μｇ / ｍＬ 雷珠单抗组 ０.５８±０.１０ａꎬｃ

ＣｏＣｌ２＋８０μｇ / ｍＬ 雷珠单抗组 ０.５３±０.０４ａꎬｃ

Ｆ ２５.３４１
Ｐ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＣｏＣｌ２组ꎮ

于正常组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ雷珠单抗组均

低于模型组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ姜黄素低、
中剂量与模型组比较差异均无统计学意义(Ｐ> ０. ０５)ꎻ
姜黄素高剂量组较模型组降低ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎻ与雷珠单抗组比较差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ
见表 ４ꎮ
２.５各组间 ＡＫＴ 和 ＨＩＦ－１α 及 ＶＥＧＦ 蛋白相对表达量　
各组间 ＡＫＴ 蛋白比较差异无统计学意义 ( Ｐ > ０. ０５)ꎬ
ｐ－ＡＫＴ、ＨＩＦ－１α 和 ＶＥＧＦ 蛋白相对表达量模型组均高于

３４５

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２２ꎬ Ｎｏ.４ Ａｐｒ. ２０２２　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



　 　表 ４　 各组间 ＡＫＴ和 ＨＩＦ－１α及 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ相对表达量 (ｎ＝ ３ꎬｘ±ｓ)
组别 ＡＫＴ ＨＩＦ－１α ＶＥＧＦ
正常组 １ １ １
模型组 ４.０７±０.２４ａ ４.３１±０.２７ａ ３.４８±０.３５ａ

雷珠单抗组 ２.６７±０.２７ｃ ２.０９±０.３９ｃ １.７７±０.２７ｃ

姜黄素低剂量组 ３.５５±０.４７ ３.０３±０.４７ ２.６７±０.２０
姜黄素中剂量组 ３.４０±０.２２ ３.２６±０.５７ ２.５２±０.３７
姜黄素高剂量组 ２.６７±０.１３ｃ ２.２１±０.３９ｃ １.９３±０.１７ｃ

Ｆ ３９.８７８ １７.１６１ ２２.１６３
Ｐ <０.０１ ０.００２ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎮ

正常组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ雷珠单抗组均低

于模型组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ< ０.０５)ꎮ ｐ －ＡＫＴ 和

ＨＩＦ－１α 蛋白相对表达量姜黄素低、中剂量与模型组比较

差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ姜黄素高剂量组较模型

组降低ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ与雷珠单抗组比

较差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ ＶＥＧＦ 蛋白相对表达量

姜黄素低剂量组与模型组比较差异均无统计学意义(Ｐ>
０.０５)ꎬ姜黄素中、高剂量组较模型组降低ꎬ差异均有统计

学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ与雷珠单抗组比较差异无统计学意义

(Ｐ>０.０５)ꎬ见图 １ꎬ表 ５ꎮ
２.６ ＡＲＰＥ－１９细胞各组条件培养液对 ＨＵＶＥＣ 细胞活性

的影响　 ＡＲＰＥ－１９ 细胞各组条件培养液对 ＨＵＶＥＣ 细胞

活性的影响比较差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ见表 ６ꎮ
２.７ ＡＲＰＥ－１９细胞各组条件培养液对 ＨＵＶＥＣ 细胞水平

迁移的影响 　 ＡＲＰＥ－１９ 细胞各组条件培养液对 ＨＵＶＥＣ
细胞水平迁移的影响比较差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ
与正常组相比模型组 ＨＵＶＥＣ 细胞水平迁移显著增加ꎬ差
异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组相比雷珠单抗组水

平迁移较少ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ姜黄素条件培

养液低、中、高剂量组水平迁移较模型组明显减少ꎬ差异有

统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ其中ꎬ高剂量组与雷珠单抗组比较

差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ见图 ２ꎬ表 ６ꎮ
２.８ ＡＲＰＥ－１９细胞各组条件培养液对 ＨＵＶＥＣ 细胞垂直

迁移的影响 　 ＡＲＰＥ－１９ 细胞各组条件培养液对 ＨＵＶＥＣ
细胞垂直迁移的影响比较差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ
与正常组相比模型组 ＨＵＶＥＣ 细胞垂直迁移显著增加ꎬ差
异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组相比雷珠单抗组垂

直迁移较少ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ姜黄素条件培

养液低、中剂量组细胞垂直迁移与模型组相比差异无统计

学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ姜黄素条件培养液高剂量组垂直迁移

较模型组明显减少ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ与雷珠

单抗组比较差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ见图 ３ꎬ表 ６ꎮ
２.９ ＡＲＰＥ－１９细胞各组条件培养液对 ＨＵＶＥＣ 细胞侵袭

的影响　 ＡＲＰＥ－１９ 细胞各组条件培养液对 ＨＵＶＥＣ 细胞

侵袭的影响比较差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 与正常组

相比模型组 ＨＵＶＥＣ 细胞侵袭显著增加ꎬ差异有统计学意

义(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组相比雷珠单抗组侵袭显著减少ꎬ差
异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ姜黄素条件培养液低、中剂量

　 　

图 １　 各组间 ＡＫＴ和 ＨＩＦ－１α及 ＶＥＧＦ蛋白相对表达量　 Ａ:正
常组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:雷珠单抗组ꎻＤ:姜黄素低剂量组ꎻＥ:姜黄素

中剂量组ꎻＦ:姜黄素高剂量组ꎮ

组细胞侵袭与模型组相比差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ
姜黄素条件培养液高剂量组侵袭较模型组显著减少ꎬ差异

有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ与雷珠单抗组比较差异无统计

学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ见图 ４ꎬ表 ６ꎮ
２.１０ ＡＲＰＥ－１９ 细胞各组条件培养液对 ＨＵＶＥＣ 细胞管

腔形成的影响 　 ＡＲＰＥ － １９ 细胞各组条件培养液对

ＨＵＶＥＣ 细胞管腔形成的影响比较差异有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎮ 与正常组比较模型组 ＨＵＶＥＣ 细胞管腔形成明显

增加ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与模型组比较雷珠单

抗组管腔形成显著较少ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ与
模型组比较姜黄素条件培养液低剂量组管腔形成未见明

显变化ꎬ中、高剂量组管腔形成显著减少ꎬ差异有统计学意

义(Ｐ<０.０５)ꎬ其中高剂量组管腔形成与雷珠单抗组比较

差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ见图 ５ꎬ表 ６ꎮ
３讨论

多种细胞成分参与了 ＣＮＶ 的形成ꎬ其中 ＲＰＥ 细胞是

ＣＮＶ 的主要细胞成分之一ꎬＣＮＶ 病变早期就存在 ＲＰＥ 细

胞的萎缩或功能减退ꎮ ＲＰＥ 是视网膜神经上皮层和脉络

膜之间含有色素的单层细胞ꎬ它与视网膜光感受器细胞

层、Ｂｒｕｃｈ 膜和脉络膜毛细血管共同组成光感受器细胞－
ＲＰＥ－Ｂｒｕｃｈ 膜－脉络膜毛细血管复合体ꎬ在视网膜生理病

理中发挥重要作用[６]ꎬ与眼底新生血管性疾病的发生发展

密切相关[７－８]ꎮ 在缺氧状态下ꎬＲＰＥ 细胞异常分泌 ＶＥＧＦ
等促血管生长因子ꎬＢｒｕｃｈ 膜损伤ꎬＣＮＶ 形成ꎬ视网膜光感

受器细胞因缺乏脉络膜的营养供应而凋亡ꎮ 内皮细胞作

为组织与血液的第一道屏障ꎬ也是最先感受缺氧的细胞之

一ꎮ 在 ＣＮＶ 疾病的发生发展过程中ꎬＲＰＥ 细胞缺氧、内皮

４４５
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图 ２　 ＡＲＰＥ－１９ 细胞各组条件培养液对 ＨＵＶＥＣ细胞水平迁移的影响　 Ａ:正常组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:雷珠单抗组ꎻＤ:姜黄素低剂量组ꎻ
Ｅ:姜黄素中剂量组ꎻＦ:姜黄素高剂量组ꎮ

图 ３　 ＡＲＰＥ－１９ 细胞各组条件培养液对 ＨＵＶＥＣ细胞垂直迁移的影响　 Ａ:正常组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:雷珠单抗组ꎻＤ:姜黄素低剂量组ꎻ
Ｅ:姜黄素中剂量组ꎻＦ:姜黄素高剂量组ꎮ

细胞受损及功能障碍是其中的关键因素ꎬ对内皮细胞的保

护可阻止其进一步恶化ꎬ达到治疗疾病的目的ꎮ
缺氧诱导 ＶＥＧＦ 的表达是 ＣＮＶ 发病机制中的重要环

节ꎮ ＨＩＦ－１α 是细胞内氧平衡的关键调节因子ꎬ在缺氧诱导

的血管生成、肿瘤发生、炎性反应以及细胞自噬等方面都起

关键作用ꎬ它的激活可作为组织和细胞缺氧的直接反映与

重要标志ꎮ 本研究显示ꎬＣｏＣｌ２在 １００μｍｏｌ / Ｌ 浓度时可以促

进细胞中 ＨＩＦ－１α ｍＲＮＡ 和蛋白的表达ꎬ这说明我们的

ＡＲＰＥ－１９ 细胞体外缺氧模型的建立是成功的ꎬ与以往文

献报道类似[９－１０]ꎬ其机制与 ＡＫＴ 信号通路有关ꎮ 近年来

大量的体内外实验研究证实姜黄素药理作用广泛[２ꎬ１１]ꎬ主
要有抗炎、抗氧化、抗新生血管[３ꎬ５] 及抗肿瘤等[１２－１３]ꎬ且无

明显毒副作用ꎮ 姜黄素在眼科相关的研究较多ꎬ包括抑制

角膜新生血管形成[１３]ꎻ抑制翼状胬肉成纤维细胞增生ꎻ抑
制青光眼小梁切除术后滤过道瘢痕化ꎻ防治增殖性玻璃体

视网膜病变[１４－１５]ꎻ抑制人[１６] 和动物[１７－１８] 视网膜色素上

５４５
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图 ４　 ＡＲＰＥ－１９ 细胞各组条件培养液对 ＨＵＶＥＣ 细胞侵袭的影响 　 Ａ:正常组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:雷珠单抗组ꎻＤ:姜黄素低剂量组ꎻ
Ｅ:姜黄素中剂量组ꎻＦ:姜黄素高剂量组ꎮ

图 ５　 ＡＲＰＥ－１９ 细胞各组条件培养液对 ＨＵＶＥＣ细胞管腔形成的影响　 Ａ:正常组ꎻＢ:模型组ꎻＣ:雷珠单抗组ꎻＤ:姜黄素低剂量组ꎻ
Ｅ:姜黄素中剂量组ꎻＦ:姜黄素高剂量组ꎮ

表 ５　 各组间 ＡＫＴ和 ＨＩＦ－１α及 ＶＥＧＦ蛋白相对表达量 (ｎ＝ ３ꎬｘ±ｓ)
组别 ＡＫＴ ｐ－ＡＫＴ ＨＩＦ－１α ＶＥＧＦ
正常组 ０.８４±０.１２ ０.３０±０.０５ ０.４２±０.１０ ０.２１±０.０３
模型组 １.０２±０.１３ １.２８±０.１５ａ １.４０±０.１７ａ ０.９５±０.０４ａ

雷珠单抗组 ０.８７±０.０９ ０.７１±０.１１ｃ ０.６９±０.１０ｃ ０.５０±０.１０ｃ

姜黄素低剂量组 ０.９７±０.０７ １.０８±０.０２ １.０５±０.１３ ０.８５±０.０３
姜黄素中剂量组 ０.９７±０.２４ ０.９７±０.０８ ０.８２±０.１４ ０.６９±０.０４ｃ

姜黄素高剂量组 １.０８±０.１１ ０.７４±０.０５ｃ ０.７１±０.０６ｃ ０.６４±０.０７ｃ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ０.８９１ ２９.７８１ １３.３８２ ５４.９４８
Ｐ ０.５４１ <０.０１ ０.００３ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎮ

表 ６　 ＡＲＰＥ－１９ 细胞各组条件培养液对 ＨＵＶＥＣ细胞的影响 ｘ±ｓ
组别 ＨＵＶＥＣ 细胞活性(ｎ＝ ６) 水平迁移率(ｎ＝ ３) 垂直迁移率(ｎ＝ ３) 侵袭率(ｎ＝ ３) 管腔形成率(ｎ＝ ３)
正常组 １ ０.７０±０.０１ １ １ １
模型组 １.２２±０.０５ ０.８８±０.０５ａ ３.４０±０.４７ａ ２.６３±０.２８ａ ３.５６±０.３８ａ

雷珠单抗组 １.１０±０.０７ ０.５４±０.０４ｃ １.８２±０.２３ｃ １.８２±０.２３ｃ １.９２±０.３８ｃ

姜黄素低剂量组 １.１０±０.０７ ０.６１±０.０３ｃ ２.９７±０.１８ ２.４１±０.２６ ２.７４±０.４０
姜黄素中剂量组 １.１８±０.１０ ０.６２±０.０６ｃ ３.０５±０.１７ ２.４８±０.４２ ２.３８±０.４４ｃ

姜黄素高剂量组 １.１０±０.０９ ０.５４±０.０５ｃ ２.２４±０.３５ｃ １.７０±０.３６ｃ １.５７±０.３０ｃ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ２.３２８ １９.００８ ３２.４９７ １３.８７０ ２０.４５７
Ｐ ０.１７ ０.００１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 正常组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎮ
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皮细胞增殖[１９]ꎻ延缓实验动物早期[２０] 糖尿病视网膜病

变[２１]ꎻ减少[２２－２３] 视网膜缺血再灌注损伤[２４]ꎻ神经节细胞

损伤的保护[２５－２６]及治疗眼部肿瘤等[２７]多方面ꎮ
正常情况下ꎬ眼部组织中 ＶＥＧＦ 表达水平很低ꎻ但在

缺血、缺氧、炎症等应激情况下[２８－２９]ꎬＶＥＧＦ 的表达水平会

显著增高ꎬ继而诱发新生血管形成ꎮ 目前眼科临床使用的

各种抗 ＶＥＧＦ 类药物通过抑制 ＶＥＧＦ 与受体结合从而抑

制 ＣＮＶ 生长及血管渗漏ꎬ改善或维持患者的视力ꎮ 本研

究显示 １００μｍｏｌ / Ｌ 的姜黄素可减少 ＡＲＰＥ － １９ 细胞中

ＡＫＴ、ＨＩＦ－１α 和 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 及蛋白的表达ꎬ可见姜黄素

对 ＣｏＣｌ２诱导 ＡＲＰＥ－１９ 细胞缺氧具有保护作用ꎬ但需要达

到一定剂量ꎮ 体外血管形成实验可分为细胞增殖实验、水
平迁移实验[３０－３１]、垂直迁移实验[３２－３５]ꎬ细胞侵袭实验[３６]ꎬ
管腔形成实验ꎬ以及器官水平的人胎盘血管段培养模型和

大鼠动脉环模型ꎮ 目前通常所说的血管形成实验是指细

胞的管腔形成实验ꎬ它可从侧面反映毛细血管的早期形成

过程ꎬ是体外检测内皮细胞功能的指标ꎮ 血管形成过程中

内皮细胞会形成细胞条索ꎬ然后形成管腔ꎮ 在特定条件下

如基质胶、胶原等培养时可见到管腔形成[３７－３８]ꎮ 本研究

显示姜黄素条件培养液低、中、高剂量组可降低细胞水平

迁移ꎻ中、高剂量组可减少细胞管腔形成ꎻ高剂量组还可降

低细胞垂直迁移及降低细胞侵袭ꎮ
综上所述ꎬ本研究结果表明姜黄素可在细胞水平抑制

新生血管的形成ꎬ其机制可能与 ＡＫＴ / ＨＩＦ－１α / ＶＥＧＦ 信号

通路有关ꎮ 但鉴于姜黄素药理作用复杂ꎬ且体外培养的细

胞成分单一ꎬ其形态、功能和体内均有一定的差别ꎬ因此ꎬ
进一步完善体内实验ꎬ证实其在抑制新生血管中的作用将

为临床应用奠定坚实基础ꎮ
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７４５
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神经节细胞的保护作用. 国际眼科杂志 ２０１６ꎻ１６(２):２３１－２３３
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２８ Ｊｏｕａｎｎｅａｕ Ｅ. Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｇｌｉｏｍａｓ: ｃｕｒｒｅｎｔ ｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ
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３６ Ｋｒａｍｅｒ Ｎꎬ Ｗａｌｚｌ Ａꎬ Ｕｎｇｅｒ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
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２０２０ 中国科技核心期刊眼科学类期刊主要指标及排名

期刊名称
核心总被引频次

数值 排名

核心影响因子

数值 排名

综合评价总分

数值 排名

中华眼科杂志 １９０９ ２ ０.９６３ １ ７３.２ １

眼科新进展 １４３０ ３ ０.８４２ ２ ６６.０ ２

国际眼科杂志 ２１３３ １ ０.５８９ ５ ５４.９ ３

中华眼科医学杂志电子版 １１４ １０ ０.４５５ ８ ４８.３ ４

中华实验眼科杂志 １０５６ ４ ０.６７７ ３ ４３.１ ５

中华眼底病杂志 ７３８ ５ ０.５８５ ６ ３７.９ ６

临床眼科杂志 ４５０ ７ ０.４７０ ７ ３７.６ ７

眼科 ３８８ ８ ０.３９３ ９ ２６.９ ８

中华眼视光学与视觉科学杂志 ６６１ ６ ０.５９０ ４ ２１.８ ９

中国斜视与小儿眼科杂志 ２４０ ９ ０.３７６ １０ １３.６ １０

摘编自 ２０２０ 版«中国科技期刊引证报告»核心版
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