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外泌体在ⅢＡ型慢性前列腺炎发病机制中的作用及意义
乔　阳，王永权，沈文浩，张　恒，周占松　（陆军军医大学第一附属医院泌尿外科，重庆 ４０００３８）

［摘　要］　目的　探讨前列腺液来源的外泌体在ⅢＡ型慢性前列腺炎发病机制中的作用。方法　选取我院２０１８年４月至
２０１８年８月收治的３０例ⅢＡ型慢性前列腺炎患者作为ⅢＡ组，１４例健康志愿者作为对照组。利用超速离心法从前列腺按摩后尿
液中提取外泌体。通过透射电镜和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定提取的外泌体，使用激光粒度仪测量外泌体粒径，应用外泌体测量试剂盒（Ｅｘ
ｏＥＬＩＳＡＵＬＴＲＡＣＤ６３１）及ＢＣＡ法测定外泌体浓度及外泌体蛋白浓度。结果　电镜及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示，从前列腺按摩后尿液中成
功提取出外泌体。对照组外泌体平均粒径为（１５７．５±２．２７）ｎｍ，ⅢＡ组外泌体平均粒径为（１５５．４±１．７３）ｎｍ，２组比较差异无统计
学意义（ｔ＝０．７，Ｐ＞０．０５）。对照组外泌体浓度为（６．１３±１．１９）×１０１３／Ｌ，ⅢＡ组为（９．７７±１．０５）×１０１３／Ｌ，２组比较差异有统计学
意义（ｔ＝２．０９，Ｐ＜０．０５）。对照组外泌体蛋白浓度为（１．２４±０．１６）ｇ／Ｌ，ⅢＡ组为（１．８４±０．１７）ｇ／Ｌ，２组比较差异有统计学意义
（ｔ＝２．１８，Ｐ＜０．０５）。结论　ⅢＡ组前列腺按摩后尿液中外泌体数量多于对照组，外泌体可能在ⅢＡ型慢性前列腺炎发病机制中
具有重要作用。
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　　前列腺炎是泌尿外科的常见疾病，约占门诊就诊
患者的２５％［１］。根据 ＮＩＨ分类，前列腺炎分为４类：
Ⅰ型急性细菌性前列腺炎、Ⅱ型慢性细菌性前列腺炎、
Ⅲ型慢性前列腺炎／骨盆疼痛综合征（ｃｈｒｏｎｉｃｐｒｏｓｔａｔｉ
ｔｉｓ／ｃｈｒｏｎｉｃｐｅｌｖｉｃｐａｉｎｓｙｎｄｒｏｍｅｓ，ＣＰ／ＣＰＰＳ）和Ⅳ型无
症状性炎症性前列腺炎。其中 ＣＰ／ＣＰＰＳ约占所有前
列腺炎的９０％［２］。国外ＣＰ／ＣＰＰＳ发病率为５％～９％，
我国ＣＰ／ＣＰＰＳ发病率为６％～３２．９％［３６］。ＣＰ／ＣＰＰＳ临
床表现为长期、反复的骨盆区域疼痛或不适，持续超过

３个月，伴有不同程度的排尿症状和性功能障碍。根
据前列腺按摩液中白细胞计数，将前列腺炎分为ⅢＡ
型（炎症性ＣＰ／ＣＰＰＳ）和ⅢＢ型（非炎症性ＣＰ／ＣＰＰＳ）。
在临床上ⅢＡ型慢性前列腺炎更为常见，其病因目前
还不明确，泌尿系感染、前列腺导管内反流、免疫改变、

神经内分泌失调、盆底肌功能障碍、心理因素等都可能

导致疾病的发生［１２，４］。

外泌体是细胞分泌的小囊泡，广泛存在于血液、尿

液、唾液、脑脊液等体液中，由Ｔｒａｍｓ等［７］于１９８１年发
现。外泌体直径３０～１５０ｎｍ，来源于细胞中的晚期胞
内体。晚期胞内体膜向内出芽形成腔内囊泡，转变为

多泡体，多泡体与细胞膜融合，腔内囊泡释放到细胞
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外，即为外泌体。外泌体中含有多种生物活性物质，如

蛋白质、脂质、ｍＲＮＡ、ｍｉｃｒｏＲＮＡ、ＤＮＡ等，是细胞间信
息传递的重要工具，可以与周围或远处靶细胞相互作

用，发挥相应的生物学效应［８１２］。有研究表明外泌体

在系统性红斑狼疮、慢性阻塞性肺疾病等炎症性疾病

的发生、发展中起到重要作用［１３１４］。

ⅢＡ型慢性前列腺炎与外泌体之间的相互联系目
前还不清楚，外泌体是否在ⅢＡ型慢性前列腺炎的发
生中发挥作用还不得而知。本研究利用超速离心法从

前列腺按摩后尿液中提取外泌体，研究其在ⅢＡ型慢
性前列腺炎发病机制中的作用，以期为慢性前列腺炎

的治疗提供参考。

１　资料与方法

１．１　尿液样本收集
选取２０１８年４月至２０１８年８月陆军军医大学第

一附属医院收治的３０例ⅢＡ型慢性前列腺炎患者作
为ⅢＡ组，１４例健康志愿者作为对照组。ⅢＡ型慢性
前列腺炎患者平均年龄３１岁；健康志愿者平均年龄
３６岁，２组患者年龄差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
ⅢＡ组患者前列腺按摩前、后尿液细菌培养阴性，前列
腺液常规检查示白细胞数目大于等于 １０个／高倍视
野。对照组患者无慢性前列腺炎相关临床表现，前列

腺液常规检查正常。留取前列腺按摩后尿液３０ｍＬ。
本研究经过陆军军医大学第一附属医院伦理委员会的

批准同意，患者及健康志愿者均签署知情同意书。

１．２　外泌体分离
参照Ｔｈéｒｙ［１５］及 Ｗａｎｇ等［１６］的分离方法，收集前

列腺按摩后尿液３０ｍＬ，５０００ｇ离心（４℃）１５ｍｉｎ，去
除沉淀，离心后的上清１５０００ｇ离心（４℃）３０ｍｉｎ，去
除沉淀，上清液１５００００ｇ离心（４℃）７０ｍｉｎ，弃上清，
ＰＢＳ溶液重悬沉淀，０．２２μｍ滤器过滤，悬液１５００００ｇ
离心（４℃）７０ｍｉｎ，弃上清，ＰＢＳ溶液重悬沉淀，悬液
１５００００ｇ离心（４℃）７０ｍｉｎ，弃上清，１００μＬＰＢＳ溶
液重悬沉淀，即为外泌体，－８０℃保存。
１．３　透射电镜观察

取外泌体样本３０μＬ置于载样铜网上，室温静置
５ｍｉｎ，滤纸从侧面吸干液体，铜网上滴加４％磷钨酸溶
液约２０μＬ，室温负染５ｍｉｎ，滤纸吸干负染液，白炽灯
下烤干约１０ｍｉｎ，样品置于 ＴＥＣＮＡＩ１０ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏ
ｓｃｏｐｅ下观察。
１．４　ＢＣＡ法测量蛋白浓度

取１０μＬ外泌体样本，加入１００μＬＲＡＰＡ裂解液（上
海碧云天）、１μＬＰＭＳＦ（上海碧云天），充分混匀，冰上孵

育３０ｍｉｎ，充分裂解，１２０００ｇ离心５ｍｉｎ，取上清，按照
ＢＣＡ试剂盒（上海碧云天）标准方法测定蛋白浓度。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定

取ⅢＡ组及对照组外泌体各约１０μｇ，加入上样缓
冲液，９５℃、５ｍｉｎ蛋白变性。１５％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电
泳（８０Ｖ，４０ｍｉｎ；１２０Ｖ，６０ｍｉｎ）分离蛋白，湿法
（３００ｍＡ，６０ｍｉｎ）蛋白转移至ＰＶＤＦ膜上。５％脱脂奶
粉室温封闭 ２ｈ，加入一抗鼠抗人 ＣＤ９、ＣＤ６３抗体
１∶１０００，４℃过夜，ＴＢＳＴ液漂洗５次，每次５ｍｉｎ，二抗
兔抗鼠１∶３０００室温孵育２ｈ。ＴＢＳＴ液漂洗５次，每
次５ｍｉｎ，ＥＣＬ发显色后，进行结果分析。
１．６　激光粒度仪测外泌体粒径

取外泌体样本１０μＬ溶于１ｍＬＰＢＳ溶液中，涡旋
１ｍｉｎ，随后使用激光粒度仪（英国马尔文公司）测量外
泌体粒径。

１．７　外泌体浓度定量测定
取外泌体 ２０μＬ，按照外泌体测量试剂盒

（ＥｘｏＥＬＩＳＡＵＬＴＲＡＣＤ６３１，ＳＢＩ）的操作步骤进行定量
测定。该试剂盒依赖于外泌体表面标记蛋白ＣＤ６３，通
过ＥＬＩＳＡ方法进行定量测定。
１．８　统计学处理

数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ５软件进行数据处理。２组均数比较采用ｔ检
验，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　透射电镜结果
透射电镜下观察２组外泌体样本，均有完整双层

膜包裹，呈圆形、椭圆形囊泡，直径约１００ｎｍ，外泌体
形态无明显区别（图１）。

ａ：对照组；ｂ：ⅢＡ组　箭头：外泌体
图１　外泌体透射电镜形态

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测外泌体标志物蛋白
采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测外泌体表面标志物蛋白，结

果显示对照组及ⅢＡ组患者的外泌体均呈阳性表达
ＣＤ９、ＣＤ６３，成功提取外泌体（图２）。
２．３　外泌体粒径分布

激光粒度仪检测显示，对照组外泌体平均粒径为

（１５７．５±２．２７）ｎｍ，ⅢＡ组外泌体平均粒径为（１５５．４±
１．７３）ｎｍ，２组比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图３。
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图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测外泌体标志物蛋白ＣＤ９、ＣＤ６３

２．４　外泌体浓度及蛋白浓度测定
经外泌体测量试剂盒测定，对照组外泌体浓度为

（６．１３±１．１９）×１０１３／Ｌ，ⅢＡ组为（９．７７±１．０５）×１０１３／Ｌ，
２组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＢＣＡ法测定
外泌体蛋白浓度，对 照 组 外 泌 体 蛋 白 浓 度 为

（１．２４±０．１６）ｇ／Ｌ，ⅢＡ组为（１．８４±０．１７）ｇ／Ｌ，２组比
较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图４。

ａ：对照组外泌体粒径分布；ｂ：ⅢＡ组外泌体粒径分布；ｃ：对照组与ⅢＡ组外泌体平均粒径比较　：Ｐ＞０．０５
图３　外泌体粒径分布图

ａ：外泌体浓度；ｂ：外泌体蛋白浓度　：Ｐ＜０．０５

图４　外泌体浓度及蛋白浓度测定

３　讨论

前列腺按摩后尿液主要用于前列腺炎的诊断，尿

常规及尿培养有助于疾病的诊断。前列腺按摩可以促

进前列腺液排出，按摩后尿液中前列腺来源的外泌体

也会相应增加［１７１８］。本研究采集前列腺按摩后尿液，

利用超速离心法提取其中的外泌体，经电镜及Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ鉴定，证实成功提取出外泌体，进一步检测发现
ⅢА型慢性前列腺炎患者前列腺按摩后尿液中外泌体
数量及蛋白含量均明显增加。

外泌体是细胞外囊泡的一种，来源于细胞中的晚

期胞内体，ＣＤ９、ＣＤ６３、ＣＤ８１、ＴＳＧ１０１、Ａｌｉｘ等为其标志
蛋白［８，１１］。细胞分泌外泌体，释放至细胞外，作用于靶

细胞，产生相应的生物学效应，在免疫应答、炎症反应

中发挥重要的作用；巨噬细胞分泌的外泌体，可以将其

表面携带的抗原传递给树突细胞，进而激活 ＣＤ４＋Ｔ
细胞，产生免疫应答［１９］。成熟的树突状细胞分泌的外

泌体，可以刺激未成熟树突细胞分泌 ＩＬ１、ＩＬ６、ＴＮＦ，
以及ＣＤ４＋Ｔ细胞分泌 ＩＬ２、ＭＩＰ１α、ＭＩＰ１β、ＭＣＰ１，
诱导炎症反应的发生，这一过程受到外泌体表面趋化

因子受体（ＣＣｃｈｅｍｏｋｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ７，ＣＣＲ７）的调控［２０］。

Ｌｅｅ等［１３］研究发现系统性红斑狼疮患者血液中外泌体

数量增多，并且可作用于外周血单核细胞，诱导ＩＦＮα、
ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６等细胞因子的生成。慢性阻塞性肺
疾病患者血液中的外泌体数量增多，与ＣＲＰ、ＩＬ６炎症
因子水平呈正相关［８］。Ｙｅ等［２１］发现慢性心力衰竭患

者血液中外泌体数量增多，外泌体中包含的线粒体

ＤＮＡ，通过激活 ＴＬＲ９ＮＦκВ信号通路，刺激人脐静脉
内皮细胞分泌ＩＬ１β、ＩＬ８。Ｗａｎｇ等［２２］发现急性心梗

动物模型中，巨噬细胞分泌富含 ｍｉｒ１５５的外泌体，
ｍｉｒ１５５通过外泌体，刺激心脏成纤维细胞分泌ＩＬ１β、
ＩＬ６、ＴＮＦα，诱导炎症反应发生。几乎在所有的炎症
条件下，外泌体的分泌都会增加。外泌体通过影响细

胞间的相互作用、刺激黏附因子的表达、细胞因子的释

放，形成一个正反馈环路。

ⅢА型 ＣＰ／ＣＰＰＳ病程长、易反复，影响患者日常
生活质量。目前研究表明多种因素在疾病发生中发挥

作用。Ｐｏｎｔａｒｉ等［２３］认为 ＣＰ／ＣＰＰＳ是精神因素、免疫
功能紊乱、神经和内分泌功能紊乱等相互作用的结果，

其中免疫功能紊乱发挥着重要作用。Ｄｏｂｌｅ等［２４］发现

ＣＰ患者前列腺组织中 ＩｇＭ、ＩｇＡ沉积，患者前列腺液、
精液和尿液中多种炎症因子发生改变。ＩＬ１β、ＩＬ２、
ＩＬ６、ＩＬ８、ＩＬ１０、ＴＮＦα、ＩＦＮγ等都被认为与疾病有
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关，ＩＬ８和 ＩＬ１０与临床表现相关，但具体机制目前还
不清楚［４，２５２９］。

外泌体在多种炎症性疾病中发挥重要作用，病理

情况下，细胞分泌外泌体增加，通过外泌体影响靶细

胞，促进相关炎症因子分泌，进而影响疾病进展。本试

验证实ⅢА型慢性前列腺炎患者外泌体分泌增加，外
泌体在ⅢА型 ＣＰ／ＣＰＰＳ中发挥着一定作用。我们推
测在ⅢА型慢性前列腺炎中，外泌体会作用于周围靶
细胞，诱导炎症因子表达，进而引起正常细胞、组织损

伤，炎症播散，疾病进一步发展。外泌体在ⅢА型ＣＰ／
ＣＰＰＳ中的可能作用及相关机制，还有待于进一步的研
究探索。
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不同代昆明小鼠胚胎成纤维细胞的生长特性研究

黄　悦１，严会文１，王燕燕１，苏　敏２　（１．贵阳护理职业学院解剖学教研室，贵州 贵阳 ５５００８１；２．贵州医科大学组织学与胚胎
学教研室，贵州 贵阳 ５５００８１）

［摘　要］　目的　分离培养昆明小鼠成纤维细胞，研究其体外生长特性并用于胚胎干细胞培养。方法　消化法分离培养获得
昆明小鼠胚胎成纤维细胞，利用ＭＴＴ法绘制各代细胞生长曲线，免疫荧光对各代细胞进行细胞骨架分析；用不同浓度丝裂霉素
Ｃ（１０μｇ／ｍＬ、２０μｇ／ｍＬ和３０μｇ／ｍＬ）分别处理ＭＥＦｓ１、２、３ｈ，ＭＴＴ法筛选饲养层制备的最佳条件，制备饲养层用于小鼠胚胎干细
胞的培养。结果　分离的小鼠胚胎成纤维细胞３～５代细胞增殖能力较好；１～３代细胞微管微丝排列整齐，５代以后的细胞微管微
丝排列紊乱；１０μｇ／ｍＬ丝裂霉素Ｃ处理２ｈ有利于小鼠胚胎干细胞的培养。结论　体外分离培养的３～５代小鼠胚胎成纤维细胞
可用于小鼠胚胎干细胞的培养。

［关键词］小鼠胚胎成纤维细胞；细胞骨架；饲养层
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