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[摘要] 目的　应用突变型的甲硫酰基-tRNA合成酶(MetRSL247G)标记新生蛋白技术特异性提取和分析骨髓间充质干细

胞(BMSCs)移植于缺血心脏后的新生蛋白质组，以探究移植后BMSCs可能的作用机制。方法　通过慢病毒感染的方法使

BMSCs的MetRS基因第274位进行点突变，实现BMSCs新生蛋白的叠氮左亮氨酸(ANL)标记，并采用荧光非标准氨基酸标

记(FUNCAT)验证此技术对BMSCs新生蛋白的标记效果。将健康雌性8~10周龄30只C57BL/6J小鼠分为实验组(n=15)与对

照组(n=15)。实验组以结扎冠状动脉前降支的方法构建急性心肌梗死小鼠模型，对照组小鼠仅行开胸手术，不进行左前

降支冠状动脉结扎。造模后两组小鼠均注射 MetRSL247G基因突变的 BMSCs(MetRSL247G-BMSCs)，并在梗死区旁缺血区域的

3个不同部位进行心肌注射。两组小鼠分别在术后第0、2、6天(每个时间点n=5)腹腔注射ANL，1次/6 h，共4次，24 h后

实施安乐死，并分离心脏组织。采用针对ANL标记蛋白的富集技术及液相色谱-串联质谱(LC-MS)分析，收集移植于两组

小鼠心肌后BMSCs所合成且被标记的新生蛋白。采用基因本体论(GO)分析、京都基因与基因组百科全书(KEGG)分析、

蛋白质互作网络(PPI)分析及热图分析 3 个时间点的差异蛋白，并筛选出关键通路及基因。结果　荧光显微镜下可见

MetRSL247G慢病毒感染的BMSCs标记有mCherry信号，证实MetRSL247G-BMSCs细胞系构建成功，且只有同时加入MetRSL247G-
BMSCs和ANL的培养基中的新生蛋白标记有绿色荧光信号，验证了此标记方法的敏感性及特异性。GO分析显示，差异

蛋白主要集中在细胞外泌体、细胞外基质、黏着斑等基本的细胞生物过程；KEGG分析及PPI分析显示，差异蛋白主要参

与补体和凝血级联通路、肌动蛋白细胞骨架调节通路、细胞凋亡通路等过程；热图分析显示，与对照组比较，实验组小

鼠移植后第1天，其心肌组织抗凋亡相关因子及细胞黏附相关因子表达均明显上调(P<0.05)；实验组移植后第3天，抗凋亡

相关因子、促凋亡相关因子及细胞黏附相关因子表达均明显上调(P<0.05)；实验组移植后第7天，抗凋亡相关因子、细胞

分化相关因子及细胞黏附相关因子表达均明显上调(P<0.05)；而实验组第1、7天凋亡诱导因子1的表达明显下调(P<0.05)。
此外，在第3天时大部分差异蛋白的表达均明显上调(P<0.05)，如抗凋亡相关因子S100钙结合蛋白A11、簇集素、凝溶胶

蛋白，促凋亡相关因子组织蛋白酶B，细胞分化相关因子转胶蛋白-2，细胞黏附相关因子丝切蛋白-1、骨膜蛋白、纤连蛋

白等。结论　MetRSL247G 突变可使 BMSCs 吸收 ANL，使新合成的蛋白被标记，证实了该新生蛋白标记技术的可行性。

BMSCs在缺血心肌组织中新生蛋白的作用主要在外泌体分泌及细胞外基质组织方面。BMSCs可能通过影响补体和凝血级

联反应、激活炎症因子、调整肌动蛋白细胞骨架结构及调控细胞凋亡等途径，以适应及应对缺血缺氧的环境，从而维持

BMSCs的存活。
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Specific extraction and analysis of synthesized proteins from mesenchymal stem cells transplanted into 

the ischemic heart
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[Abstract] Objective　To specifically extract and analyze nascent proteins synthesized by bone marrow mesenchymal stem 
cells (BMSCs) after transplantation into ischemic hearts using a technique employing mutant methionyl-tRNA synthetase 
(MetRSL247G) for nascent protein labeling, in order to explore the potential mechanisms of action in BMSCs post-transplantation. 
Methods　Point mutation at position 274 of the MetRS gene in BMSCs was induced via lentiviral infection to enable azidonorleucine 
(ANL) -mediated labeling of nascent proteins in BMSCs. The labeling efficiency was verified by means of fluorescent non-canonical 
amino-acid tagging (FUNCAT). Thirty healthy female C57BL/6J mice (8-10 weeks old) were divided into control and experimental 
groups, with 15 mice in each group. The acute myocardial infarction model was constructed by ligating the left anterior descending 
coronary artery in experimental group, while control mice underwent only thoracotomy without coronary ligation. After modeling, 
both groups received intramyocardial injections of MetRSL247G-modified BMSCs (MetRSL247G-BMSCs) at 3 different sites in the peri-
infarct ischemic region. Mice were intraperitoneally injected with ANL every 6 hours for 4 times on postoperative days 0, 2, and 6 (n=5 
for each time point) respectively, euthanized 24 h after the last injection, and cardiac tissues were isolated. The newly synthesized and 
labeled proteins produced by BMSCs after transplantation into the myocardium of experimental and control groups were collected , 
using an enrichment technique for ANL-tagged proteins and liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS) analysis. 
Gene ontology (GO) analysis, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway analysis, protein-protein interaction 
(PPI) analysis, and heatmap visualization analysis were performed to identify differentially expressed proteins at the 3 time points and 
screen key pathways and genes. Results　Under fluorescence microscopy, the MetRSL247G lentivirus-infected BMSCs were observed 
to be labelled with mCherry signals, confirming the successful construction of the MetRSL247G-BMSCs cell line. Green fluorescent 
signals  were detected only in nascent proteins in culture medium containing both MetRS L247G-BMSCs and ANL, validating the 
sensitivity and specificity of the labeling method. GO analysis revealed that differentially expressed proteins were primarily involved in 
basic cellular biological processes such as extracellular exosome formation, extracellular matrix organization, and focal adhesion. 
KEGG and PPI analyses indicated that the differential proteins were mainly involved in complement and coagulation cascade 
pathway, actin cytoskeleton regulation pathway, and apoptosis pathway. Heatmap analysis showed significantly upregulated 
expression of anti-apoptosis and cell adhesion-related factors in experimental group on day 1 (P<0.05), upregulated anti-apoptotic 
factors, pro-apoptotic factors, and cell adhesion-related factors on day 3 (P<0.05), and upregulated anti-apoptotic factors, cell 
differentiation-related factors, and cell adhesion-related factors on day 7 (P<0.05) compared with control group. Expression of 
apoptosis-inducing factor 1 was significantly downregulated on days 1 and 7 (P<0.05). On day 3, most differentially expressed 
proteins, including anti-apoptosis factors (Protein S100-A11, Clusterin, Gelsolin), pro-apoptosis factor (Cathepsin B), cell 
differentiation-related factor (Transgelin-2), and cell adhesion-related factors (Cofilin-1, Periostin, Fibronectin) were significantly 
upregulated (P<0.05). Conclusions　The MetRSL247G mutation enables BMSCs to incorporate ANL and synthesize labeled proteins, 
confirming the feasibility of this nascent protein labeling technique. Nascent proteins of BMSCs in ischemic myocardium primarily 
contribute to extracellular exosome secretion and extracellular matrix organization. BMSCs may adapt to and respond to ischemic and 
hypoxic environments by influencing complement and coagulation cascades, activating inflammatory factors, regulating actin 
cytoskeleton structure, and modulating apoptosis, thereby maintaining the survival of BMSCs.

[Key words] mesenchymal stem cells; mesenchymal stem cell transplantation; myocardial infarction; heart failure; proteomics

心肌梗死及梗死后的慢性心力衰竭发病率高、

预后差，是世界范围内的主要健康负担，且心肌梗

死后心力衰竭的发生率呈增高趋势[1-4]。目前对心肌

梗死后心力衰竭的治疗效果并不理想，药物治疗旨

在控制症状及神经-体液调节，但无法恢复心肌组织

的功能。近年来，随着干细胞移植疗法的不断发展，

许多实验及临床研究均证实了此疗法的可行性，例

如间充质干细胞具有分化多能性、免疫调节能力及

旁分泌作用[5-6]，并具有减轻移植排斥反应的优势[7]。

神经再生、肝肾再生及心脏再生等均为目前以骨髓

间充质干细胞 (bone marrow mesenchymal stem cells，
BMSCs)为基础的再生医学的研究热点。采用BMSCs
移植治疗心肌梗死可减少梗死范围、改善左心室收

缩力，是一种有效、可行、安全的治疗方式，有望
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改善心功能，提高患者的生活质量[8-9]。但有Meta分
析指出，细胞疗法对急性心肌梗死(acute myocardial 
infarction，AMI)及心力衰竭的疗效有限，虽然与对

照组相比，间充质干细胞组的左心室射血分数增加

4%，早期心血管病死率降低，AMI复发减少，但远

期病死率及生活质量差异无统计学意义，强调了提

高疗效的必要性[9-12]。其不理想的疗效可能与梗死心

肌微环境中BMSCs的低存活率密切相关，也是目前

临床上导致此疗法难以推广的重要问题之一[13]。此

外，目前的观点认为BMSCs分化为具有成熟功能的

心肌细胞十分困难，其旁分泌功能似乎是心肌修复

的主要机制[14-15]，但 BMSCs 在移植后分泌了哪些蛋

白质，以及蛋白质的表达丰度如何尚未明确[6]。因

此，干细胞治疗心肌梗死的作用机制尚不明确，细

胞疗法应用受限，亟待进一步研究。本研究利用

MetRSL247G将ANL 标记于BMSCs移植后的新生蛋白，

并分析移植于心肌组织中BMSCs新合成蛋白之间的

差异蛋白谱，旨在探究BMSCs移植对缺血心肌组织

的影响及其机制。

1　材料与方法

1.1　BMSCs的培养　C57BL/6J鼠源性BMSCs购自美

国 Cyagen Biosciences 公司。将 BMSCs 培养在添加

10% 胎牛血清(FBS)的 DMEM 中，传代至第 8－10 代

时用于后续实验。

1.2　突变型甲硫酰基-tRNA 合成酶(methionyl-tRNA 
synthetase，MetRSL247G)慢病毒载体的合成及 BMSCs
的感染　编码 MetRSL247G 突变体及 mCherry 蛋白的

pMaRSC 质粒(购自美国 Addgene 公司)用 SpeI 和 EcoR 
Ⅰ消化其扩增产物，再用凝胶提取试剂盒(购自美国

Qiagen公司)进行纯化，并用T4 DNA连接酶(购自美

国Promega 公司)连接到FUGW 慢病毒载体骨架片段

中[16]，通过与 pMD2.G 和 psPAX2 共转染而包装合成

FUGW-MetRSL247G-mCherry 慢病毒[17-19]。然后转染至

80%融合度的BMSCs中，72 h后以mCherry的表达评

估感染效率。再将 BMSCs 固定于含 4% 多聚甲醛的

PBS 中，并在室温下以 0.1%Triton X-100 作用 10 min。
mCherry 的一级抗体(购自美国 Invitrogen 公司)与带

Alexa fluor 568橙红色荧光信号的二级抗体(购自美国

Life Technologies 公司) 用于检测 mCherry。将不带

MetRSL247G突变的FUGW慢病毒空载体转导的慢病毒

感染 BMSCs 作为对照。荧光显微镜下观察是否有

mCherry橙红色荧光信号表达。

1.3　基于 MetRSL247G突变的新生蛋白标记技术的验

证　采用荧光非标准氨基酸标记 (fluorescent non-
canonical amino-acid tagging， FUNCAT) 法 ， 先 将

BMSCs 在 1 mmol/L 叠氮左亮氨酸 (azidonorleucine，

ANL)(购自德国 Jena Bioscience 公司)中培养 24 h，然

后用PBS轻轻冲洗、3.7%甲醛固定，再用 0.5%Triton 
X-100 穿膜。根据 Click-iT Alexa Fluor 488 蛋白质合成

高含量筛选测定试剂盒(购自美国Life Technologies公
司)的实验流程，用含有 Alexa Fluor 488 炔烃的 Click-
iT反应蛋白酶抑制剂进行Click-iT反应。在成像前用

Hoechst 33342对细胞进行染色。

1.4　实验动物造模及分组　

1.4.1　实验动物来源及分组　30只健康雌性 8~10周

龄C57BL/6J小鼠均购自南方医科大学实验动物中心

[实验动物使用许可证号：SYXK(粤)2021-0041]。实

验方案经广州医科大学附属第一医院动物实验伦理

委员会批准(021358)，实验过程遵循国际兽医学编

辑协会《关于动物伦理与福利的作者指南共识》 [20]及

国家法规。实验动物的所有手术均在麻醉状态下进

行，并最大限度地减少其疼痛及死亡。将C57BL/6J
小鼠分为对照组与实验组，每组15只。

1.4.2　实验动物造模及BMSCs注射　实验组小鼠吸

入异氟烷麻醉后，插管并通风，然后进行左胸廓切

开术，以结扎冠状动脉前降支的方法构建急性心肌

梗死小鼠模型[21]；对照组小鼠接受麻醉和左胸廓切

开术，但不进行左前降支冠状动脉结扎。两组小鼠

均接受 5×105 MetRSL247G-BMSCs的注射，使用 30号胰

岛素针头在缺血区域 3、9、12 点方向的 3 个部位进

行心肌注射。随后关闭胸腔，使小鼠在加热垫中恢

复后返回动物饲养室。为控制疼痛，术后小鼠每 12
小时皮下注射丁丙诺啡(0.05~0.20 mg/kg)，共 2 d；
每天注射美洛昔康(1 mg/kg)，共3 d。
1.5　MetRSL247G-BMSCs 移植后 ANL 标记的新生蛋白

的标记与富集　两组小鼠分别在术后第 0、2、6 天

腹腔注射 ANL(15 mg/kg)，每个时间点各 5 只小鼠，

每 6小时 1次，共 4次，持续 24 h；在第 1、3、7天，

小鼠吸入 CO2实施安乐死后，分离心脏左前壁，用

Click-iT 蛋白富集试剂盒(购自美国 Waltham 公司)进
行Click-iT反应，根据试剂盒说明书在炔烃树脂上捕

获ANL标记的蛋白质。将收集的心脏组织样品在含

有 8 mol/L 尿素、200 mol/L Tris pH 8、4% 3-[(3-胆酰

胺丙基)二甲氨基]丙磺酸内盐、1 mol/L NaCl、1%蛋

白酶抑制剂(购自美国Sigma公司)的裂解缓冲液中培

养，然后进行冰上超声处理。在4 ℃下以10 000×g离
心5 min后，收集上清液，并在室温下将上清液与反

应溶液(含硫酸铜)和树脂浆料在端对端旋转器中混

合 18 h，在 70 ℃下加热 15 min，在室温下冷却

15 min，将蛋白结合树脂造粒，并在 10 mmol/L 
DTT/SDS 缓冲液中还原。还原后将树脂进一步造

粒，再悬浮于 7.4 mg/ml碘乙酰胺(购自美国 Sigma公
司)/SDS缓冲液中，并在黑暗中孵育30 min以消除背
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景反应。随后，通过旋转柱用 SDS缓冲液、8 mol/L
尿素、20% 乙腈洗涤树脂，以严格去除非特异性结

合的蛋白质。用 100 mmol/L Tris、2 mmol/L CaCl2、

10%乙腈消化树脂后，在 37 ℃下用 0.1 µg/µl质谱级

胰蛋白酶(购自美国Waltham公司)进一步消化树脂结

合蛋白过夜。然后将消化后的蛋白质在C-18滤筒(购
自美国 Waters 公司)上脱盐，在真空浓缩器中干燥，

并在-20 ℃下储存，用于液相色谱-串联质谱(liquid 
chromatography-mass spectrometry，LC-MS)分析。

1.6　LC-MS样品制备、数据采集及分析　

1.6.1　LC-MS 样品制备　将上述真空浓缩器浓缩的

蛋白产物置于16 µl的0.1%甲酸(formic acid，FA)中重

组。每个样品取 8 µl注入 1260 Infinity nHPLC 液相分

析仪器(购自美国 Agilent Technologies 公司)，并用内

径 75 µm、 长 15 cm 的 尖 端 C-18 柱 ( 购 自 美 国

Phenomenex 公司)分离。此系统与 Thermo Orbitrap 
Velos Pro 混合质谱仪串联运行，所有数据均以碰撞

诱导解离模式收集。对数据依赖性扫描，启用电荷

状态筛选和动态排除，重复计数为2，重复持续时间

为30 s，排除持续时间为90 s。
1.6.2　MS数据转换及搜索　XCalibur RAW文件以配

置文件模式进行收集，并通过 ReAdW v.3.5.1 转换为

MzXML。然后用 MzXML2Search(包含在 TPP 3.5 版

中)为所有扫描创建mgf文件。采用SEQUEST搜索数

据，对UniRef100数据库的特定子集进行搜索，结果

生成的肽类 ID 列表，用 Scaffold(购自美国 Protein 
Sciences 公司)进行过滤。只有电荷态≥2+、最小肽长

度为6个氨基酸、所有6个质量标签的非零量的肽类

才可用于分析，且错误发现率设定为<1%的临界值，

单个肽概率≥0.8，蛋白质概率≥0.99，每个蛋白质至

少分配两个肽。通过光谱计数进行相对定量，并对

样品之间的光谱计数丰度进行标准化。

1.7　生物信息学分析及统计学处理　基于完全连锁

法对样本和蛋白质谱进行层次聚类。在每个时间点

(即小鼠腹腔注射 ANL 后的第 1、3、7 天)，通过

Mann-Whitney U 检验对两组差异蛋白的表达进行评

估。设置P值<5%和折叠变化截止值>1.5标准以获得

差异表达蛋白(differentially expressed proteins，DEPs)
列表，并通过热图实现可视化。对在一组中检测到

≥60%，但在另一组中未检测到的蛋白质遵循Kojima
等[22]的方法，而仅在一组中检测出>60%的更严格的

临界值，并将其定义为“全或无”蛋白质命中，且

包括在 DEPs 列表中。为确定显著强化的功能通路，

使用 WebGestalt 平台(http://www. WebGestalt. org/)及
多个数据库(KEGG、Reactome、Panther、Wikipathay)
分析 DEPs 列表[23]。随后利用 R 平台绘制通路富集

图。采用R Bioconductor 软件包 topGO进行基因本体

论(Gene Ontology，GO)分析，以识别 GO 生物过程

和细胞成分。采用 STRING 软件进行蛋白质互作网

络 (PPI) 分 析 (https://string-db. org/) [24]， 然 后 用

Cytoscape软件包进行可视化分析[25]。

2　结　　果

2.1　基于 MetRSL247G突变的 BMSCs 新生蛋白标记技

术的鉴定　BMSCs 经 MetRSL247G 慢病毒浓缩液感染

后，光镜下显示BMSCs的形态呈长梭形，具有贴壁

生长特性；荧光显微镜下观察，可见慢病毒感染后

的 BMSCs 可表达 mCherry 红色荧光信号，MetRSL247G

突变的BMSCs在经过冻存及传代后仍维持MetRSL247G

表达情况 (图 1A)。成功转染 MetRSL247G 慢病毒的

BMSCs可吸收ANL，从而使其新生蛋白被带有 azide
基团的ANL标记。FUNCAT技术通过化学共价结合

的方式，将 azide 基团与 alkyne-荧光素结合，从而显

示出荧光信号。结果显示，MetRSL247G突变的BMSCs
可摄取ANL，使其新生蛋白带有 azide标记，并通过

FUNCAT 技术被检测出绿色荧光信号；未突变的

BMSCs则不能吸收ANL，不能合成ANL标记的蛋白

与 alkyne-荧光素结合，因而没有绿色荧光信号的表

达(图1B)。
2.2　BMSCs缺血缺氧培养后的新生蛋白质谱变化分

析　

2.2.1　GO富集分析　GO分析显示，差异蛋白主要

集中在细胞外泌体、细胞外基质、黏着斑等基本的

细胞生物过程中，且大多数被识别的蛋白质亦在其

中，其中细胞外泌体中富集的差异蛋白最多(附图1，
https://dx. doi. org/10.11855/j. issn. 0577-7402.0593.2025.
0417FJ)。
2.2.2　KEGG分析　KEGG分析显示，移植后第 1天

两组间的差异蛋白主要在补体和凝血级联、肌动蛋

白细胞骨架调节通路高度富集(P<0.05)，如簇集素、

补体C4、a-1抗胰蛋白酶及纤溶酶原(附图 2A，https:
//dx.doi.org/10.11855/j.issn.0577-7402.0593.2025.0417FJ)，
且这些通路的蛋白质在第 3 天(如 H 因子)和第 7 天

(如纤连蛋白)仍然丰富(附图 2B、C，https://dx.doi.
org/10.11855/j.issn.0577-7402.0593.2025.0417FJ)。移植

后第 3 天两组间的差异蛋白主要集中在补体和凝血

级联、吞噬体、溶酶体等通路高度富集(P<0.05)，如

补体 C4、纤连蛋白、凝聚素、凝血因子、冠蛋白、

组织蛋白酶、网格蛋白等(附图 2B，https://dx.doi.
org/10.11855/j.issn.0577-7402.0593.2025.0417FJ)。移植

后第 7 天两组间的差异蛋白主要集中在肌动蛋白细

胞骨架调节、凋亡等通路高度富集(P<0.05)，如纤连

蛋白、组织蛋白酶、核纤层蛋白、凋亡诱导因子等

(附图 2C，https://dx. doi. org/10.11855/j. issn. 0577-7402.
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0593.2025.0417FJ)。
2.2.3　蛋白互作分析　蛋白互作分析显示，在缺血

缺氧条件下BMSCs合成了大量蛋白：(1)补体和凝血

级联途径相关蛋白，如簇集素(Q06890)、纤溶酶原

(P20918)；(2)肌动蛋白细胞骨架调控相关蛋白，如

丝切蛋白-1(P18760)、纤连蛋白(P11276)、辅肌动蛋

白 4(A1BN54)、细丝蛋白A(Q8BTM8)等；(3)凋亡相

关蛋白，如核纤层蛋白 (P48678)、组织蛋白酶 B
(P10605)等；(4)抗炎相关的蛋白质，如热休克蛋白

90β(P11499)、热休克蛋白 B7(P35385)、S100 钙结合

蛋白 A11(P50543)、膜联蛋白 A1(P10107)等也有表

达。其中，凋亡诱导因子-M1(Q9Z0X1)蛋白表达明

显下调(附图3，https://dx.doi.org/10.11855/j.issn.0577-
7402.0593.2025.0417FJ)。
2.2.4　热图分析　热图分析显示，与对照组比较，

实验组小鼠在移植后第 1 天，抗凋亡相关因子及细

胞黏附相关因子表达均明显上调(P<0.05)；实验组移

植后第 3 天，抗凋亡相关因子、促凋亡相关因子及

细胞黏附相关因子表达均明显上调(P<0.05)；实验组

移植后第 7 天，抗凋亡相关因子、细胞分化相关因

子及细胞黏附相关因子表达均明显上调(P<0.05)；而

实验组第 1、7 天凋亡诱导因子 1 的表达明显下调

(P<0.05)(图2)。

3　讨　　论

已有研究显示，BMSCs 同种异体移植可改善心

肌梗死患者的心功能，但BMSCs移植后的低存活率

严重影响其长期疗效，进而限制了其临床应用[8,14]。

BMSCs移植后的存活是其维持疗效的基础，而提高

BMSCs的抗缺血缺氧能力，首先要了解其移植后发

生的蛋白水平变化，探索影响其存活的重要因子。

然而，从BMSCs移植区域中特异性提取其合成的蛋

白质存在一定的困难，也难以区分是移植前还是移

植后合成的蛋白质。基于基因工程的新生蛋白标记

技术这种强大的工具，能够对体内BMSCs蛋白质组

进行动态全面的分析，从而可以实时了解BMSCs发
生的功能及代谢水平的变化。本研究利用 MetRS 突

变的新生蛋白标记技术可排除细胞本身固有蛋白及

其他细胞合成蛋白的干扰，可解决上述问题，并定

量分析BMSCs在移植至缺血心脏组织后新合成蛋白

质谱的动态改变。

本研究利用 MetRSL247G 将 ANL 标记于 BMSCs 移
植后的新生蛋白。MetRS是催化起始 tRNAMet与甲硫

氨酸(methionine，Met)产生化学反应的关键酶，两

者结合后形成的甲硫氨酰-tRNA可与核糖体P位点结

合，使 Met 成为蛋白质的第一个氨基酸。而利用

MetRS 基因第 274 位的点突变(由赖氨酸突变成甘氨

酸)，则可使起始 tRNAMet 与 ANL 结合。当加入足

够量 ANL 的情况下，ANL 能竞争性抑制 Met 与起始

tRNAMet 的结合，从而使 ANL 代替 Met 成为该突变

细胞合成蛋白的第一个氨基酸。由于ANL末端带有

重氮基，因而以ANL作为起始氨基酸的新合成蛋白

ANL. 叠氮左亮氨酸；MetRSL247G. 突变型甲硫酰基-tRNA合成酶；BMSCs. 骨髓间充质干细胞；A. 光镜下及荧光显微镜下观察MetRS突

变的BMSCs细胞，红色荧光为mCherry信号；B. FUNCAT 技术观察MetRS突变的BMSCs细胞系的新生蛋白，蓝色荧光为Hoechst 33342，

绿色荧光为Alexa Fluor 488

图1　基于MetRSL247G突变的BMSCs新生蛋白标记技术的鉴定

Fig.1　Identification of the novel protein labeling technique based on MetRSL247G mutation in BMSCs
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质均可被重氮基特异性标记。MetRSL247G的表达允许

Met 替代物 ANL 负载到 tRNAMet 上，随后 ANL 掺入

新合成的蛋白质中。ANL标记的蛋白质被结合到含

炔烃的染料或树脂上，通过 FUNCAT 技术可检测

ANL标记是否成功，通过ANL标记蛋白的富集技术

提取 BMSCs 的新生蛋白可用于进一步的 LC-MS 分

析。此技术可特异性鉴定移植后BMSCs新合成的蛋

白质组，通过分析实验组与对照组之间的差异蛋白，

对移植后 BMSCs 如何发挥治疗作用，以及提高

BMSCs 在梗死心肌环境中的存活率可能有所启发。

本研究结果显示，BMSCs移植至梗死心肌后，新合

成的蛋白可参与细胞外基质组织、外泌体分泌、对

应激的反应和凋亡过程的调节，并可通过调节肌动

蛋白细胞骨架以应对受体体内的缺血缺氧环境，并

调节补体激活及细胞凋亡以影响BMSCs移植后的存

活。基于 GO 分析发现，两组 BMSCs 的差异蛋白主

要集中在细胞外泌体、细胞外基质、黏着斑等基本

的细胞生物过程，这些通路代表了细胞生命的基本

过程。其中细胞外泌体通路中有大量蛋白富集，这

一细胞因子分泌方式可能为BMSCs向缺血组织递送

生物活性物质，发挥改善缺氧的治疗作用。

心肌缺血诱导心肌不同成分包括心肌细胞、内

皮细胞、成纤维细胞等损伤甚至死亡，引起补体级

联激活、产生活性氧及损伤相关模式分子(damage-

associated molecular pattern，DAMP)等过程的协同作

用，启动促炎反应[26]。本研究 KEGG 分析显示，在

图2　间充质干细胞移植于缺血心脏后的差异蛋白的热图分析

Fig.2　Heatmap analysis of differentially expressed proteins from mesenchymal stem cells transplanted to ischemic heart
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移植后第1、3天，移植到梗死心肌组织的BMSCs蛋
白质组中 DAMP 明显上调，包括 HSP90β、HSPB7、
ANXA1、S100-A11 等炎症调节相关蛋白，可能发挥

了保护细胞、避免组织过度损伤的关键作用。此外，

补体系统被认为是炎症的重要介质[27]，相关研究也

发现心肌梗死后补体的表达增加[27-28]。本研究KEGG
分析显示，通过比较 3 个时间点的 ANL 标记的新生

蛋白，发现在补体和凝血级联通路上存在着较多的

差异蛋白富集，该通路的相关蛋白如簇集素、H 因

子、纤溶酶原等均与炎症[29-30]和心肌再生[28,31]有关。

补体通路相关的簇集素可通过多种细胞存活途径发

挥其活性，并在心肌梗死后心肌组织保护及细胞功

能恢复方面发挥重要作用[32-33]。有研究发现，H 因

子在心肌梗死中对心肌和心功能的保护及促进组织

愈合方面是必要的[34]。纤连蛋白的聚合是心脏损伤

后心肌成纤维细胞丰度增加的关键因素，减少纤连

蛋白及胶原在细胞外基质的沉积，有利于减轻病理

性心脏重塑及纤维化[35]。根据聚焦于两组之间的差

异蛋白，可推测在BMSCs移植后对心肌梗死潜在的

修复价值。这也验证了BMSCs通过以上途径参与梗

死后心肌组织的功能调节。但补体系统的过度激活

可能导致组织进一步损伤，因此，补体系统激活及

抑制的调节是减少 AMI 后心肌坏死及改善预后的

关键[36-37]。

丰富的肌动蛋白细胞骨架调节及细胞凋亡相关

的差异蛋白，在很大程度上反映了BMSCs在机体内

缺血环境下的特征。本研究 KEGG 通路分析结果显

示，在移植后第 1、3天肌动蛋白细胞骨架调节通路

及凋亡相关通路已经出现蛋白的高度聚集，并在第

7天成为差异蛋白富集较丰富的两条通路。通过蛋白

互作分析确定移植至缺血心肌的BMSCs在肌动蛋白细

胞骨架调节(丝切蛋白-1、纤连蛋白、辅肌动蛋白 4、
细丝蛋白 A)和细胞凋亡(核纤层蛋白、组织蛋白酶

B、凋亡诱导因子-M1)两条通路出现了明显的蛋白富

集，提示BMSCs可能通过调整细胞结构及凋亡途径

以应对移植后的梗死环境，且这些蛋白与其他通路

的蛋白联系密切，可能参与多种细胞生命活动。肌

动蛋白细胞骨架调节对细胞迁移、归巢和滞留、存

活和增殖均至关重要，通过调节该通路可提高

BMSCs在缺血缺氧环境下存活的可能性。而血管内

皮细胞向血管生成状态的转换也依赖于肌动蛋白细

胞骨架的重塑[38]。此外，本研究结果显示，小鼠

AMI缺血后的7 d内凋亡及抗凋亡相关差异蛋白的表

达明显增多，而在随后的3~7 d细胞分化及黏附相关

蛋白的表达水平也逐渐升高，反映出BMSCs在移植

后的适应性变化，即BMSCs可能通过改变自身细胞

的分化及黏附状态以提升在缺血环境下的生存能力，

且通过调节凋亡及抗凋亡通路以决定其在受体内的

存活时间，进而影响移植疗效。

综上所述，BMSCs 移植至梗死心肌后，新合成

的蛋白主要参与外泌体分泌、细胞外基质组织的调

节，可通过改变补体和凝血级联、调动炎症因子、

调节肌动蛋白细胞骨架、细胞凋亡等通路以应对受

体内的缺血缺氧环境。本研究存在以下局限性：

(1)仅选择了移植后第 1、3、7 天作为观察时间点，

不足以全面反映 BMSCs 在移植后的长期动态变化；

(2)结果仅显示BMSCs在梗死心肌组织中新生蛋白的

变化及其可能的机制，但尚未在临床试验中得到验

证。未来应进一步优化实验设计，进行更长时间和

更全面的观察，并在临床环境中验证，以提高研究

的可靠性和临床应用的潜力。
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