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CTRP9通过抑制内皮细胞向间质转化改善糖尿病
诱导的心脏纤维化

李 威 贺立群 张 帆

武汉市第一医院心内科  湖北  武汉  430022

摘要  目的：研究 C1q/肿瘤坏死因子相关蛋白⁃9（CTRP9）在糖尿病诱导的内皮⁃间质转化（EndMT）中的潜在

作用和机制。方法：将实验小鼠随机分为 4 组（Control、DM、Ad⁃GFP+DM、Ad⁃CTRP9+DM），在相应组 16 周龄

小鼠尾静脉注射 Ad⁃CTRP9（1×109 pfu）或 Ad⁃GFP（1×109 pfu），首次腺病毒注射 4 周后进行心脏超声检测，在 20
周龄时麻醉处死小鼠，获取小鼠心脏组织、Masson 染色、免疫组化染色。通过蛋白印迹法（Western Blot）、定量实时

PCR（RT⁃PCR）检 测 EndMT 相 关 标 志 物（CD31、α⁃SMA、FSP1、Collagen Ⅰ 、Collagen Ⅲ 、TGF⁃β1、CTGF）。

结果：糖尿病小鼠血浆中 CTRP9 表达水平有所下降，高血糖促进 EndMT 的进展并加重了体内胶原沉积，而

CTRP9 过表达后能改善这一过程，且不影响糖尿病小鼠的心脏功能。结论：CTRP9 能减轻糖尿病诱导的 EndMT。
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Abstract

Objective:: To investigate the potential role and mechanism of C1q/tumor necrosis factor⁃related 
protein⁃9 (CTRP9) in diabetes⁃induced endothelial⁃mesenchymal transition (EndMT).  Methods:: The 
experimental mice were randomly divided into four groups (Control, DM, Ad⁃GFP+DM, and 
Ad⁃CTRP9+DM).  At 16 weeks of age, the mice were injected with Ad⁃CTRP9 (1×109 pfu) or 
Ad⁃GFP (1×109 pfu) via the tail vein.  Four weeks after the first adenovirus injection, a cardiac ultra⁃
sound was performed.  Then, the mice were anesthetized and sacrificed at the age of 20 weeks.  The  
heart tissues were obtained for Masson staining and immunohistochemical staining.  The 
EndMT⁃related markers (CD31, α⁃SMA, FSP1, Collagen Ⅰ , Collagen Ⅲ , TGF⁃β1, and CTGF) 
were detected by Western Blot and quantitative real⁃time PCR (RT⁃PCR).  Results:: The plasma level 
of CTRP9 was decreased in diabetic mice.  Hyperglycemia promoted endothelial⁃to⁃mesenchymal tran⁃
sition (EndMT) and exacerbated collagen deposition in vivo, whereas CTRP9 overexpression attenu⁃
ated these effects without influencing cardiac function in diabetic mice.  Conclusion:: The CTRP9 can 
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alleviate diabetes⁃induced EndMT.
Key Words CTRP9； Diabetes Mellitus； Endothelial⁃Mesenchymal Transition； Fibrosis

糖尿病（diabetes mellitus, DM）与心脏纤维化

（cardiac fibrosis，CF）相关，并独立于冠状动脉疾病、

高血压和动脉粥样硬化增加心肌病的风险，这些因

素可能降低心肌顺应性，导致心力衰竭的发生，而

CF 是心力衰竭（heart failure，HF）患者发病率和死

亡率的独立预测因子［1］。糖尿病心肌病（diabetic 
cardiomyopathy,DCM）是世界范围内心衰的主要原

因。大多数研究［2］集中在氧化应激在 DCM 进展中

的作用，而 CF 被低估了。

最近，除了心脏间质纤维化，新出现的证据［1，3］表

明 DCM 与内皮 ⁃间质转化（endothelial⁃mesenchymal 
transition，EndMT）明显相关。EndMT 是一个以内皮

细 胞 CD31、血 管 内 皮 （vascular endothelial，
VE）⁃cadherin 等标志蛋白失去表达，获得 α⁃平滑肌肌

动蛋白（alpha⁃smooth muscle actin，α⁃SMA）和成纤维

细胞特异性蛋白 1（ferroptosis suppressor protein 1，
FSP1）等间充质表型特异性标志物，并伴有细胞形态

改变为特征的过程［4］。众所周知，EndMT 有助于 CF
的进展［5］。过多的 CF 是导致心功能障碍发病的基本

机制。糖尿病后减少 EndMT 可能是一种更有效的治

疗方法，可以降低 DCM 患者 HF 的风险［6］。

C1q/肿瘤坏死因子相关蛋白⁃9（C1q/tumor ne⁃
crosis factor⁃related protein⁃9，CTRP9)作为一种分

泌的糖蛋白，是一种新的高度保守的脂联素类似

物，在心脏中，特别是在心脏内皮细胞中大量表

达［7］。 糖 尿 病 小 鼠 心 脏 CTRP9 表 达 显 著 降 低 ，

CTRP9 过表达可显著下调血清葡萄糖水平［8⁃9］。同

时，CTRP9 治疗可通过 PKA 途径显著抑制心肌梗

死（myocardial infarction，MI）后间质纤维化［10］。然

而，也有相互矛盾的观点［7，11］认为 CTRP9 激活的信

号分子 ERK1/2 和 ERK5 具有促纤维化作用。鉴于

这些证据，CTRP9 是否通过调节 EndMT 影响糖尿

病小鼠心脏纤维化仍有待进一步研究。

因此，在本研究中，我们研究了 CTRP9 在预防

糖尿病小鼠心脏中 EndMT 的作用。

1 材料与方法

1. 1　 实 验 动 物 模 型 与 分 组   过表达 CTRP9 的纯

化 腺 病 毒（Ad⁃CTRP9，NM_183175）和 对 照 病 毒

（Ad⁃GFP）均购自上海 Genechem 有限公司。转染

前，将腺病毒稀释至各实验组指定剂量。既往研

究［3，12］将 db/db 糖尿病小鼠作为心脏和肾脏 EndMT
的理想疾病模型，本研究基于此以 db/db 糖尿病小

鼠作为本实验的研究对象。C57BL/Ks 基因的雄性

db/db 小鼠和 C57BL/Ks 基因的对照小鼠均购自南

京大学南京生物医学研究所，实验程序符合美国国

立卫生研究院发布的《实验动物护理和使用指南》

（第 8 版，NRC 2011），并通过武汉大学实验动物中

心伦理要求批准（伦理编号：WDRM20240211）。将

对照组和 db/db 小鼠（DM）随机分为 4 组（Control、
DM、Ad⁃GFP+DM、Ad⁃CTRP9+DM），在相应组

16 周龄小鼠尾静脉注射 Ad⁃CTRP9（1×109 pfu）或

Ad⁃GFP（1×109 pfu），根据以往研究［13］，第 1 次注射

腺病毒 2 周后重复腺病毒转移。首次腺病毒注射 4
周后，这些小鼠被麻醉，然后在 20 周龄时处死。

1. 2　超声心动图   在 2% 异氟醚麻醉下测量心室

内径和心功能，超声心动图使用 MyLab 30CV 成像

系统（Biosound Esaote， Inc. ，意大利）和 10 mHz 探

头以二维 M 模式分别测量室间隔厚度（IVSd）、左室

后壁厚度（LVPWd）、左室收缩末期内径（LVDs）、

左 室 舒 张 末 期 内 径（LVDd）、左 室 射 血 分 数

（LVEF）、缩短分数（FS）。

1. 3　组织学和免疫组织化学   小鼠心脏用 4% 多

聚甲醛固定，组织样品包埋在石蜡中，然后切成

4 μm 切片，心脏切片用 Masson 三色染色和天狼星

红染色检查血管和血管周围胶原沉积的阳性区域

比例，免疫组织化学染色（immunohistochemistry，
IHC）检测心肌组织中淋巴细胞、巨噬细胞、中性粒

细胞的浸润情况。每只小鼠处理了三个切片进行

组织学分析。在每个样品的 5 个随机选择的视野中

测量纤维化区域，并使用 Image⁃Pro Plus 6. 0 软件进

行分析。

1. 4　羟脯氨酸分析   通过羟脯氨酸测定法测定心

脏左心室组织的胶原含量 ，左心室心肌组织在

110 ℃烘箱中干燥 48 h，向每个样品中加入 2 mL、

6 mol ⋅L-1 HCl，在 110 ℃下干燥 24 h，每个样品用

2 mL PBS 重新溶解，并将 pH 调整至 6. 0，上清液使

用 ELISA 试 剂 盒（F15649；Westang Bio⁃Tech，上

海）检测羟脯氨酸，通过 557 nm 波长的光密度（OD）

值测定标准品和样品，并计算羟脯氨酸水平。

1. 5　 定 量 实 时 PCR  RNA 分离和 RT⁃PCR 按照
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文 献［14］描 述 的 方 案 进 行 ，使 用 TRIzol 试 剂

（15596⁃026，InvitrogenTM，美国）提取总 RNA，并使

用 M⁃MLV 逆转录酶（EQ002，Elkbiotech，武汉）根

据 制 造 商 的 说 明 从 总 RNA 合 成 第 一 链 cDNA。

RT⁃PCR 在 StepOne™实时 PCR 检测系统（Invitro⁃
genTM，美国）上使用 SYBR Premix Ex Taq Ⅱ（Ta⁃
KaRa，日本）和特定引物（表 1）进行。

1. 6　Western Blot  Western Blot 分析按照前述方

法［14］进行，冷冻的心脏组织和培养的细胞在含有

蛋白酶抑制剂 PMSF（AS1006，ASPEN，武汉）的

RIPA 裂解缓冲液（AS1004，ASPEN，武汉）中裂

解，细胞裂解物和匀浆在 4 ℃ 下以 12 000 g 离心

5 min，收集上清液，-80 ℃储存以备进一步分析。

等 量 蛋 白 质（50 μg）通 过 10% SDS⁃PAGE
（AS1012，ASPEN）分 离 ，并 转 移 到 PVDF 膜

（IPVH00010，Millipore，美国）上。在封闭和洗涤

后，使用针对 TGF⁃β1（1∶1 000）、CTGF（1∶1 000）、

CD31（1∶500）、VE⁃钙 黏 蛋 白（1∶1 000）、α⁃SMA
（1∶5 000）、FSP1（1∶500）、Snail（1∶1 500）、磷酸化

（p）⁃Smad2/3（1∶ 500）、Smad2/3（1∶ 1 500）和

CTRP9（1∶500）的抗体，然后与 HRP 标记的二抗

（1∶10 000）孵育。免疫反应条带通过增强化学发

光（ECL）显 影 。 CD31、VE⁃钙 黏 蛋 白 、α⁃SMA、

FSP1、Snail、CTRP9 蛋白水平归一化为 β⁃肌动蛋

白，磷酸化蛋白归一化为总蛋白。

1. 7　 统 计 学 分 析   使 用 单 因 素 方 差 分 析

（ANOVA）和 Tukey 多重比较检验确定三个或更多

独立组之间的显著性，数据表示为均数±标准差

（x±s），P<0. 05 被认为差异具有统计学意义。使

用 GraphPad Prism 5 软件进行分析。

2 结果

2. 1　CTRP9 对 db/db 小鼠心功能的影响   研究［8⁃9］

表明，高脂饮食诱导的糖尿病小鼠心脏和血浆中

CTRP9 表达水平显著降低，然而 db/db 糖尿病小鼠

模型心脏和血浆中 CTRP9 中表达的影响尚未明

确，因此我们分析了 db/db 小鼠血浆 CTRP9 水平，

发现 20 周龄的 db/db 小鼠血浆 CTRP9 水平显著降

低，在 DM 组中腺病毒 CTRP9 补充 4 周后，血浆

CTRP9 水 平 增 加（图 1A）。 超 声 心 动 图 评 估

CTRP9 对 db/db 小鼠心脏结构和功能的影响，与对

照组相比，20 周龄 DM 小鼠的心脏功能和结构（包

括 IVSD、LVPWd、LVDs、LVDd、LVEF 和 FS）没

有显著差异，CTRP9 也没有影响同龄 DM 小鼠的心

脏功能和结构（图 1B~1H）。与 Ad⁃GFP 组相比，

Ad⁃CTRP9 组的体质量（BW）有下降趋势，但两组

之 间 的 差 异 无 统 计 学 意 义［Ad⁃GFP：（49. 11±
1. 41） g vs Ad⁃CTRP9：（47. 13±1. 60） g，
P>0. 05］；我们在小鼠心脏重量（HW）上也得到了

表 1　定量实时 PCR 引物

Gene name
h⁃CD31

h⁃VE⁃cadherin
h⁃α⁃SMA
h⁃FSP1

h⁃Collagen Ⅰ
h⁃Collagen Ⅲ

h⁃TGF⁃β1
h⁃CTGF
h⁃β⁃actin
m⁃CD31

m⁃VE⁃cadherin
m⁃α⁃SMA
m⁃FSP1

m⁃Collagen Ⅰ
m⁃Collagen Ⅲ

m⁃TGF⁃β1
m⁃CTGF
m⁃β⁃actin

Forward Sequence(5'—3')
ACCAAGATAGCCTCAAAGTCGG
AAGGACATAACACCACGAAACG

CTATGCCTCTGGACGCACAAC
GGTGTCCACCTTCCACAAGTAC

AAGACAGTGATTGAATACAAAACCAC
CAAGGCTGAAGGAAATAGCAAA

CAGCAACAATTCCTGGCGATA
TCTTCGGTGGTACGGTGTACC
GTCCACCGCAAATGCTTCTA
ATTTCAGCAAGATCGCCGAG

CGGTCAAGTATGGGCAGTTTA
CTGCCGAGCGTGAGATTGT

GGTGTAGTTTGCCAGTGGGGG
CTGACTGGAAGAGCGGAGAG

CTCAAGAGTGGAGAATACTGGGTT
AGAGCCCTGGATACCAACTATTG
TGTTCTAAGACCTGTGGGATGG

CTGAGAGGGAAATCGTGCGT

Reverse Sequence(5'—3')
TAAGAAATCCTGGGCTGGGAG
GAGATGACCACGGGTAGGAAG
CCCATCAGGCAACTCGTAACTC

TCCTGGGCTGCTTATCTGG
GGGAGTTTACAGGAAGCAGACAG

TCTCACAGCCTTGCGTGTTC
GCTAAGGCGAAAGCCCTCAAT

AACGTGTCTTCCAGTCGGTAAG
TGCTGTCACCTTCACCGTTC
TTGCTGGGTCATTGGAGGTC

CTCCTCACAGAAGGTGAACTCG
TGATGCTGTTATAGGTGGTTTCG
TGCGAAGAAGCCAGAGTAAGGC

CGGCTGAGTAGGGAACACAC
GGTATGTAATGTTCTGGGAGGC

TGCGACCCACGTAGTAGACG
CCGCAGAACTTAGCCCTGTAT

CCACAGGATTCCATACCCAAGA
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相 似 的 结 果［Ad⁃GFP：（113. 7±1. 91） mg vs 
（112. 2±2. 11） mg，P>0. 05］。 因 此 ，结 果 表 明

CTRP9 对 20 周龄 db/db 小鼠的心脏功能没有明显

影响。

2. 2　CTRP9 改善糖尿病引起的心脏血管周围纤维

化   为了研究不同年龄的糖尿病 db/db 小鼠 CF 的

可能变化，我们检测了 12 周、16 周和 20 周时纤维化

标志物胶原Ⅰ、胶原Ⅲ以及促纤维化刺激物转化生

长因子⁃β1（TGF⁃β1）和结缔组织生长因子（CTGF）
的 mRNA 水平。胶原Ⅰ、胶原Ⅲ、TGF⁃β1 和 CTGF
的 mRNA 水平的定量分析显示，12 周时对照组和

db/db 小鼠的心脏样本之间没有差异；相比之下，16
周时 db/db 小鼠的胶原Ⅲ和 TGF⁃β1 增加，但胶原

Ⅰ和 CTGF 没有增加；20 周龄 db/db 的胶原Ⅰ、胶

原Ⅲ、TGF⁃β1 和 CTGF 的表达显著增加（图 2A~
2D）。Masson 染色和天狼星红染色的图像和定量

分析显示，与对照组相比，DM 组的血管和血管周围

胶原沉积显著增加，Ad⁃CTRP9 治疗在 20 周龄时减

少了胶原沉积，免疫组化分析也观察到纤维化标志

物胶原Ⅰ表达的类似效果（图 3A），同时，db/db 小

鼠的羟脯氨酸水平显著高于对照组，Ad⁃CTRP9 组

的羟脯氨酸水平显著降低（图 3I）。此外，DM 组心

脏中胶原Ⅰ、胶原Ⅲ、TGF⁃β1 和 CTGF 的表达水平

升 高 ，CTRP9 逆 转 了 糖 尿 病 后 的 纤 维 化 反 应

（图 3B~3H）。这些结果表明，CTRP9 减轻了糖尿

病小鼠 CF 的发展。

2. 3　 CTRP9 抑 制 糖 尿 病 心 脏 中 的 EndMT  
EndMT 的特征是内皮细胞获得间质细胞标志物，

结果显示，20 周龄的糖尿病小鼠左心室 CD31 和

VE⁃钙黏蛋白的 mRNA 水平显著降低，而 α⁃SMA 和

FSP1 增加（图 2E~2H）。通过免疫荧光（IF）检测，

我们发现 Ad⁃GFP 组中内皮标志物 CD31 的表达减

少，并观察到心脏微血管内皮层中 CD31 和 α⁃SMA
表达的部分共定位，而 Ad⁃CTRP9 转染在糖尿病小

鼠 中 部 分 抑 制 了 这 些 变 化（图 4A）。 同 样 在

Western Blot 分析中也观察到了相同结果，通过

Western Blot 检测心脏中 EndMT 生物标志物的蛋

白表达水平，结果显示 db/db 小鼠中 CD31 和 VE⁃钙
黏蛋白显著降低，而 α⁃SMA 和 FSP1 增加，CTRP9
显 著 上 调 了 CD31 和 VE⁃钙 黏 蛋 白 ，并 下 调 了

α⁃SMA 和 FSP1（图 4B~4F）。 这 些 结 果 表 明 ，

CTRP9 可改善内皮细胞向成纤维细胞标志物转化

的过程。

图 1　补充腺相关病毒载 CTRP9 后心脏结构和功能变化及 CTRP9 表达情况

A. ELISA 分析各组小鼠的血浆中 CTRP9 的表达水平，与对照组比较，*P<0.05；与 Ad⁃GFP 组比较，#P<0.05；B~H. 各组小鼠

超声心动图结果。

图 2　不同周龄小鼠心脏内皮间质转化和纤维化的变化

A~D. 左心室纤维化相关指标 Collagen Ⅰ、Collagen Ⅲ、TGF⁃β1、CTGF 的 mRNA 表达水平；E~H. 小鼠心脏内皮间质转化相关指

标 CD31、VE⁃cadherin、α⁃SMA、FSP1 的 mRNA 表达水平。分别与相同周龄对照组比较，$P<0.05，*P<0.05，#P<0.05。
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图 3　CTRP9 对糖尿病诱导的心脏血管纤维化的影响

A. 各组心脏切片的代表性图像（左）及血管周围纤维化面积定量（右）：马松染色（蓝色染色），天狼星红染色（红色染色），Ⅰ型胶原免

疫组化染色（棕色染色）；B~E. 各组纤维化相关基因 CollagenⅠ、CollagenⅢ、TGF⁃β1 和 CTGF 的表达水平；F~H. Western Blot 检测

TGF⁃β1和 CTGF的表达水平；I. 各组小鼠心脏组织中羟脯氨酸的表达水平。与对照组比较，*P<0.05；与 Ad⁃GFP组比较，#P<0.05。

图 4　CTRP9 对糖尿病小鼠 EndMT 的影响

A. 各组心脏组织中免疫荧光染色代表图：CD31（红色）、α⁃SMA（绿色）、DAPI（蓝色）；B~F. Western Blot 结果：各组心脏组织中

CD31、VE⁃Cadherin、α⁃SMA 和 FSP1 的表达量；与对照组比较，*P<0.05；与 Ad⁃GFP 组比较，#P<0.05。
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3 讨论

本研究证实，20 周龄 db/db 小鼠无论是否接受

CTRP9 干预，其心功能均无显著改变，CTRP9 治疗

可抑制高糖诱导的 EndMT。结果表明，CTRP9 在

EndMT 介导的心脏纤维化中发挥重要作用。糖尿

病早期即存在内皮功能障碍，且早于心肌细胞病理

改变［3］。除成纤维细胞外，内皮细胞通过 EndMT 分

化为活化肌成纤维细胞，直接参与纤维化进程［5， 15］。

糖尿病通过增强 EndMT 的发生在心血管疾病进展

中起最重要的作用［6， 16］。考虑到 2 型糖尿病占糖尿

病的大多数，在本实验中，我们使用典型的 2 型糖尿

病模型 db/db 小鼠作为研究对象，其病理进程与人

类 DCM 高度相似。20 周龄 db/db 小鼠心功能接近

正常，与 18 周龄小鼠结果一致［17］，但不同于 24 周龄

小鼠的心功能下降［3］。此特点使我们便于聚焦于糖

尿病对 EndMT 的影响，避免心功能不全及血流动

力学异常对结果的干扰。值得注意的是，糖尿病相

关纤维化心肌重构常伴随射血分数保留型心衰

（HFpEF）［18⁃19］。 尽 管 已 有 研 究［3， 12］采 用 24 周 龄

db/db 小鼠作为 EndMT 模型，但本研究发现 20 周

龄小鼠的 EndMT 标志物变化较 16 周龄更为显著。

早期抑制 EndMT 病理进程有助于延缓心肌纤维

化，为糖尿病心衰提供治疗靶点。

糖尿病诱导的左心室血管周围纤维化表现为

胶原纤维沉积及Ⅰ型胶原表达增加，后者通过损害

冠脉血流最终导致心衰［20］。CTRP9 可逆转糖尿病

心脏组织中Ⅰ型、Ⅲ型胶原表达升高，提示其抗纤

维化作用，糖尿病心肌病以 TGF⁃β1 高表达为特

征［21］，后者通过诱导成纤维细胞分化及 EndMT 促

进纤维化，抑制 TGF⁃β1 可缓解纤维化［22⁃23］。End⁃
MT 样细胞分泌的 CTGF 可刺激成纤维细胞向肌成

纤维细胞转分化，降低 CTGF 可抑制胶原沉积［24］。

因此，CTRP9 可能通过下调 TGF⁃β1 及 CTGF 发挥

抗纤维化作用，为探究 CTRP9 抑制血管周围纤维

化的机制，我们通过生化分析及免疫荧光检测了糖

尿病模型中内皮标志物（CD31、VE⁃钙黏蛋白）和间

质 标 志 物（α⁃SMA、FSP1）的 表 达 ，16~20 周 龄

db/db 小鼠心脏已出现病理性 EndMT，高糖可诱导

内 皮 细 胞 向 成 纤 维 样 细 胞 转 化 并 刺 激 胶 原 生

成［3， 6］。因此，我们认为 CTRP9 通过抑制 EndMT
改善糖尿病心脏纤维化。

综上所述，CTRP9 可通过抑制 EndMT 减轻 20
周龄 db/db 小鼠心脏纤维化，CTRP9 或可作为糖尿

病心脏纤维化的潜在治疗靶点。
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