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[摘要] 目的：探讨黄芪甲苷（AS-郁）介导内皮祖细胞（EPCs）外泌体miR-126-5p对糖尿病皮肤溃疡（DCU）

创面血管新生的影响。方法：分离培养人外周血EPCs，通过观察细胞形态、DAPI核染及FITC-UEA-I联合Dil-ac-

LDL双荧光染色法鉴定EPCs。将鉴定成功的EPCs分别用PBS、AS-郁处理，培养24 h收集上清液中EPCexos和ASIV-

EPCexos，用透射电镜观察两者形态。另用miR-126-5p inhibitor和inhibitor-NC脂质体转染ASIV-EPCexos，检测上

述4种外泌体中miR-126-5p水平。建立2型糖尿病SD大鼠DCU模型。造模成功的大鼠随机分为EPCexos组、ASIV-

EPCexos组、ASIV-EPCexos+miR-126-5p inhibitor组、ASIV-EPCexos+inhibitor-NC组、模型组，另设空白组。第10天

采集创面新生组织，用蛋白质印迹法（Western blotting）与RT-qPCR法检测VEGFa、VEGFb、VEGFc、FGF、Ang-1

血管生长因子表达，免疫荧光和PAS染色检测血管新生。结果：培养24 h后，两组大鼠外泌体呈圆形或椭圆形微

囊泡结构。与EPCexos组大鼠相比，ASIV-EPCexos组miR-126-5p表达上调（ 约0.05）；与ASIV-EPCexos组大鼠相

比，ASIV-EPCexos+miR-126-5p inhibitor组miR-126-5p表达下调（ 约0.05）。与空白组大鼠相比，模型组血管生长

因子表达量、VEGF荧光强度、BrdU阳性率和内皮细胞数均显著降低（ 约0.05）；与模型组大鼠相比，ASIV-EPCexo组

血管生长因子表达量、VEGF荧光强度、BrdU阳性率和内皮细胞数均增加（ 约0.05）；与ASIV-EPCexo组大鼠相

比，ASIV-EPCexo+miR-126-5pinhibitor组血管生长因子表达量、VEGF荧光强度、BrdU阳性率和内皮细胞数均显

著降低（ 约0.05）。结论：AS-郁可通过介导EPCs表达负载miR-126-5p的外泌体促进DCU创面血管新生。
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Effects of Astragaloside IV-Mediated Exosomal miR-126-5p on

Angiogenesis in Diabetic Cutaneous Ulcer Wounds

[Abstract] Objective: To investigate the effects of Astragaloside IV (AS-IV) on angiogenesis in diabetic

cutaneous ulcers (DCU) and its potential mechanism via mediating exosomal miR-126 -5p derived from

endothelial progenitor cells (EPCs). Methods: Human peripheral blood EPCs were isolated, cultured, and identified

based on morphology, DAPI nuclear staining, and dual-fluorescence staining with FITC-UEA-I and Dil-ac-LDL.
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糖 尿 病 皮 肤 溃 疡 （ diabetic cutaneous ulcers， DCU） 是 临 床

常 见 的 糖 尿 病 并 发 症 。 糖 尿 病 患 者 血 糖 异 常 ， 导 致 血 管 内 皮

功 能 障 碍 及 血 管 生 成 相 关 因 子 水 平 降 低 ， 阻 碍 血 管 新 生 ， 最

终 延 缓 创 面 愈 合 。 内 皮 祖 细 胞 （ endothelial progenitor cells ，

EPCs） 是 一 种 存 在 于 骨 髓 、 脐 血 和 成 人 外 周 血 的 血 管 前 体 细

胞 ， 在 修 复 内 皮 细 胞 和 血 管 新 生 方 面 发 挥 重 要 作 用 [1]。 有 研 究

证 实 ， 高 糖 环 境 下 骨 髓 和 循 环 血 中 EPCs 数 量 减 少 且 其 生 物 功

能 被 抑 制 ， 从 而 导 致 创 面 修 复 能 力 受 损 ， 延 缓 创 面 愈 合 [2]。 外

泌 体 （ exosomes， EXOs） 作 为 EPCs 释 放 的 一 种 细 胞 外 囊 泡 ， 携

带 蛋 白 质 、 脂 质 、 核 酸 等 多 种 活 性 分 子 ， 通 过 膜 融 合 机 制 将 其

特 异 性 递 送 至 靶 细 胞 ， 调 控 细 胞 功 能 和 组 织 修 复 过 程 [3]， 尤 其

在 损 伤 内 皮 修 复 和 血 管 新 生 过 程 中 发 挥 重 要 作 用 [4]。 此 外 ， 外

泌 体 内 的 miRNA 也 已 被 证 实 能 够 加 速 血 管 生 成 ， 并 促 进 创 面

愈 合 [4-6]。 黄 芪 甲 苷 （ astragaloside 郁 ， AS-郁） 是 中 药 黄 芪 的 主

要 活 性 成 分 之 一 。 本 团 队 前 期 研 究 发 现 ， AS-郁 可 动 员 骨 髓 中

EPCs迁 移 入 血 ， 并 分 泌 血 管 生 长 因 子 、 外 泌 体 。 此 外 ， AS-郁 可

促 进 EPCs 向 内 皮 细 胞 分 化 参 与 糖 尿 病 血 管 新 生 [7-8] 。 然 而 ，

AS-郁 介 导 EPCs外 泌 体 加 速 血 管 新 生 并 促 进 糖 尿 病 皮 肤 溃 疡

创 面 愈 合 是 否 与 其 负 载 的 miR-126-5p 有 关 ， 仍 需 实 验 证 实 。

因 此 ， 本 研 究 在 前 期 研 究 基 础 上 ， 进 一 步 探 讨 AS-郁通 过 EPCs

分 泌 外 泌 体 并 介 导 miR-126-5p 在 糖 尿 病 皮 肤 溃 疡 创 面 血 管

新 生 中 的 作 用 ， 旨 在 为 AS-郁在 糖 尿 病 皮 肤 溃 疡 治 疗 中 的 临 床

应 用 提 供 实 验 依 据 。

1 材 料

1.1 实验动物 48 只 雄 性 SPF级 SD 大 鼠 ， 8 周 龄 ， 体 质 量 180耀

220 g ， 购 自 湖 南 斯 莱 克 景 达 实 验 动 物 有 限 公 司 。 动 物 生 产 许

可 证 号 ： SCXK（ 湘 ） 2021-0002 ； 动 物 质 量 合 格 证 号 ： 43072725

1101138021 。 所 有 大 鼠 饲 养 于 湖 南 中 医 药 大 学 实 验 动 物 中

心 ， 饲 养 温 度 为 20耀25 益 ， 湿 度 为 40%耀60% ， 12 h/12 h 明 暗 周

期 环 境 ， 提 供 标 准 饲 料 ， 并 且 保 证 自 由 饮 水 ， 适 应 性 饲 养 1 周 。

本 研 究 经 湖 南 中 医 药 大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 审 核 并 批 准

（ 伦 理 审 批 号 ： ZYFY20201018-2） 。

1.2 药物与试剂 黄 芪 甲 苷 （ 上 海 源 叶 生 物 科 技 有 限 公 司 ，

批 号 ： S31401 ， 规 格 逸98%） ； 链 脲 佐 菌 素 （ STZ） （ 北 京 索 莱 宝

科 技 有 限 公 司 ， 批 号 ： S8050） ； 胎 牛 血 清 （ FBS） （ 美 国 Gibco 公

司 ， 批 号 ： 10099141） ； 荧 光 染 料 4' ， 6- 二 脒 基 -2- 苯 基 吲 哚

（ DAPI） （ 美 国 abiowell 公 司 ， 批 号 ： 11265-1-AP） ； 乙 酰 化 低 密

度 脂 蛋 白 （ Dil-ac-LDL） （ 上 海 复 申 生 物 科 技 有 限 公 司 ， 批 号 ：

FS1088-500UG） ； DMEM 高 糖 培 养 基 （ 美 国 Sigma 公 司 ， 批 号 ：

D5796-500ML） ； 鼠 抗 BrdU（ 德 国 Sigma-Aldrich 公 司 ， 批 号 ：

B5002） ； 兔 抗 VEGF（ 英 国 abcam 公 司 ， 批 号 ： ab46154） ； miRNA

逆 转 录 试 剂 盒 （ 中 国 北 京 康 为 世 纪 公 司 ， 批 号 ： CW2141） ；

VEGFa- 抗 （ 批 号 ： ab46154） 、 VEGFb- 抗 （ 批 号 ： ab185696） 、

VEGFc-抗 （ 批 号 ： ab9546） 、 FGF-抗 （ 批 号 ： ab208687） 和 Ang-1-

抗 （ 批 号 ： ab183701） 均 购 于 英 国 abcam公 司 。

1.3 主要仪器 XD-101 型 CO2 培 养 箱 （ 日 本 SANYO 公 司 ） ；

YT-CJ-NB 型 超 净 工 作 台 （ 北 京 亚 泰 隆 公 司 ） ； DSZ2000X 型 倒

置 生 物 显 微 镜 （ 北 京 中 显 恒 业 仪 器 ） ； BA210T 型 光 学 显 微 镜

（ 麦 克 奥 迪 实 业 集 团 有 限 公 司 ） ； Tecnai 12 型 透 射 电 子 显 微 镜

（ 美 国 FEI 公 司 ） ； QuantStudio1 型 荧 光 定 量 PCR 仪 （ 美 国 Thermo

公 司 ） ； ChemiDoc 型 化 学 发 光 成 像 仪 （ 美 国 Bio-Rad 公 司 ） ；

Tanon 1600 型 凝 胶 成 像 系 统 （ 上 海 天 能 科 技 有 限 公 司 ） ； YD-

Identified EPCs were treated with PBS or AS-IV for 24 h. Exosomes were isolated from the culture super原

natants (named EPC-exos and AS-IV-EPC-exos, respectively) and characterized by transmission electron

microscopy (TEM). Furthermore, EPCs were transfected with a miR-126-5p inhibitor or inhibitor-NC liposomes,

and exosomes were collected from AS-IV-treated transfected cells. The level of miR-126-5p in exosomes from

different groups was quantified. A type 2 diabetic SD rat DCU model was established. Successfully modeled

rats were randomly divided into EPCexos, ASIV-EPCexos, ASIV-EPCexos + inhibitor-NC, ASIV-EPCexos +

miR-126-5p inhibitor and model groups, with a blank group as control. On day 10, wound neotissues were

harvested. The protein and mRNA expression levels of vascular growth factors (VEGFa, VEGFb, VEGFc, FGF,

Ang -1) were detected by Western blotting and RT -qPCR, respectively. Angiogenesis was assessed by

immunofluorescence and PAS staining. Results: TEM showed that exosomes from both groups exhibited round

or oval vesicular structures. The expression of miR-126-5p was significantly upregulated in ASIV-EPCexos

group compared with EPCexos group (P<0.05), while The expression of miR-126-5p was significantly downregulated

in ASIV-EPCexos+miR-126-5p inhibitor group compared with ASIV-EPCexos group (P<0.05). Compared with

the blank group, the model group showed significantly decreased expression of vascular growth factors, VEGF

fluorescence intensity, BrdU-positive rate, and endothelial cell number (P<0.05). Compared with the model

group, the ASIV-EPCexos group exhibited increased expression of vascular growth factors, VEGF fluorescence

intensity, BrdU-positive rate, and endothelial cell number (P<0.05). However, these promoting effects were signifi原

cantly attenuated in the ASIV-EPCexos + miR-126-5p inhibitor group compared with the ASIV-EPCexos group

(P<0.05). Conclusion: AS -IV may promote angiogenesis in DCU wounds by enhancing the enrichment of

miR-126-5p in EPC-derived exosomes.

[Keywords] diabetic cutaneous ulcer; Astragaloside IV; exosomes; miR-126-5p; angiogenesis
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315 型 切 片 机 （ 金 华 益 迪 医 疗 设 备 有 限 公 司 ） ； BMJ-A 型 包 埋

机 （ 常 州 中 威 电 子 仪 器 有 限 公 司 ） 。

2 方 法

2.1 EPCs分离培养及鉴定 在 无 菌 条 件 下 采 集 健 康 足 月 新

生 儿 脐 带 血 ， 用 密 度 梯 度 离 心 法 分 离 单 个 核 细 胞 后 ， 经 EGM-2

培 养 基 重 悬 并 于 37 益 、 5%CO2、 饱 和 湿 度 条 件 下 培 养 ， 待 细 胞

融 合 至 80% 时 通 过 胰 酶 消 化 进 行 传 代 ； 为 鉴 定 人 EPCs， 取 P3

代 细 胞 进 行 爬 片 处 理 ， 先 后 与 2.4 g/L Dil-ac-LD 、 10 g/L 的

FITC-UEA-I 在 37 益 避 光 孵 育 1 h 后 ， 经 20 g/L 多 聚 甲 醛 10 min

及 PBST 浸 洗 后 ， 于 荧 光 显 微 镜 下 观 察 并 采 集 荧 光 染 色 图 像 。

本 研 究 经 湖 南 中 药 大 学 第 一 附 属 医 院 伦 理 审 查 （ 伦 理 批 号 ：

HN-LL-KY-2020-013-01） ， 本 团 队 前 期 已 从 人 脐 血 中 分 离 和

鉴 定 EPCs[9]。

2.2 EPC-Exos、ASIV-EPCexos的形态观察 采 用 P3-P6 代

EPCs 培 养 上 清 液 ， 经 差 速 离 心 法 结 合 超 滤 法 提 取 外 泌 体 ； 随

后 取 20 滋LEPC-Exos和 ASIV-EPCexos 悬 液 滴 加 于 2 nm 载 样 铜

网 上 ， 室 温 静 置 3 min后 吸 除 多 余 液 体 ， 加 入 30 滋L 2%醋 酸 铀 酰

负 染 5 min， 经 干 燥 后 置 于 Tecnai Spirit T12 透 射 电 镜 ， 80 kV 下

观 察 外 泌 体 形 态 并 采 集 图 像 。

2.3 外泌体中miR-126-5p的表达 采 用 RT-qPCR 技 术 检 测

EPCexo 组 、 ASIV-EPCexo 组 、 ASIV-EPCexo+miR-126-5p in原

hibitor组 和 ASIV-EPCexo+inhibitor-NC组 中 外 泌 体 miR-126-5p

的 表 达 水 平 。 按 照 Lipofectamine 转 染 试 剂 说 明 书 ， 将 处 于 对 数

生 长 期 的 细 胞 以 3伊105个 /孔 接 种 于 6孔 板 上 ， 在 培 养 24 h后 换 为

无 血 清 培 养 基 ， 分 别 转 染 miR-126-5p inhibitor和 inhibitor-NC， 在

37 益 、 5% CO2 条 件 下 培 养 6 h 后 更 换 新 鲜 完 全 培 养 基 。 采 用

Trizol法 提 取 各 组 外 泌 体 总 RNA， 经 紫 外 分 光 光 度 计 检 测 RNA

纯 度 和 浓 度 后 ， 将 其 逆 转 录 为 cDNA ， 随 后 取 5 滋L cDNA 进 行

PCR 。 qPCR 反 应 采 用 95 益 预 变 性 30 min ， 继 以 95 益 5 s 、 60 益

4 s、 72 益 延 伸 20 s， 共 40 个 循 环 扩 增 程 序 ， 每 个 样 本 设 置 3 个

复 孔 ， 采 用 2夷-驻驻Ct法 计 算 miR-126-5p 的 相 对 表 达 量 。

2.4 造模与分组给药

2.4.1 糖 尿 病 模 型 的 建 立 将 48 只 SD 大 鼠 适 应 性 饲 养 1 周

后 ， 随 机 挑 选 40 只 用 高 脂 饲 料 喂 养 4 周 ， 另 外 8 只 大 鼠 普 通 饲

料 喂 养 。 造 模 前 禁 食 12耀16 h 后 ， 40 只 大 鼠 通 过 腹 腔 注 射 1%

STZ 溶 液 （ 50 mg/kg） [10] 建 立 糖 尿 病 模 型 ， 另 外 8 只 大 鼠 注 射 等

体 积 柠 檬 酸 钠 缓 冲 液 ， 之 后 每 天 监 测 随 机 血 糖 ， 若 连 续 3 d 随

机 血 糖 浓 度 均 跃16.7 mmol/L并 伴 有 饮 水 增 多 ， 排 尿 增 多 ， 饲 料

摄 入 增 多 ， 体 质 量 减 少 的 “ 三 多 一 少 ” 典 型 症 状 即 视 为 2 型 糖

尿 病 模 型 建 立 成 功 。

2.4.2 皮 肤 溃 疡 模 型 的 建 立 造 模 成 功 的 糖 尿 病 大 鼠 和 普

通 大 鼠 腹 腔 注 射 适 量 2% 戊 巴 比 妥 钠 （ 3 mL/kg） 进 行 麻 醉 ， 外

用 6%硫 化 钠 溶 液 脱 去 腰 背 部 毛 发 ， 使 用 直 径 2 cm 的 圆 形 空 心

柱 蘸 取 适 量 印 泥 在 大 鼠 脊 柱 两 侧 腰 背 部 对 称 印 章 ， 75% 酒 精

消 毒 皮 肤 ， 于 深 筋 膜 上 完 整 切 除 直 径 为 2 cm 的 圆 形 皮 肤 制 成

糖 尿 病 皮 肤 溃 疡 模 型 。

2.4.3 实 验 分 组 、 给 药 与 标 本 采 集 将 造 模 成 功 的 糖 尿 病 皮

肤 溃 疡 大 鼠 按 照 随 机 数 字 表 法 分 为 空 白 组 （ 普 通 皮 肤 溃 疡 大

鼠 ） 、 EPCexo 组 、 ASIV-EPCexo 组 、 ASIV-EPCexo+miR-126-5p

inhibitor组 、 ASIV-EPCexo+inhibitor-NC组 和 模 型 组 ， 每 组 8 只 。

各 组 分 别 按 以 下 方 案 接 受 处 理 ： EPCexo 组 用 EPCs 外 泌 体 干

预 ； ASIV-EPCexo 组 用 AS-郁 处 理 后 的 EPCs 外 泌 体 （ ASIV-

EPCexo） 干 预 ； ASIV-EPCexo+miR-126-5p inhibitor 组 用 转 染

了 miR-126-5p 抑 制 剂 的 ASIV-EPCexo 干 预 ； ASIV-EPCexo+

inhibitor-NC 组 用 转 染 了 inhibitor-NC 的 ASIV-EPCexo 干 预 ，

外 泌 体 的 干 预 浓 度 为 500 mg/L ， miR-126-5p inhibitor 和

inhibitor-NC 的 干 预 浓 度 为 60nmol/L； 空 白 组 和 模 型 组 分 别 用

等 体 积 的 0.9% NaCl 处 理 。 所 有 药 物 处 理 液 均 通 过 创 面 注 射 ，

注 射 体 积 为 200 滋L， 1 次 /d， 持 续 10 d 。 每 天 使 用 络 合 碘 对 大 鼠

创 面 进 行 消 毒 后 使 用 生 理 盐 水 清 洗 创 面 ， 最 后 覆 盖 医 用 无 菌

纱 布 并 妥 善 包 扎 固 定 。 给 药 剂 量 参 照 课 题 组 前 期 研 究 [4]。 所 有

大 鼠 持 续 观 察 至 第 10 天 后 处 死 大 鼠 ， 取 出 大 鼠 腰 背 部 皮 肤

溃 疡 组 织 ， 按 需 分 装 并 保 存 在 -80 益冰 箱 中 。

2.5 观察指标

2.5.1 皮 肤 溃 疡 组 织 中 血 管 生 长 因 子 的 表 达 采 用 蛋 白 质

印 迹 法 检 测 皮 肤 溃 疡 组 织 中 VEGFa 、 VEGFb 、 VEGFc 、 FGF 和

Ang-1 蛋 白 的 表 达 。 剪 取 适 量 皮 肤 溃 疡 组 织 制 备 匀 浆 并 提 取

上 清 液 ， 按 试 剂 盒 法 提 取 总 蛋 白 ， BCA法 检 测 蛋 白 浓 度 后 加 入

蛋 白 上 样 缓 液 。 取 20 滋L 变 性 蛋 白 进 行 上 样 ， 采 用 SDS-PAGE

电 泳 分 离 蛋 白 ， 将 分 离 后 的 蛋 白 移 至 PVDF膜 上 ， 室 温 封 闭 1 h 。

用 兔 抗 鼠 VEGFa（ 1颐1 000） 、 VEGFb（ 1颐1 000） 、 VEGFc（ 1颐2 000） 、

FGF（ 1颐2 000） 、 Ang-1（ 1颐10 000） 、 茁-actin（ 1颐5 000） 一 抗 ， 4 益

孵 育 过 夜 。 PBST 洗 膜 3 次 ， 继 续 在 辣 根 过 氧 化 物 - 山 羊 抗 小 鼠

IgG（ 1颐6 000） 的 封 闭 溶 液 中 室 温 孵 育 90 min 后 ， 经 ECL 化 学 发

光 液 显 色 并 通 过 凝 胶 成 像 系 统 采 集 图 像 。

RT-qPCR 法 用 于 检 测 同 样 因 子 的 mRNA 表 达 。 提 取 总

RNA 并 进 行 逆 转 录 生 成 cDNA， 用 含 UltraSYBR 荧 光 染 料 的 混

合 物 进 行 实 时 PCR， 茁-actin 作 为 内 参 基 因 ， 采 用 2夷-吟吟CT法 计 算

基 因 表 达 水 平 。

2.5.2 免 疫 荧 光 检 测 皮 肤 溃 疡 组 织 血 管 新 生 情 况 将 石 蜡

包 埋 的 皮 肤 组 织 切 成 4 滋m 切 片 ， 按 常 规 方 法 脱 蜡 并 用 二 甲 苯

和 梯 度 乙 醇 水 化 。 浸 入 枸 橼 酸 盐 缓 冲 液 （ pH=6.0） 中 加 热

23 min 以 回 收 抗 原 ， 自 然 冷 却 至 室 温 后 用 PBS 洗 涤 。 将 切 片 分

别 置 于 硼 氢 化 钠 溶 液 30 min 、 苏 丹 黑 染 液 5 min ， 经 自 来 水 冲

洗 后 用 5% BSA 溶 液 封 闭 切 片 60 min 。 切 片 与 稀 释 的 BrdU 和

VEGF 一 抗 在 4 益 下 孵 育 过 夜 。 第 2 天 ， 37 益 孵 育 稀 释 的 抗 鼠 、

抗 兔 IgG 二 抗 90 min ， PBS 冲 洗 。 经 DAPI 工 作 液 37 益 染 色 后 ，

PBS 洗 涤 ， 缓 冲 甘 油 封 片 ， 荧 光 显 微 镜 观 察 （ 放 大 200 倍 数 ） 。

2.5.3 PAS 染 色 检 测 皮 肤 溃 疡 组 织 中 血 管 新 生 情 况 将 皮 肤

组 织 进 行 常 规 脱 水 处 理 并 用 石 蜡 包 埋 后 切 成 4 滋m 的 切 片 ； 用

二 甲 苯 脱 蜡 和 梯 度 乙 醇 再 水 化 ， 蒸 馏 水 浸 洗 5 min 后 滴 加 过 碘

酸 覆 盖 组 织 ； 自 来 水 冲 洗 后 使 用 Schiff氏 液 和 苏 木 素 染 色 ， 依 次

用 蒸 馏 水 和 PBS 冲 洗 ， 冷 风 干 燥 后 经 梯 度 酒 精 脱 水 ； 二 甲 苯 透

明 处 理 ， 最 终 用 中 性 树 胶 封 固 。 在 光 学 显 微 镜 下 （ 放 大 200 倍

数 ） ， 计 数 切 片 中 血 管 内 皮 细 胞 核 的 数 量 。

2.6 统计学方法 采 用 SPSS 25.0 统 计 软 件 分 析 处 理 数 据 。

计 量 资 料 以 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ， 计 量 资 料 符 合 正 态 性

和 方 差 齐 性 ， 则 采 用 One-WayANOVA 检 验 ； 不 符 合 正 态 性 或

16



2026年1月第32卷第1期 January.2026 Vol.32 No.1

方 差 齐 性 的 计 量 资 料 则 选 用 Kruskal-Wallis H 检 验 。 约0.05 表

示 差 异 有 统 计 学 意 义 。

3 结 果

3.1 EPCs培养与鉴定 培 养 7 d后 ， 经 光 学 显 微 镜 观 察 发 现 细

胞 呈 典 型 的 集 落 形 态 特 征 ： 中 央 区 域 细 胞 呈 圆 形 分 布 ， 周 边

细 胞 表 现 为 梭 形 （ 见 图 1） 。 经 荧 光 显 微 镜 鉴 定 EPCs 表 现 为 特

征 性 染 色 ： DAPI 核 染 表 现 为 蓝 色 荧 光 ， Dil-acLDL 摄 取 表 现 为

红 色 荧 光 ， FITC-UEA-I 结 合 表 现 为 绿 色 荧 光 ， 双 染 为 橙 黄 色

荧 光 的 细 胞 即 为 正 常 分 化 的 EPCs。 （ 见 图 2）

图 1 EPCs的形态观察 （伊100）

A B C D

注：A.细胞摄取DAPI核染，呈蓝色荧光标记；B.细胞摄取

Dil-acLDL，呈红色荧光标记；C.细胞与UEA-1结合，呈绿色荧

光标记；D.细胞结合FITC-UEA-I并摄取Dil-ac-LDL后双重染

色，呈橙黄色荧光。

图 2 EPCs的荧光染色鉴定结果 （伊200）

3.2 EPC-Exos、ASIV-EPCexos的形态观察 EPC-Exos 在 呈

圆 形 或 椭 圆 形 的 膜 囊 泡 结 构 （ 见 图 3A） 。 与 EPCexos 比 较 ，

ASIV-EPCexos多 为 包 膜 完 整 的 圆 形 小 囊 泡 结 构 ， 数 量 较 多 且

分 布 集 中 。 （ 见 图 3B）

注：A.EPC-Exos的电镜图；B.ASIV-EPCexos的电镜图。

图 3 透射电镜下观察到的 EPC-Exos、ASIV-EPCexos

（伊100 000）

3.3 外泌体中miR-126-5p的表达 与 EPCexo 组 大 鼠 比 较 ，

ASIV-EPCexo 组 中 miR-126-5p 相 对 表 达 量 升 高 ， 差 异 有 统 计

学 意 义 （ 约0.05） ； 与 ASIV-EPCexo 组 大 鼠 比 较 ， ASIV-EPCexo+

miR-126-5pinhibitor 组 中 miR-126-5p 相 对 表 达 量 降 低 ， 差 异

有 统 计 学 意 义 （ 约0.05） ； 与 ASIV-EPCexo+miR-126-5p inhibitor

组 大 鼠 比 较 ， ASIV-EPCexo+inhibitor-NC 组 中 miR-126-5p 相

对 表 达 量 显 著 升 高 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ 约0.05） 。 （ 见 表 1）

表 1 各组大鼠外泌体中 miR-126-5p表达比较 （x依s）

组 别 n miR-126-5p 相 对 表 达 量

EPCexo 组 8 1.90依0.41

ASIV-EPCexo 组 8 3.20依0.22c

ASIV-EPCexo+miR-126-5p inhibitor组 8 2.06依0.05d

ASIV-EPCexo+inhibitor-NC 组 8 3.28依0.46c e

注：与EPCexo组比较，c 约0.05；与ASIV-EPCexo组比较，

d 约0.05；与ASIV-EPCexo+miR-126-5p inhibitor组比较，e 约0.05。

3.4 皮肤溃疡组织中血管生长因子的表达 创 面 损 伤 第 10

天 ， 与 空 白 组 大 鼠 比 较 ， 模 型 组 中 VEGFa 、 VEGFb 、 VEGFc 、

FGF 、 Ang-1 蛋 白 及 基 因 表 达 均 显 著 下 调 ， 差 异 均 有 统 计 学

意 义 （ 约0.05） ； 与 模 型 组 大 鼠 比 较 ， ASIV-EPCexo 组 中 VEGFa 、

VEGFb、 VEGFc、 FGF和 Ang-1 的 蛋 白 及 基 因 表 达 均 显 著 上 调 ，

差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 约0.05） ； 与 ASIV-EPCexo 组 大 鼠 相

比 ， ASIV-EPCexo+miR-126-5p inhibitor 组 中 VEGFa 、 VEGFb 、

VEGFc、 FGF 和 Ang-1 的 蛋 白 及 基 因 表 达 水 平 均 显 著 降 低 ，

差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 约0.05） ； 与 ASIV-EPCexo+miR-126-5p

inhibitor 组 相 比 ， ASIV -EPCexos +inhibitor -NC 组 中 VEGFa、

VEGFb、 VEGFc、 FGF和 Ang-1 的 蛋 白 及 基 因 表 达 水 平 均 显 著

升 高 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 约0.05） 。 （ 见 图 4耀图 5）

注：A.空白组；B.模型组；C.EPCexos组；D.ASIV-EPCexos

组；E.ASIV -EPCexos +miR -126 -5p inhibitor组；F.ASIV -

EPCexos+inhibitor-NC组。与空白组比较，a 约0.05；与模型组比

较，b 约0 .05；与ASIV-EPCexo组比较，d 约0 .05；与ASIV-

EPCexo+miR-126-5p inhibitor组比较，e 约0.05。

图 4 各组大鼠皮肤溃疡组织中 VEGFa、VEGFb、VEGFc、

FGF、Ang-1蛋白表达情况

3.5 免疫荧光中皮肤溃疡组织血管新生情况 创 面 损 伤 第

10 天 ， 与 空 白 组 大 鼠 比 较 ， 模 型 组 中 VEGF 免 疫 荧 光 强 度 和

BrdU 阳 性 率 均 降 低 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 约0.05） ； 与 模 型

A B

A B C D E F

23 kDa

22 kDa

15 kDa

15 kDa

70 kDa

42 kDa
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组 大 鼠 相 比 ， ASIV-EPCexo组 中 VEGF免 疫 荧 光 强 度 和 BrdU的

阳 性 率 均 升 高 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 约0.05） ； 与 ASIV-EPCexo

组 大 鼠 相 比 ， ASIV-EPCexo+miR-126-5p inhibitor 组 VEGF 免

疫 荧 光 强 度 和 brdU 阳 性 率 均 降 低 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 约

0.05） ； 与 ASIV-EPCexo+miR-126-5p inhibitor 组 大 鼠 相 比 ，

ASIV-EPCexo+inhibitor NC 组 VEGF 免 疫 荧 光 强 度 和 brdU 阳

性 率 均 升 高 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 约0.05） 。 （ 见 图 6）

注：A.VEGF和BrdU荧光染色结果，蓝色荧光代表细胞核，

红色荧光代表新合成的DNA，指细胞增殖的活跃程度，绿色

荧光指VEGF表达情况；B.VEGF平均荧光强度；C.BrdU阳性

率。与空白组比较，a 约0.05；与模型组比较，b 约0.05；与ASIV-

EPCexo组比较，d 约0.05；与ASIV-EPCexo+miR-126-5p inhibitor

组比较，e 约0.05。

图 6 各组大鼠皮肤溃疡组织中 VEGF和 BrdU阳性

表达情况 （伊200）

3.6 PAS染色中皮肤溃疡组织血管新生情况 创 面 损 伤 第

10 天 ， 与 空 白 组 大 鼠 相 比 ， 模 型 组 内 皮 细 胞 数 显 著 减 少 ， 差 异

有 统 计 学 意 义 （ 约0.05） ； 与 模 型 组 大 鼠 相 比 ， ASIV-EPCexo 组

内 皮 细 胞 数 显 著 增 加 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ 约0.05） ； 与 ASIV-

EPCexo 组 大 鼠 相 比 ， ASIV-EPCexos+miR-126-5p inhibitor 组

内 皮 细 胞 数 显 著 降 低 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ 约0.05） 。 （ 见 图 7）

注：A.PAS染色的组织学图像；B.内皮细胞数的定量分析。

与空白组比较，a 约0.05；与模型组比较，b 约0.05；与ASIV-EPCexo

组比较，d 约0.05。

图 7 各组大鼠皮肤溃疡组织中内皮细胞表达情况 （伊200）

4 讨 论

机 体 长 期 处 于 高 血 糖 状 态 ， 可 引 起 周 围 血 管 病 变 、 周 围

神 经 病 变 及 免 疫 功 能 障 碍 ， 导 致 糖 尿 病 患 者 出 现 创 面 愈 合 障

碍 ， 继 发 感 染 ， 形 成 慢 性 难 愈 性 创 面 ， 严 重 者 可 致 截 肢 甚 至 死

亡 [11]。 目 前 ， DCU的 治 疗 方 法 主 要 包 括 手 术 清 创 和 创 面 换 药 ， 但

血 管 再 生 缓 慢 ， 治 疗 效 果 有 限 [12]。 高 糖 环 境 通 过 下 调 血 管 生 成

相 关 因 子 表 达 ， 诱 导 血 管 内 皮 细 胞 凋 亡 ， 削 弱 血 管 内 皮 细 胞

增 殖 、 迁 移 和 管 腔 形 成 能 力 ， 抑 制 缺 血 组 织 血 管 新 生 ， 导 致 血

管 新 生 障 碍 ， 延 缓 创 面 愈 合 [13]。 同 时 ， 高 糖 环 境 和 炎 症 反 应 可

使 骨 髓 和 循 环 血 中 EPCs 数 量 减 少 、 产 能 下 降 、 增 殖 活 性 降 低 ，

削 弱 其 增 殖 、 黏 附 和 迁 移 能 力 。 血 管 修 复 和 新 生 能 力 变 差 ， 使

创 面 愈 合 更 加 困 难 [14]。 此 外 ， 糖 尿 病 患 者 的 微 循 环 障 碍 和 慢 性

炎 症 反 应 进 一 步 抑 制 血 管 新 生 ， 延 缓 创 面 愈 合 [15]。 糖 尿 病 血 管

新 生 困 难 导 致 创 面 愈 合 受 阻 ， 目 前 已 成 为 研 究 的 热 点 和 临 床

治 疗 的 难 点 [16]。 而 内 皮 细 胞 调 节 功 能 的 丧 失 是 糖 尿 病 血 管 新

生 受 阻 的 关 键 因 素 [17]。 目 前 有 研 究 表 明 高 达 75% 的 糖 尿 病 患

者 死 于 血 管 疾 病 和 内 皮 功 能 障 碍 [18]。 可 见 ， 高 糖 环 境 严 重 阻 碍

糖 尿 病 血 管 新 生 ， 而 血 管 新 生 困 难 是 导 致 创 面 迁 延 难 愈 的 关

键 因 素 [19]。

EPCs 是 一 类 源 自 骨 髓 且 具 有 多 向 分 化 潜 能 的 成 血 管 干

细 胞 [20]， 可 通 过 向 缺 血 或 损 伤 部 位 趋 化 迁 移 ， 分 化 为 成 熟 内 皮

细 胞 并 参 与 血 管 新 生 [4]。 同 时 ， EPCs 通 过 旁 分 泌 Exos、 VEGF 和

FGF等 因 子 激 活 成 熟 的 内 皮 细 胞 促 进 血 管 生 成 [21-22]， 在 血 管 新

生 和 组 织 修 复 中 起 关 键 作 用 。 Exos 是 细 胞 释 放 到 细 胞 外 基 质

中 的 40~100 nm 大 小 的 膜 性 囊 泡 ， 包 裹 大 量 蛋 白 、 脂 质 、 核 酸

成 分 [3]。 Exos 可 通 过 传 递 RNA 介 导 细 胞 间 交 流 ， 作 用 于 靶 细 胞

注：A.空白组；B.模型组；C.EPCexos组；D.ASIV-EPCexos组；E.ASIV-EPCexos+miR-126-5p inhibitor组；F.ASIV-EPCexos+in原

hibitor-NC组。与空白组比较，a 约0.05；与模型组比较，b 约0.05；与ASIV-EPCexo组比较，d 约0.05；与ASIV-EPCexo+miR-126-5pin原

hibitor组比较，e 约0.05。

图 5 各组大鼠皮肤溃疡组织中 VEGFa、VEGFb、VEGFc、FGF、Ang-1基因表达情况
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发 挥 其 生 物 活 性 ， 并 调 节 多 种 细 胞 生 理 和 病 理 过 程 [23]。 本 团 队

前 期 研 究 表 明 EPC-exos 可 通 过 激 活 PIK3R2/SPRED1 信 号 ， 促

进 内 皮 细 胞 的 增 殖 、 迁 移 及 血 管 新 生 ， 参 与 糖 尿 病 创 面 修 复

的 调 控 过 程 [4]。 此 外 ， 研 究 发 现 EPC-exos 可 通 过 上 调 VEGF、

FGF-1、 Ang-1等 血 管 生 成 因 子 表 达 ， 显 著 增 强 内 皮 细 胞 增 殖 、

迁 移 及 血 管 成 管 能 力 ， 促 进 血 管 新 生 [24]。 研 究 证 实 ， 来 源 于 干

细 胞 的 外 泌 体 已 被 广 泛 研 究 并 应 用 于 皮 肤 溃 疡 的 治 疗 ， 突 显

了 其 在 促 进 伤 口 愈 合 方 面 的 巨 大 潜 力 [25]。 AS-郁 是 黄 芪 中 的

主 要 活 性 成 分 之 一 [26]， 具 有 抗 炎 、 抗 纤 维 化 、 抗 氧 化 应 激 、 免 疫

调 节 及 心 脑 血 管 保 护 等 多 种 药 理 作 用 [27]。 刘 钰 等 [7] 研 究 表 明 ，

AS-郁 在 促 进 组 织 修 复 和 血 管 新 生 方 面 具 有 显 著 成 效 ， 经

AS-郁 处 理 的 EPCs 可 促 进 血 管 生 成 和 伤 口 愈 合 [28]。 进 一 步 研

究 证 实 ， AS-郁 预 处 理 EPCs 分 泌 的 外 泌 体 可 显 著 增 强 大 鼠 主

动 脉 内 皮 细 胞 的 增 殖 、 迁 移 和 血 管 再 生 能 力 [29]。 可 见 ， ASIV-

EPCexos在 促 糖 尿 病 皮 肤 溃 疡 血 管 新 生 方 面 具 有 重 要 作 用 。

Exos作 为 细 胞 间 通 讯 的 关 键 载 体 ， 能 通 过 传 递 miRNA、 竞

争 性 内 源 性 RNA 、 lncRNA 及 蛋 白 质 ， 调 控 靶 细 胞 的 生 物 学 功

能 [30]。 其 中 ， MicroRNAs作 为 一 类 短 链 非 编 码 RNA， 已 成 为 生 理

和 细 胞 功 能 的 关 键 基 因 组 调 控 因 子 [31]。 目 前 研 究 已 鉴 定 出 数

十 种 miRNA 与 血 管 新 生 密 切 相 关 [32]， 而 内 皮 细 胞 特 异 性 富 集

的 miR-126 是 该 领 域 最 早 被 发 现 的 调 控 分 子 之 一 [33]。 既 往 研

究 表 明 ， miR-126-5p 与 内 皮 细 胞 功 能 密 切 相 关 ， 其 通 过 基 因

表 达 调 控 参 与 多 种 生 物 过 程 ， 包 括 内 皮 细 胞 功 能 的 调 节 、 糖

尿 病 相 关 分 子 信 号 通 路 的 调 控 [34-35]。 如 研 究 [36]发 现 miR-126-5p

可 通 过 靶 向 抑 制 内 皮 增 殖 的 负 调 控 因 子 Dlk1 ， 促 进 内 皮 细 胞

增 殖 和 再 内 皮 化 ， 加 速 血 管 损 伤 后 的 修 复 。 miR-126-5p 过 表

达 可 增 强 内 皮 细 胞 的 促 血 管 生 成 活 性 [37]。 同 时 ， miR-126-5p

可 通 过 NF-资B/PI3K/Akt/mTOR信 号 通 路 抑 制 血 管 动 脉 壁 内 皮

细 胞 凋 亡 [38]。 此 外 ， 内 皮 细 胞 来 源 的 miR-126 可 通 过 旁 分 泌 方

式 调 节 VEGF 表 达 ， 发 挥 血 管 保 护 作 用 [39]。 本 实 验 结 果 显 示 用

AS-郁处 理 后 的 EPCexo中 miR-126-5p表 达 上 调 ， ASIV-EPCexo

组 中 蛋 白 及 基 因 表 达 水 平 显 著 高 于 其 他 组 别 ， VEGF 荧 光 强

度 增 加 ， brdU 阳 性 率 增 加 ， 内 皮 细 胞 数 量 显 著 增 高 ， 可 见

AS-郁 可 通 过 介 导 外 泌 体 miR-126-5p 促 进 血 管 新 生 ， 从 而 加

速 糖 尿 病 皮 肤 溃 疡 愈 合 。

综 上 所 述 ， 黄 芪 甲 苷 可 通 过 介 导 外 泌 体 miR-126-5p 促 进

糖 尿 病 皮 肤 溃 疡 创 面 血 管 新 生 ， 在 糖 尿 病 皮 肤 溃 疡 愈 合 中 具

有 潜 在 的 应 用 价 值 。 本 研 究 仅 从 外 泌 体 miRNAs水 平 分 析 了 黄

芪 甲 苷 介 导 外 泌 体 miR-126-5p 对 糖 尿 病 皮 肤 溃 疡 创 面 血 管

新 生 的 影 响 ， 其 具 体 作 用 机 制 ， 有 待 进 一 步 阐 明 。
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