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［摘 要］ 目的：探讨不同性别来源人胚胎干细胞外泌体（human embryonic stem cell⁃derived exosome，hESC⁃exo）和人羊膜间充

质干细胞外泌体（human amniotic mesenchymal stem cell⁃derived exosome，hAMSC⁃exo）在蛋白质组学和转录组学层面的差异。

方法：构建符合外泌体研究的培养体系，通过超速离心分别从男女株人胚胎干细胞（human embryonic stem cell，hESC）和人羊膜

间充质干细胞（human amniotic mesenchymal stem cell，hAMSC）中获得质量符合研究要求的外泌体（exosome，exo），采用液相色

谱⁃串联质谱（liquid chromatography⁃tandem mass spectrometry，LC⁃MS/MS）分析来定义蛋白质组学表征，进行高通量测序以确定

微小RNA（microRNA，miRNA）谱。通过生物信息学分析确定外泌体调控的主要生物学过程和通路。结果：在蛋白质组学和转

录组学层面，hAMSC⁃exo男株与女株表征类似，而hESC⁃exo男株与女株间存在较大差异。miRNA图谱和蛋白质组分析揭示了

hESC⁃exo主要与发育、代谢相关，hAMSC⁃exo主要与免疫、代谢相关。结论：通过蛋白质组学和miRNA测序对不同性别来源的

hAMSC⁃exo和hESC⁃exo进行了系统分析，预测它们的生物学功能，揭示其在不同领域的应用潜力，为临床前和临床试验中选择

更优来源细胞提供新的视角。
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［Abstract］ Objective：To investigate proteomic and transcriptomic differences between exosomes derived from sex⁃specific human
embryonic stem cells（hESC⁃exo）and human amniotic mesenchymal stem cells（hAMSC⁃exo）at the molecular level. Methods：A
defined cell culture system optimized for exosome research was established. High ⁃ quality exosomes were isolated via

ultracentrifugation from male and female lines of hESCs and hAMSCs. Proteomic characterization was performed using liquid
chromatography ⁃ tandem mass spectrometry（LC⁃MS/MS），while microRNA（miRNA）profiles were determined by high ⁃ throughput
sequencing. Bioinformatics analysis subsequently identified key biological processes and pathways regulated by the exosomes. Results：
At both proteomic and transcriptomic levels，exosomes derived from male and female hAMSCs exhibited similar molecular profiles，
whereas those originating from male and female hESCs showed significant sex ⁃ based differences. Integrated miRNA profiling and
proteomic analysis revealed that hESC⁃exo were primarily associated with developmental and metabolic processes，while hAMSC⁃exo
predominantly participated in immune and metabolic functions. Conclusion：Through systematic proteomic and miRNA sequencing
analyses of sex⁃specific exosomes derived from hAMSCs and hESCs，this study predicted their biological functions and revealed their
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过去几年，以再生子宫内膜、改善卵巢功能为

目的的干细胞治疗被认为是治疗女性生殖系统疾

病最有前途的策略。然而，在临床条件下，无论是

采取静脉注射或子宫内注射干细胞，亦或是通过生

物材料封装干细胞，干细胞疗法都存在免疫排斥、

致瘤风险等局限性［1］。

外泌体是细胞外囊泡（extracellular vesicle，EV）
的一种［2-3］，直径在 30~200 nm之间，在电子显微镜

下呈杯状外观。存在于细胞培养物的上清液或血

液、精液、尿液等多种体液中［4］，可通过旁分泌活动

介导复杂的生理和病理过程，包括器官与生殖发

育、抗原提呈、神经元通讯、免疫应答、衰老调控以

及细胞增殖［5-6］。

外泌体因其生物安全性、稳定性、无非整倍性

和低免疫原性而受到广泛关注，成为干细胞治疗的

有效替代品［7-8］。已有报道经血干细胞（menstrual
blood⁃derived stromal cell，MenSC）、人胚胎干细胞

（human embryonic stem cell，hESC）、人羊膜间充质干细

胞（human amniotic mesenchymal stem cell，hAMSC）、
人脂肪间充质干细胞（human adipose mesenchymal
stem cell，hADSC）等来源的外泌体在创伤、生殖、眼

科疾病中发挥改善内皮衰老、促进血管生成、加速

细胞迁移、改善纤维化、促进伤口愈合等作用［9-14］。

目前研究人员主要根据可及性选择不同来源

干细胞进行外泌体研究。外泌体富含蛋白质、核酸

和脂质等多种生物活性物质，具有与亲代细胞相似

的治疗效果［8］，因此不同细胞来源的外泌体可能带

有亲代细胞功能特征。既往个别研究对人多能干

细胞、胚胎干细胞和脐带间充质干细胞进行过蛋白

质组或miRNA表达谱的描述［15- 16］。然而，来源于

hAMSC的外泌体组学相关研究尚未见报道，更未关

注男性株系与女性株系来源的外泌体是否存在生

物学差异。2016年本实验室曾对脐带间充质干细

胞、羊膜间充质干细胞、胚胎干细胞男女株培养上

清中的细胞因子进行比较，发现女性脐带间充质干

细胞可能具有更好地促进细胞生长、改善血供的能

力，而男性脐带间充质干细胞和女性胚胎干细胞可

能具有更强的降解结缔组织的能力［17］。据此推测

不同性别来源和干细胞来源的外泌体可能在功能

上也存在一定的差异。

本研究选择男性和女性hESC及hAMSC来源的

外泌体进行蛋白质组和miRNA谱系研究，旨在为外

泌体的临床应用提供新的见解，以指导临床根据需

要选择更具有针对性的干细胞，实现精准治疗。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验细胞株

经南京医科大学第一附属医院地方机构审查

委员会批准（批准日期：2008-07-16），女株AMSC13
及男株AMSC15构建自正常足月分娩产妇自愿捐献

新鲜胎盘组织［18］。经南京医科大学第一附属医院

伦理委员会批准（批准号：2012-SR-128），女株

CCRM28及男株CCRM22构建自辅助生殖技术中不

孕症受试者自愿提供的囊胚，通过矫正多倍体受精

卵获得二倍体囊胚成功建系［19-20］。以上均获得患者

签署的书面知情同意书。

1.1.2 试剂与耗材

mTeSR1 Basal Medium、mTeSR1 Supplement
（Stem Cell 公 司 ，加 拿 大 ）；ncEpic Supplement
（125x）、ncEpic Basal Medium（安徽首宁生物科技有

限公司）；Matrigel（Corning公司，美国）；UltraGRO
（AventaCell公司，美国）；L⁃谷氨酰胺溶液（北京索莱

宝科技有限公司）；α⁃MEM（北京兰杰柯科技有限

公司）；肝素钠（常州千红生化制药有限公司）；

MSC NutriStem XF supplement（以色列生物技术公

司）；BCA 蛋白浓度测定试剂盒（上海碧云天生物

技术有限公司）；NANOG抗体、TRA⁃1⁃60抗体（Cell
Signaling Technology公司，美国）；OCT4抗体、SSEA4
抗体、CD9抗体、CD63抗体、TSG101抗体、Calnexin
抗体（Abcam公司，美国）；CD73抗体、CD90抗体、

CD105抗体、CD44抗体、CD11b抗体、CD19抗体、

CD34 抗体、CD45 抗体、HLA⁃DR 抗体（BD 公司，

美国）。

potential applications across multiple domains. These findings provide novel perspectives for selecting optimal cell sources in
preclinical and clinical trials.
［Key words］ exosomes；human amniotic mesenchymal stem cells；human embryonic stem cells；miRNA；proteome
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1.1.3 仪器与设备

超净工作台（苏净集团苏州安泰空气技术有限

公司）；流式细胞仪、超速离心机（Beckman公司，美

国）；透射电子显微镜（FEI 公司，美国）；超低温冰箱

（三洋公司，日本）；二氧化碳培养箱、高速冷冻离心

机（Thermo Fisher公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 hESC和hAMSC的体外培养

hESC由原先的mTeSR培养体系更换为成分明

确且无血清和无饲养层的ncEpic培养系统，并在涂

有基质胶（Matrigel）的培养皿中生长，在 37 ℃、5%
CO2的培养箱中培养。每天更换培养基，当细胞汇

合约 85%时，收集培养上清液，使用解离缓冲液消

化细胞，并在基质胶包被板上的ncEpic培养基中作

为团块传代。

hAMSC使用含有93.87% α⁃MEM、5% UltraGRO、
1% L⁃谷氨酰胺溶液和0.03%肝素钠的完全培养基，

在 37 ℃、5%CO2的培养箱中培养，细胞汇合度为

70%~80%时，更换为含有 98.3% α⁃MEM、1.1% L⁃谷
氨酰胺溶液和 0.59% MSC NutriStem XF supplement
的无外泌体培养基，继续培养 24 h后，收集培养上

清液。

1.2.2 hESC和hAMSC的鉴定

hESC的鉴定主要通过形态学鉴定：显微镜下观

察细胞形态变化；免疫学鉴定：免疫荧光染色检测

hESC表面标志物的表达；流式细胞术：评估hESC的

多能性标志物NANOG、OCT4、SSEA4、TRA⁃1⁃60的
表达，采用FlowJo软件进行实验数据分析。

hAMSC的鉴定主要通过形态学鉴定：显微镜下

观察细胞形态变化；功能鉴定：在成骨、成脂和成软

骨分化培养基中培养诱导 hAMSC分化，通过茜素

红、油红O和阿利辛蓝染色证实；流式细胞术：进行

hAMSC表型分析，并测定表达间充质标志物CD73、
CD90、CD105、CD44、CD11b、CD19、CD34、CD45 和

HLA⁃DR的细胞的百分比。

1.2.3 外泌体的分离和鉴定

当细胞约 85%融合时收集 300 mL细胞上清液

用于外泌体纯化。所有离心步骤都在 4 ℃下进行。

将上清液进行梯度离心（300 g离心 10 min，2 000 g

离心 20 min，12 000 g离心 30 min）以分离细胞碎

片。使用0.22 μm过滤器进行过滤。使用Ti70转子

将滤液以120 000 g离心3 h，然后将它们重悬于PBS
中，再次以 120 000 g进行超速离心 3 h。将最终的

外泌体颗粒重悬在 PBS中，并在-80 ℃下储存直至

使用。

使用透射电子显微镜（transmission electron mi⁃
croscopy，TEM）观察外泌体的形态特征。通过纳米

颗粒跟踪分析（nanoparticle tracking analysis，NTA）
测量外泌体的粒径和浓度。通过蛋白质印迹分析

外泌体上表面标志物CD9、CD63、TSG101和Calnexin
的表达。

1.2.4 RNA提取及测序

外泌体RNA纯化试剂盒从 hESC和 hAMSC男

性及女性细胞株系的外泌体中提取和纯化总

RNA。使用 Agilent Bioanalyzer 2100 系统和 RNA
Nano 6000检测试剂盒对 RNA浓度和纯度进行评

估。遵循制造商的建议，使用SMARTer全链RNA序

列试剂盒V2高效制备文库，并使用QIAseq miRNA
文库试剂盒生成文库。最后，通过Agilent Bioanalyzer
2100和qPCR评估文库质量。使用TruSeq PE Cluster
Kitv3⁃cBot⁃HS在 acBot集群生成系统上对索引编码

样品进行聚类，然后，在Illumina NovaSeq 6000平台上

对文库制备物进行测序，并生成配对末端读数［21-22］。

1.2.5 RNA差异表达分析

miRNA的测序读数使用指定的基因组GRCH38
作为参考进行序列比对及后续分析［23］。miRNA注

释文件来自miRBase，利用miRDeep2软件进行已知

及新的miRNA鉴定，Bowtie用于miRNA文库测序数

据的比对。本研究中，采用 edgeR软件进行差异筛

选，将差异倍数（fold change，FC）≥1.5且P < 0.05 作

为筛选标准。

1.2.6 液相色谱⁃串联质谱（liquid chromatography⁃
tandem mass spectrometry，LC⁃MS/MS）分析

从外泌体提取总蛋白，并使用Bradford方法对

样品进行蛋白浓度测定。提取好的外泌体采用质

谱检测适配的外泌体裂解液裂解，胰蛋白酶消化蛋

白质过夜，之后使用脱盐柱进行脱盐。将肽段样本

用 0.1%甲酸复溶，使用纳升流速 Easy⁃nLC 1200色
谱系统进行色谱分离。肽段分离后用QE HF⁃X质

谱仪进行DIA质谱分析。

质谱检测得到的数据采用Spectronaut18软件进

行搜库检索。通过蛋白质负载对数据进行归一化

并校正差异 P值错误发现率（false discovery rate，
FDR）后，差异表达蛋白（differentially expressed protein，
DEP）被认为是有效的。本研究中，显著差异蛋白筛

选阈值为FC≥1.5或FC≤1/1.5，且P < 0.05。
1.2.7 生物信息学分析

采用R包 clusterProfiler对原始数据进行生物信

··190



息学分析。基因本体论（gene ontology，GO）分析用

来评估差异表达基因在特定生物过程中的潜在富集。

京都基因与基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes，KEGG）是系统分析基因功

能、基因组信息数据库，有助于将基因及表达信息

作为一个整体网络进行研究。富集分析采用超几

何分布的算法进行显著性检验计算P值，并通过基

于多重假设检验的FDR进行P值校正，计算Q值，以

确定统计显著性。

1.3 统计学方法

本研究中的相关实验均进行了3次独立生物学

重复。GraphPad Prism 9软件用于分析实验数据和

绘制统计图，计量资料以均值±标准差（x ± s）的形式

表示。数据比较采用双尾 t检验分析，P < 0.05时为

差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 hESC和hAMSC的鉴定

无饲养层系统培养的hESC从mTeSR培养体系

转换至 ncEpic培养体系，通过流式细胞术对 hESC
的多能性进行跟踪鉴定。经过几次传代培养，hESC
状态稳定，如图1A所示，hESC克隆团内部细胞排列

紧密，分布均匀，边缘完整。免疫荧光表明hESC在

细胞膜表达 TRA⁃1 ⁃60 和 SSEA4，细胞核中表达

NANOG和OCT4（图 1B）。进一步的流式细胞术显

示这些多能性相关标志物（NANOG、OCT4、SSEA4、
TRA⁃1⁃60）的阳性率均高于95%（图1D）。男性细胞

株和女性细胞株表征一致，符合多能性干细胞的标

准，可用于后续实验。

hAMSC生长呈梭形，并显示成纤维细胞样形态

（图1A）。体外能够诱导分化为脂肪细胞、成骨细胞

和软骨细胞（图 1C）。通过流式细胞术鉴定 hAMSC
特异性表面标志物（图 1E），结果显示细胞高表达

CD73、CD90、CD105和CD44，而不表达或极低表达

CD19、CD34、CD45、CD11b和主要组织相容性蛋白

HLA⁃DR。男性细胞株和女性细胞株表征一致，这

些结果证实了制备的hAMSC可以用于下游实验。

2.2 hESC⁃exo和hAMSC⁃exo的分离与鉴定

为探讨不同性别干细胞外泌体是否存在功能

差异，分别从 hESC和 hAMSC的男性细胞株和女性

细胞株的条件培养基中分离出外泌体，并根据形

态、粒径、浓度和表面标记进行鉴定。透射电镜显

示这些外泌体呈“茶托状”形态，不同干细胞来源的

外泌体之间没有形状差异（图 2A）。NTA显示它们

的尺寸分布在 50~200 nm，hESC⁃exo女株平均粒径

（130.63±36.32）nm，男株平均粒径（192.0±8.57）nm，
hESC⁃exo平均男株粒径比女株粒径大；hAMSC⁃exo
女株粒径（147.07±3.29）nm，男株粒径（148.50±2.33）
nm（图 2B）。蛋白印迹表明，分离的外泌体携带阳

性标记 CD9、CD63和 TSG101，但不携带阴性标记

Calnexin（图 2C）。尽管 hESC女株的外泌体产量高

于男株，但总体而言，hAMSC的外泌体产量比hESC
的外泌体产量高（图2D）。
2.3 hESC⁃exo和hAMSC⁃exo蛋白质和miRNA的质检

从男性和女性 hESC⁃exo和 hAMSC⁃exo提取蛋

白质和RNA进行蛋白质组学和miRNA测序。皮尔

逊图证明了相同细胞来源的外泌体之间的高度相

关性（图 3A）。PCA用于定量评估蛋白质和miRNA
的可重复性（图 3B、C）。蛋白质定量分析显示，

hAMSC⁃exo的蛋白质浓度高于 hESC⁃exo（图 3D）。
RNA浓度的测定显示，hAMSC⁃exo与hESC⁃exo之间

差异无统计学意义（图3E）。
2.4 男女株hESC⁃exo和hAMSC⁃exo蛋白质组特征

2.4.1 hESC⁃exo男株与女株的比较

男女株hESC⁃exo蛋白质组分析发现330个差异

表达蛋白质（图 4A）。热图分析显示男株 hESC⁃exo
（簇 1）中上调蛋白主要富集于新冠、系统性红斑狼

疮、酒精依赖症；女株hESC⁃exo（簇2）中上调蛋白主

要参与补体和凝血级联反应、金黄色葡萄球菌感

染、蛋白质消化与吸收、胆固醇代谢、类风湿性关节

炎（图4B）。
构建维恩图识别男株和女株之间独特和重叠

的蛋白质编码基因簇。女株hESC⁃exo和男株hESC⁃
exo分别有 44个和 950个特异表达蛋白，同时存在

2 678个共享蛋白（图4C）。
对男女株 hESC⁃exo特异表达蛋白进行KEGG

富集分析。结果表明，女株hESC⁃exo特异表达蛋白

显著富集于疟疾、非洲锥虫病、PI3K⁃Akt信号通路、

黏着斑形成等通路（图 4D）。男株 hESC⁃exo特异表

达蛋白显著富集于剪接体、mRNA监测途径、核质转

运、DNA复制等通路（图 4E）。男女株 hESC⁃exo共
享蛋白显著富集于蛋白酶体、核质运输、内质网蛋

白质加工、肌肉细胞骨架、黏着斑、内吞作用、溶酶

体、核糖体等通路（图4F）。上述通路主要与细胞周

期及代谢调控相关。

2.4.2 hAMSC⁃exo男株与女株的比较

男女株 hAMSC⁃exo蛋白质组测序发现 81个差

异表达蛋白质（图5A）。相比hESC⁃exo，hAMSC⁃exo
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A：Microscopic images represent the morphology of hESCs and hAMSCs. Scale bar：500 μm. B：Immunofluorescence staining confirming the expression
of hESC⁃specific markers. Scale bar：50 μm. C：Cultured hAMSCs could differentiate into adipocytes，osteoblasts，and chondrocytes. Scale bar：100 μm.
D：Flow cytometry analysis of pluripotency markers in hESCs. E：Flow cytometry analysis of cell⁃surface markers in the hAMSCs. Cells exhibited high
expression（>95%）of CD73，CD90，CD105，and CD44，but were negative or expressed very low levels（<2%）of CD11b，CD19，CD34，CD45，and HLA⁃DR
（n=3）. 图1 hESC和hAMSC的鉴定

Figure 1 Identification of hESC and hAMSC
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男株与女株间差异性较小。热图分析显示，女性

hAMSC⁃exo（簇 1）中上调蛋白主要富集于人乳头瘤

病毒感染、细胞凋亡相关通路；男株 hAMSC⁃exo（簇

2）中蛋白主要富集于蛋白酶体、抗叶酸耐药性、叶

酸转运与代谢相关通路（图5B）。
维恩图分析提示女株hAMSC⁃exo和男株hAMSC⁃

exo分别具有 156个及 152个特异表达蛋白，同时存

在1 263个共享蛋白（图5C）。
KEGG富集分析表明，女株 hAMSC⁃exo特异表

达蛋白显著富集于免疫调节相关的信号通路，如核

糖体、冠状病毒疾病、蛋白酶体、脊髓小脑性共济失

调、致病性大肠杆菌感染、朊病毒病等（图 5D）。男

株 hAMSC⁃exo特异表达蛋白显著富集于代谢调控

及免疫相关信号通路，如甲状腺激素信号通路、

Apelin信号通路、动物线粒体自噬、癌症中的中枢碳

代谢、血清素能突触传递等（图5E）。男女株hAMSC⁃
exo共享蛋白显著富集于补体和凝血级联反应、黏

着斑形成、肌肉细胞中的细胞骨架、细胞外基质

（extracellular matrix，ECM）与受体间相互作用、上皮

细胞的细菌入侵、肌动蛋白细胞骨架调节、内吞作

用、内质网蛋白加工、沙门氏菌感染、溶酶体等通路

（图 5F）。上述信号通路均与重塑代谢和免疫微环

境相关。

2.5 男女株hESC⁃exo和hAMSC⁃exo miRNA谱特征

2.5.1 hESC⁃exo男株与女株的比较

对男女株hESC⁃exo进行miRNA差异表达分析，

检测到80个差异表达miRNA（图6A）。热图分析显

示，女株 hESC⁃exo（簇 1）中上调的miRNA主要参与

胆碱能突触、黏着斑形成、催产素信号通路、MAPK
信号通路、轴突引导等通路。男株 hESC⁃exo（簇 2）

A：Representative TEM images of exosomes derived from hESCs and hAMSCs. Scale bar：100 nm. B：Size distribution of exosomes measured by
NTA. C：Western blot analysis of Calnexin，CD63，CD9，and TSG101 expression levels in cells and exosomes. D：Evaluation of mean exosomes yield per
cell. All data are presented as mean±standard deviation（SD）and analyzed by t⁃test. ***P < 0.001。

图2 hESC⁃exo和hAMSC⁃exo的分离和鉴定

Figure 2 Isolation and Characterization of hESC⁃exo and hAMSC⁃exo
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中上调的miRNA主要参与Ⅱ型糖尿病、黏着斑、谷

氨酸能突触、TRP炎症介质调节、血小板活化等通路

（图6B）。
维恩图分析提示女株hESC⁃exo和男株hESC⁃exo

分别具有35个及179个特异表达miRNA，同时存在

377个共享的miRNA（图6C）。
KEGG分析表明，女株hESC⁃exo中35个特异表

达 miRNA 富集于 cAMP、MAPK、Rap1、Ras、Notch、
PI3K⁃Akt、轴突引导、胆碱能突触传递等通路（图

6D）。男株hESC⁃exo中179个特异表达miRNA富集

于 cAMP、MAPK、Rap1、Ras、Wnt、ErbB、FoxO信号通

路（图 6E）。这些通路在发育和代谢调节过程中发

挥着积极作用。

男女株 hESC⁃exo共享的 377个miRNA富集于

黏着斑形成、癌症相关通路、ECM与受体间的相互

作用、调节干细胞多能性的信号通路、AMPK信号通

路、Rap1信号通路、胆碱能突触传递等（图 6F）。这

些通路主要与细胞的黏附能力、迁移特性、增殖活

性以及代谢调控密切相关。

2.5.2 hAMSC⁃exo男株与女株的比较

对男女株 hAMSC⁃exo进行miRNA差异表达分

析，检测到 26个差异表达miRNA（如图 7A所示）。

相比 hESC⁃exo，男女株 hAMSC⁃exo之间差异性较

小，与蛋白质组分析结果一致。热图分析显示，男

株hAMSC⁃exo（簇1）中上调的miRNA主要参与甘油

磷脂代谢、糖胺聚糖生物合成、花生四烯酸代谢。相

比之下，女株hAMSC⁃exo（簇2）中上调miRNA主要参

与ECM与受体间的相互作用、黏着斑、谷氨酸能突

触、癌症通路、TRP通路的炎症介质调节（图7B）。
维恩图分析提示女株hAMSC⁃exo和男株hAMSC⁃

exo分别具有71个及50个特异表达miRNA，同时存

在337个共享miRNA（图7C）。
KEGG分析提示女株hAMSC⁃exo特异表达miRNA

主要参与调节MAPK信号通路、胰岛素分泌过程、

cGMP⁃PKG信号通路、Wnt信号通路、PI3K⁃Akt信号

通路以及 cAMP信号通路（图 7D）。而男株 hAMSC⁃
exo特异表达miRNA则参与了cAMP信号通路、内吞

作用、胰岛素分泌过程、胆碱能突触传递、甘油磷脂

A：Pearson correlation analysis between exosome samples. B：PCA map of proteins in four exosome groups. C：PCA map of miRNAsin four exosome
groups. D：The quantification of protein concentration in four exosome groups（n=3）. E：The quantification of RNA concentration in four exosome groups
（n=3）. *P < 0.05.

图3 蛋白质和miRNA的质量检验

Figure 3 Quality inspection of protein and miRNA
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代谢、HIF⁃1信号通路、MAPK信号通路以及Wnt信
号通路的调节（图 7E）。以上通路在代谢平衡和免

疫调节过程中发挥着积极作用。

男女株hAMSC⁃exo共享miRNA富集于癌症相关

通路、黏着斑形成、内吞作用、血小板活化、ECM与受体

间的相互作用、Rap1信号通路、甲状腺激素信号传导

以及黑素生成等通路（图 7F），与细胞的黏附能力、

迁移特性、增殖活性以及代谢和免疫功能密切相关。

A：Volcano diagrams of differentially expressed proteins in hESC⁃exo⁃F vs. hESC⁃exo⁃M. B：Heatmap of the levels of differentially expressed
proteins in hESC⁃exo⁃F and hESC⁃exo⁃M. The significantly enriched pathways are shown on the right. C：Venn diagram of pairwise analysis of hESC⁃exo⁃F
vs. hESC⁃exo⁃M. D，E：KEGG analysis of unique proteins of hESC⁃exo⁃F（D）and hESC⁃exo⁃M（E）when performed their pairwise analysis. F：KEGG
analysis of common proteins in hESC⁃exo⁃F and hESC⁃exo⁃M.

图4 男女株hESC⁃exo蛋白质组比较分析

Figure 4 Pairwise bioinformatics analysis of the proteomes in male and female hESC⁃exo
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外泌体是细胞主动分泌的一种天然纳米级微

小囊泡，既往研究数据揭示不同亚组细胞外囊泡其

成分不一样，外泌体显著富集细胞外基质成分、黏

附连接复合体及囊泡介导的转运相关蛋白质［24-26］。

A：Volcano diagrams of differentially expressed proteins in hAMSC⁃exo⁃F vs. hAMSC⁃exo⁃M. B：Heatmap of the levels of differentially expressed
proteins in hAMSC⁃exo⁃F and hAMSC⁃exo⁃M. The significantly enriched pathways are shown on the right. C：Venn diagram of pairwise analysis of hAMSC⁃
exo⁃F vs. hAMSC⁃exo⁃M. D，E：KEGG analysis of unique proteins of hAMSC⁃exo⁃F（D）and hAMSC⁃exo⁃M（E）when performing their pairwise analysis.
F：KEGG analysis of common proteins in hAMSC⁃exo⁃F and hAMSC⁃exo⁃M.

图5 男女株hAMSC⁃exo蛋白质组比较分析

Figure 5 Pairwise bioinformatics analysis of the proteomes in male and female hAMSC⁃exo
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A：Volcano diagrams of differentially expressed miRNAs in hESC⁃exo⁃F vs. hESC⁃exo⁃M. B：Heatmap of the levels of differentially expressed
miRNAs in hESC⁃exo⁃F and hESC⁃exo⁃M. The significantly enriched pathways are shown on the right. C：Venn diagram of pairwise analysis of hESC⁃
exo⁃F vs. hESC⁃exo⁃M. D，E：KEGG analysis of unique miRNAs of hESC⁃exo⁃F（D）and hESC⁃exo⁃M（E）when performed their pairwise analysis.
F：KEGG analysis of common miRNAs in hESC⁃exo⁃F and hESC⁃exo⁃M. The red bar represents the -lgP and the black dot represents gene ratio（defined
as the proportion of genes annotated in this specific pathway term relative to the total number of genes in the pathway database）.

图6 男女株hESC⁃exo miRNA表达谱比较分析

Figure 6 Pairwise bioinformatics analysis of miRNA profiles in male and female hESC⁃exo

Focal adhesionECM⁃receptor interactioncAMP signaling pathwayAxon guidaceMAPK signaling pathwayDilated cardiomyopathyPI3K⁃Akt signaling pathwayRap1 signaling pathwayRas signaling pathwayAdrenergic signaling in cardiomyocytesCholinergic synapseMicroRNAs in cancerGlutamatergic synapceInsulin signaling pathwayHypertrophic car diomyopathy（HCM）Oxytocin signaling pathwayArrhythmogeric right ventricular cardiomyopathy（ARVC）Circadian entrairmentNotch signaling pathwayRetrograde endocannabinoid signaling

0 2.5 5.0 7.5 10.0

0 2.5 5.0 7.5 10.0

hES
C⁃e

xo⁃
Fu

niq
ue

-lg P

0 2 4 6 8 10

0 2 4 6 8 10

cAMP signaling pathwayOxytocin signaling pathwauMAPK signaling pathwayPathways in cancerRap1 signaling pathwayRas signaling pathwayWnt signaling pathwayErbB signaling pathwayAdrenergic signaling in cardiomyocytesSphingolipid signaling pathwayFoxO signaling pathwayChronic myeloid leukemiaTight junctionHTLV⁃ infectionNeurotrophin signaling pathwayInflammatory mediator regulation of TRP channelsAdherens junctionProteoglycans in cancerCalcium signaling pathwayThyroid hormone signaling pathway

-lg P
Focal adhesionPathways in cancerEndocytosisECM⁃receptor interactionStaphylococcuc aureus infectionSignaling pathways regulating pluripotency of stem cellsAMPK signaling pathwayRap1 signaling pathwayPtoteoglycans in cancerCholinergic synapseNon⁃small cell lung cancerEstrogen signaling pathwayThyroid hormone signaling pathwayCalcium signaling pathwayProstate cancerToxoplasmosisMicroRNAs in cancerAcute myeloid leukemiaBladder cancerHippo signaling pathway

0 2 4 6

0 2 4 6

Com
mo

n

-lg P

179 377 35

hESC⁃exo⁃F

hESC⁃exo⁃M

hESC⁃exo⁃F vs. hESC⁃exo⁃M

-lg
P

7.5

5.0

2.5

0

hsa⁃miR⁃367⁃3p

hsa⁃miR⁃4516

-3 0 3 6
log2 FC

hsa⁃miR⁃574⁃5p hsa⁃miR⁃23a⁃3p

hsa⁃miR⁃3679⁃5p
hsa⁃miR⁃27b⁃3p

hsa⁃miR⁃484
hsa⁃miR⁃210⁃3p

hsa⁃miR⁃1180⁃3p

hsa⁃miR⁃425⁃5p

A B

C

D E

F

Grouphsa⁃miR⁃574⁃5phsa⁃miR⁃125b⁃5phsa⁃miR⁃1268ahsa⁃miR⁃1268bhsa⁃miR⁃1275hsa⁃miR⁃4516hsa⁃let⁃7b⁃5phsa⁃miR⁃503⁃5phsa⁃let⁃7a⁃5phsa⁃let⁃7c⁃5phsa⁃miR⁃152⁃3phsa⁃miR⁃27a⁃3phsa⁃miR⁃27b⁃3phsa⁃miR⁃23a⁃3phsa⁃miR⁃23b⁃3phsa⁃let⁃7e⁃5phsa⁃let⁃7f⁃5phsa⁃miR⁃145⁃5phsa⁃miR⁃483⁃5phsa⁃miR⁃4791hsa⁃miR⁃28⁃5phsa⁃miR⁃143⁃3phsa⁃miR⁃3679⁃5phsa⁃miR⁃374b⁃3phsa⁃miR⁃708⁃5phsa⁃miR⁃26a⁃5phsa⁃miR⁃302c⁃3phsa⁃miR⁃454⁃3phsa⁃miR⁃372⁃3phsa⁃miR⁃181a⁃5phsa⁃miR⁃484hsa⁃miR⁃1287⁃5phsa⁃miR⁃378ghsa⁃miR⁃378dhsa⁃miR⁃378fhsa⁃miR⁃302d⁃5phsa⁃miR⁃378ehsa⁃miR⁃301b⁃3phsa⁃miR⁃877⁃3phsa⁃miR⁃1277⁃5phsa⁃miR⁃1180⁃3phsa⁃miR⁃367⁃3phsa⁃miR⁃1306⁃5phsa⁃miR⁃371a⁃5phsa⁃miR⁃378chsa⁃miR⁃378a⁃3phsa⁃miR⁃378ihsa⁃miR⁃769⁃5phsa⁃miR⁃17⁃3phsa⁃miR⁃296⁃5phsa⁃miR⁃106b⁃3phsa⁃miR⁃320a⁃3phsa⁃miR⁃320bhsa⁃miR⁃328⁃3phsa⁃miR⁃92b⁃3phsa⁃miR⁃3615hsa⁃miR⁃92a⁃3phsa⁃miR⁃423⁃3phsa⁃miR⁃210⁃3phsa⁃miR⁃486⁃5phsa⁃miR⁃301a⁃3phsa⁃miR⁃342⁃3phsa⁃miR⁃219a⁃5phsa⁃miR⁃378hhsa⁃miR⁃16⁃2⁃3phsa⁃miR⁃548f⁃3phsa⁃miR⁃338⁃3phsa⁃miR⁃548g⁃3phsa⁃miR⁃363⁃3phsa⁃miR⁃200a⁃3phsa⁃miR⁃425⁃5phsa⁃miR⁃1296⁃5phsa⁃miR⁃124⁃3phsa⁃miR⁃32⁃5phsa⁃miR⁃135a⁃5phsa⁃miR⁃135b⁃5phsa⁃miR⁃200c⁃3phsa⁃miR⁃218⁃5phsa⁃miR⁃103a⁃3phsa⁃miR⁃107

1
0
⁃1

hESC⁃exo⁃F hESC⁃exo⁃M

UpDownNormal

2. Type II diabetes mellitus
Focal adhesion
Glutamatergic synapse
Inflammatory mediator regula⁃
tion of TRP channels
Platelet activation

1. Cholinergic synapse
Focal adhesion
Oxytocin signaling pathway
MAPK signaling pathway
Axon guidance

hES
C⁃e

xo⁃
Mu

niq
ue

第46卷第2期
2026年2月

黄蓓蓓，宁 松，吴慧敏，等. 不同性别来源人胚胎干细胞与羊膜间充质干细胞外泌体蛋白质组学与
miRNA谱分析［J］. 南京医科大学学报（自然科学版），2026，46（2）：188-201 ··197



南 京 医 科 大 学 学 报
第46卷第2期
2026年2月

A B

C

D E

F

hA
MS

C⁃e
xo⁃

Mu
niq

ue

0 2 4 6 8

-lg P
0 2 4 6 8

cAMP signaling pathwayFocal adhesionProteoglycans in cancerEndocytosisInsulin secretionCholinergic synapseCircadian entrainmentRap1 signaling pathwayAdrenergic signaling in cardiomyocytesECM⁃receptor interactionGlycerophospholipid metabolismNon⁃small cell lung cancerNeurotrophin signaling pathwayPathways in cancerCholine metabolism in cancerHIF⁃1 signaling pathwayMelanogenesisBasal cell carcinomaMAPK signaling pathwayWnt signaling pathway

71 337 50

hAMSC⁃exo⁃F

hAMSC⁃exo⁃M

hAMSC⁃exo⁃F vs.hAMSC⁃exo⁃M

-lg
P

3

2

1

0

hsa⁃miR⁃367⁃3phsa⁃miR⁃1268b

-5.0 -2.5 0 2.5
log2 FC

UpDownNormal
hsa⁃miR⁃34a⁃5p

hsa⁃miR⁃149⁃5p

hsa⁃miR⁃708⁃5p

hsa⁃miR⁃486⁃5p

hsa⁃miR⁃328⁃3p
hsa⁃miR⁃664a⁃5p

hsa⁃miR⁃29b⁃3p

hsa⁃miR⁃218⁃5p hsa⁃miR⁃1291

A：Volcano diagrams of differentially expressed miRNAs in hAMSC⁃exo⁃F vs. hAMSC⁃exo⁃M. B：Heatmap of the levels of differentially expressed
miRNAs in hAMSC⁃exo⁃F and hAMSC⁃exo⁃M. The significantly enriched pathways are shown on the right. C：Venn diagram of pairwise analysis of
hAMSC⁃exo⁃F vs. hAMSC⁃exo⁃M.D，E：KEGGanalysis of uniquemiRNAsof hAMSC⁃exo⁃F（D）andhAMSC⁃exo⁃M（E）whenperformed their pairwise analysis.
F：KEGG analysis of common miRNAs in hAMSC⁃exo⁃F and hAMSC⁃exo⁃M. The red bar represents the ⁃lg P and the black dot represents gene ratio
（defined as the proportion of genes annotated in this specific pathway term relative to the total number of genes in the pathway database）.

图7 男女株hAMSC⁃exo miRNA表达谱比较分析

Figure 7 Pairwise bioinformatics analysis of miRNA profiles in male and female hAMSC⁃exo
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与干细胞相比，外泌体作为囊泡载体，展现出更高

的生物相容性与储存稳定性，其低免疫原性特征显

著降低治疗相关不良反应发生率［27］。外泌体携带

蛋白质、mRNA和miRNA等生物活性分子，当外泌

体被靶细胞高效摄取，这些分子被转移到受体细胞

并影响其生理功能，从而完成信号分子递送，实现

跨细胞通讯网络重构［28-29］。

既往研究揭示，外泌体来源细胞的自身状态和

功能会影响外泌体的生成和分泌。细胞应激反应

与外泌体分泌存在显著正相关性［30-34］。细胞辐照可

诱导衰老并同步促进外泌体分泌量提升［30- 31］。 化

疗药物顺铂治疗后［32］以及低氧微环境［33］会增加外

泌体的释放。衣霉素诱导的内质网应激增加了细

胞多囊泡体的数量并增强了外泌体分泌［34］。此外，

干细胞的干性和多能性也可以影响外泌体成分。

本研究通过PCA以及差异表达的miRNA和蛋

白质分析，发现hESC⁃exo和hAMSC⁃exo男女株均存

在一定的差异，且以hESC⁃exo男株与女株之间差异

为甚。在蛋白质组层面，女株hESC⁃exo富集于疟疾

锥虫感染、PI3K⁃Akt等通路；男株 hESC⁃exo富集于

DNA复制、剪接等信号通路；女株 hAMSC⁃exo富集

于细菌、病毒感染相关信号通路；男株 hAMSC⁃exo
富集于自噬、癌症代谢等通路。在miRNA表达谱层

面，女株 hESC⁃exo富集于Notch、PI3K⁃Akt、轴突引

导、胆碱能突触传递等通路；男株 hESC⁃exo富集于

Wnt、ErbB、FoxO等信号通路；女株 hAMSC⁃exo富集

于PI3K⁃Akt信号通路；男株hAMSC⁃exo富集于甘油

磷脂代谢、HIF⁃1信号通路。

本研究同时发现无论在蛋白质还是miRNA层

面，hESC⁃exo功能主要在细胞周期及代谢调控等相

关通路中富集，hAMSC⁃exo功能主要在免疫调节相

关通路中富集。

hESC⁃exo独特的miRNA谱与 cAMP信号通路、

Notch信号通路、Hedgehog信号通路、Ras信号通路、

FoxO信号通路、ErbB信号通路的调节有关，这些

miRNA簇可能调节发育和代谢。cAMP信号通路激

活促进颗粒细胞的增殖分化，是卵母细胞第一次减

数分裂及卵泡发生的重要调控因子［35- 36］。Notch通
路与卵母细胞储备维持与成熟、颗粒细胞⁃卵母细胞

互作、肥胖相关代谢调节、子宫内膜蜕膜化等生殖

功能相关［37-38］。FoxO通路与卵母细胞减数分裂、精

子发生、胰岛素信号通路调控有关［39-40］。Hedgehog、
Ras通路与卵巢细胞发育、卵母细胞成熟有关［41］。

ErbB/ERK1/2通路影响卵丘细胞和卵母细胞成熟。

hAMSC⁃exo独特的miRNA调节卵巢类固醇生

成、cGMP⁃PKG信号通路、PI3K⁃Akt信号通路、磷脂

酰肌醇信号系统、黑素生成、cAMP信号通路，这可

能有助于重塑代谢和免疫微环境。卵巢类固醇生

成通过动态整合激素合成、代谢调控、信号转导及环

境响应，主导卵泡发育、生殖周期和妊娠维持等关键

过程［42］。其异常与多囊卵巢综合征、不孕症等疾病

密切相关，而靶向调控信号通路（如 cAMP⁃PKA）为
生殖医学提供了潜在治疗策略［43-44］。cGMP⁃PKG通

路调控T细胞、巨噬细胞M2极化［45］；PI3K⁃Akt与活

性氧、始基卵泡激活和卵母细胞成熟有关［46］。磷脂

酰肌醇信号系统与 IL⁃1、TNF、NF⁃κB等炎症因子与

自身免疫性疾病有关；黑素生成涉及CD8+ T细胞、

IFN⁃γ等炎症因子及Th17/Treg平衡参与的免疫耐受。

综上所述，本研究提示在蛋白质和miRNA层

面，hESC⁃exo的功能主要富集于发育、代谢相关通

路，而 hAMSC⁃exo功能主要富集于免疫、代谢相关

通路。同时发现 hESC⁃exo和 hAMSC⁃exo男女株均

存在一定的差异，且以hESC⁃exo男株与女株之间差

异为甚。后续将结合验证和功能实验对不同细胞

来源的外泌体，特别是男女株的不同特性开展进一

步研究，为基于临床问题进行不同来源干细胞外泌

体的选择提供参考依据。
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