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心脏干细胞的起源及命运、揭示先天性心脏病及成体心血管疾病的分子调

控机制以及新一代遗传谱系示踪技术的建立及应用等研究工作, 并致力于推

动心脏干细胞在心脏损伤修复和再生医学中的应用。周斌研究组利用已建

立的多种转基因小鼠模型结合遗传谱系示踪技术揭示了冠状动脉起源之谜, 
发现心内膜是大部分冠状动脉血管的起源, 新生小鼠心脏具有新生血管的能

力(Tian et al. Science, 2014)。近期的研究论文发表在Nature、Science、Cell 
Stem Cell、Cancer Cell、J Clin Invest、Circ Res、Cell Res、Proc Natl Acad 
Sci USA、 J Biol Chem等学术期刊上。
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冠状动脉是为心肌供应血液的血管, 在医学上

具有非常重要的意义。当冠状动脉较大的分支发生

堵塞时, 下游心肌因缺血缺氧导致急性心肌梗死。

随后, 受损的心脏通过瘢痕组织替代损伤的心肌, 以
维持心室壁的完整性, 而心脏的泵功能却受到了不

可逆的影响, 最终导致心力衰竭[1]。

冠心病引起的心梗是全世界因疾病死亡的首

要原因。冠状动脉是如何发育的, 这是一个对于人

类健康和疾病具有重要意义的基础生物学问题。冠

状动脉血管的发育以及冠状动脉干连接到胚胎封闭

的血管系统, 是胚胎持续生长和存活的基础。随着

心脏发育生长和腔室壁增厚, 氧气和营养物质的被

动扩散被重构扩大形成的成熟冠脉系统血管丛所替

代。尽管心脏血管发育这一课题已经相对密集地研

究了一个多世纪, 关于冠状动脉血管的细胞起源和

组织来源问题仍在不断地争论。明确冠状动脉起源

的发育过程, 将为先天性心脏病和成年心血管疾病

冠状动脉血管损伤修复和再生提供重要信息[2]。 
最近, 围绕冠状动脉发育起源和心血管细胞的

组织来源以及决定其命运和功能的特异性信号开展

了许多讨论。目前认为, 前体心外膜结构(pro-epi-
cardial organ, PEO)/心外膜、静脉窦(sinus venosus, 
SV)和心内膜为冠状动脉内皮潜在的细胞来源。

早期的解剖学观察证明, 冠状动脉血管仅仅是

主动脉的分支, 但是后来观察到冠状动脉伸入主动
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脉的研究对此提出了质疑[3]。最近, 逆转录病毒标

记、腺病毒细胞谱系示踪和鸡–鹌鹑嵌合体(chimera)
研究提出PEO是冠状动脉血管的来源[4-6]。PEO是一

个短暂的心外间皮细胞群, 位于鸡的静脉窦和肝脏

之间, 小鼠的横隔表面[7]。PEO细胞迁移到正在发育

的心脏, 形成包裹在表面的心外膜。心外膜来源的

祖细胞亚群从原始上皮分层而来, 经过上皮–间质转

变(epithelial-mesenchymal transition, EMT)产生一群

间质细胞, 迁移到下面的心肌层并形成血管平滑肌

细胞、周细胞、成纤维细胞和心肌细胞[4,8-10]。冠状

动脉来源于心外膜的观点是有争议的。不是所有的

血管内皮细胞都是由心外膜参与形成的[11]。诱导小

鼠前体心外膜中的Cre重组酶表达, 标记一部分(Scx-
Cre和Sema3d-Cre)[12]或 很 少 的(Wt1-Cre和Tbx18-
Cre)[9-10,13]冠状动脉内皮细胞。目前, 越来越多的研

究表明, 几乎没有冠状动脉内皮是PEO心外膜来源

的。在鸡–鹌鹑嵌合体研究中, 内皮免疫组化显示冠

状动脉内皮是由肝窦通过PEO延伸到静脉窦腔内而

来的, 随后提出肝脏是内皮祖细胞最初的来源。在

小鼠发育期间, 利用谱系示踪(lineage tracing)和命运

图谱(fate mapping)技术, 研究人员很少观察到心外

膜来源的内皮细胞[14-15]。

最近, 在小鼠的研究中表明, 冠状动脉来源于

静脉窦的血管生成萌芽, 静脉窦是位于胚胎心脏流

入部位内皮衬里的腔[16]。在巨头鲸经典胚胎学研究

中, 已经确定静脉窦是心脏最早出现血管的部位[17], 
在小鼠中也已经证实未分化的冠状动脉血管网与静

脉窦相连[18]。Red-Horse等[16]最近的研究发现, 冠状

动脉内皮起源于静脉窦。通过ephrinB2-lacZ报告基

因对lacZ+内皮细胞的命运作图, 确定了冠状动脉萌

芽与静脉窦是连续的, 而不是来源于PEO。器官培

养和组织重组证明, 内皮细胞生长限制在静脉窦和

心房, 依赖于来自心室和心外膜的未知信号, 用可诱

导的VE-cadherin-CreER转基因克隆分析, 在体内定

位起源并对冠状动脉内皮祖细胞命运作图。通过早

期(胚胎7.5天)诱导VE-cadherin-CreER的克隆分析

表明, 冠状动脉祖细胞来源于已分化的静脉, 由于动

静脉是从静脉窦出现的, 在冠状动脉萌芽中从静脉

(EphB4+)到动脉(EphB2+)的分子识别标志转换证实

了这一观点。

克隆分析也揭示了心内膜是冠状动脉内皮的

第二个来源[16]。在小鼠中, 心内膜细胞位于生心区

内从Vegf-2+的多潜能祖细胞分化而来的最早的内皮

细胞之中[19]。它们通过重新生长或血管发生形成一

个心内膜的管[20], 后来变成心脏的内层上皮衬里或

心内膜, 接着通过内皮–间质转化参与形成心脏瓣膜

和膜性室间隔[21]。与心内膜内皮细胞相比, 冠状动

脉内皮细胞出现较晚, 在发育的心脏中建立了心内

膜内皮细胞参与形成冠状动脉内皮的潜能, 虽然到

目前为止这一观点仍有争议。在发育的大鼠心脏以

及随后在小鼠中描述了原始血管床的出现可能是心

内膜的延续, 通过心内膜的内陷套叠形成心脏的第

一根血管[7,22]。相反, 鸡中的逆转录病毒示踪表明, 
冠状动脉血管内皮除心内膜内皮外, 有一个不同的

克隆起源[8]。Red-Horse等[14]首次运用基因示踪和克

隆技术发现冠状动脉内皮细胞的心内膜起源, 虽然

观察到心内膜细胞很少参与血管内皮的形成, 但是

描述了心内膜萌芽形成内皮血岛(blood island)的过

程, 提出了血岛可能加入静脉窦来源的血管丛的假

说。 
冠状动脉有三层组织: 由内皮组成的内层、平

滑肌细胞组成的中间层和成纤维细胞组成的外层。

在冠状动脉形成过程中, 内皮层是最早形成的。原始

冠状动脉血管(或冠状动脉丛)由一层内皮细胞组成。

然后, 冠状动脉丛招募平滑肌细胞和成纤维细胞组

装成成熟的动脉。内皮也是成年冠状动脉疾病首先

发生的部位。因此, 确定冠状动脉内皮的细胞起源是

阐明冠状动脉发育或再生的机制所必需的。心内膜

是心脏内部的上皮层。心内膜细胞是发育过程中必

需的最早的内皮细胞群之一, 由生心区的多能干细

胞分化而来。通过血管发生过程形成心内膜管, 后来

变成心脏的心内膜。冠状动脉血管的内皮细胞在发

育晚期出现, 并在心肌层形成冠状动脉血管。心室的

心内膜细胞被认为是终末分化的, 在冠状动脉血管

形成中贡献很少内皮细胞。最近, Wu等[23]的研究认

为, 心室心内膜细胞是冠状动脉内皮的主要来源。心

肌Vegf-a到心内膜Vegfr-2信号通路是心室心内膜细

胞分化为冠状动脉内皮所必需的。由于心内膜细胞

和内皮前体细胞非常相似, 不易进行明确的谱系示

踪和嵌合体分析, 因此心内膜内皮细胞是否广泛参

与冠状动脉血管的形成仍有待确定[15]。

为了追溯冠状动脉的细胞起源, 根据Apln基因

在冠状动脉内皮细胞中表达, 而在心内膜内皮细胞

中不表达的特点, 我们首次成功构建了AplnCreER
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基因敲入小鼠, 对冠状动脉内皮细胞进行遗传标记

谱系示踪。小鼠心脏在胚胎发育11.5天(E11.5)开始

形成血管。我们通过在胚胎发育10.5天(E10.5)给
AplnCreER基因敲入小鼠灌注他莫昔芬(tamoxifen), 
诱导Cre报告等位基因的重组, 永久地标记早期冠状

动脉新生血管内皮细胞及其子代细胞。在胚胎发育

15.5天(E15.5)观察到, 几乎标记了胚胎心室壁所有

的冠状动脉血管。我们发现心外膜下内皮细胞是心

脏发育过程中心肌内冠状动脉血管的主要来源, 既
能够迁移到胚胎心室的致密心肌层形成冠状动脉, 
也能够在心室表面形成冠状静脉。这些心外膜下内

皮细胞主要来源于静脉窦和心房的心内膜, 是心脏

发育过程中冠状动脉和静脉共同的起源[24]。

关于冠状动脉起源, 以往的研究大多集中在胚

胎发育中期, 即冠状动脉血管在心脏上最初形成的

时期。而且, 普遍认为出生后的冠状动脉血管就是

来源于这些胚胎期已经形成的冠状动脉血管。然而

这种假设并没有严格地论证过。胚胎期冠状动脉血

管最初形成血管丛覆盖心脏外表面。心肌组织由致

密心肌层和心肌小梁两部分组成。外侧的致密心肌

层形成游离心室壁, 而内侧的心肌小梁向心室腔内

形成指状凸起。致密心肌层中发育形成心肌内冠状

动脉血管, 而心肌小梁因缺乏心肌内冠状动脉血管, 
直接与心室腔内的血液进行氧气和营养物质交换。

然而, 在出生后心脏内侧的心肌小梁经过致密化, 与
外侧致密心肌层融合。心脏内侧新形成的致密心肌

层得到了冠状动脉血管丰富的血液供应。出生后新

形成的致密心肌层发生血管化的发育过程,  以前是

未知的。

我们将E10.5通过AplnCreER激活标记上的冠

状动脉血管群定义为第一冠状动脉血管群。随后, 
我们继续观察在出生后0天(P0)到7天(P7)的新生小

鼠心脏中第一冠状动脉血管群的命运。我们发现, 
在出生后3天(P3)和7天(P7), 标记上的冠状动脉血管

仅限于外侧心室壁。在此期间, 心肌致密化过程伴

随着内侧心室壁中未标记的冠状动脉血管的逐渐

增多。通过冠状动脉内皮细胞分子标记物APLN和

FABP4(fatty acid binding protein 4)抗体的免疫组织

化学染色, 证实了这些血管确实是冠状动脉血管。

这些数据表明, 新生小鼠心脏内侧心室壁中新形成

的血管并不是来源于第一冠状动脉血管群, 而是另

有起源。在E10.5用他莫昔芬诱导, 很少标记室间隔

的血管内皮细胞。在E13.5用他莫昔芬诱导, 标记上

了为室间隔供应血液的冠状动脉血管, 这些血管也

不是来源于第一冠状动脉血管群。 
这些新生冠状动脉血管究竟起源于哪里？

为了揭示起源之谜, 我们构建了心内膜特异性

Nfatc1CreER基因敲入小鼠。在冠状动脉血管形成

之前, 通过他莫昔芬诱导, 标记E8.5到E9.5的心内膜

细胞, 我们观察到, 出生后7天(P7)的小鼠心脏内侧

心室壁中大多数血管内皮细胞都被标记上了, 表明

新生小鼠心脏内侧心室壁中的冠状动脉血管内皮细

胞是在心肌小梁致密化的过程中通过心内膜细胞发

生谱系转换而来的。此外, 我们还观察到在胚胎期

和新生小鼠心脏中, Nfatc1CreER标记了大多数室间

隔中的冠状动脉血管内皮细胞。表明室间隔和内侧

心室壁一样, 都是心内膜细胞经过谱系转换成为冠

状动脉内皮细胞的。我们将来源于心内膜的这两部

分血管定义为第二冠状动脉群。定量分析表明, 第
二冠状动脉血管群为心脏的大部分心肌(60%以上)
供应血流, 对出生后心脏自身的血液供应具有重要

意义。

我们的研究首次揭示了心内膜是大部分冠状动

脉血管的起源。我们发现心脏的一部分冠状动脉血

管是在出生后新生成的, 打破了以往研究认为出生

后心脏的冠状动脉血管是由胚胎期已经形成的血管

扩增而来的观念。心室壁外侧的冠状动脉血管来源

于胚胎发育早期生成的血管。位于室间隔中的冠状

动脉血管是在胚胎发育中期形成的。而心室壁内侧

的冠状动脉血管是在出生后新生成的。依据冠状动

脉血管发育在时间和空间上的差异, 首次提出冠状

动脉血管的起源可以划分为两个血管群: 即位于心

室壁外侧的第一冠状动脉血管群和心脏内部(包括

心室壁内侧和室间隔)的第二冠状动脉血管群(图1)。 
我们还发现, 来源于两个血管群的冠状动脉血

管是通过不同的发育机制形成的, 而且在出生后仍

然保持在空间上的分隔。第一冠状动脉血管群来源

于胚胎心脏最初的冠状动脉血管丛产生的心外膜下

祖细胞。心内膜是第二冠状动脉血管群的起源。心

内膜不仅仅是内衬于心肌小梁的一层膜, 心内膜干/
祖细胞可以分化为成纤维细胞、间充质细胞、平滑

肌细胞和血管内皮细胞等。心内膜干/祖细胞作为

冠状动脉血管内皮细胞库, 在心肌小梁融合的过程

中发生迁移并分化为血管内皮细胞, 是出生后冠状
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动脉血管迅速增多的有效方式, 从而提供充足的血

流灌溉为增强泵功能而迅速增厚的心肌层。这种出

生后冠状动脉血管快速生长的内源性机制为探索先

天性心脏病的发病机制、诊断和治疗提供重要线索, 

也为冠心病引起心梗后冠状动脉血管损伤修复和再

生治疗以及体外人工心脏血管生成奠定理论基础并

提供新的思路和途径[2]。

遗传谱系示踪技术显现新生小鼠心脏中的第一冠状动脉血管群(1st CVP, 蓝色)和第二冠状动脉血管群(2nd CVP, 黄色)。
The first coronary vessel population (1st CVP, blue) and the second coronary vessel population (2nd CVP, yellow) were visualized by genetic lineage 
tracing.

图1   第一和第二冠状动脉血管群

Fig.1   1st and 2nd coronary vessel population
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