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【摘要】  目的　提取结核分枝杆菌（M. tuberculosis, Mtb）胞外囊泡（extracellular vesicles, EVs），检测其形态、粒径大小

及分布，研究Mtb-EVs对树突状细胞（dendritic cell, DC）胞内活性氧（ROS）和细胞因子水平的影响，初步探讨其对DC的免

疫调节作用。方法　超滤浓缩法分离获取Mtb-EVs，BCA法检测蛋白浓度，负染电镜检测Mtb-EVs形态，纳米颗粒跟踪分析

技术检测其粒径大小分布和浓度；无菌分离获取小鼠骨髓，经重组小鼠粒细胞-巨噬细胞集落刺激因子（rm GM-CSF）和重

组小鼠白细胞介素-4（rm IL-4）联合诱导扩增出DC，并进行形态学及免疫表型鉴定；用不同剂量Mtb-EVs作用于DC，

DCFH-DA荧光探针法检测DC胞内ROS水平，ELISA法检测DC细胞IL-1β和IL-6分泌。结果　超滤浓缩法提取的Mtb-EVs为

大小不等的球状囊泡结构，形态典型，直径约100 nm；NanoSight纳米颗粒追踪仪检测结果显示，粒径峰值98.5 nm，平均粒

径110.2 nm，主要分布在68.4～155.7 nm之间，小于250 nm囊泡数量占总量98.39%；体外定向诱导扩增的细胞具有典型

DC的形态特征，纯度可达85%以上，透射电镜可见DC表面有丰富微绒毛及放射状突起，胞浆均匀，核膜清晰；102、103、104

particles/cell Mtb-EVs处理DC后，ROS 水平与Mtb-EVs剂量呈正相关（r= 0.9694 , P<0.05），并以剂量依赖方式诱导细胞释放

产生IL-1β和IL-6（P<0.05）。结论　本研究建立了超滤浓缩法分离提取Mtb-EVs的技术流程，可得到形态完整、纯度较高、

粒径分布集中的细胞外囊泡。同时，Mtb-EVs可以诱发DC胞内ROS水平上调，并以剂量依赖方式诱导细胞因子IL-1β和IL-

6的释放。
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【Abstract】   Objective　 To  isolate  extracellular  vesicles  (EVs)  from Mycobacterium  tuberculosis (Mtb),  to
examine  their  morphology,  particle  size,  and  distribution,  to  study  the  effect  of  EVs  derived  from Mtb (Mtb-EVs)  on
intracellular  reactive  oxygen  species  (ROS)  production  and  cytokine  secretion  in  dendritic  cells  (DCs),  and  to  make
preliminary  exploration  of Mtb-EVs'  effect  on  the  immune  regulation  of  DCs. Methods　 Mtb-EVs  were  obtained  by
ultrafiltration concentration and the protein concentration was determined by BCA assay. The morphology of Mtb-EVs
was  observed  through  negative  staining  electron  microscopy  (EM).  The  particle  size  distribution  and  concentration  of
Mtb-EVs  were  determined  by  nanoparticle  tracking  analysis  (NTA).  Mouse  bone  marrow  was  isolated  through  sterile
procedures and mice myeloid DCs were induced and amplified by the combined use of recombinant mouse granulocyte-
macrophage  colony-stimulating  factor  (rm  GM-CSF)  and  recombinant  mouse  interleukin-4  (rm  IL-4).  Then,
morphological and immunophenotypic characterization was performed. After that, the DCs were treated with Mtb-EVs at
different concentrations and CCK-8 assay was done to measure their effect on the survival rate of DCs and to identify the
appropriate stimulation concentration for subsequent experimental procedures. The intracellular ROS levels of DCs were
evaluated with DCFH-DA fluorescence probe and the cytokine secretion of DCs was determined by ELISA. Results　 EM
observation showed that Mtb-EVs isolated by ultrafiltration concentration were spherical vesicles of varied sizes, all being
approximately 100 nm in diameter and displaying typical morphology. NTA results from NanoSight nanoparticle tracker
showed that the peak particle size was 98.5 nm, that the average particle size was 110.2 nm, and that the particle size was 
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mainly  distributed  between 68.4-155.7  nm. Mtb-EVs  that  were  smaller  than 250  nm accounted  for  98.39% of  the  total.
Mouse myeloid DCs directionally induced and amplified in vitro displayed typical DC phenotype and morphology, and
the purity exceeded 85%. EM verified the abundance of microvilli and radial protuberance on the surface of DCs, which
had uniform cytoplasm and clear nuclear membrane. Loaded with Mtb-EVs at different concentrations, including 102, 103,
and  104 particles/cell,  the  DCs  had  significantly  upregulated  levels  of  intracellular  ROS  (P<0.05).  In  addition, Mtb-EVs
induced the release of IL-1β and IL-6 in a dose-dependent manner (P<0.05). Conclusion　 We established in the study a
technical  process  for  the  extraction  of Mtb-EVs  by  ultrafiltration  concentration  and  obtained Mtb-EVs  with  sound
morphology,  high  purity,  and  concentrated  particle  size  distribution.  Furthermore, Mtb-EVs  can  upregulate  the
intracellular ROS level in DCs and induce the release of IL-1β and IL-6 in a dose-dependent manner.
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结核病是由结核分枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis,

Mtb）感染引起的慢性传染性疾病，可累及全身各个组织

和器官。世界卫生组织已将结核病列为重点控制的三种

传染病之一[1]，鉴于目前Mtb耐药性日趋严重，结核病发

病率和死亡率尚不能迅速有效控制和降低的严峻现实，

加强对Mtb生物学特性与致病机制的研究具有十分重要

的意义。树突状细胞（dendritic cell, DC）是机体免疫应答

的重要启动和调节因素，具有极大的可塑性和功能多样

性。DC表达多种受体，通过识别病原相关分子模式

（pathogen-associated molecular patterns, PAMP）感知微生

物及其成分来启动免疫反应，活化并激活一系列细胞防

御机制。

细胞外囊泡（extracellular vesicles, EVs）的释放是一

个与生命活动密切相关的过程，存在于几乎所有细胞类

型中[2-3]。不同来源的EVs在产生方式、内含物质等方面

具有较大的差异。细菌EVs最早是在大肠埃希菌（E.coli）

的培养基中被发现。革兰阳性菌（G+）细胞壁较厚，曾一

度被认为无法分泌EVs。直到2009年，LEE等[4]首次从金

黄色葡萄球菌的培养上清液中分离出直径20～100 nm，

具有球形脂双层膜结构的G+-EVs。之后，针对G+-EVs的

研究越来越多，研究人员陆续从枯草芽孢杆菌、产气荚膜

梭菌等细菌中分离出EVs[5]。目前，EVs被认为是细胞间

通讯的有效载体，可传递生物信息、调节免疫应答，在原

核生物致病过程中发挥重要作用[6]。EVs的提取是研究

其在细菌毒力、应激应答及细胞间通讯机制的基础。本

实验以Mtb为实验对象，建立了超滤浓缩法分离纯化Mtb-

EVs的技术流程，通过检测其对DC胞内活性氧（reactive

oxygen species, ROS）和细胞因子水平的影响，初步探讨

Mtb-EVs对DC的免疫调节作用。

 1     材料与方法

 1.1    材料

 1.1.1    菌株和实验动物　M.tb（H37Ra株）购于中国药品

生物制品检定所（GMCC），批号：93020-5。8～10周龄健

康清洁级雄性C57BL/6（B6）小鼠购于扬州大学动物实验

中心，许可证号：SCXK苏2007-0001。

 1.1.2    主要试剂和仪器　超速离心机（Beckman L-80XP）；

1 0 0  K D a超滤离心管（M i n i p o r e ） ；透射电镜H T -

7 7 0 0 （H i t a c h i），Z e t a V I E W纳米颗粒跟踪分析仪

（PARTICLE METRIX）；流式细胞仪FACS Calibur（BD）；

CO 2恒温培养箱（Heraeus）；倒置显微镜（Olympus)；

BCA蛋白定量试剂盒（上海碧云天）；RPMI 1640干粉

（Gibco）；胎牛血清(fetal bovine serum, FBS; Hyclone）；重

组小鼠白细胞介素-4（recombinant mouse interleukin-4,

rm IL-4）和粒细胞/巨噬细胞集落刺激因子（recombinant

mouse granulocyte-macrophage colony-stimulating factor,

rm GM-CSF）（Peprotech）；多功能酶标仪（Synerge Ⅱ，美

国Bio-Tex）；ROS检测试剂盒（上海碧云天）；细胞因子IL-

1β和IL-6检测试剂盒（美国Bender公司）；其它试剂均为进

口分装或国产分析纯。

 1.2    实验方法

 1.2.1    超滤浓缩法提取Mtb-EVs　7H9液体培养基培养结

核分枝杆菌H37Ra至光密度（OD）600值为1.0时收集菌液；

4 000×g离心15 min后，上清经0.22 μm微孔滤膜过滤除菌，

滤液用截留相对分子质量100×103的超滤管浓缩（4 000×g

离心5 min），PBS洗涤2～3次，收集超滤离心管内浓缩液

体（约原体积的1/10），转移至无菌超速离心管，150 000×g，

离心2 h，弃上清，沉淀重悬于400 μL PBS缓冲液中，−80 ℃

冰箱中保存备用。

 1.2.2    透射电镜检测Mtb-EVs形态　取10 μL样品滴加于

铜网上沉淀1 min，滤纸与铜网垂直接触吸去多余液体。

滴加质量分数2% 醋酸双氧铀10 μL于铜网上沉淀1 min，

滤 纸 吸 去 多 余 液 体 ， 室 温 静 置 干 燥 后 透 射 电 镜

（transmission electron microscope, TEM）观察形态，成像摄片。

 1.2.3    纳米颗粒跟踪分析（nanoparticle tracking analysis,

NTA）技术检测Mtb-EVs粒径大小分布和浓度　将制备
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的EVs悬液PBS稀释混匀后注入样本分析室中，调整参数

进行粒径浓度测量，Zetasizer软件分析EVs颗粒粒径的数

量分布信息。

 1.2.4    BCA法测定Mtb-EVs的蛋白浓度　Mtb-EVs蛋白浓

度的测定方法参见BCA 蛋白浓度测定试剂盒说明书。

 1.2.5    DC的分离培养及鉴定　参照文献试验方法[7]并稍

作调整，乙醚麻醉，颈椎脱臼处死小鼠，无菌取小鼠股骨

及胫骨，用1 mL注射器抽取不含血清的RPMI 1640培养液

冲洗骨髓腔直至骨变白。获取骨髓悬液经Tris-NH4Cl裂

解红细胞后，RPMI 1640培养液洗涤，收集骨髓细胞沉淀，

重悬于含10%胎牛血清的RPMI 1640完全培养基中，分至

6孔培养板中，每孔补充完全培养基至4 mL，并加入rm

GM-CSF至终质量浓度20 ng/mL、rm IL-4至终质量浓度为

10 ng/mL。将细胞培养板置37 ℃、体积分数5%CO2孵箱

中孵育48 h，吸管轻轻吹打弃去悬浮细胞。加入新鲜含

相同浓度细胞因子的完全培养基，继续培养至第5天，半

量换液；培养至第7天于倒置相差显微镜下观察，并采集

细胞形态图像。轻轻吹打收集悬浮细胞及疏松贴壁细

胞，Anti-Mouse CD11c-FITC染色后经流式细胞术鉴定

DC纯度。收获细胞离心洗涤取沉淀，固定、脱水后常规

方法制备超薄切片，醋酸铀-柠檬酸铅染色后，TEM观察

DC超微结构。

 1.2.6    CCK8法测DC的存活率　获取细胞按1×104/孔加入96

孔板，常规培养24 h。每孔加入不同剂量（102、103、104、

105 particles/cell）Mtb-EVs，另设对照组，37 ℃细胞培养箱

培养24  h，每孔加入CCK-8溶液10  μL ，轻轻混匀后

37 ℃继续孵育2 h。在酶标仪上以450 nm测定吸光度（A）

值。依据以下公式计算细胞存活率：细胞存活率（%)=〔（实

验孔A值−空白孔A值）/（对照孔A值−空白孔A值）〕×100%。

根据细胞存活率选择后续实验所用的Mtb-EVs剂量。

  1.2 .7      DCFH-DA荧光探针法检测DC的ROS水平　

DCFH-DA是非标记性荧光探针，本身没有荧光，进入细胞

后可被胞内酯酶水解为DCFH。细胞内的活性氧可将无

荧光的DCFH氧化生成有荧光的DCF。因此，检测DCF的

荧光强度值可代表细胞内ROS水平。细胞按2×105/孔接

种于24孔板，24 h后分别加入102、103、104 particles/cell的

Mtb-EVs，同时设阴性对照组。继续培养48 h收集细胞，

离心洗涤后悬浮于终浓度为10 μmol/L的DCFH-DA 探针

溶液中，37 ℃避光孵育30 min（期间颠倒混匀2～3次），无

血清细胞培养基洗涤后流式检测。

 1.2.8    ELISA法检测DC的细胞因子水平　用不同剂量 

Mtb-EVs（102、103、104 particles/cell）处理DC，同时设阴性

对照组（仅含PBS），分别在培养4 h、12 h、24 h、48 h离心

收集上清，−80 ℃冻存。细胞因子IL-1β和IL-6的释放水平

检测参照ELISA试剂盒说明书进行。

 1.3    统计学方法

x̄± s计量数据采用 表示。多组间比较采用单因素方

差分析，两组间比较采用非配对双尾t检验，P<0.05为差异

有统计学意义。

 2     结果

 2.1    透射电镜观察Mtb-EVs的形态

通过TEM对提取的Mtb-EVs进行观察，可见大小不

等、球形双层膜囊泡样纳米结构，形态典型(图1)。
 
 

500 nm 100 nm

 
图 1  透射电镜观察Mtb-EVs

Fig 1  The morphology of Mtb-EVs observed by transmission electron

microscopy
 

 2.2    Mtb-EVs粒径分布与浓度

检测结果显示：Mtb-EVs粒径峰值98.5 nm，平均粒径

110.2 nm，主要分布在68.4～155.7 nm之间，小于250 nm囊

泡数量占总量98.39 %，颗粒浓度为3.5×1011 particles/mL

(图2，表1）。

 2.3    BCA法测定Mtb-EVs的蛋白浓度

根据试剂盒提供的标准品绘制标准曲线，通过待测

样品OD值计算出超滤浓缩法提取的Mtb-EVs蛋白质量浓

度为（0.88± 0.21） μg/μL。

 2.4    DC形态学观察及纯度鉴定

小鼠骨髓细胞培养48 h后即可出现细胞聚集现象，

随着培养时间的延长，集落逐渐变大，培养至第7天，大多

数细胞悬浮，周围隐约可见刺样凸起，少数细胞疏松贴壁

有细长伪足，呈“树突状”（图3A）；收集细胞经流式细胞仪

检测分析，结果显示扩增到的细胞纯度可达85%以上。

透射电镜可见DC表面从胞体伸展出多个突起，呈放射

状。起始部分较粗，反复分支发出大量的细长柔软的丝

状伪足，形如树枝。胞浆均匀，细胞核较大，核膜清晰

（图3B）。

 2.5    Mtb-EVs对DC存活率的影响

实验结果显示（图4）：用不同剂量Mtb-EVs处理细胞

24 h时，102、103和104 particles/cell Mtb-EVs对小鼠骨髓源
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DC存活率影响小，分别为（91.7±6.8）%、（86.1±7.8）%和

（85.3±8.6）%。当Mtb-EVs剂量为105 particles/cell时, 细胞

存活率为（72.0±6.6）%，与对照组相比，差异有统计学意

义（P<0.05），呈现明显的细胞毒作用。因此，后续实验选

用的Mtb-EVs剂量为102、103和104 particles/cell。

 2.6    Mtb-EVs促进DC细胞ROS生成

DCFH-DA检测结果如图5所示，Mtb-EVs处理后，

DC细胞内DCF荧光明显增强（P<0.05）。随着Mtb-EVs处

理剂量增加，ROS水平显著升高，与Mtb-EVs剂量呈正相

关（r=0.969 4, P<0.05）。

 2.7    Mtb-EVs促进DC细胞IL-1β和IL-6的分泌

结果如图6所示，Mtb-EVs以剂量依赖方式诱导DC产

生IL-1β (r=0.9794, P<0.05)和IL-6 (r=0.9809, P<0.05)。随

着Mtb-EVs刺激时间的延长，IL-1β的分泌量快速升高，

104 particles/cell处理DC在4 h时产生的IL-1β的量明显高

于其他剂量组，并在48 h达到高峰。但低剂量（102 particles/

cell）处理DC产生IL-1β的量未见随时间延长而发生变

化。各剂量Mtb-EVs组处理DC后，IL-6分泌量均在24 h达

到峰值，之后开始下降，高剂量（104 particles/cell）处理

DC中IL-6释放量下降速度更快。

 3     讨论

越来越多的证据表明，细菌EVs内含多种与菌细胞相

关的脂质、核酸、蛋白及代谢物等生物活性成分，通过受

表 1    Mtb-EVs粒径分布区间累计百分比

Table 1    Cumulative percentage of Mtb-EVs particle size distribution

Particle
size/nm

Quantity (×106

particles/mL) Percentage
Cumulative
percentage

2.5-7.5 700   0.02% 0.02%

7.5-27.5 23 000   0.66% 0.68%

27.5-47.5 65 400   1.87% 2.55%

47.5-67.5 271 900   7.77% 10.32%

67.5-87.5 868 500 24.81% 35.13%

87.5-107.5 973 300 27.81% 62.94%

107.5-127.5 562 400 16.07% 79.01%

127.5-147.5 309 100   8.83% 87.84%

147.5-167.5 163 400   4.67% 92.51%

167.5-187.5 85 400   2.44% 94.95%

187.5-207.5 60 900   1.74% 96.69%

207.5-227.5 37 900   1.08% 97.77%

227.5-247.5 21 500   0.62% 98.39%

247.5-267.5 13 400   0.38% 98.77%

267.5-287.5 11 900   0.34% 99.11%

287.5-307.5 8 200   0.23% 99.34%

307.5-327.5 5 900   0.17% 99.51%

327.5-347.5 5 900   0.17% 99.68%

347.5-367.5 3 000   0.08% 99.77%

367.5-387.5 1 500   0.04% 99.81%

387.5-407.5 2 200   0.06% 99.87%
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图 2  NTA检测Mtb-EVs粒径分布

Fig 2  The particle size distribution of Mtb-EVs determined by
nanoparticle tracking analysis (NTA)
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图 3  培养第7天小鼠骨髓源DC形态及超微结构观察

Fig 3  Morphology and ultrastructural characteristics of mouse bone
marrow-derived DCs on day 7

A: The cells gathered into and formed large colonies and the suspension

cell colonies extended a large number of radial protrusions (indicated by the

arrows) (×400); B: ultrastructural characteristics of DCs  as observed by TEM.
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图 4  Mtb-EVs对DC存活率的影响

Fig 4  The effect of Mtb-EVs stimulation on the survival rate of DCs
* P<0.05, vs. control (0 particles/cell).
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体-配体相互作用、靶细胞内吞和/或吞噬作用内化等方

式[8-9]，广泛参与细胞间的信息传递。EVs的发现为多维度

揭示细胞间通讯及疾病的发生发展机制提供了丰富的生

物学信息。由于EVs体积小且密度低，高效便捷的分离纯

化方法是研究EVs生物学功能及应用的基础。目前，研究

者基于EVs的理化性质设计开发出多种分离纯化技术，如

超速离心法、聚合物沉淀法、密度梯度离心法、尺寸排阻

色谱法、免疫亲和法等[10]。但由于单一技术的局限性，无

法同时实现提纯方法快速高效，并且纯度和生物活性又

都符合实验需求的目标。因此，组合或联用技术已被越

来越多地用于EVs的分离纯化。

本研究采用超滤浓缩法成功提取到Mtb-EVs，电镜观

察可见形态典型的球状囊泡结构，直径约100 nm。NanoSight

纳米颗粒追踪仪检测结果显示，Mtb-EVs粒径分布图曲线

光滑，粒径集中，主要分布在68.4～155.7 nm之间。超滤

浓缩法是超速离心技术与超滤法的结合，细菌离心后

0.22 μm微孔滤膜过滤上清除菌，滤液经截留分子量

100 kDa的超滤管浓缩，可去除大部分与EVs不相关的蛋

白质，并最大程度上减少浓缩极化效应，克服了超速离心

技术的缺陷与不足，是一种操作方便、简单易行的纯化细

菌EVs的方法，具有广泛的应用价值。

DC是机体内重要的抗原提呈细胞，通过处理和提呈

微生物抗原，启动特异性免疫应答，实现机体免疫防御。

因此研究病原体及其相关成分—DC之间的相互作用，

对于阐述病原体致病及机体免疫防御机制非常重要。实

验中我们通过利用细胞的悬浮性能去除小鼠骨髓细胞中

贴壁的单核细胞，应用rm GM-CSF联合rm IL-4诱导培养

获取高纯度髓系DC。相差显微镜下观察到悬浮细胞聚

集成团，并可见体积较大、外形不规则、表面大量刺状突

起的典型DC形态特点。透射电镜下DC胞浆均匀，细胞

核较大，核膜清晰，细胞表面大量放射状突起，反复分支

发出细长的丝状伪足，提示DC极强的抗原摄取能力。

ROS作为细胞内线粒体氧化磷酸化副产物，在激活

和调节免疫反应，如巨噬细胞迁移、淋巴细胞增殖活化以
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图 5  Mtb-EVs对DC细胞ROS水平的影响

Fig 5  Effect of Mtb-EVs on the ROS levels in DC

A: Intracellular ROS levels were examined with DCFH-DA fluorescent probe; B: the quantitative analysis of ROS levels. * P<0.05, vs. control (0 particles/cell).

 

0

50

100

150

200

250

0

1 000

2 000

3 000

4 000

5 000

Control 102 particles/cell 103 particles/cell 104 particles/cell

ρ(
IL

-6
)/

(p
g/

m
L

)

t/h t/h
4 12 24 48 4 12 24 48

ρ(
IL

-1
β

)/
(p

g/
m

L
)

 
图 6  不同剂量Mtb-EVs对DC炎症因子释放的影响

Fig 6  Effect of different doses of Mtb-EVs on the release of inflammatory factors in DCs
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及炎症性应答中发挥重要作用[11-12]。近期研究发现纳米

颗粒可诱导DC产生ROS，这一“应激”信号可能是调控

DC成熟活化的重要因子[13]。本研究在探究Mtb-EVs对

DC胞内ROS水平影响的实验中也有类似的发现，Mtb-

EVs负载后，DC胞内DCF荧光明显增强。随着Mtb-EVs处

理剂量增加，ROS水平显著升高，存在剂量效应关系。多

项研究表明ROS-MAPK轴途径与机体炎症反应密切相

关，ROS可通过调节下游通路蛋白MAPK磷酸化激活转录

因子AP-1，进而上调IL-1β、TNF-α等炎症因子的表达，促

进炎症反应[14-16]。本实验发现，负载Mtb-EVs后DC分泌产

生IL-1β和IL-6增多，并且随着刺激时间的延长呈现规律

的表达。 IL-6和IL-1β可有效调控这一阶段DC在体内的

迁移、成熟和功能[17]。实验结果显示暴露于Mtb-EVs时，

专职抗原提呈递细胞DC能识别EVs抗原，激活胞内级联

信号，释放抗菌介质和炎症因子，促进天然免疫及获得性

免疫应答的有效联结。虽然目前针对ROS在DC加工、处

理纳米颗粒过程中作用的研究并不充分，但这一发现为

深入阐述Mtb-EVs诱导机体产生特异性免疫应答机制提

供了新视角。

综上，本研究优化了细菌EVs的提取纯化方法，为针

对EVs的生物学活性研究，及以EVs为靶点开展疾病的诊

疗奠定坚实的实验基础；并对Mtb-EVs的生物活性进行了

初步探索，为后续进一步厘清Mtb感染及免疫应答机理提

供更多线索。近年来，人们对细菌EVs的起源、组分分

析、生物学功能、制备和表征手段等进行了深入的研究，

但针对其形成和调控机理的探索尚不充分。下一步研究

工作中，课题组将进一步探讨Mtb-EVs产生机制、异质性

和功能多样性，期待能为疾病防控提供新视角。

*　　　　*　　　　*
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