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　　【摘要】　心脏疾病如缺血性心脏病和心肌病，主要表现为心肌纤维化增加和心肌细

胞丢失，可引起心力衰竭，最终导致死亡。成纤维细胞直接重编程为心肌样细胞可能成

为心脏病治疗的新途径，在心脏再生领域有着广阔的应用前景。该文介绍了心肌细胞直

接重编程的发展及相关机制。
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　　心血管疾病的典型特征是心肌细胞丢失、胶原

沉积以及瘢痕形成［１］。Ｉｅｄａ等
［２］首次提出转录因子

Ｇａｔａ４、Ｍｅｆ２ｃ和ＴＢｘ５（ＧＭＴ）可以将小鼠的心脏成

纤维细胞在体外直接重编程为心肌样细胞，随后有

很多研究利用转录因子、微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）及小

分子来提高心肌细胞直接重编程的效率。但是，这

些方法都是通过将逆转录病毒或慢病毒整合到基

因组中来实现成纤维细胞向心肌样细胞的直接转

化，这有可能会引起基因突变和表达中断等风险，

使重编程效率降低。因此，有学者提出用非整合型

病毒载体转染进行心肌细胞直接重编程，以弥补之

前研究的不足。

１　整合型病毒载体直接重编程

１．１　体外直接重编程

Ｉｅｄａ等
［２］利用ＧＭＴ进行的重编程虽然效率低

下，但是为后来的心肌细胞直接重编程研究奠定了

基础。Ｓｏｎｇ等
［３］发现在ＧＭＴ的基础上加入转录

因子Ｈａｎｄ２（ＧＨＭＴ）也可以将小鼠的心脏成纤维

细胞和鼠尾成纤维细胞直接重编程为心肌样细胞。

在成年小鼠的鼠尾成纤维细胞中，ＧＨＭＴ可诱导

９．２％ （５．２％～１９．７％）的心肌样细胞同时表达心

肌重链蛋白启动子驱动绿色荧光蛋白（αＭＨＣ

ＧＦＰ）和心脏肌钙蛋白Ｔ（ｃＴｎＴ），而ＧＭＴ仅能诱

导２．９％（１．５％～５．６％）的心肌样细胞同时表达

ａＭＨＣＧＦＰ和ｃＴｎＴ。在成年小鼠的心脏成纤维

细胞中，用ＧＨＭＴ转染可以使７．５％的心肌样细胞

同时表达ａＭＨＣＧＦＰ和ｃＴｎＴ，而用ＧＭＴ转染仅

有１．４％的心肌样细胞表达ａＭＨＣＧＦＰ和ｃＴｎＴ。

转染１个月后，ＧＨＭＴ就可诱导成年小鼠的心脏成

纤维细胞和鼠尾成纤维细胞直接重编程为有自发

性跳动的心肌样细胞，而且这些细胞具有钙离子瞬

变和电活动特性，这提示加入Ｈａｎｄ２可以提高心肌

细胞直接重编程的效率。此后，有研究将更多的转

录因子加入ＧＭＴ以提高心肌细胞直接重编程的效

率。Ａｄｄｉｓ等
［４］发现在ＧＨＭＴ的基础上加入转录

因子Ｎｋｘ２．５（ＨＮＧＭＴ）可以高效地将小鼠胚胎成

纤维细胞和成年小鼠的心脏成纤维细胞直接重编

程为心肌样细胞。在小鼠胚胎成纤维细胞中，

ＨＮＧＭＴ的效率比单用ＧＭＴ高出５０倍，而且诱

导的心肌样细胞可以表达更多的心脏标记物，具有

钙瞬变特性，可以长时间维持自发性跳动。

Ｐｒｏｔｚｅ等
［５］发现使用慢病毒转染Ｔｂｘ５、Ｍｅｆ２ｃ

和Ｍｙｏｃｄ（３ＦＭｙｏｃｄ）可以将小鼠胚胎成纤维细胞

直接重编程为心肌样细胞。与 ＧＭＴ 相比，

３ＦＭｙｏｃｄ诱导的心肌样细胞可以表达更多的心脏

标记物，这提示Ｇａｔａ４可能并不是心肌细胞直接重

编程所必须的核心转录因子。Ｍａｔｈｉｓｏｎ等
［６］也证

实了单独使用Ｇａｔａ４确实不能诱导产生心肌样细

胞，但是单独用慢病毒转染Ｇａｔａ４可以显著减小心

肌梗死后纤维化面积，从而改善心功能。

Ｚｈｏｕ等
［７］发现Ｂｍｉ１是心肌细胞直接重编程

早期主要的表观遗传障碍，通过短发夹 ＲＮＡ

（ｓｈＲＮＡ）抑制Ｂｍｉ１可以提高组蛋白第三亚基４号

赖氨酸的三甲基化（Ｈ３Ｋ４ｍｅ３）水平，同时抑制心脏

位点上的组蛋白Ｈ２Ａ在赖氨酸１１９（Ｈ２ＡＫ１１９ｕｂ）

的单链化，从而显著提高ＧＭＴ的直接重编程效率。
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该研究还发现抑制Ｂｍｉ１可以使内源性转录因子

Ｇａｔａ４增多，从而减少了直接重编程过程中外源性

Ｇａｔａ４的加入。这证明去除某些表观遗传障碍后，

使用较少的转录因子就可以促进心肌细胞的直接

重编程。通过ｓｈＲＮＡ调控表观遗传来提高重编程

效率是心肌细胞直接重编程的重要进展，提示其他

分子也可能通过调控表观遗传机制促进心肌细胞

直接重编程。

Ａｂａｄ等
［８］证实在ＧＨＭＴ的基础上加入经典

的Ｎｏｔｃｈ抑制剂ＤＡＰＴ可以促进小鼠胚胎成纤维

细胞向心肌样细胞转化。与ＧＨＭＴ相比，ＤＡＰＴ

的加入使有肌节结构的细胞数量增加了５倍，在第

２５天时自发跳动的心肌样细胞数量增加了６倍，具

有钙瞬变特性的细胞数量也显著增加。在此基础

上加入丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶１（Ａｋｔ１）可以使高

达７０％的心肌样细胞表达ｃＴｎＴ。更重要的是，在

第１８天时４５％的心肌样细胞即可发生自发性跳

动。该研究还发现，ＤＡＰＴ可通过激活与转录因子

Ｍｅｆ２ｃ连接的心脏相关基因（Ｍｙｈ６、Ｔｎｎｔ２、Ａｃｔｃ２），

提高心肌细胞直接重编程的效率。

Ｇｕｏ等
［９］通过化学筛选的方法发现ＩＭＡＰ（胰

岛素样生长因子１、ＭＩＩ１抑制剂ＭＭ５８９、转化生长

因子β抑制剂Ａ８３０１和Ｂｍｉ１抑制剂ＰＴＣ２０９）的

协调作用可以提高心肌细胞直接重编程效率，它们

通过抑制特定的ＣＣ趋化因子信号通路［ＣＣ基序

趋化因子配体（ＣＣＬ）３、ＣＣＬ６、ＣＣＬ１７］和增加转录

因子Ｇａｔａ４、Ｍｅｆ２ｃ、ＴＢｘ５的表达，提高心肌细胞直

接重编程效率。

１．２　体内直接重编程

Ｑｉａｎ等
［１０］首次证实了用逆转录病毒ＧＭＴ可

以诱导小鼠的心脏成纤维细胞在体内直接重编程

为心肌样细胞。在体内，心肌样细胞形成了肌节结

构，可产生动作电位，还可以对电刺激产生收缩反

应。ＧＭＴ转染后的第８周和第１２周，超声心动图

检查发现心脏的射血分数、心搏出量和心输出量均

增加，而心肌梗死的面积减小。Ｓｏｎｇ等
［３］进一步证

实了用逆转录病毒ＧＨＭＴ可以将小鼠心脏成纤维

细胞在体内直接重编程为心肌样细胞。超声心动

图检查发现ＧＨＭＴ转染后的第６周小鼠的心功能

就开始改善，ＧＨＭＴ比ＧＭＴ能更有效地改善心功

能。Ｚｈａｎｇ等
［１１］后来也证实，加入转录因子Ｈａｎｄ２

可显著改善心肌样细胞的结构和功能，同时心脏的

４种转录因子ＧＨＭＴ在心肌样细胞的肌节结构和

收缩特性的形成过程中至关重要，这４种转录因子

中没有一种转录因子可以独立地将成纤维细胞直

接重新编程成为心肌样细胞。

Ｍａｔｈｉｓｏｎ等
［１２］发现用慢病毒多顺反子ＧＭＴ

转染可以促进小鼠体内外心肌细胞直接重编程。

蛋白质印迹分析显示三联体（多顺反子ＧＭＴ）和单

体（单顺反子Ｇａｔａ４、Ｍｅｆ２ｃ、Ｔｂｘ５）载体产生了等同

的ＧＭＴ转基因表达，而荧光激活细胞分选（ＦＡＣＳ）

显示三联体载体直接重编程的能力大约是是单体

载体的２倍。此外，与３个单独的单顺反子载体

（ＥＦ＝７％～１３％）相比，单个多顺反子ＧＭＴ载体

（ＥＦ＝１０％～３７％）可以显著改善小鼠的心功能。

多顺反子载体可以通过单个病毒载体诱导心肌样

细胞形成来提高心肌细胞直接重编程效率，而不需

要每个单顺反子载体的３次分别转染，这就减少了

转染的次数，从而降低了多次转染产生的免疫原

性、不良反应及对转分化过程的抵抗性。Ｉｎａｇａｗａ

等［１３］也证实了利用逆转录病毒多顺反子ＧＭＴ载

体可以将梗死心肌的成纤维细胞直接重编程为心

肌样细胞。

１．３　ｍｉＲＮＡ参与的直接重编程

Ｊａｙａｗａｒｄｅｎａ等
［１４］发现 ｍｉＲＮＡ的特定组合能

够在体内外将非心肌细胞直接重新编程成为心肌

样细胞。他们证实了单用ｍｉＲ１就可以诱导成纤

维细胞直接重编程为心肌样细胞，但与ｍｉＲ１３３、

２０８、４９９联合作用可使直接重编程的效率显著

提高。ｍｉＲ１、１３３、２０８、４９９不仅可以使心肌样

细胞表达心脏标记物，而且还使其具有自发钙瞬

变及收缩特性。随后Ｊａｙａｗａｒｄｅｎａ等
［１５］使用同样

的ｍｉＲＮＡ来评估体内心肌样细胞的形态和生理

特性以及对左室收缩功能的影响，结果发现

ｍｉＲＮＡ不仅产生了与成熟心肌细胞相似的肌节结

构，而且还可以诱发动作电位及兴奋收缩耦联反

应。经反复超声心动图检查发现，ｍｉＲＮＡ可在心

肌梗死后１个月内减小纤维化面积，并在３个月内

逐步改善心室的收缩功能，这提示心功能在逐步

改善。该研究认为成纤维细胞的诱导、分化、整

合、成熟所需的时间可能是左室收缩功能延迟和

逐步改善的原因。

２　非整合型病毒载体直接重编程

２．１　仙台病毒（ＳｅＶ）载体直接重编程

ＳｅＶ载体为单负链ＲＮＡ病毒，具有高效转导、

非整合性、低污染等优点，主要用于诱导多能干细
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胞（ｉＰＳＣ）的研究
［１６１８］。Ｍｉｙａｍｏｔｏ等

［１９］证实在体外

用ＳｅＶＧＭＴ诱导小鼠成纤维细胞１周后就可以出

现ａＭＨＣＧＦＰ＋、α 辅肌动蛋白 （αＡｃｔｉｎｉｎ＋）、

ｃＴｎＴ＋的细胞，这些免疫阳性细胞的数量可持续增

长直至第４周，且在第４周心肌样细胞就可以表现

出良好的肌节结构。在胚胎成纤维细胞中，用ＳｅＶ

ＧＭＴ诱导产生的心肌样细胞比用逆转录病毒

ＧＭＴ诱导产生的多１００倍，并且心肌样细胞的跳

动时间可以从第２５天提前到第１０天。与内源性心

肌细胞相似，ＳｅＶＧＭＴ诱导的心肌样细胞对肾上

腺素能和胆碱能刺激均有反应。在体内，ＳｅＶＧＭＴ

同样可以增加心脏直接重编程的效率，改善心功

能，同时减小心肌梗死后的瘢痕面积。ＳｅＶＧＭＴ

转染后，１．５％的心脏成纤维细胞在１周后被重编程

为心肌样细胞，其中约２０％具有良好的肌节结构。

４周后重编程效率提高至５％，其中约４０％的心肌

样细胞在形态上趋于成熟。ＳｅＶＧＭＴ载体也可以

将人成纤维细胞直接重新编程为心肌样细胞，但是

该心肌样细胞没有自发性跳动，只有与新生小鼠的

心肌细胞共培养１～２周后才可以使心肌样细胞与

周围的心肌细胞同步收缩。

２．２　金纳米颗粒（ＡｕＮＰ）／ＧＭＴ／ＰＥＩ载体直接重

编程

Ｐａｓｓａｒｏ等
［２０］提出纳米技术具有独特的靶向

定位能力，能维持所负载物质稳定的生物活性，可

推广应用于心肌细胞重编程。Ｃｈａｎｇ等
［２１］证实负

载有Ｇａｔａ４、Ｍｅｆ２ｃ和Ｔｂｘ５的阳离子ＡｕＮＰ确实

可用于心肌细胞直接重编程。在体外，与ＧＭＴ／

ＰＥＩ载体相比，使用 ＡｕＮＰ／ＧＭＴ／ＰＥＩ载体转染

２周后ａＭＨＣＧＦＰ＋的细胞增加了近３倍，且心肌

样细胞产生了具有明显Ｚ线结构的肌节形态。实

时荧光定量ＰＣＲ结果显示，用 ＡｕＮＰ／ＧＭＴ／ＰＥＩ

载体转染后，心肌细胞标记物（Ｔｂｘ１８、Ｍｙｌ２、ｃＴｎＴ

和Ｍｙｈ６）显著增加，而成纤维细胞标记物（结蛋

白、Ｆｓｐ１和Ｃｏｌ１ａ１）被显著抑制。在转染５周后，

ＡｕＮＰ／ＧＭＴ／ＰＥＩ载体诱导产生的能自发跳动的

心肌样细胞是ＧＭＴ／ＰＥＩ载体的５倍多。在体内，

ＡｕＮＰ／ＧＭＴ／ＰＥＩ纳米载体转染使小鼠的心肌梗

死面积明显减小。ＡｕＮＰ／ＧＭＴ／ＰＥＩ纳米载体也

可以将人皮肤成纤维细胞直接重编程为心肌样细

胞。在用ＡｕＮＰ／ＧＭＴ／ＰＥＩ纳米载体转染２周后

可以观察到与内源性心肌细胞形态相似的心肌样

细胞。

３　直接重编程的可能机制

３．１　抑制成纤维细胞信号增强心肌细胞直接重

编程

Ｚｈａｏ等
［２２］证实了抑制转化生长因子β或Ｒｈｏ

相关激酶（ＲＯＣＫ）参与的促纤维化信号转导途径可

以将小鼠胚胎成纤维细胞直接重编程为心肌样细

胞，且效率高达６０％，在抑制促纤维信号后不到２周

的时间内即可出现自发跳动的心肌样细胞，而单用

ＧＨＭＴ则需要４周。Ｍｏｈａｍｅｄ等
［２３］进一步证实

了体 外 联 合 使 用 转 化 生 长 因 子β 抑 制 剂

（ＳＢ４３１５４２）和 ＷＮＴ抑制剂（ＸＡＶ９３９）可使ＧＭＴ

的直接重编程效率提高８倍。在体内，与ＧＭＴ相

比，ＧＭＴ联合ＳＢ４３１５４２和ＸＡＶ９３９转染可显著

提高心肌梗死后小鼠心肌细胞直接重编程的效率，

改善其心功能。超声心动图检查发现心脏的每搏

输出量、射血分数、心输出量明显改善，瘢痕面积明

显减小。进一步分析发现，ＳＢ４３１５４２可下调纤维化

信号，减少细胞外基质的形成［２４］，而ＸＡＶ９３９下调

了与染色质调控、ＤＮＡ包装和核小体结构相关基因

的表达［２５］。

３．２　抑制炎性反应增强心肌细胞直接重编程

Ｍｕｒａｏｋａ等
［２６］发现将双氯芬酸钠加入ＧＭＴ

或者ＧＨＭＴ，可显著提高出生后小鼠心脏成纤维细

胞和鼠尾成纤维细胞直接重编程为心肌样细胞的

效率，但是并不能提高小鼠胚胎成纤维细胞直接重

编程为心肌样细胞的效率。该研究证实双氯芬酸

通过抑制环氧合酶２、前列腺素Ｅ２／前列腺素Ｅ受

体４、环磷酸腺苷／蛋白激酶ａ和白细胞介素１β信

号，阻止炎性反应和心肌纤维化的进一步发展，从

而提高心肌细胞直接重编程效率。Ｚｈｏｕ等
［２７］也证

实了锌指转录因子２８１（ＺＮＦ２８１）可通过调节心脏

和炎性基因的表达，促进心肌细胞直接重编程效

率。这提示抑制成纤维细胞信号是心肌细胞直接

重编程的先决条件，抗炎可能是促进心肌细胞直接

重编程的途径，二者协同作用可能会大大提高心肌

细胞直接重编程的效率。

４　展望

心肌细胞再生是富有挑战性的新研究领域。

细胞直接重编程技术是指将一种终末分化的细胞

直接转变为另一种终末分化的细胞，而不经过ｉＰＳＣ

阶段和去分化、再分化等过程。使用整合型逆转录

病毒或慢病毒转染诱导产生心肌样细胞可能会破

坏内源基因的表达，带来插入突变等风险。最重要
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的是，使用整合型病毒载体直接重编程的过程缓慢

且效率低下，这会阻碍心肌细胞直接重编程技术的

发展。因此，学者们探索了适用于体内外心肌细胞

直接重编程且效率较高的非整合型病毒载体直接

重编程的方法。非整合型病毒载体具有细胞毒性

小、转导高效、污染率低等优点，在未来的生物医学

再生领域将会有着广阔的应用前景。然而，要将这

项技术运用到临床还需要对心肌细胞直接重编程

的确切分子机制及其适宜的微环境进行深入研究。
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