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山楂来源外泌体样纳米囊泡通过调控 SOX9 信号通路抑制
AngⅡ和 TGF-β 诱导的心脏成纤维细胞活化
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[摘　 要] 　 [目的] 　 研究山楂来源外泌体样纳米囊泡(HDELN)抑制血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)和转化生长因子 β
(TGF-β)诱导的大鼠心脏成纤维细胞(RCF)活化的作用机制。 [方法] 　 体外提取并培养原代 RCF,使用 AngⅡ和

TGF-β 诱导 RCF 活化,通过 CCK-8 法测定细胞存活率,采用 Western blot 检测蛋白表达水平,采用 RT-qPCR 检测

mRNA 表达水平,利用细胞划痕实验检测细胞迁移能力,利用 siRNA 转染 RCF 构建 SRY 盒转录因子 9(SOX9)低表

达细胞模型。 [结果] 　 CCK-8 法检测结果显示,AngⅡ和 TGF-β 可显著提升 RCF 的细胞活力(P<0. 05)。 RT-qPCR
结果显示,AngⅡ和 TGF-β 可上调 RCF 中Ⅰ型胶原蛋白 α1(COL1A1)、Ⅲ型胶原蛋白 α1(COL3A1)、α-平滑肌肌动

蛋白(α-SMA)、骨膜蛋白(Postn)、Runt 相关转录因子 2(RUNX2)的 mRNA 表达水平(P<0. 05)。 Western blot 结果

显示,AngⅡ和 TGF-β 可上调 RCF 中 COL1A1、COL3A1 和 α-SMA 的蛋白表达水平(P<0. 05)。 细胞划痕实验结果

表明,AngⅡ和 TGF-β 可显著提高 RCF 的迁移能力(P<0. 05)。 差速离心法和蔗糖梯度密度离心法提取 HDELN。
加入 HDELN 后,AngⅡ和 TGF-β 诱导的 RCF 活化现象被显著逆转(P<0. 05)。 Western blot 和 RT-qPCR 结果显示,
AngⅡ和 TGF-β 可上调 RCF 中 SOX9 的表达水平,而 HDELN 则下调其表达水平(P<0. 05)。 构建 SOX9 低表达细

胞模型后,实验结果显示,低表达 SOX9 的 RCF 活化水平显著低于正常 RCF(P<0. 05)。 [结论] 　 HDELN 可通过

抑制 SOX9 信号通路,进而抑制由 AngⅡ和 TGF-β 诱导的 RCF 活化。
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diac fibroblast activation by regulating the SOX9 signaling pathway
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the mechanism by which hawthorn-derived exosome-like nanovesicles (HDELN)
on inhibiting the activation of rat cardiac fibroblasts (RCF) induced by angiotensinⅡ(AngⅡ) and transforming growth
factor-β (TGF-β). 　 　 Methods 　 Primary RCF was extracted and cultured in vitro. 　 RCF activation was induced by
AngⅡ and TGF-β, and the cell viability was detected by CCK-8 assay. 　 Western blot was used to detect protein expres-
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sion levels. 　 RT-qPCR was used to detect the mRNA expression levels. 　 Cell scratch assay was used to detect cell migra-
tion ability. 　 siRNA was transfected into RCF to construct a cell model with low expression of SRY-box transcription factor 9
(SOX9) low expression cell model. 　 　 Results　 CCK-8 results showed that AngⅡ and TGF-β could enhance the cell vi-
ability of RCF (P<0. 05). 　 RT-qPCR results showed that AngⅡ and TGF-β upregulated the mRNA expression of typeⅠ
collagen α1 (COL1A1), type Ⅲ collagen α1 (COL3A1), α-smooth muscle actin (α-SMA), periostin (Postn), Runt-re-
lated transcription factor 2 (RUNX2) in RCF (P<0. 05). 　 Western blot results showed that AngⅡ and TGF-β upregulat-
ed the protein expression levels of COL1A1, COL3A1, and α-SMA in RCF (P<0. 05). 　 The results of cell scratch assay
showed that AngⅡ and TGF-β markedly promoted the migration ability of RCF (P<0. 05). 　 HDELN was extracted by dif-
ferential centrifugation and sucrose gradient density centrifugation. 　 The activation of RCF induced by AngⅡ and TGF-β
was reversed by the addition of HDELN (P<0. 05). 　 Western blot and RT-qPCR results showed that AngⅡ and TGF-β
upregulated the expression levels of SOX9 in RCF, while HDELN downregulated its expression (P<0. 05). 　 After con-
structing a cell model with low expression of SOX9, the experimental results showed that the activation level of RCF with
low expression of SOX9 was significantly lower than that of normal RCF (P<0. 05). 　 　 Conclusion　 HDELN can inhibit
the activation of RCF induced by AngⅡ and TGF-β via suppressing the SOX9 signaling pathway.
[KEY WORDS]　 hawthorn-derived exosome-like nanovesicles;　 cardiac fibroblasts;　 SRY-box transcription factor 9;
angiotensin Ⅱ;　 transforming growth factor-β

　 　 心肌纤维化是胶原蛋白和细胞外基质( extra-
cellular matrix,ECM)过度沉积的病理状态。 心脏成

纤维细胞在维持心脏稳态中发挥着关键作用[1-2]。
当心脏长期处于高血压状态或发生急性缺血性损

伤时,大鼠心脏成纤维细胞( rat cardiac fibroblasts,
RCF)会过度活化为肌成纤维细胞 (myofibroblast,
MF)。 MF 虽能维持受损心脏的腔室结构完整性,却
缺乏收缩能力,无法发挥心肌细胞的功能,进而引

发心肌纤维化,最终导致心力衰竭[3-4]。 因此,抑制

RCF 向 MF 活化以及从活化状态中恢复,对心血管

疾病的防治具有重要意义。 血管紧张素Ⅱ(angio-
tensin Ⅱ,AngⅡ) 和转化生长因子 β( transforming
growth factor-β,TGF-β)是成纤维细胞转化为 MF 的

强诱导剂。 TGF-β 可通过激活 Smad2 / 3 信号通路

引发心肌纤维化[5],AngⅡ和 TGF-β 可通过瞬时受

体电位经典通道 6 促进 RCF 向 MF 转化[6]。 长期使

用抗纤维化药物治疗可能会引起不良反应[7-9]。 因

此,抗纤维化药物的研发是一项极具挑战性的任务。
植物来源外泌体样纳米囊泡(plant-derived exo-

some-like nanovesicle,PDELN)富含多种生物活性脂

质、蛋白质、RNA 及其他药理活性分子,作为天然纳

米载体具有独特的形态与组成特征。 PDELN 免疫

原性和细胞毒性较低,生物利用度远高于合成药

物。 PDELN 不含人畜共患病原体,因而成为一类安

全且可持续的药物载体[10-11]。 山楂是一种药食同

源的植物。 中医认为,山楂性微温,味酸甘,入脾、
胃、肝经,具有消食健胃、活血化瘀和收敛止痢的功

效,其花、叶、茎、根富含多酚、类黄酮及有机酸,具
备多种药用特性,包括强心、利尿、抗动脉粥样硬化

及抗高血压等作用[12]。 山楂富含维生素 C、类黄

酮、多酚等多种抗氧化剂,这些成分能够帮助中和

自由基、降低氧化应激水平,进而减轻炎症反应。
山楂提取物的抗炎作用在保护肠道、心脏、骨骼及

关节方面表现尤为突出,其醇提取物 WS􀳏 1442 已

获纽约心脏协会推荐,用于充血性心力衰竭的治

疗[13]。 本研究以 AngⅡ和 TGF-β 诱导 RCF 活化,
采用差速离心法与蔗糖梯度离心法提取山楂来源

外泌体样纳米囊泡 ( hawthorn-derived exosome-like
nanovesicles,HDELN),初步探究 HDELN 对 AngⅡ
和 TGF-β 介导的 RCF 活化的调控作用及相关机制,
以期为心肌纤维化的防治提供新的策略与思路。

1　 材料和方法

1. 1　 主要试剂

Ⅱ型胶原酶(Yeasen);AngⅡ(TargetMol)、TGF-β1
(MCE);青霉素-链霉素溶液、BCA 蛋白浓度测定试

剂盒及 4% 多聚甲醛 (Biosharp);CCK-8、5 × SDS-
PAGE 蛋白上样缓冲溶液及 BSA Fraction V(Beyo-
time);TBS 缓冲液、10% PAGE 胶快速制备试剂盒、
RIPA 裂解液、蛋白酶抑制剂苯甲基磺酰氟及磷酸化蛋

白酶抑制剂(Servicebio);ECL 发光液、PageRuler 预染

蛋白 Marker(Thermo Scientific);BD 脱脂奶粉(BD);细
胞计数板( Invitrogen)。
1. 2　 细胞培养

SD 乳鼠购自广州锐格生物科技有限公司,许可

证号:SCXK(粤)2023-0059。 乳鼠经处死后取心脏,
去除心耳、血管和肺组织等,用Ⅱ型胶原酶和胰酶
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于 37 ℃消化,终止消化后用完全培养基重悬培养,
利用免疫荧光鉴定结果。 RCF 用含 10% 胎牛血清

和 1%双抗的 DMEM 培养基培养,细胞培养箱设定

为 37 ℃恒温、5% CO2 的环境。 当细胞融合度超过

80%时按 1 ∶ 2 的比例进行传代培养。 在后续实验

研究中,将细胞传至第 2 代后进行铺板,随后随机分

为对照组、模型组(AngⅡ组或 TGF-β 组)及 AngⅡ /
TGF-β+HDELN 组。
1. 3　 CCK-8 法评估细胞活力

将 RCF 经胰蛋白酶消化为单细胞悬液后,以每

孔 2×104 个细胞的密度接种于 96 孔板;药物处理

24 h 后,采用 CCK-8 法检测细胞活力:每孔加入

10 μL CCK-8 溶液,置于恒温培养箱中反应 2 h,随
后使用酶标仪测定 450 nm 波长处的吸光度。
1. 4　 Western blot 检测蛋白表达水平

在 6 cm 细胞培养皿中接种 2×106 个细胞。 药

物干预 24 h 后,采用胰酶消化法收集细胞,离心后

用 PBS 缓冲液洗涤 3 次。 随后,每孔加入 250 μL
裂解液,于冰上裂解 30 min,期间每隔 5 ~ 10 min 吹

打混匀;4 ℃离心,收集上清液,通过 BCA 试剂盒检

测各样本的蛋白质浓度,并用裂解液将所有样本调

整至相同浓度,加入 5×Loading buffer 充分混匀后,
100 ℃ 变性 10 min,随后置于 - 80 ℃ 冰箱保存。
SDS-PAGE 电泳时,每泳道上样量为 10 ~ 15 μg。 电

泳结束后,将蛋白转印至 PVDF 膜,用 5% 脱脂牛奶

封闭 1 h,一抗于 4 ℃孵育过夜,二抗以 1 ∶ 10 000
稀释后于室温孵育 1 h,最后进行显影成像。
1. 5　 RT-qPCR 检测 mRNA 水平

6 孔板每孔接种 1×106 个细胞。 加药处理 24 h
后,用预冷的 PBS 洗涤细胞 2 次,提取细胞 RNA;通
过 Nano Drop 对 RNA 进行定量,采用 Evo M-MLV 反

转录预混型试剂盒进行反转录;将反转录产物

cDNA 应用 SYBR Green Pro Taq HS 预混型 qPCR 试

剂盒对靶基因进行定量检测。 实验以 GAPDH 作为

内参,mRNA 表达量依据 2-ΔΔCt 公式计算。 引物序

列:Ⅰ型胶原蛋白 α1( type Ⅰ collagen α1,COL1A1)
正向: 5′-CCCAGCGGTGGTTATGACTT-3′,反向: 5′-
CGGCCACCATCTTGAGACTT-3′;Ⅲ型胶原蛋白 α1
( type Ⅲ collagen α1,COL3A1)正向:5′-AGAGGCT
TTGATGGACGCAA-3′, 反 向: 5′-GGTCCAACCTCAC
CCTTAGC-3′;α-平滑肌肌动蛋白(α-smooth muscle
actin,α-SMA) 正向:5′-ACCATCGGGAATGAACGCTT-
3′,反向:5′-CTGTCAGCAATGCCTGGGTA-3′;骨膜蛋白

(periostin,Postn)正向:5′-TGCAAAAAGACACACCTGC

AA-3′,反向:5′-GGCCTTCTCTTGATCGCCTT-3′;Runt 相
关转录因子 2 ( Runt-related transcription factor 2,
RUNX2 ) 正 向: 5′-GCCTTCAAGGTTGTAGCCCT-3′,
反向:5′-TGAACCTGGCCACTTGGTTT-3′; SRY 盒转

录因子 9 ( SRY-box transcription factor 9,SOX9) 正

向:5′-TCCCCGCAACAGATCTCCTA-3′,反向:5′-TCT
GGTGGTCGGTGTAGTCA-3′;GAPDH 正向:5′-AGGT
CGGTGTGAACGGATTTG-3′,反向:5′-GGGGTCGTTG
ATGGCAACA-3′。
1. 6　 细胞划痕实验

6 孔板每孔接种 1×106 个细胞。 加药处理 24 h
后,用枪头垂直于培养皿划痕,光学显微镜下拍摄

图片。
1. 7　 差速离心法和蔗糖密度梯度离心法提取外泌体

取 250 g 新鲜山楂,去除果柄与果核后,用超纯

水多次浸泡以去除杂质,再用剪刀剪碎,加入预冷

的 PBS 后通过破壁机破壁;经滤网过滤去除残渣,
将滤液分装至 50 mL 离心管中,于 4 ℃、300 g 离心

10 min,取上清液;4 ℃、2 000 g 离心 20 min,再次取

上清液;将上清液转移至超速离心管,4 ℃、10 000 g
离心 30 min,取上清液并用 0. 22 μm 过滤器过滤,接
着于 4 ℃、135 000 g 离心 70 min,去除上清液后,用
适量 PBS 重悬沉淀。 使用 20 mmol / L Tris-HCl 溶液

配制 8% 、20% 、30% 和 50% 的蔗糖溶液,于 4 ℃、
150 000 g 离心 120 min,抽取各分层区域的液体,加
入适量 PBS 稀释后,于 4 ℃、135 000g 离心 70 min,
弃上清液,沉淀用适量 PBS 重悬,于-80 ℃保存。
1. 8　 siRNA 转染

当细胞融合度达 50% ~ 60% 时,将培养基更换

为 Opti-MEM;培养 2 h 后,加入终浓度为 30 nmol / L
siRNA,继续培养 2 ~ 3 h,随后更换为正常完全培养

基;继续培养 48 ~ 72 h,即可用于后续实验。
1. 9　 统计学分析

实验数据以 x±s 表示,采用 GraphPad Prism 9. 0
软件进行数据可视化与统计分析。 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,进一步比较采用 LSD-t 检验。 以双侧 P<0. 05 为

差异具有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 AngⅡ和 TGF-β 可诱导 RCF 向 MF 活化

RCF 经 1 μmol / L AngⅡ或 10 μg / L TGF-β 处

理 24 h 后,CCK-8 结果显示细胞活力分别升高
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12. 13%和 6. 10% (P<0. 05 或 P<0. 01);RT-qPCR
结果显示 RCF 中 COL1A1、COL3A1、α-SMA、Postn
及 RUNX2 的 mRNA 表达水平显著升高(P<0. 05 或

P<0. 01);Western blot 结果显示 AngⅡ和 TGF-β 可

使 RCF 中 COL1A1、COL3A1 及 α-SMA 的蛋白表达

水平显著升高(P<0. 05 或 P<0. 01);细胞划痕实验

结果表明,AngⅡ和 TGF-β 可显著提高 RCF 的迁移

能力(P<0. 05 或 P<0. 01;图 1)。

图 1. AngⅡ和 TGF-β诱导 RCF 向 MF 活化

A 为 CCK-8 检测 AngⅡ和 TGF-β 处理后 RCF 活力的变化;B 为 RT-qPCR 检测 AngⅡ和 TGF-β 处理后 RCF 中 COL1A1、COL3A1、
α-SMA、Postn 及 RUNX2 mRNA 表达;C、D 为 Western blot 检测 AngⅡ和 TGF-β 处理后 RCF 中 COL1A1、COL3A1 及 α-SMA 蛋白表达;

E 为细胞划痕实验检测 AngⅡ和 TGF-β 处理后 RCF 迁移能力的变化。 Bar=200 μm,n=3。

Figure 1. AngⅡ and TGF-β induce RCF activation into MF

2. 2　 HDELN 的分离、提纯、鉴定与浓度筛选

采用差速离心法结合蔗糖密度梯度离心法从山

楂中提取外泌体,通过透射电子显微镜(transmission
electron microscope, TEM) 观察其表面形貌,可见

HDELN 呈典型的茶托型双层囊泡状(图 2A);利用纳

米颗粒跟踪分析技术(nanoparticle tracking analysis,

NTA)检测 HDELN 的粒径并定量,结果显示其颗粒

大小较为均一,主要分布在 50 ~ 200 nm 区间,每
250 g 山楂可提取获得剂量为 1011 particles / mL 的

HDELN(图 2B)。 Western blot 可检测出 HDELN 中

的外泌体标志性蛋白 HSP70 和 TSG101 条带(图

2C)。 综上,HDELN 是一种大小均一、具有双层膜
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结构的外泌体样纳米囊泡。 用不同剂量 ( 105、
106、 107、 108、 109、 1010 及 1011 particles / mL) 的

HDELN 处理 RCF 24 h 后,CCK-8 结果显示:随着

HDELN 剂量增加,细胞活力呈先上升后下降趋势,
其中 107 particles / mL 剂量可使细胞活力提升 18. 17%
(P<0. 001)。 因此后续实验选取 107 particles / mL 的

HDELN 进行(图 2D)。
2. 3　 HDELN可抑制 AngⅡ或 TGF-β诱导的 RCF活化

RT-qPCR 结果显示,AngⅡ或 TGF-β 可显著上调

RCF 中 COL1A1、COL3A1、α-SMA、Postn 及 RUNX2 的

mRNA 表达水平,而 HDELN 能有效降低上述基因的

mRNA 表达水平(P<0. 05 或 P<0. 01);Western blot
结果显示,AngⅡ或 TGF-β 诱导后,RCF 中 COL1A1、
COL3A1 和 α-SMA 的蛋白表达水平升高,HDELN 则

可使上述蛋白的表达水平降低 ( P < 0. 05 或 P <
0. 01)。 细胞划痕实验结果表明,AngⅡ或 TGF-β 诱

导后 RCF 的迁移能力增强,而 HDELN 能抑制其迁

移能力(P<0. 05;图 3 和图 4)。

图 2. HDELN 的分离、提纯、鉴定与浓度筛选

A 为电镜下 HDELN 的双层囊泡状形态;B 为 NTA 检测 HDELN 的粒径;C 为 Western blot 检测 HDELN 的外泌体标志性蛋白;
D 为 CCK-8 检测不同剂量的 HDELN 对细胞活力的影响。 Bar=200 μm,n=3。

Figure 2. Isolation, purification, identification and concentration screening of HDELN

图 3. HDELN 可抑制 AngⅡ诱导的 RCF 活化

A 为 RT-qPCR 检测 COL1A1、COL3A1、α-SMA、Postn 及 RUNX2 mRNA 表达;B 为 Western blot 检测 COL1A1、
COL3A1 和 α-SMA 蛋白表达;C 为细胞划痕实验检测 RCF 的迁移能力。 Bar=200 μm,n=3。

Figure 3. HDELN can inhibit AngⅡ-induced RCF activation
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图 4. HDELN 可抑制 TGF-β诱导的 RCF 活化

A 为 RT-qPCR 检测 COL1A1、COL3A1、α-SMA、Postn 及 RUNX2 mRNA 表达;B 为 Western blot 检测 COL1A1、
COL3A1 和 α-SMA 蛋白表达;C 为细胞划痕实验检测 RCF 的迁移能力。 Bar=200 μm,n=3。

Figure 4. HDELN can inhibit TGF-β-induced RCF activation

2. 4　 HDELN 的抑制效果可能涉及 SOX9 信号通路

Western blot 结果显示,经 AngⅡ或 TGF-β 诱导

RCF 活化后,AngⅡ使 RCF 中 SOX9 蛋白表达水平升

高 125. 11%,而 HDELN 则使其降低 105. 82%;TGF-β
使 RCF 中 SOX9 蛋白表达水平升高 85. 68%,而

HDELN 则使其降低 53. 26%(P<0. 05 或 P<0. 01)。 同

样地,RT-qPCR 结果显示,HDELN 能抑制 AngⅡ和

TGF-β 引起的 SOX9 mRNA 表达水平升高(P<0. 05 或

P<0. 01)。 采用 3 个 si-SOX9 序列转染 RCF 后,通过

RT-qPCR 和Western blot 验证转染效果,结果显示:阴
性对照组 SOX9 表达无明显变化;经 si-481 序列转染

后,RCF 中 SOX9 的 mRNA 表达水平降低 43. 61%,蛋
白表达水平降低 57. 75%(P<0. 01 或 P<0. 0001;图 5)。
后续实验选用经 si-481 转染的 RCF 进行。

图 5. HDELN 的抑制效果可能涉及 SOX9 信号通路

A 为Western blot 检测RCF中 SOX9 蛋白表达;B 为RT-qPCR 检测RCF中 SOX9 mRNA 表达;C 为RT-qPCR 和Western blot 验证 siRNA 的转染效果。 n=3。

Figure 5. The inhibitory effect of HDELN may involve the SOX9 signaling pathway
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2. 5　 HDELN 通过抑制 SOX9 信号通路抑制 AngⅡ
或 TGF-β 诱导的 RCF 活化

RT-qPCR结果显示,低表达 SOX9的RCF 中COL1A1、
COL3A1、α-SMA、Postn 及 RUNX2 的 mRNA 表达水平

显著低于正常 RCF;AngⅡ或 TGF-β 可上调 si-SOX9-
RCF 中上述活化相关基因的表达,而 HDELN 能抑

制 AngⅡ或 TGF-β 诱导的活化相关基因表达水平升

高(P<0. 05 或 P<0. 01)。 细胞划痕实验结果表明,
低表达 SOX9 的 RCF 迁移能力显著弱于正常 RCF;

AngⅡ或 TGF-β 可增强 si-SOX9-RCF 的迁移能力,
而 HDELN 能抑制 AngⅡ或 TGF-β 诱导的迁移能力

提升(P<0. 05 或 P<0. 01)。 Western blot 结果显示,
低表达 SOX9 的 RCF 中 COL1A1、COL3A1 和 α-SMA
的蛋白表达水平显著低于正常 RCF;AngⅡ或 TGF-β
可上调 si-SOX9-RCF 中上述活化相关蛋白的表达水

平,而 HDELN 能抑制 AngⅡ或 TGF-β 诱导的活化

相关蛋白表达水平升高(P<0. 05 或 P<0. 01;图 6 和

图 7)。

图 6. HDELN 通过抑制 SOX9 信号通路抑制 AngⅡ诱导的 RCF 活化

A 为 RT-qPCR 检测活化相关基因的表达;B 为细胞划痕实验检测细胞迁移能力;
C 为 Western blot 检测细胞中活化相关蛋白的表达。 Bar=200 μm,n=3。

Figure 6. HDELN inhibited AngⅡ-induced RCF activation by inhibiting the SOX9 signaling pathway

3　 讨　 论

在心脏中,除心肌细胞外,通常还包含成纤维

细胞、内皮细胞、巨噬细胞、肥大细胞及淋巴细胞等

多种细胞,这些细胞间的相互作用共同维持着心脏

的稳态。 研究表明,AngⅡ和 TGF-β 可通过刺激心

脏成纤维细胞增殖、抑制其凋亡、促进细胞迁移、诱
导整合素表达、推动成纤维细胞向 MF 转化,并显著

增加结构性 ECM 蛋白的合成,最终导致进行性心力

衰竭的发生[14]。 Ⅰ型胶原蛋白和Ⅲ型胶原蛋白的

分泌是心肌纤维化的典型标志。 Ⅰ型胶原蛋白与

Ⅲ型胶原蛋白的相对比例可能对心肌机械性能的
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图 7. HDELN 通过抑制 SOX9 信号通路抑制 TGF-β诱导的 RCF 活化

A 为 RT-qPCR 检测活化相关基因的表达;B 为细胞划痕实验检测细胞的迁移能力;
C 为 Western blot 检测细胞中活化相关蛋白的表达。 Bar=200 μm,n=3。

Figure 7. HDELN inhibited TGF-β-induced RCF activation by inhibiting the SOX9 signaling pathway

调节具有重要作用。 高血压心脏中Ⅰ型胶原蛋白

的持续加剧和长期上调被认为会增加心肌硬度[15]。
此外,扩张型心肌病患者 ECM 中Ⅰ型胶原蛋白和Ⅲ
型胶原蛋白的富集,与心室顺应性降低密切相

关[16]。 本研究通过 AngⅡ或 TGF-β 处理 RCF 发

现,这两种因子可显著上调 RCF 中 COL1A1、COL3A1、
α-SMA、Postn 及 RUNX2 的表达,并增强其迁移能力。

目前临床上针对心肌纤维化的治疗方法多样,
包括干细胞移植、免疫疗法以及血管紧张素受体抑

制剂等药物治疗。 然而,这些方法中的大多数需在

临床前阶段进行极早期的干预,这对于已出现晚期

纤维化病变的心力衰竭患者而言并不现实[17]。 因

此,寻找能更有效抑制甚至逆转 RCF 活化的药物,
仍是未来亟待解决的重要难题。 山楂因其抗氧化、
抗肿瘤、免疫调节等广泛的药用价值,一直备受关

注[18]。 He 等[19]研究表明,山楂提取物可凭借其抗

氧化与抗炎特性,减轻三甲胺-N-氧化物诱导的小鼠

动脉粥样硬化进展。 Kim 等[20] 研究发现,从山楂中

提取的原花青素能通过一氧化氮途径降低高血压

大鼠的血压。 Kim 等[21]证实,山楂中的金丝桃苷可

通过激活 NF-κB 信号通路发挥抗炎作用。 由此可

见,山楂在心血管疾病治疗领域具有重要的研究价值。
本研究发现,HDELN 可通过抑制 RCF 中 COL1A1、
COL3A1、α-SMA、Postn 及 RUNX2 的表达,同时降低

细胞迁移能力,从而抑制 RCF 的活化。 SOX9 可调

控软骨生成及睾丸、胆管与心脏的发育,在胚胎发

育过程中发挥着至关重要的作用[22]。 SOX9 可调控

Ⅱ型胶原蛋白的转录,与多种器官纤维化的发生密

切相关[23]。 研究发现,过表达 SOX9 的内皮细胞可

引发包括心脏在内的多个器官发生纤维化并出现

功能障碍[24]。 本研究发现,AngⅡ和 TGF-β 可上调

RCF 中 SOX9 表达,而 HDELN 能够抑制这一由
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AngⅡ和 TGF-β 介导的 SOX9 表达上调。 因此推

测,HDELN 对 RCF 活化的抑制作用可能与 SOX9 信

号通路有关。 为了验证这个猜想,本研究团队构建

了 SOX9 低表达的 RCF 模型,结果显示:与正常

RCF 相比,SOX9 低表达 RCF 中活化相关基因及蛋

白的表达水平均显著降低,细胞迁移能力也明显减

弱;AngⅡ和 TGF-β 可重新诱导 SOX9 低表达 RCF
的活化,而 HDELN 能够有效抑制这一活化过程。 由

此可见,HDELN 可通过抑制 SOX9 信号通路,进而抑

制 AngⅡ和 TGF-β 诱导的 RCF 活化。
成纤维细胞活化兼具重要的保护与修复功能,

长期靶向此类通路可能存在安全性隐患,完全抑制

该反应或引发重大风险。 因此,如何将 HDELN 靶

向递送至 RCF,在抑制其活化的同时保障心脏结构

完整,是当前研究的难点之一。 本研究团队后续计

划在动物体内开展 HDELN 相关实验,探索其在心

肌梗死等心血管疾病全程发展中的作用及机制。
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