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摘要：本文旨在探讨外泌体对鱼藤酮诱导的帕金森细胞损伤模型的保护作用及机制。以新鲜生牛乳为

原料，采用超高速离心法制备外泌体并用动态光散射仪、透射电镜和蛋白质免疫印迹法进行表征，分

别观测其粒径大小、形态和标志蛋白CD63和CD9。本研究构建了鱼藤酮诱导的SHSY5Y细胞帕金森损

伤模型，通过细胞形态及活力变化确定最佳造模浓度。采用MTT法测定对照组、模型组和外泌体给药

组细胞活力，倒置显微镜观测细胞形态变化。采用JC-1染色观察线粒体膜电位的变化，流式细胞术检

测细胞凋亡率。外泌体表征的结果表明，制备的外泌体粒径大小主要分布在40~100 nm范围内，含有

其标志性蛋白CD63及CD9。鱼藤酮诱导的SHSY5Y细胞帕金森损伤模型结果表明，0.20~2.00 μmol/L鱼
藤酮可诱导SHSY5Y细胞损伤，1.00 μmol/L鱼藤酮处理24 h后的细胞形态和细胞存活率变化明显且适

度。外泌体给药组细胞活力为80.34%，明显高于模型组的59.77%(P<0.01)，且外泌体给药组能明显改

善细胞形态。JC-1染色结果表明，外泌体给药组能显著缓解线粒体膜电位下降(P<0.01)；外泌体给药

组凋亡率为15.01%，与模型组的32.60%相比，明显抑制了细胞凋亡(P<0.01)。因此，结果表明，外泌

体对鱼藤酮诱导的帕金森细胞损伤具有明显的保护作用，这种保护可能是通过抑制细胞凋亡来进

行的。
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Abstract: The aim of this study was to explore the protective effect and mechanism of exosome on rotenone-
induced SHSY5Y cell injury model. Exosomes were prepared from fresh raw bovine milk by ultra-high speed
centrifugation. Then particle sizes were characterized by dynamic light scattering, the morphology of
exosomes were determined by transmission electron microscope, and marker proteins CD63 and CD9 were
observed by Western Blot, respectively. A rotenone-induced Parkinson's disease model in SHSY5Y cells was
constructed, and the optimal modeling concentration was determined by changes in cell morphology and
viability. The cell viability of the control group, model group and exosome-treated group was measured by
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MTT method, and the cell morphological changes were observed by inverted microscope. Changes in
mitochondrial membrane potential were observed by using JC-1 staining, and the rate of apoptosis was
measured by flow cytometry. The results of exosome characterization showed that the particle sizes of the
prepared exosomes were mainly distributed in the range of 40~100 nm, containing their hallmark proteins
CD63 and CD9. The results of rotenone-induced Parkinson′s disease model in SHSY5Y cells showed that
0.20~2.00 μmol/L rotenone could induce damage in SHSY5Y cells, and the cell morphology and cell survival
rate changed significantly and moderately after treatment with 1.00 μmol/L rotenone for 24 h. The viability of
exosomes treated cells was 80.34%, which was significantly higher than that of the model group (59.77%,
P<0.01), and the exosomes treated group could significantly improve the cell morphology. The results of JC-1
staining showed that exosome administration could significantly alleviate the decrease of mitochondrial
membrane potential (P<0.01), and exosome administration significantly inhibited apoptosis by 15.01%,
compared with 32.60% in the model group (P<0.01). The results of this study suggested that exosomes had
significant protective effect against rotenone-induced cell injury, which might be achieved out by inhibiting
apoptosis.
Key Words: exosomes; Parkinson′s disease; protective effect; anti-apoptosis

帕金森病(Parkinson′s disease，PD)是继阿尔兹

海默症之后的第二大神经退行性疾病，其临床症

状主要有静止性震颤、肌强直、运动迟缓、姿势

不稳等[1]，其病理机制主要有特征蛋白错误折叠聚

集沉淀、基因突变、氧化应激损伤、线粒体功能

障碍、自噬等[2-5]。目前，临床上用来治疗PD的药

物包括拟多巴胺类药和中枢胆碱受体阻断药[6]，但

这些治疗药物都只能暂时缓解症状，而不能阻止

其退化的过程，其主要原因是由于血脑屏障限制

了药物的输送效率。

外泌体(exosome，Exo)是由多种细胞分泌的

直径为30~150 nm的内源性微囊泡，广泛存在于生

物体液(如血浆、乳汁、尿液等)中，通过携带的蛋

白质、脂类、RNA等参与细胞间的信息交流和物

质交换[7-9]。外泌体可以作为细胞通讯的信使，参

与神经退行性疾病的发生及损伤修复过程，并发

挥重要作用。

目前，外泌体在药物递送系统或疾病诊断两

大方面应用较广[4,10-13]。外泌体作为内源性纳米载

体，不仅可以穿越血脑屏障，而且具有良好的生

物相容性、低的免疫原性、潜在的靶向性等优

势[14,15]。许多研究已证实，药物经外泌体包载后其

生物活性及治疗效果明显改善[15-17]，但外泌体本身

是否具有良好的生物活性或治疗效果报道较少。

本文探讨了外泌体对鱼藤酮诱导的帕金森细胞损

伤模型的保护作用及可能机制，发现其本身也具

有良好的生物活性。这对于外泌体的进一步开发

利用具有一定的指导意义。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

DMEM培养基购自Hyclone公司。胎牛血清购

自Gibco公司。胰蛋白酶、鱼藤酮、Hoech s t
33342、碘化丙啶(PI)购自Sigma公司。青链霉素混

合液、MTT、BCA蛋白浓度检测试剂盒、ROS检
测试剂盒、AnnexinV-FITC购自索莱宝科技有限公

司。JC-1、CD63/CD9抗体、山羊抗兔抗体购自碧

云天生物技术有限公司。二甲基亚砜购自康科德

科技有限公司。其他试剂为国产分析纯。

1.2 实验仪器

本研究所用主要仪器有：D超净工作台(亚太

科隆仪器有限公司)、CO2饱和湿度培养箱(Thermo
Scientific)、倒置显微镜(Nikon Ts2)、透射电子显

微镜(HT7700)、细胞培养皿(Costar)、流式细胞仪

(LabQuantaSC Flow Cytometer)、倒置荧光显微镜

(Nikon ECLIPSE Ts2R-FL)、超高速离心机

(Beckman Coulter XPN700)、低速离心机(TDL-
5000B，飞鸽牌)、酶标仪(BIO-RADm680)、动态

光散射仪(Zetasizer Nano ZS ZEN3600)、化学发光

成像仪(ChemiScope3300)。
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1.3 细胞株

大鼠骨髓神经母细胞瘤细胞株细胞系为本实

验室保存。

1.4 细胞培养

大鼠骨髓神经母细胞瘤细胞株SHSY5Y培养于

DMEM培养基中，内含10%胎牛血清及1%青链霉

素混合液，于37 ℃、5% CO2饱和湿度条件下培

养，细胞贴壁为70%~80%时用于实验。

1.5 外泌体的分离制备

取未经任何处理的新鲜生牛乳500 mL，采用

差速离心法依次进行梯度离心 [18-20]: 4 ℃条件下

12 000×g离心30 min除去上层油脂及下层沉淀；取

中间层在36 000 ×g条件下离心30 min除去沉

淀；80 000 ×g离心60 min除去大分子杂质蛋白；

0.22 μm滤膜滤过之后，在4 ℃条件下100 000 ×g超
高速离心180 min，小心弃去上清。用PBS缓冲

液洗涤沉淀并重悬补足体积，再次在4 ℃条件下

100 000 ×g离心70 min。弃去上清后，沉淀即为外

泌体。用100 μL PBS重悬沉淀，分装，冻存于

－80 ℃。经超速离心法提取外泌体后采用BCA试
剂盒测定其蛋白质浓度。

1.6 动态光散射仪(DLS)测定粒径大小

取10 μL PBS重悬的外泌体溶液用纯水稀释

100倍后放入特定的检测皿中，置于动态光散射仪

中进行分析，根据所得数据结果绘制粒径分

布图。

1.7 外泌体形态测定

采用透射电镜观测外泌体的形态。PBS重悬提

取的外泌体溶液稀释100倍后，取10 μL滴于孔径

2 nm的载样铜网上，室温静置2 min，用滤纸从滤

网侧边吸干液体，透射电镜放大100 000倍下观

察、拍照。

1.8 蛋白质免疫印迹法测定标志蛋白

BCA测定外泌体蛋白浓度后，取40~50 μg外
泌体总蛋白前处理后做表面特征性蛋白CD9、
CD63检测。采用12% SDS-PAGE分离胶和4%浓缩

胶，80~90 V电泳一段时间至跑出浓缩胶区域，然

后调为110~120 V电泳至溴酚蓝处于胶底位置结

束。90 V恒压1.5 h转膜后，在5%脱脂牛奶中摇床

封闭1~2 h。封闭结束后，用TBST洗涤牛奶封闭过

的条带约5 min，后将条带放入抗体孵育盒里，

CD63、CD9抗体分别用一抗稀释液稀释1 000倍
后，于4 ℃摇床孵育过夜。孵育完成用TBST清洗3
次，每次15 min；清洗一抗后，加入稀释2 500倍
的山羊抗兔二抗，室温孵育2 h。TBST洗涤后，加

入显影液，进行显影分析。

1.9 MTT法检测鱼藤酮的细胞毒性

将浓度为8×103/mL的细胞悬液每孔100 μL接
种于96孔培养板，于37 ℃、5% CO2条件下培养

24 h后，加入含鱼藤酮(Rotenone，Rot)终浓度为

0.20 μmol/L、0.50 μmol/L、1.00 μmol/L、2.00 μmol/L
的基本培养基100 μL，空白组仅加入基本培养基；

加药后24 h，每孔加入0.5 mg/mL的MTT染液染色

4 h后，每孔加入150 μL DMSO溶液，经微孔板振

荡器振荡10 min后，用酶标仪在570 nm处测其

吸光值(D)，绘制细胞生长曲线。生长率=D处理组/
D对照组×100%。

1.10 MTT法检测外泌体对Rot损伤毒性的保护

作用

将浓度为8×103/mL的细胞悬液每孔100 μL接
种于96孔培养板。于37 ℃、5% CO2条件下培养

24 h后，空白组仅加入基本培养基，模型组和外泌

体给药组先加入含1.00 μmol/L Rot的基本培养基预

处理3 h，外泌体给药组加入含1.00 μmol/L Rot和
0.30 mg/mL外泌体的基本培养基进行实验，继续培

养21 h后操作方法同1.9。
1.11 细胞形态观测

细胞以1×105/mL接种于六孔培养板预培养24 h，
分组及处理同1.10。在光学倒置显微镜明场下观察

并拍照。

1.12 线粒体膜电位检测

线粒体膜电位 (mi tochondr ia l membrane
potential，MMP)降低是细胞凋亡的早期标志。采

用JC-1线粒体膜电位荧光探针观测线粒体膜电位的

变化。将细胞接种在6孔板细胞培养皿中，37 ℃、

5% CO2培养24 h后，处理同1.5。加入DMEM培养

基配制的5 mmol/L JC-1染液，37 ℃孵育30 min，
PBS清洗3次，荧光显微镜下观察线粒体膜电位的

变化并拍照记录。

1.13 流式检测凋亡

将浓度为10×104/mL的细胞悬液接种于六孔板

预培养24 h；空白组加入基本培养基，模型组加入
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含1.00 μmol/L Rot的基本培养基，外泌体给药组先

加入Rot预处理3 h后再加入Rot+外泌体，继续培养

21 h。300 ×g离心10 min收集各组细胞，PBS洗1
次。同样离心处理后加入1 mL 1×结合缓冲液重悬

后再次离心。用PBS调整每个样品细胞浓度为

1×106/mL，混合均匀后每组分别加入5 μL Annexin
V-FITC，混匀，4 ℃条件下避光15 min；上机检测

前分别再加5 μL PI，混匀后4 ℃条件下避光作用

5 min；再补充PBS 200 μL，用流式细胞仪检测。

1.14 数据统计

所有实验结果以Mean±S.E.M.表示，数据进行

t检验和方差分析。P<0.05认为差异具有统计学

意义。

2 结果

2.1 外泌体粒径、形态及标志蛋白表征

目前，限制外泌体发展的原因之一是其难以

实现大量制备，本实验初步采用间充质干细胞制

备外泌体 [ 2 1 ]，但其产率较低，具有很大的局限

性。因此，需要寻找更加安全经济的制备来源。

新鲜生牛乳不仅安全性高、经济成本较低，而且

能够实现较为大量的制备，其产率约为干细胞来

源产率的30倍。外泌体的制备方法也有许多，如

超高速离心法、超滤法、免疫亲和色谱法、聚合

物沉淀法等[22,23]。其中，超高速离心法是目前制备

外泌体的金标准，纯度较高。因此，本实验采用

新鲜生牛乳通过超高速离心制备外泌体并进行表

征。动态光散射仪(DLS)测定结果发现，外泌体的

粒径范围主要分布在40~100 nm(图1)。透射电镜观

察外泌体的形态，形态如图2所示。经Western blot
测定外泌体表面特征性蛋白CD63和CD9，其中

CD9相对分子质量为25 000，CD63为23 000，但

CD63可能含量较少，与CD9条带相比，其颜色较

浅(图3)。
2.2 鱼藤酮对SHSY5Y细胞的毒性

鱼藤酮是一种线粒体复合酶Ⅰ的抑制剂。研

究表明，长期接触Rot与PD发病密切相关，常被用

来建立PD的体内外模型，用于研究PD的病理机

制[24,25]。本实验以正常培养的细胞为空白对照，以

不同浓度Rot处理SHSY5Y细胞后，MTT法检测结

果如图所示(图4)，浓度为0.20 μmol/L、0.50 μmol/L、
1.00 μmol/L、2.00 μmol/L的Rot处理24 h后，细胞

生长率分别为79 . 0 0%、74 . 2 0%、60 . 5 0%和

49.50%，Rot对SHSY5Y的毒性呈浓度依赖性。根

据细胞活力及形态观察结果，最终选用1.00 μmol/L
为最佳造模浓度。

2.3 MTT法测定鱼藤酮对SHSY5Y细胞的毒性和

外泌体的保护作用

采用1.00 μmol/L的Rot诱导24 h后细胞损伤过

度，外泌体治疗作用不显著。预实验测试过外泌

体本身对细胞无显著作用，所以未加入外泌体对

照组。实验结果表明，Rot预处理3 h后再加入外泌

体继续作用21 h，与Rot组单独处理相比，细胞生

长率从59.77%上升到80.34%，说明外泌体可以显

图1 用DLS测定外泌体的大小

· 1174 · 《生命的化学》 2022年42卷6期 研究论文



著抑制Rot引起的细胞生长率的降低(图5)。
2.4 外泌体对SHSY5Y细胞形态学的保护作用

采用倒置显微镜观测外泌体给药后对细胞形

态的改善(图6)，以正常生长的细胞为空白对照。

结果发现，对照组的细胞贴壁生长良好，细胞呈

梭形，突起较长，细胞充分铺展；而1.00 μmol/L

Rot处理后细胞明显突起、变小，胞体回缩，呈小

球状，部分细胞丧失贴壁性而悬浮于培养液中；

而外泌体给药组对Rot诱导的细胞形态的改变有明

显的抑制和保护作用，漂浮细胞数量显著减少且

胞体变大，细胞贴壁，细胞逐渐恢复呈梭形，突

起较长，形态得到明显改善。

2.5 外泌体对鱼藤酮引起的胞内MMP变化的影响

线粒体膜电位(mitochondria membranepoten
tial，MMP)降低是细胞凋亡的早期标志，MMP水
平显著下降，标志细胞进入了不可逆的凋亡过

图3 Western blot检测外泌体标记蛋白

图2 外泌体的形态学

*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，与对照组比较

图4 MTT染色法观察Rot对SHSY5Y细胞生长的抑制作用
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程。JC-1是用于观测活细胞线粒体膜电位变化的一

种染料，可透过细胞膜进入活细胞的线粒体。在

线粒体膜电位较高时，JC-1主要聚集在线粒体的基

质中，形成聚合物，产生红色荧光；在线粒体膜

电位较低时，JC-1为单体，产生绿色荧光。通常根

据JC-1探针红色荧光到绿色荧光的转变可以反映线

粒体膜电位的下降，一般通过计算红绿荧光的比

值变化作为检测细胞凋亡的一个指标[26]。因此，

可根据红绿荧光比值的变化间接反映MMP水平的

高低，也可反映线粒体膜受损程度，即细胞受损

程度。本实验计算了红绿荧光比值结果(图7)，对

照组细胞中红绿色荧光比值为0.98；而模型组细胞

逐渐变为圆球状，绿色荧光显著增强，红绿荧光

比值下降，即线粒体膜电位下降；而当加入外泌

体后，红绿荧光强度比值回升，表明MMP升高(图
8)。综上，结果表明，Rot可损伤线粒体，导致

MMP下降，而外泌体给药组能够显著缓解Rot引起

的MMP降低，具有一定的保护作用。

2.6 外泌体对鱼藤酮诱导细胞凋亡的影响

为进一步明确外泌体对鱼藤酮诱导的帕金森

#P<0.05，与对照组比较；*P<0.05；**P<0.01；***P<0.001，与Rot诱导模型组比较

图5 MTT染色观察外泌体对细胞毒性的抑制作用

图6 外泌体对由Rot损伤的细胞形态的影响
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细胞损伤模型保护作用的可能机制，采用Annexin
V/PI双染法并以流式细胞术进行分析。结果显示

(图9)，对照组正常细胞比例为99.30%，这部分细

胞细胞膜完整，未发生PS外翻，自然凋亡细胞比

例占0.64%；而经Rot处理后总凋亡细胞比例上升

至32.60%，早期凋亡细胞比例为12.70%，晚期凋

亡细胞比例为19.90%；外泌体给药组中，总凋亡

细胞数量下降到15.01%(早期凋亡2.01%+晚期凋亡

13.00%)。由此结果可知，与对照组相比，Rot处理

细胞24 h之后，可引起细胞发生凋亡，且晚期凋亡

比例更高；而外泌体给药组对细胞的早期凋亡和

晚期凋亡均有抑制作用，显著抑制了Rot诱导的细

胞凋亡，使细胞凋亡率降低。

3 讨论

随着现代社会老龄化趋势发展日益显著，全

球帕金森病患病率明显上升。据估计，未来20
年，帕金森患病人数会比现在增加一倍 [ 2 7 ]。因

此，对PD疾病的防治研究需要探寻新的解决途

径。外泌体是可穿越血脑屏障的内源性囊泡，且

参与了神经退行性疾病的调控过程。研究表明，

干细胞来源的外泌体具有良好的生物活性[28]，但

细胞来源外泌体产率较低。因此，本实验探究了

牛奶来源外泌体对鱼藤酮诱导的细胞损伤模型的

保护作用。结果表明，牛奶外泌体也具有良好的

图7 荧光显微镜观察外泌体对Rot诱导的MMP抑制作用降低

#P<0.05，与对照组比较；***P<0.001，与Rot诱导模型组比较

图8 JC-1染色统计图
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生物活性，不仅可以显著改善细胞的形态及活

力、抑制线粒体膜电位降低，还可以抑制细胞早

期凋亡和晚期凋亡，且其产率相对较高。外泌体

发挥的保护作用可能与其作为一种新型的细胞间

交流方式，在中枢神经系统参与形成神经元-胶质

信号网络，并在中枢神经系统疾病的发病及损伤

修复中发挥重要的调控作用。

本研究揭示了牛奶来源外泌体对神经细胞损

伤具有保护活性和可能的作用机制，表明其自身

具有防治帕金森病的潜质，但是牛奶来源外泌体

在动物和人体内是否具有相同的神经保护作用还

需进一步开展相关研究。外泌体作为一种优良的

内源性纳米载体，药物经其包载后生物活性和治

疗效果显著提高，可能也与外泌体自身具有生物

活性有关。但是，外泌体形成的过程中，如何对

进入的物质进行筛选，以及影响外泌体分泌的因

素有哪些，具体的机制是什么还需要进一步研

究。外泌体如何作用于靶细胞，通过何种方式对

靶细胞进行调控，具体的机制如何也有待探索。

外泌体自身活性对包载药物药效提高的贡献和机

制如何尚不清楚。总之，外泌体是目前生物医学

领域研究的重点和热点，但对其研究深度不够，

需要生物医学工作者们投入更多的人力、物力从

其自身特性与应用两方面同时进行探索，以期早

日应用到临床诊断与疾病治疗。
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