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人羊膜间充质干细胞外泌体通过微小 RNA-
135a 促进成纤维细胞迁移实验研究
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【摘要】   目的    研究人羊膜间充质干细胞外泌体（human amniotic mesenchymal stem cell exosome，hAMSC-
Exo）中的微小 RNA-135a（microRNA-135a，miR-135a）对成纤维细胞迁移的作用。方法    用外泌体分离试剂盒提

取 hAMSC-Exo 并进行鉴定，划痕实验检测 hAMSC-Exo 对成纤维细胞迁移的作用。实时荧光定量 PCR（real-time
fluorescence quantitative PCR，qRT-PCR）检测过表达 miR-135a 后 hAMSC-Exo 中 miR-135a 基因相对表达量，划痕

实验检测过表达和敲减 miR-135a 后 hAMSC-Exo 对成纤维细胞迁移的作用，Western blot 检测过表达和敲减 miR-
135a 后 hAMSC-Exo 成纤维细胞迁移相关蛋白［大分子肿瘤抑制因子 2（large tumor suppressor 2，LATS2）、E-钙黏

着蛋白（E-cadherin）、N-cadherin、α 平滑肌肌动蛋白（α smooth muscle actin，α-SMA）］的相对表达量；均以 293T
细胞外泌体及 hAMSC-Exo 作为对照。结果    成功获得 hAMSC-Exo；划痕实验检测示，hAMSC 组促进成纤维细

胞迁移能力最强，GW4869（外泌体抑制剂）处理 hAMSC 组促进成纤维细胞迁移能力减弱。qRT-PCR 检测示过表

达 miR-135a 后，hAMSC-Exo 中 miR-135a 基因相对表达量明显增加。划痕实验检测示，过表达 miR-135a 后，

hAMSC-Exo 促进成纤维细胞迁移能力增强；而敲减 miR-135a 后，hAMSC-Exo 促进成纤维细胞迁移能力减弱。

Western blot 检测成纤维细胞迁移相关蛋白显示，与 293T 细胞外泌体组比较，各 hAMSC-Exo 处理组均下调 E-
cadherin、N-cadherin 和 LATS2 表达，上调 α-SMA 表达；其中过表达 miR-135a 后，hAMSC-Exo 能力增强，敲减

miR-135a 后，hAMSC-Exo 能力较过表达 miR-135a 组下降。结论    hAMSC-Exo 中的 miR-135a 可促进成纤维细胞

迁移，抑制 E-cadherin、N-cadherin 和 LATS2 表达，促进 α-SMA 表达。
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【Abstract】 Objective    To investigate the effect of microRNA-135a (miR-135a) in human amnion mesenchymal
stem cell exosome (hAMSC-Exo) on the migration of fibroblasts. Methods    The hAMSC-Exo was extracted with
exosomes separation kit and identified, the effect of hAMSC-Exo on fibroblasts migration was detected by scratch test.
Real-time fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR) was used to detect the relative expression of miR-135a gene in
hAMSC-Exo after overexpression of miR-135a. Scratch test was used to detect the effect of hAMSC-Exo on the migration
of fibroblasts after overexpression and knockdown of miR-135a. Western blot was used to detect the migration related
proteins of fibroblasts [large tumor suppressor 2 (LATS2), E-cadherin, N-cadherin, and α smooth muscle actin (α-SMA)]
after overexpression and knockdown of miR-135a. The 293T cell exosomes and hAMSC-Exo were used as control.
Results    hAMSC-Exos were extracted successfully. Scratch test results showed that hAMSC group had the strongest
ability to promote fibroblasts migration, and GW4869 (exosome inhibitor) treatment group had reduced ability to
promote fibroblasts migration. qRT-PCR test showed that the relative expression of miR-135a gene in hAMSC-Exo
 
 

 
 
DOI：10.7507/1002-1892.201907136
基金项目：贵州省科技计划项目（黔科合 SY 字［2012］3084 号）；国家自然科学基金资助项目（81560315、81560313）；贵
州省遵义市汇川区科技项目（［2015］25）
通信作者：祁建平，Email：ybwblseslss@sina.com

• 234 • Chinese Journal of Reparative and Reconstructive Surgery, Feb. 2020, Vol. 34, No.2

 http://www.rrsurg.com

http://dx.doi.org/10.7507/1002-1892.201907136
http://dx.doi.org/10.7507/1002-1892.201907136
http://dx.doi.org/10.7507/1002-1892.201907136
http://www.rrsurg.com


increased significantly after over expression of miR-135a. Scratch test results showed that after over expression of miR-
135a, hAMSC-Exo enhanced the migration ability of fibroblasts, while after knockdown of miR-135a, hAMSC-Exo
weakened the migration ability of fibroblasts. Western blot results showed that the expressions of E-cadherin, N-cadherin,
LATS2 were down regulated and α-SMA was up regulated in each hAMSC-Exo treatment group when compared with
293T cell exosomes group; after over expression of miR-135a, hAMSC-Exo decreased the expressions of E-cadherin, N-
cadherin, LATS2 and increased the expression of α-SMA; while after knockdown of miR-135a, the ability of hAMSC-Exo
was weakened. Conclusion    miR-135a in hAMSC-Exo can promote fibroblasts’ migration, inhibit the expressions of E-
cadherin, N-cadherin, LATS2, and promote the expression of α-SMA.

【Key words】 Human amniotic mesenchymal stem cell; exosome; microRNA-135a; fibroblasts
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创面愈合是一个复杂过程，需要多个步骤协

调，主要分为炎性反应、上皮化和创面收缩、胶原

沉积和重塑 [ 1 ]。虽然创面愈合研究已取得一定进

展，但在临床应用中仍存在诸多问题。已有研究证

明，MSCs 可通过分泌细胞因子等促进血管内皮细

胞生成，还可通过抗氧化凋亡等多种机制加快创面

血管生成，促进难愈性创面愈合[2-4]。多种干细胞培

养上清中含有丰富的相关外泌体[5-7]。外泌体通过

与细胞融合，把干细胞内的 RNA、蛋白质等生物活

性成分传递到周围细胞内发挥作用。微小  RNA
（micro RNA，miRNA）是外泌体 RNA 中的主要成

分，在研究外泌体功能和机制时受到广泛关注 [8]。

人羊膜间充质干细胞外泌体（human amnion mesen-
chymal stem cell exosome，hAMSC-Exo）可以促进创

面愈合。有研究表明，miR-135a 可以促进乳腺癌细

胞的迁移能力[9]，但目前还没有关于其对成纤维细

胞作用的报道。因此，本文通过研究 hAMSC-Exo
miR-135a 对成纤维细胞的作用，初步探讨 hAMSC
在创面修复中的作用机制。

1    材料与方法

1.1    主要细胞、试剂及仪器

BJ 人皮肤成纤维细胞（上海生物化学与细胞生

物学研究所）；hAMSC 由遵义医学院细胞工程实

验室提供。miR-135a mimic、miR-135a inhibitor（上
海吉码基因技术有限公司）；D M E M  培养基、

FBS（GIBCO 公司，美国）；Lipofectamine 2000、
Trizol、外泌体分离试剂盒（Invitrogen 公司，美

国）；逆转录试剂盒、荧光定量 PCR 试剂盒［宝生

物工程（大连）有限公司］；BCA 蛋白浓度测定试

剂盒，Western blot 试剂盒（上海碧云天生物技术有

限公司）；抗大分子肿瘤抑制因子 2（large tumor

suppressor 2，LATS2）抗体、抗 E-钙黏着蛋白（E-
cadherin）抗体、抗 N-cadherin 抗体、抗 α 平滑肌肌

动蛋白（α smooth muscle actin，α-SMA）抗体、抗

CD9 抗体、抗 CD63 抗体和抗 CD81 抗体（Abcam
公司，英国）；中性鞘磷脂酶抑制剂（GW4869；上

海源叶生物科技有限公司）。纳米颗粒跟踪分析仪

（Fritsch 公司，德国）；透射电镜（Zeiss 公司，德国）。

1.2    hAMSC-Exos 相关观测

1.2.1    hAMSC-Exos 提取　取 FBS 以 100 000×g 离
心 8 h，去除 FBS 中外泌体，取 hAMSC 和 293T 细
胞，用含  1 0 % F B S  的  D M E M  培养基于  3 7℃、

5%CO2 培养箱培养。将 hAMSC 以 1×106 个/瓶接种

至培养瓶培养，至长满 80% 培养瓶时收集 hAMSC
培养上清，300×g 离心  10 min；收集上清液，以

0.22 μm 过滤器过滤去除细胞碎片。取 hAMSC 培
养上清，加入总体积 0.5 倍的外泌体提取试剂，用

吸管吹打混匀；4℃ 孵育过夜，10 000×g 离心 1 h；
弃上清，管底沉淀即为  hAMSC-Exos，用  30 μL
1×PBS 溶液稀释。BCA 测定外泌体浓度，保存于

−80℃ 冰箱，备用。同法提取 293T 细胞外泌体。

1.2.2    hAMSC-Exos 鉴定　透射电镜观察 hAMSC-
Exos 形态；Western blot 检测其外泌体表面标志

CD9、CD63 和 CD81 表达，以微管蛋白（α-tubulin）
作为参考蛋白，以 hAMSC 作为对照；纳米颗粒跟

踪分析仪检测其粒径分布。

1.2.3    hAMSC-Exos 促成纤维细胞迁移检测　用记

号笔在 6 孔板背后划横线，将 BJ 人皮肤成纤维细

胞以 1×106 个/皿接种于 35 mm 培养皿中，在无血

清 DMEM 培养基中饥饿 12 h。用枪头比着直尺，

尽量垂直于背后的横线划痕。PBS 洗细胞 3 次，实

验分为 3 组：A 组用 293T 细胞外泌体 25 μg/mL
刺激 BJ 人皮肤成纤维细胞；B 组用 hAMSC-Exo
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25 μg/mL 刺激 BJ 人皮肤成纤维细胞；C 组取 1×106

个/mL hAMSC 接种于细胞培养瓶，加入 10 μmol/L
GW4869 后 48 h 提取 hAMSC-Exo，以 25 μg/mL 作
用于 BJ 人皮肤成纤维细胞。然后于 37℃、5%CO2

培养箱中培养细胞，分别于 0、24 h 时测量并记录

空白区，采用 Image Pro Plus 6.0 软件按以下公式计

算细胞迁移率：（0 h 空白区－24 h 空白区）/0 h 空
白区×100%。

1.3    miR-135a 对成纤维细胞迁移影响的观测

1.3.1    miR-135a 的过表达和敲减　取 hAMSC 按
1×106 个/孔密度接种于 6 孔板，用含 10%FBS 的
DMEM 培养基培养。次日待细胞密度约为  80%
时，按照试剂盒说明书方法，用 Lipofectamin2000
转染试剂将 miR-135a mimic 或 miR-135a inhibitor
转染 hAMSC。采用超速离心法提取相应细胞上清

的外泌体，即可获得过表达以及敲减 miR-135a 的
hAMSC-Exo。
1.3.2    实时荧光定量 PCR（real-time fluorescence
quantitative PCR，qRT-PCR）检测　取 293T 细胞

外泌体、h A M S C -E x o  和过表达  m i R -1 3 5 a  的
hAMSC-Exo，分别设为 A1、B1、C1 组，使用逆转录

试剂盒合成 cDNA，采用 SYBR 绿色 qPCR 法检测

各组  miR-135a 基因表达。反应条件：初始变性

95℃、5 min；95℃、10 s，60℃、30 s，45 个循环。用

2−ΔΔCT 法定量分析 miRNA 和 mRNA 的表达水平，分

别以 miR-16-5p 和 GAPDH 作为 miRNA 和 mRNA
的内部参照，检测 miR-135a 基因相对表达量。所

有反应均设 3 个复孔。

1.3.3    hAMSC-Exos 中 miR-135a 促成纤维细胞迁

移检测　同  1 .2 .3  方法采用细胞划痕实验检测

hAMSC-Exos 中 miR-135a 促成纤维细胞迁移的能

力。实验分为 4 组：A2 组将 25 μg/mL 293T 细胞外

泌体作用于  B J  人皮肤成纤维细胞；B 2  组将

25 μg/mL hAMSC-Exo 作用于 BJ 人皮肤成纤维细

胞；C2 组用过表达  miR-135a 的  hAMSC 提取

hAMSC-Exo，以 25 μg/mL 作用于 BJ 人皮肤成纤维

细胞；D2 组用敲减  miR-135a 的  hAMSC 提取

hAMSC-Exo，以 25 μg/mL 作用于 BJ 人皮肤成纤维

细胞。分别于 0、24 h 时测量并记录空白区，计算

并比较各组细胞迁移率。

1.3.4    Western blot 检测　同 1.3.3 方法分组，分别

设为 A3、B3、C3、D3 组，24 h 后提取各组 BJ 人皮

肤成纤维细胞总蛋白，采用常规 Western blot 法检

测各组 LATS2、E-cadherin、N-cadherin、α-SMA 表
达情况，并用 Image lab 软件分析各蛋白相对表达量。

1.4    统计学方法

采用 Graphpad Prism 7 统计软件进行分析。数

据以均数±标准差表示，组间比较采用单因素方

差分析，两两比较采用  L S D  检验；检验水准

α=0.05。

2    结果

2.1    hAMSC-Exo 相关观测

2.1.1    形态观察及鉴定　透射电镜观察示，hAMSC-
Exo 呈圆形、椭圆形或茶托状，粒径为 30～150 nm。

Western blot 检测示，hAMSC-Exo 可见外泌体表面

标志 CD9、CD63 和 CD81 呈阳性表达。纳米颗粒

跟踪分析仪检测示，90% hAMSC-Exo 粒径分布于

30～150 nm 之间，平均粒径为 103 nm。见图 1。
2.1.2    hAMSC-Exos 促成纤维细胞迁移检测　细胞

迁移 24 h 时，A、B、C 组细胞迁移率分别为 48.87%±
3.29%、84.59%±3.18%、62.55%±4.46%，B、C 组显著

高于 A 组，B 组高于 C 组，差异均有统计学意义

（P<0.05）。见图 2。
2.2    miR-135a 对成纤维细胞迁移影响的观测

2.2.1    qRT-PCR 检测　A1、B1、C1 组 miR-135a 基
因相对表达量分别为 1.03±0.46、4.05±0.61、16.15±
0.36，B1、C1 组显著高于 A1 组，C1 组显著高于 B1
组，差异均有统计学意义（P<0.05）。
2.2.2    hAMSC-Exos 中 miR-135a 促成纤维细胞迁

移检测　细胞迁移 24 h 时，A2、B2、C2、D2 组细胞

迁移率分别为  36.35%±3.02%、64.84%±1.09%、

90.50%±6.13%、52.56%±1.92%，B2、C2、D2 组显著

高于 A2 组，B2、C2 组显著高于 D2 组，C2 组显著

高于  B2 组，差异均有统计学意义（P<0.05）。见

图 3。
2.2.3    Western blot 检测　各组外泌体作用于 BJ 人
皮肤成纤维细胞 24 h 后，与 A3 组相比，B3、C3、
D 3  组显著下调成纤维细胞迁移相关蛋白  E -
cadherin、N-cadherin 和 LATS2 的表达水平，上调

α-SMA 的表达水平，其中 C3 组的下调或上调作用

最为明显；D3 组敲减 miR-135a 后，下调或上调上

述蛋白的能力减弱。各组间各蛋白相对表达量比

较差异均有统计学意义（P<0.05）。见图 4、5。

3    讨论

hAMSC 从人羊膜组织中获得，是目前常用的

干细胞治疗种子细胞。干细胞通过旁分泌发挥创

面修复作用，通过释放生物活性因子调节细胞增殖

和迁移功能。外泌体是由细胞分泌的一类重要旁
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图 1     hAMSC-Exo 形态观察及鉴定     a. 透射电镜观察（×50 k）；b. Western blot 检测   1：hAMSC-Exo   2：hAMSC；c. 纳米颗粒跟踪分

析仪检测粒径分布

Fig.1   Morphological observation and identification of hAMSC-Exo     a. Transmission electron microscope observation (×50 k);   b. Western
blot analysis   1: hAMSC-Exo   2: hAMSC;   c. Particle size distribution detected by Nanoparticle tracking analyzer

 

 
图 2     划痕实验检测 hAMSC-Exo 对 BJ 人皮肤成纤维细胞迁移的影响     上排为 0 h，下排为 24 h　a. A 组；b. B 组；c. C 组

Fig.2   Scratch test to detect the effect of hAMSC-Exo on the migration of BJ fibroblasts     The upper row for 0 hour and the lower row for 24
hours　a. Group A;   b. Group B;   c. Group C

 

 
图 3     划痕实验检测 hAMSC-Exo 中 miR-135a 对 BJ 人皮肤成纤维细胞迁移的影响     上排为 0 h，下排为 24 h　a. A2 组；b. B2 组；c.
C2 组；d. D2 组

Fig.3   Scratch test to detect the effect of miR-135a in hAMSC-Exo on the migration of BJ fibroblasts     The upper row for 0 hour and the
lower row for 24 hours　a. Group A2;   b. Group B2;   c. Group C2;   d. Group D2
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分泌因子，目前研究发现它们在组织修复和再生中

起着主导作用[10]。外泌体也被认为是细胞间通讯介

质，细胞通过外泌体发挥分泌和转移功能蛋白及

miRNA[11]的作用。研究发现 MSCs 的外泌体可以促

进创面修复[5-6]。然而 hAMSC-Exo 介导创面修复和

愈合的分子机制仍不清楚。

疏松结缔组织中含有大量成纤维细胞，会产生

弹性纤维、胶原纤维和网状纤维，在创面愈合中扮

演重要角色。研究发现，成纤维细胞可以通过分泌

细胞外基质促进肉芽组织形成，成纤维细胞内的微

丝和微管可以形成骨架，作为创面修复的纤维支架

结构[12]。因此，成纤维细胞的增殖和迁移是创面愈

合的关键。GW4869 是一种中性鞘磷脂酶 2 抑制

剂，可以抑制鞘磷脂分解成神经酰胺，而神经酰胺

能够促进多囊小体的腔内小囊泡形成，驱动外泌体

的产生。因此，GW4869 可以抑制中性鞘磷脂酶 2
的活性，损害外泌体囊泡出芽，从而抑制外泌体形

成。本研究从细胞划痕实验可以看出，hAMSC 可
以促进成纤维细胞迁移，加入外泌体抑制剂

GW4869 后，其促进成纤维细胞迁移的能力明显降

低，表明 hAMSC-Exo 在成纤维细胞迁移中扮演重

要角色。因此，我们需要进一步探索 hAMSC-Exo
在成纤维细胞迁移中的作用机制。

miRNA 是一类短链非编码 RNA，1 个 miRNA
分子可以调控多个靶基因表达，1 个靶基因也可以

被多个 miRNA 分子调控。其中一些 miRNA 在创

面愈合和纤维化疾病进展中起重要作用[13]。研究发

现，miR-203 和 miR-210 分别通过促进角质形成细

胞迁移和增殖来促进创面愈合，而 miR-200 家族则

通过抑制角质形成细胞迁移来延迟创面愈合[14-16]。

而 miR-135a 可以促进肝癌细胞的迁移[17]，但其在成

纤维细胞迁移中的作用尚不清楚。

本研究采用划痕实验检测过表达和敲减 miR-
135a 后 hAMSC-Exo 对成纤维细胞迁移的影响，结

果发现与未修饰的 hAMSC-Exo 相比，过表达 miR-
135a 后 hAMSC-Exo 促进成纤维细胞迁移的能力最

强，敲减 miR-135a 后，hAMSC-Exo 促进成纤维细
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图 4     Western blot 检测各组外泌体中 miR-135a 对 BJ 人皮肤

成纤维细胞迁移相关蛋白表达的影响     1：A3 组 2：B3 组
3：C3 组 4：D3 组

Fig.4   The effect of miR-135a on the expressions of migration
related proteins in fibroblasts detected by Western blot     1:
Group A3   2: Group B3   3: Group C3   4: Group D3
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图 5     Western blot 检测各组成纤维细胞迁移相关蛋白相对表达量     a. LATS2；b. E-cadherin；c. N-cadherin；d. α-SMA

Fig.5   The relative expressions of migration related proteins in various fibroblasts detected by Western blot     a. LATS2;   b. E-cadherin;   c.
N-cadherin;   d. α-SMA
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胞迁移的能力减弱。说明 hAMSC-Exo 中的 miR-
135a 可以促进成纤维细胞增殖和迁移。

E-cadherin、N-cadherin、α-SMA 和 LATS2 是常

见的成纤维细胞迁移相关蛋白。Cadherin 家族是

Ca2+依赖的细胞黏附素家族，介导细胞之间相互聚

集的黏附分子在 Ca2+辅助下抵抗蛋白酶的水解作

用。本实验选择的 E-cadherin 和 N-cadherin，对细

胞在生长发育过程中的选择性聚集有重要作用[18]。

LATS2 过表达可以抑制细胞增殖、迁移和侵袭。α-
SMA 是创面愈合纤维化过程中的重要因子。本实

验中  W e s t e r n  b l o t  检测结果示，与未修饰的

hAMSC-Exo 相比，过表达 miR-135a 后 hAMSC-Exo
可以明显抑制成纤维细胞 E-cadherin、N-cadherin
和 LATS2 表达，促进 α-SMA 表达；敲减 miR-135a
后，hAMSC-Exo 抑制成纤维细胞 E-cadherin、N-

cadherin 和 LATS2 表达以及促进 α-SMA 表达能力

均减弱。说明 hAMSC-Exo 中的 miR-135a 可以抑制

E-cadherin、 N-cadherin 和 LATS2 表达，促进 a-
SMA 表达。

综上述，hAMSC-Exo 可以促进成纤维细胞迁

移；miR-135a 在 hAMSC-Exo 促进成纤维细胞迁移

过程中发挥关键作用，可以下调  E-cadherin、N-

cadherin 和  LATS2 表达和上调  α-SMA 表达。

hAMSC-Exo 中 miR-135a 的作用靶点及其在创面愈

合中的作用机制有待进一步研究。
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