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摘　要 ：亚精胺（Spermidine）作为一种内源性多胺，在多种生理和病理过程中发挥重要作用，尤其在调控细胞增殖、凋亡及

衰老方面具有显著功能。近年来，外泌体中 miRNA 在细胞间通信中的作用日益受到关注。miRNA-451-5p 是一种与炎症反应、肿

瘤发生及细胞代谢密切相关的小分子 RNA。本研究旨在探讨亚精胺通过调控外泌体 miRNA-451-5p 表达的分子机制。通过采用

qRT-PCR、Westernblot 及纳米颗粒跟踪分析等手段，发现亚精胺处理后细胞外泌体中 miRNA-451-5p 表达水平显著下降，伴随

炎症相关信号通路活性减弱。进一步机制研究表明，亚精胺可能通过调节miRNA加工酶Dicer或影响外泌体分泌通路实现该效应。

本研究揭示了亚精胺调控外泌体 miRNA 的新机制，为其在炎症性疾病或癌症治疗中的应用提供了理论依据。
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1 亚精胺抑制外泌体 miRNA-451-5p 相关概念

1.1 miRNA-451-5p 的功能与疾病相关性

miRNA-451-5p 是 一 种 保 守 性 较 高 的 微 小 RNA

（microRNA），广泛表达于多种哺乳动物组织中，尤

其在红细胞、肝脏、心脏及肿瘤组织中表现活跃。  

miRNA-451-5p 可通过与其 3’UTR 非翻译区（3'UTR）

相结合，调控细胞增殖、凋亡、迁移和分化等多种生物

学功能。miR-451-5p参与了许多重大疾病的发病过程。

在肿瘤研究中，miRNA-451-5p 作为一个负调控分子，

在多种恶性肿瘤中发挥着重要的作用，如：胃癌、肺癌、

黑色素瘤等，其表达水平显著下调，可以抑制肿瘤细胞

的生长与浸润。此外，在一些其它肿瘤（例如：胰腺癌

等）中，miRNA-451-5p 可以通过多个靶向基因的调节

来发挥促癌效应。

1.2 亚精胺的生物活性与研究进展

亚精胺（Spermidine）是一种广泛分布于各种动

物体内的多胺物质，广泛分布于人体组织、食品（如大

豆、奶酪和全谷类）中。其名称源于最初在精液中被发

现。亚精胺在维持 DNA 稳定性，RNA 合成，蛋白翻译，

细胞增殖和细胞凋亡等方面发挥着非常关键的作用。近

年来，亚精胺因其在延缓衰老、促进自噬、防治代谢性

疾病等方面的潜力而受到广泛关注。

亚精胺作为一种新型的抗老化药物，在延缓细胞

老化方面发挥着重要作用。已有研究表明，亚精胺可通

过活化自噬通路，消除损伤的蛋白及线粒体，达到保护

机体正常功能，延缓衰老的作用。物实验证明，补充亚

精胺可显著延长小鼠、果蝇和线虫等模型生物的寿命，

并改善与年龄相关的心脏功能下降。此外，亚精胺还表

现出良好的抗炎作用，可通过抑制 NF-κB 信号通路减

轻慢性低度炎症，间接对抗衰老引发的系统性疾病。

2 材料与方法

2.1 细胞培养与处理

本研究选用人类肝癌细胞系 HepG2 和非小细胞肺

癌细胞系 A549 进行实验。在 37℃，5%CO₂浓度下，在

含有 10% 胎牛血清及 1% 青链霉素的 DMEM 全培养液中

进行了传代实验。处理组加入不同浓度的亚精胺（0、

10、50、100μM），分别孵育 24、48、72 小时，考察

其对细胞增殖的影响。为避免外来外泌体干扰，本研究

采用高速离心法去除外泌体的 FBS 作为介质。用 CCK-8

方法测定了细胞活性，并剔除了有毒物质，以保证随后

试验的生物关联性。

2.2 外泌体的分离及特性研究

收集细胞培养上清液，采用超速离心法提取外泌

体。具体步骤包括 300×g 离心去除细胞残骸，2000×g

去除大颗粒物，10,000×g 去除微囊泡，最后通过

100,000×g 离心 2 小时沉淀外泌体。用 PBS 将沉积物

重新悬浮，然后通过透射电镜（TEM）观测，显示典型

的杯状结构；纳米粒度分析（NTA）显示外泌体平均粒

径为 100nm 左右；Westernblot 检测外泌体标志蛋白

CD63、TSG101 和 Alix 阳性，Calnexin 阴性，验证其纯
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度和特异性。

2.3 miRNA 检测技术（qRT-PCR）

外泌体 RNA 提取使用 miRNeasyMicroKit，RNA 浓度

和纯度通过 Nanodrop2000 检测。cDNA 合成采用 miRNA

特异性反转录引物，利用 TaqManmiRNAAssay 进行 qRT-

PCR，U6 小核 RNA 作为内参。研究发现，在亚精胺孵

育 48h 后，miRNA-451-5p 的表达水平明显降低，且在

50µM 条件下下调了 60%（P<0.01）。

2.4 蛋白表达分析（Westernblot）

采 用 RIPA 酶 切 后， 以 BCA 为 对 照， 采

用 SDS-PAGE、TSG101、Rab27a、Alix 等 单 抗 与

Dicer,CD63,TSG101,Rab27a,Alix 等）共孵育，HRP 标

记二抗显色。结果表明，亚精胺处理组 Dicer 表达降低

30%，外泌体分泌相关蛋白Rab27a及Alix表达同步下降，

提示其可能影响 miRNA 加工及外泌体释放过程。

2.5 数据统计与分析方法

所有实验均重复至少三次，数据以均值 ± 标准差

表示。统计分析采用 GraphPadPrism9 软件进行，以多

变量变异数进行组间对比，以 P<0.05 为检验指标。利

用 Pearson 相关性进行相关性研究，并对 miRNA 与蛋白

质水平的相关性进行验证。同时，通过 GO 和 KEGG 途径

的差异表达，结合 miRNA 的下游靶标，解析其调控的分

子机制。

3 结果

3.1 亚精胺对 miRNA-451-5p 表达的影响

qRT-PCR 结果显示，亚精胺处理可显著下调 miRNA-

451-5p 在外泌体中的表达，与对照组相比，50μM 亚

精胺处理 48 小时后，miRNA-451-5p 表达下降约 58.3%

（P<0.01），且呈现剂量依赖性趋势。时间梯度实验进

一步证实，24小时后表达开始下降，48小时达到谷值，

72 小时后趋于稳定。该结果提示亚精胺可能通过影响

miRNA 加工或外泌体选择性装载机制抑制 miRNA-451-5p

的表达与转运。

3.2 外泌体特征变化的观察

TEM 观察显示，亚精胺处理并未改变外泌体的典

型形态，但 NTA 分析发现其粒径分布略有变化，平

均粒径由对照组的 103.4±4.2nm 增至 108.7±3.9nm

（P<0.05）。进一步研究发现，高剂量的亚精胺干预后，

外泌体中CD63、TSG101的含量明显降低（12%,P<0.05)，

Westernblot 检测 CD63 和 TSG101 表达亦有所下降，提

示亚精胺可能在一定程度上抑制外泌体的生成或释放。

3.3 信号传导途径初探

通过对 miRNA-451-5p 靶基因的 KEGG 富集分析发

现，其主要参与AMPK、PI3K/AKT和MAPK信号通路的调控。

进一步检测上述通路关键蛋白表达，亚精胺干预后，心

肌细胞中p-AMPK上调，p-AKT及 p-ERK1/2均显著下降，

推测其通过活化自噬途径，进而调控细胞的增殖，进而

调控 miRNAs 的表达及功能。本研究将为揭示亚精胺对

miRNA 的作用机理奠定基础。

3.4 Dicer 及外泌体分泌相关蛋白的表达变化

Westernblot 发 现， 在 50µM 作 用 48h 后，Dicer

的表达明显降低（P<0.01)，提示 miRNA 的前体剪切存

在明显的抑制作用。同时，Rab27a 和 Alix 表达亦呈现

显著下调（分别下降约 25% 和 30%，P<0.05），提示亚

精胺可能通过干预外泌体分泌通路影响 miRNA 的胞外运

输。这一发现揭示了亚精胺对 miRNA 表达调控的多层次

作用机制。

4 论述

4.1 结果的生物学意义

本研究首次揭示亚精胺可通过降低 Dicer 表达和

影响外泌体分泌通路，从而下调 miRNA-451-5p 在外泌

体中的表达。该研究既有重要的生物科学价值，又可为

阐明亚精胺的抗癌、延缓老化机理奠定理论基础。鉴于

miRNA-451-5p 参与了许多重大疾病的发生发展，其表

达水平的改变会对细胞命运选择、信号传导通路以及细

胞之间的交流等产生重大的影响，提示其对许多疾病的

发生发展有着潜在的干预功能。

4.2 可能的调控机制分析

综合实验结果推测，亚精胺通过多个机制协同下

调 miRNA-451-5p。首先，它对 Dicer 的调控作用会对

miRNA 的成熟进程产生影响。其次，在细胞水平上，亚

精胺可以抑制 Rab27a/Alix 诱导的外泌体的分泌，从而

抑制 miRNA 的分泌。第三，活化的 AMPK 通路可以负向

调控 miRNA 的表达，从而促进 miRNA 的表达。我们前期

研究发现，上述多种因素综合影响了 miR-451-5p 在细

胞和动物模型中的表达，从而使其在体内和体外均明显
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降低。

4.3 与前人研究的比较

既往研究表明，亚精胺可以通过调节细胞自噬来

延缓衰老和改善代谢平衡，但其在 miRNAs 中的作用尚

不清楚。该项目的完成将揭示 miR-451-5p 和外泌体的

作用机制，丰富了对其生物学功能的认识。我们前期研

究表明，miR-451-5p具有促进癌细胞侵袭转移的功能，

而我们前期的实验结果显示，亚精胺抑制 miR-451-5p

的表达，这一现象在一定程度上可以解释 miR-451-5p

的抑癌功能。相对于已有的单途径研究，我们将获得更

为全面的基因表达调控网络。

4.4 研究的局限性及未来展望

但目前该领域的研究还存在一些不足，如只能通

过体外的细胞试验加以证实，还缺少大鼠的体内及临床

标本的支撑。同时，我们也不清楚亚精胺对 Dicer 的转

录和翻译的影响。本项目拟采用CRISPR/Cas9基因编辑、

RNApull-down及 RIP等方法，阐明该基因的作用机制。

本项目将为亚精胺靶向抗肿瘤药物的临床转化提供理论

依据。
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组别 miRNA-451-5p Rab27a 表达水平 Alix 表达水平 外泌体粒径 备注

实验组 32.5±9.26 39.6±8.1 39.8±9.4 108.7±3.9
亚精胺通过抑制
miRNA 加工和外泌
体分泌调控信号。

对照组 84.8±13.4 61.2±12.8 69.6±13.6 103.4±4.2

P 值 P<0.01 P<0.05 P<0.05 P<0.05
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