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人嗅觉黏膜间充质干细胞来源的外泌体促进内皮细胞的血管生成
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摘要　 外泌体作为是细胞旁分泌的重要介质ꎬ在促血管形成方面有重要作用ꎮ 在我们前期研究中ꎬ
已经成功从嗅黏膜间充质干细胞(ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｍｕｃｏｓａ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＯＭ￣ＭＳＣｓ)分离、鉴定了

其外泌体ꎬ然而ꎬＯＭ￣ＭＳＣｓ 源外泌体对血管生成的影响尚不清楚ꎮ 本研究旨在探讨 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 来源

外泌体对内皮细胞血管生成能力的影响ꎮ 采用 ＰＫＨ６７ 荧光标记 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 源外泌体ꎬ与人脑微血

管内皮细胞(ｈｕｍａｎ ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ＨＢＭＥＣｓ) 共培养ꎬ观察 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 外泌体能

否进入 ＨＢＭＥＣｓꎮ 采用 ＣＣＫ￣８ 法、 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验和小管实验ꎬ观察 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 外泌体对

ＨＢＭＥＣｓ 增殖、迁移及管状结构形成的影响ꎮ 采用基质胶塞实验及 ＣＤ３１ 免疫荧光ꎬ观察 ＯＭ￣ＭＳＣｓ
外泌体在体内对血管生成的影响ꎮ 上述研究均以等量 ＰＢＳ 作为对照ꎮ 结果提示ꎬＯＭ￣ＭＳＣｓ 外泌

体可被 ＨＢＭＥＣｓ 摄取ꎮ ＣＣＫ￣８ 法检测显示ꎬ在处理 １、２、３、４、５ ｄ 各时间点ꎬ实验组细胞增殖均优于

对照组(１􀆰 ３２±０􀆰 １４ ｖｓ. ０􀆰 ９８±０􀆰 ０４ꎬ １􀆰 ３６±０􀆰 １４ ｖｓ.１􀆰 ０４±０􀆰 ０６ꎬ １􀆰 ７５±０􀆰 １８ ｖｓ.１􀆰 ３３±０􀆰 １１ꎬ ２􀆰 １６±
０􀆰 １１ ｖｓ.１􀆰 ５０±０􀆰 １９ꎬ ２􀆰 ７１±０􀆰 １１ ｖｓ. １􀆰 ８１±０􀆰 ２０ꎬ Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果显示ꎬ实验组跨膜迁

移细胞吸光度值较对照组显著增多(１􀆰 １２±０􀆰 ０５ ｖｓ.０􀆰 ０２±０􀆰 ０２ꎬ Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 在体外小管实验中ꎬ从
节点、交叉点、网眼数、血管分支数和总长度 ５ 个方面ꎬ实验组均高于空白对照组(３７４􀆰 ３３±１２７􀆰 ７４
ｖｓ. １９３􀆰 ３３±４４􀆰 ７９ꎬ １０４􀆰 ５６±３３􀆰 ０７ ｖｓ. ５４􀆰 ３３±１１􀆰 ６５ꎬ ２０􀆰 １１±１１􀆰 ２０ ｖｓ. ７􀆰 ５６±３􀆰 ６４ꎬ ８１􀆰 ６７±１９􀆰 ０７ ｖｓ.
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及 ＣＤ３１ 阳性率(％)亦显著高于对照组(８５􀆰 ００±５􀆰 ５７ ｖｓ.８􀆰 ００±２􀆰 ０８ꎬ Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 本研究表明:ＯＭ￣
ＭＳＣｓ 外泌体可促进 ＨＢＭＥＣｓ 增殖、迁移及管样结构形成ꎬ提示 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 外泌体可促进血管新生ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｅｘｏｓｏｍｅꎬ ａｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｍｅｄｉａｔｏｒ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐａｒａｃｒｉｎｅꎬ ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ. Ｉｎ ｏｕｒ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｓｔｕｄｉｅｓꎬ ｗｅ ｈａｖｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｆｒｏｍ
ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｍｕｃｏｓａ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ (ＯＭ￣ＭＳＣｓ). Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＯＭ￣ＭＳＣｓ ｅｘｏｓｏｍｅｓ (ＯＭ￣
ＭＳＣ￣Ｅｘｏｓ) ｏｎ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｓ ｓｔｉｌｌ ｕｎｋｎｏｗｎ. Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ＯＭ￣ＭＳＣ￣Ｅｘｏｓ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ
ｐｒｏｍｏｔｉｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ. Ａｆｔｅｒ ｃｏ￣ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ＰＫＨ６７ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｌｙ ｌａｂｅｌｅｄ ＯＭ￣ＭＳＣ￣Ｅｘｏｓ ｗｉｔｈ ｈｕｍａｎ
ｂｒａｉｎ ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ( ＨＢＭＥＣｓ)ꎬ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｈａｄ ｂｅｅｎ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ
ｗｈｅｔｈｅｒ ＯＭ￣ＭＳＣｓ￣Ｅｘｏｓ ｃｏｕｌｄ ａｂｓｏｒｂｅｄ ｂｙ ＨＢＭＥＣｓ. Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｕｂｕｌａｒ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ ８ (ＣＣＫ￣８)ꎬ ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｎｄ ｔｕｂｅ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙｓ. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＯＭ￣ＭＳＣｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｏｎ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｉｎ ｖｉｖｏ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
Ｍａｔｒｉｇｅｌ ｐｌｕｇ ａｓｓａｙ ａｎｄ ＣＤ３１ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ＰＢＳ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｃｏｎｔｒｏｌ ｉｎ ｔｈｅ
ａｂｏｖｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＯＭ￣ＭＳＣｓ￣Ｅｘｏｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ａｂｓｏｒｂｅｄ ｂｙ ＨＢＭＥＣｓ. Ｔｈｅ ＣＣＫ￣８
ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｃｏｕｌｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ＨＢＭＥＣｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ １ꎬ ２ꎬ ３ꎬ ４ꎬ ５
ｄ ｅａｃｈ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔꎬ ｗｈｅｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (１􀆰 ３２±０􀆰 １４ ｖｓ. ０􀆰 ９８±０􀆰 ０４ꎬ １􀆰 ３６±０􀆰 １４ ｖｓ.
１􀆰 ０４±０􀆰 ０６ꎬ １􀆰 ７５±０􀆰 １８ ｖｓ.１􀆰 ３３±０􀆰 １１ꎬ ２􀆰 １６±０􀆰 １１ ｖｓ.１􀆰 ５０±０􀆰 １９ꎬ ２􀆰 ７１±０􀆰 １１ ｖｓ. １􀆰 ８１±０􀆰 ２０ꎬ Ｐ<
０􀆰 ０５). Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｒａｎｓ￣ｍｅｍｂｒａｎｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｃｅｌｌｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (１􀆰 １２±０􀆰 ０５ ｖｓ.０􀆰 ０２±
０􀆰 ０２ꎬ Ｐ< ０􀆰 ０５). Ｉｎ ｖｉｔｒｏꎬ Ｍａｔｒｉｇｅｌ ｔｕｂｅ￣ｆｏｒｍｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｄｅｓꎬ
ｊｕｎｃｔｉｏｎｓꎬ ｍｅｓｈｅｓꎬ ｂｒａｎｃｈｅｓ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｌｅｎｇｔｈ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ
ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (３７４􀆰 ３３±１２７􀆰 ７４ ｖｓ. １９３􀆰 ３３±４４􀆰 ７９ꎬ １０４􀆰 ５６±３３􀆰 ０７ ｖｓ. ５４􀆰 ３３±１１􀆰 ６５ꎬ ２０􀆰 １１±
１１􀆰 ２０ ｖｓ. ７􀆰 ５６±３􀆰 ６４ꎬ ８１􀆰 ６７±１９􀆰 ０７ ｖｓ. ５７􀆰 ００±１３􀆰 ０２ꎬ １１４６６􀆰 ２２±２７８１􀆰 ０３ ｖｓ. ８５４４􀆰 ００±１８４８􀆰 ６１ꎬ Ｐ
<０􀆰 ０５). Ｉｎ ｖｉｖｏꎬ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＣＤ３１＋ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ
ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ (８５􀆰 ００±５􀆰 ５７ ｖｓ.８􀆰 ００±２􀆰 ０８ꎬ Ｐ <０􀆰 ０５). Ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｆｒｏｍ ＯＭ￣ＭＳＣｓ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ 　 ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ( ＭＳＣｓ )ꎻ ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｍｕｃｏｓａ ( ＯＭ )ꎻ ｅｘｏｓｏｍｅｓꎻ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓꎻ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ

　 　 间充质干细胞(ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬ ＭＳＣｓ)
是一类可自我更新的组织源性细胞ꎬ具有维持和补

充内源性干细胞、免疫调节和血管生成的潜能[１￣３]ꎬ
使其成为修复中风、心肌梗死、脑梗死等缺血性疾病

的理想种子细胞之一[４￣６]ꎮ 近期的研究发现ꎬ在各

种血管疾病模型(如中风和外周动脉疾病)中ꎬＭＳＣｓ
的许多组织愈合特性都是通过旁分泌效应介导的ꎮ
在这些旁分泌因子中ꎬ外泌体(ｅｘｏｓｏｍｅｓ)作为细胞

旁分泌的重要介质ꎬ可能在促血管形成方面有重要

作用ꎮ 外泌体是由细胞内吞作用产生的纳米级膜

泡ꎬ是调节供体和周围细胞之间蛋白质和遗传物质

交换的重要细胞间通讯介质[７ꎬ ８]ꎮ 研究发现ꎬ从人

骨髓间充质干细胞中提取的外泌体能促进组织再生

中的血管生成ꎮ 外泌体通过传递小 ｍｉＲＮＡ 和活性

蛋白质来促进血管生成[９]ꎮ
嗅黏 膜 间 充 质 干 细 胞 ( ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｍｕｃｏｓａ

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＯＭ￣ＭＳＣｓ)作为一类新发现

的间充质干细胞ꎬ具有获取便捷、对患者损伤小ꎬ生
物学活性不受年龄影响ꎬ可实现自体移植等优

势[１０ꎬ １１]ꎮ 在我们前期研究中ꎬ已经成功从 ＯＭ￣ＭＳＣｓ
分离、鉴定了其外泌体ꎬ并对其生物学特性进行了初

步研究[１２]ꎮ 然而ꎬＯＭ￣ＭＳＣｓ 源外泌体对血管生成的

影响尚不清楚ꎮ 内皮细胞是新生血管的主要成分ꎬ血
管生成需要多种内皮细胞功能ꎮ 本文通过研究 ＯＭ￣
ＭＳＣｓ 来源外泌体对血管内皮细胞迁移、增殖和成管

能力的影响ꎬ来揭示 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 对血管生成的作用ꎬ以
期为未来外泌体治疗缺血性疾病提供新思路及新

方法ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

本文嗅黏膜组织获取及培养均在湖南师范大学

第二附属医院、解放军联勤保障部队第九二一医院

神经外科干细胞移植实验室完成ꎬ该实验室为神经

修复学湖南省重点实验室ꎮ 获取嗅黏膜及进行细胞

培养均获得湖南师范大学及解放军联勤保障部队第

九二一医院伦理委员会批准ꎬ且经过志愿者同意并

签署自愿书与知情同意书ꎮ
本文主要试剂:ＤＭＥＭ￣Ｆ１２ 培养基(Ｇｉｂｃｏ)ꎬ胰

蛋白酶消化液 ( Ｇｉｂｃｏ)ꎬ胎牛血清 ( Ｇｉｂｃｏ)ꎬ双抗

(Ｇｉｂｃｏ)ꎬＤＡＰＩ(Ｓｉｇｍａ)ꎬＰＫＨ６７ 荧光染料(Ｓｉｇｍａ)ꎬ
人脑微血管内皮细胞(中科院上海细胞库)ꎬ细胞培
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养专用冻存液ꎬＭａｔｒｉｇｅｌ 基质胶(Ｃｏｒｎｉｎｇ)ꎬＴｒａｎｓｗｅｌｌ
板(Ｃｏｒｎｉｎｇ)ꎬ９６ 孔板(Ｃｏｒｎｉｎｇ)ꎬＣＤ３１(Ａｂｃａｍ)ꎬ细
胞计数试剂盒 ８(ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ ８ꎬＣＣＫ￣ ８ꎻ日本同

仁)等ꎮ
１􀆰 ２　 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 源外泌体获取及分离

按照我们之前的 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 细胞培养方法ꎬ进行

细胞培养[１３]和培养上清液提取ꎬ当细胞铺满瓶底时

进行传代ꎮ 将含 ２０％ ＦＢＳ 的高糖 ＤＦ￣１２ 培养基ꎬ
１００ ０００×ｇ ４ ℃离心 １８ ｈ 收集培养基上清液ꎬ稀释

成 １０％ ＦＢＳꎬ制备成无外泌体培养基ꎮ 取传至 ４ 代

的细胞吸去原培养基ꎬ用无菌 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ每次 ３
ｍｉｎꎬ再加入无外泌体培养基孵育 ４８ ｈꎬ收集培养上

清液 ４０ ｍＬꎮ 采用差速离心的方法ꎬ分为 ３００×ｇ、离
心 １０ ｍｉｎꎬ２ ０００×ｇ、离心 １０ ｍｉｎꎬ１０ ０００×ｇ、离心 ３０
ｍｉｎꎮ 先后去除细胞、死细胞合细胞碎片ꎮ 留取的上

清液再经 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤ꎬ在 ４ ℃条件下 １００ ０００
×ｇ 离心 ２ ｈꎬ收集底部沉淀用 １×ＰＢＳ 重悬ꎬ再次 １００
０００×ｇ 离心 ２ ｈ、洗涤 １ 次ꎬ最后收集沉淀用 １×ＰＢＳ
重悬ꎬ按说明书使用 ＢＣＡ 试剂盒进行定量ꎬ分装后

－８０ ℃保存备用[１２]ꎮ
１􀆰 ３　 ＰＫＨ６７ 染色

取浓度为 １００ μｇ / ｍＬ 的 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 外泌体ꎬ加
入染料工作液 ５００ μＬꎬ巴氏管吹散外泌体ꎮ 然后ꎬ
取一新 ＥＰ 管ꎬ加入 ５００ μＬ 染料工作液ꎬ再将 ４ μＬ
ＰＫＨ６７ 荧光染料溶液加入新的含有 ＥＰ 管中并混

匀ꎬ再将两个 ＥＰ 管内的工作液混匀ꎮ 避光 ４ ｍｉｎꎬ
随后ꎬ加入完全培养基终止染色ꎻ超速离心 ７０ ｍｉｎꎬ
去除多余染料ꎬ弃上清液ꎬ加入完全培养基重悬外泌

体ꎮ 取第 ５ 代人脑微血管内皮细胞 ( ｈｕｍａｎ ｂｒａｉｎ
ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ＨＢＭＥＣｓ)ꎬ加入上述

ＰＫＨ６７ 荧光标记的 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 外泌体ꎬ孵育 ８ ｈꎬ进
行常规免疫荧光染色ꎬ在荧光显微镜下观察ꎮ 镜下

ＰＫＨ６７ 荧光标记外泌体呈绿色荧光ꎮ
１􀆰 ４　 ＣＣＫ￣８细胞增殖实验

以 ５×１０３ 个 / ｍＬ 的细胞密度ꎬ将 ＨＢＭＥＣｓ 接种

于 ９６ 孔板内ꎬ每孔 １００ μＬ 细胞悬液ꎬ在培养箱内预

培养ꎮ 再将细胞分组ꎬ其中实验组添加 １０ μＬ 浓度

为 １００ μｇ / ｍＬ 的 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 外泌体ꎬ对照组添加 １０
μＬ ＰＢＳꎮ 分别培养 １、２、３、４、５ ｄꎬ每组取 ５ 孔ꎬ每孔

加入 １０ μＬ 用完全培养基配制的 ＣＣＫ￣８ 溶液ꎬ继续

孵育 ４ ｈꎬ于 Ｂｉｏ￣Ｔｅｋ 酶标仪分析 ４５０ ｎｍ 处各孔的

吸光值(Ａ 值)ꎮ

１􀆰 ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验

以 ２×１０５ 个 / ｍＬ 的细胞密度ꎬ将 ＨＢＭＥＣｓ 接种

于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 板内ꎮ 实验组 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室接种 ２００
μＬ 细胞悬液ꎬＴｒａｎｓｗｅｌｌ 下室加入共 ５００ μＬ 混合有

浓度为 １００ μｇ / ｍＬ 的 １０ μＬ ＯＭ￣ＭＳＣｓ 外泌体的无

血清培养基ꎻ空白对照组 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 上室接种 ２００
μＬ 细胞悬液ꎬＴｒａｎｓｗｅｌｌ 下室加入共 ５００ μＬ 混合有

１０ μＬ ＰＢＳ 的无血清培养基ꎮ ３７ ℃ 培养箱中孵育

４８ ｈꎮ 取出上室ꎬ放到装有 ＰＢＳ 的新孔中ꎬ上室用

ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ用棉球擦干净上室细胞ꎮ 用甲醇和丙

酮等体积混合配成固定液ꎬ固定 ２０ ｍｉｎꎬ去除固定

液ꎬ水洗 ２ 次ꎬ ０􀆰 １％结晶紫染色 ５ ｍｉｎꎬ水洗 ３ ~ ５
次ꎬ置膜于载玻片上ꎬ膜底面朝上ꎬ封片ꎬ镜下拍照ꎮ
细胞拍照:倒置显微镜下ꎬ观察上室外表面细胞ꎬ各
取 ３ 个视野ꎮ 取出小室脱色测 Ａ 值ꎬ加入到 ５００ μＬ
１０％的醋酸浸泡ꎬ使脱色ꎬ５５０ ｎｍ 处ꎬ酶标仪测定吸

光度值(Ａ 值)ꎬ每组重复 ３ 次ꎮ
１􀆰 ６　 小管实验分析

将 １３０ μＬ Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶均匀铺置于 ２４ 孔板

中ꎬ避免气泡ꎮ 静置 ３ ~ ４ ｍｉｎꎬ于 ３７ ℃孵育 ５ ~ ６
ｈ 使其凝固ꎮ 将 ＨＢＭＥＣｓ 接种至 ２４ 孔板中ꎬ每孔 ５
×１０４ 个细胞ꎮ 实验组加入 １０ μＬ 浓度为 １００ μｇ /
ｍＬ 的 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 外泌体ꎬ对照组加入 １０ μＬ ＰＢＳꎮ
３７ ℃培养箱孵育 ８ ｈꎬ在倒置相差显微镜下ꎬ观察管

腔样血管形态的形成情况ꎬ并通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 对每组

的节点、交叉点、网眼数、血管分支数和总长度 ５ 个

方面数每孔管样结构数量ꎮ
１􀆰 ７　 体内基质胶塞检测

取 １２ 只 ＢＡＬＢ / ｃ 裸鼠ꎬ腹腔注射 １􀆰 ５％ 戊巴比

妥(４０ ｍｇ / ｋｇ)麻醉ꎬ实验组在右下腹部皮下注射

０􀆰 ６ ｍＬ 的基质胶混液(含 ０􀆰 １ ｍＬ ＯＭ￣ＭＳＣｓ 外泌体

(１００ μｇ / ｍＬ)的 ＰＢＳ 混悬液＋０􀆰 ５ ｍＬ ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质

胶)ꎬ对照组则是 ０􀆰 １ ｍＬ ＰＢＳ 缓冲液 ＋ ０􀆰 ５ ｍＬ
ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶ꎮ ２ 周后处死裸鼠后切开皮肤ꎬ大体

观察 ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶形态和胶内血管生成情况ꎬ切
取基质胶栓置于 ４％ 多聚甲醛固定 ４ ｈꎬ常规石蜡包

埋切片ꎬ进行后续实验ꎮ
１􀆰 ８　 免疫荧光染色

将石蜡包埋后的基质胶切片 ６０ ℃ 烤片 ３０~６０
ｍｉｎꎻ将切片置于二甲苯中 １０ ｍｉｎ×２ 次ꎻ常规脱蜡

后ꎬ进行热修复抗原ꎮ 修复抗原后ꎬ用 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ
ＰＢＳ(ｐＨ７􀆰 ２ ~ ７􀆰 ６)洗涤切片ꎬ每次 ３ ｍｉｎꎬ共洗涤 ３
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次ꎮ 随后ꎬ将切片置于硼氢化钠溶液中 ３０ ｍｉｎꎬ水漂

洗 ５ ｍｉｎꎻ置于苏丹黑染液中室温下 ５ ｍｉｎꎬ水冲洗 ３
ｍｉｎꎻ用 １０％正常血清 / ５％ ＢＳＡ 封闭 ６０ ｍｉｎꎻ按照

１ ∶５０孵育一抗 ＣＤ３１(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ)ꎬ４ ℃过夜ꎮ 次日ꎬ
ＰＢＳ 冲洗 ５ ｍｉｎ× ３ 次ꎻ再孵育二抗ꎬ滴加 ５０~１００ ｕＬ
抗￣Ｒａｂｂｉｔ￣ＩｇＧ 标记荧光抗体(Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ)ꎬ孵育 ９０
ｍｉｎꎬＰＢＳ 冲洗 ５ ｍｉｎ × ３ 次ꎻＤＡＰＩ 工作液 ３７ ℃染核

１０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 冲洗 ５ ｍｉｎ × ３ 次ꎻ缓冲甘油封片ꎮ 置

于荧光显微镜下观察ꎬ随机取 ６ 个视野高倍镜下ꎬ
计数 ＣＤ３１ 阳性细胞数ꎬ计算细胞阳性率ꎬ每组取

均值ꎮ
１􀆰 ９　 统计学处理

采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ６ 统计软件进行分析ꎮ 数

据以均数±标准差表示ꎬ组间比较采用独立样本 ｔ 检
验ꎬＰ<０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结 果

２􀆰 １　 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 来源外泌体能够进入 ＨＢＭＥＣｓ 细
胞内并促进其增殖

为了检测 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 来源外泌体对 ＨＢＭＥＣｓ 是

否具有作用ꎬ首先必须证明 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 来源外泌体可

以进入这些细胞内ꎮ 采用 ＰＫＨ６７ 荧光抗体标记外

泌体ꎬ进行外泌体摄取实验ꎮ 荧光显微镜下ꎬ可见经

ＰＫＨ６７ 染色的 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 源外泌体被 ＨＢＭＥＣｓ 摄

取ꎬ并分布在细胞核周围ꎮ 表明 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 来源外泌

体可进入 ＨＢＭＥＣｓ(Ｆｉｇ.１Ａ)ꎮ 其次ꎬ为了验证 ＯＭ￣
ＭＳＣｓ 来源外泌体对 ＨＢＭＥＣｓ 增殖的影响ꎬ采用

ＣＣＫ￣８ 法进行验证ꎮ 结果提示ꎬ外泌体处理组各时

间点吸光度值(１􀆰 ３２±０􀆰 １４ꎬ１􀆰 ３６±０􀆰 １４ꎬ１􀆰 ７５±０􀆰 １８ꎬ
２􀆰 １６±０􀆰 １１ꎬ２􀆰 ７１ ± ０􀆰 １１) 均显著高于空白对照组

(０􀆰 ９８± ０􀆰 ０４ꎬ１􀆰 ０４ ± ０􀆰 ０６ꎬ１􀆰 ３３ ± ０􀆰 １１ꎬ１􀆰 ５０ ± ０􀆰 １９ꎬ
１􀆰 ８１±０􀆰 ２０)ꎬ并具有统计学意义(Ｐ < ０􀆰 ０１)ꎬ说明

ＯＭ￣ＭＳＣｓ 来源外泌体可以促进 ＨＢＭＥＣｓ 细胞增殖

(Ｆｉｇ.１Ｂ)ꎮ
２􀆰 ２　 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 来源外泌体促进 ＨＢＭＥＣｓ 细胞

迁移

为验证 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 来源外泌体对 ＨＢＭＥＣｓ 迁移

的影响ꎬ采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验进行观察ꎬ并对迁

移后二组的细胞进行了吸光度检测及统计ꎮ 结果显

示ꎬ经过 ４８ ｈ 迁移ꎬ可见实验组迁移的细胞较空白

对照组明显增多(Ｆｉｇ.２Ａ)ꎮ 经检测两组之间的吸光

度值ꎬ实验组跨膜迁移吸光度值为(１􀆰 １２±０􀆰 ０５)ꎬ较
空白对照组吸光度值(０􀆰 ０２±０􀆰 ０２)显著增多ꎬ比较

差异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０１)(Ｆｉｇ.２Ｂ)ꎮ

Ｆｉｇ.１　 ＯＭ￣ＭＳＣｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｉｎｔｅｒｎａｌｉｚｅｄ ｉｎｔｏ ＨＢＭＥＣｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　 　 (Ａ) Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＫＨ６７￣ｌａｂｅｌｅｄ ＯＭ￣ＭＳＣｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｉｎｔｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎ ｂｙ ＨＢＭＥＣｓ. Ｔｈｅ ｇｒｅｅｎ￣ｌａｂｅｌｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｗｅｒｅ
ｖｉｓｉｂｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉｎｕｃｌｅａｒ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｉｐｉｅｎｔ ｃｅｌｌｓ.(Ｂ)Ｔｈｅ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ｖａｌｕｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ￣８ ａｓｓａｙ. ｎ
＝ ３ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ. ∗Ｐ< ０􀆰 ０５ ｖｓ. ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
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Ｆｉｇ.２　 ＯＭ￣ＭＳＣｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＢＭＥＣｓ　 　 (Ａ) Ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＢＭＥＣｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ
ＯＭ￣ＭＳＣｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｏｒ ａｎ ｅｑｕａｌ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ＰＢＳ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ. (Ｂ) Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ
ｖａｌｕｅ. ｎ＝ ３ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ.∗Ｐ < ０􀆰 ０５ ｖｓ. ＰＢＳ (ｃｏｎｔｒｏｌ) ｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇ.３　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ＯＭ￣ＭＳＣｓ￣Ｅｘｏｓｏｍｅｓ　 　 (Ａ) Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｕｂｅ￣ｌｉｋｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ. (Ｂ) Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｄｅｓꎬ ｊｕｎｃｔｉｏｎｓꎬ ｍｅｓｈｅｓꎬ ｂｒａｎｃｈｅｓ ａｎｄ ｔｏｔａｌ ｌｅｎｇｔｈ. ｎ＝ ３
ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ.∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

２􀆰 ３　 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 来源外泌体促进 ＨＢＭＥＣｓ 小管

形成

为验证 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 来源外泌体对 ＨＢＭＥｓ 成管能

力的影响ꎬ进行了小管实验ꎬ并对二组的节点、交叉

点、网眼数、血管分支数和总长度 ５ 个方面进行统计

和分析ꎮ 倒置相差显微镜观察显示ꎬ空白对照组内

小管形成较少ꎬ仅可见不完全闭合的多边形ꎻ而外泌

体处理组ꎬ则已出现较多闭合的成管腔样的血管形

态( Ｆｉｇ. ３Ａ)ꎮ 外泌体处理组在节点数 ( ｎｏｄｅｓꎬ
３７４􀆰 ３３ ± １２７􀆰 ７４)、交叉点数 ( ｊｕｎｃｔｉｏｎｓꎬ １０４􀆰 ５６ ±
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３３􀆰 ０７)、网眼数(ｍｅｓｈｅｓꎬ ２０􀆰 １１±１１􀆰 ２０)、血管分支

数(ｂｒａｎｃｈｅｓꎬ ８１􀆰 ６７ ± １９􀆰 ０７)、总长度( ｔｏｔａｌ ｌｅｎｇｔｈꎬ
１１４６６􀆰 ２２ ± ２７８１􀆰 ０３ )ꎬ 较 空 白 对 照 组 的 节 点 数

(１９３􀆰 ３３±４４􀆰 ７９)、交叉点数(５４􀆰 ３３±１１􀆰 ６５)、网眼数

(７􀆰 ５６±３􀆰 ６４)、血管分支数(５７􀆰 ００±１３􀆰 ０２)、总长度

(８５４４􀆰 ００±１８４８􀆰 ６１)ꎬ明显增高ꎬ比较差异具有统计

学意义(Ｐ<０􀆰 ０１)(见 Ｆｉｇ.３Ｂ)ꎮ
２􀆰 ４　 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 来源外泌体促进血管形成　

为了评估 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 来源外泌体对体内新生血管

形成的影响ꎬ在裸鼠体内进行了基质胶塞检测ꎮ 取出

培养 １４ ｄ 后的裸鼠体内基质胶栓并进行大体检查ꎮ
肉眼下外泌体组内可见有血管长入胶栓ꎬ而对照组无

血管或较少血管长入(Ｆｉｇ.４Ａ)ꎮ 随后ꎬ对基质胶塞石

蜡包埋后进行免疫组织化学分析ꎬ并使用针对内皮生

物标志物 ＣＤ３１ 的抗体进行定量分析ꎮ 结果提示ꎬ外
泌体处理组的 ＣＤ３１ 阳性的细胞比例 ( ８５􀆰 ００ ±
５􀆰 ５７)％明显多于空白对照组(８􀆰 ００±２􀆰 ０８)％ꎬ比较差

异有统计学意义(Ｐ<０􀆰 ０１)(Ｆｉｇ.４ＢꎬＣ)ꎮ

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＯＭ￣ＭＳＣｓ￣Ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｏｎ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｍａｔｒｉｇｅｌ ｐｌｕｇ ａｓｓａｙ 　 　 ( Ａ) Ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ
ｍａｔｒｉｇｅｌ ｐｌｕｇｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｖｅｓｓｅｌ ｇｒｏｗｔｈ. (Ｂ) ＣＤ３１ ｓｔａｉｎｉｎｇ (ｇｒｅｅｎ) ｉｎ ｍａｔｒｉｇｅｌ ｐｌｕｇｓ. Ｓｌｉｄｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｕｎｔｅｒｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＤＡＰＩ (ｂｌｕｅ).
(Ｃ) Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＣＤ３１ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｉｍａｇｅ Ｊ (ｎ＝ ３)ꎬ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

３　 讨 论　

间充质干细胞被认为是治疗缺血性组织相关疾

病ꎬ例如严重的后肢缺血、脑卒中或急性心肌梗死的

理想种子细胞之一[１４￣１６]ꎮ 虽然研究者对它们诱导

血管生成的机制仍知之甚少ꎬ但研究人员的研究重

点仍放在了它们所分泌包括 ＶＥＧＦ 和 ＰＤＧＦ 在内的

生长因子上ꎮ 事实上ꎬ近期的研究发现:ＭＳＣｓ 的组

织愈合特性大多是通过旁分泌效应来介导的[１７ꎬ １８]ꎮ
而在这其中ꎬ外泌体作为旁分泌效应的关键部分ꎬ正
被越来越多的学者们关注ꎮ 研究发现ꎬＭＳＣｓ 已经被

确定可以通过旁分泌作用创造特定的微环境来控制

血管密度和功能[１９]ꎮ 相比干细胞移植ꎬＭＳＣｓ 来源

的外泌体不仅具备稳定的物理化学性质、高靶向性

和 ＭＳＣｓ 的内在生物学活性ꎬ还避免了 ＭＳＣｓ 存在致

瘤风险的可能性、体内定向分化率低以及体内移植

后的存活率低、靶向性低等缺点ꎬ使之成为了干细胞

治疗研究领域的新突破点[２０]ꎮ 因此ꎬ研究 ＭＳＣｓ 外

泌体对血管生成的作用具有重要意义ꎮ
本研究在前期实验成功分离ꎬ并鉴定 ＯＭ￣ＭＳＣｓ

来源外泌体的基础上[１２]ꎬ通过 ＰＫＨ６７ 标记外泌体ꎬ
进行外泌体摄取实验ꎬ发现在与 ＨＢＭＥＣｓ 共孵育

后ꎬＯＭ￣ＭＳＣｓ 来源外泌体可进入 ＨＢＭＥＣｓ 细胞内ꎬ
并促进 ＨＢＭＥＣｓ 增殖、迁移及管样分化ꎮ 同时ꎬ本
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文通过体内基质胶塞实验ꎬ将含有外泌体的基质胶

注入到裸鼠皮下ꎬ观察到 １４ ｄ 后的血管数量显著高

于对照组ꎮ 由此可见ꎬＯＭ￣ＭＳＣｓ 来源外泌体可促进

体内血管新生ꎬ对于未来缺血性疾病治疗及构建组

织工程血管具有重要意义ꎮ 目前ꎬ外泌体的作用机

制尚不明确ꎮ 研究认为ꎬ与外泌体内携带多种

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 和蛋白质有关ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[２１]发现:脐带间

充质干细胞外泌体在体外能够提高血管内皮细胞的

成管能力ꎬ促进大鼠皮肤深度 ＩＩ 度烧伤模型的血管

生成ꎬ其内在机制与 ＷＮＴ４ 蛋白传递给内皮细胞ꎬ
随后增强了 β￣联蛋白( β￣ｃａｔｅｎｉｎ) 的核易位有关ꎮ
此外ꎬ有研究发现ꎬ骨髓间充质干细胞外泌体表面的

ＷＮＴ 也可在细胞外空间中传播ꎬ通过典型的 ＷＮＴ
信号通路ꎬ帮助传输外部 ＷＮＴ３Ａ 蛋白信号到内皮

细胞的 ＷＮＴ 与低密度脂蛋白相关蛋白 ６ (ＬＲＰ６)的
共受体ꎬ从而促进了血管生成[２２]ꎮ 本文已对 ＯＭ￣
ＭＳＣｓ 来源外泌体内的蛋白质进行蛋白质组学研究

(相关数据正在投稿中)ꎬ发现 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 外泌体内

与 ＶＥＧＦ 通路有关的许多蛋白质下一步我们将进一

步深入研究相关机制及其作用蛋白质ꎮ 此外ꎬ我们

还会将 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 来源外泌体运用于更贴近临床病

例的动物模型中ꎬ以便更有利于探索 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 来源

外泌体的临床应用前景ꎮ
综上所述ꎬ本研究初步证实ꎬＯＭ￣ＭＳＣｓ 来源外

泌体能够进入内皮细胞内ꎬ并诱导其增殖、迁移及小

管形成ꎬ甚至促进体内血管生成ꎮ 这为我们进一步

研究 ＯＭ￣ＭＳＣｓ 来源外泌体治疗缺血性疾病提供了

重要的思路和方向ꎬ也为其日后应用于临床治疗带

来新的可能!
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ｍｏｄｅｓ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅ ｒｅｐａｉｒ￣￣ｃｕｒｒｅｎｔ ｖｉｅｗｓ[ Ｊ] . Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓꎬ ２００７ꎬ ２５
(１１): ２８９６￣２９０２

[ ３ ]　 Ｓａｔｉｊａ ＮＫꎬ Ｓｉｎｇｈ ＶＫꎬ Ｖｅｒｍａ ＹＫꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ￣
ｂａｓｅｄ ｔｈｅｒａｐｙ: ａ ｎｅｗ ｐａｒａｄｉｇｍ ｉｎ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ[ Ｊ] . Ｊ
Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｍｅｄꎬ ２００９ꎬ １３(１１￣１２): ４３８５￣４４０２

[ ４ ]　 Ｓａｍｐｅｒ Ｅꎬ Ｄｉｅｚ￣Ｊｕａｎ Ａꎬ Ｍｏｎｔｅｒｏ ＪＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｒｄｉａｃ ｃｅｌｌ
ｔｈｅｒａｐｙ: ｂｏｏｓｔｉｎｇ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｅｆｆｅｃｔｓ[ Ｊ] . Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ
Ｒｅｖ Ｒｅｐꎬ ２０１３ꎬ ９(３): ２６６￣２８０

[ ５ ] 　 Ａｍａｄｏ ＬＣꎬ Ｓａｌｉａｒｉｓ ＡＰꎬ Ｓｃｈｕｌｅｒｉ ＫＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃａｒｄｉａｃ ｒｅｐａｉｒ ｗｉｔｈ
ｉｎｔｒａｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｌｌｏｇｅｎｅｉｃ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
ａｆｔｅｒ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａꎬ ２００５ꎬ

１０２(３２): １１４７４￣１１４７９
[ ６ ] 　 Ｂａｒｂａｓｈ ＩＭꎬ Ｃｈｏｕｒａｑｕｉ Ｐꎬ Ｂａｒｏｎ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｏｆ

ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｆａｒｃｔｅｄ
ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ: ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙꎬ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｂｏｄｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
[Ｊ] . Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎꎬ ２００３ꎬ １０８(７): ８６３￣８６８

[ ７ ] 　 Ｌｉ Ｑꎬ Ｓｈａｏ Ｙꎬ Ｚｈａｎｇ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｌａｓｍａ ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ
ｐｒｏｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ａｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｓｔａｂｌｅ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｆｏｒ ｇａｓｔｒｉｃ
ｃａｎｃｅｒ[Ｊ] . Ｔｕｍｏｕｒ Ｂｉｏｌꎬ ２０１５ꎬ ３６(３): ２００７￣２０１２

[ ８ ] 　 Ｂａｎｇ Ｃꎬ Ｔｈｕｍ Ｔ. Ｅｘｏｓｏｍｅｓ: ｎｅｗ ｐｌａｙｅｒｓ ｉｎ ｃｅｌｌ￣ｃｅｌｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０１２ꎬ ４４ ( １１):
２０６０￣２０６４

[ ９ ] 　 Ｖａｌａｄｉ Ｈꎬ Ｅｋｓｔｒöｍ Ｋꎬ Ｂｏｓｓｉｏｓ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｏｓｏｍｅ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ
ｔｒａｎｓｆｅｒ ｏｆ ｍＲＮＡｓ ａｎｄ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ ｉｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ
ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . Ｎａｔ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌꎬ ２００７ꎬ ９(６):
６５４￣６５９

[１０] 　 Ｄｅｌｏｒｍｅ Ｂꎬ Ｎｉｖｅｔ Ｅꎬ Ｇａｉｌｌａｒｄ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｎｏｓｅ ｈａｒｂｏｒｓ ａ
ｎｉｃｈｅ ｏｆ ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｅｃｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｄｉｓｐｌａｙｉｎｇ
ｎｅｕｒｏｇｅｎｉｃ ａｎｄ ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ[Ｊ] . Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓ Ｄｅｖꎬ ２０１０ꎬ
１９(６): ８５３￣８６６

[１１] 　 Ｈｗａｎｇ ＳＨꎬ Ｐａｒｋ ＳＨꎬ Ｃｈｏｉ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｇｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ
ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔ ｈｕｍａｎ ｎａｓａｌ ｉｎｆｅｒｉｏｒ ｔｕｒｂｉｎａｔｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１３ꎬ ８(９): ｅ７４３３０

[１２] 　 葛丽特ꎬ 寻成峰ꎬ 卓毅ꎬ 等. 人嗅黏膜间充质干细胞来源外
泌体的分离鉴定及生物学特性研究[ Ｊ] . 中国生物化学与分
子生 物 学 报 ( Ｇｅ Ｌꎬ Ｘｕｎ Ｃꎬ Ｚｈｕｏ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎꎬ
Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｘｏｓｏｍｅｓ Ｄｅｒｉｖｅｄ
ｆｒｏｍ Ｈｕｍａｎ Ｏｌｆａｃｔｏｒｙ Ｍｕｃｏｓａ Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . Ｃｈｉｎ
Ｊ Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ)ꎬ ２０１９ꎬ ３５(１０): １１２８￣１１３４

[１３] 　 Ｇｅ Ｌꎬ Ｊｉａｎｇ Ｍꎬ Ｄｕａｎ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｅｃｒｅｔｏｍｅ ｏｆ Ｏｌｆａｃｔｏｒｙ Ｍｕｃｏｓａ
Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌꎬ ａ Ｍｕｌｔｉｐｌｅ Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ[Ｊ] . Ｓｔｅｍ
Ｃｅｌｌｓ Ｉｎｔꎬ ２０１６ꎬ ２０１６: １２４３６５９

[１４] 　 Ｃａｏ Ｙꎬ Ｓｕｎ Ｚꎬ Ｌｉａｏ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｕｍａｎ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅ ｉｎｔｏ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅ
ｐｏｓｔｎａｔａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｉｎ ｖｉｖｏ [ Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｅｍ Ｂｉｏｐｈｙｓ Ｒｅｓ
Ｃｏｍｍｕｎꎬ ２００５ꎬ ３３２(２): ３７０￣３７９

[１５] 　 Ｈｏｆｆｍａｎｎ ＣＪꎬ Ｈａｒｍｓ Ｕꎬ Ｒｅｘ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ
ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ￣３ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ
ｎｅｕｒｏｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ｌｏｎｇ￣ｔｅｒｍ ａｆｔｅｒ ｓｔｒｏｋｅ[Ｊ] . Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎꎬ ２０１５ꎬ １３１
(２０): １７７２￣１７８２

[１６] 　 Ａｎｎｅｘ ＢＨ. Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｆｏｒ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｌｉｍｂ ｉｓｃｈａｅｍｉａ
[Ｊ] . Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｃａｒｄｉｏｌꎬ ２０１３ꎬ １０(７): ３８７￣３９６

[１７] 　 Ｔｈａｎ ＵＴＴꎬ Ｇｕａｎｚｏｎ Ｄꎬ Ｌｅａｖｅｓｌｅｙ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ｍｅｍｂｒａｎｅ Ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｗｉｔｈ Ｃｕｔａｎｅｏｕｓ Ｗｏｕｎｄ Ｈｅａｌｉｎｇ
[Ｊ] . Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉꎬ ２０１７ꎬ １８(５).ｐｉｉ: Ｅ９５６

[１８] 　 Ｒｉａｚｉｆａｒ Ｍꎬ Ｐｏｎｅ ＥＪꎬ Ｌöｔｖａｌｌ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
Ｖｅｓｉｃｌｅｓ: Ｅｘｔｅｎｄｅｄ Ｍｅｓｓａｇｅｓ ｏｆ Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ａｎｎｕ Ｒｅｖ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｔｏｘｉｃｏｌꎬ ２０１７ꎬ ５７: １２５￣１５４

[１９] 　 Ｂｒｏｎｃｋａｅｒｓ Ａꎬ Ｈｉｌｋｅｎｓ Ｐꎬ Ｍａｒｔｅｎｓ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ /
ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ ａｓ ａ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ａｐｐｒｏａｃｈ ｔｏ
ａｃｃｅｌｅｒａｔｅ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ [ Ｊ] . Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｔｈｅｒꎬ ２０１４ꎬ １４３( ２):
１８１￣１９６

[２０] 　 Ｋｏｎａｌａ ＶＢꎬ Ｍａｍｉｄｉ ＭＫꎬ Ｂｈｏｎｄｅ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｃｕｒｒｅｎｔ
ｌａｎｄｓｃａｐｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌ ｓｅｃｒｅｔｏｍｅ: Ａ ｎｅｗ
ｐａｒａｄｉｇｍ ｆｏｒ ｃｅｌｌ￣ｆｒｅｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｃｙｔｏｔｈｅｒａｐｙꎬ ２０１６ꎬ １８
(１): １３￣２４

[２１] 　 Ｚｈａｎｇ Ｂꎬ Ｗｕ Ｘꎬ Ｚｈａｎｇ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｃｏｒｄ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｅｎｈａｎｃｅ ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｔｈｅ Ｗｎｔ４ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ ｐａｔｈｗａｙ[Ｊ] . Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄꎬ ２０１５ꎬ
４(５): ５１３￣５２２

[２２] 　 ＭｃＢｒｉｄｅ ＪＤꎬ Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ￣Ｍｅｎｏｃａｌ Ｌꎬ Ｇｕｚｍａｎ Ｗꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｏｎｅ
Ｍａｒｒｏｗ Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌ￣Ｄｅｒｉｖｅｄ ＣＤ６３ ＋ Ｅｘｏｓｏｍｅｓ
Ｔｒａｎｓｐｏｒｔ Ｗｎｔ３ａ Ｅｘｔｅｒｉｏｒｌｙ ａｎｄ Ｅｎｈａｎｃｅ Ｄｅｒｍａｌ Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ Ｍｉｇｒａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ Ｉｎ Ｖｉｔｒｏ [ Ｊ] . Ｓｔｅｍ
Ｃｅｌｌｓ Ｄｅｖꎬ ２０１７ꎬ ２６(１９): １３８４￣１３９８

９０１


