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姜黄素对高糖诱导的人视网膜血管内皮细胞增殖及
ＶＥＧＦ 和 ＮＦ－κＢ ｐ６５ 表达的抑制作用
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引用:项彪ꎬ潘颖喆ꎬ谢安琪ꎬ等. 姜黄素对高糖诱导的人视网膜

血管内皮细胞增殖及 ＶＥＧＦ 和 ＮＦ－κＢ ｐ６５ 表达的抑制作用.
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摘要

目的:观察不同浓度姜黄素对体外高糖诱导的人视网膜血

管内 皮 细 胞 ( ＨＲＣＥＣｓ ) 增 殖 及 血 管 内 皮 生 长 因 子

(ＶＥＧＦ)、核因子－κＢ(ＮＦ－κＢ) ｐ６５ 表达的影响ꎮ
方法:用高糖培养基模拟糖尿病环境建立 ＨＲＣＥＣｓ 体外高

糖模型ꎬ将培养的细胞分为:正常对照组、高糖对照组、高
糖＋２０、４０、８０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素组ꎬ分别用 ＣＣＫ－８ 法检测姜

黄素干预后 ＨＲＣＥＣｓ 的增殖能力ꎬ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 及免疫

细胞化学法检测 ＶＥＧＦ、ＮＦ－κＢ ｐ６５ 的表达ꎮ
结果:ＣＣＫ－８ 法结果示:与正常对照组比较ꎬ高糖显著促

进 ＨＲＣＥＣｓ 增殖(Ｐ<０.０１)ꎬ各浓度姜黄素作用 １２、２４、４８ｈ
后与高糖对照组比较ꎬ细胞增殖均有明显抑制作用(Ｐ<
０.０１)ꎬ且呈浓度与时间依赖性ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 结果示:与
正常对照组比较ꎬ高糖对照组中 ＶＥＧＦ－Ａ、ＮＦ－κＢ ｐ６５ 表

达显著增加(Ｐ<０.０１)ꎬ各浓度姜黄素作用 １２、２４、４８ｈ 后

与高糖对照组比较ꎬＶＥＧＦ－Ａ、ＮＦ－κＢ ｐ６５ 的表达显著减

少ꎬ且随着浓度增加、时间延长抑制作用增强ꎬ各加药组间

两两比较均有差异(Ｐ<０.０１)ꎮ 免疫细胞化学法结果示:
与正常对照组相比ꎬ高糖对照组 ＶＥＧＦ 表达显著增加(Ｐ<
０.０１)ꎬ各浓度姜黄素干预 ２４ｈ 后与高糖对照组比较ꎬ
ＶＥＧＦ 表达逐渐下降(Ｐ<０.０１)ꎬ各加药组间两两比较均有

差异(Ｐ<０.０１)ꎮ
结论:姜黄素可呈浓度与时间依赖性地抑制高糖诱导的

ＨＲＣＥＣｓ 增殖以及 ＶＥＧＦ、ＮＦ－κＢ ｐ６５ 的表达ꎬ这种增殖抑

制作用可能与其下调 ＶＥＧＦ、ＮＦ－κＢ ｐ６５ 表达有关ꎮ
关键词:姜黄素ꎻ人视网膜血管内皮细胞ꎻ增殖ꎻ血管内皮

生长因子(ＶＥＧＦ)ꎻ核因子－κＢ(ＮＦ－κＢ)
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Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｏｎ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ ａｎｄ
ＮＦ － κＢ ｐ６５ ｏｆ ＨＲＣＥＣｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ

Ｂｉａｏ Ｘｉａｎｇ１ꎬ Ｙｉｎｇ － Ｚｈｅ Ｐａｎ２ꎬ Ａｎ － Ｑｉ Ｘｉｅ３ꎬ
Ｘｉ Ｃｈｅｎｇ２ꎬ Ｌｉｎｇ Ｄｅｎｇ２

１Ｐｏｓｔｇｒａｄｕａｔｅ Ｔｒａｉｎｉｎｇ Ｂａｓｅｍｅｎｔ ｏｆ Ｊｉｎｚｈｏｕ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ
Ｘｉａｎｇｙａｎｇ Ｎｏ. １ Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ ＨｏｓｐｉｔａｌꎬＨｕｂｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ
Ｘｉａｎｇｙａｎｇ ４４１０００ꎬ Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ Ｘｉａｎｇｙａｎｇ Ｎｏ.１ Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｈｕｂｅｉ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｘｉａｎｇｙａｎｇ ４４１０００ꎬ Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ
Ｃｈｉｎａꎻ ３Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ
Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｏｕｔｈ Ｃｈｉｎａꎬ Ｈｅｎｇｙａｎｇ ４２１００１ꎬ Ｈｕｎａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ ｔｏ:Ｙｉｎｇ－Ｚｈｅ Ｐａｎ. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬ
Ｘｉａｎｇｙａｎｇ Ｎｏ. １ Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ ＨｏｓｐｉｔａｌꎬＨｕｂｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ
Ｘｉａｎｇｙａｎｇ ４４１０００ꎬ Ｈｕｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ. ｐｙｚ９１７＠ ｓｉｎａ.ｃｏｍ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ
•ＡＩＭ: Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ
ａｎｄ ＮＦ－κＢ ｐ６５ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
(ＨＲＣＥＣｓ) ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ.
•ＭＥＴＨＯＤＳ: Ｔｈｅ ｈｙｐｅｒｇｌｙｃｅｍｉａ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＨＲＣＥＣｓ ｉｎ
ｖｉｔｒｏ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ｓｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ
ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｍｅｄｉｕｍ. Ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐꎬ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ＋ ２０ꎬ ４０ ａｎｄ ８０μｍｏｌ / Ｌ ｃｕｒｃｕｍｉｎ
ｇｒｏｕｐｓ. Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＲＣＥＣｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
ＣＣＫ－８ ａｓｓａｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ ａｎｄ ＮＦ－κＢ ｐ６５
ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ.
•ＲＥＳＵＬＴＳ: Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＣＣＫ－８ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＲＣＥＣｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ( Ｐ < ０.０１ ) .
Ｃｕｒｃｕｍｉｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ －
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｄ ｔｉｍｅ － ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｆｔｅｒ ｂｅｉｎｇ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｃｕｒｃｕｍｉｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ １２ꎬ ２４ ａｎｄ ４８ｈ
(Ｐ<０.０１) . Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎ － ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＶＥＧＦ －Ａ ａｎｄ ＮＦ － κＢ ｐ６５ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
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ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ( Ｐ < ０. ０１) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＶＥＧＦ － Ａ ａｎｄ ＮＦ－κＢ ｐ６５ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｆｔｅｒ
ｂｅｉｎｇ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｕｒｃｕｍｉｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ
１２ꎬ ２４ ａｎｄ ４８ｈꎬ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｉｍｅ ( Ｐ < ０. ０１ ) . Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ
ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＶＥＧＦ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ < ０. ０１) .
Ａｆｔｅｒ ２４ｈ ｏｆ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｃｕｒｃｕｍｉｎꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＶＥＧＦ ｗａｓ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (Ｐ < ０. ０１) . Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｐａｉｒｗｉｓｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
(Ｐ<０.０１) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ ａｎｄ ＮＦ － κＢ ｐ６５ ｏｆ ＨＲＣＥＣｓ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｉｎ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ － ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ａｎｄ ｔｉｍｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒꎬ ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｔｓ
ｄｏｗｎ － ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ ａｎｄ
ＮＦ－κＢ ｐ６５.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｃｕｒｃｕｍｉｎꎻ ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｃａｐｉｌｌａｒｙ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ( ＨＲＣＥＣｓ )ꎻ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ( ＶＥＧＦ )ꎻ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ －
κＢ (ＮＦ－κＢ)

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｘｉａｎｇ Ｂꎬ Ｐａｎ ＹＺꎬ Ｘｉｅ ＡＱꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ ａｎｄ ＮＦ－κＢ ｐ６５
ｏｆ ＨＲＣＥＣｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ
Ｓｃｉ) ２０２２ꎻ２２(５):７６４－７６８

０引言
糖尿病视网膜病变( ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＤＲ)是糖尿

病最常见的慢性微血管并发症之一ꎮ ＤＲ 导致视力下降
甚至失明最主要的阶段是增殖性糖尿病视网膜病变
(ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬＰＤＲ)ꎮ 流行病学调查表
明ꎬＤＲ 诊断 ２５ａ 后ꎬＰＤＲ 的患病率接近 ５０％ꎬ且大多数
１ 型糖尿病(Ｔ１ＤＭ)患者将在大约 １０ａ 后发展为 ＰＤＲ[１]ꎬ
其病理学特征主要为晚期组织缺血缺氧ꎬ诱导多种促血管
生成因子和炎症因子的释放增加ꎬ导致新生血管的形成ꎬ
从而继发玻璃体积血和视网膜脱离引起患者视力丧失[２]ꎮ
在 ＤＲ 的发生发展进程中ꎬＶＥＧＦ 和 ＮＦ－κＢ 起着非常关键
的作用ꎮ 其中ꎬ血管内皮生长因子 ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)被认为是促进血管生成的最主要因
子ꎬ也是抗血管生成的重要靶点[３]ꎮ 研究发现ꎬＰＤＲ 患者
玻璃体和纤维血管组织中的 ＶＥＧＦ 水平显著高于正常
眼[４]ꎮ 核因子－κＢ(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ－κＢꎬＮＦ－κＢ)是一种多向
性核转录因子ꎬ广泛参与机体的免疫、炎症等生理病理过
程[５]ꎮ 研究发现ꎬＤＲ 高血糖状态可引起活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)生成增加ꎬ从而介导大量的炎症因子
释放ꎬ而炎症因子和 ＲＯＳ 水平上调又可进一步激活
ＮＦ－κＢꎬ导致视网膜低度炎症[６]ꎮ 姜黄素(ｃｕｒｃｕｍｉｎꎬＣｕｒ)
是一种从姜科植物姜黄中提取的主要的多酚类活性成分ꎬ
具有抗氧化、抗炎、抗肿瘤等多种药理作用ꎬ尤其在抗肿瘤
方面具有较强的功效ꎬ能通过下调 ＶＥＧＦ 的表达抑制肿瘤

新生血管的形成[７－８]ꎮ 研究还发现ꎬ姜黄素显著降低脂质
过氧化ꎬ增加细胞内抗氧化剂含量ꎬ调节抗氧化酶ꎬ并清除
高血糖诱导的 ＲＯＳ 产生[９]ꎮ 但其对于高糖诱导的人视网
膜血管内皮细胞(ｈｕｍａｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ
ＨＲＣＥＣｓ)是否也能通过降低 ＶＥＧＦ、ＮＦ－κＢ 的表达而发挥
治疗作用尚不明确ꎮ 因此ꎬ本研究通过 ＣＣＫ－８ 细胞增殖
实验、Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 及免疫细胞化学法ꎬ探讨姜黄素对于高
糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 作用的潜在机制ꎮ
１材料和方法
１.１ 材料 　 ＨＲＣＥＣｓ (上海中科院细胞库)ꎻ低糖 / 高糖
ＤＭＥＭ 培养基 (美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻ姜黄素、胰酶 (美国
Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻＣＣＫ－８ 细胞增殖试剂盒(上海碧云天生物公
司)ꎻ兔抗人 ＶＥＧＦ 多克隆抗体ꎬ兔抗人 ＮＦ－κＢ 多克隆抗
体ꎬ兔抗人血管内皮生长因子 ＩｇＧꎬ蛋白预染 ＭａｒｋｅｒꎬＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒(武汉博士德生物公司)ꎻ倒置相差
显微镜(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎻ全自动酶标仪(美国 Ｂｉｏ－
Ｒａｄ 公司)ꎮ 本研究经襄阳市第一人民医院医学伦理委员
会审核通过ꎮ
１.２方法
１.２.１ 姜黄素溶液的配置 　 姜黄素ꎬ纯度 > ９５％ꎬ称取
１４.２ｍｇ姜黄素粉末溶解于 １ｍＬ １００％ 的二甲基 亚 砜
(ＤＭＳＯ)溶剂中ꎬ根据 Ｃ＝ｍ / Ｍ.Ｖꎬ配制成浓度为４０ｍｍｏｌ / Ｌ
的姜黄素母液ꎬ除菌分装后保存在－ ２０℃ 冰箱中ꎮ 临用
前ꎬ用 ＤＭＥＭ 高糖培养基稀释至实验所需浓度ꎬＤＭＳＯ 终
浓度<０.１％ꎮ
１.２.２细胞处理及分组　 将 ＨＲＣＥＣｓ 置于含有青 / 链双抗、
胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基中ꎬ放入培养箱中培养ꎮ 取处
于对数生长期的细胞进行实验分组:空白组(Ｇ０ 组ꎬ只含
高糖 ＤＭＥＭ 培养基的调零组)ꎬ正常对照组(ＮＧ 组ꎬ低糖
ＤＭＥＭ 培养基＋细胞)ꎬ高糖对照组(ＨＧ 组ꎬ高糖 ＤＭＥＭ
培养基 ＋ 细胞)ꎬ Ｇ１ 组 (高糖 ＤＭＥＭ 培养基 ＋ 细胞 ＋
２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素)ꎬＧ２ 组 (高糖 ＤＭＥＭ 培养基 ＋细胞 ＋
４０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素)ꎬＧ３ 组 (高糖 ＤＭＥＭ 培养基 ＋细胞 ＋
８０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素)ꎮ 正常糖浓度的 ＤＭＥＭ 培养基葡萄糖
浓度为 ５.５ｍｍｏｌ / Ｌꎬ统称为低糖培养基ꎻ高糖 ＤＭＥＭ 培养
基中葡萄糖浓度为 ２５ｍｍｏｌ / ＬꎻＧ０ 组仅设于 ＣＣＫ－８ 实验ꎮ
１.２.３ ＣＣＫ－８法检测 ＨＲＣＥＣｓ 增殖　 取对数生长期且长
势良好的 ＨＲＣＥＣｓ 用于实验ꎬ将细胞经 ＰＢＳ 洗涤、胰酶消
化、离心后ꎬ用 ＤＭＥＭ 培养基制成浓度为 ５×１０４ｃｅｌｌ / ｍＬ 的
单细胞悬液ꎬ以每孔 ２００μＬ 将悬液接种于 ９６ 孔板内ꎬ每组
设 ５ 个复孔ꎬ培养至细胞贴壁ꎮ 按照上述分组分别培养
１２、２４、４８ｈꎬ向每孔加入 ＣＣＫ－８ 溶液 １０μＬꎬ３７℃ 孵育 ４ｈ
后ꎬ用酶标仪在 ４５０ｎｍ 波长下测定各孔吸光度值(Ａ 值)ꎬ
计算每组浓度复孔平均值及细胞增殖抑制率ꎬ上述实验重
复 ３ 次ꎮ 细胞抑制率(％)＝ [(对照组平均 Ａ 值－加药组平
均 Ａ 值) / (对照组平均 Ａ 值－空白组平均 Ａ 值)]×１００％ꎮ
１.２.４ Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 法检测 ＨＲＣＥＣｓ 中蛋白的表达 　 收
集各组处理 ２４ｈ 后的 ＨＲＣＥＣｓ 用 ＰＢＳ 洗涤ꎬ加入适量的
ＲＩＰＡ 裂解液 ４℃下反应 ２０ｍｉｎ 以提取细胞总蛋白ꎮ 加入
１ / ５ 体积的 ５×蛋白上样缓冲液ꎬ置于 １００℃沸水中 １０ｍｉｎꎮ
ＢＣＡ 法检测蛋白浓度ꎮ 按照每孔 ５０μｇ 上样量进行
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳ꎮ 恒流 ３００ｍＡ 电转 ９０ｍｉｎ 后ꎬ用 ５％的脱
脂牛奶室温下封闭 ６０ｍｉｎꎮ 然后分别加入经 ＴＢＳＴ 液稀释

５６７

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２２ꎬ Ｎｏ.５ Ｍａｙ ２０２２　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
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的 ＶＥＧＦ、ＮＦ－κＢ 和 β－ａｃｔｉｎ 一抗 ４℃孵育过夜ꎬ洗膜后加
入辣根过氧化物酶标记的二抗室温下孵育 １ｈꎮ 采用
Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测定灰度值ꎬ计算 Ａ 值ꎬ以 β－ａｃｔｉｎ 为内参计
算蛋白相对表达量ꎮ
１.２.５免疫细胞化学法检测 ＨＲＣＥＣｓ 中蛋白的表达 　 将
预先消毒灭菌的盖玻片放入 ６ 孔板内ꎬ制备浓度为 ５.０×
１０４ｃｅｌｌ / ｍＬ 的单细胞悬液ꎬ每孔内滴入 ２ｍＬ 悬液ꎬ培养
４８ｈ 后弃液ꎬ按照分组加入不同的条件培养液ꎬ共 ５ 组:ＮＧ
组、ＨＧ 组、Ｇ１~Ｇ３ 组ꎬ每组设 ２ 个复孔ꎬ继续培养 ２４ｈ 后
取出盖玻片ꎬ用 ＰＢＳ 洗涤、４％多聚甲醛室温固定 １５ｍｉｎꎮ
再经 ＰＢＳ 洗涤ꎬ０.１％Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００ 室温通透化处理 １５ｍｉｎ
作染色前处理ꎮ 然后在 ３％过氧化氢－甲醇溶液中浸泡
３０ｍｉｎꎬ以灭活内源性过氧化物酶ꎬ用 ＰＢＳ 液洗涤后ꎬ再将
其置于二抗来源的非免疫兔血清湿盒中封闭 ３０ｍｉｎꎬ去除
血清后甩干ꎻ加入一抗(兔抗人 ＶＥＧＦ １∶ ２００)ꎬ同时用 ＰＢＳ
代替一抗设为阴性对照组ꎬ４℃湿盒中过夜ꎬ室温下复温
３０ｍｉｎꎬＰＢＳ 液洗涤ꎬ加入生物素标记的二抗 ３７℃孵育 １ｈꎮ
最后ꎬ经 ＳＡＢＣ 法染色、ＤＡＢ 显色、苏木素复染、乙醇梯度
脱水、二甲苯透明、中性树胶封片ꎬ干燥后显微镜下观察ꎮ
上述实验重复 ３ 次ꎮ 计算各组标本灰度值:阳性灰度值与
背景灰度值之差ꎮ

统计学分析:使用 ＳＰＳＳ２６.０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０ 软

件进行数据分析并作图ꎬ各组实验数据均以 􀭰ｘ± ｓ 表示ꎬ
ＣＣＫ－８ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 实验中多组间及多个时间点间均
数的比较用重复测量数据的方差分析ꎬ免疫细胞化学实验
中多组间均数的比较用单因素方差分析ꎬ组间及各时间点
均数的两两比较用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学
意义ꎮ
２结果
２.１ ＣＣＫ－８法检测姜黄素对高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 增殖能
力的影响　 干预不同时间各组 Ａ４５０比较ꎬ差异有统计学意
义 ( Ｆ组间 ＝ ６８７. ００ꎬ Ｆ时间 ＝ １７９. ５０ꎬ Ｆ交互 ＝ ２６. ７４ꎬ 均 Ｐ <
０.００１)ꎮ 与 ＮＧ 组相比ꎬＨＧ 组中 ＨＲＣＥＣｓ 增殖能力显著
增强(Ｐ<０.０１)ꎬ随着干预时间的延长而增强ꎮ 增殖抑制
率随着药物的浓度增加而上升ꎬ具有浓度依赖性ꎮ 在相同
药物浓度作用下ꎬ随着干预时间的延长ꎬ细胞增殖能力减
弱(Ｐ<０.０１)ꎬ细胞增殖抑制率逐渐上升ꎬ具有时间依赖
性ꎮ 结果表明ꎬ高糖环境下的 ＨＲＣＥＣｓ 增殖能力显著增
强ꎬ而姜黄素对高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 增殖有明显抑制作
用ꎬ且随着浓度的增加、干预时间的延长抑制作用增强ꎬ见
表 １ꎬ图 １ꎮ
２.２ Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 法检测姜黄素对高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ
中 ＶＥＧＦ－Ａ和 ＮＦ－κＢ ｐ６５表达的影响　 实验结果显示:
与 ＮＧ 组比较ꎬＨＧ 组中 ＶＥＧＦ－Ａ、ＮＦ－κＢ ｐ６５ 的表达显著
升高(Ｐ< ０.０１)ꎻ与 ＨＧ 组比较ꎬＧ１ ~ Ｇ３ 组中 ＶＥＧＦ－Ａ、
ＮＦ－κＢ ｐ６５ 的表达均显著下降(Ｐ<０.０１)ꎻ在相同药物浓
度作用下ꎬ随着干预时间延长ꎬＨＲＣＥＣｓ 中 ＶＥＧＦ － Ａ、
ＮＦ－κＢ ｐ６５ 的表达呈下降趋势(Ｐ<０.０１)ꎻ在相同干预时
间下ꎬＨＧ 组与 Ｇ１~Ｇ３ 组之间两两比较ꎬ随着姜黄素浓度
增加ꎬＨＲＣＥＣｓ 中 ＶＥＧＦ－Ａ、ＮＦ－κＢ ｐ６５ 的表达呈下降趋
势(Ｐ<０.０１)ꎮ 结果表明ꎬ姜黄素对高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ
中 ＶＥＧＦ－Ａ、ＮＦ－κＢ ｐ６５ 的表达具有下调作用ꎬ且在药物
浓度范围内呈剂量－时间依赖性ꎬ见表 ２、３ꎬ图２~４ꎮ

图 １　 不同浓度姜黄素作用不同时间后对高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ
增殖抑制率的影响ꎮ 　

图 ２　 姜黄素作用 １２ｈ 后对高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 中 ＶＥＧＦ－Ａ
和 ＮＦ－κＢ ｐ６５ 表达的影响ꎮ 　

图 ３　 姜黄素作用 ２４ｈ 后对高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 中 ＶＥＧＦ－Ａ
和 ＮＦ－κＢ ｐ６５ 表达的影响ꎮ 　

图 ４　 姜黄素作用 ４８ｈ 后对高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 中 ＶＥＧＦ－Ａ
和 ＮＦ－κＢ ｐ６５ 表达的影响ꎮ 　

２.３免疫细胞化学法检测姜黄素对高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ
中 ＶＥＧＦ 表达的影响　 ＶＥＧＦ 的表达主要存在于 ＨＲＣＥＣｓ
的细胞膜及细胞浆中ꎬ阳性表现为棕褐色颗粒着染ꎮ 灰度
值结果示ꎬ与 ＮＧ 组比较ꎬＨＧ 组 ＨＲＣＥＣｓ 中 ＶＥＧＦ 的表达
明显增多 (Ｐ < ０. ０１)ꎮ 不同浓度姜黄素干预 ２４ｈ 后与
ＨＧ 组比较ꎬＨＲＣＥＣｓ 中 ＶＥＧＦ 表达明显减少(Ｐ<０.０１)ꎬ随
着药物浓度增加ꎬ细胞膜及细胞浆中的棕褐色阳性着染逐
渐减少ꎬ颜色变淡ꎬ不同浓度加药组之间两两比较ꎬ差异均
有统计学意义 ( Ｐ < ０. ０１)ꎮ 表明姜黄素能有效抑制
ＨＲＣＥＣｓ 中 ＶＥＧＦ 的表达ꎬ且随着药物浓度增加抑制作用
增强ꎬ上述结果与 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 结果相符ꎬ见表 ４、图 ５ꎮ
３讨论

视网膜新生血管( ｒｅｔｉｎａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ꎬＲＮＶ)是
ＤＲ 患者病情恶化、视力丧失的主要原因ꎬ其发生发展与
ＨＲＣＥＣｓ 的增殖、ＶＥＧＦ 及 ＮＦ－κＢ 表达上调之间关系密切ꎮ
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图 ５　 免疫细胞化学法检测姜黄素对高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ中 ＶＥＧＦ表达的影响ꎮ 　

表 １　 不同浓度姜黄素作用不同时间后对高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ增殖的影响

组别
干预 １２ｈ

Ａ４５０(􀭰ｘ±ｓ) 抑制率(％)
干预 ２４ｈ

Ａ４５０(􀭰ｘ±ｓ) 抑制率(％)
干预 ４８ｈ

Ａ４５０(􀭰ｘ±ｓ) 抑制率(％)
Ｇ０ 组 ０.０７４±０.０３３ － ０.０７７±０.０３２ － ０.０７３±０.０４１ －
ＮＧ 组 ０.６０２±０.０２８ｂ － ０.６９３±０.０２０ｂ － ０.７２６±０.０２６ｂ －
ＨＧ 组 ０.７１６±０.０４１ ０ ０.７９０±０.０２９ ０ ０.８４６±０.０３６ ０
Ｇ１ 组 ０.６５１±０.０２１ｂꎬｄꎬｆ １０.１２ ０.６７４±０.０１６ｂꎬｄꎬｆ １６.２７ ０.６４２±０.０２４ｂꎬｄꎬｆ ２６.３９
Ｇ２ 组 ０.６０１±０.０３５ｂꎬｄ １７.９１ ０.５５４±０.０２５ｂꎬｄ ３３.１０ ０.４６０±０.０１５ｂꎬｄ ４９.９４
Ｇ３ 组 ０.４７２±０.０２７ｂ ３８.００ ０.４３０±０.０１４ｂ ５０.４９ ０.３０９±０.０２９ｂ ６９.４７

注:Ｇ０ 组:只含高糖 ＤＭＥＭ 培养基的调零组ꎻＮＧ 组:低糖 ＤＭＥＭ 培养基＋细胞ꎻＨＧ 组:高糖 ＤＭＥＭ 培养基＋细胞ꎻＧ１ 组:高糖 ＤＭＥＭ
培养基＋细胞＋２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素ꎻＧ２ 组:高糖 ＤＭＥＭ 培养基＋细胞＋４０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素ꎻＧ３ 组:高糖 ＤＭＥＭ 培养基＋细胞＋８０μｍｏｌ / Ｌ
姜黄素ꎮｂＰ<０.０１ ｖｓ ＨＧ 组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ Ｇ３ 组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ Ｇ２ 组ꎮ

表 ２　 高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ经不同浓度姜黄素干预 １２、２４、４８ｈ

后 ＶＥＧＦ－Ａ的表达 (ｎ＝ ５ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
组别 干预 １２ｈ 干预 ２４ｈ 干预 ４８ｈ
ＮＧ 组 ０.７４６±０.０１９ｂ ０.６３５±０.０１２ｂ ０.６５９±０.０２４ｂ

ＨＧ 组 １.１２９±０.０２１ ０.９８７±０.０３５ １.０１５±０.０３０
Ｇ１ 组 ０.８８８±０.０１３ｂꎬｄꎬｆ ０.６６６±０.０２３ｂꎬｄꎬｆ ０.４７０±０.０１７ｂꎬｄꎬｆ

Ｇ２ 组 ０.５３７±０.００９ｂꎬｄ ０.４４９±０.０１８ｂꎬｄ ０.３７１±０.０２２ｂꎬｄ

Ｇ３ 组 ０.４０６±０.０１６ｂ ０.３３２±０.００８ｂ ０.３０７±０.０１１ｂ

Ｆ ２６８６.００(组间) ５２３.６０(时间) ６３.９６(交互)
Ｐ <０.００１ <０.００１ <０.００１

注:ＮＧ 组:低糖 ＤＭＥＭ 培养基＋细胞ꎻＨＧ 组:高糖 ＤＭＥＭ 培养

基＋细胞ꎻＧ１ 组:高糖 ＤＭＥＭ 培养基＋细胞＋２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素ꎻ
Ｇ２ 组:高糖 ＤＭＥＭ 培养基＋细胞＋４０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素ꎻＧ３ 组:高糖

ＤＭＥＭ 培养基 ＋细胞 ＋ ８０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素ꎮｂ Ｐ < ０. ０１ ｖｓ ＨＧ 组ꎻ
ｄＰ<０.０１ ｖｓ Ｇ３ 组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ Ｇ２ 组ꎮ

表 ３　 高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ经不同浓度姜黄素干预 １２、２４、４８ｈ

后 ＮＦ－κＢ ｐ６５ 的表达 (ｎ＝ ５ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
组别 干预 １２ｈ 干预 ２４ｈ 干预 ４８ｈ
ＮＧ 组 ０.７３７±０.０２４ｂ ０.６９４±０.０１８ｂ ０.６６７±０.０２９ｂ

ＨＧ 组 １.０９３±０.０３５ １.１９２±０.０２７ １.０９６±０.０２０
Ｇ１ 组 ０.８５７±０.０１３ｂꎬｄꎬｆ ０.７１０±０.０１７ｂꎬｄꎬｆ ０.５３１±０.０２３ｂꎬｄꎬｆ

Ｇ２ 组 ０.５９６±０.０１０ｂꎬｄ ０.５０４±０.００７ｂꎬｄ ０.３８８±０.０１１ｂꎬｄ

Ｇ３ 组 ０.４０３±０.００７ｂ ０.３９４±０.０１２ｂ ０.３３６±０.０１８ｂ

Ｆ ３５７０.００(组间) ３４８.６０(时间) ６９.５７(交互)
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ＮＧ 组:低糖 ＤＭＥＭ 培养基＋细胞ꎻＨＧ 组:高糖 ＤＭＥＭ 培养

基＋细胞ꎻＧ１ 组:高糖 ＤＭＥＭ 培养基＋细胞＋２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素ꎻ
Ｇ２ 组:高糖 ＤＭＥＭ 培养基＋细胞＋４０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素ꎻＧ３ 组:高糖

ＤＭＥＭ 培养基 ＋细胞 ＋ ８０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素ꎮｂ Ｐ < ０. ０１ ｖｓ ＨＧ 组ꎻ
ｄＰ<０.０１ ｖｓ Ｇ３ 组ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ Ｇ２ 组ꎮ

表 ４　 姜黄素作用 ２４ｈ后各组 ＨＲＣＥＣｓ中 ＶＥＧＦ的表达

(ｎ＝ ７ꎬ􀭰ｘ±ｓ)
组别 ＶＥＧＦ 灰度值

ＮＧ 组 １０４.６２±８.０７ｂ

ＨＧ 组 １２９.２５±７.３１
Ｇ１ 组 １１０.９３±６.５８ｂ

Ｇ２ 组 ８１.７０±３.５０ｂ

Ｇ３ 组 ７５.１３±２.２７ｂ

Ｆ ７２.４４
Ｐ <０.００１

注:ＮＧ 组:低糖 ＤＭＥＭ 培养基＋细胞ꎻＨＧ 组:高糖 ＤＭＥＭ 培养

基＋细胞ꎻＧ１ 组:高糖 ＤＭＥＭ 培养基＋细胞＋２０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素ꎻ
Ｇ２ 组:高糖 ＤＭＥＭ 培养基＋细胞＋４０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素ꎻＧ３ 组:高糖

ＤＭＥＭ 培养基＋细胞＋８０μｍｏｌ / Ｌ 姜黄素ꎮｂＰ<０.０１ ｖｓ ＨＧ 组ꎮ

新生血管的形成过程十分复杂ꎬ主要包括血管基底膜降
解、内皮细胞增殖、迁移、成管四个阶段ꎮ 研究发现ꎬ长期
高糖环境对不同组织的血管内皮细胞影响不同ꎬ对大血管
内皮细胞主要表现为抑制其生长ꎬ而对微血管内皮细胞反
而表现为促进其增殖[１０]ꎮ 本实验结果也提示ꎬ高糖环境
下ꎬＨＲＣＥＣｓ 的增殖能力显著增强ꎬ与既往文献报道相
符[１１]ꎻ在给予不用浓 度 姜 黄 素 干 预 后ꎬ 可 明 显 降 低
ＨＲＣＥＣｓ 的增殖能力ꎬ且抑制作用随着药物浓度增加、干
预时间延长而增强ꎮ 表明高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 增殖能力
增强ꎬ而姜黄素对其可有效抑制ꎮ

参与调控 ＲＮＶ 形成的细胞因子众多ꎬ血管生成因子
(如 ＶＥＧＦ)起刺激作用ꎬ血管抑素和色素上皮衍生因子
(ＰＥＤＦ)起抑制作用[１２]ꎮ 正常环境下ꎬ各种因子保持动态
平衡ꎮ 但在高血糖、氧化应激及非感染性炎症反应等病理
状态时ꎬ平衡状态会被破坏ꎬ促使血管生成的主要因子
ＶＥＧＦ 表达上调[１３]ꎮ ＶＥＧＦ 与其受体结合后ꎬ可激活下游
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的 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ、ｐ３８ 及 Ｒａｆ 等通路ꎬ来调控内皮细胞的增殖ꎮ
本实验中 Ｗｅｓｔｅｒｎ －ｂｌｏｔ 和免疫细胞化学法结果均显示ꎬ
ＨＧ 组细胞中 ＶＥＧＦ 的表达量较 ＮＧ 组显著增加ꎬ表明一
定浓度范围内高糖环境可上调 ＶＥＧＦ 的表达ꎬ与既往文献
报道相符[１１]ꎮ 姜黄素在抗新生血管形成方面的作用已经
得到了证实ꎮ 研究发现ꎬ姜黄素能通过调控 ＶＥＧＦ 信号通
路诱导氧化应激和抑制血管生成ꎬ在结直肠癌的治疗上发
挥作用[８]ꎮ 李勇等[７]研究发现ꎬ姜黄素可通过降低 ＶＥＧＦ
的表达水平ꎬ抑制肝癌组织缺氧诱导的血管形成和肝癌细
胞生长转移ꎮ 本实验采用不同浓度姜黄素处理高糖诱导
的 ＨＲＣＥＣｓ 后发现ꎬ加药组细胞 ＶＥＧＦ 的表达显著下降ꎬ
且呈浓度与时间依赖性ꎮ 结合 ＣＣＫ－８ 结果ꎬ表明姜黄素
抑制体外高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 增殖可能与 ＶＥＧＦ 表达下
调有关ꎮ

ＮＦ－κＢ 是一种关键的促炎转录因子ꎬ其信号通路的
激活是 ＤＲ 炎症反应发生发展过程中的关键一步ꎮ 在
ＰＤＲ 患者中ꎬ高血糖介导的 ＲＯＳ 生成增加、ＮＦ－κＢ 激活
与 ＶＥＧＦ 上调之间关系显著[１４]ꎮ 研究发现ꎬ高糖环境下
氧化应激诱导的 ＲＯＳ 上调和非酶糖基化产物与其受体的
结合ꎬ均能引起 ＮＦ－κＢ 的持续激活[６ꎬ１５]ꎮ 正常情况下ꎬ
ＮＦ－κＢ在胞浆中与抑制蛋白( Ｉ－κＢ)结合处于失活状态ꎮ
当受到刺激时ꎬＩ－κＢ 激酶发生磷酸化ꎬ导致游离的 ＮＦ－κＢ
易位到细胞核ꎬ与特定的基因序列结合ꎬ诱导多种促炎因
子、黏附因子、炎性酶、趋化因子等表达ꎬ从而促进炎症发
生、细胞增殖和血管生成[５]ꎬ表明 ＮＦ－κＢ 的激活是始动事
件ꎬ随后其他炎症通路的激活逐步导致了 ＤＲ 微血管损
伤ꎮ 研究还发现 ＮＦ－κＢ 通路的激活能诱导 ＶＥＧＦ 的表
达[１６]ꎮ 姜黄素对 ＮＦ－κＢ 通路的抑制作用已在多种细胞
中被报道ꎮ 研究发现ꎬ姜黄素能通过抑制 Ｉ －κＢ 激酶和
ＮＦ－κＢ活性诱导慢性粒细胞白血病细胞的 ＫＣＬ－２２ 细胞
凋亡[１７]ꎬ其机制可能是由姜黄素自身的抗炎、抗氧化等药
理特性改变了细胞的微环境和对 ＲＯＳ 水平的调控ꎮ 本研
究中 Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ 结果示 ＨＧ 组细胞中 ＮＦ－κＢ ｐ６５ 的表
达量较 ＮＧ 组显著增加ꎬ表明 ＮＦ－κＢ 通路在 ＤＲ 进展过程
发挥着重要作用ꎬ与既往文献报道相符[１１]ꎮ 在给予不用
浓度姜黄素干预后ꎬ加药组细胞 ＮＦ－κＢ ｐ６５ 的表达显著
下降ꎬ且呈浓度与时间依赖性ꎮ 结合 ＣＣＫ－８ 结果ꎬ表明姜
黄素抑制体外高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 增殖可能与 ＮＦ－κＢ
ｐ６５ 表达下调有关ꎮ

综上所述ꎬ本实验证实姜黄素能抑制高糖诱导的
ＨＲＣＥＣｓ 增殖ꎬ其机制可能与其下调 ＨＲＣＥＣｓ 中 ＶＥＧＦ－
Ａ、ＮＦ－κＢ ｐ６５ 的表达有关ꎮ 但本实验仅是体外实验ꎬ而
且关于 ＲＮＶ 的生成因素只考虑了 ＶＥＧＦ 和 ＮＦ－κＢꎬ实际
上 ＤＲ 的发病机制复杂ꎬ参与的细胞因子众多ꎬ是多种因
素相互作用的结果ꎮ 本实验尚未明确姜黄素抑制 ＶＥＧＦ、
ＮＦ－κＢ 表达的具体机制ꎬ及它们间的相互作用关系ꎮ 姜
黄素对高糖诱导的 ＨＲＣＥＣｓ 增殖及 ＶＥＧＦ、ＮＦ－κＢ ｐ６５ 表
达的抑制作用的具体机制等问题有待进一步实验进行深
入研究ꎮ
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３ Ｍｅｓｓｉａｓ Ｋꎬ Ｂａｒｒｏｓｏ ＲＭꎬ Ｊｏｒｇｅ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｔｉｎａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｅｙｅｓ ｗｉｔｈ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｔｒａｖｉｔｒｅａｌ ｒａｎｉｂｉｚｕｍａｂ ａｎｄ
ｍｕｌｔｉｓｐｏｔ ｌａｓｅｒ ｐａｎｒｅｔｉｎａｌ ｐｈｏｔｏｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ. Ｄｏｃ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０１８ꎻ １３７
(２):１２１－１２９
４ Ｐａｉｎｅ Ｓｕｍａｎ ＫꎬＭｏｎｄａｌ Ｌａｋｓｈｍｉ ＫꎬＢｏｒａｈ Ｐｒａｓａｎｔａ Ｋꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏ－ ａｎｄ
ａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ ＶＥＧＦ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｔａｔｕｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｖｅｒｉｔｙ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｍｏｌ Ｖｉｓ ２０１７ꎻ２３:３５６－３６３
５ Ｚｈａｎｇ Ｑꎬ Ｌｅｎａｒｄｏ ＭＪꎬ Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ Ｄ. ３０ ｙｅａｒｓ ｏｆ ＮＦ－κＢ: ａ ｂｌｏｓｓｏｍｉｎｇ
ｏｆ ｒｅｌｅｖａｎｃｅ ｔｏ ｈｕｍａｎ ｐａｔｈｏｂｉｏｌｏｇｙ. Ｃｅｌｌ ２０１７ꎻ１６８(１－２):３７－５７
６ Ｒüｂｓａｍ Ａꎬ Ｐａｒｉｋｈ Ｓꎬ Ｆｏｒｔ ＰＥ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ ２０１８ꎻ１９(４):９４２
７ 李勇ꎬ 肖雅玲ꎬ 陈朝晖ꎬ 等. 姜黄素对人肝母细胞瘤细胞株 ＨｅｐＧ２
内 β－连环蛋白信号通路的影响. 中华小儿外科杂志 ２０１４ꎻ３５(７):
５３５－５３９
８ Ｍｏｒａｄｉ－Ｍａｒｊａｎｅｈ Ｒꎬ Ｈａｓｓａｎｉａｎ ＳＭꎬ Ｒａｈｍａｎｉ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｈｙｔｏｓｏｍａｌ
ｃｕｒｃｕｍｉｎ ｅｌｉｃｉｔｓ ａｎｔｉ － ｔｕｍｏｒ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓꎬ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ
ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ. Ｃｕｒｒ Ｐｈａｒｍ Ｄｅｓ ２０１８ꎻ２４(３９):４６２６－４６３８
９ Ｅｐｓｔｅｉｎ Ｊꎬ Ｓａｎｄｅｒｓｏｎ ＩＲꎬ ＭａｃＤｏｎａｌｄ ＴＴ. Ｃｕｒｃｕｍｉｎ ａｓ ａ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ａｇｅｎｔ: ｔｈｅ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｆｒｏｍ ｉｎ ｖｉｔｒｏꎬ ａｎｉｍａｌ ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｓｔｕｄｉｅｓ. Ｂｒ Ｊ Ｎｕｔｒ
２０１０ꎻ１０３(１１):１５４５－１５５７
１０ Ｄｕｆｆｙ Ａꎬ Ｌｉｅｗ Ａꎬ Ｏ􀆳Ｓｕｌｌｉｖａｎ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｉｇｈ－ｇｌｕｃｏｓｅ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｍａｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｏｒｉｇｉｎｓ. Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍ ２００６ꎻ１３(１):９－１６
１１ Ｓｕｎ ＸＰꎬ Ｌｕ ＹＢꎬ Ｌｅｉ Ｔ. ＴＰＴＥＰ１ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ－ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｗｉｔｈ ＳＴＡＴ３
ａｎｄ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＶＥＧＦＡ. Ａｃｔａ Ｄｉａｂｅｔｏｌ ２０２１ꎻ５８(６):７５９－７６９
１２ Ｒｅｎ ＪＧꎬ Ｊｉｅ ＣＦꎬ Ｔａｌｂｏｔ Ｃ. Ｈｏｗ ＰＥＤＦ ｐｒｅｖｅｎｔｓ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ: ａ
ｈｙｐｏｔｈｅｓｉｚｅｄ ｐａｔｈｗａｙ. Ｍｅｄ Ｈｙｐｏｔｈｅｓｅｓ ２００５ꎻ６４(１):７４－７８
１３ Ｐａｌａｎｉｓａｍｙ Ｋꎬ Ｎａｒｅｓｈｋｕｍａｒ ＲＮꎬ Ｓｉｖａｇｕｒｕｎａｔｈａｎ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉ －
ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ａｎｄ
ｍａｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｍｉｃｒｏｖａｓｃ Ｒｅｓ ２０１９ꎻ１２２:１３６－１４５
１４ Ｃｈｏｕｄｈｕｒｉ Ｓꎬ Ｃｈｏｗｄｈｕｒｙ ＩＨꎬ Ｄａｓ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ＮＦ－κＢ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ａｎｄ ＶＥＧＦ ｇｅｎｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ ｉｎ ＶＥＧＦ ｕｐ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｎｏｎ －
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ
２０１５ꎻ４０５(１－２):２６５－２７９
１５ Ｎｉｓｈｉｋａｗａ Ｔꎬ Ｅｄｅｌｓｔｅｉｎ Ｄꎬ ｄｕ ＸＬꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｏｒｍａｌｉｚｉｎｇ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｂｌｏｃｋｓ ｔｈｒｅｅ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｈｙｐｅｒｇｌｙｃａｅｍｉｃ ｄａｍａｇｅ.
Ｎａｔｕｒｅ ２０００ꎻ４０４(６７７９):７８７－７９０
１６ Ｚｈｕ Ｔꎬ Ｗａｎｇ ＤＸꎬ Ｚｈａｎｇ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｏｌｉｄｅ ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ
ＬＰＳ－ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｃｕｔｅ ｌｕｎｇ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ － κＢ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅ
２０１３ꎻ８(２):ｅ５６４０７
１７ Ｉｑｂａｌ Ｂꎬ Ｇｈｉｌｄｉｙａｌ Ａꎬ Ｓｉｎｇｈ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｕｒｃｕｍｉｎ
ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ－α－ｒｅｌａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ－ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｌｉｇａｎｄ (ＴＲＡＩＬ)
ｉｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｖｉａ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ
ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ－３ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｃｈｒｏｎｉｃ ｍｙｅｌｏｉｄ ｃｅｌｌｓ: ａｎ Ｉｎ－ｖｉｔｒｏ
ｓｔｕｄｙ. Ｊ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ Ｔｈｅｒ ２０１８ꎻ１４(Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ):Ｓ１１９３－Ｓ１２００
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