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44$摘要%4目的4探讨人脐带间充质干细胞来源外泌体' ,kMDYUMDE\3(对兔自身免疫性干眼外周血单核

巨噬细胞表型以及相关细胞因子表达的影响&4方法4分离培养人脐带间充质干细胞',kMDYUMB(并鉴定#使

用超速离心法分离纯化外泌体#透射电子显微镜下观察外泌体形态和直径分布范围#cEBFEIC L)3F法检测表面

特异性蛋白& 应用随机数字表法将 0 只实验兔随机分为正常对照组和干眼模型组#每组 < 只& 干眼模型组建

立兔自身免疫性干眼模型#造模后 ; 周收集泪腺组织#实时荧光定量 6M5检测巨噬细胞相关基因 &5V:的表

达& 在体外#将 ,kMDYUMDE\3或者等容积的磷酸盐缓冲液'6ZU(与经兔泪腺上皮细胞刺激后的干眼模型组外

周血单个核细胞'6ZYMB(共培养#实验分为 6ZU 对照组和 ,kMDYUMDE\3组#.; , 后收集 6ZYMB#实时荧光定

量 6M5检测巨噬细胞表型分子及相关细胞因子 &5V:的表达&4结果4,kMDYUMB具有 YUMB的免疫表型和

基本生物学特性& 透射电子显微镜下观察可见 ,kMDYUMDE\3为直径 <#b"## C&的膜性小囊泡#其可表达

特异性蛋白 M=$*M=0< 和 M=;"& 干眼模型组泪腺组织中#Y" 型巨噬细胞表型分子一氧化氮合酶
!'V>U!(&5V:以及炎性因子肿瘤坏死因子 "'SV9D"(*白细胞介素D"#'?TD"#(&5V:相对表达量分别为
<e#0l"e##*!e77l#e7! 和 "e<#l#e#;#较正常对照组的 "e##l#e#<*"e#"l#e#! 和 "e#"l#e#" 明显升高#Y! 型

巨噬细胞表型分子精氨酸酶 " ':IH"(*M=!#0 &5V:以及抗炎因子 ?TD"# &5V:相对表达量分别为
#e--l#e#7*#e0#l#e"< 和 #e0-l#e".#较正常对照组的 "e##l#e##*"e##l#e## 和 "e#"l#e#" 明显降低#差异均

有统计学意义'均 Nm#e#-(& 在体外#,kMDYUMDE\3组 6ZYMB中 Y" 型巨噬细胞表型分子 V>U! &5V:以及

炎性因子 SV9D"*?TD"#&5V:相对表达量分别为 #e-$l#e#;*#e-0l#e#7 和 #e.7l#e#.#较 6ZU 对照组的
#e$;l#e#<*"e#<l#e"" 和 "e##l#e#; 明显降低#差异均有统计学意义'均 Nm#e#-()Y! 型巨噬细胞表型分子
:IH"*M=!#0 &5V:以及抗炎因子 Ŝ 9D#*?TD"#*?TD. &5V:相对表达量分别为 !e"<l#e!;* "e<!l#e#<*

"e-<l#e!#*"e.7l#e#; 和 "e-"l#e"0#较 6ZU 对照组的 "e"#l#e"7*"e#"l#e#0*"e#-l#e"#*#e$;l#e#< 和
"e#"l#e#< 明显升高#差异均有统计学意义'均 Nm#e#-(&4结论4,kMDYUMDE\3可诱导兔自身免疫性干眼外

周血单核巨噬细胞向抗炎性 Y! 表型极化#抑制巨噬细胞相关炎性因子 SV9D"*?TD"#分泌#同时升高抗炎因

子 ?TD"# 和 Ŝ 9D#表达#具有抑制炎症反应的潜能&4
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,kMDYUMBQEIEE\FI'2FEG LO*)FI'2ECFI(K*H'F(3C 'CG 3LBEIJEG G(IE2F)O*B(CHE)E2FI3C(2&(2I3B23NO1UNE2(K(2&'IPEIB3K

E\3B3&EBQEIE'C')O_EG LOcEBFEIC L)3F1U(\I'LL(FBQEIEI'CG3&)OG(J(GEG (CF3F,EC3I&')23CFI3)HI3*N 'CG F,EGIO

EOEHI3*N LO*B(CHF,EI'CG3&C*&LEIF'L)E&EF,3G#< I'LL(FBK3IE'2, HI3*N15'LL(F&3GE)3K'*F3(&&*CEGIOEOE

Q'BEBF'L)(B,EG (C F,EGIOEOEHI3*N# 'CG F,E)'2I(&')H)'CGBQEIE23))E2FEG K3I+*'CF(F'F(JEIE')DF(&E6M5

' +5SD6M5( 'FF,E;F, QEEP1O% ?"-,/#'2F(J'FEG NEI(N,EI')L)33G &3C3C*2)E'I2E))B'6ZYMB( KI3&I'LL(F'*F3(&&*CE

GIOEOE&3GE)QEIE(C2*L'FEG Q(F, ,kMDYUMDE\33IN,3BN,'FEL*KKEIEG B')(CE'6ZU(1:KFEI.; ,3*IB#2E))BKI3&F,E

,kMDYUMDE\3HI3*N 'CG F,E6ZU 23CFI3)HI3*N QEIE23))E2FEG1S,E&5V:E\NIEBB(3C )EJE)B3KIE)'FEG 2OF3P(CEHECEB

'CG B*LN3N*)'F(3CDIE)'FEG &'IPEIHECEB(C &'2I3N,'HEBQEIE+*'CF(K(EG LO+5SD6M51S,E*BE'CG 2'IE3KF,E'C(&')B

23&N)(EG Q(F, 5EH*)'F(3CBK3IF,E:G&(C(BFI'F(3C 3K:KK'(IM3C2EIC(CH%\NEI(&ECF'):C(&')BLOUF'FEU2(EC2E'CG

SE2,C3)3HOM3&&(BB(3C1S,(BBF*GONI3F323)Q'B'NNI3JEG LO%F,(2M3&&(FFEE3KS('CA(C YEG(2')kC(JEIB(FO%OE

R3BN(F')' V31S[88!#";"!"7##" (1cI(FFEC (CK3I&EG 23CBECFQ'B3LF'(CEG KI3& E'2, K'&()OLEK3IE3LF'(C(CH

*&L()(2')23IG14 <(%$*'%4 %\3B3&EBGEI(JEG KI3& ,kMDYUMB,'G FON(2')&3IN,3)3HO'CG BNE2(K(2&'IPEIB1

+5SD6M5IEB*)FBB,3QEG F,'F#F,EIE)'F(JEE\NIEBB(3C +*'CF(FO3KY" &'2I3N,'HEBN,EC3FON(2&3)E2*)'IC(FI(23\(GE

BOCF,'BE! 'V>U!( &5V: 'CG (CK)'&&'F3IOK'2F3IF*&3ICE2I3B(BK'2F3ID" 'SV9D"(#(CFEI)E*P(CD"# '?TD"#(

&5V:(C F,E)'2,IO&')3IH'C(_'F(3C (C F,EGIOEOE&3GE)HI3*N Q'BB(HC(K(2'CF)O,(H,EIF,'C F,3BE(C F,EC3I&')

23CFI3)HI3*N ' <e#0 l"e## ?6K"e## l#e#<# !e77 l#e7! ?6K"e#" l#e#! 'CG "e<# l#e#; ?6K"e#" l#e#"#

IEBNE2F(JE)O(#F,EIE)'F(JEE\NIEBB(3C +*'CF(FO3KY! &'2I3N,'HEBN,EC3FON(2&3)E2*)'I'IH(C'BE" ':IH"(#M=!#0

'CG ?TD"# &5V:(C F,E)'2,IO&')3IH'C(_'F(3C (C F,EGIOEOE&3GE)HI3*N Q'BB(HC(K(2'CF)O)3QEIF,'C F,3BE(C F,E

C3I&')23CFI3)HI3*N ' #e-- l#e#7 ?6K"e## l#e### #e0# l#e"< ?6K"e## l#e### #e0- l#e". ?6K"e#" l#e#"#

IEBNE2F(JE)O(#Q(F, B(HC(K(2'CFG(KKEIEC2EBLEFQEEC F,E& ''))'FNm#e#-(1O% ?"-,/#F,EIE)'F(JEE\NIEBB(3C +*'CF(FO3K

Y" &'2I3N,'HEBN,EC3FON(2&3)E2*)'IV>U! &5V:'CG (CK)'&&'F3IOK'2F3ISV9D"#?TD"#&5V:(C 6ZYMB(C F,E

,kMDYUMDE\3HI3*N Q'BB(HC(K(2'CF)O)3QEIF,'C F,3BE(C F,E6ZU 23CFI3)HI3*N '#e-$l#e#; ?6K#e$;l#e#<##e-0l#e#7 ?6K

"e#<l#e""##e.7l#e#. ?6K"e##l#e#;( ''))'FNm#e#-()F,EIE)'F(JEE\NIEBB(3C +*'CF(FO3KY! &'2I3N,'HEB
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"e<!l#e#< ?6K"e#"l#e#0#"e-<l#e!# ?6K"e#-l#e"##"e.7l#e#; ?6K#e$;l#e#<#"e-"l#e"0 ?6K"e#"l#e#<(#
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44间充质干细胞'&EBEC2,O&')BFE&2E))B#YUMB(是
一群中胚层来源的多能干细胞#广泛存在于脂肪*骨
髓*脐带*胎盘以及肝脏等组织中#具有低免疫原性*高
度自我更新和多向分化潜能#在体外特定条件下能分
化为成骨细胞*脂肪细胞和软骨细胞等 + ", & 近年来#
YUMB在组织修复*神经保护*抗肿瘤治疗#特别是免疫
调节方面表现出巨大的应用潜能#YUMB的免疫调节作
用主要是通过与多种免疫细胞相互作用来实现#包括
S淋巴细胞*Z淋巴细胞*巨噬细胞*自然杀伤细胞*树
突状细胞*中性粒细胞以及骨髓源性抑制细胞等 + !a<, &
越来越多的研究证明#YUMB除了通过细胞间直接接触
外#主要依赖于旁分泌作用分泌可溶性细胞因子或者

细胞外囊泡等发挥生物学功能
+ <a., & 间充质干细胞来

源的外泌体'&EBEC2,O&')BFE&2E))BGEI(JEG E\3B3&EB#
YUMDE\3(是一种纳米级'直径 <#b"## C&(的细胞外
囊泡#携带多种功能性生物分子'蛋白质*&5V:*微小
5V:(#作为新的细胞间信息传递物质#在特定环境中
能模拟其母系细胞的生物活性#调节多种免疫细胞的
免疫反应活性#包括 S淋巴细胞*Z淋巴细胞以及单核
细胞等

+ -, & 人脐带间充质干细胞 ' ,*&'C *&L()(2')
23IG &EBEC2,O&')BFE&2E))B#,kMDYUMB(因取材方便*
增生能力强以及不涉及伦理问题等优点逐渐成为主要

的干细胞来源
+ 0, & 人脐带间充质干细胞来源的外泌

体 ' ,*&'C *&L()(2')23IG &EBEC2,O&')BFE& 2E))B
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GEI(JEG E\3B3&EB#,kMDYUMDE\3(已被证实具有与其母
细胞相似的免疫调节功能

+ 7, #能缓解鼠实验性自身免
疫性疾病#如自身免疫性葡萄膜炎*急性移植物抗宿主
病和急性肝功能损伤等的发生和发展

+ ;a"#, & 干燥综合
征' UAnHIECjBBOCGI3&E#UU(是一种慢性系统性自身免
疫性疾病#其特点是以唾液腺和泪腺为主的外分泌腺
内淋巴细胞浸润#主要表现为口腔和眼部干涩 + "", & UU
属于较为严重和难治的干眼类型之一

+ "!, & 最新的研
究显示#巨噬细胞在 UU 的发病机制中扮演了重要角
色

+ "<a"-, & 此外#巨噬细胞表型转变在慢性炎症过程中
发挥关键性作用

+ "0, #而目前 ,kMDYUMDE\3对巨噬细胞
的免疫调控作用尚不明确& 本研究中拟用 !射线照
射过的兔泪腺上皮细胞体外激活自体外周血淋巴细胞

模拟特异性炎症环境#探讨 ,kMDYUMDE\3对兔自身免
疫性干眼外周血单核巨噬细胞表型以及相关细胞因子

表达的影响&

;8材料与方法

;1;4材料
;1;1;4实验动物4选用普通级健康无眼疾成年新西
兰雌性大白兔 0 只'北京维通利华实验动物技术有限
公司提供(#体质量为 <e.b.e# PH& 应用随机数字表
法将 0 只实验兔随机分为正常对照组和干眼模型组#
每组 < 只& 实验动物的使用和喂养遵循国家科学技术
委员会颁布的/实验动物管理条例0& 本研究方案经
天津医科大学眼科医院伦理委员会审批 '批文号"
S[88!#";"!"7##"(&
;1;1?4主要试剂及仪器4小鼠抗人 M=$*M=0<*M=;"
单克隆抗体'美国 :L2'&公司()小鼠抗人 #D'2F(C 抗体
'北京中杉金桥生物技术有限公司()R56标记马抗小
鼠 ?Ĥ 二抗'美国 MUS公司()淋巴细胞分离液'美国
%̂公司()5V:提取试剂 SI(_3)'美国 ?CJ(J3HEC 公司()

U8Z5 ÎEEC ! 倍 Y'BFEIY(\*逆转录试剂盒 '美国
S,EI&3公司()$型胶原酶*=Y%Y培养基*56Y?D"0.#
培养基*=Y%Y@9"! 培养基*胎牛血清'美国 (̂L23公
司()9(23))粉*油红 >*茜素红 U'美国 U(H&'公司()ZM:
蛋白 定 量 试 剂 盒 '北 京 康 为 世 纪 有 限 公 司 (&
7$##RS9:USIE')DF(&E6M5仪'爱普拜斯应用生物系统
贸易上海有限公司()Z̀ -< 型光学显微镜'日本 >)O&N*B
公司()Z(3UNE2FI*&."#凝胶成像仪'美国k]6公司(&
;1?4方法
;1?1;4,kMDYUMB的分离培养4获得家属知情同意
并签署知情同意书后#取足月健康剖宫产胎儿脐带#将
其浸泡在含双抗的磷酸盐缓冲液 ' N,3BN,'FEL*KKEIEG

B')(CE#6ZU(中充分洗涤#并剔除脐带动静脉#将剩余组
织剪至 "b! &&<

大小后转移至 "## &)血浆瓶中#加入
质量分数 #e"f$型胶原酶#在 <7 o水浴摇床消化 " ,#
消化完毕后用 !## 目滤网过滤#消化不完全的组织用质
量分数 #e#-f胰蛋白酶继续消化 !# &(C 后加胎牛血清
终止消化#收集 ! 次消化的滤液#离心半径 "# 2&#
" ;## I@&(C 离心 "# &(C#弃上清#沉淀部分用含体积分
数 "#f胎牛血清的 =Y%Y@9"! 培养液重悬并接种至细
胞培养皿中#于 <7 o*体积分数为 -f M>! 细胞培养箱

中培养& 每 !b< 天换液 " 次#待细胞融合率达到 ;#f时
消化传代#取生长良好的 <b- 代细胞进行实验&
;1?1?4 ,kMDYUMB表面抗原的鉴定4采用逆转录
6M5鉴定 ,kMDYUMB表面抗原& 将第 < 代生长良好的
,kMDYUMB经 #e!-f胰蛋白酶消化#离心收集细胞#取
"p"#7

细胞加入 " &)SI(_3)提取总 &5V:#根据逆转录
试剂盒说明书合成 2=V:#以 2=V:为模板于 !- %)的
反应体系中进行 6M5扩增#6M5引物由苏州金唯智生
物科技有限公司合成#引物序列见表 "#其中 :̂6=R
为内对照& 反应结束后#6M5产物用质量分数 "e-f
琼脂糖凝胶电泳#电压为 "## ]#约 .# &(C 后#凝胶成
像仪成像&

表 ;8逆转录 =F<引物序列

基因 引物序列'-1D<1 (

M7N)9 正义链"MŜ ^̂ MS:M:MŜ :̂ M:MM

反义链"::̂ Ŝ ŜM̂ SŜ :̂ ^̂ M::Ŝ

D)@C 正义链"^̂ :̂ :Ŝ ^̂ :::MSŜ Ŝ̂ ^

反义链"::Ŝ :MSSMŜ :̂ :̂::̂ ^̂ ::S

D)YH 正义链"Ŝ SMSSMM:MSM̂ Ŝ̂ M̂ SMSM

反义链"MŜ Ŝ:MSSMM::̂ ^̂ S:MS:̂ Ŝ̂ SS

D)HH 正义链"M:̂ SM:M:̂ :MMŜ MMM::Ŝ

反义链"::MMSMMŜ ::̂ Ŝ MŜ MSMM

D)HG 正义链"MŜ :̂ :̂̂ M::̂ :̂:̂ MM::SM

反义链" M̂M:MM::MŜ ::̂ M̂Ŝ ::MS

D)\Y 正义链" :̂̂ Ŝ̂ MMŜ MŜ ^̂ ::̂ S

反义链"SM::Ŝ ^̂ M̂ :MM̂ :̂S:

D)ABG 正义链"MMMŜ Ŝ:MS:::̂ :::̂ :̂ MSŜ SŜ M̂

反义链"SM̂ :M:̂ :̂S:SŜ :MM:MM̂ MMSM

9!7])T 正义链" :̂M̂ ŜMŜ M̂̂ M̂SŜ ::

反义链":M:SŜ Ŝ̂ :SM̂ :̂̂ S:S:̂ SŜ :̂

4注"6M5"聚合酶链式反应) :̂6=R"磷酸甘油醛脱氢酶)RT:D=5"人

类白细胞抗原 =5

;1?1@4,kMDYUMB成骨*成脂诱导分化4' "(成脂分
化4取第 < 代 ,kMDYUMB#消化后调整细胞密度为 "p
"#- @&)接种于 0 孔板中#加入成脂诱导培养基诱导 < G
后#改用普通培养基培养 !. ,& <b- 次循环后#加入普
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通培养基继续培养 7 G#然后细胞固定#行油红 >染
色#光学显微镜下鉴定脂滴& ' !(成骨分化4取第 <
代 ,kMDYUMB#消化后调整细胞密度为 "e-p"#. @&)接
种于 0 孔板中#待细胞融合率为 0#f时#加入成骨诱导
培养基#每 < 天换液 " 次#诱导后 < 周#细胞固定#行茜
素红 U 染色#光学显微镜下鉴定钙结节&
;1?1A4,kMDYUMDE\3的提取4选择状态良好的第 <b
- 代 ,kMDYUMB#使用含体积分数 "#f无外泌体血清的
=Y%Y@9"! 培养液培养 .; , 后#收集培养上清液& 采
用超速离心法#将上清液在 . o条件下依次按照 <##p&
离心 "# &(C* ! ###p& 离心 "# &(C* "# ###p& 离心
<# &(C 的顺序去除杂质*死亡细胞以及大的细胞外囊
泡& 最后以 "## ###p& 离心 7# &(C#弃上清#沉淀用
6ZU 重悬后#再经 "## ###p& 离心 7# &(C#得到富含外
泌体的沉淀#用 !## %)6ZU 重悬#采用 ZM:法蛋白定
量#直径 #e!! %&滤膜过滤除菌#a;# o保存待用&
;1?1G4,kMDYUMDE\3的鉴定4 ' "(透射电子显微镜
下鉴定外泌体形态4取上述外泌体悬液 "# %)#6ZU 稀
释 "# 倍后#取 !# %)用质量分数 !f多聚甲醛固定#滴
于载样铜网上#室温下静置 " &(C#自然干燥后#滴加磷
钨酸负染 " &(C#滤纸从铜网边缘吸除多余染液#白炽
灯下烤 "# &(C#透射电子显微镜下观察并拍照&
'!(cEBFEIC L)3F法鉴定外泌体表面蛋白 M=$*M=0< 和
M=;" 表达情况4取 -# %H外泌体总蛋白#加入 - 倍上
样缓冲液#$- o加热 "# &(C#使蛋白变性& 质量分数
"!f U=UD6:̂ %电泳#湿转蛋白至 6]=9膜#质量分数
-f脱脂奶粉室温封闭 ! , 后# 加入一抗 #D'2F(C
'" h" ### (* M=0< ' " h-## (* M=$ ' " h-## (* M=;"
'" h-##(于 . o孵育过夜#SZUS洗膜#加入相应二抗
'" h" ###(室温下孵育 ! ,#洗膜后加入 %MT显影液#
用自动显影机曝光&
;1?1H4外周血单个核细胞的分离4用静脉采血针从
兔耳中动脉采血#每只兔抽取肝素抗凝血 !# &)#用
6ZU 稀释 < 倍#将 .# &)稀释血缓慢加到 "# &)淋巴细
胞分离液上#! ### I@&(C 离心 !# &(C#离心后管内分 <
层#在上*中层界面处有白色云雾状狭窄条带#以单个
核细胞为主#包括淋巴细胞和单核细胞#吸取此层细
胞#加 6ZU 洗涤#! ### I@&(C 离心 "# &(C#弃上清#加
入含 "#f胎牛血清的 56Y?"0.# 培养基重悬细胞&
;1?1I4自体细胞混合培养体系的建立4参照 T(
等

+ "7,
的方法#将兔麻醉后摘取左下泪腺#分离提纯兔

泪腺上皮细胞#调整细胞密度为 "p"#- @&)#接种于 $0
孔板& 培养 ! G 的兔泪腺上皮细胞经 !- Ô!射线照
射后#与相同密度的外周血单个核细胞 ' NEI(N,EI')

L)33G &3C3C*2)E'I2E))B#6ZYMB(混合培养& 共培养后
< G#每孔加入终质量浓度为 - %H@&),kMDYUMDE\3#同
时设置加入等容积 6ZU 作为 6ZU 对照组#继续培养
.; ,#收集 6ZYMB&
;1?1J4自身免疫性兔干眼模型的建立46ZYMB与兔
泪腺上皮细胞混合培养后 - G#收集激活的自体淋巴细
胞#加 6ZU 配制 !p"#0 @&)的细胞悬液 " &)#耳缘静脉
输注同一供体)摘除正常对照组左侧泪腺#同时耳缘静
脉输注 " &)6ZU& 注射前和注射后每 ! 周监测临床干
眼评估指标#确定造模成功#饲养至 ; 周后#注射戊巴
比妥钠 -0 &H@PH处死实验兔并摘取泪腺&
;1?1K4巨噬细胞表型分子及其不同极化状态下相关
细胞因子 &5V:相对表达量的检测4采用实时荧光
定量 6M5检测巨噬细胞表型分子及其不同极化状态
下相关细胞因子 &5V:相对表达量& 取泪腺组织以
及 ,kMDYUMDE\3处理后 6ZYMB加入适量 SI(_3)提取
总 5V:#逆转录制备 2=V:#以 2=V:为模板#M7N)9
基因为内参#严格按照说明书进行 6M5#各引物序列
见表 !& 各指标均重复检测 < 次#相对定量结果分析

采用 !a&&MF
法&

表 ?8实时荧光定量 =F<检测目的基因引物序列

基因 引物序列'-1D<1 (

M7N)9 正义链"^̂ Ŝ̂ Ŝ̂ :̂MMSM:Ŝ Ŝ

反义链"M̂ Ŝ̂ ŜSŜ :̂ ^̂ MSMSS:

O5:]! 正义链"MSMŜ MMSM:SMSŜ ^̂ SSMSS

反义链"^̂ Ŝ SSMŜ SSSMSMŜ ŜS:̂ Ŝ Ŝ S

O!]H 正义链" M̂:MSMM̂ M̂:̂ SSMS:MMS

反义链"MSMM̂ Ŝ MSMMSŜ ::̂ M:

O!]AB 正义链"^̂ MŜ :̂ M̂Ŝ M̂ :M::S

反义链"Ŝ MMSŜ MSMSŜ SSSSM:M:

4M5]" 正义链"M::̂ :̂MMŜ ^̂ MŜ :̂:

反义链":̂ M̂:̂ ::̂ SŜ M̂̂ Ŝ Ŝ:

O!]A" 正义链"MSMMŜ MM::MMMS:M::M::

反义链"SMM:̂ :̂ MM:M::M̂ :MŜ :

:1W@ 正义链"SMM:MM:̂ :̂̂ :Ŝ MSM::MS

反义链"Ŝ ^̂ SSSSMM:M̂ MMSMS:M

7,&A 正义链" :̂:̂ S::MSM̂ ::M̂ Ŝ̂ ::M:M:

反义链"SMMM̂ :̂ M::MSMM::::̂ :

D)@BJ 正义链"MŜ :S:̂ :Ŝ :̂̂ ^̂ Ŝ :̂ Ŝ:M:

反义链"MM:̂ :S:̂ :M̂ M:Ŝ MŜ :MSSM

4:5]# 正义链":̂ MSSMSM̂ ^̂ MMMŜ :̂ S

反义链"MM:MSŜ M̂ ^̂ SSŜ MS:MS

4注"6M5"聚合酶链式反应) :̂6=R"磷酸甘油醛脱氢酶)?9V"干扰素)

?T"白细胞介素)Ŝ 9"转化生长因子)V>U"一氧化氮合酶):IH"精氨酸

酶)SV9"肿瘤坏死因子
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;1@4统计学方法
采用 Î'N,6'G 6I(B&0 软件'软件序列号" 6̂c0D

;""-"7D5[[RDM!"<:#美国 Î'N,6'G 公司(进行统计分
析#定量资料经 c检验证实呈正态分布#以 &E'ClU=
表示#正常对照组与干眼模型组一氧化氮合酶 !' C(FI(2
3\(GEBOCF,'BE!# V>U! (* 肿瘤坏死因 子 "' F*&3I
CE2I3B(BK'2F3ID"#SV9D"(*白细胞介素D"#'(CFEI)E*P(CD
"##?TD"#(*精氨酸酶 " ''IH(C'BE"#:IH" (*M=!#0*
?TD"# 的比较#以及 6ZU 对照组与 ,kMDYUMBDE\3组
V>U!*SV9D"*?TD"#*干扰素D!'(CFEIKEI3CD!#?9VD!(*
:IH"*M=!#0*转化生长因子 #' FI'CBK3I&(CHHI3QF,
K'2F3ID##Ŝ 9D#(*?TD"#*?TD. 的比较采用独立样本 -检
验& Nm#e#- 为差异有统计学意义&

?8结果

?1;4,kMDYUMB形态观察及表型鉴定
采用胶原酶消化法分离 ,kMDYUMB#培养至第 - 天

左右#倒置显微镜下可见仅有极少量细胞贴壁#主要呈
梭形或多角形'图 ":(& 传代培养至第 < 代#细胞形态
均匀一致#呈成纤维细胞样的长梭形#集落细胞的中心
呈漩涡状'图 "Z(& 逆转录 6M5检测结果显示#第 <
代 ,kMDYUMB高表达间充质干细胞标志物 M=..*M=7<*
M="#- 和 M=!$#不表达或者低表达造血干细胞标志物
M=.-*M=<. 和 YRMD$类抗原 RT:D=5'图 !(&

BA200μm 500μm

图 ;8/mF+EMF%的形态观察4:"原代分离 ,kMDYUMB培养至第 -
天#倒置显微镜下可见极少量梭形或多角形贴壁细胞 '标尺 q
!## %&(4Z",kMDYUMB培养至第 < 代#呈成纤维细胞样的长梭形#
涡旋状排列'标尺q-## %&(

1500bp

500bp
200bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

图 ?8逆转录 =F<检测第 @ 代 /mF+EMF%表面抗原的表达4体外
扩增培养的 ,kMDYUMB高表达 M=..*M=7<*M="#- 和 M=!$#不表达
或者低表达 M=.-*M=<. 和 YRMD$类抗原 RT:D=54""空白对照4
!"M=..4<"RT:D=54."M=7<4 -"M="#-4 0"M=<.4 7"M=.-4
;"M=!$4$" :̂6=R4"#"=V:Y'IPEI

4

?1?4,kMDYUMB成骨*成脂诱导分化
第 < 代 ,kMDYUMB成骨诱导后 < 周#经茜素红 U

染色#光学显微镜下可见明显的橘红色钙结节 '图
<:(& 成脂诱导后 < 周用油红 >染色#光学显微镜下
可见细胞内有红色圆形脂滴'图 <Z(&

BA200μm 100μm

图 @8/mF+EMF%成骨成脂诱导图像4:",kMDYUMB向成骨细胞分
化#光学显微镜下可见大量橘红色钙结节'茜素红 U#标尺q!## %&(
Z",kMDYUMB向成脂细胞分化#光学显微镜下可见细胞内有红色圆
形脂滴'油红 >#标尺q"## %&(

4

?1@4,kMDYUMDE\3鉴定
透射电子显微镜下可见一群呈圆形或椭圆形杯状

结构的膜性小囊泡#直径为 <#b"## C&#内含低电子密
度成分 '图 .:(& cEBFEIC L)3F检测结果显示# ,kMD
YUMDE\3表达外泌体特异性蛋白 M=$*M=0< 和 M=;"
'图 .Z(&

200nm BA

hUC�MSC�exo

CD9

CD81

CD63

β�actin

22000

26000

26000

42000

图 A8/mF+EMF+(B" 的鉴定4:"透射电子显微镜下可见外泌体为
圆形或者椭圆形膜性小囊泡#直径为 <#b"## C&'标尺q!## C&(4
Z"cEBFEIC L)3F检测结果显示 ,kMDYUMDE\3表达外泌体特异性蛋白
M=$*M=0< 和 M=;"4注",kMDYUMDE\3"人脐带间充质干细胞来源外
泌体0#D'2F(C"#D肌动蛋白

4

?1A4兔干眼模型泪腺组织中巨噬细胞表型分子及相
关细胞因子 &5V:的相对表达

实时荧光定量 6M5检测结果显示#干眼模型组泪
腺组织中 Y" 型巨噬细胞表型分子 V>U! &5V:以及
炎性因子 SV9D"*?TD"#&5V:相对表达量较正常对照
组明显升高#差异均有统计学意义'-q<e-;#Nm#e#-0
-q.e!-#Nm#e#-0-q0e"!#Nm#e#"(0Y! 型巨噬细胞表
型分子 :IH"*M=!#0 &5V:以及抗炎因子 ?TD"# &5V:
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表 @8正常对照组与干眼模型组泪腺组织中巨噬细胞表型分子及
相关细胞因子 )<N7相对表达量比较')(-&OMP(

组别 样本量 V>U! SV9D" ?TD"# :IH" M=!#0 ?TD"#

正常对照组 < "e##l#e#< "e#"l#e#! "e#"l#e#" "e##l#e## "e##l#e## "e#"l#e#"

干眼模型组 < <e#0l"e## !e77l#e7! "e<#l#e#; #e--l#e#7 #e0#l#e"< #e0-l#e".

-值 <e-; .e!- 0e"! "#e0- -e"; .e!0

N值 #e#! #e#" m#e#" m#e#" m#e#" #e#"

4注"V>U"一氧化氮合酶)SV9"肿瘤坏死因子)?T"白细胞介素):IH"精氨酸酶'独立样本-检验(

表 A8=QM对照组与 /mF+EMF+(B" 组 E; 型巨噬细胞表型分子
及细胞因子 )<N7相对表达量的比较')(-&OMP(

组别 样本量 V>U! SV9D" ?TD"# ?9VD!

6ZU 对照组 < #e$;l#e#< "e#<l#e"" "e##l#e#; #e$$l#e#-

,kMDYUMDE\3组 < #e-$l#e#; #e-0l#e#7 #e.7l#e#. #e$;l#e!"

-值 7e7! 0e.7 "#e0- #e#;

N值 m#e#" m#e#" m#e#" #e$.

4注"6ZU"磷酸盐缓冲液),kMDYUMDE\3"人脐带间充质干细胞来源外泌体)V>U"一氧化氮合

酶)SV9"肿瘤坏死因子)?T"白细胞介素)?9V"干扰素'独立样本 -检验(

表 G8=QM对照组与 /mF+EMF+(B" 组 E? 型巨噬细胞表型分子
及细胞因子 )<N7相对表达量的比较')(-&OMP(

组别 样本量 :IH" M=!#0 Ŝ 9D# ?TD"# ?TD.

6ZU 对照组 < "e"#l#e"7 "e#"l#e#0 "e#-l#e"# #e$;l#e#< "e#"l#e#<

,kMDYUMDE\3组 < !e"<l#e!; "e<!l#e#< "e-<l#e!# "e.7l#e#; "e-"l#e"0

-值 -e.. 7e;; <e00 "#e#< <e<"

N值 #e#" m#e#" #e#! m#e#" #e#<

4注"6ZU"磷酸盐缓冲液),kMDYUMDE\3"人脐带间充质干细胞来源外泌体):IH"精氨酸酶)

Ŝ 9"转化生长因子)?T"白细胞介素'独立样本 -检验(

相对表达量较正常对照组明显降低#差异均有统计学
意义'-q"#e0-#Nm#e#")-q-e";#Nm#e#")-q.e!0#Nm
#e#-('表 <(&
?1G4,kMDYUMDE\3对 6ZYMB中巨噬细胞表型分子及
相关细胞因子 &5V:相对表达量的影响

实时荧光定量 6M5检测结果显示#6ZYMB经
,kMDYUMDE\3作用后 Y" 型巨噬细胞表型分子 V>U!
&5V:以及炎性因子 SV9D"*?TD"#&5V:较 6ZU 对
照组显著降低#差异均有统计学意义 '-q7e7!#Nm
#e#")-q0e.7#Nm#e#")-q"#e0-#Nm#e#"(#而炎性因
子 ?9VD!&5V:相对表达量在 ! 个组中的表达量比较
差异无统计学意义'-q#e#;#Nr#e#-('表 .()Y! 型巨
噬细胞表型分子 :IH"*M=!#0 &5V:以及抗炎因子
Ŝ 9D#*?TD"#*?TD. &5V:相对表达量较6ZU 对照组显
著升高#差异均有统计学意义 '-q-e..#Nm#e#-)-q
7e;;#Nm#e#")-q<e00#Nm#e#-)-q"#e#<#Nm#e#")-q
<e<"#Nm#e#-('表 -(&

@8讨论

近年来#YUMB由于其独特的免疫调节功能逐渐成
为自身免疫性疾病领域的研究热点#已广泛应用于系
统性红斑狼疮*UU*系统性硬化以及自身免疫性葡萄膜
炎等的研究中

+ ";a!#, & 已有研究表明#同种或者异种
YUMB对实验性鼠或者狗干眼模型有一定的治疗效
果

+ !"a!., & 我们前期研究发现#静脉输注 ,kMDYUMB或
兔脂肪来源的 YUMB能有效缓解兔自身免疫性干眼的
病情进展

+ "7#!-, #且在发病前预防性输注 ,kMDYUMB能
够取得和输注兔脂肪来源 YUMB相似的治疗效果& 但
静脉输注 YUMB可能引发静脉栓塞#甚至有成瘤风险#
因此其在临床上的应用具有一定的局限性#新型的解
决方法亟待提出

+ !0, & 外泌体已被证实是 YUMB发挥
治疗作用的重要媒介#它可以通过内吞作用#或与胞膜
直接融合的方式进入细胞质#或是通过受体a配体间

相互作用#将携带的生物信息传递给靶
细胞#从而发挥生物学功能#调节异常
微环境

+ ", & 越来越多的研究显示#外泌
体有望成为未来替代干细胞治疗的新

手段
+ -, &
已有文献报道#YUMDE\3可通过调

节 S细胞免疫应答来发挥免疫调控能
力

+ !7, & 我们前期体外实验结果显示#
,kMDYUMDE\3能上调 6ZYMB中 SIEH细
胞分化#而对 S," 和 S,"7 细胞分化的
抑制作用不明显& 有研究提出 YUMDE\3
对 SIEH细胞的作用与抗原递呈细胞密
切相关

+ !;, & 巨噬细胞是机体内重要的
天然免疫细胞#属于专职抗原递呈细
胞#在维持机体稳态*免疫防御以及炎
症调控过程中发挥关键作用

+ "0, & 巨噬
细胞有 ! 种极化类型#即经典活化的
Y" 型和选择性活化的 Y! 型#其中#Y"
型巨噬细胞主要由脂多糖或 S," 类细
胞因子 ?9VD!诱导极化#其特征是高表
达 V>U!#产生 ?TD"#*SV9D'等炎性因
子#促进炎症反应)而 Y! 型巨噬细胞#
包括 Y!'*Y!L*Y!2等亚型#主要由
S,! 类细胞因 ?TD.*?TD"< 等诱导生成#
其特征是高表达 M=!#0 和 :IH"#分泌抗
炎因子 ?TD"#*Ŝ 9D#等#控制炎症发展#
促进组织修复

+ !$a<#, & 由于其高度的可
塑性及异质性#巨噬细胞在不同微环境

!$-;!中华实验眼科杂志 !#"$ 年 "" 月第 <7 卷第 "" 期4M,(C [%\N >N,F,')&3)#V3JE&LEI!#"$#]3)1<7#V31""
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中表现出一个连续动态的活化状态并具有功能上的差

异
+ <", & 已有研究证明#巨噬细胞在 UU*自身免疫性葡

萄膜炎*年龄相关性黄斑变性及糖尿病视网膜病变等
免疫相关眼病的发生和发展中发挥重要作用

+ <!a<-, &
Y" 型和 Y! 型巨噬细胞间的平衡与组织的免疫

炎症密切相关& 在单纯环境因素诱导的小鼠干眼模型
中#结膜和角膜中浸润的巨噬细胞以 Y" 型为主 + !$#<0, )
?Q'B'等 + <7,

发现在 UU 小鼠模型中#Y" 巨噬细胞在唾
液腺中的聚集会加重炎症反应& 尽管 g,3* 等 + "<,

在基

因敲除鼠 UU 干眼模型中发现泪腺和角膜中浸润的巨
噬细胞局部放大炎症反应#破坏组织稳态#促进自身免
疫性干眼的发展#但并未对泪腺中浸润巨噬细胞表型
进行研究& 本研究中成功建立抗原特异性 S细胞诱
导的兔自身免疫性干眼模型#与鼠干眼模型相比#该模
型已被证明能极大地模仿人类 UU+ <;, & 本研究中实时
荧光定量 6M5结果显示#与正常对照组比较#干眼模
型组泪腺组织中 Y" 型巨噬细胞表型分子 V>U!
&5V:表达显著增加# Y! 型巨噬细胞表型分子
M=!#0*:IH" &5V:表达显著减少#说明泪腺组织中浸
润的巨噬细胞以炎性表型'Y" 型(为主&

研究发现#在糖尿病*类风湿性关节炎*系统性红
斑狼疮等疾病中#,kMDYUMB输注后病变部位局部巨
噬细胞从Y" 型转变为Y! 型 + <$a.", & =* 等 + .!,

用 6WRD
!0 荧光染料标记的 YUMDE\3与 6ZYMB共孵育后#在
激光扫描共焦显微镜下可以观察到 YUMDE\3被 M=".d

单核细胞内化#提示 YUMDE\3可以直接与单核巨噬细
胞相互作用& 另外#有研究提出在系统性免疫疾病中
应用 ?TD"#或者脂多糖预处理 ,kMDYUMB后分离提纯
的 ,kMDYUMDE\3能驱动 Y! 巨噬细胞极化#缓解炎症
反应#提示 YUMDE\3在 YUMB对巨噬细胞的调控过程
中起重要作用

+ .<a.., & 而目前 ,kMDYUMDE\3对于自身
免疫性干眼中巨噬细胞极化的调控作用尚未见报道#
在特异性炎症微环境中#初始生理状态的 ,kMDYUMD
E\3对兔自身免疫性干眼外周血中单核巨噬细胞表型
的调控作用还不清楚&

本研究中将分离提纯的泪腺上皮细胞用 !射线
照射后#与干眼模型组 6ZYMB混合培养#体外激活自
体外周血淋巴细胞#结果显示在这种特异性炎症微环
境中#6ZYMB经 ,kMDYUMDE\3作用后#Y" 型巨噬细胞
表型分子 V>U! &5V:表达明显下调#Y! 型巨噬细胞
表型分子 M=!#0*:IH" &5V:表达明显上调#提示
,kMDYUMDE\3诱导 Y" 型巨噬细胞表型向 Y! 转变&
同时# S,! 类细胞因子 ?TD. 以及抗炎因子 ?TD"#*
Ŝ 9D#&5V:表达明显增加#炎性因子 SV9D"*?TD"#

&5V:表达明显下降#而 ! 个组间 ?9VD!&5V:表达
量比较差异无统计学意义& 细胞因子的合成和分泌是
反映细胞状态的重要标志& Y! 型巨噬细胞可以分泌
多效性免疫抑制因子 ?TD"# 和 Ŝ 9D##同时#这些抗炎
因子又协同 ?TD. 进一步诱导巨噬细胞向 Y! 型极化#
形成一个正反馈循环

+ .-, & Y" 型巨噬细胞分泌的炎性
因子 SV9D"和 ?TD"#可诱导炎症反应#参与多种炎性
疾病和自身免疫性疾病的发生和发展#成为阻断治疗
的关键靶点

+ .0a.7, & 值得注意的是#研究发现 ?TD"#在
UU 患者 6ZYMB中阳性表达且与病变程度相关 + .;, )
SV9D"&5V:在 UU 相关干眼患者的结膜组织中表达
升高

+ .$, )本研究中在兔自身免疫性干眼模型的泪腺组
织中也发现 SV9D"和 ?TD"#&5V:表达显著增加#而
抗炎因子 ?TD"# &5V:表达显著下调& 由此可推测#
,kMDYUMDE\3通过调控巨噬细胞表型#同时促进 ?TD
"#*Ŝ 9D#分泌#抑制 SV9D"和 ?TD"#分泌#可能具有
缓解自身免疫性泪腺炎的作用&

综上所述#本研究表明 ,kMDYUMDE\3可诱导兔自
身免疫性干眼外周血中单核巨噬细胞向抗炎性 Y! 表
型极化#抑制巨噬细胞相关炎性因子 SV9D"和 ?TD"#
分泌#同时升高抗炎因子 ?TD"# 和 Ŝ 9D#表达#具有抑
制炎症反应的潜能& 尽管已有研究开展应用 YUMDE\3
治疗系统性自身免疫性疾病的临床试验

+ -#, # 但
YUMDE\3的免疫调节机制仍不十分清楚& 鉴于巨噬细
胞是重要的炎症免疫调控细胞# 以上结果提示
YUMDE\3的免疫作用机制可能与巨噬细胞表型及功能
的调控有关#这为其更好地应用于临床免疫性眼病的治
疗提供了新的思路和实验基础& YUMDE\3在自身免疫
性干眼体内是否发挥免疫治疗作用#调控巨噬细胞免疫
应答#减轻泪腺炎症反应#是我们下一步工作的重点&
利益冲突4所有作者均声明不存在利益冲突
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+<0,83* ?M#M3*IBEOŜ #Z('C 9#EF')1Y'2I3N,'HEN,EC3FONE(C F,E32*)'I
B*IK'2E3KE\NEI(&ECF')&*I(CEGIOEOEG(BE'BE+[,1:I2, ?&&*C3)S,EI
%\N 'c'IB_(#!#"-#0<'.( h!$$a<#.1=>?""#1"##7@B####-D#"-D#<<-D#1

+<7,?Q'B':# :I'P'P(5# R3C&'V# EF')1:I3&'F'BE23CFI3)BUAnHIEC
BOCGI3&ED)(PE)EB(3CBF,I3*H, &3C32OFE2,E&3F'2F(2NI3FE(CD" (C F'IHEF
3IH'C 'CG 'G(N3BEF(BB*ED'BB32('FEG &'2I3N,'HEB+[,1:& [6'F,3)#

!"0;!中华实验眼科杂志 !#"$ 年 "" 月第 <7 卷第 "" 期4M,(C [%\N >N,F,')&3)#V3JE&LEI!#"$#]3)1<7#V31""

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



!#"-#";-'"( h"-"a"0"1=>?""#1"#"0@A1'AN'F,1!#".1#$1##01
+<;,cE(5R#S,3&'B6Z#U'&'CF=Y#EF')1:*F3(&&*CEG'2IO3'GEC(F(B'CG

B(')'GEC(F(B(CG*2EG (C I'LL(FBLO(CFI'JEC3*B(CAE2F(3C 3K'*F3)3H3*B
)O&N,32OFEB'2F(J'FEG E\J(J3'H'(CBF)'2I(&')'CF(HECB+ [,1M3ICE'#
!#"!#<"'0( h0$<a7#"1=>?""#1"#$7@?M>1#L#"<E<";!<K;E.71

+<$,8(C 8# R'3 R# M,ECH 8# EF')1R*&'C *&L()(2')23IGDGEI(JEG
&EBEC2,O&')BFE& 2E))BG(IE2F&'2I3N,'HEN3)'I(_'F(3C F3'))EJ('FE
N'C2IE'F(2(B)EFBGOBK*C2F(3C (C FONE! G('LEF(2&(2E+[@>T,1ME))=E'F,
=(B#!#";#$ ' 7( h70# + !#"$ a#< a"# ,1,FFNB"@@QQQ1C'F*IE123&@
'IF(2)EB@B."."$D#";D#;#"D$1=>?""#1"#<;@B."."$D#";D#;#"D$1

+.#, U,(C SR#W(&RU#W'CHSc#EF')1R*&'C *&L()(2')23IG L)33GDBFE&
2E))BG(IE2F&'2I3N,'HEN3)'I(_'F(3C 'CG L)32P (CK)'&&'B3&E'2F(J'F(3C
F3'))EJ('FEI,E*&'F3(G 'IF,I(F(B+[@>T,1ME))=E'F, =(B#!#"0#7' "!( h
E!-!. + !#"$ a #< a #! ,1,FFNB"@@QQQ1C'F*IE123&@'IF(2)EB@
2GG(B!#"0..!1=>?""#1"#<;@2GG(B1!#"01..!1

+.",=ECHc#M,EC c#g,'CHg#EF')1YEBEC2,O&')BFE& 2E))BNI3&3FE
M=!#0 E\NIEBB(3C 'CG N,'H32OF(2'2F(J(FO3K&'2I3N,'HEBF,I3*H, ?TD0
(C BOBFE&(2)*N*BEIOF,E&'F3B*B+[,1M)(C ?&&*C3)# !#"-# "0" ' ! ( h
!#$a!"01=>?""#1"#"0@A12)(&1!#"-1#71#""1

+.!,=* 8Y#g,*'CB*C 8̀ #M,EC 5#EF')1YEBEC2,O&')BFE&2E))E\3B3&EB
NI3&3FE(&&*C3B*NNIEBB(3C 3KIEH*)'F3IOS2E))B(C 'BF,&'+[,1%\N
ME))5EB#!#";#<0<'"( h"".a"!#1=>?""#1"#"0@A1OE\2I1!#"71"!1#!"1

+.<, U3CH8#=3* R#T( #̀EF')1%\3B3&')&(5D".0'23CFI(L*FEBF3F,E
EC,'C2EG F,EI'NE*F(2EKK(2'2O3K(CFEI)E*P(CD"#DNI(&EG &EBEC2,O&')
BFE&2E))B'H'(CBFBENB(B+[,1UFE&ME))B#!#"7#<- ' -( h"!#;a"!!"1
=>?""#1"##!@BFE&1!-0.1

+..,S(=#R'3R#S3CHM#EF')1T6UDNIE23CG(F(3CEG &EBEC2,O&')BFI3&')
2E))B &3G(KO &'2I3N,'HE N3)'I(_'F(3C K3I IEB3)*F(3C 3K 2,I3C(2
(CK)'&&'F(3C J('E\3B3&EDB,*FF)EG )EFD7L+[@>T,1[SI'CB)YEG#!#"-#

"< h<#; + !#"$ a#< a#- ,1,FFNB"@@QQQ1C2L(1C)&1C(,1H3J@N&2@
'IF(2)EB@6YM.-7-.7#@1=>?""#1"";0@B"!$07D#"-D#0.!D01

+.-,:FI(M# *̂EIK')(9g#T'3*(C(=153)E3K,*&'C &'2I3N,'HEN3)'I(_'F(3C
(C (CK)'&&'F(3C G*I(CH(CKE2F(3*BG(BE'BEB+[,1?CF[Y3)U2(# !#";#
"$'0( h";#"+!#"$a#<a#0,1,FFNB"@@QQQ1C2L(1C)&1C(,1H3J@N&2@
'IF(2)EB@6YM0#<!"#7@1=>?""#1<<$#@(A&B"$#0";#"1

+.0,g,3* [#W'Q'(S#8* i16'F,3HEC(2I3)E3KECG3HEC3*BSV9D"(C F,E
GEJE)3N&ECF3KUAnHIECjBD)(PEB(')'GEC(F(B'CG BE2IEF3IOGOBK*C2F(3C (C
C3CD3LEBEG('LEF(2&(2E+[,1T'L ?CJEBF#!#"7#$7'.( h.-;a.071=>?"
"#1"#<;@)'L(CJEBF1!#"01"."1

+.7,c'CH9#c'CHW# *̀ c#EF')1U?5S- GEB*22(CO)'FEB'CG '2F(J'FEB
NOI*J'FEP(C'BEY! F3L)32P &'2I3N,'HE?TD"# NI3G*2F(3C 'CG F3
NIEJECF=UUD(CG*2EG 23)(F(B(C &(2E+[,1ME))5EN# !#"7# "$ ' "" ( h
!<<"a!<..1=>?""#1"#"0@A12E)IEN1!#"71#-1#0-1

+.;,W(& UW# M,3E [8# TEE R̂1%C,'C2EG E\NIEBB(3C 3K VT56<
(CK)'&&'B3&EDIE)'FEG (CK)'&&'F(3C (C NEI(N,EI')L)33G &3C3C*2)E'I
2E))B(C UAnHIECjBBOCGI3&E+[,1M)(C M,(&:2F'#!#"7#.7. h".7a"-.1
=>?""#1"#"0@A122'1!#"71#$1#"$1

+.$,M'KKEIOZ%#[3O2E%#REOCEC YT#EF')1i*'CF(K(2'F(3C 3K23CA*C2F(J')
SV9D"(C '+*E3*BDGEK(2(ECFGIOEOE+[,1>NF3&](BU2(#!#".#$"'!( h
"-0a"0!1=>?""#1"#$7@>6̀ 1#############"<<1

+-#,W3IGE)'BT#5EL&'CC ]#T*GQ(H:W#EF')1YUMDGEI(JEG E\3B3&EB"'
C3JE)F33)F3FIE'FF,EI'NODIEKI'2F3IOHI'KFDJEIB*BD,3BFG(BE'BE+ [,1
TE*PE&('#!#".#!;'.( h$7#a$7<1=>?""#1"#<;@)E*1!#".1."1

'收稿日期"!#"$a#0a!.4修回日期"!#"$a"#a#!(

'本文编辑"刘艳(

消4息

第二十届国际眼科学学术会议和第二十届国际视光学学术会议通知

44由全国十二省市医学会眼科分会*中国研究型医院学会眼科学与视觉科学专委会*复旦大学附属眼耳鼻喉科医院*温州医科大

学眼视光医院和上海赛诺瑞会展有限公司共同主办#复旦大学附属眼耳鼻喉科医院和上海赛诺瑞会展有限公司共同承办的第二十

届国际眼科学学术会议*第二十届国际视光学学术会议将于 !#!# 年 < 月 "$3!! 日在上海跨国采购会展中心'上海市普陀区光复

西路 !7<$ 号(举行&

届时#来自中国*美国及亚欧其他部分国家的眼科学领域和视光学领域的医生*专家*学者和知名厂商将云集上海出席本届会

议& 注册本届会议并符合相关要求的参会代表可获得国家级 ?类继续教育学分 ; 分#参加眼科继续教育学习班者可获得国家级 ?

类继续教育学分 "# 分& 同期将举行第七届国际角膜塑形学术论坛*中国研究性医院学会眼科学会与视觉科学专业委员会 !#!# 学

术年会&

论文投稿截止日期为 !#!# 年 ! 月 !; 日& 论文投稿只需提供摘要& 摘要要求"'"(-## 字以内规范格式书写)'!(四段式基本形

式'包括目的*方法*结果*结论()'<(投稿方式"在线投稿#大会官方网站"QQQ1233213IH12C&

注册费标准

付费日期 常规代表
团体 全日制在读学生

团体'同一单位 - 人以上( '凭有效学生证(
!#"$ 年 "! 月 <" 日前 ;## 元@人 0.# 元@人 .## 元@人
!#!# 年 " 月 " 日至 < 月 "! 日 $## 元@人 7!# 元@人 .-# 元@人
!#!# 年 < 月 "< 日以后及现场 " !## 元@人 " ### 元@人 0## 元@人

44大会微信公众平台

44大会秘书处"'"(参会联络4联系人"汤老师*陈老师)联系电话"#!"a-!00-0";*-!00;"7;)邮箱"IE')E\N3/

233213IH12C& '!(参展联络 联系人"陈小姐)电话"#!"a-!00-$<;& 联系人"黄先生)电话"#!"a-!00!<0;)邮箱"

IE')E\N3/B,"0<1CEF&

更多大会信息#欢迎浏览大会官方网站",FFN"@@QQQ1233213IH12C'6M端(),FFN"@@2332!#"$1&EG&EEF(CH1

3IH@'手机端(&
'会务组(
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