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工程化外泌体递送 ANGPTL6 mRNA对小鼠肝纤维化的

改善作用

唐小茜, 温升聪, 董振亚, 陈静仪, 曹 煜, 张云华

（石河子大学医学院生化教研室  新疆地方与民族高发病教育部重点实验室，新疆  石河子  832002）

［［摘 要］］   目的目的：：探讨血管生成素样蛋白 6 （ANGPTL6） 在肝脏纤维化中的作用，分析工程化外泌

体 （Exo） 递送 ANGPTL6 mRNA 对肝脏纤维化的改善作用。方法方法：：将 12 只 C57BL/6 小鼠随机分为

橄榄油组 （OIL组）（腹腔注射橄榄油） 和四氯化碳 （CCl4） 组 （腹腔注射橄榄油与 CCl4混合液），每组

各 6只；另 12 只 C57BL/6 小鼠，随机分为对照组 （喂食含蛋氨酸胆碱对照饲料） 和蛋氨酸胆碱缺乏

（MCD） 组 （喂食 MCD 饲料），构建 2种小鼠肝脏纤维化模型，采用实时荧光定量 PCR （RT-qPCR） 和

Western blotting 法检测各组小鼠肝组织中 ANGPTL6 mRNA 和蛋白表达水平。将 30 只小鼠随机分为

橄榄油+磷酸盐缓冲液 （PBS） 组 （OIL+PBS 组）（腹腔注射橄榄油，每周 2次，8周后，尾静脉注射

PBS缓冲液 6周，每周 2次）、CCl4+Exo-绿色荧光蛋白  （GFP） mRNA 组 （腹腔注射 CCl4混合液制备肝

纤维化模型后，尾静脉注射装载 GFP mRNA 的工程化 Exo 6 周） 和 CCl4+Exo-ANGPTL6 mRNA 组

（腹腔注射 CCl4混合液制备肝纤维化模型后，尾静脉注射装载 ANGPTL6 mRNA的工程化Exo 6周），每

组 10只。CCl4+Exo-GFP mRNA组CCl4+Exo-ANGPTL6 mRNA 组小鼠每周注射工程化 Exo 2 次，每

次每只小鼠注射 20 μg （体积 100 μL）。酶联免疫吸附试验 （ELISA） 法检测各组小鼠血清中丙氨酸氨

基转移酶 （ALT） 和天冬氨酸氨基转移酶 （AST） 活性，Masson 染色和天狼猩红染色观察各组小鼠

肝脏胶原沉积情况，免疫组织化学法检测各组小鼠肝组织中 α-平滑肌肌动蛋白 （α-SMA） 表达水平，

RT-qPCR 法检测各组小鼠肝组织中 α-SMA、Ⅰ型胶原 α1链 （Col1a1）、转化生长因子 β1 （TGF-β1） 和

金属蛋白酶组织抑制剂 1 （TIMP-1） mRNA 表达水平。结果结果：：生物信息学分析，ANGPTL6在活化肝星

状细胞（aHSC）中表达明显下调。超声检查，OIL组小鼠肝脏表面细腻光滑；与 OIL组比较，CCl4组小

鼠肝脏切面粗糙，表面凹凸不平。RT-qPCR 和 Western blotting 法检测，与 OIL 组比较，CCl4组小鼠

肝组织中 ANGPTL6 mRNA 和蛋白表达水平均明显降低 （P<0. 05）。从 HEK293T 细胞上清液中提取

的工程化 Exo 结构完整，经尾静脉注射后能够在纤维化肝脏中大量富集，GFP 蛋白在肝脏中大量

表达。ELISA 法检测，与 OIL+PBS 组比较，CCl4+Exo-GFP mRNA 组小鼠血清中 ALT 和 AST 活性

均明显升高 （P<0. 05）；与 CCl4+Exo-ANGPTL6 mRNA 组比较，CCl4+Exo-GFP mRNA 组小鼠血

清中 ALT 和 AST 活性均明显降低 （P<0. 05）。Masson 染色和天狼猩红染色观察，与 OIL+PBS 组比

较， CCl4+Exo-GFP mRNA 组小鼠肝脏胶原沉积明显增加，相对胶原面积增加 （P<0. 05）；与

CCl4+Exo-GFP mRNA组比较，CCl4+Exo-ANGPTL6 mRNA 组小鼠肝脏胶原沉积明显减少，相对胶

原面积减少 （P<0. 05）。免疫组织化学法检测，与 OIL+PBS组比较，CCl4+Exo-GFP mRNA 组小鼠

肝组织中 α-SMA 蛋白表达水平明显升高 （P<0. 05）；与 CCl4+Exo-GFP mRNA 组比较，CCl4+Exo-

ANGPTL6 mRNA组小鼠肝组织中α-SMA蛋白表达水平明显降低（P<0. 05）。RT-qPCR法检测，与OIL+
PBS 组比较，CCl4+Exo-GFP mRNA 组小鼠肝组织中 Col1a1、α-SMA、TGF-β1 和 TIMP-1 mRNA 表
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达水平明显升高 （P<0. 05）；与 CCl4+Exo-GFP mRNA 组比较，CCl4+Exo-ANGPTL6 mRNA 组小

鼠肝组织中 Col1a1、α-SMA、TGF-β1 和 TIMP-1 mRNA 表达水平明显降低 （P<0. 05）。结论结论：：小鼠

尾静脉注射工程化 Exo 递送的 ANGPTL6 mRNA 主要富集在肝脏，工程化 Exo 递送 ANGPTL6 mRNA
对小鼠肝纤维化具有改善作用。

［［关键词］］   血管生成素样蛋白 6； 工程化外泌体； 肝脏纤维化； 肝脏损伤； 疾病模型， 动物
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Improvement effect of engineered exosomes delivering 
ANGPTL6 mRNA on liver fibrosis in mice

TANG Xiaoqian, WEN Shengcong, DONG Zhenya, CHEN Jingyi, CAO Yu, ZHANG Yunhua
（Key Laboratory of Xinjiang Endemic & Ethnic Diseases， Ministry of Education， Department of 

Biochemistry， School of Medical Sciences， Shihezi University， Shihezi 832002， China）

ABSTRACT  Objective：To discuss the role of angiopoietin-like protein 6 （ANGPTL6） in liver fibrosis， 
and to analyze the improving effect of engineered exosome（Exo）-delivered ANGPTL6 mRNA on liver 
fibrosis.  Methods：A total of 12 C57BL/6 mice were randomly divided into olive oil group （OIL group） 
（intraperitoneally injected with olive oil） and carbon tetrachloride （CCl4） group （intraperitoneally injected 
with a mixture of olive oil and CCl₄）， with 6 mice in each group； another 12 C57BL/6 mice were randomly 
divided into control group （fed a with methionine-choline sufficient diet） and methionine-choline deficient 
（MCD） group （fed a with MCD diet）， and two kinds of mouse liver fibrosis models were established.  Real-
time fluorescence quantitative PCR （RT-qPCR） and Western blotting method were used to detect the 
ANGPTL6 mRNA and protein expression levels in liver tissue of the mice in various groups.  A total of 
30 mice were randomly divided into olive oil + phosphate buffered saline （PBS） group （OIL+PBS group） 
（intraperitoneally injected with olive oil twice a week for 8 weeks， then injected with PBS buffer by tail vein 
twice a week for 6 weeks）， CCl4+Exo-green fluorescent protein （GFP） mRNA group （established liver 
fibrosis model by intraperitoneal injection of CCl4 mixture and were injected by tail vein  with engineered 
Exo loaded with GFP mRNA for 6 weeks）， and CCl ₄+Exo-ANGPTL6 mRNA group （established liver 
fibrosis model by intraperitoneal injection of CCl4 mixture and were injected by tail vein with engineered Exo 
loaded with ANGPTL6 mRNA for 6 weeks）， with 10 mice in each group.  The mice in CCl4+Exo-GFP 
mRNA group and CCl4+Exo-ANGPTL6 mRNA group were injected with engineered Exo twice a week， 
20 μg per mouse each time （volume 100 μL）.  ELISA method was used to detect the serum alanine 
aminotransferase （ALT） and aspartate aminotransferase （AST） activities in the mice in various groups； 
Masson staining and Sirius red staining were used to observe the collagen deposition in liver tissue of the 
mice in various groups； immunohistochemistry method was used to detect the α-smooth muscle actin （α-SMA） 
expression levels in liver tissue of the mice in various groups； RT-qPCR method was used to detect the 
expression levels of α-SMA， collagen type Ⅰ alpha 1 chain （Col1a1）， transforming growth factor β1 （TGF-β1）， 
and tissue inhibitor of metalloproteinase 1 （TIMP-1） mRNA in liver tissue of the mice in various groups.  
Results：  The bioinformatics analysis results showed that ANGPTL6 expression was significantly down-

regulated in activated hepatic stellate cell（aHSC）.  The ultrasound examination results showed that the 
liver surface of the mice in OIL group was fine and smooth； compared with OIL group， the liver section of 
the mice in CCl ₄ group was rough and uneven.  The RT-qPCR and Western blotting results showed that 
compared with OIL group， the ANGPTL6 mRNA and protein expression levels in liver tissue of the mice 
in CCl₄ group were significantly decreased （P<0. 05）.  The engineered Exo extracted from the supernatant 
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of HEK293T cells had intact structure and could be largely enriched in the fibrotic liver after tail vein 
injection， with GFP protein being largely expressed in the liver.  The ELISA assay results showed that 
compared with OIL+PBS group， the ALT and AST  activities in CCl4+Exo-GFP mRNA group were 
significantly increased （P<0. 05）； compared with CCl4+Exo-ANGPTL6 mRNA group， the serum ALT 
and AST activities in CCl4+Exo-GFP mRNA group were significantly decreased （P<0. 05）.  The Masson 
staining and Sirius red staining results showed that compared with OIL+PBS group， the collagen deposition 
in liver tissue of the mice in CCl ₄ +Exo-GFP mRNA group was significantly increased， and the relative 
collagen  area  was  increased （P<0. 05）；  compared  with  CCl4+Exo-GFP mRNA  group，  the  collagen 
deposition in tissue liver of the mice in CCl ₄+Exo-ANGPTL6 mRNA group was significantly decreased， 
and the relative collagen area was decreased （P<0. 05）.  The immunohistochemistry results showed that 
compared with OIL+PBS group， the α-SMA protein expression level in liver tissue of the mice in CCl ₄ + 
Exo-GFP mRNA group was significantly increased （P<0. 05）； compared with CCl4+Exo-GFP mRNA 
group， the α -SMA protein expression level in liver tissue of the mice in CCl ₄ +Exo-ANGPTL6 mRNA 
group was significantly decreased （P<0. 05）.  The RT-qPCR results showed that compared with OIL+
PBS group， the expression levels of Col1a1， α -SMA， TGF-β1， and TIMP-1 mRNA in liver tissue of the 
mice in CCl ₄ +Exo-GFP mRNA group were significantly increased （P<0. 05）； compared with CCl4+
Exo-GFP mRNA group， the  expression  levels of Col1a1，  α -SMA， TGF- β1， and TIMP-1 mRNA in 
liver tissue of the mice in CCl ₄ +Exo-ANGPTL6 mRNA group were significantly decreased （P<0. 05）.  
Conclusion： Engineered Exo-delivered ANGPTL6 mRNA injected via the tail vein in the mice is mainly 
enriched in the liver， and engineered Exo delivery of ANGPTL6 mRNA has an improving effect on liver 
fibrosis in the mice.
KEYWORDS Angiopoietin-like protein 6；  Engineered exosome；  Liver fibrosis；  Liver injury；  
Disease model，  animals

肝脏纤维化是细胞外基质成分在肝脏过度弥漫

性积累的一种动态性病理性损伤，随着病程的发

展，晚期肝纤维化可能会进展为肝硬化和肝细胞

癌［1-2］。研究［3］预测 2019-2039 年，肝硬化的发病

率将逐年上升。但目前尚无获批的抗纤维化药物［4-5］。

因此，亟需探索一种有效抗肝纤维化的方法。

血管生成素样蛋白 6（angiopoietin-like protein 6，
ANGPTL6），也称血管生成素相关生长因子，是肝

源性的血管生成素相关蛋白家族的新成员。研究［6］

发现：ANGPTL6 在表皮再生以及血管生成中发挥

作用。研究［7］ 显示：ANGPTL6 在抑制肥胖和相

关的胰岛素抵抗方面也具有一定功能。目前，关于

ANGPTL6 功能的研究主要集中在家族性颅内动脉

瘤［8］、甲状腺癌［9］、肥胖和糖尿病［10］ 等方面，而

在肝脏纤维化方面的研究较少。外泌体 （exosome，
Exo）是一种装载各种蛋白质、脂质和核酸的小脂质

膜囊泡，能够通过质膜融合或内吞作用进入“受体”

细胞［11］。而经工程改造的工程化 Exo 可以将小分

子或核酸药物递送到特定类型的组织或细胞中，以达

到增加局部药物浓度和减少药物不良反应的目的［12］。

本研究通过工程化 Exo递送 ANGPTL6 mRNA，探

讨并验证 ANGPTL6 在减轻小鼠肝脏纤维化中的作

用，为肝纤维化治疗提供新思路。

1 材料与方法  

1. 1　　 基 因 表 达 综 合 数 据 库基 因 表 达 综 合 数 据 库（（Gene Expression 

Omnibus，，GEO））芯片数据分析芯片数据分析　　在 GEO 芯片数据

库中下载 GSE149508 数据集的原始数据，上传至

生物和信息学分析系统（https：//maayanlab. cloud/
biojupies/） 进行基因差异表达分析，并生成热图，

分 析 静 态 肝 星 状 细 胞 （quiescent  hepatic  stellate 
cell，qHSC） 与活化肝星状细胞 （activated  hepatic 
stellate  cell，aHSC） 二者之间的基因差异。

1. 2　　 实 验 动 物实 验 动 物 、、细 胞细 胞 、、主 要 试 剂 和 仪 器主 要 试 剂 和 仪 器　　 6 周龄

SPF 级 C57BL/6 雄性小鼠 54 只，体质量 18~22 g，
购自北京斯贝福生物技术有限公司，动物生产许可

证编号：SCXK （京） 2024-0010，动物使用许可证

编号：SYXK （新） 2023-0003。所有实验动物均

在石河子大学医学院 SPF 级动物实验中心饲养，

动物实验获得了石河子大学第一附属医院实验动

物 伦 理 委 员 会 批 准 （批 件 号 ： A2023-214-01）。
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HEK293T 细胞购自河南北纳生物有限公司。蛋氨

酸 胆 碱 缺 乏 （methionine  and  choline-deficient，
MCD） 饲料和含蛋氨酸胆碱对照饲料均购自美国

MP biomedicals 公司，磷  酸  盐  缓  冲  液 （phosphate 
buffered  saline，PBS） 购 自 武 汉 Servicebio 公 司，

工程化 Exo 和 mRNA 购自北京睿博兴科生物技术

有限公司，绿色荧光蛋白（green fluorescent protein，
GFP） 和胎牛血清购自苏州伊科赛生物科技有限公

司 ， DMEM 培 养 基 购 自 美 国 Gibco 公 司 ， 线 性

PEI40000 转染试剂购自上海翌圣生物科技有限公

司，SMM 293-TⅡ无血清培养基购自北京义翘神

州生物技术有限公司，Exo 提取试剂盒购自美国

SBI 公  司，酶  联  免  疫  吸  附  试  验 （enzyme-linked 
immunosorbent  assay， ELISA） 试剂盒购自上海

酶联科技有限公司，α 平滑肌肌动蛋白 （α-smooth 
muscle actin， α -SMA） 抗体购自武汉 ABclonal 公
司，ANGPTL6 抗体购自英国 Abcam 公司，Flag 和

β-actin 抗体购自武汉三鹰生物技术有限公司，总

RNA 提取试剂盒、逆转录试剂盒和 SYBR 绿色染

料试剂盒均购自南京诺唯赞生物科技有限公司。小

动物超声成像系统购自加拿大 FUJIFILM 公司，小

动物活体荧光成像系统购自美国 PerkinElmer 公司，

电泳仪和转膜仪均购自美国 Bio-Rad 公司，实时荧

光 定 量 PCR （real-time  flourescence  quantitative 
PCR，RT-qPCR） 仪购自瑞士罗氏公司。

1. 3　　2种小鼠肝纤维化模型制备种小鼠肝纤维化模型制备　　小鼠自适应1周后，

首先通过化学药物构建小鼠纤维化肝脏模型［13］，

即腹腔注射四氯化碳 （carbon tetrachloride，CCl4）

混合液造模。  将 12 只实验小鼠，  随机分为橄榄

油组 （OIL 组）（小鼠腹腔注射橄榄油） 和 CCl4组

（小鼠腹腔注射橄榄油与 CCl4混合液），每组各 6只。

混合液由 CCl4与橄榄油按照 1∶7 的比例混合均匀，

剂量为 0. 01 mL·g-1，每周注射 2 次，造模时间持

续 8 周。此外，还通过饮食诱导法构建小鼠纤维化

肝脏模型［13］，即小鼠喂食 MCD 饲料造模。将 12 只

实验小鼠，随机分为对照组 （小鼠喂食含蛋氨酸胆

碱对照饲料） 和 MCD 组 （小鼠喂食 MCD 饲料），

每组各 6 只，造模时间持续 8 周。

1. 4　　 实 验 动 物 分 组 和 工 程 化实 验 动 物 分 组 和 工 程 化 Exo 给 药 处 理给 药 处 理　　  

 将 30 只小鼠随机分为橄榄油+PBS 组 （OIL+
PBS 组）、CCl4+Exo-GFP mRNA 组和 CCl4+Exo-

ANGPTL6 mRNA 组，每组 10 只。OIL+PBS 组

小鼠腹腔注射橄榄油，每周 2 次，8 周后，尾静脉

注射 PBS 缓冲液 6 周，每周 2 次；CCl4+Exo-GFP 
mRNA 组小鼠按“1. 3”的方法腹腔注射 CCl4混合

液制备肝纤维化模型后，尾静脉注射装载 GFP 
mRNA 的工程化 Exo 6 周；CCl4+Exo-ANGPTL6 
mRNA 组小鼠按“1. 3”的方法腹腔注射 CCl4混合

液  制  备  肝  纤  维  化  模  型  后，  尾  静  脉  注  射  装  载
ANGPTL6 mRNA 的工程化 Exo 6 周。后 2 组每周

注射工程化 Exo 2 次，每只小鼠每次注射 20 μg
（体积 100 μL）。

1. 5　　采用小动物超声成像系统检查采用小动物超声成像系统检查 2 组小鼠肝纤组小鼠肝纤

维化情况维化情况　　将小鼠麻醉并固定于操作台，剔除腹部

毛发，并应用小动物超声系统以高频超声探头对

OIL 组和 CCl4组小鼠肝脏进行超声扫描。观察 2 组

小鼠肝脏形态表现和回声等特征，代表肝脏纤维化

情况。

1. 6　　HEK293T 细胞培养上清中提取工程化细胞培养上清中提取工程化 Exo 及及

鉴 定鉴 定　　 HEK293T 细 胞 用 含 10% 胎 牛 血 清 的

DMEM 培养基培养，待细胞密度为 85% 左右时更

换完全培养液，并按照组别转染相应质粒。细胞分

为对照组和处理组，对照组细胞上清液中提取的工

程化 Exo 用于对照组小鼠的研究；处理组细胞提

取的工程化 Exo 则用于处理组小鼠的研究。对照组

细胞同时转染 pcDNA-8HIS-RGD-CD63-mCherry-

L7ae 和 pcDNA-GFP-Ha （KT） 2 种质粒，而处理

组 细 胞 则 同 时 转 染 pcDNA-8HIS-RGD-CD63-

mCherry-L7ae 和 pcDNA-ANGPTL6-Flag （KT）。

按照 2 mL培养基需转染 2 μg质粒 （2种质粒各 1 μg）
的条件进行转染。转染 24 h 后，HEK293T 细胞用

PBS 缓冲液清洗 2次，并更换为 SMM 293-TⅡ无血

清培养液继续培养。 HEK293T 细胞于无血清培

养基中培养 36 h 后，收集细胞培养基。首先于 4 ℃
条件下 3 000 g 离心 15 min，去除细胞和细胞碎片。

接下来细胞上清通过 0. 22 μm 滤器过滤，并收集

滤液。然后滤液采用 15 mL 100 000 Da 超滤管超滤

浓缩，4 ℃条件下 3 000 g 离心 30 min。随后转移浓

缩液至 4 mL 离心管，加入 Exo 提取试剂，混匀并

置于 4 ℃层析柜旋转过夜。1 500 g 离心 30 min，吸

除 上 清 ，  加 适 量 PBS 缓 冲 液 重 悬 沉 淀 。  通 过

Nanosight 粒径分析、电镜和活体荧光成像系统鉴

定所提工程化 Exo。
1. 7　　小动物活体荧光成像系统检查小鼠肝组织中小动物活体荧光成像系统检查小鼠肝组织中

工程化工程化 Exo 分布情况分布情况　　将提取的工程化 Exo 经尾静

脉注射至小鼠体内，由于提取的工程化 Exo 自带
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mCherry 红色荧光蛋白，因此可以直接经荧光活体

成 像 系 统 观 测 到 工 程 化 Exo 在 机 体 不 同 时 间

（30 min、2 h 和 24 h） 的分布情况。利用小动物活

体荧光成像系统，检测 OIL+PBS组和 CCl4+Exo-

GFP mRNA 组小鼠在尾静脉分别注射 PBS 缓冲

液 和 含 有 GFP mRNA 的 工 程 化 Exo 后 30 min、
2 h 及 24 h 的 mCherry 荧光信号强度。同时在注射

后 24 h 检测肝脏中的 GFP 荧光信号强度，以代表

工程化 Exo 在体内的分布情况和 GFP 蛋白表达

状况。

1. 8　　采用试剂盒检测各组小鼠血清中丙氨酸氨基采用试剂盒检测各组小鼠血清中丙氨酸氨基

转 移 酶转 移 酶（（alanine aminotransferase，，ALT））和 天 冬 氨和 天 冬 氨

酸 氨 基 转 移 酶酸 氨 基 转 移 酶（（aspartate aminotransferase，，AST））

活性活性　　小鼠心脏采血后，将所得血浆在室温条件下

静置 2 h，随后将血液样本转移至 4 ℃环境中，以

3 000 r·min-1离心 10 min，分离并收集血清。依照

ELISA 试剂盒说明书要求检测各组小鼠血清中

ALT 和 AST 活性。

1. 9　　Masson 染色染色、、天狼猩红染色和免疫组织化学天狼猩红染色和免疫组织化学法法

检测各组小鼠肝组织中胶原沉积情况检测各组小鼠肝组织中胶原沉积情况　　将取材的

肝组织先浸泡在 4% 多聚甲醛中进行固定，24 h
后放入 20% 蔗糖溶液中脱水，随后用石蜡包埋肝

组织。对肝组织切片进行 Masson 和天狼猩红染色

及使用 α -SMA （1∶ 200） 抗体标记肝组织切片，

以检测肝组织纤维化情况。采用 Image J 图像分析

系统分析肝组织中胶原沉积情况 （Masson 染色胶

原沉积颜色为蓝色，天狼猩红染色胶原沉积颜色为

红色） 和 α-SMA 蛋白表达情况，计算相对胶原面

积和 α-SMA 蛋白表达水平。相对胶原面积=胶原

面积/组织总面积，α-SMA 蛋白表达水平=α-SMA
蛋白阳性染色面积/组织总面积。

1. 10　　Western blotting 法检测各组小鼠肝组织中法检测各组小鼠肝组织中

ANGPTL6 和和 Flag 蛋白表达水平蛋白表达水平　　采用含有蛋白酶

抑制剂和磷酸酶抑制剂混合物的 RIPA 裂解液裂

解肝组织，使用 BCA 试剂盒定量蛋白浓度。利用

10% 十 二 烷 基 硫 酸 钠 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

（sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis，SDS-PAGE） 分离等量的蛋白质，

并转移至 PVDF 膜上，然后用 5% 脱脂奶粉封闭，

并在 4 ℃下一抗孵育过夜，ANGPTL6 （1∶500）、

Flag （1∶2 000） 和 β-actin （1∶1 000）。清洗膜后，

加入辣根过氧化物酶偶联的羊抗鼠/兔二抗，室温

孵育 2 h，再次清洗膜后，加入发光液曝光。采用

Image J 图像分析系统分析蛋白条带灰度值，以

β-actin 为内参，计算目的蛋白表达水平。目的蛋白

表达水平=目的蛋白条带灰度值/β-actin条带灰度值。

1. 11　　 RT--qPCR 法 检 测 各 组 小 鼠 肝 组 织 中法 检 测 各 组 小 鼠 肝 组 织 中

ANGPTL6 mRNA 和纤维化相关基因表达水平和纤维化相关基因表达水平　　根

据试剂商说明书操作，使用 Total RNA 试剂提取肝

脏总 RNA，使用逆转录试剂盒逆转录 RNA，使用

SYBR 绿色染料，采用 RT-qPCR 检测各组小鼠肝

组 织 中 ANGPT26、 α -SMA、 Ⅰ 型 胶 原 α1 链

（collagen type Ⅰ alpha 1 chain，Col1a1）、转化生长

因子 β1 （transforming growth factor-β1，TGF-β1）、

金 属 蛋 白 酶 组 织 抑 制 剂 1 （tissue inhibitor of 
metalloproteinase-1， TIMP-1） mRNA 表 达 水 平 ，

所有引物均由北京睿博兴科生物有限公司合成，引

物序列见表 1。
1. 12　　统计学分析统计学分析　　采用 GraphPad Prism 9. 0 软件

对数据进行作图和统计学分析。各组小鼠血清中

ALT和 AST活性，各组小鼠肝组织中相对胶原面积

和蛋白阳性表达率和 α-SMA、ANGPTL6及 Flag蛋

白表达水平，各组小鼠肝组织中ANGPTL6、α-SMA、

Col1a1、TGF-β1 和 TIMP-1 mRNA 表达水平均符

合正态分布，以 x±s 表示，多组间样本均数比较

采用单因素方差分析，组间样本均数两两比较采

用 LSD-t检验。以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2 结  果  

2. 1　　GEO 芯片数据分析芯片数据分析　　分析 qHSC 和 aHSC 的

芯片数据集 （GSE149508），结果显示：2 种肝星状

细胞  （hepatic stellate cells， HSCs） 中， ANGPTL6
在 aHSC 中表达明显下调。见图 1。
2. 2　　2 组小鼠肝脏形态表现组小鼠肝脏形态表现　　超声检查结果显示：

OIL 组小鼠肝脏表面细腻光滑。与 OIL 组比较，

CCl4组小鼠肝脏切面粗糙，表面凹凸不平。提示腹

腔 注 射 CCl4 混 合 液 成 功 建 立 了 肝 纤 维 化 模 型 。

见图 2。
2. 3　　2 组小鼠肝组织中组小鼠肝组织中 ANGPTL6 mRNA 和蛋白和蛋白

表达水平表达水平　　与 OIL 组比较，CCl4 组小鼠肝组织中

ANGPTL6 mRNA 和 蛋 白 表 达 水 平 均 明 显 降 低

（P<0. 05）。见图 3。
2. 4　　工程化工程化 Exo 提取和鉴定提取和鉴定　　根据工程化 Exo 吸

附特异 mRNA 的原理构建相关质粒。见图 4。在

HEK293T 细胞中转染 CD63 融合质粒后，荧光显

示：CD63 蛋白在细胞膜上表达，同时红色荧光蛋

白 mCherry 表达量较高，证实 pcDNA-8HIS-RGD-
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表表 1　　RT--qPCR 引物序列引物序列

TabTab.. 11　　Primer sequences of RTPrimer sequences of RT--qPCRqPCR

Primer

ANGPTL6

α-SMA

Col1a1

TGF-β1

TIMP-1

β-actin

Sequences (5'-3')     
    Forward: CTGGGCCGTCGTGTAGTAG
    Reverse: CAGTCCTCTAGGAGTATCAGCAG
    Forward: GTCCCAGACATCAGGGAGTAA
    Reverse: TCGGATACTTCAGCGTCAGGA
    Forward: GCTCCTCTTAGGGGCCACT
    Reverse: CCACGTCTCACCATTGGGG
    Forward: CTCCCGTGGCTTCTAGTGC
    Reverse: GCCTTAGTTTGGACAGGATCTG
    Forward: GCAACTCGGACCTGGTCATAA
    Reverse: CGGCCCGTGATGAGAAACT
    Forward: GGCTGTATTCCCCTCCATCG
    Reverse: CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

NCBI Refseq

NM_145154.2

NM_007392.3

NM_007742.4

NM_011577.2

NM_001044384.2

NM_007393.5

Slc29a1
Clec4g
Tinagl1

PIpp1
Slc9a3r2
Ms4a4d

Fcna
Fcm1

Angptl6
Dcn

Tmem204
Ehd3
Rgs5
Sod3

Ifitm1
Hgf

Agtr1a
Timp2
Mmp2

Lum
Fzd1

Serpine2
Sparcl1
Col6a1

Cd63
Mmp14
Col1a2
Col1a1

Itgb5
Ccdc80

Ppic
Cpxm1
Col3a1

Lp1
Htra1

Fhl2
Igfbp4

Gas6
Psap

Gm26917

G
en

e

qH
SC2

qH
SC1

qH
SC3

aH
SC2

aH
SC1

aH
SC3

Group
Sample

图图 1　　2 种种 HSCs的的 GEO 数据分析数据分析

Fig. 1　　Analysis of GEO data for two types of HSCs
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CD63-mCherry-L7ae 融合质粒表达成功且转染效率

高。此外，pcDNA-GFP-Ha（KT）质粒转染后，GFP
蛋白大量表达且转染效率较高。见图 5。经试剂盒提

取的工程化 Exo，采用 Nanosight粒径分析和电镜鉴

定，结果显示：囊泡直径约为 100 nm，且电镜下呈

现“茶托状”及双层囊膜样外观。见图 6。证实由细

胞上清中成功提取出结构完整的工程化 Exo。
2. 5　　肝脏中工程化肝脏中工程化 Exo 的分布情况的分布情况　　小鼠尾静脉

注射 24 h 后，荧光活体成像系统切换为 GFP 荧光

模式，通过检测到强烈的荧光信号显示 GFP 蛋白

在肝脏中大量表达。见图 7。提示经尾静脉注射的

工程化 Exo 成功在肝脏中富集，且投递的 mRNA
能够高效翻译。

2. 6　　各组小鼠血清中各组小鼠血清中 ALT 和和 AST 活性活性　　与 OIL+
PBS 组比较，CCl4+Exo-GFP mRNA 组小鼠血清

中 ALT 和 AST 活性均明显升高 （P<0. 05）。与

CCl4+Exo-ANGPTL6 mRNA 组比较，CCl4+Exo-

GFP mRNA 组小鼠血清中 ALT 和 AST 活性均明

显降低 （P<0. 05）。见表 2。

2. 7　　各组小鼠肝组织中各组小鼠肝组织中 Flag 和和 α-SMA 蛋白表达水蛋白表达水

平和胶原沉积情况平和胶原沉积情况　　在CCl4+Exo-ANGPTL6 mRNA
组中 Flag 蛋白大量表达，证实工程化 Exo 投递的

ANGPTL6 mRNA 在肝脏中翻译表达。见图 8。与

OIL+PBS 组比较，CCl4+Exo-GFP mRNA 组小鼠

肝脏胶原沉积明显增加，相对胶原面积增加 （P<

A CB D

A，B： Ultrasonographic findings；C，D： liver appearances； A，C： OIL groups； B，D： CCl4 group. Red arrow： Ultrasound images of liver 
sections  of mice in two groups.

图图 2　　2 组小鼠超声检查结果组小鼠超声检查结果（（A~B））及肝脏外观及肝脏外观（（C~D））

Fig. 2　　Ultrasonographic findings （（A-B）） and liver appearances （（C-D）） of mice in two groups
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Lane 1-3： Control group； Lane 4-6： MCD group. *P<0.05 compared with OIL group or control group.
图图 3　　2 组小鼠肝组织中组小鼠肝组织中ANGPTL6 mRNA 表达水平表达水平（（A））和和 ANGPTL6 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图（（B））及直条图及直条图（（C））

Fig. 3　　Expression levels of ANGPTL6 mRNA （（A）） and electrophoregram （（B）） and histogram （（C）） of expressions of 

ANGPTL6 protein in liver tissue of mice in two groups

图图 4　工程化　工程化 Exo 吸附特异吸附特异 mRNA 原理图原理图

Fig. 4　　 Schematic diagram of absorption of specific 

mRNA by engineered Exo
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0. 05）；与 CCl4+Exo-GFP mRNA 组比较，CCl4+
Exo-ANGPTL6 mRNA 组小鼠肝 脏胶原沉积明显

减少，相对胶原面积减少 （P<0. 05）。与 OIL+
PBS 组比较，CCl4+Exo-GFP mRNA 组小鼠肝组

织中 α-SMA 蛋白表达水平明显升高 （P<0. 05）；

与 CCl4+Exo-GFP mRNA 组 比 较 ， CCl4+Exo-

ANGPTL6 mRNA 组小鼠肝组织中 α-SMA 蛋白表

达水平明显降低 （P<0. 05）。见图 9 和表 3。
2. 8　　各组小鼠肝组织中纤维化相关基因表达水各组小鼠肝组织中纤维化相关基因表达水平平　　

 与OIL+PBS组比较，CCl4+Exo-GFP mRNA组

小鼠肝组织中 Col1a1、α-SMA、TGF-β1和 TIMP-1 
mRNA 表达水平明显升高 （P<0. 05）；与 CCl4+
Exo-GFP mRNA 组 比 较，  CCl4+Exo-ANGPTL6 
mRNA组小鼠肝脏组织中 Col1a1、α-SMA、TGF-β1和

TIMP-1 mRNA 表 达 水 平 明 显 降 低 （P<0. 05）。

见图 10。

3 讨  论  

肝脏纤维化是一种复杂的病理过程，涉及多种

细胞和分子机制的相互作用，在这一过程中，HSC
扮演了关键角色［14］。在正常肝脏中，HSC 处于静

止状态；当处于慢性肝损伤时，HSC 被激活并转

化为肌成纤维细胞，分泌大量细胞外基质，导致纤

维化的发生［15-17］。本研究结果显示：ANGPTL6在活

化的 HSC 中表达下调，提示 ANGPTL6可能在维持

HSC 静止状态中发挥重要作用。此外，ANGPTL6
在 2 种小鼠肝纤维化模型中的表达呈现一致性下

调，进一步表明 ANGPTL6 的表达水平与肝纤维化

的进展存在密切的负相关关系。

在肝纤维化的治疗探索中，工程化 Exo 作为一

种新兴的药物递送系统，逐渐受到广泛关注［18］。

工程化 Exo 是一种通过生物工程或化学工程策略设

计并装载的递送系统，其设计策略包括构建含精氨

酸 -甘氨酸 -天冬氨酸 （Arg-Gly-Asp，  RGD） 的纤

维化组织靶向肽、Exo 分子标志物 CD63、古细菌

核 糖 体 蛋 白 L7ae、 kink-turn （KT） 碱 基 序 列 和

mCherry 荧光示踪蛋白等功能分子［19-20］。基于 Exo
自身的特性，工程化 Exo 具有高效、特异性递送药

物的优势［21-22］。本研究结果显示：从 HEK293T 细

胞中提取的工程化 Exo 经过 Nanosight 粒径分析和

电镜鉴定，其直径约为 100 nm，且具有典型的双

层囊膜结构，表明工程化 Exo 提取成功。通过尾静

A B C

A：CD63 （×200）；B： mCherry （×200）； C：GFP （×10）.
图图 5　工程化　工程化 Exo 相关荧光蛋白表达情况相关荧光蛋白表达情况

Fig. 5　　Expression of fluorescen proteins associated with engineered Exo
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A： Particle size analysis. B： Electron microscopic identification
图图 6　工程化　工程化 Exo 粒径分析和电镜鉴定粒径分析和电镜鉴定

Fig. 6　　Particle size analysis and electron microscopic identification of engineered Exo
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脉注射后，工程化 Exo在肝脏中大量富集，且携带的

GFP mRNA 在肝脏中高效表达，提示提取的工程

化 Exo 具有良好的靶向性和递送效率。

肝纤维化是慢性肝病进展的重要病理特征，与

血清转氨酶 AST 和 ALT 活性密切相关。血清 AST
和 ALT 活性是肝损伤的常用生物标志物，其升高

与肝细胞损伤程度相关［23］。在肝纤维化过程中，

胶原沉积是关键环节，其合成增加和降解减少均可

导致纤维化的发生［24-25］。在 HSC 活化过程中，其

特征性标志物 α-SMA 和 Colla1 的表达水平显著上

调［26］。这一活化过程受到多种细胞因子的精密调

控，其中 TGF-β1 作为关键的促纤维化因子，能够

有效诱导纤维胶原和 α -SMA 的合成［27］。同时，

TIMP-1 通过抑制基质金属蛋白酶的活性，阻碍胶

原 降 解 ， 加 剧 胶 原 沉 积［28］。 本 研 究 结 果 显 示 ：

PBS        mCherry

Mice

Liver

30 min after tail vein injection

A

PBS        mCherry

2 min after tail vein injection
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A： Expression of mCherry fluorescence signal in mice 30 min after tail vein injection of engineered exosomes； B： Expression of mCherry 
fluorescence signal in mice 2 h after injection； C： Expression of mCherry fluorescence signal in liver 24 h after injection； D： Expression of 
GFP fluorescence signal in liver 24 h after injection.

图图 7　肝脏中工程化　肝脏中工程化 Exo 的分布情况的分布情况

Fig. 7　　Distribution of engineered Exo in liver

表表 2　　各组小鼠血清中各组小鼠血清中 ALT 和和 AST 活性活性

TabTab..   22　　Activities of ALT and AST in serum of mice in 

various groups                                   [n=6, x±s, λB/(U·L-1)]

Group
OIL+PBS
CCl4+Exo-GFP mRNA
CCl4+Exo-ANGPTL6 mRNA

ALT
27.42±10.02

262.80±17.07*

51.07±6.93△

AST
25.35±6.31

189.20±25.15*

59.16±7.39△

*P<0.05 compared with OIL+PBS group； △P<0.05 compared 
with CCl4+Exo-GFP mRNA group.

Flag

β-actin

52 000

43 000

Mr1             2             3

Lane 1： OIL+PBS group； Lane 2： CCl4+Exo-GFP mRNA 
group； Lane 3： CCl4+Exo-ANGPTL6 mRNA group.
图图 8　　Western blotting法检测尾静脉注射工程化法检测尾静脉注射工程化 Exo后后

肝组织中肝组织中  Flag 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图

Fig. 8　　 Electrophoregram   of   expressions   of   Flag 

protein in liver tissue of mice  after engineered Exo 

injection via tail vein detected by Western blotting method
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CCl4+Exo-ANGPTL6 mRNA 组小鼠血清 ALT 和

AST 活性明显降低，表明 ANGPTL6 能够减轻肝

脏损伤。此外，Masson 和天狼猩红染色结果显示，

CCl4+Exo-ANGPTL6 mRNA 组小鼠的肝脏胶原

沉积明显减少，提示 ANGPTL6 具有显著的抗纤维

化作用。免疫组织化学法和 Western blotting 法检测

结果进一步证实：CCl4+Exo-ANGPTL6 mRNA 组

小鼠肝组织中 ANGPTL6 蛋白表达水平明显升高，

而纤维化相关基因 （如α-SMA、Colla1、TGF-β1和

TIMP-1） 表达水平明显下调，表明 ANGPTL6 可

能通过抑制纤维化相关基因的表达，减轻了肝纤维

化的程度。已有研究［29-30］ 表明：成纤维细胞生长

因子 21 （Fibroblast growth factor 21， FGF21） 是

改善肝脏纤维化的关键因子，而 ANGPTL6 可调控

FGF21 的表达和分泌［31］。因此，ANGPTL6 在改

Masson

Sirue red

α-SMA

OIL+PBS CCl4+Exo-GFP mRNA CCl4+Exo-ANGPTL6 mRNA

图图 9　　Masson染色染色、、天狼猩红染色和免疫组织化学法检测各组小鼠肝组织中胶原沉积及检测肝组织中天狼猩红染色和免疫组织化学法检测各组小鼠肝组织中胶原沉积及检测肝组织中 α--SMA 蛋白表蛋白表达达

情况情况（（×200））

Fig. 9　　Collagen deposition in liver tissue expressions of α --SMA protein in liver tissue of mice in various groups 

detected by Masson, Sirius red staining and immunohistochemistry staining (×200)

表表 3　　各组小鼠肝组织中相对胶原面积和各组小鼠肝组织中相对胶原面积和 α--SMA 蛋白表达蛋白表达

水平水平

TabTab.. 33　　Relative  Relative  collagen  areas  and  expressions  levels  of 

α--SMA protein in liver tissue of mice in various groups

（n=6， x±s）

Group
OIL+PBS
CCl4+Exo-GFP mRNA
CCl4+Exo-ANGPTL6 mRNA

Masson
0.72±0.06
5.16±0.78*

1.31±0.22△

Sirius red
0.16±0.02
1.21±0.09*

0.61±0.04△

α-SMA
0.46±0.08
1.87±0.13*

1.07±0.12△

*P<0.05 compared with OIL+PBS group； △P<0.05 compared 
with CCl4+Exo-GFP mRNA group.

OIL+PBS

CCl4+Exo-GFP mRNA

CCl4+Exo-ANGPTL6 mRNA

A

E
xp

re
ss

io
n 

le
ve

l 
of

 
C

ol
1a

1 
m

R
N

A

20

15

10

5

0
B

E
xp

re
ss

io
n 

le
ve

l 
of

 
α

-S
M

A
 m

R
N

A

8

6

4

2

0
C

E
xp

re
ss

io
n 

le
ve

l 
of

 
T

G
F

-β
1 

m
R

N
A

3

2

1

0
D

E
xp

re
ss

io
n 

le
ve

l 
of

 
T

IM
P

-1
 m

R
N

A

20

15

10

5

0

A： Co1a1 mRNA；B： α-SMA mRNA；C： TGF-β1 mRNA；D： TIMP-1 mRNA. *P<0.05 compared with OIL+PBS group； △P<0.05 
compared with CCl4+Exo-GFP mRNA group.

图图 10　　RT--qPCR 法检测各组小鼠肝组织中纤维化相关基因表达水平法检测各组小鼠肝组织中纤维化相关基因表达水平

Fig. 10　　Expression levels of fibrosis--related genes in liver tissue of mice in various groups detected by RT--qPCR method
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善肝脏纤维化的过程中是否通过 FGF21 途径发挥

作用，值得进一步探索。

综 上 所 述 ， 本 研 究 通 过 工 程 化 Exo 递 送

ANGPTL6 mRNA至纤维化肝脏，证实了ANGPTL6
在减轻肝脏损伤和抑制纤维化中的重要作用。本

研究为肝纤维化的治疗提供了新的思路和策略。
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