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  [摘要] 目的 探讨人胎盘间充质干细胞外泌体(human
 

placenta-derived
 

mesenchymal
 

stem
 

cells-exo-
somes,hPMSCs-Exos)通过稳定肺组织中肾素-血管紧张素系统(RAS)平衡从而减轻急性肺损伤(ALI)后肺纤

维化进程的调控机制。方法 实验分为对照组(Control组)、LPS损伤组(LPS组)和hPMSCs-Exos干预组

(hPMSCs-Exos组)。体外培养hPMSCs,对其进行三系诱导分化鉴定,并大量收集干细胞培养基。通过外泌体

提取纯化试剂盒获得hPMSCs-Exos。通过透射电镜观察hPMSCs-Exos形态表现,通过 Western
 

blot检测

hPMSCs-Exos特异性标记蛋白CD9、CD63、TSG101表达水平。体外扩增培养人肺微血管内皮细胞(hPM-
VECs),直至相互融合形成单层肺血管内皮。LPS组及hPMSCs-Exos组用LPS诱导人肺微血管内皮细胞损

伤6
 

h,hPMSCs-Exos组中加入hPMSCs-Exos共培养24
 

h,LPS组不做特殊干预;Control组中加入等量生理

盐水6
 

h。通过 Western
 

blot检测各组肺血管内皮RAS中的ACE表达水平;通过ELISA检测各组肺血管内

皮Ang1-7、AngⅡ表达水平;通过 Western
 

blot检测各组中肺血管纤维化相关蛋白TGF-β1、α-SMA表达水平。
结果 体外分离的hPMSCs可成功诱导分化为成骨细胞、软骨细胞及脂肪细胞。hPMSCs-Exos中表达CD9、
CD63、TSG101。与对照组相比,LPS组 ACE的表达水平下降(P<0.05);与LPS组相比,hPMSCs-Exos组

ACE的表达升高(P<0.05)。与对照组相比,LPS组Ang1-7表达水平下降,AngⅡ表达水平升高(P<0.05);
与LPS组相比,hPMSCs-Exos组Ang1-7表达水平升高,AngⅡ表达水平下降(P<0.05)。与对照组相比,LPS
组TGF-β1、α-SMA表达水平升高(P<0.05);与LPS组相比,hPMSCs-Exos组TGF-β1、α-SMA表达水平下降

(P<0.05)。结论 hPMSCs-Exos可通过稳定LPS诱导损伤的血管内皮中RAS系统的表达,进而改善肺血

管内皮纤维化。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

regulatory
 

mechanism
 

of
 

human
 

placenta-derived
 

mesenchymal
 

stem
 

cells-exosomes
 

(hPMSCs-Exos)
 

in
 

mitigating
 

the
 

progression
 

of
 

pulmonary
 

fibrosis
 

after
 

acute
 

lung
 

in-
jury

 

(ALI)
 

by
 

stabilizing
 

the
 

renin-angiotensin
 

system
 

(RAS)
 

balance
 

in
 

lung
 

tissue.Methods The
 

experi-
ment

 

was
 

divided
 

into
 

a
 

control
 

group
 

(Control
 

group),LPS
 

injury
 

group
 

(LPS
 

group)
 

and
 

hPMSCs-Exos
 

in-
tervention

 

group
 

(hPMSCs-Exos
 

group).Human
 

placenta-derived
 

mesenchymal
 

stem
 

cells
 

(hPMSCs)
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro,induced
 

to
 

differentiate
 

into
 

three
 

lineages,and
 

a
 

large
 

amount
 

of
 

stem
 

cell
 

culture
 

medium
 

was
 

collected.hPMSCs-Exos
 

were
 

obtained
 

through
 

exosome
 

extraction
 

and
 

purification
 

components.The
 

morphology
 

of
 

hPMSCs-Exos
 

was
 

observed
 

by
 

transmission
 

electron
 

microscopy,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
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specific
 

antigens
 

CD63,TSG101
 

and
 

CD9
 

on
 

hPMSCs-Exos
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Human
 

pulmonary
 

microvascular
 

endothelial
 

cells
 

(hPMVECs)
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro
 

until
 

they
 

fused
 

to
 

form
 

a
 

monolayer
 

of
 

pulmonary
 

vascular
 

endothelium.The
 

LPS
 

group
 

and
 

hPMSCs-Exos
 

group
 

were
 

induced
 

to
 

injure
 

human
 

pul-
monary

 

microvascular
 

endothelial
 

cells
 

with
 

LPS
 

for
 

6
 

h,and
 

the
 

hPMSCs-Exos
 

group
 

was
 

co-cultured
 

with
 

hPMSCs-Exos
 

for
 

24
 

h.The
 

LPS
 

group
 

did
 

not
 

receive
 

special
 

intervention,the
 

Control
 

group
 

received
 

an
 

e-
qual

 

amount
 

of
 

saline
 

for
 

6
 

h.The
 

expression
 

level
 

of
 

angiotensin-converting
 

enzyme
 

(ACE)
 

in
 

the
 

pulmonary
 

vascular
 

endothelial
 

RAS
 

of
 

each
 

group
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

blot,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Ang1-7
 

and
 

AngⅡ
 

in
 

the
 

pulmonary
 

vascular
 

endothelium
 

of
 

each
 

group
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA.In
 

addition,the
 

expres-
sion

 

levels
 

of
 

pulmonary
 

vascular
 

fibrosis-related
 

proteins
 

transforming
 

growth
 

factor-β1
 

(TGF-β1)
 

and
 

α-
smooth

 

muscle
 

actin
 

(α-SMA)
 

in
 

each
 

group
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results hPMSCs
 

isolated
 

in
 

vitro
 

could
 

be
 

successfully
 

induced
 

to
 

differentiate
 

into
 

osteoblasts,chondrocytes,and
 

adipocytes.CD9,CD63,
and

 

TSG101
 

were
 

expressed
 

in
 

hPMSCs-Exos.Compared
 

with
 

the
 

Control
 

group,the
 

expression
 

level
 

of
 

ACE
 

decreased
 

in
 

the
 

LPS
 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

LPS
 

group,the
 

expression
 

of
 

ACE
 

increased
 

in
 

the
 

hPMSCs-Exos
 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

Control
 

group,the
 

expression
 

level
 

of
 

Ang1-7
 

decreased
 

and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

AngⅡ
 

increased
 

in
 

the
 

LPS
 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

LPS
 

group,the
 

expression
 

level
 

of
 

Ang1-7
 

increased
 

and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

AngII
 

decreased
 

in
 

the
 

hPMSCs-Exos
 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

Control
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

TGF-β1
 

and
 

α-SMA
 

were
 

increased
 

in
 

the
 

LPS
 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

LPS
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

TGF-β1
 

and
 

α-SMA
 

were
 

decreased
 

in
 

the
 

hPMSCs-Exos
 

group
 

(P<0.05).Conclusion hPMSCs-Exos
 

can
 

improve
 

vascular
 

fibrosis
 

by
 

stabilizing
 

the
 

expression
 

of
 

the
 

RAS
 

system
 

in
 

LPS
 

induced
 

endothelial
 

damage.
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  急性呼吸窘迫综合征(acute
 

respiratory
 

distress
 

syndrome,ARDS)是急性肺损伤(acute
 

lung
 

injury,
ALI)的最严重形式,也是临床常见的急危重症,死亡

率为35%~46%[1-2],这与其病情演变过程中发生的

肺纤维化密切相关[3-4]。ARDS病理过程涉及炎症失

控、上皮内皮屏障破坏及异常修复反应,约40%的幸

存者会发展为肺纤维化,导致肺功能不可逆损害。当

前临床治疗ALI主要采用机械通气和抗炎药物,但无

法有效阻止纤维化进展,迫切需要新的治疗策略[5-6]。
肾素-血 管 紧 张 素 系 统 (renin-angiotensin

 

system,
RAS)是复杂的激素级联反应系统,作用极其广泛,除
参与血压调节、炎症反应、免疫调节、细胞凋亡、组织

修复等多种生理活动外[7],肺组织内还存在局部RAS
(组织型RAS)[8]。在 ARDS及其后续发展(如肺纤

维化)过 程 中,RAS紊 乱 与 肺 纤 维 化 形 成 密 切 相

关[9-10],其主要机制为RAS紊乱,如血管紧张素(angio-
tensin,Ang)Ⅱ/血管紧张素转换酶(angiotensin-conver-
ting

 

enzyme,ACE)升高、ACE2/Ang1-7降低[11-12];通过

炎症、氧化应激及转化生长因子-β(transforming
 

growth
 

factor-β,TGF-β)信号通路促进表达α-平滑肌肌动蛋白

(α-smooth
 

muscle
 

actin,α-SMA)的肌成纤维细胞活化

与胶原沉积,最终导致肺纤维化[13-14]。因此,在ARDS
中如何有效维持局部RAS的表达平衡,是改善其肺纤

维化的关键。人胎盘间充质干细胞外泌体(human
 

pla-
centa-derived

 

mesenchymal
 

stem
 

cells-exosomes,hPM-
SCs-Exos)是具有广泛生物学功能的囊泡结构,在组织

修复、免疫调节、抗炎、抗纤维化等方面发挥了重要作

用[15-17]。在ARDS小鼠实验中,外泌体被证实可改善

小鼠肺组织纤维化[11],影响其最终结局。本研究基于

前期工作,假设hPMSCs-Exos可能通过调节RAS平

衡、抑制ALI后的肺纤维化进程,通过体外实验验证

这一假设,并深入探讨相关分子机制,为临床应用

hPMSCs-Exos防治ALI及相关肺纤维化提供理论依

据,现报道如下。
1 材料与方法

 

1.1 材料

人胎盘间充质干细胞(human
 

placenta-derived
 

mesenchymal
 

stem
 

cells,hPMSCs)由宁夏人类干细

胞研究所提供;肺血管内皮细胞(human
 

pulmonary
 

microvascular
 

endothelial
 

cells,hPMVECs)、内皮细

胞培 养 基 购 于 美 国 ScienceCell公 司;TGF-β1、α-
SMA、ACE、CD63、TSG101、CD9抗体购于英国 Ab-
cam公司;山羊抗兔二抗、山羊抗小鼠二抗购于美国

Cell
 

Signaling
 

Technology公司;MesenCultTM
 

SF基

质胶、MesenCult成骨、成软骨、成脂肪诱导分化培养

基购于加拿大STEMCELL公司;油红 O染料、茜红

素染料、甲苯胺蓝染料购于北京索莱宝科技有限公

司;Ang1-7
 

ELISA、AngⅡ
 

ELISA试剂盒购于武汉华

美生物工程有限公司;ExoQuick外泌体提取纯化试

剂组件购于美国System
 

Biosciences公司。5%
 

CO2
细胞培养箱购于美国Thermo

 

Fisher
 

Scientific公司,
电子天平购于美国 Mettler-Toledo公司,高速离心机
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购于艾本德(上海)国际贸易有限公司,多功能酶标

仪、电泳仪、全自动曝光仪购于美国Bio-Rad公司,荧
光倒置显微镜购于日本Olympus公司。
1.2 方法

1.2.1 干细胞诱导分化

取配好的基质胶900
 

μL,均匀覆盖于3个预先标

记为 A1、B1、C1的25
 

cm2 干细胞培养瓶中,置于

4
 

℃冰箱过夜。次日将干细胞研究所提供的干细胞均

匀接种于上述培养瓶,每瓶加入4
 

mL干细胞培养基;
每瓶取10

 

μL细胞悬液,在显微镜下计数,细胞数约

3×103 个/瓶。将细胞置于5%
 

CO2 培养箱中贴壁培

养,待细胞贴壁生长稳定、融合度达70%~80%时,收
集细胞培养基,用PBS充分洗涤细胞;A1、B1、C1瓶

中分别更换为成骨、成软骨、成脂诱导分化培养基,再
次置于5%

 

CO2 培养箱中,每2~3天更换诱导培养

基,同时在镜下观察细胞形态变化。诱导分化3周

后,弃去诱导培养基,用PBS洗涤细胞;A1、B1、C1瓶

分别加入茜素红、甲苯胺蓝、油红O染液,在显微镜下

观察细胞形态及染色结果。
1.2.2 hPMSCs-Exos的提取与鉴定

收集1~4代人胎盘间充质干细胞的培养基,采
用ExoQuick外泌体提取纯化试剂盒,经高速离心法

获取外泌体,收集于无菌试剂管中,采用二喹啉甲酸

(bicinchoninic
 

acid,BCA)法测定外泌体蛋白浓度。
取5

 

μL外泌体悬液,缓慢滴加于铜网表面,待晾干后

用3%戊二醛固定液固定,再用4%醋酸铀酰染液负

染。自然晾干后,在透射电子显微镜下观察外泌体形

态并拍照。采用 Western
 

blot鉴定外泌体特异性标

记蛋白CD9、CD63、TSG101的表达。用RIPA裂解

液裂解外泌体,离心提取蛋白并测定浓度。根据目的

蛋白分子量配制分离胶和浓缩胶,上样后电泳(浓缩

胶80
 

V、分离胶120
 

V);转膜1.5
 

h,用5%脱脂牛奶

封闭1
 

h;一抗孵育过夜;洗膜后,二抗孵育1.5
 

h;最
后按比例混合电化学增强发光液,曝光显影。
1.2.3 脂多糖(lipopolysaccharide,LPS)诱导肺血管

内皮损伤模型
 

将5×105 个hPMVECs接种于培养皿中,用专

用培养基传代培养至第3代,镜下观察细胞形态。取

4×105 个细胞继续培养至100%融合形成单层血管

内皮,剩余细胞冻存于-80
 

℃冰箱备用。LPS组和

hPMSCs-Exos组用200
 

ng/mL
 

LPS诱导肺血管内皮

损伤,6
 

h后两组更换培养基。向hPMSCs-Exos组培

养基中加入hPMSCs-Exos共培养24
 

h,LPS组不做

特殊干预;向Control组培养基中加入等量生理盐水

6
 

h后更换培养基。电镜下观察细胞形态变化。
1.2.4 Western

 

blot检测hPMVECs中 ACE的表

达水平

将Control组、LPS组、hPMSCs-Exos组的hPM-
VECs用细胞裂解液充分裂解,提取总蛋白,采用

BCA法测定蛋白浓度。将蛋白置于100
 

℃加热10
 

min变性,取各组等量蛋白经100~150
 

V恒压电泳,
300

 

mA低温湿转1.5
 

h,将蛋白转移至聚偏氟乙烯

(polyvinylidene
 

fluoride,PVDF)膜;封闭后,4
 

℃孵育

一抗过夜,洗涤后室温孵育二抗1.5
 

h;洗涤后滴加电

化学增强发光液并曝光条带,用Image
 

J软件分析条

带灰度值。
1.2.5 ELISA 检 测 各 组 hPMVECs中 Ang1-7、
AngⅡ的表达水平

将Control组、LPS组、hPMSCs-Exos组的hPM-
VECs用胰酶消化后收集细胞,裂解细胞,4

 

℃、12
 

000
 

r/min离心,收集上清液;采用BCA法测定蛋白浓度

后,按ELISA试剂盒说明书检测上清液中 Ang1-7、
AngⅡ的表达水平。
1.2.6 Western

 

blot检测hPMVECs中TGF-β1、α-
SMA的表达水平

参照1.2.4方法检测对照组、LPS组、hPMSCs-
Exos组TGF-β1、α-SMA的表达水平。
1.3 统计学处理

 

采用SPSS21.0软件进行统计分析。计量资料以

x±s表示,组间比较采用t检验或单因素方差分析。
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 hPMSCs的培养及诱导分化

原代hPMSCs经传代培养至第3代,其生长态势

良好,形态良好,呈梭形(图1A~C)。分别将其向骨细

胞、软骨细胞、脂肪细胞诱导分化3周后,细胞形态发生

明显改变:成骨细胞呈扁圆形多突起,紧密连接,出现钙

沉积,细胞内几乎无细胞质(图1D);软骨细胞呈不规则

排列,多突起,聚集成簇的聚合体即软骨团(图1E);脂
肪细胞呈椭圆形,体积增大,细胞质中出现脂肪滴(图
1F);诱导分化成功后,成骨细胞被茜素红染色呈阳性

(图1G),软骨细胞被甲苯胺蓝染成蓝色(图1H),脂
肪细胞被油红O染色呈深红色(图1I)。
2.2 LPS诱导损伤的hPMVECs

hPMVECs呈扁圆形,100%融合形呈单层血管内

皮,血管内皮细胞成漩涡状排列;经LPS诱导hPM-
VECs,细胞形态发生改变呈条索状,细胞排列杂乱,
见图2。
2.3 hPMSCs-Exos的提取

 

收集大量1~4代hPMSCs培养基,通过 Exo-
Quick在其中获取干细胞外泌体,对其在透射电镜下

进行形态鉴定,hPMSCs-Exos呈杯口状或双凹形,经
测量直径约50

 

nm,见图3。
2.4 hPMSCs-Exos表面 抗 原 CD9、CD63、TSG101
的表达水平

hPMSCs-Exos中高表达CD9、CD63、TSG101,而
hPMSCs中CD9、CD63、TSG101的表达水平较低,见
图4。

592重庆医学2026年第55卷第2期 Chongqing
 

Med
 

J,2026,Vol.55,No.2



  A~C:hPMSCs的形态学特征(倒置显微镜,200×);D~F:诱导分化3周后的成骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞(倒置显微镜,200×);G~I:诱导

分化成功后成骨细胞、软骨细胞、脂肪细胞染色(倒置显微镜,200×)。

图1  hPMSCs的培养及诱导分化

  A:光镜下单层血管内皮(100×);B:光镜下损伤的单层血管内皮(100×)。

图2  LPS诱导损伤的hPMVECs

  A:hPMSCs-Exos聚集图(30
 

000×);B:hPMSCs-Exos放大图(40
 

000×)。

图3  hPMSCs-Exos的提取
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图4  CD9、CD63、TSG101的 Western
 

blot蛋白图

2.5 Western
 

blot检测hPMVECs中 ACE的表达

水平

与Control组相比,LPS组ACE的表达水平下降

(P<0.05);与LPS组相比,hPMSCs-Exos组 ACE
的表达升高(P<0.05),见图5。
2.6 ELISA检测各组hPMVECs中Ang1-7、AngⅡ
表达水平

与Control组相比,LPS组 Ang1-7表达水平下

降,AngⅡ表达水平升高(P<0.05);与LPS组相比,
hPMSCs-Exos组Ang1-7表达水平升高,AngⅡ表达

水平下降(P<0.05),见图6。
2.7 Western

 

blot检测各组hPMVECs中TGF-β1、
α-SMA表达水平

与Control组相比,LPS组TGF-β1、α-SMA表达

水平升高(P<0.05);与LPS组相比,hPMSCs-Exos
组 TGF-β1、α-SMA 表达水平下降(P<0.05),见
图7。

  A:Western
 

blot检测的蛋白条带;B:ACE表达水平定量分析;①:

Control组;②:LPS组;③:hPMSCs-Exos组;a:P<0.05。

图5  各组ACE的 Western
 

blot蛋白图及表达水平

定量分析

  A:各组Ang1-7表达水平比较;B:各组AngⅡ表达水平比较;①:Control组;②:LPS组;③:hPMSCs-Exos组;a:P<0.05。

图6  ELISA检测各组hPMVECs中Ang1-7、AngⅡ表达水平

  A:Western
 

blot检测的蛋白条带;B:TGF-β1表达水平定量分析;C:α-SMA表达水平定量分析;①:Control组;②:LPS组;③:hPMSCs-Exos
组;a:P<0.05。

图7  Western
 

blot检测各组hPMVECs中
 

TGF-β1、α-SMA蛋白表达

3 讨  论

  hPMSCs-Exos可减轻LPS诱导的肺血管内皮损

伤及后续肺纤维化进程,其部分机制为hPMSCs-Ex-
os通过维持血管内皮中RAS的稳定性改善肺纤维

化。hPMSCs凭借多向分化潜能及强大旁分泌功能,
已成为再生医学领域极具价值的细胞资源[18-20]。本

研究中,hPMSCs可在体外高效分化为成骨细胞、软
骨细胞及脂肪细胞,且分化过程可通过特定诱导方案

精确调控,验证了实验所用hPMSCs的稳定性与可靠

性。同时,hPMSCs分泌的外泌体富含生物活性物

质,可通过多种机制参与组织修复与再生。与直接细

胞移植相比,hPMSCs-Exos治疗具有低免疫原性、良
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好安全性及规避伦理争议等优势,使其成为极具前景

的无细胞治疗策略[21-23]。本研究前期从hPMSCs培

养基中分离得到其分泌的外泌体,该外泌体表达

CD9、CD63及TSG101等特征性表面标志物;电子显

微镜观察显示其呈典型杯状或圆饼状形态,粒径分析

证实其粒径约50
 

nm。上述前期实验为后续肺血管

内皮损伤干预实验奠定了坚实基础。
ALI及ARDS是临床常见危重症,肺血管内皮损

伤是其主要病理特征之一。本研究发现,hPMSCs-
Exos可明显改善LPS诱导的hPMVECs功能障碍,
其机制包括稳定损伤hPMVECs中的RAS平衡,进
而下调纤维化相关蛋白 TGF-β1、α-SMA表达水平,
最终减轻内皮细胞纤维化进程。既往研究表明,RAS
在ALI中的紊乱会导致AngⅡ水平升高,通过血管紧

张素1型受体激活促炎信号(如核因子-κB、TGF-
β)

[7,24],促进中性粒细胞浸润、细胞因子(IL-6、肿瘤坏

死因子-α)释放,加重肺血管通透性及肺泡损伤。Ang
Ⅱ可诱导氧化应激,进一步损伤肺泡上皮细胞[25]。
ACE是 RAS的重要调控分子,其异常表达会促进

AngⅠ转化为AngⅡ;同时ACE2可降解AngⅡ并生

成抗炎肽段 Ang1-7,而在新型冠状病毒肺炎相关肺

损伤中,ACE2下调会导致AngⅡ积累、Ang1-7减少,
进而加剧炎症及纤维化倾向[26-29]。此外,ALI/ARDS
患者肺组织中局部RAS紊乱与TGF-β/Smad和Mad
相关蛋白通路过度激活相关[30]。AngⅡ通过血管紧

张素1型受体直接激活关键促纤维化因子TGF-β1,
刺激成纤维细胞增殖并分化为肌成纤维细胞(表达α-
SMA、分泌胶原)。

hPMSCs-Exos作为无细胞治疗策略,既避免了

干细胞移植潜在的伦理问题与安全风险,又保留了亲

代细胞的治疗潜能。近期临床个案报道显示,胎盘间

充质干细胞来源的细胞外囊泡用于治疗系统性硬化

病相关间质性肺病患者时,可显著改善呼吸困难及干

咳症状,胸部CT提示肺纤维化改变明显减少[31]。另

一项案例中,1例55岁移植物抗宿主病患者接受

hPMSCs-Exos治疗后,皮肤硬化及干燥症状显著改

善[32]。这些临床观察支持了本研究结果,进一步提示

hPMSCs-Exos在肺血管损伤及相关纤维化疾病治疗

中的潜在应用价值。然而,hPMSCs-Exos向临床应

用的转化仍面临若干挑战:(1)外泌体的分离、纯化及

储存工艺需进一步优化,以确保治疗活性的稳定性;
(2)最佳给药途径(静脉、吸入或局部给药)、剂量方案

及长期安全性仍需深入研究;(3)外泌体中富含大量

miRNA,这些分子可能发挥协同或拮抗作用,未来需

解析这种复杂的“miRNA
 

组学”网络。
综上所述,hPMSCs-Exos可稳定LPS诱导损伤

的血管内皮中RAS系统的表达,进而改善肺血管内

皮纤维化。
利益冲突:所有作者声明不存在利益冲突
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