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摘要:目的 探索不同极化类型巨噬细胞来源外泌体对放射损伤后的骨髓间充质干细胞的作用。方法 培养并鉴定大鼠骨髓来源巨噬细胞
（BMDMs）并诱导为不同极化类型（M1、M2型），收集不同极化类型巨噬细胞来源的外泌体（M1-exo、M2-exo），培养鉴定骨髓间充质干
细胞（BMSCs）并分为对照组、放射组（irBMSCs）、M1-exo组（irBMSCs + M1-exo）、M2-exo组（irBMSCs +M2-exo）。采用 CCK-8及 Ki-67染
色检测各组细胞增殖能力、TUNNEL染色检测各组细胞凋亡情况、茜素红染色检测各组成骨分化能力、Western blot 检测 ALP，RUNX2，a-SMA
的表达情况。结果 放射组 BMSCs与对照组相比，增殖能力显著下降、TUNNEL 阳性细胞数显著增多、成骨分化能力显著下降、RUNX2及
ALP表达显著减低、α-SMA表达显著升高；M2-exo组与放射组相比，增殖能力显著增高、TUNNEL阳性细胞数显著减少、成骨分化能力显
著增高、RUNX2及 ALP表达显著增加、α-SMA表达显著降低。结论 X射线造成 BMSCs细胞损伤、成骨分化能力受损，M2型巨噬细胞来源
的外泌体能够显著改善放射造成的 BMSCs损伤、提高成骨分化能力、降低纤维化分化能力。
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放射性颌骨骨坏死（Osteoradionecrosis of the jaws,ORNJ）为头
颈部恶性肿瘤放射治疗之后常见的严重并发症，发病率为
8.2%~22%[1]，主要临床症状表现为死骨暴露、病理性骨折等，目前
其发病机制不清，缺乏非常有效的预防和治疗措施[2,3,4]，因此对其的
机制研究一直是国内外的热点。

文献报道及我们前期研究发现，成骨功能降低在ORNJ 发病过
程中发挥重要作用，而骨髓间充质干细胞（BMSCs）是机体骨形成
的重要效应细胞[5,6]，而且放射损伤的大鼠BMSCs 成骨能力严重受损
[7]。因此，BMSCs 成骨功能受损与ORNJ 的发病密切相关。

巨噬细胞在放射损伤、纤维化疾病的病理发展过程中均具有重
要的作用[8,9,10]。巨噬细胞主要分为两种极化类型：经典激活的巨噬
细胞（M1）和替代激活的巨噬细胞（M2）[11,12]。M1型巨噬细胞促
进炎症细胞因子的表达，其造成的微环境削弱 BMSCs 的成骨能力
[13]。M2型巨噬细胞可以释放抗炎和营养细胞因子，提高 BMSCs 的
成骨分化能力[14]。多项研究表明，巨噬细胞通过外泌体对多种细胞
发挥调控作用。但是不同极化类型巨噬细胞外泌体对放射性损伤
BMSCs 的生物学特性的研究尚不清晰，本研究拟在体外验证不同极
化类型巨噬细胞来源的外泌体对放射损伤后的骨髓间充质干细胞
的影响，为ORNJ 的治疗方法提供新的思路与实验依据。

1 材料和方法
1.1 实验动物和材料
本研究所用SPF级SD大鼠由空军军医大学实验动物中心购买，

所有动物实验操作均符合动物实验伦理原则。MEM Alpha
Modification(1X)、DMEM/HIGH GLUCOSE(Hyclone)；Recombinant Rat
M-CSF(PEPROTECH)；α-SMA、RUNX2、CD86、CD68(GeneTex)；
ALP(abcam) ； CD206(arigo) ； F4/80(BioCell) ； 茜素红 S 染色液
（Solarbio）；CCK-8(七海生物)；TUNNEL(碧云天生物)

1.2 细胞培养及鉴定
BMSCs 取自 2周龄雌性 SD 大鼠。脱颈处死后分离股骨和胫骨，

去除骨表面软组织，剪断骨骺使用培养液冲出骨髓，充分吹打形成
单细胞悬液，接种在细胞培养皿中，使用添加 10%胎牛血清的α
-MEM 培养基在 37℃、5%CO2 的恒温孵箱中培养，3-4 天换液，
细胞密度达到 70%-80%传代，P3 代细胞用于本研究后续实验。光
镜下观察细胞，流式细胞术检测 CD34、CD90、CD45、CD29 进行
细胞鉴定。

大鼠骨髓来源巨噬细胞取自 2周龄雌性 SD大鼠，脱颈处死后
分离股骨和胫骨，去除骨表面软组织，剪断骨骺使用无菌 PBS 冲出
骨髓，充分吹打形成单细胞悬液，加入红细胞裂解液处理 2分钟，
800 转离心 5分钟，收集细胞，培养液重悬后加入M-CSF（10ng/ml）
接种在细胞培养板中，诱导 7天后用于后续实验。光镜下观察细胞
形态，并用免疫荧光染色检测 F4/80、CD68 进行巨噬细胞鉴定。

LPS+IFN-γ诱导M1型巨噬细胞，IL-4 诱导M2型巨噬细胞。
光镜下观察细胞形态，免疫荧光染色检测CD86、CD206 进行鉴定。

1.3 外泌体提取和鉴定
大鼠巨噬细胞诱导极化分型 24 小时后弃培养基，加入不含血

清和抗生素的高糖 DMEM培养基培养 24小时。收集上清液，4℃、
1000g 离心 10 分钟，吸取上清液，4℃、1000g 离心 30 分钟，吸取
上清并用 0.22μm滤膜过滤后收集上清，4℃、120000g 离心 60 分
钟，去上清，PBS 重悬，将两管样品合为一管，严格配平，4℃、
120000g 离心 60 分钟，弃上清收集沉淀，PBS重悬后-80℃冰箱储
存待用。透射电镜 (TEM)观察外泌体特征，Particle Metrix’
ZetaView 检测进行粒径分析（NTA）。通过 Western Blot 法检测
CD63、CD81、CD9、TSG101 表达。

1.4 放射损伤 BMSCs 模型建立
根据实验组前期研究，将BMSCs以2.5×106个细胞接种于6孔板

中接受放射处理，放射线来源于陕核工业第二一五医院放疗科
CX5762型放射治疗机（VARIAN，美国），射线性质属高能X射线，
剂量率为4Gy/min，单次放射剂量为4Gy。

1.5 共培养实验
通过阅读文献可知，外泌体共培养在 48h 时效果达到顶峰，本

人预实验时 24h、72h 较 48h 效果不显。放射后BMSCs 过夜后加入
外泌体共培养 48h，光镜下观察各组细胞形态、CCK-8 及 Ki-67 染
色检测细胞增殖能力、TUNNEL 染色检测细胞凋亡情况、茜素红染
色分析成骨能力、Western Blot检测各组细胞中ALP，RUNX2，a-SMA
的表达。

1.7 茜素红染色及定量分析
接种各组待测细胞共培养，以成骨诱导液诱导21d后，2.5%戊

二醛固定15min后，用1%茜素红染液(pH4.3)染色，荧光显微镜下观
察钙结节数量及密度。10%氯化十六烷基吡啶溶液洗脱30min,进行
茜素红染色定量，用50uL洗脱液在540nm处测量光密度，由此评估
细胞外基质矿化情况

1.8 Ki-67染色及分析
共培养48h后室温4%多聚甲醛固定45min，0.1%Triton-X通透

10min，加入适量封闭液室温封闭60min，以1:200比例加入稀释后
Anti-ki67 Rabbit antibody (Component A)，4℃孵育过夜，每个样品加
入50μl Cy3-conjugated Goat anti-Rabbit IgG (Component A，以1:100
比例稀释)室温避光孵育60分钟，滴加80μl DAPI室温孵育5min，封
片后在荧光显微镜下观察，ImageJ软件荧光定量分析。

1.9 统计学分析
对各组计量数据，使用SPSS 17.0软件进行one-way ANOVA分

析，P<0.05时认为差异具有统计学意义。
2 结果
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2.1 BMSCs 和巨噬细胞的培养与鉴定
光镜下观察BMSCs 呈长梭形成纤维细胞样形态，贴壁较好（图

1A）。流式细胞术证明其表面高表达 CD90、CD29，低表达 CD45、
CD34（图 1B）。巨噬细胞光镜下呈短梭形，免疫荧光表明其表面高
表达 F4/80 和 CD68 分子(图 1C-D）。

图 1 BMSCs 和巨噬细胞的培养与鉴定

A 光镜下 BMSCs 细胞形态；B BMSCs 表面标志物表达；C 光镜下

骨髓巨噬细胞形态；D 骨髓巨噬细胞表面标志物表达

Fig 1 Cultivation and identification of rat BMSCs and macrophages

A The morphology of BMSCs under optical microscope;B The expression

of surface markers of BMSCs;C The morphology of rat BMDMs under

optical microscope;D The expression of surface markers of rat BMDMs

2.2 巨噬细胞极化诱导及外泌体提取与鉴定

使用 LPS+IFN-γ诱导后，光镜下表现为梭型，免疫荧光染色

显示高表达 CD86。使用 IL-4 诱导后，光镜下表现为纺锤状，免疫

荧光染色显示高表达 CD206（图 2）。

图 2 M1和 M2型巨噬细胞培养和鉴定

Fig 2 The culture and identification of M1 and M2 macrophages

2.3 外泌体鉴定

TEM观察M1-exo、M2-exo均有典型的杯状结构，粒径在100nm

（图 3A）。Western blot 发现其表达 CD63、CD81、CD9、TSG101 等

标志分子（图 3B）。NTA表明其主要分布在 80-200nm 左右（图 3C），

符合目前外泌体公认的鉴定标准。

图 3 M1 和M2 型巨噬细胞来源的外泌体提取和鉴定

A 透射电镜鉴定；B 外泌体的蛋白标志物分析；C 外泌体的

粒径分析

Fig 3 The extraction and identification of exosomes derived from M1

and M2 macrophages

A TEM identification;B The protein marker analysis of exosomes;C

NTA of exosomes

2.4 不同极化类型巨噬细胞外泌体与放射损伤 BMSCs 细胞模

型共培养

光镜下观察正常 BMSCs 呈规则的长梭形细胞整齐排列，X射线

放射后 48 小时，细胞形态发生不规则形变，并出现大量死细胞，

细胞密度明显下降（图 4A），M2-exo 组相较于放射组与M1-exo 组

细胞密度有所上升。

CCK-8 检测发现，放射组BMSCs 细胞存活比例与对照组相比，

显著减少，差异有统计学差异，M1-exo 组细胞存活比例与放射组

无统计学差异，M2-exo 组细胞存活比例与放射组相比显著增加，

差异有统计学意义（图 4B）。

TUNNEL 染色结果显示，放射组BMSCs 发生大量凋亡，M2-exo

组阳性细胞数与放射组和M1-exo 组相比显著下降（图 4C）。

Ki-67 免疫荧光染色结果显示，放射组 BMSCs 与对照组相比

Ki-67 阳性细胞数显著下降，M1-exo 组与放射组相比无统计学差

异，M2-exo 组较放射组相比显著增高（图 4D）。

图 4外泌体对放射后BMSCs 增殖能力的影响

A细胞形态的影响；B CCK-8 结果；C TUNNEL 染色结果；D Ki-67

染色结果和分析

Fig 4 The effect of exosomes on the proliferation of BMSCs after radiation

A The influence of cell morphology;B The results of CCK-8;C The results

of TUNNEL staining;D Ki-67 staining results and analysis

2.5 成骨和成纤维能力检测

茜素红染色结果显示，放射组 BMSCs 吸光度值与对照组相比

明显下降，M1-exo 组与放射组相比吸光度值无统计学差异，M2-exo

组与放射组相比吸光度值增高，差异具有统计学意义（图 5A）。

Western blot 检测成骨相关蛋白及α-SMA 结果显示，放射组

BMSCs 成骨相关蛋白 ALP 和 RUNX2 的表达与对照组相比显著下

降；M1-exo 组与放射组相比，ALP 的表达无统计学差异，RUNX2

的表达显著增高；M2-exo 组与放射组相比，ALP 和 RUNX2 的表达

均显著增高。放射组BMSCs 中α-SMA的表达与对照组相比显著增

高，M1-exo 组与对照组相比α-SMA 表达量明显下降，M2-exo 组

与放射组相比α-SMA表达量显著下降（图 5B）。

图 5外泌体对放射后BMSCs 成骨和成纤维能力的影响
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A茜素红染色结果；B ALP、RUNX2 和 ALP 的表达水平
Fig 5 The effect of exosomes on the osteogenesis and fibrogenesis of
BMSCs after radiation
A Alizarin red staining results;B The expression levels of ALP, RUNX2
and ALP of BMSCs

讨论
放射性颌骨骨坏死（ORNJ）是头颈部肿瘤放疗后严重的并发

症之一[2,6,15]。骨髓间充质干细胞（BMSCs）作为机体维持骨稳态的
重要效应细胞，在生理性骨形成和病理性骨坏死中扮演着重要的角
色[5,6,16]。前期大量文献表明，颌骨局部接收放射后颌骨骨髓间充质
干细胞的成骨功能严重受损，影响了局部骨稳态，造成成骨能力下
降，从而产生了骨坏死[17,18]，这可能是ORNJ 重要的发病机制之一。

外源性给予BMSCs 对于颌骨骨坏死具有一定的治疗作用[19]。但
是我们的前期研究及文献表明，在放射损伤的局部微环境下，
BMSCs 不仅可出现成骨能力的下降，还可向纤维化方向分化，这预
示着直接使用外源性BMSCs治疗ORNJ具有促进局部纤维化进展的
风险[14,20]。

巨噬细胞是一种重要的免疫细胞，与放射性损伤、纤维化疾病
及放射性纤维化疾病均密切相关。巨噬细胞的表型转换可直接参与
炎症转归的调控[9,10,21]，进而对干细胞的功能进行调控[10,22,23]。不同极
化类型的巨噬细胞对 BMSCs 的生物学特性具有不同的调控作用，
外泌体是细胞分泌的一种细胞外囊泡，可携带大量生物活性分子参
与细胞间邻近、远程功能调控[16]，巨噬细胞通过外泌体对多种细胞
发挥免疫调节作用已在多项研究中得到证实[9,10]，具有独特的优势。
有文献表明，在ORNJ 病变组织中存在大量的巨噬细胞聚集，但是
具体的极化类型及其作用并不清楚。

为进一步明确不同极化类型的巨噬细胞外泌体在ORNJ中的作
用，本研究设计体外实验，使用不同极化类型巨噬细胞外泌体作用
于放射损伤的BMSCs，观察其具体的生物学调控作用。通过本研究
发现，放射线可造成 BMSCs 细胞增殖损伤、凋亡增加、成骨分化
能力受损、纤维化分化增加，M2型巨噬细胞来源的外泌体能够显
著改善放射造成的 BMSCs 损伤、提高其成骨分化能力、降低纤维
化分化能力。表明M2型巨噬细胞来源外泌体对于放射损伤 BMSCs
具有一定的保护作用，该发现为ORNJ 的治疗提供了新的思路和实
验依据。为进一步明确不同极化类型巨噬细胞外泌体在 ORNJ 中的
作用，还需要进行进一步的研究。
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