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Abstract
誗AIM: To explore effects of curcumin on viability of high
glucose concentration (HGC) cultured rhesus choroido -
retinal endothelial cell (RF / 6A) .
誗METHODS: RF / 6A was assigned into 4 groups ( n =
6 / group) . Control group ( CONT group), high glucose
concentration group ( HGC group): 30mmol / L glucose
was administered, curcumin group ( CUR group ):
30滋mol / L curcumin was administered, curcumin-glucose
group (C - G group): 30mmol / L glucose and 30滋mol / L
curcumin were administered. Cell viability was detected
by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) at 1, 3 and 5 day
after cultivation. Moreover, malonaldehyde ( MDA ),
activity of superoxide dismutase (SOD) and expression of
proliferating cell nuclear antigen ( PCNA ) and anti -
oncogene protein 27 (p27) were detected at day 5.
誗 RESULTS: Compared with CONT group, HGC group
showed decrease of cell viability, increase of MDA,
decrease of activity of SOD, down - regulation of PCNA
and up-regulation of p27 (P<0. 01) . While, no difference
could be detected in CUR group or C-G group compared
with CONT group (P>0. 05) .
誗CONCLUSION: Curcumin inhabits HGC- induced oxidative
stress, reverses expression of PCNA and p27, and,
therefore, contribute to curcumin maintaining RF / 6A

viability.
誗KEYWORDS: high glucose concentration; curcumin;
RF / 6A; oxidative stress; cell viability
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摘要
目的:探讨姜黄素对高浓度葡萄糖培养的猴脉络膜-视网
膜内皮细胞( rhesus choroidoretinal endothelial cell,RF / 6A)
活力的影响及其机制。
方法:RF / 6A 分 4 组培养(n = 6):对照组;高浓度葡萄糖
组(培养基添加 30mmol / L 葡萄糖);姜黄素组(培养基添
加 30滋mol / L 姜黄素);姜黄素-葡萄糖组(培养基添加
30mmol / L 葡萄糖及 30滋mol / L 姜黄素)。 以噻唑蓝比色
法(methyl thiazolyl tetrazolium,MTT)检测培养 1,3,5d 后
各组细胞活力的变化;试剂盒检测分组 5d 后各组细胞丙
二醛 ( malonaldehyde, MDA) 含 量 及 超 氧 化 物 歧 化 酶
(superoxide dismutase,SOD)活性;Western-blot 检测分组
5d 后各组增殖细胞核抗原(proliferating cell nuclear antigen,
PCNA)及抑癌基因 p27 蛋白(protein 27,p27)表达。
结果:与对照组相比,高浓度葡萄糖组 RF / 6A 活性明显降
低,MDA 含量增加,SOD 活力降低,PCNA 表达下调,p27
表达上调(P<0. 01);而姜黄素组及姜黄素-葡萄糖组
RF / 6A 活力、MDA 含量、SOD 活力、PCNA 与 p27 的表达均
无明显变化(P>0. 05)。
结论:姜黄素维持高浓度葡萄糖培养的 RF / 6A 活力,可能
与姜黄素抑制高浓度葡萄糖诱发的氧化应激,恢复
RF / 6A 的 PCNA 及 p27 蛋白表达有关。
关键词:高浓度葡萄糖;姜黄素;猴脉络膜-视网膜内皮细
胞;氧化应激;细胞活力
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0 引言
摇 摇 糖尿病(diabetes mellitus,DM)时血糖增高可诱发视
网膜内皮细胞氧化应激,进而发生糖尿病视网膜病变
(diabetic retinopathy, DR),导致患者视力下降甚至失
明[1]。 增殖细胞核抗原(proliferating cell nuclear antigen,
PCNA)及抑癌基因 p27 蛋白(protein 27)是与细胞增殖分
化关系密切的两种蛋白,氧化应激可下调 DM 大鼠睾丸组
织 PCNA 表达[2],上调 p27 蛋白的表达[3]。 研究表明,姜
黄素可抑制 SH-SY5Y 细胞的氧化应激[4],抑制脑神经元
氧化应激反应[5]。 因此,本研究以猴脉络膜-视网膜内皮
细胞(rhesus choroidoretinal endothelial cell,RF / 6A)为研究
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对象,探讨姜黄素对高浓度葡萄糖培养的 RF / 6A 氧化应
激的影响,对 PCNA 和 P27 蛋白表达的调节,以及 RF / 6A 细
胞活力的变化。
1 材料和方法
1. 1 材料摇 RF / 6A(中科院上海细胞库),DMEM 高糖培养
基(Gibco 生物公司),D-葡萄糖(华美生物工程公司),姜
黄素(南京泽朗医药科技有限公司),甲基噻唑基四唑、
SOD 活性检测试剂盒、MDA 含量检测试剂盒(均购自碧云
天生物公司),PCNA 及 P27 蛋白抗体(均购自 Sigma 公司)。
1. 2 方法
1. 2. 1 实验分组 摇 各组细胞以 DMEM 高糖培养基+10%
FBS 为基础培养基,添加 D-葡萄糖和 / 或姜黄素分组培
养。 实验分组如下(n=6):对照组(基础培养基);高浓度
葡萄糖组(基础培养基+30mmol / L 葡萄糖);姜黄素组(基
础培养基+30滋mol / L 姜黄素);姜黄素-葡萄糖组(基础培
养基+30mmol / L 葡萄糖+30滋mol / L 姜黄素)。
1. 2. 2 细胞活力检测及生长状态观察摇 调整 RF / 6A 浓度
为 1伊104 / 200滋L,取 200滋L 细胞混悬液铺于 96 孔板,24h
后分组培养,分组后 1,3,5 d 以 MTT 法检测细胞活力。 以
酶标仪 490nm 波长检测各孔光吸收值(A 值),计算细胞
活力:细胞活力=实验组 A 值 / 正常组 A 值伊100% 。 镜下
观察分组 5d 后细胞生长状态。
1. 2. 3 氧化应激检测 摇 分组培养 5d 后,收集细胞,预冷
PBS 洗涤后,以超声匀浆,1 600g 离心 10min,取上清备用。
按照试剂盒说明书进行操作,采用黄嘌呤氧化酶法检测各
组细胞 SOD 含量,以酶标仪于 560nm 测定吸光度,测算
SOD 活力。 采用硫代巴比妥酸法检测各组细胞 MDA 含
量,以酶标仪于 532nm 测定吸光度,根据标准曲线测算
MDA 含量。
1. 2. 4 Western-blot 检测 PCNA 及 p27 蛋白表达摇 分组
5d 后,以细胞粉碎仪粉碎细胞,12000r / min, 4益 离心
15min,收集上清,测定并调节样品蛋白浓度,以 150V 电压
行 SDS-PAGE 电泳后转移至 PVDF 膜,分别以 PCNA 和
p27 蛋白及 茁-actin 一抗 37益孵育 2h,再以辣根过氧化物
酶标记的相应二抗 37益孵育 1h,以 ECL 发光试剂盒显影。
以 茁-actin 为内参,以目的条带与 茁-actin 灰度值之比判
断目的蛋白表达变化。
摇 摇 统计学分析:数据以均数依标准差表示,利用 SPSS for
Windows 17. 0 行重复测量方差分析,P<0. 05 具有统计学
意义。
2 结果
2. 1 姜黄素对高浓度葡萄糖培养的 RF / 6A 活力的影响摇
1d 时,各组 RF / 6A 活力无明显差异(P>0. 05),3d 及 5d
高糖组 RF / 6A 活力均明显降低(P<0. 01),5d 较 3d 更低
(P<0. 01)。 姜黄素组,姜黄素-葡萄糖组分组培养 3d 及
5d 较对照组 RF / 6A 活力均无明显差异(P>0. 05,表 1)。
2. 2 姜黄素对高浓度葡萄糖培养的 RF / 6A 生长状态的
影响摇 对照组 RF / 6A 呈铺路石样外观,细胞界限明显,生
长致密。 与对照组相比,高浓度葡萄糖组 RF / 6A 胞体萎
缩,变圆,形态不规则,细胞间隙增大,数量减少。 与对照
组相比姜黄素组及姜黄素-葡萄糖组无明显变化(图 1)。
2. 3 姜黄素对高浓度葡萄糖诱导的氧化应激的影响 摇 与
对照组相比,葡萄糖组 SOD 活力降低,MDA 含量升高(P<
0. 01),而姜黄素组及姜黄素-葡萄糖组均无明显改变(P>
0. 05,表 2)。

图 1摇 培养5d后 RF / 6A细胞形态学观察(伊400) 摇 A:对照组;
B:姜黄素组;C:姜黄素-葡萄糖组;D:高浓度葡萄糖组。

图 2摇 PCNA及 p27 蛋白Western-blot电泳条带。

表 1摇 姜黄素对高浓度葡萄糖培养的 RF / 6A活力的影响

(軃x依s,n=6)
组别 1d 3d 5d
对照组 100. 00依6. 21 100. 00依5. 37 100. 00依5. 24
姜黄素组 98. 81依6. 35 97. 48依9. 24 95. 25依8. 61
姜黄素-葡萄糖组 95. 54依5. 21 95. 12依4. 82 96. 16依6. 13
高浓度葡萄糖组 97. 63依8. 36 78. 46依5. 64b 65. 15依7. 21b,d

bP<0. 01 vs 对照组;dP<0. 01 vs 3d。

表2摇 姜黄素对高浓度葡萄糖诱导的氧化应激的影响(軃x依s,n=6)

组别 MDA(nmol / mg) SOD(U / mg)

对照组 1. 79依0. 12 28. 63依4. 12

葡萄糖组 3. 29依0. 53b 14. 89依3. 47b

姜黄素组 2. 13依0. 34 29. 58依5. 28

姜黄素-葡萄糖组 1. 93依0. 21 26. 73依5. 63
bP <0. 01 vs 对照组。

表3摇 姜黄素对高浓度葡萄糖刺激的 RF / 6A细胞 PCNA与 p27

蛋白表达的影响 (軃x依s,n=6)

组别 p27 蛋白 / 茁-actin PCNA / 茁-actin

对照组 28. 1依2. 5 39. 2依3. 2

葡萄糖组 40. 0依6. 1b 20. 3依4. 5b

姜黄素组 32. 3依5. 2 37. 6依3. 1

姜黄素-葡萄糖组 30. 6依4. 3 33. 2依5. 1
bP <0. 01 vs 对照组。

2. 4 姜黄素对高浓度葡萄糖刺激的 RF / 6A细胞 PCNA 与
p27 蛋白表达的影响 摇 与对照组相比,高浓度葡萄糖组
PCNA 表达下调,p27 表达上调(P<0. 01),姜黄素组及姜
黄素-葡萄糖组 PCNA 及 p27 表达均无明显变化 ( P >
0郾 05,图 2,表 3)。
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3 讨论

摇 摇 高血糖可损伤视网膜毛细血管内皮细胞,导致血-视
网膜屏障破坏,是 DR 视力下降的重要原因之一[6]。 本研
究显示,高浓度葡萄糖抑制了 RF / 6A 细胞活力,贴壁细胞
数量减少,而姜黄素或姜黄素+高浓度葡萄糖对 RF / 6A 细
胞活力,贴壁细胞数量及形态无显著影响。 结果提示,高
浓度葡萄糖损伤了 RF / 6A,姜黄素可抑制高浓度葡萄糖
对 RF / 6A 的损伤,对生理环境中的 RF / 6A 无显著影响。
摇 摇 氧化应激是 DR 内皮细胞损伤的重要机制之一[1]。
姜黄素可抑制多种因素所致的 SH -SY5Y 细胞氧化应
激[4],抑制脑缺血引发的大脑神经元氧化应激[5]。 本研究
发现,高浓度葡萄糖培养导致 RF / 6A 中 MDA 含量增高,
SOD 活性降低,出现了明显的氧化应激表现,而姜黄素或
姜黄素+高浓度葡萄糖中培养的 RF / 6A 细胞中 MDA 含量
及 SOD 活性无明显改变。 结果提示,姜黄素抑制了高浓
度葡萄糖诱发的 RF / 6A 细胞氧化应激反应,但不影响生
理条件培养的 RF / 6A 细胞氧化应激。 研究表明,氧化应
激可下调 PCNA 表达,上调 p27 蛋白表达[2,3]。 PCNA 及
p27 蛋白与细胞分裂增殖关系密切,PCNA 表达上调可促
进细胞增殖分裂,而 p27 蛋白表达上调则抑制细胞增殖分
裂[2,3]。 细胞增殖分裂或凋亡相关基因的异常表达,是氧
化应激影响细胞分裂增殖、调节细胞活力的重要机制。 本
研究发现,高浓度葡萄糖导致 RF / 6A 细胞氧化应激的同
时,PCNA 表达明显下调,而 p27 蛋白表达上调;姜黄素抑
制高浓度葡萄糖诱发 RF / 6A 细胞氧化应激的同时,上调
PCNA 的表达,下调 p27 蛋白的表达,使二者表达恢复到
对照组水平。 此外,姜黄素对生理条件培养的 RF / 6A 细
胞氧化应激无显著影响,对 PCNA 及 p27 蛋白表达也无影
响。 因此,高浓度葡萄糖可能通过诱发 RF / 6A 细胞氧化

应激,下调 PCNA 表达并上调 p27 蛋白表达,从而抑制细
胞增殖分裂,降低 RF / 6A 细胞活力。 姜黄素可能通过抑
制高浓度葡萄糖诱导的氧化应激,上调 PCNA 表达并下调
p27 蛋白表达,从而恢复 RF / 6A 细胞活力。
摇 摇 尽管本研究与其他抗氧化应激研究结果一致[2],但与
姜黄素促进肿瘤细胞凋亡相反[7]。 因此,姜黄素在抗氧化
应激抑制细胞凋亡及促进肿瘤细胞凋亡中发挥不同的作
用,其机制仍有待进一步探索。
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