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摘要：目的 探究M2型巨噬细胞来源的外泌体 lncRNA NR_028113.1对巨噬细胞极化的影响及机制。方法 体外分离并培养

BALB/c小鼠骨髓来源的巨噬细胞（BMDMs），IL-4诱导其向M2型巨噬细胞极化后，提取并鉴定M2细胞上清液所分泌的外

泌体 exosome（M2-exo），qRT-PCR检测M2外泌体中 lncRNA的表达。将100 μg/mL的M2-exo，对照组用等体积的PBS分别

与M0巨噬细胞共孵育48 h后，qRT-PCR及Western blot检测各组细胞中Arg1、YM-1、FIZZ1、iNOS和TNF-α 的表达，流式细

胞术检测CD206+细胞比例，Western blot检测各组细胞 JAK2/STAT3蛋白磷酸化水平。设计、合成 lncRNA smart silencer特异

性抑制 lncRNA NR_028113.1的表达，转染M2细胞48 h后提取各组细胞（exo+NC和 exo+smart silencer）上清液分泌的外泌

体再与M0型巨噬细胞共孵育，检测孵育后各组细胞中Arg1、YM-1、FIZZ1、iNOS和TNF-α 的表达以及CD206+细胞比例和

JAK2/STAT3信号通路蛋白磷酸化水平。结果 lncRNA NR_028113.1在M2型巨噬细胞外泌体中高表达（P<0.05）。相比于

PBS对照组，与M2-exo共培养的M0巨噬细胞中Arg1、YM-1和FIZZ1表达均显著上调（P<0.05），iNOS和TNF-α 表达显著下

调（P<0.05），CD206+细胞所占比例显著增加（P<0.01），JAK2/STAT3蛋白磷酸化水平显著增加（P<0.05）。抑制M2-exo 中

lncRNA NR_028113.1的表达后，共培养的M0巨噬细胞中Arg1、YM-1和FIZZ1表达显著下调（P<0.05），iNOS和TNF-α 表达

显著上调（P<0.05），CD206+细胞所占比例显著减少（P<0.05），JAK2/STAT3蛋白磷酸化水平显著减少（P<0.05）。结论 M2型

巨噬细胞来源的外泌体 lncRNA NR_028113.1可显著促进巨噬细胞向M2型极化，其机制可能与激活 JAK2/STAT3信号通路

相关。
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Abstract: Objective To explore the effect of M2 macrophage-derived exosomal lncRNA NR_028113.1 on macrophage
polarization and its possible mechanism. Methods Bone marrow-derived macrophages (BMDMs) from BALB/c mice were
isolated and cultured in vitro. After IL-4 treatment to induce M2 macrophage polarization, exosomes (M2-exo) were extracted
from the supernatant of M2 macrophages and identified. The expression of lncRNA in M2-exo was detected by qRT-PCR.
BMDMs were co-cultured with M2-exo (100 μg/mL) or PBS for 48 h, and the changes in cellular expression levels of Arg1, YM-1,
FIZZ1, iNOS and TNF-α were detected using qRT-PCR and Western blotting. The percentage of CD206 + cells was analyzed
using flow cytometry, and the phosphorylation levels of JAK2/STAT3 proteins were detected using Western blotting. A lncRNA
smart silencer was designed to specifically inhibit the expression of lncRNA NR_028113.1 in the M2 macrophages, from which
exosomes were extracted and co-cultured with BMDMs for 48 h. The mRNA expression levels of Arg1, YM-1, FIZZ1, iNOS and
TNF-α, CD206 + cell percentage and the phosphorylation levels of JAK2/STAT3 proteins were detected using qRT-PCR, flow
cytometry and Western blotting. Results LncRNA NR_028113.1 was highly expressed in the exosomes of M2 macrophages (P<
0.05). Co-culture with M2-exo significantly increased mRNA expressions of M2 macrophage marker genes Arg1, YM- 1 and
FIZZ1 (P<0.05), lowered the expressions of iNOS and TNF-α (P<0.05), and increased CD206+ cell percentage and JAK2/STAT3
protein phosphorylation level in BMDMs (P<0.05). After inhibiting the expression of lncRNA NR_028113.1 in M2

macrophages, the extracted M2-exo caused significant
down- regulation of the mRNA expressions of Arg1,
YM- 1 and FIZZ1 and up- regulation of iNOS and
TNF-α mRNA (P<0.05), resulting also in signi-ficantly
reduced CD206 + cell percentage and lowered
phosphorylation levels of JAK2/STAT3 proteins in
co-cultured BMDM (P<0.05). Conclusions M2
macrophage-derived exosomal lncRNA NR_028113.1
can significantly promote M2 polarization of
macrophages possibly by activating the JAK2/STAT3
signaling pathway.
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巨噬细胞作为免疫系统的重要组分，对组织修复和

维持组织稳态［1］具有重要影响。在体内外微环境［2］影响

下，极化成不同的表型，呈现出不同的功能，即经典激活

（M1）和替代激活（M2）巨噬细胞。巨噬细胞的极化分

型与多种疾病相关，如肿瘤、感染、肥胖等［3-5］。深入研究

调控巨噬细胞极化的分子机制，设计基于巨噬细胞极化

调控的细胞或分子策略，已成为感染性疾病、炎症性疾

病和肿瘤治疗的新兴领域。然而，调控巨噬细胞极化的

机制仍有待于进一步阐明。外泌体是由直径为50~100

nm的脂质双层膜囊泡组成。它们由多种活细胞从多泡

核内体分泌而存在几乎所有的生物液体中以及在大多

数细胞培养基中［6］。外泌体内包含蛋白质、脂质、DNA、

非编码RNA等携带遗传信息的多种生物活性分子，可

被供体细胞吸收并转移至受体细胞后可导致靶细胞的

功能变化而发挥重要作用［7, 8］。目前，关于外泌体调控巨

噬细胞极化的研究主要聚焦于肿瘤细胞、骨髓间充质干

细胞等其他细胞来源的外泌体或外泌体内容物调控巨

噬细胞极化参与疾病的进程，而有关巨噬细胞来源的外

泌体对巨噬细胞本身的极化调控少见报道。最新研究

发现，M1巨噬细胞来源的外泌体可以将M2极化的促

肿瘤相关巨噬细胞（TAM）重新编程为M1样巨噬细胞，

进而抑制肿瘤生长［9］。可见，巨噬细胞来源的外泌体也

可调控巨噬细胞本身的极化。然而，巨噬细胞来源的外

泌体 lncRNA在巨噬细胞极化中的作用仍有待于进一

步研究。本研究我们通过对M2巨噬细胞来源的外泌

体中 lncRNA表达测序发现，lncRNA NR_028113.1在

M2巨噬细胞来源的外泌体中表达升高, 并且正向调控

M2巨噬细胞极化。然而其具体机制尚未完全阐明。因

此，本研究旨在探索 M2 巨噬细胞外泌体来源的

lncRNA对巨噬细胞极化的影响以及可能的信号通路调

控机制。

1 材料和方法

1.1 材料

胎牛血清、高糖DMEM培养液（Gibco），胰蛋白酶-

EDTA消化液、青霉素及链霉素（碧云天生物技术公

司），IL-4（Peprotech），Trizol（Invitrogen），逆转录试剂盒

（Thermo)，SYBR Green PCR试剂盒（Qiagen），lncRNA

smart silencer（由 3条 siRNA和 3条ASO混合组成）、

PCR引物（锐博生物科技有限公司），UR52302 外泌体

红色荧光标记染料 PKH26（Umibio），GenMute siRNA

Transfection Reagent（SignaGen），BCA蛋白浓度测定

试剂盒（索莱宝科技有限公司），YM-1、FIZZ1、CD206、

CD63、JAK2、p- JAK2、STAT3、p-STAT3、F4/80、β-actin

单克隆抗体（Abcam），Arg1（CST），辣根过氧化物酶标

记的二抗（biosharp），ECL化学发光试剂盒（Millipore）。

1.2 方法

1.2.1 M2 型巨噬细胞来源的外泌体的提取及鉴定 将

BALB/c小鼠颈椎脱臼处死，75%酒精消毒除菌10 min，

无菌分离双侧胫骨和股骨，剪开两端，打开骨腔，用5 mL

注射器吸取L929条件培养液(含有20%胎牛血清、20%

L929小鼠成纤维细胞株培养3 d的上清液、100 U/mL

青霉素/链霉素)，从骨干的一端刺入骨髓腔冲出骨髓至

无菌培养皿中，并将细胞反复轻柔吹打制成单个悬细

胞，分种于6孔培养板中。置37 ℃、5% CO2条件下培

养。2 d后首次换液，使用PBS洗去未贴壁细胞，并更换

新鲜的L929条件培养基，继续培养4 d后置于含 IL-4

（20 ng/mL）的完全培养基，诱导分化48 h后，即得M2型

巨噬细胞。采用超速离心法分离M2-exo：收集M2型巨

噬细胞培养的上清液，4℃、3000×g离心10 min，去除死

细胞及细胞碎片，收集上清液，4℃、110 000×g第1次超

速离心70 min，弃尽上清液，加入PBS反复冲洗全管内

壁，4℃、110 000×g第2次超速离心70 min，弃尽上清

液，加入 100 μL PBS重悬收集外泌体。经透射电镜

（TEM）及纳米颗粒分析仪对提取的外泌体形态、粒径大

小及表面标志蛋白 CD63、CD9、HSP70 进行鉴定。

BCA法测定外泌体总蛋白含量。

1.2.2 lncRNA微阵列测序 采用Trizol从外泌体中进

行总RNA提取，总RNA经NanoDrop ND-2000分光光

度计及Agilent Bioanalyzer 2100（Agilent technologies,

USA）进行质检，质检合格的RNA先后连接 3'端和 5'的

接头，反转录成cDNA，Illumina HiSeqTM 2500上机测序

（锐博生物科技有限公司）。

1.2.3 外泌体的摄取 将M2巨噬细胞(2×105/mL）接种

于 24孔板中，根据PKH26红色荧光染料试剂盒说明

书对M2-exo进行染色标记，4℃，100 000×g超速离心

70 min清去除多余染料，取200 μL PBS重悬沉淀物，沉

淀即为PKH26标记的M2-exo，将其与M0型巨噬细胞

37℃下共培养4 h后，用4%多聚甲醛固定10 min，PBS

洗涤3 次，并用 DAPI 标记细胞核，使用激光扫描共聚

焦显微镜（蔡司LSM800）观察并拍照。

1.2.4 细胞转染 将M0型巨噬细胞（1×106/mL）接种于

6孔培养板中随机分成 2组：exo+NC组和 exo+smart

silencer组，转染前吸出6孔板中的培养基，PBS洗涤2

遍，每孔加入1 mL新鲜完全培养基，使用转染试剂盒进

行转染，转染成功后再加 IL-4（20 ng/mL）刺激48 h后，

收集得到的细胞上清液用于提取外泌体后续研究。

1.2.5 qRT-PCR 将M0型巨噬细胞与外泌体（100 μg/mL）

共孵育48 h后，采用Trizol提取RNA，按照逆转录试剂

盒说明书逆转录合成 cDNA，行 qRT-PCR 检测。以

GAPDH 作 为 内 参 ，实 验 数 据 以 BIO-RAD CFX

Manager分析软件进行自动分析。使用2-ΔΔCt法计算相

对表达量。引物序列如表1。
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1.2.6 流式细胞术 将M0型巨噬细胞分别于各组外泌

体（100 μg/mL）共孵育48 h后，取细胞1×106/mL于离心

管中，加入anti-CD206-PE抗体，避光共孵育30 min，用

PBS 清洗2次，，并用500 μL PBS 重悬，流式细胞仪检测

CD206+细胞表达。

1.2.7 免疫印迹法 用4℃预冷的PBS缓冲液洗涤板中

细胞3次，加入含有蛋白酶抑制剂的RIPA蛋白裂解液

于冰上裂解30 min，4℃、12 000 r/min离心20 min，取上

清，BCA蛋白浓度测定试剂盒定量后，取各组蛋白进行

SDS-PAGE电泳分离转膜至PVDF膜上，分别加一抗，

用含 5%脱脂奶粉封闭后 4 ℃孵育缓慢摇动过夜，经

TBST洗涤3次，5 min/次；室温用二抗（辣根过氧化物酶

标记，稀释比例为 1∶2000）孵育1~2 h，TBST清洗后，使

用ECL发光试剂盒曝光，拍照，并进行蛋白定量。

1.3 统计学分析

采用统计分析软件GraphPad Prism 4.0 ，各组数据

以均数±标准差表示，多组间差异比较采用单因素方差

分析，P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 M2型巨噬细胞的诱导结果

BMDMs体外诱导7 d后，再给予IL-4刺激48 h后，

利用免疫荧光染色对细胞进行鉴定（图1A）。再提取总

RNA对巨噬细胞相关标志基因进行RT-qPCR 检测，结

果显示，M2型巨噬细胞相关标志基因 Arg1、YM-1和

FIZZ1的mRNA表达水平明显增高（图1B，P<0. 05）。

2.2 外泌体鉴定结果

透射电镜观察结果显示：M2-exo具有双层包膜，

“杯托”样囊状结构（图2A），纳米颗粒追踪仪检测结果

显示：粒径50~100 nm（图2B），Western blot 检测外泌体

表达标志蛋白CD63、CD9、HSP70（图 2C），分离提取

M2-Exo可用于后续实验。

2.3 巨噬细胞摄取外泌体检测结果

用外泌体PKH26红色荧光标记染料标记M2-exo，

再以DAPI蓝色荧光染料标记巨噬细胞胞核，将标记后

的M2-exo与巨噬细胞培养箱共孵育，外泌体进入到巨

噬细胞胞浆当中可检测到红色荧光（图3）。

表1 RT-qPCR引物序列
Tab.1 Primer sequences for RT-qPCR

Gene

GAPDH

Arg1

YM-1

FIZZ1

NOS2

Tnf-α

Primer

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Sequence (5'-3')

GGTTGTCTCCTGCGACTTCA

TGGTCCAGGGTTTCTTACTCC

TGACTGAAGTAGACAAGCTGGGGAT

CGACATCAAAGCTCAGGTGAATCGG

ATGAAGCATTGAATGGTCTGAAAG

TGAATATCTGACGGTTCTGAGGAG

AGGTCAAGGAACTTCTTGCCAATCC

AAGCACACCCAGTAGCAGTCATCCC

ATCTTTGCCACCAAGATGGCCTGG

TTCCTGTGCTGTGCTACAGTTCCG

CCAGTGTGGGAAGCTGTCTT

AAGCAAAAGAGGAGGCAACA

图 1 体外极化M2巨噬细胞的鉴定
Fig.1 Identification of polarized M2 macrophages in vitro. A:
Surface markers of M2-type macrophages observed by
immunofluorescence microscope (Original magnification: ×200).
B: Detection of Arg1, YM-1 and FIZZ1 mRNA expressions on M2
macrophages by RT-qPCR. *P<0.05 vs control group.
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2.4 M2-exo促进M2型巨噬细胞极化

根据微阵列芯片测序结果，我们挑选了6个差异表

达上调的 lncRNA 进行 qRT-PCR 验证（lncRNA NR_

028113.1, lncRNA NR_015468.1, lncRNA NR_

131969.1, lncRNA NR_040400.1,lncRNA XR_

001782547.1, lncRNA Gm19705），结果发现，lncRNA

NR_028113.1在M2-exo中上调表达较明显（P<0.05，图

4A）。将PBS、M2-exo分别与M0型巨噬细胞共孵育

48 h后，qRT-PCR和Western blot检测结果显示, 相比于

PBS对照组，M2-exo组巨噬细胞中M2 型巨噬细胞标

志物Arg1、YM-1和FIZZ1表达均显著上调（P<0.05），

而M1型巨噬细胞标志物 iNOS和TNF-α表达均显著

下调（P<0.05，图4B、C）。流式细胞术检测结果显示，

与 M2-exo孵育后巨噬细胞中CD206+表达显著增加

（P< 0.01，图4D）。

2.5 抑制M2巨噬细胞外泌体 lncRNA NR_028113.1对

巨噬细胞极化的影响

在M2巨噬细胞中转染lncRNA NR_028113.1特异

性抑制剂 smart silencer和阴性对照（NC），然后提取

转染后各组细胞所分泌的外泌体（记为 exo+NC 和

exo+Smart silencer）再与M0型巨噬细胞共孵育 48 h

后，qRT-PCR和Western blot检测结果显示，相比于NC

组，lncRNA NR_028113.1特异性抑制剂 smart silencer

组巨噬细胞中 Arg1、YM-1 和 FIZZ1 表达显著下调

（P<0.05），而M1型巨噬细胞标志物 iNOS和TNF-α表

达均显著上调（P<0.05，图5A、B）。流式细胞术检测结

果显示，相比于NC组，lncRNA NR_028113.1特异性抑

制剂 smart silencer组CD206+细胞所占比例显著降低

（P<0.05，图5C）。

2.6 M2 巨噬细胞外泌体 lncRNA NR_028113.1 激活

JAK2/STAT3信号通路

Western blot结果显示，相比于PBS组，与M2-exo

共孵育后，巨噬细胞中JAK2、STAT3磷酸化水平显著高

于 PBS 组（P<0.05，图 6A）；而抑制外泌体中 lncRNA

NR_028113.1表达后，与其共孵育的M0细胞中 JAK2/

STAT3磷酸化水平显著低于NC组（P<0.05，图6B）。

3 讨论

巨噬细胞作为免疫系统的重要组分，是一类功能异

质性细胞具有高度可塑性的细胞群。在微环境不同刺
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激因子作用下，巨噬细胞可极化为为两大类亚型：经典

激活的促炎亚型M1型细胞以及替代激活的抗炎亚型

M2型细胞［10］，M1和M2细胞可以在特定的微环境下动

态地相互转换［11］。

外泌体是由几乎所有类型的细胞衍生而来的50~

150 nm膜包裹的囊泡，可在各种体液中识别［12, 13］，同

时外泌体包含多种生物分子，包括DNA、RNA、蛋白

等［46, 15］。研究表明，外泌体具有亲本细胞的一些特征，

在信号转导、疾病诊断、免疫应答调节和药物传递、治疗

等方面发挥重要的作用［16-18］。

长链非编码RNA（lncRNA）属于非编码RNA的重

要组成部分，一般是指长度>200 nt、无蛋白编码功能的

RNA 分子，参与体内多项生物学过程。研究证实，

lncRNA在巨噬细胞极化过程中发挥重要作用［19, 20］。近

年来，关于外泌体 lncRNA调控巨噬细胞极化在肿瘤等

疾病中的作用研究不断被报道。但是目前的研究主要

集中于肿瘤细胞自身或骨髓间充质干细胞等其他细胞

来源的外泌体 lncRNA调控巨噬细胞极化参与疾病的

进程［21-23］，而巨噬细胞亲本来源的外泌体 lncRNA对巨

噬细胞本身的极化调控研究少见报道。最近研究发现，

M1巨噬细胞来源的外泌体miR-511-3p可以将M2表型

的TAM细胞重编程为M1样巨噬细胞［9］。可见，巨噬细

胞来源的外泌体可以调控巨噬细胞自身极化。

本研究通过提取 M2 巨噬细胞的外泌体进行

lncRNA测序，筛选并验证M2巨噬细胞外泌体中显著

差异表达的 lncRNA分子，并探讨M2巨噬细胞来源的

外泌体 lncRNA对巨噬细胞本身M2极化的影响。根据

测序结果，我们发现 lncRNA NR_028113.1在巨噬细胞

外泌体中的显著高表达，提示 lncRNA NR_028113.1对

巨噬细胞的极化有可能有一定影响。为了探究

lncRNA NR_028113.1是否有助于巨噬细胞极化的可

塑性，我们利用qPCR验证了 lncRNA NR_028113.1在

M0和M2极化激活的巨噬细胞外泌体中的表达，发现

M2巨噬细胞外泌体中 lncRNA NR_028113.1的水平明

显高于M0巨噬细胞。接下来，我们将M2巨噬细胞所

分泌的外泌体与M0巨噬细胞共孵育,检测M2巨噬细胞

标志基因的表达水平。实验结果表明，M2巨噬细胞所

分泌的外泌体可显著促进巨噬细胞向M2型极化；而抑

制M2巨噬细胞外泌体 lncRNA NR_028113.1的表达再

与M0巨噬细胞共孵育，可显著抑制M0巨噬细胞的M2

表型基因的表达水平。综上所述，我们的数据表明，M2

巨噬细胞外泌体可通过转运 lncRNA NR_028113.1而

促进巨噬细胞向M2表型极化中发挥重要作用。

巨噬细胞极化是多因子相互作用的复杂过程，其极

化过程受多种信号通路的调控，其中JAK2/STAT3信号

通路具有调控Ｍ2型巨噬细胞极化的作用已有多项研究

报道［24, 25］。而本文研究发现，M2巨噬细胞分泌的外泌

体可显著促进 JAK2和STAT3的磷酸化水平，而抑制

M2巨噬细胞外泌体中 lncRNA NR_028113.1的表达可

显著抑制 JAK和 STAT3的磷酸化水平，说明外泌体
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lncRNA NR_028113.1可通过促进JAK2/STAT3的磷酸

化而促进M2型巨噬细胞的极化。

综上所述，M2 巨噬细胞来源的外泌体 lncRNA

NR_028113.1在促进巨噬细胞极化和参与激活 JAK2/

STAT3信号通路激活中发挥了重要的作用。我们的研

究不仅加深了我们对 lncRNA调节巨噬细胞极化功能

的认识，也阐明了先天免疫微环境之间复杂的相互作

用，但具体的作用机制还需进一步探究。
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