
·13·中华细胞与干细胞杂志 (电子版)  2026年2月第16卷第1期  Chin J  Cell  Stem Cell  (Electronic Edit ion),  Feb 2026,Vol.16,  No.1

·论著·

FoxP1 通过激活自噬抑制内皮细胞
内皮 - 间充质转化的作用机制研究
窦媛媛 胡晓咏 张玥 祖努然·拜克里 唐瑞 王欢 李红建

【摘要】 目的  探讨叉头盒转录因子 P1 （FoxP1）介导自噬途径调控转化生长因子 -β1
（TGF-β1）诱导的内皮 - 间充质转化 （EndMT）过程的作用机制。方法  将人脐静脉内皮细胞分

成对照、TGF-β1 诱导 EndMT 模型组 （TGF-β1）、干扰 RNA 阴性对照组 （TGF-β1+si-NC）、FoxP1
干扰 RNA 组 （TGF-β1+si-FoxP1）、过表达空质粒阴性对照组 （TGF-β1+oe-NC）、FoxP1 过表达

组 （TGF-β1+oe-FoxP1）、FoxP1 过表达联合自噬抑制剂组 （TGF-β1+oe-FoxP1+3-MA）。Western 
blot 检测内皮、间充质标志物及胶原蛋白表达；应用 mCherry-EGFP-LC3 双荧光系统检测自噬；

通过划痕实验评估细胞迁移能力。两组间比较采用独立样本 t 检验，多组间比较采用单因素方

差分析，组间两两比较采用 LSD-t 检验。结果 Western blot 结果显示，与对照比较，TGF-β1 组

内皮标志物 VE-cadherin、CD31 表达降低，间充质标志物 α-SMA、Vimentin 表达升高，胶原蛋白

Collagen Ⅰ（3.08 ± 0.09 比 1.00 ± 0.08）、Collagen Ⅲ表达（3.14 ± 0.10 比 1.00 ± 0.05）升高，细胞

迁移能力 [（75.20 ± 4.30）﹪比 （36.80 ± 2.60）﹪]、p62 表达 （2.24 ± 0.07 比 1.00 ± 0.07）增强，

Beclin-1 （0.49 ± 0.03 比 1.00 ± 0.02）、LC3 Ⅱ/Ⅰ表达水平 （0.17 ± 0.01 比 1.00 ± 0.08）降低 （P 均

< 0.01）；与TGF-β1+oe-NC组相比，TGF-β1+oe- FoxP1组VE-cadherin和CD31表达上调，α-SMA、

Vimentin 表达下降，胶原蛋白 Collagen Ⅰ（2.08 ± 0.10 比 4.38 ± 0.15）、Collagen Ⅲ表达 （1.86 ± 
0.07 比 3.60 ± 0.14）、细胞迁移能力 [（46.66 ± 5.15）﹪比 （77.56 ± 7.30）﹪]、p62 表达 （1.77 ± 
0.09 比 2.24 ± 0.08）降低，Beclin-1 （0.82 ± 0.01 比 0.49 ± 0.03）、LC3 Ⅱ/Ⅰ表达水平 （0.55 ± 0.02
比 0.20 ± 0.01）升高 （P 均 < 0.01）。与 TGF-β1+ oe- FoxP1 组相比，TGF-β1+oe-FoxP1+3-MA 组

Beclin-1 （1.60 ± 0.03比 1.96 ± 0.02）、LC3 Ⅱ/Ⅰ表达 （2.20 ± 0.04比 3.88 ± 0.16）下降，p62 （0.70 ± 
0.02 比 0.49 ± 0.05）、Collagen Ⅰ（0.80 ± 0.02 比 0.51 ± 0.03）、Collagen Ⅲ表达 （0.70 ± 0.01 比

0.29 ± 0.02）升高 （P 均 < 0.01），E-cadherin 和 CD31 的表达均下调，α-SMA、Vimentin 表达上调，

细胞迁移能力 [（58.63 ± 6.19）﹪比 （40.84 ± 5.27）﹪] 增强 （P 均 < 0.01）。结论  FoxP1 过表

达可激活自噬途径抑制 TGF-β1 诱导的 EndMT 过程，旨在为心肌纤维化的机制研究与治疗提供

新的细胞学视角。
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【Abstract】 Objective  To explore the mechanismof forkhead box p1 （FoxP1）, a forkhead 
box transcription factor, mediates the autophagy pathway to regulate the process of transforming 
growth factor-β1 （TGF-β1）-induced endothelial to mesenchymal transition （EndMT）. 
Methods The human umbilical vein endothelial cells were divided into the following groups: 
control group （Blank）, TGF-β1-induced EndMT model group （TGF-β1）, small interfering RNA 
negative control group （TGF-β1+si-NC）, FoxP1 small interfering RNA group （TGF-β1+si-
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FoxP1）, overexpressing RNA negative control group （TGF-β1+oe-NC）, FoxP1 overexpressing 
group （TGF-β1+ oe-FoxP1）, and  FoxP1 overexpression combined with an autophagy inhibitor 
group （TGF-β1+oe-FoxP1+3-MA）. Western blot were used to detect the expression of endothelial、
mesenchymal markers and collagen. The mCherry-EGFP-LC3 dual fluorescence system was used to 
detect autophagy status. Cell migration ability was assessed through scratch assay. The independent 
samples t-test was used for the comparisons between two groups, while for comparisons among 
multiple groups, one-way analysis of variance （ANOVA） was employed, and the LSD-t method 
was used for pairwise comparisons. Results Western blot results showed that, compared to the 
control group, the expression of endothelial markers VE-cadherin and CD31 were decreased in the 
TGF-β1 group, while the expression of mesenchymal markers α-SMA,Vimentin and collagen proteins 
Collagen Ⅰ（3.08 ± 0.09 vs 1.00 ± 0.08）, Collagen Ⅲ （3.14 ± 0.10 vs 1.00 ± 0.05） were increased. 
In addition, the cell migration ability [（75.20 ± 4.30）﹪vs （36.80 ± 2.60）﹪] and the expression of  
p62 （2.24 ± 0.07 vs 1.00 ± 0.07） were increased in TGF-β1 group when compared to control group, 
while the expression levels of Beclin-1 （0.49 ± 0.03 比 1.00 ± 0.02） and LC3 Ⅱ/Ⅰ （0.17 ± 0.01 vs 
1.00 ± 0.08） were decreased （all P < 0.01）. Compared to the TGF-β1+oe-NC group, the expression 
of VE- cadherin, CD31 and Beclin-1 （0.82 ± 0.01 vs 0.49 ± 0.03） , LC3 Ⅱ/Ⅰ（0.55 ± 0.02 vs 0.20 ± 
0.01） （all P < 0.01） were increased in the TGF-β1+oe-FoxP1 group, while the expression of α-SMA, 
Vimentin and collagen proteins Collagen Ⅰ （2.08 ± 0.10 vs 4.38 ± 0.15）, Collagen Ⅲ （1.86 ± 0.07 
vs 3.60 ± 0.14） as well as p62（1.77 ± 0.09 vs 2.24 ± 0.08）, were decreased, along with areduced 
cell migration ability [（46.66 ± 5.15）﹪ 比 （77.56 ± 7.30）﹪] （all P < 0.01）. Compared to 
the TGF-β1+oe-FoxP1 group, the expression of Beclin-1 （1.60 ± 0.03 vs 1.96 ± 0.02）, LC3 Ⅱ/Ⅰ 

（2.20 ± 0.04 vs 3.88 ± 0.16） and E-cadherin, CD31 were decreased in the TGF-β1+oe-FoxP1+3- MA 
group, while the expression of p62 （0.70 ± 0.02 vs 0.49 ± 0.05）, Collagen I （0.80 ± 0.02 vs 0.51 ± 
0.03）, Collagen Ⅲ （0.70 ± 0.01 vs 0.29 ± 0.02）and α-SMA, Vimentin were increased, along 
with the enhanced cell migration ability [（58.63 ± 6.19）﹪比 （40.84 ± 5.27）﹪] （all P < 0.01）. 
Conclusion  Overexpression of FoxP1 can activate the autophagy pathway to inhibit the TGF-β1-
induced EndMT process,while could provide a novel cytological perspective for the mechanistic 
research and therapeutic approaches to myocardial fibrosis.
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心力衰竭 （heart failure，HF）是众多心血管疾

病的终末阶段，其发生发展与病理性心脏重塑，特

别是心肌纤维化密切相关 [1-2]。在纤维化进程中，除

成纤维细胞活化外，内皮 - 间充质转化 （endothelial 
to mesenchymal transition，EndMT）已被证实是病

理性肌成纤维细胞的重要来源 [3]。EndMT 是指

内皮细胞在转化生长因子 -β （transforming growth 
factor-β，TGF-β）等因子刺激下丧失细胞连接特

性，获得迁移、浸润及分泌细胞外基质的能力，转

化为间充质表型细胞的过程 [4-6]。因此，深入探索

EndMT 的调控机制，对防治心肌纤维化具有重要

意义。

自噬作为维持细胞内环境稳态的关键机制，近

年被发现在 EndMT 进程中可能起调节作用 [7]。研

究表明，自噬并非仅是一种细胞应激下的生存策略，

它积极参与精细的细胞信号调控 [6]。自噬可能通

过干预 TGF-β/Smad、Wnt/β-catenin 等信号转导途

径抑制 EndMT 发生 [8]。临床研究发现，自噬活性

常呈失代偿状态，且与纤维化程度呈负相关 [9]，这

些发现提示靶向自噬可能成为抑制 EndMT、延缓心

肌纤维化的新策略。叉头盒转录因子 P1 （forkhead 
box P1，FoxP1）是内皮细胞中高表达的一种转录因

子。研究表明，FoxP1 能够抑制 TGF-β1 信号通路的

过度激活，有效阻遏成纤维细胞的过度增殖与表型

转化，从而延缓心脏纤维化的进展 [10]。FoxP1 在多

种细胞类型中具有促进自噬活性的功能 [11-12]。然

而，FoxP1 在内皮细胞中是否具有同样的促自噬功

能，该功能是否参与其对抗 EndMT 和心肌纤维化的

过程，目前尚属未知领域，这一科学问题的阐明对

于理解 FoxP1 的心脏保护机制至关重要。为此，本

研究旨在利用 TGF-β1 诱导的人脐静脉内皮细胞 
（human umbilical vein endothelial cells，HUVECs）
EndMT 模型，探究转录因子 FoxP1 及其下游的自噬

通路在这一过程中的具体作用和分子机制，为理解

FoxP1 在心肌纤维化中的潜在保护作用提供实验

依据。
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1  材料和方法

1.1  材料

1.1.1  细胞及主要试剂

HUVECs （货号 PCS-100-013，美国菌种保藏

中 心）；DMEM 培 养 基 （货 号 KGM12800NH，江

苏凯基生物技术股份有限公司）；TGF-β1 （货号

10804，北京义翘神州科技股份有限公司）；磷酸盐

缓冲液 （货号 G4202，武汉赛维尔生物科技有限公

司）；胰蛋白酶 -EDTA 消化液 （货号 c125c1）、双
抗 （青霉素 - 链霉素溶液） （货号 c125c5）、TRIzol 

（货号 M5101）、超敏 ECL 化学发光试剂盒 （货

号 P10100，苏州新赛美生物科技有限公司）；胎

牛血清 （货号 FSP500，苏州依科赛生物科技股份

有限公司）；无内毒素质粒小提中量试剂盒 （货

号 DP118-02，北京天根生化科技有限公司）；逆

转录试剂盒 （货号 A234）、2×RealStar Fast SYBR 
qPCR Mix （货号 A301-01，江苏康润生物科技有

限公司）；RIPA 裂解液 （货号 P0013B）、BCA 蛋白

浓度测定试剂盒 （货号 P0010S）、mCherry-EGFP-
LC3 质粒 （货号 D2816，上海碧云天生物技术有限

公司）；一抗：VE-cadherin （货号 AF6265）、CD31 
（货号 AF6191）、Beclin-1 （货号 AF5128）、FoxP1 
（货号 DF7250） （江苏亲科生物研究中心有限公

司）；α-SMA （货 号 14395-1-AP）、Vimentin （货 号

10366- 1-AP）、p62 （货 号 18420-1-AP）、LC3 （货

号 14600-1-AP）、GAPDH （货号 60004-1-IG）、辣

根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG （H+L） （货号

SA00001-2） （武汉三鹰生物技术有限公司）；4 ﹪

多聚甲醛 （货号 df0135，北京雷根生物技术有限公

司）；Goat Anti-Rabbit IgG H&L （Alexa Fluor® 488）
（货号 ab150077，英国 abcam 公司），DAPI 染液 （货

号 C0065，北京索莱宝科技有限公司）；3-MA （货号

HY-19312，美 国 MCE 公 司）；Lipofectamine 3000
转染试剂 （货号 L3000015，美国 Invitrogen 公司）。

1.1.2  仪器

共聚焦显微镜 （型号 LSM 880，德国 Zeiss 公
司）；倒置荧光显微镜 （型号 IX83，日本 Olympus 公
司）；实时荧光定量 PCR 仪 （型号 QuantStudio 5，美
国赛默飞公司）。

1.2  方法

1.2.1  EndMT 模型构建

将 HUVECs 细 胞 置 于 10 ﹪ 胎 牛 血 清、

100 U/ mL 青霉素和链霉素的DEME培养基中培养，

37℃、5 ﹪ CO2 细胞培养箱中经过血清饥饿过夜后，

使用 20 ng/mL TGF-β1 刺激 HUVECs 细胞 24 h 建

立 EndMT 模型 [13]。

1.2.2  细胞分组及干预

将 HUVECs 细胞分成对照组、EndMT 模型

组 （TGF-β1），干 扰 RNA 阴 性 对 照 组 （TGF- β1+ 
si- NC）、FoxP1 干 扰 RNA 组 （TGF-β1+ si-FoxP1）、
过 表 达 空 质 粒 阴 性 对 照 组 （TGF-β1+oe-NC）、
FoxP1 过表达组 （TGF-β1+oe-FoxP1）、FoxP1 过表

达联合自噬抑制剂组 （TGF-β1+oe-FoxP1+3-MA），

除对照外，其余各组均采用 TGF-β1 诱导 EndMT
细 胞 模 型，TGF-β1+si-FoxP1 组 和 TGF-β1+ oe-
FoxP1 组分别转染 FoxP1 siRNA 或 FoxP1 过表达

质粒，TGF-β1+si-NC 组和 TGF-β1+oe-NC 分别转

染对照 siRNA 或对照质粒；TGF-β1+oe-FoxP1+3-
MA 组构建 EndMT 细胞模型前 2 h，转染 FoxP1
过表达质粒，转染 6 h 后更换为完全培养基，培

养 24 h 后根据文献 [14] 报道加入 10 mmol/L 自

噬抑制剂 3-MA 进行预处理，继续培养 24 h 后进

行后续实验。FoxP1 过表达质粒及 siRNA 由上

海吉玛制药技术有限公司合成，siFoxP1 序列为：

UAAUCCACUAACUUGCUGCTT，siRNA-NC 序

列 为：ACGUGACACGUUCGGAGAATT。 采 用

Lipofectamine 3000 转染试剂按照说明书进行转染

操作。

1.2.3  免疫荧光检测 EndMT 标志物

提前在对应的孔板中铺入对应的细胞爬片，对

细胞进行相应的干预处理后，将爬片用 4 ﹪多聚甲

醛固定 15 min，0.1 ﹪ Triton X-100 透膜 10 min，5 ﹪ 
BSA 封闭 30 min；一抗孵育，anti-VE-cadherin（1 : 
200）、anti-α-SMA （1 : 100），4℃过夜；对应种属的

Alexa Fluor 488/594 二抗 （1 : 200），室温避光 1 h，
DAPI 染核 5 min。共聚焦显微镜观察、采集图像。

1.2.4  RT-qPCR 检测 FoxP1 mRNA 表达

按照 RNA 提取试剂盒说明提取细胞总 RNA，

按照试剂盒的说明书进行逆转录，配置逆转录反应

体系 （10 μL 体系），使用对应上下游引物进行实时

PCR 扩增 （20 μL 体系），使用 2–ΔΔCt 计算得到基因

表达量。扩增流程如下：预变性阶段 95℃ 2 min，随
后进行循环反应，每循环包括 95℃变性 10 s，60℃
退火 30 s，总计 40 个循环，每组均设置 3 个复孔，均

进行 3 次重复实验，具体引物序列见表 1。
1.2.5  Western blot 检测 EndMT 及自噬相关蛋白

使用 RIPA 缓冲液在冰上裂解细胞 30 min，离
心取上清液，BCA 检测试剂盒对总蛋白浓度定量后



中华细胞与干细胞杂志 (电子版)2026年2月第16卷第1期  Chin J  Cell  Stem Cell  (Electronic Edit ion),  Feb 2026,Vol.16,  No.1·16·

按比例加入 SDS 上样缓冲液，95℃煮沸 10 min 制

成 Western blot 样本。10 ﹪ SDS-PAGE 胶电泳 1 ~ 
2 h，冰浴条件下进行转膜 60 ~ 90 min （湿转）；5 ﹪

脱脂牛奶封闭 1 h；一抗孵育，FoxP1 （1 : 1 000）、
VE-cadherin （1 : 1 000）、CD31 （1 : 1 000）、α-SMA

（1 : 2 000）、Vimentin （1 : 3 000）、Beclin-1 （1 : 
1 000）、p62 （1 : 5 000）、LC3 （1 : 2 000）、GAPDH

（1 : 50 000），4℃过夜；TBST 洗 3 次，孵育辣根过氧

化物酶标记的山羊抗兔 IgG （H+L） （1 : 10 000），室
温摇床孵育 1 h；TBST 再次洗涤 3 次后，ECL 法显

影，化学发光仪检测条带，ImageJ 定量分析。所有

实验均独立重复 3 次。

1.2.6  划痕实验检测细胞迁移

在 6 孔板背后用黑色记号笔每隔 1 cm 画上直

线，消化细胞转移到 6 孔板，培养细胞至 80 ﹪融合，

用 200 µL 枪头垂直于记号线划直线，PBS 洗去漂

浮细胞；进行相应干预处理后，0 h、48 h 在对应位置

拍照采集图像，ImageJ 计算划痕面积愈合率。每组

设置 3 个复孔。

1.2.7  mCherry-EGFP-LC3 检测自噬共转染

将细胞接种于 12 孔板，感染前 1 d，每孔加入

0.5 mL 完全培养液，使第 2 天病毒感染时密度达

到约 70 ﹪ ~ 80 ﹪，加入 mCherry-EGFP-LC3，感染

4 h 后补加 250 µL 完全培养液，24 h 后初步在荧光

显微镜下观察感染效率。此时继续转染 oe-FoxP1/
oe-NC 质粒，感染 72 h 后通过倒置荧光显微镜在随

机视野采集图像；黄色斑点 （EGFP+mCherry）为自

噬体，红色斑点 （仅 mCherry）为自噬溶酶体，计算

红 / 黄斑点比值评估自噬水平。

1.3  统计学分析方法

采 用 GraphPad Prism 9 进 行 统 计 学 分 析。

VE- cadherin、CD31、α-SMA、Vimentin、FoXP1 表达

水平、细胞迁移率以 x ± s 表示，两组间比较采用独

立样本 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析，组

间两两比较使用 LSD-t 检验。以 P < 0.05 为差异具

有统计学意义。

2  结果

2.1  TGF-β1 诱导的血管内皮细胞 EndMT
显微镜观察结果显示，对照内皮细胞呈现典

型的鹅卵石状形态，细胞间连接紧密，排列整齐；

与对照相比，TGF-β1 组细胞形态改变，多数细胞转

变为纺锤形，细胞间连接明显松散，间隙增大，表现

出间充质细胞的典型特征 （图 1）。Western blot 结
果显示，与对照相比，TGF-β1 组内皮细胞标志物

VE-cadherin 和 CD31 表达降低，间充质细胞标志物

α-SMA、Vimentin 表达上调，胶原蛋白 Collagen Ⅰ
（3.08 ± 0.09 比 1.00 ± 0.08）和 Collagen Ⅲ表达

（3.14 ± 0.10 比 1.00 ± 0.05）增加 （P < 0.01，图 2）。
划痕结果显示，与对照相比，TGF-β1 组细胞的迁移

能力增强 [（75.20 ± 4.30）﹪比 （36.80 ± 2.60）﹪] 

（P < 0.01，图 3）。

2.2  FoxP1 表 达 对 TGF-β1 诱 导 的 内 皮 细 胞

EndMT 的影响

与 oe-NC 组 相 比，oe-FoxP1 组 FoxP1 mRNA
（2.86 ± 0.27 比 1.00 ± 0.05）和 蛋 白 水 平 （2.64 ± 
0.03 比 1.00 ± 0.07）均上调；与 si-NC 组相比，si-

注：a 图为对照组诱导后内皮细胞形态；b 图为 TGF-β1 诱导后内皮细胞

形态改变

图 1  光学显微镜下观察对照和 TGF-β1 诱导后内皮细胞形

态 （×200）

表 1  引物序列信息

基因 引物序列 （5' → 3'）
预期扩增长度

（bp）

FoxP1 上游 TGGCATCTCATAAACCATCAGC 134

下游 GGTCCACTCATCTTCGTCTCAG

GAPDH 上游 ACAGCCTCAAGATCATCAGC 104

下游 GGTCATGAGTCCTTCCACGAT
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FoxP1 组 的 FoxP1 mRNA （0.39 ± 0.03 比 1.00 ± 

0.12）和蛋白表达水平 （0.10 ± 0.01 比 1.00 ± 0.04）
均下调（P 均 < 0.01，图 4）。Western blot 检测结果

显示，与 TGF-β1+oe-NC 组相比，TGF-β1+oe-FoxP1
组 VE- cadherin 和 CD31 的 表 达 上 调，α-SMA、

Vimentin、Collagen Ⅰ （2.08 ± 0.10 比 4.38 ± 0.15）、
Collagen Ⅲ表达 （1.86 ± 0.07 比 3.60 ± 0.14）下调；

与 TGF-β1+ si-NC 组 相 比，TGF-β1+si-FoxP1 组

VE- cadherin 和 CD31 表达下调，α-SMA、Vimentin、
Collagen Ⅰ（3.57 ± 0.31 比 2.79 ± 0.21）、Collagen 
Ⅲ表达 （3.53 ± 0.10 比 1.65 ± 0.09）上调 （P 均 < 
0.01，图 5）。划痕结果显示，与 TGF-β1+oe-NC 组相

比，TGF-β1+oe-FoxP1 组细胞迁移能力 [（46.66 ± 

5.15）﹪比（77.56 ± 7.30）﹪] 减弱 （P < 0.01）；与

TGF-β1+si-NC 组相比，TGF-β1+si-FoxP1 组细胞迁

移能力 [（93.30 ± 7.10）﹪比 （75.40 ± 4.80）﹪] 增

强 （P < 0.01，图 6）。

注：**P < 0.01，n = 3

图 2  Western blot 检测内皮标志物 VE-cadherin、CD31 和

成纤维细胞标志物 α-SMA、Vimentin、胶原蛋白 Collagen 
Ⅰ / Ⅲ的表达

注：TGF-β1 组细胞迁移能力增强；**P < 0.01，n = 3

图 3  倒置显微镜下观察对照和 TGF-β1 诱导后细胞迁移能力 （×200）

注：a 图为 RT-qPCR 检测 FoxP1 过表达效率；b 图为 Western blot 检测 FoxP1 过表达效率；c 图为 RT-qPCR 检测 FoxP1 敲低效率；d 图为 Western blot
检测 FoxP1 敲低效率；**P < 0.01，n = 3

图 4  FoXP1 过表达或敲低效率验证
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2.3  FoxP1 表达对内皮细胞自噬的影响

Western blot 结果显示，与对照相比，TGF-β1 组

Beclin-1表达（0.49 ± 0.03比1.00 ± 0.02）和LC3Ⅱ/
LC3 Ⅰ比值 （0.17 ± 0.01 比 1.00 ± 0.08）下降，p62
蛋白表达 （2.24 ± 0.07 比 1.00 ± 0.07）上调 （P 均 < 
0.01）。与TGF-β1+oe-NC 组 相 比，TGF-β1+oe-
FoxP1 组 Beclin-1 表达 （0.82 ± 0.01 比 0.49 ± 0.03）
和 LC3 Ⅱ/LC3 Ⅰ比值 （0.55 ± 0.02 比 0.20 ± 0.01）
上调，p62 表达 （1.77 ± 0.09 比 2.24 ± 0.08）下调 

（P 均 < 0.01）。mCherry-EGFP-LC3 双荧光标记显

示，与 TGF-β1+oe-NC 组相比，TGF-β1+oe-FoxP1 组

黄色荧光 （自噬体）减弱，红色荧光 （自噬溶酶体）

斑点增多。（图 7）
Western blot 结果显示，与 TGF-β1+si-NC 组相

比，TGF-β1+si-FoxP1 组 Beclin-1 表达 （0.43 ± 0.03
比0.65 ± 0.04）、LC3 Ⅱ/ LC3Ⅰ（0.33 ± 0.03比0.71 ± 
0.04）下调，p62 表达 （3.71 ± 0.04 比 2.62 ± 0.08）上
调 （P < 0.01）；荧光实验中几乎无斑点。（图 8）

注：a 图为过表达 FoXP1 对细胞迁移的影响，可见 TGF-β1+oe-FoxP1 组细胞迁移能力减弱；b 图为敲低 FoXP1 对细胞迁移的影响，可见 TGF-β1+si-
FoxP1 组细胞迁移能力增强；**P < 0.01，n = 3

图 6  倒置显微镜下观察过表达 FoXP1 和敲低 FoXP1 后各组细胞迁移能力 （×200）

注：a、b 图分别为 Western blot 检测过表达 FoXP1 及敲低 FoXP1 对内皮标志物 VE-cadherin、CD31 和成纤维细胞标志物 α-SMA、Vimentin 表达的影响；
**P < 0.01，n = 3

图 5  Western blot 检测内皮标志物 VE-cadherin、CD31 和成纤维细胞标志物 α-SMA、Vimentin 的表达
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注：a 图为 Western blot 检测自噬标志蛋白 Beclin-1、p62 及 LC3 Ⅱ / Ⅰ表达水平，**P < 0.01，n = 3；b 图为倒置荧光显微镜观察 mCherry-EGFP-LC3 共

转染后各组细胞自噬结果 （×400）

图 7  FoxP1 过表达通过促进自噬抑制 TGF-β1 诱导的 EndMT

2.4  抑制自噬能够部分消除过表达 FoxP1 对

EndMT 的抑制作用

Western blot 结果显示，与 TGF-β1+oe-FoxP1
组 相 比，TGF-β1+oe-FoxP1+3-MA 组 Beclin-1 表

达 （1.60 ± 0.03 比 1.96 ± 0.02）、LC3 Ⅱ/ LC3 Ⅰ
（2.20 ± 0.04 比 3.88 ± 0.16）下调，p62 （0.70 ± 

0.02 比 0.49 ± 0.05）、Collagen Ⅰ （0.80 ± 0.02 比

0.51 ± 0.03）、Collagen Ⅲ的表达 （0.70 ± 0.01 比

0.29 ± 0.02）上 调 （P < 0.05）；Western blot 结 果

显 示，TGF-β1+oe-FoxP1+3-MA 组 VE-cadherin
和 CD31 的表达下调，α-SMA、Vimentin 表达上调 

（图 9）。mCherry-EGFP-LC3 双荧光标记显示，与

TGF-β1+oe-FoxP1 组相比，TGF-β1+oe-FoxP1+3-
MA 组黄色荧光斑点增多，红色荧光斑点减少 
（图 10）。划痕结果显示，与 TGF-β1+oe-FoxP1 组

相 比，TGF-β1+oe-FoxP1+3-MA 组 细 胞 迁 移 能

力 [（58.63 ± 6.19）﹪比 （40.84 ± 5.27）﹪] 增强 
（P < 0.01） （图 11）。

注：a图为 Western blot 检测自噬标志蛋白 Beclin-1、p62 及 LC3 Ⅱ / Ⅰ的表达水平；b 图为倒置荧光显微镜观察 mCherry-EGFP-LC3 共转染后各组细

胞自噬结果 （×400）；**P < 0.01，n = 3

图 8  干扰 FoxP1 通过抑制自噬促进 TGF-β1 诱导的 EndMT
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注：a 图为自噬相关蛋白 Beclin-1、LC3 Ⅱ / Ⅰ、p62 水平；b 图为内皮标志物 VE-cadherin、CD31、成纤维细胞标志物 α-SMA、Vimentin 和胶原蛋白

Collagen Ⅰ、Collagen Ⅲ的蛋白水平；**P < 0.01，n = 3

图 9  Western blot 检测自噬相关蛋白、内皮标志物、成纤维细胞标志物和胶原蛋白表达水平

注：与 TGF-β1+oe-FoxP1 组相比，TGF-β1+oe-FoxP1+3-MA 组黄色荧光斑点增多，红色荧光斑点减少

图 10  倒置荧光显微镜观察 mCherry-EGFP-LC3 共转染后各组细胞自噬结果 （× 400）

注：与 TGF-β1+oe-FoxP1 组相比，TGF-β1+oe-FoxP1+3-MA 组细胞迁移能力增强；**P < 0.01，n = 3

图 11  倒置显微镜下观察各组细胞迁移能力 （× 200）
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3  讨论

近年来多项研究逐步揭示 EndMT 在心肌纤

维化中的关键作用，如人类纤维化心脏组织中可检

测到 EndMT 特异性转录谱的表达升高 [15]；而抑制

EndMT 则可有效改善异丙肾上腺素诱导的心肌纤

维化 [16]。临床病理分析显示，人衰竭心脏组织中存

在 EndMT 特征性标志物的异常表达，且其表达量与

纤维化严重程度呈正相关 [17]。这些证据不仅确立

EndMT 作为心肌间质纤维化的重要发生机制，更凸

显针对该过程开发靶向干预策略的潜在临床价值，

为 HF 的病理机制研究与治疗探索提供新方向 [18]。

既往研究表明，TGF-β1 是 EndMT 的关键诱

导因子，且病理条件下可激活 Smad 经典通路及磷

脂酰肌醇 3- 激酶 / 蛋白激酶 B （phosphoinositide 
3-kinase/protein kinase B，PI3K/Akt）等非经典通

路 [19]。近年研究发现，激活自噬可抑制 TGF-β1/
Smad 信号通路阻断 EndMT 进程，但其具体机制亟

待深入解析 [20]。自噬作为维持细胞内环境稳态的

关键机制，在心血管疾病中发挥重要作用。在压力

负荷或心肌梗死等病理状态下，自噬活性下降可导

致异常蛋白聚集和线粒体功能障碍，进而促进成纤

维细胞活化及胶原沉积，而适度激活自噬有助于清

除受损细胞器并抑制过度纤维化反应，对维持心肌

组织稳态具有保护作用 [21]。FoxP1 作为内皮细胞

中特异性表达的转录因子，可抑制 TGF-β1 信号通

路减缓纤维化 [10]，且有研究提示其可能参与调控自

噬 [12]。基于此，本研究提出 FoxP1 可能通过激活自

噬抑制 EndMT，从而缓解心肌纤维化。

为验证该假设，本研究采用 TGF-β1 诱导

EndMT 细胞模型。实验显示，TGF-β1 可引起内皮

细胞形态改变，下调 VE-cadherin 和 CD31 表达，上

调 α-SMA 和 Vimentin 表达，证实 EndMT 表型建

立，并提示其为纤维化心肌中肌成纤维细胞的来源。

此外，TGF-β1 可增强内皮细胞迁移能力，为理解成

纤维细胞在纤维化心肌组织中的迁移扩散行为提

供新的实验依据。进一步研究表明，过表达 FoxP1
可有效逆转 TGF-β1 诱导的 EndMT 表型，恢复

VE- cadherin 和 CD31 表达，抑制 α-SMA、Vimentin
表达和 Collagen Ⅰ、Collagen Ⅲ的释放。该结果

与 Liu 等 [10] 提出的 FoxP1 具有抑制成纤维细胞活

化的作用相呼应。进一步研究发现 FoxP1 过表达

抑制 TGF-β1 诱导的细胞迁移能力，而干扰 FoxP1
则增强该迁移效应。以上表明 FoxP1 可通过抑制

EndMT 过程，阻止内皮细胞向促纤维化细胞类型的

转化，从而减少潜在的肌成纤维细胞来源，提示其在

缓解心肌纤维化中的潜在作用。

在机制方面，本研究显示 FoxP1 可能通过激活

自噬发挥保护作用。TGF-β1 抑制细胞自噬，表现为

Beclin-1表达、LC3 Ⅱ /LC3 Ⅰ比值下降和 p62积累。

FoxP1 过表达可有效改善上述指标，恢复自噬活性，

而干扰 FoxP1 则加剧自噬抑制。作为转录因子，

FoxP1 激活自噬的作用机制可能与其他 Fox 家族成

员，如 FoxO1 和 FoxO3 相似，通过直接结合自噬核

心基因 Beclin1、LC3、Atg12 等的启动子区域，促进

其转录 [4-5]，从而增强自噬流。另一方面，FoxP1 也

可能通过蛋白质修饰间接调控自噬起始复合物如

ULK1 复合物，影响其磷酸化状态或稳定性，进而启

动自噬 [22]。

深入研究自噬精准调控 EndMT 的机制发

现，自噬能通过降解关键信号转导蛋白，如磷酸

化的 Smad2/3 蛋白或 β-catenin，从而直接中断相关

EndMT 信号通路传导 [23]。或通过自噬，特别是线粒

体自噬，清除功能失调的线粒体，减少活性氧产生，

维持细胞能量稳态，从而创造抑制 EndMT 发生的

细胞内环境 [23]。此外，自噬还可能参与细胞连接蛋

白 VE-cadherin 和细胞骨架蛋白的降解与再循环，

调控细胞黏附与骨架蛋白周转发挥作用。本研究

通过 mCherry-EGFP-LC3 双荧光系统观察到 FoxP1
能够促进自噬体 - 溶酶体融合，而自噬抑制剂 3-MA
可部分逆转 FoxP1 对 EndMT 的抑制，证实自噬在

FoxP1 功能中的关键作用。这些结果与既往研究中

自噬对心血管系统的保护作用相吻合 [20]，本研究首

次建立 FoxP1 与自噬激活之间的功能关联。然而，

自噬抑制剂 3-MA 存在一定的局限性，研究发现其

作为Ⅰ型 PI3K 的非特异性抑制剂只阻断早期自噬

体的形成 [24]，此外其可能通过脱靶效应，造成 DNA
损伤，进而影响凋亡等非自噬途径，可能对实验结果

造成误差 [25]。

传统的观点认为，TGF-β1 通过 Smad 依赖性和

PI3K/Akt 等非依赖性通路直接驱动纤维化 [26]。本

研究提示，FoxP1 介导的自噬激活构成一个内在的

负反馈调节环路，用以对抗过度活化的 TGF-β1 信

号。这与近期关于自噬作为“细胞内质量监控”系

统维持组织稳态的观点相吻合 [27]。本研究揭示

FoxP1 通过激活自噬抑制 TGF-β1 诱导 EndMT 的

分子机制，建立的“FoxP1- 自噬 -EndMT”调控轴为

理解心脏纤维化的分子基础提供新视角，并展现出

作为 HF 治疗新靶点的潜力。
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然而，本研究也存在一定的局限性。首先

研究的结论主要基于体外细胞模型，且使用的是

HUVECs，虽其是研究内皮功能的经典细胞系，但并

非心脏来源的微血管内皮细胞，无法完全模拟心脏

病理状态下的复杂微环境，如细胞外基质、压力负

荷和免疫信号等构成的网络体系；其次在体内的功

能尚未得到验证，未来研究需利用内皮细胞特异性

FoxP1 基因敲除小鼠模型，在压力超负荷或心肌梗

死等动物模型中，进一步验证该通路的体内功能及

其临床意义。此外，FoxP1 调控自噬的具体下游分

子机制尚未完全阐明。未来的研究可聚焦于探讨

FoxP1 是否通过拮抗 PI3K/Akt 信号解除对自噬的

抑制以及 FoxP1 是否特异性调控线粒体自噬等特

定类型的自噬。这些探索将有助于更精确地阐明该

调控轴的作用机制，为 HF 的治疗提供新策略。
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