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人脐带间充质干细胞外泌体抑制草酸及草酸钙

诱导的HK-2细胞上皮间质转化
李  典  何大维*  唐  波  郭文浩  张  丹  沈炼桔  魏光辉*

(重庆医科大学附属儿童医院泌尿外科, 儿童发育疾病研究教育部重点实验室, 儿童发育重大疾病国家国际科技合

作基地, 儿科学重庆市重点实验室, 儿童泌尿生殖发育与组织工程重点实验室, 重庆 400014)

摘要      采用草酸及一水草酸钙(calcium oxalate monohydrate, COM)晶体诱导人近端肾小管

上皮细胞(HK-2)发生上皮间质转化, 同时采用超速离心法提取人脐带间充质干细胞外泌体(human 
umbilical cord mesenchymal stem cells exosome, hucMSC-Ex)用于干预间质化的HK-2细胞, 探究外

泌体对其纤维化的缓解作用。采用Western blot、透射电镜及NTA(nanoparticle tracking analysis)
鉴定外泌体表面标志物及形态, 采用MTT法观察外泌体对细胞活性的影响; 免疫荧光双标法检

测ZO-1及N-cadherin的表达; Western blot检测细胞上皮标志物E-cadherin和ZO-1、间质标志物

N-Cadherin和α-SMA及相关信号通路蛋白TGF-β和Smad2的表达水平。结果显示, 草酸和COM晶

体可使HK-2细胞形态发生上皮间质转化, 并降低上皮细胞标志物E-cadherin和ZO-1的表达, 同时使

HK-2细胞高表达间质标志物N-Cadherin和α-SMA并上调信号通路蛋白TGF-β和Smad2的表达。电

镜下可观察到hucMSC-Ex形态呈双层膜, 中空, 圆形或椭圆形, 并且阳性表达外泌体标志物Alix、 
CD63和TSG101蛋白, 其粒径分布在80~300 nm之间。hucMSC-Ex预处理可显著提高暴露于草酸及

COM晶体的HK-2细胞活性。降低HK-2细胞中N-Cadherin和α-SMA及信号通路蛋白TGF-β和Smad2
的表达, 恢复其上皮标志物E-cadherin和ZO-1蛋白的表达。该研究结果表明, hucMSC-Ex能够缓解

草酸及COM晶体诱导的HK-2细胞损伤, 同时抑制其上皮间质转化。
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Exosomes Derived from Human Umbilical Cord Mesenchymal 
Stem Cells Alleviates Oxalate and Calcium Oxalate 

Monohydrate-Induced Epithelial-Mesenchymal Transition in HK-2 Cells 
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Abstract       Oxalate and calcium oxalate monohydrate (COM) was used to induce epithelial-mesenchymal 
transition (EMT) in human proximal renal tubular epithelial cells (HK-2), meanwhile exosomes derived from 
human umbilical cord mesenchymal stem cells (hucMSC-Ex) were isolated by ultracentrifugation and applied 
into the induced HK-2 cells to study its relieving effects on fibrosis. Then Western blot, transmission electron 
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microscope and nanoparticle tracking analysis (NTA) were used to identify the markers and morphology of 
exosomes. The effect of hucMSC-Ex on cell viability was observed by MTT. Elements in TGF-β/Smad signaling 
pathway, including TGF-β and Smad2, epithelial markers, including ZO-1 and E-cadherin, and mesenchymal 
markers, including N-cadherin and α-SMA changes, were evaluated by immunofluorescence and Western blot, 
respectively. The results showed that, after incubated with oxalate and COM crystals, the cell morphology was 
changed, the expression of E-cadherin and ZO-1 was down-regulated, while the expressions of N-cadherin, α-SMA 
and TGF-β, Smad2 were increased. The morphology of hucMSC-Ex showed a double-layer membrane, hollow, 
circular or elliptical. Alix, CD63 and TSG101 were positively expressed in hucMSC-Ex, their diameters were 
distributed between 80 nm and 300 nm. And hucMSC-Ex pretreatment can significantly improve the viability of 
HK-2 cells exposed to oxalate and COM crystals. Then, the expressions of N-cadherin, α-SMA and TGF-β, Smad2 
in HK-2 cells were reduced, and the expressions of E-cadherin and ZO-1 were up-regulated. We conclude that 
hucMSC-Ex could alleviate EMT and reduce the injury of HK-2 cells induced by oxalate and COM crystals.

Keywords       human umbilical cord mesenchymal stem cell; exosome; epithelial mesenchymal transition; 
human renal epithelial cell; calcium oxalate monohydrate

泌尿系结石是泌尿外科最常见的疾病之一, 在
北美国家发病率高达13%[1], 在我国泌尿系结石发病

率南方高于北方[2], 儿童可占2%~4.3%[3]。泌尿系结

石是一种发病率和复发率均较高的疾病, 其形成受

多种因素影响。草酸钙是最为常见的结石成分, 泌
尿系结石形成与高草酸尿症关系密切, 当草酸达到

一定浓度时, 会引起肾小管上皮细胞损伤[4-5], 结石

造成的肾小管上皮细胞损伤过程常常伴有脂质过氧

化反应[6], 脂质过氧化可导致上皮细胞氧化损伤, 从
而进一步促进其上皮间质转化[7], 导致肾小管功能

受损。因此, 抑制草酸钙所致的肾小管上皮细胞间

质转化有利于保护肾小管功能。

间充质干细胞是被公认的具有多能分化能力的

细胞, 并广泛用于细胞治疗[8]。有研究发现, 间充质

干细胞修复组织损伤的机制与其分泌作用有关, 而
并不是通过细胞分化完成[9-10]。细胞外泌体作为一

种新的细胞通信机制, 可能参与其修复损伤过程[11]。

间充质干细胞外泌体可治疗急性血管损伤和慢性肾

损伤的模型[12-13], 并能缓解肝纤维化损伤[14]。本实

验室的前期研究已经发现, 人脐带间充质干细胞条件

培养基在修复肾损伤中的潜在作用[15], 然而, 人脐带

间充质干细胞外泌体能否减少草酸和COM晶体诱导

的肾小管上皮细胞纤维化仍然是未知数。本研究中, 
我们观察到草酸和COM晶体可诱导HK-2细胞发生上

皮间质转化, 并探究人脐带间充质干细胞外泌体是否

能抑制肾小管上皮间质转化, 从而为临床保护草酸钙

结石所致的肾小管上皮间质转化提供实验室依据。

1   材料与方法
1.1   材料

HK-2细胞购自中国典型培养物馆藏中心。人

脐带间充质干细胞由重庆医科大学附属儿童医院干

细胞中心实验室分离并鉴定。

1.2   试剂及仪器

DMEM/F12培养基、胎牛血清购自Gibco公
司; COM晶体、草酸、重水及PKH26红色荧光细

胞连接试剂盒购自Sigma公司; MTT试剂盒、BCA
蛋白质浓度测定试剂盒及DAPI染色液购自碧云

天生物技术有限公司; CD63、Alix、E-cadherin、
Smad2抗体购自Abcam公司; TSG101抗体购自Cell 
Signaling Technology公司; ZO-1、N-cadherin抗体购

自Invitrogen公司; Cy3和Alexa Fluor® 488荧光二

抗购自北京中杉金桥生物技术有限公司。

24孔和96孔细胞培养板购自美国Corning公司; 
CO2细胞培养箱购自美国Thermo Scientific公司; 超
高速离心机购自美国Beckman coulter公司; 粒度分

析仪购自英国Malvern公司; 倒置显微镜和荧光

显微镜购自日本Nikon公司; 电子显微镜购自日本

Hitachi公司。

1.3   草酸和COM晶体诱导HK-2细胞上皮间质转化

文献报道草酸及COM晶体对HK-2细胞有损伤

作用[16], 故将COM晶体紫外过夜消毒, 用10% FBS 
DMEM/F12配置草酸2 mmol/L与COM晶体0.2 g/L悬
浊液[17], 作为诱导培养基。

HK-2细胞融汇至70%~80%时, 更换诱导培养
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基, 对照组HK-2细胞采用10% FBS DMEM/F12, 放入

37 °C、5% CO2孵箱中培养, 48 h后拍照并保存图像。

1.4   hucMSC细胞培养

hucMSC培养基为10%无外泌体胎牛血清(exo-
free FBS)DMEM/F12, exo-free FBS制备方法为FBS
超速离心法。于4 °C下120 000 ×g离心15 h, 保留

上层90%[18], 作为exo-free FBS。细胞放入37 °C、
5% CO2孵箱中培养, 生长到80%后收集培养基, 放
入–80 °C冰箱备用。

1.5   hucMSC-Ex提取与鉴定

1.5.1   外泌体提取      本实验采用差速离心–重水蔗

糖点法提取外泌体。细胞条件培养基在4 °C条件下

依次按照500 ×g离心30 min、3 000 ×g离心30 min、
5 000 ×g离心30 min的顺序进行差速离心, 保留上清

液, 将上清液置于超离管中的30%重水蔗糖垫中, 在
4 °C条件下进行120 000 ×g 70 min的超速离心。用

PBS在120 000 ×g 70 min离心条件下清洗重水蔗糖

垫层2次。DMEM/F12培养基重悬管壁所用沉淀, 再
经0.22 μm无菌滤器过滤后用于后续实验。

1.5.2   透射电镜鉴定外泌体形态      取外泌体悬液

10 μL, 20倍体积1×PBS稀释后, 吸取20 μL滴加

于2 nm电镜铜网状栅中, 室温过夜干燥后醋酸双氧

铀负染30 s, 然后用透射电镜拍照并保存图像。

1.5.3   Western blot测定外泌体表面标记物      将1 μL 
PMSF加入100 μL蛋白裂解液RIPA, 取200 μL外泌体

悬液加入RIPA, 4 °C超声裂解15 min, 12 000 ×g离心

10 min, 取上清。BCA法测定蛋白浓度。灌制SDS-
PAGE凝胶。吸取6 μg总蛋白。半干电转将蛋白从

SDS-PAGE凝胶转至PVDF膜, 5%脱脂奶粉封闭。

一抗CD63(1000 2׃)、Alix(1500׃)、TSG101(1500׃)
于4 °C孵育过夜。1000 5׃稀释二抗, 室温孵育2 h, 
显影后保存图像。

1.5.4   外泌体粒径分析(nanoparticle tracking analysis, 
NTA)      取用1×PBS重悬的外泌体悬液0.1 mL, 在
4 °C条件下用PBS稀释10倍后加入比色皿中, 放入粒

度仪样品池中测量其粒径大小。

1.6   外泌体摄入实验

在24孔板内预先放入细胞爬片, 将HK-2细胞

按每孔3×104个种于24孔板中, 贴壁后按照蛋白浓度

80 μg/mL将PKH26预染的hucMSC-Ex加入孔板中[19], 
共培养6 h、12 h、24 h和48 h后将细胞爬片置于4%
多聚甲醛中固定20 min, PBS清洗3次, DAPI室温染

色1 h, PBS清洗3次, 抗荧光淬灭剂封片。荧光显微

镜下拍照。

1.7   HK-2细胞分组

本实验分为对照组(只加入HK-2细胞)、外泌

体组(HK-2细胞中加入160 μg/mL hucMSC-Ex)、草

酸+COM组[草 酸(2 mmol/L)+COM晶 体(0.2 g/L)与
HK-2细胞共培养]; 根据文献[13]及前期实验结果将外

泌体干预组分为外泌体低剂量干预组(草酸+COM
组细胞中加入80 μg/mL hucMSC-Ex)和外泌体高

剂量干预组(草酸+COM组细胞中加入160 μg/mL 
hucMSC-Ex)。将外泌体加入培养基中6 h后加入

COM晶体和草酸悬浊液培养液。

1.8   MTT法检测各组细胞活性

待HK-2细胞融汇至80%时加入外泌体, 6 h后更

换各组实验液, 孵箱内培养24 h、48 h、72 h后吸出

培养基, 将80 μL无血清培养基及20 μL MTT工作液

加入96孔板中, 放入孵箱内继续培养4 h。吸出工作

液, 每孔加入DMSO 100 μL摇床上充分溶解结晶紫

10 min, 酶标仪于492 nm波长处测定细胞的吸光度值。

1.9   细胞荧光双标检测ZO-1及N-Cadherin的表达

在24孔板内预先放入细胞爬片, 按5×104个/孔
接种HK-2细胞, 待细胞铺满70%~80%时, 外泌体组、

外泌体低剂量干预组及外泌体高剂量干预组细胞加

入相应剂量外泌体, 6 h后吸出培养基, 加入每组对应

的实验液及外泌体, 放入孵箱培养48 h后将各组细胞

爬片置于4%多聚甲醛中固定20 min, PBS清洗3次, 加
入含有0.1% Triton X-100的0.5% BSA封闭1 h。一抗

ZO-1(150׃)、N-cadherin(1100׃)于4 °C孵育过夜,  PBS
清洗3次, 加入Cy3和Alexa Fluor® 488二抗, 室温孵育

1 h, DAPI染色1 h, 然后抗荧光淬灭剂封片。荧光显

微镜下拍照。

1.10   Western blot检测HK-2细胞上皮及间质标

志物表达情况

将PMSF 2 μL加入200 μL蛋白裂解液RIPA, 其
余方法同1.5.3。一抗ZO-1(1500׃)、E-cadherin (11׃ 
000)、N-cadherin(1 、(000 1׃1)α-SMA、(000 1׃
TGF-β(1000 2׃)、Smad2(1000 1׃)于4 °C孵育过夜。

。000稀释二抗, 室温孵育2 h, 显影后保存图像 5׃1

Image J软件分析条带灰度值。

1.11   数据统计

实验数据以mean±S.D.形式表示, 显著性差异

分析用GraphPad prism 6.0软件软件进行, 多组间均
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数比较采用方差分析检验, 两组间均数比较采用t检
验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   hucMSC与HK-2细胞镜下形态良好, 草酸及

COM晶体诱导HK-2细胞发生EMT
采用10% exo-free FBS DMEM/F12培养的hucMSC, 

贴壁后镜下形态良好, 细胞形态呈较均一的长梭形, 
类似成纤维细胞, 呈漩涡状生长, 胞质丰富, 细胞核

明显(图1A和图1B)。常规培养的HK-2细胞形态呈

铺路石样, 细胞间连接紧密(图1C和图1D)。而HK-2
细胞暴露于10% FBS DMEM/F12配制的COM晶体

(0.2 g/L)与草酸(2 mmol/L)诱导培养基48 h后, 细胞

形态呈多角形、长梭形, 细胞间隙增加, 黏附性降低

(图1G和图1H)。 
2.2   外泌体形态及表面标志物鉴定

将提取的hucMSC-Ex悬液用20倍体积1×PBS
稀释后, 于透射电镜下可见视野内散在分布圆形或

椭圆形的膜性小囊泡, 具有较明显异质性, 直径介于

30~200 nm之间, 囊泡外周可见其膜性结构, 内含低

密度物质。Western blot检测到其表达外泌体表面标

志物Alix、CD63和TSG101。粒径分析(NTA)结果

显示, 外泌体直径介于80~300 nm之间, 主要集中在

100 nm及300 nm处(图2)。
2.3   HK-2细胞摄入外泌体  

为观察hucMSCs-Ex是否能进入HK-2细胞, 以
便于发生进一步作用, 我们将HK-2细胞与80 μg/mL 
PKH26预染的hucMSCs-Ex于24孔板内共培养6 h、

12 h、24 h和48 h后, 荧光显微镜下观察。结果发现, 
共培养6 h及12 h后外泌体已进入细胞并在胞质中分

布, 24 h时外泌体开始沿核膜聚集, 48 h时细胞核周

围依然可见红色荧光聚集(图3)。
2.4   hucMSC-Ex提高草酸及COM晶体处理的

HK-2细胞活性

为了进一步了解hucMSC-Ex对HK-2细胞活性

的影响, 于24 h、48 h和72 h采用MTT法检测各组

细胞活性。结果显示, 24 h时各组细胞活性无明显

差异; 在48 h和72 h两个时间点, 对照组(1.47±0.13、
3.11±0.26)、外泌体组(1.61±0.11、3.87±0.25)、外

泌体低剂量干预组(0.87±0.01、1.59±0.09)及外泌体

高剂量干预组(1.58±0.16、3.46±0.24)的细胞活性均

高于草酸+COM组(0.79±0.02、1.28±0.09)(P<0.05); 
外泌体组(1.61±0.11、3.87±0.25)及外泌体高剂量干

预组(1.58±0.16、3.46±0.24)细胞活性均高于对照组

(1.47±0.13、3.11±0.26)(P<0.05)(图4)。
2.5   hucMSC-Ex抑制草酸及COM晶体诱导的

HK-2细胞纤维化

2.5.1   hucMSC-Ex改变草酸及COM晶体诱导的HK-2
细胞ZO-1, N-Cadherin蛋白表达      各组细胞培养

48 h后, 我们采用免疫荧光法检测各组细胞ZO-1和
N-cadherin的表达, 并在白光下观察细胞形态。结果

显示, 对照组与外泌体组细胞连接紧密, 呈小圆颗

粒、铺路石样结构, 细胞连接处ZO-1表达明显, 草酸

+COM组细胞数明显少于前两组, 细胞间隙增加, 黏
附性降低, 呈多角形或长梭形, 胞质与胞核内大量

表达N-cadherin, 胞质内ZO-1表达减弱。同一时间

A、B: 10% exo-free FBS DMEM/F12培养hucMSC 24 h; C、D: 常规培养HK-2细胞24 h; E、F: 常规培养HK-2细胞48 h; G、H: 草酸(2 mmol/L)
与COM晶体(0.2 g/L)诱导培养HK-2细胞48 h。hucMSC: 人脐带间充质干细胞; COM: 一水草酸钙。

A,B: hucMSCs were incubated with 10% exo-free FBS DMEM/F12 for 24 h; C,D: HK-2 cells were incubated with conventional medium for 24 h; E,F: 
HK-2 cells were incubated with conventional medium for 48 h; G,H: HK-2 cells were exposed to oxalate (2 mmol/L) and COM (0.2 g/L) crystals for 48 h. 
hucMSC: human umbilical cord mesenchymal stem cell; COM: calcium oxalate monohydrate. 

图1   exo-free FBS培养的hucMSC、正常HK-2细胞及草酸和COM晶体诱导后的HK-2细胞形态

Fig.1   Morphology of hucMSCs in exo-free medium, narmal HK-2 cells and HK-2 cells induced by oxalate and COM crystals
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A: hucMSC-Ex透射电镜下形态; B: hucMSC-Ex与hucMSC中外泌体表面标志物蛋白表达结果; C: hucMSC-Ex粒径分析(NTA)结果。hucMSC-
Ex: 人脐带间充质干细胞外泌体; hucMSC: 人脐带间充质干细胞。

A: morphology of hucMSC-Ex under transmission electron microscope; B: Western blot analysis for exosome markers of hucMSC-Ex and hucMSCs; 
C: NTA result of hucMSC-Ex. hucMSC-Ex: exosome from human umbilical cord mesenchymal stem cell; hucMSC: human umbilical cord 
mesenchymal stem cell.

图2   人脐带间充质干细胞外泌体提取及鉴定结果

Fig.2   Characterization of exosomes from human umbilical cord mesenchymal stem cell 

图3   HK-2细胞与PKH26预染的hucMSC-Ex共培养6 h、12 h、24 h和48 h后的荧光结果

Fig.3   HK-2 cells after incubated with hucMSC-Ex for 6 h, 12 h, 24 h and 48 h under fluorescence icroscopy

点外泌体低剂量(80 μg/mL)干预组和外泌体高剂量

(160 μg/mL)干预组细胞结构异常改变较草酸+COM
组轻微, 外泌体高剂量(160 μg/mL)干预组细胞链接

紧密, 镜下不易观察到细胞间隙, 细胞ZO-1蛋白表
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达增加, 部分细胞连接处可看到ZO-1蛋白表达(图5)。
2.5.2   hucMSC-Ex提高草酸及COM晶体诱导的HK-2
细胞E-cadherin和ZO-1的蛋白表达, 降低其α-SMA和

N-cadherin及相关信号通路蛋白TGF-β、Smad2的蛋

白表达水平      各组细胞分别暴露于相应培养基48 h
后, 采 用Western blot法 检 测 其E-cadherin、ZO-1、
α-SMA、N-cadherin以及相关信号通路蛋白TGF-β
和Smad2的表达水平。结果发现, 与对照组和外泌

体组相比, 草酸+COM组α-SMA和N-cadherin以及

TGF-β、Smad2蛋白表达增强, E-cadherin和ZO-1表
达减弱。加入外泌体后外泌体低剂量(80 μg/mL)干
预组和外泌体高剂量(160 μg/mL)干预组中α-SMA和

N-cadherin蛋白表达减弱, E-cadherin和ZO-1表达增

强。TGF-β和Smad2蛋白与α-SMA和N-Cadherin蛋
白有相同的表达趋势(图6)。

3   讨论
草酸钙是泌尿系结石最为常见的结石成分, 在

COM晶体及草酸诱导的HK-2细胞损伤过程中常

常伴有脂质过氧化反应的存在[6]。研究发现, H2O2

介导的慢性氧化应激过程以及晚期蛋白氧化产物

(AOPP)可导致HK-2细胞EMT发生[7,20]。有文献报道, 
草酸及草酸钙可直接导致HK-2细胞发生纤维化[24]。

本实验采用COM晶体和草酸诱导HK-2细胞上皮间

质转化, 镜下可观察到细胞形态由典型的上皮细胞

铺路石样形态转变为长梭形或多角形结构, 细胞间

隙增加, 细胞间链接消失, 并且上皮标志物蛋白的表

达降低、间质标志物表达增高。这一现象与文献报

道一致, 说明我们已成功的诱导HK-2细胞发生间质

转化, 模拟出肾脏的纤维化的病理改变之一, 为进一

步实验提供基础。。

近年来, 干细胞治疗研究逐渐发现, 间充质干

细胞修复组织损伤的机制与其分泌作用有关, 而并

不是通过细胞分化完成[9-10]。细胞外泌体作为一种

新的细胞通信机制, 可能参与其修复损伤过程[11,19]。

因此, 我们探索了hucMSC-Ex是否对HK-2细胞上皮

间质转化这一病理损伤具有保护作用, 从而寻找临

床预防肾脏纤维化的新思路。

首先, 本实验采用了差速离心–重水蔗糖垫法

提取hucMSC-Ex, 所提外泌体电镜下结构、标志蛋

白表达以及NTA分析结果均与文献一致, 说明本实

验成功提取hucMSC-Ex, 可进一步探索其对细胞的

修复作用[22]。

我们观察到草酸及COM晶体诱导的HK-2细胞, 
在培养48 h后细胞数量较对照组明显减少, 细胞形

态发生了间质化改变。而hucMSC-Ex与间质化的

HK-2细胞共培养后, HK-2细胞活性较干预前明显提

升, 细胞形态变化也较未加入外泌体组轻微, 更接近

于正常的HK-2细胞。相较于造模组细胞, 外泌体干

预组间质标志蛋白表达下降, 上皮标志蛋白表达增

加。由此可得出结论: hucMSC-Ex可以缓解草酸及

COM晶体诱导的HK-2细胞上皮间质转化, 对细胞纤

维化损伤有一定的保护作用。

在前期实验中发现, 160 μg/mL hucMSC-Ex相较于

80 μg/mL hucMSC-Ex可更好的保持细胞活性[13]。故我

们选择了这两个剂量进一步探索外泌体对细胞的保

护作用。虽然可以明显观察到在细胞活性方面存在

明显的量效关系, 但在缓解纤维化的作用上未见明显

量效关系。E-cadherin和ZO-1在EMT的研究中被广泛

提及, 他们被认为是上皮细胞标志物[21]。hucMSC-Ex
预处理的HK-2细胞, 在草酸及COM晶体诱导后, 细胞

E-cadherin和ZO-1蛋白表达虽与对照组相比部分仍有

差异, 但已经明显优于草酸+COM组。N-cadherin和
α-SMA在EMT的相关研究中被认为是重要的间质标

志物, 草酸及COM晶体干预后, HK-2细胞高表达这

两种蛋白, 说明细胞已经出现了间质转化。而在加

入外泌体后, 蛋白表达异常的情况有明显缓解。

同时, 我们检测了经典的EMT信号通路TGF-β/
Smad2表达情况, 发现TGF-β/Smad2蛋白在草酸及

COM晶体诱导后的HK-2细胞中高表达, 说明草酸
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及COM晶体可能是通过激活此通路诱导细胞发生

上皮间质转化。而外泌体干预可在一定程度上缓解

这一现象。我们推测这一现象可能与以下的生物

过程相关, TGF-β以及其下游的Smad2蛋白是EMT
过程中起重要作用的细胞因子, TGF-β/Smad是细

胞和组织EMT研究中的经典信号通路。本实验室

在前期研究中发现, hucMSC条件培养基可以通过

降低肾脏组织TGF-β蛋白表达来缓解肾脏EMT[15], 
这种保护作用可能与外泌体有关, 因此我们通过本

实验进一步验证了此假设。另外有文献报道, 人尿

图5   各组HK-2细胞培养48 h后细胞形态及ZO-1和N-Cadherin蛋白的定位表达 
Fig.5   Morphology of HK-2 cells and expression of ZO-1 and N-cadherin in each group
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图6   各组HK-2细胞中ZO-1、E-cadherin、α-SMA、N-cadherin、TGF-β和Smad2蛋白的表达水平

Fig.6   Expression of ZO-1, E-cadherin, α-SMA, N-cadherin, TGF-β and Smad2 in HK-2 cells
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源干细胞外泌体内可高表达BMP-7[23]。而又有研

究指出, 通过抑制细胞BMP-7的表达可以促进草酸

及COM晶体诱导的HK-2细胞纤维化[24]。BMP-7
蛋白属于TGF-β超家族, 具有拮抗TGF-β、减少细

胞凋亡、缓解EMT等抗纤维化作用[25]。因此我们

推测, hucMSC-Ex可能是通过传递BMP-7蛋白对

细胞进行保护。但在本实验中, 我们还未深入探究

hucMSC-Ex保护细胞损伤和缓解上皮细胞纤维化

的具体机制, 并且实验结果仍需进一步动物实验证

实, 从而更好地为保护结石肾脏、慢性肾病肾脏提

供更确切的治疗新思路。

综上所述, 本实验证实, 在体外培养细胞中, 
hucMSC-Ex干预可以缓解草酸及COM晶体诱导

HK-2细胞发生的上皮间质转化, 其机制可能是通过

干细胞外泌体包含的蛋白拮抗TGF-β表达完成, 具
体机制还需进一步研究证实。
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