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摘要 本研究探讨人脂肪间充质干细胞来源的外泌体（ADSC-Exos）对人表皮干细胞（EpSCs）增殖的影响及机制．首先

使用 Ⅰ型胶原酶分离人脂肪组织ADSCs，中性蛋白酶 Ⅱ和胰酶分离人皮肤组织EpSCs；采用ExoQuick-TC试剂分离ADSCs培

养上清中的外泌体．然后通过MTT法、细胞免疫荧光检测Ki67，BrdU掺入实验检测ADSC-Exos 对EpSCs增殖的影响，流

式细胞术检测ADSC-Exos对EpSCs细胞周期的影响．通过H&E染色、免疫组化染色检测细胞增殖标志分子及表皮干细胞标

志分子的表达，以观察ADSC-Exos对体外培养皮肤组织的结构及EpSCs增殖的影响．结果显示：ADSC-Exos能以浓度依赖

性和时间依赖性的方式促进EpSCs增殖，增加S期细胞数，减少G1期细胞数；ADSC-Exos也能促进体外培养皮肤组织中的

EpSCs增殖． 机制研究发现：ADSC-Exos对EpSCs的促增殖作用能部分被β-catenin抑制剂XAV-939或 c-Myc抑制剂10058-

F4所抑制．ADSC-Exos能促进EpSCs表达 β-catenin、c-Myc及 cyclin E1、A2、D1，XAV-939能抑制ADSC-Exos诱导的 β-

catenin、c-Myc以及 cyclinE1、A2、D1表达，10058-F4能抑制ADSC-Exos诱导的 c-Myc和 cyclin D1、A2、E1表达．综上，

ADSC-Exos能显著促进EpSCs增殖，其作用部分是由上调β-catenin、c-Myc和cyclinE1、A2、D1表达所介导．
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表皮干细胞（epidermal stem cells，EpSCs）位

于皮肤组织的表皮层基底部，能自我更新、分化成

表皮层的角质细胞，在皮肤表皮层的自我更新及皮

肤稳态维持中发挥重要作用．在皮肤损伤时，伤口

周围的EpSCs被激活，迅速增殖并迁移到皮肤损伤

部位，促进伤口的再上皮化和伤口愈合［1-2］．大面

积皮肤缺损（如烧伤、外伤）和慢性溃疡（如糖尿

病足溃疡）由于EpSCs缺失，导致创面难以愈合，

是临床治疗的难题，而通过自体皮片或皮瓣移植进

行治疗，则会造成机体的二次损伤．近年来，随着

干细胞研究的进展，干细胞对皮肤创面的治疗，以

及以干细胞为种子细胞制备组织工程皮肤用于皮肤

创面治疗，成为皮肤创面治疗的研究热点［3-5］．

EpSCs在皮肤的自我更新和皮肤伤口愈合中发挥重

要作用，使其成为治疗大面积皮肤创面以及制备组

织工程皮肤的理想种子细胞［5-7］．但是EpSCs来源

较少，体外培养时增殖较慢．目前关于促进EpSCs

增殖的内源调控因子的研究较少［8］，寻找能促进

EpSCs 增殖的内源性因子将有利于建立体外扩增

EpSCs的新方法，促进EpSCs作为种子细胞应用于

皮肤创面治疗或组织工程皮肤制备．
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脂 肪 间 充 质 干 细 胞 （adipose-derived

mesenchymal stem cells，ADSCs） 存在于脂肪组

织，具有自我更新和多向分化的能力，能通过促进

新生血管形成、调节炎症反应等方式促进创面修复

和皮肤再生［9］．研究发现，ADSCs能分泌促进细

胞增殖、分化、迁移的生物活性因子，包括生长因

子、细胞因子、趋化因子和外泌体等，其中外泌体

的治疗潜力正日益受到研究者的重视［10-11］．研究发

现，脂肪间充质干细胞来源的外泌体 （exosomes

from adipose-derived mesenchymal stem cells，

ADSC-Exos）能促进皮肤伤口愈合，能促进血管生

成、角质细胞和成纤维细胞增殖、迁移［12-14］．根据

ADSC-Exos 对角质细胞增殖的促进作用，我们推

测其也可能促进EpSCs增殖．

本研究探究了ASC-Exos对离体培养EpSCs及

皮肤组织中EpSCs增殖的影响及机制，以期为体外

扩增EpSCs提供新的方法．

1 材料与方法

1.1 材料

经苏州大学附属瑞华医院伦理委员会批准，患

者本人知情同意，在进行股前外侧皮瓣移植修复皮

肤缺损时， 取皮瓣修整时剩余的皮肤和皮下脂肪

组织分别用于分离表皮干细胞和脂肪间充质干细

胞．患者年龄为20~40岁，无其他疾病．DMEM培

养 基 购 自 Hyclone 公 司 ． KGM2 培 养 基 购 自

Promocell 公司．BrdU 试剂盒、胎牛血清、F12 培

养基购自 Gibco 公司．中性蛋白酶Ⅱ、胰蛋白酶、

多聚甲醛、人胎盘Ⅳ型胶原购自 Sigma-Aldrich 公

司．间充质干细胞成脂诱导培养基和成骨诱导培养

基购自 Stemcell 科技公司．PE 标记的小鼠抗人

CD34抗体、PE标记的小鼠抗人CD45抗体、APC

标记的小鼠抗人CD73抗体、FITC标记的小鼠抗人

CD90 抗体购自 BD 生物科学公司．兔抗人 Ki67、

c-Myc、 β -catenin、 cyclin A2、 cyclin D1、 cyclin

E1、CD63、Alix抗体，小鼠抗人角蛋白 19、β1整

合素、α6整合素、PCNA 单克隆抗体，FITC标记

的山羊抗小鼠 IgG，Cy3标记的山羊抗小鼠 IgG购

自Abcam公司．小鼠抗人GAPDH抗体购自正能生

物技术公司．辣根过氧化物酶标记的二抗、DAPI、

MTT、BCA蛋白质浓度测定试剂盒购自碧云天生

物技术公司．PrimeScript™ RTRNA反转录试剂盒、

DL500 DNA marker购自TaKaRa公司．PCR引物购

自金唯智生物科技公司．

1.2 细胞分离与培养

按本实验室已建立的方法分离和培养人

EpSCs［15］，皮肤组织用含青、链霉素的磷酸盐缓

冲液（PBS）清洗后，加入 0.25%中性蛋白酶 Ⅱ在

4℃消化过夜，分离表皮层，切碎后加入 0.05%胰

蛋白酶消化10 min，吹打分散细胞，经200目滤网

过滤后离心，用 KGM2 培养基重悬细胞，接种至

预先用Ⅳ型胶原蛋白包被的培养皿中．10 min后换

液，获得贴壁的EpSCs．用KGM2培养基培养48 h

后换液．细胞长至 70%~80% 汇合后用 0.25% 胰蛋

白酶消化、传代，取第二代细胞用于实验．

按文献方法分离和培养脂肪间充质干细胞［16］．

脂肪组织用含青、链霉素的 PBS 清洗，剪碎后用

0.1% Ⅰ 型胶原酶在 37℃消化 1 h，200目滤网过滤

后离心，细胞重悬于含 10% 胎牛血清的 DMEM/

F12 （1∶1）培养基中，培养 12 h，更换培养基，

获得贴壁的ADSCs．培养48 h后换液，细胞70%~

80%汇合后用0.25%胰蛋白酶消化、传代，取第2~

4代细胞用于实验，确保每次ADSCs分离、接种和

培养的实验条件相同，使不同批次获得的ADSCs

纯度和干细胞特性尽可能保持一致．

1.3 EpSCs及ADSCs的鉴定

流式细胞分析：培养的 EpSCs 或 ADSCs 用

0.25% 胰蛋白酶消化、离心，用 FACS 溶液 （含

5%FBS和1%山羊血清的PBS）重悬细胞、室温封

闭 40 min，加入一抗（EpSCs 鉴定：抗 α6 整合素

抗体和抗 CD71 抗体；ADSCs 鉴定：抗 CD73、

CD90、CD34、CD45抗体），室温孵育30 min，用

FACS 溶液洗涤细胞 3 次，加入 FACS 溶液重悬细

胞，放入流式细胞仪进行检测．

免疫荧光染色：培养于盖玻片的EpSCs用 4%

多聚甲醛固定10 min，滴加10%正常山羊血清，室

温封闭60 min；滴加抗β1整合素单抗或抗CK19单

抗，于湿盒4℃过夜，加入相应的荧光二抗，室温

孵育 1 h，DAPI 染核后在荧光显微镜下观察并

拍照．

1.4 ADSCs的成脂、成骨分化及鉴定

ADSCs 培养至 90%~100% 汇合，加入间充质

干细胞成脂培养基培养 9 d，或加入间充质干细胞

成骨诱导培养基培养10 d．细胞经10%多聚甲醛固

定10 min，成脂分化细胞用油红O染色，成骨分化

细胞用茜素红染色，共20 min，于显微镜下观察并

拍照．
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1.5 ADSC-Exos的分离与鉴定

参考文献方法分离 ADSCs 分泌的外泌体［12］．

第 2~4 代 ADSCs 在无血清的 DMEM/F12 培养基培

养 48 h，取上清，离心后取上清，用 100 Ku 超滤

管浓缩，按照 5∶1 （v∶v）加入 EXOquick-TC 外

泌体沉淀试剂，离心后用 PBS 重悬沉淀 （即

ADSC-Exos）．不同批次ADSCs的接种密度、培养

基用量及培养时间、无血清培养的时间、无血清培

养上清的收集和浓缩、ADSC-Exos 的分离条件相

同，以确保不同批次分离的ADSC-Exos具有一致

性．采用分离ADSC-Exos同样的方法分离人血清

及胎牛血清来源的外泌体．

使用 BCA 法检测 ADSC-Exos 的蛋白质浓度．

通过透射电镜观察ADSC-Exos形态．使用纳米粒

径分析仪分析ADSC-Exos粒径．通过蛋白质印迹

（Western blot） 检测 ADSC-Exos 中的 CD63、Alix

及GAPDH，以鉴定ADSC-Exos．

1.6 EpSCs增殖及细胞周期的检测

MTT实验：EpSCs以1 000个细胞/孔接种于预

先包被Ⅳ型胶原蛋白的96孔板，培养2 d后用不同

浓度的 ADSC-Exos 刺激 24、48 h，或用 20 mg/L

ADSC-Exos、人血清来源外泌体（HS-Exos）或胎

牛血清来源外泌体 （FBS-Exos） 刺激 1、2、3、

4 d，加入 MTT 继续培养 4 h，去上清后加入

DMSO溶解结晶，用酶标仪检测 490 nm波长下的

吸光度值（A490）．

BrdU掺入实验：EpSCs以1 000个细胞/孔接种

于预先包被 IV型胶原蛋白的 96孔板，培养 2 d后

用 20 mg/L ADSC-Exos刺激不同时间，加入BrdU，

12 h后去除培养基，加入固定液室温固定 30 min，

清洗后加入小鼠抗BrdU抗体，室温孵育1 h，清洗

后加入辣根过氧化酶标记的山羊抗小鼠 IgG，室温

孵育 30 min，清洗后避光加入 TMB 孵育 30 min，

加入终止液终止反应，用酶标仪检测 450 nm下的

吸光度值（A450）．

Ki67 免疫荧光染色：EpSCs 细胞加 20 mg/L

ADSC-Exos或等体积PBS刺激 24 h，4%多聚甲醛

固定 10 min，滴加 10% 正常山羊血清室温封闭

60 min，滴加抗Ki67抗体，4℃过夜，加入荧光二

抗，室温孵育1 h，DAPI染核后在荧光显微镜下观

察并拍照．

细胞周期检测：将EpSCs按 1.0×105个细胞/孔

接种于预先包被 IV型胶原蛋白的6孔板，培养24 h

后，加入 2 mmol/L 胸腺嘧啶核苷 （TdR） 培养

15 h，用PBS清洗细胞2次后加入新鲜KGM2培养

基培养10 h，再次加入2 mmol/L TdR培养15 h，用

PBS 清洗细胞 2 次．实验组加入 20 mg/L ADSC-

Exos，对照组加与 ADSC-Exos 等体积的 PBS，培

养 12 h 后消化、收集细胞并用 75% 酒精固定，加

入 PI/RNase 染液避光孵育 20 min，放入流式细胞

仪进行检测．

1.7 皮肤组织体外培养及细胞增殖检测

取新鲜皮肤组织剪成0.5 cm × 0.5 cm大小，以

Transwell 培养皿为培养支架，使皮肤表面暴露于

空气进行培养．实验组在真皮和表皮之间分5点注

射ADSC-Exos，共计注射 20 μg，对照组注射等体

积的 PBS．培养 2 d 和 5 d 后的皮肤组织做冰冻切

片，一部分切片经苏木素-伊红（H&E）染色观察

表皮层厚度．另一部分切片通过免疫组化染色检测

细胞增殖标志物增殖细胞核抗原（PCNA）以及表

皮干细胞标志分子的表达．步骤简述如下：皮肤组

织切片经丙酮固定后用山羊血清在 37℃封闭

30 min．滴加抗 β1 整合素、抗 α6 整合素或抗

PCNA 抗体， 4℃过夜， PBS 洗涤 3 次．滴加

MaxVision HRP-Polymer 标记的二抗，孵育 10~

15 min，PBS洗涤3次．将切片与DAB显色剂在避

光条件下孵育10 min，用自来水缓慢冲洗．用苏木

素复染细胞核，乙醇梯度脱水，二甲苯透明，中性

树胶密封．用 ImageJ软件测量免疫组织化学染色

的阳性区域面积．

1.8 蛋白质免疫印迹（Western blot）
EpSCs 用 1 μmol/L 10058-F4 或 1 μM XAV-939

预处理 0.5 h 后，加或不加 20 mg/L ADSC-Exos 刺

激 24 h；对照组 EpSCs 加入等量溶剂 （0.01%

MSO）预处理 0.5 h，加与ADSC-Exos等量的 PBS

培养 24 h．消化细胞，加入含蛋白酶抑制剂的

RIPA裂解液裂制备细胞裂解液．BCA法测定蛋白

质浓度．配制 SDS-PAGE 凝胶行蛋白质电泳，将

凝胶中的蛋白质转移至PVDF膜，5%脱脂奶粉封

闭，用抗 β-catenin、c-Myc、或细胞周期蛋白的一

抗4℃孵育过夜，TBST清洗3次．添加辣根过氧化

物酶（HRP）标记的二抗，室温孵育1 h，TBST 清

洗 3次，加SuperSignal West Pico Chemiluminescent

Substrate 溶液，通过 ClinxChemiScope 化学发光成

像系统采集发光信息，利用 ImageJ软件对目的条

带进行半定量分析．

1.9 RT-PCR
用 TRIzol 试剂裂解细胞，抽提 RNA．使用
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PrimeScriptTM RT 试剂盒将 RNA 逆转录成 cDNA．

PCR 反应条件为： 94℃ 30 s， 55℃ 30 s， 72℃

1 min，循环 40 次．PCR 产物经 1% 琼脂糖凝胶电

泳分离，溴化乙锭染色，紫外线下拍照．利用

ImageJ软件对目扩增的目的条带进行半定量分析．

PCR引物序列见表1．

1.10 统计学分析

实验数据以均数±标准差（x ± s）表示，采用

GraphpadPrism 8.0进行统计学分析，组间比较采用

t检验，P<0.05为具有统计学差异．

2 结 果

2.1 ADSCs及EpSCs的分离、培养和鉴定

从人脂肪组织分离、培养的ADSCs在光镜下

呈典型的成纤维细胞样形态 （图 1a）．取第二代

ADSCs 通过流式细胞技术检测 ADSCs 标志分子

CD73 和 CD90 以及血管内皮细胞标志分子 CD34、

白细胞标志分子CD45的表达，结果显示，这些细

胞高表达 CD73 和 CD90，表达极少量 CD34 和

CD45 （图 1b）．ADSCs 经成脂诱导分化后，油红

O染色显示细胞内出现明显的脂滴（图 2c左图）；

经成骨诱导分化后，茜素红染色显示细胞出现明显

的钙沉积（图2c右图）．以上结果说明，本研究分

离培养的ADSCs纯度高，具有多向分化的干细胞

特性．

Table 1 Sequences of primers used for RT-PCR

Genes

β-Catenin

c-Myc

Cyclin A2

Cyclin D1

Cyclin E1

β-Actin

Forward sequences（5'→ 3'）

GCAGTTCGCCTTCACTATGGA

AGGAACTATGACCTCGACTACG

TCCAAGAGGACCAGGAGAATATCA

AACTACCTGGACCGCTTCCT

GTCCTGGCTGAATGTATACATGC

CGTGGACATCCGCAAAGAC

Reverse sequences（5'→ 3'）

ATCTTGTGGCTTGTCCTCAGAC

AGTAGCTCGGTCATCATCTCCAG

TCCTCATGGTAGTCTGGTACTTCA

CCACTTGAGCTTGTTCACCA

CCCTATTTTGTTCAGACAACATGGC

CTGCTGTCACCTTCA CCGTTC

Fig. 1 Characterization of human adipose-derived mesenchymal stem cells
(a) Morphology of cultured human adipose-derived mesenchymal stem cells (ADSCs) under a light microscope. (b) The expression of CD73, CD90,

CD34 and CD45 in cultured ADSCs was examined by flow cytometry assay. (c) ADSCs were induced to differentiate towards adipogenic and

osteogenic lineages, and stained with Oil Red O (left panel) and Alizarin Red (right panel). Images are representative results of 3 independent

experiments.
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从人皮肤组织分离、培养的EpSCs在光镜下形

态呈鹅卵石样（图2a）．通过流式细胞实验检测表

皮干细胞标志分子α6整合素和CD71的表达，结果

显示高表达 α6 整合素、低表达 CD71 的细胞占

94.36%（图2b）．免疫荧光染色显示这些细胞也高

表达表皮干细胞的另外两个标志分子 β1整合素和

CK19（图1c）．这些结果说明，分离培养的EpSCs

纯度较高，符合实验要求．

2.2 ADSC-Exos的分离及鉴定

我们从 ADSCs 的培养上清中分离获得了

ADSC-Exos．ADSC-Exos 在透射电镜下呈圆形双

层膜结构 （图 3a）．纳米粒径分析仪分析显示

ADSC-Exos的粒径为 50~150 nm （图 3b），Western

blot 结果显示，ADSC-Exos 表达外泌体标志蛋白

Alix和CD63，不表达GAPDH （图 3c）．这表明分

离得到的ADSC-Exos纯度很高．

Fig. 2 Characterization of human epidermal stem cells
(a) Morphology of cultured human epidermal stem cells (EpSCs) under a light microscope. (b, c) The expression of epidermal stem cell biomarkers

α6 integrin, CD71, β1integrin, and CK19 in cultured EpSCs was examined by flow cytometry assay (b) and immunofluorescence staining (c),

respectively. Images are representative results of 3 independent experiments.

Fig. 3 Characterization of exosomes isolated from adipose-derived mesenchymal stem cells
(a) Electron micrograph of exosomes purified from human adipose-derived mesenchymal stem cells (ADSC-Exos). (b) The size of ADSC-Exos was

detected by Flow Nanoanalyzer. (c) The expression of Alix, CD63 and GAPDH in cell lysate of ADSCs and ADSC-Exos was examined by Western

blot.
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2.3 ADSC-Exos促进人EpSCs增殖

用 MTT 法 检 测 不 同 浓 度 ADSC-Exos 刺 激

EpSCs 不同时间对 EpSCs 增殖的影响，发现 5~

40 mg/L ADSC-Exos 能 显 著 促 进 EpSCs 增 殖 ，

ADSC-Exos 对 EpSCs 增殖的促进作用在处理后第

1天就出现，且具有浓度依赖性，ADSC-Exos的浓

度在20 mg/L时，对EpSCs的促增殖作用达到最大

（图 4a）．进一步通过 MTT 法观察 20 mg/L ADSC-

Exos 刺激 EpSCs 增殖的时效关系，发现 ADSC-

Exos对EpSCs的促增殖作用在第3天到达高峰（图

4b）．BrdU掺入实验检测 20 mg/L ADSC-Exos刺激

EpSCs不同时间对EpSCs增殖的影响，亦验证了这

一结果 （图 4c）．通过细胞免疫荧光实验检测

20 mg/L ADSC-Exos对EpSCs中细胞增殖标志分子

Ki67表达的影响，结果显示ADSC-Exos能显著增

加Ki67阳性细胞比率（图4d）．这些结果进一步支

持ADSC-Exos对表皮干细胞的增殖具有促进作用．

此外，用MTT法检测了分离自人血清及胎牛血清

的外泌体对EpSCs增殖的影响，发现这两种血清来

源的外泌体浓度为20 mg/L时，刺激EpSCs长达4 d

对细胞的增殖无显著影响 （图 4e），说明 ADSC-

Exos能特异性刺激EpSCs增殖．

Fig. 4 ADSC-Exos promote human epidermal stem cell proliferation
(a-e) Human epidermal stem cells (EpSCs) were treated with different concentrations of exosomes from adipose-derived mesenchymal stem cells

(ADSC-Exos) for 1 and 2 days (a), with 20 mg/L ADSC-Exos for different periods of time (b, c, e) or for 1 d (d), or with exosomes from fetal bovine

serum (FBS-Exos) or human serum (HS-Exos) for different periods of time (e), cell proliferation was examined by MTT assay (a, b, e), BrdU

incorporation assay (c), or immunofluorescence staining of Ki67 (d). (f) Synchronized EpSCs were treated 20 mg/L ADSC-Exos for 12 h and

examined for cell cycle distribution by flow cytometry. Data are shown as (x ± s), n =5. *P< 0.05, **P<0.01, compared with cells without ADSC-

Exos treatment for the same period of time; #P<0.05, ##P<0.01. CN: Cell number; PI: Propidium iodide.
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我们进一步通过流式细胞术观察 ADSC-Exos

处理对EpSCs细胞周期的影响．发现细胞周期同步

化的 EpSCs 在 20 mg/L ADSC-Exos 孵育 12 h 后，

G1和G2期细胞数显著减少，S期细胞数显著增加

（图4f），提示ADSC-Exos通过促进EpSCs从G1期

进入S期而促进其增殖．

2.4 ADSC-Exos促进人皮肤组织EpSCs增殖

我们进一步观察了 ADSC-Exos 对培养的人皮

肤组织中EpSCs增殖的影响．在皮肤组织的表皮和

真皮间注射外泌体 ADSC-Exos 后培养 2 d 和 5 d，

皮肤组织切片HE染色显示ADSC-Exos能显著增加

表皮层厚度 （图 5a），免疫组化染色显示 ADSC-

Exos 显著增加了表皮基底层 PCNA 阳性细胞数

Fig. 5 ADSC-Exos promote EpSCs proliferation in organotypic skin
H&E staining (a) and immunohistochemical staining of proliferating cell nuclear antigen (PCNA)-, α6 integrin- and β1 integrin-expressing cells (b-
d) of human skin explants injected with 20 μg ADSC-Exos or same volume of PBS, and cultured for 2 and 5 d. Data are presented as the (x ± s), n=5.

*P<0.05, **P<0.01, compared with PBS-injected skin explants.
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（图 5b），说明ADSC-Exos能够刺激皮肤表皮基底

层细胞增殖．免疫组化染色检测EpSCs标志分子，

显示注射 ADSC-Exos 后的皮肤组织培养 2 d 和 5 d

都显著增加表皮基底层α6整合素阳性细胞及β1整

合素阳性细胞的数量（图 5c，d），这些结果证明

ADSC-Exos能促进皮肤组织中EpSCs的增殖．

2.5 ADSC-Exos通过增强β-catenin、c-Myc和细

胞周期蛋白表达促进EpSCs增殖

文献报道 β-catenin、c-Myc和细胞周期蛋白在

EpSCs的增殖中发挥重要作用［15，17-18］．我们观察了

β-catenin抑制剂XAV-939和 c-Myc抑制剂 10058-F4

对ADSC-Exos刺激EpSCs增殖的影响，发现XAV-

939和10058-F4都能部分抑制ADSC-Exos对EpSCs

的促增殖作用（图6a）．进一步检测ADSC-Exos对

EpSCs中 β-catenin、c-Myc和细胞周期蛋白表达的

影 响 ， 发 现 ADSC-Exos 刺 激 EpSCs 能 促 进

β -catenin、c-Myc 和 cyclin D1、E1、A2 的 mRNA

表达，且 ADSC-Exos 的作用具有时间依赖性（图

6c）．Western blot实验证实：ADSC-Exos在蛋白质

水平显著上调 β-catenin、c-Myc 和 cyclin E1 表达，

轻度上调 cyclin A2 和 cyclin D1 的表达；XAV-939

能显著地抑制ADSC-Exos诱导的β-catenin、c-Myc

和 cyclinE1、A2、D1 的表达；10058-F4 能显著地

抑制 ADSC-Exos 刺激的 c-Myc 和 cyclin E1、A2、

D1 表达（图 6b）．这些结果证明了 ADSC-Exos 对

EpSCs 的促增殖作用部分是由于促进 β-catenin、

c-Myc和cyclin E1、A2、D1表达所致．

3 讨 论

本研究发现，人 ADSC-Exos 能促进体外培养

的人EpSCs和皮肤组织中的EpSCs增殖，并揭示了

ADSC-Exos 部分地通过上调 β -catenin、c-Myc 和

cyclins表达而促进EpSCs增殖．

为探讨人ADSC-Exos对人EpSCs增殖的影响，

我们从人脂肪组织中分离、培养了 ADSCs，从

ADSCs 培养上清中分离了 ADSC-Exos．通过观察

细胞形态、标志分子表达及多向分化能力对

ADSCs进行鉴定（图 1）；对分离的ADSC-Exos从

形态、粒径及标志分子表达三方面进行鉴定（图

3），鉴定结果与文献报道一致［12， 14］．从人皮肤组

织中分离、培养EpSCs，并通过观察细胞形态、检

测标志分子表达进行鉴定（图 2）．通过MTT法发

现，5~40 mg/L ADSC-Exos 能浓度依赖性地刺激

Fig. 6 ADSC-Exos induce human EpSCs proliferation partly through upregulating β-catenin，c-Myc，and cyclins
expression

(a, b) Human EpSCs pretreated with control solvent, 1 μmol/L 10058-F4, or 1 μmol/L XAV-939 for 30 min were stimulated with or without 20 mg/L

ADSC-Exos for 48 h (a) or 24 h (b), then examined for cell proliferation by MTT assay (a) and the expression of β-catenin, c-Myc, and cyclins by

Western blot analysis (b). (c) Expression of β-catenin, c-Myc, and cyclins at mRNA level after treatment of human EpSCs with 20 mg/L ADSC-Exos

for 0–18 h. Data are shown as (x ± s), n=5.*P<0.05, **P<0.01, compared with cells treated with solvent control; #P<0.05, compared with cells

treated with ADSC-Exos alone.
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EpSCs 增殖 （图 4a）．细胞免疫荧光实验显示，

ADSC-Exos处理的EpSCs Ki67+细胞明显增加，验

证了 ADSC-Exos 对 EpSCs 的促增殖作用．我们发

现 ADSC-Exos 能时间依赖性地促进 BrdU 掺入

EpSCs （图 4c）．BrdU 是一种胸腺嘧啶核苷类似

物，在细胞周期的S期被掺入到新合成的DNA中．

BrdU掺入增加进一步确认了ADSC-Exos对EpSCs

增殖的促进作用．我们发现 ADSC-Exos 能增加 S

期的EpSCs数量（图4f），这与BrdU掺入实验结果

一致．Cyclin A2、D1 和 E1 在 G1/S 期转换中发挥

重要作用［19］，我们发现，ADSC-Exos能显著上调

cyclin A2、D1 和 E1 在 EpSCs 的表达，减少 G1 期

EpSCs数目．这些结果提示，ADSC-Exos通过上调

cyclin A2、D1 和 E1 的表达，进而促进 G1/S 期转

换，促进EpSCs增殖．除促进体外培养的EpSCs增

殖外，ADSC-Exos 还能显著增加体外培养的人皮

肤组织表皮基底层 PCNA、α6整合素和 β1整合素

阳性细胞的数量以及表皮层厚度（图5）．PCNA是

DNA合成所必需的一种非组蛋白，在细胞周期的

G1/S期升高．这些结果强烈支持ADSC-Exos能促

进人皮肤组织 EpSCs 增殖．文献报道 ADSC-Exos

能促进皮肤伤口愈合［14］，我们推测有可能部分是

通过促进表皮干细胞增殖实现的．

文献报道Wnt/β-catenin信号通路在皮肤EpSCs

增殖中起重要作用［17，20］，c-Myc 是 β-catenin 的下

游分子［21-22］，参与皮肤 EpSCs 增殖［18］．c-Myc 在

细胞周期中既能上调 cyclin A2、D1和E1的表达，

又能通过与DNA复制起始点结合以及上调DNA复

制起始所需的蛋白质而引起DNA复制［23］．我们的

实验结果显示，β-catenin抑制剂和 c-Myc抑制剂均

可部分阻断 ADSC-Exos 诱导的 EpSCs 增殖 （图

6a），且β-catenin抑制剂显著抑制了ADSC-Exos对

β -catenin、c-Myc 和 cyclinE1、A2、D1 的上调，

c-Myc抑制剂显著抑制了ADSC-Exos诱导的 c-Myc

和 cyclinE1、A2、D1的上调（图6b）．这些结果提

示 ADSC-Exos 部分通过 β-catenin/c-Myc/cyclins 途

径促进EpSCs增殖．外泌体含有多种成分，包括蛋

白质、脂质、DNA、mRNA、microRNA等，目前

尚不清楚ADSC-Exos中哪些分子引起EpSCs增殖．

我们已经对ADSC-Exos进行了RNA深度测序，正

进一步研究 microRNA 对 EpSCs 增殖的影响及

机制．

鉴于 EpSCs 在皮肤伤口愈合过程中起重要作

用，在基础研究和临床研究中，通过将EpSCs直接

喷涂在伤口表面或将种植 EpSCs 的基质（如水凝

胶、支架材料和真皮替代物）覆盖在伤口表面以治

疗烧伤创面和慢性皮肤伤口（如糖尿病溃疡）［24］．

此外，EpSCs可以作为种子细胞用于制备组织工程

皮肤．研究表明，在组织工程皮肤的制备中，表皮

干细胞优于分化成熟的角质形成细胞［25-26］．外泌

体具有性质稳定、免疫原性低、易于使用的特点．

ADSCs 易于从脂肪组织中分离获得．因此，

ADSC-Exos 可作为有效扩增 EpSCs 的手段，有利

于EpSCs的基础研究、以及在皮肤伤口治疗以及组

织工程皮肤制备中的应用研究．

综上所述，本研究发现 ADSC-Exos 能促进

EpSCs 增殖，揭示了 ADSC-Exos 的作用部分通过

β-catenin/c-Myc/cyclins信号通路介导，为体外扩增

EpSCs提供了新的手段．
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Exosomes From Human Adipose-derived Mesenchymal Stem Cells Promote
Epidermal Stem Cell Proliferation Through Upregulating β-Catenin，c-Myc

and Cyclins Expression*

LIU Jin-Wei1)**, CAO Gao-Biao1)**, CHENG He-Yun2), DU Wei-Wei2), ZHANG Guang-Liang2),

JIN Guang-Zhe2), ZHANG Ping3), WANG Zhao-Dong3), LIU Zhe3), JU Ji-Hui2), LE Ying-Ying5),

FU Yi4)***, HOU Rui-Xing1,2,3)***

(1)Department of Hand Surgery, Suzhou Ruihua Orthopedics Hospital, Suzhou 215104, China;
2)Department of Hand Surgery, Ruihua Affiliated Hospital of Soochow University, Suzhou 215104, China;

3)Institute of Hand Surgery, Ruihua Affiliated Hospital of Soochow University, Suzhou 215104, China;
4)Department of Human Anatomy, Histology and Embryology, School of Biology and Basic Medical Sciences, Soochow University, Suzhou 215104, China;

5)Shanghai Institute of Nutrition and Health, Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200031, China)

Abstract This study aimed to investigate the effect of exosomes from adipose-derived mesenchymal stem cells

(ADSC-Exos) on the proliferation of human epidermal stem cells (EpSCs) and explore the underlying

mechanisms. ADSCs were isolated from human adipose tissue by type Ⅰ collagenase digestion. EpSCs were

isolated from human skin tissue by dispase Ⅱ and trypsin digestion. The exosomes were isolated from the

supernatant of ADSCs using the ExoQuick-TC reagent. EpSCs proliferation was examined by MTT assay,

immunofluorescence staining of Ki67 and BrdU incorporation assay. Cell cycle phase distribution was analyzed

by flow cytometry. Cultured human skin tissues were examined for the structure and expression of the markers of

cell proliferation and epidermal stem cells by H&E staining and immunohistochemistry, respectively. The results

showed that ADSC-Exos promoted EpSCs proliferation in concentration- and time-dependent manners. ADSC-

Exos increased the number of cells in S phase, and decreased the number of cells in G1 phase. ADSC-Exos also

significantly promoted the proliferation of EpSCs in cultured skin tissue. Mechanistic study showed that the

proliferative activity of ADSC-Exos was partially inhibited by β -catenin inhibitor XAV-939 or c-Myc inhibitor

10058-F4. ADSC-Exos upregulated the expressions of β -catenin, c-Myc, cyclins E1, A2 and D1. XAV-939

suppressed ADSC-Exos-induced expressions of β-catenin, c-Myc, cyclins E1, A2 and D1. 10058-F4 inhibited the

upregulation of c-Myc and cyclins E1, A2 and D1 by ADSC-Exos. Collectively, these results indicate that ADSC-

Exos promote EpSCs proliferation partly through upregulating the expression of β-catenin, c-Myc and cyclins.
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