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人外周血单核细胞释放 PrPC 与其分泌

Exosomes 相关性研究
王桂花周向梅尹晓敏 杨利峰杨建民赵德明*
(中国农业大学动物医学院， 国家动物海绵状脑病实验室，北京 100193)

摘要 为探求人外周血羊核细胞是否分泌 exosomes 以及 exosomes 的分泌与细胞外环境中

PrPC 的关系 . 采用密度梯度离心的方法从人外周血单核细胞系的培养基中提取 exosomes， 并利用

电镜技术和免疫印迹分析对其形态学和生物学特征进行鉴定。 结果显示所提取的 exosomes主要分

布在 1. 13-1. 16 g/ml 的密度层中，乎均直径在 30-100 nm之间，呈杯状， 这与相关报道关于其他细

胞分泌的 exosomes 特征分析的结果相一致; 与 exosomes 相关的分子 Tsg101 、 flotillin-1 ， Hsp70 、

PrPC 均为阳性标记，而作为内质网标志蛋白的钙连接蛋白在 exosomes 上没有检测到。以上结果说

明人外周血单核细胞分泌的 exosomes 没有被细胞器污染， 而且细胞向培养基中释放PrPC 与其分泌

exosomes 有关。
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传染性海绵状脑病(transmissible spongiform 

encephalopath邸， TSEs)又称阮病， 是由肮病毒(PrPSC)

在中枢神经系统聚集引起的人和动物的一组神经退

行性疾病[1-2]。根据美国加州大学 Prusiner提出的肮

蛋白学说[坷， TSEs 是由细胞型阮蛋白(PrPC)异常变构

所致。 PrPSc可以结合正常的 PrpC， 无需DNA或RNA

的参与， 使之发生相同的结构改变，从而达到复制、

传染的目的。外源性PrPSc 的侵入可以使体内正常的

PrPC发生结构改变， 引起疾病; 体内正常的 PrPC 基因

突变也可能使 PrPC 自发地发生结构改变而患病[4-6] 。

无论哪种方式引起疾病的发生，都是外周组织首先发

生感染， PrPsc 在网状淋巴系统进行复制， 然后才转

移到中枢神经系统。目前为止， PrPsc 由外周组织进

入到中枢神经系统的感染机制尚不完全清楚，通过输

血导致羊痒病和人的 vCJD 发生的报道[7-8]暗示了血

液感染的可能性。因此，明确血细胞表达的正常

PrPC 的生物学特性对进一步研究 PrPSC 的感染机制具

有重要作用。 Exosomes 是活细胞的晚期内含体与质

膜融合以后，通过胞吞作用释放到细胞外的一种小囊

泡[9401，最初在网织红细胞成熟过程中被发现，随着

研究的不断深入， exosomes已经被证实可以携带一些

特定的蛋白进入细胞外环境中，作为细胞功能的使者，

调节细胞间的信号转导参与体内多种生理病理过程，

因而越来越得到人们的关注。 本实验通过从人外周

血单核细胞的培养基中提取纯化 exosomes ， 并分析

exosomes 与培养基中存在的 PrPC 的关系，旨在从细

胞机制上为阮病的感染机制提供一定的理论基础。

1 材料与方法

1.1 细胞来源和抗体

THP-l单核细胞系来源于人外周血，购自中国科

学院上海生物化学与细胞生物学研究所。

TsgI01 小鼠单克隆抗体(mAb) 、 flotillin- 1 兔多

克隆抗体、 Hsp70 小鼠 mAb 和 calnexin 兔多克隆抗

体均购自美国 Santa Cruz 公司; PrP 小鼠 mAb 购自

Compton 公司 ; 辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠

IgG和山羊抗兔IgG购自北京中杉金桥生物技术有限

公司;山羊抗小鼠和山羊抗兔 IgG- 胶体金 15 nm购

自武汉博士德生物工程有限公司。

1.2 细胞培养和裂解液的制备

首先对胎牛血清(Gibco 公司)进行 4∞ 000 r/min 

超速离心1.5 h 的前处理。细胞以 4x104个 Iml 的密

度接种于 75 cm2 培养瓶，加入含有 10% 处理后的胎

牛血清、 100 U/m1 青霉素和 100 Uι硫酸链霉素的

RPMI1640 培养液(Gibco 公司，置于 37
0

C 、 5%C02
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培养箱中培养，每隔 48-72 h更换培养液， 更换培养

液时细胞密度达到 8xl伊个/时， 不超过 lxl<Y'个Iml。

使用时细胞处于对数生长期， 960 r/min 离心 5 min, 

收集细胞沉淀，细胞沉淀用 PBS 缓冲溶液洗涤，估计

细胞沉淀的体积， 每 50-100μl 细胞沉淀加入 5 倍体

积 RIPA 裂解缓冲液(普利莱基因技术有限公司)，含

有100x蛋白酶抑制剂(诺维森生物科技有限公司)，冰

浴 20 min，隔 5 min 振荡一次， 12 000 r/min 离心 10

min，取上清液， -20 .C冻存。

1.3 Exosomes 的提取纯化

收集培养48-72 h后的培养基， 800 g 离心 5 min 

除去细胞， 10α)()g 离心30min除去细胞碎片， 1∞α)()

8超速离心1.5 h，弃上清液， 2.5 mol/L 煎糖溶液重悬

沉淀，悬浮液加到 2.25 、 2 . 0 、 1. 75 、1.5 、1.25 、

1.0 、 0.75 、 0.5 和 0.25 mollL 的线性煎糖梯度上层，

100 000 g 超速离心 15 h o 从离心管顶部开始收集

每一部分蔚糖垫， PBS 缓冲液稀释， 1∞ OOOg超速离

心1.5 h，含有蛋白酶抑制剂的 PBS 缓冲液重悬每部

分沉淀， -20 .C冻存，以进行进一步的分析。

1.4 负染

取 10-15μl 的 exsomes 悬浮液滴加到 200 目的

载样铜网上，室温静置 5 min 使之吸附，滤纸吸去多

余液体，滴加 1% 的醋酸双氧铀于铜网上， 室温染色

不超过3 min，滤纸吸干负染液后，白炽灯下烤 lO min

左右，透射电镜观察其形态和大小。

1.5 Western 印迹分析

BCA法测定细胞裂解液和 exosomes悬浮液的蛋

白含量，分别取等量样品加 2xSDS 上样缓冲液， 95 .C

变性 5 min, 10000 g 离心 2 min 收集上清液。 129毛

的 SDS- 聚丙烯酷肢凝胶进行蛋白分离，电泳转移到

PVOF膜上后， 5%的脱脂牛奶封闭 lh。 一抗(Flotillin-

1 为 1 : 200, Tsg I0l 为 1 : 200, Hsp70 为 1 : 200, 

calnexin 为 1 : 200, PrP 为 1 : 2 000) 37 .C温育施，

TBST缓冲液漂洗 3 次，每次 10 min， 二抗(山羊抗小

鼠 1 : 6000，山羊抗兔 1 : 6 000)室温温育 50 min, 

TBST缓冲液漂洗6次，每次5min。采用增强型HRP­

DAB 底物显色试剂盒(天根生化科技有限公司)提供

的标准方法进行显色。

1.6 免疫电镜

Exosomes 悬浮液滴加到 200 目的聚乙烯醇缩甲

醒镶网上，室温下静置，吸附 10 min, 2% 的多聚甲醒

固定 10 min，含有 1% BSA 的 PBS 缓冲液封闭 20

·研究论文·

PrP 为 1 : 1 000) 37 .C温育 1 h，含有 0. 1 % BSA 的

PBS 缓冲液漂洗 3 次，每次5min，结合 15nm胶体金

的二抗(羊抗鼠和羊抗兔均为 1 : 50)温育 30 min，大

量的 PBS 缓冲液漂洗 6 次，每次 5 min o 1% 的醋酸

双氧铀染色， 白炽灯烤干，透射电镜观察胶体金颗粒

标记的情况。

2 结果

2.1 人外周血单核细胞分泌 exosomes

Western 印迹分析每部分煎糖密度层的沉淀中

exosomes特异性标志蛋白TsgI0l 和 flotillin- l 的分布

情况，结果显示在第 4和第 5 部分， 1.13- 1.16 g/ml 的

密度层中检测到 TsgI01 和 floti1lin- l 的存在(图 1)，其

中 TsgI01 分子量大小为 43 kDa, flotillin-l 为 45 kDao 

取 1.13-1.16 g/ml密度层的沉淀悬液负染后电镜下直

接观察， 可见所提取的 exosomes 为杯状的小囊泡，平

均直径大小在 30-100 nm 之间(图 2) 。

2.2 Exosomes 的鉴定

1.13-1.16 g/ml密度层的沉淀悬液的免疫电镜结

果显示，大部分 exosomes 小囊泡的外膜或内部均可

以见到标记Tsg101和flotillin- l 的黑色胶体金颗粒(图

3，箭头所示)。同时 Western 印迹分析等量的细胞裂

解液和 exosomes 悬液，结果只在细胞裂解液中检测

Dentisity ~ e。、 o 8 、. 唱qDp de、p‘ 嗖俨T、a rr、、， ~ M, 
(glml) - - - - - -=..(ωa) 

A 
·圃" 43 

B 
啕圃--圃- 45 

Fig.l Western blot analysis of gradient fractions 
A: TsgI0l; B: flotillin-1. 

min。 一抗(flotillin- l 为 1 : 100, TsgI0l 为 1 : 100, Fig.2 Exosomes morphology (50 OOOx; Scale bar: 刚刚
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虽然多种细胞和组织都表达PrpC，但大部分实验

都采用神经细胞作为模型研究 PrPC 生物学功能。而

本研究中通过Westem印迹分析证实人外周血单核细

胞表达 PrPC，并进一步证实其分泌的 exosomes 携带

PrPC，表明人外周血单核细胞分泌 exosomes 与 PrPC

的释放有密切联系。尽管本研究中没有证明感染后

的人外周血单核细胞也可以通过分泌 exosomes 向细

胞外释放PrpSc，但是单核细胞可以随血液循环进入到

各组织当中，进而分化为巨噬细胞，进入到脑组织后

分化为小胶质细胞。 Fevirer 等口6]通过对感染羊痒病

病毒之前和之后的上皮细胞系和神经胶质细胞系进

行研究，发现两种细胞分泌的 exosomes 既可以携带

PrPC，也可以携带 PrpSc 0 Vella等{171的研究则进一步证

实了 exosomes 携带的PrpSc在同源细胞间和异源性细

胞间均可相互感染。于是，我们推测 exosomes 可能

为 PrPSC 在细胞间的转移提供了载体。因此，我们证

明单核细胞分泌exosomes与PrPC的释放有关的结果，

增强了外周血单核细胞一旦被感染，同样也可以通过

分泌 exosomes 向细胞外释放 PrPSC 的可能性，也从细

胞机制方面，为由于输血导致感染羊痒病和 vCJD而

提出的血液感染机制提供了 定的理论基础。

Exosomes是活细胞的晚期内含体与质膜融合后

释放到细胞外的一种小囊泡{9，闷， PrPC是一种通过GPI

锚定在细胞膜脂役内的糖蛋白，因此，人外周血单核

细胞分泌的 exosomes 表达 PrPC 与 exosomes 的形成

相一致。Flotillin-l 也是脂链的重要蛋白组成成分之

一，也是 exosomes 富含的蛋白成分之一(18]。人外周

血单核细胞可以通过分泌 exosomes 向细胞外释放

PrPC 是否与其在细胞上的亚细胞定位有关， flotillin-l 

是否在此过程中起了重要作用，以及是否有其他蛋臼

的参与，这些都有待进一步研究。此外，本研究仅

从定性的角度证明了人外周血单核细胞可以通过分

泌 exosomes 向细胞外环境中释放 PrPC，而并未对培

养基中全部的 PrPC和 exosomes携带的PrPC进行定量

比较，因此，通过分泌 exosomes 释放 PrPC 是否是人

外周血单核细胞释放 PrPC 的唯一途径有待进一步研

究。相信随着对 PrPC 生物学特性的深入研究，将会

对肮病的发生发展机制有新的认识，为临床上诊断和

治疗肮病带来新的希望。

·研究论文·
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王挂花等: 人外周血单核细胞释放 PrPC与其分泌 Exosomes 相关性研究

Human Peripheral Blood Monocytes Release Prpc 

in Association with Exosomes 

Gui-Hua Wang, Xiang-Mei Zhou, Xiao-Min Yin, Li-Feng Yang, De-Ming Zhao* 

(National Animal Transmissible Spongiform Encephalopathy Laboratoη" College of Veterinaη Medicine， 

China Agricultural Universi吵， Beijing 100193, China) 

88 -1 

Abstract 1n order to investigate whether human peripheral blood monocytes secrete exosomes, and 

exosomes associate with Prpc released into extracellular. Exosomes were isolated from the human peripheral blood 

monocytes medium by density gradient centrifugation, and their mo叩hology and biological characteristics were 

identified by electron microscope and Westem blot analysis. The results showed the density of fractions containing 

exosomes was between 1.13 and 1.16 g旭ù. The exosomes were 30一100 nm in size and cup-shaped mo叩hology，

which are similar to the previous report for exosomes released from other cells. The associated molecules, TsgI0l , 

flotillin-l , Hsp70, Prpc were probed. While calnexin, a lumínal marker of the endoplasmic reticulum, was not 

detected. We suggest that human perípheral blood monocytes can secrete exosomes without contaminated by 

organelles, and the release of PrPC associated with exosomes. 

Key words transmissible spongiform encephalopathíes; PrPC; exosomes; flotillín-l; Tsg101 

Received: September 7, 2009 Accepted: November 19, 2009 
This work was supported by the National Science and Technology Supporting Program of China (No.2008BAI54B06) and the 

National Natural Science Foundations of China (No.30871854) 
*Corresponding author. Tel: 86, 10-62732980, Fax: 86-10-62732975 , E-mail: zhaodm@cau.edu.cn 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志
   细
胞
生
物
学
杂
志




