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摘要　 目的　 探究外泌体（Ｅｘｏ）转运 ｍｉＲ⁃２２３ 对创伤性脑损

伤（ＴＢＩ）大鼠脑组织损伤与小胶质细胞活化的影响及机制。
方法　 通过脂质体法分别将 ｍｉＲ⁃ＮＣ 质粒、ｍｉＲ⁃２２３ ｍｉｍｉｃ 质

粒转染至 ＨＥＫ２９３ 细胞，实时荧光定量 ＰＣＲ 测定细胞中

ｍｉＲ⁃２２３ 表达水平；提取转染后 ＨＥＫ２９３ 细胞 Ｅｘｏ，通过透射

电子显微镜、纳米颗粒跟踪分析及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 对 Ｅｘｏ 进行

鉴定，并采用实时荧光定量 ＰＣＲ 测定 Ｅｘｏ 中 ｍｉＲ⁃２２３ 表达水

平；将 ４０ 只 ＳＤ 大鼠随机分为假手术组、模型组、ＮＣ⁃Ｅｘｏ 组、
ｍｉＲ⁃２２３⁃Ｅｘｏ 组，每组 １０ 只。 除假手术组外的 ３ 组大鼠均通

过改良 Ｆｅｅｎｅｙ 自由落体法制备 ＴＢＩ 模型，ＮＣ⁃Ｅｘｏ 组与 ｍｉＲ⁃
２２３⁃Ｅｘｏ 组大鼠分别经尾静脉注射转染 ｍｉＲ⁃ＮＣ 质粒细胞来

源的 Ｅｘｏ、转染 ｍｉＲ⁃２２３ ｍｉｍｉｃ 质粒细胞来源的 Ｅｘｏ；２ 周后，
苏木精 －伊红（ＨＥ）染色观察各组大鼠脑组织病理学变化，
尼氏（Ｎｉｓｓｌ）染色检测各组大鼠尼氏体改变与分布情况，酶
联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）测定各组大鼠血清肿瘤坏死因子⁃
α（ＴＮＦ⁃α）、白细胞介素⁃１β（ ＩＬ⁃１β）、白细胞介素⁃６（ ＩＬ⁃６）水
平，免疫荧光双染法观察各组大鼠脑组织内 Ｎｏｄ 样受体蛋白

３（ＮＬＲＰ３）与离子钙接头蛋白（Ｉｂａ⁃１）表达，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定

各组大鼠脑组织内 ＮＬＲＰ３、凋亡相关斑点样蛋白（ＡＳＣ）、半
胱氨酸蛋白酶⁃１（Ｃａｓｐａｓｅ⁃１）的蛋白表达水平。 结果 　 细胞

转染后，与对照组和 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较，ｍｉＲ⁃２２３ 组细胞中 ｍｉＲ⁃
２２３ 相对表达量显著增加（Ｐ ＜ ０. ０５）；分离的颗粒物具有典

型的 Ｅｘｏ 形态，粒径峰值大约处于 １２０ ｎｍ，Ｅｘｏ 标志蛋白

ＣＤ９、ＣＤ６３ 及 ＣＤ８１ 均明显高表达，且 ｍｉＲ⁃２２３ 相对表达量

显著增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 与模型组比较，ｍｉＲ⁃２２３⁃Ｅｘｏ 组大鼠

脑组织损伤现象得到改善，尼氏体形态恢复且数目增加，血
清 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平均降低（Ｐ ＜ ０. ０５），脑组织内 ＮＬ⁃
ＲＰ３ 与 Ｉｂａ⁃１ 荧光染色强度减少（Ｐ ＜ ０. ０５），同时，脑组织内

ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白相对表达量均下调（Ｐ ＜ ０. ０５）。
结论　 Ｅｘｏ 转运 ｍｉＲ⁃２２３ 能够明显改善 ＴＢＩ 大鼠脑组织损

伤，抑制小胶质细胞激活，该作用可能与抑制 ＮＬＲＰ３ 炎性小

体活化相关。
关键词　 创伤性脑损伤；ｍｉＲ⁃２２３；外泌体；小胶质细胞；ＮＬ⁃
ＲＰ３ 炎性小体
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　 　 创伤性脑损伤（ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ ｉｎｊｕｒｙ，ＴＢＩ）是指

由钝性、穿透力、加速力或减速力等外部物理力量引

起的颅脑损伤［１］。 当发生 ＴＢＩ 后，激活的小胶质细

胞迅速迁移到损伤部位并释放大量炎症因子，破坏

血脑屏障并诱导神经元凋亡，进一步加剧脑组织损

伤［２ － ３］。 因此，适当抑制小胶质细胞活化能减少

ＴＢＩ 后的脑组织病理损害。 外泌体（ ｅｘｏｓｏｍｅ，Ｅｘｏ）
是具有脂质双层膜结构的微小囊泡，由于其体积小，
可有效避免单核巨噬细胞的吞噬作用，并自由穿过

血管壁和细胞外基质，因此可作为传递载体将信号

分子运转至其他细胞，以影响或调控相关功能［４ － ５］。
作为小的非编码 ＲＮＡ 分子，ｍｉＲＮＡ 通过与靶标

ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ 区域配对结合进行转录后调控。 现已

知多种 ｍｉＲＮＡ 在 ＴＢＩ 后异常表达并参与调控病理

进程［６ － ７］。 研究［８］ 表明，ｍｉＲ⁃２２３ 在脑损伤后表达

异常，提高其表达可以抑制炎症反应，减轻脑组织损

伤并减少神经元凋亡。 基于此，该研究旨在明确

Ｅｘｏ 转运 ｍｉＲ⁃２２３ 对 ＴＢＩ 大鼠脑组织病变与小胶质

细胞激活的影响，并探讨其作用机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验动物　 ４０ 只 Ｓｐｒａｇｕｅ Ｄａｗｌｅｙ 雄性大鼠，
ＳＰＦ 级，体质量 ２００ ～ ２２０ ｇ，购自海南药物研究所有

限责任公司［许可证号：ＳＣＸＫ（琼）２０２０⁃０００７］，饲
养在通风良好、温度 ２０ ～ ２５ ℃、相对湿度 ５０％ ～
６０％ 、光照 ／黑暗 １２ ｈ 循环的标准化动物饲养房内。
动物饲养 ７ ｄ 后检查无异常即可用于实验，本研究

方案经海南医学院第二附属医院伦理委员会批准

（伦理批准号：Ｈ２０２２０１２４⁃１）。
１． １． ２　 主要试剂　 ＨＥＫ２９３ 细胞（美国 ＡＴＣＣ 细胞

库），ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清及青 － 链霉素双抗液

（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司），Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 试剂盒（美
国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司），ＴＲＩｚｏｌ（日本 ＴａＫａＲａ 公司），Ｍｉ⁃
ｃｒｏＲＮＡ 反转录与定量检测试剂盒（美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉ⁃
ｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司），通用型外泌体提取试剂盒（江苏凯
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基生物公司），ＲＩＰＡ 裂解液、ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒、
ＥＣＬ 超敏发光液及 ＤＡＰＩ 染料（上海碧云天生物研

究所），ＨＥ 染色液（北京百奥博莱生物公司），Ｎｉｓｓｌ
染色液（北京索莱宝生物公司），血清肿瘤坏死因子⁃
α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）、白细胞介素⁃１β
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，ＩＬ⁃１β）、白细胞介素⁃６ （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃
６，ＩＬ⁃６） ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒（上海酶研生物科技公

司），Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００（北京凯诗源生物科技公司），兔抗

ＣＤ９ 多克隆抗体、兔抗 ＣＤ６３ 多克隆抗体、兔抗

ＣＤ８１ 多克隆抗体、兔抗 Ｎｏｄ 样受体蛋白 ３（ｎｏｄ⁃ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆａｍｉｌｙ ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ３，ＮＬＲＰ３）多
克隆抗体、兔抗凋亡相关斑点样蛋白（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ａｓｏ⁃
ｃｉａｔｅｄ ｓｐｅｃｋ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ，ＡＳＣ） 多克隆抗

体、兔抗半胱氨酸蛋白酶⁃１（Ｃａｓｐａｓｅ⁃１）多克隆抗体、
小鼠抗离子钙接头蛋白（ｉｏｎｉｚｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｂｉｎｄｉｎｇ ａｄａ⁃
ｐｔｏｒ ｍｏｌｅｃｕｌｅ １，Ｉｂａ⁃１）单克隆抗体、兔抗甘油醛⁃３⁃磷
酸脱 氢 酶 （ ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ⁃３⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎ⁃
ａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）多克隆抗体、辣根过氧化物酶标记的

二抗与异硫氰酸荧光素标记的二抗（英国 Ａｂｃａｍ 公

司），ｍｉＲ⁃ＮＣ 质粒与 ｍｉＲ⁃２２３ ｍｉｍｉｃ 质粒交由广州

锐博生物技术公司设计构建。
１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞培养与转染　 将冷冻的 ＨＥＫ２９３ 细胞

复苏，添加 ＤＭＥＭ 培养基（含 １０％ 胎牛血清与 １％
青 －链霉素双抗液）后置于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 环境下传

代培养。 将对数生长期的细胞按照 １ × １０５ 个 ／孔的

密度接种至 ６ 孔板，过夜培养，分为 ３ 组：对照组、
ｍｉＲ⁃ＮＣ 组、ｍｉＲ⁃２２３ 组。 对照组细胞正常培养不处

理，ｍｉＲ⁃ＮＣ 组与 ｍｉＲ⁃２２３ 组按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００
试剂盒使用说明书步骤，分别转染 ｍｉＲ⁃ＮＣ 质粒、
ｍｉＲ⁃２２３ ｍｉｍｉｃ 质粒至细胞，转染 ６ ｈ 后更换为完全

培养基，继续培养 ４８ ｈ，收集细胞。
１． ２． ２ 　 实时荧光 定 量 ＰＣＲ 　 ＴＲＩｚｏｌ 法提取总

ＲＮＡ，１％凝胶电泳检测 ＲＮＡ 质量，紫外分光光度计

测定 ＲＮＡ 浓度并记录 Ａ２６０ ／ Ａ２８０ 值。 选择 Ａ２６０ ／
Ａ２８０ 值在 １. ８ ～ ２. １ 的 ＲＮＡ 样品，按照 ＴａｑＭａｎ Ｍｉ⁃
ｃｒｏＲＮＡ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ 试剂盒说明书步骤进

行逆转录反应。 再以第一条 ｃＤＮＡ 链为模板，通过

实时荧光定量 ＰＣＲ 反应测定 ｍｉＲ⁃２２３ 表达水平，具
体根据 ＴａｑＭａｎ ＭｉｃｒｏＲＮＡ ａｓｓａｙ 试剂盒说明书配制

反应体系，在定量系统上设置程序进行扩增，以 Ｕ６
作为内参基因进行标准化，引物序列如下：ｍｉＲ⁃２２３
上游引物 ５′⁃ＣＧＣＵＡＵＡＵＣＵＵＵＵＡＵＡＵＡＵＡ⁃３′，下游

引 物 ５′⁃ＣＧＣＵＡＵＣＵＵＵＣＵＡＵＵＡＵＧＡＣＵＣＣＡＵＡＡ⁃

３′；Ｕ６ 上游引物 ５′⁃ＧＴＧＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡ⁃
ＴＡＣ⁃３′，下游引物 ５′⁃ＡＡＡＡＡＴＡＴＧＧＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣ⁃
ＧＡＡＴＴＴＧ⁃３′。 反应结束后， 采用比较循环阈值

２ － ΔΔＣｔ法计算样本内 ｍｉＲ⁃２２３ 相对表达量，实验重复

３ 次。
１． ２． ３　 Ｅｘｏ 的提取与鉴定　 提取：ＰＢＳ 洗涤转染后

的细胞，将其置于高速低温离心机中以 ４ ℃、３ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液，移至干净离心管；加
入 ２５０ μｌ Ｅｘｏ 分离试剂，轻轻混匀，４ ℃下静置 ２ ｈ，
再以 ８ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ，弃去上清液，留沉淀，
加入无菌 ＰＢＳ 重悬，获得 Ｅｘｏ 悬液，保存于 － ８０ ℃
中。 鉴定：吸取 １０ μｌ Ｅｘｏ 悬液滴入载样铜网上，室
温吸附 １０ ｍｉｎ，吸弃多余液体，滴加 ２％醋酸双氧乙

铀溶液染色 １ ｍｉｎ，吸弃剩余染色液，自然晾干，将载

样铜网置于样品室内，通过透射电子显微镜观察

Ｅｘｏ 形态并摄取图像。 采用纳米颗粒跟踪分析对

Ｅｘｏ 的布朗运动进行追踪和分析，以计算直径和浓

度。 收集提取的 Ｅｘｏ，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定 Ｅｘｏ 标志蛋

白 ＣＤ９、ＣＤ６３ 及 ＣＤ８１ 表达情况，并通过实时荧光

定量 ＰＣＲ 测定 ｍｉＲ⁃２２３ 的表达水平。
１． ２． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 在 Ｅｘｏ 或脑组织中添加 ＲＩＰＡ
裂解液，提取总蛋白，ＢＣＡ 法对样品进行定量。 １００
℃水浴煮沸使蛋白变性，室温冷却后，保存于 － ２０
℃。 配置 １０％十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶，固
定电泳装置，向电泳槽注入电泳缓冲液，取等量蛋白

样品上样至凝胶孔内，选择适当电压进行电泳分离

蛋白。 结束后，将分离的蛋白转印至 ＮＣ 膜上，浸入

５％脱脂奶粉溶液中室温封闭 １ ｈ。 Ｅｘｏ 鉴定中以兔

抗人 ＣＤ９、ＣＤ６３、ＣＤ８１ 多克隆抗体作为一抗（１ ∶
１ ０００），细胞测定中兔抗人 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１
多克隆抗体作为一抗（１ ∶ １ ０００），将膜与稀释的一

抗液置于 ４ ℃下共孵育过夜。 次日，ＴＢＳＴ 洗膜，加
入对应二抗（１ ∶ ５ ０００），室温孵育 １ ｈ，ＴＢＳＴ 清洗

后，ＥＣＬ 超敏发光液发光显影，观察蛋白条带，并通

过 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件分析细胞内蛋白条带灰度值，
以 ＧＡＰＤＨ 作为标准化内参蛋白，计算目的蛋白的

相对表达量。
１． ２． ５　 ＴＢＩ 大鼠模型制备与分组处理　 将 ４０ 只大

鼠按照随机数字表法分为假手术组、模型组、ＮＣ⁃
Ｅｘｏ 组、ｍｉＲ⁃２２３⁃Ｅｘｏ 组，每组 １０ 只。 参考文献［９］，
根据改良 Ｆｅｅｎｅｙ 自由落体法制备 ＴＢＩ 大鼠模型，将
除假手术组外的其余 ３ 组大鼠通过腹腔注射 １０％
水合氯醛麻醉，俯卧位固定于手术台上，全身消毒，
头部备皮，沿大鼠颅骨正中线作一纵切口，完整暴露
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右侧颅骨，于矢状缝旁开 ３ ｍｍ 位置应用颅骨钻制

作直径约 ５ ｍｍ 的骨窗，将 ４０ ｇ 砝码自上方 ２５ ｃｍ
高度自由落下，撞击脑组织，制备 ＴＢＩ 大鼠模型，随
后止血并缝合。 假手术组除不进行撞击操作外，其
余操作相同。 造模结束后，ＮＣ⁃Ｅｘｏ 组和 ｍｉＲ⁃２２３⁃
Ｅｘｏ 组大鼠分别通过尾静脉注入转染 ｍｉＲ⁃ＮＣ 质粒、
ｍｉＲ⁃２２３ ｍｉｍｉｃ 质粒细胞来源的 Ｅｘｏ（３ × １０９ 个微

粒），假手术组和模型组同时尾静脉注射等量 ＰＢＳ
溶液。
１． ２． ６　 ＨＥ 染色 　 ２ 周后，颈椎脱臼法处死各组大

鼠，在冰盘上分离脑组织，清洗干净后，置于 ４％ 多

聚甲醛中固定过夜。 将固定好的脑组织经二甲苯透

明和梯度乙醇溶液水化，ＯＣＴ 包埋，制备成 ４ μｍ 厚

的切片。 切片进行脱水与透明，苏木精染色 ５ ｍｉｎ，
流水冲洗，１％ 盐酸 ／乙醇溶液中分化数秒，流水冲

洗，氨水返蓝，伊红染色 ３ ｍｉｎ，再用梯度乙醇溶液脱

水，二甲苯透明，滴上中性树胶覆盖组织，封片，自然

晾干，在光学显微镜下观察脑组织病理学变化并拍

摄图像。
１． ２． ７ 　 Ｎｉｓｓｌ 染色 　 取制备的大鼠脑组织病理切

片，二甲苯透明，梯度乙醇水化，加入 Ｎｉｓｓｌ 染色 １０
ｍｉｎ，蒸馏水洗涤，无水乙醇处理，二甲苯透明，滴上

中性树胶覆盖组织，封片，自然晾干，在光学显微镜

下观察脑组织染色情况并拍摄图像，尼氏体呈淡紫

蓝色。
１． ２． ８　 ＥＬＩＳＡ 法　 ２ 周后，各组大鼠经腹主动脉取

血，室温静置 ２ ｈ，以 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ ４ °Ｃ 离心 １０ ｍｉｎ，
获得上清液。 采用 ＥＬＩＳＡ 法对血清样本中 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平进行测定，操作严格按照试剂盒说

明书进行。
１． ２． ９　 免疫荧光双染法　 取制备的各组大鼠脑组

织切片，使用含有 ０. ３％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 的 ＰＢＳ 溶液浸

泡透膜，冷丙酮固定 １０ ｍｉｎ。 滴加适量 ５％ 牛血清

白蛋白溶液，室温封闭 ３０ ｍｉｎ。 弃去原液，滴加兔抗

ＮＬＲＰ３ 多克隆抗体（１ ∶ １００）与小鼠抗 Ｉｂａ⁃１ 单克隆

抗体（１ ∶ １００），进行双荧光标记，置于 ４ ℃孵育过

夜。 ＰＢＳ 清洗切片 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ。 滴加异硫氰酸

荧光素标记的二抗（１ ∶ ５００），室温孵育 １ ｈ。 ＰＢＳ 再

次清洗切片，ＤＡＰＩ 避光染核 １０ ｍｉｎ，抗荧光淬灭封

片剂封片，激光扫描共焦显微镜下观察脑组织染色

情况并拍摄图像，通过 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件分析蛋白

染色的荧光强度。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２３. ０ 软件进行数据

统计与分析，符合正态分布的计量资料以 �ｘ ± ｓ 表

示。 多组间数据比较用重复测量资料方差分析法，
组内两两数据比较用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差

异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 细胞转染效果　 细胞转染结束后，实时荧光定

量 ＰＣＲ 测定结果显示，３ 组细胞中 ｍｉＲ⁃２２３ 相对表

达量差异有统计学意义（Ｆ ＝ ４９. ８５０，Ｐ ＜ ０. ００１）。
ｍｉＲ⁃２２３ 组细胞中 ｍｉＲ⁃２２３ 相对表达量显著高于对

照组和 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 １。

图 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 测定转染后细胞中 ｍｉＲ⁃２２３ 表达变化

与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ２　 Ｅｘｏ 鉴定结果　 在透射显微镜下观察到分离

的颗粒物为球形囊泡，类似圆形小碟状，由脂双层密

封，见图 ２Ａ，粒径峰值大约处于 １２０ ｎｍ，见图 ２Ｂ；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示， Ｅｘｏ 标志蛋白 ＣＤ９、
ＣＤ６３ 及 ＣＤ８１ 均明显高表达，见图 ２Ｃ，以上结果说

明成功分离到 Ｅｘｏ。 此外，经实时荧光定量 ＰＣＲ 测

定发现，３ 组 Ｅｘｏ 中 ｍｉＲ⁃２２３ 相对表达量差异有统

计学意义 （Ｆ ＝ ４２. ２０５，Ｐ ＜ ０. ００１），ｍｉＲ⁃２２３ 组的

ｍｉＲ⁃２２３ 相对表达量显著高于对照组与 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组

（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ２Ｄ，说明成功获得高表达 ｍｉＲ⁃２２３
的 Ｅｘｏ。
２． ３　 Ｅｘｏ 转运 ｍｉＲ⁃２２３ 改善 ＴＢＩ 大鼠脑组织病理

损伤　 通过 ＨＥ 染色观察到假手术组大鼠脑组织内

细胞形态规则，大小较为一致，胞质染色均匀；模型

组大鼠脑组织间质水肿，细胞形态不规则，胞体肿胀

或胞核皱缩、碎裂，且胞核呈深染色；与模型组比较，
ＮＣ⁃Ｅｘｏ 组大鼠脑组织损伤现象未得到明显改善，而
ｍｉＲ⁃２２３⁃Ｅｘｏ 组大鼠脑组织间隙变小，细胞碎裂或

胞核皱缩数目减少，损伤程度明显减小。
　 　 经 Ｎｉｓｓｌ 染色后可见假手术组尼氏体染色均匀，
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细胞结构清晰且分布均匀，数目较多；模型组大鼠尼

氏体排列紊乱，出现坏死与胞核固缩、溶解的现象，
数目也明显减少；与模型组比较，ＮＣ⁃Ｅｘｏ 组大鼠尼

氏体仍表现为损伤，未发生明显改变，ｍｉＲ⁃２２３⁃Ｅｘｏ
组大鼠尼氏体数量明显增加，细胞形态恢复正常，见
图 ３。
２． ４　 Ｅｘｏ 转运 ｍｉＲ⁃２２３ 抑制 ＴＢＩ 大鼠血清 ＴＮＦ⁃
α、ＩＬ⁃１β及 ＩＬ⁃６ 水平　 ＥＬＩＳＡ 法测定 ４ 组大鼠血清

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平，结果显示，各组间 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平差异有统计学意义（Ｆ ＝ ４２６. ９７５、
５５９. １７２、２９９. ０１３，Ｐ ＜ ０. ００１）。 模型组大鼠血清

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平均高于假手术组 （ Ｐ ＜
０. ０５）；与模型组比较， ｍｉＲ⁃２２３⁃Ｅｘｏ 组大鼠血清

ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平均降低（Ｐ ＜ ０. ０５），ＮＣ⁃Ｅｘｏ
组血清 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平差异无统计学意义

（Ｐ ＞ ０. ０５），见表 １。
２． ５　 Ｅｘｏ 转运 ｍｉＲ⁃２２３ 抑制 ＴＢＩ 大鼠脑组织 ＮＬ⁃
ＲＰ３ 与 Ｉｂａ⁃１ 荧光表达　 ４ 组大鼠脑组织切片经免

疫荧光染色后显示，ＮＬＲＰ３ 与 Ｉｂａ⁃１ 的荧光染色强

度差异有统计学意义 （ Ｆ ＝ ５６. １１７、 ６０. ３４６， Ｐ ＜
０. ００１）。 与假手术组比较，模型组大鼠脑组织内

ＮＬＲＰ３ 与 Ｉｂａ⁃１ 的荧光染色强度显著增加 （ Ｐ ＜

图 ２　 Ｅｘｏ 鉴定

　 　 Ａ：透射电镜观察 Ｅｘｏ 形态 × １０ ０００；Ｂ：纳米粒子跟踪分析法测定 Ｅｘｏ 直径粒径分布；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 Ｅｘｏ 标志蛋白 ＣＤ９、ＣＤ６３、ＣＤ８１
表达；Ｄ：实时荧光定量 ＰＣＲ 测定 Ｅｘｏ 中 ｍｉＲ⁃２２３ 表达水平；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ｍｉＲ⁃ＮＣ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ３　 ＨＥ 染色和 Ｎｉｓｓｌ 染色观察各组大鼠脑组织病理学变化 × ２００
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图 ４　 免疫荧光染色观察各组

大鼠脑组织 ＮＬＲＰ３ 与 Ｉｂａ⁃１ 表达 × １００
　 　 与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与模型组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；
与 ＮＣ⁃Ｅｘｏ 组比较：△Ｐ ＜ ０. ０５

表 １　 各组大鼠血清内细胞因子水平比较（ｎ ＝ １０，�ｘ ± ｓ， ｐｇ ／ ｍｌ）

组别 ＴＮＦ⁃α ＩＬ⁃１β ＩＬ⁃６
假手术 ５１． ８９ ± ５． ０６ ７２． ６４ ± ７． １３ ３６． ３８ ± ３． ２５
模型 １６６． ２１ ± １５． ７８∗ ２５９． ４５ ± ２６． ２９∗ ８７． ０７ ± ８． ６４∗

ＮＣ⁃Ｅｘｏ １６５． ９４ ± １６． １１ ２６０． ０１ ± ２５． ８２ ８５． ９１ ± ８． ３９
ｍｉＲ⁃２２３⁃Ｅｘｏ ９０． ４３ ± ８． ９３＃△ １４２． ３７ ± １３． ７４＃△ ５０． ５９ ± ４． ９６＃△

　 　 与对照组比较：∗Ｐ ＜０. ０５；与模型组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＮＣ⁃Ｅｘｏ 组比较：
△Ｐ ＜０. ０５

０. ０５）；与模型组比较，ｍｉＲ⁃２２３⁃Ｅｘｏ 组大鼠脑组织

内 ＮＬＲＰ３ 与 Ｉｂａ⁃１ 的荧光染色强度显著减少（Ｐ ＜
０. ０５），ＮＣ⁃Ｅｘｏ 组内两者的染色强度差异无统计学

意义（Ｐ ＞ ０. ０５），见图 ４。
２． ６ 　 Ｅｘｏ 转运 ｍｉＲ⁃２２３ 抑制 ＴＢＩ 大鼠脑组织内

ＮＬＲＰ３ 炎症小体途径相关蛋白表达 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
测定 ４ 组大鼠脑组织内 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ 及 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋

白表 达 水 平， 结 果 显 示， 各 组 间 ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白相对表达量差异均有统计学意义（Ｆ

＝ ２８. ５４６、４７. ０５１、４１. ３５９，Ｐ ＜ ０. ００１）。 与假手术组

比较，模型组大鼠脑组织内 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１
蛋白相对表达量均显著上调（Ｐ ＜ ０. ０５）；而与模型

组比较，ｍｉＲ⁃２２３⁃Ｅｘｏ 组大鼠脑组织内 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白相对表达量均显著下调（Ｐ ＜ ０. ０５），
ＮＣ⁃Ｅｘｏ 组与模型组大鼠脑组织内 ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白相对表达量差异无统计学意义（Ｐ ＞
０. ０５），见图 ５。

３　 讨论

　 　 既往研究表明，ｍｉＲＮＡ 表达水平改变与 ＴＢＩ 密
切相关，例如，已在 ＴＢＩ 大鼠脑组织中 ｍｉＲＮＡ⁃２１⁃５ｐ
表达水平增加，上调 ｍｉＲＮＡ⁃２１⁃５ｐ 表达可以通过抑

制炎症反应和减少细胞凋亡来缓解受损脑微血管内

皮屏障的泄漏，改善大鼠神经功能障碍［１０］；在 ＴＢＩ
小鼠中上调 ｍｉＲＮＡ⁃２３ａ⁃３ｐ 表达能够抑制皮质神经

元凋亡并改善神经功能，有效减轻ＴＢＩ小鼠脑组织

·５１１１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｊｕｌ；５８（７）



图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定各组大鼠脑组织内 ＮＬＲＰ３、

ＡＳＣ 及 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白表达

　 　 与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与模型组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＮＣ⁃Ｅｘｏ
组比较：△Ｐ ＜ ０. ０５

病理损伤［１１］；上调 ｍｉＲＮＡ⁃９⁃５ｐ 表达通过激活 Ｈｅｄｇｅ⁃
ｈｏｇ 通路和抑制 ＮＦ⁃κＢ ／ ＭＭＰ⁃９ 通路来缓解血脑屏

障损伤和神经炎症反应，从而促进 ＴＢＩ 后神经功能

的恢复［１２］。 目前，关于 ｍｉＲ⁃２２３ 在各种脑损伤的研

究报道也不断增多，Ｓｈａ ｅｔ ａｌ［１３］ 研究表明电针灸治

疗显著降低了缺血性脑损伤大鼠的神经功能缺损评

分和脑梗死面积，并揭示这一作用是通过提高梗死

皮质组织中 ｍｉＲ⁃２２３ 表达水平实现的； Ｈｕａｎｇ ｅｔ
ａｌ［１４］研究发现在出血后丘脑痛小鼠模型中 ｍｉＲ⁃２２３
表达下降，注射 ｍｉＲ⁃２２３ ａｇｏｍｉｒ 能够抑制炎症因子

表达，并改善丘脑出血诱导的中枢性中风疼痛；Ｚｈａｏ
ｅｔ ａｌ［１５］ 研究指出 ｍｉＲ⁃２２３⁃３ｐ 能够通过抑制小胶质

细胞激活后介导的促炎反应，从而减轻大脑中动脉

闭塞再灌注大鼠脑组织损伤。 以上研究结果均提

示，ｍｉＲ⁃２２３ 具有成为 ＴＢＩ 诊断及治疗靶标的潜力。
　 　 Ｅｘｏ 具有生物相容性好、免疫原性低、稳定性高

和能够穿越血脑屏障等特点，因而将其作为药物或

分子递送载体在包括脑疾病在内的靶向治疗中独具

优势［１６ － １７］。 以 Ｅｘｏ 作为载体运转 ｍｉＲＮＡ 可以改变

脑组织结构及功能，这为 ＴＢＩ 的治疗提供新途径。
高迎吉 等［１８］研究表明 Ｅｘｏ 能够通过递送 ｍｉＲ⁃１２４

抑制急性创伤性脊髓损伤大鼠脊髓小胶质细胞活

化，减轻炎症反应，从而对大鼠起到保护作用；Ｌｏｎｇ
ｅｔ ａｌ［１９］ 研究指出星形胶质细胞来源的 Ｅｘｏ 能够通

过运转 ｍｉＲ⁃８７３ａ⁃５ｐ 抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号通路，减弱小

胶质细胞介导的神经炎症并改善了 ＴＢＩ 后神经缺

陷；Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ［２０］研究表明富集 ｍｉＲ⁃１７⁃９２ 的 Ｅｘｏ 能

够传递 ｍｉＲ⁃１７⁃９２ 至 ＴＢＩ 受损组织，从而改善运动

和认知功能障碍，减少神经炎症和增强内源性血管

生成，并抑制神经元丢失。 本研究结果显示，经 Ｅｘｏ
转运 ｍｉＲ⁃２２３ 处理的 ＴＢＩ 大鼠脑组织损伤明显减

轻，尼氏体数量增加且细胞形态趋于正常，这表明

Ｅｘｏ 转运 ｍｉＲ⁃２２３ 能够有效改善 ＴＢＩ 大鼠脑部病理

损伤。
　 　 ＴＢＩ 分为两个阶段，第一阶段为原发性损伤，特
征是血脑屏障改变和破坏，血流量减少以及对神经

元和神经胶质细胞的直接损伤。 第二阶段为继发性

损伤，发生在损伤后几分钟、几小时、几个月甚至几

年内，神经炎症反应在该阶段起核心作用，引起细胞

变性以及神经 ／突触传递和可塑性的改变［２１］。 神经

炎症反应过程较为复杂，包括小胶质细胞和外周中

性粒细胞活化、淋巴细胞和巨噬细胞浸润、促炎和抗

炎细胞因子释放以及免疫细胞募集，其中，小胶质细

胞激活后诱导促炎细胞因子如 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃６
的产生，导致神经系统症状和神经功能障碍［３，２２］。
ＮＬＲＰ３ 是参与 ＴＢＩ 中神经炎症反应的主要成分之

一，ＴＢＩ 发生后受伤脑皮层中 ＮＬＲＰ３ 炎症小体复合

物形成增加，其激活被认为是 ＴＢＩ 后初始组织损伤

扩增的主要原因［２３ － ２４］。 作为神经炎症信号通路的

重要靶点，靶向抑制 ＮＬＲＰ３ 炎性小体的形成和激活

是 ＴＢＩ 的前瞻性疗法。 已有研究表明 ｍｉＲ⁃２２３ 能够

调控 ＮＬＲＰ３ 的表达水平及其相关途径的激活，从而

调控炎症性损伤，例如，ｍｉＲ⁃２２３⁃３ｐ 能够抑制梅毒

螺旋体诱导的血管内皮细胞中 ＮＬＲＰ３ 炎性小体活

化，这为梅毒提供潜在的治疗靶点［２５］；ｍｉＲ⁃２２３⁃３ｐ
可能通过靶向牙周炎中的 ＮＬＲＰ３ 来调节 ＧＳＤＭＤ 介

导的神经凋亡，并抑制 ＮＬＲＰ３ 下游炎症介质 ＩＬ⁃１β
和 ＩＬ⁃６ 的分泌［２６］；ｍｉＲ⁃２２３ 通过直接结合到 ＮＬＲＰ３
的 ３′⁃未翻译区域来抑制其表达，并降低慢性坐骨神

经损伤小鼠脊髓中 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃１、ＩＬ⁃１β 和

ＩＬ⁃１８ 的蛋白表达水平，增加了 Ｍ２ 型巨噬细胞的比

例，从而改善慢性坐骨神经损伤小鼠的神经性疼

痛［２７］。 本研究结果显示，经 Ｅｘｏ 转运 ｍｉＲ⁃２２３ 处理

的 ＴＢＩ 大鼠血清中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平降低，脑
组织中小胶质细胞标志物 Ｉｂａ⁃１ 与 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、

·６１１１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｊｕｌ；５８（７）



Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 蛋白表达均下降，由此说明， Ｅｘｏ 转运

ｍｉＲ⁃２２３ 能够抑制小胶质细胞激活与 ＮＬＲＰ３ 炎性

小体活化，从而降低 ＴＢＩ 大鼠神经炎症反应。
　 　 综上所述，Ｅｘｏ 转运 ｍｉＲ⁃２２３ 能够减轻 ＴＢＩ 大

鼠脑部病理损伤，抑制小胶质细胞激活与炎症反应，
该作用可能与抑制 ＮＬＲＰ３ 炎性小体活化有关，本研

究为 ＴＢＩ 的治疗提供了新思路。 但在此过程中

ｍｉＲ⁃２２３ 调控的具体靶标或相关信号通路尚不清

楚，有待后续进一步探索。
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃２２３ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｄａｍａｇｅ ｐｈｅｎｏｍｅ⁃
ｎｏｎ ｏｆ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃２２３⁃Ｅｘｏ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｉｍｐｒｏｖｅｄ， ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｎｉｓｓｌ ｂｏｄｉｅｓ ｗｅｒｅ ｒｅ⁃
ｓｔｏｒｅｄ， ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＴＮＦ⁃α， ＩＬ⁃１β ａｎｄ ＩＬ⁃６ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｔｈｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＮＬＲＰ３ ａｎｄ Ｉｂａ⁃１
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）， ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＮＬＲＰ３， ＡＳＣ ａｎｄ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃１ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｅｘｏ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃２２３ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ⁃
ｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎ ＴＢＩ ｒａｔｓ， ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ
ＮＬＲＰ３．
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