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脂肪间充质干细胞外泌体对人子宫内膜异位症细胞纤维化形成的影响
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1. 济宁医学院，山东  济宁    272000

2. 北京中医药大学，北京    100029

摘 要：目的  探讨脂肪间充质干细胞外泌体（ADSCs-Exos）对子宫内膜异位症细胞（12Z）增殖以及纤维化相关因子表达

的影响。方法  采用超速离心法提取ADSCs-Exos，并通过透射电镜（TEM）、纳米颗粒跟踪分析（NTA）、Western blotting

鉴定；采用 PKH26标记外泌体法观察 12Z 细胞对外泌体的吞噬内化情况；采用 CCK-8 法检测 ADSCs-Exos （12.5、

25.0、50.0 μg·mL−1）对 12Z细胞增殖的影响；将 12Z细胞分为：对照组、模型组、ADSCs-Exos（12.5、25.0、50.0 μg·mL−1）

组，除对照组外，其余各组采用TGF-β1（5 ng·mL−1）诱导细胞纤维化，给药 24 h后采用实时荧光定量PCR（qRT-PCR）检

测纤维化因子基因mRNA的表达。结果  提取的ADSCs-Exos呈现圆形颗粒，清晰可见；总萃取物的平均粒径为 122.6 nm，浓

度为 1.8×106颗粒·mL−1；CD9、CD63和TSG101在ADSCs-Exos均有表达，且Calnexin蛋白未表达，符合外泌体的特征。12Z细

胞可以成功将ADSCs-Exos吞噬内化；CCK-8检测结果显示，与对照组相比，采用 25 μg·mL−1 ADSCs-Exos干预 24 h后 12Z

细胞的相对存活率显著降低（P＜0.01）。qRT-PCR 结果显示，与对照组相比，模型组细胞的 CTGF、COL1A1、α-SMA 

mRNA表达水平显著升高（P＜0.001）；与模型组比较，12.5、25.0 μg·mL−1 ADSCs-Exos组CTGF、COL1A1、α-SMA mRNA

表达水平降低（P＜0.05、0.01、0.001）；50.0 μg·mL−1 ADSCs-Exos组 α-SMA mRNA表达水平明显降低（P＜0.001）。结论  

ADSCs-Exos可被12Z细胞所吞噬，抑制12Z细胞的增殖，并且降低细胞纤维化相关因子基因的表达水平。
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Abstract: Objective To investigate the effects of adipose-derived stem cell-derived exosomes (ADSCs-Exos) on the proliferation 

and fibrosis-related factor expression of endometriosis cells (12Z). Methods The ADSCs-Exos were extracted by ultracentrifugation, 

identified by transmission electron microscopy, nanoparticle tracking analysis (NTA), and Western blotting. The uptake of exosomes 

by 12Z cells was observed by PKH26 labeling exosome method. The effects of ADSCs-Exos (12.5, 25.0, 50.0 μg·mL−1) on the 

proliferation of 12Z cells were detected by CCK-8 assay. The 12Z cells were divided into four groups: control group, model group,  

and ADSCs-Exos (12.5, 25.0, 50.0 μg·mL−1) group. Except for the control group, the other groups were induced to fibrosis by TGF-β1 

(5 ng·mL−1) for 24 h, and the expression of fibrosis-related gene mRNA was detected by real-time quantitative PCR (qRT-PCR) after 

drug treatment. Results  The ADSCs-Exos extracted showed round particles that were clearly visible. The average particle size of 

the total extract was 122.6 nm, and the concentration was 1.8 × 106 particles·mL−1. CD9, CD63, and TSG101 were expressed in 

ADSCs-Exos, and Calnexin protein was not expressed, consistent with the characteristics of exosomes. 12Z cells successfully 

internalized and phagocytosed ADSCs-Exos. The CCK-8 assay results showed that compared with the control group, the relative 
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survival rate of 12Z cells was significantly lower after 24 h of treatment with 25.0 μg·mL−1 ADSCs-Exos (P < 0.01). The qRT-qPCR 

results showed that compared with the control group, the expression levels of CTGF, COL1A1, and α -SMA mRNA in the 

model group were  significantly incresed (P < 0.001). Compared with the model group, the expression levels of CTGF, 

COL1A1, and α -SMA mRNA in the 12.5, and 25.0 μg·mL−1 ADSCs-Exos groups were lower (P < 0.05, 0.01, 0.001), and the 

expression level of α-SMA mRNA in the 50.0 μg·mL−1 ADSCs-Exos group was significantly lower (P < 0.001). Conclusion Adipose 

mesenchymal stem cell exosomes can be swallowed by endometriosis cells, which can further inhibit the proliferation of 

endometriosis cells and reduce the expression level of cell fibrosis-related factor genes, thus playing a role in the treatment of 

endometriosis.
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子宫内膜异位症（EMs）为子宫内膜组织（腺体

和间质）在子宫腔被覆内膜及子宫以外的部位出

现、生长、浸润，反复出血，继而引发疼痛、不孕及结

节或包块等［1］。EMs高发于育龄期女性，在育龄期

女性的发病率约为 10%［2］，影响全球高达 1.9亿育龄

妇女［3］。EMs是一种慢性炎症性疾病，其病变内部

和周围组织存在纤维化，纤维化造成不同程度的盆

腔黏连形成，可导致疼痛和不孕症，也是增加手术

困难的主要原因［4-5］。EMs相关纤维化是一种复杂

的表现，纤维化发生、发展以及调控机制尚不明

了，因此揭示 EMs 纤维化的分子机制，寻找到

特定而有效的治疗靶点而抑制甚或逆转纤维

化，对从根本上解决 EMs 纤维化、降低疼痛、不

孕等一系列症状，从而改善患者生活质量有着

至关重要的作用。

脂肪间充质干细胞（ADSCs），是从脂肪组织中

分离得到的一种具有多向分化潜能的多功能干细

胞，是人体储量最为丰富的干细胞。研究表明，

ADSCs 的潜在作用主要取决于旁分泌介导机制。

脂肪干细胞来源的外泌体（ADSCs-Exos）作为旁分

泌信号的组成部分之一，更可能在细胞间通信中发

挥重要作用。外泌体是一种纳米级的囊泡结构，直

径为 40～160 nm，由多种细胞分泌，外泌体中含有

蛋白质、细胞因子、miRNA等多种调节性物质，可被

远处的细胞吸收，在不同类型的细胞之间充当“沟

通者”，通过外泌体进行细胞间通信可能与各种疾

病的发病机制有关［6］。研究显示ADSCs-Exos在纤

维化［7-9］相关疾病中发挥重要的调节作用，并显示出

抗纤维化治疗的潜力。ADSCs-Exos显示着强大的

作用，然而其在EMs中的影响尚不清楚。本实验通

过研究人子宫内膜异位症细胞（12Z）对 ADSCs-

Exos 的吞噬内化效应，以及 ADSCs-Exos 对 12Z

细胞增殖、纤维化相关因子基因水平表达的影

响 ，初 步 探 究 ADSCs-Exos 在 EMs 中 的 可 能

作用。

1　材料

1.1　细胞株

人 ADSCs（货号 CP-H202）由武汉普诺赛生命

科技有限公司自行培养提供。永生化人子宫内膜

异位症细胞（12Z）（CTCC-001-0695）由浙江美森细

胞科技有限公司提供。

1.2　主要试剂

胎牛血清（10099141C，Gibco公司）；0.25%胰蛋

白酶（25200056，Gibco 公司）；人 ADSCs 完全培养

基（CM-H202，普诺赛公司）；去外泌体胎牛血

清（UR50202，上海宇玫博生物科技有限公司）；

DMEM/F12 细胞培养基（SH30023.01，Hyclone 公

司）；青霉素 -链霉素溶液（UB89609，BIOODIN 公

司）；磷酸盐缓冲盐水（PBS）（PB180327，武汉普诺

赛 生 命 科 技 有 限 公 司 ）；无 血 清 细 胞 冻 存

液（C40100，苏州新赛美生物科技有限公司）；细胞

计数Kit-8（CCK-8）试剂盒（C0038，碧云天生物技术

公司）；转化生长因子 β1 蛋白（TGF- β1，10804-

HNAC，北京义翘神州公司）；PKH26红色荧光标记

试剂盒（UR52302，上海宇玫博生物科技有限公司）；

Oak Ridge 超速离心管（3139-0050PK，赛默飞公

司）；抗CD9抗体（ab236630，Abcam公司）；抗CD63

抗 体（ab134045，Abcam 公 司 ）；抗 TSG101 抗

体（ab125011，Abcam 公 司 ）；抗 Calnexin 抗

体（10427-2-AP，Proteintech 公司）；辣根过氧化物

酶（HRP）标记的山羊抗兔免疫球蛋白 G（IgG）二

抗（S0001，Affinity公司）；Trizol试剂（AG21101，AG

公司）；反转录试剂盒试剂盒（R323-01，Vazyme 公

司）；实时聚合酶链反应（RT-qPCR）试剂盒（Q312-

02，Vazyme 公 司 ）；BCA 蛋 白 定 量 检 测 试 剂

盒（AQ526，北京翱擎生物科技有限公司）；PAGE凝

胶快速制备试剂盒（10%）（PG112，上海雅酶生物医

药科技有限公司）；SDS 上样缓冲液（P0015L，碧云

天生物技术公司）；TBS/Tween 缓冲液（PS103S，上

海雅酶生物医药科技有限公司）；电化学发光（ECL）
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试剂盒（WBKLS0100，Millipore公司）。

1.3　主要仪器

低温超速离心机 、恒温培养箱购自美国

Thermo Scientific 公司；荧光定量 PCR 仪购自美国

ABI公司；倒置荧光显微镜购自日本Nikon公司；激

光扫描共聚焦显微镜购自德国徕卡 ；透射电

镜（TEM）购自日本 JEOL公司；凝胶电泳系统购自

美国Bio-Rad公司。

2　方法

2.1　ADSCs和12Z细胞培养

使用人 ADSCs 完全培养基培养 ADSCs 细胞，

常规置于 37 ℃、5% CO2的恒温培养箱中。每 3 天

更换 1次培养基，待细胞生长至密度为 80%以上后，

用胰蛋白酶消化细胞，按照 1∶2的比例移入新的培

养瓶中。使用含 10% 胎牛血清（FBS）的 DMEM 培

养基培养 12Z细胞，置于 37 ℃、5% CO2的恒温培养

箱中进行培养，待细胞融合 80% 以上时，使用胰酶

消化并传代，取对数生长期细胞用于后续实验。显

微镜下观察细胞形态，并委托武汉普诺赛生命科技

有限公司进行DAPI、CD90免疫荧光鉴定。

2.2　ADSCs-Exos提取

将 ADSCs在去外泌体血清的完全培养基中培

养 48 h收集细胞上清液。采用超速离心法提取外

泌体，具体步骤如下：4 ℃、300×g离心 10 min，去除

活细胞和死细胞，保留细胞上清液，更换离心

管，2 000×g离心 10 min，去除细胞碎片，保留上清

液，更换离心管，10 000×g离心 10 min，去除较大的

囊泡，转移细胞上清液至超速离心管中，然后在

4 ℃、100 000×g 下超速离心 90 min，PBS 洗涤沉

淀，然后用 0.22 μm滤器滤过除去细菌及微囊泡，再

次100 000×g下超速离心 90 min，纯化外泌体，用适

量PBS重悬沉淀，最后用BCA法测定外泌体蛋白的

浓度，质量浓度为 0.75 μg·μL−1，并于− 80 ℃冰箱

保存。

2.3　ADSCs-Exos的鉴定

2.3.1　TEM观察外泌体 将制备好的悬液样品，用

移液器吸取、滴于带有支持膜的铜网上。根据悬液

内的样品浓度，立即或放置数分钟后，用滤纸从液

珠边缘吸去多余液体，即可滴上染色液，染色时间

为 3～5 min。然后用滤纸吸去染液，干燥、TEM

观察。

2.3.2　纳米颗粒跟踪分析（NTA） 采用 NTA 方法

分析ADSCs-Exos粒径分布和浓度：首先，用去离子

水清洗样本池，仪器以聚苯乙烯微球（100 nm）校

准，然后以PBS buffer清洗样本池。最后，将样本以

PBS buffer稀释，进样检测外泌体样本的粒径分布

和浓度。

2.3.3　Western blotting鉴定 外泌体特异性标志蛋

白鉴定：将外泌体放置于冰上，裂解 20 min，加入

5×SDS上样缓冲液，100 ℃煮沸 10 min，用 10% 的

SDS-PAGE电泳分离蛋白，80 V电泳30 min后120 V电

泳 60 min，湿转，250 mA 恒流转膜 120 min，将蛋白

转移至PVDF膜上，5%脱脂牛奶室温封闭 1 h，加入

一抗（CD9，稀释比为 1∶1 000；CD63，稀释比为

1∶1 000；TSG101，稀释比为 1∶1 000；Calnexin，稀释

比为 1∶1 000），4 ℃孵育过夜，TBST 洗膜 3 次，

每次 10 min，加入二抗（1∶3 000），室温孵育 1 h，

TBST洗膜，ECL显色，通过凝胶电泳系统拍摄显影

条带。

2.4　外泌体荧光标记实验检测细胞摄取外泌体的

情况

为了检测 12Z 细胞摄取外泌体的情况，采用

PKH26红色荧光标记试剂盒制备浓度为100 µmol·L−1

的工作染料溶液。将20 μg ADSCs-Exos加入到50 μL

的工作染料溶液中，纯化的外泌体与工作染料溶液

孵育 10 min，然后在 100 000×g超速离心 90 min，以

去除多余的染料。首先，将 12Z细胞以 2×105个的

密度接种在直径为 35 mm、圆形玻璃底直径为

14 mm的共聚焦培养皿，接种后6 h待细胞完全贴壁

后将离心后重悬的 PKH26 标记的外泌体加入，与

12Z 细胞共孵育 4 、8 h ，4% 的多聚甲醛固定

15 min，DAPI染核，并使用共聚焦显微镜进行观察

拍照。

2.5　CCK-8检测12Z细胞活性

将生长状态良好的 12Z细胞以每孔 5 000个的

密度接种于 96孔板，待细胞贴壁密度达 70%～80%

时，更换新鲜的培养基，并加入终质量浓度分别为

12.5、25.0、50.0 μg·mL−1的ADSCs-Exos，对照组则加

入相同体积的 PBS溶液。置于 37 ℃、5% CO2的恒

温培养箱培养，在培养 24 h后，去除培养基，每孔加

入 100 μL配制好的CCK-8工作液，37 ℃培养箱孵

育 1 h，用酶标仪定量 450 nm处的吸光度（A）值，并

计算细胞存活率。

细胞相对存活率＝（A 实验－A 空白）/（A 对照－A 空白）

2.6　qRT-PCR实验检测纤维化相关因子结缔组织

生长因子（CTGF）、I型胶原蛋白α1（COL1A1）、α-平

滑肌肌动蛋白（α-SMA） mRNA的表达水平

选择对数生长期的 12Z 细胞，将细胞以每孔
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2×105个的密度接种在 6孔板中。将细胞分为 5组：

对照组、模型（5 ng·mL−1［10］ TGF-β1）组和 ADSCs-

Exos（12.5、25.0、50.0 μg·mL−1）组。接种 12Z 细胞

6 h待细胞完全贴壁后，先饥饿培养细胞 6 h，除对照

组以外，其余各组以 5 ng·mL−1 TGF-β1因子诱导细

胞纤维化模型 ，外泌体组则再加不同浓度的

ADSCs-Exos 干预。待干预 24 h 后，收集细胞用于

进一步分析。

分析ADSCs-Exos对 12Z细胞纤维化相关因子

CTGF、COL1A1、α-SMA mRNA 水平的影响。收集

12Z 细胞，依据试剂盒说明书提取细胞总的 RNA，

检测RNA浓度后，首先将其逆转录为 cDNA然后进

行 qRT-PCR 检测。qRT-PCR 扩增循环方案如下：

95 ℃预变性 30 s，95 ℃变性 10 s，60 ℃退火 30 s，40

个循环。表 1所示的引物序列由北京擎科生物科技

股份有限公司（北京，中国）设计。基于参考基因

GAPDH 的水平标准化靶 mRNA 表达水平，随后使

用2-△△Ct方法分析，评价各组CTGF、COL1A1、α-SMA的

水平差异。

2.7　统计分析

实验所得的数据均为计量资料，使用GraphPad 

Prism 9统计分析软件进行统计分析并作图，以 x̄ ± s
表示。多组间比较采用单因素方差分析（one-way 

ANOVA）进行统计学处理。

3　结果

3.1　ADSCs和12Z细胞培养

ADSCs细胞呈长梭形，细胞质透明，细胞轮廓

清晰；间充质干细胞的重要标志物 CD90呈阳性表

达。结果见图1。

3.2　ADSCs-Exos的鉴定

ADSCs-Exos 从 ADSCs 上清液中成功提取，并

进行鉴定。如图 2所示，在透射电镜下，外泌体呈现

圆形颗粒，清晰可见。NTA分析结果表明，总萃取

物的平均粒径为122.6 nm，符合外泌体的特征，浓度

表1　各基因引物序列

Table 1　Primer sequences of each gene

基因

CTGF

COL1A1

α-SMA

GAPDH

引物序列（5’→3’）

Forward：

Reverse：

Forward：

Reverse：

Forward：

Reverse：

Forward：

Reverse：

GTTTGGCCCAGACCCAACTA

GGCTCTGCTTCTCTAGCCTG

GAGGGCCAAGACGAAGACATC

CAGATCACGTCATCGCACAAC

GGCATTCACGAGACCACCTAC

CGACATGACGTTGTTGGCATAC

GTCAAGGCTGAGAACGGGAA

AAATGAGCCCCAGCCTTCTC

产物长度/bp

143

140

84

158

图1　ADSCs细胞大体形态（A，××40）及鉴定结果（B，××200）

Fig. 1　ADSCs cell morphology (A, ×40) and identification results (B, ×200)
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为1.8×106 颗粒 ·mL−1。通过 Western blotting 检测

外泌体特异性表面标志物，观察到 CD9、CD63

和 TSG101 在 ADSCs-Exos 均有表达，且 Calnexin

蛋白未表达，表明成功提取到 ADSCs 衍生的外

泌体。

3.3　外泌体荧光标记实验检测细胞摄取外泌体的

情况

红色 PKH26染料标记外泌体，蓝色 DAPI染料

标记 12Z细胞的细胞核，2者共孵育 4、8 h后，共聚

焦显微镜下观察到外泌体可以被 12Z 细胞吞噬内

化，外泌体主要富集在细胞核周围，而且共孵育 4 h

时即可观察到镜下几乎所有细胞都将外泌体吞噬

内化，见图3。

3.4　CCK-8检测12Z细胞活性

与对照组相比，采用 12.5、25.0、50.0 μg·mL−1 

ADSCs-Exos干预 12Z细胞 24 h后细胞相对存活率

均 降 低 ，其 中 中 剂 量 组 差 异 显 著（P＜0.01）。

见图4。

3.5　 qRT-PCR 检 测 纤 维 化 相 关 因 子 CTGF、

COL1A1、α-SMA mRNA的表达水平

与 对 照 组 相 比 ，模 型 组 的 CTGF 、

COL1A1 、α -SMA mRNA 表达水平显著升高（P＜

0.001）；与 模 型 组 比 较 ，12.5、25.0 μg·mL−1 

ADSCs-Exos 组 CTGF、COL1A1、α -SMA mRNA 表

达 水 平显著降低（P＜0.05、0.01、0.001），50 μg·mL−1 

ADSCs-Exos 组 α -SMA mRNA 表 达 水 平 显 著 降

低（P＜0.001）。结果见图5。

4　讨论

EMs虽然是一种良性疾病，但它表现出类似恶

性肿瘤的生物学特征［11］。EMs的过度纤维化不仅

会导致痛经、性交困难和慢性盆腔疼痛，而且还会

影响输卵管的功能，减少卵泡储备，导致 EMs患者

不孕［4］，严重影响患者的生活质量。有研究表明［12］，

纤维化是机体面临损伤时的一种自我保护反应，导

致细胞外基质沉积。EMs异位病灶纤维化是一种

异常增殖性的疾病，随着异位囊肿内周期性出血而

图2　ADSCs-Exos透射电镜（A）、NTA（B）、Western blotting（C）鉴定结果

Fig. 2　Identification results of ADSCs-Exos using transmission electron microscopy (A), NTA (B), and Western blotting (C)

图3　激光共聚焦显微镜下观察共孵育 4（A）、8（B） h后12Z细胞对ADSCs-Exos的摄取

Fig. 3　ADSCs-Exos uptake by 12Z cell under laser confocal microscopy after co-incubation for 4 (A) and 8 (B) h
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导致囊腔内压力增大，囊壁发生反复的破裂，囊内

容物流出刺激邻近的组织，继而发生局部性的炎症

反应和纤维化形成。EMs异位病灶的组织病理学

特征除内膜腺体和间质细胞外，其主要构成是大量

的纤维化组织［13］。纤维化造成不同程度的盆腔黏

连形成，而盆腔黏连可能是导致EMs引发疼痛和不

孕的主要原因，而且纤维化所导致的盆腔黏连还增

加了手术的困难。TGF-β1作为致纤维化关键因子，

可促进细胞外基质（ECM）的生成和纤维母细胞的

增殖［14］。TGF-β1可以增强子宫内膜细胞的增殖活

力，促进子宫内膜异位病变的发展，在异位病灶中

显示出活性增加［15］，与病变相邻的腹膜较远端部位

存在高表达［16］，并在 EMs患者的腹膜液、血清中的

水平升高［17-18］。TGF-β1可以激活 Smad信号通路破

坏细胞外基质，促进卵巢EMs异位病灶周围组织的

纤维化［19］。TGF-β1 通过 CTGF 介导纤维化过程，

CTGF 是 TGF- β 的下游分子，研究显示 CTGF 是

EMs异位病灶组织中的关键纤维化标志物，可能影

响上皮间质转化（EMT）的基质成纤维细胞表型转

变为肌成纤维细胞样表型［20-21］。COL1A1与EMs纤

维化密切相关，可能是其治疗的良好靶点［ 22］。

α-SMA是一种在子宫内膜异位病灶组织中高度过

表达的促纤维化标志物［23］。α-SMA表达升高标志

着成纤维细胞向肌成纤维细胞的转化，这是纤维化

的关键过程［24-25］。在患侧卵巢中可发现皮质纤维化

生成并伴随皮质特异性基质的丧失［26］，另外EMs深

部结节的主要成分不是子宫内膜组织，而是纤维肌

组织［27］。所以，纤维化是EMs疾病发生发展中的重

要环节，寻找到特定而有效的治疗靶点，抑制纤维

化形成可能是作为 EMs治疗的一种潜在目标和新

视角［28］。

ADSCs已被认为在缓解纤维化疾病进展方面

发挥着重要作用［29］。外泌体由细胞分泌到细胞外

环境中，具有稳定性高、无免疫排斥、归巢效应强、

易于控制剂量和浓度等优点，与 ADSCs 相比，

ADSCs-Exos可能是一种更有前途的治疗方法［30-31］。

Zhang 等［5］研究发现人 ADSCs-Exos 能够内化并整

合到肝星状细胞中并抑制其增殖，可有效抑制肝硬

化模型小鼠胶原沉积和EMT过程，该作用可能和调

控磷脂酰肌苷 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶B（AKT）/雷

帕霉素（PI3K/AKT/mTOR）信号通路有关。ADSCs-

Exos被认为是一种治疗肝损伤的新策略，有望成为

改善肝纤维化的无细胞疗法［32］。此外，ADSCs-

Exos可以通过调控心脏成纤维细胞自噬和 Nod样

*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001。
*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001.

图5　ADSCs-Exos对12Z细胞纤维化相关因子mRNA表达的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 5　Effect of ADSCs-Exos on mRNA expression of 12Z fibrosis-related factors（x
—

±s，n=3）

与对照组比较：**P＜0.01。
**P < 0.01 vs control group

图4　CCK-8检测培养24 h后12Z细胞存活率（x
—

±s，n=3）

Fig. 4　Survival rate of 12Z cells after 24 h culture was 

measured by CCK-8（x
—

±s，n=3）
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受体蛋白 3（NLRP3）炎症小体的平衡，抑制不良心

室重塑［33］。同时有研究表明，ADSCs-Exos 可以通

过调控 TGF-β/Smad相关信号通路及 Wnt/β-catenin

信号通路进而起到治疗特发性肺纤维化的作用［9］。

此外，miRNA-19a在ADSCs-Exos明显富集，miR-19a

可通过抑制肿瘤抑制因子同源结构域相互作用蛋

白激酶-2（HIPK2）的表达从而抑制角膜细胞分化为

成肌纤维细胞，研究结果表明其在角膜纤维化治疗

中的潜在用途［34］。在皮肤纤维化疾病研究方面发

现，ADSCs-Exos 可通过抑制 TGF-β1/Smad 通路的

表达，从而防止瘢痕疙瘩成纤维细胞的增殖和迁

移［35］。Li等［36］研究显示ADSCs-Exos可促进伤口愈

合，并缓解胶原蛋白沉积和成纤维细胞向肌成纤维

细胞的转化，通过 miR-192-5p/IL-17RA/Smad 轴抑

制肥厚性疤痕纤维化形成。而有研究表明，ADSCs-

Exos可被成纤维细胞吸收和内化，以剂量相关的方

式刺激细胞迁移、增殖和胶原合成，增加 N-钙黏蛋

白（N-cadherin）、I、III型胶原的基因表达，表明外泌

体促进早期伤口的愈合，而在晚期外泌体可能会抑

制胶原蛋白的合成，说明 ADSCs-Exos 在不同阶段

发挥作用不同［37］。另外，ADSCs-Exos 在组织修复

损伤中也发挥重要作用 ，Shao 等［38］研究表明

ADSCs-Exos 中 的 lncRNA-MIAT 可 以 通 过 靶 向

miR-150来缓解子宫内膜纤维化，经ADSCs-Exos干

预治疗后可降低纤维化标志物 α-SMA和 TGF-β受

体 1的表达从而抑制内膜纤维化。以上研究结果均

显示ADSCs-Exos在纤维化相关疾病中发挥着重要

作用，而且有希望成为治疗该类疾病的潜在方法。

Meligy 等［39］采用 ADSCs ip 干预 EMs 模型大

鼠，发现其可以降低异位症病变的大小，减少CD68

阳性巨噬细胞和促炎细胞因子的表达，有效缓解

EMs 相关的慢性炎症反应。 Hirakawa 等［40］将

ADSCs iv干预EMs模型小鼠后，在子宫内膜异位病

变中可被检测到，并且干预后还可降低异位病灶组

织中促炎和促纤维细胞因子白细胞介素6（IL-6）、单

核细胞趋化蛋白-1（MCP-1）和TGF-β1等的表达，同

时还伴随着异位病变的减小。Huang 等［41］采用

ADSCs条件培养基通过 ip干预EMs模型小鼠，发现

其可抑制异位病灶生长，并可改善小鼠子宫内膜容

受性和妊娠结果。然而，目前关于 ADSCs-Exos 在

EMs中的作用尚不清楚。本实验通过超高速梯度

离心法从ADSCs培养上清中提取到外泌体，并通过

透射电镜、NTA以及Western blotting鉴定特异性标

志蛋白 3种方法对提取到的外泌体进行鉴定。外泌

体通过被细胞吞噬内化，在不同类型的细胞之间充

当“沟通者”，所以实验首先采用外泌体荧光标记法

检测人EMs细胞 12Z对外泌体的摄取情况，在共孵

育 4 h时即可观察到 12Z细胞对外泌体成功进行了

吞噬内化。然后，为了初步探究ADSCs-Exos对 12Z

细胞纤维化因子表达的影响，本实验采用 TGF-β1

干预 12Z细胞构建模型，以不同梯度浓度的外泌体

进行干预，通过 qRT-PCR 检测纤维化相关因子

CTGF、COL1A1、α-SMA mRNA的表达水平，实验结

果发现ADSCs-Exos干预后可以降低 12Z细胞纤维

化相关因子基因的表达水平。

本研究的结果表明了 12Z细胞可以对 ADSCs-

Exos进行吞噬内化，而 ADSCs-Exos进一步可抑制

12Z细胞的增殖，并且降低细胞纤维化相关因子基

因的表达水平。但是，外泌体发挥作用的具体机制

还不清楚，外泌体包含的内容多种多样，起作用的

分子也没有明确，这些方面还需充分阐明。本实验

只是在体外细胞模型中做了初步的探究，还未在动

物模型上开展干预治疗和作用机制探讨。另外，外

泌体本身或作为药物有效载荷的载体，正在作为治

疗剂进行积极探索［6］，这些方面都有望在后续对于

EMs 的研究实验中逐步探讨。所以，ADSCs-Exos

在 EMs中的干预机制还需要广泛和深入的研究来

阐明。
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