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［摘要］　目的　探讨Ｍ１型巨噬细胞来源的外泌体微小 ＲＮＡ（ｍｉＲ）１６５ｐ对心房肌细胞电
生理的影响及可能机制。方法　将小鼠单核巨噬细胞（ＲＡＷ２６４．７细胞）分为脂多糖（ＬＰＳ）组
（ＬＰＳ诱导刺激ＲＡＷ２６４．７细胞２４ｈ使其分化为 Ｍ１型巨噬细胞）、ｍｉＲ１６５ｐ阴性对照（ＮＣ）组
（将ｍｉＲ１６５ｐＮＣ转染ＲＡＷ２６４．７细胞后诱导分化）、ｍｉＲ１６５ｐ模拟物（ｍｉｍｉｃｓ）组（将 ｍｉＲ１６５ｐ
ｍｉｍｉｃｓ转染ＲＡＷ２６４．７细胞后诱导分化）、ｍｉＲ１６５ｐ抑制物（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）组（将 ｍｉＲ１６５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
转染ＲＡＷ２６４．７细胞后诱导分化）及ＬＰＳ＋中性鞘磷脂酶抑制剂（ＧＷ４８６９）组（ＲＡＷ２６４．７细胞经
ＬＰＳ诱导完成后加入１０μＭＧＷ４８６９继续培养）。５组巨噬细胞培养４８～７２ｈ后收集上清液，采用
超速离心法提取外泌体。采用实时荧光ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测转染后巨噬细胞ｍｉＲ１６５ｐ相对表达
水平。将心房肌细胞（ＨＬ１细胞）暴露于快速电刺激（１．０Ｖ／ｃｍ，１０Ｈｚ）４８ｈ构建快速起搏诱导的
房颤细胞模型，与各组外泌体共培养，心房肌细胞分为 Ａ组（起搏 ＨＬ１细胞 ＋ＬＰＳ组外泌体）、
Ｂ组（起搏ＨＬ１细胞＋ｍｉＲ１６５ｐＮＣ组外泌体）、Ｃ组（起搏ＨＬ１细胞＋ｍｉＲ１６５ｐｍｉｍｉｃｓ组外泌
体）、Ｄ组（起搏ＨＬ１细胞＋ｍｉＲ１６５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组外泌体）、Ｅ组（起搏ＨＬ１细胞 ＋ＬＰＳ＋ＧＷ４８６９
组外泌体）。采用膜片钳检测各组心房肌细胞动作电位时限［复极化达５０％和９０％的动作电位时
限（ＡＰＤ５０、ＡＰＤ９０）］，采用蛋白质免疫印记法检测５组细胞中磷脂酰肌醇激酶（ＰＩ３Ｋ）、蛋白激酶 Ｂ
（ＡＫＴ）、磷酸化ＡＫＴ（ｐＡＫＴ）表达水平。结果　ｍｉＲ１６５ｐｍｉｍｉｃｓ组巨噬细胞ｍｉＲ１６５ｐ相对表达
水平高于ｍｉＲ１６５ｐＮＣ组（Ｐ＜０．００１），而ｍｉＲ１６５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组低于ｍｉＲ１６５ｐＮＣ组（Ｐ＜０．０５）。
Ａ组和Ｂ组ＨＬ１细胞ＡＰＤ５０和ＡＰＤ９０比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；Ｃ组ＨＬ１细胞ＡＰＤ５０
和ＡＰＤ９０均短于Ａ组（Ｐ＜０．０５）；Ｄ组及 Ｅ组 ＨＬ１细胞 ＡＰＤ５０和 ＡＰＤ９０均长于 Ａ组（Ｐ＜０．０１）。
Ａ组和Ｂ组ＨＬ１细胞ＰＩ３Ｋ表达水平、ｐＡＫＴ／ＡＫＴ比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；Ｃ组ＨＬ１
细胞ＰＩ３Ｋ表达水平、ｐＡＫＴ／ＡＫＴ均低于Ａ组（Ｐ＜０．００１）；Ｄ组及Ｅ组ＨＬ１细胞ＰＩ３Ｋ表达水平、
ｐＡＫＴ／ＡＫＴ均高于Ａ组（Ｐ＜０．００１）。结论　Ｍ１型巨噬细胞来源的外泌体 ｍｉＲ１６５ｐ可缩短心
房肌细胞动作电位时限，可能与抑制ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路有关。
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ｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎＡｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．００１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｍ１ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｄｅｒｉｖｅｄｅｘｏｓｏｍｅｍｉＲＮＡ１６５ｐ
ｃａｎｓｈｏｒｔｅｎａｃｔｉｏｎｐｏｔｅｎｔｉａｌｄｕｒａｔｉｏｎｏｆａｔｒｉａｌｍｙｏｃｙｔｅｓ，ｐｏｓｓｉｂｌｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴｐａｔｈｗａｙ．

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　Ａｔｒｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎ；　Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ；　Ｅｘｏｓｏｍｅ；　Ａｃｔｉｏｎｐｏｔｅｎｔｉａｌ；　Ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ

　　近年来研究表明外泌体在心房颤动（简称房颤）
的发生发展中起重要作用［１］。外泌体可通过调节细

胞间的信息交流从而调控基因表达，影响心房重构和

房颤的发生［２］。有研究结果显示巨噬细胞来源的富

含微小 ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ，ｍｉＲ）的外泌体可调控心肌细胞
炎症反应和电重构等病理过程［３］。ｍｉＲＮＡ是外泌体
介导细胞间信号通讯的重要功能分子。研究发现，

ｍｉＲ１６５ｐ可促进心肌细胞的内质网应激和氧化应
激，抑制ｍｉＲ１６５ｐ表达可减少细胞凋亡及炎症，减轻
心肌损伤［４］。既往研究已证实炎症和房颤的关系密

切，临床和基础研究均发现房颤发生时心房 Ｍ１型巨
噬细胞浸润明显增多［５６］。但 Ｍ１型巨噬细胞分泌的
外泌体ｍｉＲ１６５ｐ对心肌细胞电重构是否有作用尚不
明确。本研究旨在探讨Ｍ１型巨噬细胞来源的外泌体
ｍｉＲ１６５ｐ对心房肌细胞电生理的影响及潜在机制。

材料与方法

１．材料：ＲＡＷ２６４．７细胞（小鼠单核巨噬细胞系）、
ＨＬ１细胞（小鼠心房肌细胞系）均购于武汉 Ｐｒｏｃｅｌｌ实
验室。脂多糖（ＬＰＳ）购于 Ｓｉｇｍａ公司，中性鞘磷脂酶
抑制剂（ＧＷ４８６９，一种外泌体抑制剂）购于 ＭＣＥ公
司，转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ６０００（Ｌｉｐｏ６０００）、蛋白定量
试剂盒（ＢＣＡ试剂盒）均购于碧云天公司，ＲＮＡ提取试
剂（Ｔｒｉｚｏｌ）购于ＴａｋａＲａ公司，细胞快速裂解液（ＲＩＰＡ裂
解液）、第一链 ｃＤＮＡ合成试剂盒、蛋白激酶 Ｂ（ＡＫＴ）
抗体、肿瘤易感基因１０１蛋白（ＴＳＧ１０１）抗体、甘油醛
３磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）抗体均购于赛维尔生物科技
有限公司，磷脂酰肌醇激酶（ＰＩ３Ｋ）抗体、磷酸化 ＡＫＴ

（ｐＡＫＴ）抗体均购于爱博泰克生物科技有限公司，
ＣＤ８１购于三鹰公司，ｍｉＲ１６５ｐ阴性对照（ｍｉＲ１６５ｐ
ＮＣ）、ｍｉＲ１６５ｐ模拟物（ｍｉＲ１６５ｐｍｉｍｉｃｓ）及ｍｉＲ１６５ｐ
抑制物（ｍｉＲ１６５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）均由武汉勤达创新生物
科技有限公司合成。

２．方法
（１）巨噬细胞的培养及分组：首先将 ＲＡＷ２６４．７

细胞接种在含有１０％胎牛血清的高糖培养基的大皿
中并置于３７℃、５％ＣＯ２环境中培养，当细胞增殖至
密度达到８０％ ～９０％时进行传代，将细胞分为５组：
①ＬＰＳ组：ＬＰＳ诱导刺激ＲＡＷ２６４．７细胞２４ｈ使其分
化为Ｍ１型巨噬细胞后不施加任何干预；②ｍｉＲ１６５ｐ
ＮＣ组：将 ｍｉＲ１６５ｐＮＣ转染 ＲＡＷ２６４．７细胞后诱导
分化；③ｍｉＲ１６５ｐｍｉｍｉｃｓ组：将 ｍｉＲ１６５ｐｍｉｍｉｃｓ转
染ＲＡＷ２６４．７细胞使ｍｉＲ１６５ｐ过表达，再诱导分化；
④ｍｉＲ１６５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组：将 ｍｉＲ１６５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ转染
ＲＡＷ２６４．７细胞抑制 ｍｉＲ１６５ｐ表达，再诱导分化；
⑤ＬＰＳ＋ＧＷ４８６９组：ＲＡＷ２６４．７细胞经ＬＰＳ诱导完成
后，更换新鲜培养基并加入１０μＭＧＷ４８６９继续培养
４８～７２ｈ。

（２）巨噬细胞的诱导：将巨噬细胞以１×１０６个细
胞／孔接种于六孔板中，每孔添加 ＬＰＳ（５００ｎｇ／ｍｌ）刺
激２４ｈ分化为Ｍ１型巨噬细胞，诱导结束后用磷酸盐
缓冲液（ＰＢＳ）洗涤细胞１～２次，加入含１０％胎牛血清
的高糖培养基中继续培养，采用光学显微镜观察巨噬

细胞形态变化，采用免疫荧光观察未分化组及分化组

巨噬细胞标志物小鼠含生长因子样模体黏液样激素样

受体（Ｆ４／８０）和诱导型一氧化氮合酶（ｉＮＯＳ）表达水
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平，采用实时荧光ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测Ｍ１型巨噬细胞
特定表面受体标记物肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）α和 ｉＮＯＳ
表达情况。

（３）巨噬细胞转染ｍｉＲ１６５ｐ：首先向２５０μｌ的高
糖培养基中加入５μｌ的 ｌｉｐｏ６０００转染试剂，轻轻吹打
使之混匀，室温静置５ｍｉｎ，另向２５０μｌ的高糖培养基
中分别加入５μｌｍｉＲ１６５ｐＮＣ／ｍｉｍｉｃｓ／ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，轻轻
吹打混匀，将含有 ｌｉｐｏ６０００的高糖培养基分别与含有
ｍｉＲ１６５ｐＮＣ／ｍｉｍｉｃｓ／ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ的高糖培养基混合配
置成转染复合物并充分混匀，室温静置２０ｍｉｎ。将六
孔板接种好的细胞更换为无血清培养基，分别将转染

复合物加入对应六孔板的各个孔中，培养４～６ｈ后更
换为完全培养基，加入ＬＰＳ诱导为Ｍ１型巨噬细胞，继
续培养细胞４８ｈ。

（４）ｑＲＴＰＣＲ检测：巨噬细胞分别转染 ｍｉＲ１６５ｐ
ＮＣ、ｍｉＲ１６５ｐｍｉｍｉｃｓ、ｍｉＲ１６５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ４８ｈ后，ｔｒｉｚｏｌ
提取总ＲＮＡ并测定浓度及纯度，按照第一链ｃＤＮＡ合
成试剂盒说明书操作将其逆转录为 ｃＤＮＡ，进行定量
ＰＣＲ扩增，以 Ｕ６为内参基因，各引物序列如表 １所
示。每个样品均设３个复孔，以２－ΔΔＣｔ法计算ｍｉＲ１６５ｐ
相对表达水平。

表１　ｑＲＴＰＣＲ引物序列

引物名称 引物序列（５’－３’）

ＴＮＦα
Ｆ：ＧＣＡＡＣＴＧＣＴＧＣＡＣＧＡＡＡＴＣ
Ｒ：ＣＴＧＣＴＴＧＴＣＣＴＣＴＧＣＣＣＡＣ

ｉＮＯＳ Ｆ：ＧＣＴＴＧＧＧＴＣＴＴＧＴＴＣＡＣＴＣＣ
Ｒ：ＧＧＣＣＴＴＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＧＴＧＴ

ｍｉＲ１６５ｐ
Ｆ：ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＴＡＧＣＡＧＣＡＣＧＴＡＡＡＴＡ
Ｒ：ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡＴＴ
ＣＡＧＴＴＧＡＧＣＧＣＣＡＡＴＡ

Ｕ６ Ｆ：ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ
Ｒ：ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＣＣＴＣＧＴＣＣＣＧＴＡＧＡＣＡＡＡＡＴＧ
Ｒ：ＴＧＡＧＧＴＣＡＡＴＧＡＡＧＧＧＧＴＣＧＴ

　　（５）外泌体的提取及鉴定：收取各组细胞上清液，
采用超速离心法收集外泌体，４℃低温冷冻离心机中
以３００ｇ离心１０ｍｉｎ，去除沉淀；２０００ｇ离心１０ｍｉｎ，去
除沉淀；１００００ｇ离心３０ｍｉｎ，收集上清液，用滤过膜过
滤后，以１０００００ｇ离心２ｈ，收集沉淀，加入适量 ＰＢＳ
重悬。采用透射电镜法鉴定外泌体，将外泌体重悬液

用２．５％戊二醛在４℃冰箱固定过夜，将样本滴置在
碳支持膜铜网上３～５ｍｉｎ，滤纸吸掉多余的液体，滴加
２％磷钨酸在碳支持膜铜网上静置２～３ｍｉｎ，用滤纸吸
去多余液体，室温干燥，透射电子显微镜下观察外泌体

形态，并采集图像。采用蛋白质免疫印记法（Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ）检测外泌体标志蛋白ＣＤ８１和ＴＳＧ１０１。

（６）ＨＬ１细胞快速起搏及分组：采用快速电刺激
构建房颤细胞模型，用电烙铁在培养皿盖两侧打孔，将

灭菌的碳电极（直径０．５ｍｍ）分别置入两侧孔中，电极
一侧与培养皿中的培养基接触，另一端连接刺激系

（Ｍａｓｔｅｒ８以色列），以１．０Ｖ／ｃｍ的电压、１０Ｈｚ频率刺
激ＨＬ１细胞４８ｈ建立房颤细胞模型。起搏 ＨＬ１细
胞分为５组：Ａ组（起搏 ＨＬ１细胞 ＋ＬＰＳ组外泌体）、
Ｂ组（起搏 ＨＬ１细胞 ＋ｍｉＲ１６５ｐＮＣ组外泌体）、
Ｃ组（起搏ＨＬ１细胞＋ｍｉＲ１６５ｐｍｉｍｉｃｓ组外泌体）、
Ｄ组（起搏ＨＬ１细胞＋ｍｉＲ１６５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组外泌体）、
Ｅ组（起搏ＨＬ１细胞＋ＬＰＳ＋ＧＷ４８６９组外泌体）。将提
取的各组外泌体与对应分组的ＨＬ１细胞共培养４８ｈ。

（７）全细胞膜片钳检测ＨＬ１细胞动作电位：首先用
水平电极拉制仪（ＰＢ７，日本 Ｎａｒｉｓｈｉｇｅ公司）拉伸玻璃
电极，从尾部灌充电极内液，入水电阻约为４～１０ＭΩ。
在显微镜下选取合适细胞后，通过微操纵器将微电极

推向细胞并紧贴细胞表面，同时观测微电极电阻变化，

待细胞与微电极形成巨阻封接，破膜后可形成全细胞

记录方式。将膜片钳设定为电流钳模式，记录 ＨＬ１
细胞动作电位时限，测量复极化达５０％和９０％的动作
电位时限（ＡＰＤ５０、ＡＰＤ９０）。

（８）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组心房肌细胞ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ、
ＡＫＴ蛋白表达水平：将各组心房肌细胞用 ＰＢＳ清洗
１～２次，加入ＲＩＰＡ裂解液提取总蛋白，ＢＣＡ法进行蛋
白定量。各组等样上量，经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰
胺凝胶电泳，蛋白条带分离后电转至硝酸纤维素膜上，

室温下用无血清快速封闭液封闭３０ｍｉｎ，洗膜３次，孵
育对应一抗过夜，再次洗膜３次，孵育对应二抗，洗膜
后使用化学发光试剂盒进行显影拍照，采用ＩｍａｇｅＪ软
件进行条带灰度值分析。

３．统计学处理：应用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０进行统计
分析。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用独立样
本ｔ检验；多组间比较采用单因素方差分析，组间两两
比较采用ＬＳＤ检验。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果

１．Ｍ１型巨噬细胞的鉴定：未分化 ＲＡＷ２６４．７细
胞在倒置显微镜下为圆形，经过 ＬＰＳ诱导为 Ｍ１型巨
噬细胞后，细胞生出伪足，形态发生变化。免疫荧光检

测Ｍ１型巨噬细胞标记物结果显示，相对于未分化巨
噬细胞，ＬＰＳ诱导后 Ｍ１型巨噬细胞特异性标志物荧
光强度明显增高。见图１。ＰＣＲ检测 ＬＰＳ诱导后 Ｍ１
型巨噬细胞表面特异性受体 ＴＮＦα和 ｉＮＯＳ的 ｍＲＮＡ
表达水平均高于未分化巨噬细胞（４．７９±０．９３比１．１３±
０．０７；３．８０±０．３７比０．９８±０．０４，Ｐ均＜０．０１）。
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图１　巨噬细胞免疫荧光检测结果［Ａ～Ｄ依次为未分化巨噬细胞的细胞核（ＤＡＰＩ）、Ｆ４／８０、ｉＮＯＳ、Ｍｅｒｇｅ，×４００；Ｅ～Ｈ依次为

ＬＰＳ诱导后Ｍ１型巨噬巨噬细胞的ＤＡＰＩ、Ｆ４／８０、ｉＮＯＳ、Ｍｅｒｇｅ，×４００，图Ｈ中箭头所示为Ｍ１型巨噬细胞生出伪足］

图３　Ａ组、Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组及Ｅ组ＨＬ１细胞典型动作电位

　　２．ｍｉＲ１６５ｐＮＣ组、ｍｉＲ１６５ｐｍｉｍｉｃｓ组及 ｍｉＲ
１６５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组巨噬细胞ｍｉＲ１６５ｐ相对表达水平比
较：ｍｉＲ１６５ｐＮＣ组、ｍｉＲ１６５ｐｍｉｍｉｃｓ组及ｍｉＲ１６５ｐ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组巨噬细胞 ｍｉＲ１６５ｐ相对表达水平分别为
１．０３±０．０４、１３．９２±３．３４、０．４２±０．０５，其中 ｍｉＲ１６５ｐ
ｍｉｍｉｃｓ组高于 ｍｉＲ１６５ｐＮＣ组（Ｐ＜０．００１），而 ｍｉＲ
１６５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ组低于ｍｉＲ１６５ｐＮＣ组（Ｐ＜０．０５）。

３．外泌体的鉴定：各组外泌体呈球状囊泡样结构，
大小为２０～２００ｎｍ，见图２，符合外泌体的形态特征。
各组外泌体采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测其标志蛋白 ＣＤ８１
和ＴＳＧ１０１表达水平，二者均明显表达，提取的外泌体
可供后续实验使用。

图２　外泌体电镜图（×１００００）

　　４．Ａ组、Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组及Ｅ组 ＨＬ１细胞动作电
位比较：Ａ组和Ｂ组ＨＬ１细胞ＡＰＤ５０和ＡＰＤ９０比较差异
均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；Ｃ组 ＨＬ１细胞 ＡＰＤ５０和
ＡＰＤ９０均短于 Ａ组（Ｐ＜０．０５）；Ｄ组及 Ｅ组 ＨＬ１细胞

ＡＰＤ５０和ＡＰＤ９０均长于Ａ组（Ｐ＜０．０１）。见图３和表２。

表２　Ａ组、Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组及Ｅ组ＨＬ１细胞
动作电位比较（ｎ＝３，ｍｓ，珋ｘ±ｓ）

组别 ＡＰＤ５０ ＡＰＤ９０
Ａ组 ２３．２±２．２ ４７．９±３．６
Ｂ组 ２５．８±１．３ ５２．４±２．０
Ｃ组 １７．１±１．９ａ ３８．３±２．４ａ

Ｄ组 ３８．４±１．８ｂ ８２．０±３．２ｂ

Ｅ组 ５１．９±３．０ｂ １１２．１±４．３ｂ

　　注：与Ａ组比较，ａＰ＜０．０５，ｂＰ＜０．０１

　　５．Ａ组、Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组及Ｅ组ＨＬ１细胞相关蛋
白表达水平比较：Ａ组和 Ｂ组 ＨＬ１细胞 ＰＩ３Ｋ表达水
平、ｐＡＫＴ／ＡＫＴ比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；
Ｃ组ＨＬ１细胞ＰＩ３Ｋ表达水平、ｐＡＫＴ／ＡＫＴ均低于Ａ组
（Ｐ＜０．００１）；Ｄ组及 Ｅ组 ＨＬ１细胞 ＰＩ３Ｋ表达水平、
ｐＡＫＴ／ＡＫＴ均高于Ａ组（Ｐ＜０．００１）；５组 ＨＬ１细胞
ＡＫＴ表达水平比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
见表３。

表３　Ａ组、Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组及Ｅ组ＨＬ１细胞相关蛋白
表达水平比较（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 ＰＩ３Ｋ ＡＫＴ ｐＡＫＴ／ＡＫＴ

Ａ组 ０．７６±０．１７ ０．９１±０．０４ ０．５１±０．０６
Ｂ组 ０．７７±０．０５ ０．８９±０．０３ ０．５０±０．０７
Ｃ组 ０．３３±０．０２ａ ０．８７±０．０８ ０．１６±０．０１ａ

Ｄ组 ０．９８±０．１３ａ ０．９０±０．０２ ０．７９±０．１０ａ

Ｅ组 ０．８９±０．０９ａ ０．８８±０．０５ ０．９１±０．０８ａ

　　注：与Ａ组比较，ａＰ＜０．００１

·４５· 临床内科杂志２０２４年１月第４１卷第１期　ＪＣｌｉｎＩｎｔｅｒｎＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０２４，Ｖｏｌ．４１，Ｎｏ．１



讨　　论

心脏不同类型细胞分泌的外泌体通过介导各种信

号转导参与心房重构及炎症反应，形成房颤发生的重

要病理基质。Ｌｉ等［７］发现成纤维细胞来源的外泌体

通过降低Ｌ型钙通道 Ｃａｖ１．２蛋白的表达来增加房颤
的易感性。Ｓｈａｉｈｏｖ等［８］发现心外膜脂肪源性外泌体

可缩短多能干细胞源性心肌细胞的动作电位持续时

间，使其发生电重构。我们前期研究发现，快速心房起

搏犬心外膜脂肪组织存在大量促炎型巨噬细胞浸润，

向心外膜脂肪组织注射氯膦酸二钠脂质体后，心房周

围巨噬细胞浸润明显减少，房颤不易诱发，且维持时间

缩短［６］。快速心房起搏犬心房组织和静脉血中外泌

体含量升高，静脉注射外泌体抑制剂可减轻心房纤维

化及炎症反应，降低房颤的易感性［９］。为探讨 Ｍ１型
巨噬细胞来源的外泌体对心房肌细胞电生理的影响及

具体机制，我们将各组巨噬细胞外泌体与快速起搏心

房肌细胞共培养并使用全膜片钳记录动作电位，结果

发现Ｍ１型巨噬细胞来源的外泌体使心房肌细胞动作
电位时限明显缩短，而加入 ＧＷ４８６９抑制外泌体分泌
使心房肌细胞动作电位时限相对延长。ｍｉＲＮＡ是外
泌体介导细胞间信号通讯的重要功能分子。已有研究

表明，Ｍ１巨噬细胞来源的外泌体ｍｉＲ２９ａ介导心肌细
胞 ＮＯＤ样受体热蛋白结构域蛋白 ３（ＮＬＲＰ３）的激
活［１０］，而心肌细胞ＮＬＲＰ３的激活可上调 Ｒｙａｎｏｄｉｎｅ受
体２（ＲｙＲ２）的表达，促进肌浆网异常的钙释放。Ｔｏｒｏ
等［４］证实ｍｉＲ１６５ｐ的过表达促进心肌细胞的氧化应
激，靶向ｍｉＲ１６５ｐ可能在内质网应激介导的心脏损
伤中发挥心脏保护作用。为进一步研究Ｍ１型巨噬细
胞外泌体中 ｍｉＲ１６５ｐ对心房肌动作电位的影响，我
们通过向巨噬细胞转染ｍｉＲ１６５ｐ，发现ｍｉＲ１６５ｐ过
表达使起搏心房肌细胞动作电位时限缩短，而沉默

ｍｉＲ１６５ｐ基因则使起搏心房肌细胞动作电位时限相
对延长，以上结果表明 Ｍ１型巨噬细胞来源的外泌体
ｍｉＲ１６５ｐ可缩短心房肌细胞动作电位时限。

已有研究证实 ＰＩ３Ｋ是 ｍｉＲ１６５ｐ的直接靶点，
ｍｉＲ１６５ｐ可负向调控ＰＩ３Ｋ的表达，进而影响其下游
蛋白表达，促进细胞自噬和调亡［１１１２］。张飞龙等［１３］研

究发现下调ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／内皮型一氧化氮合酶（ｅＮＯＳ）
通路可增加糖尿病大鼠房颤的易感性。Ｋｏ等［１４］研究

发现快速起搏ＨＬ１细胞中 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导降低，
通过影响心房肌细胞的晚钠电流参与心肌电重构。本

研究分别检测５组起搏ＨＬ１细胞ＰＩ３Ｋ及其下游蛋白

ＡＫＴ、ｐＡＫＴ表达情况，结果显示 ｍｉＲ１６５ｐ过表达下
调ＰＩ３Ｋ和ｐＡｋｔ的表达水平，而对细胞中总 Ａｋｔ的影
响可忽略不计，使用ｍｉＲ１６５ｐ抑制物可上调 ＰＩ３Ｋ和
ｐＡｋｔ的表达水平。

综上所述，Ｍ１型巨噬细胞外泌体 ｍｉＲ１６５ｐ可缩
短心房肌细胞动作电位时限，可能与抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
通路有关。抑制 Ｍ１型巨噬细胞外泌体分泌或抑制
ｍｉＲ１６５ｐ表达可减缓快速起搏心房肌细胞电重构的
发生，但对电重构相关离子通道是否有影响及具体机

制需进一步深入研究。
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