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$$)摘要*$目的$研究间充质干细胞" [̀CJ#来源小胞外囊泡"JUXJ#对小鼠视网膜光损伤的作用及其可
能的机制,$方法$人脐带来源 [̀CJ采用流式细胞术鉴定表面标记蛋白&收集第 #i= 代 [̀CJ培养上清&超
速离心收集 JUXJ并采用透射电子显微镜鉴定形态, 将 ,= 只清洁级 <i+" 周龄健康雌性 >9D>H.小鼠按照随
机数字表法随机分为正常组"+B 只#+磷酸盐缓冲液"L>[#组"!@ 只#和 JUXJ组"!@ 只#, L>[ 组和 JUXJ组小
鼠右眼玻璃体腔分别注射 ! !5L>[ 和 ! !5JUXJ后&在蓝光照度 )#" 57的环境下照射 , E(正常组小鼠不做处
理, 分组处理后 # 8&采用苏木精c伊红染色观察视网膜结构&原位末端转移酶标记"VhNUD#染色进行凋亡细
胞计数&视网膜电图"UMA#检测小鼠视网膜功能&0MN9转录组测序技术检测 L>[ 组与 JUXJ组小鼠视网膜
0MN9表达差异情况&并进行差异基因 ]UAA聚类分析&实时荧光定量 LCM法进一步验证差异基因表达,$
结果$培养的 [̀CJ中 CO)"+CO+"= 表达阳性&而 CO#@+CO@= 表达阴性&提取的 [̀C;JUXJ呈直径为
<"i+@" 10的双层膜囊泡结构, 苏木精c伊红染色结果显示&L>[ 组小鼠视网膜外核层细胞核排列紊乱&JUXJ
组视网膜结构紊乱程度轻于 L>[ 组, JUXJ组视网膜凋亡细胞计数为"+@j,"k@j"@#个H视野&少于 L>[ 组的
"!@j""k<j=!#个H视野&差异有统计学意义"&l!j#B&Ym"j"=#, JUXJ组 UMAQ波振幅为",@j#<k+,jB"#!X&高
于 L>[ 组的 " +,jB< k,j#B # !X&差异有统计学意义 " Ym"j"= #( L>[ 组和 JUXJ组 ( 波振幅分别为
"+#!j@"k#)j@+#!X和"+=@j<,k#@j"<#!X&明显低于正常组的"##<j#<k!Bj@+#!X&差异均有统计学意义"均
Ym"j"=#, 0MN9测序共发现差异表达基因 ++" 个&其中 JUXJ组下调基因 +") 个, ]UAA聚类分析结果提
示&差异基因主要集中于炎症性疾病+免疫相关信号通路, LCM结果显示&JUXJ组视网膜中趋化因子配体 !+
趋化因子受体 !+白三烯 >@+白细胞免疫球蛋白样受体 9, 和白细胞介素 +"的 0MN9相对表达水平低于 L>[
组&差异均有统计学意义"均 Ym"j"=#,$结论$ [̀C;JUXJ可以减轻蓝光造成的视网膜结构和功能损害&这
种保护作用可能是通过抑制炎症反应来实现的,$
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$$蓝光照射会对视网膜造成光化学损伤&引起光感
受器细胞的氧化应激损伤和功能下降&最终导致光感
受器细胞的变性+凋亡和坏死, 视网膜光损伤与视网
膜退行性疾病中的视觉神经细胞损伤病理过程相

似
/ +0 &因此小鼠视网膜光损伤模型是研究视网膜变性

疾病和视细胞损伤的常用动物模型之一, 抗氧化剂如
苯基;N;叔丁基硝基酮+藏红花等被证实可以在视网膜
损伤动物模型中发挥神经保护作用

/!c#0 (局部注射睫状
神经营养因子".656Q&K1'3&/F&/GE6.%Q.F/&&CNV\#可以减
少光感受器细胞变性并保护视网膜功能

/@0 (近年来&基
因治疗也被证实可以延缓小鼠视网膜变性模型中的神

经退行性病变&从而发挥神经保护作用/=0 , 目前&临床
上针对视网膜变性疾病和视网膜损伤以预防为主&对已
经发生的神经细胞变性或凋亡尚无有效挽救方法, 大
量研究表明&间充质干细胞 "0'J'1.EK0Q5JF'0 .'55J&
[̀CJ#来源的小胞外囊泡"J0Q55'7F&Q.'5535Q&S'J6.5'J&

JUXJ#具有与 [̀CJ相似的生物学功能&如抗炎+神经
保护+免疫调节和促进组织损伤修复等 / ,c<0 , 多项研
究结果显示& [̀C;JUXJ在葡萄膜炎+角膜移植排斥反
应+视网膜脱离+视网膜激光损伤等动物模型中发挥治

疗作用
/ )0 (但其在视网膜光损伤模型中的应用未见报

道, 本研究通过制作小鼠视网膜光损伤模型研究
[̀C;JUXJ对视网膜神经细胞损伤的保护作用及其可
能的机制&以期为视网膜神经保护治疗提供实验依据,

A9材料与方法

A-A$材料
A-A-A$ [̀CJ来源$原代人脐带 [̀CJ购于北京贝来
生物科技有限公司,
A-A-!$实验动物$清洁级 < i+" 周龄健康雌性
>9D>H.小鼠 ,= 只&体质量 +<i!" 4&购自北京维通利
华实验动物技术有限公司, 所有小鼠屈光间质清晰,

实验动物饲养环境和操作规程均符合国家科学技术委

员会$实验动物管理条例%的规定&饲养于 [L\级动物
房内&室温 " !#k!#n&湿度 " ==k+"#o&光照黑暗各
+! E, 本研究方案经天津医科大学眼科医院动物伦理
委员会审核批准"批文号'VW__!"!"+!!+"#=#,
A-A-#$主要试剂及仪器$MN9提取试剂盒 "Ue>;
MN@#+ 逆 转 录 试 剂 盒 " Ue>;9""+"CAf# " 美 国
Ue>6/J.6'1.'公司 #(原位末端转移酶标记 "F'&061Q5
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8'/7K13.5'/F68K5F&Q1J%'&QJ';0'86QF'8 8hVL 16.Y;'18
5Q('5614&VhNUD#细胞凋亡检测试剂盒"德国 M/.E'公
司#, \9C[CQ56(3&流式细胞仪"美国 >O公司#(C̀ +"
透射电子显微镜"荷兰 LE6556GJU5'.F&/1 PGF6.J公司#(
>d=+ 光学显微镜 "日本 P5K0G3J公司 #( AQ12%'58
J./F/G6.视网膜电图 "'5'.F&/&'F61/4&Q0&UMA#仪 "美国
LE/'167M'J'Q&.E DQ(J公司#,
A-!$方法
A-!-A$ [̀CJ的培养和鉴定及 [̀C;JUXJ的收集和鉴
定$ [̀CJ于 #B n+体积分数 =oCP! 的细胞培养箱中

培养, 根据细胞生长情况&每 ! i# 8 换液 + 次&当
[̀CJ达到 <"o融合状态时传代, 自第 # 代更换为无
外泌体胎牛血清配制的完全培养基&收集第 #i= 代细
胞培养上清&#""p* 离心 +" 061 并取上清&! """p* 离
心 !" 061 并取上清&+" """p* 离心 #" 061 并取上清&
++" """p* 离心 ! 次&每次 B" 061&收集沉淀即为 [̀C;
JUXJ&磷酸盐缓冲液"GE/JGEQF'(3%%'&'8 JQ561'&L>[#重
悬至蛋白质量浓度为 "j= 4HD&"j!! !0滤器过滤后收
集备用, 参照文献/+"0的方法采用流式细胞术鉴定
[̀CJ表面标记蛋白 CO)"+CO+"=+CO#@ 和 CO@# 的表
达情况&采用透射电子显微镜鉴定 [̀C;JUXJ的形态
特征,
A-!-!$视网膜光损伤动物模型构建及分组处理$采
用随机数字表法将小鼠分为正常组 +B 只+L>[ 组 !@
只和 JUXJ组 !@ 只, L>[ 组小鼠和 JUXJ组小鼠右眼
涂硫酸阿托品凝胶扩瞳&玻璃体腔分别注射 L>[ 和
"j= 4HDJUXJ各 ! !5后立即置于笼底各处蓝光照度均
为")#"k=#57的笼中&为避免小鼠互相遮挡&实行单笼
单鼠连续照射 , E(正常组小鼠不做任何处理, L>[ 组
和 JUXJ组小鼠处理后 # 8 进行下述实验,
A-!-#$苏木精c伊红染色观察视网膜结构$采用随
机数字表法各组随机选取 = 只小鼠&颈椎脱臼法处死
后摘取右眼眼球, 眼球经不同体积分数的乙醇溶液
"B"o+<"o+)"o++""o和 +""o#各浸泡 @" 061 进行
脱水&再浸泡入二甲苯&石蜡包埋, 靠近或穿过视神经
沿眼球矢状轴行石蜡切片&切片厚度为 @ !0&依次浸
泡于二甲苯溶液和梯度乙醇中进行脱蜡&常规苏木素
和伊红染色后于光学显微镜下观察并拍照,
A-!-B$VhNUD染色检测视网膜凋亡情况$采用随机
数字表法随机取正常组 + 只&L>[ 组和 JUXJ组各 = 只
小鼠&颈椎脱臼法处死后摘取右眼眼球&按照 +-!-# 方
法制作石蜡切片, 按照 VhNUD细胞凋亡检测试剂盒
说明书步骤进行染色'将石蜡切片依次浸泡于二甲苯
溶液和梯度乙醇中进行脱蜡&质量分数 "j+o柠檬酸

钠 V&6F/1 破膜液中破膜 +" 061&L>[ 漂洗&加入荧光染
色试剂后于湿盒中 #B n避光孵育 ," 061&O9L:避光
染核后立即用抗荧光淬灭封片剂封片&荧光显微镜下
进行凋亡细胞观察和计数, 计数方法为'每张切片在
显微镜 @"" 倍下&取 # 个不连续视野分别进行凋亡细
胞计数&取平均值,
A-!-C$UMA检测视网膜功能$采用随机数字表法随
机选择正常组+L>[ 组和 JUXJ组小鼠各 = 只&在暗室
内适应 +, E&在同一环境下注射用盐酸替来他明盐酸
唑拉西泮 ,= 04HY4q盐酸赛拉嗪 +" 04HY4腹腔内注射
充分麻醉小鼠&复方托吡卡胺滴眼液点右眼扩瞳&
"j=o盐酸丙美卡因滴眼液表面麻醉并涂小牛血去蛋
白提取物眼用凝胶&放置环形角膜接触电极&针状参考
电极和接地电极分别插入头部和尾部皮下, 在
#j+ 5/4.8!JH0!

闪光强度白光刺激下使用 AQ12%'58
J./F/G6.UMA系统记录右眼暗视 UMA结果 / ++0 , 观察
Q波及 ( 波振幅变化并进行组间比较,
A-!-K$0MN9转录组测序并分析差异表达 0MN9$
采用随机数字表法随机选取 L>[ 组和 JUXJ组小鼠各
# 只&颈椎脱臼法处死后摘取右眼眼球&沿角膜缘剪开
超过半周&取出晶状体&用镊子轻轻夹出视网膜组织并
装入离心管中&立即放入液氮内并储存于c<" n冰箱
中, 采用干冰转运样本&由华大基因公司提取 0MN9
并进行 0MN9转录组测序&筛选出差异表达基因 "筛
选条件'差异倍数为 ! 倍&f值m"j"=#&并对差异基因
进行 ]UAA聚类分析,
A-!-L$实时荧光定量 LCM验证差异基因 0MN9表
达$L>[ 组和 JUXJ组小鼠各剩余 , 只&颈椎脱臼法处
死后摘取右眼眼球&分离视网膜组织&采用 MN9提取
试剂盒提取视网膜总 MN9&采用逆转录试剂盒逆转录
合成 .ON9, 分别将待验证基因趋化因子配体 !"C;C
0/F6%.E'0/Y61'564Q18 !&CCD!#及其受体 "C;C0/F6%
.E'0/Y61'&'.'GF/&!& CCM! #+ 白 三 烯 " 5'3Y/F&6'1'&
DV>@#+C型凝集素结构域家族 "C;FKG'5'.F61 8/0Q61
%Q065K&CDUC@O#+白细胞免疫球蛋白样受体"5'3Y/.KF'
:4;56Y'&'.'GF/&&D:DM9,#+钙结合蛋白 " [+"" .Q5.630
(618614G&/F'61& [+""9)#+CO#"" 抗原样家族成员 >
"CO#"" 0/5'.35';56Y'%Q065K0'0('&>&CO#""D>#+睡
眠 因 子 + " J.E5Q%'1 +& [D\N+ # 和 白 细 胞 介 素
"61F'&5'3Y61& :D#;+"的引物+ .ON9和 [_>M" Ue>;
9""+!;M+#加入到 #<@ 孔板中&反应体系为 +" !5, 反
应条件')= n预变性 = 061()= n变性 +" J&," n退火
及延伸 #" J&循环 @" 次, 以 A9LO?作为内参&采用
!c##CF

法计算各目的基因 0MN9表达水平, 每孔设立

!"+! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 + 月第 @+ 卷第 + 期$CE61 WU7G PGEFEQ50/5&WQ13Q&K!"!#&X/5-@+&N/-+
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! 个复孔&实验重复 # 次&取平均值, 引物序列见表 +,

表 A9目的基因引物序列
D382'A9?(15'(-'M.',*'-+/)3(4')4','-

基因 序列
产物

长度" (G#

A9LO? 正向引物'=r;VAVAVCCAVCAVAA9VCVA9;#r
反向引物'=r;CCVACVVC9CC9CCVVCVVA9;#r

BB

CCD! 正向引物'=r;C9AAVCCCVAVC9VACVVCVA;#r
反向引物'=r;A9ACC99C9CAVAA9VACV;#r

,B

CCM! 正向引物'=r;9VCC9CAAC9V9CV9VC99C9VC;#r
反向引物'=r;C99AACVC9CC9VC9VCAV9A;#r

+"@

DV>@ 正向引物'=r;9VAACVAC999C9CV9C9VCVC;#r
反向引物'=r;A9CCAVACAVVVCVAC9VC;#r

+,!

CDUC@O 正向引物'=r;9CCCA9C9VCCCC99CVA9V;#r
反向引物'=r;CVCVCAVCC9ACAV99999AV;#r

++<

D:DM9, 正向引物'=r;CCCVAAVACV9AV9AVA9C9A;#r
反向引物'=r;AVA9V9ACVCVACA99A9CVC;#r

++)

[+""9) 正向引物'=r;9V9CVCV9AA99AA99AA9C9CC;#r
反向引物'=r;VCC9VA9VAVC9VVV9VA9AAAC;#r

+!)

CO#""D> 正向引物'=r;VAC9AAAVCCVC9VCCA9V;#r
反向引物'=r;VAVCCAVAVC9VVVVACCVA9;#r

+#"

[D\N+ 正向引物'=r;CV999VAC9AA9AAA9VC9C9C;#r
反向引物'=r;A9AC9C9C9A9ACVVVVAV99VA;#r

+"#

:D;+" 正向引物'=r;AC99CVAVVCCVA99CVC99CV;#r
反向引物'=r;9VCVVVVAAAAVCCAVC99CV;#r

<)

$注'CCD'趋化因子配体(CCM'趋化因子受体(DV>@'白三烯 >@(
CDUC@O'C型凝集素结构域家族 @O(D:DM9,'白细胞免疫球蛋白样受
体 9,([+""9)'[+"" 钙结合蛋白 9)(CO#""D>'CO#"" 抗原样家族成员
>([D\N+'睡眠因子 +(:D'白细胞介素
$N/F''CCD'C;C0/F6%.E'0/Y61'(CCM'C;C0/F6%.E'0/Y61'&'.'GF/&(
DV>@'5'3Y/F&6'1'>@(CDUC@O'C;FKG'5'.F61 8/0Q61 %Q065K@O(D:DM9,'
5'3Y/.KF':4;56Y'&'.'GF/&9,( [+""9)' [+"" .Q5.630 (618614G&/F'61 9)(
CO#""D>'CO#"" Q1F64'1;56Y'%Q065K0'0('&>( [D\N+' [.E5Q%'1 +(:D'
61F'&5'3Y61

A-#$统计学方法
采用 [L[[ !=-" 统计学软件进行统计分析, 各计

量资料经绘制直方图观察接近正态分布&以 "k/表示,
! 个组间参数比较采用独立样本 &检验&# 个组各参数
总体差异比较采用单因素方差分析&组间多重比较采
用 V3Y'K检验, 采用双尾检验&Ym"j"= 为差异有统计
学意义,

!9结果

!-A$ [̀CJ和 [̀C;JUXJ的鉴定
流式细胞仪检测显示&培养的细胞 CO)"+CO+"=

表达阳性&而 CO#@+CO@= 表达阴性"图 +9iO#, 光学
显微镜下观察第 + 次传代后 # 8&细胞呈梭形&排列紧
密&贴壁漩涡状生长"图 +U#&符合 [̀CJ特征, 透射

电子显微镜观察发现&提取的 [̀C;JUXJ呈直径为
<"i+@" 10的圆形双层膜囊泡结构"图 +\#,
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图 A9HmJ-和 HmJO-$P-的鉴定$9'流式细胞图显示 ))j<o细胞

表达 CO)"$>'流式细胞图显示 ))j=o细胞表达 CO+"=$C'流式细

胞图显示极少数细胞表达 CO#@$O'流式细胞图显示极少数 [̀CJ

表达 CO@=$U'光学显微镜下观察第 + 代 [̀CJ形态呈梭形&贴壁生

长"p@"&标尺l="" !0#$\'透射电子显微镜下观察 [̀C;JUXJ呈

直径为 <"i+@" 10的圆形囊泡结构"p+! """&标尺l+"" 10#

=14.('A9><',)1/1*3)1+,+/HmJ-3,<HmJO-$P-$9'\5/I.KF/0'F&K

JE/I'8 ))j<o [̀CJI'&'CO)";G/J6F6S'$ >'\5/I.KF/0'F&KJE/I'8

))j=o [̀CJI'&'CO+"=;G/J6F6S'$C'\5/I.KF/0'F&KJE/I'8 S'&K%'I

[̀CJI'&'CO#@;G/J6F6S'$O'\5/I.KF/0'F&KJE/I'8 %'I [̀CJI'&'

CO@=;G/J6F6S'$U'LQJJQ4'+ [̀CJJE/I'8 JG6185';JEQG'8 Q18 Q8E'&'1F

318'&Q564EF06.&/J./G'"p@"&(Q&l="" !0#$\' [̀C;JUXJJE/I'8 Q

.6&.35Q&S'J6.5'JF&3.F3&'I6FE Q86Q0'F'&/%<"c+@" 10 (KF&Q1J06JJ6/1

'5'.F&/1 06.&/J./GK"p+! """&(Q&l+"" 10#

!-!$各组视网膜组织病理学表现
正常组小鼠视网膜结构完整&各层细胞排列均匀

整齐"图 !9#(L>[ 组光感受器细胞核排列紊乱&数量
减少&并出现形态改变&外节细胞核分布稀疏紊乱"图
!>#(JUXJ组视网膜组织出现与 L>[ 组相似的改变&
但损害程度较 L>[ 组轻"图 !C#,
!-#$各组视网膜凋亡情况

L>[ 组和 JUXJ组视网膜外核层出现大量凋亡细
胞"图 #9&>#, 凋亡细胞计数结果显示&L>[ 组凋亡
细胞数为"!@j""k<j=!#个H视野&明显多于 JUXJ组的
"+@j,"k@j"@#个H视野&差异有统计学意义"&l!j#B&
Ym"j"=#"图 #C#,
!-B$各组小鼠暗适应 UMA表现

正常组+L>[ 组和 JUXJ组 UMAQ波振幅分别为
"+)#j!"k+!j="#+"+,jB<k,j#B#和",@j#<k+,jB"#!X&
( 波振幅分别为"##<j#<k!Bj@+#+"+#!j@"k#)j@+#和
"+=@j<,k#@j"<#!X&总体比较差异均有统计学意义
"Il!,!jB"+==j!,&均 Ym"j"=#(其中 L>[ 组 Q波+
( 波振幅明显低于正常组&但高于 JUXJ组&差异均有
统计学意义"均 Ym"j"=#"图 @#,

!++!中华实验眼科杂志 !"!# 年 + 月第 @+ 卷第 + 期$CE61 WU7G PGEFEQ50/5&WQ13Q&K!"!#&X/5-@+&N/-+
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图 !9各组小鼠视网膜组织结构变化m?Up!""&标尺l=" !0#$9'正常组视网膜结构完整&各层
细胞排列均匀整齐$>'L>[ 组光感受器细胞核排列紊乱&外节分布稀疏紊乱$C'JUXJ组结构损
伤程度较 L>[ 组轻$ACD'神经节细胞层(:LD'内丛状层(:ND'内核层(PLD'外丛状层(PND'外
核层

=14.('!9Q1-)+&3)0+2+41*32*03,4'-+/51*'(')1,3-m?Up!""& (Q&l=" !0# $9'N/&0Q54&/3G
M'F61Q5JF&3.F3&'IQJ./0G5'F'I6FE /&8'&5K.'55Q&&Q14'0'1F$ >'L>[ 4&/3G $ LE/F/&'.'GF/&13.5'6
86JG5Q.'0'1FQ18 JGQ&J'5K86J/&8'&'8 GE/F/&'.'GF/&/3F'&J'40'1FJI'&'/(J'&S'8$C'JUXJ4&/3G$VE'
JF&3.F3&Q58Q0Q4'IQJJ564EF'&./0GQ&'8 I6FE L>[ 4&/3G$ACD'4Q1456/1 .'555QK'&(:LD'611'&G5'76%/&0
5QK'&(:ND'611'&13.5'Q&5QK'&(PLD/3F'&G5'76%/&05QK'&(PND'/3F'&13.5'Q&5QK'&

BA C

20μm

凋
亡

细
胞

计
数（

个
）

40

30

20

10

0
PBS组 sEVs组

a

20μm

图 #9?mm组与 -$P-组小鼠视网膜 DST$U染色图像和凋亡细胞计数比较$9'L>[ 组外核层可
见大量凋亡细胞m绿色荧光# m\:VCHO9L:p@""&标尺l!" !0#$>'JUXJ组外核层可见少量凋亡
细胞m\:VCHO9L:p@""&标尺l!" !0#$C'! 个组间视网膜凋亡细胞计数比较$与 L>[ 组比较&
QYm"j"=m独立样本 &检验&.l=#$L>['磷酸盐缓冲液(JUXJ'小胞外囊泡
=14.('#9DST$U-)31,1,4 3,<*'223&+&)+-1-1,51*'(')1,3$9'95Q&4'130('&/%QG/GF/F6..'55J
m4&''1 %53/&'J.'1.'# I'&'/(J'&S'8 61 /3F'&13.5'Q&5QK'&/%L>[ 4&/3G m\:VCHO9L:p@""& (Q&l

!" !0#$>'9J0Q55130('&/%QG/GF/F6..'55JI'&'/(J'&S'8 61 /3F'&13.5'Q&5QK'&/%JUXJ4&/3G
m\:VCHO9L:p@""& (Q&l!" !0# $ C'C/0GQ&6J/1 /%QG/GF/F6..'55J./31F('FI''1 FI/4&/3GJ$

C/0GQ&'8 I6FE L>[ 4&/3G&QYm"j"=$ m:18'G'18'1FJQ0G5'J&;F'JF&. l=#$L>['GE/JGEQF'(3%%'&'8
JQ561'(JUXJ'J0Q55'7F&Q.'5535Q&S'J6.5'J

!-C$L>[ 组与 JUXJ组小鼠视网膜差异表达基因及其
功能通路分析

$$ 0MN9转录组测序结果显
示&L>[ 组与 JUXJ组间差异表达
基因共 ++" 个&与 L>[ 组相比&
JUXJ治疗组中下调基因共 +")
个& 上 调 基 因 + 个 m 图 =9#,
]UAA聚类分析结果显示&差异
基因主要参与炎症+免疫相关信
号通路, 在差异倍数排序前十
的基因中&与视网膜损伤相关性
较大的信号通路包括自然杀伤

细胞介导的细胞毒性+>细胞受
体信号通路+趋化因子信号通
路+白细胞跨内皮迁移和吞噬
m图 =># ,
!-K $各组 CCD!+CCM!+DV>@+
CDUC@O+ D:DM9,+ [+""9)+
CO#""D>+[D\N+ 和 :D;+"0MN9
表达水平比较

正常组+ L>[ 组和 JUXJ组
CCD!+ CCM!+ DV>@+ D:DM9,+
:D;+"+ CDUC@O+ [+""9)+ [D\N+
0MN9相对表达量总体比较&差
异均有统计学意义 mIl)!j@)+
@=j@)+ +"@j+"+ <"j#!+ @"j@@+
#+j+,++!j)=+!+j<)&均Ym"j"=#(
而 L>[ 组与 JUX组间 CDUC@O+
[+""9)+[D\N+ 0MN9相对表达
量比较&差异均无统计学意义m均
Ys"j"=#, 各组 CO#""D>0MN9

相对表达量总体比较&差异无统计学意义 mIl+j,"&
Ys"j"=#m表 !#,

B C D EA
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振
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μ
V）

b波
振

幅（
μ
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0
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0

a

a

a

a

正常组 PBS组 sEVs组

图 B9各组暗适应 $I@3 波+8波振幅比较$9'正常组暗适应 UMA波形图$>'L>[ 组暗适应 UMA波形图$C'JUXJ组暗适应 UMA波形图$

O'各组间 Q波振幅比较$Il!,!jB"&Ym"j"=-与 JUXJ组比较&QYm"j"=m单因素方差分析&V3Y'K检验&. l=#$U'各组间 ( 波振幅比较$Il

==j!,&Ym"j"=-与 JUXJ组比较&QYm"j"=m单因素方差分析&V3Y'K检验&.l=#$L>['磷酸盐缓冲液(JUXJ'小胞外囊泡
=14.('B9J+5&3(1-+,+/3O3,<8O;3E'35&21).<'-+/-*+)+&1*$I@ 35+,4 )0(''4(+.&-$9' [./F/G6.UMAIQS'GQFF'&1 /%1/&0Q54&/3G$
>'[./F/G6.UMAIQS'GQFF'&1 /%L>[ 4&/3G$C' [./F/G6.UMAIQS'GQFF'&1 /%JUXJ4&/3G$O'C/0GQ&6J/1 /%Q;IQS'Q0G56F38'Q0/14FE&''4&/3GJ$

Il!,!jB"&Ym"j"=-C/0GQ&'8 I6FE JUXJ4&/3G&QYm"j"= mP1';IQK9NPX9&V3Y'KF'JF&.l=#$U'C/0GQ&6J/1 /%(;IQS'Q0G56F38'Q0/14FE&''4&/3GJ$

Il==j!,&Ym"j"=-C/0GQ&'8 I6FE JUXJ4&/3G&QYm"j"= mP1';IQK9NPX9&V3Y'KF'JF&.l=#$L>['GE/JGEQF'(3%%'&'8 JQ561'(JUXJ'J0Q55'7F&Q.'5535Q&
S'J6.5'J

组!+组 中华实验眼科杂志 !"!# 年 + 月第 @+ 卷第 + 期$CE61 WU7G PGEFEQ50/5&WQ13Q&K!"!#&X/5-@+&N/-+
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BA
图 C9转录组测序及差异基因 :$@@分析$9'JUXJ组与 L>[ 组基因表达差异热图 "基因表达量经 D/4+" 转换后绘制热图#$>'差异基因
]UAA聚类分析$JUXJ'小胞外囊泡(L>['磷酸盐缓冲液
=14.('C9D(3,-*(1&)+5'-'M.',*1,4 3,<:$@@ 3,326-1-+/<1//'(',)13226 '%&('--'<4','-"D/4+";F&Q1J%/0'8 4'1''7G&'JJ6/1#$9'?'QF0QG /%
86%%'&'1F6Q55K'7G&'JJ'8 4'1'J('FI''1 JUXJQ18 L>[ 4&/3GJ$>']UAA.53JF'&Q1Q5KJ6J/%86%%'&'1F6Q55K'7G&'JJ'8 4'1'J$JUXJ'J0Q55'7F&Q.'5535Q&
S'J6.5'J(L>['GE/JGEQF'(3%%'&'8 JQ561'

表 !9各组视网膜差异基因 5IT7相对表达量比较"!V"#
D382'!9J+5&3(1-+,+/5IT7('23)1E''%&('--1+,2'E'2+/(')1,32<1//'(',)1324','-35+,4 )0(''4(+.&-"!V"#

组别 眼数
0MN9相对表达量

CCD! CCM! DV>@ D:DM9, :D;+" CDUC@O [+""9) [D\N+ CO#""D>

正常组 , +j"!=k"j+"" +j"!#k"j"B< +j""<k"j"!= +j"+,k"j+"@ +j"+)k"j"B< +j"+@k"j")+ "j)<<k"j"#! +j"+!k"j"<) +j""!k"j+""

L>[ 组 , +@j<,+k!j===Q Bj,<Bk+j,@!Q +<j#++k!j)<#Q @j#="k"j,,BQ +=j+,@k!j")"Q =j"BBk!j+@#Q +j!@)k"j@#!Q =j+"+k+j"<BQ +)j=<@k=jB"B

JUXJ组 , =j#B+k+jB)+Q( #j)++k+j#++Q( +"jB+)k!j"!BQ( @jB<<k+j@+=Q( )j")"k!j!#!Q( @j!)=k+j#,,Q +j"=)k"j+!BQ @j#+#k+j,#BQ ++j"+!k!j@#!

I值 )!j@) @=j@) +"@j+" <"j#! @"j@@ #+j+, +!j)= !+j<) +j,"

Y值 m"j""+ m"j""+ m"j""+ m"j""+ m"j""+ m"j""+ m"j""+ m"j""+ s"j"=

$注'与正常组比较&QYm"j"=(与 L>[ 组比较&(Ym"j"="单因素方差分析&V3Y'K检验#$L>['磷酸盐缓冲液(JUXJ'小胞外囊泡(CCD'趋化因子配
体(CCM'趋化因子受体(DV>@'白三烯 >@(D:DM9,'白细胞免疫球蛋白样受体 9,(:D'白细胞介素(CDUC@O'C型凝集素结构域家族 @O([+""9)'[+""
钙结合蛋白 9)([D\N+'睡眠因子 +(CO#""D>'CO#"" 抗原样家族成员 >
$N/F''C/0GQ&'8 I6FE 1/&0Q54&/3G&QYm"j"=(./0GQ&'8 I6FE L>[ 4&/3G&(Ym"j"= "P1';IQK9NPX9&V3Y'KF'JF#$L>['GE/JGEQF'(3%%'&'8 JQ561'(JUXJ'
J0Q55'7F&Q.'5535Q&S'J6.5'J(CCD'C;C0/F6%.E'0/Y61'(CCM'C;C0/F6%.E'0/Y61'&'.'GF/&(DV>@'5'3Y/F&6'1'>@(D:DM9,'5'3Y/.KF':4;56Y'&'.'GF/&9,(:D'
61F'&5'3Y61(CDUC@O'C;FKG'5'.F61 8/0Q61 %Q065K@O( [+""9)' [+"" .Q5.630 (618614G&/F'61 9)( [D\N+'J.E5Q%'1 +(CO#""D>'CO#"" Q1F64'1;56Y'%Q065K
0'0('&>

#9讨论

[̀C;JUXJ是由 [̀CJ分泌的直径小于 !"" 10的
微囊泡&主要功能成分为外泌体, JUXJ具有脂质双层
膜结构&内部包裹蛋白质和核酸&可介导细胞间生物信
息传递

/ +!0 , 本研究通过建立小鼠视网膜光损伤模型&
发现 [̀C;JUXJ在视网膜光感受器细胞损伤早期的修
复作用&结果显示玻璃体腔注射 [̀C;JUXJ可以减轻
视网膜结构破坏&减少视细胞凋亡&并改善视网膜
功能,

[̀C;JUXJ最早被证实在心肌缺血c再灌注模型
中具有治疗作用

/ +#0 , 此后& [̀C;JUXJ在全身各系统

疾病中的有益作用得到广泛验证&如 [̀C;JUXJ可以
促进皮肤上皮再生+软骨组织修复和脑神经损伤修复
等

/ B&+@c+=0 , 在眼部疾病中& [̀C;JUXJ可以促进角膜上
皮损伤修复+治疗葡萄膜炎+修复视神经损伤等 / +,c+<0 ,
本课题组前期研究也发现&在小鼠视网膜激光损伤模
型中 [̀C;JUXJ可以发挥与 [̀CJ相似的损伤修复作
用

/ +"0 (在临床试验中& [̀C;JUXJ可以促进巨大黄斑裂
孔玻璃体切割术后的愈合

/ +)0 , 本研究结果证实了
[̀C;JUXJ对组织损伤的修复作用&尤其是在视网膜神
经细胞损伤方面的治疗优势, 与干细胞治疗相比&
[̀C;JUXJ更易保存运输&也可以避免玻璃体腔注射中
因注射细胞引起的玻璃体混浊和严重免疫反应,

!#+!中华实验眼科杂志 !"!# 年 + 月第 @+ 卷第 + 期$CE61 WU7G PGEFEQ50/5&WQ13Q&K!"!#&X/5-@+&N/-+
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[̀C;JUXJ具有脂质双层膜结构&可以保护其内携带的
物质不被酶所降解&且拥有良好的组织穿透性&使其成
为药物或治疗性基因蛋白包装的理想载体

/ !"0 , 再结
合其本身的作用& [̀C;JUXJ有望在眼部疾病治疗中发
挥更显著的效果

/ !+0 ,
本研究采用经典的视网膜光损伤模型&视网膜光

损伤后主要产生的病理变化为光感受器细胞凋亡&伴
随着视网膜色素上皮细胞损伤

/ !!0 &因此该模型可用于
神经细胞损伤和视网膜变性疾病研究, 由于蓝光的穿
透力较强&在同等照度情况下&蓝光引起的视网膜光感
受器细胞损伤更重&因此蓝光更多地用于光损伤模型
的建立

/ !#c!@0 , 本研究中光损伤会引起视网膜的炎症
和氧化应激反应&引起相关炎症因子上调&研究结果为
视网膜变性疾病及视网膜损伤的修复研究提供了新的

方向,
本研究中 ]UAA聚类分析结果显示&差异表达基

因主要涉及炎症和免疫反应, 经荧光定量 LCM验证
CCD!+CCM!+DV>@+D:DM9, 和 :D;+"0MN9表达在
JUXJ组和 L>[ 组间有显著差异, 其中 CCD! 促进单
核巨噬细胞向损伤部位迁移&:D;+"可以介导免疫细
胞的活化和增生&DV>@ 是一种中性粒细胞趋化剂&它
们都在炎症反应中发挥重要作用

/ !=c!,0 , 而 D:DM9, 是
巨噬细胞介导的免疫应答中关键的因子, 这些炎症相
关因子的下调&证明了 [̀C;JUXJ抑制炎症反应的作
用, 已有研究显示& [̀C;JUXJ玻璃体腔注射可以下调
视神经损伤模型和视网膜脱离模型中视网膜 CCD! 和
:D;+"的表达水平 / +<&!B0 ( [̀C可以通过下调 DV>@ 的
表达水平起到保护骨骼肌的作用

/ !<0 , 但 ?Q/等 / !)0
研

究发现& [̀C;JUXJ可以通过上调 DV>@ 来发挥对细菌
性炎症诱导肺损伤的保护作用&推测这种差异是由于
DV>@ 高表达可以募集更多中性粒细胞&在细菌性炎症
中起到抗菌作用&但在非细菌性炎症中&会引起组织损
伤加重, 在肿瘤研究中& [̀C;JUXJ对各因子表达水平
的作用也可能受不同疾病微环境的影响

/ #"0 , 本研究
中 ]UAA聚类分析结果并未涉及神经保护和凋亡相
关通路&推测 [̀C;JUXJ在视网膜神经保护方面的修
复作用主要通过抑制炎症反应来实现,

综上&本研究发现了 [̀C;JUXJ在视网膜光损伤
中的保护作用&通过 0MN9转录组测序分析发现 JUXJ
可以抑制多种炎症因子的表达水平, 本研究对 [̀C;
JUXJ神经保护作用的机制进行了探索&为视网膜变性
疾病和视网膜损伤修复提供了新的研究方向, 但本研
究也存在一定的局限性&如未对炎症因子变化和 JUXJ
影响机制间的因果关系进行探讨, 未来还可以对炎症

相关通路的上游靶点进行干预&以进一步研究 [̀C;
JUXJ的具体作用机制,
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