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本实验室致力于多能干细胞(PSC)向心肌细胞定向分化的生物学基础与临床

应用的研究。多能干细胞可分化为心肌细胞, 具备用于心肌梗塞替代治疗的

巨大潜能, 并可作为体外模型研究先天性心脏病相关的基因。我们建立了胚

胎干细胞(ESC)与诱导型多能干细胞(iPSC)向心肌细胞分化、鉴定、筛选及

标记的技术平台。本课题组研究内容涵盖几个方面: (1)以ESC诱导心肌细胞

分化为体外模型, 结合模式动物研究与心脏发育及先天性心脏病相关的基因

及机制; (2)探索信号分子对PSC定向分化调控的作用机理, 开发高效诱导分化

体系; (3)制备疾病iPS细胞模型, 研究心血管疾病的发生机制和药物筛选; (4)
干细胞在心血管再生医学临床的应用研究, 建立细胞移植治疗动物模型。

http://webplus.xmu.edu.cn/s/30/t/383/a/126277/info.jspy

人类多能干细胞源心肌细胞的研究进展与应用前景
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摘要      人类多能干细胞(human pluripotent stem cells, hPSC)具有无限增殖的能力并可体外分

化成心肌细胞, 可作为新型的细胞源用于心脏疾病的细胞替代疗法、药物检测及心脏发育生物学

的基础研究。hPSC包括人胚胎干细胞(human embryonic stem cells, hESC)和诱导型人多能干细胞

(human induced pluripotent stem cells, hiPSC), 后者的出现不仅使干细胞个性化治疗成为可能, 同时

规避了人胚胎干细胞应用的医学伦理问题, 具有较大的发展空间。尽管hPSC源心肌细胞的应用研

究已取得极大进展, 但将这种心肌细胞应用于临床仍有许多技术问题需要解决。该文将综述hPSC
源心肌细胞的技术进展, 探讨hPSC源心肌细胞的应用前景, 并对存在的问题和挑战也进行了讨论。
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Cells-derived Cardiomyocytes
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Abstract        Human pluripotent stem cells (hPSC) with the ability to differentiate into cardiomyocytes in 
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culture, open the possibility of generating a virtually unlimited supply of cardiomyocytes for clinical applications, 
drug discovery, and provide an in vitro model for heart development. The past decade sees significant progress in 
this field. The advert of induced pluripotent stem cell (iPSC) technology enables personalized cell therapies and 
negates ethical concerns surrounding human embryonic stem cells. Despite the great progress, the clinical use of 
hPSC-cardiomyocytes as regenerative medicine is still in its infancy, and many technical hurdles remain to be ad-
dressed. This review summarizes technical advances toward the generation of clinically relevant human cardiomyo-
cytes from hPSC, including the methods of differentiation, enrichment, and scale-up. We also provide an update on 
the potential of hPSC-cardiomyocytes to be used as a reagent for clinical application, pharmaceutical drug develop-
ment, and basic cardiovascular research. Furthermore, we highlight the key barriers that need to overcome before 
hPSC-mediated human heart repair becomes a reality.

Key  words        embryonic stem cells; cardiac differentiation; regeneration; drug discovery 

心脏疾病是现代社会人类健康的第一杀手, 其
中因冠状动脉堵塞引起的急性心肌梗死及继发性大

量心肌细胞凋亡或坏死导致的不可逆性心脏结构和

功能破坏是致死的主要原因。由于心肌细胞属于终

末分化细胞, 几乎没有再生能力, 使得心肌梗死及其

后续引起的心脏衰竭的治疗成为世界难题。心脏移

植虽然是有效的治疗手段, 但器官捐献者的缺乏使

这一治疗方案无法得到广泛实施。目前, 药物治疗

不能使坏死的心肌细胞再生, 心脏辅助装置、基因

治疗等手段对已坏死或无功能心肌组织也尚无办

法, 而来源于干细胞的心肌细胞移植疗法有望成为

治疗心脏衰竭最有潜力的方法。

人类多能干细胞(human pluripotent stem cells, 

hPSC)是指具有无限增殖、多分化潜能的一类干细

胞, 包括人胚胎干细胞(human embryonic stem cells, 
hESC)和诱导型人多能干细胞(human induced pluri-
potent stem cells, hiPSC)(图1)。hESC是指从桑葚胚

或附植前囊胚内细胞团分离出的多潜能细胞, 1998
年由美国Thomson等[1]首次体外成功分离培养建系。

hiPSC是日本科学家Yamanaka实验室运用重编程

诱导多能干细胞技术(induced pluripotent stem cells, 
iPS), 将4种转录因子Oct4、Sox2、c-Myc和Klf4(或
Oct4、Sox2、Nanog和Lin28)组合导入体细胞, 将
分化的体细胞重编程, 转变为胚胎干细胞样细胞[2]。

iPS技术的优势在于利用病人的自体细胞作为种子

细胞, 解决了细胞移植的免疫排斥问题, 使干细胞个

hPSC的来源包括胚胎干细胞和诱导型人多能干细胞。

hPSC is derived from human embryonic stem cell(hESC) or by reprogramming of human induced pluripotent stem cells(hiPSC). 
图1  hPSC的来源

Fig.1  The sources of human pluripotent stem cells(hPSC)
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性化治疗成为可能, 该技术的出现也大大推动了干

细胞的临床应用。

目前, 人们已成功诱导了hPSC向心肌细胞的

分化, 并对hPSC源心肌细胞的分子生物学特征及功

能进行了深入研究[3-4]。另外, 由于分化方法及规模

化扩增技术的极大进展, hPSC源心肌细胞已成为临

床心血管医学研究的前沿。在体外模型研究方面, 
hPSC源心肌细胞不仅可以移植到心血管疾病的动

物模型中, 而且对于研发药物及研究心脏发育机制

具有重要意义。以下我们将对这几个方面的研究动

态和进展作一简要综述。

1   hPSC源心肌细胞技术进展
1.1   诱导hPSC向心肌细胞分化的方法

获得功能性hPSC源心肌细胞是开发hPSC在药

物筛选、疾病模型以及细胞治疗领域应用的前提。

诱导hPSC分化为心肌细胞的方法一般有三种: 拟胚

体形成法、与内胚层细胞共培养法和加入特定诱导

物定向分化法。

1.1.1   拟胚体形成法      拟胚体是胚胎干细胞在悬

浮培养条件下形成的具有三维结构的细胞团, 细胞

构成与发育中的胚胎相似, 包括内、中、外三种初

始胚层[5]。在分化培养基的作用下, 部分拟胚体分化

为心肌样细胞, 产生节律性收缩[6-7]。

目前, 多采用胶原酶消化或机械消化的方法使

hPSC从饲养层细胞上脱落, 然后将其悬浮培养在分

化培养基中, 诱导hPSC形成拟胚体[8]。这种培养方

法需要将细胞打散成单个细胞, 在诱导鼠胚胎干细

胞(mouse embryonic stem cells, mESC)向心肌细胞

分化的实验中获得成功。但由于hPSC较脆弱, 在单

细胞状态下成活率低, 这种方法不适用于从hPSC中
获得拟胚体。为解决这一问题, 有研究者通过离心

把分散的hPSC重新聚集在圆底的96孔板中[9], 或使

用V型细胞板并添加Rho相关激酶(Rho-associated 
kinase, ROCK)抑制剂来促进hPSC的存活[10-11]。这

些方法虽然可以提高细胞的成活率、较好地控制

拟胚体的大小和均一性, 但并不适合规模化扩增培

养。

虽然拟胚体的分化在某种程度上是随机的, 但
一些因子却可以诱导它们向心肌细胞定向分化。研

究发现一些小分子, 如维甲酸、DMSO、5-氮杂胞苷、

维生素C、视黄醛X受体(retinoid X receptor, RXR)

激活剂及过氧化物酶增殖激活的受体(peroxisome 
proliferator activated receptor alpha, PPAR-α)拮抗剂

等均可诱导鼠拟胚体向心肌细胞分化[12-16]。5-氮杂

胞苷和维生素C能够促进hESC向心肌细胞分化[4,17]。

Cao等[18]也证实, 维生素C通过促进心脏祖细胞的增

殖, 可提高鼠及人的iPSC向心肌细胞的分化效率, 提
高效率分别为7.3倍和30.2倍。另外, 一些生长因子

及细胞因子, 如BMP(bone morphogenetic protein)、
FGF(fibroblast growth factor)、oxytocin、cardiotro-
phin 1[19-22]也可以促进mES向心肌细胞分化。通过

高通量筛选技术, 研究者们还发现二氨基嘧啶及磺

酰腙类化合物可以诱导鼠胚胎癌细胞系P19及胚胎

干细胞系分化为心肌细胞[23-24], 但是它们是否可以诱

导hPSC向心肌细胞的定向分化尚未见报道。近年

来, 随着心脏发育机制的逐步阐明, 研究者们可以通

过控制信号通路诱导hPSC的定向分化。Lian等[25]发

现通过顺序抑制GSK3(glycogen synthase kinase 3)、
β-catenin的表达或者通过化合物瞬时抑制Wnt信号

通路, 可高效诱导多种hPSC细胞系产生功能性心肌

细胞, 纯度高达98%。

1.1.2   与内胚层细胞共培养法      另外一种方法是

将ES细胞与内胚层细胞共培养来诱导其向心肌细

胞分化。END2细胞来源于鼠胚胎瘤, 属于内脏内胚

层样细胞系。早期研究表明, mESC与END2细胞共

培养可诱导mESC向心肌细胞定向分化[26-27]。这一方

法同样适用于hESC的诱导分化, 并且有研究发现, 在
这一过程中使用无血清培养基可提高诱导效率[28]。

但END2细胞来源于鼠, 这种方法可能导致异源性成

分引入hESC, 因此并非临床应用的理想方案。

为获得临床可用的高纯度心肌细胞, 我们系

统分析了END2的调整培养基(conditioned medium, 
CM)并寻找其促心肌分化的机制。结果发现, 培养

过END2细胞的调整培养基能够清除抑制ES分化的

因子—胰岛素。此外, 一种由END2细胞代谢产生

的小分子前列环素(PGI2), 可有效诱导ES向心肌细

胞分化; 进一步研究发现, 使用添加PGI2无血清培养

基的同时如添加p38 MAPK的抑制剂SB203580, 可
更高效地获得心肌细胞。该方法在国际上首次实现

了在无饲养层、无血清并且化学成份明确的条件下

定向诱导ES细胞向心肌细胞分化, 使hESC源心肌细

胞应用于临床成为可能[29]。

1.1.3   定向诱导分化法      有些学者致力于研究在
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无拟胚体形成的情况下诱导iPSC定向分化为心肌细

胞的方法。Laflamme等[30]在无血清培养基中添加

Activin和BMP4, 可获得30%的心肌细胞; 另一个课

题组通过在此基础上添加FGF和血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor, VEGF)的方法也

获得了来源于ES的心肌细胞[31]。还有一些研究者通

过分选KDR和C-KIT阳性细胞以获得ES分化过程中

出现的多潜能心血管祖细胞。分选出的心血管祖细

胞可分化成心肌细胞、血管内皮细胞及平滑肌细胞; 
进一步采用细胞表面标志物PDGFRα筛选可以获得

更高纯度的心肌细胞[32]。实验发现, 这种优化后的

方法即使不经第一步心血管祖细胞的筛选, 也可获

得纯度大于50%的心肌细胞。

尽管目前已有多种从hPSC获得心肌细胞的方法, 
但很难对各种方法的优劣进行比较, 并且各种方法的

重复性低。实际上, 由于各种hESC细胞系在遗传学及

表观遗传学方面存在差异, 且不同实验室培养hESC的
方法不同, 因此衍生出多种分化培养方法[33-34]。最近

有报道称, 一种新的心肌细胞分化方法可在hESC及
iPSC中产生同样的效果。研究者把hESC分散成单

个细胞诱导其形成拟胚体, 离心后培养于V型底的

96孔板中, 能诱导多种hESC产生64%~89% Troponin 
I阳性的心肌细胞[35]。但这一方法还有待于其它实

验室的验证。

1.2   hPSC源心肌细胞的分子表型及功能特征

在hPSC向心肌细胞的分化过程中, 可检测到

多种转录因子的时序性表达。ES细胞带有Oct4、
Nanog、SSEA4和Sox2等多潜能标志(图2), 进入分

化进程后, 它们的表达迅速降低[29]; 随后, 中胚层标

志Tbra、Mesp1及Mesp2瞬时表达上升[36]。早期心

肌特异性转录因子Nkx2.5、Gata-4、Hand2、Tbx5
和Mef2C的表达标志着心肌细胞开始生成; 到拟胚

体发育的第12天, 心脏特异性标志物ANF、结构蛋

白α-MHC、MLC-2a及Tropomyosin开始表达, 并且

随着分化时间的延长表达量逐渐升高[37-38](图2)。免

疫染色结果显示, hPSC可分化为多种心肌细胞, 包
括心房细胞和心室细胞等。Pipette-aided细胞内记

录及膜片钳分析也显示分化细胞中包含窦房结、心

房细胞及心室细胞[39-40]。有趣的是, 这些不同类型

心肌细胞的分化比例取决于所选择的分化培养方

法。例如, 通过形成拟胚体的方法诱导ES向心肌细

胞分化, 得到的大多是心室细胞, 同时也有相当比

例的窦房结细胞及心房细胞[39]; 而通过与END2细
胞共培养可获得80%的心室细胞[40]。但不管应用哪

种分化方法, hESC源心肌细胞均带有胚胎表型, 显
示相对活跃的静息电位及相对低的动作电位升支速

hPSC带有Oct4、Nanog、SSEA4和Sox2等多潜能标志, 形成拟胚体后, 它们的表达迅速降低, 同时伴随着中胚层标志Tbra、Mesp1及Mesp2瞬时

表达上升。Nkx2.5、Gata-4、Hand2、Tbx5和Mef2C的表达标志着心肌细胞生成的开始。随后, 心脏特异性标志物ANF、α-MHC、MLC-2a及
Tropomyosin开始表达, 并且随着分化时间的延长表达量逐渐升高。

hPSC expresses many key pluripotent markers such as Oct4, Nanog, SSEA4 and Sox2. Upon differentiation initiation, the expression of the markers 
like Oct-4, Nanog, SSEA4 and Sox2 were quickly down-regulated, followed by transient up-regulation of mesodermal markers such as Tbra, Mesp1 
and Mesp2. The expression of the early cardiomyocyte-specific transcription factor Nkx2.5, Gata4, Hand2, Tbx5 and Mef2C marked the beginning of 
cardiomyogenesis. Then, the structural proteins ANF, α-MHC, MLC-2a and Tropomyosin were expressed, and the expression level increased with time.

图2  hPSC向心肌分化的示意图及在分化过程中细胞分子标志物表达的变化

Fig.2  Schematic illustration of hPSC cardiac differentiation stages and associated markers
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度。Sartiani等[41]通过监控膜电流变化及离子通道

基因的表达, 发现hESC源心肌细胞培养3个月后才

会发育成熟, 但也未发展到与成人心室细胞相当的

成熟度。

1.3   hPSC源心肌细胞的规模化扩增和纯化

hPSC源心肌细胞能否进行规模化扩增及纯化

对其在细胞治疗及药物研究领域的应用至关重要。

1.3.1   hPSC源心肌细胞的规模化扩增      现有的规

模化细胞培养平台多用于能耐受胰酶消化、由单

个细胞生长形成的非永生化细胞系, 而hPSC最好的

生长条件是在饲养层上克隆化生长, 这是大多数生

物反应器所不能满足的。将无滋养层培养技术及

ROCK抑制剂用于hPSC培养, 使hPSC能适应于生物

反应器的培养条件, 是未来的发展方向, 但如何使其

高效生长仍是一个挑战。

许多研究小组尝试在微载体上培养及扩增

hESC。Phillips等[42]将hESC接种于HillexTM磁珠上

静止培养24 h, 然后放在旋转瓶中不时搅拌。培养

7 d后, 细胞扩增了两倍; 而通过在CytodexTM磁珠上

包被基质胶[43]或变性胶原[44]的方法可以使细胞扩增

7倍。Lock等[45]在旋转培养瓶中使用基质胶包被的

HyQSpheresTM扩增hESC, 基于基质胶中的FoxA2和 
Sox17可诱导细胞分化, 这种方法能够获得80%的内

胚层细胞, 并且可以在8天内扩增细胞34~45倍。但

由于仅建立了50 mL培养体系, 并且未证明后续传代

是否有效, 因此还需进一步验证。Oh等[46]分别用静

止及振荡培养的方法, 把hESC接种于用基质胶包被

的纤维素珠子上。细胞可以通过胰酶及胶原酶消化

的方法进行传代, 并且两种细胞系可持续传代25次
而保持核型不变。随后, 这一小组在层黏连蛋白包

被的TOSHO-10TM上培养hESC, 发现在这一培养体系

中, 直接加入心肌生成培养基就可获得心肌细胞[47], 
但遗憾的是, 所获得的心肌细胞比在搅拌培养条件

下数量减少了一半。

最近报道了一种悬浮培养hESC的方法[48], 该方

法因无需把hESC接种在底物上而具有良好的前景。

该方法通过“研碎(trituration)”将大细胞团打散成小

细胞团进行传代。实验证明, 多种ES细胞系用这种

方法培养可保持10周内未分化, 但由于在传代过程

中有细胞损失, 细胞生长率较在饲养层上缓慢。培

养20周后, 有一个hES细胞系出现核型改变。同时, 
Amit等[49]通过在生长培养中添加FGF和IL-6、Singh

等[50]商业化的mTeSR1培养基, 均证实了hESC可以

在无载体条件下进行悬浮培养, 但这些方法可否用

于大规模化生物反应器扩增仍未可知。

1.3.2   hPSC源心肌细胞的纯化      获得均质、高纯度

的hPSC源心肌细胞是开展下游体内与体外应用的先

决条件。特别是用于细胞治疗的心肌细胞必须是无杂

质、细胞状态均一的。重要的是, 其中不能包含未分化

的细胞, 否则移植后可能产生畸胎瘤。早期人们通过

人工挑选搏动区域的方法收集hESC源心肌细胞[3], 这
种原始的方法显然不适用于规模化富集。另一种方法

是通过Percoll梯度离心的方法收集拟胚体, 然后悬浮

培养这些“cardiac bodies”[51]。如果进一步通过流式

细胞仪分选α-MHC阳性细胞, 可使心肌细胞富集率

达到60%。也有报道通过细胞表面标志物CD166[52]、

EMILIN2[53]或者线粒体染料四甲基罗丹明乙酯[54]进

行细胞分选, 可使阳性细胞富集率达到60%~99%。

但该方法的不足之处是分选细胞的条件十分恶劣, 
且并未报道分选后细胞的存活比例。因此, 通过细

胞分选的方法纯化心肌细胞仍是一种低效的方法。

基于转基因表达的谱系筛选策略是富集hPSC
源心肌细胞最有效的方法。该方法首先被成功运用

于从mESC中富集心肌细胞[55]。将α-MHC启动子与

编码新霉素抗性基因的cDNA融合, 然后稳定转染

mESC, 在细胞分化过程中加入G418筛选, 可获得高

纯度的心肌细胞。我们率先将谱系筛选的方法成功

应用于hESC, 筛选后的细胞经细胞免疫染色鉴定, 
证明富集的心肌细胞纯度可达99%[56]。与其它方法

相比, 谱系筛选方法最适于大规模扩增hESC源心肌

细胞。虽然在hPSC中引入基因将给临床应用带来

巨大的安全性考验, 但选择一个合适的转基因及安

全的插入位点可使风险大大降低。值得指出的是, 
这种高纯度的人源心肌细胞将是药物研发理想的细

胞源。

2   hPSC源心肌细胞的应用
hPSC源心肌细胞可用于心脏再生治疗、药物

开发和心脏发育的基础研究等领域(图3)。
2.1   心脏再生的细胞治疗

心血管疾病是全世界发病率和死亡率最高的

疾病之一。hPSC具有生产无限量心肌细胞的能力, 
在再生医学治疗心脏疾病方面展示了很好的应用前

景。此外, iPS技术的发明更使利用自体细胞进行个
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性化治疗成为可能。目前, 在移植hPSC源心肌细胞

治疗心血管疾病的动物模型中取得了一定进展, 但
尚未观察到非常显著的长期疗效。

初期研究中, Laflamme等[57]利用Percoll梯度离

心法富集来源于hESC的心肌细胞, 热休克处理后

将其移植到健康无胸腺大鼠的左心室壁中, 虽然移

植后有大量细胞死亡, 但存活的细胞植入情况良好, 

并且大多数表达肌节标记蛋白MHC(myosin heavy 

chain)。在后续研究中发现, 热休克结合促存活因子

的cocktail能促进梗死区域的心肌重生; 并且实验表

明, 移植后hESC源心肌细胞可明显触发血管性反应, 

移植区域伴有大量血管生长。有趣的是, 这些新生

血管中包含有大量来源于人类的血管, 提示移植细

胞中混有内皮始祖细胞。胸壁超声心动图及核磁共

振(magnetic resonance imaging, MRI)检测表明, 移植

4周后心室扩张及收缩壁厚度有所改善, 但左心室射

血分数未见明显增加。

van Laake等[58]将2×106个带有GFP标记的hESC

源心肌细胞移植至心梗NOD SCID鼠中。免疫组

化结果显示, 移植13周后移植物长期植入, 并且移

植细胞存活良好。虽然最初移植的细胞中仅含有

20%~25%的心肌细胞, 但移植到体内后, 可观察到心

肌细胞逐渐富集并成熟。MRI数据表明, 与未移植组

相比, 移植组在移植4周后心功能得到明显改善, 3个

月后心功能改善不再显著。但最近有研究指出, 将

hESC源心肌细胞移植至慢性大鼠心梗模型, 并不能

改善心脏功能, 甚至不能阻止心脏重塑的发生[59]。

hESC源心肌细胞除了应用于治疗心肌梗死, 还

具备作为生物起搏器的潜能。Kehat等[60]和Xue等[61]

将hESC源心肌细胞与大鼠心肌细胞共同培养, 发现

hESC源心肌细胞可在体内、外起搏不活跃的心室

肌细胞, 表现为拟胚体的节律性收缩与大鼠组织的

电活动同步; 细胞连接处connexin-43免疫染色阳性, 

进一步证实了两种细胞间的耦合性生长。通过三维

电生理分析发现, 将hESC源心肌细胞移植至房室传

导阻滞的猪模型中, 可起搏猪的心脏[60]。这些研究

表明, hESC源心肌细胞移植到动物心脏后可与受体

心肌发生整合, 说明hESC源心肌细胞有作为生物起

搏器的医疗潜能。

2.2   药物开发领域的应用

hPSC源心肌细胞有望近期转化的应用是将其作

为药物检测的体外细胞模型, 尤其是将hPSC源心肌

细胞用于评估药物对心肌细胞的毒性方面。以往药

物研究结果显示, 许多药物可导致致命性心律不齐, 

也称为扭转型心动过速(torsades de pointes, TdP)[62]。

TdP的形成表现为心电图中QT间期延长, 即心室动作

来源于hPSC的心肌细胞可用于心脏再生治疗、药物开发和心脏发育的基础研究等领域。

hPSC-derived cardiomyocytes can be used in the fields of cardiac regeneration therapy, drug pharmaprojects and basic research on heart development.
图3  hPSC源心肌细胞的应用

Fig.3  The use of human pluripotent stem cells derived cardiomyocytes(hPSC-CM) 
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电位的持续时间延长。大多数导致QT间期延长的药

物可抑制hERG(human ether-a-go-go related gene)钾离

子通道[63]。hERG钾离子通道介导心肌膜电位复极

化, hERG的抑制会延长动作电位持续时间, 导致心

律失常。

目前大多药物研发者评价新药物的心脏毒性, 
通常首先检测其在心肌细胞系中是否抑制hERG钾

离子通道的表达。但由于hERG的抑制并不总是

导致QT间期延长, 因此单一检测hERG离子通道的

表达会产生许多假阳性结果。例如维拉帕米(vera-
pamil)可阻断hERG通道, 但也能同时抑制L-型钙离

子通道[63]。由于维拉帕米对这两种通道蛋白的双重

作用, 导致其对QT间期影响甚小, 甚至会缩短QT间
期。因此, 药物研发者需要更可靠的研究模型以减

少由单一hERG离子通道检测带来的假阳性结果, 而
hPSC源心肌细胞因具备表达人心脏中几乎所有通

道蛋白的特征而成为药物筛选的良好模型。由于

hPSC源心肌细胞能够产生自发搏动, 研究者可通过

微电极阵列(microelectrode arrays, MEA)检测动作电

位的持续时间以便更全面地分析药物毒性。作者通

过研究发现, 化合物E-4031和阿司咪唑(astemizole)
可延长hESC源心肌细胞的QT间期[38]。Tanaka等[64]

也在iPSC来源的心肌细胞中证实维拉帕米可缩短场

电位的持续时间, 而E-4031的作用相反。Braam等[65]

也有类似的发现。

然而, 单一检测QT间期延长并不足以预测扭

转型心动过速。例如, 许多化合物能延长动物和人

的QT间期, 但并不引起扭转型心动过速[66]; 相反地, 
一些化合物能够引起扭转型心动过速, 却不延长QT
间期。hPSC源心肌细胞模型可提供QT间期预测以

外的更多信息。例如, 有研究通过膜片钳记录发现

E-4031可诱导hESC源心肌细胞动作电位的早期除

极, 这可能是引起扭转型心动过速的原因[67-68]; 又有

研究表明, 与兔或犬齿类动物的浦肯野纤维细胞相

比, hESC源心肌细胞对奎尼丁(quinidine)和特非那

定(terfenadine)更敏感。Jonsson等[69]通过膜片钳技

术分析心律不齐发生风险的附加参数, 包括逆使用

依赖性和动作电位三角形化, 而hESC源心肌细胞模

型获得的数据与来自兔浦肯野纤维细胞的数据相

当。

虽然hPSC源心肌细胞模型在估测QT间期特性

方面比其它传统方法更具优势, 但是hPSC源心肌细

胞呈胚胎样表型仍是一个问题。因此, 寻找更好的

分化条件以获得成熟的成人样心室细胞, 或运用组

织工程的方法产生类似于成人心脏的成熟、均质并

且生理学特征一致的心肌组织是未来的发展方向。

除预测心律不齐, hPSC源心肌细胞也可用于预测药

物诱导的其它类型的心肌毒性, 例如许多化疗试剂

对心脏功能的副作用等, 也有报道通过检测hESC源
心肌细胞Troponin T的释放来评估阿霉素的毒性[70]。

此外, 重编程患者体细胞技术使体外筛选治疗

遗传性疾病的药物成为可能。两个小组分别把先

天性QT间期延长病人的皮肤成纤维细胞重编程为

iPSC[71-72]。当带有突变基因的iPSC分化为心肌细胞

时, 这些心肌细胞表现为QT间期延长, 可作为心脏

病的体外表型。此外, 这些带有突变基因的iPSC源
心肌细胞对心律不齐药物更敏感。这些研究为利用

hPSC作为疾病模型或药物研发模型提供了很好的

范例。

总之, 将hPSC源心肌细胞用于药物研发为研究

者们提供了更多新的检测方法和疾病模型。自发搏

动的细胞可用于筛选增强心脏收缩的药物, 也可以

用于研究心肌肥大的机制并筛选治疗药物[73]。

2.3   心脏发育研究领域的应用

心脏来源于中胚层, 是最早形成并行使功能的

器官。心脏发生(cardiogenesis)的早期事件主要出现

在胚胎原肠胚时期(gastrulation)。这一时期决定了

中胚层细胞向心脏发育的命运, 并且心肌祖细胞开

始向胚胎背部、前端部迁移。心脏发生的时间和空

间的协调性提示, 这个过程存在着复杂的遗传调控

程序, 细胞间的信号传导和基因的时序性表达精确

控制着细胞的命运[74]。大量关于心脏发育早期分子

调控机制的研究对象是果蝇、线虫等无脊椎动物和

斑马鱼、小鼠等脊椎动物。

来源于人类的hPSC源心肌细胞模型在研究心

脏发生发育分子机制中有无可替代的价值。首先, 
建立hPSC向心肌细胞分化的模型, 使得在体外研究

人心肌细胞的电生理特性成为可能。研究者可以通

过MEA来检测心肌细胞的电生理状况。MEA的芯

片通常有60个电极可以同步记录信号, 可以直接在

这个电极上培养组织或者细胞长达数月, 能够非常

方便地监测细胞的电生理活动。另外, 以hPSC源心

肌细胞作为体外模型, 有利于探寻影响人心肌细胞

发生发育的关键因子、研究心肌细胞分化的调控
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机制及相关信号通路。如我们通过分析hESC分化

的心肌细胞转录谱, 筛选并获得一批与心肌分化发

育相关的候选基因[38]; 进一步的研究工作结合斑马

鱼(zebrafish)动物模型进行功能缺失(loss-of-function)
分析, 找出了一些与心脏发育相关的基因。我们近

期发现其中一个基因—RNA结合蛋白24(RNA-
binding motif protein 24, Rbm24)在心脏早期发育中具

有重要作用。该基因通过调控一系列心脏相关基因

的表达维持心脏的正常功能, 在心脏细胞肌丝形成

及维持心脏节律性收缩的过程中不可或缺[75]。

3   结论及展望
从过去几年发表相关论文的数量来看, hPSC源

心肌细胞及相关领域的发展日渐迅猛。其中iPS技
术由于不受伦理道德约束, 发展更加引起关注。

3.1   hPSC源心肌细胞的获取

近年来, hPSC源心肌细胞在诱导分化、扩增纯

化以及分子表型和功能学研究方面取得了令人瞩目

的进展, 但仍有许多问题需要解决。例如, 建立高效

的分化方法和规模化扩增平台、提高心肌细胞成熟

度以及定向分化成特异单一的心肌细胞亚型等。因

此, 需要进一步阐明调控细胞分化的遗传机制及表

观遗传机制, 同时完善诱导hPSC向心肌细胞分化的

方法以及对hPSC源心肌细胞进行规模化扩增和纯

化的技术。

3.2   hPSC源心肌细胞的应用

hPSC源心肌细胞在心脏再生治疗、药物开发

及疾病模型等领域有广泛的应用前景。

目前, hPSC源心肌细胞移植在啮齿类动物心梗

模型中并未观察到明显的长期疗效。在再生治疗方

面, 移植心肌祖细胞[76]和工程化心脏组织[77]将是未

来研究的方向。目前, 一些研究小组已成功地研发

了组织工程方法, 利用hESC源心肌细胞构建心脏组

织[78-79], 并且证明内皮细胞与成纤维细胞的加入将

促进血管化组织的产生。亦有研究显示, 将hESC源
心肌细胞构建成组织能够提高移植细胞的存活率, 
且有利于整合到移植体中[80]。同时, 作为临床前试

验, 未来的移植研究应在大型动物上进行, 而最终将

其应用于心脏病的治疗还有待于hPSC分化效率的

进一步提高及周期短、投入低的规模化扩增技术的

发展。

hPSC源心肌细胞作为药物检测的体外细胞模

型有着良好的应用前景, 然而这有赖于与体内细胞

表型类似、成熟、均质的hESC源心肌细胞的规模

化生产。因此, 关键问题在于怎样通过稳定的生产

条件获得具有成人心室表型的心肌细胞。通过组织

工程的方法获得心脏组织将可以提供一个更加接近

生理条件的模型。

在建立疾病模型方面, 有研究表明, 可用诱导

hESC分化产生心肌细胞的方法来诱导iPSC分化成

心肌细胞[81-82]。重编程患有先天性心脏病患者的体

细胞将为建立个性化体外研究疾病表型提供可能。

目前两种先天QT间期延长的心脏病模型已经建立, 
在不久的将来, 将有更多的心脏病模型被复制出来。

此外, 来自于患者的iPSC源病态细胞可用于寻找新

的疾病诊断指标及治疗方案的研究。

综上所述, hPSC源心肌细胞的研究将对心血管

医学的发展产生深远影响。虽然仍存在许多技术瓶

颈, 但干细胞研究的巨大前景必将推动相关领域的

迅速发展。结合各领域已取得的成果, 促进多学科

交叉, 跨越医学、发育生物学、组织工程学等学科

间的障碍, 将为干细胞的临床应用带来关键性的突

破。
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