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摘要：目的  探讨人脐带间充质干细胞外泌体(human umbilical cord mesenchymal stem cell exosomes，hUCMSC-Exo)缓解

肺动脉高压(pulmonary hypertension，PH)的潜在分子作用机制。方法  对 hUCMSC-Exo 进行提取、鉴定及高通量测序。

利用 GeneCards 搜索 PH 作用靶点，在 GEO 数据库下载 PH 相关芯片(GSE53408、GSE113439)，经过批次校正后筛选出

差异基因。GeneCards 和 GEO 数据库以及 hUCMSC-Exo 所含 miRNAs 预测的靶向调控的 mRNAs 取交集，构建蛋白互作

网络筛选出 hUCMSC-Exo 作用于 PH 的关键靶点，并进行 GO 和 KEGG 富集分析。结果  测序得到 hUCMSC-Exo 中 43
个高表达的 miRNAs，其中 17 个 miRNAs 可作用于 PH，发现其作用机制可能与前列腺癌、HIF-1 信号通路、PI3K-Akt
信号通路、癌症的蛋白多糖和癌症通路等相关。结论  本研究可为 hUCMSC-Exo 防治 PH 的临床研究提供新思路。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the potential molecular mechanism of human umbilical cord mesenchymal stem cell 
exosomes(hUCMSC-Exo) in alleviating pulmonary hypertension(PH). METHODS  The hUCMSC-Exo were high-throughput 
sequenced after extracted and identified. PH target was searched in GeneCards. PH-related chip GSE53408 and GSE113439 were 
downloaded from GEO databases and screened for the differential genes after batch correction. The target genes in GeneCards 
and GEO databases and the target regulated genes predicted by miRNAs contained in hUCMSC-Exo were used for intersection. 
The protein-protein interaction network was constructed to screen out the key targets of hUCMSC-Exo acting on PH, then went 
for GO and KEGG analysis. RESULTS  Forty-three high expression miRNAs were collected after hUCMSC-Exo sequenced. A 
total of 17 miRNAs might affect PH through prostate cancer, HIF-1 signaling pathway, PI3K-Akt signaling pathway, 
proteoglycans in cancer and pathways in cancer. CONCLUSION  This study provides a new idea for exploring the role of 
hUCMSC-Exo in alleviating PH. 
KEYWORDS: pulmonary hypertension(PH); human umbilical cord mesenchymal stem cell exosomes(hUCMSC-Exo); exosome 
sequencing; bioinformatics 
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肺动脉高压(pulmonary hypertension，PH)是由

多种病因及不同的发病机制导致的肺血管结构或

功能改变，常引起肺血管阻力和肺动脉压力升高，

继而发展成为右心功能衰竭，预后极差[1]。目前，
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PH 的发病机制尚未完全明确，涉及组织、细胞、

分子介质及遗传基因等多个层次，与血管内皮细

胞、血管平滑肌细胞、成纤维细胞和循环内皮祖

细胞等多种细胞相关联。PH 引起肺血管平滑肌的

增殖、重构，内皮炎症及向间质转化。在分子层

面，涉及 miRNA、趋化因子、低氧诱导因子、GTP
结合蛋白等多种基因产物的调控，目前 PH 仍然缺

乏有效的生物标志物[2]。治疗 PH 的药物主要包括

钙离子通道阻滞剂、前列腺素、内皮素受体拮抗

剂、磷酸二酯酶抑制剂和可溶性鸟苷酸环化酶激

动剂，这些药物可以提高患者运动能力、生活质

量和改善肺血液循环，但是无法治愈 PH 且预后依

然很差。 
间充质干细胞是一类具有自我复制能力和多

向分化潜能的非造血祖细胞，可以从组织中分离

出来，间充质干细胞具有修复损伤和参与免疫调

节的作用，已有相关研究将间充质干细胞运用到

疾病治疗中。同时，间充质干细胞具有多向分化

的潜能，间充质干细胞注入 PH 大鼠后，在肺组织

中可发现类软骨细胞及类肾小囊细胞等，存在极

大的安全隐患。同时，干细胞移植治疗还存在存

活率低、分化率低等不足，极大地限制了间充质

干细胞等干细胞的临床应用，因此研究者们将目

光投向外泌体。外泌体是通过多泡体与质膜融合

进入细胞外环境而释放的一种微粒，可作为细胞

与细胞之间沟通的桥梁，传递各种具有其来源细

胞的成分，如 mRNA、miRNA、营养因子及功能

蛋白等。外泌体中携带的 miRNAs 可能会引起受体

细胞中一系列信号通路的启动，基因的调控及相关

蛋白的表达。笔者所在课题组前期研究显示外泌体

可以通过调节肾素-血管紧张素系统预防大鼠急性

心肌梗死[3]。 
miRNA 是一类由 19~25 个核苷酸组成的小型

非编码 RNA，在转录后通过靶向 mRNA 调控基因

的表达，成熟的 miRNA 在细胞核内经过转录和处

理，通过与 mRNA 的非翻译区相互作用，下调特

定靶向 mRNA 的表达， 终通过降解靶向 mRNA
或抑制其翻译调控转录后基因的表达。有研究表

明，miRNA 参与调控 PH 过程中的肺动脉内皮细

胞和肺动脉平滑肌细胞的功能从而影响肺血管重

构。在调控肺动脉内皮细胞功能中，miR-98 可以

被过氧化物酶体增殖物激活的受体-γ 调节，并减

弱内皮素-1 的表达和肺血管重塑[4]。在调控肺动脉

平滑肌细胞的代谢中，过表达的 miR-let-7b 通过

靶向血管紧张素转换酶-2 来刺激肺动脉平滑肌细

胞的增殖和迁移[5]。 
为此，本研究采用人脐带间充质干细胞外泌

体 (human umbilical cord mesenchymal stem cell 
exosomes，hUCMSC-Exo)，对提取的外泌体进行

鉴 定 和 高 通 量 测 序 ， 分 析 其 含 有 的 高 表 达 的

miRNAs， 并 结 合 PH 靶 基 因 进 行 分 析 ， 探 讨

hUCMSC-Exo 改善 PH 的潜在分子作用机制。 
1  材料与方法 
1.1  仪器 

NovoCyte 260R 流式细胞仪(艾森生物杭州有

限 公 司 ) ； Optima XPN-100 超 高 速 离 心 机

(BECKMAN)；1658033 型电泳仪(美国 Bio-Rad)；
JEM1230 透射电子显微镜(日本电子株式会社)；铜

网(TED pella)；ZetaView 纳米粒径仪(德国 Particle 
Metrix) ； Hiseq 2 000/2 500 高 通 量 测 序 仪

(Illumina)。 
1.2  试剂 

α-MEM 培养基(Gibco，批号：C12571500BT)；
人脐带间充质干细胞成脂诱导分化试剂盒(货号：

HUXUC-90031)、人脐带间充质干细胞成骨诱导分

化 试 剂 盒 ( 货 号 ： HUXUC-90021) 均 购 自 美 国

Cyagen；HLA-DR FITC(货号：327005)、CD105 
APC(货号：323207)、CD90 FITC (货号：328107)、
CD73 FITC(货号：344015)、CD45 PerCP(货号：

304025) 、 CD34 PE( 货 号 ： 343505) 均 购 自

Biolegend；2%磷钨酸溶液(北京索莱宝科技有限公

司，货号：G1871)；CD9 抗体(货号：ab263019)、
CD63 抗体(货号：ab134045)、calnexin 抗体(货号：

ab133615)、HSP70 抗体(货号：ab181606)、TSG101
抗体(货号：ab125011)均购自 Abcam；TruSeq Small 
RNA Sample Prep Kits(Illumina，San Diego，货号：

RS-200-0024)。 
1.3  外泌体的提取、鉴定与分析 
1.3.1  人脐带间充质干细胞的培养与鉴定  脐带

来源于广东医科大学附属医院的产妇，本实验研

究 通 过 医 院 伦 理 委 员 会 批 准 后 进 行 (批 准 号 ：

YJYS2021062)，每个产妇及其家属均签署知情同

意书。取新鲜的人脐带，用 PBS 清洗 2~3 次，去

除血管后将组织剪碎约 1 mm3 种板，用含 10% FBS
和 1%双抗的 α-MEM 培养基在 37 ℃、5% CO2 条

件下培养。待细胞满 80%时进行传代，传至第 3
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代。取第 3 代人脐带间充质干细胞以 2×104 ·cm−2

的细胞密度接种于 6 孔板，用成脂和成骨分化培

养基诱导分化，分别用油红 O 和茜素红染色显像

观察，鉴定人脐带间充质干细胞成骨成脂的分化

能力。运用流式细胞术检测人脐带间充质干细胞

表面标志物 HLA-DR、CD105、CD90、CD73、CD45、

CD34[6]。 
1.3.2  外泌体的提取  将人脐带间充质干细胞培

养至密度达 80%后，以无血清培养基培养 48 h 并

收集培养液上清。采用差速离心法提取外泌体，

以 1 000×g、4 ℃离心 10 min，然后以 2 000×g、4 ℃
离心 10 min，去除细胞碎片及死细胞。取上清液

以 10 000×g、4 ℃离心 20 min，去除亚细胞成分。

取上清液以 100 000×g、4 ℃超高速离心 70 min，

离心后弃掉上清液，加入 PBS 重悬沉淀后，再以

100 000×g、4 ℃超高速离心 70 min，弃上清，每

管加入 PBS 重悬沉淀，即得 hUCMSC-Exo[7]。 
1.3.3  透 射 电 子 显 微 镜 及 纳 米 颗 粒 跟 踪 分 析

(nanopartide tracking analysis，NTA)鉴定  取外泌

体悬液 20 μL，呈水滴状滴至电镜铜网状栅中，

使滴液在铜网上保留片刻(>1 min)，2%磷钨酸溶

液负染固定 1~10 min，滤纸吸干后室温自然晾干，

在生物透射电子显微镜下观察并拍照。用 NTA 检

测外泌体颗粒的大小，步骤如下：①以去离子水

清洗样本池；②仪器以聚苯乙烯微球(100 nm)校

准；③以 1×PBS 缓冲液清洗样本池；④样本用

1×PBS 缓冲液稀释 1 000 倍后，上样检测。 
1.3.4  蛋白印迹检测  外泌体蛋白样品通过 12%
和 15% SDS-PAGE 胶分离，转印至 PVDF 膜上，

用 5%脱脂牛奶封闭，4 ℃孵育一抗过夜，所用到

的抗体如下，CD9(1∶1 000)、CD63(1∶1 000)、
Calnexin(1∶1 000)、HSP70(1∶1 000)、TSG101(1∶

1 000)，孵育二抗 1 h，用 ECL 曝光显影。 
1.3.5  高通量测序  本研究选取 3 批次 hUCMSC- 
Exo 进行测序分析，实验流程按照 Illumina 公司提

供的标准步骤执行，包括制备文库和测序实验。

miRNA 测序文库制备采用 TruSeq Small RNA 
Sample Prep Kits。文库制备工作完成后，对构建

好的文库使用 Illumina Hiseq 2 000/2 500 进行测

序，测序读长为单端 1×50 bp。 
1.3.6  hUCMSC-Exo miRNAs 的筛选及其靶基因

预 测   以 miRNA 测 序 表 达 谱 归 一 化 法 确 定

hUCMSC-Exo miRNA 的表达谱信息[8]，选择表达

量较高的 miRNAs(指在一个样本中拷贝数大于平

均值的 miRNA)。采用 miRDB (http://mirdb.org/)，
miRTarBase(http://mirtarbase.cuhk.edu.cn/php/ index. 
php) 和 TargetScan(http://www.targetscan.org/vert_ 
72/)数据库对得到的 miRNAs 进行靶基因预测。3
个数据库同时预测到才被认为是潜在的靶基因。 
1.4  PH 的生物信息学分析 

在 GeneCards (https://www. genecards. org/)搜
索 PH 相关基因，关键词为“pulmonary arterial 
hypertension”。从 GEO 数据库(Gene Expression 
Omnibus database)下载 PH 中与肺组织相关的数据

集，关键词为“pulmonary arterial hypertension”和

“homo sapiens”，下载 GSE53408 及 GSE113439 2
个数据集，以及基因注释平台文件 GPL6244。利

用 R 软件的 Limma 和 Sva 软件包对差异表达的

mRNAs 进 行 批 次 矫 正 。 筛 选 GSE53408 及

GSE113439 2 个数据集的共同差异基因。 
1.5  hUCMSC-Exo 作用于 PH 的靶基因筛选 

利 用 Draw VennDiagram 软 件 (http:// 
bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) ， 将

“1.4”项下获取 PH 的相关基因与 hUCMSC-Exo 
miRNAs 预测的靶基因进行交集，获得 hUCMSC- 
Exo 作用于 PH 的靶基因。 
1.6  GO 和 KEGG 富集分析 

运用 DAVID(https://david. ncifcrf. gov/)在线注

释工具，以 P<0.05 为筛选条件，分析 hUCMSC- 
Exo 作用于 PH 的相关生物功能和信号通路。 
1.7  蛋白互作(protein-protein interaction，PPI)网
络的构建 

将 筛 选 出 的 靶 基 因 输 入 STRING 数 据 库

(https://www.string-db.org/) ， 设 置 综 合 交 互 得 分

0.400 为显著性阈值，得出 PPI 网络，并用 R 包进

行分析，分析 PPI 网络的拓扑学特征，筛选出

hUCMSC-Exo 作用于 PH 的关键靶点。 
2  结果 
2.1  人脐带间充质干细胞的鉴别 

光学显微镜下观察第 3 代(passage3，P3)人脐

带间充质干细胞的生长情况，见图 1。在光学显微

镜下可观察到人脐带间充质干细胞成脂分化可被

油红 O 染色，成骨分化可被茜素红染色，图 2~3。

流式细胞术检测结果显示，CD105、CD90、CD73
表达呈阳性，而 HLA-DR、CD45、CD34 表达呈

阴性，结果见图 4。 
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图 1  人脐带间充质干细胞 P3 显微图 
Fig. 1  Morphology of human umbilical cord mesenchymal 
stem cells(P3) 
 

 
 

图 2  人脐带间充质干细胞成脂分化图 
Fig. 2  Adipocytes differentiation diagram of human 
umbilical cord mesenchymal stem cells 
 

 
 

图 3  人脐带间充质干细胞成骨分化图 
Fig. 3  Osteogenic differentiation diagram of human 
umbilical cord mesenchymal stem cells 
 
2.2  hUCMSC-Exo 的鉴定与相关检测结果 
2.2.1  hUCMSC-Exo 的鉴定  扫描电镜下可观

察到外泌体成圆盘状，见图 5。NTA 检测外泌体

浓度为每毫升 4.4×106 个微粒，见图 6。蛋白印迹

试验结果显示 hUCMSC-Exo 表达 CD9、CD63、

Hsp70、TSG101，不表达 Calnexin，见图 7。 
2.2.2  高 通 量 测 序 与 靶 基 因 预 测 结 果   根 据

miRNA 测序表达谱归一化法，共获取表达量较高

的 miRNAs 43 个，见表 1。利用 miRDB、miRTarBase
和 TargetScan 数据库对得到的 43 个 miRNAs 进行

靶基因预测，并进行交集处理，得到 hUCMSC-Exo 
miRNA 的靶基因 808 个。 
2.3  PH 的生物信息学分析结果 

GeneCards 数据库搜索得到 5 347 个 PH 相关

基因。GSE53408 和 GSE113439 联合分析并进行

批次矫正，获得 601 个差异表达的 mRNAs，其中

上调 503 个，下调 98 个，差异的 mRNAs 用热图

表示，见图 8。 
2.4  hUCMSC-Exo 作用于 PH 的靶基因 

将 PH 的 生 物 信 息 学 分 析 结 果 与 外 泌 体

miRNA 预测结果取交集，得到 17 个靶基因，包括

MDM2、VCAN、UBR5、HIF1A、DDX3X、IGF1、

SLC7A11、ATP13A3、TWF1、ADAMTS9、BZW1、

MYO5A、 FBN1、 ANGPT2、 CALU、 HSPA5、

HSP90B1，结果见图 9。 
2.5  GO 和 KEGG 富集分析 

将 17 个 hUCMSC-Exo 作用于 PH 的靶基因列

表输入基因功能注释数据库 DAVID，可获得 23
条生物过程(biological process，BP)，11 条细胞组

分(cellular component，CC)和 8 条分子功能 
(molecular function，MF)，结果见图 10。其中前

10 个 BP 分别是细胞蛋白质代谢过程，翻译后蛋 
 

 
 

图 4  人脐带间充质干细胞表面标志物流式细胞术分析 
Fig. 4  Flow cytometry analysis of the surface markers of human umbilical cord mesenchymal stem cells 
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图 5  人脐带间充质干细胞外泌体的透射电子显微镜图

(30 000×) 
Fig. 5  Transmission electron microscope diagram of 
hUCMSC-Exo(30 000×) 
 

 
 

图 6  人脐带间充质干细胞外泌体纳米颗粒跟踪分析检

测图 
纳米颗粒跟踪分析检测外泌体浓度为每毫升 4.4×106 个微粒。   
Fig. 6  Nanoparticle tracking analysis diagram of hUCMSC-Exo 
Concentration of exosomes detected by nanoparticle tracking analysis 
was 4.4×106 particle per mL.  

 

 
 

图 7  人脐带间充质干细胞外泌体蛋白印迹 
CD9、CD63、Hsp90、TSG101 表达，Calnexin 不表达。 
Fig. 7  Western blotting of hUCMSC-Exo 
Positive expression: CD9, CD63, Hsp90 and TSG101; nagetive 
expression: Calnexin. 
 

白质修饰，基因表达的正调控，凋亡过程的负调

控，骨骼系统发育，细胞对抗菌药物的反应，ATF6
介导的未折叠蛋白应答，内质网中的蛋白质折叠，

对缺氧的应答，对铁离子的应答。前 10 个 CC 分 

表 1  人脐带间充质干细胞外泌体的 miRNAs 
Tab. 1  miRNAs in the hUCMSC-Exo 

miRNAs Genome ID 表达水平 

hsa-let-7f-5p chr9 高 

hsa-let-7i-5p chr12 高 

hsa-let-7g-5p chr3 高 

hsa-let-7f-5p X 高 

hsa-miR-10a-5p_R–1 chr17 高 

hsa-miR-21-5p_R+1 chr17 高 

hsa-miR-21-3p chr17 高 

hsa-miR-22-3p chr17 高 

hsa-miR-23a-3p_R+1 chr19 高 

hsa-miR-26a-5p chr3 高 

hsa-miR-26a-5p chr12 高 

hsa-miR-27a-3p_R–1 chr19 高 

hsa-miR-27b-3p chr9 高 

hsa-miR-29a-3p chr7 高 

hsa-miR-31-5p_R+1 chr9 高 

hsa-miR-99b-5p chr19 高 

hsa-miR-100-5p chr11 高 

hsa-miR-103a-3p chr20 高 

hsa-miR-103a-3p chr5 高 

hsa-miR-125b-5p chr21 高 

hsa-miR-125a-5p_R–1 chr19 高 

hsa-miR-125b-5p chr11 高 

hsa-miR-127-3p chr14 高 

hsa-miR-143-3p chr5 高 

hsa-miR-145-5p chr5 高 

hsa-miR-146a-5p chr5 高 

hsa-miR-181a-5p chr9 高 

hsa-miR-181a-5p chr1 高 

hsa-miR-186-5p_R+1 chr1 高 

hsa-miR-191-5p chr3 高 

hsa-miR-199a-5p chr1 高 

hsa-miR-199b-3p chr1 高 

hsa-miR-199b-3p chr9 高 

hsa-miR-199a-5p chr19 高 

hsa-miR-199b-3p chr19 高 

hsa-miR-221-3p X 高 

hsa-miR-222-3p_R+3 X 高 

hsa-miR-320a-3p chr8 高 

hsa-miR-370-3p chr14 高 

hsa-miR-423-5p chr17 高 

hsa-miR-423-3p chr17 高 

hsa-miR-4448_R-2_1ss6CG chr3 高 

hsa-miR-4488_L+1R–1 chr11 高 

注：Genome ID 表示 miRNA 成熟体对应的 miRNA 前体序列所在基因

组的染色体名称。 
Note: Genome ID referred to the chromosome name of the genome where 
the miRNA precursor sequence corresponding to the miRNA mature body 
was located. 
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图 8  GEO 数据集联合分析差异表达基因热图 
蓝色代表对照组，紫色代表疾病组，GSE113439 用浅绿色表示，

GSE53408 用粉红色表示。右侧纵轴展示的是差异的基因名，横轴表

示样品名。 
Fig. 8  Heatmap of combined analysis of differentially 
expressed genes in GEO databases 
Blue represented control groups; purple represents disease groups; light 
green represented GSE113439; pink represents GSE53408. Right Y-axis: 
differentially expressed genes. X-axis: samples names. 
 

 
 

图 9  靶基因韦恩图 
GeneCards、GEO 数据集和外泌体测序所得的 miRNAs 靶基因取交集，

得到 17 个重叠的靶基因。 
Fig. 9  Venn diagram of target genes 
Intersection of GeneCards, GEO databases and target genes of miRNAs 
obtained from exocrine sequencing come to 17 targets.  

 
 

图 10  靶基因 GO 途径富集分析 
纵轴展示 GO 条目的名称，绿色表示分子功能，橙色表示细胞组分，

紫色表示生物过程。圆圈内的数目表示基因数。 
Fig. 10  GO pathways enrichment analysis of target genes  
Y-axis showed the GO terms. Green: molecular function. Orange: cellular 
component. Purple: biological process. The number of target genes were 
in the circles.  
 

别是黑色素、内质网腔、胞外区、高分子复合物、

细胞膜、肌浆网腔、内质网伴侣复合体、内质网、

细胞外基质、黏着斑。8 个 MF 分别是钙黏蛋白结

合、钙离子结合、ATP 酶活性、ATP 结合、蛋白

质结构域特异性结合、泛素蛋白连接酶结合、RNA
结合、酶结合。KEGG 富集分析结果主要包括前

列腺癌、HIF-1 信号通路、PI3K-Akt 信号通路、癌

症的蛋白多糖和癌症通路，见图 11。 
 

 
 

图 11  KEGG 信号通路气泡图 
左侧纵轴表示 KEGG 富集的条目，圆圈的颜色表示 P 值，圆圈的大

小代表基因数目。 
Fig. 11  Bubble plot of KEGG pathways 
Y-axis on the left represented names of KEGG pathways. The color and 
the size of the plot represented P value and the number of genes. 
 

2.6  PPI 网络的构建及 PH 关键靶点的筛选  
运用 STRING 数据库对 hUCMSC-Exo 中所含

miRNAs 可能靶向调控 PH 的 17 个作用靶点进行

PPI 分析，以 R 软件进行关键节点分析，构成 PPI
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网络的 11 个基因按照度值从高到低排序分别是

HIF1A、HSP90B1、IGF1、HSPA5、ADAMTS9、

ANGPT2、CALU、MDM2、VCAN、FBN1、UBR5，

见图 12。 
 

 
 

图 12  PPI 网络图 
Fig. 12  PPI network diagram 

 

3  讨论 
本研究通过高通量测序分析 hUCMSC-Exo 中

的 miRNAs，可得出提取的外泌体样本中存在 43
个高表达的 miRNAs。miRNAs 能通过调控其靶基

因 及 其 下 游 通 路 参 与 病 理 生 理 过 程 。

Hsa-miR-127-3p 下调可以导致狼疮性肾炎肾脏Ⅰ

型干扰素信号通路的过度激活[9]。Hsa-miR-10a-5p
可以通过调节 BDNF/SEMA4C 通路促进胰腺癌的

发生和发展[10]。在川崎病的研究中，hsa-miR-27b-3p
通过调节 SMAD7 抑制内皮细胞的增殖和迁移[11]。

Hsa-miR-186-5p 通过抑制 SMAD6 和 SMAD7 调节

TGFβ 信号通路，过表达的 hsa-miR-186-5p 可以抑

制结肠癌细胞的增殖、迁移和细胞活性，促进凋

亡[12]。Hsa-miR-199a-5p 通过靶向调控 HIF1A 保护

缺氧诱导的心肌细胞损伤[13]。在糖尿病肾病中，

hsa-miR-199b-3p 通过靶点 KDM6A 调节 E-钙黏蛋

白，从而防止上皮-间质转化和肾小管功能障碍[14]。

Hsa-miR-23a-3p 在 PH 患者的肺动脉和缺氧诱导的

肺动脉平滑肌细胞中明显上调[15]。Hsa-miR-423- 3p
可以影响肝癌细胞的增殖和细胞周期[16]。对比伴有

支气管肺发育不良和无支气管肺发育不良的早产

儿的脐带血外泌体，发现伴有支气管肺发育不良的

早产儿脐带血外泌体损害血管形成，其差异的

hsa-miR-103a-3p 促进内皮细胞的增殖、迁移和小管

的形成，与内皮细胞功能及血管生成相关[17]。脐带

血外泌体 hsa-miR-125a-5p 通过调节 VEGFA 在子痫

前期的表达，抑制滋养层细胞的迁移和增殖[18]。长

非编码 RNA LINC00968 通过降低 hsa-miR-423- 5p

上调 PROX1，从而减少乳腺癌细胞增殖、迁移和

血管生成[19]。 
miRNAs 可以成为疾病诊断和预后的潜在靶

点。Poursaei 等[20]研究显示，hsa-let-7g-5p 可能可

以作为诊断阿尔茨海默病的血液生物标志物。Hsa- 
miR-21-3p 和 hsa-miR-21-5p 可以作为鼻咽癌的潜

在靶点[21]。与人正常肺上皮细胞对比，hsa-miR- 
22-3p 在 肺 腺 癌 细 胞 中 明 显 下 调 [22] 。 Hsa-miR- 
181a-5p 和 hsa-miR-26a-5p 有可能作为成年慢性髓

系白血病患者分子水平上应用酪氨酸激酶抑制剂

治疗的新生物标志物[23]。Hsa-miR-27a-3p 可能可

以作为原发的多形性胶质母细胞瘤的标志物[24]。

Hsa-miR-99b-5p 在类风湿性关节炎患者中明显上

调[25]。Hsa-miR-320a-3p 作为簇集蛋白的潜在调节

性 miRNA，可以作为诊断异常侵袭性胎盘的潜在

标 志 物 [26] 。 呼 吸 道 合 胞 病 毒 感 染 会 引 起 hsa- 
miR-4448 的显著表达[27]。Hsa-miR-191-5p 可以作

为筛选高质量精子的潜在标志物，其高表达与早

期人类胚胎质量有关[28]。生物信息学分析显示，

hsa-miR-221-3p 和 hsa-miR-222-3p 及其靶基因可

能是肝细胞癌的预后预测标志物[29]。 
血浆外泌体 miRNAs 也具有成为诊断生物标

志物的潜能。1 项吸烟者血浆外泌体的研究显示，

hsa-let-7f-5p 和 hsa-let-7i-5p 在吸电子烟者和不吸

烟者血浆外泌体表达存在差异；而比较吸普通香

烟 和 不 吸 烟 者 的 血 浆 外 泌 体 时 ， 发 现 hsa- 
miR-29a-3p 的差异表达[30]。通过对血清外泌体的

检测，发现 hsa-miR-370-3p 与银屑病关节炎、寻常

型银屑病、类风湿性关节炎和痛风性关节炎的发病

机制相关[31]。血浆外泌体 hsa-miR-4488 可能作为抗

黑色素瘤分化相关蛋白 5 抗体阳性亚群皮肌炎相关

间质性肺病的新生物标志物[32]。乳腺癌患者血浆外

泌体中的 hsa-miR-21-5p 较对照组明显上调[33]。Hsa- 
miR-125b-5p 在晚期非小细胞肺癌血清外泌体中明

显上调，免疫治疗能抑制其上调表达[34]。 
随着再生医疗研究的不断发展，干细胞外泌

体治疗可以减少干细胞分化带来的不良反应，干

细胞来源的外泌体可能起到干预疾病机制的作

用。人间充质干细胞分泌的 hsa-miR-145-5p 和 hsa- 
miR-31-5p 可以抑制神经胶质瘤细胞的侵袭[35]。人

脐带间充质干细胞通过外泌体携带的 hsa-miR- 
145-5p 抑制胰腺导管腺癌的发展[6]，而人脐带间充

质干细胞通过外泌体携带的 hsa-miR-100-5p 起到
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促进胰腺导管腺癌进展的作用[36]。人间充质干细

胞外泌体来源的 hsa-miR-143-3p 通过调控靶基因可

以促进胰腺癌细胞凋亡和抑制细胞生长[37]。Hsa- 
miR-146a-5p 来源于 hUCMSC-Exo，有促进骨形成

的潜能[38]。 
KEGG 富集分析发现，差异显著的通路分别

为前列腺癌，HIF-1 信号通路，PI3K-Akt 信号通路，

癌症的蛋白多糖和癌症通路。hUCMSC-Exo 含有

的 miRNAs 可能可以通过信号通路上的潜在靶点

影响 PH。有研究显示，通过影响 PI3K-Akt 通路可

以影响肺动脉平滑肌细胞的增殖、迁移和凋亡，影

响 PH 的血管重构。调节 PI3K-Akt 通路还可以影响

肺动脉内皮细胞的增殖和生存[39-41]。促进肌动蛋白

细胞骨架调节可以引起肺动脉内皮细胞的内皮间

质化改变[42]。在缺氧的刺激下，能引起肺血管的收

缩和肺动脉的重构，HIF-1 信号通路在这个过程中

起到重要的作用[43]。 
PPI 网络分析显示，构成这个 PPI 网络的 11

个基因按照度值从高到低排序分别是 HIF1A、

HSP90B1、IGF1、HSPA5、ADAMTS9、ANGPT2、

CALU、MDM2、VCAN、FBN1、UBR5。HIF1A
在缺氧条件下可以通过激活其他基因的转录而维

持细胞和系统的稳态，是 PH 的关键基因，尤其是

缺氧诱导的 PH，HIF1A 在肺动脉平滑肌细胞和肺

动脉内皮细胞中均表达上调[44-45]。IGF1 是和新

生血管生成相关的基因，促进 PH 中新生血管的形

成[46]。在肺动脉平滑肌细胞中，IGF1 可以通过

S473 活化 AKT 而激活下游通路[47]。HSP90B1 和

HSPA5 同属于热休克蛋白家族，是一种保守的蛋

白质。抑制 HSP90 可以防止 PDGF-BB 引起的肺

动脉平滑肌细胞的增殖和迁移 [48]。HSP90B1 和 
HSPA5 与 PH 的关系还有待进一步的研究。有生

物信息学分析指出，ANGPT2 可能作为鲁索利替

尼治疗 PH 的潜在靶点[49]。MDM2 在原发性 PH 患

者的肺组织中表达上调，抑制 MDM2 的表达可以

缓解肺动脉血管重构[50]。在低表达 BMPR2 的原发

性 PH 和遗传性 PH 患者的肺动脉中能发现高表达

的 FBN1[51]。在 PH 患者的肺动脉内皮细胞中可以

观察到 PPARγ-UBR5 的相互作用被破坏，与 DNA
修复还有内皮稳态相关[52]。ADAMTS9、CALU、

VCAN 在 PH 中的作用目前还缺乏实验验证。 
人脐带间充质干细胞是一种成体干细胞，是

存在于新生儿脐带组织中的一种多功能干细胞。

已有研究证明人脐带间充质干细胞可以对大鼠放

射性肺炎有治疗作用[53]。在新冠肺炎的治疗中，

人脐带干细胞能有效地降低一系列炎症因子，如

GM-CSF、IFN-g、IL-5、IL-6、IL-7、TNF-α、TNF-β、

PDGF-BB 和 RANTES(P<0.05)，提高患者的生存

率[54]。在 PH 中，人脐带间充质干细胞能有效降低

右心室收缩压从而缓解 PH[55]。近年来，随着亚细

胞治疗和细胞外囊泡领域大量、深入的研究，了

解到间充质干细胞外泌体具有携带源细胞生物信

息、低免疫原性与无分化风险等特点，具有较好

的临床应用前景。PH 的发病机制未明，治疗手段

以缓解临床症状为主，已有研究表明外泌体对 PH
有缓解效果，Aliotta 等[56]研究证明，间充质干细胞

外泌体可以减低野百合碱诱导的大鼠 PH 模型的右

室壁与左室壁+室间隔(RV/LV+S)的比值，还有肺动

脉管壁厚度与内径(WT/D)的比值。笔者所在课题组

前期研究中也发现间充质干细胞外泌体可以缓解

平均肺动脉压和平均右心室压力[57]，间充质干细胞

外泌体还对血管生成有良好的促进作用。Zhang 等[7]

研究表明，用 TNF-α 预处理的 hUCMSC- Exo 可以

通过抑制 NLRP3 的活化从而缓解急性肝损伤。此

前本课题组有相关研究证明在同样处理条件下，

人脐带间充质干细胞外囊泡比其来源的人脐带间

充质干细胞所含的血管生成素、血管内皮生长因

子、单核细胞趋化蛋白-1 和血管内皮生长因子受

体-2 表达量要高[58]。 
本研究发现 hUCMSC-Exo 可能存在通过其高

表达的 miRNAs 调控 PH 的靶基因的潜能，参与

PH 的病理生理过程，但具体的作用机制还需要进

一步实验证明。 
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