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姜黄素对大鼠视网膜缺血／再灌注损伤时
内质网应激的影响
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（河南中医药大学第三附属医院麻醉科，郑州，４５０００３）

摘要　目的：探讨姜黄素对大鼠视网膜缺血／再灌注损伤（ＲＩＲＩ）时内质网应激（ＥＲＳ）的影响。方法：选取清洁级 Ｓｐｒａｇｕｅ
Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）雄性大鼠９６只，采用随机数字表法分为３组（ｎ＝３２）：对照组（Ｃ组）、缺血／再灌注组（Ｉ／Ｒ组）和姜黄素组
（ＣＵＲ组）。Ｉ／Ｒ组和ＣＵＲ组采用前房灌注法使眼内压升高而制备大鼠ＲＩＲＩ模型，缺血６０ｍｉｎ，再灌注２４ｈ后结束实验。
于缺血前６０ｍｉｎ时，ＣＵＲ组腹腔注射姜黄素１００ｍｇ／ｋｇ，Ｃ组和Ｉ／Ｒ组腹腔注射等容量生理盐水。各组于再灌注２４ｈ时
处死８只大鼠，取视网膜组织，光镜下观察病理学改变；采用 ＴＵＮＥＬ法检测视网膜组织细胞凋亡情况并计算凋亡指数
（ＡＩ）。３组于再灌注２４ｈ时处死８只大鼠，取视网膜组织，电镜下观察大鼠视网膜组织超微结构改变。３组于再灌注２４
ｈ时处死８只大鼠，取视网膜组织，逆转录聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）检测大鼠视网膜组织中 ＣＣＡＡＴ增强子结合蛋白
（Ｃ／ＥＢＰ）同源蛋白（ＣＨＯＰ）、活化的转录因子４（ＡＴＦ４）和Ｘ盒结合蛋白１（ＸＢＰ１）ｍＲＮＡ表达。３组于再灌注２４ｈ时处死
８只大鼠，取视网膜组织，蛋白免疫印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测大鼠视网膜组织中、Ｂ淋巴细胞瘤２基因（Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相关
Ｘ蛋白（Ｂａｘ）及含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶３（ｃａｓｐａｓｅ３）的蛋白表达，计算Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值。结果：与Ｃ组比较，Ｉ／
Ｒ组大鼠视网膜组织 ＸＢＰ１、ＡＴＦ４和 ＣＨＯＰｍＲＮＡ表达明显上调（Ｐ＜００５）；与 Ｉ／Ｒ组比较，ＣＵＲ组大鼠视网膜组织
ＸＢＰ１、ＡＴＦ４和ＣＨＯＰｍＲＮＡ表达明显下调（Ｐ＜００５）。与Ｃ组比较，Ｉ／Ｒ组大鼠视网膜组织ＣＨＯＰ、Ｂａｘ和ｃａｓｐａｓｅ３蛋白
表达升高，Ｂｃｌ２蛋白表达及Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值均下降，与Ｃ组比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５），ＣＵＲ组大鼠视网膜组
织ＣＨＯＰ、Ｂａｘ和ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达下降，Ｂｃｌ２蛋白表达及 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值均升高，与 Ｉ／Ｒ组比较，差异均有统计学意义
（Ｐ＜００５）。与Ｃ组比较，Ｉ／Ｒ组大鼠视网膜组织出现形态结构及超微结构损伤，ＡＩ值升高（Ｐ＜００５）。与 Ｉ／Ｒ组比较，
ＣＵＲ组大鼠视网膜组织形态结构及超微结构损伤均减轻，ＡＩ值降低（Ｐ＜００５）。结论：姜黄素可减轻大鼠 ＲＩＲＩ，其机制
可能与抑制ＥＲＳ介导的细胞凋亡有关。
关键词　姜黄素；ＣＣＡＡＴ增强子结合蛋白同源蛋白；活化的转录因子４；Ｘ盒结合蛋白１（ＸＢＰ１）；内质网应激；细胞凋亡；
再灌注损伤；视网膜
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　　视网膜缺血／再灌注损伤（ＲｅｔｉｎａｌＩｓｃｈｅｍｉｃａｌ
ＲｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎＩｎｊｕｒｙ，ＲＩＲＩ）是临床常见的眼科疾病之
一，主要发生于青光眼、糖尿病视网膜病变、缺血性

视神经病变、增殖性视网膜病变、视网膜中央动静脉

栓塞、视网膜血管性疾病、新生儿视网膜病变、视神

经病变等眼部疾病，是眼科临床诊疗工作中常见的

视网膜病理过程，表现为血液再通后视网膜损伤严

重，视功能反而进一步下降。因此，临床上有必要探

讨其有效的防治措施。姜黄素是一种从姜科植物姜

黄等的根茎中提取出的黄色色素，为酸性多酚类物

质，具有抗炎、抗氧化等药理作用［１］。有研究表明，

姜黄素可减轻大鼠 ＲＩＲＩ，作用机制与其抑制炎性反
应及细胞凋亡等有关［２３］。但姜黄素抑制细胞凋亡

的机制仍未明确。因此，本实验采用大鼠 ＲＩＲＩ模
型，观察内质网应激（ＥＲＳ）及视网膜细胞凋亡，并给
予姜黄素进行干预，探讨该药对大鼠 ＲＩＲＩ的影响及
其机制。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　Ｃ５７ＢＬ／６雄性大鼠９６只，８周龄，体
重２０～２４ｇ，购自南京大学模式动物研究所，饲养于
恒温恒湿、１２ｈ光照／１２ｈ黑暗的环境，自由摄食和
饮水。

１１２　药物　姜黄素（美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，批
号：Ｃ７７２７），生理盐水（石家庄四药有限公司），托吡
卡胺（武汉五景药业有限公司），氯霉素滴眼液（长

春迪瑞制药有限公司）。

１１３　试剂与仪器　逆转录试剂盒和 ＰＣＲ试剂盒
［宝生物工程（大连）有限公司］，ＣＣＡＡＴ增强子结
合蛋白（Ｃ／ＥＢＰ）同源蛋白（ＣＨＯＰ）、活化的转录因
子４（ＡＴＦ４）和Ｘ盒结合蛋白１（ＸＢＰ１）及甘油醛３

磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）引物序列（生工生物工程（上
海）股份有限公司），原位细胞凋亡检测试剂盒（德

国罗氏公司），ＣＨＯＰ、Ｂ淋巴细胞瘤２基因（Ｂｃｌ２）、
Ｂｃｌ２相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）及含半胱氨酸的天冬氨酸
蛋白水解酶３（ｃａｓｐａｓｅ３）一抗及ＧＡＰＤＨ一抗（美国
ＣＳＴ公司），二抗工作液（辣根过氧化物酶偶联山羊
抗兔免疫球蛋白 Ｇ，ＩｇＧ，中国碧云天生物技术研究
所），其余均为市售分析纯。显微手术器械（苏州６６
视觉医疗器械厂），眼科显微镜（德国蔡司公司），

Ｔ１１０ＴＭ型聚合酶链式反应（ＰＣＲ）仪、６８０型全自动
酶标仪及电转仪和电泳仪（美国 ＢＩＯＲＡＤ公司），
Ｐｏｗｅｒｌａｂ系统（澳大利亚 ＡＤＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ公司），
ＢＸ５１荧光显微镜、ＢＸ５０型光学显微镜（日本Ｏｌｙｍ
ｐｕｓ公司），Ｈｉｔａｃｈｉｈ７０００ＦＡ透射电镜（日本日立公
司）。

１２　方法
１２１　分组与模型制备　采用随机数字表法分为３
组：对照组（Ｃ组）、缺血／再灌注组（Ｉ／Ｒ组）和姜黄
素组（ＣＵＲ组），每组３２只。模型制备方法如下：腹
腔注射１５％戊巴比妥钠１００ｍｇ／ｋｇ麻醉后，消毒铺
巾，将大鼠侧卧位置于预先准备好的泡沫平板上，用

胶布固定。右眼作为手术眼，左眼作为对照眼。在

手术开始前，使用托吡卡胺散瞳，然后用氯霉素滴眼

液轻轻冲洗结膜囊。使用３０Ｇ的锐利针头作为穿
刺针，另外一端与输液瓶相连，然后打开输液带阀门

通道，呈４５°刺破角膜，使针尖缓缓进入前房，避免损
伤眼球组织内的晶体和虹膜，用胶布把输液带固定

在桌子上。慢慢抬高输液瓶，使其与右眼垂直平面

的高度为１５０ｃｍ，此时前房内压力达到１１０ｍｍＨｇ
（１ｍｍＨｇ＝０１３３ｋＰａ），光镜下观察大鼠眼睛，可见
眼球内球结膜和虹膜变为苍白、水肿。缺血６０ｍｉｎ
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后关闭输液带阀门通道，拔出针头，结膜囊涂红霉素

眼膏；再灌注２４ｈ后结束实验。
１２２　给药方法　分别于缺血前１５ｍｉｎ和再灌注
前５ｍｉｎ时，ＣＵＲ组腹腔注射姜黄素２５μｇ／ｋｇ，Ｃ组
和Ｉ／Ｒ组腹腔注射等容量生理盐水。
１２３　光镜下检测大鼠视网膜组织形态学的变化
　　３组于再灌注２４ｈ时处死８只大鼠，迅速摘除
眼球，在冰水浴中环角巩膜缘切开，弃去眼前节和晶

体，外翻眼球，解剖显微镜下剥离视网膜，置于４％
多聚甲醛溶液中固定４８ｈ，常规脱水透明，石蜡包
埋，制备切片（厚约 ４μｍ）。石蜡切片常规脱蜡入
水，蒸馏水冲洗，苏木精染色５～１０ｍｉｎ，自来水充分
冲洗１０ｍｉｎ，７５％盐酸乙醇分化３ｓ，然后自来水中
冲洗１５～３０ｍｉｎ以返蓝。伊红染色，梯度乙醇脱
水，二甲苯透明，中性树脂封片，光学显微镜下观察

视网膜组织病理学结果。

１２４　电镜下观察大鼠视网膜组织超微结构的改
变　３组于再灌注２４ｈ时处死８只大鼠，迅速摘除
眼球，在冰水浴中环角巩膜缘切开，弃去眼前节和晶

体，外翻眼球，解剖显微镜下剥离视网膜，置于

２５％戊二醛溶液，固定 ２４ｈ。经漂洗、再固定、脱
水、环氧树脂包埋，超薄切片后装上铜载网格，行铅

铀双染，置于透射电镜下观察超微结构并拍照。

１２５　ＴＵＮＥＬ法检测大鼠视网膜组织细胞凋亡情
况　石蜡切片二甲苯与梯度乙醇脱蜡与水化后，磷
酸盐缓冲液（ＰＢＳ）彻底冲洗，３７℃下使用蛋白酶 Ｋ
工作液处理３０ｍｉｎ；采用ＴＵＮＥＬ细胞凋亡检测试剂
盒进行处理；拍照后用甲基绿复染数秒后立即用自

来水冲洗、梯度乙醇脱水、二甲苯透明、中性树胶封

片，荧光显微镜下观察视网膜细胞凋亡情况。２００
倍光学显微镜下观察细胞凋亡情况，染色后，凋亡细

胞核为棕褐色，未发生凋亡细胞核为蓝紫色。每张

切片随机选取５个视野，计算细胞凋亡指数（ＡＩ）＝
凋亡细胞数／细胞总数×１００％。
１２６　逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）检测大鼠视网膜组织
ＣＨＯＰ、ＡＴＦ４和ＸＢＰ１ｍＲＮＡ的表达　３组于再灌注
２４ｈ时处死８只大鼠，迅速摘除眼球，在冰水浴中环
角巩膜缘切开，弃去眼前节和晶体，外翻眼球，解剖

显微镜下剥离视网膜，迅速用预冷的生理盐水冲洗

后放入液氮冷却，－８０℃冻存。取视网膜组织１００
ｍｇ，提取总 ＲＮＡ，紫外分光光度计测定总 ＲＮＡ浓
度，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值在１７８～２０范围内的 ＲＮＡ
样品为合格样品。应用 ＲＴＰＣＲ测定 ＣＨＯＰ、ＡＴＦ４
和ＸＢＰ１ｍＲＮＡ表达水平。各目的基因的引物序列

如下：ＣＨＯＰ：正义链：５′ＧＧＧＡＡＡＣＡＧＣＧＣＡＴＧＡＡＧ
ＧＡ３′，反义链：５′ＧＣＧＴＧＡＴＧＧＴＧＣＴＧＧＧＴＡＣＡ３′；
ＡＴＦ４：正义链：５′ＣＣＡＧＧＧＣＣＣＡＣＣＡＧＡＣＡＧＴ３′，反
义链：５′ＣＧＣＣＡＧＴＧＡＧＧＧＣＣＴＴＣＣＴＧＣ３′；ＸＢＰ１：正
义链：５′ＣＴＧＣＣＧＣＴＣＡＴＧＧＴＴＣＣＧＧＧ３′，反义链：５′
ＴＣＴＣＣＴＣＣＧＧＧＣＴＣＡＧＧＴＧＣ３′；ＧＡＰＤＨ：正义链：５′
ＡＡＣＡＡＧＴＡＡＣＣＣＴＣＡＡＣＣＣＴＧ３′，反义链：５′ＡＣＡＣ
ＣＣＴＣＴＧＡＴＡＣＣＣＡＣＡＴＴ３′。建立反应体系，ＧＡＰＤＨ
作为内参照基因分别将其与 ＣＨＯＰ、ＡＴＦ４和 ＸＢＰ１
在同一反应体系内进行扩增。反应条件：９５℃预变
性１０ｍｉｎ，９５℃变性１５ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸
１５ｓ共 ４０个循环。ＧＡＰＤＨ、ＣＨＯＰ、ＡＴＦ４和 ＸＢＰ１
基因产物长度分别为３７７ｂｐ、１７３ｂｐ、２０４ｂｐ和１０３
ｂｐ，反应结束后，按仪器默认条件收集荧光，把离心
管迅速放入 ＰＣＲ扩增仪，按扩增程序进行 ＰＣＲ扩
增。ＰＣＲ产物于１％琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像系
统拍照，采用ＩｍａｇｅＪ软件进行各目的条带光密度的
半定量分析。

１２７　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测大鼠视网膜组织 ＣＨＯＰ、
Ｂｃｌ２、Ｂａｘ及ｃａｓｐａｓｅ３的表达水平　３组于再灌注
２４ｈ时处死８只大鼠，迅速摘除眼球，在冰水浴中环
角巩膜缘切开，弃去眼前节和晶体，外翻眼球，解剖

显微镜下剥离视网膜，迅速用预冷的生理盐水冲洗

后放入液氮冷却，－８０℃冻存。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
法检测视网膜组织Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ｃａｓｐａｓｅ３和 ＣＨＯＰ蛋
白的表达。将视网膜组织块加蛋白裂解液进行匀浆

裂解，提取蛋白，用ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度，然后
把蛋白样品分装到离心管中，并加入上样缓冲液，

１００℃沸水中煮沸５ｍｉｎ，使蛋白变性，制成蛋白浓
度为４ｇ／Ｌ的电泳样品，－２０℃保存以备用。制备
１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离胶和５％浓缩胶，各取４μＬ蛋
白样品进行上样，电泳４～５ｈ，转移至聚偏二氟乙烯
（ＰＶＤＦ）膜上，然后用 ５％牛奶封闭，分别加入 Ｂａｘ
一抗（稀释度 １∶１０００）、Ｂｃｌ２一抗（稀释度 １∶１
０００）、ｃａｓｐａｓｅ３一抗（稀释度１∶１０００）、ＣＨＯＰ一抗
（稀释度１∶１０００）和 ＧＡＰＤＨ一抗（稀释度１∶５００），
４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ冲洗５～１０ｍｉｎ，反复３次，加
入辣根过氧化酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧ（稀释度
１∶５００），室温孵育１～２ｈ，洗膜、显影、定影。采用
ＧｅｌＤｏｃ凝胶成像分析系统进行扫描并测定各蛋白
条带的灰度值，以各目的蛋白灰度值／ＧＡＰＤＨ灰度
值的比值分别反映各目的蛋白的相对表达。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１６０统计软件进行
数据分析。正态分布的计量资料以均数±标准差（珋ｘ
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±ｓ）表示，组间比较采用单因素方差分析，以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　３组大鼠视网膜组织形态学比较　光镜下，Ｃ
组大鼠视网膜结构正常，各层细胞排列整齐，未见空

泡变性细胞，炎性反应细胞极少见。见图１。Ｉ／Ｒ组
大鼠视网膜结构紊乱，内核层到神经节细胞层出现

水肿，神经节细胞层细胞开始减少，可见细胞空泡化

现象，炎性反应细胞增多。见图２。ＣＵＲ组大鼠视
网膜结构相对完整，水肿明显减轻，炎性反应细胞较

少，神经节细胞层空泡变性细胞数量减少。见图３。

图１　光镜下Ｃ组大鼠视网膜组织病理学结果
（ＨＥ染色，×４００）

图２　光镜下Ｉ／Ｒ组大鼠视网膜组织病理学结果
（ＨＥ染色，×４００）

图３　光镜下ＣＵＲ组大鼠视网膜组织病理学结果
（ＨＥ染色，×４００）

２２　３组大鼠视网膜组织细胞超微结构的改变　Ｃ
组大鼠视网膜神经节细胞结构正常，细胞核完整，细

胞器结构完整且数目丰富，线粒体无水肿，嵴可见，

电子密度低。见图４。Ｉ／Ｒ组大鼠视网膜神经节细
胞体积变小，线粒体明显肿胀，嵴消失，核膜不完整，

甚至固缩、断裂，染色质浓缩且分布不均，细胞出现

一定程度的凋亡征象。见图５。ＣＵＲ组大鼠视网膜
神经节细胞肿胀减轻，线粒体肿胀不明显（黑色箭头

所示），嵴可见，核膜较完整，染色质部分浓缩，分布

尚均匀。见图６。

图４　光镜下Ｃ组大鼠视网膜神经节细胞超微结构
（透射电镜，×１５０００）

图５　光镜下Ｉ／Ｒ组大鼠视网膜神经节细胞超微结构
（透射电镜，×１５０００）

图６　光镜下ＣＵＲ组大鼠视网膜神经节细胞超微结构
（透射电镜，×１５０００）

２３　３组大鼠视网膜组织细胞凋亡情况的比较　
　　ＴＵＮＥＬ染色结果显示，Ｃ组视网膜未见细胞凋
亡发生；Ｉ／Ｒ组可见视网膜神经节细胞和内核层细
胞发生明显凋亡（箭头）；ＣＵＲ组视网膜神经节细胞
和内核层细胞凋亡明显减少。见表１、图７～９。
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表１　３组大鼠视网膜组织ＡＩ的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别 ＡＩ（％）

Ｃ组 １５７±０１９
Ｉ／Ｒ组 １４３８±４５４

ＣＵＲ组 ７５５±２７２△

　　注：与Ｃ组比较，Ｐ＜００５；与Ｉ／Ｒ组比较，△Ｐ＜００５

图７　光镜下Ｃ组大鼠视网膜组织细胞凋亡情况
（ＴＵＮＥＬ染色，×４００）

图８　光镜Ｉ／Ｒ组大鼠视网膜组织细胞凋亡情况
（ＴＵＮＥＬ染色，×４００）

图９　光镜下ＣＵＲ组大鼠视网膜组织细胞凋亡情况
（ＴＵＮＥＬ染色，×４００）

２４　３组大鼠视网膜组织 ＣＨＯＰ、ＡＴＦ４和 ＸＢＰ１
ｍＲＮＡ表达比较　与 Ｃ组比较，Ｉ／Ｒ组大鼠视网膜
组织ＣＨＯＰ、ＡＴＦ４和ＸＢＰ１ｍＲＮＡ表达均上调，差异
有统计学意义（Ｐ＜００５）。与 Ｉ／Ｒ组比较，ＣＵＲ组
大鼠视网膜组织 ＣＨＯＰ、ＡＴＦ４和 ＸＢＰ１ｍＲＮＡ表达

明显下调，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见表２、
图１０。

表２　３组大鼠视网膜组织ＣＨＯＰ、ＡＴＦ４和
　　　ＸＢＰ１ｍＲＮＡ表达比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别 ＣＨＯＰ ＡＴＦ４ ＸＢＰ１

Ｃ组 ０２２３±００１６ ０１９４±００１７ ０２０６±００１５
Ｉ／Ｒ组 ０７３８±００３４ ０６８５±００２４ ０６５９±００２９

ＣＵＲ组 ０５４２±００２３△ ０４３８±００２０△ ０４７０±００１８△

　　注：与Ｃ组比较，Ｐ＜００５；与Ｉ／Ｒ组组比较，△Ｐ＜００５

图１０　３组大鼠视网膜组织ＣＨＯＰ、ＡＴＦ４和
　　　ＸＢＰ１ｍＲＮＡ表达的变化（ＲＴＰＣＲ）

２５　３组大鼠视网膜组织 ＣＨＯＰ、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２及
ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达比较　与 Ｃ组比较，Ｉ／Ｒ组视网
膜组织Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３和 ＣＨＯ蛋白 Ｐ的表达上调，
Ｂｃｌ２蛋白表达下调，Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值下降（Ｐ＜
００５）。与 Ｉ／Ｒ组比较，ＣＵＲ组视网膜组织 Ｂａｘ、
ｃａｓｐａｓｅ３和ＣＨＯＰ蛋白的表达下调，Ｂｃｌ２蛋白表达
上调，Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值升高（Ｐ＜００５）。见表 ３、图
１１。

图１１　３组大鼠视网膜组织Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ｃａｓｐａｓｅ３
　　　和ＣＨＯＰ蛋白表达比较（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）
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表３　３组大鼠视网膜组织ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２、ＣＨＯＰ蛋白表达和Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别 ｃａｓｐａｓｅ３ Ｂａｘ Ｂｃｌ２ Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值 ＣＨＯＰ

Ｃ组 １１３±０１５ １３３±０２４ １８７±０２６ １４２±０２３ １２４±０２４
Ｉ／Ｒ组 ２３３±０２４ ２５６±０４１ ０９６±０１６ ０３７±０３４ ２４４±０３５

ＣＵＲ组 １４５±０１８△ １１７±０３３△ １６５±０２３△ １４４±０２６△ １５６±０２７△

　　注：与Ｃ组比较，Ｐ＜００５；与Ｉ／Ｒ组比较，△Ｐ＜００５

３　讨论
本实验采用前房灌注升高眼内压的方法建立大

鼠视网膜ＲＩＲＩ模型，通过调节连有针头的灌注容器
高度来控制眼内压，造成视网膜的不同程度缺血损

伤。有研究表明，通过前房灌注升高眼压至 １１０
ｍｍＨｇ而导致视网膜缺血；当缺血时间６０ｍｉｎ便可
引起视网膜细胞凋亡，视网膜形态和功能均发生不

可逆改变［４］。本实验参考相关资料并结合预实验

结果，将缺血时间设定为６０ｍｉｎ，眼压升高设定为
１１０ｍｍＨｇ。本研究结果表明，光镜下，Ｉ／Ｒ组大鼠
视网膜结构紊乱，内核层到神经节细胞层出现水肿，

神经节细胞层细胞开始减少，可见细胞空泡化现象，

炎性反应细胞增多。提示大鼠ＲＩＲＩ模型复制成功。
本研究参考相关文献［５］报道并结合预实验结

果，选定分别于缺血前６０ｍｉｎ时大鼠腹腔注射姜黄
素１００ｍｇ／ｋｇ。本研究结果表明，光镜下，ＣＵＲ组大
鼠视网膜结构相对完整，水肿明显减轻，炎性反应细

胞较少，神经节细胞层空泡变性细胞数量减少。提

示姜黄素可减轻大鼠ＲＩＲＩ。
视网膜属于神经组织，其血供来自于视网膜中

央动脉，该动脉属于终动脉，故视网膜在缺血环境中

极易受到损伤［６］。ＲＩＲＩ的机制比较复杂，是多种因
素综合反应的结果，主要包括氧自由基的损伤、细胞

内钙超载、凋亡及凋亡基因的调控、炎性反应损伤、

细胞凋亡和坏死等多种病理生理过程［７８］。其中，细

胞凋亡在ＲＩＲＩ中具有重要作用，且已成为研究热点
之一。目前，细胞凋亡的途径有两条［９］，一条为外

源性或死亡受体途径引起的细胞凋亡途径，这一途

径是细胞通过激活的死亡受体招募接头蛋白Ｆａｓ相
关死亡结构域蛋白，进而招募并激活ｃａｓｐａｓｅ８从而
启动细胞凋亡；另一条为内源性或线粒体途径引起

的细胞凋亡［１０］。ｃａｓｐａｓｅ是一组天冬氨酸特异性的
半胱氨酸蛋白酶，在凋亡信号作用下，线粒体膜上的

通道开放，内部 Ｃｙｔｃ和 ｃａｓｐａｓｅ的前体蛋白释放出
来，激活ｃａｓｐａｓｅ核酸酶，或抑制胞内的抗凋亡蛋白，
使细胞发生凋亡［１１］。Ｃｙｔｃ是线粒体呼吸链的重要
组成部分，既可通过对细胞能量代谢的调节来调控

细胞死亡，又能通过对凋亡信号的传导和放大直接

介导细胞凋亡［１２］。目前较为明确的是，Ｃｙｔｃ释放到
胞质中可导致 ｃａｓｐａｓｅ９激活，最终导致 ｃａｓｐａｓｅ３
的激活，诱发细胞凋亡［１３］。研究表明，抑凋亡蛋白

Ｂｃｌ２和促凋亡蛋白 Ｂａｘ的比值与细胞凋亡坏死有
关［１４１５］。研究表明，大鼠ＲＩＲＩ后导致视网膜神经节
细胞坏死凋亡，引起促凋亡蛋白Ｂａｘ的表达升高，而
抑凋亡蛋白Ｂｃｌ２的表达下降［１６］。

ＲＩＲＩ后的缺血、缺氧导致视网膜细胞ＡＴＰ与营
养物质快速消耗后不能及时补充，出现能量代谢障

碍诱发ＥＲＳ。重新恢复血供后视网膜出现血液再灌
注，再灌注后产生大量氧自由基、Ｃａ２＋超负荷等因素
能够加重 ＥＲＳ［１７］。当发生轻度 ＥＲＳ时，未折叠蛋
白反应通过下调翻译和上调内质网伴侣分子等维持

内质网稳态，从而保护细胞，但当发生持续或过强的

ＥＲＳ时则会诱导细胞凋亡。且 ＥＲＳ诱导的细胞凋
亡途径主要为 ＣＨＯＰ诱导的细胞凋亡途径［１８］。正

常情况下，ＣＨＯＰ表达量极低，在 ＥＲＳ时，ＣＨＯＰ明
显升高，过度表达的 ＣＨＯＰ则可促进细胞周期停滞
或凋亡。ＥＲＳ时，蛋白激酶 Ｒ样内质网激酶
（ＰＥＲＫ）被激活，真核翻译起始因子 ２的 α亚基
（ｅｌＦ２α）发生磷酸化，导致转录因子 ＡＴＦ４和 ＸＢＰ１
发生表达，并结合ＥＲＳ反应元件（ＥＲＳＥ）序列，诱导
ＣＨＯＰ的表达［１８］。而 ＣＨＯＰ通过下调 Ｂｃｌ２表达，
耗竭谷胱甘肽，促进反应性氧族（ＲＯＳ）的产生，活化
ｃａｓｐａｓｅ３，进而导致细胞凋亡［１９］。由于ＥＲＳ诱导的
细胞凋亡主要是通过对 Ｂｃｌ２家族的调控而实现
的［２０］，故可将 ＥＲＳ诱导的细胞凋亡视为内源性或
线粒体途径引起细胞凋亡的补充。

姜黄素为一种中药单体，具有诸多功效如抗氧

化应激、抑制炎性反应性细胞因子释放以及抗细胞

凋亡等［１３］。动物实验研究表明，姜黄素在多种动物

模型上对各种局部器官组织的缺血／再灌注损伤，包
括肾脏、肝脏、肺及脑的Ｉ／Ｒ损伤均表现出一定的保
护作用，且可减轻大鼠ＲＩＲＩ［２３］。但姜黄素减轻ＲＩ
ＲＩ的作用机制目前缺乏足够证据。有研究表明，调
控凋亡相关基因ｐ５３蛋白的表达可能是姜黄素的作
用机制之一［５］。但姜黄素通过何种通路来抑制细

胞凋亡仍未明确。因此，本研究从 ＥＲＳ介导的细胞
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凋亡入手，以探讨姜黄素对ＲＩＲＩ的深层机制。本研
究结果表明，Ｉ／Ｒ组大鼠视网膜组织可见细胞水肿
现象，神经节细胞层细胞可见细胞空泡化现象，视网

膜内炎性反应细胞增多，视网膜结构出现紊乱。这

提示，缺血／再灌注可引起大鼠视网膜发生损伤。而
ＣＵＲ组大鼠视网膜水肿现象明显减轻，内核层结构
比较完整，视网膜内炎性反应细胞较少，视网膜结构

相对比较完整。这提示，姜黄素可减轻大鼠 ＲＩＲＩ，
对缺血／再灌注大鼠的视网膜有一定的保护作用。
同时，本研究结果表明，ＩＲ组大鼠视网膜组织凋亡
相关蛋白 ｃａｓｐａｓｅ３表达升高，促凋亡蛋白 Ｂａｘ及
ＣＨＯＰ表达亦升高，而抑凋亡蛋白 Ｂｃｌ２表达下降。
而ＣＵＲ组大鼠视网膜组织凋亡相关蛋白 ｃａｓｐａｓｅ３
表达下降，促凋亡蛋白Ｂａｘ及ＣＨＯＰ表达亦下降，而
抑凋亡蛋白 Ｂｃｌ２表达升高。提示，姜黄素可能通
过减弱 ＲＩＲＩ后视网膜细胞内的促凋亡蛋白 Ｂａｘ、
ｃａｓｐａｓｅ３和 ＣＨＯＰ的表达，提高抑凋亡蛋白 Ｂｃｌ２
表达而减轻机体组织内细胞凋亡，从而对大鼠缺血／
再灌注损伤时视网膜起到一定的保护作用。

本实验采用大鼠ＲＩＲＩ模型，并给予姜黄素进行
干预，初步证实了姜黄素可通过抑制 ＥＲＳ介导的细
胞凋亡而减轻大鼠ＲＩＲＩ。这为探讨姜黄素减轻 ＲＩ
ＲＩ的作用机制提供了又一有力的证据。本研究采
用的大鼠 ＲＩＲＩ模型易于复制，可靠性较高，这为本
实验结果的科学性和严谨性提供了有力的保障。然

而，关于姜黄素减轻 ＲＩＲＩ的作用机制可能有多方
面，而本实验仅从ＥＲＳ介导的细胞凋亡这一方面入
手，未能从更多方面去探讨姜黄素的可能机制。今

后本实验的进一步工作便是从其他方面去探讨姜黄

素减轻ＲＩＲＩ的作用机制。
综上所述，姜黄素可减轻大鼠 ＲＩＲＩ，其机制可

能与抑制ＥＲＳ介导的细胞凋亡有关。
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