
随着当今社会经济快速发展，人们的饮食习惯

也在不断变化，开始摄入越来越多高能量、高脂肪

的食物。这种不良的饮食方式造成的肥胖逐渐成

为全世界的健康难题，不仅影响美观，更能引起心

脏纤维化，进而导致病理性心肌重构、心脏舒张功

能和收缩功能进行性下降，最终导致心力衰竭［1］。

研究发现，高脂饮食（high fat diet，HFD）饲喂小鼠8周
即可诱发小鼠心脏组织中Ⅰ型、Ⅲ型胶原沉积，IL⁃6、
IL⁃1β、TNF⁃α等炎症因子表达升高［2］；而饲喂 18~
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24周的小鼠左室壁厚度持续增加，心脏体积明显增

大，并出现心室舒张功能下降［3］。

小肠上皮是机体营养感受与吸收的首要部位，

在机体能量稳态调节中发挥着重要功能。HFD可

以改变小肠细胞微环境，导致肠道屏障功能下降，

炎症增加，引起吸收和分泌功能异常［4］。众所周知，

小肠是重要的内分泌器官，可以感受各种饮食成

分、微生物及代谢产物，在饮食对机体的调控中也

起着重要作用，例如肠道内分泌细胞产生的胰高血

糖素样肽⁃1（glucagon⁃like peptide⁃1，GLP⁃1）受体激

动剂可以逆转HFD和血管紧张素Ⅱ诱导的心肌重

构和心功能下降［5］，说明小肠上皮直接参与HFD诱

导的心血管疾病的发生，对于维护机体代谢健康具

有重要意义。小肠上皮还可以通过分泌包含多种

mRNA、microRNA、功能性蛋白质的外泌体［6］激活或

进入受体细胞，发挥通讯及调控作用。然而，目前

还未有小肠上皮组织外泌体对心脏纤维化影响的

研究报道。

本研究通过对小肠上皮组织外泌体与心脏成

纤维细胞共培养，观察心脏成纤维细胞增殖分化、

胶原合成能力的变化，初步探讨HFD通过小肠上皮

组织外泌体对心脏纤维化的影响，为进一步研究

HFD引起心脏纤维化的机制提供基础。

1 材料和方法

1.1 材料

雄性 C57BL/6J小鼠，（南京大学动物模式中心、

南京医科大学实验动物中心），SPF级环境，温度

（23 ± 1）℃。荧光定量 PCR 仪 ABI7000 StepOne ⁃
Plus（ABI公司，美国），荧光显微镜（IX⁃73，Olympus
公司，日本）；胎牛血清（Gbico公司，美国），DMEM培

养基（Thermo Fisher公司，美国）；Ⅱ型胶原酶（SIG⁃
MA公司，美国）；α⁃SMA、Col1a1、Col3a1一抗及二抗

（Proteinech公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 HFD动物模型制备

SPF级雄性 3周龄C57BL/6J小鼠（南京大学动

物模式中心）在南京大学动物模式中心饲养，SPF级

环境，分别设为正常饮食组（NCD组）、高脂饮食组

（HFD组）。正常饲料 3.8 kcal/g，营养成分配比：碳

水化合物 70%，脂肪 10%，蛋白质 20%。高脂饲料

5.2 kcal/g，营养配比：碳水化合物20%，脂肪60%，蛋

白质 20%。HFD共 12周。HFD处理结束后颈椎脱

臼法处死小鼠。

1.2.2 小肠上皮组织外泌体的提取制备

将HFD及正常饮食小鼠的小肠取下后去除掉

粪便及肠道黏液，用 EDTA将小肠的上皮层和黏膜

层分开，低速离心后去除沉淀和细胞碎片，再经过

超速离心（100 000 g）后获得小肠上皮组织来源的

外泌体。利用BCA法测定外泌体浓度。

1.2.3 成年鼠原代心脏成纤维细胞培养

3月龄C57BL6J小鼠（南京医科大学实验动物

中心），颈椎脱臼处死后在 75%乙醇中消毒后剪开

胸腔，快速取出心脏，并去除大血管及心房，将心

室组织剪碎后用Ⅱ型胶原酶（0.1%）消化（37 ℃，

200 r/min恒温摇床），反复多次消化干净后将上清

通过 40 μm筛网过滤，1 000 r/min离心 10 min，弃上

清液，用适量完全培养基重悬沉淀（心肌细胞及成

纤维细胞）并铺板，90 min后，通过差速贴壁法留取

心脏成纤维细胞。

1.2.4 细胞处理及外泌体示踪

将提取的外泌体进行亲脂性染料 PKH26 荧光

染色，将 PKH26 荧光染色的外泌体加入用无外泌体

血清培养 3 d的小鼠原代心脏成纤维细胞中，共培

养 48 h。采用DAPI进行细胞核染色。荧光显微镜

下相同曝光时间拍照，采用 Image J软件计算两组相

对荧光强度，对结果进行定量分析，评估两组外泌

体的心脏成纤维细胞摄取效率。

1.2.5 实时荧光定量PCR
TRIzol法裂解提取心脏成纤维细胞RNA，测定

RNA的含量和纯度。将RNA逆转成 cDNA，用相关

引物进行RT⁃PCR 扩增。实时定量PCR（ABI7000，
StepOne⁃Plus，美国）的总反应体系为 10 μL，反应条

件：95 ℃预变性5 min；94 ℃变性15 s，60 ℃退火延伸

15 s，40个循环；72~94 ℃，每升高 0.5 ℃读 1 次制备

熔解曲线。以β⁃actin 基因作为内参，引物序列详见

表1。采用2-ΔΔCT 法计算相对内参基因的扩增倍数。

1.2.6 免疫荧光染色

细胞用4%多聚甲醛固定15 min后，0.1% Triton
X⁃100 室温通透10 min，PBS洗涤后用山羊血清封闭

30 min，采用抗α平滑肌肌动蛋白（α⁃SMA）（1∶400）、

抗Ⅰ型胶原（1∶500）、抗Ⅲ型胶原（1∶200）一抗孵

育过夜，用相对应的二抗孵育细胞。采用DAPI进
行核染色。荧光显微镜下观察并拍照。每组选

择 5 个视野，采用 Image J 软件计算荧光强度，对

结果进行定量分析。

1.3 统计学方法

用 GraphPad Prism 8 统计软件进行分析，数据
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以均数±标准差（x ± s）表示，采用 t检验进行两组比

较。P ＜0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 心脏成纤维细胞摄取小肠上皮组织外泌体

为了证实心脏成纤维细胞能够摄取小肠上皮

组织外泌体，提取了正常饮食/HFD小鼠小肠上皮组

织外泌体与原代心脏成纤维细胞共培养，利用

PKH26示踪的方法，观察外泌体被心脏成纤维细胞

摄取情况。结果发现，两种小肠上皮组织外泌体均

可被心脏成纤维细胞摄取，且二者摄取效率无差异

（图1）。
2.2 心脏成纤维细胞接受小肠上皮组织外泌体刺

激后的功能改变

为探究HFD对心脏成纤维细胞纤维化相关基因

的影响，我们分别对与高脂/正常饮食小鼠小肠上皮

组织外泌体共培养48 h的心脏成纤维细胞纤维化相

关基因进行分析。结果显示，HFD组与增殖（MKI67、
CDK1、CCNB1）、向肌成纤维细细胞分化（TGF⁃β、AC⁃
TA2）、细胞外基质组分合成（Col1a1、Col3a1）、修饰细

胞外基质（MMP2、MMP9）、炎症因子（IL⁃1β、IL⁃6、
TNF⁃α）水平等相关基因水平高于NCD组（图2）。以

上结果说明HFD鼠小肠上皮组织外泌体可以作用于

心脏成纤维细胞可以促进其纤维化相关基因表达。

α⁃SMA蛋白是肌成纤维细胞的标志，为了进一

步证明HFD小鼠小肠上皮组织外泌体促进心脏成

纤维细胞分化，利用免疫荧光染色的方法，分别对

NCD组及HFD组进行染色，比较两组间相对荧光强

度，发现HFD组α⁃SMA、Col3a1蛋白表达水平显著高

于NCD组，Col1a1蛋白表达水平有升高趋势（图3）。
3 讨 论

HFD会导致心脏结构和功能发生不良重构，但

其潜在机制一直难以明确［7］。心脏不良重构主要是

由心肌细胞、成纤维细胞功能异常所导致，在正常

心脏中，心脏成纤维细胞通过产生与降解细胞外基

质，维持心脏结构稳态及正常功能。而当心脏受到

损伤，如发生急性心肌梗死时，心肌细胞大量死亡，

免疫细胞清除凋亡坏死的心肌细胞并分泌促炎症

因子，使静息的成纤维细胞活化增殖成为肌成纤维

细胞［8］。肌成纤维细胞特异性地表达α⁃SMA，同时

分泌更多Ⅰ型胶原及Ⅲ型胶原［9］，构建新的细胞外

基质以填补死亡细胞丢失留下的空洞，有助于保持

心脏结构的完整性［10］，其合成细胞外基质的能力远

大于成纤维细胞，是心脏纤维化过程中细胞外基质

的主要来源。

研究已证实HFD后脂肪组织可以通过脂肪因

子、炎症因子、外泌体等方式诱导心肌肥厚、心脏纤

表1 PCR引物序列

Table 1 PCR primer sequences
基因名

β⁃actin

TGF⁃β

ACTA2

Col1a1

Col3a1

FN1

FGF2

Postn

MMP⁃2

引物序列（5′→ 3′）
F：TAAAGACCTCTATGCCAACACAGT
R：CACGATGGAGGGGCCGGACTCATC
F：CAACAATTCCTGGCGTTACCT
R：GCCCTGTATTCCGTCTCCTT
F：AAAAGACAGCTACGTGGGTGA
R：GCCATGTTCTATCGGGTACTTC
F：GCAACATCTCCCCTTCGTT
R：TCCGATGTTTCTGCTTTGTCGT
F：TTGAAGGAGGATGTTCCCATCT
R：ACAGACACATATTTGGCATGGTT
F：CGTCATTGCCCTGAAGAACA
R：AAGGGTAACCAGTTGGGGAA
F：AGAAGAGCGACCCTCACATCA
R：CGGTTAGCACACACTCCTTTG
F：CCATTGGAGGCAAACAACTCC
R：TTGCTTCCTCTCACCATGCA
F：GCCATCAGCGTTCCCATACTT
R：GACCCTGAAACCGTGGATGAT

基因名

MMP⁃9

LOX

TNF⁃α

IL⁃1β

IL⁃6

F4/80

MKI67

CDK1

CCNB1

引物序列（5′→ 3′）
F：CCACCACCACAACTGAACCAC
R：ACCAACCGTCCTTGAAGAAATG
F：CGTCCACGTACGTGCAGAAG
R：CCTGTATGCTGTACTGGCCAGAC
F：CCCTCACACTCACAAACCACC
R：CTTTGAGATCCATGCCGTTG
F：GCATCCAGCTTCAAATCTCGC
R：TGTTCATCTCGGAGCCTGTAGTG
F：CCCCAATTTCCAATGCTCTCC
R：CGCACTAGGTTTGCCGAGTA
F：ATGGACAAACCAACTTTCAAGGC
R：GCAGACTGAGTTAGGACCACAA
F：CCACATGGATTTCTGAAC
R：GCCATCACACAACAGTAG
F：TAGCATCAGATGCACGC
R：GTGTCCAGCAGTCGCACTAT
F：CATGGTGCACTTTCCTCCTT
R：AGGTAATGTTGTAGAGTTGGTGTCC
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A：细胞增殖相关基因；B：心脏成纤维细胞分化基因；C：细胞外基质组分基因；D：细胞外基质修饰基因；E：炎症因子基因；NCD⁃exo：正常

饮食外泌体组；HFD⁃exo：高脂饮食外泌体组。与NCD⁃exo组比较，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001（n=4）。
图2 荧光定量PCR检测外泌体影响心脏成纤维细胞基因表达

Figure 2 Exosomes affects gene expression of cardiac fibroblasts by real⁃time guantitative PCR
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A：心脏成纤维细胞摄取的小肠上皮组织外泌体（×200），红色代表PKH26标记的外泌体，蓝色代表细胞核；B：两组相对荧光强度定量分

析。NCD⁃exo：正常饮食外泌体组；HFD⁃exo：高脂饮食外泌体组。

图1 心脏成纤维细胞摄取PKH26标记的小肠上皮组织外泌体

Figure 1 Cardiac fibroblasts uptake PKH26⁃labeled exosomes

维化程度增加，造成心功能下降［12］，说明脂肪组织

在HFD引起的心脏疾病中起着重要作用。小肠上

皮也与心脏功能密切相关，研究发现动脉粥样硬化

的发生往往与肠上皮功能障碍有关［6］。在HFD导致

心血管疾病的研究中，小肠上皮也是关键的一部

分，He 等［12］研究证实，小肠上皮层内的β7+天然肠

上皮内 T 淋巴细胞（天然 IEL）调节全身代谢，而缺

失天然 IEL的小鼠代谢活跃，摄入HFD后不会出

现肥胖相关心血管疾病。目前尚无针对小肠上皮

对HFD后心脏疾病的研究，但其无疑为研究代谢

疾病提供了潜在的新靶点。

小肠上皮的生物学功能与其旁分泌的外泌体

密切相关。外泌体包含丰富的生物活性成分，包括

核酸、蛋白质、脂类、氨基酸和代谢物，是细胞之间

信息和物质交换的基础。目前关于外泌体对心脏

病理生理过程的调控的研究正在不断加深，诸多文
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献证实，多种细胞来源的外泌体均对心脏健康产生

重要影响［13］。来源于间充质干细胞的外泌体抑制

心肌纤维化的研究也有报道［14］。

本研究中，分离提取小肠上皮组织来源的外泌

体，直接刺激心脏成纤维细胞，通过一系列的实验

证实了来自HFD小鼠小肠组织中的外泌体起到了

促进心脏成纤维细胞增殖及向肌成纤维细胞分化

并产生Ⅰ型、Ⅲ型胶原的能力，同时还使产生赖氨

酰氧化酶（LOX）、MMP⁃2、MMP⁃9的基因表达升高，

增强了心脏成纤维细胞修饰细胞外基质的能力，

升高的 LOX可以促进胶原蛋白及纤连蛋白形成交

织结构，增加细胞外基质刚度［15］，进而降低心脏的

舒张功能。

本研究结果也证实了与HFD小肠上皮组织外

泌体共培养的成纤维细胞 IL⁃6、IL⁃1β、TNF⁃α等炎

症因子mRNA表达水平显著升高，说明HFD小鼠小

肠上皮外泌体能够增强原代心脏成纤维细胞炎症

功能，炎症因子对成纤维细胞增殖及向肌成纤维细

胞分化起至关重要的作用［16］，长期的炎症刺激是心

脏纤维化发生的重要危险因素。研究也证实肠道

是最先响应HFD的器官，HFD引发的肠道炎症反应

先于脂肪炎症的发生，且抑制肠道炎症可以缓解脂

肪代谢功能异常［17］。而HFD小肠上皮组织来源的

外泌体与原代内脏脂肪细胞的共培养也引起了内

脏脂肪细胞炎症因子转录水平升高［18］，进一步说明

了外泌体在细胞间相互应答中起到关键作用。本

研究推测，小肠上皮细胞可能通过外泌体造成心脏

成纤维细胞炎症增加，刺激其增殖分化以及胶原合

成，加重细胞外基质沉积，造成心脏纤维化。本研

究尚存在一些不足，未进行动物实验观察心脏摄取

小肠上皮组织外泌体后的病理生理表现，在未来的

研究中可以通过外泌体尾静脉注射等方法进行体

内研究，进一步探究小肠上皮组织来源的外泌体在

HFD引发心脏疾病中的作用。综上，本研究证明了

小肠上皮组织外泌体在心脏纤维化中发挥的重要

作用，拮抗其作用抑制心脏成纤维细胞功能进而逆

转心脏纤维化值得未来进一步研究。
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