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再生过程中心肌细胞去分化和增殖的研究进展
肖成路*

(中国农业大学动物医学院, 北京 100193)

摘要      心肌梗死严重威胁人类生命健康。损伤的成体哺乳动物心脏无法进行再生, 最终导致心

力衰竭。多种临床治疗手段可以缓解心肌梗死症状, 但无法修复死亡的心肌细胞。斑马鱼等低等脊椎

动物以及一些新生哺乳动物心脏受到损伤后可以再生。研究心脏再生的细胞和分子机制可为成体心

脏损伤修复提供理论基础。越来越多的研究表明, 心脏损伤后心肌细胞的修复依赖于心肌细胞的去分

化和增殖。该文简单概述心脏再生过程中心肌细胞的来源以及心肌细胞去分化和增殖的分子机制。
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Recent Advances on Cardiomyocyte Dedifferentiation and Proliferation 
during Heart Regeneration
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(College of Veterinary Medicine, China Agricultural University, Beijing 100193, China)

Abstract       Myocardial infarction is a serious threat to human life and health. The damaged adult mamma-
lian heart is unable to regenerate, eventually leading to heart failure. A variety of clinical treatments can relieve the 
symptoms of myocardial infarction, but they cannot repair the dead heart cells. Lower vertebrates such as zebrafish 
and some newborn mammals can regenerate damaged hearts. Research on cellular and molecular mechanisms of 
cardiac regeneration can provide theoretical basis for the repair of adult cardiac injury. More and more studies have 
shown that cardiomyocyte repair after cardiac injury depends on the dedifferentiation and proliferation of cardio-
myocytes. In this paper, the origin of cardiomyocytes during cardiac regeneration and the molecular mechanisms of 
the dedifferentiation and proliferation of cardiomyocytes are briefly reviewed.
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心血管疾病, 尤其是心肌梗死, 在全球范围内仍

然是造成人类死亡和医疗成本上升的主要原因 [1]。

由于缺乏血液供应 , 大约四分之一的心肌细胞在心

肌梗死后的几个小时内会发生凋亡和坏死 , 且成体

哺乳动物心肌细胞再生能力差 , 这种大量的心肌细

胞损失最终会造成心脏纤维化、 心脏收缩功能丧失

和心力衰竭。心肌梗死的常规疗法包括药物治疗、

动脉搭桥、使用左心室辅助装置等 , 这些治疗手段

可在一定程度上缓解症状 , 却不能修复死亡的心肌

细胞; 此外 , 心脏移植治疗手段也因供体的短缺严重

受到限制 [2]。因此基于再生生物学的再生疗法可能

会为心力衰竭患者提供更佳的解决方案。

尽管BERGMANN等[3]研究发现, 人类心脏能以

低速率进行心肌细胞的更新, 但发育完善的哺乳动

物心脏受到损伤后并没有再生的能力。与成体哺乳

动物不同, 部分低等脊椎动物(例如斑马鱼和蝾螈)
的成体心脏在受到损伤后依然能够再生[4-5]。POR-
RELLO等[6]的研究发现, 新生哺乳动物心脏也具有

再生能力, 但该再生能力会在出生7天后消失。研究

人员们一直致力于探究新生心肌细胞的来源, 尽管

有众多假设, 目前普遍认为包括c-Kit阳性心脏干细

胞在内的成体心脏干细胞, 并不直接参与心脏损伤

修复, 新生的心肌细胞主要来源于已有心肌细胞的

去分化和增殖[7-8]。本文着重对心脏再生过程中心肌

细胞去分化和增殖的分子机制进行概述。 

1   再生过程中新生心肌细胞来源
心脏再生过程中 , 损伤区域虽然会形成疤痕组

织 , 但是这些组织随后逐渐会被心肌等组织取代。心

肌细胞的再生一直备受瞩目 , 其中非常重要的一个科

学问题是新生心肌细胞的来源 , 其可能的来源包括 : 
干细胞或前体细胞的分化、已有心肌细胞的去分化、

其他类型细胞的转分化。早期在斑马鱼心脏再生中

的研究提示 , 新生的心肌细胞来源于未分化的心脏前

体细胞 , LEPILINA等 [9]利用由cmlc2启动子驱动的核

定位红色荧光蛋白 (nuclear-localized DsRed2, nRFP)和
增强绿色荧光蛋白 (enhanced green fluorescent protein, 
eGFP)双转基因鱼对新生心肌细胞进行追踪 , 他们认

为新生心肌来自类似于芽基 (blastemal)的未分化细胞

团 , 该细胞团由心肌细胞相关的祖细胞组成 , 这些祖

细胞表达心前标记物 (nkx2.5、tbx20和hand2), 随后分

化为增殖性的心肌细胞。

随着研究的深入, 越来越多的研究表明, 新生心

肌细胞来源于已有的心肌细胞的去分化和增殖 [7,10]。

BELMONTE[7]和POSS[10]课题组均利用相似的谱系

追踪方法 , 对已有的斑马鱼心肌细胞进行荧光标记 , 
发现了新生的心肌细胞均表达该荧光蛋白 , 证明了

新生心肌细胞来自于已有的心肌细胞(图1)。增殖的

图1   心脏再生过程中新生心肌细胞来源

Fig.1   Cellular source of regenerating cardiomyocytes during heart regeneration
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心肌细胞主要集中在伤口周围 , 且发生了去分化 [7]。

在新生乳鼠心脏再生中的研究 , 也得到了同样的结

论 [6](图1)。出生后2天的猪的心脏也具有再生能力 , 
虽然缺乏心肌细胞谱系追踪的实验数据 , 但是新生

猪心脏修复过程同样具有心肌细胞增殖与肌节解体

的现象[11]。另外, HAUBNER等[12]报道了一例新生儿

心肌损伤后心功能恢复正常的病例 , 他们的研究数

据提示 , 新生人类可能具有修复受损心肌细胞的能

力。

成体哺乳动物心脏虽然缺乏再生能力, 但具有

一定程度的更新能力。研究发现, 成体心肌细胞其

实可以进行低水平的更替, 一些内源性的心肌细胞

群保留了增殖的能力以便维持心脏稳态, 成体人类

心脏, 从20岁时的每年以1%的速率, 到75岁时每年

以0.3%的速率进行心肌细胞更新, 在正常生命周期

内, 有将近50%的心肌细胞发生了更替[3]。DENYO
等[8]结合遗传谱系追踪和多同位素成像质谱(multi-
isotope imaging mass spectrometry, MIMS)的方法, 发
现在心脏正常衰老和损伤过程中, 心肌细胞可以进

入细胞周期, 这不仅可以导致心肌细胞的多核化, 也
可以导致新的二倍体单核心肌细胞的形成, 且这些

新形成的细胞主要来自于已有的心肌细胞。

有趣的是, 近期研究发现, 成体哺乳动物刺毛

鼠, 其心脏可以在损伤后修复[13]。成体刺毛鼠心脏

在损伤后, 损伤边缘区域周围的增殖细胞增多, 部
分增殖的细胞可被肌动蛋白标记, 这提示心肌细胞

发生了增殖[13]。但是目前还没有直接的证据来表明

成体刺毛鼠心脏损伤修复是通过再生实现的。已

有的研究提示, 刺毛鼠在心肌梗死后具备缺血耐受

和心肌细胞保护能力, 并且与成体鼠心肌细胞相比, 
成体刺毛鼠二倍体单核心肌细胞的比例更高, 并且

分化程度较低[14-15]。成体刺毛鼠心肌细胞是否发生

了再生, 及其新生心肌细胞的来源还有待进一步研

究。值得关注的是, 目前的研究提示, 二倍体单核心

肌细胞再生能力更强, 斑马鱼心脏心肌细胞中99%
是单核二倍体, 如果人为地将斑马鱼心脏中部分心

肌细胞多倍体化, 将抑制心脏再生[16]; 在哺乳动物心

脏中, 通过敲除Tnni3k来增加二倍体单核心肌细胞

的比例, 可促进损伤后心肌细胞增殖[17]。虽然斑马

鱼心肌细胞大多是单核二倍体, 但是斑马鱼心室具

有不同类型的心肌细胞, 其心肌组织可分为原始心

肌层、皮质心肌层和肌小梁心肌层, 且在再生过程

中不同类型的心肌细胞的行为是有差异的[18]。更为

有趣的是, 哺乳动物心脏特异性表达Oct4、Sox2、
Klf4和c-Myc四个重编程因子(统称为OSKM或4F), 
导致成体心肌细胞发生了去分化, 并且该诱导作

用与心肌细胞成熟度有关: 对于新生的心肌细胞, 
OSKM过表达可维持其增殖状态; 对于幼体心肌细

胞, OSKM过表达可阻止其成熟; 对于完全分化的成

体心肌细胞, OSKM过表达可使其获得可有丝分裂

的状态[19], 该结果提示, 如果条件允许, 即便是多倍

体心肌细胞, 也可以具有增殖能力。因此, 在心脏再

生过程中, 二倍体心肌细胞和多倍体心肌细胞, 以及

不同类型的心肌细胞对心肌再生的贡献或影响, 还
有待进一步研究。

另外, 心脏再生过程中也存在细胞转分化的现

象(图1)。ZHANG等[20]利用NTR-MTZ介导的细胞消

融系统, 对胚胎时期斑马鱼的心室心肌细胞进行损

伤处理, 发现分化的心房心肌细胞可以转分化为心

室心肌细胞, 进而促进心室心肌细胞再生, 且Notch
信号通路参与调控该转分化过程, 这为心室心肌细

胞再生提供了新的内源性细胞来源。

2   再生过程中心肌细胞的去分化
2.1   心肌细胞去分化现象

心肌梗死后, 心肌细胞会呈现多种表型, 包括

凋亡、坏死、自噬和去分化等, 一般认为, 不论是在

哺乳动物急性心肌梗死后, 还是在心脏再生过程中, 
心肌细胞去分化起到的均是正向作用[21]。细胞去分

化是从成熟状态到不成熟状态的转变, 通常发生在

心脏损伤边缘区。成体哺乳动物心肌梗死后, 其心

肌细胞虽然可以进入去分化的状态, 起到保护心脏

的作用, 但是不能再生; 斑马鱼等低等脊椎动物以及

一些新生哺乳动物心脏受到损伤后, 其心肌细胞同

样可以进入去分化状态, 并且可进一步进行再生。

过去的几十年中 , 斑马鱼因其遗传操作便捷高

效 , 以及再生能力强等优点 , 已经成为重要的心脏

再生研究模式动物[22]。研究人员对斑马鱼心脏再生

过程中心肌细胞去分化的研究 , 在再生研究领域中

是非常具有代表性的。形态学和生理功能方面的

研究发现 , 斑马鱼去分化的心肌细胞会出现心肌细

胞之间彼此脱离 , 心肌细胞Z带消失 , 肌节紊乱 , 以
及收缩蛋白Myomesin表达减少等现象; 电生理指标

显示 , 去分化的心肌动作电位持续时间延长 , 动作
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电位上冲速度减小, 心肌细胞之间偶联减少[7,23]。目

前可以用一些分子标志物对去分化的心肌细胞进

行标记 , 在斑马鱼心脏再生过程中 , 心肌细胞去分

化标志物包括 : Gata4[10]、Vmhc[23]、embCMHC[24]

和 SM22a[25]等。斑马鱼去分化心肌细胞的另外一

个特征是增殖, 其中很多细胞周期相关标志物(例如

PCNA、pH3和MCM5等 )被激活 [24,26]。近期 , 包括

单细胞测序在内的转录组分析技术的应用 , 在分子

水平上为心肌细胞去分化提供了更多的特征描述。

BAKKERS研究团队 [23]利用Tomo-seq的方法 , 对冰

冻损伤再生过程中不同区域表达的基因进行了分

类 , 又将损伤边缘区域富集表达的基因分成了两个

亚类: 损伤边缘内且更靠近尖端的区域(border zone 
further apically near the injury area, BZinj)和损伤

边缘内且更靠近非损伤心肌区 (border zone further 
basally near the uninjured myocardium, BZmyo)高表

达的基因。BZmyo心肌细胞高表达胚胎心肌标志

物分子 (例如nppb、vmhc、actc1和desma)和细胞周

期相关基因 (例如 ccne2、brcc3、psmd14和E2F1), 
更趋向于处在去分化的状态 ; BZinj区域高表达平

滑肌细胞标志基因 (例如myl6、junbb、crip2和编码

SM22a的 tagln), 被认为主要与血管生成和纤维化

相关 , 但 tagln在后续的研究中被用来标记去分化的

心肌细胞 [23,25,27]。该研究团队后续对损伤边缘区域

和损伤边缘区远端的心肌细胞以及非心肌细胞进

行了单细胞转录组分析 , 发现损伤边缘区心肌细胞

发生了去分化 , 并且在转录组水平上与胚胎时期心

肌细胞相似 ; 此外 , 损伤边缘区心肌细胞线粒体氧

化磷酸化活性降低, 糖酵解相关酶编码基因被激活, 
葡萄糖摄取增强 , 其代谢状态从氧化磷酸化转变为

糖酵解和乳酸发酵 , 且这种代谢途径上的转变对心

脏再生是至关重要的 [28]。近期 , MIKLAS等 [29]利用

单细胞测序和蛋白组学分析等研究方法 , 同样发现

再生过程中心肌细胞代谢转变的现象 , 并且发现有

一类心肌细胞高表达 lamtor5, 提示该类心肌细胞中

TOR信号通路处于激活状态 , 不过该研究并没有明

确该心肌细胞亚群为去分化的心肌细胞。这些工

作在转录组水平和代谢水平上 , 对斑马鱼心脏再生

过程中去分化的心肌细胞进行了更深入的描述。

哺乳动物心脏损伤后 , 心肌细胞也可以进行去

分化和增殖。SADEK等 [6]最早发现乳鼠心脏可以

再生 , 尽管该现象存在一些争议。目前普遍认为乳

鼠心脏可以再生 , 且其心脏再生过程中存在心肌细

胞肌节解聚、DNA复制和胞质分裂的现象 [6]。成

体鼠的心脏不能再生 , 但是心脏损伤后 , 心肌细胞

同样可以进行去分化 [30]。成体小鼠去分化的心肌

细胞表达RUNX1和DAB2, 且增殖的心肌细胞大多

处于收缩功能缺失的去分化状态 [31]。乳鼠和成体

鼠心肌细胞去分化的区别 , 还需要更深入的研究。

OLSON课题组 [32]利用单核RNA转录组测序技术 , 
对能再生的出生后 1天 (P1)的乳鼠心脏和不能再生

的出生后 8天 (P8)的乳鼠心脏心肌细胞核进行了分

析 , 在P1乳鼠可再生心脏中发现了一类年轻态的心

肌细胞 , 该类心肌细胞高表达不成熟心肌细胞标志

物Tnni1、Myh7和Actc1, 并高表达胚胎发育、细胞

周期(Mki67和Ccnb1)、糖酵解、线粒体电子传递和

ATP合成相关基因; 同时其氧化代谢降低, 细胞增殖

增强。心脏损伤后 , P8乳鼠心脏中有一类心肌细胞

要比P1乳鼠心脏中多 , 该类心肌细胞高表达肌丝调

控相关基因Xirp2、 Cd44和Ankrd1, 这可能导致心肌

细胞丢失和心肌肥大 [32]。该研究团队后续利用单

细胞测序和单细胞ATAC测序等方法 , 对心肌梗死

后不同时间点的乳鼠心脏进行了分析 , 他们发现心

肌细胞中存在增强子hs389和mm64[33], 但是这些增

强子与再生过程中心肌细胞去分化和增殖的关系 , 
还有待进一步研究。SMALL课题组 [34]利用空间转

录组测序等方法 , 期望对损伤乳鼠心脏的损伤边缘

区进行定义 , 他们发现该区域心肌细胞高表达胚胎

发育相关基因Ankrd1、心脏疾病以及缺血性损伤相

关基因Ccl21和Sprr1a, 并且研究者们认为Sprr1a可
能与心脏损伤修复有关。与在斑马鱼中开展的研

究类似 , 这些组学研究工作没有明确提出乳鼠心脏

再生过程中去分化心肌细胞类群 , 且缺乏体内验证

实验 , 但是这些研究数据或许能为心肌细胞去分化

现象的描述提供更多线索。

2.2   调控心肌细胞去分化的分子机制 
再生过程中心肌细胞肌节解聚、增殖并填充受

损区域是一项需要多种类型细胞和多维度信号通路

调控的工程, 越来越多的研究致力于揭示再生过程

中心肌细胞去分化的调控因子(图2)。
Notch信号通路在心脏再生过程中的调控是多

方面的 , 其既可以影响心内膜和炎症反应 , 还可以

影响心肌细胞的增殖 , 值得注意的是 , 抑制Notch信
号通路活性可降低肌球蛋白轻链激酶mylk3(myosin 
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light chain kinase 3)的水平 , 表明心肌细胞去分化

受到了影响 [35]。NF-κB信号通路在心脏再生过程

中同样具有多方面功能 , 可以影响心外膜损伤应

答 , 以及心肌细胞去分化和增殖。NF-κB在心脏的

致密心肌层中被激活 , 并且与gata4存在共定位 , 且
NF-κB可以通过直接结合 gata4基因组上的调控元

件而影响gata4的表达 [36]。T-box转录因子Tbx20(T-
box transcription factor 20)是心脏发育的关键调控

因子 , 在斑马鱼胚胎发育时期 , 过表达 tbx20会导致

心脏前体细胞增多和分化的心肌细胞增殖 , 进而导

致心肌细胞增多以及心脏变大 [37]。成体斑马鱼心

脏损伤后 tbx20在心室心肌细胞和心房外皮细胞中

被激活 , 过表达 tbx20导致损伤边缘区域心肌细胞

间连接标志物ZO-1和N-cadherin减少 , 肌节解聚 , 去
分化标志基因α-SMA(alpha-smooth muscle actin)、
nppa(natriuretic peptide a)和nppb(natriuretic peptide 
b)以及前体细胞标志物 runx1表达量增加 , 表明心肌

细胞去分化明显增强[38]。XU等[26]的研究发现, 雌激

素可以影响心肌细胞去分化和再生 , 用他莫昔芬处

理雌鱼可导致雌鱼去分化的心肌细胞减少 , 用雌二

醇(estraldiol, E2)处理雄鱼可导致雄鱼去分化的心肌

细胞增加。PENG等[39]于2021年发表的研究表明, 斑
马鱼心脏损伤可诱导Wnt抑制因子 (Dkk1、Dkk3等 )
在损伤区域附近表达 , 过表达Dkk1可以抑制Wnt活
性进而促进心肌细胞增殖和再生 , 而过表达Wnt8a
则会抑制心肌细胞去分化和再生。磷酸化修饰的

pS675-β-catenin在心脏损伤后与心肌细胞去分化标

志物emCMHC共定位, 并且pS675-β-catenin的675位
丝氨酸磷酸化修饰由Pak2负责。过表达Pak2可以促

进心肌细胞去分化和肌节解聚 , 而抑制Pak2则会抑

制心肌细胞去分化和增殖 [39]。不过MIKLAS等 [29]却

发现 , 过表达Wnt8a可以促进心肌细胞增殖 , 该结果

与ZHAO等 [40]的实验结果是相反的 , 这可能与他们

使用了不同的心脏损伤方法有关。 Wnt信号通路在

心脏再生过程中的功能还有待进一步研究。

表观遗传调控方面 ,  PFEFFERLI等 [41]发现

了一个在斑马鱼心脏和鳍再生过程中被短暂激

活的调控元件。该元件含有一个被称为 careg的
ctgfa(connective tissue growth factor a)上游序列, 并且

该元件的激活依赖于损伤区域中的TGF-β/Activin-β
信号 , 有趣的是 , 用该元件构建的ctgfa:eGFP转基因

鱼在心脏损伤后 , 心脏中eGFP的表达与去分化标志

物 embCMHC共定位。但是该调控元件在心肌细胞

去分化和再生过程中的功能还有待进一步研究。负

责H3K27me3修饰的Ezh2是PRC2复合物的甲基转移

酶 , 它在心脏损伤后表达上调且与 embCMHC共定

位。H3K4me3和H3K27me3 ChIP-seq结合RNA-seq的
分析结果表明 , 心脏再生过程中的细胞周期相关基

因 , 其染色质H3K4me3修饰富集 , H3K27me3修饰丢

失 , 其表达随之上调 ; 相反地 , 肌节形成和细胞骨架

相关基因 , 其染色质H3K4me3修饰丢失 , H3K27me3
修饰富集 , 其表达随之下调。功能分析表明 , H3K-
27me3修饰对心脏再生是必要的 [42]。STAINIER课题

组 [43]利用ATAC测序等方法 , 对损伤边缘区域和远端

非再生心肌细胞进行了分析 , 发现AP-1可通过增加

染色质可及性 , 促进心肌细胞去分化和增殖。在心

肌细胞中通过条件性过表达A-Fos对AP-1的功能进

行抑制后, 心肌细胞去分化标志物embCMHC表达量

明显变少。

心肌细胞去分化也会受到代谢调控。STAINI-

图2   调控心肌细胞去分化和增殖的分子

Fig.2   Factors regulating cardiomyocyte dedifferentiation and proliferation
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ER课题组[44]研究发现, 斑马鱼心脏受到冰冻损伤后, 
心肌细胞的代谢途径从脂肪酸氧化转变为糖酵解; 
糖酵解和丙酮酸代谢相关基因, 例如, 丙酮酸激酶

M1/2(pyruvate kinase M1/2, Pkm)和丙酮酸脱氢酶激

酶(pyruvate dehydrogenase kinase, Pdk), 在损伤边缘

区域表达上调。斑马鱼pkma2突变体中丙酮酸转化

为乳酸的代谢途径受损, 丙酮酸氧化增加, 导致该突

变体心脏损伤后心肌细胞去分化受到了抑制。Pdk
可以促进丙酮酸转变为乳酸, 在心肌细胞中过表达

pdk3b可促进心脏损伤后心肌细胞的去分化和增殖。

目前 , 再生过程中心肌细胞去分化调控的机制

大多来自于斑马鱼的体内研究 , 在损伤的成体心脏

模型中 , 研究人员发现了很多可以促进心肌细胞去

分化的因素 , 例如OSM(oncostatin M)、Nrg1/ErbB2
信号通路、Hippo信号通路以及Agrin等 [45]。关于心

脏再生模型中心肌细胞去分化的细胞及分子机制 , 
还有很多未解之谜。另外 , 心肌细胞去分化和增殖

的精细调控机制 , 还不是十分清楚。很多信号通路

既可以影响心肌细胞去分化 , 又可以影响心肌细胞

增殖。

3   再生过程中心肌细胞的增殖
3.1   心肌细胞增殖现象

低等脊椎动物和哺乳动物的心肌细胞增殖能

力有很大的差别, 并且成体低等脊椎动物, 如斑马鱼

和蝾螈心肌细胞增殖能力远远大于成体哺乳动物心

肌细胞, 然而造成该差异的原因并不清楚。一些研

究者认为心肌细胞增殖能力与心肌细胞的总DNA
含量有关: 成体蝾螈和斑马鱼大部分心肌细胞可终

生保持单核、二倍体, 增殖能力强。新生小鼠和人

心肌细胞具有与蝾螈和斑马鱼心肌细胞相似的特

征。 小鼠的心肌细胞数量在出生后1周内基本稳定, 
但其心肌细胞随后经历两个周期的DNA合成, 导致

成体鼠心肌细胞为双核多倍体, 成体人类心肌细胞

也多为四倍体, 增殖能力大大降低[46-47]。

严格意义上的心肌细胞增殖是指胞质分裂 , 目
前在鉴定和量化心肌细胞增殖方面 , 可利用增殖标

志物和心肌细胞特异性抗体共定位的方法 , Ki67、
EdU/BrdU、pH3和 PCNA是常用的心肌细胞增殖

标志物 [6-7], 但是这些细胞周期标志物并不能很好

地证明细胞是否进入了胞质分裂。Aurora/Ipl1p家
族是一类保守的丝氨酸 /苏氨酸激酶 , 在染色体分

离和细胞胞质分裂中起着关键作用 , 因此目前Au-
rora B常被用来标记心肌细胞的胞质分裂 [48]。另外 , 
Fucci(fluorescent, ubiquitination-based cell cycle indi-
cator)系统也可用于追踪增殖的心肌细胞 , 该系统利

用Cdt1在G1期聚集, Geminin在S/G2/M期聚集的特点, 
将没有功能的人Cdt1与mKO2(a fast-folding variant 
of monomeric version of Kusabira Orange)荧光蛋白进

行融合 , 并将无功能的人Geminin与mAG(the mono-
meric version of Azami Green)荧光蛋白进行融合 , 从
而使得G1期心肌细胞被标记成了红色 , S/G2/M期心

肌细胞被标记成了绿色 [27,49]。ARDEHALI团队 [50]用

MADM(mosaic analysis with double markers)系统来

检测在体心肌细胞的分裂 , 因为该系统可将分裂后

的心肌细胞标记成绿色或者红色 , 如果是双核的心

肌细胞 , 则会被标记成红色和绿色叠加后的黄色 , 他
们发现出生后的小鼠心脏以及结扎损伤后的成体小

鼠心脏的心肌细胞可进行分裂 , 但是其比率非常低。

BrainBow(CAG-loxP-stop-loxP-Brainbow)系统常被用

来分析由细胞分裂增殖形成的子细胞克隆 , 该系统

利用了Cre重组酶以及一系列串联和倒置的位于不

同荧光蛋白序列两侧的loxP、loxN和lox2272位点[51]。

改造的BrainBow系统也被分别应用于斑马鱼和小鼠

心脏发育及心脏损伤模型中: 心脏损伤后 , 成体斑马

鱼和乳鼠心肌细胞可分裂产生子细胞克隆 , 然而 , 非
常少的成体鼠心肌细胞发生了细胞分裂增殖 [18,52]。

近期WOLF课题组 [53]利用一种基于Dre和Cre重组酶

追踪心肌细胞分裂增殖的方法 , 观察到成体小鼠心

脏损伤后 , 心肌细胞可进入细胞周期 , 导致多倍体心

肌细胞的形成 ; 该课题组同样发现了成体小鼠心肌

细胞分裂复制的比率非常低。

3.2   调控心肌细胞增殖的分子机制

心脏再生是动态且复杂的, 涉及到不同类型细

胞组织的相互配合, 以及多个阶段: 早期细胞凋亡和

炎症反应, 心内皮和外皮激活, 心肌细胞增殖, 心肌

细胞整合到伤口处和疤痕的去除[54]。调控心脏再生

过程中心肌细胞增殖的因素, 一直以来都备受关注。

尤其是越来越多的研究都在利用在心脏再生模型中

发现的调控心肌细胞增殖的因子, 来刺激心肌细胞

进行增殖[25,44]。下面对调控心肌细胞增殖和再生的

分子进行简要概述(图2)。
激活受体酪氨酸激酶途径的生长因子参与调

控众多生理病理过程 , 且在调控心肌细胞增殖和
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再生方面同样发挥重要的作用。FGF(fibroblast 
growth factor)家族是一组结构保守的细胞外信

号分子 ,  大小范围为 15~38 kDa, 可作用于细胞

表面酪氨酸激酶受体 FGFR, FGFR被激活后导致

MAPK(mitogen-activated protein kinase)和AKT途
径的激活。有趣的是 , 在哺乳动物中进行的研究

发现 , 过表达FGF10可以促进成体心脏心肌细胞增

殖 ; 但在斑马鱼心脏再生过程中 , FGF信号通路则

与血管新生以及心肌细胞存活有关 [55-56]。胰岛素

生长因子激活的信号通路参与调控细胞生长和分

化等过程 [57], 研究发现 , igf2b在斑马鱼心脏损伤后

表达上调 , 抑制 Igf信号通路导致心肌细胞增殖减

少。同样 , 在乳鼠心脏再生过程中 , Igf2缺失可阻

止乳鼠心肌细胞进入细胞周期 [58-59]。胞外配体生

长因子神经调节蛋白NRG1可结合EGF受体ErbB2
和ErbB4进而激活Ras/MAPK信号通路, NRG1早期

就被发现可以促进哺乳动物心肌细胞增殖, 后续在

斑马鱼和乳鼠心脏再生过程中, 均发现Nrg1/ErbB2
信号通路对心肌细胞增殖是必要的 [60-61]。MAPK
信号通路在调控心肌细胞增殖方面还是比较复杂

的 , 并且在斑马鱼心脏再生过程中 , 该信号通路通

常通过调控心外皮和心内皮从而影响心肌细胞增

殖。JOPLING等 [62]发现 , p38α MAPK可抑制斑马

鱼心肌细胞增殖。Dusp6可以通过去磷酸化抑制

Erk1/2的活性 , 抑制Dusp6活性可使斑马鱼心肌细

胞增殖增多 [63], 且斑马鱼Dusp6突变体心肌细胞增

殖增多 [64], 过表达Dusp6则会导致心肌细胞增殖变

少 [63-64]。在哺乳动物中的研究发现 , 特异性敲除心

脏中的 p38α可使体外培养的心肌细胞增殖增强 [65], 
Dusp6敲除鼠 , 由于心肌细胞增殖增强 , 导致心脏

变大[66]。

Notch信号通路在不同物种之间是比较保守的, 
通常介导细胞间通讯 , 在组织器官发育和再生过

程中扮演重要角色 [67]。早在2003年 , RAYA等 [68]就

发现Notch配体和受体在斑马鱼心脏损伤后表达上

调, 后来CHI课题组[20]研究发现, 在胚胎期斑马鱼心

脏再生过程中 , Notch在心内膜中被激活 , 且Notch
信号被阻断后心肌细胞转分化会受到影响 , 从而导

致心脏不能再生。后续跟进研究发现 , 心脏损伤导

致血流动力学改变 , 该改变可被心内膜上的机械力

敏感通道Trpv4感知 , 并导致klf2a和klf2b表达上调 , 
klf2进而激活Notch信号通路 , 然后导致心肌细胞

中ErbB2和BMP信号通路被激活 , 进而调控心肌细

胞去分化、转分化、增殖和再生 [69-70]。BURNS课
题组 [71]的研究则发现 , 在成体斑马鱼心脏再生过程

中 , Notch受体在心外皮和心内皮细胞中表达上调 , 
通过抑制剂处理或者过表达DN-MAML(a dominant 
negative isoform of the murine mastermind-like)来
抑制Notch信号通路 , 会导致心肌细胞增殖减弱 , 心
脏不能再生 , 不过心内皮的激活并不会受到影响 , 
且过表达Notch同样也会抑制心肌细胞增殖。后续

研究表明 , 心脏损伤后Notch信号被激活 , 导致Wnt
信号通路的拮抗剂wif1和 notum1b在心内皮和外皮

细胞中表达上调 , 它们可被分泌到心肌细胞中抑制

Wnt信号通路 , 进而促进心肌细胞增殖 [40]。在斑马

鱼心脏冰冻损伤模型中的研究则发现 , Notch信号

被抑制后 , 胞外基质降解酶类和免疫相关基因表

达上调 , 且巨噬细胞聚积增多 , Notch可以通过抑制

serpine1, 防止其在再生后期过度表达 , 进而促进

心肌细胞增殖 [35]。GIACCA课题组 [72]早期研究发

现 , Notch1在增殖的乳鼠心肌细胞中高表达 , 而其

配体 Jagged1则主要在非心肌基质细胞中表达 , 抑
制Notch信号通路会抑制乳鼠心肌细胞增殖, 用Jag-
ged1处理或者过表达N1ICD来激活Notch信号通路

可促进乳鼠心肌细胞增殖。他们后来在成体鼠心

脏中的研究则发现 , 激活体外培养的成体鼠心肌细

胞或者心肌梗死后的成体鼠心脏中的Notch信号通

路并不能促进成体心肌细胞增殖 , 原因是成体心肌

细胞中Notch信号通路的靶基因启动子区域具有很

强的DNA甲基化修饰 , 导致靶基因不能成功表达 , 
如果用抑制剂抑制DNA甲基化修饰水平 , 同时激活

Notch信号通路 , 便可以成功诱导成体鼠心肌细胞

增殖[73]。该研究组于2018年发表的研究成果中指出, 
Notch1-ICD在乳鼠心肌细胞中是有乙酰化修饰的 , 
该乙酰化修饰对于N1ICD的稳定性至关重要 , 过表

达Sirt1可以逆转Notch-ICD乙酰化修饰进而降低其

稳定性 , 用AAV9在损伤的乳鼠心脏中过表达乙酰

化的N1ICD可使心肌细胞增殖增强 , 并使其再生能

力更强[74]。

TGF-β和BMP信号通路在斑马鱼肌小梁形成过

程中也具有重要作用, 提示其参与调控心肌细胞增

殖和再生[75]。pSmad3作为TGF-β信号转导的重要标

志物, 在斑马鱼心脏损伤后, 在伤口附近心肌细胞中

表达, 并且使用Alk5/4抑制剂可抑制TGF-β信号通
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路活性, 导致伤口附近的pSmad3阳性心肌细胞减少

以及心肌细胞增殖减少[76]。DOGRA等[77]发现, 在斑

马鱼心脏再生过程中, 存在两种TGF-β配体(mstnb和
inhbaa), 它们在调控心肌细胞增殖方面具有相反的

作用。mstnb功能的丧失和inhbaa表达的激活都有利

于心肌细胞增殖, 并导致心脏再生增强, 且单独过表

达inhbaa足以诱导心肌细胞增殖。另外, 斑马鱼心

脏冰冻损伤后, 配体bmp2b在伤口区域心内皮和心

外皮中表达上调, pSmad1/5/8在损伤边缘区域心肌

细胞核中表达上调, 过表达BMP拮抗因子noggin3可
导致pSmad1/5/8阳性心肌细胞变少, 去分化的心肌

细胞减少, PCNA阳性心肌细胞减少, 心脏再生能力

降低; 过表达bmp2b可促进损伤后的斑马鱼心脏心

肌细胞增殖[23]。

Yes相关蛋白YAP是Hippo信号通路中的转录辅

助因子 , YAP的激活可以抑制Hippo信号通路 , 研究

发现YAP可以促进损伤心脏中的心肌细胞增殖 [78]。

OLSON课题组 [79]发现 , 在乳鼠心脏中特异性敲除

Yap会抑制再生过程中心肌细胞的增殖; 研究人员将

鼠YAP蛋白的第112位丝氨酸换成丙氨酸, 制备出持

续活化的YAP, 心肌细胞中过表达该活化态YAP的
转基因鼠 , 在心肌梗死后其心肌细胞增殖能力明显

增强。LIU等 [80]通过研究YAP下游基因Wls(Wntless)
发现 , 在乳鼠心脏再生过程中 , Wnt配体在心肌细胞

中表达 , 受体在心脏成纤维细胞中表达 , Wls敲除乳

鼠心脏损伤后心脏纤维化增多 , 不能再生。有趣的

是, 斑马鱼yap纯合突变体可以存活到成年, 尽管yap
可以调控胚胎斑马鱼心脏大小, 但是yap的缺失并不

影响成体斑马鱼心脏再生过程中的心肌细胞增殖能

力 , 而是导致伤口周围巨噬细胞数量增多和心脏纤

维化增加 [81]。利用腺病毒包被的AAV9-Sav-hRNA
敲低猪心脏中的Hippo信号通路基因Sav(Salvador), 
可导致更多的YAP蛋白进入心肌细胞核 , 增殖的心

肌细胞数目变多 , 心肌梗死后心脏功能恢复得更好 , 
以及心脏纤维化减少[82]。

细胞分裂需要代谢网络的支撑。与成体心肌

细胞相比, 胚胎心肌细胞能够大量的生长和分裂, 与
其独特的代谢状态有关, 胚胎心脏似乎主要依靠葡

萄糖和乳酸盐来获取能量, 且对糖酵解途径是高度

依赖的[83]。在新生乳鼠和斑马鱼心脏中, 较高水平

谷氨酰胺促使mTOR信号通路处于激活状态, 从而

导致心脏损伤后心肌细胞进入细胞周期[29]。在新生

小鼠中注射琥珀酸盐可抑制心肌细胞增殖和再生, 
用丙二酸抑制琥珀酸脱氢酶可以延长出生后小鼠心

肌细胞增殖和再生的窗口期, 并且, 用丙二酸处理梗

死的成体小鼠心脏, 可以促进成体心肌细胞增殖[84]。

多项研究表明, 缺氧诱导因子Hif1α有利于心肌细胞

增殖[85-87]。缺氧不仅可以诱导斑马鱼心肌细胞去分

化和增殖[85], 也可以促进损伤后的成体哺乳动物心

脏的心肌细胞增殖[86]。SADEK课题组[87]的研究发现, 
小鼠出生后的1周内, 活性氧(reactive oxygen species, 
ROS)、氧化DNA损伤和DNA损伤应答(DNA dam-
age response, DDR)标志物在心脏中的表达大量增

加, 缺氧、ROS清除或抑制DDR均可以延长出生后

小鼠心肌细胞增殖的窗口期, 相反, 高氧和ROS可以

缩短该窗口期。

激素参与调控心肌细胞增殖。HIROSE等 [88]对

41种不同物种进行了系统分析 , 发现单核二倍体心

肌细胞的丰度与代谢率、体温和甲状腺激素水平

呈负相关。小鼠出生后 , 随着单核心肌细胞数量的

逐渐减少 , 循环甲状腺激素水平上升大于 50倍 [88]。

在心肌细胞中特异性表达甲状腺激素受体显性负

抑制基因 , 小鼠出生后14天进行分析 , 发现小鼠心

脏中单核心肌细胞比率明显增加 , 增殖的心肌细胞

数目增多 , 心脏也明显变大。此外 , 甲状腺激素受

体激活缺陷的成体鼠心肌细胞具备更强的增殖和

再生潜力 [88]。用甲状腺激素处理斑马鱼 , 导致双核

心肌细胞比率明显增加, 增殖的心肌细胞数目减少, 
心脏不能再生 , 但是尾鳍再生没有受到影响。提示

甲状腺激素在调节心肌细胞增殖中的进化保守功

能[88]。

另外 , 心脏转录因子与心肌细胞增殖有着密

切的关系 , 例如Gata4在小鼠心脏发育中发挥非常

重要的作用[89]。MOHAMMADI等[90]在乳鼠心脏再

生过程中的研究发现 , 心肌细胞特异性敲除Gata4
后 , 心肌细胞增殖和血管新生减少 , 过表达Gata4
可以促进心肌细胞增殖。POSS课题组 [10]的研究工

作发现, 斑马鱼心脏损伤后, gata4在心脏致密层和

损伤区域被激活。hand2被认为是心肌细胞产生的

重要调节因子。利用DTA系统将斑马鱼心肌细胞

杀伤后 , hand2、nkx2.5、 tbx5和 tbx20表达增加 , 其
中 hand2在心肌细胞和内皮细胞中被大量激活 , 过
表达 hand2可以促进心肌细胞增殖 [90]。TALE家族

的Meis转录因子是胚胎心脏分化的重要调控因子 , 
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SADEK课题组 [91]前期的筛选工作表明Meis1具备

调节乳鼠心脏再生的潜力 , 他们后续的研究发现 , 
用 siRNA敲低Meis1表达水平可以促进体外培养的

心肌细胞的增殖 , 心肌细胞特异性敲除Meis1可明

显促进p14鼠心肌细胞增殖, 心肌细胞过表达Meis1
则可减少 pH3阳性心肌细胞数量 , 并明显抑制乳鼠

心脏再生。

3.3   促进心肌细胞增殖

诱导成体心肌细胞增殖是心脏再生领域中的

研究热点。目前已报道的促进成体心肌细胞增殖的

非细胞策略包括: 调节已知基因进行诱导, miRNAs
诱导, 以及基于高通量筛选的化学小分子处理等。

细胞周期激活因子的过表达以及细胞周期抑

制因子的敲低可有效诱导心肌细胞进入细胞周期 , 
DEEPAK研究团队 [92]对 10.5天的胚胎、出生后 1天
以及出生后 6周的小鼠心脏进行了转录组分析比

较, 筛选出了增殖性心肌细胞与非增殖性心肌细胞

之间差异表达最大的细胞周期相关基因, 后续经过

系统地测试这些基因及其组合, 发现CDK1/CCNB/
CDK4/CCND组合可以最有效地促进体外培养的

成体大鼠心肌细胞以及多能干细胞来源的心肌细

胞 (hiPS-CM)增殖 ; 利用MADM系统检测 , 同样发

现该组合可以促进心肌细胞分裂 ; 且该组合可有

效改善心肌梗死后小鼠的心脏功能。与以上利用

基因组合进行诱导的策略类似 , 心脏特异性表达

OSKM可诱导成体心肌细胞去分化和增殖 , 促进

成体心脏再生 [19]。由于多种信号通路参与调控心

肌细胞增殖 , 很多研究工作则通过调节信号通路

分子进而达到促进心肌细胞增殖的目的。仅通过

单个分子 (例如NRG1或YAP)便可诱导心肌细胞增

殖的研究成果 , 已被人们普遍认可。早在 2009年 , 
BERSELL等 [93]对胞外分泌因子进行筛选的过程中

发现 , FGF1、Periostin和NRG1可以促进体外培养

的成体大鼠心肌细胞增殖分裂 , 直接将NRG1注射

到小鼠体内可促进心肌细胞增殖, 并可改善心肌梗

死后的心脏功能 , 同时减小疤痕面积。随后POSS
课题组 [60]在斑马鱼中的研究也发现了同样的现象 , 
他们发现心脏损伤后 , Nrg1在心外皮中被激活 , 心
肌细胞特异性过表达Nrg1可以显著促进心肌细胞

增殖。众多实验数据表明 , Hippo/YAP信号通路对

于心脏发育是必要的 , 并且通过调节Hippo/YAP信
号通路中的成员可以促进心肌细胞增殖, 减小心肌

梗死后疤痕面积 [94]。更为有趣的是 , AHARONOY
等 [95]的研究发现 , ErbB2瞬时过表达导致心肌细胞

发生了间充质转化样再生反应 , 从而导致心脏再

生能力增强 , 且Yap是ErbB2信号转导的关键因子。

高通量筛选发现很多 miRNA(microRNA)可以诱

导心肌细胞增殖并促进小鼠心脏再生 , GIACCA课

题组 [96]研究发现 , miR-590-3p、miR-199a-3p以及

miR-302家族中的部分成员可以通过调控 YAP信
号通路活性进而促进心肌细胞增殖, miR-199a-3p、
miR-1825、miR-302d和miR-373可以直接靶向与

细胞微丝骨架形成相关的Cofilin2的 3ʹ UTR, 进而

促进YAP进入细胞核以及YAP靶基因的转录激活。

Klf1在促进斑马鱼心肌细胞增殖方面的效果是非

常显著的 , Klf1可改变心肌细胞能量代谢 , 还可降

低心脏转录因子在基因组上可及性, 进而促进心肌

细胞去分化; 并可通过促进细胞周期相关基因表达

来促进心肌细胞增殖[25]。

利用化学小分子诱导心肌细胞增殖实现原位心

脏再生的策略 , 因其不需要病毒载体进行递送以及

处理时间可控等优点, 近年来备受关注。鉴于Hippo/
YAP信号通路在促进心肌细胞增殖方面的突出表现 , 
研究人员们致力于筛选出可以增强YAP活性的小分

子化合物 , HARA等 [97]发现TAZ-12(C11H10ClN3OS2)
可以作为YAP-TEAD的激活剂 , 并可显著促进心

肌细胞增殖 ,  且他们合成了新型含氟化合物 TT-
10(C11H10FN3OS2), 发现TT-10可以显著增强YAP信
号通路活性 , 促进心肌细胞增殖以及成体心脏再生。

KASTAN等 [98]找到了一个Lats激酶的ATP竞争性抑

制剂TRULI[N-(3-benzylthiazol-2(3H)-ylidene)-1H-
pyrrolo[2,3-b]pyridine-3-carboxamide]), 该化合物可抑

制YAP磷酸化 , 诱导包括心肌细胞在内的多种类型

细胞的增殖。另外, 一些其他分子化合物, 如CaMKII
信号通路抑制剂CSB(chicago sky blue 6B)、Wnt信号

通路抑制剂Cardiomogen以及DYRK1抑制剂harmine
均可促进心肌细胞增殖 [27,99]。值得关注的是 , 北京

大学XIONG课题组 [27]的最新研究首次发现小分子

药物组合5SM(five small molecules: phenylephrine, 
baricitinib, harmine, vo-ohpic trihydrate and AZD3965)
可以非常有效地促进成体心肌细胞增殖和心脏再生 , 
5SM还可促进心肌细胞代谢由氧化磷酸化向糖酵解

转换 , 从而促进心肌细胞去分化和增殖 , 该研究为心

肌梗死疾病治疗提供了新的候选药物及技术。
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4   结语与展望
目前报道的具有心脏再生能力的几个物种之

间似乎共享一些细胞机制, 心脏受到损伤后, 心肌细

胞完成再生至少经历了存活、去分化、增殖、迁

移、再分化及整合等过程 [46,56]。心肌细胞的增殖情

况几乎已经成为研究心脏再生的必要指标 , 而去分

化又被认为是心肌细胞可以进行增殖的必要条件。

很多影响心脏再生的因素既可以调控心肌细胞去分

化, 又可以调控心肌细胞增殖; 心肌细胞增殖又涉及

DNA复制、核分裂以及胞质分裂等过程 , 大多数研

究检测心肌细胞增殖时使用BrdU、PCNA、Ki67以
及 pH3等标志物 , 并没有明确心肌细胞是否发生了

胞质分裂。因此 , 需要更多研究来明确哪些因素只

影响心肌细胞去分化而不影响心肌DNA复制或胞

质分裂 , 如H3K27me3修饰可调控心肌细胞去分化 , 
不影响心肌细胞进行DNA复制和核分裂 , 但是会影

响胞质分裂 [42]。另外 , 鉴于心肌细胞再生的复杂性 , 
以及可以用来进行鉴定不同再生过程的标志物或技

术方法的缺乏 , 大多数的研究仅能关注再生过程中

的一个至几个部分 , 因此需要更多基因调控网络方

面的研究 , 这些研究可为促进心肌细胞修复提供线

索, 例如在恰当的时间用OSKM处理损伤的心脏, 进
而促进心肌细胞去分化和修复[19]。

尽管去分化的概念在很早之前就被提出来了, 
但是众多数据基本上都是对心肌细胞一种状态的描

述, 在体再生过程中的心肌细胞去分化还缺乏活体

成像或者心脏再生特异性标志物的直接证据。此外, 
从目前的研究成果来看, 成体斑马鱼以及新生乳鼠

心脏再生过程中去分化的心肌细胞大部分是单核双

倍体, 而成体哺乳动物心肌细胞多为双核四倍体或

多核多倍体[17]。虽然在心脏再生过程中, 以及在缺

乏再生能力的成体哺乳动物心脏损伤后, 都存在心

肌细胞去分化现象, 但是两者的区别并不清楚, 并且

已有的一些去分化标志物还是众所周知的心脏应激

反应标志物[30], 所以目前还没有明确地将再生过程

中的去分化心肌细胞定义出来。因此, 对两者组学

方面的比较分析是有必要的, 空间转录测序技术结

合其他组学分析或许对寻找心脏再生特异性心肌细

胞去分化标志物有所帮助, 并且如何从多组学的线

索中找到再生过程中独特的心肌细胞去分化调控因

素是具有挑战性的。

人们对用于治疗心力衰竭的再生疗法的需求

是巨大的。毫无疑问, 破译调节心脏再生的细胞和

分子机制将为治疗心脏病提供更多策略。此外, 仍
然需要付出巨大的努力来开发安全的疗法, 以实现

从实验转化为临床治疗。
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