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摘　要：ＮＡＭＰＴ是 ＮＡＤ＋补救合成途径的限速酶，具有抗衰老作用。外泌体是一种包含蛋白质、ｍｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ、
ｌｎｃＲＮＡ等内容物的天然内源性载体。利用慢病毒方法构建 ＮＡＭＰＴ 过表达的人脐带间充质干细胞系，获得过表达
ＮＡＭＰＴ脐带间充质干细胞外泌体，随后通过与人皮肤成纤维细胞共培养和饲喂秀丽隐杆线虫，研究过表达ＮＡＭＰＴ
脐带间充质干细胞外泌体对其抗衰老的影响。结果表明：基因修饰后脐带间充质干细胞及其外泌体内ＮＡＭＰＴ蛋白含
量显著升高，并能促进人皮肤成纤维细胞增殖和延缓人皮肤成纤维细胞衰老；同时能延长秀丽隐杆线虫寿命和增加秀
丽隐杆线虫抗氧化能力。这一研究提示过表达ＮＡＭＰＴ基因的间充质干细胞外泌体具有一定的抗衰老作用。

关键词：人脐带间充质干细胞；外泌体；ＮＡＭＰＴ；人皮肤成纤维细胞；秀丽隐杆线虫

中图分类号：Ｒ　４５７．７　　　　　文献标志码：Ａ　　　　　文章编号：１６７１　４６５２（２０２１）０４　０００１　０６

Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＮＡＭＰＴｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ｃｏｒｄ　ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ　ｅｘｏｓｏｍｅｓ　ｏｎ　ａｇｉｎｇ

ＺＨＯＵ　Ｑｉｑｉ　１，２，ＳＵＮ　Ｚｈｅｎ１，２，ＬＩＵ　Ｙａｎｇｙａｎｇ１，ＬＩ　Ｈｕａｌｉｎｇ３，ＣＵＩ　Ｈｅｎｇｍｉ　１，２

（１．Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓ　ａｎｄ　Ｅｐｉｇｅｎｏｍｉｃｓ／Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　ａｎｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，

Ｙａｎｇｚｈｏｕ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｙａｎｇｚｈｏｕ　２２５００９，Ｃｈｉｎａ；

２．Ｊｉａｎｇｓｕ　Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｎａｎｊｉｎｇ　２１１１０２，Ｃｈｉｎａ；

３．Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｙａｎｇｚｈｏｕ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｙａｎｇｚｈｏｕ　２２５００９，Ｃｈｉｎａ）

ＡＢＳＴＲＡＣＴ：ＮＡＭＰＴ　ｉｓ　ｔｈｅ　ｒａｔｅ　ｌｉｍｉｔｉｎｇ　ｅｎｚｙｍｅ　ｏｆ　ＮＡＤ＋ｓａｌｖａｇｅ　ｐａｔｈｗａｙ　ａｎｄ　ｈａｓ　ａｎｔｉ－ａｇｉｎｇ　ｅｆｆｅｃｔ．Ｅｘｏｓｏｍｅｓ　ａｒｅ　ｎａｔ－
ｕｒａｌ　ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ　ｖｅｃｔｏｒｓ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ，ｍｉＲＮＡ，ｍＲＮＡ　ａｎｄ　ｌｎｃＲＮＡ．Ａ　ｈｕｍａｎ　ｕｍｂｉｌｉｃａｌ　ｃｏｒｄ　ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ　ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌ（ｈＵＣＭＳＣ）ｌｉｎｅ　ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ　ＮＡＭＰＴｗａｓ　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ　ｂｙ　ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ，ａｎｄ　ｔｈｅ　ｅｘｏｓｏｍｅｓ　ｗａｓ　ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍ　ｈＵＣＭＳＣｓ　ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ　ＮＡＭＰＴ．Ｔｈｅｎ，ｔｈｅ　ａｎｔｉ－ａｇｉｎｇ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｅｘｏｓｏｍｅｓ　ｄｅｒｉｖｅｄ　ｆｒｏｍ　ｈＵＣＭＳＣｓ　ｏｖｅｒｅｘ－
ｐｒｅｓｓｉｎｇ　ＮＡＭＰＴｗｅｒｅ　ｓｔｕｄｉｅｄ　ｂｙ　ｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｉｎｇ　ｗｉｔｈ　ｈｕｍａｎ　ｓｋｉｎ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ（ＨＳＦ）ａｎｄ　ｆｅｅｄｉｎｇ　Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｅｌｅｇａｎｓ．
Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｓｈｏｗｅｄ　ｔｈａｔ　ＮＡＭＰＴｔｒａｎｓｇｅｎｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｉｎｃｒｅａｓｅ　ＮＡＭＰＴ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｌｅｖｅｌｓ　ｉｎ　ｈＵＣＭＳＣｓ　ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　ｅｘｏ－
ｓｏｍｅｓ．Ａｎｄ　ｔｈｅｓｅ　ｅｘｏｓｏｍｅｓ　ｃａｎ　ｐｒｏｍｏｔｅ　ｔｈｅ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｄｅｌａｙ　ｔｈｅ　ａｇｉｎｇ　ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｓｋｉｎ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ．Ｉｔ　ａｌｓｏ　ｃａｎ　ｐｒｏ－
ｌｏｎｇ　ｔｈｅ　ｌｉｆｅ　ｓｐａｎ　ｏｆ　Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓ　ａｎｄ　ｉｎｃｒｅａｓｅ　ｔｈｅ　ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ　ｃａｐａｃｉｔｙ　ｏｆ　Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓ．Ｔｈｅｓｅ　ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｔｈａｔ
ｔｈｅ　ｅｘｏｓｏｍｅｓ　ｏｆ　ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ　ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ　ｔｈｅ　ＮＡＭＰＴｇｅｎｅ　ｈａｖｅ　ａｎ　ａｎｔｉ－ａｇｉｎｇ　ｅｆｆｅｃｔ．

ＫＥＹ　ＷＯＲＤＳ：ｈｕｍａｎ　ｕｍｂｉｌｉｃａｌ　ｃｏｒｄ　ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ（ｈＵＣＭＳＣ）；ｅｘｏｓｏｍｅｓ；ＮＡＭＰＴ；ｈｕｍａｎ　ｓｋｉｎ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ；
Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｅｌｅｇａｎｓ

衰老是机体细胞、组织和器官等结构和功能随着年龄的增长而发生的自然退化过程［１］，是生命过
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程中的一种自然现象，同时也是引发代谢性疾病、神经退行性疾病、心血管系统重大疾病等发生和发展
的重要因素［２］。因此，如何有效地延缓衰老已成为生命科学领域研究热点之一，也是当今社会迫切需要
解决的问题。

外泌体是一类直径在３０～１５０ｎｍ之间的纳米级囊泡，可由多种类型的细胞分泌产生，其内容物包
含蛋白质、ＤＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ、ｌｎｃＲＮＡ等，参与细胞间的物质交换和信息交流［３］。外泌体作为新型
的药物载体具有良好的生物相容性、低免疫原性、来源广泛、稳定性好、递送效率高、膜修饰方式多样等
优势，有望成为优良蛋白质药物递送的载体［４－７］。

烟酰胺磷酸核糖转移酶（ＮＡＭＰＴ）是ＮＡＤ＋生物补救合成途径的主要限速酶，在细胞周期、细胞
代谢、细胞衰老及ＤＮＡ损伤修复等生理、病理活动中发挥着重要作用［８］。ＮＡＭＰＴ在哺乳动物体内有
２种存在形式，即细胞内和细胞外的ＮＡＭＰＴ（ｉＮＡＭＰＴ和ｅＮＡＭＰＴ）。ｉＮＡＭＰＴ作为关键ＮＡＤ＋生
物合成酶的功能已得到充分确立，而ｅＮＡＭＰＴ的生理相关性和功能长期以来一直存在争议。ｅＮＡＭＰＴ
以前被鉴定为Ｂ前细胞集落增强因子（ＰＢＥＦ）和内脂肪素（ｖｉｓｆａｔｉｎ），至今仍未得到证实［９］。但有研究［１０］

表明，由细胞外囊泡包含的ｅＮＡＭＰＴ在维持系统性ＮＡＤ＋生物合成以及抵消与年龄相关的生理衰退中
起着关键作用。

皮肤形态和生理的恶化是衰老过程的第１个也是最早的明显预兆，随着年龄的增长逐渐显现。成
纤维细胞是真皮中最丰富的细胞类型，直接或通过与其他细胞的相互作用，参与皮肤老化的大部分特
征［１１］。秀丽隐杆线虫是一种无毒无害、可独立生存的线虫。与细胞试验和动物试验中经常使用的小白
鼠不同，秀丽隐杆线虫是更好的衰老研究模型，不仅是因为它与人类基因的相似度高，更重要的是它寿
命短，这使得秀丽隐杆线虫在抗衰老试验研究中扮演着重要角色［１２］。

本试验通过基因编辑的方法对人脐带间充质干细胞系（ｈＵＣＭＳＣ）进行ＮＡＭＰＴ基因修饰以达到
对外泌体进行基因修饰的目的，而后将修饰的外泌体与人皮肤成纤维细胞共培养和饲喂秀丽隐杆线虫，
为探究其抗衰老作用以及为抗衰老后续研究提供依据。

１　材料与方法

１．１　细胞系、载体和秀丽隐杆线虫
ｈＵＣＭＳＣ和ｐＬＶＸ－ＩＲＥＳ－ｐｕｒｏ载体来自扬州大学表观遗传学实验室，ＨＳＦ细胞购自青旗（上海）

生物技术发展公司，秀丽隐杆线虫及大肠埃希菌ＯＰ５０由扬州大学医学院李华玲老师惠赠。

１．２　主要试剂

α－ＭＥＭ培养基、ＤＭＥＭ 培养基、新生胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ? ＭｕｌｔｉＳ　Ｏｎｅ
Ｓｔｅｐ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｋｉｔ、ＣＣＫ－８Ｃｅｌｌ　Ｃｏｕｎｔｉｎｇ　Ｋｉｔ、ＨｉＳｃｒｉｐｔ　ＱＲＴ　ＳｕｐｅｒＭｉｘ　ｆｏｒ　ｑＰＣＲ（南京诺维赞生物科技
公司）；Ｅｘｏ－ｓｐｉｎＴＭ－Ｅｘｏｓｏｍｅ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（美国Ｃｅｌｌ　Ｇｕｉｄａｎｃｅ　Ｓｙｓｔｅｍｓ公司）：ＢＣＡ蛋白浓度测定
试剂盒、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶快速配制试剂盒、细胞衰老β－半乳糖苷酶染色试剂盒（上海碧云天生物技术公
司）；限制性核酸内切酶ＥｃｏＲⅠ（美国ＮＥＢ公司）；总超氧化物歧化酶（Ｔ－ＳＯＤ）测试盒（南京建成生物
工程研究所）。

１．３　过表达ＮＡＭＰＴ的ｈＵＣＭＳＣｓ构建
由ＮＣＢＩ网站查询目的基因序列，设计引物。根据ＰＣＲ扩增方法获得目的基因ＮＡＭＰＴ，用限制

性核酸内切酶ＥｃｏＲⅠ对ｐＬＶＸ－ＩＲＥＳ－ｐｕｒｏ表达载体进行酶切，并通过ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓ? ＭｕｌｔｉＳ　Ｏｎｅ　Ｓｔｅｐ
Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｋｉｔ将目的基因与表达载体连接，得到ｐＬＶＸ－ＩＲＥＳ－ｐｕｒｏ－３×ＦＬａｇ－ＮＡＭＰＴ－６×Ｈｉｓ重组慢病
毒载体，并通过测序验证。将上述慢病毒载体与 ＶＳＶＧ、ΔＲ８．２（体积比３∶１∶２）４μｇ共转染至
６０ｍｍ培养皿中２９３Ｔ细胞进行病毒包装，收集过滤浓缩病毒液，取５０μＬ病毒感染ｈＵＣＭＳＣ　２４ｈ，培
养７２ｈ后加０．５μｇ·ｍＬ

－１嘌呤霉素筛选６ｄ，然后收集细胞，提取ＲＮＡ和蛋白质进行验证。

１．４　外泌体的提取及鉴定
取对数生长期ＮＡＭＰＴ稳定高表达的ｈＵＣＭＳＣ，以１×１０６ 个细胞接种于直径１００ｍｍ培养皿中培

养，待其贴壁后换成无血清培养基培养７２ｈ，收集细胞上清。细胞上清外泌体提取按Ｅｘｏ－ｓｐｉｎＴＭ－Ｅｘｏｓｏｍｅ
Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ试剂盒说明书进行。此后通过透射电子显微镜（ＴＥＭ）观察形态、纳米粒子跟踪分析
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（ＮＴＡ）仪检测直径和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测其表面标志性蛋白ＣＤ８１。

１．５　细胞生长曲线
取对数生长期人皮肤成纤维细胞（ＨＳＦ），以每孔４×１０４ 个接种于９６孔板上，每组设５个重复孔，

待其贴壁后将ＤＭＥＭ完全培养基与ＣＣＫ－８溶液按体积比１００∶１的比例混合孵育细胞２ｈ，吸出上
清，用酶标仪检测波长４５０ｎｍ处的吸光度值，将９６孔板内细胞用ＰＢＳ洗涤１次，加入含不同细胞来源
外泌体的ＤＭＥＭ完全培养基培养，同上处理后测定４８、７２、９６ｈ时波长４５０ｎｍ处的吸光度值，收集数
据，计算差值，用Ｇｒａｐｈｐａｄ作图并分析差异显著性。

１．６　细胞衰老β－半乳糖苷酶染色测定
取对数生长期的 ＨＳＦ细胞，以每孔１×１０５ 个细胞接种于６孔板上，贴壁后加入含不同细胞来源外

泌体的ＤＭＥＭ完全培养基处理４８ｈ，然后按β－半乳糖苷酶染色试剂盒说明书进行染色。
１．７　秀丽隐杆线虫同期化

用Ｍ９缓冲液将线虫从ＮＧＭ板上洗下，转移至１．５ｍＬ　ＥＰ离心管中，２　５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１ｍｉｎ，弃去
上清，加入７０μＬ浓度为１ｍｏｌ·Ｌ

－１的 ＮａＯＨ和３５０μＬ浓度为１ｍｏｌ·Ｌ
－１的ＮａＣｌＯ，剧烈振荡４ｍｉｎ，

６　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１ｍｉｎ，弃去上清，加入１ｍＬ　Ｍ９缓冲液吹散，６　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１ｍｉｎ，如此重复３次，
将虫卵转移至ＮＧＭ板上，２０℃培养１６ｈ，转移至富含ＯＰ５０的ＮＧＭ板上培养至Ｌ４期（约２ｄ）。

１．８　秀丽隐杆线虫寿命测定
将同期化后生长至Ｌ４期的线虫转移至含不同细胞来源外泌体以及丰富ＯＰ５０的ＮＧＭ板上，每个

板上接入３０条线虫，每组设３个重复。每天转移至新的含不同细胞来源外泌体的ＮＧＭ 板上，每天观
察线虫，记录线虫生存、死亡数量，绘制生存曲线图。线虫孵化开始时设为第０天。

１．９　秀丽隐杆线虫体内超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性测定
将同期化后第５天的线虫转移至含不同外泌体以及丰富ＯＰ５０的ＮＧＭ板上，２０℃培养４８ｈ（每

天转板），用 Ｍ９缓冲液将线虫从板上洗下，转移至２ｍＬ　ＥＰ离心管中，弃去上清，加入２００μＬ蛋白质
裂解液并用超声破碎仪破碎，ＢＣＡ测定浓度后按超氧化物歧化酶测试盒说明书测定。

１．１０　数据统计和处理
用Ｉｍａｇｅ－ｐｒｏ　ｐｌｕｓ软件对β－半乳糖苷酶染色照片进行处理，计算衰老阳性细胞比例。采用Ｇｒａｐｈ－

Ｐａｄ　Ｐｒｉｓｍ软件作图分析。组间数据分析采用单因素方差分析。

２　结果与分析

２．１　过表达ＮＡＭＰＴ基因的ｈＵＣＭＳＣ中ＮＡＭＰＴ鉴定

图１　ＮＡＭＰＴ转基因ｈＵＣＭＳＣ中
ＮＡＭＰＴ　ｍＲＮＡ及蛋白质水平的过表达

Ｆｉｇ．１　ＮＡＭＰＴｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｂｏｔｈ　ＲＮＡ　ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ　ｌｅｖｅｌｓ　ｉｎ　ＮＡＭＰＴｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　ｈＵＣＭＳＣ　ｃｅｌｌｓ

Ａ．实时荧光定量ＰＣＲ检测ＮＡＭＰＴｍＲＮＡ的水平，＊＊Ｐ＜
０．０１；Ｂ．Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检 测 蛋 白 质 表 达，过 表 达 组 细 胞
ＮＡＭＰＴ蛋白水平明显升高

利用 ＲＴ－ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测过表达
ＮＡＭＰＴ的ｈＵＣＭＳＣ中 ｍＲＮＡ表达水平和蛋白
质表达水平。实时荧光定量检测结果显示，过表达
组ｈＵＣＭＳＣ的ＮＡＭＰＴｍＲＮＡ表达量是ｈＵＣＭＳＣ
组细胞的１２倍（图１．Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测结果显
示，在插入ＮＡＭＰＴ 基因的同时添加了ＦＬＡＧ标
签，因此大条带为转基因过表达ＮＡＭＰＴ 的条带
（图１．Ｂ），小条带为野生型ＮＡＭＰＴ的条带。上述
结果说明ＮＡＭＰＴ转基因使ｈＵＣＭＳＣ在ｍＲＮＡ和
蛋白质水平上均高表达ＮＡＭＰＴ。

２．２　过表达ＮＡＭＰＴ基因的ｈＵＣＭＳＣ外泌体鉴定
利用ＴＥＭ、Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ和ＮＴＡ对外泌体进

行了鉴定。Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测结果显示，外泌体表
面标志性蛋白 ＣＤ８１阳性表达，过表达 ＮＡＭＰＴ
的外泌体ＮＡＭＰＴ蛋白表达明显升高（图２．Ａ）。ＴＥＭ 扫描可观察到直径在３０～１５０ｎｍ球型囊泡结
构（图２．Ｂ）。ＮＴＡ检测显示，外泌体的直径在５０～１００ｎｍ之间有１个峰，符合正态分布（图２．Ｃ）。这
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表明从过表达ＮＡＭＰＴ的ｈＵＣＭＳＣ外泌体中分离鉴定到高水平ＮＡＭＰＴ蛋白。

图２　来自转基因ｈＵＣＭＳＣｓ的外泌体高水平ＮＡＭＰＴ蛋白的鉴定
Ｆｉｇ．２　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｅｘｏｓｏｍｅｓ　ｏｆ　ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　ｈＵＣＭＳＣｓ　ｗｉｔｈ　ｈｉｇｈ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ＮＡＭＰＴ　ｐｒｏｔｅｉｎ

Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测外泌体表面标志性蛋白ＣＤ８１和外泌体内ＮＡＭＰＴ蛋白高表达，Ｔ１．ｅｘｏｓｏｍｅ－ＮＡＭＰＴ（转基
因ＮＡＭＰＴｈＵＣＭＳＣ的外泌体），Ｔ２．ｅｘｏｓｏｍｅ（ｈＵＣＭＳＣ的外泌体），Ｔ１中大条带为转基因 ＮＡＭＰＴ的条带，小
条带为野生型条带；Ｂ．ＴＥＭ观察外泌体的形态；Ｃ．ＮＴＡ检测外泌体的直径和浓度

２．３　过表达ＮＡＭＰＴ基因的ｈＵＣＭＳＣ外泌体促进ＨＳＦ细胞增殖

图３　不同来源外泌体处理ＨＳＦ细胞的生长曲线
Ｆｉｇ．３　Ｇｒｏｗｔｈ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｅｘｏｓｏｍｅｓ　ｔｒｅａｔｅｄ　ＨＳＦ　ｃｅｌｌｓ

＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；外泌体浓度２００μｇ·ｍＬ－１

利用ＣＣＫ－８法检测不同细胞来源外泌体处理 ＨＳＦ
细胞的生长情况，结果（图３）显示，不同细胞来源外泌体
与ＨＳＦ细胞共培养４ｄ后，过表达ＮＡＭＰＴ的ｈＵＣＭＳＣ
外泌体组（ｅｘｏｓｏｍｅ－ＮＡＭＰＴ，Ｔ１处理）ＨＳＦ细胞活性
显著高于野生型ｈＵＣＭＳＣ外泌体组（ｅｘｏｓｏｍｅ，Ｔ２处
理），极显著高于空白对照组（Ｔ０处理）；且野生型
ｈＵＣＭＳＣ外泌体组 ＨＳＦ细胞活性极显著高于空白对照
组。可见过表达 ＮＡＭＰＴ 的ｈＵＣＭＳＣ外泌体和普通
ｈＵＣＭＳＣ外泌体均可促进 ＨＳＦ细胞的增殖。

２．４　过表达ＮＡＭＰＴ的ｈＵＣＭＳＣ外泌体减缓ＨＳＦ细胞
的衰老

β－半乳糖苷酶染色是与细胞衰老相关的β－半乳糖苷
酶活性水平上调而对衰老细胞进行染色的方法。用不同
来源外泌体与 ＨＳＦ细胞共培养，在倒置显微镜下观察细胞衰老情况，结果（图４）显示，过表达ＮＡＭＰＴ
的ｈＵＣＭＳＣ外泌体组衰老阳性细胞比例较野生型ｈＵＣＭＳＣ外泌体组低３５．２％，较空白对照组低
６０．７％。野生型ｈＵＣＭＳＣ外泌体组衰老阳性细胞比例较空白对照组低４２．８％。由此可见，过表达
ＮＡＭＰＴ的ｈＵＣＭＳＣ外泌体以及野生型ｈＵＣＭＳＣ均可减缓 ＨＳＦ细胞的衰老。

图４　不同来源外泌体处理ＨＳＦ细胞的衰老状况
Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ　ｓｔａｔｅ　ｏｆ　ＨＳＦ　ｃｅｌｌｓ　ｔｒｅａｔｅｄ　ｂｙ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｅｘｏｓｏｍｅｓ

Ａ．倒置显微镜下β－半乳糖苷酶染色图（×４０）；Ｂ．Ｉｍａｇｅ　ｐｒｏ　ｐｌｕｓ统计分析结果图，＊ Ｐ＜０．０５，＊＊ Ｐ＜
０．０１；外泌体浓度２００μｇ·ｍＬ－１

２．５　过表达ＮＡＭＰＴ的ｈＵＣＭＳＣ外泌体延长秀丽隐杆线虫的寿命
观察秀丽隐杆线虫寿命是评价抗衰老最直观的方法。利用不同来源外泌体饲喂秀丽隐杆线虫，并

观察对其寿命的影响。生存曲线（图５）表明，过表达ＮＡＭＰＴ的ｈＵＣＭＳＣ外泌体组秀丽隐杆线虫寿
命较野生型ｈＵＣＭＳＣ外泌体组延长１３．６％，较空白对照组竟延长３１．５％。野生型ｈＵＣＭＳＣ外泌体
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组寿命较空白对照组也高出１５．７％。这说明过表达ＮＡＭＰＴ的ｈＵＣＭＳＣ外泌体能显著延长秀丽隐
杆线虫的寿命，即使普通的ｈＵＣＭＳＣ外泌体也有抗衰老作用。

２．６　过表达ＮＡＭＰＴ的ｈＵＣＭＳＣ外泌体提高秀丽隐杆线虫ＳＯＤ活性
ＳＯＤ是秀丽隐杆线虫体内重要的抗氧化酶，其活性越强，抗氧化作用越强。由图６可见，过表达

ＮＡＭＰＴ的ｈＵＣＭＳＣ外泌体组秀丽隐杆线虫体内ＳＯＤ活性显著高于野生型ｈＵＣＭＳＣ外泌体组，极
显著高于空白对照组；且野生型ｈＵＣＭＳＣ外泌体组秀丽隐杆线虫体内ＳＯＤ活性极显著高于空白对照
组。这说明过表达ＮＡＭＰＴ的ｈＵＣＭＳＣ外泌体和野生型ｈＵＣＭＳＣ外泌体均可提高秀丽隐杆线虫抗
氧化作用。

图５　外泌体对秀丽隐杆线虫生存曲线的影响
Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｅｘｏｓｏｍｅｓ　ｏｎ
ｔｈｅ　ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓ

外泌体量１００μｇ·皿－１

图６　外泌体对秀丽隐杆线虫体内ＳＯＤ活性的影响
Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｅｘｏｓｏｍｅｓ　ｏｎ　ＳＯＤ
ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｉｎ　Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓ

＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；外泌体量１００μｇ·皿－１

３　讨论
外泌体具有良好的生物相容性、靶向性、低免疫原性、稳定性好、递送效率高等优势，是新型纳米药

物的载体。诸多研究［１３－１５］表明，外泌体可通过加载药物或遗传因子在肿瘤治疗和再生医学上发挥重要
作用。目前将药物装载在外泌体中有内源性负载、外源性负载、融合３种类型。外源性负载包括孵育、
电穿孔、超声等方法将外源性生物分子或药物装载入外泌体；内源性负载是通过基因修饰供体细胞而
将基因产物加至外泌体内的方法；融合是将外泌体与纳米脂质体膜融合获得一种复合载体的方法［１６］。
本试验采用基因编辑（内源性负载）的方法首先构建过表达ＮＡＭＰＴ的脐带间充质干细胞，结果表明，

ＮＡＭＰＴ转基因不仅能在脐带间充质干细胞过表达 ｍＲＮＡ和蛋白质，而且这些转基因细胞产生的外
泌体也能高水平表达ＮＡＭＰＴｍＲＮＡ和蛋白质。这提示，至少一些基因可通过细胞转基因而达到让
外泌体载有基因产物（包括ｍＲＮＡ和蛋白质）的目的。显然，这项技术在临床医学上具有重要的意义。

间充质干细胞是一类具有自我更新和多向分化能力的多能干细胞，经诱导可分化为多种组织细胞，
有强大的组织再生和修复特性。与其他组织来源的干细胞相比，脐带间充质干细胞易于收集、有更高的
分化能力和自我更新能力，且无伦理问题。但通常应用的脐带间充质干细胞仍属于异体细胞，在安全性
审查上仍存有偏见和戒心。外泌体则保留间充质干细胞的优点，同时拥有类似功能，且安全性更好和伦
理风险更低，已有许多临床应用研究报道。Ｌｉｕ等［１７］研究发现，脐带间充质干细胞来源的外泌体能改善
ＨａＣａｔＴ细胞的老化；Ｌｅｉ等［１８］研究发现，脐带间充质干细胞来源的外泌体可逆转成人骨髓间充质干细
胞的衰老，显著增强后者成骨和损伤修复能力。本试验结果显示，过表达ＮＡＭＰＴ的脐带间充质干细
胞外泌体可促进人皮肤成纤维细胞增殖和延缓衰老，且延长秀丽隐杆线虫寿命和增强其抗氧化能力。
这提示作者构建的 ＮＡＭＰＴ 转基因人脐带间充质干细胞可产生载有高水平和功能性的ＮＡＭＰＴ
ｍＲＮＡ和蛋白质的外泌体。显然它们对皮肤抗衰老可能具有重要作用。

近年来，烟酰胺腺嘌呤二核苷酸代谢已成为衰老和长寿研究领域的中心课题。ＮＡＭＰＴ是ＮＡＤ＋
生物合成的限速酶，同样在衰老和长寿研究领域扮演着重要角色。Ｙｏｓｈｉｄａ等［１０］研究表明，年轻小鼠或
脂肪细胞的细胞外囊泡所含的ｅＮＡＭＰＴ可延缓衰老并延长小鼠的寿命。本试验通过基因编辑技术修
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饰脐带间充质干细胞，从而增加外泌体内ｅＮＡＭＰＴ含量并在秀丽隐杆线虫模型上进行体内试验验证，
结果显示，脐带间充质干细胞来源的外泌体和过表达ＮＡＭＰＴ的脐带间充质干细胞外泌体可延长秀丽
隐杆线虫的寿命达３１％，并增强秀丽隐杆线虫的抗氧化能力。本试验结果与 Ｙｏｓｈｉｄａ等［１０］研究结果
高度一致，但抗衰老效果更好。

本试验检测衰老相关指标较少，今后将对人皮肤成纤维细胞和秀丽隐杆线虫更多指标进行检测，从
而得到更充分的验证，为过表达ＮＡＭＰＴ的脐带间充质干细胞外泌体成为一种新的抗衰老制剂及临床
应用转化提供依据。

４　结论
通过构建转基因间充质干细胞可获得ＮＡＭＰＴ高表达的外泌体。这种含高水平ＮＡＭＰＴ的外泌

体在体外和体内均显示出显著的抗衰老作用。
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