
实验论著

人脐带间充质干细胞源外泌体对高糖环境下 ＲＰＥ 细胞
自噬和 ＶＥＧＦ 表达的影响

闫　 瑾１ꎬ王　 莉１ꎬ李　 蓉２ꎬ杨　 扬１ꎬ刘文兰１ꎬ朱　 丹１ꎬ焦　 聪２

引用:闫瑾ꎬ王莉ꎬ李蓉ꎬ等. 人脐带间充质干细胞源外泌体对高

糖环境下 ＲＰＥ 细胞自噬和 ＶＥＧＦ 表达的影响. 国际眼科杂志

２０２１ꎻ２１(５):７６４－７６９

基金项目:陕西省自然科学基础研究计划项目 (Ｎｏ. ２０１９ＪＭ －
５１４) ꎻ 陕西省教育厅一般专项科学研究计划项目 ( Ｎｏ.
２０ＪＫ０８８５)
作者单位:１(７１００２１)中国陕西省西安市ꎬ西安医学院医学技术

学院眼视光教研室ꎻ２(７１００７７)中国陕西省西安市ꎬ西安医学院

第一附属医院眼科

作者简介:闫瑾ꎬ女ꎬ硕士ꎬ讲师ꎬ研究方向:视网膜疾病ꎮ
通讯作者:闫瑾. ｙａｎｊｉｎ２６＠ １２６.ｃｏｍ
收稿日期: ２０２０－１１－０４ 　 　 修回日期: ２０２１－０３－３１

摘要

目的:探讨人脐带间充质干细胞(ｈＵＭＳＣ)源外泌体对高

糖环境下 ＡＲＰＥ－１９ 细胞自噬及 ＶＥＧＦ 表达情况的影响ꎮ
方法:原代培养 ｈＵＭＳＣꎬ分离纯化 ｈＵＭＳＣ 外泌体ꎬＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 鉴定 ｈＵＭＳＣ 外泌体标志蛋白 ＣＤ６３ 表达ꎬ透射电镜观

察外泌体形态ꎮ 将体外培养的 ＡＲＰＥ－１９ 细胞随机分为对

照组、高糖组和外泌体 ＋高糖组 ( ７５μｇ / ｍＬ 外泌体预处

理)ꎮ 培养 ４８ｈ 后ꎬ电镜观察三组细胞内自噬体的超微结

构ꎬＭＴＴ 法检测各组细胞增殖情况ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组

细胞中自噬标志性蛋白 ＬＣ３Ｂ、Ｂｅｃｌｉｎ － １ 及 ｐ６２ 的表达ꎬ
ＥＬＩＳＡ 法检测细胞上清液中 ＶＥＧＦ 的质量浓度ꎮ
结果:分离纯化后的外泌体为直径 ３０~ １００ｎｍ 的球状膜性

囊泡ꎬ表达特异性标识蛋白 ＣＤ６３ꎮ 外泌体＋高糖组中自噬

体的数量明显少于高糖组ꎮ 外泌体＋高糖组的细胞增殖

率较高糖组明显升高(Ｐ<０.０１) ꎮ 对照组、高糖组、外泌

体＋高糖组细胞中 ＬＣ３Ｂ－Ⅱ / Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ－１ 和 ｐ６２ 值分别为

(０.２１４± ０. ０１９、０. ４６１ ± ０. ０６７ 和 ０. ３３２ ± ０. ０７９)ꎬ( ０. １８６ ±
０.０２９、０.６１５ ± ０. ０４４ 和 ０. ４６４ ± ０. ０４６) 和(０. ７７１ ± ０. ０５１、
０.３６４±０.０１６ 和 ０.５４７±０.０３９)ꎮ 高糖组细胞中 ＬＣ３Ｂ －Ⅱ/Ⅰ
值和Ｂｅｃｌｉｎ－１ 值均明显高于对照组和外泌体＋高糖组(均
Ｐ<０.０５)ꎬ高糖组细胞中 ｐ６２ 值明显低于对照组和外泌

体＋高糖组(均 Ｐ<０.０１)ꎬ外泌体＋高糖组 ＶＥＧＦ 的质量浓

度较高糖组明显降低(Ｐ<０.０１)ꎮ
结论:高糖环境激活 ＡＲＰＥ－１９ 细胞自噬ꎬ并促进其 ＶＥＧＦ
的表达ꎮ ｈＵＭＳＣ 外泌体可有效抑制高糖环境下 ＡＲＰＥ－１９
细胞自噬水平ꎬ并下调 ＶＥＧＦ 的表达ꎮ
关键词:外泌体ꎻ间充质干细胞ꎻ自噬ꎻ 高糖ꎻ 视网膜色素

上皮ꎻ 血管内皮细胞生长因子
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Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ＋ ｈｉｇｈ －
ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＬＣ３Ｂ － Ⅱ / ＬＣ３Ｂ － Ⅰ ａｎｄ ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｂｅｃｌｉｎ － １ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ － ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５ ) .
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ＋ ｈｉｇｈ －
ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐ６２ ｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ－ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐ (ａｌｌ Ｐ<
０. ０１ ) . Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｉｇｈ － ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＶＥＧＦ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｅｘｏｓｏｍｅｓ＋ｈｉｇｈ－ｇｌｕｃｏｓｅ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０１) .
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｏｆ ＡＲＰＥ－１９ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＶＥＧＦ. ｈＵＭＳＣ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｃｏｕｌｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡＲＰＥ－ １９ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＶＥＧＦ ｉｎ ｈｉｇｈ－ｇｌｕｃｏｓｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｅｘｏｓｏｍｅｓꎻ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎻ
ａｕｔｏｐｈａｇｙꎻ ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅꎻ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎻ
ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｙａｎ Ｊꎬ Ｗａｎｇ Ｌꎬ Ｌｉ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｏｎ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ａｎｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＥＧＦ ｏｆ ＲＰＥ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ａ ｈｉｇｈ－ｇｌｕｃｏｓｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ.
Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ) ２０２１ꎻ２１(５):７６４－７６９

０引言

外泌体(ｅｘｏｓｏｍｅｓ)是一种具有磷脂双分子层膜结构

的细胞外微囊泡ꎬ直径范围 ４０ ~ １００ｎｍ[１]ꎬ携带脂质、蛋白

质、核酸以及细胞因子等多种内容物[２]ꎮ 间充质干细胞

(ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＭＳＣｓ)是存在于多种组织中的一

类干细胞ꎬ具备多向分化潜能[３]ꎬ具有不易引起免疫反应、
易于获得和可体外分离连续传代培养等优势[４]ꎮ 作为视

网膜外屏障的组成部分ꎬ视网膜色素上皮( ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ
ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬＲＰＥ)细胞具有多种复杂生理生化功能ꎬ其分

泌的血管内皮生长因子(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ
ＶＥＧＦ)是促进新生血管形成的关键因子[５－７]ꎮ 自噬是真

核细胞在生理和病理状态下均存在的一种动态的生理过

程ꎬ通过溶酶体介导了细胞内蛋白质和衰老受损细胞器等

大分子物质的代谢和降解ꎬ利用自噬这一更新过程维持细

胞的正常代谢内环境稳态[８]ꎮ 既往研究显示ꎬ在高糖、缺
氧或炎症等环境下ꎬ视网膜自噬水平明显异常ꎬ进而参与

眼部疾病的发生和发展[９－１２]ꎮ 随着 ＭＳＣｓ 外泌体与眼科

疾病相关研究的开展ꎬ发现 ＭＳＣｓ 外泌体在视神经损伤、
年龄相关性黄斑变性及角膜疾病的治疗中表现出潜在的

价值[１３－１７]ꎮ 本研究以人 ＲＰＥ 细胞作为研究对象ꎬ观察人

脐带间充质干细胞 ( ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓꎬ ｈＵＭＳＣ)源外泌体对高糖环境下人 ＲＰＥ 细胞的自噬

和 ＶＥＧＦ 表达水平的影响ꎬ为糖尿病视网膜病变的治疗提

供新的可能性ꎮ
１材料和方法

１.１ 材料 　 经产妇本人及家属签署脐带用于实验研究的

知情同意书及学院伦理委员会批准后ꎬ取健康足月婴儿脐

带ꎮ 人 ＡＲＰＥ－１９ 株(武汉普诺赛生命科技有限公司)ꎻ
ＤＭＥＭ 培养基、０.２５％胰蛋白酶及胎牛血清(美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司)ꎻ兔多抗自噬标志性蛋白微管相关蛋白 １ 轻链 ３
(ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ － ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ ３ꎬ ＬＣ３ ) Ｂ
( Ａｂ４８３９４ )、 兔 单 抗 ＣＤ９０ ( ａｂ１３３３５０ )、 兔 单 抗 ＣＤ６３
(ａｂ１３４０４５)(英国 ａｂｃａｍ 公司)ꎻ兔多抗 Ｂｅｃｌｉｎ－１(３４９５Ｓꎬ
美国 ＣＳＴ 公 司 )ꎻ 兔 多 抗 ｐ６２ ( ＡＦ５３８４ꎬ 美 国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司)ꎻ兔多抗 ＧＡＰＤＨ(ＡＢ－Ｐ－Ｒ ００１ꎬ杭州贤

至生物有限公司)ꎻＨＲＰ 标记羊抗兔二抗(ＢＡ１０５４ꎬ武汉

博士德生物工程有限公司)ꎻ外泌体提取试剂盒 Ｔｏｔａｌ
Ｅｘｏｓｏｍｅ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ (ｆｒｏｍ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉａ) (４４７８３５９ꎬ美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎻ噻唑兰 ＭＴＴ(３５８０ＭＧ２５０ꎬ德国 ＢＩＯＦＲＯＸ
公司)ꎻ人 ＶＥＧＦ ＥＬＩＳＡ 试剂盒(Ｈｕｍａｎ ＶＥＧＦ－Ａ ＥＬＩＳＡ
Ｋｉｔ Ｅ－ＥＬ－Ｈ０１１１ｃ 武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公

司)ꎻ倒置相差显微镜(日本 Ｎｉｋｏｎ 公司ꎬ型号 ＥＣＬＩＰＳＥ
Ｔｓ２)ꎻ微型高速离心机(美国 Ｌａｂｎｅｔ 公司ꎬ型号 Ｃ２５００－Ｒ－
２３０Ｖ)ꎻ全自动酶标仪(美国 Ｔｈｅｒｍｏ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎬ型号

ｍμｌＩＳＫＡＮＭＫ３)ꎻ透射电子显微镜(日本 ＨＩＴＡＣＨＩ 公司ꎬ
型号 ＨＴ７７００－ＳＳ)ꎮ
１.２方法

１.２.１ ｈＵＭＳＣ的分离和培养及鉴定　 组织块贴壁法分离

培养 ｈＵＭＳＣ[１８]ꎮ 组织块附着后添加含 １０％胎牛血清的

ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基ꎬ每隔 ３ｄ 换液ꎬ待细胞融合达 ８０％ ~
９０％时ꎬ用 ０.２５％胰蛋白酶消化传代ꎬ比例为 １∶３ꎮ ｈＵＭＳＣ
细胞传代至第 ３ 代ꎬ胰酶消化离心后加入兔单抗 ＣＤ９０ꎬ
４℃孵育后 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 印迹检测ꎮ
１.２.２ ｈＵＭＳＣ 外泌体的提取 　 取第 ４ ~ ５ 代生长良好的

ｈＵＭＳＣ 细胞ꎬ用 １０％ｅｘｏ－ＦＢＳ 培养液培养 ４８ｈꎬ收集细胞

上清液ꎬ２０００ｇ 离心 ３０ｍｉｎ 以去除细胞、碎片等ꎮ 将离心

后获得的上清液与外泌体提取试剂按 ２∶１ 混匀ꎬ４℃孵育

过夜后 １００００ｇ 离心 １ｈꎬ保留沉淀ꎬ即为外泌体ꎮ 加入 ＰＢＳ
重悬外泌体ꎬ将重悬后的外泌体分装保存于－８０℃冰箱ꎮ
１.２.３外泌体鉴定及结构观察　 外泌体蛋白鉴定:蛋白样

品上样ꎬ凝胶电泳至目的蛋白有效分离ꎮ 转膜ꎬ５％脱脂奶

粉封闭 ２ｈꎮ 将膜与一抗 ＣＤ６３(１∶１０００)于 ４℃孵育过夜ꎮ
将膜浸泡于 ＨＲＰ 标记二抗(１ ∶ ５００００)中ꎬ３７℃ 摇床孵育

２ｈꎮ ＥＣＬ 试剂盒显影曝光ꎬ分析处理胶片中蛋白条带的灰

５６７

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２１ꎬ Ｎｏ.５ Ｍａｙ ２０２１　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
Ｔｅｌ:０２９￣８２２４５１７２　 ８５２６３９４０　 Ｅｍａｉｌ:ＩＪＯ.２０００＠１６３.ｃｏｍ



度值ꎮ 外泌体结构观察:质量分数 ２％多聚甲醛固定外泌

体悬液ꎬ滴样本于载样铜网上ꎬ３％磷钨酸染色 ５ｍｉｎꎬ室温

干燥ꎬ透射电镜观察外泌体结构并拍照ꎮ
１.２.４细胞培养及分组 　 选用 ＤＭＥＭ / Ｆ１２(含 １０％ ＦＢＳ＋
１％青霉素和链霉素)培养液ꎬ在 ３７℃、５％ ＣＯ２及饱和湿度

条件下培养 ＡＲＰＥ－１９ 细胞ꎬ实验选用处于对数生长期的

第 ５~１０ 代ꎬ按照 ５.０×１０５个 / 孔传代于 ６ 孔板内ꎬ随机分为

对照组、高糖组和外泌体＋高糖组ꎬ对照组在无糖培养基

中培养ꎬ高糖组在培养基中加入 ２５ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ－ｇｌｕｃｏｓｅꎬ外
泌体＋高糖组先用 ７５μｇ / ｍＬ 外泌体预处理 １２ｈ 后ꎬ置于含

２５ｍｍｏｌ / Ｌ Ｄ－ｇｌｕｃｏｓｅ 的培养基中ꎬ三组培养时间均为 ４８ｈꎮ
１.２.５ ＭＴＴ 法检测 ＡＲＰＥ－１９细胞增殖率　 使用微量酶比

色法测定试剂盒ꎬ根据说明书检测 ＡＲＰＥ－１９ 细胞增殖率ꎮ
细胞增殖率(％)＝ (实验组平均 ＯＤ 值－空白孔平均 ＯＤ
值) / (对照组平均 ＯＤ 值－空白孔平均 ＯＤ 值)×１００％ꎮ
１.２.６透射电子显微镜下观察自噬体的形成　 刮取各组细

胞ꎬ戊二醛固定 ２ｈꎬ充分漂洗后ꎬ在质量分数为 １％锇酸中

４℃固定ꎬ脱水ꎬ包埋ꎮ 在裸铜网格上制备超薄切片ꎬ铀铅

双染色ꎬ透射电子显微镜下观察自噬体形态、结构及数量ꎬ
拍照ꎮ
１.２.７ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞中自噬蛋

白 ＬＣ３Ｂ、Ｂｅｃｌｉｎ－１和 ｐ６２的表达　 收集各组细胞裂解充

分后ꎬ离心提取总蛋白ꎬＢＣＡ 法蛋白定量ꎮ 蛋白上样ꎬ
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 凝胶电泳ꎬ转膜ꎬ封闭ꎬ滴加一抗ꎬ一抗稀释浓

度如 下: ＬＣ３Ｂ ( １ ∶ １０００ )、 Ｂｅｃｌｉｎ － １ ( １ ∶ １０００ )、 ｐ６２
(１ ∶１ ０００)、ＧＡＰＤＨ(１∶１０００)ꎬ辣根过氧化物酶标记的羊

抗兔二抗(１ ∶５０ ０００)孵育ꎮ 暗室显影ꎬ依据胶片灰度值ꎬ
与内参 ＧＡＰＤＨ 比较计算出 ＬＣ３Ｂ －Ⅱ / ＬＣ３Ｂ －Ⅰ比值及

Ｂｅｃｌｉｎ－１ 和 ｐ６２ 蛋白相对表达量ꎬ每组 ３ 次生物学重复ꎬ
取平均值ꎮ
１.２.８ ＥＬＩＳＡ法检测 ＡＲＰＥ－１９细胞 ＶＥＧＦ 蛋白表达　 按

照使用说明ꎬ采用人 ＶＥＧＦ 酶联免疫吸附试验试剂盒检测

ＡＲＰＥ－１９ 细胞上清液中 ＶＥＧＦ 蛋白浓度ꎮ 酶标仪测量

ＯＤ４５０值ꎮ 应用直线相关回归分析ꎬ在标准曲线上查出待

测样本对应的 ＶＥＧＦ 浓度ꎮ
统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２２.０ 软件统计分析ꎮ 本研究

测量结果中的定量资料经 Ｗ 检验符合正态分布ꎬ以均数±
标准差(ｘ±ｓ)表示ꎮ 三组细胞增殖率、ＬＣ３Ｂ－Ⅱ/ ＬＣ３Ｂ－Ⅰ比

值、Ｂｅｃｌｉｎ－１ 和 ｐ６２ 蛋白相对表达量及细胞上清液中 ＶＥＧＦ
质量浓度的整体比较均采用单因素方差分析ꎬ组间多重比

较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果

２.１ ｈＵＭＳＣ的形态观察及鉴定　 使用倒置显微镜观察脐

带华通氏胶组织 ( Ｗｈａｒｔｏｎ ｊｅｌｌｙ ) 贴壁培养的第 ３ 代

ｈＵＭＳＣ 细胞呈长梭形或纺锤形ꎬ形态均一ꎬ紧密排列ꎬ类
似纤维细胞ꎬ集落生长ꎬ细胞分布呈鱼群状或漩涡状

(图 １Ａ)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检 测 ｈＵＭＳＣ 阳 性 表 达 ＣＤ９０
(图 １Ｂ)ꎬ符合 ＭＳＣｓ 鉴定标准ꎮ
２.２ ｈＵＭＳＣ外泌体超微结构观察及鉴定　 经透射电镜观

察可见分离纯化后的外泌体为内含低电子密度成分的球

　 　

图 １　 ｈＵＭＳＣ的形态观察及鉴定　 Ａ:光学显微镜观察第 ３ 代

ｈＵＭＳＣ 形态(×１００)ꎮ ｈＵＭＳＣ 细胞培养至第 ３ 代ꎬ呈成纤维细胞

样的长梭形ꎬ涡旋状排列ꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｈＵＭＳＣ 表面标志

蛋白 ＣＤ９０ꎮ

图 ２　 ｈＵＭＳＣ外泌体形态及鉴定　 Ａ:透射电可见 ｈＵＭＳＣ 外泌
体为球状或椭球状膜性囊泡ꎬ直径约 ３０ ~ １００ｎｍꎻＢ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测 ｈＵＭＳＣ 外泌体表面标志蛋白 ＣＤ６３ꎮ

状或椭球状膜性囊泡ꎬ直径范围 ３０ ~ １００ｎｍꎮ 外泌体囊泡
外围可见类质脂膜性结构(图 ２Ａ)ꎮ 蛋白免疫印迹法显
示ꎬｈＵＭＳＣ 外 泌 体 阳 性 表 达 特 异 性 标 志 蛋 白 ＣＤ６３
(图 ２Ｂ)ꎮ
２.３ 细胞中自噬体超微结构的观察 　 透射电子显微镜下
可见典型的自噬体为包裹了蛋白质及细胞器等吞噬物的
小囊泡ꎬ具备双层膜结构ꎮ 电镜检查显著反映了高糖环境
及 ｈＵＭＳＣ 外泌体对 ＡＲＰＥ－１９ 细胞自噬活性的影响ꎬ对照
组细胞中仅见少量自噬体ꎬ高糖组及外泌体＋高糖组细胞
中自噬体数量明显增多ꎬ而外泌体＋高糖组细胞中自噬体
数量较高糖组减少(图 ３)ꎮ
２.４ ｈＵＭＳＣ外泌体对高糖条件下 ＡＲＰＥ－１９ 细胞增殖的
影响　 ＭＴＴ 法检测结果显示ꎬ各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞增殖率
的总体比较差异有统计学意义(表 １)ꎮ 与对照组相比ꎬ高
糖组和外泌体＋高糖组细胞增殖率降低ꎬ差异均有统计学
意义(Ｐ<０.０１)ꎬ外泌体＋高糖组细胞增殖率高于高糖组ꎬ
差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ
２.５ ｈＵＭＳＣ 外泌体对 ＡＲＰＥ － １９ 细胞在高糖条件下
ＬＣ３Ｂ－Ⅱ / Ⅰ值和 Ｂｅｃｌｉｎ－１ 及 ｐ６２ 蛋白相对表达量的影
响　 蛋白免疫印迹法检测结果显示ꎬ高糖组 ＡＲＰＥ－１９ 细
胞的 ＬＣ３Ｂ－Ⅱ / Ⅰ比值和 Ｂｅｃｌｉｎ － １ 蛋白条带明显增强ꎬ
ｐ６２ 蛋白表达降低ꎬ自噬活性较对照组明显升高ꎮ 加入
ｈＵＭＳＣ 外泌体预处理后ꎬＬＣ３Ｂ－Ⅱ / Ⅰ值及 Ｂｅｃｌｉｎ－１ 的蛋
白表达减弱ꎬｐ６２ 的表达明显增强(图 ４)ꎮ

６６７

国际眼科杂志　 ２０２１ 年 ５ 月　 第 ２１ 卷　 第 ５ 期　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
电话:０２９￣８２２４５１７２　 　 ８５２６３９４０　 电子信箱:ＩＪＯ.２０００＠ １６３.ｃｏｍ



图 ３　 透射电子显微镜下观察各组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞内自噬体形成　 Ａ:对照组ꎻＢ 高糖组ꎻＣ:外泌体＋高糖组ꎮ

表 １　 ｈＵＭＳＣ外泌体对高糖条件下 ＡＲＰＥ－１９ 细胞增殖、ＬＣ３Ｂ－Ⅱ/Ⅰ、Ｂｅｃｌｉｎ－１、ｐ６２ 蛋白相对表达量及 ＶＥＧＦ的影响 ｘ±ｓ
分组 细胞增殖率(％) ＬＣ３Ｂ－Ⅱ /Ⅰ Ｂｅｃｌｉｎ－１ ｐ６２ ＶＥＧＦ(ｎｇ / Ｌ)
对照组 １００ ０.２１４±０.０１９ ０.１８６±０.０２９ ０.７７１±０.０５１ ４６.２１±４.９０
高糖组 ６５.９６±３.９７ ０.４６１±０.０６７ ０.６１５±０.０４４ ０.３６４±０.０１６ １４０.７８±１８.５１
外泌体＋高糖组 ８１.０９±１.７９ ０.３３２±０.０７９ ０.４６４±０.０４６ ０.５４７±０.０３９ ５８.５２±８.４６

　
Ｆ １３８.０５４ １２.４５８ ８６.７９１ ８４.４４８ ４６.３４３
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

图 ４　 各组细胞中 ＬＣ３Ｂ、Ｂｅｃｌｉｎ－１和 ｐ６２ 蛋白电泳图　 Ａ:对照

组ꎻＢ 高糖组ꎻＣ:外泌体＋高糖组ꎮ

　 　 对照组、高糖组、外泌体＋高糖组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞的

ＬＣ３Ｂ－Ⅱ / Ⅰ值、Ｂｅｃｌｉｎ－１ 和 ｐ６２ 的相对蛋白表达量的组

间总体比较差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１ꎬ表 １)ꎮ 组间比

较显示ꎬ对照组和外泌体＋高糖组细胞中 ＬＣ３Ｂ－Ⅱ / Ⅰ值

和 Ｂｅｃｌｉｎ－１ 的相对蛋白表达相较于高糖组显著减少ꎬ差
异均有统计学意义(均 Ｐ<０.０５)ꎬ外泌体＋高糖组的 ＬＣ３Ｂ－
Ⅱ / Ⅰ值与对照组差异无统计学意义(Ｐ＝ ０.０５５)ꎬ外泌体＋
高糖组 Ｂｅｃｌｉｎ－ １ 的相对蛋白表达相较于对照组有所升

高ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ 对照组和外泌体＋高糖

组细胞中 ｐ６２ 的相对蛋白表达相较于高糖组显著升高ꎬ差
异均有统计学意义(均 Ｐ<０.０１)ꎬ外泌体＋高糖组中 ｐ６２ 的

相对蛋白表达相较于对照组降低ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<
０.０１)ꎮ
２.６ ｈＵＭＳＣ外泌体对高糖条件下 ＡＲＰＥ－１９ 细胞上清液

中 ＶＥＧＦ 蛋白表达量的影响 　 酶联免疫吸附试验显示ꎬ
对照组、高糖组、外泌体＋高糖组 ＡＲＰＥ－１９ 细胞上清液中

ＶＥＧＦ 的质量浓度的整体比较差异有统计学意义(Ｐ <

０ ０１ꎬ表 １)ꎮ 相较于对照组和外泌体 ＋高糖组ꎬ高糖组
ＶＥＧＦ 的质量浓度明显升高ꎬ差异有统计学意义(均 Ｐ<
０.０１)ꎬ外泌体＋高糖组细胞 ＶＥＧＦ 质量浓度低于高糖组ꎬ
差异有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎮ
３讨论

绝大部分细胞都会向细胞外环境中释放外泌体ꎬ外泌
体在远距离细胞间的相互作用中发挥了重要作用ꎬ是细胞
间相互交流的一种媒介ꎬ蛋白质是外泌体携带的常见成
分ꎬ因此可以作为特异性标记物ꎬ在外泌体提取过程中用
于鉴定和定量[１９－２０]ꎮ ｈＵＭＳＣ 有促进组织修复、调节免疫
反应、抑制炎症等作用[２１]ꎮ 既往多项研究表明 ＭＳＣｓ 外泌
体的功能和活性与其亲代细胞相似ꎬ与间充质干细胞相
比ꎬＭＳＣｓ 外泌体体积小、无免疫原性而且更加稳定ꎬ具有
治疗多种疾病的潜能[１]ꎮ 本研究利用外泌体分离提取试
剂盒成功提取了 ｈＵＭＳＣ 外泌体ꎬ并通过透射电镜观察其
形态和超微结构ꎬ鉴定了外泌体特异性标志物 ＣＤ６３ꎬ多种
方法验证了外泌体提取结果的可靠性ꎮ

ＲＰＥ 层位于视网膜的最外层ꎬ为单层色素细胞ꎬ主要
功能包括:维持光感受器的新陈代谢、吸收光线、抗氧化、
为视网膜外层提供营养、参与视觉循环和分泌细胞因子
等ꎬ对维持视网膜光感受器微环境有重要作用ꎮ 长期处于
高血糖环境会诱发 ＲＰＥ 细胞出现缺血、氧化应激、炎症激
活等病理改变ꎬ影响其结构和功能[５]ꎮ Ｈｅ 等[１] 模拟年龄
相关性黄斑变性ꎬ将 ｈＵＭＳＣ 外泌体与蓝光损伤 ＲＰＥ 细胞
共培养ꎬ并向激光诱导视网膜损伤小鼠玻璃体腔内注射不
同剂量外泌体ꎬ发现 ｈＵＭＳＣ 外泌体显著降低 ＶＥＧＦ－Ａ 表
达ꎬ修复蓝光损伤视网膜ꎬ保护 ＲＰＥ 细胞ꎮ 本研究通过体
外模拟高糖状态ꎬ发现高糖处理 ４８ｈ 可以造成 ＲＰＥ 细胞
损伤ꎬ明显降低其增殖率ꎬ导致细胞活力下降ꎮ ｈＵＭＳＣ 外
泌体干预可使细胞的增值率升高ꎬ对高糖环境下的 ＲＰＥ
细胞有显著的保护作用ꎮ

自噬存在于生理状态下的细胞中ꎬ自噬水平维持在一
定范围内对细胞的代谢、增殖、生长、分化、修复以及活性
的维持都起到重要作用[８ꎬ２２]ꎮ 在自噬这一动态过程的不
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同阶段中ꎬ相关特异性基因编码的 ＬＣ３ꎬＢｅｃｌｉｎ－１ 和 ｐ６２
等 ２０ 多种蛋白相互协同作用ꎮ ＬＣ３ 在主导自噬小体的双
膜延伸过程时ꎬ胞浆中的 ＬＣ３－Ⅰ与磷脂酰乙醇胺偶联生
成位于自噬小体膜上的脂质型 ＬＣ３－Ⅱꎬ可以通过检测

ＬＣ３－Ⅱ与 ＬＣ３－Ⅰ的转化比例评估自噬的水平[２３]ꎬＬＣ３ 存

在多种不同类型ꎬ目前自噬的蛋白标记物常选用 ＬＣ３Ｂꎮ
绝大多数自噬相关蛋白在参与自噬小体的形成中均需要

Ｂｅｃｌｉｎ－１ 辅助[２４]ꎬ因此 Ｂｅｃｌｉｎ－１ 蛋白表达量也是检测自

噬水平的常用标记物ꎮ ｐ６２ 是自噬溶酶体膜相关标记蛋
白ꎬ其表达与自噬水平负相关ꎬ在自噬过程中主要介导底
物识别ꎬ因此当自噬反应激活清除细胞内的蛋白质时会被

优先降解ꎬ从而导致其表达水平降低[２５]ꎮ 本研究采用蛋

白免疫印迹法检测 ＬＣ３Ｂ 的切割情况、Ｂｅｃｌｉｎ－１ 的蛋白相
对表达量及 ｐ６２ 的降解程度ꎬ三项结果共同检测 ＲＰＥ 细
胞的自噬水平ꎮ 目前认为检测自噬情况的金标准是电子
显微镜观察到自噬小体的特征性双层膜结构[２３]ꎬ但在自

噬发生的不同动态阶段中ꎬ会产生与自噬小体形态类似的
自噬溶酶体和自噬内涵体ꎬ在未做特殊标记的情况下ꎬ很
难准确区分这些结构ꎮ 此外在不同切面的切片中观察到
的自噬小体数量差别较大ꎬ会导致电镜检测结果产生误
差ꎮ 因此本文根据自噬标志性蛋白检测和电镜观察两种
结果ꎬ综合分析细胞内的自噬水平ꎬ确保实验结果的准确
性和可靠性ꎮ 已有的研究结果显示ꎬ高糖条件会上调视网

膜自噬水平ꎬ进而诱导 ＤＲ 的发生[１２]ꎮ Ｌｏｐｅｓ 等[１１]在体外

高糖环境下培养视网膜 Ｍüｌｌｅｒ 细胞ꎬ并检测 ｐ６２ 蛋白的降
解情况ꎬ发现高糖会增强 Ｍüｌｌｅｒ 细胞的自噬反应ꎬ诱导其
大量释放 ＶＥＧＦꎮ 本研究证实ꎬ高糖环境下 ＲＰＥ 细胞的自
噬被激活ꎬ表现为自噬体增加ꎬＬＣ３Ｂ－Ⅱ / ⅠꎬＢｅｃｌｉｎ－１ 蛋
白表达增加ꎬ而 ｐ６２ 表达下降ꎮ 用 ７５μｇ / ｍＬｈＵＭＳＣ 外泌
体预 处 理 后ꎬ 自 噬 体 减 少ꎬ 细 胞 表 达 ＬＣ３Ｂ － Ⅱ / Ⅰꎬ
Ｂｅｃｌｉｎ－１蛋白下降ꎬｐ６２ 水平增加ꎮ

视网膜新生血管是糖尿病视网膜病变晚期的典型病
理性改变ꎬ在参与糖尿病新生血管生成的众多细胞因子
中ꎬＶＥＧＦ 是其中具有高度特异性的血管内皮细胞促有丝
分裂素ꎬ可以破坏血－视网膜屏障ꎬ引起组织缺氧、毛细血
管闭塞及微血栓形成ꎬ导致渗出、出血以及水肿ꎮ 还可以
增加血管通透性ꎬ促进血管内皮细胞分裂增殖ꎬ诱导血管

生成[６－７]ꎮ 同时视网膜血管内皮细胞在高糖环境诱导下

ＶＥＧＦ 受体增多、与 ＶＥＧＦ 亲和力增强ꎬ进一步提高了
ＶＥＧＦ 与受体的结合率ꎬ促使血管内皮细胞增殖[２６]ꎮ 我们

的研究结果显示ꎬ高糖会导致 ＲＥＰ 细胞表达 ＶＥＧＦ 明显
增加ꎬｈＵＭＳＣ 外泌体有效降低 ＶＥＧＦ 水平ꎬ与既往研究结
果一致[１]ꎮ

综上所述ꎬ本研究提示高糖环境下 ＲＰＥ 细胞自噬被
激活ꎬｈＵＭＳＣ 外泌体可有效抑制高糖环境下 ＡＲＰＥ－１９ 细
胞自噬水平ꎬ促进细胞增殖ꎬ并下调 ＶＥＧＦ 的表达ꎬ对 ＲＰＥ
细胞起到保护作用ꎮ 本研究为外泌体的应用提供了新的
思路ꎬ外泌体作为能在细胞间起到调控作用的囊泡结构ꎬ
可能在糖尿病视网膜病变治疗中起到重要作用ꎮ 但目前
所有的外泌体提取方法均有不足之处ꎬ获得的外泌体中包

含不同的干扰成分ꎬ造成提取物不同质问题[２７]ꎮ ｈＵＭＳＣ
外泌体在体内对自噬水平的影响及安全性还需通过动物

试验来明确ꎮ 另外ꎬｈＵＭＳＣ 外泌体在抑制高糖环境下
ＡＲＰＥ－１９ 细胞自噬ꎬ下调 ＶＥＧＦ 表达的过程中ꎬ发挥作用
的具体成分ꎬ通过的机制及激活的信号通路均需要进一步
更深入的研究和验证ꎮ
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ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｒｅｔｉｎａｌ ｌａｓｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｂｙ ＶＥＧＦ － ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ. Ｉｎｔ Ｊ
Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ ２０１８ꎻ１１(４):５５９－５６６
２ Ｇｏｎｇ Ｍꎬ Ｙｕ Ｂꎬ Ｗａｎｇ ＪＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｒｅｌｅａｓｅ
ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｔｈａｔ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｍｉＲＮＡｓ ｔｏ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ. Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ ２０１７ꎻ８(２８):４５２００－４５２１２
３ ｄａ Ｓｉｌｖａ Ｍｅｉｒｅｌｌｅｓ Ｌꎬ Ｃｈａｇａｓｔｅｌｌｅｓ ＰＣꎬ Ｎａｒｄｉ ＮＢ. Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ ｒｅｓｉｄｅ ｉｎ ｖｉｒｔｕａｌｌｙ ａｌｌ ｐｏｓｔ－ｎａｔａｌ ｏｒｇａｎｓ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｊ Ｃｅｌｌ Ｓｃｉ ２００６ꎻ
１１９(Ｐｔ １１):２２０４－２２１３
４ ｌｅ Ｂｌａｎｃ Ｋꎬ Ｔａｍｍｉｋ Ｌꎬ Ｓｕｎｄｂｅｒｇ Ｂꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
ｉｎｈｉｂｉｔ ａｎｄ ｓｔｉｍｕｌａｔｅ ｍｉｘｅｄ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｃｕｌｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｍｉｔｏｇｅｎｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ
ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｃｏｍｐｌｅｘ. Ｓｃａｎｄ Ｊ Ｉｍｍｕｎｏｌ
２００３ꎻ５７(１):１１－２０
５ Ｓｉｍó Ｒꎬ Ｖｉｌｌａｒｒｏｅｌ Ｍꎬ Ｃｏｒｒａｌｉｚａ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ
ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ: ｓｏｍｅｔｈｉｎｇ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ａ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌｏｏｄ － ｒｅｔｉｎａｌ
ｂａｒｒｉｅｒ———ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｊ
Ｂｉｏｍｅｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ ２０１０ꎻ２０１０:１９０７２４
６ Ｗｕ ＹＤꎬ Ｚｈａｎｇ ＱＺꎬ Ａｎｎ ＤＫꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｍａｙ ａｃｃｏｕｎｔ ｆｏｒ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ－１ ｖｉａ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＥＲＫ１ / ２ ｉｎ ｋｅｌｏｉｄ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ. Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｃｅｌｌ
Ｐｈｙｓｉｏｌ ２００４ꎻ２８６(４):Ｃ９０５－Ｃ９１２
７ Ｂａｈｒａｍｉ Ｂꎬ Ｈｏｎｇ Ｔꎬ Ｇｉｌｌｅｓ ＭＣꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉ－ＶＥＧＦ ｔｈｅｒａｐｙ ｆｏｒ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｅｙｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ. Ａｓｉａ Ｐａｃ Ｊ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ(Ｐｈｉｌａ) ２０１７ꎻ６(６):５３５－５４５
８ Ｐａｒｚｙｃｈ ＫＲꎬ Ｋｌｉｏｎｓｋｙ ＤＪ. Ａｎ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ: ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙꎬ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍꎬ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ. Ａｎｔｉｏｘｉｄ Ｒｅｄｏｘ Ｓｉｇｎａｌ ２０１４ꎻ ２０ ( ３ ):
４６０－４７３
９ Ｍｉｔｔｅｒ ＳＫꎬ Ｓｏｎｇ ＣＪꎬ Ｑｉ ＸＰꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｔｈｅ ＲＰＥ
ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ＡＭＤ.
Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ２０１４ꎻ１０(１１):１９８９－２００５
１０ Ｓｚａｔｍｒｉ－Ｔóｔｈ Ｍꎬ Ｋｒｉｓｔóｆ Ｅꎬ Ｖｅｒéｂ Ｚꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｌｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ａｕｔｏｐｈａｇｙ－
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｙｉｎｇ ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ － ａ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｓｏｕｒｃｅ ｆｏｒ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｉｎ ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ ｍａｃｕｌａｒ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ. Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓ ２０１６ꎻ７
(９):ｅ２３６７
１１ Ｌｏｐｅｓ ｄｅ Ｆａｒｉａ ＪＭꎬ Ｄｕａｒｔｅ ＤＡꎬ Ｍｏｎｔｅｍｕｒｒｏ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｆｅｃｔｉｖｅ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ ２０１６ꎻ ５７
(１０):４３５６－４３６６
１２ Ｒｏｓａ ＭＤꎬ Ｄｉｓｔｅｆａｎｏ Ｇꎬ Ｇａｇｌｉａｎｏ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｉｎ ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙ. Ｃｕｒｒ Ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍａｃｏｌ ２０１６ꎻ１４(８):８１０－８２５
１３ Ｍｅａｄ Ｂꎬ Ｔｏｍａｒｅｖ Ｓ. Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ－ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ－
ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｐｒｏｍｏｔｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｍｉＲＮＡ－ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ. Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ ２０１７ꎻ６ ( ４):
１２７３－１２８５
１４ Ｈａｒｒｅｌｌ ＣＲꎬ Ｓｉｍｏｖｉｃ Ｍａｒｋｏｖｉｃ Ｂꎬ Ｆｅｌｌａｂａｕｍ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ－ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ
ｅｙｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ. Ａｄｖ Ｅｘｐ Ｍｅｄ Ｂｉｏｌ ２０１８ꎻ１０８９:４７－５７
１５ Ｍｏｉｓｓｅｉｅｖ Ｅꎬ Ａｎｄｅｒｓｏｎ ＪＤꎬ Ｏｌｔｊｅｎ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｉｎｔｒａｖｉｔｒｅａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ. Ｃｕｒｒ Ｅｙｅ Ｒｅｓ ２０１７ꎻ４２(１０):１３５８－１３６７
１６ Ｃｏｕｌｓｏｎ－Ｔｈｏｍａｓ ＶＪꎬ Ｃａｔｅｒｓｏｎ Ｂꎬ Ｋａｏ ＷＷ. Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ
ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｃｕｒｅｓ ｔｈｅ ｃｏｒｎｅａｌ ｄｅｆｅｃｔｓ ｏｆ
ｍｕｃｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｏｓｉｓ ＶＩＩ ｍｉｃｅ. Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓ ２０１３ꎻ３１(１０):２１１６－２１２６
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１７ Ｓｈｅｎ Ｔꎬ Ｚｈｅｎｇ ＱＱꎬ Ｓｈｅｎ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｄｉｐｏｓｅ － ｄｅｒｉｖｅｄ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｏｎ ｃｏｒｎｅａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ
ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ. Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｊ (Ｅｎｇｌ) ２０１８ꎻ１３１(６):
７０４－７１２
１８ Ｄａｖｉｅｓ ＪＥꎬ Ｗａｌｋｅｒ ＪＴꎬ Ｋｅａｔｉｎｇ Ａ. Ｃｏｎｃｉｓｅｒｅｖｉｅｗ: ｗｈａｒｔｏｎｓ ｊｅｌｌｙ:
ｔｈｅ ｒｉｃｈꎬ ｂｕｔ ｅｎｉｇｍａｔｉｃꎬ ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ. Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓ
Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ ２０１７ꎻ６(７):１６２０－１６３０
１９ Ｅｖｇｕｅｎｉｅｖａ－Ｈａｃｋｅｎｂｅｒｇ Ｅꎬ Ｈｏｕ ＬＬꎬ Ｇｌａｅｓｅｒ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｒｃｈａｅａｌ ｅｘｏｓｏｍｅ. Ｗｉｌｅｙ Ｉｎｔｅｒｄｉｓｃｉｐ Ｒｅｖ ＲＮＡ ２０１４ꎻ５(５):
６２３－６３５
２０ Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ Ｃꎬ Ｔｏｌｌｅｒｖｅｙ Ｄ. Ｔｈｒｅａｄｉｎｇ ｔｈｅ ｂａｒｒｅｌ ｏｆ ｔｈｅ ＲＮＡ ｅｘｏｓｏｍｅ.
Ｔｒｅｎｄｓ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｓｃｉ ２０１３ꎻ３８(１０):４８５－４９３
２１ Ｈｕａｎｇ ＬＮꎬ Ｍａ ＷＹꎬ Ｍａ ＹＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｉｎ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓꎬ ａ ｎｅｗ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ? Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｌ
Ｓｃｉ ２０１５ꎻ１１(２):２３８－２４５
２２ Ｗｕ ＷＨꎬ Ｚｈａｎｇ ＭＰꎬ Ｚｈａｎｇ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ

ｄｅａｔｈ ｉｎ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｅａｒｌｙ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ. Ｊ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ
Ｉｎｖｅｓｔ ２０１１ꎻ３４(９):ｅ２９６－ｅ３０１
２３ Ｍｉｚｕｓｈｉｍａ Ｎꎬ Ｙｏｓｈｉｍｏｒｉ Ｔꎬ Ｌｅｖｉｎｅ Ｂ. Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ ｍａｍｍａｌｉａｎ
ａｕｔｏｐｈａｇｙ ｒｅｓｅａｒｃｈ. Ｃｅｌｌ ２０１０ꎻ１４０(３):３１３－３２６
２４ Ｍａｉｕｒｉ ＭＣꎬ Ｌｅ Ｔｏｕｍｅｌｉｎ Ｇꎬ Ｃｒｉｏｌｌｏ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｃａｌ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｂｃｌ －Ｘ(Ｌ) ａｎｄ ａ ＢＨ３ － ｌｉｋｅ ｄｏｍａｉｎ ｉｎ Ｂｅｃｌｉｎ － １.
ＥＭＢＯ Ｊ ２００７ꎻ２６(１０):２５２７－２５３９
２５ Ｋｌｉｏｎｓｋｙ ＤＪꎬ Ａｂｄａｌｌａ ＦＣꎬ Ａｂｅｌｉｏｖｉｃｈ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｕｓｅ
ａｎｄ ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｓａｙｓ ｆｏｒ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ａｕｔｏｐｈａｇｙ. Ａｕｔｏｐｈａｇｙ ２０１２ꎻ８
(４):４４５－５４４
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