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基于 miR-146a-5p/SMAD4探讨五味子醇甲改善内质网应激

防治动脉粥样硬化的作用机制

摘 要

动脉粥样硬化（Atherosclerosis, AS）是心血管疾病的关键病理基

础，其发病机制复杂，涉及脂质代谢异常、炎症反应、内皮功能障碍、

免疫反应以及内质网应激等多种因素。近年来，外泌体（Exosomes）

及其携带的微小 RNA（miRNA）在细胞间通讯中的作用逐渐受到关

注，尤其是外泌体 miR-146a-5p在动脉粥样硬化中的调控机制。本研

究基于课题组前期工作，深入探讨了中药活性成分五味子醇甲

（Schisandrin A, SA）通过干预泡沫细胞源外泌体 miR-146a-5p 的释

放，靶向作用于 SMAD4，改善内质网应激介导的细胞凋亡，从而防

治动脉粥样硬化的作用机制。主要研究内容如下：

（1）通过利用 THP-1细胞株，成功构建了模拟 AS患者体内生

理病理过程的泡沫细胞体外模型，通过油红 O染色和细胞活力检测，

验证了五味子醇甲对泡沫细胞形成的抑制作用。随后，利用超滤法提

取并鉴定外泌体，发现 ox-LDL 诱导的泡沫细胞分泌的外泌体中

miR-146a-5p显著上调，而五味子醇甲处理可显著抑制其表达。进一

步实验表明，外泌体中 miR-146a-5p可被有效传递至人脐静脉内皮细

胞（HUVEC）中。并介导细胞损伤相关因子 MCP-1、VCAM-1 和

ICAM-1的表达，而五味子醇甲通过抑制 Exo-miR-146a-5p释放，减

轻了 HUVECs的炎症反应和损伤。
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（2）通过生物信息学预测和实验验证，发现 miR-146a-5p可通

过细胞间传递靶向作用于 HUVECs中 SMAD4的 3'UTR，进而抑制其

表达。沉默 SMAD4后，HUVECs损伤因子的表达显著上升，而五味

子醇甲通过上调 SMAD4的表达，抑制了由外泌体 miR-146a-5p诱导

的细胞损伤。

（3）为了验证 SMAD4在细胞凋亡中的作用机制。研究发现，

五味子醇甲通过抑制 Exo-miR-146a-5p靶向调控 SMAD4的表达水平，

显著降低了内质网应激相关蛋白表达以及凋亡蛋白 Caspase-3 和

Caspase-9的激活。此外，使用内质网应激抑制剂 4-苯基丁酸（4-PBA）

联合五味子醇甲处理的外泌体（SA-Exos）进一步验证了五味子醇甲

的作用机制。结果表明，五味子醇甲能够通过抑制 Exo-miR-146a-5p

靶向 SMAD4，缓解内质网应激介导的细胞凋亡，进而改善动脉粥样

硬化。

本研究借助多学科交叉的研究方法，深入探究了五味子醇甲通过

调节泡沫细胞源性外泌体中 miR-146a-5p的释放，靶向 SMAD4，缓

解内质网应激介导的细胞凋亡，从而减轻动脉粥样硬化的作用机制。

这一发现不仅为五味子醇甲作为心血管疾病防治药物的应用提供了

科学依据，也为基于外泌体及 miRNA的中药活性成分研究提供了新

的思路和方法，为动脉粥样硬化的治疗提供了潜在的新靶点和策略，

为中药现代化研究以及心血管疾病的预防和治疗提供了重要的理论

依据。

关键词：动脉粥样硬化，五味子醇甲，外泌体，miR-146a-5p，
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EXPLORING THE MECHANISM OFACTION OF

SCHISANDRINAAMELIORATING ENDOPLASMIC

RETICULUM STRESS AGAINSTATHEROSCLEROSIS

BASED ON MIR-146A-5P/SMAD4

ABSTRACT

Atherosclerosis (AS) is an important pathological basis of

cardiovascular disease, and its pathogenesis is complex, involving

multiple factors such as abnormal lipid metabolism, inflammatory

response, endothelial dysfunction, immune response, and endoplasmic

reticulum stress. In recent years, the role of exosomes (Exosomes) and

the microRNAs (miRNAs) they carry in intercellular communication has

been gradually attracting attention, especially the regulatory mechanism

of exosomal miR-146a-5p in atherosclerosis. Based on the group's

previous work, the present study delved into the mechanism of action of

Schisandrin A (SA), an active ingredient of traditional Chinese medicine,

in preventing and controlling atherosclerosis by modulating the targeting

of SMAD4 by the foam cell-derived exosome miR-146a-5p to ameliorate

endoplasmic reticulum stress-mediated cell apoptosis. The main studies

are as follows:

(1) An in vitro model of foam cells was established using the THP-1
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cell line to mimic the in vivo physiopathological process of AS patients,

and the inhibitory effetc of Schisandrin A on foam cell formation was

verified by oil red O staining and cell viability assay. Subsequently,

exosomes were extracted and characterized using ultrafiltration, and it

was found that miR-146a-5p was significantly up-regulated in exosomes

secreted by ox-LDL-induced foam cells, whereas Schisandrin A

treatment significantly inhibited its expression. Further experiments

showed that miR-146a-5p in exosomes could be efficiently delivered into

human umbilical vein endothelial cells (HUVEC). and mediated the

expression of cell injury-associated factors MCP-1, VCAM-1, and

ICAM-1, whereas Schisandrin A attenuated the inflammatory response

and injury of HUVECs by inhibiting the release of Exo-miR-146a-5p.

(2) Through bioinformatics prediction and experimental validation,

miR-146a-5p was found to target the 3'UTR of SMAD4 in HUVECs via

cell-to-cell delivery, which in turn inhibited its expression. Silencing of

SMAD4 resulted in a significant increase in the expression of damage

factors in HUVECs, whereas Schisandrin A inhibited cellular damage

induced by exosomal miR-146a-5p by up-regulating the expression of

SMAD4.

(3) To verify the mechanism of action of SMAD4 in apoptosis. It

was found that Schisandrin A significantly reduced endoplasmic

reticulum stress-related protein expression as well as the activation of
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apoptotic proteins Caspase-3 and Caspase-9 by inhibiting

Exo-miR-146a-5p-targeted modulation of SMAD4 expression levels. In

addition, the mechanism of action of Schisandrin A was further verified

using the endoplasmic reticulum stress inhibitor 4-phenylbutyric acid

(4-PBA) combined with Schisandrin A-treated exosomes (SA-Exos). The

results showed that Schisandrin A was able to alleviate endoplasmic

reticulum stress-mediated apoptosis by inhibiting Exo-miR-146a-5p

targeting of SMAD4, and then ameliorate atherosclerosis.

In the present study, we comprehensively utilized multidisciplinary

cross-techniques to investigate the mechanism of action of Schisandrin A

methyl by modulating the release of foam cell-derived exo-miR-146a-5p,

targeting SMAD4, and alleviating endoplasmic reticulum stress-mediated

apoptosis, thereby alleviating atherosclerosis. This finding not only

provides a scientific basis for the application of Schisandrin A as a

cardiovascular disease prevention and treatment drug, but also provides a

new idea and methodology for the research of active ingredients of

traditional Chinese medicine based on exosomes and miRNAs, and

potential new targets and strategies for the treatment of atherosclerosis,

which provides important theoretical support for the research of

modernization of traditional Chinese medicine and prevention and

treatment of cardiovascular diseases.
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第 1章 绪论

1.1 动脉粥样硬化

1990年至 2023年，全球心血管疾病（Cardiovascular Disease, CVD）患病人

数从 2.7亿例激增至 5.3亿例，死亡人数从 1210万增至 1900多万，伤残调整生

命年（DALYs）显著增加[1]。CVD仍是我国居民健康的最大威胁之一，其发病

率和死亡率始终处于较高水平[2]。动脉粥样硬化（Atherosclerosis, AS）作为一种

慢性炎症性疾病，成为引发心血管疾病发生的重要病理基础，其特征是动脉壁内

脂质沉积、炎症细胞浸润以及纤维组织增生，最终导致动脉壁增厚、硬化和管腔

狭窄[3]。

动脉粥样硬化可累及全身多条动脉，涵盖冠状动脉、颈动脉和外周动脉等，

严重时可引发心肌梗死、脑卒中、肾功能衰竭和外周动脉疾病等严重并发症[4]。

其发病机制复杂，涉及多种因素，包括脂质代谢异常[5]、炎症反应[6]、氧化应激、

内皮功能障碍[7]以及遗传因素等。近年来的研究还发现，微小 RNA (miRNA) 也

在动脉粥样硬化的进程中起着重要的作用，可以通过调节炎症反应、脂质代谢和

细胞凋亡等途径影响病变的进展[8]。

1.1.1 脂质代谢异常与动脉粥样硬化

脂质代谢异常是动脉粥样硬化发生与发展的核心机制之一，尤其低密度脂蛋

白胆固醇（LDL-C）的代谢异常在此进程中影响很大，被认为是动脉粥样硬化性

心血管疾病（ASCVD）的核心致病因素[9]。LDL-C颗粒通过内皮细胞的胞吞作

用进入动脉壁，在内皮下停留并经过氧化修饰，进而形成氧化型低密度脂蛋白胆

固醇（ox-LDL）。巨噬细胞摄取 ox-LDL后会转化为泡沫细胞，导致动脉壁内泡

沫细胞的积聚，进而引发炎症反应和斑块形成[10]。研究表明，LDL-C水平的升

高与心血管事件的发生率呈正相关。除了 LDL-C，其他脂质代谢异常也与动脉

粥样硬化密切相关。例如，富含甘油三酯脂蛋白（TRL）及其残粒胆固醇（RC）

也是动脉粥样硬化的重要危险因素。TRL残粒中的胆固醇可以通过类似 LDL-C

的机制进入动脉壁，促进泡沫细胞的形成[11]。此外，脂蛋白（a）[Lp（a）]水平

的升高也是动脉粥样硬化的独立危险因素，其致病机制包括促进动脉粥样硬化、
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血栓形成和炎症反应[12]。因此，通过饮食控制和增加体力活动的方式来调节脂质

代谢异常对控制动脉粥样硬化至关重要，药物治疗也为动脉粥样硬化患者提供选

择。

1.1.2 炎症反应与动脉粥样硬化

炎症反应贯穿于动脉粥样硬化的发生、发展以及斑块的不稳定和破裂过程[13]。

近年来的研究表明，炎症不仅参与动脉粥样硬化的早期阶段，还在晚期斑块的不

稳定和破裂中发挥重要作用。动脉粥样硬化斑块中存在大量免疫细胞浸润，包括

单核/巨噬细胞、T细胞及 B细胞等[14]。这些细胞通过分泌炎症因子如白细胞介

素-1β、肿瘤坏死因子-α和趋化因子等，推动炎症反应的持续和加剧。例如，NLRP3

炎症小体的激活可导致白细胞介素-1β和白细胞介素-18的释放，从而参与动脉粥

样硬化的发生和发展[15]。最近的研究还揭示了新的炎症相关靶点。例如，胰岛素

样生长因子结合蛋白 6（IGFBP6）被发现可以减轻内皮细胞炎症，并在动脉粥样

硬化中发挥保护作用。IGFBP6 通过调节 KLF2-MVP-JNK/NF-κB 信号轴，抑制

炎症反应，从而减少动脉粥样硬化的发生[16]。因此，抑制炎症反应对预防和控制

动脉粥样硬化非常重要。

1.1.3 内皮功能障碍与动脉粥样硬化

内皮功能障碍作为早期关键事件，贯穿于动脉粥样硬化的整个病理过程[17]。

内皮细胞功能障碍的主要特征包括内皮源性舒张因子（如一氧化氮，NO）的减

少或活性降低，以及血管收缩因子（如内皮素-1）的增加。这种功能失衡导致血

管收缩、血小板聚集、白细胞黏附、平滑肌细胞增殖以及氧化应激增加，从而促

进动脉粥样硬化斑块的形成和进展[18]。内皮功能障碍的机制复杂，涉及多种因素。

氧化应激和炎症反应是内皮功能障碍的重要驱动因素，它们通过损伤内皮细胞、

抑制一氧化氮合成酶（eNOS）活性等方式，进一步加剧内皮功能障碍。此外，

血流动力学异常（如低剪切应力）也可导致内皮功能障碍，进而促进动脉粥样硬

化的发生[19]。近年来的研究还表明，内皮细胞与其他细胞（如巨噬细胞、平滑肌

细胞）之间的相互作用在动脉粥样硬化中发挥重要作用。例如，内皮细胞功能障

碍可诱导巨噬细胞浸润和泡沫细胞形成，进一步加剧炎症反应和斑块不稳定[20]。

因此，改善内皮功能障碍是预防和治疗动脉粥样硬化的重要策略。健康生活方式

和药物治疗已被证实可有效改善内皮功能，减轻动脉粥样硬化进展。此外，靶向
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炎症因子和调节内皮细胞代谢等新型治疗方法也在不断探索中。

1.1.4 免疫反应与动脉粥样硬化

动脉粥样硬化与免疫反应密切相关，其斑块内存在单核/巨噬细胞、树突状

细胞、T细胞和 B细胞等多种免疫细胞。这些细胞通过分泌炎症因子和趋化因子，

推进炎症反应的持续和加剧[21]。例如，巨噬细胞在 ox-LDL诱导后转化为泡沫细

胞，进一步释放炎症因子，加剧局部炎症[22]。此外，T细胞（尤其是 Th1细胞）

在动脉粥样硬化中也发挥重要作用，其分泌的细胞因子如干扰素-γ可促进巨噬细

胞的激活[23]。近年来的临床研究为动脉粥样硬化的免疫治疗提供了重要依据。例

如，CANTOS试验表明，通过抑制白细胞介素-1β可显著降低心血管事件的发生

率[24]。此外，秋水仙碱等抗炎药物也显示出对动脉粥样硬化患者的保护作用[25]。

这些研究结果表明，靶向炎症因子和免疫细胞的治疗策略具有广阔的应用前景。

1.2 内质网应激

内质网应激（Endoplasmic Reticulum Stress，ERS）是指由于内质网内蛋白质

折叠异常或折叠压力增加，使未折叠或错误折叠蛋白在内质网内堆积，从而引发

的一种细胞应激反应[26]。内质网是细胞内承担蛋白质合成、折叠和修饰的重要细

胞器，维持内质网的稳态对于细胞的正常功能至关重要。

1.2.1 内质网应激与动脉粥样硬化

内质网应激在动脉粥样硬化的发生和发展中扮演着关键角色。慢性内质网应

激通过多种机制促进动脉粥样硬化病变的形成和进展。一方面，内质网应激能够

激活炎症信号通路，如 NF-κB和 NLRP3炎症体，从而促进炎症因子的释放，加

剧动脉粥样硬化病变。另一方面，内质网应激诱导的细胞凋亡对动脉粥样硬化斑

块不稳定起重要作用，如通过 CHOP 通路诱导巨噬细胞凋亡，增加斑块的坏死

核心[27]。此外，内质网应激会影响脂肪代谢相关基因的表达，导致脂质积累和低

密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）的氧化，进一步促进动脉粥样硬化的发展[28]。这些

机制相互作用，破坏脂质代谢，影响细胞功能，并最终影响动脉粥样硬化斑块的

形成和稳定性。

总体而言，内质网应激在动脉粥样硬化进程中作用关键，其通过激活炎症反

应、诱导细胞凋亡和扰乱脂质代谢等多种机制促进动脉粥样硬化病变的形成和进

展。进一步探究它们之间的相互关系，可以为该疾病的预防和治疗提供更具创新
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性的思路和方法。

1.2.2 内质网应激与细胞凋亡

1.2.2.1 细胞凋亡

细胞凋亡是基因调控下的程序性细胞死亡过程，与坏死不同，它是一种有序

的、主动的死亡方式，通常不会引起炎症反应。细胞凋亡在维持生物体内环境稳

态、发育以及疾病发生发展中具有重要作用。在动脉粥样硬化中，细胞凋亡扮演

着复杂的双重角色。一方面，内皮细胞、血管平滑肌细胞（VSMCs）和巨噬细

胞的凋亡在疾病早期可减少斑块形成；另一方面，在晚期可引起斑块破裂和不稳

定。例如，氧化应激诱导的内皮细胞凋亡是动脉粥样硬化发病的重要机制之一，

而巨噬细胞凋亡产物的积累则会促进斑块的不稳定和破裂[29]。

细胞凋亡的特征包括细胞体积缩小、细胞核染色质凝聚、细胞膜出现泡状突

起、DNA 片段化、细胞膜磷脂酰丝氨酸外翻、线粒体膜电位降低以及 Caspase

家族蛋白的激活。这些特征使得细胞凋亡可以通过多种方法进行检测，如Annexin

V-FITC/PI双染法、Caspase 凋亡核心分子检测以及形态学观察等。近年来，针

对细胞凋亡的治疗策略逐渐成为动脉粥样硬化研究的热点。通过调节凋亡相关信

号通路、抑制凋亡关键分子的活性以及利用外泌体等手段调节细胞凋亡，有望为

动脉粥样硬化的治疗提供新的思路。

1.2.2.2 内质网应激诱导的凋亡

为了应对内质网应激，细胞进化出了一种保守的适应机制，即未折叠蛋白反

应（Unfolded Protein Response, UPR）。UPR通过三条主要的信号通路（IRE1、

PERK和 ATF6）来维持内质网内蛋白质折叠能力与需求之间的平衡[30]。这些通

路通过减少蛋白质合成、增强内质网折叠能力以及上调降解未折叠蛋白的途径来

缓解内质网应激。然而，当应激强度超过 UPR的适应能力时，细胞将启动凋亡

程序[31]。内质网应激诱导细胞凋亡的机制主要涉及以下几个方面：

（1）CHOP 介导的凋亡途径：CHOP（C/EBP 同源蛋白）作为一种关键的

内质网应激诱导转录因子，在细胞应对内质网应激时发挥着重要的调控作用。内

质网应激时，CHOP的表达显著上调，并通过多种机制促进细胞凋亡。一方面，

CHOP通过调节 Bcl-2家族蛋白的表达，降低抗凋亡蛋白 Bcl-2和Mcl-1的水平，

同时上调促凋亡蛋白 Bax 和 Bak的表达，从而激活线粒体凋亡途径[32]。另一方
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面，CHOP可以上调死亡受体 DR4和 DR5的表达，进而激活细胞凋亡[33]。此外，

CHOP通过诱导内质网氧化酶 1α（ERO1α）的表达，调节内质网钙稳态，使钙

离子在线粒体内大量聚集，激活线粒体凋亡途径。其表达还受 到

PERK-eIF2α-ATF4信号通路的调控，内质网应激时，PERK激活后使 eIF2α磷酸

化，促进 ATF4的翻译，进而诱导 CHOP的表达[34]。此外，CHOP通过上调 TRB3

的表达，抑制 Akt的活性，解除其对 Bcl-2家族蛋白的保护作用，进一步促进细

胞凋亡。

（2）Csapase 12 的激活：Caspase-12 是内质网膜上的半胱氨酸蛋白酶，在

内质网应激时被激活，是内质网应激诱导细胞凋亡的关键因素。当发生内质网应

激时，内质网中的钙离子释放增加，与钙离子结合位点结合后，激活 Calpain，

进而裂解并激活 Caspase-12。激活后的 Caspase-12 能够进一步激活下游的

Caspase-9和 Caspase-3，引发细胞凋亡[35]。此外，Caspase-12的激活与多种疾病

产生密切相关。例如，在肝纤维化过程中，Caspase-12介导的细胞凋亡参与了肝

细胞的坏死凋亡以及肝星状细胞（HSCs）的活化和凋亡调控[36]。在四氯化碳诱

导的大鼠肝纤维化模型中，Caspase-12的激活水平在肝纤维化的进展期和逆转恢

复期表现出不同的变化趋势，提示其在肝纤维化的不同阶段可能发挥不同的作用

[37]。这些研究结果表明，Caspase-12在内质网应激诱导的细胞凋亡中发挥核心作

用，并为相关疾病治疗提供了潜在靶点。

（3）IRE1 介导的凋亡信号：IRE1（肌醇需求酶 1）是内质网应激中 UPR

的关键传感器之一，其激活后可以通过多种途径诱导细胞凋亡。IRE1是一种内

质网膜上的 I型跨膜蛋白，兼具激酶和内切酶活性。在内质网应激条件下，IRE1

通过其激酶活性激活下游的 ASK1，进而激活 JNK 信号通路。JNK 的激活可以

导致 Bcl-2 家族蛋白的磷酸化，从而促进细胞凋亡[38]。此外，IRE1 还可以通过

其内切酶活性切割 XBP1（X盒结合蛋白 1）mRNA，产生剪接型 XBP1(sXBP1)，

sXBP1 作为转录因子能够影响多种基因的表达，进而控制细胞的存活或凋亡。

IRE1的激活还可以通过调节 IRE1依赖性衰减（RIDD）途径降解特定的 mRNA，

从而影响细胞的代谢和应激反应[39]。IRE1介导的凋亡信号在多种疾病中发挥重

要作用。如在肿瘤细胞中，IRE1的激活可以促进细胞凋亡，从而抑制肿瘤的生

长。在神经退行性疾病中，IRE1的异常激活可能导致神经元的凋亡[40]。此外，
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IRE1在代谢性疾病中也扮演重要角色，其激活可以影响胰岛β细胞的功能[41]。

（4）ATF6 介导的凋亡信号：ATF6（激活转录因子 6）是内质网应激的关

键传感器之一，其在细胞应对内质网应激时通过调节多种基因的表达发挥重要作

用[42]。内质网应激时，ATF6从内质网膜转移到高尔基体，在 S1P和 S2P蛋白酶

的作用下被切割，释放出具有转录活性的 ATF6片段。这些片段能够调控多种基

因的表达，从而影响细胞的存活和凋亡。ATF6通过激活 CHOP表达调控促凋亡

基因转录并促进细胞凋亡，同时调节 Bcl-2家族蛋白表达，降低抗凋亡蛋白 Bcl-2

水平，上调促凋亡蛋白 Bax 表达，进而增加线粒体膜通透性，促使细胞色素 C

释放，最终激活 Caspase级联反应。ATF6 还参与自噬与凋亡的交叉调控，并与

其他信号通路（如 mTOR通路）相互作用，共同调节细胞的存活和凋亡[43]。

1.3 miRNA概述

微小 RNA（miRNA）是一类小型内源性非编码 RNA，由大约 20-24个核

苷酸组成，广泛分布于真核生物中，能够以完全或部分互补的方式与目标 mRNA

的 3'-非翻译区（3'UTR）结合，抑制 mRNA翻译或促其降解，从而在转录后水

平调控基因表达[44]。miRNA的发现可以追溯到 1993年，当时科学家在线虫中首

次发现了第一个 miRNA——lin-4[45]。2024年，Victor Ambros和 Gary Ruvkun因

在 miRNA领域的开创性工作荣获诺贝尔生理学或医学奖，这标志着 miRNA在

基因调控中的关键作用得到了广泛认可。随着研究的深入，越来越多的 miRNA

被发现，其在生物体内的功能也逐渐被揭示。miRNA在细胞周期调控、代谢过

程以及免疫应答等多种生理功能中发挥着重要作用，其异常表达与癌症和心血管

疾病等多种疾病的发生发展密切相关。因此，miRNA被称为重要的调控因子，

在疾病诊断和防治中极具应用潜力。

1.3.1 miRNA的作用模式

miRNA的作用模式复杂且多样化，其核心机制主要通过与靶基因 mRNA的

3'UTR结合来实现基因表达的转录后调控。这一调控过程主要包括两个方面：翻

译抑制和 mRNA降解[46]。当 miRNA与 mRNA的 3'UTR部分或完全互补结合后，

能够阻止翻译起始或延长，从而抑制蛋白质的合成。除此之外，miRNA还可以

招募核酸外切酶，直接导致 mRNA的降解。这种双重调控机制使得 miRNA在细

胞内基因表达的精细调控中发挥着关键作用[47]。
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miRNA 形成了一个复杂的调控网络，与 DNA、RNA 和蛋白质等各种生物

大分子相互作用，调控着人体内的许多生物过程。miRNA 与靶基因的相互作用

非常复杂，单个 miRNA 既可同时调控多个靶基因，也可被多个 miRNA 共同

调控，形成多层次的调控体系[48]。因此，深入研究 miRNA的作用模式，有助于

深入理解其在细胞生理病理中的功能，揭示其在疾病中的关键机制，为疾病诊疗

和预防提供新依据和靶点。

1.3.2 外源性 miRNA

外源性 miRNA是一类来源于细胞外的非编码 RNA 分子，主要通过食物、

植物、微生物或细胞外囊泡（如外泌体）摄取进入生物体。近年来，外源性 miRNA

因其在跨物种基因调控、疾病治疗和药物递送中的潜在应用而备受关注[49]。这些

miRNA能够通过食物摄取进入人体，例如金银花中的 miR2911，已被证实具有

抗病毒和免疫调节作用[50]。此外，外泌体作为一种天然的纳米载体，能够高效地

传递外源性 miRNA，保护其免受降解，并在宿主细胞中发挥生物效应。研究表

明，外源性 miRNA在体内可发挥抗炎、免疫调节和抗肿瘤等作用，例如鱼腥草

衍生的外泌体样纳米颗粒中的特定 miRNA（如 miR858a和 miR858b）显示出显

著的抗病毒活性[51]。

总之，外源性 miRNA作为一种新兴的跨物种基因调控因子，在疾病治疗和

药物递送中展现出巨大的潜力。深入研究外源性 miRNA，可揭示其在疾病机制

中的作用，为疾病早诊和治疗提供新思路。

1.3.3 miR-146a的生物学功能

miR-146a是一种长度约为 22个核苷酸的大型单链非编码 RNA分子，广泛

参与细胞增殖、分化、凋亡及免疫反应等生物学过程。它通过与靶 mRNA结合，

抑制其翻译或促进其降解，从而在转录后水平调节基因表达[52]。作为最早被发现

参与免疫调节的 miRNA 之一，miR-146a 在多种免疫细胞中表达，通过靶向

IRAK1和 TRAF6等关键信号分子调节 NF-κB等炎症信号通路，并参与免疫细胞

分化与功能调控，如在 T细胞介导的免疫反应中控制 Th1细胞分化[53]。其异常

表达与多种疾病密切相关，在类风湿关节炎、系统性红斑狼疮等自身免疫性疾病

中，miR-146a表达上调，通过调节炎症信号通路进而影响疾病的发展进程；在

肿瘤学领域，它调控肿瘤细胞的增殖、侵袭和转移；在诸如阿尔茨海默症等神经
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退行性疾病中，miR-146a可以通过调节 Aβ沉积和 tau蛋白过度磷酸化影响神经

元功能[54]。

鉴于 miR-146a在疾病中的关键作用，其作为生物标志物和治疗靶点的潜力

巨大。因此对其生物功能的深入研究有助于阐明其在各种生理和病理过程中的作

用机制，并为相关疾病的治疗和预防提供新的知识和思路。

1.4 五味子及五味子醇甲的概述

1.4.1 五味子

五味子（Schisandra chinensis）是一种落叶木质藤本植物，其果实呈不规则

球形或长圆形，颜色偏红或偏紫，皮肉酸甜、核中咸硬，五味俱全，因而得名[55]。

五味子性温，其味苦甘，主打肺、心、肾三经，具有收敛固涩的功效，有助于益

气补肾、宁心安神[56]。在中医临床中，五味子常用于治疗久咳虚喘、津伤口渴、

内热消渴、心悸失眠等症状，常与罂粟壳、山药、知母等药材配伍使用。现代药

理学研究表明，五味子富含木脂素类、挥发油类等多种化学成分，这些成分赋予

了五味子保护肝脏、抗氧化、调节中枢神经系统、镇咳、祛痰、强心、镇静、抗

菌、抗癌等多种药理作用[57]。此外，五味子还对消化系统、心血管系统等有积极

影响[58]。

总体而言，五味子作为传统中药材，药用价值丰富，应用前景广阔。深入研

究其药理作用和活性成分，揭示药效机制，可为其临床应用提供科学依据，也为

保健领域发展筑牢理论基础。

1.4.2 五味子醇甲

五味子醇甲（Schisandrin A，SA）是中药五味子的主要活性成分之一，近年

来的研究表明其在多个系统中具有广泛的药理作用，尤其在中枢神经系统中表现

出显著的调节功能，包括镇静催眠、抗抑郁、改善学习记忆能力以及对神经退行

性疾病的潜在预防和治疗作用[59]。研究表明，其具有保肝、抗炎、抗氧化等多种

药理活性，能够增强肝细胞对毒性物质的抵抗能力，减少炎症因子的产生与释放，

同时通过清除自由基，有效减轻氧化应激对细胞的损伤。此外，五味子醇甲还可

通过特定的信号通路改善性功能障碍。在动脉粥样硬化的防治方面，五味子醇甲

展现出显著的潜力。它可以通过抑制血管平滑肌细胞的异常增殖和迁移，有效减

轻动脉粥样硬化斑块的形成。同时，五味子醇甲还能够调节血脂代谢，降低有害
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胆固醇水平，提高有益胆固醇水平，从而改善血脂异常。动物模型研究进一步证

实，五味子醇甲能够显著减轻主动脉斑块的形成，具有保护血管内皮功能的作用，

促进血管生成，改善冠状动脉血流[60]。

五味子醇甲是一种具有多种生物活性的天然植物化合物，对健康有益，可作

为预防和治疗心血管疾病的潜在药物或膳食补充剂，但其体内代谢和作用机制仍

有待进一步研究，以期为临床应用提供更坚实的理论依据。

1.5 研究目的及意义

在课题组前期工作基础上，本研究主要探讨五味子醇甲通过调控泡沫细胞源

外泌体 miR-146a-5p的释放靶向作用于 SMAD4，进而改善内质网应激的作用机

制，揭示其在动脉粥样硬化防治中的潜在价值。研究重点聚焦于五味子醇甲对血

管内皮细胞损伤、细胞凋亡以及内质网应激信号通路的调控作用，为动脉粥样硬

化的“炎症-代谢-应激”交互网络提供新理论支撑，深化对脂质代谢异常、炎症

反应与细胞器应激协同致病机制的理解。五味子醇甲通过多靶点调控（抑制泡沫

细胞形成、改善内皮细胞功能、减轻 ERS相关凋亡）展现整合治疗优势，为开

发兼具降脂、抗炎、稳定斑块功能的中药衍生创新药物提供先导化合物，推动中

西医结合防治体系的构建。揭示通过膳食途径调控内源性基因表达的可能性，为

功能性食品开发提供理论依据，也为中药活性成分通过调控外泌体及 miRNA干

预疾病的机制研究提供了新的思路和方法，有助于推动中药现代化研究的发展，

为心血管疾病的治疗提供新的策略和靶点。
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第 2章 泡沫细胞源外泌体 miR-146a-5p介导内皮细胞损伤

及五味子醇甲的干预研究

2.1 引言

动脉粥样硬化（Atherosclerosis, AS）是一种以动脉壁内脂质沉积和炎性细胞

浸润为特征的慢性炎症性疾病，其病变过程涉及血管内皮细胞（VECs）损伤、

平滑肌细胞增殖、泡沫细胞形成以及炎症反应等多个环节[61]。VECs损伤是动脉

粥样硬化早期病变的关键因素，其功能障碍可导致血管内皮屏障完整性受损，促

进脂质和炎性细胞进入动脉壁，从而加速动脉粥样硬化的发展[62]。其损伤指标如

单核细胞趋化蛋白-1（MCP-1）、细胞间黏附分子-1（ICAM-1）和血管细胞黏附

分子-1（VCAM-1）的水平升高，反映了内皮细胞的激活状态以及炎症反应的不

断加剧[63]。近年来，随着对动脉粥样硬化发病机制研究的深入，炎症反应在其中

的作用愈发受到关注。炎症不仅参与动脉粥样硬化病变的早期形成，还贯穿于斑

块的进展和破裂过程中。

在动脉粥样硬化的防治研究中，中药成分因其多靶点、多途径的作用特点而

受到广泛关注[64]。五味子醇甲是从五味子中分离得到的一种木脂素类化合物，具

备抗炎和免疫调节等多种药理活性。现代药理学发现五味子醇甲能够通过多种机

制保护心血管系统，包括抑制氧化应激、减轻炎症反应以及改善血管内皮功能。

然而，其在动脉粥样硬化防治中的具体作用机制尚不完全明确。

外泌体（Exosomes）是细胞分泌的直径约为 50-200 nm脂质囊泡，能够携带

蛋白质、脂质和核酸等生物分子在细胞间传递信息[65]。外泌体在多种生理和病理

过程中作用重要，包括炎症反应、免疫应答、细胞凋亡和血管生成等[2]。近年来，

外泌体携带的 miRNA在动脉粥样硬化中的作用逐渐受到关注。miR-146a-5p是

一种在多种炎症相关疾病中发挥调控作用的 miRNA，其在动脉粥样硬化中的作

用机制也逐渐受到关注[66]。近年来研究发现，miR-146a-5p在 AS患者体内的表

达水平显著升高，提示其可能在该疾病的发生发展中扮演重要角色[67]。然而，目

前对于 miR-146a-5p在 AS中如何影响血管内皮细胞（特别是人脐静脉内皮细胞，

HUVECs）功能以及其具体作用机制仍不清楚，这限制了其作为 AS诊断生物标
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志物的直接应用。鉴于此，本课题在前期研究的基础上，以 HUVECs为研究对

象，深入探讨 Exo-miR-146a-5p在 AS中对 HUVECs损伤的影响及其潜在作用机

制。

2.2 实验材料

2.2.1 实验试剂

表 2-1 实验试剂

Table 2-1 Experimental reagents

主要试剂 厂家

0.45 μm PVDF膜 Sigma-Aldrich

4%多聚甲醛 福建飞净生物

VCAM-1 antibody 武汉三鹰生物

ICAM-1 antibody 武汉三鹰生物

MCP-1 antibody 武汉三鹰生物

β-actin antibody 武汉三鹰生物

改良油红 O染色试剂盒 上海碧云天生物

五味子醇甲 南京源植生物

BCA蛋白浓度测定试剂盒 武汉三鹰生物

DMEM高糖培养基 Gibico

ECL发光显影液 南京诺唯赞

Marker 武汉三鹰生物

RIPA裂解液 上海碧云天生物

SDS-PAGE蛋白上样缓冲液 上海碧云天生物

人源 IL-1β ELISA试剂盒 南京翼飞雪生物

人源 TNF-α ELISA试剂盒 南京翼飞雪生物

蛋白酶磷酸酶抑制剂混合物 上海碧云天生物

青霉素-链霉素混合液（双抗） 以色列生物

Celopener转染液 上海吉荧生物

CD63 antibody 正能生物

Trizol提取试剂盒 上海碧云天生物

cDNA合成试剂盒 上海碧云天生物

SYBR Green试剂盒 上海碧云天生物

RPMI 1640培养液 Hyclony

胎牛血清 以色列生物

通用型抗体稀释液 苏州新赛美
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兔抗 武汉三鹰生物

鼠抗 武汉三鹰生物

胰蛋白酶 以色列生物

细胞膜染色试剂盒 贝博生物

2.2.2 实验仪器

表 2-2实验主要仪器

Table 2-2 Main instruments of the experiment

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

倒置荧光显微镜 Leica

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

ZEALWAY高压灭菌锅 致微仪器有限公司

实时荧光定量 PCR仪 美国 Applied Biosystems公司

JIMBIO iCytal细胞计数仪 江苏卓微生物科技有限公司

涡旋振荡器 海门市其林贝尔

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以及五味子醇甲浓度的确定

2.3.1 细胞培养

将 THP-1细胞在 37 ℃水浴箱中复苏，1000 r/min离心 4 min。弃上清，加入

1 mL含 10%血清的 RPMI-1640培养液，混匀细胞沉淀。将细胞悬液转移到 T25

瓶中，补充完全培养液至 4 mL，37 ℃、5% CO2条件下培养。当细胞覆盖率达

到 85%以上时，1000 r/min离心 4 min，弃上清，加入 1 mL完全培养液，按 1:2

比例传代。
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HUVECs在 37 ℃水浴箱中复苏，1000 r/min离心 3 min，弃上清。将细胞转

移到含有 8 mL完全 DMEM培养基（含 10%胎牛血清和 1%抗生素）的 100 mm

培养皿中。在 37℃、5% CO2的饱和湿度环境中培养，待细胞形成 80%覆盖率的

致密单层后，每 2至 3 d按 1:4比例传代。

2.3.2 五味子醇甲对 THP-1细胞活力的影响

将对数生长期的 THP-1细胞以 2×104 个/孔的密度接种于 96孔板中，用 100

mg/mL的 PMA诱导其贴壁，设置不同干预组：五味子醇甲浓度分别为 0、0.1、

0.2、1、5、10、25、50、100 μM，每组设置 3个复孔。培养 24 h后加入 10%体

积比的 CCK-8试剂，避光孵育 2 h，用酶标仪在 450 nm波长处测定 OD值。

2.3.3 细胞分组

将 THP-1细胞随机分为三组：Control组（100 mg/mL PMA 诱导，在无血清

RPMI-1640培养基中培养）、ox-LDL组（100 mg/mL PMA诱导，在含 100 μg/mL

ox-LDL 的无血清 RPMI-1640 培养基中培养）、SA(1 μM) 组（100 mg/mL PMA

诱导，在含 1 μM SA和 100 μg/mL ox-LDL的无血清 RPMI-1640培养基中培养）。

在 37 °C、5% CO2条件下培养 48 h后收集刺激后的细胞，并观察其形态学变化。

将 HUVECs 在不完全 DMEM 培养基培养 24 h后，饥饿处理并被保存以备

后续实验使用。随后，将 HUVECs被分为三组。K-Exos组（用标准培养条件下

培养的巨噬细胞所分泌外泌体刺激 HUVECs）。M-Exos组（将 HUVECs与经过

100 μg/mL ox-LDL处理的巨噬细胞分泌的外泌体共培养）。SA-Exos组（将 1 μM

五味子醇甲干预以及 100 μg/mL ox-LDL刺激的巨噬细胞分泌外泌体共同作用于

HUVECs）。

2.3.4 油红 O染色鉴定脂肪堆积

缓慢吸去细胞培养液，PBS洗涤 1次。加入 4%多聚甲醛固定液固定 10 min，

PBS漂洗 2 次。吸去染色洗涤液，加入适量油红 O染色工作液，染色 15 min。

去除油红 O 染色工作液，加入适量染色洗涤液，静置 30 s，然后去除染色洗涤

液，用 PBS洗涤 20 s。加入适量 PBS均匀覆盖细胞即可，显微镜下观察泡沫细

胞内脂滴染色情况并拍照。
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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外泌体

参考文献方法[68]进行如下提取：收集泡沫细胞培养上清液约 100 mL，分装

至 5个 15 mL离心管中，然后在 4 ℃、4000 r/min的条件下离心 10min以去除细

胞。接着，将离心管再次置于离心机中，在 12000 r/min下离心 30 min，收集上

清液并进行过滤。将过滤后的上清液移入 15 mL、100 kD的超滤管中，以 4000

r/min的转速进行超滤，直至上清液体积减少至 20-50 μl。接着，加入 100 μl PBS

溶液，再次进行超滤，此过程重复三次。超滤完成后，向超滤膜中加入 0.5 mL PBS

溶液以悬浮外泌体，然后将外泌体悬浮液转移到 1.5 mL 的 EP管中，并存放于

-80 ℃的冰箱中以备后续处理。

2.4.2 外泌体的形态特征观察

根据参考文献实验方法处理外泌体样本[69]，在室温条件下，将少量外泌体悬

液滴在载样铜网上，静置 3 min。使用滤纸轻轻吸干液体，滴加 3%磷钨酸溶液。

随后向铜网上滴加负染液，5 min后再次用滤纸吸干并干燥铜网。将干燥的铜网

置于透射电子显微镜下观察并拍摄外泌体的形态电镜照片。随机选择 10个外泌

体进行粒径测量。

2.4.3 外泌体粒径的检测

使用 Zetasizer Nano-ZS90粒度仪测量外泌体的粒径。取适量外泌体悬液并加

入 PBS溶液稀释 100倍并混合均匀。按照仪器操作使用说明，取 100 μl稀释后

的样品加入样品池中，进行外泌体粒径的检测[70]。

2.4.4 外泌体表面特异性标志物的检测

（1）蛋白提取

将 RIDA 裂解液 A与蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂按 100:1:1比例混合，

加入 3 mL冷 PBS洗涤培养皿 2-3次，吸干最后一次液体。向每个培养皿加入 60

μL裂解液，轻轻摇匀后放入-80 ℃冰箱冷冻 10 min。在冰上刮取蛋白，确保刮净

且操作时间不超过 3 min，转移至 EP管中并轻轻涡旋混匀。将 EP管置于 4 ℃冰

箱裂解 30 min，同时读板底并配制 BCA工作液（A液:B液=50:1）。裂解后，4 ℃、

12000 r/min离心 5 min，吸取上清液转移至新 EP管并记录体积。每个样品取 4 μL

备用，向剩余样品中加入 Loading 缓冲液后短暂离心，100 ℃孵育 7 min，最后
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置于-20 ℃冰箱保存。

（2）蛋白定量

在 96孔板中加入 PBS（同标准曲线制备），每孔加入 2 μL预留样品，再加

入 BCA工作液。将板置于 37 ℃培养箱孵育 30 min，随后在酶标仪 562 nm波长

处测 OD值，根据标准曲线计算样品蛋白浓度。

（3）SDS-PAGE电泳

制胶：加入 10%分离胶至距玻璃板顶端 1 cm处，液面上加蒸馏水防气泡，

静置 40 min。吸去蒸馏水，加入堆积胶至满溢，插入梳子，再静置 40 min。放

入电泳缓冲液，竖直拔去梳子。上样：解冻待上样蛋白和 Marker，加入电泳槽

缓冲液，依次将蛋白样品加入梳齿中，前后泳道分别加入多量和少量Marker。

跑胶：将电泳箱置于 4 ℃冰箱，80 V恒压电泳至Marker分层后，改用 120 V恒

压，蛋白迁移至底部（绿线下）后停止，断电。

（4）转膜

撬开玻璃板，切下目标蛋白所在区域。裁剪四层滤纸和 PVDF膜，用甲醇活

化 PVDF膜 5 min后浸入转膜液中。按照“4×滤纸-凝胶-PVDF膜-4×滤纸”的顺序

叠放，卡紧膜板，加满转膜液，低温下以 200 mA恒流进行转膜，时间根据目标

蛋白的分子量确定。

（5）封闭

用 TBST溶液将 PVDF膜洗涤 3次，每次 8 min，放入含有 5%脱脂奶粉的

TBST溶液中，室温下摇床震荡 120 min封闭，再次用 TBST洗膜 3次，每次 8 min。

（6）一抗孵育

用 5% BSA稀释一抗（CD63单克隆抗体），滴加于 PVDF膜上，封膜并注

入相应抗体，封膜时尽量避免小气泡或把气泡挤到膜的边缘，4 ℃冰箱过夜。

（7）二抗孵育

回收一抗，将 PVDF膜浸泡于稀释后的二抗中，室温摇床缓慢摇晃 120 min，

洗涤后放入含 HRP标记的羊抗兔二抗中，室温下摇床缓慢摇晃 2 h，回收二抗，

用 TBST洗膜 3次，每次 8 min。

（8）ECL显色

将 Buffer显色液按 A液：B液为 1:1混合配制，滴加于 PVDF膜上，置于
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化学发光仪上观察并拍摄照片。

（9）结果分析

用 Image J软件将目的蛋白及内参蛋白的条带进行灰度数字化，比较蛋白的

表达水平。

2.5 五味子醇甲调控 Exo-miR-146a-5p 保护泡沫细胞源外泌体诱导

的 HUVEC 细胞损伤

2.5.1 外泌体中 miR-146a-5p含量检测

2.5.1.1 外泌体总 miRNA的提取

使用 miRNA提取试剂盒从外泌体中提取 miRNA，具体步骤为：收集外泌体

悬液并离心得到沉淀物，用 150 μl PBS重悬后加入 450 μl miRNAReagent A混匀

静置；再加入 200 μl miRNAReagent B混匀离心，取 550 μl上清液至 1.5 mL EP

管中，加入 200 μl无水乙醇混匀后室温静置；离心 10 min，取 650 μl上清液至

新 EP管，加入 350 μl异丙醇混匀离心 2 min，弃上清；用 700 μl异丙醇洗涤吸

附柱，离心 2 min弃上清，再用 500 μl无水乙醇洗涤并离心，弃上清；最后无溶

液状态下离心 2 min去除残留乙醇，将吸附柱转移至 1.5 mL EP管，挥发乙醇后

加入 30 μl无 Rnase的 TE缓冲液，静置离心 2 min收集 miRNA。

2.5.1.2 cDNA的合成

采用 TaqMan miRNA 反转录试剂盒，根据说明书进行操作，方法如下：

（1）按表组分在 0.2 mL EP 管中配制反应液。

表 2-3 反应液组分

Table 2-3 Components of reaction solution

成分 体积

miRNA （5～100 ng/μl） 4 μl

5×TaqMan miRNA RT Solution A 1 μl

（2）按表温度时间条件在逆转录 PCR 仪内进行加 A 反应:
表 2-4 PCR 中加 A 反应条件

Table 2-4 Reaction conditions for adding A to PCR

温度 时间

37 ℃ 30 min

85 ℃ 5 min

（3）反应结束后，在反应体系中滴加表中的试剂，并充分混匀。
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表 2-5 反应组分

Table 2-5 Reaction components

成分 体积

10×TaqMan miRNA RT Primer 2 μl

10×TaqMan miRNA RT Solution B 2 μl

H2O 11 μl

（4）按表设置在 PCR 仪上进行反转录反应:
表 2-6 反转录条件

Table 2-6 Reverse transcription conditions

温度 时间

30 ℃ 5 min

55 ℃ 60 min

95 ℃ 5 min

逆转录结束后所得的 cDNA，可在其中加入 ddH2O稀释 3-5倍，通常取 2 μl

的 cDNA用于 TaqMan hsa-miR-146a-5p miRNA定量 PCR试剂盒检测。

2.5.1.3 TaqMan荧光定量 PCR

利用 TaqMan qPCR Kit 对反转录的 cDNA 进行 Real-Time PCR 检测，选择

TaqMan RNU6B miRNA定量 PCR试剂盒作为内参。通过 TaqMan探针检测泡沫

细胞中 Exo-miR-146a-5p的表达量，以得出其相对表达水平。反应体系按表 2-5

在冰上配置，所有样品均设三个复孔。

（1）根据表组分配制 20μl PCR 反应体系：

表 2-7 PCR 反应液体系

Table 2-7 Liquid system of PCR reaction

试剂 使用体积

5×Golden HS TaqMan qPCR Mix 4 μl

50×ROX Reference Dye 0.4 μ1

20×miRNA TaqMan Assay 1 μl

cDNA 模板 1-2.5 μ1

ddH2O Up to 20 μ1

将上述 PCR 反应液充分混匀后，缓慢加到 PCR 反应所需的 96 孔板中，

短暂离心。

（2）进行 Real-Time PCR 反应：将 96 孔 PCR 反应板放置在 PCR 仪中，

按以下程序设置循环：
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Stage 1: 95 ℃, 15 min

Stage 2: 95 ℃, 10 s; 60 ℃, 60 s, 40 cycles

反应结束后，可以得到 cDNA 在 PCR 仪中扩增的 CT 值，最终 CT 值取

三个复孔的平均值。

（3）实验结果处理

采用△△CT 法，以 U6 为内参，进行各样本中 miR-146a-5p基因表达的相

对定量分析：

处理组△CT=CT(目的基因，待测样本)-△CT (内参基因，待测样本)

未处理组△CT=CT(目的基因，对照样本)-CT(内参基因，对照样本)

△△CT=处理组△CT-未处理组△CT

表达倍数=2 -△△CT

2.5.2 外泌体的标记追踪

（1）取 100 μL 待测外泌体样品，用 1 mL Diluent C 溶液稀释混匀。

（2）向配制好的外泌体 Diluent C 溶液中加入 4 μL PKH67 染料,充分混匀,

室温避光孵育 5 min。

（3）孵育结束后，加入 100 μL FBS终止染色。

（4）通过超速离心法，提取溶液中的外泌体，即为 PKH67标记的外泌体。

（5）将 PKH67标记的外泌体加入至 HUVECs的完全培养基中，充分混匀

后，再用 0.22 μm滤膜过滤。

（6）将 HUVECs按 1×105的密度接种在 20 mm共聚焦培养皿中，观察细胞

密度达到 30%-40%后换液，加入含有 PKH67标记外泌体的完全培养基继续培养，

共培养时间分别为 0、1、2 和 4 h。

（7）每个培养皿中加入 500 μL 4%多聚甲醛固定细胞 15 min。

（8）固定结束后，吸尽 4%多聚甲醛，用 PBS清洗 2次，每次 5 min。

（9）加入 DiR染料标记细胞膜，在 37 °C条件下避光孵育 1 h。

（10）孵育结束后，吸尽 DiR染料，PBS漂洗 2次，每次 5 min，再加入 500

μL DAPI染细胞核 10 min，随后用 PBS清洗 2次，每次 5 min。最后，加入封片

液进行封片。荧光显微镜下观察 HUVECs对 PKH67 标记外泌体的摄取情况。
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2.5.3 五味子醇甲干预泡沫细胞源外泌体诱导的 HUVECs炎症反应的影响

细胞按实验分组处理，每组设 3个复孔，孵育 24h后收集细胞上清液。使用

翼飞雪生物科技有限公司的 ELISA试剂盒进行炎性因子测定，操作步骤如下：

（1）标准品稀释：在酶标包被板上设 10个标准品孔，通过倍比稀释法制备

不同浓度的标准品，包括 IL-1β（18、12、6、3、1.5 ng/L）和 TNF-α（300、200、

100、50、25 ng/L）。

（2）加样：设置空白孔和待测样品孔，向待测样品孔中加入 40 μL样品稀

释液和 10 μL待测样品，实现 5倍稀释。

（3）温育：封板后在 37 ℃下孵育 30 min。

（4）洗涤：揭去封板膜，弃去液体，甩干，加满洗涤液，静置 30 s后弃去，

重复 5次，拍干。

（5）加酶：除空白孔外，每孔加入 50 μL酶标试剂。

（6）再次温育：同步骤 3。

（7）再次洗涤：同步骤 5。

（8）显色：每孔加入 50 μL显色剂A和 50 μL显色剂B, 37 ℃避光显色 15 min。

（9）终止反应：每孔加入 50 μL终止液，蓝色变为黄色。

（10）测定：以空白孔调零，450 nm波长下测量各孔的吸光度（OD值），

测定应在终止反应后 15 min内完成。

2.5.4 HUVECs的 miR-146a-5p mimics/inhibitor转染

在 6 孔板中提前一天铺 HUVECs，确保转染时细胞密度约为 30%，每孔加

1.5 mL含血清培养基。实验分为以下组别：mimics NC+M-Exos组（miR-146a-5p

mimics NC 与 ox-LDL 外泌体）、mimics +M-Exos 组（miR-146a-5p mimics 与

ox-LDL外泌体）、mimics +SA-Exos组（miR-146a-5p mimics与 1 μM SA处理的

ox-LDL外泌体）、inhibitor NC+M-Exos组（miR-146a-5p inhibitor NC与 ox-LDL

外泌体）、 inhibitor+M-Exos 组（miR-146a-5p inhibitor 与 ox-LDL 外泌体）、

inhibitor+SA-Exos组（miR-146a-5p inhibitor与 1 μM SA处理的 ox-LDL外泌体）。

转染具体步骤具体为：用 125 μl无 RNase 水将 2.5 nM小 RNA 冻干粉配成

20 μM储存液，分装保存；取 10 μl小 RNA加入 250 μl OPTI-MEM稀释液混匀，

制备 RNA稀释液。其次，取 5 μl Celopener加入 250 μl OPTI-MEM稀释液混匀，
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室温静置 5 min，制备 Celopener稀释液。然后，将两者混合，室温静置 15 min，

制备转染复合物。将 500 μl复合物滴加至含 1.5 mL全培养基的细胞上，轻轻晃

动混合均匀。最后，将细胞置于 37 ℃、5% CO₂培养箱中培养 24 h，转染后 6 h

更换培养基。

2.5.5 miR-146a-5p转染效率检测

取出细胞培养板，并用 PBS清洗两遍，后续实验同 2.5.1。

2.5.6 miR-146a-5p及五味子醇甲对泡沫细胞源外泌体诱导的HUVECs损伤的研

究

Western Blot 实验过程同 2.4.4。

2.6 统计学分析

使用 GraphPad Prism 10软件对实验数据进行分析并绘制图表，所有数据都

以平均值±标准误差平均值（mean±SEM）来表示。组间差异使用单因素方差

分析（ANOVA）表现。

2.7 结果与分析

2.7.1 泡沫细胞体外模型的建立及五味子醇甲浓度确定

2.7.1.1 THP-1细胞向巨噬细胞分化过程中的形态学变化

经 100 ng/mL PMA处理 24 h后，THP-1细胞在光镜下观察显示体积增大，

形态从圆形变为多角形，且更易于贴壁和伸展触角，表明 THP-1 细胞已成功分

化为巨噬细胞。

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

2.7.1.2 不同浓度五味子醇甲对细胞活力影响
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给药 24 h后结果显示，与对照组细胞活力比较，五味子醇甲浓度在 50 µM

和 100 µM 时对 THP-1细胞毒性明显，具有显著性差异（P＜0.01），0-25 µM

范围内细胞毒性作用较小，无显著差异。因此，本研究后续的实验均选定 1 µM

作为五味子醇甲实验剂量。

图 2-2 CCK8 检测细胞毒性

Figure 2-2 CCK8 detetcion of cytotoxicity

2.7.1.3 油红 O染色观察脂质堆积情况

在 ox-LDL 诱导下，巨噬细胞经过 48 h刺激后，油红 O 染色结果显示细胞

内出现明显的红色脂质沉积，形态变为椭圆形或不规则，特征与泡沫细胞相符。

相比之下，未处理的 Control组细胞未显示红色颗粒。而在 ox-LDL 诱导后经五

味子醇甲处理，细胞内红色脂质减少，表明五味子醇甲能抑制 ox-LDL诱导的脂

质堆积。

图 2-3 油红 O 染色泡沫细胞的形态（×200）
Figure 2-3 Morphology of oil red O stained foam cells (×200)

2.7.2 外泌体的表征鉴定

2.7.2.1 TEM 观察外泌体形态
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通过超滤法收集的上清液中外泌体在 TEM下观察显示外泌体形态特征为圆

形或椭圆形，具有完整的膜结构，与外泌体的理论形态特征相符。

图 2-4 TEM 下 exosome 的超微结构图

Figure 2-4 Ultrastructure of exosome in the TEM

2.7.2.2 粒度仪测定外泌体粒径

外泌体悬液加 PBS稀释后经粒度仪测定，其粒径分布如图显示，外泌体粒

径主要集中在 50-200 nm范围内，与理论上外泌体粒径大小相符，确认超滤法成

功收集了细胞上清中外泌体。

图 2-5 外泌体粒径大小分布图

Figure 2-5 Size distribution of exosomes

2.7.2.3 Western Blot鉴定细胞上清中外泌体标志物

外泌体通常在其表面表达 CD9、CD63、CD81等特异性蛋白标志物[71]。为

了验证提取的外泌体的纯度和完整性，采用 Western blot 技术检测了标志蛋白

CD63的表达情况。结果显示，CD63蛋白在提取的外泌体中呈现明显表达。这

进一步证实了泡沫细胞上清中确实富含外泌体，表明此提取方法是有效且可靠的。
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图 2-6 泡沫细胞上清外泌体标志物 CD63
Figure 2-6 Exosome marker CD63 in foam cell supernatant

2.7.3 五味子醇甲调控Exo-miR-146a-5p保护泡沫细胞源外泌体诱导的HUVECs

损伤

2.7.3.1 泡沫细胞中 miR-146a-5p的表达水平

为了探究五味子醇甲如何调节外泌体中 miRNA水平，Taqman探针法显示，

在 ox-LDL处理后，泡沫细胞上清液外泌体中 miR-146a-5p显著上调（P＜0.01），

而经 1 μM 五味子醇甲处理后显著抑制了泡沫细胞上清液外泌体中

miR-146a-5p 的释放（ P＜ 0.01）。这一结果揭示了五味子醇甲在调节

Exo-miR-146a-5p表达方面的潜力，为后续实验提供了重要研究基础。

图 2-7 Exosome-miR-146a-5p 的表达水平

Figure 2-7 Exosome-miR-146a-5p expression level

2.7.3.2 PKH67进行外泌体示踪

为了探究外泌体在细胞间的传递和摄取情况，采用 PKH67荧光染料对外泌

体进行标记，与 HUVECs共培养 24 h即可见外泌体进入细胞内并部分进入细胞

核中，蓝色激光下外泌体呈现绿色荧光，紫外光下 HUVECs细胞核呈现蓝色荧

光，绿色荧光部分与蓝色荧光重合。
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图 2-8 HUVECs吞噬 PKH67荧光标记的外泌体

Figure 2-8 Phagocytosis of PKH67 fluorescently labeled exosomes by HUVECs

2.7.3.3 ELISA检测 HUVECs中炎性因子含量

为研究不同组外泌体对 HUVEC 细胞炎症因子表达的影响，使用 ELISA

试剂盒检测了 HUVECs上清液中 IL-1β和 TNF-α水平。结果显示，与 K-Exos

组相比，ox-LDL 诱导M-Exos组细胞上清中 IL-1β 和 TNF-α 水平显著上升

（P＜0.01）。而与 M-Exos 组相比，五味子醇甲处理后降低了上清液中 IL-1β

(P＜ 0.05) 和 TNF-α (P＜ 0.01) 的水平。研究表明，五味子醇甲对

Exo-miR-146a-5p的抑制作用能够降低 HUVECs中炎症因子的表达水平，进而

有效缓解炎症反应。

图 2-9 ELISA 检测 HUVECs上清液中 TNF-α 和 IL-1β 的表达水平

Figure 2-9 Expression levels of TNF-α and IL-1β in the supernatant of HUVECs were
detetced by ELISA

2.7.3.4 RT-qPCR检测 miR-146a-5p转染效率

为验证 miR-146a-5p 转染效果，通过 RT-qPCR检测转染效率。结果显示，

与mimics NC+M-Exos组相比，miR-146a-5p mimics 显著提升了 miR-146a-5p 的

表达，而五味子醇甲处理能在一定程度上降低其表达（P＜0.01）。相反，与 inhibitor

NC+M-Exos组相比，miR-146a-5p inhibitor显著降低了 miR-146a-5p的表达，且
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五味子醇甲干预后能进一步降低其水平（P＜ 0.01）。这些结果证实了

miR-146a-5p转染的成功及其表达受五味子醇甲的调控。

图 2-10 miR-146a-5p 表达水平

Figure 2-10 Expression level of miR-146a-5p

2.7.3.5 Western Blot检测miR-146a-5p及五味子醇甲对泡沫细胞源外泌体诱导的

HUVECs损伤影响

为探究 miR-146a-5p 及五味子醇甲对泡沫细胞源外泌体诱导的 HUVECs损

伤的影响，通过 Western Blot 分析了转染 miR-146a-5p 后 HUVECs 中损伤因子

MCP-1、VCAM-1、ICAM-1 的表达。结果显示，与 mimics NC+M-Exos 组相比，

miR-146a-5p mimics转染显著提高了这些因子的表达，而五味子醇甲干预降低了

它们的表达。相反，miR-146a-5p inhibitor 处理可以降低了这些因子的水平，且

五味子醇甲进一步增强了这一效应。这些结果表明，miR-146a-5p在 HUVECs的

损伤中起关键作用，且五味子醇甲能有效减轻这种损伤。
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图 2-11 转染 miR-146a-5p 后血管内皮细胞损伤蛋白的表达

Figure 2-11 Expression of damage protein in vascular endothelial cells after transfetcion of
miR-146a-5p

2.8 本章小结

动脉粥样硬化斑块中，泡沫细胞是关键病理细胞，主要源于血管平滑肌细胞

和血液单核细胞。在动脉粥样硬化早期，单核细胞分化为巨噬细胞，穿过内皮进

入内膜，摄取大量脂蛋白胆固醇和胆固醇酯后，细胞内脂质积累，进而转化为泡

沫细胞[72]。因此，本实验采用 ox-LDL诱导巨噬细胞，使其内积累大量脂质，形

成泡沫细胞，从而建立泡沫细胞体外模型。目前，用于建立泡沫细胞体外模型的

细胞种类繁多。查阅文献发现，猪主动脉平滑肌细胞、小鼠腹腔巨噬细胞、人类

U937 细胞、人类 THP-1 细胞和人类 HepG2 细胞等均被广泛用于相关研究[73]。

本研究选用人类 THP-1细胞株作为细胞源，其在病理生理特征上与 AS患者体内

的细胞较为接近，因此，基于 THP-1 细胞株构建的泡沫细胞体外模型，为深入

研究动脉粥样硬化的发病机制提供了有力工具。采用超滤法提取外泌体，该方法

提取的外泌体较为完整，经透射电子显微镜、纳米粒度分析仪和蛋白印迹检测证

实为外泌体，为后续实验中检测外泌体中 miR-146a-5p表达量提供了可靠的理论

依据。

近年来，miRNA在药物研究及疾病靶点防治方面备受关注，尤其在 AS防

治中，miRNA基因治疗已成为研究热点[3]。其中，miR-146a-5p与多种免疫炎症
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疾病密切相关，并在巨噬细胞、单核细胞等多种免疫和炎症细胞中高度表达。研

究表明巨噬细胞在受到 ox-LDL刺激后，miR-146a-5p 的表达会发生显著变化。

因此，本实验检测了所建立的泡沫细胞上清液中 miR-146a-5p的释放情况。

实验采用 THP-1细胞系模拟 AS患者体内生理病理过程，并成功建立泡沫细

胞体外模型。光镜观察发现，在被油红 O染色的 ox-LDL组细胞中，有明显的红

色脂质颗粒。探针分析测定泡沫细胞上清中的外泌体 miR-146a-5p表达，结果表

明，ox-LDL 组外泌体中 miR-146a-5p 的表达水平明显高于 Control 组，提示

miR-146a-5p与 AS的发病机制之间可能存在潜在联系。

为了进一步明确外泌体 miR-146a-5p 对 HUVECs 损伤的影响，本实验采用

miR-146a-5p mimics 和 inhibitor 介导 HUVECs。实验结果显示，外泌体

miR-146a-5p mimics介导的MCP-1、VCAM-1和 ICAM-1的表达水平在 HUVECs

中显著高于巨噬细胞分泌外泌体介导的水平，而转染 miR-146a-5p inhibitor 的

HUVECs中，MCP-1、VCAM-1和 ICAM-1的表达水平明显降低。这表明外泌体

miR-146a-5p能够介导 HUVECs损伤。

综上所述，本实验结果表明，五味子醇甲通过抑制泡沫细胞中 miR-146a-5p

的表达，从而保护血管内皮细胞损伤。这一发现为 AS疾病的早期治疗和预防提

供了新的生物标志物 miR-146a-5p，也为未来基于 miRNA 的靶向治疗策略提供

了重要的理论依据。
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第 3章 五味子醇甲通过 Exo-miR-146a-5p保护内皮细胞的

关键靶点研究

3.1 引言

外泌体是细胞分泌的纳米级囊泡，通常存在于体液中，是细胞间通信的重要

介质[74]。近年来，外泌体中携带的非编码 RNA（如 miRNA）因其在跨细胞调控

中的关键作用而备受关注。miRNA是一类小型内源性非编码 RNA分子，可通过

与目标 mRNA结合并抑制其翻译或促进其降解来调控基因表达。

研究表明，外泌体中的 miRNA可以通过细胞间的传递，实现跨细胞调控，

影响受体细胞的生物学功能。例如，胃癌细胞分泌的外泌体中的环状 RNA

circATP8A1通过与 miR-1-3p的竞争性结合，激活 STAT6通路，诱导巨噬细胞的

M2极化，从而促进肿瘤进展[18]。此外，植物源性外泌体样纳米颗粒中的 miRNA

也显示出对病毒和人类转录本的显著跨界调节作用[75]。这些研究揭示了外泌体

miRNA在多种生理和病理过程中发挥重要作用。在机制研究方面，低聚糖四糖

被发现能够与小肠上皮细胞膜上的 HSP90β结合，从而重编程外泌体 miRNA的

表达谱，并通过 miRNA 调控肠道微生物群 [76]。这一发现不仅揭示了外泌体

miRNA在细胞间通信中的新功能，还为研究外泌体 miRNA的靶向调控提供了新

的视角。

在前期实验中，研究发现 ox-LDL可刺激巨噬细胞转化为泡沫细胞，泡沫细

胞分泌的外泌体明显多于巨噬细胞且外泌体中 miR-146a-5p的含量也显著上升。

进一步研究发现，外泌体可将 miR-146a-5p 转运到 HUVECs 中，导致黏附分子

ICAM-1、VCAM-1以及趋化因子MCP-1的表达增加，从而造成 HUVECs损伤。

然而，目前尚不清楚外泌体中 miR-146a-5p是如何作用于 HUVECs的。

在本研究中，将重点探讨外泌体分泌的 miRNA如何通过靶向作用调控特定

靶蛋白，从而发挥其生物学功能。基于上述发现，本实验以正常巨噬细胞分泌的

外泌体被用作对照组（K-Exos 组），并利用泡沫细胞分泌的外泌体来研究

Exo-miR-146a-5p对 HUVECs的靶向作用。
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3.2 实验材料

3.2.1 实验试剂

表 3-1 实验试剂

Table 3-1 Experimental reagents

主要试剂 厂家

0.45 μm PVDF膜 Sigma-Aldrich

4%多聚甲醛 福建飞净生物

SMAD4 antibody 武汉三鹰生物

VCAM-1 antibody 武汉三鹰生物

ICAM-1 antibody 武汉三鹰生物

MCP-1 antibody 武汉三鹰生物

β-actin antibody 武汉三鹰生物

五味子醇甲 南京源植生物

BCA蛋白浓度测定试剂盒 武汉三鹰生物

DMEM高糖培养基 Gibico

ECL发光显影液 南京诺唯赞

Marker 武汉三鹰生物

RIPA裂解液 上海碧云天生物

SDS-PAGE蛋白上样缓冲液 上海碧云天生物

蛋白酶磷酸酶抑制剂混合物 上海碧云天生物

青霉素-链霉素混合液（双抗） 以色列生物

Celopener转染液 上海吉荧生物

Trizol提取试剂盒 上海碧云天生物

cDNA合成试剂盒 上海碧云天生物

SYBR Green试剂盒 上海碧云天生物

RPMI 1640培养液 Hyclony

胎牛血清 以色列生物

通用型抗体稀释液 苏州新赛美

兔抗 武汉三鹰生物

鼠抗 武汉三鹰生物

胰蛋白酶 以色列生物
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3.2.2 实验仪器

表 3-2实验主要仪器

Table 3-2 Main instruments of the experiment

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

倒置荧光显微镜 Leica

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

ZEALWAY高压灭菌锅 致微仪器有限公司

实时荧光定量 PCR仪 美国 Applied Biosystems公司

HH-2恒温水浴锅 江苏省金坛市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

涡旋振荡器 海门市其林贝尔

制冰机 Grant

3.3 五味子醇甲通过外泌体跨细胞调控 SMAD4的研究

3.3.1 miR-146a-5p靶基因预测

利 用 生 物 信息 学 方 法 鉴 定 miR-146a-5p 的 靶 基 因 。使 用 miRanda

(http://www.microrna.org/)、TargetScan（https://www.targetSAan.org/vert_80/）和

PicTar (http://pictar.mdc-berlin.de/) 等预测工具来预测 miR-146a-5p的靶基因。选

择“Human species”，输入“has-miR-146a-5p”，提交后开始靶基因预测。

3.3.2 五味子醇甲通过 Exo-miR-146a-5p调控 SMAD4的水平

3.3.2.1 细胞分组

HUVECs分组同 2.3.3。

3.3.2.2 免疫荧光检测 SMAD4水平

http://www.microrna.org/
http://pictar.mdc-berlin.de/
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HUVECs以 1.5×105 个/皿的密度接种于共聚焦小皿中，培养 24 h后，弃去

培养基并用 PBS清洗。接着，加入无血清培养基与外泌体混合培养 24 h，以备

进行免疫荧光染色。染色步骤如下：

（1）吸出培养液，用 1 mL PBS清洗细胞 3次，每次 8 min，摇晃去除杂物。

（2）使用 100 μl固定液固定细胞 30 min。

（3）固定后，用 PBS洗去多余固定液。

（4）用 0.2% Triton X-100处理细胞 15 min以增强膜通透性。

（5）用 PBS清洗 3次，每次 5 min。

（6）配置 5% BSA于 PBS中，室温封闭非特异性蛋白 1 h。

（7）稀释一抗 SMAD4至适当比例，滴加于细胞表面，4 ℃过夜。

（8）次日回收一抗，用 PBS清洗 3次，每次 5 min。

（9）加入免疫荧光二抗（稀释比例 1:400），避光孵育 1 h。

（10）吸出二抗，用 PBS清洗 3次。

（11）将 DAPI稀释至 1:1比例于 PBS中，滴加于细胞上，孵育 5 min。

（12）用 PBS清洗 3次，每次 5 min。

（13）加入抗荧光淬灭剂，保护荧光信号。

（14）染色完成后，使用激光共聚焦显微镜观察并采集图像。

3.3.2.3 Western Blot检测 SMAD4蛋白的表达

Western Blot实验过程同 2.4.4。

3.4 五味子醇甲调控Exo-miR-146a-5p靶向SMAD4保护泡沫细胞源

外泌体诱导的 HUVECs损伤

3.4.1 五味子醇甲通过 Exo-miR-146a-5p靶向调控 SMAD4水平

Western Blot实验过程同 2.4.4。

3.4.2 HUVECs中沉默靶基因 SMAD4

提前一天将 HUVECs种植在 6孔板中，以转染时细胞密度在 30％左右为宜，

转染前含血清培养基总量为 1500 μl。转染实验分组设置：siSMAD4 NC+M-Exos

组（siSMAD4 NC+ox-LDL外泌体）、siSMAD4+M-Exos组（siSMAD4 +ox-LDL

外泌体）、siSMAD4+SA-Exos组（siSMAD4+ox-LDL+1 μM SA外泌体）。接种细

胞时，每孔接种的细胞数量尽量保持一致，尽量使细胞在各孔的表面平均分布。
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转染过程同 2.5.4。

3.4.3 siSMAD4沉默效率检测

RT-qPCR检测 SMAD4基因的表达

（1）总 RNA 提取

在六孔板中每孔加入 1 mL Trizol试剂裂解细胞，转移至离心管后室温静置 5

min。按每 1 mL Trizol加入 0.2 mL氯仿，混匀后室温静置 2-3 min，4 ℃、12000

r离心 15 min，吸取上层无色水相（含总 RNA）至新管。按每 1 mL Trizol加入

0.5 mL异丙醇，混匀后室温静置 10 min沉淀 RNA，4 ℃、12000 r离心 10 min，

弃去上清液。按每 1 mL Trizol加入 1 mL 75%乙醇（DEPC水配制）洗涤沉淀，4 ℃、

7500 r离心 5 min，弃去上清液，短暂离心吸尽残留液体。RNA沉淀略干后，加

入 20 μL DEPC水溶解，样品置于-80 ℃冰箱保存。

（2）cDNA合成

实验按照 cDNA第一链快速合成试剂盒（去基因组）进行。将 1 μg总 RNA

与 1 μL gDNA Eraser和 8 μL无 DNase/RNase 水混合，42 ℃孵育 5 min，冰上冷

却，得到基因组 DNA去除反应液。取 10 μL该反应液，加入 10 μL 2×1st Strand

cDNA Synthesis Super Mix，混匀后短暂离心，50 ℃孵育 15 min，75 ℃孵育 5 min

以失活酶。取 1 μL合成的 cDNA用于后续 PCR实验。

（3）荧光定量 PCR检测相对表达量

①以 18S rRNA为内参基因，人源 SMAD4 mRNA引物均由通用生物科技有

限公司合成。

表 3-3 引物序列

Table 3-3 Primers sequence

Primer name Sequence(5' to 3')

18S-F AAACGGCTACCACATCCAAG

18S-R CCTCCAATGGATCCTCGTTA

SMAD4-F ATGGATACGTGGACCCTTCT

SMAD4-R GTCGATGACACTGACGCAAA

②将引物稀释至 10 μM，设计 96孔板的上样顺序，每个样品设置 5个复孔。

③在 20 μL 反应体系中，分别加入以下试剂：cDNA 模板 1 μL，正向引物

0.5 μL，反向引物 0.5 μL，2× SYBR Green Fast qPCR Master Mix-LR 10 μL，DEPC

水 8 μL。
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④实验在 Real Time PCR 扩增仪上进行。

⑤Real-time 反应两步法 PCR 扩增程序：

Stage 1. Initial denaturation: 95 ℃, 5 min

Stage 2. Denaturation: 95 ℃, 10 s; 60 ℃, 30 s

Annealing/Extension: 60 ℃, 5 s; 90 ℃, 50 s; 45 cycles

3.4.4 SMAD4及五味子醇甲对泡沫细胞源外泌体诱导的 HUVECs损伤的研究

Western Blot实验过程同 2.4.4。

3.5 统计学分析

统计学分析同 2.6。

3.6 结果与分析

3.6.1 五味子醇甲通过外泌体调控 SMAD4表达

3.6.1.1 miR-146a-5p靶基因预测

为了鉴定外泌体跨 HUVECs中 miR-146a-5p 的靶基因，综合运用了三种生

物信息学工具（Miranda、proMiR和 PicTar）进行预测，以筛选出一组潜在的共

同靶基因。分析结果显示，SMAD4基因的 3'UTR区域（5'-AACUGGA-3'）在不

同物种间具有高度保守性，这提示其可能是 miR-146a-5p的潜在靶点。进一步预

测表明，miR-146a-5p的结合位点位于 SMAD4基因 3'UTR的第 390-397位核苷

酸序列。

图 3-1 miR-146a-5p的靶基因预测

Figure 3-1 Target gene prediction of miR-146a-5p

3.6.1.2 五味子醇甲通过外泌体调控 SMAD4水平

为探讨五味子醇甲可以通过外泌体靶向调控 HUVECs 中 SMAD4 的水平，

研究通过免疫荧光和Western Blot技术探讨了五味子醇甲对 HUVECs中 SMAD4

表达的影响。结果显示，与 K-Exos组相比，M-Exos诱导的 HUVECs中 SMAD4

的荧光强度和蛋白表达水平均降低（P＜0.01），而五味子醇甲干预则显著增强

了 SMAD4的荧光强度以及提高了蛋白表达水平（P＜0.01）。综合免疫荧光和

Western Blot结果，五味子醇甲可以增加靶基因 SMAD4的表达。
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图 3-2 五味子醇甲通过外泌体调控 SIRT1 的水平

Figure 3-2 SA regulates SMAD4 levels through exosome

3.6.2 五味子醇甲通过 Exo-miR-146a-5p靶向 SMAD4保护泡沫细胞源外泌体诱

导的内皮细胞损伤

3.6.2.1 五味子醇甲通过 Exo-miR-146a-5p靶向调控 SMAD4水平

为确定 miR-146a-5p对靶蛋白 SMAD4的影响，通过Western Blot分析了转

染 miR-146a-5p后 SMAD4的蛋白表达。结果显示，与 mimics NC+M-Exos组相

比，miR-146a-5p mimics降低了靶蛋白 SMAD4的表达水平（P＜0.01），而五味

子醇甲处理能够部分恢复其表达（P＜0.05）。相对地，与 inhibitor NC+M-Exos

组相比，miR-146a-5p inhibitor显著提高了靶蛋白 SMAD4 的表达水平（P＜0.01），

且五味子醇甲干预后进一步增强了这一效应（P＜0.01）。这些结果揭示了

SMAD4的表达与 miR-146a-5p的表达水平呈负相关。
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图 3-3 Exo-miR-146a-5p靶向调控 SMAD4 的水平

Figure 3-3 Exo-miR-146a-5p targeted regulation of SMAD4 levels

3.6.2.2 siSMAD4沉默效率检测

为探究靶基因 SMAD4的功能，通过 siRNA技术干扰靶基因 SMAD4的表达，

并利用 RT-qPCR检测干扰效果。结果显示，与 siSMAD4 NC+M-Exos组相比，

siSMAD4处理显著降低了 SMAD4 的表达水平（P＜0.01）。而在 siSMAD4 处

理的基础上，五味子醇甲干预显著提高了 SMAD4的表达（P＜0.01），表明五

味子醇甲能够上调 SMAD4的表达水平。

图 3-4 SMAD4 的表达水平

Figure 3-4 Expression levels of SMAD4

3.6.2.3 SMAD4及五味子醇甲对泡沫细胞诱导的 HUVECs损伤的研究

为了研究靶基因SMAD4和五味子醇甲对泡沫细胞源外泌体诱导的HUVECs

损伤的影响，通过Western Blot检测了沉默靶基因 SMAD4后 HUVECs中损伤因
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子 MCP-1、VCAM-1 以及 ICAM-1 的表达。实验结果表明，与 siSMAD4

NC+M-Exos组相比，沉默 SMAD4导致这些损伤因子的表达水平在泡沫细胞源

外泌体诱导的 HUVECs中显著上升（P＜0.01），说明 SMAD4的上调能够抑制

细胞损伤。进一步的研究发现，五味子醇甲干预显著降低了这些损伤因子的表达，

证实了五味子醇甲通过抑制 Exo-miR-146a-5p 靶向 SMAD4 的上调，可以抑制

HUVECs的损伤。

图 3-5 沉默 SMAD4 后血管内皮细胞损伤蛋白的表达

Figure 3-5 Expression of vascular endothelial injury protein after silencing SMAD4

3.7 本章小结

近年来，miRNAs 与 SMADs 家族成员的相互作用成为研究热点，尤其是

miR-146a-5p 与 SMAD4 信号通路的相互作用已得到初步阐述。通过 miRNA 靶

基因预测网站分析，发现 SMAD4是miR-146a-5p的下游靶点，其mRNA的 3'UTR

区的第 390-397位核苷酸序列与 miR-146a-5p高度匹配，表明二者具有很强的相

关性。进一步通过转染实验证明，miR-146a-5p mimics能够显著降低 SMAD4表

达水平，而 miR-146a-5p inhibitor 能够显著升高 SMAD4 表达水平，证实

miR-146a-5p 能够抑制 SMAD4 的表达。通过干扰 SMAD4，检测内皮损伤因子

ICAM-1、VCAM-1和MCP-1的蛋白表达水平，证实了五味子醇甲通过降低泡沫

细胞来源外泌体中的 miR-146a-5p，上调 SMAD4表达，从而发挥抗内皮细胞损

伤的作用。

综上所述，泡沫细胞来源的外泌体中携带的 miRNA能够通过跨细胞作用靶

向 HUVECs 中的 SMAD4 蛋白。这种靶向作用通过精准调控 SMAD4 这一关键

靶蛋白的表达水平，进而发挥其生物学功能，揭示了外泌体 miRNA在细胞间信

息传递和功能调控中的重要作用。而五味子醇甲通过调节外泌体中的 miRNA靶
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向作用，上调 SMAD4蛋白的表达，从而减轻内皮细胞损伤。这一发现不仅为五

味子醇甲的药理作用机制提供了新的理论支持，还为开发针对心血管疾病的新疗

法提供了潜在的靶点和创新方向，具有重要的临床应用前景。
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第 4章 五味子醇甲通过 Exo-miR-146a-5p靶向 SMAD4保

护内皮细胞的机制研究

4.1 引言

细胞凋亡是一种由基因调控的程序性细胞死亡过程，在生物体的发育、组织

修复以及免疫调节中发挥重要作用。与细胞坏死不同，细胞凋亡是一个有序的过

程，伴随着细胞体积减小、细胞核染色质凝聚、DNA 断裂以及细胞膜破裂等形

态学和生化变化[77]。细胞凋亡的机制复杂，涉及线粒体通路、死亡受体通路和内

质网通路等多个信号通路。其中，内质网通路与内质网应激密切相关，当内质网

功能受损时，会通过激活 C/EBP同源蛋白（CHOP）等分子引发凋亡信号[78]。

内质网应激是指细胞内质网腔内未折叠或错误折叠蛋白的积累，导致内质网

功能紊乱而引发的应激反应[79]。内质网是细胞中蛋白质合成、折叠与分泌的重要

场所，当其功能受到干扰时，会激活 UPR，试图恢复内质网的稳态。在应激初

期，细胞通过上调分子伴侣蛋白（如 GRP78）和激活信号转导通路（如 ATF6、

PERK、IRE1）来缓解应激。然而，如果应激持续或过于强烈，细胞会启动凋亡

程序，导致细胞死亡。

在前期实验中，本研究发现五味子醇甲可以抑制 Exo-miR-146a-5p靶向调节

SMAD4 的表达水平，从而发挥抗内皮细胞损伤的作用。然而，目前尚不清楚

HUVECs损伤是否由内质网应激引发的细胞凋亡所引起。

基于上述发现，本实验以正常巨噬细胞分泌的外泌体作为对照组（K-Exos

组），并利用泡沫细胞分泌的外泌体来研究 Exo-miR-146a-5p对 HUVECs凋亡和

内质网应激的影响。此外，本实验还探讨了 Exo-miR-146a-5p的靶基因 SMAD4

在细胞凋亡中的作用机制。为了进一步验证内质网应激与细胞凋亡之间的关系，

研究采用了 4-苯基丁酸（4-PBA）作为内质网应激抑制剂，通过抑制内质网应激

通路来观察其对细胞凋亡的影响。

4.2 实验材料
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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

三氯甲烷 上海化学试剂有限公司

异丙醇 上海化学试剂有限公司

无水乙醇 上海化学试剂有限公司

DEPC水 南京凯基生物有限公司

qRT-PCR反应体系 上海 Takara公司

Caspase3 antibody Cell signing

Cle-Caspase3 antibody Cell signing

Caspase9 antibody Cell signing

Cle-Caspase9 antibody Cell signing

CHOP antibody 武汉三鹰生物

GRP78 antibody 武汉三鹰生物

ATF6 antibody 武汉三鹰生物

IRE1 antibody 武汉三鹰生物

PERK antibody 武汉三鹰生物

β-actin antibody 武汉三鹰生物

Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒 南京翼飞雪生物

ECL发光显影液 南京诺唯赞

SDS-PAGE蛋白上样缓冲液 上海碧云天生物

蛋白酶磷酸酶抑制剂混合物 上海碧云天生物

青霉素-链霉素混合液（双抗） 以色列生物

胎牛血清 以色列生物

通用型抗体稀释液 苏州新赛美

兔抗 武汉三鹰生物

鼠抗 武汉三鹰生物

胰蛋白酶 以色列生物

4.2.2 实验仪器
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表 4-2实验主要仪器

Table 4-2 Main instruments of the experiment

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

倒置荧光显微镜 Leica

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

ZEALWAY高压灭菌锅 致微仪器有限公司

实时荧光定量 PCR仪 美国 Applied Biosystems公司

HH-2恒温水浴锅 江苏省金坛市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

涡旋振荡器 海门市其林贝尔

制冰机 Grant

流式细胞仪 安捷伦

4.3 五味子醇甲抑制 Exo-miR-146a-5p对细胞凋亡的作用研究

4.3.1 细胞培养及分组

HUVECs分组同 2.3.3。

4.3.2 免疫荧光观察

HUVECs以 1.5×105 个/皿的密度接种于共聚焦小皿中，培养 24 h后，弃去

培养基并用 PBS清洗。接着，加入无血清培养基与外泌体混合培养 24 h，以备

进行免疫荧光染色。染色步骤如下：

（1）吸出培养液，用 1 mL PBS清洗细胞 3次，每次 8 min，摇晃去除杂物。

（2）使用 100 μl固定液固定细胞 30 min。

（3）固定后，用 PBS洗去多余固定液。

（4）用 0.2% Triton X-100处理细胞 15 min以增强膜通透性。
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（5）用 PBS清洗 3次，每次 5 min。

（6）配置 5% BSA于 PBS中，室温封闭非特异性蛋白 1 h。

（7）稀释一抗 CHOP至适当比例，滴加于细胞表面，4 ℃过夜。

（8）次日回收一抗，用 PBS清洗 3次，每次 5 min。

（9）加入免疫荧光二抗（稀释比例 1:400），避光孵育 1 h。

（10）吸出二抗，用 PBS清洗 3次。

（11）将 DAPI稀释至 1:1比例于 PBS中，滴加于细胞上，孵育 5 min。

（12）用 PBS清洗 3次，每次 5 min。

（13）加入抗荧光淬灭剂，保护荧光信号。

（14）染色完成后，使用激光共聚焦显微镜观察并采集图像。

4.3.3 RT-qPCR检测 HUVECs中凋亡基因 caspase3、caspase9 mRNA表达

RT-qPCR实验过程同 3.4.3。

内参为 18s，人源 caspase3、caspase9 mRNA引物由通用生物科技有限公司

合成。

表 4-3 引物序列

Table 4-3 Primers sequence

Primer name Sequence(5' to 3')

caspase3-F TGCAGCAAACCTCAGGGAAA

caspase3-R TCAAACCATTTTAGGAAGTTGGCA

caspase9-F CTTCGTTTCTGCGAACTAACAGG

caspase9-R GCACCACTGGGGTAAGGTTT

18S-F AAACGGCTACCACATCCAAG

18S-R CCTCCAATGGATCCTCGTTA

4.3.4 Western Blot检测细胞凋亡蛋白 caspase3、caspase9的表达

Western Blot实验过程同 2.4.4。

4.4 五味子醇甲抑制 Exo-miR-146a-5p对内质网应激通路的作用研

究

4.4.1 细胞培养及分组

HUVECs分组同 2.3.3。
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4.4.2 RT-qPCR检测 HUVECs中内质网应激基因 GRP78、ATF6、PERK、IRE1

mRNA表达

RT-qPCR实验过程同 3.4.3。

以 18s 为内参对照，人源 GRP78、PERK、IRE1、ATF6 mRNA 引物均由

通用生物科技有限公司合成。

表 4-4 引物序列

Table 4-4 Primers sequence

Primer name Sequence(5' to 3')

GRP78-F CATCACGCCGTCCTATGTCG

GRP78-R CGTCAAAGACCGTGTTCTCG

PERK-F ACGATGAGACAGAGTTGCGAC

PERK-R ATCCAAGGCAGCAATTCTCCC

IRE1-F CACAGTGACGCTTCCTGAAAC

IRE1-R GCCATCATTAGGATCTGGGAGA

ATF6-F TCCTCGGTCAGTGGACTCTTA

ATF6-R CTTGGGCTGAATTGAAGGTTTTG

18S-F AAACGGCTACCACATCCAAG

18S-R CCTCCAATGGATCCTCGTTA

4.4.3 Western blot检测细胞中内质网应激蛋白 GRP78、ATF6、PERK、IRE1的

表达

Western Blot实验过程同 2.4.4。

4.5 SMAD4蛋白对细胞凋亡的调控作用研究

4.5.1 细胞培养及分组

转染 SMAD4的 HUVECs培养过程同 3.4.2。

4.5.2 流式细胞术检测细胞凋亡

收集细胞培养液至离心管备用，用不含 EDTA的胰酶消化细胞至脱落，加

入培养基去除贴壁细胞并重悬，重新放入离心管中。以 1000 r的转速离心 5 min，

沉淀细胞。吸除上清，在 4 ℃下用 1 mL预冷的 PBS重悬细胞，再次离心沉淀

并吸除上清。将 Binding Buffer按 1:9稀释，即 2 mL 10×Binding Buffer ：18 mL

去离子水。将细胞重悬于1×PBS至浓度1-5×10⁶/mL，取100 μL细胞悬液至 5 mL
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流式管中，加入 5 μLAnnexin V/FITC，混匀后室温避光孵育 5 min，再加入 5 μL

碘化丙锭溶液（PI）和 400 μL PBS，立即进行流式细胞计数检测。

4.5.3 RT-qPCR检测 SMAD4对细胞凋亡基因 caspase3、caspase9 mRNA表达的

影响

RT-qPCR实验过程同 3.4.3。

4.5.4 SMAD4对细胞凋亡蛋白 caspase3、caspase9的影响

Western Blot实验过程同 2.4.4。

4.6 抑制内质网应激对细胞凋亡影响的研究

4.6.1 细胞培养及分组

将 HUVECs 在不完全 DMEM 培养基培养 24 h后，饥饿处理并被保存以备

后续实验使用。随后，将 HUVECs 被分为四组。M-Exos组（将 HUVECs 与经

过 100 μg/mL ox-LDL处理的巨噬细胞分泌的外泌体共培养）、M-Exos+4-PBA组

(将 HUVECs 与经过 100 μg/mL ox-LDL 处理的巨噬细胞分泌的外泌体共培养并

加入 4-PBA)、SA-Exos组（将 1 μM五味子醇甲干预以及 100 μg/mL ox-LDL刺

激的巨噬细胞分泌外泌体共同作用于 HUVECs）、SA-Exos+4-PBA 组（将 1 μM

五味子醇甲干预以及 100 μg/mL ox-LDL刺激的巨噬细胞分泌外泌体共同作用于

HUVECs并加入 4-PBA）。

4.6.2 流式细胞术观察

实验方法同 4.5.2。

4.6.3 Western blot检测抑制内质网应激对内质网应激蛋白GRP78、ATF6、PERK、

IRE1以及凋亡蛋白 CHOP、cle-caspase3和 cle-caspase9的表达

Western Blot实验过程同 2.4.4。

4.6.4 免疫共定位检测 GRP78、CHOP蛋白表达水平

（1）培养好的细胞用 PBS洗涤 3次，每次 5 min。每孔加入 1mL 4%多聚甲

醛室温固定 15 min，用 4℃预冷的 PBS洗涤 3次，每次 5 min。

（2）每孔加入 1 mL 0.1-0.5%Triton-X-100，室温通透 30 min。PBS 洗涤 3

次，每次 5 min。

（3）1%-3%BSA封闭液室温封闭 30 min。

（4）用封闭液稀释一抗 CHOP(1:200)、GRP78(1:200)混合液 4 ℃孵育过夜。
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TBST洗涤细胞 3次，每次 5 min。

（5）用两种二抗混合液室温避光孵育 2 h。TBST洗涤细胞 3次，每次 5 min。

（6）DAPI室温孵育细胞 1-5 min。PBS洗涤 3次，每次 5 min。

（7）滴加抗荧光猝灭剂，并盖上盖玻片，保证样本上没有气泡。

（8）染色完成后，使用激光共聚焦显微镜观察并采集图像。

4.7 统计学分析

统计学分析同 2.6。

4.8 结果与分析

4.8.1 五味子醇甲抑制 Exo-miR-146a-5p对细胞凋亡的影响

4.8.1.1 免疫荧光检测 CHOP 蛋白表达

为了探究五味子醇甲是否通过抑制泡沫细胞中 Exo-miR-146a-5p 来发挥其

抗细胞凋亡作用，从而改善动脉粥样硬化，通过免疫荧光技术检测了 HUVECs

中凋亡蛋白 CHOP的表达水平，以评估五味子醇甲的抗凋亡效应。CHOP是一种

关键的转录因子，在细胞凋亡过程中发挥着重要作用。结果显示，与 K-Exos组

相比，经M-Exos诱导的细胞中 CHOP的表达显著增加。然而，与M-Exos组相

比，五味子醇甲干预的 SA-Exos组的 CHOP表达水平显著降低。以上结果表明，

五味子醇甲能够调节 CHOP 的表达水平，抑制泡沫细胞源外泌体诱导的细胞凋

亡，从而对 HUVECs起到保护作用。

图 4-1 免疫荧光观察凋亡蛋白 CHOP 的表达

Figure 4-1 Expression of the apoptotic protein CHOP by immunofluorescence
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4.8.1.2 五味子醇甲通过外泌体调控细胞凋亡中 caspase3、caspase9的水平

细胞凋亡是一个由多种基因严格调控的复杂过程。在正常细胞中，Caspase

家族蛋白通常以非活化的酶原形式存在。当细胞接收到凋亡信号时，这些蛋白会

被激活，生成剪切形式的 caspase蛋白，进而引发凋亡蛋白酶的级联反应[80]。CHOP

的上调能够间接激活 caspase家族蛋白，如 caspase 3和 caspase 9。为了进一步验

证五味子醇甲抑制 Exo-miR-146a-5p 对细胞凋亡的影响，采用Western blot 技术

检测了 caspase 3和 caspase 9的激活情况。在 HUVECs中，经 M-Exos处理的细

胞中 caspase 3和 caspase 9的剪切水平显著高于 K-Exos 组细胞（P＜0.01）。而

经五味子醇甲干预后，与M-Exos组相比，caspase 3和 caspase 9的剪切水平显著

降低（P＜0.01）。同时，采用 RT-qPCR技术检测了细胞中凋亡相关基因 caspase

3 和 caspase 9 的 mRNA 表达水平，结果与 Western Blot 一致。上述结果表明，

五味子醇甲可能通过抑制 caspase 3和 caspase 9的激活，发挥其抗细胞凋亡的作

用，从而对动脉粥样硬化起到改善作用。

图 4-2 凋亡蛋白 caspase3、 caspase9 及其 mRNA的表达

Figure 4-2 Expression of apoptotic proteins caspase3, caspase9 and their mRNAs
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4.8.2 五味子醇甲抑制 Exo-miR-146a-5p对内质网应激的影响

4.8.2.1 RT-qPCR检测 HUVECs中内质网应激基因 GRP78、ATF6、PERK、IRE1

mRNA表达

通过前期实验，已初步证实五味子醇甲抑制 Exo-miR-146a-5p能够保护内皮

细胞凋亡，但其是如何保护细胞凋亡的还尚不清楚。细胞凋亡不仅是细胞自主调

控的结果，也可能由内质网应激的过度激活所触发。因此猜想五味子醇甲干预的

Exo-miR-146a-5p 会抑制内质网应激通路的激活，为了验证这一猜想，通过

RT-PCR 检测了HUVECs中内质网应激基因GRP78、ATF6、PERK、IRE1中mRNA

水平，结果显示，与 K-Exos组相比，M-Exos组内质网应激基因 GRP78、ATF6、

PERK、IRE1中 mRNA 水平显著升高（P＜0.01），在五味子醇甲干预后，GRP78、

ATF6、PERK、IRE1 中 mRNA 水平明显下降（P＜0.01）。以上结果说明内质

网应激可能是五味子醇甲抑制 Exo-miR-146a-5p保护内皮细胞凋亡的关键途径。

图 4-3 内质网应激相关基因 GRP78、ATG6、IRE1、PERK mRNA 的表达

Figure 4-3 Expression of endoplasmic reticulum stress-related genes GRP78, ATG6, IRE1,
and PERK mRNAs

4.8.2.2 Western blot 检测细胞中内质网应激蛋白 GRP78、ATF6、PERK、IRE1

的表达

内质网在真核细胞中具有多种重要功能，包括蛋白质的折叠与分泌、脂质合

成以及维持 Ca²⁺稳态等[81]。此外，内质网还能够感知外界刺激，并通过启动未折

叠蛋白反应（Unfolded Protein Response, UPR）来应对内质网应激状态。GRP78、

ATF6、PERK和 IRE1α是内质网应激的关键标志蛋白。GRP78作为分子伴侣参

与蛋白质折叠，其表达水平的升高通常指示内质网应激的发生。而 ATF6、PERK

和 IRE1α则是 UPR的主要信号转导通路的启动因子。在内质网应激状态下，这

些蛋白的表达水平会显著上调，进而激活一系列下游信号通路，调控细胞对内质

网应激的适应性反应[82]。为了进一步验证五味子醇甲干预的 Exo-miR-146a-5p可
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以抑制内皮细胞中的内质网应激，采用Western blot检测了 GRP78、ATF6、PERK

和 IRE1的蛋白表达水平。结果显示，经五味子醇甲处理后，GRP78、ATF6、PERK

和 IRE1的蛋白水平较M-Exos诱导组显著下降（P＜0.01）。这一结果表明，在

五味子醇甲的作用下，Exo-miR-146a-5p的下调能够有效抑制内皮细胞中的内质

网应激。

图 4-4 内质网应激信号通路蛋白的表达

Figure 4-4 Expression of endoplasmic reticulum stress signaling pathway proteins

4.8.3 SMAD4蛋白对细胞凋亡的调控作用研究

4.8.3.1 流式细胞术观察

SMAD4是转化生长因子β（TGF-β）信号通路中的关键转录因子，广泛参与

细胞增殖、分化、凋亡及肿瘤发生等生物学过程。近年来，研究发现 SMAD4在

细胞凋亡中发挥重要作用，其通过调控 caspase3等凋亡相关蛋白的表达，调节细

胞凋亡[83]。为了探究 SMAD4对细胞凋亡的调节作用，采用流式细胞术检测了干

扰 SMAD4以及给药处理后细胞凋亡的变化。与 siSMAD4 NC+M-Exos组相比，

在 siSMAD4+M-Exos组中，细胞凋亡率显著升高，早期凋亡细胞（Annexin V-FITC

阳性，PI阴性）和晚期凋亡细胞（Annexin V-FITC和 PI双阳性）的比例均高于

siSMAD4 NC+M-Exos 组。这表明 SMAD4 的缺失促进了细胞凋亡的发生。在

siSMAD4+SA-Exos 组中，细胞整体凋亡率有所下降，提示药物处理抵消了

SMAD4缺失部分的凋亡效应，进一步证实了五味子醇甲抑制 Exo-miR-146a-5p

靶向调控 SMAD4在细胞凋亡的关键作用。这些结果表明，SMAD4在细胞凋亡

中发挥重要的调节作用。
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图 4-5 流式细胞术检测 SMAD4对凋亡的调控作用

Figure 4-5 Regulation of apoptosis by SMAD4 detetced by flow cytometry

4.8.3.2 五味子醇甲通过Exo-miR-146a-5p靶向 SMAD4调控细胞凋亡中 caspase3、

caspase9的水平

为探讨靶基因对下游凋亡蛋白的影响，采用 Western Blot 检测干扰靶基因

SMAD4后对下游凋亡蛋白的影响，结果表明与 siSMAD4 NC+M-Exos组相比，

干扰 SMAD4后，cle-caspase3、cle-caspase9 蛋白表达升高，提示干扰 SMAD4 可

引发细胞凋亡；与 siSMAD4+M-Exos 组相比，siSMAD4+SA-Exos 组细胞中

cle-caspase3、cle-caspase9 蛋白显著下降。提示五味子醇甲可通过提高靶蛋白

SMAD4 的表达来保护内皮细胞凋亡，从而改善动脉粥样硬化。RT-qPCR 检测

干扰靶基因 SMAD4后下游凋亡基因 caspase3和 caspase9的 mRNA表达水平，

也得到了类似的结果。
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图 4-6 Western blot检测 SMAD4 对凋亡蛋白 caspase3、 caspase9 及其 mRNA的调控

作用

Figure 4-6 Western blot detetcion of SMAD4 regulation of apoptotic proteins caspase3,
caspase9 and their mRNAs

4.8.4 抑制内质网应激对细胞凋亡影响的研究

4.8.4.1 流式细胞术观察

4-PBA是一种内质网应激抑制剂，具有多种生物学作用，主要通过抑制内质

网应激发挥其保护作用。为了评估内质网应激是否是五味子醇甲通过抑制

Exo-miR-146a-5p表达来保护细胞免受凋亡的主要机制，采用不同来源的外泌体

联合 4-PBA 处理 HUVECs。流式细胞术结果显示，与 M-Exos 作用相比，

M-Exos+4-PBA 组和 SA-Exos 组都能在一定程度上抑制细胞凋亡的发生，而在

SA-Exos与 4-PBA 联合处理下细胞凋亡率抑制的更为显著。
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图 4-7 流式细胞术检测抑制内质网应激对细胞凋亡影响

Figure 4-7 Effetcs of inhibition of endoplasmic reticulum stress on apoptosis detetced by
flow cytometry

4.8.4.2 Western blot 检测抑制内质网应激对内质网应激和细胞凋亡蛋白的表达

影响

采用 Western Blot 检测抑制内质网应激对细胞凋亡的影响，结果显示，与

M-Exos组相比，M-Exos+4-PBA组和 SA-Exos组中内质网应激标志蛋白 GRP78、

ATF6、PERK和 IRE1的表达水平有所降低；而五味子醇甲与 4-PBA联合处理的

SA-Exos+4-PBA 组中，相关蛋白的表达水平降低更为显著。同时不同组外泌体

在 4-PBA 联合处理下凋亡相关蛋白 CHOP、cle-caspase3和 cle-caspase9 的蛋白

表达水平也相应降低了。结果表明，五味子醇甲可能通过调控 Exo-miR-146a-5p

的表达进而抑制内质网应激，从而发挥对细胞凋亡的保护作用。
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图 4-8 通过 4-PBA抑制内质网应激后，检测外泌体对 GRP78、ATF6、 IRE1、PERK 和

凋亡标志基因 CHOP 及 cle-caspase3, cle-caspase 9 蛋白表达的影响

Figure 4-8 Effetcs of exosomes on protein expression of GRP78, ATF6, IRE1, PERK and
apoptosis marker genes CHOP and cle-caspase3, cle-caspase 9 were examined after inhibition of

endoplasmic reticulum stress by 4-PBA

4.8.4.3 免疫共定位检测 GRP78、CHOP蛋白表达水平

为了进一步验证五味子醇甲是否通过调控Exo-miR-146a-5p的表达抑制内质

网应激，进而发挥对细胞凋亡的保护作用，采用免疫荧光共染色技术，对处理后

的细胞中 GRP78和 CHOP的共定位关系进行了检测。结果显示，在M-Exos组

细胞中，GRP78和 CHOP的荧光信号强度最强，且分布范围更广，表明内质网

应激的激活，同时 CHOP的荧光信号与 GRP78的分布区域高度重叠。相比之下，

在M-Exos+4-PBA和 SA-Exos组中，GRP78的表达显著下调，其荧光信号强度

减弱且分布范围变窄，表明内质网应激被有效抑制。此外，CHOP的表达水平也

有所下降，其荧光信号与 GRP78的分布区域依然高度重叠。值得注意的是，在

SA-Exos+4-PBA组中，GRP78和 CHOP的表达下调最为显著，荧光信号强度变

化最为明显。这些结果表明，在内质网应激条件下，GRP78和 CHOP在细胞内
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质网区域发生显著的共定位。这种共定位可能反映了 GRP78和 CHOP在内质网

应激反应中的协同作用，提示五味子醇甲通过调控 Exo-miR-146a-5p的表达抑制

内质网应激，进而发挥对细胞凋亡的保护作用。

图 4-9 免疫共定位检测 GRP78、CHOP 蛋白表达水平

Figure 4-9 Immunolocalization detetcion of GRP78, CHOP protein expression levels

4.9 本章小结

大量研究表明，许多天然产物及其衍生物通过保护内质网应激而具有改善心

血管疾病的作用。同时，内质网应激介导凋亡的标志物 CHOP 和一系列 caspase

蛋白也被激活，表明内质网应激的促凋亡通路被触发。本研究聚焦于天然产物五

味子的活性成分五味子醇甲，探讨其通过跨细胞调控改善动脉粥样硬化的潜在机

制。在前期研究中，已发现五味子醇甲可通过靶向 SMAD4发挥抗动脉粥样硬化

作用。SMAD4在细胞凋亡中扮演关键角色，其调控机制可能与内质网应激密切

相关。本研究进一步深入探究了内质网应激与细胞凋亡之间的联系，并验证了五

味子醇甲的干预机制。

首先，通过不同组外泌体干预 HUVECs，检测了内质网应激和凋亡相关蛋白
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的表达。结果显示，五味子醇甲干预可显著抑制内质网应激，并保护细胞免受凋

亡损伤。这一发现为后续机制研究奠定了基础。随后，为确认五味子醇甲是否通

过 SMAD4介导细胞凋亡，采用 SMAD4基因干扰技术，进一步检测细胞凋亡情

况。结果表明，五味子醇甲的作用机制确实依赖于 SMAD4的调控，且内质网应

激是其介导细胞凋亡的关键通路。最后通过联合使用 4-PBA 和五味子醇甲处理

的外泌体（SA-Exos），进一步验证了五味子醇甲抑制 Exo-miR-146a-5p改善动脉

粥样硬化的作用机制。研究结果表明，五味子醇甲通过靶向 SMAD4抑制内质网

应激介导的细胞凋亡，从而发挥抗动脉粥样硬化效果。

综上所述，本研究揭示了五味子醇甲通过跨细胞靶向调控 SMAD4，抑制内

质网应激介导的细胞凋亡，进而改善动脉粥样硬化的分子机制。这一发现不仅为

五味子醇甲的临床应用提供了理论依据，也为动脉粥样硬化的治疗提供了新的靶

点和思路。未来，研究将进一步探索该机制在体内模型中的应用潜力，为心血管

疾病的有效干预提供新的策略。
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第 5章 总结与展望

5.1 结论

本研究围绕动脉粥样硬化的发病机制，深入探讨了中药活性成分五味子醇甲

通过调控泡沫细胞源外泌体 miR-146a-5p靶向 SMAD4，改善内质网应激，从而

防治动脉粥样硬化的作用机制。研究结果揭示了五味子醇甲在抗动脉粥样硬化中

的多靶点、多途径作用特点，为中药现代化研究和心血管疾病的防治提供了重要

的理论支持。

主要结论如下：

（1）通过体外泡沫细胞模型和人脐静脉内皮细胞实验，证实五味子醇甲能

够通过抑制泡沫细胞源外泌体 miR-146a-5p的释放， 显著改善 ox-LDL 诱导的

血管内皮细胞损伤以及炎症反应。

（2）揭示了 miR-146a-5p 与 SMAD4 之间的靶向调控关系，并通过沉默

SMAD4和五味子醇甲干预实验，进一步验证了 SMAD4在内皮细胞损伤中的保

护作用。结果表明，五味子醇甲通过上调 SMAD4的表达，显著抑制了由外泌体

miR-146a-5p诱导的细胞损伤和凋亡。

（3）探讨了内质网应激在动脉粥样硬化中的作用机制，发现五味子醇甲能

够通过抑制 Exo-miR-146a-5p靶向 SMAD4，缓解内质网应激介导的细胞凋亡，

从而改善内皮细胞损伤引起的动脉粥样硬化。
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图 5-1 五味子醇甲通过 Exo-miR-146a-5p靶向 SMAD4保护内皮细胞损伤分子机制图

Figure 5-1 Molecular mechanism of protection against endothelial cell damage by Schisandra
A via Exo-miR-146a-5p targeting of SMAD4

5.2 展望

（1）尽管本文在体外细胞模型中验证了五味子醇甲的作用机制，但未涉及

体内动物模型的实验验证。未来的研究将聚焦于体内模型的验证，探索五味子醇

甲在动脉粥样硬化动物模型中的作用机制，进一步确认其临床应用潜力。

（2）研究中仅使用了泡沫细胞源外泌体（M-Exos），未涉及其他细胞来源

的外泌体（如血管平滑肌细胞、内皮细胞等）对动脉粥样硬化的影响。动脉粥样

硬化是一个多细胞参与的过程，不同细胞来源的外泌体可能具有不同的作用机制。

未来研究可扩展外泌体的来源，分析不同细胞类型分泌的外泌体在动脉粥样硬化

中的作用，揭示其在细胞间通讯中的复杂性。

（3）研究未涉及五味子醇甲的药物递送系统，难以解决其在体内生物利用

度低、靶向性差等问题。未来可以结合纳米技术、脂质体等药物递送系统，开发

高效的五味子醇甲递送载体，提高其在动脉粥样硬化治疗中的应用潜力。
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