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Y3-9;信号对激光诱导的小鼠 ?YX生成过程中
巨噬细胞极化表型及功能的调控
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!!#摘要$!背景!巨噬细胞在脉络膜新生血管,?YX-中的作用尚存在争议%与其在不同微环境中的功能
异质性有关%Y3-9; 信号通路参与眼内新生血管生长的调控%但其对 ?YX中巨噬细胞功能的调控作用尚未证
实&!目的!探讨巨噬细胞在 ?YX生成中极化表型的变化与 Y3-9; 信号通路对巨噬细胞极化表型的调控&!
方法!在体实验选择 PZ 只成年雄性 ?PKhe小鼠%以随机数字表法按照造模后取材时间的不同随机分为光凝
后 J : 组和 K : 组& 每组选 NJ 只小鼠用视网膜光凝法诱导小鼠 ?YX模型%分别于光凝后 J : 和 K : 制备脉络
膜铺片%采用免疫荧光染色法观察 ?YX面积和巨噬细胞阳性染色面积%血管内皮生长因子,X"Df-及肿瘤坏
死因子 %,AYf$%-的分泌情况(光凝后 J : 和 K : 对眼杯冰冻切片行免疫荧光染色%观察 ?YX中巨噬细胞的极
化表型及其分泌 X"Df'AYf$%的情况%评估巨噬细胞上 Y3-9; 信号胞内段,YC?H-相应分子标志物的表达情
况& 每组设定 L 只小鼠的左眼为正常对照眼%其右眼以激光光凝法建立 ?YX模型%采用实时荧光定量 %?&
,B&A$%?&-法检测眼杯组织中 X"Df'AYf$%和巨噬细胞极化相关因子的表达情况& 体外分离和培养 ?PKhe
小鼠的骨髓单核前体细胞%用粒细胞U巨噬细胞集落刺激因子,DW$?'f-诱导其分化为巨噬细胞%加入 Y3-9;
信号通路抑制剂 &$分泌酶抑制剂,D'C-和极化诱导因子%NE ; 后收集细胞及培养液上清%通过 B&A$%?&及
"eC'c法检测 WG 型'WN 型巨噬细胞分子表面标志物的表达水平&!结果!与光凝后第 J 天比较%光凝后第
K 天?YX面积明显增大%但巨噬细胞浸润面积缩小%差异均有统计学意义,/kZ]GJZ'P]NKN%均 LkF]FFF-& 光
凝后第 J 天%巨噬细胞在 ?YX周边和中央均有分布%第 K 天时局限于 ?YX中央部& 光凝后第 J 天%色素上皮U
脉络膜U巩膜复合体中精氨酸合酶 G,c/8G-'甘露糖受体,W&-及白细胞介素$L,Ce$L-)&Yc的相对表达量明
显高于第 K 天%而诱导型一氧化氮合酶,*YI'-)&Yc的相对表达量无明显改变& 免疫荧光结果显示%光凝后
第 J 天 fE(ZF\c/8G\

细胞,WN 型巨噬细胞-数量明显多于 fE(ZF\*YI'\
细胞,WG 型巨噬细胞-%光凝后第K 天

fE(ZF\c/8G\
细胞数量明显减少%差异均有统计学意义,/kK]JEZ%LkF]FFF(/kP]PLN%LlF]FFG-%但仍多于 fE(

ZF\*YI'\
细胞%二者间差异有统计学意义 ,/kE]PLZ%LlF]FG-& 在光凝后 J : 时巨噬细胞分泌的 X"Df和

AYf$%明显多于光凝后 K :%差异均有统计学意义,/kP]GEJ'E]PGO%均 LlF]FG-& 巨噬细胞中 Y3-9; 信号下游
分子在光凝后 J : 时未见表达%K : 时表达量明显增加%差异均有统计学意义,均 LlF]FP-& 体外实验表明%阻
断 Y3-9; 信号后%WG 型巨噬细胞分子标志物表达量明显下降%而 WN 型巨噬细胞分子标志物的表达量明显增
加%差异均有统计学意义,均 LlF]FP-&!结论!巨噬细胞的极化表型在 ?YX模型的不同阶段发生变化%而巨
噬细胞中 Y3-9; 信号的激活状态调控巨噬细胞的极化表型改变和功能&!

#关键词$!脉络膜新生血管( 巨噬细胞(功能( 细胞间肽类和蛋白类(代谢( Y3-9; 信号( 近交系
?PKhe小鼠
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93+-/360/4*,2:.0-3-;0;0-0/380+0*-<37W'*+ :*770/0+-)*9/30+6*/3+)0+-4>Y3-9; 4*8+,2*+8*4*+632604*+ ,6,/*0-<37
39.2,/+036,49.2,/*R,-*3+ *+92.:*+8?YX>b35060/%5;0-;0/3/;35Y3-9; 4*8+,2*+8/08.2,-04-;0132,/*-<93+60+-*3+
,+: 7.+9-*3+ 37W':./*+8?YX*4=0235.+:0/4-33:>!H6I240-J2!A;*44-.:<,*)0: -3*+604-*8,-0-;0,2-0/,-*3+ 37
W'132,/*R,-*3+ ,+: -;0/08.2,-*3+ )0:*,-0: =<Y3-9; 4*8+,2*+8*+ ?YX>!K205(+9!C+ ,+ '$ >'>+0#10/*)0+-%PZ
,:.2-),20?PKhL )*9050/08/3.10: -3134-$1;3-393,8.2,-*60J :,<8/3.1 ,+: K :,<8/3.1 /,+:3)2<=,40: 3+ -;0
4,)12*+8-*)0>?YX5,4*+:.90: =<1;3-393,8.2,-*3+ 37/0-*+,4=<PJN +)7/0B.0+9<:3.=2*+82,40/*+ NJ )*90*+
0,9; 8/3.1>A;0?YX,/0,%W'*+7*2-/,-0: ,/0,%409/0-*3+ 376,49.2,/0+:3-;02*,28/35-; 7,9-3/,X"Df- ,+: -.)3/
+09/34*47,9-3/$%,AYf$%- 50/0:0-09-0: =<9;3/3*:,272,-)3.+-4,+: *)).+372.3/0490+904-,*+*+8>A;0132,/*R,-*3+
37W'%-;0409/0-*3+ 37X"Df,+: AYf$%,+: -;00#1/044*3+ 37,9-*6,-0: Y3-9; *+-/,9022.2,/:3),*+ ,YC?H- 50/0
:0-09-0: =<*)).+372.3/0490+90*+ 7/3R0+ 409-*3+4>A;0?YX5,4*+:.90: *+ -;0/0),*+0: L )*90*+ 0,9; 8/3.1%5*-;
GE 2,40/413-4*+ -;0/*8;-0<04,+: -;0207-0<04,493+-/324>n.,+-*-</0,2$-*)0%?& , B&A$%?&- 5,410/73/)0: -3
:0-09--;0132,/*R,-*3+ 37W',+: -;00#1/044*3+ 37,+8*380+04*4/02,-0: 7,9-3/4>C+ ,+ '$ >'/4+0#10/*)0+-%=3+0),//35
:0/*60: ),9/31;,80,hWHW- 5,4*432,-0: ,+: *+:.90: 5*-; 8/,+.239<-0$),9/31;,809323+<4-*).2,-*+87,9-3/,DW$
?'f- -3:*770/0+-*,-0*+-3W'>A;0&$409/0-*3+ *+;*=*-3/,D'C- 5,4,::0: -3hWHW 9.2-./00+6*/3+)0+-5*-; -;0
132,/*R,-*3+ 4-*).2.4>A;090224,+: -;09.2-./04.10/+,-,+-50/0932209-0: -3:0-09--;0)3209.20),/@0/437WG ,+:
WN 132,/*R,-*3+ =<B&A$%?&,+: "eC'cNE ;3./42,-0/>!%29)*09!A;0?YX,/0,5,44*8+*7*9,+-2<*+9/0,40: ,+:
-;0W'*+7*2-/,-0: ,/0,5,4:09/0,40: *+ -;0134-$1;3-393,8.2,-*60K :,<8/3.1 93)1,/0: 5*-; -;0J :,<8/3.1 ,/k
Z]GJZ%P]NKN%=3-; ,-LkF]FFF->W':*4-/*=.-0: *+ =3-; -;010/*1;0/,2,+: 90+-/,237?YX*+ -;0J :,<8/3.1 ,+:
,99.).2,-0: *+ -;090+-/,237?YX*+ K :,<8/3.1>B&A$%?&,44,<4;350: -;,--;0/02,-*600#1/044*3+437,/8*+,40G
,c/8G- )&Yc%),++340/0901-3/,W&- )&Yc,+: *+-0/20.@*+ L ,Ce$L - )&Yc*+ -;0?YX50/04*8+*7*9,+-2<
.1/08.2,-0: *+ 134-$1;3-393,8.2,-*60J :,<4,+: :35+/08.2,-0: *+ K :,<4,,22,-LlF]FP->b35060/%+34*8+*7*9,+-
4;*7-5,473.+: *+ -;00#1/044*3+ 37*YI' )&Yc,--;04,)0:./,-*3+>C)).+372.3/0490+90/04.2-4:*412,<0: -;,--;0/0
50/0)3/0fE(ZF\c/8G\90224,WN$2*@0: W'- -;,+ fE(ZF\*YI'\ 90224,WG$2*@0: W'- *+ J :,<4,+: K :,<4,/k
K]JEZ%E]PLZ% =3-; ,-LlF]FG-%,+: -;0)3.+-37fE(ZF\c/8G\ 902245,44*8+*7*9,+-2</0:.90: *+ K :,<493)1,/0:
5*-; *+ J :,<4, /kP]PLN% LlF]FFG ->A;09;3/3*:,272,-)3.+-4% B&A$%?& ,+: *)).+372.3/0490+90/04.2-4
:0)3+4-/,-0: -;,-X"Df;,: ,6*4*=200#1/044*3+ *+ ?YX*+ J :,<4,7-0/1;3-393,8.2,-*3+%,+: *-5,4:/,),-*9,22<
.1/08.2,-0: *+ K :,<4,/kP]KKL% LlF]FG-%=.--;0409/0-0: X"Df20602=<W'5,4;*8;0/*+ -;0-;*/: :,<-;,+ -;,-
*+ -;04060+-; :,<,/kP]GEJ%LlF]FFG->'*)*2,/2<%-;0409/0-*3+ 2060237AYf$%=<W'5,4/092*+0: *+ -;04060+-;
:,<93)1,/0: 5*-; -;0-;*/: :,<,/kE]PGO%LlF]FG ->C+ ,::*-*3+% B&A$%?& ,+: *)).+372.3/0490+90/04.2-4
*+:*9,-0: -;,--;00#1/044*3+ 37:35+4-/0,))3209.2037Y3-9; 4*8+,2*+8*+ W'5,4+3-73.+: *+ J :,<4%=.--;040
)3209.20450/00#1/0440: ,+: ,9-*6,-0: *+ K :,<4,7-0/1;3-393,8.2,-*3+ ,LlF]FP->Z$ >'/4+%-;0hWHW493+60/-0: -3
WN ,7-0/=239@,8037Y3-9; 4*8+,2*+8%,+: -;0:09/0,4037WG ),/@0/4,+: *+9/0,4037WN ),/@0/450/0400+ ,,22,-
LlF]FP->!'(.4*)9-(.9!W'132,/*R,-*3+ 1;0+3-<104,2-0/.13+ -;0:060231)0+-37?YX>A;0,9-*6,-*3+ 37Y3-9;
4*8+,2*+81,-;5,<1,/-*9*1,-04*+ -;0)3:.2,-*3+ 37W'132,/*R,-*3+ ,+: 7.+9-*3+,2:*60/4*-<>!

!;27 <(1+9": ?;3/3*:,2+036,49.2,/*R,-*3+( W,9/31;,80(1;<4*3238<( C+-0/9022.2,/4*8+,2*+8101-*:04,+:
1/3-0*+4()0-,=32*4)( Y3-9; 4*8+,2*+8( W*90% *+=/0: ?PKhe

!!脉 络膜新生血管 , 9;3/3*:,2+036,49.2,/*R,-*3+%
?YX-可穿透 h/.9; 膜于视网膜色素上皮 , /0-*+,2
1*8)0+-01*-;02*.)%&%"-下或穿透视网膜在视网膜下
腔生长%造成局部组织生长渗出'出血及瘢痕形成 *G+ &
多种类型的细胞'生长因子和细胞外基质,0#-/,9022.2,/
),-/*#%"?W-的共同作用为 ?YX的形成和发展提供局
部微环境%这些因素可通过多种信号通路之间的交互
作用对 ?YX的生成发挥调控作用 *NUJ+ & 巨噬细胞是
?YX微环境中重要的细胞之一%其参与和引起的慢性
炎症和异常免疫是 ?YX生成的中心环节 *E+ & ?YX局
部浸润巨噬细胞的主要来源是外周迁移的巨噬细

胞
*P+ %但目前对外周迁移巨噬细胞在 ?YX中究竟如何

发挥作用的认识尚存争议& 研究发现%清除巨噬细胞
后 ?YX面积缩小 *LUK+ %增加巨噬细胞募集可抑制

?YX*Z+ %推测巨噬细胞在 ?YX中可能发挥双重作用%
但其为何发挥不同作用及调控其作用的分子机制尚不

明确& 本研究建立激光诱导的 ?YX模型%观察不同时
间点巨噬细胞在 ?YX中的极化表型及因子分泌情况%
同时在体外诱导分化骨髓源性巨噬细胞%研究 Y3-9;
信号对于巨噬细胞极化反应和功能的调控%探讨在
?YX生成中巨噬细胞的极化和功能变化及其分子机制&

=:材料与方法

=>=:材料
罗丹明标记的蓖麻子凝集素,209-*+%G ÈFF-'GE$

EZFG 大鼠抗小鼠 fE(ZF 抗体 G ÈFF- ,美国 "=*349*0+90
公司(山羊抗小鼠精氨酸合酶 G ,,/8*+,40G%c/8G-一
抗 , ,=LFGKL -'小鼠抗小鼠诱导型一氧化氮合酶

!ZFN! 中华实验眼科杂志 NFGP 年 J 月第 JJ 卷第 J 期!?;*+ V"#1 I1;-;,2)32%W,/9; NFGP%X32>JJ%Y3>J

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



,*+:.9*=20+*-/*93#*:04<+-;,40%*YI'-抗体,,=EOOOO-'
兔抗小鼠血管内皮生长因子 , 6,49.2,/0+:3-;02*,2
8/35-; 7,9-3/%X"Df-单克隆抗体,,=ELGPE%G ǸFF-'兔
抗小鼠肿瘤坏死因子 %,-.)3/+09/34*47,9-3/$%%AYf$%%
G ǸFF-抗体,,=LLKG-'兔抗小鼠 Y3-9;G$C?H多克隆抗
体,,=ZONP-,英国 c=9,)公司-(山羊抗小鼠 C8DfCA?
二抗 , fOFFL% G ÈFF -'羊抗兔 C8D$?dJ 抗体二抗
,?NJFL% G ÈFF -' %h'' 脂多糖 , 2*13132<4,99;,/*:0%
e%'- ,美国 '*8),公司 -(山羊抗大鼠 A&CA?二抗
,?i$FGLK%G ÈFF -'马抗山羊 C8D$h*3-*+ ,hc$OPFF%
G ÈFF-''-/01-,6*:*+ fCA?二抗 , 'c$PEZZ%G ÈFF- ,日
本 X09-3/公司 -(粒细胞U巨噬细胞集落刺激因子
,8/,+.239<-0$),9/31;,809323+<$4-*).2,-*+87,9-3/% DW$
?'f-'A/*R32/0,80+-,美国 C+6*-/380+ 公司-(逆转录试
剂盒 %/*)0'9/*1-&AW,4-0/W*#'实时定量试剂盒
'dh&%/0)*#"#A,B,日本 A,[,&,公司-("eC'c试剂
盒,北京欣博盛公司-(%$W"W培养液'胎牛血清,70-,2
=36*+040/.)%fh'-'胰蛋白酶干粉,美国 D*=93公司-(
&干 扰 素 , *+-0/70/3+ $&% CfY$&- ' 白 细 胞 介 素 E
,*+-0/20.@*+$E%Ce$E- ,美国 %01/3-09; 公司-(&$分泌酶
抑 制 剂 , &$40/0-*3+ *+;*=*-3/% D'C-' 二 甲 基 亚 砜
,:*)0-;<24.273#*:0%HW'I-'c9@ 红细胞裂解液 ,江苏
碧云天生物技术研究所-(锥虫蓝,北京鼎国公司-(复
方托吡卡胺滴眼液 ,日本参天制药株式会社 -&
PJN +)倍频掺钇钕石榴石激光器 ,美国 C&C' 公司-(
KPFF 型实时定量 %?&,美国 ch公司-(f2.36*05JFF
型激光扫描共焦显微镜,日本 I2<)1.4公司-(?WGOFF
型冰冻切片机,德国 e0*9,公司-&
=>>:方法
=>>>=:小鼠 ?YX模型的建立!选取 '%f级 Z 周龄雄
性健康 ?PKhe小鼠%体质量为 NF _NP 8,第四军医大
学实验动物中心提供-& 实验动物的使用和喂养均遵
循 c&XI声明& 用质量分数 F]L^戊巴比妥钠行小鼠
腹腔内注射进行麻醉%剂量为 JF )8(@8& 行脉络膜铺
片和冰冻切片检测者用复方托吡卡胺滴眼液点双眼扩

瞳%眼前放置三面镜%用倍频 PJN +)激光机在裂隙灯
显微镜下围绕视盘在血管之间光凝 L 个点(行眼杯组
织的 B&A$%?&检测者以左眼为空白对照%右眼以同样
的方法光凝 GE 个点& 光斑直径为 KP #)%曝光时间为
GFF )4%功率为 GNF )i%发射光聚焦于 h/.9; 膜%有气
泡产生者提示 h/.9; 膜被击破%视为有效光斑%若出血
或无气泡出现则视为无效光斑&
=>>>>:脉络膜铺片的制备及染色:用 F]L^戊巴比
妥钠腹腔内注射麻醉小鼠%经左心室先后灌注 PF )2

质量分数 G^%h' 及质量分数 E^多聚甲醛%小鼠全身
痉挛'尾部翘起者为灌注成功& 立即摘除眼球%置于
E^多聚甲醛溶液中固定 G ;& 去除角膜'晶状体和视
网膜神经感觉层%在视网膜色素上皮U脉络膜U巩膜复
合体做 E _L 个放射状切口%使之展平%将铺片放入体
积分数 F]N^A/*-3+g$GFF 中 E o封闭 NE ;%加入相应一
抗 E o孵育过夜,qGZ ;-& %h'A洗 J 遍后加入相应二
抗均 G ÈFF 稀释 - 室 温 孵 育 N ;& 需 要 敷 三 抗
,4-/01-,6*:*+ fCA?%G ÈFF-者%洗涤后室温孵育 EF )*+%
最后于 %h'A中洗涤 J 遍& 将铺片在载玻片上展平%
体积分数 PF^甘油封片后激光扫描共焦显微镜下观
察并拍照& 采用 C),80$%/3%2.4L>F 软件测量相同荧
光强度范围内的面积&
=>>>?:冰冻切片及免疫荧光染色测定表达相应目的
基因的巨噬细胞数量:小鼠麻醉及左心室灌注方法同
G>N>N%眼球摘除后在 E^多聚甲醛溶液中固定 N ;&
去除角膜和晶状体%将眼杯置于质量分数 JF^蔗糖溶
液中脱水至沉底& 制备 Z #)冰冻切片%室温下干燥
N ;%%h'A洗 GP )*+%用质量分数 P^牛血清白蛋白和
G^A/*-3+g$GFF 室温封闭 JF )*+& 加入相应一抗 E o
孵育过夜,qGZ ;-%洗涤后加入相应二抗室温孵育 N ;
,需染三抗者洗涤后%4-/01-,6*:*+ fCA?',6:*+ ?<J G ÈFF%
室温孵育 EF )*+-%洗涤后 ;39;04-,G P̀ FFF-室温染色
GP )*+%洗涤后 PF^甘油封片& 激光扫描共焦显微镜
下观察并拍照%统计双阳性细胞的数量&
=>>>@:骨髓单核前体细胞的分离与培养:选取 Z 周
龄健康雄性小鼠%颈椎脱臼法处死%置于体积分数
KP^乙醇中浸泡消毒%固定于超净台中的手术板上&
在小鼠腹股沟处切开皮肤%分离下肢肌肉%暴露股骨和
胫骨%完整取出& 去除长骨两侧骨垢端%以 P )2注射
器用 G 倍 %h' 冲出骨髓内的细胞%于大皿中%并用滴
管反复轻柔吹打细胞%以吹散较大的骨髓腔内组织块&
用预先高压消毒的尼龙膜过滤细胞悬液%收集滤过液
于离心管中%JFFT% 离心 E )*+& 弃上清%加入 N )2红
细胞裂解液重悬%室温裂解 P _Z )*+%加入等容积培养液
或 G 倍%h' 以终止裂解& 离心半径为 GP 9)%G JFF /()*+
离心 E )*+%弃上清%以细胞培养液重悬骨髓细胞后均
匀种入 GF 9)培养皿中%培养过夜,GL ; 为宜-%以除去
贴壁速度较快的基质细胞%如纤维细胞等& 次日离心
收集未贴壁细胞%弃上清%用细胞培养液重悬后均匀种
植于培养皿或培养板中%加入 DW$?'f%使其终质量浓
度为 EF +8()2%刺激前体细胞向单核巨噬细胞分化&
于培养第 E 天换液%并补充 DW$?'f& 培养后 K : 即可
成功诱导成巨噬细胞& 用 e%',GFF +8()2-联合 CfY$&

!OFN!中华实验眼科杂志 NFGP 年 J 月第 JJ 卷第 J 期!?;*+ V"#1 I1;-;,2)32%W,/9; NFGP%X32>JJ%Y3>J
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,NF +8()2-加入培养基%刺激巨噬细胞向 WG 型极化%
用 NF +8()2Ce$E 加入培养基刺激巨噬细胞向 WN 型极
化& 骨髓来源的巨噬细胞培养成熟后%直接向细胞培
养液中加入 ,KP +)32(e-和极化诱导因子%对照组以
HW'I代替 D'C%培养 NE ; 后收集细胞和上清%分别行
B&A$%?&和 "eC'c检测&
=>>>A:"eC'c法检测巨噬细胞中相应目的基因的表
达!收集巨噬细胞培养上清后%按 "eC'c试剂盒说明
书推荐步骤检测 AYf$%'Ce$G$'Ce$L 和 Ce$GF 的含量
,18()2-&
=>>>L:B&A$%?&法测定眼杯组织中相应目的基因的
表达!按 A/*R32&0,80+-试剂盒说明书提取眼杯组织
或细胞总 &Yc%逆转录成 9HYc& 以 P1/'$ 基因作为内
参& 应用目的基因 P4%B' Q3,<B' Q37<B' 'R-5' Z8<D'
Z8<BC'甘露糖受体 ,),++340/0901-3/%TX-' MRK<!'
F̂?K引物 /0,2$-*)0%?&法扩增对应基因& 扩增结果
与 ,9-*+ 产物比较%并按照 N$((9-法计算相对值& 引物
由日本 A,[,&,生物技术公司合成%引物序列见表 G&

表 =:目的基因引物序列

目的基因 引物序列

P1/'$ f)P1$?cA??DAcccDc??A?AcAD??cc?$J1
P1/'$ &)P1$cADDcD??c??DcA??c?c$J1
P4%B f)P1$cDc?cD?cDcDDcDDADccDcD$J1
P4%B &)P1$?DccD?ccD??ccDDAAcccD?$J1
Q3,<B f)P1$D?cDc?cAA?ADDcccADc?ADADc
Q3,<B &)P1$DcDAD?D?c??A?DDADAAc$J1
Q37<B f)P1$?cADccDcDcD?A?c???cDc$J1
Q37<B &)P1$?D??Dcc?A?ccDAAA??$J1
'R-5 f)P1$D?cDcDcAADDcDD??AADAD$J1
'R-5 &)P1$DDDAADAAD?ADcc?AA??cDA?$J1
Z8<D f)P1$??c?AA?c?ccDA?DDcDD?AAc$J1
Z8<D &)P1$D?ccDAD?cA?cA?DAADAA?cAc?$J1
Z8<BC f)P1$???AAAD?AcADDADA??AA$J1
Z8<BC &)P1$ADDAAA?A?AA???ccDc??$J1
TX f)P1$ccc?c?cDc?ADc???AA???$J1
TX &)P1$DAAcDADAc??D?c???A??$J1
MRK<! f)P1$?cDDcDDDcDcc?cDccc?A??c$J1
MRK<! &)P1$??ADDAADD?AD?AAD?AA$J1
F̂?K f)P1$cDDcD??DcD?A?cADDc$J1
F̂?K &)P1$?A?A??AA?ADA?DADDDAD$J1

!注)c/8)精氨酸合酶(*YI')诱导型一氧化氮合酶(Ce)白细胞介素(

W&)甘露糖受体(AYf)肿瘤坏死因子(X"Df)血管内皮生长因子

=>?:统计学方法
采用 '%'' GK>F 统计学软件进行统计分析& 本研

究检测指标的数据资料经 i检验呈正态分布%以 Gm,
表示%组间均数经 e060+0检验方差齐& 采用随机分组
两水平或三水平实验设计%各指标的组间差异比较分

别采用独立样本 /检验和单因素方差分析%多重比较
采用 e'H$/检验& LlF]FP 为差异有统计学意义&

>:结果

>>=:?YX建模早期巨噬细胞在脉络膜铺片中的变化
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图 =:'TW中巨噬细胞
浸润及分布的脉络膜铺

片免疫荧 光 染 色 图 像

,标尺kGFF #)-!c)激
光光凝后 J :%新生血管
,209-*+-呈现的绿色荧光
面 积 较 小% 巨 噬 细 胞
,fE(ZF -呈现的红色荧
光强%融合后呈橘黄色

荧光!h)激光光凝后 K :%新生血管呈现的绿色荧光面积增大%巨噬
细胞呈现的红色荧光弱于光凝后 J :%融合后呈黄绿色荧光!?)激
光光凝后不同时间点 ?YX面积的量化比较!与 ?YXJ : 比较%,Lk
F]FFF,独立样本 /检验%$kJL-!?YX)脉络膜新生血管!H)激光光
凝后不同时间点巨噬细胞浸润面积的量化比较!与 ?YXJ : 比较%
,LkF]FFF,独立样本 /检验%$kJL-!")光凝后不同时间点巨噬细
胞在 ?YX中分布的构成比

?YX建模早期巨噬细胞在脉络膜中的浸润达峰%
随 ?YX进展%巨噬细胞浸润减少& 脉络膜铺片及
209-*+ 染色显示%光凝后第 J 天 ?YX面积为*,JN]PKm
J]NZ-TGFJ +#)N%第 K 天为*,GJK]KFmGN]PF-TGFJ +#)N%
随着时间的延长%脉络膜铺片中绿色荧光标记的 ?YX
面积明显增大%差异有统计学意义 ,/kZ]GJZ%Lk
F]FFF-(fE(ZF\

巨噬细胞呈现的红色荧光面积在光凝

后第 J 天为*,EP]KEmP]OJ-TGFJ +#)N%光凝后第 K 天
为*,GN]KEmN]FF-TGFJ +#)N%差异有统计学意义,/k
P]NKN%LkF]FFF-& 此外%光凝后第 J 天时 fE(ZF\

巨

噬细胞主要分布于新生血管膜周边,巨噬细胞浸润超
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出 ?YX边界 - 和中央 ,巨噬细胞在 ?YX边界内浸
润-%至光凝后第 K 天%fE(ZF\

巨噬细胞多局限于 ?YX
中央部,图 G-&
>>>:?YX中巨噬细胞的极化及数量变化

光凝后第 J 天和第 K 天%fE(ZF\c/8G\WN 型巨噬
细胞的数量均明显多于 fE(ZF\*YI'\WG 型巨噬细胞%
差异均有统计学意义,/kK]JEZ%LkF]FFF(/kE]PLZ%
LlF]FG-(光凝后第 K 天WN 型巨噬细胞数量较光凝后
第 J 天明显减少%差异有统计学意义 ,/kP]PLN%Ll
F]FFG-%而 WG 型巨噬细胞无明显变化,图 N-&

光
凝

后
3
d

光
凝

后
7
d

50μm 50μm 50μm

50μm 50μm 50μm

50μm 50μm 50μm

CN
V
中

巨
噬

细
胞

数
量（

个
） 10

8

6

4

2

0
光凝后3d 光凝后7d

M1
M2

ab

B

F4/80 目的因子 融合

A

a

50μm 50μm 50μm

图 >:光凝后眼球冰冻
切片免疫荧光染色!
cmb39;04-染色的蓝色
荧光为细胞核( fE(ZF
标记的红色荧光为巨噬

细胞(绿色荧光分别标
记 WG 型和 WN 型巨噬
细胞表面特异性分子

*YI' 和 c/8G(白色箭头
指示双阳性细胞%白色三角形指示 fE(ZF 单阳性细胞 ,标尺 k
PF #)-!*YI'm诱导型一氧化氮合酶!hm光凝后不同时间点 WG 型
,fE(ZF\*YI'\细胞-和 WN 型,fE(ZF\c/8G\细胞-巨噬细胞数量的

比较!与各自的 WG 型细胞数比较%,LlF]FFG(与光凝后 J : WN 型

细胞数比较%=LlF]FG,两因素方差分析%e'H$/检验%$kP-!?YXm
脉络膜新生血管

眼杯组织 B&A$%?&检测显示%光凝后第 J 天 c/8G
)&Yc及 W&)&Yc在 ?YX损伤部位的相对表达量
显著升高%分别上调约 JF 倍和 GP 倍%与正常对照组比
较差异均有统计学意义,/kE]FKO%LlF]FP(/kK]GNZ%
LlF]FFG-(光凝后第 K 天%?YX损伤部位 c/8G )&Yc
及 W&)&Yc的相对表达量显著下降%明显低于光凝

后第 J 天%差异均有统计学意义,/kJ]NGZ%LlF]FP(/k
L]NKJ%LlF]FG- ,图 Jc%h-& 与正常对照组相比%光
凝后第 J 天及第 K 天时 ?YX损伤部位 *YI' )&Yc的
相对表达量均无明显改变,图 J?-& Ce$L 的相对表达
量在光凝后第 J 天显著高于正常对照组%至第 K 天表
达量下降%但仍高于正常对照组%差异均有统计学意义
,/kJ]JNL%LlF]FP(/kP]FEG%LlF]FP-,图 JH-&
>>?:光凝后早期巨噬细胞分泌 X"Df'AYf$%的情况

在脉络膜铺片中%光凝后第 J 天即可观察到
X"Df的表达%第 K 天时 X"Df信号明显增强%差异有
统计学意义 ,/kP]KKL%LlF]FG - ,图 Ec%h%表 N -(
X"Df)&Yc在眼杯组织中的表达水平随时间的延长
而逐渐升高%差异均有统计学意义,/kK]ZFE%LlF]FP(
/kP]PGL%LlF]FP- ,表 N-(进一步免疫荧光双标 fE(
ZF 及 X"Df提示%表达 X"Df信号的巨噬细胞在光凝
后第 K 天较光凝后第 J 天明显减少%差异有统计学意
义,/kP]GEJ%LlF]FFG-,图 E?%H%表 N-&

激光光凝后第 J 天%在脉络膜铺片中呈红色荧光
的 AYf$%的 WfC值明显高于光凝后第 K 天%差异有统
计学意义,/kE]PGO%LlF]FG-,图 Pc%h%表 J-(眼杯组
织 B&A$%?&结果同样显示%与正常对照组相比%光凝
后第 J 天时 AYf$%)&Yc显著升高%至第 K 天时明显
下降%差异均有统计学意义 ,/kJ]ZZO%LlF]FP(/k
J]ZZO%LlF]FP- ,表 J-(进一步免疫荧光双标 fE(ZF
及 AYf$%显示%光凝后第 K 天表达 AYf$%信号的巨噬
细胞数较第 J 天明显减少%差异有统计学意义 ,/k
K]JJJ%LkF]FFF-,图 P?%H%表 J-&

表 >:光凝后不同时间点 W!SN表达情况比较,'X(-

组别 样本量 X"DfWfC X"Df)&Yc
分泌 X"Df的
巨噬细胞数,个-

光凝后 J : 组 L OL]GKmGF]KP JZ]ZJmNG]EG L]EFmF]LKZ
光凝后 K : 组 L GKL]NFmZ]KE LJ]LJmEO]LE G]ZFmF]PZJ
/ P]KKL GO]PPF P]GEJ
L F]FFP F]FFN F]FFG

!注mX"Dfm血管内皮生长因子(WfCm平均荧光强度,独立样本 /检验-

表 ?:光凝后不同时间点 ETN#!表达情况比较,'X(-

组别 样本量 AYf$%WfC AYf$%)&Yc
分泌 AYf$%的
巨噬细胞数,个-

光凝后 J : 组 L GGL]JFmGP]OO J]NPmN]PP P]EFmF]PG
光凝后 K : 组 L EN]JZmJ]JO F]EPmF]GG G]FFmF]JN
/ E]PGO GJ]GLF K]JJJ
L F]FFE F]FFN F]FFF

!注mAYf$%m肿瘤坏死因子 %(WfCm平均荧光强度,独立样本 /检验-
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图 ?:光凝后不同时间点 'TW中巨噬细胞相关因子 ,%T8相对表达量的比较!c)光凝后不同时间点 c/8G )&Yc的相对表达量!KkGE]GNF%

LkF]FFN>与正常对照组比较%,LlF]FP(与光凝后 J : 值比较%=LlF]FP,单因素方差分析%e'H$/检验%$kL-!h)光凝后不同时间点 W&)&Yc的

相对表达量!KkGZ]EG%LkF]FFG>与正常对照组比较%,LlF]FFG(与光凝后 J : 值比较%=LlF]FG,单因素方差分析%e'H$/检验%$kL-!W&)甘露
糖受体!?)光凝后不同时间点 *YI' )&Yc的相对表达量 KkF]JNK%LkF]KNO,单因素方差分析%$kL-!*YI')诱导型一氧化氮合酶!H)光凝后

不同时间点 Ce$L )&Yc的相对表达量!KkO]FEF%LkF]FFK>与正常对照组比较%,LlF]FFG(与光凝后 J : 值比较%= LlF]FG ,单因素方差分析%
e'H$/检验%$kL-!Ce)白细胞介素
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图 @:脉络膜铺片及冰冻切片中巨噬细胞分泌 W!SN的免疫荧光染色!巨噬细胞呈绿色荧光,fE(ZF- %X"Df表达呈红色荧光!cmh)激光光凝
后脉络膜铺片免疫荧光染色结果!光凝后 J : 巨噬细胞的绿色荧光较强%可见少量 X"Df表达的红色荧光(光凝后 K : X"Df的红色荧光表达增

强,标尺kGFF #)-!?mH)激光光凝后冰冻切片免疫荧光染色结果!光凝后 J : 可见大量表达 X"Df的 fE(ZF\细胞%光凝后 K : 表达 X"Df的

fE(ZF\细胞减少,标尺kPF #)-!X"Df)血管内皮生长因子
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图 A:脉络膜铺片中巨噬细胞分泌 ETN#!的免疫荧光染色!巨噬细胞呈绿色荧光,fE(ZF-%AYf$%表达呈红色荧光!cmh)光凝后 J : 巨噬细胞的绿
色荧光较强%可见大量 AYf$%表达的红色荧光(光凝后 K : AYf$%的红色荧光减弱%面积减小,标尺kGFF #)-!?mH)激光光凝后冰冻切片免疫荧光

染色结果!光凝后 J : 可见大量表达 AYf$%的 fE(ZF\细胞%光凝后 K : 表达 AYf$%的 fE(ZF\细胞减少,标尺kPF #)-!AYf$%)肿瘤坏死因子 %

>>@:光凝后不同时间点巨噬细胞中 YC?H及下游分
子标志物的表达

fE(ZF 及 Y3-9; 胞内段,Y3-9; *+-/,9022.2,/:3),*+%
YC?H-免疫荧光双标染色结果提示%光凝后 J : 未见

YC?H的阳性表达%即 Y3-9; 信号处于抑制状态(光凝
后 K : 时 YC?H表达明显上调%表达 YC?H的细胞既有
fE(ZF\

细胞%也有 fE(ZFU
细胞%YC?H与 fE(ZF 共标的

细胞数较光凝后 J : 组明显增多%差异有统计学意义

mNGNm 中华实验眼科杂志 NFGP 年 J 月第 JJ 卷第 J 期!?;*+ V"#1 I1;-;,2)32%W,/9; NFGP%X32>JJ%Y3>J
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,/kK]JJJ%LkF]FFF - ,图 Lc%h%表 E -& 眼杯组织
B&A$%?&结果表明%Y3-9; 信号下游分子 b04G )&Yc'
b0<G )&Yc在光凝后 J : 表达量下降%与正常对照组
比较差异均有统计学意义 ,/kZ]LLF'L]FEK%均 Ll
F]FP-%光凝后 K : 表达上调%与正常对照组比较差异
均有统计学意义 ,/kL]LGE'E]PNF%均 LlF]FP - ,表
E-%即巨噬细胞中的 Y3-9; 信号在第 K 天时被激活&

F4/80 NICD 融合

3d

7d

50μm

50μm

A

B

50μm 50μm

50μm 50μm

图 L:眼杯组织冰冻切片免疫荧光染色检测巨噬细胞中 T(045信号

的活化状态!巨噬细胞呈绿色荧光 ,fE(ZF- %YC?H呈红色荧光%白

色箭头指示的是表达 YC?H的 fE(ZF\细胞,标尺kPF #)-!cm光凝

后 J : 可见 ?YX损伤处有较多的巨噬细胞%但几乎没有 YC?H表达

hm光凝后 K : 可见 ?YX损伤处有较多表达 YC?H的 fE(ZF\细胞!

YC?HmY3-9; 胞内段

表 @:光凝后不同时间点 TB'Y及其下游信号的相对表达,'X(-

组别
双阳性细胞数,个-,

, $kP-
b04$G )&Yc=

, $kL-
b0<$G )&Yc=

, $kL-

正常对照组 U G G
光凝后 J : 组 F]EFFmF]NEP F]NPFmF]GNE F]PJJmF]JZF
光凝后 K : 组 P]LFFmF]PGF N]JJJmG]PZG G]NJJmG]GKE
/_K O]OGN PG]JNF NO]OLF
L F]FFF F]FFF F]FFF

!注mUm未测(,m独立样本/检验(=m单因素方差分析!YC?HmY3-9; 胞内段

>>A:D'C作用后巨噬细胞的极化改变
D'C作用后巨噬细胞中 Y3-9; 信号下游分子

b04G'b0<G 表达量分别为 F]EKN mF]GZE 和 F]PFJ m
F]GNZ%较对照组明显下降%差异均有统计学意义,/k
Z]GOE'GN]EK%均 LlF]FG- ,图 Kc-& D'C作用组巨噬
细胞 WG 型标志物 *YI' )&Yc'AYf$%)&Yc表达较
对照组明显下降%差异均有统计学意义 ,/kE]PEO'
E]KKJ%均 LlF]FP-%而 D'C作用组 WN 型标志物 c/8G
)&Yc'W&)&Yc和 Ce$GF )&Yc相对表达量较对照
组升高%差异均有统计学意义,/kJP]OK%LlF]FFG(/k
K]OFJ%LlF]FP(/kP]GNE%LlF]FP- ,图 Kh-& "eC'c
检测巨噬细胞的培养上清也发现%D'C作用后 Ce$G$'
AYf$%'Ce$L 蛋白的水平较对照组均明显下降%差异均
有统计学意义,/kZ]FGJ'GF]FL'P]PLP%均 LlF]FG-%
而 Ce$GF 蛋白的表达水平明显升高%差异有统计学意
义,/kZ]LGZ%LlF]FFG-,图 K?-&
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图 1:体外阻断 T(045信号后巨噬细胞的极化改变!cm各组 Y3-9; 信号下游分子 b04)&Yc和 b0<G )&Yc相对表达量!h'?m加极化因子 e%'
,GFF +8()2-和 CfY$&,NF +8()2-诱导 WG 型极化'Ce$E,NF +8()2-诱导 WN 型极化%同时加入 D'C,HW'I为其对照-阻断 Y3-9; 信号通路后%"eC'c

检测相关因子蛋白质量浓度,h- %B&A$%?&检测相关因子 )&Yc相对表达量,?-!与 HW'I作用组比较%,LlF]FG%= LlF]FP ,独立样本 /检验%
$kL-!HW'Im二甲基亚砜(D'Cm&$分泌酶抑制剂(*YI'm诱导型一氧化氮合酶(AYf$%m肿瘤坏死因子 %(c/8Gm精氨酸合酶$G(W&m甘露糖受体(Cem
白细胞介素(Y>?m未加极化刺激因子
!!

?:讨论

巨噬细胞作为 ?YX微环境中重要的炎性细胞%对

?YX的发生和发展有重要的调控作用& 巨噬细胞具
有可塑性和多能性%在体内外不同微环境诱导下可极
化为功能截然不同的细胞亚型%根据活化状态和功能
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的不同%分为经典激活型,WG 型极化-和替代激活型
,WN 型极化-巨噬细胞 *O+ & 其中%WG 型巨噬细胞具有
促炎症反应特性%能大量诱导 *YI' 表达%增加 YI释
放%并可分泌 Ce$GN'Ce$NJ'Ce$GP 和 AYf$%等炎性因
子%诱导 A;$G 型反应%又称 *YI'\

巨噬细胞
*GF+ & WN 型

巨噬细胞介导抗炎反应%细胞内表达 c/8G%并分泌
Ce$GF'ADf$$等炎症拮抗因子%还可产生 X"Df等促
进伤口愈合%又称 c/8G\

巨噬细胞
*GG$GJ+ & ?,3等 *GE+

研

究发现%正常老龄眼中 WN 型巨噬细胞占主要比例%但
在 cWH患者脉络膜中巨噬细胞的 WG(WN 比值升高%
提示在 cWH病变过程中巨噬细胞表型发生改变& 研
究发现%老龄小鼠巨噬细胞可高表达 )*&$JJ%后者抑
制 ch?cG 转录%调控巨噬细胞中胆固醇转运%促进巨
噬细胞向 WN 型极化%促进血管新生%加重 cWH*GPUGL+ &
由此推测%大量募集浸润的巨噬细胞群体可能因其所
处状态的不同而发生极化表型的改变%进而在 ?YX的
发生和发展中发挥促炎性或促新生血管生成的作用&
对激光诱导的 ?YX模型研究发现%募集至 ?YX的巨
噬细胞主要为 c/8G\fE(ZF\

的 WN 型样巨噬细胞%可诱
发 &%"细胞及成纤维细胞活化%促进新生血管纤维膜
的生长

*GK+ & 然而%在 ?YX生成的不同阶段%这个巨噬
细胞群体是否保持均质性及功能呢" 本研究中对激光
诱导的小鼠 ?YX进行研究发现%?YX建模 J : 时巨噬
细胞浸润数量达峰%且在 ?YX中央和周边均有分布%
K :时巨噬细胞多局限于 ?YX中央(?YX建模 J : 时%
c/8G\

巨噬细胞占主导地位%而在第 K 天%c/8\
巨噬细

胞减少& 提示巨噬细胞在?YX不同阶段产生不同影响&
?YX生成过程中%是什么促使巨噬细胞发生这些

变化呢" 既往研究发现%老龄小鼠激光诱导的 ?YX较
年轻小鼠重%且浸润的巨噬细胞高表达 Ce$GF *GZ+ & 研
究发现%老龄小鼠巨噬细胞的这种极化改变是由 )*&$JJ
高表达引起的

*GPUGL+ & 除 )*&$JJ 外%Y3-9; 信号通路也
参与对巨噬细胞极化功能的调控& i,+8等 *GO+

研究表

明%Y3-9; 信号的活化对于巨噬细胞的 WG 型极化是必
须的%阻断Y3-9; 信号后巨噬细胞呈现WN 型应答& 近
年来%Y3-9; 信号通路对巨噬细胞调控眼内新生血管
的作用已得到证实

*NF+ & 为证实 Y3-9; 信号的改变是
否为造成 ?YX生成中巨噬细胞异质性的诱因%我们在
?YX造模后 J : 和 K : 检测了巨噬细胞中 Y3-9; 信号
的激活情况%发现在 J : 时活化的 YC?H低表达%而在
K : 时表达增加%表明巨噬细胞中 Y3-9; 信号的活化状
态在 ?YX的不同阶段发生变化& c;),: 等 *NG+

在激光

诱导的大鼠 ?YX中发现 Y3-9; 信号的下游分子表达
下调%从而诱导新生血管的萌芽%而本实验中同样发现

?YX早期 Y3-9; 信号的低活化状态%且这种低活化状
态不仅存在于内皮细胞中%在巨噬细胞中同样存在&
有研究认为%巨噬细胞中 Y3-9; 信号的低表达可抑制
巨噬细胞在正常血管网构建中的募集和定位%并影响
正常血管网的构建

*NN+ %故推测 ?YX早期巨噬细胞中
Y3-9; 信号的低活化为病理性新生血管的发生提供了
可能性& Y3-9;G 在巨噬细胞上表达并参与调控巨噬
细胞的极化反应%其表达的下调导致巨噬细胞向 WN
型极化

*NJ+ & 因而%本研究体内研究发现的 ?YX早期
大量 WN 型巨噬细胞的浸润可能正是由于 Y3-9; 信号
的低活化气所导致%大量 WN 型巨噬细胞在 ?YX局部
浸润发挥促血管生成作用%而在 ?YX进入中晚期时%
随着 Y3-9; 信号活性的增强%WN 型巨噬细胞逐渐失去
主导作用& 为了进一步验证这种不同激活状态的
Y3-9; 信号是调控 ?YX局部巨噬细胞发生极化改变的
原因%本研究在体外实验中分离并培养 ?PKhe小鼠的
骨髓单核前体细胞%用 Y3-9; 信号通路的阻断剂和极
化诱导因子观察巨噬细胞极化表型的改变%发现阻断
Y3-9; 信号后 WG 型巨噬细胞的促炎性特征明显降低%
而 WN 型巨噬细胞的抗炎性特征明显增强&

那么%Y3-9; 信号调控巨噬细胞在 ?YX中如何发
挥作用" 既往在对伤口愈合的研究中发现%Y3-9; 信
号的缺失导致巨噬细胞分泌 AYf$%'Ce$L'Ce$GN 等炎
性因子的量降低及伤口愈合的延迟%提示 Y3-9; 信号
在伤口愈合的炎性应答中发挥重要作用

*NE+ & 我们的
体外研究也证实了这一结果& 然而%任何创伤修复过
程中炎症反应和抗炎反应必然是同时存在而相互抗衡

的& 虽然我们发现 WN 型巨噬细胞在 ?YX早期的浸
润居多%但也发现?YX局部 AYf$%的表达在第 J 天显
著升高后逐渐下降%提示在激光诱导的 ?YX早期%巨
噬细胞的促炎性作用同样不容忽视%但在 ?YX的进展
期%巨噬细胞的炎性作用可能已不占主导地位& 我们
的体外实验也发现%经典的抗炎性因子 Ce$GF 的表达
在阻断 Y3-9; 信号后上调& 有研究发现 Ce$GF 眼内注
射可加剧新生血管的生成

*NP+ %提示 Y3-9; 信号可通过
调控巨噬细胞中的 Ce$GF 参与 ?YX的生成& 然而%在
?YX早期%WN 型巨噬细胞是否通过分泌 Ce$GF 与
AYf$%拮抗%还需要更深入的研究加以验证& 近期的
研究报道 Y3-9; 在 ?YX中对 "?和巨噬细胞发挥着截
然相反的作用

*NL+ & 本研究发现%激活 Y3-9; 信号可增
加巨噬细胞中 X"Df的表达%而阻断 Y3-9; 信号则减
少巨噬细胞中 X"Df的表达& 然而%表达 X"Df的巨
噬细胞并不是 ?YX局部 X"Df的主要来源%研究提示
X"Df\

巨噬细胞的主要作用是在 ?YX早期激活 &%"'
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成纤维细胞等%使 %&"细胞分泌 X"Df*P%GK+ %这也许是
?YXK : 时 X"Df总体表达升高的原因%但是 X"Df\

巨噬细胞的数量并未呈现相同的上升趋势%特异性清
除 &%"或巨噬细胞中表达的 X"Df均不能抑制 ?YX
的生长%提示 X"Df并不是促进 ?YX生成的唯一因
子

*GK+ & 由此推测%?YX早期 c/8G\
巨噬细胞为 ?YX浸

润的主要炎性细胞%可通过分泌 X"Df'Ce$GF 等促进
?YX的进展%而随着 ?YX的进展%c/8G\

巨噬细胞细胞

不再作为主要细胞%促新生血管能力逐渐减弱%?YX趋
向稳定并逐渐瘢痕化&

本研究结果表明%在 ?YX的不同阶段%巨噬细胞
的浸润'极化表型以及分泌的细胞因子均发生变化%且
Y3-9; 信号通路参与这一过程的调控& 这一发现提示
我们%今后有望通过调控 Y3-9; 信号水平影响巨噬细
胞极化方向及功能来干预 ?YX的生成&
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"#1 I1;-;,2)32%NFFE%NEN ,G- ÒG UGFG>:3*)GF>GFFK (4FFEGK$FFJ$
FZNZ$F>

*J+ i*-)0/,cY%X/0+40+= Df%Y33/:0+9?V%0-,2>X,49.2,/0+:3-;02*,2
8/35-; 7,9-3/4,+: ,+8*380+04*4*+ 0<0:*40,40*V+>%/38&0-*+ "<0&04%
NFFJ%NN,G- G̀UNO>:3*)GF>GFGL ('GJPF$OELN,FN-FFFEJ$P>

*E+ A4.-4.)*?%'3+3:,[b%"8,4;*/,[%0-,2>A;09/*-*9,2/3203739.2,/$
*+7*2-/,-*+8),9/31;,80*+ -;0:060231)0+-379;3/3*:,2+036,49.2,/*R,-*3+
*V+>Ve0.@39h*32%NFFJ%KE,G- ǸPUJN>:3*)GF>GGZO (M2=>FOFNEJL>

*P+ e*. V%?312,+: Hc%b3/*0'%0-,2>W<023*: 902240#1/044*+8X"Df,+:
,/8*+,40$G 732235*+8.1-,@037:,),80: /0-*+,21*8)0+-01*-;02*.)
4.8804-413-0+-*,2)09;,+*4) -;,-:/*604 -;0 3+40-379;3/3*:,2
,+8*380+04*4*+ )*90*V(Ie+>%e3' I+0%NFGJ%Z,Z- 0̀KNOJP *NFGEU
FLUFK +>;--1)((M3./+,24>1234>3/8(12343+0(,/-*920" *: kGF>GJKG (
M3./+,2>13+0>FFKNOJP>:3*)GF>GJKG (M3./+,2>13+0>FFKNOJP>

*L+ ';*dd%i,+8d'%j;,+8jg%0-,2>W3+39<-0(),9/31;,801/3)3-0
6,49.2370+04*4*+ 9;3/3*:,2+036,49.2,/*R,-*3+ *+ )*90=<4-*).2,-*+8
'Hf$G 0#1/044*3+ *+ &%" 90224* V+>D/,070p4 c/9; ?2*+ "#1
I1;,-;,2)32%NFGG%NEO,GG- G̀LLKUGLKO>:3*)GF>GFFK (4FFEGK$FGG$
GLOO$E>

*K+ "41*+34,$b0*:),++ HD% '.+0/CV%b0/+,+:0R"%%0-,2>W,9/31;,80
:0120-*3+ :*)*+*4;04204*3+ 4*R0,+: 4060/*-<*+ 0#10/*)0+-,29;3/3*:,2
+039,49.2,/*R,-*3+*V+>C+604-I1;-;,2)32X*4'9*%NFFJ%EE,Z- J̀PZLUJPON>
:3*)GF>GGLK (*364>FJ$FFJZ>

*Z+ c1-0&'%&*9;-0/V%b0/+:3+ V%0-,2>W,9/31;,804*+;*=*-+036,49.2,/*R,-*3+
*+ ,)./*+0)3:0237,80$/02,-0: ),9.2,/:080+0/,-*3+ *V(Ie+>%e3'
W0:%NFFL%J,Z- 0̀JGF *NFGEUFP UFL+>;--1)((555>+9=*>+2)>+*;>
836(1)9(,/-*9204(%W?GPJOFOJ(>:3*)GF>GJKG(M3./+,2>1)0:>FFJFJGF>

*O+ e,4@*+ He% '.+*2X&% D,/:+0/?&% 0-,2>W,9/31;,804,+: -*44.0
*+M./<),80+-437:070+403/:04-/.9-*3+" *V+>c++. &06%;,/),932
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