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多能干细胞诱导分化及体细胞转分化

为心肌细胞的研究进展
姜良霞，陈忠良，杨世华*

(昆明理工大学生命科学与技术学院，昆明 650500)

摘　要 ：心血管疾病是威胁人类健康的重大疾病，而心肌细胞数量逐渐减少，甚至衰竭是其核心病变。心

肌细胞补偿性替代治疗是未来用于治疗这类疾病的重要手段，因此，心肌细胞的来源和有效治疗将成为关键。

目前，心肌细胞构建的主要方法有多能干细胞诱导分化成心肌祖细胞或心肌细胞、心源性心肌祖细胞，以

及体细胞重编程等。其中，多能干细胞向心肌细胞分化是最常用的方法；而体细胞转分化技术相较于传统

的诱导多潜能干细胞衍生心肌细胞缩短了时间窗，为潜在的心血管疾病治疗提供了另一种思路。随着获取

心肌细胞效率及其质量的提升，未来心血管疾病的治疗将有望获得重大突破。

关键词：心肌细胞；分化；重编程

中图分类号：Q813         文献标志码：A

Progress in pluripotent stem cell differentiation and somatic cell 
transdifferentiation into cardiomyocytes
JIANG Liang-Xia, CHEN Zhong-Liang, YANG Shi-Hua*

(Faculty of Life Science and Technology, Kunming University of Science and Technology, Kunming 650500, China)

Abstract: Cardiovascular diseases are one of the leading causes of human death in the whole world. The 
progressive decrease and even exhaustion of myocardial cells are the root causes of cardiac problems. Cardiac 
muscle engineering will be an important tool for curing the cardiovascular disorders in future. Therefore, production 
of perfectly matched cardiomyocytes is important for cardiovascular replacement therapy. But the challenge is how 
to generate the cardiomyocytes. There are some methods to construct myocardial cells, including differentiating 
induced pluripotent stem cells into cardiac myocytes, myocardial cells derived directly from animal or human heart, 
somatic cell reprogramming, and so on. Differentiating pluripotent stem cells is the most popular method; also 
somatic cell reprogramming and transdifferentiation can shorten the time for generating cardiomyocytes compared 
with the traditional method with induced pluripotent stem cells. Recently published observations confirm the hope 
that differentiating pluripotent stem and somatic cell reprogramming will be potential methods for cardiovascular 
disease treatment. With the improved efficiency in obtaining cardiomyocytes, it is possible to have a big 
achievement in cell therapy for cardiovascular diseases.
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心血管疾病是危及人类健康与生命的重大疾

病。风心病、心肌病和冠脉疾病等心脏疾病的共同

特点是：具有完整收缩功能的心肌细胞数量相对或

绝对减少，纤维瘢痕组织增生替代正常的心肌细胞，

DOI: 10.13376/j.cbls/2014098
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最终导致心脏衰竭。新生哺乳动物的心脏损伤部位

能够通过心肌细胞增殖来修复 [1]，但在出生后不久，

几乎所有的心肌细胞由增生型转变成肥厚型，即形

成双核心肌细胞，退出细胞分裂周期 [2]。研究表明，

成人心肌细胞每年的更新率小于 1%，且成人心脏

中只有 40% 的心肌细胞是后天生成的 [3]。成年小鼠

心肌梗死后形成的持久性瘢痕组织也说明，心脏形

成新生心肌细胞的能力有限。虽有报道称哺乳动物

胎儿出生前心脏发育所需的生长因子，如 neuregulin 
1 (NRG1) [4] 和 periostin (POSTN) [5] 可在体外诱导心

肌细胞亚群重新进入细胞周期，但到目前为止还不

能确定其产生的机理。另一方面，心肌细胞的替代

治疗也成为人们关注的焦点。多能干细胞 (pluripotent 
stem cells, PSCs) 具有分化为三个胚层中各种类型细

胞的特性。这些特性不仅赋予了 PSCs 在研究心肌

细胞发生与发育过程中分子机制的重要价值，而且

为研究治疗心肌梗死的细胞替代疗法以及心肌组织

工程提供可能性。心肌细胞体内、体外重编程技术

的建立，为心肌细胞再生和功能恢复带来了更为广

阔的应用前景。本文重点总结了心肌细胞再生和其

中的细胞分子生物学机理。

1　心脏发育机制

心脏发育过程较为复杂。小鼠与人在基因上有

高达 90% 的同源性且两者的心血管系统极为相

似 [6]，通过基因修饰小鼠模型的分析使得人们对心

脏及血管发育的分子机制有了更多的认识，比如心

脏的起源与诱导、心血管形成、心脏的不对称发育、

心脏扭转 ( 环化 ) 与心室分化、心脏传导系统与血

管形成、心肌的分化。小鼠心脏和血管的发育起源

于中胚层的祖细胞——生心祖细胞 (cardiac progenitor)
和生血管祖细胞 (angioblast)，它们受不同的诱导信

号激活开始定向发育 [7]。在小鼠胚胎发育第 5 天，

外胚层近端 Nodal 信号被激活，诱导 BMP4 表达，

BMP4 又进一步上调近端外胚层 Wnt3 的表达。在

第 5.5 天，Wnt 信号抑制剂 Dkk1、Nodal 信号抑制

剂 Lefty1 以及 Cer1 阻断 Wnt 信号和 Nodal 信号在

后期外胚层的表达，进而促进外胚层定向发育。在

第 5.75 天左右，在 Wnt 信号的作用下中胚层的相

关基因，如 T (brachyury)、Eomes 等开始表达。随后，

中胚层内参与上皮 - 间充质转换的基因 ( 如 Fgf4 和 
Fgf8) 也被激活。T、Eomes 开始诱导 MESP1 的表

达 [8-9]。MESP1 可直接或间接地调控 Tbx5、Nkx2-
5、Mef2c、Gata4、Hand2、Myocd、Isl1 和 Foxh1 等

与心脏发育相关的核心转录因子的表达 [10]。一旦生

心中胚层被确定，经典 Wnt 和 Notch 信号通路就会

调控心肌祖细胞的增殖和分化 [11-12]。生心中胚层可

分化出心肌膜、第一生心区 ( 可形成心房、左心室、

心传导系统 )、第二生心区 ( 可形成右心室、外流

道和部分心房 ) 及心外膜间充质 [13]。小鼠心脏发育

经过原始心管的形成和复杂的形态发生，最后形成

四腔室结构的心脏。整个过程可以分为四个阶段：(1)
生心细胞的诱导和特化；(2) 心血管形成；(3) 心脏

环化和不对称发育；(4) 腔室特化和生长 [14] 。

2　多能干细胞定向诱导分化成心肌细胞

多能干细胞定向诱导分化为心肌细胞的研究较

为深入和广泛，为心肌细胞替代治疗奠定了基础。

人多能干细胞也可在一定环境下自发分化为心肌细

胞。目前人多能干细胞诱导分化成心肌细胞的方法

有拟胚体 (embryoid body, EB) 诱导法和多能干细胞

单层诱导法 ( 图 1)。
2.1　EB诱导法

EB 法诱导人多能干细胞分化成心肌细胞，最

初是将人胚胎干细胞 (human embryonic stem cells, 
hESCs) 悬浮在含有 20% 血清的培养基中形成球状

体 [15]，该球状体能形成胚外卵黄囊和胚胎的 3 个胚

层，在贴壁 4~7 d 后可诱导出心肌细胞。虽然这种

方法效率很低，但几乎所有的人多能干细胞系用此

种方法都能获得 5%~15% 跳动的心肌细胞 [16]。通

过在前 2 d 加入 Wnt3a [17]，在前 4 d 加入 BMP4 [18]，

第 4~6 天加入 IWR-1 [19] 等均可提高人多能干细胞

诱导分化为心肌细胞的比率。但由于其分化过程中

含有血清，制约了其在临床中的应用，无血清分化

体系也就应运而生。在无血清分化体系中，通过

加入一些小分子可将人多能干细胞诱导分化成心

肌细胞 [20-22]，如前 4 d 在分化培养基内加入 BMP4、
FGF2 和 activin A，第 4~8 天加入 VEGFA 和 DKK1，
第 8 天以后加入 VEGF 和 FGF2，约 70% 左右的

EB 可自发跳动 [21]。另外，在第 3~5 天加入小分子

SB431542 和 dorsomorphin[20] 或在第 4~10 天加入

Wnt 信号抑制剂 IWR-1 [23] 均可提高其分化比率。

5-azacytidine 在人多能干细胞分化为心肌细胞的过

程中也经常用到 [22]。一些促进心肌祖细胞产生的小

分子，如 WNT3a [24]、G-CSF [25] 和抗坏血酸 [26] 等

也可提高其分化比率。然而，如果在分化过程中形

成的 EB 大小不均一，则每次分化为心肌细胞的效

率可能不同，不宜应用于药物筛选和细胞模型等方
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面。通过使用 U 型或 V 型底的 96 孔板可形成大小

均一的 EB，最初用这种方法，从 4 株不同的人类

胚胎干细胞均获得了 23% 左右跳动的 EB ( 其内含

有分化成心肌细胞的 )[27]。Elliot 和其同事采用了此

方法，通过在前 3 d 添加 BMP4、activin A、Wnt3a、
KITLG (SCF) 和 VEGFA，得到了较高的分化比率
[28]。到目前为止，悬浮 EB 分化方法已经较为成熟，

用这种方法通常能使人多能干细胞诱导分化为心肌

细胞的比率高达 70%，且由于整个诱导分化过程为

悬浮体系，有利用于心肌细胞的大量生产。但此方

法较耗时，在不同的时间段需要添加不同种类的小

分子使得技术较复杂，产生的心肌细胞类型复杂，

且由于受多能干细胞状态及 EB 大小等影响，使得

其重复性较差。

2.2　单层诱导培养法

单层细胞诱导分化的技术简单，重复性好，并

且细胞可与小分子化合物、生长因子等充分作用，

故多能干细胞单层诱导法也受到研究者的关注。该

方法最初是将 hESCs 高密度培养，加入高剂量的

activin A，随后用 BMP4 处理 4 d，在第 12 天可产

生约 30% 的心肌细胞 [29]。后来，此方案不断得到

改进，心肌细胞的分化比率也得到了明显的提高，

如在第 1 天加入 Wnt3a，在第 5~11 天加入 DKK1[30]，

在第 3 天加入 Wnt 信号抑制剂 IWR-1 或 IWP-4 等

均可提高心肌细胞分化比率 [31]。其中，通过在第

0~1 天加入 CHIR99021 和第 3~5 天加入 IWP4 或

IWP2 诱导人多潜能干细胞分化为心肌细胞，其效

率达到 80% [32]，这为心肌细胞应用于临床治疗用提

供了可能。

3　成纤维细胞转分化为心肌细胞

转分化是一种类型的细胞或组织在某些理化因

素作用下转变为另一种正常细胞或组织的现象。这

早在几十年前就有报道 [33-34]。最近的研究已经证明，

谱系重编程可产生各类医学相关的细胞类型，包

括胰腺 β- 细胞、神经细胞、软骨核细胞和肝细胞

等 [35-39]，而心肌细胞转分化 ( 体外转分化和原位转

分化 )( 图 1) 有可能为未来人体内相关细胞重编程

为心肌细胞提供思路。

3.1　体外转分化

2006 年，Takahashi 和 Yamanaka[40] 通 过 转 入

Oct4、Sox2、c-Myc 和 Klf4 四种转录因子将小

鼠成纤维细胞重编程为诱导多能干细胞 (induced 
pluripotent stem cells, iPSCs)。随后的研究发现，在

iPSCs 形成后期偶尔可以看到各种终末分化的细胞，

包括跳动的心肌细胞。这表明体细胞可以通过外源

转录因子的导入，直接被转分化为其他类型的体细

胞或祖细胞。利用 Gata4、Mef2c 和 Tbx5 (GMT) 这
3 个转录因子，可以有效地将胎鼠心肌成纤维细胞

转分化成为跳动的类心肌细胞，而这种类心肌细

ESCs：胚胎干细胞；EB：拟胚体；cardiomyocytes：心肌细胞；monolayer ESCs：单层胚胎干细胞；iPSCs：诱导多能干细

胞；myocardial infarction area：心肌梗死区

图1  多能干细胞诱导分化成心肌细胞及心肌细胞转分化
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胞具有胎鼠心肌细胞相似的基因表达谱和电生理特

性 [41]，但其转化比率仅约 6%。通过强制表达心肌

细胞的转录因子或microRNA (如micR-1/133/208/499[42])
也可使小鼠的成纤维细胞转分化为心肌细胞。另外，

也可通过在此基础上加入一些转录因子来提高心

肌转分化的比率，如 GMTH (Gata4、Mef2c、Tbx5、
Hand2)[43]。通过在 GMT 的基础上加入 ESRRG 和 
MESP1 这两种转录因子可将人胚胎干细胞来源的

成纤维细胞转分化为心肌样细胞，在此基础上再添

加 MYOCD 和 ZFPM2 可提高其重编程效率，且重

编程的心肌细胞具有与人心肌细胞相似的基因表达

谱和电生理特性，这可能归功于在重编程过程中，

近百种心肌细胞基因的表达上调及近百种成纤维细

胞基因的表达下调 [44]。然而，到目前为止，体外转

分化获得的心肌细胞比率较低，且体外转分化获得

的心肌细胞和体内的心肌细胞仍有一定的差异，其

中实验室之间使用的成纤维细胞系或诱导载体以及

病毒滴度等不同是引起差异重要原因之一。由于这

种方法可将患者皮肤成纤维细胞直接转分化为心肌

细胞，在临床治疗上有重要意义，也对转分化的机

制研究有重要作用，故受到极大关注。

3.2　原位转分化

心脏主要由心肌细胞、血管细胞、心肌成纤维

细胞构成，其中心肌成纤维细胞约占正常心脏组织

的 50% 左右 [45-47]。在正常和病态心肌中，心肌成

纤维细胞与心脏发育、心肌损伤后瘢痕形成等密切

相关 [48]。如果可以将内源性心肌成纤维细胞直接转

分化为跳动的心肌细胞，则其可作为一个体内潜在

的、巨大的心肌细胞再生来源。最近的研究结果表

明，将载有某些基因 ( 如 GMT 三种基因 ) 的逆转

录病毒直接注入到  小鼠梗死心肌区域可使心肌成纤

维细胞转变成为有功能的心肌细胞，从而改善心脏

功能 [42-43,49-50]。如将载有 GMT 的逆转录病毒载体直

接注入到  小鼠心肌梗死区域，在该区域新产生的心

肌细胞中约有 35% 来自小鼠心肌成纤维细胞 [50]，

其中一半的心肌细胞有良好的横纹肌结构并且显示

出成体心肌细胞的功能特性，包括细胞收缩、电生

理特性以及和其他心肌细胞耦合等。另外，直接在

心肌梗死处注入microRNA如 (microR-1/133/208/499)[42]

也可使心脏成纤维细胞转分化为有功能的心肌细

胞，且效率达到了 1%。和体外转分化相比，体内

转分化有以下几个优点：首先，该过程较为简单，

用时较短；其次，避免体外直接转分化为心肌细胞

可能经历的干细胞或是祖细胞阶段，从而大大降低

形成肿瘤的风险；第三，直接向体内注射明确的因

子避免了细胞移植。但是，体内转分化不能人为地

控制其转分化出来的心肌细胞的特性和数量，且目

前还不清楚新生成的心肌细胞能否长期在心脏受损

部位存活 [51-52]。

4　展望

对于治疗由心肌细胞损伤所致的心脏功能低下

甚至衰竭来说，增加具有功能性的心肌细胞是关键

因素之一。近期利用小分子化合物代替导入外源转

录因子可直接将小鼠终末分化的体细胞诱导成为

iPSCs [53] ，这为临床上利用自身体细胞重编程为

iPSCs，再将其定向诱导分化为适宜进行细胞移植

治疗的心肌 ( 祖 ) 细胞，并借助心肌细胞移植治疗

方法，进而实现心脏功能修复提供了理论根据。这

不仅避免了细胞移植免疫排斥和细胞来源问题，也

解除了患者对接受移植非自身细胞的心理障碍。但

是目前尚未建立起一套通用的、标准的、能够大量

获得临床级的、且能够用于医学治疗的功能性心肌

细胞的方法；另外，用于治疗的心肌细胞的单一性、

稳定性、存活率以及如何避免细胞疗法中未分化的

iPSCs 导致畸胎瘤的危险，仍然是这一领域中的最

大难点。原位转分化为心肌细胞损伤治疗另辟蹊径，

在降低了心脏纤维瘢痕组织增生的同时避免了细胞

治疗中的脱靶效应。但是，这方面技术研究还很有

限，也存在较多不容忽视的问题，如病毒载体所引

发的安全问题，处理的时机和时序性及量效关系等。

为此，探求新的、不借助病毒对细胞进行重编程的

媒介就显得尤为重要和紧迫。另外，心肌细胞发育

的机制问题仍然需要更进一步研究，如何保持构建

的心肌细胞在体内的正常的生理反应，以及治疗时

间间隔等问题有待解决。目前构建的心肌细胞多限

于动物科研阶段，尚未应用于临床。随着人们不断

地深入研究，对它们的各种利弊认识也会越来越清

晰，这为细胞替代疗法实现心脏修复与再生治疗创

造了有利的条件。
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