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!实验研究!

姜黄素抑制人晶状体上皮细胞增生过程中蛋白

激酶通路的信号转导变化
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!!"摘要#!背景!我们先前的研究证实姜黄素可抑制体外培养的人晶状体上皮细胞)]?O%*的增生并影响

细胞中环磷酸腺苷))>Ye*和环磷鸟嘌呤核苷))[Ye*的信号转导过程$但实际上体内 ]?O%生物学行为的调

控机制非常复杂&!目的!探讨姜黄素抑制体外培养的 V]?KZD 细胞增生过程中蛋白激酶)ed*通路的信号

转导变化&!方法!V]?KZD 经培养和传代后分为空白对照组%重组人碱性成纤维细胞生长因子)028S[S*组

和 028S[Sk姜黄素组& 028S[S组在培养液中添加 BC ,+".(028S[S$028S[Sk姜黄素组在 028S[S培养的基础

上添加 HC .+"]姜黄素作用于细胞 HN 2$利用流式细胞术检测各组细胞内 ed>%edO%ed[和钙调蛋白)O'Y*

的表达率&!结果!空白对照组%028S[S组和 028S[Sk姜黄素组 V]?KZD 细胞中 ed>蛋白的表达率分别为
)NF M̂NElB F̂ED*`%)DD ĤJClH ĤNH*`和)EB F̂NJlH N̂DH*`$028S[S组较空白对照组 ed>蛋白的表达率明

显下降$而 028S[Sk姜黄素组较 028S[S组明显升高$差异均有统计学意义 )6pBB ÎCN%HM N̂DC$均 GmC ĈB*&

空白对照组%028S[S组和 028S[Sk姜黄素组细胞中 edO蛋白的表达率分别为)DJ ĴEJlB ÎDE*`%)JC F̂JHl

H ĈFM*`和)HE F̂FHlN N̂MB*`$ed[蛋白的表达率分别为)FD M̂DMlC N̂MF*`%)MF ĴFHlB D̂HJ*`和)NC ÊDDl

H B̂EJ*`$O'Y蛋白的表达率分别为 ) FE N̂CM lB D̂IB *`% ) MD M̂ME lD N̂II *`和 ) JD ÊMJ lB ÎNH *`$其中
028S[S组细胞中 edO%ed[和 O'Y蛋白的表达率均明显低于空白对照组$差异均有统计学意义 )均 Gm

C ĈB*$而 028S[Sk姜黄素组细胞中 edO%ed[和 O'Y蛋白的表达率均明显低于 028S[S组$差异均有统计学

意义)均 GmC ĈB*&!结论!姜黄素对 V]?KZD 细胞增生的抑制作用可能与其上调细胞中 ed>的表达和下调
edO%ed[和 O'Y的表达有关&!
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!!随着白内障手术技术的提高$人工晶状体材料和
设计越来越理想$但后囊膜混浊 ) /*%-10$*0)'/%&('0
*/')$5$)'-$*,$eO;*的发生率仍居高不下$尤其在儿童
中的发生率更高$目前除了采用 Q4(U>[激光治疗
外$尚无其他更好的治疗和预防方法$而 Q4(U>[激
光治疗潜在的风险不容忽视& eO;发生的主要原因
是术后残留的晶状体上皮细胞 )(1,%1/$-21($'()1((%$
]?O%*增生并向后囊膜移行& 姜黄素是姜科植物姜黄
提取物中的主要成分$具有抗炎%抗氧化%降血脂%增强
单核T巨噬细胞系统的吞噬功能%调节机体免疫力等
作用$研究还表明其能抑制细胞增生%诱导细胞凋
亡

+BTH, & 我们前期研究发现$姜黄素能有效抑制体外
培养的 ]?O%的增生$诱导 ]?O%内游离 O'Hk

浓度升

高$ 上 调 ]?O%内 环 磷 酸 腺 苷 ) )6)($) '41,*%$,1
.*,*/2*%/2'-1$)>Ye*水平$下调 ]?O%内环磷鸟嘌呤核
苷 ))6)($)+&',*%$,).*,*/2*%/2'-1$)[Ye*水平 +DTJ, &
本研究拟在前期研究的基础上进一步从多条蛋白激酶

通路来探讨姜黄素抑制 V]?KZD 细胞系增生的信号转
导机制&

;9材料与方法

;:;9材料
V]?KZD 细胞系 )广州中山大学眼科研究中心提

供*'纯度"IM Ĵ`的姜黄素粉末)美国 R$+.'公司*'
重组人碱性成纤维细胞生长因子)01)*.8$,',-2&.',
8'%$)5$80*8('%-+0*7-2 5')-*0$028S[S* )英国 e1/0*=1)2
公司*'兔抗人蛋白激酶>)/0*-1$, <$,'%1>$ed>*多克
隆抗体 ) %)KHMMIH *%兔抗人 edO多克隆抗体 ) %)K
BCMCC*%兔抗人 ed[多克隆抗体)%)KHCDNDN*%兔抗人
钙调蛋白))'(.*4&($,$O'Y*多克隆抗体)%)KJJDE* )美
国 R',-'O0&W公司*'SA=O标记的羊抗兔 A+[)JFMBBH*
)洛阳华美生物工程有限公司*& S>OR)', 流式细胞
仪)美国 Z@公司*&

;:<9方法
;:<:;9V]?KZD 细胞的培养及传代!冻存细胞置于
DE o水中$将溶解的细胞悬液用 BC 倍体积以上的培
养液进行稀释$离心半径 BJ ).$ H CCC 0".$, 离心
J .$,$弃上清$洗涤 D 次$以 JqBCJ ".(细胞密度接种
于培养瓶中$置于 DE o%体积分数 J`O;H培养箱中进

行培养$待细胞生长融合后进行传代培养$取第 D 代细
胞用于实验&
;:<:<9流式细胞术检测 ed>%edO%ed[%O'Y蛋白的
表达!将培养的细胞分为空白对照组%028S[S组和
028S[Sk姜黄素组& 028S[S组加入终质量浓度为
BC ,+".(028S[S的培养液$028S[Sk姜黄素组加入终
质量浓度为 BC ,+".(028S[S和 HC .+"]姜黄素的培
养液$空白对照组加入等容积的 @Y?Y培养液$均与
细胞共同孵育 HN 2& 收集培养的细胞$细胞密度为 Bq
BCF aHqBCF ".('用 B .(体积分数 BCC`冷甲醇固定细
胞$置于 THC o冰箱至少 BC .$,' H CCC 0".$,离心
J .$,$弃上清'用不含 O'Hk%Y+Hk

的 eZR 洗 B 次$离心
后弃上清'加入含有质量分数 B`牛血清白蛋白及体
积分数 B`牛血清的 eZR JC !($混匀后室温放置
DC .$,'分别加入兔抗人 ed>%edO%ed[%O'Y多克隆
抗体JC !()工作浓度均为 B cBCC$/VE F̂*$置于冰上
DC .$,'阴性对照以 eZR 代替一抗& eZR 洗 H 次'加
SA=O标记的羊抗兔 A+[二抗 JC !()工作浓度为 B c
BCC*$置于冰上避光放置 DC .$,'eZR 洗 H 次'以 B .(
eZR 悬浮细胞$进行流式细胞分析$分别检测细胞中
ed>%edO%ed[和 O'Y蛋白的表达率&
;:=9统计学方法

采用 ReRR BB:J 统计学软件进行统计分析& 本研
究测量指标的数据资料经 R2'/$0*K_$(< 检验呈正态分
布$以 Ll>表示$组间均数经 ]131,1法进行方差齐性
检验& 采用均衡分组单因素干预三水平实验设计$空
白对照组%028S[S组和 028S[Sk姜黄素组间细胞中
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ed>%edO%ed[和 O'Y蛋白表达率的总体比较采用
单因素方差分析$方差齐的数据组间两两比较采用
]R@K6检验$方差不齐的数据组间两两比较采用 6]检
验& 采用双尾检验法$GmC ĈJ 为差异有统计学意义&

<9结果

<:;9V]?KZD 细胞的原代与传代培养
倒置显微镜下观察可见$V]?KZD 细胞透亮$呈圆

形$细胞膜清晰$细胞体肥大$细胞质丰富)图 B>*'培
养后 HN 2$V]?KZD 细胞即可贴壁$呈多角形)图 BZ*'
培养后 NM 2 可见细胞增生$并向周围蔓延)图 BO*'培
养后 EH 2$细胞呈单层融合$融合区的细胞呈多边形$
大小均匀$细胞质透明)图 B@*&

A B

C D
图 ;9ZC?5G= 细胞的形态学观察)qBC*!>(消化后的 V]?KZD 细
胞呈圆形$细胞透亮$细胞膜清晰$细胞体肥大$细胞质丰富!Z(培
养后 HN 2 的V]?KZD 细胞大部分贴壁$形态不规则$多呈三角形!O(
培养后 NM 2 的 V]?KZD 细胞开始生长$细胞拉长$相互交织!@(培
养后 EH 2 的 V]?KZD 细胞基本融合长满

<:<9各组细胞中 ed>蛋白的表达率
空白对照组% 028S[S组和 028S[Sk姜黄素组

V]?KZD 细胞内 ed>的表达率总体比较差异有统计学
意义)$pNIF N̂BJ$GpC ĈCC*$其中 028S[S组细胞内
ed>的表达率较空白对照组明显下降$差异有统计学
意义)6pBB ÎCN$GmC ĈB*'而 028S[Sk姜黄素组细胞
内 ed>表达率较 028S[S组明显升高$差异有统计学
意义)6pHM N̂DC$GmC ĈB*)图 H$表 B*&
<:=9各组细胞中 edO蛋白的表达率

空白对照组% 028S[S组和 028S[Sk姜黄素组
V]?KZD 细胞内 edO蛋白表达率的总体比较差异有统
计学意义 )$pME D̂FJ$GpC ĈCC *$028S[S组细胞中
edO蛋白的表达率较空白对照组明显升高$差异有统
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图 <9流式细胞仪检测各组细胞中 U:7蛋白的表达!>(空白对照
组!Z(028S[S组!O(028S[Sk姜黄素组!ed>(蛋白激酶 >

计学意义)6pBD ĈDN$GmC ĈB*$028S[Sk姜黄素组细
胞中 edO蛋白的表达率较 028S[S组明显下降$差异
有统计学意义)6pBB N̂BB$GmC ĈB*)图 D$表 B*&
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图 =9流式细胞仪检测各组细胞中 U:D蛋白的表达!>(空白对照

组!Z(028S[S组!O(028S[Sk姜黄素组!edO(蛋白激酶 O

<:>9各组细胞中 ed[蛋白的表达率
空白对照组% 028S[S组和 028S[Sk姜黄素组

V]?KZD 细胞内 ed[蛋白表达率的总体比较差异有统
计学意义)$pB NCN ÎNB$GpC ĈCC*$其中 028S[S组
细胞中 ed[蛋白的表达率较空白对照组明显升高$差
异有统计学意义)6pDI N̂HI$GmC ĈB*$028S[Sk姜黄
素组细胞中 ed[蛋白的表达率较 028S[S组明显下
降$差异有统计学意义)6pNN ĈFM$GmC ĈB*)图 N$表 B*&
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图 >9流式细胞仪检测各组细胞中 U:T蛋白的表达!>(空白对照

组!Z(028S[S组!O(028S[Sk姜黄素组!ed[(蛋白激酶 [
!

<:J9各组细胞中 O'Y蛋白的表达率
空白对照组% 028S[S组和 028S[Sk姜黄素组

V]?KZD 细胞中 ed[蛋白表达率的总体比较差异有统
计学意义)$pHHE F̂DJ$GpC ĈCC*$其中 028S[S组细
胞中 O'Y蛋白的表达率较空白对照组明显升高$差异
有统计学意义)6pBC ÊHB$GmC ĈB*'028S[Sk姜黄素
组细胞中 O'Y蛋白的表达率较 028S[S组明显下降$
差异有统计学意义)6pBM N̂HF$GmC ĈB*)图 J$表 B*&

1ICJ1中华实验眼科杂志 HCBJ 年 F 月第 DD 卷第 F 期!O2$, P?9/ ;/2-2'(.*($P&,1HCBJ$#*(:DD$Q*:F
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图 J9流式细胞仪检测各组细胞中 D$E 蛋白的表达!>1空白对照
组!Z1028S[S组!O1028S[Sk姜黄素组!O'Y1钙调蛋白

表 ;9各组细胞内 U:7%U:D%U:T和 D$E
蛋白表达率的比较)!O"$%*

组别 样本量 ed># edO# ed[u O'Yu

空白对照组 F NF M̂NElB F̂ED DJ ĴEJlB ÎDE FD M̂DMlC N̂MF FE N̂CMlB D̂IB
028S[S组 F DD ĤJClH ĤNH' JC F̂JHlH ĈFM' MF ĴFHlB D̂HJ' MD M̂MElD N̂II'

028S[Sk姜黄素组 F EB F̂NJlH N̂DH8 HE F̂FHlN N̂MB8 NC ÊDDlH B̂EJ8 JD ÊMJlB ÎNH8

$ NIF N̂BJ ME D̂FJ B NCN ÎNB HHE F̂DJ
G C ĈCC C ĈCC C ĈCC C ĈCC

!注1与空白对照组比较$'GmC ĈB'与 028S[S组比较$8 GmC ĈB )单因

素方差分析$#16检验$u16j检验*!ed>1蛋白激酶 >'O'Y1钙调蛋白'

028S[S1重组人碱性成纤维细胞生长因子

=9讨论

=:;9姜黄素对 V]?KZD 细胞内 ed>表达的影响
ed>是一种依赖于 )>Ye的蛋白激酶$其功能是

将 >=e上的磷酸基团转移到特定蛋白质的丝氨酸或
苏氨酸残基上进行磷酸化$被蛋白激酶磷酸化了的蛋
白质可以调节靶蛋白的活性& ed>是细胞内信号传
导通路上重要的激酶$参与细胞分化和增生的调节$在
细胞周期的调控中发挥重要作用& U',+等 +F,

报道$血
管活性肠肽能通过激活细胞内 )>Ye"ed>途径$促进
体外缺血损伤后脑部微血管内皮细胞的增生& 本研究
发现$028S[S作用于 V]?KZD 细胞后 HN 2$V]?KZD 细
胞内ed>表达明显下降$姜黄素作用于增生的 V]?KZD
细胞后$ed>表达明显升高$说明 ed>的激活是姜黄
素抑制 V]?KZD 细胞增生的重要环节& 姜黄素通过激
活 V]?KZD 细胞内 ed>的活性$使其靶蛋白上某些丝
氨酸和苏氨酸残基磷酸化$从而参与 V]?KZD 细胞的
分裂和增生$抑制 V]?KZD 细胞周期的进程&
=:<9姜黄素对 V]?KZD 细胞内 edO表达的影响

edO是 [蛋白偶联受体系统中的效应物$属于多
功能丝氨酸和苏氨酸激酶& edO能激活细胞质中的
靶酶参与生化反应的调控$同时也能作用于细胞核中
的转录因子$参与基因表达的调控$所调控的基因多与
细胞的生长和分化相关& 邓敏等 +E,

报道 .$\KHBF8 通
过靶向调控 GUD"基因的表达来抑制鼻咽癌细胞的增
生和侵袭& 还有文献报道$@K丙 H$@K亮 J 脑啡肽激活
' 阿片受体对人肝癌 V1/[H 细胞的增生具有抑制作

用$其机制与 edO途径相关$其可增强 V1/[H 细胞对
顺铂的敏感性

+M, & 本研究发现 028S[S作用于 V]?K
ZD 细胞后 HN 2$V]?KZD 细胞内 edO表达明显增加$
姜黄素作用于增生的 V]?KZD 细胞后$edO表达明显
降低$进而抑制转录因子 >eKB%核因子K$Z等的表达$
最终抑制 V]?KZD 细胞增生$提示姜黄素抑制 V]?KZD
增生也可能通过 edO信号转导通路来实现&
=:=9姜黄素对 V]?KZD 细胞内 ed[表达的影响

ed[是一种依赖于 )[Ye的蛋白激酶$其活性升
高可促进细胞内核酸和组蛋白的合成$提高细胞增生
水平$促进细胞分裂增生& ]$等 +I,

报道非甾体类抗炎

药舒林酸通过 )[Ye"ed[信号通路抑制结肠癌细胞
的生长& 本研究中发现$028S[S作用于 V]?KZD 细胞
后 HN 2$V]?KZD 细胞内 ed[表达明显增加$姜黄素使
V]?KZD 细胞内 ed[表达下调$通过抑制 V]?KZD 细
胞内核酸和组蛋白的合成$降低细胞增生水平$从而通
过 ed[途径抑制 V]?KZD 细胞的分裂和增生&
=:>9姜黄素对 V]?KZD 细胞内 O'Y表达的影响

O'Y广泛存在于真核细胞内$是细胞内 O'Hk
的主

要受体$其与生物体的多种生命现象有关$影响细胞的
生长%增生%分化和迁移 +BCTBB, & 本研究中发现$028S[S
作用于V]?KZD 细胞后 HN 2$V]?KZD 细胞内O'Y表达
明显增加$姜黄素作用于增生的 V]?KZD 细胞后$O'Y
表达明显降低& 姜黄素降低 V]?KZD 细胞内 O'Y表
达$影响 V]?KZD 细胞周期依赖基因的表达$抑制
V]?KZD 细胞周期的进程$抑制 V]?KZD 细胞的增生&

综上所述$本研究结果显示姜黄素能上调 V]?K
ZD 细胞内 ed>蛋白的表达$下调 V]?KZD 内 edO%
ed[%O'Y蛋白的表达$提示姜黄素可能通过激活ed>
信号转导途径或通过干预 edO信号转导途径抑制
V]?KZD 增生$也有可能通过干预细胞内 ed[%O'Y参
与的相关信号转导途径抑制 V]?KZD 增生& 这表明$
介导细胞增生的细胞内信号转导呈现多样性和复杂

性$信号转导途径是彼此影响%相互依赖%共同起作用
的& 姜黄素是否会影响细胞其他信号转导的改变$究
竟哪条信号转导通路起主要作用$尚有待于进一步研究&
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!临床经验!

Z\#;合并黄斑水肿治疗中 0',$8$W&.'8与黄斑格栅样光凝的联合应用
解正高!陈放!朱俊!杜伟!陈曦!甘春兰

!!视网膜分支静脉阻塞)80',)2 01-$,'(31$, *))(&%$*,$Z\#;*

常合并黄斑水肿$黄斑格栅样激光光凝是经典的治疗方法$但

视力改善不明显
+BTH, & 玻璃体腔注射糖皮质激素疗效较好$但

有眼 压 升 高 的 风 险
+D, & 抗 血 管 内 皮 生 长 因 子 ) 3'%)&('0

1,4*-21($'(+0*7-2 5')-*0$#?[S*类药物可使 Z\#;患者视力明

显提高$但需多次注射$增加了相关并发症发生的风险 +NTF, & 本

研究中采用玻璃体腔注射抗 #?[S单克隆抗体 0',$8$W&.'8 联

合黄斑格栅样激光光凝法治疗 Z\#;合并黄斑水肿$评价其有

效性和安全性&

;9资料与方法

;:;9一般资料9收集 HCBD 年 M 月至 HCBN 年 M 月在江苏省苏

北人民医院眼科确诊为 Z\#;合并黄斑水肿患者 NI 例 NI 眼$

其中男 HD 例$女 HF 例'均为单眼发病'病程 C Ĵ aBH 个月$平均
)D N̂lH F̂ * 个 月& 所 有 患 者 常 规 行 最 佳 矫 正 视 力 ) 81%-

)*001)-14 3$%$*, ')&$-6$ZO#>* )(*+Y>\视力*%裂隙灯显微镜%

间接检眼镜%眼压%眼底照相%荧光素眼底血管造影)5(&*01%)1$,

5&,4&%',+$*+0'/26$SS>*及频域 ;O=检查& 纳入标准(ZO#>!
C Ĵ';O=显示黄斑中心凹厚度))1,-0'(5*31'(-2$)<,1%%$OS=*"
HJC !.+NTJ, & 排除标准()B*曾行玻璃体腔糖皮质激素药物注

射%视网膜激光光凝或玻璃体手术治疗者& )H*合并青光眼%白

内障%糖尿病视网膜病变或玻璃体牵拉所致黄斑水肿者& 将患

者分为 H 个组$分别行玻璃体腔注射和玻璃体腔注射联合黄斑

格栅样激光光凝& 单纯注射组 HB 例$年龄 ND aEN 岁$平均)JEl

BC*岁'ZO#>为 B D̂ aC N̂$平均 C ÎFlC ĴJ'OS=为 NCJ aMDH !.$平

均)JFC ĴHlIE ĤE*!.& 联合治疗组 HM 例$年龄 DE aMJ 岁$平

均 ) JF lBC * 岁' ZO#>为 B D̂ aC N̂$平均 B ĈB lC N̂M' OS=

!!!!!

!!@;A(BC:DEFC ").':G:$%%,:HCIJKCBFC:HCBJ:CF:CCF
作者单位(HHJCCB 扬州大学临床医学院!江苏省苏北人民医院眼科
通信作者(陈放$?.'$(()56W%866LBFD:)*.

为 NHC aIIJ !.$平均 )JMF F̂NlBHD ĴD*!.& H 个组间患者年

龄%术前 ZO#>%OS=比较差异均无统计学意义 )均 GnC ĈJ*&

本研究经江苏省苏北人民医院伦理委员会批准$患者均签署知

情同意书&

;:<9治疗方法9注药前 D 4 用质量分数 C Ĵ`左氧氟沙星滴

眼液点眼$每天 N 次& 术眼表面麻醉后冲洗结膜囊$同一经验

丰富的医师以 DC[注射针在距角膜缘后 D Ĵ ..处垂直于眼球

表面进入玻璃体腔$缓慢注入C ĈJ .(0',$8$W&.'8)C Ĵ .+*$退

针后棉签轻压针口$涂妥布霉素地塞米松眼膏$包扎患眼 B 4$

继续应用 C Ĵ`左氧氟沙星滴眼液共 D 4& 联合治疗组于玻璃

体腔注药后 E 4 由同一医师采用波长 JFB ,.黄激光 )Q;#rR

#'0$'多波长激光机$美国 ]&.1,$%科医人医疗激光公司*进行

黄斑格栅样光凝$光斑直径为 BCC !.$曝光时间为 C ĈJ aC B̂C %$

能量为BCC aBJC ._$( a%级光斑$光斑间距约为 B 个光斑$

距黄斑中心凹nJCC !.& SS>显示为缺血性 Z\#;者行病变象

限的视网膜播散光凝& 治疗后 H 周%B 个月及以后每隔 B 个月

进行随访$共随访 F 个月$记录术眼 ZO#>%眼压%眼底%OS=情

况& 对主诉视力下降%;O=检查示黄斑囊样水肿再现或 OS=较

前次增加超过 BCC !.者$再次行玻璃体腔注射&

;:=9判断标准9国际标准视力表检查视力提高"H 行为视力

提高$视力变化 H 行以内为视力稳定$视力下降"H 行为视力下

降$治疗前视力低于 C B̂ 者$以增减 C ĈN 为判定标准&

;:>9统计学方法9采用 R>R F:BH 统计学软件进行统计分析&

本研究中计量资料数据经 _ 检验证实呈正态分布$以 Ll>表

示$H 个组间计量资料的差异比较采用独立样本 6检验$同一组

术眼治疗前后的各指标比较采用配对 6检验$计数资料的比较

采用 #H检验& GmC ĈJ 为差异有统计学意义&

<9结果

<:;9H 个组治疗后 F 个月 ZO#>变化!治疗后 F 个月$单纯注

射组与联合治疗组术眼 (*+Y>\矫正视力分别为 C F̂NlC N̂J 和

!BBJ!中华实验眼科杂志 HCBJ 年 F 月第 DD 卷第 F 期!O2$, P?9/ ;/2-2'(.*($P&,1HCBJ$#*(:DD$Q*:F

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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