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大鼠Ｔ细胞源性ｅｘｏｓｏｍｅ提取方法比较
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　　摘　要：目的　采用３种方法从大鼠Ｔ细胞培养上清中提取纯化ｅｘｏｓｏｍｅ，以获取高质量的ｅｘｏｓｏｍｅ。方法　分别采用Ｅｘｏ

ＱｕｉｃｋＰｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ提取法、超滤密度梯度离心法、差速离心法提取Ｔ细胞培养上清中的ｅｘｏｓｏｍｅ。利用透射电镜进行形态学观

察，２，２联喹啉４，４二甲酸二钠（ＢＣＡ）法进行蛋白定量，十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分析蛋白表达的差

异，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测白细胞介素２（ＩＬ２）的表达。结果　３种方法均可提取出ｅｘｏｓｏｍｅ；ＥｘｏＱｕｉｃｋＰｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ提取法、超滤

密度梯度离心法所得样本浓度显著高于差速离心法所得样本浓度（犘＜０．０５）；ＳＤＳＰＡＧＥ结果显示３种方法所得样本具有蛋白

表达强度的差异；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ显示３种方法所得样本均表达ＩＬ２。结论　ＥｘｏＱｕｉｃｋＰｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ提取法、超滤密度梯度离

心法可获得高纯度、无蛋白丢失的ｅｘｏｓｏｍｅ样本。
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　　Ｅｘｏｓｏｍｅ是一种起源于内吞体系统并被排出胞外的膜性

囊泡，直径在３０～１００ｎｍ
［１］，含有大量与其来源相关的特异性

蛋白，并由此发挥不同的功能［２］。Ｔ淋巴细胞是免疫系统的重

要组成部分，并且不同的亚群具有各异的免疫学功能。例如

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｅｒｇ细胞具有诱导免疫耐受的作用
［３］；而接触

抗原活化后的效应Ｔ细胞则是介导细胞毒作用的参与者。因

此，作为细胞信号转导与功能信使的ｅｘｏｓｏｍｅ将有可能是

Ｔｒｅｇ细胞进行远端免疫耐受调控及效应Ｔ细胞上调免疫应答

的未知机制［４］。故获得高纯度和无蛋白丢失的ｅｘｏｓｏｍｅ样本

是进一步探寻其功能和组成的基础。为此，本研究通过３种方

法提取Ｔ细胞分泌的ｅｘｏｓｏｍｅ，并比较不同方法所得样本的差

异，以找出最适提取ｅｘｏｓｏｍｅ的方法，为后续的免疫学功能和

蛋白质组成的研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物　雄性清洁级６～８周龄ＳＤ大鼠，购买于第三

军医大学实验动物中心。

１．２　方法

１．２．１　主要试剂与仪器　ＥｘｏＱｕｉｃｋＰｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ（美国ＳＢＩ

公司）；重水、分析纯蔗糖（美国Ｓｉｇｍａ公司）；ＢＣＡ试剂盒（碧

云天生物技术有限公司）；载破片（海门市神鹰实验器材厂）；超

滤离心管１００×１０３（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，ＡｍｉｃｏｎＵｌｔｒａ）；高速

冷冻离心机（美国ＢＥＣＫＭＡＮＣＯＵＬＴＥＲ，ＡｖａｎｔｉＪ３０Ｉ，转子

ＪＡ３０．５０Ｔ１）；超高速冷冻离心机（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ，转子Ｓ５５Ａ）；

透射电镜（日本Ｈｉｔａｃｈｉ，Ｈ７５００ＴＥＭ）；垂直电泳仪（美国Ｂｉｏ

ｒａｄ公司）；影像分析扫描仪（美国Ｂｉｏｒａｄ公司，ＧＳ８００）。

１．２．２　细胞提取及培养　无菌取出大鼠的肠系膜淋巴结

（Ｍｌｎ）于装有１０ｍＬＲＰＭ１６４０培养基（含１０％胎牛血清）的玻

璃培养皿中，用载破片毛玻面研磨组织得到细胞悬液，用１００

目筛网过滤后转至１５ｍＬ离心管中。１８００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，

弃上清液，用１０ｍＬ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）重悬后小心加入预先

装有１５ｍＬ淋巴细胞分离液的５０ｍＬ离心管中，保持分界清

楚，２５００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，吸出云雾状细胞，即为淋巴细胞。

将培养用胎牛血清在４℃条件下４２０００ｒ／ｍｉｎ离心７０ｍｉｎ出

去内源性ｅｘｏｓｏｍｅ，接种分离得到的Ｔ细胞于培养瓶中，覆盖

以ＲＰＭ１６４０培养基（内含１０％胎牛血清，０．１％青霉素、链霉

素），至于３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱内培养３ｄ，收集上清液，－２０℃

保存备用。

１．２．３　ｅｘｏｓｏｍｅ制备
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１．２．３．１　ＥｘｏＱｕｉｃｋＰｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ提取法（Ａ法）　将收集的上

清利用ＥｘｏＱｕｉｃｋＰｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ进行提取
［５］。收集细胞培上清

１０ｍＬ，４℃条件下，５５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ取上清液，加入

ＥｘｏＱｕｉｃｋＰｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ２ｍＬ，混匀后４℃过夜，３０００ｒ／ｍｉｎ离

心３０ｍｉｎ弃上清液，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ弃残存液体，１００

μＬＰＢＳ重悬，所得悬液包含ｅｘｏｓｏｍｅ。以此法收集的标本代

号为“Ａ”。

１．２．３．２　超滤及密度梯度离心法（Ｂ法）　将收集的上清液进

行超滤及密度梯度离心法收集ｅｘｏｓｏｍｅ
［６］。收集细胞培养上

清液５０ｍＬ，４℃条件下，８００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ取上清液，

１００００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ取上清液，上清液加入１００×１０３ 超

滤管中３０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ进行浓缩，将浓缩液转移至３０

ｇ／Ｌ的蔗糖重水垫上４２０００ｒ／ｍｉｎ离心７０ｍｉｎ，取出蔗糖重水

用５０ｍＬＰＢＳ稀释后置于Ａｍｉｃｏｎ超滤管中３０００ｒ／ｍｉｎ离心

３０ｍｉｎ进行浓缩，所得滤液即包含ｅｘｏｓｏｍｅ。以此法收集的标

本代号为“Ｂ”。

１．２．３．３　差速离心法（Ｃ法）　将收集的上清进行差速离心法

收集ｅｘｏｓｏｍｅ
［７］。收集细胞培养上清５０ｍＬ，４℃条件下，８００

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ取上清液，４５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ取上清

液，１００００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ取上清液，４２０００ｒ／ｍｉｎ离心７０

ｍｉｎ取沉淀，ＰＢＳ重悬后４２０００ｒ／ｍｉｎ离心７０ｍｉｎ取沉淀，１００

μＬＰＢＳ重悬，所得悬液即包含ｅｘｏｓｏｍｅ。以此法收集的标本

代号为“Ｃ”。

１．２．４　ｅｘｏｓｏｍｅ的鉴定分析

１．２．４．１　形态观察　取不同方法提取的ｅｘｏｓｏｍｅ悬液３０μＬ

于载样铜网上，室温静置１ｍｉｎ，用滤纸从侧面小心吸干液体，

滴加２０ｇ／Ｌ的磷钨酸，室温复染１ｍｉｎ，用滤纸从侧面小心吸

干液体，白炽灯下烘烤５ｍｉｎ，透射电镜观察、照相。

１．２．４．２　蛋白定量　将溶解稀释至０．５ｍｇ／ｍＬ的蛋白标准

品按０、１、２、４、８、１２、１６、２０μＬ加到９６孔板中，将每孔体积用

ＰＢＳ补充到２０μＬ；取３种样本溶液各８μＬ加入到上述９６孔

板中，分别设３个复孔，加入ＰＢＳ补充到２０μＬ；各孔加入工作

液２００μＬ，３７℃放置３０ｍｉｎ后测定蛋白浓度。

１．２．４．３　 十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）检测　按照蛋白定量结果调整至上样终浓度相同，上

样终体积为２５μＬ，１００℃煮沸５ｍｉｎ，加样于上样孔内，浓缩胶

８０Ｖ，３５ｍｉｎ；分离胶１００Ｖ，１００ｍｉｎ。结束后，使用０．２５％考

马斯亮蓝染液进行烤染１ｍｉｎ，立即用摇床缓慢摇晃１０ｍｉｎ，

脱色液脱色至条带明显，使用Ｂｉｏｒａｄ（ＧＳ８００）图像分析仪进行

观察拍照。

１．２．４．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测　将进过ＳＤＳＰＡＧＥ分离后

的蛋白转至ＰＶＤＦ膜上，封闭后，一抗为兔抗鼠ＩＬ２，４℃过夜

孵育。二抗为辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔抗体，室温孵育

３ｈ候进行显色并观察。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计学分析，计

量资料以狓±狊表示，对蛋白质浓度和操作时间进行单因素方

差分析并进行Ｔｕｋｅｙ显著性检验，检验水准α＝０．０５，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　细胞培养　取培养第３天的淋巴细胞照片，显微镜下可

见细胞分布均匀，已铺满瓶底，细胞呈球形，核圆，胞质少。见

图１。

图１　　淋巴细胞培养图（×２００）

２．２　透射电镜　经透射电镜观察发现经３种方法提取Ｔ细

胞培养上清中的ｅｘｏｓｏｍｅ均具有以下形态特征：呈类圆形囊

泡，囊泡外周可见其膜性结构，直径分布于３０～１００ｎｍ，可以

单个分布，也可聚集成群，即为ｅｘｏｓｏｍｅ。图２可见 Ａ、Ｂ法分

离出的ｅｘｏｓｏｍｅ背景清晰，ｅｘｏｓｏｍｅ囊泡形态显著，分布均匀；

Ｃ方法分离得出的ｅｘｏｓｏｍｅ背景污染较为严重，单个囊泡形态

显著者较少，多为成团出现，分布不均匀。

　　Ａ：Ａ法；Ｂ：Ｂ法；Ｃ：Ｃ法。

图２　　３种方法所得ｅｘｏｓｏｍｅ超微结构图（×９３０００）

２．３　操作时间比较　Ａ方法平均耗时（１４．８±１．４２）ｈ；Ｂ方法

平均耗时（４．５８±０．４３）ｈ；Ｃ方法平均耗时（６．７５±０．５３）ｈ，Ａ、

Ｂ、Ｃ法的操作时间呈递减趋势，Ａ法用时显著多余 Ｂ、Ｃ法

（犘＜０．０５）。

２．４　蛋白定量　以ＢＳＡ各级蛋白浓度对ＯＤ５６２处的吸光度

值作图，得到标准曲线方程，以此得到Ａ、Ｂ、Ｃ法提取ｅｘｏｓｏｍｅ

的蛋白浓度分别为：（２．１８±０．０９）μｇ／μＬ、（２．１６±０．１５）μｇ／

μＬ、（１．６７±０．１７）μｇ／μＬ。其中 Ａ、Ｂ法所得样本蛋白浓度均

显著高于Ｃ法（犘＜０．０５）；Ａ、Ｂ法所得样本蛋白浓度差异无统

计学意义（犘＞０．０５）。
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２．５　ＳＤＳＰＡＧＥ电泳　蛋白质电泳图谱见图３：３种方法提取

的同源ｅｘｏｓｏｍｅ所含蛋白质种类丰富，且在蛋白表达强度上具

有明显差异。

　　Ａ：Ａ法；Ｂ：Ｂ法；Ｃ：Ｃ法。

图３　　３种方法所得样本ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ结果　以βａｃｔｉｎ为内参，检测白细胞介

素２（ＩＬ２）在３种方法提取出的ｅｘｏｓｏｍｅ中的表达情况，见图

４。ＥｘｏＱｕｉｃｋＰｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ提取法（Ａ）、超滤密度梯度离心法

（Ｂ）、差速离心法（Ｃ）３种方法所得样本中均表达ＩＬ２。

图４　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测３种方法所得

样本中ＩＬ２的表达

３　讨　　论

Ｅｘｏｓｏｍｅ是一种可由多种细胞分泌的纳米级膜性囊泡，最

早是在研究红细胞成熟时被发现［８］。随着研究的进展，还发现

除红细胞之外的其他多种细胞均可分泌ｅｘｏｓｏｍｅ，如Ｂ细胞、Ｔ

细胞、树突状细胞、肥大细胞、肿瘤细胞等［９１１］。各种细胞来源

的ｅｘｏｓｏｍｅ小体均具有类似的结构：直径３０～１００ｎｍ，含有与

其来源密切相关的蛋白质和功能性核酸分子［１２１４］。

Ｃ法是传统的ｅｘｏｓｏｍｅ提取方法，采用多步离心，分层去

除污染物：８００ｒ／ｍｉｎ与４５００ｒ／ｍｉｎ分别离心１０ｍｉｎ以去除

液体中残留细胞，１００００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ去除细胞碎片，第１

次４２０００ｒ／ｍｉｎ离心７０ｍｉｎ沉淀下ｅｘｏｓｏｍｅ和蛋白质聚合

物，经过ＰＢＳ重悬后进行第２次４２０００ｒ／ｍｉｎ，７０ｍｉｎ离心，得

到沉淀为ｅｘｏｓｏｍｅ
［７］。此方法操作步骤繁琐，耗时长，易污染，

不适合进行大量生产。超滤密度梯度离心（Ｂ法）最初由 Ｈｅｎ

ｒｙ等
［１６］建立，经过不断演变和改进发展至今，是由差速离心法

演变而来，耗时段、成本低，并且能够有效的去除蛋白聚合物以

及细胞凋亡时产生的核小体碎片而获得较高纯度的ｅｘｏｓｏｍｅ

样本［９］。ＥｘｏＱｕｉｃｋＰｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ提取法（Ｃ法）是利用ｅｘｏｓｏｍｅ

的特异性提取试剂，根据免疫共沉淀原理进行ｅｘｏｓｏｍｅ的提

取，操作简便，能够获得高纯度的ｅｘｏｓｏｍｅ样本
［５］，是１种较为

新兴的提取方法。本研究首次以Ｔ细胞培养上清作为共同样

本来源比较现行主要的３种ｅｘｏｓｏｍｅ提取方法的操作耗时、样

本电镜照片、样本蛋白质浓度、蛋白质表达种类以及特定细胞

因子的表达情况。能够从提取步骤及结果分析层面有效的说

明３种方法的优劣，从而可为接下来的蛋白质组成及功能学研

究打下坚实的基础。从操作耗时分析，Ａ法耗时显著高于Ｂ、

Ｃ法。由电镜观察可得，Ｃ法所得样本单个囊泡形态显著者

较少，多为成团出现，分布不均匀，背景浑浊；Ａ、Ｂ法所的样本

则ｅｘｏｓｏｍｅ形态显著，分布均匀，背景清晰，其中 Ａ法所得样

本密度高，视野中ｅｘｏｓｏｍｅ囊泡数量众多。蛋白质浓度检测可

得，Ａ、Ｂ法所得样本浓度显著高于Ｃ法所得样本。已有文献

报道差速离心法会导致部分蛋白质的丢失［５］，而本研究的结果

与其一致。ＳＤＳＰＡＧＥ结果显示，３种方法所得样本含蛋白种

类繁多。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测可知３种样本均有ＩＬ２

的表达。综上所述，传统的差速离心法会造成ｅｘｏｓｏｍｅ蛋白丢

失、囊泡破损以及相互融合等现象；而超滤密度梯度离心法和

ＥｘｏＱｕｉｃｋＰｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ提取法则能获得高纯度、无蛋白丢失、

样本保持完好的ｅｘｏｓｏｍｅ囊泡，考虑到提取成本，则Ｂ方法更

适合进行批量提取。
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子［５］，对其表达的抑制，将使缺血再灌注损伤程度均明显减

轻［６７］。对众多研究结果归纳显示炎性因子、心肌细胞凋亡、微

血管损伤、钙离子超载、自由基等与复苏后心功能不全密切相

关［８］。本次实验显示，心肺复苏后大鼠体内 ＴＮＦα和ＩＬ１２

表达较对照组明显升高，提示复苏后大鼠体内存在炎性细胞

激活。

ＵＴＩ可竞争性抑制酶底物结合部位，同时独立抑制多种

酶的活性［９］，具有拮抗心肺复苏后ＴＮＦα及降低心肌再灌注

损伤作用［１０１１］，对ＳＩＲＳ、ＭＯＤＳ等引起的组织或器官损伤具有

保护作用［１２］。鉴于乌司他丁研究资料的结果与本实验具有较

大的相关性，特选为本实验研究用药。

动物实验结果显示：与 Ａ组比较，Ｂ、Ｃ组复苏后６ｈ±

ＬＶｄｐ．ｄｔ１ｍａｘ值均低于Ａ组（犘＜０．０１），而复苏后６ｈＬＶ

ＥＤＰ值均高于Ｃ组（犘＜０．０１）；与同组０ｈ比较，Ｂ、Ｃ组复苏

后６ｈ±ＬＶｄｐ．ｄｔ１ｍａｘ值均降低（犘＜０．０１），而复苏后６ｈＬＶ

ＥＤＰ值均升高（犘＜０．０１），提示复苏后心功能不全普遍存在，

结果也印证相关资料的报道［１］。

对心肌损伤的标志物ｃＴｎＴ
［１３］和心脏负荷的标志物ＢＮＰ

的监测结果显示：心肺复苏前各组ｃＴｎＴ和ＢＮＰ值差异无统

计学意义（犘＞０．０５），复苏成功后６ｈＢ、Ｃ组均有不同程度升

高，尤以Ｂ组升高幅度最大，推测复苏后存在一定程度的急性

心肌损伤及心肌细胞坏死。然而Ｃ组升高幅度小于Ｂ组（犘＜

０．０１），从另外一个角度证实ＵＴＩ具有减轻心肺复苏后心肌损

伤的作用［１４］。

实验结果表明 ＵＴＩ可有效的调节ＩＬ１２、ＴＮＦα，与Ｂ照

组及Ａ组比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；同时，Ｃ组

ＭＡＰ、±ＬＶｄｐ．ｄｔ１ｍａｘ、ＬＶＥＤＰ数据优于Ｂ组，揭示 ＵＴＩ还

具有改善了复苏后心功能不全的作用［１５］。

本研究结果表明：乌司他丁对心搏骤停心肺复苏实验大

鼠，具有拮抗炎症介质、减轻心肌损伤和改善了复苏后心功能

不全的作用。乌司他丁使用方式对实验结果的影响评价后续

实验将继续进行。
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［３］ 周厚荣，张谦，杨秀林，等．血必净对窒息大鼠心肺复苏后

免疫因子及补体变化的实验研究［Ｊ］．重庆医学，２０１０，３９

（１７）：２２４８２２５０．
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路的影响［Ｊ］．南方医科大学学报，２０１２，３２（９）：１３０１

１３０６．
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［８］ 刘海健，张谦，周厚荣，等．心肺复苏后心功能不全研究进
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１１４２．

［１１］ＷａｄａＴ，Ｋａｗａｉ，ＩｈａｒａＫ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｖａｌｉｄｉｔｙｏｆｔｈｅ
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