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骨髓间充质干细胞源外泌体对大鼠颈动脉球囊损伤后ｌｎｃＲＮＡｓ表达的影响
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　　［摘要］　目的　探讨骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）源外泌体
（ｅｘｏｓｏｍｅｓ）对大鼠颈动脉球囊损伤后内膜增生的调控作用及其长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡｓ，ｌｎｃＲＮＡｓ）表达的影响。方法　采用差速超速离心法提取大鼠 ＢＭＳＣｓ源外泌体，并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ和透射电镜对其进行鉴定。ＳＤ大鼠分为３组：①假手术组（只分离左颈总动脉血管）；②损伤组（左
颈总动脉采用球囊损伤）；③外泌体组（建立大鼠颈动脉球囊损伤模型后原位注射０．２５μｇ／μＬ外泌体
４００μＬ），１４ｄ后采用ＨＥ染色观测颈动脉内膜／中膜面积比（ｉｎｔｉｍａ／ｍｅｄｉａ，Ｉ／Ｍ）、免疫组化检测 ＰＣＮＡ
表达、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测血管内膜增殖及表型转化相关指标的变化。采用 ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ共表达谱芯片
表达变化及其生物信息学分析筛查假手术组和损伤组大鼠颈动脉组织中差异表达的 ｌｎｃＲＮＡｓ和
ｍＲＮＡｓ，对其潜在分子机制进行探讨。采用 ｑＲＴＰＣＲ检测各组颈动脉组织中候选 ｌｎｃＲＮＡｓ的表达。
结果　电镜结果显示 ＢＭＳＣｓ源外泌体呈现“茶杯垫样”改变，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示所提取的外泌体中
ＣＤ６３、Ａｌｉｘ、ＨＳＰ７０蛋白表达阳性。与损伤组相比，经ＢＭＳＣｓ源外泌体处理后大鼠颈动脉Ｉ／Ｍ显著减少
（Ｐ＜０．０５），增殖相关蛋白 ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１表达下调（Ｐ＜０．０５）。ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ共表达谱芯片检测结
果，与假手术组相比，损伤组有１０８３个 ｌｎｃＲＮＡｓ表达上调，６２９个 ｌｎｃＲＮＡｓ表达下调，２００４个 ｍＲＮＡｓ
表达上调，２４８７个ｍＲＮＡｓ表达下调（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ＞２．０，Ｐ＜０．０５）。ＧＯ和ＫＥＧＧ通路分析结果显示，多
条ｌｎｃＲＮＡｓ与ｍＲＮＡｓ相互关联，通过调控相应的靶 ｍＲＮＡｓ，参与血管平滑肌收缩、肌动蛋白细胞骨架
调节和细胞周期等多种生物学过程，与球囊损伤后血管再狭窄的机制有关。结合生物信息学分析，采用

ｑＲＴＰＣＲ检测３组大鼠颈动脉组织中上述差异性表达最为显著的７个ｌｎｃＲＮＡｓ，结果表明，与损伤组相
比，外泌体组ＸＲ＿５９３２６８上调（Ｐ＜０．０５），ＸＲ＿６０２０８０、ＸＲ＿６０２０１２、ＸＲ＿５９１０１７均下调（Ｐ＜０．０５）。结论
　ＢＭＳＣｓ源外泌体抑制大鼠颈动脉球囊损伤后内膜增生，其潜在机制可能与 ＸＲ＿６０２０８０、ＸＲ＿５９１０１７
通过Ｇｓｋ３ｂ、Ｃｄｋｎ２ｂ、Ｃｃｎａ２等分子调控平滑肌细胞周期变化有关。
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　　随着经皮冠状动脉介入术（ｐｅｒｃｕｔａｎｅｏｕｓｃｏｒｏｎａｒｙ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ，ＰＣＩ）的普及，冠心病心肌梗死的发病率、
死亡率显著下降。但是，由于支架植入等机械性的操

作引起血管内皮细胞损伤、迟发性血栓形成等仍旧影

响着冠心病患者预后。其中，支架内再狭窄的影响甚

为重要。研究发现，支架内再狭窄的主要发生机制为

新生内膜增生及新生动脉粥样硬化，而平滑肌细胞

（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）的过度增殖、迁
移是ＰＣＩ术后再狭窄的主要病理生理基础。研究表
明，骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）通过向免疫炎症细胞和内皮细胞等内源
性细胞群传递细胞信号进行细胞通讯来促进组织愈

合，而外泌体（ｅｘｏｓｏｍｅｓ）在其中发挥关键作用［１－２］。

ＢＭＳＣｓ源外泌体在动脉粥样硬化、肺动脉高压、缺血
再灌注损伤等疾病中发挥重要作用［３－４］，通过将其内

容物递送至靶细胞，进而调控其生物学行为。外泌体

作为细胞通讯的重要介质，是由活细胞分泌的直径为

３０～１５０ｎｍ的细胞外囊泡，其中包含大量的非编码

ＲＮＡ分子。结果显示，在支架内再狭窄过程中，受损
血管中血管平滑肌细胞或内皮细胞中某些非编码

ＲＮＡ表达水平发生变化，调控细胞增殖、迁移及新生
内膜形成［５］。长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡｓ，ｌｎｃＲＮＡｓ）是长度超过 ２００ｎｔ的非编码 ＲＮＡ。
众多研究表明，ｌｎｃＲＮＡｓ在包括细胞增殖、凋亡、迁移、
炎症在内的病理生理过程中发挥关键作用［６］。然而，

ＢＭＳＣｓ源外泌体在 ＰＣＩ术后血管再狭窄中发挥的作
用如何？其是否能调控受损血管中 ｌｎｃＲＮＡｓ的表达？
目前尚未完全阐明。因此，本研究将 ＢＭＳＣｓ源外泌体
作用于球囊损伤后颈动脉组织以评估内膜增生情况。

同时，利用Ａｒｒａｙｓｔａｒ大鼠ｌｎｃＲＮＡ芯片，分析大鼠颈动
脉球囊损伤后颈动脉组织中ｌｎｃＲＮＡｓ的差异表达情况
及ＢＭＳＣｓ源外泌体的调控作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物与分组
　　雄性ＳＤ大鼠４６只，购自陆军军医大学实验动物

１２３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２３）



中心，体质量（２００±２０）ｇ，合格证号：ＳＣＸＫ（渝）２０１７
０００５。其中１０只用于 ＢＭＳＣｓ源外泌体的提取，３６只
采用随机数字表法分为３组（ｎ＝１２）：①假手术组，只
分离左颈总动脉血管；②损伤组，采用球囊损伤左颈总
动脉建立大鼠颈动脉球囊损伤模型；③外泌体组，建立
大鼠颈动脉球囊损伤模型后原位注射外泌体４００μＬ。
假手术组大鼠其余各组大鼠的。建模１４ｄ后，取颈动
脉组织进行后续试验。

１．２　主要试剂及仪器
　　Ａｒｒａｙｓｔａｒ大鼠 ｌｎｃＲＮＡＶ２．０芯片（上海康成）；逆
转录试剂盒及扩增试剂盒均购自日本 ＴａＫａＲａ公司；
苏木精和伊红均购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，兔抗大鼠的
ＣＤ６３、ＨＳＰ７０、Ａｌｉｘ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＰＣＮＡ、ＧＡＰＤＨ一抗及
羊抗兔二抗均购自博士德生物公司。２．０×１２．０ｍｍ
球囊导管购自美国 ＢａｘｔｅｒＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司；倒置显微
镜购自日本 Ｏｌｙｍｐａｓ公司；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪、凝胶成
像系统均购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司。
１．３　方法
１．３．１　ＢＭＳＣｓ来源外泌体的提取　　大鼠ＢＭＳＣｓ的
分离培养鉴定参考本课题组前期研究步骤［７－８］。无外

泌体血清的制备：４℃，１０００００×ｇ超速离心去除胎牛血清
来源的外泌体，过夜；离心后，吸取上层血清，０．２２μｍ
滤膜过滤后备用。外泌体提取：无外泌体血清培养

ＢＭＳＣｓ２４ｈ后，收集细胞上清液后，４℃，３００×ｇ离心
１０ｍｉｎ以去除细胞沉淀，２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ以去除
死细胞，１００００×ｇ离心 ３０ｍｉｎ，去除亚细胞结构如细
胞器等；小心地将去除沉淀的上清液转移至３０ｍＬ超
速离心管中。４℃，１０００００×ｇ，１４０ｍｉｎ超速离心；弃
上清液，沉淀即外泌体，ＰＢＳ重悬外泌体，在相同的超
速离心条件下（４℃，１０００００×ｇ，１４０ｍｉｎ）洗涤１次；小
心弃掉上层清液，采用１００μＬＰＢＳ重悬外泌体，测定
蛋白浓度，过滤分装后备用。

１．３．２　透射电镜（ＴＥＭ）观察外泌体形态　　提取的
外泌体按照１∶１０的比例稀释后置入 ２．５％～３％戊二
醛固定液中４℃固定；滴加在超薄的碳膜铜网上，静置
５ｍｉｎ后吸干表面液体；在样本表面滴一滴１％磷钨酸
（ＰＴＡ）进行负染，静置３ｍｉｎ后吸干表面液体，待样本
完全干燥后，透射电镜观察外泌体的形态、拍照。

１．３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测外泌体表面标记蛋白 ＣＤ６３、
ＨＳＰ７０、Ａｌｉｘ的表达　　提取外泌体及细胞碎片中的蛋
白，按ＢＣＡ蛋白定量试剂盒说明书测定蛋白浓度，煮沸
变性蛋白。等体积于ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶，８０Ｖ，５５ｍｉｎ跑
浓缩胶，１２０Ｖ跑分离胶至底部出现溴酚蓝，３００ｍＡ，１ｈ
转膜，封闭 １ｈ，ＣＤ６３（１∶３００）、ＨＳＰ７０（１∶３００）、Ａｌｉｘ
（１∶３００）一抗孵育４℃过夜，二抗（１∶２０００）室温孵育

１ｈ，用凝胶成像系统检测灰度值，实验重复３次。
１．３．４　建立大鼠颈动脉球囊损伤模型　　选取体质量
２００～２５０ｇ的雄性ＳＤ大鼠，１０％水合氯醛（０．０３ｍＬ／ｋｇ）
腹腔注射进行麻醉，肝素钠１００Ｕ／ｋｇ腹腔注射抗凝。
头颈部备皮，碘伏消毒，皮肤正中直切口。钝性分离皮

下组织。充分暴露左颈总动脉，暴露左侧颈内动脉和

颈外动脉。６０丝线结扎颈外动脉远端，血管夹夹闭
颈总动脉和颈内动脉。剪开颈外动脉远端。将 ２．０×
１２．０ｍｍ球囊由颈外动脉切口插入颈总动脉，松开颈
总动脉。球囊充气至３．０个大气压，顺时针及逆时针
各旋转球囊３次造成颈总动脉内皮损伤。取出球囊导
管，结扎颈外动脉，松开颈内动脉血管夹。恢复颈内动

脉血流；外泌体组在球囊损伤模型完成后，即可原位注

射０．２５μｇ／μＬ外泌体４００μＬ，夹闭血管５ｍｉｎ后，松
开血管夹，即外泌体处理组。术后见颈总、颈内动脉血

流通畅，搏动良好。逐层缝合肌肉、皮肤，单笼饲养。

术后予青霉素（２０万 ＩＵ）腹腔注射预防感染，连续给
药３ｄ，每天１次。喂食普通饲料，自由饮水。
１．３．５　ＨＥ染色检测病理变化　　各组大鼠饲养１４ｄ
后，取各组颈总动脉组织，取血管不同切面的切片

３张，石蜡包埋，加入二甲苯Ⅰ、Ⅱ各 １０ｍｉｎ；１００％、
９５％、８０％、７０％无水乙醇中各２ｍｉｎ脱蜡至水；ｄｄＨ２Ｏ
冲洗 ５ｍｉｎ；苏木精染色 ５ｍｉｎ；于 １％盐酸酒精分化
４０ｓ；ｄｄＨ２Ｏ冲洗；伊红染色 ３ｍｉｎ。于 ７０％、８０％、
９５％、１００％无水乙醇中各２ｍｉｎ脱蜡至水；二甲苯Ⅰ、
Ⅱ各１０ｍｉｎ；中性树胶封片，显微镜拍照，通过ＩｍａｇｅＪ
软件测量内膜／中膜面积比（ｉｎｔｉｍａ／ｍｅｄｉａ，Ｉ／Ｍ）。
１．３．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组增殖及表型转化相关蛋
白的变化　　提取各组颈动脉组织，加入蛋白裂解液，
冰上裂解９０ｍｉｎ提取组织蛋白并测定浓度，煮沸变性，
等体积加于ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶中，８０Ｖ，５５ｍｉｎ跑浓缩胶，
１２０Ｖ跑分离胶至底部出现溴酚蓝，３００ｍＡ、１ｈ转膜，
封闭１ｈ，ＣｙｃｌｉｎＤ１（１∶３００）、ＰＣＮＡ（１∶３００）、ＧＡＰＤＨ
（１∶３００）一抗孵育４℃过夜，二抗（１∶２０００）室温孵育
１ｈ，用凝胶成像系统检测灰度值，实验重复３次。
１．３．７　ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ共表达谱芯片检测标本　　球
囊损伤后１４ｄ，取假手术组及损伤组颈动脉组织送康
成公司行 ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ共表达谱芯片分析，每组各
３次重复实验。
１．３．８　ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ共表达谱芯片结果数据分析　
　使用ＡｇｉｌｅｎｔＦｅａｔｕｒｅＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ软件ｖ１１．０．１．１获得
芯片原始数据。使用 ＧｅｎｅＳｐｒｉｎｇＧＸｖ１２．１软件（Ａｇｉ
ｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）对原始数据进行 Ｑｕａｎｔｉｌｅ标准化并
筛选高质量探针。以 Ｐｖａｌｕｅ／ＦＤＲ＜０．０５及 Ｆｏｌｄ
Ｃｈａｎｇｅ≥２为标准筛选两组差异表达的 ｌｎｃＲＮＡｓ和

２２３２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ｍＲＮＡｓ。ＧＯ收集来自 ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ和 ＮＣＢＩ数据库
的信息，根据生物过程，分子功能和细胞定位对基因进

行注释和分类。ＫＥＧＧ是一个用于系统分析基因功能
的综合数据库。对靶基因进行 ＧＯ分析；采用 ＫＥＧＧ
对靶基因进行通路分析。应用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件生成
ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ共表达网络图。
１．３．９　采用ｑＲＴＰＣＲ检测各组中ｌｎｃＲＮＡｓ的差异性
变化　　选取Ｕ６作为内参基因进行ｑＲＴＰＣＲ验证芯
片数据。收集各组颈动脉组织，提取总 ＲＮＡ，制成
ｃＤＮＡ，配成２０μＬ扩增体系。反应条件如下：预变性
（１个循环），９５℃×３０ｓ；扩增反应（４５个循环）：９５℃×
５ｓ变性，６２℃×３０ｓ退火、延伸；溶解，５５～９５℃，每
０．５℃ １０ｓ（８１个循环）。扩增反应结束后，用 Ｉｍａｇｅ
Ｌａｂ软件进行自动分析并计算结果，按表格中 Ｑｕａｎｔｉｔｙ
列下的 Ｃｔ值采用２－△△Ｃｔ法进行计算比较。实验重复
３次。
１．４　统计学分析
　　使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７进行分析。数据以 珋ｘ±ｓ表
示，多组间比较采用完全随机设计的单因素方差分析，

组间两两比较用ｑ检验，相关分析采用直线相关分析。
检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＢＭＳＣｓ源外泌体的鉴定
　　透射电镜观察到，ＢＭＳＣｓ源外泌体呈现“茶杯垫
样”有脂质膜包裹的囊泡状结构（图１Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果显示，与细胞碎片（ｃｅｌｌｌｙｓｉｓ）组相比，外泌体组中
Ａｌｉｘ、ＨＳＰ７０、ＣＤ６３等特征性蛋白呈阳性表达（图１Ｂ）。
提示所提取外泌体符合国际外泌体囊泡协会标准。
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Ａ：ＢＭＳＣｓ源外泌体呈现椭圆形盘状的囊泡状结构；
Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＢＭＳＣｓ源外泌体表面标记蛋白 Ａｌｉｘ、
ＨＳＰ７０以及ＣＤ６３的表达

图１　电镜观察ＢＭＳＣｓ源外泌体形态

２．２　ＢＭＳＣｓ源外泌体抑制大鼠颈动脉球囊损伤后内
膜增生

　　ＨＥ染色结果显示：损伤组中内膜／中膜面积比
（Ｉ／Ｍ）为 ２．６５６±０．３９３，较假手术组显著增加（Ｐ＜
０．０５，图２）；外泌体组Ｉ／Ｍ为０．８６６±０．０４６，较损伤组
明显下降（Ｐ＜０．０５，图２）。
２．３　ＢＭＳＣｓ源外泌体抑制平滑肌细胞表型转化及细

胞增殖

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：损伤组中细胞周期蛋白
ＣｙｃｌｉｎＤ１、增殖细胞核抗原 ＰＣＮＡ表达较假手术组显
著上调；与损伤组相比，外泌体组中 ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１
表达显著下调，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图３）。
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Ａ：ＨＥ染色观察各组内膜变化；Ｂ：各组内膜／中膜面积比（ｎ＝３）　ａ：Ｐ＜０．０５，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与损伤组比较

图２　球囊损伤１４ｄ后ＨＥ染色评估外泌体对大鼠颈动脉内膜增生的影响

３２３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２３）



!"#$%&'(

（
)*!+,

)）
!

-!./

（
01!(,

2）
!

3/-45

（
2*!+,

2）
!

假手术组 损伤组 外泌体组

假手术组 损伤组 外泌体组

组别

假手术组 损伤组 外泌体组

组别

6

7

8

7

+9:

+9,

,9:

,

蛋
白
相
对
表
达
量

+9:

+9,

,9:

,

蛋
白
相
对
表
达
量

/

;

<

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组的增殖相关蛋白表达；Ｂ、Ｃ：分别为各组ＣｙｃｌｉｎＤ１和ＰＣＮＡ蛋白半定量分析（ｎ＝３）
ａ：Ｐ＜０．０５，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与损伤组比较

图３　球囊损伤１４ｄ后外泌体对增殖蛋白表达的影响

２．４　球囊损伤后ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ表达谱的变化
　　ｌｎｃＲＮＡｓ表达谱结果显示：与假手术组相比，损伤
组差异性表达的 ｌｎｃＲＮＡｓ共 １７１２条，按照 Ｆｏｌｄ
Ｃｈａｎｇｅ＞２．０、Ｐ＜０．０５为标准，其中１０８３条表达上调，
ＸＲ＿６００３７４的上调最为显著（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ＝１０１．０６６１７５６）；
６２９条表达下调，ＸＲ＿５９４１７３下调最为显著（Ｆｏｌｄ
Ｃｈａｎｇｅ＝６４．５９５１２５７），见图 ４Ａ、Ｃ。而在 ｍＲＮＡｓ表

达谱结果显示：与假手术组相比，损伤组颈动脉组织中

差异性表达的 ｍＲＮＡｓ共有４４９１条，其中２００４条表
达上调，２４８７条表达下调（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ＞２．０、Ｐ＜０．０５）；
其中，ＩＬ６上调最为显著（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ＝６７８．５３１７４３５），
Ｐｋｈｄ１ｌ１下调最为显著（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ＝１７７．７８０９８３１），
见图４Ｂ、Ｄ。
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Ａ、Ｂ：两组中差异性表达的ｌｎｃＲＮＡｓ（Ａ）与ｍＲＮＡｓ（Ｂ）的聚类分析图；Ｃ、Ｄ：两组中差异性表达的ｌｎｃＲＮＡｓ（Ｃ）和
ｍＲＮＡｓ（Ｄ）的散点图；红色显示表达差异呈上升趋势的ＲＮＡ分布情况，绿色显示表达差异呈下调趋势的ＲＮＡ分
布情况，黑色显示表达差异无统计学意义的基因分布情况

图４　两组差异表达的ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ聚类分析图
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２．５　差异表达ｍＲＮＡｓ生物学功能分析
２．５．１　差异表达ｍＲＮＡｓ的ＧＯ分析　　对差异表达
的ｍＲＮＡｓ从细胞组件（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）、分子
功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）、生物学进程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）三方面进行 ＧＯ分析。结果显示：差异性
表达的ｍＲＮＡｓ参与包括细胞质膜外侧面、细胞质膜、
细胞外基质、染色体等亚细胞部位（图 ５Ａ、Ｄ）。差异
性表达的ｍＲＮＡｓ在生物学进程方面主要有：免疫相关
功能调节、防御反应、白细胞迁移、趋化、炎症反应、细

胞组分组织或结合进程、肌动蛋白肌丝调节、细胞骨架

组织等（图 ５Ｂ、Ｅ）。差异性表达的 ｍＲＮＡｓ参与的分

子功能主要有：趋化功能、细胞因子调控、受体蛋白结

合、糖类结合、离子结合、催化活性等（图５Ｃ、Ｆ）。
２．５．２　差异性 ｍＲＮＡｓ的 ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ分析　　差
异ｍＲＮＡｓ分别富集到了ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ数据库的１４６
条生物学通路中。上调的 ｍＲＮＡｓ主要富集在肌动蛋
白细胞骨架的调节、血管平滑肌收缩和过氧化物酶体

等方面，而下调的ｍＲＮＡｓ主要富集在细胞因子受体相
互作用、趋化因子信号通路和细胞周期等方面，而其中

包括血管平滑肌收缩、肌动蛋白肌丝调节、细胞周期等

广泛报道的与球囊损伤后内膜增生相关的通路

（图６）。
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图６　差异表达的ｍＲＮＡｓ靶基因富集的Ｔｏｐ１０信号通路
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２．６　ＢＭＳＣｓ源外泌体可能通过ＸＲ＿６０２０８０、ＸＲ＿６０２０１２、
ＸＲ＿５９１０１７调控球囊损伤后血管内膜增殖

　　结合生物信息学分析，综合考虑 ｌｎｃＲＮＡｓ在假手
术组大鼠及球囊损伤后大鼠颈动脉中的表达倍数、表

达量及Ｐ值，再结合文献报道与内膜增生、炎症相关
的ｌｎｃＲＮＡｓ及其靶基因。在差异ｌｎｃＲＮＡｓ里选取７个
作为候选ｌｎｃＲＮＡｓ进行ｑＲＴＰＣＲ验证，且均在损伤组
中表达上调。ｑＲＴＰＣＲ结果显示：１０例球囊损伤大鼠
颈动脉上述 ｌｎｃＲＮＡｓ检测发现 ＸＲ＿５９１２６５、ＸＲ＿
６０２０８０、ＥＮＳＲＮＯＴ００００００２９５０９、 ＸＲ＿６０１０８１、 ＸＲ＿
６０２０１２、ＸＲ＿５９１０１７均存在差异表达，且表达趋势和芯
片结果相同，可作为候选 ｌｎｃＲＮＡｓ。ＸＲ＿５９３２６８在损
伤组大鼠双侧颈动脉中的表达无差异（Ｐ＞０．０５）。而
外泌体组相比损伤组，ＸＲ＿５９３２６８上调（Ｐ＜０．０５），ＸＲ
＿６０２０８０、ＸＲ＿６０２０１２、ＸＲ＿５９１０１７均发生下调（Ｐ＜
０．０５，图７）。提示，ＢＭＳＣｓ源外泌体调控球囊损伤后
血管内膜增殖及再内皮化可能通过 ＸＲ＿６０２０８０、ＸＲ＿
６０２０１２、ＸＲ＿５９１０１７发挥作用。
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５９１０１７；ａ：Ｐ＜０．０５，与假手术组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与损伤组
比较

图７　ｑＲＴＰＣＲ检测各组大鼠颈动脉组织中７个候选
ｌｎｃＲＮＡｓ的表达（ｎ＝１０）

２．７　基因共表达网络分析ＸＲ＿６０２０８０、ＸＲ＿５９１０１７与
细胞周期调控相关

　　采用ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ共表达谱分析，通过关联 ＧＯ
和ＫＥＧＧ对应的 ｍＲＮＡｓ来研究 ｌｎｃＲＮＡｓ的功能。按
功能将ＧＯ和ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙ分为３大类：血管平滑肌
收缩、肌动蛋白细胞骨架的调节和细胞周期。ｌｎｃＲＮＡ
ｍＲＮＡ共表达谱分析结果表明，与血管平滑肌收缩调
节有潜在作用关系的 ｍＲＮＡｓ主要包括 Ａｄｃｙ５、Ｇｎａｓ、
Ｃａｌｍｌ３等，而与这些 ｍＲＮＡｓ有直接相邻的 ｌｎｃＲＮＡｓ

包括ＸＲ＿５９５０９６、ＸＲ＿６００５３０、ＸＲ＿５９３９６３等。与肌动
蛋白细胞骨架的调节过程有潜在作用关系的 ｍＲＮＡｓ
主要包括 Ａｐｃ２、ＰＰＰ１Ｒ１２Ｂ、ＰＰＰ１Ｒ１２Ａ、Ｎｃｋａｐ１等，而
与这些 ｍＲＮＡｓ有直接相邻的 ｌｎｃＲＮＡｓ包括 ＸＲ＿
５９３２６８、ＸＲ＿６０２０１２、ＸＲ＿５９１２６５等。与细胞周期调节
过程有潜在作用关系的 ｍＲＮＡｓ主要包括 Ｇｓｋ３ｂ、Ｃｄ
ｋｎ２ｂ、Ｃｃｎａ２等，而与这些 ｍＲＮＡｓ有直接相邻的
ｌｎｃＲＮＡｓ包括 ＸＲ＿６０２０８０、ＸＲ＿６０１０８１、ＸＲ＿５９１０１７、
ＥＮＳＲＮＯＴ００００００２９５０９等。本研究筛选出所有与上述
ｍＲＮＡｓ直接相邻的 ｌｎｃＲＮＡｓ，分别构建以 ｌｎｃＲＮＡｓ为
中心的ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ共表达谱网络（图８）。

３　讨论

　　冠心病ＰＣＩ术的出现极大地改善了患者的预后及
生活质量，同时也带来支架内再狭窄的问题。其病理

生理机制包括：血管内皮细胞损伤脱落、炎症、平滑肌

细胞过度增生［９］。研究表明，血管平滑肌细胞过度增

殖与迁移在支架内再狭窄中占据重要地位。生理状态

下，ＶＭＳＣｓ以收缩表型为主。血管损伤等各种因素刺
激后，其由收缩表型转化为合成表型，合成和分泌多种

血管活性物质。此阶段ＶＳＭＣｓ增殖、迁移能力显著增
强，导致新生内膜增生，最终引起血管壁增厚，管腔狭

窄［１０］。目前，引起ＶＳＭＣｓ增殖、迁移的分子机制尚未
完全明确，仍缺乏有效的干预措施。

　　外泌体作为由脂质双分子包裹的微囊泡结构，广
泛存在于生物体体液、尿液、唾液及血液中。外泌体内

携带大量蛋白质、脂质及核酸，参与机体炎症、免疫、血

管再生等多种病理生理过程［１１－１２］。研究结果显示，

ＶＭＳＣｓ可摄取间充质干细胞所分泌的外泌体，通过调
控细胞凋亡基因的变化，促进平滑肌细胞增殖［１３］。而

本研究结果显示ＢＭＳＣｓ源外泌体可显著抑制大鼠球囊
损伤后新生内膜增生。那么，其具体分子机制如何呢？

　　外泌体可通过囊泡结构包裹微小非编码 ＲＮＡ
（ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，ｍｉＲＮＡｓ），抑制其降解，并将其传递至其他
细胞或血液、体液中，进而发挥生物学效应。除ｍｉＲＮＡｓ
外，外泌体中富含多种 ｌｎｃＲＮＡｓ。研究表明，ｌｎｃＲＮＡｓ
与心衰［１４］、动脉粥样硬化［１５］、心肌梗死［１６］、缺血再灌

注损伤［１７］、心脏发育［１８］、心肌肥厚［１９］等的发生、发展

密切相关，认为ｌｎｃＲＮＡｓ可作为诊断心血管疾病的新
型生物标记物。其中心衰相关的有 Ｈ１９ＡＳ、ＤＧＣＲＳ、
ＨＯＴＡＩＲ、ＬＩＰＣＡＲ［２０－２２］；冠状动脉疾病相关的有 ＡＮ
ＲＩＬ［２３］；心肌梗死相关的有ＭＩＡＴ、ＡＰＦ、ＡＮＲＩＬ、ＭＩＲＴ１、
ＭＩＲＴ２［２４－２７］；动脉粥样硬化相关的有ＤＹＮＬＲＢ２２、

６２３２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：血管平滑肌收缩；Ｂ：肌动蛋白细胞骨架的调节；Ｃ：细胞周期

图８　血管再狭窄相关ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ共表达谱网络

ＲＰＳ８３３Ａ２０．１［２８］；心肌肥厚相关的有ＨＲＦ、ＭＨＲＴ［２９－３０］；
心脏发育相关的有 ＢＶＨＴ、ＴＥＲＭＩＮＡＴＯＲ、ＡＬＩＥＮ、
ＦＥＮＤＲＲ等［３１］。那么，外泌体中的 ｌｎｃＲＮＡｓ是否参与
平滑肌细胞增殖、迁移的调节与调控呢？

　　本研究通过送检大鼠颈动脉组织ｌｎｃＲＮＡｓ测序及
聚类分析，得到假手术组、损伤组中差异性表达的 ｌｎ
ｃＲＮＡｓ：ＸＲ＿５９５２９８、ＸＲ＿５８９２８３、ＸＲ＿５９２７０２、ＸＲ＿
５９５５０２、ＥＮＳＲＮＯＴ００００００７７００７、ＸＲ＿５９３１１２、ＸＲ＿
３３８７７３等，并通过ＧＯ及 ＫＥＧＧ等生物信息学方法分
析其对应靶基因富集的生物学过程及可能参与的通

路；随后，通过 ｑＲＴＰＣＲ分别检测假手术组、损伤组、
外泌体组中上述差异性表达的 ｌｎｃＲＮＡｓ，进一步筛选
出外泌体处理后有差异性表达的ｌｎｃＲＮＡｓ：ＸＲ＿５９３２６８
上调，ＸＲ＿６０２０８０、ＸＲ＿６０２０１２、ＸＲ＿５９１０１７下调。其
中，ＸＲ＿５９３２６８在外泌体处理后表达上调。这可能是
由于ＢＭＳＣｓ源外泌体中富含ＸＲ＿５９３２６８，并将其传递
至靶细胞所致，具体机制仍需进一步探究。综上，对假

手术组、损伤组及外泌体组行 ｑＲＴＰＣＲ验证后，筛选
出参与外泌体调控内膜增生的相关 ｌｎｃＲＮＡｓ可能为
ＸＲ＿６０２０８０、ＸＲ＿５９１０１７。

　　ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ共表达芯片分析发现球囊损伤后
大鼠颈动脉组织中 ｌｎｃＲＮＡｓ和 ｍＲＮＡｓ表达水平的改
变。ＧＯ分析结果发现，上调的转录本多与免疫系统
进程、炎症反应、细胞趋化和细胞增殖等有关；而下调

的转录本多与肌动蛋白肌丝调节和分子功能调节等有

关。ＫＥＧＧ通路分析发现，上调的转录本主要富集在
肌动蛋白细胞骨架的调节、血管平滑肌收缩和过氧化

物酶体等方面，而下调的转录本主要富集在细胞因子

受体相互作用、趋化因子信号通路和细胞周期等方面，

而其中包括血管平滑肌收缩（３５个靶基因）、肌动蛋白
细胞骨架调节（４１个靶基因）、细胞周期（３４个靶基
因）等广泛报道的与球囊损伤后内膜增生相关的通

路。这表明，差异表达的ｌｎｃＲＮＡｓ和ｍＲＮＡｓ可能参与
球囊损伤后血管再狭窄进程。

　　按功能将ＧＯ和 ＫＥＧＧ分为血管平滑肌收缩、肌
动蛋白细胞骨架调节和细胞周期三大类进行编码非
编码基因共表达生物信息学分析。其中，参与调控细

胞周期这一过程的 ｌｎｃＲＮＡｓ包括 ＸＲ＿６０２０８０、ＸＲ＿
６０１０８１、ＸＲ＿５９１０１７、ＥＮＳＲＮＯＴ００００００２９５０９等，而这
些ｌｎｃＲＮＡｓ与 Ｇｓｋ３ｂ、细胞周期依赖激酶抑制剂 ２ｂ

７２３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２３）



（Ｃｄｋｎ２ｂ）、Ｃｃｎａ２等直接相邻。Ｃｄｋｎ２ｂ与 Ｃｄｋｎ２ａ相
邻，可编码一种与 ＣＤＫ４或 ＣＤＫ６形成复合物的细胞
周期蛋白依赖激酶抑制剂，并阻止 ＣＤＫ激酶的激活，
因此编码蛋白作为控制细胞周期 Ｇ１进展的细胞生长
调节剂发挥作用。Ｃｃｎａ２即重组人细胞周期素 Ａ２，作
为细胞周期素家族成员之一，能调控细胞周期过渡，因

此被认为是细胞周期调控中的核心因子。总之，本研

究采用ｌｎｃＲＮＡ，Ｖ２．０芯片技术分析外泌体干预对大
鼠颈动脉球囊损伤后血管组织中ｌｎｃＲＮＡ和ｍＲＮＡ表
达影响，成功建立了外泌体干预后的大鼠颈动脉球囊

损伤组织中差异变化的 ｌｎｃＲＮＡ基因表达谱，为后续
相关领域提供了重要的数据基础。ＧＯ富集出调控
“细胞周期”是其参与外泌体干预大鼠颈动脉球囊损

伤的主要方式，ＣＮＣ分析出差异表达的 ｌｎｃＲＮＡ和细
胞周期基因间有着密切的共表达网络关系，构建出高

度相关的ｌｎｃＲＮＡ细胞周期相关ｍＲＮＡ关系对，可为后
续深入研究差异表达ｌｎｃＲＮＡ的功能和机制提供方向。
　　综上所述，本研究显示 ＢＭＳＣｓ源外泌体中 ＸＲ＿
６０２０８０、ＸＲ＿５９１０１７可能通过 Ｇｓｋ３ｂ、Ｃｄｋｎ２ｂ、Ｃｃｎａ２
等分子调控平滑肌细胞周期变化，最终起到抑制新生

内膜过度增殖的生物学功能。其具体调控的分子机制

有待进一步探索发现。
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