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文题释义： 

外泌体：一种由细胞分泌的微小囊泡，具有脂质双层膜结构，直径范围为 20-150 nm。外泌体具有其母细胞

的某些特性，含有细胞特异的蛋白、脂质和核酸，能携带信号分子传递给其他细胞从而改变靶细胞的功能状

态。干细胞外泌体能在 4 ℃条件下临时保存，也可在-80 ℃长期保存。相较于干细胞，其储存和运输更为方

便，且避免了冻存和复苏可能造成的细胞活力减弱和功能改变，具有较高的临床转化价值。 

盆大神经节：雄性大鼠盆大神经节走行于前列腺背侧叶背部，呈白色半透明星状或人字形，接受盆神经和腹

下神经支配，其节后分支主要有支配膀胱的膀胱支和支配阴茎的海绵体神经。盆大神经节不仅含有副交感性

胆碱能神经元，也有去甲肾上腺素能神经元、交感性胆碱能神经元及多种肽能神经元。在结构功能上与其他

种属动物的盆神经丛相似，在盆腔脏器的功能活动中起重要作用。 

 

摘要 

背景：海绵体神经是调控阴茎勃起的重要神经，在盆腔手术或外伤中容易受到损伤，导致阴茎勃起功能障碍。

干细胞来源外泌体对于受损海绵体神经再生的直接影响目前尚无研究报道。 

目的：观察脂肪干细胞外泌体对海绵体神经再生的影响。 

方法：体外构建大鼠盆大神经节三维培养模型，培养 24 h 后实验组换成含有青霉素-链霉素和脂肪干细胞来

源外泌体的 RPMI-1640 培养基，外泌体浓度为 1015 L-1，对照组仍使用含有青霉素-链霉素的 RPMI-1640 培

养基。干预开始后第 2，5，9 天观察两组海绵体神经断端再生情况，并测量轴突生长长度，用以评价海绵体

神经再生能力。 

结果与结论：①从大鼠肾周脂肪组织获得的原代脂肪干细胞贴壁生长，形态稳定，能够诱导分化为脂肪、骨

和软骨；②提取自第 3 代脂肪干细胞的外泌体呈大小均一的囊泡结构，直径集中在 85 nm 附近；③三维培养

体系中的海绵体神经自身具有一定的再生能力，外泌体干预后 2，5，9 d 实验组海绵体神经再生情况均优于

对照组，轴突再生长度明显大于对照组；④结果表明，脂肪干细胞来源外泌体直接作用于海绵体神经，对其

再生具有显著的促进作用。 
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Exosomes from adipose-derived stem cells can promote cavernous nerve 
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文章特点— 

(1)使用离体组织三维培养
的方法构建研究模型，更
加贴近组织的体内环境，
且避免了其他组织的干
扰； 

(2)使用大鼠两侧盆大神经
节分别作为实验组和对
照组，最大程度上避免了
个体差异对实验结果造
成的影响； 

(3)以神经轴突再生长度为
主要观察指标，直观地反
映出离体神经组织的再
生能力。 
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检测指标： 

干预后第 2，5，9

天，测量神经轴突
再生长度和密度。 

结论： 

(1)海绵体神经损伤后，具有一定的轴突
再生能力； 

(2)脂肪干细胞外泌体能够明显促进海
绵体神经轴突的生长。 

透射电镜表征+粒径分析 

Western blot 分析
表面蛋白 
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Abstract 

BACKGROUND: Cavernous nerve is one of the main nerves regulating penile erection, which is easy to be damaged in pelvis surgery and 

due to trauma and induce erectile dysfunction. The direct effect of stem cell-derived exosome on the regeneration of injured cavernous nerve 

has not been reported yet. 

OBJECTIVE: To observe the effect of the exosomes from adipose-derived stem cells on the regeneration of cavernous nerve. 

METHODS: Three-dimensional culture model of rat nerve tissue in vitro was constructed. After 24 hours of incubation, the experimental group 

was incubated in the RPMI-1640 medium containing penicillin-streptomycin and exosomes (10
15

/L) from adipose-derived stem cells. The 

control group was incubated in the RPMI-1640 medium. The length of axon regeneration at the incisal edge of the cavernous nerve was 

measured to evaluate the regeneration ability of the cavernous nerve at 2, 5 and 9 days after intervention. 

RESULTS AND CONCLUSION: Adipose-derived stem cells extracted from rat perirenal adipose tissue adhered with stable morphology and 

could be induced to differentiate into adipose, bone and cartilage. The exosomes extracted from the passage 3 adipose-derived stem cells 

showed similar vesicle structure with a diameter near 85 nm. In the three-dimensional culture system, the regeneration ability of the cavernous 

nerve itself was certain. The axon regeneration length in the experimental group was significantly longer than that in the control group at 2, 5 

and 9 days after intervention. The exosomes from adipose-derived stem cells directly act on the cavernous nerve and have a significant 

promoting effect on nerve regeneration. 
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0  引言  Introduction 

随着前列腺手术的广泛开展，神经损伤性勃起功能障

碍(erectile dysfunction，ED)也越来越受到关注。海绵体神

经(cavernous nerves，CN)是起始于盆神经丛的自主神经，

是调控阴茎勃起的主要神经之一。在盆腔手术或创伤中，

海绵体神经容易受到顿挫或离断损伤[1]。虽然近年来外科

医生不断改进手术方式，但根治性前列腺切除术后12个月，

仍有超过70%的患者难以恢复术前的勃起功能，而被诊断

为勃起功能障碍[2]；骨盆骨折尿道损伤也容易造成海绵体

神经损伤，高达95.12%的骨盆骨折尿道损伤患者并发勃起

功能障碍[3]。 

外泌体是一类来自细胞的脂质双分子层结构囊泡，它

们选择性地包裹脂质、蛋白质及RNA等多种生物活性物质，

参与细胞间的通讯[4]。间充质干细胞产生的外泌体作为干

细胞旁分泌的重要物质，在某些方面保持着与干细胞相似

的生物活性[5]。越来越多的研究提示，干细胞来源外泌体

也能促进组织再生与修复，可用作无细胞的“干细胞疗法”，

具有广泛的应用前景和临床转化价值[6-10]。 

已有研究证实，干细胞来源外泌体能够被神经元摄取，

并通过逆向轴浆运输抵达胞体[11]，发挥神经营养和调节作

用，抑制神经损伤性疼痛[12]。然而外泌体用于神经损伤性

勃起功能障碍治疗尚缺乏足够的基础研究证据，且无研究

关注外泌体对海绵体神经损伤修复的直接影响。脂肪干细

胞取材方便，被广泛用于再生医学研究，因此该实验获取

大鼠脂肪干细胞(adipose-derived stem cells，ADSCs)来

源外泌体，体外观察其对海绵体神经轴突再生的作用。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  三维培养体系中的体外神经节组织观察实验。 

1.2  时间及地点  实验于2019年2至8月在上海交通大学

附属第六人民医院动物实验室、中心实验室和上海东方泌

尿修复重建研究所完成。 

1.3  材料 

1.3.1  实验动物  雄性8周龄SPF级Sprague Dawley(SD)

大鼠15只，体质量273-291 g，由上海市第六人民医院动

物实验室提供。 

1.3.2  实验用主要试剂  Ⅰ型胶原酶(Gibco，美国)；

DMEM/F12培养基(Hyclone，美国)；胎牛血清(Gibco，美

国)；无外泌体胎牛血清(宇玫博生物科技有限公司，中国)；

油红O(赛业生物科技有限公司，中国)；茜素红(赛业生物

科技有限公司，中国)；阿利新蓝8GX (Sigma，美国)；0.25%

胰蛋白酶(Gibco，美国)；SD大鼠脂肪间充质干细胞成骨

诱导分化培养基(赛业生物科技有限公司，中国；含胎牛血

清、谷氨酰胺、双抗、抗坏血酸、β-甘油磷酸钠、地塞米

松)；SD大鼠脂肪间充质干细胞成软骨诱导分化完全培养

基(赛业生物科技有限公司，中国；含地塞米松、抗坏血酸、

ITS、丙酮酸钠、脯氨酸、转化生长因子β3)；SD大鼠脂肪

间质干细胞成脂诱导分化培养基(赛业生物科技有限公司，

中国；含胎牛血清、谷氨酰胺、双抗、胰岛素、IBMX、罗

格列酮、地塞米松)；抗CD63抗体(Abcam，美国)；抗CD81

抗体(Abcam，美国)；外泌体提取纯化试剂盒(宇玫博生物

科技有限公司，中国 )；低生长因子Matrigel基质胶

(Corning，美国)。 

1.3.3  实验用主要仪器  恒温培养箱(Thermo，美国)；离

心机(湘仪，中国)；低温超速离心机(Eppendorf，德国)；

ZetaView PMX 110 纳米粒度仪(Particle Metrix，德国)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  大鼠脂肪干细胞提取和培养  取5只SD大鼠，腹腔

注射戊巴比妥钠30 mg/kg麻醉后固定于大鼠固定板，取腹

中线切口打开腹腔。用刀柄轻柔拨开肠管，显露肾周脂肪。

使用无齿镊轻夹脂肪包膜，持眼科剪小心分离脂肪组织，

注意避免损伤周围大血管。取出的脂肪组织经PBS冲洗后，

仔细剥除包膜和血管，剪碎，加入等体积0.075%Ⅰ型胶原

酶，置于37 ℃恒温振荡器消化50 min；静置3 min吸除上
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层油脂后200目滤网过滤；1 000×g离心5 min，去除悬浮

物及上清液，用含青霉素-链霉素和体积分数10%胎牛血清

的低糖DMEM培养基重悬，移入10 cm培养皿培养，次日

轻柔冲洗并全量换液后，每3 d半量换液；细胞融合生长至

80%-90%时，用0.25%胰蛋白酶消化传代。 

取材后的大鼠注射过量戊巴比妥钠处死。 

1.4.2  脂肪干细胞诱导分化  脂肪干细胞传至第3代时，

消化重悬后调整细胞浓度为2×10
7
 L

-1，接种于24孔板中，

24 h后换用SD大鼠脂肪间质干细胞成脂诱导分化培养基；

每3 d全量换液1次，成脂诱导14 d后弃去24孔板中细胞培

养基，固定并使用油红O染色。 

脂肪干细胞传至第3代时，消化重悬后调整细胞浓度为

2×10
7
 L

-1，接种于24孔板中，24 h后全量换液为SD大鼠脂

肪间充质干细胞成骨诱导分化培养基；每3 d全量换液1次，

成骨诱导21 d后进行茜素红染色。 

取第3代脂肪干细胞2×10
5个，置入15 mL离心管中，  

1 000×g离心5 min，弃上清，缓慢加入SD大鼠脂肪间充质

干细胞成软骨诱导分化完全培养基；每3 d全量换液1次，

成软骨诱导30 d后收集细胞团块，清洗固定后石蜡包埋，

切片，阿利新蓝染色。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.3  外泌体提取  待传至第3代的大鼠脂肪干细胞融合

生长至80%左右时，弃去全部培养基，换用含青霉素-链霉

素和体积分数10%无外泌体胎牛血清的低糖DMEM培养基

继续培养，每日观察生长状态不佳的细胞应整皿丢弃；更

换培养基并培养48 h后收集培养基上清液。将样品转移至

离心管中，于4 ℃以3 000×g离心10 min，去除样品中的

细胞碎片；在去除杂质的离心上清液中加入外泌体提取试

剂，振荡1 min使其充分混匀，于4 ℃环境下静置2 h后，

4 ℃环境中10 000×g离心60 min，弃去上清液，取200 μL 

PBS重悬沉淀，于4 ℃以12 000×g离心2 min，获得上清

液，即外泌体悬液。 

1.4.4  外泌体表征  取约10 μg外泌体悬液滴于封口膜

上，用镊子取1个铜网盖在液滴上5 min，PBS清洗，戊二

醛固定5 min，将铜网先后放在滴有草酸双氧铀和甲基纤维

素液滴的封口膜上，染色完成后透射电镜观察并拍照。 

将外泌体悬液稀释后加样，使用Zeta View PMX 110

进行外泌体粒径检测。选取11个位置进行颗粒追踪分析，

即可获得外泌体粒径分布数据。 

Western blot法检测外泌体的标志性蛋白：取40 μg

外泌体蛋白，加5×SDS-PAGE上样缓冲液，水浴煮沸   

15 min后冷却至室温；上样并进行电泳，湿转膜封闭2 h；

分别加入1∶1 000稀释后的抗CD63和CD81一抗，4 ℃

孵育过夜；洗膜后加二抗室温孵育；经显影设备曝光成像

拍照。 

1.4.5  大鼠盆大神经节(major pelvic ganglion，MPG)三维

培养体系的建立  取10只SD大鼠，腹腔注射戊巴比妥钠 

30 mg/kg麻醉后固定于大鼠固定板，取腹中线切口打开腹

腔，沿精囊向大鼠尾侧寻找并分离前列腺背侧叶，可发现

白色半透明状的盆大神经节贴附于前列腺表面，并有明显

分支，不同个体盆大神经节形态略有差异，呈星状或人字

形，其中延伸向阴茎的分支即为海绵体神经，使用缝线标

记后游离并离断盆大神经节各分支，获取盆大神经节离体

组织。将离体的盆大神经节使用PBS漂洗后置于解剖显微

镜下剥除筋膜，放入4 ℃预冷DMEM/F12培养基待用。取

材后，注射过量戊巴比妥钠将大鼠处死。 

取20 μL低生长因子Matrigel均匀涂布于边长为9 mm

的正方形特制盖玻片表面，室温静置60 min待其凝固成胶；

将离体盆大神经节放置于预处理后的盖玻片上，展平，注

意海绵体神经残端朝向，以便后续观察；取30 μL低生长因

子Matrigel覆盖于盆大神经节表面，37 ℃环境中静置   

15 min待其凝固成胶，将带有盆大神经节的玻片放入24孔

培养板中，加入含有青霉素-链霉素的RPMI-1640培养基，

放入37 ℃、体积分数为5%CO2细胞培养箱中培养。 

1.4.6  外泌体对海绵体神经轴突再生的影响  将每只大

鼠双侧盆大神经节分为实验组和对照组，以进一步排除个

体间差异对结果造成的影响。体外培养24 h后予以干预，

实验组换成含有青霉素-链霉素和脂肪干细胞来源外泌体

的培养基，外泌体浓度为10
15

 L
-1；对照组仍使用含有青霉

素-链霉素的RPMI-1640培养基。两组均在37 ℃、体积分

数为5%CO2环境下继续培养，每2 d半量换液。干预开始

后第2，5，9天使用倒置相差显微镜分别观察两组海绵体

神经轴突生长情况，并使用ImageJ软件进行轴突长度测

量，每个样本均由2人进行重复测量。每位测量者的操作如

下：目视选取轴突延伸较长的3个视野进行拍照后测量，每

个视野中轴突长度测量3次并取平均值；对比3个视野所测

得轴突长度，取延伸最长的视野纳入统计。纳入长度统计

的视野同时用来分析轴突生长密度，即沿海绵体神经断端

轮廓描记100 μm长度，计数描记范围内轴突数量；2人分

别计数3次并各自取平均数纳入统计。 

1.5  主要观察指标  ①脂肪干细胞的形态；②脂肪干细胞

的成脂、成骨及成软骨分化能力；③脂肪干细胞外泌体的

脂肪干细胞的培养及鉴定 

细胞来源： 大鼠脂肪组织 

原代培养方法： 酶消化法 

基础培养基： DMEM 低糖培养基 

添加材料： 体积分数为 10%无菌胎牛血清、青霉素-链霉素 

原代培养时间： 原代细胞培养次日全量换液并轻柔冲洗，之后两三天半量换液

1 次，培养五六天即可传代 

细胞传代： 细胞融合至 80%用 0.25%胰蛋白酶消化传至下 1 代，按 1∶3

比例传代，五六天传 1 代，共传 3 代 

细胞鉴定： 成骨诱导分化、成脂诱导分化、成软骨诱导分化 

伦理学批准： 该实验经过上海市第六人民医院动物福利伦理委员会批准 
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形态和大小；④脂肪干细胞外泌体对海绵体神经轴突再生

的影响，并测量轴突长度。 

1.6  统计学分析  采用SPSS 20.0进行统计学分析。数据

以x
_

±s的形式描述，多时点重复测量资料使用重复测量方差

分析，组间比较使用LSD-t 检验，不同时间两两比较采用

差值t 检验，按Bonferroni法调整检验水准，P < 0.05为差

异有显著性意义。 

 

2  结果  Results  

2.1  脂肪间充质干细胞的形态学变化  接种后24 h可见

细胞贴壁，呈细小梭形，冲洗后12 h内高倍视野可见细胞

生长空间充足，贴壁充分，见图1A；接种后第3天，贴壁

细胞数量明显增多，细胞分布均匀，但有聚集生长的趋势，

细胞呈梭形或多边形，见图1B；接种后第5天，细胞生长

较为紧密，可达90%融合，见图1C。传至第3代，脂肪干

细胞形态稳定。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  脂肪干细胞的诱导分化能力  大鼠脂肪干细胞经成

脂诱导后体积增大，胞浆中可见许多大小不等的透亮脂滴，

油红O染色后呈橙红色，见图2。成骨诱导21 d后茜素红染

色倒置显微镜下观察可见广泛分布的红色钙结节，阴性对

照组未见红染结节，见图3。成软骨诱导后细胞团块胞内基

质均匀蓝染，表明诱导后细胞产生了软骨细胞基质糖胺聚

糖，见图4，阴性对照组细胞团块消散，未能获取可供切片

的组织块。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3  外泌体表征  透射电镜下观察超速离心法收集得到

大鼠脂肪干细胞外泌体，可见大小均一的椭圆形或杯口状

囊泡结构，见图5。颗粒粒度分析仪检测共追踪外泌体1 327

个，见图6，外泌体粒径主要分布在44-146 nm之间，中位

数为85 nm。Western blot检测结果显示CD63和CD81在脂

肪干细胞来源外泌体中均有表达，见图7。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图注：图中 A 为接种并冲洗后 12 h，细胞贴壁，充分伸展(×100)；B

为培养第 3 天，细胞呈梭形(×40)；C 为培养第 5 天，细胞排列紧密，

逐渐呈巢状分布(×40) 

图 1  SD 大鼠脂肪干细胞的形态 

Figure 1  Morphology of Sprague-Dawley rat adipose-derived stem 

cells 

图注：图中 A 为成脂诱导 14 d，脂肪空泡被油红 O 染色为橘红色(箭

头)；B 为未使用成脂诱导培养基，油红 O 染色阴性 

图 2  脂肪干细胞成脂诱导分化(×100) 

Figure 2  Adipogenic induction and differentiation of 

adipose-derived stem cells (×100) 

图注：图中 A 为成骨诱导 21 d 后进行茜素红染色，可见广泛分布钙

结节被染成红色(图中深色区域)；B 为未使用成骨诱导培养基，茜素

红染色阴性 

图 3  脂肪干细胞成骨诱导分化(×100) 

Figure 3  Osteogenic induction and differentiation of 

adipose-derived stem cells (×100) 

图注：成软骨诱导 30 d 后可收集到团块，切片后阿利新蓝染色可见

软骨细胞基质糖胺聚糖蓝染 

图 4  脂肪干细胞成软骨诱导分化(×200) 

Figure 4  Chondrogenic induction and differentiation of 

adipose-derived stem cells (×200) 

图注：箭头示外泌体，草酸双氧铀负染后透射电镜下观察可见囊泡样

结构 

图 5  脂肪干细胞外泌体透射电镜下超微结构(标尺为 200 nm) 

Figure 5  Ultrastructure of exosomes from adipose-derived stem 

cells under transmission electron microscope (scale bar: 200 nm) 

图注：ZetaView PMX 110 追踪

外泌体颗粒进行粒径测量，以粒

径为横坐标，粒径范围(±2.5 nm)

内颗粒计数为纵坐标绘图，可见

样本直径主要分布在 44-146 nm

之间 

图 6  脂肪干细胞外泌体粒径分

布 

Figure 6  Size distribution of 

exosomes from adipose- 

derived stem cells 
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2.4  外泌体对海绵体神经轴突再生的影响  实施干预时，

各组海绵体神经断端均未见轴突生长。干预后，随着培养

时间的延长，两组均可见明显轴突再生，见图8。整体比较

可知：以轴突再生长度为指标，组间、时间及交互作用均

有显著性意义，见表1、图9。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

不同时间点实验组轴突再生均显著优于对照组。干预

后第2天，实验组与对照组轴突再生长度差异有显著性意

义，差值为204.03(95% CI：173.01-235.05) μm，F(1，19)= 

189.56，P < 0.01；干预后第5天，实验组与对照组轴突再

生长度差异有显著性意义，差值为497.92(95% CI：

432.56-563.28) μm，F(1，19)=254.23，P < 0.01；干预后

第9天，实验组与对照组轴突再生长度差异有显著性意义，

差值为699.42(95% CI：589.96-808.88) μm，F(1 ， 19)= 

178.87，P < 0.01。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

不论是实验组还是对照组，随着培养时间的延长，海

绵体神经轴突均能明显生长。实验组F(1.623，30.861)=272.23，

P < 0.01；第5天轴突长度与第2天轴突长度比较差异有显

著性意义(P < 0.01)，差值为517.16(95% CI：458.55- 

575.84) μm，第9天轴突长度与第5天轴突长度比较差异有

显著性意义(P < 0.01)，差值为425.56(95% CI：323.73- 

527.39) μm。对照组F(2，38)=110.08，P < 0.01；第5天轴突

长度与第2天轴突长度比较差异有显著性意义(P < 0.01)，

差值为223.31(95% CI：167.72-278.90) μm，第9天轴突

长度与第5天轴突长度比较差异有显著性意义(P < 0.01)，

差值为224.06(95% CI：156.64-291.45) μm。 

对轴突生长密度进行观察并对断端单位长度内轴突数

量进行统计，实验组第2天轴突数量为(13.90±3.43)条，显

著高于对照组(11.35±2.56)条，P=0.01。实验组第5天和第

9天轴突生长密度过大，相差显微镜下难以精确计数，因此

未获得有效数据用于比较。 

 

3  讨论  Discussion 

神经损伤性勃起功能障碍是长期困扰着医生和患者的

难题，手术操作或创伤发生时的挤压、牵拉、切割、烧灼

等均可能导致海绵体神经损伤[13-14]。诸多证据表明，神经

轴突的再生和靶器官的神经再支配很大程度上影响着海绵

体神经损伤后的修复过程[15]。尽管周围神经系统在损伤后可

表现出一定的再生能力，但这种自身的修复能力是有限的，

难以完全修复损伤导致的轴突退变和神经功能丧失[15-16]。海

绵体神经损伤后，阴茎平滑肌细胞和内皮细胞凋亡，一氧

化氮合酶阳性神经密度降低，转化生长因子β表达上调，导

致海绵体平滑肌发生纤维化，进而损伤阴茎组织结构，难

以实现勃起[15，17-19]。海绵体神经损伤后阴茎长期处于疲软

状态，也会进一步导致海绵状平滑肌结构退变，使神经再

生和结构修复更为困难[20]。因此，损伤后早期促进海绵体

表 1  脂肪干细胞来源外泌体对海绵体神经轴突再生长度的影响 

(x
_

±s，n=10，μm) 

Table 1  Effect of the exosomes from adipose-derived stem cells 

on the regenerated length of cavernous nerve axon  

组别 观测时间 

第 2 天 第 5 天 第 9 天 

实验组 372.91±76.86
a
 890.10±117.35

ab
 1 315.66±230.69

ab
 

对照组 168.88±36.14 392.19±129.57
b
 616.25±145.55

b
 

整体分析 HF 系数 0.833 

组间比较 F 值，P 值 430.967，0.000 

时间比较 F 值，P 值 360.693，0.000 

交互作用 F 值，P 值 51.489，0.000 

 表注：整体分析为两因素重复测量方差分析，资料球型性校正采用 HF 系数。

组间精细比较为 LSD-t 检验，与对照组比较，a
P < 0.05。时间精细比较为差值

t 检验，与第 2 天比较，b
P < α'，α'为 Bonferroni 校正后的检验水准=0.05/n，n

为时间维度上精细比较的次数 

 

CD63 

 

CD81 

图注：可见 CD63 和 CD81 有明显表达 

图 7  Western blot 检测脂肪干细胞外泌体标志性蛋白的表达 

Figure 7  Western blot assay results of marked proteins of 

exosomes from adipose-derived stem cells 

 

图注：三维培养体系中的盆大神经节放于倒置显微镜下观察，可见神

经轴突生长(箭头所示)。干预开始后第 2 天，实验组(A)和对照组(D)

海绵体神经断端均可见轴突生长；干预第 5 天，实验组(B)轴突长度

和密度均大于对照组(E)；干预第 9 天，实验组(C)轴突长度和密度明

显优于对照组(F) 

图 8  脂肪干细胞外泌体对海绵体神经轴突再生的影响 

Figure 8  Effect of the exosomes from adipose-derived stem cells 

on the axonal regeneration of the cavernous nerve 
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图 9  脂肪干细胞外泌体对海绵体神经轴突生长长度的影响 

Figure 9   Effect of the exosomes from adipose-derived stem cells 

on the regenerated length of cavernous nerve axon 
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神经再生，是改善勃起功能的关键。 

当前促进海绵体神经再生的基础研究中，干细胞治疗

由于具有恢复勃起功能的潜力而备受青睐[21]。多种类型干

细胞被用于勃起功能障碍相关研究，包括间充质干细胞、

胚胎干细胞、尿源性干细胞、神经嵴干细胞、内皮祖细胞

和肌肉源性干细胞等。脂肪干细胞是间充质干细胞的一种，

其自体取材方便且取材创伤相对较小，因而在动物实验和

临床研究中使用较多，有研究认为脂肪干细胞治疗勃起功

能障碍的效果优于骨髓干细胞[22]，进一步推动了脂肪干细

胞的应用。虽然一些研究仍认为干细胞的定植和分化是促

进勃起功能恢复的主要原因，但目前越来越多的研究者相

信干细胞的旁分泌作用更为重要[23]。勃起功能的改善似乎

依赖于注射细胞通过旁分泌一些细胞保护、抗纤维化和抗

凋亡分子[24]。尽管在动物实验中取得了较好的疗效，但干

细胞在注射部位的存留比例过低，这不仅限制了其治疗潜

力的发挥，同时干细胞治疗仍存在许多问题：同种异体细

胞具有免疫原性，而自体干细胞获取时会对患者造成损伤；

干细胞的最佳传代数目、注射的最佳细胞浓度、注射剂量

和注射次数尚无定论[10，25]。除此之外，干细胞的污染风险、

致瘤风险和栓塞风险也需要更严谨的评估[26-27]。 

干细胞来源外泌体的发现有望使上述问题得到更好的

解决[28-30]。外泌体是一种由细胞主动释放的具有脂质双层分

子结构的囊泡，直径范围为20-150 nm
[4]。作为细胞间信号

传递的媒介，外泌体能够运送蛋白质、核酸等生物活性分子，

以调节靶细胞基因表达和细胞功能。干细胞在治疗中所表现

出的细胞保护作用和促血管化作用均能被其所释放的外泌

体重现[31-32]。与干细胞相比，外泌体易于储存和运输且致瘤

风险低和免疫原性弱，安全性较好，更利于临床转化应用。

OUYANG等[29]使用骨髓间充质干细胞来源外泌体治疗海绵

体神经损伤大鼠，观察到了与骨髓间充质干细胞治疗相似的

勃起功能恢复。LI等[30]也证实了脂肪间充质干细胞和骨髓间

充质干细胞来源外泌体均能够对海绵体神经损伤性勃起功

能障碍起到治疗作用。然而现有研究多局限于动物体内研

究，虽然能够从功能和组织学角度证实外泌体的治疗效果，

但难以精确阐述其促进勃起功能恢复的机制。ZHU等[28]发现

脂肪间充质干细胞来源外泌体在体外实验中能够促进血管

内皮细胞增殖和成管，同时也能够增加阴茎组织中一氧化氮

合酶阳性神经纤维密度，但尚无研究关注干细胞来源外泌体

对海绵体神经的再生是否具有直接促进作用。 

大鼠的泌尿生殖器官均受到盆大神经节调控，海绵体

神经即由盆大神经节发出并最终支配阴茎，并调控其实现

勃起等功能[33]。大鼠勃起功能障碍模型构建的重要方法之

一，就是从盆大神经节延伸为海绵体神经处将其进行钳夹

或灼烧损伤。不论从生理功能还是从模型构建的角度来说，

盆大神经节在勃起功能障碍相关研究中具有重要的意义。

动物体内实验中，周围组织纤维化、再血管化以及靶器官

的神经营养作用等局部组织状态对神经再生的影响较大，

难以明确判断神经束再生的原因是干预措施的直接作用还

是组织纤维化被抑制的间接作用，因此该实验使用大鼠盆

大神经节构建体外三维培养模型[34-35]，排除局部其他组织

因素对神经组织造成的影响，更为直接地观察外泌体对海

绵体神经再生的影响，同时采用三维培养的方法使离体组

织的生长环境更加贴近体内状态。加入外泌体进行干预后，

对海绵体神经轴突再生的长度和密度进行观察，从神经再

生的角度为外泌体对于勃起功能障碍的治疗作用提供了初

步证据，同时也为海绵体神经重建术等外科治疗后的功能

康复提供了新的思路。 

干细胞释放外泌体发挥细胞间信号转导的作用，为损

伤组织和细胞构建适于修复和再生的微环境[36]。干细胞来

源外泌体中含有富集的miR148a、miR532-5p、miR378等

具有促进神经再生功能的miRNA，一些miRNA能够通过激

活ERK信号通路和STAT3信号通路，使神经生长因子等高

表达[37-38]；一些miRNA则能够通过激活PI3K/Akt信号通路

提高神经元对损伤的耐受程度[39]。不同干细胞来源外泌体

所含miRNA不尽相同，因此对神经再生的促进作用也会有

差别。还有研究指出，干细胞来源外泌体可以调控炎症反

应，为组织修复提供合适的免疫环境[40]。由于该实验使用

体外组织培养模型，因此炎症调控发挥的作用可能较为有

限。此外，外泌体具有肌动蛋白和β-微管蛋白等细胞骨架

成分[41]，因此可能为体外神经组织的再生提供了更多的“原

材料”。总之，干细胞来源外泌体可通过多种途径促进海绵

体神经再生，具体机制仍需要继续进行探索。 

考虑到大鼠的个体差异可能对其海绵体神经再生能力

造成影响，故在实验中将同一大鼠双侧盆大神经节分别分为

实验组和对照组。未能设置不同外泌体浓度下的相互对照。

在后续的实验中将通过扩大样本数量和随机分组的方法，对

照不同外泌体浓度对海绵体神经再生能力的影响。 

综上所述，通过脂肪干细胞培养获取外泌体并用于治

疗是可行的。海绵体神经损伤后具有一定的轴突再生能力，

且加入浓度为10
15
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-1的脂肪间充质干细胞来源外泌体能

够显著促进海绵体神经轴突的生长。该实验使用离体盆大

神经节组织作为模型进行研究，排除了周围组织血管化条

件等局部因素对神经再生造成的影响，证明了脂肪间充质

干细胞来源外泌体对损伤后海绵体神经再生的促进作用，

进一步探索脂肪干细胞来源外泌体对海绵体神经损伤后再

生的作用，将能够更好地推动外泌体治疗海绵体神经损伤

性的机制研究，为其临床转化奠定理论基础。 
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