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补肾益髓胶囊修饰的 BMSC 外泌体调控 miR-15b/Wnt通路
促进 OLN-93 少突胶质细胞分化成熟的作用机制分析

刘思思， 李春雨， 李辰， 李海馨， 王蕾*

（首都医科大学  中医药学院，北京  100069）

［摘要］ 目的：探讨补肾益髓胶囊（BSYS）含药血清修饰的骨髓间充质干细胞外泌体（BMSC-exos）调控 miR-15b/Wnt 通

路促进 OLN-93 少突胶质细胞分化成熟的作用及分子机制。方法：将 OLN-93 细胞分为正常（NC）组、BMSC-exos 组、BSYS-

BMSC-exos 组、BSYS-BMSC+LV-miR-15b-5p inhibitor-exos 组、BSYS-BMSC+LV-miR-15b-5p NC-exos 组。运用 DiR 染色标记

Exos，观察 OLN-93 细胞对其摄取；细胞增殖与活性检测法（CCK-8）确定 BSYS-BMSC-exos 作用于 OLN-93 细胞的有效剂量。

建立 BMSCs 慢病毒转染稳定株抑制 BMSCs 及其 Exos 中 miR-15b-5p 的表达，利用实时荧光定量聚合酶链式反应（Real-time 

PCR）检测 miR-15b-5p 表达验证其转染效率。细胞免疫荧光（ICC）和蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 OLN-93 细胞中

2′，3′-环核苷酸 3′-磷酸二酯酶（CNPase）和髓鞘蛋白脂蛋白（PLP）的表达，Real-time PCR 检测 OLN-93 细胞中 miR-15b-5p 和

Wnt3a 的 mRNA 表达，Western blot 检测 Wnt3a 的蛋白表达。采用 Real-time PCR 和 Western blot 检测 OLN-93 细胞中 Wnt/

β-catenin 信号通路糖原合酶激酶-3β（GSK-3β）、β-连环蛋白（β-catenin）和 T 细胞特异性转录因子 4/转录因子 7 类似物 2（TCF4/

TCF7L2）的表达水平。结果：DiR 染色标记的 Exos 可被 OLN-93 细胞有效摄取。CCK-8 检测结果显示，20 mg·L-1 的 BSYS-

BMSC-exos 增强 OLN-93 细胞活力的效果最好（P<0.01），作为后续给药剂量。对 BMSCs 慢病毒转染后，Real-time PCR 结果显

示 BMSCs 中 miR-15b-5p 被显著抑制（P<0.01），且 BSYS-BMSC-exos 中 miR-15b-5p 也被显著抑制（P<0.01）。 ICC 结果显示，

BSYS-BMSC-exos 可增加分化成熟 CNPase 和 PLP 的细胞数量（P<0.01）；Western blot 结果显示，BSYS-BMSC-exos 可升高

CNPase 和 PLP 的蛋白表达水平（P<0.01）。BSYS-BMSC-exos 还可升高 OLN-93 细胞中 miR-15b-5p 和磷酸化（p）-β-catenin 蛋

白的表达水平；降低 Wnt3a 的 mRNA 和蛋白表达水平，β-catenin 和 TCF4/TCF7L2 的 mRNA 表达水平，以及 p-GSK-3β（Ser9）的
蛋白表达水平（P<0.05，P<0.01），BSYS-BMSC-exos 中转染 miR-15b-5p 抑制物后，上述作用被明显减弱（P<0.05，P<0.01）。
结论：BSYS-BMSC-exos 发挥促进 OLN-93 少突胶质细胞分化成熟的作用，其作用机制与上调 OLN-93 细胞中的 miR-15b-5p 抑

制 Wnt3a表达，从而抑制 Wnt信号通路有关。
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the effect and molecular mechanism of exosomes derived from bone marrow 

mesenchymal stem cells（BMSC-exos） modified with Bushen Yisui capsule（BSYS）-containing serum on promoting the 
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differentiation and maturation of OLN-93 oligodendrocytes by regulating miR-15b/Wnt signaling pathway. Methods：： OLN-93 

cells were divided into 5 groups， including the normal（NC） group， BMSC-exos group， BSYS-BMSC-exos group， BSYS-BMSC+

LV-miR-15b-5p inhibitor-exos group， and BSYS-BMSC+LV-miR-15b-5p NC-exos group. DiR staining was used to observe the 

uptake of Exos by OLN-93 cells. The effective dosage of BSYS-BMSC-exos on OLN-93 cells was assessed by cell proliferation and 

activity assay（CCK-8）. Stable BMSCs lentiviral transfection strains were established to inhibit miR-15b-5p expression in both 

BMSCs and their exos， and transfection efficiency was verified by real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction

（Real-time PCR） detection of miR-15b-5p. The expressions of 2′，3′-cyclic nucleotide 3′-phosphodiesterase（CNPase） and myelin 

proteolipid protein（PLP） in OLN-93 cells were detected by immunocytochemistry（ICC） and Western blot. The mRNA expressions 

of miR-15b-5p and Wnt3a in OLN-93 cells were detected by Real-time PCR， and the protein expression of Wnt3a was measured by 

Western blot. The expression levels of key molecules in the Wnt/β -catenin signaling pathway of OLN-93 cells， including glycogen 

synthase kinase（GSK）-3β， β-catenin， and T-cell specific transcription factor 4/transcription factor 7-like 2（TCF4/TCF7L2）， were 

measured by Real-time PCR and Western blot. Results：： DiR-labeled Exos were efficiently taken up by OLN-93 cells. The CCK-8 

assay results indicated that 20 mg·L-1 of BSYS-BMSC-exos exhibited the most significant effect in enhancing OLN-93 cell viability

（P<0.01） and this dosage was selected for subsequent experiments. Following lentiviral transfection of BMSCs， Real-time PCR 

results revealed that miR-15b-5p was significantly suppressed in BMSCs（P<0.01）， and miR-15b-5p was also notably inhibited in 

BSYS-BMSC-exos（P<0.01）. ICC analysis further revealed an increase in the number of differentiated， mature CNPase and PLP-

positive cells following BSYS-BMSC-exos treatment（P<0.01）. Western blot results demonstrated that the protein expression of 

CNPase and PLP was significantly enhanced with BSYS-BMSC-exos treatment（P<0.01）. Additionally， BSYS-BMSC-exos also 

increased the expression levels of miR-15b-5p and p-β -catenin proteins in OLN-93 cells， while decreased the mRNA and protein 

expressions of Wnt3a， as well as the mRNA expressions of β -catenin and TCF4/TCF7L2， and the protein expression level of 

p-GSK-3β（Ser9） was significantly reduced（P<0.05， P<0.01）. After the transfection of miR-15b-5p inhibitor into BSYS-BMSC-

exos， the above effects were significantly diminished（P<0.05， P<0.01）. Conclusion：： BSYS-BMSC-exos facilitate the 

differentiation and maturation of OLN-93 cells， and its mechanism is related to the upregulation of miR-15b-5p in OLN-93 cells， 

which inhibits the expression of Wnt3a and thereby suppresses the Wnt signaling pathway.

［［Keywords］］ multiple sclerosis； Bushen Yisui capsules； bone marrow mesenchymal stem cells-derived exosomes； OLN-93 

oligodendrocytes； microRNA； miR-15b/Wnt signaling pathway

多发性硬化（MS）属于中枢神经系统（CNS）自
身免疫性疾病，以多发脱髓鞘、轴突损伤和神经退

行性病变为主要病理特点［1］，病变部位主要累及白

质［2］。目前全球约有 280 万人罹患本病［3］，多发于中

青年人，且发病率逐年上升［4］，其高复发率和高致残

率严重危害人类生命健康，现临床治疗策略主要通

过调节免疫反应以减轻神经炎症损伤，但对促进髓

鞘修复方面的疗效仍然有限［5-6］。因此，探索 MS 缓

解期治疗的有效药物，促进 MS 髓鞘修复和神经保

护日益受到研究者的关注。CNS 中的髓鞘主要由

少突胶质细胞（OLs）合成，对神经信号的快速高效

传导至关重要［7］，然而，MS 病灶区域环境紊乱失衡

导致少突胶质前体细胞（OPCs）分化阻滞［8］，这是导

致髓鞘再生失败的重要因素。因此，促进 OPCs 分

化成熟是髓鞘再生的关键环节。研究发现，骨髓间

充质干细胞外泌体（BMSC-exos）可以发挥免疫调节

和促进神经再生等作用［9-10］，且研究表明 Exos 中包

含了大量调控 OPCs 分化的因子［11］，其中，微小核糖

核酸（miRs）是最关键且有效的调节因子［12-13］。

近年来中医学对 MS 的认识逐渐得到共识，将

其归为中医痿证之“骨痿”中，治疗多以补肾活血化

痰通路为主，研究证实，中医药在治疗 MS 中具有明

显的优势［14-15］。补肾益髓胶囊（BSYS）是首都医科

大学附属北京天坛医院樊永平教授创立的一首以

补肾生髓法为主治疗 MS 的有效方剂［16］，在 MS 的

治疗中发挥神经保护和促进髓鞘再生的作用［17-21］。

本课题组近期研究发现 BSYS 修饰的 BMSC-exos

（BSYS-BMSC-exos）可以促进双环己酮草酰二腙

（CPZ）诱导的脱髓鞘小鼠模型中大脑胼胝体区

OPCs 分化成熟和髓鞘再生，其中，BSYS 修饰的

BMSC-exos 中有 80 余种 miRs 出现显著变化［22］，而

与神经前体细胞分化成熟及神经发生［23］相关的

miR-15b 表达明显上调，临床研究发现，MS 患者血

清中 miR-15b 明显下降［24］，因此推测 BSYS 治疗 MS

的作用与升高 BMSC-exos 中的 miR-15b 有关，同时

本课题组前期动物实验研究发现，miR-15b 通过靶

向 Wnt3a 进而抑制 Wnt 通路发挥促进 CPZ 小鼠大

脑胼胝体区 OPCs 分化成熟和髓鞘再生的潜在作

用［22］。同时，OLN-93 少突胶质细胞是目前常用的

研究 OLs 分化的细胞系之一［25］。通过改变 OLN-93

细胞的培养条件，可以诱导其分化［26］，且 OLN-93 细

胞与 OPCs 细胞在分化后具有相似的表达特点，均

呈现出复杂性分支突起及膜样化形态［27］，可用于脱

髓鞘研究［28］。基于此，本研究利用体外 OLN-93 少
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突胶质细胞系，深入研究 BSYS-BMSC-exos 促进

OLN-93 少突胶质细胞分化成熟的作用及分子机

制，为中医药治疗 MS 提供新的研究思路。

1 材料

1855201 型 实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应

（Real-time PCR）检测系统、PowerPac Universal型电

泳仪和电转仪套装、ChemiDoc XRS+型化学发光凝

胶成像系统（美国 Bio-Rad 公司），OSE-PRO 型 PCR

低温加样工作台（中国天根生化科技有限公司），
SpectraMax Plus 型多功能酶标仪（美国 MD 公司），
PRIMO VERT 型 倒 置 显 微 镜（德 国 Zeiss 公 司），
XPN-100 型台式超速离心机（美国 Beckman 公司），
3-18KS 型台式高速离心机（德国 Sigma 公司），TD-

500 型台式离心机（中国四川蜀科仪器有限公司）。
BSYS 共由 10 味药物组成，分别为生地黄、熟地

黄、制何首乌、酒大黄、浙贝母、水蛭、全蝎、天麻、连

翘和益母草，按 10∶10∶10∶2∶6∶3∶2∶3∶6∶10 比例配

伍，上述药物原料及胶囊制剂生产全流程均由北京

亚东生物制药有限公司负责质控，其简要的制备方

法为将浙贝母研磨成细粉，其余药物按照比例加水

煎煮 2 次，随后合并煎液，过滤药液，经减压浓缩成

稠膏，然后将其烘干并打成粉末，得率为 26.29%，最

后加入浙贝母细粉混匀，装瓶备用。

2′，3′-环核苷酸 3′-磷酸二酯酶（CNPase）抗体

（英国 Abcam 公司，批号 ab6319），髓鞘蛋白脂蛋白

（PLP）抗体（中国华安生物技术有限公司，批号为

HA500202），Wnt3a 抗体、糖原合酶激酶 -3β（GSK-

3β）抗体、磷酸化（p）-GSK-3β（Ser9）抗体、β-连环蛋

白（β-catenin）抗体、p-β-catenin 抗体、T 细胞特异性

转录因子 4/转录因子 7 类似物 2（TCF4/TCF7L2）抗
体（美 国 CST 公 司 ，批 号 分 别 为 2721T、12456s、

9323T、8480s、9561s、2569s），少突胶质细胞转录因

子 2（Olig2）抗体、甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）
抗体、辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗鼠免疫球

蛋白（Ig）G 抗体、羊抗兔 IgG 抗体、488 标记羊抗兔

IgG 抗体、细胞增殖与活性检测法（CCK-8）试剂盒

（中国武汉三鹰生物技术有限公司，批号分别为

13999-1-AP、60004-1-Ig、SA00001-1、SA00001-2、

SA00013-2、PF0004），594 标记羊抗鼠 IgG 抗体（中

国中杉金桥生物技术有限公司，批号 ZF-0513），高
糖培养基 DMEM、DMEM/F-12 培养基和胎牛血清

（FBS）（美国康宁公司，批号分别为 10-013-CVR、

10-092-CVR 和 35-010-CV），青霉素链霉素混合双

抗（P/S）溶液（中国新赛美生物科技有限公司，批号

C100C5），DiR 染料试剂盒（中国宇枚博生物科技有

限公司，批号 UR21017），慢病毒 miR-15b-5p 抑制载

体及空载 miR 阴性对照载体、嘌呤霉素由中国汉恒

生物科技有限公司提供，RIPA 裂解液、BCA 蛋白定

量试剂盒（中国普利莱基因技术有限公司，批号分

别为 C1053、P1511-1），蛋白酶磷酸酶抑制剂混合物

（通用型，50×）试剂（中国碧云天生物技术有限公

司，批号 P1045），mRNA 逆转录试剂盒及 Real-time 

PCR 试剂盒、miRs 逆转录试剂盒及 Real-time PCR

试剂盒（中国诺唯赞生物科技股份有限公司，批号

分 别 R323-01、Q712-02、MR101-02、MQ102-02），

TRIzol 总 RNA 抽提试剂（美国 Thermo Scientific 公

司，批号 15596018）。
小鼠 BMSC 细胞（中国赛业生物科技有限公

司，批号 MUBMX-01001），OLN-93 少突胶质细胞系

（ 中 国 北 纳 创 联 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号

BNCC359390），细胞代数为 P6~P10。

SPF 级 SD 雄性大鼠，7~8 周龄，体质量 250~

320 g，由北京维通利华实验动物技术有限公司，合

格证号 SCXK（京）2021-0006，所有动物饲养于首都

医科大学实验动物中心 SPF 级国家标准实验室，实

验许可证号 SYXK（京）2021-0030。动物造模及实

验过程严格遵守动物福利伦理原则，实验方案经首

都医科大学动物实验及实验动物福利委员会审核

批准，伦理号 AEEI-2020-181。

2 方法

2.1　BSYS 含药血清的制备     BSYS 含药血清制备

参考本课题组前期的实验方法［29］。将 SD 大鼠随机

分为空白血清组和 BSYS 含药血清组，每组 25 只动

物。 BSYS 含药血清组大鼠每日分 2 次灌胃给予

BSYS（11.7 g·kg-1），空白血清组大鼠以等量蒸馏水

灌胃，连续 7 d 早晚各 1 次。末次给药后 2 h，将大鼠

进行异氟烷吸入麻醉，随后通过腹主动脉采血，静

置 4 h 后离心（3 000 r·min-1，离心 15 min，离心半径

12.8 cm），收集合并同组血清，在生物安全柜内用

0.22 μm 滤器过滤血清，置于-80 ℃冰箱备用。

2.2　BMSC 慢病毒转染稳定株构建     采用慢病毒

技 术 搭 载 miR-15b-5p 抑 制 物（LV-miR-15b-5p 

inhibitor）或空载 miR 阴性对照（LV-miR-15b-5p NC）
的病毒，病毒滴度分别为 5.0×108 TU·mL-1 和 3.0×

108 TU·mL-1。根据前期实验确定的病毒感染复数

（MOI）值及嘌呤霉素浓度，取对数生长的 BMSC 细

胞，以 3.0×105 个/孔的密度播种到 6 孔板，BMSC 细

胞完全培养基培养（DMEM/F-12+10%FBS+1%P/S）
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孵育细胞 12 h，更换为 1 mL 的含病毒新鲜培养基

（以 40 MOI 值计算病毒体积）转染 BMSC 细胞 4 h，

补加培养基 1 mL 继续转染 24 h 后弃掉含病毒的培

养基，换上新鲜培养基培养 24 h，观察病毒 GFP

（LV.GFP）荧光表达，随后传代并加入 2 mg·L-1嘌呤

霉素筛选培养 48 h，观察 LV.GFP 荧光表达。

2.3　Exos 的提取     对 BMSC 慢病毒转染的稳定株

进行传代并且应用 BMSC 细胞完全培养基培养

12 h，更换为 10%BSYS 含药血清培养 48 h，无外泌

体血清培养基再培养 24 h，收集细胞上清液，参考课

题组前期的方法［22］采用梯度超速离心法提取 Exos，

获得 BSYS-空载 miR 对照 exos（BSYS-BMSC+LV 

miR-15b-5p NC-exos）和 BSYS-miR-15b-5p 抑 制

exos（BSYS-BMSC+LV miR-15b-5p inhibitor-exos）。
同样，取对数生长期的 BMSC 细胞，采用 10% 空白

血清或 BSYS 含药血清培养细胞 48 h，更换为无外

泌体血清培养基再培养 24 h，收集细胞上清液离心，

获 得 空 白 BMSC-exos，BSYS 含 药 血 清 修 饰 的

BMSC-exos（BSYS-BMSC-exos），保 存 至 -80 ℃

备用。

2.4　染料标记 Exos    以 Exos 悬液体积与 DiR 染料

工作液剂量比例为 10∶1 加入染料工作液，涡旋振荡

后放入 37 ℃烘箱中孵育 30 min。孵育结束后加入

磷酸盐缓冲液（PBS）缓冲液，离心提取 Exos 以去除

多余染料，PBS 缓冲液重悬沉淀物，得到 DiR 染色标

记后的 Exos溶液，-80 ℃超低温冰箱保存备用。

2.5　 CCK-8 筛选 BSYS-BMSC-exos 的浓度     取对

数生长期的 OLN-93 细胞，以 1.0×104个/孔的密度接

种到 96孔板中孵育 24 h。将细胞分为正常（NC）组和

BSYS-BMSC-exos 组（2.5、5、10、20、40 mg·L-1），除
NC 组外其余各组加入相应的 BSYS-BMSC-exos 孵

育 48 h，每组更换新鲜的培养基并加入 CCK-8 试剂

10 μL继续孵育 1 h，随后放入酶标仪中，在 450 nm 波

长下测定每孔吸光度 A，计算细胞活力，细胞活力=

（A 实验组-A 空白组）/（A 对照组-A 空白组）×100%。

2.6　Exos 干预 OLN-93 细胞及分组     将 OLN-93 细

胞 分 为 NC 组 、BMSC-exos 组 、BSYS-BMSC-exos

组、BSYS-BMSC+LV-miR-15b-5p inhibitor-exos 组、

BSYS-BMSC+LV-miR-15b-5p NC-exos 组。取对数

生 长 期 的 OLN-93 细 胞 ，接 种 在 培 养 板 中 ，放 入

37 ℃、5%CO₂培养箱中，以 OLN-93 细胞完全培养基

（DMEM+10%FBS+1%P/S）培养 24 h，随后更换为

OLN-93 细 胞 分 化 培 养 基（DMEM+1%P/S）培 养

72 h，将上述各组 Exos 以 20 mg·L-1 剂量分别加到

OLN-93 细胞中培养 48 h。

2.7　细胞免疫荧光（ICC）实验检测 CNPase 和 PLP   

    取对数生长期的 OLN-93 细胞，按照 2.6 实验分组

进行给药，干预结束后，24 孔板中加入 4% 细胞固定

液室温静置 20 min，PBS 清洗后加入 0.5% TritonX-

100 溶液室温静置 20 min，加入 5%BSA 封闭液室温

孵育 1 h，加入配制好的一抗 CNPase（1∶400）和 PLP

（1∶400），放入 4 ℃冰箱孵育过夜。次日移除一抗稀

释液，PBS 缓冲液清洗，避光环境下加入配制好的二

抗（1∶200），37 ℃烘箱内孵育 1 h，移除二抗后 PBS

缓 冲 液 清 洗 ，加 入 即 用 型 DAPI 溶 液 室 温 静 置

5 min，加入抗荧光衰灭封片剂，置于荧光显微镜下

观察，选取 3 个不同视野拍照，并进行统计分析。

2.8　Real-time PCR 检测目的 mRNA 表达水平     取

对数生长期的 OLN-93 细胞，按照 2.6 实验分组给药

后采用 TRIzol 法进行 RNA 提取。参照逆转录试剂

盒 说 明 书 将 样 品 RNA 逆 转 录 为 cDNA，配 制 成

20 μL 的反应体系，进行 PCR 扩增，条件为 95 ℃预

变性 30 s，95 ℃ 变性 10 s，60 ℃ 退火 30 s，40 个循

环。以 GAPDH 和 U6 为内参，采用 2-ΔΔCt方法分析比

较目的 mRNA 表达量。引物由中国赛维尔生物科

技有限公司合成，引物序列见表 1。

2.9　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测目的蛋白

表达水平     取对数生长期的 OLN-93 细胞，按照 2.6

项下分组进行给药后进行总蛋白提取。6 孔板内加

入配制好的含蛋白酶和磷酸酶抑制剂的 RIPA 裂解

液，吹打静置 20 min 后，4 ℃ 、10 000 r·min-1 离心

20 min（离心半径 10 cm）得到上清液即为总蛋白。

BCA 试剂盒进行定量，加入蛋白上样缓冲液进行蛋

白变性。制备 10% 的 PAGE 凝胶，通过电泳和电转

将样品转至 PVDF 膜上，将 PVDF 膜放入含 5% 脱脂

牛奶的玻璃皿中封闭 1 h。封闭结束后将膜与一抗

CNPase（1∶4 000）、PLP（1∶2 000）、Wnt3a（1∶2 000）、
p-GSK-3β（Ser9）（1∶2 000）、GSK-3β（1∶2 000）、

p- β -catenin（1∶2 000）、β -catenin（1∶2 000）、TCF4/

TCF7L2（1∶2 000）和 GAPDH（1∶10 000）进行 4 ℃孵

育过夜。一抗孵育后，条带在 TBST 中清洗，与相应

的羊抗兔 IgG 抗体（1∶10 000）或羊抗鼠 IgG 抗体

（1∶10 000）室温孵育 1 h，用 TBST 清洗后，将增敏化

学发光液滴加到条带上，用化学发光成像系统对条

带曝光并拍摄照片，用 Image J 计算条带灰度值，以

目的蛋白与内参蛋白 GAPDH 的比值表示各组目的

蛋白的相对表达量。

2.10　统计学分析     采用 GraphPad Prism 8.0 进行
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数据统计和绘图，数据符合正态分布时，采用单因

素方差分析，计量资料以 x̄± s 表示，Tukey's HSD 检

验比较两组间差异；若不符合正态性，则采用秩和

检验法，P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1　Exos 被 OLN-93 细胞摄取     为了观察 BMSC-

exos 和 BSYS-BMSC-exos 能有效作用于 OLN-93 细

胞，DiR 染色标记 Exos，Olig2 染色标记 OLN-93 细

胞。荧光观察发现，DiR 红色荧光标记的 BMSC-

exos 和 BSYS-BMSC-exos 能被 OLN-93 细胞内吞，

并在胞内累积。见图 1。

3.2　 BSYS-BMSC-exos 的浓度筛选     CCK-8 检测

结果显示，与 NC 组比较，高浓度组如 10 mg·L-1组细

胞活力明显升高（P<0.05），20、40 mg·L-1 组细胞活

力显著升高（P<0.01）。与 2.5、5、10 mg·L-1的浓度组

比较，20 mg·L-1 的 BSYS-BMSC-exos 可明显提高

OLN-93 细胞的活力（P<0.05，P<0.01），与 40 mg·L-1

组比较则差异无统计学意义。因此采用 BSYS-

BMSC-exos 为 20 mg·L-1 的质量浓度进行下一步实

验。见表 2。

3.3　慢病毒转染的 BSYS-BMSC-exos 中 miR-15b-

5p 的抑制     对 BMSC 慢病毒转染空载 miR 对照组

（BMSC+LV-miR-15b-5p NC）和 BMSC 慢病毒转染

miR-15b-5p 抑 制 组 （BMSC+LV-miR-15b-5p 

inhibitor）进行荧光观察，结果显示 LV.GFP 荧光阳性

细胞稳定表达，细胞生长状态良好。Real-time PCR

检测 BMSC 细胞中病毒的转染效率，结果显示，与

BMSC+LV-miR-15b-5p NC 组比较，BMSC+LV-miR-

15b-5p inhibitor 组中 miR-15b-5p 的表达被显著抑制

（P<0.01），表明成功建立了 BMSC 慢病毒转染稳定

株。进一步 Real-time PCR 检测 BSYS-BMSC-exos

中的病毒转染效率。结果显示，与 BSYS-BMSC+

LV miR-15b-5p NC-exos 组比较，BSYS-BMSC+LV 

表 1　引物序列

Table 1　Primer sequences

引物

β-catenin

TCF4/TCF7L2

Wnt3a

miR-15b-5p

GAPDH

U6

序列（5′-3′）
上游 TGCCATCTGTGCTCTTCGTC

下游 CAATCCAACAGTTGCCTTTATCAG

上游 GGCTCAAATGTAGAAGACAGAAGTAG

下游 GCTAGTCATGTGGTCATAGGGAGT

上游 CCCAAGAGCACAGAAGAGGAA

下游 TTTGTCTAAATCCAGTGGTTAGTGG

逆转录 GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTGTAAA

上游 CGCGTAGCAGCACATCATGG

下游 AGTGCAGGGTCCGAGGTATT

上游 CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG

下游 GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT

上游 CTCGCTTCGGCAGCACA

下游 AACGCTTCACGAATTTGCGT

长度/bp

151

108

133

66

138

94

注：A.BMSC-exos 组；B.BSYS-BMSC-exos 组；箭头指 Exos 在

OLN-93 细胞中聚集

图 1　 OLN-93 细 胞 摄 取 BMSC-exos 和 BSYS-BMSC-exos

（ICC，×400）
Fig.  1　 OLN-93 cells uptake of BMSC-exos and BSYS-BMSC-

exos （ICC，×400）
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miR-15b-5p inhibitor-exos 中 的 miR-15b-5p 表 达 被

显著抑制（P<0.01），表明慢病毒转染后提取的 Exos

中的 miR-15b-5p 也可以被有效抑制。见图 2、表 3

和表 4。
3.4　 BSYS-BMSC-exos 对 OLN-93 细胞 CNPase 和

PLP 表达的影响     NC 组中，OLN-93 细胞主要呈现

分支较少，分化成熟细胞数量较少。与 NC 组比较，

在 BMSC-exos 和 BSYS-BMSC-exos 干预后，分化成

熟的细胞胞体增大，呈膜状形态，分化程度较高。

与 NC 组比较，BMSC-exos 组和 BSYS-BMSC-exos

组中分化成熟的细胞数量增多（P<0.05，P<0.01）。
与 BMSC-exos 组比较，BSYS-BMSC-exos 组中分化

成熟细胞的细胞数量明显增多（P<0.05）。而转染

miR-15b-5p 抑 制 物 后 ，与 BSYS-BMSC+LV-miR-

15b-5p NC-exos 组比较，BSYS-BMSC+LV miR-15b-

5p inhibitor-exos 组中分化成熟的细胞数量显著降

低（P<0.01）。见表 5、图 3、图 4。

3.5　 BSYS-BMSC-exos 对 OLN-93 细胞 CNPase 和

PLP 蛋白表达的影响     Western blot 结果显示，与

NC 组比较，BMSC-exos 组和 BSYS-BMSC-exos 组

的 CNPase 和 PLP 表 达 显 著 增 强（P<0.01）。 与

BMSC-exos 组比较，BSYS-BMSC-exos 组的 CNPase

表达明显上调（P<0.05），而慢病毒转染 miR-15b-5p

抑 制 物 后 ，与 BSYS-BMSC+LV-miR-15b-5p NC-

exos 组比较，CNPase 和 PLP 的高表达被 miR-15b-5p

的抑制所消除，差异有统计学意义（P<0.01）。见

表 6 和图 5。

3.6　BSYS-BMSC-exos 对 OLN-93 细胞中 miR-15b-

5p和 Wnt3a表达的影响     Real-time PCR检测结果显

表 2　各组 OLN-93 细胞的活力比较（x̄± s，n=4）

Table 2　Comparison on OLN-93 cell viability in each group（x̄± s，

n=4）

组别

NC 组

BSYS-BMSC-exos组

质量浓度/mg·L-1

2.5

5

10

20

40

细胞活力/%

100.00±5.04

102.60±8.44

122.80±4.75

136.60±7.101，3）

171.50±22.202，4，6，7）

160.40±25.822，4，5）

注：与 NC 组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与 2.5 mg·L-1 BSYS-BMSC-

exos 组比较 3）P<0.05，4）P<0.01；与 5 mg·L-1 BSYS-BMSC-exos 组比

较 5）P<0.05，6）P<0.01；与 10 mg·L-1 BSYS-BMSC-exos组比较 7）P<0.05

表 3　LV-miR-15b-5p 转染 BMSC 的 miR-15b-5p 表达水平 （x̄ ± s，n=3）

Table 3　 Expression levels of miR-15b-5p in LV-miR-15b-5p 

transfected BMSC （x̄± s，n=3）

组别

BMSC+LV miR-15b-5p NC 组

BMSC+LV miR-15b-5p inhibitor组

miR-15b-5p

1.05±0.04

0.52±0.041）

注：与 BMSC+LV-miR-15b-5p NC 组比较 1）P<0.01

注：A.BMSC+LV-miR-15b-5p NC 组；B.BMSC+LV-miR-15b-5p 

inhibitor组

图 2　LV-miR-15b-5p 转染 BMSC 的荧光表达  （ICC，×40）
Fig. 2　 Fluorescent expression of LV-miR-15b-5p transfected 

BMSC （ICC，×40）

表 4　 LV-miR-15b-5p 转 染 BSYS-BMSC-exos 的 miR-15b-5p 表 达

水平  （x̄± s，n=3）

Table 4　 Expression levels of miR-15b-5p in LV-miR-15b-5p 

transfected BSYS-BMSC-exos （x̄± s，n=3）

组别

BSYS-BMSC+LV miR-15b-5p NC-exos组

BSYS-BMSC+LV miR-15b-5p inhibitor-exos组

miR-15b-5p

1.02±0.03

0.22±0.091）

注：与 BSYS-BMSC+LV-miR-15b-5p NC-exos组比较 1）P<0.01

表 5　各组 OLN-93 细胞中 CNPase 和 PLP 的阳性表达情况（x̄± s，n=3）

Table 5　Positive expressions of CNPase and PLP  in OLN-93 cells from each group （x̄± s，n=3） 个

组别

NC 组

BMSC-exos组

BSYS-BMSC-exos组

BSYS-BMSC+LVmiR-15b-5pinhibitor-exos组

BSYS-BMSC+LVmiR-15b-5pNC-exos组

质量浓度/mg·L-1

20

20

20

20

CNPase+细胞

13.67±2.08

21.33±3.221）

30.33±1.532，3）

20.00±2.005，6）

31.67±4.162）

PLP+细胞

15.33±4.51

25.33±1.531）

36.33±3.062，3）

17.67±4.045，6）

34.00±2.652）

注：与 NC 组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与 BMSC-exos 组比较 3）P<0.05，4）P<0.01；与 BSYS-BMSC-exos 组比较 5）P<0.01；与 BSYS-BMSC+LV-

miR-15b-5p NC-exos组比较 6）P<0.01（表 6-表 10 同）
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示，与 NC 组比较，BSYS-BMSC-exos 显著上调 miR-

15b-5p 的表达（P<0.01），且显著降低 Wnt3a 的表达

（P<0.01），而 BMSC-exos仅降低了 Wnt3a的表达（P<

0.01）。与 BMSC-exos 组比较，BSYS-BMSC-exos 组

中 miR-15b-5p 的显著上调（P<0.01）和 Wnt3a 明显降

低（P<0.05）。 而 转 染 miR-15b-5p 抑 制 物 后 ，与

BSYS-BMSC+LV-miR-15b-5p NC-exos 组 比 较 ，

BSYS-BMSC+LV miR-15b-5p inhibitor-exos 中这一

注：A.NC 组；B.BMSC-exos 组；C.BSYS-BMSC-exos 组；D.BSYS-BMSC+LV miR-15b-5p inhibitor-exos 组；E.BSYS-BMSC+LV miR-15b-5p 

NC-exos组（图 4-图 7 同）
图 3　各组 OLN-93 细胞中 CNPase 阳性表达情况  （ICC，×400）
Fig.  3　Positive expression of CNPase in OLN-93 cells from each group （ICC，×400）

图 4　各组 OLN-93 细胞中 PLP 阳性表达情况  （ICC，×400）
Fig.  4　Positive expression of PLP in OLN-93 cells from each group （ICC，×400）
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显著变化则被逆转（P<0.01）。此外，各组 OLN-93细

胞中 Wnt3a的蛋白表达结果趋势与 Real-time PCR结

果表现一致。见表 7、表 8和图 6。

3.7　BSYS-BMSC-exos 对 OLN-93 细胞中 β-catenin

和 TCF4/TCF7L2 mRNA 表 达 的 影 响     Real-time 

PCR 检测结果显示，与 NC 组比较，BMSC-exos 和

BSYS-BMSC-exos 均明显降低 β -catenin mRNA 的

表达水平（P<0.05，P<0.01），BSYS-BMSC-exos 还可

降低 TCF4/TCF7L2 mRNA 的表达水平（P<0.01）。
与 BMSC-exos 组 比 较 ，BSYS-BMSC-exos 可 降 低

TCF4/TCF7L2 mRNA 的表达水平（P<0.05）。转染

miR-15b-5p 抑制后，与 BSYS-BMSC+LV-miR-15b-

5p NC-exos 组 比 较 ，BSYS-BMSC+LV miR-15b-5p 

inhibitor-exos 组中 β -catenin 和 TCF4/TCF7L2 的表

达水平均显著回升（P<0.01）。见表 9。

3.8　 BSYS-BMSC-exos 对 OLN-93 细胞中 GSK-3β

和 β -catenin 蛋白表达的影响     Western blot 结果显

示，与 NC 组比较，BSYS-BMSC-exos 中 p-GSK-3β

（Ser9）表达降低（P<0.05），p-β-catenin 的表达显著升

高（P<0.01）。与 BMSC-exos 组比较，BSYS-BMSC-

exos 中的 p-GSK-3β（Ser9）表达降低和 p-β-catenin 的

表达升高（P<0.05）。然而，转染 miR-15b-5p抑制后，

与 BSYS-BMSC+LV-miR-15b-5p NC-exos 组 比 较 ，

BSYS-BMSC+LV miR-15b-5p inhibitor-exos 组 中

p-GSK-3β（Ser9）表 达 则 显 著 回 升（P<0.01），

p-β-catenin 的表达显著降低，差异有统计学意义（P<

0.01）。见表 10、图 7。

表 6　各组 OLN-93 细胞中 CNPase 和 PLP 的蛋白表达（x̄± s，n=3）

Table 6　Protein expressions of CNPase and PLP in OLN-93 cells from each group（x̄± s，n=3）

组别

NC 组

BMSC-exos组

BSYS-BMSC-exos组

BSYS-BMSC+LV miR-15b-5p inhibitor-exos组

BSYS-BMSC+LV miR-15b-5p NC-exos组

质量浓度/mg·L-1

20

20

20

20

CNPase/GAPDH

1.00±0.23

1.76±0.162）

2.18±0.162，3）

1.17±0.165，6）

2.28±0.232）

PLP/GAPDH

1.00±0.08

1.30±0.122）

1.44±0.092）

1.05±0.055，6）

1.55±0.092）

图 5　各组 OLN-93 细胞中 CNPase 和 PLP 的蛋白表达电泳

Fig.  5　 Electrophoresis of CNPase and PLP proteins in OLN-93 

cells from each group

表 7　各组 OLN-93 细胞中 Wnt3a 蛋白的表达水平（x̄± s，n=3）

Table 7　 Protein expression of Wnt3a in OLN-93 cells from each 

group（x̄± s，n=3）

组别

NC 组

BMSC-exos组

BSYS-BMSC-exos组

    BSYS-BMSC+LVmiR-15b-

5pinhibitor-exos组

    BSYS-BMSC+LVmiR-15b-

5pNC-exos组

质量浓度/mg·L-1

20

20

20

20

Wnt3a/GAPDH

1.00±0.13

0.72±0.051）

0.46±0.102，3）

0.91±0.095，6）

0.48±0.092）

图 6　各组 OLN-93 细胞中 Wnt3a 的蛋白表达电泳

Fig.  6　 Electrophoresis of Wnt3a protein in OLN-93 cells from 

each group

表 8　各组 OLN-93 细胞中 miR-15b-5p 和 Wnt3a mRNA 的表达水平  （x̄± s，n=3）

Table 8　miR-15b-5p and Wnt3a gene expression levels in OLN-93 cells from each group （x̄± s，n=3）

组别

NC 组

BMSC-exos组

BSYS-BMSC-exos组

BSYS-BMSC+LVmiR-15b-5pinhibitor-exos组

BSYS-BMSC+LVmiR-15b-5pNC-exos组

质量浓度/mg·L-1

20

20

20

20

miR-15b-5p

1.00±0.00

1.11±0.09

1.56±0.112，4）

0.85±0.105，6）

1.35±0.102）

Wnt3a

1.07±0.07

0.76±0.022）

0.52±0.032，3）

0.95±0.175，6）

0.56±0.042）
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4 讨论

MS 作为一种全球发病率逐年攀升的 CNS 自身

免疫性疾病，严重危害患者的生命健康。目前临床

治疗 MS 缓解期多采用特立氟胺和芬戈莫德等药

物，这类药物虽然能有效减少复发和延缓疾病进

展，但仍面临较多不良反应等困境［6］。近年来，中医

学者根据 MS 患者临床症状表现，赋予了 MS 中医上

的内涵［30-31］。樊永平教授认为 MS 的核心病机是肾

精亏虚，或兼痰夹瘀，结合多年临床治疗经验创立

了 BSYS 治疗肝肾阴虚型 MS 患者，方中生地黄、熟

地黄等滋补肝肾，填精益髓以治其本，辅以浙贝母、

益母草、水蛭、全蝎等化痰活血通络以治其标，体现

了标本兼治的治疗理念。临床研究和实验研究表

明，BSYS 在治疗 MS 中具有显著疗效，对 BSYS 在

促进髓鞘修复和再生方面的深入挖掘可为治疗 MS

提供新的治疗思路。

研 究 表 明 ，BMSC-exos 可 以 减 轻 MS 炎 症 反

应［32］和促进髓鞘再生［33］，这些发现为 Exos 在 MS 治

疗中的应用提供了依据，然而现有研究多关注于

Exos 的天然生物功能对 MS 的治疗修复作用，Exos

作为药物载体的应用潜力及药物修饰的 Exos 如何

进一步发挥其有益疗效，仍值得深入研究。本研究

通 过 体 外 细 胞 实 验 ，采 用 BMSC-exos 和 BSYS-

BMSC-exos 干预 OLN-93 细胞，发现 Exos 不但可以

被 OLN-93 细胞摄取，且 BSYS-BMSC-exos 可以有

效提高 OLN-93 细胞活力。与之前研究发现相同，

本研究发现 BMSC-exos 可以升高 OLs 分化成熟相

关蛋白 CNPase 和 PLP 的表达，此外，经过 BSYS 干

预后的 BSYS-BMSC-exos 则能进一步提高治疗效

果，提示 BSYS-BMSC-exos 可增强 OLN-93 细胞的

分化成熟。

miRs 作为一类内源性小非编码 RNA，在生理

和病理过程中都发挥着调节基因表达中起重要作

用［34］，目前大多数 MS 的研究主要关注 miRs 抑制炎

症反应的功能，而 miRs 在 OPCs 分化成熟和髓鞘再

生修复方面也发挥了重要调控作用［35-36］。有研究发

现，miR-219、miR-138 和 miR-338 是 OPCs 分化过程

中 具 有 代 表 性 的 miRs［37］。 本 研 究 结 果 发 现

miR-15b-5p 在 BSYS-BMSC-exos 促进 OLN-93 细胞

分化成熟中发挥关键作用，特异性抑制 miR-15b-5p

的表达后，BSYS-BMSC-exos 的促进作用则被大大

削弱。此外，BSYS-BMSC-exos 干预 OLN-93 细胞

后，OLN-93 细胞中 miR-15b-5p 表达升高进而抑制

了 Wnt3a，而由于 BSYS-BMSC-exos 中 miR-15b-5p

的抑制，该作用被减弱，再次表明 BSYS-BMSC-exos

调控了 miR-15b-5p 及其靶基因 Wnt3a的表达。

表 10　各组 OLN-93 细胞中 GSK-3β和 β-catenin 的蛋白表达水平  （x̄± s，n=3）

Table 10　Protein expression levels of GSK-3β and β-catenin in OLN-93 cells from each group （x̄± s，n=3）

组别

NC 组

BMSC-exos组

BSYS-BMSC-exos组

BSYS-BMSC+LVmiR-15b-5pinhibitor-exos组

BSYS-BMSC+LVmiR-15b-5p NC-exos组

质量浓度/mg·L-1

20

20

20

20

p-GSK-3β（Ser9）/GSK-3β

1.00±0.17

0.94±0.05

0.64±0.051，3）

1.05±0.125，6）

0.59±0.112）

p-β-catenin/β-catenin

1.00±0.05

1.14±0.07

1.91±0.262，3）

0.92±0.205，6）

1.95±0.442）

表 9　各组 OLN-93 细胞中 β-catenin 与 TCF4/TCF7L2 的 mRNA 表达水平  （x̄± s，n=3）

Table 9　Protein expression levels of β-catenin and TCF4/TCF7L2 in OLN-93 cells from each group（x̄± s，n=3）

组别

NC 组

BMSC-exos组

BSYS-BMSC-exos组

BSYS-BMSC+LVmiR-15b-5pinhibitor-exos组

BSYS-BMSC+LVmiR-15b-5p NC-exos组

质量浓度/mg·L-1

20

20

20

20

β-catenin

1.00±0.00

0.72±0.091）

0.49±0.062）

1.04±0.175，6）

0.55±0.102）

TCF4/TCF7L2

1.01±0.01

0.85±0.05

0.58±0.132，3）

1.03±0.055，6）

0.62±0.142）

图 7　各组 OLN-93 细胞中 GSK-3β和 β-catenin 的蛋白表达电泳

Fig.  7　 Electrophoresis of GSK-3β and β -catenin proteins in each 

group of OLN-93 cells
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研究发现，Wnt 信号通路参与了 CNS 中髓鞘再

生［38］，Wnt/β-catenin 通路的激活会延迟或抑制 OLs

分化与成熟［39］。同时，有研究发现，白芍总苷［40］、白

藜芦醇［41］及总黄芪甲苷［42］等中药有效成分通过抑

制 Wnt/β-catenin 通路来发挥促进 OPCs 分化成熟和

神经保护作用。与之前研究相一致，本研究发现

BSYS-BMSC-exos 作 用 于 OLN-93 细 胞 后 下 调 了

Wnt3a 的表达，且上调其下游通路分子 p-β-catenin，

下调 p-GSK-3β（Ser9）和 TCF4/TCF7L2 的表达，表明

Wnt 信号通路被抑制，而在对 miR-15b-5p 进行抑制

后 ，这 一 趋 势 也 被 逆 转 。 这 些 结 果 表 明 BSYS-

BMSC-exos 通过上调 miR-15b-5p 的水平进而抑制

Wnt 信号通路来调节 OLN-93 细胞的分化成熟。本

研究目前的不足之处为仅使用了 OLN-93 细胞系进

行敲低 miR-15b 来验证其靶向作用，未来可以补充

Wnt信号通路激动剂来进一步明确其作用关系。

综上所述，本研究表明 BSYS-BMSC-exos 可以

发挥促进 OLN-93 细胞分化成熟的作用，且 BSYS-

BMSC-exos 通过调控 miR-15b/Wnt信号通路来调节

OLN-93 细胞的分化成熟，本研究为 BSYS 治疗 MS

中提供了客观依据，也丰富了中医药治疗 MS 的研

究思路。
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