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工程化外泌体负载 A485通过靶向抑制乳酸化
效应对缺氧诱导病理性新生血管的抑制作用
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【摘要】 目的 构建负载 p300抑制剂 A485的工程化外泌体 A485@EV，探讨其通过靶向抑制乳酸化效应

减轻缺氧诱导的病理性新生血管的作用及机制。 方法 采用超声破膜法制备 A485@EV并鉴定其标志物、形

态和理化性质，测定 A485的包封率、负载率及释放曲线。将人脐静脉内皮细胞（HUVECs）及人小胶质细胞系

3（HMC3）分为对照组、游离 A485组和 A485@EV组，于 1% O₂下培养 24 h建立缺氧模型后向细胞培养体系中

分 别 加 入 等 体 积 的 磷 酸 盐 缓 冲 液（PBS）、游 离 A485 或 A485@EV，使 游 离 A485 的 终 浓 度 为 20 µmol/L，
A485@EV的终浓度为 20 µg/ml。采用 EdU增殖实验、Transwell迁移实验、体外成管实验检测各组 HUVECs细
胞增殖、迁移及成管情况；采用 EdU增殖实验、Transwell迁移实验、划痕愈合实验及 Western blot检测各组

HMC3细胞增殖、迁移、愈合情况及环氧合酶⁃2（COX⁃2）蛋白表达水平。另选取 SPF级健康 7日龄雄性 C57BL/
6J小鼠 18只，建立氧诱导视网膜病变（OIR）小鼠模型，采用随机数字表法将 OIR小鼠分为对照组、游离 A485
组和 A485@EV组，每组 6只，分别于玻璃体腔内注射 1 µl PBS、1 mmol A485、1 µg A485@EV。采用免疫荧光

检测视网膜无血管区、新生血管区面积以及内皮细胞及小胶质细胞的乳酸化水平。 结果 成功构建的

A485@EV呈典型杯状结构，平均粒径为（167.0±70.6）nm，Zeta电位为 -35.63 mV，包封率和负载率分别为

（40.91±2.30）%和（20.45±1.15）%，24 h累积释放率约 73.1%。与对照组和游离 A485组比较，A485@EV 组

HUVECs的 EdU阳性率、迁移细胞数及管腔形成能力均显著降低，差异均有统计学意义（均 P<0.05）；HMC3细
胞 EdU阳性率、迁移细胞数、划痕愈合率及 COX⁃2蛋白相对表达量亦显著降低，差异均有统计学意义（均 P<
0.05）。OIR小鼠模型中，A485@EV组无血管区及新生血管区面积均低于对照组和游离 A485组，差异均有统

计学意义（均 P<0.05）；A485@EV组视网膜 IB4阳性内皮细胞及 IBA1阳性小胶质细胞的乳酸化荧光信号均明

显弱于对照组和游离 A485组。 结论 工程化外泌体负载 A485可能通过靶向抑制乳酸化效应，有效减轻缺

氧诱导的血管内皮细胞成管及小胶质细胞活化，从而抑制病理性新生血管形成。
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[Abstract] Objective To construct engineered exosomes loaded with the p300 inhibitor A485 (A485@EV)
and to investigate their effects and mechanisms in inhibiting hypoxia⁃induced pathological neovascularization by
targeting inhibition of lactylation. Methods A485@EV was prepared by sonication, and its markers, morphology
and physical and chemical properties were identified. The encapsulation efficiency, loading efficiency and release
profile of A485 were determined. Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) and human microglial cell line 3
(HMC3) were divided into control group, free A485 group, and A485@EV group, and cultured under 1% O ₂ for 24
hours to establish a hypoxia model. Then equal volumes of phosphate buffered saline (PBS), free A485 or A485@EV
were added to the cell culture system correspondingly, so that the final concentration of free A485 and A485@EV was
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20 µmol/L and 20 µg/ml, respectively. EdU proliferation assay, Transwell migration assay, and tube formation assay
were used to evaluate the proliferation, migration, and tube formation of HUVECs. EdU proliferation assay, Transwell
migration assay, wound healing assay, and Western blot were used to evaluate the proliferation, migration, and wound
healing of HMC3 as well as the cyclooxygenase⁃2 (COX⁃2) protein expression. Eighteen healthy 7⁃day⁃old male
C57BL/6J mice were selected to establish an oxygen⁃induced retinopathy (OIR) model. The OIR mice were randomly
divided into control group, free A485 group, and A485@EV group using the random number table method, with 6
mice in each group and mice received an intravitreal injection of 1 µl of PBS, 1 mmol A485, or 1 µg A485@EV,
respectively. Avascular area, neovascular area, and the lactylation levels of retinal endothelial cells and microglia
were detected by immunofluorescent imaging. The study protocol was approved by the Animal Ethics Committee of
Nanjing Medical University (No. IACUC⁃2202032⁃1). Results The successfully constructed A485@EV exhibited
a typical cup⁃shaped morphology, with a mean particle size of (167.0±70.6)nm, a zeta potential of -35.63 mV, an
encapsulation efficiency of (40.91±2.30)% , a loading efficiency of (20.45±1.15)% , and a 24⁃hour cumulative release
rate of approximately 73.1%. Compared with the control group and free A485 group, the EdU positive rate, the
number of migrating cells and the tube formation ability of HUVECs in A485@EV group were significantly reduced
(all P<0.05). Compared with the control group and free A485 group, the EdU positive rate, the number of migrating
cells, scratch healing rate and relative expression of COX⁃2 protein in HMC3 cells were also significantly reduced (all
P<0.05). In the OIR mouse model, avascular and neovascular areas were both lower in the A485@EV group than in
the control and free A485 groups, with statistically significant differences (all P<0.05). IB4⁃positive endothelial cells
and IBA1⁃positive microglia showed markedly weaker fluorescence of lactylation in the A485@EV group than in the
control and free A485 groups. Conclusions Engineered exosome loaded with A485 may attenuate
hypoxia⁃induced endothelial cell tube formation and microglial activation by targeting inhibition of the lactylation
effect, thereby inhibiting pathological neovascularization.
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病理性新生血管是多种缺血性视网膜疾病（如早

产儿视网膜病变、增殖型糖尿病视网膜病变等）共同

的病理特征和主要致盲原因［1］。此类新生血管结构异

常、脆性高，易导致反复出血、纤维增殖甚至牵拉性视

网膜脱离。尽管临床上已采用抗血管内皮生长因子

（vascular endothelial growth factor，VEGF）药物、激光光

凝等治疗手段，但存在应答不佳、需反复注射或损伤

视野等局限性［2-3］。因此，探索独立于 VEGF通路之外

的新治疗靶点及高效的药物递送策略具有重要的临

床意义。病理性新生血管的形成以血管内皮细胞的

异常增殖、迁移和管腔形成为核心环节。在缺氧微环

境中，血管内皮细胞中多种促血管生成因子上调，驱

动内皮细胞病理性增殖、迁移，进而形成结构异常的

新生血管［4］。与此同时，视网膜小胶质细胞作为中枢

神经系统常驻免疫细胞，在病理性新生血管形成中亦

发挥关键调控作用［5］。在缺氧刺激下，小胶质细胞被

广泛激活并迁移至新生血管区域，通过激活环氧合

酶⁃2（cyclooxygenase⁃2，COX⁃2）等炎性介质，进一步加

剧内皮细胞的活化及病理性新生血管形成［6］。因此，

同时干预血管内皮细胞及小胶质细胞功能可能成为

抑制视网膜新生血管的更优策略。

乳酸化修饰是近年来新发现的一种由乳酸驱动

的蛋白翻译后修饰方式，与细胞增殖、迁移及炎症反

应密切相关［7］。在眼科领域，越来越多的证据表明乳

酸化修饰参与调控视网膜新生血管性疾病的发生和

发展［7-13］。缺氧条件下，内皮细胞和小胶质细胞无氧

糖酵解增强，乳酸蓄积增多，随之升高的蛋白质乳酸

化修饰水平加剧病理性新生血管生成［9，13］。因此，靶

向乳酸化修饰有望成为抑制视网膜病理性新生血管

的新策略。A485是 p300/CBP的选择性小分子抑制

剂。p300已被鉴定为乳酸化修饰的关键“书写酶”，能

够催化底物蛋白发生乳酸化修饰［14］，而 A485可通过

抑制 p300活性有效下调乳酸化修饰水平。已有研究

报 道 ，A485 在 氧 诱 导 视 网 膜 病 变（oxygen⁃induced
retinopathy，OIR）模型中可部分抑制病理性新生血管

形成［9］。然而，A485水溶性差、生物利用度低，且缺乏
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细胞靶向性，限制了其体内应用。

外泌体是细胞分泌的直径为 30～200 nm的细胞

外囊泡，具有低免疫原性、高生物相容性及天然的跨

生物屏障能力，已成为理想的药物递送载体［15］。通过

工程化改造将小分子药物负载于外泌体中，可显著提

高药物的稳定性、生物利用度及靶向递送效率［16］。本

研究拟构建负载 A485的工程化外泌体 A485@EV，通
过体外缺氧细胞模型及体内 OIR小鼠模型，系统探讨

其对血管内皮细胞及小胶质细胞乳酸化修饰的调控

作用及对病理性新生血管的抑制效果，旨在为 DR的

治疗提供新的思路和实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞及动物来源 高纯度人脐带间充质干细

胞 （human umbilical cord mesenchymal stem cells，
HUMSCs）外泌体（CTE⁃05）购自北京恩泽康泰生物科

技有限公司。人脐静脉内皮细胞（human umbilical
vein endothelial cells，HUVECs）（ATCC⁃PCS⁃100⁃013）
购 自 英 国 LGC Standards 公 司 ；人 小 胶 质 细 胞 系 3
（human microglia cell line 3，HMC3）（CL⁃0620）购自武

汉普诺赛生命科技有限公司。SPF级健康 7日龄雄性

C57BL/6J小鼠 18只，购自北京维通利华实验动物技术

有限公司。所有动物实验操作均符合视觉与眼科学

研究协会及实验动物管理与使用委员会的规定。研

究方案经南京医科大学动物伦理委员会批准（批文

号：IACUC⁃2202032⁃1）。

1.1.2 主 要 试 剂 及 仪 器 A485（美 国 Med Chem
Express 公 司）；内 皮 细 胞 培 养 基 、胎 牛 血 清（fetal
bovine serum，FBS）（美国 Thermo Fisher公司）；MEM培

养基（武汉普诺赛生命科技有限公司）；外泌体专用纯

化 试 剂 盒（Exo⁃spinTM mini， EX01⁃8）（ 英 国 Cell
Guidance Systems公司）；BCA蛋白定量试剂盒（江苏凯

基生物技术股份有限公司）；EdU细胞增殖检测试剂盒

（上海碧云天生物技术有限公司）；Transwell小室（孔

径 8 µm）、Matrigel基质胶（美国 Corning公司）；兔抗

CD63 抗 体 （25682⁃1⁃AP） 、 兔 抗 CD9 抗 体

（20597⁃1⁃AP）、兔抗 Calnexin抗体（10427⁃2⁃AP）、兔抗

COX⁃2 抗 体（27308⁃1⁃AP）、兔 抗 β⁃tubulin 抗 体

（66240⁃1⁃Ig）（武汉三鹰生物技术有限公司）；兔抗乳酸

化泛抗体（PTM⁃1401RM，杭州景杰生物科技股份有限

公 司 ）；FITC 标 记 的 IB4 凝 集 素（ 美 国 Vector
Laboratories公司）；山羊抗 IBA1抗体（ab289874，英国

Abcam公司）；RIPA裂解液、蛋白酶抑制剂混合物、磷

酸酶抑制剂混合物、ECL化学发光显影液（苏州新赛美

生物科技有限公司）；PVDF膜（0.22 µm、0.45 µm，德国

Merck Millipore公司）。透射电子显微镜（transmission
electron microscope，TEM）Tecnai 12（荷 兰 Philips 公

司）；纳 米 颗 粒 跟 踪 分 析 仪（nanoparticle tracking
analyzer，NTA）Nanosight LM10系统（英国 Nanosight公
司）；Zetasizer Lab 粒度及电位分析仪（英国 Malvern
Panalytical公司）；CO ₂培养箱（美国 Thermo Fisher公
司）；Stellaris倒置荧光显微镜（德国徕卡显微系统公

司）；倒置光学显微镜（日本 Olympus公司）；凝胶电泳

系统（Tanon 5200 Multi全自动化学发光 /荧光图像分

析系统，上海天能生命科学有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 HUVECs用含 10% FBS的内皮细胞

培养基、HMC3用含 10% FBS的MEM培养基，于 37 ℃、

5% CO₂培养箱中培养，取对数生长期细胞用于实验。

1.2.2 外泌体鉴定 采用 TEM观察外泌体形态；采用

NTA检测外泌体粒径及浓度；采用Western blot法检测

外 泌 体 标 志 蛋 白 CD63、CD9 及 内 质 网 标 志 蛋 白

Calnexin的表达。

1.2.3 A485@EV的制备与表征 采用超声负载法制

备负载 A485的工程化外泌体 A485@EV。将 A485溶
于二甲基亚砜中配制成 10 mmol/L储备液，与外泌体

按质量比 1∶1混合，超声破膜 3次（功率 20%，工作 3 s，
冰 上 冷 却 3 s，持 续 2 min，每 次 结 束 后 冰 上 冷 却

2 min），室温下恢复膜完整性 1 h，外泌体专用纯化试

剂 盒 提 纯 即 可 获 得 A485@EV。 采 用 NTA 检 测

A485@EV粒径及 Zeta电位；采用 TEM观察形态。采

用差量法计算包封率及负载率：包封率（%）=包封的药

物质量 /药物投加量×100%；负载率（%）=包封的药物

质量 /（包封的药物质量+载体质量）×100%。在 37 ℃
条件下，以磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline，
PBS）（pH 7.4）为释放介质，分别在 4、8、12、16、20、24 h
取样，采用透析法测定 A485@EV的体外释放曲线。

1.2.4 细胞缺氧模型建立及实验分组 HUVECs及
HMC3细胞以适宜密度接种后，待细胞融合至 70%～

80%时，置于缺氧培养箱（1%O ₂、5%CO ₂、94%N ₂）中

37 ℃培养 24 h建立缺氧模型。将细胞分为对照组、游

离 A485组、A485@EV组，向细胞培养体系中分别加入

等体积的 PBS、游离 A485或 A485@EV，使游离 A485
的终浓度为 20 µmol/L，A485@EV的终浓度（以 EV含

量计）为 20 µg/ml。
1.2.5 EdU 增 殖 实 验 检 测 各 组 细 胞 增 殖 率 将

HUVECs及 HMC3细胞以 5×104个 /孔接种于 24孔板，
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分组处理后，每孔加入 50 µmol/L EdU工作液，37 ℃孵

育 2~6 h。 4%多聚甲醛室温固定 30 min，0.5% Triton
X⁃100透化 10 min，加入 Click反应液室温避光孵育

30 min，DAPI染核 10 min。荧光显微镜下随机选取 5个
视野拍照，计算 EdU阳性率。实验重复 3次。

1.2.6 Transwell小室迁移实验检测各组迁移细胞数

HUVECs及 HMC3细胞经分组处理后，消化重悬于无

血 清 培 养 基 中 ，调 整 细 胞 密 度 至 1×10 ⁵个 /ml。 取

200 µl细胞悬液加入 Transwell上室，下室加入 600 µl
含 10% FBS的完全培养基，常规培养 24 h后取出小

室 ，棉 签 擦 去 上 室 未 迁 移 细 胞，4% 多 聚 甲 醛 固 定

15 min，0.1%结晶紫染色 20 min，PBS漂洗后显微镜下

随机选取 5个视野计数迁移细胞数。实验重复 3次。

1.2.7 细 胞 划 痕 愈 合 实 验 检 测 各 组 划 痕 愈 合 率

HMC3 细 胞 接 种 于 6 孔 板 ，生 长 至 融 合 单 层 后 ，用

200 µl枪头垂直划痕，PBS洗去脱落细胞。分组处理

后，于 0 h和 24 h在倒置显微镜下拍照，采用 ImageJ软
件测量划痕面积，计算划痕愈合率，划痕愈合率（%）=
（0 h划痕面积-24 h划痕面积）/0 h划痕面积×100%。

实验重复 3次。

1.2.8 体外成管实验检测各组管腔形成能力 将

Matrigel基质胶按每孔 20 µl铺于预冷 24孔板中，37 ℃
孵育 30 min凝固。HUVECs经分组处理后，消化重悬，

以 1.5×10⁴个 /孔接种于 Matrigel基质胶上。常规培养

4~6 h后，倒置显微镜下观察管腔形成情况，随机选取

5个视野拍照，采用 ImageJ软件统计总节段数量、节段

总长度、成环数量和总连接点数量。实验重复 3次。

1.2.9 Western blot法检测各组各蛋白表达情况 收

集各组细胞，加入 RIPA裂解液（含蛋白酶抑制剂及磷

酸酶抑制剂）冰上裂解 30 min，12 000×g离心 20 min取
上 清 。 BCA 法 测 定 蛋 白 浓 度 ，取 20 µg 蛋 白 进 行

SDS⁃PAGE电泳，转印 PVDF膜，5%脱脂奶粉室温封闭

1 h。分别加入兔抗 CD63（1∶10 000）、CD9（1∶5 000）、

Calnexin（1∶10 000）、COX⁃2（1∶1 000）及 β⁃tubulin（1∶
50 000）一抗，4 ℃孵育过夜；TBST洗膜 3次，加入相应

的 HRP 二抗室温孵育 1 h。 ECL 显影液显影，采用

ImageJ软件分析条带灰度值，以 β⁃tubulin为内参计算

目的蛋白相对表达量。实验重复 3次。

1.2.10 OIR小鼠模型建立及玻璃体腔注射 将 7日
龄 C57BL/6J幼鼠与母鼠共同置于（75±2）%高氧环境

中饲养 5 d后返回常氧环境诱导视网膜新生血管形

成。采用随机数字表法将 OIR小鼠分为对照组、游离

A485组和 A485@EV组，每组 6只。各组分别于玻璃

体腔内注射 1 µl PBS、1 mmol A485或 1 µg A485@EV。

1.2.11 免疫荧光染色及乳酸化共定位分析 OIR小

鼠于 17日龄时过量麻醉处死，摘取眼球，4%多聚甲醛

固定 2 h，分离视网膜。视网膜铺片经 PBS漂洗后，用

5%BSA室温封闭 1 h。分别加入兔抗乳酸化泛抗体（1∶
200）与 FITC⁃IB4（1∶200）混合液或兔抗乳酸化泛抗体

（1∶200）与山羊抗 IBA1（1∶200）混合液，4 ℃孵育过

夜。 PBS漂洗后，加入相应荧光二抗室温避光孵育

2 h。PBS漂洗，视网膜平铺于载玻片上，抗荧光淬灭

剂封片。激光共聚焦显微镜下观察并拍照。采用

ImageJ软件进行无血管区及新生血管面积定量分析。

实验重复 3次。

1.3 统计学方法

采用 GraphPad Prism 10.6软件进行统计分析。计

量资料经 Shapiro⁃Wilk正态性检验证实符合正态分

布，以 x̄±s表示，各组各指标总体比较采用单因素方差

分析，组间两两比较采用 Tukey检验。P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 各组小鼠视网膜内皮细胞和小胶质细胞乳酸化

修饰水平比较

免疫荧光染色结果显示，OIR组小鼠视网膜中 IB4
阳性内皮细胞和 IBA1阳性小胶质细胞的乳酸化荧光

信号强度均较对照组明显增强（图 1）。

2.2 外泌体的鉴定及工程化外泌体的构建与表征

Western blot结果显示，外泌体及 A485@EV均高

表达外泌体标志蛋白 CD63和 CD9，而内质网标志蛋白

Calnexin无明显表达（图 2A）。NTA及 TEM观察结果

显示，外泌体和 A485@EV粒径主要分布在 30~200 nm
范 围 内 ，外 泌 体 平 均 粒 径 为（152.2±52.8）nm，

A485@EV平均粒径为（167.0±70.6）nm，两者均呈典型

的杯状囊泡结构（图 2B）。Zeta电位检测结果显示，外

泌体电位为 -36.72 mV，A485@EV 电位为 -35.63 mV
（图 2C）。A485@EV的包封率和负载率分别为（40.91±
2.30）%和（20.45±1.15）%（图 2D）。体外释放曲线显

示，A485@EV在 24 h内累积释放率达 73.1%（图 2E）。

2.3 各组 HUVECs细胞增殖、迁移和成管情况比较

对照组、游离 A485组和 A485@EV组 HUVECs细
胞 EdU阳性率、迁移细胞数、总节段数量、节段总长

度、成环数量、总连接点数量总体比较差异均有统计

学意义（F=43.38、53.74、31.69、26.47、18.91、37.40，均
P<0.01），其中 A485@EV组上述指标均少于对照组和

游离 A485组，差异均有统计学意义（均 P<0.05）（图 3，
表 1）。
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2.4 各组 HMC3细胞增殖、迁移、划痕愈合情况及

COX⁃2蛋白表达水平比较

对照组、游离 A485组和 A485@EV组 HMC3细胞

EdU阳性率、迁移细胞数、划痕愈合率、COX⁃2蛋白相

对表达量总体比较差异均有统计学意义（F=26.99、
36.79、24.47、322.50，均 P<0.01），其 中 A485@EV 组

EdU阳性率、迁移细胞数、划痕愈合率、COX⁃2蛋白相

对表达量均少于对照组和游离 A485组，差异均有统计

学意义（均 P<0.05）（图 4，表 2）。

2.5 各组 OIR小鼠视网膜乳酸化程度和无血管区及

新生血管区面积比较

免疫荧光共定位结果显示，对照组小鼠视网膜可

见大量 IB4阳性内皮细胞与乳酸化信号共定位；游离

A485组乳酸化程度较对照组有所减轻；A485@EV组

内皮细胞乳酸化信号最弱（图 5A）。 IBA1阳性小胶质

细胞与乳酸化信号共定位分析显示，A485@EV组乳酸

化程度明显低于对照组和游离 A485组（图 5B）。视网

膜 平 铺 片 染 色 结 果 显 示 ，对 照 组 、游 离 A485 组 和

A485@EV 组 视 网 膜 无 血 管 区 面 积 分 别 为（30.11±
2.65）%、（25.11±2.10）%、（21.32±2.12）%，新生血管区

面积分别为（25.81±2.08）%、（16.72±1.63）%、（13.52±
2.30）%，总 体 比 较 差 异 均 有 统 计 学 意 义（F=21.98、

59.59，均 P<0.05），其中 A485@EV
组视网膜无血管区、新生血管区面

积均明显低于对照组和游离 A485
组 ，差 异 均 有 统 计 学 意 义（均

P<0.05）（图 5C~E）。

3 讨论

近年来，外泌体作为天然来源

的纳米级细胞外囊泡，凭借其低免

疫原性、高生物相容性及跨越生物

屏障的能力，已成为眼科药物递送

领域的研究热点［18］。HUMSCs具
有良好的体外扩增能力，便于实现

外泌体的大规模、标准化生产，同

时，间充质干细胞来源的外泌体本

身具有抗炎、抗凋亡及组织修复功

能［19-21］。因此本研究采用超声破

膜法将 p300抑制剂 A485负载于

HUMSCs来源的外泌体中，成功构

建了理化性质稳定、纯度较高的工

程化外泌体A485@EV。

Zet
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位
（
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）

颗
粒

数
（

个
/ml

）

颗
粒

数
（

个
/ml

）
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外泌体 A485@EV

数
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（
%）
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积
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96 000
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图 2 外泌体的鉴定及工程化外泌体（A485@EV）的构建与表征 A：外泌体及 A485@EV各标志

物表达电泳图 CD63、CD9蛋白高表达，内质网标志物 Calnexin无明显表达 B：外泌体及

A485@EV 粒 径 分 布 及 TEM 图（标 尺 =100 nm） B1：外 泌 体 B2：A485@EV C：外 泌 体 及

A485@EV平均 Zeta电位 D：A485@EV的包封率和负载率 E：A485@EV释放曲线 HUMSCs：
人脐带间充质干细胞；TEM：透射电子显微镜

Figure 2 Identification of exosomes and construction and characterization of engineered

exosomes (A485@EV) A: Electrophoretogram of markers expression of exosomes and A485@EV
CD63 and CD9 proteins were highly expressed and the endoplasmic reticulum marker Calnexin was not
obviously expressed B: Size distribution and TEM images of exosomes and A485@EV (Scale bar=
100 nm) B1: exosomes B2: A485@EV C: Average zeta potential of exosomes and A485@EV
D: Encapsulation efficiency and loading efficiency of A485@EV E: Release profile of A485@EV
HUMSCs: human umbilical cord mesenchymal stem cells; TEM: transmission electron microscopy
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图 1 各组小鼠视网膜内皮细胞和小胶质细胞乳酸化修饰水平（标尺=20 µm） A：内皮细胞（IB4，绿色）与乳酸化程度（红色）共定位情况

B：小胶质细胞（IBA1，绿色）与乳酸化程度（红色）共定位情况 OIR：氧诱导视网膜病变

Figure 1 Lactylation levels in mice retinal endothelial cells and microglia in each group (Scale bar=20 µm) A: Co⁃localization of endothelial
cells (IB4, green) and pan⁃lactylation (red) B: Co⁃localization of microglia (IBA1, green) and pan⁃lactylation (red) OIR: oxygen⁃induced retinopathy
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图 3 各组 HUVECs细胞增殖、迁移和成管情况 A：各组 EdU增殖实验染色图（标尺=100 µm） B：各组细胞迁移图（结晶紫，标尺=100 µm）
C：各组细胞成管情况（标尺=100 µm） HUVECs：人脐静脉内皮细胞

Figure 3 Proliferation，migration，and tube formation of different HUVECs group A: Staining images of EdU proliferation assay (Scale bar=
100 µm) B: Representative images of Transwell migration assay (crystal violet, Scale bar=100 µm) C: Representative images of tube formation assay
(Scale bar=100 µm) HUVECs: human umbilical vein endothelial cells

本研究结果显示，在缺氧条件下，A485@EV可显

著抑制 HUVECs的 EdU阳性率、Transwell迁移细胞数

及体外管腔形成能力，且其抑制效果优于游离 A485。
既往研究表明，外泌体作为药物载体可减少药物在体

内循环中的代谢和清除，提高药物生物利用度［23］，本

研究结果与上述报道一致。这提示，外泌体作为递送

载体可显著提高 A485的细胞内递送效率，从而增强其

对血管内皮细胞功能的调控效能。

除血管内皮细胞外，小胶质细胞在病理性新生血

管形成中的关键作用近年来逐渐受到关注［6］。在缺氧

微环境中，视网膜小胶质细胞被广泛激活，并向新生

血管区域迁移聚集，通过分泌多种促血管生成因子及

炎性介质加剧血-视网膜屏障渗漏及病理性新生血管

形成［24］。本研究进一步观察了 A485@EV对缺氧诱导

的 HMC3细胞功能的影响，结果显示 A485@EV可显著

抑制 HMC3细胞增殖、迁移，并下调炎症相关蛋白

COX⁃2的表达。上述结果表明，A485@EV对缺氧诱导

的小胶质细胞活化亦具有显著的抑制作用，提示其兼

具调控血管内皮细胞及小胶质细胞功能的双重效应。

翻译后修饰是蛋白质合成之后的化学修饰，在表

观遗传学中起关键作用。2019年，Zhang等［14］首次报

道组蛋白赖氨酸乳酸化修饰可调节巨噬细胞活化过程

中相关基因的表达。在眼科领域，乳酸化修饰可通过

p300/YY1［9］、组蛋白 H3K18乳酸化驱动的 NSUN2/m5C
轴［13］以及组蛋白 H3K9乳酸化促进 VEGF通路等参与

调控视网膜细胞炎性损伤和血管新生［11］。研究表明，

组蛋白乙酰转移酶 p300可作为乳酸化修饰的关键调

控因子，催化底物蛋白发生乳酸化修饰，加重氧糖剥

夺 /复氧后的细胞损伤［25］。然而，A485作为 p300的选

择性小分子抑制剂，能否通过外泌体包载靶向调控乳

酸化修饰抑制病理性新生血管，尚未见报道。

本研究结果显示，相较于游离 A485，A485@EV处

理可更显著减小 OIR小鼠模型中视网膜无血管区及新

生血管区面积。共定位染色发现，A485@EV组视网膜

表 1 各组HUVECs细胞增殖、迁移和成管情况比较（x̄±s）
Table 1 Comparison of proliferation, migration, and tube formation of different HUVECs groups（x̄±s）

组别

对照组

游离 A485组
A485@EV组

F值

P值

注：与对照组比较，aP<0.05；与游离 A485组比较，bP<0.05（单因素方差分析，Tukey检验） HUVECs：人脐静脉内皮细胞

Note: Compared with control group, aP<0.05; compared with free A485 group, bP<0.05 (One⁃way ANOVA, Tukey test) HUVECs: human umbilical vein
endothelial cells

样本量

3
3
3

EdU阳性率（%）
54.52±5.25
32.71±6.15a
19.04±1.07ab

43.38
<0.01

迁移细胞数（个）

178.00±17.06
112.70±11.02a
75.67±6.11ab
53.74
<0.01

总节段数量

38.83±7.91
21.33±9.63a
4.83±2.99ab
31.69
<0.01

节段总长度（mm）
2.02±0.27
1.31±0.53a
0.43±0.28ab
26.47
<0.01

成环数量

21.50±6.69
10.50±6.54a
2.00±1.90ab
18.91
<0.01

总连接点数量

17.33±2.66
10.67±3.78a
3.33±1.51ab
37.40
<0.01

100 µm 100 µm 100 µm

100 µm 100 µm 100 µm

100 µm 100 µm 100 µm

100 µm 100 µm 100 µm

100 µm 100 µm 100 µm
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图 4 各组HMC3细胞增殖、迁移、划痕愈合情况及COX‑2蛋白表达 A：各组 EdU增殖实验染色图（标尺=100 µm） B：各组细胞迁移图（结晶紫，

标尺=100 µm） C：各组细胞划痕图（标尺=100 µm） D：各组细胞 COX⁃2蛋白表达电泳图 HMC3：人小胶质细胞系 3；COX⁃2：环氧合酶⁃2
Figure 4 Proliferation，migration，wound healing，and COX‑2 expression in different HMC3 groups A: Staining images of EdU proliferation
assay (Scale bar=100 µm) B: Representative images of Transwell migration assay (crystal violet, Scale bar=100 µm) C: Representative images of wound
healing assay (Scale bar=100 µm) D: Electrophoretogram of COX⁃2 protein expression HMC3: human microglial cell line 3; COX⁃2: cyclooxygenase⁃2

IB4阳性内皮细胞及 IBA1阳性小胶质细胞的乳酸化荧

光信号均明显弱于对照组和游离 A485组。结合前述

功能实验结果，推测 A485@EV可能通过外泌体介导

的高效递送，增强 A485对 p300活性的抑制效应，进而

下调 p300介导的乳酸化修饰水平，同时协同间充质干

细胞来源外泌体的抗炎、抗凋亡及组织修复等作用，

最终减弱缺氧诱导的血管内皮细胞活化及小胶质细

胞炎症反应，发挥对视网膜病理性新生血管的抑制作

用。此外，游离 A485虽能部分抑制上述病理过程，但

效果显著弱于 A485@EV，进一步佐证了外泌体递送体

系在提高药物生物利用度及靶向性方面的重要价值。

本研究仍存在一定局限性。首先，p300作为一种

乳酸化修饰“书写酶”，A485对其活性的抑制可能导致

多种底物蛋白及多个赖氨酸位点的乳酸化水平下

调［14，26-27］。本研究虽观察到 A485@EV可抑制乳酸化

修饰水平，但 p300调控乳酸化修饰的具体分子靶点及

下游信号通路尚未完全阐明，乳酸化修饰关键位点及

p300下游底物需借助乳酸化修饰组学等技术进一步

明确。其次，间充质干细胞来源外泌体自身对抗炎及

抗血管新生作用的贡献无法完全排除。后续研究有

必要增设空载外泌体组，以更精确地评估 A485药物与

外泌体载体各自的效应及协同作用。

表 2 各组HMC3细胞增殖、迁移、划痕愈合情况及 COX‑2蛋白表达水平比较（x̄±s）
Table 2 Comparison of proliferation, migration, wound healing of HMC3 cells and COX‑2 protein expression among

different groups（x̄±s）

组别

对照组

游离 A485组
A485@EV组

F值

P值

注：与对照组比较，aP<0.05；与游离 A485组比较，bP<0.05（单因素方差分析，Tukey检验） HMC3：人小胶质细胞系 3；COX⁃2：环氧合酶⁃2
Note: Compared with control group, aP<0.05; compared with free A485 group, bP<0.05 (One⁃way ANOVA, Tukey test) HMC3: human microglial cell line 3;

COX⁃2: cyclooxygenase⁃2

样本量

3
3
3

EdU阳性率（%）
48.95±3.10
41.22±1.74a
35.64±1.49ab

26.99
<0.01

迁移细胞数（个）

208.00±17.44
158.00±9.85a
118.70±9.45ab

36.79
<0.01

划痕愈合率（%）
48.36±5.07
37.56±1.33a
28.64±2.91ab

24.47
<0.01

COX⁃2蛋白相对表达量

1.00±0.01
0.73±0.05a
0.40±0.01ab
322.50
<0.01
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综上所述，本研究成功构建了负载 A485的工程化

外泌体 A485@EV，证实其可通过靶向抑制乳酸化效

应，有效减轻缺氧诱导的血管内皮细胞成管及小胶质

细胞活化，从而抑制病理性新生血管形成。本研究为

视网膜新生血管性疾病的治疗提供了新的靶点和递

送策略，也为外泌体工程化改造在眼科药物递送领域

的应用提供了实验依据。
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