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""%摘要&"外泌体是由细胞分泌的小细胞外囊泡#携带许多生物分子#例如 *9C\*微小 9C\*蛋白质和转
录因子等) 外泌体在生理过程中发挥介导细胞间通讯的功能"在病理状态下#可以介导内皮细胞损伤*血管炎
症和血N视网膜屏障'f9f(功能障碍等病理过程#在糖尿病视网膜病变'89(的进展中发挥重要作用) 循环
外泌体来源广泛#与眼部及全身的基础代谢状态密切相关#其内容物含有大量生物学信息#可作为 89早期诊
断标志物的来源"糖尿病状态下#循环外泌体参与运输炎性因子和血管生成因子#通过激活内皮细胞进而破坏
f9f#可能作为 89新的治疗靶点"眼内各种细胞通过分泌外泌体的方式调节细胞增生和血管生成#视网膜色
素上皮细胞来源的外泌体可在体外促进血管生成#有助于揭示 89新生血管病变机制) 本文对外泌体在 89

的发病*诊断和治疗等方面的研究进展进行综述#为深入理解 89的发病机制和诊治提供全新的思路)
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""糖尿病视网膜病变'U,+;=S,7>=S,50@+S/W#89(是糖尿病的常

见并发症#是由长期慢性高血糖引起的视网膜微循环障碍#晚

期可发展为增生性 89' @>0-,X=>+S,?=U,+;=S,7>=S,50@+S/W#D89(#

常伴有增生性新生血管等严重并发症#如玻璃体积血和牵拉性

视网膜脱离#可导致不可逆的视力丧失 +!, ) 目前 89的发病机

制尚未完全明确#内皮细胞功能障碍导致血管闭塞*血管渗漏
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等微血管异常引起了视网膜功能障碍"血管炎性细胞浸润及促

炎因子累积等慢性炎症反应加剧了 89的发生和进展 +#, ) 目

前针对 89的治疗方式主要为激光光凝*抗血管内皮细胞生长

因子'?+17:-+>=5U0S/=-,+-V>0TS/ X+7S0># )̂iG(药物和玻璃体切

割术#但其可能造成神经损伤和视网膜萎缩等并发症 +$, ) 因此

进一步探索 89发病机制及开发新的治疗方法至关重要) 外

泌体是由活细胞分泌的细胞外囊泡'=AS>+7=--:-+>?=1,7-=1#)̂ 1(

之一#直径多分布在 $% F!(% 5*#含有蛋白质**9C\和微小

9C\'*,7>09C\#*,9C\(等物质) 起初外泌体被认为是细胞的

/尘埃0#在过去的几十年中#越来越多的证据表明其可能参与

细胞间通讯#调节炎症反应*血管生成和促凝过程 +', #在眼科疾

病的诊断和治疗中发挥重要作用
+(, ) 体液中外泌体数量和组

成的变化可能反映了 89的病理状态#本文就近年来外泌体在

89中的研究进展进行综述)

@:外泌体的生物特性

@6@"外泌体的形成

外泌体是由细胞膜 # 次内陷#经加工后释放的纳米级囊

泡$细胞膜第 ! 次内陷形成中空的内涵体#内涵体接收并加工

来自细胞核#高尔基体和内质网的成分 +E, #包括蛋白质*9C\*

脂质*小分子等#形成含有多个小囊泡的多囊泡体) 一部分多

囊泡体可与溶酶体或自噬小体融合而被降解"另一部分多囊泡

体通过细胞骨架和微管网络运输到质膜#通过膜融合经胞吐作

用将腔内小囊泡运输到细胞外#这些小囊泡被称为外泌体 +3, )

外泌体的形成过程与许多蛋白质相关#包括 9+1相关蛋白

iRD+1=9+;*分选转运复合体以及其他可作为外泌体标志物的

蛋白质#如四跨膜蛋白超家族蛋白 ']82*]8&!*]8E$(和 \-,A

等) 人体内绝大多数细胞都可以分泌外泌体#如内皮细胞*单

核细胞*淋巴细胞*白细胞和干细胞等 +&, #因此外泌体分布十分

广泛#目前#已从血浆*尿液*唾液*泪液*玻璃体等体液中成功

分离得到外泌体
+2, )

@6C"外泌体的分离与检测

外泌体存在于各种体液及细胞培养基上清液中#合适的分

离方法有助于下游实验的开展) 常见的外泌体分离方法有超

速离心*密度梯度离心*化学沉淀*免疫亲和捕获及尺寸排阻

等) 目前#传统超速离心法是分离外泌体的金标准 +!%, #其原理

为不同大小的囊泡沉降系数不同#产量较高#应用广泛) 密度

梯度离心是一种更严格的离心方法#各种细胞外囊泡因密度不

同分布在介质的不同层面#纯度较高#但产量较低) 化学沉淀

法操作较为简单#原理为蛋白质聚沉作用#但纯度较低#沉淀物

中常混有大分子蛋白) 免疫亲和捕获法是根据抗原抗体反应

原理捕获外泌体表面的标志物#该方法获得的外泌体纯度高但

活性较低) 尺寸排阻法是利用囊泡的不同直径进行梯度洗脱#

适合从高度复杂的体液中获得外泌体#且获得的外泌体具有较

高的生物活性
+!!, ) 尽管方法众多#仍没有一种方法可以同时

保证产量*纯度与活性) 以上方法可以在同一实验中根据实验

需求同时使用#以便获得更严谨的实验结果)

外泌体的纯度至关重要#可以从多个角度进行鉴定) 透射

电子显微镜是观察外泌体的直接方式#在电子显微镜下可以直

观地看到外泌体的盘状结构) 粒径检测是对所获得的外泌体

直径进行统计#一定程度上反映样品的纯度#常采取的方法有

动态光散射法和纳米颗粒跟踪分析技术) 另外#外泌体表面有

]8E$*]82 和 ]8&! 等标志蛋白以及 ]8$!*]8' 和 ]8!'' 等黏

附分子#可以通过 _=1S=>5 ;-0S法和流式细胞技术定量检测外

泌体
+!%, )

@6D"外泌体与靶细胞的作用方式

外泌体表面的双层脂质膜可保护其内容物不被降解) 外泌

体可通过体液循环到达靶细胞#实现远距离的细胞间信号交流)

外泌体和受体细胞存在多种结合方式#如配体N受体结合*与质

膜直接融合或被受体细胞直接摄取
+!#, ) 外泌体表面特异性配

体与靶细胞受体的相互作用可导致细胞内信号通路的激活) 外

泌体的摄取可通过吞噬作用*微胞饮作用*脂质筏介导的内吞作

用*氯氰菊酯依赖性或独立的内吞作用等内吞途径实现 +!#, )

C:循环外泌体在 H!中的研究进展

C6@"循环外泌体作为血管损伤的标志物

血浆和血清等血液成分是鉴定眼科疾病外泌体生物标志

物的理想来源#相较于房水和玻璃体等眼内容物#血液的获取

过程相对无创#糖尿病患者更容易接受#且获得的起始量大#方

便分离提取外泌体) 以往研究表明糖尿病患者血浆中存在大

量外泌体#通过转运促血管生成因子加重 89进展 +!$, ) 糖尿病

模型鼠和糖尿病患者血液中外泌体含量高于正常对照组
+!', )

外泌体数量的增加反映了糖尿病状态下细胞分泌活动增强#与

微血管并发症进展相关) +̀..=0等 +!(,
进一步分析了伴有或不

伴有 89的糖尿病患者与健康对照人群血浆 )̂ 1'含外泌体(

的 *,9C\ 表 达 谱# 并 通 过 荧 光 定 量 D]9 确 认 了 其 中

*,9<!(%<(@**,9<#!<$@ 和 *,9<$%;<(@ 的表达升高#可作为 89

的生物标志物) 同时#89患者的血浆 )̂ 1'含外泌体(可引起

周细胞脱离和周细胞及内皮细胞迁移#增加了周细胞和内皮细

胞的通透性并形成了血管样结构) 另一方面#外泌体中的蛋白

质也可反映内皮细胞功能) 据报道#精氨酸酶 ! '+>V,5+1=#

\>V!(与糖尿病诱导的内皮细胞衰老有关 +!E, ) l/+5V等 +!3,
对

糖尿病小鼠血清外泌体进行蛋白质组学分析发现其 \>V! 含量

增加#经内皮细胞摄取后可抑制一氧化氮生成#从而促进了糖

尿病相关血管内皮功能损伤) 以上结果均表明#循环外泌体的

数量及内容物#如 *,9C\和蛋白质等可以随 89进展而发生特

定变化#具有较高的特异性和敏感性#是理想的生物标志物)

随着分离技术的进步以及二代测序*蛋白质组学的发展#血浆

外泌体将成为极具潜力的生物标志物来源)

C6C"循环外泌体参与血管炎症反应

补体系统的激活和血管炎症反应可破坏正常的血N脑屏障

和血N视网膜屏障' ;-00U<>=S,5+;+>>,=>#f9f(#外泌体在此病理

过程中发挥重要作用) R0Y+>.等 +!$,
对比了糖尿病患者血浆外

泌体与无外泌体血浆的细胞因子及炎性因子水平#结果表明糖

尿病患者循环外泌体中含有大量细胞因子和血管生成因子#为

循环外泌体参与运送炎性因子从而促进血管生成提供证据)
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另外#糖尿病患者视网膜中的补体蛋白沉积可能与 89的发病

有关) Z:+5V等 +!',
证实 89患者血浆外泌体携带的补体数量

增加#经血液循环可到达视网膜微血管#促进 89患者视网膜

微血管渗漏) 在糖尿病患者体内炎症状态下#单核细胞与内皮

细胞联系尤为密切) 经高糖处理后#单核细胞被激活#其外泌

体 中 血 管 细 胞 黏 附 分 子<! ' ,5S=>7=--:-+> 7=--+U/=1,05

*0-=7:-=<!#P]\̀ <!(表达增加#可进一步激活内皮细胞#加剧血

管炎症
+!&, ) 由此可知#循环外泌体参与运输炎性因子*激活内

皮细胞等#在 89视网膜炎症反应中发挥重要作用)

C6D"循环外泌体调节血管生成

糖尿病的高血糖状态往往导致视网膜局部缺血缺氧#早期

表现为血管退化及无灌注区形成#晚期可见新生血管生成#严

重影响视网膜生理功能) 血管的退化和再生是一个复杂的生

物学过程#包括内皮细胞迁移*增生和管腔形成等) 内皮细胞

直接接触血液中的外泌体#多项研究证实内皮细胞可以摄取循

环外泌体
+!2, ) 外源性外泌体在调节血管生成方面发挥多种作

用) 内皮祖细胞衍生的外泌体在体外可增强血管内皮细胞的

增生和迁移能力#同时促进 )̂iG\* )̂iG受体 # ' )̂iG

>=7=@S0>## )̂iG9#(和内皮型一氧化氮合酶 '=5U0S/=-,+-5,S>,7

0A,U=1W5S/+1=#=COB(等血管生成相关因子表达 +#%, ) 人脐带血

血浆提取的外泌体':*;,-,7+-70>U ;-00U<=A010*=1#o]f<)A01(可

以促进成纤维细胞的增生和迁移#并增强内皮细胞的血管生成

活性
+#!, ) 研究表明 o]f<)A01中含有大量的 *,9<#!<$@#可通

过抑制磷酸酶和张力蛋白同源物和发芽同源物 ! 参与调解血

管生成
+#!, ) +̀..=0等 +!(,

也报道了 *,9<#!<$@ 在 D89患者血

浆 )̂ 1'含 外 泌 体 ( 中 高 表 达# 进 一 步 证 实 外 泌 体 通 过

*,9<#!<$@ 参与血管生成) 由此可见#循环外泌体富含促血管

生成因子#在特定条件下参与血管生成)

另一方面#研究证实血浆外泌体中也含有抑制血管生成的

成分) d,05V等 +##,
在 # 型糖尿病 '患者的外泌体中观察

到 *,9<#%;<(@ 显著上调#并且该 *,9C\能够通过调节 _5S2;K

)<7+S=5,5 信号传导抑制人脐静脉内皮细胞的血管生成) 这一

矛盾可能来源于外泌体的异质性#外泌体内部携带了母细胞的

生物信息#在膜上也存在大量的受体和配体#经血浆运输与体

内不同的靶细胞发生特异性结合#发挥各自作用) D89患者血

浆 )̂ 1'含外泌体(的 *,9C\测序结果也表明#血浆 )̂ 1中不

仅存在促血管生成因子#如 *,9<#!<$@ 和 *,9<!3<(@ 等#还存在

抑制内皮细胞增生的 *,9!(%<(@ 和 *,9<$'#<$@ 等 +!(, ) 总之#

血浆外泌体的来源较为复杂#可能是其作用不同的主要原因)

血浆外泌体如何在特定时间空间精确调控血管生成#有待进一

步研究)

D:血小板源性外泌体与 K!K

血小板的生理功能包括黏附*聚集和释放#长期的高血糖

状态可导致血小板异常活化#导致血栓形成进而破坏 f9f+#$, )

近期研究表明血小板释放的外泌体能够转移血小板细胞因子

和调节蛋白表达#最终导致 f9f结构和功能损伤#并促进 89

的进展) 来源于富血小板血浆的外泌体 ' @-+S=-=S>,7/ @-+1*+

=A010*=1#D9D<)A01(可以将一系列转录因子*细胞因子*趋化因

子和 *,9C\传递给受体细胞) l/+5V等 +#',
观察到糖尿病大鼠

血浆和视网膜中的 D9D<)A01水平高于正常大鼠#说明高血糖

是影响 D9D<)A01水平的关键因素) 进一步研究表明#D9D<

)A01通过 R0--样受体 ' 信号通路来介导高血糖诱导的视网膜

内皮损伤#并上调视网膜 P]\̀ <! 和闭锁小带蛋白<! 的表达#诱

导 f9f的降解 +#', ) 另一方面# ǹ--=>细胞是视网膜中神经胶

质细胞的主要类型#参与调节 f9f的紧密性) 来自糖尿病大

鼠的 D9D<)A01可以激活 m=1相关蛋白以及结缔组织生长因子

和纤连蛋白的表达#促进 ǹ--=>细胞发生增生和迁移#破坏
f9f的紧密性#引起视网膜纤维化病变形成#加重 89进展 +#(, )

高血糖状态下#D9D<)A01通过促凝及促炎作用进一步加重了

血小板应激造成的视网膜损伤#这对研究 89的发生和发展以

及探索潜在的治疗靶点具有非常重要的意义)

J:!ZP细胞源性外泌体与氧化应激

活性氧簇'>=+7S,?=0AWV=5 1@=7,=1#9OB(是含氧的反应性化

学物质#包括过氧化物和超氧化物等) 通常 9OB 的产生和消

耗保持平衡维持细胞正常生理活动#在高血糖*缺氧等状态下

引起的 9OB 积累会诱发视网膜局部炎症#线粒体功能障碍和

微血管功能障碍等) C+>:1=等 +#E,
发现糖尿病患者血清中的一

氧化氮*过氧化氢酶和脂质过氧化物等 9OB 代谢物水平与 89

进展相关) 过量的 9OB 可对视网膜多种细胞产生损伤#包括

色素上皮细胞* ǹ--=>细胞和感光细胞等) 视网膜色素上皮

'>=S,5+-@,V*=5S=@,S/=-,:*#9D)(是位于感光细胞和脉络膜之

间的单层膜#参与维持视网膜稳态#9D)细胞对各种氧化损伤

的刺激较为敏感) f,+1:SS0等 +#3,
对氧化应激条件下的 9D)细

胞源外泌体进行蛋白质阵列分析#结果表明氧化应激可诱导

9D)细胞分泌更多外泌体#并且其中参与细胞生存和代谢的蛋

白磷酸化程度增强) B>==Y:*+>等 +#&,
认为氧化应激环境破坏

f9f#使含有 +f<晶体蛋白的外泌体被 9D)细胞释放到基底膜

外侧) 在 89研究中#+f<晶状体蛋白被报道具有促血管生成

特性
+#2, ) 在 D89患者玻璃体液中检测到 +f<晶状体蛋白显著

增加
+$%, #且 805V等 +$!,

证实了 +f<晶状体蛋白在 D89患者增

生膜中与 )̂iG和 @<@$& \̀Dh共定位) 此外#\S,=5.+><\>07+

等
+$#,
报道氧化应激条件下 \9D)<!2 细胞释放更多含有

)̂iG9# 的外泌体#在体外促进血管生成) 以上研究表明#氧

化应激条件下 9D)释放的外泌体可促进 89进展#为抑制 89

异常血管生成提供了新的研究思路)

R:总结与展望

近几年#外泌体的分离和鉴定技术在不断发展#多种分离

方法的出现使得大量的生物体液和离体细胞来源的外泌体被

广泛研究#外泌体在眼科领域的研究也在不断深入) 血液中的

循环外泌体含有大量的生物信息#与眼部及全身的微血管状态

相关#特定条件下循环外泌体可以参与视网膜炎症反应及调节

血管生成等#其内容物的变化早于眼底改变#为 89的早期诊

断提供了新思路"89患者眼内高糖状态或氧化应激刺激可引
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起视网膜细胞分泌异常的外泌体#上游细胞通过分泌外泌体激

活下游细胞增生或凋亡信号通路#加剧 89的进展#外泌体具

有实现细胞间通讯的强大功能为深入研究 89疾病进展提供

了新的思路) 近期研究表明#细胞分泌的外泌体具有与母细胞

类似的功能#可通过体液到达靶细胞发挥治疗作用 +$$N$', ) m:

等
+$(,
发现间充质干细胞分泌的外泌体对视网膜具有抗炎和神

经保护作用) B/+0等 +$E,
报道视网膜星形胶质细胞外泌体含有

抗血管生成成分#可抑制脉络膜新生血管形成#将来可能应用

于 89的抗新生血管疗法及神经保护疗法等) 此外#外泌体经

玻璃体腔注射后可以快速弥散到视网膜被组织吸收
+$(, #也可

经球周注射快速穿过眼球壁到达眼内
+$E, ) 因此外泌体也是理

想的眼部给药生物载体#为将来外泌体作为一种新的 89给药

途径提供了可能性)

尽管越来越多的研究证实外泌体在 89的发生和发展中发

挥重要作用#外泌体对疾病病理生理过程的影响及其潜在的机

制仍不十分清楚) 外泌体作为 89生物标志物的基础研究和临

床应用仍然存在局限性$首先#尚未建立用于外泌体的体液采集

和分析的标准化方法"其次#89的潜在机制复杂#可能会影响外

泌体的诊断和预测应用的准确性) 因此#对特定目标的探索将

成为未来研究的重点) 总之#外泌体是新兴的研究 89的重要工

具#有关外泌体的内容物及其在细胞间通讯中特定功能的研究

可能会为 89的诊断和治疗带来新的观点和策略)
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'本文编辑$张宇(

读者!作者!编者

本刊对医学研究中知情同意和医学伦理学描述的要求

""根据国际医学期刊编辑委员会提供的/生物医学期刊投稿统一要求0的表述#本刊对作者撰写稿件时关于/知情同意0和/医学

伦理学0的描述提出如下要求$

'!(知情同意"在未事先获得知情同意的情况下#患者有隐私不被侵犯的权力) 患者的身份信息#包括姓名*来源*住院号等均

不应该以文字*图片或家系信息的方式在出版物上公开#除非这些信息对于本研究是必需的#如需在出版物上显示#应征得患者'或

者父母*监护人(签署的书面同意书)

发表的文章中应该省略不必要的患者个人信息#但难以做到完全匿名时'如在照片中掩盖患者的眼部#不足以保护患者的隐私

权(#应提供知情同意的信息) 如果用改变患者的身份特征'如遗传家系等(以保护患者隐私权的方法#作者应该确保这些改变不影

响研究的科学性#并且编辑应在文中对此予以说明)

'#(医学伦理学"以人体为实验对象的研究#作者应该提及试验步骤是否符合相应的负责机构*国家委员会或 !23( 年赫尔辛

基宣言'#%%( 年修订(的医学伦理学标准) 如果研究过程对是否符合赫尔辛基宣言有疑问或存在一定的问题#作者应当做出客观

说明并解释研究的合理性#提交已通过审查机构的批准情况) 以动物为实验对象的研究#作者应当说明是否遵循当地的相关机构*

学会'国内或国外(及国家实验动物保护和使用指南)

本刊对稿件组织病理学彩色图片及电子显微镜图片中标尺的要求

""如果作者稿件中包含有组织病理图*免疫荧光染色图*免疫组织化学图*电子显微镜图片#为了反映组织标本大小的最精确尺

度#请在电子版图片的左下方附注标尺)
'本刊编辑部(
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