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摘要 大量心肌细胞丢失是心肌梗死后进展为心力衰竭和临床死亡的主要原因. 近年来的研究证明, 成年哺乳动

物心肌具有一定的再生能力, 但该能力十分有限而不足以修复受损的心脏组织, 因此促进内源性心肌再生是未来

治疗心肌梗死的重要方向. 原有心肌细胞的增殖是内源性心肌再生的主要来源, 因而探索心肌细胞增殖的调控机

制, 寻找促进心肌细胞增殖的干预措施成为心肌再生研究领域的热点, 并取得显著进展. 同时, 成年心肌细胞具有

可多倍体化、多核化但难以胞质分裂等特点, 导致评估心肌增殖的方法成为难题, 精确量化心肌增殖的各种模型

和体系不断被开发. 本文回顾总结了心肌再生的基本方式、心肌细胞增殖影响因素和评估方法, 探讨了当前内源

性心肌再生研究领域的进展和挑战.
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心肌梗死(myocardial infarction, MI)是世界范围内

常见的危重心血管疾病. 虽然随着治疗手段的进步,
MI患者经及时救治能挽救生命, 但长期来看, 由于大

量心肌细胞丢失导致难以逆转的心力衰竭, MI患者的

生存率仍然较低
[1]. 传统的观点认为, 哺乳动物心脏作

为终末分化器官而无再生能力, 但是近年来的共识是

成年心肌细胞在生理和病理情况下均具有一定的自我

更新功能, 但其再生能力十分有限
[2], 自然条件下无法

达到显著的修复效果. 研究人员利用谱系示踪技术发

现, 心肌再生的主要来源是原有心肌细胞的增殖
[2]. 本

团队
[3]
发现, 成年心肌可能经过“去分化-增殖-再分化”

三个环节完成增殖过程. 以c-kit+细胞为代表的“原位

心脏干细胞”心肌再生的观点受到质疑. 同时, 双荧光

报告基因的谱系示踪技术证明, 心脏组织中其他非心

肌细胞也难以向心肌细胞转分化
[4]. 因此, 越来越多的

研究聚焦在如何促进和激活心肌细胞本身的增殖能

力. 另一方面, 心肌细胞增殖的准确量化仍是难题. 心
肌细胞增殖的完整过程包括DNA复制、胞核分裂和

胞质分裂等阶段. 不完整的细胞分裂常常导致心肌细

胞的多核化和多倍体化, 这个过程并没有增加心肌细

胞的数量而不能称为心肌增殖再生, 然而当前的大部

分检测手段无法辨别多核化/多倍体化与增殖. 因此,
准确的心肌细胞分裂评估方法对于促进成年心肌再生

和研究心肌细胞增殖的机制具有重大意义. 本文将就
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心肌再生基本方式、心肌细胞增殖影响因素和评估方

法的最新进展进行综述.

1 心肌再生的基本方式

1.1 心肌再生的来源

心肌再生的来源作为研究前沿热点存在较大争

论, 主要有“心脏干细胞”学说和原有心肌细胞增殖学

说. 心脏干细胞(cardiac stem cell, CSC)或心脏前体细

胞是指成年哺乳动物心脏组织中固有的一类干细胞.
最早也最具代表性的报道是从成年心脏中分离的

c-Kit+的具有自我更新能力和多向分化潜能的CSC, 单
个c-Kit+ CSC可以分化为多个细胞谱系, 包括心肌细

胞、内皮细胞和平滑肌细胞. 然而, 近几年的多项基

于谱系示踪技术的独立研究怀疑c-Kit+干细胞在体内

的重要性. 利用内源性c-Kit基因启动子下Cre表达的敲

入策略制备的转基因小鼠可将c-Kit+细胞及其子代细

胞永久标记绿色荧光, 最终发现很少量绿色荧光标记

的心肌细胞, 标记成功的很多是细胞融合的结果, 而

不是转分化的结果
[5,6]. 新一代的双重组酶谱系示踪技

术, 解决了上一代系统重组酶的潜在局限性, 可分别对

c-Kit+非心肌细胞和c-Kit+心肌细胞进行标记, 结果表

明c-Kit+非心肌细胞无法分化为新的心肌细胞
[4]. 除了

c-Kit, 之后Sca-1, Isl1和Abcg2等类型的CSCs也被不同

的研究组报道, 通过无干细胞标记和双同源重组技术

的谱系示踪小鼠系统证实, 仅在小鼠胚胎发育期非心

肌细胞可以向心肌细胞转分化, 而在新生期和成年期

不会发生
[7], 因此出生后心肌再生的来源主要为原有

心肌细胞的增殖.

1.2 心肌细胞增殖模式

在低等脊椎动物斑马鱼中, 成年再生的心肌细胞

来源于去分化的心肌细胞, 并伴随增殖和再分化
[8]. 成

年心肌细胞的去分化表现为肌小节解聚、线粒体泄

露、电位解耦连和细胞周期进展因子的表达, 再分化

的特征是细胞形态、肌小节和收缩功能的恢复
[9]. 进

一步的研究建立了以分离的、钙离子超载的和电位解

耦连的成年小鼠心肌细胞和持续搏动的新生大鼠心肌

细胞共培养的体系, 该系统可以模拟体内梗死边缘区

缺血环境下存活的心肌细胞, 结合谱系示踪和实时荧

光追踪技术, 发现成年小鼠心肌细胞的增殖同样经历

去分化、增殖和再分化的过程
[3], 因此心肌细胞的增

殖模式可能具有一定的保守性.

1.3 心肌再生的模型

低等脊椎动物, 如斑马鱼、蝾螈等出生后, 其心

脏毕生均具有完全的再生能力, 哺乳动物的心脏仅在

出生早期具有完全的再生能力, 该能力在出生后迅速

下降至极低水平, 例如, 小鼠出生后1~7天、小型猪出

生后1~3天均具有完全的再生能力, 之后再生能力迅

速减退, 成年后基本丧失
[10,11]. 物种进化的过程中心

肌再生能力丧失的现象本身就是一种研究心肌细胞

增殖的模型, 对跨越41个物种的单核二倍体心肌细胞

的丰度分析发现, 其比例与标准代谢率、体温和血清

甲状腺素水平成反比, 由此线索得知哺乳动物心脏再

生潜能的丧失和多倍体化与变温动物向恒温动物的

演化有关, 并且进一步证实甲状腺激素信号的失活可

以减少小鼠心肌细胞的多倍体化, 延迟细胞周期的退

出, 促进成年心脏再生潜能
[12]. 此外, 基于小鼠P1

(postnatal one day)心肌完全再生, P7丧失此能力和成

年后(P28)心肌细胞增殖能力降到最低的特点, P1、
P7和P28的小鼠心脏为最常见的心肌增殖相关因子的

筛选模型, 值得注意的是, 这种筛选具有除心肌增殖

能力以外的细胞生长、多核化、多倍体化等伴随因

素的影响
[13], 而针对乳鼠的心肌损伤后再生模型, 如

心尖切除、冰冻和前降支结扎, 则可取得日龄相同而

增殖能力不同的心肌.

2 心肌细胞增殖的影响因素

2.1 能量代谢与氧化应激

哺乳动物出生前后环境因素的显著差异是影响心

肌再生能力的重要因素(图1), 胎儿心脏由于动静脉分

流而暴露在相对低氧的环境中
[14], 然而, 从宫内相对

低氧到宫外富氧环境的过渡中动脉氧分压可从

30 mmHg增加到100 mmHg[15,16], 这种变化导致心脏代

谢方式从胚胎期的糖酵解代谢为主向成年期的脂肪酸

代谢为主转换
[17], 同时触发心肌细胞周期基因沉默

[18].
其机制为脂肪酸有氧代谢提供同等量的ATP时产生更

多的活性氧簇(reactive oxygen species, ROS),而ROS聚
集介导的DNA损伤导致细胞增殖周期停滞

[19]. 改变富

氧环境有利于心肌再生, 将成年小鼠暴露于慢性严重
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低氧环境中可以促使线粒体Krebs循环和脂肪酸氧化

相关酶表达下调, 减少线粒体ROS和氧化应激介导的

DNA损伤, 最终导致心肌细胞代谢和细胞周期的重编

程
[20]. 同时, 代谢相关蛋白酶也是改变心肌细胞增殖

能力的有效靶点, 通过心肌细胞特异性敲除PDK4, 增

强心肌细胞中丙酮酸来源的糖酵解, 减少脂肪酸氧化,
可以减少心肌细胞DNA损伤并促进再生, 改善梗死后

左室心功能
[21]. 敲除糖酵解酶丙酮酸激酶的同工酶

Pkm2也可通过调控糖酵解和减少心肌细胞DNA损伤,
在急性或慢性心肌梗死后, 增加心肌细胞增殖分裂, 增
强心功能, 提高长期生存率

[22]. 这提示脂肪酸氧化代

谢抑制心肌细胞增殖, 而糖酵解促进心肌细胞增殖

(表1).

2.2 细胞周期调控因子

研究表明, 小鼠出生后早期心脏具有解剖和功能

上的完全再生能力, 该能力在出生后第7天基本丧失,
心肌细胞周期的停滞与多种细胞周期调控因子相

关
[23,24]. Cyclin D是G1/S期过渡的驱动蛋白, 生理情况

下高表达Cyclin D1, D2或D3都可以促进体外心肌细

胞DNA的合成和增殖, 然而在小鼠心肌梗死后, 高表

达Cyclin D1或D3会导致Cyclin D的过量蓄积, 反而抑

制DNA的合成, 只有持续高表达Cyclin D2不改变细胞

周期蛋白的定位, 有利于心肌再生和梗死消退
[25]. Cy-

clin B表达于G2期以驱动细胞进出M期, 过表达Cyclin
B1-CDC2复合体可诱导心肌细胞重新启动细胞分

裂
[26]. Cyclin A2是G1/S和G2/M期过渡的关键调节因

子, 出生后心脏中表达沉默, 从胚胎期到成年Cyclin
A2的持续高表达可促进心肌细胞增殖和心脏过度生

长, 利用病毒载体在小鼠或猪心梗后短暂过表达Cy-
c l in A2均可以有效地诱导心肌再生和心功能恢

复
[27,28]. 细胞周期蛋白依赖性激酶(Cyclin dependent

kinase, CDK)可参与细胞周期蛋白的修饰介导细胞增

殖, CDK抑制因子p21, p27和p57沉默可诱导新生和成

年心肌细胞进入S期, 启动DNA的合成
[29]. 细胞周期检

测点激酶1(cell cycle checkpoint kinase 1, CHK1)是新

生小鼠心脏再生的关键信号分子, 同时在成年心脏中

过表达CHK1可通过激活mTORC1/P70S6K途径来促

进心肌细胞增殖
[30](表1). 鉴于CDK和细胞周期蛋白的

协同效应, 进一步的研究组合CDK1, CDK4, Cyclin B1
和Cyclin D1共同调控细胞周期, 并结合谱系追踪系统

发现, 表达这4种因子的成年心肌细胞中有15%~20%
经历了真实胞质分裂, 并有助于急性或亚急性心肌梗

死后心脏功能的改善
[31].

图 1 促进内源性心肌再生的策略
Figure 1 Strategies to promote endogenous cardiac regeneration
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表 1 心肌细胞增殖的影响因素

Table 1 Influencing factors for cardiomyocyte proliferation

影响因素 机制 参考文献

能量代谢与氧化应激

PDK4 增强丙酮酸来源的糖酵解, 减少脂肪酸氧化, 减少心肌细胞DNA损伤 [21]

Pkm2 增强糖酵解和减少心肌细胞DNA损伤 [22]

O2 减少ROS聚集介导的心肌细胞DNA损伤 [20]

细胞周期调控因子

Cyclin D 驱动细胞周期由G1向S期过渡 [25]

Cyclin B 驱动细胞周期由G2向M期过渡 [26]

Cyclin A2 驱动细胞周期由G1向S期和G2向M期过渡 [27,28]

p21, p27, p57 抑制CDK阻碍细胞周期进入S期 [29]

CHK1 激活mTORC1/P70S6K途径来促进心肌细胞增殖 [30]

CDK1, CDK4 修饰细胞周期蛋白介导心肌细胞增殖 [29]

转录因子

E2F 激活Cyclin A和Cyclin E促进心肌细胞增殖 [32]

Meis1 激活CDK抑制剂p15, p16和p21的转录抑制心肌细胞增殖 [34]

Tbx20 激活BMP2/pSmad1/5/8和PI3K/AKT/GSK3β/β-catenin信号通路,抑制细胞周期抑制基
因p21, Meis1和Btg2的转录

[37,38]

GATA4 抑制Fgf16的转录和旁分泌从而抑制心肌细胞的增殖 [41]

Hippo-YAP Hippo受到抑制时, YAP蛋白S127位点发生去磷酸化后入核, 结合TEAD蛋白启动下
游增殖相关基因的表达

[42,43]

免疫反应信号

IL-13 激活Erk1/2和Akt信号通路促进心肌细胞的增殖 [56]

IL-6 激活STAT3信号通路促进心肌细胞增殖 [53]

OSM 结合心肌细胞Gp130受体, 激活下游Src激酶诱导YAP蛋白Y357位点的磷酸化, 促进
成年心肌细胞增殖

[57]

细胞外基质和肌小节

Agrin 结合Dag1, 激活下游YAP的核转位和ERK信号通路, 促进心肌细胞肌小节解聚
和增殖

[59]

甲状腺素 减少心肌细胞的多核化, 促进心肌细胞肌小节解聚和增殖 [12]

非编码RNA

miR-133a 促进SRF和Cyclin D2的表达, 促进心肌细胞增殖 [66]

miR-302-367 通过Hippo-YAP信号通路, 促进心肌细胞增殖 [46]

miR-199a 抑制Cd151和p38的表达, 促进心肌细胞增殖 [68]

miR-128 调控组蛋白修饰因子SUZ12下调周期蛋白依赖性激酶抑制剂p27的表达, 同时激活
Cyclin E和CDK2的表达

[70]

lncRNA-AZIN2 竞争性抑制miR-214调控下游PTEN/PI3K/Akt信号通路 [71]

lncRNA-CAREL 竞争性抑制miR-296调控靶基因Trp53inp1和Itm2a的表达 [72]

lncRNA-CRRL 直接与miR-199a结合来增加Hopx的表达, 从而抑制心肌细胞增殖 [69]

lncRNA-CPR 结合并招募DNA甲基转移酶3A, 诱导增殖调控因子MCM3的甲基化和基因沉默, 从
而抑制心肌细胞增殖

[73]

circNfix 增强Ybx1与Nedd4l的结合和降解, 抑制Cyclin A2和Cyclin B1的表达, 竞争抑制miR-
214和调控下游β-catenin的活性

[74]
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2.3 转录因子

细胞周期调控因子受到多种转录因子的调控(图
1, 表1). E2F转录因子家族与细胞周期相关基因的调控

关系密切, E2F2和E2F4都能够促进新生离体心肌细胞

的增殖, 而只有E2F2可以通过激活Cyclin A和Cyclin E
诱导成年心脏再生

[32], Rb是E2F2的内源性抑制因子,
Rb被CDK2和CDK4磷酸化后从Rb-E2F2复合体上解

离, 能够触发DNA合成相关基因的表达, 促进心肌细

胞增殖
[24,33]. Meis1是CDK抑制剂p15, p16和p21转录

激活所必需的, 心肌细胞特异性敲除Meis1可以延长

出生后心肌再生窗口, 并重新激活成年心肌细胞增殖,
促进心梗后心功能的恢复, 相反, 心肌细胞中Meis1的
过表达降低了新生心肌细胞的增殖并抑制心肌再

生
[34]. Hoxb13是Meis1的辅助因子, Hoxb13的磷酸化可

调控Meis1核定位进而影响细胞周期, 心肌细胞特异性

敲除Hoxb13也可以延长出生后心肌再生窗口, 促进成

年心脏心肌细胞增殖
[35]. Tbx20是一种T-box转录因子,

在心脏的发育和维持中至关重要, 斑马鱼中Tbx20的
敲除可以导致心肌细胞阻滞在G1/S期和增殖能力下

降, 表现为心室和心房周长的缩小, 而过表达Tbx20则
引起心肌细胞数量增加和心脏明显增大

[36]. 在成年小

鼠心脏中, Tbx20通过激活BMP2/pSmad1/5/8和PI3K/
AKT/GSK3β/β-catenin信号通路同时抑制细胞周期抑

制基因p21, Meis1和Btg2表达, 增加心肌细胞的增殖能

力
[37,38]. 转录因子GATA4在P1心脏大量表达, 而在P7

中显著降低, 这与心肌细胞周期退出的时间一致
[39],

抑制GATA4能够阻碍成年斑马鱼心脏损伤后的再

生
[40], 在小鼠心脏中, 敲除GATA4通过下调Fgf16的旁

分泌减少心肌细胞的增殖和再生能力
[41].

2.4 Hippo-YAP信号通路

Hippo信号通路对于哺乳动物的器官发育和稳态

平衡调节至关重要(表1). Hippo信号的上游元件包括

核心激酶STE20样蛋白激酶1和2(Mst1, Mst2), 肿瘤抑

制因子1和2(LATS1, LATS2), 支架蛋白Salv和MOB结
构域激酶激活剂(MOB1A, MOB1B); Hippo下游的关

键信号分子是YAP. 当Hippo信号通路受到抑制时,
YAP蛋白S127位点发生去磷酸化而后进入细胞核, 作

为转录辅因子结合TEAD蛋白启动下游增殖相关基因

的表达
[42,43]; 而当Hippo信号通路激活时, YAP磷酸化

而滞留于胞浆, TEAD失活从而减少增殖相关基因的

转录
[44~46]. Hippo-YAP信号通路同时影响心脏发育和

再生, 在心脏发育阶段期通过下调Salv的表达而抑制

Hippo-YAP通路, 可促进心肌细胞增殖导致心脏体积

增大
[47], 而胚胎期心肌细胞特异性YAP的表达抑制会

导致心肌细胞增殖减少和致死性心肌发育不全
[48]. 出

生后早期YAP在心脏中表达显著, 但是成年后几乎检

测不到, 通过抑制Salv或直接激活YAP均能够通过促

进Cyclin A2, Cyclin B1和CDK1等细胞周期因子的转

录促使成年心肌细胞重新进入细胞周期
[49,50]. Hippo-

YAP信号通路还与多种心脏发育再生信号通路形成调

控网络, ERBB2-NRG1信号通路的短暂激活可以诱发

成年小鼠心梗后心肌细胞上皮细胞-间充质转化样再

生反应, 此过程依赖于蛋白激酶ERK对YAP蛋白S352
和S274位点的磷酸化, 而非Hippo上游原件LATS对
YAP蛋白S127位点的磷酸化

[51]. 此外, Hippo-YAP信号

通路与Wnt/β-catenin信号通路交互调控Sox2和Snai2基
因的转录, 共同作用控制心肌细胞的增殖能力和心脏

的大小
[49].

2.5 免疫反应信号

炎症反应首先在心肌梗死后被激活, 其目的是清

除坏死的组织碎片以利于修复梗死灶和形成纤维化瘢

痕, 同时炎症免疫反应信号也可以调控心肌再生
[52].

研究发现, 巨噬细胞的招募在新生和成年小鼠心脏损

伤后发挥截然相反的作用, 新生心脏损伤后的免疫应

答反应依赖的胚胎来源的巨噬细胞有助于促进心肌增

殖再生, 而注射氯磷酸钠脂质体消耗巨噬细胞则导致

新生心脏再生能力受损
[53]; 另一方面, 成年心肌梗死

后源于循环单核细胞的巨噬细胞是损伤心肌炎症反应

中的主要细胞群, 可引发心室重构, 应用选择性趋化因

子CCR2抑制剂阻碍单核细胞的招募可以显著降低炎

症反应, 继而增强心肌再生与修复, 提高心功能
[54,55].

进一步的免疫反应与心肌再生研究聚焦于新生心脏巨

噬细胞分泌的炎症因子上, 新生IL-13敲除小鼠表现为

心肌细胞的增殖能力下降和切除后再生能力受损, 而

重组IL-13的注射可以通过激活Erk1/2和Akt信号挽救

心肌细胞的增殖再生能力
[56]; 另一项独立研究发现,

诱导新生小鼠免疫功能抑制也可以损害心肌再生能

力, 并且IL-6/STAT3信号通路是调控心肌细胞增殖的

关键
[53]; 进一步研究证实, 巨噬细胞在促进新生小鼠
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心脏损伤后再生中分泌的关键分子为IL-6家族成员的

抑瘤素OSM, 条件性敲除巨噬细胞的OSM可抑制新生

小鼠心肌细胞增殖能力和再生; OSM通过结合心肌细

胞Gp130受体, 激活下游Src激酶诱导YAP蛋白Y357位
点的磷酸化, 促进成年心梗后心肌细胞增殖

[57]. 综上,
免疫反应的调节对新生小鼠心肌再生至关重要, 也是

促进成年心肌再生的关键策略(图1, 表1).

2.6 细胞外基质和肌小节结构

细胞外基质(extracellular matrix, ECM)是在所有

组织和器官中分布, 由细胞分泌到细胞外间质中的大

分子物质构成的高度动态变化的网架结构, 其不仅参

与组织结构的连接和维持, 也参与调节组织的修复和

再生. ECM的僵硬度和组分均可影响心肌细胞的肌小

节结构和增殖能力: 低僵硬度ECM培养可诱导新生心

肌细胞表现出肌小节解聚、变圆和重新进入细胞周期

等去分化特征, 而高僵硬度ECM则导致新生心肌细胞

肌小节聚集、形态扩散和细胞周期活性降低
[58]. 目前,

研究发现在ECM的组分中, Agrin是影响心肌细胞增殖

的关键调节因子, 其在心脏中的表达水平在小鼠出生

后迅速降低. 条件性敲除Agrin会导致P1小鼠心肌细胞

增殖能力下降, 心脏受损后无法完全再生, 而心肌细胞

条件性过表达Agrin可促进成年小鼠心肌梗死后的心

脏再生, 其机制是通过Dag1分子结合DGC复合物并促

进其降解, 激活下游YAP的核转位和ERK信号通路, 导
致心肌细胞肌小节解聚和增殖能力增强

[59]. 另一方面,
随着心肌细胞的成熟, 亚细胞结构发生变化, 细胞内肌

丝、肌浆网和线粒体等细胞器明显增加
[60], 这种结构

的复杂性是阻碍心肌细胞增殖的重要因素. 研究表明,
肌小节的解聚对心肌细胞周期的进展至关重要, 成熟

的心肌细胞胞浆中肌节丰富, 肌原纤维分解困难, 容

易导致胞质分裂失败, 产生双核或多核的心肌细胞
[61].

多核心肌细胞是其细胞周期阻滞的重要特征, Hirose
等人

[12]
发现, 通过降低甲状腺激素水平或抑制甲状腺

激素通路, 可导致成年小鼠心肌细胞多核化的减少、

肌小节的解聚和心脏损伤修复能力的增强. 综上, 证

据表明ECM组分和心肌细胞肌小节结构的变化是促

使其重新进入心肌细胞周期的重要条件(图1, 表1).

2.7 非编码RNA

哺乳动物中非编码RNA(non-cod ing RNA,

ncRNA)约占转录基因组的98%[62], 不同于mRNA,
ncRNA并不通过编码蛋白质来发挥作用, 而是在表

观遗传学、转录后、翻译和翻译后修饰等水平调控

基因的表达
[63]. ncRNA主要包括微小RNA(mircoR-

NA, miRNA)、长链非编码RNA(long non-coding
RNA, lncRNA)和环状RNA(circular RNA, circRNA).
近期研究发现, 多种ncRNAs通过调控基因表达在心

脏发育和再生中发挥重要作用
[64,65]. (ⅰ) miRNA是

一种长度为21~23个核苷酸的单链ncRNA, 目前已知

多种miRNA在心肌再生中发挥作用. miR-133a-1和
miR-133a-2的协同表达在心脏的发育调控中至关重

要, 在小鼠中敲除miR-133a-1/miR-133a-2可上调SRF
和Cyclin D2的表达, 促进心肌细胞增殖

[66]. miRNA簇
miR-302-367对于维持小鼠发育过程中的心肌细胞增

殖很重要, 并且在成年后过表达miR-302-367可以通

过Hippo-YAP信号通路重新激活心肌的增殖再生, 但

miR-302-367的长期高表达也会诱导心肌细胞的持续

去分化和功能障碍
[46]. 通过对人miRNA文库的高通

量筛选分析发现, miR-590和miR-199a可促进离体成

年心肌细胞增殖, 在小鼠心梗后发挥治疗作用
[67], 此

外, 单独过表达miR-199a可以通过抑制Cd151和p38
的表达来增加心肌细胞的数量

[68]. 心肌细胞增殖的

负性调控因子Hopx也是miR-199a的靶点
[69]. 心肌细

胞特异性敲除miR-128通过调控组蛋白修饰因子

SUZ12下调周期蛋白依赖性激酶抑制剂p27的表达,
同时激活Cyclin E和CDK2的表达, 从而在成年心脏

心梗后促进心肌梗死后心脏再生
[70]. (ⅱ) LncRNA是

一类长度超过200核苷酸的ncRNA, 目前研究发现

lncRNA调控心肌细胞增殖的主要机制是作为竞争性

内源RNA影响增殖相关miRNA的功能. LncRNA-
AZIN2可以竞争抑制miR-214调控下游PTEN/PI3K/
Akt信号通路, 影响成年心脏心肌细胞增殖

[71]. 同时

lncRNA-CAREL作为miR-296的竞争者内源RNA调

控靶基因Trp53inp1和Itm2a的表达影响心肌再生
[72].

LncRNA-CRRL通过直接与miR-199a结合来增加

Hopx的表达, 从而抑制心肌细胞的增殖
[69]. 除了竞争

性内源RNA的机制, lncRNA-CPR还可以通过直接结

合并招募DNA甲基转移酶3A到MCM3基因启动子的

CpG位点, 诱导增殖调控因子MCM3的甲基化和基因

沉默, 从而抑制心肌细胞增殖
[73]. (ⅲ) 环状RNA是

ncRNA的一个特殊亚类, 其通过连接3′和5′末端形成
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共价闭环结构. 目前, 发现circNfix的下调可促进心肌

梗死后心肌细胞增殖和血管生成, 抑制心肌细胞凋

亡, 改善心功能, 其机制为增强Ybx1与E3泛素连接酶

Nedd4l的相互作用, 并通过泛素化诱导Ybx1的降解,
抑制Cyclin A2和Cyclin B1的表达, 此外, circNfix还
可以作为miR-214的竞争者内源RNA, 促进Gsk3β表
达并抑制β-catenin的活性

[74]. 综上, 基于ncRNA来激

活成年心脏再生是一种潜在的心梗治疗策略(图1,
表1).

3 心肌细胞增殖的评价方法

3.1 基于增殖分子标志的免疫荧光染色评估心肌
细胞的增殖

基于增殖分子标志的免疫荧光染色主要包括核

分裂标志(Ki67, PHH3和PCNA)和胞质分裂标志

(Aurkb和Anillin)(表2). Ki67蛋白在G1, S, G2, M期

均有表达, 而在G0期检测不到
[75]. PHH3为有丝分裂

过程中组蛋白H3的丝氨酸残基(Ser10和Ser28)发生

的磷酸化作用, 最早出现在G2期的核周缘, 在有丝分

裂进入后期和末期时逐渐消退
[76]. PCNA的表达量与

DNA的合成关系密切, G1晚期开始大量表达, S期达

到高峰, G2/M期表达明显下调
[77]. Aurkb为调控有丝

分裂过程中染色体分离的磷酸化激酶, 其与特殊微

管k纤维结合控制染色体的运动和分离, 并于分裂末

期聚集于赤道板区域, 控制微丝的紧缩使细胞在此

区域产生缢束, 缢束逐渐加深使细胞体最后一分为

二
[78]. Anillin同样位于有丝分裂的缢束区域, 控制细

胞胞质分裂
[ 79 ] . 由此可见 , 核分裂标志物(Ki67,

PHH3和PCNA)不能区分阳性标记的心肌细胞发生

核内分裂、多核化或胞质分裂 . 胞质分裂标志

(Aurkb和Anillin)虽然是可较为敏感地标记心肌细胞

的胞质分裂, 但Aurkb和Anillin在核分裂期也可少量

表达, 解决该问题的方法是利用其在胞质分裂过程

中的分布特征, 即表达在为对称的心肌细胞之间的

细胞膜上(图2A).

3.2 基于同位素或核苷酸类似物的掺入评估心肌
细胞的增殖

最早利用同位素掺入基因组DNA反映心肌细胞

更新的研究使用的是冷战期间核弹试验产生的
14C,

该回顾性分析发现, 核试验之前出生的人部分心肌

细胞中同样含有
14C, 人的一生中心肌细胞更新率约

为50%, 25岁时的年更新率为1%, 75岁时的年更新

率为0.45%[80], 该研究对传统心肌细胞成年后无法

再生的观点提出了挑战. 进一步的研究利用
15N同位

素标记的多同位素成像技术, 以
15N:14N比值代表心

肌细胞DNA复制的能力, 以此量化小鼠心脏的心肌

细胞年更新率(约为4.4%), 但DNA的复制还可生成

多核细胞, 在
15N阳性心肌细胞中占比约17%的单核

心肌细胞最可能来源于真实的胞质分裂, 因此成年

小鼠心脏中校正后的心肌细胞年更新率约为

0.76%[2]. 目前, 利用DNA掺入方法评价细胞增殖广

泛使用的是胸腺嘧啶核苷类似物BrdU或EdU(表2),
其能在DNA复制时期代替胸腺嘧啶(T)渗入正在合

成的DNA分子中, 基于荧光染料与BrdU/EdU的特异

性反应, 即可直接并准确地检测出发生过或正在发

生的DNA复制
[81], 但BrdU/EdU检测仅代表给药时

间内累积的核分裂比例, 无法反映真实的胞质分裂

(图2B).

图 2 心肌细胞增殖的评价方法. A: 细胞核分裂标志(Ki67,
PHH3和PCNA)和胞质分裂标志(Aurkb和Anillin); B: 同位素
(14C, 15N)或核苷酸类似物(BrdU, EdU)掺入DNA中; C: 基于
Aurkb的增殖心肌细胞标记体系(摘自文献[88])
Figure 2 Evaluation methods for cardiomyocyte proliferation. A:
Markers for karyokinesis (Ki67, PHH3, and PCNA) and markers for
cytokinesis (Aurkb and Anillin); B: isotope (14C, 15N) or nucleotide
analog (BrdU, EdU) incorporation; C: an Aurora kinase B-based mouse
system to identify and analyze proliferating cardiomyocytes (adapted
from Ref. [88])
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3.3 利用有丝分裂染色体重组现象来荧光标记子
代心肌细胞

由于多核化和多倍体化常见于成年心肌细胞中,
传统增殖分子标志的免疫荧光染色的方法很难区分心

肌细胞的核分裂和胞质分裂 . 为了解决这一难题 ,
Zong等人

[82]
建立了双重镶嵌标记系统(mosaic analysis

with double markers, MADM), 该系统将两个相互嵌合

荧光报告基因(GFP和RFP)敲入到相同位置的同源染

色体上, 一条染色体含有由loxp位点间隔的N端GFP和
C端RFP基因, 另一条染色体含有由loxp位点间隔的N
端RFP和C端GFP基因, 分裂的细胞在G2期完成DNA
复制后, Cre酶识别loxp位点诱导染色体重组激活荧光

报告基因的表达, 随着分裂末期子染色体到达两极, 两
个完成胞质分裂的子代细胞分别被荧光标记为绿色和

红色. 研究者通过MADM系统发现, 仅在小鼠出生后

第一个月可见有限且对称性的心肌细胞分裂, 而在成

年期心肌梗死损伤不能提高心肌细胞分裂的比例
[83].

但是, 由于同源重组分离可分为X和Z两种, 发生Z分离

的子代心肌细胞被标记为黄色和无色, 以及诱导跨染

色体的同源重组的低效率, MADM系统低估了50%以

上的胞质分裂(表2).

3.4 利用转基因技术荧光标记增殖分子标志评估
心肌细胞的增殖

为了标记增殖的心肌细胞同时克服非心肌细胞

的影响, 研究者们利用转基因技术建立了多种心肌细

胞特异性增殖分子荧光标记小鼠体系(表2). 基于荧光

特异性标记泛素化细胞周期指标小鼠体系(fluores-
cent ubiquitination-based cell cycle indicator, FUCCI)
可以精细地可视化G1期或S/G2/M期的心肌细胞

[84].
另一体系建立Cyclin A2和绿色荧光蛋白融合表达小

鼠来量化心肌再生能力, 发现在出生后早期左心室心

肌细胞周期活性高于右心室, 且没有检测到小鼠青春

期心肌细胞增殖突然上升的现象
[85]. 在心肌细胞特异

性Ki67转录驱动荧光标记的小鼠体系中发现, 荧光多

在产后早期出现, 成年后几乎检测不到, 心肌梗死后

表 2 心肌细胞增殖的评价方法

Table 2 Evaluation methods for cardiomyocyte proliferation

原理 具体类型 分裂方式 局限性

基于增殖分子标志的免疫荧光染
色评估心肌细胞的增殖

Ki67[75] 核分裂
不能区分阳性标记的心肌细胞发生核内分裂、

多核化或胞质分裂
PHH3[76] 核分裂

PCNA[77]
核分裂

Aurkb[78] 胞质分裂 可以代表真实分裂, 但特征性表现为分布在对称
的心肌细胞之间的细胞膜上, 比例低、识别困难Anillin[79] 胞质分裂

基于同位素或核苷酸类似物的掺
入评估心肌细胞的增殖

14C[80]
核分裂

仅代表DNA的复制, 不能区分阳性标记的心肌细
胞发生核内分裂、多核化或胞质分裂

15N[2]
核分裂

BrdU/EdU[81]
核分裂

利用有丝分裂染色体重组现象来
荧光标记子代心肌细胞

双重镶嵌标记小鼠体系
(MADM)[82,83] 胞质分裂

可以代表真实的心肌细胞胞质分裂, 但该系统低
估了50%以上的胞质分裂

利用转基因技术荧光标记增殖分
子标志评估心肌细胞的增殖

荧光特异性标记泛素化细胞周期
指标(FUCCI)[84] 核分裂

可以精细地可视化G1期或S/G2/M期的心肌细胞,
但不能区分核内分裂、多核化或胞质分裂

Cyclin A2融合蛋白荧光标记
[85]

核分裂 不能区分阳性标记的心肌细胞发生核内分裂、
多核化或胞质分裂Ki67转录驱动荧光标记的

[86]
核分裂

Anillin融合蛋白荧光标记
[87]

胞质分裂
可根据中心体定位和子代核间距准确区分核分

裂和胞质分裂, 但识别困难

Aurkb转录驱动荧光标记的
[88]

胞质分裂
可以代表真实的新生心肌细胞胞质分裂, 但高估

了成年心肌细胞胞质分裂比例

利用谱系示踪和随机荧光标记报
告系统观察心肌细胞的增殖

随机荧光标记报告小鼠系统
[89]

胞质分裂
可回顾性地追溯发生过胞质分裂的心肌细胞，

但不能实时可视化分裂的心肌细胞
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重新出现
[86], 然而此结果仅代表核分裂的比例变化,

不能代表胞质分裂. 为了进一步可视化体内胞质分裂

的现象, Hesse等人
[87]

建立了心肌细胞特异性的绿色

荧光融合蛋白标记的胞质分裂特异性蛋白Anillin小
鼠品系, 分析发现单纯的核分裂具有非典型中心体定

位和子代核间距, 可用以区分核分裂和胞质分裂, 但

此系统仍然具有观察时间窗有限的缺陷. 类似地, 本

团队
[88]

利用基于Aurkb的转录荧光(tdTomato)标记增

殖的心肌细胞, 通过活细胞工作站观察发现, 该荧光

信号与心肌细胞胞质分裂的匹配度为94.44%(图2C),
对tdTomato+不同倍性心肌细胞的分选分析表明, 当大

多数心肌细胞都已进入有丝分裂后, 单核心肌细胞并

不具有明显高于其他心肌细胞的增殖潜能, 而且新生

小鼠心尖切除术后tdTomato+心肌细胞在损伤边缘区

显著增加和富集, 而成年小鼠心肌梗死后tdTomato+心
肌细胞没有增加.

3.5 利用谱系示踪和随机荧光标记报告系统观察
心肌细胞的增殖

与以上方法不同的是, 一种脱离细胞有丝分裂特

征性变化的体系采用随机荧光标记报告系统对小鼠早

期心肌细胞进行荧光标记, 经过他莫昔芬诱导后, 其子

代细胞具有相同的荧光蛋白, 该系统能够回顾性地追

溯心肌细胞体克隆的过程. 在发育过程中的不同时间

点对心肌细胞的克隆分析表明, 心肌细胞中的一个独

特亚群可能具有出生后增殖的潜力
[89](表2). 该系统提

供了一种测量心肌细胞分裂的新思路.

4 促心肌再生的临床前景和忧虑

虽然调控成年心肌细胞增殖的多种途径已被发

现, 但心肌再生介导心功能提高的临床应用往往更加

复杂, 目前还没有促内源性心肌细胞增殖的临床研究,
而在大型动物模型的应用已经暴露出一些潜在的风

险. 利用腺相关病毒载体注射人源性miR-199a进入心

梗后猪的心脏, 虽然观察到心功能明显改善和心肌细

胞增殖比例的上升, 然而也存在部分猪治疗后死于严

重的心律失常, 可能是由于miR-199a的不稳定表达所

致的增殖心肌细胞再分化障碍
[90]. 此外, 血管内注射

重组人源性Agrin蛋白也能产生促心肌细胞增殖、改

善免疫微环境和促进血管新生的协同作用, 治疗猪的

缺血再灌注损伤
[91], 虽然重组蛋白注射的方法易于控

制剂量和时间, 但是该方法缺乏心肌细胞作用的特异

性, Agrin对其他器官的毒性和致瘤效益有待进一步观

察. 以上结果表明, 心肌细胞增殖相关基因干预的临床

转化需要同时考虑靶向性、干预时间和程度的控制,
持续的诱导增殖而忽略再分化并不利于提高心脏收缩

功能, 还具有致瘤风险.近期研制出人工合成的靶向心

肌细胞的mRNA, 被命名为modRNA, 可进入细胞中翻

译成蛋白质
[22], 有望用于基因干预的临床应用.

5 总结与展望

在哺乳动物心肌再生的研究中, 从新生心肌细胞

增殖机制着眼进而探讨成年心脏再生是广泛使用的策

略. 从子宫内到出生后的环境、代谢、表观修饰、信

号通路等角度, 已经发现多种调控新生和成年期心肌

再生的关键靶点. 然而干预这些靶点促心肌增殖的效

果是否具有临床意义仍不清楚, 这些干预方法是否有

潜在的致癌等副作用尚待明确. 同时, 建立准确且易

于使用的评价心肌细胞增殖的模型体系对心肌再生研

究领域至关重要. 结合目前各项策略的优点, 从DNA
合成到胞质分裂持续性的可视化以区分单纯核分裂和

胞质分裂可能是研究思路之一.
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Influencing factors and evaluation methods of
cardiomyocyte proliferation
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The massive loss of cardiomyocytes is the main cause of progression to heart failure and clinical death after myocardial infarction
(MI). In recent years, accumulated studies have shown that adult mammalian heart is capable to regenerate, but this ability is too
limited to repair damaged myocardium. Therefore, promoting endogenous cardiac regeneration is an important direction in the future
treatment of MI. The proliferation of pre-existing cardiomyocytes is the main source of endogenous cardiac regeneration.
Consequently, to explore the regulation mechanism of cardiomyocyte proliferation and to find the intervention measures have become
the research focus in the field of cardiac regeneration, where significant progress has been made. At the same time, in order to
accurately visualize the authentic division of cardiomyocytes, the researchers have developed a variety of advanced systems to assess
cardiomyocyte proliferation ability based on the characteristics of cardiomyocytes which are prone to nucleation and difficult for
cytokinesis. In this review, we presented the basic mode of cardiac regeneration, the influencing factors for cardiomyocyte
proliferation and the feasible methods for cardiac regeneration evaluation to discuss the advances and challenges in the field of
endogenous cardiac regeneration.
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