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评估脐带间质干细胞"

=AB4WNR

#来源的外泌体作为一种临床应用生物制品的自身安全性$方法
!

超速离心

法分离外泌体!利用蛋白质印迹法"

Xa

#检测外泌体表面标记
RK.

&

RK&$

!利用纳米颗粒跟踪分析技术"

)65

#检测外泌体的大小

及浓度$溶血试验&全身过敏性试验和血常规检测验证外泌体的自身安全性$结果
!

外泌体表达外泌体特异性分子
RK.

&

RK&$

!

外泌体不会引起溶血&全身过敏反应及血常规异常$结论
!

脐带间质干细胞来源的外泌体具有外泌体的一般特征!且具有一定的

安全性!为外泌体今后在临床上的应用提供了实验依据$

关键词"脐带间质干细胞%
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外泌体%
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安全性
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近年来#研究发现间质干细胞$

WNR2

%可以通过促进组织

损伤修复以及参与免疫调控的方式参与多种疾病的治疗(

"

)

#因

此以间质干细胞为基础的临床治疗策略成为了当下研究的热

点*但是#

WNR2

的应用也存在着一些不可忽视的缺点&如!异

位组织形成的相关问题'肺微血管内细胞引起的内源性毒性反

应#细胞的移植排斥反应以及具有稳定表现型的
WNR2

的商品

化问题(

%

)

&甚至有研究报道
WNR2

会促进肿瘤生长(

$

)

*然而#

随着旁分泌假说的出现#越来越多的研究发现#

WNR2

在体内

可以通过旁分泌的方式达到治疗的效果(

!4/

)

*而
WNR2

通过旁

分泌释放的具有生物活性的物质#主要包括细胞因子'趋化因

子以及外泌体等*已有研究报道#

WNR2

分泌的细胞外囊泡#

即外泌体#可以通过促进血管生成'组织再生#参与免疫调控以

及运输旁分泌因子等方式使
WNR2

发挥其在临床治疗中的潜

力(

&4.

)

*然而#有些研究结果认为外泌体与
WNR2

的功能相似

且在临床应用中更有前景#利用外泌体代替
WNR2

进行移植治

疗可以减弱直接移植
WNR2

的一些局限性及安全性问题(

"#

)

*

已有研究表明
WNR2

来源的外泌体可修复皮肤损伤(

""

)

#在

肝(

"%

)

'肺(

"$

)和肾(

"!

)等损伤的治疗过程中也发挥重要作用*因

此#本研究基于脐带间质干细胞$

=AB4WNR

%来源的外泌体#对

其自身安全性进行了研究#为其日后在临床上的应用提供理论

依据*

B

!

材料与方法

B,B

!

主要材料
!

V4KWMW

#胎牛血清
ZaN

$美国
(1@B7

公司%&

青霉素'链霉素$美国
U381:?7

;

93

公司%&重水$上海创赛科学仪

器有限公司%&兔抗人
RK.

'

RK&$

抗体$美国
a17E7?F>

公司%&

^̀ *

标记的兔二抗$北京康为世纪生物科技有限公司%&卵蛋

白$美国
21

;

G<

公司%&

MK654L

%

抗凝抗凝管$复康医药用品有

限公司%&

$,/BG

小皿'

"#BG

大皿$美国
R7?313

;

公司%*

B,C

!

方法

B,C,B

!

=AB4WNR

的分离与培养
!

将新鲜的人脐带剪成几段

浸泡在含
"-

青霉素'链霉素的
*aN

中
"#G13

#重复
%

次#以清

除脐带中残留的血液#浸泡后取出放于含
"#- ZaN

的
V4

KWMW

培养液中去除脐带中的一条脐动脉'两条脐静脉#再用

眼科剪选取华通氏胶的部分剪成
"

!

$GG

$ 的小组织块放于

直径为
$/GG

细胞培养皿中#将小皿置于细胞培养箱中
$#

G13

使组织块完全贴壁#而后向小皿中加入含
"#- ZaN

的
V4

+

"'$$

+

国际检验医学杂志
%#"'

年
"%

月第
$+

卷第
%!

期
!

U3:IV<@W9>

!

K9B9G@9?%#"'

!

T7F,$+

!

)7,%!

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

+"/'"$."

%*

!!

作者简介!骆峻#男#副主任技师#主要从事医学检验技术教研方向研究*

!

$

!

通信作者#

M4G<1F

!

G1<7E93F13

;"

"&$,B7G

*



KWMW

培养液#在
$' S

'

/- RP

%

'饱和湿度的条件下培养

"

!

%

周左右#有原代脐带间质干细胞爬出#消化传代至第三代

即可用于实验*

B,C,C

!

超速离心法提取外泌体
!

$

"

%

=AB4WNR

上清的制备*

首先去除
ZaN

中的外泌体#将
ZaN

倒入无菌的超速离心管中#

利用超速离心机
!S

#

"#####

;

离心
"&=

#使外泌体及蛋白质

聚集体沉降#取上层
ZaN

加入
V4KWMW

培养液中#配制成去

外泌体的含
"#-ZaN

的
V4KWMW

培养液以备用*取
$

!

/

代

的
=AB4WNR2

#待细胞融合度至
'#-

时#弃去旧的营养液#

*aN

洗涤
%

次后更换不含牛外泌体及蛋白聚体的
V4KWMW

营养液

!GV

"瓶#

!+=

后收集上清#先利用
$##

;

'

!S

离心
%#G13

以

去除上清中所含的细胞#再利用
%###

;

'

!S

离心
%#G13

以去

除上清中的细胞碎片#此上清即为
=AB4WNR

营养液#可用于外

泌体的提取*

B,C,D

!

外泌体的分离与提取
!

取制备好的
=AB4WNR

营养液#

"####

;

'

! S

'离心
$#G13

#吸出上清置于超滤离心管中#

"###

;

'

!S

'离心
$#G13

#收集下层浓缩液#将浓缩液移至浓

度为
$##

;

"

V

的蔗糖重水垫上#经
"#####

;

'

! S

'离心
"%#

G13

后#收集底部约
/GV

的液体#再利用
*aN

重复多次洗涤#

即可得到外泌体&利用
aR5

法检测外泌体的蛋白浓度#最后将

通过
#,%%

#

G

无菌滤膜过滤的
=AB4WNR

外泌体分装于
M*

管

中#于
d'#S

冷藏备用*

B,G

!

外泌体的鉴定
!

$

"

%免疫印迹试验$

Xa

%检测外泌体表面

标记
RK.

'

RK&$

的表达!配制细胞裂解液#

Ù*5

'

*WNZ

'

*UR

以
%/#g"g%,/

的比例混合#在外泌体中加入相同体积的细胞

裂解液#在振荡器上震荡
"G13

'在冰上静置
"#G13

#重复
$

次#

"%###

;

'

!S

离心
"#G13

#吸出上层清液#即为外泌体总蛋白*

配制
"%-

的聚丙烯酰胺凝胶电泳分离胶及积层胶#待胶凝固

后加入热变性的外泌体#上样量为每孔
"/#

#

;

#

+#T

电泳约

%=

#

$/#G5

转膜
%=

#取出
*TKZ

膜浸润在
/-

的牛奶中
"=

#

!S

孵育一抗
RK.

'

RK&$

$

"g/##

%过夜#利用
"h6aN6

洗涤
$

次'每次
"#G13

#

$'S

孵育二抗
"=

#再用
"h6aN6

洗涤
$

次#

每次
"#G13

#最后利用
MRV

化学发光系统进行拍照*$

%

%纳米

颗粒分析外泌体的大小及浓度!将利用
*aN

稀释好的外泌体

吸入注射器中#再缓慢加入纳米颗粒分析仪的样品室中#观察

粒子的布朗运动#利用纳米粒子跟踪分析软件进行分析#从而

测量出微粒的大小及浓度*

B,H

!

溶血实验
!

取体质量约
%###

;

左右的家兔一只进行心

脏采血#将采取的
%#GV

新鲜血液迅速放入有玻璃球的烧瓶

中#充分震荡以去除血液中的纤维蛋白原#制成脱纤血液*将

脱纤血液与
.-

的氯化钠注射液以
"g$

的比例加入离心管

中#

"###?

"

G13

'

!S

'离心
"/G13

进行洗涤#重复
$

次直至上

清液不显红色为止#吸出上清液#取试管底部红细胞#利用
.-

的氯化钠注射液将其制备成
%-

的红细胞悬液#同时也利用

.-

的氯化钠注射液溶解外泌体#浓度为!

"&#

#

;

"

GV

*每组具

体加样情况见表
"

#加样完成后#轻柔混匀#立即放置于
$'S

恒温水浴箱中孵育#每隔
"

记录溶血情况#连续记录
$=

*该溶

血实验评价标准!

e

#红细胞不沉降#无分层&

d

#红细胞沉降#

有分层*

B,J

!

全身过敏反应
!

取体质量在
$##

!

$/#

;

之间的健康豚

鼠
"+

只#雌雄各半#随机分为外泌体组'阳性对照组$

PT5

组%

及阴性对照组$

*aN

组%#每组
&

只*致敏前
/>

#每隔
">

致敏

"

次#每次致敏每组腹腔注射不同处理因素!阴性对照组#

%##

#

V*aN

&阳性对照组$

PT5

组%#

%##

#

V

含
!##

#

;

PT5

的

*aN

&外泌体组#

%##

#

V

含
!##

#

;

外泌体的
*aN

*致敏至第
"+

天#进行末次致敏#向各组豚鼠加入相应处理因素#观察
"=

内

豚鼠的全身过敏症状并记录#再通过全身致敏性评价标准进行

分级(

"/

)

*

B,K

!

血常规检测
!

取
'

!

+

周龄#体质量在
%##

!

%/#

;

之间

的
NK

大鼠
"%

只#随机分为两组!对照组和外泌体组#每组雌

雄各一半*先通过尾静脉采血收集实验前各组大鼠的血样#再

向各组
NK

大鼠尾静脉注射相应的处理因素!对照组#

%##

#

V

*aN

&外泌体组#

%##

#

V

含
!##

#

;

外泌体的
*aN

*分别在输注

后的
!=

'

%!=

'

"&+=

收集各组血样#且每次采集后立刻利用血

细胞分析仪进行血常规检测#检测内容包括!红细胞计数'血红

蛋白'血细胞比容'白细胞计数'淋巴细胞计数'单核细胞计数'

中性粒细胞计数以及血小板计数*

表
"

!!

溶血实验分组及加样情况

试剂 阳性对照组 阴性对照组 外泌体

%-

红细胞悬液
%,/GV %,/GV %,/GV

.-

的氯化钠注射液
d %,/GV d

蒸馏水
%,/GV d d

外泌体
d d %,/GV

!!

注!

d

表示无数据*

C

!

结
!!

果

C,B

!

=AB4WNR2

的形态学特征
!

利用新鲜人脐带组织分离出

的
=AB4WNR2

#在含
"#- ZaN

的
V4KWMW

营养液中培养至第

三代#待细胞融合度达到
.#-

左右时#利用
*aN

洗涤后#在显

微镜下观察其形态学特征#可见
=AB4WNR2

均匀分布#形态似

梭形两端细'中间粗#见图
"

*

图
"

!!

显微镜观察
=AB4WNR2

的形态学特征$

"##h

%

C,C

!

外泌体的鉴定
!

外泌体表达
RK.

及
RK&$

&直径在
$#

!

%$#3G

之间的外泌体所占比例为
.",$$-

#终浓度约为
$,&"h

"#

"#

"

GV

*

C,D

!

外泌体不引起溶血反应
!

溶血试验结果显示!在观察时

间内#阳性对照组红细胞均未下沉#溶液均未分层#出现溶血及

红细胞凝集现象&而外泌体组同阴性对照组现象相似#红细胞

沉降#溶液出现分层#未出现溶血及红细胞凝集现象*该结果

表明外泌体不会引起溶血反应*

C,G

!

过敏反应
!

阳性对照组豚鼠在注射
PT5

后的
"/G13

内

会出现呼吸急促'步态蹒跚'肌肉痉挛及潮式呼吸等现象&而外

泌体组同阴性对照组一样#在注射处理因素
"=

内#未发生任

何过敏反应*因此#外泌体并不会引起全身过敏*

C,H

!

外泌体对
NK

大鼠血常规影响
!

腹腔注射外泌体的
NK

大鼠与只注射了
*aN

的对照组相比#血常规各项指标均没有

明显差异#并且各项指标均在参考范围内*该实验结果说明外

泌体对血常规检测结果并没有影响#见表
%

*

+

%'$$

+
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年
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月第
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表
%

!!

NK

大鼠血常规检测结果

检测项目
#=

对照组 外泌体组

!=

对照组 外泌体组

%!=

对照组 外泌体组

"&+=

对照组 外泌体组

红细胞计数$

h"#

"%

"

V

%

',/" ',%" &,/& &,"" &,.. &,'+ ',$% &,..

血红蛋白$

;

"

V

%

"!',&# "!/,'+ "$!,!/ "$",/! "$+,$$ "$',&& "!&,/+ "!%,$/

血细胞比容$

-

%

!!,"/ !$,/& $.,#" $',!& !","# $.,!# !%,.+ !#,''

白细胞计数$

h"#

.

"

V

%

+,.+ ',.& &,!! &,%$ ',%$ &,/. +,#" ',"&

淋巴细胞计数$

h"#

.

"

V

%

&,+/ &,#& /,"# !,'+ /,'/ /,$# &,$. /,'!

单核细胞计数$

h"#

.

"

V

%

#,%& #,%% #,"/ #,"+ #,"/ #,"/ #,%" #,"+

中性粒细胞计数$

h"#

.

"

V

%

",.# ",&' ",". ",%& ",$% ","/ ",!# ",$'

血小板计数$

h"#

"%

"

V

%

",$! ","" #,+. #,.% #,.! #,++ ","# #,.'

!!

注!参考范围#红细胞计数为$

/,!/

!

+,"%

%

h"#

"%

"

V

&血红蛋白
""+,!'

!

"/&,.+

;

"

V

&血细胞比容
$!,$&-

!

!+,&+-

&白细胞计数#$

%,$"

!

"%,"&

%

h"#

.

"

V

&淋巴细胞计数$

#,$!

!

"",#!

%

h"#

.

"

V

&单核细胞计数$

#,##

!

#,/!

%

h"#

.

"

V

&中性粒细胞计数&血小板计数$

#,/!

!

",$$

%

h"#

"%

"

V

*

D

!

讨
!!

论

!!

WNR2

来源的外泌体与
WNR2

相比有其明显的优势#如!

外泌体可以通过激活靶细胞膜表面受体或与靶细胞融合和内

化从而传递生物活性物质(

"&

)

&外泌体具有特异性的表面标记

RK.

'

RK&$

和
RK+"

并且它们也具有独特的组织或细胞型蛋

白可以反映其来源(

"'

)

&并且外泌体还具有方便储存和运输的

优势*当然外泌体要真正运用于临床#其自身安全性还有待验

证#因此#本研究通过不同的动物模型进行了溶血实验'全身过

敏实验以及血常规检测等来评估外泌体的自身安全性*结果

证明#外泌体并不会引起溶血'全身过敏反应及血常规的异常#

具有一定的安全性*本课题组将运用更多的实验来进一步确

认外泌体的安全性*

本文主要评估了外泌体的安全性#然而有研究发现骨髓来

源的间质干细胞其分泌的外泌体也表达外泌体的特异性标志

并且具有一定的治疗作用(

"+

)

#那么对多种间质干细胞来源的

外泌体进行功能学的比较以及安全性的评价也具有十分重要

的意义#需要进一步的研究*另一个问题是外泌体的治疗剂

量#根据其他研究报道#

#

!##

#

;

的外泌体可以治疗皮肤损

伤(

""

)

#因此本研究选择了最大剂量
!##

#

;

#但是如何在临床治

疗过程中选择外泌体的剂量仍需进一步的探讨*
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研究认为#患者一旦出现感染性休克#必须在
&=

内解除梗阻#

否则将导致手术治疗效果不佳#致死率上升*本研究选择了在

&=

内接受
M̀ R*

和
&

!

%!=

接受
M̀ R*

治疗的患者进行比

较*从本研究结果来看#发病后
&=

内接受
M̀ R*

的患者致死

率比发病后
%!=

内接受治疗的患者低#且并发症的发生概率

也更低*

从血清炎性因子水平来看#

5

组患者治疗后血清
6)Z4

$

和
UV4&

水平明显低于
a

组患者#而
UV4"#

水平高于
a

组患者*

机体内正常水平的
6)Z4

$

有助于发挥免疫系统抗感染的作

用#也有助于促进损伤组织的修复*而
UV4&

主要出现在机体

损伤之后#外来病原体如细菌和病毒等#都会引起
UV4&

分泌增

加*而
UV4"#

是一种多效免疫调节因子#可以有效抑制由于内

毒素引发的机体
UV4&

和
6)Z

等炎性因子的分泌#已有多项研

究表明了
UV4"#

在
5PNR

发病过程中起到这种关键作用(

"%

)

*

本研究结果表明#早期
M̀ R*

治疗有助于降低机体
6)Z4

$

和

UV4&

水平#提高
UV4"#

水平#且发病后
&=

内接受
M̀ R*

治疗

可以更加快速有效地调节这三种细胞因子之间的平衡*

治疗后
5

组患者中性粒细胞凋亡率明显高于
a

组患者#

且他们的
V3WRZ

水平也更低*中性粒细胞在机体炎性反应

中起关键作用*中性粒细胞的及时凋亡可以帮助稳定机体内

环境#也有助于将已经发生的炎性反应控制在较小范围内#并

加快炎性反应的消退*机体出现炎性反应时#各种炎性因子将

过度激活中性粒细胞#同时使中性粒细胞的凋亡过程受阻#出

现凋亡延迟*越来越多的中性粒细胞被持续激活#将导致过氧

化物和氧自由基等的过度释放#并进一步释放更多的炎性细胞

因子和蛋白水解酶等炎性介质#发生级联放大反应#导致呼吸

爆发的出现*出现呼吸爆发#患者的炎性损伤过程将进一步加

深加重#引起累及多系统的组织损伤(

"$

)

*严重时进一步导致

NÙN

的出现#危及生命*本研究结果表明#早期
M̀ R*

治疗有

助于恢复中性粒细胞正常的凋亡机制#扭转凋亡延迟#降低呼

吸爆发水平#从而有效避免
NÙN

的出现*

从本研究的结果来看#对于
5PNR

患者的治疗时机应当

尽量选在发病后
&=

以内*过分的强调保守治疗#推迟患者进

行内镜治疗的时间反而增加患者感染和死亡的风险*综上所

述#对
5PNR

患者的
M̀ R*

治疗应尽快尽早#早期
M̀ R*

治疗

安全有效#有助于缓解患者机体炎性反应#提高患者生存率#值

得临床推广*
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