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兔出血症病毒 ２型感染的肝组织外泌体提取方法比较
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摘　 要:为了高效地分离得到兔出血症病毒 ２型感染后的肝组织外泌体ꎬ比较使用 ＥＤＴＡ￣２ Ｎａ螯合法(ＥＤＴＡ￣ＥＸ)、胶
原酶酶解法(胶原酶￣ＥＸ)和 ＰＥＧ￣６０００聚合物沉积法(ＰＥＧ￣ＥＸ)结合差速离心法提取和富集外泌体的效果ꎬ并通过细

胞表面标记的蛋白免疫印迹、纳米颗粒粒径分析和透射电镜技术对提取得到的外泌体样品进行表征鉴定.同时ꎬ通过实

时荧光 ＰＣＲ、免疫荧光试验( ＩＦＡ)及细胞感染试验确认外泌体中携带的病毒粒子数量及感染性.结果显示ꎬＰＥＧ￣６０００
聚合物沉积法、ＥＤＴＡ￣２ Ｎａ螯合法和胶原酶酶解法均能提取和富集得到形态结构完整ꎬ浓度和纯度较高的外泌体.３种

方法提取外泌体的所需时间分别为(３３１􀆰 ６±７􀆰 ９６)ｍｉｎ、(４８５􀆰 ２±４􀆰 ２１)ｍｉｎ和(３９０±７􀆰 ６８)ｍｉｎꎬ样本中的外泌体总蛋白浓

度分别为(７􀆰 ６１±１􀆰 ０９)μｇ / μＬ、(１􀆰 ４８±０􀆰 ５２)μｇ / μＬ 和(０􀆰 ５５±０􀆰 １８)μｇ / μＬ.实时荧光 ＰＣＲ 的检测结果显示ꎬＰＥＧ￣ＥＸ、
ＥＤＴＡ￣ＥＸ和胶原酶￣ＥＸ中的 ＲＨＤＶ２病毒载量分别为 １×１０７􀆰 １５ ｃｏｐｉｅｓ / ｍＬ、１×１０７􀆰 １１ ｃｏｐｉｅｓ / ｍＬ和 １×１０６􀆰 ６ ｃｏｐｉｅｓ / ｍＬ.为了

确认得到的外泌体仍具有感染性ꎬ将经 ＣＤ６３磁珠纯化得到的外泌体(ｐＣＤ６３￣ＥＸ)接种 ＲＫ１３ 细胞ꎬＩＦＡ 检测可观察到

细胞中 ＲＨＤＶ２￣ＶＰ６０蛋白的特异性绿色荧光.相比纯化的 ＲＨＤＶ２病毒粒子ꎬｐＣＤ６３￣ＥＸ感染细胞后的病毒增殖活力要

更高.结论:３种方法均能从兔肝组织中分离出携带 ＲＨＤＶ２病毒粒子的外泌体.ＰＥＧ￣６０００聚合物沉淀法对肝组织外泌

体的提取效率更高(操作时间更短、富集率和质量更高)ꎬ携带的病毒粒子数量也较多ꎬ而携带病毒的外泌体保有对宿

主细胞的感染性ꎬ这也为后续病原学研究提供了方法学和物质基础.
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　 　 细胞外囊泡(Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓꎬＥＶｓ)是由细

胞主动释放或被动脱落的膜包裹结构ꎬ其特征是具有

脂质双层膜结构ꎬ可携带蛋白质、核酸和代谢物等生

物分子ꎬ而外泌体(Ｅｘｏｓｏｍｅｓ)为细胞外囊泡中的亚

类ꎬ是一种较小的脂质双层膜包被颗粒ꎬ直径通常在

２０~２００ ｎｍ[１] .现有的研究表明ꎬＲＮＡ病毒(如丙型肝

炎病毒)能够通过不同方式粘附或进入外泌体进行扩

散ꎬ并具有感染性[２] .受感染细胞所产生的外泌

体内不仅含有病毒成分ꎬ也包含其他宿主成分(如蛋

白质、ｍｉＲＮＡ等)ꎬ从而发挥多种生物学功能ꎬ包括介

导细胞间信息传递、物质运载、病毒感染以及协助免

疫逃逸等[３￣４] .此外ꎬ外泌体还参与调控病毒性肝炎、
脂肪肝、酒精性肝病和肝癌等多种肝病的病生理进

程[５] .
兔出血症病毒(Ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓꎬ

ＲＨＤＶ)属于杯状病毒科ꎬ兔出血症病毒属(Ｌａｇｏｖｉｒｕｓ)
的单股正链 ＲＮＡ 病毒ꎬ可导致感染兔发生病毒性肝

炎和急性死亡ꎬ并伴随出现肝脏水肿、淤血和坏死等

主要病理变化ꎬ俗称兔瘟(Ｒａｂｂｉｔ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｄｉｓｅａｓｅꎬ
ＲＨＤ) [６￣７] .ＲＨＤＶ２被认为是 ＲＨＤＶ的新型变异株ꎬ其
感染宿主范围更广泛ꎬ并且对不同年龄的兔均具有较

高的易感性ꎬ该病毒自 ２０２０ 年 ４ 月在我国四川省金

堂县暴发和流行以来ꎬ给区域内养兔业造成了巨大的

经济损失[８￣９] .目前ꎬ对 ＲＨＤＶ２ 在体内感染和传播方

式的研究仍十分匮乏ꎬ尤其是以肝脏为靶器官的

ＲＨＤＶ２病毒粒子是否会借助外泌体实现体内的扩大

感染尚未见报道.为此ꎬ我们需要建立可高效提取兔

肝脏外泌体的方法ꎬ以便开展后续的病原学研究.
目前对体液或体外培养细胞来源外泌体的提取

方法较为成熟ꎬ但对组织细胞来源外泌体的纯化和富

集则缺乏条件统一的方法.常用的外泌体分离方法包

括超高速离心法、密度梯度离心法、尺寸排阻色谱法、
亲和性富集法等[１０￣１１]ꎬ由于组织样本中包含大量的血

清外泌体和非外泌体成分(如细胞碎片、蛋白质聚集

体等)ꎬ并且细胞源外泌体的释放率受细胞状态、生理

条件或病理过程的影响ꎬ因此需要进行充分富集后才

能获得足量的外泌体.使用 ＥＤＴＡ￣２ Ｎａ、胶原酶、ＤＮＡ
酶及聚乙二醇(ＰＥＧ)等制剂用于解离细胞、富集病毒

或细胞外囊泡的方法已有报道[１１￣１３]ꎬ但应用条件缺乏

统一.因此本研究拟通过对比不同方法提取外泌体的

效率ꎬ并进行条件的重新组合优化ꎬ以此确定稳定提

取兔肝组织外泌体的高效方法ꎬ并验证被 ＲＨＤＶ２ 感

染肝脏的外泌体是否具有感染性.

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 组织样本和毒株信息

组织样本为 ＲＨＤＶ２ 感染后病死兔的新鲜肝脏ꎻ
ＲＨＤＶ２毒株 ＳＣＮＪ￣２０２１由西南民族大学畜牧兽医学

院实验室鉴定保存.
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试验材料和仪器

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ快速凝胶试剂盒、ＢＣＡ 蛋白浓度检测

试剂盒购自武汉博士德生物ꎻ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ / Ｇ 免疫磁珠

购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司ꎻ Ⅵ型胶原酶购自美国 Ｓｉｇｍａ￣
ＶＥＴＥＣ公司ꎻ磷钨酸、ＥＤＴＡ￣２ Ｎａ、聚乙二醇( ＰＥＧ)
６０００、考马斯亮蓝染液购自北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司ꎻＲＮＡ
提取试剂盒、高保真 ＰＣＲ 酶反转录酶购自宝生物工

程(大连)有限公司ꎻ磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)、ＤＭＥＭ / Ｆ￣

３６２
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１２培养基购自上海源培生物科技公司ꎻａｎｔｉ￣ＣＤ６３、ａｎ￣
ｔｉ￣ＴＳＧ１０１、ａｎｔｉ￣ＡＬＩＸ、ａｎｔｉ￣β￣ｔｕｂｕｌｉｎ 抗体购自武汉三

鹰生物科技公司ꎻａｎｔｉ￣ＶＰ６０ 单克隆抗体为实验室自

制保存ꎻ山羊抗鼠 ＩｇＧ￣ＨＲＰ、山羊抗兔 ＩｇＧ￣ＨＲＰ 购买

于美国 Ａｂｃａｍ公司ꎻ硝酸纤维素膜(ＮＣ)购自美国密理

博ꎻＲＫ１３细胞由本实验室保存ꎻ纳米粒度颗粒跟踪分

析仪、透射电子显微镜(ＪＯＥＬꎬ日本电子)ꎻ所有荧光探

针和引物均由生工生物工程(上海)有限公司合成.
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＲＴ￣ＰＣＲ检测

将提取的总 ＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡꎬ用世界动物卫

生组织(ＯＩＥ)推荐的 ＲＨＤＶ２ 特异性检测引物(表 １)
和高保真 ＰＣＲ酶对病毒 ｃＤＮＡ进行扩增检测.

表 １　 ＲＨＤＶ２ ＯＩＥ引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 ＲＨＤＶ２ ＯＩＥ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

片段名称 引物序列(５′￣３′) 片段大小(ｂｐ)

ＲＨＤＶ２￣Ｆ
ＲＨＤＶ２￣Ｒ

ＣＣＴＧＴＴＡＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＧＣＣ
ＣＡＡＧＴＴＣＣＡＲＴＧＳＣＴＧＴＴＧＣＡ ４８１

１􀆰 ２􀆰 ２　 肝组织预处理

为减少血清来源外泌体的 干 扰ꎬ新 鲜 采 集

ＲＨＤＶ２感染后的病死兔肝脏ꎬ用预冷的 ＰＢＳ 洗涤组

织去除肝内血液ꎬ并用无菌纱布吸干组织表面的水

分ꎬ然后放入无菌采样袋中置于－８０ ℃冰箱保存备

用.
１􀆰 ２􀆰 ３　 外泌体的分离方法

(１) ＥＤＴＡ￣２ Ｎａ螯合差速离心法

取适量的肝组织样品置于 ５ ｍＬ ＥＰ 管中ꎬ将组织

剪碎后加入 ３ ｍＬ解离缓冲液(含 ０􀆰 ５％ＥＤＴＡ￣２ Ｎａ的
ＰＢＳ溶液ꎬｐＨ ７􀆰 ２)ꎬ于 ４ ℃下螯合 ３０ ｍｉｎꎬ每间隔

５ ｍｉｎ轻摇混匀 １ 次ꎬ螯合结束后加入等体积的无血

清 ＤＭＥＭ培养液孵育 ２ ｈ[１３] .随后将悬液用 ７０ μｍ滤

网过滤后于 ４ ℃ꎬ３００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 后收集上清液ꎬ
再于４ ℃ꎬ２ ０００×ｇ离心 ２０ ｍｉｎ后继续收集上清液ꎬ并
进一步于 ４ ℃ꎬ１０ ０００×ｇ 离心 ７０ ｍｉｎꎬ将最后收集的

上清液经 ０􀆰 ２２ μｍ滤膜过滤后转移至超高速离心杯

中ꎬ于４ ℃ꎬ１２０ ０００ × ｇ 离心 ９０ ｍｉｎꎬ弃上清液后用

ＰＢＳ重悬浸洗沉淀ꎬ再于 ４ ℃ꎬ １２０ ０００ ×ｇ 离心 ９０
ｍｉｎ后用预冷的 ＰＢＳ重悬沉淀ꎬ即为 ＥＤＴＡ 制备的外

泌体(ＥＤＴＡ￣ＥＸ)ꎬ样品于－８０ ℃保存.
(２)胶原酶酶解法差速离心法

取适量组织样品置于 ５ ｍＬ ＥＰ 管中ꎬ将组织剪碎

后转移至 ６孔细胞培养板中ꎬ并加入 ２ ｍＬ消化液(含
２％胶原酶Ⅳ和 ＤＮａｓｅ Ｉ)ꎬ在 ３７ ℃振荡培养箱中孵育

１ ｈ后用 ７０ μｍ滤网过滤得到悬液[１４] .将悬液于４ ℃ꎬ
３００×ｇ离心 １０ ｍｉｎ后收集上清液ꎬ并于 ４ ℃ꎬ２ ０００×ｇ
离心 ２０ ｍｉｎꎬ收集上清液后继续于 ４ ℃ꎬ１０ ０００×ｇ 离
心 ７０ ｍｉｎꎬ将收集的上清液用 ０􀆰 ２２ μｍ滤膜过滤后于

４ ℃ꎬ１２０ ０００×ｇ 超速离心 ９０ ｍｉｎꎬ弃去上清液后用

ＰＢＳ重悬浸洗沉淀ꎬ再以 １２０ ０００×ｇ超速离心 ９０ ｍｉｎꎬ
用预冷的 ＰＢＳ 重悬沉淀ꎬ即为胶原酶制备的外泌体

(胶原酶￣ＥＸ)ꎬ样品于－８０ ℃保存.
(３)ＰＧＥ￣６０００沉降差速离心法

将适量组织样本置于 ５ ｍＬ ＥＰ 管中ꎬ将组织剪碎

后加入无血清 ＤＭＥＭ培养基混匀.用 ７０ μｍ滤器过滤

后取悬液于 ４ ℃ꎬ３００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ收集上清液于

４ ℃ꎬ２ ０００×ｇ 离心 ２０ ｍｉｎ 后ꎬ继续于 ４ ℃ꎬ１０ ０００×ｇ
离心 ７０ ｍｉｎꎬ然后收集上清液.配置 ＰＥＧ￣６０００ 缓冲液

(向 ４００ ｍＬ的 ＰＢＳ中加入 ６４ ｇ ＰＥＧ￣６０００和２３􀆰 ３７６ ｇ
ＮａＣｌꎬ于 ３７ ℃水浴至溶解)后按体积比 １∶１ 加入上清

液中ꎬ于 ４ ℃静置沉降 ２ ｈ[１５] .将 ＰＥＧ￣６０００ 沉降后的

悬液置于超速离心管内以 １２０ ０００×ｇ 离心 ３０ ｍｉｎ 后

用 ＰＢＳ重悬浸洗沉淀ꎬ再以 １２０ ０００×ｇ离心 ３０ ｍｉｎ后
用 ＰＢＳ 重悬沉淀ꎬ即得到 ＰＧＥ￣６０００ 制备的外泌体

(ＰＥＧ￣ＥＸ)ꎬ样品于－８０ ℃保存.
１􀆰 ２􀆰 ４　 免疫磁珠纯化

为了去除游离于外泌体外的病毒颗粒干扰[１６]ꎬ
按照 ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ / Ｇ免疫磁珠试剂盒说明方法ꎬ利用偶

联 ＣＤ６３ 抗体的免疫磁珠对外泌体提取液进一步纯

化(ｐＣＤ６３￣ＥＸ).
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ蛋白分析

向外泌体样品中加入裂解液后置于冰上裂解

１０ ｍｉｎꎬ然后加入蛋白上样缓冲液并于 １００ ℃加热

５ ｍｉｎ后ꎬ１２ ０００ ｒｐｍ 离心 ５ ｍｉｎ吸取上清液.用配置好

的 １０％的十二烷基磺酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶 ( ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ)对蛋白样本进行电泳分析.用考马斯亮蓝

Ｒ２５０对蛋白胶进行染色 １ ｈꎬ在摇床上洗涤(５％氯化

钾溶液)脱色后拍照保存.
１􀆰 ２􀆰 ６　 蛋白免疫印迹(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)鉴定外泌体标志

物及病毒蛋白

用 ａｎｔｉ￣ＴＳＧ１０１、ａｎｔｉ￣ＣＤ６３、ａｎｔｉ￣Ａｌｉｘ、 ａｎｔｉ￣β￣ｔｕｂｕ￣

４６２
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ｌｉｎ检测外泌体标记物ꎬ以及用 ａｎｔｉ￣ＶＰ６０ 检测外泌体

中的病毒蛋白.样品处理方法同 １􀆰 ２􀆰 ５ꎬ将样品进行

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电 泳 后 于 ２５０ ｍＡ 条 件 下 完 成 转 膜

(９０ ｍｉｎ)ꎬ然后于 ３７ ℃恒温箱用 ５％脱脂奶对膜进行

封闭 ２ ｈ.用稀释后的抗体于 ４ ℃过夜孵膜后用 ＴＢＳＴ
进行充分浸洗.之后用二抗于室温孵膜 ２ ｈ 后用 ＴＢＳＴ
将膜清洗ꎬ最后用化学发光液进行显影拍照保存[１７] .
１􀆰 ２􀆰 ７　 颗粒粒度分析

用纳米粒度颗粒跟踪分析仪对外泌体的粒度分

布及颗粒总数进行表征ꎬ并记录结果.
１􀆰 ２􀆰 ８　 透射电子显微镜观察形态

将样 品 进 行 负 染 后ꎬ使 用 透 射 电 子 显 微 镜

(５００ ｎｍ)对外泌体的形态进行观察ꎬ并拍照记录结果.
１􀆰 ２􀆰 ９　 荧光定量检测

参考文献[１８]合成 ＲＨＤＶ２ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 特异性引物

及探针ꎬ进行实时荧光定量 ＰＣＲꎬ检测 ＲＨＤＶ２ ＶＰ６０
核酸含量.序列如表 ２所示.

表 ２　 荧光定量 ＰＣＲ引物及探针序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｏｂｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ＰＣＲ ｉｎ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ

片段名称 引物序列(５′￣３′) 大小(ｂｐ)

ＲＨＤＶ￣Ｔａｑ ｍａｎ ￣Ｃ￣Ｆ ＣＧＧＴＴＴＧＣＣＧＣＣＡＴＴＧ

ＲＨＤＶ￣Ｔａｑ ｍａｎ￣Ｃ￣Ｒ ＣＣＡＡＡＧＣＴＣＡＡＧＣＡＣＧＴＴＴＧ

ＲＨＤＶ２￣Ｃ￣Ｐｒｏｂｅ ＦＡＭ￣ＡＡＣＧＣＡＡＧＴＴＴＣＣＣＴＧＧＡＡＧＣＡＧＴＴ￣ＶＩＣ

７８

１􀆰 ２􀆰 １０　 ＢＣＡ 法测定蛋白浓度

通过 ＢＣＡ 法测定提取得到外泌体的总蛋白量ꎬ
根据试剂盒说明书配置 ＢＣＡ 工作液ꎬ于 ９６ 孔板中加

入 ２００ μＬ ＢＣＡ工作液和 ２０ μＬ蛋白标准品或外泌体

样本ꎬ３７ ℃摇床上避光孵育 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ使用酶标仪

(５６２ ｎｍ波长)检测吸光值ꎬ根据标准曲线计算待检

样本中的蛋白含量.
１􀆰 ２􀆰 １１　 病毒粒子纯化

用 ０􀆰 ０１ ｍＭ ＰＢＳ将兔肝脏按 １∶１０体积比进行匀

浆制备成组织细胞悬液ꎬ４ ℃ꎬ８ ０００ ｒｐｍ 离心４０ ｍｉｎ
后收取上清液ꎬ用 ０􀆰 ２２ μｍ 的滤器过滤上清ꎬ加入

ＰＥＧ￣６０００和 ＮａＣｌ至浓度分别为 ６％和 ３％ꎬ并４ ℃搅

拌过夜.配置质量分数分别为 ６５％、５５％、４５％、３５％的

蔗糖溶液ꎬ分别取 ２ ｍＬ 依次加入超离管中ꎬ４ ℃静置

过夜.将过夜搅拌后的病毒液在 ４ ℃条件下４０ ０００ ｒｍｐ
离心 ６０ ｍｉｎ 后弃上清ꎬ再用适量的 ＰＢＳ 重悬沉淀.将
悬液加入蔗糖密度梯度离心管的最上层ꎬ于４ ℃条件

下 ４０ ０００ ｒｍｐ 离心 ２ ｈ.取全病毒核酸所在的组分ꎬ用
ＰＢＳ透析后再用 １００ ｋＤａ 的超滤管４ ℃ꎬ１２ ０００ ｒｍｐ
离心 ３０ ｍｉｎ 进行浓缩.最后ꎬ使用偶联 ＣＤ６３ 的免疫

磁珠对浓缩液进行处理ꎬ去除聚集沉淀的外泌体ꎬ即
获得纯化的 ＲＨＤＶ２病毒粒子.
１􀆰 ２􀆰 １２　 间接免疫荧光( ＩＦＡ)

将纯化的 ＲＨＤＶ２ 和 ｐＣＤ６３￣ＥＸ 与 ＲＫ１３ 细胞于

３７ ℃共培养 ２ ｈꎬＰＢＳ漂洗 ３次后以 ａｎｔｉ￣ＶＰ６０抗体为

一抗ꎬ以羊抗兔 ＦＩＴＣ￣ＩｇＧ 为二抗对粘附感染细胞的

ＲＨＤＶ２病毒蛋白进行标记并观察记录荧光信号.
１􀆰 ２􀆰 １３　 细胞感染试验

将 ＲＫ１３细胞接种 １２ 孔板进行扩大培养ꎬ待细

胞融合生长至约 ８０％ ~９０％密度时ꎬ吸弃培养基并加

入 ４ ℃ ＰＢＳ浸洗 ３次ꎬ然后分别接种相同病毒拷贝数

的 ＲＨＤＶ２纯化病毒液或含毒外泌体(ｐＣＤ６３￣ＥＸ)ꎬ同
时以健康兔肝提取的纯化外泌体作为阴性对照组.于
３７ ℃培养箱孵育 ２ ｈ 后ꎬ收集处理后的细胞提取总

ＲＮＡ并反转录为 ｃＤＮＡ.利用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ及 ＩＦＡ分别检

测不同处理组细胞中 ＲＨＤＶ２的核酸量和病毒蛋白荧

光信号.同时在在接种后的第 １２ ｈ、２４ ｈ、３６ ｈ、４８ ｈ 和

６０ ｈ 分别取细胞上清ꎬ用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 方法检测细胞中

的病毒核酸含量.
１􀆰 ２􀆰 １４　 统计学分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７ 软件对数据进行统计分

析并制图ꎬ计量资料用均数 ± 标准差表示ꎬ采用单因

素方差分析.Ｐ<０􀆰 ０５ 表示统计学差异显著(∗)ꎬＰ<
０􀆰 ０１表示差异十分显著(∗∗)ꎬＰ<０􀆰 ００１ 表示差异

极其显著(∗∗∗).

２　 结果

２􀆰 １　 ＲＨＤＶ２感染死亡兔的大体剖检和病原检测

感染兔发生急性死亡ꎬ病死前出现精神沉郁ꎬ厌
食和角弓反张等典型症状ꎬ肛门失禁可见血痢.对病
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死兔进行病理剖检(图 １)ꎬ多器官呈现明显的败血症

表现(不同程度的出血和淤血)ꎬ尤以肝脏、肺脏、脾脏

的病变最为严重.肝脏肿胀淤血ꎬ体积增大ꎬ边缘钝圆

呈土黄色ꎻ脾脏肿胀出血ꎬ脾尾边缘呈暗黑色ꎬ质地脆

弱ꎻ肺脏充血ꎬ表面有多个散在淤血斑ꎻ气管黏膜出

血ꎬ管腔有泡沫样物质.同时ꎬ病死兔肝脏组织的

ＲＨＤＶ２ ＶＰ６０基因检测结果阳性(图 １ｅ).

ａ.死亡兔出现角弓反张ꎻｂ.脾脏瘀血ꎬ脾尾边缘呈现暗黑色ꎻｃ.肝脏肿胀淤血ꎬ边缘土呈黄色ꎻ
ｄ.肺脏充血ꎬ出现点状瘀血ꎻｅ.ＲＨＤＶ２ ＶＰ６０基因扩增的电泳图

图 １　 死亡兔的大体解剖及 ＲＨＤＶ２ ＶＰ６０基因 ＰＣＲ电泳结果

Ｆｉｇ.１　 Ｇｒｏｓｓ ａｎａｔｏｍｙ ｏｆ ｄｅａｄ ｒａｂｂｉｔｓ ａｎｄ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＨＤＶ２ ＶＰ６０ ｇｅｎｅ
注:Ｍ.ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻＮ.空白对照ꎻ１.病死兔肝脏样本ꎻⅡ.阳性对照

２􀆰 ２　 不同方法结合差速离心提取外泌体

将相同质量(５ ｇ)的肝脏组织样本分别使用 ＥＤ￣
ＴＡ￣２ Ｎａ螯合法、胶原酶酶解法和 ＰＧＥ￣６０００ 沉降法

进行处理后ꎬ再通过差速离心法对外泌体进行富集.
结果表明ꎬ３种方法提取的外泌体样本均可观察到淡

黄色沉淀.其中ꎬＰＥＧ￣６０００ 处理组(ＰＥＧ￣ＥＸ)获得的

沉淀最多ꎬＥＤＴＡ￣２ Ｎａ 处理组(ＥＤＴＡ￣ＥＸ)与胶原酶

处理组(胶原酶￣ＥＸ)的沉淀相对较少(图 ２).ＢＣＡ 法

测定外泌体蛋白浓度的结果显示ꎬＰＥＧ￣ＥＸ、ＥＤＴＡ￣ＥＸ
和胶原酶￣ＥＸ获得的外泌体总蛋白浓度分别为(７􀆰 ６１

±１􀆰 ０９)μｇ / μＬ、(１􀆰 ４８±０􀆰 ５２)μｇ / μＬ 和(０􀆰 ５５±０􀆰 １８)
μｇ / μＬꎬ并且存在极显著差异(Ｐ<０􀆰 ００１) (图 ３ｂ).外
泌体蛋白的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳图显示(图 ４)ꎬＰＥＧ￣ＥＸ
与胶原酶￣ＥＸ 的蛋白条带更为丰富ꎬ而 ＥＤＴＡ￣ＥＸ 组

的蛋白条带相对较少.对提取操作过程的总耗时进行

比较ꎬＰＥＧ￣６０００ 聚合物沉积法、ＥＤＴＡ￣２ Ｎａ 螯合法和

胶原酶酶解法提取肝组织外泌体的所需时间分别为

(３３１􀆰 ６±７􀆰 ９６)ｍｉｎ、(４８５􀆰 ２±４􀆰 ２１)ｍｉｎ 和(３９０±７􀆰 ６８)
ｍｉｎꎬ三种提取方法的时长存在极显著差异 ( Ｐ <
０􀆰 ００１)(图 ３ａ).

图 ２　 三种提取方法富集得到的外泌体沉淀

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｘｏｓｏｍｅ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｂｙ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ

６６２
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图 ３　 不同方法提取外泌体的时长(ａ)和外泌体的总蛋白浓度(ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ (ａ) ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｅｘｏｓｏｍｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (ｂ) ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ

图 ４　 ３种方法得到的外泌体总蛋白 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ图
Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｂｙ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ

２􀆰 ３　 不同方法分离外泌体的鉴定及表征

透射电镜下可以观察到多个圆形或椭圆形的囊

泡(图 ５ａ)ꎬ总体形态呈中心凹陷ꎬ边缘凸起、明显的

白色反光的囊膜结构ꎬ大小为 ３０~１５０ ｎｍꎬ形态、大小

均符合典型外泌体的特征.其中ꎬＰＥＧ￣ＥＸ 与 ＥＤＴＡ￣
ＥＸ 在 ５００ ｎｍ 视野下较为聚集ꎬ而胶原酶￣ＥＸ 在

５００ ｎｍ视野下数量相对稀少.蛋白免疫印迹结果显示

(图 ５ｃ)ꎬ３ 种提取方法获得的外泌体都表达 ＣＤ６３、
ＴＳＧ１０１和 Ａｌｉｘ表面标记物蛋白ꎬ但不表达 β￣ｔｕｂｕｌｉｎ
蛋白ꎻ而肝组织匀浆中高表达 β￣ｔｕｂｕｌｉｎ 蛋白ꎬ低表达

外泌体的表面标记蛋白.经动态光散射(ＤＬＳ)技术分

析(图 ５ｂ)ꎬ外泌体的粒径分布呈单峰特征ꎬ主峰集中

在 １００ ｎｍ区间ꎬ总体粒子质量评估均较好ꎬ符合标准

外泌体粒径范围.

２􀆰 ４　 外泌体中 ＲＨＤＶ２病毒的检测

为了排除在外泌体提取离心过程中共沉降下来

的游离病毒颗粒的影响ꎬ通过偶联 ＣＤ６３ 抗体的免疫

磁珠纯化外泌体后进行 ＲＨＤＶ２ 病毒核酸检测. ＲＴ￣
ｑＰＣＲ结果显示(图 ６ａ)ꎬ３ 种方法提取感染兔肝的外

泌体 ＲＨＤＶ２ ＶＰ６０基因均呈阳性ꎬ且病毒载量差异无

统计学意义(Ｐ>０􀆰 ０５).其中 ＰＥＧ￣ＥＸ 组的平均 Ｃｔ 值
为 ２０􀆰 ２６ꎬ病毒载量为 １ × １０７􀆰 １５ ｃｏｐｉｅｓ / ｍＬꎻＥＤＴＡ￣ＥＸ
组的平均 Ｃｔ 值为 ２０􀆰 ８６ꎬ病毒载量为 １×１０７􀆰 １１ ｃｏｐｉｅｓ /
ｍＬꎻ胶原酶￣ＥＸ组的平均 Ｃｔ 值为 ２２􀆰 ６６ꎬ病毒载量为

１×１０６􀆰 ６ｃｏｐｉｅｓ / ｍＬ.为进一步验证所提取外泌体中是否

含有 ＲＨＤＶ２的病毒蛋白ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析结果显示

在预期大小位置(７０ ｋＤａ)出现了目的蛋白条带(图
６ｃ).

７６２
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图 ５　 ３种方法提取的外泌体透射电镜图(ａ)、粒径浓度分布图(ｂ)及蛋白免疫印迹图(ｃ)
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ (ａ)ꎬｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ (ｂ) ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ (ｃ)

ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓｅｎｒｉｃｈｅｄ ｂｙ ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ
注:ＰＥＧ￣ＥＸ: ＰＥＧ￣６０００法提取的外泌体ꎻＥＤＴＡ￣ＥＸ:ＥＤＴＡ￣２ Ｎａ法提取的外泌体ꎻ胶原酶￣ＥＸ:胶原酶法提取的外泌体ꎻ Ｎ:肝脏组织匀浆

ａ:扩增曲线ꎻｂ:病毒载量差异分析ꎻｃ:ＶＰ６０蛋白表达水平

图 ６　 三种方法提取的外泌体中 ＲＨＤＶ２核酸含量及结构蛋白 ＶＰ６０的表达水平

Ｆｉｇ􀆰 ６　 ＲＨＤＶ２ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ＶＰ６０ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｂｙ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ
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２􀆰 ５　 含病毒外泌体的感染性验证

２􀆰 ５􀆰 １　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ检测 ＲＨＤＶ２核酸载量

将 ＰＥＧ￣６０００聚合沉积法提取的病死兔肝脏外泌

体样本通过 ＣＤ６３磁珠分离纯化ꎬ得到纯化的外泌体

(ｐＣＤ６３￣ＥＸ).以相同病毒含量 ( １０５ ｃｏｐｉｅｓ / ｍＬ) 的

ＲＨＤＶ２纯化病毒液和 ｐＣＤ６３￣ＥＸ 分别接种 ＲＫ１３ 细

胞ꎬ孵育 ２ ｈ 后进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测 (图 ７)ꎬ其中

ｐＣＤ６３￣ＥＸ组的病毒吸附量显著高于纯化的 ＲＨＤＶ２
病毒液组(Ｐ<０􀆰 ０１).
２􀆰 ５􀆰 ２　 ＩＦＡ标记 ＲＨＤＶ２ ＶＰ６０蛋白表达定位

以相同病毒含量的 ＲＨＤＶ２纯化病粒子和 ｐＣＤ６３￣
ＥＸ分别接种 ＲＫ１３细胞ꎬ于 ３７ ℃培养箱放置 ２ ｈ 后ꎬ
使用 ａｎｔｉ￣ＶＰ６０ 抗体标记病毒蛋白ꎬ结果显示(图 ８)ꎬ
ｐＣＤ６３￣ＥＸ和纯化的 ＲＨＤＶ２病毒液感染组细胞均可观

察到特异性绿色荧光ꎬ荧光主要分布在细胞浆.

图 ７　 纯化 ＲＨＤＶ２病毒液和含毒 ｐＣＤ６３￣ＥＸ感染

ＲＫ１３细胞后病毒核酸载量

Ｆｉｇ.７　 Ｖｉｒａｌ ｌｏａｄ ｏｆ ＲＨＤＶ２ ｐａｒｔｉｃｌｅ ａｎｄ ｐＣＤ６３￣ＥＸ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ＲＫ１３ ｃｅｌｌｓ

图 ８　 纯化 ＲＨＤＶ２病毒液和含毒 ｐＣＤ６３￣ＥＸ感染 ＲＫ１３细胞后的 ＶＰ６０蛋白表达定位(比例尺:２００ μｍ)
Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＲＫ１３ ｃｅｌｌｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＲＨＤＶ２ｖｅｎｏｍ ａｎｄ ｐＣＤ６３￣ＥＸ(２００ μｍ)

２􀆰 ５􀆰 ３　 纯化 ＲＨＤＶ２ 病毒液和含毒 ｐＣＤ６３￣ＥＸ 感染

ＲＫ１３细胞后的增殖动态

将相同病毒含量的 ＲＨＤＶ２ 纯化病毒粒子和

ｐＣＤ６３￣ＥＸ分别接种 ＲＫ１３细胞ꎬ于接种后的第 １２ ｈ、
２４ ｈ、３６ ｈ、４８ ｈ、６０ ｈ 和 ７２ ｈ 分别吸取细胞上清ꎬ对

ＲＨＤＶ２ 病毒载量进行检测分析.结果显示ꎬ含病毒

ｐＣＤ６３￣ＥＸ可以感染 ＲＫ１３ 细胞并进行持续增殖ꎬ在
感染后的第 ４８ 小时达到增殖高峰并随之出现下降ꎬ
与纯化的 ＲＨＤＶ２ 病毒液感染组存在显著差异(Ｐ<
０􀆰 ００１)(图 ９).

９６２
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图 ９　 纯化的 ＲＨＤＶ２病毒粒子、带毒外泌体(ｐＣＤ６３￣ＥＸ)及

病毒阴性外泌体(Ｎ￣ＥＸ)分别接种 ＲＫ１３细胞的病毒增殖动态

Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｖｉｒｕｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｄｙｎａｍｉｃ ｉｎ ＲＫ１３ ｃｅｌｌｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ

ｗｉｔｈ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＲＨＤＶ２ ｖｉｒｉｏｎｓꎬｖｉｒｕｓ￣ｃａｒｒｙｉｎｇ ｅｘｏｓｏｍｅｓ(ｐＣＤ６３￣ＥＸ)

ａｎｄ ｖｉｒｕｓ￣ｎｅｇａｔｉｖｅ ｅｘｏｓｏｍｅｓ(Ｎ￣ＥＸ)

３　 讨论

　 　 外泌体在病毒感染和传播中作用受到了越来越

多学者们的关注ꎬ对其功能开展研究的前提是获得高

质量的外泌体.目前ꎬ仍缺少从组织细胞中提取外泌

体的标准化方法ꎬ尤其因组织细胞多样性以及外泌体

来源的复杂性问题ꎬ想要稳定获得高质量的外泌体仍

然存在挑战.根据外泌体的理化性质ꎬ如粒径大小、形
态、密度及亲疏水性等特性ꎬ需要采用不同的方法或

者组合方式对外泌体进行分离和纯化.主流的外泌体

纯化方法有聚合物沉淀、尺寸排阻色谱、免疫磁珠富

集和蔗糖密度梯度离心等[１９￣２０]ꎬ之后结合使用差速离

心过程进行富集.因此如何提高第一阶段的纯度效率

是获得高质量外泌体的关键.本研究分离组织中外泌

体主要策略是通过解离试剂ꎬ把组织细胞间的粘着性

降低ꎬ使得细胞与细胞间互相分离ꎬ以分泌更多的外

泌体ꎬ再通过差速离心去除细胞碎片及较大的胞外囊

泡ꎬ最后通过超速离心来富集外泌体.
本研究对比了 ３ 种提取组织细胞外泌体的方法ꎬ

从提取时间、提取外泌体样品的总蛋白量、形态、粒子

浓度、粒径分布等方面进行横向比较ꎬ明确了方法的

可行性和差异性.ＥＤＴＡ￣２ Ｎａ 是一种金属螯合剂ꎬ可
以螯合钙离子、镁离子等阳离子ꎬ破坏细胞的紧密连

接ꎬ易细胞发生分离[２１] .在 ４ ℃条件可以仍可稳定发

挥作用ꎬ确保样品的完整性ꎬ并且成本可控ꎬ但相应增

加了外泌体的提取时间.胶原酶可以消化细胞间基质

并降解天然胶原蛋白ꎬ有利于将细胞从粘性组织中解

离ꎬ但在本研究中用胶原酶酶解法分离得到外泌体浓

度相对较低ꎬ这与相对高的环境温度(３７ ℃)导致外

泌体囊膜结构的稳定性下降有关[１２] .尤其在整个外泌

体提取过程中需要经过多次离心操作和耗时延长ꎬ更
容易加剧外泌体的不稳定性.相对而言ꎬＰＥＧ￣６０００ 可

以吸附到 ５０ ~ ５００ ｎｍ 的生物活性颗粒ꎬ利用其可沉

降特性通过短时高速离心可以更快分离得到外泌体ꎬ
这也在一项从 Ｈｅｌａ细胞培养液中分离外泌体的试验

中得到验证[２２]ꎬ并且 ＰＥＧ￣６０００沉淀后富集得到的外

泌体量要远高于单纯超速离心的方法[１５] .我们的实验

结果同样表明ꎬＰＥＧ￣６０００ 聚合沉积法分离出的外泌

体在体积上更加充足ꎬ总蛋白量最高ꎬ提取耗时相对

较短ꎬ但仍需要根据分离对象选择适当的提取方法.
为了验证提取的外泌体中负载病毒粒子ꎬ我们通

过偶联 ＣＤ６３的磁珠对外泌体做进一步的纯化ꎬ以此

排除囊外游离病毒粒子或其他细胞成分碎屑的影响.
此外ꎬ为了证实含病毒外泌体的感染性ꎬ我们需要做

体外细胞感染实验.目前有多项研究证实了这一发

现ꎬ如 Ｖｏｒａ等[２３]从感染登革病毒(ＤＥＮＶ２)的细胞培

养液中分离出了含病毒的外泌体ꎬ并且病毒 ＲＮＡ、Ｅ
蛋白和基因组都较为完整ꎬ仍具有感染蚊子和其他哺

乳动物细胞的能力.寨卡病毒(ＺＩＫＶ)利用外泌体为媒

介在神经元细胞间进行传播ꎬ在感染组织中提取的得

到的外泌体同样含有 ＺＩＫＶ的 ＲＮＡ和 Ｅ蛋白ꎬ且保有

高度 感 染 性[２４] . 相 似 的 结 果 在 日 本 脑 炎 病 毒

(ＪＥＶ) [２５]和兰加特病毒(ＬＧＴＶ)的相关研究中也得

到了确认[２６￣２７] .因此本研究以 ＰＥＧ￣６０００ 聚合沉淀法

得到外泌体(ＰＥＧ￣ＥＸ)为对象ꎬ确认了 ＲＨＤＶ２ ＲＮＡ
的载量ꎬ以及体外对兔源 ＲＫ１３ 细胞的感染性ꎬ并且

观察到了病毒进入宿主细胞以及在细胞内复制的情

况.相比之下ꎬ负载 ＲＨＤＶ２的外泌体所具有的感染性

比单纯 ＲＨＤＶ２ 的更强和持久ꎬ推测这与病毒粒子借

助外泌体囊膜结构更快与宿主细胞发生相互作用以

及推动病毒进入细胞和复制有关.总之ꎬ外泌体作为

细胞间物质交换和信息交流的媒介ꎬ在病毒与宿主细

胞相互作用中起着重要作用ꎬ而对外泌体提取方法的

优化无疑为病原学的深入研究提供了基础技术保障.

４　 结论

　 　 本研究通过对比提取外泌体方法的效率ꎬ确定了

０７２
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外泌体的提取.以此方法富集得到外泌体保留了

ＲＨＤＶ２病毒粒子对靶细胞的感染性和在细胞内的增

殖能力ꎬ为病原学的进一步研究提供了方法学基础.
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