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间充质干细胞源性外泌体调控 ＮＦ⁃κＢ 信号通路抑制
髓核细胞凋亡

肖　 权，徐长明，王永超，周　 全

　 　 ［摘要］ 　 目的　 探究骨髓间充质干细胞源性外泌体（ＢＭＳＣ⁃Ｅｘｏ）对髓核细胞凋亡的影响及其机制。 　 方法　 分离培养

大鼠骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ），提取 ＢＭＳＣ⁃Ｅｘｏ。 分离培养髓核细胞，先取部分细胞分为内毒素组、内毒素＋二硫氨基甲酸

肽吡咯烷（ＰＤＴＣ）组，分别加入内毒素 ５００ μｇ ／ ｍＬ、内毒素 ５００ μｇ ／ ｍＬ＋ＰＤＴＣ ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 孵育 ２４ ｈ。 流式细胞仪检测细胞凋亡

率。 另取细胞分为对照组、退变组、外泌体组、佛波醇酯组，分别采用基础培养基，内毒素 ５００ μｇ ／ ｍＬ 刺激，内毒素和外泌体 ２０
μｇ 刺激，内毒素、外泌体和佛波醇酯 ５０ μｇ ／ ｍＬ 刺激培养 ２４ ｈ。 流式细胞仪检测细胞凋亡率；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、磷酸化 ＮＦ⁃κＢ 抑制蛋白（ｐ⁃ＩκＢα）表达情况。 　 结果　 成功分离培养 ＢＭＳＣｓ 并提取 ＢＭＳＣ⁃Ｅｘｏ。 内毒素＋ＰＤＴＣ 组

细胞凋亡率［（１１􀆰 ５５±０􀆰 ８６）％］较内毒素组［（２８􀆰 ６３±２􀆰 ８６）％］降低（ ｔ＝ ９􀆰 ９０９，Ｐ＝ ０􀆰 ００１）。 对照组凋亡率［（９􀆰 ０５±１􀆰 ６１）％］较
退变组［（２９􀆰 ４８±２􀆰 ８３）％］显著升高（ ｔ＝ －１０􀆰 ８７４，Ｐ＝ ０􀆰 ０００）；与退变组相比，外泌体组下降至（１５􀆰 ０８±１􀆰 ６５）％，差异有统计学

意义（ ｔ＝ ７􀆰 ６２０，Ｐ＝ ０􀆰 ００２）；与外泌体组相比，佛波醇酯组升高至（２５􀆰 ４１±１􀆰 ３８）％，差异有统计学意义（ ｔ＝ －８􀆰 ３２３，Ｐ ＝ ０􀆰 ００１）。
与对照组比较，退变组 ｐ⁃ＩκＢα 蛋白表达升高（ ｔ＝ －１０􀆰 ５７５，Ｐ＝ ０􀆰 ０００），Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达升高（ ｔ＝ －８􀆰 ５０６，Ｐ＝ ０􀆰 ００１）；
与退变组比较，外泌体组 ｐ⁃ＩκＢα 蛋白表达降低（ ｔ＝ １０􀆰 ０５２，Ｐ＝ ０􀆰 ００１），Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达降低（ ｔ＝ ７􀆰 ４１９，Ｐ＝ ０􀆰 ００２）；
与外泌体组比较，佛波醇酯组 ｐ⁃ＩκＢα 蛋白表达升高（ ｔ＝ －１２􀆰 １２５，Ｐ＝ ０􀆰 ０００），Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达升高（ ｔ ＝ －８􀆰 ４２１，Ｐ ＝

０􀆰 ００１）。 　 结论　 ＢＭＳＣ⁃Ｅｘｏ 可抑制内毒素诱导的髓核细胞凋亡，其作用可能是通过抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号通路实现的。
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ＩＤＤ）严重危害公众健康［１］。 干细胞移植是有效的

治疗手段。 骨髓间充质干细胞（ ｂｏｎｅ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）能与髓核细胞直接接触亦能通过

旁分泌促进髓核细胞增殖［２］。 外泌体是旁分泌的

主要介质，是具有生物学活性的微囊泡［３⁃４］。 研究

发现间充质干细胞可通过提送外泌体抑制髓核细

胞凋亡缓解 ＩＤＤ［５］，但关于骨髓间充质干细胞源性

外 泌 体 （ ｂｏｎｅ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ
ｅｘｏｓｏｍｅｓ，ＢＭＳＣ⁃Ｅｘｏ）抑制髓核细胞凋亡的机制尚

不清楚。 本研究拟探讨 ＢＭＳＣ⁃Ｅｘｏ 调控髓核细胞凋

亡的可能机制，为 ＩＤＤ 治疗提供新思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物 　 ＳＰＦ 级雄性 ６ ～ ８ 周大鼠 ８ 只，
体重（２００±２０）ｇ，购于徐州医科大学动物实验中心，
许可 证 号： ＸＺＸＫ （ 苏 ） ２０１９⁃０００３， 合 格 证 号：
２０１９０２０５６，实验大鼠采取光昼交替 （光照时间：
０７：００－１８：００），温度 ２５ ℃左右，湿度 ５０％左右，通
风良好，自由饮食饮水，适应性喂养 ７ ｄ。 本实验研

究经过徐州医科大学动物伦理委员会批准（批准

号：２０１９０１２６）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要实验试剂 　 伊思柯夫改良培养液

（ＩＭＤＭ）、Ｆ１２ 细胞培养基、胎牛血清（ｇｉｂｃｏ）；成骨 ／
成脂 ／成软骨诱导分化培养基 （苏州赛业）；Ⅱ型

胶原酶、内毒素、二硫氨基甲酸肽吡咯烷（ｐｙｒｒｏｌｉｄｉｎｅ
ｄｉｔｈｉｏｃａｒｂａｍａｔｅ，ＰＤＴＣ）、佛波醇酯、聚乙二醇辛基苯

基醚（ ｔｒｉｔｏｎ⁃Ｘ１００）、Ｔｗｅｅｎ（Ｓｉｇｍａ） ；兔抗鼠Ⅱ型胶

原、Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、磷酸化 ＮＦ⁃κＢ 抑制蛋白（ ｐ⁃
ＩκＢα）、β⁃ａｃｔｉｎ 抗体（Ｓｉｇｍａ）；ＨＲＰ 标记羊抗兔二抗

（武汉博士德）；ＥＣＬ 试剂盒、ＰＫＨ６７ 染色试剂盒、
ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒、Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＡＰＣ ／ ＰＩ 凋亡检测

试剂盒、ＤＡＰＩ 染色液 （北京百奥莱博）；兔抗鼠

ＣＤ１０５ ／ ４４ ／ ２９ ／ ９０ ／ ６３ ／ ９、 ＧＡＰＤＨ 和 ＴＳＧ１０１ 抗 体

（ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）；ＲＩＰＡ 裂解液 （江苏碧云天）。
１􀆰 １􀆰 ３　 主要实验仪器 　 高速台式离心机（ ＳＫＦＨ⁃
１６００ＲＷ，湖南湘仪）；超高速离心机（Ｌ⁃９０Ｋ，Ｂｅｃｋ⁃
ｍａｎ）；荧光倒置显微镜（ＮＩＢ９００⁃ＦＬ，Ｏｌｙｍｐｕｓ）；透射

电镜（８３２􀆰 １０ｗ，北京京科瑞达）；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测装

置（１２５⁃００９８，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）；酶标仪器（ＨＢＳ⁃１０９６Ａ，上
海 研 卉 ）； 流 式 细 胞 仪 （ ＥｐｉｃｓＡｌｔｒａ， Ｂｅｃｋｍａｎ
Ｃｏｕｌｔｅｒ）；纳米颗粒跟踪分析仪（Ｎａｎｏｓｉｇｈｔ ＮＳ３００，
Ｍａｌｖｅｒｎ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 实验动物取材　 大鼠水合氯醛腹腔注射麻

醉后拉颈处死，无菌条件下分离取出股骨、胫骨及

尾椎髓核。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＢＭＳＣｓ 的分离培养　 剪去股骨胫骨两端，无
血清培养基冲洗骨髓腔，并吹打成单细胞悬液。 ４ ℃
离心半径 １８ ｃｍ，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ４ ｍｉｎ，弃上清，加
入红细胞裂解液，混匀，静置 ２ ｍｉｎ。 ４ ℃离心半径 １８
ｃｍ，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ４ ｍｉｎ，弃上清。 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次。
１０％ＦＢＳ 的 ＩＭＤＭ１０ ｍＬ 重悬，细胞培养箱内（３７ ℃、
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５％ ＣＯ２及饱和湿度）静置培养。 ４８ ｈ 后首次换液，以
后每 ２～３ 天换液 １ 次。 细胞长至 ８０％ ～９０％时消化

传代。 本实验中所用 ＢＭＳＣｓ 均为 Ｐ４ 代。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＢＭＳＣｓ 的三系诱导分化鉴定 　 取 Ｐ４ 代

ＢＭＳＣｓ 按 ６ 孔板 ５×１０４ ／孔密度接种，分为成脂诱导

和成骨诱导。 成脂诱导：细胞完全融合后交替使用

成脂诱导培养基 Ａ 液和 Ｂ 液诱导，３ 周后视情况油

红 Ｏ 染色。 成骨诱导：细胞融合至 ７０％时加入成骨

诱导培养基，３ ｄ 换液 １ 次，３ 周后视情况茜素红染

色。 成软骨诱导：将 ４×１０５个 ＢＭＳＣｓ 转移到 １５ ｍＬ
离心管中，２５０×ｇ 离心 ４ ｍｉｎ，弃上清，加入 ０􀆰 ５ ｍＬ
成软骨诱导培养基，１５０×ｇ 离心 ５ ｍｉｎ，拧松管盖，静
置于细胞培养箱中。 ３ ｄ 换液 １ 次，３ 周视软骨球形

成情况包埋切片，阿蓝利辛染色。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＢＭＳＣ⁃Ｅｘｏ 提取及鉴定 　 Ｐ４ 代 ＢＭＳＣｓ 长

至 ８０％时，换无血清 ＩＭＤＭ 培养 ４８ ｈ，收集上清后采

用超高速离心法抽提外泌体：４ ℃，３００×ｇ 离心 １０
ｍｉｎ，保留上清液，继续 ４ ℃，２０００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，保
留上清液，继续 ４ ℃，１０ ０００×ｇ 离心 ３０ ｍｉｎ，保留上

清液，继续 ４ ℃，１００ ０００×ｇ 离心 ７０ ｍｉｎ，保留沉淀，
加入 １００～２００ μＬ ＰＢＳ 稀释，－８０ ℃保存备用。 透

射电镜观察外泌体形态。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＢＭＳＣｓ
和外泌体表面蛋白标志物。 纳米颗粒跟踪分析仪

观察外泌体颗粒直径分布。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＰＫＨ６７ ／ ＤＡＰＩ 免疫荧光染色检测外泌体膜

融合能力　 室温避光下取 ＰＫＨ６７ 染色试剂盒母液

２ μＬ 与稀释液 １８ μＬ 混合，再加入 １×ＰＢＳ ２８０ μＬ
混匀，使 ＰＫＨ６７ 母液 ２５０ 倍稀释。 加入蛋白定量为

１００ μｇ 的 ＢＭＳＣ⁃Ｅｘｏ，混匀后室温孵育 １５ ｍｉｎ。 加

入 １０ ｍＬ １×ＰＢＳ，再加入一半体积的外泌体提取试

剂盒试剂，混匀，４ ℃ 静置 １ ｈ，１０ ０００ ×ｇ 离心 ３０
ｍｉｎ，沉淀用 ２００ μＬ １×ＰＢＳ 重悬，即得 ＰＫＨ６７ 标记

的 ＢＭＳＣ⁃Ｅｘｏ。 将其与培养皿中贴壁的髓核细胞共

孵 ４８ ｈ，多聚甲醛固定，ＰＢＳＴ（１×ＰＢＳ ＋ ０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ⁃１００）洗 ３ 次，５ ｍｉｎ ／次。 加 ３ ｍＬ１％ＢＳＡ 孵育 ３０
ｍｉｎ，ＰＢＳＴ （１×ＰＢＳ ＋ ０􀆰 １％ Ｔｗｅｅｎ）洗 ３ 次，５ ｍｉｎ ／
次。 加 ０􀆰 ５ ｕｇ ／ ｍＬ ＤＡＰＩ 染液 ３ ｍＬ，孵育 ５ ｍｉｎ。
ＰＢＳＴ （１×ＰＢＳ ＋ ０􀆰 １％ Ｔｗｅｅｎ）再洗 ３ 次，５ ｍｉｎ ／次。
荧光倒置显微镜下观察拍照。
１􀆰 ２􀆰 ６　 髓核细胞分离培养与鉴定 　 剪碎髓核，Ⅱ
型胶原酶消化 ９０ ｍｉｎ，滤去残渣。 ４ ℃，离心半径

１８ ｃｍ，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ。 含 １０％ ＦＢＳ 的

Ｆ１２ 培养基重悬，静置培养，适时传代。 采用甲苯

胺蓝染色及Ⅱ型胶原免疫细胞化学染色进行

鉴定。
１􀆰 ２􀆰 ７　 ＣＣＫ⁃８ 检测髓核细胞活力　 将消化后的髓

核细胞按照 ９６ 孔板密度为：１×１０４ ／孔接种，细胞贴

壁生长 ２４ ｈ 后，采用不同浓度（０、１００、２００、５００、
１０００ μｇ ／ ｍＬ）内毒素处理 ２４ ｈ，每个浓度 ６ 重复，每
孔加入 ＣＣＫ⁃８ 溶液 １０ μＬ 继续培养 １ ｈ，酶标仪设

定波长 ４５０ ｎｍ 检测各孔 Ａ 值，以 Ａ 值反映细胞活

力。 细胞成活率计算公式如下：
细胞存活率＝［（Ａｓ－Ａｂ） ／ （Ａｃ－Ａｂ）］×１００％
Ａｓ：实验孔（含有细胞的培养基、ＣＣＫ⁃８ ＼ 内毒

素）Ａ 值；Ａｃ：内毒素浓度＝ ０ μｇ ／ ｍＬ 的细胞孔 Ａ 值；
Ａｂ：空白孔（不含细胞和内毒素的培养基、ＣＣＫ⁃８）Ａ
值，本实验中 Ａｂ ＝ ０􀆰 ００２。 根据结果选择合适浓度

的内毒素诱导髓核细胞凋亡。
１􀆰 ２􀆰 ８　 检测 ＮＦ⁃κＢ 信号通路抑制后髓核细胞凋亡

率的变化　 将消化后的髓核细胞按照 ６ 孔板密度为

１×１０５ ／孔接种并分组：内毒素组、内毒素＋ＰＤＴＣ 组，
细胞贴壁生长 ２４ ｈ 后，去除细胞培养基，ＰＢＳ 润洗 ２
次，分别加入内毒素 ５００ μｇ ／ ｍＬ、内毒素 ５００ μｇ ／ ｍＬ
＋ＰＤＴＣ ５ μｍｏｌ ／ Ｌ 各 ２ ｍＬ 孵育 ２４ ｈ。 流式细胞仪检

测凋亡：按分组予不同试剂培养 ２４ ｈ 后收集髓核细

胞，制成细胞悬液，室温下采用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和

ＰＩ 避光孵育 １５ ｍｉｎ，１ ｈ 内用流式细胞仪检测。 根

据检测结果分析计算凋亡率，３ 次重复的实验结果

进行统计分析得到总体细胞凋亡率。
１􀆰 ２􀆰 ９　 检测内毒素、外泌体及 ＮＦ⁃κＢ 通路激活剂

作用 后 髓 核 细 胞 凋 亡 率 及 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｐ⁃ＩκＢα蛋白的表达变化 　 将消化后的髓核细胞按

照 ６ 孔板密度为 １×１０５ ／孔接种并分组：对照组、退
变组、外泌体组、佛波醇酯组，细胞贴壁生长 ２４ ｈ
后，去除细胞培养基，ＰＢＳ 润洗 ２ 次，分别加入基础

培养液、内毒素 ５００ μｇ ／ ｍＬ、内毒素 ５００ μｇ ／ ｍＬ ＋外
泌体 ２０ μｇ、内毒素 ５００ μｇ ／ ｍＬ＋外泌体 ２０ μｇ＋佛波

醇酯 ５０ μｇ ／ ｍＬ 各 ２ ｍＬ 孵育 ２４ ｈ。 流式细胞仪检

测凋亡：方法同 １􀆰 ２􀆰 ８。 蛋白质免疫印迹：收集各组

髓核细胞加 ＲＩＰＡ 裂解，蛋白质浓度定量，每孔上样

３０ μｇ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳，切胶、转膜、孵育一抗

（Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｐ⁃ＩκＢα、β⁃ａｃｔｉｎ）、二抗，加 ＥＣＬ
试剂曝光，计算各条带灰度值，推算各组 ｐ⁃ＩκＢα、
Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达量。
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１􀆰 ３　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行数据

统计分析，计量资料采用均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，
多组间比较采用 ＡＮＯＶＡ 分析，两组间比较采用 ｔ 检
验，以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

ａ：原代 ＢＭＳＣ 细胞形态（ ×１００）；ｂ：成脂诱导（油红 Ｏ
染色 ×１００）；ｃ：成骨诱导（茜素红染色 ×４０）；ｄ：成软

骨诱导（阿蓝利辛染色 ×４０）；ｅ：电镜下观察 ＢＭＳＣｓ⁃
Ｅｘｏ 形态（ ×５０ ０００）

图 １　 ＢＭＳＣ 原代培养、三系诱导分化染色光镜下观察结

果及外泌体电镜下观察

２　 结　 　 果

２􀆰 １　 ＢＭＳＣ⁃Ｅｘｏ 提取与鉴定 　 ＢＭＳＣｓ 均匀生长，
呈长梭形。 成脂诱导分化油红 Ｏ 染色见细胞内有

红色球形脂滴形成；成骨诱导分化茜素红染色见有

黑色的钙结节形成；成软骨诱导分化形成小软骨

球，切片后阿蓝利辛染色见淡蓝色糖胺聚糖积累。
电镜下外泌体形态特征为杯托状结构。 见图 １。
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＢＭＳＣｓ 特异性表达 ＣＤ１０５、ＣＤ４４、
ＣＤ２９、ＣＤ９０，ＢＭＳＣｓ⁃Ｅｘｏ 表达 ＣＤ６３、ＣＤ９、ＴＳＧ１０１，
见图 ２。 纳米颗粒跟踪分析仪显示外泌体直径多分

布在 １００ ｎｍ。 外泌体 ＰＫＨ６７ 染色发绿色荧光，髓
核细胞细胞核 ＤＡＰＩ 染色发蓝色荧光，共孵后外泌

体在髓核细胞胞质中发绿色荧光，说明外泌体具有

膜融合能力，可被髓核细胞摄取。 见图 ３。

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测外泌体以及ＢＭＳＣｓ标志蛋白表达情况

ａ：纳米颗粒跟踪分析仪检测外泌体颗粒直径；ｂ：
ＤＡＰＩ；ｃ：ＰＫＨ６７；ｄ：共同显示

图 ３　 纳米颗粒跟踪分析仪及免疫荧光染色检测外泌体结

果（ ×２００）

２􀆰 ２　 髓核细胞培养与鉴定　 原代髓核细胞培养 １４
ｄ，形态转为长梭形，内含分泌颗粒。 甲苯胺蓝染色

细胞核呈蓝色，细胞外基质色稍浅，表明细胞可分

泌糖胺多糖。 Ⅱ型胶原免疫化学染色见细胞外基

质被染成棕黄色，表明细胞质内有Ⅱ型胶原蛋白表

达。 见图 ４。

ａ：髓核细胞在光镜下形态特征；ｂ：髓核细胞（甲苯胺

蓝染色）；ｃ：髓核细胞Ⅱ型胶原（免疫组化染色）
图 ４　 髓核细胞镜下形态及相关染色情况（ ×４０）
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２􀆰 ３　 内毒素对髓核细胞细胞活力的影响 　 ＣＣＫ⁃８
实验结果结果显示：相比于内毒素浓度 ０ μｇ ／ ｍＬ 处

理的细胞孔，其余各浓度的 Ａ 值普遍降低，细胞存

活率普遍下降（Ｐ＜０􀆰 ０１），各处理浓度下细胞存活率

相对差异较大（Ｆ ＝ ３８３􀆰 ８，Ｐ＜０􀆰 ０００１），见表 １。 由

于 ５００ μｇ ／ ｍＬ 与 １０００ μｇ ／ ｍＬ 处理后细胞存活率数

值较为接近，差异无统计学意义 （Ｆ ＝ ０􀆰 ４９１， ｔ ＝
１􀆰 ００５，Ｐ＝ ０􀆰 ３３９），因此后续研究中采用内毒素 ５００
μｇ ／ ｍＬ 浓度处理髓核细胞建立凋亡模型。

表 １　 ＣＣＫ８ 检测不同浓度内毒素对髓核细胞 Ａ 值及细胞

存活率的影响（ｎ＝６，􀭵ｘ±ｓ）

内毒素浓度 Ａ４５０值 细胞存活率（％）

０ μｇ ／ ｍＬ ０􀆰 ７０４±０􀆰 ００６ １００

１００ μｇ ／ ｍＬ ０􀆰 ４７５±０􀆰 ０１０ ６７􀆰 ５８６±３􀆰 ２０１∗

２００ μｇ ／ ｍＬ ０􀆰 ４３２±０􀆰 ００７ ６１􀆰 ３２３±２􀆰 ３８８∗

５００ μｇ ／ ｍＬ ０􀆰 ３４０±０􀆰 ００７ ４８􀆰 １４８±２􀆰 ６３６∗

１０００ μｇ ／ ｍＬ ０􀆰 ３２７±０􀆰 ０１１ ４６􀆰 ２７８±３􀆰 ７１８∗

　 与 ０ μｇ ／ ｍＬ 比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０１

２􀆰 ４　 内毒素诱导髓核细胞凋亡涉及 ＮＦ⁃κＢ 通

路　 内 毒 素 ＋ ＰＤＴＣ 组 细 胞 凋 亡 率 ［（ １１􀆰 ５５ ±
０􀆰 ８６）％］较内毒素组［（２８􀆰 ６３±２􀆰 ８６）％］明显降低

（ ｔ＝ ９􀆰 ９０９，Ｐ＝ ０􀆰 ００１），ＰＤＴＣ 抑制了 ＮＦ⁃κＢ 信号通

路后内毒素诱导髓核细胞凋亡效率明显降低，这说

明髓核细胞凋亡涉及 ＮＦ⁃κＢ 通路。 见图 ５。

ａ：内毒素组；ｂ：内毒素＋ＰＤＴＣ 组

图 ５　 流式细胞仪检测 ＰＤＴＣ 对髓核细胞凋亡的影响

２􀆰 ５　 ＢＭＳＣ⁃Ｅｘｏ 通过抑制 ＮＦ⁃κＢ 通路抑制髓核细

胞凋亡 　 流式细胞仪检测的对照组凋亡率为

（９􀆰 ０５±１􀆰 ６１）％，而退变组髓核细胞凋亡率升高至

（２９􀆰 ４８±２􀆰 ８３）％，差异有统计学意义（ ｔ ＝ －１０􀆰 ８７４，
Ｐ＝ ０􀆰 ０００）；与退变组相比，外泌体组髓核细胞凋亡

率下降至（１５􀆰 ０８±１􀆰 ６５）％，差异有统计学意义（ ｔ ＝
７􀆰 ６２０，Ｐ ＝ ０􀆰 ００２）；与外泌体组相比，佛波醇酯组

髓核细胞凋亡率增加至（２５􀆰 ４１±１􀆰 ３８）％，差异有统

计学意义（ ｔ＝ －８􀆰 ３２３，Ｐ ＝ ０􀆰 ００１）。 见图 ６。 与对照

组比较，退变组 ｐ⁃ＩκＢα 蛋白表达升高（ ｔ ＝ －１０􀆰 ５７５，
Ｐ＝ ０􀆰 ０００），Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达升高 （ ｔ ＝
－８􀆰 ５０６，Ｐ ＝ ０􀆰 ００１）；与退变组比较，外泌体组 ｐ⁃
ＩκＢα 蛋白表达降低（ ｔ ＝ １０􀆰 ０５２，Ｐ ＝ ０􀆰 ００１），Ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达降低（ ｔ＝ ７􀆰 ４１９，Ｐ＝ ０􀆰 ００２）；与外

泌体组比较，佛波醇酯组 ｐ⁃ＩκＢα 蛋白表达升高（ ｔ ＝
－１２􀆰 １２５，Ｐ＝ ０􀆰 ０００），Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达升

高（ ｔ＝ －８􀆰 ４２１，Ｐ＝ ０􀆰 ００１）。 见图 ７。

ａ：对照组； ｂ：退变组； ｃ：外泌体组； ｄ：佛波醇酯组

图 ６　 流式细胞仪检测髓核细胞凋亡情况

与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与退变组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；
与外泌体组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５

图 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 ｐ⁃ＩκＢα、Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
蛋白表达情况
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３　 讨　 　 论

ＩＤＤ 机制尚不清楚，目前认为与髓核细胞炎症

密切相关，炎症因子在其中发挥重要作用［６⁃７］。 ＮＦ⁃
κＢ 是炎症因子的上游调控因子，研究发现抑制 ＮＦ⁃
κＢ 活性可抑制炎症因子产生［８］。 亦有研究发现退

变椎间盘组织 ＮＦ⁃κＢ 含量较正常明显增高［９］，ＮＦ⁃
κＢ 通路抑制后，ＩＤＤ 明显减缓［１０⁃１１］。 内毒素可通过

活化 ＮＦ⁃κＢ 通路促进细胞凋亡［１２］。 ＰＤＴＣ 是体外

ＮＦ⁃κＢ 通路研究常用的阻断剂，它能抑制 ＩκＢα 磷

酸化，阻止 ＮＦ⁃κＢ 入核，从而发挥通路阻断作用。
因此，本研究采用内毒素作为诱导介质，建立髓核

细胞细胞凋亡模型，加入 ＰＤＣＴ 作用于髓核凋亡细

胞，流式细胞仪检测发现髓核细胞凋亡率明显下

降，说明细胞凋亡确有 ＮＦ⁃κＢ 信号通路参与。
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是 执 行 凋 亡 的 关 键 分 子， 作 为

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的活化形式，Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是细胞凋

亡进入不可逆阶段的标志［１３］。 ＮＦ⁃κＢ 蛋白二聚体

与 ＩκＢα 结合形成三聚体而失活存在细胞质中。 当

细胞收到激活信号后 ＩκＢα 磷酸化从三聚体分离，
而二聚体转入细胞核内，调节靶基因的表达［１４］。 因

此 ＩκＢα 的磷酸化（ｐ⁃ＩκＢα）是 ＮＦ⁃κＢ 信号通路活化

的重要标志［１５］。 本研究用流式细胞仪检测凋亡率

发现 ＰＤＴＣ 抑制 ＮＦ⁃κＢ 通路后，髓核细胞凋亡率明

显下降，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测显示 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和

ｐ⁃ＩκＢα 蛋白均明显下降，可见 ＰＤＴＣ 抑制了 ＮＫ⁃κＢ
信号通路，该通路与髓核细胞退变密切相关。

内毒素是人体中一种重要的促炎因子，它可诱

导髓核细胞产生强烈炎症导致细胞凋亡，减少髓核

细胞外细胞基质合成，在 ＩＤＤ 过程中发挥重要作

用［１２］。 本研究 ＣＣＫ⁃８ 实验发现随着内毒素浓度的

增加 Ａ 值逐步降低，而 Ａ 值与细胞存活率呈正相

关，并且内毒素 ５００ μｇ ／ ｍＬ 和 １０００ μｇ ／ ｍＬ 处理组

之间 Ａ 值没有显著差异，因此我们选择内毒素 ５００
μｇ ／ ｍＬ 浓度建立髓核细胞凋亡模型。 采用流式细

胞仪检测各组细胞凋亡率，结果均显示内毒素有效

诱导了髓核细胞凋亡。
外泌体是 ４０～１００ ｎｍ 大小的微囊泡，内含生物

活性物质［１６］。 研究表明，外泌体在细胞通讯和代谢

调节等方面发挥重要作用［１７］。 ＢＭＳＣ⁃Ｅｘｏ 可抑制炎

症介质激活减少髓核细胞凋亡［１８］。 研究发现，外泌

体达到有效治疗作用的最低剂量是 １０ ～ １００ μｇ［１９］，

因此本实验选择 ２０μｇ 作为外泌体的实验剂量。 外

泌体分离方法主要有超速离心法、聚合物沉淀法、
超滤法、免疫亲和法、显微射流分离技术等，超速离

心法是“金标准”，使用最广泛［２０］。 本研究中即用

该方法提取外泌体。 国际细胞外囊泡学会规定外

泌体的鉴定必须包括粒径大小、形态以及蛋白分子

标记等三方面［１９］。 本研究通过纳米颗粒跟踪分析

仪观察粒径大小、透射电镜观察形态及免疫印迹检

测表面标志物对所提取的外泌体进行鉴定，同时通

过免疫荧光检测证实其确实能被髓核细胞摄取。
本研究通过流式细胞仪检测发现外泌体组的髓核

细胞凋亡率明显下降，提示 ＢＭＳＣ⁃Ｅｘｏ 可被髓核细

胞摄取并减轻其凋亡。
为研究 ＢＭＳＣ⁃Ｅｘｏ 对髓核细胞的抗凋亡机制，

本研究采用 ＮＦ⁃κＢ 通路经典激活剂佛波醇酯，佛波

醇酯可使 ＩκＢα 磷酸化，促使 ＮＦ⁃κＢ 入核，从而活化

ＮＦ⁃κＢ 信号通路。 通过流式细胞仪检测发现，外泌

体组可以抑制内毒素导致的髓核细胞凋亡，而使用

佛波醇酯激活 ＮＦ⁃κＢ 信号通路后，髓核细胞凋亡率

升高，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测显示 Ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 和 ｐ⁃
ＩκＢα 蛋白均明显升高，提示 ＮＫ⁃κＢ 信号通路被佛

波醇酯激活，并且该信号通路激活后外泌体的抗凋

亡作用基本被逆转。
综上所述，ＢＭＳＣ⁃Ｅｘｏ 可以通过调控 ＮＦ⁃κＢ 信

号通路抑制髓核细胞凋亡。 以上研究初步揭示了

ＢＭＳＣｓ 对髓核细胞凋亡的作用机制，为 ＩＤＤ 的治疗

提供了新思路。
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ＭＭＰ⁃１ ／ ＴＩＭＰ⁃１ 的表达及意义［ Ｊ］ ．山东医药，２０１１，５１（１９）：

４⁃５．

［１０］ 　 Ｚｈｏｎｇｙｉ Ｓ， Ｓａｉ Ｚ， Ｃｈａｏ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ

Ｂ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

［Ｊ］ ． Ｓｐｉｎｅ （Ｐｈｉｌａ Ｐａ １９７６），２０１５，４０（４）：２２４⁃２３２．

［１１］ 　 孙中仪 􀆰 ＮＦ⁃κＢ 信号通路与椎间盘退变的研究进展［ Ｊ］ ．中国

矫形外科杂志，２０１２，２０（２３）：２１６２⁃２１６４．

［１２］ 　 易威威， 刘　 浠， 温亚枫， 等．内毒素诱导退变人椎间盘髓核

细胞凋亡［Ｊ］ ．基础医学与临床， ２０１７， ３７（５）：５９６⁃６００．

［１３］ 　 杨忠信，李晓宇，蔡　 静，等．Ｘｋｌｐ２ 靶蛋白对肺癌细胞裸鼠成

瘤能力的影响及机制研究［ Ｊ］ ．实用医院临床杂志，２０１８，１５

（２）：４⁃８．

［１４］ 　 Ｙｉｎ Ｊ， Ｒｅｎ Ｋ， Ｈｕａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ａｂｏｕｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＩＬ⁃

１０， ＮＦ⁃κＢ ａｎｄ ＭＭＰ⁃３ ｉｎ ａ ｒａｔ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｓｐｏｎｄｙｌｏｓｉｓ

［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｉｍｍｕｎｏｌ，２０１８，９３：１８４⁃１８８．

［１５］ 　 陈　 敏，赵　 凯，王 　 娟，等．骨碎补总黄酮抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号

通路干预大鼠椎间盘退变［ Ｊ］ ．中国组织工程研究，２０２０，２４

（１７）：２６５４⁃２６５９．

［１６］ 　 朱皓皞 􀆰 外泌体液体活检及其在肿瘤诊断治疗中的研究进

展［Ｊ］ ．东南国防医药，２０１９，２１（５）：５１２⁃５１６．

［１７］ 　 Ｌｉ Ｚ， Ｗａｎｇ Ｙ， Ｘｉａｏ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｅｍｅｒｇｉｎｇ Ｒｏｌｅ ｏｆ Ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｉｎ ｔｈｅ

Ｊｏｉｎｔ Ｄｉｓｅａｓｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０１８， ４７ （ ５ ）：

２００８⁃２０１７．

［１８］ 　 Ｘｉａ Ｃ， Ｚｅｎｇ Ｚ， Ｆａｎｇ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ

ｅｘｏｓｏｍｅｓ ａｍｅｌｉｏｒａｔｅ ｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ ｄｉｓｃ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｖｉａ ａｎｔｉ⁃ｏｘｉ⁃

ｄａｎｔ ａｎｄ ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｆｒｅｅ Ｒａｄｉｃ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄ，

２０１９，１４３：１⁃１５．

［１９］ 　 Ｇｕｒｕｎａｔｈａｎ Ｓ， Ｋａｎｇ ＭＨ， Ｊｅｙａｒａｊ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ Ｉｓｏｌａ⁃

ｔｉｏｎ， Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ， Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ａｎｄ Ｍｕｌｔｉｆａｒｉｏｕｓ

Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ Ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｏｆ Ｅｘｏｓｏｍｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃｅｌｌｓ， ２０１９， ８

（４）：３０７．

［２０］ 　 张玉星，张　 响，陈文杰，等．外泌体分离方法研究进展［ Ｊ］ ．转

化医学电子杂志，２０１８，５（４）：４２⁃４６．
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