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文题释义：

骨髓间充质干细胞：是在哺乳动物骨髓基质中发现的具有自我增殖和多向分化潜能(成骨、成脂、成软骨分化等)的干细胞，主要通过旁分

泌方式介导组织修复，对多种疾病具有治疗潜力。

外泌体：是由细胞释放的具有双层脂质膜的小囊泡，携带来源于亲本细胞的多种内容物(蛋白质、脂类、miRNA等)，也是干细胞发挥旁分

泌作用的重要因子之一。

摘要

背景：间充质干细胞通过递送外泌体对放射性肺损伤具有巨大的治疗潜力，而年龄是影响间充质干细胞功能和生物疗效的主要因素之一。

目的：探究不同鼠龄骨髓间充质干细胞来源外泌体对小鼠放射性肺损伤的保护作用。

方法：采用全骨髓贴壁培养法获得青年小鼠骨髓间充质干细胞和老年小鼠骨髓间充质干细胞，从第3代骨髓间充质干细胞上清液中分离出

外泌体。随机取10只2月龄C57BL/6J小鼠进行假照射作为对照组，剩余30只2月龄C57BL/6J小鼠建立放射性肺损伤模型，随机分为3组，分别

经尾静脉注射青年小鼠骨髓间充质干细胞来源外泌体、老年小鼠骨髓间充质干细胞来源外泌体和PBS，观察各组小鼠存活率，在照射后第

1，12周检测肺功能、肺组织炎症和纤维化情况。

结果与结论：①青年小鼠骨髓间充质干细胞来源外泌体的颗粒物和蛋白质浓度高于老年小鼠骨髓间充质干细胞来源外泌体；②与对照组相

比，PBS组小鼠存活率低，照射后第1周肺组织炎症明显，白细胞介素1β、白细胞介素6、肿瘤坏死因子α水平及mRNA表达升高；照射后第

12周肺组织内胶原沉积，E-钙黏蛋白mRNA水平降低，而α-平滑肌肌动蛋白、转化生长因子β1和β-连环蛋白mRNA表达升高；③与PBS组相

比，外泌体组小鼠存活率显著提高，照射后第1周促炎因子水平及mRNA表达降低，照射后第12周E-钙黏蛋白mRNA表达升高，α-平滑肌肌

动蛋白、转化生长因子β1和β-连环蛋白mRNA表达降低；④上述所有指标中，青年小鼠骨髓间充质干细胞来源外泌体的疗效均优于老年小

鼠骨髓间充质干细胞来源外泌体；⑤结果表明，青年小鼠骨髓间充质干细胞来源外泌体含有更多颗粒物和蛋白质，对小鼠放射性肺损伤早

期炎症和晚期纤维化的缓解效果优于老年小鼠骨髓间充质干细胞来源外泌体。
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0   引言   Introduction
放射治疗是胸部恶性肿瘤除手术方式外的有效治疗方式

之一，而放射性肺损伤是胸部放射治疗的常见并发症
[1]
。现

代精准放射治疗技术的出现，已经最大限度地减少了正常组

织对辐射的暴露。然而对于接受胸部放射治疗的部分肿瘤患

者，放射性肺损伤的发生率仍高达 30%[2]
。放射性肺损伤的

发生不仅使放射治疗的有效剂量受到限制，而且严重影响患

者的预后生存质量
[3]
。电离辐射对肺内细胞的直接损伤导致

炎性因子的释放，引发放射性肺炎，是放射性肺损伤早期的

病理特征；放射性肺损伤晚期的病理特征主要是成纤维细胞

的过度增殖和胶原蛋白的广泛积累导致的肺纤维化
[4]
。现有

的治疗手段，如激素、抗炎及抗纤维化等药物治疗效果均不

尽理想
[5]
，因此，迫切需要寻找新型有效的治疗方案。

再生医学的出现为放射性肺损伤带来新的希望，诸多

研究尝试在放射性肺损伤动物模型中评估间充质干细胞的治

疗效果
[6]
。有研究表明间充质干细胞可通过定植分化为肺上

皮或内皮细胞和减轻炎症反应来缓解小鼠放射性肺损伤
[7]
。

还有研究表明间充质干细胞主要通过发挥抗炎和抗纤维化

作用在犬放射性肺损伤模型中发挥疗效
[8]
。最近的研究表

明，在间充质干细胞治疗中起主导作用的是旁分泌效应而

不是细胞分化
[9]
。间充质干细胞治疗的临床转化存在很多挑

战，如高免疫原性、效果不稳定及致瘤性等
[10]
。外泌体是

间充质干细胞发挥旁分泌效应的重要因子，其脂质双层膜

形成的囊泡结构中含有丰富的生物活性因子，如蛋白质、 

microRNA、脂类等
[11-12]

。与间充质干细胞相比，外泌体不仅

可以发挥类似于亲本细胞的免疫调节和组织修复特性，并且

不存在细胞治疗的相关风险，成为治疗放射性肺损伤及其他

疾病的新热点
[13-14]

。

无论是间充质干细胞治疗还是间充质干细胞来源外泌

体治疗，良好的细胞状态是前提，尤其是可持续的体外扩增

能力。有研究表明，随着年龄增长，脂肪来源间充质干细胞

增殖能力下降，抗衰老能力降低
[15]
。在小鼠骨髓间充质干

细胞相关研究中发现老年鼠细胞形态发生改变，分化能力下 

降
[16]
。人骨髓间充质干细胞相关研究表明，老年个体的骨髓

间充质干细胞在体外培养中更易进入复制性衰老，从而导致

增殖停滞
[17]
。这些研究都表明年龄是影响间充质干细胞状态

的主要因素之一
[18]
，然而，供体年龄对间充质干细胞来源外

泌体的影响尚未可知。该研究分离不同鼠龄小鼠骨髓间充质

干细胞来源外泌体，系统评价外泌体对小鼠放射性肺损伤模

型的保护作用，以揭示供体年龄对间充质干细胞来源外泌体

治疗潜力的影响，为进一步优化间充质干细胞来源外泌体的

临床应用策略提供理论基础和实验依据。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   体外细胞学实验和体内随机对照动物实验。

1.2   时间及地点   实验于 2023 年 1 月至 2024 年 5 月在河南

省人民医院临床单细胞生物医学中心完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   2 月龄 C57BL/6J 小鼠 52 只 (SPF 级，雄性，

体质量 30 g 左右 ) 和 14 月龄 C57BL/6J 小鼠 12 只 (SPF 级，

Abstract
BACKGROUND: Mesenchymal stem cells show extremely therapeutic potential for radiation-induced lung injury through delivering exosomes. Age is a primary 
factor affecting the function and biological efficacy of mesenchymal stem cells.
OBJECTIVE: To investigate the protective effects of exosomes derived from bone marrow mesenchymal stem cells of different mouse ages on radiation-induced 
lung injury in mice.  
METHODS: Bone marrow mesenchymal stem cells of young mice and old mice were obtained by whole bone marrow adherent culture. The exosomes were 
isolated from the supernatant of passage 3 bone marrow mesenchymal stem cells. Ten 2-month-old C57BL/6J mice were randomly selected as the control 
group after anesthesia and not irradiated. The remaining 30 2-month-old C57BL/6J mice were used to establish a mouse radiation-induced lung injury model 
and were randomly divided into three groups. Exosomes derived from bone marrow mesenchymal stem cells of young mice, exosomes derived from bone 
marrow mesenchymal stem cells of old mice, and PBS were injected through the tail vein, respectively. The survival rate of mice was monitored. The lung 
function, lung inflammation and fibrosis were assessed at 1 and 12 weeks after irradiation.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) The concentrations of particles and proteins in exosomes derived from bone marrow mesenchymal stem cells of young mice 
were higher than those in exosomes derived from bone marrow mesenchymal stem cells of old mice. (2) Compared with the control group, the survival rate 
of mice in the PBS group was low, and lung inflammation was obvious at week 1 after irradiation, and the levels and mRNA expressions of interleukin-1β, 
interleukin-6, and tumor necrosis factor-α were increased. Collagen deposition in lung tissues was observed at week 12 after irradiation, and the mRNA level 
of E-cadherin was decreased, while the mRNA levels of α-smooth muscle actin, transforming growth factor-β1, and β-catenin were increased. (3) Compared 
with the PBS group, the survival rate of mice in the exosome group was significantly improved, and the level of proinflammatory factors and their mRNA 
expression were reduced at week 1 after irradiation, the mRNA level of E-cadherin was increased, and the mRNA levels of α-smooth muscle actin, transforming 
growth factor β1 and β-catenin were reduced at week 12 after irradiation. (4) Among all the above indicators, the therapeutic effect of exosomes derived 
from bone marrow mesenchymal stem cells of young mice was better than that of exosomes derived from bone marrow mesenchymal stem cells of old mice. 
(5) The results showed that exosomes derived from bone marrow mesenchymal stem cells of young mice contained more particles and proteins, and the 
effect of alleviating early inflammation and late fibrosis of radiation-induced lung injury in mice was better than that of exosomes derived from bone marrow 
mesenchymal stem cells of old mice.
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雄性，体质量 30 g 左右 ) 均购于北京维通利华实验动物中

心，动物机构许可证号：SCXK( 京 )2019-0009。其中，12 只

2 月龄 C57BL/6J 小鼠和 12 只 14 月龄 C57BL/6J 小鼠分别用

于分离青年小鼠骨髓间充质干细胞 (young bone mesenchymal 

stem cells，YBMSCs) 和老年小鼠骨髓间充质干细胞 (aged 

bone mesenchymal stem cells，ABMSCs)。另外从 40 只 2 月龄

C57BL/6J 小鼠中随机选取 30 只构建放射性肺损伤模型，分

为 YBMSCs来源外泌体组 (n=10)，ABMSCs来源外泌体组 (n=10)

和 PBS 组 (n=10)；剩余 10只 2 月龄 C57BL/6J 小鼠进行假照射，

为对照组。该实验方案符合郑州大学动物中心伦理委员会的

要求和规定，审批号：ZZU-LAC20200828。

1.3.2   主要实验试剂   小鼠骨髓间充质干细胞培养基 ( 美

国 STEMCELL 公司，05513)；小鼠骨髓间充质干细胞无血清

培养基 ( 上海中桥新舟公司，ZM-TS002)；CD29、CD44、

CD105、CD34、CD45、CD11b 流式抗体 ( 美国 Biolegend 公司，

102207，103029，120413，119327，103131，101227)；

外泌体纯化试剂盒 ( 北京恩泽康泰公司，ES910)；BCA 蛋

白定量试剂盒 ( 北京索莱宝公司，PC0020)；小鼠白细胞介

素 1β、白细胞介素 6 和肿瘤坏死因子 α 酶联免疫吸附测定

(enzyme linked immunosorbent assay，ELISA) 试剂盒 ( 深圳欣

博盛公司，EMC001b，EMC004，EMC102a)；苏木精 - 伊红

染色试剂盒和 Masson 三色染色试剂盒 ( 北京索莱宝公司，

G1120，G1340)；RNA 提取及反转录试剂盒、荧光定量 PCR

试剂盒 ( 南京诺维赞公司，ROA3301，R323，Q711)；荧光定

量 PCR 引物由河南尚亚生物公司合成。

1.3.3   主要实验仪器   细胞培养箱 ( 美国 Thermo Scientific 公

司，8000)；倒置拍照显微镜 ( 日本 OLYMPUS 公司，IX71)；

流式分析仪 ( 美国 BD 公司，FACSAria II)；酶标检测仪 ( 美国 

Bio-Tek，cytation5)；高速离心机 (日本 Hitachi 公司，CP100MX)； 

透射电子显微镜 ( 日本 Hitachi 公司，HT-7700)；纳米颗粒

跟踪分析仪 ( 厦门 NanoFCM 公司，N30E)；高能直线加速器

( 瑞典 Elekta，Precise)；动物肺功能检测系统 ( 美国 DSI， 

BUXCO PFT)。

1.4   实验方法   

1.4.1   小鼠骨髓间充质干细胞的分离与培养   青年鼠和老年

鼠麻醉处死后 (3 只 / 次，重复 4 次 ) 于无菌条件下剥离双侧

股骨，剪断两端骨干骺端，用小鼠骨髓间充质干细胞培养基

冲洗骨髓腔，收集骨髓液 500×g 离心 10 min，加入红细胞

裂解液裂解红细胞，500×g 离心 10 min，得到的细胞沉淀用

新鲜的小鼠骨髓间充质干细胞培养基重悬，以 1×104
个 /cm2 

密度接种于培养瓶中，置于 37 ℃、体积分数 5% CO2 培养箱

中培养，每 3 d 更换 1 次细胞培养液，当细胞生长至 80% 融

合时，用 0.25% 胰蛋白酶消化，按照 1 ∶ 3 比例进行扩增，

第 3 次传代的细胞用于后续实验。

1.4.2   小鼠骨髓间充质干细胞的流式鉴定   第 3 次传代的

YBMSCs 和 ABMSCs 用 0.25% 胰蛋白酶消化后离心并计数，

取 1×106
个细胞 (100 μL 细胞悬液 ) 按说明书分别加入流式

抗体 (CD29、CD44、CD10、CD34、CD45、CD11b) 避光孵育 

20 min，用 PBS 洗 2 遍后转入流式管中上机检测。

1.4.3   外泌体的分离与鉴定   第3次传代的 YBMSCs和ABMSCs 

融合度达到 80% 时，更换培养基为小鼠骨髓间充质干细胞

无血清培养基，继续培养 24 h 后收集上清。将上清液分别

经 500×g 和 2 000×g 各离心 10 min，去除细胞及细胞碎片，

再使用高速离心机 10 000×g 离心 30 min 去除亚细胞结构，

最后使用外泌体纯化试剂盒提取并纯化外泌体，分别标记为

YBMSCs-EXs 和 ABMSCs-EXs，用 50 μL PBS 重悬后置于 -80 ℃

备用。提取得到的外泌体经透射电镜观察成像后，通过粒径

分析检测外泌体粒径和浓度，并通过 BCA 蛋白定量法检测蛋

白质浓度。

1.4.4   小鼠放射性肺损伤模型的建立与外泌体治疗   小鼠用

1% 戊巴比妥钠 (50 mg/kg) 麻醉后，腹面朝上固定于治疗床

上，使用直线加速器经前胸单次照射肺脏平面 20 Gy( 加速器

吸收剂量率 =300 cGy/min)，照射后立即给予 YBMSCs-EXs 和

ABMSCs-EXs( 尾静脉注射，20 μg/g) 以及与外泌体相同体积

的 PBS。

1.4.5   小鼠一般情况   各组小鼠常规喂饲并观测一般情况及

存活率。

1.4.6   取材   照射后第 1，12 周，对照组每个时间点取 5 只

小鼠，其余组因有肺损伤死亡，故每个时间点取 4 只小鼠，

先进行肺功能检测，之后麻醉处死小鼠取肺组织，左肺进行

组织病理学观察，一半右肺进行 ELISA 检测，一半右肺进行

荧光定量 PCR 检测。

1.4.7   肺功能与肺系数   照射后第 1，12 周使用动物肺功能

检测系统检测小鼠肺功能，小鼠麻醉后经气管插管检测肺活

量、深吸气量、静态肺顺应性和动态肺顺应性，然后处死小鼠，

称量体质量，开胸后剥离两侧肺组织并称质量，计算肺系数。

肺系数 = 肺组织湿质量 / 小鼠体质量 ×100%。

1.4.8   肺组织病理学观察   小鼠左肺组织经中性甲醛溶液固

定后按常规流程制作石蜡包埋切片，进行苏木精 - 伊红染色

和 Masson 三色染色，光镜下观察肺组织形态并拍照。

随机选择苏木精 - 伊红染色的 5 个视野，根据 Smith 评

分方法评估肺损伤指数
[19]
，从上皮细胞损伤、间质性水肿、
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炎性细胞浸润、出血及透明膜形成的程度分别进行 0-4 分的

半定量评分 (0 分：无损伤；1 分：病变范围 25%-50%；2 分：

病变范围 > 50%-75%；4 分：病变范围 > 75%)。

随机选择 Masson 三色染色的 5 个视野，使用 Image J

软件评估肺组织纤维化面积比例 ( 蓝色胶原蛋白面积 / 视野

总面积 ×100%)。

1.4.9   肺组织炎症因子检测   小鼠一半右肺组织加入适量 PBS

制备组织匀浆，收集上清液，按照 ELISA 试剂盒说明书用酶

标仪在 450 nm 波长处检测肺组织中白细胞介素 1β、白细胞

介素 6、肿瘤坏死因子 α 水平。

1.4.10   荧光定量 PCR 检测   小鼠一半右肺组织剪成小块后充

分研磨成组织匀浆，按照 RNA 提取和反转录试剂盒说明书提

取总 RNA 并反转录合成 cDNA。根据荧光定量 PCR 试剂盒说

明书和 2-ΔΔCt
法检测并计算白细胞介素 1β、白细胞介素 6、

肿瘤坏死因子 α、E- 钙黏蛋白、α- 平滑肌肌动蛋白、转化

生长因子 β1、β- 连环蛋白的 mRNA 相对表达量，对应的引

物序列见表 1。

2   结果   Results 
2.1   YBMSCs 和 ABMSCs 的鉴定结果   流式细胞术检测结果显

示，绝大多数细胞 CD29、CD44、CD105 呈阳性 ( 阳性率大于

90%)，而 CD34、CD45、CD11b 呈阴性 ( 阳性率小于 1%)，符

合国际骨髓间充质干细胞标准，见图 1。

如图 2 所示，在原代培养第 3 天，绝大多数 YBMSCs 和

ABMSCs 已完成贴壁，呈梭形状态。在相同量的小鼠骨髓中，

ABMSCs 的贴壁细胞数量少于 YBMSCs。第 1 代培养时，贴壁

生长的 YBMSCs 和 ABMSCs 胞体均已完全舒展，形态接近于

成纤维细胞。第 3 代培养时，与 YBMSCs 相比，ABMSCs 的

胞体较扁平，少数细胞核体变大呈复制性衰老状态。

2.2   YBMSCs-EXs 和 ABMSCs-EXs 的鉴定结果   透射电镜显示，

YBMSCs-EXs 和 ABMSCs-EXs 均呈现中间凹陷的圆盘状，见图

3A。粒径分析显示 YBMSCs-EXs 和 ABMSCs-EXs 的颗粒直径大

小均为 75 nm 左右，见图 3B 和图 3D。YBMSCs-EXs 的颗粒物

浓度为 6.36×109
颗粒数 /mL，ABMSCs-EXs 的颗粒物浓度为

3.78×109
颗粒数 /mL，两者差异有显著性意义 (P < 0.05)，见

图 3C 和图 3E。YBMSCs-EXs 和 ABMSCs-EXs 的蛋白浓度也有

显著差异 (P < 0.05)，ABMSCs-EXs 的蛋白浓度 (6.42 μg/μL) 显

著低于 YBMSCs-EXs(8.98 μg/μL)，见图 3F。

2.3   YBMSCs-EXs 和 ABMSCs-EXs 对小鼠放射性肺损伤的保护

作用   实验期间，对照组小鼠饮食及活动正常，呼吸平稳，

无皮肤及被毛异常。而放射性肺损伤小鼠体质量减轻，活动

量变少，照射区域的被毛颜色逐渐变浅直至照射后第 12 周

全部变白，极少数小鼠出现照射野溃疡。

生存曲线显示，照射后第 12 周，PBS 组小鼠存活率较

对照组小鼠显著降低 (P < 0.05)。与 PBS 组相比，YBMSCs-EXs

组和 ABMSCs-EXs 组放射性肺损伤小鼠的死亡率均显著降低 

(P < 0.05)，见图 4A。

照射后第 1 周，PBS 组小鼠肺功能相关指标与对照组相

比显著下降，直至照射后第12周 (均P < 0.001)。与PBS组相比，

无论是在照射后第 1 周还是照射后第 12 周，YBMSCs-EXs组

和 ABMSCs-EXs 组小鼠肺功能升高 ( 均 P < 0.05)，见图 4B 和

4C。

肺系数变化也反映了外泌体对小鼠放射性肺损伤的保护

作用。如图 4D 所示，与对照组相比，PBS 组小鼠肺系数在

照射后第 1 周和第 12 周均升高 ( 均 P < 0.05)。在照射后第 1

周，与 PBS 组相比，YBMSCs-EXs组和 ABMSCs-EXs组肺系数

轻微降低，差异无显著性意义 (P=0.08，P=0.95)。在照射后

第 12 周，与 PBS 组相比，YBMSCs-EXs组和 ABMSCs-EXs组肺

系数均显著降低，其中 YBMSCs-EXs组肺系数降低更明显 ( 均 

P < 0.05)。

表 1 ｜引物序列
Table 1 ｜ Sequences of primers

基因名称 引物序列 (5′-3′)

白细胞介素 1β 正向：GAA ATG CCA CCT TTT GAC AGT G
反向：TGG ATG CTC TCA TCA GGA CAG

白细胞介素 6 正向：CTG CAA GAG ACT TCC ATC CAG
反向：AGT GGT ATA GAC AGG TCT GTT GG

肿瘤坏死因子 α 正向：CCT GTA GCC CAC GTC GTA G
反向：GGG AGT AGA CAA GGT ACA ACC C

β-actin 正向：AGG TGA CAG CAT TGC TTC TG
反向：GCT GCC TCA ACA CCT CAA C

E-钙黏蛋白 正向：CAC AGG CGG TGA GAC CTA TC
反向：TGG GTT TAA ATC GGC CAG CA

α-平滑肌肌动蛋白 正向：AAC GAG TAC CGG AGA CAG GT
反向：GGT GAC GAG CCA TCT CTT CC

转化生长因子 β1 正向：TGC TAA TGG TGG ACC GCA A
反向：CAC TGC TTC CCG AAT GTC TGA 

β-连环蛋白 正向：CAG ATC CCA TCC ACG CAG TT
 反向：CAG ATC CCA TCC ACG CAG TT

1.5   主要观察指标   ① YBMSCs-EXs 和 ABMSCs-EXs 的形态、

粒径大小、颗粒物及蛋白浓度等一般特性；② YBMSCs-EXs

和 ABMSCs-EXs 治疗后放射性肺损伤小鼠一般情况及生存状

态；③ YBMSCs-EXs 和 ABMSCs-EXs 治疗对放射性肺损伤小鼠

早期炎症的影响；④ YBMSCs-EXs 和 ABMSCs-EXs 治疗对放射

性肺损伤小鼠晚期肺纤维化的影响。

1.6   统计学分析   使用 Graphpad Prism 10.1.2 作图并进行统

计学分析。数据以 x-±s表示。两组间差异比较用非配对 t检验；

多组之间差异比较总体趋势采用单因素方差分析，两两比较

采用 LSD-t 检验。P < 0.05 为差异有显著性意义。文章统计学

方法已经通过河南省人民医院生物统计学专家审核。
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2.4   YBMSCs-EXs 和 ABMSCs-EXs 对小鼠放射性肺损伤早期

炎症的影响   肺组织苏木精 - 伊红染色显示，在照射后第

1 周，对照组小鼠肺组织内肺泡形态正常，未见明显炎症

反应；PBS 组小鼠肺组织内肺泡结构损伤，肺泡壁及肺间

质充血水肿，伴有炎性细胞浸润，见图 5A。与对照组相

比，PBS 组小鼠肺损伤指数显著升高 (P < 0.05)；与 PBS 组

相 比，YBMSCs-EXs 组 和 ABMSCs-EXs 组 肺 内 炎 症 反 应 减

轻，肺损伤指数显著降低，并且 YBMSCs-EXs 组肺损伤指

数降低程度大于 ABMSCs-EXs 组 ( 均 P < 0.05)，见图 5A 和 

图 5B。

ELISA 检测结果显示，照射后第 1 周，PBS 组小鼠肺

组织内促炎因子白细胞介素 1β、白细胞介素 6 及肿瘤坏死

因子 α 含量均显著升高 ( 均 P < 0.05)，而 YBMSCs-EXs 组和

ABMSCs-EXs 组上述炎症因子水平显著降低 ( 均 P < 0.05)。

YBMSCs-EXs 组上述炎症因子水平的下降程度显著高于 

ABMSCs-EXs 组 (P < 0.05)，见图 5C。

与 ELISA 检测结果类似，PBS 组小鼠肺组织内白细胞介

素 1β、白细胞介素 6 及肿瘤坏死因子 α mRNA 相对表达量

升高，而 YBMSCs-EXs 组上述促炎因子 mRNA 相对表达量显

著降低 ( 均 P < 0.05)。ABMSCs-EXs 组小鼠肺组织内上述促炎

因子 mRNA 相对表达量较 PBS 组轻微下降，差异无显著性意

义 (P=0.20，P=0.24，P=0.07)，见图 5D。

2.5   YBMSCs-EXs 和 ABMSCs-EXs 对小鼠放射性肺损伤晚期肺

纤维化的影响   Masson 染色显示，照射后第 12 周，PBS 组

小鼠肺组织肺泡腔塌陷融合，肺间隔内有大量胶原沉积，而

对照组小鼠肺组织内肺泡结构尚完整，胶原几乎不可见，见

图 6A。与对照组相比，PBS 组小鼠肺组织内纤维化面积显著

增加 (P < 0.05)，而 YBMSCs-EXs 组和 ABMSCs-EXs 组肺纤维化

面积显著减少，并且 YBMSCs-EXs 组纤维化面积的降低程度

大于 ABMSCs-EXs 组 ( 均 P < 0.05)，见图 6B。

实时荧光定量 PCR 结果显示，与对照组相比，PBS 组小

鼠肺组织内上皮细胞表面标记物 E- 钙黏蛋白 mRNA 相对表

达量显著降低，而间质细胞表面标记物 α- 平滑肌肌动蛋白

mRNA 相对表达量显著升高，同时促纤维化基因转化生长因

子β1和β-连环蛋白mRNA相对表达量显著升高 (均P < 0.05)。

YBMSCs-EXs 组和 ABMSCs-EXs 组 E- 钙黏蛋白 mRNA 相对表

达量显著升高，α- 平滑肌肌动蛋白、转化生长因子 β1 和 β-

连环蛋白 mRNA 相对表达量显著降低 ( 均 P < 0.05)。在升高

E- 钙黏蛋白和降低转化生长因子 β1 mRNA 相对表达量上，

YBMSCs-EXs 具有比 ABMSCs-EXs更好的效果 (P < 0.05)，见 

图 6C。

3   讨论   Discussion
基于再生医学的间充质干细胞或间充质干细胞来源外泌

体疗法已被证实可有效缓解多种不同原因导致的肺炎或肺纤

维化，包括放射性肺损伤
[20-21]

。为求最佳治疗效果，诸多研

究探索了年龄对间充质干细胞的影响，发现高龄供者来源间

充质干细胞功能下降
[22]
。同时，高龄 (> 65 岁 ) 也是临床接

受放射治疗患者发生放射性肺损伤的危险因素
[23-24]

。那么，

探究年龄对间充质干细胞和间充质干细胞来源外泌体的影响

意义重大。目前尚缺乏年龄对间充质干细胞来源外泌体影响

的相关研究。该研究分离培养青年鼠和老年鼠骨髓间充质干

细胞来源外泌体，证实了年龄可影响骨髓间充质干细胞的外

泌体产量及内容物含量，然后通过放射性肺损伤小鼠尾静脉

注射青年鼠和老年鼠骨髓间充质干细胞来源外泌体，进一步

证明年龄可影响骨髓间充质干细胞来源外泌体对小鼠放射性

肺损伤的疗效。

高龄会导致多种干细胞功能耗竭，其中包括骨髓间充质

干细胞
[25-27]

。年龄对干细胞功能的影响是多方面的，研究认

为由于衰老相关分泌表型的存在，衰老细胞可能会分泌较多

的外泌体
[28-30]

。该实验结果显示，ABMSCs-EXs 的颗粒物和蛋

白浓度较低。一方面，该研究采用第 3 代 ABMSCs，为早期

传代细胞，尚未正式转变为衰老细胞；另一方面，相同培养

体系下，ABMSCs 由于增殖能力慢且细胞形态扁平，导致培

养体系中细胞数量明显少于 YBMSCs。因此，从这些培养体

系中收集到的同等体积上清液中分离的外泌体颗粒物和蛋白

浓度不同，YBMSCs-EXs 的颗粒物和蛋白浓度较 ABMSCs-EXs

高。这些结果表明，年龄通过影响细胞状态和数量进而影响

衍生物含量。有研究通过分析 30-65 岁人血液外泌体内线粒

体 DNA，发现随着年龄的增长，线粒体 DNA 含量下降，可

能是细胞自噬清除了衰老相关的细胞物质
[31]
。这表明细胞衰

老不仅影响其外泌体产量，更有可能重塑外泌体内容物的组

成。目前尚缺乏研究探索年龄对骨髓间充质干细胞外泌体内

容物的影响。但已有不少研究证实间充质干细胞来源外泌体

中携带的 microRNA 可阻止上皮间质转化，在放射性肺损伤

修复中发挥抗纤维化作用
[32]
，这些 microRNA 等活性物质的

表达水平是否会随着干细胞供体年龄的增加而发生改变也需

要进一步明确。这也提示需要进一步探索年龄对外泌体内容

物，如 microRNA、蛋白质的影响，寻找有效作用因子。这

对外泌体的临床转化至关重要，未来可通过高通量测序、质

谱分析等技术手段对不同年龄来源的间充质干细胞外泌体进

行系统比较，筛选具有关键作用的功能分子，为精准治疗策

略提供依据。
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图注：图 A 为 YBMSCs 和 ABMSCs 表面标记物 CD29、CD44、CD105、
CD34、CD45、CD11b 的代表性流式分析图；B 为上述细胞表面标志物阳

性表达比例。YBMSCs：青年小鼠骨髓间充质干细胞；ABMSCs：老年小

鼠骨髓间充质干细胞。

图 1 ｜青年和老年小鼠骨髓间充质干细胞的流式鉴定结果

Figure 1 ｜ Identification results of young and aged mouse bone marrow 
mesenchymal stem cells by flow cytometry

图注：图 A 为透射电镜下 YBMSCs-EXs 和 ABMSCs-EXs 的形态 (×60 000)；
B，D 为 YBMSCs-EXs 和 ABMSCs-EXs 粒径分布和量化柱状图；C，E 为

YBMSCs-EXs 和 ABMSCs-EXs 颗粒物分布和量化柱状图；F 为 YBMSCs-EXs
和 ABMSCs-EXs 的蛋白浓度量化柱状图。与 YBMSCs-EXs 相比，

aP < 0.05。
YBMSCs-EXs：青年小鼠骨髓间充质干细胞来源外泌体；ABMSCs-EXs：老

年小鼠骨髓间充质干细胞来源外泌体。

图 3 ｜青年和老年小鼠骨髓间充质干细胞来源外泌体的表征

Figure 3 ｜ Characterization of exosomes derived from bone marrow 
mesenchymal stem cells in young and aged mice 

图注：箭头指示为呈现复制性衰老状态的细胞。YBMSCs：青年小鼠骨

髓间充质干细胞；ABMSCs：老年小鼠骨髓间充质干细胞。

图 2 ｜青年和老年小鼠骨髓间充质干细胞的形态 (×100)
Figure 2 ｜ Morphology of young and aged mouse bone marrow 
mesenchymal stem cells (×100)
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图注：图 A 为照射后第 1 周各组小鼠肺组织的苏木精 - 伊红

染色代表性图片 (×200，标尺 =50 μm；黑色箭头指示炎症细

胞浸润；红色箭头指示肺间质充血 )；B 为根据图 A 评估各组

小鼠的肺损伤指数；C，D 为照射后第 1 周各组小鼠肺组织内

炎症因子水平及对应的 mRNA 相对表达量。与对照组相比，
aP < 0.05；与 PBS 组相比，

bP < 0.05；与 YBMSCs-EXs 组相比，
cP < 0.05。YBMSCs-EXs：青年小鼠骨髓间充质干细胞来源外泌

体；ABMSCs-EXs：老年小鼠骨髓间充质干细胞来源外泌体。

图 5 ｜青年和老年小鼠骨髓间充质干细胞来源外泌体对各组

小鼠肺部炎症的影响

Figure 5 ｜ Effect of exosomes derived from bone marrow 
mesenchymal stem cells in young and aged mice on lung 
inflammation in mice of each group 

图注：图 A 为照射后第 12 周各组小鼠肺组织的 Masson 染色代表性图片 (×200，标尺 = 
100 μm；蓝色为胶原沉积 )；B 为根据图 A 统计各组小鼠的肺纤维化面积占视野总面积

的比例；C 为照射后第 12 周各组小鼠肺组织内上皮间质转化及促纤维化基因 mRNA 相

对表达量。与对照组相比，
aP < 0.05；与 PBS 组相比，

bP < 0.05；与 YBMSCs-EXs 组相比，
cP < 0.05。YBMSCs-EXs：青年小鼠骨髓间充质干细胞来源外泌体；ABMSCs-EXs：老年小

鼠骨髓间充质干细胞来源外泌体；E-cadherin：E-钙黏蛋白；α-SMA：α-平滑肌肌动蛋白；

TGF-β1：转化生长因子 β1；β-catenin：β-连环蛋白。
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图注：图 A 为各组小鼠的生存曲线；

B，C 为照射后第 1 周和第 12 周各组

小鼠的肺功能相关指标；D 为照射

后第 1 周和第 12 周各组小鼠的肺系

数。与对照组相比，
aP < 0.05；与 PBS 

组相比，
bP < 0.05；与 YBMSCs-EXs 组

相比，
cP < 0.05。YBMSCs-EXs：青年

小鼠骨髓间充质干细胞来源外泌体；

ABMSCs-EXs：老年小鼠骨髓间充质干

细胞来源外泌体。

图 4 ｜青年和老年小鼠骨髓间充质干

细胞来源外泌体对各组小鼠生存状态

及肺功能的影响

Figure 4 ｜ Effect of exosomes derived 
from bone marrow mesenchymal 
stem cells in young and aged mice on 
survival status and lung function of 
mice from each group 
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图 6 ｜青年和老年小鼠骨髓间充质干细胞来源外泌体对各组小鼠肺纤维化的影响

Figure 6 ｜ Effect of exosomes derived from bone marrow mesenchymal stem cells in young and aged mice on lung fibrosis in mice of each group 
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除外泌体产量及内容物浓度外，该实验结果还发

现 YBMSCs-EXs 降低放射性肺炎和纤维化的程度均优于 

ABMSCs-EXs，表明年龄对外泌体产量及内容物含量的改变，

导致了不同鼠龄来源骨髓间充质干细胞外泌体对放射性肺

损伤的疗效差异。早期放射性肺炎和晚期肺纤维化是放射

性肺损伤的两个重要阶段，放射性肺炎的迁延不愈将进展为

放射性肺纤维化
[33-34]

。前期研究结果表明，照射后 24 h 至

照射后第 1 周处于放射性肺炎时期，而照射后第 12 周即发

生明显的肺纤维化
[35-36]

。该实验结果显示，YBMSCs-EXs 与

ABMSCs-EXs 显著缓解照射后第 1 周出现的肺组织炎症，同

时缓解照射后第 12 周出现的肺纤维化。这与已发表的有关

外泌体治疗放射性肺损伤的研究结果类似，都肯定了外泌

体在放射性肺损伤无细胞疗法中的研究价值和临床应用潜 

力
[7，37]

。值得注意的是，近年来越来越多的研究开始关注

外泌体治疗的个体化与可控性。外泌体来源供体的年龄、种

族、性别以及细胞类型和培养环境 ( 如缺氧等应激状态 ) 都

可能对外泌体质量、组成和生物功能产生深远影响
[38-40]

。有

研究表明外泌体是衰老相关分泌表型的重要因子，可能会对

受体细胞产生不利影响
[41]
。该实验结果显示来自早期传代的

ABMSCs-EXs 对放射性肺损伤有一定的疗效。在临床应用外

泌体治疗时应谨慎评估年龄与细胞状态等可能影响外泌体质

量的相关因素。除了细胞来源差异外，外泌体的递送方式、

剂量及作用时间窗口等因素也会显著影响其治疗效果。因此，

建立标准化的外泌体制备、纯化和质量控制体系，是外泌体

治疗临床转化的重要前提。近年来，也有学者提出可利用生

物工程手段修饰干细胞或外泌体，如通过基因编辑或电转导

等方式使特定的功能性microRNA或蛋白质在外泌体中富集，

从而增强外泌体的靶向性和治疗效能
[42]
，这也为改善老年供

体来源外泌体的疗效潜能提供了新思路。

该研究通过检测促炎因子白细胞介素 1β、白细胞介

素 6、肿瘤坏死因子 α，上皮间质转化因子 E- 钙黏蛋白、

α- 平滑肌肌动蛋白，以及促纤维化因子转化生长因子 β1、

β- 连环蛋白来评估外泌体调控放射性肺损伤炎症和纤维

化的机制，结果显示放射性肺损伤小鼠肺组织中促炎因子

白细胞介素 1β、白细胞介素 6、肿瘤坏死因子 α 升高，但 

YBMSCs-EXs 与 ABMSCs-EXs 治疗后这些因子显著降低。类似

地，YBMSCs-EXs 组和 ABMSCs-EXs 组 E- 钙黏蛋白 mRNA 相

对表达量显著升高，α- 平滑肌肌动蛋白、转化生长因子 β1

和 β- 连环蛋白 mRNA 相对表达量显著降低。外泌体参与调

控放射性肺损伤炎症和纤维化的机制可能存在多种效应，具

体的机制仍待深入探讨。

综上所述，该研究首次将 YBMSCs-EXs 与 ABMSCs-EXs

进行系统比较，发现 YBMSCs-EXs 的颗粒物和蛋白质浓度较

高，对放射性肺损伤小鼠肺组织炎症和纤维化的缓解效果优

于 ABMSCs-EXs，为间充质干细胞及间充质干细胞来源外泌

体的临床应用提供了科学参考依据。
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