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$$(摘要)$目的$基于单细胞转录组测序"27DFE@26m#探讨小鼠脉络膜新生血管"=F]#中内皮细胞"%=#
的分子表达与病理特征*$方法$取 J 只 Jb8 周龄 =K>VM9J 小鼠按照随机数字表法随机分为 ! 个组'每组 #
只'处死后摘取双眼眼球'分别采用剪碎脉络膜巩膜复合体法和刮取脉络膜法分离脉络膜组织'采用胰蛋白
酶9)型胶原酶 #> a连续消化制得单细胞悬液'流式细胞术检测细胞活率及 %=比例'确定单细胞悬液制备
方法* 选取 J 只小鼠随机分为正常对照组和 =F]组'每组 # 只'其中 =F]组小鼠建立激光诱导的 =F]模型,
于造模后 > . 制备单细胞悬液'采用 :"XW6/+&(72进行单细胞分离并构建测序文库'I)),&(/'F+Q'26mJ""" 进行
高通量测序'获得基因表达矩阵,根据文献报道并参考 =6))&'AR6A数据库定义细胞亚群,选取 %=亚群进行拟时
序分析'生成各个细胞分化状态"S4'46#的基因表达矩阵'筛选 =F]@%=并初步分析表达特征* 另选取 J 只小鼠
建立 =F]模型'于造模后 > . 取小鼠眼球制备冰冻切片'免疫荧光染色检测 %=标志物 C67'&: 与线粒体外膜蛋
白 h+&&!"+&4@=+: 和毛细血管标志物 Z.A+C)Q'? 的共定位及面积占比情况'并统计血管直径*$结果$剪碎复
合体和刮取脉络膜所制备单细胞悬液的细胞活率分别为 LL [̀_和 LL :̀_'符合测序要求,流式细胞术检测 %=
占比约为 : K̀8_* 27DFE@26m 结果显示'正常对照组和 =F]组小鼠脉络膜均包含 :# 个细胞亚群'与正常对照
组比较'=F]组视锥9视杆细胞+%=和造血系细胞比例增加'视网膜色素上皮"DC%#细胞和施万细胞比例相
应减少* 在所有细胞亚群中'%=比例为 :8 [̀"_* %=拟时序分析显示'脉络膜 %=可分为 [ 个 S4'46'=F]组
中位于 S4'46! 状态的 %=比例为 !L :̀_'较正常对照组的 L K̀_明显升高,差异基因分析显示'S4'46! %=中线
粒体相关基因 5&4P>V 和 5&4?&#W 等表达上调而毛细血管基因 ]>%和 !-5X 等表达显著下调* 免疫荧光染色结
果显示'=F]区域内 h+&&!" 和 &4@=+: 在 C67'&: 阳性 %=内表达分布面积比例分别为 ":L K̀"l[ J̀8#_和
"[ J̀[l! 8̀!#_'明显高于正常区域的"# "̀"l! "̀L#_和"" :̀8l" #̀[#_'差异均有统计学意义"&j> 8̀8+# 8̀['
均 Kk" "̀:#* =F]区域内 Z.A和 C)Q'? 在 C67'&: 阳性 %=内表达面积比例分别为 " : K̀" l" !̀L#_和
"" >̀Ll" L̀>#_'明显低于正常区域的"#: #̀"lK [̀[#_和":" [̀#l! !̀8#_'差异均有统计学意义 "&j:# [̀"+
L [̀8'均 Kk" "̀:#* =F]区域血管直径为"K K̀!l: 8̀K#!&'明显大于正常区域的"[ !̀:l: 8̀[#!&'差异有统
计学意义"&jL K̀>'Kk" "̀":#*$结论$=F]发生时'脉络膜组织中 %=比例增加'=F]@%=呈现线粒体代谢活
化和毛细血管特性丢失的病理特征'提示 %=线粒体活化可能在 =F]生成中具有一定的作用*$
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C(%%$-#(/>1/* 0+&;(%-&:+/ N10"1/*'!5012&-H"-H"88XGXW9I.(5,'0/* T+-;$/*'!5012&30/*6-889GX7WI.(5
"89*)(/+)#:L9M'+)0I':h+(/Q624(0'464-6&+)67,)'A6X?A622(+/ '/. ?'4-+)+0(7')O6'4,A62+O6/.+4-6)(')76))

"%=# (/ '&,A(/6&+.6)+O7-+A+(.')/6+Q'27,)'A(*'4(+/ "=F]# P'26. +/ 2(/0)6@76))DFE26m,6/7(/0"27DFE@
26m#5$N')F,<*$S(X=K>VM9J &(76'06. J 8̂ N66R2N6A6A'/.+&)B.(Q(.6. (/4+4N+0A+,?2'N(4- # &(76(/ 6'7-
0A+,?5V()'46A')6B6P'))2N6A66/,7)6'46.5h-67-+A+(.')4(22,62OA+& 4-64N+0A+,?2N6A6(2+)'46. PB2-6'A(/04-6
7+&?)6X'/. 27A'?(/04-67-+A+(.'A62?674(Q6)B5S(/0)6@76))2,2?6/2(+/ N'2?A6?'A6. PB7+/4(/,+,2.(0624(+/ N(4-
4AB?2(/94B?6) 7+))'06/'26'4#> a''/. 4-676))Q('P()(4B'/. %=A'4(+N6A6.646746. PBO)+N7B4+&64AB4+.646A&(/6
4-6?A6?'A'4(+/ &64-+. +O2(/0)6@76))2,2?6/2(+/5E/+4-6AJ &(76N6A6A'/.+&)B'22(0/6. (/4+4-67+/4A+)0A+,? '/.
4-6=F]0A+,?'N(4- # &(76(/ 6'7- 0A+,?5h-6=F]&+.6)N'2(/.,76. PB)'26A?-+4+7+'0,)'4(+/ '/. 2(/0)6@76))
2,2?6/2(+/2N6A6?A6?'A6. > .'B2'O46A&+.6)(/05W6/66X?A622(+/ )(PA'AB7+/24A,74(+/ N'2?6AO+A&6. ,2(/04-6
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&4@=+:''/. 7'?())'AB&'AR6A2Z.A'/. C)Q'? N6A6+P26AQ6. PB(&&,/+O),+A6276/7624'(/(/0' '/. 4-6Q'27,)'A
.('&646AN'27')7,)'46.5h-6,26'/. 7'A6+O'/(&')2O+))+N6. 4-6ED]H24'46&6/45h-(224,.B?A+4+7+)N'2'??A+Q6.
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/+A&')7+/4A+)'/. =F]0A+,?27+/4'(/6. :# 7-+A+(.')76))7),246A25=+&?'A6. N(4- 4-6/+A&')7+/4A+)0A+,?'4-6
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4(&6'/')B2(2.6&+/24A'46. 4-'4%=7+,). P6O,A4-6A.(Q(.6. (/4+[ 24'4625h-6?6A76/4'06+O24'46! %=N'2!L :̀_ (/
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";'6 3,(<*#:=-+A+(.')/6+Q'27,)'A(*'4(+/, %/.+4-6)(')76))2, U(4+7-+/.A(', ='?())'A(62, S(/0)6@76))DFE
26m,6/7(/0

=.-<&(,7(/5& F'4(+/')F'4,A')S7(6/76<+,/.'4(+/ +O=-(/'" 8:L""8>"' 8:>>"L#J' 8!"""L"K#, =-(/'
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h67-/+)+0B(/ S-''/X(' =-(/'"!"!!"#"K#
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$$脉 络膜新生血管 " 7-+A+(.')/6+Q'27,)'A(*'4(+/'
=F]# 是年龄相关性黄斑变性 "'06@A6)'46. &'7,)'A
.606/6A'4(+/'EUG# 等多种致盲眼病的共同病理基
础

- :. * =F]形成机制复杂'受多种细胞的多种因子调
控'其中血管内皮细胞"6/.+4-6)(')76))'%=#是其主要
效应细胞

- !. * 既往研究已揭示缺氧诱导因子"-B?+X('@
(/.,7(P)6O'74+A'TI<#+血管内皮生长因子 "Q'27,)'A
6/.+4-6)(')0A+N4- O'74+A']%W<#及 F+47- 等信号通路对
于 =F]@%=的关键调控作用 - # K̂. '但多基于脉络膜 巩̂

膜复合体进行研究'对 =F]@%=分子表达特征的理解
仍有限* 探讨并揭示 =F]@%=的病理特征有望进一步
理解 =F]的发病机制'为开发新的 =F]治疗靶点提
供理论依据* 近年来'单细胞转录组测序 "2(/0)6@76))
DFE26m,6/7(/0'27DFE@26m#技术日臻成熟'可以高分
辨率地检测混杂样本内单个细胞的基因表达情况'从
而区分不同细胞类群+追踪细胞发育轨迹及分析细胞
间相互作用'为研究细胞的异质性提供了极大便
利

- J 8̂. * 27DFE@26m 已广泛应用于发育+肿瘤和心血管
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疾病等多种研究
- L :̂". * 在眼科学领域'27DFE@26m 技

术已应用于揭示不同分区的视网膜细胞种类与功能'
以及多种神经细胞的再分类+特异性标志物的识别和
发育过程的评估

- ::. * ]+(04等 - :!. +M6-&'// 等 - :#.
和

D+-)6/+Q'等 - :[.
先后报道了 EUG患者脉络膜组织及

=F]模型小鼠脉络膜的细胞分群及病理标志物'揭示
了免疫及代谢相关的潜在发病机制* 目前'=F]@%=
的病理性分子表达和功能特点尚未完全阐明* 本研究
优化小鼠脉络膜单细胞悬液制备方法'基于 27DFE@
26m 技术分析激光诱导的小鼠 =F]模型中的脉络膜细
胞分群与 %=分化状态'并结合免疫荧光染色'进一步
探讨 =F]@%=的病理特征*

B:材料与方法

B5B$材料
B5B5B$实验动物$Jb8 周龄雄性 =K>VM9J 小鼠"体
重 :8b!! 0# :8 只购自空军军医大学实验动物中心*
小鼠饲养于 :! -9:! - 明暗交替环境下'均喂食普通
饲料"西安华仁生物科技有限公司#'实验期间自由饮
食* 实验动物的使用与饲养遵循视觉与眼科研究协会
制定的科研动物使用规范'本研究方案经空军军医大
学实 验 动 物 福 利 与 伦 理 委 员 会 批 准 " 批 文 号&
!"!"":8:#*
B5B5!$主要试剂及仪器$T'/R2平衡盐溶液"T'/R2
P')'/76. 2')42+),4(+/'TVSS#+磷酸盐缓冲液"?-+2?-'46
P,OO6A2+),4(+/'CVS#+红细胞裂解液+多聚甲醛溶液
"武汉博士德生物工程有限公司#,G,)P677+改良培养
基"G,)P677+&+.(O(6. 6'0)6&6.(,&'GU%U#+胎牛血
清"O64')P+Q(/626A,&'<VS#"美国 W(P7+公司#," !̀K_
胰蛋白酶@%GhE消化液"苏州新赛美生物科技有限公
司#,)型胶原酶+GFE酶+戊巴比妥钠+hA(4+/ g@:""
"美国 S(0&'公司#,台盼蓝 "北京索莱宝科技有限公
司#, 大 鼠 血 清+ >@氨 基 ^放 线 菌 素 G" >@'&(/+@
'74(/+&B7(/ G'>@EEG#活性染色液"美国 I/Q(4A+06/ 公
司#,牛血清白蛋白"P+Q(/626A,&')P,&(/'VSE# "西安
科昊生物技术有限公司#,V][!: 标记的大鼠抗小鼠
C67'&: 单克隆抗体"KJ!L#L#"美国 VG公司#,山羊抗
小鼠 C67'&: 单克隆抗体 "E<#J!8 # "美国 DYG公
司#,兔抗小鼠 h+&&!" 单克隆抗体"'P:8J>#[#+小鼠
抗小鼠 &4@=+: 单克隆抗体 "'P:[>"K#+兔抗小鼠 Z.A
多克隆抗体"'PK[>##"美国 EP7'&公司#,大鼠抗小鼠
C)Q'? 单克隆抗体 " :!"K":# "美国 V(+)606/. 公司 #,
E)6X'<),+A[88 标记的驴抗小鼠 I0W抗体"E@!:!"!#+
E)6X'<),+A[88 标记的驴抗大鼠 I0W抗体"E@!:!"8#+

E)6X'<),+AKL[ 标记的驴抗山羊 I0W抗体"E@::"K8#+
E)6X'<),+AJ[> 标记的驴抗兔 I0W抗体"E@#:K>## "美
国 I/Q(4A+06/ 公司#,含 GECI封片液"上海碧云天生物
技术有限公司#* K#! /&倍频掺钕钇铝石榴石激光器
"美国 IDIS 公司#,细胞培养箱"美国 h-6A&+<(2-6A公
司#,流式细胞仪"='/4++'美国 VG公司#,激光扫描
共聚焦显微镜"<]:"""'日本 H)B&?,2公司#*
B5!$方法
B5!5B$不同方法制备脉络膜单细胞悬液$选取 J 只
小鼠'按照随机数字表法随机分为 ! 个组'每组 # 只*
采用质量分数 :_戊巴比妥钠腹腔注射麻醉'颈椎脱
臼法处死后立即摘取双眼眼球,于冰上操作'将眼球浸
泡于 TVSS 中'去除眼前节和玻璃体'分别采用挖耳匙
直接刮下脉络膜或剪碎脉络膜巩膜复合体方法获取脉

络膜组织'将同一小鼠双眼脉络膜组织合并于 : 个
: K̀ &)离心管内'每管加入 K"" !)" !̀K_胰蛋白酶@
%GhE消化液和 K !)GFE酶'#> a震荡消化 #" &(/'
[ a下 :J"o* 离心 [ &(/'弃上清,每管加入 [K" !)无
血清 GU%U+K" !))型胶原酶和 K !)GFE酶重悬沉
淀'#> a震荡消化 !" &(/'所得细胞消化液过 [" !&
细胞筛网以去除细胞团和未消化组织'将 # 只小鼠脉
络膜消化液混合'[ a下 :J"o* 离心 [ &(/'弃上清,加
入 ! &)红细胞裂解液'冰浴震荡 # &(/,加入 CVS 终
止裂解'[ a下 :J"o* 离心 [ &(/'弃上清,加入 #"" !)
CVS 重悬沉淀'制成单细胞悬液*
B5!5!$流式细胞术测定细胞活率及 %=比例$配制
含体积分数 K_ <VS 的 CVS 流式洗液* ":#检测细胞
活率$取不同制备方法获得的脉络膜单细胞悬液'加
入 >@EEG活性染色液": d: """ 稀释#'流式细胞仪上
机检测 >@EEG阴性细胞比例即为细胞活率* "!#检测
%=比例 $ 取新配制的脉络膜单细胞悬液'以每
: K̀ &)%C管约 :o:"J

个细胞调整细胞量'加入 :" !)
大鼠血清冰浴封闭 :" &(/'加入 [" !)含有 " K̀ !)
V][!: 标记的 C67'&: 单克隆抗体'冰浴孵育 #" &(/,
加入流式洗液"K_<VS 溶液#洗涤'[ a下 :J"o* 离心
K &(/'收集沉淀,CVS 重悬细胞'加入 >@EEG活性染
色液": d: """ 稀释#'流式细胞仪上机检测 V][!: 阳
性的 %=比例*
B5!5#$=F]模型建立$选取 J 只小鼠'按照随机数
字表法分为正常对照组和 =F]组'每组 # 只'用于单
细胞悬液制备与测序* 参照文献 - :K :̂J.的方法对
=F]组小鼠单眼建立激光诱导的 =F]模型&小鼠适
应性喂养 : 周后'经 :_戊巴比妥钠溶液腹腔注射麻
醉'复方托吡卡胺滴眼液点眼扩瞳,小鼠眼前放置角膜

!#[!!中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 [: 卷第 # 期$=-(/ \%X? H?-4-')&+)'U'A7- !"!#']+)5[:'F+5#
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接触镜'通过裂隙灯显微镜以 K#! /&倍频激光"光斑
直径 >K !&'功率 L" /c'曝光时间 :"" &2#距离视盘
: "̀b: K̀ 视盘直径 " ?'?())'AB.('&646A'CG#周围均匀
做 K 个光凝点'以光凝作用后有气泡产生或伴轻度声
响为 VA,7- 膜击穿成功标志'视作有效光斑*
B5!5C$27DFE@26m 及分析$采用刮取脉络膜法分别
制备正常对照组及 =F]组小鼠脉络膜组织的单细胞
悬液'经 " [̀ _台盼蓝染色液手动计算细胞数及细胞
活率后'交由广州基迪奥生物科技有限公司构建单细
胞 DFE文库+进行高通量测序和生物信息学分析* 其
基本流程如下&将样品加载到 :"XW6/+&(72平台的胶
珠微滴扩增体系内'充分混匀后生成油滴包裹的单细
胞凝胶珠'使用单细胞建库试剂盒进行 DFE提取+逆
转录合成互补 GFE+GFE酶切及测序接头芯片添加+
C=D扩增等'最终获得测序文库'采用 I)),&(/'测序平
台的双端测序模式对建好的文库进行高通量测序* 采
用 =6))D'/06A#5"5! ?(?()(/6软件将原始测序数据解
构'并与 e/(Q6A2(4B+O=')(O+A/('S'/ <A'/7(27+"e=S=#
数据库中的小鼠参考基因组进行配对* 在正常对照
组和 =F]组中分别测得 KLJ 个和 J:8 个细胞* 对测
得的单个细胞进行质控过滤'质控条件包括&" :#单
个细胞中测得的基因数量为 !"" b8 """," !#单个细
胞中唯一分子识别符 " ,/(m,6&+)67,)'A(.6/4(O(6A'
eUI#总数小于 [" """'去除多细胞效应," ##单个细
胞中 eUI的线粒体基因表达量比例小于 !K_'去除
可能的死亡细胞* 经质控后'正常对照组和 =F]组
的剩余细胞数分别为 KJ[ 个和 K8# 个* 采用 D[5:5:
软件的 S6,A'4#5" 程序包对测序数据进行无监督聚类
分析获得基因表达矩阵'并生成二维 4@SF%图对正常
对照组和 =F]组细胞的基因表达进行可视化展示*
以差异倍数"O+). 7-'/06'<=#x: K̀ 且 Kk" "̀K 为差异
表达基因* 27DFE@26m 测序数据已上传至美国国家生
物技术信息中心 " F'4(+/')=6/46AO+AV(+467-/+)+0B
I/O+A&'4(+/'F=VI#SDE数据库"编号&CD\FEL:[KK"#*
B5!5P$细胞定义和标志物表达$根据已有文献报
道

- :#.
和 =6))U'AR6A数据库" -44?&99P(+@P(0.'4'5-AP&,5

6.,57/9=6))U'AR6A9# 检索情况'分析正常对照组和
=F]组细胞的基因表达矩阵中标志基因表达情况,选
择基质细胞标志物 C.0OAP 和 =+):':'%=标志物 =.-K+
C67'&: 和 <)4:'DC%标志物 D?6JK'平滑肌细胞标志
物 E74'!'造血系细胞标志物 C4?A7+视锥9视杆细胞标
志物 C.6J'和施万细胞标志物 UP? 对各细胞群进行
编号和定义'用小提琴图展示各类细胞亚群的标志基
因表达情况*

B5!5R$细胞分化状态拟时序分析$在所有 =F]组和
正常对照组中筛选高表达 C67'&:+=.-K 和 <)4: 的细
胞亚群 Jb>'定义为 %=群,通过 U+/+7)6#5" 程序包
生成细胞状态转变过程中每个细胞必须经历的基因表

达变化序列'并形成基因表达变化的整体轨迹,同时'
利用所有细胞中基因表达水平的信号'基于不同分化
状态细胞的基因表达水平'以 <=x: K̀ 和 Kk" "̀K 筛选
不同分化状态差异表达基因*
B5!5H$基因集富集分析$在 W%H数据库中下载 =F]
相关 P,)R DFE@26m 数据集 "WS%:!L>[##系列矩阵文
件'将其导入 WS%E[5!5# 程序'依据样本信息按正常
对照组和 =F]组进行样本分类* 从 US(0GV数据库
中下载相关基因集'选择/ /+v7+))'?260模式进行相应
通路的富集分析'并生成相应热图*
B5!5D$眼杯冰冻切片及免疫荧光染色$取造模后第
> 天小鼠 J 只'采用 :_戊巴比妥钠腹腔注射麻醉'
!" &)CVS 经左心室全身灌注'分离造模眼眼球并置
于 [_多聚甲醛溶液中固定 : -'剪开角膜'去除眼前
节'制成眼杯'置于质量分数 #"_蔗糖溶液中脱水至
沉底* 用组织冰冻切片 H=h包埋剂包埋后'于 !̂" a
冷冻'行 >bL !&厚冰冻切片,将冰冻切片于室温下干
燥 ! -'CVS 洗涤 : 次,用含体积分数 :_ VSE和 " K̀_
hA(4+/ g@:"" 的 CVS 室温通透封闭 " K̀ -,添加 C67'&:
抗体 " : dK" 稀释 #+h+&&!" 抗体 " : d!"" 稀释 #+
&4@=+: 单克隆抗体": d!"" 稀释#+Z.A抗体": d!"" 稀
释#+C)Q'? 单克隆抗体 " : d:"" 稀释# [ a孵育过夜,
CVS 洗涤后'分别加入相应荧光标记 I0W抗体 "均
: d!"" 稀释#室温孵育 ! -,CVS 洗涤'用含 GECI的封
片液封片'激光扫描共聚焦显微镜下观察并采集图片*
采用 E.+P6C-+4+2-+? !"!!"美国 E.+P6公司#测量各
组免疫荧光图片中 =F]区域与正常区域"眼底形态结
构规 整 且 未 发 生 =F] 的 周 围 区 域 # 目 标 蛋 白
h+&&!"+&4@=+:+Z.A+C)Q'? 阳性区域与 C67'&: 阳性
区域的面积比例及血管直径*
B5#$统计学方法

采用 WA'?-C'. CA(2& L5#5: 软件"美国 WA'?-C'.
S+O4N'A6公司#进行统计分析* 各计量资料经 S@c检
验证实呈正态分布'以 "l-表示'组间均数经 M6Q6/6
检验方差齐'组间差异比较采用独立样本 &检验*
Kk" "̀K 为差异有统计学意义*

!:结果

!5B$小鼠脉络膜组织单细胞悬液的制备
!5B5B$不同制备方法的细胞活率对比$剪碎复合体
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法和刮取脉络膜法获得的细

胞悬液中细胞活率分别为

LL [̀_和 LL :̀_5均满足单细
胞测序的样本要求"图 :#*
!5B5!$刮取脉络膜制备单细
胞悬液中 %=比例$流式细胞
术结 果 显 示5 在 活 细 胞 中
C67'&: 阳性细胞占比约为
: K̀8_"图 !#*
!5!$各组小鼠脉络膜 27DFE@
26m 分析
!5!5B$细胞亚群分析$测序
结果二维 4@SF%图显示5在小
鼠脉络膜组织中可鉴定得到

:# 个细胞亚群5依据细胞标志
物可进一步鉴定亚群 : bK 为
基质细胞 "高表达 C.0OAP 和
=+):':#5亚群 J b> 为 %="高
表达 =.-K+C67'&: 和 <)4:#5
亚群 8 为视网膜色素上皮
" A64(/') ?(0&6/4 6?(4-6)(,&5
DC%#细胞 "高表达 D?6JK#5
亚群 L 为平滑肌细胞"高表达
C.0OAP 和 E74'!#5亚群 :" 为
造血系细胞"高表达 C4?A7#5亚群 :: 为视锥9视杆细胞
"高表达 C.6J'#5亚群 :! b:# 为施万细胞 "高表达
UP?#等"图 #E5V#* 此外5正常对照组与 =F]组小鼠
脉络膜组织的细胞亚群种类无明显变化5但与正常对
照组比较5=F]组视锥9视杆细胞+%=和造血系细胞
比率显著升高5而 DC%细胞和施万细胞比率相应降低
"图 #=#*

!5!5!$%=分化状态分析$%=群二维 4@SF%图显示
%=标志物 C67'&:+=.-K+<)4: 在亚群 Jb> 中富集"图
[E#* =F]组与正常对照组 %=的差异基因火山图显
示5共检测出上调基因 #>" 个5下调基因 !L! 个 "图
[V#,相关差异基因见表 :b!* 整体 %=拟时序分析结
果显示5脉络膜 %=可进一步划分为 [ 个分化状态
" S4'46: b[ # "图 [=# *=F]组中位于 S4'46!状态的

!K[!!中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 [: 卷第 # 期$=-(/ \%X? H?-4-')&+)5U'A7- !"!#5]+)5[:5F+5#
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图 #:正常对照组和 OUV组小鼠脉络膜 *+@U84*'Q结果的细胞亚群分析$E&27DFE@26m 结果二维 4@SF%图$数字示意不同细胞亚群'共鉴定 :#
个细胞亚群$V&各细胞亚群标志物小提琴图$共鉴定 > 种细胞类型$=&正常对照组和 =F]组各细胞亚群占比图$DC%&视网膜色素上皮,
=F]&脉络膜新生血管
=07.('#:*+@U84*'Q/-/26*0*,1+F,(,0</2+'22*1(,5 +,-)(,2/-<OUV50+'$E&!G4@SF%?)+4+O27DFE@26m A62,)4$h-6/,&P6A2(/.(7'46. 4-6
.(OO6A6/476))2,P?+?,)'4(+/2'/. '4+4')+O:# 76))2,P?+?,)'4(+/2N6A6(.6/4(O(6.$V&](+)(/ ?)+4+O4B?(7')76))&'AR6A2(/ .(24(/0,(2-6. 76))2,P4B?62$E
4+4')+O> 76))4B?62N6A6(.6/4(O(6.$=&h-6?A+?+A4(+/ +O6'7- 4B?6+O76))2(/ 7-+A+(.')4(22,62OA+& 7+/4A+)'/. =F] &(76$ DC%&A64(/')?(0&6/4
6?(4-6)(,&,=F]&7-+A+(.')/6+Q'27,)'A(*'4(+/
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图 C:$O亚群拟时序分析$E&二维 4@SF%图示意 %=标志物 C67'&:+=.-K 和 <)4: 在脉络膜细胞中的表达分布'由此提取 %=群进行进一步分
析$V&=F]组与正常对照组 %=差异基因分布火山图"<=x: K̀,Kk" "̀K#$=&%=群拟时序分析图$可将细胞分为 [ 个分化状态'不同颜色示意
拟时间轴差异分化状态的分群$G&正常对照组和 =F]组 %=中各分化状态细胞比例$可见 =F]组 S4'46! 比例明显增加$%&%=中 S4'46! 与其
他分化状态线粒体相关基因和毛细血管相关基因表达热图$S4'46! %=中线粒体呼吸链复合体相关基因表达增加'而毛细血管特征基因表达降
低$<=&差异倍数,=F]&脉络膜新生血管
=07.('C:>*'.<,4)05'/-/26*0*,1$O+2.*)'($E&!G4@SF%?)+42-+N(/04-6.(24A(P,4(+/ +O%=&'AR6A2C67'&:'=.-K '/. <)4: (/ 7-+A+(.')76))25%=2
N6A626)6746. O+AO,A4-6A'/')B2(2$V&]+)7'/+?)+42-+N(/04-6.(24A(P,4(+/ +O.(OO6A6/4('))B6X?A6226. 06/62+O%=2P64N66/ 4-6=F]0A+,? '/. /+A&')7+/4A+)
0A+,? "<=x: K̀,Kk" "̀K # $ =&C26,.+@4(&64A'3674+AB+O%=2$ =6))2N6A6.(Q(.6. (/4+[ 24'4625G(OO6A6/424'462(/ 4-6?26,.+@4(&6'/')B2(2N6A6
7+)+A@7+.6.$G&h-6?A+?+A4(+/ +O%=(/ .(OO6A6/424'462OA+&/+A&')'/. =F]&(76$h-6/,&P6A+O%=2(/ 24'46! (/7A6'26. 6Q(.6/4)B(/ =F]0A+,?$%&
T6'4&'? 2-+N(/04-66X?A622(+/ +O&(4+7-+/.A(')A62?(A'4+AB7-'(/@A6)'46. 06/62'/. 7'?())'AB06/62+O%=(/ .(OO6A6/424'462$h-66X?A622(+/ +O&(4+7-+/.A(')
A62?(A'4+AB7-'(/ A6)'46. 06/62N6A6,?A60,)'46. '/. 4-67'?())'AB06/62N6A6.+N/A60,)'46. (/ 24'46! %=(/ 7+&?'A6. N(4- 24'46:'# '/. [ %=$<=&O+).
7-'/06,=F]&7-+A+(.')/6+Q'27,)'A(*'4(+/

%=比例为 !L :̀_'较正常对照组的 L K̀_明显升高
"图 [G#'提示其可能是病理性 =F]@%=* 相较于其他
分化状态'S4'46! %=的线粒体呼吸链复合体相关基
因表达增加'而毛细血管特征基因表达降低"图 [%#*
各 S4'46的主要上调基因如表 #bJ'其中'S4'46: 主要
表达毛细血管特征基因 C0%V+!-5X 和 ]>%等,S4'46!
主要表达线粒体呼吸链复合体相关基因 5&4P>V+5&4
?&#W 等,S4'46[ 主要表达核糖体相关基因 Q#2X84#-9+
Q̂#X 等,而 S4'46# 主要上调基因包括 =&* V̂+E6))等'

无明确的功能富集*
!5#$=F]@%=的病理特征验证
!5#5B$=F]@%=线粒体特征蛋白分布面积$造模后
> .'=F]组冰冻切片免疫荧光染色显示'新生血管区
域可见线粒体外膜蛋白 h+&&!" 和线粒体呼吸链复合
体,亚基 &4@=+: 在 C67'&: 阳性 %=内表达分布面积
比例分别为":L K̀"l[ J̀8#_和 "[ J̀[l! 8̀!#_'明显
高于正常区域的"# "̀"l! "̀L#_和"" :̀8l" #̀[#_'差
异均有统计学意义 "&j> 8̀8' Kk" "̀":, &j# 8̀['

!J[!! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 [: 卷第 # 期$=-(/ \%X? H?-4-')&+)'U'A7- !"!#']+)5[:'F+5#
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Kk" "̀:#"图 KEbG#,结合已发表的 =F]大量细胞转
录组测序" P,)R DFE@26m'WS%:!L>[##数据显示'与正
常对照组相比'=F]组样本中线粒体外膜相关基因集
富集程度升高"图 K%#*
!5#5!$=F]@%=毛细血管特征性蛋白表达$造模后
> .'眼杯冰冻切片免疫荧光染色显示'新生血管区域
毛细血管特征性标志物 Z.A和 C)Q'? 在 C67'&: 阳性
%=内 表 达 面 积 比 例 分 别 为 " : K̀" l" !̀L #_和
"" >̀Ll" L̀>#_'低于正常区域的 " #: #̀"lK [̀[#_和
":" [̀#l! !̀8#_'差异均有统计学意义 "&j:# [̀"+
L [̀8'均 Kk" "̀":# "图 JEbG#,此外'已发表的 =F]
P,)R DFE@26m 数据分析显示'与正常对照组相比'=F]
样本中毛细血管相关基因集富集减少"图 J%#*
!5#5#$=F]血管直径变化$为进一步明确 =F]中的
血管结构改变'对脉络膜血管直径进行统计分析'结果
显示'=F]区域血管直径为"K K̀!l: 8̀K#!&'明显高于
正常区域的 " [ !̀: l: 8̀[# !&'差异有统计学意义
"&jL K̀>'Kk" "̀":# "图 >E'V#* 此外'针对 =F]P,)R
DFE@26m 数据的 WS%E分析提示 =F]样本中动脉发育
相关基因集上调"图 >=#'与本文 =F]中血管形态的转
变趋势一致*

表 B:OUV组 $O中 A,&B" 上调基因
A/92'B:A,&B" .&('7.2/)'<7'-'*0-$O0-OUV7(,.&

基因 M+0!"差异倍数# K值

K.>; X̂V J5J[" "5":#

E$2U J5:8# "5":#

Q;( K5!!" "5":!

J+-9X [5L:# "5"!#

K;,7X^ [5>8L "5"::

:/"7[ [5JJ: "5"#L

Ô$7LX [5KJ# "5""K

!25(>7 [5"!# "5":J

D>;;.XV #58>L "5"!8

M%057 #5>>L "5""8

$注&=F]&脉络膜新生血管,%=&内皮细胞
$F+46&=F]&7-+A+(.')/6+Q'27,)'A(*'4(+/,%=&6/.+4-6)(')76))

表 !:正常对照组 $O中 A,&B" 上调基因
A/92'!:A,&B" .&('7.2/)'<7'-'*0-$O

0--,(5/2+,-)(,27(,.&

基因 M+0!"差异倍数# K值

O/.X9. #58:! "5"!8

K%5&[ #5J[" "5""L

=,&_7 #5:KL "5"[[

Z1*9 !5>K> "5""K

D>;;.[ !5>!K "5":!

:#%6>\ !5JKK "5"::

@0*$$X !5KK: "5""L

]̂&̂>9 !5K## "5"#L

K-5*9 !5K!! "5":"

C("XW !5K:8 "5"!>

$注&=F]&脉络膜新生血管,%=&内皮细胞
$F+46&=F]&7-+A+(.')/6+Q'27,)'A(*'4(+/,%=&6/.+4-6)(')76))

表 #:$O中 K)/)'B 相比其他分化状态主要上调差异基因
A/92'#:N/M,(.&('7.2/)'<7'-'*0-*)/)'B $O

+,5&/('<30)F*)/)'!'#'C

基因 M+0!"差异倍数# K值

C0%V [5::! k"5"":

!-5X #5!:L k"5"":

K2L0# !5:LK k"5"":

]>% !5"8L k"5"":

S2&X "5K8# k"5"":

$注&%=&内皮细胞
$F+46&%=&6/.+4-6)(')76))

表 C:$O中 K)/)'! 相比于其他分化状态主要上调差异基因
A/92'C:N/M,(.&('7.2/)'<7'-'*0-*)/)'! +,5&/('<

30)F*)/)'B'#'C

基因 M+0!"差异倍数# K值

5&4P>V :5[#! k"5"":

5&4?&#W :5[!: k"5"":

5&4C(9 :5#L! k"5"":

5&4P>9 :5#KJ k"5"":

5&4P>7 :5#![ k"5"":

$注&%=&内皮细胞
$F+46&%=&6/.+4-6)(')76))

!>[!!中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 [: 卷第 # 期$=-(/ \%X? H?-4-')&+)'U'A7- !"!#']+)5[:'F+5#
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表 P:$O中 K)/)'# 相比于其他分化状态主要上调差异基因
A/92'P:N/M,(.&('7.2/)'<7'-'*0-*)/)'# +,5&/('<

30)F*)/)'B'!'C

基因 M+0!"差异倍数# K值

=&* V̂ #5KL: "5""!

E6)) #5[L8 k"5"":

D,#\R8^ !58L" k"5"":

K*5X !5>:> "5""!

C//57 !5>"J "5"":

$注&%=&内皮细胞
$F+46&%=&6/.+4-6)(')76))

表 R:$O中 K)/)'C 相比于其他分化状态主要上调差异基因
A/92'R:N/M,(.&('7.2/)'<7'-'*0-*)/)'C +,5&/('<

30)F*)/)'B'!'#

基因 M+0!"差异倍数# K值

Q#2X84#-9 :58L> "5"":

Q̂#X :5K!K "5""!

Q#-[ :5K!" k"5"":

Q#-X_0 :5[L" k"5"":

Q#-7\%& :5[K" k"5"":

$注&%=&内皮细胞
$F+46&%=&6/.+4-6)(')76))
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图 P:小鼠 OUV造模后 H <线粒体特征蛋白在 $O的表达改变$E&眼杯冰冻切片 C67'&: 和 h+&&!" 免疫荧光染色"o[""'标尺jK" !&#$红色
荧光为 %=标志物 C67'&:'蓝色荧光为细胞核染料 GECI'灰色荧光标记线粒体外膜蛋白 h+&&!"'=F]区域 %=内 h+&&!" 分布"黄色箭头#较正
常区域显著增多$V&眼杯冰冻切片 C67'&: 和 &4@=+: 免疫荧光染色"o[""'标尺jK" !&#$红色荧光为 %=标志物 C67'&:'蓝色荧光为细胞核染
料 GECI'绿色荧光标记线粒体复合体,蛋白 &4@=+:'=F]区域 %=内 &4@=+: 分布"黄色箭头#较正常区域显著增多$=&%=内新生血管区域与正

常区域 h+&&!" 面积占比"h+&&!"9C67'&:#比较$与正常区域比较''Kk" "̀":"独立样本 &检验'/jJ#$G&%=内新生血管区域与正常区域 &4@

=+: 面积占比"&4@=+:9C67'&:#比较$与正常区域比较''Kk" "̀:"独立样本 &检验'/jJ#$%&WS%:!L>[# 数据库中正常对照组和 =F]组全脉络
膜组织线粒体外膜相关基因集富集分析$可见线粒体外膜相关基因在 =F]组中呈现上调趋势$=F]&脉络膜新生血管
=07.('P:$%&('**0,-,150),+F,-<(0/2&(,)'0-0-$OH </6*1,22,30-7 OUV5,<'20-7$E&I&&,/+O),+A6276/7624'(/(/0+O7-+A+(.')@27)6A')7+&?)6X
OA+*6/ 2674(+/ O+AC67'&: '/. h+&&!" "o[""'P'AjK" !&#$%=&'AR6AC67'&:'&(4+7-+/.A(')+,46A&6&PA'/6h+&&!" '/. 76))/,7)6,2"GECI#
2-+N6. A6.'0A'B'/. P),6'A62?674(Q6)B5h-6A6N'2&+A6h+&&!" .(24A(P,46. (/ %=(/ 4-6=F]'A6'"B6))+N'AA+N2# 7+&?'A6. N(4- /+A&')'A6'$V&
I&&,/+O),+A6276/7624'(/(/0+O7-+A+(.')@27)6A')7+&?)6XOA+*6/ 2674(+/ O+AC67'&: '/. &4@=+: "o[""'P'AjK" !&#$%=&'AR6AC67'&:'&(4+7-+/.A(')
7+&?)6X, &4@=+: '/. 76))/,7)6,2"GECI# 2-+N6. A6.'0A66/ '/. P),6'A62?674(Q6)B5h-6A6N'2&+A6&4@=+: .(24A(P,46. (/ %=(/ 4-6=F]'A6'"B6))+N
'AA+N2# 7+&?'A6. N(4- /+A&')'A6'$=&=+&?'A(2+/ +O4-6A'4(++Oh+&&!"9C67'&: .+,P)6?+2(4(Q6'A6'4+C67'&: ?+2(4(Q6'A6'P64N66/ /6+Q'27,)'A'A6'

'/. /+A&')'A6'$=+&?'A6. N(4- /+A&')'A6'''Kk" "̀": "I/.6?6/.6/42'&?)62&@4624' / jJ# $G&=+&?'A(2+/ +O4-6A'4(++O&4@=+:9C67'&: .+,P)6

?+2(4(Q6'A6'4+C67'&: ?+2(4(Q6'A6'P64N66/ /6+Q'27,)'A'A6''/. /+A&')'A6'$=+&?'A6. N(4- /+A&')'A6'''Kk" "̀: "I/.6?6/.6/42'&?)62&@4624'
/jJ#$%&W6/6S64%/A(7-&6/4E/')B2(2+ON-+)67-+A+(. &(4+7-+/.A(')+,46A&6&PA'/6@'22+7('46. 06/62642(/ WS%:!L>[# .'4'P'26O+A7+/4A+)'/. =F]
0A+,?2$h-66X?A622(+/ +O&(4+7-+/.A(')A6)'46. 06/62N'2,?A60,)'46. (/ =F]0A+,?$=F]&7-+A+(.')/6+Q'27,)'A(*'4(+/

18[!1 中华实验眼科杂志 !"!# 年 # 月第 [: 卷第 # 期$=-(/ \%X? H?-4-')&+)'U'A7- !"!#']+)5[:'F+5#



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

BA

EC D

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0

血
管

区
域

K
dr
面

积
比

例

正常
区域

新生血管
区域

a

0.15

0.10

0.05

0血
管

区
域

Pl
va
p面

积
比

例

正常
区域

新生血管
区域

a

DAPI Pecam1 Kdr 融合图

正
常

区
域

新
生

血
管

区
域

DAPI Pecam1 Plvap 融合图

正
常

区
域

50μm 50μm 50μm 50μm

50μm 50μm 50μm 50μm 50μm 50μm 50μm 50μm

50μm 50μm 50μm 50μm新
生

血
管

区
域

正常
对照组 CNV组
123123

EP300
DVL3
EXTL3
EPHB4
DVL1
FLT4
ATP6V1B2
DLS3L2
KDR
SEC23A

图 R:小鼠造模后 H <毛细血管内皮标志物在 $O的表达改变$EA眼杯冰冻切片 C67'&: 和 Z.A免疫荧光染色"o[""'标尺jK" !&#$红色荧光
为 %=标志物 C67'&:'蓝色荧光为细胞核染料 GECI'灰色荧光标记毛细血管标志物 Z.A'=F]区域 %=内 Z.A分布"黄色箭头#较正常区域显著增
多$VA眼杯冰冻切片免疫荧光染色"o[""'标尺jK" !&#$红色荧光为 %=标志物 C67'&:'蓝色荧光为细胞核染料 GECI'绿色荧光标记毛细血
管标志物 C)Q'?'=F]区域 %=内 Z.A分布"黄色箭头#较正常区域显著增多$=A%=内新生血管区域及正常区域 Z.A面积占比"Z.A9C67'&:#比
较$与正常区域比较''Kk" "̀":"独立样本 &检验'/jJ#$GA%=内新生血管区域及正常区域 C)Q'? 面积占比"C)Q'?9C67'&:#比较$与正常区域
比较''Kk" "̀":"独立样本 &检验'/jJ#$%AWS%:!L>[# 中正常对照组和 =F]组全脉络膜组织毛细血管相关基因集 WS%E分析$可见毛细血管
相关基因在 =F]中表达减少$=F]A脉络膜新生血管
=07.('R:$%&('**0,-,1+/&022/(6 '-<,)F'20/25/(组'(0-$OH </6*1,22,30-7 OUV5,<'20-7$EAI&&,/+O),+A6276/7624'(/(/0+O7-+A+(.')@27)6A')
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#:讨论

=F]是一系列复杂致盲眼病的共同病理改变'其
发生机制涉及多种细胞的共同参与和交互作用

- :. *
%=是 =F]的主要效应细胞'揭示 =F]@%=病理特征
有助于加深对 =F]发病机制的理解'并为其新治疗靶
点的开发提供理论依据

- :>. * 本研究应用激光诱导的
小鼠 =F]模型'基于 27DFE@26m 分析及形态学验证'
探讨了脉络膜 %=的差异分化状态'观察到 =F]@%=
出现线粒体分布增加和毛细血管向微血管转化的病理

特征'并为后续相关 =F]研究提供组学参考*
由于 &DFE在细胞内的降解更新速率极快'制备

高质量+高细胞活率"通常需xL"_#的单细胞悬液是
获得可靠 27DFE@26m 数据的前提* 既往报道的小鼠眼
球各组织的单细胞悬液可依靠胶原酶+胰蛋白酶或中
性蛋白酶于 #> a消化 :K b[" &(/ 后得到'但细胞组
织的分离状态及消化处理的时间优化条件有待进一步

确定
- :8. * 结合文献报道和预实验优化'本研究中选择

胰蛋白酶9)型胶原酶 #> a连续消化的方式'检测并
比较了剪碎脉络膜复合体和刮取脉络膜 ! 种方式制备
单细胞悬液的可靠性'结果显示所得到细胞悬液的细
胞活率均高于 LL_* 由于刮取脉络膜进行消化可最
大程度降低巩膜中细胞组分的影响'更接近脉络膜组
织的真实细胞组成'且通过观察消化后悬液中的组织
团块剩余情况'可见刮除脉络膜组更为清澈且无巩膜
碎屑'细胞消化更为充分'因此后续选择该方法制备单
细胞悬液* 流式细胞术测得单细胞悬液中 %=约占
: K̀8_'而最终 27DFE@26m 结果显示约占 :8_'这可能
是由于胰蛋白酶消化部分破坏了细胞表面抗原'导致
荧光抗体的灵敏度低于 27DFE@26m 的分辨率'以及流
式细胞术检测时不可避免地将部分细胞碎片圈入分析

门导致细胞总数偏高'测量值低于真实值* 此外'在
]+(04等 - ::.

的研究中'应用免疫荧光染色检测人脉络
膜中 %=约占 :8_'但相应的单细胞测序结果仅为
[_'其原因可能在于受 VA,7- 膜和细胞外基质包被的
脉络膜 %=较其他细胞更难解离'为保证细胞活率'酶
消化相对不充分* 而 M6-&'// 等 - :#.

对正常 =K>VM9J
小鼠脉络膜进行 27DFE@26m 研究'结果显示脉络膜中
%=约占 !K_'与本研究的 :8_相近,同时提示部分未
充分解离的 %=可能在测序前被滤去,这也是后续研
究需要进一步完善的地方*

在将 27DFE@26m 结果可视化后'通过二维 4@SF%
图展示 =F]中的细胞分布及其分子表达特征'可见
=F]和正常脉络膜组织的细胞种类均包括成纤维细

胞+%=等'与既往研究相似 - :#. * 在这些细胞类型中'
脉络膜基质细胞可分为 [ 个亚群'包括周细胞+成纤维
细胞+间充质细胞等多种细胞类型* 既往研究表明'脉
络膜基质细胞对 =F]具有复杂的调控作用,E)6X'/.6A
等

- :L.
研究发现'体外分离培养的人脉络膜基质细胞具

有间充质细胞表型并发挥抗血管生成作用,M6-&'//
等

- :#.
研究表明'脉络膜基质细胞高表达 W)(:'可被 %=

来源的 I-- 调控'介导 =F]中的免疫反应* 而这些细
胞的具体类型+表达特点和功能尚需进一步研究* 此
外'对比正常脉络膜和 =F]中不同类型的细胞比例发
现'视锥9视杆细胞在=F]中显著增加'这可能与=F]
处视网膜组织粘连有关,%=比例在 =F]中增加'符合
新生血管过程,造血系细胞在 =F]组也出现了增加'
这部分细胞包括淋巴免疫细胞及骨髓来源细胞'从组
学角度进一步证实骨髓来源的干祖细胞及免疫细胞参

与 =F]形成,而 DC%细胞+施万细胞在 =F]组相对
减少'可能与脉络膜组织损伤有关*

脉络膜 %=具有相对独特的分子表达特征* 人眼
黄斑区脉络膜血管可分为毛细血管层+S'44)6A层"中小
血管#和 T'))6A层"大血管# - !". * 研究表明'除表达 %=
特异性标志物 C67'&: 和 =.-K 外'脉络膜动脉 %=高
表达 :$509<和 E$6X 等特征性基因'静脉 %=高表达
J0%.等特征性基因'而毛细血管 %=高表达 C0V 和
K2L0#特征性基因 - :!. * 为进一步揭示脉络膜 %=的亚
群和功能状态'本研究筛选 C67'&: 和 =.-K 阳性的
%=群并进行拟时分析'结果显示脉络膜 %=可被进一
步划分为 [ 个分化状态* 根据上调基因类型'分析
S4'46: 为典型的毛细血管 %='S4'46! 出现线粒体基因
高表达'提示代谢改变与线粒体功能活化,S4'46[ 主要
表达核糖体相关基因'可能处于蛋白合成活跃或增生
状态,而 S4'46# 的基因表达暂无明确的功能特征* 此
外'位于 S4'46! 的 %=比例在 =F]中显著增加'提示
其可能为病理性 =F]@%=*

%=功能障碍是 =F]发病的重要机制之一 - !. * 截
至目前'共 # 项单细胞相关研究在不同层面探讨了
=F]@%=的病理特征* 其中'M6-&'// 等 - :#.

研究指出'
=F]@%=高表达 Q*..基因'可介导促炎相关分子表
达,此外 !*%X+?&,9 等细胞应激和损伤相关基因也在
=F]@%=中呈高表达,D+-)6/+Q'等 - :[.

通过比较 =F]
造模小鼠和正常小鼠脉络膜 %=在 4@SF%图上的分布
差异来确定 =F]@%=,并针对 =F]@%=中的代谢相关
基因进行了差异分析和富集分析'发现其中生物合成
相关的糖酵解+核酸合成+三羧酸循环+氧化磷酸化等
相关基因均上调活化,认为以上病理性改变可能与细
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胞增生及细胞外基质重塑相关* 本研究结果显示'线
粒体呼吸链基因 5&4PJV+5&4?&#W 等的高表达与毛细
血管特征基因 ]>%等丢失是 S4'46! =F]@%=的突出特
征* 线粒体是细胞内实现能量转化的主要结构'%=中
线粒体相关基因的上调可能与线粒体数量增多+功能
增强及代谢功能活化改变相关'并对促进细胞增生和
转变等产生影响

- !:. * 通过对线粒体外膜蛋白 h+&&!"
和线粒体呼吸链复合体,亚基 &4@=+: 进行免疫荧光
染色'我们进一步证实了 =F]@%=线粒体分布增多'提
示其代谢方式改变* 除转录组学数据证实分子改变之
外'在形态方面'新生血管区域表现为管径扩张和走行
迂曲'提示由毛细血管向微血管转变* 而临床相关研
究也揭示'随病变发展'部分 =F]分支减少'管径增
粗'血管团中毛细血管比例减少而小动脉比例增
加

- !!. ,相较于毛细血管为主的 =F]'小动脉型 =F]对
抗 ]%W<治疗不敏感'并可伴随出血+纤维化等症状导
致的预后不良

- !# !̂K. * 本研究在小鼠 =F]模型中关于
%=毛细血管特征丢失的发现与临床上的 =F]转归具
有一定相似性'进一步明确调控这一表型的分子和代
谢机制'有望深入揭示 =F]的发生和发展特点*

综上'本研究优化了小鼠脉络膜组织单细胞悬液
的制备方法'通过 27DFE@26m 技术'揭示了 =F]和正
常脉络膜组织中的细胞分群和特点,进一步拟时分析
描绘 %=不同分化状态差异'并观察到 =F]@%=具有
线粒体基因高表达和毛细血管基因丢失的分子表达特

征,最后通过免疫荧光染色证实了 =F]@%=中线粒体
分布增加+Z.A表达减少及血管管径增大'提示其线粒
体代谢活化和向微血管转变的特征'与 =F]临床特点
具有一定相似性* 后续研究可进一步解析线粒体活化
及其引起的代谢产物改变对 =F]@%=异常生物学行为
的调控功能和机制'并关注这一变化是否介导 =F]血
管类型的转变'以期深入理解 =F]的发病机制'为开
发新治疗靶点提供理论依据*
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本刊对来稿中计量单位的使用要求

$$计量单位$计量单位的使用执行 WV#:""9#:":9#:"!@:LL#$国际单位制及其应用9有关量+单位和符号的一般原则9"所有部

分#量和单位%的有关规定'具体执行可参照中华医学会杂志社编写的$法定计量单位在医学上的应用%第 # 版"人民军医出版社
!"": 年出版#* 作者在撰写论文时应注意单位名称与单位符号不可混用* 组合单位符号中表示相除的斜线为 ! 条时本刊采用
/09"R0!&(/# 的形式'而不用 /09R09&(/ 的形式* 应尽可能使用单位符号'也可以与非物理单位"如&人+次+台等#的汉字构成组合

形式的单位'如&次9&(/* 在叙述中请先列出法定计量单位数值'括号内写旧制单位数值,如果同一计量单位反复出现'可在首次出

现时注明法定计量单位与旧制单位的换算系数'然后只列出法定计量单位数值* 参量及其公差均需附单位'当参量与其公差的单

位相同时'单位可只写 : 次'即加圆括号将数值组合'置共同单位符号于全部数值之后* 例如&/>K [̀ /09Ml:8 !̀ /09M0可以表示为
/">K [̀l:8 !̀#/09M0* 量的符号一律用斜体字'如吸光度"旧称光密度#的符号为 ?*

根据国家质量技术监督局和卫生部联合发出的质技监局量函-:LL8.:!J 号文件$关于血压计量单位使用规定的补充通知%'凡

是涉及人体及动物体内的压力测定'可以使用毫米汞柱"&&T0#或厘米水柱"7&T!H#为计量单位'但首次使用时应注明 &&T0或
7&T!H与 RC'的换算系数": &&T0j" :̀## RC'': 7&T!Hj" "̀L8 RC'#*

本刊对论文发表过程中利益冲突问题的处理和要求

$$本刊严格遵守$国际医学期刊编辑委员会%关于/生物医学期刊投稿的统一要求0'恪守公正+客观+科学性对待作者研究论文

的原则'最大限度规避在稿件发表的各个环节中存在的潜在利益关系或冲突'尽量减少发表偏倚* 作者投稿过程中应注明存在利

益关系或冲突的审稿人姓名或机构'同时提供该研究获得的资助机构并提供相应的证明或文件的复印件* 稿件在同行评审过程中

实行三级审理制'同行评审过程至少要求在不同医疗机构的 # 人中进行'审稿过程中严格遵守保密原则'编辑部在综合评价多个同

行评审专家的意见后确定稿件的录用与否* 作者还应在文后致谢对该研究提供资助和帮助的人员并申明理由'或就该研究与文中

涉及的医疗机构+生产厂家和药商之间有无利益关系进行声明*

本刊对来稿中电子版图片的要求

$$自我刊开通网上投稿以来'作者均采用将 c+A. 文档从网上在线投稿的方式'但部分来稿中所包含的图片像素较低'这些图片

便于网上审稿'并不能用于制版印刷* 因为显示器与彩印纸品的色彩形成截然不同'显示器应用红+绿+兰的三原色原理发射光线

形成图像'这种色彩形成的原理被称为 DWV模式,而彩色印刷品是兰+红+黄+黑四色油墨印制在纸制品上来形成彩色图像'这种原

理被称为 =U;Z模式* 那些在显示器上看起来比较清晰但分辨率较低的图片在实际印刷时不能转换为高质量 =U;Z模式的图片*

为了保证论文的刊出质量及本刊的印刷出版质量'如果作者的来稿中附有组织病理图+免疫荧光染色图+免疫组织化学图+细胞图'

请作者将原图保存为 hI<<格式或 \CW格式'图片的分辨率至少 #"" .?(*
"本刊编辑部#
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