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　　［摘要］　目的　探讨缺氧预处理骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）
来源的外泌体（ｅｘｏｓｏｍｅｓ）调控心肌微血管内皮细胞（ｃａｒｄｉａｃｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＣＭＶＥＣｓ）增
殖的机制。方法　采用酶消化法联合差速贴壁法培养大鼠 ＣＭＶＥＣｓ，超高速离心法提取常氧及缺氧预
处理的ＢＭＳＣｓｅｘｏｓｏｍｅｓ，免疫荧光检测 ＣＭＶＥＣｓ内化 ｅｘｏｓｏｍｅｓ情况。实验分为４组（ｎ＝３）：①正常对
照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ），②去除 ｅｘｏｓｏｍｅｓ后的 ＢＭＳＣｓ条件培养基的空白对照组（ＦｒｅｅＥｘｏｓ），③常氧外泌体组
（ＮｏｒＥｘｏｓ），④缺氧外泌体组（ＨｙｐｏｘｉａＥｘｏｓ，外泌体浓度为４００μｇ／μＬ，与ＣＭＶＥＣｓ共培养２４ｈ）。采用
Ｅｄｕ法及流式细胞术细胞周期法检测细胞增殖能力，ｑＲＴＰＣＲ检测ｅｘｏｓｏｍｅｓ和ＣＭＶＥＣｓ各组中ｍｉＲ２１４
表达变化。抑制ｅｘｏｓｏｍｅｓ中ｍｉＲ２１４后，ｑＲＴＰＣＲ检测ｅｘｏｓｏｍｅｓ及ＣＭＶＥＣｓ中ｍｉＲ２１４的表达变化，并
观察细胞增殖情况。结果　经透射电镜及免疫印迹法验证提取的囊泡状物质为外泌体，并通过免疫荧
光分析发现ＤｉＩ标记的ｅｘｏｓｏｍｅｓ可被ＣＭＶＥＣｓ内化；Ｅｄｕ及细胞周期结果显示，ＨｙｐｏｘｉａＥｘｏｓ组较 Ｎｏｒ
Ｅｘｏｓ组具有更强的促ＣＭＶＥＣｓ增殖能力（Ｐ＜０．０５）。ｑＲＴＰＣＲ结果显示，与 ＮｏｒＥｘｏｓ组比较，Ｈｙｐｏｘｉｃ
Ｅｘｏｓ组中ｍｉＲ２１４表达显著升高（Ｐ＜０．０５）。下调ＨｙｐｏｘｉａＥｘｏｓ中的 ｍｉＲ２１４表达后，Ｅｄｕ及细胞周期
结果显示ＨｙｐｏｘｉａＥｘｏｓ组的促进细胞增殖能力被部分阻断（Ｐ＜０．０５）。结论　 缺氧预处理骨髓间充质
干细胞源ｅｘｏｓｏｍｅｓ可能通过传递ｍｉＲ２１４促进ＣＭＶＥＣｓ增殖效应。
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　　心肌梗死后，有效的血管网络重建和功能性心肌
细胞存活二者在恢复心功能上相辅相佐，缺一不

可［１］。因此，心肌缺血后若能建立有效的微循环系统

对保护心脏功能、改善远期预后起着举足轻重的作用。

心肌微血管内皮细胞（ｃａｒｄｉａｃｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ，ＣＭＶＥＣｓ）是冠状动脉微血管衍生而来的特殊细
胞类型，与大血管内皮细胞相比，其具有快速扩张和促

进血管生成的能力［２－３］。因此，心肌梗死后新生血管

的形成离不开心肌微血管内皮细胞的增殖和迁移。外

泌体（ｅｘｏｓｏｍｅｓ）作为细胞旁分泌效应的主要产物，因
其生物安全性及有效性而被广泛用于预处理细胞，促

进细胞增殖、分化及存活等研究。然而，骨髓间充质干

细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）来
源的 ｅｘｏｓｏｍｅｓ是否具有促进心肌微血管内皮细胞增
殖及机制仍不清楚。

　　外泌体是细胞在不同应激状态下所释放出的直径
介于３０～１００ｎｍ的双凹圆盘状囊泡样小体［４－５］。主要

通过所携带的与供体细胞来源密切相关的遗传信息如

ｍｉｃｒｏＲＮＡ、蛋白质及ｍＲＮＡ等发挥生物学作用。目前
已有大量研究报道骨髓间充质干细胞源外泌体

（ＢＭＳＣｅｘｏｓｏｍｅｓ）参与调控包括血管内皮细胞、多发
性骨髓瘤细胞及成纤维细胞增殖［６－７］。然而，不同细

胞来源及不同的应激环境下分泌的 ｅｘｏｓｏｍｅｓ所携带
的遗传信息有所不同，所产生的生物学效应也存在差

异［８］。目前，微小核糖核酸（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）已被
证明是ｅｘｏｓｏｍｅｓ发挥功能作用的重要物质，更重要的
是，ＧＲＡＹ等［９］报道，与常氧来源的干细胞 ｅｘｏｓｏｍｅｓ
相比，缺氧预处理的细胞源 ｅｘｏｓｏｍｅｓ具有更显著的组
织修复能力，并验证了该作用可能与缺氧环境改变

ｅｘｏｓｏｍｅｓ中ｍｉＲＮＡ水平有关，后者经ｅｘｏｓｏｍｅｓ传递至
靶细胞发挥作用。

　　经检索 Ｅｘｏｃａｒｔａ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｅｘｏｃａｒｔａ．ｏｒｇ／
ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）发现骨髓细胞系所分泌的ｅｘｏｓｏｍｅｓ中富含
ｍｉＲＮＡ２１４。我们前期研究发现，缺氧预处理ＢＭＳＣｓ源
ｅｘｏｓｏｍｅｓ高表达 ｍｉＲ２１４，并具有抗细胞氧化应激效
应［１０］，但其是否对心肌微血管内皮细胞增殖产生影

响，目前尚不清楚。因此，本研究拟通过分离提取常氧及

缺氧预处理的ＢＭＳＣｓ源 ｅｘｏｓｏｍｅｓ，将其与 ＣＭＶＥＣｓ共
培养，观察不同处理的 ｅｘｏｓｏｍｅｓ后 ＣＭＶＥＣｓ细胞增殖
作用及ｍｉＲ２１４表达变化，验证ＢＭＳＣｓ源ｅｘｏｓｏｍｅｓ传
递ｍｉＲ２１４对ＣＭＶＥＣｓ细胞增殖作用。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　清洁级 ２～３周龄 ＳＤ大鼠３０只，雌雄不拘，体质
量４０～５０ｇ［陆军军医大学动物实验中心，许可证号：
ＳＣＸＫ（渝）２００７０００５］；ＥＢＭ２培养液购自 ＨｙＣｌｏｎｅ
公司；胎牛血清购自赛默飞世尔生物化学制品有限公

司；ＬＤＭＥＭ培养液、胰蛋白酶购自 Ｇｉｂｃｏ公司；Ⅱ型
胶原酶购自 Ｓｉｇｍａ公司；双抗购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；Ｅｄｕ
试剂盒购自广州锐博生物有限公司；细胞周期试剂盒

购自上海索莱宝生物科技有限公司。

１．２　大鼠ＢＭＳＣｓ分离、培养及缺氧预处理
　　颈椎脱臼法处死大鼠，于７５％酒精中浸泡１０ｍｉｎ；
无菌条件下取双下肢骨骼至含４％双抗的无菌培养皿
内，分离去除软组织及肌肉，剪去骨两端，充分暴露骨

髓腔，用５ｍＬ无菌注射器抽吸 ＬＤＭＥＭ培养基反复
冲洗骨髓腔获取骨髓细胞，收集于５０ｍＬ无菌离心管
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中，８００×ｇ离心５ｍｉｎ，去上清后用ＬＤＭＥＭ完全培养
基重悬，分装于培养瓶，３７℃、５％ＣＯ２孵箱培养，待细
胞融合达９０％左右，进行传代培养。细胞传代后，３ｄ
换液１次，反复传代扩增，最终取 Ｐ３～Ｐ５ＢＭＳＣｓ用于
后续实验。ＭＳＣｓ按既往摸索的缺氧条件预处理［１０］，

即予以含９４％Ｎ２、１％Ｏ２、５％ＣＯ２的条件培养细胞２４ｈ
作为缺氧预处理条件。

１．３　大鼠ＣＭＶＥＣｓ的培养
　　ＳＤ大鼠肝素化后行颈椎脱臼法处死，无菌条件下
取出心脏，分离心室并将其剪成约１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ
组织碎块；随后加入５ｍＬ０．１％Ⅱ胶原酶，３７℃恒温下
磁力搅拌器搅拌消化１０ｍｉｎ，终止消化后静置，并收集
细胞悬液备用。再次向沉淀内加入５ｍＬ０．１％Ⅱ胶原
酶，重复操作，待大部分组织块变成白色后，８００×ｇ离心
５ｍｉｎ，收集细胞悬液并用２００目细胞筛网过滤，８００×ｇ
离心５ｍｉｎ，弃上清，细胞沉淀用含体积分数为１０％胎
牛血清的 ＥＢＭ２完全培养基重悬，分装于培养瓶中，
置于３７℃培养箱中培养。６０ｍｉｎ差速贴壁后（心肌成
纤维细胞最先贴壁），将未贴壁的细胞悬液（含有心肌细

胞及心肌微血管内皮细胞）收集到离心管中，８００×ｇ离
心５ｍｉｎ，弃上清，加入含１０％胎牛血清的ＥＢＭ２完全
培养基重悬细胞，接种于事先包被纤连蛋白的培养瓶

内，３７℃培养箱继续培养。观察细胞贴壁情况，进行
换液，待细胞融合至８０％～９０％，可行ＣＭＶＥＣｓ的传代
培养，并进行后续实验。

１．４　骨髓间充质干细胞ｅｘｏｓｏｍｅｓ分离提取
　　采用差速超速离心法（４℃，１０００００×ｇ，１０ｈ）制
备不含外泌体的胎牛血清（ＥｘｏｓｏｍｅｓＦｒｅｅＦＢＳ）；取常
氧或缺氧预处理的生长良好的Ｐ３～Ｐ５代ＢＭＳＣｓ，弃尽
培养基，ＰＢＳ洗２次；换１５％不含外泌体的胎牛血清配
置ＬＤＭＥＭ培养基，孵箱中继续培养 ４８ｈ（缺氧组按
上述缺氧条件处理２４ｈ），随后收集ＢＭＳＣｓ培养基上清
液，经两次离心（４℃，５００×ｇ，５ｍｉｎ及４℃，２０００×ｇ，
２０ｍｉｎ）去除死细胞及细胞碎片、保留上清液，０．２２μｍ
滤器过滤上清液进一步去除死细胞及细胞碎片。将过

滤后的上清液转移至超速离心管中，加满、勿留气泡；

第１次超速离心（４℃，１０００００×ｇ，２ｈ）、弃尽上清液；
１０ｍＬＰＢＳ反复冲洗全管内壁；将重悬的 ｅｘｏｓｏｍｅｓ悬
液转移至新的超速离心管中；第２次超速离心（４℃，
１０００００×ｇ，７０ｍｉｎ），弃尽上清液；沉淀为所提取的
ｅｘｏｓｏｍｅｓ，予以１００μＬＰＢＳ反复冲洗全管内壁，置于
－８０℃低温冰箱保存备用。
１．５　骨髓间充质干细胞ｅｘｏｓｏｍｅｓ鉴定
　　透射电镜检测 ｅｘｏｓｏｍｅｓ形态：取 ５０μＬｅｘｏｓｏｍｅｓ

悬液，２．５％戊二醛固定于 １００目碳膜铜网置于滤纸
上，将２０μＬ已固定的 ｅｘｏｓｏｍｅｓ悬液滴于碳膜铜网
上，室温静置 ２ｍｉｎ，再使用红外灯烘干。随后滴加
１滴１％磷钨酸钠溶液（ｐＨ＝６．８）染色，室温静置
２ｍｉｎ，红外灯烘干；透射电镜下观察ｅｘｏｓｏｍｅｓ的形态。
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｅｘｏｓｏｍｅｓ标记物 ＣＤ６３、ＣＤ９、
Ａｌｉｘ：取各组细胞蛋白并测定浓度（按 ＢＣＡ蛋白定量
试剂盒说明书操作），所提取蛋白与上样缓冲液按比

例混合后煮沸 ６ｍｉｎ，等量上样至 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶，
８０Ｖ，５５ｍｉｎ跑积层胶，１２０Ｖ跑至胶底部，然后转膜
至ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶封闭１ｈ，一抗孵育４℃过夜，
加入辣根过氧化酶标记二抗室温孵育１ｈ，用 Ｂｉｏｂｌｏｔ
曝光仪检测灰度值，实验重复３次。
　　为验证 ＢＭＳＣｓ源 ｅｘｏｓｏｍｅｓ对 ＣＭＶＥＣｓ增殖的影
响，将实验分为４组：①正常对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）：正常培
养的ＣＭＶＥＣｓ；②空白对照组（ｆｒｅｅｅｘｏｓｏｍｅｓ，ＦｒｅｅＥｘｏｓ）：
ＣＭＶＥＣｓ的培养基中加入去除 ｅｘｏｓｏｍｅｓ的 ＢＭＳＣｓ条
件培养基２００μＬ；③常氧外泌体组（ｎｏｒｍａｌｅｘｏｓｏｍｅｓ，
ＮｏｒＥｘｏｓ）：ＣＭＶＥＣｓ的培养基中加入２００μＬ含常氧处
理ＢＭＳＣｓ源ｅｘｏｓｏｍｅｓ的ＰＢＳ液；④缺氧外泌体组（ｈｙ
ｐｏｘｉａｅｘｏｓｏｍｅ，ＨｙｐｏｘｉａＥｘｏｓ）：ＣＭＶＥＣｓ的培养基中加
入２００μＬ含缺氧预处理ＢＭＳＣｓ源ｅｘｏｓｏｍｅｓ的ＰＢＳ液
（外泌体浓度为４００μｇ／μＬ，与ＣＭＶＥＣｓ共培养２４ｈ）。
１．６　ＣＭＶＥＣｓ内化ＢＭＳＣｓ来源的ｅｘｏｓｏｍｅｓ
　　ＣＭＶＥＣｓ以１０５／ｍＬ接种至ｐｉｔｒｏ皿中；取约１００μｇ
的ＢＭＳＣｓｅｘｏｓｏｍｅｓ，加入１ｍＬ的Ｄｉｌ染色液（１μｇ／ｍＬ），
混匀后 ３７℃孵育 ５ｍｉｎ，随后转移至 ４℃冰箱中
１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗１次，超速离心（１０００００×ｇ，２ｈ）、弃上
清，１００μＬＥＢＭ２培养液重悬ｅｘｏｓｏｍｅｓＤｉｌ；待心肌微
血管内皮细胞贴壁后，将 ｅｘｏｓｏｍｅｓＤｉｌ悬液滴加至心
肌微血管内皮细胞培养液中，“８”字轨迹轻摇混匀，孵
箱继续培养（３７℃，５％ＣＯ２）２４ｈ；ＰＢＳ洗２次，弃尽残
留液体，再加入ＤＡＰＩ染色液染色５ｍｉｎ；ＰＢＳ洗２次，
弃尽残留液体，滴加抗荧光淬灭剂的封片液，荧光显微

镜观察结果。

１．７　Ｅｄｕ法检测ＣＭＶＥＣｓ增殖效应
　　按照各组处理条件及时间内处理细胞后，每个皿
内加入５０μｍｏｌ／ＬＥｄｕ培养基，３７℃、５％ＣＯ２培养箱中
培养２ｈ，弃培养基，ＰＢＳ洗 ２遍／５ｍｉｎ，４％多聚甲醛
室温固定３０ｍｉｎ，弃固定液，加入０．２％甘氨酸摇床孵育
５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗５ｍｉｎ，加入０．５％Ｔｒｉｔｏｎ１００破膜１０ｍｉｎ，
ＰＢＳ洗１遍／５ｍｉｎ，每孔加入１００μＬＡｐｏｌｌｏ染色反应
液，避光室温摇床孵育 ３０ｍｉｎ，弃反应液，加入 ０．５％
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Ｔｒｉｔｏｎ１００摇床清洗２次／１０ｍｉｎ，之后加入１００μＬ甲
醇清洗 １次／５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 １次／５ｍｉｎ；ＤＡＰＩ染色
２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３次／５ｍｉｎ，荧光显微镜观察结果。
１．８　细胞周期法检测细胞增殖
　　按不同处理条件干预培养，随后收集细胞进行离
心（１０００×ｇ，５ｍｉｎ），弃上清液，加入ＰＢＳ２ｍＬ重悬细
胞，随后１０００×ｇ，５ｍｉｎ后按照细胞周期试剂盒操作
说明用流式细胞仪进行细胞周期测定，并分析不同周

期细胞所占比例，每组重复３次进行统计学分析。
１．９　荧光定量ＲＣＲ检测外泌体及细胞中ｍｉＲＮＡ２１４

的表达

　　按ＲＮＡ抽提试剂盒说明书进行，提取总 ＲＮＡ，通
过茎环法反转录试剂盒说明书进行反转录，按 ｍｉＲＮＡ
荧光定量 ＰＣＲ试剂盒进行 ｃＤＮＡ扩增。以 Ｕ６为内
参，ｍｉＲ２１４反转录引物 ５′ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧ
ＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＡＣＣＧＡＴ３′；
ｍｉＲ２１４上游引物５′ＴＴＧＧＧＣＡＴＡＴＧＴＧＡＣＣＡＴＣＡ３′，
下游引物５′ＧＧＡＧＣＴＣＡＡＣＣＡＴＡＣＣＡＧＧＡ３′；Ｕ６反转
录引物 ５′ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３′；Ｕ６上游引
物 ５′ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３′，下 游 引 物 ５′
ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３′。实验重复 ３次，数据
通过Ｃｔ比较法进行分析，定量２△△ｃｔ表示 ｍｉＲ２１４的
相对表达量。

１．１０　抑制缺氧预处理ＢＭＳＣｓ源ｅｘｏｓｏｍｅｓ中ｍｉＲ２１４
的表达

　　取生长良好的 ＢＭＳＣｓ，经消化、离心收集细胞并
进行细胞计数，按每孔５×１０５个的细胞接种于６孔板
中，３７℃孵箱继续培养过夜，观察细胞生长状态、弃去
培养基，然后每孔加入 Ｆ１２培养基１．５ｍＬ（预实验中
按３０、５０、１００ｎｍｏｌ／Ｌ浓度摸索出最佳转染浓度为
５０ｎｍｏｌ／Ｌ）。配制溶液Ａ：２４５μＬＦ１２培养基加５μＬ
ｍｉＲＮＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＥｘｏｓ组）／ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ（ＩＮＣＥｘｏｓ组）；配制溶液Ｂ：２４５μＬＦ１２培养基
加５μＬ脂质体２０００；孵育５ｍｉｎ后，将Ａ液与Ｂ液轻
轻混匀，室温孵育２０ｍｉｎ后，加入６孔板内，继续孵育
４～６ｈ后（３７℃，５％ＣＯ２）更换成完全培养基继续培养
４８ｈ，并予以上述缺氧预处理条件处理细胞后提取
ｅｘｏｓｏｍｅｓ，ｑＲＴＰＣＲ验证 ｅｘｏｓｏｍｅｓ中 ｍｉＲ２１４的相对
表达量变化。

１．１１　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件，正态分布资料以 珋ｘ±ｓ
表示，组间比较采用单因素方差分析，方差齐采用ＬＳＤ
法，方差不齐采用 Ｔａｍｂａｎｅ’ｓＴ２法，偏态分布资料采
用多个独立样本非参数比较。

２　结果

２．１　骨髓间充质干细胞源ｅｘｏｓｏｍｅｓ鉴定
　　提取的 ｅｘｏｓｏｍｅｓ在透射电镜下观察。可见较多
个大小不一、圆形或椭圆形，有脂质膜结构的囊状小

泡，腔内可见低密度光亮区，电子显微镜观察ｅｘｏｓｏｍｅｓ
直径３０～１００ｎｍ（图 １）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定 ｅｘｏｓｏｍｅｓ
膜蛋白表达情况，结果显示，ｅｘｏｓｏｍｅｓ膜蛋白 ＣＤ６３、
ＣＤ９、Ａｌｉｘ为阳性表达（图２）。
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图１　透射电子显微镜观察缺氧预处理大鼠间充质干细胞源
ｅｘｏｓｏｍｅｓ形态
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图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定ｅｘｏｓｏｍｅｓ膜表面分子

２．２　ＣＭＶＥＣｓ内化ＢＭＳＣｓ源ｅｘｏｓｏｍｅｓ
　　应用Ｄｉｌ膜染色剂标记ｅｘｏｓｏｍｅｓ，将ｅｘｏｓｏｍｅｓＤｉｌ与
ＣＭＶＥＣｓ共培养２４ｈ后，经荧光显微镜检可见红色荧光
点聚集于细胞内，说明ＣＭＶＥＣｓ摄取了ｅｘｏｓｏｍｅｓ（图３）。
２．３　Ｅｄｕ检测ＢＭＳＣｓ源ｅｘｏｓｏｍｅｓ对ＣＭＶＥＣｓ增殖的

影响

　　Ｃｏｎｔｒｏｌ、ＦｒｅｅＥｘｏｓ两组中均可见细胞核表达绿色
荧光，但组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），ＮｏｒＥｘｏｓ
组中绿色荧光表达明显较Ｃｏｎｔｒｏｌ及ＦｒｅｅＥｘｏｓ组中增
多（Ｐ＜０．０５），与ＮｏｒＥｘｏｓ组比较，ＨｙｐｏｘｉｃＥｘｏｓ组中细
胞增殖活性增加更为显著（Ｐ＜０．０５，图４），推测缺氧
预处理 ＢＭＳＣｓ来源的 ｅｘｏｓｏｍｅｓ可有效促进 ＣＭＶＥＣｓ
增殖。

６１３２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图３　荧光显微镜观察细胞内化ＤｉＩ标记的ｅｘｏｓｏｍｅｓ（表达红色荧光）
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图４　ＢＭＳＣｓ源ｅｘｏｓｏｍｅｓ增强ＣＭＶＥＣｓ增殖能力

２．４　流式细胞术检测ｅｘｏｓｏｍｅｓ对ＣＭＶＥＣｓ周期的影响
　　与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＦｒｅｅＥｘｏｓ组Ｇ０／Ｇ１和Ｓ＋Ｇ２／Ｍ
期细胞无明显变化（Ｐ＞０．０５）；与 ＦｒｅｅＥｘｏｓ组比较，

ＮｏｒＥｘｏｓ组细胞Ｓ＋Ｇ２／Ｍ期比例明显升高（Ｐ＜０．０５）；
与ＮｏｒＥｘｏｓ组比较，ＨｙｐｏｘｉｃＥｘｏｓ组细胞 Ｓ＋Ｇ２／Ｍ期
比例明显升高（Ｐ＜０．０５，图５）。

７１３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２３）
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＦｒｅｅＥｘｏｓ组；３：ＮｏｒＥｘｏｓ组；４：ＨｙｐｏｘｉａＥｘｏｓ
组；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＮｏｒＥｘｏｓ组
比较

图５　不同条件处理后流式细胞术检测ＣＭＶＥＣｓ周期
变化　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．５　ｑＲＴＰＣＲ检测 ｅｘｏｓｏｍｅｓ处理后的 ＣＭＶＥＣｓ中
ｍｉＲ２１４表达变化

　　与 ＮｏｒＥｘｏｓ组比较，经缺氧预处理后 ＢＭＳＣｓ
ＥｘｏｓｏｍａｌｍｉＲＮＡ２１４明显上升（Ｐ＜０．０５）。将常氧及
缺氧预处理的ｅｘｏｓｏｍｅｓ与ＣＭＶＥＣｓ共培养２４ｈ，待其
内化后，检测各组细胞中ｍｉＲ２１４表达变化，ｑＲＴＰＣＲ
结果显示（图 ６），与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ＦｒｅｅＥｘｏｓ组中
ｍｉＲＮＡ２１４表达无显著差异，内化 ＢＭＳＣｓｅｘｏｓｏｍｅｓ
后，ＮｏｒＥｘｏｓ组及 ＨｙｐｏｘｉａＥｘｏｓ组中 ｍｉＲ２１４均上调，
且后者明显高于前者，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
推测缺氧预处理 ＢＭＳＣｓ源 ｅｘｏｓｏｍｅｓ的促增殖作用可
能通过传递ｍｉＲ２１４至ＣＭＶＥＣｓ。
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１：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；２：ＦｒｅｅＥｘｏｓ组；３：ＮｏｒＥｘｏｓ组；４：ＨｙｐｏｘｉａＥｘｏｓ
组；ａ：Ｐ＜０．０５，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 ＮｏｒＥｘｏｓ
组比较

图６　ｑＲＴＰＣＲ检测各组ＣＭＶＥＣｓ中ｍｉＲＮＡ２１４相对
表达量　（ｎ＝９，珋ｘ±ｓ）

２．６　ｑＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲ２１４抑制剂对缺氧预处理
ＢＭＳＣｓ源ｅｘｏｓｏｍｅｓ中ｍｉＲ２１４表达的影响

　　与 ＨｙｐｏｘｉａＥｘｏｓ组比较，ｍｉＲ２１４抑制剂转染可
显著降低缺氧预处理来源ｅｘｏｓｏｍｅｓ中ｍｉＲ２１４的表达
量（Ｐ＜０．０５）。将 ＮｏｒＥｘｏｓ、ＨｙｐｏｘｉａＥｘｏｓ、Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
Ｅｘｏｓ、ＩＮＣＥｘｏｓ与 ＣＭＶＥＣｓ共培养 ２４ｈ，待其内化后
ｑＲＴＰＣＲ检测各组细胞中ｍｉＲ２１４表达变化，结果显示
（图７）：与ＮｏｒＥｘｏｓ组比较，ＨｙｐｏｘｉａＥｘｏｓ组中ｍｉＲＮＡ
２１４表达显著增加（Ｐ＜０．０５），而与 ＨｙｐｏｘｉａＥｘｏｓ组比
较，ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＥｘｏｓ组中 ｍｉＲ２１４表达明显下降（Ｐ＜
０．０５）。由此可见，缺氧预处理 ＢＭＳＣｓ源 ｅｘｏｓｏｍｅｓ可
能通过携带ｍｉＲ２１４发挥促进ＣＭＶＥＣｓ增殖作用。
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１：ＮｏｒＥｘｏｓ组；２：ＨｙｐｏｘｉａＥｘｏｓ组；３：ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＥｘｏｓ组；
４：ＩＮＣＥｘｏｓ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＮｏｒＥｘｏｓ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，
与ＨｙｐｏｘｉａＥｘｏｓ组比较

图７　ｑＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ２１４抑制剂对ＣＭＶＥＣｓ中ｍｉＲＮＡ２１４
相对表达量的影响　（ｎ＝９，珋ｘ±ｓ）

２．７　Ｅｄｕ法检测下调ｍｉＲ２１４后ｅｘｏｓｏｍｅｓ对ＣＭＶＥＣｓ
增殖作用的影响

　　与 ＮｏｒＥｘｏｓ组比较，ＨｙｐｏｘｉａＥｘｏｓ组中细胞增殖
活性增加更为显著（Ｐ＜０．０５），而ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＥｘｏｓ组中表
达Ｅｄｕ绿色荧光的细胞数较ＨｙｐｏｘｉａＥｘｏｓ组明显减少
（Ｐ＜０．０５，图８），说明 ｍｉＲ２１４是缺氧预处理 ＢＭＳＣｓ
源 ｅｘｏｓｏｍｅｓ促进心肌微血管内皮细胞增殖的效应分
子之一。

２．８　流式细胞术检测抑制 ｍｉＲ２１４的 ｅｘｏｓｏｍｅｓ对
ＣＭＶＥＣｓ周期的影响

　　与ＮｏｒＥｘｏｓ组比较，ＨｙｐｏｘｉｃＥｘｏｓ组细胞Ｓ＋Ｇ２／Ｍ
期比例明显升高（Ｐ＜０．０５），提示细胞处于增殖状态的
细胞比例增加，而与ＨｙｐｏｘｉｃＥｘｏｓ组比较，抑制ｍｉＲ２１４
后，细胞处于 Ｓ＋Ｇ２／Ｍ期的比例明显减少（Ｐ＜０．０５，
图９）。进一步验证上述结论，即缺氧预处理的ＢＭＳＣｓ
源ｅｘｏｓｏｍｅｓ可能通过 ｍｉＲ２１４发挥促进 ＣＭＶＥＣｓ增
殖的作用。

８１３２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图８　荧光显微镜检测下调ＢＭＳＣｓ源ｅｘｏｓｏｍｅｓ中 ｍｉＲ２１４抑制ＣＭＶＥＣｓ增殖能力
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１：ＮｏｒＥｘｏｓ组；２：ＨｙｐｏｘｉａＥｘｏｓ组；３：ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＥｘｏｓ组；
４：ＩＮＣＥｘｏｓ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＮｏｒＥｘｏｓ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，
与ＨｙｐｏｘｉａＥｘｏｓ组比较

图９　不同条件处理后流式细胞术检测心肌微血管内皮
细胞周期　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

３　讨论

　　心肌微血管内皮细胞 ＣＭＶＥＣｓ通过细胞间连接，
在心肌细胞之间形成连续的内皮，对调节和维持心脏

功能起着十分重要的作用［１１］。心肌梗死后如果受损

心肌微血管内皮细胞不能及时增殖补充，微血管壁连

续性破坏，造成冠脉微循环障碍，促使原本存活的心肌

细胞凋亡或坏死，严重者可致患者出现心功能不全和

心源性死亡［１２］。近年来，细胞旁分泌效应在改善心肌

梗死局部微环境、修复梗死心肌中发挥着举足轻重的

作用，其中ｅｘｏｓｏｍｅｓ是旁分泌途径发挥作用的主要物
质，已经成为血管再生和心脏修复的关键调节剂［１３］。

Ｅｘｏｓｏｍｅｓ富含大量细胞特异性蛋白、ｍＲＮＡ及 ｍｉＲＮＡ

９１３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２３）



等遗传物质，在介导细胞间信号传导及免疫调控等多

种生物学过程中扮演重要角色［１４］。ＢＭＳＣｓ因其强大
的旁分泌效应，体外容易分离培养，增殖速率快，扩增能

力强，不易污染，生存能力强等优点成为提取 ｅｘｏｓｏｍｅｓ
最理想的种子细胞。近年来，已有大量研究报道ＢＭＳＣｓ
ｅｘｏｓｏｍｅｓ在治疗心血管疾病［１５］、糖尿病肾损伤［１６］、免

疫性疾病［１７］、肿瘤［１８］中取得可喜成绩。在心肌梗死

治疗方面，有研究者在猪和老鼠急性心肌梗死模型中

注射ＢＭＳＣ的条件培养液，发现其可明显减小心肌梗
死面积［１９－２０］。这为 ＢＭＳＣｓｅｘｏｓｏｍｅｓ治疗急性心肌梗
死的相关研究奠定了基石，但ＢＭＳＣｓ外泌体是否对心
肌微血管内皮细胞增殖、分化产生影响尚不明确。

　　Ｅｘｏｓｏｍｅｓ是在某些特殊生理或者病理状态下，细
胞选择性地将一部分蛋白以及遗传物质包裹进入囊泡

继而释放到细胞外环境中的直径介于３０～１００ｎｍ的
胞外囊泡样小体［２１］。研究发现 ｅｘｏｓｏｍｅｓ可通过向受
体细胞传递特异性ｍＲＮＡ、ｍｉｃｒｏＲＮＡ及蛋白质等遗传
物质，在调控细胞间信号传递等多种生物学过程中扮

演着举足轻重的作用［２２］。目前 ｅｘｏｓｏｍｅｓ提取的方法
主要有超速离心法［２３］、试剂盒提取法［２４］及 ＰＥＧ聚沉
＋超速离心清洗法［１９］等。超速离心法被认为是目前获

取ｅｘｏｓｏｍｅｓ纯度较高的方法，因此本研究采用超速离
心法提取外泌体，透射电镜下可见 ｅｘｏｓｏｍｅｓ呈大小不
一、圆形或椭圆形，有脂质膜结构的囊状小体，且直径

在３０～１００ｎｍ之间；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｅｘｏｓｏｍｅｓ中特
异性标记ＣＤ６３、ＣＤ９及Ａｌｉｘ呈阳性表达。
　　Ｅｘｏｓｏｍｅｓ必须先被受体细胞内化摄取，才能进一
步发挥信息传递作用。根据文献报道，予 ＤｉＩ荧光染
料标记的ＢＭＳＣｓｅｘｏｓｏｍｅｓ与ＣＭＶＥＣｓ共培养２４ｈ，在
荧光显微镜下观察到 ＣＭＶＥＣｓ可以追踪到 ＤｉＩ标记
ｅｘｏｓｏｍｅｓ的红色荧光，说明ｅｘｏｓｏｍｅｓ可被ＣＭＶＥＣｓ内化
摄取。研究显示，缺氧预处理可有效促进 ＢＭＳＣｓ释放
外泌体，此外缺氧预处理的骨髓间充质干细胞ｅｘｏｓｏｍｅｓ
可显著改善心肌梗死后心梗面积及血管网络［２５］。本

研究Ｅｄｕ及细胞周期结果显示，常氧预处理的 ＢＭＳＣｓ
源ｅｘｏｓｏｍｅｓ可有效促进 ＣＭＶＥＣｓ增殖，而同等体积的
去掉ｅｘｏｓｏｍｅｓ的ＢＭＳＣｓ条件培养基对ＣＭＶＥＣｓ增殖无
明显作用，重要的是，缺氧预处理的ＢＭＳＣｓ源ｅｘｏｓｏｍｅｓ
较常氧来源的ｅｘｏｓｏｍｅｓ的促细胞增殖效应更强，但作
用的具体机制不清楚。

　　ｍｉＲＮＡ已被公认为是 ｅｘｏｓｏｍｅｓ发挥功能作用的
重要物质之一，且不同病理生理条件下 ｅｘｏｓｏｍｅｓ中
ｍｉＲＮＡ表达有所差异，ＦＥＮＧ等［２６］发现通过缺氧预处

理诱导多能干细胞ｉＰＳＭＳＣｓ后，其ｅｘｏｓｏｍａｌｍｉＲＮＡ２、
ｍｉＲＮＡ２２、ｍｉＲＮＡ２４、ｍｉＲＮＡ１９９ａ３ｐ及 ｍｉＲＮＡ２１０

明显升高，且对组织细胞修复效应显著增强。在众多

ｍｉＲＮＡｓ中，ｍｉＲＮＡ２１４为心脏谱系 ｍｉＲＮＡｓ，在缺血
性心脏病发生发展过程中发挥重要作用。ＬＵ等［２７］报

道，在缺血性疾病患者血液中发现 ｍｉＲＮＡ２１４明显升
高，此外，在心肌梗死鼠模型的心梗区域及心梗边缘区

亦发现升高趋势。本实验发现 ＢＭＳＣｓｅｘｏｓｏｍｅｓ含有
ｍｉＲ２１４，在ＢＭＳＣｓ经缺氧预处理后外泌体中的 ｍｉＲ２１４
表达明显上调，这与 ＥｘｏＣａｒｔａ数据库及 ｍｉＲ２１４生物
特性相符合。提取的 ｅｘｏｓｏｍｅｓ经 ＣＭＶＥＣｓ内化后采
用 ｑＲＴＰＣＲ检测发现，缺氧预处理的 ＢＭＳＣｓ源
ｅｘｏｓｏｍｅｓ处理可使ＣＭＶＥＣｓ中ｍｉＲ２１４表达量显著增
高，这与ｅｘｏｓｏｍｅｓ通过传递 ｍｉＲＮＡ介导细胞间信息交
流，发挥生物学作用的研究相符。进一步采用ｍｉＲ２１４抑
制剂转染ＢＭＳＣｓ，经缺氧预处理后提取细胞ｅｘｏｓｏｍｅｓ，采
用ｑＲＴＰＣＲ检测发现ｅｘｏｓｏｍｅｓ中ｍｉＲ２１４的表达量明
显下降。此外，抑制了ｍｉＲ２１４的ｅｘｏｓｏｍｅｓ促进细胞增
殖的能力被显著抑制，而过表达 ＣＭＶＥＣｓ中 ｍｉＲ２１４
后，细胞增殖能力也显著增强。

　　综上所述，缺氧预处理ＢＭＳＣｓ源ｅｘｏｓｏｍｅｓ可明显
促进ＣＭＶＥＣｓ增殖效应，并验证了该作用可能为缺氧
预处理促进 ＢＭＳＣｓ释放的 ｅｘｏｓｏｍｅｓ中 ｍｉＲ２１４表达
升高，从而将其传递至ＣＭＶＥＣｓ发挥促增殖效应。
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