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［摘　要］　目的：探讨兔房水中是否能够分离得到具有脂质双分子层结构的纳米级小囊泡
ｅｘｏｓｏｍｅｓ，并检测其是否表达免疫抑制相关分子，参与眼球免疫耐受状态的维持。方法：收集４０只
健康新西兰大白兔的房水，分级分离，超速离心制备 ｅｘｏｓｏｍｅｓ，透视电镜对其形态进行鉴定；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｅｘｏｓｏｍｅｓ标志性蛋白以及免疫抑制相关分子 ＴＧＦβ的表达情况；采用 ＣＣＫ８细
胞增殖检测方法判断兔房水来源的ｅｘｏｓｏｍｅｓ对经ＣｏｎＡ诱导的兔子Ｔ淋巴细胞增殖情况的抑制功
能。结果：４０只新西兰大白兔收集到约８ｍｌ的房水，从中获得２００μｇｅｘｏｓｏｍｅｓ。经透射电镜鉴定：
从房水中分离获得的ｅｘｏｓｏｍｅｓ直径主要集中在５０～１００ｎｍ，具有典型的脂质双分子层结构；Ｗｅｓｔｅｒ
ｂｌｏｔ结果表明，该 ｅｘｏｓｏｍｅｓ表达热休克蛋白 Ｈｓｐ７０、四次跨膜蛋白 ＣＤ９以及内体相关蛋白 Ａｌｉｘ，不
表达内质网蛋白Ｇｒｐ９４，具有典型的ｅｘｏｓｏｍｅｓ蛋白表达谱。此外，该ｅｘｏｓｏｍｅｓ还表达免疫抑制相关
分子ＴＧＦβ。体外抑制淋巴细胞增殖实验表明，房水来源的ｅｘｏｓｏｍｅｓ能够明显抑制Ｔ淋巴细胞的
增殖。结论：兔房水中能够分离出具有免疫抑制功能的ｅｘｏｓｏｍｅｓ；该ｅｘｏｓｏｍｅｓ很有可能参与了眼球
免疫耐受的维持。
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ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ：Ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅｅｘｏｓｏｍｅｓｃａｎｂｅｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｒａｂｂｉｔａｑｕｅｏｕｓｈｕｍｏｒ，
ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｉｍｍｕｎｏｔｏｌｅｒａｎｃｅｏｆｔｈｅｅｙｅ．

［Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ］　 Ａｑｕｅｏｕｓｈｕｍｏｒ／ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ； Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ； Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒｂｅｔａ
／ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ；Ｉｍｍｕｎｅｔｏｌｅｒａｎｃｅ；Ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ

［ＪＺｈｅｊｉａｎｇＵｎｉｖ（ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉ），２０１２，４１（３）：３１５３１９．］

　　眼球是一个视功能器官，同时又是一个微
型免疫系统。由于解剖、生理、生化等方面的特

殊性，使其成为免疫赦免器官之一［１］。眼免疫

赦免是一极其复杂和动态的免疫调节过程，房

水对这一过程的调节具有重要的作用。ＴＧＦβ
是房水免疫抑制活性的主要来源，它是一多肽

类生长因子，对免疫反应的多个环节具有下降

性调节作用［２］。ｅｘｏｓｏｍｅｓ是一类直径在 ５０～
１００ｎｍ之间的具有脂质双分子层结构的小囊
泡［３］，各种活细胞均可分泌ｅｘｏｓｏｍｅｓ，包括树突
状细胞、Ｂ和 Ｔ淋巴细胞、肿瘤细胞［４］等。

ｅｘｏｓｏｍｅｓ除具有免疫活化功能，激活机体抗肿
瘤免疫之外［５］，还具有免疫抑制功能，参与机

体的免疫平衡的维持，如胸腺来源的 ｅｘｏｓｏｍｅｓ
表达高水平的 ＴＧＦβ，能够诱导 ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３＋

Ｔｒｅｇ的产生，维持外周天然 Ｔｒｅｇ的数量。对于
眼球这一特殊的免疫赦免器官，房水中是否含

有表达ＴＧＦβ的具有免疫抑制功能的ｅｘｏｓｏｍｅｓ
目前尚未见相关报道。本研究在兔的房水中分

离并获得了 ｅｘｏｓｏｍｅｓ，探讨其是否参与了眼球
免疫耐受的维持。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　小鼠抗兔 Ｈｓｐ７０、ＣＤ９抗体、
大鼠抗兔Ｇｒｐ９４抗体均购于美国 Ａｂｃａｍ公司；
兔抗兔Ａｌｉｘ抗体购于美国 ＬｉｆｅＳｐａｎＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅｓ
公司；兔抗兔 ＴＧＦβ抗体购于美国 Ｎｏｖｕｓ
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ公司；辣根过氧化物酶标记的抗小
鼠、大鼠和兔二抗购于美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；兔
ＴＧＦβＥＬＩＳＡ试剂盒购于武汉伊艾博科技有限
公司；ＥＣＬ化学发光底物、ＢＣＡ蛋白定量试剂
盒购于美国 Ｐｉｅｒｃｅ公司；丝裂原 ＣｏｎＡ购于美

国Ｓｉｇｍａ公司；ＣＣＫ８细胞增殖检测试剂盒购
于日本同仁化学研究所。

１．２　房水收集　选择成年健康新西兰大白兔
４０只，雌雄不限，体重２．０～２．５ｋｇ。实验前用
裂隙灯显微镜检查大白兔双眼无疾病，用空气

栓塞法处死后，立即用１ｍｌ无菌注射器分别自
双眼角膜缘做前房穿刺，抽取房水约０．２ｍｌ，于
－８０℃保存待用。
１．３　ｅｘｏｓｏｍｅｓ的制备及电镜鉴定　８ｍｌ房水
进行分级分离，３００×ｇ１０ｍｉｎ、１２００×ｇ３０
ｍｉｎ、１００００×ｇ３０ｍｉｎ收集沉淀，细胞裂解液
（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ．ＣｌｐＨ６．８、１５ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、５
ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ、０．５％ ＮＰ４０、１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ）
裂解后，作为细胞裂解物对照；上清进一步超速

离心１０００００×ｇ６０ｍｉｎ，ｅｘｏｓｏｍｅｓ沉淀用 ２００
μｌＰＢＳ重悬。采用 ＢＣＡ法对细胞裂解液及
ｅｘｏｓｏｍｅｓ蛋白质浓度定量后，分装后于 －８０℃
保存。ｅｘｏｓｏｍｅｓ电镜标本的制备过程如下：
２５％戊二醛和ｌ％饿酸固定，２％醋酸铀染色，
乙醇和无水丙酮脱水，制作超薄切片及染色，最

后通过ＴＥＣＮ１０透射电镜观察。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　３０μｇ细胞裂解液蛋
白或ｅｘｏｓｏｍｅｓ蛋白通过１２％的聚丙烯酰胺电
泳分离，随后电转移将蛋白转移到醋酸纤维膜

上。膜上的成分与一抗结合（１∶５００稀释，室温
孵育２ｈ），然后加入标有辣根过氧化物酶的二
抗（１∶５０００稀释，室温孵育１ｈ），最后经过显影
观察结果。

１．５　ＥＬＩＳＡ方法定量检测 ＴＧＦβ含量　取
ｅｘｏｓｏｍｅｓ或细胞裂解蛋白１０μｇ，其中ｅｘｏｓｏｍｅｓ
于－８０℃和 ３７℃条件下反复冻融 ４次，使
ｅｘｏｓｏｍｅｓ内的 ＴＧＦβ充分释放，然后按 ＥＬＩＳＡ
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试剂盒说明，以双抗体夹心法检测其中 ＴＧＦβ
的浓度。

１．６　ｅｘｏｓｏｍｅｓ体外抑制 Ｔ淋巴细胞增殖实验
　分离兔腹股沟淋巴结淋巴细胞，以１６４０完全
培养基调整细胞浓度至 １×１０６／ｍｌ，吸 １００μｌ
到平底９６孔板中，使每孔细胞数为１×１０５，实
验组为每孔分别加入 １、５、１０μｇ／ｍｌ的
ｅｘｏｓｏｍｅｓ或 细 胞 裂 解 蛋 白，对 照 组 不 加
ｅｘｏｓｏｍｅｓ，以完全１６４０调整终体积为２００μｌ，每
个组均设３复孔，ＣｏｎＡ刺激浓度为１μｇ／ｍｌ，共
培养７２ｈ，在培养终止前 ４ｈ每孔加入 ２０μｌ
ＣＣＫ８试剂，培养结束后，４５０ｎｍ测吸光度。
１．７　统计学处理方法　所有实验重复３次，实
验数据采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件处理，两组均
数间比较用ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

２　结　果

本实验总共进行３次 ｅｘｏｓｏｍｅｓ的制备，每
次收集４０只兔的房水。３次结果表明，４０只兔
子每次平均能够抽取８ｍｌ的房水，３２０μｇ的细
胞裂解蛋白，２００μｇ的ｅｘｏｓｏｍｅｓ，平均每只兔子
可以获得０．２ｍｌ的房水，８μｇ的细胞裂解蛋
白，５μｇ的ｅｘｏｓｏｍｅｓ（表１）。

表１　房水中３次实验ｅｘｏｓｏｍｅｓ的量
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅａｎａｌｙｓｅｏｆｒａｂｂｉｔａｑｕｅｏｕｓｈｕｍｏｕｒ

ｄｅｒｉｖｅｄｅｘｏｓｏｍｅｓ

实验
房水／
ｍｌ

细胞裂解

蛋白／μｇ
ｅｘｏｓｏｍｅｓ／
μｇ

第１次 ７．７ ３０５ １９０
第２次 ８．０ ３２０ ２０３
第３次 ８．３ ３３５ ２０７

２．１　ｅｘｏｓｏｍｅｓ形态及蛋白成分鉴定　从透射
电镜中可以看出，本实验从房水中分离制备的

ｅｘｏｓｏｍｅｓ主要为直径在５０～１００ｎｍ的小囊泡，
某些小囊泡中还可以见到比较清楚的脂质双分

子层结构（图１）；另外，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的结果显
示，制备的小囊泡能表达 ｅｘｏｓｏｍｅｓ标志性蛋
白，如热体克蛋白Ｈｓｐ７０、４次跨膜蛋白 ＣＤ９和
内体相关蛋白 Ａｌｉｘ，不表达内质网相关蛋白

Ｇｒｐ９４，而细胞裂解蛋白表达 Ｇｒｐ９４（图 ２），证
实了ｅｘｏｓｏｍｅｓ的内体来源。

　　箭头所示为脂质双分子层结构．

图１　ｅｘｏｓｏｍｅｓ的电镜鉴定
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ ｓｃａｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｏｆ

ｅｘｏｓｏｍｅｓ

图２　ｅｘｏｓｏｍｅｓ蛋白表达鉴定
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｘｏｓｏｍｅｓ

２．２　ｅｘｏｓｏｍｅｓ表达 ＴＧＦβ　房水来源的
ｅｘｏｓｏｍｅｓ和细胞裂解物均表达 ＴＧＦβ，而且
ｅｘｏｓｏｍｅｓ表达 ＴＧＦβ的水平比细胞裂解物高
（图３），细胞裂解物为３．８ｐｇ／μｇ，而 ｅｘｏｓｏｍｅｓ
为８．２ｐｇ／μｇ，提示房水来源的 ｅｘｏｓｏｍｅｓ可能
具有较强的免疫抑制功能。

２．３　ｅｘｏｓｏｍｅｓ体外抑制 Ｔ淋巴细胞增殖　为
了验证表达 ＴＧＦβ的房水来源的 ｅｘｏｓｏｍｅｓ是
否具有免疫抑制功能，本实验检测了体外

ｅｘｏｓｏｍｅｓ对ＣｏｎＡ引起的 Ｔ淋巴细胞增殖的抑
制作用。结果发现 （图 ４），房水来源的
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图３　房水来源ｅｘｏｓｏｍｅｓ表达ＴＧＦβ
Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ ＴＧＦβ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ

ａｑｕｅｏｕｓｈｕｍｏｕｒｄｅｒｉｖｅｄｅｘｏｓｏｍｅｓ

ｅｘｏｓｏｍｅｓ能明显抑制 Ｔ淋巴细胞的增殖，而且
随着ｅｘｏｓｏｍｅｓ浓度的增加，抑制 Ｔ淋巴细胞增
殖的效果更加明显，１０μｇ／ｍｌ的 ｅｘｏｓｏｍｅｓ能将
反映Ｔ淋巴细胞增殖的 ＯＤ值从１．６１±０．０８
降至０．５１±０．０４；而房水来源的１０μｇ／ｍｌ细胞
裂解蛋白只能将 ＯＤ值降至０．９６±０．０５，这可
能与ｅｘｏｓｏｍｅｓ表达更高水平的ＴＧＦβ相关。

　　ｅｘｏｓｏｍｅｓ组与细胞裂解物组比较，Ｐ＜０．０５．

图４　ｅｘｏｓｏｍｅｓ体外抑制Ｔ细胞增殖
Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｏｓｏｍｅｓｏｎＴ

ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

３　讨　论

眼免疫赦免是一极其复杂和动态的免疫调

节过程。在脊椎动物中，眼与免疫系统之间具

有独特的交互作用。最终使免疫系统在眼局部

形成一种既能发挥去除病原微生物的能力，又

能保护眼局部组织免受免疫性炎症反应而招致

视觉功能丧失的能力。当眼的免疫调节功能出

现紊乱，眼免疫赦免的动态平衡被打破，容易发

生各种自身免疫性眼疾病，如葡萄膜炎、泪腺病

以及增殖性视网膜病变等［８］。此外，角膜移植

术后的排斥反应是导致手术失败的主要原因。

因此，保持眼的免疫赦免的动态平衡，维持眼的

免疫耐受的稳定，对保持眼健康具有非常重要

的意义。有研究表明，房水中存在着很多免疫

抑制因子，如 ＴＧＦβ、ＩＬ４、ＩＬ１０等细胞因子，
对维持眼的免疫耐受发挥着重要作用［１０１１］。

而ＴＧＦβ是房水免疫抑制活性的主要来源，对
免疫反应的多个环节具有下降性调节作用。在

对角膜移植排斥的抑制中，ＴＧＦβ具有比环孢
素Ａ更强的免疫抑制功能［１２］。

ｅｘｏｓｏｍｅｓ是由各种活细胞分泌的具有脂质
双分子层结构的小囊泡，直径一般在５０～１００
ｎｍ，它不同于经典的与内质网相关的蛋白分泌
途径，而是由内体参与的，通过内体与质膜融合

而产生的外排小体［４］。在体内 ｅｘｏｓｏｍｅｓ具有
双向的免疫调节功能，一方面 ｅｘｏｓｍｅｓ能够激
活免疫，有助于机体的抗肿瘤免疫，另一方面，

ｅｘｏｓｏｍｅｓ还具有免疫抑制功能，能够参与机体
免疫耐受的平衡或者协助肿瘤细胞的免疫逃

逸。人类肿瘤来源的 ｅｘｏｓｏｍｅｓ可能通过其表
达的ＴＧＦβ抑制ＮＫ细胞的活化［１３］，肿瘤患者

体液中含有表达 ＴＧＦβ的 ｅｘｏｓｏｍｅｓ，能够诱导
并促进调节性 Ｔ细胞的增殖［１４］。由此可见，

ＴＧＦβ对 ｅｘｏｓｏｍｅｓ的免疫抑制功能具有决定
性的作用。

关于表达高水平 ＴＧＦβ的房水中，是否含
有ｅｘｏｓｏｍｅｓ，该ｅｘｏｓｏｍｅｓ是否表达 ＴＧＦβ并具
有免疫抑制功能，国内外至今尚未见相关报道。

本研究结果表明，通过经典的 ｅｘｏｓｏｍｅｓ分离方
法，能够在兔子的房水中获得含量比较稳定的

ｅｘｏｓｏｍｅｓ，通过形态学鉴定证实了本研究分离
得到的 ｅｘｏｓｏｍｅｓ具有文献报道的典型的
ｅｘｏｓｏｍｅｓ形态特征，而且蛋白组分分析结果表
明，制备获得的ｅｘｏｓｏｍｅｓ表达 ｅｘｏｓｏｍｅｓ特征性
蛋白Ｈｓｐ７０、ＣＤ９和内体相关蛋白 Ａｌｉｘ，却不表
达内质网膜蛋白 Ｇｒｐ９４，这一结果支持了
ｅｘｏｓｏｍｅｓ的内体依赖的起源。本实验结果发
现，房水来源的ｅｘｏｓｏｍｅｓ高表达ＴＧＦβ，虽然房
水来源的细胞裂解物也表达 ＴＧＦβ，但是 ＴＧＦ
β更倾向于在 ｅｘｏｓｏｍｅｓ中富集；体外抑制 Ｔ淋
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巴细胞增殖实验表明，房水来源的 ｅｘｏｓｏｍｅｓ具
有很强的免疫抑制功能。另外，细胞裂解物也

具有免疫抑制功能，但较 ｅｘｏｓｏｍｅｓ要弱很多。
虽然本实验缺乏针对于兔 ＴＧＦβ的阻断性抗
体来直接证实房水来源的 ｅｘｏｓｏｍｅｓ的免疫抑
制功能是由ＴＧＦβ所介导的，但是细胞裂解物
与ｅｘｏｓｏｍｅｓ中ＴＧＦβ的差异表达及其对 Ｔ淋
巴细胞增殖能力抑制的强弱之别，间接支持

ｅｘｏｓｏｍｅｓ的免疫抑制功能是由 ＴＧＦβ所介导
的。虽然房水是由睫状体产生的，但是并不代

表房水中的 ｅｘｏｓｏｍｅｓ全是由睫状体上皮细胞
所分泌的，眼内其它组织细胞所分泌的

ｅｘｏｓｏｍｅｓ也可能通过血管渗出、回流等方式进
入到房水中。本实验没有特异性的抗体去鉴定

房水来源的 ｅｘｏｓｏｍｅｓ主要是由哪群细胞所分
泌，但有一点可以肯定，此 ｅｘｏｓｏｍｅｓ并不是由
单一的一群细胞所分泌，可能其分泌的细胞相

对比较复杂，相关研究正在进一步深入中。但

是，不管其来源如何，具有免疫抑制功能的房水

来源的 ｅｘｏｓｏｍｅｓ很有可能在维持眼免疫耐受
的过程中发挥着重要的作用，这为眼部免疫性

炎性疾病以及角膜移植后排斥反应等的预防和

治疗提供了新的思路。
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