
https://xuebao.301hospital.com.cn解放军医学院学报    Acad J Chin PLA Med Sch  Oct  2025，46 （10）

人脂肪间充质干细胞源凋亡囊泡促进中性粒细胞炎性坏死转变为中性
粒细胞凋亡的研究
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摘要：背景　间充质干细胞来源凋亡囊泡(mesenchymal stem cells-apoptotic vesicles，MSCs-apoVs)具有减少多形核中性

粒细胞(polymorphonuclear neutrophils，PMNs)发生中性粒细胞炎性坏死(neutrophilic inflammatory necrosis，NETosis)，抑制

中性粒细胞胞外诱捕网(neutrophil extracellular traps，NETs)生成，促进 PMNs 凋亡的作用。这使得 MSCs-apoVs 成为当前治

疗 NETosis 相关免疫疾病的新策略。目的　探讨人脂肪间充质干细胞来源的凋亡囊泡(adipose-derived stem cell-apoptotic 

vesicles，ADSCs-apoVs)抑制 NETosis 的机制并促进其凋亡的作用程度。方法　原代分离、培养并鉴定 ADSCs，采用高速离

心法提取并鉴定由星孢菌素(Staurosporine，STS)诱导凋亡的 ADSCs-apoVs。利用差速离心法结合流式无菌分选技术分离提

取小鼠骨髓原代 PMNs，将 PMNs 与不同浓度(1 μg/mL、5 μg/mL、10 μg/mL)ADSCs-apoVs 共培养 8 h，通过免疫荧光及流式

检测不同浓度(1 μg/mL、5 μg/mL、10 μg/mL)的 ADSCs-apoVs 作用后 PMNs 的 NETs 生成量，NETosis 及凋亡变化。结果　

ADSCs-apoVs 通过浓度依赖的双重机制调控 PMNs 死亡。NETosis 抑制显示，5 μg/mL 组 ADSCs-apoVs 与对照组比，能显著

抑制 H3cit 生成量(48.20 ± 0.96 vs 75.30 ± 1.00，P＜0.001)，同时能显著抑制 NETosis 的发生(NETosis 率：36.07% ± 3.07% vs 

57.03% ± 5.35%，P=0.002)；10 μg/mL 组协同抑制瓜氨酸化组蛋白(citrullinated histone H3，H3cit)生成(24.73 ± 0.90 vs 75.30 ± 

1.00，P＜0.001)并降低 NETosis 率(16.48% ± 8.09% vs 57.03% ± 5.35%，P＜0.001)。凋亡阈值效应显示，10 μg/mL 组与对照

组相比能显著促进 PMNs 发生凋亡(50.70% ± 10.86% vs 10.30% ± 1.55%，P=0.001)，并显著促进早期凋亡(14.30% ± 1.97% vs 

0.25% ± 0.21%，P＜0.001)及显著促进晚期凋亡(36.40% ± 12.75% vs 10.06% ± 1.40%，P=0.011)，而 1、5 μg/mL 组 ADSCs-

apoVs 的 PMNs 凋亡率无显著变化[(9.14%±4.82% vs 10.30%±1.55%，P=0.997)，(10.26% ± 7.31% vs 10.30% ± 1.55%，P＞0.999)]。

结论　ADSCs-apoVs 通过双重途径调控 PMNs 命运，一是抑制 H3cit 以抑制 NETs 的形成进而阻止 PMNs 发生 NETosis；二是

激活凋亡通路，促进 PMNs 大量凋亡。5 μg/mL ADSCs-apoVs 是 NETosis 特异性抑制安全窗浓度，而 10 μg/mL ADSCs-apoVs

是 NETosis 抑制协同凋亡激活的有效清除剂量。
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Abstract: Background　Mesenchymal stem cell-derived apoptotic vesicles (MSCs-apoVs) have demonstrated the capacity to 
promote apoptosis in polymorphonuclear neutrophils (PMNs) and reduce their neutrophilic inflammatory necrosis (NETosis). 
Consequently, MSCs-apoVs have emerged as a novel therapeutic strategy for inhibiting NETs formation by suppressing NETosis in 
PMNs and enhancing their apoptotic processes. Objective　To investigate the effects of adipose-derived stem cell-derived apoptotic 
vesicles (ADSCs-apoVs) on promoting PMNs apoptosis and inhibiting NETosis. Methods　Primary mouse bone marrow-derived 
polymorphonuclear neutrophils (PMNs) were isolated via differential centrifugation combined with sterile fluorescence-activated 
cell sorting (FACS). PMNs were co-cultured with adipose-derived stem cell apoptotic vesicles (ADSCs-apoVs) at varying 
concentrations (1, 5, and 10 μg/mL) for 8 hours. NETs formation, NETosis, and apoptosis were quantified using 
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immunofluorescence and flow cytometry. Results　 ADSCs-apoVs regulated PMNs fate through dual pathways. NETosis 
suppression showed that at 5 μg/mL, significant reductions occurred in H3cit production (48.20 ± 0.96 vs 75.30 ± 1.00, P＜0.001),
NETosis incidence (36.07% ± 3.07% vs control 57.03% ± 5.35%, P=0.002); At 10 μg/mL, synergistic inhibition was observed for 
H3cit levels (24.73 ± 0.90 vs 75.30 ± 1.00, P＜0.001), NETosis incidence (16.48% ± 8.09% vs 57.03% ± 5.35%, P＜0.001). 
Apoptosis threshold effect showed that 10 μg/mL elevated total apoptosis (50.70% ± 10.86% vs 10.30% ± 1.55%, P=0.001), early 
apoptosis (14.30% ± 1.97% vs 0.25% ± 0.21%, P＜0.001), late apoptosis (36.40% ± 12.75% vs 10.06% ± 1.40%, P=0.011). No 
significant apoptosis changes occurred at ≤5 μg/mL (10.26% ± 7.31% vs 10.30% ± 1.55%, P＞0.999), 1μg/mL (9.14% ± 4.82% vs 
10.30% ± 1.55%, P=0.997). Conclusion　 ADSCs-apoVs regulate PMNs fate through dual pathways by inhibiting histone H3 
citrullination to suppress NETs formation, thereby preventing NETosis, and concurrently activating apoptosis pathways to induce 
extensive PMNs apoptosis. 5 μg/mL ADSCs-apoVs defines a therapeutic window for NETosis-selective inhibition, while 10 μg/mL 
represents an effective clearance dose for synergistic NETosis suppression and apoptosis activation.

Keywords: adipose-derived mesenchymal stem cells; cell apoptosis; apoptotic vesicles; neutrophil extracellular traps; 
neutrophilic inflammatory necrosis
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多 形 核 中 性 粒 细 胞 (polymorphonuclear 

neutrophils，PMNs)是先天免疫的核心效应细胞，

中 性 粒 细 胞 炎 性 坏 死 (neutrophilic inflammatory 

necrosis，NETosis)与凋亡的死亡模式之间的动态

平衡决定着炎症转归[1]。PMNs 发生“NETosis”进

程中通过释放中性粒细胞胞外诱捕网(neutrophil 

extracellular traps，NETs)捕获细菌等病原微生物，

有 助 于 增 强 机 体 抗 感 染 能 力 ， 但 过 度 发 生 的

NETosis 则会引发免疫失衡并导致多种疾病，如，

脓毒症、类风湿关节炎等；凋亡则扮演促进炎症

消退并维持免疫稳态的重要角色[2]，可见机体在

NETosis 与凋亡的平衡中才能实现稳态。

凋亡囊泡(apoptosis vesicles，apoVs)是细胞在

经历凋亡过程中会产生大量的细胞外囊泡，包括

凋亡小体(直径 1 ~ 5 µm)、凋亡微泡(0.1 ~ 1 µm)和

凋亡外泌体(＜150 nm)[3]，其内含的各类细胞成分，

如蛋白质、核酸和脂质等生物活性分子，对于维

持组织和器官的稳态具有重要意义[3-5]。间充质干

细胞来源凋亡囊泡(mesenchymal stem cells-derived 

apoptotic vesicles，MSCs-apoVs)在调控免疫细胞的

活化、迁移、表型转化和调节凋亡等多种机制方

面，展现出显著的免疫调控作用[6]。最新研究表

明，小鼠尾静脉输注人骨髓间充质干细胞源凋亡

囊 泡 (human bone marrow mesenchymal stem cells，

hBMSCs-apoVs)能够调控小鼠体内 PMNs 死亡方

式，即将 NETosis 转变为 PMNs 凋亡[7]。

脂肪来源间充质干细胞(adipose-derived stem 

cells，ADSCs)因便于获取、增殖迅速、对环境应

激敏感，易于在外界刺激下启动凋亡程序，产生

大量 ADSCs-apoVs[8]。这些囊泡不仅有助于细胞间

的信息传递，还可能发挥免疫调节和抗炎作用，

具有潜在的临床应用价值[8]。然而，ADSCs-apoVs

是否具备调控 PMNs 死亡方式的能力尚不明确。本

研究旨在制备和鉴定 ADSCs-apoVs 的基础上，探

究不同浓度(1 μg/mL、5 μg/mL、10 μg/mL)ADSCs-

apoVs 对 PMNs 死亡模式从 NETosis 转变为凋亡的

影响，为 ADSCs-apoVs 应用于靶向调控 NETs 的研

究提供一种新策略，为脓毒血症、类风湿关节炎、

糖尿病创面等 NETosis 相关疾病治疗开辟新途径；

同时推动干细胞囊泡的临床转化，为靶向调控免

疫细胞死亡提供理论参考。

1　材料与方法

1.1　主要材料、试剂与仪器

ADSCs 提取于吸脂术后废弃的活性纯化无菌

脂肪颗粒，伦理编号为 S2023-207-01；PMNs 提取

于 6 ~ 8 周雄性 C57BL/6N 小鼠的股骨、胫骨骨髓，

伦理编号为 IACUC-20231022-007。小鼠骨髓中性

粒细胞分离液试剂盒(天津灏洋，中国)；1640 基础

培养基、PMA、PBS、青链霉素、α-MEM 培养基、

胎牛血清、Tryple Select(1×)(Gibco，美国)；脂肪

干细胞完全培养基、去外泌体脂肪干细胞培养基、

干细胞成骨分化试剂盒、干细胞成脂分化试剂盒、

干细胞成软骨分化试剂盒(Oricell，中国)；星孢菌

素 (Staurosporine， STS， Selleck， 美 国)； DAPI、

DiD(碧云天，中国)、Triton X-100、4% 多聚甲醛

(索莱宝，中国)；胶原酶 I(Sigma，美国)；7-AAD/

Annexin V-PE 凋 亡 检 测 试 剂 盒 (诺 维 赞 ， 中 国)；

SYTOX-Green/Annexin V-mCherry 凋亡检测试剂盒

( 碧 云 天 ， 中 国)； APC anti-mouse/human CD11b

(Biolegend， 美 国)； Anti-Ly-6G-PE， mouse(BD，

美 国)； (Rabbit anti-Mouse， Rat， Human)Histone 

H3(citrulline R2+R8+R17)antibody[RM1001]

(Abcam， 美 国)； MPO 一 抗 (Abcam， 美 国)；
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Alexa FluorTM568 PE 荧 光 素 、 Donkey anti-goat 

IgG、 Alexa FluorTM488 Donkey anti-rabbit IgG、

Alexa FluorTM633 Donkey anti-goat IgG

(Thermofisher，美国)；兔抗人 CD29-PE 流式抗体、

兔抗人 CD73-PE 流式抗体、兔抗人 CD90-PE 流式

抗体、兔抗人 CD105-PE 流式抗体、兔抗人 CD14-

FITC 流式抗体、兔抗人 CD34-FITC 流式抗体、兔

抗人 CD45-FITC 流式抗体、兔抗人 HLA-DR 流式

抗体(BD，美国)；兔抗人 Cleaved Caspase3 一抗、

兔抗人 Caspase3 一抗(1∶1 000，CST，美国)；兔

抗 人 GAPDH 一 抗 、 兔 抗 人 CD9 一 抗 、 兔 抗 人

TSG101 一抗(1∶1 000，ABclonal，中国)。紫外分

光 光 度 计 (Hitachi， 日 本)； 二 氧 化 碳 细 胞 孵 箱

(Thermofisher，美国)；倒置生物显微镜(Nikon，日

本)；超净台(北京东联哈尔，中国)；台式离心机

(KUBOTA，日本)；高速离心机(Beckman，美国)；

超 速 离 心 机 (Eppen-dorf， 德 国)； 细 胞 计 数 仪

(Countstar，中国)；流式细胞检测仪(BD，美国)；

流式细胞分选仪(BD，美国)；激光共聚焦显微镜

(Zeiss，德国)；透射电子显微镜(Hitachi，日本)；

Zetaview 分析仪(Particle Metrix，德国)；凝胶电泳

仪基础电源、蛋白转印系统(Bio-Rad，美国)；化

学发光成像仪(GE，美国)。细胞计数板(Countstar，

中国)；激光共聚焦小皿(Thermofisher，美国)。

1.2　原代ADSCs的分离提取、培养、鉴定

采用Ⅰ型胶原酶消化法从新鲜脂肪组织中分离

原代 ADSCs。取 20 mL 脂肪组织与 PBS 混合，经

1 200 rpm 离心 5 min 清洗 3 次。加入 25 mL 0.1% Ⅰ

型胶原酶 37℃消化 40 min (120 rpm)，离心后收集

底部血管基质成分(富含 ADSCs)。以 α-MEM 完全

培养基(含 10% 胎牛血清+1% 双抗)重悬并接种在

10 cm2 培养皿于 CO₂培养箱中培养，3 d 后首次换

液去除未贴壁细胞，后续每 2 ~ 3 d 换液，细胞融

合度达 80% 时并换用 ADSCs 完全培养基(含 10% 胎

牛血清+1% 双抗)培养、传代、扩增，取 P3 ~ P6 代

细胞用于实验。取 P3 代 ADSCs 按照三系诱导分化

说明书进行成脂诱导及油红 O 染色、成骨诱导及

茜素红染色 、成软骨诱导及阿利辛蓝染色，并进

行流式细胞术鉴定。

1.3　ADSCs凋亡囊泡的制备

1.3.1　ADSCs 的凋亡诱导与检测　P5 代 ADSCs 细

胞培养至细胞密度达 90% 后 PBS 清洗，换含 STS

(0.5 μm/mL)的去外泌体完全培养基，凋亡诱导 4 h

和 12 h，并设立非凋亡诱导组为空白对照，光镜下

观察细胞形态，采用 Annexin V-PE/7-AAD 凋亡检

测试剂盒进行细胞凋亡率流式检测。

1.3.2　ADSCs 凋亡囊泡的提取与鉴定　0.5 μm/mL 

STS 凋亡诱导 ADSCs 12 h 后收集上清液进行梯度

离心，于 4℃、1 000 g 离心 15 min 以去除细胞碎

片，再于 4℃、16 000 g 高速离心 40 min，所得高

速离心管侧壁的白色沉淀即为 ADSCs-apoVs。采

用紫外线分光光度法测定 ADSCs-apoVs 的总蛋白

浓度，并稀释调整浓度为 1、5、10 μg/mL。本研

究 通 过 透 射 电 子 显 微 镜 (transmission electron 

microscope，TEM)观察 ADSCs-apoVs 的形态，通

过纳米颗粒跟踪分析(nanoparticle tracking analysis，

NTA) 检 测 ADSCs-apoVs 的 粒 径 分 布 ， 通 过

Western blot 检测比较 ADSCs 和 ADSCs-apoVs 表面

标 记 蛋 白 CD9， TSG101， Caspase 3， Cleaved 

caspase 3 的表达情况。

1.4　小鼠骨髓原代PMNs的提取

采用小鼠骨髓中性粒细胞分离液试剂盒差速

离心法分离出小鼠骨髓 PMNs，并结合流式无菌分

选进一步提纯 PMNs。颈椎脱臼法处死小鼠，分离

股骨和胫骨，用 1 mL 注射器注入组织样本稀释液

冲洗骨髓腔，45 µm 细胞筛网过滤冲洗液以获得骨

髓单细胞悬液，离心(450 g，4℃，10 min)后，1 mL

红细胞沉降液重悬细胞沉淀。在 15 mL 离心管中依

次加入 3 mL 分离液 1 和 1.5mL 分离液 2，形成密度

梯度界面后再小心加入 1 mL 骨髓单细胞悬液。离

心(450 g，4℃，30 min)后，小心吸取 PMNs 层，

清洗液清洗离心(400 g，4℃，10 min)后，1 mL 含

3% FBS 的 PBS 重悬 PMNs。AOPI 计数后，采用

Ly-6G-PE 抗体和 CD11b-APC 抗体标记 PMNs，7-

AAD 标记死细胞，流式分选活 PMNs。本实验后

续所用的 PMNs 均用此法进行分离提纯。AOPI 计

数后，1 ~ 2 mL 的 1640 完全培养基重悬细胞沉淀

后备用。

1.5　激光共聚焦显微镜检测PMA诱导PMNs

将无菌分选出的 PMNs 分 5 组，每组细胞数为

2.85×104个，接种于被多聚赖氨酸预处理过的激光

共聚焦小皿中，分别设为：空白对照组，20 nmol/L 

PMA 组，50 nmol/L PMA 组，100 nmol/L PMA 组，

500 nmol/L PMA 组 。 PMNs 被 PMA 刺 激 4 h 后 ，

PBS 洗涤 3 次，采用 4% 多聚甲醛室温固定 30 min，

PBS 洗涤 3 遍，0.1% Triton-x-100 破膜 30 min，PBS

洗涤3次，10%的驴血清封闭液室温封闭1 h，加入

200 μL 兔重组 H3cit 一抗(1∶100)和羊重组 MPO 一
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抗(1∶100)4℃孵育过夜，PBS 洗 3 次，加入 200 μL

荧光二抗 AF488(1∶400)和 AF568(1∶400)，室温

孵育 2 h，PBS 洗 3 次，DAPI(1∶500)染核 15 min，

PBS 洗 3 次，LSM980 激光共聚焦显微镜观察并

拍照。

1.6　激光共聚焦显微镜检测 PMNs 摄取 ADSCs-

apovs

PMNs 以 1×105 个/mL 的密度接种于被多聚赖

氨酸预处理过的激光共聚焦小皿中，加入被 DiD

(1∶1 000)标记的 ADSCs-apovs(10 μg/mL)，继续

孵育 8 h，弃上清，PBS 洗 1 次，4% 多聚甲醛室

温固定 30 min，0.1% Triton X-100 破膜 30 min，用

鬼 笔 环 肽 (Actin-Tracker Green-488) (1∶ 200) 和

DAPI(1∶500)染液室温避光孵育 30 min，PBS 洗 3

次，LSM980 激光共聚焦显微镜观察、拍照。

1.7　激光共聚焦显微镜检测 PMNs 摄取 ADSCs-

apovs后的NETosis量和细胞凋亡量

PMNs 以 5×10⁵个/皿的密度接种于经多聚赖氨

酸预处理的激光共聚焦小皿中，分为 4 组：空白对

照 组 (0 μg/mL ADSCs-apoVs)、 1μg/mL ADSCs-

apoVs 组 、 5 μg/mL ADSCs-apoVs 组 、 10 μg/mL 

ADSCs-apoVs 组 。 各 组 先 分 别 接 受 100 nmol/L 

PMA 刺激后，再加入不同浓度的 ADSCs-apoVs 的

处理，空白对照组给与等量 PBS。4 组共聚焦小皿

于细胞孵箱中共孵育 8 h，孵育结束后，采用 PBS

清洗，随后采用 SYTOX-Green/Annexin V-mCherry

凋亡检测试剂盒进行染色，LSM980 激光共聚焦显

微镜观测 NETosis 和细胞凋亡的荧光染色。

1.8　流式细胞仪检测 PMNs 摄取 ADSCs-apovs 后

NETs生成量

PMNs 以 5×10⁵个/皿的密度接种于 12 孔板中，

分 为 4 组 ： 空 白 对 照 组 (0 μg/mL ADSCs-apovs)、

1 μg/mL ADSCs-apovs 组 、 5 μg/mL ADSCs-apovs

组、10 μg/mL ADSCs-apovs 组。各组先分别接受

100 nmol/L PMA 刺激后，再加入不同浓度 ADSCs-

apoVs 的处理，空白对照组给予等量 PBS。4 组

PMNs 放于细胞孵箱中共孵育 8 h，孵育结束后采

用 PBS 清洗，随后采用 H3cit 一抗进行孵育 35 min，

清洗后，孵育 PE 荧光素 1 h 后清洗，100 μm 细胞

筛网过滤后流式上机检测 H3cit 生成量(即 NETs 生

成量)。

1.9　流式细胞仪检测 PMNs 摄取 ADSCs-apovs 后

的NETosis率和细胞凋亡率

PMNs 以 5×10⁵个/皿的密度接种于经多聚赖氨

酸预处理的激光共聚焦小皿中，分为 4 组：空白对

照组 (0 μg/mL ADSCs-apovs 组)、1 μg/mL ADSCs-

apovs 组 、 5 μg/mL ADSCs-apovs 组 、 10 μg/mL 

ADSCs-apovs 组 。 各 组 先 分 别 接 受 100 nmol/L 

PMA 刺激后，再加入不同浓度的 ADSCs-apovs 的

处理，空白对照组给与等量 PBS。4 组共聚焦小皿

于细胞孵箱中共孵育 8 h，孵育结束后，采用 PBS

清洗，随后采用 SYTOX-Green/Annexin V-mCherry

凋亡检测试剂盒，通过流式细胞术检测 NETosis 率

和细胞凋亡率。

1.10　统计学分析

统计学分析采用 SPSS 26.0(IBM)和 GraphPad 

Prism 9.0 软件；所有计量数据以 x̄±s 表示。采用

Shapiro-Wilk 检验评估正态性，Levene 检验验证方

差齐性(显著性阈值 P＞0.05)；数据满足正态分布

且方差齐性条件时：多组间比较采用单因素方差

分析(ANOVA)，组间两两比较采用 Tukey 事后检

验，特定两组比较采用独立样本 t检验。以P＜0.05

为差异有统计学意义

2　结果

2.1　ADSCs培养鉴定

镜下观察原代 ADSCs 传至 P3 代后，细胞形态

大小均一，呈长梭形、漩涡样贴壁生长，细胞中

央有卵圆形核，胞质向外伸出长短不同的突起(图

1A)。三系诱导分化结果说明提取出的 ADSCs 具有

成脂、成骨、成软骨分化的能力(图 1BCD)。流式

细胞术检测：CD29、CD73、CD90、CD105 均呈

高 表 达 (≥95%)， CD14、 CD34、 CD45、 HLA-DR

均呈低表达(≤2%)(图 1E)，结果鉴定为 ADSCs。

2.2　ADSCs凋亡诱导及ADSCs-apovs鉴定

STS 诱导 ADSCs 凋亡 4 h、12 h 后，镜下可见

ADSCs 细胞体积缩小，突起变长，形似树枝，细

胞中央的卵圆形核变得大而圆钝(图2A)。流式结果

表明，STS 诱导组较对照组凋亡率升高[(31.80% ± 

2.19% vs 3.81% ± 0.31%， P＜0.001) (76.47% ± 

1.33% vs 3.81% ± 0.31%，P＜0.001)]，且 ADSCs 凋

亡率与 STS 诱导时间呈正相关(31.80 %± 2.19 % vs 

76.47%± 1.33%，P＜0.001)，STS 诱导时间为 0 h，

4 h， 12 h 时 ， ADSCs 凋 亡 率 分 别 为 3.81% ± 

0.31%，31.80% ± 2.19%，76.47% ± 1.33%。说明

STS 诱导时间为 12 h 时大部分 ADSCs 已进入凋亡

状态(图2B)。TEM、NTA、Western blot鉴定提纯的

ADSCs-apovs，以确定其纳米颗粒的形态、大小、
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表面标记表达情况。TEM显示ADSCs-apovs呈近似

规则的圆形或椭圆形的双层膜结构(图2C)；NTA结

果显示：ADSCs-apovs粒径分布在80 ~ 800 nm，主

群的直径分布在 100 ~ 780 nm(图 2D)；Western blot

分 析 ADSCs 和 ADSCs-apoVs 均 表 达 TSG101 和

CD9 及凋亡的标志性蛋白 Caspase-3，而 CD9 在

ADSCs-apoVs 中 表 达 更 高 ， 且 Cleaved Caspase-3

仅在 ADSCs-apoVs 中表达(图 2E)。以上鉴定结果

均提示，本研究所提取的 ADSCs-apovs 与既往报

道基本一致[9]。

2.3　小鼠骨髓PMNs的分离提取及流式无菌分选

流式结果显示(图3A)：差速离心法分离提取出

的 CD-11b 和 Ly-6G 双标的 PMNs 纯度为 41.77% ± 

0.49%，进一步分选，去除 7AAD 标记阳性的死细

胞群，圈出 7AAD 标记阴性的活细胞群(占总细胞

群的 59.63% ± 10.47%)，最后分选出被 CD-11b 和

Ly-6G 双 重 标 记 的 活 性 PMNs( 占 总 细 胞 群 的

10.83% ± 4.56%)，以确保最后提纯出的细胞均为

活性 PMNs，纯度为 94.17%±1.25%。镜下观察到

提纯出的 PMNs 为圆形悬浮细胞，大小形态均一，

直 径 约 为 10 μm( 图 3B)， 符 合 PMNs 的 形 态 学

特征。

2.4　激光共聚焦显微镜观察 PMA 诱导 PMNs 产生

NETs

激光共聚焦显微镜下显示，各浓度(20 nmol/L，

50 nmol/L，100 nmol/L，500 nmol/L)PMA 组 NETs

形成的特异标志物 H3cit 均高于空白对照组(0.51±

0.07 vs 0.24±0.10，P=0.001；0.72±0.01 vs 0.24±0.10，

P＜0.001； 1.11±0.04 vs 0.24±0.10， P＜0.001； 0.88± 

0.01 vs 0.24±0.10，P＜0.001)。随着 PMA 浓度梯度

(20 nmol/L，50 nmol/L，100 nmol/L)递增，NETs

的特异性标志物 H3cit 的生成量显著增多 (0.51±

0.07 vs 0.72 ±0.01，P=0.007；0.51±0.07 vs 1.11±0.04，

P＜0.001； 0.72±0.01 vs 1.11±0.04， P＜0.001)。

500 nmol/L PMA 组诱导 H3cit 生成量的效果虽高于

50 nmol/L PMA 组(0.88±0.01 vs 0.72 ±0.01，P=0.043)，

但明显低于 100 nmol/L PMA 组(0.88±0.01 vs 1.11±

0.04，P=0.004)，结果说明，NETs 的生成量随着

PMA刺激的浓度(20 nmol/L，50 nmol/L，100 nmol/L)

递 增 而 增 多 ， 且 在 此 浓 度 范 围 内 ， 100 nmol/L 

PMA 是其最适诱导 NETs 形成的浓度(图 4AC)。同

时镜下发现高浓度(100 nmol/L，500 nmol/L)PMA

A：光镜下 P3 代 ADSCs(20×10，标尺 100 μm)；B：光镜下油红 O 染色(10×10，标尺 200 μm)；C：光镜下茜素红染色(10×10，标尺 200 μm)；

D：光镜下阿利辛蓝染色(20×10，标尺 200 μm)；E：流式细胞术检测 ADSCs 表面标志物。

图 1　ADSCs分离、培养及鉴定

Fig. 1　Isolation, culture and characterization of ADSCs
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组比低浓度(20 nmol/L 和 50 nmol/L)组更能有效刺激

中性粒细胞活化聚集团并释放 NETs，并发现 NETs

的特异性标志物 H3cit、中性粒细胞的活化标志物

MPO 和 cfDNA 的免疫荧光共定位呈现出 NETs 的

典型胞外纤维网状结构[10]，且 H3cit 和 MPO 伴随着

丝状 cfDNA 而走行(图 4B)。

2.5　激光共聚焦显微镜观察 PMNs 摄取 ADSCs-

apoVs

激光共聚焦显微镜下可见：DiD 将 ADSCs-

apoVs 染为红色 (图 5A)，鬼笔环肽 (Actin-Tracker 

Green-488)将 PMNs 骨架染为绿色(图 5B)；DAPI 将

PMNs 胞核染为蓝色 (图 5C)，ADSCs-apoVs 处理

A：光学显微镜下正常 ADSCs，STS 诱导 ADSCs 凋亡 4 h 和 12 h 的形态学变化(上：4×10，标尺 500 μm，下：40×10，标尺 100 μm)；B：流式

细胞术检测 STS 诱导 ADSCs 凋亡 4 h 和 12 h 的凋亡率及定量分析 (n=3)；C：TEM 观察 ADSCs-apoVs 形态(标尺 200 nm)；D：NTA 检测

ADSCs-apoVs 粒径；E：Western blot 鉴定 ADSCs-apoVs 蛋白分子标志物表达。

图 2　ADSCs诱导凋亡及ADSCs-apoVs鉴定

Fig. 2　Apoptosis induction of ADSCs and characterization of ADSCs-apoVs

965



https://xuebao.301hospital.com.cn解放军医学院学报    Acad J Chin PLA Med Sch  Oct  2025，46 （10）

PMNs 8 h 后，在 PMNs 的细胞膜，细胞骨架及核

周 区 均 观 察 到 融 合 了 DiD 染 色 标 记 的 ADSCs-

apoVs(图 5D)，但 DAPI 标记的核区内未见红色荧

光信号。这表明：PMNs 可有效内化 ADSCs-apoVs

至胞质，ADSCs-apoVs 可接近核膜但未穿透完整

核膜，PMNs 胞质已经完全摄入 ADSCs-apoVs。

2.6　激光共聚焦显微镜观察 PMNs 摄取 ADSCs-

apoVs后的NETosis和凋亡

激光共聚焦显微镜下观察可见：PMNs 摄取

低、中、高浓度 (1 μg/mL、5 μg/mL、10 μg/mL)

ADSCs-apoVs 后观测 NETosis 和细胞凋亡的变化，

结果显示，与对照组(0 μg/mL)相比，PMNs 摄取

1 μg/mL ADSCs-apoVs 后 NETosis 无 显 著 变 化

(17.44% ± 4.77% vs 17.60% ± 1.98%， P=0.999)，

细胞凋亡无显著变化(14.60% ± 3.34% vs 15.36% ± 

5.21%， P=0.993)； 而 摄 取 5 μg/mL、 10 μg/mL 

ADSCs-apoVs 后 NETosis 则 显 著 降 低 [(10.61% ± 

0.36% vs 17.60% ± 1.98%，P=0.043)(3.12% ± 0.14% vs 

17.60% ± 1.98%，P=0.001)]，且摄取 10 μg/mL ADSCs-

apoVs 后 NETosis 的发生比摄取 5 μg/mL 组降低更

明显[(3.12% ± 0.14% vs 10.61% ± 0.36%，P=0.031)，

但摄取中浓度 ADSCs-apoVs 细胞凋亡无明显变化

(7.59% ± 1.16% vs 14.60% ± 3.34%，P=0.140)，而

摄 取 高 浓 度 ADSCs-apoVs 细 胞 凋 亡 则 显 著 增 加

(26.32% ± 2.95% vs 14.60% ± 3.34%， P=0.014)，

且摄取高浓度 ADSCs-apoVs 比中浓度(5 μg/mL)细

胞 凋 亡 明 显 升 高 (26.32% ± 2.95% vs 7.59% ± 

1.16%，P=0.001)。说明在低、中、高浓度范围

内，PMNs 摄取低浓度(1 μg/mL)ADSCs-apoVs 后

的 NETosis 无明显变化(P=0.999)，而摄取中、高浓

度(5 μg/mL、10 μg/mL) ADSCs-apoVs 后 NETosis 则

明显降低(P=0.040，P=0.001)，且抑制 NETosis 发

生的效果与 ADSCs-apoVs 浓度成正相关(P=0.043，

P=0.001)，而摄取1 μg/mL、5 μg/mL ADSCs-apoVs

的细胞凋亡发生无明显变化(P=0.999，P=0.140)，

但摄取高浓度(10 μg/mL)ADSCs-apoVs 则细胞明显

发生凋亡(P=0.014)。

2.7　流式细胞术检测 PMNs 摄取 ADSCs-apoVs 后

的NETs生成的变化量

PMNs 摄取低、中、高浓度(1 μg/mL、5 μg/mL、

10 μg/mL)ADSCs-apoVs 后流式检测 NETs 特异性

标志物 H3cit 的生成量变化，结果显示，与对照组

(0 μg/mL) 相 比 ， PMNs 摄 取 低 浓 度 (1 μg/mL)

ADSCs-apoVs 后 H3cit 的 生 成 量 无 明 显 变 化

(74.47% ±1.46% vs 75.30% ± 1.00%，P=0.792)，而

摄 取 中 、 高 浓 度 (5 μg/mL、 10 μg/mL) ADSCs-

apoVs 后 H3cit 的 生 成 量 则 明 显 减 少 (48.20% ± 

0.96% vs 75.30% ± 1.00%， P＜0.001； 24.73% ± 

0.90% vs 75.30% ± 1.00%，P＜0.001)，且摄取高浓

度(10 μg/mL) ADSCs-apoVs 后 H3cit 的生成量比摄

取中浓度(5 μg/mL)组明显减少(24.73% ± 0.90% vs 

48.20% ± 0.96%，P＜0.001)。说明在此浓度范围

内，PMNs 摄取低浓度(1 μg/mL)ADSCs-apoVs 后的

H3cit 生成量无明显变化(P=0.792)，对抑制 NETs

A：采用小鼠骨髓中性粒细胞密度梯度分离液通过差速离心法分离

提取出 PMNs 的流式结果及结合流式无菌分选提纯出的活性 PMNs

的流式结果及定量分析 (n=3)；B：通过差速离心法和结合流式无菌

分选得到的 PMNs 的光镜下细胞学形态(左：10×10，标尺 100 μm，

右：4×10，标尺 10 μm)。

图 3　小鼠骨髓中性粒细胞的分离提取结合流式无菌分选结果

Fig. 3　Isolation and extraction of mouse bone marrow PMNs 

combined with flow-type sterile sorting results
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形成无显著作用，而摄取中、高浓度(5 μg/mL、

10 μg/mL) ADSCs-apoVs 后生成 H3cit 量 (即 NETs

量)则明显减少(P＜0.001)，且抑制 NETs 生成量的

效果与 ADSCs-apoVs 浓度成正相关(P＜0.001)。

2.8　流式细胞术检测 PMNs 摄取 ADSCs-apoVs 后

的NETosis率和细胞凋亡率

流式结果所示，PMNs 摄取低、中、高浓度

(1 μg/mL、5 μg/mL、10 μg/mL)ADSCs-apoVs 后检

测 NETosis 率和细胞凋亡率的变化。结果显示。与

对照组(0 μg/mL)相比，PMNs 摄取低浓度(1 μg/mL)

ADSCs-apoVs 后 NETosis 率无明显变化(57.03% ± 

5.35% vs 60.90% ± 3.99%，P=0.822)，细胞凋亡率

亦无明显变化(9.14% ± 4.82% vs 10.30% ± 1.55%，

P=0.997)；而摄取中、高浓度(5 μg/mL、10 μg/mL) 

ADSCs-apoVs 后 NETosis 则 明 显 降 低 (36.07% ± 

3.07% vs 60.90% ± 3.99%， P=0.002； 16.48% ± 

A：不同浓度(20 nmol/L，50 nmol/L，100 nmol/L，500 nmol/L)的 PMA 刺激 PMNs 4 h 后，H3cit 和 MPO 与 cfDNA 的免疫荧光共定位观察

NETs 的形成。(绿色：H3cit，红色：MPO，蓝色：DAPI，油镜：40×10，标尺：50 μm)；B：H3cit 和 MPO 与 cfDNA 免疫荧光共定位的 NETs

网状结构(油镜：63×10，标尺：10 μm，白色方框：cfDNA) ；C：免疫荧光定量分析 (n=3)。

图 4　激光共聚焦显微镜观察不同浓度PMA刺激PMNs产生NETs

Fig. 4　Observation of NETs production by PMNs stimulated with different concentrations (20 nmol/L, 50 nmol/L, 100 nmol/L, 500 nmol/L) of 

PMA under confocal laser scanning microscopy

A：DiD 标记染为红色的 ADSCs-apoVs；B：鬼笔环肽(Actin-Tracker Green-488)标记染为绿色的 PMNs 细胞骨架；C：DAPI 标记染为蓝色的

PMNs 胞核；D：融合图示 ADSCs-apoVs 位于 PMNs (油镜：63×10，标尺：2 μm)。

图 5　激光共聚焦显微镜观察PMNs摄取ADSCs-apoVs

Fig. 5　Uptake of ADSCs-apoVs by PMNs under confocal laser scanning microscopy
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8.09% vs 60.90% ± 3.99%，P＜0.001)，且摄取高浓

度(10 μg/mL) ADSCs-apoVs 后 NETosis 的发生率比

摄 取 5 μg/mL 组 降 低 更 明 显 (16.48%±8.09 % vs 

36.07%±3.07%，P=0.010)。与对照组相比，摄取

中浓度(5 μg/mL)ADSCs-apoVs 细胞凋亡无明显变

化(10.26% ± 7.31% vs 10.30% ± 1.55%，P＞0.999)，

而摄取高浓度(10 μg/mL) ADSCs-apoVs 细胞凋亡不

仅显著增加(10.30% ± 1.55% vs 50.70% ± 10.86%，

P=0.001)，还比中浓度(5 μg/mL)细胞凋亡明显升高

(50.70% ± 10.86% vs 10.30% ± 1.55%，P=0.001)。

早期凋亡变化：与对照组相比，中低浓度

(1 μg/mL、5 μg/mL)摄取组的早期凋亡率无明显变

化 (0.63% ± 0.73% vs 0.25% ± 0.21%， P=0.986；

2.38% ± 1.87% vs 0.25% ± 0.21%，P=0.318)，而与

对照组和中低浓度(1 μg/mL、5 μg/mL)摄取组相

比，摄取高浓度(10 μg/mL)ADSCs-apoVs 组 PMNs

早期凋亡则显著增加(14.30% ± 1.97% vs 0.25% ± 

0.21%， P＜0.001； 14.30% ± 1.97% vs 0.63% ± 

0.73%， P＜0.001)； 14.30% ± 1.97% vs 2.38% ± 

1.87%，P＜0.001)。

晚期凋亡变化：与对照组相比，中、低浓度

(1 μg/mL、5 μg/mL)摄取组的晚期凋亡率无明显变

化 (8.51% ± 4.59% vs 10.06% ± 1.40%， P=0.994；

8.55% ± 6.13% vs 10.06% ± 1.40%，P=0.994)；而与

对照组和中低浓度(1 μg/mL、5 μg/mL)摄取组相

比 ， 摄 取 高 浓 度 (10 μg/mL)ADSCs-apoVs 组 的

PMNs 晚 期 凋 亡 则 显 著 增 加 (36.40% ± 12.75% vs 

10.06% ± 1.40%， P=0.011； 36.40% ± 12.75% vs 

A：绿色荧光 SYTOX-Green 染发生 NETosis 的核 DNA，红色荧光 Annexin V-mCHerry 标记凋亡的细胞(油镜：63×10，标尺：50 μm)；B：

NETosis 和 Apoptosis 的免疫荧光定量分析(n=3)。

图 6　激光共聚焦显微镜观察PMNs摄取ADSCs-apoVs后的NETosis率和凋亡率

Fig. 6　Observation of NETosis and apoptosis by PMNs after uptake of ADSCs-apoVs under Laser confocal microscopy

A：PMNs 摄取不同浓度 ADSCs-apoVs 8 h 后的 NETs 生成量的流式检测；B：流式定量分析(n=3)。

图7　流式细胞术检测PMNs摄取不同浓度ADSCs-apoVs 8h后的NETosis率和凋亡率

Fig.7　Flow detection of NETs production by PMNs after uptake of different concentrations of ADSCs-apoVs
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8.51% ± 4.59%， P=0.008； 36.40% ± 12.75% vs 

8.55% ± 6.13%，P=0.008)。以上结果说明：在低、

中、高浓度 (1 μg/mL、5 μg/mL、10 μg/mL)范围

内，PMNs 摄取低浓度(1 μg/mL)ADSCs-apoVs 后，

对降低 NETosis 无明显变化 (P=0.792，P=0.822)，

而摄取中、高浓度 (5 μg/mL、10 μg/mL) ADSCs-

apoVs 后 NETosis 则明显降低(P=0.002，P＜0.001)，

且抑制 NETosis 发生的效果与 ADSCs-apoVs 浓度成

正相关(P=0.006，P=0.010)，而摄取低、中浓度

(1 μg/mL、5 μg/mL)ADSCs-apoVs 的细胞凋亡发生

无明显变化(P=0.997，P＞0.999)，但是摄取高浓

度 (10 μg/mL)ADSCs-apoVs 细胞则明显发生凋亡

(P＜0.001，P=0.001)，且早期与晚期凋亡均明显

增 加 (P＜0.001， P＜0.001， P＜0.001； P＜0.001，

P=0.008，P＜0.001)。

3　讨论

MSCs-apoVs 继承了亲本细胞的免疫调节与组

织再生能力[11]，hBMSCs-apoVs 可诱导巨噬细胞

M2 极化促进创面愈合[12-13]及骨修复[14]，人牙髓间

充 质 干 细 胞 源 凋 亡 囊 泡 (human dental pulp 

mesenchymal stem cells，hDPSCs-apoVs)可通过调

控自噬加速血管生成[13]。MSCs-apoVs 的浓度变化

对靶细胞的影响有显著差异性，如低浓度(0.2 μg/mL

和 1 μg/mL)的 hDPSCs-apoVs 有促进 mBMSC 增殖

的作用，而高浓度(5 μg/mL 和 25 μg/mL) hDPSCs-

apoVs 则有抑制 mBMSC 增殖的作用[15]。ADSCs-

apoVs因独特分子组成(如TSG-6、特异性miRNAs)[11]

在巨噬细胞活化、中性粒细胞调控及靶向免疫调

节方面优于 hBMSCs-apoVs[16]，可为炎性疾病的治

疗提供新策略，但其作用和机制尚无类似研究。

本研究发现 ADSCs-apoVs 通过双重途径调控 PMNs

命运，一是抑制组蛋白 H3 瓜氨酸化以抑制 NETs

的形成进而阻止 PMNs 发生 NETosis；二是激活凋

亡通路，促进 PMNs 大量凋亡。其中，5 μg/mL 

ADSCs-apoVs 是 NETosis 特异性抑制的安全窗浓

度，而 10 μg/mL ADSCs-apoVs 是 NETosis 抑制协

同凋亡激活的有效清除剂量。

PMNs 通过吞噬、脱颗粒及 NETs[17]等方式清

除机体入侵的病原体[18-19]。本研究采用密度梯度离

心法结合流式无菌分选技术进一步优化 PMNs 提纯

方案，获得高纯度(94.17% ± 1.25%)的活性 PMNs

以保证本实验目的细胞的纯度，提升了实验检测

数据的可靠性。

NETs 在代谢性疾病[20]、肿瘤[21-22]、心血管疾

病[23-24]以及组织修复[25]中具有双重调控作用[26-27]。

NETosis 作为 PMNs 的特殊死亡形式[28-30]，根据其

死 亡 特 征 可 分 为 自 杀 性 中 性 粒 细 胞 炎 性 坏 死

(suicidal NETosis)和活性中性粒细胞炎性坏死(vital 

NETosis)两种亚型。本次研究成功使用(20 nmol/L，

50 nmol/L，100 nmol/L，500 nmol/L)PMA 刺激诱

导出 NETs，并拍摄出较为清晰的典型中性粒细胞

A：PMNs 摄取不同浓度 ADSCs-apoVs 8 h 后的 NETosis 率和凋亡率的流式检测；B：流式定量分析(n=3)。

图 8　流式细胞术检测PMNs摄取不同浓度ADSCs-apoVs 8h后的NETosis率和凋亡率

Fig. 8　Flow detection of NETosis rate and apoptosis rate by PMNs after uptake of different concentrations of ADSCs-apoVs
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的胞外纤维网状结构，佐证了既往文献中关于

NETs 的网状结构[10]定义。研究发现，诱导 NETs

的 最 佳 浓 度 为 100 nmol/L PMA， 而 500 nmol/L 

PMA 因破坏"NETosis-凋亡"平衡，使凋亡成为主导

性死亡路径，从而抑制 NETs 生成，诱导效果较

100 PMA 差。

NETosis 进程中过量产生的 NETs 会引发炎症

损伤和器官功能障碍，因此通过调控 PMNs 的死亡

方式，抑制其 NETs 过量产生而引发炎症损伤[31]。

将 PMNs 死亡方式从 NETosis 转向凋亡是控制 NETs

的关键策略[31]，因为凋亡是损伤最小的清除途

径[32]，且 PMNs 凋亡抑制加剧炎症损伤[33]，而适时

调控凋亡过程则至关重要。

本研究阐明ADSCs-apoVs通过浓度依赖的双重

机制调控 PMNs 死亡命运：在中、高浓度范围(5 ~ 

10 μg/mL)内，ADSCs-apoVs 能显著抑制 NETosis，

具体表现为瓜氨酸化组蛋白(H3cit)生成量明显降低

(P＜0.001)和 NETosis 率明显下降(P＜0.002)，其分

子机制是通过抑制组蛋白 H3 的瓜氨酸化阻断 NETs

形成。在凋亡诱导方面，仅 10 μg/mL 浓度组可激

活凋亡通路，使凋亡率显著升高(P=0.001)，并同

步增加早、晚期凋亡(P＜0.001)；而≤5 μg/mL 浓度

组凋亡率无显著变化(P＞0.999)，表明其中存在严

格的浓度阈值效应。

本研究揭示 PMNs 死亡程序重编程的阶梯响应

模式：5 μg/mL 浓度可选择性抑制 NETosis 而不触

发凋亡，定义为安全治疗窗浓度；而 10 μg/mL 浓

度则协同抑制 NETosis 并驱动凋亡主导的死亡模式

转换，形成清除剂量。这些发现确立了 5 μg/mL 作

为 NETosis 特 异 性 阻 断 的 安 全 浓 度 ， 同 时 阐 明

ADSCs-apoVs 通过双重靶点(组蛋白 H3 的瓜氨酸化

抑制与凋亡激活)重编程 PMNs 死亡路径的创新机

制。本研究为 NETs 相关炎症疾病提供了剂量优

化策略，即 5 μg/mL 用于控制 NETosis 炎症扩散，

10 μg/mL 则用于清除过度活化的 PMNs 群体。

本研究的临床转化潜力集中于慢性炎症控制

和急性炎症清除两大应用层面。如在系统性红斑

狼疮、动脉粥样硬化等慢性炎性疾病方面可应用

5 μg/mL ADSCs-apoVs 的剂量来抑制 NETosis 以进

一步控制慢性炎症的进展；而在治疗重症 COVID-

19、急性肺损伤中过度活化的中性粒细胞等急性

炎症疾病方面可应用 10 μg/mL 的剂量以清除炎症

的急性浸润损伤。但同时本研究存在一定局限性：

未进一步分选凋亡囊泡亚群(如凋亡小体与微泡)以

明确异质性影响，还未在动物模型中验证浓度依

赖效应。这将是我们未来研究的重点方向。

ADSCs-apoVs 作为天然信号载体，有望发展

成新型抗炎生物制剂，其核心优势在于提供可切

换剂量策略(控炎或清除)，并通过冻干制剂开发解

决稳定性问题。与现有疗法(如肽酰基精氨酸脱亚

氨酶 4 抑制剂或抗炎抗体)的联合应用，将为 NETs

相关炎症疾病提供精准干预新范式。本研究不仅

揭示了 ADSCs-apoVs 浓度依赖的死亡程序重编效

应，更为 NETs 相关疾病提供了创新的剂量干预策

略。未来可通过亚群分选、动物模型验证及工程

化改造，有望推动其成为临床抗炎治疗的全新生

物制剂。
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