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【摘要】心源性外泌体是由心脏细胞产生的包含大量生物活性分子的细胞外囊泡，他们是心脏细胞通讯的重要手段。冠心病时，心肌缺血缺氧损伤后，4 h就可以产生一些特殊的心源性外泌体组分，可以作为早诊断的新标志物。心脏源性祖细胞等干细胞分泌的心源性外泌体，可以减少冠心病后心肌细胞凋亡、增加细胞管形成、减少纤维化的发展和改善心脏功能。这些心源性外泌体，可以装载对本病有治疗作用的药物，标记心肌靶向肽，发挥对缺血心肌的靶向治疗作用，现就此做一综述。
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Exogenous Exosome as A New Marker and Target of Coronary Heart Disease
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【Abstract】Exogenous exosomes (EXO) are extracellular vesicles produced by heart cells that contain a large number of biologically active molecules. They are important means of cardiac cell communication. In coronary heart disease, after special myocardial ischemia and hypoxia injury, special EXO components can be produced in 4 hours, which could be used as a new marker for early diagnosis. EXO secreted by stem cells such as cardiac progenitor cells can reduce myocardial cell apoptosis after coronary heart diseasecoronary heart diseasecoronary heart disease, increase cell tube formation, reduce the development of fibrosis, and improve cardiac function. These EXOs could be loaded with drugs that have therapeutic effects on the disease, labeled with myocardial targeting peptides, and exert a targeted therapeutic effect on ischemic myocardium. This article reviewed these.
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心源性外泌体（EXO）是由心脏细胞分泌的细胞外囊泡，其大小范围为30~100 nm，由不同细胞类型释放[1]。EXO富含生物活性分子，包括DNA、信使RNA（mRNA）、microRNA（miRNA）和蛋白质；此外，通过转移它们的生物活性组分，它们是细胞间通讯的重要方式。最近，EXO在心血管领域引起了广泛的兴趣，因为在心脏非紧密的不同细胞之间的通信在维持生理心脏稳态和适应性反应中起重要作用。大部分心脏体积由心肌构建，而最丰富的非心肌细胞类型由心脏成纤维细胞构成，其占非肌肉细胞约90％。内皮细胞在心脏稳态中具有重要作用。此外，心脏源性祖细胞参与了心肌损伤后的反应[2]，而心脏稳态的维持需要这些细胞分泌的EXO进行细胞信号网络的相互协调。研究表明EXO在心脏细胞间信息交换中发挥核心作用。据证明，它们涉及广泛的生理和病理心血管过程，具有有益或有害的活性[3-8]。冠心病（CHD）是一种多危险因素、发病机制复杂的慢性疾病，经皮冠脉介入术对CHD治疗意义重大，行经皮冠脉介入术取栓可挽救很多患者的生命。经皮冠脉介入术支架内再狭窄却严重威胁患者的生命安全，并且药物对降低支架内再狭窄发生率仅限于短期效果，最终支架内再狭窄发生率仍居高不下[4]。干细胞治疗CHD时，其在微血管的低存活率限制治疗效果[5]。EXO几乎从心血管系统中的所有细胞中释放出来，在CHD缺氧或炎症等应激条件下，其释放会发生改变，有助于改善或损害心脏功能[9]，最新研究表明可以通过心肌细胞EXO的组分作为早诊断的分子标志物，用药物干预心肌细胞等有害EXO的产生、增强心脏源性祖细胞等细胞有益EXO的效应或给这些EXO装载治疗性药物和插入靶向标记物，可以对CHD起到很好的治疗效应，现就此做一系统阐述。
1   EXO作为CHD早诊断的生物标志物
由心脏细胞产生的EXO除了被邻近细胞内化外，剩余的会被释放到体液中，因为EXO含量会因其生理或病理状态而异，这让EXO作为生物标志物成为可能。miRNA是EXO中被研究最多的组分，它们可能成为心血管疾病新的生物标志物。例如，hsa-miR-1和hsa-miR-133a这两种心脏特异性miRNA被证实在急性冠状动脉综合征患者的血清中上调，并存储在EXO中[6]。在诸如急性冠状动脉综合征和急性心肌梗死（AMI）的急性病理改变中，快速诊断极其重要。用于诊断AMI的经典生物标志物是肌钙蛋白和肌酸激酶。肌钙蛋白水平在心脏损伤发生后12 h达到峰值，其水平与梗死面积成正比。最近，发现在AMI患者的血浆中miRNA上调，其在肌钙蛋白之前达到峰值水平。如hsa-miR-208a，它在健康者中检测不到，但在胸痛发作4 h后，100％的在AMI患者中显著升高，比最早可检测到肌钙蛋白整整早了8个小时[7]。研究表明hsa-miR-208b和hsa-miR-499-5p血浆水平的上调，提示高死亡率或心力衰竭风险的增加，这表明此标志物可作为预后评判指标。 有研究发现富含循环EXO的三种特异性p53反应性miRNA，hsa-miR-192、hsa-miR-194和hsa-miR-34a在AMI患者的血清中上调，这些患者更容易发生心力衰竭，他们被认为是可能的预后标志物[8]。总之，上述研究表明，冠心病导致心脏缺血缺氧损伤，会释放出特征性的EXO。这些EXO的内容可以比当前临床现有的标志物更早诊断，从而可以尽早采取治疗和干预措施，这对于患者是至关重要的，这些新的标志物，结合临床已有的生物标志物，可以更精确的诊断。
2   EXO作为CHD的治疗新靶标
EXO可以作为干细胞治疗的替代品，具有以下几个优势：（1）它们具有生物相容性、非免疫原性和非致癌性；（2）它们在生理上比细胞更稳定，可以在全身循环，透过相关屏障的阻碍；（3）它们适合装载治疗性药物，比细胞更耐冻溶过程，利于长期储存[9-10]。既往研究发现，在不同条件下，由不同心脏细胞产生的EXO可能含有对靶细胞产生正面或负面影响的成份。EXO进行治疗可以分为两大类：抵消有害EXO的不良影响，以及利用和增强有益EXO的心脏保护作用。
2.1   减少有害EXO对冠心病的不良影响
[bookmark: _GoBack]在病理条件下产生的EXO中包含的一些因子在心血管疾病中具有不利作用。如心肌细胞在CHD缺血缺氧损伤后，释放促进细胞凋亡的EXO，其组分 miR-200a-3P，调控缺氧/再灌注（缺血再灌注？？）损伤后心肌细胞凋亡[11]，致心功能减退并加速CHD进展。CHD时冠状动脉血管平滑肌细胞分泌的EXO含有促炎因子，激活鞘磷脂磷酸二酯酶3和细胞骨架重构通路，凝血因子的活化催化表面形成；EXO生物活性物质(尤其是特异性miRNA)在钙化激活剂和抑制剂作用下失衡，经磷酸酯酰丝氨酸、膜联合蛋白A6和基质金属蛋白酶-2蓄积，继而EXO被转化为钙化的底物；EXO富含miR-143，调节细胞黏附和迁移的蛋白，自分泌和旁分泌通路，激活凝血级联反应，促细胞增殖和迁移，致血管钙化[12]。有学者首次发现心脏来源细胞外囊泡中含有热休克蛋白60，经EXO通过Toll样受体触发心肌细胞凋亡和炎症反应，致心功能减退并加速CHD进展。为了阻断有害EXO的形成，可以使用中性鞘磷脂酶抑制剂（如GW4869）或阿米洛利抑制神经酰胺形成是很有效的方式[13]。另一种方式是抑制蛋白聚糖与其细胞质接头之间的相互作用，后者与程序性细胞死亡-6-相互作用蛋白（细胞程序性死亡蛋白6相互作用蛋白？？？）相互作用，这是一种参与EXO生物形成的重要蛋白[14]，进而抑制这些有害EXO合成，消除其不良影响。
2.2   利用和增强有益EXO的心脏保护效应
在过去几年中，干细胞疗法引起了许多研究领域的关注，并且在许多情况下被发现是成功的。然而，在心血管领域效果并不理想，这些干细胞很难在梗死区域植入和生存，以及移植后心律失常和免疫排斥反应的发生[15]。越来越多的证据表明，几种细胞类型，尤其是干细胞，通过旁分泌效应释放EXO，可以改善心肌梗死后的心功能、减少梗死面积和心肌纤维化。这将焦点从细胞治疗转移到无细胞治疗方法，EXO代替干细胞治疗，成为未来很有前景的研究方向。为了研究EXO的心脏保护和心脏修复作用，科学家们从不同来源的干细胞中分离出它们：间充质干细胞、诱导多能干细胞和心脏源性祖细胞。 研究发现间充质干细胞的EXO可以通过增加ATP和烟酰胺腺嘌呤二核苷酸水平，以及降低氧化应激来激活促存活信号，降低心肌缺血/再灌注损伤、心脏功能增强和梗死面积减小。研究发现用间充质干细胞的EXO预处理后，可以减少梗死面积和心肌纤维化，可以改善心肌梗死后的心脏功能。另一项研究解释了间充质干细胞的EXO导致rno-miR-19a富集，这可能是缺氧环境中心肌存活率增加的启动子[16]。
如上所述，来自心脏源性祖细胞的EXO也导致心肌梗死后具有再生潜能。一些研究表明，它们可以减少心肌细胞凋亡，增加细胞管形成和减少纤维化的发展，改善心脏功能[16-17]。有趣的是，用间充质干细胞的EXO预处理心脏源性祖细胞似乎可以改变心脏源性祖细胞的 EXO组分，增加rno-miR-147和rno-miR-503-3p水平，并降低rno-miR-207、rno-miR-326-5p和rno-miR-702-5p水平。这些细胞一旦注射，就可以促进梗死部位血管密度的增加，改善心脏功能[18]。间接注射心脏源性祖细胞的EXO预刺激导致心脏功能增加和梗死面积减小，而直接注射，可增加血管密度，并改善心脏功能[19]。这些研究表明，改变供体细胞条件是改变EXO含量，增强其心血管保护能力的有效方法。此外，用来自其他多能干细胞的EXO预处理干细胞可以增强其治疗效果。
2.3   EXO装载药物和靶向标记
除了EXO的自然效应之外，研究者试图用其装载治疗药物以扩展其治疗潜力。目前，有三种主要策略可供选择：内源性加载、被动或主动外源封装。内源性加载计划通过转染或特异性处理，来修饰细胞，其中衍生的EXO将装载治疗的药物[20]。被动加载方法包括将EXO与沿浓度梯度扩散到其中的药物进行简单孵育[21]。相反，主动外源封装包括超声处理、挤压或电穿孔[22]等，增加EXO脂质双层的通透性，使药物进入其中。为了使得有治疗效果的EXO到达心脏，可以对 EXO进行表面修饰，如标记心脏归巢肽，这是一种针对梗死心脏的肽，这种标记后的 EXO注射到梗死大鼠的尾静脉后[23]，可以增加EXO心脏保留、诱导心肌细胞增殖、增加血管生成和减少心脏纤维化[23]。心脏靶向肽标记 EXO，可以使心脏源性祖细胞的EXO优先到达心脏细胞和组织中[24]。同样可以标记物修饰的还有缺血心肌靶向肽，可以让EXO靶向到达心脏的缺血区域。实验表明缺血心肌靶向肽修饰的EXO靶向缺血心肌显著增加，导致心功能明显改善[25]。
3   结论和展望
心脏细胞之间通过EXO进行细胞信号的交流，这对于维持心脏稳态至关重要。 EXO参与冠心病进展和恶化的很多过程，具有改善或加重心脏健康的能力[3-8]。由于这些原因，许多关于心血管疾病中EXO功能的研究在继续进行，希望利用它们开发许多心血管疾病的新疗法。 EXO对CHD的治疗，创造了巨大的前景。很明显，与细胞疗法相比，它们是有利的，特别是在这一领域，全细胞疗法似乎并不乐观。除了可以在治疗中利用的天然特性外，它们被证明适合于修饰，以便针对特定细胞靶向药物并用作生物标志物[6-8]。总之，本综述强调，在EXO治疗心血管疾病的真正时机到来之前，仍有许多工作要做；用于分离和纯化EXO的过程和方法仍然很昂贵，标准化和更经济的方法有待进一步开发。此外，它们易受内环境变化的影响，难以建立稳定、可靠和可重复的标准化的EXO。关于EXO动力学也没有详尽的研究，还有许多其他方面需要深入研究。它们在CHD中作为生物标志物的使用，可能是一个更接近的目标。
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