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间充质干细胞外泌体对小鼠急性肝衰竭的保护作用 *
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摘要 目的：研究小鼠骨髓间充质干细胞（Mouse bone marrow mesenchymal stem cells, mBMMSC）来源的外泌体（Exosome, Exo）对

四氯化碳（Carbon tetrachloride, CCl4）诱导的急性肝衰竭（Acute liver failure, ALF）的保护作用。方法：采用全骨髓培养法提取

Balb/c小鼠原代骨髓间充质干细胞并利用流式细胞仪进行鉴定，用试剂盒混合细胞上清后提取干细胞分泌的外泌体，透射电镜

（Transmission electron microscope, TEM）鉴定外泌体形态，纳米粒径追踪分析仪（Nanoparticle tracking analysis, NTA）鉴定外泌体

的粒径，Western Blot鉴定外泌体表面的标志蛋白。激光共聚焦显微镜（Confocal laser scanning microscope, CLSM）下观察肝细胞

内吞外泌体。小鼠肝脏的免疫荧光切片观察外泌体的肝脏内分布。Balb/c小鼠随机分为健康对照组（Healthy）、CCl4损伤组

（CCl4）、CCl4损伤外泌体治疗组（Exo）。观察小鼠 7 d内的生存时间。检测血清中谷丙转氨酶（ALT）、谷草转氨酶（AST）、乳酸脱氢

酶（LDH）、尿酸（UA）的含量，H&E染色组织切片观察肝脏病理变化，流式细胞仪和磁珠细胞试剂盒（Cytometric bead array, CBA）

检测血清中白介素 6（IL-6）、白介素 12（IL-12）和 酌干扰素的含量（IFN-酌）。结果：成功提取并鉴定了小鼠骨髓间充质干细胞与其
外泌体，NTA测得干细胞外泌体的粒径在 100 nm左右，电镜下外泌体呈现囊泡状，Western Blot测得外泌体表达 CD9和 CD63

蛋白。CLSM下观察到 L02肝细胞内吞外泌体且随时间递增，免疫荧光切片观察到外泌体靶向肝脏且在肝脏组织中均匀分布。动

物实验表明相比于 CCl4组，Exo组小鼠的生存时间显著延长，血清中 ALT、AST、LDH和 UA的含量显著降低，肝脏组织切片显

示肝脏损伤明显减少，血清中 IL-6, IL-12和 IFN-酌的含量显著降低。结论：小鼠骨髓间充质干细胞分泌的外泌体可能通过抑制炎
症减轻四氯化碳诱导的急性肝衰竭。
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Protective Effect of Exosomes Derived from Mesenchymal Stem Cells on
Carbon Tetrachloride Induced Acute Liver Failure in Mice*

To investigate the protective effect of exosomes(Exo) derived from mouse bone marrow mesenchymal stem

cells(mBMMSC) on carbon tetrachloride（CCl4）-induced acute liver failure（ALF）. The primary bone marrow mesenchymal

stem cells were extracted from Balb/c mice by a whole bone marrow culture method and were further confirmed by flow cytometry. Exo-

somes derived from mesenchymal stem cells were extracted through a Total Exosome Isolation Reagent. The morphology of exosomes

was observed by TEM and the size distribution of obtained exosomes was measured by NTA. The surface markers of exosomes were

detected by Western Blot. Endocytosis of exosomes by L02 cells was observed under CLSM and its distribution was observed by

immunofluorescence sections. The survival rate and lifetime of Balb/c mice within 7 days were observed and recorded. The serum level

of ALT, AST, LDH, UA were measured by a fully automatic biochemical analyzer. Hematoxylin-eosin of liver tissue was conducted to

observe the histopathological changes. Cytokine level of IL-6, IL-12 and IFN-酌 in mouse serum were detected with a Cytometric bead ar-

ray by flow cytometry. mBMMSCs and its exosomes were successfully extracted and identified. The size of exosomes was

*基金项目：国家自然科学基金面上项目（81570549，81871912，81970530）；上海市医学重点专科项目（ZK2019C12）

作者简介：赵佳伟（1994-），男，硕士研究生，主要研究方向：肝纤维化与急性肝衰竭，E-mail: 564787278@qq.com

△ 通讯作者：施敏（1973-），男，硕士生导师，主任医师，主要研究方向：肝纤维化基础与临床研究，

E-mail: SM1790@shtrhospital.com，电话：18121226606；

王玉刚（1965-），男，硕士生导师，主任医师，主要研究方向：消化道肿瘤分子机制及诊治研究，

E-mail: WYG0061@shtrhospital.com，电话：18121226113

（收稿日期：2019-09-02 接受日期：2019-09-26）

1246· ·



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.20 NO.7 APR.2020

around 100 nm measured by NTA and the morphology was observed under TEM to be a shape of vesicle. Expression of CD9 and CD63

protein was proved by Western Blot. Besides, endocytosis of exosomes by L02 cells in a time-dependent way was observed under CLSM.

And the distribution of targeted exosomes in liver was observed by immunofluorescence sections Compared with CCl4 group, the lifetime

of Exo mice were dramatically prolonged. The serum level of ALT, AST, LDH and UA were significantly decreased and liver damage of

histopathological section was substantially improved in Exo group. Cytokine level of IL-6, IL-12 and IFN-酌 in Exo mouse serum were

extensively decreased compared to CCl4 group. Exosomes derived from mBMMSC may alleviate carbon tetrachloride in-

duced acute liver failure by inhibition of inflammation.

Mouse bone marrow mesenchymal stem cells; Exosomes; Carbon tetrachloride; Acute liver failure

前言

急性肝衰竭是由毒物、感染、外伤和药物等诸多原因引起

的致死性疾病，临床上表现为肝脏大面积的变性和坏死，肝功

能的急剧下降甚至完全丧失，以及由之引起的多器官功能的障

碍。如果不能得到及时的治疗，患者存在极高的死亡风险[1]。急

性肝衰竭会引起一系列严重的并发症，如肝性脑病，心脏和肾

脏等多器官的损伤。在多器官功能障碍发生之前，肝移植是现

阶段最有效的治疗方式，但是收到许多因素的限制如肝脏供体

短缺、治疗费用过高等[2]。因此，新的治疗方式亟待开发。

间充质干细胞移植，是急性肝衰竭治疗的一种新的治疗方

式，有研究表明间充质干细胞能够通过细胞旁分泌的方式分泌

多种具有组织修复作用的细胞因子作用于肝脏和肾脏，修复损

伤的肝脏组织和肾脏组织[3,4]。然而，细胞治疗这一治疗方式存

在着一些缺陷，细胞在体内循环的过程中，容易在肺毛细血管

停留而堵塞血管，导致肺栓塞；另一方面，活细胞制剂不易保

存，在体内也面临被清除、生存期短等问题；更严重的是，活细

胞在体内可能会发生癌变导致癌症的发生[5]。有研究人员设计

出一种纳米颗粒，该纳米颗粒由包入细胞膜的间充质干细胞上

清构建而成，能够有效地治疗急性肝衰竭[6]。

近几年来，外泌体的生物学作用受到了研究人员极大的关

注，被认为是新型前沿的治疗手段[7]。外泌体是由细胞分泌直径

约 100 nm的囊泡，该囊泡具有多种生物功能，超速差速离心是

其最常见的分离方法[8]。在最初的时候外泌体被认为是细胞的

代谢废弃物，现在则被认为是细胞间通讯交流的物质。细胞分

泌的外泌体内部含有多种蛋白质、脂质和核酸等物质，并且不

同细胞来源的外泌体具有不同的生物学特性，发挥不同的作

用[9,10]，例如心肌球来源的细胞通过分泌的外泌体表现出高水

平的 miRNA-92a，此 RNA可以增强Wnt/茁-catenin信号通路中
蛋白的表达，激活心肌细胞中的心脏保护性骨形态发生蛋白信

号传导[11]。脂肪细胞来源的外泌体含有多种 miRNA，这些 mi-

croRNA可以部分地改变巨噬细胞的外排能力[12]。M2型小胶质

细胞来源的外泌体通过将 miR-124转移到神经元中，通过调节

下游基因 USP14在缺血小鼠大脑中保护你神经元[13]。在缺氧诱

导的视网膜病变中，小胶质细胞来源的外泌体促进光感受器的

存活并抑制体外缺氧介导的促血管生成因子的分泌[14]。间充质

干细胞的外泌体具有损伤修复和免疫调节等多种功能，有研究

表明脐带间充质干细胞的外泌体能够促进器官的功能恢复，减

少迪谢内型肌营养不良中促纤维化基因的表达，降低炎症因

子，增加抗肌萎缩相关蛋白的表达[15]。除此之外，间充质干细胞

来源的外泌体能够通过激活血管内皮受体来增加组织血管新

生的能力，从而使四肢缺血损伤有所恢复[16]。本文旨在探讨小

鼠骨髓间充质干细胞来源的外泌体对高剂量 CCl4诱发的小鼠

急性肝衰竭的保护作用，提取小鼠骨髓间充质干细胞并进行原

代培养，获得其外泌体并进行表征，通过细胞内吞和组织冰冻

切片验证外泌体对肝脏组织的靶向性能，最后通过功能学实验

验证外泌体对急性肝衰竭小鼠的治疗作用。

1 材料与方法

1.1 试剂和仪器

琢-MEM培养基、1640培养基、胎牛血清、双抗（美国 Gibco

公司），胰酶（北京兰博利德公司），PVDF膜、曝光液（美国 Mil-

lipore公司），BCA蛋白定量试剂盒、外泌体提取试剂盒、Exo-

some Spin Columns（Thermo Scientific公司），CD9兔抗小鼠单

克隆抗体、CD63小鼠抗小鼠单克隆抗体、山羊抗兔二抗、山羊

抗小鼠二抗（Abcam公司），CBA试剂盒（美国 BD公司），电泳

仪（Bio-Rad公司），多色荧光凝胶成像仪（以色列 DNR公司），

NTA纳米颗粒跟踪分析仪（德国 Particle Metrix公司），Vectra

荧光显微镜（美国 Perkin Elmer公司），透射电镜（日本日立公

司 Ht-7700），尼康 A1型激光共聚焦显微镜（日本 Nikon 公

司），全自动生化分析仪（日本 Toshiba 公司），CytoFLEX流式

细胞仪（美国贝克曼库尔特公司）。

1.2 骨髓间充质干细胞的分离和培养

颈椎脱位法处死 5-6周的 Balb/c小鼠，用 75%乙醇完全浸

泡小鼠皮毛 5 min后转移至超净台内，取股骨和胫骨，剔除韧

带和多余的组织，浸泡于冰浴的装有琢-MEM培养基的小皿中。

用 1 mL注射器在骨干两段分别钻孔，另用一只注射器吸取

琢-MEM培养基，从胫骨的骨骺端刺入骨髓腔，将骨髓冲洗到

50 mL无菌离心管中，每根骨头用冰浴的培养基反复冲洗 3次，

直至骨髓腔完全发白。将得到的骨髓液过筛滤除多余的肌肉脂

肪组织及骨碎片后转移至 50 mL无菌离心管，1500 rpm离心

5 min，吸净弃去上清后加入 3 mL红细胞裂解液，吹匀后于室温

下静置 3-5 min裂解红细胞，立即加入 15 mL PBS终止反应，

然后 4℃条件下 1500 rpm离心 5 min弃上清，并重复洗涤 2

次。获取的细胞接种在 6孔板内，然后将细胞放入 37℃，含 5%

CO2的培养箱中静置。培养 48 h以后第一次给细胞换液，在之

后视情况每隔 2-3天给细胞换液。培养至第 10-14天时，细胞增

殖融合度达到 85%左右，即可进行传代。利用流式细胞仪对间
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充质干细胞表面的 CD29、CD31、CD44和 CD117蛋白进行鉴

定。

1.3 间充质干细胞的外泌体提取

预先使用超速离心机 100000× g离心 4 h 去除胎牛血清

中的外泌体。取传代至第三代的间充质干细胞接种于 10 cm细

胞培养皿中，利用去外泌体的胎牛血清进行培养，约培养 48 h

后待细胞生长到 80%-90%时，收集培养的细胞上清液放置于

4℃待用。外泌体的提取操作严格按照外泌体提取试剂盒的说

明进行，即将收集到的细胞上清放置于 50 mL离心管内，4℃条

件下 2000× g离心 30 min去除细胞和细胞碎片，将上清转移

到新的离心管内，再用 100 kDa 的超滤离心管，4℃条件下

4500× g离心 15 min，将细胞上清进行浓缩处理，按照外泌体

提取试剂盒的说明书，按比例将上清浓缩液和试剂混合（上清

浓缩液：试剂 =2:1），充分混匀后 4℃冰箱静置过夜，次日 4℃条

件下 10000× g离心 1 h，弃上清液，用适量 PBS缓冲液重悬离

心管底部的外泌体沉淀，利用 BCA试剂盒测定外泌体的浓度。

3天内使用的外泌体可短期在 4℃储存，其余可 -80℃冻存。

1.4 纳米颗粒追踪分析检测间充质干细胞外泌体的粒径

用双蒸水稀释收集的外泌体样品（约 1:2000-1:10000）至合

适仪器检测到的浓度，用 5 mL注射器吸取稀释后的外泌体样

品，注射入仪器的样品池内，设置好参数后检测外泌体的粒径

大小。

1.5 Western blot鉴定外泌体表面标志蛋白

配制 10%的分离胶和 5%的浓缩胶待用。加入 5X上样缓

冲液，与样品混匀后 95℃煮沸 5 min。上样量为每孔约 40 滋g。
将蛋白质样品进行电泳：分别使用 90 V和 120 V的恒定电压

进行电泳。电泳结束后进行转膜，在转膜槽中恒定电压 100 V

的条件下电转 1 h，转膜结束后取出 PVDF膜，放于 5%脱脂牛

奶封闭液中，在室温条件下放到脱色摇床上以 50 rpm的速度

封闭 1 h。加入兔抗小鼠 CD9抗体（1:2000稀释），小鼠抗小鼠

CD63抗体（1:1000稀释），放入 4℃冰箱孵育过夜。孵育过夜

后，将 PVDF膜放在脱色摇床上，使用 TBST以 75 rpm的速度

洗膜 3次，每次洗膜 10 min。将 PVDF膜分别放置到已经稀释

好的辣根氧化酶标记的山羊抗兔（1:2000稀释）和山羊抗小鼠

（1:2000稀释）的二抗中，常温下放在脱色摇床上孵育 1 h。孵育

结束后用 TBST洗膜 3次，每次 10 min。滴加 DAB发光液后放

入曝光仪中曝光处理。

1.6 生物透射电镜下鉴定外泌体的形态

取 PBS重悬的原始浓度外泌体并稀释至不同浓度，每个

样品取 10 滋L滴加在普通碳支持铜网上，室温静置 3 min，用滤

纸沿铜网侧面边缘轻轻吸去液体，并稍稍风干后进行染色。每

个铜网滴加 10 滋L醋酸双氧铀溶液负染 30 s，再用滤纸沿铜网

侧面边缘轻轻吸去液体，自然风干，在 80kV透射电镜下观察

外泌体的形貌像。

1.7 外泌体荧光标记

取 100 滋g溶解于 PBS的外泌体溶液，加入 1 滋L 20 mM

的 DiD染料，吹匀后静置于 37℃恒温箱中，恒温孵育 1 h，1 h

后取出，利用 Exosome Spin Columns并按照说明书所指示的内

容进行操作，将混合溶液中的多余染料取出，获得 DiD标记的

外泌体溶液。

1.8 正常肝细胞 L02内吞外泌体

L02细胞接种在 35 mm的共聚焦小皿内，培养过夜贴壁后

向共聚焦小皿中加入 10 滋L 500 滋g/mL的 DiD标记的外泌体

溶液，混匀后在细胞培养箱中共培养 3 h和 6 h。之后从培养箱

中取出，弃去小皿中的培养基并用 PBS轻轻冲洗 3遍，之后用

4%多聚甲醛室温固定 30 min，固定后 PBS轻轻冲洗 3遍，使用

鬼笔环肽室温染膜 30 min，之后 PBS轻轻冲洗 3 遍后滴加

DAPI溶液染核，放置于激光共聚焦显微镜下观察内吞情况。

1.9 外泌体肝脏分布

取 100 滋L 1 mg/mL的 DiD标记的外泌体溶液，通过小鼠

尾静脉注射入小鼠体内，6 h后脱颈处死小鼠，解剖后取出小鼠

肝脏后液氮速冻，OCT固定后在恒温冰冻切片机切取小鼠肝

脏冰冻切片，利用 DAPI染色细胞核，加入抗荧光猝灭封片剂

后在 vectra荧光显微镜下观察外泌体的肝脏内分布情况。

1.10 动物实验

SPF级 Balb/c小鼠 60只，体重 18-20 g，由中科院过程工

程所提供（购自北京维通利华实验动物技术有限公司），动物实

验合格证号 1118032100038。小鼠在适宜温度和湿度的条件下

适应性饲养一周，自由饮食。随机分为健康对照组（Healthy），

CCl4肝衰竭组（CCl4），CCl4肝衰竭外泌体治疗组（Exo），每组

10只。

CCl4肝衰竭模型：配制 30%的 CCl4油溶液，按照 3:7的比

例将 CCl4和橄榄油进行混合，充分吹匀后在涡旋仪上涡旋 3

次，每次 30 s。模型组每只小鼠腹腔注射给药 100 滋L CCl4油溶
液造成 CCl4的肝衰竭模型，健康对照组腹腔注射 100 滋L的橄
榄油溶液。将外泌体溶液用 PBS稀释至 1 mg/mL，造模结束后

立即尾静脉注射给药，外泌体组每只给药 100 滋L，CCl4和健康
对照组每只给药 100 滋L的 PBS缓冲盐溶液以排除 PBS对小

鼠的影响。60只小鼠分两次实验，其中 30只用于观察小鼠 7 d

内的生存曲线，另外 30只根据生存曲线的结果在适当时间点

处死取肝组织和血清以进一步检测其他指标。

1.11 指标监测

1.11.1 小鼠生存期分析 给药后观察各组小鼠 7 d内的生存

情况，每天观察一次并作记录。

1.11.2 小鼠血清 ALT、AST含量检测 在给药 2 d后摘眼球

获取小鼠血液，室温静置 2 h后，10000× g，离心 10 min，取上

层血清，使用大生化分析仪分别检测 ALT、AST等。

1.11.3 肝脏组织切片分析 在给药 2 d后脱颈处死小鼠，取

小鼠的肝脏组织，PBS冲洗 2次后放入 4%的多聚甲醛中室温

固定 24 h，包埋切片后进行 H&E染色，在光学显微镜下观察肝

脏组织病理变化。

1.11.4 小鼠血清细胞因子含量检测 在给药 2 d后摘眼球获

取小鼠血液，室温静置 2 h后，10000× g，4℃离心 10 min，取上

层血清，使用流式细胞仪和 CBA 试剂盒检测 IL-6、IL-12 和

IFN-酌等细胞因子。
1.12 统计学分析

应用 SPSS 22.0统计学软件对本文中所得实验数据进行处

理和分析，采用 t检验方法，P＜0.05表示差异有统计学意义。
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图 1 原代小鼠骨髓间充质干细胞及其外泌体的鉴定

Fig.1 Identification of primary mouse bone marrow stem cells and its exosomes

2 结果

2.1 原代小鼠骨髓间充质干细胞及其外泌体的鉴定

原代小鼠骨髓间充质干细胞在光镜下为梭形的细长型细

胞，通常表现为涡旋形生长。间充质干细胞标志物 CD29、CD44

呈阳性表达，阳性率高于 95%，干细胞造血标志物 CD31、

CD117呈现阴性表达，阳性率低于 5%。见图 1A。小鼠骨髓间充

质干细胞外泌体在透射电镜下观察，呈现出典型的 "茶托状 "

结构，即椭圆形的囊泡状结构，直径约在 100 nm左右。见图

1B。NTA纳米颗粒跟踪分析仪检测结果显示，外泌体的粒径在

100 nm 左右，符合外泌体的实际直径大小情况。见图 1C。

Western Blot蛋白电泳可以看到外泌体 CD9 和 CD63 标志蛋

白条带。见图 1D。以上结果证明所提取到的外泌体为小鼠骨髓

间充质干细胞的外泌体，电镜、粒径和WB的结果均符合外泌

体的特征。

2.2 正常肝细胞对外泌体的内吞情况及外泌体在肝脏内的分

布情况

L02肝细胞与 DiD标记的外泌体共孵育后，经过鬼笔环肽

和 DAPI的染色后，L02细胞膜被鬼笔环肽染色后发出绿色荧

光，细胞核与 DAPI结合后发出蓝色荧光，外泌体被 DiD染色

后发出红色荧光。在激光共聚焦显微镜下能够观察到外泌体被

L02细胞内吞，在 0 h时，外泌体还未被内吞，能够观察到细胞

核与细胞膜，而没有红色的外泌体荧光。见图 2A。在 3 h时，能

够看到 DiD标记的外泌体发出的红色荧光。见图 2B。在 6 h

时，能够观察到大量的 DiD标记的外泌体发出的红色荧光。见

图 2C。L02细胞对外泌体的内吞表现出时间依赖性。在荧光显

微镜下观察肝脏的荧光冰冻切片，没有给药时只能观察到

DAPI的蓝色荧光。见图 2D。而尾静脉给药 DiD标记的外泌体

后，能够观察到均匀分散在肝脏组织中的红色荧光点。见图

2E。证明外泌体能够通过血管进入肝脏组织中发挥作用。

2.3 外泌体对 CCl4急性肝衰竭小鼠的治疗效果

CCl4模型组小鼠在给药 1 d后，小鼠开始出现死亡，外泌

体治疗组小鼠在第 2 d开始出现小鼠死亡，数量少于 CCl4模型

组，外泌体治疗组的小鼠相较于 CCl4模型组小鼠 7 d内的生存

率提高了 50%。见图 3A。观察小鼠肝脏的 H&E组织病理切片

发现，健康对照组中可见肝脏组织结构正常，肝小叶边缘清晰，

肝血窦未见明显病变，肝细胞形态正常，未见明显肝细胞坏死

和炎症细胞的浸润。见图 3B。CCl4模型组可见肝细胞有明显的

片状融合性坏死，肝小叶结构紊乱，肝血窦扩张、出血，坏死区

及汇管区有大量的淋巴细胞、浆细胞、中性粒细胞和巨噬细胞

浸润。见图 3C。外泌体治疗组中肝脏组织结构尚可，可见散在

的肝细胞坏死，其内可见少量的炎症细胞浸润。见图 3D。通过

测定小鼠血清中的生化指标，可以观察到外泌体组和 CCl4组

ALT、AST、LDH和 UA含量均高于健康小鼠组，而外泌体组的

ALT、AST、LDH和 UA含量相比于 CCl4模型组有显著下降。

见图 3E。

2.4 外泌体对 CCl4急性肝衰竭小鼠炎症因子的影响

通过测定小鼠血清中细胞因子 IL-6,、IL-12和 IFN-酌的水
平，可以观察到 CCl4模型组小鼠的 IL-6,、IL-12和 IFN-酌的水
平相较于健康组小鼠明显升高（P＜0.05），而外泌体治疗组小

鼠的炎症因子水平相较于 CCl4模型组小鼠有明显下降（P＜
0.05）。见图 4。

3 讨论

外泌体是细胞分泌的具有磷脂双分子层的纳米级囊泡，粒

径约 100 nm，在透射电镜下呈圆形或椭圆形。几乎所有细胞都

能够通过分泌外泌体来实现细胞间的信号交流[10,17,18]。有研究表

明，间充质干细胞来源的外泌体能够修复骨关节炎，在骨关节

炎中MSCs分泌的外泌体通过抑制 mTOR保护关节软骨免受

损伤[19]；间充质干细胞来源的外泌体能够通过免疫调节作用减

少血管移植后的血栓和钙化形成，增强血管内皮和平滑肌细胞
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图 2 L02细胞对外泌体的内吞及外泌体在肝脏内的分布

Fig.2 Endocytosis of L02 cells to exosomes and distribution of exosomes in the liver

图 3 外泌体对急性肝衰竭小鼠的治疗效果

Fig.3 Therapeutic effects of exosomes on ALI mice

Note: Data are expressed as x± SD, n=6. Compared with the Healthy group, *P<0.05; compared with the CCl4 group, #P<0.05.

的活性[20]。组织损伤的过程往往伴随炎症的发生，多项研究表

明，间充质干细胞来源的外泌体能够抑制损伤组织中炎症因子

的表达，修复组织损伤，维持组织的正常功能[21]。作为间充质干

细胞分泌的重要物质，我们提出小鼠骨髓间充质干细胞来源的

外泌体能够用于治疗 CCl4诱发的小鼠急性肝衰竭的假设并对

其进行了验证。

本次研究成功地从小鼠股骨和胫骨中提取出骨髓间充质

干细胞，应用流式细胞术对干细胞表面特异性抗原进行了验

证；利用外泌体提取试剂盒从间充质干细胞的上清液中富集得

到外泌体，并且通过 Western Blot鉴定外泌体表面标志蛋白

CD9和 CD63，利用 NTA测定外泌体的粒径大小约为 100 nm，

通过 TEM拍摄到电镜下的外泌体呈现为 "茶托状 "的椭圆形

囊泡结构，成功鉴定所提取物为间充质干细胞的外泌体[22]。

观察小鼠的生存期，外泌体治疗组相较于 CCl4模型组，生

存期显著延长，存活率显著提高，相比于 CCl4组提高了 50%。

从肝脏的病理组织切片上可以观察到，CCl4模型组的肝脏病理

切片中肝细胞有明显的片状融合性坏死，肝小叶结构紊乱无

序，肝血窦有明显的扩张和出血，坏死区及汇管区能够发现大

量的淋巴细胞、浆细胞、中性粒细胞等炎症细胞的浸润，相比之

下，外泌体治疗组中肝脏组织结构基本正常，仅有点状的坏死

灶，其内仅可见少量的炎症细胞浸润。众所周知，ALT和 AST

是最常见的用于反映肝脏功能的指标，在肝脏受损，肝细胞损
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图 4 外泌体对急性肝衰竭小鼠炎症因子的影响

Fig.4 Effects of exosomes on inflammation cytokines of ALI mice

Note: Data are expressed as x± SD, n=6. Compared with the Healthy group, *P<0.05; compared with the CCl4 group, #P<0.05.

伤后，ALT和 AST会从肝细胞中大量释放入血，血清中含量显

著升高。在该研究中，CCl4模型组小鼠的 ALT和 AST数值在

造模 2 d后显著升高，明显高于健康组小鼠的含量，而外泌体

治疗组小鼠的 ALT和 AST含量相较于 CCl4组则有明显的下

降，另一方面，分析小鼠血清中的炎症因子，结果显示，相比较

于 CCl4组模型小鼠，外泌体治疗组小鼠的血清中 IL-6，IL-12

和 IFN-酌的含量也显著下降。这提示间充质干细胞的外泌体能
够显著减轻肝脏损伤，修复损伤的肝脏细胞，改善肝脏功能。

有研究显示脂肪垫干细胞来源的外泌体可以通过抑制

mTOR信号通路来修复骨关节炎[19]。人脂肪来源的干细胞能够

通过释放 lncRNA H19来提高急性肝衰竭大鼠的生存率[23]。间

充质干细胞外泌体能够通过调节内质网应激来保护髓核细胞

并减缓机体内椎间盘退变的速度[21]。除此之外，还有研究人员

发现间充质干细胞来源的外泌体能够透过血脑屏障，靶向损伤

的脊髓组织，利用这一特性将小干扰 RNA装载入干细胞来源

的外泌体增强其治疗效果[24]。因此，我们希望能够进一步研究

间充质干细胞来源的外泌体修复急性肝衰竭小鼠的机制，深层

次地探索其中的信号通路。希望能够从炎症相关的信号通路，

如 TXNIP/NLRP3[25]和 MerTK[26]通路中，探索出间充质干细胞

来源的外泌体是否是够通过影响信号通路中蛋白的表达来缓

解急性肝衰竭。更进一步，我们希望能够探索出信号通路蛋白的

表达变化与外泌体中 miRNA、lncRNA等非编码 RNA之间的

关系。

我们的研究表明小鼠间充质干细胞的外泌体能够靶向小

鼠肝脏，并被肝脏细胞内吞从而发挥对损伤组织的修复作用。

间充质干细胞来源的外泌体在组织器官损伤的修复中发挥着

重要的作用，能够抑制肝脏中炎症因子的分泌，因此可能与炎

症相关的信号通路有着密切关联。总而言之，对于急性肝衰竭，

间充质干细胞来源的外泌体治疗是一个新型的治疗手段，应用

前景可观。
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