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摘要　 目的　 基于单核巨噬细胞外泌体（Ｅｘｏｓ） ／ ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃
９２ａ（ｍｉＲ⁃９２ａ）探讨晚期糖基化终产物（ＡＧＥｓ）对糖尿病内皮

细胞损伤的作用机制。 方法 　 ２０ 只载脂蛋白 Ｅ 缺乏

（ＡｐｏＥ － ／ － ）小鼠随机均分为两组：损伤组和损伤 ＋ ＳＴＺ 组。
损伤 ＋ ＳＴＺ 组建立链脲佐菌素（ＳＴＺ）诱导的糖尿病模型。 所

有动物都接受了部分左颈动脉（ＰＬＣＡ）结扎手术。 收集颈动

脉，采用免疫组化检测 Ｍ１ 巨噬细胞数量，并使用 ＥＬＩＳＡ 分

析 ＡＧＥｓ 水平。 用 ＡＧＥｓ 处理 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞的条件培养基

（ＣＭ）或 ＡＧＥｓ 刺激巨噬细胞来源 Ｅｘｏｓ 处理微血管内皮细

胞系 ｂＥｎｄ. ３ 细胞，然后评估细胞屏障功能和线粒体功能。
结果　 糖尿病小鼠颈动脉粥样硬化组织和 ＡＧＥｓ 处理的

ＲＡＷ２６４. ７ 细胞中 Ｍ１ 巨噬细胞数量增加。 ＣＭ 或 Ｅｘｏｓ 在体

外诱导了血管内皮细胞的屏障功能障碍、活性氧（ＲＯＳ）积累

和线粒体功能障碍。 此外，生物信息学分析表明 ｍｉＲ⁃９２ａ 在

ＡＧＥｓ 刺激巨噬细胞来源 Ｅｘｏｓ 中上调。 实验上，Ｅｘｏｓ 通过转

移 ｍｉＲ⁃２９ａ 参与了 ｂＥｎｄ. ３ 细胞中 ＣＭ 诱导的屏障功能障

碍、ＲＯＳ 积累和线粒体功能障碍。 最后，一系列拯救实验进

一步证实 Ｅｘｏｓ 通过 ｍｉＲ⁃９２ａ 调节血管内皮细胞的屏障功能

障碍和线粒体功能。 结论 　 糖尿病 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠 ＡＧＥｓ 表

达和 Ｍ１ 巨噬细胞数量增加，并且 ＡＧＥｓ 刺激巨噬细胞来源

Ｅｘｏｓ 通过体外递送 ｍｉＲ⁃９２ａ 诱导 ｂＥｎｄ. ３ 细胞的屏障功能和

线粒体功能障碍。
关键词　 巨噬细胞；外泌体；ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃９２ａ；晚期糖基化终产

物；糖尿病；内皮细胞损伤
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　 　 在糖尿病患者中，长期高血糖会促进晚期糖基

化终产物（ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＧＥｓ）的
形成和积累［１］。 ＡＧＥｓ 在各种类型的细胞中引起炎

症和血栓形成反应［２］。 研究［３ － ４］ 发现 ＡＧＥｓ 可以增

强巨噬细胞向 Ｍ１ 表型的极化，但 ＡＧＥｓ 如何通过调

节巨噬细胞 Ｍ１ 极化促进糖尿病内皮细胞（ｅｎｄｏｔｈｅ⁃
ｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ，ＥＣｓ）损伤的确切机制尚不清楚。 最近，外
泌体（ ｅｘｏｓｏｍｅｓ，Ｅｘｏｓ） 的功能引起了广泛关注［５］。
巨噬细胞来源的 Ｅｘｏｓ 占据血液中循环 Ｅｘｏｓ 的很大

一部分［６］，但很少探索巨噬细胞来源的 Ｅｘｏｓ 在糖尿

病 ＥＣｓ 损伤中的作用。 多种 ｍｉｃｒｏＲＮＡ （ｍｉＲＮＡ）
参与 Ｅｘｏｓ 介导的细胞间相互作用，已发现巨噬细胞

来源的 Ｅｘｏｓ 通过向糖尿病 ＥＣｓ 转运 ｍｉＲ⁃９２ａ，形成

动脉粥样硬化病变［７］。 假设 ＡＧＥｓ 刺激巨噬细胞来

源的 Ｅｘｏｓ 通过递送 ｍｉＲ⁃９２ａ 诱导糖尿病 ＥＣｓ 损伤，
最终形成动脉粥样硬化病变。 该研究分析了糖尿病

载 脂 蛋 白 Ｅ 缺 乏 （ ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ⁃Ｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ，
ＡｐｏＥ － ／ － ）小鼠 ＡＧＥｓ 表达和 Ｍ１ 巨噬细胞数量情

况，并探讨了 ＡＧＥｓ 处理的巨噬细胞是否通过 Ｅｘｏｓ
递送 ｍｉＲ⁃９２ａ 损害血管 ＥＣｓ，旨在为治疗动脉粥样

硬化提供一个有希望的靶点。

１　 材料与方法

１． １　 动物　 ４ 周龄雄性 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠（ｎ ＝ ２０）购自

南京大学模式动物遗传研究中心。 小鼠维持西式饮

食（在以谷物为基础的食物中添加高水平的脂肪和

胆固醇），并随机分为两组：损伤组（ｎ ＝ １０）和损伤

＋ ＳＴＺ 组（ｎ ＝ １０）。 损伤 ＋ ＳＴＺ 组通过腹膜内连续

５ 次每天注射 ４０ ｍｇ ／ ｋｇ 新鲜制备的链脲佐菌素

（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）（溶解在柠檬酸盐缓冲液，浓度

为 ０. ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ ４. ５，美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）诱
发糖尿病［８］。 损伤组仅接受缓冲液。 两周后，测量

血糖水平，１２ ｈ 空腹血糖水平大于或等于 １３. ９
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的动物认为患有糖尿病。 两周后，所有动物

都接受了部分左颈动脉（ ｐａｒｔｉａｌ ｌｅｆｔ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ，
ＰＬＣＡ）结扎手术［８］。 通过腹膜内注射戊巴比妥麻醉

ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠，并暴露左颈总动脉。 分离左颈外动

脉、左颈内动脉和枕动脉，然后用 ７⁃０ 丝线结扎。 对

侧颈动脉作为内部对照。 手术后 ３０ ｄ 处死小鼠。
收集颈动脉用于进一步实验。
１． ２　 组织学检查 　 立即取出颈动脉并固定在 ４％
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多聚甲醛中。 将组织横切，石蜡包埋，切成 ４ ｍｍ 的

切片。 动脉切片用苏木精和伊红（ＨＥ）染色。 在光

学显微镜（日本 Ｎｉｋｏｎ 公司）下检查 ＨＥ 染色的切

片。
１． ３　 免疫荧光　 对于组织分析，在颈动脉上进行抗

ＣＤ６８（１ ∶ ２００，美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司）和抗 ｉＮＯＳ（１ ∶
２００，美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司）一抗孵育。 分别使用异硫氰

酸荧光素（ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｅ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）和别藻

蓝蛋白（ａｌｌｏｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ，ＡＰＣ）偶联的二抗。 细胞核

用 ４′， ６⁃二脒基⁃２⁃苯基吲哚 （ ＤＡＰＩ， 美国 Ｓｉｇｍａ⁃
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）复染。 对于细胞分析，细胞用 ４％聚甲

醛固定并用 ０. ３％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 透化，然后用 ５％
ＢＳＡ 封闭，最后与抗 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ（１：５００，美国 Ｐｒｏｔｅｉｎ⁃
ｔｅｃｈ 公司）或抗 ＺＯ⁃１（１：５００，美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司）
一抗在 ４ ℃下孵育过夜。 第二天使用相应的二抗和

ＤＡＰＩ 试剂处理细胞和切片，并通过 ＩＸ⁃７１ 荧光显微

镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）观察这些切片的特异性荧

光。
１． ４　 细胞培养与分组　 ＲＡＷ２６４. ７ 鼠巨噬细胞购

自上海中乔新舟生物科技有限公司。 细胞接种在含

有 １０％胎牛血清和 １％ 青霉素 ／链霉素的 Ｄｕｌｂｅｃｃｏ
改良 Ｅａｇｌｅ 培养基（ＤＭＥＭ，美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司）中。
将细胞与 ４００ μｇ ／ ｍｌ 牛血清白蛋白（ＢＳＡ，美国 Ｓｉｇ⁃
ｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）或不同浓度（０、５０、１００、２００ 和 ４００
μｇ ／ ｍｌ）ＡＧＥｓ 孵育处理 ２４ ｈ，或用 ２００ μｇ ／ ｍｌ ＡＧＥｓ
孵育不同时间（０、１２、２４、４８ 和 ７２ ｈ）。 ＢＳＡ 用作对

照载体。 ｂＥｎｄ. ３ 脑微血管内皮细胞系购自中国科

学院典型培养物保藏中心。 细胞接种在含有 １０％
ＦＢＳ 和 １％青霉素 －链霉素的 ＤＭＥＭ 中培养。
１． ５ 　 小鼠原代心肌细胞的分离培养及分组 　
ｂＥｎｄ. ３ 细胞以 ４ × １０４ 个 ／孔接种于 ９６ 孔板，进行

以下实验。 实验 １ 分为对照组、条件培养基（ｃｏｎｄｉ⁃
ｔｉｏｎｅｄ ｍｅｄｉｕｍ，ＣＭ）组、ＣＭ ＋ ＧＷ４８６９（一种 Ｅｘｏｓ 分

泌抑制剂）组。 ＣＭ 组加入 ２００ μｇ ／ ｍｌ ＡＧＥｓ 处理

ＲＡＷ２６４. ７ 细胞 ４８ ｈ 的 ＣＭ，ＣＭ ＋ ＧＷ４８６９ 组加入

２００ μｇ ／ ｍｌ ＡＧＥｓ 和 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＧＷ４８６９（美国 Ｓｉｇ⁃
ｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）处理 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞 ４８ ｈ 的 ＣＭ。
实验 ２ 分为 ｍｉＲ⁃９２ａ 过表达（ｍｉＲ⁃９２ａＯＥ）组和相应

对照 组 （ ｍｉＲ⁃ＮＣＯＥ ） 以 及 ｍｉＲ⁃９２ａ 敲 低 （ ｍｉＲ⁃
９２ａＫＤ）组和阴性对照组（ｍｉＲ⁃ＮＣＫＤ）。 ＲＡＷ２６４. ７
细胞在用 ＡＧＥｓ 处理前，分别使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００ （美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司） 将 ｍｉＲ⁃９２ａ 过表达质粒

或短干扰 ＲＮＡ 及各自对照 （上海 ＧｅｎｅＰｈａｒｍａ 公

司）转染 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞 ２４ ｈ，然后加入 ２００ μｇ ／ ｍｌ

ＡＧＥｓ 处理 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞 ４８ ｈ。 实验 ３ 分为 ｍｉＲ⁃
ＮＣＯＥ⁃Ｅｘｏｓ 组、ｍｉＲ⁃９２ａＯＥ⁃Ｅｘｏｓ 组、ｍｉＲ⁃９２ａＫＤ⁃Ｅｘ⁃
ｏｓ 组和 ｍｉＲ⁃ＮＣＫＤ⁃Ｅｘｏｓ 组。 分别收集实验 ２ 对应

组项下的 Ｅｘｏｓ，加入 ｂＥｎｄ. ３ 细胞中处理 ２４ ｈ。
１． ６　 ＡＧＥｓ 的制备　 将 ＢＳＡ 添加到 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷

酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ、ｐＨ ７. ４、５ ｇ ／ Ｌ）中，将其与 ５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｄ⁃葡萄糖在 ９５％ 空气、５％ ＣＯ２ 中在 ３７ ℃
下孵育 １２ 周，然后用 ＰＢＳ 透析去除未掺入的 Ｄ⁃葡
萄糖，获得 ＡＧＥｓ。 取未修饰的 ＢＳＡ 在不含 Ｄ⁃葡萄

糖的相同条件下温育作为对照。 ＡＧＥｓ 通过高效液

相色谱检测器（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）进行鉴定。 通过

ＢＣＡ 蛋白测定试剂盒 （上海 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ 公司） 估算

ＡＧＥｓ 的浓度。 将 ＡＧＥｓ 储存在 － ２０ ℃ 下直至使

用。
１． ７　 Ｅｘｏｓ 分离鉴定　 从用和不用 ＡＧＥｓ 预处理的

ＲＡＷ２６４. ７ 的培养上清液中提取 Ｅｘｏｓ。 在收集培养

基之前，用 ＰＢＳ 洗涤 ＲＡＷ２６４. ７ 两次，并在 ＡＧＥｓ 刺
激后用不含 Ｅｘｏｓ 的培养基替换培养基。 ２４ ｈ 后收

集条件培养基（ＣＭ），并以 ３００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 和

２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ。 离心后，将细胞上清液通

过 ０. ２２ μｍ 过滤器过滤以去除细胞碎片。 随后将

上清液转移到 Ａｍｉｃｏｎ Ｕｌｔｒａ⁃１５ 离心过滤器（美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）并以 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心，直到上室中

的体积减少到大约 ２００ μｌ。 对于 Ｅｘｏｓ 纯化，将上腔

室中的液体装载在 ３０％ 蔗糖 ／ Ｄ２Ｏ 垫上，并在 ４ ℃
下以 １００ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ（德国 Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ 公司）超
速离心 ６０ ｍｉｎ。 然后将托盘悬浮在 ＰＢＳ 中用于进

一步鉴定和给药。
使用 Ｔｅｃｎａｉ １２ 透射电子显微镜 （ ＴＥＭ，荷兰

Ｐｈｉｌｉｐｓ 公司）观察 Ｅｘｏｓ 的形态。 纳米粒子追踪分析

（ＮＴＡ，美国 Ｎａｎｏｓｉｇｈｔ Ｌｔｄ 公司）测量 Ｅｘｏｓ 的直径。
通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 Ｅｘｏｓ 的表面阳性标志物，包
括 ＣＤ６３ 和 ＴＳＧ１０１，和阴性标志物 Ｃａｌｎｅｘｉｎ 的表达。
１． ８　 ｂＥｎｄ. ３ 细胞对 Ｅｘｏｓ 的摄取　 将 Ｄｉｌ 溶液（４
ｍｇ ／ ｍｌ，美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｒｏｂｅ 公司）与含有 Ｅｘｏｓ 的

ＰＢＳ 溶液一起孵育以进行荧光标记。 通过在 ４ ℃下

以 １００ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心去除过量染料，并将标记的

Ｅｘｏｓ 洗涤 ３ 次。 这些 Ｄｉｌ 标记的 Ｅｘｏｓ 与 ｂＥｎｄ. ３ 细

胞共培养 ２４ ｈ，然后用 ＰＢＳ 洗涤细胞并固定在 ４％
多聚甲醛中。 使用激光共聚焦显微镜（德国 Ｃａｒｌ
Ｚｅｉｓｓ Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ＧｍｂＨ 公司）光学检查 ｂＥｎｄ. ３ 细胞

对 Ｅｘｏｓ 的摄取。
１． ９ 　 跨上皮电阻（ ｔｒａｎｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ ｒｅｓｉｓｔ⁃
ａｎｃｅ，ＴＥＥＲ）测量 　 ｂＥｎｄ. ３ 细胞接种在具有 ０. ４
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μｍ 孔的插入物（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）中，并使其达

到汇合状态。 在每次测量之前，将细胞用 ＨＢＳＳ 预

平衡 ３０ ｍｉｎ，并使用 Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ® ＥＲＳ 仪器（美国 Ｍｉｌｌｉ⁃
ｐｏｒｅ 公司）测量电阻。 ＴＥＥＲ 值使用以下公式计算：
ＴＥＥＲ （Ω·ｃｍ） ＝ （ＴＥＥＲ总数 － ＴＥＥＲ空白） ×膜面积。
１． １０　 渗透性测定　 使用 ＦＩＴＣ⁃葡聚糖（４ ｋｕ，美国

Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）测量跨上皮渗透性。 将细胞接

种在上述插入物中并使其汇合，将 １００ μｌ ＦＩＴＣ⁃葡
聚糖培养基（１ ｍｇ ／ ｍｌ）添加到顶端室，并将 ５００ μｌ
培养基添加到基底室。 孵育 ２ ｈ 后，收集基底室中

的培养基并使用荧光分光光度计（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈ⁃
ｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）进行荧光测量。
１． １１　 线粒体 ＲＯＳ 检测和形态学分析 　 使用 Ｍｉ⁃
ｔｏＳＯＸＴＭ Ｒｅｄ Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ Ｉｎｄｉｃａｔｏｒ（美国

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅｓ 公司）检测线粒体 ＲＯＳ，并在共聚

焦显微镜下观察。 对于线粒体的形态学分析，将
ｂＥｎｄ. ３ 细胞与 １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ Ｍｉｔｏｔｒａｃｋｅｒ Ｒｅｄ ＣＭＸＲｏｓ
（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）在 ３７ ℃下孵育 ３０ ｍｉｎ。 使用

共聚焦显微镜获得荧光图像。
１． １２　 实时定量 ＰＣＲ 分析 　 用 ｍｉＲＮｅａｓｙ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ
（美国 Ｑｉａｇｅｎ 公司）从细胞和 Ｅｘｏｓ 中提取总 ＲＮＡ。
使用 ＴａｑＭａｎ ＭｉｃｒｏＲＮＡ 逆转录试剂盒（美国 Ｔｈｅｒ⁃
ｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）在 Ｓ１０００ＴＭ 热循环 ＰＣＲ 扩

增仪（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司） 合成 ｃＤＮＡ。 然后通过

ＴａｑＭａｎ（美国 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司）的 ｍｉＲ⁃９２ａ 探

针进行实时 ＰＣＲ 以定量 ｍｉＲ⁃９２ａ 的表达。 Ｕ６ 作为

内源性对照用于标准化。 使用标准的 ２ － ΔΔＣｔ （周期

阈值）方法测定 ｍｉＲ⁃９２ａ 的相对表达水平。 用于实

时 ＰＣＲ 的引物序列如下： ｍｉＲ⁃９２ａ 正向：５′⁃ＣＴＴ⁃
ＧＡＡＧＧＴＡＡＴＧＧＡＡＣＣＣＧＧ⁃３′， 反 向： ５′⁃ＧＴＧＡＴＡＣ⁃
ＣＣＧＴＧＧＴＡ ＧＴＡＣＣＴＣ⁃３′； Ｕ６ 正 向： ５′⁃ＡＧＧＡＣ⁃
ＴＡＴＣＧＴＣＣＧＡＴＣＡＡＣ⁃３′，反向：５′⁃ＧＣＣＣＴＣＡＣＡＣＣＴ⁃
ＧＣ ＡＣＴＧＴＧＴＣ⁃３′。
１． １３　 Ｅｘｏｓ 的全转录组文库制备和测序 　 对于测

序分析，将从对照组、ＣＭ 组 Ｅｘｏｓ 中分离的 ＲＮＡ 样

品用不含 ＴＵＲＢＯ ＤＮＡ（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）的
ＤＮａｓｅ 处理，然后用 Ｚｙｍｏ ＲＮＡ Ｃｌｅａｎ ＆ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａ⁃
ｔｏｒ⁃５（美国 Ｚｙｍｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ 公司）纯化和浓缩。 使用

Ｑｕａｎｔ⁃ｉＴ Ｒｉｂｏｇｒｅｅｎ ＲＮＡ Ａｓｓａｙ （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
公司） 测量 ＲＮＡ 的数量，使用安捷伦高灵敏度 ＲＮＡ
Ｓｃｒｅｅｎ Ｔａｐｅ 和缓冲液（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司） 测量质

量。 使 用 Ｔａｋａｒａ Ｂｉｏ 的 ＳＭＡＲＴｅｒ Ｓｔｒａｎｄｅｄ Ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ ｋｉｔ ｖ２ Ｐｉｃｏ Ｉｎｐｕｔ Ｍａｍｍａｌｉａｎ（日本 Ｔａｋａｒａ
公司）从 １０ ｎｇ 总 ＲＮＡ 合成 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 兼容的双链

ｃＤＮＡ 全转录组文库，并经高灵敏度 Ｄ１０００ Ｓｃｒｅｅｎ⁃
Ｔａｐｅ 试剂（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）测量文库的大小，使
用 ＫＡＰＡ ＳＹＢＲ ＦＡＳＴ 通用 ｑＰＣＲ 试剂盒（美国 Ｋａｐａ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ 公司）测量浓度。 然后在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 的 Ｎｏ⁃
ｖａＳｅｑ ６０００ 上对文库进行测序。 ＳＭＡＲＴｅｒ Ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ ｐｉｃｏ ｖ２ 读数按照 Ｔａｋａｒａ Ｂｉｏ 的建议进行质量

过滤和修剪，去除 ｒｅａｄ２ 的前 ３ 个碱基。 修剪和过

滤读取后，使用 ＳＴＡＲ （ｖ. ２. ５. ３ａ）映射基因组和转

录组。 在 Ｒ（３. ５. ０ 版）中使用 ＤＥＳｅｑ２ 包（１. ２０. ０）
对所有基因表达分析进行差异表达。 使用中值比方

法（ＤＥＳｅｑ２ 中的默认值）对样本的原始读取计数进

行标准化。 使用 Ｒ 中的 ｐｈｅａｔｍａｐ （ｖ. １. ０. １０） 包创

建热图。
１． １４ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 　 通过 ＲＩＰＡ 裂解（上海

Ｂｅｙｏｔｉｍｅ 公司）提取 Ｅｘｏｓ 的蛋白质，并经 ＢＣＡ 检查

蛋白质浓度。 在 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶中变性和分离后，
将蛋白质转移到 ＰＶＤＦ 膜上；然后在室温下用封闭

缓冲液 （ Ｂｅｙｏｔｉｍｅ） 封闭膜 １ ｈ，并在 ４ ℃ 下与抗

ＣＤ６３ 抗体 （１ ∶ １ ０００，美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司）、抗
Ｔｓｇ１０１ 抗体 （１ ∶ １ ０００，Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ）和抗 Ｃａｌｎｅｘｉｎ 抗

体（１ ∶ １ ０００，Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ）孵育过夜。 洗涤后，ＰＶＤＦ
膜用 ＨＲＰ 偶联的山羊抗兔 ＩｇＧ 抗体（１ ∶ ５ ０００，美
国 ＣＳＴ 公司）在室温下孵育 １ ｈ。 洗涤后，ＰＶＤＦ 膜

与 ＥＣＬ 底物一起孵育以在印迹上产生化学发光，由
ＣｈｅｍｉＤｏｃ ＭＰ 成像系统（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）捕获图

像并通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行标准化。
１． １５　 酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ） 　 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６
反映 Ｍ１ 巨噬细胞，而 ＩＬ⁃１０ 反映 Ｍ２ 巨噬细胞。 通

过 ＥＬＩＳＡ（美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ Ｇｒｏｕｐ 公司）测试肿瘤坏

死因子⁃α（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃α）、白细胞介

素 ６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ６，ＩＬ⁃６）和 ＩＬ⁃１０ 水平。 ＡＧＥｓ ＥＬＩＳＡ
试剂盒购自武汉优尔生生命科学装备有限公司。
１． １６　 统计学处理　 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 进行

统计分析。 两组数据比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ ｔ 检验，多因

素分析采用单因素或双因素 ＡＮＯＶＡ 检验。 实验结

果以 �ｘ ± ｓ 表示，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 糖尿病 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠 ＡＧＥｓ 表达和 Ｍ１ 巨噬

细胞数量增加 　 ＨＥ 染色显示损伤组和损伤 ＋ ＳＴＺ
组的左颈动脉中都有动脉粥样硬化斑块形成。 与损

伤组相比，损伤 ＋ ＳＴＺ 组颈动脉直径的减小更为明

显（图 １Ａ）。 与损伤组小鼠相比，损伤 ＋ ＳＴＺ 组小鼠

表现出更高的 ＡＧＥｓ、 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 水平 （ ｔ ＝
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１８. ３６５、２２. ５８２、１１. ４２６，均 Ｐ ＜ ０. ００１），并且 ＩＬ⁃１０
水平降低（ ｔ ＝ ４. ９７３，Ｐ ＝ ０. ００５） （图 １Ｂ ～ Ｅ）。 此

外，颈动脉切片的免疫荧光图像显示，损伤 ＋ ＳＴＺ 组

小鼠巨噬细胞中 Ｍ１ 巨噬细胞的比例高于损伤组小

鼠（Ｐ ＜ ０. ００１）（图 １Ｆ）。
２． ２ 　 ＡＧＥｓ 增强巨噬细胞向 Ｍ１ 表型的极化 　
ＥＬＩＳＡ 结果显示 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 的表达较对照组升

高（Ｆ ＝ ４０. ５６４、４２. １７２，均 Ｐ ＜ ０. ００１），而 ＩＬ⁃１０ 的

表达降低（Ｆ ＝ ２６. ２７５，Ｐ ＜ ０. ００１）。 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６
的表达随着 ＡＧＥｓ 浓度和孵育时间的增加而增加（Ｆ
＝ ３２. ６１４、３８. ７４２，均 Ｐ ＜ ０. ００１）。 此外，ＩＬ⁃１０ 表达

以浓度和时间依赖性方式降低（Ｆ ＝ ２３. ５６８，Ｐ ＜
０. ００１）（图 ２）。 这些结果表明 ＡＧＥｓ 主要诱导巨噬

细胞极化为 Ｍ１ 表型。 本研究选择 ２００ μｇ ／ ｍｌ ＡＧＥｓ
处理 ４８ ｈ 作为最佳处理。
２． ３　 ＡＧＥｓ刺激巨噬细胞来源Ｅｘｏｓ在体外损伤

图 １　 糖尿病 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠 ＡＧＥｓ表达和 Ｍ１ 巨噬细胞数量增加

Ａ：通过 Ｈ＆Ｅ 染色分析颈动脉 × ５０；Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ：ＥＬＩＳＡ 测定血浆 ＡＧＥｓ、ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１０ 水平；Ｆ：颈动脉切片中巨噬细胞组成的免疫荧

光染色的代表性照片及定量分析 × １００；ＤＡＰＩ：一种核标记；ＣＤ６８：一种泛巨噬细胞标志物；ｉＮＯＳ：Ｍ１ 巨噬细胞标记；与损伤组比较：∗∗ Ｐ ＜
０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ２　 ＡＧＥｓ增强了巨噬细胞对 Ｍ１ 表型的极化

Ａ、Ｂ、Ｃ：ＥＬＩＳＡ 分析用不同浓度的 ＡＧＥｓ 处理的 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１０ 水平；Ｄ、Ｅ、Ｆ：ＥＬＩＳＡ 分析用 ＡＧＥｓ （２００ μｇ ／ ｍｌ）处

理不同时间的 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１０ 水平；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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ｂＥｎｄ. ３ 细胞屏障功能　 ＡＧＥｓ 刺激巨噬细胞的 ＣＭ
降低了 ｂＥｎｄ. ３ 细胞的 ＴＥＥＲ 值（图 ３Ａ）并增加了

ＦＩＴＣ⁃葡聚糖通透性（图 ３Ｂ）。 此外，ＴＪｓ 蛋白的荧光

染色表明，用 ＣＭ 处理降低了 ｂＥｎｄ. ３ 细胞膜中 ＺＯ⁃
１ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的表达（图 ３Ｃ 和 Ｄ）。 考虑到 Ｅｘｏｓ 参

与两个细胞之间的旁分泌作用以介导细胞间通讯，
研究用 ＧＷ４８６９ 预处理 ＲＡＷ２６４. ７。 结果显示

ＧＷ４８６９ 部分逆转了 ＣＭ 诱导的 ＴＥＥＲ 值下降（图
３Ａ）和 ＦＩＴＣ⁃葡聚糖渗透性增加（图 ３Ｂ）；ＴＪｓ 蛋白的

荧光强度降低也被 ＧＷ４８６９ 逆转（图 ３Ｃ、Ｄ）。
２． ４　 ＡＧＥｓ 刺激巨噬细胞来源 Ｅｘｏｓ 在体外上调

ｂＥｎｄ. ３ 细胞的 ＲＯＳ 水平并损害线粒体功能 　 ＣＭ
处理增加了 ｂＥｎｄ. ３ 细胞中线粒体超氧化物水平，
ＧＷ４８６９ 可以部分逆转这种增加（图 ４Ａ、Ｂ）。 此外，
ＣＭ 处理缩短了线粒体长度并使其膨胀，并且线粒

体碎片化的细胞百分比也增加。 ＧＷ４８６９ 可以部分

逆转线粒体形态变化（图 ４Ｃ ～ Ｅ）。

２． ５　 ｍｉＲ⁃９２ａ 在 ＡＧＥｓ 刺激巨噬细胞来源 Ｅｘｏｓ 中
上调 　 为了进一步研究 ＡＧＥｓ 刺激巨噬细胞来源

Ｅｘｏｓ 对血管内皮细胞的潜在影响，随后提取并鉴定

了 Ｅｘｏｓ（图 ５）。 分析暴露于正常或 ＡＧＥｓ 刺激巨噬

细胞来源 Ｅｘｏｓ 中 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 表达谱，观察到 １１ 个

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 的下调和 ２２ 个 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 的上调。 其中，
ｍｉＲ⁃９２ａ 表达在 ＡＧＥｓ 刺激巨噬细胞来源 Ｅｘｏｓ 中增

强（图 ６Ａ）。 此外，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析显示，ｍｉＲ⁃９２ａ 表

达在 ＡＧＥｓ 刺激巨噬细胞中、ＡＧＥｓ 刺激巨噬细胞来

源 Ｅｘｏｓ 中和用 Ｅｘｏｓ 处理的 ｂＥｎｄ. ３ 细胞中均增强

（图 ６Ｂ ～ Ｄ），表明 ｍｉＲ⁃９２ａ 可以通过 Ｅｘｏｓ 从巨噬细

胞转移到 ｂＥｎｄ. ３ 细胞。
２． ６　 ＡＧＥｓ 刺激巨噬细胞来源 Ｅｘｏｓ 通过体外递送

ｍｉＲ⁃９２ａ 损伤 ｂＥｎｄ. ３ 细胞 　 研究构建了 ｍｉＲ⁃９２ａ
过 表 达 （ ｍｉＲ⁃９２ａＯＥ ） 和 敲 低 （ ｍｉＲ⁃９２ａＫＤ ）
ＲＡＷ２６４. ７，然后分离 Ｅｘｏｓ 以治疗 ｂＥｎｄ. ３ 细胞。 转

染效率如图７Ａ、Ｂ所示，与阴性对照相比，在分别源

图 ３　 ＡＧＥｓ刺激巨噬细胞来源 Ｅｘｏｓ在体外损伤 ｂＥｎｄ. ３ 细胞屏障功能

Ａ、Ｂ：ＴＥＥＲ 值和 ＦＩＴＣ⁃葡聚糖泄漏用于确定 ＧＷ４８６９ 预处理对 ＡＧＥｓ 刺激巨噬细胞的条件培养基（ＣＭ）诱导 ｂＥｎｄ. ３ 细胞屏障功能障碍的

影响；Ｃ、Ｄ：免疫荧光检测 ｂＥｎｄ. ３ 细胞中 ＺＯ⁃１ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的表达和定量分析 × １００；与对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＣＭ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ４　 ＡＧＥｓ刺激巨噬细胞来源 Ｅｘｏｓ在体外上调 ｂＥｎｄ. ３ 细胞的 ＲＯＳ 水平并损害线粒体功能

Ａ、Ｂ：在指定组中通过免疫荧光检测和量化 ｂＥｎｄ. ３ 细胞中的 ＭｉｔｏＳＯＸ 水平 × ２００；Ｃ、Ｄ、Ｅ：指定组中线粒体形态的代表性图像和线粒体长

度的量化以及线粒体碎片化细胞的百分比 × ２００ 倍；与对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＣＭ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ５　 ＡＧＥｓ刺激巨噬细胞来源 Ｅｘｏｓ的鉴定和 ｂＥｎｄ. ３ 细胞对 Ｅｘｏｓ的摄取

Ａ：ＴＥＭ 下源自 ＲＡＷ２６４. ７ 的 Ｅｘｏｓ 形态 × １０ ０００；Ｂ：Ｅｘｏｓ 的 ＮＴＡ 分析；Ｃ：Ｅｘｏｓ 蛋白标志物的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析；Ｄ：ｂＥｎｄ. ３ 细胞对 Ｄｉｌ 标记

的 Ｅｘｏｓ 的摄取 × ２００
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图 ６　 ｍｉＲ⁃９２ａ 可以通过 Ｅｘｏｓ转移到 ｂＥｎｄ. ３ 细胞

Ａ：热图显示 ＡＧＥｓ 刺激巨噬细胞来源 Ｅｘｏｓ 中 ｍｉｃｒｏＲＮＡ 的差异表达，箭头标记 ｍｉＲ⁃９２ａ；Ｂ、Ｃ、Ｄ：通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 确定 ＡＧＥｓ 刺激巨噬细胞

中、ＡＧＥｓ 刺激巨噬细胞来源 Ｅｘｏｓ 中和用 Ｅｘｏｓ 处理的 ｂＥｎｄ. ３ 细胞中 ｍｉＲ⁃９２ａ 表达；与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

自 ｍｉＲ⁃９２ａＯＥ 和 ｍｉＲ⁃９２ａＫＤ 的 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞和

Ｅｘｏｓ 中观察到 ｍｉＲ⁃９２ａ 表达增加和降低。 此外，与
ｍｉＲ⁃ＮＣＯＥ⁃Ｅｘｏｓ 相比，用 ｍｉＲ⁃９２ａＯＥ⁃Ｅｘｏｓ 处理靶标

ｂＥｎｄ. ３ 细胞中 ｍｉＲ⁃９２ａ 表达上调，而与 ｍｉＲ⁃ＮＣＫＤ⁃
Ｅｘｏｓ 相比， 用 ｍｉＲ⁃９２ａＫＤ⁃Ｅｘｏｓ 处理则 下 调 （ 图

７Ｃ）。 然后进行了几个功能实验。 如图 ７Ｄ 和 Ｅ 所

示，在 ｍｉＲ⁃９２ａＯＥ⁃Ｅｘｏｓ 组中，ＴＥＥＲ 值降低，ＦＩＴＣ⁃葡
聚糖通透性增加，而在 ｍｉＲ⁃９２ａＫＤ⁃Ｅｘｏｓ 组中观察到

相反的结果。 加入 ｍｉＲ⁃９２ａＯＥ⁃Ｅｘｏｓ 后，ＺＯ⁃１ 和 Ｏｃ⁃
ｃｌｕｄｉｎ 的荧光强度降低，而 ｍｉＲ⁃９２ａＫＤ⁃Ｅｘｏｓ 处理强

烈增强了 ＺＯ⁃１ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 的表达（图 ７Ｆ、Ｇ）。 此

外，与 ｍｉＲ⁃ＮＣＯＥ⁃Ｅｘｏｓ 给药相比，用 ｍｉＲ⁃９２ａＯＥ⁃Ｅｘ⁃
ｏｓ 治疗可上调线粒体超氧化物水平（图 ７Ｈ、Ｉ），并
在线粒体中诱导更多的肿胀和更短的形态，线粒体

碎片化的细胞百分比更高（图 ７Ｊ ～ Ｌ）；然而，ｍｉＲ⁃
９２ａＫＤ⁃Ｅｘｏｓ 给药显示出相反的结果。

３　 讨论

　 　 Ｍ１ 巨噬细胞在动脉粥样硬化进展中占主导地

位，而 Ｍ２ 巨噬细胞在消退中发挥作用［５］。 ＡＧＥｓ 在

糖尿病患者动脉粥样硬化斑块的形成中起重要作

用，其通过增强巨噬细胞极化进入 Ｍ１ 表型来介导

动脉粥样硬化［４］。 本研究观察到糖尿病小鼠的血

浆 ＡＧＥｓ 水平较高，颈动脉粥样硬化组织中 Ｍ１ 巨噬

细胞数量增加，这与之前的研究一致。 此外，本研究

显示 ＡＧＥｓ 在体外诱导巨噬细胞极化为 Ｍ１ 表型。
在过去几年中，Ｅｘｏｓ 作为一种治疗策略或细胞

串扰介质在糖尿病中进行了研究［９］。 最新证据［１０］

表明，巨噬细胞 Ｅｘｏｓ 通过传递高血糖的有害特性，

以加速糖尿病中的动脉粥样硬化。 此外，巨噬细胞

来源的 Ｅｘｏｓ 通过抑制自噬诱导高血糖对肾小球足

细胞的损伤作用［１１］。 本研究中，Ｅｘｏｓ 可能介导巨噬

细胞和血管内皮细胞之间的相互作用，并且可能是

巨噬细胞诱导血管内皮细胞屏障功能损伤的原因。
Ｅｘｏｓ 中 ｍｉＲＮＡ 已成为众多细胞过程的关键调节因

子，在疾病和组织修复中发挥重要作用［５］。 此外，
本研究显示 ｍｉＲ⁃９２ａ 表达在 ＡＧＥｓ 刺激巨噬细胞来

源 Ｅｘｏｓ 中增强，并且 ｍｉＲ⁃９２ａ 可以通过 Ｅｘｏｓ 从巨噬

细胞转移到 ｂＥｎｄ. ３ 细胞。 研究［１２］ 显示，抑制 ｍｉＲ⁃
９２ａ 通过上调 ｄｂ ／ ｄｂ 小鼠的血红素加氧酶⁃１ 来抑制

氧化应激并改善内皮功能。 此外，抑制内皮中 ｍｉＲ⁃
９２ａ⁃３ｐ 可减少肾损伤相关的动脉粥样硬化［１３］。 将

这些报道的研究和本研究结合起来，ＡＧＥｓ 刺激的

巨噬细胞可以通过 Ｅｘｏｓ 转移 ｍｉＲ⁃９２ａ 以诱导血管

内皮细胞屏障功能损伤。
在血管内皮细胞中，线粒体 ＲＯＳ 是耗氧过程中

的代谢产物，高水平的 ＲＯＳ 可通过调节炎症、增殖

和线粒体自噬来损害血管功能，这决定了其在血管

完整性中的破坏作用［１２］。 本研究验证了 ＡＧＥｓ 刺

激巨噬细胞来源 Ｅｘｏｓ 诱导的线粒体 ＲＯＳ 是通过转

移 ｍｉＲ⁃９２ａ 介导的，并且 Ｅｘｏｓ 中 ｍｉＲ⁃９２ａ 敲低有效

降低了 ＲＯＳ 产生并减少了线粒体损伤。 通过旁分

泌作用，Ｅｘｏｓ 可以通过传递遗传物质来构建细胞间

通讯，近年来它们的 “信使” 作用已得到广泛研

究［６］。 研究［１４］ 显示，ｍｉＲ⁃９２ａ 在 Ｍ１ 极化巨噬细胞

中上调以诱导炎症。 据报道巨噬细胞来源的 Ｅｘｏｓ
中 ｍｉＲ⁃９２ａ 转移到心脏成纤维细胞中以诱导心脏炎

症 ，抑制ｍｉＲ⁃９２ａ可以减轻巨噬细胞在溃疡性结肠
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图 ７　 ＡＧＥｓ刺激巨噬细胞来源 Ｅｘｏｓ通过体外递送 ｍｉＲ⁃９２ａ 损伤 ｂＥｎｄ. ３ 细胞

Ａ、Ｂ、Ｃ：在 ＲＡＷ２６４. ７、Ｅｘｏｓ 和 ｂＥｎｄ. ３ 细胞中过表达和沉默 ｍｉＲ⁃９２ａ 的效率；Ｄ、Ｅ：ＴＥＥＲ 值和 ＦＩＴＣ⁃葡聚糖泄漏用于评估 Ｅｘｏｓ 中 ｍｉＲ⁃９２ａ
过表达和敲低对 ｂＥｎｄ. ３ 细胞屏障功能的影响；Ｆ、Ｇ：指定组中 ＺＯ⁃１ 和 Ｏｃｃｌｕｄｉｎ 荧光强度的代表性免疫染色图像和量化；Ｈ、Ｉ： 免疫荧光检测

Ｅｘｏｓ 中 ｍｉＲ⁃９２ａ 过表达和敲低对 ｂＥｎｄ. ３ 细胞中 ＭｉｔｏＳＯＸ 的表达影响 × ２００；Ｊ、Ｋ、Ｌ：线粒体形态的代表性图像和线粒体长度的量化以及具有

碎片化线粒体的细胞百分比 × ２００；１：ｍｉＲ⁃ＮＣＯＥ；２：ｍｉＲ⁃９２ａＯＥ；３：ｍｉＲ⁃ＮＣＫＤ；４：ｍｉＲ⁃９２ａＫＤ；５：ｍｉＲ⁃ＮＣＯＥ⁃Ｅｘｏｓ；６：ｍｉＲ⁃９２ａＯＥ⁃Ｅｘｏｓ；７：ｍｉＲ⁃
ＮＣＫＤ⁃Ｅｘｏｓ；８：ｍｉＲ⁃９２ａＫＤ⁃Ｅｘｏｓ；与 ｍｉＲ⁃ＮＣＯＥ 组或 ｍｉＲ⁃ＮＣＯＥ⁃Ｅｘｏｓ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；与 ｍｉＲ⁃ＮＣＫＤ 组或 ｍｉＲ⁃ＮＣＫＤ⁃Ｅｘｏｓ 组

比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１
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炎中的促炎作用［１５］。 因此，下调 ｍｉＲ⁃９２ａ 或阻止其

转移可能有助于保护 ＡＧＥｓ 对糖尿病内皮细胞损伤

的作用。
本研究中，糖尿病 ＡｐｏＥ － ／ － 小鼠 ＡＧＥｓ 表达和

Ｍ１ 巨噬细胞数量增加，并证明了 ＡＧＥｓ 刺激巨噬细

胞来源 Ｅｘｏｓ 通过体外递送 ｍｉＲ⁃９２ａ 诱导 ｂＥｎｄ. ３ 细

胞的屏障功能和线粒体功能障碍。 本实验揭示了

ＡＧＥｓ 诱导糖尿病内皮细胞损伤的潜在机制，这将

有助于治疗糖尿病动脉粥样硬化。
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ＰＰＰ５Ｃ 对人肺腺癌 Ｈ１２９９ 细胞迁移侵袭及
肿瘤干性的影响及机制研究

曾莉莉１，２，陈微微１，马向瑞２，董洪亮１，杜 静１

摘要　 目的　 探讨磷酸蛋白磷酸酶催化亚基（ＰＰＰ５Ｃ）对人

肺腺癌 Ｈ１２９９ 细胞迁移侵袭能力及肿瘤干性的影响及机

制。 方法 　 构 建 ＰＰＰ５Ｃ⁃ｐｃＤＮＡ３. １ 过 表 达 载 体， 转 染

ＰＰＰ５Ｃ⁃ｐｃＤＮＡ３. １ 和 ｐｃＤＮＡ３. １ 至 Ｈ１２９９ 细胞，遗传霉素

（Ｇ４１８）筛选 Ｈ１２９９ 稳转细胞系。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
法鉴定 ＰＰＰ５Ｃ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达水平，细胞生长曲线绘

制和克隆形成实验检测细胞增殖活性；划痕和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实
验检测细胞迁移侵袭能力；诱导干细胞成球实验检测细胞干

性。 结果　 成功构建 ＰＰＰ５Ｃ⁃ｐｃＤＮＡ３. １ 真核表达载体，转染

Ｈ１２９９ 细胞后 ＰＰＰ５Ｃ 的表达水平显著升高。 Ｈ１２９９ 细胞过

表达 ＰＰＰ５Ｃ 后，生长曲线和克隆形成实验结果显示细胞增
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殖能力无变化；划痕和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验显示细胞迁移和侵袭

能力显著增强，基质金属蛋白酶 ９（ＭＭＰ９）的表达升高；干细

胞成球结果显示细胞干性显著增强，性别决定区 Ｙ⁃ｂｏｘ ２
（ＳＯＸ２）的表达升高。 结论 　 人肺腺癌细胞 Ｈ１２９９ 中过表

达 ＰＰＰ５Ｃ 不影响细胞增殖，但可通过调控 ＭＭＰ９ 和 ＳＯＸ２ 来

增强其迁移侵袭能力及肿瘤干性。
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　 　 肺癌是世界上高发的恶性肿瘤之一，死亡率高

达 １８％ ，治愈难度高，患者术后生存率较低［１］。
ＰＰＰ５Ｃ 是目前已鉴定的磷酸蛋白磷酸酶催化亚基

（ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｕｂｕｎｉｔ，ＰＰＰＣｓ）
家族成员之一，它广泛参与了一些癌症的生理病理

过程，已被证明在各种恶性肿瘤的发生发展中发挥

重要作用。 研究［２］表明 ＰＰＰ５Ｃ 通过与 ＡＭＰ 活化蛋

白激酶的相互作用可以促进肝癌的发生。 ＰＰＰ５Ｃ 高

转录水平的胰腺癌患者预后较好［３］。 ＭｉＲ⁃５２０ａ⁃５ｐ ／
ＰＰＰ５Ｃ 调控模式也被确定为胰腺癌吉西他滨耐药

的关键［４］。 这些为 ＰＰＰ５Ｃ 在癌症的发生发展、预后
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