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骨髓间充质干细胞来源外泌体对盆腔炎模型大鼠
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  【摘要】 目的 研究骨髓间充质干细胞(BMSCs)源性外泌体(Exosomes)对盆腔炎(PID)模型大鼠氧化应激和炎

症反应的影响。方法 通过全骨髓粘附法体外分离,培养和纯化正常SD大鼠的骨髓组织中的BMSCs。采用Exo-
Quick试剂法从BMSCs上清液中分离提纯Exosomes。按随机数字表法将60只雌性SD大鼠分为模型组、治疗组、左
氧氟沙星组、对照组、空白组和假手术组6组,每组10只。对各组大鼠进行子宫组织 HE染色,外周血白细胞测定,血
清炎症因子检测,氧化应激状态评估。结果 分离培养大鼠BMSCs,并成功提取了BMSCs源性Exosomes。治疗组大

鼠子宫组织 HE染色显示炎症反应较模型组和对照组明显减轻。治疗组大鼠外周血白细胞数、中心粒细胞、淋巴细胞、

单核细胞、嗜酸性粒细胞均较模型组出现降低;且治疗组大鼠血清TNF-α、IL-1β、IL-6和
 

IL-8的浓度水平值也均较模

型组出现降低(P<0.05)。氧化应激指标检测显示治疗组大鼠SOD和 T-AOC表达水平均较模型组出现升高,而

MDA表达水平则降低(P<0.05)。治疗组大鼠除中心粒细胞数和血清IL-1β浓度水平值要高于左氧氟沙星组,其余外

周血白细胞、血清炎症因子和氧化应激指标比较无统计学差异(P>0.05)。结论 BMSCs源性Exosomes对盆腔炎模

型大鼠子宫具有保护作用,其机制可能通过抑制氧化应激和炎症反应发挥作用。
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  【Abstract】 Objective To
 

study
 

the
 

effect
 

of
 

Exosomes
 

derived
 

from
 

bone
 

marrow
 

mesenchymal
 

stem
 

cells
 

on
 

oxida-
tive

 

stress
 

and
 

inflammatory
 

response
 

in
 

rats
 

with
 

pelvic
 

inflammatory
 

disease.Methods BMSCs
 

from
 

the
 

bone
 

marrow
 

of
 

normal
 

SD
 

rats
 

were
 

isolated,cultured
 

and
 

purified
 

in
 

vitro
 

by
 

total
 

bone
 

marrow
 

adhesion.
 

Exosomes
 

were
 

isolated
 

from
 

BMSCs
 

supernatant
 

by
 

ExoQuick
 

reagent
 

method.
 

According
 

to
 

the
 

random
 

number
 

table
 

method,60
 

female
 

SD
 

rats
 

were
 

divided
 

into
 

6
 

groups
 

(10
 

rats
 

in
 

each
 

group).
 

Model
 

group
 

(PID
 

model
 

rats
 

without
 

any
 

special
 

treatment).
 

Treatment
 

group
 

(1
 

ml
 

of
 

exosomes
 

diluted
 

solution
 

(100
 

μ
 

g/mL)
 

was
 

injected
 

intraperitoneally
 

on
 

the
 

third
 

day
 

after
 

the
 

operation
 

for
 

3
 

consecutive
 

days).
 

Levofloxacin
 

group
 

(PID
 

model
 

rats
 

were
 

given
 

levofloxacin
 

60mg/kg/day
 

by
 

gavage
 

on
 

the
 

3rd
 

day
 

after
 

surgery
 

for
 

3
 

consecutive
 

days).
 

Control
 

group
 

(PID
 

model
 

rats
 

were
 

injected
 

with
 

corresponding
 

dose
 

of
 

normal
 

saline).
 

Blank
 

group
 

(normal
 

feeding
 

of
 

rats
 

without
 

any
 

treatment)
 

and
 

Sham
 

operation
 

group
 

(rats
 

were
 

only
 

been
 

opened
 

and
 

closed
 

the
 

abdomen).
 

HE
 

staining
 

of
 

uterine
 

tissues,determination
 

of
 

peripheral
 

blood
 

leukocytes,detection
 

of
 

serum
 

inflammatory
 

factors
 

and
 

assessment
 

of
 

oxidative
 

stress
 

status
 

were
 

performed
 

in
 

each
 

group.Results BMSCs
 

of
 

rats
 

were
 

isolated
 

and
 

cultured,and
 

Exosomes
 

derived
 

from
 

BMSCs
 

were
 

successfully
 

extracted.
 

HE
 

staining
 

showed
 

that
 

the
 

inflammatory
 

response
 

of
 

uterus
 

tissue
 

in
 

the
 

treatment
 

group
 

was
 

significantly
 

less
 

than
 

that
 

in
 

the
 

model
 

group
 

and
 

the
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control
 

group.
 

The
 

number
 

of
 

white
 

blood
 

cells,central
 

granulocytes,lymphocytes,monocytes
 

and
 

eosinophils
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

treatment
 

group
 

were
 

all
 

decreased
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

model
 

group(P<0.05).
 

The
 

serum
 

levels
 

of
 

TNF-α,IL-1β,IL-6
 

and
 

IL-8
 

in
 

the
 

treatment
 

group
 

were
 

also
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

model
 

group
 

(P<0.05).
 

The
 

detection
 

of
 

oxidative
 

stress
 

index
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

SOD
 

and
 

T-AOC
 

in
 

the
 

treatment
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

model
 

group,while
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

MDA
 

was
 

lower
 

(P<0.05).
 

Except
 

for
 

the
 

number
 

of
 

neutrophils
 

and
 

serum
 

IL-1β
 

concentration,there
 

were
 

no
 

significant
 

differences
 

in
 

peripheral
 

blood
 

leukocytes,serum
 

in-
flammatory

 

factors
 

and
 

oxidative
 

stress
 

indexes
 

between
 

the
 

treatment
 

group
 

and
 

Levofloxacin
 

group(P >0.05).
Conclusion Exosomes

 

derived
 

from
 

BMSCs
 

has
 

a
 

protective
 

effect
 

on
 

the
 

uterus
 

of
 

pelvic
 

inflammatory
 

model
 

rats,and
 

its
 

mechanism
 

may
 

play
 

a
 

role
 

by
 

inhibiting
 

oxidative
 

stress
 

and
 

inflammatory
 

response.
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  盆腔炎(Plvic
 

inflammatory
 

disease,PID)[1]是指

累及女性盆腔内生殖器官及其周围结缔组织、盆腔腹

膜的炎症性疾病。PID反复发作或迁延不愈,会导致

患者出现疼痛不适、异位妊娠、不孕以及影响性生活

等,对妇女的身心健康和生活造成严重影响。目前针

对PID的内科治疗手段主要是运用抗生素消除/缓解

炎症,以及物理疗法来活血化瘀,缓解疼痛不适,促进

炎症消退。但是仍存在长期效果欠佳,复发率高的缺

点[2-3]。骨髓间充质干细胞[4](Bone
 

marrow
 

mesen-
chymal

 

stem
 

cell,BMSCs)
 

是一类具有自我更新能力

的非造血干细胞。以往的研究表明[5-6],BMSCs有可

能分化为间充质或非间充质细胞系,且具有向损伤部

位迁移的能力,通过调节先天性和获得性免疫细胞的

增殖和功能,促进伤口愈合和组织再生,抗炎和抑制

免疫反应。Exosomes是一类由细胞主动分泌的,直
径在30

 

nm~150
 

nm的囊泡样小体[7]。在正常和病

理条件下,Exosomes通过穿梭蛋白质、mRNA和 mi-
croRNAs介导细胞间的通讯有助于遗传和生化信息

在细胞间的传递。在肿瘤发生、炎症免疫反应等多个

生理病理过程中发挥重要的调控作用。有研究显

示[8-9],BMSCs能够分泌丰富的Exosomes,在BMSCs
与靶细胞之间交换蛋白质和遗传信息,发挥重要的介

导作用。本研究通过构建大鼠PID模型,并观察BM-
SCs源性Exosomes对PID模型大鼠氧化应激和炎症

反应的影响,为临床上治疗PID提供新的实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂 清洁级雌性SD健康大鼠60只,
质量180~220

 

g,购于解放军总医院医学实验动物中

心;左氧氟沙星片(可乐必妥)购于第一三共制药(北
京)有限公司;DMEM

 

F12培养基、胎牛血清购于

Gibco公司;ExoQuiekTC外泌体提取试剂盒购自美

国 SBI 公 司;TNF-α、CRP、IL-1β、IL-6
 

和 IL-10
 

ELISA
 

试剂盒购自南京森贝伽生物科技有限公司;大
鼠SOD、MDA和T-AOC检测试剂盒均购自南京建

成生物工程研究所;
 

Centrifuge5424离心机购自Ep-
pendorf公司;1-15K高速冷冻台式离心机购自Sigma
公司;CyFlow􀅺

 

Counter流式细胞仪购自德国Partec
公司;MCO-15AC型CO2孵育箱购自日本SANYO
公司;LH

 

750全自动血细胞分析仪购自美国贝克曼

库尔特;DYY-6C型电泳仪购自北京市六一仪器厂;

IX-70型倒置显微镜购自日本 Olympus公司;Multi-
ImageTM 凝胶成相系统购自 Alpha

 

Innotech公司;

NanoDrop
 

1000超微量分光光度计购自美国 Nano-
drop公司。本研究通过医院伦理委员会审核批准。

1.2 方法

1.2.1 BMSCs分离、培养和鉴定 ①BMSCs分离和

培养:采用贴壁法培养BMSCs、3%戊巴比妥钠腹腔

注射麻醉实验SD大鼠,颈部脱臼处死大鼠,
 

75%乙

醇浸泡10
 

min进行消毒。无菌条件下截取实验SD
大鼠的股骨和胫骨的骨骺末端,PBS溶液反复冲洗骨

骺末端的骨髓腔,收集冲洗后PBS溶液。移液器反复

吹打,筛网过滤,制作成单细胞悬液,以1500
 

r/min条

件下离心10
 

min,弃去上清液。将细胞的密度调整为

(1~3)×106/mL,接种至含LG-DMEM 完全培养液

的细胞培养瓶中。在37℃、5%
 

CO2 饱和湿度的培养

箱中培养。培养48
 

h后弃去培养液,去除掉非贴壁细

胞。然后加入等量LG-DMEM 完全培养液培养纯化

细胞,每3天更换一次LG-DMEM培养液。待细胞长

至80%左右融合时,0.25%胰蛋白酶,以1􀏑3的比例

传代。取第3代 生 长 良 好 的 细 胞 进 行 实 验 研 究。

②BMSCs的鉴定:0.25%胰蛋白酶消化BMSCs,制作

成细胞密度为1×106/ml的单细胞悬液。分别加入

荧光直标的CD44和CD90单克隆抗体。混和均匀

后,黑暗条件下孵育30
 

min,用PBS溶液洗涤3次,并
为每组样品设立单独的阴性对照。采用流式细胞仪

进行检测表面标志物;成脂和成骨诱导分化检测其分

化能力。

1.2.2 BMSCs源性Exosomes的提取和鉴定 BM-
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SCs培养待细胞融合度达到90%后,更换无血清培养

基培养48
 

h后,收集培养基上清液。4℃的条件下以

300
 

g×10
 

min,2000
 

g×20
 

min离心去除细胞和细胞

碎片形成的沉淀。离心后取上清液置于新的EP管,
每500

 

μL上清液加入ExoQuiekTC 试剂50
 

μL;颠倒

EP管约20次混合,置于4℃冰箱静置约12
 

h。然后

在4℃、3000
 

g条件下离心30
 

min,去除上清液,保留

沉淀。使用移液枪取400
 

μL
 

1×PBS并反复均匀吹

打离心沉淀物,该重悬液中富含Exosomes颗粒,将重

悬液转移至新的1.5
 

mL
 

EP中。透射电子显微镜观

察提取的Exosomes形态。Western
 

blot
 

检测Exo-
somes标志物表达。

1.2.3 PID大鼠动物模型建立及分组 所有实验大

鼠在术前12
 

h开始禁止进食,自由饮水,手术区域剃

毛备皮。称重大鼠后,3%戊巴比妥钠50
 

mg/kg
 

腹腔

内注射麻醉。待麻醉起效后,橡皮筋固定大鼠于操作

台上。下腹部备皮常规消毒,取腹正中切口1.5~2
 

cm,开腹后暴露子宫。采用l
 

mL注射器针头进针入

子宫腔内反复来回抽拉以造成子宫内膜组织机械损

伤。向输卵管卵巢方向缓慢注射0.1
 

mL浓度为3×
1012/L的混合细菌悬液(大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、
乙型溶血性链球菌三者比例为2􀏑1􀏑1混匀)。随手

逐层缝合关腹,碘伏消毒术区。假手术组手术操作步

骤仅为开腹和关腹,未对子宫腔进行机械损伤以及注

射混合细菌悬液。将40只PID模型大鼠采用随机数

字表法分为:模型组(单纯构建PID模型大鼠未给与

任何特殊处理);治疗组(构建PID模型大鼠术后第3
天开始腹腔注射100

 

μg/mL的Exosomes稀释液1
 

mL,连续注射3天);左氧氟沙星组(构建PID模型大

鼠第3天开始60
 

mg/kg/天左氧氟沙星灌胃给药,连
续3天);对照组(构建PID模型大鼠后腹腔注射相应

剂量生理盐水)。另外设置空白组(正常饲养大鼠,不
给予任何处理)和假手术组。每组10只。

1.2.4 子 宫 组 织 苏 木 精-伊 红(hematoxylin-eosin
 

staining,HE
 

)染色 取实验大鼠子宫组织用10%多

聚甲醛溶液固定24
 

h,然后经梯度脱水、常规石蜡包

埋、切片(厚5
 

μm),HE染色后制作成病理切片。显

微镜下观察子宫组织病理学改变情况。

1.2.5 外周血白细胞测定 3%戊巴比妥钠50
 

mg/

kg麻醉实验大鼠,开腹用10
 

mL注射器抽取下腔静

脉血约2
 

mL,采用全自动血细胞分析仪测定静脉血

中白细胞数量、种类、比例等。

1.2.6 血清样本采集 3%戊巴比妥钠50
 

mg/kg麻

醉实验大鼠,开腹用10
 

mL注射器抽取下腔静脉血约8
 

mL置入微量离心管。室温下静置1
 

h,然后2000
 

rpm

离心20
 

min,取上清置于新1.5
 

mL微量离心管。

1.2.7 血清炎症因子检测 采用ELISA
 

试剂盒分

别检测大鼠血清中炎症介质TNF-α、CRP、IL-1β、IL-6
 

和IL-8的浓度水平。所有检测均严格按照检测试剂

盒说明书步骤进行操作。

1.2.8 氧化应激状态评估 ①丙二醛(Malondialde-
hyde,MDA)检测:采用南京建成生物工程研究所的

MDA检测试剂盒,实验按照试剂盒使用说明步骤进

行操作。②超氧化物歧化酶(Superoxide
 

Dismutase,

SOD)活性检测:采用南京建成生物工程研究所的

SOD检测试剂盒,实验按照试剂盒说明书步骤进行操

作。③总抗氧化能力(Total
 

antioxidant
 

capacity,T-
AOC)检测:采用北京索莱宝科技有限公司的T-AOC
检测试剂盒,实验按照试剂盒说明书步骤进行操作。

1.3 统计学分析 采用SPSS
 

19.0软件进行统计学

分析。
 

实验数据以(􀭺x±s)表示。多组间数据比较采

用t检验和单因素方差分析,以P<0.05为差异具有

统计学意义。

2 结果

2.1 BMSCs的鉴定 光学显微镜下观察,通过贴壁

法获取并的培养BMSCs细胞形态呈多边形或不规则

的梭形粘附生长,两端具有长突起,细胞核呈圆形或

椭圆形,见图1A;流式细胞仪检测结果显示,
 

BMSCs
的重要标志物CD44和CD90的表达阳性率均大于

90%,见图1B。
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图1 大鼠BMSCs鉴定

Figure
 

1 Identification
 

of
 

BMSCs
 

in
 

rats

2.2 BMSCs源性Exosomes的鉴定 透射电镜下观

察,提取到的Exosomes形态呈圆形或椭圆形,直径在

40~100
 

nm,具有较为完整包膜的小囊泡,见图2A。

Western
 

blot检测显示其表达Exosomes特异性蛋白

CD63和CD9,见图2B。

·386·西部医学
 

2022年5月
 

第34卷第5期 Med
 

J
 

West
 

China,May
 

2022,Vol.34,No.5



CD9

CD63

茁-actin

BA

图2 BMSCs源性Exosomes的鉴定

Figure
 

2 Identification
 

of
 

exosomes
 

derived
 

from
 

BMSCs

2.3 大鼠子宫HE染色 空白组和假手术组大鼠子

宫结构正常,细胞排列规则,未见红细胞和炎细胞浸

润。模型组和对照组大鼠子宫结构紊乱,细胞排列不

规则,腺体出现扩张或结构不清晰,可见红细胞和炎

细胞浸润。治疗组和左氧氟沙星组大鼠子宫结构基

本正常,细胞排列较规则,少许红细胞和炎细胞浸润,
见图3。

2.4 大鼠外周血白细胞检测结果 模型组大鼠外周

血白细胞数、中心粒细胞、淋巴细胞、单核细胞、嗜酸

性粒细胞较空白组均明显升高(P<0.05)。治疗组大

鼠外周血白细胞数、中心粒细胞、淋巴细胞、单核细

胞、嗜酸性粒细胞均较模型组出现降低,两组比较差

异具有统计学意义(P<0.05)。治疗组大鼠除中心粒

细胞数要高于左氧氟沙星组(P<0.05),其余外周血

白细胞检测指标相比差异无统计学差异(P>0.05),
见表1。

空白组 假手术组 模型组 对照组 治疗组 左氧氟沙星组

图3 子宫组织HE染色(200×)

Figure
 

3 HE
 

staining
 

of
 

uterine
 

tissue

表1 各组大鼠外周血白细胞检测结果(􀭵x±s)

Table
 

1 Detection
 

results
 

of
 

peripheral
 

blood
 

leukocytes
 

in
 

rats
 

of
 

each
 

group

分组 n 白细胞(×109/L) 中性粒细胞(×10-2) 单核细胞(×10-2) 嗜酸性粒细胞(×10-2) 淋巴细胞(×10-2)

空白组 10 10.26±2.84 11.30±1.19 2.49±0.27 0.95±0.17 62.87±5.22

假手术组 10 11.86±2.74 12.28±1.24
 

2.75±0.30
 

0.99±0.19 64.16±5.48

模型组 10 15.73±3.85 24.67±3.29
 

6.44±0.38
 

2.11±0.24 75.47±6.26

对照组 10 15.12±3.88 23.45±3.39
 

6.16±0.40
 

2.03±0.21 74.58±6.25

治疗组 10 12.92±3.24 15.86±2.97 4.47±0.38 1.55±0.24 67.86±5.94

左氧氟沙星期 10 12.14±2.89 13.79±2.83 4.25±0.36 1.52±0.27 68.58±5.80

P1 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

P2 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

P3 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

P4 >0.05 <0.05 >0.05 >0.05 >0.05

注:P1.空白组vs模型组;P2.模型组vs治疗组;P3.治疗组vs对照组;P4.治疗组vs左氧氟沙星组

2.5 大鼠血清炎症因子检测结果 
 

模型组大鼠血清

TNF-α、IL-1β、IL-6和
 

IL-8的浓度水平值均较空白组

明显升高(P<0.05)。治疗组大鼠血清 TNF-α、IL-
1β、IL-6和

 

IL-10的浓度水平值均较模型组出现降

低,两组比较差异具有统计学意义(P<0.05);治疗组

大鼠除血清IL-1β浓度水平值高于左氧氟沙星组(P
<0.05),其余炎症因子血清浓度水平值相比无统计

学差异(P>0.05),见表2。

2.6 大鼠氧化应激状态评估结果 
 

模型组大鼠

SOD和T-AOC数值均较空白组明显降低,而 MDA
数值则明显升高(P<0.05)。治疗组大鼠SOD和

T-AOC数值均较模型组出现升高,而 MDA数值则

出现降 低,两 组 比 较 差 异 具 有 统 计 学 意 义(P<
0.05),同左氧氟沙星组相比,治疗组大鼠SOD、T-
AOC和

 

MDA数值比较无统计学差异(P>0.05),
见表3。
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表2 各组大鼠血清炎症因子检测结果比较(􀭵x±s)

Table
 

2 Comparison
 

of
 

serum
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

each
 

group

分组 n TNF-α(ng/L) IL-1β(ng/L) IL-6(ng/L) IL-8(ng/L)

空白组 10 10.38±3.17 118.45±30.22 29.20±4.64 74.25±6.27

假手术组 10 12.82±4.08 137.48±37.57 31.68±4.49 80.23±9.55

模型组 10 24.36±5.73 558.24±57.46 94.08±10.64 168.35±20.51

对照组 10 22.15±5.47 548.26±54.94 89.20±9.69 150.38±18.92

治疗组 10 16.24±4.69 314.66±51.24 55.35±7.18 118.27±19.31

左氧氟沙星组 10 15.47±4.35 252.70±48.47 52.82±6.77 112.86±18.72

P1 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

P2 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

P3 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

P4 >0.05 <0.05 >0.05 >0.05

注:P1.空白组vs模型组;P2.模型组vs治疗组;P3.治疗组vs对照组;P4.治疗组vs左氧氟沙星组

表3 各组大鼠氧化应激检测结果比较(􀭵x±s)

Table
 

3 Comparison
 

of
 

the
 

test
 

results
 

of
 

oxidative
 

stress
 

in
 

rats
 

of
 

each
 

group

分组 n
SOD
(U/mL)

MDA
(nmol/mL)

T-AOC
(U/mL)

空白组 10 128.75±7.45 4.58±0.49 8.73±0.67

假手术组 10 121.46±7.27 4.72±0.55 8.50±0.64

模型组 10 90.83±7.48 6.85±0.77 6.12±0.81

对照组 10 95.37±8.04 6.44±0.72 6.24±0.75

治疗组 10 115.78±8.53 5.62±0.79 7.30±0.81

左氧氟沙星组 10 117.36±8.19 5.47±0.76 7.53±0.88

P1 <0.05 <0.05 <0.05

P2 <0.05 <0.05 <0.05

P3 <0.05 <0.05 <0.05

P4 >0.05 >0.05 >0.05

注:P1.空白组vs模型组;P2.模型组vs治疗组;P3.治疗组vs对照

组;P4.治疗组vs左氧氟沙星组

3 讨论

BMSCs是具有多向分化潜能和自我更新能力的

多能干细胞。在合适的条件下,BMSCs可以被诱导

分化为多种组织细胞。与其他干细胞不同,BMSCs
在基因上更稳定,在体外环境下存活时间更长,且

BMSCs还具有免疫调节作用。因而BMSCs成为多

种疾病干细胞治疗的理想选择,具有广阔的临床应用

前景[10]。BMSCs发挥治疗效应的机制非常复杂,目
前已知的是,其除了能够移植到受损器官上并进行分

化来发挥其治疗作用,还可能通过以下方式来发挥其

生物学作用[11-12]:①分泌可溶性因子(细胞因子、生长

因子、激素)的旁分泌活性。②细胞与细胞相互作用,
在细胞之间形成纳米管隧道。③分泌含有蛋白质和

RNA的囊泡。Exosomes是大多数原核和真核细胞

(包括T细胞、B细胞、树突状细胞、上皮细胞和肿瘤

细胞等)释放的纳米级微泡(直径30~100
 

nm),将其

功能效应物(如mRNAs、miRNAs和蛋白质)
 

转移到

受体细胞以调节生理和病理过程。Exosomes是传递

膜封闭信号分子和基因产物的关键载体,直接参与细

胞间的信号传递,是机体旁分泌的重要组成部分[13]。

BMSCs来源的Exosomes具有抗凋亡、免疫调节、抗
炎和促血管生成的特性。Jun等[14]研究发现,BMSC
源性Exosomes能增强自噬相关蛋白LC3IIB和Bec-
lin-1的表达,促进自噬体的形成,进而抑制脊髓损伤

大鼠神经细胞凋亡,促进其 功 能 行 为 恢 复。Jiang
等[15]通过体外研究发现,BMSC源性Exosomes通过

抑制TGF-TGF/Smad信号通路,能够有效促进皮肤

创面愈合。因此,Exosomes可能是BMSCs发挥其生

物学效能的重要工具和途径。

PID的发病机制主要是由于免疫因素影响下病

原体入侵感染,导致机体炎性介质和自由基的异常分

泌活化,进而产生一系列病理生理改变。根据美国疾

病控制和预防中心的指导方针[16],临床使用抗生素是

PID治疗的首选。然而,大多数患者经过长期治疗后

往往发生细菌耐药性。因此,开发具有良好疗效、低
副作用的天然药物对预防PID具有重要意义。氧化

应激和 炎 症 反 应 是 PID 的 最 主 要 的 病 理 生 理 机

制[17]。PID的发病过程中,机体活性氧(ROS)的过度

产生导致氧化与抗氧化失衡而引起氧化应激状态,最
终导致组织细胞损伤。氧化应激与炎症反应相辅相

成,炎症是白细胞对挑战组织内稳态的因素(包括氧

化应激引起的因素)的反应,过度的炎症反应会损伤

组织细胞,导致大量氧自由基产生及NO的合成释放
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下降[18]。ROS也被证实是多个炎症信号通路的启动

者和调节者,通过激活 Nrf2、NF-κB、ASK1、AP-1、补
体等炎症信号通路,进而增强炎症应答[19-20]。因此,
有效对抗氧化应激,改善炎症反应已成为PID治疗领

域的研究重点。

BMSCs来源的Exosomes在对抗氧化应激和炎

症反应方面具有良好的生物学特性。Campbell等[21]

研究发现在氧化应激损伤后,BMSCs源性的 Exo-
somes能显著降低了心脏干细胞(Cardiac

 

stem
 

cells,

CSCs)的凋亡率和ROS的产生。Zheng等[22]通过研

究类风湿关节炎模型大鼠后发现,BMSCs源性的Ex-
osomes通过传递上调 miR-192-5p的表达来抑制类

风湿关节炎的炎症反应。因此,本次实验采用BM-
SCs来源的Exosomes来对PID模型大鼠进行干预研

究。我们采用全骨髓贴壁筛选培养法分离和纯化大

鼠骨髓组织中的
 

BMSCs,通过显微镜观察和干细胞

表型分 析 获 得 的 细 胞 是 BMSCs。然 后 通 过 Exo-
Quick-TC法从大鼠BMSCs培养基上清中分离Exo-
somes。通过透射电镜观察其形态以及 Western

 

blot
检测其表达的外泌体特异性分子标记,证实了为BM-
SCs源性Exosomes。随后我们经腹腔注射BMSCs
源性Exosomes进行干预。HE染色结果显示,治疗

组大鼠子宫组织充血和炎症细胞浸润等病理变化与

左氧氟沙星组大鼠相近,而较未经任何干预的模型组

有明显改善。这一研究结果提示BMSCs源性Exo-
somes对于PID模型大鼠具有较好的治疗作用,能够

改善子宫充血水肿和炎症反应。

TNF-α、IL-1β、IL-6和IL-8的检测可作为临床上

判断炎症反应严重程度的生物学指标[23-24]。本研究

中,PID模型大鼠存在明显全身性炎症反应,而子宫

是PID过程中最容易受累的靶器官,因而也会导致子

宫发生比较明显的炎症反应。而治疗组大鼠外周血

炎症细胞数量较未经任何干预的模型组出现降低,且
血清中相关炎症因子 TNF-α、IL-1β、IL-6和

 

IL-8的

表达也发生明显降低。由于左氧氟沙星为广谱抗生

素,是目前治疗PID的常用药,具有良好的抗感染炎

症效能。同左氧氟沙星组相比,治疗组大鼠除中心粒

细胞数和血清IL-1β浓度水平值要高于左氧氟沙星

组,其余外周血白细胞和血清炎症因子比较无统计学

差异。这表明 BMSCs源性 Exosomes能有效减轻

PID模型大鼠的全身性炎症反应。氧化应激方面,

SOD是清除氧自由基和抑制组织损伤的重要抗氧化

酶,MDA是脂质过氧化的最终产物,T-AOC代表抗

氧化物质和抗氧化酶等构成总抗氧化水平,这三者反

映机体清除氧自由基的能力和氧自由基对细胞的损

伤程度,是反映机体对抗氧化应激损伤能力的生物学

指标[25-26]。本研究中,PID大鼠SOD和T-AOC数值

均较空白组明显降低,而 MDA数值则明显升高,表
明PID模型大鼠存在明显的氧化应激。而经治疗组

大鼠SOD和T-AOC数值均较模型组升高,
 

MDA数

值则降低。提示 BMSCs源性 Exosomes能够增强

PID大鼠体内的抗氧化能力,抑制ROS的过度产生,
进而降低机体的氧化应激水平。

4 结论

本研究结果显示,BMSCs源性Exosomes对PID
模型大鼠具有较好的治疗作用,其效能可能在于Exo-
somes能通过细胞间传递效应物质来抑制氧化应激

反应和炎症反应。然而,目前关于BMSCs源性Exo-
somes疗效的证据是多种多样的,其具体作用机制尚

待明确,随着对Exosomes功能和作用机制的不断研

究深入,将为临床治疗PID提供新的策略。
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