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姜黄素抑制小鼠脉络膜新生血管的实验研究 *
林小俊 谢 平 袁冬青 刘庆淮△

(南京医科大学第一附属医院眼科 江苏南京 210029)

摘要 目的：观察姜黄素对激光诱导的小鼠脉络膜新生血管 (choroidal neovascularization,CNV) 形成的影响。方法：60只雄性
C57BL/6小鼠，随机分为对照组、10 mg/kg姜黄素治疗组、30 mg/kg姜黄素治疗组，每组 20只。采用激光诱导产生小鼠 CNV模

型。由光凝前 3天开始，至光凝后 14天，两个治疗组每天分别给予腹腔注射相应剂量的姜黄素，对照组腹腔注射二甲亚砜溶液

（溶剂）。光凝后第 3天通过免疫组化和 ELISA检测血管内皮生长因子（vessel endothelial growth factor,VEGF）的表达；第 14天通
过组织学检查以及荧光素标记的葡聚糖的血管灌注检测 CNV的面积，荧光血管造影评价 CNV的渗漏程度。结果：光凝后第 14

天，组织学检查显示姜黄素能够有效缩小激光诱导的 CNV；荧光素标记的葡聚糖血管灌注后测量色素上皮 -脉络膜铺片上 CNV

的面积，和对照相比，姜黄素能显著减小激光诱导的 CNV的面积(P＜ 0.05）；荧光血管造影显示姜黄素能有效抑制 CNV的渗漏
(P＜ 0.05)。和 10 mg/kg姜黄素治疗组相比，30 mg/kg姜黄素治疗组小鼠 CNV面积缩小和渗漏程度减弱(P＜ 0.05)。光凝后第 3天，
VEGF免疫组化和 ELISA结果显示姜黄素显著抑制色素上皮 -脉络膜复合体中 VEGF (P＜ 0.01)的表达，高剂量组有更强的抑制

作用(P＜ 0.01)。结论：姜黄素可以有效地抑制小鼠 CNV的形成，下调 VEGF的表达可能是姜黄素抑制 CNV的作用机制之一。因

此我们推测姜黄素对并发 CNV的 AMD患者可能具有治疗作用。
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Suppression of Laser-Induced Choroidal Neovascularization
by Curcumin in Mice*

To investigate the effect of curcumin on laser injury-induced choroidal neovascularization (CNV) in mice.

CNV was induced by laser injury in C57BL/6N mice, which were pretreated with intraperitoneal injections of curcumin daily

for 3 days, and the drug treatments were continued until the end of the study. The CNV area was analyzed by fluorescein-labeled dextran
angiography of retinal pigment epithelium (RPE)-choroid flat mounts on day 14 after laser photocoagulation. Leakage from the CNV was

also measured by fluorescein angiography (FA). RPE-choroid level of vascular endothelial growth factor (VEGF) was examined by ELISA

on day 3. Immunostaining of VEGF was also performed on cryo-sections of CNV lesions. Curcumin-treatment significantly

suppressed the CNV area (P<0.05) and CNV leakage (P<0.05). Compared with that in 10mg/kg Curcumin-treated group, the CNV area

and CNV leakage was significantly less in 30mg/kg Curcumin-treated group mice (P<0.05). Curcumin treatment led to significant

inhibition the RPE-choroid levels of VEGF (P<0.01). Curcumin treatment led to the suppression of CNV development, via
suppression of the upregulation of VEGF after the laser injury. This provides molecular and cellular evidence of the validity of curcumin

supplementation as a therapeutic strategy for the suppression of age-related macular degeneration (AMD)-associated CNV.
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前言

年龄相关性黄斑变性（age-related macular degeneration，
AMD)是发达国家老年人群中首要的致盲眼病。因临床表现不

同而分成萎缩性与渗出性两型。流行病学调查显示后者发病率

仅为前者的 1/15-1/10，但却可导致严重的视力丢失[1]。渗出型

AMD以脉络膜新生血管 (choroidal neovascularization,CNV)为

特征，其本质为脉络膜未成熟的血管，穿过 Bruch膜生长进入

视网膜色素上皮层或视网膜神经上皮层下。临床表现为色素上

皮层脱离，视网膜下出血和盘状纤维血管瘢痕[2]。基于血管内皮
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生长因子（vessel endothelial growth factor,VEGF）是 CNV 形成

的重要启动因子这一理论，近年来，玻璃体腔注射抗 VEGF药
物应运而生，为 CNV的治疗开辟了新的方向和途径，并取得了

很好的效果[3]。但随着玻璃体腔内注射的次数增加，出现眼内

炎，视网膜脱离,青光眼等并发症的风险也不断增加。因此抗

VEGF药物的长期效果和安全性尚且有待进一步证实[4]。

因此膜肿瘤量姜黄素是一种从姜黄属植物姜黄根茎中提

取的低分子量的植物多酚。近几年，广泛的体内和体外实验表

明姜黄素具有多种生物活性，包括抗癌、抗氧化、抗炎和抗血管

生成作用，近年来的研究证实其对高氧诱导的视网膜病变血管

生成具有抑制作用[5]，也有研究显示姜黄素可以降低 VEGFmR-
NA及 VEGF蛋白在兔角膜新生血管模型中的表达[6]。因此，可

以推测姜黄素可能是一种治疗 CNV的潜在药物。本研究通过

给予激光诱导的 CNV小鼠模型腹腔注射姜黄素，拟观察姜黄
素对 CNV的防治作用，并评价不同浓度的姜黄素对 CNV的

抑制效果。

1 材料和方法

1.1 激光诱导 CNV小鼠模型的制备

雄性 8周龄 C57BL/6小鼠 60只（南京医科大学实验动物

中心），散瞳后以 3.0mL／ kg腹腔注射 10％水合氯醛，深度麻

醉小鼠。以手持型盖玻片作为前置镜，距视盘 2～ 3个视盘直径
(DD)，用多波长氩离子激光机(美国科医人公司 Lumenis1000)

围绕双眼视盘各均匀光凝 3个点。参数：波长 532 nm，光斑直

径 75滋m，曝光时间 100ms，功率 120mW（光凝时产生气泡为击

穿 bruch膜标志）。
1.2 分组和方法

模型动物随机分为对照组、姜黄素 10 mg/kg 治疗组和
30mg/kg治疗组，每组各 20只。姜黄素（C1386，Sigma-Aldrich

公司），采用前述两种剂量于视网膜光凝前第三天开始腹腔注

射给药，每日一次，连续注射 14天。对照组腹腔注射二甲亚砜

溶液（溶剂）。

1.3 CNV的抑制效应观察
1.3.1 眼底照相和荧光血管造影（FP和 FFA） 在激光造模后

第 14天，每组各取小鼠 4只（8只眼），进行荧光素血管造影检

查。小鼠全身麻醉和散瞳行眼底检查，采用数字眼底照相机（海

德堡眼底血管造影仪 II）眼底照相，在激光损伤区域，通过荧光

素血管造影评价 CNV的的渗漏程度。小鼠腹腔注射荧光素钠

（10%，0.1毫升 /公斤；美国爱尔康公司），用高性能数字影像系

统 VK-2（日本科瓦公司）记录眼底血管造影照片。荧光渗漏定

义为高荧光病变，随时间推移逐渐增大，晚期不消退。造影进行

分级如下[7]：0 -无渗漏，1-轻微的泄漏，2 -中度泄漏，3-重度的

泄漏。双盲下两位研究者分别对渗漏灶进行判定分级。

1.3.2 荧光素标记的葡聚糖血管灌注 在激光造模后第 14天，

每组各取小鼠 4只（8只眼），在荧光素标记的葡聚糖（货号
FD2000S-1G,美国 Sigma公司)灌注后的色素上皮和脉络膜平

铺片上观察 CNV病损的面积。将小鼠深度麻醉，通过左心室灌

注 1毫升含有 50毫克 /毫升的荧光素标记的葡聚糖的磷酸盐

缓冲液（PBS）。然后处死小鼠，摘除眼球并固定在 4%多聚甲醛
溶液（PFA）1小时。在 PBS中洗涤后，眼前段被切除，分离去除

视网膜。RPE-脉络膜 -巩膜做从边缘到赤道的四径向切口，将
RPE层向上平铺于载玻片。显微镜下检查铺片，记录 CNV的面
积（Image J for Windows分析软件）。
1.3.3 组织病理学检查 小鼠激光光凝后第 14天，每组各取小

鼠 3只（6只眼）。用 4% PFA固定眼球 24小时后，30%蔗糖于
4℃脱水 6小时后冰冻包埋。做 8 滋m厚度的切片，分别用 1%

的苏木精一伊红 (HE) 染色。通过奥林巴斯 B× 41显微镜和
DP72数码照相机观察和记录 CNV形态。
1.4 VEGF的免疫组化和 ELISA检测

在激光造模后第三天，每组取 9只小鼠，处死并摘取双眼

眼球，沿角巩膜缘剪开，去除角膜、晶状体及玻璃体，剥离视网

膜，制成 RPE-脉络膜眼杯。其中三只小鼠的眼杯，用 4％ PFA

固定 8小时后，在 4℃下 30%蔗糖脱水 6小时后 O.C.T.包埋。

将眼杯做成厚度为 8 滋m的冰冻切片，5%的 BSA封闭 1小时，

加入一抗抗 -VEGF(1:200, Catalog No. ab46154, Rabbit polyclo-

nal to mouse VEGF, Abcam, USA)孵育 24小时。PBS洗涤 3次，

每次 5 分钟，加入 Alexa 546 标记的二抗(Invitrogen, Carlsbad,

CA, U.S.)以及 DAPI孵育 1小时。再次 PBS洗片后置于荧光显

微镜下观察。收集剩余六只小鼠的 RPE-脉络膜复合体，提取蛋

白。用小鼠 ELISA试剂盒 (型号 Quantikine; R&D Systems)检测

样本中 VEGF的蛋白水平。在 450 nm处，以 570 nm处的吸收
分光光度计读数（BIO-RAD 酶标仪 680，英国），定量分析
VEGF的蛋白水平。
1.5 统计学方法

应用 SPSSl3.0统计软件进行统计学分析处理。结果以“平

均值± 标准差”形式来表示。采用单因素方差分析，进行组间比
较。P<0.05时，差异有统计学意义。

2 结果

2.1 姜黄素抑制 CNV的发展

本研究对荧光素标记的葡聚糖血管灌注后 RPE-脉络膜铺

片分析显示：在 CNV造模后第 14天，姜黄素治疗组较对照组
CNV的面积均显著减少，且 30 mg/kg姜黄素治疗组 CNV 面

积明显小于 10 mg/kg姜黄素治疗组(图 1)。在 CNV造模后第
14 天，对照组平均 CNV 的面积为 21，208.53± 882.26 滋m2

（n=22 ）；10 mg/kg 姜黄素治疗组 CNV 平均面积为 17，
612.34± 806.66 滋m2（n= 18)；30 mg/kg姜黄素治疗组 CNV平均

面积为 14，223.65± 682.62 滋m2（n= 16）。如图 2所示，造模后
14天姜黄素治疗组的 CNV 面积分别减少了 17%，33% （P＜

0.05）。在造模后第 14天，与 10 mg/kg的剂量相比，30 mg/kg姜
黄素对 CNV的抑制效果更加显著（P＜ 0.05）。
2.2 姜黄素减少 CNV的渗漏

在眼底照片上所有的激光斑呈中央去色素呈火山口状，边

缘伴色素沉着(图 3)。在激光光凝后 14天，FFA可见所有激光
斑均有渗漏。对照组、10 mg/kg姜黄素治疗组和 30 mg/kg姜黄
素治疗组荧光素渗漏强度分级依次为 2.75± 0.375，2.125±
0.218，1.375± 0.468（图 4）。两两比较差异有统计学意义（P＜

0.05, n = 18)。
2.3 组织病理学检查

激光造模后 14天，在激光斑处观察到纤维血管组织，包括
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图 1 荧光素标记的葡聚糖血管灌注后脉络膜新生血管图像

Fig.1 Representative micrographs of CNV lesions in the RPE-choroid flat mounts by fluorescein-labeled dextran perfusion

注：造模后 14天，FITC-葡聚糖血管灌注后色素上皮 -脉络膜铺片 CNV病灶的显微照片。CNV显示绿色荧光。比例尺 = 50微米。

Note: Representative micrographs of CNV lesions in the RPE choroid flat mounts from vehicle-treated mice and curcumin-treated mice on day 14 after

laser photocoagulation. CNV is indicated by green fluorescence and FITC-dextran angiography. Scale bar = 50 滋m.

图 2 CNV面积的统计直方图

Fig.2 Histogram of the comparision of CNV size

注：造模后第 14天 CNV面积定量分析：对照组，n= 22; 10 mg / kg姜黄素治疗组，n=18; 30 mg / kg姜黄素组，n= 16。*P＜0.05。

Note:Quantitative analysis of CNV size in RPE-choroid flat mounts on day 14: Vehicle, n = 22 spots; 10 mg/kg curcumine, n = 18 spots; 30 mg/kg

curcumine, n = 16 spots. *P<0.05.

图 3 CNV眼底照相和荧光血管造影图像

Fig.3 Fundus photography and Fluorescein angiography of CNV

注：图 3造模后第 14天对照组和治疗组眼底照片及荧光造影照片。

Note: Fluorescein angiography (FA) of CNV lesions: Representative images of fundus and late-phase FA of vehicle-treated and curcumin-treated mice on

day 14 after laser photocoagulation.
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血管腔、紊乱的色素团块以及吞噬细胞的浸润。组织学图像显

示各组激光斑处外核层排列紊乱，光感受器消失，RPE屏障破
坏，以及增厚的脉络膜纤维血管组织。姜黄素治疗组的 CNV组

织的直径和中心厚度小于对照组（图 5）。
2.4 姜黄素抑制 VEGF的表达

为了探讨姜黄素抑制 CNV的分子机制，CNV造模后第三

天，用免疫组化和 ELISA 分析了与 CNV 发病密切相关的
VEGF的表达。通过免疫组化，在激光损伤部位可以观察到较

强的 VEGF阳性免疫反应；与对照组相比，姜黄素能显著减少

激光损伤部位 VEGF免疫染色(图 6)。ELISA结果显示：与对

图 4 组间 CNV荧光素渗漏强度的比较

Fig.4 Histogram of the comparision of CNV score

注：半定量分析对照组和不同剂量治疗组 CNV的荧光强度(n = 18 , *P＜0.05)。

Note: Comparison of semi-quantitative CNV FA score between vehicle- and curcumin-treated mice (n = 18 spots, *P<0.05).

图 5 CNV组织学检查

Fig.5 Histology of CNV Lesions

注：造模后第 14天，光镜下 CNV组织的 HE染色图像，显示了对照组和姜黄素治疗组的 CNV病灶的中心区域。比例尺 =100微米。

Note:Haematoxylin-eosin-stained light micrograph of CNV lesions on Day 14 after laser photocoagulation. Each photograph shows the central area of

CNV lesions in vehicle-treated or curcumin-treated mice. Scale bar = 100 滋m.

图 6激光损伤部位 VEGF免疫组化

Fig. 6 Immunohistochemistry of VEGF in Laser Lesions

注：造模后第 3天，CNV组织 VEGF免疫染色。相比对照组，姜黄素治疗组明显降低血管内皮生长因子的免疫反应。比例尺 =100微米。

Note: Immunohistochemistry of VEGF (red) in cryosections on Day 3. Significantly higher levels of VEGF were expressed at the photocoagulated sites.

Curcumin apparently decreased VEGF immunoreactivity compared to vehicle treatment. Scale bar = 100 滋m.
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照组相比，姜黄素治疗组 RPE-脉络膜复合体中 VEGF的表达

受到明显的抑制。对照组、10mg/kg姜黄素治疗组、30mg/kg姜
黄素治疗组的 VEGF 含量分别为 217.83 ± 11.79 pg/mg ,

165.83± 9.16pg/mg和 130.62± 8.26pg/mg。如图 7所示造模后
第 3 天 10mg/kg、30mg/kg姜黄素治疗组的 VEGF含量较对照

组分别减少了 24%和 40%（P＜ 0.01,n = 6）。与 10 mg/kg的剂量

相比，30 mg/kg姜黄素对 VEGF的抑制效果更加显著（P＜ 0.01,

n = 6）。

图 7 VEGF蛋白含量的比较

Fig.7 Histogram of the comparision of VEGF protein

注：姜黄素抑制 VEGF的产生。造模后第 3天，姜黄素显著抑制 RPE-

脉络膜中 VEGF（n = 6，* P＜0.01）的表达。

Note: VEGF protein levels in the choroid-RPE were quantitatively

measured by ELISA. VEGF levels on Day 3 were significantly suppressed

by curcumin treatment. (n =6, *P<0.01).

3 讨论

VEGF在湿性 AMD患者 CNV的形成过程中发挥了重要

作用[8]。VEGF属于血小板源性生长因子（PDGF）超家族中的成

员，而 VEGF 家族中又包括 VEGF-A、VEGF-B、VEGF-C、
VEGF-D及胎盘样生长因子（PLGF），其中以 VEGF-A 研究最
为广泛[9]。VEGF与其受体 VEGFR-1、VEGFR-2结合后促使下

游大量蛋白活化，使血管内皮细胞生长、分化和增生，增加血管

的通透性，也是重要的炎性细胞趋化因子。Spilsbury等在大鼠

视网膜下腔注射能表达 VEGF164的腺病毒载体，注射后 10 d

即可发现 RPE 细胞内 VEGF mRNA 高表达且血管通透性增

高，80 d后可见从脉络膜毛细血管处长出新生血管，逐渐形成

脉络膜新生血管并致光感受器死亡 [10]。该研究结果与湿性

AMD的自然病程类似。根据 VEGF在 CNV形成中所起的关

键性作用，近年来，抗 VEGF疗法用于治疗湿性 AMD取得了

突破性的进展。它作用于 VEGF或 VEGF信号通路中的某个环

节，通过遏制 CNV生长和减轻异常血管渗漏以保存和提高视

力，是已知的最有效的治疗 AMD方法之一[11]。

姜黄素是一种天然的抗氧化剂，可作为抗突变及和抗癌

剂，具有安全、无显著不良反应等特点。大量研究表明，姜黄素

可抑制体内、外肿瘤细胞的生长，同时具有抗新生血管生成的

作用[12]。姜黄素抑制血管生成的机制尚未完全明确，但 Thaloor

等的研究发现，姜黄素可以对人静脉血管内皮细胞（HUVEC）

的血管生成产生明显的抑制作用[13]。并认为姜黄素可通过调节

金属蛋白酶活性，从而抑制血管生成。在我们的研究中，姜黄素

在激光诱导 CNV早期，能显著减少 VEGF的表达，与文献报道
结果一致。Mrudula等的研究发现，在喂食姜黄素的糖尿病大鼠

的视网膜组织中，VEGF的表达水平要低于正常喂养组。并分
析认为姜黄素可以下调低氧诱导因子 1（HIF-1），从而抑制
VEGF的表达[14]。Premanand等在体外实验中，观察到姜黄素可

以诱导 RPE细胞的凋亡，减少 VEGF的释放[15]。因此，我们推

测姜黄素可以通过抑制 VEGF的表达，来抑制 CNV的发生发

展。

CNV是导致 AMD患者严重和不可逆的视力损伤的最主

要原因，本研究评估了姜黄素治疗激光诱导小鼠 CNV模型的

疗效。与对照组相比，姜黄素治疗组的小鼠有较小的 CNV面积

及较少的荧光渗漏。这表明可以姜黄素可有效地抑制实验性

CNV的发生。姜黄素治疗的剂量反应表明，30 mg/kg的剂量与
10 mg/kg的剂量相比，具有较高的抑制 CNV效果，由此可见，

姜黄素治疗 CNV存在剂量依赖性，较高剂量的姜黄素具有更

显著的 CNV抑制作用。在既往的文献中我们观察到，小鼠腹腔

内注射姜黄素的浓度范围为 10 mg/kg至 100 mg/kg[16,17]。为了

选择最佳的小鼠腹腔注射浓度，我们曾做了剂量反应试验。我

们使用 10 mg/kg、30 mg/kg 和 90 mg/kg 的剂量来评估姜黄素
的治疗价值。结果显示姜黄素在上述的剂量都能明显减少

CNV的面积。与 10 mg/kg的剂量相比，30 mg/kg和 90 mg/kg

的治疗组的抑制作用更强。尽管 90 mg/kg 姜黄素治疗组的

CNV面积看上去要小于 30 mg/kg注射组，但两者数据之间没

有统计学意义。在实验中，我们也观察了三个剂量的姜黄素注

射后在腹腔的沉积情况。10 mg/kg和 30 mg/kg注射的小鼠的

腹膜上没有观察到姜黄素的沉积，而注射 90 mg/kg姜黄素的

小鼠腹膜上都存在姜黄素的沉积。这说明姜黄素在 90 mg/kg

的注射剂量上不能被完全吸收。因此本研究选择了 10 mg/kg

和 30 mg/kg来评估姜黄素对小鼠 CNV的影响。

姜黄素目前已经应用于临床，在治疗类风湿性关节炎、慢

性前葡萄膜炎、眼眶炎性假瘤等疾病的实验研究中，姜黄素起

到了有效的抗炎作用[18,19]，同时高剂量的姜黄素在人体的使用

中未观察到明显的副作用，证明姜黄素对人体是安全有效的[20]。

本研究结果表明，姜黄素可以明显抑制激光诱导的脉络膜新生

血管形成，并通过下调 VEGF的表达起作用。因此，我们推测其

可能成为一种临床治疗湿性 AMD的新型药物。姜黄素抑制
VEGF的表达从而抑制 CNV的生长的作用机制仍不明确，需
要进一步的研究证实。此外，姜黄素在人体中抑制 CNV的最佳

治疗浓度和用药方式仍需待进一步探讨。
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