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脐带间充质干细胞来源外泌体对糖尿病性角膜病变的保护作用及

对 Caspase-1 的调控机制
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【摘 要】：目的：探讨脐带间充质干细胞来源外泌体（hUCMSC-Exos）对糖尿病性角膜病变（DK）的保护作用及对焦亡核心

因子 Caspase-1的调控机制。方法：SPF级 SD大鼠随机分为正常对照组、糖尿病模型组（STZ腹腔注射）及 hUCMSC-Exos干预

组；采用角膜共聚焦显微镜、荧光素钠及虎红染色评估角膜表型。体外以高糖（25 mmol/L）培养人角膜上皮细胞（HCECs）同法

验证。结果：hUCMSC-Exos干预可显著降低荧光素钠染色评分（P＜0.05），改善角膜上皮连续性；体内外结果显示高糖状态下

角膜 Caspase-1 mRNA上调，hUCMSC-Exos干预后恢复正常水平，高度一致。结论：hUCMSC-Exos可改善 DK角膜上皮损伤，

其保护机制可能与抑制 Caspase-1依赖的细胞焦亡通路有关，为 DK防治提供了新的实验依据。
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1 引言

糖尿病性角膜病变（diabetic keratopathy，DK）是糖尿病

常见眼表并发症，以角膜上皮反复糜烂、愈合延迟、知觉减退

为主要特征，约 47%～64%的糖尿病患者可出现不同程度的

DK表现[1,2]。高糖引发炎症激活是 DK的核心病理环节[2-4]。细

胞焦亡是一种 Caspase-1 依赖的炎症性程序性死亡方式，其过

度激活可导致 IL-1β、IL-18大量释放，加重组织损伤。

脐带间充质干细胞来源外泌体（hUCMSC-Exos）具有低免

疫原性、抗炎、促修复等功能，可通过携带功能性 miRNA 及

活性蛋白靶向调控相关通路，在角膜修复、干眼等眼表疾病中

具有良好应用前景[5-7]。然而，hUCMSC-Exos是否能通过抑制

Caspase-1依赖焦亡改善 DK，目前尚不明确。本研究通过体内

外实验初步阐明机制。

2 材料与方法

2.1动物实验与分组

SPF级雄性 SD大鼠（200±20 g）随机分为 3组（n=3）：

正常对照组（腹腔注射等量柠檬酸钠缓冲液）、糖尿病模型组

（STZ 60 mg/kg腹腔注射，72 h后血糖≥16.7 mmol/L判定造模

成功）及 hUCMSC-Exos干预组（造模成功后点眼给药，每日

2次，连续 4周）。hUCMSC-Exos经超速离心法提取，经透射

电镜、纳米颗粒跟踪分析及Western blot（CD9、CD63、CD81、

TSG101）鉴定确认符合外泌体特征标准。动物实验经机构伦

理委员会批准，遵循 ARVO规范。

2.2角膜表型评估

干预结束后，采用角膜共聚焦显微镜观察角膜上皮细胞形

态及神经纤维分布；荧光素钠染色（钴蓝光激发）评估上皮连

续性与缺损范围；虎红染色评估角膜上皮细胞损伤与通透性，

均参照 OSS评分标准半定量评分。

2.3体外细胞实验

体外培养人角膜上皮细胞（HCECs），分为正常葡萄糖组

（5.5 mmol/L）、高糖组（25 mmol/L）及高糖+hUCMSC-Exos

组，各设 3个独立重复孔（n=3）。

2.4 qRT-PCR

高糖及外泌体干预HCECs后搜集总 RNA采用 Trizol法提

取，反转录后以 qRT-PCR检测 Caspase-1 mRNA表达水平，以

GAPDH为内参，2^(−ΔΔCt)法计算相对表达量。
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2.5统计分析

采用 SPSS 22.0软件，计量资料以 x̄±s表示，多组间比较

采用单因素方差分析，两两比较采用 LSD 法，P<0.05为差异

有统计学意义。

3 结果

3.1糖尿病大鼠模型构建及角膜表型

STZ诱导后，模型组与干预组血糖均显著高于正常对照组

（均 P<0.001），两组间差异无统计学意义（P=0.763），排除

hUCMSC-Exos全身降糖效应的干扰（表 1、2）。角膜共聚焦

显微镜下，模型组上皮排列紊乱、神经纤维密度下降，干预组

角膜结构较模型组改善。

图 1 正常对照组与糖尿病模型组大鼠角膜形态学观察

注：左：角膜共聚焦图像；中：角膜虎红染色；右：角膜

荧光素钠染色。与正常对照组比较，*P<0.05。

3.2 hUCMSC-Exos改善角膜上皮损伤及眼表染色评分

DK大鼠角膜中焦亡信号通路因子的表达情况，外泌体点

眼后角膜情况虎红染色结果显示：正常对照组角膜上皮细胞完

整；糖尿病模型组角膜呈弥漫性强阳性虎红染色，提示角膜上

皮细胞大量损伤；hUCMSC-Exos干预后，角膜染色范围与强

度显著降低，仅见少量散在淡染色，表明外泌体可有效减轻高

糖导致的角膜上皮细胞损伤，恢复上皮细胞膜完整性与屏障功

能。

荧光素钠染色结果显示：正常对照组角膜无明显荧光着

色，上皮连续完整；糖尿病模型组角膜出现大面积、高密度荧

光缺损区，提示角膜上皮连续性中断、缺损范围广泛、愈合能

力显著下降；hUCMSC-Exos干预后，荧光缺损区域明显缩小，

着色强度显著降低，上皮连续性明显恢复，提示外泌体可有效

促进糖尿病角膜上皮修复，缩小上皮缺损面积，维护角膜结构

完整性。

图 2 三组大鼠角膜共聚焦图像、角膜虎红染色、荧光素钠

染色比较

与正常对照组相比，模型组荧光素钠及虎红染色评分均显

著升高（P<0.001，P=0.002）。hUCMSC-Exos干预后荧光素钠

染色评分显著下降（P=0.025），虎红染色评分呈下降趋势

（P=0.101，表 1、2）。

表 1 各组角膜眼表染色评分（x̄±s，n=3）

组别
正常

对照组

糖尿病

模型组

hUCMSC-Exos

干预组
F值 P值

荧光素钠评分 0.00±0.00 3.33±0.58 1.00±1.00 19.750 0.002

虎红评分 0.00±0.00 2.33±0.58 1.33±0.58 18.500 0.003

表 2 染色评分两两比较 P值

指标 正常 vs 模型 正常 vs干预 模型 vs 干预

荧光素钠评分 <0.001 0.158 0.025

虎红评分 0.002 0.016 0.101

3.3体外验证

高糖培养的 HCECs Caspase-1 mRNA上调；hUCMSC-Exos

干预后恢复至正常水平，与体内结果完全一致（F=619.551，

P<0.001；表 3、4），证实高糖可直接诱导角膜上皮细胞焦亡

通路激活，hUCMSC-Exos在细胞水平具有相同的抑制效应。

表 3 HCECs Caspase-1 mRNA相对表达量（x̄±s，n=3）

组别
正常

葡萄糖组
高糖组

高糖+hUCMSC-

Exos组
F值 P值

Caspase-1相对

表达量
1.001±0.016 5.457±0.292 1.008±0.101 619.551 <0.001
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表 4 HCECs Caspase-1 mRNA两两比较 P值

比较组别 P值

正常葡萄糖组 vs高糖组 <0.001

正常葡萄糖组 vs 高糖+hUCMSC-Exos组 0.910

高糖组 vs 高糖+hUCMSC-Exos组 <0.001

4 讨论

本研究通过体内 STZ大鼠模型与体外 HCECs细胞模型，

系统证实 hUCMSC-Exos可有效改善 DK角膜上皮损伤，可能

通过抑制 Caspase-1 依赖焦亡通路实现。这与 Wang 等[1]报道

mADSC-EVs显著改善角膜愈合的结论一致，亦支持外泌体作

为眼表局部治疗手段的特异性。

hUCMSC-Exos使荧光素钠染色评分显著下降，提示角膜

上皮屏障功能得到有效修复。既往研究表明MSC外泌体修复

DK的机制是多通路协同的：Li等[6]证实骨髓MSC外泌体携带

miR-125a-5p抑制内质网应激而改善角膜上皮活力；Wang等[1]

发现脂肪 MSC 细胞外囊泡通过促进上皮愈合与神经再生；

Cheng 等 [5]综述指出脐带 MSC 外泌体中的 miR-21 可激活

PI3K/Akt通路加速角膜修复。

糖尿病状态下角膜 Caspase-1 mRNA上调，揭示焦亡通路

激活是 DK 炎症的重要驱动力。学者进一步证实 AGEs 激活

Caspase-1介导角膜上皮焦亡，引发 IL-1β大量释放，形成"焦亡

—炎症"正反馈环路，导致上皮增殖减少、愈合延迟[2-4]。

本研究各仅检测 Caspase-1 mRNA，未补充 IL-1β等下游效

应分子验证，后续研究应扩大样本量，系统检测焦亡通路蛋白，

并结合缓释递送系统推动临床转化。
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