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摘要 目的 了解内皮祖细胞外泌体( EPCs-Exo) 中的 miＲ-
NA-222-3p 对糖尿病小鼠皮肤伤口愈合的影响。方法 采

用荧光染色法对 C57BL /6 小鼠骨髓来源内皮祖细胞( EPCs)

进行鉴定。对从 EPCs 培养基中分离出的 EPCs-Exo 进行鉴

定以及 miＲNA 高通量测序。建立糖尿病小鼠皮肤损伤模

型，随机分为 5 组: PBS 组、EPCs-Exo 组、空白组、agomiＲ-222-
3p 组、antagomiＲ-222-3p 组。根据不同分组，连续处理 14 d，

观察创面愈合率，免疫荧光方法了解治疗前后创缘组织中活

性氧( ＲOS) 、血管内皮生长因子( VEGF) 、CD31 表达水平变

化。结果 EPCs-Exo 促进糖尿病小鼠皮肤伤口愈合，降低

创缘组织中 ＲOS 表达水平，增加 VEGF、CD31 表达水平 ( P
＜ 0. 05) 。高通量测序提示 miＲNA-222-3p 在 EPCs-Exo 中高

度表达。创缘组织局部皮下注射 miＲNA-222-3p 可显著促进

糖尿病小鼠皮肤伤口愈合，降低创缘组织中 ＲOS 表达水平，

增加 VEGF、CD31 表达水平( P ＜ 0. 05) 。结论 miＲNA-222-
3p 促进糖尿病小鼠伤口愈合，在 EPCs-Exo 促进创面愈合过

程中发挥重要作用。
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糖尿病足溃疡( diabetic foot ulcer，DFU) 是造成

糖尿病患者截肢的主要原因之一［1 － 2］，目前临床常

用的 DFU 治疗手段难以达到 满 意 效 果。外 泌 体

( exosome，Exo) 是细胞内多泡体与细胞膜融合后，释

放到细胞外基质中的膜性囊泡。近年来，应用干细

胞来源的外泌体治疗难愈合皮肤创面的研究逐渐受

到关 注［3 － 4］。内 皮 祖 细 胞 ( endothelial progenitor
cells，EPCs) 是血管内皮细胞的前体细胞，其功能主

要为参与出生后缺血组织的血管发生和血管损伤后

的修 复。先 前 的 研 究［5］ 显 示 EPCs 产 生 的 Exo

( EPCs-Exo) 可调节血管内皮细胞的功能，并在血管

内皮损伤的修复中发挥重要作用，然而其作用机制

尚不清楚。微小 ＲNA( microMＲNA，miＲNA) 是一种

内源性非编码小 ＲNA，长度约为 18 ～ 25 个核苷酸，

通过与下游靶 mＲNA 的 3’UTＲ 区域特异性结合，

使 mＲNA 翻译受到抑制或直接降解，从而调控基因

表达。外泌体中含有大量的 miＲNA，这些 miＲNA
具有重要的调节功能，包括参与血管生成和伤口愈

合［6］。课题组前期应用高通量测序发现 EPCs-Exo
中富含 miＲNA-222-3p［7］，临床研究发现创面组织中
miＲNA-222-3p 的表达 变 化 与 DFU 的 发 病 密 切 相

关［8］。该 研 究 旨 在 通 过 动 物 实 验，进 一 步 探 讨
EPCs-Exo 中 miＲNA-222-3p 对糖尿病小鼠皮肤伤口

愈合的影响，以期为糖尿病患者皮肤伤口治疗提供

新的靶点。

1 材料与方法

1． 1 实验动物与材料 8 周龄健康 SPF 级雄性
C57BL /6 小鼠 44 只，体质量( 33. 5 ± 3. 6 ) g，购自中

国科学院上海实验动物中心; 戊巴比妥钠购自德国
Merck 公司; 磷酸盐缓冲液 ( phosphate buffered sa-
line，PBS) 购自上海碧云天生物科技有限公司; 淋巴

细胞分离液、活性氧( reactive oxygen species，ＲOS)

染液、DAPI 购自北京索莱宝科技有限公司; 纤维连

接蛋白购自美国 Coring 公司; 胎牛血清( fetal bovine
serum，FBS) 、血管内皮生长因子( vascular endotheli-
al growth factor，VEGF) 、碱性成纤维细胞生长因子
( basic fibroblast growth factor，bFGF) 、青霉素、链霉

素、EGM-2MV、M199 培养基购自美国 Gibco 公司;

CD133、CD34、血管内皮生长因子受体 2 ( vascular
endothelial growth factor receptor 2，VEGFＲ2 ) 、血管

性血友病因子( von willebrand factor，vWF) 、CD31、
VEGF 一抗及荧光染料标记的相应二抗购自美国
Bio-Ｒad 公司; CD81 和 CD63 抗体及相应二抗购自

美国赛默飞世尔科技公司; 链脲佐菌素( streptozo-
cin，STZ) 购自美国 Sigma 公司; agomiＲ-222-3p、an-
tagomiＲ-222-3p 购自广州锐博生物技术有限公司;
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纳米 颗 粒 跟 踪 分 析 仪 ZetaView 购 自 德 国 Particle
Metrix 公司; 荧光显微镜购自日本 Olympus 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 EPCs 的分离与鉴定 在无菌条件下从 4 只

C57BL /6 小鼠中取出胫骨和股骨，按照课题组前期

研究报道的方案［9］，获得骨髓腔灌洗液，运用一系

列的分离方法，得到单核细胞并进行传代培养。应

用免疫荧光法对 EPCs 表面特异性标志物 CD133、
CD34、VEGFＲ2 等 蛋 白 表 达 情 况 进 行 检 测，鉴 定

EPCs。本研究获安徽医科大学动物伦理委员会批

准( 批准文号: LLSC20192304) 。
1． 2． 2 EPCs-Exo 的分离、鉴定与测序 在培养的

EPCs 融合率达 80% ～ 90% 时，用 PBS 进行冲洗。
随后将 EPCs 置于不含 FBS 的 EGM-2MV 培养基中

培养，24 h 后收集 EPCs 培养基，2 000 r /min 离心 30
min 以消除凋亡细胞和细胞碎片。最后，将上清液

在 4 ℃ 10 000 r /min 条件下离心 1 h，获得的沉淀物

即为 EPCs-Exo。运用纳米颗粒跟踪分析( nanoparti-
cles tracking analysis，NTA) 技术和 Western blot 方法

鉴定提取的外泌体，使用 BCA 法测定 EPCs-Exo 的

浓度。分离到的外泌体在 － 80 ℃ 下储存 1 个月供

后续研究使用。此外，将 4 份不同的 EPCs-Exo 标本

委托上 海 云 序 生 物 科 技 有 限 公 司 完 成 外 泌 体 中

miＲNA 高通量测序。
1． 2． 3 糖尿病小鼠模型的建立 40 只雄性 C57BL /
6 小鼠适应性喂养 1 周后，根据先前的研究报道方

法［7］，一次性给予腹腔注射 STZ ( 0. 1 mol /L，pH =
4. 2) 60 mg /kg。注射 72 h 后，采尾尖血检测小鼠空

腹血糖，2 次空腹血糖 ＞ 11. 1 mmol /L 则认为糖尿病

小鼠模型建立成功。共有 35 只小鼠造模成功。
1． 2． 4 糖尿病小鼠皮肤损伤模型的建立 35 只糖

尿病小鼠继续饲养 2 周，并在血糖稳定后进行进一

步研究。用 1%戊巴比妥钠( 40 mg /kg) 行腹腔内注

射麻醉，剃除小鼠后腿上毛发，75% 乙醇消毒皮肤。
利用无菌手术剪制作一直径为 4 mm 的全层圆形皮

肤伤口，止血后即为糖尿病小鼠皮肤损伤模型。
1． 2． 5 糖尿病小鼠皮肤损伤模型的伤口治疗 将

35 只糖尿病皮肤损伤模型小鼠随机分为 PBS 组( 伤

口涂抹 PBS，每天 2 次) 、EPCs-Exo 组［伤口涂抹与

PBS 等体积的 EPCs-Exo ( 100 μg /ml) ，每天 2 次］、
空白组( 伤口周围的 4 个部位接受共计 1 ml PBS 皮

下注射，每天 2 次) 、agomiＲ-222-3p 组( 伤口周围的

4 个部位接受 0. 5 μmol /L agomiＲ-222-3p 共计 1 ml
皮下注射，每天 2 次) 、antagomiＲ-222-3p 组 ( 伤口周

围的 4 个部位接受 0. 5 μmol /L antagomiＲ-222-3p 共

计 1 ml 皮下注射，每天 2 次) ，每组各 7 只。各组治

疗持续 14 d，应用 ImageJ 软件测量第 0、7 和 14 天的

伤口面积。使用公式计算伤口愈合率: 伤口愈合率

( % ) = ( A0 － At ) /A0 × 100%，其中 A0 为初始伤口

面积，At 为测量时伤口面积。
1． 2． 6 免疫荧光分析 分别于伤口治疗前( 0 d) 和

治疗结束后( 14 d) 取各组小鼠伤口创缘组织，固定

于 4%多聚甲醛，石蜡包埋，切片。利用免疫荧光染

色对各组小鼠伤口创缘组织 切 片 中 ＲOS、CD31、
VEGF 表达水平进行检测。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 27. 0 软件进行统计

分析。服从正态分布的计量资料以 珋x ± s 表示，两组

间比较用独立样本 t 检验，多组间比较采用单因素

方差分析，若进行两组间比较，再采用最小显著差值

法( LSD 法) 。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 EPCs 及 EPCs-Exo 的分离与鉴定 通过诱导

小鼠骨髓单核细胞分化分离 EPCs，免疫荧光显示

EPCs 表面特异性蛋白 CD34、CD133、VEGFＲ2 表达

呈阳性，vWF 呈阴性，提示成功分离出 EPCs，见图

1A。电子显微镜观察显示外泌体通常为杯状或球

形形状，见图 1B。NTA 显示 EPCs-Exo 直径平均值

约为 100 nm，见图 1C。Western blot 显示外泌体标

记蛋白( CD81 和 CD63) 表达明显，提示成功分离出

EPCs-Exo，见图 1D。
2． 2 EPCs-Exo 促进糖尿病小鼠皮肤伤口愈合

将分离的 EPCs-Exo( 100 μg /ml) 或 PBS 直接涂抹于

糖尿病小鼠的皮肤伤口。结果显示，与 PBS 组比较，

EPCs-Exo 组糖尿病小鼠伤口闭合速度加快，至 14 d
时，EPCs-Exo 组创面愈合率明显高于 PBS 组［( 91. 8
±7. 3) % vs ( 45. 7 ± 4. 4) %，P ＜ 0. 05］。此外，使用

免疫荧光分析来评估氧化应激标志物 ＲOS、血管生成

相关因子 VEGF、CD31 在小鼠创缘组织中的表达水

平。结果显示，至 14 d 时，与 PBS 组比较，EPCs-Exo
组创缘组织中 ＲOS 水平降低，VEGF、CD31 表达水

平增加( P ＜ 0. 05) 。见图 2。
2． 3 EPCs-Exo 中 miＲNA 的高通量测序 应用 Ｒ
语言包( version 4. 2. 3 ) 对 EPCs-Exo 中 miＲNA 表达

谱进行聚类分析，其中横坐标代表样本编号，纵坐标

代表 miＲNA 的名称，见图 3A。此外，对 EPCs-Exo
中 miＲNA 的表达水平进行测序，并列出了完全表

达 的 前 10 个 miＲNA，结 果 显 示 miＲNA-222-3p 在
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图 1 EPCs 及 EPCs-Exo 的鉴定

A: 免疫荧光法检测 EPCs 表面特异性蛋白 CD34、CD133、VEGFＲ2、vWF 表达( × 400) ; B: 电子显微镜下观察外泌体形态( × 400) ，红色箭头

所指为外泌体; C: EPCs-Exo 直径; D: Western blot 检测外泌体标记蛋白 CD81 和 CD63

图 2 EPCs-Exo 对糖尿病小鼠皮肤伤口愈合的影响

A: 两组小鼠创面愈合情况及免疫荧光法检测创缘组织中 ＲOS、VEGF、CD31 表达( × 400 ) ; B: 两组小鼠创面愈合率及创缘组织中 ＲOS、

VEGF、CD31 相对表达水平比较; 与 PBS 组比较: * P ＜ 0. 05
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EPCs-Exo 中高度表达，见图 3B。

图 3 EPCs-Exo 中 miＲNA 的高通量测序

A: miＲNA 表达谱的聚类分析，红色代表高表达，紫色代表低表

达; B: 在 EPCs-Exo 中表达的前 10 种 miＲNA，miＲNA-221-3p 用红色

方框表示

2． 4 miＲNA-222-3p 对糖尿病小鼠皮肤伤口愈合

的影响 将 PBS、浓度为 0. 5 μmol /L 的 agomiＲ-222-
3p 或 antagomiＲ-222-3p 皮下注射于糖尿病小鼠的皮

肤创缘组织中，发现 agomiＲ-222-3p 组糖尿病小鼠

伤口的愈合率显著提高，伤口结痂形成更快，至 14 d
时，agomiＲ-222-3p 组创面愈合率明显高于空白组和

antagomiＲ-222-3p 组 ［( 94. 2 ± 6. 7 ) % vs ( 50. 8 ±
4. 9) % vs ( 53. 5 ± 4. 2 ) ，F = 34. 23，P ＜ 0. 05］。免

疫荧光分析结果显示，与空白组和 antagomiＲ-222-3p
组比较，agomiＲ-222-3p 组的糖尿病小鼠创缘组织中

ＲOS 水 平 降 低，VEGF、CD31 表 达 水 平 增 加 ( P ＜
0. 05) 。提示，miＲNA-222-3p 可促进小鼠伤口愈合，

在 EPCs-Exo 调节创面愈合过程中发挥重要作用。
见图 4。

3 讨论

DFU 难愈的原因尚不清楚，可能与糖尿病患者

皮肤的特殊微环境、高糖氧化应激、血管生成减少、
相关炎症因子数量变化和免疫反应功能障碍等多种

因素有关。其中，氧化应激和血管生成障碍因成为

解决 DFU 创 面 愈 合 受 限 的 关 键 环 节 而 受 到 重

视［10］。
EPCs-Exo 可以调节血管内皮细胞的功能，在血

管损伤修复中发挥重要作用。Li et al［11］在动物实验

中证明，EPCs-Exo 可以加速大鼠颈动脉内皮损伤后

的早期再分化，从而促进血管修复; 在体外实验中，

EPCs-Exo 可增强血管内皮细胞的增殖和迁移能力，

并上调血管生成相关基因的表达。Zhang et al［12］研

究发现，EPCs-Exo 可通过激活细胞外调节蛋白激酶

信号通路来提高内皮细胞的血管生成活性，并最终

促进皮肤伤口修复和再生。还有学者发现［13］，在

DFU 大鼠模型中，过表达核因子 E2 相关因子 2 的

脂肪干细胞外泌体可降低创面组织中氧化应激相关

蛋白表达水平，促进创面血管形成，从而加速皮肤伤

口愈合。本研究中，EPCs-Exo 可促进糖尿病小鼠的

皮肤伤口愈合，同时观察到伤口组织中血管生成相

关分子的表达上调，氧化应激状态降低，这与既往研

究结果一致。
外泌体是直径为 40 ～ 150 nm 的细胞外小泡，可

转运 circＲNA、lncＲNA、miＲNA、mＲNA 和生长因子。
研究［14 － 15］显示，外泌体在心血管系统、神经系统和

肿瘤等疾病的预防、形成、发展和控制过程中发挥至

关重要的作用。本研究应用高通量测序首次发现

miＲNA-222-3p 为 EPCs-Exo 中 表 达 丰 度 第 2 位 的

miＲNA，同时证实 miＲNA-222-3p 可加速糖尿病小鼠

的皮肤伤口愈合。已知 CD31 是证明内皮细胞组织

存在的良好指标，VEGF 是皮肤中最有效的血管生

成细胞因子之一［14］。伤口中 VEGF 的表达量将直

接影响血管生成能力和创面愈合结局。此外，增强

的氧化应激可使创面愈合延迟，改善创面氧化应激

能有效缩短创面的愈合时间，促进创面愈合［15］。本

研究表明，在糖尿病小鼠创面组织中，miＲNA-222-
3p 可增加 CD31、VEGF 的蛋白表达，降低 ＲOS 水

平，提示 miＲNA-222-3p 可降低创面氧化应激，促进

血管生成，改善血液灌注，从而促进创面愈合。此效

应系 miＲNA-222-3p 直接参与还是与 lncＲNA 或 cir-
cＲNA 相互作用而发挥调控作用，有待进一步研究

探索。
值得一提的是，本研究结果可能具有潜在的临

床应用价值。本研究结果提示，EPCs-Exo 中富含高

表 达 的miＲNA-222-3p，并 且 用EPCs-Exo涂 抹 糖 尿
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图 4 miＲNA-222-3p 对糖尿病小鼠伤口愈合的影响

A: 三组小鼠创面愈合情况及免疫荧光法检测创缘组织中 ＲOS、VEGF、CD31 表达( × 400 ) ; B: 三组小鼠创面愈合率及创缘组织中 ＲOS、

VEGF、CD31 相对表达水平比较; a: 空白组; b: agomiＲ-222-3p 组; c: antagomiＲ-222-3p 组; 与空白组比较: * P ＜ 0. 05; 与 agomiＲ-222-3p 组比较: #P

＜ 0. 05

病 小鼠皮肤伤口与局部使用miＲNA-222-3p具有相

似的治疗效果。实际上，与需要借助转染技术的

miＲNA 给药方式比较，外用 EPCs-Exo 治疗糖尿病

皮肤创面在临床实践中更方便、可行、实用。因此，

未来有必要进行更多的研究来确定这种给药途径在

临床实践中的有效性、安全性和可靠性，进一步完善

基于外泌体的慢性创面治疗方法。
综上所述，本研究表明 miＲNA-222-3p 在 EPCs-

Exo 中高度表达，可促进糖尿病小鼠的皮肤伤口愈

合。该作用可能与调控氧化应激、促进创面血管生

成效应有关，这一发现将为糖尿病皮肤伤口的临床

治疗提供一种潜在的新靶点和新方法。本研究也有

不足 之 处，包 括 未 在 非 糖 尿 病 皮 肤 伤 口 中 进 行

EPCs-Exo 和 miＲNA-222-3p 的疗效观察; 未进行靶

基因预测和功能富集分析; 仅予现象研究，未对涉及

到的分子机制进行进一步探索; 在研究氧化应激的

效应中，仅检测 ＲOS 表达，未检测包括还原型辅酶

Ⅱ、还原性谷胱甘肽等参与氧化应激调节过程的其

他指标，未来有待进一步完善相关研究。
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Effect of miＲ-222-3p in endothelial progenitor cell-derived exosomes
on skin wound healing in diabetic mice

Wang Yongqi，Ji Hua，Tang Ying，Wu Tingting，Jie Ｒuyan，Chen Mingwei
( Dept of Endocrinology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To explore the effect of miＲNA-222-3p in endothelial progenitor cell-derived exosomes
( EPCs-Exo) on skin wound healing in diabetic mice． Methods Endothelial progenitor cell ( EPCs) derived from
C57BL /6 mouse bone marrow were identified by fluorescence staining． Subsequently，EPCs-Exo isolated from the
media of EPCs were identified，and high-throughput sequencing of EPCs-Exo miＲNA was completed． The skin injury
model of diabetic mice was established． According to different groups，the wounds were treated with externally ap-
plied phosphate buffer solution ( PBS ) and EPCs-Exo; Subcutaneous injection of PBS，agomiＲ-222-3p，and an-
tagomiＲ-222-3p at the edge of the wound was performed continuously for 14 days，and the wound healing rate was
observed． Meanwhile，immunofluorescence methods were used to investigate the changes in the expression levels of
ＲOS，CD31，and VEGF in the wound margin tissue before and after treatment． Ｒesults EPCs-Exo significantly ac-
celerated skin wound healing in diabetic mice，reduced the level of ＲOS，and increased the expression level of
VEGF and CD31 in the wound margin tissue ( P ＜ 0. 05) ． High-throughput sequencing showed that miＲNA-222-3p
was highly expressed in EPCs-Exo． Local subcutaneous injection of miＲNA-222-3p into wound margin tissue signifi-
cantly promoted the skin wound healing of diabetic mice，reduced the level of ＲOS，and increased the expression
level of VEGF and CD31 in the wound margin tissue ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion MiＲNA-222-3p promotes wound
healing in diabetic mice and plays an important role in EPCs-Exo promoting wound healing．
Key words endothelial progenitor cells; exosome; diabetic foot; miＲNA-221-3p; wound healing
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