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[摘要]　目的　观察热打击单核细胞外泌体高迁移率族蛋白B1(HMGB1)对内皮细胞炎症的作用。方法　制备

中暑大鼠模型，将大鼠分为对照组(n=6)与中暑组(n=6)，分离单核细胞提取外泌体并进行鉴定；对外泌体蛋白进行

质谱分析并采用注释数据库进行功能描述；采用Western blotting及酶联免疫吸附法(ELISA)分别验证中暑大鼠及患者

单核细胞来源外泌体HMGB1的表达变化；将脐静脉内皮细胞(HUVECs)分为对照组、中暑组以及中暑+丙酮酸乙酯

(ethyl pyruvate，EP)组，分别添加来自对照组、中暑组大鼠外周血单核细胞上清中提取的外泌体及EP，采用RT-qPCR

及Western blotting检测内皮细胞NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白3(NLRP3)及白细胞介素-1β(IL-1β)的表达水平；采

用ELISA检测健康志愿者及中暑患者外泌体NLRP3及IL -1β的表达水平。结果　与对照组比较，中暑组大鼠单核细胞

来源外泌体数量(×104/单核细胞)明显增多(11.24±2.66 vs. 1.52±0.21，P<0.001)。蛋白质组学分析表明中暑组外泌体

HMGB1表达较对照组上调18.63倍(P<0.001)，且在NOD样受体等信号通路富集。Western blotting检测结果显示，中暑组

大鼠外泌体内含HMGB1表达量较对照组明显升高(4.13±0.22 vs. 1.00±0.15，P<0.001)。ELISA检测结果显示，中暑组患

者外泌体内含HMGB1水平(ng/ml)较对照组明显升高(0.29±0.11 vs. 0.12±0.04，P=0.006)。RT-qPCR及Western blotting检

测结果显示，与对照组比较，中暑组内皮细胞中NLRP3及IL-1β的mRNA和蛋白表达水平均明显升高，与中暑组比较，

中暑+EP组NLRP3及IL-1β的mRNA和蛋白表达水平则明显降低，差异有统计学意义(P<0.05)。结论　热打击可提高单核

细胞来源外泌体HMGB1水平，并可能通过HMGB1介导内皮细胞的炎症反应。
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[Abstract]　Objective　To profile the high mobility group protein B1 (HMGB1) in exosomes derived from heat-stressed 

monocytes and its effect on endothelial cell inflammation. Methods　The heatstroke model was established. The rats were divided 
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into control group (n=6) and heatstroke group (n=6). Monocytes from blood were isolated and exosomes were extracted. Isobaric 

tags for relative and absolute quantification technology were used to identify the exosomal protein components, such as HMGB1, 

before functional description with annotation databases. Then, Western blotting and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

were used to verify the changes of monocyte-derived exosomes HMGB1 in rats and patients. Umbilical vein endothelial cells 

(HUVECs) were treated with exosomes from rats in control group, heatstroke group and heatstorke+ethyl pyruvate group. The 

expression levels of NOD-like receptor thermal protein domain associated protein 3 (NLRP3) and interleukin-1β (IL-1β) were 

detected with RT-qPCR and Western blotting. HMGB1, NLRP3 and IL-1β expresion levels in exosomes of patient and healthy 

donors, were detected with ELISA. Results　In heatstroke group, the number of exosomes (×104/monocyte) derived from 

monocytes significantly increased than that in control group (11.24±2.66 vs. 1.52±0.21, P<0.001). Proteomic analysis showed 

that the expression of exosome HMGB1 in heatstroke group was up regulated than control group (18.63 times, P<0.001), and these 

proteins were enriched in NOD-like receptors and other signaling pathways. Western blotting showed that the relative expression 

of HMGB1 in exosomes of rats in heatstroke group was significantly higher than that in control group (4.13±0.22 vs. 1.00±0.15, 

P<0.001). ELISA also demonstrated that the level of HMGB1 in exosomes of patients in heatstroke group increased than that in 

control group [(0.29±0.11) ng/ml vs. (0.12±0.04) ng/ml, P=0.006]. qPCR and Western blotting showed that compared with 

control group, the mRNA and protein levels of NLRP3 and IL-1β in endothelial cells of heatstroke group were increased, which 

could be alleviated by the inhibitor of HMGB1, and the difference was statistically significant (P<0.05). Conclusion　Heat stress 

increased the HMGB1 level in the monocyte-derived exosomes and might mediate endothelial cell inflammation via HMGB1.

[Key words]　heatstroke; exosome; monocyte; high mobility group protein B1

重症中暑是一种高温高湿环境诱发的疾病，可

引起包括中枢神经系统在内的多器官组织损伤[1]。 
对中暑诱导的器官损伤缺乏治疗手段，患者死亡风

险明显增高，是中暑治疗的难题[2-3]。作为一种以

炎症损伤为本质的疾病，中暑导致器官损伤的原因

难以被简单地解释为热的直接作用，而更可能是炎

症传导对靶器官的间接伤害[4]。清楚地认识炎症的

传导方式及具体机制，有助于探索控制中暑病情进

展的新途径。外泌体是广泛存在的细胞外微囊泡，

能够在细胞间传递活性分子，在多种疾病的发生发

展中起重要作用[5-6]，这些活性分子主要为包括炎性

因子在内的功能调节蛋白。越来越多的证据表明，

外泌体内含蛋白发生改变可参与炎症传导及靶器官

损伤的过程，被认为是潜在的疾病监测及干预靶 
点[7]。但目前尚不明确外泌体及其内含物是否参与

了中暑导致器官损伤的炎症传导过程。本研究分析

热打击后单核细胞来源外泌体关键蛋白的变化规

律，旨在探讨热打击对炎症的潜在影响。

1　材料与方法

1.1　实验动物及主要试剂　健康雄性SPF级SD大

鼠，体重220~240 g，购自广东医学实验动物中心

[粤(2019)05073]。Ficoll密度梯度离心法试剂盒购

自Sigma-Aldrich公司，ExoQuick提取试剂盒购自

美国SBI公司，NanoDrop 2000超微量分光光度计

购自美国Ther mo公司，反转录及qPCR试剂盒购

自TaKaRa公司，兔来源CD63、β-actin、NLRP3、
IL-1β一抗购自美国Abcam公司。

1 . 2　动物模型制备　将SD大鼠分为对照组与中

暑组，每组6只。中暑大鼠的制模方法参照既往研

究，将大鼠逐只转移至温度为(39.5±0.5) ℃、湿

度为(60±3)%的高温培养箱内，以中心体温超过

42 ℃、精神变差且血压从最高点开始下降作为制模

成功的标志[8]。对照组大鼠逐只移动到常温常湿的

培养箱内，1 h后转移回原笼内。操作流程符合实验

动物伦理规范。

1.3　方法

1.3.1　大鼠外周血单核细胞分离　造模1 h后，两

组大鼠接受麻醉并自腹主动脉取血，置于肝素抗凝

采血管中，按照试剂盒操作流程分离单核细胞。吸

取单核细胞层，转移至含10%去外泌体血清的培养

皿中培养，细胞接种密度约为1×107个/皿。沉淀

12 h去除悬浮细胞并更换培养基，获得以贴壁单核

细胞为主的细胞群，继续培养12 h并收集上清。

1.3.2　外泌体的提取及鉴定　采用ExoQuick提取

试剂盒提取外泌体。将大鼠血液中分离的单核细

胞培养液通过离心保留上清，按照操作说明低温

离心沉淀并吸取外泌体层，重悬至200 μl PBS溶液

中。采用纳米粒子跟踪分析仪(nanoparticle tracking 
analysis，NTA)读取外泌体的直径及浓度，扫描电

镜观察外泌体形态及结构。

1.3.3　外泌体蛋白质谱分析　将两组大鼠来源的外

泌体蛋白样本加入裂解液，使用超滤管酶解蛋白，

离心后收集滤液，并用超微量分光光度计进行肽

段定量。各组样品取100 μg肽段，按照试剂盒操作

流程进行稳定同位素标记蛋白质组学技术(isobaric 
tags for relative and absolute quantitation，iTRAQ)标
记，使用Q-Exactive Plus质谱仪进行质谱分析。使
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用Mascot 2.5及Proteome Discoverer 2.1软件对蛋白进

行鉴定及定量。

1.3.4　外泌体蛋白生物信息学分析　采用基因本

体联合会数据库(Gene Ontology，GO)分析确定特

定基因的作用，京都基因与基因组百科全书(Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG)分析蛋

白通路注解。应用Fisher精确检验比较GO分类及通

路分布的差异。

1.3.5　人单核细胞外泌体高迁移率族蛋白B1(high 
mobility group box 1 protein，HMGB1)测定　以2020
年5月1日－11月1日入住南部战区总医院的中暑患

者作为研究对象。入组前已向患者及志愿者充分告

知研究的内容及意义，研究过程符合医学伦理学规

范。以6名健康志愿者作为对照组，中暑患者入组

例数达到6例后停止入组。纳入标准：(1)自愿加入

研究的中暑患者(在高湿高温环境中活动后，中心

体温超过40 ℃且器官功能异常)；(2)发病后24 h内
可获得全血样本。排除标准：合并慢性炎症、感

染、心血管疾病等基础疾病的患者。采血及提取单

核细胞外泌体的方法同上，采用酶联免疫吸附法

(enzyme linked immunosorbent assay，ELISA)测定人

源标本的外泌体HMGB1水平。

1.3.6　细胞培养及分组　采用含10%胎牛血清的

DMEM高糖培养基体外培养脐静脉内皮细胞(human 
u m b i l i c a l  ve i n  en d o t h el ia l  ce l l s，HU V ECs)。将

HUVECs分为对照组、中暑组以及中暑+丙酮酸乙

酯 (ethyl pyruvate，EP)组，分别添加来自对照组、

中暑组大鼠外周血单核细胞上清中提取的10 μg外
泌体，在37 ℃、5% CO2培养箱中孵育细胞9 h；再

分别使用裂解液及RNAiso plus提取试剂处理细胞，

提取蛋白及RNA。中暑+EP组在添加相应外泌体之

前添加HMGB1抑制剂EP预刺激1 h。
1 . 3 . 7　RT- q P CR检测内皮细胞N L R P 3、 I L - 1 β的
mRNA表达水平　使用RNAiso plus提取试剂提取总

RNA，使用反转录及qPCR试剂盒检测NOD样受体

热蛋白结构域相关蛋白3(NOD-like receptor thermal 
protein domain associated protein 3，NLRP3)、白细

胞介素-1β(interleukin-1β，IL -1β)的mRNA表达水

平，采用2–ΔΔCt方法进行结果相对定量分析。

1.3.8　Western blotting检测NLRP3、IL -1β蛋白表

达水平　将收取的大鼠来源外泌体裂解液分别加

入上样缓冲液煮沸变性，常规凝胶电泳分离，转

移至PVDF膜上。用BSA封闭后在4 ℃条件下孵育一

抗，在摇床上使用TBST洗脱未结合的抗体，并用

二抗孵育，其中抗体使用兔来源β-actin、NLRP3、
IL -1β一抗及山羊来源抗兔IgG二抗。最后使用ECL
化学发光试剂显影。

1.3.9　ELISA检测外泌体HMGB1、IL -1β蛋白表达

水平　收集外泌体并稀释至相同终末浓度，检测

HMGB1、IL-1β蛋白表达水平，操作流程按照说明

书进行。

1.4　统计学处理　采用SPSS 20.0软件分析数据。

使用Kolmogorov- Smirnov检验检测正态性，符合

正态分布的计量资料以x ± s表示。三组数据间比

较采用单因素方差分析，进一步两两比较采用

Bonferroni方法。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2 . 1　中暑大鼠单核细胞来源外泌体典型特征　

从单核细胞上清中收集外泌体，NTA测量结果显

示，大部分颗粒直径为7 0 ~ 1 5 0  n m，符合外泌体

外观特点(图1A)；与对照组比较，中暑组大鼠单

核细胞来源外泌体数量(×1 0 4/单核细胞)明显增

多(11.24±2.66 vs. 1.52±0.21，P<0.05，图1B)。采

用Western blott ing方法验证三组外泌体典型抗原

CD63，均显示CD63表达阳性，β-actin表达阴性(图
1C)；扫描电镜观察显示其具有外泌体典型的双层

膜结构(图1D)。
2.2　热打击下单核细胞来源的外泌体蛋白质组学

改变　蛋白质质谱分析共鉴定出782种蛋白质，其

中中暑组来源蛋白中有包括HMGB1在内的73种较

对照组表达上调，45种表达下调(P<0.05)。上调倍

数超过2.0或下调倍数超过0.5且表达差异明显的部

分蛋白见表1。
2.3　单核细胞来源外泌体蛋白的生物信息学分析

表1　大鼠单核细胞源性外泌体内含蛋白鉴定

Tab.1　Characterization of exosomes derived from monocytes 

of rats

基因名称 蛋白质名称 上调/下调倍数 P

Cxcl10 C-X-C基序趋化因子10 22.51 0.0001

Hmgb1 高迁移率族蛋白B1 18.63 0.0001

Csfgm 粒细胞集落刺激因子 15.23 0.0001

Cldn1 Claudin-1 12.78 0.0001

Cxcl6 C-X-C基序趋化因子6 10.56 0.0001

Il18bp 白细胞介素18结合蛋白 9.24 0.0001

Tnfsf2 肿瘤坏死因子 8.25 0.0001

Ptx3 Pentraxin-related protein 3 7.05 0.0001

Cxcl2 C-X-C基序趋化因子2 7.64 0.0001

Psma7 蛋白酶体亚基7 6.57 0.0001

Igll1 免疫球蛋白λ样多肽1 0.21 0.0001

C3 补体3 0.28 0.0160

Plg 血纤维蛋白溶酶原 0.29 0.0280

Saa3 血清淀粉样蛋白A3 0.32 0.0350

IL-4 白细胞介素4 0.43 0.0410
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图1　大鼠单核细胞来源外泌体鉴定

Fig.1　Characteristic identification of exosomes derived from monocytes of rats
　　NTA. 纳米粒子跟踪分析仪；A. NTA测定外泌体直径和浓度；B. 根据外泌体来源单核细胞数量，校正并比较对照组和中暑组外泌

体个数；C. Western blotting检测外泌体裂解物的表面抗原；D. 扫描电镜验证外泌体典型的双层膜结构；与对照组比较，(1)P<0.05

　基于GO数据库的分析显示，外泌体含有的差异

蛋白最常见的生物学过程是对刺激的反应、生物学

调节过程、多细胞组织过程等。分子功能分析显

示，蛋白参与了信号转导、分子功能及分子转导活

动等。通过KEGG数据库对蛋白进行功能注释，结

果显示，在热打击下单核细胞外泌体内富集的信号

通路包括趋化因子信号通路、细胞因子与细胞因子

受体的相互作用、NOD样受体信号通路、Toll样受

体信号通路、TNF信号通路，富集信号通路主要与

细胞介导的炎症反应有关(图2)。

图2　大鼠热打击下单核细胞来源外泌体蛋白富集的信号

通路

Fig.2　Signal pathway of exosomal protein enrichment from 

monocytes under heat shock of rats
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2 . 4 　中暑大鼠及患者单核细胞来源外泌体内

HMGB1含量验证　Western blotting检测结果显示，

中暑组大鼠单核细胞来源外泌体中HMGB1表达相

对值明显高于对照组(4.13±0.22 vs. 1.00±0.15)，

差异有统计学意义( t=–20.26，P<0.001)。ELISA
结果表明，中暑患者全血分离单核细胞上清中收

集的外泌体内HMGB1水平(ng/ml)明显高于对照

组(0.29±0.11 vs. 0.12±0.04)，差异有统计学意义

(t=3.472，P=0.006；图3)。
2.5　外泌体HMGB1对内皮细胞炎症反应的影响　

RT-qPCR及Western blotting检测显示，与对照组比

较，中暑组内皮细胞NLRP3、IL-1β的mRNA及蛋白

表达水平均明显升高(图4A、B)。ELISA结果显示，

中暑组内皮细胞上清IL -1β水平亦明显增高。额外

添加HMGB1抑制剂EP到中暑组内皮细胞，可降低

内皮细胞NLRP3、IL-1β的mRNA及蛋白表达水平，

且细胞上清IL -1β水平亦有所下降，差异均有统计

学意义(P<0.05，图4)。

3　讨　　论

目前认为，重症中暑引发的器官损伤很难完

全用热的直接破坏来解释，其更主要的致病机制是

炎症反应被激活后持续放大，造成靶器官炎症性损

伤。在既往研究中，学者们已发现多种炎症相关的

关键蛋白在重症中暑个体中呈高表达，主要包括

白细胞介素家族[9]、干扰素[10]、肿瘤坏死因子[11]、

HMGB1[12]等，这揭示了炎性因子及炎症反应信号

通路对中暑疾病发生发展的重要作用。然而，上述

蛋白如何作用于靶细胞微环境，以及蛋白改变的全

局状态如何仍需要进一步明确。

外泌体传递物质具有稳定性高、不易降解、

器官特异性高等特点，更符合生物学高效低耗的基

本原理，是机体组织间信号转导的重要媒介。本课
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图3　中暑大鼠及患者单核细胞来源外泌体内HMGB1含量验证

Fig.3　Verification of HMGB1 content in exosomes derived from rat or human monocytes after heat stress
　　HMGB1. 高迁移率族蛋白B1；A . Western blotting检测大鼠单核细胞来源外泌体内HMGB1水平(CD63为外泌体特异性蛋白)； 

B. ELISA检测健康对照者及中暑患者单核细胞来源外泌体内HMGB1水平；与对照组比较，(1)P＜0.05

图4　中暑大鼠单核细胞来源外泌体HMGB1对内皮细胞炎症反应的影响

Fig.4　Effect of monocyte-derived exosomes of rats stimulated by heat stress on endothelial cell inflammation through HMGB1
　　HMGB1. 高迁移率族蛋白B1；NLRP3. NOD样受体热蛋白结构域相关蛋白3；IL-1β. 白细胞介素-1β；EP. 丙酮酸乙酯；A. RT-qPCR

检测内皮细胞NLRP3、IL-1β的mRNA表达；B. Western blotting检测内皮细胞NLRP3、IL-1β蛋白表达；C. ELISA检测内皮细胞上清中活

化的IL-1β水平；与对照组比较，(1)P＜0.05；与中暑+EP组比较，(2)P＜0.05
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题组前期研究证实，肝细胞在热打击后，内含物中

的外泌体发生了明显改变，可诱发炎症反应 [13]，

这意味着外泌体可能在中暑的炎症传导过程中发挥

作用。本研究首先通过检测外泌体数量，初步提示

外泌体在热刺激环境中可能发生变化，然后尝试探

索外泌体在炎性因子及信号转导中的作用，利用蛋

白组学手段观察蛋白质表达谱的整体变化规律。鉴

定结果表明，单核细胞外泌体中包含多种炎症相关

蛋白。进一步的生物信息学分析结果显示，这些具

有表达差异的蛋白倾向于参与炎症反应，其中包括

NOD样受体等早已被发现参与中暑疾病的关键信

号通路[14]。上述结果提示了外泌体及内含蛋白介导

中暑相关炎症损伤的可能性。为验证外泌体的功能

变化，本研究应用被证明在中暑疾病中发生损伤的

内皮细胞作为靶细胞，验证了外泌体能够引起细胞

内NOD样受体信号通路表达发生变化。

单核细胞来源外泌体内表达差异明显的蛋白

中包括重要的损伤相关分子模式HMGB1蛋白。前

人研究还指出，HMGB1在中暑疾病中能激活下游

NOD样受体相关炎症通路，引起炎症反应 [14]。在

作用于内皮细胞的实验中，使用HMGB1抑制剂确

实可在一定程度上缓解这些外泌体造成的损伤，表

明HMGB1是发挥功能的主要成分之一。为验证外

泌体内HMGB1水平的变化，本研究分别用Western 
blott ing及ELISA检测大鼠及成人血液样本单核细

胞来源外泌体HMGB1相对表达量的变化，结果显

示，接受热打击后HMGB1蛋白的富集程度明显提

高，该变化趋势与前人报道的H M G B 1变化规律 
一致[12]。

既往关于免疫细胞介导中暑组织损伤的研究多

以组织内定植或浸润的免疫细胞为研究对象，如肝

巨噬细胞、肺泡巨噬细胞等。本研究尝试探讨血液

循环系统中的单核细胞作为致炎性免疫细胞的可能

性，结果发现，循环血中的单核细胞能够导致炎症

反应，并引起远处组织器官损伤，与向周围微环境

释放炎性因子不同的是，这种介导炎症反应的过程

可通过单核细胞释放的外泌体完成[15-16]。也有研究

显示，单核细胞在热打击后能被激活，并对炎症反

应具有重要作用[17]。当然，本研究并不能排除单核

细胞受刺激后分化成巨噬细胞或其他种类单核细胞

发挥作用的可能性，这可能涉及免疫细胞亚型转换

等更加复杂的问题。
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最后，为治疗单核细胞来源外泌体介导的炎

症损伤，本研究尝试使用HMGB1抑制剂作为细胞

实验的干预剂，评估此类药物对大鼠单核细胞来

源外泌体HMGB1表达的影响，结果显示其能降低

HMGB1表达水平，并伴随着炎症水平下降，提示

H M G B 1抑制剂可能通过改变外泌体功能发挥作

用。因此，基于抑制HMGB1的新一代小分子药物

可能存在进一步开发的价值。

综上所述，本研究初步表明，来源于热打击下

单核细胞的外泌体内含蛋白HMGB1表达水平升高

并起到促炎作用，使用HMGB1抑制剂能减轻与其

相关的炎症反应。
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