
taken from the angular vein at 7 days，1 month，3 months，and 6 months，respectively，and the contents of transferase
( AST) ，alanine transferase ( ALT) ，alkaline phosphatase ( ALP) ，eosinophils( EOS) and leukocytes ( WBC) ，red
blood cells ( ＲBC) ，platelets ( PLT) were tested． Ｒesults In this study，three mouse models of abdominal cavity
infection from different regions were successfully established． There were no differences in blood routine and liver
function index of BALB /c mice from 3 different regions． Among them，EM-2 ( Xinjiang strain) group had the most
protoscolex． EM-3 ( Sichuan strain) had the least number of protoscolex． The EM-2 group had the highest infection
rate( 77. 8% ) ，and the EM-3 infection rate was the lowest( 62. 5% ) ． After HE staining for the liver tissues of 3
groups of mice，vesicles of varying sizes could be seen in the liver tissues of the experimental groups under low pow-
er microscope． The Xinjiang strain infected mice could be observed serious liver cell necrosis，and the area of liver
necrosis was large． Conclusion The animal models of infection in abdominal cavity of different regions have been
successfully established． Pathogenicity of Echinococcosis multicocularis in different regions of mice are different． The
Xinjiang strain has the most serious infectivity and the Sichuan strain has the least infectivity．
Key words alevolar echinococcosis; protoscolex; abdominal cavity infection; Xinjiang strain; Qinghai strain; Si-
chuan strain
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妊娠期糖尿病患者来源的胎盘外泌体
对内皮细胞血管功能的影响
张艳赏1，李 丽1，霍 琰1，崔京娜1，李桂平2

摘要 目的 探讨妊娠期糖尿病( GDM) 患者来源的胎盘外
泌体对血管内皮细胞的增殖、侵袭、迁移及成管能力的影响。
方法 联合利用胎盘组织块离体培养及超速离心法获取胎
盘外泌体; 透射电镜 ( TEM) 、动态光散射 ( DLS) 及 Western
blot检测进行鉴定;体外培养人脐静脉内皮细胞( HUVEC) ，
免疫荧光双染后应用荧光共聚焦显微镜检测内皮细胞对外
泌体的摄取;利用 CCK-8 实验和 EdU 染色法、划痕实验、Tr-
answell侵袭实验和小管形成实验分别检测不同浓度的外泌
体对内皮细胞增殖、迁移、侵袭和血管生成能力的影响。结
果 成功分离直径范围 40 ～ 130 nm 的胎盘外泌体; 分离纯
化的胎盘外泌体能够被内皮细胞所摄取，并能够以浓度依赖
性促进内皮细胞的增殖、迁移、侵袭及成管能力，即高浓度的
胎盘外泌体对内皮细胞的上述功能的促进作用越强。结论
来源于 GDM患者胎盘组织的外泌体可促进内皮细胞的增

殖、迁移、侵袭及成管能力。
关键词 妊娠期糖尿病;胎盘外泌体;内皮细胞
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妊娠期糖尿病 ( gestational diabetes mellitus，
GDM) 指妊娠期发生或首次发现的糖耐量异常，包
括一部分在妊娠前已患有糖尿病但孕期首次被诊断
的患者，是常见的妊娠并发症之一［1］。GDM不仅会
增加胎儿并发症，如巨大儿、新生儿低血糖、高胆红
素血症等的发生率，还会增加孕妇罹患心血管疾病
和 2 型糖尿病的风险，严重危害母婴健康［2 － 3］。然
而，迄今为止 GDM 的发病机制尚不明确。胎盘作
为连接母体与胎儿的重要器官，其通过气体交换、营
养供给及代谢废物排出等功能对妊娠的维持发挥关
键作用［4］。既往研究证实 GDM 患者胎盘较正常胎
盘明显增大，胎盘毛细血管表面积增加，毛细血管增
生且内皮细胞的增殖活性显著升高［5］。外泌体是
由双层磷脂分子包裹的囊泡样小体，直径为 30 ～
150 nm，其能够通过独特的分子结构实现多种功能，
如细胞间信息交换［6］。而细胞间的信号传递对于
胎盘组织中各种细胞正常功能的发挥尤为重要［7］。
因此，外泌体可能参与了 GDM 的病理生理学机制。
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然而针对胎盘外泌体对内皮细胞功能的研究尚鲜有
报道。该研究旨在探讨 GDM 患者胎盘外泌体对血
管内皮增殖、迁移等能力的影响。

1 材料与方法

1． 1 临床资料 选取 2018 年 5 月― 2019 年 5 月
河北省人民医院产科住院的 GDM 孕产妇患者 30
例。GDM 的诊断按照第 9 版《妇产科学》的标
准［8］，即在妊娠的第 24 ～ 28 周空腹口服 75 g 葡萄
糖进行糖耐量实验 ( oral glucose tolerance test，OG-
TT) ，其中当空腹血糖≥5. 1 mmol /L，或服糖后 1 h
血糖≥ 10. 0 mmol /L，或服糖后 2 h 血糖≥ 8. 5
mmol /L中任意一点血糖值达到上述标准即可诊断
为 GDM。所有受试者孕产妇均为单胎妊娠，排除妊
娠合并心脑血管、肺、肝、肾等疾病，妊娠合并甲状腺
等内分泌疾病及妊娠前即诊断为糖尿病者。本研究
经河北省人民医院伦理委员会审批，所有研究对象
均签署知情同意书。
1． 2 细胞系与主要试剂 人脐静脉内皮细胞系
( HUVEC) 购自中国科学院上海细胞库; ＲPMI-1640、
DMEM/HG、0. 25 %胰蛋白酶( 美国 Hyclone 公司) ;
Trizol试剂 ( 美国 Invitrogen 公司) ; 胎牛血清 ( fetal
bovine serum，FBS) 、青链霉素混合液( 均为 100 U /
ml，杭州四季青生物公司) ; 内皮细胞生长因子 ( 美
国 Sciencecell公司) ; PCＲ 试剂盒 ( 日本 TaKaＲa) ;
CD63 多克隆抗体 ( 美国 Bioworld 公司) ; CD81、
PLAP 及 GAPDH 单克隆抗体 ( 美国 SantaCruz 公
司) ; Transwell小室 ( 5 μm，美国 Millpore 公司) ; 辣
根过氧化酶标记( HＲP) 的二抗( 广州晶彩) ;其他试
剂均为国产分析纯。
1． 3 方法
1． 3． 1 标本采集及提取胎盘外泌体 参考相关文
献方法采集胎盘组织及提取胎盘外泌体［9 － 11］，简述
如下:胎盘娩出后立即剪取胎儿面约 10 g 绒毛组
织，置于预冷的无菌生理盐水中并迅速带回实验室。
含 5 %青链霉素的无菌生理盐水反复漂洗绒毛组织
后，无菌外科剪将其剪碎至约 10 mg 左右并置于去
除外泌体的含 5% BSA 与 1%青链霉素的 ＲPMI-
1640 培养液中，于 37 ℃、5% CO2 恒湿培养箱进行
培养，24 h 后收集组织培养上清液进行外泌体提
取。利用超速离心法分离胎盘组织块培养上清液中
的外泌体。按下列顺序依次进行离心: 4 000 r /min
离心 30 min，17 000 r /min 离心 25 min，上清液经
0. 2 mm 滤网过滤后，取过滤液经110 000 r /min 离

心 2 h。取底层沉淀，不含外泌体的 PBS 重悬后，经
不连续蔗糖密度梯度 ( 20% 与 40% ) 进行纯化，
100 000 r /min离心 4 h后取中间层溶液加入 1 /4 体
积的 40% PEG6000，充分混匀后置于 37 ℃孵箱中
进行孵育过夜，次日10 000 r /min 离心 1 h，沉淀物
即为提取的胎盘外泌体。
1． 3． 2 外泌体的鉴定 取 20 μl 不含外泌体的 PBS
稀释 10 μg 上述分离所得的胎盘外泌体，3. 5%的多
聚甲醛固定后滴加到铜网上，2%的铀酸盐染色，晾
干后应用透射电子显微镜( transmission electron mi-
croscopy，TEM) 观察外泌体形态; 参考 Malvern 激光
散射粒度测定仪的使用说明通过动态光散射 ( dy-
namic light scattering，DLS) 测量外泌体的粒径大小
及分布。应用 Western blot 实验检测外泌体标志性
蛋白 CD81、CD63 及胎盘外泌体特征性蛋白分子
PLAP的表达。
1． 3． 3 细胞培养 常规复苏 HUVEC 后使用含
10% FBS、1%青链霉素与 10 ng /ml 内皮细胞生长
因子的 DMEM/HG培养液于 37 ℃、5% CO2 恒温培
养箱进行培养。待 HUVEC 贴壁生长融合至 80%
时，0. 25%的胰酶进行消化传代。
1． 3． 4 PKH67 /DAPI 双染对外泌体进行标记及追
踪 收集分离纯化的外泌体，根据 KPH67 试剂说明
书进行标记外泌体，同时根据 DAPI 染料说明书将
HUVEC进行染核，再将 KPH67 标记的外泌体加入
到经 DAPI染核的 HUVEC 中，于 37 ℃、5% CO2 恒
温培养箱进行培养 12 h，荧光共聚焦显微镜进行观
察。
1． 3． 5 EdU染色法及 CCK-8 实验检测外泌体对内
皮细胞增殖能力的影响 取处于对数生长期的 HU-
VEC，细胞计数后以 4 × 104 个 /孔接种于 24 孔板
中，按“1. 3. 3”项下方法进行培养，待细胞生长融合
至 60%时，按加入胎盘外泌体浓度的不同将 HU-
VEC分为 4 组:正常培养的对照组( negative control，
NC组) ，A 组为含 10 μg /ml 胎盘外泌体，B 组为含
20 μg /ml胎盘外泌体; C组为含 40 μg /ml胎盘外泌
体。① EdU染色法: 按 EdU 试剂说明书进行操作，
用 DMEM/HG按 1 ∶ 1 000稀释 EdU溶液，并制成含
50 μmol /L EdU的 DMEM/HG培养液。上述各组细
胞于 37 ℃、5% CO2 恒温培养箱中培养 48 h 后，弃
除培养液，PBS 轻轻洗涤细胞后，向每孔加入 4%的
多聚甲醛于室温下进行固定 30 min，弃除固定液，每
孔加入 200 μl含 2 mg /ml的甘氨酸溶液充分振荡 5
min，弃除甘氨酸溶液后 PBS 洗涤细胞，每孔加入
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200 μl Apollo染色反应液进行避光孵育 30 min，加
入 Hoechst3342 复染细胞核 30 min，置于荧光显微
镜使用 550 nm的激发光观察 Appolo567 染色，使用
350 nm的激发光观察 Hoechst3342 染色，最后拍照
计算细胞核( Hoechst) 与增殖细胞( Appolo) 染色的
细胞数，Appolo /Hoechst 比值即为细胞增殖率。每
组设置 5 个复孔，实验单独重复 3 次。② CCK-8 实
验:取生长状态良好的 HUVEC，常规消化后调整细
胞密度至 2 × 103 个 /孔接种于 96 孔板中，并按上述
于 37 ℃、5% CO2恒温培养箱中进行培养过夜后，按
上述方法向每孔加入不同浓度的外泌体并将细胞分
为 4 组，即 NC 组，A 组 ( 10 μg /ml) ，B 组 ( 20 μg /
ml) ，C 组( 40 μg /ml) 及 10 μl CCK-8 试剂，分别于
0、12、36、48 h后置于酶标仪 570 nm 波长处检测每
孔吸光度值 ( OD570 ) ，每个时间点每组设置 5 个复
孔，并绘制各组细胞的生长曲线。
1． 3． 6 内皮细胞划痕实验 预先在 6 孔板每个孔
的底部使用记号笔划 2 条间隔为 5 mm的横线，再将
处于对数生长期的 HUVEC以 4 × 105 个 /孔接种于 6
孔板中，并按“1. 3. 5”项下方法将细胞分为 NC 组、A
组、B组及 C组，按上述方法进行培养，待细胞生长融
合至 80%时使用 20 μl 移液器枪头在细胞培养面垂
直于记号笔划线，PBS冲洗细胞 3 次以去除刮除掉的
细胞。再向每孔加入含不同浓度的外泌体培养液，于
细胞培养箱中继续培养 24 h 后，倒置显微镜下拍摄，
使用 Image J软件测量细胞间距离进行分析。
1． 3． 7 内皮细胞迁移实验 Martrigel 基质胶 4 ℃
溶解后，用不含 FBS 的 ＲPMI-1640 培养基以 1 ∶ 8
进行稀释，并取 40 μl 稀释后的基质胶包被 Tran-
swell上室，于细胞培养箱中静置 4 h，待胶凝固后备
用。取处于对数生长期的 HUVEC 细胞进行常规消
化后，细胞计数后调整密度至 5 × 105 个 /ml，取 200
μl的细胞悬液接种至 24 孔板的 Transwell 上室中，
将 Transwell下室按“1. 3. 5”项下方法在 600 μl的培
养液中加入不同浓度的胎盘外泌体，即将细胞分为
NC组、A组、B组及 C组。每组设定 3 个复孔，于细
胞培养箱培养 24 h。取出上室，PBS冲洗 2 次，并用
湿棉签轻轻擦拭小室上层未穿出细胞，无水酒精固
定 15 min，室温下晾干，0. 1%的结晶紫于室温下染
色 30 min，PBS 冲洗 2 次后于倒置显微镜下观察穿
出的细胞数，每组随机选取 5 个视野进行计数。
1． 3． 8 内皮细胞成管实验 按上述“1. 3. 7”项下
方法溶解、稀释基质胶后，取 40 μl 均匀平铺于 12
孔板中。取处于对数生长期的 HUVEC，将调整细胞

密度至 2 × 104 个 /孔接种至 12 孔板中，在 600 μl的
培养液中加入不同浓度的外泌体，并按“1. 3. 5”项
下方法将细胞分为 NC组、A 组、B 组及 C 组。每组
设定 3 个复孔，于细胞培养箱培养 24 h 后，于显微
镜下观察小管形成情况，计算形成的管样节点数。
1． 3． 9 Western blot 实验 分别应用外泌体 ＲNA /
蛋白提取试剂盒和 ＲIPA 细胞裂解液与蛋白酶抑制
剂进行提取胎盘外泌体和内皮细胞中的总蛋白。
BCA法进行蛋白定量，按照 1 ∶ 4 向上清液中加入 5
×上样缓冲液，并于沸水中加热变性 10 min。取 30
μg的蛋白进行聚丙烯酰胺凝胶( SDS-PAGE) 电泳进
行蛋白分离，采用湿转法将分离的蛋白转至 PVDF
膜上，5%的脱脂牛奶于室温下封闭 2 h 后，分别加
入 CD81( 1 ∶ 500) 、CD63 ( 1 ∶ 500) 、PLAP( 1 ∶ 800)
GAPDH ( 1 ∶ 1 000) 一抗，4 ℃摇床孵育过夜。TBST
溶液清洗 3 次，5 min /次，以辣根酶标记的二抗
( 1 ∶ 5 000) 室温孵育 1 h，以 TBST溶液清洗 3 次，5
min /次。最后均匀滴加 ECL 发光液后于凝胶成像
仪进行曝光拍照。Image J软件测定条带灰度值，以
目标蛋白与内参 GAPDH 的比值作为其相对含量。
以上实验单独重复 3 次。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 统计软件进行
数据分析，计量资料数据结果用 珋x ± s 表示，采用单
因素方差分析( one-way ANOVA) 的 LSD-t事后检验
进行分析。显著性检验水准 α = 0. 05，P ＜ 0. 05 为
差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 胎盘外泌体的培养及摄取 TEM 观察结果显
示胎盘外泌体呈典型的圆形或椭圆形囊泡结构，直
径为 40 ～ 130 nm( 图 1A) ，DLS 粒径分析显示分离
所得的外泌体多数分布在 49 ～ 131 nm之间，主要集
中在 80 nm ( 图 1B) ，Western blot 结果显示胎盘外
泌体高表达外泌体特征性蛋白 CD81、CD63 及胎盘
外泌体特征性蛋白分子抗体 PLAP( 图 1C) 。PKH67
( 绿色荧光) 标记的胎盘外泌体与 DAPI( 蓝色荧光)
染核后的 HUVEC共培养 12 h 后，共聚焦显微镜检
测发现，PKH67 荧光标记的胎盘外泌体进入 HU-
VEC细胞质内( 图 1D) 。
2． 2 胎盘外泌体对内皮细胞增殖的影响 EdU 染
色法及 CCK-8 检测结果表明 GDM胎盘外泌体能够
提高内皮细胞的增殖活性，且外泌体浓度越高其对
内皮细胞的促增殖效应越强。其中 CCK8 实验结果
显示:与 NC组 36 h及 48 h的吸光度值比较［( 0. 41
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图 1 外泌体的鉴定及摄取
A: TEM观察显示胎盘外泌体呈杯状或双凹状形态; B: DSL结果显示分离纯化的胎盘外泌体在 80 nm处形成单峰; C: Western blot显示胎盘

外泌体高表达 CD63、CD81、PLAP标记蛋白; D:共聚焦显微镜显示 DAPI( 蓝色荧光) 染核后的 HUVEC能够摄取 PKH67( 绿色荧光) 标记的胎盘

外泌体( 免疫荧光染色 × 100)

± 0. 09) ，( 0. 48 ± 0. 07 ) ］，B 组和 C 组处理内皮细
胞 36 h［( 0. 63 ± 0. 02 ) ，( 0. 71 ± 0. 04) ］与 48 h
［( 0. 77 ± 0. 10) ，( 0. 84 ± 0. 03) ］后细胞的增殖活性
升高，差异均有统计学意义( F = 14. 66，P ＜ 0. 05 ) ，
A组对应细胞的增殖活性变化［( 0. 44 ± 0. 05 ) ，
( 0. 52 ± 0. 03) ］，差异无统计学意义( F = 2. 76，P ＞
0. 05) ; EdU 实验结果显示: 与 NC 组细胞增殖率比
较( 12. 14 ± 7. 03 ) %，B 组和 C 组的细胞增殖率
［( 31. 27 ± 3. 22 ) %，( 33. 56 ± 9. 10 ) %］增加 ( F =
11. 02，P ＜ 0. 05 ) ，而 A 组细胞的增殖率 ( 16. 39 ±
4. 55) %变化差异无统计学意义 ( F = 4. 05，P ＞
0. 05) ，见图 2、3。

图 2 CCK-8 实验检测胎盘外泌体对内皮

细胞增殖活性的影响

与 NC组比较: * P ＜ 0. 05

2． 3 胎盘外泌体对内皮细胞迁移及侵袭能力的影
响 细胞划痕及侵袭实验结果表明，胎盘外泌体处
理内皮细胞 24 h后，能够促进内皮细胞的迁移及侵
袭能力，且外泌体浓度越高其对内皮细胞的迁移及
侵袭能力的促进作用越强。其中划痕实验结果显
示:与 NC 组细胞的迁移距离 ( 0. 14 ± 0. 08 ) cm 比
较，B组迁移距离为( 0. 36 ± 0. 11 ) cm、C 组为( 0. 57
± 0. 20 ) cm，差异均有统计学意义( F = 13. 09，P ＜

图 3 EdU实验检测胎盘外泌体对内皮细胞增殖活性的影响 × 40

与 NC组比较: * P ＜ 0. 05

0. 05) ，A组迁移距离( 0. 16 ± 0. 03) cm，差异无统计
学意义( F = 2. 17，P ＞ 0. 05 ) ; Transwell 侵袭实验结
果显示: 与 NC 组侵袭细胞数 ( 68. 20 ± 6. 23 ) 个比
较，A 组侵袭细胞数为 ( 122. 00 ± 9. 47 ) 个、B 组为
( 189. 50 ± 8. 65) 个、C 组为( 189. 60 ± 10. 49 ) 个，这
提示外泌体刺激内皮细胞 24 h后，细胞的侵袭能力
增强，差异均有统计学意义( F = 33. 72，P ＜ 0. 05 ) ，
见图 4、5。
2． 4 胎盘外泌体对内皮细胞小管形成能力的影响
成管实验结果显示:胎盘外泌体处理内皮细胞 24

h后，能够促进内皮细胞的成管能力，且外泌体浓度
越高其成管能力的促进作用越强。其中与 NC 组细
胞形成的节点( 12. 17 ± 5. 87) 个比较，B组为( 55. 90
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图 4 胎盘外泌体对内皮细胞迁移功能的影响

与 NC组比较: * P ＜ 0. 05

图 5 胎盘外泌体对内皮细胞侵袭功能的影响

与 NC组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

± 12. 55) 个、C组为( 81. 41 ± 15. 03) 个，细胞的成管
能力增强，差异均有统计学意义 ( F = 44. 36，P ＜
0. 05) ，A组细胞形成节点为 ( 14. 24 ± 3. 16 ) 个，成
管能力与 NC 组比较差异无统计学意义( F = 5. 04，
P ＞ 0. 05) ，见图 6。

图 6 胎盘外泌体对内皮细胞成管能力的影响

与 NC组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

3 讨论

GDM是妊娠期妇女常见的并发症，其常常伴发
胎盘形态与功能的异常［12］。大量研究显示 GDM患
者的胎盘较正常胎盘组织呈现出过度增长状态，这
与 GDM 孕产妇的新生儿体质量增加密切相
关［13 － 14］。而血管内皮细胞作为糖尿病发展过程中
敏感且易受损的细胞，其对 GDM 的发生发展起着
重要的作用。

滋养层细胞作为胎盘组织主要的组成细胞，可
分为绒毛滋养细胞( villous cytotrophoblasts，VCT) 与
绒毛膜外滋养层细胞 ( extravillous cytotrophoblasts，
EVT) ，其中 EVT 是胎盘锚定于母体蜕膜组织的关
键成分，同时也是妊娠母血直接接触的胎盘细胞，所
以目前胎盘外泌体的基础研究主要集中在 EVT［15］。
外泌体作为细胞与组织间重要的信息载体，其能够
将母体特征性生物信息物质( 如蛋白、DNA、mＲNA /
miＲNA /lncＲNA、脂类等) 传递给靶细胞从而参与调
控后者功能。已有研究证实妊娠期的胎盘组织能够
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通过释放外泌体来介导母胎界面的免疫调节、子宫
螺旋动脉的重塑及胎盘屏障的形成等重要事
件［16 － 17］，如在用低氧( 1%的氧浓度) 模拟子痫前期
( pre-eclampsia，PE) 环境下，滋养细胞系 HTＲ-8 /SV-
neo分泌的外泌体能够抑制血管内皮细胞的迁移，
并诱导其释放高浓度的肿瘤坏死因子 α，而后者又
能抑制滋养细胞的增殖并促进其发生凋亡并损害内
皮细胞的结构，阻碍螺旋动脉的重铸，从而诱发 PE
的发生［18］。Pillay et al［19］进一步研究发现 PE 患者
循环中胎盘外泌体的数量及所负载的信息物质均较
正常孕妇存在显著变化，这提示胎盘外泌体可能在
PE 中具有重要的病理生理学作用，有望使其成为
PE的诊断及预后的生物标记物;在妊娠期免疫耐受
的相关研究中发现，胎盘外泌体表达的活化 NK 细
胞受体 NKG2D 的第二配体，即 UL-16 结合蛋白
( UL-16 Binding proteins，ULBP) 可通过下调 NK 细
胞、γδT细胞表面的 NKG2D受体表达从而降低上述
免疫细胞的细胞毒性，进而诱导母体对胎儿免疫耐
受，维持正常的妊娠过程［17］。此外，胎盘外泌体含
有功能性的 Fas配体和 TＲAIL 分子，能够以剂量依
赖性的方式诱导 T 细胞和外周单核细胞发生凋亡
从而调节母体免疫状态［11］。而在 GDM 中，最新的
研究发现 GDM患者体内胎盘外泌体分泌水平与正
常女性比较，其在孕早期升高 2. 2 倍，孕中期增加
1. 5 倍，孕晚期约增加 1. 8 倍，这提示外泌体与 GDM
的病理生理学发生机制密切相关［20］。此外，
Salomon et al［18］研究发现高糖、低氧环境更能促进
人胎盘绒毛膜癌细胞 BEWO 对外泌体的释放。本
研究首先结合胎盘组织块培养及超速离心法分离纯
化胎盘外泌体，经透射电镜，DLS 粒径分析及 West-
ern blot进行鉴定，结果显示胎盘外泌体直径范围在
40 ～ 130 nm，80 nm 处形成唯一单峰。胎盘外泌体
高表达外泌体特征性蛋白 CD81、CD63 及胎盘外泌
体特征性蛋白 PLAP，后者是 EVT 分泌的特异性蛋
白，其仅存在于妊娠妇女中。KH67 /DAPI 双染色实
验表明胎盘外泌体能够被内皮细胞所摄取。随后我
们继续探究胎盘外泌体对血管内皮细胞增殖、迁移、
侵袭及成管能力的影响，结果显示胎盘外泌体能够
以浓度依赖性发挥对内皮细胞上述功能的促进作
用，即浓度越高，胎盘外泌体对内皮细胞的增殖、迁
移、侵袭及成管能力的促进作用越强。这与既往对
GDM患者中胎盘外泌体的功能研究一致。

综上所述，GDM患者胎盘外泌体能够显著促进
内皮细胞的增殖、迁移、侵袭及成管能力，从而促进
GDM的发展。然而外泌体在细胞间通过其所包裹
的蛋白质、脂质、mＲNA、miＲNA 等发挥作用，如在
Shen et al［21］研究发现 PE 患者胎盘外泌体通过
miＲ-155 抑制内皮细胞表达具有舒张血管作用的内
皮型一氧化氮合酶( eNOS) ，从而导致血管收缩，血
压升高。在 GDM 中研究发现，GDM 患者胎盘外泌
体特异性 C19MC miＲNA，包括-518a-5p、-518b、-
518c等表达显著增加，其可能对 GDM 的发生发展
密切相关［20］。本课题组将会在后续研究中深入探
究 GDM外泌体具体通过何种分子发挥对内皮细胞
的上述功能影响，以期进一步揭示 GDM 的发生发
展机制，为临床更好地预防及治疗 GDM 提供理论
基础。
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Effects of placental exosomes from gestational diabetes
mellitus on vascular function of endothelial cells

Zhang Yanshang，Li Li，Huo Yan，et al
( Dept of Obstetrics，Hebei Provincial People's Hospital，Shijiazhuang 050051)

Abstract Objective To investigate the effects of placenta derived exosomes on the proliferation，invasion，migra-
tion and tube formation capacity of vascular endothelial cells in gestational diabetes mellitus ( GDM) ． Methods
Placental exosomes were obtained by using the method of in vitro culture of placental mass and hypervelocity centrif-
ugation． Transmission electron microscopy ( TEM) ，dynamic light scattering ( DLS) and Western blot were used to
identify those exosomes; Human umbilical vein endothelial cells ( HUVEC) were cultured in vitro． The uptake of
exosomes by HUVEC was detected by fluorescence confocal microscopy after double staining; CCK-8 and EdU，
scratch and Transwell invasion and tube formation assay were used to detect the effects of different concentrations of
exosomes on the proliferation，migration，invasion and angiogenesis of endothelial cells． Ｒesults The placental ex-
osomes with diameters ranging from 40 to 130 nm were successfully isolated． The isolated and purified placenta exo-
somes could be absorbed by endothelial cells and could promote the proliferation，migration，invasion and tube
forming ability of endothelial cells in a concentration dependent manner． Conclusion The exosomes from placental
tissue of gestational diabetes mellitus can promote the proliferation，migration，invasion and tube forming ability of
endothelial cells．
Key words gestational diabetes mellitus; placenta exosomes; endothelial cells
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