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芍药苷干预施万细胞外泌体对背根

神经元细胞凋亡的作用
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摘　要　目的　探讨芍药苷（ｐａｅｏｎｉｆｌｏｒｉｎ，ＰＦ）干预高糖环境施万细胞（Ｓｃｈｗａｎｎｃｅｌｌ，ＳＣｓ）外泌体（ｅｘｏｓｏｍｅｓ，ＥＸＯｓ）对背根神

经节神经元（ｄｏｒｓａｌｒｏｏｔｇａｎｇｌｉｏｎｎｅｕｒｏｎｓ，ＤＲＧｎ）细胞凋亡的影响。方法　取高糖环境 ＳＣｓ，培养 ２４ｈ，透射电镜观察 ＥＸＯｓ的形

态，蛋白印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）鉴定 ＥＸＯｓ特异性标志蛋白和氧化应激的蛋白表达；将 ＳＣｓ来源的 ＥＸＯｓ与 ＤＲＧｎ共培养２４ｈ，激光

共聚焦显微镜观察 ＤＲＧｎ摄取 ＳＣｓ来源 ＥＸＯｓ的情况，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＤＲＧｎ中影响细胞凋亡蛋白的表达水平。结果　ＥＸＯｓ

形态为双层膜囊泡结构，直径在 ４０～１００ｎｍ；ＥＸＯｓ中标记蛋白 ＣＤ６３表达证实了 ＥＸＯｓ特异性；ＥＸＯｓ中氧化应激蛋白表达升高，

尤其是 ＰＦ干预 ＳＣｓ来源 ＥＸＯｓ中 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１的表达升高更明显；ＳＣｓ来源 ＥＸＯｓ被 ＤＲＧｎ摄取，分布于 ＤＲＧｎ细胞核周围；经

ＰＦ干预 ＳＣｓ来源 ＥＸＯｓ影响 ＤＲＧｎ促凋亡蛋白 ＧＡＤＤ１５３和 Ｂａｘ表达显著降低，抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ－２表达明显增加。结论　ＰＦ通

过 ＳＣｓＥＸＯｓ携带氧化应激信息，影响 ＤＲＧｎ中促凋亡蛋白表达减少，抗凋亡蛋白表达增加，从而减轻 ＤＲＧｎ细胞凋亡，有利于改

善糖尿病周围神经病变。
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　　施万细胞（Ｓｃｈｗａｎｎｃｅｌｌ，ＳＣｓ）是周围神经系统中
特有的神经胶质细胞，对周围神经损伤的修复发挥着

重要作用，是糖尿病周围神经病变（ｄｉａｂｅｔｉｃｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ

ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙ，ＤＰＮ）中的主要靶细胞［１，２］
。近年来研究

发现，２型糖尿病患者血液中外泌体（ｅｘｏｓｏｍｅｓ，ＥＸ
Ｏｓ）能够诱导氧化应激，导致细胞凋亡，ＳＣｓ分泌的
ＥＸＯｓ装载和传递信号分子，能够影响神经元细胞的
结构和功能

［３，４］
。氧化应激是 ＤＰＮ的主要发病机制，

有研究发现，ＥＸＯｓ所携带的核转录因子 Ｅ２相关因
子２（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｅｌｙｔｒｏｉｄ－ｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ２－ｒｅｌａｔｅｄ
ｆａｃｔｏｒ，Ｎｒｆ２）等蛋白含量发生改变，加重氧化应激，进

·９４·
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而影响背根神经节神经元（ｄｏｒｓａｌｒｏｏｔｇａｎｇｌｉｏｎｎｅｕ
ｒｏｎｓ，ＤＲＧｎ）［５］。ＳＣｓ分泌的 ＥＸＯｓ是否通过传递氧
化应激信号影响 ＤＲＧｎ尚不清楚。本研究通过高糖
环境诱发的施万细胞氧化应激，观察芍药苷（ｐａｅｏｎｉ
ｆｌｏｒｉｎ，ＰＦ）对 ＳＣｓ分泌的 ＥＸＯｓ对 ＤＲＧｎ的作用，探讨
ＰＦ的作用机制。

材料与方法

１．实验材料：（１）细胞：施万细胞株 ＲＳＣ９６ＣＲＬ－
２７６５，购自美国模式培养物集存库。培养基为含
１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ高糖培养基，培养条件为
３７℃、５％ＣＯ２。（２）动物：５～７天龄新生 ＳＤ乳鼠，雌
雄不限，购自北京维通利华实验动物技术公司，实验

动物许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１６－０００６，实验单位使用
许可编号：ＳＹＸＫ（京）２０１８－０００３。（３）试剂：Ｒａｂｂｉｔ
ａｎｔｉ－ｂｅｔａⅢ Ｔｕｂｕｌｉｎ（ａｂ１８０２７）、Ｒａｂｂｉｔａｎｔｉ－Ｈｅｍｅ
Ｏｘｙｇｅｎａｓｅ１（ａｂ６８４７７）、Ｒａｂｂｉｔａｎｔｉ－ＣＤ６３（ａｂ２１７３４５）、
Ｒａｂｂｉｔａｎｔｉ－ｐ７５ＮＧＦ（ａｂ８８７４）、ＲａｂｂｉｔＡｎｔｉ－Ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ
１（ａｂ４１９２７）均购自英国 Ａｂｃａｍ公司。ａｎｔｉ－Ｂａｘ（ｓｃ－
７４８０）、ａｎｔｉ－Ｂｃｌ－２（ｓｃ－７３８２）、ａｎｔｉ－Ｃａｓｅｐａｓｅ３（ｓｃ－
５６０５３）、ａｎｔｉ－ＧＡＤＤ１５３（ｓｃ－７３５１）均购自美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司。芍药苷（１１０７３６－２０１０３５，纯度 ９６．５％）购
自中国药品生物制品检定所。（４）实验仪器：超速离
心机（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司，Ｌ－８０ＸＰ），激光共聚焦显
微镜（德国 Ｌｅｉｃａ公司，ＴＣＳＳＰ８），透射电子显微镜
（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公司，ＨＤ７７００）。

２．ＳＣｓ细 胞 分 组：将 ＳＣｓ分 为 空 白 对 照 组
（２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖 ＤＭＥＭ＋１０％ＦＢＳ）、模型对照组
（１５０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖 ＤＭＥＭ＋１０％ＦＢＳ）、ＰＦ１低剂量
组（１５０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖 ＤＭＥＭ＋１０％ＦＢＳ＋１μｍｏｌ／Ｌ
ＰＦ）、ＰＦ１０中剂量组（１５０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖 ＤＭＥＭ＋
１０％ ＦＢＳ＋１０μｍｏｌ／Ｌ ＰＦ）和 ＰＦ１００高 剂 量 组
（１５０ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖 ＤＭＥＭ＋１０％ＦＢＳ＋１００μｍｏｌ／Ｌ
ＰＦ），培养 ２４ｈ后收集上清液备用。其中，细胞培养
所用 ＦＢＳ采用超速离心法（１０００００×ｇ，１２ｈ）去除
ＥＸＯｓ后经０．２２μｍ滤膜过滤。

３．ＳＣｓ来源 ＥＸＯｓ的提取：ＳＣｓ分组培养 ２４ｈ后
取细胞上清液，按照 ３００×ｇ离心 １０ｍｉｎ、２０００×ｇ离
心１０ｍｉｎ、１００００×ｇ离心３０ｍｉｎ的步骤弃沉淀收集上
清液，采用超速离心法 １０００００×ｇ离心 ７０ｍｉｎ，沉淀
用 ＰＢＳ重悬浮后１０００００×ｇ离心 ７０ｍｉｎ，沉淀部分即
为 ＥＸＯｓ。

４．ＤＲＧｎ培养及分组：采用双酶消化法分离培养
ＤＲＧｎ。取５～７天的新生 ＳＤ乳鼠，处死后于体视镜

下取椎间孔内 ＤＲＧｎ，放入双酶消化体系（胰酶∶胶原
酶 ＝５∶１）中于 ３７℃水浴孵育 １ｈ，离心后将 ＤＲＧｎ接
种于培养皿中。模型组 ＤＲＧｎ均给予 ５０ｍｍｏｌ／Ｌ葡
萄糖。将 ＤＲＧｎ分为 ６组，即空白对照组（ＤＲＧｎ完
全培养基）、模型 ＋空白外泌体组（模型组 ＤＲＧｎ＋空
白对照组 ＳＣｓＥＸＯｓ）、模型组（模型组 ＤＲＧｎ＋模型
对照组 ＳＣｓＥＸＯｓ）、ＰＦ１低剂量组（模型组 ＤＲＧｎ＋
ＰＦ低剂量组 ＳＣｓＥＸＯｓ）、ＰＦ１０中剂量组（模型组
ＤＲＧｎ＋ＰＦ中剂量组 ＳＣｓＥＸＯｓ）和 ＰＦ１００高剂量组
（模型组 ＤＲＧｎ＋ＰＦ高剂量组 ＳＣｓＥＸＯｓ），培养 ２４ｈ
后检测相关指标变化。

５．ＳＣｓ来源 ＥＸＯｓ的形态观察：取超速离心法提
取的 ＥＸＯｓ，加入戊二醛于 ４℃保存，送至首都医科大
学医学实验与测试中心形态学研究测试室制备电镜

样本，使用 Ｈｉｔａｃｈｉ７７００透射电子显微镜观察 ＥＸＯｓ
形态。

６．ＳＣｓ来源 ＥＸＯｓ的内化实验：取 ＥＸＯｓ与 ２μｌ
ＰＫＨ２６染料，分别加入 ０．２５ｍｌＤｉｌｕｅｎｔＣ中，将二者
合并混匀后常温避光孵育 ４ｍｉｎ。混合液转移到离心
管中，加入完全培养基中止染色，１０００００×ｇ离心
７０ｍｉｎ清除多余染料，沉淀部分即为标记完成的 ＥＸ
Ｏｓ。将 ＤＲＧｎ接种到腔室载玻片中，加入标记后的
ＥＸＯｓ培养 １８ｈ后，４％多聚甲醛固定 １０ｍｉｎ，进行
ＤＡＰＩ细胞核染色、封片后采用激光共聚焦法观察
ＥＸＯｓ内化情况。

７．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测蛋白表达：（１）取 ＳＣｓ来源
ＥＸＯｓ，ＢＣＡ法进行蛋白定量，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳后转
膜，５％脱脂奶粉室温孵育 １ｈ后用 ＣＤ６３抗体（稀释
度均为 １∶２０００）Ｎｒｆ２与 ＨＯ－１抗体（稀释度为
１∶５００）４℃孵育过夜。次日用二抗室温孵育１ｈ后，加
入 ＥＣＬ发光液进行曝光显影。应用 ＩｍａｇｅＪ软件针
对蛋白条带进行分析，获得灰度值以反映蛋白含量。

（２）收集分组培养２４ｈ后的 ＤＲＧｎ，提取细胞总蛋白，
ＢＣＡ法检测蛋白浓度后检测 ＤＲＧｎ中 ＧＡＤＤ１５３、
Ｂｃｌ－２、Ｂａｘ（稀释度为 １∶５００）的表达。应用 ＩｍａｇｅＪ
进行分析获得灰度值，以 β－ａｃｔｉｎ为内参，计算相对
蛋白含量。

８．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件对数
据进行统计分析。分析前检验数据是否服从正态分

布，符合正态分布的数据采用均数 ±标准误（Ｍｅａｎ±
Ｓ．Ｅ）描述。多组独立样本比较采用单因素方差分析
（Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ），方差齐性（ｅｑｕａｌｖａｒｉａｎｃｅｓａｓ
ｓｕｍｅｄ）条件下，选择最小显著性差异（ｌｅａｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，ＬＳＤ）分析，方差不齐性（ｅｑｕａｌｖａｒｉａｎｃｅｓｎｏｔ
ａｓｓｕｍｅｄ）条件下，选择 Ｔａｍｂａｎｅ′ｓＴ２分析，以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。

结　　果
１．ＳＣｓ来源 ＥＸＯｓ的鉴定：透射电镜法观察 ＳＣｓ

来源 ＥＸＯｓ的形态，如图 １Ａ所示，观察到 ＥＸＯｓ直径

定位在３０～１００ｎｍ，呈圆形囊泡状，具有双层膜结构。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果表明（图 １Ｂ），外泌体标志蛋
白 ＣＤ６３在空白对照组以及模型对照组中均有表达，
模型对照组蛋白表达较空白对照组明显升高，差异有

统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图 １　ＳＣｓ来源 ＥＸＯｓ的鉴定
Ａ．透射电镜法观察外泌体形态（×４００００）；黄色箭头指向 ＥＸＯｓ的双层膜状结构；Ｂ．外泌体表面特异性蛋白的表达。ｎ＝４

　
　　２．ＳＣｓ来源 ＥＸＯｓ中氧化应激相关蛋白表达：与
空白对照组比较，模型对照组 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１蛋白表达
升高（Ｐ＜０．０５），ＰＦ各组 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１蛋白表达明显
升高（Ｐ＜０．０１）；与模型对照组比较，ＰＦ１０中剂量
组、ＰＦ１００高剂量组 Ｎｒｆ２蛋白表达明显升高（Ｐ＜

００１），ＰＦ１低剂量组、ＰＦ１０中剂量组的 ＨＯ－１蛋白
表达升高（Ｐ＜０．０１，ｎ＝４），差异有统计学意义。ＰＦ
能增加高糖环境下 ＳＣｓ来源 ＥＸＯｓ中抗氧化应激蛋
白 Ｎｒｆ２以及 ＨＯ－１的表达（图２）。

图 ２　ＳＣｓ来源 ＥＸＯｓ中 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１蛋白表达水平

Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测图像；Ｂ．蛋白表达水平，ｎ＝４，与空白对照组比较，Ｐ＜０．０１；与模型对照组比较，＃Ｐ＜０．０１

　

　　３．ＳＣｓ来源 ＥＸＯｓ的内化实验：ＳＣｓ分泌 ＥＸＯｓ作
用于受体 ＤＲＧｎ。激光共聚焦显微镜下，观察到绿色
部分为 ＤＲＧｎ细胞骨架，ＳＣｓ来源 ＥＸＯｓ被 ＰＫＨ２６标
记呈现红色荧光，位于 ＤＲＧｎ细胞的胞质内，分布于
蓝色的 ＤＲＧｎ细胞核周围，证明 ＤＲＧｎ能够摄取 ＳＣｓ

来源 ＥＸＯｓ。
　　４．各组 ＥＸＯｓ干预后 ＤＲＧｎ中细胞凋亡相关蛋
白表达：与空白对照组比较，模型对照组促凋亡蛋白

ＧＡＤＤ１５３和 Ｂａｘ蛋白表达明显升高（Ｐ＜０．０１），抗
凋亡蛋白Ｂｃｌ－２蛋白表达显著降低（Ｐ＜０．０１）；与
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图 ３　ＤＲＧｎ内化 ＳＣｓ来源 ＥＸＯｓ（×１０００）
Ａ．β－ｔｕｂｕｌｉｎ染色；Ｂ．ＤＡＰＩ染色；Ｃ．ＰＫＨ２６染色；Ｄ．合并后图像

　

模型对照组比较，ＰＦ各剂量组促凋亡蛋白 ＧＡＤＤ１５３
和 Ｂａｘ显著降低（Ｐ＜０．０１），抗凋亡蛋白Ｂｃｌ－２表达

明显升高（Ｐ＜０．０５），差异有统计学意义（图４）。

图 ４　ＤＲＧｎ中 ＧＡＤＤ１５３、Ｂｃｌ－２和 Ｂａｘ蛋白表达水平

Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图像；Ｂ．蛋白表达水平，ｎ＝４。与空白对照组比较，Ｐ＜０．０１；与模型对照组比较，＃Ｐ＜０．０１

　

讨　　论
ＥＸＯｓ是一种分子直径为 ４０～１００ｎｍ的亚细胞

双层膜囊泡
［６］
。ＥＸＯｓ表面的四跨膜蛋白超家族如

ＣＤ９、ＣＤ６３和 ＣＤ８１，常作为 ＥＸＯｓ的特异性标志物。
ＥＸＯｓ既可以通过质膜受体直接激活受体细胞，也可
以通过转运蛋白质、ｍＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ甚至细胞器进入
受体细胞内，同时通过携带处于不同病理状态下的细

胞所含有的特异性物质，从而在生理学和病理学上都

发挥着重要作用
［７，８］
。ＥＸＯｓ介导的细胞间交流主要

有３种形式，即表面信号分子的直接作用、膜融合时
ＲＮＡｓ的直接调节以及生物活性成分的细胞外释
放

［９］
。本实验中 ＳＣｓ释放到培养基中的 ＥＸＯｓ含有

Ｎｒｆ２、ＨＯ－１。从差速离心技术获取的 ＥＸＯｓ，采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法对 ＥＸＯｓ特异性标志蛋白 ＣＤ６３进行
验证，证实了从 ＳＣｓ培养上清中分离得到的 ＥＸＯｓ特
异性，高糖环境下比空白对照组 ＥＸＯｓ分泌更多的
ＣＤ６３。电子显微镜观察到囊泡的直径呈 ４０～１００ｎｍ
和双层膜结构，证实了分离的 ＥＸＯｓ的大小范围和
形态。

ＳＣｓ可以通过分泌 ＥＸＯｓ影响 ＤＲＧ的轴突生

长
［１０］
。糖尿病长期的高糖环境可以改变 ＳＣｓ来源

ＥＸＯｓ内物质组成，被 ＤＲＧｎ摄取后发生神经元细胞
凋亡

［１１，１２］
。受体细胞摄取 ＥＸＯｓ可通过内吞作用、简

单融合和 ＥＸＯｓ表面配体作用［１３］
。ＥＸＯｓ携带的货

物分子直接影响受体细胞功能
［１４］
。有研究表明

ＤＲＧｎ的轴突内化 ＳＣｓ来源于 ＥＸＯｓ，促进其在损伤
后的再生

［１５］
。ＤＲＧｎ细胞凋亡与缺失是 ＤＰＮ发病机

制中的重要环节
［１０］
。ＳＣｓ与 ＤＲＧｎ密切相关，ＳＣｓ来

源的 ＥＸＯｓ可以被周围神经轴突内化，促进神经生
长，而高糖环境下 ＳＣｓ分泌的 ＥＸＯｓ，携带氧化应激信
息，内化入 ＤＲＧｎ，影响了 ＤＲＧｎ的轴突生长［１６］

。

氧化应激是 ＤＰＮ的主要发病机制，持续的高糖
刺激产生大量活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ），
损伤抗氧化系统，进而导致氧化应激的发生

［１７］
。

Ｎｒｆ２能够通过调节多种抗氧化蛋白、解毒酶和外源转
运蛋白的表达，维持细胞内环境稳定，是机体抵抗氧

化应激的重要防御性传导蛋白
［１８］
。氧化应激发生

时，Ｎｒｆ２被丝氨酸激酶磷酸化，引起 Ｋｅａｐｌ和 Ｎｒｆ２解
离，Ｎｒｆ２激活进入细胞核，激活下游基因血红素单加
氧酶１（ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ１，ＨＯ－１）的表达，抵抗 ＲＯＳ
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对细胞的侵害
［１９］
。ＲＯＳ的堆积导致抗氧化应激信号

通路受到抑制，刺激 Ｂａｘ流入线粒体，抑制 Ｂｃｌ－２蛋
白的表达，同时直接激活半胱氨酸蛋白酶家族蛋白

ｃａｓｐａｓｅ－３表达，引发神经元细胞凋亡［２０］
。

ＰＦ为毛茛科植物芍药（ＰａｅｏｎｉａｌａｃｔｉｆｌｏｒａＰａｌｌ．）或
川赤芍（Ｐ．ｖｅｉｔｃｈｉｉＬｙｎｃｈ）的主要有效成分和指标性成
分
［２１］
。体内实验证明，ＰＦ能够抗自由基损伤。体外细

胞实验认为，ＰＦ能够明显减弱 Ｈ２Ｏ２对细胞内 ＲＯＳ浓

度和线粒体跨膜电位的影响，从而减轻细胞凋亡
［２２］
。

本研究结果显示，ＰＦ干预 ＳＣｓ分泌的 ＥＸＯｓ，携带抗氧
化应激防御分子 Ｎｒｆ２、ＨＯ－１，通过受体细胞 ＤＲＧｎ内
化，影响高糖环境下 ＤＲＧｎ凋亡蛋白的表达，降低
ＤＲＧｎ中促凋亡蛋白 ＧＡＤＤ１５３和 Ｂａｘ的表达，增加抗
凋亡蛋白 Ｂｃｌ－２蛋白的表达水平，从而丰富其细胞防
御机制，以减轻自身的氧化应激状态所致的细胞损伤，

发挥抗细胞凋亡作用，保护 ＤＲＧｎ，改善 ＤＰＮ。
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