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二甲基乙二酰基甘氨酸对间充质干细胞外泌体生物学特性的影响*

王香云,张东伟

(浙江省湖州市第一人民医院神经内科 313000)

  [摘要] 目的 探讨二甲基乙二酰基甘氨酸(DMOG)预处理对骨髓间充质干细胞(MSC)来源的外泌体

(exosome)在心肌保护机制方面生物学特性的影响。方法 分离及鉴定间充质干细胞来源的exosome,比较

DMOG预处理后MSCs分泌的exosome(ExoDMOG)与常规处理来源的exosome(Exo)对小鼠心肌梗死后心肌保

护、体外内皮细胞血管形成能力及心肌细胞抗凋亡能力的影响。结果 DMOG预处理后 MSCs分泌的exo-
some明显改善小鼠心肌梗死后心功能并延长生存期,在体外实验中拥有更佳的促血管新生能力及心肌细胞保

护能力。DMOG预处理的exosome中miR-210表达水平明显上升,在体外实验中miR-210
 

mimic转染到受体

细胞中拥有与ExoDMOG 相似的生物学作用;体内实验发现,加入 miR-210的抑制剂(antogomiR-210)后明显削

弱了ExoDMOG 对促血管新生、心肌细胞保护的作用。结论 DMOG预处理后 MSCs来源的exosome拥有更佳

的促血管生成能力及心肌细胞保护作用,可能通过miR-210来发挥生物学作用。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

dimethyloxalyglycine
 

(DMOG)
 

pretreatment
 

on
 

bio-
logical

 

characteristics
 

of
 

myocardial
 

protection
 

by
 

exosome
 

(MSC-Exo)
 

derived
 

from
 

MSCs
 

(mesenchymal
 

stem
 

cells).Methods Exosome
 

derived
 

from
 

MSCs
 

was
 

isolated
 

and
 

identified,and
 

the
 

capacity
 

of
 

improving
 

cardiac
 

function
 

after
 

myocardial
 

infarction
 

(MI),pro-angiogenesis
 

and
 

anti-apoptosis
 

were
 

compared
 

between
 

exosome
 

(ExoDMOG)
 

secreted
 

by
 

MSCs
 

after
 

DMOG
 

treatment
 

and
 

exosome
 

(Exo)
 

after
 

conventional
 

treat-
ment.Results DMOG

 

preconditioned
 

MSCs-Exo
 

significantly
 

improved
 

cardiac
 

function
 

and
 

prolonged
 

sur-
vival

 

after
 

MI
 

in
 

mice,and
 

exerted
 

better
 

pro-angiogenesis
 

and
 

cardioprotection
 

ability
 

in
 

vitro.The
 

expression
 

level
 

of
 

miR-210
 

in
 

DMOG
 

preconditioned
 

exosome
 

was
 

significantly
 

increased,and
 

miR-210
 

mimic
 

exerted
 

in-
to

 

recipient
 

cells
 

had
 

similar
 

biological
 

function
 

as
 

ExoDMOG
 

in
 

vitro.However,the
 

pro-angiogenesis
 

and
 

cardio-
protection

 

ability
 

of
 

ExoDMOG
 

was
 

significantly
 

weakened
 

by
 

adding
 

miR-210
 

inhibitor,antogomiR-210,in
 

vivo.
Conclusion DMOG

 

preconditioned
 

MSC-Exo
 

has
 

superior
 

ability
 

of
 

cardio-protection
 

and
 

pro-angiogenesis,
which

 

might
 

due
 

to
 

the
 

biological
 

effects
 

of
 

miR-210.
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  目前心肌梗死的发病率和病死率仍很高[1],用干

细胞治疗心肌梗死是当下的一种新理念,其通过多重

不确定的机制来修复心脏[2]。其中骨髓间充质干细

胞(mesenchymal
 

stem
 

cells,MSC)易获得、免疫排斥

低,已被广泛研究[3]。但由于干细胞移植后的低归巢

率、高凋亡率等缺陷,使得干细胞治疗效果大打折扣。
而干细胞通过缺氧、药物预处理及基因改造等方法可

以增加疗效,其中药物预处理具有操作较容易、细胞

耐受性较好等优势,被广泛研究。二甲基乙二酰基甘

氨酸(DMOG)是一种缺氧诱导因子-1α(HIF-1α)的稳

定剂,可以使细胞在常氧状态下高表达 HIF-1α。外

泌体(exosome)是一种由细胞分泌的纳米囊泡,研究

发现其可以起到与 MSCs本身几乎一致的生物学作

用[4]。本研究采用不同浓度的DMOG对 MSCs进行

预处理,以 探 讨 DMOG 的 最 佳 处 理 浓 度,并 分 析

DMOG预处理后exosome在体内外试验中的生物学

作用及其可能的机制,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物与细胞 清洁级6~8周龄C57BL/
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6小鼠,由上海斯莱克实验动物公司提供;H9C2心肌

细胞冻存细胞株购于南京科佰生物科技有限公司;人
脐静脉内皮细胞(HUVECs)冻存细胞株购于赛业(广
州)生物科技有限公司。
1.1.2 主要仪器与试剂 倒置相差显微镜(德国

 

Leica公司);低温离心机(德国Eppendorf);低温高速

离心机(美国 Thermo公司);低温超速离心机(美国

Becman公司);荧光定量PCR仪(美国 ABI公司);
DMEM/F12培养基(美国Corning公司);胎牛血清

(FBS,上海普飞生物技术有限公司);Matrigel(美国

BD公司);Trizol试剂(美国Invitrogen
 

Life
 

Technol-
ogies公 司);DMOG 试 剂(美 国 Sigma-Aldrich 公

司);miR-210
 

mimic、antogomiR-210及对照(广州市

锐博生物科技有限公司)。
1.2 方法

1.2.1 MSC 的 培 养 及 鉴 定 骨 髓 取 自6周 龄

C57BL/6小鼠下肢长骨骨髓,并采用全骨髓培养,传
代至第3~4代的小鼠 MSCs采用流式细胞术鉴定细

胞表型,具体检测包括CD31、CD29、CD34、CD44。
1.2.2 MSC预处理 以第3~4代小鼠 MSCs作为

DMOG预处理对象,分为空白对照组和实验组,每组

计数并接种细胞1×107 个/培养皿,首先用含有10%
FBS的完全培养基培养12

 

h,观察细胞状态良好后准

备后续实验。DMOG用DMEM/F12培养基稀释为

250、500、1
 

000、1
 

500
 

μmol/L的终浓度。之后细胞

按照DMOG浓度0、250、500、1
 

000、1
 

500
 

μmol/L共

5组预处理24
 

h。
1.2.3 MSC来源的外泌体提取与鉴定 同时收集

实验组和空白对照组细胞培养24
 

h后的条件培养基

(细胞上清液),通过超速离心法获得exosomes。具体

步骤:(1)细胞上清液在4
 

℃下多步骤离心,300×g离

心10
 

min、2
 

000×g离心10
 

min、12
 

000×g离心30
 

min,分别去除死细胞、细胞碎片及细胞微泡(mi-
crovesicles),获得的细胞上清液再使用100×103 超

滤管浓缩,4
 

000×g离心15
 

min,之后超速离心机下

4
 

℃
 

100
 

000×g离心1
 

h,轻弃上清液,观察沉淀物,
并用磷 酸 盐 缓 冲 液(PBS)重 悬,重 悬 后 继 续4

 

℃
 

100
 

000×g离心1
 

h。最终获得沉淀用50~100
 

μL
 

PBS重悬,冻存于-80
 

℃待用。通过蛋白质印迹法

(Western
 

blot)检测exosome表面标记如CD63、CD9
等,通过电镜观察exosome的典型形态和粒径大小。
1.2.4 miR-210

 

mimic转染试验 分别在 H9C2心

肌细胞和HUVECs中转染 miR-210
 

mimic。具体步

骤:HUVECs或 H9C2细胞分别接种到24孔板,约
1×105 个/孔,细胞密度70%~90%,更换培养基。
分别稀释lipofectamine

 

2000和miR-210
 

mimic在25
 

μL无血清培养基中,等比例混匀,待室温孵育后,每
孔加入50

 

μL混合液,常温下培养3
 

d。
1.2.5 体内试验后小鼠心肌梗死模型和小鼠心功能

测定 采用8周龄的雄性C57BL/6小鼠,开胸后结扎

冠脉左前降支,实验分为4组:对照组(Sham 组),
DMOG预处理来源exosome(ExoDMOG)组,对照exo-
some(Exo)组,PBS组,采用双盲法进行,分5点注

射。小鼠心功能检测:按心肌梗死后术后当天(0
 

d)、
术后3、7、14、28

 

d,通过二维 M 型心脏超声分别对各

组小鼠进行心功能评价。
1.2.6 组织学分析 实验按双盲进行,收集心肌梗

死后28
 

d各实验组小鼠心脏,甲醛固定,石蜡包埋,用
于后续病理切片。梗死面积的评估是以结扎线以下

500
 

μm,对后续的组织切片用 Masson's
 

trichrome染

色评估心肌梗死面积,并用Image-pro
 

Plus软件分析

每个心脏切面的梗死区域及整个左心室面积,心肌梗

死百分比=梗死区域面积/整个左心室面积×100%。
1.2.7 免疫荧光染色 用于观察梗死周边区小动脉

密度及心肌细胞凋亡情况。(1)小动脉密度观察:收
集心肌梗死后28

 

d各实验组小鼠的心脏,完成组织冰

冻切片后用甲醛固定,TritonX-100破膜10
 

min,10%
牛血清蛋白(10%BSA)室温封闭1

 

h,羊抗鼠α平滑

肌肌动蛋白(α-SMA)抗体、兔抗鼠肌钙蛋白I(Tropo-
nin

 

I)抗体共同4
 

℃孵育过夜,之后孵育二抗、细胞核

DAPI染色,在荧光显微镜下观察、拍照,每个心脏随

机选取5个切面,统计高倍镜下小动脉密度。(2)心
脏组织TUNEL染色:标本制作方法同前,组织冰冻

切片采用TUNEL染色,细胞核4',6'-二脒基-2-苯基

吲哚(DAPI)染色,每个心脏随机选取5个切面,在荧

光显微镜下观察、计数TUNEL+细胞数及DAPI+
细胞数。细胞凋亡率=(TUNEL+细胞总数)/(DA-
PI+细胞总数)×100%。
1.2.8 HUVECs管腔形成实验 HUVECs管腔形

成实验在铺有BD
 

matrigel的96孔板上进行。在相

差显微镜下观察 HUVECs形成管腔的情况,并每隔

1~2
 

h拍照,最后统计管腔长度。
1.2.9 H9C2心肌细胞凋亡实验 H9C2凋亡实验

(TUNEL试验)在6孔板上进行,将 H9C2细胞以

1×105 个/孔接种,根据实验分组处理24
 

h,根据

TUNEL试剂盒染色,在荧光显微镜下观察凋亡细胞

数,最后计算凋亡率。
1.2.10 miR-210抑制试验 采用特异性抑制 miR-
210表达的抑制剂antagomiR-210,在DMOG预处理

的同时加入antagomiR-210,收集上述处理来源的ex-
osome(ExoDMOG+ATM)。进一步比较体内实验的差异,
小鼠心肌梗死模型方法同前,实验分为Sham组、PBS
组、ExoDMOG 组、ExoDMOG+ATM 组,评估心肌梗死后3、
7、14、28

 

d小鼠心功能,收集28
 

d小鼠心脏组织行免

疫荧光染色。
1.3 统计学处理 采用GraphPad

 

Prism
 

6.02软件

作图并统计分析,计量资料以x±s表示,两组间比较

用两独立样本t检验;进行方差齐性检验,多组间比

较采用单因素方差分析(One-Way
 

ANOVA)或双因

素方差分析(Two-way
 

ANOVA)。以P<0.05为差
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异有统计学意义。
2 结  果

2.1 MSC来源的exosome鉴定 通过电镜观察ex-
osome的形态及大小,符合典型杯状结构,直径约100

 

nm(图1A)。通过 Western
 

blot检测exosome表面

相关标记物CD63、CD9均阳性(图1B)。对收集的

exosome采用二喹啉甲酸(BCA)进行蛋白定量,随着

DMOG的浓度增加,exosome的分泌水平有增加的趋

势,其中 DMOG浓度在1
 

000
 

μmol/L时增加最明

显,但进一步提高DMOG浓度exosome的分泌减少,
可能是DMOG过量带来的副作用(图1C),由此未进

一步增加DMOG浓度进行实验。

  A:电镜下exosome鉴定;B:Western
 

blot对exosome的鉴定;C:

BCA蛋白定 量 分 析 比 较 不 同 浓 度 DMOG 处 理 后exosome分 泌 水

平;a:P<0.05,与control组比较

图1  MSCs-Exo的鉴定及不同浓度DMOG对

exosome分泌的影响

  A:HUVECS管 腔 形 成 实 验;B:HUVECS管 腔 形 成 实 验 分 析

图;a:P<0.05,与control组比较

图2  不同浓度DMOG预处理 MSCs来源的

exosome对促血管新生的作用

2.2 不同浓度 DMOG 预处理 MSCs来源的exo-
some对促血管新生的作用 收集不同浓度DMOG
预处理 MSC分泌的exosome,进行HUVECS管腔形

成实 验,根 据 浓 度 不 同,试 验 分 为 control、250
 

μmol/L、500
 

μmol/L、1
 

000
 

μmol/L组,结果发现随

着DMOG浓度的增加,Exo促血管新生能力亦明显

提高,其中在1
 

000
 

μmol/L浓度下最明显,表现为管

腔形成长度增加(图2A、B)。
2.3 不同浓度 DMOG 预处理 MSCs来源的exo-
some对心肌细胞的保护作用 比较不同浓度DMOG
预处理后 MSCs来源的exosome对心肌细胞的保护

作用 的 差 异,在 体 外 进 行 H9C2 细 胞 过 氧 化 氢
(H2O2)诱导的凋亡实验。根据浓度不同,分为con-
trol、250

 

μmol/L、500
 

μmol/L、1
 

000
 

μmol/L组,结
果发现1

 

000
 

μmol/L组exosome对心肌细胞的保护

作用最明显,表现为 TUNEL阳性的细胞比率最低
(图3A、B)。

  A:TUNNEL实验;B:TUNNEL实验分析图;a:P<0.05,与con-
trol组比较

图3  不同浓度DMOG预处理 MSCs来源的

exosome对心肌细胞抗凋亡的作用

2.4 DMOG处理 MSC来源的exosome可以改善小

鼠心肌梗死后心功能 为了明确DMOG预处理来源

exosome(ExoDMOG)在体内实验中是否拥有优异的心

肌保护作用,本研究通过左冠状动脉前降支永久结

扎,建立小鼠急性心肌梗死模型,实验分为Sham组、
Exo组、ExoDMOG 组、PBS组,由于1

 

000
 

μmol/L浓度

DMOG预处理来源的exosome在体外实验中生物学

特 性 明 显,故 ExoDMOG 组 的 exosome 来 源 于

1
 

000μmol/L浓度 DMOG 预处理的 MSCs来源的

exosome。体内实验采用双盲法进行,在左前降支顺
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  A:小鼠心肌 Masson's
 

trichrome染色;B:Masson's
 

trichrome染色分析图;C:小鼠心脏超声;D:小鼠心脏超声EF结果分析图;E:生存分析

图;a:P<0.05

图4  DMOG处理 MSC来源的exosome可以改善小鼠心肌梗死后心功能

利结扎后,在结扎线周围心肌组织中立即注射exosome
(约收集自2×107 个 MSCs)或同等剂量的PBS液,分

5点注射,每点约10
 

μL。术后当天(0
 

d),心肌梗死后

3、7、14、28
 

d,利用小动物心脏超声仪系统检测各组小

鼠的心功能改变并记录结果,收集28
 

d的小鼠心脏标

本进行组织学分析。心肌梗死后28
 

d,ExoDMOG 组小

鼠心功能均较对照Exo组有明显改善,具体表现在减

少心肌梗死后瘢痕形成(图4A、B),射血分数(EF)增
加[(48.54±7.6)%

 

vs.(20.53±8.1)%,P<0.05]
(图4C、D),并且存活率明显增加(图4E)。

2.5 DMOG预处理对miR-210在 MSC内和其分泌

的exosome表达的影响 1
 

000
 

μmol/L浓度DMOG
预处理后干细胞中及exosome中 miR-210均大量增

加,尤以exosome中升高为主(图5A、B)。本研究选

取miR-210作为DMOG预处理后对MSC分泌的ex-
osome生物学效益的重要研究对象。

2.6 miR-210与ExoDMOG 拥有类似的生物学作用 
miR-210在DMOG预处理 MSC分泌的exosome中

的表达明显增加,促使猜测 miR-210可能是其中最主

要的生物学作用表现者。为此,在体外实验中进一步

证实,分 别 在 HUVECs和 H9C2
 

中 转 染 miR-210
 

mimic,结果表明,实验组相比对照组促血管新生能力

明显增加,表现为管腔形成长度增加(图6A、B),另外

实验组 H9C2在 H2O2 诱导下的凋亡率明显降低(图

6C、D)。这与ExoDMOG 的生物学作用相一致。

2.7 antagomiR-210削弱ExoDMOG 的生物学作用 
为进一步明确miR-210在ExoDMOG 的作用,采用特异

性抑制miR-210表达的抑制剂antagomiR-210。结果

显示,ExoDMOG+ATM 组 的 小 鼠 心 功 能 (EF 值)较

ExoDMOG 组明显降低,与PBS组相仿(图7A、B);同
时,免疫荧光染色证实ExoDMOG+ATM 组在心肌细胞保

护和血管新生方面的作用也明显降低,具体表现在

TUNEL阳性细胞较ExoDMOG 组增加(图7C、D),α-SMA
染色的小动脉密度较ExoDMOG 组减少(图7E、F)。

  A:MSCs细胞水平 miR-210
 

PCR分析图;B:exosome水平 miR-

210
 

PCR分析图;a:P<0.05,与control组比较

图5  DMOG预处理对 miR-210在 MSC细胞

水平和exosome水平的影响
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  A:HUVECS管腔形成实验;B:HUVECS管腔形成实验分析图;C:Western
 

blot检测Cleavd-caspase3表达差异;D:Cleavd-caspase3结果分

析;a:P<0.05,与NC组比较

图6  miR-210的生物学作用分析

  A:小鼠心脏超声;B:小鼠心脏超声EF结果分析图;C:小鼠心肌

组织梗死周边细胞TUNEL染色,箭头所示为TUNEL+细胞(红色),

细胞核为DAPI染色(蓝色),心肌组织 Troponin
 

I染色(绿色);D:

TUNEL实验结果分析;E:免疫荧光染色心鼠心肌组织心肌梗死后梗

死周边区小动脉密度,细胞核DAPI染色(蓝色),小动脉α-SMA染色

(绿色);F:小动脉密度(α-SMA+细胞)结果分析;a:P<0.05
图7  antagomiR-210削弱ExoDMOG 的生物学作用

3 讨  论

  干细胞移植疗法可改善心肌梗死后心功能,其可

能通过旁分泌等多种机制发挥作用[2]。但由于移植

后干细胞归巢率低、凋亡率高等缺陷,使其治疗效果

并不明确。研究发现,预处理干细胞可以增强干细胞

移植后的功效,预处理的方法有很多,包括药物、条
件、基因修饰等,如缺氧条件预处理能提高干细胞修

复心肌的能力[5-6]。由于药物预处理操作简单,使其

被广泛研究。DMOG是一种 HIF-1α的稳定剂,在常

氧条件下加入适当浓度的 DMOG可以使细胞中的

HIF-1α处于稳定状态,类似于缺氧状态。既往研究

发现,DMOG 预处理可以增强 MSCs的促血管新

生[7],提高存活率[8],促进分化[9]等。
最新的研究发现,干细胞可以分泌大量被称为

exosome的纳米颗粒。而exosome可能在 MSC的旁

分泌作用中扮演相当重要的角色。研究发现,exo-
some发挥多种生物学作用,包括促血管新生[10]、神经

再生[11]和修复心脏[12]等。如果exosome能被研发成

为生物制剂用于治疗疾病,可以成为干细胞治疗的替

代方法,可能成为未来医学的研究方向。本研究通过

不同浓度的DMOG预处理 MSCs并收集exosome,
发现在1

 

000
 

μmol/L浓度下exosome的分泌水平最

高,但增加浓度未见进一步升高,可能与药物副作用

相关。同时还发现,1
 

000
 

μmol/L浓度预处理来源的

exosome在体内外心肌保护、血管新生作用上优势

明显。
进一步研究发现,相较于对照组,干细胞DMOG

预处理分泌的exosome表达谱差异明显,可以肯定的

是DMOG 处 理 后 干 细 胞 分 泌 的exosome中 包 含

HIF-1α诱导的 miRNA[13],如 miR-210,其由 HIF-1α
特异性调控[14]。miR-210被认为可以改善血管新

生[15-17]、保护细胞存活、抗凋亡[18-19]。与其他文献报

道一致,本研究发现DMOG预处理 MSCs分泌的ex-
osome中miR-210显著表达。同时作者也发现通过

体外转染 miR-210
 

mimic到受体细胞中,其结果与
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ExoDMOG 的生物学作用相类似。然而加入 miR-210
的抑制剂antogomiR-210后,DMOG预处理收集的

exosome(ExoDMOG+ATM),在心肌梗死模型中改善梗死

后心功能、心肌细胞保护、血管新生方面较ExoDMOG

明显减弱。由此认为,DMOG预处理 MSCs分泌的

exosome在血管新生、心肌保护作用方面表现更加优

异,其可能是通过miR-210来发挥生物学作用。
综上所述,DMOG预处理 MSCs来源的exosome

拥有更佳的心脏保护能力,表现在体外实验中更好地

促管腔形成、心肌细胞凋亡,以及体内实验中改善心

肌梗死后小鼠心功能、小鼠存活率等。其可能的原因

是在DMOG预处理条件下,HIF-1α得以稳定,其下

游的靶基因得以激活,DMOG预处理来源的exosome
中miR-210的 表 达 水 平 明 显 上 升。通 过 miR-210

 

mimic转染受体细胞后发现,其在血管新生、心肌细

胞抗凋亡等方面与DMOG预处理来源的exosome具

有相同的生物学作用。由此推测ExoDMOG 的生物学

作用可能主要通过 miR-210实现。本研究也证实

DMOG预处理是一种有效、安全的方式来提升干细

胞来源的exosome对心肌梗死动物模型的生物疗效,
可作为今后用于优化exosome替代治疗疗效的一种

方法。
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