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鸡胚外泌体对小鼠延缓衰老的作用
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（3.山东大学齐鲁医院，山东济南 250012）

摘要：研究鸡胚外泌体对小鼠延缓衰老的作用。超高速离心法制备鸡胚外泌体并鉴定；通过体外造血集落形成

实验证明其促进造血的能力；用 D- 半乳糖（D-galactose, D-gal）制作小鼠衰老模型，灌胃不同浓度鸡胚外泌体，检

测行为学、血清学指标和肝肾病理等。集落实验显示鸡胚外泌体组的红系爆式集落形成单位（Burst Forming Unit-

Erythroid, BFU-E）集落体积更大，低、中、高剂量组的集落数量分别比对照组增加了 63.90%、59.47%、68.82%

（P<0.01）。与衰老组相比，鸡胚外泌体高剂量组小鼠的胸腺指数、原站台象限停留时间占比、四肢抓力分别升高了

71.12%、54.46%（P<0.05）和 21.21%（P<0.01），而疲劳仪掉落次数则减少了 64.89% （P<0.05）。抗氧化相关指标中，

血清总抗氧化能力（Total Antioxidant Capacity, T-AOC）和谷胱甘肽（Glutathione, GSH）的含量分别比衰老组升高了

60.41% 和 396.72%（P<0.01），而丙氨酸氨基转移酶（Alanine Aminotransferase, ALT）降低了 27.88%（P<0.05）。病

理组织分析显示，鸡胚外泌体低、高剂量组均可有效缓解由 D-gal 致衰引起的小鼠肝肾损伤。综上，鸡胚外泌体可

显著促进造血、改善衰老鼠的脑功能和肌肉力量，减少体内炎症并提高机体抗疲劳及抗氧化能力，改善肝肾等大脏

器的结构和功能，从而发挥显著的延缓衰老功能。该文为开发具有延缓衰老功能的新产品提供理论依据。
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Abstract: The anti-aging effects of exosomes from chicken eembryos on mice was carried out. Exosomes from chicken 

embryos were prepared by ultracentrifugation. The ability to promote hematopoiesis was proven by an in vitro hematopoietic 

colony formation assay. A model of D-galactose (D-gal) induced aging in mice was constructed, and different concentrations 

of exosomes from chicken embryos were administered by gavage to mice, and their physiology and behavior-related 

indicators, and hepatic and renal pathology, were detected. The colony formation assay showed that, compared with the blank 

group, the volume of burst forming unit-erythroid (BFU-E) colonies in groups with low, middle and high doses of exosomes 

from chicken embryos was larger, and the number of colonies significantly increased by 63.90%, 59.47% and 68.82% 
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目前人口年龄结构的老龄化是世界性的普遍问

题，在 2022 年，我国 65 岁以上人口已突破 2 亿，

正式步入“深度老龄化社会” [1] 。随之，衰老问题也

逐渐受到大家的重新审视。衰老是一种由多种因素

引起的微妙而复杂的生理现象，不仅包括各种细胞、

组织、器官功能的改变，还涉及认知和行为能力的

退化，严重拉低了生活质量 [2] 。所以，抗衰老研究

日益成为当今热点。鸡胚蛋，又叫“活珠子”、“毛

蛋”、“喜蛋”等，是指还未破壳的可食用的受精鸡

蛋，含有多种营养成分。在民间鸡胚蛋被认为是具

有补血益精、活血理虚、延缓衰老的高级补品，也

有动物研究显示，其确有促进生长、提高免疫力等

功效，但研究多集中于鸡胚整体的功效学上，具体

哪种成分发挥功效尚未研究 [3] 。目前，外泌体研究

领域日渐活跃。外泌体是细胞通过胞吐作用产生的

小囊泡，直径通常为 40~200 nm，具有与质膜相似

的脂质双层结构；它携带细胞表面蛋白、细胞内蛋

白、RNA、DNA、脂质、氨基酸和代谢物等生理活

性物质，不断的由细胞产生并被细胞吸收，作为信

息载体在调节细胞间通讯中发挥作用；不同细胞来

源的外泌体其大小、内容物和对受体细胞产生的功

能均有所不同 [4,5] 。体外研究表明 [6,7] ，外泌体及其

miRNA 可以抵抗胃肠道的环境条件，在蛋白水解消

化中存活下来，经肠上皮细胞吸收进入体循环，特

别是 miRNA 会影响基因的转录与表达，调节机体

的生理、免疫等功能。经研究，口服外泌体在多种

疾病模型中具有疗效，如糖尿病、抗癌、炎症治疗等，

可知外泌体是一种潜在的食源性生物活性物质 [8,9] 。

本文通过研究鸡胚外泌体是否具有抗衰老的功效，

为进一步开发抗衰老新产品提供科学依据。

D-gal致衰动物模型具有操作简单、造模时间短、

重复性好等优点，在衰老和抗衰老领域已被广泛认

可和应用 [10-13] 。本实验首先提取鸡胚外泌体，鉴定

其质量，其次利用集落培养实验检测其体外促进造

血能力，最后通过小鼠在 D-gal 诱导衰老过程中灌

胃鸡胚外泌体，检测小鼠空间学习与记忆能力、耐

力、脏器结构及功能、血清抗氧化及炎性因子指标，

探究鸡胚外泌体延缓衰老的作用。

1  材料与方法

1.1 样本来源

第 11.5 天的鸡胚，购自山东无特定病原鸡实验

种鸡场，SPF 级，由山东省实验动物中心检测合格，

检验报告编号：鲁动动检字 [2020] DJ0009 号；脐血

来自山东大学齐鲁医院妇产科正常妊娠脐带血，均

知情同意并获得了山东大学齐鲁医院科研伦理委员

会批准 [KYLL-2021(KS)-0144] 。

1.2 动物来源

KM 小鼠，雌性，24 只，体质量 18~22 g，SPF 级，

购自斯贝福（北京）生物技术有限公司。由苏州西

山生物技术有限公司于 2021 年 9 月 22 日检测合格，

动物许可证号：SCXK（京）2019-0010，质量许可

编号：1102290038808。该实验经过了山东大学齐

鲁医院实验动物福利伦理审查 [ 批准文号：DWLL-
2021-036] 。

1.3 主要仪器设备与试剂

1.3.1 主要仪器设备

DDL5 冷冻低速离心机，YINGTAI ；LYNX 6000

respectively (P<0.01). The animal experiments showed that, compared with the aging model group, the thymus index, the 

proportion of dwell time on the original platform quadrant, and the grip power of limbs in the high-dose exosome group 

significantly increased by 71.12%, 54.46% (P<0.05) and 21.21% (P<0.01), respectively, and the number of drops of fatigue 

meter significantly decreased by 64.89% (P<0.05). In the indices related to antioxidation, the total antioxidant capacity 

(T-AOC) of blood serum and glutathione (GSH) contents significantly increased, by 60.41%, 396.72% (P<0.01), respectively. 

The alanine aminotransferase (ALT) significantly decreased by 27.88% (P<0.05). Pathological analysis of the low and high 

dose groups of exosomes from chick embryos both showed effectiveness in alleviating the hepatic and renal damage caused 

by D-gal. In summary, exosomes from chicken embryos can significantly promote hematopoiesis, improve brain function and 

muscle strength in aging mice, reduce inflammation, enhance anti-fatigue and antioxidant abilities, improve the structure and 

function of major organs such as the liver and kidneys, and thus play a significant role in delaying aging. This article provides 

a theoretical basis for the development of new products aimed at delaying aging.

Key words: anti-aging, hematopoiesis, exosomes from chicken embryos, spatial learning and memory, muscle strength
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超高速离心机，Thermo ；JEM-1200EX 透射电镜，日

本电子；马尔文 NanoZS 纳米粒度电位仪，山东大学

晶体研究所；MULTISKAN MK3 酶标仪，Thermo ；

Zeta View 纳米颗粒跟踪分析仪，Particle Metrix ；

UER2005012 紫 外 可 见 分 光 光 度 计，MAPADA ；

Morris 水迷宫测试系统、抓力仪、轮转式疲劳仪，

自制。

1.3.2 主要试剂

MethoCultTM H4434 Classic 培 养 基（ 批 号：

1000030547），STEMCELL ；D- 半 乳 糖（ 批 号：

726M052），索莱宝；ALT 活性检测试剂盒（批

号：20211110），索莱宝；谷草转氨酶（Aspartate 
Transaminase, AST）活性检测试剂盒（批号：

20211116），索莱宝；尿素氮（Blood Urea Nitrogen, 
BUN）含量检测试剂盒（批号：20211118），索莱宝；

脂质过氧化物丙二醛（Malondialdehyde, MDA）检测

试剂盒（批号：20211202），凯基生物；T-AOC 测定试

剂盒（批号：20211203），凯基生物；Mouse TNF-alpha 
ELISA Kit（批号：40001024），Proteintech ；Mouse IL -1
beta ELISA Kit（批号：40001033），Proteintech ；GSH
测定试剂盒（20211203），凯基生物。

1.4 鸡胚外泌体的提取

根据参考文献 [14] 中鸡胚外泌体提取方法，采

用超速离心法对所购鸡胚进行鸡胚组织外泌体的提

取。鸡胚蛋表面用体积分数为 75% 的酒精消毒，取

出鸡胚，冰 PBS 冲洗 3 次，匀浆，加入适量质量分

数为 1.0% 的胶原酶Ⅲ，37 ℃恒温震荡水浴 40 min，
搅拌 1 次 /5 min，加入适量的冰 PBS 进行稀释，70
目筛网过滤，4 ℃下依次进行 300、2 000、20 000 g 离心，

分别离心 15、15、30 min，上清进行 1 μm、0.22 μm 滤

膜过滤，100 000 g 离心 70 min，去上清，加入适量冰

PBS 重悬，100 000 g 离心 70 min，沉淀重悬于适量的

冰 PBS 中，分装并置于 -80 ℃冰箱保存，备用。

1.5 造血干细胞集落形成实验

分离脐血单个核细胞（Mononuclear Cells, MNCs），
每 5 mL 半固体培养基中加入 250 μL 的 MNCs 混
悬液（MNCs 终接种密度为 5×103/mL）、250 μL 的

质量浓度分别为 400、800、1 200 μg/mL 的鸡胚外

泌体（以 PBS 缓冲液为空白对照），混匀，接种于

6 孔板，每孔 1.1 mL，放入 37 ℃、体积分数为 5%
的 CO2 培养箱中培养，14 d 后观察集落形态并拍照、

计数。

1.6 实验动物分组及造模给药

小 鼠 在 温 度 为（24±1） ℃、 相 对 湿 度 为

50%±10%、日光灯照明 12 h 交替的 SPF 环境下饲养，

自由饮水和进食，正常单笼饲养 7 d 后按体重随机进

行分组，分为 4 组，每组 6 只。分组命名如下：①正

常组（Normal Group）、② D- 半乳糖模型组（D-gal 
Model Group）、 鸡 胚 外 泌 体（Chicken Embryo 
Exosome，CEE）口服：③低剂量组（D-gal+L-CEE 
Group）、④高剂量组（D-gal+H-CEE Group）。每天

称重 1 次，按照 0.1 mL/10 g BW 容积给药。正

常组外各组均颈背部皮下注射 D- 半乳糖，剂量

为 200 mg/(kg·d)，连续 8 周；正常组注射等量的质

量分数为 0.9% 的生理盐水。与此同时，鸡胚外泌

体口服低、高剂量组灌胃鸡胚外泌体，剂量分别为 2、
4 mg/(kg·d)，连续 8 周；正常组和 D- 半乳糖模型组

均灌胃等量的 PBS 缓冲溶液。

1.7 观察小鼠外观及测定体重

每天观察小鼠外观及形态的变化情况，称重，

每 7 天作为一个周期，对小鼠体重变化进行分析。

1.8 行为学指标检测

1.8.1 水迷宫测试

给药结束前 3 d 进行水迷宫测试。试验前，将

小鼠放入带有可视平台的的泳池中，若小鼠毫无困

难地直接游向平台，则说明小鼠的游泳能力和视力

均正常，开始测试。

1.8.1.1 定位航行试验

水池划分为四个象限，站台固定放于其中一个

象限，每天同一时间，按一定象限顺序，将小鼠面

向池壁分别放入其它三个象限水中，记录小鼠登上

站台的时间（最长纪录时间为 120 s），并在站台上

适应 10 s，若小鼠 120 s 内无法登上站台，用棍子

引导其登上站台并保障适应 10 s。训练完后，及时

擦干小鼠身上水分。按每天 3 次对小鼠进行训练，

训练间隔 30 min，连续训练 4 d 后进行最终测试，

以小鼠每天 3 次登上站台时间的平均值作为当天的

逃避潜伏期，同时记录最终测试时小鼠入水至站台

的路径。

1.8.1.2 空间探索试验

定位航行试验结束 24 h 后，撤去站台。在最远

离原站台的那一象限，将小鼠面向池壁放入水中，

记录小鼠在 120 s 内在原站台象限的停留时间。
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1.8.2 小鼠肌肉力量、抗疲劳能力测定

1.8.2.1 小鼠四肢抓力测定

测定前，将小鼠置于抓力仪上提前适应下，确

保待测小鼠均会抓握。测定时，待小鼠四肢脚掌完

全抓牢后，抓住其尾巴末梢平稳向后拉动，仪器自

动记录最大拉力，每只小鼠连续测定 3 次取平均值。

1.8.2.2 小鼠耐力测定

测定前，让小鼠在疲劳仪上训练适跑，摸索出

最佳轮转速度和测定时间。测定时，将小鼠置于疲

劳仪转轴上，慢慢升高转速至 15 r/min，适应 1 min
后再开始计时，记录每只小鼠 5 min 内的掉落次数，

休息 30 min 后进行下一次测定，每只小鼠共测 3 次

取平均值。

1.9 动物处理及样本采集

行为学测试结束后，小鼠禁食不禁水 12 h，称重并

记录。行眼球取血，37 ℃水浴孵化全血 1 h，1 000 g离
心 15 min，收集血清并分装，-80 ℃保存，按照试

剂盒说明书对血清各指标进行检测。脱颈椎处死，

在冰袋上快速取出脾脏、胸腺、肝脏、肾脏，用    
4 ℃生理盐水洗净表面血液，滤纸吸干，称重、计

算脏器指数；肾脏、肝脏用 4 wt.% 多聚甲醛固定暂

存、制备病理切片并 HE 染色。

1.10 统计学处理

运 用 GraphPad Prism 8.3.0 软 件 对 数 据 进 行

统计分析并绘制数据统计图，所有数据全部以

Mean±SE 表示，多组间比较采用单或双因素方差

分析，P ＜0.05 认为存在显著性差异，P ＜0.01 认为

存在极显著差异。

2  结果与讨论

2.1 鸡胚外泌体的蛋白质量浓度及质量鉴定

使用 BCA 法对所提取的鸡胚外泌体进行蛋

白定量分析，得到鸡胚外泌体的蛋白质量浓度为

8.13 mg/mL。见图 1 所示，鸡胚外泌体在透射电镜

下能看到许多完整的椭圆形膜型结构囊泡；纳米粒度电

位仪检测外泌体显示，直径高峰分布在70~140 nm之间，

30~190 nm 间囊泡占比高达 91.1% ；纳米颗粒跟踪

分析仪检测到外泌体囊泡直径高峰为 124.6 nm，其

囊泡数量为每毫升 3.1×106 个，直径为  （124.6±82.5）  nm
的囊泡占比是 98.3%，此范围内囊泡数量为每毫升

3.05×1010 个；以上结果提示，所提鸡胚外泌体的外

观形态、粒径大小与参考文献   [5,9,14]  中基本一致，

符合外泌体的典型特征，可判定提取产物即为

外泌体。

图 1 鸡胚外泌体的质量鉴定

Fig.1 Quality test of chicken embryo exosomes

注：a. 超速离心后所得外泌体沉淀；b. 透射电镜下鸡胚

外泌体形态；c. 鸡胚外泌体直径分布柱状图；d. 鸡胚外泌体

囊泡大小及数量分布图。

2.2 造血干细胞集落生长统计

造血干细胞具有自我更新和分化为成熟造血细

胞的能力；在适当的半固体培养基中培养，单个祖

细胞会增殖和分化形成离散的集落；目前来源有脐

带血、骨髓、外周血 [15-17] 。本实验通过典型的半固

体培养方法，检测鸡胚外泌体是否可以促进脐带血

造血干细胞的增殖与集落形成，来研究其促进造血

功能。培养至 14 d 时，见图 2a~2d 可知，各组集落

绝大部分为颜色呈现红色的 BFU-E 集落，几乎无

其它种类集落；与空白组的集落比较，低、中、高
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鸡胚外泌体组的集落体积更大，每个集落所含红

细胞数目更多。由表 1 可知，低、中、高鸡胚外泌

体组的集落数量比空白组分别显著增加了 63.90%、

59.47%、68.82%（P＜0.01）。以上结果说明，鸡胚

外泌体在体外具有促进造血的功能，特别是促红系

造血。另外，低、中、高鸡胚外泌体各组间集落形

态与数量无显著性差异（P＞0.05），分析原因可能

是外泌体实验剂量均偏高，在此实验条件下已达到

其促进造血功能的上限，未能看出随着外泌体剂量

的增加促进造血效果越好的趋势。中医有通过滋补

五脏、营养六腑，以“补”来减少身体的虚损，来

达到延年益寿效果的理论。其中补血是一个重要方

面，血足则全身细胞、组织与器官得到营养物质的

滋养，同时也有利于有害代谢产物的排出，从而减

缓衰老
 [18] 。综上，鸡胚外泌体可通过促进造血来延

缓机体衰老。

图 2 不同浓度鸡胚外泌体对造血干细胞集落形态

（40×）的影响

Fig.2 Effects of chick embryo exosomes with different 

concentrations on hematopoietic stem cell colony 

morphology (40×)

注：a. 空白组集落形态；b. 低剂量组集落形态；c. 中剂

量组集落形态；d. 高剂量组集落形态。

表 1  不同浓度鸡胚外泌体对造血干细胞集落数量的影响

Table 1 Effects of chick embryo exosomes with different 
concentrations on hematopoietic stem cell colony number

组别 集落数量 / 个

对照组 81.33±1.53

低剂量组 133.30±18.72**

中剂量组 129.70±12.50**

高剂量组 137.30±14.50**

注：
**P ＜0.01 vs 对照组。

2.3 鸡胚外泌体对D-gal致衰小鼠生理状态、

体质量、器官指数的影响

外观及生理的改变一定程度上可以反映小鼠的

健康指数 [11] 。实验结束后，见图 3 所示，正常组小

鼠毛发顺滑有光泽且皮肤弹性好，精神状态好；D-gal
模型组小鼠毛发有些稀疏、无光泽且易掉，精神不

振。以上结果提示，D-gal 致衰模型造模成功 [10] 。

与模型组相比，鸡胚外泌体治疗组小鼠毛发明显增

多、顺滑、有光泽性，精神有所好转，特别是鸡胚

外泌体高剂量组小鼠的生理状态与正常组十分接

近。综上，鸡胚外泌体能一定改善 D-gal 致衰小鼠

的生理状态，且存在一定的量效关系。

图 3 实验后各组小鼠外观形态变化情况

Fig.3 Changes of appearance of mice in each group after

 the experiment

注：（a）Normal Group ；（b）D-gal model Group ；（c）

D-gal+L-CEE Group ；（d）D-gal+H-CEE Group。图 6、7 同。

由图 4 可知，第 0 周时各组小鼠体质量十分接近，

且每周内各组小鼠体质量均无显著差异（P＞0.05）；
整个实验周期内，各组小鼠体质量均缓缓增长，其

中正常组小鼠增长趋势最为缓慢，D-gal 模型组小

鼠体质量增长最快，鸡胚外泌体低、高剂量组小鼠

体质量增长趋势介于正常组与模型组之间，且最后

1 周体质量稍微有所下降。由表 2 可知，实验前后

有关小鼠的体质量增长率，D-gal 模型组较正常组

显著增加了 98.25%（P＜0.01），鸡胚外泌体低剂量

组与正常组、D-gal 模型组、鸡胚外泌体高剂量组

均无显著性差异（P＞0.05），鸡胚外泌体高剂量组

较 D-gal 模型组显著降低了 27.38%（P＜0.05）。从

小鼠外观及生理状态了解，D-gal 在一定程度上能

降低小鼠的活动能力，与模型组小鼠体质量增长最
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为迅速相符，与参考文献结果基本一致，验证模型

建立成功 [10] ；鸡胚外泌体低、高剂量组小鼠体质量增

长趋势均小于模型组，特别是高剂量组，提示鸡胚外

泌体一定程度上能提高小鼠的活动能力，并且存在一

定的量效关系。

图 4 实验后各组小鼠体质量变化情况

Fig.4 Changes of body weight of mice in each group after 

the experiment

表 2  实验后各组小鼠体质量变化情况

Table 2 Changes of body weight of mice in each group after 
the experiment

组别 体质量增长率 /%

Normal 16.55±7.21

D-gal 32.81±9.84**

D-gal+L-CEE 25.73±6.18

D-gal+H-CEE 20.20±6.17#

注：
**P ＜0.01 vs. 正常组。

#P ＜0.05 vs. 模型组。

脏器指数可以反映器官的结构与功能变化，随

着衰老，肝、肾细胞会水肿，胸腺也会萎缩导致机

体的代谢及免疫功能下降，D-gal 致衰模型往往也

会出现此种现象  [10,11,19] 。由表 3 可知，D-gal 模型

组小鼠的肝脏指数比正常组显著升高了 21.49%

（P＜0.05），鸡胚外泌体低、高剂量组与正常组相

比均无显著差异（P＞0.05），鸡胚外泌体高剂量组

小鼠的肝脏指数比低剂量组降低了 6.14%，但显著

差异（P＞0.05）。D-gal 模型组的肾脏指数比正常组

显著升高了 9.56%（P＜0.05），鸡胚外泌体低、高

剂量组与正常组相比均无显著差异（P＞0.05），鸡

胚外泌体高剂量小鼠的肾脏指数比低剂量组降低了

7.30，但无显著差异（P＞0.05）。各组的脾脏指数

均无显著差异（P＞0.05）。D-gal 模型组小鼠的胸腺

指数比正常组显著降低了 41.45%（P＜0.05）；鸡胚

外泌体低、高剂量组小鼠的胸腺指数比 D-gal 模型

组分别显著升高了 76.98%、71.12%（P＜0.05），且

与正常组均无显著差异（P＞0.05）；鸡胚外泌体高

剂量组小鼠的胸腺指数比低剂量组升高了 3.23%，

但无显著差异（P＞0.05）。综上，D-gal 致衰模型中

小鼠代谢功能受损，免疫功能减弱，衰老加快，而

鸡胚外泌体一定程度上能延缓肝、肾器官的老化肿

大和胸腺的萎缩，增强机体的代谢及免疫功能，但

并未看出明显的量效关系，通过增加低、高剂量组

间外泌体的灌胃剂量差，量效关系可能会被明显呈

现出来。

表 3  各组小鼠的器官指数（mg/g）

Table 3 Organ index of mice in each group

组别 肝脏指数 肾脏指数 脾脏指数 胸腺指数 

Normal 28.76±1.67 9.83±0.19 2.34±0.21 3.58±0.54

D-gal 34.94±3.42* 10.77±0.46* 2.58±0.74 2.10±0.55*

D-gal+
L-CEE 31.43±4.25 10.69±0.87 2.37±0.23 3.71±1.06#

D-gal+
H-CEE 33.36±4.41 9.91±0.54 2.45±0.56 3.59±0.96#

注：
*P ＜0.05 vs. 正常组。

#P ＜ 0.05 vs. 模型组。

表 4  鸡胚外泌体对D-gal小鼠定位航行和空间探索能力的影响

Table 4 Effects of chick embryo exosomes on positioning navigation and spatial exploration ability of D-gal mice

组别
逃避潜伏期 /s

原站台象限停留时间占比 /%
第 1 天 第 2 天 第 3 天 第 4 天 最后 1 天

Normal 46.28±9.67 30.17±20.48 30.06±19.13 22.33±7.94 14.17±11.11 53.89±9.74

D-gal 35.50±24.38 61.50±9.89* 32.33±17.14 49.86±20.56* 41.70±23.06* 34.30±14.81*

D-gal+L-CEE 56.72±22.79 27.67±21.98## 32.89±14.83 25.56±19.42 30.19±14.44 38.34±9.42

D-gal+H-CEE 51.67±25.25 33.45±19.34# 15.00±8.39 16.11±7.09## 16.72±16.55 52.98±8.59#

注：
*P ＜0.05 vs. 正常组。

#P ＜0.05，##P ＜0.01 vs. 模型组。
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2.4 鸡胚外泌体对D-gal行为学指标的影响

2.4.1 鸡胚外泌体对D-gal致衰小鼠空间学习与记

忆的影响

经研究，机体的学习及记忆能力随着衰老会变

差，D- 半乳糖给药已被证明会导致衰老小鼠的空间

学习及记忆能力受损 [13,19] 。目前 Morris 水迷宫试验

作为经典行为学实验，通过测定动物找到隐藏站台

的时间、游泳轨迹和动物凭借空间参照物在原站台

停留时间来评价其空间学习、记忆能力 [20,21] 。见表 4，
在定位航行试验中，训练的第 1 天，各组间小鼠逃

避潜伏期均无显著差异（P＞0.05）。训练的第 2 天，

与正常组小鼠逃避潜伏期相比，D-gal 模型组显著

延长了 103.84%（P＜0.05），而鸡胚外泌体低、高

剂量组均无显著差异（P＞0.05）；并且与 D-gal 模
型组小鼠逃避潜伏期相比，鸡胚外泌体低剂量组显

著缩短了 55.01%（P＜0.01），鸡胚外泌体高剂量组

显著缩短了 45.61%（P＜0.05）；鸡胚外泌体低、高

剂量组间无显著性差异（P＞0.05）。训练的第 3 天，

各组间小鼠逃避潜伏期均无显著性差异（P＞0.05）。
训练的第 4 天，与正常组小鼠逃避潜伏期相比，

D-gal 模型组显著延长了 123.29%（P＜0.05），而

鸡胚外泌体低、高剂量组均无显著差异（P＞0.05）；
与 D-gal 模型组小鼠逃避潜伏期相比，鸡胚外泌体

低剂量组无显著差异（P＞0.05），而鸡胚外泌体高

剂量组显著缩短了 67.69%（P＜0.01）；鸡胚外泌体

低、高剂量组间无显著差异（P＞0.05）。训练的最

后 1 天，与正常组相比，D-gal 模型组小鼠逃避潜

伏期显著延长了 194.28%（P＜0.05），鸡胚外泌体低、

高剂量组均无显著差异（P＞0.05）；鸡胚外泌体低、

高剂量组间无显著差异（P＞0.05）。见图 5，训练

的最后 1 天，D-gal 致衰模型组小鼠的游泳轨迹最

为复杂，正常组小鼠游泳轨迹最短，鸡胚外泌体低、

高剂量组小鼠游泳轨迹介于两者之间，但鸡胚外泌

体低、高剂量组间未看到明显差异。见表 4，在空

间探索试验中，与正常组相比，D-gal 致衰小鼠在

原站台象限停留时间显著减少了 36.35%（P＜0.05），
鸡胚外泌体低、高剂量组无显著性差异（P＞0.05）；
与模型组小鼠在原站台象限停留时间相比，鸡胚外

泌体低剂量组无显著差异（P＞0.05），但高剂量组

显著增加了 54.46%（P＜0.05）；鸡胚外泌体高剂

量组小鼠在原站台象限停留时间比低剂量组增加了

38.18%，但无显著差异（P＞0.05）。综上，在整个

定位航行实验中，随着训练天数的增加，除模型组

以外的其余各组逃避潜伏期大致呈下降趋势，而模

型组逃避潜伏期忽高忽低；训练的最后 1 d，模型组

游泳轨迹最为复杂；在空间探索实验中，模型组小

鼠在原站台停留时间占比与正常组相比显著减少。

以上结果均说明，模型组小鼠的空间学习及记忆能

力受损。实验后，与正常组相比，鸡胚外泌体低、

高剂量组小鼠逃避潜伏期、在原站台停留时间占比

均无显著差异，特别是鸡胚外泌体高剂量组小鼠在

原站台停留时间占比与模型组相比显著升高，并且

外泌体口服组小鼠游泳轨迹与模型组相比均得到明

显改善，鸡胚外泌体高剂量组小鼠在原站台象限停

留时间比低剂量组明显增加。以上提示，鸡胚外泌

体在一定程度上能延缓 D-gal 致衰小鼠空间学习及

记忆能力的受损，对小鼠空间学习及记忆能力有保

护作用，且存在一定的量效关系，通过分别增加、

降低鸡胚外泌体高、低剂量组小鼠外泌体灌胃剂量，

此量效关系应该会更明显。

2.4.2 鸡胚外泌体对D-gal致衰小鼠肌肉力量、抗

疲劳能力的影响

衰老会引起动物肌肉力量变弱、抗疲劳能力降

低，且随着衰老程度加重，这些功能损害也会加

重 [22,23] 。如表 5 显示，与正常组相比，D-gal 模型组

小鼠四肢抓力显著降低了 13.04%（P＜0.05），而鸡

胚外泌体低、高剂量组均无显著性差异（P＞0.05）；
与模型组相比，鸡胚外泌体低剂量组无显著差异

（P＞0.05），但鸡胚外泌体高剂量组小鼠四肢抓力

显著升高了 21.21%（P＜0.01）；鸡胚外泌体高剂量

组小鼠四肢抓力比低剂量组增加了 6.93%，无显著

差异（P＞0.05）。与正常组相比，D-gal 模型组小鼠

掉落次数显著增加了 212.13%（P＜0.05），而鸡胚

外泌体低、高剂量组均无显著差异（P＞0.05）；与

模型组相比，鸡胚外泌体低剂量组无显著性差异

（P＞0.05），但鸡胚外泌体高剂量组小鼠掉落次数

显著减少了 64.89%（P＜0.05）；鸡胚外泌体高剂量

组小鼠掉落次数比低剂量组减少 56.92%，无显著差

异（P＞0.05）。以上结果提示，鸡胚外泌体能一定

程度增加 D- 半乳糖致衰小鼠的肌肉力量和运动耐

力，且存在一定的量效关系。
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图 5 定位航行实验中各组小鼠的游泳轨迹

Fig.5 Typical swimming traiectories of mice in each group 

during the positioning navigation experiment

表 5  鸡胚外泌体对D-gal小鼠肌肉力量、抗疲劳能力的影响

Table 5 Effects of chick embryo exosomes on muscle strength
 and fatigue resistance of D-gal mice

组别 四肢抓力 /g 掉落次数 / 次

Normal 328.11±17.46 2.05±0.95

D-gal 285.25±26.11* 6.41±1.92*

D-gal+L-CEE 323.38±19.55 5.22±4.28

D-gal+H-CEE 345.77±36.36## 2.25±0.76#

注：
*P ＜ 0.05 vs. 正常组。

#P ＜0.05，##P ＜0.01 vs. 模型组。

2.5 鸡胚外泌体对D-gal致衰小鼠肝脏、肾脏
组织病理形态的影响

经研究 D-gal 致衰动物模型的肝、肾组织结构

会发生一系列变化 [24] 。肝脏病理结果显示，正常组

小鼠肝小叶结构正常，中央静脉形状规则，肝索呈

放射状排列，肝窦结构规整，肝细胞呈多边形，细

胞核大而圆（图 6）；而模型组肝小叶结构明显改

变，表现为中央静脉严重变形，肝细胞水肿且部分

坏死，胞浆疏松、空泡变性，肝索萎缩变形；经过

口服鸡胚外泌体后，D-gal 致衰小鼠的肝小叶结构

趋于清晰，中央静脉形状重新变的规则，以中央静

脉为中心呈放射状排列的肝索结构重现，肝窦结构

也比模型组归整，肝细胞水肿得到明显改善，胞浆

疏松、空泡变性明显减轻，特别是高剂量组与正常

组相比，几乎无差异。以上提示，鸡胚外泌体可以有

效抑制 D-gal 致衰小鼠肝组织的损伤，具有一定的延

缓衰老对肝脏造成的损伤功能，且存在量效关系。

图 6 鸡胚外泌体对衰老小鼠肝脏组织病理形态的影响

Fig.6 Effects of chicken embryo exosomes on liver 

histopathology of aging mice (200×)

肾脏病理结果显示：正常组的肾小球数量丰富，

形态饱满，肾小管结构清楚、正常，肾小囊囊腔清

晰且大小合适；D-gal 模型组肾小球萎缩，肾小球内

血管肿胀，肾小囊囊腔变大，肾小管上皮细胞肿胀、

胞浆疏松、空泡变性；经过口服鸡胚外泌体后，肾

小球形态重新变得饱满，肾小囊囊腔缩小。低高剂
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量组的肾小管上皮细胞肿胀、胞浆疏松、空泡变性

情况均明显改善（图 7）。这部分结果提示，鸡胚外

泌体可以有效的抑制 D-gal 致衰小鼠肾组织的损伤，

具有一定的延缓衰老对肾脏造成的损伤功能，且存

在量效关系。

图 7 鸡胚外泌体对衰老小鼠肾脏组织病理形态的影响

Fig.7 Effects of chicken embryo exosomes on the pathological 

morphology of kidney in aging mice (200×)

2.6 鸡胚外泌体对血清多项指标的影响

2.6.1 鸡胚外泌体对D-gal致衰小鼠血清抗氧化功

能的影响

大量研究显示 [25-27] ，氧化应激反应与机体衰老

密切相关；高浓度的 D-gal 在体内导致氧化应激，

产生对细胞有毒的自由基，破坏生物膜，生产有害

的脂质过氧化物，损伤 DNA，引起蛋白质分子交联

和酶类失活，细胞结构及功能出现异常，导致衰老；

防御氧化应激，主要依靠机体的抗氧化体系。T-AOC
与 GSH 是抗氧化体系的代表，它们的高低是机体

抗氧化和清除自由基能力强弱的体现 [26] 。由表 6 可

知，与正常组相比，D-gal 模型组小鼠血清 T-AOC

含量极显著降低了 39.24%（P＜0.01），而鸡胚外泌

体低、高剂量组均无显著差异（P＞0.05）；与模

型组相比，鸡胚外泌体低、高剂量组小鼠血清 T-AOC
含量分别显著升高了 50.14%（P＜0.05）、60.41%
（P＜0.01）；鸡胚外泌体高剂量组小鼠血清 T-AOC
含量比低剂量组升高6.84%，但显著差异（P＞0.05）。
D-gal 模型组与正常组小鼠血清 GSH 含量无显著差

异（P＞0.05）；鸡胚外泌体高剂量组小鼠血清 GSH
含量比正常组显著升高了 198.07%（P＜0.01）；鸡

胚外泌体低、高剂量组小鼠血清 GSH 含量比模型

组分别显著升高了 208.36%（P＜0.05）、396.72%
（P＜0.01）；高剂量组小鼠血清 GSH 含量比低剂量

组升高 61.08%，但无显著差异（P＞0.05）。MDA
反映机体脂质过氧化速率、强度和组织过氧化损

伤程度 [26] 。模型组、鸡胚外泌体低剂量组小鼠血

清 MDA 含量比正常组分别显著升高了 11.70%、

10.82%（P＜0.05）；而鸡胚外泌体高剂量组与正常

组无显著差异（P＞0.05）；鸡胚外泌体高剂量组小

鼠血清 MDA 含量比低剂量组降低 5.81%，但无显

著差异（P＞0.05）。综上，鸡胚外泌体低、高剂量

组小鼠血清 T-AOC、GSH 含量比 D-gal 模型组显

著升高，鸡胚外泌体高剂量组小鼠血清 MDA 含

量基本维持在正常水平，没有出现像 D-gal 模型

组显著升高的趋势，提示鸡胚外泌体通过提高血

清 T-AOC 与 GSH 含量、降低血清 MDA 含量，

来增强机体的抗氧化功能和减轻脂质过氧化对机

体造成的损伤，起到延缓机体衰老的作用，且随

着外泌体剂量的增加，出现抗氧化功能增强、过

氧化损伤减少的趋势。

表 6  鸡胚外泌体对D-gal小鼠血清指标的影响

Table 6 Effects of chick embryo exosomes on serum indexes of D-gal induced aging mice

血清指标
组别

Normal D-gal D-gal+L-CEE D-gal+H-CEE

T-AOC/( 单位 /mL) 12.18±1.98 7.40±2.34** 11.11±1.94# 11.87±1.80##

GSH/(mg/L) 2.23±0.79 1.34±0.57 4.13±1.76# 6.66±2.07**##

MDA/(nmol/μL) 0.83±0.03 0.93±0.08* 0.92±0.04* 0.87±0.05

ALT/(μmol/mL) 0.24±0.07 0.34±0.03** 0.25±0.06# 0.25±0.03#

AST/(μg/mL) 0.23±0.04 0.32±0.05* 0.28±0.01 0.26±0.04

BUN/(μg/mL) 175.30±43.86 164.11±68.90 178.32±28.29 132.03±23.88

TNF-α/(pg/mL) 88.21±12.51 112.96±19.76* 102.52±8.82 97.37±6.73

IL-1β/(pg/mL) 117.68±14.70 171.79±22.18* 175.23±48.31* 142.20±20.31

注：
*P ＜0.05，**P ＜0.01 vs. 正常组。

#P ＜0.05，##P ＜0.01 vs. 模型组。
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2.6.2 鸡胚外泌体对D-gal致衰小鼠肝功、肾功的

影响

ALT、AST 是反映肝损伤的特异性指标，BUN
是反映肾功能状况的指标之一，经研究 D-gal 致衰

模型的肝、肾功能均会受到不同程度的损伤 [19] 。由

表 6 可知，D-gal 模型组小鼠血清 ALT 含量比正常

组显著升高了 43.04%（P＜0.01）；与 D-gal 模型组

相比，鸡胚外泌体低、高剂量组小鼠血清 ALT 含量

分别显著降低了 27.15%、27.88%（P＜0.05）；鸡胚

外泌体低、高剂量组无显著差异（P＞0.05）。与正

常组相比，D-gal 模型组小鼠血清 AST 含量显著升

高了 40.43%（P＜0.05），而鸡胚外泌体低、高剂量

组均无显著差异（P＞0.05）；鸡胚外泌体高剂量组

小鼠血清 AST 含量低降低 9.49%，但无显著差异

（P＞0.05）。各组小鼠血清 BUN 含量均无显著差异

（P＞0.05）。综上，鸡胚外泌体能有效降低 D-gal 小
鼠血清 ALT 与 AST 的水平，提示鸡胚外泌体能有

效抑制 D-gal 引起的肝功能损伤，但未发现存在明

显的量效关系，分析原因为这两个指标可能对外泌

体的敏感度不同，通过调整灌胃剂量即可出现明显

的量效关系。

2.6.3 鸡胚外泌体对D-gal致衰小鼠炎症水平的影响

衰老伴随着炎症的发生，慢性炎症又会加剧机

体的衰老，血清中肿瘤坏死因子 α（Tumor Necrosis 
Factor-alpha，TNF-α）、白介素 1β（Interleukin-1beta，
IL-1β）水平可以准确判断炎症程度  [28] 。D-gal
致衰模型中炎症因子会明显升高  [29] 。由表 6 可

知，D-gal 模型组小鼠血清比正常组显著升高了

28.10%（P＜0.05）；而鸡胚外泌体低、高剂量组与

正常组均无显著差异（P＞0.05）；鸡胚外泌体高剂

量组小鼠血清 TNF-α 含量比低剂量组降低了 5.02%，

无显著差异（P＞0.05）。D-gal 模型组、鸡胚外泌

体低剂量组小鼠血清 IL-1β 含量比正常组分别显著

升高了 45.96%、48.85%（P＜0.05）；鸡胚外泌体高

剂量组与正常组无显著差异（P＞0.05）；鸡胚外泌

体高剂量组小鼠血清 IL-1β 含量比低剂量组降低了

18.84%，无显著差异（P＞0.05）。综上，鸡胚外泌

体低、高剂量组小鼠血清 TNF-α、IL-1β 含量基

本维持在正常水平，没有出现像 D-gal 模型组显

著升高的趋势，提示鸡胚外泌体能通过降低体内

炎症因子水平，来延缓机体的衰老，且存在一定的

量效关系。

3  结论

综上所述，细胞学实验证明鸡胚外泌体有明显

的促进造血的作用。口服鸡胚外泌体后，衰老小鼠

在脑功能、肌力、抗炎症 / 抗氧化和大脏器指标均

表现出显著的改善。鸡胚外泌体是胚胎发育过程中

各组织器官分泌的外泌体的混合物，外泌体是细胞

间通讯的工具，在胚胎快速发育时期的外泌体包涵

了丰富的细胞发育和分化相关指令分子，包括蛋白、

小分子核酸和小分子代谢物。口服过程中，外泌体

的双层膜结构既有助于保护这些小分子免于核酸

酶、蛋白酶的破坏，又有利于口腔粘膜层、上消化

道粘膜层及粘膜下丰富的血管系统对外泌体的快速

吸收。我们推测部分外泌体无需到达胃部即可被口

腔和上消化道吸收利用。这些富含发育信号的纳米

囊泡进入体内循环系统后，在被肝和脾脏破坏清除

之前，对血管内皮、神经系统、肌肉系统、肝、肾、

骨髓等组织器官均有良好的营养、抗凋亡、修复和

改善微循环的作用。具体表现为空间学习及记忆能

力显著增强、四肢抓力显著增加、耐力增强、脏

器组织形态改善、抗氧化和抗炎症能力提高，说

明鸡胚外泌体对于延缓机体衰老具有积极的作用。

考虑到鸡胚是我国传统食品，通过外泌体的提取

做进一步精加工，有利于在避免血腥味等不利因

素的同时，提高活性物质纯度、提高食疗效果并

促进其商品化。
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