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$$)摘要*$目的$探讨外泌体"%oT#负载的抗新生血管短肽 ]Y00 在角膜新生血管"RSY#中的作用及其

机制,$方法$利用 %oT锚定肽 RP"? 将 ]Y00 结合到血管内皮来源的 %oT膜表面'形成 %oTO]Y00, 通过

AM5>,,纳米流式分析 %oT负载 ]Y00 的效率和最佳浓度比, 选取 @ 周龄 JPX级健康雄性 JC大鼠 0"" 只'其

中 0" 只大鼠不做任何处理'为正常对照组(其余大鼠在建立碱烧伤诱导 RSY大鼠模型后'采用随机数字表法

随机将大鼠分为 %oTO]Y00 组+]Y00 组和生理盐水组'每组各 2" 只, 从碱烧伤后第 0 天开始每隔 0 天'各组

分别结膜下注射 0"" !)%oTO]Y00"!? !>#+]Y00"!? !>#或生理盐水, 观察第 0+#+D+0# 天时 RSY的生成情

况(采用荧光素心室灌注+角膜血管造影法计算 RSY面积(采用苏木精 伊̀红染色法观察各组 RSY管腔数量(

采用免疫组织化学法检测角膜组织中 RC20 的表达分布(采用 _,8L,+< -)5L法检测电压依赖性阴离子通道 0

"YCAR0#和内质网应激+自噬及凋亡相关蛋白的表达水平,$结果$AM5>,,流式分析确定 ]Y00 与 %oT最佳

浓度比为 # f0'%oT负载 ]Y00 效率高达 @Dq?d, 碱烧伤后 D ; 和 0# ;'各组 RSY面积总体比较差异均有统

计学意义"Sn#q102+0?q?."'均 Zr"q"?#'其中碱烧伤后 D ;'%oTO]Y00 组 RSY面积小于 ]Y00 组和生理盐

水组(碱烧伤后 0# ;'%oTO]Y00 组和 ]Y00 组 RSY面积均小于生理盐水组'%oTO]Y00 组 RSY面积小于

]Y00 组'差异均有统计学意义 "均 Zr"q"?#, 角膜荧光铺片定量分析结果显示'生理盐水组+]Y00 组和

%oTO]Y00 组 RSY相对荧光面积分别为"@q2s0qD#d+"?q!s0q1#d和"2q#s"qD#d'总体比较差异有统计学

意义"Sn00qD2?'Zr"q"0#'其中 ]Y00 组和生理盐水组 RSY相对荧光面积均大于 %oTO]Y00 组'生理盐水组

RSY相对荧光面积大于 ]Y00 组'差异均有统计学意义"均 Zr"q"?#, 碱烧伤后 0# ;'生理盐水组基质内可见

大量新生血管管腔(]Y00 组基质内新生血管管腔数量较生理盐水组少(%oTO]Y00 组角膜结构趋于正常'少

见新生血管管腔, 生理盐水组角膜基质内可见大量 RC20 染色阳性细胞'细胞围成大小不一的管腔结构(

]Y00 组角膜基质内 RC20 染色阳性细胞围成的管腔数量较生理盐水组少'%oTO]Y00 组管腔数量较 ]Y00 组

少, %oTO]Y00 组+]Y00 组+生理盐水组和正常对照组 YCAR0+蛋白质激酶 Q样内质网激酶"P%Q]#+自噬接

头蛋白"JiJZB0NM1!#+活化半胱氨酸蛋白酶 2"4),'V,; 4'8M'8,2#相对表达量总体比较差异均有统计学意义

"Sn2?q.1"+@q.#D+0DqD.0+0"0q01@'均 Zr"q"0#'其中 %oTO]Y00 组 YCAR0+P%Q]+M1!+4),'V,; 4'8M'8,2 相

对表达量高于 ]Y00 组和生理盐水组'差异均有统计学意义"均 Zr"q""0#, 各组自噬微管相关蛋白轻链 2H

"\R2H#"N\R2H#蛋白相对表达量总体比较'差异无统计学意义"Sn"q##?'Zn"qD!D#,$结论$与 ]Y00 相

比'%oTO]Y00 可通过增加 YCAR0 表达+刺激 P%Q]产生+抑制自噬流的发生等机制更有效地抑制 RSY,$

)关键词*$角膜新生血管( 自噬( 外泌体( 纤溶酶原 h+(<>),?( 电压依赖性阴离子通道 0
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"89-)(1*)#:N9O'*)/6':Z5(<V,8L(>'L,L6,,**,4L8'<; &,46'<(8& 5*,F585&,"%oT#O)5';,; h+(<>),Y00

"]Y00# ;,)(V,+95< 45+<,')<,5V'84:)'+(='L(5< "RSY#3$D')J+3-$]Y00 7'8-5:<; L5L6,8:+*'4,5*,<;5L6,)(')

4,))O;,+(V,; ,F585&,8-9:8(<>RP"?''< %oTOL'+>,L(<>'<465+(<>M,ML(;,' L5M+5;:4,%oTO]Y003Z6,-(<;(<>

,**(4(,<49'<; 5ML(&')45<4,<L+'L(5< +'L(57,+,;,L,+&(<,; :8(<>L6,AM5>,,*)57898L,&3AL5L')5*0"" @O7,,hO5);

6,')L69&'),JPX>+';,JC+'L87,+,8,),4L,;'0" 5*76(46 7,+,+'<;5&)98,),4L,; '8'<5+&')45<L+5)>+5:M 7(L65:L

'<9L+,'L&,<L3Z6,RSY&5;,)7'8,8L'-)(86,; -9')h')(-:+< (< L6,5L6,+." +'L8'76(46 7,+,+'<;5&)9;(V(;,; (<L5

L6+,,>+5:M8'%oTO]Y00 >+5:M']Y00 >+5:M''<; <5+&')8')(<,>+5:M -9L6,+'<;5& <:&-,+L'-),&,L65;'7(L6 2"

+'L8(< ,'46 >+5:M3%'46 >+5:M 7'8(<E,4L,; 8:-45<E:<4L(V'))97(L6 0"" !)5*%oTO]Y00 "!? !>#']Y00 "!? !>#'5+

<5+&')8')(<,,V,+95L6,+;'9*+5&L6,*(+8L;'9'*L,+L6,')h')(-:+<'+,8M,4L(V,)93Z6,RSY5*+'L87'85-8,+V,; 5<

;'980' #' D' '<; 0# '*L,+')h')(-:+<3Z6,RSY '+,'7'84')4:)'L,; -9V,<L+(4:)'+M,+*:8(5< 7(L6 *):5+,84,(<

(85L6(549'<'L,O;,FL+'< " XUZRO;,FL+'< # '<; 45+<,')'<>(5>+'M693Z6,'&5:<L5*RSY ):&,< 7'85-8,+V,; -9

6,&'L5F9)(< '<; ,58(< 8L'(<(<>3Z6,;(8L+(-:L(5< 5*RC20 (< +'L45+<,'87'8;,L,+&(<,; -9(&&:<56(8L546,&(4')

&,L65;3Z6,,FM+,88(5< ),V,)85*V5)L'>,O;,M,<;,<L'<(5< 46'<<,)0 " YCAR0 #' ,<;5M)'8&(4+,L(4:):& 8L+,88'

':L5M6'>9'<; 'M5ML58(8O'8854('L,; M+5L,(<87,+,;,L,4L,; -9_,8L,+< -)5L3Z6(88L:;97'8'MM+5V,; -9L6,A<(&')

%L6(48R5&&(LL,,5*P,h(<>l<(V,+8(L9P,5M),t8I58M(L')"S53!"!0""0.#3A))'<(&')M+54,;:+,845&M)(,; 7(L6 L6,

+,>:)'L(5<85*L6,Y(8(5< '<; TM6L6')&5)5>9A8854('L(5< '<; L6,A<(&')P+5L,4L(5< '<; l8,R5&&(LL,,5*P,h(<>

l<(V,+8(L93$P'-.4)-$Z6,5ML(&')45<4,<L+'L(5< +'L(55*]Y00 L5%oT7'8#f0 '<; L6,-(<;(<>'**(<(L9+,'46,; :M

L5@Dq?d -9AM5>,,*)5749L5&,L,+83T< ;'98D '<; 0# '*L,+')h')(-:+<'L6,+,7,+,8(><(*(4'<L;(**,+,<4,8(< RSY

'+,''&5<>L6,*5:+>+5:M8"Sn#q102'0?q?."(-5L6 'LZr"q"?#3T< ;'9D '*L,+')h')(-:+<'L6,RSY'+,'7'8

8&')),+(< %oTO]Y00 >+5:M L6'< (< ]Y00 '<; <5+&')8')(<,>+5:M8'7(L6 8L'L(8L(4'))98(><(*(4'<L;(**,+,<4,8"-5L6 'L

Zr"q"?#3T< ;'90# '*L,+')h')(-:+<'L6,RSY'+,'7'88&')),+(< %oTO]Y00 '<; ]Y00 >+5:M8L6'< (< <5+&')

8')(<,>+5:M''<; 8&')),+(< %oTO]Y00 >+5:M L6'< (< ]Y00 >+5:M'8657(<>8L'L(8L(4'))98(><(*(4'<L;(**,+,<4,8"'))'L

Zr"q"? #3Z6,+,8:)L85*G:'<L(L'L(V,'<')98(85*45+<,')*):5+,84,<4,&5:<L88657,; L6'LL6,+,)'L(V,RSY

*):5+,84,<4,'+,'5*L6,<5+&')8')(<,>+5:M']Y00 >+5:M '<; %oTO]Y00 >+5:M 7,+,"@q2s0qD#d'"?q!s0q1#d

'<; " 2q# s"qD #d' +,8M,4L(V,)9' 8657(<>'8L'L(8L(4'))98(><(*(4'<L5V,+'))45&M'+(85< ;(**,+,<4," Sn00qD2?'

Zr"q"0#3Z6,+,)'L(V,RSY*):5+,84,<4,'+,'7'8)'+>,+(< ]Y00 '<; <5+&')8')(<,>+5:M8L6'< (< %oTO]Y00

>+5:M''<; )'+>,+(< <5+&')8')(<,>+5:M L6'< (< ]Y00 >+5:M'8657(<>8L'L(8L(4'))98(><(*(4'<L;(**,+,<4,8"'))'L

Zr"q"?#3T< ;'90# '*L,+')h')(-:+<'&'88(V,<,5V'84:)'+):&,<87,+,5-8,+V,; (< L6,&'L+(F5*L6,<5+&')8')(<,

>+5:M3Z6,<:&-,+5*<,5V'84:)'+):&,<8(< ]Y00 >+5:M 7'88&')),+L6'< L6'L(< <5+&')8')(<,>+5:M3Z6,45+<,')

8L+:4L:+,'MM,'+,; <5+&')(< %oTO]Y00 >+5:M''<; <,5V'84:)'+):&,<87,+,+'+,3S:&,+5:8RC20OM58(L(V,4,))87,+,

5-8,+V,; (< L6,45+<,')8L+5&'5*L6,<5+&')8')(<,>+5:M'76(46 *5+&,; (<L5):&,< 8L+:4L:+,83Z6,<:&-,+5*):&,<8

8:++5:<;,; -9RC20OM58(L(V,4,))8(< L6,45+<,')8L+5&'7'88&')),+(< ]Y00 >+5:M L6'< (< <5+&')8')(<,>+5:M''<;

8&')),+(< %oTO]Y00 >+5:M L6'< (< ]Y00 >+5:M3Z6,+,7,+,8(><(*(4'<L;(**,+,<4,8(< L6,+,)'L(V,,FM+,88(5< ),V,)85*

YCAR0'M+5L,(< h(<'8,QO)(h,,<;5M)'8&(4+,L(4:):&h(<'8,"P%Q]#'M1!'4),'V,; 4'8M'8,2 '&5<>L6,*5:+>+5:M8

"Sn2?q.1"'@q.#D'0DqD.0'0"0q01@('))'LZr"q"0#3Z6,+,)'L(V,,FM+,88(5< ),V,)85*YCAR0'P%Q]'M1!'4),'V,;

4'8M'8,2 7,+,6(>6,+(< %oTO]Y00 >+5:M L6'< (< ]Y00 '<; <5+&')8')(<,>+5:M8'8657(<>8L'L(8L(4'))98(><(*(4'<L

;(**,+,<4,8"'))'LZr"q""0#3Z6,+,7'8<58(><(*(4'<L;(**,+,<4,(< L6,+,)'L(V,,FM+,88(5< 5*&(4+5L:-:),O'8854('L,;

M+5L,(<80AN0H)(>6L46'(< 2H "\R2H# "N\R2H# M+5L,(< '&5<>'))*5:+>+5:M8"Sn"q##?'Zn"qD!D#3$

M+,*4.-/+,-$%oTO]Y00 4'< (<6(-(LRSY&5+,+,&'+h'-)9L6'< ]Y003%oTO]Y00 (<6(-(L8RSY-9M+5&5L(<>L6,

,FM+,88(5< 5*YCAR0 '<; P%Q]'<; 8:MM+,88(<>L6,':L5M6'>(4*):F3

";'< =+(3-#:R5+<,')<,5V'84:)'+(='L(5<( A:L5M6'>9( %F585&,8( P)'8&(<5>,< h+(<>),?( Y5)L'>,O;,M,<;,<L

'<(5< 46'<<,)0

>.,3&(+2(10& S'L:+')J4(,<4,X5:<;'L(5< 5*H,(E(<>"H,(E(<>OZ('<E(<OI,-,(JM,4(')P+5>+'&# "W0."""?#
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$$角膜是重要的屈光介质之一'无血管是其维持光
学透明的主要原因之一

- 0 !̀. , 但在缺氧+炎症+创伤等
情况下'角膜缘血管网的新生血管容易生长到角膜内'
对角膜的透光性造成损害'从而导致视力下降'称为角
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膜新生血管"45+<,')<,5V'84:)'+(='L(5<'RSY# - 2 #̀. , 现
有的 RSY治疗方法存在一定缺陷和局限性'如糖皮质
激素诱导的青光眼+抗血管内皮生长因子 "V'84:)'+
,<;5L6,)(')>+57L6 4,))'Y%[X#药物对于成熟 RSY效果
较差+光动力疗法对周围角膜和角膜缘干细胞造成损
害等

- !'?. , RSY治疗方法的部分有效性和相关不良反
应提示我们'需要探索新的 RSY治疗方法, ]+(<>),
结构域广泛存在于纤溶酶原和载脂蛋白中'在抑制血
管生成中发挥关键作用'尤其是 ]+(<>),Y"]Y# - 1 0̀". ,
]Y可抑制胃癌+肝细胞癌和 RSY等的形成 - 00 0̀2. ']Y
来源的十一肽 ]Y00"gZBSPQ]\XCg#对视网膜新生
血管具有明显抑制作用

- 0# 0̀?. , 然而'短肽存在不稳
定+生物膜渗透性较差等缺点 - 01 0̀@. , 因此'需要一种
药物载体协助 ]Y00 在体内稳定发挥抑制血管生成的
作用, 外泌体",F585&,'%oT#是各种细胞分泌的直径
为 2"a0?" <&的胞外囊泡 - 0. !̀". '可以作为药物的微载
体直接将药物递送入细胞'增强药物稳定性'延长药物
半衰期

- !0 !̀!. , ['5等 - !2.
研究发现了一种名为 RP"?

的锚定肽'可以靶向 %oT膜标记蛋白 RC12'从而负载
药物, C5<>等 - !#.

利用 RP"? 将 ]Y00 负载到 %oT上'
发现该系统可以通过侵袭性较低的方式较好地治疗视

网膜新生血管, 然而'%oTO]Y00 对 RSY的作用及其
机制尚不清楚, 本研究拟探讨 %oT负载抗新生血管
短肽 ]Y00 在 RSY中的作用和相关机制'以期为
%oTO]Y00 可能的临床应用提供实验基础,

B:材料与方法

B3B$材料
B3B3B$细胞及动物来源$原代人脐静脉内皮细胞
"6:&'< :&-()(4')V,(< ,<;5L6,)(')4,))8'IlY%R8#购自
浙江美森科技有限公司, @ 周龄 JPX级健康雄性 JC
大鼠 0"" 只'体质量 0@"a!!" >'购自北京华阜康实验
动物技术有限公司 -许可证号& JRo]"京 # !"0.O
"""@., 其中 0" 只大鼠不做任何处理'为正常对照组(
其余大鼠均经角膜碱烧伤构建 RSY模型, 本研究经
北京大学人民医院动物伦理委员会批准 "批文号&
!"!0""0.# '所有动物操作均符合视觉与眼科学协会
及北京大学动物保护与使用委员会的规定,
B3B3!$主要试剂及仪器$短肽]Y00"gZBSPQ]\XCg#+
]Y00"RP"?#"gZBSPQ]\XCgRQIJiBZYJQ\#+XUZR
标记的 ]Y00"RP"?# "苏州强耀生物科技有限公司#(
%RB培养基"美国 J4(,<4,))公司#(总 %oT提取试剂
"细胞培养基#+H(8OZ+(8预制胶+BTPJ JCJ 电泳缓冲
液+B%J JCJ 电泳缓冲液+QUPA溶液"美国 Z6,+&5公

司#("q!! !&+"q#? !&SR膜"德国B,+4h B())(M5+,公
司#(蛋白酶抑制剂混合物"苏州新赛美生物科技有限
公司#(电转缓冲液+HRA蛋白定量试剂盒"北京兰博
利德生物技术有限公司#(ZHJ 封闭液 "美国 \UORTQ
公司#(兔抗四跨膜蛋白 2""L,L+'8M'<(< 2"'RC12#多克
隆抗体 " !?1@! #+ 兔抗电压依赖性阴离子通道 0
"V5)L'>,O;,M,<;,<L'<(5< 46'<<,)0'YCAR0#多克隆抗
体"??!?.#+兔抗半胱氨酸蛋白酶 2"4'8M'8,2#多克隆
抗体"0.1DD#+鼠抗 $O'4L(< 单克隆抗体"11"".# "武汉
P+5L,(<L,46 公司#(兔抗蛋白质激酶 Q样内质网激酶
" M+5L,(< h(<'8,QO)(h,,<;5M)'8&(4+,L(4:):& h(<'8,'
P%Q]#单克隆抗体 "R22%0"#+兔抗自噬接头蛋白 0
"8,G:,8L585&,O0'JiJZB0NM1!#单克隆抗体"C0"%0"#
"美国 R,))J(><')(<>Z,46<5)5>9公司#(兔抗血小板内
皮细胞黏附分子 0 " M)'L,),L,<;5L6,)(')4,))';6,8(5<
&5),4:),O0'RC20#多克隆抗体 "'-!@0?@2#+兔抗自噬
微管相关蛋白轻链 2H"&(4+5L:-:),O'8854('L,; M+5L,(<8
0AN0H)(>6L46'(< 2H'\R2H#单克隆抗体 "'-0.!@."#
"美国 A-4'&公司 #(R+:=X):5+ZB D." 标记小鼠抗兔
U>["84O?01!?2#+R+:=X):5+ZB D." 标记小鼠 U>[%结合
蛋白"84O?010@0#"美国 J'<L'R+:=公司#(异硫氰酸荧
光素标记的右旋糖酐 "XUZRO;,FL+'<'相对分子质量
! """ """#"德国 J(>&'公司#(异氟烷"深圳瑞沃德生
命科技有限公司#, T)9&M:8Ho#0 倒置显微镜"日本
T)9&M:8公司 #( AM5>,,AO?" 微流式细胞仪 "美国
AM5>,,公司#(石蜡切片机+透射电子显微镜W%BO0#""
"德国 \,(4'公司#(S'<58(>6LSJ2"" 纳米跟踪分析仪
"英国 B')V,+< 公司#(裂隙灯显微镜 "日本拓普康公
司#(T;988,9R)F显影仪"美国 \UORTQ公司#,
B3!$方法
B3!3B$细胞培养$IlY%R8用 %RB完全培养基于
2D u+?dRT! 培养箱中培养'当细胞生长至 D"d融合
时'将细胞消化常规传代或低温保存, 取第 2 a1 代
IlY%R8用于后续实验,
B3!3!$免疫荧光染色法鉴定细胞$取细胞爬片'#d
多聚甲醛固定 2" &(<'磷酸盐缓冲液" M658M6'L,-:**,+
8')(<,'PHJ#洗 2 次'每次 ? &(<(滴加 ?dZ+(L5< oO0""'
室温下孵育 0? &(<'甩干载玻片上的液滴'滴加封闭
液'室温下孵育 0 6(甩干载玻片上的封闭液'加 RC20
抗体 ?" !)'# u孵育过夜(PHJ 洗 2 次'每次 ? &(<(加
入荧光二抗 ?" !)'室温下避光孵育 0 6(PHJ 洗 2 次'
每次 ? &(<(加入 ?" !)CAPU染核 0" &(<'PHJ 洗 2 次'
每次 ? &(<(抗荧光猝灭剂封片'荧光显微镜下观察并
拍照,
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B3!3C$IlY%R8源 %oT的提取和鉴定$实验前将胎
牛血清"*,L')-5V(<,8,+:&'XHJ#以 0"" """b* 超速离
心 01 6 以耗竭 XHJ 源 %oT, 通过总 %oT分离试剂盒
"细 胞 培 养 基 # 分 离 IlY%R8来 源 的 %oT, 将
IlY%R8在 ZD? 中培养 #@aD! 6'收集培养液'! """b*
离心 2" &(<'弃去细胞和碎片, 将上清液与 0N! 体积
的总 %oT分离试剂在 # u下孵育过夜, 将混合物在
# u下 0" """b* 离心 0 6, 每毫升上清生成的%oT沉
淀用 0" !)生理盐水重悬'并采用纳米粒子跟踪分析+
透射电子显微镜观察 %oT的浓度和大小形态'采用
_,8L,+< -)5L实验进行 %oT标志物鉴定, HRA检测
%oT蛋白质量浓度约为 ! !>N!),
B3!3# $ %oTO]Y00 的合成和鉴定$ XUZR标记的
]Y00"RP"?#与 %oT在 # u下避光孵育过夜, 通过
配备 #@@ <&激发光的 AM5>,,AO?" 微流式细胞仪检
测 %oT负载 ]Y00 的效率, AM5>,,参考混合珠由折
射率 为 0q#! 且 直 径 为 0@"+ !#"+ 2""+ ?."+ @@"+
0 2"" <&非荧光二氧化硅微球和折射率为 0q?. 且直
径为 00" <&和 ?"" <&的绿色荧光乳胶球组成, 使用
AM5>,,参考混合珠进行校正'样品上样进行检测'采
样速度为 "qD? !)N&(<'样品体积不小于 0?" !)'采样
时间为 0@" 8, %oT浓度和荧光阳性事件数" .#根据
样品体积+细胞仪流速自动测量, 采用中角光散射和
#@@ <&荧光触发通道'并定义带有 XUZR荧光+直径为
2"a0@" <&的颗粒为 %oTO]Y00"XUZR#阳性事件,
B3!3G$大鼠角膜碱烧伤诱导 RSY模型的建立$采用
!q?d异氟醚麻醉大鼠, 直径为 2 &&的圆形滤纸片浸
于 0 &5)N\S'TI溶液中 2" 8'吸水纸吸去多余液体'
烧灼大鼠角膜中心 2" 8"第 " 天#'用 0? &)生理盐水
充分清洗结膜囊以去除残余的 S'TI溶液, 采用随机
数字表法随机将碱烧伤角膜大鼠分为 %oTO]Y00 组
2" 只+]Y00 组 2" 只和生理盐水组 2" 只"本课题组体
外实验结果表明'单纯 %oT组与生理盐水组指标差异
无统计学意义'因此动物实验排除了单纯 %oT这一对
照组#, 从碱烧伤后第 0 天开始'各组分别每隔 0 ; 给
予结膜下注射 0"" !)%oTO]Y00 " !? !>#+ ]Y00
"!? !>#或生理盐水, 在第 0+#+D+0# 天'裂隙灯显微
镜下观察 RSY生长情况并拍照,
B3!3F$大鼠 RSY相对荧光面积定量分析$参照文献
-!?.中的方法对裂隙灯显微镜下的角膜照片进行
RSY定量分析, 测量角膜缘血管长度"\#和角膜钟时
数"R#'RSY面积nRN0!b2q0#0 1-+! "̀ +̀\# !.'其中
+n2 &&'为大鼠角膜半径, 为了进一步精确计算
RSY面积'通过 XUZRO;,FL+'< 心室灌注+角膜血管造影

计算角膜荧光面积与角膜总面积的比值来定量分析

RSY相对荧光面积-!1. , 采用氯胺酮"@" &>Nh>#N噻拉
嗪"0" &>Nh>#麻醉大鼠'左心室灌注 !? &>N&)XUZRO
;,FL+'< 0 &)(0 &(< 后'摘取眼球并在 #d多聚甲醛溶液
中固定 2" &(<, 眼球后节组织分离后将大鼠角膜平均
剪成 # 瓣平铺在玻片上'荧光显微镜下观察并拍照,
采用 U&'>,P+5P):81 软件检测 RSY荧光面积与角膜
总面积的比值'定量分析 RSY相对荧光面积,
B3!3H$苏木精 伊̀红染色观察各组 RSY管腔数量$
每组选取 1 只大鼠'于 0# ; 过量麻醉处死后摘取眼
球'#d多聚甲醛固定 !# 6'置于 ??d乙醇中过夜'梯度
乙醇"1"d+D"d+@"d+."d+0""d#脱水'二甲苯透明
? &(<'浸蜡 0 6'石蜡包埋'# !&厚连续切片'2D u烤
片过夜, 按照试剂盒说明书进行苏木精 伊̀红染色'
观察各组角膜形态和基质 RSY数量,
B3!3I$免疫组织化学法检测大鼠角膜组织中 RC20
的表达分布$每组取 @ 只大鼠'将组织石蜡切片置于
1" u烤箱中烤片 ! 6'PHJ 浸洗后放入 "q"0 &5)N\枸
橼酸盐缓冲液'0"" u水浴 2" &(< 修复抗原(自然冷却
后于 2dI!T! 溶液中室温孵育 0" &(<'0"d山羊血清
溶液 中 室 温 封 闭 2" &(<( 滴 加 兔 抗 RC20 一 抗
"0 f?""#'# u孵育过夜(PHJ 浸洗 2 次'滴加山羊抗
鼠 IQP标记二抗"0 f0""#'室温孵育 2" &(<(PHJ 浸
洗 2 次'滴加适当比例的 IQP标记链霉卵白素'室温
孵育 2" &(<'滴加 CAH显色液显色 0? 8a2 &(<'显微
镜下观察组织呈褐色'立即放入水中中止反应'采用苏
木素染液复染核, 切片用中性树脂封片后于显微镜下
观察并拍照,
B3!3Q$_,8L,+< -)5L法检测 YCAR0 和内质网应激+自
噬及凋亡相关蛋白表达量 $ 每组取 ? 只大鼠'
IlY%R8和角膜组织的蛋白通过 QUPA裂解液提取,
制备好的蛋白样品通过 JCJ 凝胶电泳后电转到 "q!!
或 "q#? !&的 SR膜上'封闭液封闭 0q? 6'分别加入
RC12+YCAR0+P%Q]+M1!+\R2H+4'8M'8,2 或 $O'4L(<
"均 0 f0 """ 稀释#抗体'# u下孵育过夜(ZHJZ洗
2 次后分别用相应二抗常温下避光孵育 0 6'在
T;988,9R)F显影仪上显影, 采用 U&'>,W软件定量分
析条带'以 $O'4L(< 为内参'目的蛋白相对表达量n目
的蛋白灰度值N$O'4L(< 灰度值(\R2H蛋白表达量 n
\R2H"灰度值N\R2H#灰度值,
B3C$统计学方法

采用 JPJJ !23" 统计学软件 "美国 UHB JPJJ 公
司#进行统计分析, 计量资料数据经 J6'M(+5O_()h 检
验证实呈正态分布'以 "s/表示, 各组各指标总体比
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较采用单因素方差分析'事后比较采用 \JCO&检验,
Zr"q"? 为差异有统计学意义,

!:结果

!3B$IlY%R8形态观察及表型鉴定
原代 IlY%R8传代培养至第 2a1 代'细胞形态均

匀一致'呈铺路石样, 免疫荧光检测结果显示'第 2 代
IlY%R8高表达内皮细胞标志物 RC20"图 0#,

100μm

100μm100μm

200μm B

C D

A

图 B:RSK$M-形态及 MECB 表达:A&第 2a1 代 IlY%R8呈铺石
路样形态 " b0""'标尺 n!"" !&# $ H&IlY%R8RC20 染色阳性
"b#""'标尺 n0"" !&# $ R&CAPU染色见细胞核居于细胞中央
"b#""'标尺n0"" !&#$C&图H和R的融合图"b#""'标尺n0"" !&#
>/2.('B:D+(&J+4+2/*14+9-'(61)/+,+5RSK$M-1,3'%&('--/+,+5
MECB$A&Z6,M'V(<>O8L5<,M'LL,+< 5*M+(&'+9IlY%R8'LM'88'>,2 1̀
:<;,+'&(4+5845M,"b0""'84'),-'+n!"" !&#$H&IlY%R8M58(L(V,
*5+RC20 8L'(<(<>" b#""'84'),-'+n0"" !& # $ R&CAPU8L'(<(<>
8657,; L6'LL6,<:4),(7,+,(< L6,4,<L,+5*4,))8" b#""'84'),-'+n

0"" !&#$C&%&,+>,; (&'>,8H'<; R"b#""'84'),-'+n0"" !&#

!3!$%oT的鉴定及其与 ]Y00"RP"?#的结合效率
通过透射电子显微镜+纳米粒径分析仪和 _,8L,+<

-)5L法鉴定 %oT'结果显示提取的 %oT为双面凹的杯
状囊泡"图 !A#(平均直径为 0!D <&'浓度为 " !q0?b

0".s1q??b0"D # M'+L(4),8N&)"图 !H#(%oT标志蛋白
RC12 阳性 "图 !R#, AM5>,,流式检测不同浓度比
"%oTf]Y00n!f0+0 f0+0 f!+0 f##下 %oT负载 ]Y00

的效率'结果表明当 %oTf]Y00 n0 f#"1q!? !>N&)f
!? !>N&)#时'结合效率最佳'为 @Dq?d'后续实验采用
此浓度"图 !C#,
!3C$各组 RSY不同指标及 RC20 表达情况比较
!3C3B$各组大鼠角膜碱烧伤后不同时间点裂隙灯显
微镜下 RSY形成比较$碱烧伤 0 ;'各组角膜中央基
质混浊'球结膜充血'角膜组织几乎无新生血管长入(

碱烧伤 # ;'可见各组新生血管芽从角膜缘长入角膜(
碱烧伤 D ;'%oTO]Y00 组 RSY面积小于 ]Y00 组和生
理盐水组(碱烧伤 0# ;'%oTO]Y00 组和 ]Y00 组 RSY
面积均小于生理盐水组'%oTO]Y00 组 RSY面积小于
]Y00 组"图 2#, 碱烧伤后 D ; 和 0# ;'各组RSY面积
总体比较差异均有统计学意义"Sn#q102+0?q?."'均
Zr"q"?#'其中碱烧伤后 D ;'%oTO]Y00 组 RSY面积
小于 ]Y00 组和生理盐水组(碱烧伤 0# ;'%oTO]Y00
组和 ]Y00 组 RSY面积均小于生理盐水组'%oTO
]Y00 组 RSY面积小于 ]Y00 组'差异均有统计学意
义"均 Zr"q"?#"表 0#,
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图 !:外泌体的形态及其与 ;KBB"M@"G#的结合效率$A&IlY%R8
来源的外泌体透射电子显微镜图像 "b0"" """'标尺 n!"" <&#$
H&纳米粒径分析 IlY%R8来源的外泌体大小分布$R&_,8L,+< -)5L
分析 IlY%R8来源外泌体中 RC12 蛋白表达$C&AM5>,,流式检测外
泌体与 XUZR标记的 ]Y00 "RP"?#不同浓度比下结合形成 %oTO
]Y00"XUZR#的效率m橙色方框圈出 %oTO]Y00"XUZR#阳性事件.$
%oT&外泌体
>/2.('!: D+(&J+4+2< +5'%+-+0'-1,3/)-9/,3/,2 '55/*1*< =/)J
;KBB " M@"G # $ A& Z+'<8&(88(5< ,),4L+5< &(4+5845M9 (&'>, 5*
IlY%R8O;,+(V,; ,F585&,8"b0"" """'84'),-'+n!"" <&#$H&S'<5O
M'+L(4), 8(=, '<')98(8 5*L6, 8(=, ;(8L+(-:L(5< 5*IlY%R8O;,+(V,;
,F585&,8$R&%FM+,88(5< 5*RC12 M+5L,(< (< IlY%R8O;,+(V,; ,F585&,8
-9_,8L,+< -)5L$C&AM5>,,*)57898L,& '<')98(8*5+L6,,**(4(,<495*
,F585&,8 -(<;(<> L5 XUZRO)'-,),; ]Y00 " RP"? # 'L ;(**,+,<L
45<4,<L+'L(5< +'L(58"5+'<>,-5F(<;(4'L,; %oTO]Y00 "XUZR# M58(L(V,
,V,<L8#$%oT&,F585&,(]Y&h+(<>),Y

!3C3!$各组大鼠 RSY相对荧光面积比较$角膜碱烧
伤后 0# ;'生理盐水组新生血管已长入角膜中央'RSY
荧光面积最大'新生血管密集'迂曲扩张(]Y00 组
RSY相对荧光面积较生理盐水组小'新生血管密度较
稀疏 '迂曲扩张程度较轻(%oTO]Y00组RSY面积最
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图 C:各组大鼠碱烧伤后不同时间点裂隙灯显微镜下图像db01#$碱烧伤 0 ;'各组大鼠角膜

中央基质混浊'球结膜充血'角膜组织几乎无新生血管长入(碱烧伤 # ;'各组新生血管芽从角

膜缘长入角膜(碱烧伤 D ;'%oTO]Y00 组 RSY面积小于 ]Y00 组和生理盐水组(碱烧伤 0# ;'

%oTO]Y00 组和 ]Y00 组 RSY面积均小于生理盐水组'%oTO]Y00 组 RSY面积小于 ]Y00

组$箭头示 RSY$%oT&外泌体

>/2.('C:T4/)7410&/012'-+5(1)'<'9144-1)3/55'(',))/0'&+/,)-15)'(*+(,'1414U14/9.(,-

/,'1*J2(+.&db01#$T< ;'90 '*L,+')h')(-:+<'4)5:;94,<L+')45+<,')&'L+(F'<; 45<>,8L,;

-:)-'+45<E:<4L(V'7,+,8,,<''<; ')&58L<5<,7-)55; V,88,)8>+,7(< 45+<,')L(88:,3T< ;'9# '*L,+

')h')(-:+<'<,5V'84:)'+(='L(5< -:;8>+,7*+5&L6,45+<,'))(&-:8(<L5L6,45+<,'45:); -,8,,< (<

,'46 >+5:M3T< ;'9D '*L,+')h')(-:+<'L6,RSY'+,'7'88&')),+(< %oTO]Y00 >+5:M L6'< (< ]Y00

'<; <5+&')8')(<,>+5:M83T< ;'90# '*L,+')h')(-:+<'L6,RSY'+,'7'88&')),+(< %oTO]Y00 '<;

]Y00 >+5:M8L6'< (< <5+&')8')(<,>+5:M''<; 7'88&')),+(< %oTO]Y00 >+5:M L6'< (< ]Y00

>+5:M$Z6,'++5788657,; RSY$%oT&,F585&,(]Y&h+(<>),Y

表 B:各组大鼠角膜碱烧伤后 H 3和 B# 3MVK面积比较 d!W"'00!#
X194'B:M+0&1(/-+,+5MVK1('1 15)'(*+(,'1414U14/79.(,/,O.(< /,(1)-+,31<-

H 1,3B# 10+,2 61(/+.-2(+.&-d!W"'00!#

组别 样本量 碱烧伤后 D ; 碱烧伤后 0# ;

%oTO]Y00 组 D 01q@!s2q!" 0#q#1s#q2"

]Y00 组 D !!q!.s#q"D' 0.q!2s!q2D'

生理盐水组 D !"q.1s2q!.' !2q1@s!q12'-

S值 #q102 0?q?."

Z值 r"q"? r"q""0

$注&与 %oTO]Y00 组比较''Zr"q"?(与 ]Y00 组比较'-Zr"q"?d单因素方差分析'\JCO&检验#$
RSY&角膜新生血管(%oT&外泌体
$S5L,&R5&M'+,; 7(L6 %oTO]Y00 >+5:M''Zr"q"?(45&M'+,; 7(L6 ]Y00 >+5:M'-Zr"q"? dT<,O7'9
ASTYA'\JCO&L,8L#$RSY&45+<,')<,5V'84:)'+(='L(5<(%oT&,F585&,(]Y&h+(<>),Y

小'新生血管密度稀疏'迂曲扩张程
度最轻, 角膜荧光铺片定量分析结
果显示' 生理盐水组+ ]Y00 组和
%oTO]Y00 组 RSY相对荧光面积分
别为d @q2s0qD#d+d ?q!s0q1#d和
d2q#s"qD#d'总体比较差异有统计
学意义 dSn00qD2?'Zr"q"0#'其中
]Y00 组和生理盐水组 RSY相对荧
光面积均大于 %oTO]Y00 组'生理盐
水组 RSY相对荧光面积大于 ]Y00
组'差异均有统计学意义 d均 Zr
"q"?#d图 ##,
!3C3C$各组大鼠角膜组织形态学特
征比较$碱烧伤后 0# ;'生理盐水组
基质内可见大量新生血管管腔(
]Y00 组基质内新生血管管腔数量较
生理盐水组少(%oTO]Y00 组角膜结
构趋于正常'少见新生血管管腔
d图 ?#,
!3C3#$各组 RC20 表达情况比较$
角膜免疫组织化学染色结果显示'碱
烧伤后 0# ;'生理盐水组角膜基质内
可见大量 RC20 染色阳性细胞'细胞
围成大小不一的管腔结构(]Y00 组
角膜基质内 RC20 染色阳性细胞围
成的管腔数量较生理盐水组少'
%oTO]Y00 组较 ]Y00 组少d图 1#,
!3#$各组 YCAR0 和内质网应激+自
噬及凋亡相关蛋白表达量比较

_,8L,+< -)5L检 测 结 果 显 示'
%oTO]Y00 组+]Y00 组+生理盐水组
和正 常 对 照 组 大 鼠 角 膜 组 织 中

YCAR0+P%Q]+M1!+4),'V,; 4'8M'8,2
相对表达量总体比较差异均有统计

学意义 dSn2?q.1"+@q.#D+0DqD.0+
0"0q01@'均 Zr"q"0 #'其中 %oTO
]Y00 组 YCAR0+P%Q]+M1!+4),'V,;
4'8M'8,2 相对表达量高于 ]Y00 组
和生理盐水组'差异均有统计学意义
d均 Zr"q""0#, 各组 \R2H"N\R2H
#蛋白相对表达量总体比较差异无
统计学意义 dSn"q##?'Zn"qD!D#
d表 !'图 D#,
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图 #:各组 MVK相对荧光面积比较$A&各组碱烧伤后 0# ; 角膜荧光铺片"XUZRO;,FL+'< b#"'标尺n0 &&# "A0&%oTO]Y00 组(A!&]Y00 组(

A2&生理盐水组#$H&RSY荧光面积与角膜总面积之比的定量分析$Sn00qD2?'Zr"q"03与 %oTO]Y00 组比较''Zr"q"?(与 ]Y00 组比较'-Zr

"q"?"单因素方差分析'\JCO&检验'.n@#$0&%oTO]Y00 组(!&]Y00 组(2&生理盐水组$RSY&角膜新生血管

>/2.('#:M+0&1(/-+,+5MVK54.+('-*',*'1('1 10+,2 61(/+.-2(+.&-$A&R5+<,')*):5+,84,<4,*)'L&5:<L85< ;'90# '*L,+')h')(-:+< (< ;(**,+,<L

>+5:M8"XUZRO;,FL+'< b#"'84'),-'+n0 &&# "A0&%oTO]Y00 >+5:M(A!&]Y00 >+5:M(A2&<5+&')8')(<,>+5:M#$H&i:'<L(L'L(V,'<')98(85*L6,+'L(55*

L6,RSY'+,'L5L6,L5L')45+<,''+,'$Sn00qD2?'Zr"q"03R5&M'+,; 7(L6 %oTO]Y00 >+5:M''Zr"q"?(45&M'+,; 7(L6 ]Y00 >+5:M'-Zr"q"? "T<,O7'9

ASTYA'\JCO&L,8L'.n@#$0&%oTO]Y00 >+5:M(!&]Y00 >+5:M(2&<5+&')8')(<,>+5:M$RSY&45+<,')<,5V'84:)'+(='L(5<

5C5B5A25μm 25μm 25μm 25μm 25μm 25μm 6C6B6A

图 G:各组大鼠角膜组织形态学特征比较"I%b!""'标尺n!? !&#$A&角膜基质纤维趋于正常'少见血管管腔$H&角膜基质纤维紊乱'可见新

生血管管腔$R&角膜基质纤维严重紊乱'可见大量新生血管管腔$图 F:各组 MECB 表达情况比较"CAHb!""'标尺n!? !&#$A&%oTO]Y00 组

可见少量 RC20 阳性细胞围成的管腔$H&]YO00 组 RC20 阳性细胞围成的管腔增多$R&生理盐水组可见大量 RC20 阳性细胞围成的管腔$RC20

阳性细胞呈棕褐色

>/2.('G:M+0&1(/-+,+5*+(,'14J/-)+0+(&J+4+2/**J1(1*)'(/-)/*-+5(1)-10+,2 61(/+.-2(+.&-"I%b!""'84'),-'+n!? !&#$A&R5+<,')8L+5&')

*(-,+88,,&,; <5+&')''<; V'84:)'+):&,< 7'8+'+,$H&R5+<,')8L+5&')*(-,+87,+,;(8L:+-,;''<; <,5V'84:)'+):&,<87,+,V(8(-),$R&R5+<,')8L+5&')*(-,+8

7,+,8,+(5:8)9;(8L:+-,;''<; ')'+>,<:&-,+5*<,5V'84:)'+):&,<87,+,8,,<$>/2.('F:M+0&1(/-+,+5MECB '%&('--/+,10+,2 3/55'(',)2(+.&-

"CAHb!""'84'),-'+n!? !&#$A&A*,7):&,<88:++5:<;,; -9RC20OM58(L(V,4,))87,+,8,,< (< L6,%oTO]Y00 >+5:M$H&B5+,):&,<88:++5:<;,; -9

RC20OM58(L(V,4,))87,+,8,,< (< L6,]YO00 >+5:M$R&A)'+>,<:&-,+5*):&,<88:++5:<;,; -9RC20OM58(L(V,4,))87,+,8,,< (< L6,<5+&')8')(<,>+5:M$

H+57< 45)5+*5+RC20OM58(L(V,4,))8

表 !:各组大鼠角膜组织中 KE8MB 和内质网应激A自噬及凋亡相关蛋白表达量比较"!W"#
X194'!:M+0&1(/-+,+5)J''%&('--/+,4'6'4-+5KE8MB'',3+&41-0/*(')/*.4.0 -)('--1,31&+&)+-/-71--+*/1)'3

&(+)'/,-/,(1)*+(,'1 10+,2 61(/+.-2(+.&-"!W"#

组别 样本量 YCAR0 P%Q] M1!NJiJZB0 \R2H"N\R2H# 4),'V,; 4'8M'8,2

%oTO]Y00 组 # "q@2s"q"! "q.?s"q00 "q@.s"q"? 0q"#s"q"# "q1!s"q"2

]Y00 组 # "q1?s"q"2' "qD"s"q"1' "q11s"q"!' "q.0s"q!1 "q#?s"q"0'

生理盐水组 # "q?.s"q"#' "q?.s"q"1' "qDDs"q"0' 0q0"s"q22 "q!#s"q"0'

正常对照组 # "q1#s"q"! "q@@s"q02 "q@!s"q"# "q.@s"q". "q22s"q"?

S值 2?q.1" @q.#D 0DqD.0 "q##? 0"0q01@

Z值 r"q""0 r"q"0 r"q"0 "qD!D r"q""0

$注&与 %oTO]Y00 组比较''Zr"q""0"单因素方差分析'\JCO&检验#$YCAR0&电压依赖性阴离子通道 0(P%Q]&蛋白质激酶 Q样内质网激酶(M1!N
JiJZB0&自噬接头蛋白 0(\R2H&自噬微管相关蛋白轻链 2H(4),'V,; 4'8M'8,2&活化半胱氨酸蛋白酶 2
$S5L,&R5&M'+,; 7(L6 %oTO]Y00 >+5:M''Zr"q""0 "T<,O7'9ASTYA'\JCO&L,8L#$YCAR0&V5)L'>,O;,M,<;,<L'<(5< 46'<<,)0(P%Q]& M+5L,(< h(<'8,
QO)(h,,<;5M)'8&(4+,L(4:):&h(<'8,(M1!NJiJZB0&8,G:,8L585&,O0(\R2H&&(4+5L:-:),O'8854('L,; M+5L,(<80AN0H)(>6L46'(< 2H

!#00! 中华实验眼科杂志 !"!# 年 ! 月第 #! 卷第 ! 期$R6(< W%FM TM6L6')&5)'X,-+:'+9!"!#'Y5)3#!'S53!
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图 H:0'-)'(,94+)检测角膜碱烧伤后各组角膜组织中 KE8MB+
@$P;+&F!+ZMC[!\ZMC["+*4'16'3*1-&1-'C 的表达$0&%oTO
]Y00 组(!&]Y00 组(2&生理盐水组(#&正常对照组$YCAR0&电压
依赖性阴离子通道 0($O'4L(<&$O肌动蛋白(P%Q]&蛋白质激酶 Q样
内质网激酶(M1!NJiJZB0&自噬接头蛋白 0(\R2H&自噬微管相关蛋
白轻链 2H(4),'V,; 4'8M'8,2&活化半胱氨酸蛋白酶 2
>/2.('H:$%&('--/+,-+5KE8MB'@$P;'&F!'ZMC[!\ZMC["'
1,3*4'16'3*1-&1-'C /,*+(,'14)/--.'15)'(*+(,'1414U14/9.(,/,
3/55'(',)2(+.&-9< 0'-)'(,94+)$ 0& %oTO]Y00 >+5:M( !& ]Y00
>+5:M(2&<5+&')8')(<,>+5:M(#&<5+&')45<L+5)>+5:M$YCAR0&V5)L'>,O
;,M,<;,<L'<(5< 46'<<,)0(P%Q]& M+5L,(< h(<'8,QO)(h,,<;5M)'8&(4
+,L(4:):& h(<'8,( M1!NJiJZB0& 8,G:,8L585&,O0( \R2H& &(4+5L:-:),O
'8854('L,; M+5L,(<80AN0H)(>6L46'(< 2H

C:讨论

RSY可造成严重的视力损害'目前临床上已有的
RSY治疗方式均存在一定不足 - !D. '仍需进一步研究抗
RSY药物,

近年来'大量研究表明 %oT作为天然发生的细胞
外囊泡可以增加药物递送效率和稳定性

- !@ !̀.. , 有研
究发现'RP"? 可以通过非共价键方式与 %oT# 次跨
膜蛋白 RC12 结合'通过多肽与 RP"? 的融合可以使
%oT负载多肽 - 2". , 因此'本研究将 RP"? 与 ]Y00 体
外融合'并与 %oT孵育形成 %oTO]Y00'结果显示当
%oTf]Y00n0 f#"1q!? !>N&)f!? !>N&)#时'结合效
率最佳'为 @Dq?d'说明 ]Y00 能够通过 RP"? 与 %oT
高效结合, 本研究中裂隙灯显微镜下眼前节照相定量
分析结果表明'%oTO]Y00 能够早于]Y00 抑制RSY(角
膜荧光铺片+RC20 免疫组织化学染色和苏木精 伊̀红染

色结果显示'%oTO]Y00 对RSY的抑制效果优于]Y00,
既往研究已证实'线粒体 YCAR0 是纤溶酶原来

源 ]Y的受体']Y通过激活 YCAR0 诱导血管内皮凋
亡

- 20 2̀!. , YCAR0 定位于线粒体外膜'调节线粒体和
细胞其他部分的代谢和能量交流'在线粒体介导的凋
亡中起重要作用, 其中'YCAR0 参与内质网 线̀粒体

交流'调节自噬和炎症 - 22. , 目前尚不明确 ]Y00 是否
是 ]Y结构域与 YCAR0 作用的有效激活片段, 本研
究结果显示'%oTO]Y00 能显著促进 YCAR0+内质网
跨膜感受器 P%Q]的表达'活化凋亡蛋白 4'8M'8,2'表
明 %oTO]Y00 在 RSY中能够激活 YCAR0'促进内质
网应激和血管内皮细胞凋亡,

研究发现'自噬在内质网应激激活下起到促生存
的作用

- 2#. '\R2H#转化为膜结合形式的 \R2H"表明
自噬流的进行'自噬中晚期标志蛋白 M1! 的表达水平
增加表明自噬溶酶体降解过程受阻'自噬流受阻 - 2?. ,

本研究结果显示'%oTO]Y00 增加 M1! 表达'而 %oTO
]Y00 组 \R2H"N\R2H#比值与生理盐水组比较差异
无统计学意义'表明 %oTO]Y00 阻滞自噬中晚期降解
过程'自噬流受阻, 因此'%oTO]Y00 诱导内质网应激
导致错误折叠蛋白的堆积和自噬流消化错误折叠蛋白

这一途径的阻滞'导致内皮细胞稳态障碍'从而发生凋
亡, 值得注意的是'在抑制 RSY中']Y00 的表现与
%oTO]Y00 截 然 不 同' ]Y00 不 能 改 变 YCAR0 和
P%Q]表达'表明 ]Y00 在 RSY中不能激活 YCAR0'

不能通过 P%Q]激活内质网应激(]Y00 下调了 M1! 的
表达'但 ]Y00 组 \R2H"N\R2H#的比值与生理盐水
组比较差异亦无统计学意义'表明 ]Y00 可能是从与
%oTO]Y00 不同的途径改变了自噬流的进程, 同时'
]Y00 活化 4'8M'8,2'促进了血管内皮细胞的凋亡,

综上所述'本研究结果表明 %oTO]Y00 通过激活
YCAR0 和阻滞自噬流等相关途径抑制 RSY'且 %oTO
]Y00 的抑制效果优于单独的 ]Y00 短肽, 尽管关于
%oTO]Y00 抑制视网膜新生血管的实验已有开展 - !#. '

但 %oTO]Y00 对于新生血管的抑制机制仍不明确,

鉴于 YCAR0 是 ]Y的受体且 YCAR0 在线粒体 内̀质

网交流及线粒体介导的凋亡中起到重要作用'以上结
果提示 %oTO]Y00 抑制 RSY的作用机制可能与
YCAR0 的激活相关'内质网应激和自噬也参与其中'

这为新生血管性眼病的治疗靶点研究提供了新的思路

和实验基础'YCAR0 有望成为抑制新生血管的新靶点,

本研究仍存在一定局限性'如 %oT作为运输药物的载
体'进入细胞后的运输是否会影响药物本身的作用途径
尚不明确'正如本研究发现 %oTO]Y00 和 ]Y00 在内质
网应激和自噬方面不同的分子机制'仍需进一步研究,
利益冲突$所有作者均声明不存在任何利益冲突
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