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研究原著

文题释义：

骨髓间充质干细胞纳米囊泡：是一种由骨髓间充质干细胞分泌的纳米级细胞外囊泡，含有丰富的生物分子，如脂质、蛋白质、mRNA和
miRNA，具有促进细胞生长、抗凋亡、抗炎和抗氧化等作用，在糖尿病伤口愈合中效果显著。

中性粒细胞凋亡小体：在细胞凋亡过程中由中性粒细胞释放的一种特殊类型细胞外囊泡，具有双重靶向性，能启动巨噬细胞极化和促进炎

症消退。

摘要

背景：纳米细胞囊泡具有再上皮化、抗氧化、抗炎以及调节细胞外基质重塑等功能，凋亡小体具有免疫调节作用，因此二者结合所形成的

纳米融合囊泡可协同促进糖尿病皮肤创面愈合。

目的：探讨纳米融合囊泡对糖尿病小鼠皮肤创面的愈合作用。

方法：①材料制备及表征：分离提取C57BL/6J乳鼠原代骨髓间充质干细胞纳米囊泡和C57BL/6J小鼠骨髓来源中性粒细胞凋亡小体，将二者

结合采用微型挤出机制备纳米融合囊泡。②体外实验：采用MTT检测不同浓度纳米融合囊泡对NIH-3T3细胞和人脐静脉内皮细胞的增殖作

用；采用活性氧荧光探针检测纳米融合囊泡对过氧化氢干预的NIH-3T3细胞的抗氧化作用；采用实时定量RT-qPCR法检测纳米融合囊泡对脂

多糖引发的RAW 264.7巨噬细胞炎症反应的抑制效果。③体内实验：36只雄性C57BL/6J小鼠构建糖尿病小鼠模型，造模成功后在糖尿病小

鼠脊柱两侧使用打孔机分别制备直径6 mm的2个圆形创面，采用随机数字表法分为3组，对照组创缘皮下注射0.1 mL磷酸盐缓冲液，纳米囊

泡组注射0.1 mL 25 μg/mL纳米囊泡，纳米融合囊泡组注射0.1 mL 25 μg/mL纳米融合囊泡，连续治疗3 d，观察创面愈合情况与组织形态学变

化。

结果与结论：①体外实验：纳米融合囊泡在质量浓度为0-100 μg/mL时均无毒性作用，且可促进NIH-3T3细胞和人脐静脉内皮细胞的增殖，

其中25 μg/mL纳米融合囊泡促进NIH-3T3细胞增殖的效果最明显，而人脐静脉内皮细胞的存活率则随着纳米融合囊泡质量浓度的增加不断

增强。纳米融合囊泡具有良好的抗氧化效果，与过氧化氢组相比，纳米囊泡组和纳米融合囊泡组的活性氧荧光信号依次减弱。此外，纳米

融合囊泡还具有抗炎能力，降低了脂多糖诱导的巨噬细胞炎症反应。②体内实验：苏木精-伊红染色与Masson染色显示，与对照组相比，

术后第6天纳米囊泡组和纳米融合囊泡组创面均表达出丰富的胶原纤维以及肉芽组织，其中以纳米融合囊泡组最多；术后第12天，纳米融

合囊泡组创面显著缩小，且愈合速度显著快于其他组，促创面愈合效果最为显著。结果表明，纳米融合囊泡能够展现出促细胞增殖、抗氧

化和抗炎特性，从而在促进糖尿病小鼠皮肤创面愈合过程中发挥积极作用。
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0   引言   Introduction
据国际糖尿病联合会统计，预计到 2030 年，全球有 6.43

亿 20-79 岁的成年人罹患糖尿病，这一数字预计在未来几十

年内将持续攀升
[1]
。糖尿病不仅严重影响患者的生活质量，

还带来了一系列严重的并发症，其中，糖尿病足是糖尿病最

常见的并发症之一，具有高发病率、低愈合率及易复发性，

给临床治疗带来了巨大挑战
[2]
。糖尿病创面难以愈合的根源

复杂多样，核心机制之一在于高糖环境引发的慢性氧化应激

障碍与炎症反应
[3-4]

。在高糖环境中，活性氧的过度产生与晚

期糖基化终末产物的加速积累共同导致细胞凋亡，使血管网

络受损
[5-6]

。这一系列病理生理变化不仅削弱了组织的自我修

复能力，还加剧了局部的炎症反应，M1 型巨噬细胞持续释

放促炎因子和活性氧，形成恶性循环，阻碍了创面的正常愈

合过程
[7]
。因此，如何有效促进糖尿病创面组织再生、平衡

氧化应激状态以及调控炎症反应成为亟待解决的科学问题。

近年来，随着干细胞科学的不断进展，骨髓间充质干细

胞 (bone marrow mesenchymal stem cells，BMSCs) 由于具备

与众不同的免疫调节特性以及卓越的促组织修复能力，在慢

性伤口治疗领域展现出广阔的应用前景
[8]
。BMSCs 不仅能够

分泌多种生长因子和细胞因子，促进细胞增殖、迁移，还能

通过细胞间相互作用调节局部免疫微环境，抑制过度炎症反

应，为创面的愈合提供有利条件
[9]
。尽管 BMSCs 在慢性伤口

治疗中的潜力巨大，但直接应用仍面临一些挑战，如细胞存

Abstract
BACKGROUND: Nanocell vesicles possess functions such as re-epithelialization, antioxidation, anti-inflammation, and regulation of extracellular matrix 
remodeling. Meanwhile, apoptotic bodies have the immunomodulatory effects. Therefore, the combination of the two to form nanofusion vesicles can 
synergistically promote the healing of diabetic skin wounds. 
OBJECTIVE: To elucidate the impact of nanofusion vesicles on skin wound healing in a diabetic murine model.
METHODS: (1) Material preparation and characterization: The primary bone marrow mesenchymal stem cells of C57BL/6J neonatal mice and the neutrophil 
apoptotic bodies of C57BL/6J mice were isolated and extracted. The nanofusion vesicles were prepared by micro-extrusion mechanism. (2) In vitro experiment: 
MTT assay was used to detect the proliferative effect of different concentrations of nanofusion vesicles on NIH-3T3 cells and human umbilical vein endothelial 
cells. Reactive oxygen species fluorescence probe was used to detect the antioxidant effect of nano-fusion vesicles on NIH-3T3 cells treated with hydrogen 
peroxide (H2O2). The inhibitory effect of nanofusion vesicles on RAW 264.7 macrophage inflammation induced by lipopolyside was detected by real-time 
quantitative RT-qPCR. (3) In vivo experiment: 36 male C57BL/6J mice were employed to develop a murine model of diabetes mellitus. Following the successful 
induction of diabetes, two circular full-thickness wounds, each with a diameter of 6 mm, were created on either side of the diabetic mice’s spine using a skin 
punch. The mice were divided into three groups by random number table method. The control group was injected with 0.1 mL of phosphate buffer solution. 
The nanovesicle group was injected with 0.1 mL nanovesicles (25 μg/mL). The nanofusion vesicle group was injected with 0.1 mL nanofusion (25 μg/mL) 
vesicles. After treatment for three consecutive days, the wound healing and histomorphological changes were observed.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) In vitro experiment: nanofusion vesicles, when administered at concentrations ranging from 0 to 100 μg/mL, exhibited no toxic 
effects and promoted the proliferation of NIH-3T3 and HUVEC cell lines. Notably, a concentration of 25 μg/mL nanofusion vesicle significantly enhanced the 
proliferation of NIH-3T3 cells. Furthermore, the survival rate of human umbilical vein endothelial cells was observed to increase in correlation with escalating 
concentrations of nanofusion vesicles. Nanofusion vesicles had a good antioxidant effect. In comparison to the H2O2 group, the fluorescence signal indicative 
of reactive oxygen species was progressively diminished in both the nanovesicle group and the nanofusion vesicle group. Furthermore, nanofusion vesicles 
possessed anti-inflammatory capabilities, effectively mitigating the inflammatory response in macrophages triggered by lipopolysaccharide stimulation. (2) In 
vivo experiment: Hematoxylin-eosin and Masson's trichrome staining revealed that in comparison to the control group, both the nanovesicle group and the 
nanofusion vesicle group exhibited a significant increase in granulation tissue formation and collagen fiber deposition within the wounds by day 6. Notably, 
the nanofusion vesicle group displayed the most pronounced effects. On day 12, the wound of nanofusion vesicle group was significantly reduced, and the 
healing rate was significantly faster than that of other groups (P < 0.01), and the effect of promoting wound healing was the most significant. Our findings 
demonstrated that nanofusion vesicles exhibited superior pro-cell proliferative, antioxidant, and anti-inflammatory properties, thereby exerting a beneficial 
effect on the promotion of skin wound healing in diabetic mouse models.
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活率低、作用靶点不明确以及可能引起的免疫排斥反应等
[10]
。

对于严重的炎症和组织损伤，单独使用 BMSCs 可能难以充分

发挥全部治疗效果
[11]
。

外泌体作为一类由细胞分泌的纳米级囊泡，直径介于

50-100 nm 之间，内部富含核酸、蛋白质及脂质等多种生物

分子
[12]
。尽管外泌体在细胞治疗中展现出巨大的应用潜力，

但分离和纯化过程却面临效率低下的问题，这在一定程度上

限制了临床应用的进展
[13]
。为了克服这一挑战，研究人员通

过机械破碎细胞得到间充质干细胞纳米囊泡，这种纳米级细

胞囊泡不仅在大小、形态和蛋白质组成上与外泌体高度相似，

而且在产量上远超外泌体，达到了外泌体的 20 倍之多，从

而在生产效率上展现出显著的优势
[14]
。

基于此，该研究聚焦于探索一种创新的治疗策略，即通

过纳米囊泡融合技术，将 BMSCs 的再生潜能与中性粒细胞凋

亡小体 (apoptotic bodys，ABs) 的免疫调节特性相结合，构建

出纳米融合囊泡。中性粒细胞凋亡小体作为巨噬细胞 M2 极

化的关键诱导物，能够有效调节炎症反应，但本身并不具备

直接促进组织再生的能力
[15-16]

，通过纳米技术将 BMSCs 的活

性成分与凋亡小体整合，有望弥补这一缺陷，制备出既能调

节免疫微环境又能促进组织修复的纳米融合囊泡。该研究旨

在通过体内外实验，系统评估纳米融合囊泡对糖尿病小鼠皮

肤创面的治疗效果，旨在探索一种新型的细胞工程技术策略

以治疗糖尿病性创面。
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1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   纳米融合囊泡制备、体外细胞实验与体内动物实

验，组间比较进行方差分析 (ANOVA)，然后进行 Tukey 检验。

1.2   实验及地点   实验于 2023 年 3 月至 2024 年 8 月在牡丹

江医科大学医药研究中心完成。

1.3   材料

1.3.1   实验细胞   NIH-3T3 成纤维细胞 ( 源自 Balb/c 系小鼠

胚胎细胞株 ) 和 RAW 264.7 巨噬细胞 ( 源自 Abelson 小鼠白

血病病毒诱导的肿瘤 ) 均购自上海酶研生物科技有限公司；

人脐静脉内皮细胞 (human umbilical vein endothelial cells， 

HUVECs) 购自上海赛百慷生物技术股份有限公司。

1.3.2   实验动物   新生 0-3 d 的 SPF 级 C57BL/6J 乳鼠用于

BMSCs 原代培养；3-4 周龄的雄性 SPF 级 C57BL/6J 小鼠用

于中性粒细胞的提取；7-8 周龄雄性 SPF 级 C57BL/6J 小鼠

36 只，体质量 25-30 g，用于创建糖尿病创面模型，所有小

鼠购于牡丹江医学院比较医学中心，动物生产许可证号： 

SCXK( 黑 )2019-003。小鼠饲养于温度 (22±2) ℃、相对湿度

(65±10)%、光照 / 黑暗 12 h 交替循环、干净通风的 SPF 级实

验动物房，实验动物使用许可证号：SYXK( 黑 )2019-006，饲

养期间自由进食水，适应性喂养 1 周后进行分组实验。

该研究已获得牡丹江医科大学动物伦理委员会审查批准

( 伦理号：20230314-53)，严格遵守国家关于动物保护的相关

规定。所有实验动物在进行手术前均已实施麻醉，均采取了

所有可能的措施以确保将动物的疼痛、不适以及死亡风险降

至最低。

1.3.3   实验药物与试剂   异氟烷购于深圳瑞沃德公司；Ⅰ型

胶原酶购于美国 Worthington 公司；聚碳酸酯膜购于英国

Whatman 公司；干细胞培养基购于加拿大 STEMCELL 公司；

小鼠骨髓中性粒细胞分离液试剂盒购自天津灏洋生物制品

科技有限公司；星孢菌素购于北京中科瑞泰生物科技有限

公司；DMEM 高糖培养基、RPIM1640 培养基和胎牛血清购

于美国 Gibco 公司；MTT 购于德国 Biofroxx 公司；胰酶消化

液、Hoechst、脂多糖、BCA 蛋白浓度检测试剂盒、细胞膜红

色荧光染色试剂盒 (Dil) 和细胞膜绿色荧光染色试剂盒 (Dio)

均购于上海碧云天生物技术有限公司；二甲基亚砜购于美国

Sigma 公司；H2O2 购于上海懋康生物科技有限公司；活性氧

检测试剂盒购于北京索莱宝科技有限公司；RNA 提取试剂盒

购于美国 Omega 公司；RNA 反转录试剂盒购于瑞士 Roche

公司；所有引物均购于上海生工生物工程公司；透明剂购于

上海雷根生物科技有限公司；链脲佐菌素、瑞氏 - 姬姆萨复

合染色液、苏木精 - 伊红染色试剂盒和改良 Masson 三色染

色试剂盒均购于北京索莱宝科技有限公司。

1.3.4   实验仪器   微型挤出机购于美国 AVanti 公司；二氧化

碳培养箱购于美国 Thermo Fisher 公司；超微量核酸蛋白浓

度检测仪购于上海琪特分析仪器有限公司；酶标仪 (Spectra  

Max M2)购于美国Molecular Devices公司；生物显微镜购于德

国 Leica 公司；激光共聚焦显微 (FV4000) 购于日本 OLYMPUS 

公司；生物组织脱水机 (HS-1000) 购于华速科技有限公司；

荧光定量 PCR 仪 (StepOne) 购于美国 ABI 公司；Nanodrop 

(2000) 购于美国 Thermo Fisher Scientific；纳米粒度及 Zeta 电

位分析仪购于英国 Malvern Panalytical 公司；TG 全景组织细

胞定量分析系统购于奥地利 TissueGnostics 公司。

1.4   实验方法   

1.4.1   BMSCs 的分离、培养   异氟烷作为麻醉剂对乳鼠实施

安乐死，在无菌环境下分离出股骨和胫骨，然后用剪刀剪碎，

以便于骨髓细胞的释放。将剪碎的骨骼碎片转移到预先准备

好的Ⅰ型胶原酶中进行 200 r/min 的振荡处理，持续 1 h 后以

300×g 的离心速度离心 10 min，弃上清，使用干细胞完全培

养基进行重悬，并接种于 T75 培养瓶中，在 CO2 细胞培养箱

中培养两三天后换液，当细胞生长至 80%-90% 融合时，用

0.25% 胰酶消化，以 1 ∶ 2 进行传代培养。

1.4.2   制备纳米囊泡   将第 3-5 代 BMSCs 消化后置于 15 mL

离心管中，1 000 r/min 离心 5 min，倒掉上清液，使用 pH 值

为 7.4 的 PBS 重新悬浮细胞，使用微型挤压机依次通过孔径

为 5 μm、1 μm 和 0.2 μm 的聚碳酸酯薄膜，每一层薄膜均

需执行 15 次的重复挤压循环，然后在室温下 10 000×g 离心 

10 min，去除细胞碎片，使用 100 kD 的离心过滤器在室温下

1 000×g 离心 15 min，对纳米囊泡进行纯化和浓缩，离心后

使用等量的 PBS 重新悬浮纳米囊泡，并重复上述纯化与浓缩

流程共 3 次。最后，将样品储存于 -80 ℃的环境中保存。纳

米囊泡的浓度用 BCA 蛋白质定量检测试剂盒测定。

1.4.3   中性粒细胞的分离、培养   将小鼠用异氟烷麻醉后实

施安乐死，喷洒适量乙醇进行全面消毒。剪开小鼠背部皮

肤，钝性剥离至足部，使两侧腿部完全暴露，然后分离胫骨

和股骨并浸泡在冲洗液中，剪掉骨髓两端，暴露骨髓腔，用

1 mL 注射器吸取适量匀浆冲洗液冲洗出骨髓腔内的骨髓，收

集单细胞悬液，用 70 μm 筛网过滤至离心管中，450×g 离心 

10 min，弃去上清，用 1 mL 红细胞沉降液重悬。取一支硅

化离心管，依次加入 3 mL 分离液 1 和 1.5 mL 90% 分离液 1

形成梯度液面，再将单细胞悬液样本缓慢加到分离液面上，

700×g 离心 25 min，离心后稀释液层下方出现两层白色环状

细胞层，其中下层为中性粒细胞层。取下层中性粒细胞层，

加入 4 mL 清洗液混匀，400×g 离心 10 min，弃上清，加入 3-5

倍清洗液混匀，250×g 离心 10 min，重复洗涤两三次获得中
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性粒细胞，最后在 RPIM1640 培养基中重悬培养。

1.4.4   中性粒细胞的鉴定   取中性粒细胞悬液，稀释 10 倍后

取 5-10 μL 滴于载玻片的一端，选取一块新的载玻片用于推

片，将载玻片的一端放置于液滴前方，轻轻向另一侧移动，

使悬液均匀分散。待涂片放置自然晾干后，将瑞氏吉姆萨

染液 A 液覆盖标本 1 min，再加入 B 液于 A 液上面，以洗耳

球吹出微风使液面产生涟漪状，使两液充分混合，染色 3- 

8 min，倾去染液，蒸馏水洗净，干燥后镜检，二甲苯透明，

封片胶封固、保存，生物显微镜下观察并拍照。

1.4.5   制备凋亡小体   用 0.5 μm 的星孢菌素作用于体外培养

的中性粒细胞 3 h 以诱导细胞凋亡，收集上清液，50×g 离

心 5 min，以去除细胞和碎片，重复 2 次，然后将上清液以 

1 000×g 离心 10 min，收集凋亡小体。浓缩的凋亡小体再悬

浮于 PBS 中，用 BCA 蛋白检测试剂盒进行定量。

1.4.6   纳米融合囊泡的制备   首先将纳米囊泡和凋亡小体以

1 ∶ 1 的比例混合，然后使用微型挤出机通过孔隙大小为 

0.2 μm聚碳酸酯膜进行挤压，重复 10次，获得纳米融合囊泡。

纳米融合囊泡的浓度用 BCA 蛋白检测试剂盒测定，纳米颗粒

的大小和 Zeta 电位由纳米粒度仪及 Zeta 电位分析仪进行分

析。

1.4.7   纳米融合囊泡的膜融合验证   首先，将凋亡小体用 Dil

膜染料 ( 激发波长 / 发射波长 =549/565 nm) 进行标记，而纳

米囊泡则用 Dio 膜染料 ( 激发波长 / 发射波长 =480/510 nm)

进行标记，将标记好的纳米囊泡与凋亡小体以 1 ∶ 1 的比

例混合，形成混合液。随后，利用微型挤出机将混合物通过 

0.2 μm 孔径的聚碳酸酯膜进行物理挤压，重复 10 次，通过

施加足够的机械力，促进纳米囊泡与凋亡小体之间的膜融合。

将经过挤压处理的混合物样品置于激光共聚焦显微镜下观

察，在特定的激发光下，Dil 标记的凋亡小体发出红色荧光，

而 Dio 标记的纳米囊泡发出绿色荧光，观察这两种颜色的荧

光是否在同一位置重叠或出现混合色 ( 黄色 )，用来判断纳

米囊泡与凋亡小体之间是否发生了膜融合。

1.4.8   纳米融合囊泡对 NIH-3T3 细胞、HUVECs 的增殖作用  

将 NIH-3T3 成纤维细胞与 HUVECs 接种于含体积分数 10%

胎牛血清以及 1% 青霉素 - 链霉素双抗的 DMEM 细胞培养

基，于 37 ℃的恒温 CO2 培养箱中培养，然后将这两种细胞

以 3×103
个 / 孔密度接种至 96 孔培养板中，24 h 后弃去孔

中培养基，设置对照组以及不同质量浓度 (5，10，25，50， 

100 μg/mL) 的纳米融合囊泡组，每组 3 个复孔，每孔 100 μL， 

继续在 37 ℃、体积分数 5% CO2 培养箱中孵育 24 h，每孔加

入 100 μL MTT(5 mg/mL)，与细胞孵育 4 h，再加入二甲基亚

砜在摇床上低速振荡 10 min，使用酶标仪在 490 nm 处检测

吸光度值，并计算细胞存活率。细胞存活率 (%)=[(As-Ab)/

(Ac-Ab)]×100%。其中，As 代表实验组吸光度，Ac 代表对照

组吸光度，而 Ab 则代表培养基吸光度。

1.4.9   纳米融合囊泡的抗氧化作用   用 2′，7′-二氯荧光黄双

乙酸盐 (dichlorofluorescein diacetate，DCFH-DA) 作为荧光指

示剂，以监测细胞内活性氧的生成水平。将对数生长期的

NIH-3T3细胞以 1×105
个 /孔密度接种到 6孔板中，置于 37 ℃、 

体积分数 5% CO2 培养箱内培养 24 h，然后分为以下几组进

行处理：未加 H2O2 处理的对照组、H2O2(600 µmol/L) 组、

纳米囊泡 (25 μg/mL)+H2O2(600 µmol/L) 组、纳米融合囊泡 

(25 μg/mL)+H2O2(600 µmol/L) 组，在 37 ℃、体积分数 5% CO2

培养箱中孵育 24 h，PBS 洗涤细胞，与 10 μmol/L DCFH-DA

探针共孵育 30 min，PBS 洗涤细胞，使用 Hoechst 染细胞核

10 min，用荧光显微镜观察细胞内的荧光信号的强度与分布。

1.4.10   纳米融合囊泡的抗炎效果分析   将对数生长期的 

RAW-264.7 巨噬细胞制成单细胞悬液，并按照 5×105
个 / 孔密

度接种到 6 孔板中，置于 37 ℃、体积分数 5% CO2 培养箱中

12 h，然后分为以下几组进行处理：未经过脂多糖处理的对

照组、脂多糖 (100 μg/L) 组，脂多糖 + 纳米囊泡 (25 μg/mL) 

组和脂多糖 + 纳米融合囊泡 (25 μg/mL) 组，在 37 ℃、体积

分数 5% CO2 培养箱中孵育 24 h，用预冷的 PBS 洗涤细胞，

确保完全去除培养基，采用 RNA 提取试剂盒提取细胞内的

总 RNA，用超微量核酸蛋白测定仪定量分析 RNA 的浓度，

然后将每个样本的总 RNA 反转录为 cDNA，采用实时定量

PCR(RT-qPCR) 检测细胞中 CD86、肿瘤坏死因子 α、CD206、

精氨酸酶 1 水平。采用两步法进行 RT-qPCR 反应：95 ℃预

变性 10 min；95 ℃变性 15 s，60 ℃退火 1 min，共 40 个循

环。以 GAPDH 作为内源性参照基因，采用 2-ΔΔCt
法计算目标

mRNA 相对表达量。引物序列见表 1。

表 1 ｜引物序列信息
Table 1 ｜ Primer sequence information

基因 引物序列 (5’-3’) 产物长度 (bp)

CD86 上游：ACG GAG TCA ATG AAG ATT TCC T 151
下游：GAT TCG GCT TCT TGT GAC AТA С

肿瘤坏死因子 α 上游：CCC TCA CAC TCA GAT CAT CTT CT 61
下游：GCT ACG ACG TGG GCT ACA G

CD206 上游：ССТ ATG AAA ATT GGG CTT ACG G 131
下游：CTG ACA AAТ СCA GTT GTT GAG G

精氨酸酶 1 上游：TTG GGT GGA TGC TCA CAC TG 67
下游：TTG CCC ATG CAG ATT CCC

GAPDH 上游：GAA GGT GGA AGA GTG GGA GTT 117
下游：GAC ATC AAG AAG GTG GTG AAG C

1.4.11   纳米融合囊泡的体内实验  

糖尿病创面小鼠模型建立：取 36 只 C57BL/6J 小鼠，禁食

12-16 h 后，腹腔注射链脲佐菌素，第 1 天注射 100 mg/kg， 
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之后连续 2 d 注射 50 mg/kg。1 周后使用血糖监测仪测量随

机血糖水平≥ 16.7 mmol/L 为造模成功。将造模成功的 36 只

小鼠按照随机数字表法分成对照组、纳米囊泡组和纳米融合

囊泡组，每组 12 只。术前采用异氟烷对小鼠实施呼吸麻醉，

剃除背部毛发并用体积分数 75% 乙醇清洁消毒皮肤，在小鼠

背部区域沿着脊柱两侧分别做 2 个直径为 6 mm 的全层皮肤

缺损创面。对照组在创缘皮下 ( 即创面周围的 12 点、3 点、6

点及 9 点处 ) 注射 100 μL 的 PBS，纳米囊泡组在创缘皮下注射

100 μL 的纳米囊泡 (25 µg/mL)，纳米融合囊泡组在创缘皮下注

射 100 μL 的纳米融合囊泡 (25 µg/mL)，每日给药 1 次，连续

治疗 3 d。每只小鼠单笼饲养，便于长期创面观察。

创面愈合状况评估：在第 0，6，12 天用数码相机拍摄

创面的愈合图片，用 Image J 软件统计每个时间点的创面面

积并计算创面愈合率。创面愈合率 (%)=( 初始缺损创面面积 -

观察时间点的缺损创面面积 ) / 初始缺损创面面积 ×100%。

糖尿病小鼠皮肤创面组织的病理学变化：在伤后第 6 天

和第 12 天，取创面及创周皮肤组织并在 40 g/L 多聚甲醛溶

液中固定 24-72 h，随后进行脱水处理和石蜡包埋，切片后

( 切片厚度 4 μm) 进行苏木精 - 伊红染色和 Masson 染色，应

用 TG 全景组织细胞定量分析系统观察并拍照，全面评估创

面组织的病理学特征。

1.5   主要观察指标   纳米融合囊泡促细胞增殖、抗氧化作用

和抗炎效果，并进一步评估纳米融合囊泡对小鼠创面愈合的

影响。

1.6   统计学分析   使用 GraphPad Prism 9 软件进行统计学分

析及相关图片的绘制。数据以 x-±s 表示，多组比较使用单因

素方差分析 (One Way ANOVA)，进一步使用 Tukey 多重检验

方法比较各组之间差异，P < 0.05 为差异有显著性意义。文

章统计学方法已通过牡丹江医科大学统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   中性粒细胞的鉴定分析   如图 1 所示，在瑞氏染色血涂

片中，中性粒细胞的胞体呈现圆形或类圆形，胞质颜色为透

明或淡红色，内含许多分散的细小颗粒，呈浅红色或浅紫色；

细胞核呈分叶状或杆状。

2.2   纳米融合囊泡的粒径和 Zeta 电位表征   纳米融合囊泡平

均粒径与纳米囊泡相似并且粒径分布均匀，峰值粒径分别为

(106.11±7.45) nm 和 (132.73±4.30) nm( 图 2A)。此外，纳米粒

度及 Zeta 电位分析仪显示纳米融合囊泡带负电荷，Zeta 电位

为 (-23.6±1.57) mV( 图 2B)。

2.3   纳米融合囊泡的膜融合验证   如图 3 所示，Dil 膜染料 ( 红

色 ) 标记的凋亡小体和 Dio 膜染料 ( 绿色 ) 标记的纳米囊泡通

过微型挤出机处理后，形成具有良好荧光共定位的纳米融合

囊泡 ( 黄色 )，表明凋亡小体和纳米囊泡发生有效融合。

2.4   纳米融合囊泡对 NIH-3T3 细胞和 HUVECs 增殖的影响   如

图 4 所示，0-100 µg/mL 范围区间的纳米融合囊泡均能够

促进 NIH-3T3 细胞和 HUVECs 的增殖。对于 NIH-3T3 细胞， 

25 µg/mL 纳米融合囊泡具有最佳的促细胞增殖作用。对于

HUVECs，细胞增殖活性随着纳米融合囊泡浓度的增加而不断

增强。基于这一结果，选择 25 µg/mL 纳米融合囊泡进行后

续实验研究。

2.5   纳米融合囊泡的抗氧化作用   将 NIH-3T3 细胞与 H2O2 

(600 μmol/L) 共同孵育模拟氧化应激环境。使用 DCFH-DA 作

为荧光指示剂，以监测细胞内活性氧的生成水平。如图5所示，

经 H2O2 处理后，细胞内观察到了高强度的荧光信号，这与

细胞内活性氧水平显著增高的趋势紧密相关。与 H2O2 组相

比较，纳米囊泡组和凋亡小体组荧光信号明显减弱，纳米融

合囊泡组的活性氧荧光信号最弱，表明纳米融合囊泡可有效

降低活性氧的生成。

2.6   纳米融合囊泡的体外抗炎效果   如图 6 所示，100 μg/L

脂多糖刺激后巨噬细胞中促炎因子 CD86 和肿瘤坏死因子 α

的表达显著增加，而与脂多糖组相比较，纳米融合囊泡组促

炎因子 CD86 和肿瘤坏死因子 α 的表达减少；另外，脂多糖

刺激后巨噬细胞中抗炎因子 CD206 和精氨酸酶 1 的表达明显

减少，而在纳米融合囊泡作用下 CD206 和精氨酸酶 1 的表达

显著增加。

2.7   小鼠创面宏观愈合情况   

2.7.1   实验动物数量分析   在实验过程中，所有参与实验的

小鼠均未出现死亡现象，故将 36 只小鼠的数据纳入最终结

果统计分析。

2.7.2   创面宏观愈合情况   使用小鼠全层糖尿病创面模型来

评估纳米融合囊泡对创面愈合的影响。图 7A 直观展示了

不同时间点各组小鼠伤口愈合的动态变化。图 7B 显示，

在治疗第 6 天时，与对照组相比，纳米囊泡组和纳米融合

囊泡组的创面面积显著缩小，创面愈合率分别为 70.37% 和

84.26%。在治疗第 12 天时，各组创面面积进一步缩小，

以纳米融合囊泡组的创面愈合速度最快，创面愈合率达到

94.74%。图 7C 为第 0，6，12 天的伤口愈合过程模拟图。以

上结果均表明，纳米融合囊泡显著促进了糖尿病小鼠的创面

修复。

2.7.3   糖尿病小鼠的创面组织学染色分析   通过组织学染

色分析来评估不同处理组的创面愈合效果。在治疗第 6 天

时，苏木精 - 伊红染色显示 ( 图 8A，B)，纳米囊泡组和纳

米融合囊泡组的创面肉芽组织明显增厚，创面长度开始出现
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明显差异。其中，对照组的创面长度最长，为 3.539 mm； 

而纳米融合囊泡组的创面长度最短，为 1.31 mm( 图 8C)。

在治疗第 12 天时，各组小鼠的创面长度进一步缩短，纳

米囊泡组和纳米融合囊泡组的创面长度分别为 1.54 mm 和 

0.91 mm，相较于对照组的 2.69 mm，创面愈合速度更快 ( 图

8D)。此外，纳米融合囊泡组可见大量皮肤附属器，而其他

组未能观察到或仅有少量皮肤附属器。Masson 染色显示 ( 图

8A，B)，在治疗第 6 天时，相较于对照组，其余两组创面产

生了更多的胶原沉积。在治疗第 12 天时，所有组相对于第 6

天显示出更多的胶原沉积，尤其是纳米融合囊泡组的胶原沉

积最为显著。

3   讨论   Discussion
糖尿病创面恢复问题涉及诸多挑战，因体内氧化应激障

碍、炎症、感染等多种不利因素的交互影响，创面常难以正

常愈合
[17]
，这不仅使患者承受身体上的痛苦，更带来巨大的

经济和心理压力
[18]
。随着纳米工程技术的不断进步，纳米囊

泡在糖尿病创面愈合方面的应用前景广阔
[19]
。该研究致力于

开发一种全新的治疗策略，旨在利用纳米囊泡融合技术，将

BMSCs 纳米囊泡与中性粒细胞凋亡小体相结合，能够促进创

面组织再生，加速愈合过程，并有效减少感染风险，同时不

良反应小、安全性高，为糖尿病患者提供了新的治疗选择。

BMSCs 作为一种促进组织损伤与修复的细胞一直受到人

们的关注。BMSCs 是干细胞家族的重要成员，来源于发育早

期的中胚层，具有自我更新和多向分化的潜能
[20]
，BMSCs 分

泌的外泌体携带一些特异性的蛋白质以及 mRNAs、miRNAs

等生物活性物质
[21]
，在体内参与细胞通讯、促血管新生和抗

肿瘤免疫等生理过程，与多种疾病的发生和进程密切相关
[22]
。

然而，大多数哺乳动物细胞释放的外泌体数量相对较低，并

且外泌体的纯化很繁琐，这导致了相对较低的产率
[23]
。据相

关文献报道，通过机械破碎细胞后得到的纳米细胞囊泡的产

量远超天然细胞外囊泡，达到了后者产量的 20 倍
[14]
，这一

发现预示着模拟外泌体纳米细胞囊泡的发展具有巨大的潜力

和吸引力。

中性粒细胞凋亡过程中涉及多种基因和信号通路的调

控，其中凋亡小体是中性粒细胞在凋亡过程中形成的一种特

殊结构
[24]
。在炎症反应中，中性粒细胞的凋亡和随后巨噬细

胞的吞噬对于炎症消退和组织修复具有重要作用。凋亡小体

被巨噬细胞吞噬且清除，该过程被称为“胞葬作用”，它不

仅是一种生理性清除作用机制，而且该过程是凋亡细胞与吞

噬细胞之间相互作用的必需阶段
[25-26]

。值得一提的是，中性

粒细胞凋亡小体在诱导巨噬细胞向 M2 型 ( 抗炎型 ) 极化过

程中扮演着重要角色，这对于调节免疫反应、促进组织修复

具有重要意义
[27]
。然而，原位诱导中性粒细胞凋亡的治疗策

略可能会对先天免疫反应造成影响，因此需要在治疗过程中

谨慎权衡利弊。外源性提供中性粒细胞凋亡小体能够调控复

杂的炎性微环境
[28-29]

，因此该研究采用工程化的方法体外获

取中性粒细胞凋亡小体，并且通过纳米囊泡融合技术，将纳

米囊泡和凋亡小体的优势结合起来，构建出纳米融合囊泡，

这种融合囊泡能够发挥双重效应，既能够调节免疫微环境，

使炎症反应得到适当控制，又能够通过纳米囊泡的再生潜能，

直接促进组织的修复和再生。该研究分别从促进细胞增殖、

抗氧化作用和抗炎效果 3 个维度综合评价了纳米融合囊泡对

糖尿病创面治疗效果的影响。

在糖尿病创面愈合过程中，细胞增殖是至关重要的一环。

糖尿病患者由于长期的高血糖状态和微循环障碍，导致伤口

周围细胞增殖能力受限，进而影响创面的再上皮化和组织修

复
[30]
。细胞外囊泡含有许多非编码核糖核酸、DNA 分子、蛋

白质和代谢物，可刺激和招募下游分子和效应细胞，诱发一

系列级联反应
[31-32]

。例如，纳米囊泡所携带的表皮生长因子

和血小板衍生生长因子，可与成纤维细胞上的相应受体结合，

激活 PI3K/AKT/mTOR 通路，从而促进成纤维细胞的增殖和活

化
[33]
。纳米囊泡中还含有 microRNAs 和其他非编码 RNA，这

些分子可以被受体细胞摄取并影响基因表达，进而调节细胞

增殖和分化
[34-35]

。有研究发现源于人脐血间充质干细胞的外

泌体能有效促进创面愈合，通过抑制转化生长因子 β 受体展

现出强大的促细胞增殖和迁移能力，为伤口修复提供了新的

治疗途径
[36]
。课题组前期通过脂质体挤出机制备的 BMSCs

纳米细胞囊泡能够显著促进 NIH-3T3 细胞增殖、迁移
[37]
，这

与该研究实验结果相一致，纳米细胞囊泡同样赋予了纳米融

合囊泡促进细胞增殖的作用。

此外，在高血糖环境下，免疫细胞及其他细胞产生的活

性氧增多，这一现象会触发包括蛋白激酶 C 激活、核因子 κB

信号通路介导的炎症反应，以及血管通透性变化在内的多种

细胞机制，这些反应最终导致糖尿病伤口愈合困难
[38-39]

。因

此，研发一种能够清除伤口处活性氧的材料有助于促进糖尿

病创面愈合。WU 等
[40]

发现 BMSCs 衍生纳米囊泡具有清除

活性氧和免疫调节活性。该实验结果显示，与对照组相比，

纳米融合囊泡组 NIH-3T3 细胞内活性氧水平明显降低，提示

纳米融合囊泡可能通过降低活性氧的生成，以减轻氧化应激

反应，进而促进创面愈合，这也再次验证了纳米融合囊泡在

调控氧化应激平衡中的治疗潜力。

炎症反应在调控伤口愈合和再生中具有重要作用，适

当的炎症反应能够有效清除坏死组织和微生物，启动组织修
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图注：中性粒细胞的形态学鉴定照片，比例尺为 50 μm。

图 1 ｜小鼠骨髓来源中性粒细胞的鉴定

Figure 1 ｜ Identification of mouse bone marrow-derived neutrophils

图注：图 A 为荧光显微镜观察活性氧荧光信号的强度和分布，比例尺

为 50 μm；B 为活性氧荧光强度的定量分析。
aP < 0.000 1。

图 5 ｜纳米融合囊泡的抗氧化作用

Figure 5 ｜ Antioxidant effects of nanofusion vesicles

图注：图 A 为纳米囊泡和纳米融合囊泡的粒径分析；B 为纳米囊泡和纳

米融合囊泡的 Zeta 电位分析。

图 2 ｜纳米融合囊泡的表征

Figure 2 ｜ Characterization of nanofusion vesicles

图注：图 A-D 分别为 CD86、肿瘤坏死因子 α、CD206 和精氨酸酶 1 的

mRNA 表达，其中 CD86、肿瘤坏死因子 α 代表促炎细胞因子，CD206 和

精氨酸酶1代表抗炎细胞因子。
aP < 0.05，bP < 0.01，cP < 0.001，dP < 0.000 1。

图 6 ｜纳米融合囊泡的抗炎作用

Figure 6 ｜ Anti-inflammatory effect of nanofusion vesicles

图注：激光共聚焦显微镜下，凋亡小体 ( 红色 ) 与纳米囊泡 ( 绿色 ) 形
成纳米融合囊泡 ( 黄色 ) 的融合效果图像。比例尺为 10 μm。

图 3 ｜纳米融合囊泡的融合鉴定

Figure 3 ｜ Fusion identification of nanofusion vesicles

图注：图 A 为不同质量浓度纳米融合囊泡对 NIH-3T3 细胞增殖的作用；

B 为不同质量浓度纳米融合囊泡对 HUVECs 增殖的作用。
aP < 0.05，bP < 

0.001，cP < 0.000 1。
图 4 ｜纳米融合囊泡对 NIH-3T3 细胞和人脐静脉内皮细胞 (HUVECs) 增殖

的影响

Figure 4 ｜ Effect of nanofusion vesicles on proliferation of NIH-3T3 cells 
and human umbilical vein endothelial cells (HUVECs)
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图注：图 A 为糖尿病小鼠伤口愈合过程代表性图像，比例尺为 

2.5 mm；B 为各组小鼠创面愈合率的统计分析；C 为伤口愈合过

程的模拟示意图。
aP < 0.05，bP < 0.001，cP < 0.000 1。

图 7 ｜糖尿病小鼠的创面愈合宏观图

Figure 7 ｜ Macroscopic image of wound healing in diabetic mice

图注：图 A 为术后第 6 天小鼠皮肤苏木

精 - 伊红染色和 Masson 染色，蓝色箭头

表示创面长度，比例尺为 500 μm；B 为术

后第 12 天小鼠皮肤苏木精 - 伊红染色和

Masson 染色，蓝色箭头表示创面长度，比

例尺为 500 μm；C，D 为术后第 6，12 天

的创面长度统计学分析，
aP < 0.05，bP < 0.01，

cP < 0.001。
图 8 ｜糖尿病小鼠创面组织病理学变化及

统计学分析

Figure 8 ｜ Pathological changes and 
statistical analysis of diabetic mouse wound 
tissue
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复过程，而过度或不足的炎症反应则可能对伤口的愈合产生

不利影响
[41]
。为解决这一难题，该研究创新性地提出利用具

有出色的嗜炎性和免疫调节性能的外源性凋亡小体，从而实

现调控巨噬细胞向抗炎表型极化，改善炎症微环境，促进糖

尿病创面愈合。BAO 等
[42]

同样也基于这一理论基础将天然

中性粒细胞凋亡小体膜与负载 5- 氨基乙酰丙酸己酯盐酸盐

的介孔二氧化硅纳米颗粒相结合，靶向调控巨噬细胞和炎性

HUVECs，促进组织再生，以修复心脏功能。该研究采用脂

多糖诱导巨噬细胞炎症模型，选取 CD86、肿瘤坏死因子 α、

CD206 和精氨酸酶 1 作为炎症相关标志物进行评估，实验结

果表明纳米融合囊泡能够降低促炎因子的表达水平，并增强

抗炎因子的表达水平。

在体内动物实验中，与对照组相比，纳米融合囊泡组

促进伤口愈合的效果最显著，尤其是在伤口愈合的早期阶段

(0-6 d)，这是由于伤口早期的炎症反应较为剧烈，而凋亡小

体发挥了较好的抗炎作用。纳米融合囊泡具有促进细胞增殖、

抗炎及抗氧化的特性，进而在修复周期内有效促进了上皮细

胞的迁移和增殖以及肉芽组织的形成
[43]
，加速了伤口的闭合。

综上所述，纳米融合囊泡具有良好的促细胞增殖、抗氧

化和抗炎能力，可有效促进糖尿病创面愈合，为修复糖尿病

难愈合创面提供了一种有前途的治疗策略，同时，这一创新

性治疗策略的提出，也有望为许多疾病的治疗提供新的思路

和方向。虽然工程化纳米融合囊泡具有诸多优点，但在临床

推广之前还需要在大型动物、复杂的疾病模型中进一步验证。
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