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!!$摘要%!背景!视网膜小胶质细胞)dcM*的活化在视网膜变性疾病的发病过程中发挥重要作用#趋化
因子 Na"N模体配体 $)Na"N\$*参与小胶质细胞稳态的调节' 骨髓间充质干细胞)QcSN=*可通过旁分泌的
方式释放可溶性因子#保护中枢神经系统组织细胞的生物功能#但其对治疗视网膜变性疾病的途径和靶细胞
是否为 dcM尚不清楚'!目的!观察 QcSN=对脂多糖)\̂ S*活化的 dcM生物学功能的影响#探讨 Na"N\$;
Na"Nd$ 信号通路对二者相互作用的影响'!方法!采用视网膜胶质细胞混合培养和振荡分离的方法分离培
养 S7大鼠 dcM#采用免疫荧光染色法观察细胞中 N7$$I&9I)$ 和谷氨酰胺合成酶)MS*的表达以鉴定培养的
dcM' 在细胞培养液中添加 $ (.;(+的 \̂ S 液 & #+以刺激 dcM&U G#然后将细胞分为 \̂ S 对照组&QcSN=组
和 NQ@QcSN=组#其中 QcSN=组将 dcM与 QcSN=共培养 &U G#NQ@QcSN=组将 dcM与中和性抗体封闭
Na"N\$ 的 QcSN=共培养 &U G#未予 \̂ S 刺激的 dcM作为空白对照组' 采用 '\9S_法检测共培养体系中
dcM分泌肿瘤坏死因子@$)PRT@$*和白细胞介素@$%)9\@$%*的变化(采用 '4i法观察各组 dcM的增生能
力(采用流式细胞术检测 dcM吞噬荧光微球后的平均荧光强度)cT9*(利用 PD)6=E3++小室试验检测 dcM的
迁移细胞数'!结果!用视网膜胶质细胞混合培养和振荡分离的方法成功分离和培养出 dcM#细胞中 N7$$I
和 9I)$ 阳性表达呈绿色荧光#MS 呈阴性表达' 空白对照组&\̂ S 对照组&QcSN=组和 NQ@QcSN=组细胞上清
液中 PRT@$的分泌量分别为)&X??j%X>:*&)&UX>$j"X%:*&)&%X"Aj&X>:*和)&UX>%j$XAA* 6.;(+#总体比较差
异有统计学意义))k$$>X>%#Ml%X%?*(9\@$%的分泌量分别为)$X$&j%X"#*&)$%XU%j&X:#*&):X%%j$X:?*和
)>X??j$X$$*6.;(+#总体比较差异有统计学意义))k"UX>##Ml%X%?*(其中 QcSN=组 PRT@$和 9\@$%分泌量
均低于 \̂ S 对照组)均 Ml%X%?*#而 NQ@QcSN=组与 \̂ S 对照组间 PRT@$和 9\@$%分泌量的差异均无统计学
意义)均 Mm%X%?*' 各组间 dcM增生率的总体比较差异有统计学意义))kU&X>U#Ml%X%?*#其中 QcSN=组
dcM增生率明显低于 \̂ S 对照组#差异有统计学意义)Ml%X%?*#而 QcSN=组与 NQ@QcSN=组间差异无统计
学意义)Mm%X%?*' 各组间 dcM的 cT9值和迁移细胞数量的总体比较差异均有统计学意义 ))k:%X??&
$?XU>#均 Ml%X%?*#其中 QcSN=组 cT9值和迁移细胞数量均明显高于 \̂ S 对照组#差异均有统计学意义)均
Ml%X%?*#而 NQ@QcSN=组与 \̂ S 对照组间 cT9值和迁移细胞数量的比较差异无统计学意义)均 Mm%X%?*'!
结论!QcSN=能够抑制 \̂ S 活化的 dcM的增生能力#可能通过 Na"N\$;Na"Nd$ 信号通路来抑制活化的
dcM分泌促炎性因子#并增强 dcM的吞噬和迁移能力'!
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CG*==C-4BE)=C/*6J3=C*.)C3CG3*6C3D)5C*/6 I3CE336 QcSN=)64 +*H/H/+B=)55G)D*43) \̂ S*@)5C*J)C34 dcM"( A"10&#
)64 4*==35CCG33FF35C=/FNa"N\$;Na"Nd$ =*.6)+*6.H)CGE)B/6 CG3I*/+/.*5)+I3G)J*/D/FQcSN=)64 dcM2!
E'&(").!dcME)=*=/+)C34 FD/(S7D)C=#5-+C-D34 E*CG (*134 5-+C-D3/FD3C*6)+.+*)+53++=)64 H-D*F*34 IB=G)O*6.2
PG353++=E3D3*436C*F*34 IB43C35C*6.CG331HD3==*/6 /FN7$$I#9I)$ )64 .+-C)()(*63=B6CG3C)=3)MS* E*CG *64*D35C
*((-6/F+-/D3=53653)==)B2\̂S )$ (.;(+#& #+* E)=)4434 *6 CG3(34*-(F/D&U G/-D=C/=C*(-+)C3dcM#)64 CG36
CG353++=E3D34*J*434 *6C/\̂S 5/6CD/+.D/-H#QcSN=.D/-H )5/5-+C-D34 E*CG QcSN=F/D&U G/-D=* )64 NQ@QcSN=
.D/-H )5/5-+C-D34 E*CG Na"N\$@I+/5O*6.@QcSN=F/D&U G/-D=*2PG353++=E*CG/-C\̂ S =C*(-+)C*/6 =3DJ34 )=CG3I+)6O
5/6CD/+.D/-H2PG3F-65C*/6=/FdcM# *65+-4*6.CG3D3+3)=35/6C36C/FC-(/D635D/=*=F)5C/D@$ ) PRT@$* )64
*6C3D+3-O*6@$%)9\@$%*#CG3HD/+*F3D)C*/6#HG)./5BC/=*=#)64 (*.D)C*/6 /FdcME3D331)(*6342!F'.2+&.!dcME)=
=-553==F-++B*=/+)C34 )64 G)DJ3=C34 FD/(S7D)C=IB-=*6.(*134 5-+C-D3/FD3C*6)+.+*)+53++=)64 H-D*F*34 IB=G)O*6.2
N7$$I )64 9I)$ =G/E34 CG3H/=*C*J331HD3==*/6 E*CG CG3.D336 F+-/D3=53653*6 CG353++=)64 MS E)=)I=36C2PG3
5/6C36C=/FPRT@$*6 CG353++=-H3D6)C)6CE3D3)&X??j%X>:* 6.;(+#)&UX>$j"X%:* 6.;(+#)&%X"Aj&X>:* 6.;(+
)64 )&UX>% j$XAA * 6.;(+*6 CG3I+)6O 5/6CD/+.D/-H# \̂ S 5/6CD/+.D/-H#QcSN=.D/-H )64 NQ@QcSN=.D/-H#
D3=H35C*J3+B#=G/E*6.)=*.6*F*5)6C4*FF3D3653)(/6.CG3.D/-H=))k$$>X>%#Ml%X%?*2PG35/6C36C=/F9\@$%*6 CG3
53++=-H3D6)C)6CE3D3)$X$&j%X"#* 6.;(+#)$%XU%j&X:#* 6.;(+#):X%%j$X:?* 6.;(+)64 )>X??j$X$$* 6.;(+*6
CG3I+)6O 5/6CD/+.D/-H#\̂ S 5/6CD/+.D/-H#QcSN=.D/-H )64 NQ@QcSN=.D/-H#D3=H35C*J3+B#=G/E*6.)=*.6*F*5)6C
4*FF3D3653)(/6.CG3.D/-H=))k"UX>##Ml%X%?*2PG3=35D3C/DBJ/+-(3/FPRT@$)64 9\@$%E3D33J*436C+B+/E3D*6
CG3QcSN=.D/-H CG)6 CG/=3*6 CG3\̂ S 5/6CD/+.D/-H )I/CG )CMl%X%?*#)64 6/=*.6*F*5)6C4*FF3D3653=E3D3F/-64 *6
CG3=35D3C/DBJ/+-(3/FPRT@$)64 9\@$%I3CE336 NQ@QcSN=.D/-H )64 \̂ S 5/6CD/+.D/-H ) I/CG )CMm%X%?*2PG3
HD/+*F3D)C*J3D)C3/FdcME)=+/E3D*6 CG3QcSN=.D/-H CG)6 CG)C*6 CG3\̂ S 5/6CD/+.D/-H )Ml%X%?*#EG*+3CG3D3
E)=6/=C)C*=C*5)+4*FF3D3653I3CE336 QcSN=.D/-H )64 NQ@QcSN=.D/-H )Mm%X%?*2PG3(3)6 F+-/D3=53653*6C36=*CB
)cT9* )64 CG36-(I3D/F(*.D)C34 dcME3D35/6=*43D)I+B4*FF3D36C)(/6.CG3F/-D.D/-H=))k:%X??#$?XU>#I/CG
)CMl%X%?*#)64 CG/=3*6 CG3QcSN=.D/-H E3D3=*.6*F*5)6C+B*65D3)=34 *6 5/(H)D*=/6 E*CG CG3\̂ S 5/6CD/+.D/-H
)I/CG )CMl%X%?*#EG*+3CG3D3E)=6/=*.6*F*5)6C4*FF3D3653I3CE336 NQ@QcSN=.D/-H )64 \̂S 5/6CD/+.D/-H )I/CG )C
Mm%X%?*2!4",7+2./",.!QcSN=5/-+4 =-HHD3==CG3HD/+*F3D)C*/6 /F\̂S@)5C*J)C34 dcM2c/D3/J3D#QcSN=(*.GC
*6G*I*CHD/*6F+)(()C/DB5BC/O*63=D3+3)=*6.#36G)653HG)./5BC/=*=)64 (*.D)C*/6 5)H)I*+*C*3=/FdcMJ*)Na"N\$;
Na"Nd$ =*.6)+*6.H)CGE)B2!

"9'1 :"$).#8c*5D/.+*);H)CG/+/.B( c3=365GB()+=C3(53++=;(3C)I/+*=(( NG3(/O*63Na"N\$;(3C)I/+*=((
d3C*6)+43.363D)C*/6( 96F+)(()C*/6( N3++=# 5-+C-D34( d)C# S7

;2,)#$"3$-%" R)C*/6)+R)C-D)+S5*3653T/-64)C*/6 /FNG*6))A$&:$%&#*

!!骨 髓 间 充 质 干 细 胞 ) I/63 ()DD/E@43D*J34
(3=365GB()+=C3(53++=#QcSN=*具有可塑性&神经保护&
免疫调控等特性#在视网膜变性疾病的治疗研究中受到
了越来越多的关注

+$, ' 视网膜小胶质细胞 )D3C*6)+
(*5D/.+*)#dcM*的活化与遗传性视网膜色素变性&年龄
相关 性 黄 斑 变 性 )).3@D3+)C34 ()5-+)D43.363D)C*/6#
_c7*&糖尿病视网膜病变等视网膜变性疾病的发生和
发展关系密切

+&, ' 然而#dcM能否作为 QcSN=移植治
疗视网膜变性疾病的靶细胞尚不十分明确' 研究证实#
趋化因子 Na"N模体配体 $ )5G3(/O*63N@a"@N(/C*F
+*.)64 $#Na"N\$*是维持小胶质细胞稳态的主要调节
器

+", #其特异性受体 Na"N趋化因子受体 $ )Na"N
5G3(/O*63D353HC/D$#Na"Nd$*主要表达于小胶质细
胞#研究还发现#QcSN=并不表达 Na"Nd$#但却能表
达 Na"N\$ +U, #提示 QcSN=与 dcM可能存在信号交
联#因此在 QcSN=眼内移植治疗视网膜变性疾病过程
中#QcSN=与活化 dcM间的相互关系值得关注' 本
研究中建立 QcSN=与活化 dcM的体外共培养体系#
观察 QcSN=对活化的 dcM生物学功能的影响#探讨

Na"N\$;Na"Nd$ 信号通路在 QcSN=和 dcM相互影
响中的作用'

<8材料与方法

<2<8材料
<2<2<8实验动物8S T̂级 U [# 周龄雄性 S7大鼠 $%
只#体质量 A% [$%% .#用于 QcSN=的培养(S T̂级 % [
" 日龄 S7大鼠 "# 只#雌雄不限#体质量 &% ["% .#用
于 dcM的培养' S7大鼠均由上海斯莱克实验动物有
限责任公司提供#许可证号"SNae)沪*&%$"@%%%#' 所
有大鼠均排除眼部及全身疾病#实验过程遵循 /实验
动物管理条例0及/福建医科大学实验动物伦理委员
会章程0'
<2<2=8主要试剂及仪器87c'c;T$& 培养液&质量
分数 %X%&?Z胰蛋白酶&体积分数 $%Z胎牛血清)F3C)+
I/J*63=3D-(# TQS * ) 美 国 M*I5/公 司 *( 脂 多 糖
)+*H/H/+B=)55G)D*43#\̂ S*&荧光微球 )黄绿色荧光#平
均直径 $ #(*)美国 S*.()公司*('4i细胞增生检测
试剂盒)广州锐博公司*(兔抗大鼠谷氨酰胺合成酶
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).+-C)(*63=B6CG3C)=3#MS*抗体)英国 _I5)(公司*(小
鼠抗大鼠 N7$$I 抗体)=5@?"%A#*&小鼠抗大鼠 9I)$ 抗
体)=5@"&:&?*&T9PN@山羊抗小鼠 9.M二抗)=5@&%$%*&
Ng"@山羊抗兔 9.M二抗)=5@":">* )美国 S)6C)ND-,公
司*(大鼠 Na"N\$ 中和性抗体)_T?:"*)美国 dn7公
司*(大鼠肿瘤坏死因子@$)C-(/D635D/=*=F)5C/D@$#
PRT@$*&白细胞介素@$%)*6C3D+3-O*6@$%#9\@$%*'\9S_
试剂盒)美国 3Q*/=5*3653公司*' 荧光倒置相差显微
镜)日本 8+B(H-=公司*(T_NS N)+*I-D流式细胞仪)美
国 Q7公司*(*c_de酶标仪)美国 Q*/P3O 公司*(N8&

恒温培养箱)美国 PG3D(/T/D()公司*(PD)6=E3++小室
)%XU #(&AX% #(*)美国 N/D6*6.公司*'
<2=8方法
<2=2<8大鼠 QcSN=的培养及鉴定!采用全骨髓贴壁
法

+?,
从 U [# 周龄雄性分离并培养 QcSN=#采用间质干

细胞成骨&成脂分化诱导试剂盒对每批第 " 代细胞进行
诱导分化和鉴定#采用流式细胞术检测分化的细胞中细
胞表面抗原 N7>%&N7"U 和 N7UU 阳性细胞的比例'
<2=2=8大鼠 dcM的培养及鉴定!参照文献+#Y:,的
方法行大鼠 dcM的原代培养' 采用质量分数 $%Z水
合氯醛溶液过量腹腔内注射麻醉法处死 % [" 日龄 S7
大鼠#无菌条件下摘取眼球#小心分离视网膜并剪成小
片#采用胰蛋白酶消化 "% (*6#加入 $ (+含 TQS 及质
量分数 $Z小胶质细胞生长添加剂的7c'c;T$& 培养
液终止消化#轻轻吹打形成细胞悬液#离心半径$? 5(#
$ &%% D;(*6 离心 ? (*6#弃上清#完全培养液重悬#接种
于 :? 5(&

培养瓶中#置于 ": o&体积分数 ?Z N8&的培

养箱内培养' 接种 &U G 后首次换液#培养 $% 4 后第
& 次换液#将培养瓶置于 ": o恒温摇床上 &%% D;(*6
振荡$ G'收集培养液#移至 &? 5(&

培养瓶中#培养后
&U G换液#以后间隔 ? 4 换液 $ 次#共 " 次' 传代后细
胞间隔 $ [& 4 换液#至细胞生长至 A%Z融合后继续传
代' 对每批第 " 代细胞进行鉴定#用质量分数 UZ多
聚甲醛室温下固定 "% (*6#滴加小鼠抗 N7$$I 抗体
)$ $̀%%*或兔抗 MS 抗体)$ "̀%%*#湿盒内 U o孵育过
夜' 室温放置 "% (*6#分别滴加 T9PN@山羊抗小鼠 9.M
)$ ?̀%%*或 NB"@山羊抗兔 9.M二抗)$ ?̀%%*#": o避
光孵育& G# Q̂S 洗涤 " 遍' 同型 9.M抗体代替一抗作
为阴性对照' 滴加 7_̂ 9工作液复染核#室温下避光
孵育$% (*6# Q̂S 洗涤 " 遍#荧光显微镜下观察细胞中
N7$$I 和 MS 的表达'
<2=2>8Na"N\$ 中和性抗体封闭 QcSN=!将第 " 代
的 QcSN=按 $p$%? ;孔接种于 # 孔板#次日更换为新鲜
的完全培养液# 每孔 $ (+' 每孔加入 &%% #.;(+

Na"N\$ 中和抗体 ? #+#轻晃混匀#": o孵育 & G# Q̂S
洗涤 & 遍#即为 Na"N\$ 封闭的 QcSN=)NQ@QcSN=*'
<2=2?8\̂ S 刺激 dcM!将第 " 代 dcM按 $p$%? ;孔
接种于 # 孔板#次日更换为新鲜的完全培养液#每孔 & (+'
每孔加入 $ (.;(+\̂S & #+#终质量浓度为 $ #.;(+#振荡
混匀#继续培养 &U G'
<2=2G8QcSN=与 dcM共培养体系的建立!将 \̂ S
刺激后的 dcM分为 \̂ S 对照组&QcSN=共培养组和
NQ@QcSN=共培养组#未予 \̂ S 刺激的正常培养的
dcM作为空白对照组' 将 QcSN=&NQ@QcSN=分别接
种于孔径 %XU #(的 PD)6=E3++小室中#每个小室约
&p$%U

个细胞#对照组不进行接种' 于培养后 &U G 更
换为新鲜的完全培养液#每孔 $X? (+' 将小室置于预
先接种 dcM的 # 孔板上以建立共培养体系#放回培养
箱培养 &U G'
<2=2H8'\9S_法检测共培养后 dcM中 PRT@$&9\@$%
的表达情况!收集各组 dcM上清液#按照 PRT@$&9\@$%
的 '\9S_试剂盒说明书进行检测' ># 孔板每孔)除空
白孔外*各加入标准品或待测样品 $%% #+#每孔中加入
一抗工作液 ?% #+#充分混匀后 ": o条件下反应
$&% (*6#洗板#滤纸印干(每孔加酶标抗体工作液 $%% #+#
将反应板 ": o条件下反应 #% (*6#洗板#滤纸印干(每
孔加入底物工作液 $%% #+# ": o条件下暗处反应
$% (*6(每孔加入 $%% #+终止液混匀' "% (*6 内用酶
标仪在 U?% 6(波长处测吸光度)B*值' 根据标准品
测定结果#计算待测培养上清液中 PRT@$&9\@$%的质
量浓度' 每组设 " 个复孔#实验重复 # 次'
<2=2I8'4i法检测共培养后 dcM的增生能力!各
组 dcM按 '4i细胞增生检测试剂盒说明书进行#每
孔加入 ?% #(/+;\'4i培养液 $%% #+孵育细胞 & G#弃
培养液# Q̂S 洗涤(每孔加入 UZ多聚甲醛 $ (+#室温下
孵育 "% (*6#弃固定液(每孔加入 & (.;(+甘氨酸
&?% #+#脱色摇床孵育 ? (*6( Q̂S 洗涤#每孔加入渗透
剂 ?%% #+)含质量分数 %X?Z PD*C/6a@$%% 的 Q̂S*#脱
色摇床孵育 $% (*6(每孔加入 $ 倍 _H/++/"

染色反应液

?%% #+#避光&室温&脱色摇床孵育 "% (*6#弃染色反应
液(加入渗透剂 ?%% #+#脱色摇床清洗 & [" 次#每次
$% (*6#弃渗透剂(每孔加入甲醇 ?%% #+清洗 $ [& 次#
每次 ? (*6( Q̂S 洗涤#每孔加入 $ 倍 b/35G=C"""U& 反
应液 ?%% #+#避光&室温&脱色摇床孵育 "% (*6# Q̂S 洗
涤(采用 9().3 D̂/ +̂-=#2% 软件计数 '4i染色)红色
荧光*和 b/35G=C"""U& 染色)蓝色荧光*的细胞数量'
荧光显微镜下任意选取 # 个视野#计算细胞增生率'
实验重复 " 次#取其平均值'
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<2=2J8流式细胞术检测共培养后dcM吞噬能力!各
组 dcM消化后利用无血清的 7c'c;T$& 培养液进行
培养#调整细胞密度为 $p$%: ;(+#取 $%% #+细胞悬液
加入 $X? (+'̂ 管中#并设立阴性对照管' 将 '̂ 管置

于 ": o&?Z N8&培养箱内孵育 "% (*6#每管加入荧光
微球工作液 $% #+)阴性对照管不加*#": o下轻轻振
荡 "% (*6#加入冰 Q̂S 终止吞噬' 采用流式细胞术检
测 T\@$ 通道的平均荧 光 强 度 ) (3)6 F+-/D3=53653
*6C36=*CB#cT9*#cT9值越高#表明 dcM的吞噬能力越
强' 实验重复 " 次'
<2=2K8共培养后 dcM迁移能力的检测!利用孔径
A #(的 PD)6=E3++小室和 &U 孔板进行细胞的迁移实
验' 于 PD)6=E3++小室的下室中加入含 &%Z TQS 的
7c'c;T$& 培养液 #%% #+#放上小室#置于培养箱内孵
育 & G' 各组 dcM消化后#用含 &Z TQS 的 7c'c;
T$& 培养液调整细胞密度为 ?p$%? ;(+#在上室中分别
加入各组 dcM悬液 $%% #+#放回培养箱中孵育 # G#用
UZ多聚甲醛固定 $% (*6#风干' 用质量分数 %X$Z结
晶紫染液染色 &% (*6# Q̂S 洗涤 " 遍#棉签擦去小室聚
碳酸酯膜正面残留的细胞' 光学显微镜下任意选取
# 个视野#采用 9().3 D̂/ +̂-=#2% 软件计数跨膜的
dcM数量' 实验重复 # 次#取其平均值'
<2>8统计学方法

采用 S ŜS $#2% 统计学软件)美国 9Qc公司*进
行统计分析' 本研究中测量指标的数据资料经
SG)H*D/@K*+O 检验呈正态分布#以 Kj:表示#组间方差
经 \3J363检验方差齐' 采用均衡分组&单因素干预多
水平实验设计#空白对照组&\̂ S 对照组&QcSN=组和
NQ@QcSN=组间QcSN=上清液中 PRT@$和 9\@$%质量浓
度以及各组dcM增生率&cT9和迁移细胞数的总体差异
比较均采用单因素方差分析#组间两两比较采用 SReVW
法' 采用双尾检测法#Ml%X%? 为差异有统计学意义'

=8结果

=2<8QcSN=的形态学特征
培养的第 " 代细胞贴壁生长#呈纺锤状#用间质干

细胞成骨&成脂分化诱导后可分化为成骨细胞和脂肪
细胞形态#N7>%&N7"U 和 N7UU 表达的阳性细胞率分
别为 ) >?X&$ j&X$" *Z& ) $XAU j%X>& *Z和 ) >#X:? j
"X"%*Z#证实为 QcSN='
=2=8dcM的形态学特征及鉴定

大鼠视网膜分离和培养后 $ 4 可见细胞贴壁生
长#细胞体为圆形或椭圆形#突起较少' 原代培养后 " 4#
约半数细胞的胞体变长#突起增多#呈不对称分支状'

继续培养后 $% 4#分支状细胞占多数#细胞体变大#突
起变长)图 $_*' 培养的第 " 代细胞N7$$I&9I)$ 表达
阳性#在荧光显微镜下呈绿色荧光)图 $Q#N*#但不表
达 MS#因此未见红色荧光)图 $7*' 阴性对照片均未
见绿色或红色荧光' 结合细胞的组织来源&细胞的形
态特征及免疫荧光染色结果#证实为 dcM'

C D

A B100μm 100μm

100μm100μm

图 <8mM大鼠 FEN的培养及鉴定)标尺k$%% #(*!_"dcM纯化
分离后继续培养 $% 4 可见分支状的细胞占多数!Q"培养的 dcM中
N7$$I 细胞表达阳性#呈绿色荧光 )T9PN* #细胞核呈蓝色荧光
)7_̂ 9* ! N"培养的 dcM中 9I)$ 细胞表达阳性#呈绿色荧光
)T9PN* #细胞核呈蓝色荧光)7_̂ 9*!7"培养的 dcM中未见 MS 表
达)NB"* #仅可见细胞核的蓝色荧光)7_̂ 9*

=2>8\̂ S 活化后 dcM的形态学改变
\̂ S 刺激后 &U G#dcM的形态由分支状转变为阿

米巴样#细胞大小不一#细胞体呈椭圆形或短棒状#突
起变短#突起数量减少)图 &*'

A B100μm 100μm

图 =8mPm刺激前后 FEN的形态学观察)标尺k$%% #(*!_"\̂ S
刺激前 dcM细胞多呈分支状!Q"\̂ S 刺激后 &U G 细胞呈阿米巴样

=2?8各组 QcSN=上清液中 PRT@$&9\@$%的质量浓度
'\9S_法检测发现#空白对照组& \̂ S 对照组&

QcSN=组和 NQ@QcSN=组细胞上清液中 PRT@$的质
量浓度分别为)&X??j%X>:*&)&UX>$j"X%:*&)&%X"Aj
&X>:*和)&UX>%j$XAA*6.;(+#总体比较差异有统计学
意义))k$$>X>%#Ml%X%?*(空白对照组&\̂ S 对照组&
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QcSN=组和 NQ@QcSN=组细胞上清液中 9\@$%的质量
浓度分别为 ) $X$& j%X"# *& ) $%XU% j&X:# *& ) :X%% j
$X:?*和)>X??j$X$$* 6.;(+#总体比较差异有统计学
意义))k"UX>##Ml%X%?*' \̂ S 对照组&QcSN=组和
NQ@QcSN=组细胞上清液中 PRT@$和 9\@$%的质量浓
度均明显高于空白对照组#差异均有统计学意义 )均
Ml%X%?*#QcSN=组 PRT@$和 9\@$%的质量浓度均明
显低于 \̂S 对照组#差异均有统计学意义)均 Ml%X%?*#
而 NQ@QcSN=组与 \̂ S 对照组间细胞上清液中 PRT@$
和 9\@$%质量浓度的比较差异均无统计学意义 )均
Mm%X%?*)图 "*'
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BMSCs组
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TNF�α IL�1β

图 >8各组共培养体系上
清液中 !Q;@!和 Rm@<"
的质量浓度!PRT@$")k
$$>X>%#Ml%X%?( 9\@$%"
)k"UX>##Ml%X%?2与各
自的空白对照组比较#
)Ml%X%?# 与 各 自 的

QcSN=组比较#I Ml%X%?
)单因素方差分析#SRe@W

检验#(k#*!\̂S"脂多糖(PRT"肿瘤坏死因子(9\"白细胞介素(QcSN="
骨髓间充质干细胞(NQ@QcSN"Na"N\$ 封闭的骨髓间充质干细胞

=2G8各组共培养体系中 dcM增生率的比较
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100μm 100μm 100μm 100μm

图 ?8各组共培养体系中 FEN的增生情况)标尺k$%% #(*!增生的 dcM呈红色荧光
)'4i* #细胞核呈蓝色荧光)b/35G=C"""U&* ' 空白对照组仅见少量增生 dcM#\̂ S 对照
组增生的 dcM数明显增多#QcSN=组增生细胞少于 \̂ S 对照组#而 NQ@QcSN=组增生细
胞与 QcSN=组无明显差别! \̂S"脂多糖(QcSN="骨髓间充质干细胞(NQ@QcSN="
Na"N\$ 封闭的 QcSN=

'4i细胞增生检测显示#\̂ S 对照组&QcSN=组&
NQ@QcSN=组和空白对照组 dcM增生率的总体比较#
差异有统计学意义 ))kU&X>U#Ml%X%?*' 空白对照

组&QcSN=组&NQ@QcSN=组 dcM的增生率明显高于
空白对照组#差异均有统计学意义 )均 Ml%X%? *(
QcSN=组 dcM增生率明显低于 \̂ S 对照组#差异有
统计学意义 )Ml%X%?*(而 NQ@QcSN=组与 QcSN=组
间 dcM增生率的差异无统计学意义)Mm%X%?* )图 U#
表 $*'

表 <8各组共培养体系中 FEN增生率&
E;R和迁移细胞数的比较)mS)*

组别
增生率)Z*

) (k"*

吞噬荧光微球后

cT9) (k"*

迁移细胞数)个*

) (k#*

空白对照组 $%X>Aj&X#: &#X>>jUX&" &"X""j?X?$
\̂ S 对照组 "AX&$jUX%$) #"X:Uj&XAU)5 "?X%%j#X&?)5

QcSN=组 &AX%>j"XU%)I :&X#Aj"X%?) ?%X""jUX:")

NQ@QcSN=组 &>X#$j"X:%)I ##X$Aj&X#$)5 U%X""j&X?&)5

) U&X>U :%X?? $?XU>
M %X%% %X%% %X%%

!注"与各自的空白对照组比较#)Ml%X%?(与各自的 \̂ S 对照组比较#
IMl%X%?(与各自的QcSN=组比较#5Ml%X%?)单因素方差分析#SReVW检验*

dcM"视网膜小胶质细胞(cT9"平均荧光强度(\̂S"脂多糖(QcSN="骨髓间

充质干细胞(NQ@QcSN="Na"N\$ 封闭的骨髓间充质干细胞

=2H8各组共培养体系中 dcM吞噬能力的比较
采用流式细胞术检测 dcM吞噬荧光微球后的

cT9' \̂ S 对照组&QcSN=组&NQ@QcSN=组和空白对
照组 cT9值的总体比较#差异有统计学意义 ))k
:%X??#Ml%X%?*#\̂ S 对照组&QcSN=组&NQ@QcSN=组

dcM的 cT9值均高于空白对照组#差异
均有统计学意义)均 Ml%X%?*(QcSN=组
dcM的 cT9值明显高于 \̂ S 对照组#差
异有统计学意义 )Ml%X%? *(NQ@QcSN=
组与 \̂ S 对照组间 dcM的 cT9值比较
差异无统计学意义 )Mm%X%? * )图 ?#
表 $*'
=2I8QcSN=对 dcM迁移能力的影响

\̂ S 对照组&QcSN=组&NQ@QcSN=
组和空白对照组迁移细胞数量的总体比

较#差 异 有 统 计 学 意 义 ) )k$?XU>#
Ml%X%?*' \̂ S 对照组& QcSN=组& NQ@
QcSN=组的迁移细胞数量明显多于空白
对照 组# 差 异 均 有 统 计 学 意 义 ) 均
Ml%X%?*'QcSN=组迁移细胞数量多于
\̂ S 对 照 组# 差 异 有 统 计 学 意 义
)Ml%X%?*(而 NQ@QcSN=组与 \̂ S 对照
组迁移细胞数量比较#差异无统计学意
义)Mm%X%?*)图 ##表 $*'
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图 G8各组 FEN吞噬荧光微球
后的流式细胞图!\̂S 对照组&
QcSN=组&NQ@QcSN=组 dcM吞
噬荧光微球后的 cT9均高于空
白对照组#而 QcSN=组 dcM的
cT9高于 NQ@QcSN=组和 \̂ S 对
照组!_"空白对照组!Q" \̂ S
对照组!N"QcSN=组!7"NQ@
QcSN=组!'"阴性对照

!

100μm 100μm 100μm 100μm

空白对照组 LPS对照组 BMSCs组 CB�BMSCs组
图 H8各组 FEN迁移能力的检
测组标尺 k$%% #(* !发生迁移
的 dcM呈紫色着色# \̂ S 对照
组&QcSN=组和 NQ@QcSN=组细
胞迁移数量多于空白对照组#而
QcSN=组细胞迁移数量高于 \̂ S
对照组和 NQ@QcSN=组!\̂S"脂
多糖(QcSN="骨髓间充质干细胞(
NQ@QcSN="Na"N\$ 封闭的骨髓间
充质干细胞

>8讨论

视网膜变性疾病是难治的致盲眼病#目前对其发
病机制尚缺乏透彻的了解' 研究认为#dcM的活化及
其诱发的炎症反应在视网膜变性疾病的发病过程中起

到重要作用
+", ' 在视网膜变性疾病发病的早期#各种

应激反应均可引起 dcM的活化' 活化的 dcM能分
泌保护性因子#延缓感光细胞和视网膜神经节细胞的
凋亡

+A, ' 然而#dcM的过度或持续活化可产生蛋白
酶&活性氧&促炎性因子等细胞毒性分子#诱发视网膜
炎症反应#导致严重的病理性改变#最终形成不可逆性
损伤

+>, ' 本研究中发现#\̂ S 刺激 dcM后 &U G#dcM

形态发生改变#其分泌的 PRT@$和 9\@$%增加#且细胞
的增生&吞噬和迁移能力增强#这与 V*)6.等 +$%,

的研究

结果一致#证明 \̂ S 能够活化 dcM#有利于在体外模
拟变性的视网膜上 dcM的状态' 现已证实#QcSN=
在中枢神经系统中能够调节小胶质细胞的活化状态#

发挥神经保护和免疫调控作用
+$$, #而关于 QcSN=能

否与 dcM相互作用#以激活相关信号通路#维持视网
膜稳态的相关报道较少'

QcSN=对视网膜炎症反应的调控是近年来研究
的热点之一' 在炎症微环境中#QcSN=能够对炎症信
号产生反应#释放 Na"N\$ 等扩散性可溶性因子#发挥
抗炎作用

+U#$&, ' Na"N\$ 在体外通过抑制 PRT@$等促
炎性因子的分泌#下调诱导型氮氧化物合酶在 \̂ S 活
化的小胶质细胞中的表达#扮演着抗炎分子的作
用

+$", ' 本研究中也发现#与 QcSN=共培养后#活化的
dcM上清液中 PRT@$和 9\@$%的分泌量减少#而封闭
QcSN=上的 Na"N\$ 能够逆转 QcSN=的这种抗炎作

用#提示 Na"N\$;Na"Nd$ 信 号 通 路 可 能 参 与 了
QcSN=对 dcM相关炎症反应的调控'

本研究中发现#dcM与 QcSN=共培养后#'4i标
志组即处于细胞周期 S 期*的 dcM细胞百分数较 \̂ S
对照组降低#说明 QcSN=能够降低 dcM的增生率#这
一现象可能与共培养后 dcM自身分泌的 PRT@$&
9\@$%等促炎性因子的减少有关' QcSN=能够选择性
抑制淋巴细胞的增生活性#阻止单核细胞向树突状细
胞分化#并遏制树突状细胞的成熟及其抗原递呈作用#

而这些效应均需要炎性介质的参与
+$U, ' 9\@$%等促炎

性因子可作为分裂素#刺激小胶质细胞的增生 +$?, '
V/=3等 +$#,

研究认为#QcSN=的这种抗增生作用是
PRT@$依赖性的#QcSN=能够通过减少活化的小胶质
细胞分泌 PRT@$#使其细胞周期恢复到活化前的水平#
从而实现对其增生活性的抑制' 本研究中发现#
NQ@QcSN=同样能抑制 dcM增生#与 QcSN=比较差异
无统计学意义#表明 dcM增生可能受多种因素影响'

在 dcM的吞噬能力方面#小胶质细胞具有吞噬 %
淀粉样蛋白的能力#减少其在脑部的沉积#减轻阿尔茨
海默病的症状

+$:, (dcM还能吞噬侵入视网膜的真菌
等微生物

+$A, ' 衰老& 细胞应激等能 够 促 使 表 达
Na"Nd$ 的 dcM吞噬变性或死亡的视网膜细胞#清除
细胞碎片#而在相同条件下#C?DCXF 基因缺陷致使
dcM吞噬能力减弱#引起大量细胞碎片的堆积#加重
炎症反应#进一步诱导感光细胞凋亡#引发 _c7+$>, '
本研究结果显示#QcSN=能够增强活化的 dcM的吞
噬能力(相反#封闭 QcSN=上的 Na"N\$ 后#其吞噬能
力与 \̂ S 对照组无显著差异#提示 QcSN=表面的
Na"N\$ 与 dcM上的 Na"Nd$ 发生交联后可能有助
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于 dcM清除视网膜上的细胞碎片#延缓视网膜变性
的进展'

本研究中对 dcM迁移能力的实验表明#dcM与
QcSN=共培养能够促进活化的 dcM发生迁移#而
Na"N\$ 封闭后会抑制 QcSN=的这种促迁移作用' 活
化的小胶质细胞能够迁移到损伤区域#这一过程由可
溶性因子调控

+&%, #通过形成浓度梯度改变受损或病变
的组织细胞外基质#引导小胶质细胞迁移' 在视网膜
光损伤体外模型中加入外源性 Na"N\$ 能促进 dcM
的迁移#减少感光细胞凋亡 +&$, ' N/(I)4*3D3等 +&&,

研

究发现#人类 C?DCXF PHYG 基因多态性与 dcM的迁
移能力异常有关#增加了罹患 _c7的风险' C?DCXF
基因敲除小鼠视网膜上 dcM的迁移能力减弱#使
dcM积聚于视网膜下腔#释放血管内皮生长因子#诱
发与人 _c7相似的形态学和病理学改变 +&", '

综上所述#QcSN=能够在体外抑制 \̂ S 活化的
dcM的增生能力#可能通过激活 Na"N\$;Na"Nd$ 信
号通路增强 dcM的吞噬和迁移能力#使 dcM从致病
性表型向保护性表型转变#减轻视网膜的炎症反应#从
而维 持 视 网 膜 微 环 境 的 相 对 稳 定 状 态' 然 而#
Na"N\$;Na"Nd$ 的下游通路如何传导以及是否有其
他的信号通路参与 QcSN=对 dcM生物学功能的调控
等问题尚未阐明#有待进一步研究' 尽管如此#本研究
在一定程度上解释了 QcSN=眼内移植治疗视网膜变
性疾病的作用机制#并为进一步开展相关的临床研究
奠定了理论基础'
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