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摘 要：心肌梗死引起的大量心肌细胞损失导致心脏病理性重构和心力衰竭的发

生，如何促进心肌再生是修复受损心脏的关键问题。心肌细胞再生主要源于原

有心肌细胞的增殖已被广泛认同。近年来，该领域的快速发展加深了我们对心

肌细胞再生的内源性细胞和微环境特征、外源性影响因素、分子生物学机制以

及干预策略等各方面的认识。因此，我们对哺乳动物心肌细胞再生的定义、特

征、评价和研究方法、调控机制以及干预措施等进行整理并形成共识，旨在明
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确该领域尚需进一步阐明的重要问题，推动心肌再生研究的深化及其在临床上

的应用转化。 
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Abstract: Myocardial infarction (MI) leads to a massive loss of cardiomyocytes, 

resulting in pathological cardiac remodeling and heart failure. Promoting 

cardiomyocyte regeneration is crucial for repairing the damaged heart. It is 

acknowledged that regenerative cardiomyocyte derives from the existing 

cardiomyocytes. In recent years, advancements in this field have updated our 

understanding of cardiomyocyte regeneration in many aspects, including intrinsic cell 

source and microenvironmental characteristics, extrinsic factors, molecular biology 

mechanisms, and intervention strategies. Here, we report a consensus by an expert 
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committee on the definition, characteristics, evaluation, research methods, regulatory 

mechanisms, and intervention measures related to mammalian cardiomyocyte 

regeneration. The aim is to clarify important unresolved issues in this field and to 

promote myocardial regeneration research and its clinical translation. 
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前  言 

心肌梗死(myocardial infarction, MI)引起的大量心肌细胞丢失导致心脏病理

性重构和心力衰竭的发生，如何促进心肌再生是修复受损心脏的关键问题，也

是生物医学研究的前沿和热点问题。类似的再生医学挑战同样存于其他重要领

域。例如在神经科学方面，研究人员对如何有效促进神经元和神经组织再生以

治疗神经退行性疾病和神经损伤进行了积极探索。这些努力显示了再生医学在

生物医学研究中的广泛应用和重要性。经过近 20 年的探索，心肌细胞再生主要

源于原有心肌细胞的增殖已经得到广泛共识。近年来该领域研究的迅猛发展使

人们对心肌细胞再生有了更深入的认识。心肌细胞再生的内源性细胞和微环境

特征、外源性影响因素，以及分子生物学机制和干预策略等方面的知识在不断

地更新和丰富。因此，我们认为有必要对哺乳动物心肌细胞再生的定义、特征、

评价和研究方法、调控机制和干预策略等进行梳理，形成共识，并明确尚需进

一步阐明的重要问题，以推动该领域研究的进一步深化和转化应用。 

该共识声明重点聚焦于心肌细胞的内源性再生，也涉及一些基于细胞疗法

激活内源性心肌细胞再生的研究进展。因无法包含该领域中所有的出版物，在

本共识中主要引用了一些支撑共识的代表性研究。 

 

一、心肌细胞再生研究变迁 

传统观点认为，成年哺乳动物的心肌细胞是终末分化细胞，不具有增殖或

自我更新的能力，个体成熟后心肌细胞数量保持不变。因此，MI 发生后，心肌
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难以自我修复。 

为了找到替代损失心肌细胞的方法，研究者开始探索成体干细胞/心脏前体

细胞移植的可能性。这些细胞类型因其独特的定向分化潜能，被广泛认为是新

生心肌细胞的理想来源。然而，尽管在动物模型和初步的临床试验中观察到了

心功能的改善，但进一步研究显示，这些细胞并不能直接分化为心肌细胞，而

主要是通过旁分泌机制促进血管新生和抗心肌细胞死亡等方式对心脏产生有益

效应[1, 2]。基于这一认识，研究者尝试将具有高分化潜力的多能干细胞——包括

胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)和诱导性多能干细胞(induced pluripotent 

stem cells, iPSCs)在体外诱导分化成为心肌细胞，再移植到受损的心脏中。实验

结果显示由多能干细胞分化的心肌细胞可以与受体心脏心肌细胞实现一定的功

能整合，但其在移植后难以长期驻留，并存在发生心律失常的风险[3]。 

在 20 世纪 50 年代到 60 年代，由于核武器试验，试验区域大气中的碳-14 

(14C)水平急剧增加，这些 14C被植物吸收并通过食物链进入人体，整合到新形成

的 DNA 中。随着核试验停止，大气中的 14C 水平逐渐下降。利用这一现象，

2009 年 Bergmann 等研究者通过测量不同出生年份的人心肌细胞中的 14C 水平，

来估计这些细胞的形成时间。研究结果令人惊讶地发现，心肌细胞在成年后存

在更新和再生的可能性，尽管这一增殖率随着年龄逐渐降低：25 岁的人每年大

约有 1%的心肌细胞得到更新，到 75岁则降低到 0.45% [4]。这一发现挑战了心肌

细胞是不再增殖的终末分化细胞这一传统观点，证明了人终身均存在心肌细胞

更新的可能性，从而为心肌再生研究提供了重要依据。 

低等动物，如斑马鱼和两栖类动物在其一生中具有强大的心脏再生能力。

在这些非哺乳动物物种中，较低的循环氧浓度[5]和体温[6]等潜在因素可能与其心

脏再生能力有关。新生心肌细胞主要来源于原有心肌细胞去分化和增殖[7]。然

而，哺乳动物与非哺乳动物在心脏再生方面的差异机制仍不完全清楚。 

2011 年，Porrello 等[8]报道了哺乳动物在出生后特定时间窗内短暂具有心肌

再生能力。他们对出生 1 天的小鼠进行了部分心尖切除，以模拟心脏损伤。随

后的观察显示，这些小鼠的心脏发生了明显的再生现象，损伤部分被新生的心

肌细胞所替代。更为重要的是，谱系示踪表明这些新的心肌细胞是由原有的心

肌细胞增殖而来的。这种心肌的再生能力随着小鼠的年龄增长而迅速减退，在
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出生第 7 天后，小鼠的心脏再生能力显著降低，不足以修复损伤心肌[8]。“哺乳

动物心肌再生的主要来源为原有心肌细胞”这一结论随后被多同位素成像质谱 

(multi-isotope imaging mass spectrometry, MIMS) [9]，以及多种谱系示踪工具所证

实[10]。这一结论随后在大动物实验模型中被进一步证实：新生猪在出生 2 天内

进行 MI 手术，可在术后 30 天观察到显著的心肌细胞再生与心肌修复[11]。这些

研究为心肌再生和心脏修复领域开辟了新的方向，吸引了全球研究者对原位心

肌细胞再生调控的深入探讨。 
 

二、心肌细胞再生定义 
内源性心肌细胞增殖是哺乳动物心肌再生的主要方式。多项研究表明，哺

乳动物成年心脏的心肌细胞更新来源于原有心肌细胞有限的有丝分裂[9, 12, 13]。

通过预先对心肌细胞进行 LacZ 标记，再对新生小鼠进行心尖切除，发现在心尖

区的新生心肌组织中，绝大部分心肌细胞表达 LacZ，表明新生的心肌细胞来源

于原有心肌细胞的增殖[8]。MIMS 同样揭示，MI 后 8 周内，梗死边缘区 23%的

心肌细胞发生 DNA 复制，3.2%的心肌细胞 终完成增殖[9]。成体干细胞不参与

成年心肌细胞再生[14, 15]。 

在本共识声明中，“心肌细胞再生”定义为“通过原有心肌细胞增殖，产生

新的心肌细胞并获得成熟心肌细胞功能，以补充已损失心肌细胞”的过程。值

得注意的是，该过程不同于心肌细胞的多核化(细胞核发生复制但未发生细胞分

裂)，以及多倍体化(单个心肌细胞核含有超过两套染色体)。 

成年心肌细胞再生经历一系列特征性步骤，即去分化、增殖和再分化[8]，

整个过程涉及到结构、功能及基因表达的动态变化。去分化是指相对成熟心肌

细胞在形态、细胞结构、表达谱及功能等方面向幼稚阶段心肌细胞转变，表现

为肌小节结构的解聚、线粒体的排出或减少、兴奋-收缩解耦联，以及呈现接近

于胚胎期未成熟心肌细胞的表达谱，例如重新表达 Runx1、α-SMA、Dab2、

Gata4、Nkx2.5 等胚胎期基因[16, 17]。去分化被认为是成年心肌细胞发生增殖的必

经步骤，为心肌细胞增殖提供全方位的准备。 

心肌细胞增殖过程指心肌细胞重新进入细胞周期，经历有丝分裂并 终形

成新的子代心肌细胞。尽管成年心肌细胞可重新进入细胞周期，但 终完成有

丝分裂的比例却极低，多数细胞代之以“多核化”或“多倍体化”，即细胞核复
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制但不发生胞质分裂，或仅发生 DNA 复制。增殖后的子代心肌细胞由于各方面

仍处于相对幼稚状态，尚不能与周围成熟心肌整合并参与收缩。 

再分化过程指增殖后的子代心肌细胞，在基因表达、形态和功能上由相对

幼稚状态重新向成熟心肌细胞分化， 终重新获得肌小节结构，与周围成熟心

肌细胞建立细胞间连接，恢复兴奋-收缩耦联及正常收缩功能的过程。心肌细胞

的去分化、增殖及再分化是心肌细胞再生所必经的动态过程，全面认识该过程

有助于推动心肌细胞再生研究及应用转化。 

 

三、增殖心肌细胞的特征及研究方法 

具有增殖能力，或正在发生增殖的心肌细胞相较非增殖心肌细胞在细胞形

态、结构、电生理、基因表达谱和代谢方式等方面表现出明显的特征。通过对

这些特征进行深入研究和干预，有望寻找到促进心肌细胞增殖的关键靶点和方

法。 

1 增殖心肌细胞的特征 

1.1 结构特征 

1.1.1 肌小节/细胞骨架蛋白 

从哺乳动物胚胎期、出生后到成年阶段，伴随着心肌增殖能力的减退，心

肌细胞的肌小节结构逐渐成熟，其特征为肌纤维数量和密度的增加，肌小节排

列更加有序，肌小节结构蛋白的构成更加复杂。相反，新生个体心肌细胞通常

体积较小，肌小节等内部结构缺乏有序排列。肌小节结构的解聚是心肌细胞发

生增殖的前提，所有观察到的正在进行有丝分裂的心肌细胞都显示出肌纤维排

列的紊乱，肌小节结构的消失，该过程涉及一系列肌动蛋白的解聚[18]。这些结

构改变究竟是心肌细胞增殖的诱因，还是仅为心肌细胞增殖的固有步骤，尚有

待进一步阐明。有研究报道，干预肌动蛋白的聚合调控心肌细胞增殖：增殖心

肌细胞与非增殖心肌细胞相比，单体形式的 G-actin 水平升高而聚合形式的 F-

actin 水平减少，抑制 G-actin 聚合为 F-actin，可促进心肌细胞的去分化-增殖-再

分化[19]。针对其他骨架蛋白/肌动蛋白的干预研究有助进一步探索细胞结构变化

与心肌细胞增殖的关系。 
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1.1.2 核型/多倍体型 

哺乳动物出生后心肌细胞增殖能力的减退伴随着多核化与多倍体化的发生，

单核、2 倍体心肌细胞(mononuclear diploid cardiomyocytes, MNDCMs)被认为拥

有较强的增殖能力；相反，多核/多倍体心肌细胞的增殖能力较弱。通过基因工

程诱导的“多倍体”斑马鱼心肌在损伤后不能再生[20]。通过对 120 个小鼠近交

系进行研究，发现成年 MNDCMs的频率在各品系差异显著(可超过 7倍)。MI后

心肌细胞的增殖和心脏功能恢复都与 MNDCMs含量相关。全基因组关联分析揭

示了 Tnni3k 是影响这种组成变化的基因之一，敲除 Tnni3k 导致 MNDCMs 含量

升高和 MI 后心肌细胞增殖增加。相反，斑马鱼中 Tnni3k 的过度表达促进了心

肌细胞的多倍体化并损害了心脏再生[21]。然而，在不同的实验模型中也观察到

小鼠双核心肌细胞具有与单核心肌细胞相当的增殖能力[16]。利用更加先进的检

测工具，在更多实验模型进行探索有助于进一步阐明该问题。 

1.1.3 线粒体结构与功能 

具有再生能力的斑马鱼与新生小鼠心肌都表现出极少的线粒体含量和更少

的线粒体嵴，这些结构特征导致了线粒体氧化磷酸化和细胞内活性氧(reactive 

oxygen species, ROS)水平的减少[22]。此外，线粒体还可通过与细胞核“通讯”，

以不依赖于 ROS 的方式调控心肌增殖。线粒体蛋白翻译被抑制引起的适度线粒

体应激，可通过 eIF2α 激活转录因子 Atf4，后者进入细胞核后上调胞质分裂相

关基因 Knl1 表达，促进心肌细胞再生[23]。 

1.2 基因表达谱特征 

多项针对心肌组织的 RNA 测序研究发现，与出生后 1 天(post-natal day 1，

P1，依次类推)小鼠相比，P7 小鼠心肌组织的细胞周期基因、糖酵解相关基因显

著下调；相反，脂肪酸代谢、氧化磷酸化相关基因则表达上调[24, 25]。Porrello 等

进一步将小鼠心肌细胞分离纯化后进行测序证实，P1 与 P56 心肌细胞表达谱的

差异表达基因主要富集在细胞周期、线粒体、细胞代谢、转录因子、心肌收缩/

细胞骨架等通路。在 MI 后，P1 与 P56 小鼠心肌细胞之间表达谱的主要差异表

现在 Wnt 信号通路、细胞周期相关 E2F、Foxm1 转录调控网络以及自噬相关基

因。MI 并不能刺激 P56 心肌细胞获得类似于 P1 心肌细胞“幼稚状态”的表达

谱。分离心肌细胞的 ATAC-seq (Assay for Transposase-Accessible Chromatin with 
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high throughput sequencing)揭示，P56 与 P1 心肌细胞相比，细胞周期、炎症反

应、细胞外基质(extracellular matrix, ECM)相关基因的染色质可及性降低，而有

氧代谢、心肌成熟与收缩相关基因的染色质开放，是上述现象的可能机制[26]。 

单细胞 RNA 测序技术(single-cell RNA sequencing, scRNA-seq)为研究心肌细

胞增殖提供了单细胞层面的解析精度。通过对 P1 和 P8 小鼠 MI 后的心脏进行单

个心肌细胞核测序，发现心肌细胞可分为 5 个亚群(CM1~5)，其中 CM4 亚群在

MI 后变化 为显著，幼稚心肌细胞的特征性基因/细胞周期相关基因(如 Mki67 

和 CCNB1)在该亚群高表达，而成熟心肌细胞的特征性基因(如肌小节结构蛋白)

在该亚群低表达，G2/M 期心肌细胞在 CM4 亚群显著富集。该亚群心肌细胞被

认为是新生小鼠心肌损伤后心肌增殖的主要来源[27]。单细胞测序联合单细胞转

座酶染色质可及性测序(single-cell assay for transposase-accessible chromatin using 

sequencing, scATAC-seq)分析发现，增殖心肌细胞基因组的 Tead3、MycN 以及

Gli1 等转录因子的染色质可及性增加，帮助揭示了增殖心肌细胞转录组变化的

深层机制。基于单细胞测序结果的细胞互作分析还揭示了调控心肌增殖的细胞

间信号网络，例如心外膜、心内膜、巨噬细胞来源的分泌因子参与心肌损伤后

的修复[28]。 

scRNA-seq 同样运用于研究大动物心肌再生。通过对 P1 心尖切除的猪心肌

组织进行单个细胞核测序，分析得到了 6 个不同的心肌细胞亚群。其中两个心

肌细胞亚群(CM4 和 CM5)的细胞周期基因的表达和心肌细胞增殖能力显著增加，

参与心肌损伤后的再生。受限于细胞体积的限制，该结果未包含细胞质 RNA 数

据[29]。 

1.3 电生理特性 

增殖和非增殖心肌细胞之间的电生理特性存在明显差异。新生心肌细胞通

常具有更长的复极化时间和动作电位时程。从 P1到成年心肌，外向K+电流和快

Na+电流幅度逐渐增加，导致复极化时间缩短[30]。目前尚不清楚这些电生理特

性是否参与调控心肌增殖，以及增殖心肌细胞的以上电生理特征是否直接导致

心律失常的发生。 

增殖心肌细胞与非增殖心肌细胞的钙电流特征也具有显著差异。与成年、

未受损斑马鱼心肌相比，胚胎期及损伤边缘区的斑马鱼心肌的 L 型钙电流(ICa-L)
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密度减弱，钙内流时间延长而外流时程缩短， 终导致动作电位时程增加。富

含亮氨酸重复序列蛋白 10 (leucine-rich repeat containing 10, LRRC10)下调导致的

L型钙通道(L-type calcium channel, LTCC)从 Z盘解离是导致该现象的内在机制。

LRRC10 水平的降低以及 ICa-L 的减弱有利于心肌细胞增殖，相反，较高水平的

LRRC10 和 ICa-L则促进心肌的成熟与分化[31]。 

1.4 代谢特征 

心肌收缩功能的维持需要大量能量供给，其能量来源具有“底物灵活性

(substrate flexibility)”：心肌细胞可根据供能需求、环境氧浓度、可用底物的变

化来调整其能量代谢途径，而这些代谢途径显示出对心肌细胞增殖差异化调控

作用。在胚胎期/新生个体心脏，心肌以耗氧较少，但有利于心肌细胞增殖的糖

代谢为主[25, 32]，敲除心肌糖代谢关键酶 Pkm2 可抑制新生小鼠的心肌再生能力

[33]；在出生后，小鼠心肌代谢则以耗氧较多、产能较高，但同时阻碍心肌细胞

增殖的脂肪酸氧化为主[25]，剥夺出生后小鼠饮食中的脂肪酸[24]，或敲除成年小

鼠心肌中的脂肪酸代谢关键酶 Cpt1b [34]，具有促进心肌细胞增殖的作用。尽管

氨基酸不是心肌细胞的主要能量来源，但在长期禁食，剧烈或长时间运动、某

些病理状态下，心肌细胞也会利用氨基酸供能。代谢组学发现，P1与 P7心肌心

肌细胞相比，其谷氨酰胺、犬尿酸水平更高。在成年心肌细胞补充谷氨酰胺或

犬尿酸可分别通过刺激哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(mammalian target of rapamycin, 

mTOR)或 YAP 信号促进其增殖[35, 36]。此外，增殖心肌细胞的组氨酸、丝氨酸和

苏氨酸代谢更为旺盛，而 S-腺苷甲硫氨酸(S-adenosyl methionine, SAM)和牛磺酸

(Taurine)代谢降低[25]，但这些变化是否与心肌细胞增殖相关尚不清楚。 

 

2 心肌细胞再生的评价与研究方法 

2.1 研究心肌细胞再生的动物模型 

2.1.1 心尖切除模型 

心尖切除手术是在新生个体的心尖部位切除约 15%~20%的左心室心肌组织，

主要用于研究心肌组织的再生能力。心尖切除手术一般在 P1 和 P7/P8 小鼠心脏

进行，以检测心肌再生能力是否足以修复受损心肌[37]。结果显示，在 P1 小鼠中，

心肌在心尖切除术后的 21 天内几乎完全修复，而在 P7 小鼠中，心肌无法再生
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并发展为显著的纤维化。这一发现，使得在新生小鼠、大鼠进行心尖切除手术

成为了研究心肌增殖的典型模型[8, 38]。 

心尖切除手术同样可成功地应用于新生猪的实验模型。其具体操作为，通

过胸骨正中线切开暴露新生猪的心脏，并从心尖部切除 4~5 mm 的心肌组织。

值得注意的是，在P1接受心尖切除手术的新生猪，在P28再次接受MI手术时，

与对照组相比显示出更为显著的心肌再生能力。该模型进一步证实了心尖切除

手术对心肌增殖能力的刺激效果[39]。 

2.1.2 冷冻损伤模型 

冷冻诱导的心肌损伤(cyro-injury)模型是通过将冷冻探头(例如液氮冷冻的探

头)直接接触到心脏的特定区域的心肌损伤模型，具有可重复性好，操作难度相

对较低等特点。通过调整探头的温度、接触时间和接触压力以产生不同程度的

损伤。冷冻损伤模型也被运用于心肌再生研究，由于其损伤的规模和深度可控，

可以产生透壁(从心内膜到心外膜的全层)或非透壁(只损伤到部分心肌层)的损伤。

P1 小鼠心脏在经历冷冻诱导的非透壁损伤后能够完全自我修复，但在受到透壁

损伤后却没有显著的再生现象，这一现象的内在机制尚不清楚[40]。 

2.1.3 MI 模型 

MI 模型是对冠状动脉进行永久性结扎，造成心肌缺血损伤，以模拟临床

MI 病理状态的实验模型。在 P1 小鼠心脏诱导的 MI 模型同样可刺激心肌再生

[37]。P1 新生小鼠的心脏在 MI 后第 21 天进行检测，可观察到类似于心尖切除模

型的自我修复，相反，P8 小鼠心脏在 MI 后则表现出广泛的纤维化、心壁变薄

和心室扩张。对 P1 新生猪进行永久性的冠状动脉结扎，发现其心脏能够完全再

生并持续恢复心脏功能，而在 P7 进行冠脉结扎的猪则发展出完全的心肌瘢痕和

变薄的心壁[11]，表明 MI 同样是新生个体心肌损伤的有效模型。 

成年小鼠在 MI后，梗死边缘区重新进入细胞周期的心肌细胞明显增加，表

现为 Ki67、磷酸化组蛋白 H3 (phospho-histone H3, PH3)、AuroraB、BrdU和 EdU

等增殖标志物阳性的心肌细胞数目增多[41]。成年小鼠MI模型可用于检测特定干

预措施对心肌增殖能力的影响。 

在猪等大型实验动物，对冠状动脉前降支第二对角支开口的远端进行结扎

造成的急性 MI模型是研究猪心肌再生能力的常用模型。基于该模型的研究揭示
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了猪在出生后同样存在心肌再生时间窗。在 P2 以内接受 MI 手术的猪心脏可通

过原有心肌细胞增殖实现心肌再生[11]。 

2.1.4 心肌缺血/再灌注(ischemia/reperfusion, I/R)模型 

I/R 与永久性结扎 MI 模型不同，I/R 模型包括两个阶段：第一阶段是暂时性

的冠状动脉闭塞造成局部心肌缺血，第二阶段是随后的血流恢复，即再灌注和

由之引起的再灌注损伤。由于 MI患者通常会接受介入手术或溶栓治疗来恢复梗

死区域的血流。因此，与 MI 模型相比，I/R 模型更加贴近临床情况，并且能够

关注再灌注损伤的特点。I/R 模型同样被运用于研究心肌细胞增殖，成年小鼠在

缺血 60 min的心肌 I/R损伤后 14天进行检测，梗死边缘区 Ki67阳性心肌细胞是

假手术组的 3.5 倍，且单个与成对 Ki67 阳性细胞的比例为 9:1，表明 I/R 损伤刺

激心肌细胞重新进入细胞周期，但仅极少部分完成有丝分裂[42]。I/R 和 MI 损伤

对成年心肌细胞周期的激活是否存在差异尚无报道。 

在猪等大动物模型，通过冠脉球囊封堵的方法建立的 I/R损伤模型同样被用

于检测刺激心肌细胞增殖的治疗效果，例如在猪的 I/R模型中，前降支内给与重

组 Agrin 可刺激成年心肌细胞重回细胞周期，并将梗死面积缩小约 50% [43]。 

2.1.5 压力负荷模型 

主动脉缩窄(transverse aortic constriction, TAC)构建的压力过载模型显示，P1

时对小鼠进行 TAC 可刺激心肌细胞增殖。相反，P7 时进行 TAC 导致纤维化和

心脏功能障碍。此外，压力负荷的程度也与心肌细胞增殖相关，使用 30 号针诱

导的轻度压力负荷刺激了心肌细胞增殖和心肌肥大，但两者对心脏增大的贡献

比例没有明确的报道。使用 32 号和 34 号针诱导的中-中重度压力负荷在术后出

现病理性心肌肥大甚至死亡[44]。在成年小鼠，TAC 同样在术后 2~7 天诱导了心

肌细胞 PH3 阳性率的增加，但这一变化趋势在术后 28 天消失[45]。 

2.2 心肌细胞再生的检测方法和研究体系 

为了评估和研究心肌细胞的再生能力，研究者们开发了一系列技术方法和

研究体系。这些方法包括心肌细胞分离计数、活细胞工作站的应用、细胞周期

标志物的免疫染色、MIMS 技术、谱系示踪技术、以及各种测序与组学技术的

应用。每种技术既有其独特的优势，同时也存在相应的局限性。这些研究工具

和方法为我们研究心肌细胞再生提供了重要基础(表 1)。 
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表 1. 用于检测心肌细胞再生的方法或工具 
检测指标/工具 工作原理 检测方法 优势  局限性 在心肌再生研究中的应用 文献 

消化分离心肌

细胞并计数 
通过消化分离小鼠心

肌细胞，制备悬液并

计数，估算心脏的绝

对心肌细胞数目 

通过 Langendorf
系统将胶原酶/胰
酶进行主动脉逆

灌，消化心肌细

胞并计数 

心肌绝对数目的增加

较为可靠地代表了心

肌再生 

 该方法依赖于操作人

员的熟练度，和心脏

之间灌流和消化细胞

的可重复性 

Mei1 敲除小鼠出生后 14 天

心脏的心肌细胞计数明显高

于对照小鼠(~5×106 vs. 
3.5×106) 

[5] 

活细胞工作站 通过延时摄像对体外

培养的成年心肌细胞

命运进行追踪 

将荧光标记

的成年心肌细胞

在体外共培养，

通过间隔为 1  h
的延时摄像获得

7 天内的细胞行

为轨迹 

可观察成年细胞胞质

分裂 
 仅限于体外实验 观察到成年心肌细胞增殖的

全过程动态影像 
[16] 

Ki67 Ki67 在细胞周期 G1、
S、G2 和 M 期中广泛

表达，Ki67 阳性可代

表心肌细胞处于细胞

周期活跃状态 

免疫染色 检测方法简便易行，

应用广泛 
 Ki67 阳性的心肌细胞

并不一定完成胞质分

裂. 

过表达 CCND2 增加小鼠 MI
后心肌细胞 Ki67 阳性率

(~2.0% vs 0.4%) 

[63] 

PH3 PH3 表达于细胞周期

M 期 
免疫染色 检测方法简便易行，

应用广泛，较 Ki67
更接近胞质分裂 

 PH3 阳性的心肌细胞

并不一定完成胞质分

裂 

过表达 ErbB2 增加小鼠心肌

细胞 PH3 阳性率(~0.4% vs < 
0.02%) 

[123] 

Aurora B Aurora B 的表达和活

性在 M 期后期达到高

峰，并具有特征性的

定位 

免疫染色 较 Ki67，PH3 更接近

胞质分裂 
 仅在心肌胞质分裂的

短暂时间内具有特征

性表达定位，敏感性

较低，需对大量图像

结果进行观察 

Nrg1 增加成年小鼠 MI 后心

肌细胞 Aurora B 阳性率
(~0.03% vs  < 0.001%) 

[116] 

BrdU 可在细胞周期 S 期掺

入正在合成的基因组

DNA，标记 DNA 复制 

脉冲标记后免疫

染色 
可标记特定时间内(例
如给药或处理期间)发
生 DNA 复制的细胞

核 

 BrdU 阳性的心肌细胞

不一定完成胞质分

裂，DNA 损伤修复也

可能导致 BrdU 阳性 

Nrg1 增加成年小鼠 MI 后心

肌细胞 BrdU 阳性率(~0.18% 
vs  < 0.05%) 

[116] 
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EdU 可在细胞周期 S 期掺

入正在合成的基因组

DNA，标记 DNA 复制 

脉冲标记后免疫

染色 
与 BrdU 相比，其细

胞毒性更低，操作更

简便，与其他染色计

数有更好的兼容性. 

 EdU 阳性的心肌细胞

不一定完成胞质分

裂，DNA 损伤修复也

可能导致 EdU 阳性 

在人 iPSCs-CM 中，过表达

CDK1，CDK4，CCND，

CCNB 组合具有 高的 EdU
阳 性 率(> 25%)； 验 证

MADM 小鼠单色荧光心肌

细胞发生过 DNA 复制(EdU
均为阳性) 

[52] 

多同位素成像

质谱(MIMS) 
可在细胞周期 S期掺入

正 在 合 成 的 基 因 组

DNA，标记 DNA 复制 

N15脉冲标记后

进行同位素成像

质谱 

具有足以区分 DNA
复制和 DNA 修复的

高分辨率 

 发生DNA复制的心肌

细胞并不一定完成胞

质分裂 

小鼠 MI 后 8 周，梗死边缘

区 23%的心肌细胞发生DNA
复制；小鼠 MI 后进行 8 周

跑步运动可增加心肌细胞增

殖约 8 倍 

[9, 45] 

IQGAP/RhoA 在胞质分裂阶段，这

两种蛋白对称性定位

到中心体间隙上的肌

动蛋白环；否则心肌

细胞不能完成胞质分

裂，代之以多核化 

免疫染色 可根据 IQGAP/RhoA
形态与定位区分心肌

细胞胞质分裂与多核

化 

 需要观察大量共聚焦

显微镜图片，以及其

形态判断依赖于观察

者的经验，并不适合

运用于高通量检测心

肌细胞增殖 

原代心肌细胞有丝分裂失败

是由于异常的有丝分裂微管

导致肌动蛋白环与细胞膜的

连接不充分所致。通过分析

RhoA以及 IQGAP3的定位，

可以区分心肌细胞的双核形

成和分裂。 

[18] 

FUCCI 小鼠 
(αMHC-

Cre::FUCCI) 

橙色荧光蛋白 Kusabira 
(mKO)与细胞周期 G1
期指示蛋白 hCdt1 融

合，而绿色荧光蛋白

Azami (AzG) 与

S/G2/M 期 指 示 蛋 白

Geminin 融合。在细胞

周期进程中，由泛素

化介导的 mKO-Cdt1和
AzG-Geminin之间的交

替使得从 G1期到 M期

呈现不同颜色荧光 

mKO橙色荧光代

表细胞处于 G1
期, AzG 绿色荧

光代表细胞处于 
S/G2/M 

可标记处于不同细胞

周期阶段的心肌细胞

 无法显示胞质分裂 AzG+/mKO−心肌细胞比率在

P2 和 P21 心脏分别为 9.3% 
和 1%。AzG−/mKO+ 心肌细

胞比率在 P2 和 P90 分别为

6.8% 和 1.1%。MI 并不增加

心肌细胞周期活性 

[47] 

Anillin-GFP 小

鼠 
(αMHC-Anillin-

GFP) 

Anillin 是胞质分裂期

间收缩环的固有组成

蛋 白 。 在 M 期 ，

Anillin 在中心体的对

Anillin 在中心体

呈对称分布，与

分裂中的姊妹细

胞核距离较远，

可用于协助判断胞质

分裂与多核化 
 形态判断依赖于观察

者的经验，不适合运

用于高通量检测心肌

细胞增殖，不适用于

小鼠心肌细胞增殖率在 P2、
P5 和 P7 分别为 5.99%，

3.63%和 0.97% 

[48] 
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称分布，以及与分裂

中的姊妹细胞核具有

较长间距，与 终发

生 胞 质 分 裂 高 度 相

关。 

预示细胞发生胞

质分裂 
分离后心肌细胞 

Aurkb-tdTomato 
(Tnnt2-Dre × 
Aurkb-rox-
tdTomato) 

心肌特异性 Dre的表达

剪切掉 Aurkb启动子和

tdTomato 之间的 STOP
序列，使得 Aurkb阳性

的 心 肌 细 胞 表 达
tdTomato 

成 对 分 布 且

tdTomato 阳性的

心肌细胞代表发

生增殖的心肌细

胞 

可实时显示 Aurora B
阳性的心肌细胞，无

需诱导 

 Aurora B 表 达 于 
G2/M, 并不一定代表

胞质分裂。 

小鼠心肌细胞增殖率在 P1 
心 脏 为 3.92%， 在 P7 为 
1.57%， 在 成 年 为 
0.1%~0.2%。AR 损伤增加

P1 小 鼠 tdTomato+心 肌 细

胞，但成年后的 MI 损伤则

不会增加 tdTomato+心肌细

胞；四倍体(1×4n)和多倍体

(3×2n 或更多)心肌细胞的

tdTomato+阳性率较二倍体

(1×2n)和四倍体(2×2n)高 

[49] 

ProTracer 小鼠 
(Tnnt2-

DreER;Ki67-
CrexER;R26-

GFP) 

在任何特定的时间窗

口内，通过永久性标

记 GFP 持续记录表达

Ki67 的细胞 

GFP 阳性细胞代

表 Ki67阳性，细

胞周期活跃的心

肌细胞 

可持续记录心肌细胞

增殖，而不依赖于

Tamoxifen 等长期诱

导给药 

 Ki67 阳性的心肌细胞

并不一定完成胞质分

裂 

GFP 阳性心肌细胞的比例，

在出生后 0~6 天为 30.88%，

6~12 天为 10.34%，12~18 天

为 2.68%，18~24 天 为

0.22%。在成年心脏中，心

肌梗死(MI)后进入细胞周期

的心肌细胞增加 

[38] 

Rainbow 小鼠 
(αMHC-CreER; 
R26VT2/GK) 

所有心肌细胞 初都

表达 GFP，但在 Cre激
活的情况下，GFP 被

切除，而 Cerulean、
mOrange 或 mCherry 荧

光蛋白会随机表达。

若上述单色荧光的心

肌细胞发生增殖，其

子代心肌细胞会表达

相同颜色的荧光并形

成集落。 

成簇分布的单色

荧光细胞代表心

肌发生增殖 

可回顾性地检测已经

完成胞质分裂的心肌

细胞 

 由于标记的随机性，

所以存在小概率相邻

的心肌细胞被标记为

相同荧光，而不是因

为发生增殖 

心肌细胞增殖能力在胚胎发

育期间经历大幅下降(与
E9.5 相比，在 E12.5 时增殖

能力大约降低了 16 倍)。心

肌梗死可以激活新生而非成

年心肌细胞的增殖 

[51] 
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DKRC 小鼠 
(αMHC-

MerDreMer-
Ki67p-Roxed 
Cre; Rox-Lox-

tdTomato-eGFP

Tamoxifen 可诱导心肌

细胞表达 tdTomato，
而任何 Ki67 阳性的心

肌细胞则转变为表达
eGFP 

增殖心肌细胞表

达 eGFP 而非增

殖心肌细胞表达
tdTomato 

可标记 Ki67阳性的心

肌细胞，还可通过阳

性细胞的集落大小协

助判断细胞是否完成

胞质分裂。可实现仅

在 Ki67阳性的心肌细

胞操纵特定基因的表

达；由于非增殖心肌

细胞和增殖心肌细胞

呈现不同颜色，使得

分离增殖心肌细胞成

为可能 

 Ki67 阳性的心肌细胞

并不一定完成胞质分

裂 

在 I/R 缺血损伤组和假手术

组的心脏切片，心肌细胞的

eGFP+阳性率分别为 0.07%
和 0.02%；单个 eGFP阳性心

肌细胞与成对 eGFP 阳性心

肌细胞的比例为 9:1，提示

仅少部分细胞完成增殖 

[39] 

MADM 小鼠 
(Myh6CreERT2; 

MADM-
11GT/TG) 

心肌特异性 Cre 重组酶

产生诱导的 DNA 同源

重组，导致子代细胞

可 能 呈 现 红 色 、 绿

色、红色和绿色(黄色)
或无色。 

单一颜色的红色

或绿色细胞表明

心肌细胞经历了

细胞分裂 

红/绿单色荧光标记的

细胞可确定为发生增

殖的子代心肌细胞。

 可能低估了心肌细胞

的增殖，因为 双色

(黄色)或无色的细胞

也可能已经分裂；染

色体间重组存在效率

不高的问题。 

在小鼠出生后的第一周，有

11%的标记细胞是单一颜色

荧光标记的。在出生后 3 个

月时，该数值减少到 2.5%。

心肌梗死并不会刺激成年心

脏中心肌细胞的增殖。 

[13] 

CyclinA2-LacZ-
floxed-EGFP 小

鼠 

在心肌特异性 Cre 诱导

下 ， 表 达 CyclinA2-
eGFP 融合蛋白，从而

标记心肌细胞周期 

eGFP 信号代表

心肌细胞实时表

达 CyclinA2，为

细胞周期活跃的

心肌细胞 

CyclinA2 为表达于细

胞周期 G1-M 中期的

细胞周期蛋白，可较

为准确地标记细胞周

期；与 FUCCI相比，

仅使用单色荧光 

 CyclinA2 阳性的心肌

细胞并不一定完成胞

质分裂 

P1 小鼠右心室 CyclinA2-
EGFP 阳性的心肌细胞数目

少于左心室；小鼠在 P15 并

没有再次出现心肌细胞增殖

的高峰 

[54] 

 

该表描述了检测心肌细胞增殖的方法学及其工作原理、优点和局限性。AR，心尖切除；MI，心肌梗死；FUCCI：荧光泛素细胞周期指示器；Tnnt2：心

肌肌钙蛋白 T 型 2；Myh6：α-心肌肌动蛋白重链；MIMS：多同位素成像质谱；IQGAP：IQ motif containing GTPase Activating Protein；RhoA：Ras 

homolog family member A；iPSCs-CM：诱导多能干细胞来源的心肌细胞。 
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2.2.1 分离心肌细胞计数 

将胶原酶/胰酶通过 Langendorff系统进行主动脉逆行灌注，以消化分离心肌

细胞，制备细胞悬液并计数，估算其绝对心肌细胞数量的方法，也被用于评估

心肌细胞增殖。但该方法依赖于操作人员的熟练度和可重复性，以 大限度保

证分离心肌细胞的活性/数目具有可比性。此外，在小鼠 MI 模型中，存在因部

分心肌灌注不完全，前降支血管结扎位置、梗死面积个体差异导致心肌细胞绝

对计数不同的可能。 

2.2.2 活细胞工作站 

通过将荧光蛋白(例如 tdTomato)标记的成年心肌细胞与一定比例的新生乳鼠

心室肌细胞(neonatal rat ventricular myocytes, NRVMs)进行共培养，并联合延时摄

像(time lapse video)技术，可实现对体外培养成年心肌细胞命运，特别是胞质分

裂的全程示踪。该系统发现成年心肌细胞在体外的增殖比例可达 7%。利用活细

胞核染料 Draq5 对成年心肌细胞核数目进行标记，并测算心肌细胞初始大小，

该系统还发现不同细胞核数目(单核/多核)以及不同大小心肌细胞的增殖能力并

无明显差异。通过对完成胞质分裂的子代心肌细胞进行 cTnI 等心肌标志物染色，

该系统发现并非所有子代心肌细胞都能重新表达 cTnI，在 cTnI 阳性的子代细胞

中，仅有部分可获得肌小节的重新排列，表明增殖后的子代心肌细胞并不能完

全获得重新分化。该技术还被用于检验心肌增殖标志物的可靠性[16]。 

2.2.3 细胞周期标志物的免疫染色 

2.2.3.1 Ki67、PH3、Aurora B  

Ki67 抗原 初是在 1980 年代初由 Gerdes 和他的同事们发现，他们使用一

种来自霍奇金淋巴瘤细胞系的核抗原的小鼠单克隆抗体进行了研究。这种蛋白

质的命名是根据研究者的所在地来的，Ki 代表着德国基尔大学(Kiel University)，

而 67 则表示 96 孔板上的克隆编号[46]。Ki67 在非 G0 期(非休眠期)，即细胞周期

G1、S、G2 和 M 期中广泛表达，因此 Ki67 蛋白可被用来标记细胞是否正在活

跃地进行 DNA 复制和是否进入细胞周期。 

PH3表示在第 10位丝氨酸(Ser10)位置上发生磷酸化的组蛋白 H3。PH3是一

种 M 期特异的标志物，尤其是在有丝分裂过程中的前期和中期。因此，检测

PH3 可作为评估细胞处于有丝分裂过程中的有效方法。 
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 Aurora B 也称为“Aurora kinase B”，属于极光激酶(Aurora kinases)家族的一

员。Aurora kinases 早是在果蝇中被发现，其突变导致细胞在有丝分裂过程中，

中心小体不能正常分离，出现单极纺锤体而得名。Aurora B 在细胞有丝分裂的

各个阶段，特别是在染色体的分离和纺锤体的形成中发挥重要的调控作用，因

此其功能对细胞分裂的顺利进行至关重要。Aurora B 的表达和活性在 M 期达到

高峰，并具有特征性的定位。在有丝分裂后期至终末期，Aurora B 从着丝粒移

向中心体，参与胞质分裂。因此，Aurora B 被用于检测心肌细胞有丝分裂/胞质

分裂[18]。  

2.2.3.2 BrdU/EdU 染色 

5-溴-2'-脱氧尿苷(5-bromo-2'-deoxyuridine, BrdU)和 5-乙炔基-2'-脱氧尿嘧啶

(5-bromo-2'-deoxyuridine, EdU)是两种合成的核苷类似物。它们可以被细胞摄取

并嵌入到新合成的 DNA 中，因此被广泛用于标记正在合成 DNA 的细胞，从而

检测心肌细胞增殖。然后，由于心肌细胞 DNA 复制并不代表细胞增殖，并且

DNA 修复也会导致 BrdU/EdU 阳性，因此单独使用该指标评估心肌细胞增殖可

能并不准确，一般需联合其它指标或谱系示踪技术。BrdU/EdU 检测不仅可以在

组织切片中进行，还可以通过胰酶/胶原酶对全心进行消化制备心肌细胞悬液进

行。BrdU/EdU 阳性的单核心肌细胞被认为更可能是增殖的心肌细胞[18]。 

2.2.3.3 细胞周期标记与心肌特异性标记的联合应用 

在心脏组织切片中，确定细胞周期标记阳性的细胞核是属于心肌细胞还是

相邻的间质细胞具有一定难度。通过共染色技术，可显著提高标记心肌细胞的

准确性。例如，使用小麦胚芽凝集素染色(wheat germ agglutinin, WGA)来环绕细

胞膜，以及使用心肌细胞核的特异性标记，如PCM1、Nkx2.5、MEF2和GATA4，

都可明显提高标记细胞周期活跃的心肌细胞的准确性[47]。 

2.2.4MIMS 技术 

MIMS是结合了离子显微镜和质谱的高分辨率成像技术。在给与小鼠 15N同



哺乳动物心肌细胞再生专家共识 

      

位素标记的胸腺嘧啶(15N-thymidine)标记 DNA 复制后，MIMS 可以小于一微米

立方的精度，定量分析 15N:14N 比值并生成高空间分辨率图像。 

与 BrdU/EdU 相比，MIMS 具有以下明显优势：15N 是非放射性稳定同位素

示踪剂，不会对细胞内生化反应造成影响，且对有机体无害；MIMS 图像的超

高分辨率可区分 DNA 合成与 DNA 修复，因为 MIMS 图像显示 DNA 修复所掺

入的 15N-thymidine指数级少于 DNA 合成。MIMS本身的分辨率足以区分心肌细

胞与非心肌细胞，结合谱系示踪可进一步研究心肌细胞增殖的来源。联合 Y 染

色体 DNA 原位杂交，可帮助区分发生 DNA 复制的细胞核是否发生多倍体化(同

时满足单核、2 倍体检测)，高 15N:14N 比值信号的心肌细胞被认为是完成增殖的

心肌细胞[9]。 

MIMS 帮助揭示了成年心肌细胞增殖的来源为原有心肌细胞，成年心脏每

年的更新比率约为 4.4%，MI 后 8 周，梗死边缘区 23%的心肌细胞发生 DNA 复

制，但仅 3.2%的心肌细胞 终完成增殖[9]。小鼠 MI后进行 8周跑步运动可诱导

心肌细胞增殖，修复梗死心肌[48]。 

2.2.5 谱系示踪技术 

通过谱系示踪技术，利用心脏特异性的 Cre/Dre重组酶对心肌细胞进行标记，

是研究在体心肌细胞增殖的强大工具。目前已经成功开发了多种小鼠模型，用

以跟踪心脏发育过程中或损伤后的心肌增殖(图 1)。值得注意的是，谱系示踪常

用的 Cre-loxP 系统需设立严格的对照，有研究报道 Myh6-MerCreMer 或 Myh6-

Cre 在诱导后即使在没有 loxP 位点存在的情况下，亦可导致心肌细胞 DNA 损伤

以及心功能下降。因此，在研究中设置合适的对照具有必要性[49]。 
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图 1. 研究心肌细胞增殖的谱系追踪小鼠模型。A：FUCCI 小鼠：单体 Kusabira 橙色(mKO)
与 Cdt1 融合，标志 G1 期的橙色荧光。Azami 绿色(AzG)与 Geminin 融合，标志 S/G2/M 期

的绿色荧光。细胞周期中 mKO-Cdt1和 AzG-Geminin通过泛素化交替表达提供了从 G1期到
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有丝分裂晚期细胞周期各阶段的直接可视化。B：eGFP-Anillin 小鼠：Anillin 是细胞周期中

M 期收缩环的组成部分。Anillin 与 eGFP 的融合蛋白在 Myh6 启动子驱动下表达。eGFP-
Anillin 在 G1/S/G2 期位于核内，在 M 期核溶解后转移到细胞质，并在细胞分裂过程中位于

收缩环。C：Aurkb-tdTomato 小鼠：在 Dre 剪切酶诱导重组后，tdTomato 编码序列直接定位

在 Aurkb启动子后面。由于 Aurkb主要在 G2/M期表达，这种工具能够独特地标记接近细胞

分裂的 G2/M 期活跃心肌细胞。D：ProTracer 小鼠：通过 Cre-loxp/Dre-rox 双重重组系统生

成特异于心脏的 Ki67 启动子-Cre/Rosa26-GFP 小鼠系，能够在任意定义的时间窗口内持续

记录表达 Ki67 的细胞并用永久性遗传标记 GFP 标记。E：Rainbow 小鼠：GFP、mCerulean、
mOrange 和 mCherry 被插入彩虹小鼠的 Rosa26 (R26)位点。与 Myh6-CreER2 小鼠杂交时，

激活的 Cre切除了围绕 DNA区域前的随机一对 loxP位点，导致受影响细胞及其后代不可逆

地表达荧光蛋白。单个祖先细胞的子代细胞很容易被识别，因为它们表现为局部同色细胞

团。F：DKRC 小鼠：他莫昔芬暴露诱导心肌细胞特异性 Dre 表达，进而导致两个 STOP 序

列的切除，并导致 tdTomato 和活性 Cre 的表达。任何重新进入细胞周期的心肌细胞，如

Ki67 启动子激活所定义的，表达 Cre 并切除 tdTomato-STOP 序列，导致 eGFP 的表达。G：

MADM 小鼠：在此模型中，由于 S 期后染色体间 Cre-loxP 介导荧光蛋白片段重组，一个分

裂细胞的两个子细胞被永久标记为GFP+或RFP+。H：CyclinA2-LacZ-floxed-EGFP小鼠：该

工具模型将 LacZ-floxed-EGFP 构建到 CyclinA2 基因座，由心肌细胞特异性 Cre 将 LacZ-
floxed 剪切掉后，表达 CyclinA2-EGFP 融合蛋白，以实现对心肌细胞周期的监测。MADM：

双荧光标记镶嵌分析小鼠；GFP：绿色荧光蛋白；eGFP：增强型绿色荧光蛋白；RFP：红

色荧光蛋白；αDRKC：αMHC-MerDreMer-Ki67p-Roxed Cre；RLTG：Rox-Lox-tdTomato-
eGFP；Tnnt2：心肌肌钙蛋白 T 型 2；Myh6：肌球蛋白重链 6。 
 
 

2.2.5.1 FUCCI 报告基因鼠 

荧光泛素化细胞周期示踪系统(fluorescent ubiquitination-based cell cycle 

indicator, FUCCI)使用两个荧光探针，即橙色荧光蛋白 Kusabira-Orange (mKO)和

绿色荧光蛋白 Azami-Green (AzG)。在 FUCCI 系统中，mKO 与细胞周期 G1 期

指示蛋白 hCdt1融合，而 AzG与 S/G2/M期指示蛋白 Geminin融合。在细胞周期

进程中，由泛素化介导的 mKO-Cdt1和 AzG-Geminin之间的交替使得从 G1期到

M 期的细胞周期阶段可直接可视化[43]。FUCCI 报告鼠可以与 αMHC-Cre 鼠繁育，

从而生成心肌特异性的 FUCCI 系统，以反映心肌细胞的细胞周期进程[50](图 1A)。 

2.2.5.2 eGFP-Anillin 小鼠 

Anillin是胞质分裂期间收缩环(contractile ring)的固有组成蛋白，其亚细胞定

位随细胞周期发生变化。在 M 期，Anillin 在中心体的对称分布，以及与分裂中

的姊妹细胞具有较长间距，与 终发生胞质分裂高度相关。相反，Anillin 在中

心体的不对称分布，以及与姊妹细胞之间距离较短，则提示细胞多核化的命运。

因此，Anillin 的亚细胞分布特征被认为有助于评价心肌细胞的胞质分裂。 
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在 eGFP-Anillin 小鼠中，eGFP-Anillin 融合蛋白在 Myh6 启动子的控制下表

达，从而实现对 M 期心肌细胞的可视化。通过 Anillin 在中心体是否呈对称分布，

以及距离姊妹待分离细胞的距离远近两个标准，有助于区分心肌细胞的胞质分

裂和多核化[51](图 1B)。 

2.2.5.3 Aurkb-tdTomato 小鼠 

Aurkb-tdTomato 小鼠通过 Aurkb 的表达同步、实时标记增殖心肌细胞。由

于 Aurkb 表达在 M 期间达到顶峰，该工具能够标记 M 期活跃的心肌细胞，与

Ki67 相比更接近于细胞分裂。该系统利用 Tnnt2 驱动表达的 Dre，将

Aurkb(promoter)-rox-Stop-rox-tdTomato 的 Stop 序列剪切，形成 Aurkb(promoter)-

rox-tdTomato，使任何表达 Aurkb 的细胞均同步表达 tdTomato。体外共培养系统

结合实时延时成像显示，94.44%的 tdTomato+P1心肌细胞经历了完整的胞质分裂。

该系统揭示在 P1 小鼠心脏中，tdTomato+心肌细胞占左心室总心肌细胞数的

3.92%，在 P7 的心脏中减少到 1.57%，在成年心脏中降至 0.1%~0.2%。此外，

P1 新生小鼠的心尖切除损伤增加了 tdTomato+心肌细胞的数量，但成年小鼠 MI

却并未增加心脏 tdTomato+心肌细胞数[52](图 1C)。 

2.2.5.4 ProTracer 小鼠 

ProTracer 系统使用 Ki67 标记增殖的心肌细胞，其优势在于可长期持续记录

心肌细胞增殖[46]。传统的 Ki67-CreER 系统标记心肌细胞增殖，依赖于持续给与

他莫昔芬(Tamoxifen)对 CreER 的激活。由于 Tamoxifen 通常不用于长期给药，

因此传统工具很难在长时间内(如数月)持续记录 Ki67 基因活性。考虑到较短时

间窗内成年心肌细胞增殖极其稀少，ProTracer 对记录较长时间段内的心肌增殖

具有积极意义。 

ProTracer 使用 Cre-loxP/Dre-rox 双重组系统。Tnnt2-DreER 在 Tamoxifen 诱

导后，可将 Ki67(promoter)-Cre-rox-ER-rox的 ER通过 Dre-rox重组切除，从而得

到 Ki67(promoter)-Cre-rox，一旦细胞在任何时间表达 Ki67，可同步诱导 Cre 重

组酶的表达，将GFP序列前的 loxP-Stop-loxP序列剪切掉，使细胞标记上GFP。 

ProTracer 系统发现，小鼠出生后心肌细胞增殖虽持续下降，但仍持续至青

春期前[53]；验证了成年小鼠每年的心肌增殖比率约在 4.4%；此外，它还显示成

年小鼠 MI后，梗死区和梗死边缘区的心肌细胞进入细胞周期，而这些心肌细胞
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显示出空间特异性，高度局限于左心室心内膜下心肌。通过连续心脏切片，

ProTracer 系统还揭示了约 13%被 Ki67 标记的成年心肌细胞 终完成分裂[41](图

1D)。 

2.2.5.5 Rainbow 小鼠 

Rainbow 小鼠使用 3 对串联的 loxP 位点围绕不同的荧光蛋白编码框(GFP、

RFP、mCerulean 和 mOrange)。未经诱导的细胞表达 GFP 绿色荧光，心肌特异

性 Cre 对荧光蛋白编码框进行剪切重组，从而随机产生三种不同颜色荧光的心

肌细胞，由于单个心肌细胞增殖后的子代细胞均表达同一种荧光蛋白，通过单

色荧光细胞集落的大小，可判断心肌是否增殖。然而，由于标记的随机性，相

邻的心肌存在极小概率被标记为相同颜色，而不是来源于心肌细胞增殖。基于

该工具鼠的研究结果显示，MI 可刺激新生小鼠心肌细胞增殖，在成年小鼠心脏

中则无此效果[54](图 1E)。Confetti小鼠是 Rainbow 小鼠的衍生版本，其不同之处

在于只有在 Cre-loxP同源重组发生后细胞才被标记荧光，并且 nGFP和 mCFP荧

光蛋白的设计使其得以标记细胞核或细胞膜，该小鼠被用于研究 miR-302/水凝

胶原位注射对 MI 后心肌细胞再生的影响[55]。 

2.2.5.6 αDKRC/RLTG 小鼠 

αMHC-MerDreMer-Ki67p-RoxedCre (αDKRC) : Rox-Lox-tdTomato-eGFP 

(RLTG)小鼠在 Tamoxifen 诱导后可将全部心肌细胞标记为 tdTomato，而此后发

生增殖的心肌细胞由 tdTomato 变为 eGFP。 

该系统利用 Dre-rox 与 Cre-loxP 双重诱导。诱导后的 Dre 将所有心肌细胞标

记为 tdTomato，并同时剪切掉 Ki67 promoter-Cre(N-terminus)-rox-Stop-rox- 

Cre(C-terminus)中的Stop序列，使得全长Cre可在Ki67启动子驱动下得以表达。

Cre 剪切掉位于 eGFP 前的 loxP-tdTomato-Stop-loxP 序列后，使细胞由表达

tdTomato 变为表达 eGFP [42]。 

根据 eGFP阳性的心肌细胞单个分布还是形成集落，可协助判断进入细胞周

期的心肌细胞是否发生增殖。成年 αDKRC/RTLG 小鼠在心肌 I/R 损伤后，eGFP

阳性心肌细胞是假手术组的 3.5 倍，但单个 eGFP 与成对 eGFP 心肌细胞的比例

为 9:1，表明心肌损伤后 Ki67 阳性的心肌细胞仅有少部分完成增殖[42](图 1F)。 

2.2.5.7 双标记嵌合分析(mosaic analysis with double markers, MADM)小鼠 
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MADM 小鼠模型可明确地识别增殖后心肌细胞。MADM 小鼠由 MADM-

GT 与 MADM-TG 小鼠杂交而得，GT 与 TG 代表红色/绿色荧光蛋白非全长片段

的排列顺序。在该模型中，编码非全长荧光蛋白(如 RFP 和 GFP)片段的 DNA 被

整合到基因组，细胞在 S 期进行 DNA 复制后，由于染色体间的 Cre-loxP 同源重

组，可导致分裂后的两个子细胞分别具有不同颜色的全长荧光蛋白标记(GFP 或

RFP)。因此，每当一个细胞分裂，它的两个子细胞将被明确地、永久地标记。 

该模型的明显优势是单色的细胞无可争议地表明是已经分裂的心肌细胞。

该模型同样存在局限性，由于染色体间重组的随机性，不是所有分裂的子细胞

都会被标记为单一颜色，因此可能低估了真实的增殖率。在小鼠出生后第一周，

11%的标记细胞表达单色荧光蛋白，而到 3 个月时这个数字减少到 2.5%。在该

模型中，MI 后第 4 周并没有观察到明显的成年心肌细胞增殖。转录组测序结果

提示，增殖后子代心肌细胞的表达谱特征更接近成年心肌细胞，而不是新生心

肌细胞，表明这些子代细胞发生了再分化[13](图 1G)。 

2.2.5.8 CyclinA2-LacZ-floxed-EGFP 小鼠 

CyclinA2是表达于 G1中期-M期中期的细胞周期蛋白。该工具小鼠将 LacZ-

floxed-EGFP 序列构建到 CyclinA2 基因座，与 CyclinA2 形成融合蛋白，使细胞

表达 CyclinA2-β-gal。在与 Troponin T-Cre 小鼠杂交后，可由心肌细胞特异性表

达的 Cre 将 LacZ-floxed 剪切，从而表达 CyclinA2-EGFP，标记进入细胞周期的

心肌细胞。与 FUCCI 小鼠相比，该系统使用单色荧光，更有利于多重染色。利

用该系统，研究者揭示了在 P0~P1 小鼠，右心室 CyclinA2-EGFP 阳性的心肌细

胞比例少于左心室；此外，小鼠在 P15 并没有再次出现心肌细胞增殖的高峰，

这与 Husain 团队关于小鼠在青春前期(P15)出现心肌细胞增殖高峰的报道相反[56, 

57]。 

2.2.6 空间转录组学 

尽管单细胞测序可在细胞水平提供不同细胞亚群的详细信息，但这些细胞

在空间解剖上如何分布却并不清楚。利用空间转录组学技术，Olson 团队报道了

NYFa 对心肌细胞增殖的调控作用具有空间异质性。在胚胎期小鼠心脏，根据表

达谱特征，较为成熟的心室肌细胞可分为 3个细胞群(M-VCM1，M-VCM2和M-

VCM3)，这些细胞均匀分布于致密心肌或室间隔；而表达谱呈幼稚状态的心室
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肌细胞亦分为 3 群，其中 F-VCM1 广泛分布于心室，F-VCM2 分布于心室近小

梁区，而 F-VCM3 则分布于致密心肌或室间隔。此外，空间转录组学技术还鉴

定出分布于肌小梁区的细胞亚群 T-VCM1 和 T-VCM2，以及分布于心外膜、表

达 ECM 的心肌细胞亚群 CME+，其中 F-VCM1-3、 CME+的表达谱与单细胞测

序中具有再生能力的 CM4 亚群具有高度重合。在敲除心肌细胞增殖调控因子

NFYa 的胚胎期小鼠心脏，F-VCM1 的比例下降，而小梁区细胞群 T-VCM1 和 T-

VCM2 的比例升高，提示增殖信号可能通过影响位于不同空间位置的细胞亚群

调控心肌增殖[58]。通过这些空间细节，空间转录组学为心肌细胞增殖研究提供

了更为全面的视野。 

2.2.7 其它技术 

IQGAP3 (IQ motif containing GTPase activating protein 3)和 RhoA (ras homolog 

family member A)激酶是调控细胞骨架的关键蛋白。在胞质分裂阶段，这两种蛋

白对称性定位到中心体间隙上的肌动蛋白环(actomyosin ring，收缩环的核心成

分)，促进分裂沟(cleavage furrow)的形成和由此引起的细胞分裂。细胞延时摄像

实验证实，IQGAP3 和 RhoA 没有正确地定位到肌动蛋白环与心肌细胞不能完成

胞质分裂，而代之以多核化相关。因此，IQGAP3 和 RhoA 的细胞定位被认为可

用于区分细胞分裂与多核化。由于该方法需要观察大量共聚焦显微镜图片，以

及其形态判断依赖于观察者的经验，并不适合运用于高通量检测心肌细胞增殖

[18]。 

2.2.8 不同工具对心肌再生能力的评估存在差异 

由于心肌细胞再生是涉及多个层面的复杂过程，不同的检测工具采用的评

价指标不同，可能导致对心肌再生能力的评估存在一定差异。例如关于 MI在成

年小鼠是否诱导心肌增殖，基于 Ki67、DNA 复制的检测系统可观察到 MI 后进

入细胞周期的心肌细胞数目增加；在MADM小鼠[13]、Aurkb-tdTomato小鼠[52]以

及 Rainbow 小鼠[54]等以胞质分裂/心肌细胞数目增加为检测指标的检测体系中，

与 Sham 相比 MI 并没有诱导明显的心肌增殖[9](表 2)。造成这些结果出现不一致

的原因，可能是由于各个检测系统的局限性导致的对心肌增殖的高估或低估。

例如 Ki67、DNA 复制提示心肌细胞进入细胞周期，但这些心肌细胞不一定完成

胞质分裂，可能会导致对增殖比率的高估。另一方面，MADM 小鼠可能存在发
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生同源重组和胞质分裂但亦不能成功表达单色荧光的情况；Rainbow 小鼠的单

色细胞集落可能来源于标记的随机性而不是来源于细胞增殖，增殖后心肌细胞

可能发生迁移，导致集落数目发生变化；Aurkb-tdTomato 为实时、非永久性标

记，可能会遗漏掉已完成胞质分裂的心肌细胞，这些特性可能导致对实际心肌

增殖比率的低估。因此，能够更加准确地评估心肌增殖的工具有助于进一步明

确该问题。 

 

表 2. 不同工具对心肌再生能力的评估存在差异 
检 测

指标 
检 测 工 具/方
法 

检测原理 检测

时间

点 

主要结论 MI 是否

促进心肌

增殖 

文献 

Ki67 Protracer 小鼠 通过 ProTracer 将表达

Ki67 的心肌细胞标

记，通过连续切片显

示成对阳性标记的心

肌细胞定义为增殖心

肌细胞 

MI
后第

8 周

梗死边缘区 6.5% 的心

肌细胞进入细胞周期

(6.5% vs 0.6%， MI vs 
Sham)，2.6%的 心 肌

细胞完成增殖 

是 [38]       

DNA
复制 

MIMS 通过 MIMS 检测发生

细胞核复制的心肌细

胞，通过 Y 染色体显

示单倍体，同时满足

单 核 、2 倍 体 ， 高
15N:14N 信号的心肌细

胞被认为是增殖心肌

细胞 

MI
后第

8 周

梗死边缘区 23%的心

肌细胞进入细胞周期

(23% vs 0.5%， MI vs 
Sham)，3.2%的 心 肌

细胞完成增殖 

是   
[9]        

Ki67 αDKRC/RTLG
小鼠 

通过 αDKRC/RTLG将

表达 Ki67 的心肌细胞

标记，成对阳性心肌

细胞被认为是增殖心

肌细胞 

I/R
后 2
周 

梗死边缘区 I/R 组标

记阳性心肌细胞是

Sham 组的 3.5 倍，其

中 10%的标记心肌细

胞完成增殖(成对出

现) 

是 [39] 

胞 质

分裂 
MADM 小鼠 染色体同源重组诱导

发生复制的子代细胞

核表达 GFP 或 RFP，
完成胞质分裂的子代

细胞可表达为 GFP 或

RFP 单色荧光 

MI
后 4
周 

MI vs Sham 无明显差

异(单 色 细 胞 比 率
0.16%) 

否 [13]       

Aurora 
B 

Aurkb-
tdTomato 小鼠 

通过 Aurkb-tdTomato
小鼠将表达 Aurkb 的

心 肌 细 胞 标 记 为

tdTomato 阳性 

MI
后 2
周 

MI vs Sham 无明显差

异(阳 性 细 胞 比 率
0.14%~0.2%) 

否 [49]      

胞 质

分裂 
Rainbow 小鼠 随机标记为单色荧光

的心肌细胞集落大小

(≥2 被认为是增殖心

肌细胞) 

MI
后 3
周 

梗死+梗死边缘区 vs 
远端区无明显差异 

否  
[51]     

该表描述了不同检测工具由于其工作原理的不同，对 MI 是否促进心肌细胞再生得出的结论存在差异。I/R：

缺血再灌注损伤；MI：心肌梗死；Sham：假手术组；tdTomato：红色荧光蛋白衍生体；MIMS：多同位素

成像质谱。 
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2.3 心肌细胞增殖靶点的干预策略 

细胞转染/感染：在新生大鼠原代心肌细胞(neonatal rat ventricular myocytes, 

NRVMs)等原代心肌细胞，脂质体 lipofectamine、RNAimax等工具介导的 siRNA

转染，或体外获得的 mRNA 转染可实现对特定基因的敲低或过表达，但通过脂

质体在 NRVMs 转染过表达质粒的效率极低。相反，腺病毒(adenovirus, Ad)对

NRVMs 具有极高的感染和表达效率。 

腺相关病毒与 Ad：9 型腺相关病毒(adeno-associated virus type 9, AAV9)仍然

是在小鼠和猪等模型在体操纵基因表达的优势工具，具有细胞毒性和免疫原性

低、表达时间长等优势。AAV9 的给药方式包括尾静脉注射(小鼠)、冠脉内注射

(猪)与心肌内原位注射(猪、小鼠)，在大多数以猪为模型的实验中，心肌内原位

注射较为常用。Ad 也可用于在体实验。Ad 具有携载量大，可同时表达多个基

因，表达快速(感染后 24~48 h 达到峰值)的优势，适用于过表达多个基因的组合

(如细胞周期基因“4F”组合[59]或“OSKM”转录因子组合[60])。与AAV9相比，

Ad 有免疫原性大、表达持续时间短的局限性。 

Cre-loxP 及 Dre-rox 系统：在心肌再生研究中，Cre-loxP 和 Dre-rox 系统是

两种强大的基因操作工具，它们允许研究人员在特定的细胞类型或组织中精确

控制基因表达。这些系统通过利用细菌来源的重组酶(Cre 和 Dre)和它们各自识

别的 DNA 位点(loxP和 rox 位点)，在这些位点间进行精确的 DNA 切割和重连来

实现特定基因的敲除或激活。利用心肌特异性表达基因的启动子来驱动 Cre 或

Dre 的表达，可实现在某特定细胞或组织类型对基因进行调控。Myh6 [13]和

Tnnt2 [41]是 为常用的心肌细胞特异性启动子。将 Cre 酶与突变的雌激素受体

(mutated estrogen receptor, Mer)构建融合蛋白(MerCreMer)，利用 Mer 不与内源性

雌激素结合，仅能与雌激素类似物 Tamoxifen 结合，并在结合 Tamoxifen 后从胞

质进入到胞核的特性，使 MerCreMer 仅在暴露于 Tamoxifen 的特定时间内能够

结合到基因组 DNA，实现对基因的时间特异性调控[61]。Cre-loxP 及 Dre-rox 两

种系统的配合使用，允许研究人员对多重限定条件的细胞进行标记。例如，在

ProTracer小鼠中，Tnnt2-Dre确保了对心肌细胞进行特异性标记，而 Ki67-Cre进

一步实现了对 Ki67 阳性的心肌细胞进行标记[41]。 

CRIPSR/Cas9：CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats/CRISPR-associated protein 9)是一种先进的基因编辑工具，在
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引导 RNA(guide RNA, gRNA)的定位下，具有 DNA 切割功能 Cas 9 可对基因组

中的特定序列实现精确的基因敲除、替换或插入。与 Cre-loxP/Dre-rox 系统相比，

CRISPR/Cas9 具有编辑效率高的特点，除了用于基因敲除以外，还可以通过不

同的 Cas 变体进行基因激活、抑制、编辑。CRISPR/Cas9 系统同样被运用于心

肌细胞增殖的研究。利用 CRISPR/Cas9 技术，研究者在小鼠在体心肌细胞中敲

除了非编码 RNA Snhg1 [62]或 LDHA [63]，以探究其对心肌细胞增殖的影响。

CRISPR/Cas9 系统的另一优势是在培养细胞中实现对基因的敲除或多个基因的

过表达，例如在人的 iPSCs 细胞中敲除 NOTCH1，以研究其对心肌细胞增殖和

分化的影响[64]。在人的成纤维细胞中，过表达失活的Cas9 (dCas9)与转录激活因

子VP64的融合蛋白(dCas9-VP64)，在不同的gRNA引导下，可同时实现对Gata4、

Hand2、Mef2C 和 Tbx5 的过表达，从而将成纤维细胞转分化为诱导多能心脏前

体细胞[65]。 

CRISPR-CasRx：与 CRIPSR/Cas9 编辑 DNA 不同，CRISPR-CasRx 系统用

于 RNA 层面的干预。它不需要 PAM 序列，通过其内含的 RNase 活性对靶 RNA

进行切割和降解。通过 Myh6-Cre 驱动的 CasRx 在小鼠心肌特异性敲低 Meis1 和

Hoxb13，可促进 MI 后的心肌细胞增殖与心肌修复。与 RNA 干扰技术相比，

CRISPR-CasRx 具有更高的特异性，发生脱靶效应的概率更低[66]。   

modRNA：modRNA 指在体外转录、获得 mRNA，并对 mRNA 进行一系列

化学修饰，以提高其稳定性和翻译效率、降低免疫原性，再将其应用到离体细

胞或全身各组织的技术。modRNA 具有免疫原性低，瞬时、局部、高效过表达

的特性。modRNA 主要的化学修饰包括：用尿苷衍生物 N1-甲基伪鸟苷(N1-

Methylpseudouridine)替代尿苷；在mRNA的5'加入3'-O-Me-m7G(5')ppp(5')G (anti 

reverse cap analog, ARCA)帽子结构，其中 3'-O-Me 代表核糖 3'位上的氧原子(O)

被甲基(Me)所取代。ARCA 结构能够减少 mRNA 引起的免疫反应，帮助 mRNA

被翻译起始复合物所识别，提高 mRNA 的翻译效率，并抵抗核酸酶从而增加

mRNA 的稳定性[67]。 

通过对 modRNA 进行进一步改造，可实现心肌细胞特异性过表达特定基因。

在 Pkm2 调控心肌细胞增殖的研究中，研究者设计了两条 modRNA (modRNA1

和 modRNA2)，modRNA1 的基本结构为 5'UTR-L7Ae-cardiac specific miRs 
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recognition element-3'UTR。modRNA2 基本结构为 5'UTR-Kinc-turn motif(K-

motif)-Pkm2-3'UTR。modRNA1 中编码的古细菌核糖体蛋白 L7Ae，可与

modRNA2 中的 K-motif 结合，阻碍 modRNA2 的翻译。当存在心肌特异性 miRs

时，这些 miRs 通过结合到 modRNA1 的识别原件，将 modRNA1 降解，从而解

除 modRNA1 对 modRNA2 的翻译抑制，实现心肌细胞特异性过表达 Pkm2。将

改造的 modRNA 在 MI造模时注射到小鼠心肌，可在注射后 2天检测到 Pkm2 蛋

白水平和活性的增加，并持续到注射后 8~12 天[33]。通过 modRNA 在小鼠和猪

心肌过表达 Pkm2 [33]或 CCND2 [68]，均可促进 MI 后心肌细胞增殖与心肌修复。 
Tet-on 系统：在工具载体中加入 Tet-on 系统，利用四环素(tetracycline, Tet)

或多西环素(doxycycline, Dox)的存在与否，可决定反向四环素转录激活因子

(reverse tetracycline transactivator, rtTA)是否与四环素反应原件(tetracycline 

responsive element, TRE)结合并启动下游基因转录的特性，对基因表达的时间窗

进行可控调节。例如心肌注射 AAV9-TRE-miR-294-αMHC-rtTA 可依赖于 Dox 的

给药时间，在选定时间窗内同步表达 miR-294，从而避免永久表达带来的不良

反应[69]。 

 

四、心肌再生能力的影响因素 

1 内外环境因素 

环境氧浓度：啮齿类动物的谱系示踪实验证实，较低的环境氧浓度(7%)可

延长新生个体心肌再生的时间窗，并促进成年个体MI后的心肌再生与修复[12]。

哺乳动物从母体内到出生后，环境氧气浓度骤然升高，心肌细胞更多利用氧气

供能，这一过程导致 ROS 产生增加。心肌细胞内 ROS 水平升高导致的 DNA 损

伤是阻碍 DNA复制和细胞周期推动的重要因素[5]，清除 ROS [5, 70]，或促进 DNA

损伤后修复[71]，可延长出生后心肌增殖时间窗和刺激成年心肌再生。 

运动应激：运动可促进心肌细胞再生，改善 MI后心功能。对小鼠进行跑步、

游泳等运动训练，可显著提高 Ki67 阳性的心肌细胞数目[72-74]。MIMS 发现，小

鼠 MI后进行跑步运动 8周可将心肌细胞增殖能力提高约 8倍[48]。心脏环状 RNA 

(circular RNA, circRNA) circUtrn，长链非编码 RNA (long non-coding RNA, 

lncRNA) CPhar、微小 RNA (microRNA, miRNA) miR-222 的上调，以及 PI3K、

EGFR 等信号通路的激活与运动促心肌细胞再生作用有关，但运动引起上述改
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变的作用机制尚不清楚[74, 75]。 

心室机械张力：心室内机械张力升高被认为是心肌细胞增殖的抑制因素。

在心力衰竭患者，长期使用左心室辅助装置(left ventricular assist device, LVAD)

可减轻心室压力，诱导成年心肌细胞重新进入细胞周期。与植入 LVAD 之前的

心脏相比，植入 LVAD 后的心脏其心肌细胞大小减少了 45%，线粒体含量减少

了 60%，而 Ki67、PH3、Aurora B 阳性的心肌细胞数显著增加，该作用的机制

尚不清楚，推测可能与降低氧耗和 DNA 损伤有关[76]。 

甲状腺素等内分泌激素：心肌细胞增殖能力受到内分泌的调控。小鼠出生

后不久，血液中的甲状腺激素水平急剧上升超过 50 倍，这与小鼠代谢、产热水

平的增加、心肌细胞退出细胞周期、形成双核以及失去再生能力的变化趋势相

一致。使用丙基硫氧嘧啶(propylthiouracil, PTU)阻断甲状腺激素合成，或抑制甲

状腺激素受体 α (thyroid hormone receptor α, TRα)功能，均可引起心肌细胞数量

增加约 3倍[6]。这些数据表明，围产期的甲状腺激素信号在心肌细胞退出细胞周

期和多倍体化中发挥重要作用。除甲状腺素外，儿茶酚胺也是调控心脏功能的

重要激素，抑制β肾上腺素受体可激活Yap-1/Ect2信号，促进心肌细胞增殖[77]。 

在围产期，孕激素水平的急剧减少也与心肌退出细胞周期有关。在胎儿发

育期间，孕酮由胎盘和/或卵巢黄体产生供应。新生小鼠离开母体后，血清孕酮

水平急剧下降。补充孕酮可通过上调 YAP 的表达促进小鼠心肌细胞增殖与损伤

后修复[78]。 
2 微环境因素 

炎症与免疫：在 MI诱导心肌损伤的情况下，炎症反应相关基因的表达水平

在 P1 小鼠心肌显著上调，而在 P8 小鼠却未观察到这种变化[79]，基于单细胞测

序的细胞互作分析揭示了巨噬细胞来源的分泌因子参与心肌损伤后再生[28]，这

些结果提示炎症反应是调控心肌细胞增殖能力的关键因素。以下实验证据为这

一结论提供了支撑：炎症诱导剂 Zymosan具有促进成年小鼠 MI后心肌增殖的作

用[80]；相反，新生免疫缺陷小鼠(NOD/SCID)在进行心尖切除后其心肌不能再生

[81]。此外，给与新生小鼠/猪地塞米松抑制炎症，也明显阻碍了心肌再生[80, 82]。 

不同的免疫细胞显示出对心肌再生差异化的调控作用。与 P14 小鼠相比，

P1 小鼠心脏在 MI 后具有更多的巨噬细胞浸润，通过 Cl2MDP-L 清除 P1 小鼠巨
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噬细胞，可抑制心尖切除后心肌再生[83]。反之，移植新生小鼠的巨噬细胞可促

进成年小鼠 MI 后的心肌细胞增殖[84]。巨噬细胞对心肌再生的促进作用依赖于

IL-6 [83]、oncostatin M [85]等因子的分泌，敲除上述因子可抑制小鼠心尖切除后的

心肌再生。 

从T细胞数量上来看，MI后P7小鼠心脏较P1小鼠具有更多的T细胞浸润。

从 T 细胞种类上进行区分，P1 小鼠心脏以 γδ+ T 细胞浸润为主，而 P7 小鼠心脏

以 αβ+ T 细胞浸润为主，将成年小鼠的 αβ+ T 细胞移植到 P1 小鼠，可抑制 MI 后

心肌再生，该作用与 αβ+ T细胞分泌的 γ干扰素(interferon-γ, IFN-γ)有关[86]。值得

注意的是，具有抑炎作用的调节性 T 细胞(regulatory T cell, T-reg)发挥促心肌增

殖的作用。小鼠出生后，T-reg 在 T 细胞中所占比例逐渐下降，敲除 T-reg 抑制

小鼠心尖切除后心肌再生，T-reg 的作用依赖于 Ccl24、Gas6、Areg 等旁分泌因

子。这些结果表明炎症/免疫细胞对心肌增殖的调控可能依赖于特定的细胞种类

和分泌谱[81]。 

淋巴管：胚胎期的淋巴管发育对新生小鼠的心肌再生具有调控作用。在胚

胎期第 14.5 天，心脏淋巴管开始发育，阻碍淋巴管的发育导致心肌增殖减弱，

淋巴管内皮细胞分泌的 Reln 是淋巴管调控小鼠心肌再生的关键介质。然而，在

成年 MI 鼠给与 Reln 则未观察到明显的促心肌细胞再生作用[87]。 

ECM：ECM对心肌细胞增殖的调控作用取决于其来源，来自具有再生潜力

心脏的 ECM 能够促进心肌细胞增殖。使用斑马鱼心脏的 ECM 处理成年 MI 小

鼠，可通过激活 ErbB2 促进心肌增殖与修复[88]。同样，P1 小鼠的 ECM 可促进

体外心肌细胞的增殖，而 P7 小鼠的 ECM 则不具有该能力。ECM 中的基底膜糖

蛋白 Agrin 是 P1 心肌 ECM 促心肌增殖能力的关键介质，胚胎期敲除 Agrin，以

及给予成年 MI 小鼠重组 Agrin 分别抑制和促进心肌增殖与再生。Agrin 的这一

作用与激活 YAP 和 ERK 信号通路有关[89]。 

Periostin 是发育过程中心脏 ECM 的重要成分，成年心脏在损伤后可重新表

达 Periostin。给予成年MI小鼠 Periostin可激活位于心肌细胞膜上的整合素-PI3K

信号，诱导心肌细胞重返细胞周期，促进心肌再生[90]。在猪MI模型通过心外膜

缓释系统持续给予 Periostin，可在 12 个月后将射血分数从 31%提高到 41%，并

将梗死面积缩小约 22%  [91]。 
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蛋白聚糖 Versican 是新生小鼠心脏 ECM 的另一组分，由心脏成纤维细胞产

生。心肌损伤可诱导新生小鼠心脏 Versican的上调，并通过整合素 β1和 ERK1/2、

Akt 等下游信号分子促进心肌细胞再生。敲除成纤维细胞中的 Versican 降低新生

小鼠的心肌再生能力。在成年小鼠中，向梗死心肌注射 Versican 可促进心肌细

胞增殖，减少纤维化并改善心功能[92]。 

ECM 对心肌增殖的调控还与其僵硬度(stiffness)有关。P1 小鼠与 P2 小鼠相

比，其心肌 ECM 僵硬度更低，通过化学诱导剂增加 P1 小鼠心肌 ECM 的僵硬

度，抑制心尖切除后心肌再生[93]。有研究将 NRVMs 培养在不同僵硬度的 ECM

上，发现低僵硬度的 ECM 诱导心肌细胞去分化与增殖，而高僵硬度的 ECM 则

诱导心肌细胞成熟、肌小节组装与心肌细胞收缩[94]。这些结果表明 ECM的僵硬

度是心肌细胞增殖与成熟的调控因素之一。 

心脏神经：在小鼠胚胎期第 13.5 天(E13.5)，心脏的交感和迷走神经开始分

布。通过化学方法、基因工程技术或器械手段损毁心脏的迷走(胆碱能)神经分

布，可显著抑制新生个体的心肌再生，该抑制效应可被外源性给与 Neuregulin 1 

(Nrg1) 或 神经生长因子(nerve growth factor, Ngf)所挽救，提示心脏胆碱能神经的

促心肌增殖作用可能与神经分泌因子有关[95]。 

另一方面，通过基因工程技术抑制交感神经的分布，则延长小鼠出生后心

肌增殖时间窗，进一步提高 P7 小鼠增殖心肌细胞的比率。交感神经通过影响心

肌细胞节律周期蛋白 Per1/Per2 及下游 Wee 激酶，从而抑制细胞周期基因和心肌

细胞有丝分裂。使用去甲肾上腺素模拟交感活性，可上调 Per1/Per2-Wee 信号并

抑制心肌增殖[96]。 

血管新生和侧支循环：损伤后的血管新生/冠脉侧支循环是心脏组织修复过

程中的关键因素。斑马鱼心肌损伤后，冠脉向损伤区域发出新生血管是这一过

程的早期事件和先决条件：在 Vegfa 和 Vegfc 功能缺失的斑马鱼模型，心肌损伤

后血管新生和侧支循环受限，心肌细胞不能再生[97, 98]。在新生小鼠心脏，受损

区域毛细血管的内皮细胞通过 Cxcl12-Cxcr4 的作用，趋化动脉内皮细胞沿毛细

血管迁移并形成侧支动脉循环。Cxcl12 或 Cxcr4 缺陷导致侧支循环受阻，心肌

细胞难以再生。在成年心脏，Cxcl12 在毛细血管内皮细胞的表达大幅降低，是

心肌损伤后侧支循环和心肌再生能力受阻的原因，给与外源性 Cxcl12 可逆转这
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一现象[99]。新生血管可能为心肌再生提供了有利的微环境：血管周细胞可通过

分泌 Angiopoietin-2 等因子，调控内皮细胞功能进而调节巨噬细胞浸润[100]，而

后者具有促进心肌细胞增殖的作用。进一步阐明血管新生与心肌细胞增殖的关

系，以刺激血管新生对提高心肌细胞再生效率的作用，尚需更多研究。 

成纤维细胞：成纤维细胞是心脏微环境中调控心肌细胞增殖与成熟的重要

因素。成纤维细胞的成熟是成年小鼠心肌细胞增殖能力减退的因素之一。将成

年小鼠心脏的成纤维细胞与新生小鼠心肌细胞共培养，可抑制心肌细胞增殖、

促进心肌细胞成熟。这一过程受到 Cxcl12/Cxcr4 以及信号的调控，对其进行干

预促进损伤后小鼠心肌再生[101]。另一方面，心肌细胞也可与成纤维细胞对话，

调控损伤后心脏纤维化与瘢痕重塑：心肌细胞内的 Yap 信号可诱导 Wnt 配体分

泌并作用于成纤维细胞，通过非经典 Wnt 通路抑制成纤维细胞激活，从而抑制

胶原沉积与纤维化[102]。 

3 心肌细胞状态 

年龄和老化：谱系示踪技术发现，小鼠的心肌增殖活动在出生后逐渐下降，

并在青春期以前(P12)降至成年水平[53]。对不同年龄的人心肌组织进行消化分离，

再进行流式细胞分析发现，从出生后 1 天到出生后第 3 月、第 14 月，PH3 阳性

的心肌细胞数经历两次下降后维持在成年水平[103]。 

在啮齿类动物出生后 7天内，心肌损伤会诱发心肌再生与修复，导致新的心

肌细胞替换损失的心肌细胞[8]，在大动物模型，新生第 1~2天的猪心脏在心肌损

伤可完成自我修复，但出生 7 天后的猪心脏则不具备该能力[11]。目前灵长类和

人的新生个体是否具有这一能力尚无实验证据，但有文献报道两例出生 1 天的

新生儿，经冠脉造影，血清 cTnI以及心电图检查被确诊为严重的 MI。在 1年后

对患儿进行的随访发现，心脏超声、血清生物标记物均未检查到明显异常[104, 

105]。另一例出生后 4 天被诊断为 MI 的新生儿，在经过体外膜肺氧合

(extracorporeal membrane oxygenation, ECMO)和溶栓治疗后好转，2 个月后的随

访发现其心功能恢复至正常[106]。这些结果表明人类新生个体可能存在心肌自我

修复能力，但其具体的心肌修复时间窗尚不完全清楚。 

细胞周期：哺乳动物出生后，心肌细胞逐渐退出细胞周期，到成年时几乎

处于细胞周期停滞状态，导致心肌细胞失去增殖能力。基于 FUCCI 小鼠的数据
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显示，在小鼠出生 2 天以后，心肌细胞几乎全面停滞于 G1/S 期[50]。来源于猪的

单个心肌细胞核测序结果也发现，从胚胎期，P1，P28到 P56心肌细胞，处于细

胞周期 G1/S，S，G2/M，M 期各个阶段的心肌细胞比率均急剧下降。心尖切除

或 MI 造成的心肌损伤可刺激进入细胞周期的心肌细胞比例重新升高[29]。 

DNA 损伤：细胞内高 ROS 水平造成的 DNA 损伤，以及由之引起的 DNA

损伤应答(DNA damage response, DDR)是心肌退出细胞周期的重要原因。氧化磷

酸化是成年心肌的主要供能方式，这一过程在消耗氧气与产生 ATP 的同时，也

导致副产物 ROS 的产生。ROS 可导致碱基、脱氧核糖核苷酸以及 DNA 双链的

损伤，从而触发 DDR 反应。DDR 被激活后启动 ATM、Chk1/Chk2 等细胞周期

检查点，这些检查点在细胞周期的关键阶段，通过激活 p21、Wee1 等细胞周期

抑制因子暂停细胞分裂，为细胞修复 DNA 损伤提供时间。如果因 DNA 损伤太

严重而无法修复，细胞可能会被引导进入程序性死亡或永久性细胞周期停滞[5]。 

具有增殖能力的围出生期小鼠心肌，在低氧环境、更少的线粒体数目以及

代谢方式的多重作用下，与非增殖心肌相比具有更低的 ROS、DNA 损伤以及

DDR 水平，使心肌细胞免于退出细胞周期。在 P1 小鼠心脏，ROS 生成剂可诱

导 DDR 和细胞周期停滞；相反，清除细胞内 ROS 或抑制 DDR 则推迟心肌细胞

周期的停滞，促进心肌增殖[5]。单细胞测序的结论提示，处于增殖态的心肌细

胞亚群其呼吸链、氧化磷酸化相关基因的表达下降[27]，进一步支持了上述结论。 

多核化/多倍体化：多核化/多倍体化抑制心肌细胞增殖。哺乳动物出生后短

暂时间内，心肌细胞即发生多核化/多倍体化(在小鼠模型为 P4)，该过程还伴随

细胞周期的退出。斑马鱼模型上的研究显示：心肌细胞多核化/多倍体化是心肌

再生的直接障碍。Ect2 的显性负性突变体(dominant negative Ect2, dnEct2)可通过

阻碍胞质分裂造成心肌细胞多核化/多倍体化。通过热休克蛋白启动子、

FLP/Cre 双重组系统在斑马鱼心肌细胞瞬时过表达 dnEct2，可诱导不同比例的 2

倍体/多倍体 “嵌合体”心脏。多倍体心肌细胞极少参与心肌损伤后的再生，当

大部分心肌细胞为多倍体细胞时，斑马鱼心脏在损伤后不能再生，遗留瘢痕。

该现象的具体机制尚待阐明[20]。 

代谢：糖脂代谢方式的转变是心肌增殖能力的重要调控因素。代谢组学分

析发现，与 P1小鼠心肌相比，P23小鼠心肌的葡萄糖及糖类衍生物(葡萄糖-6-磷
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酸、果糖-6-磷酸、半乳糖-6-磷酸)的水平下降。相反，棕榈酸等大多数脂肪酸，

以及甘油脂代谢成分(甘油-3-磷酸、甘油-2 磷酸、甘油、甘油酸)增加。这些发

现表明，在出生后的发育过程中，能量来源从利用碳水化合物转变为依赖脂肪

酸为主[25, 32]。通过剥夺饮食中的脂肪摄入，可降低 ROS 产生和 DNA 损伤，延

长心肌再生修复时间窗并促进损伤心肌增殖[24]。 

糖脂代谢酶表达水平的变化是小鼠出生后代谢方式改变的重要原因，大多

数糖转运体及代谢酶，包括 Glut1和 Pkm2，在出生后逐渐降低[107]。相反，大多

数脂肪酸氧化酶，如线粒体肉毒碱棕榈酰转移酶 1 (carnitine palmitoyltransferase 

1, CPT1)、烯酰辅酶 A 水解酶 1 (enoyl-coA hydratase 1, ECH1)在出生后表达逐渐

增加[5]。敲除 CPT1b 可通过抑制脂代谢，调控组蛋白表观遗传修饰促进成年心

肌细胞再生[34]。相反，敲除糖代谢途径调节酶丙酮酸激酶 M2 则抑制新生小鼠

心肌再生，在成年小鼠心肌过表达 Pkm2 增强糖代谢途径、降低 ROS，促进心

肌增殖与修复[33]。 

无氧糖酵解和有氧氧化对心肌增殖能力的影响。与无氧糖酵解相比，依赖

于三羧酸循环的有氧氧化导致更多的氧气消耗与 ROS 产生。敲除三羧酸循环中

的琥珀酸脱氢酶(succinate dehydrogenase, SDH)，可迫使心肌更多利用葡萄糖进

行无氧糖酵解，降低氧耗与 ROS 产生，促进心肌细胞再生[108]。  

氨基酸代谢影响心肌细胞增殖。氨基酸同样是心脏的能量来源之一。与 P1

小鼠相比，P7 小鼠心脏的 S-腺苷甲硫氨酸和牛磺酸的代谢显著增加，而组氨酸、

丝氨酸和苏氨酸的代谢降低[25]。谷氨酰胺和色氨酸代谢产物犬尿氨酸

(kynurenine)在新生小鼠心脏表达量高，但在成年时降低。补充谷氨酰胺[35]或犬

尿酸[36]分别通过激活 mTOR 信号途径，以及细胞质芳烃受体-SRC-Yap/ERK 信

号促进心肌细胞的增殖。 

 
五、促进心肌细胞再生的策略 

1 调控心肌细胞再生的内源性机制 

1.1 诱导心肌细胞去分化 

如前所述，去分化被认为是成年心肌细胞发生增殖的必经步骤。该过程的

显著特征为肌小节结构蛋白的解聚合。肌小节结构蛋白，例如 α-肌动蛋白(α-

actinin)的翻译后修饰可能与其解聚有关[109]。在啮齿类增殖心肌细胞中，α-肌动
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蛋白在有丝分裂前中期阶段开始解体。来自小鼠的磷酸化蛋白组学数据识别出

α-肌动蛋白的 6 个氨基酸位点在这一过程中发生了磷酸化修饰[109]。然而，目前

仍不清楚这些位点的修饰是否为 α-肌动蛋白解聚的始动因素，以及哪种激酶负

责这种磷酸化修饰。在Agrin诱导的心肌去分化过程中，锚定于肌细胞膜的肌营

养不良蛋白(dystrophin)介导了肌小节的解聚以及肌球蛋白(myosin)的降解[89]。

研究显示，心肌细胞增殖能力的减退伴随着单体 G-actin 聚合为 F-actin，过表达

肌动蛋白调控因子组合 Tmsb4x、Tmsb10、dystrophin和 Ctnna3短暂抑制 G-actin

聚合为 F-actin，增加单体 G-actin 水平，促进非增殖心肌细胞的去分化和后续的

增殖、再分化[19]。其它肌小节结构蛋白如何变化，尚需进一步研究。 

除了肌小节结构蛋白的聚合，线粒体数目、结构和功能的改变也是诱导心

肌细胞去分化过程中的重要事件。Klf1 (Krüppel-like factor 1)是斑马鱼心肌损伤

后显著上调的转录因子。过表达 Klf1 可诱导斑马心肌细胞去分化，在减少线粒

体含量、线粒体嵴(氧化磷酸化场所)、ATP 生成的同时，增加线粒体基质(无氧

糖代谢场所)的比例，从而调控心肌能量代谢。Klf1 的这一作用依赖于下调

PGC-1α 等调控线粒体生成的基因的表达[110]。 

在 oncostatin M、Agrin、Nrg1 等诱导的心肌增殖过程中，心肌细胞的去分

化过程依赖于 ERK、β-catenin、Yap 信号的活化及其对基因转录的调控[17, 111]，

但该过程的详细机制还不完全清楚。 

1.2 心肌细胞增殖的调控和促进策略 

哺乳动物出生后，心肌细胞逐渐退出细胞周期，心肌再生能力减弱，如何

重新推动成年心肌细胞重新进入细胞周期是心肌细胞再生研究的关键点。另一

方面，成年心肌细胞在进入细胞周期后难以完成胞质分裂，进一步阐明其中的

关键机制，将对促进心脏细胞再生起到重要作用。 

1.2.1 细胞周期基因的作用 

哺乳动物出生后心肌增殖能力的下降与细胞周期蛋白(cyclins)的沉默有关[63]。

在具有增殖能力的心肌细胞中，细胞周期蛋白和细胞周期蛋白依赖性激酶

(cyclin-dependent kinases, CDKs)的表达水平较高，而细胞周期抑制因子 p21、

p16、p27 的表达水平较低。这种表达模式在非增殖心肌细胞中显示出相反的趋

势[112]。在成年小鼠心肌中分别过表达 Cyclin D1 [113]、Cyclin D2 [114]或 Cyclin A2 
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[115]均可诱导细胞周期的重新激活和心肌增殖。同时过表达 CDK1、CDK4、

Cyclin B1和 Cyclin D1组合“4F”，可促进 15%~20%被感染的心肌细胞增殖，这

一结论被心肌特异性 MADM 小鼠所证实[59]。 

1.2.2 转录因子的调控 

转录因子是心肌细胞增殖的重要调控因素。在成年小鼠心肌过表达

“OSKM”转录因子组合(Oct4、Sox2、Klf4 和 c-Myc)可诱导心肌细胞原位重编

程，重新进入细胞周期，促进 MI 后的心肌增殖再生(心肌细胞计数增加约 13%)。

值得注意的是，长时间的过表达“OSKM”导致心脏肿瘤的发生和射血分数的

下降，通过 Tet-on 系统缩短表达时间可避免该情况的发生[60]。“OSKM”在大动

物心肌再生中的作用尚无研究证据。 

此外，基于发育模型及新生小鼠心肌损伤模型(MI 或心尖切除)的 RNA 测序

或单细胞测序，已发现 Meis1 等转录因子介导了出生后心肌细胞周期的退出[116]。

NFYa [27]、Yap/Tead [117]、GATA4 [118]、Tbx20 [119]、SMAD4 [120]等转录因子则激

活心肌细胞周期，诱导心肌增殖。在斑马鱼模型，Klf1 是调控损伤后心肌细胞

再生的关键转录因子[110]。 

1.2.3 生长因子的应用 

生长因子是促进心肌再生的重要刺激源。Egf 家族成员 Nrg1 通过与 ErbB4

受体结合，促进 ErbB2/ErbB4 异源二聚体的形成和下游信号的激活，促进心肌

细胞增殖[121]。Nrg1 的作用依赖于共受体 ErbB2 水平。小鼠出生后，心脏 ErbB2

表达迅速下降，导致 Nrg1 对 P7 及成年小鼠的心肌增殖并无明显促进作用，过

表达 ErbB2 则可刺激成年小鼠心肌细胞增殖[122]。重组 Nrg1 对患有心脏疾病的

新生儿具有类似作用：在小于 5 月龄的患者，给与 Nrg1 可增加 PH3 阳性心肌细

胞数，但 Nrg1 对大于 5 月龄的患者并无该作用[103]。  

Fstl1 是从心外膜细胞鉴定出的促进心肌细胞再生的因子。Fstl1 的作用依赖

于心外膜给药，在心肌细胞过表达 Fstl1 不具有上述作用，Fstl1 在心外膜经历的

糖基化修饰可能与该现象有关[123]。 

其它生长因子，例如 Fgf 家族(Fgf1、Fgf2、Fgf9、Fgf16) [124]，Igf 家族(Igf-

1、Igf-2) [125]，以及骨形成蛋白 BMP 家族(Bmp2、Bmp-10) [126, 127]也被证明能够

刺激心肌细胞增殖。 
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1.2.4 信号转导通路的调节 

1.2.4.1 Hippo-Yap 信号通路 

Hippo-Yap 信号通路调控细胞增殖、分化以及器官大小，其对心肌细胞增殖

的直接影响已在小鼠[117]、猪[128]的模型中被证实。当Hippo通路激活时，该通路

中的激酶，包括 MST1/2 (mammalian sterile 20-like kinase 1 and 2)和 LATS1/2 

(large tumor suppressor 1 and 2)将核转录因子 Yap 磷酸化。磷酸化的 Yap 无法到

达细胞核激活目标基因转录，从而抑制细胞增殖。当Hippo通路被抑制或Yap被

激活时，Yap 进入细胞核并与其它转录因子结合，推动细胞周期和增殖相关基

因的表达。 
Hippo-Yap 介导了众多心肌增殖调控因子的信号转导。巨噬细胞分泌因子

oncostatin M [85]、代谢产物 Kynurenine [36]、ECM 蛋白 Agrin [43]、生长因子受体

ErbB2 [129]、非编码 RNA miR-199a-3p [130]以及孕激素[78]均通过激活 Yap促进心肌

细胞增殖。α-catenin [131]、β1-AR/Gαs 信号[132]、肌营养不良蛋白 dystrophin [133]

则通过阻断 Yap 激活抑制心肌增殖。 

1.2.4.2 Wnt 信号通路 

Wnt 通路对心肌增殖的作用较为复杂，在发育的不同阶段，以及针对该通

路不同环节的干预可能得到不同的结果。Wnt 通路分为经典通路和非经典通路。

经典通路也被称为 β-catenin 通路。该通路激活后依靠 β-catenin 入核形成转录因

子复合体，启动靶基因的转录从而发挥作用。非经典通路主要通过 Rho 

GTPases/JNK 或 Ca2+/PKC 发挥下游效应。在小鼠 MI 模型，Wnt 经典与非经典

途径均被激活[134]。 

一系列研究表明 Wnt 经典通路促进心肌增殖。在小鼠胚胎期 13.5 天(E 13.5)，

具有增殖活性的心肌细胞高表达 β-catenin，心肌特异性敲除 β-catenin 减少

Ki67/PH3 阳性的心肌细胞数目。这一作用与 β-catenin 靶基因 Cyclin D2 水平变

化有关[135]。此外，另一调控心肌增殖的关键分子 Yap 可与 β-catenin 形成复合体，

发挥协同作用增强 β-catenin 活性，促进发育过程中的心肌增殖[136]。在成年小鼠

心肌细胞，激活/升高 β-catenin 促进心肌细胞增殖与 MI 后心肌修复[33, 137]。另一

方面，亦有证据表明抑制 Wnt 通路促进心肌增殖：在斑马鱼心肌损伤模型，通

过 Dickkopf-1 (DKK1)蛋白[138]抑制 Wnt 蛋白与受体结合，可促进心肌增殖信号。
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在成年小鼠 MI模型，通过小分子化合物抑制 Wnt蛋白分泌，可促进心肌增殖与

修复[139]。有观点提出 Wnt 通路是否促进心肌增殖，在心脏发育成熟的不同阶段

可能存在“时相特异性”，导致出现不一致的研究结果[140]，但这一观点尚需更

多的实验证据。有研究报道，某些 Wnt 通路中的成员具有调控心肌增殖的作用，

但该作用不依赖于 Wnt 通路的活性。Wnt 蛋白的共受体 LRP6 (LDL receptor 

related protein 6)可在与 Wnt 蛋白结合后，激活细胞内下游信号并使 β-catenin 活

化。然而，除了作为 Wnt 蛋白的共受体，LRP6 还是一种 RNA 结合蛋白，可通

过与抑癌基因 ING5 的 mRNA 结合并增加其稳定性，升高 ING5 和下游靶基因

P21 的水平，从而抑制心肌增殖。敲低 LRP6 可促进成年心肌增殖与修复，但 β-

catenin 的水平和活性并不受影响[141]。这些结果表明，Wnt 通路的成员可通过其

它途径调控心肌细胞的增殖。 

目前 Wnt 非经典通路调控心肌增殖作用的报道相对较少。来自斑马鱼模型

的研究表明，Wnt2b 通过 JNK1/c-JUN/CREB1 激活非经典通路诱导斑马鱼心肌

细胞增殖[142]。Wnt 非经典通路在哺乳动物模型对心肌增殖的调控作用尚缺乏研

究。关于 Wnt 通路是促进还是抑制心肌增殖目前尚无明确共识，但多数研究倾

向于认为经典通路下游效应器 β-catenin 的激活促进心肌增殖。而非经典通路在

心肌增殖中的具体作用，以及 Wnt 通路在不同发育阶段对心肌增殖的调控机制，

仍需进一步研究和明确。 

1.2.4.3 其它信号通路 

Notch 信号通路在哺乳动物新生个体中促进心肌增殖[143]。这一作用在成年

小鼠 MI 模型中明显减弱，该现象与成年心肌细胞 Notch 靶基因发生组蛋白甲基

化修饰，无法响应 Notch 信号有关[143]。 

PI3K-Akt 信号促进心肌增殖。在小鼠 MI 模型，PI3K-Akt 介导了 lncRNA 

Snhg1 [62]、血小板源生长因子受体 β (platelet-derived growth factor receptor β, 

PDGFR-β) [144]、转录因子 Tbx20 [145]以及旁分泌因子 C3orf58 [146]的促心肌增殖作

用。 

ERK/MAPK 信号也发挥了类似作用。IGF2 [125]、Nrg1/ErbB2 [122]、Agrin [89]、

溶血磷脂酸(lysophosphatidic acid, LPA) [147]、lncRNA ECRAR (endogenous cardiac 

regeneration-associated regulator, ECRAR) [148]对小鼠心肌增殖的促进作用依赖于
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ERK/MAPK 信号的激活。 

骨形成蛋白(bone morphogenetic protein, BMP)-SMAD 信号对小鼠心肌增殖

具有正向调控作用。BMP2 和 BMP10 作为转录因子 Tbx20 的靶基因，介导了后

者的促心肌增殖效应[119, 126, 145]。 

此外，JAK/STAT3 信号可调控 P21、c-Myc 等基因转录，介导炎症反应[149]、

非编码 RNA lncRNA NR_045363 [150]、以及 circRNA circWhsc1 [151]对心肌增殖的

促进作用。 

1.2.5 表观遗传调控 

在哺乳动物从胎儿、出生到成年的过程中，调控心肌细胞增殖的基因发生

显著的、多层次的表观遗传变化，这一过程导致心肌再生能力下降，对其进行

针对性干预有望促进心肌再生。  

1.2.5.1 染色质可及性 

小鼠心肌的染色质可及性在出生后发生显著变化。对小鼠出生后不同时间

点(P1、P14 和 P56)的心肌细胞进行 ATAC-seq 分析发现，与细胞周期、炎症、

ECM 相关基因的染色质在心肌成熟期间发生聚缩和关闭；相反，与代谢、肌肉

成熟和收缩有关的基因，其染色质由关闭转变开放状态，这些结果与基因的表

达趋势相一致，染色质可及性改变是增殖相关基因表达变化的深层原因[26]。 

RB (retinoblastoma protein)蛋白家族参与了对上述过程的调控， RB 通过将

异染色质蛋白 1 (heterochromatin protein 1, HP1)、组蛋白去乙酰化酶 1 (histone 

deacetylases 1, HDAC1)等招募到 E2F 等基因启动子，启动组蛋白去乙酰化和异

染色质形成，推动细胞周期基因表达的沉默[152]。 

在 P1和 P8小鼠的 MI模型中，scATAC-seq揭示了不同细胞亚群中的染色质

可及性变化：在增殖活跃的心肌细胞亚群，转录因子 Tead3、MycN 以及 Gli1 的

染色质可及性增加；在非心肌细胞，心外膜细胞的 KLF4、内皮细胞的

FOXO4/ETS1、以及平滑肌细胞的 EBF1/TCF21等因子的染色质可及性明显增加。

这些结果提示增殖心肌细胞与非心肌细胞之间可能存在调控网络，表观遗传调

控机制可能在其中发挥关键作用[28]。 

1.2.5.2 组蛋白乙酰化修饰 

组蛋白乙酰化修饰促进心肌增殖。小鼠出生后，心肌增殖能力的降低伴随
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染色质组蛋白的去乙酰化修饰。P7小鼠与 P1小鼠相比，细胞周期和炎症相关基

因的 H3K27ac 显著减少[79]。通过干预赖氨酸乙酰转移酶(lysine acetyltransferase 

6A, KAT6A)增加成年小鼠心肌H3K27ac，可促进心肌重新进入细胞周期和MI后

心肌修复[153]。还有哪些位点的组蛋白乙酰化修饰与心肌增殖能力相关，以及其

调控机制如何，还缺乏进一步研究。 

1.2.5.3 组蛋白甲基化修饰 

根据修饰位点的不同，以及发生修饰的基因不同，组蛋白甲基化可能对心

肌增殖发挥相反的调控作用。 

H3K9me3：H3K9me3 抑制心肌增殖。在成年小鼠心肌，细胞周期基因的关

闭伴随着高水平的 H3K9me3 修饰。KDM4D (lysine demethylase 4D)是针对

H3K9me3 的组蛋白去甲基化酶，在小鼠心肌过表达 KDM4D 可降低细胞周期基

因的 H3K9me3 水平，激活细胞周期基因表达并促进成年心肌增殖[154]。 

H3K27me3：H3K27me3 一般导致基因表达的沉默，其与心肌细胞增殖的关

系依赖于发生修饰的具体基因。心脏发育相关基因的 H3K27me3 与心肌增殖能

力减退相关。EZH1 (enhancer of zeste homolog 1)是多梳抑制复合物 2 (polycomb 

repressive complex 2, PRC2)的亚基，在通常情况下催化 H3K27me3、H3K27me2

以及H3K27me1。尽管其机制尚不清楚，但在小鼠心肌过表达 EZH1导致“心脏

发育”(GO term: tissue morphogenesis, cardiac muscle tissue growth 等)相关基因

H3K27me3 的减少，并同时引起 H3K27m1 水平的增加，促使基因表达上调和成

年心肌细胞增殖[155]。尽管该研究发现 H3K27me3 下降与心肌细胞增殖呈正相关，

但同时升高的 H3K27me1 是否直接调控心肌细胞增殖还需更多的研究证明。 

肌小节/细胞骨架蛋白基因的 H3K27me3 促进斑马鱼心肌细胞增殖。在斑马

鱼心肌损伤模型，增殖心肌细胞的肌小节/细胞骨架蛋白基因发生 H3K27me3，

导致这些基因表达下调。将组蛋白 H3K27 进行突变(h3.3K27M)可抑制

H3K27me3，引起肌小节/细胞骨架蛋白基因上调，肌小结形成增加，细胞分裂

受到明显抑制[156]。这一现象是否存在于哺乳动物尚无报道。 

H3K4me3：H3K4me3通常导致基因表达的激活。在小鼠心肌敲除CPT1b可

引起 α-酮戊二酸(α-Ketoglutarate, α-KG)水平升高，从而激活去甲基化酶 KDM5，

降低心肌细胞成熟相关基因启动子区 H3K4me3 水平，使心肌细胞变为相对幼稚
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状态并促进刺激其增殖[34]。 

1.2.5.4 DNA 甲基化 

哺乳动物出生后，心肌细胞增殖相关基因的沉默伴随 DNA 甲基化修饰水平

的增加。这些发生 DNA 甲基化修饰的基因包括 ErbB4、转录因子 Foxp11 [157]、

DNA 复制调控蛋白 Mcm3 (mini-chromosome maintenance 3) [158]以及细胞周期基

因(cell cycle genes, GO term: 0007049) [159]。抑制 Mcm3 的甲基化修饰促进成年心

肌细胞增殖[158]。 

1.2.5.5 N6-甲基腺苷修饰(N6-methyladenosine, m6A) 

RNA的 m6A修饰对心肌细胞增殖发挥何种调控作用，取决于发生修饰的具

体 RNA 分子。根据修饰发生位置，以及识别蛋白的不同，m6A 可能对 mRNA

功能发挥促进或抑制作用。  

大多数研究表明，从新生到成年小鼠，心肌总 mRNA的 m6A修饰增加，抑

制心肌细胞增殖。该现象与 m6A 催化酶 Mettl3 的上调，以及 m6A 去甲基酶

ALKBH5 (AlkB homolog 5)的下调有关。对 ALKBH5 或 Mettl3 进行干预，增加

RNA的 m6A修饰可抑制新生小鼠心肌再生；降低 RNA的 m6A修饰水平则促进

成年心肌再生[160]。在探索运动如何促进心肌细胞增殖的过程中，研究发现了

Mettl14表达水平下降这一现象。进一步研究证实，Mettl14的降低显著促进了新

生大鼠心肌细胞的增殖[161]。 

m6A 修饰抑制心肌细胞增殖与以下机制有关：m6A 修饰可加速 YTHDF1 

mRNA的降解，从而减弱YTHDF1对Yap mRNA翻译的促进作用[160]；发生m6A

修饰的 FGF16 mRNA 被 YTHDF2 识别后加速降解，将 FGF16 mRNA 的 m6A 修

饰位点突变，可恢复 FGF16 水平并促进新生小鼠的心肌再生[124]。miR-143 前体

mRNA的m6A修饰，可增加mRNA的稳定性以及miR-143-3p的产生，miR-143-

3p 通过靶向抑制 Yap 抑制心肌细胞增殖[162]。 

其它机制还包括：发生在 mRNA 3′-UTR 的 m6A 修饰，可增加 mRNA 与对

应 miRNA的结合，进一步抑制 mRNA的翻译。例如 miR-133a靶基因 GATA4的

mRNA 在 3′-UTR 发生 m6A 修饰后，与 miR-133a的结合增加，增强了 miR-133a

对靶基因和心肌细胞增殖的抑制作用[163]。 

另一方面，某些 mRNA 的 m6A 修饰也发挥促进心肌细胞增殖的作用。例
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如，m6A 修饰增加了磷酸丝氨酸磷酸酶(phosphoserine phosphatase, Psph) mRNA

的稳定性和蛋白水平。PSPH 将 CDK2 去磷酸化导致其活性增强，促进成年小鼠

心肌细胞增殖[164]。 

P7 小鼠与 P1 小鼠相比，其心脏 lncRNA 的总体 m6A 水平显著升高，其中

38 个 lncRNA 发生与 m6A 相关的表达变化，这些 lncRNA 的 m6A 修饰与心肌细

胞增殖的关系尚不清楚[165]。 

1.2.5.6 非编码 RNA 

miRNA：miRNA 是心肌细胞增殖的重要调控分子。通过对人全基因组

miRNA 进行筛选，发现 hsa-miR-590 和 hsa-miR-199a 可在新生及成年啮齿类动

物促进心肌细胞增殖[166]，mir-199a 的作用在成年猪的 MI 模型中得到进一步验

证[167]。 

在 小 鼠 心 脏 ，miR-302~367、miR-294、miR-296、miR-31a、miR-152、

miR-708、miR-214在出生后逐渐降低；miR-222由运动诱导升高；miR-17~92、

miR-106b~25、miR-210 在肿瘤等其他细胞显示促增殖能力[168]；这些 miRNA 通

过靶向调控 Hippo-Yap 信号、细胞周期抑制因子、DNA 转录复制调节基因等促

进新生及成年小鼠 MI 后心肌细胞增殖。  

另一方面，一些在出生后心脏表达逐渐升高的 miRNA，例如 let-7 家族、

miR-15家族、miR-29a、miR-128、miR-34a，以及miR-1~133等促进心肌分化的

miRNA，则通过靶向细胞周期基因、生长因子、表观遗传调控酶等抑制心肌细

胞增殖[168]。 

lncRNA：lncRNA 通过多种方式调控心肌细胞增殖。在出生后到成年，

lncRNA CAREL [169]、lncRNA CPR [158]、lncRNA CRRL [170]、lncRNA AZIN2-sv 
[171]、lncRNA NPPA-AS1 [71]在心肌表达升高，抑制心肌细胞增殖；而 lncRNA 

Snhg1 [62]、lncRNA ECRAR [148]、lncRNA Sirt1 antisense [172]、NR_045363 [168]在心

肌表达降低(其中 NR_045363 来源于胚胎和成年人心肌细胞数据)，促进心肌细

胞增殖与再生。 

lncRNA 一方面通过 lncRNA/miRNA/mRNA 轴发挥上述作用。例如 AZIN2-

sv 能够吸附 miR-214，阻断其对 PTEN 的下调，恢复 PTEN 对 PI3K/AKT 和心肌

细胞增殖的抑制作用[171]。CRRL 能与 miR-199a-3p 结合，中和其增殖促进效应
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[170]。CAREL 能够绑定并抑制 miR-296，使其无法与 Trp53inp1 (诱导 G1 期停滞)

和 Itm2a87 (诱导 G2/M 期停滞)这两个 mRNA 靶标结合[169]。NR_045363 通过吸

附 miR-216a 解除其对 JAK2/STAT3 的抑制，促进心肌细胞增殖[150]。 

lncRNA 另一方面通过与 mRNA、蛋白质相互作用介导染色质重塑、DNA

修复，调控心肌细胞增殖。例如 lncRNA CPR 可招募 DNA 甲基转移酶 3α (DNA 

Methyltransferase 3α, Dnmt3a)到 Mcm3 基因的启动子区，促进 DNA 的甲基化修

饰，抑制 Mcm3 表达和由之引起的 DNA 复制，从而抑制心肌细胞增殖[158]。

lncRNA Sirt1 antisense 能够绑定并增加 Sirt1 mRNA 稳定性，增强 Sirt1 对 p21 的

乙酰化和失活，解除 p21 对细胞周期的抑制[172]。lncRNA ECRAR 可结合并促进

ERK1/2 的磷酸化，激活下游 Cyclin D1 和 Cyclin E1 [148]。lncRNA Snhg1 则通过

结合并促进 PTEN蛋白的降解，解除 PTEN对 PI3K/AKT的抑制，从而激活心肌

细胞增殖[62]。由 ANP 反义链编码的 NPPA-AS 通过竞争性结合阻碍 DNA 修复二

聚体的形成，抑制 DNA 损伤后修复与心肌细胞增殖[71]。lncRNA H19 可同时通

过吸附 miRNA 和作用于 mRNA/蛋白等多种方式增加心肌糖酵解，推动成年心

肌进入细胞周期[173]。 

circRNA： circRNA 是具有共价闭环结构的非编码 RNA。与新生大鼠相比，

circRNA 在成年大鼠心肌细胞的总体表达量显著下降。在大鼠、小鼠、和人心

脏测得的 circRNA 中，10%在三个物种具有保守性[174]。 

在高度保守的 circRNA 中，circNfix 抑制心肌细胞增殖。circNfix 是由转录

因子 Meis1 所驱动，主要表达于心肌细胞的 circRNA，小鼠出生后 circNfix 的表

达升高。circNfix 促使 E3 泛素连接酶 Nedd4l 与 Ybx1 (Y-box binding protein 1)发

生相互作用，从而引起 Ybx1 的泛素化降解，下调 Ybx1 的下游靶基因 Cyclin A2

和 Cyclin B1。此外，circNfix 还通过吸附 miR-214 限制 β-catenin 的活化，从而

抑制心肌细胞增殖。敲除心肌 circNfix 可促进成年心肌细胞增殖与修复[174]。 

circSamd4是特异性定位于线粒体的 circRNA，circSamd4在出生后表达下降。

与其宿主基因 SMAD4相似，circSamd4发挥正向调控心肌细胞增殖的作用[120]。

circSamd4通过招募分子伴侣 Vcp (valosin-containing protein)到线粒体，抑制线粒

体通透性转换孔(mitochondrial permeability transition pore, mPTP)的开放，从而降

低 ROS，促进成年小鼠心肌再生[70]。 
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circMdc1 是氧化应激诱导表达的 circRNA，在小鼠出生后随心肌 ROS 的增

加而上调。circMdc1 的宿主基因 Mdc1 可结合到损伤 DNA 双链，为 DNA 修复

提供平台。circMdc1 通过与宿主基因 Mdc1 竞争性结合翻译所需蛋白，抑制

Mdc1 的翻译，从而抑制 DNA 损伤修复与心肌细胞增殖。过表达 Mdc1 或敲低

circMdc1 均刺激成年小鼠心肌再生[175]。 

circWhsc1 特异性表达于心脏内皮细胞，在缺氧状态下其表达上调，并通过

内皮细胞分泌的微泡作用于心肌细胞，circWhsc1 通过与 TRIM59 结合促进其磷

酸化，依次激活 TRIM59/STAT3/cyclin B 信号促进心肌细胞增殖[151]。 

RNA测序发现 circRNA circUtrn在经游泳训练的小鼠心肌细胞中显著增加。

circUtrn 的升高是运动后心肌细胞 Ki67、PH3 阳性率增加的重要原因，过表达

circUtrn具有改善心肌 I/R损伤后心脏重塑的作用。进一步研究揭示，circUtrn通

过与蛋白磷酸酶 5 (serine/threonine-protein phosphatase 5, PP5)结合，调控其泛素

化降解发挥上述作用[75]。 

1.2.6 翻译后修饰 

除了转录与表观水平的调控，基因的翻译后修饰通过调控蛋白的功能、稳

定性和细胞内定位，对心肌细胞增殖发挥重要调控作用。 

磷酸化修饰：磷酸化修饰在心肌增殖中扮演关键角色，从胚胎期到成熟小

鼠心脏，80%的蛋白磷酸化位点修饰呈现动态变化[176]。其中 MAPK、CDK2 [164]、

ERK1/2 [148]、AKT [177]、GSK-3β [178]的磷酸化修饰在心肌细胞增殖中发挥重要调

控作用。同时，Hippo/Yap 通路中的多个磷酸化位点也对心肌细胞增殖具有调节

作用。当 Hippo信号抑制时，Yap经去磷酸化后转移到细胞核内，促进心肌细胞

增殖[117]。针对 P1 小鼠梗死边缘区心肌进行的磷酸化蛋白质组学分析揭示，检

查点激酶 1 (Chk1)介导的 mTORC1/P70S6K 激活是心肌损伤后再生的重要原因

[179]。此外，p38的去磷酸化同样促进心肌细胞增殖，其抑制剂 SB203580在成年

心肌细胞中显著促进增殖。在临床上，针对 p38 的特异性抑制剂 losmapimod 已

在 MI 治疗中显示出减少梗死面积和改善心脏功能的潜力[180]。 

乙酰化修饰：乙酰化作为一种翻译后修饰，通过调控蛋白质的功能、稳定

性和细胞内定位影响心肌细胞增殖。通过敲低 HDAC2 增加 GATA4 的乙酰化修

饰，可促进其转录活性，上调靶基因表达，促进胚胎期小鼠心肌细胞增殖[181]。
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Yap 的促心肌细胞增殖作用依赖于入核后与 TEAD 形成复合体，这一过程受到

VGLL4 与 Yap 竞争性结合 TEAD 的抑制。P300 介导的 VGLL4 乙酰化修饰可减

弱 VGLL4 与 TEAD 的结合，降低 VGLL4 对 Yap/TEAD 复合体的影响，从而促

进心肌细胞增殖[182]。在增殖的心肌细胞中，Notch1 受体的细胞内结构域

(N1ICD)乙酰化修饰增强，这种修饰通过提高 N1ICD 的稳定性提高心肌细胞增

殖能力[183]。另一方面，细胞周期抑制因子 p21 在成年小鼠心脏的乙酰化水平也

显著高于新生小鼠心脏。Sirt1可将 p21去乙酰化，从而激活 p21的泛素化降解，

促进心肌细胞增殖[184]。 

泛素化修饰：诸多心肌细胞增殖的关键调控因子和通路受到泛素化修饰的

调控。E3 泛素连接酶复合体成员 Skp2 [185]和去乙酰化酶 Sirt1 [184]，可分别通过

直接诱导 p27 泛素化，或将 p21 去乙酰化后触发其泛素化降解，推动心肌细胞

进入细胞周期。E3 泛素连接酶 β-TrCP [130]和 Nedd4l [174]则可通过介导 Yap 和

Ybx1 的泛素化降解，下调 Cyclin A2 和 Cyclin B1 等靶基因，从而抑制心肌细胞

增殖。另一方面，E3 泛素连接酶 Cullin7可以介导 Hippo通路成员 MST1 的泛素

化降解，解除其对 Yap 的抑制，促进心肌细胞增殖[186]。 

乳酸化修饰(lactylation)：乳酸化修饰是指乳酸(或其衍生物)与蛋白质特定氨

基酸残基(如赖氨酸)的共价结合。缺氧(低氧)等乳酸生成增加的条件可促进蛋白

乳酸化修饰。乳酸化修饰可作用于组蛋白调控基因表达，也可作用于非组蛋白

调控其稳定性与活性。 

在传统观点中，乳酸主要被视为酸中毒的一个副产物，但近年来人们发现

其在细胞信号传导和基因表达调控中发挥积极作用。例如，小分子化合物组合

“5SM”(5 种小分子化合物的组合：Phenylephrine, Baricitinib, Harmine, Vo-ohpic 

trihydrate 和 AZD3965)能够提高心肌细胞内的乳酸水平，进而促使 PDHA 和

CPT2 发生乳酸化修饰。这种修饰抑制了这些酶的活性，导致心肌细胞的代谢从

有氧氧化转向糖酵解，刺激心肌细胞增殖并改善心功能[187]。催化乳酸生成的关

键酶乳酸脱氢酶 A (lactate dehydrogenase A, LDHA)在 P1 小鼠心脏中表达较高，

但在成年心肌显著下降。过表达 LDHA 可增加乳酸水平刺激成年心肌细胞增殖。

这一作用与乳酸水平升高后促进巨噬细胞组蛋白的 H3K18 乳酸化修饰，诱导其

向 M2 极化，从而创造有利于心肌再生的微环境有关[63]。 
其它翻译后修饰：糖基化修饰是由糖基转移酶将糖类通过糖苷键连接到蛋
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白质的特定氨基酸残基，该修饰在蛋白质的功能、稳定性、折叠和细胞内定位

方面发挥重要作用。心外膜来源的 FSTL1 能促进心肌细胞增殖，而心肌细胞过

表达 FSTL1 则不具此功能，这主要是由于 FSTL1 的 N180Q 位点在心外膜发生

了 N-糖基化修饰所致[123]。糖蛋白组学和蛋白质组学分析揭示了 P1 和 P7 SD 大

鼠心脏中糖蛋白丰度和特定糖基化位点的显著差异，并初步提出生命第一周内

唾液酸化(Sialylation)和岩藻糖化(Fucosylation)的变化可能是心脏再生的重要原

因[188]。鉴于这一发现，深入研究新生儿、成年人和心脏损伤后的糖基化状态，

探索糖基化在心脏损伤中的作用和机制，可能为心脏再生治疗提供新的思路。 

 

1.3 促进心肌细胞增殖后再分化  

去分化的心肌细胞在发生增殖后，由于肌小节解聚，心肌收缩蛋白丢失，

线粒体数目减少，兴奋-收缩解耦联，尚不能与周围心肌整合从而参与心肌收缩

功能。对 MADM小鼠子代心肌细胞的表达谱分析也表明，增殖后的心肌细胞处

于不同的成熟状态[13]。因此，如何促进心肌细胞增殖后的再分化，是心肌再生

疗法的重要环节。 

心肌细胞的再分化依赖于和周围心肌细胞重新建立缝隙连接，敲低缝隙连

接蛋白 Cx43 可阻断心肌再分化。在缝隙连接蛋白介导的细胞间通讯中，钙瞬变

(钙浓度短暂、快速的变化)和由之引起的 calcineurin-NFAT 信号激活是调控心肌

细胞再分化的关键信号通路[16]。 
心脏二分体(cardiac dyad)及其结构蛋白 LRRC10通过调节钙电流影响心肌细

胞的再分化。心脏二分体是由一个 T小管与肌浆网的末端相接而成，包含 LTCC

的特殊结构。该结构确保心肌细胞兴奋时，可从肌浆网中迅速而有效地释放钙

离子。心脏二分体在心肌的去分化-增殖-再分化过程中经历动态改变并发挥调

控作用。在斑马鱼心肌损伤后早期(损伤后第 3、7 天)，由于心脏二分体结构蛋

白 LRRC10 下调、二分体解聚、L 型钙通道蛋白 Cav1.2 从 Z 盘解离导致 ICa-L减

弱，细胞钙电流特征接近胚胎期心肌细胞，心肌细胞完成去分化与增殖；在损

伤后期(损伤后21天)，LRRC10表达量回升，二分体重新聚合恢复到正常结构，

钙电流特征变化恢复，这一过程伴随着心肌细胞的再分化。LRRC10 缺失的斑

马鱼心肌细胞增殖后不能再分化[31]。 
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2 促进心肌细胞再生的外源性干预策略 

2.1 外源性细胞疗法 

2.1.1 外源性细胞疗法通过多种机制促进心肌修复 

外源性细胞移植对心肌修复显示出一定的治疗作用，但其作用机制需谨慎

评估[189]。虽然大多数研究表明，对受损心脏进行细胞的输注或植入能带来一定

的治疗效益，但移植的成体干细胞不能分化为心肌细胞[190]。细胞疗法的获益机

制仍不完全清楚，但大量研究证明主要依赖于旁分泌作用[1, 191]。也有研究表明，

细胞疗法的获益有来源于移植后诱导的免疫反应，该结论来源于注射灭活的细

胞仍能取得与未灭活细胞相当的治疗作用，并且其作用可被免疫激活剂模拟[149]。

尽管该研究发现免疫反应在细胞疗法中具有重要作用，但仅以此难以断定免疫

反应是细胞疗法的唯一获益机制。 

多能干细胞、iPSCs为心肌再生提供细胞来源。ESCs、iPSCs以及诱导性心

脏前体细胞(inducible cardiac progenitor cells, iCPCs)可在体外扩增并诱导分化为

心肌细胞[65, 192]，将诱导分化的多能干细胞(ESC-CMs、iPSCs-CMs)移植到梗死

后心脏，可与宿主心肌同步跳动并发挥收缩功能，但这些细胞的移植也可能导

致心律失常的发生[3, 193]。此外，尽管 ESCs 或 iPSCs 向未成熟心肌细胞及心室心

肌细胞的分化效率超过 80% [192]，但未分化的多能干细胞注射到免疫功能受损个

体的心脏可形成畸胎瘤[194]。通过将 ESC-CMs或 iPSC-CMs培养在三维组织贴片

再进行移植，可提高移植后细胞存活与长期疗效，并减少心律失常的发生[195, 

196]。iPSC-CM 补片的有效性和安全性在缺血性心肌病患者中已得到初步证实

[197]。 

心外膜细胞具有心肌修复作用。心外膜是动物心脏 外层的间皮组织，在

发育过程中，部分心外膜细胞迁移至心外膜下并获得多向分化潜能，被称为心

外膜来源细胞(epicardium-derived cells, EPDCs)。在胚胎期小鼠心脏，EPDCs 可

分化为心肌细胞[198]，但在成年小鼠，正常心肌与 MI 后心肌均未观察到由

EPDCs 分化来的心肌细胞[199]。基于单细胞测序的细胞互作分析显示，心外膜来

源的分泌因子调控损伤后心肌细胞再生[28]。杨黄恬课题组发现移植人多能干细

胞源心外膜细胞(human embryonic stem cell-derived epicardial cells, hEPs)可改善小

鼠和猪 MI 后心功能、减小梗死面积，并发现 hEPs 通过旁分泌作用抑制 IFN-β



哺乳动物心肌细胞再生专家共识 

      

促进血管、淋巴管生成、提高心肌细胞存活，但 hEPs 是否激活梗死心脏心肌细

胞增殖有待进一步研究[200]。 

2.1.2 外源性细胞疗法通过旁分泌调控心肌细胞再生 

通过冠脉/心肌内注射心肌球来源细胞(cardiosphere-derived cells, CDCs)的胞

外囊泡来替代 CDCs 的直接注射，可在避免移植后细胞存活率低的同时，促进

边界区域的心肌细胞增殖[201]。新近研究发现，移植 iPSC-CM和分化的心血管前

体细胞(pluripotent stem cell-derived cardiovascular progenitor cells, CVPCs)心脏补

片，同样可促进梗死心脏原位心肌细胞增殖，并且这两类细胞组合移植可进一

步提升促进梗死心脏原位心肌细胞增殖的效率，蛋白质谱分析发现该作用与移

植后细胞的旁分泌作用相关[202]，基于上述研究发现，进一步阐明外源性细胞疗

法的获益机制，明确旁分泌等机制在外源性细胞移植促进内源性心肌细胞增殖

中的作用，有望为心肌再生提供更多的治疗策略。 

2.2 小分子化合物的应用 

小分子药物治疗在干预时间可控、成瘤性低、靶向递送和控制释放等方面

具有优势。在啮齿类心肌细胞，通过小分子化合物 CGX-1321 [139]或 SB203580 
[180]分别抑制 Wnt 蛋白分泌和 P38 活性，可显著促进成年心肌细胞增殖与修复。

将 5 种小分子化合物的组合(5SM)通过腹腔内给予 MI 大鼠，可促进成年心肌重

新进入细胞周期，逆转心功能的丧失，减小梗死面积。5SM 可能针对 α1 肾上腺

素 受 体 、JAK1、DYRKs、PTEN 和 单 羧 酸 转 运 蛋 白 1 (monocarboxylate 

transporter 1, MCT1)等靶点，以 lactate/mTOR 依赖的方式，促使心肌代谢从氧化

磷酸化转向糖酵解，进入细胞周期[187]。小分子化合物组合的应用避免了对心肌

细胞进行基因操作所面临的风险，为临床应用提供了新的思路。 

 

六、新技术在心肌再生中的应用 

1 多组学联合应用 

多项研究通过多组学分析了增殖心肌与非增殖心肌的转录组、蛋白组、代

谢产物，揭示了随着心肌细胞增殖能力减退，伴随出现代谢方式从糖代谢到脂

肪酸氧化的转变[25]，以及麦芽酮酸途径和生酮代谢的激活[32]。 

多组学技术为深入理解心肌细胞增殖特性及其内在机制提供了多维度的视

角。在一项涵盖转录组学、蛋白组学、磷酸蛋白组学和代谢组学的综合研究中，
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研究者发现了小鼠从胚胎期到成年期间心肌细胞，80%的蛋白磷酸化位点修饰、

75%的转录本和 64%的蛋白水平在这一过程中发生了变化，而且这些变化在时

间上表现出高度的一致性。通过基于蛋白互作的 iGPS算法分析发现，MAPKs、

CDKs、CDC-like kinases (CLKs)和 Akt等是这些磷酸化位点修饰的上游激酶。应

用机器学习算法进一步鉴定出这些激酶的未知底物，并发现其主要影响转录调

控。结合 ATAC-seq 分析，研究进一步揭示了 Yy1、Tbx20、Nkx2-5、Gata4、

Rbpj、Tbx5、Nr1d2和Esrra等调控心脏发育/心肌增殖的转录因子受到MAPK磷

酸化修饰的调控。这些发现揭示了磷酸化与转录调控之间的复杂网络[176]。 

 

2 基于高通量筛选平台的小分子化合物组合 

基于高内涵成像(high-content microscopy)、小分子相互作用的算法辅助预测

以及 FUCCI/MADM系统筛选，研究者从 11 000种小分子化合物中确定了“5SM”

小分子化合物组合：Phenylephrine、Baricitinib、Harmine、Vo-ohpic trihydrate 和

AZD3965。5SM 不仅在原代心肌细胞显示出强大的促心肌细胞增殖能力，腹腔

给药后可高效诱导 MI 大鼠成年心肌细胞增殖，修复受损心肌。[187]，显示了高

通量筛选技术用于心肌细胞增殖研究的强大潜力。 

 

3 心肌细胞再生精准治疗的优化策略 

对心肌再生靶点进行干预的时间、部位进行可控优化，有助于增加心肌再

生疗法的安全性。组织再生增强元件(tissue regeneration enhancer elements, 

TREEs)是在斑马鱼发现的基因组序列。TREEs 可特异性在损伤组织驱动目标基

因表达，并在组织修复完成后关闭基因表达。在猪 MI模型，通过冠脉或心肌注

射带 TREE 的 AAV9 病毒，可在梗死边缘区过表达 Yap 而不影响远端未受损心

肌，并在修复过程结束后自动关闭 Yap 的表达，这些结果表明 TREE 的时空特

异性优势同样适用于大动物模型[203]，为心肌再生的精准治疗提供了有益思路。 

 

4 新型递送系统在心肌再生中的应用潜力 

脂质纳米颗粒(lipid nanoparticle, LNP)是目前递送药物、mRNA 或 siRNA 的

高效载体，具有稳定、生物相容性好、毒性低、靶向性可控和递送效率高的特

点。LNP 在 COVID-19 mRNA 疫苗[204]、“抗纤维化型”嵌合抗原受体 T 细胞
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(chimeric antigen receptor T-cell, CAR-T)治疗心肌损伤[205]等领域显示出良好的转

化前景。此外，利用 LNP 系统递送 siRNA 靶向沉默 PCSK9，以降低 LDL-c 水

平的治疗药物(Inclisiran)已运用于临床[206]。基于 LNP 在这些领域的成功应用，

它有望为心肌再生提供一个有力的递送平台，促进临床转化的实现。 

 

七、尚待解决的关键问题 

为了进一步推动心肌细胞再生治疗的研究与应用转化，我们面临一系列的

关键科学和转化问题尚待解决。 

1 心肌细胞再生研究需要更为精确的检测工具 

如前所述，由于心肌细胞具有进入细胞周期但并不发生胞质分裂的特性，

目前的检测指标或工具尚不能完全准确地反映心肌细胞增殖水平。无论是通过

检测细胞周期，通过细胞周期活跃的心肌细胞是否成对(或集落大小)间接反映

心肌细胞增殖，还是利用基因工程技术标记增殖后心肌细胞，均面临高估或低

估心肌细胞增殖能力的问题。同样，由于现有检测方法无法准确标记处于围增

殖期，且 终完成胞质分裂的心肌细胞，基于现有工具得到的增殖心肌细胞特

性，亦不能完全代表实际完成胞质分裂的心肌细胞特性。例如对细胞周期标志

物进行标记的心肌细胞不一定完成胞质分裂，而 MADM等工具虽能标记完成增

殖后的心肌细胞，而无法获得细胞围增殖期的各方面特征。因此，寻求能够多

模态、全时程、准确评估和追踪心肌细胞增殖的工具，以及能够获取处于增殖

不同阶段心肌细胞的技术和方法显得尤为重要。基于这些工具，我们能够更加

深入地理解哺乳动物的心肌细胞再生过程，探讨心肌细胞自身特性、心脏微环

境、全身及外部因素如何调控心肌细胞增殖能力的深层机制。 

2 心肌细胞进入细胞周期后难以完成胞质分裂的瓶颈问题有待解决 

哺乳动物在出生后早期，进入细胞周期的心肌细胞具有完成胞质分裂的能

力，但随着年龄增大，该能力消失，细胞从增殖转而向多核化转变。例如新生

猪的心脏在 3 天后不再具备心肌再生能力，但仍在数月内维持较高的心肌细胞

周期活性，这些心肌细胞发生核的复制而不再增殖。此外，多个工具小鼠模型

证实，MI 可刺激成年心肌细胞重新进入细胞周期，但这些细胞仅有极少比例可

完成胞质分裂。因此，今后的研究除了关注如何促进心肌细胞进入周期以外，

还有必要进一步阐明心肌细胞难以完成胞质分裂的深层机制，寻找促进胞质分
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裂的干预策略，对心肌细胞增殖研究具有重要意义。 

 

3 心肌细胞再生的去分化和再分化过程有待进一步阐明 

心肌细胞增殖是包括去分化、增殖及再分化的连续过程。尽管目前的研究

已对其中的增殖过程有了较为全面的了解，但对于去分化和再分化的研究却相

对有限。因此，未来的研究应更加重视对心肌细胞去分化和再分化阶段的探索，

这包括更加准确地评估再生过程中的去分化和再分化，阐明其深层调控机制，

明确干预去分化和再分化是否可进一步增加促心肌细胞增殖靶点的疗效，发挥

协同作用。以确保我们对整个心肌细胞增殖过程有一个完整和全面的认识，推

动对心肌细胞再生疗法的应用。 

 

4 如何有效控制心肌细胞增殖的程度、部位对转化应用至关重要 

为了将心肌再生研究转化为有效的治疗手段，严格控制刺激心肌细胞增殖

的程度、作用时间以及目标区域至关重要。过度活跃的心肌细胞增殖可导致心

脏肿瘤的发生[60]。此外，心肌细胞增殖所经历的去分化还引起肌小节解聚，大

量心肌细胞同时进入细胞周期，可能会导致特定时间内具有收缩功能的心肌细

胞数量下降，从而加重心力衰竭，例如 miR-302~367转基因小鼠虽在 MI后短期

内观察到心肌细胞增殖激活，梗死面积减小，但在三周后显示出心脏扩大，

Myh6 表达下降而胚胎期基因 Myh7 表达升高，肌小节排列紊乱。这表明长期、

大量的心肌细胞去分化可导致心功能失调。并且，大量心肌去分化后与周围心

肌解耦联，导致心律失常的发生。在猪 MI 模型，心肌持续表达 miR-199a 导致

动物在 8 周后出现致命的心律失常而死亡，这可能是由于不受控制的心肌细胞

过度增殖所导致[167]。此外，尽管促进心肌细胞增殖可改善 MI 后心脏的结构与

功能，但增殖心肌细胞与原有心肌细胞的整合情况尚待进一步研究。因此，对

于心肌细胞再生疗法可能带来的副作用及安全问题，进一步优化治疗策略的时

间选择、靶向特异性和干预强度，监测心肌细胞增殖之后的整合情况，以及建

立与之相关的新技术、新方法尤为关键。此外，在转化过程也应关注心肌再生

治疗引起其他脏器肿瘤发生或不良反应的可能。 
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5 药物和靶点筛选需要更接近人类心脏、成熟度更高的模型，以利于临床转化 

目前的基因和药物筛选模型，主要有斑马鱼胚胎、新生大、小鼠心肌细胞、

转基因小鼠心肌细胞、ESC 或 hiPSC 来源的心肌细胞以及人心脏类器官等。利

用斑马鱼胚胎模型进行筛选具有一定的优势，如实验周期短、胚胎透明、产卵

多、药量少、给药方便，可以将化合物溶解于水中扩散至胚胎，但斑马鱼模型

中筛选的药物在哺乳动物中是否同样有良好的药效仍是一个疑问。以新生大、

小鼠心肌细胞为筛选模型可在体外实现高通量，但其成熟度低于成年心肌细胞。

转基因小鼠可以更好地指征增殖的心肌细胞，但配繁周期较长、成本较高且通

量有限。2D 培养的 ESC 或 hiPSC 来源的心肌细胞具有较高的成熟性，但同样存

在缺陷，即无法评估药物对心脏收缩、舒张及心律失常的影响。相比之下，成

熟的心脏类器官可以用于评估药物对心脏收缩和舒张的影响。研究人员新近开

发了一种高效分离、培养和保存原代人心肌细胞的方法。该方法可 大程度地

保留心肌细胞的电生理、收缩功能等方面特性，且较 hiPSC 来源的心肌细胞更

为成熟，为药物筛选提供了更多选择[207]。发展高通量、成熟的心脏类器官基因

及药物筛选平台对于心脏再生有关键的推动作用。 

 

6 心肌细胞再生研究亟待新技术的开发 

为实现上述目标，新技术的开发应用必不可少。这包括用于准确识别和获

取正在分裂的心肌细胞的先进工具、更加高效的筛选平台，新型组学的应用，

以及更为安全、精确和可控的体内干预方法。实现这一目标需要来自不同学科

的协同合作，涵盖分子生物学、医学影像学、药理学、生物工程和计算生物学

等领域。通过这种跨学科的合作，有望推动心肌细胞再生领域新技术的开发，

从而为心肌再生的研究和转化提供全新的方向。 

 

7 心肌细胞再生疗法的安全性和有效性需要在大动物模型进一步验证 

在小鼠模型中发现的促心肌细胞增殖靶点，仅有极少部分在大动物进行有

效性的验证。另一方面，对这些靶点进行永久性、全面的干预也带来安全性问

题。鉴于此，在心肌细胞再生的转化和应用层面，对于在啮齿类动物模型中发

现的心肌细胞增殖干预靶点，有必要在大动物模型中进行更深入的验证实验，

以确保其有效性与安全性。 
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猪等大动物具有与人类相似的心率、血压，其心脏重量与生理特性与人类

心脏更加接近，其 MI 模型更接近临床 MI 特征。在猪等大动物模型进行心肌细

胞增殖的临床前研究，是实现心肌再生基础研究到临床转化的必要过程。猪和

人的心肌细胞特性在多个方面和小鼠心肌存在差异。小鼠在出生后 1 周内，伴

随着心肌细胞增殖能力的减退，细胞周期的退出、心肌多核化和代谢方式的转

变几乎同步完成。新生猪的心脏则在出生后 2 周至 6 个月内才完成上述转变。

人心肌细胞完成上述过程则需要更长的时间。不仅如此，与小鼠心肌细胞增殖

相关的 AKT 磷酸化和 β-catenin 蛋白水平直到出生后 6 个月在猪的心肌中也未显

著下降[208]。这些结果显示，与小鼠相比，猪等大动物的心肌细胞增殖特性和调

控机制可能存在异质性，小鼠模型上的实验结果有必要在大动物模型进行进一

步验证。 

目前，一些在小鼠模型中发现的心肌细胞增殖靶点的有效性已在大动物模

型中得到验证。例如在猪 MI模型给与 Agrin [43]或 Periostin [91]，过表达 miR-199a 

[167]、Ccna2 [209]、Ccnd2 [210]、Fgf5 [211]、Yap [203]、m6A 去甲基酶 FTO [212]以及细

胞周期因子组合“4F”[213]，敲低Hippo通路基因 Salvador [128]，通过心外膜给与

Fstl1蛋白均可获得和小鼠模型类似的促心肌细胞增殖与修复效果[123]。在羊的胚

胎发育模型，甲状腺素 T3 和甲状腺素受体 TR 对心肌细胞增殖的抑制作用得到

确认，进一步验证了小鼠模型上的研究成果[214]。但是，这类研究仍然相对较少，

更多的心肌细胞增殖干预靶点需要在大动物模型中进行进一步验证，以 终推

动心肌细胞再生研究的临床转化。综上所述，为了实现心肌细胞再生研究的临

床转化，我们需要在多方面取得突破，包括开发新的检测技术、深入理解心肌

细胞胞质分裂的机制，以及在大动物模型中验证新的治疗策略。这些努力将有

助于推动心肌细胞再生疗法的发展，为治疗 MI 后心力衰竭提供新的可能性。 
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