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摘要 目的：探究牛奶外泌体（mEXO）减少泼尼松龙（PSL）治疗杜兴肌肉萎缩症（DMD）的药物不良反应的效果。方法：将超速离
心法收集的 mEXO与 PSL共孵育得到生物纳米药物（mEXOPSL）；通过高效液相色谱（HPLC）检测药物装载效率；对 DMD模型
mdx小鼠给予口服治疗；监测 mdx小鼠体重和体长变化，评估 mEXO减轻 PSL引起的生长抑制不良反应的效果，利用苏木素-
伊红（HE）染色和 micro-CT分析骨体积分数（BV/TV）、骨小梁数目（Tb.N）、骨小梁厚度（Tb.Th）和骨小梁间隙（Tb.Sp）等骨密度
相关指标，评估 mEXO减轻 PSL引起的骨质疏松不良反应的效果；利用 HE染色和 CD68免疫组织化学染色检测肌肉病理情况
及炎症浸润情况，评估 mEXOPSL的治疗效果。结果：通过共孵育可实现 54.6% PSL在 mEXO的负载；mdx小鼠经治疗后，与 PSL
组相比，mEXOPSL组 mdx小鼠体重（P<0.01）及体长（P<0.01）显著增加；与 PSL组相比，mEXOPSL组 mdx小鼠的 BV/TV（P <0.01）、
Tb.N（P<0.01）和 Tb.Th（P<0.05）显著增加，Tb.Sp（P<0.05）显著减少；与生理盐水组相比，PSL组和 mEXOPSL组肌肉病理以及炎

症浸润均显著改善。结论：mEXOPSL显著减少了 mdx小鼠的生长抑制及骨质疏松药物不良反应，对 PSL进行了药物改良。
关键词 牛奶外泌体；泼尼松龙；杜兴肌肉萎缩症

中图分类号 Q291 文献标志码 粤 文章编号 员园园远原愿员源苑渊圆园24冤园3-0218-06

Study on the treatment of Duchenne muscular dystrophy with prednisolone loaded on milk exosomes
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Abstract Objective：To explore the effect of milk exosomes（mEXO）on reducing the adverse drug reactions of prednisolone（PSL）
in the treatment of Duchenne muscular dystrophy（DMD）. Methods：PSL was co-incubated with mEXO collected by ultracentrifugation
to obtain bionanomedicine（mEXOPSL）. Drug loading efficiency was detected by high-performance liquid chromatography（HPLC）. DMD
model mdx mouse was treated by oral administration. The changes in body weight and length of mdx mouse were monitored to evaluate
the effect of mEXO on reducing growth inhibition adverse reactions caused by PSL. Bone density related indicators such as bone volume
fraction（BV/TV），number of trabeculae（Tb. N），thickness of trabeculae（Tb. Th）and trabecular space（Tb. Sp）were detected by
hematoxylin eosin（HE）staining and micro-CT to evaluate the effect of mEXO on reducing osteoporosis adverse reactions caused by
PSL. Muscle pathology and inflammatory infiltration were detected by HE staining and CD68 immunohistochemical staining to evaluate
the therapeutic effect of mEXOPSL. Results：54.6% PSL could be loaded on mEXO by co incubation. After treatment，the mdx mice in
the mEXOPSL group showed a significant increase in body weight（P<0.01）and length（P<0.01）compared to the PSL group. Com原
pared with the PSL group，the BV/TV（P<0.01），Tb.N（P<0.01）and Tb. Th（P<0.05）of mdx mice in the mEXOPSL group significant原
ly increased，while Tb.Sp（P<0.05）significantly decreased. Compared with the saline group，both the PSL group and mEXOPSL

group showed significant improvements in muscle pathology and inflammatory infiltration. Conclusion：mEXOPSL significantly reduces
growth inhibition and osteoporosis adverse drug reactions in mdx mice，and improves the drug treatment of PSL in DMD.
Key words milk exosomes；prednisolone；DMD
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杜兴肌肉萎缩症（Duchenne muscular dystrophy，
DMD）是一种伴 X染色体隐性遗传的退行性神经肌
肉疾病，由编码肌营养不良蛋白（dystrophin）的
DMD 基因突变导致功能性 dystrophin 蛋白缺失所

致，在新生男孩中发病率为 1/3 500，是儿童中最常
见的肌肉萎缩疾病[1-2]。由于缺乏 dystrophin蛋白，肌
肉收缩引起肌纤维慢性损伤，最终因膈肌、心肌纤

维化或坏死而过早死亡。肌纤维受损会引发多种病

理变化，包括炎症、纤维化和氧化应激等，糖皮质激

素药物[如泼尼松龙（PLS）]因其具有良好的抗炎效
果，目前是 DMD临床治疗中使用最为广泛的药物[3-5]。

但是它的长期使用与不良事件有关，如骨质流失、
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生长迟缓、胰岛素抵抗和行为改变等 [6-7]，因此找到

一种减少糖皮质激素在 DMD治疗中产生不良反应
的治疗方法十分必要。

外泌体（exosome）作为一种直径约 30耀150 nm
的生物纳米囊泡，具有低免疫原性、高生物相容性、

稳定性好以及可修饰等特点[8]，可作为药物运输载

体，在提高药物疗效以及降低药物不良反应等方面

具有独特的优势[9]。据文献报道，牛奶外泌体（mEXO）
不仅易获得、产量高、可口服给药 [10-11]，而且具有抗

炎以及提高骨密度的作用[12]。研究发现，外泌体高表

达的 CD81蛋白结构解析后其配体主要为含有甾体
结构的胆固醇[13]。因此在本研究中选择使用 mEXO
作为甾体类抗炎药 PLS的递送载体对 DMD小鼠进
行治疗，探讨 mEXOPSL的治疗作用以及减少 PLS产
生的生长抑制和骨质疏松等药物不良反应的效果。

1 材料与方法

1.1 动物与材料 泼尼松龙（中国，MedChemEx
press公司），DMSO（中国，Solarbio公司），苏木素和
伊红（中国，天津化学试剂），rabbit-anti-CD68 anti原
body（美国，Abcam），电镜铜网（中国，北京新兴百业
公司），Avanti J-26XP 超速离心机（德国，Beckman
公司），透射电子显微镜（日本，HITA CHI公司），小
动物显微 CT（比利时，Bruker公司）。

SPF 级 C57BL/6 小鼠购自北京维通利华公司
[合格证号：110011221110011416；许可证号：SCXK
（京）2021-0011]。mdx小鼠自行繁殖于天津医科大
学动物中心 SPF级实验室，实验已通过天津医科大
学动物伦理委员会审批（SYXK2019-0004）。
1.2 方法

1.2.1 mEXO 的分离和收集 选用生牛乳作为

mEXO的来源，将牛奶进行梯度离心（2 000伊g离心
30 min，10 000伊g离心 30 min）去除细胞碎片，将上
清液通过 0.22 滋m的滤器，去除杂质；再将滤液以
100 000伊g离心 70 min，弃去上清，用 100 滋L 的
DPBS反复吹打离心管底部，重悬得到 mEXO。
1.2.2 PSL在 mEXO中的装载 将 PSL粉末用DM原
SO溶解得到 10 滋g/mL PSL溶液，再将 PSL溶液与
mEXO以不同的质量比在 PBS体系中混合后在 4益共
孵育，再使用 100 kD的超滤管进行超滤去除游离的
PSL及 DMSO，即得到 mEXOPSL。

1.2.3 高效液相（HPLC）检测 mEXO中 PSL的负载
效率及药物浓度 色谱条件：色谱柱为 WatersC18；
流动相为乙腈-PH7.0磷酸二氢钠缓冲溶液；柱温：
30益；流速：0.8 mL/min；进样体积：20 滋L；检测波

长：305 nm。泼尼松龙标准曲线的绘制：精密称取
2 mg PSL，用 0.025 mol/L盐酸溶液配置成 200 滋g/mL
的 PSL溶液，用 0.025 mol/L盐酸溶液配成质量浓度
分别为 5、10、20、40、80 滋g/mL的 PSL标准溶液，按
照上述条件进行上样，记录色谱图，统计 PSL色谱
峰面积，并以 PSL浓度为横坐标（X），峰面积为纵坐
标（Y），绘制标准曲线并获得回归方程。样品处理：
取 400 滋L外泌体样品，分别加入 5 滋L质量分数为
6% Triton-X100和 5 滋L质量浓度为 10 滋g/mL的蛋
白酶 K，混匀，65益水浴 40 min，转到上样瓶中，按照
上述条件进行上样，记录色谱图，统计 PSL色谱峰
面积，计算样品浓度，得到 PSL负载量。负载效率
（%）=（PSL负载量/PSL投入量）伊100%。
1.2.4 醋酸铀染色及透射电镜观察 mEXOPSL的形

态及大小 在 mEXO 中分别加入 1%DMSO和 2%
DMSO，在 4益共孵育 2 h。将 mEXO与 DMSO孵育
后的样品以及未处理过的 mEXO 和 mEXOPSL重悬

液分别加入到等体积的、质量分数为 4%的多聚甲
醛溶液中静置 25 min；将铜网放在固定液上，室温
固定 25 min；用滤纸吸去多余的固定液，向铜网中
滴加 100 滋L 1%戊二醛溶液，室温孵育 5 min；吸去
戊二醛溶液，加入 100 滋L去离子水洗涤铜网，每次
洗涤 2 min，洗涤 8 次；向铜网滴加 100 滋L草酸铀
溶液染色 5 min；吸去多余草酸铀，向铜网上滴加
100 滋L甲基纤维素-乙酸双氧铀溶液，放置冰上染
色 7 min；吸去铜网上多余的甲基纤维素-乙酸双氧
铀溶液，并将铜网置于滤纸上风干，透射电镜观察。

1.2.5 mdx小鼠的饲养和给药 购买小鼠置于天津

医科大学动物饲养中心 SPF级饲养。将 3 周龄的
mdx小鼠随机分成 3组：生理盐水组（saline）、单独
泼尼松龙治疗组（PSL）和负载泼尼松龙的牛奶外泌
体治疗组（mEXOPSL），每组 4 只。各组给药剂量为
PLS 10 mg/kg，mEXO 50 mg/kg，通过灌胃的方式进
行给药。每周给药 3次，一共给药 8周，记录小鼠的
体重和体长变化。将体重计归零，将小鼠放入称量

烧杯中记录体重值。反复测量体重 3次，取平均值
作为小鼠的体重。将小鼠放置在水平台面上，使用

软尺从小鼠头部顶点测量到尾部末端，记录体长

值。反复测量体长 3次，取平均值作为小鼠的体长。
8周后对小鼠的肌肉和骨骼收样。
1.2.6 小鼠肌肉组织 CD68免疫组化染色 使用自

动石蜡切片机将不同治疗组小鼠肌肉组织块切成

厚度约 7 滋m石蜡片，并黏附于新的载玻片上进行
免疫组化染色。56益烘箱 20 min，二甲苯浸泡 2次，
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单次时间 20 min，无水乙醇浸泡 2次，单次时间 10
min。梯度脱水（95%、80%、70%和 50%无水乙醇依
次各浸泡 5 min），自来水洗、双蒸水洗、PBS洗 3次，
每次 5 min。3%过氧化氢甲醇浸泡 10min。PBS洗 3
次，每次 5 min。柠檬酸钠溶液煮沸 10 min，PBS洗 3
次，每次 5 min。5%BSA孵育 10 min，PBS洗 3次，每
次 5 min。CD68一抗（1 颐 100 BSA稀释）孵育过夜，
PBS洗 3次，每次 5 min。DAKO二抗孵育 1 h，DAB
染色 1 min。水洗，苏木素染色 2~3 min。水洗 5 min，
盐酸酒精分化 2 s，水洗，逆梯度脱水（50%、70%、
80%和 95%无水乙醇依次各浸泡 3 s）。风干、透明、
中性树胶封片，于正置显微镜下观察拍照。

1.2.7 小鼠骨组织及肌肉 HE染色 使用自动石蜡

切片机将不同治疗组小鼠骨组织或肌肉块切成厚

度约 7 滋m的石蜡片，并黏附于新的载玻片上，将载
玻片置于 65益烘箱中烘烤 1.5 h，二甲苯进行脱蜡
45 min，按体积分数从高到低进行酒精梯度水化，每
个梯度浸泡 5 min；使用苏木红染液对切片进行染
色 13 min，用蒸馏水中进行反蓝；再用伊红染液对
组织细胞质进行染色 30 s，使用蒸馏水洗去未结合
的伊红染液；按体积分数从低到高依次进行酒精梯

度脱水，二甲苯浸泡 13 min继续脱水，使其透明；中
性树胶封片，风干后置于正置显微镜下观察拍照。

1.2.8 骨小梁微结构分析 将左侧股骨从组织固

定液中取出放入 50 mL离心管中，加入 30 mL 1伊
PBS旋转清洗，20 min/次，共清洗 3次。将骨头摆正
置于 SkyScan 1276仪器的拍摄槽中，通过微型计算
机断层扫描测量小梁骨的骨密度以及微结构分析。

在 55 kV和 100 滋A下采集横向图像，股骨拍摄分
辨率为 6.55 滋m旋转步长 0.5毅。利用 SkyScan CT-
Analyzer软件分析重建的三维图像。从生长板末端
向下数 100层，对骨体积分数（骨体积/总体积，BV/
TV）、骨小梁数目（Tb.N）、骨小梁厚度（Tb.Th）和骨
小梁间隙（Tb.Sp）4个指标进行分析。
1.3 统计学处理 使用 Photoshop、Adobe illustrator
软件作图，使用 SPSS16.0进行统计分析，符合正态
分布的计量数据用 x依s差表示，组间比较采用独立
样本 t检验，P约0.05为差异具有统计学意义。
2 结果

2.1 mEXO可有效装载 PSL PSL色谱峰图结果显
示：PSL的保留时间约为 2.4 min（图 1A）。PSL装载
效率计算结果显示：当 mEXO与 PSL的质量比为
5 颐 1时，药物装载效率约为 54.6%，当 mEXO与PSL
的质量比为 5 颐 2时，药物装载效率约为 37.2%（图
1B、1C）。最佳装载条件为mEXO与PSL质量比为 5颐 1。

2.2 mEXOPSL负载条件优化及表征 加入不同浓

度 DMSO的 mEXO透射电镜结果显示：当 DMSO的
浓度为 1%时，mEXO的结构轮廓依旧完整清晰，当
DMSO的浓度为 2%时，mEXO的结构轮廓变得模糊
（图 2A、2B）。利用透射电镜观察 mEXOPSL的形态结

构，结果显示：mEXOPSL呈典型的碗状双层膜结构，

结构完整，大小均一，与 mEXO形态无明显区别（图
2C、2D）。
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注：PSL：泼尼松龙；mEXO：牛奶外泌体；A：PSL 色谱峰图；B：
PSL在 mEXO中的负载量；C：PSL负载效率；** P约0.01

图 1 HPLC检测泼尼松龙装载效率
Fig.1 HPLC to detect the loading efficiency of prednisolone
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A B

C D

注：DMSO：二甲基亚砜；A：用 1%二甲基亚砜处理过的 mEXO；
B：用 2%二甲基亚砜处理过的 mEXO；C：mEXO；D：负载泼尼松龙的

mEXO；图中箭头所指为单个外泌体

图 2 mEXOPSL表征

Fig.2 Characterization of mEXOPSL

2.3 mEXOPSL可减轻对 mdx小鼠生长发育的影响
给药期间小鼠的体重和体长变化检测结果显示：与

PSL组相比，mEXOPSL组 mdx小鼠的体重和体长均
显著增加（图 3A、3B）。

2.4 mEXOPSL可改善 mdx 小鼠肌肉组织病理及炎
症浸润情况 肌肉组织 HE染色结果显示：与生理

盐水组相比，mEXOPSL治疗组肌肉病变情况显著改

善，与 PSL组相比无显著差异（图 4A）。肌肉组织
CD68免疫组织化学染色结果显示：与生理盐水组
相比，mEXOPSL组肌肉组织中炎症细胞的浸润显著

减少，与 PSL组相比无显著差异（图 4B）。

2.5 mEXOPSL可减轻骨质疏松不良反应 骨组织

切片 HE染色结果显示：与 PSL组相比，mEXOPSL组

股骨骨小梁数目增加，与生理盐水组无明显差异

（图 5A）。microCT结果显示：与 PSL组相比，mEXOPSL

组 BV/TV、Tb.N和 Tb.Th增加，Tb.Sp减少，与生理
盐水组无明显差异（图 5B、5C）。
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注：A：治疗中各处理组 mdx小鼠的体重变化；B：治疗中各处理
组 mdx小鼠的体长变化；** P约0.01

图 3 各治疗组 mdx小鼠体重和身长变化
Fig.3 Changes in body weight and length of mdxmice in each

treatment group
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注：A：HE染色评估治疗后不同处理组腓肠肌、肱三头肌和膈肌

病理情况；B：CD68抗体免疫组织化学染色评估治疗后不同处理组
腓肠肌、肱三头肌和膈肌炎症浸润情况

图 4 mEXOPSL的治疗效果

Fig.4 The therapeutic effect of mEXOPSL on mdxmice
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注：A：治疗后各处理组 mdx小鼠股骨石蜡切片 HE染色；B：治
疗后各处理组 mdx小鼠股骨 micro-CT检测；C：micro-CT检测骨密
度参数分析；BV/TV：骨体积分数；Tb.N：骨小梁数目；Tb.Sp：骨小梁
间隙；Tb.Th：骨小梁厚度；* P约0.05，** P约0.01

图 5 各治疗组 mdx小鼠骨质检测
Fig.5 Bone detection of mdx mice in each treatment group
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3 讨论

DMD是一种遗传性疾病，发病年龄小，患儿 2耀
5岁就开始出现全身骨骼肌进行性无力、萎缩等症
状[14]，通常在十几岁时失去行走能力，并且需要通气

支持，最终死于心脏和（或）呼吸衰竭，早期诊断及

干预对患者预后非常重要[15]。该疾病目前尚不能治

愈，糖皮质激素是目前被证实可以改善 DMD患儿肌
力和延缓 DMD疾病进展的药物，然而糖皮质激素
的长期使用会带来明显的药物不良反应，最常见的

是导致 DMD患儿出现生长抑制（身材矮小）以及由
于骨小梁缺失而引起的骨质疏松症，这些不良反应

限制了糖皮质激素在 DMD患者中的长期使用[16-17]。

因此，减少糖皮质激素在 DMD患儿治疗过程中产
生的这些药物不良是十分有必要的。外泌体作为一

种细胞间通讯的生物纳米粒子，其携带许多生物活

性成分，可直接用于疾病的治疗或作为药物递送载

体[18-19]。据报道，mEXO中含有影响骨代谢的生物活
性成分，可通过抑制破骨细胞的作用来提高骨密

度，对骨质疏松具有一定的治疗效果[20]。此外，mEXO
还可作为一种理想的口服药物递送载体，包裹在

mEXO 中的物质可以以生物活性形式口服进入血
液，可提供一种更方便以及对患者友好的治疗方式。

有研究报道，与生长激素和胰岛素样生长因

子-1联合使用可以减少糖皮质激素治疗 mdx小鼠
时发生的生长迟缓药物不良反应，但不能减少骨质

的流失[6]。在本研究中，以 mEXO作为 PSL的递送载
体经口服在 DMD疾病模型 mdx小鼠上进行系统治
疗，mEXOPSL并未影响 PSL对 mdx小鼠的抗炎治疗
效果，不但显著减少了生长抑制药物不良反应，而

且显著改善了骨质疏松的症状。但本研究的不足之

处是缺乏对成骨细胞与破骨细胞数量及活化状态

等指标的检测，未阐明骨质疏松的改善是否与成骨

细胞与破骨细胞之间的相互作用有关。

本研究首先检测了 mEXO对 PSL的装载效率，
可实现 50%以上的载药率，证明本研究中载药方法
的可行性。接着又考虑到溶解药物 DMSO是否会影
响 mEXO的形态结构从而影响药物的治疗效果，观
察了不同浓度 DMSO对 mEXO形态结构的影响，结
果证明 DMSO的浓度控制在 1%以下不影响 mEXO
的形态结构。而本研究中进行 PSL与 mEXO共孵育
时，溶液中 DMSO的浓度远低于 1%，而且后续过超
滤管还能去除游离的 DMSO，所以 DMSO对 mEXO
的载药并无影响。接下来进行了 mdx小鼠的给药治
疗实验，主要观察了小鼠体重和体长的变化、小鼠

肌肉病理情况以及小鼠骨密度指标，证明了 mEXOPSL

治疗的有效性。

综上所述，本研究通过体内外实验，证实了
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mEXOPSL对 mdx小鼠有良好的治疗效果且显著减少
了 mdx小鼠在 PSL治疗过程中出现的生长抑制和
骨质疏松药物不良反应，为 DMD患者治疗以及改
善生活质量提供了新思路和新策略。在后续研究

中，为了更加贴近 DMD患者的疾病进展情况，将在
肌肉损伤程度更严重的 DMD模型-dko小鼠中进行
深入研究。
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