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调控人多能干细胞来源心肌样细胞分化成熟的信号

通路及其相关化合物研究进展
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摘要      由人多能干细胞分化而来的心肌细胞具备良好的基础研究与临床治疗前景, 但其结构

与功能的不成熟限制了其发展。功能化合物可以直接作用于人多能干细胞向心肌细胞分化成熟过

程中的信号通路。添加功能化合物是一种简单、有效、可重复性好的方法。许多团队在促进人多

能干细胞向心肌分化成熟的信号通路与功能化合物研究方面取得了实质性的科研进展, 该文针对

这两方面作出综述, 以期为后续实验提供指导。
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Abstract       Cardiomyocytes derived from human pluripotent stem cells have a good prospect for basic re-
search and clinical treatment, but their development is limited by their immature structure and function. Functional 
compounds can directly act on the signaling pathway during the differentiation and maturation of human pluripotent 
stem cells into cardiomyocytes. Adding functional compounds is a simple, effective and reproducible method. Many 
groups have made substantial research progress on the signaling pathways and functional compounds that promote 
the differentiation and maturation of human pluripotent stem cells into myocardium. This paper reviews these two 
aspects in order to provide guidance for future experiments.
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心肌梗死是常见的心血管疾病, 其常常伴发心

力衰竭, 由于心肌细胞属于终末分化细胞, 基本没有

再生能力, 治疗心肌梗死及其伴发的心力衰竭成为

一大难题, 虽然心脏移植是治疗终末期心力衰竭的

有效方法, 但目前器官捐献者数量不足, 严重限制了

该方法的进一步应用。近些年来, 研究人员致力于



1862 · 综述 ·

在人干细胞治疗的基础上治疗心肌梗死及心力衰

竭, 探索不同方式促进人多能干细胞分化为成熟心

肌细胞, 从而获得新的心肌细胞来源。

人多能干细胞 (human pluripotent stem cells, 
hPSCs)包括人诱导多能干细胞 (human induced plu-
ripotent stem cells, hiPSCs)和人胚胎干细胞 (human 
embryonic stem cells, hESCs)。人多能干细胞在经

过上皮间充质转化、中胚层分化、特异性中胚层形

成、特异性心肌细胞的发生、心肌细胞分化和电生

理成熟后 , 便得到了人多能干细胞来源心肌样细胞

(human pluripotent stem cell-cardiomyocytes, hPSC-
CMs)[1]。hPSC-CMs在细胞治疗、疾病建模、药物

筛选方面 , 展现出了良好的应用前景。hiPSC-CMs
可以由患者体细胞重编程而来 , 使得个性化治疗

心肌细胞疾病有了突破性的进展 [2], 研究人员曾在

2020年对两位患者在实施心脏搭桥手术的同时注射

hiPSC-CMs, 该研究为hiPSC-CMs首次应用于临床

注射产品, 而其目前实际的临床疗效仍有待考察[3-4]; 
hiPSC-CMs具有与患者相同的基因型 , 重编程以后

仍然保留患者的疾病表型 , 并且干细胞具备增殖的

能力 , 是非常理想的建模来源 [5]; hPSC-CMs还可以

表现患者个体的药物反应、评估药物的心脏毒性[3]。

然而 , hPSC-CMs与成熟的心肌细胞间在形态学 [6]、

排列方式 [7]、收缩性 [8-9]、电生理 [10]、钙动力学 [11-12]

等方面有诸多差异, 这限制了其在上述领域的应用。

因此, 促进hPSC-CMs成熟成为近年来重要的研究热

点之一 , 在 hPSCs向心肌分化的特定时间添加特定

功能化合物可以使功能化合物直接作用于细胞内的

信号通路 (图1), 是促进hPSC-CMs成熟的一种简单、

有效、可重复性好的方法 , 许多团队在该方面取得

了实质性进展 , 本文将针对该方法的研究现状作出

综述。

1   参与调控心肌分化成熟的信号通路途径
胚胎的心脏发育是一个动态有序的过程 , 从

干细胞到中胚层细胞 , 再到心肌前体细胞 , 最终发

育为成熟的心肌细胞 [1]。而在这个过程中 , 主要

有三种信号通路参与 hPSCs的分化成熟 , 分别是

Wnt(Wingless/Integrated)信号通路、BMP信号通路、

Notch信号通路。它们主要通过启动旁分泌反馈回

路发挥作用, 并且具备高度的时间特异性[13]。

1.1   Wnt信号通路

Wnt信号通路在早期心脏前体细胞从富含Wnt/
β-连环蛋白的原条中迁出时便开始发挥作用 , 对心

肌分化成熟的调控贯穿于大部分过程 [14]。Wnt/β-连
环蛋白信号通路具备双相效应 , 早期激活可以促进

中胚层前体细胞向中胚层细胞的分化 , 之后Wnt信
号通路关闭可以促进中胚层细胞向心脏前体细胞的

发育 [15]。BMP4与激活素A可以联合应用于Wnt信
号通路 , 促进hPSCs中胚层的形成及分化 [15]; 除此以

外 , 作为GSK3β抑制剂的CHIR99021也可以起到相

同的效果, 其可以使β-连环蛋白在细胞核内积聚, 之
后联合T细胞因子与淋巴结合增强子, 促进相关基因

的转录 , 从而促进前体心肌细胞的发生 [16]。在特异

图1   hPSCs向成熟心肌细胞分化成熟过程中的信号通路与功能化合物

Fig.1   Signaling pathways and functional compounds in the process of hPSCs differentiation into mature cardiomyocytes

FGF2 BMP4 Activin A

WNT3A

CHIR99021

Mesoderm differentation

Mesoderm speciation

Cardiac specification

Cardiomyocyte differentiation

Electrical maturation

RA NRG1

BMS189453

T3, glucocorticoid, IGFs,

miR, mTOR inhibit,

Fatty acid, AICAR

Mesoderm progentior Mesoderm Cardiac mesoderm Cardiac progenitor cell Immature cardio-
myocyte

Mature cardio-
mycote

Notch

Delta4 protein, GSI2

hPSC

GSK3B

Epithelial to mes-

ebchymal transition

DDK1 Wnt IWR-1, IWR-2, WR-4

TGFB1

NODAL

BMP

p38 MAPK

NOGGIN

SB431542

Dorsomorphin

SB203580



刘经纶等: 调控人多能干细胞来源心肌样细胞分化成熟的信号通路及相关化合物研究进展 1863

性心肌细胞的发生过程中 , 研究人员进行了相关实

验, 其实验证实Dickkopf相关蛋白1(Dickkopf-related 
protein 1, DDK1)和 IWR-1作为Wnt信号通路的抑制

剂 , 通过抑制相关蛋白与Wnt信号通路的相互作用 , 
进而对Wnt信号通路起抑制作用 , 促进特异性心肌

细胞的发生[15-18]。

1.2   BMP信号通路

BMP信号通路在调控干细胞分化为成熟心肌

细胞的过程中主要是通过Smad信号途径起作用的。

BMP可以维持胚胎干细胞处于未分化状态 , 而在诱

导胚胎干细胞分化时, 需要先短暂抑制BMP表达, 再
刺激该信号通路上调心脏转录因子进而促进人多能

干细胞向心肌细胞的分化 [19]。BMP信号通路在促进

中胚层的发生与分化方面有十分重要的作用 , 其可

以与Wnt3a信号通路和Wnt/β-连环蛋白信号通路发

生相互作用 , 诱导人胚胎干细胞产生原条 /中胚层细

胞 [19]。除此之外 , BMP信号通路还可以通过调节心

脏前体细胞的标志性转录因子Csx/Nkx2.5、GATA-4
的表达来调控心肌样细胞分化成熟的进程 [20]。如同

Wnt信号通路一样 , BMP信号通路也是在激活与抑

制的交替进行中实现对心肌分化成熟过程的有序调

控。PATER等 [21]通过实验发现了在心脏分化的终末

阶段 , Smad6a可以抑制BMP信号通路 , 最终促进心

室肌的分化。除此之外 , 经SB431524与Dorsomor-
phin、Noggin处理之后, BMP信号通路也受到了抑制, 
相对应地, 可以促进心肌细胞的终末分化成熟[22-23]。

1.3   Notch信号通路

Notch信号通路是在心肌分化成熟过程中的另

外一条较为重要的通路, 在发生心肌梗死时, 该信号

通路可以短暂地被激活, 进行部分修复[24], 该通路可

以参与中胚层细胞向心脏前体细胞的分化以及心肌

前体细胞的扩增[21], 其过表达可以促进心脏前体细

胞向血管平滑肌细胞的分化[25]。Neuregulin可以激

活Notch信号通路, 促进hPSC-CMs向心室样细胞的

心源性分裂以及hPSC-CMs的成熟[26]; Notch信号通

路的配体Jagged1的表达促进了Nkx2.5阳性心脏细

胞前体和不成熟心肌细胞的扩增, 最后不成熟的心

肌细胞趋于成熟[27], 除此以外, Notch信号通路的其

他相关分子Notch1、Notch4和Jagged2表达逐渐减少, 
特别在细胞进入心脏中胚层阶段后即快速下降, 促
进心肌细胞分化[28]。NISTRI等[24]敲除Notch1以及外

源加入Delta4蛋白, 则可促进胚胎干细胞向中胚层、

心肌分化。总而言之, Notch信号通路主要调节心源

性分裂, 在中胚层细胞与心脏前体细胞之间的相互

作用的复杂网络中扮演重要角色。

2   促进hPSC-CMs分化成熟的功能化合物
在 hPSC-CMs分化成熟的过程中 , 在特定的时

间添加特定的功能化合物可以加快分化成熟进程 , 
并且该过程操作简单 , 可重复性高 , 是目前应用最

广泛的一种方法 , 主要的功能化合物包括激素、胰

岛素样生长因子 -1(isulin-like growth factor-1, IGF-
1)、微小RNA(microRNA, miR)、软脂酸、哺乳动

物雷帕霉素靶蛋白 (mammalian target of rapamycin, 
mTOR)抑制剂、AICAR等 , 下面针对各种功能化合

物的作用机理进行简单的概括。

2.1   激素

2.1.1   三碘甲状腺原氨酸      三碘甲状腺原氨酸(tri-
iodothyronine, T3)是由甲状腺滤泡所分泌的一种激

素 , 其对于心脏的正常发育不可或缺。早在2013年 , 
YANG等 [29]就使用T3处理未成熟的 IMR90-hiPSC-
CMs, 其中 , IMR90-hiPSC-CMs是BMP4与激活素A
联合作用于BMP信号通路、Wnt信号通路等多个信

号通路 , 由IMR90-hiPSCs得到的 ; 在培养基中加入

T3一周以后, 经过处理的细胞体积增大、极性更为

明显、肌节长度增加 ; DNA合成减少 , 细胞周期蛋

白依赖激酶抑制剂 p21表达增加 ; 未成熟心肌细胞

的每搏收缩力增加至原来的两倍 ; 在细胞器中体现

为钙释放和再摄取速率的增加以及肌质网、ATP
酶表达增加 , 线粒体最大呼吸能力以及呼吸储备能

力增加。三周以后 , 未成熟的 IMR90-hPSC-CMs逐
渐趋于成熟。在2018年 , NISHIMURA等 [30]通过检

测T3脱碘酶 (type 3 iodothyronine deiodinase, D3)
从侧面证明了T3在hiPSC-CMs成熟中的重要性, 与
上文不同的是, 其将注意力集中在了由T3诱导的肌

苷重链α和β、肌质网Ca2+-ATP酶和受磷蛋白上 , 加
入D3以后, 明显减少了细胞内肌苷重链α和β、肌质

网Ca2+-ATP酶和受磷蛋白含量 , 同时延缓了hPSC-
CMs成熟的进程。

可以明确的是, 目前T3促进hPSC-CMs成熟主

要是通过促进线粒体、肌节的发育成熟进而实现的, 
但是经过检测发现, 线粒体的体积分数与线粒体中

DNA的含量并没有增加, 推测这是由于呼吸链蛋白

含量增加或者呼吸链活性增加导致的, 目前仍然没



1864 · 综述 ·

有相关实验详细阐述T3对线粒体方面的影响, 该方

面仍具有较为广阔的研究前景。

2.1.2   糖皮质激素      糖皮质激素是肾上腺皮质激素

的一种, 目前在促进hPSC-CMs成熟的研究中, 应用较

为广泛的是地塞米松(Dexamethasone, Dex)。早期研究

发现 , Dex促进猪心肌细胞成熟的证据是在早产的幼

猪中使用糖皮质激素治疗可显著改善心脏功能与促

进心脏成熟 [31]。之后 , 便开始将Dex应用于hPSCs, 探
索其对hPSC-CMs成熟的影响。在2015年, KOSMIDIS
等[32]将未成熟的hESC-CMs在Matrigel培养基上进行培

养并在细胞分化的第27天使用1 μmol/L的Dex处理, 在
经过处理之后 , 细胞的Ca2+处理能力增强、收缩能力

增强、肌节的数量增加 , 在一定程度上促进了hESC-
CMs的成熟。之后在2017年 , PARIKH等 [33]将未成熟

的hiPSC-CMs在分化过程的第16天至第30天, 同时使

用100 nmol/L T3和1 000 nmol/L Dex在Matrigel培养

表面进行共培养 , 实验结果证明该方法可以有效促

进hiPSC-CMs横管的形成 , 改善细胞内钙释放的效

果。PARIKH等 [33]首次发现新形成的横管可以增加

RyR受体的数量 , 明显促进钙致钙释放以及心室肌

细胞样兴奋收缩耦合过程 , 该研究点明了横管形成

的重要性以及为后续从分子层面促进横管形成奠

定了相关基础。

同时, 该研究也验证了GEORGIOS等[32]的猜想, 
联合使用T3与Dex确实可以促进L型钙通道的功能 , 
以达到单独使用Dex时没有的效果。但是该研究并

没有深入到基因层面 , 针对细胞代谢作出相应的检

测 , 相信日后的工作会详细阐述在加入特定功能化

合物之后基因表达及转录产物的变化情况 , 以便使

促进成熟的过程更加清晰明了。另外 , 可以看出 , 
单一的功能化合物对促进 hPSC-CMs的能力有限 , 
GENTILLON等 [34]在2019年探究HIF-1α联合PPARα
激活素对hiPSC-CMs成熟的影响时 , 使用了同时添

加T3、地塞米松以及IGF-1的培养基进行实验, 并取

得了不错的实验成果。多种功能化合物的联合应用

相信也是未来的重要工作方向之一。

2.2   IGFs
胰岛素样生长因子 (insulin-like growth factors, 

IGFs)是调节心肌细胞增殖、发育和促进心脏功能

成熟的重要因子。其通过胰岛素样生长因子受体 -1 
(insulin-like growth factor-1 receptor, IGF-1R)和胰岛素

受体 (insulin receptor, INSR)调节心肌细胞成熟 , 这两

种酪氨酸激酶受体通过PI3K-AKT和RAF-MEK-ERK
通路传递信号。使用胰岛素样生长因子处理乳鼠心

肌细胞 , 可以使肌球蛋白轻链 -2和肌钙蛋白的表达量

上调 , 细胞大小扩大为原来的两倍 , 并且细胞内的蛋

白质合成增加, 从而有效促进心肌细胞的成熟 [35]。将

小鼠心肌细胞的 INSR和 IGF1R两个基因敲除后 , 1个
月内小鼠出现早发性扩张性心肌病 , 肌节和线粒体

形态紊乱, 心功能下降等疾病, 从反面强调了IGFs的
重要性 [36]。IGF-1通过增强核受体 /转录因子过氧化

物酶体增殖物激活受体α的作用 , 上调脂肪酸氧化酶

中链酰基辅酶A脱氢酶和肌肉型肉碱棕榈酰转移酶

I的表达 , 影响心肌细胞成熟 [37]。SHARMA等 [38]利用

VEGFR2/PDGFR抑制了TKLs的表达, 在hiPSC-CMs
的模型中IGF-1代偿性增加 , 提高了hiPSC-CMs的成

活率, 从侧面说明了IGF-1在心肌分化成熟过程中的

重要意义。

2.3   MicroRNA
miR是一类由内源基因编码的长度约 22个核

苷酸的非编码单链RNA分子 , 经研究发现 , 对hPSC-
CMs分化成熟影响最大的两种是miR-1与miR-133a。
对hESCs、hESC-CMs、胎儿和成人心室肌细胞中提

取的microRNA进行分析 , 可以确定miR-1是心肌细

胞成熟的潜在调节剂 [39], 进一步的研究表明 , miR-1
的过度表达增加了 Ito、IKs和 IKr等离子通道的开放

频率 , 减少了 If离子通道的开放频率 , 减少了hESC-
CMs的动作电位持续时间和静息膜电位和最大舒张

电位的超极化 , 以此来促进心肌细胞的成熟 [40]。当

miR-1过表达时 , miR-1可以参与心室肌细胞的螺旋–
环状 –螺旋蛋白的合成 , 来抑制心脏的生长 [41]。与

miR-1不同的是, miR-133a主要通过靶向释放血清反

应因子来促进肌样细胞的增殖 , 并且其主要促进的

是骨骼肌的增殖分化 , 其在心肌分化成熟方面的作

用还有待研究。此外, IVEY等[42]研究发现, miR-1与
miR-133a在促进hESCs分化为心肌细胞方面两者具

有拮抗作用 , miR-1很可能通过抑制Notch信号通路

中的Notch δ(Dll-1)型配体促进hPSC-CMs的分化, 而
miR-133抑制hPSC-CMs的分化, 两者相互作用, 使心

肌分化成熟的过程有序进行。

2.4   脂肪酸

心肌细胞成熟的一个标志是代谢底物从葡萄糖

到脂肪酸的转换 , 如何促进hPSC-CMs较多地使用氧

化磷酸化供能成为促进hPSC-CMs成熟的新思路之
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一 [43]。研究人员发现 , 在促进心肌成熟的培养基中

添加脂肪酸 , 尤其是棕榈酸酯 , 可以有效促进心肌成

熟相关基因的表达, 并增强hiPSC-CMs的收缩力[44-45]。

与前文不同的是 , HORIKOSHI等 [46]使用不同的实验

方法和原理, 利用成熟心肌细胞较多分解脂肪酸这一

特性 , 将脂肪酸与乳酸分别加入到hiPSC-CMs的培养

基中 , 结果显示在添加了脂肪酸的培养基中 , 细胞除

了前文提到的基因及结构变化以外 , 线粒体数量增

加 , 细胞的呼吸强度有了显著提升 , 这也从间接证明

了加入脂肪酸的培养基中的细胞更多地以氧化磷酸

化作为能量供应的方式, 进一步证明了脂肪酸对心肌

细胞成熟的促进作用, 并且, HORIKOSHI等[46]使用了

CHIR99021与Wnt信号通路抑制剂来实现对Wnt信
号通路的调节, 快速获得了未成熟的hPSC-CMs。在

另一项研究中 , 将棕榈酸白蛋白复合物和可以促进

脂肪酸穿越细胞膜的肉碱一起加入到hiPSC-CMs的
培养基中, 结果显示, 两种化合物可以增强线粒体的

呼吸储备能力 , 并且测序结果表明 , 经脂肪酸处理

后, 氧化磷酸化的有关基因表达增加, 脂质合成的有

关基因表达减少; 信号通路分析表明, 在加入脂肪酸

以后, 多种细胞内激酶发生磷酸化, 促进了心肌细胞

的成熟[47]。

2.5   mTOR抑制剂

mTOR主要与其他蛋白质形成两种复合物—

mTORC1与mTORC2, 进而在机体代谢中起关键作

用 , 有研究证实 , mTOR信号通路也是糖酵解和氧

化磷酸化之间的代谢开关 [48-49]。雷帕霉素主要抑制

mTORC1, 如果长时间小剂量添加雷帕霉素也可抑

制mTORC2, 除此之外 , 雷帕霉素与CHIR99021协同

作用还可以通过抑制P53的翻译和线粒体活性氧的

产生 , 抑制mTOR可以克服P53依赖的人多能干细胞

凋亡 , 从而实现心肌细胞的高效分化。目前 , 只能

从实验中证明mTOR对Wnt信号通路与BMP信号通

路有影响 , 但是mTOR如何调控Wnt信号通路仍然

需要进一步的探究 [50-51]。同时 , Torin1是mTOR信号

通路的有效抑制剂之一 , 其可以瞬时抑制mTORC1
与mTORC2复合物的产生 , 比雷帕霉素效果更强 [52]。

GARBERN等 [53]探究了Torin1对 hPSC-CMs成熟的

影响 , 通过使用Torin1在不同的时间点抑制mTOR, 
结果证明 , 经Torin1处理的细胞相对最大收缩力和

最大耗氧率增加 , 且其可以有效缩短到达动作电

位峰值的时间 , Torin1可以显著促进诸如 TNNI3、

KCNJ2等与心肌细胞成熟相关基因的表达。除此

之外 , Dex[54]、T3[55]均可以抑制mTOR信号 , 促进

hPSC-CMs分化成熟。

2.6   AICAR
磷酸腺苷蛋白激酶(AMPK)是一种能量敏感蛋白

激酶 , 其可以参与调节心肌细胞葡萄糖脂肪酸氧化

和调节线粒体功能 [56]。研究表明 , 干细胞主要通过

有氧呼吸来提供能量 , 进而保证其各项生命活动的

进行 , 当干细胞分化为特定的组织细胞时 , 其能量

供应方式转变为氧化磷酸化 , 在该过程中同时会涉

及到AMPK的改变 [57]。AICAR是AMPK的有效激活

剂之一 , 其可以增加AMPK在细胞中的活性 [58]。YE
等 [59]在hiPSC-CMs的培养基中加入AICAR, 经实验

发现 , AICAR主要是通过激活AMPK信号通路来起

作用的, 激活作用在其浓度为0.5 mmol/L时最强, 并
且其机制为增加磷酸化AMPK的表达 , 但不改变总

AMPK蛋白水平; 同时, 经AICAR处理的hiPSC-CMs
在线粒体氧化代谢、细胞结构和基因表达方面表现

出比对照组更成熟的表型 , 其可以显著促进心肌细

胞的成熟。

3   总结与展望
目前, 促进hPSC-CMs分化成熟的信号通路主

要是Wnt信号通路、BMP信号通路以及Notch信号

通路, 不同信号通路在特定时间激活与抑制交替进

行, 实现对hPSC-CMs分化成熟的有序调控。许多团

队虽在该方面的研究取得了一定成果, 但仍然没有

一个针对多种信号通路清晰明确的综合阐述, 并且

针对不同的信号通路研究方法较为单一。针对不同

基因、mRNA等小分子的分析, 可以考虑使用与生

物信息学、基因组学等多学科交叉的研究方式, 进
而加快研究进程, 理清各个信号通路之间错综复杂

的关系。同时, 目前主要促进hPSC-CMs分化成熟的

功能化合物包括三碘甲状腺原氨酸、糖皮质激素、

胰岛素样生长因子、microRNA、脂肪酸、mTOR
抑制剂以及AICAR等, 而当前针对功能化合物作用

的研究主要是集中于细胞形态结构的变化, 在基因

分子层面的探究相对较少, 然而为了更加清晰明确

地了解促进hPSC-CMs分化成熟的机制, 有针对性地

探索更为高效、简单、可重复性好的功能化合物来

促进hPSC-CMs成熟, 添加功能化合物后信号通路、

分子转录的研究必不可少; 除此之外, 成分明确的多
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种功能化合物联合应用体系以及人工合成开发更为

高效的功能化合物也将是未来工作的主要趋势。随

着技术的进步和发展, 未来得到的hPSC-CMs会更

加成熟, 更能满足基础研究与临床治疗的需要。相

信很快就可以在体外高效地获得成熟的hPSC-CMs, 
hPSC-CMs在临床治疗领域也会有更宝贵的医疗价

值和更广阔的应用空间。
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