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$摘要% 自
$(0'

年外泌体被发现'有关外泌体的研究在不断深入'其功能也不断被发现'如作为分子标记物

诊断疾病的发生/影响机体免疫功能等0细菌中同样存在外泌体'其可以影响宿主的免疫'当细菌感染宿主后'宿

主所产生的外泌体对宿主的免疫也起着十分重要的作用0作者对结核分枝杆菌外泌体功能的研究进行了综述'并

以分枝杆菌为代表'对细菌的外泌体功能结合文献进行了阐述0

$关键词%

!

分枝杆菌'结核+

!

分枝杆菌属+

!

外泌体+

!

生物学标记+

!

生物医学研究+

!

功能
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自外泌体被发现'其包含的核苷酸和蛋白质可以作为分

子标记物来诊断肿瘤的发生'同时也会对宿主免疫方面产生

影响0当今'结核病是危害人类的重大疾病'是由结核分枝

杆菌感染所引起的慢性传染性疾病0结核分枝杆菌产生的

外泌体能够对宿主免疫产生影响'当结核分枝杆菌感染宿主

后'宿主所产生的外泌体也能够造成宿主的免疫学改变0当

然'在非结核分枝杆菌中也存在外泌体'也会反映宿主免疫

方面的变化0因此'对结核分枝杆菌与非结核分枝杆菌外泌

体的研究能够区分结核分枝杆菌与非结核分枝杆菌'并促进

结核病的诊断与治疗的发展'为临床诊断与治疗提供新

思路0

外泌体简介

一/外泌体定义

$(0'

年'

?6G!#-

[

等)

$

*发现'非溶酶体的多泡内含体由

于内吞作用富集了大量的标志性转运蛋白'随后与质膜融合

并且通过胞吐作用释放出内含于囊泡的结构0之后'

V6-

和

R"9-,I"-F

)

/

*用外泌体来命名多泡体释放出的囊泡状结构0

外泌体是由细胞分泌的直径在
'%

"

$%%-5

之间的微小

囊泡状结构'内含来源于细胞相关的蛋白质与核苷酸等生物

分子0外泌体可由几乎所有类型的细胞分泌'并且在组织细

胞生理和病理情况下皆可持续分泌'存在于多种体液当中0

二/外泌体提取与检测

%一&外泌体提取方法

外泌体的提取主要包括以下几种方式!%

$

&超速离心法0

此种方法得到的外泌体量多'纯度不足'易聚集成块+同时此

法提出的是微泡'不是外泌体0%

/

&过滤离心法0这种操作

简单/省时'同样存在纯度不足的问题0%

'

&密度梯度离心

法0此方法得到的外泌体纯度高'但是前期准备工作繁杂/

耗时/量少0%

1

&免疫磁珠法0这种方法可以保证外泌体形

态的完整'特异性高/操作简单/不需要昂贵的仪器设备'但

外泌体生物活性可能受到影响'影响下一步的实验0%

C

&

VH

亲和法0该方法与免疫磁珠法相似'获得的外泌体形态完

整'纯度最高'且不影响外泌体的生物活性0%

)

&色谱法0这

种方法分离到的外泌体在电镜下大小均一'但设备要求高'

应用不广泛0

%二&外泌体检测

检测外泌体的主要方法为电子显微镜/流式细胞技术/

蛋白质免疫印迹%

EF,IFG-K7"I

'
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&/动态光散射/酶联免疫
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吸附试验%

F-8

:

5F7#-\F!#55J-","GKF-I6,,6

:

'

4M@HP

&等)

'

*

0

近年来出现很多新型的检测外泌体方法'如利用具有优

良水溶性的单壁碳纳米管%

,.H_QT=,

&和核酸适体来检测

外泌体)

1

*

/表面等离子体共振成像%

HVO#

&技术)

C

*

/通过表面

增强拉曼散射光谱%

,JGL6;F.F-96-;F!O656-,;6IIFG#-

[

'

H4OH

&信号快速检测外泌体)

)

*等0

三/外泌体功能

研究者首次发现外泌体后'认为是细胞利用其排泄废物

的一种方式0随着研究的深入'发现外泌体具有多种多样的

功能0

%一&作为诊断生物标记物

外泌体上的
QY0$

蛋白在诊断丙型肝炎和针对丙型肝

炎的治疗方面有一定的生物标记作用)

D

*

+在卵巢癌患者的卵

巢和来源于卵巢癌患者血清分离的外泌体中'作为诊断标记

的几种
5#OTP

在健康对照组中并没有被发现'这说明外泌

体
5#OTP

可以作为癌症病理诊断的生物标记物)

0

*

0

图
?

!

细菌
S<A,

的功能%原图见文献)

$1

*&

%二&作为载体介导细胞间的信息传递)

(

*

外泌体在发挥信息传递作用时主要通过以下
1

种方式!

%

$

&利用配体
.

受体介导的方式刺激受体细胞'进而传递信

息+%

/

&在细胞间转移受体+%

'

&将功能蛋白或传染性颗粒转

移到受体细胞内+%

1

&利用膜融合的方式向受体细胞传递遗

传信息0

%三&促进肿瘤细胞凋亡

从胰腺肿瘤患者分离的肿瘤细胞外泌体可上调肿瘤细

胞
>;7./

相关
3

蛋白基因%

>;7./6,,";#6IF!3

W

G"IF#-

'

>6X

&

的表达水平'进而促进肿瘤细胞凋亡)

$%

*

'而在晚期肿瘤患者

分离的肿瘤细胞外泌体会促进肿瘤的发生发展)

$$

*

0

%四&参与机体的免疫应答

与对照外膜囊泡%

S<A,

&接种动物的脾细胞相比'小鼠

接种寨卡病毒%

2@]A

&

.S<A

疫苗后脾细胞的白细胞介素

%

@M

&

./

/

@M.1

和转化生长因子
.

4

%

=NU.

4

&的表达水平更高'说

明
2@]A.S<A

疫苗接种后产生了免疫应答)

$/

*

0

%五&对疾病的治疗作用

在糖尿病肾病大鼠模型中'连续尾静脉注射人尿液来源

的外泌体'其尿白蛋水平明显降低)

$'

*

0

细菌外泌体

外膜囊泡的特性使得其能够介导
YTP

片段%自溶素/

细胞毒素/毒力因子和各种其他生物分子&的转移0

S<A,

已被确认在获取营养物质/应激反应/毒素/黏附宿主/毒力

因子传递中的作用'以逃避宿主防御系统的攻击%图
$

&

)

$1

*

0

一/

S<A,

在细菌生理学及致病中的作用

S<A,

通过多种途径促进细菌存活'并且能够通过不同

的机制增加细菌的致病性0例如'可以在应激条件下从细菌

细胞去除有毒化合物%错误折叠的蛋白质等&+应激条件可以

也增加
S<A,

的产量+致病革兰阴性菌在感染期间利用

S<A,

与宿主细胞相互作用+

S<A,

可以穿过肠道中的黏

液屏障并到达肠上皮细胞'将细菌抗原递送至潜在的巨噬细

胞'从而引发肠道炎症等)

$C

*

0

二/细菌外泌体对宿主免疫的影响

现已有证据证明'当细菌感染宿主后'细菌
S<A,

会影

响宿主免疫0例如'使用产肠毒素性大肠埃希菌%

4=4Q

&分

泌的
S<A,

免疫小鼠与对照组相比'死亡时间延后'当用低

浓度的
4=4Q

对小鼠进行感染时'使用
4=4Q

分泌
S<A,

免疫小鼠与对照组相比'存活率提高)

$)

*

+使用牙龈卟啉单胞

菌的
S<A,

感染单核巨噬细胞%

=?V.$

细胞&'

=?V.$

细胞

中肿瘤坏死因子
.

)

%

IJ5"G-F;G",#,L6;I"G.

)

'

=TU.

)

&'

@M.0

'

@M.$

4

的表达随着牙龈卟啉单胞菌
S<A,

的浓度增加而减

少'

@M.$%

的表达随着牙龈卟啉单胞菌
S<A,

的浓度增加而

增加)

$D

*

0综上'细菌
S<A,

能够通过不同的途径引起宿主

免疫学的改变0

分枝杆菌与外泌体

分枝杆菌包括结核分枝杆菌与非结核分枝杆菌'均能够

(

%'$$

(
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分泌外泌体'并且能够诱导宿主免疫0分枝杆菌感染宿主

后'宿主产生的外泌体包含有分枝杆菌的组分'同时也能够

诱导未感染的细胞产生免疫应答)

$0

*

0

一/结核分枝杆菌与外泌体

结核分枝杆菌能够引起结核病的发生'其为细长带弯曲

的杆菌'抗酸染色后'镜下观察下为红色'且无芽孢和鞭毛0

结核分枝杆菌属于专性需氧菌'最适生长温度为
'Dk

'在一

般培养基中每
$0

"

/19

分裂一代'但营养充足时
C9

即可分

裂一代0在实验室'采用结核菌素试验和
#

干扰素释放试验

等方法对结核分枝杆菌的感染进行检测0

结核分枝杆菌能够分泌外泌体'并能对宿主的免疫产生

影响0分枝杆菌胞外囊泡%

<4A

&在
$%

年前首次被观察

到)

$(

*

'其释放是结核分枝杆菌调节宿主免疫反应的一个重

要的机制)

/%

*

0当然'当结核分枝杆菌感染宿主后'宿主产生

的外泌体同样能够产生免疫学影响0

%一&结核分枝杆菌外泌体对宿主免疫的影响

结核分枝杆菌的微囊泡%

5#;G"̂F,#;7F,

'

<A,

&能抑制巨

噬细胞和
=

细胞的功能'但可促进树突状细胞的主要组织

相容性复合体%

<?Q

&

$

类抗原呈递)

/$

*

+现也有研究表明'

结核分枝杆菌的膜囊泡可以促进巨噬细胞中细胞因子

=TU.

)

'

@M.)

'

@M.7

4

的表达'但不影响
@M.$%

的表达)

//

*

+在

>QN

蛋白脂质体%

VM>QN

&和
>QN

免疫的小鼠中'

@

[

N

的表

达水平接近'但均高于未处理组'同时
VM>QN

免疫的小鼠

相对于未处理组可显示更高的交叉免疫性'表明
VM>QN

中

存在其他相关的
<=>

抗原'其可能参与诱导针对结核病的

交叉保护性免疫)

/'

*

+结核分枝杆菌细胞外囊泡%

4A,

&能够

诱导人巨噬细胞产生促炎症细胞因子及共刺激分子的表达'

其诱导巨噬细胞产生的肿瘤坏死因子%

IJ5"G-F;G",#,

L6;I"G

'

=TU

&

.

)

'

@M.)

和
@M.$%

表达高'

=NU.

4

表达低'但无

法诱导
@M.$

4

表达0结核分枝杆菌
4A

诱导巨噬细胞上共刺

激分子
QY0)

的表达最高'也会明显增加
QY0%

的表达)

/1

*

+

用
?'DÔ

膜囊泡免疫小鼠引起辅助性
=

淋巴细胞
$

%

=9$

&

应答强于并优于用
>QN

膜囊泡或
>QN

免疫引起的
=9$

应

答)

/C

*等'都显示出结核分枝杆菌的外泌体能够诱导宿主产

生免疫功能改变0

%二&结核分枝杆菌感染宿主后'宿主产生的外泌体对

免疫功能的影响

用表达红色荧光蛋白%

Y,OF!

&或
P

[

0CP.Y,OF!

的牛分

枝杆菌菌株鼻内感染
O6K/D6

缺陷型小鼠'

O6K/D6

缺陷型小

鼠中分离的外泌体中
P

[

0CP.Y,OF!

的丰度比野生型低

C

倍'且在
Y,OF!

刺激后产生
@UT.

#

的
=

淋巴细胞数量明显

减少'可见宿主来源的外泌体可以在牛分枝杆菌感染期间促

进抗原特异性
=

淋巴细胞应答)

/)

*

+将
>QN

感染或未感染的

RDD1

细胞的外泌体与从
>QN

感染的小鼠分离的脾细胞一起

培养'来自感染细胞的外泌体能够诱导
QY0

Z和
QY1

Z

=

淋

巴细胞中
@UT.

#

的表达'而未感染细胞的外泌体未能诱导

@UT.

#

表达)

/D

*

+用结核分枝杆菌感染的巨噬细胞的
4A,

刺

激内皮细胞时'总共
'D

个通路被发现显著上调)

/0

*

+相对分

子质量为
$(%%%

的脂蛋白存在于结核分枝杆菌感染的巨噬

细胞外泌体上'并至少部分负责外泌体促炎的活性)

/(

*

+用

>QN

感染从人外周血中提取的单核细胞'诱导产生巨噬细

胞'并提取外泌体'进行
OTP

测序'发现有与免疫相关的

基因)

'%

*

0

%三&结核分枝杆菌外泌体在疾病诊断方面的作用

在结核分枝杆菌外泌体中检测到
/0D

个囊泡蛋白'其中

有几种与细菌的毒力有关)

'$

*

0目前'有研究表明在结核病

患者的外泌体中'存在有可以作为区分活动性肺结核和潜伏

感染的生物标志物的蛋白多肽)

'/

*

+通过对外泌体
OTP

进行

测序'为潜伏性和活动性结核病的诊断提供了潜在的生物标

志物)

''

*

0

%四&结核分枝杆菌外泌体在疾病治疗方面的作用

用
>QN

/带有明矾佐剂的
>QN

蛋白脂质体%

VM>QN.

P7

&和
>QNZVM>QN.P7

免疫小鼠'

/

个月后进行感染刺激'

发现
'

个组的细菌负荷均低于对照组'且
>QNZVM>QN.P7

组细菌负荷最低'同时肺表面积最小)

'1

*

+用结核分枝杆菌感

染巨噬细胞
/9

'然后用
4A.

聚甲基丙烯酸钠%

V<P

&'

4A.T.

甲酰
.M.

甲硫氨酰
.M.

亮氨酰
.M.

苯丙氨酸三肽%

L<MV

&和结核

分枝杆菌
4A

刺激
/1

和
109

'并进行菌落形成单位%

QÙ

&

测定'发现结核分枝杆菌
4A

刺激诱导后'细胞内结核分枝

杆菌的数量明显减少)

/%

*

+也有研究证明
?'DÔ

膜囊泡给予

加强的
>QN

疫苗能够减少结核分枝杆菌感染小鼠脾及肺中

的细菌数量)

/$

*

+

%五&结核分枝杆菌外泌体其他功能

结核分枝杆菌外泌体不光与免疫有关'在其他方面也发

挥着作用0例如'结核分枝杆菌外泌体能够释放分枝菌素'

从而促进结核分枝杆菌对铁的吸收能力'促进结核分枝杆菌

在宿主的扩散生长)

'C

*

+于肺炎/肺结核和肺癌的患者体内获

得胸腔积液'并从中获取其外泌体的
5#OTP

进行高通量序

列'发现
'

个组患者体内的
5#OTP

表达不同)

').'(

*

+相对于

未处理的内皮细胞'结核分枝杆菌感染巨噬细胞
4A,

刺激

的内皮细胞中有
()

个基因表达超过
/

倍或更多倍'相对于

结核分枝杆菌未感染巨噬细胞
4A,

者'结核分枝杆菌感染

巨噬细胞
4A,

刺激的内皮细胞中有
DC

个基因的表达水平

超过
/

倍)

/$

*

0由此推断当结核分枝杆菌感染宿主后'宿主

产生外泌体内
5#OTP

的释放会对机体产生影响0

二/非结核分枝杆菌与外泌体

非结核分枝杆菌是指结核分枝杆菌复合群与麻风分枝

杆菌以外的分枝杆菌'包括鸟分枝杆菌/耻垢分枝杆菌/海分

枝杆菌/龟分枝杆菌'等等0此处以鸟分枝杆菌为例介绍其

与外泌体的关系0

鸟分枝杆菌感染的巨噬细胞外泌体中'包含鸟分枝杆菌

来源的蛋白质'并且这些外泌体中能够诱导巨噬细胞促炎症

细胞因子的产生'即鸟分枝杆菌感染的巨噬细胞外泌体可以

产生类似于鸟分枝杆菌感染的免疫应答'但不同于鸟分枝杆

菌感染'鸟分枝杆菌感染的巨噬细胞外泌体对细胞凋亡和坏

死没有明显影响)

1%

*

+分析鸟分枝杆菌感染与未感染的巨噬

(
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表
?

!

<PMY@.=SU

"

=SU<H

鉴定出的鸟分枝杆菌感染与未感染的巨噬细胞外泌体中差异表达蛋白质)

1$

*

编号 蛋白名称 理论
<E

"

W

@

观察
<E

"

W

@

序列覆盖

%

B

&

相配多肽

%个&

得分 倍数变化

V)%D%(

肌动蛋白'细胞质
$ 1/&%

"

C&/( 1%&D

"

C&$' /1 D $%% $&D0

V)%D%(

肌动蛋白'细胞质
$ 1/&%

"

C&/( 1%&)

"

C&$% // 0 $%% /&'$

V)/0D'

鸟嘌呤核苷酸结合蛋白
N

%

@

&"

N

%

H

&"

N

%

=

&亚基
4

.$

'0&$

"

C&)% ')&0

"

C&D% 0 / C) $&(D

V/'C/0

钴纤维蛋白
.$ $0&D

"

0&// $/&%$

"

0&)) '1 C $)D $&(/

V)/('D

肽基脯氨酰顺反异构酶
P $0&/

"

D&)0 $$&C'

"

0&'$ C% $% $') /&$'

注
<E

!蛋白质分子量+

W

@

!蛋白质等电点

细胞外泌体中的蛋白质'得到
$/

种差异表达的蛋白'其中

1

种在鸟分枝杆菌感染的巨噬细胞外泌体中表达升高'后通

过
<PMY@.=SU

"

=SU <H

鉴定出
C

种差异表达的蛋白

%表
$

&

)

1$

*

0

小结与展望

现在对外泌体已经有了较为深入的研究'比如影响宿主

免疫和作为诊断标记物来诊断疾病等0同时'结核分枝杆菌

的外泌体功能也已经得到研究'例如作为疫苗预防疾病'改

善宿主免疫等0有研究表明'结核分枝杆菌感染的巨噬细胞

释放的
4A,

包含宿主外泌体的标志物和结核分枝杆菌所包

含的分子'如脂多糖/脂蛋白等+但是'其对宿主的免疫学影

响是由
4A,

中所包含的结核分枝杆菌细菌膜囊泡所引起'

而不是细胞产生的外泌体)

1/

*

0结核分枝杆菌分泌的外泌体

中能够引起宿主免疫学改变的组分现在仍然是未知的'需要

做进一步深入的研究0现有研究表明外泌体既能够促进宿

主免疫的产生'又能促进结核分枝杆菌在宿主体内的扩散生

长'需进一步研究其不同的机制0

外泌体中还包含着
OTP

/

YTP

/蛋白/脂质等组分'并存

在差异表达'已有研究利用其作为诊断标记物0现有研究表

明'在结核分枝杆菌感染宿主分泌的外泌体中'也存在差异

表达的蛋白质与
OTP

'也能作为结核病的诊断标记物0

随着研究的不断深入'利用外泌体对结核分枝杆菌进行

鉴定及对结核病的发生进行诊断'能够为结核病的临床诊断

与治疗提供新思路0非结核分枝杆菌的外泌体现在也得到

了研究'通过对其的不断深入研究'可以利用外泌体组分的

不同对结核分枝杆菌与非结核分枝杆菌进行鉴定'并可以用

于区分结核分枝杆菌感染与非结核分枝杆菌感染'为临床诊

断与区分结核分枝杆菌与非结核分枝杆菌感染提供新思路0
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