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摘要 目的 探讨黄曲霉细胞外囊泡（EVs）对黄曲霉感染的治疗效果。方法 使用超速离心

法提取黄曲霉的 EVs，通过纳米颗粒跟踪分析（NTA）检测和鉴定 EVs；qRT-PCR 和酶联

免疫吸附试剂盒检测黄曲霉 EVs 对骨髓源巨噬细胞（BMDMs）极化的影响和几种细胞因子

的表达水平，包括肿瘤坏死因子 α（TNF-α）、干扰素-γ（IFN-γ）、白介素-6（IL-6）和白

介素-10（IL-10）；构建大蜡螟感染模型，设置黄曲霉 EVs 的 3 个浓度组（0.2、2、20 μg/

条幼虫）作为实验组，PBS 作为感染模型对照组，同时设置 3 种形式的阴性对照组，包括

PBS 组、穿刺组，空白对照组，通过大蜡螟感染模型的存活率评价黄曲霉 EVs 对黄曲霉感

染的治疗效果。结果 黄曲霉 EVs 粒径在 20~550 nm 之间；黄曲霉 EVs 能够使 BMDMs 向

M1 表型和 M2 表型极化，并产生细胞因子，包括 TNF-α、IFN-γ、IL-6 和 IL-10；大蜡螟感

染模型结果显示黄曲霉 EVs 可提高黄曲霉感染后大蜡螟的存活率。结论 黄曲霉产生的 EVs

可促进 BMDMs 的促炎细胞因子和抗炎细胞因子表达，促进 BMDMs 向 M1 表型和 M2 表型

极化，同时增加大蜡螟感染黄曲霉后的存活率。 

关键词  黄曲霉；细胞外囊泡；巨噬细胞；细胞因子；极化；大蜡螟  

中图分类号 R 379.6 

文献标志码  A    

 

Therapeutic evaluation of extracellular vesicles produced by Aspergillus flavus 

in Aspergillus flavus infections 

Zhou Jianhong1,2, Wang Li1,2, Yao Langxuan1,2, Zhang Chunlin1,2, Jiang Yinhui1,2 

(1Key Laboratory of Molecular Biology, 2Key Laboratory of Endemic and Ethnic Diseases, 

Ministry of Education, Guizhou Medical University, Guiyang  550004) 

 

                                                        

基金项目：国家自然科学基金项目（编号：32000017）；贵州省自然科学基金资助项目[贵

州省科技计划（编号：黔科合基础-ZK[2021]重点 030）；贵州医科大学优秀青

年人才培养计划项目 [编号：贵医大优秀青年人才（2023）101 号] 

作者简介：周建鸿，女，硕士研究生； 

江银辉，男，教授，硕士生导师，博士生导师，通信作者，E-mail:jyh5265@163.com 

网络首发时间：2025-07-08 11:15:00       网络首发地址：https://link.cnki.net/urlid/34.1065.r.20250707.1416.006



 2 

Abstract Objective  To explore the therapeutic effect of extracellular vesicles (EVs) of 

Aspergillus flavus on A. flavus infection. Methods  The extracellular vesicles (EVs) 

of Aspergillus flavus were isolated using ultracentrifugation and detected/identified by 

nanoparticle tracking analysis (NTA). Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) and enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) kits were used to assess the effect of A. flavus EVs on the 

polarization of bone marrow-derived macrophages (BMDMs) and the expression levels of several 

cytokines, including tumor necrosis factor-α (TNF-α), interferon-γ (IFN-γ), interleukin-6 (IL-6), 

and interleukin-10 (IL-10). The Galleria mellonella infection model was constructed. Three 

concentration groups of A. flavus EVs (0.2, 2, and 20 μg/larvae) were set as the experimental 

groups, and PBS was used as the control group for the infection model. Meanwhile, three forms of 

negative control groups were established, including the PBS group, the pierced controlgroup, and 

the negative control group. The therapeutic effect of A. flavus EVs on A. flavus infection was 

evaluated by the survival rate of the G. mellonella infection models. Results   The particle size 

of A. flavus EVs ranged from 20 to 550 nm. A. flavus EVs could polarize BMDMs into both M1 

and M2 phenotypes and induce the production of cytokines, including TNF-α, IFN-γ, IL-6, and 

IL-10. The results of the G. mellonella infection model showed that A. flavus EVs could improve 

the survival rate of G. mellonella after A. flavus infection. Conclusion  The EVs produced by A. 

flavus can promote the expression of both pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines in 

BMDMs, induce M1 polarization and M2 polarization of BMDMs, and increase the survival rate 

of G. mellonella after A. flavus infection. 
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黄曲霉（Aspergillus flavus, A. flavus）是曲霉菌属中一种丝状真菌，可导致人体皮肤、

神经系统或骨骼等感染曲霉病，并且会对粮食安全和经济作物造成巨大损失[1]。有研究[2]报

道，细胞外囊泡（extracellular vesicles ，EVs）可直接从质膜释放或在多泡体（multivesular 

bodies，MVBs）与质膜融合过程中释放，其携带来自亲代细胞的如核酸、蛋白和脂质等生

物活性分子。在细胞通讯和真菌感染的免疫发病机制中起至关重要作用[3]。研究[2]表明黄曲

霉菌 EVs 能够诱导巨噬细胞产生炎症介质，如肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor-α, 

TNF-α）、白细胞介素（interleukin-10, IL-6）和 IL-10 等。而曲霉病的临床常用药物由于副

作用强，毒性大[4]，导致曲霉病的治疗更加困难和复杂，因此，寻求安全有效的治疗方案极

为重要。研究[5]发现 EVs 可以降低感染烟曲霉的大蜡螟的死亡率。课题组前期构建得到黄曲
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霉菌株 LD-F1，透射电镜观察菌丝的内部结构发现 EVs[6]，因此探索黄曲霉产生的 EVs 对黄

曲霉的感染是否有一定的治疗作用，为临床治疗曲霉病一定的参考价值。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 细胞、菌株和昆虫   小鼠骨髓源巨噬细胞来源于实验室；黄曲霉菌株 LD-F1 由本实

验室构建；大蜡螟幼虫，质量为 200~300 mg/条，共 260 条，通体为浅黄色，购自天津惠裕

德生物科技有限公司。 

1.1.2 主要试剂和仪器   重组鼠源 IFN-γ、重组鼠源 IL-4（货号：HY-P7071、HY-P7080）

均购自美国 MedChemExpress 公司；特优级澳洲胎牛血清（货号：SX3000）购自浙江硕华

生命科学研究股份有限公司；重组鼠源 IL-12 P40（货号：210-12-2UG）、DMEM 高糖培

养基（货号：C11995500BT）、血细胞计数板均购自美国赛默飞世尔科技有限公司；PBS 缓

冲液（货号：P1020）购自北京索莱宝科技有限公司；ELISA KIT TNF-α、 IFN-γ、IL-6、IL-10

（货号：CME0004-F-096、CME0003-096、CME0006-F-096、CME0016-F-096）均购自北京

四正柏生物科技有限公司；逆转录试剂盒（货号：KR123）购自北京天根生化科技有限公司；

2×HQ SYBR qPCR Mix（Without ROX）试剂盒（货号：ZF501-2）购自北京庄盟生物基因科

技有限公司；离心机（型号：GENESPEED 1730R）购自北京索莱宝科技有限公司；生化培

养箱（型号：MJX-80B）购自赛得利斯实验分析仪器制造厂；超速离心机（型号：CP100NX）

购自上海艾本德国际贸易有限公司；细菌过滤器购自北京兰杰柯科技有限公司；多功能酶标

仪（型号：Synergy Neo2 Hybrid）购自江苏无锡百泰克生物技术有限公司。 

1.2 方法 

1.2.1 培养基制备 

1.2.1.1 基本培养基制备   称取葡萄糖 4 g，20×盐溶液 20 mL，微量元素溶液 400 μL，蒸馏

水加至 400 mL，121 ℃灭菌 20 min。 

1.2.1.2 马铃薯葡萄糖琼脂培养基（potato dextrose agar , PDA）制备   称取马铃薯 200 g，

加水煮烂，4 层纱布过滤去除马铃薯泥，称取葡萄糖 20 g，琼脂粉 13 g，蒸馏水定容至体积

1 000 mL，121 ℃灭菌 20 min。 

1.2.1.3 DMEM 完全培养基制备   取 89%高糖 DMEM 培养基，10%浓度胎牛血清，1%浓度

的双抗，配制为 DMEM 完全培养基制备。 

1.2.2 菌悬液制备   将黄曲霉菌株 LD-F1 接种于 PDA 培养基上，30 ℃培养 5 d，用含 0.1%

吐温 80 的 PBS 10 mL 冲洗培养基表面菌丝，用灭菌的 8 层擦镜纸过滤，将过滤后的黄曲霉

孢子收集于离心管，8 000 r/min 离心 10 min 后弃上清液，用 PBS 再次重悬，血细胞计数板

计数。根据实验要求调整曲霉分生孢子的浓度为 1×104 CFU/mL 和 2×107 CFU/mL。 

1.2.3 细胞外囊泡的提取   将计数好的黄曲霉孢子 2×107 个接种在加入氨苄西林的 400 mL

基本培养基内，37 ℃、200 r/min 空气浴培养 72 h。用灭菌的 8 层擦镜纸过滤后获得上清液，
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在 4 ℃条件下 3 000 r/min 离心 30 min，除去较大的细胞碎片和杂质沉淀。在 4 ℃条件下 8 000 

r/min 离心 60 min，进一步除去较大颗粒。用 0.22 μm 的细菌过滤器过滤除去细菌，在 4 ℃

条件下 16 000 r/min 超速离心 90 min 后弃上清液，重复多次，最后用 PBS 重悬纯化 1 次，

在 4 ℃条件下 16 000 r/min 超速离心 90 min 后弃上清液，用 500 μL 无菌无核酸酶的超纯水

悬浮提取的 EVs，-80 ℃保存备用。 

1.2.4 细胞外囊泡纳米颗粒追踪分析（nano particles tracking analysis, NTA）检测   提取

的 EVs 样本从-80 ℃冰箱取出后送于深圳汇芯生物医疗科技有限公司。采用德国 Particle 

Metrix 公司生产的 NTA 仪（型号：Zeta View PMX-120）对 EVs 进行检测，包括纳米颗粒

粒径分布、颗粒浓度和 zeta 电位，其中 NanoSight NS300 对从黄曲霉培养上清液中分离的

EVs 进行纳米颗粒跟踪分析。 

1.2.5 巨噬细胞培养    取 5 mL 高糖 DMEM 完全培养基于 15 mL 离心管中，37 ℃预热，

-80 ℃冰箱取骨髓源巨噬细胞（bone marrow-derived macrophages，BMDMs）BMDMs 放入

37 ℃水浴锅中快速化冻，转入超净工作台中，将 BMDMs 加入到含预热培养基中 1 000 r/min

离心 5 min，弃上清液得到细胞沉淀。用 5 mL 完全培养基重悬细胞，转移至 T25 培养瓶，

37 ℃、5% CO2 培养箱中培养。24 h 后观察细胞生长到 80%~90%时，可进行细胞实验或细

胞传代培养。 

1.2.6  细胞因子检测  BMDMs 复苏生长稳定后进行计数重悬，铺板在 48 孔板中，BMDMs

浓度为 1.5×106 个/mL，铺板密度为 7.5×105 个/孔，单独培养基培养和加入 LPS（1 μg/mL）

+IFN-γ（2 ng/mL）分别用作阴性对照和阳性对照。参考 Da et al[7]的研究，实验组分别将浓

度为 0.31、1.25 、5.00 、20.00 μg/mL 提取的黄曲霉 LD-F1 的 EVs 作用于 BMDMs，放入

37 ℃、5% CO2 培养箱中孵育 48 h 后，将获得的 BMDMs 悬液通过 1 000 r/min 离心 10 min

后，收集上清液后通过 ELISA 检测包括 TNF-α、IFN-γ、IL-6 和 IL-10 等细胞因子的表达水

平。 

1.2.7 BMDMs 极化检测 

1.2.7.1 细胞分组与培养    Medium 组仅加入培养基做阴性对照；M1 诱导组添加 IFN-γ（2 

ng/mL）+ IL-12p40（50 ng/mL）；M2 诱导组添加 IL-10 + IL-4（50 ng/mL）；EVs 组添加

10 μg/mL 的 EVs。BMDMs 复苏培养生长稳定后进行细胞计数，重悬铺 24 孔板中，细胞密

度为 2×106 个/mL，1×106 个/孔，37 ℃、5% CO2培养箱中孵育 6 h。  

1.2.7.2 提取细胞 RNA   细胞培养 6 h 后，去除细胞培养液，预冷 PBS 清洗细胞，在 24 孔

板的每孔加 0.25 mL TRIzol 试剂，使细胞裂解后转移至离心管中，室温静置 5 min。加入 0.2 

mL 三氯甲烷，颠倒混匀后 15~30 ℃放置 2~3 min，4 ℃条件下 12 000 r/min 离心 15 min 后转

移上层水相至新的 Ep 管中。加入等量的异丙醇，混匀，室温静置 10 min，4 ℃条件下，12 000 

r/min 离心 10 min 产生白色沉淀。弃上清液，1 mL 预冷的 75%的乙醇（DEPC 水配制）洗涤
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沉淀物。4 ℃条件下，7 500 r/min 离心 5 min，弃上清液。冰上风干 5~10 min，用适量 DEPC

水溶解沉淀物，所得到的溶解液即为细胞的总 RNA，保存于-80 ℃备用。 

1.2.7.3 引物设计    根据基因序列，设计相应引物序列，由上海生物工程有限公司合成引

物序列。 

表 1  引物序列 

Tab.1  Primer sequence 

Gene Name Primer Sequences 

 

β-actin 

F: 5’-CCTAAGGCCAACCGTGAAAA-3’ 

R: 5’-GAGGCATACAGGGACAGCACA-3’ 

 

YM1 

F: 5’-TCACAGGTCTGGCAATTCTTCTG-3’ 

R: 5’-ACTCCCTTCTATTGGCCTGTCC-3’ 

 

Arginase-1（Arg-1） 

F: 5’-GTTCCCAGATGTACCAGGATTC-3’ 

R: 5’-CGATGTCTTTGGCAGATATGC-3’ 

 

FIZZ1 

F: 5’-CCTGAGATTCTGCCCCAGGAT-3’ 

R: 5’-TTCACTGGGACCATCAGCTGG-3’ 

 

iNOS2 

F: 5’-CCGAAGCAAACATCACATTCA-3’  

R: 5’-GGTCTAAAGGCTCCGGGCT-3’ 

1.2.7.4 逆转录定量 PCR 反应    使用逆转录试剂盒，按照说明书操作，将提取的 RNA 逆

转录为 cDNA。使用 2×HQ SYBR qPCR Mix（Without ROX）试剂盒，按照说明书操作配制

PCR 反应体系，具体为：2×HQ SYBR qPCR Mix（Without ROX）10 μL，10 μmol/L 的 Forward 

Primer 0.4 μL，10 μmol/L 的 Reverse Primer 0.4 μL，10 μmol/L 的 Template DNA/cDNA 2 μL，

ddH₂O 7.2 μL。再依据说明书采用两步法 PCR 反应程序设定，首先进行预变性，95 ℃、30 s，

1 个循环；95℃、10 s 变性，60 ℃、30s 退火/延伸，循环 35 ~ 40 次；最后进行融解曲线分

析，采用仪器默认程序执行。 

1.2.8 实验分组及处理    选取体表颜色呈浅黄色，质量为 200~300 mg 的大蜡螟幼虫，每

组 20 条，分为实验组、感染模型对照组和阴性对照组。实验组分别为 0.2 μg EVs 组（EVs 0.2 

μg/条幼虫+黄曲霉孢子）、2 μg EVs 组（EVs 2 μg/条+黄曲霉孢子）、20 μg EVs 组（EVs 20 

μg/条幼虫+黄曲霉孢子），经左前足注射 EVs，37 ℃的黑暗培养 2 d 后相同部位注射 10 μL

孢子（1×104 CFU/mL）；感染模型对照组为 PBS 组（PBS+黄曲霉孢子），经左前足注射 10 

μL PBS，37 ℃的黑暗培养 2 d 后相同部位注射 10 μL 孢子（1×104 CFU/mL）；同时设置 3

种形式阴性对照组（Control group）：包括 PBS 组（注射 10 μL PBS，37 ℃的黑暗培养 2 d

后相同部位注射 10 μL PBS）、穿刺（pierced control , PC）组（穿刺但不注射 PBS，37 ℃的
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黑暗培养 2 d 后相同部位再次穿刺），空白对照（negative control , NC）组（不作任何处理）。

所有大蜡螟幼虫在 37 ℃的黑暗环境中培养 5 d，观察记录大蜡螟的死亡情况（触摸刺激后没

有运动的幼虫即为死亡）推测出最佳的治疗浓度。 

1.2.9 计算黄曲霉在大蜡螟幼虫中定殖量    依据最佳的作用浓度，实验组注射最佳浓度

EVs，37 ℃的黑暗培养 2 d 后相同部位注射 10 μL 孢子（1×104 CFU/mL）；感染模型对照组

注射 10 μL PBS，37 ℃的黑暗培养 2 d 后相同部位注射 10 μL 孢子（1×104 CFU/mL），分别

黑暗培养 2 d 后，取存活幼虫 5 只，用 70％乙醇消毒表面，加入 PBS 将幼虫匀浆、稀释并

涂布在 PDA（含 100 μg/mL 的头孢霉素抑制细菌生长）培养基上，37 ℃孵育 48 h，通过计

数对比黄曲霉的菌落数，计算黄曲霉在大蜡螟幼虫中定殖量，联合判断 EVs 对大蜡螟的治

疗效果。 

1.2.10 统计学处理   使用 GraphPad Prism 软件 9.0版进行统计分析。所有实验均重复 3次，

正态分布计量数据采用 sx  表示。采用 Kaplan-Meier 法绘制生存曲线，并采用 Log-rank

检验进行生存曲线的比较，比较死亡率差异。多重比较采用 Tukey's multiple comparisons test

检验分析组间差异；非正态分布或方差不齐数据采用非参数 Kruskal-Wallis H 检验和

Dunnett's t 检验分析。P<0.05 为差异有统计学意义。 

2 结果 

2.1 黄曲霉的 EVs 特征    NTA 确定了 EVs 的大小和分布特征，见图 1。这些 EVs 的尺寸

和分布情况如图 1A 所示，大小从 20~550 nm 不等，平均大小为 202 nm，SD10 的粒径大小

为 120.9 nm，SD 50 的粒径大小为 199.1 nm，SD90 的粒径大小为 306.6 nm。NanoSight NS300

录制的视频截图黄曲霉产生的细胞外囊泡见图 1B。 

 

图 1  NTA 检测黄曲霉的 EVs 

Fig.1  NTA detection of the EVs of A. flavus 

A: Graphs of particle size distribution and concentration of A. flavus EVs based on spectroscopy; 

B: Video screenshots from NanoSight NS300 demonstrating EVs presence. 
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2.2 黄曲霉 EVs 诱导巨噬细胞产生细胞因子    为评估黄曲霉产生的 EVs 对 BMDMs 的影

响，本实验将 BMDMs 与不同浓度的黄曲霉 EVs 共同培养后，通过 ELISA 检测细胞因子表

达情况。图 2 研究结果显示与阴性对照 Medium 组相比，黄曲霉 EVs 能够促进细胞因子的

表达。当 EVs 浓度为 20 μg/mL 时，BMDMs 分泌 TNF-α、IFN-γ、IL-6 和 IL-10 的水平分别

为 3 000 pg/mL、100 pg/mL、150 pg/mL 和 12 pg/mL，与 Medium 组相比，表达水平明显提

高（均 P<0.000 1）。 

 

图 2 不同浓度的黄曲霉 EVs 对 BMDMs 的细胞因子表达影响 

Fig. 2  The effects of Aspergillus flavus-derived EVs at different concentrations on cytokine 

expression in BMDM 

A-D: TNF-α, IFN-γ, IL-6 and IL-10 expression levels in BMDMs treated with different 

concentrations of A. flavus EVs; a: Medium group; b: LPS+IFN-γ group; *P<0.05, ****P<0.000 1 

vs Mediun group.  

2.3 黄曲霉产生的细胞外囊泡诱导巨噬细胞M1极化     如图3A所示，与阴性对照Medium

组相比，在 EVs（10 μg/mL）的作用于 BMDMs 后，EVs 组 iNOS（M1 型极化标志物）mRNA

表达水平增加了近 40 倍(t=39.09；P<0.000 1)。M2 极化标志物 YM1 和 Arginase-1（图 3B、
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3C）的 mRNA 的表达水平也比阴性对照 Medium 组高，分别增加了近 5 倍和 16 倍（t=11.88、

15.39；均 P<0.000 1）。因此，这些数据表明，黄曲霉产生的 EVs 促进巨噬细胞向经典 M1

型极化同时也能促进其向 M2 型极化。 

 

图 3 黄曲霉 EVs 对 BMDMs 极化的影响 

Fig.3 The effects of A. flavus EVs on polarization of BMDMs 

A-C: mRNA expression level of inducible nitric oxide synthase (iNOS2), chitinase - like 3 

(chitinase3, YM1) and arginase - 1 (Arg-1) in response to A. flavus EVs; ****P<0.000 1 vs 

Medium group.  

 

2.4 黄曲霉产生的细胞外囊泡提高感染黄曲霉的大蜡螟的存活率    在大蜡螟感染模型中

评估了黄曲霉产生的 EVs 是否会影响大蜡螟的存活，注射 EVs 2 d 后再接种黄曲霉孢子的 5 

d 的结果如图 4 所示，感染模型对照组在感染后 d 2 的存活率为 60％（12/20），d 5 的存活

率为 30％（6/20）；在注射 EVs 浓度为 0.2 μg/条幼虫时，感染孢子 d 2 存活率为 70％（14/20），

在感染后 d 5 的终存活率为 40％（8/20）；在注射 EVs 浓度为 2 μg/条幼虫时，感染孢子 d 2

存活率为 80％（16/20），在感染后 d 5 的终存活率为 55％（11/20）；在注射 EVs 浓度为

20 μg/条幼虫时，感染孢子 d 2 存活率为 80％（16/20），在感染后 d 5 的存活率为 60％（12/20），

与感染模型对照组相比大蜡螟的存活率提高（P=0.040 8），提示 EVs 预处理可提高感染黄

曲霉的大蜡螟幼虫存活率。 
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图 4  黄曲霉 EVs 对黄曲霉感染的大蜡螟的影响 

Fig.4   The effects of A. flavus extracellular vesicles on G. mellonella infected with A. flavus 

*P < 0.05; ****P<0.000 1 vs Control group.  

 

2.5 黄曲霉EVs能减少大蜡螟模型中真菌负荷   检测黄曲霉分生孢子在黄曲霉EVs预处理

的大蜡螟体内定殖情况，进一步探究黄曲霉 EVs 对黄曲霉感染的大蜡螟的影响。结果如图 5

所示，EVs 预处理的大蜡螟体内真菌定殖更少。当 EVs 浓度为 2 μg/条幼虫时，幼虫体内真

菌定殖量与阴性感染模型对照组相比减少（t=2.689；P<0.05），而当 EVs 浓度为 20 μg/条

幼虫时，幼虫体内真菌定殖量与阴性感染模型对照组相比减少更多（t=3.581；P<0.01）。

EVs 作用后分别导致黄曲霉 CFU 水平降低和幼虫存活率的提高，这些结果提示黄曲霉 EVs

可能引发宿主先天免疫系统对病原体的清除。 

 

图 5  黄曲霉 EVs 对大蜡螟体内黄曲霉孢子的影响 
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Fig.5  The effects of A. flavus EVs on A. flavus conidia in G. mellonella 

*P < 0.05; **P<0.01 vs PBS group.  

 

3 讨论 

EVs 具有生物活性，能跨越生物屏障，可介导细胞间信息交流，被认为是生物化合物的

重要载体，并且与真菌感染的致病性、细胞通讯和免疫原性等多种功能有关[8]。有研究[9]表

明黄曲霉等真菌所产生的 EVs 可以影响病原体与宿主免疫细胞之间的相互作用关系，调节

宿主免疫功能，增强杀真菌活性。这表明真菌 EVs 与宿主细胞的相互作用可能为治疗真菌

感染性疾病提供新的参考依据。 

真菌孢子被机体吸入后会在呼吸道沉积定殖，巨噬细胞能够将外源性病原真菌吞噬、杀

灭和清除，发挥抗感染作用，并释放细胞因子，激活适应性免疫反应参与炎症反应[10]。TNF、

IFN、IL-6、IL-8 等为促炎因子可促进炎症发生，IL-4、IL-10 等为抗炎因子发挥抑制炎症作

用[11]。在本研究中，NTA 结果显示 EVs 的大小差异较大，在 20 到 550 nm 之间不等，平均

大小为 202 nm。黄曲霉 EVs 诱导巨噬细胞产生促炎因子 TNF-α、IFN-γ、IL-6 和抗炎因子

IL-10，其产生水平在 EVs 刺激下呈剂量依赖性显著升高，尤其是当 EVs 浓度为 20 μg/mL

时，诱导巨噬细胞产生促炎因子 TNF-α，IFN-γ，IL-6 水平均高于阴性对照，有显著差异。

这一结果与 Brauer et al[2]研究结果一致，证明在黄曲霉 EVs 的刺激下促进 BMDM 产生促炎

因子，从而引发炎症反应，有利于清除真菌。同时 EVs 也能促进抗炎因子 IL-10 的表达，提

示其可能通过调控免疫应答的平衡，在激活抗真菌防御的同时避免宿主过度炎症损伤[11]。

这种调节可能是黄曲霉与宿主长期进化的适应性策略，也为开发兼具抗真菌和抗炎功能的新

型疗法提供了理论依据。 

巨噬细胞主要分化为 M1 表型和 M2 表型，M1 型经典活化巨噬细胞，其分泌促炎细胞

因子并激活抗微生物机制，利于杀灭病原体；M2 型交替活化巨噬细胞，其高表达 IL-10 等

抗炎因子，可减轻炎症、促进伤口愈合与组织修复[12]。有研究[13]表明 M1 极化和 M2 极化抑

制均对烟曲霉和荚膜芽孢杆菌感染具有保护作用，因此参照其研究设计本实验，图中每组阳

性指标表达量显著高于空白对照，证明实验体系可实现极化诱导，结果显示 EVs 作用下

BMDMs 向 M1 表型和 M2 表型极化的水平明显升高，这种双向极化可能由 EVs 中多组分信

号（如 PAMP 与免疫调节分子）的协同作用所致，既维持宿主基础抗真菌防御，又避免过

度炎症损伤，实现对巨噬细胞极化的精细调控。本研究利用在功能上模仿哺乳动物先天免疫

系统建立黄曲霉模型[14]，实验结果显示 EVs 作用下感染曲霉病后的大蜡螟存活率提高，证

明黄曲霉 EVs 与免疫反应有关。有研究[15]发现用白色念珠菌 EVs 预刺激粗隆梭菌可以降低

CFU 水平，提高幼虫的存活率，Brauer et al[2]研究显示黄曲霉 LD-F1 的 EVs 预刺激可提高

大蜡螟存活率，结果与本实验研究结果相一致。本研究实验数据表明，用 EVs 预刺激大蜡

螟可能导致免疫系统启动，有利于真菌清除，提高实验中感染曲霉病的大蜡螟幼虫的存活率。 
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本研究证明黄曲霉 LD-F1 能够产生 EVs，且具有免疫活性，能诱导的巨噬细胞产生炎

症介质，黄曲霉来源的 EVs 具有促进巨噬细胞向 M1 型和 M2 型极化的作用，并对感染黄曲

霉的大蜡螟幼虫具有保护作用，为治疗黄曲霉引起的曲霉病提供了新的参考。 
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