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·实验研究·

低强度脉冲超声联合脂肪间充质干细胞源性外泌体
促进内皮细胞血管生成的实验研究

刘珺碧 蒋日月 王 浩 邓 倾 周 青

摘 要 目的 探讨低强度脉冲超声（LIPUS）联合脂肪间充质干细胞（ADSCs）源性外泌体（ADSCs-Exos）对内皮

细胞血管生成能力的影响。方法 取 SD大鼠腹股沟处脂肪，采用酶消化法分离培养得到ADSCs，并对其表面分子进行

鉴定。收集第 3代ADSCs上清液提取ADSCs-Exos，应用透射电子显微镜、纳米颗粒跟踪分析仪、蛋白免疫印迹法观察其

特征。将人脐静脉内皮细胞（HUVECs）按照不同处理方式分为对照组、外泌体组、LIPUS组及 LIPUS+外泌体组，采用

CCK-8实验、细胞划痕实验及小管形成实验检测不同处理方式对HUVECs增殖、迁移及成管能力的影响。结果 ADSCs
形态呈梭形，表面蛋白CD34、CD45为阴性，CD29、CD90为阳性。ADSCs-Exos为形态一致的茶托样囊泡，表达标志性蛋

白CD9和 Tsg101，其粒径 97.8%集中在（118.8±80.8）nm。CCK-8实验显示 LIPUS+外泌体组吸光度值为 1.882±0.138，明
显高于外泌体组、LIPUS组及对照组（0.646±0.034、0.631±0.027、0.462±0.036），差异均有统计学意义（均P<0.05）。细胞划

痕实验显示LIPUS+外泌体组细胞迁移率为（87.7±4.5）%，均明显高于外泌体组、LIPUS组及对照组［（43.0±5.1）%、（34.7±
2.3）%、（25.1±2.0）%］，差异均有统计学意义（均P<0.05）。小管形成实验显示 LIPUS+外泌体组HUVECs形成管腔数量

及周长均大于外泌体组、LIPUS组及对照组，差异均有统计学意义（均P<0.05）。结论 LIPUS联合ADSCs-Exos可有效

促进血管内皮细胞的增殖、迁移及成管，具有促进血管生成能力的作用。
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Experimental study of low-intensity pulsed ultrasound combined with
adipose mesenchymal stem cells derived exosomes to enhance the

angiogenesis of endothelial cells

LIU Junbi，JIANG Riyue，WANG Hao，DENG Qing，ZHOU Qing
Department of Ultrasound Imaging，Renmin Hospital of Wuhan University，Wuhan 430060，China

ABSTRACT Objective To explore the effect of low-intensity pulsed ultrasound（LIPUS） combined with adipose
mesenchymal stem cells（ADSCs）derived exosomes（ADSCs-Exos）on endothelial cell angiogenesis.Methods Adipose tissue
in the groin of SD rats was obtained.The ADSCs were obtained by enzymatic digestion and the surface molecules were identified.
The ADSC-Exos were extracted from the supernatant of the 3rd generation ADSCs，and its characteristic was observed by
transmission electron microscopy，nanoparticle tracking analysis，and Western blotting.Human umbilical vein endothelial cells
（HUVECs）were divided into control group，exosome group，LIPUS group and LIPUS+exosome group according to different
treatment methods，the effects of different treatments on the proliferation，migration and tube formation ability of HUVECs were
detected by cell counting kit 8（CCK-8）assay，scratch test and tubule formation test.Results The shape of ADSCs was shuttle-
like，the surface protein CD34 and CD45 were negative，CD29 and CD90 were positive.ADSC-Exos were saucer shaped vesicle
with uniform morphology，and expressed the membrane-labeled proteins CD9 and Tsg101，with a particle size of 97.8%
concentrated in（118.8±80.8）nm.CCK-8 assay showed that the optical density value of the LIPUS+exosome group was 1.882±
0.138，which was significantly higher than that of the exosome group，LIPUS group and control group（0.646±0.034，0.631±0.027
and 0.462±0.036），and the differences were statistically significant（all P<0.05）.The scratch test showed that the cell migration
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脂肪间充质干细胞（adipose mesenchymal stem
cells，ADSCs）源性外泌体（ADSCs derived exosomes，
ADSCs-Exos）富含蛋白质、信使 RNA 和微小 RNA
（miRNA）等细胞特异性分子，介导细胞间通讯，在再

生医学领域具有重要价值。然而其提取过程繁琐，产

量低，导致促进血管生成的效果不理想。低强度脉冲

超声（low-intensity pulsed ultrasound，LIPUS）可在显著

降低热效应对机体伤害的同时，将机械刺激信号传导

至生物体内转变为生物学信号，发挥多种生物学效

应。既往研究［1］证实LIPUS治疗可促进缺血心肌的血

管生成，减轻心肌组织纤维化程度。基于此，本实验拟

使用 LIPUS联合ADSCs-Exos作用于人脐静脉内皮细

胞（human umbilical vein endothelial cells，HUVECs），观

察二者联合对血管生成能力的影响，进而为缺血性疾

病的治疗提供研究基础。

材料与方法

一、实验动物及主要实验材料、仪器

1.实验动物：SPF级 SD雄性大鼠 10只，体质量

234~256 g，由武汉大学人民医院动物实验中心提供，

伦理批准文号：WDRM动（福）第20210210号。

2.主要实验材料：HUVECs、胎牛血清（FBS，美国

Sciencell公司）；DMEM低糖培养基（美国 Hyclone公
司）；CD29-PE、CD34-PE、CD45-PE、CD90-PE直标抗

体（美国 eBioscience 公司）；CD9、Tsg101、GAPDH、
Calnexin单克隆抗体（美国Proteintech公司）；CCK-8试
剂盒（日本同仁公司）；Matrixgel基质胶（美国 BD公

司）；血管生成载玻片（81506，德国 ibidi公司）。

3.主要实验仪器：流式细胞仪（FASC Calibur，美国

BD公司）；聚丙烯酰胺（SDS-PAGE）电泳槽（MINI，美
国BIO-RAD公司）；透射电子显微镜（HT7700，日本日

立公司）；纳米颗粒跟踪分析仪（Zeta View PMX 110，
德国 Particle Metrix公司）；倒置显微镜（IX51，日本

Olympus公司）；超速低温离心机（Coulter XPN-100，美
国 Beckman公司）；酶联免疫检测仪（EnSight，美国

Perkin Elmer公司）；多通道超声辐照仪（RS232，重庆

医科大学超声影像学研究所）。

二、实验方法

1.ADSCs的培养、分离及鉴定：无菌条件下取SD大

鼠双侧腹股沟脂肪，PBS漂洗、剪碎，加入适量0.1%Ⅰ型

胶原酶在37℃下消化40 min，然后加入等量含有10%FBS
的DMEM低糖培养基中和胶原酶，1300 r/min离心10min，
再加入DMEM低糖培养基重悬细胞，以 105个/cm2的密

度接种于培养瓶中，放置于培养箱中培养，每 3 d换液

一次，至贴壁细胞长满瓶底后消化，传代接种。取第

3~6代ADSCs，使用倒置显微镜观察细胞形态，流式细

胞仪检测细胞表面蛋白CD29、CD34、CD45、CD90。
2.ADSCs-Exos的提取及鉴定：取第 3代ADSCs进

行常规培养，待细胞生长汇合达 80%左右时更换为无

血清的DMEM低糖培养基培养 2 d，收集上清液，利用

超速离心法提取ADSCs-Exos，并用 PBS重悬沉淀后，

于-80℃冻存备用。取 ADSCs-Exos混悬液滴加于载

样铜网上，室温静置 1 min，用滤纸轻轻吸去铜网边缘

残余液体，滴加磷钨酸进行负染，使用透射电子显微

镜观察ADSCs-Exos形态。将ADSCs-Exos用适量PBS
稀释，使用纳米颗粒跟踪分析仪检测其粒径。取适

量ADSCs-Exos，用细胞裂解液裂解后，通过SDS-PAGE
凝胶电泳检测标志性蛋白CD9和Tsg101的表达。

3.LIPUS辐照：使用多通道超声辐照仪，参照既往

研究［2］设置辐照参数，即超声频率 1.5 MHz，输出声强

0.1 W/cm²，调制频率 1.0 kHz，占空比 20%，辐照时间

40 min。辐照时将超声探头用铁架台固定，置于细胞

培养板下方，仔细涂抹耦合剂使探头与板充分接触，

保证探头面积充分覆盖细胞培养板面积。

4.CCK-8实验检测HUVECs增殖能力：取对数生

长期HUVECs，根据处理方法不同将其分为对照组、

LIPUS组、外泌体组及 LIPUS+外泌体组。其中外泌体

组和 LIPUS+外泌体组加入 10 μl浓度为 100 μg/ml
ADSCs-Exos后分别进行假辐照和辐照处理；LIPUS组
和对照组均加入等量PBS后分别进行辐照和假辐照处

理，各组HUVECs培养 24 h后，以每孔 5000个的密度

接种于 96孔板，待细胞贴壁后吸出旧培养液，加入

10%的CCK-8培养液 110 μl，培养箱内孵育 4 h后，使

用酶联免疫检测仪对HUVECs在波长 450 nm处的吸

rate of the LIPUS+exosome group was（87.7±4.5）%，which was significantly higher than that of the exosome group，LIPUS group
and control group［（43.0±5.1）%，（34.7±2.3）% and（25.1±2.0%）］，the differences were statistically significant（all P<0.05）.
The tube formation test showed that the tube formation ability of HUVECs in the LIPUS+exosome group was higher than that
of the exosomes group，LIPUS group and control group，and the differences were statistically significant（all P<0.05）.
Conclusion LIPUS combined with ADSCs-Exos can effectively promote the proliferation，migration and tube formation of
vascular endothelial cells，and has the effect of enhancing angiogenesis.

KEY WORDS Low-intensity pulsed ultrasound；Adipose mesenchymal stem cells；Exosomes；Angiogenesis
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光度值（OD值）进行检测。

5.细胞划痕实验检测HUVECs迁移能力：取对数

生长期 HUVECs，以每孔 5×105个的密度接种于 6孔
板，待细胞完全贴壁后弃取旧培养液，更换为无FBS的
培养液饥饿过夜后，用 200 μl移液枪进行划痕，PBS洗
涤脱落细胞后，按CCK-8实验分组方法将细胞分为4组
分别进行处理，细胞培养箱中继续培养 24 h后于倒置

显微镜下拍照，应用 Image J软件测量划痕面积，计算

HUVECs的迁移率，公式为：迁移率=（0 h划痕面积-
24 h划痕面积）/0 h划痕面积×100%［3］。

6.小管形成实验检测HUVECs成管能力：取对数

生长期HUVECs，接种于 3.5 cm²培养皿上，待细胞贴壁

后吸出旧培养液，更换为无 FBS的培养液继续培养过

夜，按CCK-8实验分组方法将细胞分为 4组分别进行

处理，将细胞消化接种于血管生成载玻片上，培养4~8 h
后于倒置显微镜下拍照，应用 Image J软件测量管腔周

长并进行统计分析。

三、统计学处理

应用 SPSS 24.0统计软件，计量资料以 x±s表示，多

组比较采用单因素方差分析，两两比较行Bonferroni检

验。P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

一、ADSCs和ADSCs-Exos的特征

倒置显微镜下见ADSCs形态呈梭形（图1）；流式细

胞仪测得ADSCs细胞表面蛋白CD34和CD45为阴性，

CD29、CD90为阳性。透射电子显微镜下见ADSCs-Exos
呈双层膜结构的茶托样囊泡；纳米颗粒跟踪分析仪测得

粒径97.8%集中在（118.8±80.8）nm；蛋白免疫印迹法测

得ADSCs-Exos表达标志性蛋白CD9、Tsg101。见图2。

图1 倒置显微镜下观察第3代ADSCs形态（×100）

A：透射电子显微镜下观察ADSCs-Exos形态；B：ADSCs-Exos粒径分析；C：蛋白免疫印迹法测得ADSCs-Exos表达标志性蛋白CD9、Tsg101
图2 ADSCs-Exos的形态、粒径及标志性蛋白表达检测
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二、各组HUVECs增殖能力比较

CCK-8实验显示，外泌体组、LIPUS组及 LIPUS+
外泌体组 OD值分别为 0.646±0.034、0.631±0.027及

1.882±0.138，均高于对照组0.462±0.036，差异均有统计

学意义（均P<0.05）；其中LIPUS+外泌体组OD值最高，

与其余各组比较，差异均有统计学意义（均P<0.05）。
三、各组HUVECs迁移能力比较

细胞划痕实验显示，0 h时各组划痕面积基本保

持一致；24 h时外泌体组、LIPUS组及 LIPUS+外泌体

组细胞迁移率分别为（43.0±5.1）%、（34.7±2.3）%、

（87.7±4.5）%，均高于对照组（25.1±2.0）%，差异均有

统计学意义（均 P<0.05）；其中 LIPUS+外泌体组细胞

迁移率最高，与其余各组比较，差异均有统计学意义

（均P<0.05）。见图 3。
四、各组HUVECs成管能力比较

小管形成实验显示，对照组形成管腔的能力有

限，外泌体组、LIPSU组及 LIPUS+外泌体组形成管腔

的数量明显增多，且管腔周长也变大，与对照组比较

差异均有统计学意义（均 P<0.05）；其中 LIPUS+外泌

体组形成管腔数量最多，管腔周长最大，结构更复

杂，与外泌体组、LIPUS组比较差异均有统计学意义

（均P<0.05）。见表1和图4。
表1 各组HUVECs成管能力比较（x±s）

组别

对照组

外泌体组

LIPUS组
LIPUS+外泌体组

F值
P值

管腔周长（pixel）
4203.004±381.524
8708.000±497.906*
7361.002±595.375*
18 541.004±4772.525*

32.543
0.000

与对照组比较，*P<0.05
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讨 论

间充质干细胞介导治疗性血管生成是目前缺血

性疾病治疗领域的研究热点，研究者对其改善组织血

供、促进器官功能恢复的潜能寄予厚望［4］。然而动物

实验及临床实践均显示间充质干细胞移植后存活率

低下，促血管生成的疗效不显著，极大地限制了其在

临床的应用［5］。近期研究［6-8］发现干细胞的治疗效应

主要通过旁分泌效应介导，而外泌体正是干细胞旁分

泌效应的关键功能物质，其是一种单层膜结构的细胞

外小囊泡，直径约 30~150 nm。ADSCs-Exos的治疗效

应与干细胞相当，且避免了干细胞植入机体后

存活率低及免疫相关的问题，有望为治疗性血

管生成提供一条“非细胞治疗”的新途径。虽

然 ADSCs-Exos展示了较好的促血管生成潜

力，但提取过程繁琐，产量较低，成本高昂。而

LIPUS治疗可促进缺血心肌的血管生成，减轻

心肌组织纤维化程度。因此本实验引入LIPUS
作为提高ADSCs-Exos疗效的一种辅助方法，

旨在寻求促进血管新生的有效方法。

ADSCs较骨髓间充质干细胞具有更高的

增殖分化能力，其分泌的外泌体可能更高效。

此外，自体干细胞来源的外泌体可有效避免体

内实验过程中发生免疫相关的问题。基于此，

本实验从大鼠腹股沟区提取ADSCs，通过体外

培养后，成功提取 ADSCs-Exos。本实验结果

显示，与对照组比较，外泌体组HUVECs的增

殖、迁移能力均明显提高，成管能力提高 2倍
左右，差异均有统计学意义（均P<0.01），说明ADSCs-
Exos可增强内皮细胞的血管生成。目前，干细胞源性

外泌体促血管生成的机制尚不十分明确，大多研

究［9-11］认为与干细胞来源的外泌体内富含多种促血管

生成的生物活性物质相关，如 miRNA-21、miRNA-
210、miRNA-132等，可促进下游通路中血管内皮细胞

生长因子（VEGF）、基质衍生因子、血小板衍生生长因

子等蛋白质的表达，从而促进血管生成。ADSCs-Exos
通过膜融合的方式将上述生物活性物质带入HUVECs
的细胞质内，在一定程度上促进了细胞增殖、迁移及

成管的能力。

A~D、E~H：分别为对照组、外泌体组、LIPUS组及LIPUS+外泌体组0 h和24 h时细胞迁移倒置显微镜下观（×100）
图3 细胞划痕实验检测各组不同时间细胞迁移能力

A B

C D
A~D：分别为对照组、外泌体组、LIPUS组、LIPUS+外泌体组细胞成管倒置显微镜下观（×100）

图4 小管形成实验检测各组细胞成管能力

A B C D

E F G H
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LIPUS作为一种强度较低的机械能，可以在保持

声能向靶组织传递的同时，尽可能地降低热效应对机

体的损害。既往研究［12］显示，LIPUS能够增加细胞内

一氧化氮（NO）合酶活性，通过提高 NO水平，上调

VEGF基因的表达，从而达到生成血管的目的。亦有

研究［13］认为这种积极作用是LIPUS通过激活促使血管

生成的 PI3K/Akt关键信号通路所实现。本实验结果

也显示，输出声强为 0.1 W/cm²、辐照时间为 40 min的
LIPUS辐照对于促进血管生成有一定的积极作用，可

将 HUVECs的成管能力提高 1.8倍。基于 LIPUS和

ADSCs-Exos的生物学效应，本实验将二者联合应用，

发现其促血管生成的能力有了显著提高，且高于单独

ADSCs-Exos和 LIPUS的生物效应之和。初步推测原

因为 LIPUS联合ADSCs-Exos应用后可能存在协同作

用机制，从而实现促血管生成效应。LIPUS可通过增

加HUVECs内NO合酶的活性，提高NO水平，而NO作

为VEGF基因启动子的激活剂，可增强外泌体中VEGF
的功能表达，从而促进血管内皮细胞增殖和迁移。此

外，研究［14］证实 LIPUS作用于细胞时所产生的空化效

应可促使细胞膜表面出现可逆性小孔，从而使细胞膜

的通透性增强，LIPUS在细胞周围形成的微激流也可

以增加外泌体与细胞的接触，这些均有利于HUVECs
摄入更多外泌体，从而进一步提高血管生成的能力。

本实验的局限性：作为体外实验，未考虑外泌体

输入生物体后可能会诱导其他器官血管生成的问题，

后期本课题组将进行动物实验，探索一种能将外泌体

靶向递送至缺血器官的方法。

综上所述，本实验通过体外模拟血管生成的过

程，发现单独使用LIPUS或ADSCs-Exos均可一定程度

增强血管内皮细胞的增殖、迁移及成管能力，二者联

合应用可显著提高血管生成的能力，有望为缺血性疾

病的治疗提供一种新思路。

参考文献

［1］ Hanawa K，Ito K，Aizawa K，et al. Low-intensity pulsed ultrasound
induces angiogenesis and ameliorates left ventricular dysfunction in
a porcine model of chronic myocardial ischemia［J］.PLoS One，2014，
9（8）：e104863.

［2］ Zhou XY，Wu SY，Zhang ZC，et al.Low-intensity pulsed ultrasound
promotes endothelial cell-mediated osteogenesis in a conditioned

medium coculture system with osteoblasts［J］.Medicine（Baltimore），

2017，96（43）：e8397.
［3］ Hu Y，Rao SS，Wang ZX，et al.Exosomes from human umbilical cord

blood accelerate cutaneous wound healing through miR-21-3p-
mediated promotion of angiogenesis and fibroblast function［J］.
Theranostics，2018，8（1）：169-184.

［4］ Henning RJ.Therapeutic angiogenesis：angiogenic growth factors for
ischemic heart disease［J］.Future Cardiol，2016，12（5）：585-599.

［5］ Zhao L，Jiao G，Ren S，et al. Exosomes from bone marrow
mesenchymal stem cells enhance fracture healing through the
promotion of osteogenesis and angiogenesis in a rat model of
nonunion［J］.Stem Cell Res Ther，2020，11（1）：38.

［6］ Johnson TK，Lina Z，Dihan Z，et al.Exosomes derived from induced
vascular progenitor cells promote angiogenesis in vitro and in an in
vivo rat hindlimb ischemia model［J］.Am J Physiol Heart Circ
Physiol，2019，317（4）：765-776.

［7］ Babaei M，Rezaie J. Application of stem cell-derived exosomes in
ischemic diseases：opportunity and limitations［J］. J Transl Med，
2021，19（1）：196.

［8］ Yang C，Sun S，Zhang GQ，et al.Exosomes of antler mesenchymal stem
cells improve postoperative cognitive dysfunction in cardiopulmonary
bypass rats through inhibiting the TLR2/TLR4 signaling pathway［J］.
Stem Cells Int，2020：2134565.doi：10.1155/2020/2134565.

［9］ Zhang HX，Wu J，Wu JH，et al.Exosome-mediated targeted delivery
of miR-210 for angiogenic therapy after cerebral ischemia in mice
［J］.J Nanobiotechnology，2019，17（1）：29.

［10］ Huang P，Wang L，Li Q，et al. Combinatorial treatment of acute
myocardial infarction using stem cells and their derived exosomes
resulted in improved heart performance［J］. Stem Cell Res Ther，
2019，10（1）：300.

［11］ Yang J，Chen Z，Pan D，et al.Umbilical cord-derived mesenchymal
stem cell-derived exosomes combined pluronic F127 hydrogel
promote chronic diabetic wound healing and complete skin
regeneration［J］.Int J Nanomedicine，2020，15（11）：5911-5926.

［12］ Ogata T，Ito K，Shindo T，et al. Low-intensity pulsed ultrasound
enhances angiogenesis and ameliorates contractile dysfunction of
pressure-overloaded heart in mice［J］. PLoS One，2017，12（9）：

e0185555.
［13］ Wang XL，Qi J，Shi YQ，et al. Atorvastatin plus therapeutic

ultrasound improve postnatal neovascularization in response to
hindlimb ischemia via the PI3K-Akt pathway［J］.Am J Transl Res，
2019，11（5）：2877-2886.

［14］ Lionetti V，Fittipaldi A，Agostini S，et al. Enhanced caveolae-
mediated endocytosis by diagnostic ultrasound in vitro［J］.Ultrasound
Med Biol，2009，35（1）：136-143.

（收稿日期：2021-07-01）

·· 5


