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S1P/S1PR2信号轴通过阻断自噬流促进心肌成纤维细胞活化与胶原分泌而恢复自

噬流可逆转纤维化

刘 佳，玛依热·阿吉，谢耀慧，王旭敏  新疆医科大学第六附属医院心血管内科，新疆乌鲁木齐

［摘要］ 目的 心肌成纤维细胞（cardiac fibroblasts，CFs）异常活化及胶原过度沉积是心肌纤维化

发生发展的关键病理环节。本研究旨在探讨 1-磷酸鞘氨醇（sphingosine-1-phosphate，S1P）/1-磷酸鞘氨

醇受体 2（sphingosine-1-phosphate receptor 2，S1PR2）信号轴对CFs胶原分泌及纤维化表型的调控作用，

并从自噬流角度阐明其分子机制。方法 选取健康清洁级 SD大鼠乳鼠 3只（出生 1~3 d，雌雄不限，体

质量 5~8 g），采用差速贴壁法分离培养大鼠原代CFs，通过波形蛋白（Vimentin）免疫荧光染色进行纯度

鉴定。①探讨S1P/S1PR2信号轴对CFs活化与胶原分泌的影响，将CFs分为Control组、S1P组、S1P+S1PR2 
特异性拮抗剂（JTE-013）组、S1P+小干扰RNA阴性对照（small interfering RNA negative control，si-NC）组

及 S1P+敲低 S1PR2小干扰RNA（small interfering RNA targeting S1PR2，si-S1PR2）组，采用CCK-8法检测

细胞活性，划痕实验检测细胞迁移能力，ELISA 法检测细胞培养上清液中Ⅰ型胶原（collagen type Ⅰ，

Col Ⅰ）及Ⅲ型胶原（collagen type Ⅲ，Col Ⅲ）含量，免疫荧光染色及 Western blotting 检测细胞中 α-平

滑肌肌动蛋白（α -smooth muscle actin，α -SMA）、S1PR2 及 鞘 氨 醇 激 酶 1（sphingosine kinase 1，

SphK1）的表达。 ② 探究自噬流在 S1P/S1PR2 信号轴中的调控作用，将 CFs 分为 Control 组、S1P 组、

S1P+JTE-013 组、S1P+自噬诱导剂雷帕霉素（rapamycin，Rapa）组和 S1P+自噬流阻断剂巴弗洛霉素 A1
（bafilomycin A1，Baf A1）组，采用 mRFP-GFP-LC3 双荧光腺病毒转染观察自噬流变化，Western blotting
检测自噬相关蛋白［微管相关蛋白1轻链3（microtubule-associated protein 1 light chain 3，LC3）-Ⅱ/LC3-Ⅰ、

p62、组织蛋白酶D（cathepsin D，Cath D）］及α-SMA的表达水平。结果 原代培养的大鼠CFs生长状态

良好且形态典型，经Vimentin免疫荧光鉴定阳性率达 95%以上，纯度符合实验要求。①与Control组比

较，S1P 组 CFs 的活性与迁移能力显著增强，Col Ⅰ、Col Ⅲ分泌量显著增加，α-SMA 荧光染色强度及

α-SMA、S1PR2、SphK1蛋白表达显著上调（P<0. 05）。与 S1P组比较，S1P+JTE-013组CFs的活性与迁移

能力显著降低，Col Ⅰ、Col Ⅲ分泌量显著减少，α-SMA荧光染色强度及α-SMA、S1PR2、SphK1蛋白表达

显著下调（P<0. 05）。与 S1P+si-NC 组比较，S1P+si-S1PR2 组 CFs 的活性与迁移能力显著降低，Col Ⅰ、

Col Ⅲ分泌量显著减少，α-SMA 荧光染色强度及 α-SMA、S1PR2、SphK1 蛋白表达显著下调（P<0. 05）。

②与 Control组比较，S1P组细胞内黄色荧光斑点大量积聚，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值及 p62蛋白表达显著上

调，而 Cath D 蛋白表达显著下调（P<0. 05）。与 S1P 组比较，S1P+JTE-013 组和 S1P+Rapa 组红色荧光

斑点数显著增加，黄色斑点数显著减少，p62 蛋白表达显著下调，Cath D 蛋白表达显著上调（P<
0. 05）。此外，与 S1P 组比较，S1P+JTE-013组中LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值显著降低，S1P+Rapa组中LC3-Ⅱ/
LC3-Ⅰ比值显著升高（P<0. 05）；而与 S1P组比较，S1P+Baf A1组自噬流进一步受阻，表现为红色斑点数

显著减少、黄色斑点数显著增加，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值显著升高，p62和α-SMA蛋白表达显著上调，Cath 
D蛋白表达显著下调，且Col Ⅰ、Col Ⅲ分泌量显著增加（P<0. 05）。结论 S1P/S1PR2信号轴通过阻断自

噬流降解，促进心肌成纤维细胞活化与胶原分泌，而恢复自噬流可有效逆转S1P诱导的CFs纤维化表型。
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S1P/S1PR2 axis promotes cardiac fibroblast activation and collagen secretion by 
blocking autophagic flux, while restoring autophagic flux reverses fibrosis
Liu Jia， Aji Mayire， Xie Yaohui， Wang Xumin  Department of Cardiovascular Medicine， Sixth Affiliated Hospital 
of Xinjiang Medical University， Urumqi， Xinjiang， China

［Abstract］ Objective　Abnormal activation of cardiac fibroblasts (CFs) and excessive collagen 
deposition are critical pathological events in the development of myocardial fibrosis.  This study aimed to 
investigate the regulatory role of the sphingosine-1-phosphate (S1P)/sphingosine-1-phosphate receptor 2 
(S1PR2) signaling axis in collagen secretion and the fibrotic phenotype of CFs, and to elucidate the molecular 
mechanisms from the perspective of autophagic flux.  Methods　Three healthy clean-grade neonatal SD rats 
(aged 1 to 3 d, weighing 5 to 8 g, either sex) were selected, primary rat CFs were isolated and cultured using 
differential adhesion method, and their purity was confirmed by Vimentin immunofluorescence staining.  ① To 
investigate the effects of the S1P/S1PR2 signaling axis on CF activation and collagen secretion, CFs were 
divided into Control group, S1P group, S1P+S1PR2 specific antagonist (JTE-013) group, S1P+small interfering 
RNA negative control transfection (si-NC) group, and S1P+S1PR2 knockdown (si-S1PR2) group.  Cell viability 
and migration were detected using CCK-8 assay and scratch wound assay, and the contents of type Ⅰ collagen 
(Col Ⅰ) and type Ⅲ collagen (Col Ⅲ) in cell culture supernatant was measured with ELISA.  The expression 
of α -smooth muscle actin (α -SMA), S1PR2, and sphingosine kinase 1 (SphK1) was detected by 
immunofluorescence staining and Western blotting.  ② To explore the regulatory role of autophagic flux in the 
S1P/S1PR2 signaling axis, CFs were divided into Control group, S1P group, S1P + JTE-013 group, S1P + 
autophagy inducer rapamycin (Rapa) group, and S1P + bafilomycin A1 (Baf A1, autophagic flux inhibitor) 
group.  Changes in autophagic flux were observed using mRFP-GFP-LC3 dual-fluorescence adenovirus 
transfection, and the expression levels of autophagy-related proteins [microtubule-associated protein 1 light 
chain 3 (LC3- Ⅱ/LC3- Ⅰ), p62, and cathepsin D (Cath D)] and α -SMA were detected by Western blotting.  
Results　Primary cultured rat CFs exhibited robust growth with typical morphology, and the positive rate of 
Vimentin immunofluorescence identification was over 95%, meeting the experimental purity requirement.  
① Compared with the Control group, the S1P group showed significantly enhanced CF proliferation and 
migration abilities, increased Col Ⅰ and Col Ⅲ secretion, enhanced α -SMA fluorescence staining intensity, 
and upregulated protein expression levels of α -SMA, S1PR2, and SphK1 (P<0. 05).  Compared with the S1P 
group, CF viability and migration capacity were significantly decreased, Col Ⅰ and Col Ⅲ secretion was 
significantly reduced, and α -SMA fluorescence intensity along with α -SMA, S1PR2, and SphK1 protein 
expression were significantly decreased in the S1P+JTE-013 group (P<0. 05); similarly, compared with the 
S1P+si-NC group, all the aforementioned parameters were significantly reduced in the S1P+si-S1PR2 group 
(P<0. 05).  ② Compared with the Control group, the S1P group exhibited significant accumulation of yellow 
fluorescent puncta, higher LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio, and upregulated p62 expression, while downregulated Cath D 
expression (P<0. 05).  Compared with the S1P group, the S1P+JTE-013 and S1P+Rapa groups showed 
significantly increased number of red fluorescent puncta, decreased number of yellow puncta, downregulated 
p62 and upregulated Cath D expression (P<0. 05).  Additionally, compared with the S1P group, the LC3- Ⅱ/
LC3- Ⅰ ratio was significantly decreased in the S1P+JTE-013 group, whereas increased in the S1P+Rapa 
group (P<0. 05).  In contrast, compared with the S1P group, the S1P+Baf A1 group showed further blocked 
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autophagic flux, manifested as significantly reduced number of red puncta and increased number of yellow 
puncta, increased LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio, upregulated expression of p62 and α-SMA while downregulated Cath 
D, and enhanced secretion of Col Ⅰ and Col Ⅲ (P<0. 05).  Conclusion　The S1P/S1PR2 signaling axis 
promotes cardiac fibroblast activation and collagen secretion by blocking autophagic flux degradation, and 
restoring autophagic flux can effectively reverse the S1P-induced fibrotic phenotype in CFs.  

［Key words］ sphingosine-1-phosphate； sphingosine-1-phosphate receptor 2； myocardial fibrosis； 
fibroblasts； autophagy
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心肌纤维化是包括高血压、心肌梗死及心力衰竭

在内的多种终末期心血管疾病共同的典型病理改变。

其主要特征为心肌成纤维细胞（cardiac fibroblasts，
CFs）的过度活化和增殖，以及由表型转化诱导的细胞

外基质（extracellular matrix，ECM）过度沉积［1］。一旦

心肌细胞受损，CFs被激活并转化为肌成纤维细胞，通

过分泌Ⅰ型胶原（type Ⅰ collagen，Col Ⅰ）、Ⅲ型胶原

（type Ⅲ collagen，Col Ⅲ）等 ECM 成分，诱发间质胶原

纤维堆积及肥厚性瘢痕形成，进而导致心肌顺应性下

降及心室舒缩功能障碍，是诱发恶性心律失常甚至心

源性猝死的重要诱因［2-3］。因此，深入探究调控CFs活
化的关键分子机制，对于防治心肌纤维化及改善心脏

预后具有重要意义。

1-磷酸鞘氨醇（sphingosine-1-phosphate，S1P）作为

一种具有高度生物活性的鞘脂类信号分子，通过与其

细胞膜上的G蛋白偶联受体家族成员——1-磷酸鞘氨

醇受体（sphingosine-1-phosphate receptors，S1PRs）结

合，在心血管系统的发育及生理病理演变中发挥关键

作用［4］。既往研究发现，在压力超负荷或心肌缺血等

病理状态下，心肌内鞘氨醇激酶 1（sphingosine kinase 
1，SphK1）活性显著增强，导致内源性 S1P 水平升

高［5-6］。尽管 S1P的促纤维化作用已得到广泛证实，但

其受体亚型在不同组织中的效应具有复杂多样性［7］。
1-磷酸鞘氨醇受体 2（sphingosine-1-phosphate receptor 
2，S1PR2）作为 S1P的主要受体亚型之一，与细胞增殖

及迁移密切相关［8］。然而，S1P/S1PR2 信号轴是否参

与 CFs活化及其介导心肌纤维化的具体分子机制，目

前尚不完全明确。

自噬是真核细胞内通过溶酶体降解受损细胞器

及长寿命蛋白的进化保守过程，对维持心肌细胞稳态

至关重要。自噬流则是一个涵盖自噬体形成、转运及

与溶酶体融合降解的完整动态过程［9］。近年来研究显

示，自噬功能失调与纤维化疾病的发生发展密切相

关［10-11］。适度自噬有助于清除受损蛋白从而减轻纤

维化，而自噬流的受阻——即自噬体无法顺利转化为

自噬溶酶体，会导致自噬底物 p62及促纤维化因子在

胞内蓄积，进而诱导CFs活化并加剧胶原分泌，进一步

促进心肌纤维化［12］。目前尚缺乏直接证据表明 S1P/
S1PR2信号轴是否通过干扰自噬流这一关键环节来调

控 CFs 的表型转化。本研究通过体外培养原代大鼠

CFs，利用 S1PR2 拮抗剂 JTE-013 及 siRNA 干扰技术，

观察 S1P/S1PR2 信号轴对 CFs 活性、迁移及胶原分泌

的影响，并探讨其是否通过阻断自噬流来诱导纤维化

表型。本研究旨在揭示心肌纤维化发生的分子新机

制，并为开发抗纤维化药物提供潜在靶点与实验

依据。

1　材料与方法

1. 1　实验动物与主要试剂

1. 1. 1　实验动物　　选取健康清洁级SD大鼠乳鼠3只，

出生 1~3 d，雌雄不限，体质量 5~8 g，由新疆医科大学

实验动物中心提供，实验动物生产许可证号：SCXK
（新）2024-0015。母鼠及其乳鼠饲养于新疆医科大学

实验动物中心SPF级屏障系统实验室的独立送风笼具

内，实验室内维持环境温度（23±2）℃，相对湿度 45%~
55%，光/暗周期为 12 h 光照/12 h 黑暗循环（08：00 开

灯，20：00关灯）。笼内铺设高温高压灭菌垫料并定期

更换，母鼠自由进食及饮水。本研究所有动物实验

程序严格遵照国家《实验动物福利伦理审查指南》，

并通过新疆医科大学实验动物伦理委员会审核批准

（IACUC-JT-20250527-58）。实验期间，由专人每天于

09：00、17：00 监测动物健康状态，观察母鼠哺乳与护

仔行为、乳鼠腹部乳斑充盈度、皮肤色泽及活动力度

等。本实验预设的人道终点为：乳鼠出现严重脱水、

体温无法维持、对物理刺激完全丧失反应或出现严

重濒死征象。实验全过程中未发生母鼠弃仔、异常

感染或意外死亡等不良事件。为最大程度减少动物

疼痛、恐惧与应激，取材前严格控制母婴分离时间

（<15 min），操作环境保持避光与低噪音；参照《AVMA
实验动物安乐死指南》，鉴于新生乳鼠（≤3 d）神经发
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育特点与保持心肌组织活性的需求，乳鼠经冰上浅低

温镇痛诱导后，由实验技术人员迅速实施断头处死，

立即在无菌冰冷PBS中剥离心脏、分离原代CFs。
1. 1. 2　主要试剂　　S1P、S1PR2 特异性拮抗剂 JTE-

013、自噬诱导剂雷帕霉素（rapamycin，Rapa）、自噬流

阻断剂巴弗洛霉素A1（bafilomycin A1，Baf A1）均购自

美国 Sigma-Aldrich 公司；细胞培养相关试剂包括

DMEM/F12培养基、胎牛血清及Opti-MEM培养液均购

自美国 Gibco 公司；细胞转染实验 Lipofectamine 3000
试剂购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司。mRFP-

GFP-LC3 双荧光自噬指示腺病毒购自上海汉恒生物

科技有限公司；敲低S1PR2小干扰RNA（small interfering 
RNA targeting S1PR2，si-S1PR2）及小干扰 RNA阴性对

照（small interfering RNA negative control，si-NC）由广州

锐博生物科技有限公司设计合成；大鼠Col Ⅰ与Col Ⅲ 
ELISA检测试剂盒购自美国R&D Systems公司；CCK-8
试剂盒、二喹啉甲酸（bicinchoninic acid，BCA）蛋白测定

试剂盒、放射免疫沉淀法（radioimmunoprecipitation 
assay，RIPA）细胞裂解液以及含 4’，6-二氨基-2-苯基

吲哚（4’，6-diamidino-2-phenylindole，DAPI）的抗荧光

淬灭封片剂均购自上海碧云天生物技术有限公司；增

强型化学发光（enhanced chemiluminescence，ECL）检

测试剂购自上海雅酶生物医药科技有限公司。兔抗

大鼠 S1PR2、SphK1、波形蛋白（Vimentin）、α-平滑肌肌

动蛋白（α-smooth muscle actin，α-SMA）、p62、组织蛋白

酶 D（cathepsin D，Cath D）单克隆抗体及 GAPDH 内参

抗体均购自美国Abcam公司；兔抗大鼠微管相关蛋白

1 轻链 3（microtubule-associated protein 1 light chain 3，
LC3）（Ⅱ/Ⅰ）单克隆抗体购自美国CST公司；兔抗大鼠

Col Ⅰ和Col Ⅲ单克隆抗体购自美国 Proteintech公司；

辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）标记羊

抗兔免疫球蛋白 G（immunoglobulin G，IgG）二抗及

Alexa Fluor 594标记荧光二抗均由北京中杉金桥生物

技术有限公司提供。

1. 2　方法

1. 2. 1　大鼠 CFs 分离　　选取出生 1~3 d 的健康 SD
大鼠，经冰上浅低温镇痛诱导后迅速断头处死，置于

75%乙醇中浸泡消毒，在无菌条件下迅速开胸摘取心

脏，将心室组织剪碎至约 1 mm³大小，置于离心管中，

采用含 0. 125% 胰酶和 0. 1%Ⅱ型胶原酶的混合消化

液对组织进行消化处理，并置于 37 ℃恒温水浴摇床中

进行充分消化。收集不同时间段产生的细胞悬液，加

入含 10% 胎牛血清的 DMEM/F12 完全培养基进行终

止消化处理。所得细胞悬液经 200目细胞筛网过滤，

于 4 ℃下以 1 000 r/min离心 5 min，弃去上清液后重新

悬浮细胞，调整细胞浓度并接种至培养瓶中进行后续

培养。采用差速贴壁法分离出 CFs，于接种 90 min 后

弃去未贴壁细胞，加入新鲜完全培养基，置于 37 °C、

5%CO2培养箱中培养，置于倒置显微镜下观察细胞贴

壁、生长状态及形态学变化。待细胞长至 80%~90%
融合时进行传代，采用第2~3代细胞进行后续实验。

1. 2. 2　免疫荧光染色观察细胞内 Vimentin 与 α-SMA
的表达　　将CFs接种于置有爬片的 24孔板中，密度

为 3×104个/孔，待细胞贴壁后，滴入 4%多聚甲醛固定

15 min 后，采用 0. 5%Triton X-100 进行细胞膜通透处

理20 min，加入5%BSA于室温条件下封闭1 h以降低非

特异性结合。加入Vimentin（1∶200）或α-SMA（1∶200）
一抗，于 4 ℃中孵育过夜。次日加入相应荧光标记二

抗，在避光条件下孵育1 h，随后滴加DAPI进行细胞核

染色。染色完成后，置于荧光显微镜下随机选取 5个

视野进行图像采集与分析，计算Vimentin阳性细胞占

比，确保纯度达 95% 以上，即鉴定为 CFs［13］。并采用

ImageJ 软件分析α-SMA的荧光强度。

1. 2. 3　实验分组与处理　　当CFs培养至 50%~70%
融合度时进行 siRNA 转染，将 si-S1PR2 或 si-NC 与

Lipofectamine 3000 转染试剂分别稀释于 Opti-MEM 无

血清培养液中，室温孵育5 min后混合，继续孵育15 min
形成转染复合物，加入孔板中，转染 6 h后，更换为含

10%FBS的完全培养基培养 48 h，给药干预前，细胞经

无血清培养基饥饿处理12 h。
实验一将细胞分为：①Control组，常规培养；②S1P组，

加入终浓度 10 μmol/L S1P 处理 24 h；③S1P+JTE-013
组，先加入终浓度 10 μmol/L JTE-013预处理 1 h，再加

入终浓度 10 μmol/L S1P处理 24 h；④S1P+si-NC组，细

胞转染 si-NC 48 h 后，加入终浓度 10 μmol/L S1P 处理

24 h；⑤S1P+si-S1PR2 组，细胞转染 si-S1PR2 48 h 后，

加入终浓度10 μmol/L S1P处理24 h。
为进一步明确 S1PR2介导上述效应的下游机制，

基于实验一结果设立实验二，并将细胞分为：①Control
组，常规培养；②S1P组，加入终浓度 10 μmol/L S1P处

理 24 h；③S1P+JTE-013 组，先加入终浓度 10 μmol/L 
JTE-013预处理 1 h，再加入终浓度 10 μmol/L S1P孵育

24 h；④S1P+Rapa组，先加入终浓度 100 nmol/L的自噬

诱导剂 Rapa 预处理 2 h，再加入终浓度 10 μmol/L S1P
孵育24 h；⑤S1P+Baf A1 组，先加入终浓度100 nmol/L的

自噬流阻断剂Baf A1预处理1 h，再加入终浓度10 μmol/L 
S1P孵育24 h。
1. 2. 4　Western blotting 检测 SphK1、S1PR2、α -SMA、

p62、Cath D 蛋白表达及 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值　　收集
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各实验组处理后的 CFs，加入含蛋白酶抑制剂和磷酸

酶抑制剂的RIPA裂解液，于冰上充分裂解30 min。裂

解完成后，将样品于4 ℃下以12 000 r/min离心15 min，
收集上清液以获得总蛋白提取物。采用 BCA 蛋白定

量法检测蛋白浓度，并取等量蛋白样品 30 μg 进行

SDS-PAGE 电泳分离，随后转移至 PVDF膜。经 5% 脱

脂奶粉室温封闭2 h后，分别加入SphK1、S1PR2、α-SMA、
LC3、p62、Cath D 及 GAPDH 一抗（1∶1 000），置于 4 ℃
下孵育过夜。次日使用 TBST 充分洗涤膜片，加入

HRP标记的相应二抗，于室温避光孵育 1 h，采用 ECL
试剂进行信号检测，并通过化学发光成像系统采集蛋

白条带图像。利用 ImageJ 软件测定目的蛋白条带与

GAPDH 内参条带的灰度值，并计算二者比值进行半

定量分析。

1. 2. 5　CCK-8检测细胞活性　　将CFs按照5×10³个/孔
的接种密度均匀铺于 96孔培养板中，待细胞贴壁后按

照实验设计进行相应处理。处理 24 h后，向各检测孔

中加入 10 μL CCK-8 检测试剂，并置于细胞培养箱内

避光孵育2 h后，使用酶标仪测量各孔在450 nm波长处

的光密度［OD（450）］值。

1. 2. 6　划痕实验检测 CFs 迁移能力　　在 6 孔板背

部垂直划平行线，将 CFs 接种于板内，待细胞融合达

100%后，使用 200 μL枪头垂直于划线方向，在细胞层

表面制造划痕。PBS冲洗以除去悬浮细胞，加入无血

清培养基及相应药物处理，分别于划痕后 0 h 和 24 h
在倒置显微镜下拍照，采用 ImageJ软件测量并计算划

痕愈合率。

1. 2. 7　ELISA 法检测细胞培养上清液中Col Ⅰ和Col Ⅲ
含量　　收集各处理后的细胞培养上清液，于 4 ℃下

以 3 000 r/min离心 10 min以除去细胞碎片，按照大鼠

Col Ⅰ和Col Ⅲ的ELISA试剂盒说明书要求，依次加入

标准品和稀释后的待测样本，经过温育、洗涤、加酶标

试剂、显色及终止反应等步骤后，测定对应孔的OD值，

并根据标准曲线计算Col Ⅰ和Col Ⅲ的浓度。

1. 2. 8　mRFP-GFP-LC3双荧光腺病毒检测自噬流　　

将 CFs以 4×104个/孔的密度接种于 24孔板的爬片上，

待细胞生长至 60%~80%融合时，加入mRFP-GFP-LC3
腺病毒感染 24 h，MOI 设置为 50，更换新鲜培养基并

给予相应的药物分组处理。处理结束后，用 4% 多聚

甲醛固定细胞，于荧光显微镜下观察，GFP（绿色荧光）

对酸性环境敏感，mRFP（红色荧光）在溶酶体中较稳

定；胞内呈现黄色斑点（绿红合并）代表自噬体积聚，

自噬流受阻；仅呈现红色斑点则代表自噬溶酶体形

成，自噬流通畅。计数细胞中两种色点的数量并进行

统计分析。

1. 3　统计学分析

统计分析采用 SPSS 26. 0 及 GraphPad Prism 9. 0
软件完成。所有实验至少独立重复 3次，所得数据采

用 x̄±s 表示。对于多组间数据比较，采用单因素方差

分析（one-way ANOVA）进行总体差异检验，组间两两

比较采用 LSD-t 检验。P<0. 05 表示差异具有统计学

意义。

2　结果

2. 1　原代大鼠 CFs 成功分离培养且 Vimentin 呈高纯

度阳性表达

通过倒置显微镜观察到，CFs贴壁生长良好，呈典

型的梭形或多角形，细胞边界清晰；荧光显微镜下，

CFs可见强烈的红色荧光表达，呈特征性的丝状网结

构，胞核呈 DAPI蓝色荧光，Vimentin 染色阳性率超过

95%（图1）。

2. 2　S1P诱导CFs中S1PR2与SphK1表达升高且靶向

干预可抑制其表达

Western blotting 结果显示，使用 S1P 刺激后，S1P
组 CFs 中 S1PR2 和 SphK1 的蛋白相对表达量均较

Control组显著上调（P<0. 05）。而与 S1P组比较，S1P+
Phase Vimentin DAPI Merge

50 μm 50 μm 50 μm 50 μm

图1　CFs形态及Vimentin免疫荧光染色结果

Figure 1　Morphology of cardiac fibroblasts （CFs） and results of Vimentin immunofluorescence staining
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JTE-013组中 S1PR2和 SphK1蛋白相对表达量均显著

下调（P<0. 05）。而 S1P+si-NC组中以上 2种蛋白表达

较 S1P组均未发生显著变化；而与 S1P+si-NC组比较，

S1P+si-S1PR2组中 S1PR2和 SphK1的蛋白相对表达量

均显著下调（P<0. 05，图2）。

2. 3　阻断 S1P/S1PR2 信号轴抑制 S1P 诱导的 CFs 活

性与迁移能力

CCK-8法检测结果显示，与Control组比较，S1P组

CFs 活性显著升高（P<0. 05）。与 S1P 组比较，S1P+
JTE-013 组中 CFs 活性均显著降低（P<0. 05），S1P+si-
NC 组细胞活性未发生显著变化。而与 S1P+si-NC 组

比 较 ，S1P+si-S1PR2 组 中 细 胞 活 性 显 著 降 低（P<
0. 05，图3）。

划痕实验分析结果显示，S1P 组划痕愈合率较

Control 组显著升高（P<0. 05）。与 S1P 组比较，S1P+
JTE-013组划痕愈合率显著降低（P<0. 05），S1P+si-NC
组划痕愈合率未发生显著变化。与 S1P+si-NC 组比

较 ，S1P+si-S1PR2 组 中 划 痕 愈 合 率 显 著 降 低（P<
0. 05，图4）。

2. 4　阻断 S1P/S1PR2 信号轴抑制 CFs 向肌成纤维细

胞表型转化并减少胶原分泌

ELISA测定结果显示，S1P组CFs中Col Ⅰ和Col Ⅲ
分泌较Control组显著增加（P<0. 05）。与 S1P组比较，

S1P+JTE-013 组中 Col Ⅰ和 Col Ⅲ分泌显著减少（P<
0. 05），S1P+si-NC 组中 Col Ⅰ和 Col Ⅲ分泌未发生显

著变化。与S1P+si-NC组比较，S1P+si-S1PR2组中Col Ⅰ
和Col Ⅲ分泌显著降低（P<0. 05，图5）。

对各组CFs中α-SMA进行免疫荧光染色发现，与

Control 组比较，S1P 组 CFs 中 α-SMA 的荧光染色强度

显著升高（P<0. 05）。与 S1P 组比较，S1P+JTE-013 组

中 α-SMA 的荧光染色强度显著下降（P<0. 05），S1P+
si-NC 组中 α-SMA 的荧光染色强度未发生显著变化。

与 S1P+si-NC 组比较，S1P+si-S1PR2 组中 α-SMA 的荧

光染色强度显著下降（P<0. 05，图6）。

Western blotting 结果显示，S1P 刺激可显著促进

CFs 中 α-SMA 蛋白表达，S1P 组 α-SMA 相对表达量较

Control 组显著升高（P<0. 05）。采用 S1PR2 药理学抑

制剂 JTE-013 干预后，S1P+JTE-013 组 α-SMA 表达水

平较 S1P组显著降低（P<0. 05），同时，S1P+si-NC组与

S1P组的α-SMA蛋白表达量之间无显著差异。而敲低

S1PR2后，S1P+si-S1PR2组α-SMA蛋白表达量较 S1P+
si-NC组显著下降（P<0. 05，图7）。

2. 5　S1P/S1PR2 信号轴抑制 CFs 自噬溶酶体降解并

导致自噬流受阻

免疫荧光染色及定量分析结果显示，与Control组
比较，S1P 组细胞内红色斑点数和黄色斑点数显著增

加（P<0. 05），黄色斑点聚集，说明自噬流发生受阻。
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图2　各组CFs中S1PR2和SphK1的蛋白表达比较

Figure 2　Comparison of S1PR2 and SphK1 expression in CFs across groups
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Figure 3　Comparison of CFs viability across groups
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与 S1P 组比较，S1P+JTE-013 组细胞内红色斑点数显

著增加，黄色斑点数量显著减少（P<0. 05），说明促进

了自噬体向自噬溶酶体的转化；同时，S1P+Rapa组细

胞内红色斑点数显著增加，黄色斑点数显著降低（P<
0. 05），说明Rapa强效诱导了自噬流。与 S1P组比较，

S1P+Baf A1组内红色斑点数显著减少，而黄色斑点数

显著增加（P<0. 05，图 8），黄色斑点大量积聚，说明自

噬流受阻。

2. 6　恢复自噬流可减轻 S1P 诱导的 CFs 向肌成纤维

细胞表型转化与胶原分泌

与 Control组比较，S1P组 CFs中 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比

值显著升高，且 p62和 α-SMA蛋白相对表达量显著上

A： Scratch images of CFs in each group at 0 and 24 h； B： Analysis results of scratch healing rates of CFs
图4　各组CFs划痕愈合情况比较

Figure 4　Comparison of wound scratch assay results in CFs across groups
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Figure 5　Comparison of Col Ⅰ （A） and Col Ⅲ （B） secretion levels in CFs across groups
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调，Cath D 蛋白相对表达量显著下调（P<0. 05）。与

S1P 组比较，S1P+JTE-013 组中 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值显

著降低（P<0. 05），S1P+Rapa组中LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值显

著升高（P<0. 05）；同时，与S1P组比较，S1P+JTE-013组

和 S1P+Rapa 组中 p62 和 α-SMA 蛋白相对表达量显著

下调，Cath D蛋白相对表达量显著上调（P<0. 05）。与

S1P组比较，S1P+Baf A1组中 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值显著

升高，p62 和 α -SMA 蛋白相对表达量显著上调，且

Cath D蛋白相对表达量显著下调（P<0. 05，图9）。

与Control组比较，S1P组CFs中Col Ⅰ和Col Ⅲ分

泌显著升高（P<0. 05）。与 S1P 组比较，S1P+JTE-013

组中 Col Ⅰ和 Col Ⅲ分泌显著降低（P<0. 05），S1P+
Rapa 组中 Col Ⅰ和 Col Ⅲ分泌也显著降低（P<0. 05）。

与 S1P组比较，S1P+Baf A1组中Col Ⅰ和Col Ⅲ分泌显

著升高（P<0. 05，图10）。

3　讨论

研究表明，许多刺激因素可以启动心肌纤维化，

例如心肌损伤、炎症以及压力或容量负荷过重等［14］。
心肌组织在病理性重构过程中，其力学性能发生显著

改变，具体表现为僵硬度上升、顺应性下降以及收缩

功能减退，上述改变共同构成了心功能恶化的结构基

Con
tro

l
S1P

S1P
+J

TE-01
3 

S1P
+s

i-N
C

S1P
+s

i-S
1P

R2
0

2

4

6

R
el

at
iv

e 
flu

or
es

ce
nc

e 
in

te
ns

ity
 o

f α
-S

M
A

P<0.05P<0.05P<0.05

D
A

P
I

α-
S

M
A

Control S1P S1P+JTE-013 S1P+si-NC S1P+si-S1PR2

M
er

ge

50 μm

50 μm

50 μm

50 μm

50 μm

50 μm

50 μm

50 μm

50 μm

50 μm

50 μm

50 μm

50 μm

50 μm

50 μm

图6　各组CFs中α-SMA免疫荧光染色结果及分析

Figure 6　Results and analysis of α-SMA immunofluorescence staining in CFs from each group
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Figure 7　Comparison of  α-SMA protein expression in CFs across groups
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础，并进一步促进收缩期或舒张期心衰的发生发展。

在这一病理演进中，CFs是关键的靶细胞，对心脏纤维

化具有重要影响。生理条件下，静息态 CFs主要负责

维持 ECM 稳态、心脏结构和心脏电生理传导。然而，

在心肌缺血性损伤和心肌梗死等情况下，CFs被激活

并转化为肌成纤维细胞，过度分泌ECM导致纤维瘢痕

形成［15］。因此，阐明调控CFs活化的分子通路并寻找

有效的干预靶点，对于延缓心衰进程具有重要的临床

价值。本研究通过分离培养原代 CFs，证实了 S1P/
S1PR2 信号轴对 CFs 纤维化表型的调控作用，并揭示

了自噬流阻断在这一过程中的介导机制。

3. 1　S1P/S1PR2 信号轴是驱动 CFs 活化与胶原分泌

的关键轴

S1P 作为一种强效的生物活性脂质，由 SphK1 催
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Figure 8　mRFP-GFP-LC3 staining results and analysis for CFs in each group
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图9　各组心肌成纤维细胞中自噬相关蛋白及α-SMA蛋白表达比较

Figure 9　Comparison of the expression of autophagy-related proteins and α-SMA protein in cardiac fibroblasts across groups

2916



陆军军医大学学报，2026，48（20）http：//aammt. tmmu. edu. cn

化鞘氨醇磷酸化生成，通过 5种 G 蛋白偶联受体发挥

调节作用。其促纤维化效应在胰腺、肝及肾脏等多种

组织中已被广泛报道［16］。既往研究发现，S1P通过与

其受体 S1PR2结合后激活 Hippo-YAP 通路，进而上调

肝星状细胞中胶原蛋白和α-SMA的表达，促进肝纤维

化［17］。此外，S1P/S1PR2信号轴能够通过促进炎症反

应与 ECM 沉积，促进肺纤维化［18］。α-SMA 作为肌成

纤维细胞转化的标志物，其表达水平显著反映了 CFs
的活化程度；而 Col Ⅰ和 Col Ⅲ作为 ECM 的主要结构

组分，其异常沉积是纤维化的直接结果［19］。JTE-013
是一种高度选择性的 S1PR2竞争性拮抗剂，通过特异

性地结合并占据受体胞外区的活性位点，从而有效阻

断内源性配体 S1P 与受体的结合［20］。本研究显示，

S1P刺激显著上调了CFs中S1PR2和SphK1的表达，并

诱导α-SMA及Col Ⅰ、Col Ⅲ的大量合成与分泌；而应

用 JTE-013或 siRNA沉默 S1PR2后，CFs的活性和迁移

能力降低，α-SMA蛋白表达及 Col Ⅰ、Col Ⅲ分泌量受

到显著抑制。这表明 S1PR2是介导 S1P促纤维化效应

的关键亚型，阻断该信号轴可有效逆转CFs活化。

3. 2　S1P/S1PR2 轴通过特异性阻断自噬流降解环节

诱导CFs纤维化表型

自噬作为一种进化保守的胞内稳态维持机制，是

细胞应对各类病理性应激的关键适应性反应。越来

越多的证据表明，自噬功能紊乱与包括特发性肺纤维

化、肝纤维化及肾纤维化在内的多种组织纤维化疾病

密切相关［21-22］。在心肌组织中，自噬流的通畅性对于

维持 CFs的静息状态至关重要。当自噬通量受损时，

细胞内促纤维化相关信号分子的降解受到抑制，进而

诱导 CFs 的表型活化与 ECM 的异常沉积。既往研究

证实，通过药物或基因手段恢复自噬功能可显著减轻

心肌纤维化程度［23］。例如，抑制去泛素化酶 OTUD4
可通过增加自噬通量并抑制心肌细胞凋亡来抵御缺

血再灌注损伤，从而发挥抗纤维化作用［24］；此外，液泡

膜蛋白 1 能够增强自噬通路，抑制 CFs 向肌成纤维细

胞的转化［25］。LC3B是目前研究最为广泛的自噬标志

蛋白。当自噬体形成时，胞质形式的 LC3B-Ⅰ通过脂

化作用转化为 LC3B-Ⅱ并结合在自噬体膜上，因此

LC3-II/LC3-I 的比值常被用于评估自噬体的生成［26］。
然而，自噬体的积累未必意味着自噬活性的升高，也

可能是下游降解受阻所致。此时，作为自噬底物及降

解指标的 p62显得尤为重要，其通常结合泛素化蛋白

进入自噬溶酶体进行降解。若 p62出现病理性堆积，

则明确提示自噬降解途径受损［27］。此外，Cath D作为

溶酶体内的关键天冬氨酸蛋白酶，其表达水平直接反

映了溶酶体的水解效能［28］。本研究结果显示，在 S1P
处理后，CFs 内 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值显著升高，同时伴

随自噬底物 p62 的显著堆积及 Cath D 蛋白表达的下

调，结合 mRFP-GFP-LC3双荧光探针显示的黄色斑点

大量积聚，这有力地表明 S1P/S1PR2信号轴主要特异

性作用于自噬体与溶酶体的融合及溶酶体的降解环

节，导致自噬溶酶体降解途径受阻，使得促纤维化相

关蛋白无法通过溶酶体途径有效降解，从而促进了

CFs向活化态肌成纤维细胞表型的转换。

3. 3　恢复自噬流通畅性可靶向逆转 S1P/S1PR2 轴介

导的CFs活化

为进一步验证自噬流受阻与CFs向促纤维化表型

转化之间的关系，本研究采用了功能恢复与功能模拟

的双向研究策略。Rapa作为经典的mTOR抑制剂，可

有效启动自噬并增强自噬流灌注［29］。Baf A1 通过抑

制V-ATPase阻断溶酶体酸化及融合，是公认的自噬流
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图10　各组心肌成纤维细胞中Col Ⅰ（A） 和 Col Ⅲ（B）分泌水平比较

Figure 10　Comparison of Col Ⅰ （A） and Col Ⅲ （B） secretion levels in cardiac fibroblasts across groups
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降解环节的阻断剂［30］。实验结果显示，应用 Rapa 强

化自噬流后，能够显著拮抗 S1P诱导的α-SMA蛋白表

达及 Col Ⅰ、Col Ⅲ分泌，说明恢复自噬流的通畅性可

抑制 CFs 的纤维化转化。相反，应用 Baf A1 在 S1P 基

础上模拟阻断自噬流后期降解环节后，CFs的纤维表

型进一步加重，α-SMA蛋白表达及 Col Ⅰ、Col Ⅲ分泌

量较 S1P单独处理进一步显著增加。这一对比实验充

分证明，自噬溶酶体降解环节受阻是 S1P/S1PR2轴发

挥作用的关键下游事件，也是驱动 CFs活化及心肌纤

维化发生的关键因素。

然而，本研究仍存在一定的局限性：①实验主要

基于离体原代 CFs进行，尚未在动物体内模型中验证

该信号轴的具体作用；②对于 S1PR2干扰自噬体与溶

酶体融合及溶酶体功能的精确分子靶点仍需进一步

探究。未来的研究将进一步结合体内动物模型，深入

解析 S1P/S1PR2 调控自噬体-溶酶体融合的关键衔接

分子，以期全面阐明该信号网络在心肌纤维化中的病

理调控机制。

综上所述，本研究表明 S1P/S1PR2 信号轴通过阻

断自噬流，造成胞内稳态失衡，进而促进大鼠CFs活化

与胶原分泌。这一发现阐明了 S1P调控心肌纤维化的

新分子机制，为开发靶向 S1P/S1PR2信号轴或恢复自

噬流的抗纤维化药物提供了实验依据。
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