
中华细胞与干细胞杂志 (电子版)2026年6月第16卷第3期  Chin J  Cell  Stem Cell  (Electronic Edit ion),  Jun 2026,Vol.16,  No.3·140·

·论著·

骨髓间充质干细胞外泌体调控 TLR4/NF-κB
信号通路缓解小鼠子宫内膜异位症研究
姜海珍 江煜焓 张丹 陈晨晨

【摘要】 目的 探究骨髓间充质干细胞外泌体 （BMSC-exo）影响小鼠子宫内膜异位症

（EMS）的功能及机制。方法  小鼠子宫内膜上皮细胞 （mEECs）分为 BMSC-exo 组 （25 µg/ mL 
BMSC-exo 共孵育）和磷酸盐缓冲溶液 （PBS）组 （等体积 PBS 共孵育），EdU 法检测细胞增殖率；

细胞划痕和 Transwell 法检测细胞迁移能力。RT-qPCR 检测 mEECs 白细胞介素 -1β （IL-1β）、白
细胞介素 -6 （IL-6）、C-C 基序趋化因子配体 2 （Ccl-2）和肿瘤坏死因子 -α （TNF-α）相对表达量；

BALB/c 小鼠分为假手术组、EMS 模型组和 BMSC-exo 组 （n = 7），EMS 组和 BMSC-exo 组小鼠

构建 EMS 模型，BMSC-exo 组小鼠以 3 µg/g 的剂量每周尾静脉注射 1 次 BMSC-exo （治疗 4 周），

苏木精 - 伊红染色法 （HE）染色观察小鼠 EMS 病灶组织病理变化；酶联免疫吸附法 （ELISA）检

测血清和细胞上清中炎症因子 IL-1β、IL-6、Ccl-2 和 TNF-α；Western blot 检测小鼠子宫内膜组

织 TLR4 和 NF-κB p65 表达。两组间比较采用独立样本 t 检验；多组间比较采用单因素方差分

析，组间两两比较采用 Dunnett-t 检验；不符合正态分布的两组间比较采用 Wilcoxon Signed Rank 
test 法；两组间多个时间点同一指标比较采用两因素重复测量方差分析。结果 与 PBS 组比较，

BMSC-exo 组 mEECs 增殖率 [（41.00 ± 3.61）﹪比 （59.67 ± 2.52）﹪]、细胞划痕愈合率 [（22.00 ± 
3.00）﹪比 （65.33 ± 5.51）﹪ ]、细胞迁移数 [（82.00 ± 19.31）比（145.00 ± 9.85）个 ] 降低 （P < 
0.05），IL-1β （0.18 ± 0.05 比 1.00 ± 0.01）、IL-6 （0.30 ± 0.09 比 0.99 ± 0.01）、Ccl-2 （0.27 ± 0.08 比

1.00 ± 0.02）和 TNF-α mRNA 相对表达 （0.33 ± 0.08 比 1.00 ± 0.06）均下调 （P 均 < 0.01），细胞

上清液中 IL-1β [（1 083.00 ± 67.68）比 （1 507.00 ± 131.10） pg/mL]、IL- 6[（878.70 ± 19.50）比 
（1 127.00 ± 75.59）pg/mL]、Ccl-2[（1 046.00 ± 56.72）比 （1 298.00 ± 52.52）pg/mL]和 TNF-α 浓
度 [（1 069.00 ± 114.80）比 （1 470.00 ± 165.90）pg/mL] 降低 （P 均 < 0.05）。与假手术组比较，

EMS 组小鼠子宫内膜病理损伤显著，血清炎症因子 IL-1β[（2 034.00 ± 165.50）比 （1 083.00 ± 
125.80） pg/ mL]、IL-6[（3 292.00 ± 232.30）比 （1 505.00 ± 126.20）pg/mL]、Ccl- 2 [（1 300.00 ± 
64.50）比 （939.30 ± 56.45）pg/mL] 和 TNF-α 浓度 [（545.00 ± 34.70）比 （344.00 ± 41.33） pg/ mL]
增加 （P 均 < 0.01），TLR4 （1.44 ± 0.06 比 0.38 ± 0.06）和 NF-κB p65 表达 （1.18 ± 0.03 比 0.29 ± 

0.04）上调 （P 均 < 0.001）。与 EMS 组比较，BMSC-exo 组小鼠 EMS 组织病灶减少，血清炎症

因子 IL- 1 β[（1 488.00 ± 202.50）比 （2 034.00 ± 165.50）pg/mL]、IL-6[（2 543.00 ± 317.20）比 
（3 292.00 ± 232.30）pg/mL]、Ccl-2[（1 058.00 ± 57.95）比 （1 300.00 ± 64.50）pg/mL]和 TNF-α 浓
度 [（415.00 ± 13.00）比 （545.00 ± 34.70）pg/mL] 降低 （P 均 < 0.05），TLR4 （0.81 ± 0.03 比 1.44 ± 
0.06）和 NF-κB p65 表达 （0.81 ± 0.06 比 1.18 ± 0.03）下调 （P 均 < 0.001）。结论  BMSC-exo 抑

制 TLR4/NF-κB 信号通路缓解小鼠 EMS。
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epithelial cells （mEECs）were divided into the BMSC-exo group （co-cultured with 25 µg/mL）and 
phosphate buffer saline （PBS）group （co-cultured with equal volume of PBS）. The EdU method was 
used to detect cell proliferation rate. Cell scratch and Transwell assays were employed to assess cell 
migration ability. RT-qPCR was used to detect the relative expression levels of Interleukin-1β （IL- 1β）, 
interleukin-6 （IL-6）, chemokine 2 （Ccl-2）, and tumor necrosis factor alpha （TNF-α）in mEECs. 
BALB/c mice were divided into sham-operated, EMS model, and BMSC-exo groups （n = 7）. EMS 
and BMSC-exo groups were used to construct EMS models. Mice in the BMSC-exo group received 
weekly tail vein injections of BMSC-exo at a dose of 3 µg/g for 4 weeks. Hematoxylin- eosin （HE）
staining was used to observe the pathological changes of EMS lesion tissue in mice. Enzyme- linked 
immunosorbent assay （ELISA）was used to detect inflammatory factors IL-1β, IL-6, Ccl-2, and TNF-α 
in serum and cell supernatants. Western blot was used to detect the expression of TLR4 and NF-κB 
p65 in endometrial tissue. Comparisons between two groups were performed using the independent 
sample t-test. Comparisons among multiple groups were performed using one-way analysis of 
variance （ANOVA）, with post-hoc pairwise comparisons conducted using Dunnett's t-test. For data 
not following a normal distribution, comparisons between two groups were performed using the 
Wilcoxon signed-rank test. For the analysis of repeated measures factors between two groups, the 
two- way repeated measures ANOVA was used. Results Compared with PBS group, the proliferation 
rates [（41.00 ± 3.61）﹪ vs （59.67 ± 2.52）﹪ ], cell scratch healing rates [（22.00 ± 3.00）﹪

vs （65.33 ± 5.51）﹪], the number of migration cells （82.00 ± 19.31 vs 145.00 ± 9.85） of mEECs, 
the expression of IL-1β mRNA（0.18 ± 0.05 vs  1.00 ± 0.01）, IL-6 mRNA （0.30 ± 0.09 vs  0.99 ± 
0.01）, Ccl-2 mRNA（0.27 ± 0.08 vs 1.00 ± 0.02）, TNF-α mRNA （0.33 ± 0.08 vs 1.00 ± 0.06） and 
the concentrations of IL-1β [（1 083.00 ± 67.68） vs （1 507.00 ± 131.10）pg/mL], IL-6 [（878.70 ± 
19.50）vs（1 127.00 ± 75.59）pg/mL], Ccl-2 [（1 046.00 ± 56.72） vs （1 298.00 ± 52.52） pg/mL] and 
TNF-α [（1 069.00 ± 114.80） vs （1 470.00 ± 165.90） pg/mL] in cell supernatants in the BMSC- exo 
group were significantly decreased （P < 0.05）, were significantly decreased （all P < 0.05）. Compared 
with the sham-operated group, the pathological damageof endometrium in EMS group was significantly, 
with increased concentrations of serum inflammatory factors IL-1β [（2 034.00 ± 165.50）vs （1 083.00 ± 
125.80） pg/mL], IL-6 [（3 292.00 ± 232.30） vs （1 505.00 ± 126.20） pg/mL], Ccl-2 [（1 300.00 ± 
64.50） vs （939.30 ± 56.45）pg/mL] and TNF-α [（545.00 ± 34.70） vs （344.00 ± 41.33） pg/mL] 
（all P < 0.01）, as well as a significantly upregulated expression of TLR4 （1.44 ± 0.06 vs 0.38 ± 

0.06） and NF-κB p65 （1.18 ± 0.03 vs 0.29 ± 0.04） （all P < 0.001）. Compared with the EMS group, 
the BMSC-exo group showed a reduction in EMS tissue lesions, with a decrease in the expression 
of  serum inflammatory factors IL-1β [（1 488.00 ± 202.50）vs （2 034.00 ± 165.50） pg/ mL], IL-6 
[（2 543.00 ± 317.20） vs （3 292.00 ± 232.30） pg/mL], Ccl-2 [（1 058.00 ± 57.95） vs （1 300.00 ± 
64.50） pg/ mL], TNF-α [（415.00 ± 13.00） vs （545.00 ± 34.70） pg/mL] （all P < 0.05）, and TLR4 

（0.81 ± 0.03 vs 1.44 ± 0.06）, NF-κB p65 （0.81 ± 0.06 vs 1.18 ± 0.03） expression （all P < 0.001）. 
Conclusion  BMSC-exo inhibits TLR4/NF-κB signaling pathway to alleviate EMS in mice.

【Key words】 Bone marrow mesenchymal stem cell; Exosomes; Endometriosis; Mice;  
Inflammation; TLR4; NF-κB

子宫内膜异位症 （endometriosis，EMS）是发病

于生育期的常见妇科疾病 [1]，是指子宫内膜 （内含

腺体和间质）生长在子宫腔以外部分，进而引发反

复出血，继而引发疼痛、不孕及结节或包块的雌激

素依赖性疾病 [2-3]。EMS 的发病因素复杂，包括遗

传、免疫、环境、饮食以及肠道微生物等因素 [4]。目

前 EMS 的主要治疗方法包括激素类药物治疗和

手术治疗，其中激素类药物长期使用会增加不孕的

风险，手术治疗后仍然存在疾病复发 [5-6]，因此，需

探究新型的 EMS 治疗药物或方法。慢性炎症是

EMS 的主要病理特征之一，患者体内白细胞介素

1β （interleukin-1β，IL-1β）和肿瘤坏死因子 α （tumor 
necrosis factor-α，TNF-α）等炎症因子具有较高水平，

研究指出调控炎症可有效缓解 EMS 的发生发展 [7]。

间充质干细胞 （mesenchymal stem cell，MSC）具有

免疫抑制和组织修复 [8]，研究指出，MSC 疗法可作

为炎症相关疾病治疗的新策略 [9]。MSC 来源的外

泌 体 （mesenchymal stem cell-derived exosomes，
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MSC-exo）具有与 MSC 相似的遗传物质与功能，

Harrell 等 [10] 研究显示 MSC-exo 可作为炎症性疾

病的新疗法。Davoodi Asl 等 [11] 研究发现 MSC- exo
可抑制子宫内膜细胞的异常增殖，并且有望成为

EMS 治疗的新方法，但是 MSC-exo 是否可通过

介导炎症影响 EMS 的发生发展尚不清楚，本文探

究 骨 髓 MSC-exo （bone marrow mesenchymal stem 
cell- derived exosomes，BMSC-exo）对子宫内膜细胞

以及 EMS 模型小鼠的影响及机制。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1  实验动物

30 只雌性 BALB/c 小鼠，6 ~ 8 周龄，体质量约

20 g，购自江苏华创信诺医药科技有限公司 [ 动物

质量合格证号：B202405150523；动物生产许可证

号 SCXK （苏）2020-0009]；饲养条件为温度 （25 ± 
2）℃、湿度为 （55 ± 2）﹪，12 h 光暗循环。本研究

通过济宁医学院附属医院医学科学研究伦理委员会

审批 （2025-12-B004）。
1.1.2  细胞与试剂

小鼠子宫内膜上皮细胞 （endometrial epithelial 
cells，mEECs） （货号 FHMIC2054，湖南丰晖生物科

技有限公司）；HiScript Ⅱ Q RT SuperMix for qPCR 
（货号 R222）、Taq Pro Universal SYBR qPCR Master 

Mix （货号 Q712） （南京诺唯赞生物科技有限公

司）；CD105-APC （货号 323207）、CD73-APC （货号

127209）和 CD90-APC （货号 389805）、CD34- APC
（货 号 378605）、CD45-APC （货号 304011）以 及

Isotype （货号 304001）流式抗体 （美国 Biolegend
公司）；4',6- 二脒基 -2- 苯基吲哚（4',6-Diamidino-
2-phenylindole，DAPI）染 料 （货 号 C1002）和

EdU-488 细 胞 增殖 检 测 试 剂盒 （货 号 C0071S） 
（上海碧云天生物技术有限公司）；IL-1β （货号 
ZWL-R00435）、白细胞介素 -6 （interleukin-6，IL-6）
（货号 ZWL-M00042）、趋化因子配体 2 （C-C motif 

ligand 2，Ccl-2） （货号 ZWL-M00030）和 TNF-α （货

号 ZWL-M02292）酶联免疫吸附法 （enzyme-linked 
immunosorbent assay，ELISA）试剂盒 （南京泽维尔

生物科技有限公司）；TSG101 （货号 ET1701-59）、
CD63 （货号 HA722731）、CD9 （货号 HA721533）、
Calnexin （货号 ET1611-86）、TLR4 （货号 RT1666）、
NF-κB （货号 HAK21141）、GAPDH （货号 R1210-1）
和山羊抗鼠 IgG （货号 HA1006），（杭州华安生物科

技有限公司）；DiR 染料 （货号 40757ES25，上海翌

圣生物科技有限公司）。

1.1.3  主要仪器

流式细胞仪 （型号 BD C6plus，美国 BD 公司）；

纳米颗粒跟踪分析仪 （型号 ViewSizer 3000，日本

Particle Metrix 公司）；超速离心机 （型号 Optima 
MAX-XP，美国 Beckman 公司）；小动物活体成像仪 
（型号：IVIS Lumina Series Ⅲ，美国 PerkinElmer 公
司）；透射电镜 （型号 HT7700，日本日立公司）；倒置

相差显微镜 （型号 AxioObserver5，德国蔡司公司）；

荧光显微镜 （型号 Thunderimage，德国徕卡公司）。

1.2  方法

1.2.1  BMSC 的提取与鉴定

解剖取 4 只 BALB/c 小鼠股骨和胫骨，使用

无菌的剪刀剪开股骨和胫骨两端，使用无菌生理

盐水冲洗出股骨和胫骨骨髓，裂解红细胞后，收集

细胞，并接种于培养皿，每 2 天更换 1 次培养基，

收集贴壁的梭形细胞即为 BMSC。收集 1 × 105

个 BMSC 于流式管中，并用 200 μL 磷酸盐缓冲溶

液 （phosphate buffer saline，PBS）重悬，分别加入

2 μL CD105-APC 或 CD73-APC 或 CD90-APC 或

CD34- APC 或 CD45-APC 或 Isotype 流式抗体，4℃
孵育 15 min，PBS 清洗后，用 500 μL PBS 重悬，使

用流式细胞仪鉴定 CD105、CD73、CD90、CD34 和

CD45 表达。

1.2.2  BMSC-exo 的提取与鉴定

收集 BMSC 的培养上清，过 0.22 μm 滤膜后，

滤液 10 000 × g 离心 1 h；收集上清液，100 000 × g
离 心 1 h，白 色 沉 淀 即 为 BMSC-exo。 取 20 μL 
BMSC-exo 滴加至透射电镜铜网，滴加 1 滴磷钨酸

染色 10 min，红外灯下烘烤 10 min，于透射电镜观察

BMSC-exo 的结构，实验重复 3 次；BMSC-exo 稀释

10 倍后使用纳米颗粒跟踪分析仪检测 BMSC- exo
粒径分布，实验重复 3 次。

1.2.3  mEECs 培养与分组

mEECs 培养于含 10 ﹪胎牛血清 （fetal bovine 
serum，FBS）的 DMEM 培养基中，细胞生长至汇合

度达 80 ﹪时进行细胞传代。

mEECs 分 为 PBS 组 和 BMSC-exo 组，根 据

参考文献 [12]，BMSC-exo 组 mEECs 与 25 µg/mL 
BMSC- exo共孵育24 h，PBS组mEECs则与等体积的

PBS 共孵育 24 h。
1.2.4  CCK-8 检测细胞增殖能力

将 mEECs 稀释至 2 × 104 个 /mL，96 孔板每
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孔接种 100 µL 的 mEECs 稀释液，细胞贴壁后，

BMSC-exo 组 mEECs 更换为含 25 µg/mL 的新鲜

培养基，PBS 组则加入等体积 PBS 溶液，每组 3 个
复孔，培养 0、24、48、72 h，取出 96 孔板，每孔加

入 10 µL CCK-8 溶液，37℃孵育 4 h，酶标仪检测

450 nm 处各孔的吸光度 （A） 值，实验重复 3 次。

1.2.5  EdU 法检测细胞增殖能力

mEECs 接种至 6 孔板中，细胞生长至汇合

度达 60 ﹪时，BMSC-exo 组 mEEC 与 25 µg/mL 
BMSC- exo 共孵育 24 h，PBS 组 mEECs 与等体积

PBS 共孵育 24 h，每组 3 个复孔。然后将 6 孔板内

培养基更换为含 10 µmol/L 的 Edu 溶液染色 2 h，然
后使用 4 ﹪多聚甲醛固定 10 min，PBS 清洗后，使

用 DAPI 试剂染细胞核，显微镜下观察 Edu 阳性细

胞数，实验重复 3 次。细胞增殖率 （EdU 阳性率） =
（EdU 阳性细胞数 / 总细胞数）×100 ﹪。

1.2.6  细胞划痕检测细胞迁移能力

mEECs 接种至 96 孔板中，每组 3 个复孔，细

胞生长至汇合度达 80 ﹪时，在 96 孔板底部进行

划痕，并拍照记录，BMSC-exo 组 mEECs 更换为

含 25 µg/ mL 的新鲜培养基，PBS 组加入等体积的

PBS，96 孔板在细胞培养箱中培养 24 h 后，取出 96
孔板并拍照，实验重复 3 次。细胞划痕愈合率 =

（S0h-S24h）/S0h×100 ﹪。S0h 为 0 h 时划痕面积，S24h

为培养 24 h 时划痕面积。

1.2.7  Transwell 法检测细胞迁移能力

将 mEECs 用 不 含 FBS 的 DMEM 培 养 基

稀 释 至 5 × 104 个/mL，Transwell 小 室 每 孔 接

种 100 µL 的 mEECs 稀 释 液，BMSC- exo 组 的

Transwell 中加入 25 µg/mL 的 BMSC-exo，PBS 组

加入等体积的 PBS，每组 3 个复孔，Transwell 置
于 24 孔板中，每孔加入 600 µL 含 10 ﹪ FBS 的

DMEM 培养基，置于培养箱中孵育，24 h 后取出

Transwell，底部清洗并固定后，结晶紫染色 10 min，
清洗并晾干后，显微镜下观察并拍照，比较细胞迁移

数，实验重复 3 次。

1.2.8  RT-qPCR 检测细胞炎症因子 IL- 1β、IL-6、
Ccl-2 和 TNF-α 表达

使用 Trizol 试剂提取 PBS 组和 BMSC-exo 组

mEECs 总 mRNA，所得 mRNA 根据 HiScript Ⅱ Q 
RT SuperMix for qPCR 试剂盒逆转录合成 cDNA，

根据 Taq Pro Universal SYBR qPCR Master Mix 试

剂盒进行 qPCR 反应，反应程序为：95℃ 30 s；95℃ 
10 s，60℃ 20 s，40 次循环；反应结束后记录各孔 CT

值，每组 3 个复孔，实验重复 3 次。使用 2-ΔΔCT 法计

算 IL-1β、IL-6、Ccl-2 和 TNF-α 的相对表达量，引物

序列见表 1。

1.2.9  EMS 小鼠造模、分组及给药

根据参考文献 [13]，采用异体移植法建立

BALB/c 小鼠 EMS 模型，5 只动情期雌性小鼠腹腔

注射 1 ﹪戊巴比妥钠麻醉后，取出小鼠子宫作为供

体子宫，将供体子宫置于无菌生理盐水中，并剪成

5 mm3 大小的组织块。21 只 BALB/c 小鼠分为 3 组

（n = 7），设为假手术组、EMS 组和 BMSC-exo 组，

EMS 组和 BMSC-exo 组小鼠麻醉并且腹侧中线切

5 mm 的切口，将上述供体子宫组织块植入肠系膜

动脉旁，距离肠道约 0.5 mm 处，并缝合皮肤，假手

术组小鼠假手术不移植，约 7 d 后形成 EMS 病灶。

BMSC-exo 组小鼠以 3 µg/g 的剂量每周尾静脉注射

1 次 BMSC-exo[14]，假手术组和 EMS 组尾静脉注射

等体积的生理盐水，连续治疗 4 周后，解剖取小鼠的

EMS 病灶组织并称重。

1.2.10 活体成像观察 BMSC-exo 体内分布

使 用 无 菌 的 PBS 溶 液 稀 释 BMSC-exo 至

1 µg/ µL，使用无菌 PBS 溶液将 DiR 染料稀释至

200 µmol/L，将 BMSC-exo 稀释液与 DiR 染料稀释

液按 1 : 1 的比例混合，室温孵育 60 min，将混合液

100 000 × g 离心 1 h，收集白色沉淀，使用无菌 PBS
重悬，3 只 EMS 模型小鼠以 3 µg/g 的剂量静脉注射

DiR 标记的 BMSC-exo，12 h 后使用小动物活体成

像仪观察 BMSC-exo 在小鼠体内的分布。

1.2.11 苏木精 - 伊红染色法 （hematoxylin-eosin，
HE）染色

解剖取假手术组小鼠的子宫内膜组织，EMS

表 1  引物序列信息

基因 引物序列 （5' → 3'） 预期扩增长度

IL-1β 上游 GCAACTGTTCCTGAACTCAACT   89 bp

下游 ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT

IL-6 上游 TACCACTCCCAACAGACCTG 135 bp

下游 CAAGTGCATCATCGTTGTTCA

Ccl-2 上游 GCTACAAGAGGATCACCAGCAG 146 bp

下游 GTCTGGACCCATTCCTTCTTGG

TNF-α 上游 AGGCACTCCCCCAAAAGATG 145 bp

下游 CAAAGCCATCAGTGACCTAATCA

GAPDH 上游 TCTCTGTCCTTGGAACATAGTCT 142 bp

下游 CAAAGCCATCAGTGACCTAATCA
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组和 BMSC-exo 组小鼠的 EMS 病灶组织，并固

定于 4 ﹪的多聚甲醛中 12 h，包埋于石蜡中，并

使用石蜡切片机切片，所得切片依次浸入二甲苯

Ⅰ10 min；二甲苯Ⅱ10 min；无水乙醇Ⅰ5 min；
无水乙醇Ⅱ 5 min；95 ﹪乙醇 5 min；90 ﹪乙醇

5 min；80 ﹪乙醇 5 min；70 ﹪乙醇 5 min；水洗

1 次。切片依次 HE 染色 10 min，脱水后，使用中性

树脂封片，显微镜下观察并拍照，实验重复 3 次。

1.2.12  ELISA 检测血清炎症因子和细胞上清

IL- 1β、IL-6、Ccl-2 和 TNF-α 浓度

给药结束后，各组 BALB/c 小鼠腹主动脉取

血，3 000 × g 离心 15 min，分离出 200 μL 血清。取

PBS 组和 BMSC-exo 组细胞上清液。所取的血清

和细胞上清液用于检测炎症因子 IL-1β、IL-6、Ccl-2
和 TNF-α 浓度。主要步骤为：样本孔加入 100 μL
待测小鼠血清或细胞上清液，37℃孵育 90 min，
甩尽孔内液体，每孔加入生物素化抗体工作液

100 μL，37℃温育 1 h，甩干后，每孔加结合物工作液

100 μL，37℃温育 30 min，每孔加底物溶液 90 μL 显

色 15 min，每孔加终止液 50 μL，即用酶标仪测定在

450 nm 波长的吸光度 （A）值，实验重复 3 次。

1.2.13 Western blot 检测 BMSC-exo 中 TSG101、
CD63、CD9 和 Calnexin 蛋白表达以及细胞和小鼠

组织 TLR4 和 NF-κB 表达

RIPA 蛋白裂解液提取 BMSC-exo 总蛋白、PBS
组和 BMSC-exo 组 mEEC 总蛋白，以及假手术组、

EMS 组和 BMSC-exo 组小鼠子宫内膜组织总蛋白，

各组蛋白取 10 μg 进行 SDS- 聚丙烯酰胺凝胶电泳，

然后将分离的蛋白湿法转至 PVDF 膜，PVDF 膜与

TSG101 （1 : 1 000 稀 释）、CD63 （1 : 1 000 稀 释）、

CD9 （1 : 1 000 稀 释）、Calnexin （1 : 1 000 稀 释）、

TLR4 （1 : 1 000 稀 释）、NF-κB （1 :1 000 稀 释）和

GAPDH （1 : 2 000 稀释）抗体 4℃孵育过夜，洗膜后

与山羊抗鼠 IgG （1 : 2 000 稀释）室温孵育 1 h，洗
膜后，使用 ECL 发光液曝光，拍照并比较 TLR4 和

NF-κB 相对表达量，实验重复 3 次。

1.3  统计学分析方法

采用 GraphPad Prism 10.0 软件进行统计学

分析，吸光度 （A）值、细胞增殖率、迁移数、侵袭

数、IL-1β、IL-6、Ccl-2 和 TNF-α 相对表达量及血

清浓度、TLR4 和 NF-κB 表达量均以 x ± s 表示。

细胞培养 24、48、72 h 后两组间吸光度 （A）值采

用两因素重复测量方差分析；病灶重量差异使用

Wilcoxon Signed Rank test 法；对于细胞增殖率、迁

移和侵袭数、IL- 1β、IL-6、Ccl-2 和 TNF-α 相对表达

量及血清浓度、TLR4 和 NF-κB 表达量，两组间比

较采用独立样本 t 检验，多组间比较采用单因素方

差分析，组间两两比较采用 Dunnett-t 检验。以 P < 
0.05 为差异有统计学意义。

2  结果

2.1 BMSC 鉴定结果

显微镜下观察显示，提取的 BMSC 形态呈长

梭形 （图 1）。流式细胞术检测结果显示，提取的

BMSC 表达 MSC 标志物 CD105、CD73 和 CD90，
不表达阴性标志物 CD34 和 CD45 （图 2），说明

BMSC 提取成功。

2.2  BMSC-exo 鉴定结果

外泌体鉴定结果显示，BMSC-exo 具有双层膜

图 1  倒置相差显微镜下观察 BMSC （×100）

注：a ~ e 图分别为 CD105、CD73、CD90、CD45 和 CD34 表达

图 2  流式细胞术检测 BMSC
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结构，“杯托”样，粒径在 100 ~ 200 nm 之间，并且表

达外泌体标志物 TSG101、CD63、CD9，不表达内质

网蛋白 Calnexin，说明 BMSC-exo 提取成功。（图 3）
2.3  BMSC-exo 抑制 mEECs 增殖和迁移能力

CCK-8 检测显示，与 PBS 组比较，BMSC- exo 组

mEECs 的吸光度 （A）值 （24 h：0.76 ± 0.40 比 0.91 ± 
0.03，P = 0.435；48 h：0.99 ± 0.04 比 1.26 ± 0.08，P = 
0.004；72 h：1.06 ± 0.05 比 1.60 ± 0.14，P = 0.001）降

低；EdU 实验显示，与 PBS 组比较，BMSC-exo 组

mEECs 增殖率降低 [（41.00 ± 3.61）﹪比 （59.67 ± 
2.52）﹪，t = 7.361，P = 0.002]；细胞划痕结果显示，

与 PBS 组比较，BMSC-exo 组 mEEC 划痕愈合率降

低 [（22.00 ± 3.00）﹪比 （65.33 ± 5.51）﹪，t = 11.970，
P = 0.001]。Transwell 结果显示，与 PBS 组比较，

BMSC-exo 组 mEECs 迁移数降低 [（82.00 ± 19.31）
比（145.00 ± 9.85）个，t = 5.030，P = 0.015]。（图 4）
2.4  BMSC-exo 抑制 mEECs IL-1β、IL-6、Ccl-2 和

TNF-α 表达

qRT-PCR 检 测 结 果 显 示，与 PBS 组 比 较，

BMSC-exo 组 mEECs IL-1β、IL-6、Ccl-2 和 TNF-α
表达下调 （P 均 < 0.05）。ELISA 检测结果显示，

与 PBS 组比较，BMSC-exo 组 mEECs IL-1β、IL-6、
Ccl-2 和 TNF-α 浓度降低 （P 均 < 0.05）。（表 2 ~ 3）
2.5  BMSC-exo 抑制 mEECs TLR4 和 NF-κB 表达

Western blot 检测显示，与 PBS 组比较，BMSC-
exo 组 mEECs 中 TLR4 表达 （0.24 ± 0.04 比 0.75 ± 
0.06，t = 12.021，P = 0.002），NF-κB p65 表达 （0.26 ± 
0.05比0.73 ± 0.04，t= 12.324，P = 0.001）降低。（图5）

注：a 图为 CCK8 法检测 mEECs 增殖能力；b 图为荧光显微镜下观察各组细胞增殖率 （绿色为 EdU 染色，蓝色为 DAPI 染色，×200）及定量比较；c 图
为倒置相差显微镜下观察各组细胞划痕愈合率 （×200）及定量比较；d 图为光学显微镜下观察各组细胞迁移数 （结晶紫染色，×200）及定量比较；*P < 

0.05，**P < 0.01，***P < 0.001；n = 3

图 4  BMSC-exo 对 mEECs 增殖和迁移能力的影响

注：a 图为透射电镜观察 BMSC-exo 结构 （×10 000）；b 图为 NTA 检测 BMSC-exo 粒径结果；c 图为 Western blot 鉴定 BMSC-exo 标志蛋白

图 3  BMSC-exo 鉴定结果



中华细胞与干细胞杂志 (电子版)2026年6月第16卷第3期  Chin J  Cell  Stem Cell  (Electronic Edit ion),  Jun 2026,Vol.16,  No.3·146·

2.6  BMSC-exo 分布于小鼠 EMS 病灶部位

小鼠活体成像观察结果显示，DiR 标记的

BMSC-exo 在 EMS 小鼠体内主要分布于病灶部位，

显示 BMSC-exo 聚集于 EMS 病灶。（图 6）
2.7  BMSC-exo 缓解小鼠 EMS

HE 染色结果显示，假手术组小鼠子宫内膜上

皮细胞完整，子宫内膜排列整齐，腺腔小，间质细胞

大小均匀；EMS 模型组小鼠子宫内膜组织增厚，子

宫内腺体坏死，出现炎症细胞浸润，间质细胞排列紊

乱；BMSC-exo 组小鼠子宫内膜组织坏死缓解，病理

症状减轻 （图 7）。与 EMS 组小鼠比较，BMSC- exo
组小鼠病灶组织重量 [（0.04 ± 0.03）比 （0.10 ± 
0.03）g]降低，差异有统计学意义 （P = 0.016，图 8）。
2.8  BMSC-exo 降低 EMS 模型小鼠血清炎症因子

IL-1β、IL-6、Ccl-2 和 TNF-α
ELISA 检测结果显示，与假手术组比较，EMS

组小鼠血清炎症因子 IL-1β、IL-6、Ccl-2 和 TNF-α
浓度升高 （P < 0.05）。与 EMS 组比较，BMSC-exo
组小鼠血清炎症因子 IL-1β、IL-6、Ccl-2 和 TNF-α
浓度降低 （P < 0.05）。（表 4）
2.9  BMSC-exo 下调 EMS 模型小鼠子宫内膜组织

TLR4 和 NF-κB
Western blot 检测结果显示，假手术组、EMS 组

和 BMSC-exo 组小鼠子宫内膜组织 TLR4 和 NF- κB 

表 2  BMSC-exo 对 mEECs IL-1β、IL-6、Ccl-2 和 TNF-α mRNA 相对表达量的影响 （x ± s）

分组 实验重复次数 IL-1β IL-6 Ccl-2 TNF-α

PBS 组 3 1.00 ± 0.01 0.99 ± 0.01 1.00 ± 0.02 1.00 ± 0.06

BMSC-exo 组 3 0.18 ± 0.05 0.30 ± 0.09 0.27 ± 0.08 0.33 ± 0.08

t  值 26.371 14.062 14.800 10.792

P 值   0.001   0.004   0.003   0.006

表 3  BMSC-exo 对 mEECs 上清 IL-1β、IL-6、Ccl-2 和 TNF-α 分泌的影响 （x ± s，pg/mL）

分组 实验重复次数 IL-1β IL-6 Ccl-2 TNF-α

PBS 组 3 1 507.00 ± 131.10 1 127.00 ± 75.59 1 298.00 ± 52.52 1 470.00 ± 165.90

BMSC-exo 组 3 1 083.00 ± 67.68 878.70 ± 19.50 1 046.00 ± 56.72 1 069.00 ± 114.80

t  值 4.970 5.517 5.646 3.446

P 值 0.025 0.015 0.012 0.032

注：a 图为各组细胞 TLR4 相对表达量比较；b 图为各组细胞 NF-κB p65
相对表达量比较；***P < 0.001；n = 3

图 5  BMSC-exo 对 mEECs 的 TLR4 和 NF-κB p65 表达的

影响

表 4  各组小鼠血清 IL-1β、IL-6、Ccl-2 和 TNF-α 浓度比较 （x ± s，pg/mL）

分组 实验重复次数 IL-1β IL-6 Ccl-2 TNF-α

假手术组 3 1 083.00 ± 125.80 1 505.00 ± 126.20   939.30 ± 56.45 344.00 ± 41.33

EMS 组 3  2 034.00 ± 165.50a  3 292.00 ± 232.30a 1 300.00 ± 64.50a  545.00 ± 34.70a

BMSC-exo 组 3  1 488.00 ± 202.50b  2 543.00 ± 317.20b 1 058.00 ± 57.95b  415.00 ± 13.00b

F 值 24.333 42.491 28.454 30.350

P 值   0.001      0.000 3      0.000 9      0.000 7

注：与假手术组比较，aP < 0.05；与 EMS 组比较，bP < 0.05
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p65 相对表达量差异具有统计学意义 （TLR4：
0.38 ± 0.06、1.44 ± 0.06 和 0.81 ± 0.03；NF-κB p65：
0.29 ± 0.04、1.18 ± 0.03 和 0.81 ± 0.06；F = 322.300、
359.900，P 均 < 0.001）。与假手术组比较，EMS 组

小鼠子宫内膜组织 TLR4 和 NF-κB p65 相对表达量

升高；与 EMS 组比较，BMSC-exo 组小鼠子宫内膜

组织 TLR4 和 NF-κB p65 相对表达量降低 （P 均 < 
0.001）。（图 9）

3  讨论

MSC-exo 是由 MSC 分泌的胞外纳米级囊泡，

可携带与 MSC 相似的遗传物质，并且与 MSC 具

有相同的生物学功能 [15]。MSC 疗法是一种被广

泛关注的干细胞疗法，但是 MSC 本身为活细胞，

体积较大，免疫原性较高，回输 MSC 至患者体内

不仅容易引起机体免疫反应，而且容易出现血管

栓塞的风险 [16-17]。由于 MSC-exo 与 MSC 具有相

似的功能，且容易制备和运输，免疫原性低，体积小，

注：Ⅰ、Ⅲ、Ⅴ为不接受 DiR 标记的 BMSC-exo 回输的 EMS 小鼠，作为对照调仪器背景；Ⅱ、Ⅳ、Ⅵ为 3 只接受 DiR 标记的 BMSC-exo 回输的 EMS 小鼠，

观察 BMSC-exo 在病灶分布

图 6  BMSC-exo 在 EMS 小鼠体内分布结果

注：a~c 分别为假手术组、EMS 组、BMSC-exo 组；假手术组小鼠子宫内膜上皮细胞完整；EMS 模型组小鼠子宫内腺体坏死，出现炎症细胞浸润；

BMSC-exo 组小鼠子宫内膜组织坏死缓解，病理症状减轻

图 7  倒置相差显微镜下观察小鼠子宫内膜组织 （HE 染色，×200）

注：**P < 0.01，n = 7

图 8  EMS 组和 BMSC-exo 组小鼠 EMS 病变组织重量比较
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被认为是 MSC 疗法的替代疗法，并且有研究指出

MSC- exo 的治疗具有用于损伤、炎症、免疫以及自

噬等相关疾病治疗的潜力 [18]。

EMS 是一类与慢性炎症密切相关的妇科疾

病，研究指出，EMS 患者的血清、腹膜液和子宫内

膜均存在炎症因子的大量积累，并且炎症因子的刺

激诱导子宫内膜异位细胞的异常增殖，进而促进

EMS 的病理进程 [19-20]。MSC-exo 可调控体内炎症

反应，Wang 等 [21] 研究发现，MSC-exo 可抑制炎症

小体和炎症因子治疗糖尿病肾病。本文主要探究

MSC-exo 对 EMS 及炎症的影响。首先，本研究提

取并鉴定小鼠 BMSC-exo，然后将 BMSC-exo 与小

鼠子宫内膜细胞 mEECs 共孵育，并发现 BMSC-exo
可抑制 mEECs 的增殖和迁移能力，mEECs 内炎

症因子 IL-1β、IL-6、Ccl-2 和 TNF-α mRNA 表达均

下调。研究指出，EMS 病灶周围出现 IL-1β、IL-6、

Ccl-2 和 TNF-α 等炎症因子聚积，Ccl-2 由皮肤角

质形成细胞产生，通过 TNF-α 和干扰素 -γ 协同放

大，炎症介导组织慢性纤维化、组织粘连等，引起机

体月经疼痛或不孕等 [22-23]。上述结果提示 BMSC-
exo 或可抑制炎症因子的生成而影响 EMS 的发生

发展。

TLR4/NF-κB 信号通路是调控趋化因子、炎

症因子和黏附因子的经典免疫相关信号通路 [24]。

Ahmed 等 [25] 研究指出，抑制 TLR4/NF-κB/MAPK
信号通路可缓解脂多糖诱导的炎症。Lu 等 [26] 研究

发现，抑制 TLR4/NF-κB 信号通路可减少 M1 型巨

噬细胞极化进而预防 EMS 术后复发。本研究发现，

与 BMSC-exo 共孵育后 mEEC TLR4 表达及 NF- κB 
p65 表达均下调，提示 BMSC-exo 可抑制 TLR4/
NF-κB 信号通路。

本研究进一步在小鼠体内验证，首先通过异体

移植的方法构建 EMS 小鼠模型，然后给予 BMSC-
exo 治疗，并且发现治疗 4 周后，BMSC-exo 组小鼠

子宫内膜损伤较 EMS 模型组有显著缓解，EMS 病

灶减小，体内炎症因子 IL-1β、IL-6、Ccl-2 和 TNF-α
浓度均降低，提示 BMSC-exo 可治疗 EMS 模型小

鼠。并且 BMSC-exo 组子宫内膜组织 TLR4 表达及

NF-κB p65 表达均下调，提示 BMSC-exo 可在体内

抑制 TLR4/NF-κB 信号通路。

综上所述，本研究发现 BMSC-exo 可在体外抑

制 mEECs 的增殖和迁移能力，并且可在小鼠体内

治疗 EMS 并抑制体内炎症因子及 TLR4/NF-κB 信

号通路。但本研究的不足之处在于并未深入探究是

BMSC-exo 中的何种遗传物质发挥调控功能，但有

研究指出，BMSC-exo 内含 miRNA 可直接靶向结

合于 TLR4，Li 等 [27] 研究发现，BMSC-exo 内含的

miR-26a 可靶向抑制 TLR4 进而抑制 NF-κB 信号

轴；Sun 等 [28] 研究指出，BMSC-exo miR-182- 5p 可

靶向抑制 TLR4 而抑制小鼠体内炎症；所以笔者推

测 BMSC-exo 内含的多种 miRNA 可能通过调控

TLR4 表达而治疗 EMS，在后续的研究中本团队会

结合基因测序技术挖掘 BMSC-exo 中具有治疗功

能的 miRNA。另外，在调控机制上，MSC-exo 可抑

制 PI3K/AKT 信号通路的激活 [29]，而 PI3K/AKT 信

号通路可介导 EMS 患者体内的炎症反应 [30]，因此

笔者推测 BMSC-exo 也可能通过调控 PI3K/AKT
信号通路影响 EMS 的发生发展，在后续的研究

中，本团队会基于 PI3K/AKT 信号通路进一步探究

BMSC-exo 的调控机制。

注：a 图为各组细胞 TLR4 相对表达量比较；b 图为各组细胞 NF-κB p65
相对表达量比较；***P < 0.001，n = 3

图 9  各组小鼠子宫内膜组织 TLR4 和 NF-κB 相对表达量

比较
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