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姜黄素对视网膜缺血再灌注损伤大鼠 IL-17、IL-23、IL-1茁、TNF-琢
及 NF-资B表达的影响 *
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摘要目的：研究不同剂量姜黄素对视网膜缺血再灌注损伤（RIRI）大鼠白细胞介素 -17（IL-17）、白细胞介素 -23（IL-23）、白细胞介

素 -1茁（IL-1茁）、肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）及核转录因子 -资B（NF-资B）表达的影响。方法：选取 60只健康的 SPF级雄性 SD大鼠，将

大鼠随机分为正常对照组（NC组）、模型组（M组）、姜黄素低剂量组（LC组）和姜黄素高剂量组（HC组），均为 15只。M组、LC组

和 HC组大鼠的右眼均利用前房灌注法制备成 RIRI模型，NC组进行正常喂养。模型制备前 30 min和造模成功后每日定时给 LC

组和 HC组腹腔分别注射 30 mg/kg和 120 mg/kg的姜黄素进行干预，NC组和M组则在同一时间腹腔注射适量的生理盐水。建模
72h后显微镜下观察四组大鼠视网膜的组织形态，采用酶联免疫吸附法检测四组大鼠视网膜组织中 IL-17、IL-23、IL-1茁和 TNF-琢
的水平，利用免疫组化法分析四组大鼠视网膜组织中 NF-资B的表达情况。结果：NC组大鼠视网膜组织形态正常，M组、LC组和
HC组大鼠视网膜组织形态均呈现出不同程度的病理性损伤，损伤程度排序为 HC组 <LC组 <M组。M组 IL-17、IL-23、IL-1茁和
TNF-琢水平均高于 HC组、LC组和 NC组，LC组 IL-17、IL-23、IL-1茁和 TNF-琢水平均高于 HC组和 NC组，而 HC组高于 NC组

（P<0.05）。M组 NF-资B表达的 OD值高于 HC组、LC组和 NC组，LC组 NF-资B表达的 OD值高于 HC组和 NC组，而 HC组高于
NC组（P<0.05）。结论：RIRI与炎症反应的增强及 NF-资B的激活有关，姜黄素可有效降低 RIRI的炎性因子水平，抑制 NF-资B的激

活，从而减轻 RIRI的病理损伤和保护视网膜，且其保护作用在一定范围内与姜黄素的剂量呈正相关。
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Effects of Curcumin on the Expression of IL-17, IL-23, IL-1茁 and TNF-琢
in Rats with Retinal Ischemia-reperfusion Injury and the Expression of NF-资B*

To study the effects of curcumin on the expression of interleukin-17 (IL-17), interleukin-23 (IL-23),

interleukin-1茁 (IL-1茁), tumor necrosis factor-琢 (TNF-琢) and the expression of nuclear transcription factor-资B (NF-资B) in rats with

retinal ischemia-reperfusion injury (RIRI). 60 healthy SPF male SD rats were selected, and they were randomly divided into

normal control group (NC group), model group (M group), low-dose curcumin group (LC group) and high-dose curcumin group(HC

group) according to random number table method, each group had 15. In M group, LC group and HC group, the RIRI model was built by
the method of anterior chamber perfusion in the right eye, but the NC group was received normal feeding. Both LC group and HC group

were given intraperitoneal injection of 30 mg/kg and 120 mg/kg curcumin for intervention at 30 minutes before model preparation and

after successful modeling, NC group and M group were given the same amount of normal saline by intraperitoneal injection. After 72

hours of modeling, the morphology of retina in 4 groups of rats was observed under microscope. The levels of IL-17, IL-23, IL-1茁 and

TNF-琢 in retinal tissue in 4 groups of rats were detected by enzyme-linked immunosorbent assay. The expression of nuclear factor-资B

(NF-资B) in 4 groups of retina tissues was analyzed by immunohistochemistry. The morphology of retina in NC group was normal,
but the morphology of retina in M group, LC group and HC group showed different degrees of pathological damage. The degree of injury

was in the order of HC group<LC group<M group. The levels of IL-17, IL-23, IL-1茁 and TNF-琢 in M group were higher than those in

HC group, LC group and NC group.The levels of IL-17, IL-23, IL-1茁 and TNF-琢 in LC group were higher than those in HC group and

NC group, while those in HC group were higher than those in NC group (P<0.05). The OD values of expression of NF-资B in M group
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前言

视网膜缺血再灌注损伤（Retinal ischemia-reperfusion in-

jury，RIRI）是青光眼、缺血性视神经病变等临床常见眼科疾病

的共同病理基础[1]，其可对患者的视力功能造成严重损害。RIRI

是指视网膜在血管受阻缺血后恢复血流，进而造成更为严重的

组织损伤的现象。目前对于 RIRI的病因和发生机制尚未完全

阐明，但有研究显示，RIRI涉及细胞凋亡、氧自由基和炎症反

应等多种因素[2]。其中，炎症级联反应为 RIRI后发生迟发性神

经元损伤的重要因素 [3]，主要表现为白细胞介素 -17（Inter-

leukin-17，IL-17）、白细胞介素 -23（Interleukin-23，IL-23）、白细

胞介素 -1茁（Interleukin-1茁，IL-1茁）和肿瘤坏死因子 -琢（Tumor

necrosis factor-琢，TNF-琢）等炎症因子的表达上调[4，5]。氧自由基

损伤在 RIRI的发生、发展中亦发挥着重要作用，而核转录因子

-资B（Nuclear transcription factor-资B，NF-资B）与 RIRI 中的氧自

由基的产生具有相关性，因此有研究认为 NF-资B为 RIRI发生

进程中的重要参与因素[6]。姜黄素为一种植物多酚类物质，可发

挥抗氧化、抗炎、抗肿瘤、抗细胞凋亡等多种药理学功能。有研

究证实，姜黄素可有效减轻 RIRI的视神经损伤，且其作用机制

主要与抑制视网膜的细胞凋亡有关 [7]，但是否与炎症反应和

NF-资B的表达有关则仍有待进一步探讨。因此，本研究拟通过

观察不同剂量姜黄素对 RIRI大鼠视网膜组织中炎性因子和

NF-资B表达的影响，旨在为探究 RIRI的视神经损伤修复作用

及其机制提供参考，结果报道如下。

1 材料与方法

1.1 动物及其分组

选择 60只 SPF级雄性健康 SD大鼠，鼠龄 8～ 12周，体质

量在 200～ 280g之间，实验大鼠由本院提供，许可证号为：

SYXK（京）2014-0019。本实验遵守国家实验动物管理保护条例

的相关规定。随机将大鼠分为正常对照组（Normal control

group，NC 组）、模型组（Model group，M 组）、姜黄素低剂量组

（Low-dose curcumin group，LC 组） 和 姜黄 素高 剂量 组

（High-dose curcumin group，HC组），均为 15只。四组大鼠均予

以常规饲料自由饮食，自然光照，温度控制在 18～ 25℃，湿度

控制在 50%～ 75%。

1.2 实验试剂及仪器

1.2.1 试剂 姜黄素（美国 Sigma公司）；戊巴比妥钠（美国

Sigma公司）；IL-17、IL-23、IL-1茁、TNF-琢试剂盒（武汉华美生物

工程有限公司）；NF-资B特异性抗体（Santa Cruz）；IgG试剂盒

（武汉华美生物工程有限公司）；DAB显色剂（北京中山生物技

术有限公司）。

1.2.2 仪器 眼科显微镜（德国蔡司公司）；酶标仪（上海赛默

生物科技发展有限公司）。

1.3 实验方法

四组 SD大鼠适应性喂养 1周后，M组、LC组和 HC组大

鼠的右眼均利用前房灌注生理盐水升高眼内压的方法制备成

RIRI模型，NC组则正常喂养。具体造模的方法为：对所有大鼠

经腹腔注入 2%的戊巴比妥钠（剂量为 35 mg/kg）进行麻醉。采

用盐酸奥布卡因和复发托比卡按滴眼液分别进行 2次结膜表

面麻醉和散瞳。将 5号头皮针扎入大鼠双眼前房并输入生理盐

水，提高输液瓶（250 mL）的垂直高度至高于大鼠 150 cm处，使

之形成 109.7 mmHg的眼内压，当大鼠眼底球结膜苍白、血管

断流时，表明大鼠已造成视网膜缺血性改变。1h后，缓慢降低

输液瓶垂直高度，与动物齐平，随后拔出针头，待结膜颜色变

红，血管血流恢复，显示 RIRI模型制备成功[8]。在造模过程中，

若出现角膜穿通伤或者发生外伤性白内障的大鼠则予以剔除。

LC组和 HC组均在 RIRI模型制备前 30 min和造模成功

后每日定时腹腔注射不同剂量的姜黄素溶液进行干预，LC 组

和 HC组剂量分别为 30 mg/kg和 120 mg/kg。NC组和M组同

一时间腹腔注射适量的生理盐水。

1.4 观察指标
1.4.1 视网膜的组织结构变化 建模 72h后，分别随机抓取各

组内的 7只 SD大鼠，采用腹腔注射法输注过量的戊巴比妥钠

处死大鼠，摘除眼球。于 4%的多聚甲醛液中固定 24h后，剔除

角膜、晶体和玻璃体等组织，剥离平行于视神经矢状轴的视网

膜，对视神经附近 2 mm内组织进行连续切片 4张，厚度约 5

滋m，HE染色后在显微镜下观察各组视网膜的组织结构情况。2

只大鼠用于电镜标本的制作，观察其超微结构的变化；剩余 5

只用于石蜡切片和免疫组织化学检测。

1.4.2 视网膜组织中炎性因子水平检测 处死各组剩余的 8

只大鼠，采用酶联免疫吸附法检测各组大鼠视网膜组织中各炎

性因子水平，包括 IL-17、IL-23、IL-1茁和 TNF-琢。冰浴下剔除完
整的视网膜，用于炎性因子的检测。操作步骤为：加入 PBS液

研磨制备 10%的视网膜组织匀浆，保存于 -70℃冰箱中待测。检

测操作严格遵照各试剂盒说明书要求进行。分别设立空白孔、

标准孔、待测样品孔及复孔，在酶标板上依序加入 100 滋L样

品，37℃环境下温育 2h后倒除液体，接着于每孔加入 100 滋L

were higher than those in HC group, LC group and NC group. The OD values of expression of N-资B in LC group were higher than those

in HC group and NC group, while that of HC group was higher than that of NC group (P<0.05). The development of RIRI is
related to the enhancement of inflammation and the activation of NF-资B. Curcumin could effectively reduce the level of inflammatory

factors in RIRI, inhibit the activation of NF-资B, thus alleviate the pathological damage of RIRI and protect the retina. The protective
effect of curcumin was positively related to the dosage of curcumin.

Curcumin; Retina; Ischemia-reperfusion injury; Interleukin-17; Interleukin-23; Interleukin-1茁; Tumor necrosis factor-琢;

Nuclear transcription factor-资B
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生物素标记抗体工作液，温育 1h后（37℃）弃除液体、清洗酶标

板 3次，加入辣根过氧化物酶标记亲和素工作液 100 滋L，孵育
1h（37℃），清洗 5次，每孔吸入底物溶液 90 滋L，避光显色

（37℃）15～ 30 min后加终止液中止反应。采用酶标仪测量各孔

在 450 nm 波长时的光密度（optical density，OD）值，并根据标

准曲线查出样品的水平。

1.4.3 视网膜中 NF-资B的表达 对上述四组大鼠的视网膜组

织进行常规石蜡包埋、切片，厚度在 5 滋m左右。在 55～ 60℃烘

烤 2h，经过脱蜡、抗原修复、封闭等处理后，滴入 NF-资B特异性

抗体，37℃孵育 30 min，PBS进行 3次漂洗后，滴入生物素化羊

抗小鼠 IgG，37℃孵育 30 min。滴加 ABC复合剂，37 ℃孵育 30

min后以 DAB显色，镜下观察，流水冲洗 5 min后以苏木素复

染。采用酒精、二甲苯和中性树胶分别进行梯度脱水、透明和封

片。以 PBS液取代一抗作阴性对照。呈现棕黄色颗粒的细胞为
NF-资B阳性细胞，通过 IPP图像分析系统检测平均 OD值。

1.5 统计学方法

本实验的数据采用 SPSS 22.0软件处理和分析，以均数±

标准差（x依s）对计量资料进行描述，多组间比较采用 F分析，组

间比较采用 LSD-t检验。以 P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 四组大鼠的视网膜组织结构比较

光镜可见，NC组大鼠的视网膜结构完整、层次清晰、厚度

正常，神经节细胞胞体呈圆形或椭圆形，且体积较大、胞核边界

清晰、排列紧密均匀，未见炎性细胞浸润。M组中神经节细胞层

和内核层均出现核浓缩和空泡现象，内核层细胞排列杂乱疏

松，视网膜水肿，可见大量炎性细胞浸润。LC组大鼠的视网膜

组织结构类似于 M组，但其病理变化程度较 M组有所减轻，

炎性细胞数均较 M组有所降低。HC组大鼠视网膜组织学变化
较 M组和 LC组明显改善，结构较清晰完整，神经纤维层厚度

接近正常，神经节细胞和内外核层细胞排列较为紧密、均匀，炎

性细胞数较少，且较少见空泡化细胞。

2.2 四组大鼠视网膜组织中炎性因子水平比较

四组大鼠视网膜组织中的 IL-17、IL-23、IL-1茁和 TNF-琢水
平整体比较差异有统计学意义（P<0.05），M 组 IL-17、IL-23、
IL-1茁和 TNF-琢水平高于 HC组、LC组和 NC组，LC组 IL-17、
IL-23、IL-1茁和 TNF-琢水平高于 HC组和 NC组，而 HC组高

于 NC组，差异均有统计学意义（P<0.05）。见表 1。

Groups IL-17 IL-23 IL-1茁 TNF-琢
NC group（n=8） 4.72± 0.77 8.79± 0.32 502.27± 38.41 7.33± 0.54

M group（n=8） 54.13± 1.24a 33.21± 2.01a 2183.11± 44.39a 26.69± 2.37a

LC group（n=8） 29.50± 0.92ab 23.93± 1.33ab 1539.23± 40.24ab 19.45± 1.53ab

HC group（n=8） 13.02± 0.95abc 16.53± 0.56abc 1021.44± 39.50abc 11.43± 0.94abc

F 913.008 558.850 496.372 259.314

P 0.000 0.000 0.000 0.000

表 1四组大鼠视网膜组织中炎性因子的水平比较（x依s，pg/mL）

Table 1 Comparison of inflammatory factors in the retina of four groups of rats（x依s，pg/mL）

Note: compared with NC group, aP<0.05; compared with M group, bP<0.05; compared with LC group, cP<0.05.

2.3 四组大鼠视网膜组织中 NF-资B表达比较
NC组基本未见 NF-资B阳性细胞的表达，OD值为 0.08±

0.01；M 组阳性细胞呈大量表达，OD 值为 1.31± 0.22；LC 组
NF-资B阳性细胞的表达量较 M 组有所降低，OD 值为 0.95±
0.19；HC组的阳性表达量较 M组和 LC组亦明显降低，OD值
为 0.48± 0.17。四组 NF-资B表达的 OD值整体比较差异有统计

学意义（F=50.943，P=0.000）；M 组 NF-资B 表达的 OD 值高于
HC 组（t=6.675，P=0.000）、LC 组（t=2.769，P=0.022）和 NC 组

（t=12.489，P=0.000），LC 组 NF-资B 表达的 OD 值高于 HC 组

（t=4.122，P=0.003）和 NC组（t=14.289，P=0.000），而 HC组高于
NC组（t=5.252，P=0.001）。

3 讨论

RIRI参与了多种致盲性眼科疾病发生发展的重要阶段与

病理生理过程，同时也是眼科领域亟待解决的重要难题之一。

RIRI是指视网膜血液循环受阻致使组织发生缺血缺氧性改

变，进而引起能量代谢失衡及内环境紊乱，但随着血液和氧气

的恢复反而造成组织损伤加剧的一种病理现象[9]，主要表现为

神经元细胞凋亡或死亡、血管退化或新生血管生成、视网膜组

织结构紊乱等病理改变[10]。近年来氧自由基刺激、炎症反应在

RIRI发生发展中的作用逐渐受到学者的广泛重视[11]。姜黄素是

姜黄、莪术等姜黄属植物的主要活性成分之一，具有抗炎、抗氧

化、清除氧自由基、抗纤维化、降血脂、护肝护肾、抗肿瘤等多种

生物学作用[12]，其在糖尿病性视网膜病变等多种眼科炎性疾病

中应用较为广泛[13，14]。目前学者对于姜黄素在 RIRI中的作用效

果较为认同，但对其具体作用机制尚存在一定的争议。本文以

炎症反应和氧自由基的相关指标为切入点，观察姜黄素对RIRI

模型大鼠相关指标的影响情况，可进一步分析其作用机制。

采用前房灌注法升高鼠眼压使视网膜血管阻断以制造视

网膜缺血模型的方法具有操作简单、对大鼠创伤小、混杂因素

少的特点，其可以通过控制灌输液的高度准确造出不同病变损

伤程度的缺血模型，是研究 RIRI的经典方法[15]。本研究中，在

眼底镜下观察到大鼠视网膜的缺血缺氧改变，恢复血流后提示

RIRI模型制备成功，同时对四组大鼠的视网膜组织形态进行
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观察，结果发现，病理性损伤的严重程度排序为：M 组 >LC组
>HC组，提示姜黄素对 RIRI损伤具有保护作用，且浓度越高保

护作用越强。本研究进一步分析了姜黄素的抗炎症反应作用机

制，并采用 IL-17、IL-23、IL-1茁和 TNF-琢为观察指标。IL-17为

参与机体防御和炎症反应等过程的重要细胞因子，具有招募中

性粒细胞、诱发多种炎性因子释放的作用；IL-23对 IL-17具有

调控作用，可促进 IL-17的合成及参与多种 IL-17的病理生理

过程[16，17]。有研究表明，IL-23、IL-17水平与肠、心脏、脑等梗死

组织 RIRI病理损伤呈正相关[18-20]。IL-1茁和 TNF-琢均为重要的
炎性介质，IL-1茁可诱导 IL-8等多种炎症因子的产生和释放，

TNF-琢是具有广泛生物学活性的一类促炎性细胞因子，其参与
了中性粒细胞的肺内聚集、补体激活等多种生理反应。研究显

示，IL-1茁和 TNF-琢水平亦在肠组织的缺血再灌注损伤中分泌
显著增加[21]。本次研究结果显示，M组、LC组和 HC组的各炎

性细胞因子水平均高于 NC组，M 组高于 LC 组和 HC组，LC

组高于 HC组（P<0.05），这与以往的研究结果相符[5，7，12]，提示姜

黄素可抑制 RIRI大鼠视网膜组织中的炎症反应，且剂量越高

炎症抑制作用越强。

此外，研究从 NF-资B 的阳性表达方面分析了姜黄素对
RIRI的作用机制。NF-资B作为一种多功能转录因子，在所有的

组织和细胞中以非活性形式存在于细胞质中，而在各种因素

（如氧自由基、病毒、细菌粘多糖等）刺激下才得以活化，参与了

机体的炎症反应、氧化损伤及细胞凋亡等细胞病理生理过程
[22-24]。有研究证实，NF-资B的激活与各组织 RIRI时的病理损伤

程度有关[25-27]，同时 NF-资B抑制剂 MIN519的应用可减轻神经

元和星形胶质细胞的变性，促进神经功能的恢复。本次研究亦

发现，M组 NF-资B表达的 OD 值高于 HC组、LC组和 NC组，

LC组 NF-资B表达的 OD值高于 HC组和 NC组，而 HC组高

于 NC组，差异均有统计学意义（P<0.05），提示姜黄素可通过
抑制 NF-资B的激活发挥抑制 RIRI病理损伤的作用，从而对视

网膜功能产生保护，且其保护作用与姜黄素的剂量呈正相关，

这与以往[28,29]的研究结果具有一致性。分析原因可能在于姜黄

素可通过抑制 RIRI后氧自由基的产生和增加，使 NF-资B的激

活显著降低，从而抑制相关炎症反应、氧化损伤及细胞凋亡等

过程，进而减少视网膜组织的病理损伤[30]。

综上所述，视网膜组织中的 IL-17、IL-23、IL-1茁和 TNF-琢
与 NF-资B均呈高表达，且均参与了 RIRI的发生发展过程。姜

黄素对 RIRI具有保护作用，且其保护作用在一定范围内与剂

量呈正相关性，具体作用机制可能与抑制视网膜组织中各炎性

细胞因子的释放和降低 NF-资B的阳性表达有关。
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