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骨髓间充质干细胞来源的外泌体对缺氧/复氧

诱导的肾小管上皮细胞损伤的影响

洪梦琪，俞棋严，李新科，赵宇

【摘要】目的 探讨骨髓间充质干细胞来源外泌体（BMSCs-Exo）对缺氧/复氧（H/R）诱导的肾小管上皮细胞

（HK-2）损伤的保护作用及其分子机制。方法 外泌体试剂盒提取BMSCs-Exo，透射电镜观察其形态，Western

blot 检测外泌体表面特异性标志蛋白，采用 PHK67绿色荧光标记外泌体并观察 HK-2细胞摄取现象。将

HK-2细胞分为对照组（NC）、正常组+外泌体组（Exo）、H/R诱导组（H/R）、H/R+外泌体组（H/R+Exo），采用

CCK-8法检测细胞活力，流式细胞仪检测细胞凋亡，活性氧（ROS）荧光法测试盒检测 ROS水平，氧化应激

相关检测试剂盒测定丙二醛（MDA）、谷胱甘肽（GSH）含量。qRT-PCR、Western blot及免疫荧光法检测细胞

自噬标志蛋白 Beclin1的表达水平。结果 成功获得 BMSCs-Exo并观察到它可被 HK-2细胞摄取。与 NC

组相比，H/R组 HK-2细胞活力、GSH水平显著降低，而凋亡率、ROS、MDA水平显著升高（均 ＜ 0.05）；与
H/R组相比，H/R+Exo组细胞活力、GSH水平则显著增强，凋亡率、ROS、MDA水平下降（均 ＜ 0.05）；与
NC 组相比，H/R组 Beclin1表达升高，在 H/R组加入外泌体后，H/R+Exo组 Beclin1表达显著降低（均 ＜

0.05）。结论 BMSCs-Exo能通过上调 Beclin1改善 H/R诱导的 HK-2的损伤。
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Protective effect of bone marrow mesenchymal stem cell-derived exosomes on HK-2 cells with hypoxia-re-
oxygenation injury through regulating Beclin1 expression

【Abstract】Objective To investigate the protective effect and molecular mechanism of bone marrow mesenchymal

stem cells (BMSCs)-derived exosomes against hypoxia-reoxygenation (H/R) injury in human tubular epithelial cells
(HK-2). Methods BMSCs Exo were extracted using an extracellular vesicle kit, and their morphology was ob-

served under transmission electron microscopy. Western blot was used to detect specific marker proteins on the sur-

face of the extracellular vesicles. PHK67 green fluorescence was used to label the extracellular vesicles and observe

the uptake phenomenon of HK-2 cells. HK-2 cells were divided into control group (NC), normal group+exosome gro-

up (Exo), H/R induction group (H/R), and H/R+exosome group (H/R+Exo). CCK-8 assay was used to detect cell vi-

ability; flow cytometry was used to detect cell apoptosis rate; immunofluorescence stainingwas used to detect reactive

oxygen species (ROS) level; oxidative stress-related detection kits were used to determine MDA, GSH content;quan-

titative real time polymerase chain reaction(qRT-PCR), Western blot, immunofluorescence staining were used to de-

tect the expression level of Beclin1 in the HK-2 cells. Results BMSCs Exo was successfully obtained and could be

taken up by HK-2 cells. Compared with NC group, cell viability and GSH level in H/R group significantly decreased,

while cell apoptosis, ROS, MDA significantly improved (all ＜ 0.05). Compared with H/R group, cell viability,

GSH level group were significantly improved and cell apoptosis, ROS, MDA were significantly decreased in H/R+E

xo group (all ＜ 0. 05) . Compared with NC group, the expression level of Beclin1 in H/R group was significantly im-

proved, after treatment with exosomes in H/R group, the expression level of Beclin1 significantly decreased in H/R +

Exo group (all ＜ 0. 05). Conclusions BMSCs-Exo can alleviate H/R-induced injury ofHK-2 cells by downregu-
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急性肾损伤（acute kidney injury，AKI）是一种肾

功能快速下降而出现的临床综合征，通常由于肾缺

血/再灌注（ischemia/reperfusion injury，I/R）、肾毒素

和败血症引起[1]。肾缺血再灌注损伤（ischemia reper-

fusion injury，IRI）是引起AKI主要原因之一，指在肾

脏组织重新得到血液供应后，导致组织损伤加重的

一种病理生理现象[2]。在分子水平上，肾小管上皮细

胞的损伤是导致 AKI的核心环节[3]。AKI的诊断和

治疗仍然是临床医生面临的难题。在重症监护病房

的患者中，AKI的死亡率可达 50%～ 70%[4]。AKI给

患者身心健康及社会带来沉重的负担，然后目前对

于 AKI发生和进展的分子机制仍然不明确。因此，

探寻新的发病机制及治疗靶点，或许能给 AKI患者

带来一条崭新的治疗途径。

骨髓间充质干细胞（bone marrow-derived mes-

enchymal stem cells，BMSCs）具有自我更新、分泌

和多重分化潜能等特性 [5]。近年来越来越多的研究

发现，BMSCs可通过旁分泌大量细胞因子、外泌体

（Exos），促进细胞增殖、减少凋亡及改善组织损伤[6]。

初步研究表明骨髓间充质干细胞来源外泌体

（BMSCs-Exo）在治疗组织缺血及再灌注损伤过程中

发挥重要的作用[7-8]。本研究通过 H/R诱导人肾小管

皮细胞（HK-2）损伤，观察BMSCs-Exo对HK-2细胞

氧化应激及细胞凋亡的影响，并探讨BMSCs-Exo对
HK-2细胞损伤的可能机制，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 细胞 人肾小管上皮细胞HK-2购自武汉普诺

赛生命科技有限公司，小鼠BMSCs购自广州赛业生

物科技有限公司。

1.2 主要试剂 DMEM/F12培养基、MEM培养基、

特级胎牛血清购自武汉普诺赛生命科技有限公司；

Beclin1抗体购自中国 Immunoway；Bcl-2抗体、Bax

抗体购自沈阳万类生物科技有限公司；山羊抗兔辣

根过氧化物酶标记二抗、山羊抗小鼠辣根过氧化物

酶标记二抗购自美国 Earthox公司；丙二醛（MDA）

检测试剂盒、谷胱甘肽（GSH）检测试剂盒购自南京

建成生物工程研究所；活性氧（ROS）荧光法测试盒

购自 Elabscience。
1.3 方法

1.3.1 BMSCs-Exo的鉴定及摄取 BMSCs细胞生

长至 80%～ 90%融合后，用 PBS洗涤，然后在无血

清DMEM/F12中培养 24 h，收集细胞培养上清到50ml

离心管中，4℃，300 g，离心 10min。收集上清液，于

4℃，3000g，离心 10min，再次收集上清后 4℃，10000g

离心 30 min。收集最后的上清液，使用 0.22 m滤膜过

滤备用。使用外泌体提取试剂盒，按照细胞培养上

清：外泌体提取试剂=4∶1的比例，向过滤后的细胞

上清液中加入外泌体提取试剂，盖紧离心管，上下颠

倒混匀 1min，放置于 4℃冰箱中静置过夜 16 h。将静

置过夜的离心管于 4℃，10 000g，离心 60 min，离心

后可在离心管壁上观察到外泌体沉淀，取少量 PBS

重悬吹打离心沉淀物，吹打混匀后将重悬液转移至

新的 1.5 ml 的离心管中。将 1.5 ml 离心管于 4℃，

12 000g离心 2 min，保留上清液。最后将上清液过

滤，滤后即为外泌体悬液。

将外泌体悬液呈水滴状滴至电镜铜网状栅中，

用磷钨酸溶液负染固定 1min，滤纸吸干后室温自然

晾干，在透射电子显微镜下观察并拍照。外泌体蛋

白提取采用Westevn Blot法。

1.3.2 HK-2细胞的培养及分组 利用细胞复苏、传

代、冻存等技术培养HK-2，将HK-2细胞株在含 10%

胎牛血清的 DMEM 培养基。配置 PKH67工作液，

并与等体积外泌体混合，37 ℃避光孵育 5min，加入

双倍体积 1%BSA终止孵育，再次提取外泌体，方法

同 1.3.1。将 PKH67标记的外泌体与 HK-2细胞共

同孵育 24 h，用免疫染色固定液固定 HK-2 细胞，

DAPI染核 5min，荧光显微镜下拍照。

在 H/R处理中，HK-2细胞暴露于 1% O2、5%

CO2和 94%N2的缺氧条件下 24 h，然后再充氧（21%

O2、5%CO2和 74%N2）12 h。将实验分为对照组（NC

组）、外泌体组（Exo组）、缺氧复氧组（H/R组）及缺

氧复氧+外泌体组（H/R+Exo组）；其中对照组 HK-2

细胞在正常环境下培养，外泌体组给予 40 g/ml的

lating the expression of Beclin1.

【Key words】 Exosomes; Human tubular epithelial cells; Hypoxia-reoxygenation; Beclin1
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BMSCs-Exo处理 24 h，缺氧复氧组在H/R条件下培

养，缺氧复氧+外泌体组在 H/R 条件下培养后给予

BMSCs-Exo处理 24 h。
1.3.3 CCK-8检测细胞活力 取对数期细胞接种于

96孔板，培养过夜后进行细胞分组及处理；除去旧培

养液，每孔加入CCK-8试剂 20 l；继续孵育 2h，用多功

能酶标仪检测各孔细胞吸光度值，波长设置为 450 nm，

按公式计算 HK-2细胞相对活力：相对活力（%）=（实

验组 A–空白组 A）/（对照组 A–空白组 A）×100%。

1.3.4 流式细胞仪检测细胞凋亡 将分组的 HK-2

细胞种于 6孔板中，培养过夜后进行细胞分组及处

理；然后收集细胞，PBS清洗 3次。然后分别参照

Annexin V-FITC/PI试剂盒说明书，采用流式细胞仪

检测细胞凋亡。细胞凋亡率（%）=早期凋亡细胞（%）+

晚期凋亡细胞（%）。

1.3.5 MDA、GSH含量测定 按照同样的步骤处理

HK-2细胞后，消化至EP管中，按照试剂盒操作说明

进行检测，MDA、GSH含量检测使用酶标仪读取吸

光度，按照说明书进行数据处理。

1.3.6 活性氧（ROS）的测定 将分组的 HK-2细胞

接种于底部铺有细胞爬片的 6孔板中，培养过夜后

进行细胞分组及处理。使用 ROS荧光法测试盒，荧

光探针 2’，7’-二氯二氢荧光素二乙酸酯（DCFH-

DA）标记细胞中的 ROS，37℃，避光孵育细胞

30 min，用无血清细胞培养液洗涤 2～ 3次，以充分

去除未进入细胞内的 DCFH-DA，取出细胞爬片，放

到载玻片上直接在荧光显微镜下进行观察拍照。

1.3.7 qRT-PCR 使用Trizol试剂从HK-2细胞提取

总 RNA，并测定 RNA浓度。后逆转录为 cDNA，分

装放于－ 20℃冰箱保存。将各组检测标本进行 PCR

扩增。扩增条件：95℃ 5 min，95℃ 10 s，60℃ 30 s，
72℃ 30 s，共 35个循环。引物序列为：Beclin1，正向

5’-AATGGTGGCTTTCCTGGACT-3’，反 向 5’-

TGAGAGCTTTTGTCCACTGC-3’；-actin，正向 5’-

CTGAACCCTAAGGCCAACCG-3’，反向 5’-GA-

CCAGAGGCATACAGGGACAA-3’。以 2 － Ct 测定

相对 mRNA水平，使用基因 -actin作为内参基因。

1.3.8 Western Blot 实验 使用 RIPA 裂解液裂解

HK-2细胞，收集细胞总蛋白，并进行 BCA定量分

析。经 SDS-PAGE凝胶电泳分离后转移至 PDVF膜

上，用 5%脱脂牛奶封闭 1 h，TBST洗膜 10 min，重

复 3次；将目的条带分别放入盛有自噬相关蛋白Be-

clin1（1∶1 000）及 GAPDH抗体（1∶10 000）的溶液

中，4℃摇床过夜；再TBST洗膜 10min，重复 3次，室

温孵育 IgG二抗（1∶10 000）1 h，TBST洗膜 10 min，

重复 3次，最后加入化学发光液后成像仪曝光拍照。

采用 Image J软件进行蛋白灰度值分析。

1.3.9 免疫荧光实验 将分组的 HK-2细胞接种于

底部铺有细胞爬片的 6孔板中，培养过夜后进行细

胞分组及处理，用 PBS浸洗 3次，用 4%的多聚甲醛

固定爬片 20 min，PBS浸洗玻片 3次；0.5% Triton-

x-100室温通透 20 min，PBS浸洗玻片 3次，在爬片

上加 5%BSA，37℃封闭 30min；PBS浸洗玻片 3次，

加入Beclin1一抗（1∶200），４℃避光孵育过夜；PBS

洗涤 3次，加入荧光标记的山羊抗兔二抗（1∶100），

37 ℃避光孵育 30 min，DAPI复染 5 min，荧光显微

镜进行观察拍照。

1.4 统计方法 采用SPSS 22.0软件进行统计分析，

计量资料以均数±标准差表示，采用独立样本 检验，

多组间比较采用单因素方差分析。 ＜ 0.05表示差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 外泌体的鉴定和摄取透射电镜观察 BMSCs-

Exo可见清晰的囊泡结构，呈圆形，直径约 100 nm，

大小符合外泌体的检测标准，见图 1A；Western Blot

结果显示外泌体标志蛋白 CD63 及 HSP70 在

BMSCs-Exo中高表达，见图 1B；HK-2细胞可内吞

BMSCs-Exo，见图 1C。
2.2 外泌体抑制 H/R 诱导的 HK-2 细胞凋亡

CCK-8结果显示，与NC组相比，Exo组的活力增高，

而 H/R组的 HK-2细胞活力显著降低；与 H/R组相

比，加入 40 g/ml的 BMSCs-Exo后，细胞活力显著

增强（ ＜ 0.05）。流式检测结果显示，与 NC组相

比，Exo组的 HK-2细胞凋亡率降低，而 H/R组的

HK-2细胞凋亡率增高；与 H/R组相比，H/R+Exo组

细胞凋亡率下降（均 ＜ 0.05），见图 2。
2.3 外泌体对H/R诱导的HK-2细胞氧化应激 免

疫荧光检测显示，与NC组相比，H/R组ROS表达水

平显著升高（ ＜ 0.05）；与H/R组相比，H/R+Exo组
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ROS水平降低（ ＜ 0.05），见图 3A～ B。与 NC组

相比，H/R组细胞的MDA水平显著升高，GSH水平

显著下降（均 ＜ 0.05）；与H/R组相比，H/R+Exo组

细胞的MDA水平则显著下降，GSH水平升高（均

＜ 0.05），见图 3C～ D。
2.4 外泌体抑制 H/R 诱导的 HK-2细胞 Beclin1的

表达 与NC组相比，Exo组 Beclin1的mRNA及蛋

白表达降低（ ＜ 0.05），而H/R组 Beclin1的mRNA

及蛋白表达显著增高（ ＜ 0.05）；与 H/R组比较，H/

R+Exo组Beclin1的表达显著下降（ ＜0.05），见图4。

3 讨论

HK-2是不可再生的一种细胞，因此 IRI的预后

情况并不乐观。肾脏的 IRI会引起 AKI，从而导致

慢性肾病的发病率上升。目前对其发病机制仍不清

楚，并且全球范围还没有找到有效的药物来预防和

BMSCs BMSCs-Exo

CD63

HSP70

26 KD

70 KD

PKH67 DAPI Merge
B C

注：A为透射电镜观察 BMSCs-Exo（比例尺：100 nm）；B为Western印迹法检测外泌体常见标志物 CD63和 HSP70的表达；C为免疫荧光显

微镜检测 HK-2细胞内吞外泌体（×400）。BMSCs为骨髓间充质干细胞，BMSCs-Exo为骨髓间充质干细胞来源外泌体

图 1 外泌体的鉴定和摄取

A

注：A为 CCK-8检测 HK-2细胞的活力；B为 AnnexinⅤ-FITC/PI流式细胞术检测 HK-2细胞的凋亡比例

图 2 HK-2细胞活力及凋亡的检测
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图 3 HK-2细胞氧化应激能力的检测
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治疗 AKI。近端肾小管是哺乳动物肾脏缺血期间的

主要损伤部位，在肾脏皮质与髓质的交界区域，近端

HK-2对缺氧和缺血表现出高度的敏感性，这些近端

HK-2成为研究 AKI的主要细胞[9]。因此，需要把研

究重点放在对受损的 HK-2的防治上。

Exo是由细胞内的多囊泡体与细胞膜结合后释

放到外部环境中形成的双层脂质膜囊泡。其富含蛋

白质、RNA和脂质等成分，能够促进细胞之间的通

讯，并在多种生理和病理过程中发挥作用 [10]。目前

已发现多种细胞均能分泌 Exo，其中间充质干细胞

（mesenchymal stem cells，MSCs）被认为是分泌 Exo

能力最为出色的细胞，其分泌的 Exo在多种疾病的

形成和进展中都扮演着关键角色。

MSCs来源的外泌体（mesenchymal stem cell-de-

rived exosomes，MSCs-Exo）可以减轻炎症反应、促

进组织修复，在各种疾病中已被证实具有治疗作用，

近年来研究发现，其在如心肌损伤 [11-12]、脑损伤 [13-14]、

肺纤维化 [15]、肾脏损伤 [2]等。研究发现 BMSCs-Exo

可减轻 H/R诱导的 H9c2细胞的抑制增殖和促进的

细胞凋亡。同时还能改善 H/R 诱导的 Beclin-1、
ATG13和 Bcl-2表达的下调[16]。另外一项研究发现

母乳间充质干细胞外泌体通过调控自噬和纤维化信

号通路来减轻腺嘌呤诱导的肾病[17]。但是对BMSCs-

Exo 在 AKI 中的表达情况及其作用的相关报道极

少。因此对 BMSCs-Exo 通过修复细胞及组织损伤

的确切作用及机制进行深入研究，能为临床难治疾

病带来新的希望。

氧化应激是 I/R 相关 AKI 的主要致病机制之

一。肾缺血后，氧气和营养物质供应不足导致 HK-2

细胞损伤[18]。受损的上皮细胞和随后募集的促炎巨

噬细胞产生大量 ROS。这些高活性氧化分子通过清

除一氧化氮、破坏细胞骨架的稳定性以及增加细胞

质膜的DNA氧化和脂质过氧化，进一步促进肾小管

细胞死亡 [18]。ROS还会使肾脏炎症持续存在，并触

发促炎细胞因子和趋化因子的表达[19]。本研究结果

显示，H/R诱导的 HK-2细胞活力明显降低，细胞凋

亡率明显升高，提示 HK-2细胞的凋亡。同时，细胞

ROS、MDA水平升高，GSH水平降低，提示HK-2细

胞的氧化应激反应，以上均能促使疾病进展。而 BM

SCs-Exo 能够改善 H/R 诱导的 HK-2细胞的凋亡及

氧化应激过程。目前越来越多的证据表明，氧化应

激和自噬有着错综复杂的联系。轻度氧化应激诱导

细胞修复机制，但是过量 ROS的产生会压倒保护性

自噬机制，导致氧化损伤并最终导致细胞死亡[20]。本

研究以Beclin1作为目标基因，深入探索其在细胞自

噬中的重要性[21-22]。结果表明，H/R诱导的 HK-2细

注：A为 RT-qPCR检测 HK-2细胞 Beclin1 mRNA的表达；B～ C为Western Blot印迹法检测 HK-2细胞 Beclin1蛋白的表达；D～ E为免

疫荧光显微镜检测 HK-2细胞 Beclin1的表达（×400）
图 4 HK-2细胞 Beclin1的表达检测

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

45 KD

A B
Be
cli
n
m
RN

A
水
平

0

2

4

6

8

B
ec
lin
1/

-a
ct
in55 KD

-actin

Beclin1

实
时

荧
光
强
度
（
%
）

80

60

40

20

0

D

Beclin1

DAPI

Merge

H/R+Exo组NC组 H/R组Exo组
H/R+Exo组NC组 H/R组Exo组

H/R+Exo组NC组 H/R组Exo组

H/R+Exo组NC组 H/R组Exo组

C

E

H/R+Exo组NC组 H/R组Exo组



现代实用医学 2024 年 7 月 第 36 卷 第 7 期
· 859·

胞Beclin1表达降低，而BMSCs-Exo能上调其表达，

提示 BMSCs-Exo 可能通过调控 HK-2细胞的氧化

应激促进细胞的自噬，从而改善 HK-2细胞的损伤。

综上所述，BMSCs-Exo能够减轻 H/R诱导的 HK-2

细胞的损伤，其作用机制可能与上调 HK-2细胞内

Beclin1 的表达密切相关。本研究的发现不仅将有

助于揭示 AKI的发生、发展机理，也为以骨髓间充

干细胞外泌体 AKI治疗提供实验依据。
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