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肌成纤维细胞来源外泌体介导主动脉缩窄后 
心脏重构的作用

陆佳  蔡利栋  吴晓宇  丁羽  巩超

【摘要】 目的：观察肌成纤维细胞来源外泌体对主动脉缩窄后心脏重构的影响。方法：

利用促纤维化因子转化生长因子 -β（TGF-β）诱导心脏成纤维细胞活化，将原代心肌细胞

分为正常组、PBS 组、外泌体组，通过超高速离心分离提取成纤维细胞上清液中的外泌体，

并将其与外泌体组心肌细胞共同孵育 48 h。实时定量聚合酶链反应及免疫荧光染色法检测

心肌细胞肥厚指标（心房利钠肽、脑钠肽和 β 肌球蛋白重链）以及心肌细胞表面积。选取

C57 雄性小鼠 32 只，随机分为对照组、假手术组、主动脉缩窄 - 对照组、主动脉缩窄 - 外泌

体组，每组 8 只。主动脉缩窄组小鼠进行主动脉缩窄模型构建，外泌体组小鼠每日通过尾静

脉注射 20 µg 外泌体，连续注射 4 周。术后 8 周行心脏超声检测各组小鼠心功能状态，麦胚

凝集素（WGA）染色检测小鼠左心室心肌肥厚程度。结果：电镜下提取物呈典型杯口状结构，

Westrtn blot 显示该物质含有外泌体特有标志物 CD63、TSG101。相对于正常组及 PBS 组，

外泌体组心肌细胞心房利钠肽、脑钠肽和 β 肌球蛋白重链的 mRNA 表达水平均显著升高，

心肌细胞表面积显著增加（P 均＜0.05）。与对照组、假手术组、主动脉缩窄 - 对照组相比，

主动脉缩窄 - 外泌体组小鼠射血分数、短轴缩短率均显著下降（P 均＜0.05），左室收缩末期

内径、左室舒张末期内径均显著增加，心肌细胞表面积显著增加（P 均＜0.05）。结论：激活

状态下成纤维细胞来源外泌体可以促进心肌细胞病理性肥厚的发生，加速主动脉缩窄后心脏

重构的进程。
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Effects of myofibroblasts-derived exosomes on cardiac remodeling post transverse aortic 
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【Abstract】  Objective: To explore the role of exosomes derived from myofibroblasts 
in cardiac remodeling post transverse aortic constriction (TAC).  Methods: Exosomes isolated 
from supernatant of cardiac fibroblasts (CFs) stimulated by TGF-β were incubated with 
cardiomyocytes for 48 h. PCR and immunofluorescence assay were used to assess the expression 
levels of hypertrophic-related gene, atrial natriuretic peptide (ANP), brain natriuretic peptide 
(BNP), β-myosin heavy chain (β-MHC) and cardiomyocyte cell size. Additionally, thirty-two 
male mice were divided into 4 groups as control group, sham group, TAC-NC group (mice 
underwent TAC procedure and injected with PBS through tail vein), and MI＋Exos-activated 
group (mice underwent TAC procedure and injected with esosomes derived from myofibroblasts 
through tail vein),with 8 mice in each group. After 8 weeks, cardiac function and the extent of 
cardiac hypertrophy were assessed by echocardiography and WGA-FITC staining.  Results: 
Transmission electron microscopic image showed that myofibroblasts-derived exosomes have the 
characteristic round or cup-shaped delineated by a lipid bilayer. The results of western blot analysis 
demonstrated the expression of CD63 and tumor susceptibility gene 101 (TSG101) in all exosome 
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markers. Compared with control and PBS groups, the expression levels of ANP, BNP, β-MHC 
mRNA were increased significantly, and relative surface was also enlarged in exosome group  
(all P＜0.05). Compared with control group, sham group and MI＋Exo-activated group, the 
ejection fraction and short-axis shortening were significantly decreased in TAC-NC group, while 
the LVESD and LVEDD were significantly increased (all P＜0.05). And the surface of myocardial 
cell was significantly increased (P＜0.05).  Conclusion: Activated fibroblast-derived exosomes 
can promote the occurrence of pathological hypertrophy of cardiomyocytes and accelerate the 
process of cardiac remodeling after TAC. 

【Keywords】  Transverse aortic constriction; Cardiac fibroblasts; Cardiac remodeling; 
Exosomes

成纤维细胞与心肌细胞是心脏内 2 种含量最

丰富的细胞类型 [1-2]。正常情况下，成纤维细胞在

心肌细胞增殖分化、电信号扩布以及机械应力的

传导中发挥重要作用 [3-5]。然而，在某些疾病状态

下，如急性心肌梗死、炎性反应、高血压等，心脏

组织内儿茶酚胺类物质及某些促炎性因子如转化

生长因子 -β1（TGF-β1）、白细胞介素 -4（IL-4）、
肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）的表达水平异常可以

导致心脏内静止状态的心脏成纤维细胞激活，使成

纤维细胞的生物学性状发生显著改变 [6-8]。在这种

情况下，心脏内成纤维细胞与心肌细胞之间的生

理平衡势必发生改变。外泌体是一种直径为 30～ 

150 nm 的微小囊泡状结构，在细胞间的信号传递

中发挥着重要的作用 [9-10]。本研究拟通过小鼠动

物模型，研究成纤维细胞来源外泌体对主动脉缩窄

（TAC）后心脏重构的影响。

1 材料与方法

1.1 主要仪器与试剂

小动物呼吸机（DW-2000 型）购自中国上海

伟业医疗公司；雷卡倒置荧光显微镜、小动物气体

麻醉机购自美国 Leica 公司；小鼠源抗肌动蛋白抗

体购自美国 Abcam 公司；鬼笔环肽、外泌体细胞

标记荧光染料 PKH67 购自美国 Invitrogen 公司； 
4',6- 二脒基 -2- 苯基吲哚（DAPI）购自中国碧云

天公司；AlexaFluor 594 标记的驴抗小鼠二抗购自

美国 Life Technologies 公司。

1.2 原代细胞获取

将 出 生 1～3 d C57 乳 鼠 的 心 脏 组 织 剪 成 
1 mm3 的组织块，在 37 ℃杂交炉中利用混合酶

液（2.5% 不含 EDTA 的胰酶、0.1% Ⅳ型胶原酶、

0.05%DNA 酶混合）消化组织块，利用血清中和酶

液，直至组织块消失，收集消化液，离心、重悬、铺

板，利用成纤维细胞与心肌细胞不同的贴壁时间，

将两者分开。

将体外心肌细胞按处理方式不同分为 3 组，即

正常组、PBS 组及外泌体组。外泌体组以促炎性

因子 TGF-β（10 ng/mL）刺激原代心脏成纤维细胞

48 h，将提取出来的外泌体（1 µg/mL）与心肌细胞

体外孵育 48 h。PBS 组加入等体积 PBS 溶液。正

常组不做特殊处理，正常培养。

1.3 外泌体提取、预处理与鉴定

外泌体提取：心肌成纤维细胞体外培养至 
P2 代，TGF-β（10 ng/mL）刺激原代心脏成纤维细

胞 48 h，收集培养基，3 000 g 离心 20 min，收集上清， 
100 000 g 离心 70 min，收集下层沉淀，加入 15 mL 
PBS 重悬，100 000 g 离心 1 h，弃上清，收集所得的

沉淀即为外泌体。用 400 µL PBS 重悬后，－80 ℃ 

保存。

外泌体荧光标记处理：将新鲜提取的外泌体与

PKH67 预混，体积比为 1 000 ∶ 1，孵育 1 h 后，加

入 15 mL PBS 重悬，100 000 g 离心 20 min，弃上清，

再次加入 15 mL PBS，重复 100 000 g 离心 20 min，
以去除多余染料。

外泌体鉴定：（1）电镜检查。将超高速离心获

得的外泌体 6 µL 滴至 300 nm 的铜网上，而后加入

8 µL 2% 醋酸双氧铀，静置 3 min，通过投射电镜观

察外泌体形态及粒径大小。（2）外泌体表面蛋白

标志物检测。Western blot 检测外泌体所特有的分

子标记物 TSG101、CD63。
1.4 免疫荧光染色

将心肌细胞接种在共聚焦培养皿中，体外培养

24 h 后，按 1.2 处理各组细胞，细胞干预处理后以 
4 % 多聚甲醛固定，0.3%Triton X-100 通透 10～ 

15 min，封闭后加入小鼠源抗肌动蛋白抗体 4 ℃孵
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育过夜，AlexaFluor594 标记的驴抗小鼠二抗室温

孵育 2 h，DIPA 标记细胞核，荧光显微镜下观察，拍

照留存，并利用 ImageJ 软件计算心肌细胞表面积。

鬼笔环肽（phalloidin）染色：将心肌细胞接种

在共聚焦培养皿中，体外培养或者外泌体干预至相

应时间点后，4 % 多聚甲醛固定，PBS 清洗，加入

鬼笔环肽（1 ∶ 10 000 稀释），室温孵育 30 min，去

除上清，加入 DIPA标记细胞核，荧光显微镜下观察。

1.5 实时定量聚合酶链反应（PCR）

利用 Trizol 试剂提取心肌细胞 RNA，通过逆转

录试剂盒进行逆转录。引物见表 1，实时定量 PCR
反应条件如下：95 ℃，1 min ；55 ℃，1 min ；72 ℃，

1 min；72 ℃，6 min；连续进行 40 个循环。利用 2-ΔΔCT

法计算心房利钠肽（ANP）、脑钠肽（BNP）和 
β 肌球蛋白重链（β-MHC）mRNA 的相对表达水平。

表1 PCR引物序列

基因名称 位置 序列

ANP 上游 5'-TCTTCCTCGTCTTGGCCTTT-3'

下游 5'-CCAGGTGGTCTAGCAGGTTC-3'

BNP 上游 5'-TGGGAGGTCACTCCTATCCT-3'

下游 5'-GGCCATTTCCTCCGACTTT-3'

β-MHC 上游 5'-CGGACCTTGGAAGACCAGAT-3'

下游 5'-GACAGCTCCCCATTCTCTGT-3'

1.6 实验动物与分组

健康成年雄性 C57 小鼠 32 只，1 周龄，体质

量 22～25 g，由上海市第一人民医院实验动物中心

提供。将实验小鼠随机分为4组：对照组、假手术组、

TAC- 对照组及 TAC- 外泌体组，每组 8 只。

TAC 组小鼠进行 TAC 模型构建。取 C57 小

鼠，术前常规脱毛、禁食、禁水，异氟烷气体麻醉，

气管插管。设置呼吸机参数，潮气量为 200 µL/ 次，

呼吸频率为 110 次 /min。在腋前线距离胸骨左缘

2 mm 处切口，钝性分离皮下筋膜，拨开胸腺及肺组

织，用手术镊取 6.0 手术线从无名和左颈总动脉之

间穿过胸主动脉，连同 8 G 针头一起固定于主动脉

弓，再此基础上撤走针头，以保证主动脉的缩窄程

度同针头大小一致，关胸缝合。假手术组小鼠在异

氟烷气体麻醉、气管插管、开胸后，不进行主动脉

弓缩窄手术，而是直接关胸。TAC- 外泌体组小鼠

自手术第二天开始，每日通过尾静脉注射 20 µg 外

泌体，连续注射 4 周；TAC- 对照组则注射等体积

PBS 溶液。

1.7 小鼠心脏超声

术后 8 周，禁饮、禁食 12 h 后，利用小动物

心脏超声仪评估各组小鼠心功能状态。异氟烷麻

醉状态下，取胸骨旁左室长轴及心尖四腔切面，连

续记录 4 个心动周期中小鼠左室收缩末期内径

（LVESD）及左室舒张末期内径（LVEDD）的平

均值，并计算短轴缩短率（FS）及左室射血分数

（LVEF）。
1.8 组织切片麦胚凝集素染色

术后 8 周，处死小鼠，取出心脏组织，4% 多聚

甲醛固定，石蜡包埋、切片，予以麦胚凝集素（WGA)
染色，利用荧光显微镜观察各组实验动物心室肥厚

程度。

1.9 统计学分析

采用 SPSS 19.0 软件进行统计学分析，计量资

料以均数 ± 标准差表示，组间比较采用单因素方

差分析，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 外泌体鉴定

对小鼠成纤维细胞激活后释放的外泌体进行

鉴定。投射电镜下成纤维细胞来源的微小囊泡呈

杯口状结构，直径在 110 nm 左右，符合典型的外泌

体结构特征 [11]。Western blot 结果显示该微小囊泡

状结构表面携带有外泌体形成的特异性分子标记

物 CD63 及 TSG101[12-13]，提示本研究中提取的心肌

成纤维细胞上清液中的微小囊泡为外泌体。见图 1。
2.2 肌成纤维细胞来源外泌体促进心肌细胞病

理性肥厚

用 PKH67 绿色荧光对外泌体膜进行标记，

Phalloidin 红色荧光对原代心肌细胞膜进行标记，

图 2A 示外泌体可以被心肌细胞吞噬。与正常组

及 PBS 组相比，外泌体组心肌细胞肥厚相关基因

ANP、BNP、β-MHC 的 mRNA 表达水平及心肌细

胞表面积均显著增加（P 均＜0.05）。见图 2B、表 2。
2.3 肌成纤维细胞来源外泌体促进TAC术后小

鼠心脏病理性重构进展

实验动物心脏超声及 WGA 染色检测结果显

示，TAC 手术 8 周后，小鼠 LVEF、FS 均显著下

降，LVESD、LVEDD 以及左心室心肌细胞表面积

均显著增加（P 均＜0.05）。相对于 TAC- 对照组，

TAC- 外泌体组小鼠心功能进一步恶化，表现为小鼠

LVEF、FS 进一步下降，以及 LVESD、LVEDD、左

心室心肌细胞表面积进一步增加，见表 3、图 3、图 4。
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3 讨论
研究表明，人体内器官之间、细胞之间通过

某些生物活性分子如激素、脂质小分子、非编码

RNA 等，保持功能上的紧密联系 [14-18]。人体内生物

信号链的有效传递对于正常生理代谢功能的维持

具有重要作用，多种疾病的发生，如甲状腺功能亢

进性心肌病、肝肾综合征、心脑综合征等，也与内

信号传递的异常存在密切关系 [19-21]。成纤维细胞

是心脏内含量最丰富的细胞类型，正常情况下，成

纤维细胞对于心肌细胞电信号与机械应力的传递

具有重要作用，可以通过旁分泌机制促进心肌细胞

形态及功能的维持 [22-23]。然而，在某些疾病状态下，

注：A示电镜下外泌体呈典型杯口状；B为Western blot示成纤维细胞来源微小囊泡携带有外泌体分子标记物

图1 成纤维细胞来源外泌体的鉴定

注：A示肌成纤维细胞来源外泌体可以被心肌细胞吞噬，Phalloidin为鬼笔环肽，标记心肌细胞膜，DAPI为4',6-二脒基-2-苯基吲哚，标
记细胞核，PKH67标记外泌体膜；B示各组心肌细胞免疫荧光染色结果，α-actinin为心肌细胞肌动蛋白

图2 肌成纤维细胞来源的外泌体促进心肌细胞病理性肥厚
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尤其是在急性心肌梗死、风湿性心脏病、高血压

等病理状态下，心肌组织内异常升高的促纤维化因

子，如 TGF-β、溶血磷脂酸（LPS）、TNF-α 等，可

以导致静止状态下的心脏成纤维细胞转为功能状

态活跃的肌成纤维细胞 [24-26]。

外泌体是细胞信号传递的重要媒介，人体内几

乎所有细胞均可以通过释放外泌体完成其在组织

器官及细胞间的信号传递。鉴于细胞释放的外泌

表3 各组小鼠心功能参数及左心室心肌细胞表面积比较

组别 LVEF/% FS/% LVEDD/% LVESD/mm 心肌细胞表面积

对照组 70.65±8.62 36.80±5.23 3.31±1.20 2.10±0.56 367.5±12.32

假手术组 70.80±9.23 36.20±4.23 3.29±1.06 2.08±0.75 376.1±11.52

TAC-对照组 32.61±4.12(1)(2) 15.91±2.30(1)(2) 3.84±1.43(1)(2) 3.41±1.02(1)(2) 562.5±20.21(1)(2)

TAC-外泌体组 12.12±2.36(3)  6.03±1.20(3) 4.89±1.01(3) 4.32±0.98(3) 762.7±17.95(3)

注：与对照组相比，(1)P＜0.05；与假手术组相比，(2)P＜0.05；与TAC-对照组相比，(3)P＜0.05

图4 各组小鼠左心室麦胚凝集素染色情况（×200）

表2 各组心肌细胞心肌肥厚相关指标的mRNA表达水平及心肌细胞表面积比较

组别 ANP mRNA表达水平 BNP mRNA表达水平 β-MHC mRNA表达水平 心肌细胞表面积

正常组 1.00±0.12 1.00±0.16 1.00±0.08 357.6±12.28

PBS组 1.02±0.06 1.12±0.13 1.07±0.10 388.0±10.49

外泌体组 2.14±0.24(1)(2) 2.73±0.23(1) 2.26±0.17(1) 744.8±18.91(1)

注：与正常组相比，(1)P＜0.05；与PBS组相比，(2)P＜0.05

图3 各组小鼠代表性超声心动图

对照组                                               假手术组                                        TAC-对照组                                    TAC-外泌体组

对照组                                               假手术组                                        TAC-对照组                                    TAC-外泌体组

体与细胞本身的功能状态存在密切关系，本研究探

讨疾病模型中异常激活的成纤维细胞来源的外泌

体对心肌细胞生物学功能的影响。利用 TGF-β 诱

导成纤维细胞激活，并将激活状态下成纤维细胞来

源外泌体与心肌细胞共同孵育，结果显示，外泌体

干预后的心肌细胞表面积以及肥厚相关基因 ANP、
BNP 和 β-MHC 的表达显著升高，提示激活状态下

成纤维细胞来源外泌体可以显著促进心肌细胞的

20 μm
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病理性肥大。为进一步明确肌成纤维细胞来源外

泌体对心肌细胞病理性肥厚的影响，本研究利用尾

静脉注射技术，对小鼠予以在体肌成纤维细胞来源

外泌体干预，并通过心脏超声、WGA 染色等技术，

检测肌成纤维细胞来源外泌体对心肌肥厚的影响，

结果显示，激活状态下成纤维细胞来源的外泌体可

使小鼠 LVEF、FS 显著降低，LVESD、LVEDD、

心肌细胞表面积显著增加，提示成纤维细胞来源的

外泌体可以显著促进 TAC 模型小鼠心肌组织的病

理性肥厚，加速其心功能恶化，这与之前的研究报

道一致 [22]。

外泌体是细胞膜凹陷形成的囊泡状结构，内含

多种生物活性物质，如短肽、信使 RNA、细胞膜

受体蛋白等，尤以微小 RNA（miRNA）含量最为

丰富 [27]。MiRNA 是一种小分子非编码 RNA，通过

与 mRNA 的 3'UTR 结合，影响 mRNA 稳定性，进

而参与外泌体对细胞功能活性的调控 [28-29]。由于

miRNA 在外泌体内的丰度远大于其他小分子物质，

我们推测 miRNA 很可能是外泌体中介导心肌细胞

病理性肥大的效应分子。

综上所述，本研究发现激活状态下的成纤维细

胞来源外泌体可以显著促进心肌细胞的病理性肥

大，加速心脏重构，提示生物信号链对机体稳态的

重要性。本研究为延缓心脏病理性重构提供了新

的思路及潜在的干预靶点。
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