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脐带间充质干细胞源外泌体通过自噬对肾小管

上皮细胞凋亡的抑制作用研究"
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"中国人民解放军联勤保障部队第九医院'$&福建省干细胞临床应用中心&1&福建省适配体技术
重点实验室&'&基础医学实验室!福州'2$$%%#

!!"摘要#!目的!研究间充质干细胞源外泌体"=T"#对衣霉素"JH#诱导肾小管上皮细胞"IED#的凋亡作
用$方法!以不同浓度"%%$%1%0#R(9B#JH诱导 IED产生凋亡$采用DDE./法检测细胞增殖活性$采用
蛋白印迹法及流式细胞术检测细胞凋亡情况&检测自噬蛋白BD'G%@4R2和G87;#,$的基因及蛋白表达水平$
分离脐带间充质干细胞=T"!并进行流式细胞术表面标志物鉴定!研究不同浓度=T""%%2%%-2%$%%%$2%%1%%

#R(9B#与JH共处理对细胞活性的影响$通过流式细胞术及细胞免疫荧光检测BD'G的表达情况$分析

=T"与JH共处理对细胞凋亡水平的影响$结果!$%1%0#R(9BJH 均能抑制 IED增殖活性并呈浓度依赖
性&不同浓度JH均能诱导IED凋亡!并激活细胞自噬信号通路$与JH组"$#R(9BJH处理#比较!JH处
理中分别加入-2%$%%%$2%%1%%#R(9B=T"后细胞增殖活性明显增强&免疫荧光和流式检测发现!JHk=T"组
自噬标志性蛋白BD'G表达水平上调$JH 组细胞凋亡率为"$'&')e$&0-#̂ !JHk=T"组细胞凋亡率为
"-&-2e%&)1#̂ !差异有统计学意义"!$%&%2#$结论!间充质干细胞源=T"能通过上调细胞自噬!减缓JH
诱导的 IED凋亡$

"关键词#!肾小管上皮细胞&间充质干细胞源外泌体&细胞自噬&细胞凋亡&衣霉素
"中图法分类号#!<'1( "文献标识码#!@ "文章编号#!$)-$./'0/"1%1'#$2.1122.%)
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78;;+",4S,#7:9U7#,#JH$.#,!S78!:5"54"+#+#,3S9:,N8,:;4SWS;:N85#438;#:;78;;+#IED$&:#%3&-0!C#OO8N.
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7:,#,!S78:5"54"+#+#,IED:,!:74#Q:48438:S4"53:RU+#R,:;#,R5:43V:U&D"95:N8!4"438JHRN"S5#4N8:.
48!V#43$#R"9BJH$%43878;;5N";#O8N:4#",:74#Q#4UV:++#R,#O#7:,4;U8,3:,78!:O48N:!!#,R-2%$%%%$2%%:,!
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8T5N8++#",;8Q8;"O438:S4"53:RU9:N68N5N"48#,BD'GV:+S5N8RS;:48!#,438JHk=T"RN"S5&J38:5"54"+#+
N:48"O438JHRN"S5V:+#$'&')e$&0-$̂ %V3#;843:4"O438JHk8T"+"98RN"S5V:+#-&-2e%&)1$̂ %

+3"V#,R:+4:4#+4#7:;;U+#R,#O#7:,4!#OO8N8,78#!$%&%2$&<&*$)(0,&*!H8+8,73U9:;+48978;;.!8N#Q8!=T"7:,
+;"V!"V,43#":784:9#!8.#,!S78!IED:5"54"+#+WUS5.N8RS;:4#,R:S4"53:RU&

&=#4>&1-0'!N8,:;4SWS;:N85#438;#:;78;;+(98+8,73U9:;+48978;;.!8N#Q8!8T"+"98+(78;;:S4"53:RU(78;;
:5"54"+#+(4S,#7:9U7#,

!!人脐带间充质干细胞来源的外泌体#3S9:,S9.
W#;#7:;7"N! 98+8,73U9:;+489 78;;+!8N#Q8!8T".
+"98+%3\D.HLD+.=T"$可以转运核酸+脂质和蛋白
质%参与细胞间的信息交流%具有与 HLD+相似的组
织损伤修复和再生功能&$.1')急性肾损伤#:7S486#!,8U
#,*SNU%@EZ$是一种以肾功能减退为特征的症候群%缺
氧+肾缺血再灌注损伤#N8,:;#+7389#:N858NOS+#",#,*S.
NU%Z<Z$+肾毒性和炎症等均可导致@EZ&'.0')已有研究
表明%HLD+.=T"种携带的 9#<?@和蛋白能减轻肾脏
缺血再灌注损伤%减少细胞凋亡%促进细胞增殖%从而修
复肾损伤&2'(=T"中含有与血管生成#血管内皮生长因
子+促血管新生蛋白因子$和转化生长因子.+#4N:,+O"N.
9#,RRN"V43O:74"N.+%JKA.+$信号相关的营养蛋白分子
而促 进 肾 脏 再 生&).-')HLD+.=T" 可以通过调节

@JB$)B增 强 细 胞 自 噬%预 防 顺 铂 药 物 所 致 的

@EZ&/')尽管 HLD+.=T"显示出肾脏保护作用%但

HLD+.=T"对肾小管上皮细胞#3S9:,N8,:;4SWS;:N
85#438;#:;78;;+%IED$的作用机制仍不清楚)

?!材料与方法

?&?!材料

?&?&?!试剂

!!衣霉素#4S,#7:9U7#,%JH$购于瑞士 =,c"B#O8
L7#8,78+公司)CH=HCA$1+CH=H 低糖培养基均
购于美国 IU7;",8公司)胎牛血清#O84:;W"Q#,8+8N.
S9%AGL$+抗体M@<M+BD'G+@4R2+G87;#,$++.:74#,+
兔免疫球蛋白K#ZRK$+鼠ZRK均购于美国D8;;L#R.
,:;#,R J873,";"RU 公 司)流 式 抗 体 DC)'+DC(+

DC/$%碘化丙啶#MN"5#!#S9Z"!#!8%MZ$染料%AZJD
@,,8T#,,凋亡检测试剂盒购于美国 G#";8,R8!公
司(M#8N78JHGD@蛋白定量试剂盒购于美国 J38N9"
公司)增强化学发光#8,3:,78!7389#;S9#,8+78,78%

=DB$蛋白显色液购于德国 @!Q:,+4:公司)DDE./
细胞增殖检测试剂盒购于印度 H8!D389公司)=T.
"PS#76.JD试剂盒购于美国LGZ公司)

?&?&@!细胞

!!1('J细胞和 IED购于中国科学院上海细胞生
物学研究所(3\D.HLD由福建省干细胞应用工程技
术研究中心提供%取M'代细胞)

?&@!方法

?&@&?!细胞培养

!!IED培养于$%̂ AGL的高糖培养基中%细胞均
置于含体积分数为2̂ DF1+饱和湿度的'-_培养箱
中)3\D.HLD+培养于含 $%̂ AGL 的低糖培养
基中)

?&@&@!DDE./检测细胞增殖活性

!!IED胰酶消化后镜下计数细胞%2%%%个"孔接
种于()孔板%次日含%&2̂ AGLCH=H 高糖培养基
将JH稀释成不同浓度#%+$+1+0#R"9B$$%%#B每
孔%103后每孔加入$%#B的DDE./溶液%将培养板
置于培养箱内温育13%将()孔板置于酶标仪上%测
定02%,9处吸光度值%以D",组为$%%̂ %则细胞存
活率h#试验组吸光度值"D",组吸光度值$a$%%̂ )

?&@&A!=T"的鉴定

!!提取的0%#B=T"与2#B硫酸盐微珠室温共孵
育$29#,%加入$%%#9";"B的牛血清清蛋白#W"Q#,8
+8NS9:;WS9#,%GL@$溶液2#B%室温孵育$29#,)
加入$9B磷酸缓冲盐溶液#53"+53:48WSOO8N8!+:.
;#,8%MGL$孵育-29#,%2/%N"9#,离心29#,%去上清
液)将=T"微珠的结合体中加入$9B$%%99";"B
的甘氨酸溶液室温孵育'%9#,%经离心MGL洗涤1次
后%重悬在'2%#BMGL中%每管2%#B分装于流式管
中%加入DC(+DC)'+DC/$的一抗#$`1%%$避光孵育

029#,%离心重悬后立即通过流式细胞术检测)

?&@&B!实时荧光定量聚合酶链反应"N8:;.4#98>S:,.
4#4:4#Q85";U98N:+873:#,N8:74#",!><J.MD<#检测

9<?@的表达

!!收集 JH 处理的细胞%J<Zc";法提取细胞总

<?@%取各样本$#R逆转录为7C?@)以+.:74#,为
内参%检测BD'G+@4R2+G87;#,$基因 9<?@的表达%
各基因的引物序列见表$)>MD<体系为!L[G<2

#B%引物2#9";"B%&2#B%7C?@1#B%!!I1F'&2

#B%MD<扩增程序为!(0_预变性$%9#,%(0_变性

$2+%2/_退火'%+%-1_延伸'%+%'%次循环)9<.
?@的表达以1Y$$DJ 方式计算)

表$!!><J.MD<扩增引物序列

基因 引物序列#2d"'d$
预期扩增

长度#W5$

@4R2 A!2d.D@KJJJJKKKDD@JD@@DDK.'d 1$%

<!2d.@@KJKJKJKD@KDJKJDD@J.'d
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续表$!!><J.MD<扩增引物序列

基因 引物序列#2d"'d$
预期扩增

长度#W5$

G87;#,$ A!2d.JKDDKJJ@J@DJKJJDJKKKK.'d 1%/

<!2d.JJK@JKK@@J@KK@KDDKDD.'d

BD'G A!2d.@@KDJKDJJDJD@DDDJJKJ.'d 1%1

<!2d.K@K@@K@DDJJD@@KD@KDK.'d

+.:74#, A!2d.@K@KDJ@DK@KDJKDDJK@D.'d 1$1

<!2d.@KD@DJKJKJJKKDKJ@D@K.'

?&@&C!蛋白质印迹法"X8+48N,W;"44#,R#检测蛋白
表达

!!收集不同处理组的蛋白样品%经GD@法蛋白定
量后%取'%#R蛋白样品进行聚丙烯酰胺凝胶电泳%并
转移至聚偏二氟乙烯膜上)室温下0̂ GL@摇床上
封闭$3后%与$̀ $%%%稀释的一抗0_孵育过夜)

JGLJ洗膜29#,"'次%加入不同比例稀释的辣根过
氧化物酶#I<M$标记的二抗%室温孵育 $3%经

JGLJ+MGL各洗膜29#,"'次后%加入=DB发光液
暗室曝光%最后使用G#".<:!公司的PS:,4#4UF,8软
件测得各条带的灰度值#'次结果的平均值$与内参+.
:74#,进行校正和结果分析)

?&@&D!流式细胞分选技术"O;S"N8+78,78.:74#Q:48!
78;;+"N4#,R!A@DL#检测细胞凋亡

!!IED经胰酶消化后收集细胞沉淀%预冷的MGL
洗涤两次%加入试剂盒中的结合液$%%#B重悬%每管

各加入2#BAZJD@,,8T#,,避光染色$29#,后%
再加入2#BMZ染色29#,%最后每管加入0%%#B结
合液重悬后即可上机检测)

?&@&E!细胞免疫荧光检测

!!IED经各组处理%0̂ 多聚甲醛室温固定'%
9#,%MGL洗涤'次%加入抗体稀释液封闭13%按$̀
1%%比例加 BD'G的一抗0 _孵育过夜%含%&$̂
JN#4",].$%%的MGL洗涤'次后加入二抗%避光孵育

$3%MGL洗涤后%$9R"9BC@MZ染色29#,%荧光显
微镜拍照观察)

?&A!统计学处理

!!采用LMLL$)&%统计学软件进行数据处理)计
量资料以EeA表示%组间比较采用<检验(计数资料
以频数或百分比表示%组间比较采用!1 检验)以!$
%&%2为差异有统计学意义)

@!结!!果

@&?!JH诱导 IED凋亡情况

!!$+1+0#R"9BJH 处理的细胞存活率分别为

21&(̂ +0)&1̂ +'2&(̂ %且与D",组比较%差异均有
统计学意义#!$%&%2$%JH能明显抑制细胞增殖#图

$@$)凋亡蛋白M@<M的表达呈浓度依赖性的上调
#图$G$)流式细胞术检测细胞凋亡结果显示%$+1+0

#R"9BJH 处理的细胞凋亡率分别为 #$/&2)e
$&//$̂ +#11&/%e$&'-$̂ 和#1/&22e1&-$$̂ %与

D",组比较差异均有统计学意义#! $%&%2$%见
图$D)

!!@!不同浓度JH对细胞增殖活性的影响(G!X8+48N,W;"44#,R检测细胞凋亡蛋白M@<M(D!MZ单染检测细胞凋亡("!!$%&%2%与D",组
比较)

图$!!JH诱导 IED凋亡情况
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@&@!JH诱导 IED自噬情况

!!$+1+0#R"9BJH 处理后均会促进自噬标志性
蛋白BD'G表达%且自噬相关蛋白@4R2和G87;#,$的
表达也明显上调#图1@$)与D",组比较%$#R"9B
JH处理#JH 组$自噬基因BD'G的表达上调)&%/
倍%@4R2的表达上调2&12倍%G87;#,$的表达上调

$1&)1倍#图1G$%JH 诱导 IED自噬信号通路被

激活)

@&A!3\D.HLD+.=T"的分离与鉴定情况

!!流式细胞术检测结果显示%3\D.HLD+.=T"中

DC(#/$&%̂ $+DC)'#/)&)̂ $和DC/$#/1&0̂ $阳性
标志物均阳性表达%阳性表达率为/$&%̂ +/)&)̂ +

/1&0̂ #图'@$)3\D.HLD+.=T"经 ?J@ 粒径分

析%大小约为$%%,9#图'G$)

!!@!JH诱导 IED发生自噬(G!自噬基因BD'G+G87;#,$和@4R2表达水平(""!!$%&%2%与D",组比较)

图1!!JH诱导 IED自噬

!!@!A@DL鉴定=T"标志分子DC)'+DC(+DC/$结果(G!3\D.HLD+.=T"?J@粒径分析)

图'!!3\D.HLD+.=T"的分离与鉴定情况

@&B!3\D.HLD+.=T"促进 IED自噬情况

!!与JH组#$#R"9BJH处理$比较%该过程中加
入-2+$%%+$2%+1%%#R"9B=T"能促进细胞增殖活
性%差异均有统计学意义#! $%&%2$%见图 0@)
A@DL检测 JH 组 BD'G 细胞 阳 性 的 表 达 率 为

#$0&/'e1&/-$̂ %JHk=T"组#$2%#R"9B=T"处

理$BD'G细胞阳性的表达率为#12&1/e$&%'$̂ %两
组比较差异有统计学意义#!$%&%2$%见图0G+0D)
细胞免疫荧光分析的结果显示%与JH组比较%JHk
=T"组BD'G的荧光阳性细胞明显增多%差异有统计
学意义#!$%&%2$%见图0C)

@&C!3\D.HLD+.=T"抑制JH诱导的细胞凋亡
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!!与JH组比较%JHk=T"组凋亡蛋白M@<M的
表达下调%见图2@)流式细胞术分析结果显示%JH
组的细胞凋亡率为#$$&'-e$&-%$̂ %高于JHk=T"

组的#-&-1e%&'/$̂ %差异有统计学意义#!$%&%2$%
见图2G)

!!@!DDE./检测=T"对细胞增殖活性的影响(G+D!A@DL检测BD'G的表达(C!荧光显微镜检测细胞自噬分子BD'G的荧光强度#1%%a$)C
中%:!D",组C@MZ细胞核染色(W!D",组BD'G免疫荧光染色(7!:+W图的叠加(!!JH组C@MZ细胞核染色(8!JH组BD'G免疫荧光染色(O!!+8

图的叠加(R!JHk=T"组C@MZ细胞核染色(3!JHk=T"组BD'G免疫荧光染色(#!R+3图的叠加)"!!$%&%2%与JH组比较)

图0!!3\D.HLD+.=T"对细胞自噬的影响

!!@!X8+48N,W;"44#,R检测凋亡蛋白M@<M(G!流式细胞术检测细胞凋亡)

图2!!3\D.HLD+.=T"对细胞凋亡的影响

A!讨!!论

!!目前%研究人员已经提出了多种 @EZ的发病机
制%包括肾单位数量减少+血流量减少和缺氧引起的
内皮损伤+表观遗传学改变+肾脏毒性+肾小管细胞周
期阻滞或炎症等&(')虽然@EZ的发病机制不尽相同%
但最终都以肾小管细胞损伤#凋亡+坏死$造成不可逆
转的肾功能损伤为主要病变特征%尤其是肾小管细胞
凋亡在@EZ的发生+发展中起重要作用&$%')本研究

中%$+1+0#R"9BJH处理 IED103后均能抑制细
胞增殖活性%并呈水平依赖性(流式细胞术检测结果
也表明JH能诱导 IED凋亡)

研究报道%HLD+.细胞外囊泡通过传递 9#<?@+
分子诱导 =<E$"1表达增强%促进近端 IED的存
活&$$')3\D.HLD+.=T"通过传递营养因子$0.'.'-%
与自噬诱导所必需的蛋白质 @JK.$)B相互作用%促
进 IED自噬%诱导细胞存活%从而介导抗顺铂诱导的
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@EZ%导致细胞凋亡并减少炎症反应%能促进肾功能
恢复&$1')本研究表明%3\D.HLD+.=T"与 JH 共处

理能明显增强细胞增殖活性%诱导 IED自噬标志分
子BD'G+@4R2+G87;#,$的表达上调(细胞免疫荧光和
流式细胞术的检测结果均表明%3\D.HLD+.=T"促进
了自噬标志蛋白BD'G的表达明显上调%表明3\D.
HLD+.=T"能激活自噬信号通路)

HLD+.=T"在治疗@EZ方面起重要作用%促进了
-无细胞疗法.的发展&$'')HLD+.细胞外囊可以通过
抑制氧化+凋亡和炎症及调节血管生成+细胞周期+再
生+自噬和增殖来缓解 @EZ&$0.$2')研究表明%3\D.
HLD+.=T"通过抑制 H@ME"=<E信号通路的激活%
从而抑制 IED凋亡&$)')3\D.HLD+.=T"通过上调

9#<.$0)W水平%从而抑制核因子.G活性和减轻炎症
反应%明显降低脓毒症相关 @EZ小鼠的血清肌酐和
血尿素氮%抑制肾小管细胞凋亡%提示3\D.HLD+.
=T"可能是减少脓毒症相关 @EZ的一种全新治疗药
物&$-')干细胞分泌的胞外小泡携带 9#<?@并输送
到肾细胞中%对@EZ模型发挥抗炎+抗凋亡和抗纤维
化作用&$/')研究发现%3\D.HLD+.=T" 通过携带

9#<.1$%抑制5'/H@ME信号通路%减轻胰岛内皮细
胞内质网应激%从而保护胰岛内皮细胞免受缺氧诱导
的细胞凋亡&$(')本研究中%3\D.HLD+.=T" 处理

IED后凋亡率由#$$&'-e$&-%$̂ 下降到#-&-1e
%&'/$̂ %表明3\D.HLD+.=T"能通过增强细胞自噬
而减缓JH诱导的细胞凋亡)干细胞释放的=T"中
包含与自噬调控密切相关的多种 9#<?@%如 9#<.
$/$.25+9#<.1(+9#<.'%!.25+9#<.11$"111等&1%.1$')

综上所述%HLD+.=T"通过诱导 IED自噬上调
而抑制细胞凋亡%但目前关于自噬与 @EZ的研究尚
属起步阶段%=T"中诱导和调节自噬的关键信号通路
尚未阐明%探究=T"中的分子对自噬的靶向调控将是
接下来的研究重点)
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