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【摘 要】目的 研究羟基红花黄色素A对血管紧张素Ⅱ介导的心脏成纤维细胞向肌成纤维细胞转化的影响。 方法 实验细胞随机分为

正常对照组、Ang-Ⅱ组、Ang-Ⅱ+HSYA（5 µM）组、Ang-Ⅱ+HSYA（25 µM）组、Ang-Ⅱ+HSYA（50 µM）组和Ang-Ⅱ+HSYA（100 µM）组。使

用划痕实验和Transwell 小室侵袭实验检测细胞迁移侵袭情况，DCFH-DA荧光探针检测细胞内活性氧（reactive oxygen species，ROS）水平，

Western blot检测α-SMA、Collagen Ⅰ、Collagen Ⅲ及转化生长因子β1（transforming growth factor-β1，TGF-β1）的蛋白表达水平。 结果 Ang-

Ⅱ促进心脏成纤维细胞迁移、增加ROS产生；而HSYA抑制了Ang-Ⅱ介导的心脏成纤维细胞迁移以及ROS产生；Western blot发现HSYA抑

制了Ang-Ⅱ介导的心脏成纤维细胞α-SMA、Collagen Ⅰ、Collagen Ⅲ及TGF-β1的蛋白表达，差异具有统计学意义（P < 0.05）。 结论 HSYA

通过减少ROS的产生和下调 TGF-β1信号通路抑制Ang-Ⅱ诱导心肌成纤维细胞向肌成纤维细胞分化。
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【Abstract】 Objective To study the effects of Hydroxysafflor yellow A（HSYA）on angiotensin Ⅱ（Ang-Ⅱ）-mediated myocar⁃
dial fibrosis. Methods HFC-aa cells were randomly divided into the control group，the Ang-Ⅱ group，the Ang-Ⅱ + HSYA（5 µM）
group，the Ang-Ⅱ + HSYA（25 µM）group，the Ang-Ⅱ + HSYA（50 µM）group，and the Ang-Ⅱ + HSYA（100 µM）group. Cells in
the Ang-Ⅱ group were treated with 0.5 µM Ang-Ⅱ for 24 hours，and cells in the Ang-Ⅱ + HSYA groups were treated with HSYA（5，
25，50，and 100 µM）and Ang-Ⅱ（0.5 µM）for 24 hours. Cells in the control group were treated with the same volume of PBS. Cell
wound healing and transwell migration assays were used to determine the cell migration. DCFH-DA fluorescent probe was utilized to de⁃
tect the intracellular ROS level，and western blot was used to evaluate the protein expression of α-SMA，Collagen Ⅰ，Collagen Ⅲ and
TGF-β1. Results Ang-Ⅱ could increase the migration and ROS production of cardiac fibroblasts. HSYA inhibited Ang-Ⅱ-mediated
cardiac fibroblasts migration and ROS production. Western blot showed that HSYA inhibited Ang-Ⅱ-mediated protein expression of
α-SMA，Collagen Ⅰ，Collagen Ⅲ and TGF-β1 in cardiac fibroblasts，and the difference was statistically significant（P < 0.05）. Con-
clusion HSYA inhibited the differentiation of cardiac fibroblasts into myofibroblasts induced by Ang-Ⅱ by reducing the production of
reactive oxygen species（ROS）and down-regulating the TGF-β1 signaling pathway.

【Key words】Myocardial fibrosis；Hydroxysafflor yellow A；Angiotensin-Ⅱ；Reactive oxygen species（ROS）；Transforming growth
factor-β1（TGF-β1）

基金项目：国家自然科学基金（81900277）；四川省科技计划联合创新专项（2022YFS0607，2022YFS0632，2022YFS0630）；泸州市科技计划项目

（2023JYJ004）

通信作者：陈唐葶，E-mail: ctt@swmu.edu.cn

引用本文：蒋洁，王立群，刘雪茹，等.羟基红花黄色素A抑制血管紧张素Ⅱ介导的心脏成纤维细胞肌化[J].西南医科大学学报，2024，47（4）：93-

97.DOI：10.3969/j.issn.2096-3351.2024.04.006.

论 著

306



西南医科大学学报 2024年 第47卷 第4期
Journal of Southwest Medical University Vol.47 No.4 2024

心肌纤维化是心肌病理性重塑过程中至关重要的

一环，它是多种心血管疾病的最终结局[1-2]。心肌纤维

化主要是通过心肌成纤维细胞增殖、迁移以及向肌成

纤维细胞转化，产生大量细胞外基质，从而使心室壁的

僵硬度增加，顺应性下降，导致舒张期充盈受限，心功

能降低[3]；此外，纤维化可延缓心肌组织的电传导，形成

折返或转子，从而导致心律失常的发生[4]。心肌纤维化

严重威胁患者的生命安全，因此有效降低心血管病人

心肌纤维化程度是临床亟待解决的问题。

中药红花具有活血化瘀、通络止痛的功效。红花

化学成分复杂，羟基红花黄色素A（hydroxysafflor yel⁃
low A，HSYA）是红花色素中主要的水溶性成分之一，

具有多种心血管保护功效。研究表明它可以降低血

压、扩张冠状动脉、再通血管以及改善心肌缺血预

后[5-7]。HSYA特有的结构使其在生物体内抗氧化系统

中发挥重要的保护作用。朱仁英等[8]发现HSYA可以

降低活性氧（reactive oxygen species，ROS）水平并增强

机体抗氧化能力。ZHANG等[9]发现HSYA可以通过转

化生长因子β1（transforming growth factor-β1，TGF-β1）
信号通路抑制肝脏的纤维化。

但是，HSYA对血管紧张素Ⅱ（angiotensin Ⅱ，Ang-
Ⅱ）介导的心肌纤维化的影响尚未阐明。本研究预测

HSYA通过降低ROS的产生以及TGF-β1的表达，从而

抑制心肌成纤维细胞向肌成纤维细胞分化，抑制心肌

纤维化的发生，延缓心肌重构。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

人心房成纤维细胞HFC-aa（CP6320）和 FM-2完
全培养基（2331）购自 Sciencell公司；胎牛血清购自美

国Hyclone公司（批号 SH30084.03）；培养瓶、培养板、

Transwell培养板等其他细胞培养所需试剂耗材均购至

Corning 公 司；羟 基 红 花 黄 色 素 A（HSYA）（批 号

PS12072301）购自成都普思生物；DCFH-DA荧光探针

（批 号 S0033S）购 自 碧 云 天 公 司 ；Ang- Ⅱ（批 号

SAE0064）购自Sigma公司；兔单克隆抗体α-SMA（批号

14968）、兔单克隆抗体 TGF-β1抗体（批号 3711）购自

CST公司；兔多克隆抗体Collagen Ⅰ（批号ab34710）、兔
多克隆抗体Collagen Ⅲ抗体（批号 ab7778）购自Abcam
公司；其余试剂为国产分析纯。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 HFC-aa细胞用 FM-2完全培养基培

养，接种于 6孔板，实验前更换无血清FM-2培养基饥

饿 12 h。随机分为正常对照组、Ang-Ⅱ组、Ang-Ⅱ+
HSYA（5 µM）组、Ang-Ⅱ+HSYA（25 µM）组、Ang-Ⅱ+
HSYA（50 µM）组和Ang-Ⅱ+HSYA（100 µM）组。正常

对照组不加任何刺激，Ang-Ⅱ组加入0.5 µM Ang-Ⅱ刺

激 24 h，其余各组采用浓度梯度的HSYA（5、25、50和
100 µM）并分别加入Ang-Ⅱ（0.5 µM）刺激24 h。
1.2.2 细胞迁移 将HFC-aa细胞培养于 6孔板，待细

胞融合 80%后，用 tip头划掉部分细胞，然后给予Ang-
Ⅱ（0.5 µM）及HSYA（5、25、50和100 µM）处理24 h，分
别在药物处理前后拍照，并计算细胞迁徙距离。另外，

使用Transwell培养皿，将HFC-aa细胞接种于培养小室

上层，观察HFC-aa细胞向培养小室下层迁徙，并给予

Ang-Ⅱ（0.5 µM）及浓度梯度 HSYA（5、25、50和 100
µM）处理 24 h，结晶紫染色拍照观察 Transwell皿底细

胞数量判断细胞迁移能力。

1.2.3 ROS 的测定 采用DCFH-DA荧光探针检测细

胞内ROS。HFC-aa细胞按照上述方案刺激完毕之后，

PBS清洗细胞 3次，加入 5 µM的DCFH-DA荧光探针，

避光 37 ºC孵育 30 min，孵育完毕后，荧光显微镜观察

细胞内ROS以及荧光酶标仪检测OD值。

1.2.4 Western blot 分组处理后的细胞，加入细胞裂解

液，超声破碎收集蛋白。Western blot检测α-SMA、Col⁃
lagenⅠ、Collagen Ⅲ及TGF-β1的蛋白表达水平，用 Im⁃
age J图像分析蛋白条带。

1.3 统计学分析

采用SPSS 26统计软件进行统计分析，计量资料以

均数 ±标准差（x̄ ± s）表示，各组之间差异的比较采用

单因素方差分析（One-way ANOVA），两两比较采用

Tukey's多重比较，P < 0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 HSYA抑制Ang-Ⅱ介导的细胞迁移

划痕试验观察细胞迁徙距离，Transwell培养皿观

察小室上层HFC-aa细胞向下层迁移的数量，通过计算

迁徙距离和细胞数量评价细胞迁移能力。与正常对照

组相比，Ang-Ⅱ能显著增加迁徙的距离和向下层迁移

的心肌成纤维细胞数目（P < 0.05），而加入5、25、50和
100 µM的HSYA后均可抑制Ang-Ⅱ介导的细胞迁徙，

且Ang-Ⅱ+HSYA（25 µM）组、Ang-Ⅱ +HSYA（50 µM）
组和Ang-Ⅱ+HSYA（100 µM）与Ang-Ⅱ组相比，细胞

迁徙距离差异有统计学意义（P < 0.01），见图1。
2.2 HSYA抑制Ang-Ⅱ介导的ROS产生

DCFH-DA探针进入细胞后被水解为DCFH，DCFH
无荧光，但细胞内的ROS可将无荧光的DCFH氧化为

DCF，其绿色荧光强度与胞内ROS的水平呈正比。通过检

测细胞内绿色荧光强度发现，与正常对照组相比，Ang-Ⅱ
显著增加细胞内ROS水平（P < 0.017），而HSYA可以抑制

Ang-Ⅱ介导的细胞内ROS的产生。且Ang-Ⅱ+HSYA（5
µM）组、Ang-Ⅱ+HSYA（25 µM）组、Ang-Ⅱ+HSYA（50
µM）组和Ang-Ⅱ+HSYA（100 µM）组与Ang-Ⅱ组相比

ROS水平下降，差异具有统计学意义（P < 0.05），见图2。
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图1 HSYA抑制Ang-Ⅱ介导的心肌成纤维细胞的迁徙

Figure 1 HSYA inhibited Ang-Ⅱ-mediated migration of HFC-aa cells
注：图A为Ang-Ⅱ和HSYA 5、25、50、100 µM刺激24 h前后心肌成纤维细胞划痕；图B为Ang-Ⅱ和HSYA

5、25、50、100 µM刺激24 h后心肌成纤维细胞迁徙至Transwell皿底的结晶紫染色图（200×）；图C为划痕24 h细

胞迁徙距离统计图；图D为心肌成纤维细胞迁徙数量统计图。与 control组相比，**P < 0.05；与Ang-Ⅱ组相比，
##P < 0.01。

图2 HSYA抑制Ang-Ⅱ介导的心肌成纤维细胞ROS的产生

Figure 2 HSYA suppressed Ang-Ⅱ-mediated ROS production in HFC-aa cells
注：图A为Ang-Ⅱ和HSYA 5、25、50、100 µM刺激24 h后心肌成纤维细胞DCF荧光图像；图B为酶标仪检

测各组DCF的绿色荧光强度统计图。与control组相比，**P < 0.05；与Ang-Ⅱ组相比，#P < 0.05，##P < 0.01。

2.3 HSYA降低Ang-Ⅱ介导的α-SMA、Collagen Ⅰ、

CollagenⅢ及TGF-β1的表达

Western blot结果显示，与正常对照组相比，Ang-
Ⅱ显著增加纤维化标志蛋白α-SMA、Collagen Ⅰ和Col⁃
lagen Ⅲ的表达，而HSYA显著抑制Ang-Ⅱ介导的α-
SMA、Collagen Ⅰ和Collagen Ⅲ蛋白表达增加。同时，

检测促纤维化的细胞因子TGF-β1的表达水平，与正常

对照组相比，Ang-Ⅱ显著增加TGF-β1的蛋白表达，而

HSYA可以降低Ang-Ⅱ介导的TGF-β1蛋白表达增加，

且差异具有统计学意义（P < 0.05），见图3。
3 讨论

A
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Ang-Ⅱ在高血压、心肌梗死、冠心病等多种心血管

疾病中被激活，其通过促进成纤维细胞向肌成纤维细

胞转化而发挥促心肌纤维化作用[10]。因此，探寻以

Ang-Ⅱ诱导的肌成纤维细胞分化为靶点的新治疗途径

具有重要的临床意义。本研究结果表明，HSYA通过抑

制氧化应激和下调TGF-β1的表达，阻止Ang-Ⅱ诱导

的心肌成纤维细胞迁移以及向肌成纤维细胞转化。

成纤维细胞向肌成纤维细胞转化的特征是α-SMA
和细胞外基质蛋白表达增加[11-12]。 以往的研究表明

Ang-Ⅱ可以显著增加成纤维细胞的迁移、α-SMA的表

达和胶原的产生[13-14]，这与本研究结果一致。而进一

步的研究结果提示HSYA可以减少Ang-Ⅱ介导的心房

成纤维细胞的迁移、α-SMA的表达和胶原的产生。

氧化应激是心脏病理重塑的重要机制[15]，Ang Ⅱ、

凋亡、炎症等均可诱导产生大量ROS，直接激活成纤维

细胞使其肌化[13]，本研究结果显示Ang-Ⅱ显著增加成

纤维细胞内ROS的生成。尽管 ROS介导心脏成纤维

细胞向肌成纤维细胞转分化的机制尚不清楚，但有研

究表明，ROS是促进Ang-Ⅱ或TGF-β1诱导的α-SMA
表达和肌成纤维细胞分化所必需的物质基础[16-17]，而
抗氧化剂能够显著抑制Ang Ⅱ或TGF-β1介导的纤维

化[18]。已有研究表明 HSYA可以降低 H2O2 诱导的

H9C2心肌细胞ROS增加，亦可以降低新生大鼠心肌细

胞缺氧复氧时的ROS产生，从而发挥抗氧化损伤的保

护作用[19]。本研究结果也发现HSYA能明显抑制Ang-
Ⅱ诱导心肌成纤维细胞的 ROS产生。因此，提示

HSYA可能通过抑制氧化应激从而降低Ang-Ⅱ诱导的

心肌成纤维细胞向肌成纤维细胞的分化。

TGF-β1在心脏重构和纤维化的发生发展中起重

要作用，是目前公认的可以直接促进成纤维细胞向肌

成纤维细胞转化的细胞因子之一。利用转基因小鼠实

验发现，过表达心脏 TGF-β1促进心肌纤维化[20]。此

外，大量证据表明肾素-血管紧张素系统与 TGF-β1间
存在直接联系，表明 TGF-β1在 Ang-Ⅱ下游发挥作

用[21-22]。与以前的研究结果一致，本研究结果显示

Ang-Ⅱ显著增加 TGF-β1的表达，而 HSYA剂量依赖

性地抑制了Ang-Ⅱ介导的TGF-β1表达。虽然之前的

研究很少关注HSYA对Ang-Ⅱ诱导的心脏成纤维细胞

TGF-β1信号激活的影响，但是之前的研究表明HSYA
能够减弱肝损伤[23]、肺纤维化[24]、肺损伤[25]和慢性肾脏

疾病[26]中的TGF-β1表达，这在一定程度上支持了本研

究的结果。

4 结论

本研究结果提示HSYA通过减少ROS的产生和下

调 TGF-β1信号通路抑制Ang-Ⅱ诱导心肌成纤维细胞

向肌成纤维细胞转化。基于本研究结果和已发表的文

献，可以预测 HSYA对心肌纤维化有预防和治疗意义。

然而，其潜在的作用机制，特别是HSYA的作用靶点尚

未完全阐明。因此，需要进一步研究，以更好地探讨

HSYA通过抗氧应激介导的抗心肌纤维化治疗潜力。
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