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3D ECM凝胶支架对干细胞或祖细胞来源

心脏细胞行为的影响
王明玉  令文慧  熊春霞  谢登峰  陈麒宇  褚新月  李云鑫  邱小燕  李跃民  肖雄*

(西南大学动物科技学院, 重庆 400715)

摘要      细胞外基质(extracellular matrix, ECM)是一种高度动态的结构, 参与细胞增殖、迁移

和分化等的调节过程。利用ECM构建的三维(three dimension, 3D)培养体系能够模拟体内微环境, 
促进干细胞或祖细胞来源诱导性心肌细胞(induced cardiomyocytes, iCMs)的成熟和功能化; ECM与

3D打印相结合能够促进心脏类器官的生成和应用; 外科移植ECM补丁至受损心脏有利于改善其结

构和功能。但体内、外研究表明, 心脏修复的整体效率低下, ECM与细胞间的作用机制有待进一

步探究。该文综述了ECM的组成、重构和功能, 水凝胶的成分(ECM来源、组成比例)和弹性模量

以及微脉管系统等对3D培养体系中心脏细胞行为的影响, 阐述了ECM在3D打印技术和受损心脏体

内修复中的应用, 为心脏再生修复、疾病模型构建、药物筛选和发育机理探讨等研究奠定基础。

关键词       ECM; 心脏细胞; 3D水凝胶; 3D打印; ECM补丁

Effects of 3D ECM Hydrogel on Behaviors of Cardiac Cells Derived from 
Stem Cells or Progenitor Cells

WANG Mingyu, LING Wenhui, XIONG Chunxia, XIE Dengfeng, CHEN Qiyu, CHU Xinyue, LI Yunxin, 
QIU Xiaoyan, LI Yuemin, XIAO Xiong*

(College of Animal Sience and Technology, Southwest University, Chongqing 400715, China)

Abstract       Extracellular matrix (ECM) is a highly dynamic structure, which regulates the cellular 
proliferation, migration and differentiation etc. 3D hydrogel culture system created with cardiac ECM simulates 
microenvironment of heart in vivo, which promotes the maturation and functionalization of induced cardiomyocytes 
(iCMs) derived from stem cells or progenitor cells. ECM combines with 3D printed technology to promote the 
construction and applications of cardiac organoid. ECM patch also can be transplanted into damaged heart to 
improve its structure and functions. However, the efficiencies in repair of damaged heart with those strategies 
in vitro and in vivo are low, furthermore, the underlying mechanisms are poorly understood. Therefore, the 
composition, remodeling and functions of ECM, effects of histologic origins, biochemical compositions, physical 
properties and micro-vascular systems of 3D ECM hydrogels on behaviors of cardiac cells generated from stem 
cells or progenitor cells, applications of ECM on 3D printed technology and transplant in vivo for repairing the 
damaged heart were reviewed in this paper in order to lay the foundation for cell therapy, disease modeling, drug 中
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screening, exploration of development mechanism and so on. 
Keywords       ECM; cardiac cell; 3D hydrogel; 3D printed technology; ECM patch

心肌梗死(myocardial infarction, MI)会引起心肌

细胞(cardiomyocytes, CMs)死亡、疤痕沉积和组织重

构等, 致使心脏收缩功能减弱甚至丧失。心脏器官

移植有望完全恢复受损器官, 但是, 供体器官短缺、

免疫抑制治疗容易出现并发症等问题仍未解决; 药
理学干预能够改善心衰患者的症状, 却无法恢复受

损CMs的功能, 心脏修复效果有限; 细胞治疗为修复

心肌缺损、治疗心血管疾病提供了新策略。胚胎干

细胞 (embryonic stem cells, ESCs)[1]和诱导性多能干

细胞 (induced pluripotent stem cells, iPSCs)[2]可作为

诱导性心肌细胞 (induced cardiomyocytes, iCMs)的
来源, 移植至心脏受损区域并改善其功能。但是, 由
于ESCs和iPSCs体内移植后缺乏精准的定向分化调

控措施, 致使其存在致瘤性的安全隐患。只有心脏

谱系细胞分化潜能的心脏祖细胞 (cardiac progenitor 
cells, CPCs)有望成为更有发展前景的细胞资源。

CPCs可以分化成为心脏中存在的所有细胞类型例

如CMs、内皮细胞和平滑肌细胞[3]。小型和大型动

物MI模型体内植入CPCs均表现出一定程度的心脏

功能恢复[4]。自体CPCs的3个临床试验CADUCEUS、
SCIPIO和ALCADIA(NCT00981006), 异体CPCs的一

个临床试验ALLSTAR(NCT01458405)现已开展, 以
期能够治疗心脏疾病, 但对其治疗机制仍知之甚

少。除了多能干细胞或祖细胞分化可以形成iCMs
外, 还可以通过旁分泌效应和增强内源性修复机制

等措施改善心脏功能, 这在Akt-修饰的间充质干细胞

(mesenchymal stem cells, MSCs)的研究中已经得到证

明[5]。因此, 改变心脏病患者心肌的微环境信号有望

驱动心脏修复。

心脏病发作期间不仅CMs受到影响, 而且受损

区域的空间结构和生物学微环境也发生了改变, 致
使外源性细胞移入后的存活率和功能下降, 这已成

为该策略有效临床转化所面临的突出问题[6]。目前, 
大多数心脏病治疗及其研究的焦点仍然集中在CMs
的再生和功能改善, 对细胞所处微环境的注意力有

限。心脏细胞外基质(extracellular matrix,ECM)是由

细胞分泌的蛋白质和多糖所构成的各向异性的网状

结构, 指导细胞的分布和形态发生, 促进CMs的收缩

和松弛、介导细胞间机械力传导和电信号传递、调

节细胞与细胞或基质之间的交流和心肌微环境中的

代谢变化等, 影响周围细胞的存活、迁移、增殖和

成熟等行为[7]。利用天然去细胞化的ECM能够操纵

体内细胞的微环境, 其通过贮存的生长因子、细胞

基质蛋白和复杂的超微结构等发挥生物学功效。3D 
ECM培养体系可以模拟CMs的体内微环境, 架起2D
培养与动物实验之间的桥梁, 生成功能性组织或微

器官, 获得在动物和人体研究中难以获取的高度实

验控制的实时信息, 并进行高通量的筛选, 以探讨正

常和疾病状态下的心脏生理和疾病发生机制, 进行

基础研究、药物筛选和开发新的再生治疗方法等[8]。

因此, 本文对ECM的组成和重构、ECM凝胶成分的

来源和组成比例、微脉管系统对3D培养干细胞或祖

细胞来源心脏细胞行为的影响, ECM在3D打印中的

应用和ECM补丁体内修复受损心脏功能等内容进行

了综述, 以期为ECM在心脏组织工程化方面的应用

提供参考。

1   ECM的组成、重构和异常病理变化
1.1   ECM的组成及其功能

ECM是一种组成结构复杂又高度可变的3D非

细胞结构, 根据其组成和位置的不同, 可分为间质

结缔组织基质和基底膜。间质基质以多糖(如糖胺

聚糖和蛋白聚糖)和纤连蛋白(fibronectin)为主, 构成

结构支架, 具有缓冲压力、储存和释放生长因子、

介导细胞间信息传递等功能[9]。Fibronectin基因的

缺失会阻碍斑马鱼(Zebrafish)心脏前体细胞迁移至

中线形成心脏管的过程[10], 也会导致小鼠早期胚胎

死亡, 部分CPCs的增殖能力和活性下降, 而存活的

CPCs趋向聚集于基因敲除前合成的纤连蛋白处[11]; 
基底膜的主要成分为胶原蛋白(collagen)、弹性蛋

白(elastin)和层黏连蛋白(laminin)等, 可为细胞黏附

提供基本的骨架结构。I型胶原蛋白参与构建的原

纤维赋予心血管组织强度和刚度, III型胶原蛋白可

形成具有相容性的精细纤维网络, I型与III型胶原蛋

白的比值常被用于检测心血管组织相对硬度的变

化[12]; elastin的突变也会引起肺泡上主动脉瓣狭窄

患者的动脉切面纤维化明显[13]; 层黏连蛋白通过其

α链G-结构域与整合素受体结合, 形成黏着斑(focal 
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adhesion), 介导机械力和调节信号的传递[14]。过表

达ITGB1(integrin B1)基因可以增强大鼠MSCs的黏

附和存活率, 有效减少其失巢凋亡(anoikis)[15]。因此, 
ECM在动物发育过程中的组成和结构变化可作为

新的微环境触发器, 在影响细胞的行为方面发挥着

重要作用。

除上述主要蛋白外, ECM中还存在一些成分参

与调节心脏细胞的黏附、存活、增殖和成熟等行

为[16]。成年小鼠心脏ECM中, Agrin分子能够促进

小鼠和人类iPSCs来源iCMs的体外增殖, 在受损区

域注射Agrin蛋白有助于修复受损心肌, 恢复心脏的

泵血功能和减少瘢痕面积[17]; 骨膜蛋白(periostin)参
与心脏ECM的有序组织和心脏成纤维细胞(cardiac 
fibroblasts, CFs)的迁移[18]; 腓骨蛋白(fibulin)是血管

紧张肽II(angiotensin II)诱导心脏重构所必需的成分, 
能够显著提高MI后小鼠的存活率, 可作为心脏再生

治疗的潜在靶点[19]。大鼠胚胎、新生鼠、成年鼠的

心脏ECM的质谱分析显示, 纤连蛋白和骨膜蛋白的

比例随年龄的增长而降低, 表明ECM成分的变化具

有动态持续性, 影响心脏的形态和发育[20]。Gaetani
等[21]将人源性胎儿CPCs和成年诱导性心脏祖细胞

(induced cardiac progenitor cells, iCPCs)与猪心脏ECM
共培养后, 有利于增强小鼠CPCs的黏附、增殖和分

化能力, 增加CMs标志物Gata4、α-MHC和troponins-T
的表达率; 小鼠CMs与人脂肪间质细胞(human adipose 
derived stromal cells, hADSCs)源性ECM成分共培养

可以提升CMs的增殖、排列、细胞间连接和肌节成熟, 
降低心肌肥大[22]。天然ECM还能螯合和释放生长因

子和信号分子, 例如表皮生长因子(epidermal growth 
factor, EGF)、成纤维细胞生长因子(fibroblast growth 
factor, FGF)、转化生长因子β(transforming growth 
factor-β, TGF-β)和双调蛋白(amphiregulin, AR)等, 参
与ECM构建和细胞行为的调节。

1.2   ECM的可控性重构

ECM除了提供物理支架以维持组织的完整性

和弹性外, 还呈现出高度的动力学变化, 可以通过可

控性重构以维持组织的动态平衡[16]。基质金属蛋白

酶(matrix metalloproteinases, MMPs)、去整合素金属

蛋白酶(a disintegrin and metalloproteinases, ADAMs)、
含血小板结合蛋白基序的ADAMs(a disintegrin and 
metalloproteinase with thrombospondin motifs, ADAMTs)
和Meprins等特异性酶参与了ECM的降解, 其中MMPs

能够降解几乎所有的ECM蛋白(图1), 这在器官和分

枝化形态发生中发挥关键作用[23]。例如, 基因敲除

MMP9会导致MI小鼠胶原沉积减少、赖氨酸氧化酶

(lysyl oxidase, LOX)交联增加和心室扩张减少[24]。酶

对ECM的水解作用也受到严格的调控, 以避免过度

的、有害的组织降解。金属蛋白酶的组织抑制剂

(tissue inhibitor of metalloproteinases, TIMPs)家族的4
个成员TIMP1、TIMP2、TIMP3和TIMP4能够可逆

性地抑制MMPs、ADAMs和ADAMTS的活性[25]。基

因敲除TIMP2和TIMP3导致MI小鼠胶原蛋白的累

积减少和有序度降低, 进而心脏功能恶化[26]。广谱

MMPs抑制剂能够部分恢复TIMP3基因敲除小鼠的

心脏功能[26]。因此, MMPs与TIMPs的比例在很大程

度上决定了ECM的重构(图2)。
1.3   ECM的异常病理变化

ECM的成分、结构、硬度和丰度等的异常与一

些病理变化密切相关(图2)。MI小鼠受损区域骨甘氨

酸(osteoglycin)和黏结蛋白聚糖4(syndecan-4)的表达

量降低, 基质重塑和成熟度降低, 心脏破裂死亡率增

加[27]; 大鼠骨髓基质细胞过表达弹性蛋白可有效防

止MI后瘢痕面积的扩大[28]; 小鼠过表达共结合蛋白

聚糖1(syndecan-1)可减轻MI后心脏的炎症、扩张和

功能障碍[29]; ECM的过度降解与骨关节炎相关[30]; 心
脏MMP1的过表达会导致胶原丢失, 心脏收缩功能

减弱, 引发心肌病[31]; ADAMTS 4和ADAMTS 5的过

表达将破坏软骨ECM引发骨关节炎[32]; 慢性或严重

的组织损伤会造成ECM的过度生成和沉积, 如果缺

乏平衡性降解, 组织发生纤维化, 甚至引起器官衰竭, 
例如肝硬化、骨髓纤维变性。TGF-β信号通路、Toll
样受体4(Toll-like receptor 4, TLR4)信号通路、IL-33、
肠道微生物组和miR-29等参与了ECM纤维化的过

程[23]; ECM通过调节血管发生促进肿瘤生长, 胶原的

交联能够激活磷脂酰肌醇3-激酶phosphatidylinositol 
3-kinase, PI3K)信号通路、miR-18a网络等促进肿瘤

恶化, ECM还参与了免疫细胞和癌症细胞的转移[23]。

因此, 探究ECM与心脏疾病之间的关系将为其作为

潜在靶点应用于心脏再生治疗奠定基础。

2   3D ECM凝胶支架对干细胞或祖细胞

来源心脏细胞行为的影响
心脏组织经预处理/十二烷基硫酸钠(sodium 

dodecyl sulfate, SDS)/Triton X-100三步法去细胞化
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ECM proteases:
  ♦ MMP
  ♦ ADAM
  ♦ ADAMTS
  ♦ Cathepsin
  ♦ Heparanase
  ♦ Meprin
  ♦ Plasmin
  ♦ Suphatase
  ♦ Ser protease elastsse 

Metalloproteinase inhibitors:
  ♦ TIMP1
  ♦ TIMP2
  ♦ TIMP3
  ♦ TIMP4
  ♦ Cystatin C
  ♦ Elafin
  ♦ Fetuin A
  ♦ Membrane-associated RECK

Breakdown ECM Rebuilding

Anomaly 

  ♦ Abnormally overexpression of   
heart-specific MMP1
  ♦ Abnormally overexpressed of       
ADAMTS4 and ADAMTS5 
  ♦ Loss-of-function mutations in 
MMP2
  ♦ Excess ECM
     

  ♦ Cardiomyopathy;
  ♦ Osteoarthritis
  ♦ Osteolytic and arthritic syndrome
  ♦ Pathological fibrosis
 

ECM

Collagens

Glycoproteins

Interacting 
proteins

Collagen I MMP 1, 3, 8, 10, 11, 14, 19; ADAMTSs; Meprinɑ β; Cathepsins

MMP 1, 3, 8, 10, 11, 14; ADAMTSs; Cathepsins

MMP 1, 3, 8, 10, 11, 14, 16; ADAMTSs; Meprinɑ, β; Cathepsins

MMP 1, 2, 3, 7, 8, 10, 11, 14, 19, 25, 26; ADM 10, 12, 15; ADAMTSs; Cathepsins

MMP 1, 2, 3, 8, 10, 11, 14; ADAMTSs; Cathepsins

MMP 1, 3, 8, 10, 11, 12, 14; ADAMTSs; Cathepsins

MMP 1, 2, 3, 8, 10, 11, 14; ADAMTSs; Cathepsins

MMP 1, 2, 3, 8, 9.10, 11, 14; ADAMTSs; Cathepsins

Proteoglycans
Aggrecan
Versican
Brevican
Decorin

MMP 1, 3, 8, 11, 13, 24; ADAMTs; Heparanase

MMP 1, 8, 24; ADAMT; Heparanases
MMP 1, 8, 24; ADAMT; Heparanases

MMP 1, 3, 8, 11, 13, 24; ADAMTs; Heparanases

MMP 2, 3, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 19, 24, 25; ADM 9, 12; ADAMTSs; Meprin α, β

MMP 3, 7, 12, 11, 14, 15, 19; Meprin α, β; Plasmin

MMP 3, 7, 10, 11, 12; Plasmin

MMP 7

MMP 12, 17, 26

MMP 1, 3, 12, 14, 15

MMP 3, 13

MMP 12, 14, 15

MMP 13

Meprin α, β

Growth factors

Cytokines

Mucins

Fibronectin
Laminin
Elastin
Transferrin
Fibrinogen
Entactin
Osteonectin
Vitronectin
Tenascin
Nidogen

Collagen II
Collagen III
Collagen IV
Collagen V
Collagen VI
Collagen VII

Collagen X

Compositions ECM proteases

图1   ECM的主要成分和对应的蛋白酶

Fig.1   Main compositions of ECM and respective proteases

图2   ECM的降解、重塑和异常引发的疾病

Fig.2   Degradation, remodeling of ECM and diseases resulted from anomaly of ECM

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



2004 · 综述 ·

ECM

C
om

pl
ex

 su
pr

am
ol

ec
ul

ar

Clusters

Cell membrane

Spatial array

Growth factor

Strain

Fibrils

Interlinking
elements

Proteolytic
processing

Afnity
specificity 

Integrin

Co-signaling

Laminin

Ph
ys

ic
al

 p
ro

pe
rti

es

B
io

ch
em

ic
al

 a
sp

ec
ts

      : ECM epitope.
- - -: Proteolytic processing produces laminin G-domain 
which has an specific affinity to combine with intergrin. 

 

α β

处理后所得ECM仍保留有主要蛋白成分、完整空

间结构和天然生物活性成分, 例如FGF-2和血管内皮

生长因子 (vascular endothelial growth factor, VEGF), 
其微环境有利于促进细胞的增殖, 支持CMs肌小节

的形成[33]。采用天然ECM参与构建的3D支架因具

备生物相容性、生物降解性、适宜的纤维直径和取

向、高度多孔且相互关联的空隙网状结构, 有利于

养分和代谢产物的交换, 形成适宜的力学强度、表

面性状和化学特性, 释放或限制生长因子、细胞因

子、趋化因子和多肽等, 增强细胞间的相互作用, 暴
露具有生物活性的序列以提供组织特异性诱导方向

等优势而具有广阔的应用前景[34]。3D ECM凝胶是

由原纤维(包括胶原蛋白、纤连蛋白等)、交联元件、

与细胞受体相互作用的特异性配体等多种分子组成

的复杂结构, 其物质特性、空间排列和生化特征将

影响细胞的应力反应、协同作用和亲和作用等(图3)。
因此, 探究ECM凝胶的成分和物理特性、微脉管系

统等对3D培养细胞的影响和作用机制至关重要。

2.1   ECM凝胶成分对干细胞或祖细胞来源心脏

细胞行为的影响

2.1.1   胎儿和成年心脏来源ECM      哺乳动物(包括

猪、牛、羊等)的胎儿ECM具有致密的空间结构, 弹
性纤维分布均匀, 有利于细胞的极性迁移以及细胞

间促生长因子信号的快速传递。胎儿心脏组织中存

在的两种特殊蛋白即骨甘氨酸(与TGF结合, 与左心

室的肥大增长有关)和多功能蛋白聚糖(一种抗黏附

分子, 可调节整合素与细胞表面受体的相互作用)参
与了心脏发育过程中干细胞的黏附和迁移。因此, 
胎儿心脏ECM的蛋白组成、空间结构及贮存因子更

有利于细胞的增殖和成熟。成年心脏ECM具有更多

的弹性纤维束, 纤维直径更大, 胶原蛋白数量更多, 
其弹性模量约为胎儿ECM的10倍, 且成年心脏功能

更加成熟, 具有更强的收缩力和机械力耐受性。因

此, 成年心脏ECM的结构和生化组成可能更有利于

图3   ECM凝胶的物理特性、空间排列和生化特征对细胞行为的影响

Fig.3   Effects of physical properties, spatial array and biochemical aspects of ECM gel on behavior patterns and selection of cells
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CMs功能的完善。Fong等[35]研究表明, 牛胎儿和成

年心脏组织经去细胞化处理所得ECM具有相似的

聚合特征和基因表达图谱。胎儿和成年ECM水凝

胶均能促进iCMs成熟基因的表达, 增加细胞间联合

调控钙通道的动力学, 增强钙离子信号, 提高心肌收

缩能力。但是, 成熟心脏ECM水凝胶中CMs的钙离

子信号和调控相关基因如CASQ2、CX43、Junctin
的表达量均高于胎儿心脏ECM处理组, 而胎儿ECM
水凝胶中培养的CMs表达更高水平的钙离子调控

基因—钠钙交换体1(sodium-calcium exchanger 1, 
NCX1), 细胞外刺激例如激素、机械拉伸、非CMs
支持等因素均会影响NCX1的表达, 调节CMs间钙离

子信号传递, 影响CMs的成熟。Silva等[36]研究表明, 
小鼠胎儿和成年ECM处理组的细胞存活率相似, 胎
儿ECM凝胶支架有利于提高细胞的黏附率和增殖

率。虽然健康和疾病生物基质均能阻止细胞凋亡, 
但是仅有健康的ECM才能刺激细胞的增殖和迁移。

Sullivan等[37]研究表明, 与梗死组织来源ECM相比, 
采用健康心脏来源ECM包被平皿进行MSCs的2D培

养更有利于促进其向早期心脏分化。

2.1.2   其他组织来源ECM      心脏ECM由于自源性

心脏组织缺乏, 异源性心脏ECM易引发免疫反应等

原因, 其临床应用有限。支架的良好生物相容性是

其用于建立仿生工程组织的关键因素。骨骼肌因具

有与心肌相似的横纹肌结构和组成, 其ECM在细胞

迁移、稳定细胞与周围结缔组织之间的联系、肌源

性祖细胞增殖和分化形成肌纤维等方面发挥重要作

用[38], 且具有容易从患者自身获得、减轻免疫排斥

问题等优势而受到人们的关注。Hong等[39]研究发现, 
去细胞化的骨骼肌ECM和心脏ECM具有类似的遗

传物质残留、蛋白质组成成分和微观结构, 支持小

鼠ESCs的黏附、存活、增殖和分化成为具有自发、

同步、节律性心跳和正常肾上腺素刺激反应的心脏

微组织; 与心脏ECM相比, 骨骼肌ECM更能刺激小

鼠ESCs分泌更高水平的一氧化氮(nitrogen monoxide, 
NO), 有望通过阻止caspase-3活性、激活P38丝裂原

活化蛋白激酶 (P38 mitogen-activated protein kinases, 
P38MAPK)信号通路和 PI3K/v-akt鼠科胸腺瘤病

毒癌基因同源物 (PI3K/v-akt murine thymoma viral 
oncogene homolog, PI3K/Akt)信号通路、降低线粒

体Ca2+吸收等机制抑制CMs凋亡, 增加植入细胞的存

活。因此, 骨骼肌ECM也适用于工程化心脏组织补

丁的制备。此外, 小肠黏膜下层ECM和膀胱ECM也

能促进MI动物模型中MSCs向iCMs的分化和改善心

脏的功能[40]。而且, 具有高度再生能力的器官例如

肠胃系统的去细胞化ECM支架可用于改善心脏的有

限再生能力。

2.1.3   体外培养多层细胞来源ECM      Przybyt等[22]利用

体外培养的人源性hADSC去细胞化获得ECM(hADSC-
ECM), 该基质能够提高体外CMs的增殖率, 促进肌小

节的成熟、排列和细胞间的联系。ADSC能够分泌

可溶性因子(如生长因子、激素), 抑制炎症反应和细

胞凋亡, 促进MI中血管再生和CMs扩散, 一些功能性

因子能够贮藏在ECM中, 且不受去细胞化过程的影

响。ADSC-ECM填充在细胞间隙, 可通过旁分泌和

近分泌的信号结合, 直接调节MI的微环境, 改善细胞

治疗效果, 有利于体外心肌组织工程结构的构建, 促
进MI受损区心肌的重塑; Schmuck等[41]将体外培养

的高密度CFs去细胞后, 获得CFs-ECM支架(直径为

15~20 mm, 厚度为50~150 μm)。将接种有外胚间充

质干细胞(ectomesenchymal stem cells, EMSCs)的CFs-
ECM支架转移至心脏受损区域, 无需缝合或胶黏能

够保持48 h以上。EMSCs可从心外膜转移至心内膜, 
有效修复心脏损伤, 这为转移干细胞至缺血性心肌

提供了新策略。

2.1.4 ECM凝胶的组成比例    水凝胶中ECM和蛋白

成分及其比例影响细胞的增殖、存活、分化和成熟

等行为。Duan等[42]研究表明, 在不添加生长因子的

情况下, 心脏ECM含量高的凝胶(75% ECM+25%胶

原蛋白)比ECM含量低的凝胶(25% ECM+75%胶原

蛋白; 100%胶原蛋白)更能增强人ESCs来源的iCMs
的收缩能力(收缩细胞的数量和收缩振幅增加)和成

熟(CX43和cTnI的表达量增加)。采用100%的ECM
制备的水凝胶的凝结时间长且较难成型, 随着ECM
所占比例的减小, 其凝结时间递减, 弹性模量和损耗

模量呈线性增加。材料的损耗模量愈小则其阻尼损

耗因子(damping loss factor, DLF)越小, 更接近于理

想的弹性材料。较高ECM含量的凝胶质地较为柔和, 
其基质反应与类胚体的收缩和舒张同步, 能够促进

ECM凝胶中力学和生化刺激的有效传递, 从而有利

于早期ESCs向CMs方向的分化, 是诱导心脏中胚层

特异性分化较为理想的材料。

2.2 ECM凝胶的弹性模量对干细胞或祖细胞来源

心脏细胞行为的影响
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正常心脏细胞的行为受到血流动力学压力、

CMs收缩的拉伸力以及ECM的弹力等机械力的影响。

心脏ECM的组成和交联呈动态变化, 导致发育期间

细胞微环境的硬度发生改变, 心脏硬度从胚胎期的低

于1 kPa增加到成年心脏舒张期的大约10 kPa[43]。MI
和其它心脏病导致的纤维化可使ECM微环境的硬度

达约100 kPa, 从而影响固有CMs或干细胞来源iCMs
的行为。ECM凝胶的机械性能包括刚度(或弹性)、
黏弹性、孔隙大小和孔隙率等。弹性模量是衡量基

质抵抗弹性变形能力大小的尺度, 弹性模量越大则基

质的刚性越大。MSCs对基质的弹性模量具有高度

敏感性, 在模拟大脑软基质、肌肉较硬基质、胶原

骨硬基质中分别表现出促神经元性[44]、促肌源性[45]

和促成骨性方向分化[46]。MSC形态的变化决定了其

分化的命运[47]。

ECM凝胶的组成和硬度可通过半桥粒来调控

ECM受体和生长因子受体的协同作用, 调节细胞运

动和信号分子转换。天然ECM中α6β4整合素连接层

黏连蛋白, 其联合单位较大, 易波动和易发生重叠、

聚集, 并与骨架蛋白(如角蛋白和网蛋白等)形成半桥

粒, 介导信号传递; 如果ECM凝胶的弹性模量过度增

加, α6β4整合素的运动性受到束缚, 而层黏连蛋白的

密度相对恒定, 则α6β4整合素与层黏连蛋白的聚集

减少, α6β4整合素无法与网蛋白结合形成半桥粒, 因
而整合素上有多个位点被受体酪氨酸激酶(receptor 
tyrosine kinase, RTKs)磷酸化, 磷酸化的β4整合素可

导致PI3K信号通路和Rac1信号通路的激活, 可能引

发细胞出现恶性表型; 而ECM含量增加即层黏连蛋

白的密度增加, 将减少α6β4整合素–层黏连蛋白聚

集的障碍, 有效避免细胞的恶性表型[48](图4)。此外, 
弹性模量的变化调节Rho相关卷曲螺旋形成蛋白激

酶 (Rho associated coiled-coil forming protein serine/
threonine kinase, ROCK)的活性[49], ROCK的活化促

使肌球蛋白轻链磷酸化, 增加肌球蛋白II ATP酶活

性, 诱导肌动蛋白应力纤维、极性相反的肌动蛋白

纤维束的形成, 包括肌球蛋白II、原肌球蛋白、钙

结合蛋白和肌球蛋白轻链激酶 (myosin light chain 
kinase, MLCK), 从而调控肌动蛋白应力纤维的收缩, 
影响干细胞的运动性、收缩性和局灶性黏附等[50]。

因此, 通过调节ECM水凝胶的组成和弹性模量, 可
以构建复杂的微环境, 从而影响细胞的行为。

Williams等[51]研究表明, 在弹性模量较高(14 kPa、
32 kPa)的胎儿ECM水凝胶中, CPCs的存活率和细胞

密度明显低于低弹性模量(2 kPa)凝胶处理组; 不同弹

性模量的成年ECM水凝胶对细胞的存活率无明显影

响, 这可能与成年ECM更加稳定, 能够有效抵抗一定

程度的机械力变化有关。随着弹性模量的增加, 细
胞与ECM间通过谷氨酰胺转移酶(transglutaminase, 
TG)连接成网状结构的程度呈缓慢递减趋势。弹性

模量较高(32 kPa)的胎儿和成年ECM凝胶中, CMs标
志物肌联蛋白(titin, TTN)、内皮细胞标志物血管假

性血友病因子(von Willebrand factor, VWF)和平滑肌

细胞标志物钙调节蛋白1(calponin 1, CNN1)的表达量

增加[51]。Hirata和Yamaoka[52]研究表明, 在弹性模量较

低的ECM基质(9 kPa)中, 干细胞维持未分化标志基因

Nanog的表达, 而在弹性模量较高(20 kPa、180 kPa)

图4   ECM凝胶的组成和硬度影响细胞表型的机理

Fig.4   Mechanism on effects of composition stiffness of ECM gel on cellular phenotype
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的ECM基底膜中 , 心脏分化基因 (例如Gata4、Tbx5)
的表达量显著提升; CMs收缩基因(例如: α-MHC、
TnC1和TnT2)在弹性模量较低的ECM基质(20 kPa)中
表达明显增加。因此, 刚性较大的ECM基质有利于

干细胞向心脏细胞的分化, 较柔软的ECM基质更有

利于心脏的搏动。

细胞对周围ECM的机械敏感性影响细胞铺展、

细胞迁移和干细胞分化等行为。通过感知方向和

复杂信息的大小幅度, 3D培养细胞呈现出趋化性、

趋触性和趋硬性。细胞的趋硬性受到ECM硬度梯

度的调节[53], 被认为是上皮细胞向间充质细胞转化

(epithelial-to-mesenchymal transition, EMT)、肿瘤

生长、癌症侵袭和癌症转移的关键[54]。现已构建

出许多模型用于研究细胞迁移趋硬性的机制, 包括

黏连运动介导肌球蛋白马达和F-肌动蛋白束收缩的

单细胞模型[55]、药物诱导细胞和ECM纤维变形模

型[56]、集成细胞机械感应过程和单细胞迁移的3D
数字模型[57]、在2D底物上通过延伸伪足作为传感

器的细胞迁移3D有限元模型[58]、通过细胞−底物机

械性偶联促使整体细胞迁移的Potts和有限元计算机

模型[59]。但是, 这些模型只研究在2D底物或3D材料

中的细胞迁移, 较少考虑ECM纤维的散在分布性并

探讨细胞和基质之间的相互作用, 因此, 有必要研究

细胞如何能够感应硬度和确定迁移的方向。丝状伪

足(filopodia)是富含肌动蛋白的质膜突出体, 可作为

感受器探查周围环境和检测趋化性、趋硬性和趋触

性信号; 作为致动器, 与ECM纤维结合, 形成肌动蛋

白–肌球蛋白相互作用的牵引力[60], 其机械感应主要

发生在肌球蛋白II收缩运动驱动F-肌动蛋白逆行流

动的收缩阶段[61]。Kim等[61]基于弹性理论和ECM纤

维的分散性及弹性能量, 利用丝状伪足机械敏感性

计算机模型, 结合荧光微球观察3D ECM纤维变形试

验, 建立了一个公式用于估计每个丝状伪足顶端的

有效合力和周围ECM纤维的位移, 从而计算出局部

感应的硬度, 解释了细胞向更硬的ECM方向迁移的

极性机制。

2.3   微脉管系统对干细胞或祖细胞来源心脏细胞

行为的影响

利用ESCs制备的类胚体往往因缺乏功能性血

管网, 无法满足内部细胞的氧气和营养物质的供给

而造成其死亡。体外3D培养细胞也存在类似的情

况, 从而限制了体外培养类器官的大小和存活时

间, 当前的生物技术包括3D打印均还无法制造出

微脉管系统(直径<10 μm)以满足3D培养功能化血

管网的需求, 从而限制了工程化组织器官的应用进

程。Gershlak等[62]采用植物例如菠菜叶片的去细胞

化ECM作为体外3D培养干细胞的微脉管系统, 构
建生物相容性的组织工程支架, 结果表明, 去细胞

化的植物脉管系统具有运输微粒物质的功能, 人类

EMSCs和iPSCs来源的iCMs可黏附和生长于支架外

表面, 表现出收缩能力和钙处理能力, 为大量血管化

组织再生提供了一种“绿色”技术。Nilghaz等[63]以多

线程的棉线(thread)作为天然亲水通道支持多层细

胞的体外培养。在无需泵或外部压力的作用下, 依
靠棉线的毛细作用可持续(时间至少250 s)向系统提

供培养液, 并能输出细胞的代谢产物。培养的多层

细胞具有良好的生存能力和形态, 能够促进细胞的

增殖。棉线作为一种容易获得且经久耐用的生物相

容性材料, 其多孔结构具有类似毛细血管的作用, 将
串联的棉线穿过经纤维蛋白包被的二甲基硅氧烷

(polydimethylsiloxne, PDMS)多层细胞培养体系, 提
供有效的运输渠道, 为体外3D培养构建微脉管系统

提供了新思路。

3   ECM在心脏修复中的应用
3.1   ECM凝胶在3D打印技术中的应用

3D打印可以对多种生物相容性材料进行高分

辨率的精确沉积, 有效模拟天然心脏组织的原生细

胞因子和空间结构, 构建心脏3D类器官。利用含

有细胞的海藻酸–明胶生物材料为“墨水”, 通过3D
打印技术现已制造出了半心脏几何构型(half-heart 
geometries), 该构型具有两个相连的心室结构, CMs
具有搏动功能[64]; 以3D打印的透明质酸–明胶贴片

为载体介导CPCs的移植, 可以明显减少大鼠MI后的

梗塞面积[65]; ECM也可作为“墨水”用于3D细胞打印

技术, 构建细胞外微环境。Jang等[66]利用多层交替

叠加3D打印技术获得了由EMSCs/iCPCs和ECM凝

胶构成的干细胞补丁, 可以减少受损区域心肌肥大

和纤维化, 促进肌肉层和毛细血管的新生, 加快心脏

功能恢复。而且, 植入补丁在大约3个月后完全消失, 
具有生物可代谢性。因此, ECM凝胶“墨汁”有利于

增强3D打印结构中细胞的活性和功能。但是, 其在

室温条件下质地较为柔软, 难以多层叠加, 致使3D
结构的维持面临挑战。深入探讨ECM凝胶的结构参
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Others

数、增加蛋白交联程度和弹性模量、科学设计营养

物质灌注的微通道等措施有利于实现体外心脏类器

官的构建。

3.2   ECM补丁在受损心脏修复中的应用

利用ECM构建的补丁, 能够有效黏附、滞留和

保护外源性细胞, 经体内移植后参与损伤组织的修

复。D’Amore等 [67]将双层聚氨酯 -ECM补丁植入到

心外膜8周后, 改善了慢性MI模型大鼠心脏的不良

重构, 减轻瘢痕形成和左心室壁的变薄程度, 促进血

管新生, 提升了心脏的收缩力; Becker等[68]发现, 无
细胞羊膜上的人心脏ECM水凝胶涂层不会改变其

力学特性, 反而明显提高了羊膜的黏附能力, 促进了

培养细胞的存活率和增殖能力。因此, 心脏ECM补

丁具有良好的生物相容性和功能促进性。ECM补丁

承载的大量外源性生长因子能够改善植入干细胞的

存活率, 增强其对MI后不利微环境的耐受力[69]; 肠
道ECM能够活化猪缺血再灌注损伤组织的心外膜, 
增强梗死区域β-连环蛋白(β-catenin)的细胞核定位, 
动员心外膜中的祖细胞, 激活内源性修复机制[70]; 心
外膜作为血管平滑肌细胞和血管旁分泌因子的重要

来源, 其活化能够增加梗死区域新血管的生成和分

布; 在清除坏死CMs的缺血区域, 由CFs分化而成的

肌成纤维细胞的持续活化将导致梗死区域疤痕扩

张、边缘心肌变薄变硬[71]; 然而, 将源自人心房的心

脏肌成纤维细胞植入ECM支架后, 能够增加关键血

管源性蛋白的表达, 促进新血管的形成, 减轻过度的

疤痕沉积[72]。因此, 外科移植ECM补丁改善心脏功

能的机制可能与其贮存的外源性生物活性成分、巨

噬细胞从促炎性M1表型向促修复性M2表型转变、

血管形成、心外膜活化、基质调节CFs的功能改变

等因素有关[73]。

4   展望
去细胞化ECM保留有天然基质的生化复合物、

纳米结构和生物诱导特性等, 其构建的生物支架代

表了一种可调平台, 能够进一步工程化以实现心脏

疾病的个性化和精准化治疗, 已广泛应用于心脏损

伤的修复(图5)。利用ECM构建3D支架模拟体内细

胞微环境, 探究其分子特性(包括结构复杂性、黏附

表位和相应受体的类型、生长因子依赖受体和基质

依赖受体的协同作用和亲和作用等)、机械性能(包
括弹性模量、黏弹性、孔隙大小和孔隙度、静态和

动态变形幅度、循环变形的频率等)和空间排列(包
括基质维数、细胞极性、附着力表面的表面积和几

何形状、表面微观形态、抗原决定基浓度、表位聚

类特征、纳米结构特征等)等, 能够进一步优化体外

ECM支架的构建, 以满足细胞生长所需的复杂、动

态微环境。然而, 目前构建高效、可调的ECM 3D

图5   ECM在心脏损伤修复中的应用

Fig.5   Applications of ECM on repair for cardiac injury
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支架用于心血管组织工程仍面临极大的挑战, 需要

进一步筛选、确定影响心脏细胞分化、增殖和成

熟等重要行为的关键参数值, 探究ECM与细胞之间

的相互作用机制。通过微脉管系统、3D打印等技

术的发展应用, 为3D培养体系提供物质运输的微通

道, 可以构建出更为复杂的3D类器官。ECM补丁移

植也为体内修复心脏功能提供了新途径。因此, 通
过体外模型和体内移植研究, 探讨ECM对于干细胞

或祖细胞来源心脏细胞的影响, 有望开发出具有组

织特异性的生物活性材料, 应用于临床心脏组织的

修复、疾病模型构建和药物筛选等。
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