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脑震宁干预外周血来源外泌体对小胶质细胞诱导的神经元损伤
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摘 要 目的 研究脑震宁干预外周血来源外泌体（Exo）对小胶质细胞 BV-2诱导的神经元细胞 HT22损伤的影响。方法 选取

Wistar大鼠制备脑震宁（66.83 g/kg）干预外周血来源Exo（即NZN-Exo），同法制备生理盐水和吡拉西坦（1.62 g/kg）干预外周血来

源Exo（即KB-Exo、PLXT-Exo），并进行鉴定。以1 μg/mL脂多糖（LPS）刺激BV-2细胞，制备经LPS刺激的上清液（同法制备未经

LPS 刺激的上清液）。将 HT22细胞分为 KB-Exo 组（未经 LPS 刺激的上清液+KB-Exo）、模型组（即 model 组，经 LPS 刺激的上清

液+KB-Exo）、PLXT-Exo组（经LPS刺激的上清液+PLXT-Exo）和NZN-Exo组（经LPS刺激的上清液+NZN-Exo），相应Exo的质量

浓度均为50 μg/mL。培养24 h后，检测HT22细胞增殖情况（采用CCK-8法和EdU法），检测HT22细胞凋亡情况，观察HT22细胞

超微结构，检测HT22细胞中白细胞介素1β（IL-1β）、IL-10、核因子κB（NF-κB）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）含量，以及TNF-α、NOD

样受体热蛋白结构域相关蛋白3（NLRP3）、胱天蛋白酶1（Caspase-1）、B细胞淋巴瘤2（Bcl-2）、Bcl-2相关X蛋白（Bax）的蛋白表达

情况。结果 本研究成功制备 KB-Exo、PLXT-Exo、NZN-Exo，各 Exo 均呈现出较为典型的“杯状”轮廓和膜结构“包裹”特征。与

KB-Exo组相比，model组的细胞增殖率（CCK-8法和EdU法）、细胞中 IL-10含量和Bcl-2蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05）；细胞

凋亡率和细胞中 IL-1β、TNF-α、NF-κB含量以及NLRP3、TNF-α、Caspase-1、Bax蛋白表达水平均显著升高（P＜0.05）；细胞体积膨

胀，细胞膜不完整，核仁破裂，线粒体明显肿胀变形，空泡化严重。与model组相比，PLXT-Exo组、NZN-Exo组细胞上述定量指标

均显著逆转（P＜0.05）；细胞核大而圆，核膜完整，线粒体空泡化减少。结论 脑震宁干预外周血来源Exo可通过抑制炎症反应和

细胞凋亡，减轻小胶质细胞诱导的神经元细胞HT22损伤。
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Effects of peripheral blood-derived exosomes intervened by Naozhenning on injury of neuron induced by 

microglia
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ABSTRACT OBJECTIVE To study the effects of peripheral blood-derived exosomes （Exo） intervened by Naozhenning （NZN） 

on injury of neuron cells HT22 induced by microglia BV-2 cells. METHODS Wistar rats were selected to prepare peripheral blood-

derived Exo intervened by NZN （66.83 g/kg）， referred to as NZN-Exo； peripheral blood-derived Exo intervened by normal saline 

and piracetam （PLXT， 1.62 g/kg） were prepared using the same method， denoted as KB-Exo and PLXT-Exo respectively， and all 

Exo were subsequently identified. Meanwhile， BV-2 cells were stimulated with 1 μg/mL lipopolysaccharide （LPS） to prepare LPS-

stimulated supernatant， and non-LPS-stimulated supernatant was prepared following the same protocol. HT22 cells were divided into 

four groups: KB-Exo group （treated with non-LPS-stimulated supernatant+KB-Exo）， model group （treated with LPS-stimulated 

supernatant+KB-Exo）， PLXT-Exo group （treated with LPS-stimulated supernatant+PLXT-Exo）， and NZN-Exo group （treated with 

LPS-stimulated supernatant+NZN-Exo）， with the concentration of the corresponding Exo in all groups being 50 μg/mL. After 24 

hours of culture， the proliferation of HT22 cells was detected by the CCK-8 assay and EdU assay； the apoptosis of HT22 cells was 

detected； the microstructure of HT22 cells was observed； the contents of interleukin-1β （IL-1β）， IL-10， nuclear factor-κB （NF-

κB）， and tumor necrosis factor- α （TNF- α） in HT22 cells 

were measured， as well as the expression levels of TNF-α， 

NOD-like receptor thermal protein domain associated protein 3 

（NLRP3）， Caspase-1， B-cell lymphoma-2 （Bcl-2）， and Bcl-2-

associated X protein （Bax）. RESULTS KB-Exo， PLXT-Exo 

and NZN-Exo were successfully prepared， and all Exo 

exhibited typical cup-shaped contours and membrane-enclosed 

characteristics. Compared with KB-Exo group， model group 

showed significantly decreased cell proliferation rates （detected 
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by CCK-8 and EdU）， intracellular IL-10 levels， and Bcl-2 protein expression levels （P＜0.05）； while the cell apoptosis rate， 

intracellular levels of IL-1β， TNF-α， and NF- κB， as well as the expression levels of NLRP3， TNF-α， Caspase-1， and Bax 

proteins were significantly increased （P＜0.05）. Additionally， in the model group， the cells showed volume swelling， incomplete 

cell membrane， nucleolar rupture， significant swelling and deformation of mitochondria， and severe vacuolization. Compared with 

model group， the above quantitative indicators in the PLXT-Exo group and NZN-Exo group were significantly reversed （P＜0.05）， 

with large and round cell nuclei， intact nuclear membranes， and reduced mitochondrial vacuolization. CONCLUSIONS Peripheral 

blood-derived Exo intervened by naozhenning can alleviate the injury of neuronal cells HT22 by inhibiting inflammatory responses 

and cell apoptosis.

KEYWORDS Naozhenning； microglia； neuronal cells； exosomes； apoptosis； inflammation

创伤性脑损伤（traumatic brain injury，TBI）发生后

的数分钟内，神经炎症反应便迅速开始；与此同时，脑内

小胶质细胞也被激活，释放出大量的炎症因子，从而介

导神经元损伤[1]。相关研究发现，中重度的TBI或反复

发生的轻度TBI患者脑内小胶质细胞M1表型的持续存

在会限制脑组织修复[2]。NOD 样受体热蛋白结构域相

关蛋白3（NOD-like receptor thermal protein domain asso‐

ciated protein 3，NLRP3）作为神经炎症的关键驱动因子，

被激活后可释放促炎因子[如白细胞介素1β（interleukin-

1β，IL-1β）、肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor-α，
TNF-α）等]，进一步激活小胶质细胞并诱导神经元凋

亡[3]。目前，针对TBI的治疗药物存在疗效有限且针对

性较弱的不足，因此开发新的治疗TBI的药物具有重要

意义。

脑震宁为山西名方，由地黄、牡丹皮、当归等11种中

药组成，具有活血通络、安神定志、化痰止呕的功效。本

课题组前期研究发现，脑震宁含药血清对脂多糖（lipo‐

polysaccharide，LPS）诱导的小胶质 BV-2细胞的神经炎

症具有改善作用[4]，但具体作用机制尚不明确。外泌体

（exosomes，Exo）是机体细胞所分泌的一种膜性小囊泡，

是细胞间信息传递的重要介质[5]。近年来研究表明，Exo

具有天然靶向能力，是良好的天然新型药物递送系统，

其中来自血液的Exo具有天然的脑靶向能力，能够通过

转铁蛋白受体介导的内吞作用穿过血脑屏障（blood-

brain barrier，BBB）[6―7]。基于此，本研究以小胶质 BV-2

细胞诱导的神经元 HT22细胞损伤模型模拟 TBI，并考

察脑震宁干预外周血来源Exo对该模型的影响，以期为

研发更精准、高效的TBI治疗药物提供参考。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器有 ImageQuant LAS500型化

学发光仪（美国Alpha Innotech公司），Megafuge 8R型低

温高速离心机、Varioskan LUX 型多功能全波长酶标仪

（美国 Thermo Fisher Scientific 公司），Ts2R 型倒置荧光

显微镜（日本 Nikon 公司），HT7800型透射电子显微镜

（日本 Hitachi 公司），DYY-6C 型电泳和转膜仪（北京六

一生物科技有限公司），N30E型纳米流式检测仪（厦门

福流生物科技有限公司）。

1.2　主要药品与试剂

脑震宁处方包括生地黄、牡丹皮、当归、丹参、川芎、

炒酸枣仁、柏子仁、陈皮、竹茹、茯苓、地龙11种中药饮片

（处方比例为 8∶6∶8∶15∶6∶10∶10∶10∶10∶10∶6），各饮片

购自北京同仁堂晋中药店有限责任公司，经山西中医药

大学基础医学院王永辉教授鉴定均为真品。

吡拉西坦片（批号 4201008，规格 0.4 g）购自东北制

药集团沈阳第一制药有限公司；无Exo胎牛血清（批号

UR5020）购自上海宇玫博生物公司；DMEM高糖培养基

（批号 12491-015）购自美国 Gibco 公司 ；LPS（批号

L8880）购自北京索莱宝科技有限公司；CCK-8细胞增

殖-毒性检测试剂盒（批号 BS350B）购自北京兰杰柯科

技有限公司；EdU细胞增殖检测试剂盒、TUNEL细胞凋

亡检测试剂盒（批号分别为MA0424-1、MA0223）购自大

连美仑生物技术有限公司；IL-1β、TNF-α、核因子 κB

（nuclear factor-κB，NF-κB）、IL-10酶联免疫吸附试验

（ELISA）试剂盒（批号分别为 JL1844、JL10484、E-EL-

R0012c、JLW20242）均购自上海江莱生物科技有限公

司；荧光标记的 CD9、CD81抗体（批号分别为 P40240、

HY-P74264）购自美国MedChemExpress公司；兔源 β-肌

动蛋白（β-actin）多克隆抗体（批号AP0060）购自安诺伦

（北京）生物科技有限公司；兔源甘油醛-3-磷酸脱氢酶

（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）多

克隆抗体（批号GB11002-50）购自武汉赛维尔生物科技

有限公司；兔源TNF-α多克隆抗体（批号 300-01A）购自

美国PeproTech公司；鼠源胱天蛋白酶 1（Caspase-1）、兔

源NLRP3多克隆抗体（批号分别为Z32358、AF9135）购

自江苏亲科生物研究中心有限公司；兔源B细胞淋巴瘤

2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）多 克 隆 抗 体（ 批 号

ab182858）购自英国Abcam公司；鼠源Bcl-2相关X蛋白

（Bcl-2-associated X protein，Bax）单 克 隆 抗 体（批 号

50599-2-Ig）购自美国Proteintech公司；山羊抗兔免疫球

蛋白G二抗、山羊抗鼠免疫球蛋白G二抗（批号分别为

BA1055、BA1050）购自武汉博士德生物工程有限公司。
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1.3　动物与细胞

本研究所用动物为 8周龄 SPF级Wistar雄性大鼠，

共 40只，体重（250±20）g，均购于北京维通利华实验动

物有限公司，动物生产许可证号为 SCXK（京）2021-

0011。大鼠饲养于山西中医药大学实验管理中心 SPF

级动物房，自由饮水与进食，环境温度（22±3）℃、相对

湿度 40%～50%、自然昼夜节律。本研究涉及的所有动

物实验均符合动物伦理学操作要求，且经山西中医药大

学实验动物伦理委员会批准（伦理批号为2021DW031）。

小鼠小胶质细胞 BV-2（货号 TCM-C718）购自苏州

海星生物科技有限公司；小鼠海马神经元细胞HT22（货

号FH1027）购自上海富衡生物科技有限公司。

2　方法

2.1　脑震宁药液的制备

根据处方比例称取生地黄、牡丹皮、当归、丹参、川

芎、炒酸枣仁、柏子仁、陈皮、竹茹、茯苓、地龙饮片适量，

加入10倍量水浸泡30 min后大火烧开，之后转小火煎煮

40 min，过滤；药渣再次加入 8倍量水，用大火煮沸后转

小火煎煮40 min，过滤；将两次煎出的药液混合，水浴加

热浓缩成质量浓度为 6.68 g/mL的脑震宁药液（以生药

量计）。

2.2　Exo的制备

将Wistar大鼠随机分为空白组（生理盐水，n＝20）、

吡拉西坦组（阳性对照，1.62 g/kg，n＝10）、脑震宁组

（66.83 g/kg，n＝10），其中脑震宁组和吡拉西坦组大鼠灌

胃相应药液，剂量均参考文献[8]设置，空白组大鼠灌胃

等体积生理盐水。所有大鼠每天灌胃2次，连续7 d。末

次给药后1 h，各组大鼠腹主动脉取血，血样以3 500 r/min

离心20 min，收集上层血清[9]，然后采用超速离心法分离

提取Exo，即得外周血来源Exo。按以上步骤得到空白

组Exo（即KB-Exo）、吡拉西坦组Exo（即PLXT-Exo）、脑

震宁组Exo（即NZN-Exo），采用BCA法对其进行蛋白浓

度测定，再进行后续实验。

2.3　Exo的鉴定

取“2.2”项下KB-Exo、PLXT-Exo、NZN-Exo适量，滴

加在铜网上沉淀1 min，然后用滤纸吸去浮液；加醋酸双

氧铀继续沉淀 1 min，滤纸吸去浮液，常温干燥数分钟，

然后采用透射电子显微镜观察各Exo形态并采集图像。

取KB-Exo、PLXT-Exo、NZN-Exo适量，采用纳米流式检

测仪测量Exo粒径（每种样品平行测定3次，取平均值）。

另外，取上述3组Exo适量，以磷酸盐缓冲液（PBS）稀释

后，加入荧光标记的抗体CD9和CD81，37 ℃避光孵育

30 min；加入预冷的 PBS，以 30 000 r/min 超速离心 70 

min，取上清液再次以同样的条件超速离心；去除上清液

后用PBS重悬，使用纳米流式检测仪检测各Exo表面抗

体CD9和CD81的阳性率。

2.4　细胞造模、分组与给药

取对数生长期的BV-2细胞适量，加入1 μg/mL LPS

刺激细胞 12 h，换液后继续培养 12 h，取上清液刺激

HT22细胞以复制损伤模型；另制备未经LPS刺激的BV-

2细胞上清液。取对数生长期的HT22细胞分为KB-Exo

组（未经LPS刺激的上清液+KB-Exo）、模型组（即model

组，经 LPS 刺激的上清液+KB-Exo）、PLXT-Exo 组（经

LPS 刺激的上清液+PLXT-Exo）和 NZN-Exo 组（经 LPS

刺激的上清液+NZN-Exo），各组相应Exo的浓度均为50 

μg/mL（浓度根据预实验结果设置）。

2.5　HT22细胞增殖能力检测

2.5.1　CCK-8法检测

将HT22细胞（细胞密度为4×104个/mL，下同）接种

于 96孔板，按“2.4”项下方法造模、分组与给药（经/未经

LPS刺激的上清液加入量为100 μL，下同），并设置调零

孔（只含培养基不含细胞），然后置于培养箱中培养 24 

h；加入CCK-8溶液处理 4 h，采用酶标仪于 450 nm波长

下测定光密度值，并计算细胞增殖率，细胞增殖率

（%）＝（实验组光密度值－调零孔光密度值）/（KB-Exo

组光密度值－调零孔光密度值）×100%。以上每组样

本数为6。

2.5.2　EdU法检测

将HT22细胞接种于6孔板，按“2.4”项下方法造模、

分组与给药，培养24 h后收集细胞，加入500 μL EdU工

作液孵育1～2 h，去除工作液；加入固定液孵育20 min，

洗涤细胞3次，加入通透液孵育10 min，再次洗涤细胞3

次；加入500 μL Click反应液（现用现配），室温避光孵育

30 min，洗涤细胞 3次；加入 Hoechst 33342染色液室温

避光孵育10 min，洗涤细胞3次，置于荧光显微镜下观察

各组细胞染色情况（EdU阳性细胞为绿色），计算细胞增

殖率，细胞增殖率（%）＝EdU 阳性细胞数/细胞总数×

100%。以上每组样本数为6。

2.6　HT22细胞凋亡情况检测

采用TUNEL法检测。将HT22细胞接种于 6孔板，

按“2.4”项下方法造模、分组与给药，培养 24 h后收集细

胞，以4%多聚甲醛室温固定30 min，再用0.3%Triton X-

100溶液室温孵育 10 min；加入TUNEL工作液适量，置

于培养箱中孵育60 min，然后加入DAPI溶液（1 μg/mL）

避光标记细胞核约10 min；采用荧光显微镜观察细胞凋

亡情况，并拍照。每组随机选取 6个视野，对凋亡细胞

（呈绿色）和正常细胞（呈蓝色）分别进行计数，并计算细

胞凋亡率，细胞凋亡率（%）＝凋亡细胞数/（凋亡细胞数+

正常细胞数）×100%。以上每组样本数为6。

2.7　HT22细胞超微结构观察

采用铀-铅染色法观察。将 HT22细胞接种于 6孔

板，按“2.4”项下方法造模、分组与给药，培养24 h后收集

细胞，于 4 ℃条件下以 1 500 r/min 离心 10 min，加入
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2.5%戊二醛溶液固定细胞，依次梯度脱水、包埋、切片、

染色后，采用透射电子显微镜观察细胞形态，并拍照。

2.8　HT22细胞中 IL-1β、TNF-α、NF-κB、IL-10的含量

检测

采用ELISA法检测。将HT22细胞接种于96孔板，

按“2.4”项下方法造模、分组与给药，培养 24 h后收集细

胞，用预冷的无菌PBS洗涤 2～3次并重悬，采用细胞破

碎仪充分破碎细胞，于 4 °C 条件下以 1 000 r/min 离心

15 min；收集上清液，按照 ELISA 试剂盒说明书方法检

测各组细胞中 IL-1β、TNF-α、NF-κB、IL-10的含量。以

上每组样本数为6。

2.9　HT22细胞中炎症和凋亡相关蛋白表达的检测

采用Western blot法检测。将HT22细胞接种于6孔

板，按“2.4”项下方法造模、分组与给药，培养24 h后收集

细胞，加入适量 RIPA 裂解液，于 4 °C 条件下以 12 000 

r/min离心15 min，收集细胞上清液，采用BCA法检测蛋

白浓度，然后加入上样缓冲液于 100 °C煮沸 10 min，使

蛋白充分变性。待冷却后，上样等量蛋白（30 μg），经十

二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳分离并湿转到

PVDF膜上，加入封闭液封闭 30 min；依次加入 β-actin、

GAPDH、Bax、Bcl-2、Caspase-1、TNF-α、NLRP3一抗（稀

释度分别为1∶5 000、1∶5 000、1∶2 000、1∶2 000、1∶1 000、

1∶1 500、1∶2 000），置于4 °C条件下孵育12～16 h；次日

回收一抗并用TBST洗涤3次，加入相应二抗（稀释度为

1∶5 000），室温下孵育 2 h；用TBST洗涤 3次，滴加ECL

发光液在化学发光仪上对条带扫描成像，以目的蛋白与

内参蛋白（β-actin或GAPDH）的条带灰度值比值表示各

目的蛋白的表达水平。以上每组样本数为3。

2.10　统计学方法

采用GraphPad Prism软件和SPSS 21.0软件进行图

表绘制和统计分析。计量资料以 x±s表示，多组间比较

采用单因素方差分析，进一步两两比较采用LSD-t检验。

检验水准α＝0.05。

3　结果

3.1　Exo的鉴定结果

透射电子显微镜观察结果（图 1）显示，KB-Exo、

PLXT-Exo、NZN-Exo的形态可见类圆形囊泡结构，边界

清晰，呈现出较为典型的“杯状”轮廓和膜结构“包裹”特

征；其平均粒径分别为88.8、90.1、92.2 nm，符合Exo的粒

径范围；其表面抗体CD9和CD81的表达强度均较高，抗

体 CD9 的 阳 性 率 分 别 为（19.00±0.94）% 、（14.60±

1.03）%、（18.20±1.09）%，抗体 CD81的阳性率分别为

（9.03±0.23）%、（6.12±0.49）%、（10.53±0.44）%。这提

示，本研究成功制备 KB-Exo、PLXT-Exo、NZN-Exo，可

用于后续实验。

3.2　NZN-Exo对HT22细胞增殖的影响

CCK-8法和EdU法检测结果（表1）显示，与KB-Exo

组相比，model组经两种方法检测的细胞增殖率均显著

降低（P＜0.05）；与 model 组相比，PLXT-Exo 组、NZN-

Exo组经两种方法检测的细胞增殖率均显著升高（P＜

0.05）。各组 HT22细胞增殖情况的显微图可扫描本文

首页二维码进入“增强出版”页面查看附图1。

3.3　NZN-Exo对HT22细胞凋亡的影响

KB-Exo 组、model 组、PLXT-Exo 组、NZN-Exo 组细

胞 凋 亡 率 分 别 为（2.03±0.97）% 、（53.22±3.16）% 、

（21.87±8.06）%、（32.07±4.95）%。与 KB-Exo 组相比，

model组细胞凋亡率显著升高（P＜0.05）；与model组相

比，PLXT-Exo 组、NZN-Exo 组细胞凋亡率均显著降低

（P＜0.05）。各组 HT22细胞凋亡情况的显微图可扫描

本文首页二维码进入“增强出版”页面查看附图2。

3.4　NZN-Exo对HT22细胞超微结构的影响

透射电子显微镜观察结果（图2）显示，KB-Exo组细

胞核大而圆，核膜完整，核仁可见，线粒体呈圆形、椭圆

形，内嵴清晰可见；model组细胞体积膨胀，且部分细胞

变形，细胞膜不完整，核膜皱缩严重，核仁破裂，线粒体

明显肿胀变形，空泡化严重，内嵴结构减少或消失；

PLXT-Exo组细胞核大而圆，核膜完整，核仁破裂，内嵴

结构隐约可见，线粒体结构模糊，空泡化减少；NZN-Exo

组细胞核大而圆，核膜完整，核仁可见，线粒体呈圆形且

空泡化减少，内嵴结构完整。

3.5　NZN-Exo 对 HT22细胞中 IL-1β、TNF-α、NF-κB、

IL-10含量的影响

与 KB-Exo 组相比，model 组细胞中 IL-1β、TNF-α、
NF-κB 含量均显著升高，IL-10含量均显著降低（P＜

0.05）；与 model 组相比，PLXT-Exo 组、NZN-Exo 组细胞

中 IL-1β、TNF-α、NF-κB含量均显著降低，IL-10含量均

显著升高（P＜0.05）。结果见表2。

表1　各组 HT22细胞经两种方法检测的细胞增殖率比

较（x±s，n＝6，%%）

组别
KB-Exo组
model组
PLXT-Exo组
NZN-Exo组

CCK-8法
134.46±4.11

70.55±3.01a

100.23±3.01b

110.58±6.35b

EdU法
74.87±1.46

32.01±2.23a

56.69±1.46b

63.74±4.65b

a：与KB-Exo组比较，P＜0.05；b：与model组比较，P＜0.05。

A. KB-Exo B. PLXT-Exo C. NZN-Exo
200 nm 100 nm 100 nm

图1　不同Exo的透射电子显微镜图
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3.6　NZN-Exo对炎症和凋亡相关蛋白表达的影响

与KB-Exo组相比，model组细胞中NLRP3、TNF-α、
Caspase-1、Bax 蛋白表达水平均显著升高（P＜0.05），

Bcl-2蛋白表达水平显著降低（P＜0.05）；与 model 组相

比，PLXT-Exo 组、NZN-Exo 组细胞中 NLRP3、TNF-α、
Caspase-1、Bax 蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05），

Bcl-2蛋白表达水平均显著升高（P<0.05）。结果见表

3、图3。

4　讨论

脑震宁的主要功效为活血通络、安神定志、化痰止

呕，可用于治疗脑外伤引起的头痛头晕、烦躁失眠、惊悸

健忘、恶心呕吐等症状[10—11]。方中，生地黄清热凉血；牡

丹皮活血止痛；当归、丹参、川芎化瘀通络；炒酸枣仁、柏

子仁养血安神、宁心定志；陈皮、茯苓、竹茹和胃降逆、化

痰止呕；地龙清热通络；诸药合用，共同发挥活血化瘀、

降逆化痰的作用。

在脑部疾病的治疗研究中，载药Exo日益受到研究

者关注。Exo作为人体内源性成分，可穿过BBB，具有

粒径小、免疫原性低、稳定性强、递送效率高等特点[4]。

Exo穿越BBB的主要机制在于其表面配体与脑微血管

内皮细胞受体之间的相互作用。Yuan等[12]研究指出，幼

稚巨噬细胞Exo可借助其淋巴细胞功能相关抗原 1、细

胞间黏附分子1与脑微血管内皮细胞上的碳水化合物结

合性C型凝集素受体相互作用，进而成功穿越BBB进入

脑内。Qi等[13]研究表明，Exo还能通过与脑微血管内皮

细胞上 Toll 样受体 4之间的特异性主动靶向作用穿越

BBB进入脑内。基于此，本研究采用脑震宁干预外周血

来源 Exo，观察其对海马神经元细胞 HT22炎症反应的

改善作用。吡拉西坦可激活腺苷酸激酶，增加大脑三磷

酸腺苷/二磷酸腺苷比值，促进磷脂、蛋白质合成，减少神

经元凋亡；同时，其还可调节神经递质平衡，间接促进抗

炎因子如 IL-10的分泌，抑制炎症反应[14]，故本研究选择

其干预外周血来源Exo作为阳性对照。

颅脑损伤可造成短暂性或永久性的中枢神经系统

损伤，神经炎症反应是中枢神经系统固有的免疫应答机

制，原发性和继发性损伤均可激活神经炎症反应[15]。颅

放
大

3
 0
00

倍
放

大
10

 0
00

倍

A. KB-Exo组 B. model组 C. PLXT-Exo组 D. NZN-Exo组

　　注：红色三角形表示空泡化；红色箭头表示核膜。

图2　各组HT22细胞超微结构显微图

表2　各组 HT22 细胞 IL-1β、TNF-α、NF-κB、IL-10 含

量比较（x±s，n＝6，ng/mL）

组别
KB-Exo组
model组
PLXT-Exo组
NZN-Exo组

IL-1β
453.23±13.16

949.54±74.89a

781.20±15.18b

872.50±40.56b

TNF-α
333.18±9.98

581.76±22.18a

442.47±6.46b

435.09±17.79b

NF-κB

135.22±3.83

293.28±7.34a

198.23±9.01b

221.72±5.11b

IL-10

31.14±6.57

14.30±2.60a

22.25±1.11b

24.53±2.37b

a：与KB-Exo组比较，P＜0.05；b：与model组比较，P＜0.05。

表3　各组 HT22细胞炎症和凋亡相关蛋白表达水平比

较（x±s，n＝3）

组别
KB-Exo组
model组
PLXT-Exo组
NZN-Exo组

NLRP3/GAPDH

1.94±0.25

5.05±0.10a

2.83±0.23b

2.45±0.05b

TNF-α/GAPDH

0.78±0.86

3.16±0.23a

2.14±0.04b

2.49±0.08b

Caspase-1/GAPDH

0.99±0.03

1.81±0.03a

1.52±0.20b

1.59±0.14b

Bax/β-actin

2.35±0.24

4.78±0.15a

2.17±0.16b

2.34±0.15b

Bcl-2/β-actin

2.81±0.78

1.24±0.09a

2.20±0.30b

2.43±0.26b

a：与KB-Exo组比较，P＜0.05；b：与model组比较，P＜0.05。

Bax

Bcl-2

β-actin

NLRP3

TNF-α

Caspase-1

GAPDH

21 kDa

26 kDa

42 kDa

98 kDa

26 kDa

45 kDa

37 kDa

KB-Exo组 model组 PLXT-Exo组 NZN-Exo组

图3　各组 HT22细胞中炎症和凋亡相关蛋白表达的电

泳图
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脑损伤后，受损组织中的细胞会释放如 TNF-α、IL-1β、
NLRP3等炎症因子，激活神经元中NF-κB等炎症信号通

路，促使神经元释放更多炎症因子，进一步放大炎症反

应，进而引起神经元功能障碍；该损伤还可使脑组织中

的小胶质细胞和星形胶质细胞活化，释放大量炎症因子

作用于神经元[16]。Caspase-1是炎症小体的关键效应分

子，参与炎症反应的主要过程；当NLRP3炎症小体被激

活后，可促进 Caspase-1活化，进一步推动炎症级联反

应[17]。相反，IL-10是一种抗炎因子，其可抑制炎症反应，

对神经元起到保护作用[18]。另外，Bax和Bcl-2蛋白发挥

细胞凋亡“主开关”的作用，两者共同调节细胞凋亡

进程[19]。

本研究结果显示，LPS刺激BV-2细胞产生的上清液

可导致 HT22细胞中炎症因子 IL-1β、TNF-α、NF-κB 含

量和NLRP3、TNF-α、Caspase-1、Bax蛋白表达水平以及

细胞凋亡率均升高，细胞增殖率（CCK-8法和EdU法检

测）、IL-10含量和Bcl-2蛋白表达水平均降低，细胞膨胀

变形、细胞膜不完整、空泡化严重。这提示HT22细胞发

生了炎症反应和凋亡，进而诱发了神经元损伤。经过脑

震宁干预外周血来源Exo作用后，上述定量分析指标均

显著逆转，细胞核大而圆，核膜完整，核仁可见，线粒体

呈圆形且空泡化减少，内嵴结构完整。这提示脑震宁干

预外周血来源 Exo 可抑制 HT22细胞的炎症反应和凋

亡，进而减轻神经元损伤。

综上所述，脑震宁干预外周血来源Exo可通过抑制

炎症反应和细胞凋亡，减轻小胶质细胞诱导的神经元细

胞HT22损伤。本研究采用BV-2细胞/HT22细胞共培养

系统模拟了神经炎症损伤，但体外模型无法完全复现体

内BBB、胶质细胞互作等复杂机制，后续需结合动物模

型验证脑震宁干预外周血来源Exo的体内疗效。
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