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【摘要】目的　探讨过表达ｍｉＲ４８６５ｐ小鼠骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣ）来源外泌体（Ｅｘｏ）对缺氧损伤心肌细胞的影响及机制。
方法　通过慢病毒转染来构建过表达 ｍｉＲ４８６５ｐ的小鼠 ＢＭＳＣ。提取转染成功的 ＢＭＳＣ所分泌的 Ｅｘｏ，包括空载体 ＢＭＳＣ分泌的
Ｅｘｏ（ＥｘｏＮＣ）、ｍｉＲ４８６５ｐ过表达ＢＭＳＣ分泌的Ｅｘｏ（ＥｘｏｍｉＲ４８６）及未处理ＢＭＳＣ分泌的Ｅｘｏ（ＥｘｏＣｏｎｔｒｏｌ）。取１２～１８ｄ胎鼠原代
心肌细胞，将其分为常氧培养组（Ｎｏｒｍｏｘｉａ组）、缺氧培养组（Ｈｙｐｏｘｉａ组）、Ｈｙｐｏｘｉａ＋ＥｘｏＮＣ组及 Ｈｙｐｏｘｉａ＋ＥｘｏｍｉＲ４８６组，并给予
不同时间的缺氧处理来模拟心肌细胞缺氧状态，检测细胞增殖状态、凋亡率，以及活性氧（ＲＯＳ）、核苷酸结合结构域富含亮氨酸重复
序列和含热蛋白结构域受体３（ＮＬＲＰ３）和裂解的胱天蛋白酶１（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１）的表达水平。结果　Ｈｙｐｏｘｉａ组心肌细胞增殖能
力低于Ｎｏｒｍｏｘｉａ组，而凋亡率及ＲＯＳ、ＮＬＲＰ３和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１的表达水平均高于Ｎｏｒｍｏｘｉａ组（Ｐ＜０．０５）；Ｈｙｐｏｘｉａ＋ＥｘｏＮＣ组心
肌细胞增殖能力高于Ｈｙｐｏｘｉａ组，凋亡率及ＲＯＳ、ＮＬＲＰ３和 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１的表达水平低于 Ｈｙｐｏｘｉａ组（Ｐ＜０．０５）；Ｈｙｐｏｘｉａ＋Ｅｘｏ
ｍｉＲ４８６组心肌细胞增殖能力高于Ｈｙｐｏｘｉａ＋ＥｘｏＮＣ组，凋亡率及ＲＯＳ、ＮＬＲＰ３和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１表达水平低于Ｈｙｐｏｘｉａ＋ＥｘｏＮＣ
组（Ｐ＜０．０５）。结论　来自ｍｉＲ４８６５ｐ过表达ＢＭＳＣ的Ｅｘｏ能减少缺氧导致的ＲＯＳ的产生及其引起的心肌细胞凋亡，并改善缺氧
引起的心肌细胞增殖缓慢的问题。
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　　冠状动脉性心脏病作为全球范围内高发病率和高
死亡率的主要疾病之一，迫切需创新的缺血后修复和再

生的治疗药物。近年来，骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＢＭＳＣ）迅速成为一种广
泛应用的实验模型，以ＢＭＳＣ为基础的治疗正在成为一
种修复缺血性心肌损伤的新方法［１］。尽管基于 ＢＭＳＣ
的研究已取得了一些进展，但该治疗方法尚无法使心脏

功能完全恢复到正常水平［２］。因此，进一步寻求提高

ＢＭＳＣ治疗效果的手段十分必要。ＢＭＳＣ参与缺血性心
脏修复的部分机制可能是旁分泌效应。最近的研究［３］

表明，ＢＭＳＣ可通过分泌外泌体（ｅｘｏｓｏｍｅ，Ｅｘｏ）在体内
和体外对心肌细胞产生抗凋亡作用，保护缺血缺氧诱发

的心脏损伤。其中，微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）在心
肌缺血性损伤中扮演着重要的调控作用［４８］。ｍｉＲ４８６５ｐ
是一种显著富集于ＢＭＳＣＥｘｏ中的ｍｉＲＮＡ分子，可通过
靶向调控血管生成、细胞的凋亡及炎症反应，从而对

心血管疾病发挥着重要调控作用［９］。然而，来自

ＢＭＳＣＥｘｏ的ｍｉＲ４８６５ｐ对心肌细胞的调控作用尚不
清楚。因此，本研究构建了ｍｉＲ４８６５ｐ慢病毒过表达
载体转染ＢＭＳＣ，收集其分泌的 Ｅｘｏ并与缺氧损伤的
原代心肌细胞共培养，以探讨 ｍｉＲ４８６５ｐ联合 ＢＭＳＣ
对缺血性心脏病的治疗作用。

１　材料与方法
１１　材料与试剂

ｍｉＲ４８６５ｐ过表达慢病毒及其空载慢病毒均购
自吉凯基因生物公司，ｍｉＲＮＡ引物由上海生工生物工
程公司合成。主要实验试剂和设备包括：ＴＲＩｚｏｌ试剂
盒（诺唯赞 Ｑ１１１０２／０３）、ＣＣＫ８试剂盒（碧云天
Ｃ００３７）、细胞凋亡试剂盒（索莱宝 ＣＡ１０３０２０Ｔ）、胎牛
血清（Ｇｉｂｃｏ１２４８４０２８）、胰蛋白酶（索莱宝 Ｔ１３５０）、
ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（索莱宝 ＰＣ００２０５０Ｔ）、
ＢＭＳＣ培养基 （ＳＴＥＭ ＣＥＬＬＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ０５５１４）、
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基 （ＧｉｂｃｏＡ４１９２００１）、互补 ＤＮＡ
（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙＤＮＡ，ｃＤＮＡ）合成试剂盒（诺唯赞
Ｒ３１２０１／０２）、无血清培养基（中乔新舟 ＺＱ１３２０）、
βａｃｔｉｎ一抗（碧云天 ＡＦ５００３）、核苷酸结合结构域富
含亮氨酸重复序列和含热蛋白结构域受体 ３
（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎｌｅｕｃｉｎｅｒｉｃｈｒｅｐｅａｔａｎｄｐｙｒｉｎ
ｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｒｅｃｅｐｔｏｒ３，ＮＬＲＰ３）一抗（碧云天
ＡＦ２１５５）、裂解的胱天蛋白酶１（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１）一
抗（碧云天 ＡＦ１６８１），以及荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ）。
１２　实验动物

选取８周龄无特定病原体级成年雄性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小
鼠１０只，雌性Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ孕鼠（孕１２～１８ｄ）３只，体重

（２０±３）ｇ。小鼠均购于北京维通利华实验动物中心，
分笼饲养于郑州大学实验动物中心，并经郑州大学动

物伦理委员会审批通过（ＺＺＵＬＡＣ２０２００８２８［０６］）。
１３　ＢＭＳＣ的分离培养与鉴定

无菌条件下脱颈处死小鼠，分离后肢皮肤肌肉，

取出股骨。剔除股骨附着肌肉及筋膜，剪去两端干骺

端，开放骨髓腔。２００μＬ枪头剪短后置于１．５ｍＬ的
ＥＰ管内，股骨放入枪头内，８００×ｇ离心５ｍｉｎ，得骨髓
细胞沉淀。用含有１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养
基重悬细胞沉淀，合适浓度种入六孔板内，放入培养

箱内进行培养。细胞融合至８０％以上进行传代，传代
３次后的细胞用作转染实验。流式细胞术检测第３代
ＢＭＳＣ细胞表面标志物（ＣＤ２９、ＣＤ４４、ＣＤ１０５和Ｓｃａ１）
的表达。而后参照已发表的研究方法［１０］，完成小鼠

ＢＭＳＣ成脂、成骨和成软骨三系分化的检测。
１４　慢病毒载体的构建

将构建成功的 ｍｉＲ４８６５ｐ基因插入慢病毒包裹
质粒 ＧＶ４９２中，元件顺序为 ＵｂｉＭＣＳ３ＦＬＡＧＣＢｈ
ｇｃＧＦＰＩＲＥＳｐｕｒｏｍｙｃｉｎ，克隆位点为 ＢａｍＨＩ／Ａｇｅｌ，对照
编号为ＣＯＮ３３５，病毒保存于－８０℃冰箱。
１５　慢病毒转染ＢＭＳＣ

取生长状态良好的ＢＭＳＣ进行慢病毒转染。细胞
分为未转染慢病毒的空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）、转染慢
病毒空载体组（ＮＣ组）和转染过表达ｍｉＲ４８６５ｐ的慢
病毒组（ｍｉＲ４８６５ｐ组）。在慢病毒转染 ＢＭＳＣ１６ｈ
后，更换正常培养基继续培养，至７２ｈ后，荧光显微镜
观察荧光表达情况。转染成功后用嘌呤霉素筛选稳

定表达的细胞株。

１６　Ｅｘｏ分离鉴定
对稳定表达细胞株进行扩大培养，待细胞密度达

８０％以上时，更换为无血清培养基，培养２４ｈ后搜集上
清液用于Ｅｘｏ分离。采用常规超高速离心法分离Ｅｘｏ：
首先２０００×ｇ１０ｍｉｎ离心２次去除死细胞和细胞碎片，
然后１００００×ｇ离心１０ｍｉｎ去除细胞器，１０００００×ｇ
离心６０ｍｉｎ得到 Ｅｘｏ。根据不同的细胞来源，Ｅｘｏ分
为空载体 ＢＭＳＣ分泌的 Ｅｘｏ（ＥｘｏＮＣ）、ｍｉＲ４８６５ｐ
过表达 ＢＭＳＣ分泌的 Ｅｘｏ（ＥｘｏｍｉＲ４８６）及未处理
ＢＭＳＣ分泌的 Ｅｘｏ（ＥｘｏＣｏｎｔｒｏｌ）。采用 ＢＣＡ蛋白浓
度测定试剂盒测定 Ｅｘｏ蛋白浓度，透射电镜来观察
Ｅｘｏ的形态，纳米颗粒跟踪分析技术检测 Ｅｘｏ粒径。
１７　实时荧光定量逆转录聚合酶链反应检测 Ｅｘｏ中
ｍｉＲ４８６５ｐ的表达水平
　　使用ＴＲＩｚｏｌ试剂并按照说明书提取各组ＢＭＳＣ所
释放Ｅｘｏ的总 ＲＮＡ，并将总 ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ，并
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以ｃＤＮＡ为模版进行实时荧光定量逆转录聚合酶链反
应扩增。以 Ｕ６作为内参，通过相对标准曲线法
（２－ΔΔＣｔ）来计算相对表达量。引物序列ｍｉＲ４８６５ｐ正
向引物 ５’ＧＣＧＣＧＣＣＧＡＣＧＡＧＣＧＣ３’，反向引物 ５’
ＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴ３’，Ｕ６正向引物５’ＣＴ
ＣＧＣＴＴＧＧＣＡＣＡ３’，反向引物 ５’ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡ
ＴＴＴＧＣＧＴ３’。
１８　心肌细胞分离与培养

从妊娠１２～１８ｄＣ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠胚胎中取２０～３０
颗胎鼠心脏，并用０．０６％胰蛋白酶进行消化，加入相同
体积培养基终止消化。消化后心脏匀浆通过１００μｍ
的细胞滤网进行过滤。将过滤所得的液体放入离心机

中，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，离心完成后用 ＤＭＥＭ培养
基进行重悬，接种于细胞培养皿内，放入３７℃培养箱
中孵育。３０ｍｉｎ后成纤维细胞贴壁生长，而心肌细胞
不贴壁，吸出尚未贴壁细胞悬液并重新铺板。将合适

浓度心肌细胞接种入 ２４孔板中，处理组使用含有
４００μｇ／ｍＬＥｘｏ的培养基进行培养，２４ｈ后细胞贴壁
密度达到６０％，置于缺氧小室内通气（９５％Ｎ２＋５％
ＣＯ２）。
１９　心肌细胞实验分组

对不同处理心肌细胞进行分组，包括常氧培养组

（Ｎｏｒｍｏｘｉａ组）、缺氧培养组（Ｈｙｐｏｘｉａ组）、缺氧＋空载
体ＢＭＳＣ分泌的Ｅｘｏ组（Ｈｙｐｏｘｉａ＋ＥｘｏＮＣ组）及缺氧
＋ｍｉＲ４８６５ｐ过表达ＢＭＳＣ分泌的Ｅｘｏ组（Ｈｙｐｏｘｉａ＋
ＥｘｏｍｉＲ４８６组）。
１１０　ＣＣＫ８与Ｋｉ６７染色检测细胞增殖

将２×１０３个／孔接种在９６孔板的心肌细胞分组后
培养箱培养２４ｈ，分别在不同时间点（０、２４、４８和７２ｈ）
向不同组别的心肌细胞中加入１００μＬＣＣＫ８溶液处理
２ｈ，并使用酶标仪在４５０ｎｍ波长处测量吸光度。将
培养至合适密度的心肌细胞用 ４％多聚甲醛进行固
定，１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００行细胞膜渗透，１×磷酸盐缓冲液
（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）洗涤 ３次，每次
５ｍｉｎ，用含５％的牛血清白蛋白溶液室温下封闭
３０ｍｉｎ，Ｋｉ６７抗体孵育，４℃过夜。ＰＢＳ洗涤以除去未
结合抗体。加入免疫荧光二抗，３７℃孵育２ｈ，ＰＢＳ冲
洗，细胞核染色剂进行核染色，最后荧光显微镜进行

观察。

１１１　流式细胞术检测心肌细胞凋亡
取不同组别的心肌细胞用胰酶消化处理后，收集

细胞沉淀并用ＰＢＳ洗涤，１９０μＬ细胞悬液中加入５μＬ
异硫氰酸荧光素标记的膜联蛋白 Ｖ，在异硫氰酸荧光
素标记的膜联蛋白Ｖ结合缓冲液中重悬，细胞悬液中

加入５μＬ碘化丙啶溶液。将细胞在室温下避光孵育
１５ｍｉｎ，然后使用流式细胞仪分析细胞凋亡率。
１１２　活性氧检测

使用无血清培养基稀释２’，７’二氯二氢荧光素
二乙酸酯 （２’，７’ｄｉｃｈｌｏｒｏｄｉｈｙｄｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ，
ＤＣＦＨＤＡ），使最终浓度为 １０μｍｏｌ／Ｌ。将稀释好的
ＤＣＦＨＤＡ加入培养皿中，３７℃细胞培养箱内孵育
３０ｍｉｎ。孵育完成后 ＰＢＳ进行洗涤，然后用细胞核染
色剂染色细胞核，荧光显微镜进行观察。

１１３　蛋白表达量的检测
取各组心肌细胞，使用组织蛋白裂解液进行细胞

裂解，并提取细胞总蛋白，用 ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂
盒检测蛋白浓度。采用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺
凝胶电泳使不同分子量的蛋白质分离。分离完成后

进行转膜，脱脂奶粉封闭、而后进行 βａｃｔｉｎ、ＮＬＲＰ３和
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１一抗４℃孵育过夜。一抗孵育完成，
二抗孵育１ｈ。最后使用凝胶成像系统进行拍照，对蛋
白质表达水平进行定量分析。

１１４　统计学方法
所有数据采用ＳＰＳＳ２４．０统计软件包进行统计学

分析，均进行正态性检验和方差齐性检验，各组间总的

趋势比较采用单因素方差分析，两两比较采用ＬＳＤｔ检
验法，以珋ｘ±ｓ表示。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　ＢＭＳＣ的分离与鉴定

倒置显微镜观察 ＢＭＳＣ形态发现，ＢＭＳＣ贴壁生
长，细胞大小均匀，呈鱼群状生长（图１Ａ）。流式细胞
术检测结果表明，几乎所有的细胞均表达 ＣＤ２９、
ＣＤ４４、ＣＤ１０５和 Ｓｃａ１，但几乎没有细胞表达 ＣＤ３４、
ＣＤ４５和ＣＤ１１ｂ（图 １Ｂ）。多向分化结果表明，ＢＭＳＣ
具有成骨、成脂和成软骨的分化能力（图１Ｃ）。
２２　ｍｉＲ４８６５ｐ过表达慢病毒转染效率验证

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＮＣ组和 ｍｉＲ４８６５ｐ组出现明
显绿色荧光，表明转染成功（图２）。
２３　ＢＭＳＣ上清液Ｅｘｏ鉴定

从ＢＭＳＣ培养的上清液中分离Ｅｘｏ，并通过透射电
镜观察到，Ｅｘｏ以圆形颗粒的形式均匀地分布于视野
中，并呈双层囊泡结构，见图３Ａ。纳米颗粒跟踪分析了
Ｅｘｏ的直径大小为５０～１００ｎｍ，符合Ｅｘｏ特征，表明上
清液Ｅｘｏ提取成功，见图３Ｂ。通过实时荧光定量逆转
录聚合酶链反应来验证 Ｅｘｏ内 ｍｉＲ４８６５ｐ表达情况，
结果发现，与 ＥｘｏＣｏｎｔｒｏｌ和 ＥｘｏＮＣ组相比，ＥｘｏｍｉＲ
４８６５ｐ组中ｍｉＲ４８６５ｐ表达显著升高（Ｐ＜０．０５），表明
ｍｉＲ４８６５ｐ过表达模型构建成功，见图３Ｃ。
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　　　　　　 注：Ａ为ＢＭＳＣ的形态学特征；Ｂ为ＢＭＳＣ的表面标志物鉴定结果；Ｃ为ＢＭＳＣ的多向分化能力检测。
图１　ＢＭＳＣ的分离与鉴定

　　　　　　　　注：Ａ为光学显微镜图；Ｂ为荧光显微镜图。
图２　慢病毒转染ＢＭＳＣ荧光结果图

２４　ｍｉＲ４８６５ｐ过表达促进缺氧处理后心肌细胞的
增殖

　　与 Ｎｏｒｍｏｘｉａ组相比，缺氧 ２４、４８和 ７２ｈ后，
Ｈｙｐｏｘｉａ组心肌细胞增殖活性均显著下降（Ｐ＜０．０５）；
与Ｈｙｐｏｘｉａ＋ＥｘｏＮＣ组相比，缺氧２４、４８和７２ｈ后，

Ｈｙｐｏｘｉａ＋ＥｘｏｍｉＲ４８６组心肌细胞增殖活性均明显升
高（Ｐ＜０．０５），见表１。通过对缺氧２４ｈ心肌细胞进行
Ｋｉ６７荧光染色同样验证了与其他组相比，过表达
ｍｉＲＮＡ４８６５ｐ的ＢＭＳＣ所分泌的Ｅｘｏ能更有效地促进
缺氧状态下心肌细胞的增殖（Ｐ＜０．０５），见表２。
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　　注：Ａ为使用透射电子显微镜从ＢＭＳＣ培养上清液分离的 Ｅｘｏ图像；Ｂ为通过纳米测量仪分析 Ｅｘｏ的尺寸大小；
Ｃ为采用实时荧光定量逆转录聚合酶链反应检测来自不同组别 ＢＭＳＣＥｘｏ中 ｍｉＲ４８６５ｐ的相对表达量。ａ表示与
ＥｘｏｍｉＲ４８６５ｐ组相比，Ｐ＜０．０５；ｂ表示与ＥｘｏｍｉＲ４８６５ｐ组相比，Ｐ＜０．０５。

图３　ＢＭＳＣＥｘｏ的鉴定

表１　不同缺氧时间下不同组别心肌细胞活力比较（珔ｘ±ｓ）

组别 ０ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

Ｎｏｒｍｏｘｉａ １０１．３４±４．３０ １６５．１６±１２．８２ ３５５．０６±１１．５５ ７１１．５０±１０．９０

Ｈｙｐｏｘｉａ ９９．３２±０．６９ １２４．６９±１４．１２ａ ２４０．０８±１４．９６ａ ３９７．００±１８．５７ａ

Ｈｙｐｏｘｉａ＋ＥｘｏＮＣ ９９．９２±０．３２ １３３．８２±４．５９ ２５３．８７±１．２１ｂ ５２２．１７±１．０４ｂ

Ｈｙｐｏｘｉａ＋ＥｘｏｍｉＲ４８６ １００．４８±０．９３ １５１．８０±３３．３４ ３０９．８２±２４．３８ｂ ６０２．５２±４６．３６ｂｃ

　　注：ａ表示与Ｎｏｒｍｏｘｉａ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ表示与Ｈｙｐｏｘｉａ组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ表示与Ｈｙｐｏｘｉａ＋ＥｘｏＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５。

表２　不同组别心肌细胞Ｋｉ６７阳性细胞占比、细胞凋亡率及细胞ＲＯＳ表达量比较（珔ｘ±ｓ）

组别 Ｋｉ６７阳性细胞占比／％ 细胞凋亡率／％ ＲＯＳ表达量

Ｎｏｒｍｏｘｉａ ０．６４±０．０６ ６．１０±０．３７ １０２．８７±１５．５９

Ｈｙｐｏｘｉａ ０．３８±０．０５ａ ９．４７±０．６１ａ ２２４．３７±２４．６３ａ

Ｈｙｐｏｘｉａ＋ＥｘｏＮＣ ０．４８±０．０５ｂ ８．０５±０．３３ｂ １６０．９３±９．９３ｂ

Ｈｙｐｏｘｉａ＋ＥｘｏｍｉＲ４８６ ０．５７±０．０４ｂｃ ６．２７±０．２３ｂｃ １２８．９５±３３．３４ｂｃ

　　注：ａ表示与Ｎｏｒｍｏｘｉａ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ表示与Ｈｙｐｏｘｉａ组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ表示与Ｈｙｐｏｘｉａ＋ＥｘｏＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５。ＲＯＳ，活性氧。

２５　ｍｉＲ４８６５ｐ过表达减少缺氧处理后心肌细胞活
性氧的产生及细胞的凋亡

　　与Ｎｏｒｍｏｘｉａ组相比，Ｈｙｐｏｘｉａ组心肌细胞活性氧
（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的表达量及细胞的凋亡
率显著增加（Ｐ＜０．０５），而 Ｅｘｏ可显著减少细胞 ＲＯＳ
的产生及细胞的凋亡，而与Ｈｙｐｏｘｉａ＋ＥｘｏＮＣ组比较，
Ｈｙｐｏｘｉａ＋ＥｘｏｍｉＲ４８６组效果更佳（Ｐ＜０．０５），见
表２。

２６　ｍｉＲ４８６５ｐ过表达对缺氧心肌细胞中 ＮＬＲＰ３／
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１通路的影响
　　与 Ｎｏｒｍｏｘｉａ组相比，Ｈｙｐｏｘｉａ组心肌细胞 ＮＬＲＰ３
和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１的表达水平显著增高（Ｐ＜０．０５）；
与 Ｈｙｐｏｘｉａ组相比，Ｈｙｐｏｘｉａ＋ＥｘｏＮＣ组心肌细胞
ＮＬＲＰ３和 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１的表达水平降低（Ｐ＜
００５）；与 Ｈｙｐｏｘｉａ＋ＥｘｏＮＣ组比较，Ｈｙｐｏｘｉａ＋Ｅｘｏ
ｍｉＲ４８６组心肌细胞 ＮＬＲＰ３和 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１的表
达水平降低（Ｐ＜０．０５）。见图４。

　　注：Ａ为蛋白质印迹法检测心肌细胞中ＮＬＲＰ３和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１蛋白；Ｂ为ＮＬＲＰ３和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１
蛋白的表达水平。ａ表示与Ｎｏｒｍｏｘｉａ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ表示与Ｈｙｐｏｘｉａ组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ表示与Ｈｙｐｏｘｉａ＋
ＥｘｏＮＣ组比较，Ｐ＜０．０５。

图４　不同心肌细胞组别中ＮＬＲＰ３和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１的表达水平
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３　讨论
冠状动脉性心脏病是全球范围内最常见的疾病

之一，也是导致死亡的主要原因之一［１１］。冠状动脉供

血不足会导致心肌缺氧，进而引发一系列的病理生理

改变，最终可能导致心肌细胞死亡，严重影响心脏功

能。目前，临床上常用的治疗手段包括药物治疗、冠

状动脉介入治疗等。然而以上方案仅起到延缓心力

衰竭的作用，并不能从根本上防治心力衰竭的发生和

发展。因此，寻找一种更有效的治疗方法来保护缺血

心肌细胞、改善其不良预后具有重要的临床意义。

ＢＭＳＣ是一种起源于骨髓的成体干细胞，因其具有
自我更新能力及多向分化的潜能，成为干细胞治疗心肌

损伤的最佳“种子细胞”。近年来的研究［１２１４］表明，

ＢＭＳＣ所释放的Ｅｘｏ对多种疾病具有保护作用，包括缺氧
缺血性脑病、肿瘤性疾病、顺铂诱导的耳毒性及慢性肾脏

病的血管钙化等。在冠状动脉性心脏病中，ＢＭＳＣＥｘｏ
在诱导心肌细胞增殖、增强毛细血管密度、抑制心肌纤维

化等方面表现出色［１５］。在 Ｅｘｏ所包含的多种分子中，
ｍｉＲＮＡ因其对体内的细胞生物学过程具有广泛的调节作
用而备受关注［１６］。作为细胞通信的中介分子，Ｅｘｏ来源
的ｍｉＲＮＡ可降低心肌缺血再灌注损伤程度，改善心力衰
竭后的心脏功能，并调节心肌梗死后的炎症反应，从而发

挥其心脏保护作用［１７］。

ｍｉＲ４８６５ｐ被认为是在细胞存活中扮演重要角
色的ｍｉＲＮＡ。研究［９］表明，含有ｍｉＲ４８６５ｐ的Ｅｘｏ可
促进小鼠心肌梗死后血管的形成。此外，ｍｉＲ４８６５ｐ
还可通过ｐ５３介导的Ｂｃｌ２相关线粒体凋亡通路来调
控心肌细胞凋亡［１８］。这一发现提供了 ｍｉＲ４８６５ｐ作
为潜在心脏疾病治疗靶点的新线索，也为深入研究

ｍｉＲ４８６５ｐ在心脏健康和疾病中的作用机制提供了
重要的启示。在本研究中，通过慢病毒转染构建

ｍｉＲ４８６５ｐ过表达的ＢＭＳＣ，提取分泌的Ｅｘｏ来验证缺
氧条件下不同来源Ｅｘｏ对损伤心肌的修复作用。

在缺氧条件下，心肌细胞内能量代谢紊乱、线粒

体功能受损、ＡＴＰ合成减少，导致细胞增殖所需的能
量供应不足。此外，缺氧会导致细胞核 ＤＮＡ损伤，影
响细胞ＤＮＡ合成和修复，细胞周期调控受阻，特别是
在Ｇ１／Ｓ和 Ｇ２／Ｍ期的转变受到影响，从而影响细胞
的增殖［１９］。本研究同样证实了在缺氧条件下，心肌细

胞的增殖受到了显著的抑制，而 Ｅｘｏ的治疗可显著改
善这一现象，尤其是ＥｘｏｍｉＲ４８６效果更为显著。

缺氧状态下细胞内氧化应激反应增加，大量的自

由基和氧化物质的堆积将显著影响细胞正常功能，细

胞内一系列信号通路会被激活，包括线粒体途径、细

胞凋亡受体途径和内质网应激等。这些信号通路会

引发一系列凋亡相关蛋白的表达和活化，并最终导致

细胞凋亡与坏死［２０］。其中，ＲＯＳ已被确定为心脏疾病
中重要的ＮＬＲＰ３炎性小体激活剂，ＲＯＳ过量产生可在
心脏毒性中通过 ＮＬＲＰ３炎性小体引起大量心肌细胞
凋亡［２１２２］。本研究结果显示，在缺氧条件下心肌细胞

ＲＯＳ水平增加，这与先前的研究［２３］结果相一致。

ＮＬＲＰ３炎症小体是由固有免疫受体蛋白 ＮＬＲＰ３、
衔接蛋白和炎症蛋白酶 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１组成的胞质
多蛋白复合体，能对微生物感染、内源性危险信号和

环境刺激做出反应［２４２５］。既往与 ＮＬＲＰ３炎症小体相
关的研究主要集中在免疫反应，近年来，越来越多的

证据发现ＮＬＲＰ３炎症小体在心血管疾病中发挥关键
作用［２６］。研究［２７２８］表明，ＮＬＲＰ３炎症小体在心脏缺
血再灌注损伤、心肌梗死和动脉粥样硬化的病理过程

中发挥重要作用。异丙酚可通过 ＰＰＡＲγ／ＨＭＧＢ１／
ＮＬＲＰ３轴抑制炎症和凋亡，改善内毒素诱导的心肌细
胞损伤［２９］。糖原合成酶激酶３β可介导 ＮＬＲＰ３炎症
小体激活，导致大鼠心肌细胞和成纤维细胞发生凋

亡［３０］。这些研究都表明 ＮＬＲＰ３／ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１通
路在心肌细胞的凋亡中具有重要的作用。在本研究

中，通过蛋白质印迹法检测各组心肌细胞中ＮＬＲＰ３和
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１的表达量，流式细胞仪观察心肌细胞
的凋亡。结果表明，ＥｘｏｍｉＲ４８６干预可显著减少缺
氧心肌细胞中 ＮＬＲＰ３和 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１的表达，这
与其可减少心肌细胞中的ＲＯＳ相对应，并可能通过该
途径减少心肌细胞的凋亡。

综上所述，过表达ｍｉＲ４８６５ｐ的 ＢＭＳＣ所释放的
Ｅｘｏ可促进心肌细胞的增殖，并抑制心肌细胞 ＲＯＳ的
产生，其中 ＮＬＲＰ３／ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ１通路在心肌细胞
生理和病理过程中起着重要调节作用。
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本刊增加论著栏目的启事

本刊２０１９年起新增论著栏目，论著投稿注意事项如下。
１．论著文章６０００字以内（包括摘要、图表及参考文献）；论著采用结构式摘要（含目的、方法、结果和结论），

摘要篇幅以２００～４００个汉字符为宜，并有完整的英文（含文题、作者、单位、摘要和关键词）；关键词以３～８个为
宜；论著引用参考文献要求达到２０条以上。
２．论文如属国家自然科学基金项目或省、部级以上重点攻关课题，其他科研基金资助的项目，请在文稿首页

脚注“【基金项目】ｘｘｘ科研资助项目（编号）”，如获专利请注明专利号。本刊对重大研究成果、国家自然科学基
金、卫生部科研基金、省科技厅项目，将优先发表。

３．本刊已全部实行网上投稿，请通过《心血管病学进展》杂志的稿件远程处理系统投稿（登录 ｈｔｔｐ：／／
ｘｘｇｂｘｚｚ．ｐａｐｅｒｏｐｅｎ．ｃｏｍ后，点击“作者投稿”，在“作者投稿管理平台”中投稿）。网上投稿成功后还需报送以下材
料：（１）稿件处理费５０元（可通过手机银行转账）。（２）论文投送介绍信和著作权授权书（可发电子版）：来稿需
经作者单位审核，应注明对稿件的审评意见、无一稿多投等学术不端行为以及其他与国家有关法律法规相违背

的问题，并加盖公章。如涉及保密问题，需附有关部门审查同意发表的证明。（３）若此项研究为基金项目者，需
附基金批文复印件（可发电子版）。
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