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肺泡巨噬细胞来源的微囊泡对肺损伤的作用

张蓝予，秦春妮，梁　 影，陈书弘，黑飞龙

［摘要］：目的　 探究肺泡巨噬细胞来源微囊泡（ｍｉｃｒｏｖｅｓｉｃｌｅｓ，ＭＶｓ）对肺损伤的作用。 方法　 培养小鼠肺泡巨噬细胞，通
过梯度离心法获取磷酸缓冲盐溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）或脂多糖刺激的肺泡巨噬细胞来源的 ＭＶｓ，并经透射电镜、纳
米粒径追踪技术及蛋白免疫印迹进行鉴定。 经气管内给予肺泡巨噬细胞来源的 ＭＶｓ，观察小鼠肺组织变化情况，并经蛋白免

疫印迹探究肺组织中紧密连接相关蛋白的表达变化。 结果　 透射电镜发现 ＭＶｓ 呈现 ｓｈａｒｐ 结构，纳米粒径追踪显示 ＭＶｓ 粒

径集中于 １００～２００ ｎｍ，并且其表达 ＣＤ６３、ＣＤ６８ 及 ＡＬＩＸ 标志物。 苏木精－伊红染色发现脂多糖刺激的肺泡巨噬细胞来源的

ＭＶｓ 可刺激小鼠发生肺损伤，并降低紧密连接相关蛋白闭合小环蛋白，咬合蛋白及闭合蛋白的表达。 结论　 炎性肺泡巨噬细

胞来源的 ＭＶｓ 可导致肺损伤并降低肺部紧密连接相关蛋白的表达，肺泡巨噬细胞来源的 ＭＶｓ 参与肺损伤的发生发展。
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　 　 急性肺损伤发生率较高，感染、创伤、机械通气

及体外循环等均可导致急性肺损伤［１－３］，中重度肺

损伤的死亡率超过 ４０％ ［４］，新冠肺炎所致重度肺损
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伤为致死的重要因素之一。 然而肺损伤的发病机制

仍不十分明确。
细胞外囊泡是细胞间的沟通桥梁，包括凋亡小

体，微囊泡（ｍｉｃｒｏｖｅｓｉｃｌｅｓ， ＭＶｓ）及外泌体，其在机体

中的作用得到越来越广泛的关注。 新近研究表明肺

损伤期间肺泡灌洗液中含有大量胞外囊泡［５］。 在

肺损 伤 早 期， 巨 噬 细 胞 来 源 的 胞 外 囊 泡 占 据

６０％［５］。 而其中，ＭＶｓ 为巨噬细胞产生的主要胞外

囊泡类型［５－６］。 但 ＭＶｓ 对肺损伤的作用及机制仍待

研究。 因而本项研究拟通过获取肺泡巨噬细胞来源

８０１ 中国体外循环杂志 ２０２１ 年 ０４ 月 ２８ 日第 １９ 卷第 ２ 期 Ｃｈｉｎ Ｊ ＥＣＣ Ｖｏｌ．１９ Ｎｏ．２ Ａｐｒｉｌ ２８， ２０２１



的 ＭＶｓ 探究其对肺损伤的作用及潜在机制，拟为肺

损伤提供基于胞外囊泡治疗新方向的参考。

１　 材料与方法

１．１　 肺泡巨噬细胞的培养　 小鼠肺泡巨噬细胞系

（ｍｏｕｓｅ ａｌｖｅｏｌａｒ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｃｅｌｌ， ＭＨＳ）（ＡＴＣＣ 公司），
经 ＲＰＭＩ－１６４０ 培养基中添加 １０％胎牛血清（Ｇｉｂｉｃｏ，美
国）及 １％双抗于 Ｔ２２５ 培养瓶（Ｃｏｒｎｉｎｇ，美国）中培养。
培养箱条件：３７℃，５％ ＣＯ２。 待细胞量长至 １０８，更换为

去除囊泡的完全培养基并给予脂多糖（Ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａ⁃
ｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ，Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ，美国）１００ μｇ ／ Ｌ 或等量磷酸

缓冲盐溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）刺激 １ ｈ。
１．２　 提取肺泡巨噬细胞来源的 ＭＶｓ［６］ 　 收集刺激

后的细胞上清，放入离心机（赛默飞，美国），３００ ｇ
４℃离心 １０ ｍｉｎ 后，弃沉淀，上清液再次 ２ ０００ ｇ ４℃
离心 ２０ ｍｉｎ，弃沉淀，上清移入高速离心管中，放入

高速离心机（贝克曼，美国）继续 ２０ ０００ ｇ ４℃离心

３０ ｍｉｎ，离心后弃上清，ＰＢＳ 重悬沉淀于 ２０ ０００ ｇ
４℃再次离心 ３０ ｍｉｎ，重复一次 ＰＢＳ 清洗，最终沉淀

于 ＰＢＳ 重悬保存。
１．３　 肺泡巨噬细胞来源的 ＭＶｓ 的鉴定　 采用透射

电镜 （ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ， ＴＥＭ） 观察

ＭＶｓ 形态，纳米粒径追踪技术（ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ ｔｒａｃｋｉｎｇ
ａｎａｌｙｓｉｓ，ＮＴＡ）观测 ＭＶｓ 数量及粒径分布。
１．４　 实验分组及处理　 将 Ｃ５７ ／ ＢＬ６ 小鼠随机分为

三组：①ＰＢＳ 组（ＰＢＳ 气管内刺激，剂量为 ５０ μｌ，ｎ ＝
４）；②Ｃｏｎｔｒｏｌ－ＭＶ 组（ＰＢＳ 刺激的肺泡巨噬细胞来

源的 ＭＶｓ 经气管内刺激小鼠，剂量为 ５０ μｇ ／ ５０ μｌ，
ｎ＝ ４）；③ＬＰＳ－ＭＶ 组（ＬＰＳ 刺激的肺泡巨噬细胞来

源的 ＭＶｓ 经气管内刺激小鼠，剂量为 ５０ μｇ ／ ５０ μｌ，
ｎ＝ ４）。 分别作用 ４ ｈ 后获取小鼠肺组织。
１．５　 肺损伤评估　 评分内容为肺间质水肿、肺泡水

肿、肺泡充血、中性粒细胞浸润，病变程度为：０ 分－
无病变或极轻度病变；１ 分－轻度病变；２ 分－中度病

变；３ 分－重度病变；４ 分－极重度病变。
１．６　 蛋白免疫印迹　 提取 ＭＶｓ 蛋白和肺组织蛋白

后，行聚丙酰胺凝胶电泳，后将蛋白转印至 ＰＶＤＦ
膜上，５％脱脂牛奶（ＴＢＳＴ 配制），封闭 １ ｈ，ＴＢＳＴ 清

洗 ３ 次后孵育一抗 ４℃过夜：ＣＤ６８（１ ∶ ８００），ＣＤ６３
（１ ∶ ８００） 及 ＡＬＩＸ（１ ∶ １ ０００），闭合小环蛋白（ＺＯ－１，
１ ∶ ８００），咬合蛋白（Ｏｃｃｌｕｄｉｎ，１ ∶ １ ０００），闭合蛋白

（Ｃｌａｕｄｉｎ－５，１ ∶ ８００），内参（ＧＡＰＤＨ，１ ∶ １ ０００）；
ＴＢＳＴ 清洗 ＰＶＤＦ 膜三次后，孵育二抗 ９０ ｍｉｎ；ＴＢＳＴ
清洗后进行电化学发光法显影，采用 ｉｍａｇｅ Ｊ 对各蛋

白进行含量分析。

１．７　 统计学方法　 应用 ＳＰＳＳ １７．０ 软件处理数据，
符合正态分布的数据采用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，
组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用 Ｂｏｎ⁃
ｆｅｒｒｏｎｉ 事后检验。 Ｐ ＜０．０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２．１　 肺泡巨噬细胞来源的 ＭＶｓ 提取与鉴定　 经梯

度离心获取 ＭＶｓ，ＴＥＭ 鉴定 ＭＶｓ 形态（图 １），ＮＴＡ 发

现 ＭＶｓ 粒径峰值集中于 １００～２００ ｎｍ（图 １），蛋白免

疫印迹发现 ＭＶｓ 表达 ＣＤ６３、ＣＤ６８ 及 ＡＬＩＸ（图 ２）。
２．２　 肺泡巨噬细胞来源的 ＭＶｓ 致小鼠肺损伤　 ＨＥ
染色显示，与 ＰＢＳ 组及 Ｃｏｎｔｒｏｌ －ＭＶ 组相比，ＬＰＳ－
ＭＶｓ 刺激的肺组织呈现明显间质水肿及炎性细胞

浸润，且肺损伤评分更高（ Ｐ ＜０．０５，ｎ＝ ４，图 ３）。

图 １　 巨噬细胞来源的 ＭＶｓ 的鉴定

注：Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ－ＭＶ 组 ＭＶｓ 电镜；Ｂ：ＬＰＳ－ＭＶ 组 ＭＶｓ 电镜；
　 Ｃ：Ｃｏｎｔｒｏｌ－ＭＶ 组粒径分布；Ｄ：ＬＰＳ－ＭＶ 组粒径分布
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图 ２　 巨噬细胞来源的 ＭＶｓ 表面标志物表达

图 ３　 巨噬细胞来源 ＭＶｓ 对肺损伤的作用

注：Ａ：ＰＢＳ 组肺组织形态；Ｂ：Ｃｏｎｔｒｏｌ－ＭＶ 组肺组织形态；
Ｃ：ＬＰＳ－ＭＶ 组肺组织形态；Ｄ：与 ＰＢＳ 组相比较∗∗∗Ｐ ＜
０．００１；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ－ＭＶ 组相比较＃＃＃Ｐ ＜０．００１

２．３　 肺部连接蛋白（ ｔｉｇｈｔ ｊｕｎｃｔｉｏｎ， ＴＪ）的表达　 蛋

白免疫印迹结果表明，相比 ＰＢＳ 组及 Ｃｏｎｔｒｏｌ －ＭＶ
组，ＬＰＳ－ＭＶ 组的肺组织 ＴＪ 的 ＺＯ－１，Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 及

Ｃｌａｕｄｉｎ－５ 的表达均降低（ Ｐ ＜０．０５，ｎ＝ ４，图 ４）。

３　 讨　 论

炎性细胞在急性肺损伤的发展过程中占据重要

地位，而肺泡巨噬细胞是肺部对抗刺激的第一道防

线，也是肺组织中占主导地位的免疫细胞［７］。 肺损

伤发生后，肺部细胞均可分泌胞外囊泡，例如肺泡巨

噬细胞、肺上皮细胞、肺血管内皮细胞及中性粒细胞

等［８］，研究发现肺泡灌洗液中存在大量上述细胞分

泌的胞外囊泡［５］，但不同时期胞外囊泡的主要来源

有所不同。 在感染所致急性肺损伤早期，肺泡巨噬

细胞激活，分泌大量 ＭＶｓ，其作为生物介质载体，
在肺部细胞间起着传递作用。

小鼠原代肺泡巨噬细胞难以大量获取，本项研

图 ４　 巨噬细胞来源的 ＭＶｓ 对紧密连接相关蛋白

　 　 　 表达的影响

注：ＺＯ－１：闭合小环蛋白；ＧＡＰＤＨ：甘油醛－３－磷酸脱氢

酶；Ｏｃｃｌｕｄｉｎ：咬合蛋白；Ｃｌａｕｄｉｎ－５：闭合蛋白；与 ＰＢＳ 组

相比较∗∗Ｐ ＜０．０１；与 Ｃｏｎｔｒｏｌ－ＭＶ 组相比较 ＃Ｐ ＜０．０５

究采用大量培养 ＭＨＳ 以获取足量 ＭＶｓ。 本项研究

发现 ＭＨＳ 培养过程中可产生大量的 ＭＶｓ，ＬＰＳ 刺激

肺泡巨噬细胞后产生的 ＭＶｓ 可导致正常小鼠发生

肺损伤。 ＭＶｓ 根据巨噬细胞的不同活性在胞内主

动包裹较多生物活性物质，并将其携带进入其它细

胞或组织。 研究表明巨噬细胞来源的 ＭＶｓ 早期携

带较多肿瘤坏死因子蛋白及 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 等［６，９－１０］。
ＭＶｓ 可被邻近的肺上皮细胞及肺血管内皮细胞等

吸收，通过携带的活性介质影响其它细胞活性。 Ｓｏ⁃
ｎｉ 等［６］发现肺泡巨噬细胞来源的 ＭＶｓ 可增加小鼠

肺上皮细胞的细胞间黏附分子－１ 及角化细胞来源

细胞因子的表达，影响上皮细胞活性。 而 Ｚｈａｎｇ
等［１０］通过对炎性肺泡巨噬细胞来源的 ＭＶｓ 中 ｍｉ⁃
ｃｏＲＮＡ 的探究发现肺泡巨噬细胞来源的 ｍｉＲ－２２３ ／
１４２ 可抑制肺部炎性小体活性。 表明炎性肺泡巨噬

细胞来源的胞外囊泡包裹的生物活性物质既包括损

伤性因子，也存在保护性物质。 此外，巨噬细胞来源

的胞外囊泡在各类疾病，如心肌损伤、肾损伤、关节

炎等均扮演着重要角色［６，９，１１］。 新近研究亦考虑将

肺泡巨噬细胞来源的 ＭＶｓ 作为肺损伤的标志
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物［１０］，因其作为细胞特异性载体，可促进蛋白及

ｍｉＲＮＡｓ 的传递，为肺损伤的标志物探究提供可能

性。 此外，新近研究也发现干细胞来源的胞外囊泡

对肺损伤存在治疗作用［１２］。
紧密 ＴＪ 由 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、Ｃｌａｕｄｉｎｓ－５ 及 ＺＯ－１ 等组

成，其在肺泡内皮屏障间起着重要作用［１３］。 肺泡上

皮细胞或内皮细胞 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ、ＺＯ－１ 等蛋白表达的减

少通常导致肺血管通透性增加，导致肺损伤或水肿。
本项研究中发现 ＬＰＳ 刺激后的巨噬细胞来源的

ＭＶｓ 减少了肺组织 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ，Ｃｌａｕｄｉｎ－５ 及 ＺＯ－１ 的

蛋白表达，但对照组 ＭＶｓ 未对 ＴＪ 蛋白的表达造成

影响，这可能是炎性巨噬细胞来源的 ＭＶｓ 引发肺损

伤的原因之一。 据报道肺组织的 ＴＪ 的表达受到炎

症反应的影响［１４］。 巨噬细胞来源的 ＭＶｓ 可携带炎

性因子进入肺上皮细胞、血管内皮细胞及细胞间

隙［１５］，可能以此途径降低 ＴＪ 的表达。
综上所述，炎性巨噬细胞可产生大量ＭＶｓ，影响

肺部 ＴＪ 的表达，并可对肺组织造成损伤。 ＭＶｓ 作为

细胞间的沟通桥梁，其在肺损伤中的作用机制并未

完全明确，仍待更深入地机制探讨。
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