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　　[摘要]　外泌体是由多种类型的细胞分泌的一类膜状囊泡,在正常和病理状态下进行着细胞间通信的功能。
越来越多的报道显示外泌体,尤其是肝细胞来源的外泌体在非酒精性脂肪性肝病(NAFLD)/非酒精性脂肪性肝

炎(NASH)的发生中发挥重要作用。本文从肝细胞脂肪变性、凋亡和炎症、纤维化等肝损伤来阐释肝源性外泌体

的影响机制,以期为 NAFLD/NASH 机制研究提供参考。
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　　近年来,非酒精性脂肪性肝病(non-alcoholic
fattyliverdisease,NAFLD)已成为影响全球儿童

和成人的一种主要慢性肝病[1]。目前,全球非酒精

性脂肪性肝病的患病率为25%,北美为24%,欧洲

为24%,亚洲为27%[2]。中国 NAFLD 的全国患

病率目前估计为29.2%,超过了全球的患病率[3]。
NAFLD的疾病谱包括轻度脂肪变性、非酒精性脂

肪性肝炎(non-alcoholicsteatohepatitis,NASH)、
肝硬化和肝细胞癌。其组织病理学特征包括脂肪

堆积、肝脏炎症、凋亡和坏死[4]。具体发病机制尚

不清楚。因此,探讨 NAFLD的发病机制具有重要

意义。
外泌体是大小为30~120nm 的球形或杯状的

膜状囊泡,,可由多种类型的细胞分泌,如肝细胞、
自然杀伤细胞和脂肪细胞。正常和病理状态下外

泌体的主要功能是细胞间通信。它含有各种生物

活性分子,包括蛋白质、脂类和遗传物质,并将这些

分子传递给受体细胞,导致其功能改变[5-7]。在一

项关 于 促 甲 状 腺 激 素 (thyroidstimulatinghor-
mone,TSH)刺激的 HepG2细胞外泌体的蛋白质

组学分析中,TSH 刺激后 140 个上调蛋白中有

40%以上参与了细胞质中的代谢,包括脂质、葡萄

糖、蛋白质代谢和生物合成过程[8]。此外,研究表

明脂 质 诱 导 肝 细 胞 源 性 外 泌 体 释 放 并 参 与

NAFLD的肝损伤发生的病理过程,这意味着肝源

性外泌体可能是 NAFLD 有前途的治疗靶点[9]。
目前关于肝细胞来源的外泌体已有一些研究,我们

将讨论其对 NAFLD的病理过程的影响。
1　多种分子参与外泌体形成过程

生理情况下多种因子参与了外泌体生物合成

和内化的过程。外泌体的形成过程始于细胞膜内
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陷形成内泌体,然后形成多泡体 (multivesicular
body,MVB)。一部分 MVB直接与溶酶体融合并

降解,一些被运送到高尔基体进行恢复,一些装载

miRNA后与细胞膜融合释放到膜外形成外泌体。
在与外泌体生物发生和脱落相关的机制中,许多分

子发挥着重要作用。RAB-GTPASE 蛋白家族有

助于 MVB胞内运输、与细胞膜的融合及释放,可
溶性 NSF附着蛋白受体促进了外泌体与靶细胞细

胞膜表面的融合[4,10]。
脂毒性的影响下多种机制调控肝细胞外泌体

的分泌。在对几种不同刺激如脂肪酸(fattyacid,
FAs)、胆固醇、油酸(oleicacid,OA)、棕榈酸(pal-
miticacid,PA)的响应中,外泌体显著增加,且外泌

体中 miRNA的表达存在差异[4,11]。研究表明脂毒

性条件下可发生溶酶体膜透化导致的溶酶体功能

障碍和数量下降,从而抑制 MVB降解并增加外泌

体的释放[12-13]。此外,Kakazu等[14]报道了 PA 通

过外泌体肌醇需要酶1α(inositolrequiringenzyme
1α,IRE1α)诱导丝氨酸棕榈酰转移酶表达并促进

神经酰胺生物合成,神经酰胺的积累最终导致了外

泌体的释放。
2　肝细胞源性外泌体影响脂质代谢

肝脏作为脂质稳态的中心调节器官,负责组织

新的脂肪酸的合成、输出、随后再分配以及其作为

能量底物的利用。这些过程受到激素、核受体和转

录因子之间复杂的相互作用的密切调控,使肝脏脂

质稳态处于严格控制之下。其中一种或多种途径

的破坏可能导致脂肪滞留在肝脏内,进一步导致细

胞器功能障碍,例如内质网应激、线粒体功能障碍、
溶酶体功能障碍等,从而促进 NAFLD 的发生发

展[15-16]。肝源性的外泌体通过多种信号调控脂质

代谢相关基因的表达,包括脂肪酸转运基因、胆固

醇合成基因等,影响肝细胞的能量代谢。
2.1　TGF-β-let-7b-5p、miRNA-34a促进脂质堆积

此前研究发现,在 NASH 小鼠模型中,肝细胞

中的转化生长因子 β(transforminggrowthfac-
tor-β,TGF-β)信号促进脂肪变性、体重增加和胰岛

素敏感性受损[17]。外泌体let-7b-5p作为一种肝源

性外泌体的 miRNA,被证明介导了肝细胞 TGF-β
信号传导对白色脂肪的影响。一方面,let-7b-5p通

过下调肾上腺素能受体β3 基因的表达抑制白色脂

肪组织向米色转化。另一方面,let-7b-5p显著增加

了脂肪酸转运相关基因如血小板反应蛋白受体

(thrombospondinreceptor,CD36)、脂肪酸转运蛋

白1和脂肪酸结合蛋白的基因表达;同时显著降低

了脂肪细胞中线粒体标记基因,即细胞色素c氧化

酶亚基5B的基因表达;还降低了产热基因,包括线

粒体棕色脂肪解偶联蛋白1、碘甲状腺素脱碘酶2、
PR结构域蛋白16和PPAR-γ共激活因子1α的基

因表达。通过上述机制,TGF-β-let-7b-5p抑制能

量消耗,促进肥胖的发展[18]。
肝细胞源性外泌体 miRNA-34a被报道增加了

肝脏总胆固醇、游离胆固醇、甘油三酯、游离脂肪酸

(freefattyacids,FFAs)和胆汁酸(bileacids,BAs)
水平。其机制为 miRNA-34a的过表达调控多种基

因 mRNA水平:①上调胆汁酸代谢基因,包含胆固

醇 7α 羟 化 酶 (cholesterol 7α-hydroxylase,
CYP7A1)和甾醇12α羟化酶(sterol12α-hydroxy-
lase,CYP8B1);②上调胆固醇合成基因,包含固醇

调节元件结合蛋白2(sterolregulatoryelement-
bindingprotein2,SREBP2)、3-羟基-3甲基戊二酸

单酰 辅 酶 A(3-hydroxy-3-methylglutarylcoen-
zymeAreductase,HMG-CoA)还原酶和 HMG-
CoA 合 成 酶;③ 上 调 脂 肪 酸 合 成 基 因,涉 及

SREBP1c、乙酰辅酶a羧化酶1(acetyl-coAcar-
boxylase,ACC)和脂肪酸合成酶(fattyacidsyn-
thase,FASN);④抑制胆固醇排泄到胆汁的基因,
包含 ATP结合盒转运蛋白 G5(ATP-bindingcas-
settesubfamilygmember5,ABCG5)和 ABCG8;
⑤抑制脂肪酸氧化(fattyacidoxidation,FAO)基
因,包含过氧化物酶体增殖激活受体a(peroxisome
proliferationactivatedreceptora,PPARa)、肉碱棕

榈酰转移酶2和丙酮酸脱氢酶激酶4。与 mRNA
水 平 的 变 化 一 致,miRNA-34a 显 著 增 加 了

CYP7A1、CYP8B1、ACC和SREBP1蛋白水平,从
而增加脂质吸收和合成并减少 FAO,加剧了饮食

诱导的 NAFLD。此外,miRNA-34a通过增加肠道

和肝脏中的BA水平增加了肠道脂质的吸收[19]。
另一方面,从小鼠中分离出富含 miRNA-34a

的外泌体显著诱导 M1巨噬细胞标记物肿瘤坏死

因子α(tumornecrosisfactor-α,TNF-α)、白介素

1b(interleukin,IL-1b)和单核细胞趋化蛋白1,表
明肝细胞可能通过 miRNA-34a的外泌体传递来调

节 Kupffer(KCs)细胞的激活。
2.2　miRNA-192负调控脂质合成

肝源性的外泌体 miRNA-192-5p在脂毒性肝

损伤条件下升高[20]。在此前的报道中,miRNA-
192-5p抑制硬脂酰辅酶a去饱和酶1(SCD1)从而

减少新生脂肪生成[21]。另一项研究中 miRNA-192
直接作用于SREBF1的3'UTR 序列,降低了双酚

A(BPA)刺 激 的 SREBF1 及 其 靶 基 因 FASN、
CD36、SCD1和线粒体甘油-3-磷酸酰基转移酶的表

达,使肝脏脂肪变性和脂质积累减轻[22]。此外,
miRNA-192的过表达抑制脂肪酸延长酶1(elon-
gaseofverylongchainfattyacids1,ELOVL1)、
ELOVL5、极低密度脂蛋白受体、脂肪酸结合蛋

白3、胰岛素样生长因子1mRNA 表达,从而抑制

脂肪合成[23]。
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Liu等[20]报道了脂毒性肝细胞来源的外泌体

miRNA-192-5p在 NAFLD 中通过抑制哺乳动物

雷帕霉素靶蛋白伴侣的蛋白表达,进而抑制蛋白激

酶B和 FOXO1的磷酸化,促进 FOXO1的激活,
引发炎症反应。Lee等[24]报道了PA处理的 Huh7
细胞外泌体中 miRNA-192的表达增加了10倍。
miRNA-192增强了肝星状细胞纤维化标志物α-平

滑 肌 肌 动 蛋 白 (alpha smooth muscle actin,
α-SMA)、TGF-β 和 Ⅰ 型 胶 原 蛋 白 (collagenase
1A1,COL1A1)的表达,促进了肝纤维化的发展。
3　肝细胞源性外泌体加重细胞凋亡和炎症

脂毒性是指由脂肪酸及其中间产物的累积引

起的细胞损伤和死亡,包括氧化应激、内质网应激

等。在 NASH 中,FFA 的大量涌入导致各种抗氧

化通路迅速饱和而引起氧化应激。氧化应激可直

接激活细胞坏死的脂质过氧化和凋亡 Fas-配体通

路并导致细胞损伤。棕榈酸对内质网有毒性作用,
当细胞无法应对内质网应激时,就会刺激活性氧产

生并触发c-Jun氨基末端激酶(c-JunN-terminal
kinase,JNK)介导的凋亡途径。Kupffer细胞和招

募的肝巨噬细胞通过激活巨噬细胞 M1表型和改

变的 M2巨噬细胞在 NASH 的发展中发挥了关键

作用。M1激活并产生多种细胞因子招募促炎细

胞,包括其他先天免疫细胞和 T 淋巴细胞,促进

NASH 中的炎症、纤维化和细胞死亡[25]。肝细胞

源性的外泌体分泌多种 miRNA 及蛋白,通过介导

细胞凋亡、促进巨噬细胞的招募和转化参与了

NAFLD的进展。
3.1　LPC介导细胞凋亡

Kakisaka等[26]发现肝细胞癌细胞外泌体富含

的LPC可诱导JNK激活,活化的JNK与内质网应

激诱导的CAAT/增强子结合同源蛋白协同作用,
上调p53凋亡调节剂并触发半胱天冬酶(caspase)
依赖性细胞死亡。此外,LPC的产生由磷脂酶 A2
(phospholipaseA2,PLA2)介导,抑制 PLA2可显

著减弱棕榈酸盐诱导的细胞死亡。
3.2　S1P、ITGβ1、miRNA-122-5p、组蛋白 H3促

进炎症发生

Guo等[27]的研究表明脂毒性肝细胞来源的细

胞外囊泡(extracellularvesicles,EV)富含整合素

β1(integrinβ1,ITGβ1),通过ITGβ1 依赖机制促进

单核细胞黏附到肝窦内皮细胞,促进炎症。此外,
COL1A1和骨桥蛋白的 mRNA 水平在ITGβ1Ab
治疗后显著降低,这表明ITGβ1 可能具有促进纤维

化的作用。Kakazu等[14]报道了PA处理的肝细胞

中释放神经酰胺富集的 EV,神经酰胺向巨噬细胞

转移并被磷酸化形成1-磷酸鞘氨醇(sphingosine-
1-phosphate,S1P)。最终S1P介导的巨噬细胞趋

化作用促进了巨噬细胞向肝脏的招募。报道中的

EV很可能代表外泌体。
Zhao等[13]报道了胆固醇负荷的 Huh7细胞衍

生的外泌体通过 miRNA-122-5p诱导 THP-1巨噬

细胞中IL-1β、IL-6和 TNF-α基因的表达,促进了

促炎性 M1巨噬细胞的极化。同时 miRNA-122-5p
也抑制了 THP-1细胞中抗炎因子血红素氧化酶-1
的表达,促进了炎症的发生。在另一项研究中,热
打击诱导肝细胞内组蛋白 H3核转位到细胞质,并
通过内体系统上的 Toll样受体4在外泌体中富

集。热打击诱导肝细胞释放大量的外泌体将组蛋

白 H3水平传递给巨噬细胞并激活其向 M1表型

转化,诱导肝损伤及炎症[28]。
4　肝细胞源性外泌体加重肝纤维化

NAFLD向 NASH 进展中的一系列肝损伤最

终导致肝星状细胞的激活,增加胶原蛋白和细胞外

基质的产生和沉积,从而促进肝纤维化和肝硬

化[29]。McCommis等[30]报道了从高脂喂养的小鼠

分离的血浆外泌体增加了星形细胞中 COL1A1、
COL3A1、基质金属蛋白酶2和基质金属蛋白酶抑

制剂1的基因的表达。其中肝源性的外泌体在反

应中发挥了重要作用。最近一些研究表明,肝源性

的外泌体分泌多种因子激活肝星状细胞,促进肝纤

维化的发展。
脂毒性条件下,肝细胞外泌体通过将 miRNA-

107和 miRNA-128-3p转移到人肝星形细胞(liem-
ingXu-2,LX-2)诱导 LX-2细胞激活,表现为细胞

增殖增强和细胞中α-SMA 和 COL1A1水平升高。
miRNA-107的作用机制包括2种:①miRNA-107
抑制 Dickkopf相关蛋白1的表达并激活 Wnt通

路,从而增强造血干细胞的活化并促进肝纤维化;
②miRNA-107通过抑制CD4+ T细胞中的 T细胞

转录因子诱导了 Th9分化及其标志因子IL-9表

达,IL-9通过激活丝裂原活化蛋白激酶信号通路的

Raf激酶/丝裂原活化蛋白激酶激酶/细胞外调节

蛋白激酶通路促进了 LX-2细胞的激活。而 miR-
NA-128-3p则通过抑制 PPAR-γ的表达从而促进

了纤维化发展[11,31]。
血管生成在纤维化的发展中发挥核心作用。

Povero等[32] 报 道 了 脂 毒 性 肝 细 胞 以 依 赖 于

caspase3激活的方式释放具有促血管生成作用的

膜囊泡。其在体外诱导内皮细胞迁移和导管形成,
在体内被内皮细胞摄取诱导血管生成。且膜囊泡

被血管内皮内化需要血管非炎性蛋白1介导。
5　临床应用前景

目前 NAFLD的多种评估方法各有其不足,多
种无创检查如血清学肝酶水平、超声、瞬时弹性成

像等检查缺乏敏感性和特异性,而肝穿刺活检作为

侵入性检查风险较大、成本较高。目前的研究认

为,肝源性外泌体作为敏感和特异的生物标志物,
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用于 NAFLD(NASH)的非侵入性诊断和监测具

有潜力。一项研究表明血清外泌体来源的 miRNA
能够区分肝脏疾病的多种病因[33]。

肝细胞是肝脏的主要细胞类型,在所有类型的

肝脏细胞中,肝细胞源性外泌体在 NAFLD的发病

机制中起着关键作用[34-35],在人类和小鼠的实验均

表明,肝细胞是循环 EV 水平增加的主要贡 献

者[36]。多个临床研究报道,在 NAFLD患者中,总
循环中细胞外囊泡和肝细胞来源外泌体升高,而在

减肥手术 NAFLD 缓解后降低[37-38]。表明了肝细

胞源性外泌体检测作为诊断及评估 NAFLD治疗

反应的即时生物标志物的可行性。除了血清外泌

体数量的变化,在外泌体相关的 miRNA 中,目前

关注较多的 miRNA-122是一种主要的肝脏 miR-
NA,且 是 血 清 中 外 泌 体 miRNA-122 的 主 要 来

源[39-40]。多项临床研究表明患者血液中 miRNA-
122随着纤维化阶段的增加而呈动态上升。而外

泌体 miRNA-192也有相似表现[24,41]。尽管大多

数肝源性的 miRNA 虽然在 NAFLD 小鼠模型中

检测到升高,但尚未在人类患者中评估其外泌体相

关表达水平。最后,鉴于外泌体分离和表征的技术

缺乏标准化,定性评估(即特定货物含量)以及准确

和可重复的定量评估仍然具有挑战性。因此,仍需

要大量的临床试验探索外泌体作为诊断标志物的

可行性。
除了 作 为 生 物 标 志 物,肝 源 性 外 泌 体 在

NAFLD的治疗中也显示了巨大的潜力。第一种

治疗思路是将外泌体用于药物输送的载体。由于

外泌体自身的膜特性,理论上可将装载的药物靶向

特定的细胞发挥治疗效果。目前已有多种方法可

以实现药物的装载,如将EV与所需的负载分子孵

育、挤压、超声、皂素渗透、冻融和电穿孔等[42]。另

一种 治 疗 方 案 是 抑 制 外 泌 体 释 放 从 而 减 缓

NAFLD进展,但这一方案仍在萌芽阶段,仍需要

更多的基础和临床试验进行深入研究。
6　小结

通过之前的研究,我们明确了肝源性的外泌体

对于 NAFLD的影响十分重要,尤其是对其病理过

程包括脂质代谢、巨噬细胞激活和肝纤维化的影

响,因此,阻断外泌体或将外泌体用作药物载体将

有益于 NAFLD的治疗,但此种治疗的可行性有待

评估。此外,目前仍存在问题待进一步探索,肝细

胞源性外泌体对于胰岛素抵抗以及细胞凋亡的影

响的证据仍不足,以及其他细胞来源的外泌体如何

发挥作用等,未来还需要更多的实验研究来支持有

关肝源性外泌体的理论。
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