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摘要　 目的　 探讨高糖环境下肾小管上皮细胞来源外泌体

诱导巨噬细胞向肌成纤维细胞转化的作用与机制。 方法 　
正常糖（５ư ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）及高糖（３０ư ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）分别处理人肾

小管上皮细胞（ＨＫ２）４８ ｈ，收集上清液提取并鉴定外泌体；
观察人急性单核细胞白血病细胞株（ＴＨＰ⁃１）巨噬细胞是否

吞噬 ＰＫＨ６７ 标记的外泌体；通过检测诱导性氮氧化物合酶

（ｉＮＯＳ）、α⁃平滑肌肌动蛋白（α⁃ＳＭＡ）、甘露醇受体（ＣＤ２０６）
的表达，以确定分化为 Ｍ１ 和 Ｍ２ 型巨噬细胞的最佳浓度及

时间点；激光共聚焦检测 ＣＤ２０６ 与 α⁃ＳＭＡ、ＩＶ 型胶原（Ｃｏｌ⁃
ＩＶ）、纤维连接蛋白（ＦＮ）的荧光共表达。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 与 ＥＬＩＳＡ
法测定转化生长因子受体⁃β１（ＴＧＦ⁃β１）、白细胞介素（ ＩＬ）⁃
１０、ＩＬ⁃６ 水平。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定 ＴＧＦ⁃β１、Ｓｍａｄ３ 和 ｐ⁃Ｓｍａｄ３
蛋白表达。 结果　 上清液离心获取标本后检测到白细胞分

化抗原群 ６３（ＣＤ６３）和肿瘤易感基因 １０１ 蛋白（ＴＳＧ１０１）阳
性、内质网分子伴侣蛋白（Ｃａｌｎｅｘｉｎ）阴性，确认为外泌体并且

纯度较高；ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞能够吞噬各组外泌体；各组外泌

体刺激的最佳浓度为 ４０ ｍｇ ／ Ｌ、最佳时间为 ９６ ｈ。 高糖外泌

体刺激 ２４ ｈ 巨噬细胞以 Ｍ１ 型为主，９６ ｈ 则以 Ｍ２ 型为主。
与正常糖组相比，高糖组 Ｍ２ 型巨噬细胞 ＣＤ２０６、α⁃ＳＭＡ、
Ｃｏｌ⁃ＩＶ、ＦＮ 的荧光表达均增强，ＴＧＦ⁃β１、ＩＬ⁃１０ 的表达和分泌

水平均上调（均 Ｐ ＜ ０ư ０５），ＩＬ⁃６ 的表达和分泌则下调（Ｐ ＜
０ư ０５），ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 蛋白表达也显著升高 （均 Ｐ ＜
０ư ０５）。 结论　 高糖环境下 ＨＫ２ 分泌的外泌体能够诱导 Ｍ２
型巨噬细胞向肌成纤维细胞转化，其机制可能与 ＴＧＦ⁃β１ ／
Ｓｍａｄ３ 信号通路的激活相关。
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　 　 糖尿病肾病（ ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ，ＤＮ）是一种

严重的糖尿病微血管并发症，肾脏纤维化是 ＤＮ 进

展为终末期肾病最重要的病理生理变化。 研究 ＤＮ

纤维化的机制进而阻断甚至扭转肾脏纤维化的发生

发展一直是需要努力的重点。 研究［１］ 表明，ＤＮ 是

一种炎症性疾病，巨噬细胞的浸润则是 ＤＮ 发病机

制中的关键步骤。 研究［２］表明，在 ＤＮ 中，巨噬细胞

发生了向肌成纤维细胞的转化，即巨噬细胞 － 肌成

纤维细胞转化（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ⁃ｔｏ⁃ｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｔｒａｎｓｆｏｒ⁃
ｍａｔｉｏｎ， ＭＭＴ），进而引发肾脏纤维化。 而 ＤＮ 中的

肌成纤维细胞 ５０％ 来源于浸润的巨噬细胞［３］。 然

而，ＭＭＴ 在 ＤＮ 中究竟是如何引发的，目前鲜有报

道，因而被作为该研究的重点。 外泌体是由膜衍生

而来的纳米级囊泡，常常是各细胞间交流并传递信

息的重要载体。 研究［４］ 表明，抑制肾小球上皮细胞

来源的外泌体可以抑制 ＤＮ 纤维化的发生。 另有研

究［５］表明，高糖环境下肾小球内皮细胞分泌的外泌

体，能够激活系膜细胞，进而引发肾脏纤维化。 因

此，该研究着眼于外泌体，试图将 ＭＭＴ 与 ＤＮ 纤维

化联系起来。 在 ＤＮ 中肾小管的损伤常常发生较

早，而血糖水平的高低与其损伤程度直接相关。 因

此，该研究将探讨高糖环境下人肾小管上皮细胞

（ｈｕｍａｎ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＨＫ２）产生的外

泌体能否以及如何促使巨噬细胞向肌成纤维细胞转

化，为 ＤＮ 纤维化的机制研究提供新的思路，从而为

ＤＮ 的治疗奠定新的基础。

１　 材料与方法

１． １　 试剂与仪器 　 人 ＨＫ２ 细胞株由孟晓明教授

（安徽医科大学）惠赠，ＴＨＰ⁃１ 细胞株由孙国平教授

（安徽医科大学）惠赠，胎牛血清（加拿大 Ｗｉｓｅｎｔ 公
司），青 －链霉素双抗溶液、Ｄ⁃葡萄糖和 ＭＩＮＩ６７⁃１ＫＴ
（美国 Ｓｉｇｍａ 公司），胰蛋白酶和 ＢＣＡ 蛋白浓度试剂

盒（上海碧云天生物技术有限公司），无外泌体血清

（美国 Ｓｙｓｔｅｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司），ＥＬＩＳＡ 试剂盒（上
海 Ｅｘｃｅｌｌ Ｂｉｏ 公司），反转录试剂盒和 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 试剂

盒（南京诺唯赞公司），引物（上海生工公司），ＣＤ６３
抗体 （上海 Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司）， ＴＳＧ１０１ 抗体 （美国

Ａｂｃａｍ 公司），ＴＲＩｚｏｌ 试剂（美国 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公

司），ＦＩＴＣ Ｍｏｕｓｅ Ａｎｔｉ⁃ＣＤ２０６ 和 ＩｇＧ１ Ｉｓｏｔｙｐｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ
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（美国 ＢＤ 公司），ＰＥ Ｒａｂｂｉｔ Ａｎｔｉ⁃ｉＮＯＳ 和 ＩｇＧ Ｉｓｏｔｙｐｅ
Ｃｏｎｔｒｏｌ（北京博奥森公司），兔抗 ＣＤ２０６、兔抗 α⁃平
滑肌肌动蛋白（α⁃ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ，α⁃ＳＭＡ）、兔抗

Ｃｏｌ⁃ＩＶ、兔抗 ＦＮ、兔抗 ＴＧＦ⁃β１ 抗体、小鼠抗 β⁃ａｃｔｉｏｎ
单克隆抗体、辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 ＩｇＧ （武
汉三鹰公司），Ｃａｌｎｅｘｉｎ 抗体、兔抗 Ｓｍａｄ３ 和兔抗 ｐ⁃
Ｓｍａｄ３ 抗体（美国 ＣＳＴ 公司），ＥＣＬ 增强化学发光试

剂盒（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 获取、标记及鉴定外泌体　 ① ＨＫ２ 细胞株

用无外泌体的 ＦＢＳ 培养，待细胞融合达 ７０％ ～
８０％ ，换无血清培养基继续培养 ２４ ｈ 同步化。 将

ＨＫ２ 分为正常组（５ư ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）和高糖组（３０ ｍｍｏｌ ／
Ｌ），培养 ４８ ｈ，分别收集两组上清液，离心获取沉淀

（即外泌体），以适量 ＰＢＳ 重悬， － ８０ ℃保存；② 将

获得的外泌体冰上自然解冻，醋酸双氧铀室温下负

染 １ ～ ２ ｍｉｎ，ＰＢＳ 反复冲洗晾干，电镜观察；③ 将获

得的外泌体依次加入稀释液 Ｃ 和 ＰＫＨ６７ 后反复离

心，得到 ＰＫＨ６７ 标记外泌体，加入 ＰＢＳ 重悬，避光 ４
℃保存，用于后续实验。
１． ２． ２　 激光共聚焦　 ① 标记的外泌体与 ＴＨＰ⁃１ 巨

噬细胞共培养 ２４ ｈ，将细胞固定、破膜、封闭、染核，
激光共聚焦显微镜观察 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞能否吞噬

外泌体；② 将外泌体刺激的 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞接种孔

板中，４％多聚甲醛固定 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗，５％ 驴血

清封闭 ２ ｈ，分别加入抗 ＣＤ２０６、抗 α⁃ＳＭＡ、抗 Ｃｏｌ⁃
ＩＶ、抗 ＦＮ 一抗（１ ∶ ２００），４ ℃孵育过夜，ＰＢＳ 洗 ３ 次

后，加入 ＦＩＴＣ、ＰＥ 标记的二抗（１ ∶ ２００）室温孵育 ２
ｈ，ＤＡＰＩ 染细胞核，封片后采集图像。
１． ２． ３　 流式细胞术　 各组 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞取样加

入流式管，４ ℃下 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃上清液

后 ＰＢＳ 重悬，加入受体阻断抗体，室温放置 ２０ ｍｉｎ
后洗涤。 ４ ℃下 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，加 ＰＢＳ 重

悬，分别加入同型 ＩｇＧ、ＦＩＴＣ⁃ＣＤ２０６、ＰＥ⁃ｉＮＯＳ，室温

孵育 ３０ ｍｉｎ。 避光洗涤离心，弃上清液再次加入

ＰＢＳ 重悬，流式细胞仪检测。
１． ２． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 处理后的细胞经冰上裂

解，提取总蛋白，采用 ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白浓度。
取蛋白上样，经凝胶电泳、恒流转膜后，脱脂牛奶封

闭 ２ ｈ，抗 α⁃ＳＭＡ、抗 ＣＤ２０６、抗 ｉＮＯＳ、抗 Ｃｏｌ⁃ＩＶ、抗
ＦＮ、抗 ＴＧＦ⁃β１、抗 Ｓｍａｄ３、抗 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 一抗孵育过

夜，ＴＢＳＴ 洗膜，加入辣根过氧化物酶标记的二抗，孵
育 ４５ ｍｉｎ，洗膜，ＥＣＬ 显色，曝光显影定影后，以 β⁃
ａｃｔｉｎ 为内参，计算各蛋白的相对表达量。

１． ２． ５　 实时荧光定量 ＰＣＲ　 将 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞分

为空白组、正常糖外泌体刺激组和高糖外泌体刺激

组，收集处理后的细胞，用 ＴＲＩｚｏｌ、三氯甲烷、异丙醇

提取细胞总 ＲＮＡ，根据试剂盒操作说明将 ＲＮＡ 反

转录成 ｃＤＮＡ，ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 法进行反应，检测 ＴＧＦ⁃
β１、ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１０ 的 ｍＲＮＡ 表达。 引物序列见表 １。
采用 ２ －△△Ｃｔ法分析相对表达量。

表 １　 引物序列

基因名称 上游引物（５′⁃３′） 下游引物（５′⁃３′）
ＴＧＦ⁃β１ ＣＣＣＴＧＧＡＣＡＣＣＡＡＣＴＡＴＴＧＣ ＧＣＡＧＡＡＧＴＴＧＧＣＡＴＧＧＴＡＧＣ
ＩＬ⁃６ ＣＧＧＧＡＡＣＧＡＡＡＧＡＧＡＡＧＣＴＣ ＡＣＡＡＣＡＡＣＡＡＴＣＴＧＡＧＧＴＧＣ
ＩＬ⁃１０ ＧＣＴＧＴＣＡＴＣＧＡＴＴＴＣＴＴＣＣＣ ＴＣＡＡＡＣＴＣＡＣＴＣＡＴＧＧＣＴＴＴＧＴ
β⁃ａｃｔｉｎ ＧＣＧＡＧＡＡＧＡＴＧＡＣＣＣＡＧＡＴＣ ＧＧＡＴＡＧＣＡＣＡＧＣＣＴＧＧＡＴＡＧ

１． ２． ６　 ＥＬＩＳＡ 实验　 收集处理后各组培养上清液，
用试剂盒检测样品在特定波长处的吸光度，依照标

准曲线计算上清液中 ＴＧＦ⁃β１、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃１０ 浓度。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ １６ư ０ 进行统计分析。
结果以 �ｘ ± ｓ 表示。 各组数据进行比较采用单因素

方差分析，ＬＳＤ⁃ｔ 检验组间差异显著性，以 Ｐ ＜ ０ư ０５
为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＨＫ２ 来源外泌体鉴定　 从正常糖组、高糖组

ＨＫ２ 细胞的培养上清液中提取到的囊泡，在电镜下

观察，可见典型双层膜结构，且直径分布于 ３０ ～ １００
ｎｍ 之间。 将各组囊泡的重悬液采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 进
行检测， 结果提示外泌体的标志蛋白 ＣＤ６３ 和

ＴＳＧ１０１ 有着阳性表达，而内质网分子伴侣蛋白 Ｃａｌ⁃
ｎｅｘｉｎ 却未见表达，表明所获取的外泌体纯度较高。
见图 １。

图 １　 外泌体电镜下形态及标志蛋白的表达

Ａ：外泌体经醋酸铀负染 × ２０ ０００；Ｂ：外泌体标志蛋白的表达；
１：正常糖组细胞；２：高糖组细胞；３：正常糖外泌体；４：高糖外泌体
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２． ２　 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞与外泌体共培养 　 ① ＤＡＰＩ
染核，ＰＫＨ６７ 标记外泌体，用激光共聚焦显微镜观

察 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞中是否有 ＰＫＨ６７ 的绿色荧光表

达，结果提示外泌体能够被 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞所吞

噬，见图 ２。 ② 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞 α⁃ＳＭＡ
蛋白表达，得出各组外泌体的最佳刺激浓度为 ４０
ｍｇ ／ Ｌ、最佳刺激时间为 ９６ ｈ，见图 ３。 ③ 通过流式细

胞术检测 ｉＮＯＳ 和 ＣＤ２０６，提示高糖外泌体刺激后，

ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞会分化为 Ｍ１ 和 Ｍ２ 型。 与刺激 ４８
ｈ 比较，刺激 ２４ ｈ 时 Ｍ１ 型巨噬细胞比例明显居高；
与刺激 ８４ ｈ 比较，刺激 ９６ ｈ 时 Ｍ２ 型巨噬细胞比例

则明显居高，ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞经高糖外泌体刺激 ２４
ｈ 以 Ｍ１ 型巨噬细胞为主，刺激 ９６ ｈ 则以 Ｍ２ 型巨噬

细胞为主，见图 ４。 ④ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 显示不同刺激时

间下 ｉＮＯＳ 和 ＣＤ２０６ 的蛋白表达，见图 ５。

图 ２　 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞吞噬外泌体　 × ４００

图 ３　 外泌体刺激的最佳浓度和时间

ＮＧ⁃ＥＸＯ：正常糖外泌体刺激；ＨＧ⁃ＥＸＯ：高糖外泌体刺激；与空白组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５；与 ＮＧ⁃ＥＸＯ 组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５
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图 ４　 ｉＮＯＳ 阳性细胞百分比和 ＣＤ２０６ 阳性细胞百分比随着外泌体刺激时长而改变

与 １２ ｈ 组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５；与 ８４ ｈ 组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５

图 ５　 ｉＮＯＳ、ＣＤ２０６ 蛋白表达量随着外泌体刺激时长而变化

与空白组（Ｃ 组）比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５；与 ４８ ｈ 组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５；与

７２ ｈ 组比较：△Ｐ ＜ ０ư ０５

２． ３　 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞经外泌体刺激后的分泌功能

改变　 分别用正常糖组外泌体（ＥＸＯ⁃ＮＧ）和高糖组

外泌体（ＥＸＯ⁃ＨＧ）刺激 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞。 ① 激光

共聚焦结果显示：与正常组 （ Ｃ 组） 相比，高糖组

ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞 ＣＤ２０６ 和 α⁃ＳＭＡ、Ｃｏｌ⁃ＩＶ、ＦＮ 共表

达的荧光强度显著增强。 见图 ６ ～ ８。 ② Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ 结果显示：高糖组 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞中 α⁃ＳＭＡ、
Ｃｏｌ⁃ＩＶ 和 ＦＮ 蛋白表达量均显著增加（Ｆ ＝１ ３４０ư ３４，Ｐ
＜０ư ０５；Ｆ ＝１７３ư ８１， Ｐ ＜０ư ０５；Ｆ ＝３０３ư １４， Ｐ ＜０ư ０５）。
见图 ９。 ③ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示：与正常组相比，高糖

组 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞 ＴＧＦ⁃β１、ＩＬ⁃１０ 的 ｍＲＮＡ 表达水

平均明显上调（Ｆ ＝ ５８２ư ３９，Ｐ ＜ ０ư ０５；Ｆ ＝ ４６３ư ４８，Ｐ
＜ ０ư ０５；Ｆ ＝ ３３３ư ４５， Ｐ ＜ ０ư ０５），ＩＬ⁃６ 的 ｍＲＮＡ 表达

水平则明显下调（Ｐ ＜ ０ư ０５）。 ④ ＥＬＩＳＡ 结果显示：
与正常组相比，高糖组 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞上清液中

ＴＧＦ⁃β１、ＩＬ⁃１０ 分泌量明显上调 （Ｆ ＝ ３６１ư ７１，Ｐ ＜
０ư ０５；Ｆ ＝ ５０ư ６９， Ｐ ＜ ０ư ０５），而 ＩＬ⁃６ 分泌量则明显

下调（Ｆ ＝ ４９ư ３３， Ｐ ＜ ０ư ０５）。 见图 １０。
２． ４　 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞经外泌体刺激后通路蛋白的

表达　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与正常组相比，高糖

组 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞 ＴＧＦ⁃β１、ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 蛋白表达均明

显升高 （ Ｆ ＝ ９９４ư ２３， Ｐ ＜ ０ư ０５； Ｆ ＝ ２５９ư ９６， Ｐ ＜
０ư ０５）。 见图 １１。

３　 讨论

　 　 肌成纤维细胞、纤维细胞和免疫细胞等被认为

与 ＤＮ 的发展密切相关，其稳态失调可导致进行性

纤维化和活肾单位的损失。肾脏巨噬细胞浸润是
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图 ６　 ＣＤ２０６ 和 α⁃ＳＭＡ 共表达　 × ４００

图 ７　 ＣＤ２０６ 和 Ｃｏｌ⁃ＩＶ 共表达　 × ４００

人类慢性肾病的共同特征，浸润程度与损伤严重程

度相关。 募集到受损肾脏后巨噬细胞主要分为 ２ 种

不同的亚型：经典激活（Ｍ１）和选择性激活（Ｍ２）。
Ｍ１ 型能释放 ＩＬ⁃１、ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α，被认为有促炎作

用，而 Ｍ２ 型表达精氨酸酶、甘露糖受体和 ＩＬ⁃１０，具
有抗炎功能［６］。 越来越多研究［６ － ７］ 提示，在肾脏纤

维化进展中发挥关键作用的是 Ｍ２ 型巨噬细胞而非

Ｍ１ 型。 先前的研究［８］ 表明，高糖环境下 ＨＫ２ 来源

的外泌体能在早期活化巨噬细胞，使其分化为 Ｍ１

型，进而引发炎症因子释放增加。 而在该实验中，随
着高糖外泌体刺激时间的延长，ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞

ＣＤ２０６ 的荧光表达强度也逐渐增强。 ＣＤ２０６ 即甘露

醇受体（ｍａｎｎｏｓｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＭＲ）是高度可信的 Ｍ２ 型

巨噬细胞标志物，提示 ＴＨＰ⁃１ 巨噬细胞在高糖外泌

体长时间作用下可极化为 Ｍ２ 型巨噬细胞。 Ｍ２ 型

巨噬细胞常被视为促纤维化型，在肾脏的纤维化中

发挥着重要作用［６］。 但 Ｍ２ 型巨噬细胞诱导肾脏修

复和再生的机制仍存在争议。
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图 ８　 ＣＤ２０６ 和 ＦＮ 共表达　 × ４００

图 ９　 高糖外泌体刺激对 α⁃ＳＭＡ、Ｃｏｌ⁃ＩＶ、ＦＮ 蛋白表达的影响

１：空白组；２：正常糖外泌体刺激组；３：高糖外泌体刺激组；与空

白组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５；与正常糖外泌体刺激组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５

　 　 研究［２ － ３］证实，巨噬细胞是通过向肌成纤维细

胞转化而引发肾脏纤维化的发生。 近期研究［３］ 表

明 ＭＭＴ 的转化细胞同时表达 Ｍ２ 型巨噬细胞的标

记蛋白 ＣＤ２０６，提示 Ｍ２ 型巨噬细胞是发生转化的

主要细胞。 上述所得的 Ｍ２ 型巨噬细胞是否发生了

向肌成纤维细胞的转化。肌成纤维细胞是一种多起

图 １０　 高糖外泌体刺激对 ＴＧＦ⁃β１、ＩＬ⁃１０、ＩＬ⁃６ 表达的影响

Ａ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ；Ｂ：ＥＬＩＳＡ；１：空白组；２：正常糖外泌体刺激组；３：高

糖外泌体刺激组；与空白组比较： ∗Ｐ ＜ ０ư ０５；与正常糖外泌体刺激

组比较：＃Ｐ ＜ ０ư ０５

源的异质性细胞，是组织纤维化过程中产生过量细

胞外基质 （ ＥＣＭ） 的主要来源细胞，它们表达 α⁃
ＳＭＡ，分泌胶原蛋白（Ｃｏｌ⁃Ｉ）和 ＦＮ 等 ＥＣＭ 促进组织

纤维化［９］。 α⁃ＳＭＡ 是广泛认可的纤维化标志物，在
ＤＮ 的肾脏纤维化中有显著的表达［１０］。 Ｃｏｌ⁃ＩＶ 和

ＦＮ 则是肌成纤维细胞分泌的经典细胞外基质［５］ 。
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图 １１　 各组细胞 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ３ 信号通路蛋白表达变化

１：空白组细胞；２：正常糖外泌体刺激组细胞；３：高糖外泌体刺激

组细胞；与空白组比较：∗Ｐ ＜ ０ư ０５；与正常糖外泌体刺激组比较：＃Ｐ
＜ ０ư ０５

该研究表明，经高糖外泌体作用后极化为 Ｍ２ 型的

巨噬细胞，其α⁃ＳＭＡ、Ｃｏｌ⁃ＩＶ和ＦＮ蛋白表达显著增

加，证实了 ＭＭＴ 的发生。 提示外泌体可作为 ＭＭＴ
与 ＤＮ 间的枢纽，为后续研究 ＤＮ 纤维化的阻断甚

至逆转打下基础。
为初步探究该研究中外泌体在 ＤＮ 中诱发

ＭＭＴ 的具体机制，该研究检测了由巨噬细胞转化而

来的肌成纤维细胞中 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ３ 通路蛋白的表

达。 ＴＧＦ⁃β１ 是纤维化疾病的中枢调节因子，是 ＤＮ
肾脏纤维化的关键调节器［１１］。 研究［１２］ 表明，高糖

刺激巨噬细胞产生的外泌体可促使肾脏纤维化的发

生，其机制可能与 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ３ 通路相关。 Ｓｍａｄ３
是 ＴＧＦ⁃β１ 信号经典的下游通路之一， ＴＧＦ⁃β１ ／
Ｓｍａｄ３ 通过直接调控细胞外基质的产生和释放来促

使纤维化的发生［１３］。 该研究向肌成纤维细胞转化

后的巨噬细胞表达大量的 ＴＧＦ⁃β１，其 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ ／
Ｓｍａｄ３ 蛋白表达也明显升高。 提示 ＤＮ 中 ＭＭＴ 的

发生可能与 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ３ 通路的激活相关。 同时

该实验检测了其炎症因子的分泌，结果显示 ＩＬ⁃１０
分泌量增加而 ＩＬ⁃６ 降低。 ＩＬ⁃１０ 的代偿性表达提示

机体发挥着抗炎作用，而 ＩＬ⁃６ 则是经典的促炎因

子，其分泌量增加常常引发炎症细胞浸润的增

多［１４］。 研究［１５］表明 ＴＧＦ⁃β１ 信号不仅能促进肾脏

纤维化，并且能通过抑制炎症而发挥对肾脏的保护

作用。
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