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摘　要：胚胎干细胞(embryon ic stem ce l l s , ESCs)具有自我更新、无限增殖和多向分化的特性，包括分

化成心脏组织的多种类型细胞。经体细胞重编程产生的诱导多能干细胞(induced p lur ipotent stem ce l l s ,

i P S )也被证明有类似胚胎干细胞的特性。但这些多能干细胞向心肌细胞自发分化的效率非常低，因此，

如何有效地诱导这些多能干细胞向心肌细胞的定向分化对深入认识心肌发生发育的关键调控机制和实现其

在药物发现和再生医学，如心肌梗塞、心力衰竭的细胞治疗以及心肌组织工程中的应用均具有非常重要

的意义。该文重点综述了近年来胚胎干细胞及诱导多能干细胞向心肌细胞分化和调控的研究进展，并探

讨了这一研究领域亟待解决的关键问题和这些多能干细胞的应用前景。
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Abst ra c t : Pluripotent embryonic stem cells (ESCs) are capable of prolonged symmetrical self-renewal and possess

the unique property to differentiate into derivatives of all three primary germ layers, including specialized

cardiomyocytes with all cell types of the heart, such as atrial-like, ventricular-like, sinus nodal-like, and Purkinje-

like cells. Recently generated ESC-like pluripotent cells by reprogramming somatic cells, named induced pluripo-
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nisms and effectively differentiate these pluripotent cells into specific cardiomyocytes are crucial to obtain

fundamental knowledge in cardiogenesis, screen drugs and promote the usage of these cells in replacement

therapy. This review summarizes the current state of differentiation of cardiomyocytes from mouse and human

ESCs and their regulatory factors. The in vitro differentiation potential of iPSCs into cardiomyocytes is also

described. Finally, the steps required to fully harness the potential of this in vitro differentiation system and the

appl ication potential are discussed.
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胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)具有无

限的自我更新能力和分化为三个胚层各种类型细胞

的特性。研究表明 ESCs 可分化为包括心房肌、心

室肌、房室结、蒲肯野氏细胞和窦房结样细胞等

多种心肌组织细胞[ 1 ]。这些特性不仅赋予了 ES C s

在研究心肌细胞发生发育分子机制中的重要价值，

而且为药物发现和毒性的检测提供了独特的模型，

并可能为治疗心肌梗塞的细胞替代疗法以及心肌组

织工程提供无限的供源。同时，来自多种体细胞

的诱导多能干细胞(induced plur ipotent stem cel l s ,

i P S C s )的建立，为再生医学带来了更为广阔的前

景。然而，对 ESC s 和 iP SC s 向心肌细胞分化的调

控机制的认识仍很有限，二类细胞的自发分化效率

也非常低。因此，揭示这些多能干细胞向心肌细

胞分化的调控机制并有效地诱导这些多能干细胞向

心肌细胞的分化是这二类细胞走向应用的必经环

节。本文重点总结了近年来诱导小鼠(mouse, m)和

人(human, h)ESCs 向心肌细胞分化和调控的研究进

展，简述了 iPSCs 在体外向心肌细胞分化的研究现

状，并探讨了这些多能干细胞向心肌细胞定向分化

亟待解决的关键科学问题和心肌细胞体外分化体系

有待推进的用途。

1　ESCs 向心肌细胞自发分化的培养体系

E S C s 可在一定环境下自发分化为心肌细胞。

最常用的方法是使ESCs自发或通过悬滴法聚集形成

类胚体(embryoid bodies, EBs)。后者为诱导mESCs

向心肌细胞分化的经典方法[2]，采用此方法来自R1

mESCs 的 EBs 约 90% 以上出现跳动的心肌细胞[2,3]，

但每个 EB 含有的心肌细胞数量有限。其向心肌细

胞分化的效率受到悬滴中起始细胞数、培养液、血

清、细胞系及贴壁时间等的影响。首次在体外诱导

hESCs 分化为跳动的心肌细胞是采用胶原酶消化的

hESCs 小团块自动聚集的EBs 体系，约8.1% EBs 含

跳动的心肌细胞[ 4 ]。类胚体的模型有较好的可比性

和重复性，但效率较低，也较耗时耗力。除类胚

体分化体系外，有采用单层贴壁诱导分化心肌细胞[5]，

比较省时，也有利于在外加细胞因子或化合物时和

细胞的充分接触，但各培养皿/孔间出现跳动的心

肌细胞的差异较大。由于自发分化的效率低，近年

来不少实验室致力优化培养条件和改进分化方案，

以提高分化效率，并在认识影响和调控 ESCs 向心

肌细胞分化的细胞内外因素的基础上改善自发分化

过程。

2　ESCs 定向分化为心肌细胞的诱导因素

2 .1　转录因子的调控　在ESCs 向心肌细胞分化过

程中，早期心肌转录因子，如 Nkx2.5、GATA-4、

Tbx5/20、Mef2c、Myo c a r d i n 和 HAND 等相互协

同，调控心肌特异性基因和蛋白的表达，启动

ESCs 的心肌分化[6]。研究表明Nkx2.5 和 GATA-4 受

骨形成蛋白(bone morphogenet ic prote in，BMP)调

节，从而促进 m E S C s 的心肌分化，同时高表达

Nkx2.5 和 GATA-4 也可提高心肌细胞分化率[7]。

2.2　细胞因子及调控机制　目前认为心肌发生相关

因子，如转化生长因子(transforming growth factor-β,
TGF-β) [8]、BMP [9]、Wnt 家族蛋白(Wnt families)[10]、

成纤维细胞生长因子(f i b r o b l a s t g r owth fac t o r ,

FGF) [8,11,12]等可以促进ESCs 分化为心肌细胞，提高

心肌细胞的分化效率。Cripto(TGF-β 信号通路的受

体)的缺失导致mESCs 向心肌细胞分化效率降低[13]。

类似的，去除 FGF 信号通路的受体 FGFR1，也会

抑制mESCs 向心肌细胞分化[14]。Notch 信号通路在

mESC 分化为心肌细胞过程中的作用有不同的报道。

有发现 Notch 受体的上调可抑制mESCs 的心肌分

化，而下调其受体则能提高心肌细胞分化效率[15,16];

但也有报道在mESCs 由中胚层向心肌前体细胞分化

过程中，上调Notch 信号可以通过激活BMP 信号和

抑制Wnt信号促进中胚层细胞向心血管细胞分化, 更

有趣的是在 mE S C s 分化为造血前体细胞时，加入

Notch 可以使细胞命运从造血系转向心血管系细胞，

从而提高心肌细胞分化率[17 ]。Wnt 的抑制剂 sFRP、

Dkk 以及 Chibby 等可分别与Wnt 配体、Wnt 受体及

Wnt 信号通路下游因子 β-catenin 结合, 对 Wnt-β-
Catenin 信号通路起负调节作用[17,18]。更多研究表明

Wnt3 促进了mESC 向中胚层的分化，但它抑制了中

胚层向心肌细胞的分化[10,19-21]。血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor，VEGF)通过 Fit-1

激酶和细胞外信号调节激酶(extrace l l u lar s igna l-

regulated kinase，ERK)介导了Flk-1激酶的激活，上

调Nkx2.5、a-myosin heavy chain (a-MHC)和 cardiac

tropon in T (cTn-T)的表达，促进mESC 向心肌细胞

的分化[22]。研究发现, 生长因子家族成员神经调节

蛋白21除了有促进神经系统发育的功能作用外, 对

于诱导心肌前体细胞向心肌细胞分化、促进肌小梁

结构完善及心脏传导系统发育也起一定作用[23]。

ESCs向心肌细胞的分化是由干细胞分化为中胚

层细胞，进而分化为心肌前体细胞，最终形成心肌
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终末细胞的过程(图 1，图 2)。随着分化时间的不

同，各不同分化阶段的细胞表达不同的表面因子，

因此通过分选出中胚层、心肌前体细胞类群并结合

细胞因子的诱导，可促进心肌细胞的分化。研究表

明在mESCs 分化的4.25 d，通过Flk-1 和 brachury

阳性细胞的分选，可得到纯度较高的心肌细胞，而

在3.25 d所分选出的Flk-1和 brachury阳性细胞大部

分向造血系细胞分化，这说明分化过程中细胞因子

的时程表达对细胞命运决定起着重要作用[24]。

同样，单一的细胞因子也被证明可以促进

hESCs 向心肌细胞的分化，如 BMP2 [ 25 ]。采用不同

细胞因子在不同时程的组合促进hESCs 的心肌分化

被证明较单一因子更为有效。Mu r r y 实验室[ 2 6 ]用

Activ in A 和 BMP4 处理 hESCs，促进其向心肌细胞

分化，并用 percoll 离心分离得到大量的心肌细胞移

植大鼠受损的心脏，使心脏功能得到了改善。 Kellar

实验室[27]用更加复杂的细胞因子组合(BMP4、 bFGF、

Activin A、VEGF，Wnt signal ing inhibitor DKK1)，

图1　小鼠胚胎干细胞向心肌细胞分化过程及其调控因子

ESC: 胚胎干细胞; CVP:  cardiovascular progenitor; CP:  cardiac progenitor; CM: 心肌细胞; RA: 视黄酸; NO: 一氧化氮; FGF2: 成纤

维细胞生长因子2; FGFR1: 成纤维细胞生长因子1; BMP2: 骨形态发生蛋白2; IGF2: 胰岛素样生长因子2; miR1: microRNA 1;

miR133: microRNA 133

图2　人胚胎干细胞向心肌细胞分化过程及其调控因子

ESC: 胚胎干细胞; CVP: cardiovascular progenitor; CM: 心肌细胞; KDR: kinase insert domain protein receptor; CKIT: C-kit receptor;

BMP2/4: 骨形态发生蛋白-2/4; DKK1: dickkopf homolog 1; 5-aza: 5-Aza-2-deoxycytidine; miR1: microRNA 1
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并经流式细胞仪分选出KDR low/C-KITneg 的心肌前体

细胞群，在单层培养的体系中这些前体细胞的心肌

细胞分化率大于50％。但由于KDR low/C-KITneg 细胞

群只占分化细胞的极少部分，心肌细胞的总体分化

效率仍然较低。对细胞因子在hESCs 心肌分化过程

中的具体作用及调控机制的认识还很有限，如何采

用更为有效的细胞因子的组合并在适合的时程促进

心肌细胞的分化仍然是该领域探索的热点。

2.3　化学诱导剂　研究证明化学诱导剂可诱导ESCs

向心肌细胞定向分化。如维生素C 可显著增加搏动

的心肌细胞数, 同时促进心肌特异性基因表达。全

反式维甲酸(retinoic acid, RA)、二甲基亚砜(dimethyl

sulfoxide, DMSO)和垂体后叶素等也可促进 ESCs 在

体外分化为心肌细胞。在EBs 形成的5 － 7 d 加入

低浓度的RA 可促进mESCs 向心室肌细胞的分化[28]。

维生素C则可促进小鼠心肌细胞特异性基因的表达[5]。

有报道一氧化氮(n i t r i c  ox i d e，NO )处理也可促进

mESCs 向心肌细胞的分化。诱导型 NO 合酶(induc i-

ble ni tr ic oxide synthase, iNOS)和内皮型 NO 合酶

(endothelial nitric oxide synthase, eNOS)上调心肌特异

性基因的表达，促进心肌细胞分化[ 2 9 ]。此外，中

药淫羊藿苷和去甲淫羊藿素等均可诱导mESCs 向心

肌细胞分化[30]。近年来，通过高通量筛选技术发现

有效的候选小分子化合物引起了人们越来越多的关

注。hESCs 的心肌分化效率也可通过加入小分子化

合物得到改善。如Chien 实验室[31]研究发现GSK-3β
(glycogen synthase kinase-3β)的抑制剂BIO可以促进

Is l1+ 心肌前体细胞的自我更新。

2.4　共培养诱导分化　共培养方法模拟了胚胎发育

的调控机制，采用 ESCs 和内脏内胚层细胞共培养

的方式，利用后者分泌的多种细胞因子可以促进

ESC s 向中胚层心肌细胞分化的机制，提高心肌细

胞的分化效率[32]。如采用禽类的肝细胞等内脏类细

胞和中胚层细胞与mESCs 共培养可以诱导mESCs 向

心肌细胞分化[32,33]。Mummery 等[34]将 hESCs 与内脏

内胚层细胞(visceral-endoderm-like cell lines, END-2)

共培养可以有效地促进hESCs 的心肌细胞分化。进

一步的研究发现加入 p38 MAPK(p38 mitogen-activated

protein kinase)信号通路抑制剂的END-2 条件培养基

同样可以促进hESCs 的心肌分化[35]。但对于END-2

细胞分泌的哪些细胞因子在此过程中起到了关键作

用尚在研究中。

2.5　表观遗传修饰(epigenetic modification)的调控　

ESCs 向心肌细胞分化除了受细胞因子、转录因子和

信号通路的调控外，越来越多的实验证据表明表观遗

传修饰在此过程中发挥着重要作用。表观遗传修饰是

指非基因序列改变所致基因表达水平的变化，这种变

化可通过减数分裂或(和)有丝分裂遗传，表观遗传修

饰可通过特定酶调节干细胞分化过程中特定基因的沉

默或激活，影响分化的进程，DNA 的去甲基化和组

蛋白的乙酰化修饰调节着ESCs 向心肌细胞的分化进

程[36]。如去甲基化制剂5- 氮杂胞苷促进hESCs 的心

肌细胞分化[ 3 7 ]。下调组蛋白去乙酰化酶( h i s t o n e

deacetylases，HDACs)的表达可上调Wnt信号和Nkx2.5

的表达，进而促进心肌分化[ 3 8 ]。同样，抑制组蛋白

去乙酰化酶可促进中胚层细胞向心肌细胞的分化，上

调心肌细胞Nkx2.5、GATA-4、MEF 的表达[39 ]。对

GATA-4的乙酰化修饰，也可上调心肌细胞特异性基

因的表达[40]。近年来，microRNA 在发育和定向分化

中的调控作用引起了研究者的关注。Srivastava实验室[41]

的工作表明，mir-1和mir-133可以促进mESCs中胚层

的分化，mir-1可通过转录抑制Notch配体delta-like 1

促进心肌细胞的分化，但mir-133抑制了Nkx2.5的表

达。同样在hESCs，高表达mir-1 可以提高Nkx2.5 的

表达量和心肌细胞分化效率，但高表达mir-133没有

促进心肌细胞分化的作用。小鼠和人胚胎干细胞向心

肌细胞分化过程调控因子见图1 和图2。

3　iPSCs 向心肌细胞的分化

2006 年 Yamanaka 研究组[42]通过巧妙的实验设

计，从24 个候选基因中筛选出4 个与ESCs 多能性

密切相关的基因 Oct4、Sox2、c-Myc 和 Klf4，并

将它们导入到小鼠胚胎成纤维细胞 (mouse embry-

onic fibrob last，MEF) 和鼠尾成纤维细胞(tai l t ip

f i b r o b l a s t，TTF)，成功地将其重编程为具有类似

mESCs 的多能性细胞—— iPSCs。2007 年底，人类

皮肤成纤维细胞 (human dermal fibroblast，HDF) 重

编程成功 [43,44]。 2008年，Martin研究组[45]和Yamanaka

研究组[46]相继在Circulation 杂志发表论文证明miPSCs

可以在体外分化成为心肌细胞，但其分化效率低于

mESCs。这些工作对于 iPSCs 作为新的心肌细胞移

植来源给予了肯定与支持，同时也进一步证明了

i P S C s 的分化多能性。

4　本领域亟待解决的问题与展望

毫无疑问，ESC s 的研究在最近十几年已经取

得了丰硕的成果，不仅在建系和培养技术上，而且

在对其自我更新和定向分化的调控机制方面有了更
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深的认识。iPSCs 的问世还不到三年，但研究进展

迅猛。新近我国科学家证明了 iPSCs 可以培育出活

体小鼠[ 4 7 , 4 8 ]，表明 iPSC s 拥有和 ESC s 相似的全能

性。但人们对二类细胞的认识仍有限。如何充分利

用ESCs 和 iPSCs 向心肌细胞分化的体系，更清楚地

了解心肌分化的机制，并揭示二类细胞在分化过程

中的异同，为这些多能干细胞的临床应用做好铺垫

是我们面临的挑战。为有效地实现ESCs 和 iPSCs 向

心肌细胞的定向分化，以下几方面的研究有待加

强：(1)进一步揭示 ESCs 向心肌细胞定向分化的分

子调控机制和表观遗传修饰机理；( 2 )筛选和确定

ESCs 向心肌细胞分化各阶段的表面标志物；(3)优

化 ESC s 向心肌细胞分化的培养方案，有效地提高

ESCs 向心肌细胞的分化效率及建立诱导向特定类型

心肌细胞定向分化的方案并探讨其调控机制。在

iPSCs 研究方面，Lowry 研究组[ 4 9 ]新近利用比较表

达组学手段发现miPSCs 与 mESCs 基因表达谱上存

在明显差别。因此，有必要加强 iPSCs 向心肌细胞

分化过程中和ESCs 分化特性的比较研究，如 iPSCs

是否具有和ESCs一样的体外分化为心肌细胞潜能和

调控机制；不同来源、不同方法和不同因子组合产

生的 i P S C s 其心肌分化潜能以及成瘤性是否有差

别；现阶段已知的一些促进 ESCs 向心肌分化的因

子和化合物是否同样能促进 i P S C s 的心肌分化；

iPSCs 分化得到的心肌细胞是否有正常的生理功能和

电生理特性，并能改善心梗模型动物的心功能；

iPSCs 的应用有待于建立起有效的向心肌细胞诱导分

化的方案，在 ESCs 建立的诱导分化方案是否同样

适用于 iPSCs。由于ESCs 分化的心肌细胞具有类似

成熟心肌细胞的功能和调控机制[50-52], 随着研究的深

入，iPSCs 和 iPSCs 的体外分化模型作为进一步了解

心脏发育的过程，进而研究遗传性心脏疾病的发生

机制的用途将会受到更多的重视；同时，利用

ESCs 向心肌细胞分化的体外模型检测药物的心肌细

胞毒性及筛选促进心肌分化、改善心肌细胞收缩和

心电功能化合物的价值将会得到体现；并且，这二

类多能干细胞作为细胞替代疗法供源的临床前研究

将会加强。总之，随着我们对心血管发育生物学和

干细胞生物学的深入了解，再生医学将会迎来一个

新的纪元。
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