
分类号：Q81 单位代码：10363

密级：公开 学号：2220520112

五味子丙素通过干预NMMHC IIA与HSP70相互作用介导

外泌体分泌防治动脉粥样硬化机制研究

Mechanisms of exosome secretion mediated by Schisandra C

by interfering with the interaction between NMMHC IIA and

HSP70 in the prevention and treatment of atherosclerosis

学生姓名： 施颖

校内导师： 翟科峰

校外导师： 唐英武

专 业： 生物与医药

研究方向： 制药工程

论文答辩日期： 2025 年 5 月 15 日



安徽工程大学学位论文原创性声明

本人郑重声明：我恪守学术道德，崇尚严谨学风。所呈交的学位论文，

是本人在导师的指导下，独立进行研究工作所取得的成果。除文中已明确

注明和引用的内容外，本论文不包含任何其他个人或集体已经发表或撰写

过的作品及成果的内容。论文为本人亲自撰写，我对所写的内容负责，并

完全意识到本声明的法律后果由本人承担。

学位论文作者签名：

日期：2025年 5月 15日



安徽工程大学学位论文版权使用授权书

学位论文作者完全了解学校有关保留、使用学位论文的规定，同意学

校保留并向国家有关部门或机构送交论文的复印件和电子版，允许论文被

查阅或借阅。本人授权安徽工程大学可以将本学位论文的全部或部分内容

编入有关数据库进行检索，可以采用影印、缩印或扫描等复制手段保存和

汇编本学位论文。

保密，在 年解密后适用本版权书。

本学位论文属于

不保密 。

学位论文作者签名： 指导教师签名：

日期：2025年 5月 15日 日期：2025年 5月 15日



安徽工程大学硕士学位论文

I

五味子丙素通过干预 NMMHC IIA与 HSP70相互作用介导外泌

体分泌防治动脉粥样硬化机制研究

摘要

动脉粥样硬化(Atherosclerosis，AS)是一种最常见的具有慢性以及多种

发病因素为特征的心血管疾病，同时也是冠心病和中风等主要心血管疾病

的发病基础。目前的诊断工具和脂质检测在早期发现和预防方面存在局限

性。外泌体和 microRNAs(miRNAs)在细胞间通信和基因调控中起着关键作

用，其中 NMMHC IIA的表达水平与 AS的进展密切相关。此外，NMMHC

IIA也是中药治疗疾病的潜在靶点，中药中的活性成分可以调节 NMMHC

IIA 及其相互作用蛋白，从而对疾病发挥治疗作用。五味子(Schisandra

chinensis)为禾兰科植物五味子(Schisandra chinensis Turcz. Baill.)的干燥果

实。五味子丙素(Schizandrin C，SC)是从五味子中分离得到的联苯环辛二烯

木质素，具有丰富的抗氧化、抗炎、抗肿瘤和心血管保护等药理作用。最

近的研究表明，SC在 AS的治疗中有潜在的应用价值。鉴于此，本研究通

过蛋白质组学和生物信息学方法揭示了MYH9(NMMHC IIA)是 SC调控巨

噬细胞囊泡释放的关键靶点及体内细胞实验考察五味子丙素对动脉粥样硬

化的作用，并通过体内敲除MYH9基因进一步探讨五味子丙素治疗动脉粥

样硬化的具体分子作用机制。主要研究内容如下：

(1)通过蛋白质组学和生物信息学方法对为探讨靶标蛋白调控泡沫细胞

释放机制研究。主要综合蛋白质组学和生物信息学方法，采用蛋白质组学

对 Control组、ox-LDL组及 ox-LDL+SC组进行分析，深入解析差异蛋白的
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功能。综合差异蛋白分析，我们共鉴定出 6152 个蛋白，以 FC>2 倍且

Pvalue<0.05 为标准，我们筛选出 423 个上调蛋白和 648 个下调蛋白。SC

处理后，发现 54个上调蛋白和 302个下调蛋白。其中 25个上调蛋白和 32

个下调蛋白在 Venn 图分析中显示重叠，进一步利用 STRING 数据库

(https://www.string-db.org/)进行 PPI 分析，揭示了 MYH9(NMMHC IIA)是

SC调控巨噬细胞囊泡释放的关键靶点，这一发现为 AS中外泌体研究提供

了新的视角。

(2)在 AS 病理条件下，通过共定位实验检测外泌体标志蛋白 TSG101

的表达来鉴定外泌体的释放量，显示 SC通过干预泡沫细胞抑制外泌体的释

放行为。免疫共沉淀-银染-质谱及免疫印迹结果显示，NMMHC IIA相互作

用蛋白是 HSP70，为探讨 SC对 NMMHC IIA与 HSP70相互作用共同调节

外泌体释放，对细胞蛋白以及上清液中外泌体蛋白进行免疫印迹检测，结

果提示在药物作用下，推测 SC能够抑制 NMMHC ⅡA的表达来影响 HSP70

的生成，并且能够抑制外泌体的释放。进一步干扰靶蛋白 NMMHC ⅡA，

采用免疫荧光共定位及免疫印迹实验，结果显示抑制了外泌体释放。研究

表明，NMMHC IIA和 HSP70可以通过相互作用共同调节细胞外泌体的释

放，这一发现为为 AS疾病早期治疗和预防提供提供了重要的理论依据和

潜在策略。

(3)为探讨 SC及其调控MYH9基因敲除对 AS的保护作用及其机制。

体外通过泡沫细胞源外泌体对心血管内皮损伤进行 ELISA及免疫印迹实验，

实验表明，SC能够显著抑制泡沫细胞源外泌体诱导的 HUVECs 炎症反应

和损伤，降低炎性因子 TNF-α、IL-1β及黏附分子MCP-1、ICAM-1、VCAM-1
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的表达。同时，SC通过调控 NMMHC IIA-HSP70相互作用，抑制外泌体的

释放，从而减轻内皮细胞损伤。体内实验进一步证实，通过构建 ApoE-/- NC

组、ApoE-/-模型组、ApoE-/-给药组、MYH9+/--ApoE-/-模型组、MYH9+/--ApoE-/-

给药组小鼠进行验证改善 AS疾病。SC干预及MYH9基因敲除能够显著改

善高脂饮食诱导的 ApoE-/-小鼠动脉粥样硬化病变，减少斑块形成和脂质堆

积，并降低血管炎症和损伤蛋白的表达。此外，SC通过抑制 NMMHC IIA

与 HSP70的相互作用，减少外泌体释放，从而发挥抗 AS作用。这些结果

表明，SC通过调控MYH9 基因及其相关信号通路，显著改善动脉粥样硬

化病变。

综上所述，本研究整合蛋白质组学和生物信息学方法来确定

MYH9(NMMHC IIA)是 SC调节巨噬细胞囊泡释放的关键靶点，研究了 SC

对巨噬细胞 NMMHC IIA与 HSP70相互作用的影响改善 AS机制探究。揭

示了 SC防治 AS性心血管疾病的作用靶点、特色与信号途径，为 SC防治

心血管疾病微观生物学基础的阐释提供新的研究方向和思路，也为中药活

性成分干预蛋白-蛋白相互作用调控疾病研究提供方法学借鉴。

关键词： NMMHC IIA，外泌体，蛋白质组学，五味子丙素，动脉粥样硬

化
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MECHANISMS OF EXOSOME SECRETION MEDIATED BY

SCHISANDRAC BY INTERFERING WITH THE INTERACTION

BETWEEN NMMHC IIAAND HSP70 IN THE PREVENTION

AND TREATMENT OF ATHEROSCLEROSIS

ABSTRACT

Atherosclerosis (AS) is one of the most common cardiovascular diseases

characterised by chronicity and multiple pathogenic factors, and underlies major

cardiovascular diseases such as coronary heart disease and stroke. Current

diagnostic tools and lipid tests have limitations in early detection and prevention.

Exosomes and microRNAs (miRNAs) play key roles in intercellular

communication and gene regulation, among which the expression level of

NMMHC IIA is closely related to the progression of AS. In addition, NMMHC

IIA is also a potential target for the treatment of diseases by traditional Chinese

medicine (TCM), and the active ingredients in TCM can regulate NMMHC IIA

and its interacting proteins, thus exerting therapeutic effects on diseases.

Schisandra chinensis is the dried fruit of Schisandra chinensis Turcz. Baill.

Schizandrin C (SC) is a biphenyl cyclooctadiene lignan isolated from

Schisandra chinensis, which is rich in antioxidant, anti-inflammatory,

antitumour and cardiovascular protective pharmacological effects. Recent
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studies have shown that SC has potential applications in the treatment of AS. In

view of this, the present study revealed that MYH9 (NMMHC IIA) is a key

target of SC to regulate macrophage vesicle release and in vivo cellular

experiments to examine the effects of Schisandrin on atherosclerosis by

proteomic and bioinformatic approaches, and further explored the specific

molecular mechanism of action of Schisandrin in the treatment of

atherosclerosis based on in vivo knockdown of MYH9 gene. The main research

content is as follows:

(1) Through proteomics and bioinformatics methods on To explore the

target protein regulation of foam cell release mechanism research. The mainly

integrated proteomics and bioinformatics methods, using proteomics analysis of

Control group, ox-LDL group and ox-LDL + SC group, in-depth analysis of the

function of the differential proteins. Comprehensive differential protein analysis,

we identified a total of 6152 proteins, and we screened 423 up-regulated

proteins and 648 down-regulated proteins by FC>2-fold and Pvalue<0.05. 54

up-regulated proteins and 302 down-regulated proteins were found after SC

treatment. Among them, 25 up-regulated proteins and 32 down-regulated

proteins showed overlapping in Venn diagram analysis, and further PPI analysis

using the STRING database (https://www.string-db.org/) revealed that MYH9

(NMMHC IIA) is a key target of SC to regulate macrophage vesicle release, and

this finding provides a new perspective for exosome research in AS This finding

provides a new perspective for exocytosis research in AS.

(2) Under AS pathological conditions, exosome release was identified by
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co-localisation assay to detect the expression of exosome marker protein

TSG101, which showed that SC inhibited exosome release behaviour by

interfering with foam cells. Immunoprecipitation-silver staining-mass

spectrometry and immunoblotting results showed that the NMMHC

IIA-interacting protein was HSP70. In order to explore the interaction of SC on

NMMHC IIA and HSP70 to jointly regulate exosome release, immunoblotting

was performed on cellular proteins as well as exosome proteins in the

supernatant, and the results suggested that under the action of drugs, it was

hypothesised that SC could inhibit the expression of NMMHC IIA to affect the

production of HSP70 and inhibit the release of exosomes. Further interference

with the target protein NMMHC IIA, using immunofluorescence co-localisation

and immunoblotting assays, showed inhibition of exosome release. The study

showed that NMMHC IIA and HSP70 can regulate the release of exosomes

through interaction, and this finding provides an important theoretical basis and

potential strategy for the early treatment and prevention of AS disease.

(3) To explore the protective effect of SC and its regulation of MYH9

knockdown on AS and its mechanism. In vitro ELISA and immunoblotting

experiments on cardiovascular endothelial injury by foam cell-derived

exosomes showed that SC significantly inhibited the inflammatory response and

injury induced by foam cell-derived exosomes in HUVECs, and reduced the

expression of the inflammatory factors TNF-α, IL-1β, and the adhesion

molecules MCP-1, ICAM-1, and VCAM-1. Meanwhile, SC inhibited the release

of exosomes by regulating the NMMHC IIA-HSP70 interaction, thereby
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attenuating endothelial cell injury. In vivo experiments further confirmed that

the improvement of AS disease was verified by constructing ApoE-/- NC group,

ApoE-/- model group, ApoE-/- administration group, MYH9+/- ApoE-/- model

group, and MYH9+/- ApoE-/- administration group of mice.The SC intervention

and the MYH9 knockdown were able to significantly ameliorate the high-fat

diet-induced ApoE-/- mice with atherosclerotic lesions, reduced plaque

formation and lipid accumulation, and decreased the expression of vascular

inflammatory and damaging proteins. In addition, SC exerted anti-AS effects by

inhibiting the interaction of NMMHC IIA with HSP70 and reducing exosomal

release. These results suggest that SC significantly ameliorates atherosclerotic

lesions by regulating the MYH9 gene and its associated signalling pathways.

In summary this study integrated proteomics and bioinformatics

approaches to identify MYH9 (NMMHC IIA) as a key target of SC to regulate

macrophage vesicle release, and investigated the effect of SC on macrophage

NMMHC IIA-HSP70 interaction to improve the exploration of AS mechanisms.

The target, characteristics and signalling pathway of SC against AS

cardiovascular disease were revealed, providing new research direction and

ideas for the interpretation of the microbiological basis of SC against

cardiovascular disease, as well as methodological reference for the study of

active ingredients of traditional Chinese medicine intervening in protein-protein

interactions to regulate disease.

KEY WORDS: NMMHC IIA, exosome, proteomics, Schisandrin C,
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第 1章 绪论

1.1 动脉粥样硬化疾病研究进展

动脉粥样硬化(Atherosclerosis，AS)是一种最常见的具有慢性以及多种发病因素为

特征的心血管疾病，同时也是冠心病和中风等主要心血管疾病的发病基础，严重威胁着

人类健康[1]。其发生及发展是一个复杂的病理过程，一般认为是脂质沉积与动脉壁内炎

症反应协同作用的结果[2]。其主要特征为血管内膜形成纤维斑块或粥样斑块，多累及大

动脉和中等动脉，导致管壁变硬、管腔狭窄以及弹性减弱，进而引发相应器官的缺血性

改变[3]。机体在长期受高血压、糖尿病、高脂血症、吸烟等高危因素影响下，血管内皮

受损，血液中的低密度脂蛋白沉积于内皮下，氧化成氧化低密度脂蛋白(ox-LDL)，促使

单核巨噬细胞浸润并转化为泡沫细胞，释放炎症因子，多层面体现了 AS发生发展机制

的复杂性[4, 5]。近年来，随着生活方式的改变和人口老龄化的加剧，AS的发病率呈上升

趋势，对其研究也愈发深入[6]。因此，深入了解导致斑块形成和破裂的细胞和分子机制，

对于开发新的治疗干预措施以应对这一全球性健康挑战至关重要。

1.1.1 巨噬细胞形成与动脉粥样硬化

巨噬细胞在 AS的发生发展过程中发挥着极为关键的作用，是这一病理进程中的核

心参与者[7]。在动脉壁内皮下间隙里，巨噬细胞与单核细胞全程参与 AS的各个阶段[8]。

在 AS形成初期，单核细胞会迁移至内皮下，进而分化为巨噬细胞，这些巨噬细胞会吞

噬氧化低密度脂蛋白，逐渐转变为泡沫细胞[7]。具体来说，巨噬细胞在摄取过量的 LDL

后，细胞内脂质含量急剧上升，逐渐转化为泡沫细胞，这是动脉粥样硬化早期病变脂纹

形成的主要标志[9]。有研究显示，受到 ox-LDL刺激的巨噬细胞会分泌出富含特定微小

核糖核酸(miRNA)的外泌体(Exo)，这些 miRNA能够对受体细胞内的特定靶标蛋白发挥

调节作用，从而推动 AS的发生与发展[10]。在 AS进入晚期时，巨噬细胞会分泌多种炎

症因子与基质金属蛋白酶(MMP)，这些物质会对纤维帽中的胶原蛋白发起破坏，同时促

使平滑肌细胞走向死亡，进而加剧斑块的不稳定性[11]。有研究显示，巨噬细胞通过胞吐

作用能够有效清除死细胞，这一过程对于预防继发性坏死意义重大，从而开启了 AS的

病理进程[12]。
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1.1.2 泡沫细胞形成与动脉粥样硬化

泡沫细胞的形成与脂质代谢紊乱之间存在着紧密关联，主要表现为细胞摄取脂质和

胞内胆固醇酯化增加，胆固醇水解和外排减少[13]。泡沫细胞的大量堆积，是动脉粥样硬

化早期病变脂纹形成的主要特征，具体来说，随着泡沫细胞不断增多，它们会进一步释

放多种细胞因子和炎症介质，吸引更多的炎症细胞如单核细胞、T淋巴细胞等聚集到病

变部位[14]。这些炎症细胞的持续浸润，使得炎症反应不断放大，促进纤维结缔组织增生，

进而形成纤维斑块，随着病程的发展，纤维斑块内部的泡沫细胞发生坏死、崩解，释放

出大量的胆固醇结晶和细胞碎片，形成粥样物质，最终发展为动脉粥样斑块[15]。近年来

研究发现，泡沫细胞还能产生大量外泌体，这些纳米级囊泡携带蛋白质、脂质和核酸等

生物活性分子，参与细胞间通讯，调控炎症反应、血管功能以及斑块稳定性[16]。因此，

泡沫细胞及其外泌体在动脉粥样硬化的病理生理过程中扮演着重要角色，深入研究其机

制将为疾病防治提供新的思路和靶点。

1.1.3 炎症反应与动脉粥样硬化

动脉粥样硬化是一种慢性炎症性疾病，其发生和发展与炎症反应的持续激活密切相

关[17]。炎症反应贯穿动脉粥样硬化的整个病程，是动脉粥样硬化发生发展的关键驱动因

素[18]。具体来说，在动脉粥样硬化早期，巨噬细胞摄取大量氧化修饰的低密度脂蛋白

(ox-LDL)转化为泡沫细胞，泡沫细胞又会分泌一系列促炎细胞因子和炎症介质，如肿瘤

坏死因子-α(TNF-α)、白细胞介素-1(IL-1)、白细胞介素-6(IL-6)等[19]。这些炎症因子一方

面可以激活内皮细胞，使其持续表达黏附分子，招募更多炎症细胞，另一方面能够刺激

平滑肌细胞增殖并向内膜下迁移，同时促使细胞外基质合成增加，共同推动病变向纤维

斑块发展[20]。随着病情进展，炎症反应持续加剧，同时，炎症细胞还会浸润到斑块肩部，

这是斑块最薄弱的部位，炎症的浸润使得斑块肩部的稳定性进一步下降[21]。一旦纤维帽

破裂，斑块内的促凝物质暴露，就会迅速激活凝血系统形成血栓，引发急性心血管事件，

如急性心肌梗死、脑卒中等[22]。炎症反应在动脉粥样硬化的起始、发展以及急性事件的

触发中都起着核心作用，对其深入研究炎症反应机制，有望为动脉粥样硬化的防治提供

新的靶点和治疗策略。
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1.1.4 内皮细胞损伤与动脉粥样硬化

动脉粥样硬化的发生与血管内皮细胞损伤密切相关，内皮功能障碍被认为是疾病的

始动环节[23]。研究发现，在高胆固醇血症、高血压、糖尿病和吸烟等危险因素的作用下，

内皮细胞受到氧化应激、剪切力异常和炎症因子的刺激，导致其屏障功能和抗炎特性受

损[24]。受损的内皮细胞表达黏附分子(如VCAM-1和 ICAM-1)并分泌趋化因子(如MCP-1)，

招募单核细胞进入内膜，启动动脉粥样硬化病变[25]。此外，研究还表明，内皮细胞损伤

会促进血管通透性增加，使低密度脂蛋白(LDL)更容易渗入内膜并被氧化，进一步加剧

炎症反应和斑块形成[26]。因此，内皮细胞损伤不仅是动脉粥样硬化的早期事件，也是疾

病进展的关键驱动因素，针对内皮保护的治疗策略可能为动脉粥样硬化的防治提供新的

方向。

1.1.5 平滑肌细胞增生与动脉粥样硬化

在动脉粥样硬化的复杂发病机制中，平滑肌细胞增生是一个不可忽视的重要环节，

与炎症反应、脂质代谢紊乱等因素相互交织，共同推动着动脉粥样硬化的发展[27]。平滑

肌细胞是血管壁的主要细胞类型，在动脉粥样硬化的早期阶段，血管内壁受到损伤后，

平滑肌细胞会被激活并增生[28]。这些增生的平滑肌细胞可以参与修复受损的血管壁，形

成斑块的基础结构，同时，增生的平滑肌细胞也会分泌胶原蛋白和其他细胞外基质成分，

使斑块变得更加稳定[29]。然而，过度的平滑肌细胞增生也可能导致动脉粥样硬化的进展，

过多的平滑肌细胞会导致斑块内部细胞密度增加、斑块体积增大，最终可能破裂释放出

血栓物质，引发血管狭窄或阻塞，导致心脑血管疾病的发生[30, 31]。因此，控制平滑肌细

胞增生对预防和控制动脉粥样硬化至关重要。通过保持健康的生活方式、合理饮食、适

量运动等方式，可以减缓平滑肌细胞的过度增生，降低斑块的形成和破裂风险，从而减

少动脉粥样硬化的发生。

1.2 外泌体囊泡

外泌体和 microRNAs(miRNAs)是近年来生物医学领域的两个重要研究热点，它们

在细胞间的通信和基因调控中发挥着关键作用[32]。2024年诺贝尔生理学或医学奖授予

维克多·安布罗斯和加里·鲁夫昆，以表彰他们发现 mirna及其在转录后基因调控中的作

用[33]。外泌体是由细胞释放到细胞外液的纯天然纳米级生物囊泡，具有双层膜结构，直
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径在 50-200 nm之间，包含脂质、蛋白质、DNA、mRNA和 miRNA等多种生物分子，

广泛存在于人体的体液和组织液中[34]。外泌体源于细胞中的早期核内体，在早期核内体

成熟为晚期核内体的过程中内体膜向内凹陷形成多泡体，多泡体含有许多腔内囊泡，并

能够通过与溶酶体或质膜融合的方式将这些囊泡释放至细胞外，这些被释放的腔内囊泡

即为外泌体[35]。最初外泌体被认为是细胞“碎片”，后来研究证明外泌体可通过运输细胞

间信号分子从而在细胞通讯中发挥关键作用，并与微囊泡，凋亡小体等生物微粒同属生

物囊泡研究范畴[36]。近年来，积极分泌的外泌体 miRNAs参与各种疾病的诊断和调控的

研究已成为一个热点方向。研究表明外泌体在免疫调节、肿瘤转移、神经退行性疾病和

心血管疾病中发挥重要作用[37]。特别是在心血管领域，外泌体被发现能够介导血管内皮

细胞、平滑肌细胞和巨噬细胞之间的相互作用，影响动脉粥样硬化、心肌梗死和心力衰

竭等疾病的发展[38]。因此，外泌体不仅是疾病诊断的生物标志物，也是潜在的治疗靶点

和药物递送载体，具有重要的研究和临床应用价值。

1.2.1 细胞外囊泡与心血管疾病

心血管系统是外泌体介导细胞间通讯的关键场所，这些纳米级囊泡通过运输生物活

性物质作用于局部或远端的靶细胞，在维持心血管稳态和病理过程中发挥重要作用[39]。

研究表明，细胞外囊泡通过其携带的核酸、蛋白质和脂质等分子调控靶细胞功能，为心

血管疾病的发病机制提供了新的视角[40]。在动脉粥样硬化进程中，多种细胞来源的细胞

外囊泡参与疾病的发生与发展[41]。内皮细胞衍生的囊泡可转运 miRNA等调控分子，影

响平滑肌细胞的增殖、迁移和表型转化，在血管重塑中起关键作用[42]。当内皮屏障受损

时，这些囊泡可能携带损伤相关分子模式(DAMPs)，激活免疫细胞并放大炎症级联反应，

从而加速动脉粥样硬化进程[42]。巨噬细胞来源的囊泡在炎症微环境中同样具有重要功能。

活化的巨噬细胞释放的囊泡富含促炎因子和趋化因子，这些信号分子通过旁分泌或内分

泌方式被邻近细胞摄取，形成复杂的炎症调控网络，影响斑块的稳定性[10]。同时，平滑

肌细胞释放的囊泡通过调节细胞外基质的合成与降解，参与血管壁的重塑过程[28]。囊泡

分泌异常可能导致基质代谢紊乱，进而影响血管的结构完整性和功能特性[43]。这些发现

揭示了细胞外囊泡在动脉粥样硬化中的多重调控作用，为疾病防治提供了新的思路。

1.2.2 细胞外囊泡在心血管疾病的发生与进展

细胞外囊泡在心血管疾病的发生与进展中发挥重要作用，其通过携带蛋白质、脂质
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和核酸等生物活性分子参与细胞间通讯，调控多种病理生理过程[44]。内皮细胞来源的囊

泡与血管炎症等微循环障碍密切相关，而 T 细胞衍生的外泌体则可通过磷脂酰丝氨酸

识别单核细胞膜表面受体，诱导胆固醇堆积，促进动脉粥样硬化形成，在心肌梗死中，

缺血再灌注损伤会触发内源性 EVs的释放[45]。有研究表明，心肌细胞来源的 EVs富含

miR-208a/b，其通过与 RNA结合蛋白 Quaking(QKI)结合，降低其表达，加剧心肌细胞

的缺氧/复氧损伤[46]。也有研究表明，急性心梗患者血清 EVs中的 miR-30a可通过调节

自噬水平促进心肌细胞凋亡，而 miR-486-5p 和 miR-182等 miRNA 则具有心脏保护作

用，减轻缺血再灌注损伤[47]。胚胎干细胞(ESC)来源的外泌体因其富含 miR-294等分子，

能够促进心肌细胞增殖、血管生成，抑制细胞凋亡和纤维化，从而改善急性心肌梗死后

的心脏功能[48]。在动脉粥样硬化中疾病中，内皮细胞衍生的囊泡可促进平滑肌细胞表型

转换，而巨噬细胞来源的囊泡则通过传递促炎因子扩大炎症反应，此外，细胞外囊泡在

心力衰竭和高血压等疾病中也通过介导心肌肥厚、纤维化及血管重塑等过程参与疾病进

展[49]。研究表明，细胞外囊泡不仅可作为心血管疾病的潜在生物标志物，还可能成为新

型治疗靶点或药物递送载体，为疾病的诊断和治疗提供了新的方向。这些发现揭示了细

胞外囊泡在心血管疾病中的多重调控作用，为开发基于 EVs的诊疗策略奠定了重要基

础。

1.2.3 细胞外囊泡在心血管疾病的诊断与治疗

细胞外囊泡作为一种非侵入性生物标志物，在心血管疾病的早期筛查和诊断中具有

重要价值，其携带的生物信息物质，尤其是 RNA，为疾病检测提供了关键依据[50]。研

究表明，动脉粥样硬化患者血浆中内皮细胞来源的 EVs 水平显著升高，且其携带的

miR-126和miR-92a与疾病严重程度密切相关；急性心肌梗死患者血清 EVs中miR-208a

和 miR-30a的表达水平也发生显著变化，为早期诊断提供了潜在标志物[51, 52]。此外，通

过液体活检技术从血液、尿液、体液中分离 EVs，可实现心血管疾病的动态监测和预后

评估[53]。例如，急性冠脉综合征(ACS)患者血清中肌特异性 miR-133a水平升高，且与肌

钙蛋白 T(CTnT)水平相关；血液中膜微粒与内皮祖细胞的比值(MPs/EPCs)也能反映 ACS

中内皮细胞凋亡与修复的动态平衡[54]。在治疗领域，EVs因其低免疫原性、良好的生物

相容性以及易于穿透生物膜的特性，成为理想的药物递送载体，间充质干细胞(MSCs)

来源的 EVs通过传递 miR-210和 miR-132等分子，促进血管生成和心肌修复，在心肌

梗死和心力衰竭治疗中展现出显著疗效[55]。胚胎干细胞(ESC)衍生的 EVs富含 miR-294，
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能够诱导心肌保护反应，促进心肌细胞增殖并抑制凋亡[56]。此外，工程化改造的 EVs

可通过靶向递送 siRNA、抗炎药物或促血管生成因子，精准调控疾病进程，例如，过表

达 HIF-1的心脏内皮细胞来源的 exosome与心脏祖细胞联合输注，可提高移植细胞的存

活率，改善心肌梗死损伤，这一作用主要归因于 exosome中富含的miR-126和miR-210[57]。

尽管细胞外囊泡在心血管疾病的诊断与治疗中展现出广阔前景，但其临床应用仍面临诸

多挑战，如标准化生产、靶向递送效率和大规模制备等问题。未来需要进一步研究以优

化 EVs 的分离、检测和工程化技术，推动其在精准医学中的应用，为心血管疾病的早

期干预和个性化治疗提供新策略。

1.2.4 细胞外囊泡在心血管疾病的应用

计算机断层扫描(CT)血管造影在血管病变诊断中具有重要价值[58]。近期研究开发了

一种护肾 CT血管造影囊泡，不仅具备优异的血管成像效果，还能显著降低造影剂肾病

风险[59]。该囊泡通过三重机制实现肾脏保护：首先，其疏水膜层将碘原子包埋，减少碘

与体内环境的直接接触，从而降低过敏反应和细胞毒性；其次，较低的渗透压和延长的

体内循环时间(可达 30 分钟，远超传统碘小分子造影剂的 5 分钟)减轻了肾脏血流动力

学负担，避免因短时间内代谢大量造影剂造成的损伤；最后，囊泡能够原位清除活性氧，

降低肾脏氧化应激水平，进一步保护肾功能[60]。实验表明，该囊泡在 CT血管造影中能

有效保护肾脏，且体外酶解实验显示其在 48小时内降解率可达 80%，展现了良好的生

物可降解性[61]。

1.3 五味子及五味子丙素概述

1.3.1 五味子

五味子[Schisandra chinensis (Turcz.) Baill.]，为木兰科植物五味子的干燥成熟果实，

属于五味子科五味子属，是一种传统中药，最早收载于《神农本草经》上品中药，五味

子的药用部位主要包括果实、藤茎和枝叶，研究表明其富含木脂素、多糖、芳香油及三

萜类化合物等多种活性成分[62]。这些成分赋予其广泛的药理作用，使其在药物开发和利

用领域具有重要潜力[63]。它被认为具有镇静安神、增强气力以及抗肿瘤等功效，常用于

治疗肺虚咳嗽、气虚乏力、肾虚遗精、失眠健忘等症状[64]。目前有研究表明，五味子含

有多种活性成分，如五味子素、五味子甲素、五味子乙素、五味子丙素等，这些活性成
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分共同赋予了五味子多种药理作用，如抗氧化、心血管保护、抗炎、抗肿瘤、增强免疫

力和神经保护等，使其在传统医学和现代药物开发中具有重要价值[65]。

总的来说，近年来，随着天然药物研究的深入，五味子在心血管保护、神经保护、

抗衰老以及代谢性疾病治疗中的潜力也逐渐被发掘。其多方面的生物活性使其成为连接

传统医学与现代医学的重要桥梁，为开发新型天然药物提供了广阔的研究空间。

1.3.2 五味子丙素

五味子丙素是(Schisandrin C，SC)一种从五味子中分离得到的联苯环辛二烯类木脂

素，近年来因其显著的抗氧化、抗炎、抗凋亡及心血管保护作用等多种药理活性受到广

泛关注[66]。其作为一味传统中药在临床上得到广泛的应用，在《中国药典》中，将其作

为其质量标准。在其药理作用的研究中，抗氧化研究表明 SC通过清除自由基、抑制脂

质过氧化和增强细胞内抗氧化酶活性发挥抗氧化作用。SC能够激活 Nrf2/ARE 信号通

路，上调抗氧化酶(如超氧化物歧化酶 SOD和谷胱甘肽过氧化物酶 GSH-Px)的表达，从

而减轻氧化应激损伤[67]。SC在 AS的治疗中具有潜在的应用价值，有研究提示 SC可以

通过增强内皮型 eNOS的活性，促进 NO的生成，从而改善内皮细胞功能，维持血管舒

张功能[68]。在抗炎方面已有研究证实，SC通过抑制 NF-κB信号通路和降低促炎因子(如

TNF-α、IL-6 和 IL-1β)的表达，发挥抗炎作用[69]。发现 SC能够显著缓解血管紧张素 II

诱导的小鼠炎性反应和心肌重构[70]。此外，SC还能调节脂质代谢，降低血脂水平，减

少动脉粥样硬化斑块的形成[71]。

总的来说，SC作为一种具有多种生物活性的天然植物化合物，对人体健康具有积

极的影响，可以作为预防和治疗心血管疾病的潜在药物或保健品成分。其在心肌缺血再

灌注损伤、动脉粥样硬化和心力衰竭等心血管疾病中展现出广阔的应用前景。随着研究

的深入，SC有望成为心血管疾病治疗的重要天然药物成分，为相关疾病的防治提供新

的策略

1.4 研究目的及意义

AS是一种由脂质沉积、炎症反应等因素共同引起的慢性血管疾病，AS的早期阶段

通常由内皮细胞损伤或功能障碍触发，导致低密度脂蛋白(LDL)，特别是 ox-LDL 在动

脉内膜中沉积，并诱导巨噬细胞向泡沫细胞转化，这是 AS进化的关键环节[72]。近年来

的研究越来越强调了内皮细胞(ECs)在 AS发病机制中的中心地位，而血管内皮损伤被
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认为是 AS发生发展的关键触发因素[23]。外泌体囊泡在细胞间通信和基因调控中起着关

键作用，其中 MYH9 的表达水平与 AS 的进展密切相关。本研究重点深入研究了

NMMHC IIA 在细胞囊泡的分泌、运输和胞质胞吐作用中的关键作用正在受到关注。我

们的蛋白质组学分析显示，SC处理后存在显著的差异蛋白变化，而 NMMHC IIA 是差

异蛋白之一，提示它可能是 SC调节外泌体释放的潜在关键靶蛋白。关于 AS中 NMMHC

IIA的调控的报道有限。在本研究中，免疫共沉淀和共定位实验显示，NMMHC IIA 与

HSP70相互作用，共同调节外泌体释放。HSP70作为外泌体膜上的热休克蛋白，可以

与囊泡膜蛋白和陷阱蛋白相互作用，作为分子伴侣，促进囊泡与靶膜的融合，并在突触

释放过程中调节外泌体的释放。此外，HSP70可以参与外泌体中的蛋白质折叠和稳定。

我们的研究表明，NMMHC IIA 和 HSP70可以通过相互作用共同调节细胞外泌体的释

放，这一发现为 AS的外泌体研究提供了新的视角。深入阐释五味子丙素通过调节外泌

体释放途径防治动脉粥样硬化疾病作用的新机制，揭示五味子丙素防治动脉粥样硬化性

心血管疾病的作用靶点与调控途径，为具有良好心血管保护作用的中药活性成分防治心

血管疾病微观生物学基础的阐释提供新的研究方向和思路。具有很强的针对性和临床指

导意义。
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第 2章 综合蛋白质组学和生物信息学方法预测五味子丙素调控

巨噬细胞囊泡释放的关键靶点

2.1 引言

心血管疾病作为威胁人类健康最主要的疾病之一，仍然是具有较高的发病率和死亡

率，特别是在发展中国家[73]。一般对于心血管疾病的医疗策略是有效的早期诊断，理想

的治疗靶点和合理的预后检测[74]。蛋白质组学作为一门强大的生物信息学技术，在探索

多成分复杂体系对机体多靶点活性作用方面具有独特优势[75]。蛋白质组学被认为是表征

生物学系统的最相关的数据集，已被广泛用于揭示致病机制、寻找特异性生物标志物、

发现新治疗靶点，以及与疾病的早期诊断、治疗和预后判断关系密切[76]。

外泌体(Exosomes)在体内广泛存在，获取较为便捷，在精准医学方面拥有巨大的潜

力[77]。近年来的深入研究表明，外泌体通过清除细胞内废物，维持细胞内稳态，介导细

胞间和器官间的通信，在各种病理和生理过程中发挥着重要作用[77]。外泌体，又称腔内

囊泡(ILVs)，是一种直径为 50-200 nm的脂质双层结构囊泡，可由巨噬细胞、肝细胞、

脂肪细胞等多种细胞分泌，并释放到细胞外液和体循环中[78]。

已有越来越多的研究通过检测细胞来源外泌体蛋白质组的方法去寻找疾病相关生

物标志物[79]。国外学者通过蛋白质组技术筛选出差异蛋白，并对候选生物标志物进行验

证，表明筛选的标志物在乳腺癌患者和健康人群体中具有显著的差异分布[80]。外泌体的

释放量和释放速率依赖于细胞，并受到不同的细胞微环境和外部刺激的调节，例如，脂

质诱导的信号传导导致肝细胞释放外泌体，雷帕霉素处理的细胞的外泌体释放受

mTORC1负调控，转铁蛋白(Tf)以 Ca2+依赖的方式刺激 K562细胞释放外泌体[81]。

目前，巨噬细胞分泌外泌体蛋白质组学技术应用鲜有报道，本研究利用体外培养的

人单核细胞 THP-1，用 ox-LDL诱导的 THP-1巨噬细胞样本出发，收集细胞样本，通过

蛋白质组学技术分析观察调控巨噬细胞囊泡释放的关键靶点，结合已有的数据，应用生

物信息学分析蛋白之间的相互关系，以阐明差异表达蛋白的功能，揭示了 SC调控巨噬

细胞囊泡释放的关键靶点，为了深入研究 SC如何通过调节靶蛋白来调节外泌体的释放，

同时对 AS的早期预防和疾病进展的分子基础提供新思路。



安徽工程大学硕士学位论文

14

2.2 实验材料

2.2.1 实验试剂

表 2-1实验试剂

Table2-1 Experimental reagents

主要试剂 厂家

RPMI 1640 培养基 赛默飞世尔科技公司

4%多聚甲醛 上海碧云天生物技术有限公司

MYH9 antibody 武汉三鹰生物技术有限公司

CD9 antibody 武汉三鹰生物技术有限公司

CD81 antibody 艾比玛特生物医药有限公司

β-actin antibody 武汉三鹰生物技术有限公司

油红 O染色试剂 上海碧云天生物技术有限公司

五味子丙素 南京源植生物科技有限公司

BCA蛋白浓度测定试剂盒 武汉三鹰生物技术有限公司

ECL发光显影液 诺唯赞生物科技股份有限公司

CCK8 南京翼飞雪生物科技有限公司

RIPA裂解液 上海碧云天生物技术有限公司

SDS 上海麦克林生化科技有限公司

SDS-PAGE蛋白上样缓冲液 上海碧云天生物技术有限公司

Tris 上海麦克林生化科技有限公司

二甲基亚砜 国药集团化学试剂有限公司

甘氨酸 上海麦克林生化科技有限公司

过硫酸铵 上海麦克林生化科技有限公司

特级南美胎牛血清 苏州双洳生物科技有限公司

青链霉素-新霉素三抗 上海逍鹏生物科技有限公司

磷酸盐缓冲液(PBS)，pH7.4 塞维尔生物科技有限公司

CD63 Proteintech 成都正能生物技术有限公司

多聚赖氨酸 Biosharp
细胞冻存液 新赛美生物科技有限公司

通用型抗体稀释液 苏州新赛美生物技术有限公司
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2.2.2 实验仪器

表 2-2 实验仪器

Table2-2 The list of experimental reagents and instruments

仪器名称 厂家

-80 ℃低温冰箱 Thermo Fisher
超纯水仪 Sartorius
超净台 Farma Scientific

蛋白质凝胶电泳仪 Biorad
二氧化碳恒温箱 Thermo Fisher

分析天平 Sartorius
高速冷冻离心机 Sartorius

接触式化学发光成像仪 上海易孛特

NIB900荧光倒置显微镜 宁波永新光学股份有限公司

Infinite200酶标仪 瑞士 Tecan公司

ZEAL WAY高压灭菌锅 致微仪器有限公司

超滤离心管 德国 Sartorius 公司

HH-2恒温水浴锅 江苏荣华仪器制造有限公司

JIMBIO iCytal细胞计数仪 江苏卓微生物科技有限公司

灭菌锅 Zealway
Infinite200酶标仪 瑞士 Tecan公司

NTA纳米颗粒跟踪仪 德国 Particle Metrix
制冰机 Grant

2.3 泡沫细胞体外模型的建立

2.3.1 细胞培养

2.3.1.1 细胞复苏

从-80 ℃冰箱中取出装有 THP-1细胞的冻存管，放置在 37 ℃水浴锅中速融后，向

冻存管中加入 1 ml 含有 15%的特级南美胎牛血清和 1%的青链霉素-新霉素三抗的

RPMI-1640培养基，反复轻轻吹打均匀后，1100 rpm离心 4 min。弃去上清后，加入 1 mL

完全培养基至沉淀中，轻轻吹打混匀，将混悬液铺在 T25细胞培养瓶内，加入 3 mL完

全培养基摇匀，置于在 37 ℃和 5% CO2条件下在培养箱中培养。

2.3.1.2 细胞传代
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将 THP-1单核细胞在含有 15%的特级南美胎牛血清和 1%的青链霉素-新霉素三抗

的 RPMI-1640 培养基中培养，在 37 ℃和 5%CO2条件下在培养箱中培养，待细胞铺满

培养瓶中 80%-90%时，将细胞转至 10 mL离心管中，1100 rpm的离心 4 min。弃上清，

加入 1 mL完全培养基至沉淀中，将细胞接种到新的培养瓶中(1∶3传代)。

2.3.1.3 细胞冻存

取长满培养瓶中 80%-90%THP-1单核细胞，将细胞转至 10 mL离心管中，1100 rpm

的离心 4 min。弃上清，加入 0.8 mL无血清冻存液，轻轻吹打混匀。然后分装于冻存管

中(1 mL/管)，做好标记后立即放入-80 ℃冰箱中保存。

2.3.1.4 五味子丙素对 THP-1细胞活力的影响

取对数生长期 THP-1细胞，按 2×104个/孔接种到 96孔板，经 100 mg/mL PMA诱

导后待细胞贴壁使用等量的不同浓度的五味子丙素给药，均设三个复孔。培养 24 h后，

向每孔中加入 10 μLCCK8，培养箱继续孵育 4 h 后，设置 OD 值为 450 nm，进行吸光

度的测量。并按以下公式计算细胞活力。

细胞存活率%＝(A药物组-A调零组)/(A空白组-A调零组)×100%

2.3.1.5 实验分组及给药

将细胞随机分为 3 组：空白对照组：经 PMA诱导以无血清 1640 培养基培养；模

型对照组：经 100 mg/mL PMA诱导以无血清 1640培养基内加入终浓度为 100 μg/mL的

ox-LDL；五味子丙素处理给药组：经 PMA诱导以无血清 1640 培养基内加入 1 μM的

五味子丙素 1 h 后，加经终浓度为 100 μg/mL 的 ox-LDL 处理。细胞于 37 ℃、5%CO2

培养箱内孵育 48 h后收集刺激后的泡沫细胞并观察细胞的形态学改变。

2.3.1.6 PMA诱导 THP-1细胞成巨噬细胞

将 1ml多聚赖氨酸铺满提前准备好的小皿的皿底(多聚赖氨酸：无菌水=1∶9)，静

置 10 min，吸干后，至于超净台打开吹风按钮，照一夜紫外。从 37 ℃、5%CO2培养箱

取出长至 80%-90%THP-1细胞，取 1×106个细胞铺至小皿，经终浓度 100 ng/mL PMA

诱导 24 h，观察细胞的形态学改变。

2.3.1.7 油红 O染色鉴定脂肪堆积

取出小皿后，缓慢吸取细胞上清液，用 PBS洗涤一次。加入适量染色洗涤液覆盖

细胞 20 s，吸除染色洗涤液，取适量改良油红 O染色液，染色 15 min后，去除改良油

红 O染色液，加入适量染色洗涤液，静置 30 s，然后去除染色洗涤液，并用 PBS洗涤

20 s，加入适量 PBS，均匀覆盖细胞，染色完成后，在显微镜下观察泡沫细胞内脂滴的
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染色状况并拍照。

2.4 外泌体的收集及表征鉴定

2.4.1 超滤法收集上清液中的 exosome

参考文献方法进行如下提取[82]：

(1)造模 48 h后，收集上述泡沫细胞上清液约 50 mL，分别装入 5个 10 mL的离心

管中，并置于温度为 4 ℃下离心机中，1100 rpm/min，离心 30 min，弃去剩余细胞沉淀。

(2)再次将上清移至 15 mL、100 kD超滤管中，转速为 4500 rpm/min，40 min每次，

重复三次，待超滤至 20-50 μL，再加入 PBS再次超滤 3次，每次加入 150 μLPBS。

(3)待超滤步骤结束后，加入 0.2 mLPBS溶液，使超滤膜中的外泌体悬浮，将外泌

体悬浮液转到 1.5 mL的 EP管中，并放入-80℃的冰箱待处理。

2.4.2 外泌体的形态电镜鉴定

实验方法参考文献进行 exosome的处理[83]：

(1)外泌体固定：将外泌体悬液与固定液按 1∶1至 3的比例混合，然后在室温下固

定 10-20 min。

(2)载体准备：将固定后的混合物滴于载体(如铜网)上，覆盖一层疏水膜以均匀分布。

(3)负染色与干燥：使用 2%醋酸双氧铀对载体上的外泌体样本进行负染，然后进行

干燥处理。

(4)透射电镜观察：将干燥后的样品用于透射电镜的观察，通过高电压和强磁场条

件来获取外泌体的高分辨率图像。

2.4.3外泌体粒径检测

采用 Zetasizer (Nano series) Nano-ZS90粒度仪进行外泌体的粒径检测，取 exosome，

加入 PBS溶液稀释至 100倍，轻轻吹打均匀后，根据说明取 100 μL稀释后的样品加入

加样板中，上机进行 exosome的粒径检测。

2.4.4 外泌体表面标志性蛋白检测

2.4.4.1 外泌体蛋白提取
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(1)从-80 °C 冰箱中取出预先冻存的外泌体样本，带样本溶解后加入 70 μL 裂解液

(RIPA裂解液(A)∶蛋白酶抑制剂∶磷酸酶抑制剂∶RIPA裂解液(B)=100∶2∶2∶1)，震

荡混匀后放入 4 ℃冰箱裂解 40 min，随后进行定量。

(2)取 96 孔板先加入 BCA(A 液∶B 液=50∶1)标曲，从样品中取出 2 μL+18

μLPBS+200 μLBCA加入每孔，随后放入 37 °C烘箱中孵育 30 min，在酶标仪内，于 562

nm的波长条件下对蛋白样品进行检测，而后依据预先绘制的标准曲线，对该蛋白样品

的浓度数值展开计算。

(3)向余下的样品中添加 6×Loading试剂，随后进行短时间的离心操作。接着，将样

品放置在 100 ℃的环境中孵育 7 min，完成孵育后，把样品转移至温度为-20 ℃的冰箱

内进行保存。

2.4.4.2 Western blot法检测标志性蛋白

(1)制胶：分离胶：制备 10%的下层分离胶缓慢加入固定好的板中至玻璃板顶端 1 cm

处。液面上填充蒸馏水进行胶面封闭，压平胶面防止空气浸入凝胶中，静置 45 min，等

待其分层。堆积胶：用无菌滤纸吸去分离胶上方的蒸馏水，动作需谨慎避免触动分离胶。

随后，将已配制好的上层堆积胶沿玻璃板缓慢注入，直至溶液开始溢出。接着，迅速且

小心地插入梳子，过程中务必保证不混入气泡。完成插入后，静置 45 min，使堆积胶充

分凝固。待时间一到，将电泳板小心放置于电泳缓冲液中，动作要轻缓，随后轻轻拔出

梳子，准备后续电泳操作。

(2)上样：将电泳槽中加入电泳缓冲液，按照空白、模型、给药组蛋白样品，依次

将蛋白样品连续添加至对应的泳道中，并且在蛋白样品前后泳道加入 1.8 μL 和 1.5 μL

的蛋白Marker。

(3)跑胶：选择 80 V恒压进行电泳，待两端蛋白Marker清晰分层后，转用 120 V恒

压，至溴酚蓝条带跑入底端后，停止电泳。

(4)转膜：标记目标蛋白的位置，滴加 Transfer防止胶变干，然后小心撬开玻璃板，

根据Marker的标记以及目标蛋白的位置，小心切下胶条，按照胶条的尺寸裁剪滤纸与

PVDF膜，在PVDF膜上任意一面右上角标记，用甲醇活化PVDF膜 5 min后浸泡Transfer

中，从负极到正极按照“滤纸×4-凝胶-PVDF膜-滤纸×4”顺序，卡紧膜板，转膜槽中加

满 Transfer，至于 4 ℃冰箱中，选择 200 mA电流进行转膜，视目标蛋白分子量确定转

膜的时间。

(5)封闭：取 TBST溶液对 PVDF膜进行 3次洗涤操作，每次洗涤时长控制为 8 min；
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洗涤完成后，将 PVDF膜放入含有 5%BSA的溶液中，在室温环境下，置于摇床上震荡

孵育 2 h。待孵育结束，再次使用 TBST溶液对 PVDF膜进行 3次清洗，每一次清洗的

时间同样保持在 8 min。

(6)一抗孵育：用通用型抗体稀释液稀释一抗 CD9、CD63、CD81。往已封闭的 PVDF

膜上添加经过稀释处理的一抗溶液，随后将其置于 4 ℃的环境中孵育过夜。次日，小心

翻动 PVDF膜，仔细检查膜的正面是否存在气泡。为了促使一抗与膜上物质更好地结合，

将膜从孵育环境中取出，在室温条件下放置 20 min，之后回收一抗溶液。一抗溶液回收

完毕后，使用 TBST溶液对 PVDF膜进行 3次清洗，每次清洗的时间为 8 min。

(7)二抗孵育：把 PVDF膜浸没于已稀释好的二抗(兔抗或鼠抗)溶液中，在室温环境

下，通过摇床以较慢的速度进行震荡处理，持续震荡 2 h 后，回收二抗溶液，接着用

TBST溶液对 PVDF膜进行洗涤，共洗涤 3次，每次洗涤时间为 8 min。

(8)显影：以 1∶1 混合 A 液 B液配制显色液，接着，把显色液均匀地滴加 200 μL

在 PVDF膜表面，之后将该膜放置于化学发光凝胶成像系统内，进行观察操作，并拍摄

相应的照片。

(9)结果分析：用 Image J分析软件将目的蛋白条带及内参蛋白条带灰度数字化，比

较蛋白的表达。

2.5 生物信息学分析方法

2.5.1 样品制备

将细胞随机分为 3组，然后选择空白组(经终浓度 100 ng/mLPMA诱导)、模型组(经

终浓度 100 ng/mLPMA诱导+终浓度为 100 μg/mL的 ox-LDL)和五味子丙素给药组(经终

浓度 100 ng/mLPMA 诱导+终浓度为 100 μg/mL 的 ox-LDL+1 μMSC)都给予以无血清

1640培养基培养，细胞于 37 ºC、5%CO2培养箱内孵育 48 h后收集细胞蛋白组进行蛋

白质组学的研究。所有样本都是从- 80℃的冰箱中取出并重复三组，然后用干冰运输。

2.5.2 directDIA 数据采集

将除盐冻干后的肽段重溶于 A相(0.1%甲酸水)溶液，随后进行 LC-MS/MS分析。

系统由UltiMate 3000(Thermo Fisher Scientific, MA, USA)与 timsTOF Pro2质谱仪(Bruker

Daltonics)串联组成。样品量为 200 ng，使用 AUR3-15075C18分析柱(15 cm×75 μm内径，
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1.7 μm粒径，120 Å孔径，IonOpticks)，在 50 ℃柱温下以 60 min的梯度分离样品，流

速为 400 nL/min。梯度从 4%的 B相(80%乙腈，0.1%甲酸)开始，在 25 min内升高到 28%，

10 min内升高 44%，10 min到 90%，维持 7 min，4%平衡 8 min。质谱仪采用 diaPASEF

模式进行 DIA 数据采集，扫描范围从 349-1229 m/z，隔离窗口宽度设置为 40 Da。在

PASEF MSMS 扫描过程中，碰撞能量随离子迁移率线性上升，从 59 eV (1/K0 = 1.6

Vs/cm2)上升到 20 eV (1/K0 = 0.6 Vs/cm2)。

2.5.3 分析流程

图 2-1 样品处理分析流程图

Figure 2-1 Sample Processing and Analysis Flowchart

2.5.4 蛋白质定性定量分析

首先从样本中分离提取蛋白质，随后对提取的蛋白质进行酶解处理。质谱检测前，

向每一个样品中添加 Biognosys 的质控试剂 iRT Kit，通过多肽在色谱中的保留时间

(retention time,RT)进行校准，利用 QuiC(Biognosys)软件对原始质谱数据进行质控，评估

各个样本间的质控指标是否相近，如果指标结果相近，表明检测重复性好。然后利用

Spectronaut 14引入深度机器学习算法，预测理论谱图及保留时间用于鉴定打分，依据

DIA数据结果直接进行分析以鉴定蛋白。
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2.5.5 差异表达蛋白聚焦分析

以 FC>2倍且 P<0.05，作为差异表达蛋白的筛选标准对空白组 VS模型组和模型组

VS给药组 2个比较组的差异表达蛋白进行 Venn图分析，得到 SC干预后的上调蛋白和

下调蛋白。

2.5.6 生物功能 GO及 KEGG通路分析

将共同靶点导入DAVID数据库(https://david.ncifcrf.gov/)，在数据库中进行GO(Gene

Ontology)分析以及 KEGG(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)分析，以 P<0.05为

筛选条件，选取 GO分析排名前 10，KEGG分析排名前 20的条目绘制图形进行可视化

分析。

2.5.7 构建蛋白质与蛋白质相互作用网络分析

将共同靶点导入 String数据库(https://cn.string-db.org/)，设置物种“Human”PPI网

络模型；置信度>0.7并隐藏其断开链接的节点，获得 PPI关系，将数据导入其 Cytoscape

3.8.2软件进行可视化分析。

2.6 统计学方法

将数据导入 GraphPad Prism 8.0.2进行计算和处理，并通过 Student t检验或 ANOVA

分析检测数据的显著性。结果以平均值±标准误 (�� ±SEM)的形式表示。P 值

<0.05(P<0.05)被认为是显著性差异并由(*)表示，而 P值<0.01(P<0.01)的显著性水平由

(**)表示。

2.7 结果与分析

2.7.1 建立 PMA诱导 THP-1细胞转化为巨噬细胞形态学变化

经终浓度 100 ng/mLPMA诱导 THP-1细胞 24 h后，在光学显微镜下对细胞进行观

察，可见细胞的体积明显增大，细胞形态从原本的圆形转变为形态各异的多角形。并且

这些细胞表现出较强的贴壁能力，同时还长出了触角(如图)说明 THP-1细胞已经成功分

化为巨噬细胞。
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图 2-2 THP-1细胞经 PMA诱导后的形态变化(×200)
Figure 2-2 Morphological changes of THP-1 cells induced by PMA(×200)

2.7.2 SC对 THP-1细胞活性的影响

经不同浓度的 SC干预 THP-1细胞 24 h，筛选药物浓度。CCK8结果显示，与空白

组相比，SC 对 THP-1 细胞抑制的 IC50=198 µM，当 SC 浓度增加到 25 μM 时，THP-1

细胞活力显著下调，具有明显差异(P＜0.05)，在 50 µM浓度时细胞具有显著的毒性作

用差异显著(P＜0.01)。因此，在后续实验中选择 1 μM的药物浓度。

图 2-3 CCK8 检测细胞毒性

Figure 2-3 CCK8 detects cytotoxicity

2.7.3 油红 O染色观察脂肪堆积

经终浓度 100 μg/mLox-LDL诱导巨噬细胞 48 h后，油红 O染色观察，结果显示，

与空白组相比，ox-LDL组能够明显发现有红色脂质的存在，并且细胞大小存在差异，

形态呈现出椭圆形或者不规则的形状，这与泡沫细胞所具有的形态特点相契合，与
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ox-LDL组相比，SC组细胞内红色颗粒明显降低，脂质堆积逐渐缓解。结果表明 SC可

以显著抑制 ox-LDL诱导的脂质堆积。

图 2-4 油红 O染色泡沫细胞脂质堆积(×200)
Figure 2-4 Oil red O staining foam cell lipid accumulation (×200)

2.7.4 外泌体表征鉴定

2.7.4.1 透射电镜观察 exosome的形态

经超滤方法提取的外泌体通过透射电镜拍摄后发现，结果显示能够明显发现囊泡结

构，exosome 形态特征呈圆形或椭圆形，呈现出完整的胞膜结构特征，和理论层面上

exosome的形态结构相匹配。

图 2-5 外泌体形态鉴定

Figure 2-5 Morphological identification of exosomes

2.7.4.2 粒度仪检测外泌体粒径大小

用 PBS将外泌体稀释至适宜的浓度经粒度仪测定，结果显示，外泌体粒径－浓度

的分布集中呈显著的单峰态势，这一特征说明其具备较高的纯度，且粒径富集尺寸约在

147 nm，该尺寸基本与理论上外泌体的直径范围相符。说明超滤法收集溶液初步鉴定为

exosome。
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图 2-6 外泌体粒径大小检测

Figure 2-6 Exosome particle size assay

2.7.4.3 蛋白免疫印迹法检测外泌体标志物

经Western blot法检测外泌体中标志性蛋白 CD9、CD63、CD81的表达，结果显示，

提取的 exosome蛋白中 CD9、CD63、CD81均有所表达，进一步验证了所提取的泡沫

细胞上清液中有 exosome。

图 2-7 外泌体标志性蛋白检测

Figure 2-7 Exosome signature protein assay

2.7.5 差异表达的蛋白质生物信息的分析

2.7.5.1 空白组 VS模型组差异蛋白的 GO功能富集分析及 KEGG通路富集分析

为能够更加清楚的分析差异蛋白的功能，通过 DAVID 数据库对空白组 VS模型组

差异蛋白进行分析。GO功能富集分析结果显示，生物过程(BP)中主要包括细胞质翻译、

蛋白质定位到含有 CENP-A 的染色质上、核糖体组装、细胞因子的产生、对巨核细胞

分化的负向调节等；细胞成分(CC)可推测这些靶点主要集中在细胞质部分、细胞骨架、

糖蛋白、细胞外基质等细胞结构中；而在分子功能(MF)水平上，它们主要承担蛋白质

结合、RNA结合等重要功能。KEGG通路富集分析结果显示，主要集中在胆固醇代谢、

氨基聚糖和核苷酸糖代谢，以及脂质和途径，和肌动蛋白细胞骨架的调节。



安徽工程大学硕士学位论文

25

图 2-8 空白组 VS 模型组差异蛋白的 GO功能富集分析

Figure 2-8 GO function enrichment analysis plot of Con VS Mod group differential proteins

图 2-9 空白组 VS 模型组差异蛋白的 KEGG通路富集分析

Figure 2-9 KEGG pathway enrichment analysis of Con VS Mod group differential proteins

2.7.5.2 模型组 VS给药组差异蛋白的 GO 功能富集分析及 KEGG通路富集分析

对模型组 VS给药组差异蛋白进行分析。GO功能富集分析结果显示，生物过程(BP)

中主要包括细胞质翻译、内质网到高尔基体囊泡介导的运输、核糖体组装、细胞因子的

产生、蛋白质折叠等；细胞成分(CC)可推测这些靶点主要集中在细胞外外泌体、细胞骨

架、含胶原蛋白的细胞外基质、细胞外基质等细胞结构中；而在分子功能(MF)水平上，
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它们主要承担蛋白质结合、mRNA结合等重要功能。KEGG 通路富集分析结果显示，

主要集中在核糖体、血脂与动脉粥样硬化，以及内质网中的蛋白质加工，和肌动蛋白细

胞骨架的调节。这可能与 SC调控的外泌体释放对 AS的作用机制密切相关。

图 2-10 模型组 VS SC组差异蛋白的 GO功能富集分析

Figure 2-10 GO function enrichment analysis plot of Mod VS SC group differential proteins

图 2-11 模型组 VS SC差异蛋白的 KEGG通路富集分析

Figure 2-11 KEGG pathway enrichment analysis of Mod VS SC group differential proteins

2.7.5.3 差异蛋白分析
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综合差异蛋白分析，共鉴定出 6152个蛋白，以 FC>2倍和 P值<0.05为筛选标准，

与空白组相比，模型组有 423个上调蛋白和 648个下调蛋白。与模型组相比，SC处理

后发现上调蛋白 54个，下调蛋白 302个。其中，25 个上调蛋白和 32个下调蛋白在维

恩图分析中出现重叠，利用 STRING 数据库(https://www.string-db.org/)进一步 PPI分析

显示，MYH9(NMMHC IIA)是差异蛋白之一，在囊泡形成和运输中起关键作用。因此，

我们初步确定MYH9与 AS的发病机制以及 SC的干预途径密切相关，很可能是 SC调

控外泌体释放的潜在关键靶蛋白。

图 2-12 差异蛋白分析

Figure 2-12 Differential protein analysis
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图 2-13 差异基因 PPI网络图

Figure 2-13 Differential gene PPI network diagram

2.8 本章小结

近些年，心血管疾病导致人类死亡的比率不断上升，而 AS与心血管系统疾病之间

紧密相连，因此，研究 AS的发病机制是大环境的必然趋势[84]。AS作为一种炎症性疾

病，是导致不稳定冠状动脉综合征和心源性猝死的重要原因之一[85]。大量研究表明，

AS是由低密度脂蛋白(LDL)积聚而引起的血管炎性疾病，其易于在循环血液中沉积在

内膜上，血小板和白细胞等分化成巨噬细胞[85]。而这些 LDL颗粒会被识别并且修饰，

促使巨噬细胞转变成泡沫细胞。因此，本研究为寻找 AS发病及进展机制，建立 ox-LDL

诱导的 THP-1巨噬细胞模型是最基础且重要的一个环节。在前人研究的表述中已经总

结出 THP-1巨噬细胞的建立方法，即先后用 PMA和 ox-LDL进行孵育诱导使其转变为

泡沫细胞，进一步探讨了调控外泌体释放中的作用机制在 AS中的作用。采用超滤法提

取外泌体，提出外泌体表面不容易破碎，较完整，随后根据粒径、透射电镜、蛋白免疫

印迹法对外泌体进行表征性鉴定，所提取出为外泌体。并采用油红 O 染色观察红色脂

质堆积情况，说明模型构建成功。

为探讨靶标蛋白调控泡沫细胞释放机制研究，本章研究主要综合蛋白质组学和生物

信息学方法，采用蛋白质组学对 Control组、ox-LDL组及 ox-LDL+SC组进行分析，深

入解析差异蛋白的功能。通过 DAVID(https://david.ncifcrf.gov/)对 Control和 ox-LDL 组

与 ox-LDL 组和 ox-LDL+SC组中的差异蛋白进行功能聚类研究，结果揭示了其差异蛋
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白在内质网到高尔基体的囊泡介导运输、细胞核、蛋白质结合的富集。通过 KEGG 信

号通路富集分析，结果发现富集在胆固醇代谢、氨基糖和核苷酸糖代谢等，以及脂质和

动脉粥样硬化、肌动蛋白细胞骨架的调节等通路，这些通路可能与 SC调控外泌体释放

治疗 AS的作用机制密切相关。综合差异蛋白分析，我们共鉴定出 6152个蛋白，以 FC>2

倍且 Pvalue<0.05为标准，我们筛选出 423个上调蛋白和 648个下调蛋白。SC处理后，

发现 54 个上调蛋白和 302 个下调蛋白。其中 25 个上调蛋白和 32 个下调蛋白在 Venn

图分析中显示重叠，进一步利用 STRING 数据库(https://www.string-db.org/)进行 PPI分

析，MYH9(NMMHC IIA)是差异蛋白之一，在囊泡的形成和运输中发挥关键作用。因此

初步确定MYH9与 AS的发病以及 SC的干预途径密切相关，极可能成为 SC调控外泌

体释放的潜在关键靶标蛋白。

近年来，NMMHC IIA 在细胞囊泡分泌、运输和胞吐方面发挥着越来越重要的作用

[86]。NMMHC IIA是肌球蛋白 II 超家族的成员，通过与细胞内的肌动蛋白结合发挥分子

马达的作用。综上所述，实验结合蛋白质组学预测结果，这表明 NMMHC IIA 可能是调

控外泌体释放的潜在关键靶标蛋白，这一发现为 AS中外泌体研究提供了新的视角，为

AS疾病早期治疗和预防提供了重要的理论依据和潜在策略。
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第 3章 NMMHC IIA-HSP70相互作用对巨噬细胞外泌体释放的调

控作用及五味子丙素的干预研究

3.1 引言

五味子为禾兰科植物五味子的干燥成熟果实，近年来其在动脉粥样硬化(AS)等心血

管疾病防治中的作用备受关注[87]。中医理论认为，五味子具有益气生津、宁心安神的功

效，常用于治疗心血管疾病[88]。临床研究表明，在心肌梗死恢复期患者的常规治疗基础

上加用五味子颗粒，可显著改善心功能并缓解焦虑情绪，体现了其医疗与保健的双重价

值[89]。因此，五味子被广泛应用于高血压、冠心病、病毒性心肌炎、肺心病及心力衰竭

等疾病的防治，并取得了确切的疗效[90]。五味子丙素(SC)是从五味子中提取的一种联苯

环辛二烯类木脂素，具有显著的心脑血管保护作用[91]。研究发现，五味子丙素能够有效

缓解高脂饮食诱导的 AS小鼠模型中的动脉炎症反应，并通过激活 NF-κB通路抑制血管

内皮氧化应激，从而保护心脑血管内皮的稳定性[92]。此外，课题组前期研究进一步证实，

五味子及其活性成分 SC在 AS等心血管疾病的治疗中展现出良好的潜力，为相关疾病

的药物研发提供了重要的科学依据[93]。

非肌肉肌球蛋白 IIA(NMMHC IIA)是肌球蛋白 II 超家族的一员，可与 actin结合构

成细胞中的分子马达，维持细胞稳态，参与炎症、囊泡运输、内吞和胞吐等多种生理和

病理过程[94]。NMMHC IIA 作为囊泡或外泌体释放的关键蛋白之一，同时也是中药治疗

疾病的潜在靶点，中药活性成分可通过调节 NMMHC IIA 及其相互作用蛋白，发挥治疗

疾病的作用。SC通过 NMMHC IIA 调节 NF-κB信号通路防治心脑血管疾病；人参皂苷

Rg1 通过 NMMHC IIA-HSP90 相互作用，抑制外周血中 exosome-miR-21 释放，促进

TIMP3蛋白表达，促进MMPs蛋白降解，具有治疗颅脑损伤的潜力[86]。外泌体从形成

到融合发挥作用的过程一直是当今研究热点，外泌体通过形成(典型代表蛋白：人四旋

蛋白，TSPAN6)、释放(典型代表蛋白：非肌肉肌球蛋白 IIA，NMMHC IIA)、转运蛋白

(典型代表蛋白：热休克蛋白 70，HSP70)，外泌体的细胞内组装和运输由热休克蛋白

(Hsc70、Hsp70、Hsp 90)进行[95]。然而，在脂质紊乱性 AS疾病中，巨噬细胞 NMMHC IIA

调节外泌体释放的相互作用蛋白、途径、机制及参与 AS的发生、发展过程尚未见报道。

本章节通过免疫荧光共定位观察外泌体释放情况，此外，使用 NMHCM IIA 抗体进
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行钩钓，采用免疫共沉淀-银染-质谱技术，研究 NMMHC IIA 在外泌体释放调控中的相

互作用，为了进一步支持这一发现，通过 WB检测巨噬细胞胞内及外泌体蛋白并进行

分析，最后通过 SC干预且干扰 NMHCM IIA 探测靶蛋白对外泌体释放行为和途径进行

分析。综上所述，这些发现揭示了 NMMHC IIA可能与 HSP70相互作用，从而 SC通过

调控巨噬细胞外泌体的释放，为 AS的外泌体研究提供了新的视角。

3.2 实验材料

3.2.1 实验试剂

表 3-1实验试剂

Table3-1 Experimental reagents

主要试剂 厂家

甲醛 西陇科学股份有限公司

冰醋酸 国药集团化学试剂有限公司

硝酸银 上海精科化学试剂有限公司

无水乙醇 上海碧云天生物技术有限公司

4%多聚甲醛 上海碧云天生物技术有限公司

MYH9 antibody 武汉三鹰生物技术有限公司

TSG101 antibody Abcam
HSP70 antibody Abcam
β-actin antibody 武汉三鹰生物技术有限公司

RPMI 1640 培养基 赛默飞世尔科技公司

五味子丙素 南京源植生物科技有限公司

BCA蛋白浓度测定试剂盒 武汉三鹰生物技术有限公司

ECL发光显影液 诺唯赞生物科技股份有限公司

ox-LDL 奕元生物技术有限公司

RIPA裂解液 上海碧云天生物技术有限公司

牛血清蛋白 上海麦克林生化科技有限公司

Protein A+GAgarose 上海碧云天生物技术有限公司

SDS-PAGE蛋白上样缓冲液 上海碧云天生物技术有限公司

抗荧光猝灭剂(含 DAPI) 苏州优逸兰迪生物科技有限公司

Tris 上海麦克林生化科技有限公司

蛋白酶磷酸酶抑制剂混合物 上海碧云天生物技术有限公司

二甲基亚砜 国药集团化学试剂有限公司
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甘氨酸 上海麦克林生化科技有限公司

过硫酸铵 上海麦克林生化科技有限公司

特级南美胎牛血清 苏州双洳生物科技有限公司

青链霉素-新霉素三抗 上海逍鹏生物科技有限公司

磷酸盐缓冲液(PBS)，pH7.4 塞维尔生物科技有限公司

多聚赖氨酸 Biosharp
通用型抗体稀释液 苏州新赛美生物技术有限公司

3.2.2 实验仪器

表 3-2实验仪器

Table3-2 The list of experimental reagents and instruments

仪器名称 厂家

-80℃低温冰箱 Thermo Fisher
超纯水仪 Sartorius
超净台 Farma Scientific

倒置荧光显微镜 德国 Leica
共聚焦显微镜 日本 Olympus
高速冷冻离心机 Sartorius

接触式化学发光成像仪 上海易孛特

JIMBIO iCytal细胞计数仪 江苏卓微生物科技有限公司

ZEAL WAY高压灭菌锅 致微仪器有限公司

超滤离心管 德国 Sartorius 公司

HH-2恒温水浴锅 江苏荣华仪器制造有限公司

灭菌锅 Zealway
Infinite200酶标仪 瑞士 Tecan公司

二氧化碳恒温箱 美国 Thermo公司

制冰机 Grant

3.3 泡沫细胞体外模型的建立

3.3.1 细胞培养

方法同上 2.3.1。
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3.3.2 细胞分组及给药

方法同上 2.3.1.5。

3.4 SC干预 NMMHC IIA-HSP70相互作用调节巨噬细胞中外泌体的释放

3.4.1 免疫荧光共定位观察外泌体释放行为

提前一夜将多聚赖氨酸铺小皿，照一夜紫外。将 THP-1细胞按照 1.5×105个/皿接

种于共聚焦小皿，经终浓度 100 ng/mLPMA 诱导 24 h，倒掉培养基，经终浓度 100

μg/mLox-LDL诱导巨噬细胞 48 h后，进行荧光染色。

(1)拿出共聚焦小皿，轻轻吸出皿中的培养液，加入 PBS清洗 3次，不断摇晃，洗

去杂物。

(2)皿中加入 100 μL固定液(4 ℃)，固定 30 min。

(3)洗涤固定液，用 PBS洗涤 3遍，每次 5 min。

(4)加去垢剂 0.2%TritonX-100，适量处理 5 min。

(5)洗涤，用 PBS洗涤 3遍，每次 5 min。

(6)加 5%BSA(PBS配置)进行封闭，封闭 1 h。

(7)孵育一抗，加入适量一抗过夜，置于 4 ℃摇床上，不断摇晃。所需一抗 NMMHC

IIA(比例 1∶300)和 TSG101(比例 1∶300)。

(8)将过夜的一抗回收，并用 PBS洗涤 3遍，每次 5 min。

(9)孵育二抗，用免疫荧光二抗(兔抗和鼠抗)处理 1 h(比例 1∶400)。

(10)吸出二抗，用 PBS洗涤 3遍，每次 5 min。

(11)用含 DAPI抗荧光淬灭剂封片后在荧光显微镜下观察结果并进行图像采集。

3.4.2 免疫共沉淀联合质谱研究蛋白互作

3.4.2.1 免疫共沉淀

提前一夜将多聚赖氨酸铺小皿，照一夜紫外，将 THP-1细胞按照 2.0×106个/皿接

种于小皿，经终浓度 100 ng/mLPMA诱导 24 h，倒掉培养基，经终浓度 100 μg/mLox-LDL

诱导巨噬细胞 48 h后。

(1)拿出小皿，将上清轻轻吸走，加入 PBS清洗 2次，适当即可。
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(2)加裂解液，每皿加入 150 μL裂解液。

(3)轻轻晃动添加了裂解液的培养皿，确保裂解液能全面且均匀地与贴壁细胞相互

接触。完成上述操作后，把培养皿置于-80 °C的冰箱中，冷冻 10 min。

(4)从冰箱拿出培养皿，放置冰上动作要快，用干净的刮刀将细胞刮于培养皿的一

处，后用枪将细胞碎片和裂解液移至 1.5 mlEP管中。

(5)把 EP管放在小型涡旋混合仪上进行短暂涡旋处理，之后将其放置于 4 ℃的冰箱

内静置 40 min，期间 20 min时从冰箱拿出来震荡一次。

(6)拿出 EP管，放入高速离心机 12000 rpm离心 5 min，提前预冷 4 ℃。

(7)取出 EP管，吸取上清液并定量计算体积。

(8)取 96 孔板先加入 BCA(A 液∶B 液=50∶1)标曲，从样品中取出 2 μL+18

μLPBS+200 μLBCA加入每孔，随后放入 37°C 烘箱中孵育 30 min，在酶标仪内，于 562

nm的波长条件下对蛋白样品进行检测，而后依据预先绘制的标准曲线，对该蛋白样品

的浓度数值展开计算。

(9)向蛋白溶液中加入 6 μL相对应的抗体MYH9，并将封口膜封好进行 4 ℃摇晃过

夜。

(10)次日，准备 EP管，加入 40 μLProtein A+GAgarose 并用 PBS洗涤，摇晃 5 min，

4 ℃，3000 rpm离心 5 min，重复处理 3次。

(11)将结合过夜抗原抗体 4 ℃，3000 rpm 离心 3 min，将上清加入到 Protein A+G

Agarose中，摇晃 4 h。

(12)取出 EP管，4 ℃，3000 rpm离心 3 min，从管中取出 90 μL加入 18 μL6×loading

煮 5 min，得到 Post-IP。

(13)将剩下的沉淀部分加入 PBS反复清洗 3次，每管加入 50 μL2×loading，煮 5 min

得到 Co-IP。

3.4.2.2 银染

(1)电泳步骤同 2.4.4.2(1～3)。

(2)固定：凝胶在 ddH2O中荡洗后，加入固定液(100 ml50%无水乙醇＋25 ml冰醋酸

+56 ml0.04%甲醛+20 mlddH2O)轻摇，漂洗 3次，20 min每次，保鲜膜封好。

(3)50%无水乙醇洗涤：乙醇中轻摇漂洗 3次，20 min每次。

(4)预处理：0.02%Na2S2O3中轻摇 1 min。

(5)ddH2O洗涤：漂洗 3次，20 s每次。
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(6)染色：染色液(取 0.8 ml20%AgNO3+72 ml0.04%甲醛)中轻摇染色 20 min(锡箔纸

包裹避光)。

(7)ddH2O洗涤：漂洗 3次，20 s每次。

(8)显色：显色液(25 ml12%Na2CO3+24 ml0.04%甲醛+1 ml0.02%Na2S2O3)中轻摇漂洗

清晰，约 30 s(锡箔纸包裹避光)。

(9)ddH2O洗涤：漂洗 3次，20 s每次。

(10)终止：终止液中轻摇 10 min，凝胶拍照扫描。

3.4.2.3 质谱分析

银染后的胶条切割，每个 SDS-PAGE泳道可分为 6-8份(每个条带不超过 1.5 cm)，

每份胶条需单独放置入一个离心管中，加入 200-300 μL超纯水保湿，大约覆盖 1/6的胶

条，并记录好割胶部位的分子量范围，用冰袋或者干冰运输至华盈生物质谱产品线进行

分析。

3.4.2.4 Western blot法检测 IP蛋白

方法同上 2.4.4.2。

3.4.3 Western blot法检测细胞与上清液中相关蛋白表达水平

方法同上 2.4.4.2。

3.4.4 干扰 NMMHC IIA 后与 HSP70相互作用调节巨噬细胞外泌体的释放

3.4.4.1 敲除 NMMHC IIA

据我们早期研究报道[86]，siRNAs序列(5′-GAGGCAAUGAUCACUGACUdTdT-3′

5′-AGUCAGUGAUCAUUGCCUCdTdT-3′)由上海吉荧生物技术有限公司设计和生产。

3.4.4.2 巨噬细胞干扰靶蛋白 NMMHC IIA 分组及给药

提前一夜将多聚赖氨酸铺小皿，照一夜紫外，将 THP-1细胞按照 30%密度接种于

小皿，经终浓度 100 ng/mLPMA 诱导 24 h。转染分组： siNMMHC IIA NC+100

μg/mLox-LDL、siNMMHC IIA +100 μg/mLox-LDL、siNMMHC IIA +100 μg/mLox-LDL+1

μM SC。转染步骤如下：

(1)将 2.5 nM 的小 RNA冻干粉进行瞬时离心，随后向其中加入 125 μL的DEPC水，

配制成浓度为 20 μM 的储存液，妥善保存并分装。

(2)取 6个 EP管，加入 250 μL的 OPTI - MEM无血清稀释液中。
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(3)配制 RNA 稀释液，取(2)中 3 个 EP 管，分别加入 10 μLsiNMMHC IIA NC、10

μLsiNMMHC IIA、10 μLsiNMMHC IIA。

(4)配制 Celopener稀释液，取(2)中 3个 EP管，分别加入 5 μLCelopener液体混匀，

静置 5 min.

(5)将 RNA稀释液与 Celopener稀释液两者混匀，静置 15 min后，加入小皿中并加

入 1.5 ml无血清培养基。

(6)将小皿放入培养箱 6 h，取出换液并造模给药，步骤同 2.3.1.5。

3.4.4.3 提取干扰靶蛋白 NMMHC IIA 后细胞蛋白

方法同 3.3.3.1(1～8)。

(1)对剩余的样品按照体积 5∶1的比例加入 6×loading。

(2)将加好的样品放入离心机顺离，使离心管内壁的样品甩下。

(3)将样品放入恒温金属浴锅中 100 ℃煮蛋白 7 min。

(4)取出样品蛋白放入-20 ℃冰箱。

3.4.4.4 干扰靶蛋白 NMMHC IIA 后免疫荧光共定位观察外泌体释放行为

方法同 3.3.2

3.5 统计学方法

将数据导入GraphPad Prism 8.0.2 进行计算和处理，并通过 Student t检验或ANOVA

分析检测数据的显著性。结果以平均值±标准误 (�� ±SEM)的形式表示。P 值

<0.05(P<0.05)被认为是显著性差异并由(*)表示，而 P值<0.01(P<0.01)的显著性水平由

(**)表示。

3.6 结果与分析

3.6.1 免疫荧光法观察 SC干预泡沫细胞对外泌体释放行为的影响

采用免疫荧光法观察 THP-1细胞经过 SC处理后的外泌体分泌状况。TSG101为外

泌体标志性蛋白，根据荧光的强弱，可辨别外泌体囊泡释放情况。如图，结果表明，空

白组囊泡释放行为较弱，其荧光强度较弱，模型组在 ox-LDL的刺激下，外泌体囊泡的

释放增加，细胞表面 TSG101蛋白含量增高，因而细胞膜表面荧光强度较强，而给药组

能有效抑制外泌体释放，荧光强度变弱。因此，SC能够有效抑制 THP-1细胞在 ox-LDL
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刺激下释放外泌体能力。NMMHC ⅡA在空白组中含量较低，荧光强度较弱，模型组中，

外泌体囊泡的释放增加，NMMHC ⅡA蛋白含量增加，而给药组能有效抑制外泌体释放，

荧光强度变弱，即 SC通过 NMMHC ⅡA蛋白影响外泌体的释放。

图 3-1 免疫荧光观察 ox-LDL对外泌体释放行为及 SC干预(×600)
Figure 3-1 Immunofluorescence observation of ox-LDL exosome release behaviour and SC intervention

(×600)

3.6.2 免疫共沉淀联合质谱研究 NMMHC ⅡA相互作用蛋白 HSP70

3.6.2.1 免疫共沉淀-银染钩钓 NMMHC ⅡA相互作用蛋白

此外，我们通过免疫共沉淀方法使用 NMMHC ⅡA 抗体进行钩钓相互作用蛋白

HSP70，蛋白相互作用调控外泌体的释放。结果表明，初步认定 NMMHC ⅡA相互作用

蛋白可能是 HSP70。
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图 3-2 免疫共沉淀-银染识别 NMMHC ⅡA相互作用蛋白 HSP70
Figure 3-2 CO-Immunoprecipitation-silver staining recognises the NMMHC IIA-interacting protein

HSP70

3.6.2.2 质谱鉴定 NMMHC ⅡA相互作用蛋白 HSP70

用亲和层析吸附法捕获相关蛋白，并用质谱法进行分析。质谱检测分析，显示氨基

酸序列，并与数据库中的胞外囊泡标记蛋白 HSP70进行比较，进一步鉴定出 NMMHC

ⅡA相互作用蛋白为 HSP70。

图 3-3 质谱分析 NMMHC ⅡA和 HSP70蛋白肽序列

Figure 3-3 Mass spectrometry analysis of NMMHC IIA and HSP70 protein peptide sequences

3.6.2.3 Western blot法检测 IP蛋白

为进一步验证 IP 蛋白中 HSP70是否表达，我们采用Western blot法对提取的免疫

共沉淀蛋白进行分析，结果如图显示，NMMHC ⅡA和 HSP70均有所表达，经 ox-LDL

刺激后，巨噬细胞中 IIA 与 HSP70蛋白含量逐渐增加，再次验证 NMMHC ⅡA 相互作

用蛋白为 HSP70。
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图 3-4 Western blot检测 IP蛋白中 NMMHC ⅡA和 HSP70的表达

Figure 3-4 Western blot detection of NMMHC IIA and HSP70 expression in IP proteins

3.6.3 Western blot法检测五味子丙素通过 NMMHC II 和 HSP70相互作用调控外泌体释

放

TSG101 是外泌体表面标志物，在外泌体的生成过程中发挥着关键作用，使用

Western blot法检测上清液和细胞中外泌体表面标志物表达情况，结果如图显示，在上

清液中 SC组中标志蛋白的表达明显低于 ox-LDL组，此结果表明在 SC作用下，TSG101

标志蛋白的表达降低，其代表上清液中外泌体的减少，即 SC抑制外泌体的释放。在细

胞中，SC组中标志蛋白的表达明显低于 ox-LDL组，进一步提示 SC能够抑制外泌体的

释放。进一步探讨 SC干预 NMMHC IIA 蛋白影响外泌体释放作用，上清液和细胞中结

果如图显示，ox-LDL刺激后 NMMHC IIA 与 HSP70蛋白含量逐渐增加，SC干预后蛋

白含量逐渐减少，HSP70和NMMHC IIA在 SC作用下的表达行为一致，提示在NMMHC

IIA和 HSP70相互作用下可以调控外泌体的释放，SC可通过 NMMHC IIA 和 HSP70相

互作用抑制外泌体的释放。

图 3-5 Western blot检测细胞和上清液中 SC对外泌体表面标志物 TSG101、NMMHC IIA与 HSP70
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表达的影响

Figure 3-5 Effect of SC on the expression of exosomal surface markers TSG101, NMMHC IIA and HSP70
in cells and supernatants detected by Western blot

注：A细胞中 TSG101、NMMHC IIA与 HSP70的表达；B细胞上清中 TSG101、NMMHC IIA与

HSP70的表达。与正常对照组比较，#P<0.05, ##P<0.01；与 ox-LDL组比较，*P<0.05,**P<0.01。

3.6.4 五味子丙素通过干扰NMMHC IIA后与HSP70相互作用调节巨噬细胞外泌体的释

放

3.6.4.1 siNMMHC IIA 干扰效率检测

为进一步验证 NMMHC IIA 对其靶蛋白影响，通过干扰靶蛋白 NMMHC IIA，采用

Western blot法检测 NMMHC IIA 的干扰效率。结果如图显示，与 siNMMHC IIA NC组

相比，干扰 NMMHC IIA 后，NMMHC IIA 的表达水平明显降低；与 siNMMHC IIA 组

相比，SC干预后能够更加显著降低 NMMHC IIA 的表达水平。结果提示，SC干预能够

抑制靶蛋白的表达。

图 3-6 Western blot检测细胞中 NMMHC IIA干扰效率

Figure 3-6 Effect of SC on the expression of exosomal surface markers TSG101, NMMHC IIA and HSP70
in cells and supernatants detected by Western blot

注：与正常 NC组比较，##P<0.01；与干扰组比较，**P<0.01。

3.6.4.2 siNMMHC IIA 干扰后 HSP70及 TSG101的表达水平

干扰 NMMHC IIA 后，结果如图显示，与 siNMMHC IIA NC组相比，干扰 NMMHC

IIA后，HSP70的表达水平明显降低；与 siNMMHC IIA 组相比，SC干预后能够更加显

著降低HSP70的表达水平。随后并对外泌体标志性蛋白TSG101进行检测，与 siNMMHC

IIA NC组相比，干扰 NMMHC IIA 后，TSG101的表达水平明显降低；与 siNMMHC IIA

组相比，SC干预后 TSG101的表达水平降低更显著。结果提示，干扰 NMMHC IIA 后

能够抑制相互作用蛋白 HSP70的表达，SC干预后进一步抑制了外泌体的释放。
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图 3-7 Western blot检测细胞中干扰NMMHC IIA后对外泌体表面标志物 TSG101与HSP70表达的影

响

Figure 3-7 Effect of western blot on the expression of exosome surface marker TSG101 and HSP70 after
interference with NMMHC IIA in cells

注：与正常 NC组比较，##P<0.01；与干扰组比较，**P<0.01。

3.6.4.3 五味子丙素干预 siNMMHC IIA 后免疫荧光共定位观察外泌体释放行为

免疫荧光法观察干扰 NMMHC IIA 经过 SC处理后的外泌体分泌状况。结果如图所

示，siNMMHC IIA NC组囊泡释放行为很强，其荧光强度大，细胞表面 TSG101蛋白含

量高，siNMMHC IIA 组外泌体囊泡的释放逐渐降低，TSG101 蛋白含量降低，与

siNMMHC IIA 组相比给药组更能有效抑制外-泌体释放，荧光强度弱。因此，SC通过

干扰 NMMHC IIA 具有显著抑制 THP-1细胞在 ox-LDL刺激下释放外泌体能力。

图 3-8 免疫荧光观察干扰 NMMHC IIA后对外泌体释放行为及 SC 干预(×600)
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Figure 3-8 Immunofluorescence observation of exosome release behaviour after interference with
NMMHC IIA and SC intervention (×600)

3.7本章小结

近些年深入研究表明，外泌体通过清除细胞内物质，维持细胞内稳态，介导细胞间

的通信，在各种病理和生理过程中发挥着重要作用[96]。外泌体和囊泡运输、胞吞胞吐是

近年来生物医学领域重要的研究热点，心血管疾病导致人类死亡的比率不断上升，而

AS与心血管系统疾病之间关系密切，因此，研究 AS的发生发展过程是大环境的必然

趋势[97]。AS作为一种炎症性疾病，是导致不稳定冠状动脉综合征和心源性猝死的重要

原因之一。SC是从五味子中分离得到的联苯环辛二烯类木脂素，据文献报道，SC具有

很好的心脑血管保护作用。此外，课题组前期研究也证实，五味子及其活性成分 SC在

保护 AS等心血管疾病具有较好的治疗潜力。本研究探究 SC如何通过调节靶标蛋白来

控制外泌体的释放。

NMMHC IIA 是中药治疗疾病的潜在靶点，在细胞囊泡的分泌、运输和胞质胞吐作

用中的关键作用正在受到关注[94]。中药活性成分可通过调节 NMMHC IIA 及其相互作用

蛋白，发挥治疗疾病的作用。通过第二章蛋白质组学预测 NMMHC IIA 是差异蛋白之一，

提示它可能是 SC调节外泌体释放的潜在关键靶蛋白。在 AS病理条件下，本研究中通

过共定位实验检测外泌体标志蛋白 TSG101的表达来鉴定外泌体的释放量，显示 SC通

过干预泡沫细胞抑制外泌体的释放行为。免疫共沉淀-银染-质谱结果显示，NMMHC IIA

相互作用蛋白是 HSP70，并进一步通过免疫印迹表达验证，结果显示一致。为探讨 SC

对 NMMHC IIA 与 HSP70相互作用共同调节外泌体释放。对细胞蛋白以及上清液中外

泌体蛋白进行免疫印迹检测，结果提示在药物作用下，NMMHC ⅡA和 HSP70在细胞和

上清液中的表达行为一致，推测 SC能够抑制NMMHC ⅡA的表达来影响HSP70的生成，

并且能够抑制外泌体的释放。HSP70作为外泌体膜上的热休克蛋白，可以与囊泡膜蛋白

相互作用，作为分子伴侣，促进囊泡与靶膜的融合，并在突触释放过程中调节外泌体的

释放。此外，HSP70可以参与外泌体中的蛋白质折叠和稳定。进一步对靶蛋白 NMMHC

ⅡA干扰，采用免疫荧光共定位及免疫印迹实验，结果显示抑制了外泌体释放。研究表

明，NMMHC IIA 和 HSP70可以通过相互作用共同调节细胞外泌体的释放，这一发现

为 AS中的外泌体研究提供了一个新的视角。
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通过寻找与 NMMHC ⅡA 相互作用介导的细胞各种生物学变化的蛋白成为目前广

泛的研究热点。越来越多的研究证实了它在人类健康中的重要作用，包括其对静脉血栓

形成的关键调节等方面的工作。即 SC能够通过干预 NMMHC ⅡA和 HSP70相互作用来

调控外泌体的释放，为中药及其活性成分干预蛋白-蛋白相互作用调控疾病研究提供理

论和方法学借鉴。
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第 4章 五味子丙素对敲除MYH9基因改善动脉粥样硬化机制研

究

4.1 引言

动脉粥样硬化作为一种全身性、进展性心血管系统疾病，不仅会导致冠心病、中风

等严重心脑血管事件，还常常伴随外周动脉疾病、肾动脉狭窄和其他泛血管病变，其特

征是动脉壁上动脉粥样硬化斑块进行性累积[98]。内皮细胞(ECs)作为血管壁的第一道屏

障，在维持血管稳态中起关键作用，内皮稳态的破坏是 AS的早期阶段，其功能障碍会

导致血管通透性增加、炎症反应加剧和脂质沉积，进而促进斑块形成[99]。

目前广泛认可的发病机制是“损伤反应假说”，该假说认为 AS的发生始于内皮细胞

的功能损伤[100]。内皮细胞特异性分子-1(ESM-1)是一种由血管内皮细胞分泌的可溶性蛋

白聚糖，在炎症条件下促进单核细胞与内皮细胞的粘附，同时刺激血管平滑肌细胞迁移

和增殖，是内皮功能障碍的新型生物标志物[101]。此外，细胞间黏附分子-1(ICAM-1)和

血管细胞黏附分子-1(VCAM-1)也在内皮损伤中起关键作用，ICAM-1在受损内皮表面高

表达，触发 AS，而 VCAM-1在炎症条件下促进白细胞与内皮细胞的粘附，加剧血管损

伤[102]。已研究证据表明，在 AS病理中观察到这些黏附分子的表达，其基因敲除可以防

止易患 AS的小鼠病变的发展[103]。

本研究对动脉粥样硬化条件下泡沫细胞源外泌体(巨噬细胞组、泡沫细胞组、泡沫

细胞+SC组及干扰 NMMHC IIA NC 组、干扰 NMMHC IIA 组、干扰 NMMHC IIA+SC

组)对心血管内皮损伤、功能、靶点及机制研究，证实 SC干预及干扰靶蛋白对心血管内

皮细胞损伤具有显著的保护作用。体内通过建立了 ApoE-/-小鼠模型和MYH9+/-ApoE-/-

小鼠模型，探讨小鼠中 NMMHC IIA-HSP70相互作用的干预情况和功能评价以及 SC的

治疗潜力，并测定测定主动脉血管组织内皮中 TNF-α、1L-1β、ICAM-1、VCAM-1、

MCP-1表达水平。通过加深对动脉粥样硬化等慢性炎症疾病的病因及机制的认识，为

临床诊断和治疗提供新方法，从而验证其在动脉粥样硬化疾病中的实用价值，更是预防

全身性心血管疾病的迫切任务。
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4.2 实验材料

4.2.1 实验试剂

表 4-1实验试剂

Table 4-1 Experimental reagents

主要试剂 厂家

0.45 μm PVDF膜 德国Merck
苏木精-伊红染液 上海碧云天生物技术有限公司

油红 O染色试剂 上海碧云天生物技术有限公司

水合氯醛 上海麦克林生化科技有限公司

4%多聚甲醛 上海碧云天生物技术有限公司

VCAM-1 antibody 武汉三鹰生物技术有限公司

ICAM-1 antibody 武汉三鹰生物技术有限公司

MCP-1 antibody 武汉三鹰生物技术有限公司

β-actin antibody 武汉三鹰生物技术有限公司

DMEM高糖培养基 赛默飞世尔科技公司

五味子丙素 南京源植生物科技有限公司

BCA蛋白浓度测定试剂盒 武汉三鹰生物技术有限公司

ECL发光显影液 诺唯赞生物科技股份有限公司

异氟烷 江苏恒丰强生生物技术有限公司

RIPA裂解液 上海碧云天生物技术有限公司

牛血清蛋白 上海麦克林生化科技有限公司

超声耦合剂 青岛海诺生物工程有限公司

SDS-PAGE蛋白上样缓冲液 上海碧云天生物技术有限公司

Tris 上海麦克林生化科技有限公司

蛋白酶磷酸酶抑制剂混合物 上海碧云天生物技术有限公司

二甲基亚砜 国药集团化学试剂有限公司

甘氨酸 上海麦克林生化科技有限公司

过硫酸铵 上海麦克林生化科技有限公司

特级南美胎牛血清 苏州双洳生物科技有限公司

青链霉素-新霉素三抗 上海逍鹏生物科技有限公司

磷酸盐缓冲液(PBS)，pH7.4 塞维尔生物科技有限公司

OCT包埋胶 上海睿铂赛

PKH67染色试剂盒 上海贝博生物科技有限公司

抗荧光猝灭剂(含 DAPI) 苏州优逸兰迪生物科技有限公司
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人白细胞介素-1β(IL-1β)ELISA 试剂盒 南京翼飞雪生物科技有限公司

人肿瘤坏死因子α(TNF-α)ELISA 试剂盒 南京翼飞雪生物科技有限公司

通用型抗体稀释液 苏州新赛美生物技术有限公司

高脂高胆固醇纯化型饲料 协同医药生物工程有限公司

羟甲基纤维素钠 上海麦克林生化科技有限公司

4.2.2 实验仪器

表 4-2实验仪器

Table 4-1 The list of experimental reagents and instruments

仪器名称 厂家

蛋白质凝胶电泳仪 Biorad
接触式化学发光成像仪 上海易孛特

共聚焦显微镜 日本 Olympus
多普勒彩超仪 飞依诺科技股份有限公司

二氧化碳恒温箱 美国 Thermo公司

SomnoSuite™数字式小动物呼吸麻醉机 美国 Kent Scientific
NIB900荧光倒置显微镜 宁波永新光学股份有限公司

Infinite200酶标仪 瑞士 Tecan公司

倒置荧光显微镜 德国 Leica
超薄切片机 德国 Leica

HH-2恒温水浴锅 江苏荣华仪器制造有限公司

制冰机 Grant

4.3 五味子丙素调控 exosome-siNMMHC IIA保护 ox-LDL诱导的 HUVECs

损伤研究

4.3.1 细胞培养

4.3.1.1 细胞复苏

从-80 ℃冰箱中取出装有 HUVECs的冻存管，放置在 37 ℃水浴锅中速融后，向冻

存管中加入 1 ml含有 10%的特级南美胎牛血清和 1%的青链霉素-新霉素三抗的 DMEM

高糖培养基，反复轻轻吹打均匀后，1100 rpm离心 4 min。弃去上清后，加入 1mL完全
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培养基至沉淀中，轻轻吹打混匀，将混悬液铺在直径为 100 mm的培养皿内，加入 6 mL

完全培养基摇匀，置于在 37 ℃和 5% CO2条件下在培养箱中培养。

4.3.1.2 细胞传代

将 HUVECs在含有 10%特级南美胎牛血清和 1%的青链霉素-新霉素三抗的 DMEM

高糖培养基中培养，在 37 ℃和 5%CO2条件下在培养箱中培养，待细胞长满培养皿中

80%-90%时，将细胞转至 10 mL离心管中，1100 rpm的离心 4 min。弃上清，加入 1 mL

完全培养基至沉淀中，将细胞接种到新的培养皿中(1∶3传代)。

4.3.1.3 细胞冻存

方法同 2.3.1.3。

4.3.2 细胞分组及给药

将HUVECs长满至80%-90%时随机分为 exosome-空白组(将正常培养条件下巨噬细

胞分泌外泌体刺激 HUVECs)；exosome-模型组(将泡沫细胞+100 μg/mLox-LDL 组分泌

外泌体刺激 HUVECs)；exosome-给药组(将泡沫细胞+100 μg/mLox-LDL+1 μM SC组分

泌外泌体刺激 HUVECs)；exosome-siNMMHC IIA NC 组(将泡沫细胞 siNMMHC IIA

NC+100 μg/mLox-LDL组分泌外泌体刺激 HUVECs)；exosome-siNMMHC IIA 组(将泡沫

细 胞 siNMMHC IIA +100 μg/mLox-LDL 组 分 泌 外 泌 体 刺 激 HUVECs) ；

exosome-siNMMHC IIA+给药组(将泡沫细胞 siNMMHC IIA+100 μg/mLox-LDL+1 μM

SC组分泌外泌体刺激 HUVECs)。

4.3.3 ELISA检测泡沫细胞源外泌体对 HUVECs上清液炎性因子的表达情况

按照 exosome-空白组、exosome-模型组、exosome-给药组细胞分组培养 24 h后，

收集细胞上清每组设置 3个复孔，ELISA试剂盒购自南京翼飞雪生物科技有限公司，实

验步骤如下：

(1)分别设置标准孔与样本孔，于标准孔内添加 50 μL各浓度的标准品。

(2)取 10 μL待测样品注入样品孔，接着加入 40 μl样本稀释液；而空白孔不做任何

添加操作。

(3)而空白孔不做任何处理，取 100 μL 辣根过氧化物酶(HRP)标记的检测抗体，逐

孔加入标准孔和样品孔之中，随即用封板膜对孔进行封闭处理，37 ℃烘箱中孵育 60 min。

(4)孵育结束，将 96孔板中的液体倒弃并甩干，接着用洗涤液对板洗涤 5次，每次
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洗在吸水纸上完甩干，最后一次拍干。

(5)每孔加入底物 50 μL，37 ℃烘箱中避光孵育 15 min。

(6)取 50 μL终止液加入，以此终止反应进程。接着，在 450 nm波长下对各孔的吸

光度(OD值)进行测量 。

4.3.4 PKH-67检测对泡沫细胞释放的外泌体追踪研究

按照贝博生物细胞膜染色试剂盒说明书操作，实验步骤如下：

(1)试剂配制：从冰箱中取出 PKH67试剂，静置至室温后离心，用稀释液 B将 PKH67

探针稀释 10倍，再用 PBS缓冲液将稀释过的染料进行 25倍稀释，配置成染色工作液。

(2)将制备好的待测细胞 exosome-siNMMHC IIA NC组用 100 μL染色工作液重悬，

细胞浓度为 107个/mL。

(3)在 37 ℃培养箱中孵育 5 min，再于 4 ℃孵育 15 min。

(4)离心后弃去上清液，收集细胞，用 PBS洗涤细胞 2次。

(5)随后将细胞铺在共聚焦小皿中培养 24 h。

(6)第二天，倒掉培养基，PBS清洗，多聚甲醛固定 30 min。再用 PBS洗 3次，每

次 3 min，然后加入含 DAPI抗荧光猝灭剂 2 min后，用 PBS清洗 3次，每次 3 min。随

后用倒置荧光观察 。

4.3.5 Western blot法检测五味子丙素对 ox-LDL诱导的 HUVECs损伤的研究

方法同上 2.4.4.2。

4.4 五味子丙素调控MYH9基因敲除小鼠动脉粥样硬化损伤研究

4.4.1 MYH9+Apoe-KO小鼠的构建

课题组已与赛业生物科技有限公司合作，采用 CRISPR/Cas9技术构建。

4.4.2 动物实验分组及造模

5-7周龄 SPF级健康雄性 ApoE-/-及MYH9+/--ApoE-/-小鼠，体重 18-22 g，为期一周

的适应性饲养，在此期间，动物可自主摄取食物与水分。ApoE-/-小鼠被分为 3 组，

MYH9+/--ApoE-/-小鼠被分为 2组，每组 6只。
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分为 ApoE-/- NC组(正常饲料喂养)、ApoE-/-模型组(高脂饲料喂养)、ApoE-/-给药组(高

脂饲料喂养+20 mg/kg SC)、MYH9+/--ApoE-/-模型组(高脂饲料喂养)、MYH9+/--ApoE-/-给

药组(高脂饲料喂养+20 mg/kg SC)。正常饲料组喂养 12周，高脂饮食组喂养 12周，给

药组造模 8周后进行 20 mg/kg SC灌胃，每天一次，进行 28天。

4.4.3 动物样本采集

13周后对小鼠实施 12小时禁食处理，经注射水合氯醛进行麻醉。随后进行小鼠眼

眶采血操作，将采集的血液离心，吸取上层血清转移至 EP 管内，收集心脏、主动脉

放置于-80 ℃冰箱中保存。

4.4.4 动物体重变化

每隔 2周对小鼠体质量测量一次，在此期间，观察各组小鼠的精神状态、皮毛是否

具有光泽、活动表现以及体质量的变化情况等。

4.4.5 多普勒超声评估小鼠血流速度

异氟烷气麻小鼠，将已麻醉小鼠以仰卧姿势固定在动物操作台上胸肌及颈部裸露，

脱毛并涂上超声耦合剂。将探头放置于鼠右胸侧，Mark 点朝向鼠头部，探头尾端向鼠

右侧倾斜，倾斜约 45°，测出颈动脉血流及主动脉弓血流。

4.4.6 血管组织病理学观察 HE染色

提前一夜开冰冻切片机，照一夜紫外。将血管组织从-80 ℃冰箱中取出，用生理盐

水冲洗后用 OCT包埋胶固定在切片托上，顺时针转动切片厚度为 10 μm，随后进行 HE

染色，实验步骤如下：

(1) 用 4%多聚甲醛将切片血管组织固定 20 min。

(2) 使用 PBS清洗切片，洗去切片上的多聚甲醛。

(3) 随后使用苏木素进行染色 3 min。

(4) 使用蒸馏水冲洗 1-2 s，洗去残余的苏木素染液。

(5) 用伊红染料进行染色 1 min。

(6) 最后进行梯度脱水，75%酒精 15 s，95%酒精 15 s，无水乙醇 15 s。

(7) 使用正置荧光显微镜观察玻片，并进行图像采集。
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4.4.7 血管组织油红 O染色

从-80 ℃冰箱中取出血管切片，放置至室温进行油红 O染色，实验步骤同 2.3.1.7。

4.4.8 免疫荧光法观察 NMMHC IIA 和 TSG101共定位观察外泌体释放行为

从-80 ℃冰箱中取出血管切片，放置至室温进行免疫荧光染色共定位，实验步骤同

3.4.1。

4.4.9 Western blot法检测MYH9+Apoe-KO小鼠 NMMHC IIA 与 HSP70的表达

从-80 ℃冰箱中取出血管组织，放置至室温恢复室温后用 PBS清洗 2遍，将组织放

入-80 ℃冰箱冷冻 10 min，取出加入 100 μL裂解液研钵进行研磨，再加入 100 μL裂解

液，继续研磨。随后实验步骤方法同上 2.4.4.2。

4.4.10 Western blot法检测MYH9+Apoe-KO小鼠损伤蛋白的表达

从-80 ℃冰箱中取出血管组织，放置至室温恢复室温后用 PBS清洗 2遍，将组织放

入-80 ℃冰箱冷冻 10 min，取出加入 100 μL裂解液研钵进行研磨，再加入 100 μL裂解

液，继续研磨。随后实验步骤方法同上 2.4.4.2。

4.5 统计学方法

将数据导入GraphPad Prism 8.0.2 进行计算和处理，并通过 Student t检验或ANOVA

分析检测数据的显著性。结果以平均值±标准误 (�� ±SEM)的形式表示。P 值

<0.05(P<0.05)被认为是显著性差异并由(*)表示，而 P值<0.01(P<0.01)的显著性水平由

(**)表示。

4.6 结果与分析

4.6.1 五味子丙素调控泡沫细胞源外泌体保护 ox-LDL诱导的 HUVECs损伤研究

4.6.1.1 ELISA检测泡沫细胞源外泌体对HUVECs上清液炎性因子TNF-α和 IL-1β表达情

况
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为探讨不同组外泌体及 SC对血管内皮细胞炎性因子的表达水平，采用 ELISA检测

HUVECs上清液中 TNF-α和 IL-1β表达。结果如图所示，与 exosome-空白组相比，exosom-

模型组炎性因子的表达水平显著升高；与 exosom-模型组相比，SC干预后能够更加显

著降低炎性因子的表达水平。结果提示，SC干预能够显著降低 HUVECs炎性因子的表

达。

图 4-1 ELISA检测 HUVECs上清中 TNF-α和 IL-1β炎性因子的表达

Figure 4-1 Expression of TNF-α and IL-1β inflammatory factors in the supernatants of HUVECs detected
by ELISA

注：与正常对照组比较，##P<0.01；与 ox-LDL组比较，**P<0.01。

4.6.1.2 PKH-67检测对泡沫细胞释放的外泌体追踪 HUVECs研究

为探究外泌体在细胞间的传递和摄取情况，使用绿色荧光染料 PKH-67研究了泡沫

细胞来源的外泌体进入 HUVECs，采用 PKH67荧光标记对外泌体进行表征验证。荧光

PKH-67标记的外泌体在荧光显微镜下显示绿色，而 DAPI标记的 HUVECs显示蓝色。

培养 24 h后，外泌体进入 HUVECs，结果如图所示，绿色荧光明显，结果说明泡沫细

胞来源的外泌体成功很好的进入了 HUVECs。

图 4-2 HUVEC细胞摄取 PKH-67荧光标记的外泌体(×200)
Figure 4-2 Uptake of PKH-67 fluorescently labeled exosomes by HUVEC cells(×200)

4.6.1.3 Western blot法检测泡沫细胞源外泌体对 HUVECs损伤研究

为验证泡沫细胞源外泌体对 HUVECs损伤机制研究，采用Western blot法检测损伤

因子MCP-1、ICAM-1、VCAM-1的表达水平影响。结果如图所示，如图 A，与 exosome-
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空白组相比，exosom-模型组 HUVECs的MCP-1、ICAM-1、VCAM-1的表达水平显著

升高，与 exosome-模型组相比，exosom-给药组 HUVECs的MCP-1、ICAM-1、VCAM-1

的表达水平显著降低；如图 B，与 exosome-siNMMHC IIA NC组相比，exosom-siNMMHC

IIA 组 HUVECs 的 MCP-1、 ICAM-1、VCAM-1 的表达水平有明显降低趋势，与

exosome-siNMMHC IIA 组相比，exosom-siNMMHC IIA+给药组 HUVECs 的 MCP-1、

ICAM-1、VCAM-1的表达水平显著降低。以上结果提示，是 exosom-模型组引起HUVECs

的损伤，干扰 NMMHC IIA 靶蛋白后具有抑制 HUVECs的损伤，SC干预后具有明显的

保护作用，抑制细胞损伤。

图 4-3 敲除靶蛋白 NMMHC IIA后血管内皮细胞损伤蛋白的表达

Figure 4-3 Expression of vascular endothelial cell injury proteins after knockdown of the target protein
NMMHC IIA

注：A血管内皮细胞 ox-LDL刺激后损伤蛋白表达与HSP70的表达；B血管内皮细胞中敲除NMMHC
IIA后损伤蛋白表达。与正常对照组比较，##P<0.01；与 ox-LDL组比较，**P<0.01；与正常 NC组

比较，##P<0.01；与干扰组比较，**P<0.01。

4.6.2 五味子丙素调控MYH9基因敲除小鼠动脉粥样硬化损伤研究

4.6.2.1 高脂喂养及五味子丙素对小鼠体质量的影响

在实验中，结果如图所示，正常饲料喂养组的小鼠活动正常，皮毛呈现出光亮的色

泽，体重变化未出现显著改变。高脂饲料喂养组小鼠精神状态稍差，体重逐渐上升且体
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型肥胖，与正常饲料喂养组相比远远高于正常饲料组，SC灌胃后，小鼠体重相比模型

组有所下降。

图 4-4 高脂喂养各组小鼠体重变化

Figure 4-4 Changes in body weight of mice in high-fat feeding groups

4.6.2.2 多普勒超声评估小鼠血流速度

为了探究 NMMHC IIA 以及 SC在动脉粥样硬化中的作用及其对心脏功能的影响，

通过多普勒超声技术，我们对小鼠的主动脉弓和颈动脉血流速度进行了精确测量。结果

如图所示，ApoE-/- NC组和MYH9+/--ApoE-/-给药组的血流速度均维持在正常范围内，分

别为主动脉弓 100-130 cm/s和颈动脉 40-60 cm/s。相比之下，ApoE-/-模型组的血流速度

显著降低，表明动脉粥样硬化的发展导致血管狭窄或功能障碍。值得注意的是，ApoE-/-

给药组和 MYH9+/--ApoE-/-模型组相较于 ApoE-/-模型组血流速度有所回升，尤其是

MYH9+/--ApoE-/-给药组，其血流速度的改善更为显著，其说明 SC及靶基因敲除对动脉

粥样硬化有一定改善作用。
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图 4-5 各组小鼠的主动脉弓和颈动脉血流速度图

Figure 4-5 Velocity maps of aortic arch and carotid artery blood flow in each group of mice
注：A各组小鼠主动脉弓血流；B各组小鼠颈动脉血流。

4.6.2.3 五味子丙素调控MYH9基因敲除小鼠血管组织病理学观察 HE染色

为了进一步观察血管的斑块形成及病变程度，我们剥离主动脉血管外层脂肪，进行

HE染色观察。结果如图所示，与 ApoE-/- NC组相比，ApoE-/-模型组斑块形成明显，血

管内膜明显增厚，内皮层破坏严重，；与 ApoE-/-模型组相比，ApoE-/-给药组斑块稍微

减轻；与 ApoE-/-给药组相比，MYH9+/--ApoE-/-模型组斑块程度相差不大；与

MYH9+/--ApoE-/-模型组相比，MYH9+/--ApoE-/-给药组斑块减轻程度明显，无明显斑块。

结果提示，动脉粥样硬化模型造模成功，SC及靶基因敲除小鼠对斑块有一定改善作用。

图 4-6 各组小鼠病理学观察 HE染色(×200)
Figure 4-6 Pathological observation of mice in each group HE staining (×200)

4.6.2.4 五味子丙素调控MYH9基因敲除小鼠血管组织脂质堆积观察

脂质堆积也是动脉粥样硬化一个关键因素，通过油红 O 染色观察脂质堆积。结果

如图所示，与 ApoE-/- NC组相比，ApoE-/-模型组脂质沉积较为明显；与 ApoE-/-模型组

相比，SC干预后脂质堆积减轻；与 ApoE-/-相比，MYH9+/--ApoE-/-组的病理改变有所缓

解，且在 SC 干预后，脂质堆积的改善更为显著。这些结果表明，MYH9 基因敲除和

SC干预对于改善血管健康具有积极作用。
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图 4-7 各组小鼠油红 O染色(×200)
Figure 4-7 Oil red O staining of mice in each group (×200)

4.6.2.5 免疫荧光法观察血管组织 NMMHC IIA 和 TSG101共定位观察外泌体释放行为

体外实验已表明 NMMHC IIA 是控制细胞外泌体分泌中的潜在作用靶点，我们在体

内也进行了验证。为此，我们采用免疫荧光法研究了 NMMHC IIA 与 TSG101的共定位，

结果如图所示，ApoE-/-模型组与 ApoE-/- NC组相比，NMMHC IIA 与 TSG101荧光强度

表达明显升高，外泌体释放强度增加；与 ApoE-/-模型组相比，ApoE-/-给药组荧光强度

减弱，外泌体释放强度降低；MYH9+/--ApoE-/-模型组与 ApoE-/-模型组相比荧光强度减弱，

能够降低 NM MHC IIA 与 TSG101荧光强度的表达；与MYH9+/--ApoE-/-模型组相比，

MYH9+/--ApoE-/-给药组 SC干预后 NMMHC IIA 与 TSG101荧光强度显著减弱，结果提

示敲除MYH9基因及 SC干预能够显著抑制外泌体释放能力。

图 4-8 NMMHC IIA和 TSG101在各组小鼠血管中的免疫荧光共定位(×400)
Figure 4-8 Immunofluorescence co-localisation of NMMHC IIA and TSG101 in blood vessels of various

groups of mice (×400)

4.6.2.6 Western blot法检测MYH9+Apoe-KO小鼠 NMMHC IIA 与 HSP70的表达
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通过Western blot检测不同组血管组织中 NMMHC IIA 和 HSP 70 的表达，发现敲

除MYH9 后 NMMHC IIA 和 HSP70蛋白表达水平降低，TSG101外泌体标志蛋白的表

达降低，SC干预后 NMMHC IIA和 HSP70蛋白表达极显著降低。结果提示，NMMHC

IIA 和 HSP 70的相互作用共同调节小鼠中外泌体的释放，具有一定预防动脉粥样硬化

疾病作用。

图 4-9 Western blot分析各组小鼠血管中 NMMHC IIA和 HSP70的表达

Figure 4-9 Western blot analysis of NMMHC IIA and HSP70 expression in the blood vessels of various
groups of mice

注：与 ApoE-/-模型组比较，##P<0.01；与MYH9+/--ApoE-/-模型组比较，**P<0.01。

4.6.2.7 Western blot法检测MYH9+Apoe-KO小鼠损伤蛋白的表达

为验证体内敲除靶基因MYH9对损伤机制研究，采用Western blot法检测损伤因子

MCP-1、ICAM-1、VCAM-1 的表达水平影响。结果如图所示，如图 A，与 ApoE-/- NC

组相比，ApoE-/-模型组中的MCP-1、ICAM-1、VCAM-1的表达水平显著升高，与 ApoE-/-

模型组相比，ApoE-/-给药组中的MCP-1、ICAM-1、VCAM-1的表达水平显著降低；如

图 B，与 ApoE-/-模型组相比，MYH9+/--ApoE-/-模型组中的MCP-1、ICAM-1、VCAM-1

的表达水平有明显降低趋势，与MYH9+/--ApoE-/-模型组相比，MYH9+/--ApoE-/-给药组中

的MCP-1、ICAM-1、VCAM-1的表达水平显著降低。以上结果提示，是高脂饲料 ApoE-/-

模型组引起血管损伤，敲除MYH9靶基因后具有抑制血管损伤因子改善动脉粥样硬化，

SC干预后具有明显的保护作用，抑制损伤。
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图 4-10 Western blot分析各组小鼠血管中损伤蛋白的表达

Figure 4-10 Western blot analysis of the expression of injury proteins in the blood vessels of mice in
each group

注：A各组小鼠高脂喂养后损伤蛋白的表达；B各组小鼠敲除MYH9后损伤蛋白表达。与 ApoE-/-NC
组比较，##P<0.01；与 ApoE-/-模型组比较，**P<0.01；与 ApoE-/-模型组比较，##P<0.01；与

MYH9+/--ApoE-/-模型组比较，**P<0.01。

4.7本章小结

大量研究表明，炎症反应和内皮损伤是导致 AS发病的最主要早期机制[102]。炎症反

应在 AS的发生和发展中起着核心作用，炎症细胞和炎症介质的参与促进了血管壁的损

伤和斑块的形成，内皮损伤则导致内皮功能障碍，增加了血管通透性，促进了脂质沉积

和炎症细胞的浸润，这两种机制相互作用，共同推动了 AS的进展[102, 104]。因此，针对

炎症反应和内皮损伤的干预策略可能成为预防和治疗动脉粥样硬化的重要方向。

MYH9 在内皮细胞中表达，参与细胞骨架的重组和细胞力学信号的传导，MYH9

的功能异常可能导致内皮细胞屏障功能受损，增加血管通透性，促进炎症因子和脂质的

浸润，从而加速动 AS的发生[105]。本章通过体内外实验探讨了五味子丙素(SC)及其调控

MYH9基因敲除对动脉粥样硬化(AS)的保护作用及其机制。体外实验表明，SC能够显

著抑制泡沫细胞源外泌体诱导的血管内皮细胞(HUVECs)炎症反应和损伤，降低炎性因

子(TNF-α、IL-1β)及黏附分子(MCP-1、ICAM-1、VCAM-1)的表达。同时，SC通过调控

NMMHC IIA-HSP70相互作用，抑制外泌体的释放，从而减轻内皮细胞损伤。体内实验

进一步证实，通过构建 ApoE-/- NC组(正常饲料喂养)、ApoE-/- 模型组(高脂饲料喂养)、
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ApoE-/- 给药组(高脂饲料喂养+20 mg/kg SC)、MYH9+/--ApoE-/-模型组(高脂饲料喂养)、

MYH9+/--ApoE-/-给药组(高脂饲料喂养+20 mg/kg SC)小鼠进行验证改善 AS疾病。SC干

预及MYH9基因敲除能够显著改善高脂饮食诱导的 ApoE-/-小鼠动脉粥样硬化病变，减

少斑块形成和脂质堆积，并降低血管炎症和损伤蛋白的表达。此外，SC 通过抑制

NMMHC IIA 与 HSP70的相互作用，减少外泌体释放，从而发挥抗 AS作用。这些结果

表明，SC通过调控MYH9基因及其相关信号通路，显著改善动脉粥样硬化病变。

综上所述，实验证明干扰 NMMHC IIA 可通过抑制泡沫细胞释放外泌体，降低血管

内皮细胞损伤。通过敲除MYH9基因为 AS早期预防及诊断提供了新的生物标志物。
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第 5章 总结与展望

5.1 结论

中药活性成分 SC干预NMMHC ⅡA和HSP70相互作用来调控巨噬细胞外泌体的释

放，通过体内外实验在 AS条件下，敲除靶蛋白及 SC干预跨细胞调控，进而起到预防

防止 AS 疾病作用。整合蛋白质组学和生物信息学方法来确定 MYH9(NMMHC IIA)是

SC调节巨噬细胞囊泡释放的关键靶点，研究了 SC对巨噬细胞 NMMHC IIA 与 HSP70

相互作用的影响改善 AS机制探究。揭示了 SC防治 AS性心血管疾病的作用靶点、特

色与信号途径，为 SC防治心血管疾病微观生物学基础的阐释提供新的研究方向和思路，

也为中药活性成分干预蛋白-蛋白相互作用调控疾病研究提供方法学借鉴。

主要发现总结如下：

(1)蛋白质组学和生物信息学方法预测抗 AS靶点MYH9(NMMHC IIA)。

(2)SC通过调控 NMMHC IIA-HSP70相互作用抑制外泌体释放。

(3)SC通过抑制外泌体释放改善内皮细胞损伤以及炎症反应。

(4)SC通过调控MYH9基因改善动脉粥样硬化病变，减少斑块形成和脂质堆积，并

降低血管炎症和损伤蛋白的表达。

(5)综合利用生物学、中药学等多交叉学科技术方法，多层次阐明五味子丙素调控

脂质代谢异常下动脉粥样硬化形成及进展的作用机制。
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图5-1 五味子丙素通过干预NMMHC IIA与HSP70相互作用介导外泌体分泌防治动脉粥样硬化机制

图

Figure 5-1 Mechanisms of atherosclerosis prevention and treatment by Schisandra chinensis by interfering
with exosome secretion mediated by NMMHC IIA and HSP70 interactions Figure

5.2 展望

(1)外泌体成分复杂，本研究尚未详细探讨其具体分子功能及 SC如何通过调节外泌

体中的分子机制实现跨细胞调控。未来研究将深入分析外泌体中分子机制及其在细胞间

通讯中的作用。

(2)虽然本研究证实了 NMMHC IIA 与 HSP70在外泌体释放中的相互作用，仅停留

在细胞层面，体内没有深入研究囊泡释放机制研究，未来可进一步解析 NMMHC IIA 与

HSP70的结合位点进行探讨。
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