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[摘  要] 目的：探究脂肪间充质干细胞来源的外泌体促进低氧条件下的血管化机制。方法：通过超速

离心法,分别从正常和低氧条件下的脂肪间充质干细胞获得外泌体；本项目利用人脐静脉内皮细胞,采用

CCK-8、Transwell等方法测定其活性及迁移能力,成管试验测定其对人脐静脉内皮细胞成血管的影响,

同时采用Westernblot技术检测血管新生蛋白低氧诱导因子-1α和血管内皮生长因子的表达。结果：在

低氧环境下,脂肪间充质干细胞外泌体的释放可促进人脐静脉内皮细胞的增殖、迁移和血管新生,差异具

有统计学意义(P＜0.05)；血管相关蛋白HIF-1α、VEGF显著上调,差异具有统计学意义(P＜0.05),同时磷

酸化c-Jun氨基末端激酶(p–JNK)的表达显著增强,差异具有统计学意义(P＜0.05)。结论：在低氧环境下,

脂肪间充质干细胞外泌体可以通过上调HIF-1α/VEGF/JNK通路促进血管生成,为临床治疗血管生成、

血管损伤修复疾病提供相关治疗方向。 
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[Abstract] Objective: To investigate the mechanism by which adipose-derived mesenchymal stem 

cells-derived exosomes promote vascularization under hypoxic conditions. Methods: Exosomes were obtained 

from adipose-derived mesenchymal stem cells under normal and hypoxic conditions by ultracentrifugation. 

Human umbilical vein endothelial cells were used in this project, and their activity and migration ability were 

determined by CCK-8 and Transwell methods. Tube formation assay was used to determine its effect on 

angiogenesis of human umbilical vein endothelial cells, and Western blot technique was used to detect the 

expression of angiogenesis proteins hypoxia-inducible factor-1α and vascular endothelial growth factor. Results: 

Under hypoxic conditions, the release of exosomes from adipose-derived mesenchymal stem cells promoted the 

proliferation, migration and angiogenesis of human umbilical vein endothelial cells, and the difference was 

statistically significant (P < 0.05); the vascular-related protein HIF-1α , VEGF were significantly upregulated, 

the difference was statistically significant (P< 0.05), and the expression of phosphorylated c-Jun amino-terminal 

kinase (p-JNK) was significantly enhanced, the difference was statistically significant (P < 0.05). Conclusion: 

Under hypoxic conditions, adipose-derived mesenchymal stem cell exosomes can promote angiogenesis by 

upregulating the HIF-1α/VEGF/JNK pathway, providing relevant therapeutic directions for the clinical 

treatment of angiogenesis and vascular damage repair diseases. 

[Key words] Adipose-derived mesenchymal stem cells; exosomes; hypoxia; vascularization; vascular endothelial 

growth factor 

 

引言 

研究表明,在低氧条件下,间充质干细胞(mesenchymal 

stem cells,MSCs)能促进HUVEC增殖、迁移和新生血管生成,两者

之间存在显著差异(P<0.05),低氧诱导因子-1α(hypoxiainduci 

ble factor-1α,HIF-1α)和血管内皮生长因子(vascularendo 

thelial growth factor,VEGF)显著增加(P<0.05),P-jnk(P<0.05) 

显著增加(P<0.05)[1]。血管新生在许多疾病中发挥着重要作用。

MSCs分泌外泌体,向受体细胞输送各种营养物质,并影响其表
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型和功能。MSCs在正常态氧含量(PO212%)下生长,但在正常生

理状态下,其氧含量大多为2%～8%,与正常血氧含量相差甚远
[2]。氧含量是控制细胞能量代谢的重要因素,也是细胞生物学特

性的重要组成部分。既往研究表明,MSCs能在低氧水平下增加分

泌因子的表达。其机制主要是MSCs中存在HIF-1α,能转录控制

VEGF的表达,并促进VEGF的表达[3-4]。然而,其内容物的种类和数

量并不稳定,与所含物质无关,对细胞周围的环境也很敏感,这

证实它是对外界刺激的一种反馈机制。根据相关研究,MSCs在低

氧条件下分泌的外泌体可改善下肢缺血和脑损伤,但其机制尚

不清楚[5]。因此,我们研究了在低氧和常态氧条件下,骨髓间充

质干细胞(bone marrow mesenchymal stem cells,BMSCs)的外

泌体对人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endothelial 

cells,hUVECs)造成增殖、迁移和新生血管的机制。 

1 材料与方法 

本研究所用材料及设备见表1。 

表1 研究所用材料及设备 

类别 类别 来源

材料及试剂

BMSCs、HUVECs 广州赛业生物

Transwell小室 Corning

胎牛血清 Gibco

CCK8 检测试剂盒 广州水云天生物

低氧诱导因子–1α(HIF–1α))

武汉博士德生物科技有限公司

血管内皮生长因子(VEGF)

c–Jun氨基末端激酶(JNK)

p–JNK、CD9、CD63、内参抗体

主要仪器

二氧化碳细胞培养箱 Thermo,USA

酶标仪

离心机

倒置荧光显微镜 Nikon,Japan

超净工作台 苏州净化

蛋白转膜系统 Bio–rad,USA

 

1.1方法。(1)细胞培养。将BMSCs移植到T25培养皿中,等待

细胞贴壁,去除原来的培养基,加入不含外显子的培养基,转移

到去苛性碱槽(1%O2、5%CO2、94%N2)中24小时,收集透明液体。

此外,将HUVECs接种到6孔板中,加入ECM基质,转移到二氧化碳

培养箱中,每3天回收和更换一次。(2)外泌体的提取和鉴定。采

用低氧/常态氧BMSC培养基,应用超快速离心分离技术,透射电

镜观察形态学变化,Western–blot测定特征性CD9和CD63蛋白

的表达。(3)CCK8测定。在96孔板中以103μm培养HUVEC24小时。

低氧和常态氧BMSC外泌体48小时后,按照CCK8试剂盒说明书加

入CCK8,室温孵育4小时。在450nm波长下检测光密度(OD)值。(4)

五成管试验。在96孔板中加入50ml/孔的Ru液体基质凝胶,在37

°C下加热30分钟后固化。本研究使用HUVEC。用消化－离心、

d-gal、d-gal+hyhamc-exos培养的hUVEC作为研究对象。将整个

ECM培养物作为悬浮液,加入100升混合悬浮液和100L基质凝胶。

3.5h后,在40x显微镜下随机拍摄每组3张图像,并使用ImageJ软

件计算试管长度。(5)Westernblot。本项目使用低氧和常态氧

状态下的hUVECs,用RIPA水解,用BCA纸测定蛋白质含量,用

dss-pages倒模,脱脂奶粉室温封闭1h,孵育一抗,二抗,采用电

子化学发光用于成像。 

1.2统计学方法。本研究中计数资料采用[n,(%)]表示,进行

卡方检验,对计量资料进行统计分析,统计值以()表示,组间差

异以t表示,使用统计学软件为SPSS25.0,P<0.05为差异显著。 

2 结果 

2.1提取和识别外泌体。将成功收集的低氧与常态氧环境下

的BMSCs培养基超离心后,采用透射电镜观察(图1a)。通过

Westernblot检测外泌体中CD9和CD63的表现(图1b),表明研究

成功提取外泌体。 

低氧环境 常态氧环境
 

图1a 透射电镜观察结果 

低氧环境 常态氧环境
 

图1b Westernblot检测结果 

2.2 CCK8检测hUVECs活性。在低氧环境下与常态氧环境下

将BMSCs外泌体处理hUVECs后,采用CCK8测定其活性,发现低氧

外泌体组的HUVECs活性明显更强(P<0.05),见表2,因此,我们提

出了BMSC外泌体在低氧环境中刺激hUVEC活性的假设。 
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表2 HUVECs活性、迁移、血管生成检测情况(%) 

组别

CCK8 检测

HUVECs活性

Transwell 检测

HUVECs的迁移情况

HUVECs血管生成功能

的成管实验

低氧环境组 1.4 95 75

常态氧环境组 0.8 75 48

X2 6.136 14.157 14.275

P 0.013 ＜0.001 ＜0.001

 

2.3 Transwell检测hUVECs的迁移情况。收集低氧与常态氧

环境下的BMSCs外泌体处理HUVECs的Transwell小室,结果显示

低氧环境下的hUVECs的迁移数量明显较多(P＜0.05),见图2。表

明低氧环境下的BMSC外泌体可促进 hUVECs迁移。 

2.4 hUVECs血管生成功能的成管实验。在低氧环境下与常

态氧环境下将BMSCs外泌体处理hUVECs后,成管试验结果显示低

氧环境下的血管生成长度更明显(P＜0.05),见图2,表明BMSC 

外泌体在低氧情况下可促进血管形成。 

2.5 Westernblot对细胞中相应蛋白质表达的影响。在低氧

环境下与常态氧环境下将BMSCs外泌体处理hUVECs后,采用

Westernblot检测,结果显示,低氧环境下HIF-1α和VEGF的表达

以及p-JNK的蛋白表达量明显增加(P<0.05),见图2。表明低氧条

件下BMSCs外泌体有可能通过HIF-1α/VEGF/JNK通路控制新生

血管的形成。 
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图2 不同氧环境下Westernblot检测结果 

3 讨论 

血管新生参与各种生理过程,如组织发育、缺血、炎症和

组织修复[6-7]。在低氧情况下,hUVECs的外泌体发挥着重要作用,

但其确切的控制机制尚不清楚。因此,本研究假设HUVECs在低

氧环境中释放外泌体,通过HIF-1α/VEGF/JNK信号通路促进

血管新生。 

VEGF是促进血管新生的主要因子,而HIF-1α是控制细胞内

氧代谢的重要分子,在低氧环境中发挥着重要作用。据报道[8],

低氧会增加HIF-1α和VEGF的表达,促进血管新生。以往的研究

表明[9],高迁移率族蛋白B1(high mobility group box protein 

1,HMGB1)通过HIF-1α/VEGF信号通路促进血管新生。本研究实

验结果也显示,低氧组HIF-1αyuVEGF的表达均显著增加,与常

态氧环境相比差异具有统计学意义(p＜0.05),表明低氧

时,BMSC外泌体可通过上调HIF-1α/VEGF促进血管新生。 

JNK信号通路在细胞增殖、分化、存活和移动中发挥着重要作

用。JNK信号通路在血管生成中发挥着重要作用HMGB1通过JNK信号

通路促进肿瘤细胞的分化、凋亡和迁移。以往的研究表明[10],缺氧

时JNK的表达明显增加,而且JNK通路在促进外显子血管生成中发

挥着重要作用。本研究结果显示,在低氧环境下,JNK的磷酸化水平

明显上升,与常态氧环境相比差异具有统计学意义(p＜0.05),表

明了低氧时,BMSC外泌体可通过上调JNK水平促进血管新生。 

综上所述,本研究结果表明BMSCs释放的外泌体可促进在低

氧环境下hUVECs的增殖、迁移和新生血管生成,激活JNK信号,

上调HIF-1α/VEG并促进hUVECs新生血管生成。因此,低氧MSCs

来源的外泌体有望成为治疗血管新生相关疾病的一种新方法。 
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