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星形胶质细胞外泌体对缺氧缺血神经元的保护作用

黄静兰　屈艺　唐军　邹蓉　李世平　李雅斐　张莉　夏斌　母得志

（四川大学华西第二医院儿科 / 出生缺陷与相关妇儿疾病教育部重点实验室，四川 成都　610041）

［摘要］　目的　探索星形胶质细胞外泌体对缺氧缺血神经元的影响。方法　体外培养大鼠星形胶质细胞，

通过差速离心法获取细胞上清液中的外泌体。采用透射电镜、Nanosight 和 Western blot 鉴定外泌体；采用 BCA

法检测外泌体蛋白浓度。体外培养大鼠神经元，分为对照组、外泌体组、氧糖剥夺（OGD）组和 OGD+ 外泌体

组（n=3）。OGD 组和 OGD+ 外泌体组给予无糖培养基和缺氧处理；外泌体组和 OGD+ 外泌体组分别给予终浓

度为 22 μg/mL 的外泌体处理，对照组和 OGD 组给予等体积 PBS 处理。采用 ELISA 法检测神经元乳酸脱氢酶（LDH）

水平；TUNEL 法检测神经元凋亡指数。结果　外泌体鉴定结果显示差速离心法提取的外泌体符合外泌体特点；

与对照组和外泌体组相比，OGD 组 LDH 值和凋亡指数显著增加（P<0.05）；与 OGD 组相比，OGD+ 外泌体组

LDH 值和凋亡指数均显著降低（P<0.05）。结论　星形胶质细胞来源的外泌体对神经元缺氧缺血损伤有保护作用。
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Abstract: Objective    To study the effect of astrocyte exosomes on hypoxic-ischemic neurons. Methods    Rat 
astrocytes were cultured in vitro, and differential centrifugation was used to obtain the exosomes from the cell 
supernatant. Transmission electron microscopy, Nanosight, and Western blot were used for the identification of 
exosomes. BCA method was used to measure the concentration of exosomes. Rat neurons were cultured in vitro and 
then divided into control group, exosome group, oxygen glucose deprivation (OGD) group, and OGD+exosome group 
(n=3 each). The OGD and OGD+exosome groups were cultured in glucose-free medium under the hypoxic condition. 
The exosome and OGD+exosome groups were treated with exosomes at a final concentration of 22 μg/mL. The control 
and OGD groups were given an equal volume of phosphate-buffered saline. ELISA was used to measure the level of 
lactate dehydrogenase (LDH) in neurons. The terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labeling 
was used to measure the apoptotic index of neurons. Results    The identification of exosomes showed that the exosomes 
extracted by differential centrifugation had the features of exosomes. Compared with the control and exosome groups, 
the OGD group had significant increases in LDH level and apoptotic index (P<0.05). Compared with the OGD group, 
the OGD+exosome group had significant reductions in LDH level and apoptotic index (P<0.05). Conclusions    The 
exosomes from astrocytes have a protective effect on neurons with hypoxic-ischemic injury.   

[Chin J Contemp Pediatr, 2018, 20(5): 397-402]
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新 生 儿 缺 氧 缺 血 性 脑 病（hypoxic-ischemic 

encephalopathy, HIE）是新生儿期的常见病，重度

HIE 患儿的病死率较高，存活患儿容易出现认知、

运动功能障碍，甚至脑瘫等严重神经系统后遗症 [1-3]。

外泌体是细胞胞吐形成的细胞外囊泡，直径

约 30~200 nm，不仅可携带蛋白质、脂质、核酸等

进行细胞间的信号传递，还具有载药功能，可应

用于多种疾病的治疗。直径 30~110 nm 的外泌体

可以通过血脑屏障，可能成为治疗 HIE 的新方法 [4]。

有研究发现星形胶质细胞可分泌多种物质来保护

中枢神经系统 [5]，但这种保护作用是否是通过分泌

外泌体来实现还需要进一步研究证实。本研究通

过检测星形胶质细胞外泌体对缺氧神经元的保护

作用，为探索缺氧缺血脑病新的治疗方法提供新

策略。

1　材料与方法

1.1　主要试剂与仪器

试剂：DMEM 高糖培养基、DMEM 无糖培养基、

Neurobasal 培养基、胎牛血清、PBS、B27、双抗

和 0.25% 胰蛋白酶液（美国 GIBCO 公司）；多聚

赖氨酸、DNA 酶 I （DNAseI）、乳酸脱氢酶（LDH）

试剂盒、PKH67 染料（美国 SIGMA 公司）；无外

泌体胎牛血清（美国 SBI 公司）；TUNEL 凋亡检

测试剂盒（美国 PROMEGA 公司）；BCA 试剂盒

（上海碧云天生物技术有限公司）；抗 β-actin 抗

体、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔和山羊抗小鼠

IgG 抗体（成都正能生物技术有限责任公司）；小

鼠抗大鼠 ALIX 单克隆抗体、小鼠抗大鼠 CD63 单

克隆抗体（美国 BIO-RAD 公司）；ECL 发光液（北

京全式金生物技术有限公司）。

仪器：生物安全柜（德国贝克公司）；二氧

化碳恒温培养箱（日本三洋公司）；荧光显微镜（日

本 Nickon 公司）；微量移液器、低温离心机（德

国 Eppendorf 公司）；高速离心机、超高速离心机、

离心管（美国贝克曼公司）；外泌体粒径检测仪（英

国 Malvern 公司）；聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-
PAGE），垂直电泳系统及湿式膜转移系统（美国

BIO-RAD 公司）。

1.2　细胞培养

取 新 生 1 d Sprague-Dawley（SD） 大 鼠 大 脑

皮层，剪碎，用 0.25% 胰蛋白酶以及 30 μg/mL 的

DNAse I 在恒温培养箱中消化 15 min 后吸去消化

液，并加入提前配置的星形胶质细胞培养基（高

糖 DMEM+10% 胎牛血清 +1% 双抗）终止消化，

用 1 mL 移液器轻柔吹打后静置，待大块组织沉淀

后吸取上清液过滤（70 μm 细胞滤网），重复以上

过程 2 次。以上过程均在冰上操作。将过滤后的

细胞悬液反复轻柔吹打至单细胞悬液，以 2.0×106

个 /mL 的密度接种到多聚赖氨酸包被后的 T-75 培

养瓶（星形胶质细胞）和 24 孔板（神经元）中，

放入 37℃、5% CO2 培养箱中，2 d 半量换液 1 次。

1.3　外泌体提取

用 PBS 将星形胶质细胞清洗 2 次，用 10% 的

无外泌体血清培养基替代 10% 的胎牛血清培养基

继续培养 48~72 h 后收集细胞上清液，采用差速

离心法提取出其中的外泌体，所有离心步骤均在

4℃条件下完成，其他步骤均在冰上操作。具体

过程如下：采用低温离心机 1 200 r/min 10 min 和

3 200 r/min 20 min 除去细胞碎片和死细胞；上清液

采用贝克曼离心机 15 000 r/min 45 min 除去细胞碎片

和大的细胞外囊泡；采用 0.22 μm 的过滤器过滤上

清液；贝克曼离心机 30 000 r/min 90 min 提取外泌

体；用 PBS 重悬离心后的沉淀重复离心 1 次；最后

用 50~100 μL PBS 重悬沉淀保存于 -80℃备用 [6]。

1.4　外泌体鉴定

透射电镜：用 4% 多聚甲醛重悬外泌体，滴

5 μL 于电镜网格，在干燥环境中固定 20 min；PBS

清洗，1% 戊二醛孵育 5 min；蒸馏水清洗共 8 次，

每次 2 min，铀酰草酸溶液（pH=7）孵育 5 min，

羟丙基甲基纤维素冰上孵育 10 min；吸去多余液

体，放置 5~10 min 后电镜下观察 [6]。

Nanosight 粒径分析：选择一次性干净的样品

池，缓慢注入 PBS 重悬的外泌体溶液，避免气泡

产生，用盖子遮住样品池并放入仪器，按照仪器

操作规范上机检测。

Western blot： 将 提 取 的 外 泌 体 进 行 SDS-
PAGE，随后转移至 PVDF 膜，脱脂奶粉封闭 1 h

后分别加入抗 ALIX、CD63 和 β-actin 抗体，4℃孵

育过夜，清洗后加入辣根过氧化物酶标记的二抗，

采用 ECL 发光液显色，用化学发光系统拍照分析。

1.5　BCA 法检测外泌体蛋白浓度

取 10 μL 外泌体与等量双蒸水混匀，加到 96
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孔板中；取标准蛋白按 0、1、2、4、8、12、16、

20 μL 量加到 96 孔板，不足 20 μL 的用双蒸水补足，

最大浓度为 0.5 μg/μL。将蛋白定量工作液 B 和 A

以 50 : 1 的比例混匀，以每孔 200 μL 量加入标准品

和待测样品中（加液过程中避免气泡产生），放

入 30℃水浴锅孵育 20~30 min 后置于酶标仪，设

置吸光度为 A562 nm，测定吸光度值。根据标准品

吸光度值绘制标准曲线，再根据标准曲线计算外

泌体样品蛋白浓度（mg/mL）。

1.6　神经元氧糖剥夺模型建立与分组

神经元贴壁生长 6~7 d 后分为对照组、外泌

体组、氧糖剥夺（OGD）组和 OGD+ 外泌体组。

OGD 组和 OGD+ 外泌体组吸去培养基，用预缺氧

（1% O2，5% CO2）的无糖 DMED 培养基清洗 2 次，

在无糖 DMEM 培养基条件下放入 37℃缺氧培养箱

中培养 2 h 后，采用正常培养基清洗 2 次并给予正

常神经元培养基 [7]。外泌体组和 OGD+ 外泌体组均

加入终浓度 22 μg/mL 的外泌体，其他两组采用等

体积 PBS 处理。之后均在正常条件下继续培养。

1.7　ELISA 法检测 LDH 水平反映神经元死亡情

况

神经元经外泌体处理 24 h 后，取细胞上清

以 每 孔 50 μL 量 加 入 96 孔 板， 每 组 3 个 复 孔。

将 NADH 以 0、2、4、6、8、10 μL 量 加 入 96 孔

板， 不 足 50 μL 的 用 LDH 分 析 缓 冲 液 补 足。 将

LDH 分析缓冲液和基质混合液以 24 : 1 的比例混

合均匀，以每孔 50 μL 量加入待测样品和标准品

中，2~3 min 后放置于酶标仪中，设置吸光度为

A450 nm，测定起始吸光度值，之后每 5 min 测定

1 次，直到样品吸光度值超过标准品最高值，将倒

数第 2 次定为最终值。根据标准品吸光度值绘制

标准曲线，再根据标准曲线计算样品 LDH 值。每

批细胞重复 3 次取其均数，共做 3 批细胞。

1.8　TUNEL 检测神经元凋亡

神经元经外泌体处理 24 h 后，吸去上清液，

按照 TUNEL 试剂盒说明书检测神经元凋亡情况。

具体过程如下，PBS 清洗，4% 多聚甲醛固定细胞，

PBS 清洗，0.2%Triton 穿膜，PBS 清洗，平衡缓冲

液处理细胞，滴加 rTdT 孵育缓冲避光放置 1 h，

滴加 TUNEL 终止液 15 min 终止反应，PBS 清洗，

加入 DAPI 孵育 5~10 min，PBS 清洗，封片，荧光

显微镜下观察。每批细胞重复 3 次取其均数，共

做 3 批细胞。

1.9　统计学分析

采用 SPSS 24.0 统计软件对数据进行统计学

分 析。 计 量 资 料 采 用 均 数 ± 标 准 差（x±s） 表

示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两

比较采用 SNK-q 检验。方差不齐时，多组间比较

采 用 Kruskal-Wallis H 检 验， 组 间 两 两 比 较 采 用

Bonferroni 法。P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　外泌体鉴定

透射电镜结果显示外泌体呈经典的杯口状

形 态 [6]；Nanosight 结 果 显 示 外 泌 体 粒 径 平 均 值

为 113.9 nm， 且 92.7% 位 于 20~200 nm 范 围 内；

Western blot 结果显示外泌体表面包含外泌体经典

标记物 CD63 和 Alix。见图 1。
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2.2　BCA 法检测外泌体蛋白浓度

根 据 标 准 蛋 白 测 定 得 到 线 性 回 归 方 程 为

Y=0.7742X+0.0065，R2=0.99364，回归方程有统计

学意义（F=780.565，P<0.001），可以认为 562 nm

处的吸光度值和蛋白浓度之间有直线回归关系。

见图 2。

通过此回归方程计算的外泌体蛋白浓度为

1.11 mg/mL。

2.3　神经元死亡情况检测

各组神经元 LDH 值比较差异有统计学意义

（P<0.001）。与对照组相比，OGD 组 LDH 值显

著增加（P<0.05），说明 OGD 模型制作成功；外

泌体组与对照组相比，LDH 值差异无统计学意义

（P>0.05），说明外泌体在神经元未受 OGD 损伤

时作用效果可能不明显；与 OGD 组相比，OGD+

表 1　各组大鼠大脑皮层神经元 LDH 水平及凋亡指数比较

（n=3，x±s）

组别
LDH

(milliunits/mL)
凋亡指数

对照组 0.101±0.015 0.088±0.040

外泌体组 0.100±0.014 0.066±0.030

OGD 组 0.277±0.022a,b 0.258±0.066a,b

OGD+ 外泌体组 0.225±0.015a,b,c 0.147±0.065c

F(H) 值 250.630 (22.161)

P 值 <0.001 <0.001

注：a 示 与 对 照 组 比 较，P<0.05；b 示 与 外 泌 体 组 比 较，
P<0.05；c 示与 OGD 组比较，P<0.05。

图 2　BCA 法测定蛋白浓度　　R2 表示标准曲线拟合度

的实际效果，R2=0.99364 表示吸光度值可以推算 99.36% 的蛋白浓

度。

外泌体组 LDH 值显著降低（P<0.05），说明外泌

体能显著减少 OGD 神经元的损伤。见表 1。

图 1　星形胶质细胞外泌体鉴定结果　　图 A：透射

电镜（×42 000）结果显示提取的外泌体符合经典的杯口状形态

（箭头所示）；图 B：Nanosight 结果显示外泌体粒径 92.7% 位于

20~200 nm 范围内；图 C：Western blot 结果显示外泌体表面携带

有 CD63 和 Alix。

2.4　神经元凋亡检测

各组神经元凋亡指数比较差异有统计学意义

（P<0.001）。与对照组相比，OGD 组凋亡指数

显著增加（P<0.05），说明 OGD 模型制作成功；

外泌体组与对照组相比，凋亡指数差异无统计学

意义（P>0.05），说明外泌体在神经元未受 OGD

损伤时作用效果可能不明显；与 OGD 组相比，

OGD+ 外泌体组凋亡指数显著降低（P<0.05），说

明外泌体能显著减少 OGD 神经元的损伤。见表 1，

图 3。
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3　讨论

发育期神经系统在缺氧缺血条件下，容易引

起神经细胞的死亡，研究表明，神经细胞的死亡

方式主要包括自噬、凋亡、坏死性凋亡等 [8]。近年来，

越来越多的研究发现凋亡参与了 HIE 的发生发展

过程，抑制神经元凋亡对 HIE 治疗具有重要意义 [9]。

Ophelders 等 [10] 指出，缺氧缺血发生后，静脉

注射神经源性间充质干细胞外泌体可改善大脑的

功能，从而减少 HIE 带来的后遗症。Zhang 等 [11]

发现间充质干细胞外泌体可以促进神经元轴突生

成，这可能和 miR-17-92 相关。还有研究显示，牙

源性干细胞外泌体可降低创伤性脑损伤导致的神

经炎性反应，减少皮质损伤面积，改善脑损伤大

鼠的运动功能 [12]，也有研究发现，创伤性脑损伤

条件下，小胶质细胞外泌体 miR-124-3p 含量增加，

可以抑制神经炎性反应，促进神经轴突生长 [13]。

上述研究证实了外泌体对神经系统具有保护作用。

而作为神经系统的支持细胞，星形胶质细胞外泌

体对缺氧缺血神经元产生保护作用及机制，是我

们重点关注的问题。

既往研究显示星形胶质细胞通过多种途径释

放神经营养因子等信号分子与中枢神经系统的其

他细胞相互作用，这些信号分子对维持中枢神经

系统的稳态起重要作用 [5]。Zhang 等 [14] 发现癌细

胞转移至脑后，可释放信号分子诱导星形胶质细

胞增生，而增生的星形胶质细胞可释放包含 miR-
19 的外泌体，通过抑制同源性磷酸酶 - 张力蛋白

（phosphatase and tensin homolog, PTEN）信号通路，

增加趋化因子 CCL-2 的表达，进而抑制癌细胞的

凋亡。还有研究显示，X 线照射后的星形胶质细胞

外泌体可以诱导肺细胞自噬 [15]，β 样淀粉蛋白暴露

的星形胶质细胞可释放携带热休克蛋白 B1 的外泌

体，这可能对神经退行性变有保护作用 [16]。这些

研究提示星形胶质细胞外泌体可以发挥多种功能，

而这些作用机制是否在缺氧缺血神经元中发挥功

能还需要进一步研究。

本研究预实验发现神经元经 OGD 处理 2 h 能

产生明显损伤，而星形胶质细胞则没有明显损伤。

因此，我们认为星形胶质细胞经 OGD 处理 2 h 与

图 3　TUNEL 法检测神经元凋亡（×100）　　蓝色为细胞核；绿色为 TUNEL+ 细胞；蓝色和绿色的混合色表示

TUNEL+ DAPI+ 细胞。混合色代表细胞凋亡。与对照组比较，OGD 组凋亡数增加，OGD 组经外泌体处理后，凋亡数减少。

DAPI TUNEL Merge

对照组

外泌体组

OGD 组

OGD+ 外泌体组
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对照没有明显的差异，故而从中提取的外泌体也

没有明显的差异，从无 OGD 的星型胶质细胞中

获取外泌体用于实验是符合缺氧缺血脑损伤的病

理发展的。本研究采用差速离心法提取原代培养

星形胶质细胞上清液中的外泌体，并分别将外泌

体作用于神经元 OGD 组和对照组，检测结果显示

OGD 神经元经外泌体处理后 LDH 值和细胞凋亡数

与对照组比较显著降低。因此，本研究结果提示，

星形胶质细胞产生的外泌体可能运载信号分子对

神经元产生保护作用，但星形胶质细胞外泌体如

何激活下游分子还需要进一步研究。

综上所述，星形胶质细胞外泌体可减少缺氧

缺血诱导的神经元凋亡。这一研究发现为 HIE 神

经损伤提供了新的修复机制，外泌体的应用可望

成为 HIE 治疗的新策略。
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