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胎盘间充质干细胞外泌体对高糖培养的成纤维细胞衰老的影响

边晓玮１，２，张翠萍２，李炳２，马　奎２，杨　稢２，付小兵２　　３０００７０天津，天津医科大学研究生院１；１０００４８北京，
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　　［摘要］　目的　探索高糖（ｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ，ＨＧ）促进体外培养的人皮肤成纤维细胞（ｈｕｍａｎｄｅｒｍａｌ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＨＤＦｓ）的衰老条件，建立高糖老化模型；观察胎盘间充质干细胞来源的外泌体（ｅｘｏｓｏｍｅｓ，
Ｅｘｏｓ）对高糖培养的成纤维细胞增殖、迁移及衰老的影响。方法　分离人包皮组织的 ＨＤＦｓ。实验分为
３组：正常对照组（５．５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）、ＨＧ１组（２６ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）、ＨＧ２组（３５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）。
ＣＣＫ８试剂盒检测各组细胞在１、３、５、７ｄ的增殖情况；各组培养７ｄ后进行划痕实验，观察各组 ＨＤＦｓ
在２４ｈ内的迁移率；２′，７′二氯荧光素二醋酸（ＤＣＦＨ）法检测各组培养７ｄ后细胞内活性氧簇（ＲＯＳ）水
平；细胞衰老β半乳糖苷酶染色试剂盒检测各组培养７ｄ后β半乳糖苷酶活性。体外培养胎盘间充质
干细胞（ｐｌａｃｅｎｔａｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＰＭＳＣｓ），差速高速离心法分离 Ｅｘｏｓ。将上述培养的 ＨＤＦｓ分
为３组：ＨＧ２组（３５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）、ＨＧ２＋低浓度 Ｅｘｏｓ（５μｇ／ｍＬ）组、ＨＧ２＋高浓度 Ｅｘｏｓ（５０μｇ／ｍＬ）
组，培养３ｄ后，检测细胞增殖情况、迁移率、ＲＯＳ水平和β半乳糖苷酶活性；流式细胞术检测细胞周期；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析衰老相关蛋白 ｐ５３和 ｐ２１表达情况。结果　与对照组相比，ＨＧ１和 ＨＧ２组培养的
ＨＤＦｓ增殖、迁移能力明显下降（Ｐ＜０．０１），ＲＯＳ水平显著升高（Ｐ＜０．０１），β半乳糖苷酶活性显著增加
（Ｐ＜０．０１），而且各指标尤其以ＨＧ２组变化最为明显；Ｅｘｏｓ实验结果显示：高浓度Ｅｘｏｓ明显促进高糖培
养ＨＤＦｓ的增殖和迁移（Ｐ＜０．０１），显著降低细胞内的 ＲＯＳ水平和 β半乳糖苷酶活性（Ｐ＜０．０１），同时
使细胞内ｐ５３和ｐ２１蛋白的表达水平显著下降（Ｐ＜０．０１），而低浓度 Ｅｘｏｓ无明显效果。结论　胎盘间
充质干细胞来源的Ｅｘｏｓ促进高糖培养的ＨＤＦｓ增殖、迁移，缓解细胞的氧化应激损伤和衰老状态，其机
制可能与衰老相关蛋白ｐ５３和ｐ２１表达下调有关。
　　［关键词］　外泌体；胎盘间充质干细胞；成纤维细胞；高糖；细胞衰老；细胞增殖；细胞迁移
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　　创面愈合是指由于致伤因子的作用造成组织缺失
后，局部组织通过再生、修复、重建，进行修补的一系列

病理生理过程。其中，人皮肤成纤维细胞（ｈｕｍａｎ
ｄｅｒｍａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＨＤＦｓ）在创面修复过程中起重要作
用，如分泌基质成分、胶原纤维，分泌多种细胞因子促

进创面愈合。ＨＤＦｓ还与新生的毛细血管等共同构成
肉芽组织，填补组织缺损。然而，糖尿病皮肤创面由于

长期高糖环境的刺激导致 ＨＤＦｓ功能发生改变，从而
影响创面愈合速度，形成慢性难愈合创面［１］。因此改

善高糖环境下ＨＤＦｓ的增殖、分化、迁移等功能状态是
促进糖尿病创面愈合的关键。

　　Ｅｘｏｓ是一种大小为５０～１５０ｎｍ的膜性外分泌囊
泡［２］。Ｅｘｏｓ内富含核酸、蛋白质、脂类等，因此在细胞
间通讯、疾病诊断及组织修复和再生等方面发挥重要

作用［３］。研究表明，Ｅｘｏｓ可以从体液和细胞培养上清
液中获得，例如在脂肪来源干细胞［４］、骨髓间充质干

细胞［５］、内皮祖细胞［６］等的上清中均分离到了外泌

体。另外，不同细胞来源的Ｅｘｏｓ因含有的活性物质成
分不同而具有不同的生物学功能，如骨髓间充质干细

胞来源Ｅｘｏｓ可促进内皮细胞成管［７］，诱导性多能干细

胞来源的间充质干细胞来源的 Ｅｘｏｓ可加速创面上皮
形成并促进胶原蛋白成熟［８］等。ＰＭＳＣｓ作为间充质
干细胞的一员，其具有易获取、对母亲和新生儿无任何

不良影响、免疫原性低、使用时不引起免疫排斥反应等

优势，因此可以作为 Ｅｘｏｓ的理想来源。据文献报道，
从ＰＭＳＣｓ培养上清中分离的外泌体可以促进内皮细
胞的增殖和迁移，并增强血管生成相关基因 Ｔｉｅ２和

Ａｎｇ２的表达［９］，还可以促进创面愈合并抑制疤痕的形

成［１０］。但ＰＭＳＣｓ来源的Ｅｘｏｓ是否能改善高糖环境下
ＨＤＦｓ的功能状态国内外少见报道。
　　本研究首先建立ＨＤＦｓ的高糖老化模型并分离培
养 ＰＭＳＣｓ，然后从 ＰＭＳＣｓ培养上清中分离 Ｅｘｏｓ，将
Ｅｘｏｓ用于处理高糖环境下 ＨＤＦｓ，观察其对高糖培养
的ＨＤＦｓ增殖、迁移和衰老的影响，并探寻其机制，检
测衰老相关蛋白 ｐ５３和 ｐ２１的表达变化，从而为
ＰＭＳＣｓ来源的外泌体用于创面治疗提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和仪器
　　试剂：ＣＣＫ８试剂盒（同仁公司，日本）；ＤＮＡ含量
检测试剂盒（索莱宝公司，中国）；ＲＯＳ试剂盒（索莱宝
公司，中国）；半乳糖苷酶试剂盒（Ｓｉｇｍａ公司，德国）；胎
牛血清（ＦＢＳ，Ｇｉｂｃｏ公司，美国）；无 Ｅｘｏｓ胎牛血清（无
ＥｘｏｓＦＢＳ，ＳＢＩ公司，美国）；０．２５％胰蛋白酶（索莱宝公
司，中国）；１０％青链霉素双抗（索莱宝公司，中国）；
ＤＭＥＭ低糖培养基 （ＤＭＥＭＬＧ，葡萄糖 浓 度 为
５．５ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｇｉｂｃｏ公司，美国）；ＤＭＥＭ高糖培养基
（ＤＭＥＭＨＧ，葡萄糖浓度为２６ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｇｉｂｃｏ公司，美
国）；葡萄糖溶液（２００ｇ／Ｌ，Ｇｉｂｃｏ公司，美国）；ＤＭＥＭ／
Ｆ１２培养基（Ｇｉｂｃｏ公司，美国）；０．５％中性蛋白酶
（Ｓｉｇｍａ公司，德国）；Ⅰ型胶原酶（Ｓｉｇｍａ公司，德国）；
ＤＮａｓｅＩ（索莱宝公司，中国）；ＰＫＨ６７（Ｓｉｇｍａ公司，德
国）；磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，索莱宝公司，中国）；ＢＣＡ蛋
白浓度测定试剂盒（索莱宝公司，中国）。仪器：流式
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细胞仪（ＢＤ公司，美国）；倒置相差显微镜（Ｌｅｉｃａ公
司，德国）；超高速离心机（日立，日本）；超速低温离心

机（Ｔｈｅｒｍｏ公司，美国）；透射电子显微镜（ＺＥＩＳＳ公司，
德国）；纳米颗粒跟踪分析仪（Ｍａｌｖｅｒｎ公司，英国）；多功
能酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ公司，美国）；共聚焦荧光显微镜
（Ｌｅｉｃａ公司，德国）。
１．２　ＨＤＦｓ分离和培养
　　本研究２０１８年３月获得中国人民解放军总医院
伦理委员会批准。取得患者家属知情同意后，取１８～
２２岁健康男性包皮环切术后包皮组织，ＰＢＳ冲洗皮下
血污，剪去皮下血管、脂肪组织，将包皮组织剪成１ｃｍ２

大小皮片，加入 ０．５％中性蛋白酶消化，置于 ４℃过
夜。用眼科镊撕去表皮，保留真皮组织，然后用０．２５％
胰蛋白酶消化３ｈ。加入等体积无ＥｘｏｓＦＢＳ中和胰蛋
白酶，将上清液加入离心管中，离心（１０００ｒ／ｍｉｎ，
５ｍｉｎ）。弃上清液，将细胞沉淀重悬于含１０％ＦＢＳ的
ＤＭＥＭＬＧ培养基中，接种至细胞培养皿，置于３７℃，
５％ＣＯ２细胞培养箱培养，待细胞贴壁后，每隔４８ｈ更
换培养基。当细胞汇合约 ９０％时，进行传代培养，取
第３代（Ｐ３）细胞用于后续实验。
１．３　建立高糖模型的实验分组及处理
　　将Ｐ３的ＨＤＦｓ分为３组：①正常对照组（５．５ｍｍｏｌ／Ｌ
葡萄糖）用ＤＭＥＭＬＧ培养；②ＨＧ１组（２６ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄
糖）用ＤＭＥＭＨＧ培养；③ＨＧ２组（３５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）
用９９．１％ＤＭＥＭＨＧ＋０．９％葡萄糖溶液（２００ｇ／Ｌ）培养。
１．４　细胞增殖实验
　　将８×１０４／ｍＬ的ＨＤＦｓ接种至９６孔细胞培养板培
养２４ｈ，各组分别培养 １、３、５、７ｄ（期间每隔 ４８ｈ换
液，不传代培养），按照 ＣＣＫ８试剂说明书，每孔加入
１０μＬＣＣＫ８试剂，置于３７℃，５％ＣＯ２培养箱孵育３ｈ
后，用酶标仪测量波长为４５０ｎｍ的光密度值Ｄ（４５０）。
按公式计算细胞增殖率［实验组 Ｄ（４５０）值／对照组
Ｄ（４５０）值×１００％］。
１．５　细胞划痕实验
　　将２×１０５／ｍＬ的ＨＤＦｓ接种至６孔细胞培养板培
养２４ｈ，各组培养７ｄ（期间每隔４８ｈ换液，不传代培
养），用１０００μＬ枪头垂直在单层细胞上划线，更换相
应培养基继续培养 ２４ｈ后置于显微镜下拍照。用
ＩｍａｇｅＪ软件测量划痕面积，计算细胞迁移率：细胞迁
移率（％）＝（０ｈ划痕区域面积－２４ｈ划痕区域面积）／
０ｈ划痕区域面积×１００％。
１．６　细胞ＲＯＳ检测
　　细胞内活性氧（ＲＯＳ）检测采用ＤＣＦＨ荧光探针检
测。将２×１０５／ｍＬ的ＨＤＦｓ接种至６孔细胞培养板培养
２４ｈ，各组培养７ｄ（期间每隔４８ｈ换液，不传代培养），
除探针阴性对照组外，其余组加入２０μｍｏｌ／ｍＬＤＣＦＨ

荧光探针避光孵育４５ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤３次后置于荧光
显微镜下观察并拍照。荧光强度经流式细胞仪检测。

１．７　细胞衰老β半乳糖苷酶染色
　　将２×１０５／ｍＬ的ＨＤＦｓ接种至６孔细胞培养板培
养２４ｈ，各组培养７ｄ（期间每隔４８ｈ换液，不传代培
养），按照衰老 β半乳糖苷酶检测试剂盒说明书进行
染色，倒置显微镜下观察细胞染色情况。老化细胞核

周围呈蓝绿色，未老化细胞不着色。每组至少计数

１０００个细胞，计算染色阳性细胞百分比的平均值为
衰老β半乳糖苷酶染色阳性率。
１．８　ＰＭＳＣｓ分离、培养及鉴定
　　取得妇产科产妇和家属知情同意后，取２５～３０岁
自然分娩女性胎盘组织，在无菌条件下，将胎盘组织剪

成１ｃｍ２小块，放入含１０％青链霉素双抗的 ＰＢＳ中涮
洗，直至ＰＢＳ变清亮无色。然后将组织放入细胞培养
皿中剔除结缔组织及血凝块，剪碎成芝麻大小。在培

养皿中加入含 １００Ｕ／ｍＬⅠ型胶原酶和 ５μｇ／ｍＬ
ＤＮａｓｅⅠ的ＤＭＥＭ／Ｆ１２，置于３７℃，５％ＣＯ２培养箱中
消化３ｈ，然后加入等体积的无ＥｘｏｓＦＢＳ终止消化，将
上清液加入到离心管中，离心（１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）。
弃上清液，将细胞沉淀重悬于含 １０％无 ＥｘｏｓＦＢＳ的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２中，接种在细胞培养皿中，置于３７℃、５％
ＣＯ２培养箱培养。原代培养前４ｄ不要移动细胞培养
皿，自第５天起，每隔４８ｈ更换培养基。大约第１０天
左右，可观察到有细胞爬出。

　　取Ｐ３的ＰＭＳＣｓ用流式细胞仪检测细胞表面抗原
ＣＤ９０、ＣＤ１０５、ＣＤ７３、ＣＤ３４及 ＣＤ４５。同时取 Ｐ３的
ＰＭＳＣｓ接种至６孔板进行成骨诱导及成脂诱导培养，
然后分别用茜素红和油红Ｏ染色，鉴定ＰＭＳＣｓ定向分
化能力。

　　ＰＭＳＣｓ传代培养至 Ｐ５时，每隔４８ｈ收集细胞培
养上清液并更换培养基。将收集的培养上清液于－８０℃
低温冰箱保存备用。

１．９　Ｅｘｏｓ的分离及鉴定
　　本研究采用差速高速离心法提取培养上清液中的
Ｅｘｏｓ。将事先收集的细胞培养上清液复温融化后，进
行２次离心（２００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ；１０００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ）
以去除死细胞及细胞碎片。将上清液加入至另一个离

心管中，进行２次超速离心（１００００×ｇ，２ｈ；１００００×ｇ，
７０ｍｉｎ）。弃上清液，沉淀即为 Ｅｘｏｓ，用 ＰＢＳ重悬
Ｅｘｏｓ，置于－８０℃低温冰箱保存。采用透射电子显微
镜观察浓缩后的 Ｅｘｏｓ并拍照。纳米颗粒跟踪分析仪
检测其粒子直径及数量。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｅｘｏｓ表
面抗原ＣＤ９、ＣＤ６３和ＣＤ８１表达情况。ＢＣＡ蛋白浓度
测定法检测Ｅｘｏｓ的蛋白浓度。
１．１０　Ｅｘｏｓ内化实验
　　取１×１０３／ｍＬ的 ＨＤＦｓ接种至共聚焦荧光显微镜
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专用培养皿中培养２４ｈ。取１０μＬ浓度为５００μｇ／ｍＬ
的Ｅｘｏｓ原液重悬于１ｍＬ的 ＰＢＳ中，加入５μＬＰＫＨ
６７荧光染料，常温孵育５ｍｉｎ，然后加入１ｍＬ无 Ｅｘｏｓ
ＦＢＳ中和染料，收集溶液至离心管离心（１００００×ｇ，
７０ｍｉｎ）。弃上清液，将 Ｅｘｏｓ重悬于 ＤＭＥＭＬＧ中，然
后加入到共聚焦荧光显微镜专用培养皿中，与 ＨＤＦｓ
共培养１２ｈ后ＰＢＳ轻柔洗涤细胞，室温下４％多聚甲
醛固定 ３０ｍｉｎ，ＰＥ标记的鬼笔环肽染 ＨＤＦｓ骨架，
ＤＡＰＩ染核后，置于共聚焦荧光显微镜下观察 ＰＫＨ６７
荧光标记的Ｅｘｏｓ是否进入ＨＤＦｓ内。
１．１１　Ｅｘｏｓ对高糖培养ＨＤＦｓ影响的实验分组及处理
　　将上述已用３５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培养基培养７ｄ的
ＨＤＦｓ分为３组：ＨＧ２组（３５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）、ＨＧ２＋低
浓度Ｅｘｏｓ（５μｇ／ｍＬ）组、ＨＧ２＋高浓度Ｅｘｏｓ（５０μｇ／ｍＬ）
组。培养３ｄ后，进行细胞增殖实验、细胞周期实验、
细胞划痕实验、细胞 ＲＯＳ检测、细胞衰老 β半乳糖苷
酶染色及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，其中细胞增殖实验、细胞划痕
实验、细胞ＲＯＳ检测、细胞衰老 β半乳糖苷酶染色实
验方法与１．４～１．７相同。
１．１２　细胞周期实验
　　收集各组细胞，用 ＰＢＳ洗涤 ３次，将细胞浓度调
整为１×１０５／ｍＬ，加入７０％预冷乙醇重悬固定，４℃过
夜，离心（１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），弃上清。将细胞沉淀用
１００μＬＲＮＡａｓｅ酶重悬，３７℃孵育３０ｍｉｎ。然后直接
加入４００μＬ碘化丙锭（ＰＩ）染色液混匀后，４℃避光孵
育１ｈ。流式细胞仪 ４８８ｎｍ激发波长下测量细胞
ＤＮＡ的分布来估计３个细胞亚群（Ｇ０／Ｇ１、Ｓ和Ｇ２／Ｍ）。
１．１３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
　　用高浓度Ｅｘｏｓ（５０μｇ／ｍＬ）培养高糖诱导老化成
纤维细胞３ｄ后，提取细胞蛋白检测 ｐ５３和 ｐ２１蛋白
的表达水平。ＲＩＰＡ细胞裂解液提取 ＨＤＦｓ总蛋白，用
ＢＣＡ法测定蛋白浓度。取 ２０μＬ蛋白经 １０％ ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶电泳后，转移至 ＰＶＤＦ膜上，加 ５％脱脂牛

奶封闭２ｈ后，分别加入一抗：小鼠抗人ｐ５３（１∶１０００，
Ａｂｃａｍ），小鼠抗人 ｐ２１（１∶１０００，Ａｂｃａｍ）及兔抗人
ＧＡＰＤＨ（１∶１０００，Ａｂｃａｍ），４℃孵育过夜。次日 ＴＢＳＴ
洗３次，以１∶５０００加入辣根过氧化物酶标记的二抗，
室温孵育２ｈ，然后加入显影液后在 ＬＡＳ４０００图像分
析系统进行采图，用ＩｍａｇｅＪ软件分析灰度值。
１．１４　统计学方法
　　使用ＳＰＳＳ２０．０软件和 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７软件进
行作图及统计分析。实验数据均为计量资料，以 珋ｘ±ｓ
表示，两组资料比较采用ｔ检验，多组资料之间的比较
采用单因素方差分析。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　高糖环境抑制ＨＤＦｓ增殖能力、迁移能力并加速
ＨＤＦｓ衰老

　　细胞增殖实验结果显示，在培养１、３ｄ时，各组培
养的ＨＤＦｓ细胞增殖率差异无统计学意义。在培养第
５天时，与正常对照组相比，ＨＧ１组和ＨＧ２组ＨＤＦｓ增
殖率略有下降，但差异无统计学意义。而在培养第７天
时，ＨＧ１和 ＨＧ２组细胞增殖能力明显抑制（Ｐ＜０．０１，
图１Ａ）。结果显示，用２６、３５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖培养基培
养ＨＤＦｓ７ｄ可明显抑制成纤维细胞增殖能力。
　　根据细胞增殖实验结果，选择用高糖培养 ＨＤＦｓ
７ｄ，以观察高糖对 ＨＤＦｓ迁移能力的影响。划痕实验
结果显示，与正常对照组相比，ＨＧ１组和ＨＧ２组ＨＤＦｓ
迁移率显著降低（Ｐ＜０．０１，图 １Ｂ、图 ２Ａ）。划痕实验
结果显示，在高糖环境培养７ｄ时，２６、３５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄
糖培养基均可以抑制成纤维细胞的迁移能力。

　　如图２Ｂ所示，培养 ７ｄ后，与正常对照组相比，
ＨＧ１组细胞内产生 ＲＯＳ水平差异无统计学意义，而
ＨＧ２组 ＨＤＦｓ内 ＲＯＳ水平显著升高（Ｐ＜０．０１），提示
３５ｍｍｏｌ／Ｌ的高糖环境可刺激ＨＤＦｓ细胞内的 ＲＯＳ水
平升高，从而诱发细胞衰老。
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图１　高糖对ＨＤＦｓ增殖的影响
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　　镜下观察细胞衰老β半乳糖苷酶染色结果（图２Ｄ），
ＨＧ１组ＨＤＦｓ无明显变化，染色率与正常对照组相比
差异无统计学意义。但用 ＨＧ２培养 ＨＤＦｓ７ｄ后，细

胞逐渐出现老化表现，镜下可见明显蓝绿色细胞染色

（Ｐ＜０．０１）。衰老相关β半乳糖苷酶染色提示３５ｍｍｏｌ／Ｌ
的高糖环境可加速成纤维细胞老化（图２Ｃ）。
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图２　高糖对ＨＤＦｓ迁移及衰老的影响
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２．２　ＰＭＳＣｓ及其上清液来源Ｅｘｏｓ的鉴定
　　流式细胞仪检测结果显示，该细胞高表达ＣＤ１０５、
ＣＤ９０和ＣＤ７３，而低表达ＣＤ３４和ＣＤ４５（图３Ａ）。Ｐ３代
ＰＭＳＣｓ经成骨诱导培养后，茜素红染色可见钙结节呈
红色（图３Ｂ）。经成脂诱导培养后，油红 Ｏ染色后可
见脂滴呈红色（图３Ｃ）。结果证明，从胎盘组织中提取
的细胞属于间充质干细胞。

　　透射电子显微镜下 Ｅｘｏｓ为大小分布均匀的杯状
双层膜性囊泡（图 ３Ｄ）。纳米颗粒跟踪分析仪检测
Ｅｘｏｓ粒径为（１１８．９±４９．５）ｎｍ（图３Ｅ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测Ｅｘｏｓ膜表面标志性蛋白ＣＤ９、ＣＤ６３和ＣＤ８１表达均
呈阳性（图３Ｆ）。Ｅｘｏｓ内化实验结果显示，经共聚焦显
微镜检可见绿色荧光小点分布于细胞内并积聚于细胞

核周围，说明ＨＤＦｓ可摄取Ｅｘｏｓ进入细胞内（图３Ｇ）。
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图３　ＰＭＳＣｓ及其培养上清液来源Ｅｘｏｓ鉴定
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２．３　Ｅｘｏｓ促进高糖培养ＨＤＦｓ的增殖能力、迁移能力
并改善ＨＤＦｓ的衰老状态

　　为了探索不同浓度的 Ｅｘｏｓ是否能使高糖诱导衰
老的 ＨＤＦｓ进入细胞增殖期，通过流式细胞术检测细
胞ＤＮＡ分布来估计３个细胞亚群（Ｇ０／Ｇ１、Ｓ和Ｇ２／Ｍ）
（图４Ａ、Ｂ）。ＨＧ２＋低浓度 Ｅｘｏｓ组增殖指数值（ＰＩ，
Ｇ２／Ｍ与Ｓ之和）与ＨＧ２组相比，差异无统计学意义。
但ＨＧ２＋高浓度Ｅｘｏｓ组的ＰＩ值则明显升高，与对照组
相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。通过比较 ＰＩ值，

说明ＨＧ２＋高浓度Ｅｘｏｓ组可使得更多ＨＤＦｓ进入Ｓ期
和Ｇ２／Ｍ期，从而促进细胞增殖。
　　细胞增殖实验结果显示（图４Ｃ），与ＨＧ２组相比，
５μｇ／ｍＬ的Ｅｘｏｓ对ＨＤＦｓ增殖能力影响差异无统计学
意义。当Ｅｘｏｓ浓度提高到５０μｇ／ｍＬ时，增殖率明显
提高（Ｐ＜０．０１）。
　　划痕实验结果显示（图４Ｄ、Ｅ），ＨＧ２＋低浓度 Ｅｘｏｓ
组与未处理组相比，迁移率差异无统计学意义。但ＨＧ２＋
高浓度Ｅｘｏｓ组的细胞迁移率显著增加（Ｐ＜０．０１）。
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图４　Ｅｘｏｓ对高糖培养的ＨＤＦｓ增殖能力、细胞周期及迁移能力的影响
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　　细胞内 ＲＯＳ产生量检测结果显示，ＨＧ２＋低浓度
Ｅｘｏｓ组未能有效抑制细胞内ＲＯＳ的产生。然而ＨＧ２＋
高浓度Ｅｘｏｓ组可显著抑制细胞内 ＲＯＳ产生，与 ＨＧ２
组相比，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图５Ａ）。

　　镜下观察衰老 β半乳糖苷酶染色结果（图 ５Ｂ），
与ＨＧ２组相比，ＨＧ２＋低浓度 Ｅｘｏｓ组并未显著降低 β
半乳糖苷酶染色率。然而ＨＧ２＋高浓度Ｅｘｏｓ组可显著
降低β半乳糖苷酶染色率（Ｐ＜０．０１）。结果提示，ＨＧ２＋
高浓度Ｅｘｏｓ组可逆转高糖培养ＨＤＦｓ的衰老状态。

探针阴性对照组
!"#

组

!"#$

低浓度
%&'(

组
!"#$

高浓度
%&'(

组

)** !+ ,** !+

,** !+ ,** !+

- ***

. ***

/ ***

# ***

, ***

*

, # /

0
1
2
!

荧
光
强
度

3

4

!"#

组
!"#$

低浓度
%&'(

组

!"#$

高浓度
%&'(

组

,** !+ ,** !+

,** !+

5*

6*

.*

#*

*

, # /

"
!

半
乳
糖
苷
酶
染
色
阳
性
细
胞
率
（
7

）

3

8

组别

组别
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图５　Ｅｘｏｓ对高糖培养的ＨＤＦｓ细胞内ＲＯＳ产生水平及细胞衰老状态的影响
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：ｐ５３；Ｃ：ｐ２１；ａ：Ｐ＜０．０１，与ＨＧ２组比较

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定ｐ５３和ｐ２１表达水平及半定量分析

２．４　Ｅｘｏｓ对高糖培养ＨＤＦｓ衰老相关蛋白ｐ５３和ｐ２１
表达水平的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 ＨＧ２组相比，ＨＧ２＋高
浓度Ｅｘｏ组衰老相关蛋白ｐ５３和ｐ２１表达水平显著降
低（Ｐ＜０．０１，图６）。表明５０μｇ／ｍＬＥｘｏｓ可通过降低
衰老相关蛋白 ｐ５３和 ｐ２１的表达水平，减轻 ＨＤＦｓ的
衰老状态。

３　讨论

　　糖尿病慢性难愈合创面是糖尿病的重要并发症，
严重影响患者的生活质量。正常的创面愈合过程大致

分为止血期、炎症期、增殖期（包括细胞外基质沉积）

和重塑期［１１］。此过程需要多种细胞参与，包括上皮层

（角质形成细胞、表皮细胞、表皮干细胞等）、真皮层

（成纤维细胞和肌成纤维母细胞）、血管和皮肤附属器

等［１２］。特别是成纤维细胞，其在创伤发生时受到其他

细胞、细胞因子及细胞外基质等的调节，迅速增殖和迁

移、组成肉芽组织填充创口、分泌胶原及最终参与瘢痕

形成，其生物学行为决定了创面的愈合情况［１３］。糖尿

病所致的体内高糖环境可使上述参与创口愈合的多种

细胞行为学功能紊乱，包括成纤维细胞的增殖和迁移

受抑制，导致创面愈合延迟［１４］。因此修复高糖条件下

老化成纤维细胞的功能是加速慢性创面愈合的关键。

　　要研究如何改善高糖状态下成纤维细胞的功能状
态，首先需要建立高糖老化模型。目前，大部分研究选

择使用Ｄ半乳糖诱导衰老，这与体内实际的高糖成分
不相符。在本研究中，我们选择高浓度葡萄糖培养成

纤维细胞，高浓度葡萄糖能更准确地模拟体内的高糖

环境，实验采用２６、３５ｍｍｏｌ／Ｌ两种浓度诱导成纤维细
胞［１５］。结果表明，用２６、３５ｍｍｏｌ／Ｌ培养成纤维细胞
７ｄ时，均可抑制其增殖和迁移能力，但３５ｍｍｏｌ／Ｌ葡
萄糖还可促进成纤维细胞内产生更多 ＲＯＳ，并诱导细

胞衰老。ＴＨＯＭＡＳ等［１６］研究发现，皮下组织的葡萄糖

浓度与血浆中相似（５．５ｍｍｏｌ／Ｌ左右），因此我们将葡
萄糖浓度为 ５．５ｍｍｏｌ／Ｌ的培养基作为正常对照组。
在高糖环境下，细胞内ＲＯＳ水平会急剧增加。ＲＯＳ产
生过多会直接导致细胞衰老［１７］。高血糖血症在多种

细胞中诱导过量 ＲＯＳ产生，包括人肾小管上皮细
胞［１８］、内皮细胞［１９］和成纤维细胞，持续高水平的活性

氧可诱导细胞衰老［２０］。本研究中，短时间高糖诱导成

纤维细胞ＲＯＳ水平并无明显增长，而随着高糖培养时
间的延长，成纤维细胞 ＲＯＳ水平可骤然升高。此外，
在高糖条件下，衰老β半乳糖苷酶染色阳性的细胞数
量明显增加。这些结果显示，高血糖环境可抑制成纤

维细胞增殖能力、迁移能力并促进细胞衰老。

　　ＰＭＳＣｓ是再生医学重要的干细胞来源［２１］，其培养

上清液因含有外泌体，而对多种疾病损伤的修复都表

现出良好的效果，例如ＰＭＳＣｓ来源外泌体可促进体内
血管形成［９］，将其与壳聚糖水凝胶复合后，可以增强

外泌体的保留和稳定性，并增强对后肢缺血的治疗作

用［２２］。还有研究证实，ＰＭＳＣｓ来源外泌体可显著降低
ＴＧＦβ的表达以及心肌的纤维化水平从而抑制炎症，
在杜氏肌营养不良的细胞治疗中具有重要的作用［２３］。

在本实验中，ＰＭＳＣｓ来源外泌体促进高糖培养的成纤
维细胞的增殖、迁移能力，类似报道还有滑膜间充质干

细胞来源外泌体促进成纤维细胞的增殖，体内实验证

实外泌体可促进胶原蛋白成熟［２４］，诱导性多能干细胞

源的ＭＳＣｓ来源的外泌体在体外以剂量依赖的方式刺
激了成纤维细胞增殖和迁移并促进Ⅰ、Ⅲ型胶原和弹
性蛋白的分泌［８，２５］。

　　近年来研究表明，外泌体能够修复衰老（包括自
然衰老［２６］、ＵＶＢ诱导衰老［２７－２８］、阿霉素诱导衰老［２８］）

的成纤维细胞，促进其增殖、迁移，减少细胞内ＲＯＳ产
生等（例如，脂肪干细胞来源的外泌体可促进高糖培

１７１１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１２）



养的内皮祖细胞血管形成并减少其细胞内 ＲＯＳ产
生［２９］，诱导性多能干细胞来源外泌体可减轻 ＭＳＣｓ细
胞内ＲＯＳ水平，从而减缓细胞衰老［３０］等）。在本研究

中，我们将ＰＭＳＣｓ来源的外泌体分为高浓度（５０μｇ／ｍＬ）
组和低浓度（５μｇ／ｍＬ）组进行实验。结果显示，高浓
度外泌体可促进高糖培养成纤维细胞的增殖、迁移，并

减少细胞内ＲＯＳ产生，减缓细胞衰老。进一步研究发
现，ＰＭＳＣｓ来源的外泌体抵抗成纤维细胞衰老并促进
其增殖、迁移的机制可能与下调衰老相关蛋白 ｐ５３和
ｐ２１的表达有关。细胞衰老是多种信号通路调控下的
生理过程，其中 ｐ５３ｐ２１ｐＲＢ是代表性信号通路［３１］。

ｐ５３不仅是肿瘤抑制因子，也可调控细胞衰老。在正
常细胞中，ｐ５３的表达通常维持在较低的水平，当 ｐ５３
激活时，通过诱导细胞周期阻滞，有效抑制细胞增

殖［３２］。ｐ２１一 种 是 周 期 蛋 白 依 赖 激 酶 （ｃｙｃｌｉｎ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｓ，ＣＤＫ）抑制剂，可以拮抗周期蛋白
ＣＤＫ复合物的活性，抑制细胞周期 Ｇ１期向 Ｓ期的转
化［３３］。ｐ５３在衰老过程中通过诱导 ｐ２１发挥作用，因
此ｐ５３和ｐ２１过表达被认为是细胞衰老的标志［３４］。

　　综上，本研究建立了高浓度葡萄糖体外诱导成纤
维细胞衰老的具体培养条件，证实了 ＰＭＳＣｓ来源的
Ｅｘｏｓ通过下调成纤维细胞内 ｐ５３及 ｐ２１表达，从而改
善高糖对成纤维细胞增殖、迁移的抑制作用，缓解高糖

培养成纤维细胞的衰老状态，为 ＰＭＳＣｓ来源的 Ｅｘｏｓ
应用于糖尿病慢性创面的临床治疗提供参考。
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