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研究背景



研究背景

线粒体热激蛋白70又称热休克蛋白70是一种结构上高度保守的多肽，在细胞应激过程中

的蛋白质内稳定中起关键作用。能够通过易化变性蛋白的修复，帮助新合成的多肽键的生

理折叠与伸展，以及纠正多肽链的错误折叠等途径使细胞的功能和结构得到恢复，具有“

分子伴侣”的功能。

最近的研究表明Hsp70也可能在鱼类细胞外释放，但分泌途径远不清楚。Hsp70缺乏从细

胞经典出口所必需的前导序列，导致有一种意见，即其在外泌体中被从细胞向外输出。尽

管在源自人血浆和哺乳动物细胞培养基的外泌体中已被证实但在较低的脊椎动物中缺乏这

种研究。



研究背景

皮质醇(cortisol)是从肾上腺皮质中提取出的是对糖类代谢具有

最强作用的肾上腺皮质激素，即属于糖皮质激素的一种。皮质

醇有时用来专指基本的“应激激素”。

最近研究表明皮质醇是硬骨鱼中主要循环皮质类固醇，调节鱼

类的靶组织Hsp70表达，从而将细胞应激反应与生物应激反应

相关联。

皮质醇



02
材料方法



材料方法
1、肝细胞研究

分离虹鳟肝细胞

6孔板培养

恢复1h，用载体（0.01％
乙醇）或皮质醇（100和

1000ng / ml）处理

11℃，24h

重
复

11℃或1h热休克并恢
复24h

收集细胞，分
离外泌体

2、外泌体分离



材料方法

12尾，
13℃

12尾，
25℃，1h

12尾，
25℃，4h

12尾，
25℃,24h

过量的2-苯氧基乙醇处死

收集肝脏和血液样本

3、整体动物研究



材料方法

4、Hsp70酶联免疫吸附测定（ELISA）
用鲑鱼Hsp70重组蛋白包被孔，向其中加入预先培养的样品或标准品；孵育过夜后，洗涤孔

，并向每个孔中加入在5％脱脂乳中稀释的辣根过氧化物酶缀合的山羊抗兔二抗。孵育和洗

涤1小时后，加入检测试剂（41mM TMB，200mM柠檬酸钾，pH4）。1小时后，用0.5M硫

酸和8.5M乙酸混合物停止反应。 使用多孔分光光度计在450nm读取孔。



材料方法

5、酶活性

为了评估由于热休克引起的细胞渗漏，通过连续分光光度法在室温下50mM咪唑缓冲酶试剂

（pH 7.4）中在340nm处测量血浆中的细胞内酶（LDH和AspAT）的活性。。乙酰胆碱酯酶

（AChE）活性作为外泌体释放的标记物。在室温下在415nm处测量30分钟。用于计算AChE
活性的消光系数为13600 M -1 cm -1

•乳酸脱氢酶（LDH EC 1.1.1.27）：0.12mM NADH，反应开始于25mM丙酮酸钠。

•天冬氨酸氨基转移酶（AspAT：EC 2.6.1.1）：7mMα-酮戊二酸，0.025mM吡哆醛5-磷酸，

0.12mM NADH和8U / mL苹果酸脱氢酶;反应开始于40mM天冬氨酸。

•乙酰胆碱酯酶（AChE：EC 3.1.1.7）。 0.1mM 5,5-二硫代双 - （2-硝基苯甲酸）（DNTB / 
Ellman试剂）。用10mM乙酰硫胆碱开始反应。



03
实验结果



血浆外泌体特征

虹鳟血浆中的外泌体直径平均为54±4nm。



Hsp70在血浆外泌体中的表达



肝细胞外泌体释放



整体动物研究



整体动物研究
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结论分析

1. 虹鳟血浆（体内）和肝细胞的培养基（体外）中均鉴定了外泌体的存在。

2. 外泌体富集应激蛋白Hsp70。

3. 急性应激（体内和体外热休克）以及应激激素皮质醇的处理具有调节外泌

体丰度或其Hsp70含量的潜力。

4. Hsp70阳性的外泌体可能在应激过程中扮演细胞间通讯信号的重要角色。



皮质醇和热刺激
调节外泌体含量
还是Hsp含量？

血浆中外泌体的
来源是什么？

Hsp70或β-肌动
蛋白能否是外泌
体分选的合适候
选者？

结论分析
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