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过表达IDO骨髓间充质干细胞通过外排体
促进移植心脏存活的分子机制研究*

贺继刚1 韩金秀1 李贝贝1 李宏远1 撒亚莲1 严丹1 李洪荣1

  [摘要] 目的:探讨过表达IDO大鼠骨髓间充质干细胞(BMSCs)通过分泌外排体促进移植心脏存活的分子

基础。方法:通过慢病毒载体GV308携带IDO转染构建过表达IDO大鼠BMSCs,并加入基因开启剂强力霉素

(DOX),按照分泌外排体的类型分为3组:过表达IDO-BMSCs-exosome组(过表达IDO组)、空载体-BMSCs-exo-
some组(空载体组)、BMSCs-exosome组(BMSCs组);然后采用SBI公司的ExoQuick-TC提取3组分泌的外排

体,同时建立大鼠腹腔异位移植心脏模型;经尾静脉给予相应细胞分泌的外排体,利用彩色超声心动图检测注射

3组外排体后2d移植心脏的心功能变化。另将注射吗替麦考(吗替麦考组)及建模未处理(未处理组)的大鼠作

为对照。进而采用小RNA测序技术检测过表达IDO组大鼠BMSCs外排体中与免疫相关的 microRAN表达。
结果:心脏彩色超声结果显示:过表达IDO-BMSCs分泌的外排体可以有效改善异位移植心脏存活。而根据

KEGG分析可见前20位上调microRNA中涉及免疫的有10个,其中miR-540-3p的差异倍数(FC)值上升幅度最

大。前20位下调microRNA中涉及免疫的有3个,其中 miR-338-5p的FC值下降幅度最大。结论:通过采用小

RNA(sRNA)测序技术检测过表达IDO组大鼠BMSC分泌外排体内与免疫相关的 microRNA,最终确认上调重

点microRNA为miR-540-3p,下调重点microRNA为miR-338-5p。
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  Abstract Objective:ToinvestigatethemolecularbasisoftheoverexpressionofIDOratbonemarrowmesen-
chymalstemcells(BMSCs)secretedexosomescontributetothesurvivaloftransplantedheart.Method:Overex-
pressedIDOratBMSCswereconstructedusinglentiviralvectors(GV308)thatcarryIDOtransfectedratBMSCs,

whichwasthenputintogeneactivators(doxycycline).Accordingtothetypeofexosome,dividedintothree
groups,eachcontainingthreesamples.Threegroupswere:overexpressionofIDO-BMSCs-exosome,emptyvec-
tor-BMSCs-exosome,BMSCs-exosome.TheexuQuick-TCofSBIwasusedtoextractthesecretedexosomes,and
themodelofectopicendothelialcardiactransplantationwascreated.Thesecretedexosomewasinjectedthrough
thetailvein.Echocardiographywasperformedtoexaminefunctionoftransplantedheartaftera2-daytreatment
withexosome.SimultaneousMycophenolatemofetilgroupanduntreatedgroupasacontrolgroup.MicroRANse-
quencingtechniquewasappliedtoexamineimmunity-relatedover-expressionIDOratBMSCsinexosomesecre-
tion.Result:DopplerultrasonographyshowedthattheexosomesecretedbyoverexpressedIDO-BMSCsgreatly
contributedtothesurvivalofectopictransplantedheart.KEGGanalysisshowedthatamongthetop20up-regula-
tedmicroRNAs,10wereinvolvedinimmunity.Furthermore,theFCvalueofmicroRNA-540-3pincreasedina
largemargin.Andtop20down-regulatedmicroRNAs,10wereinvolvedinimmunity.Furthermore,theFCvalue
ofmicroRNA-338-5pdecreasedinalargemargin.Conclusion:OverexpressedIDOratBMSCsaredetectedduring
exosomesecretionandimmunity-relatedexpressionofmicroRNA.MicroRNA-540-3pisup-regulated,whereas
microRNA-338-5pisdown-regulated.
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  20世纪以来,由于器官移植技术、移植免疫基

础研究以及各种免疫抑制剂的发展,器官移植已成

为临床治疗器官功能衰竭的有效治疗手段。目前

生物免疫尤其是骨髓间充质干细胞(bonemarrow
mesenchymalstemcells,BMSCs)已经成为促进移

植器官存活的研究热点,但目前细胞治疗的安全性

仍有疑义。吲哚胺2,3双加氧酶(indoleamine2,3-
dioxygenase,IDO)是肝脏以外唯一可催化色氨酸

沿犬尿酸途径分解代谢的限速酶,在哺乳动物的组

织与细胞,尤其是淋巴组织和胎盘中广泛表达,其
可以通过降解色氨酸有效促进移植物存活[1]。本

研究团队前期已经证实过表达IDO-BMSCs可以

更为有效地增强移植心脏的存活。在前期研究的

基础上,本研究进一步聚焦于细胞分泌外排体(ex-
osome)。外排体是从细胞上产生的鳞片状脱落的

囊泡,具有多种生物学功能,可以使细胞在不需要

直接接触下完成细胞间生物信号的传导[2]。本研

究利用慢病毒携带IDO转染大鼠BMSCs并提取

其分泌的外排体,通过体内采用心脏彩色超声证明

过表达IDO的BMSCs分泌的exosome可以增强

异位移植的心脏存活;并进一步通过小RNA(small
RNA,sRNA)测序技术检测过表达IDO大鼠BM-
SCs外排体中与免疫相关microRAN表达,从分子

水平对其生物学现象作出探讨。
1 材料与方法

1.1 实验动物

健康4周龄SPF级SD大鼠及 Wistar大鼠各

60只,均为雄性,由成都达硕实验动物中心提供

[动物许可证号为SCXK(川)2015-030]。所有动物

的喂养、观察均按照非临床研究管理规范(GLP)规
定执行。其中45只SD大鼠和60只wistar大鼠用

于心脏移植模型建立,15只SD大鼠用于BMSCs
的提取。按照分泌外排体的类型将心脏移植模型

大鼠分为3组:过表达IDO-BMSCs-exosome组(过
表达IDO组)、空载体-BMSCs-exosome组(空载体

组)、BMSCs-exosome组(BMSCs组);每组3只心

脏移植成功大鼠,排除建模不成功者。
1.2 主要试剂和仪器

SD大鼠BMSC培养基(低糖培养基,含10%
胎牛血清),购自美国 CyagenBiosciences公司。
CD29、CD44、CD90、CD73、CD45、CD11b、CD34均

购自BioLegend(美国)。TruSeqSmallRNASam-
plePrepKit-SetA购自美国Illumina公司。mir-
VanaTM microRNAIsolationkit购自美国Ambion
公司。Bioanalyzer2100购自美国 Agilent。心脏

彩色超声仪购自美国PHILIPSEPIQ7C。
1.3 BMSC的分离、培养及鉴定

全骨髓培养大鼠BMSCs,胰酶消化传代至第7
代。取生长至P7代BMSCs,待细胞融合达80%~

90%时。制 备 单 细 胞 悬 液,采 用 流 式 细 胞 检 测

CD29、CD44、CD90、CD73、CD45、CD11b、CD34(CD29
单抗5μl作1︰20稀释至100μl,CD44单抗5μl作

1︰40稀释至100μl,CD905μl作1︰20稀释至

100μl,CD735μl作1︰20稀释至100μl,CD45、
CD11b、CD34单抗5μl作1︰40稀释至100μl)。
1.4 慢病毒载体及基因开启技术构建过表达IDO
大鼠BMSCs

将已构建成功的IDO基因插入慢病毒包装质

粒GV308中,构建GV308-IDO重组慢病毒包装质

粒。将构建成功的GV308-IDO重组慢病毒包装质

粒转染入大鼠BMSCs,并加入基因开启剂强力霉

素(DOX)。转染成功后利用Q-PCR方法检测转染

48h的IDO基因量的表达。
1.5 大鼠腹腔异位移植心脏模型建立

1.5.1 取供体 Wistar大鼠心脏 开腹后将50U/
L的4℃冰肝素盐水5ml经下腔静脉注射,2min
后剪开腹主动脉及下腔静脉充分放血,剪开胸腔放

入盐水冰削,结扎下腔、左右上腔后剪断升主动脉,
游离肺动脉后剪断肺动脉,结扎心脏后的肺静脉,
取下心脏。
1.5.2 供体心脏吻合到受体SD大鼠腹腔主动脉

及下腔静脉 将受体开腹后,分离腹主动脉及下腔

静脉,套3-0丝线,阻断下腔静脉及腹主动脉,剪开

腹主动脉及下腔静脉,采用连续单点吻合方法将供

体心脏的主动脉及肺动脉与受体心脏的腹主动脉

及下腔静脉吻合。
1.6 外排体的提取及检测

首先将血清提前通过超滤离心(150000×g,
4°C,7h)去除外排体。再将目的细胞在不含外排

体血清的培养基中培养至48h(过表达IDO组和

空载体组在培养期间持续加入DOX)。收集培养

基,3000×g离心15min,以去除细胞及细胞碎片。
将上清液转移至无菌管中,加入适当体积的Exo-
Quick-TCExosome沉 淀 液。冷 藏 (4℃)过 夜。
1500×g离心ExoQuick-TC/体液混合液,30min。
外排体沉淀位于试管底部,呈浅褐色或白色。
1.7 评估移植心脏的心功能

提 取 过 表 达 IDO-BMSCs、空 载 体-BMSCs、
BMSCs细胞分泌的外排体,经尾静脉注射到大鼠

腹腔异位移植心脏术后3d的模型中,每只400μl
(800mg/ml)。并将建模未处理(未处理组)及给予

吗替麦考注射的大鼠(吗替麦考组)作为对照。注

射后分别喂养2d,进行心脏彩色超声评估移植心

脏心功能。
1.8 提取外排体中的RNA

按 照 RA800TC-1 seraMir Exosome RNA
AmplificationkitfromMediaandUrine试剂盒说

明书,首先将10ml样本中加入2mlEXOQUICK-
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TC试剂,在4℃条件下放置过夜,再加入350μl裂

解液,旋转15s,样本通过过滤柱,2000×g 离心

2min,可以获得30~40μl外排体RNA。
1.9 建库实验步骤

Ligate3'Adapters:将 RNA3'Adapter(RA3)
试剂解冻后置于冰上,取1μl加入样品中,总体积

为6μl。再将EP管放入PCR仪,启动秳序S-70-
2M。将5XHMLigationBuffer(HML)解冻后置

于冰上,取nuclease-free的EP管在冰上配置。再

将4μlLigate3'AdapterPrepareMix转至0.2ml
的变性产物样品管内,总体积为10μl;启动程序S-
28-1H。同理完成 Ligate5'Adapters。反转录,扩
增,并进行质检,对质检合格的RNA进行建库并质

检。芯片清洗及扫描:杂交结束后,先在42℃左右

含0.2%SDS,2×SSC的洗液中洗5min,然后在

0.2×SSC的洗液Ⅱ中洗5min,玻片甩干后使用

Agilent芯片扫描仪(G2565CA)对清洗后的芯片进

行扫描,得到杂交图片。
1.10 已知microRNA的进一步处理

进一步对过表达IDO组、空载体组和BMSCs
组的已知microRNA进行以下处理:①按照筛选标

准:差异倍数(FC)≥1.5或≤0.67,且P≤0.05,为
有显著性差异;明确3组组间比较后有显著性差异

的microRNA;②在过表达IDO组与BMSCs组中

去除BMSCs组与空载体组比较中有差异的 mi-
croRNA,无论这个基因是上调还是下调;③对除去

差异基因后的过表达IDO组和BMSCs组,罗列出

前20个上调或下调的关键 microRNA;④对上述

microRNA中上调及下调的前20位完成KEGG富

集,明确上述 microRNA 中涉及免疫相关的 mi-
croRNA;⑤根据KEGG分析可见上调的免疫相关

microRNA,根据基因预测结果涉及3条免疫途径:
IntestinalimmunenetworkforIgA production
(CD80AICDACD28ICOS)、Primaryimmunodefi-
ciency(AICDAJAK3ICOS)、Autoimmunethyroid
disease(CD80TSHRRT1-N2CD28),进而明确涉

及免疫的 miroRNA;⑥用筛选出的 microRNA预

测其所对应的基因。
1.11 数据提取及分析

使用AgilentFeatureExtraction(v10.7)软件

对杂交图片进行分析并提取数据;然后使用 Agi-
lentGeneSpring软件对数据进行归一化,并采用

GeneSpring软件进行组间的差异分析,例如T-test
运用方法进行2组间的差异表达基因分析;运用

ANOVA方法进行多组差异表达基因分析。
2 结果

2.1 BMSCs表达

使用流式细胞仪鉴定大鼠的BMSCs,结果显

示,超过90%的大鼠 BMSCs表达 CD29、CD44、
CD90及CD73,但不表达CD45、CD11b与CD34。
2.2 IDO基因表达

慢病毒转染大鼠 BMSCs并加入 DOX48h
后,过表达IDO组大鼠IDO的表达量较未过表达

IDO-BMSCs-exosome的大鼠(阴性对照组)明显增

加(过表达IDO组的IDO基因表达丰度为阴性对

照组的62906.27倍,P<0.05)。
2.3 大鼠心脏移植情况

大鼠腹腔异位移植模型建立48h时的心脏彩

色超声结果见图1。

黄色箭头:形成的血栓;红色箭头:移植心脏。
图1 腹腔异位移植心脏48h后复查心脏彩色超声结果

Figure1 Theresultofechocardiographyoftransplant-
edheart

2.4 外排体处理后移植心脏的心功能情况

大鼠腹腔异位心脏移植模型建立3d后,经大

鼠尾静脉给予各组BMSCs分泌的外排体,采用心

脏彩色超声评估移植心脏心功能改变。结果显示,
IDO-BMSCs-外排体处理后2d移植心脏的射血分

数(EF)、短轴缩短率(FS)均有显著提高,与其余各

组相比差异有统计学意义(P<0.05)。见图2。

左图:EF;右图:FS。
图2 外排体处理后2d移植心脏的EF与FS

Figure2 EFandFSlevelsoftransplantedheartafter2days
ofexosometreatment
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2.5 与免疫相关的microRNA
对质检合格样本,上机检测获得原始数据。采

用sRNA测序技术对过表达IDO组、空载体组和

BMSCs组原始数据中的sRNA成分进行分析,可
见未知RNA占大多数。见图3。

BMSC:BMSCs组;Ido1:过表达IDO组;NC:空载体组。1、2、3为样本编号。
图3 3组数据中的sRNA的成分分析

Figure3 ThecomponentanalysisofsmallRNA

2.6 已知microRNA的聚类分析

对过表达IDO组、空载体组和与BMSCs组外

排体中已知的microRNA进行聚类分析,可见BM-
SCs与空载体组聚类分析相似度高,与过表达IDO
组有显著差异。见图4。

图4 已知 microRNA的聚类分析

Figure4 TheclusteranalysisofknownmicroRNA

2.7 免疫相关基因的筛选

根据基因预测涉及免疫上调 microRNA对应

的基因见表1。根据 KEGG分析下调 microRNA
中免疫相关的 microRNA,可见涉及2条免疫途

径:IntestinalimmunenetworkforIgAproduction
(CXCL12)、Primary immunodeficiency (CD4

RAG2),见表2。根据FC值可见,最终上调重点

microRNA为miR-540-3p,下调重点microRNA为

miR-338-5p。
3 讨论

本实验结果证明,过表达IDO-BMSCs分泌的

外排体可以有效提高移植心脏的存活。本实验进

一步采用sRNA 测序技术检测过表达IDO大鼠

BMSCs外排体中与免疫相关 microRAN的表达。
根据实验结果可见:上调重点 microRNA为 miR-
540-3p,下调重点microRNA为miR-338-5p。

由目前的研究结果来看,外排体更像是一种生

物载体,其可以携带宿主细胞的生物信号远距离传

输至目标细胞。因此可以认为,当BMSCs细胞过

表达IDO后促使过表达IDO-BMSCs的免疫调节

功能增强(已在前期实验中证实),进而其分泌的外

排体携带已发生改变的生物学信息(即强化免疫调

节信号),达到移植心脏,使其移植心脏存活时间

延长。
  据Lei等[3]研究发现,miR-338-5p在肾小球基

底膜组织和各种肾小球 基 底 膜 细 胞 系 中 下 调。
miR-338-5p的低表达可能对肾小球基底膜细胞的

生物学行为具有抑制作用。结果表明,上调 miR-
338-5p能抑制肾小球基底膜细胞的增殖、迁移和侵

袭,并明显促进肾小球基底膜细胞的凋亡,这与在

其他癌症中miR-338-5p的肿瘤抑制功能是一致
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表1 涉及免疫上调 microRNA对应的基因

Table1 Up-regulatedmicroRNAsinvolvedinimmunity

Mirnaid FC log2(FC) UpDown genesymbol

rno-miR-136-5p 7.574 2.921 Up_regulate Cd80
rno-miR-434-3p 32.043 5.002 Up_regulate aicda
rno-miR-1188-5p 75.819 6.244 Up_regulate Cd28
rno-miR-431 21.271 4.411 Up_regulate Icos
rno-miR-434-3p 32.043 5.002 Up_regulate aicda
rno-miR-540-3p 143.959 7.17 Up_regulate Jak3
rno-miR-431 21.271 4.411 Up_regulate Icos
rno-miR-375-3p 7.158 2.840 Up_regulate Tshr
rno-miR-200a-5p 17.747 4.149 Up_regulate RT1-N2
rno-miR-1188-5p 75.819 6.244 Up_regulate Cd28

表2 涉及免疫下调 microRNA对应的基因

Table2 Down-regulatedmicroRNAsinvolvedinimmunity

Mirnaid FC log2(FC) UpDown Genesymbol

rno-miR-466b-5p 0.305 -1.713 Down_regulate Cxcl12
rno-miR-25-5p 0.290 -1.786 Down_regulate Cd4
rno-miR-338-5p 0.261 -1.936 Down_regulate Rag2

的[4-6]。而Xing等[7]研究证明,与正常胃上皮细胞

相比,胃癌干细胞中 miR-338-5p下调,表明 miR-
338-5p可能作为胃癌发展的抑制剂起作用。在胃

癌干细胞和胃癌干细胞引发的肿瘤中 ACBP-3能

诱导miR-338-5p,ACBP-3对胃癌干细胞的抑制作

用可能是由于miR-338-5p表达的上调。以上的研

究均证明 miR-338-5p可以有效抑制肿瘤的发生。
根据报道,在多种肿瘤的发生中都存在miR-338-5p
的下调。目前已知在过表达IDO-BMSCs分泌的外

排体中miR-338-5p虽然是下降的,但到达受体细

胞内其实质上应该是增加了受体细胞内的 miR-
338-5p。根 据 基 因 预 测,其 对 应 的 基 因 可 能 为

RAG2,该基因能编码一种蛋白质,其涉及B和 T
细胞发育期间启动V(D)J的重组。该蛋白质与相

邻重组激活基因1的产物形成复合物,并且该复合

物可以通过在保守的重组信号序列上切割DNA而

形成双链断裂。认为重组激活基因1的大部分都

有催化活性,而重组活化基因2的N末端被认为在

活性核心中六叶螺旋桨,能与DNA复合物紧密结

合。在与蛋白质组分相互作用时,赖氨酸4三聚化

组蛋白H3中,蛋白质中的C末端植物同源结构域

的指状基序是必需的[7]。综上可见RAG2是促进

免疫反应的,而 miR-338-5p对RAG2可能为一种

负调控,从而使移植心脏存活时间延长。
其次本实验可见 miR-540-3p上调,根据基因

预测可见其对应的基因为JAK3。JAK3蛋白在造

血和上皮细胞中表达,其在细胞信号传导中比其他

JAK受到更多的限制。其最常见于T细胞和 NK

细胞,但也在肠上皮细胞中发现[8-11]。JAK3与信

号转导受体有关,主要是Ⅰ型细胞因子受体家族

[如白细胞介素(IL)-2R、IL-4R、IL-7R、IL-9R、IL-
15R和IL-21R)]的常见γ链(γc)[12]。JAK3功能

的突变导致常染色体严重联合免疫缺陷病,如果同

时激活JAK3突变可导致白血病的发生[13-14]。除

了其在 T细胞和 NK细胞中众所周知的作用外,
JAK3还被发现介导IL-8刺激人嗜中性粒细胞。
IL-8主要起着诱导嗜中性粒细胞和淋巴细胞趋化

作用,JAK3沉默严重抑制IL-8介导的趋化性[15]。
可见JAK3为免疫激活蛋白,对免疫排异为促进作

用。根据实验推测,miR-540-3p的上调对JAK3的

基因是负调控,从而使移植心脏存活延长。未来将

对miR-338-5p及miR-540-3p进一步验证。
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Popdc2在心脏肥大中的表达及其
对病理性心脏肥大的影响*

魏飞宇1 吕丽2 张进1 王礼琳1 丁立群1 李颖1 范洁1

  [摘要] 目的:探讨心脏胚胎基因———Popdc2在小鼠心脏肥大中的差异表达,研究Popdc2对病理性心脏肥

大的保护作用。方法:通过游泳锻炼构建小鼠生理性心脏肥大模型,主动脉缩窄术建立病理性心脏肥大模型,采
用异丙肾上腺素(PE)诱导心肌细胞病理性肥大,qRT-PCR和 Westernblot检测Popdc2及相关基因mRNA和蛋

白表达水平,TUNEL实验检测各组心肌细胞凋亡比例。结果:成功构建生理性及病理性心脏肥大模型。和对照

组相比,生理性心脏肥大中Popdc2mRNA(3.64±0.29︰1.08±0.44,P<0.01)和蛋白(0.52±0.04︰0.29±
0.03,P<0.01)表达升高,而在病理性心脏肥大中Popdc2mRNA(0.60±0.05︰1.05±0.13,P<0.05)和蛋白

(0.03±0.01︰0.07±0.01,P<0.01)表达下降。心肌细胞病理性肥大的过程中Popdc2mRNA(0.47±0.05︰

1.04±0.08,P<0.01)和蛋白(0.53±0.11︰1.22±0.11,P<0.01)表达也下降。过表达Popdc2可减少病理性

心脏肥大过程中的细胞凋亡(0.95±0.07︰1.63±0.11,P<0.01)、病理性标志基因心房利钠肽、B型利钠肽和

纤维化蛋白CollagenⅠ、CollagenⅡ的mRNA表达。结论:Popdc2在生理性和病理性心脏肥大中呈现出不一致的

变化趋势,且Popdc2可改善心肌细胞的病理性肥大,可能成为区别2种不同心脏肥大分子标志物及成为拮抗病

理性心脏肥大、心力衰竭的作用靶点。
[关键词] 心脏肥大;主动脉缩窄术;Popdc2;凋亡
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