
 

·干细胞与组织工程·

脂肪干细胞来源外泌体对人脐静脉血管内皮

细胞增殖、迁移及管样分化的影响
张静，易阳艳，阳水发，朱元正，胡玄

南昌大学第二附属医院整形美容科（南昌  330006）

【摘要】   目的     探讨脂肪干细胞来源外泌体（adipose-derived stem cell released exosomes，ADSC-Exos）对人

脐静脉血管内皮细胞（human umbilical vein endothelial cells，HUVECs）增殖、迁移及管样分化的影响。 方法     取
吸脂患者自愿捐赠的脂肪组织，采用酶消化法分离培养获得 ADSCs，并行流式细胞检测及成脂诱导鉴定。收集第

3 代 ADSCs 上清液提取外泌体，透射电镜观察其形态，Western blot 检测其膜表面标志性蛋白 Alix 和 CD63，用纳

米颗粒跟踪分析仪 NanoSight 分析外泌体粒径分布范围。用 PKH26 荧光标记的 ADSC-Exos 与 HUVECs 共培养

后，共聚焦显微镜观察 ADSC-Exos 能否进入 HUVECs。将 ADSC-Exos 与 HUVECs 共培养 1、2、3、4、5 d，CCK-8
法检测 ADSC-Exos 对 HUVECs 增殖影响；共培养 12 h 时 ELISA 法检测细胞上清液 VEGF 蛋白表达量。采用

Transwell 迁移实验检测 ADSC-Exos 对 HUVECs 迁移能力的影响。通过体外 Matrigel 基质胶实验，观察 ADSC-
Exos 对 HUVECs 管状结构形成的影响；将 HUVECs 与 Matrigel 基质胶混合后联合 ADSC-Exos 注射在 BALB/c 雄
性裸鼠皮下，2 周后检测基质胶中新生血管情况，计算平均血管密度（mean blood vessel density，MVD）。上述实

验均以等量 PBS 作为对照。 结果     经鉴定所培养细胞符合 ADSCs 的特征。ADSC-Exos 为形态一致的圆形或椭

圆形膜性囊泡，表达标志性蛋白 Alix 和 CD63，粒径范围 30～200 nm。共聚焦显微镜观察示 ADSC-Exos 可被

HUVECs 摄取。CCK-8 法检测示，各时间点实验组细胞增殖均优于对照组（P<0.05）。Transwell 实验结果显示，实

验组跨膜迁移细胞数较对照组显著增多（t=9.534，P=0.000）。在体外 Matrigel 胶成管实验中，实验组管样结构数

明显多于对照组（t=15.910，P=0.000）；在体内实验中，实验组 MVD 亦显著高于对照组（t=16.710，P=0.000）。

ELISA 检测示，实验组细胞上清液 VEGF 蛋白表达量明显高于对照组（t=21.470，P=0.000）。 结论     ADSC-Exos 可
促进 HUVECs 增殖、迁移及管样结构形成，提示 ADSC-Exos 可促进血管新生。
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【Abstract】 Objective     To explore the effects of adipose-derived stem cell released exosomes (ADSC-Exos)
on the proliferation, migration, and tube-like differentiation of human umbilical vein endothelial cells (HUVECs).
Methods     Adipose tissue voluntarily donated by liposuction patients was obtained. The ADSCs were harvested by
enzyme digestion and identified by flow cytometry and adipogenic induction. The ADSC-Exos were extracted from the
supernatant of the 3rd generation ADSCs and the morphology was observed by transmission electron microscopy. The
surface proteins (Alix and CD63) were detected by Western blot. The nanoparticle tracking analyzer NanoSight was used
to analyze the size distribution of ADSC-Exos. After co-culture of PKH26 fluorescently labeled ADSC-Exos with
HUVECs, confocal microscopy had been used to observe whether ADSC-Exos could absorbed by HUVECs. ADSC-Exos
and HUVECs were co-cultured for 1, 2, 3, 4, and 5 days. The effect of ADSC-Exos on the proliferation of HUVECs was
detected by cell counting kit 8 (CCK-8) assay. The expression of VEGF protein in the supernatant of HUVECs with or
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without ADSC-Exos had been detected by ELISA after 12 hours. Transwell migration assay was used to detect the effect of
ADSC-Exos on the migration ability of HUVECs. The effect of ADSC-Exos on the tubular structure formation of
HUVECs was observed by Matrigel experiments in vitro. The formation of subcutaneous tubular structure in vivo was
observed in BALB/c male nude mice via the injection of HUVECs and Matrigel with or without ADSC-Exos. After
2 weeks, the neovascularization in Matrigel was measured and mean blood vessel density (MVD) was calculated. The
above experiments were all controlled by the same amount of PBS. Results     After identification, the cultured cells were
consistent with the characteristics of ADSCs. ADSC-Exos were circular or elliptical membranous vesicle with uniform
morphology under transmission electron microscopy, and expresses the signature proteins Alix and CD63 with particle
size ranging from 30 to 200 nm. Confocal microscopy results showed that ADSC-Exos could be absorbed by HUVECs.
The CCK-8 analysis showed that the cell proliferation of the experimental group was better than that of the control group
at each time point (P<0.05). The result of Transwell showed that the trans-membrane migration cells in the experimental
group were significantly more than that in the control group (t=9.534, P=0.000). In vitro, Matrigel tube-forming
experiment showed that the number of tube-like structures in the experimental group was significantly higher than that of
the control group (t=15.910, P=0.000). In vivo, the MVD of the experimental group was significantly higher than that of
the control group (t=16.710, P=0.000). The ELISA assay showed that the expression of VEGF protein in the supernatant of
the experimental group was significantly higher than that of the control group (t=21.470, P=0.000). Conclusion     ADSC-
Exos can promote proliferation, migration, and tube-like structure formation of HUVECs, suggesting that ADSC-Exos can
promote angiogenesis in vitro and in vivo.
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脂肪干细胞（adipose-derived stem cells，ADSCs）
是人体储量最为丰富的 MSCs，因具有获取途径方

便、对供区损伤小、干细胞储量大等优势，常用于

多种组织再生与修复治疗中 [ 1 ]。有研究证明，

ADSCs 移植可促进血管新生[2]。进一步研究发现，

移植的 ADSCs 主要通过旁分泌方式调控组织微环

境，包括免疫调节、趋化宿主干细胞等[3]。

细胞外囊泡（extracellular vesicle，EV）是细胞

间沟通的关键工具，通过转运蛋白质、生物活性磷

脂和 RNA 等来参与细胞之间的通讯[4]。EV 共分为

3 种：凋亡小体、外泌体和微泡。其中外泌体是由

体内多种细胞分泌的纳米级囊泡，其表面和内部

含多种生物活性物质，包括 microRNA 及多种蛋白

质[5-6]。现已明确外泌体可参与细胞间的信息交流，

主要通过识别细胞表面信号分子并结合或与靶细

胞膜融合，将其携带的内容物导入受体细胞，进而

影响受体细胞[7]。由此可见，外泌体可影响细胞间

通讯，且外泌体携带来源于亲代细胞的 microRNA、

蛋白质和脂质等[3]，提示 ADSCs 来源外泌体（ADSCs
released exosomes，ADSC-Exos）可能在促血管形成

方面有重要作用。为此，我们用 ADSC-Exos 与人

脐静脉血管内皮细胞（h u m a n  u m b i l i c a l  v e i n
endothelial cells，HUVECs）共培养，观察 ADSC-
Exos 处理后的  HUVECs 细胞增殖、迁移及管样

分化情况，以期为促进血管新生提供新思路及新

方法。

1    材料与方法

1.1    实验动物及主要试剂、仪器

SPF 级 6 周龄雄性单纯 T 细胞缺陷 BALB/c 裸
鼠 12 只，体质量（20±5）g，由南昌大学实验动物中

心提供。

实验用游离脂肪组织由在南昌大学第二附属

医院整形美容科接受吸脂术的健康女性自愿捐赠，

患者年龄 25～40 岁，本研究获医院伦理委员会批

准。HUVECs 购自美国 Sciencell 公司。DMEM 培
养基、FBS、0.25% 胰蛋白酶-0.02%EDTA（GIBCO 公
司，美国）；Ⅰ型胶原酶、地塞米松、胰岛素、3-异
丁基-1-甲基黄嘌呤（3-isobutyl-1-methylxanthine，
IBMX）、吲哚美辛、油红 O 染色剂、PKH26 细胞膜

标记荧光染色剂（Sigma 公司，美国）；鼠抗人

CD34、CD45、CD49d、CD90、CD105、CD106 多克

隆抗体（eBioscience 公司，美国）；Matrigel 基质

胶、Transwell 小室（Corning 公司，美国）；BCA 蛋
白质定量试剂盒、细胞计数试剂盒 8（cell counting
kit  8，CCK-8；同仁公司，日本）；表面标志物

Alix、CD63、β-actin 多克隆抗体（Abcam 公司，

美国）。
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倒置相差显微镜（Olympus 公司，日本）；流式

细胞仪（BD 公司，美国）；CO2 培养箱、多功能酶

标仪（Thermo 公司，美国）；透射电镜（ZEISS 公司，

德国）；纳米颗粒跟踪分析仪 NanoSight（Malvern
公司，英国）；共聚焦荧光显微镜（Leica 公司，德

国）；超高速离心机（Beckman 公司，美国）。

1.2    ADSCs 分离培养与鉴定

无菌条件下，采集吸脂术获得的游离脂肪组织

10 mL，PBS 反复冲洗去除血液、结缔组织后，加入

等体积 0.2%Ⅰ型胶原酶，置于 37℃ 恒温水浴箱消

化，直至变为糊状。200 μm 金属筛网过滤后，以离

心半径 20 cm、1 200 r/min 离心 5 min，弃上清，保

留最下层的沉淀。培养基重悬沉淀后接种于培养

瓶内，置于 37℃、5%CO2 培养箱中培养，2～3 d 后
首次换液，之后每隔 1 d 换液 1 次，待细胞融合至

90% 后传代。取第 3 代细胞行 HE 染色，倒置相差

显微镜下观察细胞形态变化；流式细胞术鉴定细

胞表面标志性抗原 CD49d、CD90、CD105、CD34、
CD45、CD106；采用成脂分化培养基诱导培养，倒

置相差显微镜下观察细胞形态变化，14 d 后油红 O
染色观察成脂分化情况。

1.3    ADSC-Exos 分离纯化及鉴定

1.3.1    ADSC-Exos 分离纯化　4℃ 条件下，FBS 经
100 000×g 超速离心 7 h 后，取上清液制备去除外泌

体的完全培养基。取对数生长期的第 3 代 ADSCs，
用去除外泌体的完全培养基培养 48 h 后，收集上清

培养液，密度梯度离心法分离、提取外泌体。具体

操作如下：4℃ 条件下， 300×g 离心 10 min，弃沉

淀；3 000×g 离心 20 min，弃沉淀；10 000×g 离心

30 min，弃沉淀；100 000×g 离心 70 min，收集沉

淀，PBS 重悬；再次 100 000×g 离心 70 min，去上

清，以  PBS 重悬，0.22 μm 滤膜过滤。将获取的

ADSC-Exos 于–80℃ 保存备用。

1.3.2    ADSC-Exos 鉴定　① 透射电镜观察 ADSC-
Exos 形态：取 ADSC-Exos 10 μL 滴于透射电镜专用

的载样铜网上，常温静置 2 min，滤纸吸去浮液，用

1%（W/V）磷钨酸溶液染色 5 min 后，滤纸吸去多余

染色液，晾干，透射电镜观察 ADSC-Exos 形态。②

Western blot 检测 ADSC-Exos 膜表面标志性蛋白：

取 ADSC-Exos 以 100 000×g 离心 90 min 后，弃上

清，加入  100 μL RIPA 裂解液，吹打使裂解液和

ADSC-Exos 充分混合，冰上裂解  30 min。4℃、

12 000 ×g 离心 30 min，吸取上清液置于 1.5 mL EP
管中，–80℃ 冻存。BCA 法检测蛋白浓度，加入

5×Loading Buffer，99℃ 变性 10 min。取 40 μg/孔上

样至 10%SDS-PAGE 胶，80 V 电泳 30 min，120 V 电
泳 1 h，采用湿法转膜，220 mA 转膜 1 h，5%牛血清

白蛋白室温封闭  1 h，5%牛血清白蛋白稀释一抗

Alix、CD63、β-actin，4℃ 孵育一抗过夜。TBST 漂
洗 10 min，洗涤 3 次，加入二抗室温孵育 1 h，加入

显影液，上机曝光。以 ADSCs 作为对照，方法步

骤同上。③ ADSC-Exos 粒径分布分析：取浓度为

100 μg/mL 的 ADSC-Exos 100 μL 重悬于 1.5 mL PBS
内，经纳米颗粒跟踪分析仪 NanoSight 进行检测。

1.4    ADSC-Exos 与 HUVECs 共培养观察

1.4.1    ADSC-Exos 能否进入 HUVECs 观察　取浓

度为 100 μg/mL 的 ADSC-Exos 备用液 100 μL 重悬

于 1 mL PBS 内，然后加入 4 μL PKH26 荧光染料溶

液，37℃ 孵育 20 min 后，将混合物于 4℃ 条件下，

以 100 000×g 离心 70 min，弃上清液，并将 ADSC-
Exos 轻轻重悬于 10 mL PBS 中；于 4℃ 条件下，

100 000×g 离心 70 min，以去除多余染料，弃上清

液，将 ADSC-Exos 重悬于 100 μL PBS 中备用。

取第 5 代 HUVECs 重悬于无血清培养基中，置

于 37℃、5%CO2 培养箱中，待细胞贴壁后加入上述

PKH26 荧光标记的 ADSC-Exos，孵育 12 h 后采用

PBS 洗涤细胞  2 次，4% 多聚甲醛固定、DAPI 染
色。共聚焦荧光显微镜下观察 ADSC-Exos 是否进

入细胞，镜下 PKH26 荧光标记的 ADSC-Exos 呈红

色荧光。

1.4.2    ADSC-Exos 对 HUVECs 增殖的影响　取对

数生长期的第 5 代 HUVECs，消化离心后用无血清

培养基重悬，调整细胞密度为 1×104个/mL，接种于

96 孔板，每孔 100 μL 细胞悬液。置于 37℃、5%CO2

培养箱中培养，24 h 后待细胞完全贴壁弃培养液，

每孔加入无血清培养基 90 μL，然后将细胞分为两

组，其中实验组添加浓度为 100 μg/mL 的 ADSC-
Exos 10 μL，对照组添加等量 PBS；每孔液体体积均

为 100 μL。分别培养 1、2、3、4、5 d，每组取 5 孔，

每孔加入 10 μL CCK-8 溶液，继续孵育 2 h 后，采用

多功能酶标仪检测各孔在 450 nm 波长下的吸光度

（A）值。

1.4.3    ADSC-Exos 对 HUVECs 迁移能力的影响　

取对数期生长期的第 5 代 HUVECs，用无血清培养

基重悬，调整细胞密度为 2×105个/mL。实验分为两

组，Transwell 上室均接种 200 μL 细胞悬液；实验

组下室加入无血清培养基  500 μL 和  100 μg/mL
ADSC-Exos 10 μL，对照组下室加入无血清培养基

500 μL 和 PBS 10 μL。24 h 后终止培养，用无菌棉签

轻轻拭去上室残留细胞，4% 多聚甲醛固定 20 min，
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弃去固定液，蒸馏水漂洗 2 次，结晶紫染色 20 min，
弃去染液，蒸馏水冲洗后于倒置相差显微镜下观

察，每组取 6 个随机视野计数跨膜迁移细胞，取均

值。实验重复 3 次。

1.4.4    ADSC-Exos 体外促进 HUVECs 管样结构形

成实验　将 Matrigel 基质胶置于 96 孔板中，37℃
孵育  30 min 使其凝固。用无血清培养基重悬第

5 代 HUVECs 后接种至 96 孔板中，每孔 2×104个细

胞。实验分为两组：实验组加入含 100 μg/mL 的
ADSC-Exos 10 μL，对照组添加等量 PBS。每组 5 个
复孔。于 37℃ 处理 12 h 后，倒置相差显微镜下观

察管状结构形成情况，计数每孔管样结构数量。

1.4.5    ADSC-Exos 体内促进 HUVECs 成血管实验　将

1×106个 HUVECs 与 0.5 mL Matrigel 基质胶混合。

取  12 只  BALB/c 裸鼠，腹腔注射  1.5% 戊巴比妥

（40 mg/kg）麻醉后，将上述混合液联合 100 μL 含
ADSC-Exos（100 μg/mL）的 PBS 混悬液，共 0.6 mL，
注入右侧背部皮下，作为实验组；将以上混合液联

合 100 μL PBS 缓冲液，共 0.6 mL，注入左侧背部皮

下，作为对照组。2 周后裸鼠同上法麻醉后背部切

开，大体观察 Matrigel 基质胶凝固为胶栓，切取基

质胶栓置于 4% 多聚甲醛固定 4 h，石蜡切片（片厚

5～8 μm），CD34 免疫组织化学染色，倒置相差显

微镜下观察胶栓内新生血管情况，随机取 6 个视野

高倍镜下计数微血管，取均值即为平均血管密度

（mean blood vessel density，MVD）。

1.4.6    ELISA 法检测细胞上清液 VEGF 蛋白表达　

取第  5 代  HUVECs 用无血清培养基重悬后，按

5×104个/孔密度接种至 24 孔板，实验组加入浓度为

100 μg/mL 的 ADSC-Exos 10 μL，对照组加入等量

PBS。每组 5 个复孔。37℃ 培养 12 h 后，取两组细

胞上清液，采用 ELISA 试剂盒检测 VEGF 蛋白表

达。同时采用 ELISA 法检测 10 μL 浓度为 100 μg/mL
ADSC-Exos 中 VEGF 蛋白的表达。

1.5    统计学方法

采用 Graphpad Prism 6 统计软件进行分析。数

据以均数±标准差表示，组间比较采用独立样本 t
检验；检验水准 α=0.05。

2    结果

2.1    ADSCs 的细胞形态观察及鉴定

倒置相差显微镜观察示，原代细胞培养 2～3 d
后贴壁生长，7 d 左右可融合至 80%。HE 染色示，

第 3 代 ADSCs 形态为均一长梭形，细胞生长密集

后呈漩涡状排列，可见密集的贴壁细胞。流式细胞

术结果显示，第  3  代  ADSCs 阳性表达  CD49d、

CD90、CD105，阴性表达 CD34、CD45、CD106。成

脂诱导培养 3 d，倒置相差显微镜下可见细胞质中

有折光度高的透亮脂滴形成；培养 14 d 后脂滴逐

渐增多变大，细胞形态饱满，细胞质内脂滴形成较

多，并融合形成大脂滴，油红 O 染色呈阳性。见

图 1。
2.2    ADSC-Exos 鉴定

透射电镜观察示，ADSC-Exos 为大小均匀、形

态一致的圆形或椭圆形膜性囊泡，边缘清晰。

Western blot 检测示，ADSC-Exos 高表达标志蛋白

Alix 和 CD63，而未检测到干细胞中表达的 β-actin，
表明分离出的 ADSC-Exos 未受干细胞成分污染。

纳米颗粒踪跟分析仪 NanoSight 检测示，ADSC-
Exos 粒径范围为 30～200 nm，符合外泌体粒径范

围。见图 2。
2.3    ADSC-Exos 与 HUVECs 共培养观察

2.3.1    ADSC-Exos 能否进入 HUVECs 观察　共聚

焦显微镜下可见 ADSC-Exos 被 HUVECs 摄取并分

布在细胞核周围，表明 ADSC-Exos 可进入 HUVECs。
见图 3。
2.3.2    ADSC-Exos 对 HUVECs 增殖及迁移能力的

影响　CCK-8 法检测示，实验组各时间点 A 值均显

著高于对照组，比较差异有统计学意义（P<0.05）。
见图 4。Transwell 迁移实验结果示，实验组跨膜迁

移细胞数为（216.7±23.6）个，较对照组（85.1±4.1）
个显著增多，比较差异有统计学意义（ t=9.534，
P=0.000）。见图 5。
2.3.3    ADSC-Exos 体外促进 HUVECs 管样结构形

成实验　倒置相差显微镜观察示，对照组仅形成未

封闭的多边形样结构，实验组有更多的管样结构；

实验组形成管样结构比对照组更快速、结构更复

杂。见图 6。实验组管样结构数为（76.0±5.0）个/
孔，明显多于对照组的（36.0±2.6）个/孔，比较差异

有统计学意义（t=15.910，P=0.000）。
2.3.4    ADSC-Exos 体内促进 HUVECs 成血管实

验　皮下移植 Matrigel 基质胶 2 周后，Matrigel 基
质胶凝固为胶栓，实验组有血管长入胶栓，而对照

组无血管或较少血管长入。免疫组织化学染色示，

实验组 MVD 为（33.4±3.6）个，显著高于对照组的

（12.8±2.2）个，比较差异有统计学意义（t=16.710，
P=0.000）。见图 7。
2.4    ELISA 法检测细胞上清液 VEGF 蛋白表达

培养 12 h，实验组细胞上清液 VEGF 蛋白表达

量为（164.1±10.2）pg/mL，明显高于对照组的（49.2±
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6.2）pg/mL，比较差异有统计学意义（t=21.470，

P=0.000）。10 μL 浓度为 100 μg/mL ADSC-Exos 中

VEGF 蛋白表达量为（5.2±2.6） pg/mL。

3    讨论

近年来，Deveza 等[8]发现 ADSCs 上清液有促进

 

104

104

103

103

102

102

101

101
100

C
D

10
5 

PE

CD34 FITC
100

104

104

103

103

102

102

101

101
100

C
D

10
6 

PE

CD45 FITC
100

104

104

103

103

102

102

101

101
100

C
D

49
d 

PE

CD90 FITC
100

 
图 1     ADSCs 培养观察     a. 第 3 代 ADSCs HE 染色观察（倒置相差显微镜×100）；b. 第 3 代 ADSCs 诱导 14 d 油红 O 染色观察（倒置相

差显微镜×200）；c～e. 第 3 代 ADSCs 流式细胞术鉴定

Fig.1   Identification of ADSCs     a. Morphological observation of the 3rd generation ADSCs by HE staining (Inverted phase contrast
microscope×100);   b. Oil red O staining observation of the 3rd generation ADSCs after adipogenic induction for 14 days (Inverted phase contrast
microscope×200);   c-e. Flow cytometry identification of the 3rd generation ADSCs
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图 2     ADSC-Exos 鉴定     a. 透射电镜观察 ADSC-Exos 形态（×49 k）；b. Western blot 检测 ADSC-Exos 膜表面标志性蛋白 Alix 和 CD63
的表达　Mr：相对分子质量　1：ADSC-Exos　2：ADSCs；c. 纳米颗粒踪跟分析仪检测 ADSC-Exos 粒径分布

Fig.2   Identification of ADSC-Exos     a. Morphology observation of ADSC-Exos by transmission electron microscopy (×49 k);   b. Expressions
of surface signature proteins Alix and CD63 by Western blot　Mr: Relative molecular mass　1: ADSC-Exos　2: ADSCs;   c. Detection of ADSC-
Exos particle size distribution by nanoparticle tracking analyzer

 

 
图 3     共聚焦显微镜观察 ADSC-Exos 能否进入 HUVECs（×630）     从左至右分别为 DAPI、PKH26 及二者重叠

Fig.3   Confocal microscopy to observe whether ADSC-Exos could absorbed by HUVECs (×630)     From left to right for DAPI, PKH26, and
merge
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HUVECs 增殖和迁移作用，说明在促进血管新生方

面其旁分泌作用可能扮演了重要角色，而旁分泌的

外泌体可能就是其中的关键。外泌体最早是由

Johnstone 等[9]在体外培养的绵羊网织红细胞上清液

中发现，研究表明几乎所有细胞均可分泌，并广泛

存在于母乳、尿液、羊水等体液中[10]。外泌体参与

了免疫监视、炎性反应以及肿瘤发生发展多种生理

病理过程 [ 1 1 ]，在细胞间信息交流中起到重要作

用[12]。鉴于外泌体特性与其来源的细胞有关，我们

推测 ADSC-Exos 可促进血管新生。

目前研究显示，缺血组织的血管修复主要机制

为血管发生和血管新生。血管发生是指在胚胎形
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图 4     CCK-8 法检测两组不同时间点 A 值

Fig.4   The A value at different time points in 2 groups by CCK-8
   assay

 

 
图 5     Transwell 迁移实验（倒置相差显微镜×200）     a. 对照组；b. 实验组

Fig.5   Transwell migration experiment results (Inverted phase contrast microscope×200)     a. Control group;   b. Experimental group
 

 
图 6     Matrigel 基质胶内管样结构形成观察（倒置相差显微镜×200）     a. 对照组；b. 实验组

Fig.6   Observation of tube-like structures formation in Matrigel (Inverted phase contrast microscope×200)     a. Control group;   b.
Experimental group

 

 
图 7     免疫组织化学染色观察 Matrigel 基质胶内新生血管（倒置相差显微镜×400）     a. 对照组；b. 实验组

Fig.7   Immunohistochemical staining for neovascularization in Matrigel (Inverted phase contrast microscope×400)     a. Control group;   b.
Experimental group
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成过程中，内皮祖细胞迁移到血管化部位，分化成

内皮细胞，并聚结形成初始血管丛[13]。来自现有血

管的新毛细血管分支的萌芽被称为血管新生[14]。研

究发现，循环血液中存在内皮祖细胞，当机体发生

创伤、缺血等病理变化时，内皮祖细胞迁移并定植

在损伤缺血部位，分泌促血管生成因子，促进侧支

血管生长至缺血组织，参与组织的血管新生，促进

组织修复[15]。

我们通过建立 ADSC-Exos 与 HUVECs 共培养

体系，发现 ADSC-Exos 可以进入 HUVECs 细胞质，

并促进 HUVECs 增殖、迁移及管样分化。同时，我

们将  HUVECs 与  Matr igel  基质胶混合后联合

ADSC-Exos 注入裸鼠皮下，观察到 14 d 后血管数量

显著高于对照组。由此可见，ADSC-Exos 具有体内

促血管新生作用，可用于组织工程血管的构建。相

比于干细胞移植，采用干细胞外泌体促进血管新生

具有更大的优势。首先，外泌体体积更微小，不会

堵塞微血管，可以穿过血脑屏障，在干细胞无法到

达的微环境发挥作用 [ 1 6 ]；其次，外泌体更易于保

存，–20℃ 保存 6 个月不会丧失其生物活性[17]，同时

也避免了干细胞移植可能出现的过度增殖和致瘤

性；最后，在疾病治疗中，外泌体的用量可以根据

治疗进程随时更改，具有充分的可调控性和安全

性 [ 1 8 ]，还可以开发携带 microRNA 或蛋白的外泌

体，以克服亲本干细胞的过度增殖和致瘤风险[19]。

这些特征都显示出外泌体优于细胞疗法，为无细胞

治疗的开发提供了思路[18]。但是目前外泌体的作用

机制尚不明确，相关文献报道，外泌体内携带多种

microRNA 和蛋白，移植后可进入宿主细胞并向该

宿主细胞靶向传递 microRNA，从而影响其生物活

性 [ 7 ]。因此，结合  ELISA 检测结果，我们推测

ADSC-Exos 在被 HUVECs 摄取的同时，可能将这

些物质导入 HUVECs 内，调控其生物学功能，促进

VEGF 的分泌，而不是 ADSC-Exos 中 VEGF 单纯叠

加，进而促进 HUVECs 的增殖、迁移和管样分化。

但是，外泌体中的 microRNA 及蛋白成分极其

复杂，本研究并未涉及其促血管生成的 microRNA
或蛋白，有关其成分及具体机制将在后续研究中继

续探索。此外，近年学者们通过动物实验发现多种

细胞和组织来源的外泌体具有促进创面修复的生

物学功能，但其具体作用机制还有待研究 [20]。下一

步我们会将 ADSC-Exos 运用于更贴近临床病例的

动物模型中，如糖尿病创面或皮瓣移植等动物模

型，观察 ADSC-Exos 对创面愈合或组织移植后的

作用，更有利于探索 ADSC-Exos 的临床应用前景。
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