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摘要　 目的　 观察脂多糖（ＬＰＳ）诱导炎症后的不同滑膜细

胞来源外泌体对软骨细胞的影响，探讨两种滑膜细胞外泌体

在膝骨关节炎（ＫＯＡ）疾病进展中引起软骨损伤的作用机

制。 方法　 将两种滑膜细胞以 １ ∶ ４ 共培养并用 ＬＰＳ 诱导炎

症，提取上清液中外泌体，再分别提取正常及 ＬＰＳ 诱导炎症

后的两种滑膜细胞外泌体。 将术中取得的人软骨组织分离

培养成软骨细胞，分为五组：第Ⅰ组加入 ＦＬＳ 外泌体；第Ⅱ组

加入正常的 ＦＬＳ 外泌体；第Ⅲ 组加入两种滑膜细胞共培养

后的外泌体；第Ⅳ组加入炎性的 ＭＬＳ 外泌体；第 Ｖ 组加入炎

性的 ＦＬＳ 外泌体。 ＣＣＫ⁃８ 检测各组软骨细胞活力。 ＥＬＩＳＡ
法检测各组软骨细胞上清液中肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α） 、
白细胞介素⁃１β（ＩＬ⁃１β）、ＩＬ⁃６ 水平。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组

软骨细胞中 Ｔｏｌｌ 样受体 ４（ＴＬＲ４）、核因子 κＢ（ＮＦ⁃κＢ）、核因

子 κＢ 抑制因子激酶（ＩｋＫ）、核因子 κＢ 抑制蛋白（ＩκＢ）、金属

肽酶含血小板反应蛋白基元 ５（ＡＤＡＭＴＳ５）的蛋白表达量。
结果　 ＣＣＫ⁃８ 显示，与正常滑膜细胞来源外泌体相比，３ 组

炎性外泌体均可使软骨细胞活力降低（Ｐ ＜ ０. ０５）；ＥＬＩＳＡ 检

测显示Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ组软骨细胞上清液中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水

平高于Ⅰ、Ⅱ组（Ｐ ＜ ０. ０５），Ⅲ组软骨细胞上清液中 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平高于Ⅳ组而低于 Ｖ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 显示Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ组软骨细胞中 ＴＬＲ４、ＮＦ⁃κＢ、ＩｋＫ、ＩκＢ、ＡＤ⁃
ＡＭＴＳ５ 蛋白表达量高于Ⅰ、Ⅱ组（Ｐ ＜ ０. ０５），Ⅲ组软骨细胞

中 ＴＬＲ４、ＮＦ⁃κＢ、ＩｋＫ、ＩκＢ、ＡＤＡＭＴＳ５ 蛋白表达量高于Ⅳ组而

低于 Ｖ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 ＬＰＳ 诱导炎症后的两种滑膜

细胞来源外泌体均可通过调控软骨 ＴＬＲｓ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路，
引起软骨炎症。 ＭＬＳ 外泌体致炎效果强于 ＦＬＳ 外泌体，但
两种共培养情况下的外泌体致炎效果弱于单纯 ＭＬＳ 外泌

体。
关键词　 成纤维样滑膜细胞；巨噬样滑膜细胞；外泌体；
ＴＬＲｓ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路；膝骨关节炎；软骨细胞
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　 　 膝关节骨性关节炎（ｋｎｅｅ ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）是
由高龄、外伤、劳损、遗传、肥胖等因素引起的慢性无

菌性炎症。 基本的病理过程包括软骨降解和滑膜炎

症。 滑膜炎症可以出现于 ＫＯＡ 病程的任意过程，且
研究［１］表明，滑膜炎症常作为软骨炎症的前兆症

状，并且与软骨退变、损伤、骨赘形成等临床症状多

呈正相关［２ － ３］。 ＴＬＲｓ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路介导的炎症

反应与软骨细胞的坏死、凋亡关系密切［４］。 正常的

膝关节滑膜组织由 Ａ 型滑膜细胞（巨噬细胞样滑膜

细胞，ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ⁃ｌｉｋｅ ｓｙｎｏｖｉｏｃｙｔｅｓ，ＭＬＳ）、Ｂ 型滑膜

细胞 （成纤维细胞样滑膜细胞， ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ⁃ｌｉｋｅ ｓｙｎｏ⁃
ｖｉｏｃｙｔｅｓ，ＦＬＳ）组成［５］。 外泌体（ｅｘｏｓｏｍｅｓ） 是一种由

细胞主动分泌到胞外的具有脂质双层膜结构的微小

囊泡，其在细胞间信息交流、功能调控方面发挥巨大

的作用［６］。 该研究拟通过离体实验观察炎性环境

下不同滑膜细胞来源外泌体对于软骨细胞的影响，
探讨不同细胞来源炎性外泌体干预软骨细胞的作用

机制。

１　 材料与方法

１． １　 主要试剂　 人成纤维样滑膜细胞系、巨噬样滑

膜细胞系（上海 ＡＴＣＣ 细胞库）；ＤＭＥＭ 培养基、胎
牛血清（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；脂多糖 （ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃ⁃
ｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；ＲＹＰＳＩＮ ０． ２５％ 胰

酶（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）；外泌体提取收集试剂盒

（北京恩泽康泰公司）；乌磷酸（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；
９６ 孔细胞培养板（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司）；ＣＣＫ⁃８ 试剂

（南京诺唯赞公司）；肿瘤坏死因子⁃α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ⁃α， ＴＮＦ⁃α） 、白细胞介素⁃１β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，
ＩＬ⁃１β）、ＩＬ⁃６ Ｅｌｉｓａ 试剂盒（美国 ａｂｃａｍ 公司） ；Ｔｏｌｌ
样受体 ４ （ Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ４， ＴＬＲ４）、核因子 κＢ
（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃Ｂ，ＮＦ⁃κＢ）、核因子 κＢ 抑制因

子激酶（ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ｋａｐｐａ Ｂ ｋｉｎａｓｅ， ＩｋＫ）、核因子

κＢ 抑制蛋白（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｏｆ ＮＦ⁃κＢ， ＩκＢ）、金属肽酶含

血小板反应蛋白基元 ５（ａ ｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎ ａｎｄ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏ⁃
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ｔｅｉｎａｓｅ ｗｉｔｈ ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ ｍｏｔｉｆｓ ５， ＡＤＡＭＴＳ５）单

克隆抗体（美国 ａｂｃａｍ 公司）；辣根过氧化物酶标记

山羊抗小鼠抗体（美国 ａｂｃａｍ 公司）。
１． ２　 实验方法

１． ２． １　 ＬＰＳ 诱导滑膜细胞炎症 　 将冻存的两种滑

膜细胞分别置于 ３７ ℃水浴箱中，不时摇动使其迅速

融化后将细胞悬液转移至离心管中并利用离心机

１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，吸弃上清液，加入适量含有

１０％ ＦＢＳ 和 １％ 青霉素 － 链霉素双抗的无外泌体

ＤＭＥＭ 培养基重悬后，分别转移至培养瓶中，置于

５％ＣＯ２，饱和湿度 ９０％的 ３７ ℃恒温培养箱中培养。
稳定传代至 ３ － ４ 代后，各取 ２ 瓶 ＦＬＳ 和 ＭＬＳ，加入

新的含双抗无外泌体培养基后，在其中 １ 瓶 ＦＬＳ 及

ＭＬＳ 中分别加入 ５ μｌ ＬＰＳ ／ ＰＢＳ 溶液（１ μｇ ／ ｍｌ），另
外两瓶滑膜细胞不做其余处理，干预 ２４ ｈ 后收集两

种细胞的上清液；将正常的 ３ － ４ 代 ＦＬＳ 和 ＭＬＳ 以

１ ∶ ４ 的比例接种于同一培养瓶中，加入含双抗无外

泌体培养基，再加入 ５ μｌ ＬＰＳ ／ ＰＢＳ 溶液（１ μｇ ／ ｍｌ）
干预，模拟 ＫＯＡ 环境，２４ ｈ 后收集细胞上清液，分别

置于 － ８０ ℃冰箱中冻存，用于后续实验。
１． ２． ２　 用尺寸排阻加超滤法（ＳＥＣＦ）提取细胞上清

液中外泌体　 将 Ｅｘｏｓｕｐｕｒ 柱固定在装置架上，使柱

内温度与室温持平，打开柱子上下的封盖回收封柱

液，将 １５ ｍｌ 离心管置于柱子下方，从柱子顶部加入

ＰＢＳ 进行冲洗，保持柱子湿润，冲洗完成后将细胞上

清液从柱子顶部加入，收集底部流出液，前 １ ５００ μｌ
不用收集，之后收集的成分即为外泌体成分，将所得

外泌体置于 － ８０ ℃下保存备用。
１． ２． ３　 电镜观察两种细胞外泌体形态 　 将 １０ μｌ
外泌体重悬液滴加在电镜的载样铜网上，室温下静

置 ５ ｍｉｎ，用滤纸从侧方将多余的液体吸干，滴加 １０
μｌ ４％磷钨酸溶液于铜网上，室温负染 ５ ｍｉｎ。 滤纸

吸干负染液，白炽灯下烤干后，于透射电子显微镜下

观察并在 ８０ ｋＶ 下成像。
１． ２． ４　 软骨细胞提取与培养　 软骨组织取自于北

京中医药大学第三附属医院行全膝关节置换术的膝

骨关节炎患者，患者对实验过程完全知情并签署知

情同意书，收集术中取出的废弃软骨组织并立即送

至实验室进行细胞提取。 该研究已通过北京中医药

大学第三附属医院伦理委员会审查 （ 伦理号

ＢＺＹＳＹ⁃２０１９ＫＹＫＴＰＪ⁃２６）。
　 　 将术中取得的软骨组织用含 １％双抗的 ＰＢＳ 漂

洗 ３ 次，用眼科手术剪将附着软骨块的软组织剪除，
再剪为 １ ｍｍ ×１ ｍｍ ×１ ｍｍ 大小的碎片，加入约 １０

倍体积的 ０. ２％Ⅱ型胶原酶，使软骨碎片悬浮，放入

５％ＣＯ２，饱和湿度 ９０％的 ３７ ℃恒温培养箱中过夜，
用 ７０ μｍ 细胞过滤网过滤后，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５
ｍｉｎ，获得软骨细胞。 将细胞接种于培养瓶中，加入

含双抗无外泌体培养基，置于培养箱中培养，选取第

３ － ４ 代细胞用于后续实验。
１． ２． ５　 炎性滑膜细胞外泌体干预软骨细胞　 取 ３
－ ４ 代软骨细胞，分别置于 ５ 个培养瓶中，并标记

Ⅰ⁃Ⅴ。 在 ５ 组培养瓶中分别等量加入含双抗无外

泌体培养基。 将 １. ２. ２ 中所得各组外泌体用生理盐

水制备成混悬液（浓度为 １ × １０７ ／ ｍｌ）。 第Ⅰ、Ⅱ组

软骨细胞中分别加入正常的 ＭＬＳ 和 ＦＬＳ 外泌体，第
Ⅲ组加入 ２ 种细胞共培养的炎性外泌体，第Ⅳ、Ⅴ组

加入分别加入炎性的 ＭＬＳ 和 ＦＬＳ 外泌体。 各组干

预 ２４ ｈ 后，光镜下观察各组软骨细胞形态。 分别收

集各组软骨细胞及上清液并置于 － ８０ ℃冰箱中冻

存，用于后续实验研究。
１． ２． ６　 ＣＣＫ⁃８ 法检测各组软骨细胞活力　 取 ３ － ４
代软骨细胞，计数，用培养基使软骨细胞悬浮，调整

细胞浓度 １ × １０５个 ／ ｍｌ，接种于 ９６ 孔板，各孔加 ０. １
ｍｌ 细胞悬液，分为 ５ 组，分别加入对应的外泌体混

悬液：第Ⅰ、Ⅱ组软骨细胞中分别加入正常的 ＭＬＳ
和 ＦＬＳ 外泌体，第Ⅲ组加入两种细胞共培养的炎性

外泌体，第Ⅳ、Ⅴ组加入分别加入炎性的 ＭＬＳ 和

ＦＬＳ 外泌体。 放入恒温培养箱中过夜，用倒置相差

显微镜观察各组软骨细胞形态。 向每组孔中加入

１０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶液，放入恒温孵育箱中再次孵育 ３ ｈ
后使用酶联免疫检测仪在 ４５０ ｎｍ 双波长处测得相

应吸光度值（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，Ａ）。
１． ２． ７　 ＥＬＩＳＡ 法检测各组软骨细胞上清液中 ＴＮＦ⁃
α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平　 将各组软骨细胞上清液室温解

冻摇匀后，ＥＬＩＳＡ 法检测其中中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６
水平，按照试剂盒操作步骤执行，每个指标设置 ３ 个

复孔。
１． ２． ８ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测软骨细胞中 ＴＬＲ４、ＮＦ⁃
ｋＢ、ＩｋＫ、ＩκＢ、ＡＤＡＭＴＳ５ 蛋白的表达 　 收集各组软

骨细胞，用 ＰＢＳ 洗涤细胞沉淀 ３ 次，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ５ ｍｉｎ，吸弃上清液后加入 ０. ２ ｍｌ 的蛋白裂解液

和蛋白酶抑制剂混合液；４ ℃低温离心机 １２ ０００ ｒ ／
ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 后，取上清液置于新 ＥＰ 管中，标记

分组。 用 ＢＣＡ 试剂盒进行蛋白浓度测定，取适量蛋

白进行电泳，电泳完成后进行电转，将目标蛋白转移

至 ＰＶＤＦ 膜上，室温下将膜完全浸没在 ３％ ＢＳＡ⁃
ＴＢＳＴ 中轻摇 ３０ ｍｉｎ。 用 ３％ ＢＳＡ⁃ＴＢＳＴ 稀释（１ ∶
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１ ０００）一抗，参照 ＴＬＲ４、ＮＦ⁃κＢ、ＩｋＫ、ＩκＢ、ＡＤＡＭＴＳ５
及内参 β⁃ａｃｔｉｎ 等抗体说明书进行一抗标记，ＴＢＳＴ
清洗 ４ 次后，加入 ３％ ＢＳＡ⁃ＴＢＳＴ 稀释（１ ∶ １ ０００）后
的二抗室温孵育 １ ｈ，最后加入 ＥＣＬ 试剂后显影。
１． ３　 统计学处理　 计量资料符合正态分布检验和

齐性检验，采用 ｔ 检验，以 �ｘ ± ｓ 表示。 方差齐，多组

间比较采用单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ），若
有一项不符合，则釆用非参数统计中的多个独立样

本秩和检验进行统计处理，Ｐ ＜ ０. ０５ 表示差异有统

计学意义。

２　 结果

２． １　 电镜下观察两种滑膜细胞外泌体形态　 电镜

下可见两种外泌体均为颗粒直径为 ３０ ～ １５０ ｎｍ 范

围内的圆形或椭圆形膜性微囊泡结构，内含有致密

的云状物质，为外泌体内容物。

图 １　 电镜下观察两种滑膜细胞外泌体形态 × ５００

２． ２　 各组软骨细胞的生长形态　 显微镜下观察正

常外泌体干预的两组软骨细胞多为圆形、椭圆形及

短梭形，贴壁生长，与未经干预的正常软骨细胞形态

基本相似；炎性外泌体干预的三组软骨细胞形态出

现不规则型，有较多的悬浮坏死细胞，细胞密度低于

另外两组。 见图 ２。
２． ３　 各组软骨细胞 Ａ 值　 Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ组软骨细胞活

力低于Ⅰ、Ⅱ组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 Ⅰ、Ⅱ组细胞活力几乎

没有差异。 Ⅳ组细胞活力最低，Ⅲ组细胞活力高于

Ⅳ组但低于 Ｖ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见表 １。

表 １　 各组软骨细胞 Ａ 值（ｎ ＝ ５，�ｘ ± ｓ）

组别 干预方式 Ａ 值

Ⅰ 正常 Ａ 细胞外泌体 １． ９７ ± ０． ３５
Ⅱ 正常 Ｂ 细胞外泌体 １． ９５ ± ０． ３２
Ⅲ 炎性 ＡＢ 细胞共培养外泌体 ０． ８５ ± ０． １２∗＃△

Ⅳ 炎性 Ａ 细胞外泌体 ０． ６３ ± ０． ０９∗

Ⅴ 炎性 Ｂ 细胞外泌体 １． ０２ ± ０． １９∗

　 　 与Ⅰ、Ⅱ组比较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５；与Ⅳ组比较： ＃Ｐ ＜ ０. ０５；与Ⅴ组比

较：△Ｐ ＜ ０. ０５

２． ４ 　 各组软骨细胞上清液中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６
水平　 Ⅰ、Ⅱ两组细胞上清液中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６
水平没有差异；Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ组细胞上清液中 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平高于Ⅰ、Ⅱ两组（Ｐ ＜ ０. ０５）；Ⅲ组细

胞上清液中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６ 水平高于Ⅳ组（Ｐ ＜
０. ０５），但低于 Ｖ 组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见表 ２。
２． ５　 各 组软骨细 胞 中 ＴＬＲ４、ＮＦ⁃κＢ、ＩｋＫ、ＩκＢ、

图 ２　 各组软骨细胞生长形态 × １０
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表 ２　 Ｅｌｉｓａ 法检测各组细胞上清液中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６ 水平（ｎ ＝ ５， ｎｇ ／ Ｌ，�ｘ ± ｓ）

分组 ＴＮＦ⁃α ＩＬ⁃１β ＩＬ⁃６
Ⅰ ５２． １１ ± ２． ７３ 　 　 ５１． ３３ ± １． ７２ 　 　 ５０． ３４ ± ２． ２１ 　 　

Ⅱ ５１． ４７ ± ２． １４ ５２． ２１ ± ２． ０５ ５１． ２２ ± ２． １７
Ⅲ ８７． ３６ ± ３． １９∗＃△ ８９． ４４ ± ３． ５９∗＃△ ８５． ２３ ± ３． ３３∗＃△

Ⅳ ８４． １３ ± ２． ９４∗ ８６． １４ ± ３． ２１∗ ８１． １４ ± ２． ３９∗

Ⅴ ９１． ２２ ± ３． ０９∗ ９３． ３５ ± ３． １３∗ ９５． ４５ ± ３． ０４∗

　 　 与Ⅰ、Ⅱ组比较：∗ Ｐ ＜ ０. ０５；与Ⅳ组比较： ＃Ｐ ＜ ０. ０５；与Ⅴ组比

较：△Ｐ ＜ ０. ０５

ＡＤＡＭＴＳ５ 的表达量　 Ⅰ、Ⅱ两组软骨细胞 ＴＬＲ４、
ＮＦ⁃κＢ、ＩｋＫ、 ＩκＢ、ＡＤＡＭＴＳ５ 的蛋白表达量没有差

异；Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ组软骨细胞 ＴＬＲ４、ＮＦ⁃κＢ、 ＩｋＫ、 ＩκＢ、
ＡＤＡＭＴＳ５ 的蛋白表达量高于 Ⅰ、 Ⅱ 两组 （ Ｐ ＜
０. ０５）；Ⅲ组软骨细胞 ＴＬＲ４、ＮＦ⁃κＢ、 ＩｋＫ、 ＩκＢ、ＡＤ⁃
ＡＭＴＳ５ 的蛋白表达量高于Ⅳ组（Ｐ ＜ ０. ０５），但低于

Ⅴ组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ３、表 ３。

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组软骨细胞 ＴＬＲｓ ／ ＮＦ⁃κＢ
信号通路相关蛋白表达印迹图

３　 讨论

　 　 ＫＯＡ 是一种以滑膜炎症、软骨退变为主要病理

变化的退行性疾病［６ － １０］。 滑膜炎症导致滑膜细胞

释放的炎性因子和基质蛋白酶是诱发软骨炎症、加
重软骨损伤的重要因素［１１］。 人体膝关节滑膜组织

主要由 ＭＬＳ 和 ＦＬＳ 两种细胞组成。 ＭＬＳ 是来源于

骨髓的巨噬细胞通过循环系统迁徙至滑膜下层，约
占滑膜细胞总数的约 ２０％ ，它可以吞噬关节腔内碎

屑、异物并释放 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 等细胞因子。
ＦＬＳ 占滑膜细胞总数的约 ８０％ ，它具有分泌透明质

酸，合成胶原蛋白及分泌产生基质蛋白酶的功

能［１２］。 外泌体携带有来自细胞的蛋白，脂质及核酸

等物质。 在细胞间信息交流和细胞功能调控方面发

挥着重要作用［１３］。 不同细胞来源的外泌体具备不

同的特点和功能。 观察不同滑膜细胞来源的外泌体

在炎症过程中的特点和功能差异，有助于进一步研

究 ＫＯＡ 的病理过程和治疗方法。 ＴＬＲｓ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号

通路可以调节膝关节滑膜及软骨细胞产生免疫和炎

症反应。 一般状态下，ＮＦ⁃κＢ 与 ＮＦ⁃κＢ 抑制蛋白

（ＩκＢ）结合成二聚体结构而处于活性抑制状态。 在

ＫＯＡ 中，由于软骨损伤或退化产生体内损伤相关分

子模式（ ＤＡＭＰｓ）和炎性因子，Ｔｏｌｌ 样受体是一类重

要的模式识别受体（如 ＴＬＲ２、ＴＬＲ４ 等），其可通过

识别 ＤＡＭＰｓ 而激活，并使得 ＩｋＫ 活化，该激酶可以

激活 ＩκＢ，使其从二聚体上解离，激活 ＮＦ⁃κＢ 信号通

路。 产生 ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 等下游因子，引起滑膜

和软骨炎症，同时产生 ＭＭＰ⁃１３ 和 ＡＤＡＭＴｓ 等可以

使软骨外基质降解，导致软骨细胞坏死［１４］。
　 　 本研究中三组炎性外泌体干预后的软骨细胞均

出现了细胞变形，悬浮，坏死的情况。 说明炎性滑膜

细胞外泌体可以影响软骨细胞活力。 用 ＣＣＫ⁃８ 法

观察各组软骨细胞活力，三组炎性外泌体干预组的

软骨细胞活力比正常外泌体干预后的软骨细胞差，
两种滑膜细胞共培养后的炎性外泌体干预后的软骨

细胞活力高于炎性 ＦＬＳ 外泌体而低于炎性 ＭＬＳ 外

泌体。 ＥＬＩＳＡ 法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测结果亦显示

三组炎性外泌体组均可激活软骨细胞中 ＴＬＲｓ ／ ＮＦ⁃
κＢ 信号通路并产生炎性因子，其中两种滑膜细胞共

培养后的炎性外泌体致炎效果强于 ＦＬＳ 外泌体而

弱于 ＭＬＳ 外泌体。 在 ＫＯＡ 中两种滑膜细胞均会产

炎性因子，其中 ＦＬＳ 还会一些抗炎因子如前列腺素

和血管内皮生长因子等，同时巨噬细胞可以根据微

环境的变化由具有促炎作用的Ｍ１型转化为具有

表 ３　 各组软骨细胞中相关蛋白表达量与 ａｃｔｉｎ 比值

分组 ＴＬＲ４ ／ ａｃｔｉｎ ＮＦ⁃κＢ ／ ａｃｔｉｎ ＩｋＫ ／ ａｃｔｉｎ ＩκＢ ／ ａｃｔｉｎ ＡＤＡＭＴＳ５ ／ ａｃｔｉｎ
Ⅰ ０． ５３ ± ０． ０４ ０． ６９ ± ０． ０６ ０． ３９ ± ０． ０３ ０． ５８ ± ０． ０３ ０． ５６ ± ０． ０４
Ⅱ ０． ５６ ± ０． ０３ ０． ６６ ± ０． ０５ ０． ４２ ± ０． ０１ ０． ６２ ± ０． ０２ ０． ５７ ± ０． ０２
Ⅲ ０． ７７ ± ０． １２∗＃△ ０． ８６ ± ０． １１∗＃△ ０． ７６ ± ０． ０７∗＃△ ０． ８１ ± ０． １１∗＃△ ０． ８１ ± ０． ０８∗＃△

Ⅳ ０． ７２ ± ０． ０４∗ ０． ８３ ± ０． １２∗ ０． ７１ ± ０． １３∗ ０． ７７ ± ０． １４∗ ０． ７１ ± ０． １２∗

Ⅴ ０． ９６ ± ０． ２３∗ １． ０５ ± ０． ３４∗ ０． ８９ ± ０． ２１∗ １． ０３ ± ０． ２５∗ ０． ９８ ± ０． ２１∗

　 　 与Ⅰ、Ⅱ组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与Ⅳ组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与Ⅴ组比较：△Ｐ ＜ ０. ０５
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生抗炎和组织修复作用的 Ｍ２ 型［１５］。 有研究［１６ － １７］

通过成纤维细胞与巨噬细胞体外共培养，显示巨噬

细胞的促炎因子释放得到抑制，这可能是由于成纤

维细胞体表的 ＣＤ１４ ＋ 蛋白的中和作用导致的。 在

本实验中，两种细胞共培养后 ＭＬＳ 外泌体的致炎作

用得到一定抑制，可能由于 ＦＬＳ 外泌体对于 ＭＬＳ 的

炎性因子释放和 Ｍ１、Ｍ２ 两种亚型的转变有一定的

调控作用，有待进一步的实验验证。 总之在 ＫＯＡ 的

炎症过程，两种细胞之间既可以相互促进炎症释放，
又可互相抑制其致炎作用，处于促炎与抗炎的动态

平衡中，而外泌体在两种细胞的信息交流中发挥了

重要作用。
　 　 综上所述，在 ＫＯＡ 疾病进展过程中，两种滑膜

细胞来源外泌体均可通过调控软骨 ＴＬＲｓ ／ ＮＦ⁃κＢ 信

号通路，促进软骨细胞外基质降解，加重软骨退变。
两种细胞通过其外泌体进行细胞间信号交流，既可

以相互促进又会抑制致炎效果。 本实验为 ＫＯＡ 的

机制研究和临床用药开发提供了新的途径和思路。
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ＨＭＧＢ１ 基因敲除通过抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路
减轻脓毒症小鼠急性肺损伤

张志斌，李瑞彤，郑卫伟，林雪容，牛宁宁，王　 慧，苑　 萌，韩树池，薛乾隆

摘要　 目的　 研究高迁移率族蛋白 Ｂ１（ＨＭＧＢ１）基因敲除

减轻脓毒症小鼠急性肺损伤及抑制 Ｔｏｌｌ 样受体 ４（ＴＬＲ４） ／核
因子⁃κＢ（ＮＦ⁃κＢ）通路的作用。 方法 　 野生型（ＷＴ）小鼠分

为 ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组和 ＷＴ⁃模型组，ＨＭＧＢ１ 基因敲除（ＫＯ）小鼠

分为 ＫＯ⁃Ｓｈａｍ 组和 ＫＯ⁃模型组。 ＷＴ⁃模型组和 ＫＯ⁃模型组

采用盲肠结扎穿孔术制备脓毒症 ＡＬＩ 模型，ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组和

ＫＯ⁃Ｓｈａｍ 组进行假手术操作。 造模后 ２４ ｈ，检测动脉血氧分

压（ＰａＯ２），计算氧合指数（ＯＩ），检测肺组织病理改变，计算

肺损伤评分，检测血清及肺组织中肿瘤坏死因子⁃α（ ＴＮＦ⁃
α）、白细胞介素⁃１β（ ＩＬ⁃１β）、ＩＬ⁃６、活性氧簇（ＲＯＳ）、丙二醛
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（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）的浓度，肺组织中 ＨＭＧＢ１、
ＴＬＲ４、核 ＮＦ⁃κＢ 的表达。 结果 　 ＷＴ⁃模型组的 ＰａＯ２、ＯＩ、血
清及肺组织 ＳＯＤ 的浓度低于ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组，肺损伤评分、血清

及肺组织中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＲＯＳ、ＭＤＡ 的浓度、肺组织中

ＨＭＧＢ１、ＴＬＲ４、核 ＮＦ⁃κＢ 的表达水平高于 ＷＴ⁃Ｓｈａｍ 组（Ｐ ＜
０. ０５）；ＫＯ⁃模型组肺组织中不表达 ＨＭＧＢ１，ＰａＯ２、ＯＩ、血清

及肺组织 ＳＯＤ 的浓度高于 ＷＴ⁃模型组，肺损伤评分、血清及

肺组织中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β、ＩＬ⁃６、ＲＯＳ、ＭＤＡ 的浓度、肺组织中

ＴＬＲ４、核 ＮＦ⁃κＢ 的表达水平低于 ＷＴ⁃模型组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结

论　 敲除 ＨＭＧＢ１ 减轻脓毒症小鼠 ＡＬＩ，相关的分子机制可

能是抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路介导的炎症反应和氧化应激反

应。
关键词　 脓毒症；急性肺损伤；高迁移率族蛋白 Ｂ１；Ｔｏｌｌ 样受
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