
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．２０９７０９２７．２０２４０６０２０

ＶＥＧＦ和ＣＤ４７双修饰外泌体靶向递送治疗沙漠干热环境热射病急性肾损伤的作用
及机制研究
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　　［摘要］　目的　设计一种基于外泌体高效递送的方式，将ＶＥＧＦ和 ＣＤ４７双修饰的外泌体递送到
热射病引起的肾损伤，减轻并修复肾损伤。方法　构建靶向肾损伤的融合表达 ＶＥＧＦ和 ＣＤ４７的质粒，
转染至大鼠骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＭＳＣｓ）后分离提取外泌
体。通过透射电子显微镜及纳米颗粒跟踪分析、蛋白质印迹法等方法对外泌体进行鉴定。经大鼠尾静

脉分别注射 ２００μｇＤｉＤ标记的未修饰外泌体、ＶＥＧＦ修饰的外泌体和 ＶＥＧＦＣＤ４７双修饰的外泌体，采
用小动物活体成像仪检测并分析外泌体对肾脏的靶向作用。６０只ＳＤ大鼠随机分６组每组１０只，ｓｈａｍ
组为空白对照组（Ａ组，ｎ＝１０），其余各组均复制热射病肾损伤模型。模型复制成功后 １２、２４、３６ｈ，
Ｂ组给予相同剂量生理盐水；Ｃ组给予质粒空载体（Ｅｍｐｔｙｐｌａｓｍｉｄｓ，Ｅｐ）组、Ｄ组给予 Ｅｘｏｓ组、Ｅ组给予
ＥｘｏｓＶＥＧＦ组、Ｆ组给予ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７组。于３次给药治疗后第７２小时取肾脏组织和血：从组织水平观察
肾组织病理变化并进行损伤评分；检测血清血尿素氮（ＢＵＮ）、血清肌酐（Ｓｃｒ）评价治疗效果；ＷＢ和
ｑＲＴＰＣＲ分析炎症介质ＴＮＦα、ＮＦκＢ的表达水平；检测增殖调控信号分子 Ｋｉ６７、ＦＧＦ２、ｐＡＭＰＫ、ｐＥＲＫ
和纤维化调控分子 ＦＧＦ２３，综合分析对增殖和抑制纤维化的作用。结果　成功获取了 ＢＭＭＳＣｓ和
ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７并进行鉴定，急性肾损伤模型动物均复制成功。ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７在活体肾组织中比ＥｘｏｓＣｔｒｌ组和
ＥｘｏｓＶＥＧＦ组的荧光强度高（Ｐ＜０．０５）。治疗后７２小时 ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７组，肌酐、尿素氮下降（Ｐ＜０．０００１）；
ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７组Ｔｕｂｕｌａｒｃａｓｔｓｓｃｏｒｅ评分显著低于ＡＫＩ＋Ｅｘｏｓ组、ＡＫＩ＋ＥｘｏｓＶＥＧＦ组（Ｐ＜０．０００１）；促炎因子
ＴＮＦα、ＮＦκＢ蛋白水平明显下调（Ｐ＜０．０００１）；而 Ｋｉ６７、ＦＧＦ２显著上调（Ｐ＜０．０５），ＦＧＦ２３显著下调
（Ｐ＜０．０００１）。结论　ＶＥＧＦ和ＣＤ４７可以高效靶向热射病急性肾损伤，有效减轻损伤并促进修复，其
机制可能与外泌体传递抑制肾组织炎症反应、促进增殖和抑制纤维化有关。
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ＮＦκＢ（Ｐ＜０．０００１），ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄＫｉ６７ａｎｄＦＧＦ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄＦＧＦ２３
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜０．０００１）ｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＡＫＩ＋ＥｘｏｓｇｒｏｕｐａｎｄＡＫＩ＋ＥｘｏｓＶＥＧＦｇｒｏｕｐ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
ＶＥＧＦａｎｄＣＤ４７ｓｈｏｗｐｒｏｍｉｓｅｉｎｔａｒｇｅｔｉｎｇａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙｈｅａｔｓｔｒｏｋｅ，ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｍｉｔｉｇａｔｅ
ｄａｍａｇｅａｎｄｆａｃｉｌｉｔａｔｅｒｅｐａｉｒ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｄｕｅｔｏｅｘｏｓｏｍｅｍｅｄｉａｔｅｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，
ｐｒｏｍｏｔｉｏｎｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｆｉｂｒｏｓｉｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｈｅａｔｓｔｒｏｋｅ；ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｅｘｏｓｍｅ；ＶＥＧＦ；ＣＤ４７；ａｃｕｔｅ

ｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＸｉｎｊｉａｎｇＵｙｇｕｒＡｕｔｏｎｏｍｏｕｓＲｅｇｉｏｎ（２０２０Ｄ０１Ａ１３９）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺＨＡＮＧＬｅｉ，Ｅｍａｉｌ：
ｚｈａｎｇｌｅｉ＿ｘｊｊｑｚｙｙ＠１６３．ｃｏｍ；ＹａｎｇＸｉ，Ｅｍａｉｌ：ｙｘｘ１９８４１２１＠１６３．ｃｏｍ

　　急性肾损伤（ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）是常见的临
床综合征，多种疾病可导致 ＡＫＩ。其中热射病导致的
ＡＫＩ发病机制复杂，涉及多种因素，包括电解质紊乱与
氧化应激损伤、高温直接毒性作用、凝血功能障碍、横

纹肌溶解综合征，内毒素血症和全身炎症反应综合征

等［１－２］。近些年来，随着全球气候变暖引起热射病相

关的死亡人数逐年增高，往往与热射病识别延误有关。

沙漠干热是导致热射病的特殊环境因素之一，其特征

有别于热带湿热环境［３］。从１０年临床病例分析发现
热射病合并ＡＫＩ明显增高死亡率，不仅是进展至慢性

肾衰竭（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）的独立危险因
素，而且ＡＫＩ是热射病治疗的“拐点”，早期识别和及
时治疗对于改善患者的预后至关重要［４］。目前治疗

主要 以 连 续 性 肾 脏 替 代 治 疗 （ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｒｅｎａｌ
ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔｔｈｅｒａｐｙ，ＣＲＲＴ）为主［５］。

　　近年来，研究显示间充质干细胞源性外泌体具有
再生和修复特性，并可以作为药物载体治疗热相关损

伤疾病是目前研究的热点，其携带 ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、蛋
白质等介导细胞间通信发挥重要作用［６－７］，使它们能

够同时参与各种治疗方法，这是传统小分子无法完成

８５０２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



的。但天然外泌体存在靶向性差的问题，利用靶向配

体对外泌体进行表面修饰，可以帮助外泌体选择性递

送到靶细胞，使外泌体在产量和靶向治疗方面达到标

准，从而实现外泌体的精准治疗，加快外泌体的临床应

用包括ＡＫＩ［８］。外泌体可以修饰为显示不同的抗体或
表面受体，以将治疗有效分子或蛋白载荷转移到特定

的器官、组织和细胞。热相关急性肾损伤主要是由近

端小管上皮细胞对热损伤、缺血和炎症损伤非常敏感

引起，但在轻度或中度损伤后依靠存活的近端小管上

皮细胞去分化和再生可以实现一定程度的修复［９］。

然而，持续或严重的热损伤、炎症瀑布样反应激活最终

形成热射病特征性表现“类脓毒症”样反应，导致小管

修复不完全，成为热射病急性肾损伤的病理基础。另

一方面，微血管损伤、机体脱水、横纹肌溶解堵塞可引

起小管周围毛细血管循环衰竭。小管损伤和微血管功

能障碍造成的恶性循环进一步促进了形成 ＡＫＩ，该恶
性循环促进了 ＡＫＩ向 ＣＫＤ转化。有研究揭示 ＶＥＧＦ
在生理条件下分别是维持肾小球内皮和肾小管周围微

血管完整性的重要促血管生成因子，尤其具有重塑脉

管系统的潜在修复能力，为治疗 ＡＫＩ提供了可行的治
疗策略［１０］。既往研究 ＡＫＩ时，肾小管上皮细胞 ＶＥＧＦ
受体表达上调，可作为急性肾损伤评估病情的标志

物［１１］，而且游离形式的ＶＥＧＦ往往不能够在损伤局部
累积，外泌体等囊泡形式可以保证局部损伤修复所需

要的浓度和信号通信。最新荟萃分析高质量研究也证

实了 ＭＳＣｓ来源的 Ｅｖｓ经修饰后有治疗 ＡＫＩ的潜
力［１２－１３］。ＫＡＮＥＬＬＩＳ等［１４］发现 ＶＥＧＦ在肾小球细胞
肾小管细胞的再分布，关系到急性肾损伤的转归，可能

与 ＶＥＧＦ受体配体结合引起的下游分子机制相关。
ＺＨＯＮＧ［１５－１６］通过外泌体载药外源补充 ＶＥＧＦ逆转急
性肾损伤是可行途径。因此，通过 ＶＥＧＦ修饰外泌体
靶向修复损伤阻断恶性循环可能是新的途径和思路。

一直以来增加靶向性和沉积效率被认为是应用外泌体

于临床治疗的瓶颈，多种靶点修饰成为趋势。ＣＤ４７是
广泛表达于多种细胞表面的免疫球蛋白，其主要功能

是通过与信号调节蛋白α（ＳＩＲＰα）结合来抑制巨噬细
胞对细胞的吞噬作用，起到“不吃我”信号的作用，避

免了靶向载药外泌体的消耗，从而进一步提高外泌体

的稳定性和生物活性［１７］。那么，在外泌体上表达

ＣＤ４７和ＶＥＧＦ［１８］是否可以提高肾脏靶向性和递送效
率，并提供治疗性载药。在本研究中，我们建立了新疆

干热环境热射病急性肾损伤大鼠模型［１９］，纯化表达

ＶＥＧＦ和 ＣＤ４７的共修饰外泌体，达到治疗热射病损
伤相关的ＡＫＩ，报道如下。

１　材料与方法

１．１　热射病肾损伤模型建立
　　所有动物研究均经中国人民解放军新疆军区总医
院实验动物福利与伦理委员会批准，实验协议经过新

疆医科大学的批准，遵守实验动物保护原则。雄性

ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠６０只（８～１０周龄；体质量 １５０～
１６０ｇ），购自新疆医科大学实验动物中心［动物生产许
可ＳＣＸＫ（新）２０２３０００１］。将大鼠置于室温２２℃、湿
度３５％１２ｈ／１２ｈ的光暗循环，自由取水和食物。
　　建立新疆干热环境热射病大鼠流程（参照已发表
文章［４，２０］和预实验）：（１）根据随机数字表随机分为
６组：ｓｈａｍ组（Ａ组，ｎ＝１０）不进行处理、ＡＫＩ组（Ｂ组，
ｎ＝１０）、ＡＫＩ＋质粒空载体组（Ｃ组，ｎ＝１０）、ＡＫＩ＋Ｅｘｏｓ
组（Ｄ组，ｎ＝１０）、ＡＫＩ＋ＥｘｏｓＶＥＧＦ组（Ｅ组，ｎ＝１０）、ＡＫＩ
＋ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７组（Ｆ组，ｎ＝１０）。（２）ＡＫＩ造模：进实验
舱之前适应性训练大鼠跑步每天１０ｍｉｎ２０ｍ／ｍｉｎ运
动量，持续训练１周，并给予 ２ｄ恢复期；进舱前收缩
压测定：使用尾袖血压计测量每只大鼠５次取平均值，
而后置于新疆特殊环境实验舱（４２．６３℃±１．００℃、湿
度１０％±２％）下以２０ｍ／ｍｉｎ等速进行测试。每１０分
钟测量经直肠核心温度，大鼠不跑步时以 １ｍＡ电刺
激，持续２ｈ为模型建立成功。
　　根据时间点从鼠尾取 ６００μＬ血用于检测，
５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，小心丢弃上清，加入生理盐水
０．１ｍＬ，摇匀。所有血样在１ｈ内分离，保存于－８０℃。
大鼠被解剖以获得肾脏。将一份肾皮质组织样本保存

在－８０℃的冰箱中，用于 ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分
析。另一个肾脏样本放置在４％多聚甲醛中，用于 ＨＥ
染色、免疫组化。

１．２　大鼠骨髓间充质干细胞筛选和质粒的构建
　　大鼠骨髓间充质干细胞筛选：以颈椎脱臼法处死
大鼠，用７５％乙醇浸泡。无菌状态下取出双侧股骨和
胫骨，浸泡于无菌含双抗 ＰＢＳ溶液中。剔除股骨和胫
骨周围的肌肉、结缔组织，用含双抗的 ＰＢＳ溶液清洗
三遍。用眼科剪剪去股骨和胫骨的两端，暴露骨髓腔。

用注射器以完全培养基反复冲洗骨髓腔直至骨头发

白。收集骨髓液并离心，然后加入适当培养基（含２０％
血清、双抗）接种于培养基皿中置于３７℃，５％ＣＯ２，饱
和湿度的细胞培养箱中培养。２４～４８ｈ后去悬浮，接
下来的每３天换液一次，传至３代用于转染质粒。流
式细胞仪鉴定为 ＣＤ２９、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ１０５为阳性，
ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ１１ｂ为阴性（＜５％），诱导分化实验提
示可以成骨、成软骨、成脂肪分化。

　　筛选纯化大鼠骨髓间充质干细胞并备用。质粒与

９５０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）



修饰外泌体由重庆康芮生物科技有限公司构建，将编

码 ＶＥＧＦ、ＣＤ４７分别与 Ｌａｍｐ２ｂ的 ｃＤＮＡ片段插入
ｐｃＤＮＡ３．１载体中人巨细胞病毒（ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ，
ＣＭＶ）启动子的下游，同时在 Ｌａｍｐ２ｂ序列的末尾添加
人流感血凝素（ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＨＡ）标签，组装成
ＶＥＧＦＬａｍｐ２ｂＨＡ质粒，ＣＤ４７质粒、融合表达 ＶＥＧＦ
和ＣＤ４７的ＶＥＧＦＣＤ４７Ｌａｍｐ２ｂＨＡ质粒。
１．３　ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７外泌体的分离及鉴定
１．３．１　ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７的收集与提取　　将大鼠 ＢＭＳＣｓ
细胞在ＤＭＥＭ完全培养基中培养至汇合度为 ８０％，用
无血清 ＤＭＥＭ培养基培养 ４８ｈ后收集细胞上清。
４℃ ２０００×ｇ离心３０ｍｉｎ除去细胞及碎片；０．２２μｍ
滤器过滤并收集过滤液；将过滤液４℃ １０００００×ｇ离
心１ｈ获得外泌体沉淀。将外泌体其重悬于 １００μＬ
的生理盐水－８０℃中备用。经 ＢＣＡ法定量质粒后，分
别取２００μｇ外泌体用生理盐水重悬并转移至１．５ｍＬ
ＥＰ管中。将质粒与ＢＭＳＣｓ混匀后转移至预冷电转杯
中，体系为 ５０μＬ。使用日本 ＢＥＸ公司 ＣＵＹ２１ＥＤＩＴ
Ⅱ超级电转化仪设置电转参数（１１０Ｖ，４ｍｓ，循环次数
１０，电阻 ８０Ω左右）并进行电穿孔，随后置于冰上
３０ｍｉｎ即可使用。收集细胞后提取ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７备用。
１．３．２　外泌体粒径分析和透射电子显微镜检测　　
送至新疆医科大学实验平台采用纳米颗粒跟踪分析

（ＮＴＡ，ＰａｒｔｉｃｌｅＭｅｔｒｉｘ，ＧＡ）测量了纳米颗粒的大小和
大小分布。透射电子显微镜观察外泌体形态分析

（ＴＥＭ，Ｈｉｔａｃｈｉ，Ｊａｐａｎ）外泌体形态。首先吸取样品
１０μＬ滴加于铜网上沉淀１ｍｉｎ，用滤纸吸去浮液。取
醋酸双氧铀１０μＬ滴加于铜网上沉淀１ｍｉｎ，用滤纸吸
去浮液。常温干燥数分钟，在１００ｋＶ下进行透射电子
显微镜检测。

１．３．３　蛋白质印迹法检测外泌体标志物　　采用蛋
白质印迹法检测 大鼠骨髓间充质干细胞分泌的外泌

体中ＣＤ９、ＴＳＧ１０１及高尔基体标志物 ＧＭ１３０的蛋白
表达水平，以确定提取外泌体的纯度，同时检测外泌体

表面ＶＥＧＦ、ＣＤ４７和Ｌａｍｐ２ｂ的蛋白表达水平。
１．４　外泌体体内靶向效率验证
　　将构建的新疆干热环境热射病大鼠随机分成
３组（每组１０只），分别将２００μｇ未修饰外泌体（Ｅｘｏｓ
Ｃｔｒｌ组）、ＶＥＧＦ组和 ＶＥＧＦＣＤ４７双修饰外泌体
（ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７组）经ＤｉＤ标记［ＤｉＤ∶外泌体－１∶３００（体
积比）］后，通过尾静脉注射进小鼠体内。在注射后

１２、２４、３６ｈ时使用美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司 ＩＶＩＳｌｕｍｉｎａ
Ⅱ小动物活体成像仪成像，并剥离小鼠肾脏进行成像，
通过荧光强度分析外泌体在小鼠体内的分布情况及靶

向情况。

１．５　外泌体治疗给药
　　ｓｈａｍ组为空白对照组（Ａ组，ｎ＝１０），其余各组均
复制热射病肾损伤模型，不做任何处理。模型复制成

功后１２、２４、３６ｈ以１０μＬ／ｇ剂量尾静脉注射方式给
药 １次，Ｂ组给予相同剂量生理盐水；Ｃ组给予质粒
空载体、Ｄ组给予 Ｅｘｏｓ、Ｅ组给予 ＥｘｏｓＶＥＧＦ、Ｆ组给予
ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７。
１．６　大鼠肾组织 ＨＥ染色和免疫组织化分析及结果

判定

　　实验组和对照组给予相应处理第７２小时，取各组
大鼠肾组织在４％多聚甲醛的 ＰＢＳ中固定，包埋后连
续切片（３μｍ），随后进行 ＨＥ染色、免疫组化染色。
在双盲的条件下阅片，肾损伤病理评分（Ｔｈｅｉｎｊｕｒｙ
ｓｃｏｒｅ）评估如下：光镜下观察肾组织形态学改变，在
４００倍视野下连续观察，每只大鼠随机抽取１０张切片
评估，每张图像随机分为１００个网格。每个网格的管
状组织的半定量评估如下：０＝正常组织；１＝管状细胞
肿胀、脱落或坏死、刷缘丢失、管型形成、管状细胞扩

张、管状细胞萎缩、免疫细胞浸润。损伤评分是通过将

每个图像的所有１００个网格分数相加，然后取１０个随
机图像的平均值来计算的。

１．７　大鼠肾功能ＥＬＩＳＡ检测
　　在相应时间点 ３％戊巴比妥麻醉大鼠，下腔静脉
收集血液，３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取血清后用酶联
免疫吸附测定试剂盒（ＤＹ００８，Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ）测定血
清ＢＵＮ、Ｃｒ、ＴＮＦα和ＩＬ６。
１．８　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ
　　利用ＲＩＰＡ缓冲液提取大鼠组织总蛋白质。测定
蛋白质浓度后，用 １２％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白质，然后
将其转移至ＰＶＤＦ膜。用５％脱脂奶粉４℃封闭过夜，
加一抗 ＮＦＫＢ、Ｋｉ６７、ＦＧＦ２、ＦＧＦ２３、ｐＡＭＰＫ、ｐＥＲＫ、
βａｃｔｉｎ，室温孵育１ｈ。洗膜后加二抗，室温孵育１ｈ。
洗膜后加入化学发光试剂。曝光显影后，读取蛋白质

条带灰度值并统计学分析。

１．９　ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ
　　用Ｔｒｉｚｏｌ（Ｓｉｇｍａ，ＵＳＡ）从肾脏匀浆组织中提取总
ＲＮＡ。经ＤＮａｓｅＩ消化后，按照逆转录酶试剂盒（Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）将２μｇＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ。采用
Ａｇｉｌｅｎｔ２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ（ＡｇｉｌｅｎｔＢｉｏａｎａｌｙｚｅｒ，ＵＳＡ）在
２６０ｎｍ和２８０ｎｍ处吸光度的比值来评价 ｃＤＮＡ的质
量，用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ特异性引物在 ｉＣｙｃｌｅｒＴｈｅｒｍａｌ
Ｃｙｃｌｅｒ（ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ）中进行ＰＣＲ扩增。ｍＲＮＡ的相
对表达量通过２－ΔΔＣｔ方法计算，内参基因为甘油醛 ３
磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）。

０６０２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



１．１０　统计学处理
　　所有实验都使用 ３个生物重复。所有数据使用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．５．０软件进行统计分析和制图，计量
资料以 珋ｘ±ｓ的形式表示。两组或多组间比较采用单因
素方差分析和 Ｔｕｋｅｙ多组比较检验，对于两组正态分
布的定量资料间比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验。Ｐ＜０．０５
表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　新疆干热环境热射病急性肾损伤模型建立
　　使用特殊环境舱模拟新疆干热环境（图１Ａ）构建
的热射病大鼠核心体温均达到（４０．３８±０．２５）℃
（图１Ｂ），表现出明显更快的心率，更低的收缩压
９３．９５±３．２５）ｍｍＨｇ（图１Ｃ）。此外，大鼠还出现了精神

状态差、食欲不振、毛发凌乱、对外部刺激反应缓慢等

临床症状。正常肾脏组织和热射病建模组比较，建模

成功组肾小球和集合小管大量出血，小管上皮细胞肿

胀，空泡变性，蛋白铸型；肝脏：肝细胞水肿、肝窦扩张

充血；肺脏：肺充血、水肿，可见嗜酸性粒细胞浸润；肠

道：固有层扩张充血，与上皮分离（图１Ｄ）。根据肾脏
疾病改善全球结局（ＫＤＩＧＯ）标准，在７天内Ｃｒ升高比
基线高１．５倍被诊断为 ＡＫＩ［２１－２２］。大鼠血清生化检
测显示（图１Ｅ），热射病建模组中性粒细胞明胶酶相关
脂质运载蛋白（ＮＧＡＬ）、肌酐（Ｃｒ）、尿素氮（ＢＵＮ）、肌
酸激酶（ＣＫ）、肌红蛋白（Ｍｙｏ）、ＩＬ６均超过正常上
限，实验组与对照组有统计学意义（ｎ＝１０，Ｐ＜０．０５），提
示模型建立成功。上述结果提示 ＥＨＳ致 ＡＫＩ大鼠模
型成功建立。
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Ａ：将实验动物置于新疆军区总医院特殊环境舱内，并定时经肛门监测核心体温（Ｂ）、收缩压（Ｃ）；（Ｄ）对照组与实验组比较肾
脏、肝脏、肺脏和小肠损伤ＨＥ染色情况；Ｅ：热射病模型大鼠ＮＧＡＬ、Ｃｒ、ＢＵＮ、ＭＹＯ、ＩＬ６均较对照组升高，ａ：Ｐ＜０．０５，与ｓｈａｍ组
比较，ｎ＝１０

图１　热射病大鼠急性肾损伤模型的建立

１６０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）



２．２　ＶＥＧＦ和ＣＤ４７双修饰外泌体的鉴定
　　按照外泌体指南提取步骤提取外泌体［２３］。将融

合表达ＶＥＧＦ和ＣＤ４７的质粒转染进大鼠骨髓间充质
干细胞，４８ｈ后收集修饰外泌体（图 ２Ａ）。透射电子
显微镜证实修饰不会影响外泌体的形态（图 ２Ｂ，Ｃ），
纳米粒径测量结果显示 ＶＥＧＦ和 ＣＤ４７双修饰外泌体
（ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７）与未修饰外泌体（ＥｘｏｓＣｔｒｌ）大小均匀，峰
值在１２０ｎｍ左右，大小没有显著差异（图２Ｄ，Ｅ）。用

蛋白质印迹法检测外泌体特征性标志物 ＴＳＧ１０１、ＣＤ９
及高尔基体标志物 ＧＭ１３０的表达水平，结果显示
ＶＥＧＦ和ＣＤ４７修饰未影响外泌体的标志物特征（图２Ｆ）。
通过蛋白质印迹法检测了外泌体表面 ＶＥＧＦ、ＣＤ４７和
Ｌａｍｐ２ｂ的表达水平，结果显示 ＥｘｏｓＣｔｒｌ未明显表达
ＶＥＧＦ和ＣＤ４７。修饰的外泌体（ＥｘｏｓＣＤ４７）、ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７

表面ＣＤ４７表达增加，ＶＥＧＦ修饰的外泌体（ＥｘｏｓＶＥＧＦ）、
ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７表面ＶＥＧＦ的表达增加（图２Ｇ）。
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Ａ：ＶＥＧＦ和ＣＤ４７双修饰外泌体的制备和分离示意图（ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７）。Ｂ／Ｃ：Ｔｕｂｅ形态分析ＥｘｏｓＣｔｒｌ（Ｂ）和ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７（Ｃ）在透
射电镜下的代表性图像。Ｄ／Ｅ：采用纳米颗粒跟踪分析方法测定未修饰外泌体（ＥｘｏｓＣｔｒｌ，Ｄ）和融合外泌体（ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７，Ｅ）的粒
径。Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测外泌体标记ＣＤ９、ＴＳＧ１０１和高尔基体标记 ＧＭ１３０。Ｇ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ＥｘｏｓＣｔｒｌ、ＶＥＧＦ修饰外
泌体（ＥｘｏｓＶＥＧＦ）、ＣＤ４７修饰外泌体（ＥｘｏｓＣＤ４７）和ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７上的ＣＤ４７、ＶＥＧＦ和Ｌａｍｐ２ｂ表达水平

图２　ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７分离、构建和鉴定

２６０２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．３　ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７增强了外泌体对急性肾损伤组织的
靶向作用

　　通过经尾静脉注射的方式给药注射 ＤｉＤ标记的
ＥｘｏｓＣｔｒｏｌ、ＥｘｏｓＶＥＧＦ和 ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７修饰的外泌体，通过
小动物活体成像观察荧光强度。结果显示，相较于

ＥｘｏｓＣｔｒｌ组和 ＥｘｏｓＶＥＧＦ组，ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７在活体肾组织中
的荧光强度最高（３．７８２±０．１１２ｖｓ０．６４１±０．０７１，３．７８２±
０．１１２ｖｓ１．４２６±０．０９８，Ｐ＜０．０５，图３Ａ），在离体肾组
织中富集度高（图 ３Ｂ）。体内实验结果表明，ＶＥＧＦ
ＣＤ４７修饰增强了外泌体在肾组织的富集。
２．４　ＶＥＧＦＣＤ４７双修外泌体改善新疆干热环境热射

病相关急性肾损伤的肾功能

　　通过ＥＬＩＳＡ方法检测肌酐、尿素氮。血清尿素氮
水平：ＡＫＩ＋盐水组与ＡＫＩ组无统计学差异（Ｐ＝０．４６９１）；
与ＡＫＩ组相比，ＥｘｏｓＶＥＧＦ＋ＣＤ４７血清尿素氮明显下降（Ｐ＜
０．０００１）；ＥｘｏｓＶＥＧＦ组与 ＥｘｏｓＶＥＧＦ＋ＣＤ４７相比，ＥｘｏｓＶＥＧＦ＋ＣＤ４７

降低更明显（Ｐ＜０．０００１）（图 ４Ａ）。血清肌酐水平：
ＡＫＩ＋盐水组与 ＡＫＩ组无统计学差异（Ｐ＝０．３５８３）；

与ＡＫＩ组相比，ＥｘｏｓＶＥＧＦ＋ＣＤ４７组血清肌酐明显下降
（Ｐ＜０．０００１）；ＥｘｏｓＶＥＧＦ 组 与 ＥｘｏｓＶＥＧＦ＋ＣＤ４７ 相 比，

ＥｘｏｓＶＥＧＦ＋ＣＤ４７降低更明显（Ｐ＝０．００２５）（图４Ｂ）。
２．５　ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７抑制急性肾损伤肾小管炎症反应
　　免疫组化结果（图 ５Ａ）提示与 Ｓｈａｍ组相比较，
ＡＫＩ未治疗组肾小管管型形成、周围血管扩张充血、炎
性细胞浸润，并可见坏死；ＡＫＩ＋Ｅｐ组与 ＡＫＩ组无明显
变化；与 ＡＫＩ＋Ｅｘｏｓ组、ＡＫＩ＋ＥｘｏｓＶＥＧＦ 组 相 比，
ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７组管型减少，可见气球样变、肾小管周围
扩张充血。

　　由于热射病类脓毒症样炎症反应是 ＡＫＩ引起组
织损伤的主要机制之一，我们分析了 ＥｘｏｓＶＥＧＦ发挥抗
炎作用的能力。与未处理的对照组相比，肾脏免疫组

织化学染色显示，ＡＫＩ未治疗组的促炎细胞因子
ＴＮＦα及其下游效应因子 ＮＦκＢ显著升高（图 ５Ａ）。
图５ＢＴｕｂｕｌａｒｃａｓｔｓｓｃｏｒｅ提示ＡＫＩ＋ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７组评分
显著低于 ＡＫＩ＋Ｅｘｏｓ组、ＡＫＩ＋ＥｘｏｓＶＥＧＦ组，差异有统计
学差异（Ｐ＜０．０００１）。
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Ａ：经颈动脉注射ＤｉＤ标记的未修饰的 Ｅｘｏｓｍｅｓ（ＥｘｏｓＣｔｒｌ）、ＥｘｏｓＶＥＧＦ和 ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７后１２ｈ、２４ｈ和３６ｈ的 ＡＫＩ体内荧光图
像；Ｂ：注射ＤｉＤ标记的外泌体后离体肾脏的荧光图像

图３　热射病大鼠急性肾损伤模型外泌体靶向能力

３６０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）



　　通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定肾溶液中 ＮＦκＢ的蛋白，
与ＡＫＩ组相比，ＡＫＩ＋ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７组下游 ＮＦκＢ蛋白
相对表达下调（图 ５Ｃ：１．４８±０．３８ｖｓ４．６０±０．５６，Ｐ＜
０．０００１）。ｑＲＴＰＣＲ检测发现 ＴＮＦα和 ＮＦκＢｍＲＮＡ

表达也出现了相似趋势：与 ＡＫＩ组相比，ＡＫＩ＋
ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７组血清促炎因子 ＴＮＦα、ＮＦκＢ水平显著
下调 （Ｐ＜０．０００１，图５Ｄ和Ｅ）。
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１：Ｓｈａｍ；２：ＡＫＩ；３：ＡＫＩ＋Ｅｐ；４：ＡＫＩ＋Ｅｘｏｓ；５：ＡＫＩ＋ＥｘｏｓＶＥＧＦ；６：ＡＫＩ＋ＥｘｏｓＶＥＧＦ－ＣＤ４７

Ａ：ａ：Ｐ＝０．４６９１，Ｐ＞０．０５，与ＡＫＩ＋Ｅｐ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＥｘｏｓＶＥＧＦ－ＣＤ４７相比；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＥｘｏｓＶＥＧＦ－ＣＤ４７相比；ｄ：Ｐ＜０．０５，与
ＥｘｏｓＶＥＧＦ－ＣＤ４７组相比；ｅ：Ｐ＜０．０５，与ＡＫＩ组相比；Ｂ：ａ：Ｐ＝０．３５８３，Ｐ＞０．０５，与ＡＫＩ＋Ｅｐ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＥｘｏｓＶＥＧＦ－ＣＤ４７相比；
ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＥｘｏｓＶＥＧＦ－ＣＤ４７相比；　ｄ：Ｐ＜０．０５，与ＥｘｏｓＶＥＧＦ－ＣＤ４７组相比；ｅ：Ｐ＜０．０００１，与ＡＫＩ组相比

图４　ＥＬＩＳＡ方法检测尿素氮水平（Ａ），血肌酐水平（Ｂ）
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１：Ｓｈａｍ；２：ＡＫＩ；３：ＡＫＩ＋Ｅｐ；４：ＡＫＩ＋Ｅｘｏｓ；５：ＡＫＩ＋ＥｘｏｓＶＥＧＦ；６：ＡＫＩ＋ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７

Ａ：可见 Ｓｈａｍ、ＡＫＩ、ＡＫＩ＋Ｅｐ、ＡＫＩ＋Ｅｘｏｓ组、ＡＫＩ＋ＥｘｏｓＶＥＧＦ、ＡＫＩ＋ＥｘｏｓＶＥＧＦ－ＣＤ４７的 ＨＥ染色，ＴＮＦα和 ＮＦκＢ免疫组化染色；
Ｂ：Ｔｕｂｕｌａｒｃａｓｔｓｓｃｏｒｅ评估组织学差异，ａ：Ｐ＞０．０５，与 ＡＫＩ＋Ｅｐ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＥｘｏｓＶＥＧＦ－ＣＤ４７相比；ｃ：Ｐ＜０．０５，与
ＥｘｏｓＶＥＧＦ－ＣＤ４７相比；ｄ：Ｐ＜０．０５，与 ＥｘｏｓＶＥＧＦ－ＣＤ４７组相比；ｅ：Ｐ＜０．０００１，与 ＡＫＩ组相比；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析 ＮＦκ表达水平；
Ｄ：ＰＣＲ分析ＴＮＦα表达水平，ａ：Ｐ＞０．０５，与ＡＫＩ＋Ｅｐ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＥｘｏｓＶＥＧＦ－ＣＤ４７相比；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＥｘｏｓＶＥＧＦ－ＣＤ４７相
比；ｄ：Ｐ＜０．０５，与ＥｘｏｓＶＥＧＦ－ＣＤ４７组相比；ｅ：Ｐ＜０．０００１，与ＡＫＩ组相比；Ｅ：ＰＣＲ分析ＮＦκ，ａ：Ｐ＞０．０５，与ＡＫＩ＋Ｅｐ组比较；ｂ：Ｐ＜
０．０５，与ＥｘｏｓＶＥＧＦ－ＣＤ４７相比；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＥｘｏｓＶＥＧＦ－ＣＤ４７相比；　ｄ：Ｐ＜０．０５，与ＥｘｏｓＶＥＧＦ－ＣＤ４７组相比；ｅ：Ｐ＜０．０００１，与ＡＫＩ组相比

图５　ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７抑制急性肾损伤肾小管炎症反应

４６０２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．６　ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７促进急性肾损伤后增殖修复
　　急性肾损伤主要因肾小管上皮细胞坏死、小管周
围血管损伤，增加损伤修复是临床治疗好转的决定因

素。为观察ＥｘｏｓＶＥＧＦ促进热射病急性肾损伤后修复作
用，从基因调控关键通路上证实损伤修复机制。ＷＢ
结果提示与 ＡＫＩ组相比 ＥｘｏｓＶＥＧＦ组和 ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７

Ｋｉ６７、ＦＧＦ２表达上调，而 ＦＧＦ２３表达下调。从 Ｒｅａｌ
ＴｉｍｅＰＣＲ分析结果来看，与 ＡＫＩ组相比 ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７

上调了Ｋｉ６７（０．１９２±０．０３９ｖｓ０．６４１±０．１０４，Ｐ＜０．０００１）
和ＦＧＦ２（０．３５８±０．１４９ｖｓ１．８８０±０．１１０，Ｐ＜０．０００１），
下调了 ＦＧＦ２３（０．１９６±０．０４４ｖｓ３．１８９±０．３５３，Ｐ＜
０．０００１）。与 ＡＫＩ＋ＥｘｏｓＶＥＧＦ组相比，ＡＫＩ＋ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７

促进增殖相关信号更高，Ｋｉ６７（０．４０６±０．０４７ｖｓ０．６４１±
０．１０４，Ｐ＜０．０００１）；ＦＧＦ２（１．４９３±０．１１３ｖｓ１．８８０±
０．１１０，Ｐ＜０．０００１），在激活纤维化信号方面，ＦＧＦ２３
（０．１９６±０．０４４ｖｓ０．２５９±０．０８３，Ｐ＝０．０５０８）ＡＫＩ＋ＥｘｏｓＶＥＧＦ

组与ＡＫＩ＋ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７组无统计学差异（Ｐ＞０．０５），但较
ＡＫＩ明显升高有统计学差异（Ｐ＜０．０５）（图６Ａ）。
　　为进一步明确关键调控增殖机制，使用 ＷＢ证实
在ＡＫＩ组，对细胞再生和增殖关键信号通路调控因子
ＡＭＰＫ和经典增殖途径ＥＲＫ进行了Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析

和ＰＣＲ分析。与 ＡＫＩ组相比，ＡＫＩ＋ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７组
ｐＡＭＰＫ表达量均显著上调（３．９７２±０．３２３ｖｓ０．２２３±
０．０６５，Ｐ＜０．０００１）。与 ＡＫＩ＋ＥｘｏｓＶＥＧＦ组相比，ＡＫＩ＋
ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７组ｐＡＭＰＫ相对表达量上调（３．９７２±０．３２３
ｖｓ３．２７８±０．６１３，Ｐ＝０．００５４）。与 ＡＫＩ组相比，ＡＫＩ＋
ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７组ｐＥＲＫ表达量均显著上调（２．７１５±０．２４７
ｖｓ１．１９０±０．１４５，Ｐ＜０．０００１）。与 ＡＫＩ＋ＥｘｏｓＶＥＧＦ组相
比，ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７组 ｐＥＲＫ相对表达量上调（２．７１５±
０．２１４ｖｓ２．４０４±０．２１４，Ｐ＝０．００７６）（图６Ｂ）。

３　讨论

　　热射病可引起 ＡＫＩ，并且使未来进展为慢性肾衰
的风险增高。因此，建立贴近临床的动物模型用于热

射病相关研究至关重要。ＬＩＵ等［２４］用局部肌注甘油

导致肌溶解和增加动物运动量的方法成功建立热射病

大鼠模型。笔者认为热射病是系统性疾病，急性肾损

伤在早期热损伤即出现。ＺＨＯＵ等［１９－２０］根据新疆特

殊环境实验室成功建立新疆干热环境热射病肾损伤大

鼠模型，本研究实验条件将舱内温度上升至４２．６３℃±
１．００℃维持 ２ｈ，以 １ｍＡ电刺激在热环境下训练
６５ｍｉｎ模拟劳力性热射病。该温度可以稳定复制热
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１：ＡＫＩ；２：ＡＫＩ＋ＥｘｏｓＶＥＧＦ；３：ＡＫＩ＋ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析和ＰＣＲ分析Ｋｉ６７、ＦＧＦ２和ＦＧＦ２３表达水平，（Ｋｉ６７：ａ：Ｐ＜０．０５，与ＡＫＩ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＥｘｏｓＶＥＧＦ相
比；ＦＧＦ２：ａ：Ｐ＜０．０５，与ＡＫＩ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＥｘｏｓＶＥＧＦ相比；ＦＧＦ２３：ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＡＫＩ组比较；ｂ：Ｐ＝０．０５０８，与
ＥｘｏｓＶＥＧＦ相比）；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析和 ＰＣＲ分析 ｐＡＭＰＫ、ｐＥＲＫ表达水平 ｐＡＭＰＫ：ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＡＫＩ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与
ＥｘｏｓＶＥＧＦ相比；ｐＥＲＫ：ａ：Ｐ＜０．０５，与ＡＫＩ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＥｘｏｓＶＥＧＦ相比

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析和ＰＣＲ分析

５６０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）



射病急性肾损伤大鼠模型，该模型在本次实验中复制

稳定，并且组织学评分均符合急性肾损伤模型，更贴近

临床实践。

　　有研究认为新疆干热环境热射病休克、热损伤导
致急性肾损伤更早［３，１９］。热损伤加之热射病肌溶解损

伤内皮细胞，而机体保护性措施是使损伤的内皮细胞

增殖增加，肾血管与肾功能恢复重建密切相关，病理切

片显示大部分器官内皮细胞损伤、炎症、广泛血栓形成

和出血，血管内皮结构的破坏可导致各种肾脏疾病的

发生和发展［２５］。急性肾损伤往往是快速进展的转折

点［２０］。目前专家共识［２６］提倡“十早一禁”即早做

ＣＲＲＴ减轻肾脏损伤或延迟进展至急性肾损伤，但尚
缺乏有效的药物治疗手段及递送方法。既往研究认为

间充质干细胞作为修复组织损伤来源，通过归巢至受

损部位和分泌调节分子。间充质干细胞损伤修复机制

主要通过分泌外泌体进行损伤修复［２３］，囊泡包含的

ｍｉｃｒｏＲＮＡ、蛋白质等有促分化、增殖、应激和免疫调节
等功能［２７］，通过胞吐作用分泌来调节细胞功能或激活

相关信号通路促进热射病急性肾损伤后修复。分离提

纯干细胞和外泌体是本研究关键，分离的骨髓间充质

干细胞 ＣＤ４４、ＣＤ９０、ＣＤ４５阳性，有向骨、软骨和脂肪
等多向分化的潜能，与文献报道一致。

　　ＬＩＵ等［１２］通过荟萃分析证实，外泌体治疗可以改

善临床前啮齿动物 ＡＫＩ模型的肾功能和炎症反应状
态、减少细胞凋亡，为人体临床试验提供了重要线索。

目前发现外泌体中不仅含正向调节减轻肾损伤炎症、

促修复的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ４８６５ｐ、ｍｉＲ１４６ａ５ｐ、ｍｉｃｒｏＲＮＡ
２１５ｐ等，还有负向调节促进炎症和损伤的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ
３０ａ５ｐ、ｍｉＲＮＡ１９ｂ３ｐ等［２８－２９］。但随着外泌体研究的

进展，其存在不均一性、靶器官沉积少、微血管首过效

应、内容物多样性、容易被巨噬细胞吞噬等问题和技术

瓶颈［２３］。如何提高外泌体靶向性和沉积率以满足临

床应用已成为研究的重要内容［３０］，通过外泌体表面修

饰蛋白增加靶向性被证实成为新的方向。

　　急性肾损伤后足细胞和近端肾小管上皮细胞等实
质细胞都会产生的 ＶＥＧＦ减轻炎症、促进肾小球内皮
和小管周围微血管增殖、减轻纤维化，但原位分泌量和

质均存在不足，早期治疗不足可能导致后期慢性肾功

能衰竭［１５，３１］。新的研究［１５］也显示肾小管周围微血管

内源性修复反应并不足。外源性补充大多以ＶＥＧＦ蛋
白为主，由于其易降解、半衰期短、系统性毒性大、成本

高等特点存在争议。外泌体携带［１５］ＶＥＧＦＡ、ＶＥＧＦ
１６５［３１］和ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ１［３２］可作为外泌体修饰蛋白增强
靶向性。ＶＥＧＦ是一种是血管生成重要的生长因子，
肽段可以定位于外泌体膜表面增加受损肾组织器官沉

积［３３］，通过受体和配体相结合启动下游信号转导。同

时也可以通过激活 ＥＲＫ信号通路参与炎症反应。激
活的 ＶＥＧＦＲ通过一系列的磷酸化事件，最终导致
ＭＡＰＫ／ＥＲＫ１／２的激活。这种激活不仅包括 ＥＲＫ蛋
白的磷酸化，还涉及其核易位，即 ＥＲＫ进入细胞核并
发挥其功能。进一步促进炎症因子的表达和释放，从

而引发炎症反应。ＶＥＧＦ在不同炎症反应中的具体作
用机制是多方面的，既包括直接促进血管生成，也涉及

通过调节免疫反应和细胞信号传导来间接影响炎症过

程，例如炎症早期通过影响巨噬细胞的极化来调节免

疫反应，减少与巨噬细胞的相互作用并可能减轻热射

病早期的炎症反应［３４］。而外泌体治疗的主要障碍是

单核吞噬细胞系统（ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｐｈａｇｏｃｙｔｅｓｙｓｔｅｍ，
ＭＰＳ），其吞噬作用限制了外泌体靶向治疗的临床应
用。ＣＤ４７主要表达于循环造血干细胞、正常红细胞，
也是一种跨膜分子，与巨噬细胞表面的 ＳＩＲＰα结合避
免被吞噬。本实验通过 ＶＥＧＦＣＤ４７双修饰外泌体作
为骨髓间充质干细胞递送载体，活体动物成像显示肾

脏沉积量增加，肾功能改善强于单独 ＶＥＧＦ修饰外泌
体，并且在降低炎症信号、促进增殖和降低纤维化信号

方面优于其他组。提示二者相互协同既促进肾损伤修

复，也降低早期炎症激活的作用，具体调节机制仍需要

进一步证实。

　　ＫＩＭ等［３５］用 ｐｃｄｎａＣＴＰＬａｍｐ２ｂ共转染 ＨＥＫ２９３
细胞，生成心脏靶向外泌体。Ｌａｍｐ２ｂ最常用于与靶
向细胞融合以实现肽修饰外泌体内吞，本实验构建质

粒载体中应用Ｌａｍｐ２ｂ［３６］，并通过电穿孔方式将构建
质粒转染进入大鼠骨髓间充质干细胞，转染效率可达

８０％～９０％，完全满足实验要求。通过热射病急性肾损
伤给药治疗发现，给药３次（建模后１２、２４、３６ｈ）７２ｈ
ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７明显下调肾组织 ＴＮＦα和下游
ＮＦκＢ水平。与 ＹＵＡＮ等［３７］阻断 ＺＢＰ１降低 ＴＮＦα
和下游ＮＦκＢ相符，从而减轻热损伤导致的细胞死
亡。ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７所携带调节相关分子是否与阻
断 ＺＢＰ１相关仍需进一步阐明。同样，ＥｘｏｓＶＥＧＦ
ＣＤ４７组上调增殖相关信号通路蛋白Ｋｉ６７、ＦＧＦ２，对肾
毛细血管的结构和功能起着至关重要的作用。从肾脏

病理ＨＥ染色、免疫组化染色以及肾功能来看有逆转
作用。

　　但 ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７下调了 ＦＧＦ２３，有学者研究证实
ＦＧＦ２３主要通过与近端肾小管上皮细胞膜结合蛋白
Ｋｌｏｔｈｏ和成纤维细胞生长因子受体（ＦＧＦＲ）形成复合
物来影响肾的钙磷平衡，从而促进慢性肾病相关的心

肌肥厚和肾脏纤维化［３８］。本研究发现 ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７下
调了ＦＧＦ２３可能抑制纤维化的作用，有效阻断了急性

６６０２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



肾损伤后的慢性进展。ｐＡＭＰＫ在 ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７组较其
他组明显上调，在热射病ＡＫＩ中下调；ｐＥＲＫ也能看到
同样的趋势，提示ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７在肾脏损伤修复中调节
能量代谢和炎症，可能在肾损伤后组织再生有密切关

系。目前仍然缺少大规模量产外泌体的技术，探索产

生足够靶向外泌体的新技术和装载小分子药物将是我

们未来的主要研究方向。

　　综上所述，通过构建质粒转染 ＢＭＭＳＣｓ的
ＥｘｏｓＶＥＧＦＣＤ４７靶向急性肾损伤，精确靶向热射病急性肾
损伤。成功逆转了热射病急性 ＡＫＩ，减轻了热射病早
期“脓毒症样”炎症反应，促进肾血管、肾小管等组织

损伤后修复。本实验仅在小动物水平进行尝试，其大

动物水平及临床研究是否相符需进一步证实。进一步

对修饰外泌体内容物的活性分子、蛋白等进行研究或

加载靶向治疗性活性分子，有望揭示具体损伤修复调

控机制和提供新的治疗思路。
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［３５］ＫＩＭ Ｈ，ＹＵＮ Ｎ Ｒ，ＭＵＮ Ｄ，ｅｔａｌ．Ｃａｒｄｉａｃｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｂｙ ｃａｒｄｉａｃ ｔｉｓｓｕｅｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｐｅｐｔｉｄｅｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ
ｅｘｏｓｏｍｅｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２０１８，４９９
（４）：８０３－８０８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｂｒｃ．２０１８．０３．２２７．

［３６］ＭＵＲＰＨＹＤＥ，ＤＥＪＯＮＧＯＧ，ＢＲＯＵＷＥＲＭ，ｅｔａｌ．
Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｖｅｓｉｃｌｅｂａｓｅｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ： ｎａｔｕｒａｌｖｅｒｓｕｓ
ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｔａｒｇｅｔｉｎｇａｎｄｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ［Ｊ］．ＥｘｐＭｏｌＭｅｄ，
２０１９，５１（３）：１－１２．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ１２２７６０１９０２２３５．

［３７］ＹＵＡＮＦＦ，ＣＡＩＪＺ，ＷＵＪＦ，ｅｔａｌ．ＺＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ１ｐｒｏｍｏｔｅｓｈｅａｔｓｔｒｏｋｅｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌｄｅａｔｈ［Ｊ］．
Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０２２，３７６（６５９３）：６０９－６１５．ＤＯＩ：１０．１１２６／
ｓｃｉｅｎｃｅ．ａｂｇ５２５１．

［３８］ＦＩＧＵＲＥＫＡ，ＲＲＯＪＩＭ，ＳＰＡＳＯＶＳＫＩＧ．ＦＧＦ２３ｉｎｃｈｒｏｎｉｃ
ｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ：ｂｒｉｄｇｉｎｇｔｈｅｈｅａｒｔａｎｄＡｎｅｍｉａ［Ｊ］．Ｃｅｌｌｓ，
２０２３，１２（４）：６０９．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｃｅｌｌｓ１２０４０６０９．

（收稿：２０２４０６０８；修回：２０２４０７２０）

（编辑　邓强庭）
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