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22$摘要%2脉络膜新生血管&E_A'是一种常见的眼底新生血管性疾病"常导致不可逆的视力丧失"其发病

机制极其复杂"涉及多种细胞及其因子的参与"目前对于 E_A的治疗尚存在许多不足( 我们关注到血管不仅

仅只是运输营养和代谢废物的0管道1"还提供可供器官生长发育的旁分泌信号( 多种组织特异性血管内皮

细胞已被证实在一定条件下还可以旁分泌多种细胞因子"作用于周围细胞"参与控制血管生成以及体内稳态

平衡( 因此"本文综述了血管旁分泌通过细胞外囊泡等多种形式作用于周细胞*视网膜色素上皮细胞*单核巨

噬细胞*中性粒细胞以及内皮前体细胞参与脉络膜新生血管的相关研究进展"以期对于 E_A的治疗提供新的

思路(

$关键词%2脉络膜新生血管+ 血管旁分泌+ 内皮细胞
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7=内皮细胞在脉络膜新生血管生成中的作用

脉络膜新生血管&&.?%?,K(8)V?W(+&X8(%,f(/,?)"E_A'常见于
年龄相关性黄斑变性和病理性近视等疾病( 其病理生理机制
是 "%X&. 膜因变性*老化等发生破裂"脉络膜毛细血管内皮细
胞穿 过 "%X&. 膜 进 入 视 网 膜 色 素 上 皮 & %V/,)(89,-7V)/
V9,/.V8,X7"Hg6'下方异常生长形成 E_A,0- ( 病理状态下的新
生血管易渗漏"引起视网膜下出血*脂质沉积和纤维血管增生"

破坏视网膜结构"从而造成中心视力损害"严重者可致盲 ,@- (

E_A的发病机制高度复杂"涉及血管内皮细胞*周细胞*Hg6细

胞*巨噬细胞*干细胞等多种细胞及多种因子的共同参与 ,5D3- (

其中血管内皮细胞是血管生长的主要效应细胞"也是新生血管

的主要组分"在 E_A相关研究中备受关注(

新生血管的形成过程是一个极其复杂的多步骤过程"需要

内皮细胞行为的严密调控"涉及内皮细胞增殖*迁移和成熟的

一系列过程( E_A的生成过程通常被认为由血管生成驱动"即
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新血管来源于相邻的预先存在的毛细血管( 静息状态下"内皮

细胞呈现典型的鹅卵石状排列在管腔表面"当受到促血管生成

信号刺激时"会激活基质金属蛋白酶"引起基底膜和细胞外基

质的降解( 随后内皮细胞迁移并增殖"形成新血管内腔 ,4- ( 在

此期间"组织内聚集了各种细胞因子"而血管生成即是促血管

生成因子和抗血管生成因子抗衡的结果(

大量研究数据表明"内皮功能障碍与年龄相关性黄斑变性

相关( 在 E_A发生和发展中"有研究发现在 Hg6细胞发生功

能障碍之前"内皮细胞就消失不见"这提示内皮功能障碍可能

在 E_A中发挥重要作用 ,=- ( 近年来"人们认识到内皮不仅是

被动输送血液的0管道1"随着细胞培养技术的进步"更多研究

开始关注血管内皮细胞所具有的组织特异性功能(

E=组织特异性内皮细胞的血管旁分泌功能

内皮细胞的组织特异性已在多项研究中得到了证实#不同

器官之间以及同一器官的不同血管网之间的内皮细胞表现出

组织结构和功能的不同( 根据其形态可分为连续内皮*不连续

的内皮以及有窗孔的内皮( 有窗孔的内皮主要存在于需要进

行过滤和细胞运输的部位"如外分泌腺和内分泌腺*胃和肠黏

膜*脉络膜丛*肾小球等部位( 连续内皮常出现在大脑*视网

膜*皮肤等部位"形成紧密连接屏障 ,B- ( 另外"与健康组织的内

皮细胞&V)K?/.V8,(8&V88+"6E+'相比"来自肿瘤的 6E+具有窗孔

和大的细胞内间隙连接"导致渗透性增加和肿瘤细胞过度生

长( 此外"由于功能属性不同"血管分泌生长因子*黏附分子和

趋化因子等在每个器官的内皮细胞中以独特的组合表达"但大

部分内皮细胞会特异性表达一些内皮标志分子如 EF50 和 A6L

&(K.V%,) 等(

近期研究发现"组织特异性内皮细胞不仅构成被动运输血

液的管道"在一定条件下还可以分泌称为血管分泌因子的旁分

泌信号"参与机体器官再生以及体内稳态的维持"发挥血管龛

作用
,PD;- ( 例如"单侧肺切除手术切除左侧肺部后"右侧肺毛细

血管内皮细胞会被诱导产生血管分泌因子刺激肺泡再生
,01- (

在肝脏中"大量研究表明在切除部分肝脏后"残留的肝脏仍能

维持正常功能及其结构的完整性"这是因为肝窦内皮细胞可以

通过 A6hcH@L*K0 途径释放 I)/@ 和肝细胞生长因子诱导肝血

管新生
,00D05- ( 此外"关于肝纤维化一项研究发现"内皮细胞中

H!_n5 缺乏会诱导肝窦内皮细胞分泌 GHh0* GHh0 通过

Chc"H0L'#$F@U5 信号传导以旁分泌方式激活造血干细胞"促

进肝纤维化进展"揭示了一种新型的血管分泌调节因子 ,03- (

越来越多的研究证实"组织特异性内皮细胞可以通过分泌

细胞因子作用于邻近细胞"来调节器官的动态平衡和修复( 同

样在眼部组织"一项关于 E_A发病机制的研究发现"特异性敲

除血管内皮细胞中 ChcL&信号通路"可致视网膜外层结构发育

异常"破坏血D视网膜屏障"诱发 E_A,04- ( "V)VK,&/?等 ,0=-
通过

分析出生 4 天和 51 天的小鼠脉络膜内皮的转录本发现"与出

生 4 天&视网膜尚在发育阶段'相比"显然出生 51 天&视网膜发

育成熟'的脉络膜内皮细胞 &&.?%?,K(8V)K?/.V8,(8&V88"E6E'表

达更多细胞外基质相关基因( 将 E6E与 Hg6共培养 @ 周后"

发现 6E条件培养基可以增强 Hg6细胞的屏障功能并降低其

细胞旁通透性( 这些研究均证实内皮细胞能通过旁分泌因子

作用于 Hg6"并通过调节 Hg6紧密连接来增强其屏障功能进

而影响到血D视网膜外屏障 ,0=- "而血D视网膜外屏障瓦解则会

触发 E_A等疾病 ,0B- ( 因此"血管旁分泌可能在介导血管发育*

机体U血管稳态维持及新生血管生成中具有重要的作用( 多种

病理因素如缺氧*炎症及一些外部应激可能刺激或改变内皮细

胞的血管旁分泌功能"导致血管新生和机体稳态的破坏 ,0P- (

G=!WX发生过程中血管旁分泌作用于多种类型细胞

血管旁分泌是实现细胞间信息交流的主要方式之一( 在

血管生成反应中"调节细胞间通讯尤为重要( 内皮细胞是血管

生成中起主要作用的细胞"其与周围细胞所构成的微环境对血

管生成和稳定至关重要( 因此"了解内皮细胞和周围细胞之间

的旁分泌相互作用对于许多疾病如脉络膜新生血管的治疗有

重大意义( 下文将重点叙述内皮细胞如何通过血管旁分泌作

用于周细胞*Hg6细胞*单核巨噬细胞*中性粒细胞以及内皮前

体细胞(

G>72周细胞

毛细血管脉管系统主要由内皮细胞和周细胞组成"周细胞

是嵌在毛细血管基底膜和小静脉内的分支细胞"它和内皮细胞

共享相同的基底膜( 已有研究发现 6ELgE的旁分泌串扰对于

脉管系统的正常发育和成熟是必不可少的
,0;- ( 在血管生成过

程中"内皮细胞可以分泌血小板衍生生长因子 ""与周细胞上

的血小板衍生生长因子受体 &结合"从而募集周细胞 ,@1- ( 有

研究报道"在 E_A发生过程中周细胞被大量募集到病变血管

区"而阻断血小板衍生生长因子受体 &显著减少了周细胞的募

集"减轻了激光诱导的 E_A和视网膜下纤维化 ,@0- ( 此外 6E旁

分泌因子转化生长因子 &&/%()+[?%7,)--%?\/. [(&/?%&"ChcL&'和

内皮素 0 等被视为周细胞侵袭的主要直接驱动因素"在毛细血

管网络组装过程中也发挥重要作用(

G>E2Hg6细胞

在 Hg6L"%X&. 膜D脉络膜复合体中"位于视网膜最外层的

Hg6"其基底部与脉络膜的 "%X&. 膜紧密相连"并与脉络膜内皮

细胞相互作用"另一侧与感光细胞紧密相邻"对维持光感受器

的完整性及毛细血管的正常结构和功能具有重要作用
,@@- (

Hg6的紧密连接和细胞极化形态构成血D视网膜外屏障"可防

止外界有害物质进入视网膜
,0B- ( 大量研究发现"E6E和 Hg6

之间存在相互作用"Hg6可以通过分泌血管内皮生长因子维持

脉络膜毛细血管生长"同样脉络膜血管内皮也可以通过血管旁

分泌作用于 Hg6"影响其屏障功能 ,@5- ( 在体外共培养实验中"

将 E6E或原代人脐静脉内皮细胞与 Hg6非接触式共培养发

现"内皮细胞可通过分泌重塑 Hg6基底膜的因子"触发 H(&0

和 H.?$UHTÈ 通路"从而调节 Hg6屏障功能"参与血D视网膜

外屏障的维持或破坏"后者的破坏会诱发 E_A的形成"伴随渗

出*出血*瘢痕形成等 ,0="@3- (

G>G2单核巨噬细胞

眼部炎症反应在 E_A的发生中起重要作用"大量研究发
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现先天免疫细胞"尤其是单核巨噬细胞与血管内皮细胞的交互

在 E_A中起重要作用 ,@4- ( 单核细胞募集是炎症和血管生成启

动的早期步骤"其中 EEG@U#EgL0 在单核细胞募集中起重要作

用( 研究报道由 E6E产生和释放的 ELE基序趋化因子配体 @

&&.V7?̂,)V8,-()K @"EEG@' 可通过与巨噬细胞表面的 ELE基

序趋化因子配体 @ 受体 EEH@ 结合"将巨噬细胞招募至 E_A损

伤部位"增强 E_A,@=- ( 最近的一项研究发现"集落刺激因子 0

介导的脉络膜血管内皮细胞与巨噬细胞之间的串扰可以促进

E_A的形成( E'cL0 与其在巨噬细胞上的集落刺激因子受体 0

结合时"可激活下游 g*5`U$̀ C信号 和细胞外信号调节激酶"

诱导巨噬细胞 #@ 型极化"促进血管新生 ,@B- (

G>H2中性粒细胞

中性粒细胞属于白细胞的一种"是构成先天免疫的主要细

胞群"属于重要的免疫细胞 ,@P- ( 在炎症反应中"内皮细胞与中

性粒细胞的相互作用备受关注"受炎症刺激激活的内皮可通过

旁分泌的方式募集中性粒细胞完成细胞的免疫反应( C?[[?8,

等
,@;-
的研究发现内皮细胞在脂多糖*白细胞介素 0 和肿瘤坏

死因子 (刺激下会产生内皮素"与中性粒细胞表达的受体结

合"诱导中性粒细胞活化U脱颗粒( 在肝脏缺血U再灌注损伤

中"肝内皮细胞表达趋化因子 EnEH0UEnEH@ 配体"介导中性

粒细胞的浸润
,51- ( 有研究报道"在 E_A诱导的第 0 天"即可观

察到病变部位的中心粒细胞浸润"作为炎症早期的主要浸润白

细胞群"它们可以启动复杂的级联反应"引发完全炎症反应(

一旦中性粒细胞被招募"随即引发单核细胞U巨噬细胞的募集(

在中性粒细胞耗尽的 EEH@ 敲除小鼠中"E_A面积减小"进一

步证实内皮细胞通过旁分泌作用于中性粒细胞"进而参与对

E_A发生发展的调控 ,50- (

G>O2内皮前体细胞

内皮前体细胞又称内皮祖细胞"是骨髓来源的细胞"通过

直接融入新形成的血管和旁分泌的方式来促进血管生长
,5@- (

在缺氧缺血组织中"血管内皮细胞通过分泌细胞因子招募内皮

祖细胞"促进血管生成和组织重塑 ,55- ( 6gE的 动员和分化受

一种重要的趋化因子即基质衍生因子L0 & +/%?7(8KV%,WVK

[(&/?%0"'FcL0' 的调节"'FcL0可由骨髓内皮细胞表达"其唯一

受体是趋化因子受体 3 &&.V7?̂,)V&ELnLE7?/,[' %V&V9/?%3"

EnEH3' ,53- ( 体外研究发现 'FcL0 可将内皮前体细胞或造血

干细胞募集至新血管生成区域参与 E_A的形成"在 6gE上表

达的 EnEH3 和 A6hcH@ 在这些细胞归巢至 E_A中也起关键

作用( ',7?)+等 ,54-
的研究发现"缺氧会诱导人脐静脉内皮细

胞分泌巨噬细胞迁移抑制因子"巨噬细胞迁移抑制因子是 6gE

上表达的 EnE家族趋化因子受体 EnEH@ 和 EnEH3 的非同源

配体"以 EnEH3 依赖性方式增强 6gE的趋化迁移(

H=血管内皮细胞通过多种形式进行血管旁分泌

血管内皮细胞的旁分泌作用在血管生成和稳态中起重要

作用"其作用方式可为直接分泌可溶性细胞因子"或由细胞外

囊泡"如外泌体*微囊泡等所介导( 近些年来"6E+释放的囊泡

被证实是血管形成的重要介质(

H>72直接分泌及其检测方法

血管内皮细胞可通过直接分泌包括生长因子*细胞外基质

成分*细胞因子和趋化因子等多种成分 ,5=- "发挥血管再生和免

疫调节的作用( 如前文所述"内皮细胞分泌的血小板衍生生长

因子*ChcL&*]"L6hc*'FcL0 等均由细胞直接分泌"通过与邻

近细胞上的受体结合后发挥作用"实现细胞间的交流( 细胞因

子的检测方法主要有生物活性检测法"即利用细胞因子的一些

特有属性如促进或抑制细胞增殖等对细胞产生的特定生物学

作用进行测定+免疫检测法包括酶联免疫吸附试验*放射免疫

分析和免疫放射分析等+分子生物学检测在基因水平上进行检

测"如 _?%/.V%) Y8?/*HCLgEH"细胞或组织原位杂交等 ,5B- (

H>E2通过细胞外囊泡及其检测方法

细胞外囊泡&VJ/%(&V88X8(%WV+,&8V+"6A+'是由细胞释放的无

复制能力的脂质双层球体"内含核酸*脂质或蛋白质 &细胞因

子'等多种分子"可包裹内容物避免被外来酶降解( 根据细胞

外囊泡的大小和细胞来源一般可将 6A+分为 5 类#来自内体的

外泌体&41d041 )7'*来自质膜的微囊泡&011d0 111 )7'和来

自质膜与内质网的凋亡小体&0d4 )7' ,5P- ( 但目前尚无严格

的标准来区分这 5 种囊泡(

由于 6A+中包含不同的成分"其检测方法也不同( 对于含

蛋白质类的 6A+"通常采用免疫印迹法*酶联免疫吸附试验*流

式细胞术和质谱进行分析( 针对包含 H_$的 6A+"一般采用琼

脂糖凝胶电泳*免疫印迹法*聚合酶链式反应以及芯片技术等(

目前对含脂质类 6A+的检测方法较少"有全反射傅里叶变换红

外光谱*高效液相色谱法及高通量质谱等 ,5;- (

H>E>72外泌体2外泌体属于最小的 6A+"直径为 41d041 )7"

本质是由细胞内吞作用形成的纳米级双层囊泡"具有与质膜相

同取向的双脂膜( 几乎所有的细胞都可分泌外泌体"内皮来源

的外泌体主要在炎症反应和血管生成中发挥作用
,31- ( 例如在

肺动脉高血压患者中"肺微血管内皮细胞以外泌体的形式分泌

I)/4("负责招募周细胞"稳定新生血管 ,30- ( IX 等 ,3@-
的研究

发现"高糖处理的肾小球内皮细胞分泌携带 ChcL&的外泌体"

与足细胞之间进行旁分泌通讯"引发其上皮D间充质转化和功

能障碍( 另外"在动脉粥样硬化中"内皮来源的外泌体可以将

热休克蛋白 B1&]'gB1'转移到单核细胞中"促进单核细胞的活

化和黏附"进而影响血管功能的完整性 ,35D33- ( 然而"目前在围

绕 E_A的研究中"尚未见脉络膜血管内皮细胞通过以外泌体

形式调控微环境的报道"这也是本研究组目前关注及正在进行

的探索(

H>E>E2微囊泡2与外泌体不同"微囊泡是直接通过质膜的向

外出芽形成的 1N0d0 )7的囊泡"又叫做微粒( 不同细胞类型

释放的囊泡已被证明是血管形成过程中的重要介质( 在血管

系统中"多种细胞&包括内皮细胞*平滑肌细胞*单核细胞等'均

可释放微囊泡
,34- ( 内皮细胞释放的微囊泡主要参与血管生

成*凝血及炎症反应( C(%(Y?8V//,等 ,3=-
的研究发现"]!A6E可

以分泌包含有整合素 &0*基质金属蛋白酶 @U; 的微囊泡"在血

管生成反应中实现细胞迁移和蛋白水解"促进血管形成( 此

外"炎症期间 6E来源的微囊泡可以促进中性粒细胞黏附"通过

!P=P! 中华实验眼科杂志 @1@4 年 ; 月第 35 卷第 ; 期2E.,) b6J9 T9./.(87?8"'V9/V7YV%@1@4"A?8>35"_?>;
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增加其表面黏附蛋白的表达来活化中性粒细胞
,3B- (

H>E>G2凋亡小体2凋亡小体是由凋亡细胞的质膜向外分泌囊

泡而产生的"属于最大的细胞外囊泡"内含各种如组蛋白*

F_$*细胞器细胞膜等成分 ,=- ( 与其他类型的 6A+一样"内皮

细胞来源的凋亡小体也具有通过转运核酸或蛋白质等促进细

胞间通讯的能力
,33- ( 在动脉粥样硬化中"已证明内皮细胞释

放的凋亡小体中含有促炎细胞因子白细胞介素 0#"能够在体

外诱导单核细胞分泌趋化因子"并在体内诱导中性粒细胞趋化

因子的水平升高
,3P- "加剧炎症反应( 此外"由 ]!A6E释放的

凋亡小体还可通过招募内皮祖细胞并促进其分化"最终修复受

损的内皮
,3;- (

O=总结与展望

E_A是常见的眼内新生血管类型之一"其发病机制较为复

杂( 现有研究表明"血管内皮细胞功能障碍可能在 E_A生成

中发挥重要作用( 通过文献综述发现"具有组织特异性的脉络

膜血管内皮细胞可能通过旁分泌产生多种细胞因子参与新生

血管生成"并且分泌形式多样"包括微囊泡*外泌体等( 因此"

以血管旁分泌为手段的细胞间通讯可能是控制新生血管进展

的重要靶标+深入探索血管旁分泌在 E_A发生中的作用"对于

新生血管性疾病的治疗具有重要意义( 然而"E6E的组织特异

性是什么2 E6E在 E_A发生和发展中特异性分泌哪些血管旁

分泌因子2 血管旁分泌引发血管生成的具体分子机制是什么2

如何通过调控血管旁分泌进而控制眼内新生血管的进展2 这

些问题尚需进一步研究(
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