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[摘要] 目的：探讨托里消毒散浸提液促进内皮祖细胞（EPCs）增殖的最佳质量浓度，进一步分析托里消毒

散浸提液对EPCs分泌外泌体（EPC-Exos）及外泌体中与炎症相关微小RNA（miRNAs）表达的影响。方法：无菌条

件下取足月健康新生儿脐带血，分离得到单个核细胞，进一步分离并鉴定得到EPCs，将鉴定成功的EPCs用不同

质量浓度梯度（0.00、0.01、0.05、0.10、0.20、0.50、0.80、1.00、2.00、3.00、4.00、8.00、16.00、32.00、48.00、64.00、100.00

及128.00 mg/mL）的托里消毒散浸提液干预24 h，筛选出促进EPCs增殖的最佳质量浓度。另将鉴定成功的EPCs分

为托里消毒散浸提液组（实验组）和磷酸盐缓冲液（PBS）组（对照组），实验组用最佳质量浓度的托里消毒散浸

提液干预，对照组用等体积的PBS液处理，培养24 h，分别收集两组细胞外泌体。Western blotting法检测两组外泌

体的生物学标记物（CD81、CD63、CD9、Calnexin）；采用透射电子显微镜观察外泌体的形态；利用纳米粒子追踪分

析技术检测外泌体的粒径；BCA检测两组外泌体质量浓度；qPCR法检测各组外泌体中与炎症相关miRNAs分子的

表达。结果：托里消毒散浸提液促进EPCs增殖的最佳质量浓度为0.50 mg/mL；各组外泌体的生物学标记物（CD81、

CD63、CD9）的表达均呈阳性，Calnexin的表达呈阴性。两组外泌体均形态完整、呈球形、大小均一，对照组中

97.3%的EPC-Exos粒径为41.1~109.0 nm；实验组中99.5%的EPC-Exos粒径为120.3~284.5 nm。对照组与实验组

EPC-Exos总蛋白质量浓度分别为（1.16依0.01）滋g/滋L和（1.04依0.02）滋g/滋L，差异均有统计学意义（ 约0.01）。实验组中

部分与炎症相关miRNAs表达较对照组增多，即miR-92a-3p和miR-92a-5p表达增多，miR-92a-3p差异无统计学意

义（ 跃0.05），miR-92a-5p差异有统计学意义（ 约0.05），而miR-30d-3p、miR-30d-5p、miR-144-3p和miR-144-5p

的表达较对照组明显减少，差异均有统计学意义（ 约0.05）。结论：托里消毒散浸提液在促进内皮祖细胞增殖的同

时能促进其分泌外泌体，且所分泌的外泌体负载调控炎症反应的miRNAs。托里消毒散浸提液能介导EPC-Exos发

挥炎症调控的作用。

[关键词] 托里消毒散；内皮祖细胞；外泌体；微小RNA；炎症

[中图分类号] R285.5 [文献标识码] A [文章编号] 1672-951X（2025）05-0045-06

DOI：10.13862/j.cn43-1446/r.2025.05.008

Effect of Tuoli Xiaodu Powder (托里消毒散) on Expression of

Inflammation-Related miRNAs in Exosomes of Endothelial Progenitor Cells

[Abstract] Objective: To investigate the optimal concentration of Tuoli Xiaodu powder extracts for endothelial

progenitor cells (EPCs) proliferation activity, to further analyze the effect of Tuoli Xiaodu powder extracts on

the secretion of EPCs exosomes (EPC-Exos) and the expression of inflammation-related Micro RNAs (miRNAs)
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血 管 内 皮 受 损 和 血 管 新 生 障 碍 与 炎 症 反 应 密 切 相 关 。 新

形 成 的 血 管 使 炎 症 细 胞 持 续 募 集 ， 从 而 释 放 多 种 促 血 管 生 成

细 胞 因 子 、 趋 化 因 子 、 促 炎 因 子 和 生 长 因 子 ， 并 进 一 步 促 血 管

生 成 [1]。 这 一 系 列 正 反 馈 循 环 得 不 到 有 效 调 控 会 产 生 恶 性 循

环 ， 加 剧 炎 症 反 应 ， 最 终 形 成 慢 性 炎 症 [2]。 内 皮 祖 细 胞 （ en原

dothelial progenitor cells ， EPCs） 是 血 管 内 皮 细 胞 （ endothelial

cells， ECs） 的 前 体 细 胞 ， 主 要 源 自 骨 髓 。 当 血 管 内 皮 细 胞 发 生

炎 症 时 ， 它 们 会 从 骨 髓 经 由 血 液 循 环 迁 移 到 受 损 的 内 皮 部 位 ，

参 与 血 管 内 皮 炎 症 损 伤 的 修 复 过 程 [3]。 外 泌 体 （ exosomes， Exos）

是 细 胞 旁 分 泌 的 重 要 组 成 部 分 ， 包 含 微 小 RNA（ micro RNAs，

miRNAs） 、 长 链 非 编 码 RNA及 蛋 白 质 等 诸 多 活 性 物 质 ， 能 够 对

靶 细 胞 产 生 作 用 ， 发 挥 其 生 物 活 性 [4]。 托 里 消 毒 散 出 自 明 代 外

科 学 家 陈 实 功 的 著 作 《 外 科 正 宗 》 ， 包 涵 中 医 “ 透 ” 和 “ 托 ” 的 治

疗 思 想 。 “ 透 法 ” 中 的 白 芷 、 皂 角 刺 可 使 脓 液 排 出 ， “ 托 法 ” 中 黄

芪 、 当 归 则 能 通 畅 气 血 ， 避 免 毒 素 内 陷 。 相 关 研 究 [5] 显 示 ， 当

归 、 黄 芪 、 白 芷 和 皂 角 刺 提 取 物 均 能 明 显 促 进 内 皮 细 胞 增 殖 ，

具 有 调 节 炎 症 反 应 、 促 进 血 管 生 成 的 作 用 。 目 前 有 研 究 [6]表 明

EPC-Exos 有 调 控 血 管 内 皮 细 胞 炎 症 的 作 用 ， miRNAs 可 减 轻

或 抑 制 内 皮 细 胞 炎 症 ， 恢 复 其 功 能 。 还 有 研 究 表 明 ， EPC分 泌 外

泌 体 （ EPC-Exos） 包 裹 的 内 含 物 中 miRNA 30d[7]、 miRNA 92a[8]、

miRNA 144[9]与 炎 症 密 切 相 关 。 本 团 队 前 期 研 究 发 现 浸 提 液

在 提 取 效 率 、 成 分 纯 度 、 细 胞 实 验 的 稳 定 性 和 可 控 性 等 方 面

具 有 优 势 ， 故 本 实 验 收 集 托 里 消 毒 散 浸 提 液 干 预 后 的 EPCs

分 泌 的 外 泌 体 ， 并 检 测 EPC-Exos中 与 炎 症 相 关 miRNAs的 表 达 ，

旨 在 为 进 一 步 阐 释 托 里 消 毒 散 通 过 介 导 EPC-Exos 发 挥 炎 症

调 控 的 作 用 机 制 奠 定 基 础 。

1 材 料

1.1 药品与试剂 托 里 消 毒 散 浸 提 液 （ 人 参 、 川 芎 、 白 芍 、 黄

芪 、 当 归 、 白 术 、 茯 苓 、 金 银 花 各 3 g ， 白 芷 、 甘 草 、 皂 角 刺 、 桔 梗

各 1.5 g， 蒸 馏 水 400 mL， 煎 至 320 mL） ， 中 药 饮 片 购 自 湖 南 省

中 医 药 研 究 院 附 属 医 院 ， 经 湖 南 中 医 药 大 学 药 学 院 中 药 鉴 定

教 研 室 龚 力 民 副 教 授 鉴 定 ， 以 上 12 味 药 材 饮 片 符 合 2020 版 《 中

国 药 典 》 一 部 各 味 药 材 项 下 规 定 ； 胰 酶 （ 批 号 ： AWC0232） 、 磷

酸 盐 缓 冲 液 （ PBS） （ 批 号 ： AWC0409） 及 胎 牛 血 清 （ 批 号 ：

10099141） 均 购 自 美 国 Gibco 公 司 ； BCA 蛋 白 定 量 试 剂 盒 （ 美 国

Abiowell 公 司 ， 批 号 ： 02A220621） ； 外 泌 体 提 取 纯 化 试 剂 盒 （ 细

胞 上 清 ） （ 批 号 ： UR52121） 、 外 泌 体 提 取 纯 化 试 剂 盒 （ 血 液 ）

（ 批 号 ： UR52136） 、 外 泌 体 提 取 纯 化 试 剂 盒 （ 其 他 液 体 ）

in the exosomes. Methods: Term healthy newborn umbilical cord blood was extracted under aseptic conditions.

Mononuclear cells were isolated, and EPCs were further isolated and identified. The successful EPCs were

treated with different concentration gradients (0.00, 0.01, 0.05, 0.10, 0.20, 0.50, 0.80, 1.00, 2.00, 3.00, 4.00, 8.00,

16.00, 32.00, 48.00, 64.00, 100.00, 128.00 mg/mL) of Tuoli Xiaodu powder extracts was treated for 24 h, and the

optimal concentration of promoting EPCs proliferation was screened. In addition, EPCs successfully identified

were divided into Tuoli Xiaodu powder extracts group (experimental group) and phosphate buffer (PBS) group

(control group). The experimental group was treated with the optimal concentration of Tuoli Xiaodu powder ex原

tracts, and the control group was treated with equal volume of PBS solution for 24 h. The exosomes of the two

groups were collected respectively. The biological markers (CD81, CD63, CD9, Calnexin) of the two groups of

exosomes were detected by Western blotting. The morphology of exosomes was observed by transmission elec原

tron microscope. The particle size of exosomes was detected by nanoparticle tracking analysis. The concentra原

tions of exosomes in the two groups were detected by BCA. The expression of inflammation-related miRNAs

in exosomes of each group was detected by qPCR. Results: The optimal concentration of Tuoli Xiaodu powder

to promote EPCs proliferation was 0.50 mg/mL. The expression of biological markers of exosomes (CD81,

CD63, CD9) was positive in two groups, while the expression of Calnexin was negative. The exosomes in two

groups were intact, spherical and uniform in size, and 97.3% of EPC-Exos in the control group had a particle

size of (41.1-109.0) nm. The particle size of 99.5% EPC-Exos in the experimental group was (120.3-284.5) nm.

The total protein concentration of EPC-Exos was (1.16依0.01) 滋g/滋L and (1.04依0.02) 滋g/滋L in control group and

experimental group, respectively, with significant differences (P<0.01). The expression of some inflammation-related

miRNAs increased in experimental group compared with that in the control group. The expression of miR-92a-3p

and miR-92a-5p was increased. There was no statistical significance for mir-92a-3p (P>0.05), while there was

statistical significance for miR-92a-5p (P<0.05). However, the expressions of miR-30d-3p, miR-30d-5p, miR-

144-3p and miR-144-5p were significantly decreased in experimental group, compared with the control group,

with significant differences (P<0.05). Conclusion: Tuoli Xiaodu powder extracts can promote the proliferation of en原

dothelial progenitor cells and promote their secretion of exosomes, and the secretory exosomes are loaded with

miRNAs that regulate inflammatory response. It indicates that Tuoli Xiaodu powder extracts can mediate EPC-

Exos to play a role in inflammation regulation.

[Keywords] Tuoli Xiaodu powder; endothelial progenitor cells; exosome; miRNAs; inflammation
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（ 批 号 ： UR52141） 、 外 泌 体 蛋 白 专 用 裂 解 液 （ 批 号 ： UR33101） 、

外 泌 体 红 色 荧 光 标 记 染 料 （ PKH26 ） （ 批 号 ： UR52302） 和

外 泌 体 绿 色 荧 光 标 记 染 料 （ PKH67） （ 批 号 ： UR52303） 均 购

自 上 海 宇 玫 博 生 物 科 技 有 限 公 司 ； Trizol试 剂 盒 （ 美 国 Invitrogen

公 司 ， 批 号 ： 15596-026） ； RT 试 剂 盒 （ 批 号 ： RR047A） 、 TB

Green qPCR 试 剂 盒 （ 批 号 ： RR420A） 均 购 自 TAKARA 公 司 ；

PBS 液 （ HyClone 公 司 ， 批 号 ： SH30256.01） ； CD63 抗 体 （ 批 号 ：

FITC557288） 、 CD9 抗 体 （ 批 号 ： FITC555371） 及 CD81 抗 体 （ 批

号 ： FITC551108） 均 购 自 美 国 BD公 司 。

1.2 主要仪器 倒 置 生 物 显 微 镜 （ 北 京 中 显 恒 业 仪 器 有 限 公

司 ， 型 号 ： DSZ2000X） ； 台 式 高 速 冷 冻 离 心 机 （ 湖 南 湘 仪 实 验

室 仪 器 开 发 有 限 公 司 ， 型 号 ： H1650R） ； 纳 米 颗 粒 追 踪 分 析 仪

（ 德 国 Particle Metrix 公 司 ， 型 号 ： ZetaView PMX 110） ； 纳 米

流 式 分 析 仪 （ 美 国 NanoFCM 公 司 ， 型 号 ： SNA-D1） ； 透 射 电 子

显 微 镜 （ 日 本 JEOL 公 司 ， 型 号 ： 1230） ； 多 功 能 酶 标 仪 （ 美 国

PerkinElmer 公 司 ， 型 号 ： VICTORX） ； 蛋 白 凝 胶 电 泳 仪 （ 美 国 Ther原

moFisher公 司 ， 型 号 ： EI0001） ； 实 时 荧 光 定 量 PCR仪 （ 美 国 ABI公

司 ， 型 号 ： Stepone plus） ； 分 光 光 度 计 （ 美 国 Thermo 公 司 ， 型 号 ：

NanoDrop2000） 。

2 方 法

2.1 EPCs的培养与鉴定 无 菌 条 件 下 取 足 月 健 康 新 生 儿 脐

带 血 。 脐 带 血 的 获 取 已 得 到 孕 妇 及 其 家 属 同 意 并 签 署 知 情 同

意 书 ， 获 湖 南 中 医 药 大 学 第 一 附 属 医 院 伦 理 委 员 会 批 准 ， 批

准 文 号 ： HN-LL-GZR-201902。 本 团 队 前 期 已 从 人 脐 血 中 分 离

和 鉴 定 过 EPCs[10]。

2.2 托里消毒散浸提液促EPCs增殖的最佳浓度质量确定 将

鉴 定 成 功 的 EPCs 分 别 用 0.00 、 0.01、 0.05、 0.10、 0.20、 0.50、 0.80、

1.00、 2.00 、 3.00 、 4.00、 8.00 、 16.00、 32.00、 48.00、 64.00、 100.00 及

128.00 mg/mL 的 托 里 消 毒 散 浸 提 液 进 行 干 预 。 细 胞 贴 壁 后 消

化 计 数 ， 以 5伊103个 细 胞 /孔 密 度 接 种 于 96孔 板 内 ， 每 孔 100 滋L，

各 组 均 设 6个 复 孔 ， 去 除 含 药 培 养 基 每 孔 加 入 100滋L含 有 CCK-8

的 培 养 基 。 37 益 ， 5% CO2继 续 孵 育 24 h 后 于 Bio-Tek 酶 标 仪 分

析 450 nm处 吸 光 度 （ OD） 值 ， 取 均 值 绘 制 柱 状 图 。

2.3 实验分组 将 鉴 定 成 功 的 EPCs 随 机 分 为 实 验 组 和 对 照

组 ， 实 验 组 用 最 佳 质 量 浓 度 的 托 里 消 毒 散 浸 提 液 干 预 ， 对 照

组 用 等 体 积 的 PBS液 干 预 。

2.4 EPC-Exos的提取 用 无 外 泌 体 血 清 配 置 培 养 基 ， 收 集

500 滋L培 养 上 清 ； 500伊g离 心 10 min ， 弃 去 细 胞 和 细 胞 碎 片 ， 上

清 液 转 移 到 新 的 离 心 管 ； 将 外 泌 体 提 取 试 剂 加 入 到 收 集 的 细

胞 上 清 中 ， 外 泌 体 提 取 试 剂 与 细 胞 培 养 上 清 按 1颐5 混 匀 ， 4 益过

夜 ； 10 000伊g离 心 30 min 后 弃 上 清 ， 10 000伊g离 心 5 min ， 用 移

液 枪 小 心 吸 去 残 留 的 上 清 液 ； 最 后 用 200 滋L PBS 液 重 悬 沉 淀

并 转 移 到 1.5 mL的 离 心 管 中 ， 将 该 上 清 液 中 外 泌 体 颗 粒 转 入 EP

管 中 于 4 益 以 3 000伊g离 心 10 min， 去 除 上 清 ， 而 后 收 集 管 底 纯

化 后 的 外 泌 体 ， 置 于 -80 益冷 藏 备 用 。

2.5 EPC-Exos的鉴定 将 培 养 获 得 的 EPC-Exos 用 超 速 离 心

法 与 超 滤 法 提 取 ， 贮 存 在 -80 益温 度 下 无 菌 EP管 内 。 采 用 蛋 白

免 疫 印 迹 法 检 测 EPC-Exos 表 面 CD81 、 CD63 、 CD9 及 Calnexin

特 征 性 标 志 物 。

2.6 EPC-Exos的形态观察 将 通 过 超 速 离 心 法 结 合 超 滤 法

分 离 得 到 的 外 泌 体 取 5 滋L 加 到 Formvar-carbon 载 样 铜 网 上 ，

将 100 滋L PBS 加 到 封 口 膜 上 ， 用 镊 子 将 铜 网 （ Formvar 膜 面 朝

下 ） 放 在 PBS 液 滴 上 清 洗 。 将 铜 网 放 在 50 滋L 1% 戊 二 醛 液 滴

上 5min ； 再 将 铜 网 放 在 100 滋L ddH2O2 中 5 min（ 洗 8 次 ） 。 室 温

下 负 染 EPC-Exos ， 将 50 滋L 草 酸 双 氧 铀 液 滴 于 铜 网 上 沉 淀

75 min ， 滤 纸 吸 去 浮 液 。 将 50 滋L 甲 基 纤 维 素 液 滴 于 铜 网 上 沉

淀 10 min ， 滤 纸 吸 去 浮 液 。 常 温 干 燥 数 分 钟 后 将 铜 网 置 于 透 射

电 子 显 微 镜 样 品 室 内 ， 于 80 kV 进 行 电 镜 检 测 成 像 ， 观 察 外 泌

体 形 态 并 拍 摄 电 子 照 片 。

2.7 EPC-Exos粒径分析 采 用 纳 米 颗 粒 跟 踪 分 析 技 术 检 测

两 组 EPC-Exos 的 粒 径 ， 取 两 组 各 1 滋L EPC-Exos 悬 液 ， 用 PBS

液 稀 释 1 000倍 ， 采 用 纳 米 颗 粒 跟 踪 分 析 仪 对 每 个 EPC-Exos 颗

粒 的 布 朗 运 动 进 行 追 踪 和 分 析 ， 利 用 Stockes-Einstein 方 程 式

根 据 仪 器 捕 捉 的 EPC-Exos布 朗 运 动 ， 计 算 其 粒 径 。

2.8 EPC-Exos总蛋白质量浓度检测 用 BCA 蛋 白 定 量 试 剂

盒 检 测 两 组 EPC-Exos 中 总 蛋 白 含 量 ， 用 与 待 测 蛋 白 样 品 一

致 的 稀 释 液 将 BSA 标 准 品 稀 释 为 2.000 0、 1.000 0、 0.500 0 、

0.250 0 、 0.120 0 、 0.062 5 、 0.000 0 滋g/滋L ， 标 准 品 用 RIPA 裂 解

液 按 照 50% 梯 度 稀 释 ， 根 据 计 算 出 的 BCA 工 作 液 需 要 总 量 ，

将 BCA-A和 BCA-B按 照 50颐1 的 体 积 比 ， 配 制 BCA 工 作 液 ， 充 分

混 匀 。 将 稀 释 好 的 BSA标 准 品 和 待 测 蛋 白 样 品 各 25 滋L分 别 加

到 作 好 标 记 的 96 孔 板 微 孔 中 ， 再 各 孔 加 入 200 滋L BCA 工 作

液 ， 37 益 放 置 30 min 。 用 酶 标 仪 在 562 nm 范 围 内 ， 测 定 每 个 样

品 及 BSA标 准 品 的 吸 光 值 ， 绘 制 标 准 曲 线 ， 计 算 样 品 中 的 蛋 白

浓 度 。

2.9 EPC-Exos中与炎症相关miRNAs表达的检测 采 用 RT-qPCR

法 进 行 检 测 。 RT-qPCR 检 测 目 的 基 因 引 物 均 在 北 京 擎 科 公 司

合 成 。 采 用 TRizol 试 剂 分 别 提 取 两 组 1 mL 样 本 总 RNA， 用 紫 外

吸 收 法 测 定 浓 度 和 纯 度 。 用 SYBR 法 进 行 引 物 设 计 ， 再 实 时 定

量 PCR， 按 以 下 程 序 进 行 ： 95 益 ， 10 min ； 40 个 PCR 循 环 （ 95 益 ，

15 s ； 60 益 ， 30 s） ， 实 施 定 量 PCR 扩 增 ， 并 从 60 益 缓 慢 加 热 到

95 益 。 以 U6 为 内 参 照 ， 每 个 样 本 设 3 个 复 孔 。 用 ImageJ 1.8.0 软

件 （ 美 国 国 立 卫 生 研 究 院 ） 分 析 2 组 外 泌 体 总 RNA 电 泳 条 带 ，

采 用 吟 循 环 阈 值 （ ct） 法 处 理 结 果 ， 计 算 目 的 基 因 与 内 参 基 因

的 相 对 表 达 量 ， 即 2原吟吟CT法 。 重 复 3 次 。

表 1 RT-qPCR法检测 EPC-Exos中与炎症相关 miRNAs

表达的引物序列表

基 因 名 称 上 游 引 物 序 列 （ 5 ' - 3 ' ） 下 游 引 物 序 列 （ 5 ' - 3 ' ） 产 物 长 度 / b p

h s a - m i R - 3 0 d - 5 p T G T A A A C A T C C C C G A C T G G A A G G C T G T C A A C G A T A C G C T A C G T A 7 8

h s a - m i R - 3 0 d - 3 p C T T T C A G T C A G A T G T T T G C T G C G C T G T C A A C G A T A C G C T A C G T A 7 8

h s a - m i R - 1 4 4 - 3 p T A C A G T A T A G A T G A T G T A C T G C T G T C A A C G A T A C G C T A C G T A 7 5

h s a - m i R - 1 4 4 - 5 p G C G G G A T A T C A T C A T A T A C T G T A A G G C T G T C A A C G A T A C G C T A C G T A 7 9

h s a - m i R - 9 2 a - 5 p A G G T T G G G A T C G G T T G C A A T G C T G C T G T C A A C G A T A C G C T A C G T A 7 8

h s a - m i R - 9 2 a - 3 p T A T T G C A C T T G T C C C G G C C T G T G C T G T C A A C G A T A C G C T A C G T A 7 7

U 6 C T C G C T T C G G C A G C A C A A A C G C T T C A C G A A T T T G C G T 9 4

2.10 统计学方法 采 用 SPSS 25.0 统 计 软 件 进 行 数 据 分 析 。

计 量 资 料 用 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ， 组 间 比 较 若 满 足 正 态

性 和 方 差 齐 性 选 用 独 立 样 本 t检 验 ， 满 足 正 态 分 布 但 是 方 差 不
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齐 选 用 成 组 t忆 检 验 ， 不 满 足 正 态 性 选 用 秩 和 检 验 ； 约0.05 为 差

异 有 统 计 学 意 义 。

3 结 果

3.1 EPCs形态特征与表面标志物鉴定[10] 据 团 队 前 期 培 养 结

果 显 示 ， 第 7 天 培 养 细 胞 呈 现 典 型 集 落 形 态 ， 集 落 中 间 为 圆 形

细 胞 ， 周 边 为 呈 放 射 状 排 列 的 梭 形 细 胞 。 （ 见 图 1） 早 期 EPCs 的

特 征 是 CD34 、 KDR 的 高 水 平 表 达 以 及 可 检 测 到 CD14 单 核 细

胞 标 志 物 的 表 达 。 对 EPCs 表 面 标 志 物 （ CD34 、 KDR、 CD14） 的

表 达 水 平 进 行 表 征 ， 流 式 细 胞 术 分 析 显 示 EPCs表 面 标 志 物 CD34 、

KDR的 表 达 率 高 于 90%， CD14 的 表 达 率 低 于 10%。 （ 见 图 2）

图 1 EPCs培养第 7 d的光镜图 （伊100）

图 2 EPCs表面标志物鉴定

3.2 不同质量浓度托里消毒散浸提液对EPCs细胞活性的影响

通 过 不 同 质 量 浓 度 梯 度 的 托 里 消 毒 散 浸 提 液 干 预 EPCs ， 发

现 0.50 mg/mL质 量 浓 度 下 的 细 胞 活 性 最 强 。 （ 见 图 3）

图 3 不同质量浓度梯度的托里消毒散浸提液干预下

EPCs的活性 （x依s，n=6）

3.3 EPC-Exos的形态鉴定 在 透 射 电 子 显 微 镜 下 观 察 两 组

EPC-Exos， 两 组 均 形 态 完 整 、 呈 球 形 或 杯 状 且 大 小 不 一 。 （ 见

图 4）

对 照 组 实 验 组

图 4 透射电子显微镜下观察到的 EPC-Exos （伊100 000）

3.4 EPC-Exos的表面标志物鉴定 各 组 EPC-Exos 特 征 性 表

面 标 志 物 CD81 、 CD63 和 CD9 的 表 达 呈 阳 性 ， Calnexin 表 达 呈 阴

性 。 （ 见 图 5）

图 5 EPC-Exos特征性表面标志物 CD9、CD81、CD63

和 Calnexin的表达

3.5 EPC-Exos粒径 对 照 组 中 97.3% 的 EPC-Exos 粒 径 为

41.1耀109.0 nm ， 实 验 组 中 99.5% 的 EPC-Exos 粒 径 为 120.3耀

284.5 nm。 （ 见 图 6）

对 照 组 实 验 组

图 6 EPC-Exos粒径图

3.6 EPC-Exos质量浓度 对 照 组 EPC-Exos 的 质 量 浓 度 为

（ 1.04依0.02） 滋g/滋L ， 明 显 低 于 实 验 组 的 （ 1.16依0.01） 滋g/滋L

（ t=-10.930， =0.000） 。

3.7 托里消毒散浸提液对EPC-Exos中与炎症相关miRNAs表

达的影响 培 养 24 h 后 ， 与 对 照 组 比 较 ， 实 验 组 miR-92a-5p

表 达 明 显 增 多 （ 约0.05） ， 而 miR-92a-3p 差 异 无 统 计 学 意 义

（ 跃0.05） ； 实 验 组 miR-30d-3p、 miR-30d-5p、 miR-144-5p 、 miR-

144-3p表 达 明 显 减 少 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 （ 约0.05） 。 （ 见 图 7）

注：与对照组比较，a 约0.05。

图 7 托里消毒散浸提液对 EPC-Exos中与炎症相关

miRNAs表达的影响 （x依s，n=3）

4 讨 论

血 管 炎 症 是 导 致 血 管 再 生 困 难 或 血 管 病 变 的 原 因 。 有 研

究 表 明 ， 当 血 管 局 部 出 现 病 变 时 ， 无 论 是 渗 透 性 的 改 变 、 炎 症

反 应 还 是 止 血 过 程 ， 都 发 生 在 血 管 壁 上 ， 且 这 些 过 程 均 由 ECs

进 行 调 控 [11]。 EPCs 作 为 ECs 的 前 体 细 胞 ， 不 仅 能 够 分 化 成 血 管

内 皮 细 胞 ， 有 助 于 预 防 内 皮 功 能 紊 乱 和 组 织 缺 血 现 象 ， 还 能

降 低 血 管 增 生 的 概 率 [12]。 血 管 生 成 是 多 种 病 理 过 程 （ 如 创 伤 愈

合 、 慢 性 炎 症 和 肿 瘤 等 ） 中 的 基 本 事 件 [13]。 炎 症 反 应 与 血 管 新

a

aa a a质 量 浓 度

对 照 组 实 验 组
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生 是 两 个 相 互 联 系 、 彼 此 影 响 的 病 理 过 程 。

EPCs 是 一 种 骨 髓 源 性 细 胞 ， 又 称 血 管 母 细 胞 ， 在 一 定 条

件 下 可 迁 移 到 外 周 循 环 ， 分 化 为 成 熟 的 血 管 内 皮 细 胞 ， 并 分

泌 多 种 细 胞 因 子 和 血 管 生 长 因 子 ， 从 而 促 进 血 管 生 成 、 增 强

组 织 修 复 、 改 善 整 体 伤 口 愈 合 [14]。 Exos 是 由 细 胞 分 泌 的 包 含

RNAs 和 蛋 白 质 的 小 囊 泡 （ 30~150 nm） ， 在 唾 液 、 血 液 、 尿 液 及

乳 汁 等 体 液 中 大 量 存 在 。 其 被 认 为 具 有 细 胞 间 信 使 的 功 能 ， 在

特 定 细 胞 之 间 传 递 它 们 的 效 应 物 或 信 号 分 子 。 Exos 在 免 疫 应

答 [15]、 炎 症 反 应 [16]、 血 管 生 成 [17]、 凋 亡 [18]、 凝 血 和 废 物 处 理 等 生

理 过 程 中 具 有 重 要 作 用 。 源 于 不 同 细 胞 的 Exos 所 含 RNAs 及 蛋

白 成 分 存 在 差 异 ， 既 可 充 当 多 种 疾 病 早 期 诊 断 的 标 志 物 ， 也 能

作 为 靶 向 药 物 的 载 体 用 于 疾 病 治 疗 。 炎 症 是 众 多 心 血 管 疾 病

病 理 生 理 过 程 的 核 心 因 素 ， 不 仅 能 促 使 血 管 内 皮 生 长 因 子 等

物 质 的 生 成 [19]， 还 能 激 发 骨 髓 中 的 EPCs释 放 到 循 环 外 周 血 中 [20]，

进 而 参 与 组 织 修 复 过 程 。 有 研 究 发 现 外 泌 体 可 通 过 调 节 损 伤

局 部 的 炎 症 反 应 来 促 进 皮 肤 的 修 复 。 袁 佳 沁 等 [21] 指 出 外 泌 体

调 节 炎 症 反 应 可 能 是 通 过 激 活 核 因 子 -资B（ NF-资B） /p65 、

let-7b/Toll 样 受 体 4（ TLR4） 通 路 ， 降 低 炎 症 因 子 肿 瘤 坏 死 因 子

（ TNF-琢） 、 白 介 素 -1茁（ IL-1茁） 等 的 表 达 和 诱 导 巨 噬 细 胞 活 化

来 实 现 的 。 亦 有 研 究 显 示 ， Exos作 为 一 种 旁 分 泌 的 功 能 性 产 物 ，

可 降 低 血 管 内 皮 细 胞 的 损 伤 程 度 ， 缓 解 炎 症 反 应 [22]。 从 EPC-

Exos中 寻 找 出 含 有 与 炎 症 相 关 的 高 表 达 miRNAs， 进 而 深 入 研

究 其 调 控 炎 症 反 应 的 机 制 ， 可 以 为 炎 症 反 应 及 创 面 愈 合 的 研

究 、 治 疗 及 相 关 新 药 研 发 提 供 新 靶 点 和 新 思 路 。

托 里 消 毒 散 为 外 科 疮 疡 补 托 法 代 表 方 [23]。 研 究 [24]表 明 ， 托

里 消 毒 散 可 促 进 炎 症 消 退 ， 缩 小 病 灶 范 围 ， 它 能 经 由 多 种 方

式 降 低 病 变 部 位 的 炎 症 反 应 ， 比 如 通 过 各 种 信 号 通 路 调 控 细

胞 因 子 的 表 达 ， 抑 制 炎 性 小 体 的 激 活 以 及 助 力 炎 症 创 面 的 愈

合 。 郝 福 明 等 [25]采 用 金 黄 色 葡 萄 球 菌 局 部 注 射 制 备 大 鼠 疮 疡

模 型 ， 用 托 里 消 毒 散 进 行 灌 胃 治 疗 。 结 果 显 示 ， 该 方 剂 可 提 升

脓 肿 愈 合 率 ， 增 加 溶 菌 酶 含 量 ， 减 少 IL-2 含 量 ， 其 作 用 机 制 与

促 进 组 织 修 复 （ 透 托 法 ） 、 加 速 脓 肿 愈 合 、 调 节 免 疫 功 能 、 发 挥

抗 炎 杀 菌 作 用 密 切 相 关 。 目 前 尚 无 托 里 消 毒 散 浸 提 液 与 EPCs

及 其 外 泌 体 的 相 关 研 究 。

本 实 验 检 测 与 炎 症 相 关 miRNAs的 表 达 ， 发 现 实 验 组 EPC-

Exos 表 达 量 增 多 ， 说 明 托 里 消 毒 散 组 方 中 有 中 药 成 分 可 促 进

EPCs分 泌 外 泌 体 。 进 一 步 对 EPC-Exos中 与 炎 症 相 关 miRNAs 定 量

检 测 ， 结 果 显 示 实 验 组 中 miR-92a-3p、 miR-92a-5p质 量 浓 度 高

于 对 照 组 ， 实 验 组 中 miR-30d-3p 、 miR-30d-5p 、 miR-144-5p 、

miR-144-3p质 量 浓 度 明 显 低 于 对 照 组 ， 据 实 验 结 果 分 析 miR-92a

多 分 泌 抑 炎 因 子 以 降 低 炎 症 反 应 ， 而 miR-30d 、 miR-144 多 分

泌 促 炎 因 子 。 抑 制 miR-30d 、 miR-144 分 泌 促 炎 因 子 ， 可 降

低 炎 症 反 应 。

miR-92a 多 分 泌 抑 炎 因 子 起 抗 炎 效 用 ， 如 ECs 衍 生 的 外 泌

体 能 激 活 肺 泡 巨 噬 细 胞 （ AMs） 并 诱 导 急 性 肺 损 伤 中 miR-92a-

3p介 导 的 肺 部 炎 症 。 LIU F等 [26]研 究 发 现 肺 泡 上 皮 细 胞 （ AECs）

中 miR-92a-3p质 量 的 抑 制 降 低 了 AECs衍 生 外 泌 体 （ LPS-Exos） 的

促 炎 作 用 。 CHEN H 等 [27]研 究 发 现 miR-92a-3p 可 被 mmu_circ_

0000037 靶 向 ， miR-92a-3p 过 表 达 能 抵 消 mmu_circ_0000037

对 蓝 蛋 白 诱 导 的 MPC-83 细 胞 损 伤 所 产 生 的 影 响 。 而 Pias1 被

确 认 为 miR-92a-3p 的 靶 标 ， mmu_circ_0000037 可 通 过 海 绵 化

miR-92a-3p 来 调 控 Pias1 的 表 达 。 故 mmu_circ_0000037 可 通 过

靶 向 miR-92a-3p/Pias1 轴 缓 解 蓝 蛋 白 诱 导 的 MPC-83 细 胞 炎

症 损 伤 。 还 有 研 究 表 明 miR 30d 多 分 泌 促 炎 因 子 ， 如 在 全 身 炎

症 反 应 综 合 征 中 ， miR-30d-5p 被 鉴 定 为 潜 在 炎 症 调 节 因 子 ，

介 导 并 调 控 炎 症 反 应 [28]。 重 症 脑 炎 中 上 调 表 达 的 RAB11B-AS1

可 通 过 吸 附 miR-30d-5p 以 调 控 小 神 经 胶 质 细 胞 的 激 活 及 炎

症 反 应 [29]。 YE X H 等 [30] 研 究 发 现 IncRNA Malat1 升 高 或 miR-

30d-5p 的 敲 低 能 消 除 sh-STIM2 所 诱 导 的 细 胞 损 伤 抑 制 现 象 。

在 小 胶 质 细 胞 中 ， 基 质 相 互 作 用 分 子 2（ STIM2） 的 敲 低 可 通 过

抑 制 小 胶 质 细 胞 的 活 化 、 炎 症 反 应 、 细 胞 凋 亡 及 焦 亡 ， 从 而 减

轻 脑 缺 血 /再 灌 注 所 造 成 的 损 伤 。 此 外 ， 有 研 究 表 明 miR-144 亦

分 泌 促 炎 因 子 ， 如 KIM H J 等 [31] 研 究 发 现 在 感 染 脓 肿 分 枝 杆

菌 脓 肿 亚 种 （ Mabc） 和 脓 肿 分 枝 杆 菌 亚 种 （ Mmass） 后 ， 小 鼠 的

巨 噬 细 胞 和 肺 中 miR-144-3p 和 促 炎 细 胞 因 子 /趋 化 因 子 的 表

达 上 调 ， 同 时 miR-144-3p 的 过 表 达 还 会 导 致 促 炎 细 胞 因

子 / 趋 化 因 子 显 著 增 加 。 MO M L 等 [32] 研 究 表 明 ， miR-144-3p

能 靶 向 BMP2以 负 调 节 其 表 达 ， 磷 脂 酰 肌 醇 3-激 酶 （ PI3K） /蛋 白

激 酶 B（ Akt） 信 号 传 导 的 激 活 损 害 了 IL-1茁 刺 激 诱 导 的 BMP2

加 重 的 N1511 细 胞 损 伤 的 抑 制 。 抑 制 miR-144-3p 可 减 轻 类 风

湿 性 关 节 炎 大 鼠 的 软 骨 损 伤 和 炎 症 。

综 上 所 述 ， 托 里 消 毒 散 浸 提 液 能 通 过 介 导 EPC-Exos 中 的

上 述 miRNAs调 控 内 皮 祖 细 胞 炎 症 反 应 ， 但 本 研 究 未 能 筛 选 出

托 里 消 毒 散 方 中 具 体 起 效 药 物 单 体 ， 存 在 一 定 的 缺 陷 ， 需 在

后 续 实 验 中 进 一 步 研 究 阐 明 。
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