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[关键词] 　 ＣＤ１３７ 信号ꎻ　 外泌体ꎻ　 活化 Ｔ 细胞核因子 ｃ１ꎻ　 血管平滑肌细胞ꎻ　 钙化

[摘　 要] 　 目的　 探讨外泌体在 ＣＤ１３７ 信号诱导的小鼠血管平滑肌细胞(ＶＳＭＣ)钙化中的作用ꎮ 方法　 组织贴

壁法提取小鼠胸主动脉 ＶＳＭＣꎬ将细胞分为 ２ 组ꎬ即对照组和 ＣＤ１３７ 激动组ꎬ用试剂盒提取外泌体ꎬ并用透射电镜、
纳米颗粒跟踪分析法及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定和分析ꎬ荧光显微镜观察 ＶＳＭＣ 摄取外泌体ꎮ 构建活化 Ｔ 细胞核因子 ｃ１
(ｓｈ￣ＮＦＡＴｃ１)慢病毒载体并感染 ＶＳＭＣꎮ 实验分为 ３ 组:对照组外泌体处理组、ＣＤ１３７ 激动组外泌体处理组、沉默

ＮＦＡＴｃ１＋ＣＤ１３７ 激动组外泌体处理组ꎮ 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 α 平滑肌肌动蛋白(α￣ＳＭＡ)、骨形成蛋白 ２(ＢＭＰ￣
２)、Ｒｕｎｔ 相关转录因子 ２(Ｒｕｎｘ￣２)蛋白表达量ꎮ Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色检测 ＶＳＭＣ 内钙盐沉积情况ꎮ 结果　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
结果显示ꎬ２ 组微囊泡均表达外泌体表面标记蛋白 ＣＤ９、ＣＤ８１ꎻ电镜下外泌体成圆形和杯托状ꎬ直径在 ３０~ １００ ｎｍꎻ
ＣＤ１３７ 激动组外泌体中 ＮＦＡＴｃ１ 蛋白表达显著增多ꎮ 与对照组外泌体处理组比较ꎬＣＤ１３７ 激动组外泌体处理组钙

化相关指标 ＢＭＰ￣２、Ｒｕｎｘ￣２ 蛋白表达显著增高ꎬ同时 α￣ＳＭＡ 表达显著下降ꎻ与 ＣＤ１３７ 激动组外泌体处理组比较ꎬ沉
默 ＮＦＡＴｃ１＋ＣＤ１３７ 激动组外泌体处理组 ＢＭＰ￣２、Ｒｕｎｘ￣２ 蛋白表达显著减少ꎬα￣ＳＭＡ 表达显著增高ꎮ Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色

结果显示ꎬＣＤ１３７ 激动组外泌体处理组 ＶＳＭＣ 钙盐沉积多于对照组外泌体处理组ꎬ而沉默 ＮＦＡＴｃ１＋ＣＤ１３７ 激动组

外泌体处理组钙盐沉积比 ＣＤ１３７ 激动组外泌体处理组显著降低ꎮ 结论　 ＣＤ１３７ 信号通路通过外泌体转运 ＮＦＡＴｃ１
介导 ＶＳＭＣ 钙化ꎮ
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ＣＤ１３７ ｓｉｇｎａｌ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｅｘｏ￣
ｓｏｍｅｓ ｔｒａｎｓｍｉｔｔｉｎｇ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ Ｔ ｃｅｌｌ ｃ１
ＷＡＮＧ Ｎｉｎｇꎬ ＣＵＩ Ｘｉｎｇｇａｎｇꎬ ＹＡＮＧ Ｐｉｎｇꎬ ＸＵ Ｒａｏꎬ ＬＩ Ｂｏꎬ ＺＨＯＮＧ Ｗｅｉꎬ ＳＨＡＯ Ｃｈｅｎꎬ ＷＡＮＧ Ｚｈｏｎｇｑｕｎꎬ ＹＡＮ Ｊｉｎ￣
ｃｈｕａｎ
(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙꎬ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｚｈｅｎｊｉａｎｇꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ ２１２００１ꎬ Ｃｈｉｎａ)
[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 ＣＤ１３７ ｓｉｇｎａｌꎻ　 ｅｘｏｓｏｍｅｓꎻ　 ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ Ｔ ｃｅｌｌ ｃ１ꎻ　 ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌꎻ　 ｃａｌ￣
ｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ
(ＶＳＭＣｓ) ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＣＤ１３７ ｓｉｇｎａｌ.　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ ＶＳＭＣｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｐａｔｃｈ￣ａｔｔａｃｈｉｎｇ
ｍｅｔｈｏｄꎬ ａｎｄ ＶＳＭＣｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ: ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ＣＤ１３７ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ.　 Ｔｈｅ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘ￣
ｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ ｋｉｔ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙꎬ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ ｔｒａｃｋｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. 　 Ｆｌｕｏ￣
ｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ＶＳＭＣｓ ｕｐｔａｋｅ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ.　 Ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ Ｔ ｃｅｌｌ ｃ１
(ｓｈ￣ＮＦＡＴｃ１) ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎｄ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＶＳＭＣｓ.　 Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ: ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
ｗｉｔｈ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ＣＤ１３７ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｓｉｌｅｎｃｅｄ ＮＦＡＴｃ１＋ＣＤ１３７ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ
ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ.　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ α￣ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎ (α￣ＳＭＡ)ꎬ ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏ￣
ｇｅｎｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ (ＢＭＰ￣２) ａｎｄ Ｒｕｎｔ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２ (Ｒｕｎｘ￣２).　 Ｃａｌｃｉｕｍ ｓａｌｔ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ＶＳＭＣｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃ￣

４９１１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １２ꎬ２０１８



ｔｅｄ ｂｙ Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ ｓｔａｉｎｉｎｇ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｍｉｃｒｏｖｅｓｉｃｌｅｓ ｉｎ ｂｏｔｈ ｇｒｏｕｐｓ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ
ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＣＤ９ ａｎｄ ＣＤ８１.　 Ｕｎｄｅｒ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙꎬ ｔｈｅ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｗｅｒｅ ｒｏｕｎｄ ａｎｄ ｃｕｐ￣ｓｈａｐｅｄꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｉ￣
ａｍｅｔｅｒ ｗａｓ ａｂｏｕｔ ３０￣１００ ｎｍ.　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦＡＴｃ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｏｆ ＣＤ１３７ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐ.　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ＢＭＰ￣
２ ａｎｄ Ｒｕｎｘ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ＣＤ１３７ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α￣
ＳＭＡ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ.　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＤ１３７ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＢＭＰ￣２
ａｎｄ Ｒｕｎｘ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ｓｉｌｅｎｃｅｄ ＮＦＡＴｃ１＋ＣＤ１３７ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｗｈｉｌｅ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α￣ＳＭＡ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ.　 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＶＳＭＣｓ ｃａｌｃｉｕｍ ｄｅｐｏｓｉｔｓ ｉｎ ＣＤ１３７ ｅｘｃｉ￣
ｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｓｉｌｅｎｃｅｄ
ＮＦＡＴｃ１＋ＣＤ１３７ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ＣＤ１３７ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ
ｗｉｔｈ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ.　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＣＤ１３７ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ｍｅｄｉａｔｅｓ ＶＳＭＣｓ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｅｘｏｓｏｍｅ ｔｒａｎｓｍｉｔ￣
ｔｉｎｇ ＮＦＡＴｃ１.

　 　 血管钙化( ｖａｓｃｕｌａｒ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬＶＣ)主要发生

在血管壁的内膜和中膜层ꎬ由平滑肌细胞钙磷酸盐

代谢功能障碍、成骨分化和炎症刺激等引起ꎬ能够

增加动脉粥样硬化(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)斑块负荷ꎬ引
起斑块不稳定及破裂ꎬ导致严重的不良心血管事

件[１￣２]ꎬ然而其中的具体机制仍未明确ꎮ ＣＤ１３７ 作

为肿瘤坏死因子受体超家族中的一员ꎬ主要表达在

Ｔ 淋巴细胞表面ꎬ可通过与其配体 ＣＤ１３７Ｌ 结合ꎬ形
成 ＣＤ１３７￣ＣＤ１３７Ｌ 结合体 (简称 ＣＤ１３７ 信号)ꎻ
ＣＤ１３７ 信号可促进 Ｔ 淋巴细胞激活ꎬ进一步加速炎

症分子释放和加重炎症反应[３]ꎮ 在炎症环境中ꎬ
ＣＤ１３７ 也可以在多种血管细胞中诱导表达ꎬ包括血

管平滑肌细胞( ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌꎬＶＳＭＣ)
和内皮细胞[４]ꎮ 新近研究表明 ＣＤ１３７ 信号在 Ａｓ 斑

块中起重要作用ꎬＣＤ１３７ 在粥样斑块中高表达ꎬ敲
除 ＣＤ１３７ 基因能使 ＡｐｏＥ－ / － 小鼠 Ａｓ 斑块明显减

少[５]ꎮ 我们前期研究表明ꎬ激活 ＣＤ１３７ 信号可促进

ＡｐｏＥ－ / －小鼠 Ａｓ 斑块钙化的形成ꎬ体外培养的小鼠

ＶＳＭＣ 钙盐沉积明显增加[６]ꎮ 然而ꎬ激活 ＣＤ１３７ 信

号促进 ＶＣ 发生的具体机制仍未明确ꎮ 外泌体(ｅｘ￣
ｏｓｏｍｅ)由细胞内多囊泡体衍生ꎬ当这些囊泡与质膜

融合时向细胞外分泌ꎬ外泌体为直径 ３０~１００ ｎｍ 大

小的囊泡ꎬ能进行细胞间信号转递[７]ꎮ 最新研究表

明外泌体与 ＶＣ 有关ꎬ一方面ꎬＶＳＭＣ 在高磷钙化液

诱导后外泌体的分泌增加ꎬ分泌“钙化”外泌体诱导

ＶＣꎬ钙和磷可在“钙化”外泌体膜的内部和外部结合

形成钙盐沉积ꎬ从而促使矿物沉积[８]ꎻ另一方面ꎬ外
泌体还可以通过在细胞间传递信息来促进 ＶＣ[９]ꎮ
活化 Ｔ 细胞核因子 ｃ１(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ Ｔ ｃｅｌｌ
ｃ１ꎬＮＦＡＴｃ１)被称为 ＶＣ、骨重塑的分子开关ꎬ发挥着

调节破骨成骨平衡的作用[１０]ꎮ 我们在前期研究中

证明ꎬＮＦＡＴｃ１ 的表达与 Ａｓ 的发生发展密切相关ꎮ
因此ꎬ我们猜想 ＣＤ１３７ 信号可通过 ＣＤ１３７￣ＮＦＡＴｃ１

轴来调控 ＶＣꎬ而外泌体在此过程中起关键转运的

作用ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要材料

６~８ 周龄 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠ꎬ体质量约 ２０ ｇꎬ由江

苏大学动物实验中心提供ꎮ ＣＤ１３７Ｌ 重组蛋白购自

上海生工生物工程有限公司ꎻα 平滑肌肌动蛋白(α￣
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ａｃｔｉｎꎬα￣ＳＭＡ)抗体购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ
骨形成蛋白 ２(ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ꎬＢＭＰ￣２)
抗体 和 Ｒｕｎｔ 相 关 转 录 因 子 ２ ( Ｒｕｎｔ￣ｒｅｌａｔｅｄ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２ꎬＲｕｎｘ￣２)抗体购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎻＬｉｐｏ２０００ 和 ＴＲＩｚｏｌ 试剂购自美国

Ｉｎｖｅｎｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻＣＤ９、ＣＤ８１ 抗体购自 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ 公

司ꎻＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒购自博士徳生物有限

公司ꎻＮＦＡＴｃ１ 抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司ꎻＶｏｎ Ｋｏｓｓａ 钙

化染色试剂盒购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司ꎻＱｕａｎｔｉＣｈｒｏｍ 钙测

定试剂盒购自美国 Ｂｉｏａｓｓａｙ 公司ꎻＥｘｏＱｕｉｃｋ￣ＴＣ(外
泌体快速抽提试剂盒)购自 Ｓｙｓｔｅｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公

司ꎻＥｘｏｓｏｍｅ￣ｆｒｅｅ ＦＢＳ (无外泌体胎牛血清) 购自

Ｂｉｏｉｎｄ 公司ꎻ２９３Ｔ 细胞购于中国科学院ꎮ
１.２　 细胞培养与处理

(１) 原 代 小 鼠 ＶＳＭＣ 的 分 离、 培 养、 干 预:
Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠 ＶＳＭＣ 常规分离、培养ꎬ留取 ３ ~ ８ 代

细胞ꎬ置于完全培养基(ＤＭＥＭ 培养基＋１０％胎牛血

清)培养ꎬ待细胞融合至 ６０％ꎬ分为:①对照组ꎻ②
ＣＤ１３７ 激动组:加入 ＣＤ１３７Ｌ 重组蛋白(终浓度 １０
ｍｇ / Ｌ)ꎮ 收集以上 ２ 组培养上清提取外泌体ꎬ所提

纯外泌体分别标为 Ｃｏｎｔｒｏｌ￣Ｅｘｏ 和 ＣＤ１３７￣Ｅｘｏꎬ用作

电镜、纳米颗粒跟踪分析(ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ ｔｒａｃｋｉｎｇ ａｎａｌ￣
ｙｓｉｓꎬＮＴＡ)和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎮ (２)将 ＶＳＭＣ 分 ３
组:① 对照组 ( ＰＬＫＯ. １￣ＧＦＰ )ꎻ② ＣＤ１３７ 激动组
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(ＰＬＫＯ.１￣ＧＦＰ＋ＣＤ１３７)ꎻ③沉默 ＮＦＡＴｃ１＋ＣＤ１３７ 激

动组(ＰＬＫＯ.１￣ｓｈＮＦＡＴｃ１＋ＣＤ１３７)ꎮ 分别提取以上 ３
组细胞培养上清中的外泌体ꎬ分别标记为(ＰＬＫＯ.１￣
ＧＦＰ) ￣Ｅｘｏ 对照组外泌体、ＣＤ１３７ 激动组外泌体、
(ＰＬＫＯ.１￣ｓｈＮＦＡＴｃ１＋ＣＤ１３７) ￣Ｅｘｏ 即沉默 ＮＦＡＴｃ１＋
ＣＤ１３７ 激动组外泌体ꎬ备用ꎮ (３)以 ５×１０４ 个 / 孔细

胞种入 ６ 孔板ꎬ细胞融合至 ５０％时ꎬ随机分为 ３ 组:
①对照组外泌体处理组:加入 ２００ ｍｇ / Ｌ (ＰＬＫＯ.１￣
ＧＦＰ) ￣Ｅｘｏꎻ②ＣＤ１３７ 激动组外泌体处理组:加入 ２００
ｍｇ / Ｌ (ＰＬＫＯ.１￣ＧＦＰ＋ＣＤ１３７) ￣Ｅｘｏꎻ③沉默 ＮＦＡＴｃ１＋
ＣＤ１３７ 激 动 组 外 泌 体 处 理 组: 加 入 ２００ ｍｇ / Ｌ
(ＰＬＫＯ.１￣ｓｈＮＦＡＴｃ１＋ＣＤ１３７) ￣Ｅｘｏꎻ处理 ３６ ｈ 提取蛋

白ꎬ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＢＭＰ￣２ 和 Ｒｕｎｘ￣２ 蛋白表达

水平ꎮ 细胞融合至 ８０％后改用钙化诱导液(ＤＦ１２＋
１０ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣磷酸甘油钠＋５％胎牛血清)ꎬ隔天换

液ꎬ继续培养 １４ 天ꎬ用于 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色ꎮ 细胞培

养实验使用去外泌体胎牛血清ꎬ以排除血清中外泌

体的影响ꎮ
１.３　 外泌体提纯

按“１.２”下方法培养 ＶＳＭＣꎬ收集培养上清至高

压灭菌的 １５ ｍＬ 离心管ꎬ放置在预冷离心机中(超
速冷冻离心机ꎬＴｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ ＳＴ １６ＲꎬＴｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
公司)ꎬ３０００ ｇ 离心力离心 １５ ｍｉｎ 以去除细胞和细

胞碎片ꎮ 将上清转移到高压灭菌的 １５ ｍＬ 离心管

中ꎬ加入 ＥｘｏＱｕｉｃｋ￣ＴＣ Ｅｘｏｓｏｍｅ 预混液(Ｅｘｏｓｏｍｅ Ｉｓｏ￣
ｌａｔｉｏｎ ＲｅａｇｅｎｔꎬＳＢＩ 公司)ꎬ用振荡器将离心管中的液

体充分混匀ꎬ混匀后放入 ４ ℃的冰箱中过夜沉淀ꎮ ４
℃ １５００ ｇ 离心力离心 ３０ ｍｉｎꎮ 离心后离心管底部

有白色沉淀ꎬ外泌体就在底部沉淀中ꎮ 弃上清ꎬ再
将离心管中的沉淀物 １５００ ｇ 离心力离心 ５ ｍｉｎꎬ弃
上清ꎬ注意不要摇晃沉淀的白色物质ꎮ 加入 ３００ μＬ
高压 灭 菌 的 磷 酸 盐 缓 冲 液 ( ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ ＰＢＳ)重悬稀释ꎬ用 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂

盒检测外泌体蛋白浓度ꎬ然后将所分离的外泌体置

于－８０ ℃冰箱冷冻备用ꎮ
１.４　 透射电镜和纳米颗粒跟踪分析仪观测外泌体

将 １０ μＬ 外泌体滴于铜网上ꎬ静置 ２ ｍｉｎꎬ用滤

纸将铜网边缘的液体擦净ꎬ在铜网面上滴加 １０ μＬ
乙酸双氧铀ꎬ染色 １ ｍｉｎꎮ 利用 ＣＭ１００ 透射电子显

微镜(Ｐｈｉｌｉｐｓ 公司)观察、拍照ꎮ 粒子浓度和粒径分

布由纳米颗粒跟踪分析仪(ＮａｎｏＳｉｇｈｔ ＬＭ１０)观察

分析ꎮ
１.５　 荧光显微镜观察外泌体被 ＶＳＭＣ 摄取

ＶＳＭＣ 内吞外泌体实验:用膜染料 ＰＫＨ￣２６(红
色)标记外泌体ꎬ将经标记的外泌体悬液通过 １００￣

ｋＤａ ＭＷＣＯ 中空纤维膜(Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司)ꎬ１５００ ｇ 离

心力离心 １５ ｍｉｎꎬ重复 ２ 次(去除未结合的染料)ꎮ
在 ２４ 孔板中接种 ４ 个孔 ＶＳＭＣ(５００００ 个细胞 / 孔)ꎬ
在细胞贴壁后加入带有荧光素的外泌体 ( ２００
ｍｇ / Ｌ)ꎬ共培养 ６、１２、１８、２４ ｈꎮ 然后用 ＰＢＳ 洗涤细

胞并在 ４％多聚甲醛中固定 １５ ｍｉｎꎬ用 ４′ꎬ６￣二脒基￣
２￣苯基吲哚(４′ꎬ６￣ｄｉａｍｉｄｉｎｏ￣２￣ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅꎬＤＡＰＩ)染
核后使用荧光显微镜观察拍照ꎮ
１.６　 沉默 ＮＦＡＴｃ１ 病毒载体构建并感染 ＶＳＭＣ

ｓｈＮＦＡＴｃ１ 的上游引物序列为 ５′￣ＣＣＧＧＣＣＣＧＴ
ＣＣＡＡＧＴＣＡＧＴＴＴＣＴＡＴＣＴＣＧＡＧＡＴＡＧＡＡＡＣＴＧＡＣＴＴ
ＧＧＡＣＧＧＧＴＴＴＴＴＧ￣３′ꎬ下游引物序列为 ５′￣ＡＡＴＴＣＡ
ＡＡＡＡＣＣＣＧＴＣＣＡＡＧＴＣＡＧＴＴＴＣＴＡＴＣＴＣＧＡＧＡＴＡＧＡ
ＡＡＣＴＧＡＣＴＴＧＧＡＣＧＧＧ￣３′ꎮ 合成的序列置于 ＰＣＲ
仪上ꎬ反应条件为 ９５ ℃ １００ ｍｉｎꎬ退火生成双链

ＤＮＡꎮ 用 ＥｃｏＲⅠ和 ＡｇｅⅠ限制性内切酶酶切上述

获得的目的片段及空载体ꎬ酶切产物经凝胶电泳分

离ꎬ以凝胶回收试剂盒回收目的片段ꎬ使用 Ｔ４ 连接

酶将目的 ＤＮＡ 片段及空载体在室温下连接过夜ꎮ
将上述连接产物导入感受态细胞后ꎬ涂板放入 ３７ ℃
培养箱中ꎬ１４ ｈ 后挑取阳性单克隆扩增ꎬ提取质粒ꎬ
将质粒送上海生工生物工程公司测序ꎮ 取生长良

好的 ２９３Ｔ 细胞ꎬ以每孔 ２×１０５ 个细胞接种于 ６ 孔

板ꎮ 第 ２ 天细胞覆盖率达 ７０％ ~ ８０％后ꎬ根据慢病

毒包装体系将经测序验证的目的基因、辅助质粒

ＰＳＰＡＸ２ 及 ＰＭＤ２Ｇ 共转染至 ２９３Ｔꎮ ８ ｈ 后更换含

１０％胎牛血清的完全培养基ꎬ收集 ４８ ｈ 和 ７２ ｈ 的上

清液ꎬ４ ℃离心 １ ｍｉｎ 去除杂质ꎬ分装后在－８０ ℃保

存备用ꎮ 将 ＶＳＭＣ 接种于 ６ 孔板内ꎬ待融合度达

７０％时ꎬ更换新鲜培养基ꎬ每孔加入 ３００ μＬ 病毒及

终浓度为 ８ ｍｇ / Ｌ 的溴化己二甲铵(聚凝胺)ꎮ ２４ ｈ
后重复感染 １ 次ꎮ ４８ ｈ 后使用 ２.５ ｍｇ / Ｌ 嘌呤霉素

筛选稳定表达目的基因的细胞株:对照组(ＰＬＫＯ.１￣
ｓｈＧＦＰ)、沉默 ＮＦＡＴｃ１ 细胞株(ＰＬＫＯ.１￣ｓｈＮＦＡＴｃ１)ꎮ
筛选出空载对照细胞株、ｓｈＲＮＡ 稳定表达的细胞株

(ＰＬＫＯ. １￣ｓｈＮＦＡＴｃ１ )ꎬ 分 别 作 为 对 照 组、 沉 默

ＮＦＡＴＣ１ 组ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测 ＮＦＡＴｃ１ 蛋

白表达水平ꎮ
１.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

(１)检测外泌体中 ＣＤ９、ＣＤ８１、ＮＦＡＴｃ１ 蛋白的

表达:取“１.３”下实验中重悬的外泌体 ５０ μＬ 至 １.５
ｍＬ 离心管中ꎬ加入 １００ μＬ ＲＩＰＡ 裂解液ꎬ将离心管

放在冰上ꎬ每 ５ ｍｉｎ 震荡 １ 次ꎬ震荡 １ ｈꎮ 加入 ５ 倍

稀释的上样缓冲液 ３７.５ μＬꎬ煮沸 ８ ｍｉｎꎮ 按照 ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒测定的外泌体中总蛋白浓度ꎬ

６９１１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １２ꎬ２０１８



分别取 ３０ μｇ 上样ꎬ用 １０％分离胶行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 分

离ꎬ３５０ ｍＡ、９０ ｍｉｎꎬ将胶上的蛋白转至聚偏二氟乙

烯膜(ＰＶＤＦ 膜)ꎬ用 ５％脱脂牛奶在摇床上室温摇 １
ｈ 将膜封闭ꎬ分别加兔抗小鼠抗体 ＣＤ９(１ ∶ ５００)、
ＣＤ８１ ( １ ∶ ５００ )、 β￣ａｃｔｉｎ ( １ ∶ ２０００ )、 ＮＦＡＴｃ１
(１ ∶ １０００)ꎬ４ ℃ 孵育过夜ꎮ 第 ２ 天回收抗体ꎬ用
ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ 用辣根过氧化物酶标

记的山羊抗兔 ＩｇＧ(１ ∶ ５０００)３７ ℃孵育 １ ｈꎬＴＢＳＴ 洗

涤 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ ＥＣＬ 显色系统定影显色ꎬ观察

杂交条带ꎮ (２)提取各组外泌体处理的 ＶＳＭＣ 蛋

白ꎬ取 １０ μｇ 上样ꎬ重复 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验ꎬ检测 α￣
ＳＭＡ、ＢＭＰ￣２(１ ∶ １０００)、Ｒｕｎｘ￣２(１ ∶ ２０００)蛋白表

达ꎮ 使用 Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６.０ 软件对 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 条
带进行灰度分析ꎮ
１.８　 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色

吸去细胞上清ꎬ用 ＰＢＳ 漂洗 ３ 遍ꎬ加入 ４％多聚

甲醛固定 ３０ ｍｉｎꎬ滴加 ２％ ＡｇＮＯ３ꎬ紫外线照射 １ ｈꎬ
去离子水漂洗 ３ 次ꎬ硫代硫酸钠处理 ５ ｍｉｎꎬ去离子

水漂洗 ３ 次后中性红染色 ３ ｍｉｎꎬ去离子水漂洗 ３
次ꎬ加入 ２００ μＬ 甘油ꎬ倒置显微镜下观察ꎬ拍照ꎮ
１.９　 钙含量测定

将“１.２(３)”下培养的 ＶＳＭＣꎬ用 ＰＢＳ 洗涤后ꎬ
用 ０. ６ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 在 ４ ℃ 处理 ＶＳＭＣ 过夜ꎮ 吸去

ＨＣｌ 处理后上清液ꎬ将剩余的细胞层溶于 ０.１ ｍｏｌ / Ｌ
ＮａＯＨ 和 ０.１％ＳＤＳ 中进行蛋白质浓度分析ꎮ 使用

ＱｕａｎｔｉＣｈｒｏｍ 钙测定试剂盒对 ＨＣｌ 处理后的上清液

中的钙含量进行比色分析ꎬ并将其与蛋白质含量标

准化后比较ꎮ
１.１０　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ ２３.０ 统计软件进行数据分析ꎬ计量

数据符合正态分布ꎬ均采用 ｘ±ｓ 表示ꎬ多组间比较采

用单因素方差分析(ＡＮＯＶＡ)ꎬ组间两两比较采用最

小显著性差异法(ＬＳＤ 法)ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有统

计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＶＳＭＣ 培养上清中提取的外泌体的鉴定

透射电镜观察 ＶＳＭＣ 外泌体大小形态:外泌体

大小 ３０~１００ ｎｍꎬ为双层膜结构的盘状囊泡ꎬ部分成

圆形ꎻ２ 组细胞分泌的外泌体均表达外泌体特异性

表面标志物 ＣＤ８１、ＣＤ９(图 １)ꎻＮＴＡ 检测结果显示

提取的微囊泡粒径主要落在 ３０ ~ １００ ｎｍꎻ结果显示

在 ＶＳＭＣ 培养上清中所提取的微囊泡为外泌体ꎮ
２.２　 激动 ＣＤ１３７ 信号后对外泌体中 ＮＦＡＴｃ１ 表达

的影响

与对照组外泌体比较ꎬＣＤ１３７ 激动组外泌体中

ＮＦＡＴｃ１ 的蛋白表达水平明显增高(Ｐ<０.０５ꎻ图 ２)ꎮ
表明在 ＶＳＭＣ 中激动 ＣＤ１３７ 能上调 ＮＦＡＴｃ１ 在外泌

体中表达ꎮ

图 １. 小鼠 ＶＳＭＣ 外泌体的鉴定(５９０００×)　 　 Ａ 为透射电镜观察外泌体ꎬ箭头所指为外泌体ꎻＢ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测外泌体特异性表面标

记蛋白 ＣＤ９ 和 ＣＤ８１ꎻＣ 为 ２ 组外泌体 ＮＴＡ 法粒径检测结果ꎮ １ 为对照组外泌体ꎻ２ 为 ＣＤ１３７ 激动组外泌体ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｆｒｏｍ ｍｏｕｓｅ ＶＳＭＣ (５９０００×)
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图 ２. ＶＳＭＣ 和外泌体中 ＮＦＡＴｃ１ 表达水平　 　 Ａ 为 ＣＤ１３７ 信号激动后细胞内 ＮＦＡＴｃ１ 蛋白的表达水平ꎻａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组细胞比

较ꎮ Ｂ 为 ＣＤ１３７ 信号激动后外泌体中 ＮＦＡＴｃ１ 蛋白的表达水平ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组外泌体比较ꎮ １ 为对照组细胞ꎻ２ 为 ＣＤ１３７ 激动组细胞ꎻ
３ 为对照组外泌体ꎻ４ 为 ＣＤ１３７ 激动组外泌体ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＮＦＡＴｃ１ ｉｎ ＶＳＭＣ ａｎｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ

２.３　 提纯的外泌体能被 ＶＳＭＣ 摄取

用 ＰＫＨ￣２６(红色荧光)标记外泌体并与 ＶＳＭＣ
共培养 ６、１２、１８、２４ ｈꎬ观察到红色荧光点向蓝色细

胞核周围聚集ꎬ即外泌体被 ＶＳＭＣ 摄取ꎮ 荧光显微

镜下观察可见 ６ ｈ 开始核周有外泌体聚集ꎬ到 ２４ ｈ
外泌体被 ＶＳＭＣ 有效摄取(图 ３)ꎮ
２.４　 沉默 ＮＦＡＴｃ１ 的细胞株外泌体中 ＮＦＡＴｃ１ 的表

达受抑制

与 ＣＤ１３７ 激动组细胞及外泌体比较ꎬ 沉默

ＮＦＡＴｃ１＋ＣＤ１３７ 激动组细胞及外泌体中的 ＮＦＡＴｃ１
蛋白表达量显著下降(Ｐ<０.０５ꎻ图 ４)ꎬ提示细胞中沉

默 ＮＦＡＴｃ１ 有效ꎬ同时外泌体中 ＮＦＡＴｃ１ 的表达亦

被有效抑制ꎮ
２.５ 　 外泌体对 ＶＳＭＣ 中 α￣ＳＭＡ、ＢＭＰ￣２ 和 Ｒｕｎｘ￣２
表达的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析显示ꎬ与对照组外泌体比较ꎬ
ＣＤ１３７ 激动组外泌体能显著下调 ＶＳＭＣ 中 α￣ＳＭＡ
蛋白的表达ꎬ同时显著上调 ＢＭＰ￣２ 和 Ｒｕｎｘ￣２ 蛋白

的表达(Ｐ<０.０５)ꎮ 而与 ＣＤ１３７ 激动组外泌体处理

组比较ꎬ用沉默 ＮＦＡＴｃ１＋ＣＤ１３７ 激动组外泌体处理

ＶＳＭＣꎬ其 ＢＭＰ￣２ 和 Ｒｕｎｘ￣２ 蛋白表达显著下调ꎬ同
时 α￣ＳＭＡ 蛋白表达上调 (Ｐ < ０. ０５ꎻ图 ５)ꎮ 提示

ＣＤ１３７ 信号激动后分泌的外泌体通过 ＮＦＡＴｃ１ 促进

ＶＳＭＣ 成骨表型转化ꎮ

图 ３. 外泌体被 ＶＳＭＣ 摄取(４００×)　 　 ＰＫＨ２６(红色)标记外泌体ꎬＤＡＰＩ(蓝色)标记 ＶＳＭＣ 细胞核ꎬ红色荧光点在蓝色细胞核周围聚集ꎬ
即外泌体被摄取ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｔｅｒｎａｌｉｚｅｄ ｂｙ ＶＳＭＣ (４００×)
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图 ４. 病毒沉默 ＮＦＡＴｃ１ 的效率和 ２ 组外泌体中 ＮＦＡＴｃ１ 的表达水平 　 　 Ａ 为沉默细胞株中 ＮＦＡＴｃ１ 检测结果ꎻａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与
ＣＤ１３７ 激动组细胞比较ꎮ Ｂ 为沉默细胞株外泌体中 ＮＦＡＴｃ１ 检测结果ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＣＤ１３７ 激动组外泌体比较ꎮ １ 为 ＣＤ１３７ 激动组细胞ꎻ２
为沉默 ＮＦＡＴｃ１＋ＣＤ１３７ 激动组细胞ꎻ３ 为 ＣＤ１３７ 激动组外泌体ꎻ４ 为沉默 ＮＦＡＴｃ１＋ＣＤ１３７ 激动组外泌体ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｖｉｒｕｓ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＮＦＡＴｃ１ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＮＦＡＴｃ１ ｉｎ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｏｆ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ

图 ５. 外泌体对 ＶＳＭＣ 中 α￣ＳＭＡ、ＢＭＰ￣２和 Ｒｕｎｘ￣２蛋白表达的影响　 　 １ 为对照组外泌体处理组ꎻ２ 为 ＣＤ１３７ 激动组外泌体处理

组ꎻ３ 为沉默 ＮＦＡＴｃ１＋ＣＤ１３７ 激动组外泌体处理组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组外泌体处理组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＣＤ１３７ 激动组外泌体处理组

比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ α￣ＳＭＡꎬ ＢＭＰ￣２ ａｎｄ Ｒｕｎｘ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＶＳＭＣ

２.６　 外泌体对 ＶＳＭＣ 钙化发生及钙盐沉积的影响

将各组 ＶＳＭＣ 进行 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色ꎬ结果显示

ＣＤ１３７ 激动组外泌体处理组 ＶＳＭＣ 黑色钙颗粒沉积

显著增多ꎬ与对照组外泌体处理组比较ꎬ钙化面积

增大 ３.４７ 倍(Ｐ<０.０５)ꎮ 与 ＣＤ１３７ 激动组外泌体处

理组比较ꎬ沉默 ＮＦＡＴｃ１＋ＣＤ１３７ 激动组外泌体处理

组钙盐沉积明显降低(Ｐ<０.０５ꎻ图 ６)ꎮ 提示 ＣＤ１３７
信号激动后分泌的外泌体通过 ＮＦＡＴｃ１ 促进 ＶＳＭＣ

成骨表型转化ꎮ

３　 讨　 论

血管钙化是 Ａｓ、慢性肾病和糖尿病患者常见的

晚期并发症ꎬ显著增加患者心血管事件的发病率和

死亡率ꎮ ＶＣ 与骨形成过程相似ꎬ主要由动脉壁中

的磷酸钙沉积导致ꎬ是一种主动调节的基质矿物质
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图 ６. 外泌体对 ＶＳＭＣ 钙化发生及钙盐沉积的影响(２００×)　 　 Ａ 为 Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色结果ꎻＢ 为钙含量测定结果ꎮ １ 为对照组外泌体处

理组ꎻ２ 为 ＣＤ１３７ 激动组外泌体处理组ꎻ３ 为沉默 ＮＦＡＴｃ１＋ＣＤ１３７ 激动组外泌体处理组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组外泌体处理组比较ꎻｂ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与 ＣＤ１３７ 激动组外泌体处理组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｏｎ ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ＶＳＭＣ (２００×)

代谢过程[１１￣１２]ꎮ 这种现象包括 ＶＳＭＣ 在慢性肾病、
糖尿病、衰老或炎症等环境下的收缩表型去分化和

向成骨表型转化ꎮ 成骨表型的特征包括:血管壁中

成骨标志物如 ＢＭＰ￣２、Ｒｕｎｘ￣２ 等水平的增加ꎬ内源

性矿化抑制剂基质 γ￣羧基谷氨酸酸性蛋白和胎球

蛋白的降低ꎮ 其中 ＢＭＰ￣２ 是转化生长因子 β 超家

族成员ꎬ有诱导骨形成的作用ꎬＲｕｎｘ￣２ 是调节成骨

细胞和软骨细胞分化的核心转录因子ꎬ这些指标的

上调都能促进钙化的发生[１２]ꎮ ＣＤ１３７ 是淋巴细胞

表面重要的共刺激分子ꎮ Ｏｌｏｆｓｓｏｎ 等[４] 发现 ＣＤ１３７
在人类 Ａｓ 斑块中高表达ꎬ而在正常平滑肌中表达较

少ꎬ但在受到炎症刺激后可高表达 ＣＤ１３７ꎮ 我们前

期研究发现激活 ＣＤ１３７ 信号通路后ꎬ能促进平滑肌

细胞的钙化发生及 ＡｐｏＥ－ / －小鼠动脉粥样斑块内钙

化灶显著增多ꎬ然而其中具体机制仍未明确ꎮ
外泌体是一类能进行细胞间信息传递的新型

高效的通信介质ꎬ广泛存在于各种体液中ꎬ能特异

性装载细胞内的 ＲＮＡ、蛋白质和活性因子等成分ꎮ
外泌体在心血管疾病中发挥重要的作用ꎮ 最近的

研究[１３]揭示在 Ａｓ 钙化中ꎬＶＳＭＣ 能向细胞外分泌

外泌体ꎬ介导矿物沉积加速和钙化发生ꎻ另一方面

外泌体能通过基因信息的转运来促进 ＶＣꎮ 但外泌

体促进 ＶＣ 的具体作用机制仍未明确ꎮ 因此本实验

阐述外泌体在 ＣＤ１３７ 信号介导的平滑肌细胞钙化

过程中的作用ꎮ
首先ꎬ我们用透射电镜观察提取的细胞外囊泡

的大小形态ꎬ检测外泌体特异性标记物ꎬ明确所提

取囊泡为外泌体ꎮ 随后我们进行了 ２ 组外泌体中成

分的检测ꎬ经过筛查发现 ＣＤ１３７ 激动组外泌体中的

ＮＦＡＴｃ１ 比对照组外泌体显著上调ꎻ根据我们的前

期研究ꎬＣＤ１３７ 信号能通过上调 ＮＦＡＴｃ１ 促进 ＶＳＭＣ
的表型转化ꎬ即收缩表型去分化ꎬ向 “合成” 型转

化[１４]ꎮ ＮＦＡＴｃ１ 是骨调节中的一个关键因子ꎬ因此

我们进一步研究 ＣＤ１３７ 信号激动后分泌的外泌体

在 ＶＳＭＣ 成骨表型分化中的作用ꎮ 将各组外泌体与

ＶＳＭＣ 共培养ꎬ结果显示 ＣＤ１３７ 激动组 ＶＳＭＣ 分泌

的外泌体能使 ＶＳＭＣ 中的成骨表型蛋白 ＢＭＰ￣２ 和

Ｒｕｎｘ￣２ 蛋白的表达显著增加ꎬ同时抑制 α￣ＳＭＡ 蛋

白的表达ꎻ而在沉默 ＮＦＡＴｃ１ 的同时激动 ＣＤ１３７ 信

号后分泌的外泌体不能上调 ＶＳＭＣ 中 ＢＭＰ￣２ 和

Ｒｕｎｘ￣２ 的蛋白表达ꎬ亦不能下调 α￣ＳＭＡ 蛋白ꎮ 此

结果提示:在 ＶＳＭＣ 中激动 ＣＤ１３７ 信号能通过分泌

外泌体来向周围的 ＶＳＭＣ 转运 ＮＦＡＴｃ１ 介导成骨表

型转化ꎻ而 ＶＳＭＣ 从“收缩”到“合成”状态的表型转

换ꎬ能促进血管病变ꎬ包括再狭窄、Ａｓ 和 ＶＣꎮ 目前

认为 ＶＳＭＣ 向成骨样细胞表型转化并表达成骨样细

胞标志性蛋白如 ＢＭＰ￣２、Ｒｕｎｘ￣２ 是 ＶＣ 发生的重要

环节ꎮ Ｖｏｎ Ｋｏｓｓａ 染色检测结果显示ꎬＣＤ１３７ 激动组

外泌体处理的 ＶＳＭＣ 内钙盐沉积面积及钙离子含量

比对照组外泌体处理组显著增加ꎻ与 ＣＤ１３７ 激动组

外泌体处理组比较ꎬ沉默 ＮＦＡＴｃ１＋ＣＤ１３７ 激动组外

泌体处理组钙盐沉积面积和钙离子含量明显下降ꎻ
这与钙化相关蛋白表达结果一致ꎮ 提示激动 ＣＤ１３７
信号可能通外泌体来介导 ＶＳＭＣ 成骨样表型转化及

钙化形成ꎬＮＦＡＴｃ１ 是此过程的关键因子ꎮ
综上所述ꎬ本研究证实 ＣＤ１３７ 信号通过外泌体

转运 ＮＦＡＴｃ１ 介导小鼠 ＶＳＭＣ 钙化形成ꎮ 本研究为

阐明 ＣＤ１３７ 信号在 ＶＣ 中的作用机制提供了理论依

据ꎬ也为进一步干预 Ａｓ 斑块钙化形成提供了新的靶

点及思路ꎮ
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