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间充质干细胞来源外泌体对脑内小胶质细胞极化
和炎症因子释放的影响及机制研究 *
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摘要 目的：探究间充质干细胞外泌体对脑内小胶质细胞极化和炎症因子释放的影响及其机制。方法：收集体外培养的间充质干

细胞上清，超高速冷冻离心获取外泌体。采用纳米颗粒系统和透射电子显微镜分别检测外泌体粒径大小、形态结构和功能完整

性。通过免疫荧光、ELISA和细胞流式等方式检测 LPS刺激下，外泌体对 BV2细胞的表型极化和炎症因子释放的影响。采用

Western Blot法检测间充质干细胞外泌体对 BV2细胞 JAK1/STAT3通路活化的影响。结果：（1）间充质干细胞分泌的外泌体粒径

大小主要介于 40-100 nm，透射电镜显示外泌体形态呈典型膜性 "杯盘 "状结构；（2）流式结果表明，相比于对照组，LPS组能显著

激活M1型小胶质细胞表面标志物 CD11b和M2型小胶质细胞表面标志物 CD206的表达，而经外泌体处理，CD11b的表达显著

被抑制，CD206显著升高。同时 ELISA结果证实，相比于 LPS组，外泌体组分泌的促炎症因子（IL-1茁、IL-6）和 NO水平显著降低

（P<0.05），抗炎因子（IL-10）显著升高 (P<0.05)；（3）间充质干细胞外泌体显著提高了 BV2细胞 JAK1/STAT3通路的磷酸化水平。

结论：间充质干细胞外泌体通过激活 JAK1/STAT3通路有效促进脑内小胶质细胞M1型向M2型极化。
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Effect and Mechanism of Mesenchymal Stem Cell-derived Exosomes on
Microglia Polarization and Inflammatory Cytokine Release in Brain*

To investigate the effects of exosomes secreted by mesenchymal stem cells on microglia polarization and

inflammatory cytokines release in brain and its possible mechanism. Exosomes were extracted and purified from the super-

natant of mesenchymal stem cells cultured in vitro by ultrahigh speed cryogenic centrifugation. The particle size, morphological structure

and functional integrity of exosomes were determined by nanoparticle tracking analysis and transmission electron microscopy. The

effects of exosomes on the polarization stimulation function of BV2 cells and the release of inflammatory factors in the LPS-stimulated

environment were detected by immunofluorescence, ELISA and flow cytometry. The activation of JAK1/STAT3 pathway in BV2 cells

was detected by Western Blot. (1) The granule size of exosomes secreted by mesenchymal stem cells was mainly 40-100 nm, and

the transmission electron microscope showed a typical membrane "cup and plate" structure. (2) Flow cytometer results showed that com-

pared with that in the control group, the expressions of M1-type microglial surface marker CD11b and M2-type microglial surface marker

CD206 were significantly activated. In the stimulation of purified exosomes, the expression of CD11b was significantly inhibited, while

CD206 was significantly activated. ELISA results showed that compared with that in the LPS group, the inflammatory cytokines (IL-1茁,
IL-6) and NO were significantly decreased (P<0.05), while anti-inflammatory cytokine IL-10 was significantly increased (P<0.05) in the

exosomes group. (3) Mesenchymal stem cell-derived exosomes significantly increased the phosphorylation level of JAK1/STAT3 path-

way in BV2 cells. Mesenchymal stem cell-derived exosomes can effectively promote M2-type polarization and release of

anti-inflammatory factors of microglia in the brain by activating the JAK1/STAT3 pathway.
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前言

帕金森病（Parkinson's disease, PD）是一种常见的中枢神经

系统退行性疾病[1]。近年研究发现，小胶质细胞激活引起的神经

炎症反应是 PD发生的重要致病因素之一[2]。小胶质细胞是中

枢神经系统中最主要的免疫细胞，其不同方向的极化激活会在

某些疾病发生或者中枢神经功能损伤过程中发挥促进恢复或

加重损伤的两种效果[3]。因此，通过调控小胶质细胞功能和表型

极化，可以成为干预 PD病理进程的有效方式。

间充质干细胞（Mesenchymal stem cells, MSCs）是一类具

有自我更新、多向分化和免疫调节性能的多能干细胞[4]，然而，

最近的研究表明在组织损伤处MSCs分化水平低且并不稳定，

尤其是中枢神经系统疾病，血脑屏障的存在使得到达受损处的

MSCs数量受限，并未直接参与组织再生。有证据表明MSCs

的旁分泌有效生物学活性物质 -外泌体（Exosomes, Exo）可能

在组织再生中发挥重要作用。Zhang等证实MSCs源性外泌体

介导 CD4+T细胞转化为调节性 T细胞并降低促炎因子表达[5]。

Chen等将外周血单核细胞与 Exo共培养发现，Exo可诱导 Th1

转化为 Th2，并促进外周单核细胞和 CD3+T细胞的凋亡[6]。这

些研究表明 Exo参与机体免疫调节作用。

然而，在小胶质细胞介导的神经炎症中作用尚未明确[6-9]。

本研究主要探讨间充质干细胞来源的外泌体对脑内小胶质细

胞极化和炎症因子释放的影响及其作用机制，以期为帕金森病

患者的临床治疗提供更为详实的理论依据，现详述如下。

1 材料与方法

1.1 材料

小鼠 BV2 细胞系购置于上海中科院细胞库，脂多糖

（lipopolysaccharides，LPS，美国 Sigma公司），胎牛血清（GIB-

CO，美国），BCA蛋白浓度测定试剂盒（碧云天生物技术公司)，

ELISA试剂盒（中国 Excell Bio公司)，Greiss试剂盒（苏州宇恒

生物科技有限公司），外泌体提取试剂盒（美国 SBI公司），Im-

ageQuant LAS 4000 mini 化学发光成像仪（美国 GE 公司），

NTA300纳米颗粒分析仪（Malvern,德国)，JEM-1400透射电子

显微镜（JEOL，Tokyo，日本)，流式细胞仪（BD FACSCantoTM

Ⅱ，美国），倒置荧光显微镜（OLYMPUS IX73，日本）。

1.2 hMSCs培养及其外泌体分离纯化

取生长状态良好的 P3 代 MSCs细胞接种于 75 cm2培养

瓶中，待细胞密度达到 80%时，弃上清液，PBS清洗后更换无外

泌体血清的培养基继续培养 48 h，收集上清液立即置于 4℃，

300 × g离心 10 min去除细胞碎片等杂质，应用外泌体提取试

剂盒，结合超速离心法获得浓缩的MSCs-Exo。

1.3 MSCs-Exo的鉴定

吸取 10 滋L的 MSCs-Exo浓缩液，PBS稀释至 1 mL，纳米

颗粒分析仪进行粒径检测和数据分析。同时，取 10 滋L
MSCs-Exo，滴加在铜网上，静置 5 min，去除残余液体后倒扣于

30 g/L磷钨酸（pH 6.8）液滴上，负染 5 min，晾干，将铜网置于透

射电镜的样品室内，观察外泌体形态并拍照。

1.4 BV2细胞培养和实验分组

将小鼠 BV2小胶质细胞置于饱和湿度的恒温培养箱（5 %

CO2，37℃）中，采用含 10 % FBS的 H-DMEM培养基进行培

养和传代。实验分为对照组（NC组），外泌体组（MSCs-Exo

组），LPS组和 LPS+MSCs-Exo组。根据实验要求，取对数生长

期 BV2 细胞 均匀接 种于 96 孔，12 孔 或 6 孔 板 中 ，

LPS+MSCs-Exo组的 BV2细胞预先给予外泌体处理 30 min后

再给予 LPS刺激 24 h。

1.5 观察指标

1.5.1 免疫荧光染色 按照 PKH-26红色荧光标记试剂盒说

明书步骤，对外泌体进行标记。将荧光染料 PKH-26加入到外

泌体悬液中，室温孵育 5 min后用等体积的无外泌体血清进行

封闭，用 PBS洗涤 2次，去除未结合的染料。将 PKH-26标记的

外泌体与 BV2细胞共培养 24 h，DAPI进行核染，倒置荧光显

微镜拍照观察。

1.5.2 ELISA 检测 收集不同实验组刺激后的 BV2 细胞上

清，按照 ELISA试剂盒说明书操作步骤，分别检测各组细胞上

清液中 IL-1茁、IL-6和 IL-10的蛋白水平。

1.5.3 蛋白质印迹法检测 JAK1/STAT3信号通路 收集不同

处理组细胞，提取细胞蛋白并进行 SDS-PAGE电泳分离，转移

到 PVDF膜上，5 %脱脂牛奶室温封闭 1 h，分别与 p-JAK1，

JAK，p-STAT3，STAT3，茁-actin抗体孵育，4℃过夜，次日取出
后置室温放置 1 h，TBST洗膜 3次，加入相应Ⅱ抗（1: 10 000

稀释），室温孵育 1 h，TBST洗涤 5次，加入预先混合的 HRP化

学发光底物，置于化学发光成像仪检测。

1.5.4 流式细胞仪检测小胶质细胞M1标志物 CD11b和M2标

志物 CD206的表达 细胞经不同处理后，用无 EDTA的胰酶

消化细胞，PBS洗涤细胞 2次，加入一抗 CD11b和 CD206，避

光孵育 30 min后，流式细胞仪检测分析。

1.5.5 Griess法测定细胞 NO释放含量 根据试剂盒说明书

配置标准曲线。小心的吸取细胞培养上清液 50 滋L于新的 96

孔板中，避光加入反应液 A，放置于培养箱中反应 10 min。再次

取出 96孔板避光加入反应液 B，放置于培养箱中反应 10 min

后，用酶标仪测定各孔 OD值，再根据标准曲线计算 NO的浓

度。

1.6 统计学方法

本课题数据分析利用 SPSS 22.0数据软件中进行处理，计

量资料应用（x± s）的形式表示，组间均数比较采用单因素方差
分析，P<0.05为差异存在统计学意义。

2 结果

2.1 MSCs-Exo鉴定

取生长状态良好的 P3代MSCs细胞上清液，采用外泌体

提取试剂盒，结合超速离心法获得 Exo。纳米颗粒系统检测

MSCs-Exo大小，透射电子显微镜检测MSCs-Exo的结构和功

能完整性。结果表明，MSCs-Exo的粒径大小为（128.2± 23.5）

nm（图 1A），透射电镜观察外泌体形态，呈典型的杯状囊泡，结

构完整（图 1B）。随后我们将纯化的外泌体共培养 BV2细胞，

并通过 PKH26染色检测细胞对外泌体的内吞现象，结果显示

胞质内散在的红色荧光颗粒即为染色后被 BV2细胞吞噬的外

泌体（图 1C）。
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2.2 LPS诱导 BV2细胞向M1型极化

选取不同浓度的 LPS（10 ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL, 500

ng/mL和 1 滋g/mL）分别作用 BV2细胞 4 h、8 h、12 h和 24 h。

收集细胞上清液，Greiss法检测上清液中 NO的水平。结果表

明，LPS在 100 ng/mL的浓度下作用 BV2细胞 4 h，NO的水平

显著升高（P<0.05，图 2A），并随着刺激时间的延长，NO的水平

不断增加。WB检测证明，随着 LPS浓度增加，iNOS的蛋白表

达水平也呈现浓度依赖关系（图 2B）。基于此，在后续的实验

中，我们选取 100 ng/mL浓度的 LPS刺激 BV2细胞 24 h作为

实验条件。

图 1 MSCs-Exo鉴定与小胶质细胞外泌体内吞验证

A纳米颗粒系统检测MSCs-Exo粒径分布；B透射电镜显示MSCs-Exo典型形态（× 12500）；C免疫荧光检测 BV2细胞吞噬外泌体现象

Fig. 1 Characterization validation of exosomes and uptake of MSCs-Exo by BV2 cells.

A Nanoparticle tracking analysis (NTA) demonstrated the size distribution of the MSCs-Exo; B Morphological characterization of MSCs-Exo by

transmission electron microscopy (TEM); C MSCs-Exo merged with BV2 by immunofluorescence (IF).

图 2 LPS诱导 BV2细胞向M1型极化

A Greiss检测 BV2上清液中 NO释放水平；B免疫印迹法检测 BV2细胞 iNOS蛋白表达

Fig. 2 LPS induced the M1-type microglia polarization in BV2 cells

A NO concentration in the supernatant was measured by Griess reagent; B The protein levels of iNOS were assessed by WB.

2.3 MSCs-Exo对小胶质细胞表型极化的调控作用

流式检测结果显示，与 NC组相比，LPS组能够显著增加

小胶质细胞M1极化标志物 CD11b的表达，而 LPS+MSCs-Exo

组则显著降低了 CD11b的表达，与此同时，LPS组激活了 M2

极化标志物 CD206 的表达，LPS+MSCs-Exo 组显著增加了

CD206的表达（图 3A）。显微镜下观察各组 BV2细胞形态，结

果显示 NC组和 MSCs-Exo组绝大部分细胞形态呈圆形或椭

圆形，提示细胞处于静息状态，LPS组大多数细胞的形态呈分

支样改变，体积较静息状态下增大，提示 LPS组存在较多呈现

活化形态的 BV2细胞，而 LPS+MSCs-Exo组呈现活化形态的

BV2细胞数量较 LPS组显著减少（图 3B）。ELISA结果同样证

实，经过 LPS刺激的 BV2细胞上清液中，IL-1茁和 IL-6促炎因

子显著升高（P<0.001），MSCs-Exo处理可以有效抑制 LPS刺

激下 IL-1茁和 IL-6炎症因子的释放（P<0.01）。与此同时，被
LPS抑制的抗炎因子 IL-10，在 MSCs-Exo的作用下会显著增

高（P<0.05）（图 3C）。

2.4 JAK1/STAT3信号通路参与MSCs-Exo调控小胶质细胞极化

收集不同处理组的细胞蛋白WB检测。结果表明 LPS在促

进小胶质细胞 M1型极化时会抑制 JAK1/STAT3通路的激活，

而MSCs-Exo处理可以逆转 JAK1/STAT3通路的磷酸化水平。

3 讨论

由于脑内环境的复杂性，神经退行性疾病的治疗一直是个

临床难题，其主要原因在于组织难以再生和持续性的神经炎症

等。近年来已有大量的文献报道干细胞移植可用于治疗神经退

行性疾病[10,11]，而作为旁分泌有效生物活性物质 -外泌体相比

于干细胞移植治疗可能更加有效，其主要优势在于：1）

MSCs-Exo的体积更小，更易穿过各种组织屏障（尤其是血脑屏

障）到达受损部位；2）MSCs-Exo没有细胞活性，降低免疫排斥

反应；3）MSCs-Exo可作为一种理想的传递载体，保护酶或者

RNA免于降解，并通过内吞作用来促进细胞内摄取。小胶质细

胞作为定居于脑实质内固有免疫细胞，为中枢神经系统最主要

的免疫防线。本研究主要聚焦于MSCs-Exo对于脑内小胶质细

胞表型极化的研究。
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图 3 MSCs-Exo对小胶质细胞表型极化的作用

A流式检测仪检测 CD206/CD11b的表达；B MSCs-Exo逆转 LPS刺激下 BV2细胞形态；C ELISA检测 BV2细胞上清中细胞因子（IL-1茁、IL-6和
IL-10）的水平。

Fig.3 Effects of MSCS-Exo on phenotypic polarization of microglia

A The expression of CD206/CD11b was detected by flow cytometry in BV2 cells; B MSCs-Exo inhibited the morphological changes induced by LPS in

the BV2 cells; C IL-1茁, IL-6 and IL-10 secretion in BV2 cells culture media were measured by ELISA kits.

图 4 MSCs-Exo通过激活 JAK1/STAT3通路调控小胶质细胞极化

AWB检测 JAK1/STAT3通路的水平；B灰度值分析 JAK1和 STAT3磷酸化水平。

Fig. 4 MSCs-Exo regulates microglia polarization by activating the JAK1/STAT3 pathway

AWB detected the level of the JAK1/STAT3 pathway; B The gray intensity of p-JAK1 and p-STAT3 was calculated by Image J software.

小胶质细胞可分为三种状态，即 M0静息态和 M1型或

M2型激活态。正常生理条件下，小胶质细胞处于M0型，发挥 "

免疫监视 "作用，当暴露于内毒素（如 LPS）、1-甲基 -4-苯基

-1,2,3,6-四氢吡啶（MPTP）、6-羟基多巴胺（6-OHDA）、琢-突触
核蛋白和脑损伤等刺激，小胶质细胞 M1表型被活化，标志物

蛋白 CD11b的表达显著升高，同时分泌大量的促炎细胞因子

如 IL-1茁、IL-6和 TNF-琢等介导对神经元细胞的损伤；与此同
时，细胞内酶如氧化酶、环氧合酶 -2（COX-2）、诱导型一氧化氮

合酶（iNOS）等被不同程度地激活，释放大量的炎症介质如

ROS、NO等，引起神经元损伤甚至死亡[15]。因此，M1型小胶质
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细胞被认为是脑内炎症反应的主要发动和参与者。本实验我们

选取不同浓度 LPS刺激小胶质细胞，结果显示随着 LPS浓度

的增加，体内 iNOS的蛋白表达水平显著上升并呈浓度依赖关

系，上清液中 NO的水平也不断增加，表明 LPS激活了小胶质

细胞M1型。给予MSCs来源外泌体则显著降低 LPS引起的炎

症因子 IL-1茁和 IL-6水平，抑制了 M1型标志物 CD11b的表

达水平。M2型小胶质细胞又分为M2a、M2b和M2c三种亚型，

目前普遍认为M2型小胶质细胞对神经元细胞起保护作用，并

分泌抗炎因子（IL-10）、转化生长因子 -茁（TGF-茁）以及神经营
养因子（BDNF、GDNF）等，发挥抑制免疫炎症反应和促进组织

修复等作用。本研究结果显示，外泌体显著提高抗炎因子 IL-10

的水平，同时促进M2型标志物 CD206的表达升高，这些结果

提示外泌体抑制 M1型小胶质细胞的炎症反应促进小胶质细

胞向M2型极化。

为了阐明 Exo调控小胶质细胞表型极化的作用机制，我们

检测了酪氨酸蛋白激酶 /信号转导与转录激活子（Janus kinase

signal transducers and activator of transcription，JAK/STAT）信

号通路，结果表明 LPS在促进小胶质细胞M1型极化时会抑制

JAK1/STAT3 通 路 的 激 活 ， 而 Exo 组 可 以 有 效 逆 转

JAK1/STAT3通路的磷酸化水平。JAK/STAT通路是近年来发

现的，存在于多种细胞中、受多种细胞因子介导参与细胞增殖、

分化、凋亡以及免疫调节等过程的信号通路。目前，在哺乳动物

中已被报道存在 4种 JAKs（JAK1、JAK2、JAK3和 TYK2）和 7

种 STATs（STAT1、STAT2、STAT3、STAT4、STAT5a、STAT5b

和 STAT6）家族成员[12-14]。干扰素 -酌（IFN-酌）活化的M1型小胶

质细胞，通过与 IFN-酌受体 1和 2（IFN-酌R1/2）结合，激活
JAK1/2-STAT1 信号通路释放炎症因子（IL-1茁、TNF-琢、IL-6）、
趋化因子（CCL2）[15,16]。LPS诱导引起的M1型小胶质细胞活化，

会通过与 TLR4受体结合，促进转录因子 NF-资B、STAT5水平
升高，释放 IL-1茁、TNF-琢、IL-6等炎症因子。但在 IL-4或 IL-10

刺激下，小胶质细胞通过 JAK1/3-STAT3/6信号通路活化 M2

型小胶质细胞，释放抗炎因子（IL-10）和生长因子（TGF-茁）[17]。

Lu等研究报道异丙酚通过激活 JAK1和 STAT3的磷酸化水平

维持细胞内 Ca2+平衡，从而逆转低氧引起的 BV2细胞炎症因

子 TNF-琢的释放和细胞凋亡[18]。因此，JAK/STAT信号通路在

调控小胶质细胞表型极化中起重要作用，不仅参与 M1型促炎

调控，同时还介导M2型抗炎作用。

该研究探讨了 MSCs-Exo可以通过激活 JAK1/STAT3 通

路促进M1型小胶质细胞向抗炎M2型转化，但其进一步的作

用机制仍需深入研究。在后续的研究中，我们会将MSCs-Exo

应用于动物 PD模型中，分别体内和体外两个角度，进一步探

讨揭示MSCs-Exo在治疗 PD的临床价值。
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