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Shox2对窦房结发育和起搏细胞命运的遗传调控
宋颖楠  李华  胡雪峰*

(福建师范大学生命科学学院, 福建省发育与神经生物学重点实验室, 福州 350108)

摘要      窦房结控制着心脏跳动的节律, 是心脏传导系统中电生理信号产生及传导的初级起

搏点, 该结构的缺陷可能会导致各种类型的心律失常。矮小身材同源异型框基因2(short stature 
homeobox 2, Shox2)是同源异型框基因家族的一个成员, 对窦房结的发育和正常功能的行使至关重

要。研究表明, Shox2的突变会导致小鼠窦房结发育不全, 并产生窦性心动过缓和心律失常的症状。

人类和小鼠Shox2的突变还被发现与心房颤动(房颤)的发生紧密相关。另外, Shox2可以通过抑制

NK2型同源异型框基因5(NK2 homeobox 5, Nkx2.5)的表达来调控遗传网络, 以维持窦房结中起搏细

胞的命运, 是起搏细胞分化的关键基因。该文综述了Shox2基因对窦房结发育和起搏细胞命运的调

控机制, 进一步探究房颤发生的原因, 为研发新型生物起搏器提供理论依据。
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Genetic Regulation of Shox2 on Sinoatrial Node 
Development and Pacemaker Cell Fate

Song Yingnan, Li Hua, Hu Xuefeng*
(Fujian Key Laboratory of Developmental and Neural Biology, College of Life Sciences, Fujian Normal University, Fuzhou 350108, China)

Abstract       The sinoatrial node controls heart rate, which is the primary pacemaker for the generation and 
conduction of electrocardiosignals in the cardiac conduction system. Defect of this structure will lead to various 
types of cardiac arrhythmias. Shox2 (short stature homeobox 2), a member of the homeobox gene family, is critical 
for the development of sinoatrial node and its normal biological function. Mutations of Shox2 can lead to sinus node 
hypoplasia in mice, which contribute to the symptoms of severe sinus bradycardia and cardiac arrhythmia. The mu-
tations in mice and human Shox2 are also closely related to atrial fibrillation. In addition, Shox2 regulates a genetic 
network through the repression of Nkx2.5(NK2 homeobox 5) to maintain the pacemaker cell fate in sinoatrial node 
and thus plays key roles in pacemaker cells differentiation. This review summarizes the regulation mechanism of 
Shox2 in sinoatrial node development and pacemaker cell fate, further explores the causes of atrial fibrillation, and 
provides a theoretical basis for biological pacemaker therapies.
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心脏的搏动由窦房结、房室结和希氏–浦肯野

纤维等组成的心脏传导系统控制, 其心电传导信号

最初由窦房结发出, 而后传递到房室结。因此窦房

结也被称为初级起搏器, 房室结则被称为次级起搏

器。起搏细胞是窦房结和房室结的主要细胞组分, 
由其所产生的生理性电刺激信号, 通过希氏–浦肯野
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纤维传导到心肌细胞, 保持心房和心室节律搏动[1-2]。

因此, 窦房结中的起搏细胞是保持心脏电兴奋, 维持

心脏正常搏动节律的源头, 这些细胞的损伤和功能

衰退是导致心脏房室传导阻滞、心律失常和功能衰

竭的根本原因。近年来, 随着发育生物学、分子遗

传学和生物信息学等学科的飞速发展, 已经有越来

越多的转录因子被证实在窦房结的发育过程中起着

非常重要的作用。研究发现, 矮小身材同源异型框

基因2(short stature homeobox 2, Shox2)编码的Shox2
转录因子对窦房结中的形成和分化是至关重要的, 
另外还有研究证实, 小鼠和人Shox2基因和房颤的发

生紧密相关[3-7]。因此, 本文综述了Shox2的基因结构、

基本功能、在窦房结发育过程中的表达模式及对窦

房结发育和正常功能的维持, 为更进一步研究探索

房颤发生的分子机制和为生物起搏器治疗寻找新的

方向奠定基础。

1   Shox2基因的结构和基本功能
SHOX2是SHOX基因家族的成员, 定位于人3号

染色体上(3q25-26.1), 有6个外显子, 其编码的产物

为含有60个氨基酸残基的保守的DNA结合结构域

的转录因子。小鼠Shox2和人类的SHOX2在氨基酸

水平上具有99%的同源性[8]。核苷酸序列分析表明, 
Shox2基因通过可变剪切可产生三种亚型的转录调

控因子: 即Shox2a、Shox2b和Shox2c。Shox2a所编

码的蛋白序列最长, Shox2c次之, Shox2b最短[9]。如

图1所示, Shox2b蛋白缺少对应于Shox2a的N-端前

131个氨基酸序列和C-端的第235到第246位的氨基

酸序列, Shox2c蛋白的N-端则比Shox2a的N-端少了

99个氨基酸序列。这三种亚型均含有编码同源异型

框基因的氨基酸序列, 其中包括SH3结合结构域, P-
Loop环核苷酸结合位点和C-端含有14个氨基酸残

基序列的OAR(otp, aristaless, ras)结构域[7,9]。已有研

究证明, Shox2蛋白的调控基因转录的活性结构域在

C-端, 在人胚胎肾细胞系HEK-293T和人胚胎癌细胞

系P19细胞中Shox2a和Shox2b表现为转录过程的阻

遏物, 并且它们的转录活力不同, Shox2b的转录抑制

作用低于Shox2a, 但是缺乏OAR结构域的Shox2a则
完全丧失了抑制活性[9]。这表明, OAR结构域对靶

基因的转录调控起着至关重要的作用。除此以外, 
Shox2在人骨肉瘤细胞系U20s中表现为激活转录的

作用[10], 说明Shox2调控靶基因的转录活性取决于组

织或细胞特异性因子。另外, 酵母双杂交系统检测

结果发现, Shox2a能够与自身形成同源二聚体或与

Shox2b形成异源二聚体, 但是Shox2b本身不能形成

同源二聚体, 证明Shox2a的N-端具有将两个亚单位

形成相互作用的复合物的独特功能[3]。因而可以推

测, Shox2是通过这些保守结构域与靶基因调节区中

的特定位点进行蛋白质–蛋白质的相互作用、识别

与结合, 从而激活、抑制或增强靶基因的表达, 进而

最终对组织和器官的生长发育进行调控。

2   Shox2在心脏中的表达模式
在心脏的早期发育过程中, 在胚胎期6.5天

(E6.5), 位于身体两侧的生心板(cardiogenic plates)融
合为线性的心管, 该结构也称为第一心区(first heart 
field)[11], 来自脏壁中胚层特定区域的前体细胞, 也
称之为第二心区(second heart field), 这些前体细胞

不断地从周围的间充质中募集细胞并形成原始心管

的动脉极(arterial pole)和静脉极(venous pole)[11-12]。

其中, 嵌入到静脉极中的前体细胞也被称为后心区

(posterior heart field), 这些细胞最终会发育形成包括

以后将形成窦房结和冠状窦(coronary sinus)的静脉

窦(sinus venosus)、肺静脉(pulmonary vein)和房间隔

(atrial septum)等流入道结构(inflow tract)[11,13]。

小鼠窦房结的发育起始于E9.5, 由后心区静

脉窦的部分细胞开始分化, 膨出形成窦房结原基。

Espinoza-Lewis等[5]通过原位杂交技术检测了Shox2
在小鼠心脏早期发育过程的表达模式。结果发现, 
Shox2最早在E8.5小鼠胚胎颈总动脉和原始心房的

交界处表达。到E9.5, Shox2的表达局限在流入道, 
并特异地在颈总动脉和静脉窦的交界处形成的窦角

(sinus horn)区域中表达。从E10.5至E11.5, Shox2仅
在窦房结和窦瓣(sinus valve)表达[7]。当小鼠胚胎发

育到E12.5后, 随着窦房结原基中细胞的不断增殖和

分化, 并沿着右侧静脉瓣逐渐延伸, 窦房结形成了

“头部”和“尾部”区域[4,7,12,14], Shox2将持续在窦房结

的“头部”和“尾部”中表达[4,6-7], 而工作心肌细胞特异

标记物Nkx2.5的表达局限于窦房结的“尾部”区域[4,7,12,14]

(图2)。Espinoza-Lewis等[5]的研究还进一步证明

了Shox2敲除小鼠的窦房结中的细胞不能正常分化

为起搏细胞, 表现为Hcn4、Tbx3及Islet1等起搏细胞

的标记基因在窦房结上的表达消失, 而Cx40、Cx43
及Nppa等心肌细胞的特异性标记基因在此处的异
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位表达, 这是导致小鼠心动过缓及胚胎致死的原因。

该实验结果与Liu等[9]和Blaschke等[15]的结果一致, 
这提示, Shox2对窦房结的发育和功能维持具有极其

重要作用。

3   Shox2对窦房结发育的调控
调控窦房结发育的分子信号网络十分复杂, 涉

及Shox2、Nkx2.5、Hcn4、Tbx3、Cx40、Cx43等多

种基因的多重调控和相互作用。我们实验室的前期

研究发现, 敲除Shox2会导致E12.5小鼠由于心动过

缓和严重发育不良的窦房结而死亡[5]。Shox2通过

抑制Nkx2.5在窦房结的“头部”的表达, 确保窦房结

细胞不向心房心肌方向进行分化, 从而维持窦房结

的正常形态和功能[5-7]。此外, Wiese等[14]的研究证明, 
Tbx3也具有抑制Nkx2.5在窦房结“头部”中表达, 并
抑制心房特异标记物Cx40、Cx43等在窦房结的表

达, 确保窦房结细胞不向心肌分化的功能。这提示, 
Shox2和Tbx3可能通过协同作用来共同抑制Nkx2.5
在窦房结“头部”的表达, 从而确保窦房结的正常发

育。另外, 我们还发现, 利用Nkx2.5IresCre;Shox2flox/flox

小鼠在Nkx2.5所表达的细胞中条件性敲除Shox2后, 
会导致窦房结“尾部”Hcn4表达消失, 工作心肌细

A: E9.5天, Shox2的表达局限于流入道和窦角区域。B: E14.5, Shox2和Hcn4在窦房结“头部”区域, 左、右上腔静脉, 窦角以及肺静脉共表达。同

时检测到Shox2、Nkx2.5和Hcn4在窦房结的“尾部”和肺静脉中共同表达。IFT: 流入道; SH: 窦角; SAN: 窦房结; RSVC: 右上腔静脉; LSVC: 左上

腔静脉; PV: 肺静脉。 
A: Shox2 expression is restricted to the inflow tract and sinus horn regions at E9.5. B: At E14.5, Shox2 and Hcn4 are co-expressed in the SAN head re-
gion, left and right superior vena cava, sinus horn and the pulmonary vein. Meanwhile, Shox2, Nkx2.5 and Hcn4 are co-expressed in the “tail” region of 
the sinus node and in the pulmonary vein. IFT: inflow tract; SH: sinus horn; SAN: sinoatrial node; RSVC: right superior vena cava; LSVC: left superior 
vena cava; PV, pulmonary vein.

图2   Shox2在胎鼠心脏中的表达模式(根据参考文献[4,7]修改)
Fig.2   Schematic illustration of the expression pattern of Shox2 in mouse embryonic heart (modified from references [4,7])
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图1   Shox2蛋白结构的示意图(根据参考文献[7,9]修改)
Fig.1   Schematic representation of Shox2 proteins (modified from references [7,9])
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胞标记物Cx40等表达上升。通过三维重构技术的

进一步检查, 发现相对于野生型小鼠, 突变型小鼠

的窦房结体积显著变小。对8周龄同窝出生的野生

型小鼠和突变型小鼠的心电图进行进一步检测发

现突变型小鼠出现严重的窦性心动过缓和心律失

常的现象[6]。这说明, 在Nkx2.5表达的区域条件性

敲除Shox2后造成起搏细胞向工作心肌方向进行分

化, 导致窦房结功能紊乱。另外, 在Nkx2.5亚效等

位基因小鼠中条件性敲除Shox2后, 会发现在窦房

结起搏细胞的标记物Hcn4、工作心肌细胞的标记

物Cx40等均恢复正常表达水平。这表明, Shox2和
Nkx2.5两者在窦房结中通过互相拮抗的作用来调控

细胞的命运, Shox2能促进细胞向起搏细胞的分化, 
Nkx2.5则抑制其分化[6]。

为进一步确认Shox2-Nkx2.5的拮抗机制, 我们

通过染色质免疫共沉淀技术结合第二代测序分析

技术(ChIP-Seq)比较了Shox2和Nkx2.5在全基因组

范围上和其他基因的结合位点, 结果发现, Shox2
和Nkx2.5具有大量相同的靶基因DNA结合位点, 
经推测, Shox2可能通过占据共同的DNA模体(motif)
与Nkx2.5竞争靶基因DNA结合位点, 或者与Nkx2.5
共同结合到DNA模体上, 达到调控Nkx2.5表达的功

能, 从而诱导细胞向起搏细胞方向分化[6]。Boogaard
等[16]的ChIP-Seq结果则证明, Tbx3和Nkx2.5在全基

因组范围上也和许多和起搏/工作心肌细胞分化相

关的基因有相同的结合位点, 例如Tbx3和Nkx2.5就
可以通过竞争结合工作心肌细胞的标记物Scn5a的
相同增强子位点, 从而调控细胞的命运。

由此我们提出在窦房结发育的过程中, 存在一

种由Shox2和Nkx2.5的拮抗机制调控的跷跷板模型[6]

(图3)。在该模型中, Shox2和Nkx2.5转录输出之间的

“重量变化”决定了起搏器命运或心肌命运, Nkx2.5
活性越强则促进细胞转变为心肌细胞, 而Shox2的活

性越强则促进细胞转变为起搏细胞。同时, 异常的

重量变化会改变细胞的命运并可能导致发生各种类

型的心律不齐。

4   Shox2与房颤
心房颤动简称为房颤(atrial fibrillation), 是持

续性心律失常最为常见的形式, 可能导致运动能力

受损、痴呆、低血压、晕厥、呼吸困难和心力衰

竭等问题, 房颤症状严重时会有很高的致死率[17]。

房颤的发生通常与异位起搏点的形成密切相关, 绝
大部分的房颤是由于肺静脉心肌袖中形成了异位

起搏点而引发的[18-19]。对房颤的致病机制的深入

研究有助于为将来有效而安全的治愈房颤提供理

论研究基础。

我们的前期研究发现, Shox2、Nkx2.5和起搏

细胞标记物Hcn4不仅在窦房结的“尾部”区域中共

表达, 也同时在肺静脉心肌束中共表达(图2)。在

E14.5, 分离出携带能对Shox2的表达进行实时荧光

标记报告蛋白DsRed的转基因小鼠的肺静脉细胞, 并
通过膜片钳技术检测肺静脉中Shox2阳性细胞的电

生理情况, 发现这些细胞的电生理特性与起搏细胞

相似[6]。Huang等[20]证明了Nkx2.5亚效等位基因突变

导致异位起搏点的形成。我们的研究则进一步证明, 
在Nkx2.5亚效等位基因小鼠中异位起搏点的形成是

由于Shox2的表达在肺静脉心肌层中显著提升, 造成

肺静脉心肌细胞命运转变分化为起搏细胞, 从而导

致了异位起搏点的形成, 造成房颤。而在Nkx2.5亚

Working cardiomyocyte Pacemaker cell

Atria Sinoatrial node

Nkx2.5+

Shox2

图3   Shox2和Nkx2.5在窦房结发育过程中的关系(根据参考文献[6]修改)
Fig.3    The relationship between Shox2 and Nkx2.5 during sinoatrial node development (modified from reference [6])
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效等位基因小鼠中特异地敲除Shox2后, 异位起搏点

消失, 肺静脉心肌层细胞的命运也被挽救[6]。这提示, 
肺静脉中异位起搏点的形成可能与窦房结发育过程

一样, 由Shox2和Nkx2.5的拮抗机制共同调控。Wang
等[21]的研究也支持这一观点, 他们发现, 作为心脏发

育左/右不对称通路中的左侧转录因子Pitx2在肺静

脉心肌层中表达, 可与Shox2直接结合并抑制Shox2
的表达, Pitx2单倍体表达不足会导致Shox2在左侧肺

静脉心肌层中表达显著提升, 致使该位置心肌细胞

的命运转变为起搏细胞, 形成了异位起搏点, 导致有

房颤发生的风险。另外, 我们根据Shox2和Nkx2.5的
ChIP-Seq的结果进行基因本体论(Gene Ontology)分
析, 结果表明, 与心房颤动相关生物学术语在Shox2
和Nkx2.5共同占据的DNA结合位点中高度富集, 而
如果能证明Shox2和Nkx2.5之间的拮抗机制也存在

于成人体内, 则可能从新的角度进一步解析房颤的

病因[4]。

在2016年, Sandra Hoffmann等[22]首次报道了

SHOX2与人类早发性的房颤发生具有直接关系。

他们通过对378名不到60岁的早发性房颤患者和

1 870名未发现房颤的对照人群的SHOX2a作单核

苷酸多态性(SNP)对比分析, 发现了两个错义突变: 
即p.G81E和p.H283Q[22]。随后他们构建了载体将

这两个突变引入斑马鱼中, 验证这两个突变在模

式动物中的功能[22]。结果发现, p.H283Q位点的突

变会造成斑马鱼的心率严重下降, 即使在过表达

斑马鱼Shox2后也无法挽救这种现象。这证明, 该
位点的突变会对SHOX2对心脏的起搏功能造成不

可逆转的影响。他们还发现, 当SHOX2基因的3′端
非编码区中第28位碱基T如果变为C(c.*28T>C)后, 
持有该突变的发颤病人的心电图表现为具有超过

200 ms的P-R间期, 这表明, 心房到房室结的传导

受阻, 同时也会影响窦房结、心房、房室结的电生

理特性。通过进一步与人类的miRNA数据库比对

分析, 他们发现, c.*28T>C位点能识别并结合hsa-
miR-92b-5p的功能位点, 而携带该位点突变的房

颤患者, 血浆中的hsa-miR-92b-5p表达水平显著降

低, 同时SHOX2在右心耳中的表达水平也显著降

低[22]。以上结果表明, 无论在小鼠或者人身体中, 
Shox2都与房颤的发生有紧密的关系, 并且Shox2
的表达水平对维持窦房结正常功能的行使至关重

要。

5   Shox2与生物起搏
人造电子心脏起搏器自1958年问世以来, 就一

直是临床上治疗一些心脏疾病的重要技术手段, 其
可以替代窦房结, 使心脏有节律地收缩, 并不断泵出

血液以供应供给身体所需[23]。尽管人工心脏起搏器

的技术已经逐渐改进, 临床适应症也不断拓宽, 但也

暴露了一些缺点, 如电池寿命有限、价格昂贵、感染、

出血、电极脱位及缺乏对神经激素的自身反应性等。

从心脏生理功能和人体适应性的角度来看, 理想的

起搏器应该是生物起搏器。近年来随着分子生物学

和干细胞技术的发展, 生物起搏心脏技术不断取得

突破[24-25]。目前生物起搏器的研究主要集中于两个

方向, 即基于干细胞技术的细胞替代疗法和基因治

疗技术, 这二者有望成为防治心脏疾病的新型、高

效的治疗策略[26]。

目前构建生物起搏器的关键主要是使其起搏

活动和人体正常的生理性起搏一致[27]。因此, 通过

对与窦房结起搏细胞发育相关的转录因子的深入研

究, 研究者们通过将这些转录因子导入到成体或多

潜能性干细胞中, 诱导这些细胞进一步分化, 从而得

到形态和生理功能都与窦房结起搏细胞类似的生物

起搏器, 已经取得了很多进展。例如, Hoogaars等[28]

和Bakker等[29]的研究均证实, 过表达Tbx3可以分别

将工作心肌细胞和终末分化的心肌细胞重编程为具

有起搏细胞生理特性的细胞。Kapoor等[30]则证实, 
将载有Tbx18的腺病毒注射到有房室结心脏传导阻

滞的猪体内, 发现注射部位的心肌细胞产生了与窦

房结起搏细胞类似的生理活动。

目前, 尚未有研究证实, Shox2可以直接诱导终

末分化的细胞转变为起搏细胞。我们的前期研究

结果证实, 在胚胎干细胞的体外分化过程中, 经过

Nkx2.5 microRNA处理, 可以促进胚胎干细胞向起搏

细胞方向进行分化, 并且分化的细胞中Shox2的表达

显著提升, 均表现出起搏细胞类似的生理学特性[6]。

该研究也证实了Shox2和Nkx2.5的拮抗作用也适用

于体外诱导分化过程, 从而决定细胞的命运。Ionta
等[31]则通过比较Shox2、Tbx3和Tbx18在心脏发育过

程中的各组成部分(窦房结、右心房、左心房、左

心室)中的表达情况, 期望通过过表达该转录因子

来获得均一性的起搏细胞。结果发现, 相较于Tbx3
和Tbx18, 只有Shox2是在胚胎发育过程中高度特异

地在窦房结中表达的转录因子。在将小鼠胚胎干
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进行分化3天后, 加入携带SHOX2的腺病毒, 在分化

7天后可以得到富集的起搏细胞类群。通过免疫荧

光实验, 发现在跳动的类胚体细胞中能检测到Shox2
的表达, 同时这些Shox2阳性细胞能表达心脏传导标

志物Hcn4和心脏标志物cTnT。用膜片钳技术检测

跳动的类胚体细胞的膜电位信号, 结果显示, Shox2+

的跳动细胞表现出起搏细胞相类似的动作电位, 并
且Nkx2.5表达水平显著降低。将这些起搏细胞类群

移植到大鼠心室心肌中, 发现这些细胞仍然具有起

搏细胞的特性。这些结果表明, 过表达单个起搏细

胞特有的转录因子, 或利用转录因子之间的相互作

用诱导细胞向起搏细胞方向分化都为未来生物起

搏器的功能完善提供了很好的基础。此外, 越来越

多的研究已经证实, 可以利用化学小分子混合物替

代转录因子高效诱导成纤维细胞向心肌细胞方向

进行分化, 例如转化生长因子-β(transforming growth 
factor-β, TGF-β)信号通路的抑制剂A83-01、Rho/Rho
激酶信号通路的抑制剂Y-27632和丙戊酸钠等[27,32]。

虽然目前还没有研究报道具有高效诱导成纤维细胞

或多潜能干细胞向起搏细胞方向分化的化学小分子

混合物, 但毫无疑问这将是未来探索生物起搏器研

发的新方向。

6   存在的问题和研究展望
Shox2已经被越来越多的学者认为是窦房结发

育和功能维持过程中必不可少的转录调控因子, 并
且与房颤的发生紧密相关。Shox2和Nkx2.5对起搏细

胞和工作心肌细胞命运决定的拮抗机制仅仅是目前

研究得比较明确的很小部分, 受该机制调控的下游

基因及调控的时空位点等是否还存在着复杂的基因

调控网络有待研究。此外, 尽管通过过表达起搏细

胞特有的转录因子或利用microRNA敲低工作心肌

细胞谱系特有的基因可以高效诱导细胞向起搏细胞

方向分化, 并且得到表型均一、生物特性稳定的起

搏细胞, 但是基因操作的潜在威胁可能会对未来临

床治疗的安全性带来隐患。随着对Shox2的调控机

制的深入研究, Shox2也可能作为房颤的治疗靶点之

一, 并且寻找到更安全的方法, 例如用化学小分子混

合物替代转录因子诱导细胞向起搏细胞方向进行分

化, 同时可望以此为基础研制出性能持久稳定的新

型生物起搏器。
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