
! "

!"#$ !""#$%!&'

!

("!!

"

""#$%"%&$'

!"#$ %&'()*!"+!"!##$%",- ./0)123#$

+&#'()*'(#"++#,；./'()*!"+"!'(','(+-$##,

456789+"$$./,:;:<=>?:@ABCDEFGH*IEFJ

KLMNOMPQRS-TU45DVWX:0/1234D4526789"&.:;<1Y

(! 型巨噬细胞外泌体对皮肤创面愈合影响的探究
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皮肤创面愈合是一个复杂且涉及多种高度调

节因素相互作用的过程，分为炎症、增殖和重塑 % 个

阶段d)9!e。在世界范围内，受创面愈合缺陷累及的人

群超过 % :^^ 万，给医疗系统带来了巨大的经济负

担d%e。目前，对皮肤创面的治疗包括创面的清创、敷

料的应用、组织工程皮肤移植物以及干细胞疗法

等d"e。尽管以上治疗方法在改善创面愈合方面发挥

了重要作用，但治疗效果仍然不理想，存在出血、疼

痛、感染、排异、干细胞致瘤性等风险d'e。因此，寻找

一种具有免疫调节且促进组织再生的方法有望解

决皮肤创面愈合问题。巨噬细胞是皮肤正常愈合过

程中的重要细胞，在人体免疫调控、炎症和组织再

生中发挥重要的主导作用d39:e。在受到外界因素影响

时，巨噬细胞表型会发生改变。活化的巨噬细胞可分

为经典活化型（()）和交替活化型（(!）。其中 (! 型

巨噬细胞主要是辅助性 [ 细胞（[;）! 细胞因子如白

细胞介素（K5）9" 或 K59)^，具有抗炎和修复损伤组

织的能力d6e。外泌体是由细胞通过胞外分泌方式释
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放的纳米级脂质体囊泡，内含多种丰富的生物分

子，如蛋白质、核酸、脂质等，并通过输送这些关键

生物分子对局部或远处细胞传递生物信号，在细胞

通讯中发挥重要作用!"#$"%&。最近，一些研究证实了巨

噬细胞来源的外泌体在免疫调节和组织再生中的

突出作用。其中，'() 等!"*&通过将 +% 型巨噬细胞来

源的外泌体（+%,-./）与血管平滑肌细胞共培养，发

现 +%,-./ 通过旁分泌方式有助于促进血管平滑肌

细胞去分化，对血管组织修复有重要作用。目前，关

于+%,-./在皮肤创面愈合的研究较少。因此，本研究

目的是提取并鉴定+%,-./，探究 +%,-./ 对 01%1 真

皮成纤维细胞增殖和迁移的作用，以及 +%,-./ 在

小鼠体内对创面愈合的作用。

! !"#$%

"2" !"#$% 3+4+ 培养基、青霉素$链霉素

和胎牛血清购自美国 5678. 公司；小鼠 90:; 蛋白购

自美国<=3公司，兔单克隆抗体 06>,? @?A6)(/,、B31、

@C6-、DE5"#" 和 F<G 标记的羊抗兔 9A5 购自英国

@78(H 公司；BBI:J 溶液购自北京索莱宝公司。电

泳仪、电转仪购自美国 K6.:<(L 公司，高速离心机

购自德国 DM,?H. 公司，高速冷冻离心机购自美国

K,8NH() B.OCP,? 公司，酶标仪购自美国 K6.:D,N 公

司，实时荧光定量 GB< 仪购自德国 <.8M, 公司，化

学发光分析系统购自上海天能公司。

"2% &'()

"2%2" +% 型巨噬细胞的极化及培养 将 <@Q%R;2S

细胞（购自武汉普诺赛细胞生物公司）在含有 "#T

UKE 的 3+4+ 培养基中培养，待其生长至细胞密度

为J#T时，加入含 %# )AVH0 90:;的培养基干预 ;J M，

然后用无血清培养基继续培养 ;J M，收集上清。

"W%W% Q,/P,?) 印迹 以 " !"#

X 个V孔的密度将

<@Q%R;WS 细胞接种于 R 孔板，设 +# 组、+% 组，+#

组不作处理，+% 组加入含 %# )AVH0 的 90:; 的培养

基干预 ;J M。用预冷的 GKE缓冲液小心清洗 *次后，

加<9G@裂解液于冰上裂解 " M。在 ;"下，"% ### ?VH6)

离心 "X H6)，小心吸取上清液。KB@ 法测蛋白浓度

后加入蛋白上样缓液，金属浴内煮沸 "# H6)。取

*# !A 变性好的蛋白上样，用 JT#"%T E3E:G@54

进行电泳，于冰上 %%# H@ 转膜 "%# H6)，室温封闭

" M。用 "!DKED（含 #W"T DY,,):%#）缓冲液按

" $" ### 的比例稀释一抗 @?A6)(/,:"，GZ3U 膜置于

一抗中 ;"过夜孵育。然后用 "!DKED 缓冲液洗膜

*次，继续在含山羊抗兔 9A5:F<G（"$X# ###）的封

闭溶液中室温孵育 " M，滴加 4B0发光液于 GZ3U 膜

上，通过化学发光凝胶成像系统成像拍照。

"W%W* [<D:GB< 利用 D<9\.C 提取试剂（9)>6P?.%

A,)，]E@）提取 <@Q%R;WS 细胞的总 <^@，然后用

总<^@反转录合成 83^@（83^@ /_)PM,/6/ N6P，D(N(?(）。

采用 F6,``! [GB< E'K<!5?,,) +(/P,? +6-进行实

时 GB<。GB< 循环步骤如下：1X"预变性X H6)，1X"

变性 "# /，引物退火，R#"延伸 %# /，;#个循环，然

后进行熔解曲线分析。5@G3F 基因作为管家基因，

数据结果采用 %

:""BD 分析。引物序列见表 "。

"2%2; +% 巨噬细胞外泌体的提取与鉴定 外泌体

的提取方法参考经典的超速离心法!"#&。将已经极化

好的+%巨噬细胞培养至细胞浓度为 J#T时，继续在

无血清条件下培养 % L，收集上清。在 ;"下，依次进

行 *## ?VH6) 离心 "# H6)、% ### ?VH6) 离心 "# H6)、

"# ### ?VH6) 离心 *# H6)，以去除细胞碎片及大直

径颗粒等，然后 "%# ### ?VH6) 离心 1# H6)，收集外

泌体沉淀。最后用磷酸盐缓冲盐水（GKE）重悬颗粒

并过 #2%% !H 滤膜，于:J#"冰箱保存。取 %# !0

外泌体悬液于直径 % HH 的载样铜网上，室温静置

" H6)，用滤纸沿铜网外侧吸干液体，在铜网上滴加

%# )AVH0 磷钨酸溶液（用双蒸水配置）约 %# !0，用

" H.CV0 的氢氧化钠调 aF 值至 R 或 S 左右，室温复

染 " H6)。滤纸吸掉多余液体，在白炽灯下烘干，

透射电镜下观察外泌体形态并采集照片。利用纳

米颗粒示踪分析确定外泌体的颗粒大小，Q,/P,?)

印迹法检测 @C6-（" $" ###）、DE5"#"（" $" ###）、B31

（"$" ###）* 种外泌体的标志性蛋白。

"2%2X 细胞免疫荧光实验 01%1 真皮成纤维细胞

（购自武汉普诺赛细胞生物公司）在含有 "#T胎牛

血清和 "T青霉素V链霉素的 3+4+ 中培养，然后将

01%1 真皮成纤维细胞以 "!"#

X 个V孔的密度接种于

%; 孔板中，与 GIFRS 标记的 +%,-./ 共培养 %; M。

吸净培养基并清洗孔板内细胞，然后用 ;T的多聚

甲醛进行固定，#2*TD?6P.)b:"## 对细胞通透化，加

入含 3@G9的防荧光淬灭封片剂，在倒置荧光显微镜

下观察 01%1 成纤维细胞对 +%,-./ 的摄取情况。

"2%2R 细胞增殖实验 01%1真皮成纤维细胞培养至

细胞密度为 J#T时，将细胞 X ### 个V孔接种于 1R 孔

基因名称

5@3GF

@?A6)(/,:"

产物大小（7a）

""X

"X#

& ! '()*+,-./012"#$%&'(3456789

$)* + &,-./, 0/"1/23/ )2)450-0 67 "1)28-8)8-9/ ,/9/,0/ 8,)203,-:!

8-62 :645./,)0/ 3;)-2 ,/)38-62:"($%&<(;

序列（X&#*&）

U.?Y(?L：@@@D55D5@@55DB55D5D5@@B

<,>,?/,：B@@B@@DBDBB@BDDD5BB@BD5

U.?Y(?L：@D5DBBBD@@D5@B@5BDBBD

<,>,?/,：5BDDBB@@BD5BB@5@BD5D
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板。对照组不作处理，!"#$%& 组为浓度 '(( !)*+,

的 !-#$%&，每组 . 个复孔。在 (、-/、/0、1- 2 时每孔

加入 3( !, 44560 溶液在培养箱孵育 - 2 后，于

/'( 7+ 处测定其吸光值。

38-81 细胞划痕实验 将 ,9-9 真皮成纤维细胞铺

满 . 孔板后，用黄枪头将单层成纤维细胞划痕成直

线，:;< 清洗细胞。对照组不作处理，!-#$%& 组为浓

度 =(( !)*+, 的 !-#$%&，于 >1!环境中继续培养。

在 (、-/、/0、1- 2 记录划痕创面的照片，使用 ?+@)#A

软件分析划痕面积，划痕闭合百分比（B）C（原始划

痕面积6测定时间划痕面积）*原始划痕面积"3((B。

38-80 动物实验 本次实验在天津市中国医学科

学院放射医学研究所饲养 3- 只 0 周的雄性 4=1;,*

.A 小鼠，所有动物实验均严格按照实验动物指南进

行，并经院伦理委员会批准。将小鼠随机分为 :;<

组（!C.）、!-#$%& 组。实验前，首先用异氟醚麻醉小

鼠，并剔除其背部毛发。碘伏消毒表皮后，用直径

为 0 ++ 的活检穿孔机对其皮肤全层进行穿刺D3/E。

在造模后当天分别进行两种分组处理，:;< 组注

射 -(( !, 的 :;<，!-#$%& 组注射等体积的 !-#$%&

（=(( !)*+,），在第 3、/、1 天对创面外观进行肉眼观

察并拍照记录。利用 ?+@)#A 计算创面愈合率，愈合

率#（原始创面面积$未闭合的创面面积）%创面原始

面积"3((B。

38-89 组织学分析 在第 1 天，分别取两组皮肤标

本，用 /B多聚甲醛固定，常规进行脱水、包埋、切

片，采用 FG 染色观察创口皮肤新生毛细血管、炎症

细胞浸润情况。

38> !"#$% 所有数据结果采用 HI@J2:@K

:IL&+08( 软件进行统计分析，符合正态分布的计量

资料以 !"# 表示。采用独立样本 " 检验进行比较两

组间的差异，#M(8(= 表示差异具有统计学意义。

! !"

"83 !" &'()*+,- NOP-./81 细胞经

?,6/ 处理 /0 2 后，经 P#&Q#I7 印迹测定结果显示，

!- 组 OI)L7@&#63（!- 型巨噬细胞标志物）较 !( 组

表达更显著（图 3O）。RNS6:4N 结果显示，与 !( 组

相比，OI)L7@&#63（图 3;）的 +NTO 水平在 !- 组中

表达较高（#&(8((3）。

-8- !-&'()*./0+123,- 用透射

电镜观察 !-#$%&，如图 -O 所示，!-#$%& 呈双层膜

囊泡结构，圆形或接近圆形，具有典型的外泌体特

征。外泌体囊泡内无细胞器或凋亡小体等结构，可

排除其为细胞碎片的可能；利用纳米粒径示踪分析

测量 !-#$%& 的粒径，结果如图 -; 中所示，本实验

所测得的 !-#$%& 平均粒径为 33389 7+。P#&Q#I7 印

迹结果表明 !-#$%& 阳性表达 > 种 蛋 白 OUL$、

S<H3(3、4V9 且表达量明显高于上清液（图 -4）。

-8> ,9-9 45678)9:; !-#$%& 将:5F.1

标记的 !-#$%& 与 ,9-9 成纤维细胞共培养 -/ 2

后，可见成纤维细胞的核周围呈现绿色荧光（图 >）。

注：O：P#&Q#I7印迹检测 OI)L7@&#63蛋白表达；;：RNS6:4N检测

OI)L7@&#63+NTO 表达水平；!( 组：不作处理；!- 组：加入 -( 7)*+,

的 ?,6/；WWW#&(8((3

# " #$%!&'()$%&'()**!+,-$./01!"

+,- " ./012,314,/5 /6 #$%!&'() 78009 :828 ,5;<78; ,54/ *!

=172/>?1-89

O

;

注：O：透射电镜鉴定外泌体形态；;：粒径分析外泌体直径范围；4：P#&Q#I7 印迹鉴定结果

# ! *!+,-$.23/456/78!"

+,- ! @;854,6,714,/5 289<049 /6 *! =17?2/>?1-8A;82,B8; 8C/9/=89

OI)L7@&#63

"6@XQL7
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!"# $!%&'( !" )*!* #$%&'()*+,-

. 通过 ++,-. 法验证 $!%&'( 对成纤维细胞增殖

的影响，如图 # 所示，在 #. / 和 0! / 时，与对照组

相比，$!%&'( 组对成纤维细胞有显著的促进增殖作

用（均 !!1"12）。利用划痕实验方法来评估 $!%&'(

对体外创面愈合的影响，如图 3 所示，$!%&'( 处理

组在 #. / 和 0! / 时细胞迁移能力均显著高于对照

组（均 !!1"13）。

!"3 $/0123345 45 6789 如图 6

所示，与 789 组相比，在第 #、0 天时 $!%&'( 组创面

处无红肿、渗出，面积明显缩小（均 !!1"111 2）。45

染色结果可见，789 组创面皮下可见大量炎症细胞

浸润，新生血管较少，而 $!%&'( 组没有炎症细胞浸

润，并且新生血管较多。

! !"

皮肤创面的愈合是一个精确复杂的过程，涉及

多种细胞的参与，其中巨噬细胞具有调节炎症、促进

增殖及血管生成等作用:23;。研究报道，巨噬细胞来源

的外泌体可抑制促炎酶和细胞因子的产生，发挥抗

炎作用，进而促进糖尿病伤口愈合:26;。本研究提取并

鉴定了 $!%&'(，通过体内外实验验证其对成纤维细

# ! "#$%$%&'()*+,&$'()*-!+!.

,-. / 01234' )5 &$'()* 67 "#8% 9':;3< 5-6:)6<3*2*-!+!.

注：对照组：不作处理；$!%&'( 组：加入 311 !<=>) 的 $!%&'(；
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胞增殖和迁移的作用及对皮肤创面愈合的影响。

根据激活状态的不同，巨噬细胞可分为两种表

型：经典激活或 !" 型巨噬细胞，交替激活或 !# 型

巨噬细胞。在创面愈合早期，巨噬细胞通过清理创面

碎片、病原体、凋亡细胞等发挥促炎作用，表现为 !"

型。在修复期，巨噬细胞以!$型为主，通过调节成纤

维细胞、内皮细胞等的增殖、迁移，促进创面的愈

合%&'(。!#型巨噬细胞可根据跨膜糖蛋白、酶、激素、细

胞因子等!#标志物来鉴定，其中 )*+,-./01"是常用

的!$标志物%"2(。本研究利用 3415极化 6)7#859'细

胞得到!$型巨噬细胞，70/:0*-印迹和 ;6<1=>6结

果表明其高表达 )*+,-./01&。又利用透射电镜、纳米

粒径示踪分析和70/:0*-印迹证明了!#0?@/的存在。

细胞的黏附、迁移和增殖是影响创面愈合速度

的关键因素，成纤维细胞可产生新的细胞外基质、胶

原沉积，是创面收缩愈合的关键%&A1#B(。研究表明，脂

肪干细胞来源的外泌体通过促进成纤维细胞的增

殖、迁移来促进小鼠皮肤创面的愈合%$&(。4, 等%&8(发现

!$0?@/ 促进大鼠糖尿病模型内皮细胞的增殖和迁

移，改善糖尿病创面的血管化和再上皮化。因此，本

研究通过 >>C12 和细胞划痕实验观察到 !$0?@/ 可

以促进成纤维细胞的增殖、迁移及创面愈合，但具

体机制不明。先前有研究报道，!$0?@/ 在皮肤创伤

愈合中是通过将 !& 型巨噬细胞重编程为 !$ 型巨

噬细胞来发挥作用的，>>4$$、>>4$5 和 !DE1F2

可能是参与 !#0?@/ 引导细胞重编程的关键分子%##(。

与以往研究一致的是，本研究也证明了 !#0?@/ 的

创面愈合作用，但未涉及重编程以及具体机制尚未

探究。为了进一步验证 !#0?@/ 在体内对创面愈合

的作用，笔者通过对皮肤创面外观观察，发现与 =GH

组相比，!#0?@/ 组创面明显缩小，创面无红肿、渗出

液，能显著促进创面的愈合。IF 染色结果可见，

!#0?@/ 能明显减少炎症细胞浸润和增加毛细血管

新生，促进小鼠创面的闭合。

综上所述，!#0?@/ 可以促进成纤维细胞增殖和

迁移，通过直接在小鼠皮肤创面周围注射 !#0?@/

对创面愈合有显著的促进作用，然而，!#0?@/ 对成

纤维细胞作用的具体靶点及作用机制尚不知，有待

进一步探究。
!"#$%
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