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脓毒症是由重度感染引起的临床综合征'常伴有

多种器官功能受损'具有较高的病死率&健康者的免

疫和生理反应可以有效地杀伤病原体'这些功能的失

调会导致脓毒症的发生'而持续的中性粒细胞*单核"

巨噬细胞的活化会加速这个过程&另外'淋巴细胞共

刺激分子的表达增多*淋巴细胞凋亡的加速*中性粒
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细胞凋亡的延迟以及组织细胞坏死的增强均是脓毒

症形成的重要机制(

#

)

&单核细胞协同其他吞噬细胞

$包括中性粒细胞*嗜酸性粒细胞*嗜碱性粒细胞*肥

大细胞和自然杀伤细胞%共同构成人体的固有免疫系

统'它们是机体对抗病原体的第一道防线(

$3%

)

&机体

受到寄生虫或者细菌感染时'特别是在经典的
"

型炎

症环境中'在促炎症因子干扰素$

YEG

%和肿瘤坏死因

子$

9GE

%等的刺激下'骨髓中的单核细胞会进入血液

或者其他组织中'分化为经典活化
[#

型巨噬细胞'

并且常高表达一氧化碳合酶$

KĜ _

%

(

*

)

&而在
(

型炎

症环境中$如线虫感染或手术后%'在炎症因子
YD3*

*

YD3#%

等的刺激下'组织原位的巨噬细胞不依赖骨髓

来源的单核细胞而自行增殖分化为选择性活化的
[$

型巨噬细胞'这类细胞高表达精氨酸酶
#

(

(3H
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&外泌体

是细胞分泌的囊状微泡'其内包裹大量蛋白*脂类*微

小
/G"

*

C/G"

*
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'用于细胞间信息传递和分子

转运&外泌体主要通过调节抗原提呈*活化或抑制免

疫细胞*影响免疫监督和细胞间通讯等方式发挥免疫

调节功能(

238

)

&而外泌体在脓毒症形成过程中的作用

还鲜有报道'特别是其是否影响单核巨噬细胞的极化

而发挥其免疫调控作用还不清楚&本研究通过收集

脓毒症患者血液中的外泌体'并用其刺激人单核细胞

系的
B8%2

细胞'观察其是否影响细胞的极化'旨在阐

明外泌体在脓毒症形成过程中的作用提供一定的理

论依据&
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资料与方法
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医科大学附属医院
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收治的脓毒症患者
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例纳入

研究'男
#H

例*女
2

例'抽取每位患者血液
(CD

用于

外泌体的提取&患者均知情同意并签署知情同意书&

上述患者均有明显高热和显著的白细胞*炎性反应指

标升高'均有致病菌感染'均符合脓毒症诊断标准(
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纳入标准!$
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%年龄
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%体温
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&
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&排除标

准!$
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%伴有恶性肿瘤或免疫缺陷疾病+$

$

%伴有慢性

肾衰竭+$

%

%伴有急慢性心功能衰竭+$

*

%伴有血液系

统疾病+$

(

%入院
*)I

内死亡或者出院的患者&另外'

选取
$%

例同期于该院进行体检且年龄匹配的健康体

检者作为对照'用同样的方法抽取
(CD

血液标本

备用&
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仪器与试剂
"

B8%2

细胞购自武汉普诺赛生命

科技有限公司+
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和
9/YW@6
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Y>SK=7@3
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抗体*兔抗
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抗体*人
Y-3#'!DY_"

试

剂盒 $

.f.D#'

%*人
9GE3

'

!DY_"

试剂盒*人
YD3#

*

!DY_"

试剂盒*人肿瘤生长因子$

90E

%

3

*

!DY_"

试

剂盒均为
"?MOC

公司产品+

/Y-"

裂解液*

\."

蛋白

定量试剂盒和
_+_3-"0!

蛋白凝胶试剂盒均购自碧

云天生物技术公司+
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发光试剂盒为美国
CK66K
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@75

公司生产+

,/-

标记的羊抗兔
Y
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购自北京鼎国生

物技术有限责任公司+血清总外泌体提取试剂为
Y>3

SK=7@

R
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公司产品&低温离心机为
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5>Q@7U

公司
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型+

c)' a

低温冰箱为青岛海尔公司
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型+倒置显微镜为
GKX@>

公司
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型+酶标

仪为
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公司
H)'

型+凝胶成像仪为
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细胞培养
"
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细胞用含
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胎牛血清

$

E\_

%的
/-[Y#H*'

培养基在
%2a

*

(F .̂

$

*饱和

湿度的细胞培养箱中进行培养'每隔
#Q

换液'每
%Q

进行一次传代&用
-["

$浓度为
#''>

R

"

CD

%诱导

B8%2

细胞
#$I

'使其向巨噬细胞分化'以加入同体积

的
+[_̂

作为对照+在此基础上分别用
D-_

$浓度为

#''>

R

"

CD

%诱导
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'使其向
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型巨噬细胞分化'

或者用
YD3*

$浓度为
$'>

R

"

CD

%诱导
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'使其向
[$

型巨噬细胞分化+并在
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刺激后分别用健康者人

和脓毒症患者来源的外泌体$浓度为
'&#

#

R

"

CD

%刺

激细胞
*)I

&

>&@&?
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外泌体的提取与鉴定
"

将收集的血液室温下

静置
%'CK>

'在
*a

离心机
#$''A

R

离心
#(CK>

'分

装于
#&(CD!-

管中'储存于
c)'a

冰箱备用&根

据血清总外泌体提取试剂盒操作步骤提取外泌体'用

碧云天
\."

蛋白定量试剂盒定量后'一部分用
-\_

重悬用于刺激细胞'另一部分用
;5<=57>?6@=

的方法

检测
.+H%

和
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的表达'一抗稀释
#'''

倍'二抗

稀释
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取总
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反转录试剂盒合

成
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'并按照
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755>

试剂的实验步骤进行

-./

反应&所有目的基因表达量以
0"-+,

的表达

量作为内参'所有目的基因的表达均消除各自内参后

得到相对循环阈值$

.=

值%'即
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'若要做
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与
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>&@&A

"

!DY_"

"

B8%2

细胞经
-["

诱导
#$I

后'再

分别进行
YD3*

*

D-_

*健康者血清外泌体和脓毒症患

者外泌体刺激
*)I

'收集培养上清'按照
"?MOC

公司

!DY_"

检测试剂盒说明书实验步骤检测
.f.D#'

*

9GE3

'

*

YD3#

*

和
90E3

*

的水平&

>&A

"

统计学处理
"

用统计分析软件
_-__#2&'

进行

处理'多组间实验数据的比较使用单因素方差分析'

两组间的比较用
_G]3

Q

检验'

I

%

'&'(

为差异有统计

学意义&

?

"

结
""

果

?&>

"

-["

诱导
B8%2

细胞向巨噬细胞样细胞分

化
"

B8%2

细胞是悬浮细胞'经
-["

诱导后'大量细

胞黏附在培养板底'并有一些细胞长出小的突起'见

图
#"

'且
-["

诱导促使巨噬细胞标记分子
.+H)

的

C/G"

表达明显增加'见图
#\

'表明
-["

可诱导

B8%2

细胞向巨噬细胞样细胞分化&

?&?

"

外泌体的鉴定
"

从健康者与脓毒症患者血清提

取的外泌体'经
-\_

重悬后
\."

法进行蛋白定量'取

#'

#

R

总蛋白'提取的外泌体均明显表达
.+H%

和

.+8

这两个外泌体的分子标记'见图
$

&

?&@

"

脓毒症患者来源外泌体对
B8%23

巨噬细胞样细

胞形态学的影响
"

D-_

促使
B8%23

巨噬细胞样细胞

有更多的突起生成'

YD3*

对
B8%23

巨噬细胞样细胞的

形态无明显影响'脓毒症患者来源外泌体也明显地促

使
B8%23

巨噬细胞样细胞的突起生成'这与
D-_

诱导

后的细胞形态相似'而健康者血清来源的外泌体无这

种功能'见图
%

&这表明脓毒症患者来源的外泌体具

有
[#

型巨噬细胞诱导剂相似的功能&

图
#

""

-["

诱导
B8%2

细胞向巨噬细胞样细胞分化#

A$''

$

图
$

""

健康者人和脓毒症患者血清来源的外泌体

表达
.+H%

和
.+8

图
%

""

不同因素刺激下
B8%23

巨噬细胞样细胞的形态学变化

""

注!

!

表示
I

%

'&'(

图
*

""

脓毒症患者来源的外泌体促使
B8%23

巨噬细胞样细胞中
.f.D#'

%

9GE3

'

%

YD3#

*

的转录

#

%%)#

#

国际检验医学杂志
$'#8

年
)

月第
*'

卷第
#(

期
"
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?&A

"

脓毒症患者来源外泌体促进
B8%23

巨噬细胞样

细胞
.f.D#'

*

9GE3

'

*

YD3#

*

的转录
":

-./

检测
[#

型巨噬细胞标记分子$

.f.D#'

*

9GE3

'

*

YD3#

*

%和
[$

型巨噬细胞标记分子$

.+$'H

*

90E3

*

%在
C/G"

水平

的表达发现'

D-_

促使巨噬细胞样细胞
.f.D#'

*

9GE3

'

*

YD3#

*

的表达增加'

YD3*

促使巨噬细胞样细胞

.+$'H

*

90E3

*

的表达增加'脓毒症患者来源的外泌

体也明显地促使
.f.D#'

*

9GE3

'

*

YD3#

*

表达的增

加'这与
D-_

的效应相似'而健康者血清来源的外泌

体无这种功能&见图
*

&

?&B

"

脓毒症患者来源外泌体促进
B8%23

巨噬细胞样

细胞分泌
.f.D#'

*

9GE3

'

*

YD3#

*

"

D-_

使巨噬细胞

样细胞
.f.D#'

*

9GE3

'

*

YD3#

*

的分泌增加'

YD3*

使

巨噬细胞样细胞
90E3

*

的分泌增加'脓毒症患者来源

的外泌体也促进了
.f.D#'

*

9GE3

'

*

YD3#

*

的分泌'

这与
D-_

有相似的功能'而健康者来源的外泌体无这

种功能&这表明脓毒症患者来源的外泌体可促使巨

噬细胞样细胞向
[#

型极化&见图
(

&

""

注!

!

表示
I

%

'&'(

图
(

""

脓毒症患者来源的外泌体促使
B8%23

巨噬细胞样细胞中
.f.D#'

%

9GE3

'

%

YD3#

*

的分泌

@

"

讨
""

论

""

脓毒症目前仍是重症医学领域面临的重大难题'

每年都有大量患者因此死亡(

#'

)

&有研究针对全球
%2

个国家超过
##'''

名脓毒症患者的资料进行汇总'结

果发现有
(2F

的患者是革兰阴性菌感染'有
**F

的

患者是革兰阳性菌感染'

##F

的患者是真菌感染(

##

)

&

可见'脓毒症往往是由病原体感染引起的'这些病原

体感染后引发的免疫应答可能是导致多种临床症状

的主要原因'抑制病原体和减弱由病原体感染诱导的

免疫应答是缓解脓毒症的重要手段&

巨噬细胞因其功能状态不同'可分为
[#

和
[$

型&

[#

型巨噬细胞高表达
.f.D#'

*

9GE3

'

和
YD3#

*

$可作为
[#

型巨噬细胞的分子标记%

(

#$

)

&巨噬细胞

吞噬细菌后会产生一系列炎症因子'进而激活固有免

疫系统来抵御细菌的侵袭 (

#

)

'此时的巨噬细胞为
[#

型&

[$

型巨噬细胞具有抗炎功能'表现为高表达甘

露醇受体
.+$'H

和
90E3

*

(

#%

)

&

YD3*

能促进巨噬细

胞
.+$'H

的表达增加(

#*3#(

)

&在疾病发生过程中'巨噬

细胞的极化程度取决于其所处的组织微环境(

#H

)

&在

脓毒症的发生过程中'病原体的持续存在会过度活化

体内免疫细胞'导致免疫应答的持续活跃&巨噬细胞

作为免疫应答中的重要一环'其向
[#

型转变会加重

脓毒症&

细胞释放的外泌体中含有丰富的蛋白*脂类*

CK3

M7@/G"

和
C/G"

'通过这些物质的转运来发挥细胞

间信息传递的作用'大量研究表明其也具有调控免疫

应答的功能(

2

)

&外泌体因其来源的细胞及所处的微

环境不同而发挥不同的免疫调节作用&细菌感染的

巨噬细胞来源的外泌体具有明显的免疫调节作用'其

具有刺激巨噬细胞和中性粒细胞高表达
9GE

和
KG3

_̂

的作用(

#2

)

'而且这些外泌体还可增强机体免疫监

视的功能(

#)

)

&另外'

.+*

h

9

细胞来源的外泌体能促

进
9

细胞的活化(

#8

)

&成熟树突细胞来源的外泌体可

通过
9GE

信号途径活化免疫反应(

$'

)

&相对于以上提

到的外泌体所具有的促进免疫应答和炎性反应的作

用来说'肿瘤细胞来源的外泌体具有抑制免疫应答和

炎性反应的作用(

$#

)

&肿瘤细胞来源的外泌体可以有

效抑制
9

细胞和
G]

细胞活性'并活化粒细胞来源的

抑制细胞来发挥免疫抑制作用(

$$3$%

)

&此外'黑色素瘤

细胞外泌体内包裹的
EO<

配体能通过促进淋巴细胞

的凋亡来抑制免疫应答(

$*

)

&而在脓毒症形成过程中'

体内的免疫细胞可能也会受到外泌体的影响而发生

功能状态的改变'从而加剧脓毒症的进程&

在本研究中'为了判断脓毒症患者来源外泌体对

#

*%)#

#

国际检验医学杂志
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年
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#(
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巨噬细胞功能的影响'本课题组首先用
-["

诱导人

B8%2

单核细胞向巨噬细胞样细胞分化(

$(

)

'结果发现

-["

促使悬浮生长的
B8%2

细胞贴壁生长'并长出小

的突起'具有了巨噬细胞样的形态特征'而且巨噬细

胞的标记分子
.+H)

也表达增加&在此基础上'本课

题组采用健康者血清与脓毒症患者来源的外泌体刺

激
-["

诱导后的
B8%2

细胞'并以健康者来源外泌

体*

YD3*

或者
D-_

刺激作为对照'结果发现
YD3*

诱导

的细胞可有效表达
[$

型巨噬细胞的标记分子'

D-_

诱导的细胞可高表达
[#

型巨噬细胞标记分子'脓毒

症来源的外泌体具有与
D-_

相似的功能'也促进

-["

诱导的
B8%2

细胞高表达
[#

型巨噬细胞标记

分子'而健康者血清来源的外泌体却没有这种功能&

A

"

结
""

论

""

脓毒症来源的外泌体具有促进巨噬细胞向
[#

型极化的作用'为外泌体在炎症疾病发生中的作用增

加了实验依据'提示外泌体诱导的巨噬细胞向促炎症

表型分化可能是脓毒症形成的一种病理机制'也为脓

毒症的防治提供了一定的理论基础&
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后出血有一定的防治意义&

+3

二聚体是反映机体高

凝状态和纤溶亢进的分子标记物之一'也提示着机体

内同时血栓形成和溶解两种过程'其水平增高提示继

发性纤溶活性增强(

#*

)

&在本研究显示'

-9

和
"-99

与
,Y-

严重程度呈负相关关系'即随着
,Y-

严重程

度的增加'

-9

和
"-99

数值降低&重度子痫前期组

和子痫组产前
-9

和
"-99

水平均较
,Y-

组和轻度

子痫前期组明显缩短'且子痫组的
-9

和
"-99

明显

短于重度子痫前期组&

-9

是反映外源凝血系统是否

出现异常的指标'

"-99

则是检测内源凝血系统是否

正常的指标'

-9

和
"-99

时间的缩短提示血液高凝

状态和血栓形成(

#*3#(

)

&本研究显示'

,Y-

患者凝血功

能增强'在一定程度上促进了
,Y-

的发生+同时'随着

,Y-

程度加重'患者的血液高凝状态也愈发严重&本

研究还显示'

EK?

和
+3

二聚体水平与
,Y-

严重程度呈

正相关'即随着
,Y-

严重程度的增加'

EK?

和
+3

二聚

体水平升高&重度子痫前期组和子痫组研究对象的

产前
EK?

和
+3

二聚体水平均明显高于
,Y-

组和轻度

子痫前期组'而且子痫组较重度子痫前期组的
EK?

和

+3

二聚体水平也明显升高&

EK?

是血浆中水平最高的

凝血因子'在凝血酶的作用下变为纤维蛋白'增强凝

血功能'其血浆水平升高也提示着血栓形成风险增

加(

#H

)

&以上结果提示
,Y-

患者体内的血液高凝状态

激发了继发性纤溶系统'引发患者产后出血&因此'

对于
,Y-

患者应当进行凝血功能指标的检测和
+3

二

聚体水平的检查'以采取合适措施积极预防产后出血

的发生&同时'在本研究中'子痫组纳入病例及总样

本量较少'可能造成研究结果有所偏倚'应当进行进

一步的研究观察&

A

"

结
""

论

""

随着
,Y-

严重程度的增加'产后出血发生率也有

所提高'应当积极的采取措施预防产后出血'加强孕

期保健'及时纠正贫血和蛋白血症+同时'

,Y-

患者应

当进行凝血功能指标的检测和
+3

二聚体水平的检查'

以采取合适措施积极预防产后出血的发生&
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