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新生与成年大鼠心脏成纤维细胞来源外泌体
蛋白质组学差异分析
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【摘 要】目的 幼体心脏具有再生修复功能，通过分析新生大鼠与成年大鼠心脏成纤维细胞来源外泌体的差异蛋白，从分子水平上探讨

心肌受损后可能的治疗靶点。 方法 分别从新生和成年大鼠心脏成纤维细胞中分离出外泌体，并提取蛋白质进行高效液相色谱法（high per-

formance liquid chromatography，HPLC）和液相色谱串联质谱法（liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry，LC-MS/MS）分

析，鉴定差异表达的蛋白质。使用 DAVID 数据库对差异表达蛋白基因进行基因本体论（Gene Ontology，GO）和京都基因与基因组百科全书

（kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG）通路分析。并进一步使用 STRING 数据库和 Cytoscape 软件进行蛋白质相互作用网络

（protein-protein interaction，PPI）分析，以筛选出关键基因。 结果 在新生大鼠中共发现241个差异表达蛋白，其中上调表达的蛋白有117个，

下调表达的蛋白有124个。GO分析显示上调表达基因主要涉及整合素介导的信号通路和对缺氧的反应，而对内肽酶活性负调控的基因下调

表达。KEGG分析结果表明上调表达基因主要富集于Hippo信号通路，而下调表达基因主要涉及细胞外基质与受体相互作用。通过PPI分析

得出有6个关键基因（Lamc1、Agrn、Itih3、Tfrc、Bgn和Atp5pd）下调，有1个关键基因（Rp17a）上调。 结论 通过蛋白组学和生物信息学方法，筛选

出了新生大鼠和成年大鼠心脏成纤维细胞来源外泌体的差异蛋白，以及相关的信号通路和关键基因，为心肌受损精准治疗提供了潜在的靶点。
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【Abstract】Objective This study investigated the regenerative repair function of the juvenile heart by analyzing differential pro‑
teins found in cardiac fibroblast-derived exosomes in neonatal rats and adult rats. The aim of this research was to identify possible thera‑
peutic targets at the molecular level following myocardial damage. Methods We isolated exosomes from neonatal and adult rat cardiac
fibroblasts and extracted proteins for analysis using HPLC and LC-MS/MS. We identified differentially expressed proteins and further
analyzed their gene ontology（GO）and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）pathways using the DAVID database. To
identify key genes，we conducted a protein interaction network（PPI）analysis using the STRING database and Cytoscape software. Re⁃
sults In neonatal rats，a total of 241 differentially expressed proteins were identified，with 117 up-regulated and 124 down-regulated.
The GO analysis showed that the up-regulated genes were mostly involved in integrin-mediated signalling pathways and responses to
hypoxia. On the other hand，the down-regulated genes were involved in negative regulation of endopeptidase activity. The KEGG analy‑
sis indicated that the up-regulated genes were mainly enriched in the Hippo signaling pathway，while the down-regulated genes were
primarily involved in ECM-receptor interaction. PPI analysis revealed that one key gene（Rp17a）was up-regulated，while six key
genes（Lamc1，Agrn，Itih3，Tfrc，Bgn and Atp5pd）were down-regulated. Conclusions In this study，proteomics and bioinformatics
techniques were employed to identify differential proteins in exosomes derived from cardiac fibroblasts of neonatal and adult rats. The
study also investigated the associated signaling pathways and key genes，which could serve as potential targets for precise treatment of
myocardial damage.
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心脏损伤是一个全球性的重大健康挑战，每年导

致上千万人死亡[1]，而心脏受损后的修复过程对于恢复

功能至关重要[2]。心肌再生早期仅在鱼和两栖动物中

发现，后来发现哺乳动物中新生小鼠的心脏也可再

生[3-4]，并且人类在婴儿期也短暂保留了心脏再生修复

的能力[5-6]。那么对于成年人，在心肌受损后能否实现

再生修复呢？

外泌体（extracellular vesicles，EVs）是一种直径在

30 ~ 150 nm的囊泡，作为一种新型的细胞间通讯工具，

可以由多种类型的细胞分泌[7]。研究发现，外泌体在心

肌损伤修复中发挥着重要作用[8-10]。心脏成纤维细胞

（cardiac fibroblasts，CFs）是心脏中最丰富的细胞类型，

约占心脏细胞总数的 50% ~ 60%[11]。研究表明，当心

肌发生损伤时，CFs被激活并高度增殖，是支撑心室壁

的关键组分[12]。CFs还可以分泌炎症因子、生长因子和

细胞外基质蛋白等生物活性物质，参与心肌损伤修复

过程[13-14]。然而，对于CFs来源的外泌体在心肌损伤修

复中的作用机理目前尚有许多未知。因此，我们在本

研究中探索新生大鼠与成年大鼠心脏成纤维细胞来源

外泌体的蛋白质差异，寻找潜在的靶点，将有助于为心

肌损伤修复提供新的治疗方法。

1 材料与方法

1.1 心脏成纤维细胞获取

选用的 20只出生 1 ~ 3 d的 SPF级新生 SD大鼠和

10只 3月龄 SPF级成年 SD大鼠，均购于西南医科大学

实验动物中心。将大鼠安乐死后取心脏组织分别剪成

1 mm3的小块，使用含有 2.5%胰酶（不含EDTA）、0.1%
Ⅳ型胶原酶和 0.05% DNA酶的混合酶液进行 37 ℃消

化。当组织块消失时，用血清中和混合酶液，然后收集

消化液并离心、重悬和铺板。利用成纤维细胞和心肌

细胞贴壁时间的不同，将这两种细胞分离开来。本研

究经西南医科大学动物伦理委员会审核批准（审批号：

20180309–017）。
1.2 外泌体提取

将心肌成纤维细胞体外培养至P2代，当细胞生长

密度达到 80%后更换培养基，并进行 48 h的培养。随

后收集培养基，并在3 000 g离心20 min后收集上清液。

将上清液在 100 000 g离心 70 min，收集下层沉淀。接

着加入 15 mL PBS重悬沉淀，并在 100 000 g离心 1 h。
弃上清，收集所得的沉淀即为外泌体。最后，用400 μL
PBS进行重悬，并将其置于-80 ℃保存。

1.3 蛋白质提取

将外泌体转移到裂解缓冲液 [8 M Urea，2 mM
EDTA，10 mM DTT，0.5% NP40，1% Cocktail β]中，在冰

上保存 30 min。将样品超声处理 3 min，并在 4 ℃下以

13 000 g离心10 min以除去碎片。用冷的15%三氯乙

酸在20 ℃下沉淀蛋白质2 h。在4 ℃下以16 000 g离心

5 min后，弃去上清液，剩余的沉淀物用冷丙酮洗涤三

次。将蛋白质重新悬浮在缓冲液 [8 M Urea，100 mM
TEAB，0.5%NP40，PH8.0] 中 ，用 Bradford 试 剂 盒

（C503041，Sangon Biotec，Shanghai，China）测定蛋白质

浓度。

1.4 高效液相色谱法分析

将来自各个外泌体样本的等量蛋白质在 37 ℃下

用终浓度为 10 mM的DTT还原 45 min，随后用终浓度

为 25 mM的 IAM避光烷基化 55 min。再用 100 mM
TEAB稀释蛋白样品。以 1∶50的胰蛋白酶-蛋白质质

量比加入胰蛋白酶进行第一次消化过夜，随后以1∶100
的胰蛋白酶-蛋白质质量比消化4 h。将胰蛋白酶和蛋

白质按照 1∶50的质量比混合后，进行第一次消化过

夜。之后再将胰蛋白酶和蛋白质按照 1∶100的比例混

合 ，继 续 消 化 4 h。 用 Strata X SPE 脱 盐 柱（phe‑
nomenex，torrance，CA，USA）对蛋白质消化液进行脱

盐，并将多肽以流速 0.7 mL/min注入 Waters HPLC
e2695/2998系统的高 pH值 C18 RP柱（4.6 × 250 mm，
3.5 μm，130Å）。多肽用梯度从 5%到 30%的溶剂B洗

脱超过 55 min（溶剂A：2% CAN [pH 10]；溶剂B：98%
CAN [pH 10]）。从7 min到54 min，每分钟收集48个馏

分，将多肽合并为5个馏分，并通过真空离心法进行干

燥。使用Ziptip C18（Merck Millipore，Billerica，MA，USA）
对多肽馏分进行脱盐，并真空干燥后储存在-20 ℃。

1.5 液相色谱串联质谱法分析

干燥后的肽段经过液相色谱流动相溶剂 A（2%
ACN，0.1% FA）溶解后使用Easy-nLC1000超高效液相

系统完成分离。液相梯度设置：0 ~ 60 min，0% ~ 35%
溶剂 B [98% ACN，0.1% FA]，流速设置为 300 nL/min。
肽段经由超高效液相系统分离后被注入 NSI离子源中

进行电离然后进 Thermo LTQ Orbitrap Elite 质谱进行

分析。得到的MS/MS原始数据使用Mascot软件进行数

据库搜索，根据伪发现率（FDR）< 0.01的标准筛选蛋

白质数据。

1.6 差异蛋白质分析

根据p-value与Fold change两个参数值，绘制火山

图展示两组样本的蛋白质表达差异。在火山图中，纵

坐标显示-log10（p-value）值，横坐标则显示 log2（Fold
change）值。将满足 Fold change > 1.2倍和 p-value <
0.05的上调表达蛋白质用红色正三角表示，下调表达

蛋白质用绿色倒三角表示，其他的蛋白质用灰色圆点

表示。

1.7 基因本体和京都基因与基因组百科全书分析

对筛选出的差异表达蛋白基因，使用 DAVID
（https：//david.ncifcrf.gov）在线分析软件进行基因本体

（gene oncology，GO）分析以及京都基因与基因组百科
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全书（kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG）
通路富集分析。P < 0.05为差异具有统计学意义。GO
分析从生物过程、细胞组分和分子功能 3个方面对差

异基因进行功能注释，分别选取基因富集最显著的 10
个条目绘制barplot图。在KEGG分析中选取基因富集

最显著的15个条目绘制dotplot图。

1.8 差异基因的蛋白质相互作用网络分析

将差异基因上传至 String（https：//cn. string-db.
org）在线平台进行蛋白质相互作用（protein-protein in‑
teraction，PPI）分析，限定研究物种为“大鼠”（Rattus
norvegicus），设置置信度大于0.4，其余参数设置保持默

认，导出PPI网络。将结果导入 Cytoscape软件补充基

因高低表达信息绘制 PPI网络图，并使用Cytoscape软
件中的MCODE插件识别PPI网络中的显著模块。

2 结果

2.1 蛋白质差异表达分析

新生和成年大鼠两组经过蛋白质组测序富集到

613个蛋白，根据Fold change > 1.2倍和p-value < 0.05，
筛选得到241个差异表达蛋白。其中新生大鼠组相比

成年大鼠组上调表达的蛋白有 117个，下调表达的蛋

白有 124个，并用火山图可视化处理差异蛋白（图 1）。

火山图直接反映出差异蛋白的表达情况，红色正三角

表示上调表达蛋白，绿色倒三角表示下调表达蛋白。

图1 差异表达蛋白质的火山图
Figure 1 Volcano Plot of DEPs

2.2 差异表达基因的GO分析

将筛选出的差异表达蛋白基因用DAVID进行GO
分析，获得了生物过程、细胞组分和分子功能3个部分

的结果（图2）。在生物学过程中，差异基因主要涉及细

胞粘附、心脏发育、胞外基质组装、内肽酶活性的负调

控、整合素介导的信号通路和对缺氧的反应，其中新生

大鼠上调表达基因主要涉及整合素介导的信号通路和

对缺氧的反应，而对内肽酶活性负调控的基因下调表

达。细胞组分的差异基因主要涉及细胞质、细胞膜域

和细胞外隙，其中新生大鼠的细胞质相关基因上调表

达，而细胞外隙相关基因下调表达。在分子功能中差

异基因主要富集到蛋白结合、大分子配合物结合和钙

离子结合，其中新生大鼠的蛋白结合基因上调表达，而

钙离子结合基因下调表达。

图2 差异基因GO分析

Figure 2 GO analysis
2.3 差异表达基因的KEGG分析

根据 KEGG分析结果，差异基因主要富集到粘着

斑，PI3K-Akt信号通路，细胞外基质与受体相互作用和

Hippo信号通路（图3）。其中新生大鼠上调表达基因主

要富集于Hippo信号通路，而下调表达基因主要涉及细

胞外基质与受体相互作用。

图3 差异基因KEGG分析

Figure 3 KEGG analysis
2.4 差异表达基因的PPI网络图

以差异表达蛋白基因构建PPI网络图，在新生大鼠

中上调表达基因（红色菱形）有 93个，下调表达基因

（蓝色椭圆形）有 98个（图 4A）。通过Cyoscape软件的

MCODE插件筛选出7个显著模块，其关键Seed基因分

别为Rp17a、Lamc1、Agrn、Itih3、Tfrc、Bgn和Atp5pd，其中

下调表达基因为Lamc1、Agrn、Itih3、Tfrc、Bgn和Atp5pd，
上调表达基因为Rp17a。显著性排名前三模块的 Seed
基因分别为Rp17a、Lamc1和Agrn（图4B，C，D）。
3 讨论

细胞之间在功能上有着紧密的联系，可经过蛋白、

非编码RNA、脂质小分子等活性分子进行通信[15-17]。
CFs是心脏里面最丰富的细胞类型，参与心肌细胞电信

号和机械应力的传递，可由旁分泌途径促进心肌细胞
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维持其形态和功能[18-19]。但在一些病理状态下，促纤

维化因子异常升高，CFs可以从静止状态转变为功能活

跃的状态[20-22]。人体中外泌体的存在十分广泛，几乎

所有细胞都可经过外泌体进行细胞间的通信。外泌体

可以通过蛋白、非编码RNA和脂质等参与抗凋亡、促

血管生成和改善心脏功能等过程[23]。由此可知，CFs也
通过外泌体与心肌细胞进行着密切的交流，特别是在

心肌损伤修复状态时。

GO分析显示新生大鼠中涉及整合素介导的信号

通路和对缺氧反应的基因上调表达。整合素是一类跨

膜受体蛋白，参与细胞间的粘附和信号传导，对心脏损

伤修复具有重要意义[24]。整合素可以促进心肌细胞生

存和增殖，而心肌细胞的生存和增殖是心脏损伤修复

的基础[25-27]。整合素通过与细胞外基质（ECM）相互作

用，调控细胞生存和增殖信号通路，如 PI3K/Akt通
路[28]。研究发现，整合素β3在缺氧性心脏损伤中，通

过激活Akt信号通路，促进心肌细胞生存[29]。整合素也

可以调控心脏纤维化。心脏纤维化是心脏损伤修复过

程中的一个重要环节，影响心脏功能恢复[30]。整合素

通过影响心脏成纤维细胞的迁移、增殖和分泌功能，调

控心脏纤维化[31]。例如，整合素αvβ3在心脏损伤修复

中，抑制成纤维细胞的迁移和增殖，从而减轻心脏纤维

化[32]。整合素还能促进心脏血管再生。心脏损伤后，

心脏血管再生对于提供营养和氧气至关重要[33]。研究

发现，整合素α5在心肌梗死后，通过促进内皮细胞迁

移和增殖，加速心脏血管再生[34]。由此可知，整合素对

于心脏损伤修复具有重要作用。

研究发现，移植缺氧预处理的间充质干细胞可以

有效促进心肌梗死的修复[35]。缺氧反应基因的表达受

到缺氧诱导因子（hypoxia-inducible factors，HIFs）的调

控，HIFs是一类在低氧条件下表达上调的转录因子，它

们在心脏损伤修复中发挥重要作用。HIFs通过调控多

种基因的表达，如生长因子、细胞因子和凋亡相关因

子，从而参与心脏损伤修复过程[36]。HIFs主要包括

HIF-1和HIF-2两个亚型，HIF-1主要参与心肌细胞的

缺氧适应和心肌梗死后的炎症反应[37]，而HIF-2则主

要参与心脏的血管生成和心肌细胞增殖[38]。HIF-1可
通过上调VEGF和基质金属蛋白酶（MMPs）等基因的表

达，促进心肌梗死后的血管生成和基质重塑[39]。此外，

HIF-1还可通过调控炎症相关因子（如 IL-1β和TNF-α）
的表达，影响心肌梗死后的炎症反应[40]。HIF-2通过上

调VEGF和PDGF等基因的表达，促进心肌梗死后的血

管生成[41]。此外，HIF-2还可通过调控心肌细胞周期相

关因子（如 cyclin D1）的表达，促进心肌细胞增殖，从而

有助于心脏损伤修复[42]。HIFs的激活可促进心肌细胞

的缺氧适应、血管生成、基质重塑和炎症反应等过

程[43]。由此可知，缺氧基因激活与心脏损伤修复有着

重要作用，且主要通过HIFs来调控。

通过 KEGG 路径富集分析显示，新生大鼠Hippo
信号通路的基因上调表达。在心肌梗死后，Hippo信号

通路的活化可以调控心肌细胞的生长和凋亡，从而影

响心脏组织的修复和重建[44-46]。研究表明，Hippo信号

通路中的关键蛋白YAP在心肌梗死后被激活，其表达

水平与心肌损伤程度呈正相关[47]。YAP可以促进心肌

细胞的增殖和抗凋亡，从而有助于受损心脏组织的修

复[48]。此外，Hippo信号通路还与心脏纤维化密切相

关。心脏纤维化是心肌梗死后常见的病理过程，它会

导致心脏结构和功能的改变，进而影响心肌受损修

复[49]。Hippo信号通路的活化可以调控心脏纤维母细

胞的增殖和分化，从而影响心脏纤维化的发生和发

展[50]。未来的研究可继续探讨Hippo信号通路在心肌

受损修复中的作用和调控机制，为心肌梗死的治疗提

供新的靶点。

蛋白互作网络分析发现新生大鼠中 Lamc1、Itih3
和Bgn基因下调。研究发现心脏成纤维细胞是促进心

肌细胞成熟的微环境中的关键组成成分，小鼠从初生

到成年过程中成纤维细胞亚型的转变驱动了心肌细胞

的成熟。延迟新生鼠心肌细胞的成熟，能够显著增强

心肌细胞的增殖能力，改善梗死心肌的功能。而编码

潜在成熟促进蛋白的Lamc1基因在成纤维细胞中的表

达随着时间的推移逐渐增加，由此可见抑制 Lamc1基
因的表达对心肌再生可能有重要作用[51]。Itih3在心血

管疾病炎症中表达上调，参与调控血管损伤引起的血

小板活化[52]。Itih3基因下调表达可以减轻心脏炎症反

应，有利于心脏修复。研究发现，在COVID-19重症患

者的血清中，幸存者中 ITIH3的含量低于非幸存者中的

含量。说明抑制 Itih3基因表达对新冠患者心脏的保护

也有重要作用[53]。Bgn在心脏成纤维细胞的表型控制

图4 差异蛋白互作网络图（A）和显著模块（B，C，D）
Figure 4 PPI network（A）and the significant module（B，C，D）
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中起着关键作用，参与病理性心脏重塑，促进心肌成纤

维细胞分化和增殖。Bgn基因下调表达可以减轻心肌

纤维化，促进心脏修复[54]。关键基因的发现，为心肌损

伤修复的深入机制研究提供了有潜力的候选目标。

4 结论

本研究通过对新生大鼠和成年大鼠心脏成纤维细

胞来源外泌体的蛋白质组学数据进行深入挖掘与生物

信息学分析，初步明确了调控心脏成纤维细胞的信号

通路和关键基因，为心脏损伤的精准治疗提供了潜在

靶点，但其关键基因的作用机制仍需进一步的研究和

证实。
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