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摘要
目的:通过体外建立大鼠视网膜神经节细胞(ＲＧＣｓ)压力
损伤模型ꎬ研究脂肪间充质干细胞(ＡＤＳＣｓ)外泌体对损伤
的 ＲＧＣｓ 的保护作用ꎮ
方法:培养 ＡＤＳＣｓ 收集上清提取并鉴定外泌体ꎬ将体外培
养大鼠 ＲＧＣｓ 分为正常培养的 ＲＧＣｓ 对照组、不同压力
(４０、８０、１２０ ｍｍＨｇ)培养的 ＲＧＣｓ 模型组、不同压力培养
的 ＲＧＣｓ 加入外泌体治疗组ꎬ通过 ＣＣＫ－ ８ 法检测各组
ＲＧＣｓ 细胞增殖活力ꎬｑＰＣＲ 法检测各组 ＲＧＣｓ 中 ＢＤＮＦ、
Ｃａｓｐａｓｅ－３的 ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测各组
ＲＧＣｓ 中 ＢＤＮＦ、Ｃａｓｐａｓｅ－３ 的蛋白表达水平ꎮ
结果:ＣＣＫ－８ 法检测发现ꎬ在对照组中ꎬ与 ２４ ｈ 的细胞增
殖活力相比ꎬ４８ ｈ 时细胞增殖活力上升(Ｐ<０.０５)ꎮ 在４８ ｈ
时ꎬ与加压 ４０、８０、１２０ ｍｍＨｇ 模型组相比ꎬ加入外泌体后
细胞活力均上升(均 Ｐ<０.０５)ꎮ ｑＰＣＲ 法检测发现ꎬ与对照
组比较ꎬ４０ ｍｍＨｇ 组中 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达下降ꎬ但无差异
(Ｐ>０.０５)ꎬ８０、１２０ ｍｍＨｇ 组中 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达下降(均
Ｐ<０.０５)ꎮ 加压 ４０、８０ ｍｍＨｇ 组加入外泌体后 ＲＧＣｓ 的
ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达均上升(均 Ｐ<０.０５)ꎬ加压 １２０ ｍｍＨｇ 组
加入外泌体后 ＲＧＣｓ 的 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达上升ꎬ但无差异
(Ｐ>０.０５)ꎮ 与对照组比较ꎬ加压 ４０ ｍｍＨｇ 组中 Ｃａｓｐａｓｅ－３
的 ｍＲＮＡ 表 达 上 升ꎬ 但 无 差 异 ( Ｐ > ０. ０５ )ꎬ 加 压 ８０、
１２０ ｍｍＨｇ组中 Ｃａｓｐａｓｅ － ３ ｍＲＮＡ 表达均上升 (均 Ｐ <
０.０５)ꎮ 加压 ４０、８０ ｍｍＨｇ组加入外泌体治疗后 ＲＧＣｓ 的
Ｃａｓｐａｓｅ－３ ｍＲＮＡ 表达下降(Ｐ<０.０５)ꎬ加压 １２０ ｍｍＨｇ 组
加入外泌体治疗后 ＲＧＣｓ Ｃａｓｐａｓｅ－３ 的 ｍＲＮＡ 表达下降ꎬ

但无差异(Ｐ>０.０５)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测发现ꎬ与对照组比
较ꎬ加压 ４０ ｍｍＨｇ 组中 ＢＤＮＦ 蛋白表达下降ꎬ但无差异
(Ｐ>０.０５)ꎬ加压 ８０、１２０ ｍｍＨｇ组中 ＢＤＮＦ 蛋白表达下降
(均 Ｐ<０.００１)ꎮ 与模型组相比ꎬ加入外泌体治疗后 ＢＤＮＦ
蛋白表达均上升(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 与对照组比ꎬ加压后各模
型组中 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 蛋白表达均上升(均 Ｐ<０.０５)ꎻ与模型
组相比ꎬ加入外泌体治疗后各组 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 蛋白表达均下
降(均 Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:ＡＤＳＣｓ 来源的外泌体能够增加体外培养不同压力损
伤的大鼠 ＲＧＣｓ 的细胞增殖活力ꎬ提高 ＢＤＮＦ 的 ｍＲＮＡ 及
蛋白表达水平ꎬ降低 Ｃａｓｐａｓｅ－ ３ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达水
平ꎬ说明 ＡＤＳＣｓ 来源的外泌体对体外培养压力损伤的大
鼠 ＲＧＣｓ 具有保护作用ꎮ
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ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｔ ４８ ｈ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ２４ ｈ (Ｐ< ０.０５) . Ａｔ ４８ ｈꎬ
ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｏｓｏｍｅ － ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ４０ꎬ ８０ꎬ ａｎｄ １２０ ｍｍＨｇ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５ ) . ｑＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
４０ ｍｍＨｇ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ (Ｐ> ０.０５)ꎬ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
８０ ａｎｄ １２０ ｍｍＨｇ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ (ａｌｌ Ｐ < ０.０５) .
ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ４０
ａｎｄ ８０ ｍｍＨｇ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｆｔｅｒ ｅｘｏｓｏｍｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ (ｂｏｔｈ Ｐ<０.０５)ꎬ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ １２０ ｍｍＨｇ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ (Ｐ>
０. ０５) . Ｃａｓｐａｓｅ － ３ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
４０ ｍｍＨｇ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ (Ｐ>０.０５)ꎬ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ８０
ａｎｄ １２０ ｍｍＨｇ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ０５) .
Ｃａｓｐａｓｅ － ３ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ４０ ａｎｄ ８０ ｍｍＨｇ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｆｔｅｒ
ｅｘｏｓｏｍｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ( Ｐ < ０.０５ )ꎬ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
１２０ ｍｍＨｇ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ (Ｐ> ０.０５) . Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ＢＤＮＦ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ４０ ｍｍＨｇ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ (Ｐ>
０.０５)ꎬ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ８０ ａｎｄ １２０ ｍｍＨｇ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ( ａｌｌ Ｐ < ０. ００１) . Ａｆｔｅｒ ｅｘｏｓｏｍｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ＢＤＮＦ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ (ａｌｌ Ｐ<
０. ０５ ) . Ｃａｓｐａｓｅ － ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ａｌｌ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (ａｌｌ Ｐ<０.０５)ꎬ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ
ａｌｌ ｅｘｏｓｏｍｅ － ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ
ｇｒｏｕｐｓ (ａｌｌ Ｐ<０.０５) .
•ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: ＡＤＳＣｓ－ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｅｎｈａｎｃｅ ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｒａｔ ＲＧＣｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｅｓｓｕｒｅ－ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｊｕｒｉｅｓꎬ ｅｎｈａｎｃｅ ＢＤＮＦ
ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓꎬ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅ
Ｃａｓｐａｓｅ－３ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓꎬ
ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ＡＤＳＣｓ － ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｈａｖｅ ａ

ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｐｒｅｓｓｕｒｅ－ ｉｎｊｕｒｅｄ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｒａｔ ＲＧＣｓ
ｉｎ ｖｉｔｒｏ.
•ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｉｎｊｕｒｙꎻ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ － ｄｅｒｉｖｅｄ
ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｅｘｏｓｏｍｅｓꎻ ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓ (ＲＧＣｓ)ꎻ
ｂｒａｉｎ－ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ ｆａｃｔｏｒꎻ Ｃａｓｐａｓｅ－３

Ｃｉｔａｔｉｏｎ: Ｃｈｅｎ ＹＤꎬ Ｄａｉ Ｍꎬ Ｚｈｅｎｇ ＺＫ. Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｐｒｅｓｓｕｒｅ － ｉｎｄｕｃｅｄ
ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｒａｔ ｉｎ ｖｉｔｒｏ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ
Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２４ꎬ２４(１１):１６９５－１７００.

０引言
青光眼是一组进行性的视神经凹陷性萎缩及视野缺

损为共同特征的疾病ꎬ是全球导致视力不可逆损害的主要
原因ꎮ ２０２０ 年在全球 ５０ 岁及以上人群中ꎬ青光眼是失明
的第二大原因[１]ꎮ 青光眼不可逆的视功能损害是由于视
网膜神经节细胞 ( ｒｅｔｉｎａｌ ｇａｎｇｌｉｏｎ ｃｅｌｌｓꎬ ＲＧＣｓ) 死亡导
致[２]ꎮ 间充质干细胞(ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＭＳＣｓ)具有
分化为 ＲＧＣｓ 的潜能ꎬ但干细胞移植具有局限性ꎬ无法在
临床广泛应用[３]ꎮ 研究发现干细胞还可通过旁分泌机制
分泌多种细胞因子保护 ＲＧＣｓꎬ ＭＳＣｓ 分泌的外泌体
(ｅｘｏｓｏｍｅｓꎬＥＸＯ)通过旁分泌功能传递生物活性分子ꎬ介
导细胞间通讯来发挥 ＭＳＣｓ 的作用[４]ꎮ 脂肪间充质干细
胞(ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓꎬＡＤＳＣｓ)作为最常见
和易获取的间充质干细胞之一ꎬ可通过旁分泌机制分泌外
泌体及包括脑源神经营养因子(ｂｒａｉｎ ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ
ｆａｃｔｏｒꎬＢＤＮＦ)在内的多种神经营养因子[５]ꎮ 研究发现从
脂肪组织分离的干细胞数量是等量骨髓组织中分离的干
细胞数量的 ５００ 倍ꎬ而且 ＡＤＳＣｓ 与骨髓间充质干细胞
(ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＢＭＳＣｓ)相比具有更
强的增殖能力[６－７]ꎮ 因此ꎬ我们选择 ＡＤＳＣｓ 外泌体进行实
验ꎬ通过检测加入 ＡＤＳＣｓ 外泌体后体外培养压力损伤大
鼠 ＲＧＣｓ 的细胞增殖活力、ＢＤＮＦ 及凋亡因子 Ｃａｓｐａｓｅ－ ３
的表达水平ꎬ探索 ＡＤＳＣｓ 外泌体对体外培养压力导致大
鼠 ＲＧＣｓ 损伤的保护作用ꎮ
１材料和方法
１.１材料　 ＡＤＳＣｓ(购买自武汉普诺赛生命科技有限公司ꎬ
ＣＰ－Ｒ１９８)、大鼠 ＲＧＣｓ(购买自武汉普诺赛生命科技有限
公司ꎬＣＰ －Ｒ１２２)、ＤＭＥＭ 培养基、Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ 培养基、Ｂ２７
添加剂(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)、新西兰胎牛血清(澳大利亚
Ｂｏｖｏｇｅｎ 公司)、青霉素 －链霉素双抗、０. ２５％胰蛋白酶 －
ＥＤＴＡ ( 以 色 列 ＢｉｏＩｎｄ 公 司 )、 ＣＣＫ － ８ 试 剂 盒 ( 美 国
Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ Ｇｒｏｕｐ 公司)ꎬ Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ ＲＮＡ 提取试剂、
２ｘＲｅａｌｓｔａｒ Ｇｒｅｅｎ Ｆａｓｔ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｗｉｔｈ ＲＯＸＩＩ、ＢＣＡ 蛋白浓度测
定试剂盒(北京康润诚业生物科技有限公司)、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
凝胶快速配制试剂盒(上海碧云天生物技术有限公司)、
兔抗大鼠 β－ａｃｔｉｎ 抗体、山羊抗兔二抗、Ａｎｔｉ－Ｃａｓｐａｓｅ－３ 抗
体、Ａｎｔｉ－ＢＤＮＦ 抗体(美国 Ａｂｃａｍ 公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１体外培养 ＡＤＳＣｓ 并收集上清液　 将冻存 ＡＤＳＣｓ 进
行复苏ꎬ接种至 Ｔ７５ 瓶ꎬ置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培
养ꎬ细胞融合度达到 ８０％－９０％后进行传代ꎮ 传至 ３－５ 代
细胞生长至融合度约为 ８０％ꎬ吸取丢弃原细胞培养基ꎬ加
入适量 ＰＢＳ 清洗ꎬ将完全培养基更换为无血清培养基继
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续培养 ４８ ｈꎬ收集上清液并以 １ ２００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎꎬ取
上清液并分装保存于－８０ ℃的冰箱ꎮ
１.２.２ 提取并鉴定外泌体 　 将收集的上清 ４ ℃ 条件下ꎬ
３００×ｇ离心 １０ ｍｉｎꎬ依次将上清 ２ ０００ × ｇ、４ ℃、１０ ｍｉｎꎻ
１０ ０００×ｇ、４ ℃、３０ ｍｉｎꎻ４ ℃、１００ ０００ ｇ、１５０ ｍｉｎ 离心ꎮ 去
除上清ꎬ用预冷 ＰＢＳ 重悬后再次 ４ ℃、１００ ０００ ｇ、１５０ ｍｉｎ
超速离心ꎮ 去上清再次适量 ＰＢＳ 重悬ꎬ提取后的外泌体
应该立即检测或者冻存－８０ ℃ꎮ 采用磷钨酸染色后通过
透射电子显微镜观察及 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹检测外泌体表面的
特异性分子标志(ＣＤ９、ＣＤ６３、ＣＤ８１)ꎮ
１.２.３复苏 ＲＧＣｓ 并根据不同分组处理培养 ＲＧＣｓ　 复苏
冻存的 ＲＧＣｓꎬ加入 Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ 完全培养基(１０％胎牛血清
ＦＢＳ、１％双抗、２％ Ｂ２７ 补充剂、１％ Ｌ－谷氨酰胺)ꎬ将其接
种于 Ｔ２５ 培养瓶中ꎬ密度为 １×１０５ ｃｅｌｌ / ｍＬꎬ３７ ℃ꎬ５％ ＣＯ２

细胞培养箱培养ꎮ
根据分组培养 ＲＧＣｓ:对照组:正常培养 ＲＧＣｓꎮ 模型

组:自行设计加压装置(Ｔ 型三通管的橡皮塞封闭培养瓶ꎬ
使用打气球从三通管打入消毒后的空气ꎬ将三通管的另一
管用于压力表和培养瓶的连通ꎬ使压力度数达到预期值)
进行密闭加压ꎬ使压力分别达到 ４０、８０、１２０ ｍｍＨｇꎬ持续
８ ｈ后ꎬ取出培养板ꎬ于正常细胞培养条件(３７ ℃ꎬ５％ ＣＯ２)
培养箱继续培养 ４８ ｈꎬ分别收集各组细胞进行后续检测ꎮ
外泌体治疗组:在模型组加压 ８ ｈ 后ꎬ加入外泌体ꎬ外泌体
浓度由 ＢＣＡ 法测定ꎬ浓度为 １.３７ ｍｇ / ｍＬꎬ按每 １ ｍＬ 培养
基加入 １００ μｇ 外泌体ꎬ方法参考师恩祎等的研究[８]ꎮ
１.２.４ ＣＣＫ－８检测各组细胞活力 　 将对照组 ＲＧＣｓ 充分
消化后重悬ꎬ以每孔 １００ μＬ 悬液将细胞接种于 ９６ 孔板
中ꎬ按试剂盒说明书检测 ２４、４８ ｈ 细胞活力ꎮ 确定时间最
佳培养时间点后ꎬ通过 ＣＣＫ－８ 实验检测模型组及治疗组
细胞活力ꎮ
１.２.５ ｑＰＣＲ检测各组 ＲＧＣｓ 中 ＢＤＮＦ 及 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 的
ｍＲＮＡ表达水平 　 Ｔｒｉｚｏｌ 溶液提取各组 ＲＧＣｓ 的细胞总
ＲＮＡꎬ测定 ＲＮＡ 浓度后按照 ｑＰＣＲ 试剂盒操作步骤行逆
转录 合 成 ｃＤＮＡꎬ 设 计 引 物 Ｃａｓｐａｓｅ － ３ － Ｆ: ５ －
ＡＡＧＧＡＧＣＡＧＣＴＴＴＧＴＧＴＧＴＧ － ３ꎬ Ｃａｓｐａｓｅ － ３ － Ｒ: ５ －
ＴＧＴＣＴＣＡＡＴＧＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡ － ３ꎬ ＢＤＮＦ － Ｆ: ５ －
ＴＡＡＴＧＣＡＧＣＡＴＧＡＴＧＧＧＡＡＡ － ３ꎬ ＢＤＮＦ － Ｒ: ５ －
ＴＣＡＣＡＧＴＧＡＡＡＧＣＡＣＣＴＴＧＣ－ ３ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 为内参进行
ＰＣＲ 扩增ꎮ 结果采用 ２－△△ｃｔ表示ꎮ
１. ２. ６ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检 测 各 组 ＲＧＣｓ 中 ＢＤＮＦ 及
Ｃａｓｐａｓｅ－３的蛋白表达水平　 ＲＩＰＡ 蛋白裂解液提取细胞
总蛋白ꎬＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎬ在蛋白中加入上样缓冲
液ꎬ混匀后 ９５ ℃ 金属浴加热 ５ ｍｉｎꎮ 依次上样后通过
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳将蛋白转至 ＰＶＤＦ 膜ꎬ５％ ＢＳＡ 中封闭后
加入ꎬ分别加入 ＢＤＮＦ 抗体及 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 抗体 ４ ℃孵育过
夜ꎬ次日加入二抗孵育后进行显影ꎮ

统计学分析:使用 ＳＰＳＳ２５.０ 及 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.４.１
统计软件进行统计学处理ꎮ 计量资料采用均数±标准差

(ｘ±ｓ) 表示ꎬ多组定量数据比较采用单因素方差分析
(ＡＮＯＶＡ)ꎬ组内多重比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎬ两组间比较采
用独立样本 ｔ 检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ ＡＤＳＣｓ 外泌体形态及特点　 外泌体在透射电镜下形

态呈圆形或者类圆形的膜性囊泡小体ꎬ具有典型的双层膜
结构ꎬ膜结构完整ꎮ 囊泡直径约在 ６０ － １２０ ｎｍ 左右
(图 １Ａ)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ＡＤＳＣｓ 外泌体特异性蛋白
ＣＤ９、ＣＤ６３、ＣＤ８１ 的表达呈阳性(图 １Ｂ)ꎮ
２.２ 体外 ＲＧＣｓ 培养　 接种培养的细胞于 ３－４ ｈ 开始贴
壁ꎬ贴壁后的细胞呈圆形ꎬ呈单层排列形ꎬ少量聚集呈团ꎬ
核圆相对透明ꎮ １２ ｈ 细胞开始变为多边形ꎬ有粗细不等ꎬ
长短不一的突起长出ꎮ ２４ ｈ 细胞胞体増大ꎬ突起变长ꎬ开
始互相连接ꎬ有聚集生长的现象(图 ２)ꎮ
２.３不同分组处理培养下的 ＲＧＣｓ 形态变化 　 不同分组
细胞培养 ２４ ｈ 时可见模型组与对照组相比ꎬ随着压力的
增高ꎬ细胞皱缩死亡ꎬ失去细胞形态无法贴壁生长ꎬ存活细
胞因液压呈漩涡状层状生长ꎬ１２０ ｍｍＨｇ 死亡最多ꎮ 外泌
体治疗组与模型组比较可见细胞死亡减少ꎬ细胞密度增
加ꎮ ４０ ｍｍＨｇ＋ｅｘｏ 及 ８０ ｍｍＨｇ＋ｅｘｏ 组较为明显ꎬ甚至因压
力产生的间隙也减少ꎬ但 １２０ ｍｍＨｇ＋ｅｘｏ 组细胞密度较
１２０ ｍｍＨｇ 模型组并无明显改变ꎬ见图 ３、４ꎮ

图 １　 ＡＤＳＣｓ外泌体形态及鉴定图　 Ａ:透射电镜图ꎻＢ:外泌体
表面特异性蛋白条带图ꎮ

图 ２　 ＲＧＣｓ细胞形态图ꎮ

图 ３　 对照组 ＲＧＣｓ培养 ２４ ｈ形态图ꎮ
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图 ４　 模型组及治疗组 ＲＧＣｓ培养 ２４ ｈ形态对比图　 Ａ:加压 ４０ ｍｍＨｇ 的模型组ꎻＢ:加压 ８０ ｍｍＨｇ 的模型组ꎻＣ:加压 １２０ ｍｍＨｇ 的
模型组ꎻＤ:４０ ｍｍＨｇ＋ｅｘｏ 组ꎻＥ:８０ ｍｍＨｇ＋ｅｘｏ 组ꎻＦ:１２０ ｍｍＨｇ＋ｅｘｏ 组ꎮ

２.４ ＣＣＫ８检测各组 ＲＧＣｓ 细胞活力变化 　 对照组中培
养 ２４、４８ ｈ 的 ＲＧＣｓ 的 ＯＤ 值为 ０. ６６３ ± ０. ０４６、１. ２８４ ±
０.１２２ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 在 ４８ ｈ 时ꎬ对照组、
加压 ４０、８０、１２０ ｍｍＨｇ 的 ＲＧＣｓ 的 ＯＤ 值为 １.２８４±０.１２２、
０.８８７±０.０７４、０.５８１±０.０４１、０.３３２±０.０４１ꎬ差异有统计学意
义(Ｆ＝ １１３.８０２ꎬＰ＝ ０.００１)ꎬ见图 ５ꎮ 与加压 ４０ ｍｍＨｇ 模型
组相比ꎬ加入外泌体治疗后 ＯＤ 值为 ０.９８５±０.００６ꎬ细胞活
力上升ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 与加压 ８０ ｍｍＨｇ
模型组相比ꎬ加入外泌体治疗后 ＯＤ 值为 ０.７０３±０.０５４ꎬ细
胞活力上升ꎬ差异有统计学意义 ( Ｐ < ０. ０５)ꎮ 与加压
１２０ ｍｍＨｇ模型组相比ꎬ加入外泌体治疗后 ＯＤ 值为０.４７５±
０.０２９ꎬ细胞活力上升ꎬ差异有统计学意义(Ｐ＝ ０.００１)ꎮ
２.５ ｑＰＣＲ 检测各组 ＲＧＣｓ 中 ＢＤＮＦ 及 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 的
ｍＲＮＡ表达变化
２.５.１ 各组中 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达变化　 对照组、加压 ４０、
８０、１２０ ｍｍＨｇ 组的 ＲＧＣｓ 中 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达量分别为
１.０００±０.０００、０.９０６±０.１４０、０.７６９±０.１２６、０.５３４±０.００６ꎬ差异
有统计学意义(Ｆ＝ １３.７７５ꎬＰ<０.０５)ꎬ与对照组相比ꎬ加压
４０ ｍｍＨｇ 后 ＲＧＣｓ 中 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达下降ꎬ但差异无统
计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ加压 ８０、１２０ ｍｍＨｇ 后 ＲＧＣｓ 中 ＢＤＮＦ
ｍＲＮＡ 表达下降ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５ꎬＰ<０.００１)ꎮ
与加压 ４０ ｍｍＨｇ 模型组相比ꎬ加入外泌体治疗后 ＲＧＣｓ 中
ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达量(１.４２３±０.１６７)上升ꎬ差异有统计学意
义( ｔ＝ －４.１１２ꎬＰ＝ ０.０１６)ꎮ 与加压 ８０ ｍｍＨｇ 模型组相比ꎬ
加入外泌体治疗后 ＲＧＣｓ 中 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达量(１.１４８±
０.１８２)上升ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ －２.９６１ꎬＰ ＝ ０.０４２)ꎮ
与加压 １２０ ｍｍＨｇ 模型组相比ꎬ加入外泌体治疗后 ＲＧＣｓ
中 ＢＤＮＦ ｍＲＮＡ 表达量(０.７９５±０.１６３)上升ꎬ但差异无统
计学意义( ｔ＝ －２.７６０ꎬＰ＝ ０.０５１)ꎮ
２.５.２各组中 Ｃａｓｐａｓｅ－３ ｍＲＮＡ表达变化　 对照组、加压
４０、８０、１２０ ｍｍＨｇ 组 ＲＧＣｓ 中 Ｃａｓｐａｓｅ－３ ｍＲＮＡ 表达量分
别为 １. ０００ ± ０. ０００、１. ３７８ ± ０. ２８５、４. ７００ ± ０. ４９８、８. ８７０ ±
３.８３７ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ １０.６５１ꎬＰ<０.０５)ꎮ 与对照
组相比ꎬ加压 ４０ ｍｍＨｇ 后 ＲＧＣｓ 中 Ｃａｓｐａｓｅ－３ ｍＲＮＡ 表达
上升ꎬ但差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ加压 ８０、１２０ ｍｍＨｇ
后 ＲＧＣｓ 中 Ｃａｓｐａｓｅ－３ ｍＲＮＡ 表达上升ꎬ差异有统计学意
义(Ｐ<０.０５ꎬＰ＝ ０.００１)ꎮ 与加压 ４０ ｍｍＨｇ 模型组相比ꎬ加

　 　

　 　 图 ５　 对照组与各模型组 ４８ ｈ细胞增殖活力柱状图
ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎮ

入外 泌 体 治 疗 后 ＲＧＣｓ 中 Ｃａｓｐａｓｅ － ３ ｍＲＮＡ 表 达 量
(０.８９２±０.０６７)下降ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ ２. ８７０ꎬＰ ＝
０.０４５)ꎮ 与加压 ８０ ｍｍＨｇ 模型组相比ꎬ加入外泌体治疗
后 ＲＧＣｓ 中 Ｃａｓｐａｓｅ－３ ｍＲＮＡ 表达量(２.１６２±０.４０６)下降ꎬ
差异有统计学意义 ( ｔ ＝ ６. ８４４ꎬ Ｐ ＝ ０. ００２ )ꎮ 与 加 压
１２０ ｍｍＨｇ模 型 组 相 比ꎬ 加 入 外 泌 体 治 疗 后 ＲＧＣｓ 中
Ｃａｓｐａｓｅ－３ ｍＲＮＡ 表达量(５.１８８±０.２４９)下降ꎬ但差异无统
计学意义( ｔ＝ １.６５８ꎬＰ＝ ０.１７３)ꎮ
２.６ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测各组 ＲＧＣｓ 中 ＢＤＮＦ 及Ｃａｓｐａｓｅ－３
的蛋白表达变化
２.６.１各组中 ＢＤＮＦ 蛋白表达变化　 与对照组比较ꎬ加压
４０ ｍｍＨｇ 后 ＲＧＣｓ 的 ＢＤＮＦ 蛋白表达稍有下降ꎬ但差异无
统计学意义(Ｐ > ０. ０５)ꎬ加压 ８０、１２０ ｍｍＨｇ 后 ＲＧＣｓ 的
ＢＤＮＦ 蛋白表达均下降ꎬ 差异有统计学意义 ( 均 Ｐ <
０.００１)ꎬ见图 ６、７Ａꎮ 不同压力的 ＲＧＣｓ 治疗组的 ＢＤＮＦ 蛋
白表达量与模型组比较ꎬ表达量均上升ꎬ差异有统计学意
义(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ７Ｂꎮ
２.６.２各组中 Ｃａｓｐａｓｅ－３蛋白表达变化　 与对照组比较ꎬ
加压 ４０、８０、１２０ ｍｍＨｇ 模型组中 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 蛋白表达均上
升ꎬ差异有统计学意义(Ｐ ＝ ０. ００１ꎬ< ０. ００１ꎬ< ０. ００１)ꎬ见
图 ８Ａꎮ 不同压力的 ＲＧＣｓ 治疗组 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 蛋白表达量
与模型组比较ꎬ表达量均下降ꎬ差异有统计学意义(Ｐ ＝
０.００１ꎬＰ<０.０５ꎬＰ<０.０５)ꎬ见图 ８Ｂꎮ
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图 ６　 各组 ＢＤＮＦ及 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 的蛋白表达条带图ꎮ

图 ７　 各组细胞中 ＢＤＮＦ的蛋白表达水平柱状图　 Ａ:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻＢ:ａＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎮ

图 ８　 各组 ＲＧＣｓ中 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 蛋白表达水平柱状图　 Ａ:ｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻＢ:ａＰ<０.０５ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 模型组ꎮ

３讨论

Ｃｏｒｄｅｉｒｏ 等[９]通过可视化分析证实了高眼压大鼠模

型中 ＲＧＣｓ 的凋亡ꎮ ＲＧＣｓ 的不可逆死亡导致了青光眼患

者永久的视功能损伤ꎮ 此前有研究证实玻璃体腔内注射

移植 ＭＳＣｓꎬ可使 ＲＧＣｓ 轴突存活率在统计学上显著增

加[１０]ꎮ 但 ＭＳＣｓ 移植会导致视网膜脱离、出血、视力下降

等并发症[１１]ꎮ ＭＳＣｓ 除了多能分化潜力外ꎬ其旁分泌功能

也被认为是组织修复再生的机制之一[１２]ꎮ 而细胞分泌的

外泌体是发挥旁分泌功能的关键[１３]ꎮ
本实验在不同压力下培养 ＲＧＣｓꎬ检测各组细胞

Ｃａｓｐａｓｅ－３、ＢＤＮＦ 的蛋白和 ｍＲＮＡ 表达ꎬ以及细胞增殖活

力来确定 ＲＧＣｓ 的损伤程度ꎮ 本研究表明ꎬ加压后 ＲＧＣｓ
的细胞活力下降ꎬＣａｓｐａｓｅ－３ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白的表达显著

升高ꎬ这与研究小鼠视神经挤压和横断模型中 ＲＧＣｓ 受损

后检测到激活 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 的表达一致[１４]ꎮ 同时本研究发

现压力损伤后 ＲＧＣｓ 中 ＢＤＮＦ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白的表达下

降ꎬ随着压力的增加ꎬＲＧＣ 死亡进一步增多ꎬＢＤＮＦ 表达进

一步下降ꎮ 这可能是因为 ＲＧＣｓ 受损后的细胞代谢的相

关基因表达下调ꎬ减少细胞葡萄糖的摄取及能量的产生ꎬ

造成细胞线粒体功能障碍ꎬ导致细胞自身合成多种蛋白受

阻ꎬ从而导致神经营养因子及其受体的剥夺[１５]ꎮ 但在我

们的研究中ꎬ加压 ４０ ｍｍＨｇ 组与对照组相比 ＲＧＣｓ 的

Ｃａｓｐａｓｅ－３ ｍＲＮＡ 表达上升但不显著ꎬＢＤＮＦ 的 ｍＲＮＡ 及

蛋白的表达下降但不显著ꎬ这可能是压力小导致 ＲＧＣｓ 损

伤程度不严重引起ꎮ
与其他 ＭＳＣｓ 相比ꎬＡＤＳＣｓ 的主要优点有组织来源丰

富、组织收集和细胞分离方法比较简单ꎬ同样 ＡＤＳＣｓ 外泌

体含有并能转移多种功能性生物分子[１６]ꎮ 我们的实验检

测了模型组和 ＡＤＳＣｓ 外泌体治疗组 ＲＧＣｓ 的细胞增殖活

力以及 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平ꎬ发现压力损

伤的 ＲＧＣｓ 加入外泌体后ꎬ增殖活力上升ꎬＣａｓｐａｓｅ－３ 表达

降低ꎬ这表明外泌体对压力损伤的 ＲＧＣｓ 有保护作用ꎮ 外

泌体如何发挥保护作用ꎬ我们也进行了初步探索ꎮ ＢＤＮＦ
作为神经营养因子之一对 ＲＧＣｓ 的保护作用已被证实ꎮ
它在上丘合成后通过 ＲＧＣｓ 轴突逆行运输到视网膜[１７]ꎮ
同时也能在视网膜神经节细胞层和内核层细胞表达[１８]ꎮ
本实验通过比较不同压力损伤的 ＲＧＣｓ 加入外泌体治疗

前后 ＢＤＮＦ 的表达ꎬ发现加入外泌体治疗后ꎬＲＧＣｓ 中
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ＢＤＮＦ 的 ｍＲＮＡ 及 蛋 白 表 达 增 加ꎮ 本 实 验 在 加 压
１２０ ｍｍＨｇ的 ＲＧＣｓ 组加入外泌体治疗后ꎬＢＤＮＦ 的 ｍＲＮＡ
表达升高ꎬＣａｓｐａｓｅ－３ 的 ｍＲＮＡ 表达降低ꎬ但差异无统计
学意义ꎬ考虑是由于 ＲＧＣｓ 在加压 １２０ ｍｍＨｇ 时凋亡增多ꎬ
加入外泌体后能调节的 ＢＤＮＦ 及 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 的表达十分
有限导致ꎮ 有研究发现 ＭＳＣｓ 来源的外泌体的保护作用
可能与神经营养因子有关ꎮ 小鼠实验坐骨神经挤压模型
中ꎬ注射 ＡＤＳＣｓ 外泌体后使得轴突再生ꎬ实验还发现
ＡＤＳＣｓ 外泌体中存在多种神经营养因子转录产物[１９]ꎮ
ＢＭＳＣｓ、ＡＤＳＣｓ 和 牙 髓 干 细 胞 ( ｄｅｎｔａｌ ｐｕｌｐ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ
ＤＰＳＣｓ)可通过旁分泌机制分泌包括 ＢＤＮＦ 在内的多种神
经营养因子[５]ꎮ 有研究也检测到了脐带间充质干细胞
(ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＵＭＳＣｓ)外泌体携
带 ＢＤＮＦꎬ并通过 ＢＤＮＦ－ＴｒｋＢ 通路对大鼠高糖模型中的
ＲＧＣｓ 发挥保护作用[２０]ꎮ 这些研究结果表明 ＡＤＳＣｓ 外泌
体对压力导致大鼠 ＲＧＣｓ 损伤的保护作用可能与 ＢＤＮＦ
有关ꎮ ＢＤＮＦ 的表达增加是因为外泌体的直接转移导致
还是其携带的生物活性分子调控还需进一步研究ꎮ 细胞
的凋亡程序复杂ꎬＣａｓｐａｓｅ－３ 只是作为其中一个凋亡因子
表达ꎬ与多条凋亡通路相关ꎮ 但外泌体是通过什么途径减
少 ＲＧＣｓ 凋亡ꎬ还需要进一步研究其上游或下游的因子的
表达来确定ꎮ

综上所述ꎬ加入 ＡＤＳＣｓ 外泌体可提高体外培养压力
损伤的 ＲＧＣｓ 的细胞活力ꎬ增加 ＢＤＮＦ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表
达ꎬ降低 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达ꎮ ＡＤＳＣｓ 外泌体
对压力导致大鼠 ＲＧＣｓ 的损伤有保护作用ꎬ可能与增加
ＢＤＮＦ 的表达及减少凋亡因子 Ｃａｓｐａｓｅ－３ 的表达有关ꎬ但
此实验仅为体外实验ꎬ在动物实验中还缺乏验证ꎬ具体作
用机制及通路也有待进一步研究ꎬ实验具有局限性ꎮ 因
此ꎬ之后我们将建立大鼠高眼压模型ꎬ通过玻璃体腔注射
外泌体ꎬ进一步验证 ＡＤＳＣｓ 外泌体对视神经的保护作用ꎬ
探究外泌体作用于 ＲＧＣｓ 中某些特定蛋白或通路来改善
视神经损伤的分子机制ꎬ为青光眼等视神经疾病的治疗提
供新思路ꎮ
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