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［［摘 要］］   目的目的：：探讨骨髓间充质干细胞 （BMSCs） 来源外泌体 （Exo） 对异丙肾上腺素 （ISO） 诱

导的大鼠心肌纤维化的影响，并初步阐明其作用机制。方法方法：：从 BMSCs 中分离提取 Exo，采用透射

电子显微镜、纳米颗粒跟踪分析仪和 Western blotting 法对 Exo 进行分析鉴定。将 40 只 SD 大鼠分为对

照 组 、 模 型 组 、 BMSCs-Exo 组 和 BMSCs-Exo+ 铁 死 亡 激 活 剂 （Erastin） 组 ， 每 组 10 只 。 除 对 照 组

外，其余 3 组大鼠均皮下注射 ISO 建立心肌纤维化模型，BMSCs-Exo 组和 BMSCs-Exo+Erastin 组大

鼠尾静脉注射 BMSCs-Exo，且 BMSCs-Exo+Erastin 组大鼠再腹腔注射 Erastin。4 周后，超声心动图

检 测 各 组 大 鼠 左 心 室 射 血 分 数 （LVEF）、 左 心 室 短 轴 缩 短 率 （LVFS）、 左 心 室 舒 张 末 期 内 径

（LVEDD） 和 左 心 室 收 缩 末 期 内 径 （LVESD）， HE 染 色 观 察 各 组 大 鼠 心 肌 组 织 病 理 形 态 表 现 ，

Masson 染色观察各组大鼠心肌组织纤维化程度，免疫组织化学染色检测各组大鼠心肌组织中 α-平滑肌

肌动蛋白 （α-SMA）、Ⅰ型胶原 （COL⁃Ⅰ） 和Ⅲ型胶原 （COL⁃Ⅲ） 阳性表达率，比色法测定各组大

鼠心肌组织中铁离子 （Fe2+） 水平，Western blotting 法检测各组大鼠心肌组织中酰基辅酶 A 合成酶长

链家族成员 4 （ACSL4）、铁蛋白重链 1 （FTH1）、谷胱甘肽过氧化物酶 4 （GPX4） 和溶质载体家族 7
成员 11 （SLC7A11） 蛋白表达水平。结果结果：：从 BMSCs 中分离的颗粒物具有典型的脂质双分子层，粒

径大多分布在波长 100 nm 处，CD63、CD9、肿瘤易感基因 101 （TSG101） 和热休克蛋白 70 （HSP70）

蛋白均高表达，由此判定为 Exo。与对照组比较，模型组大鼠 LVEF 和 LVFS 明显降低 （P<0. 05），

LVEDD 和 LVESD 明显升高 （P<0. 05），心肌细胞排列紊乱，部分细胞核皱缩和坏死，胶原容积分

数 （CVF） 明显升高 （P<0. 05），α-SMA、COL-Ⅰ和 COL-Ⅲ阳性表达率明显升高 （P<0. 05），心肌组

织 中 Fe2+ 水 平 明 显 升 高 （P<0. 05）， ACSL4 蛋 白 表 达 水 平 明 显 升 高 （P<0. 05）， FTH1、 GPX4 和

SLC7A11 蛋白表达水平明显降低 （P<0. 05）。与模型组比较，BMSCs-Exo 组大鼠 LVEF 和 LVFS 明

显升高 （P<0. 05），LVEDD 和 LVESD 明显降低 （P<0. 05），心肌组织损伤明显减轻，CVF 明显降

低 （P<0. 05），α-SMA、COL-Ⅰ和 COL-Ⅲ阳性表达率明显降低 （P<0. 05），心肌组织中 Fe2+水平

明显降低 （P<0. 05），ACSL4 蛋白表达水平明显降低 （P<0. 05），FTH1、GPX4 和 SLC7A11 蛋白

表达水平明显升高 （P<0. 05）。与 BMSCs-Exo 组比较，BMSCs-Exo+Erastin 组大鼠 LVEF 和 LVFS
明显降低 （P<0. 05）、LVEDD 和 LVESD 明显升高 （P<0. 05），心肌细胞出现水肿和坏死，CVF 明

显升高 （P<0. 05），α-SMA、COL-Ⅰ及 COL-Ⅲ阳性表达率明显升高 （P<0. 05），心肌组织中 Fe2+水

平明显升高 （P<0. 05），ACSL4 蛋白表达水平明显升高 （P<0. 05），FTH1、GPX4 和 SLC7A11 蛋白

表达水平明显降低 （P<0. 05）。结论结论：：BMSCs 来源 Exo 能够改善 ISO 诱导的大鼠心肌纤维化，该机

制可能与抑制铁死亡有关。
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Effect of bone marrow mesenchymal stem cell-derived exosomes 
on myocardial fibrosis in rats induced by isoproterenol 

and its mechanism
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ABSTRACT  Objective：To discuss the effect of bone marrow mesenchymal stem cells （BMSCs）-derived 
exosomes （Exo） on isoproterenol （ISO）-induced myocardial fibrosis in the rats， and to clarify its 
mechanism.  Methods：The Exo was isolated from the BMSCs and characterized by transmission electron 
microscope， nanoparticle tracking analysis， and Western blotting methods.  Forty SD rats were divided into 
control group， model group， BMSCs-Exo group， and BMSCs-Exo+ferroptosis activator （Erastin） group， 
and there were 10 rats in each group.  The myocardial fibrosis models were established by subcutaneous 
injection of ISO in all the rats except  control group.  The rats in BMSCs-Exo and BMSCs-Exo+Erastin 
groups were given BMSCs-Exo， and the rats in BMSCs-Exo+Erastin group were additionally injected 
with Erastin intraperitoneally.  After 4 weeks， echocardiography was used to detect the left ventricular 
ejection fraction （LVEF）， left ventricular fractional shortening （LVFS）， left ventricular end diastolic 
diameter （LVEDD）， and left ventricular end systolic diameter （LVESD） of the rats in various groups； HE 
staining was used to observe the pathomorphology of myocardium tissue of the rats in various groups； 
Masson staining was used to observe the fibrosis degrees of myocardium tissue of the rats in various groups； 
immunohistochemistry was used to detect the positive expression rates of α-smooth muscle actin （α-SMA）， 
type Ⅰ collagen （COL- Ⅰ）， and type Ⅲ collagen （COL- Ⅲ） in myocardium tissue of the rats in various 
groups； colorimetry was used to detect the Fe2+ level in myocardium tissue of the rats in various groups； 
Western blotting method was used to detect the expression levels of acyl-CoA synthetase long chain family 
member 4 （ACSL4）， ferritin heavy chain 1 （FTH1）， glutathione peroxidase 4 （GPX4）， and solute carrier 
family 7 member 11 （SLC7A11） proteins in myocardium tissue of the rats in various groups.  Results：The 
particles isolated from BMSCs had a typical lipid bilayer structure， and most particle sizes distributed 
around 100 nm.  High expression levels of CD63， CD9， tumor susceptibility gene 101 （TSG101）， and heat 
shock protein 70 （HSP70） proteins confirmed the particles as Exo.  Compared with control group， the 
LVEF and LVFS of the rats in model group were significantly decreased （P<0. 05）， LVEDD and 
LVESD were increased （P<0. 05）， the myocardial cell arrangement was disordered， some nuclear 
shrinkage and necrosis were seen， the collagen volume fraction （CVF） was significantly increased （P<
0. 05）， the positive expression rates of α -SMA， COL-Ⅰ， and COL-Ⅲ were significantly increased （P<
0. 05）， the Fe2+ level in myocardium tissue was significantly increased （P<0. 05）， the expression level of 
ACSL4 protein was significantly increased （P<0. 05）， and the expression levels of FTH1， GPX4， and 
SLC7A11 proteins were significantly decreased （P<0. 05）.  Compared with model group， the LVEF and 
LVFS of the rats in BMSCs-Exo group were significantly increased （P<0. 05）， the LVEDD and LVESD 
were significantly decreased （P<0. 05）， the myocardial tissue damage was significantly alleviated， the 
CVF was significantly decreased （P<0. 05）， the positive expression rates of α -SMA ， COL- Ⅰ， and 
COL- Ⅲ were significantly decreased （P<0. 05）， the Fe2+ level in myocardium tissue was significantly 
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decreased （P<0. 05）， the expression level of ACSL4 protein was significantly decreased （P<0. 05）， and 
the expression levels of FTH1， GPX4， and SLC7A11 proteins were significantly increased （P<0. 05）.  
Compared with BMSCs-Exo group， the LVEF and LVFS of the rats in BMSCs-Exo+Erastin group were 
significantly decreased （P<0. 05）， the LVEDD and LVESD were significantly increased （P<0. 05）， the 
myocardial cell edema and necrosis were seen， the CVF was significantly increased （P<0. 05）， the 
positive expression rates of α -SMA， COL-Ⅰ， and COL-Ⅲ were significantly increased （P<0. 05）， the 
Fe2+ level in myocardium tissue was significantly increased （P<0. 05）， the expression level of ACSL4 
protein was significantly increased （P<0. 05）， and the expression levels of FTH1， GPX4， and SLC7A11 
proteins were significantly decreased （P<0. 05）.  Conclusion：BMSC-derived Exo can improve the 
myocardial fibrosis in the rats induced by ISO， and its mechanism may be related to the inhibition of 
ferroptosis.
KEYWORDS Myocardial fibrosis； Isoproterenol； Bone marrow mesenchymal stem cell； Exosome；

Ferroptosis

心肌纤维化是大多数心血管疾病中常见的病理

生理过程，主要特征是胶原蛋白和其他细胞外基质

蛋 白 的 过 度 交 联 及 沉 积 。 在 多 种 损 伤 和 刺 激 条 件

下，如心肌缺氧、压力超负荷、病原体感染、代谢

功能障碍和衰老等，成纤维细胞过度活化，导致心

肌重塑和间质胶原沉积 ［1-2］。心肌细胞周围胶原异

常增加导致左心室舒张功能障碍、心律失常和心肌

氧供应受损，甚至引发终末期心力衰竭 ［3］。然而，

目前尚无特定的治疗方法可以有效缓解各种因素引

起的心肌纤维化。因此，积极探讨有效策略来缓解

心 肌 纤 维 化 是 降 低 患 者 发 生 心 力 衰 竭 风 险 的 关 键

环节。

骨 髓 间 充 质 干 细 胞 （bone marrow 
mesenchymal stem cells， BMSCs） 是 典 型 的 干 细

胞，在不同的生理条件下可以分化为不同类型的细

胞，并能够选择性地募集到损伤部位，有助于血管

生 成 和 组 织 修 复 ［4］。 研 究 ［5-6］ 显 示 ： BMSCs 的 作

用 可 能 由 细 胞 外 囊 泡 所 介 导，  其 中 外 泌 体

（exosome，Exo） 是一种主要亚型，Exo 是一种纳

米级颗粒，以外囊泡的形式从质膜释放出来，是免

疫调节、细胞增殖、细胞衰老和分化的重要介质，

通 过 将 各 种 生 物 活 性 物 质 如 mRNA、 微 小 RNA
（microRNA，miRNA）、蛋白质和脂质等从一个细

胞转移至另一个细胞，发挥细胞间通讯作用 ［7］。既

往 研 究 ［8-10］ 显 示 ： BMSCs 来 源 的 Exo 可 以 通 过 转

移内源性分子来调节心肌血管生成、心肌炎症、心

肌 细 胞 凋 亡 和 心 肌 纤 维 化 ， 从 而 发 挥 心 肌 保 护 作

用，但其对心肌纤维化的作用机制尚未完全明确。

本研究通过皮下注射异丙肾上腺素 （isoproterenol，
ISO） 建 立 大 鼠 心 肌 纤 维 化 模 型 ， 观 察 BMSCs 来

源的 Exo 对大鼠心肌纤维化的治疗效果及其作用机

制，为 BMSCs 来源的 Exo 在心肌纤维化临床治疗

中的应用提供依据。

1 材料与方法  

1. 1　　实验动物实验动物　　40 只 健 康 雄 性 SD 大 鼠 ， 8 周 龄 ，

购自海南药物研究所有限责任公司，动物生产许可

证号：SCXK （琼） 2020-0007。在无特定病原体级

动物房内适应性喂养 7 d，温度为 23 ℃~25 ℃，相

对湿度为 50%，12 h 光照、黑暗交替，实验期间大

鼠自由进食和饮水。本研究获得本院伦理委员会批

准 （伦理审批号：HNM 20220081）。

1. 2　　主要试剂主要试剂　　ISO 购于美国 Sigma-Aldrich 公司，

铁 死 亡 激 活 剂 Erastin 购 于 美 国 TargetMol 公 司 ，

BMSCs 购 于 上 海 沪 震 实 业 有 限 公 司 ， Exo 提 取

试 剂 盒 购 于 武 汉 华 美 生 物 工 程 有 限 公 司 ， 蛋 白 裂

解 液 和 增 强 型 化 学 发 光 试 剂 （enhanced 
chemiluminescence， ECL） 购 于 上 海 碧 云 天 生 物

技 术 研 究 所 ， 二 辛 可 宁 酸 （bicinchonininc acid，

BCA） 蛋 白 质 定 量 试 剂 盒 购 于 北 京 天 根 生 化 科 技

有 限 公 司 ， 聚 偏 氟 乙 烯 （polyvinylidene fluoride，

PVDF） 膜 购 于 美 国 Millipore 公 司 ， 组 织 固 定 液 、

HE 染色试剂盒及 Masson 染色试剂盒购于北京索莱

宝科技有限公司，铁离子 （Fe2+） 浓度检测试剂盒

购于北京盒子生工科技有限公司，增强型 3，3-二

氨 基 苯 联 胺 （diaminobenzidine， DAB） 显 色 试 剂

盒 购 于 北 京 伊 塔 生 物 科 技 有 限 公 司 ， 抗 体 CD63、

CD9、 肿 瘤 易 感 基 因 101 （tumor  susceptibility 
gene 101， TSG101）、 热 休 克 蛋 白 70 （heat shock 
protein 70，HSP70）、α-平滑肌肌动蛋白 （α-smooth 
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muscle actin，α-SMA）、Ⅰ型胶原 （type Ⅰ collagen，

COL-Ⅰ）、Ⅲ型胶原 （type Ⅲ collagen，COL-Ⅲ）、

甘 油 醛 -3-磷 酸 脱 氢 酶 （glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase， GAPDH）、 酰 基 辅 酶 A 合 成 酶 长

链 家 族 成 员 4 （acyl CoA synthetase long chain 
family member 4， ACSL4） 、 铁 蛋 白 重 链 1

（ferritin heavy chain 1， FTH1）、 谷 胱 甘 肽 过 氧 化

物 酶 4 （glutathione peroxidase 4， GPX4）、 溶 质 载

体家族 7 成员 11 （solute carrier family 7 member 11，

SLC7A11） 及辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG
均购于英国 Abcam 公司。

1.3　　 BMSCs 来 源来 源 Exo 的 分 离 和 鉴 定的 分 离 和 鉴 定　　 将 对 数 生

长 期的 BMSCs 收集于离心管，4 ℃ 条 件 下 分 别 以

4 500 r·min-1 离  心  15 min、 12 000 r·min-1 离  心

20 min，去除细胞碎片，收集上清，吸取 Exo 提取

液 A 加 入 上 清 中 ， 涡 旋 混 匀 ， 4 ℃ 条 件 下 静 置 过

夜。4 ℃、12 000 r·min-1 离心 60 min，弃上清、留

沉淀，吸取适量保存液 B 将沉淀重悬，获得 Exo 悬

液，-20 ℃条件下保存。透射电子显微镜观察 Exo
形态表现，采用纳米颗粒跟踪分析仪检测 Exo 的直

径分布。Western blotting 法检则 Exo 表面标志蛋白

CD63、 CD9、 TSG101 和 HSP70 蛋 白 条 带 的 表 达

情况。

1.4　　动物分组动物分组、、造模和给药造模和给药　　40 只大鼠随机分为对

照 组 、 模 型 组 、 BMSC-Exo 组 和 BMSCs-Exo+
Erastin 组，每组 10 只。模型组、BMSCs-Exo 组和

BMSCs-Exo+Erastin 组 大 鼠 均 通 过 背 部 皮 下 注 射

5 mg·kg-1 ISO，每日 1 次，连续  10 d，建立心肌纤

维 化 模 型 [11] ， 对 照 组 大 鼠 同 时 注 射 等 体 积 生 理

盐  水。造  模  后，BMSCs-Exo 组  和  BMSCs-Exo+
Erastin 组大鼠均尾静脉注射 100 μL BMSCs 来源的

Exo，BMSCs-Exo+Erastin 组大鼠再通过腹腔注射

20 mg·kg-1 Erastin。处理结束后，各组大鼠继续常

规喂养 4 周，进行后续实验。

1. 5　　超声心动图检测各组大鼠心功能指标超声心动图检测各组大鼠心功能指标　　腹腔

注射 30 mg·kg-1 戊巴比妥钠麻醉大鼠，将其仰卧位

固定于操作台上，采用超声心动图检测各组大鼠左

心 室 射 血 分 数 （left ventricular ejection fraction，

LVEF）、 左  心  室  短  轴  缩  短  率 （left  ventricular 
fractional shortening， LVFS）、 左 心 室 舒 张 末 期 内

径 （left  ventricular  end  diastolic  dimension，

LVEDD） 和 左 心 室 收 缩 末 期 内 径 （left ventricular 
end systolic diameter，LVESD）。

1. 6　　HE 染色观察各组大鼠心肌组织病理形态表染色观察各组大鼠心肌组织病理形态表

现现　　将大鼠心肌组织置于 4% 多聚甲醛固定，常规

脱水和透明，石蜡包埋，制备厚度约为 5 μm 的切

片，HE 染色，滴加中性树胶封固，常温晾干，采

用光学显微镜观察并采集图像。

1. 7　　Masson 染色观察各组大鼠心肌组织纤维化程染色观察各组大鼠心肌组织纤维化程

度度　　取 制 备 好 的 大 鼠 心 肌 组 织 石 蜡 切 片，脱 蜡 至

水，置于 Weigert 铁苏木素中浸染 5 min，自来水冲

洗，丽春红酸性品红浸泡 8 min，蒸馏水漂洗，磷

钼 酸 水 溶 液 处 理 5 min， 苯 胺 蓝 染 液 染 色 3 min，

1% 冰醋酸浸洗 1 min。脱水和透明后，滴加中性树

胶封固，常温晾干，通过光学显微镜观察并采集图

像，并采用 Image J 软件分析胶原沉积情况，计算心

肌 组 织 中 胶 原 容 积 分 数 （collagen volume fraction，

CVF）。 CVF= 胶 原 阳 性 染 色 面 积/组 织 总 面 积 ×
100%。

1. 8　　免 疫 组 织 化 学 染 色 检 测 各 组 大 鼠 心 肌 组 织免 疫 组 织 化 学 染 色 检 测 各 组 大 鼠 心 肌 组 织

中中 α --SMA 、、COL--ⅠⅠ 和和 COL--ⅢⅢ 表 达 情 况表 达 情 况　　 大鼠心

肌 组织切片脱蜡至水，浸入柠檬酸钠溶液中，微波

炉 加 热 煮 沸 10 min， 置 于 3% 过 氧 化 氢 常 温 孵 育

10 min。采用 10% 山羊血清常温封闭  30 min，在切片

上滴加 α-SMA 抗体 （1∶40）、COL-Ⅰ抗体 （1∶100）

和 COL-Ⅲ 抗 体 （1∶ 100）， 4 ℃ 孵 育 过 夜 。 次 日 ，

PBS 缓 冲 液 冲 洗 切 片 ， 滴 加 对 应 二 抗 （1∶ 200），

室温孵育 1 h，PBS 缓冲液再次冲洗切片，DAB 避

光显色，滴加中性树胶封固，常温晾干，光学显微

镜观察并采集图像，采用 Image J 软件分析大鼠心

肌组织中蛋白阳性表达情况，计算各目的蛋白阳性

表达率。目的蛋白阳性表达率=目的蛋白阳性染色

面积/心肌组织总面积×100%。

1. 9　　各 组 大 鼠 心 肌 组 织 中各 组 大 鼠 心 肌 组 织 中 Fe2+ 水 平 测水 平 测 定定　　 取

100 mg 大鼠心肌组织，加入 1 mL 提取液，冰浴匀

浆 ， 在 4 ℃ 、 12 000 r·min-1 离 心 10 min， 获 得 上

清 ， 按 照 Fe2+ 浓 度 检 测 试 剂 盒 说 明 书 步 骤 进 行 操

作，计算心肌组织中 Fe2+ 水平。

1. 10　　Western blotting 法检测各组大鼠心肌组织法检测各组大鼠心肌组织

中中 ACSL4、、FTH1、、GPX4 和和 SLC7A11 蛋 白 表 达蛋 白 表 达

水水平平　　在 Exo 或研磨后的大鼠心肌组织中加入蛋白

裂 解 缓 冲 液 提 取 总 蛋 白 ， BCA 法 定 量 。 蛋 白 煮 沸

变 形 后 ， 上 样 等 量 40 μg 进 行 电 泳 分 离 ， 转 至

PVDF 膜上，浸入 5% 脱脂奶粉中封闭。在 Exo 鉴

定 中 ， 以 CD63 、 CD9 、 TSG101 和 HSP70 抗 体

（按 照 1∶1 000 稀释） 作为一抗，4 ℃条件下与膜
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共孵育过夜；进行大鼠心肌组织中铁死亡相关蛋白

检测：以 ACSL4、 FTH1、 GPX4 和 SLC7A11 抗

体 （按 照 1∶1 000 稀释） 作为一抗，4 ℃条件下与

膜共孵育过夜。次日，TBST 洗膜，在膜上加入相

应 的 二 抗 （按 照 1∶ 5 000 稀 释）， 室 温 孵 育 2 h。

TBST 洗膜，ECL 显影，拍照，采用 Image J 软件

分析蛋白条带灰度值，以 GAPDH 作为内参，计算

目的蛋白表达水平。目的蛋白表达水平=目的蛋白

条带灰度值/内参蛋白条带灰度值。

1. 11　　统计学分析统计学分析　　采用 GraphPad Prism 7. 0 统计

软 件 进 行 统 计 学 分 析 。 各 组 大 鼠 LVEF、 LVFS、

LVEDD、LVESD 和  CVF，各组大鼠心肌组织中

α -SMA、 COL-Ⅰ 及 COL-Ⅲ 阳 性 表 达 率 ， 心 肌 组

织 中 Fe2+ 水 平 及 ACSL4、 FTH1、 GPX4 和

SLC7A11 蛋 白 表 达 水 平 均 符 合 正 态 分 布 ， 以 x±s

表示，多组间比较采用单因素方差分析，组间样本

均数两两比较采用 LSD-t 检验。以 P<0. 05 为差异

有统计学意义。

2 结  果  

2. 1　　BMSCs 来源来源 Exo 的鉴定的鉴定　　透射电子显微镜观

察，从 BMSCs 分离得到的颗粒物呈椭圆形，具有

典型的 脂 质 双 分 子 层 ， 纳 米 颗 粒 跟 踪 分 析 仪 测 定

其 直 径 大 多 分 布 在 100 nm 处 ， 见 图 1A 和 1B。

Western blotting 法检测结果显示：Exo 表面标志蛋

白 CD63、 CD9、 TSG101 及 HSP70 蛋 白 条 带 均 明

显，见图 1C。

2. 2　　各组大鼠心功能指标各组大鼠心功能指标　　超声心动图检测结果

显示：与对照组比较，模型组大鼠 LVEF 和 LVFS
明 显 降 低 （P<0. 05）， LVEDD 和 LVESD 明 显 升

高 （P<0. 05）； 与 模 型 组 比 较 ， BMSCs-Exo 组 大

鼠 LVEF 和 LVFS 明 显 升 高 （P<0. 05）， LVEDD

和 LVESD 明 显 降 低 （P<0. 05）； 与 BMSCs-Exo
组 比 较 ， BMSCs-Exo+Erastin 组 大 鼠 LVEF 和

LVFS 明 显 降 低 （P<0. 05）， LVEDD 和 LVESD
明显升高 （P<0. 05）。见表 1。
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A： Morphology of Exo observed by transmission electron microscope（ ×20 000）； B： Diameter distribution of Exo detected by 
nanoparticle tracking analyzer； C： Electrophoregram of expressions of Exo surface marker proteins detected by Western blotting method

（Lane 1：BMSCs；Lane 2：BMSCs-Exo）.
图图 1　　BMSCs 来源来源 Exo 的鉴定结果的鉴定结果

Fig. 1　　Identification results of Exo derived from BMSCs

表表 1　　各组大鼠各组大鼠 LVEF、、LVFS、、LVEDD 和和 LVESD

TabTab.. 11　　LVEFLVEF,, LVFS LVFS,, LVEDD LVEDD,, and LVESD of rats in various groups  and LVESD of rats in various groups (n=10,x±s)

Group
Control
Model
BMSCs-Exo
BMSCs-Exo+Erastin

LVEF(η/%)
92.10±9.25
67.45±6.94*

83.78±8.53△

69.54±7.12#

LVFS(η/%)
63.67±6.74
35.21±3.77*

54.20±5.29△

37.33±3.82#

LVEDD(l/mm)
5.28±0.54
7.09±0.72*

5.55±0.58△

7.10±0.73#

LVESD(l/mm)
2.34±0.25
5.03±0.49*

2.89±0.31△

4.92±0.52#

*P<0.05 compared with control group； △P<0.05 compared with model group； #P<0.05 compared with BMSCs-Exo group.
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2. 3　　各组大鼠心肌组织病理形态表现各组大鼠心肌组织病理形态表现　　HE 染色和

Masson 染 色 结 果 显 示 ： 与 对 照 组 比 较 ， 模 型 组 大

鼠心肌细胞排列紊乱，部分细胞核皱缩和坏死，心

肌间质胶原沉积较多，CVF 明显升高 （P<0. 05）；

与 模 型 组 比 较 ， BMSCs-Exo 组 大 鼠 心 肌 细 胞 排 列

趋 于 整 齐 ， 结 构 较 为 清 晰 ， 心 肌 间 质 胶 原 沉 积 减

少，CVF 明显降低 （P<0. 05）；与 BMSCs-Exo 组

比 较 ， BMSCs-Exo+Erastin 组 大 鼠 心 肌 细 胞 水 肿

和 坏 死 ， 心 肌 间 质 胶 原 沉 积 明 显 变 多 ， CVF 明 显

升高 （P<0. 05）。见图 2 和 3。

2. 4　　 各 组 大 鼠 心 肌 组 织 中各 组 大 鼠 心 肌 组 织 中 α --SMA、、COL--ⅠⅠ 及及

COL--ⅢⅢ阳性表达率阳性表达率　　免疫组织化学染色结果显示：

与 对 照 组 比 较 ， 模 型 组 大 鼠 心 肌 组 织 中 α -SMA、

COL- Ⅰ 和 COL- Ⅲ 阳 性 表 达 率 均 明 显 升 高 （P<
0. 05）；与 模 型 组 比 较 ， BMSCs-Exo 组 大 鼠 心 肌

组 织 中 α -SMA 、 COL-Ⅰ 和 COL-Ⅲ 阳 性 表 达 率

均 明 显 降 低 （P<0. 05）； 与 BMSCs-Exo 组 比 较 ，

BMSCs-Exo+Erastin 组 大 鼠 心 肌 组 织 中 α -SMA、

COL- Ⅰ 和 COL- Ⅲ 阳 性 表 达 率 明 显 升 高 （P<

0. 05）。见图 4 和 5。

2. 5　　 各 组 大 鼠 心 肌 组 织 中各 组 大 鼠 心 肌 组 织 中 Fe2+ 水 平水 平　　 与 对 照 组

［（5. 13±0. 54） μmol·g-1］ 比较，模型组大鼠心

肌 组 织 中 Fe2+ 水 平 ［ （16. 59±1. 75） μmol·g-1］

明 显 升 高 （P<0. 05）； 与 模 型 组 比 较 ， BMSCs-

Exo 组 大 鼠 心 肌 组 织 中 Fe2+ 水 平 ［ （8. 28±
0. 84） μmol·g-1］  明   显   降   低 （P<0. 05）；  与

BMSCs-Exo  组 比 较 ， BMSCs-Exo+Erastin 组 大

鼠心肌组织中 Fe2+水平 ［（13. 87±1. 45） μmol·g-1］

明显升高 （P<0. 05）。

2. 6　　各组大鼠心肌组织中各组大鼠心肌组织中 ACSL4、、FTH1、、GPX4

和和 SLC7A11 蛋白表达水平蛋白表达水平　　与对照组比较，模型

组大鼠心肌组织中 ACSL4 蛋白表达水平明显升高

（P<0. 05）， FTH1、 GPX4 和 SLC7A11 蛋 白 表 达

水 平 明 显 降 低 （P<0. 05）； 与 模 型 组 比 较 ，

BMSCs-Exo 组大鼠心肌组织中 ACSL4 蛋白表达水

平  明  显  降  低 （P<0. 05）， FTH1、  GPX4 和

SLC7A11 蛋 白 表 达 水 平 明 显 升 高 （P<0. 05）； 与

BMSCs-Exo 组 比 较 ， BMSCs-Exo+Erastin 组 大 鼠

心 肌 组 织 中 ACSL4 蛋 白 表 达 水 平 明 显 升 高 （P<
0. 05）， FTH1、 GPX4、 SLC7A11 蛋 白 表 达 水 平

明显降低 （P<0. 05）。见图 6。

3 讨  论  

心肌纤维化是各种心血管疾病在一定阶段的常

Control

HE

Masson

Model BMSCs-Exo BMSCs-Exo+Erastin

图图 2　各组大鼠心肌组织病理形态表现　各组大鼠心肌组织病理形态表现（（×100））

Fig. 2　　Pathomorphology of myocardium tissue of rats in various groups (×100)
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图图 3　各组大鼠心肌组织中　各组大鼠心肌组织中 CVF

Fig. 3　　CVF in myocardium tissue of rats in various groups
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见病理表现，可破坏心肌结构，导致心肌紊乱和血

管舒缩功能障碍，促进心力衰竭进展。探讨心肌纤

维化的病理生理机制可以为寻找其有效治疗策略奠

定基础。开发新型抗纤维化策略的主旨是逆转进行

性纤维化并恢复正常的组织结构。目前，临床实践

中侧重于通过药物阻断肾素 -血管紧张素 -醛固酮系

统激活来抑制心肌纤维化，包括肾素抑制剂、血管

紧张素转换酶抑制剂、血管紧张素受体阻滞剂和醛

固 酮 拮 抗 剂 等 ［12］， 虽 然 在 一 定 程 度 上 其 可 抑 制 心

肌纤维化并改善心功能，但不能从根本上逆转纤维

化组织，且存在不良反应，不宜长期使用。

BMSCs 具 有 组 织 修 复 、 免 疫 调 节 和 抗 炎 等 作

用，现已广泛应用于再生医学和各种疾病治疗研究

中。与 BMSCs 比较，BMSCs 来源的 Exo 具有体积

小、便于储存与生产、无肿瘤形成风险和免疫原性

低等优点，在疾病治疗中比亲本细胞更具潜力 ［13］。

BMSCs 来 源 的 Exo 在 各 种 心 脏 损 伤 修 复 中 发 挥 重

要作用，LIU 等  ［14］ 将 BMSCs 来源的 Exo 注射至心

肌梗死大鼠模型中发现：大鼠心功能明显恢复，心

脏重塑受到抑制，心肌细胞线粒体碎裂与凋亡也明

显减少；WEN 等  ［15］ 研究显示：BMSCs 来源的 Exo
通 过 将 微 小 RNA-144 （microRNA-144， miR-144）

Control

α-SMA

COL-Ⅰ

COL-Ⅲ

Model BMSCs-Exo BMSCs-Exo+Erastin

图图 4　　各组大鼠心肌组织中各组大鼠心肌组织中 α--SMA、、COL--ⅠⅠ和和 COL--ⅢⅢ表达情况表达情况（（免疫组织化学免疫组织化学，，×100））

Fig. 4　　 Expressions  of  α --SMA,  COL--ⅠⅠ ,  and  COL--ⅢⅢ   in  myocardium  tissue  of  rats  in  various  groups 

(Immunohistochemistry, ×100)
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*P<0.05 compared with control group； △P<0.05 compared with model group； #P<0.05 compared with BMSCs-Exo group.
图图 5　各组大鼠心肌组织中　各组大鼠心肌组织中 α--SMA、、COL--ⅠⅠ和和 COL--ⅢⅢ阳性表达率阳性表达率

Fig. 5　　Positive expression rates of α-SMA, COL-ⅠⅠ, and COL-ⅢⅢ  in myocardius tissue of rats in various groups
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递送到心肌细胞中，抑制缺氧条件下心肌细胞凋亡

与损伤，从而发挥心肌保护作用；REN 等  ［16］ 研究

显 示 ： BMSCs 来 源 的 Exo 在 血 管 紧 张 素 Ⅱ 诱 导 的

心 肌 细 胞 肥 大 模 型 中 通 过 Hippo-YAP 信 号 通 路 失

活来缓解心肌细胞凋亡，抑制炎症反应。本研究将

BMSCs 来 源 的 Exo 注 射 到 ISO 诱 导 的 心 肌 纤 维 化

大 鼠 模 型 中 ， 结 果 显 示 ： 大 鼠 LVEF 和 LVFS 升

高 ， LVEDD 和 LVESD 降 低 ， 心 肌 组 织 损 伤 明 显

减 轻 ， 说 明 BMSCs 来 源 的 Exo 能 有 效 改 善 ISO 诱

导的大鼠心功能障碍。心肌纤维化的特征是细胞外

基质产生和降解不平衡，导致疤痕组织积聚。各种

原因引发的心脏损伤都会引起持续的纤维化反应，

从而引起心功能障碍。COL-Ⅰ和 COL-Ⅲ过度沉积

会降低心肌弹性，导致心脏收缩能力和舒张能力紊

乱，最终出现心力衰竭 ［17］。此外，在心脏损伤愈合

过程中产生的胶原纤维能够破坏相邻肌细胞链之间

的 电 耦 合，引起心律失常 ［18］。α-SMA 是心肌成纤

维细胞活化的标志物，其活化后能够分泌大量胶原

蛋 白进而促 进 心 肌 纤 维 化 ［19］。 本 研 究 结 果 显 示 ：

BMSCs 来 源 的 Exo 作 用 后 ， 心 肌 纤 维 化 大 鼠 模 型

心肌组织中 α-SMA、COL-Ⅰ及 COL-Ⅲ阳性表达率

明 显 降 低 ， 心 肌 间 质 胶 原 沉 积 明 显 减 少 ， 表 明

BMSCs 来 源 的 Exo 可 抑 制 ISO 诱 导 的 大 鼠 心 肌 纤

维化，减少胶原蛋白沉积。

铁 死 亡 是 一 种 独 特 而 普 遍 的 细 胞 死 亡 调 节 形

式，由铁依赖性磷脂过氧化作用驱动，由细胞代谢

紊乱和氧化还原稳态不平衡引起，并受到各种细胞

代 谢 途 径 的 调 节 ［20］。 铁 死 亡 和 心 肌 纤 维 化 之 间 关

系 密 切 ， 心 力 衰 竭 小 鼠 模 型 心 肌 呈 明 显 纤 维 化 和

Fe2+ 蓄 积 ［21］， 由 铁 死 亡 结 合 自 噬 介 导 的 细 胞 死 亡

通 过 Toll 样 受 体 4/烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸 磷 酸 氧

化酶家族 NOX4 途径促进心力衰竭进展 ［22］，此外，

在慢性心力衰竭晚期阶段，混合性谱系激酶 3 通过

心肌细胞中 c-Jun 氨基末端激酶/p53 信号通路诱导

铁 死 亡 进 而 引 起 心 肌 纤 维 化 ［23］。 因 此 ， 推 测 靶 向

铁死亡可能是减少或抑制心肌纤维化形成的有效策

略 。 ACSL4 是 长 链 酰 基 辅 酶 A 合 酶 家 族 成 员 ， 在

脂肪酸代谢中必不可少，可以催化花生四烯酰和肾

上 腺 素 酰 酯 化 为 磷 脂 酰 乙 醇 胺 ， 诱 导 铁 死 亡 ［24］。

FTH1、GPX4 及 SLC7A11 是铁死亡的关键调节因

子，降低 FTH1 表达会增加铁蛋白降解并促进铁死

亡 ［25］；GPX4 可利用还原型谷胱甘肽将脂质氢过氧

化物转化为脂质醇，从而减轻脂质过氧化并抑制铁

死亡 ［26］；SLC7A11 通过转运细胞外半胱氨酸调节

铁死亡，抑制其水平会减少胱氨酸摄取，导致胱氨

酸依赖性谷胱甘肽过氧化物酶失活，增强细胞中脂

质过氧化和铁死亡 ［27］。本研究结果显示：BMSCs
来源的 Exo 作用后，心肌纤维化大鼠心肌组织中 Fe2+

水 平 降 低 ， ACSL4 蛋 白 表 达 水 平 降 低 ， FTH1、

GPX4 和 SLC7A11 蛋 白 表 达 水 平 升 高 ， 推 测

BMSCs 来 源 的 Exo 改 善 大 鼠 心 肌 纤 维 化 的 作 用 可

能 与 抑 制 铁 死 亡 途 径 有 关 。 为 了 进 一 步 验 证 该 推

测，在 BMSCs 来源的 Exo 治疗下采用铁死亡经典

激活剂 Erastin 以激活铁死亡途径，结果显示：大鼠

心功能未得到改善，心肌组织中 α-SMA、COL-Ⅰ
和 COL-Ⅲ阳性表达率较高，心肌组织损伤及心肌
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Lane 1：Control group；Lane 2：Model group；Lane 3：BMSCs-Exo group；Lane 4：BMSCs-Exo+Erastin group.*P<0.05 compared with 
control group； △P<0.05 compared with model group； #P<0.05 compared with BMSCs-Exo group.

图图 6　各组大鼠心肌组织中　各组大鼠心肌组织中 ACSL4、、FTH1、、GPX4 和和 SLC7A11 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图（（A））及直条图及直条图（（B））

Fig. 6　　 Electrophoregram（（A）） and histogram（（B）） of expressions of ACSL4, FTH1, GPX4，， and LC7A11 proteins in 

myocardium tissue of rats in various groups
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纤维化现象仍较为明显。

综 上 所 述 ， BMSCs 来 源 的 Exo 能 够 保 护 ISO
诱导的心肌纤维化模型大鼠的心功能，减轻心肌组

织 损 伤 ， 抑 制 心 肌 组 织 中 α -SMA、 COL- Ⅰ 和

COL-Ⅲ表达，进而改善心肌纤维化，该作用可能

是通过抑制铁死亡途径实现的。
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