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摘要 多潜能干细胞具有无限增殖的能力，并能够分化为心肌细胞，因此在心脏再生方面拥有巨大潜力．胚胎发育过程为干

细胞定向分化提供了重要线索，在过去的几年中，通过操控心脏发育关键通路，在心肌定向分化方面取得了重要进展，但是

现有的分化方法仍不能稳定地诱导心肌细胞，表明现有的通路不能有效解决这些问题．视黄酸(RA)通路在心脏发育过程中发
挥重要作用，RA缺失会导致心房变小、心室小梁减少、心肌壁增厚且细胞间连接松散．在体外心肌定向分化过程中，RA
多用于促进多潜能干细胞向心房分化．但从 RA通路基因敲除小鼠的表型来看，除了调控心肌亚型分化，RA在多个发育阶
段发挥重要作用．深入解析 RA在心肌分化各阶段的作用机制，将有助于获得高质量的心肌细胞．同时，研究 RA在心内膜
和心外膜分化中的作用机制也有助于解释 RA通路敲除小鼠的心脏异常．总之，从 RA在胚胎发育中的作用来看，需要更多
的体外研究来揭示 RA在心肌谱系分化中的作用．本文综述了 RA通路在心脏发育的心肌分化过程中的作用，并探讨了需要
解决的问题．
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1 心脏病干细胞治疗现状

根据《中国心血管病报告 2015》，2014年心血
管病死亡率仍居首位，每 5例死亡者中就有 2例死
于心血管病．与 1990年相比，2013年心血管病死
亡的绝对数字增加了 46%，其中，缺血性心脏病
死亡人数增加了 90.9%．冠状动脉堵塞造成的缺血
和随后的再灌注会引起不可逆的细胞损伤，造成心

肌细胞坏死，心脏收缩功能下降．由于成体心肌细

胞缺乏再生能力，无法修复坏死心肌，细胞移植可

能成为缺血性心脏病的有效治疗途径．目前，尽管

间充质干细胞(mesenchymal stem cells，MSCs)对心
肌梗死病人心功能改善有积极作用，但其在体内分

化为心肌细胞的能力有限，长期效果不佳，因此需

要更为有效的种子细胞．胚胎干细胞(embryonic
stem cells，ESCs)是从囊胚内细胞团分离出来的一
类细胞，它具有无限增殖的能力，并能够分化成机

体内的各种细胞及组织，包括心肌和血管内皮，因

此在心肌梗死治疗方面有非常广阔的应用前景．

2006 年诱导多能干细胞 (induced pluripotent stem
cells，iPSC)技术的出现，绕开了胚胎干细胞的伦
理问题和免疫排斥问题，为干细胞应用和再生医学

带来了新的希望[1-3]．iPSC和胚胎干细胞统称为多
潜能干细胞，它们具有相似的增殖能力和分化潜

能，并且分化机制相似，在心脏修复方面具有很大

的应用潜力．研究多潜能干细胞的定向分化机制，

获得功能性的心肌细胞，是心脏修复的关键．

2 心肌细胞的分化

胚胎心脏发育过程为 ESC向心肌细胞的定向
分化提供了重要线索，因此操控心脏发育相关通

路、模拟心脏发育过程，是进行心肌细胞定向诱导
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的最佳策略．最初，通过自发分化的胚状体

(embryoid body，EB)贴壁培养，可以获得心肌细
胞，但分化效率很低(约 1%)，并且只限于特定的
ESC系．后来，在胚状体分化过程中加入调控心
脏发育的细胞因子，可以提高心肌细胞的分化效

率．目前，尽管悬滴法、微孔法等可以使 EB大小
尽量一致，但 EB分化操作繁琐、实验重复性差的
问题仍没有解决[4]．但非常值得肯定的是，早期这

些 EB分化研究，明确了WNT3A、BMP4、Activin
A和 FGF2等发育相关通路在心肌分化不同阶段的
作用 [5]．在 2002 年， Mummery等[6]通过贴壁培养

的方法把人 ESC(hESC)与小鼠的内脏内胚层细胞
系(END-2)共培养获得了分化的心肌细胞，开启了
2D诱导的先河，证明了 2D培养条件下，诱导心
肌细胞的可能性．在这些前期研究的基础上，

Laflamme 等 [7]通过加入 Activin A 和 BMP4 刺激
hESC，首次实现了单层培养条件下，定向诱导心
肌细胞．2012年，Lian等[8]通过调节经典WNT通
路的开启和关闭实现了心肌细胞的定向分化，之后

基于这一原理，实现了在成分明确的培养基中进行

心肌细胞的定向分化[9-11]，为心肌细胞的临床应用

奠定了基础．

目前，尽管通过优化细胞因子和抑制剂的组合

及浓度可以高效诱导心肌细胞，但根据我们的实际

操作和相关报道[5, 12]，仍存在以下问题：a．同一株
hESC 系，分化效率不稳定；b．在一株 hESC 系
中，优化的心肌诱导条件，不能直接应用到另一株

hESC系，需要重新摸索条件；c．所分化的细胞是
心室细胞、心房细胞和起搏细胞的混合物，在成分

明确的培养基中，尚不能实现高效的特定心肌亚型

的定向分化；d．所分化的心肌细胞成熟度不够，
并且成熟程度不均一，存在肌丝排列不整齐等现

象．因此，只针对 WNT、BMP4、Activin A 和
FGF2几个经典通路进行优化，可能难有突破．对
更多的信号通路进行探索，将有助于这几个关键问

题的解决．

3 RA通路的概述
视黄酸(retinoic acid，all-trans-RA，RA)是来源

于视黄醇(retinol，又称维生素 A，vitamin A)的形
态发生素，在细胞生长、分化和器官发生过程中发

挥重要作用．视黄醇首先被 RBP4 结合，经
STRA6运到细胞质内，之后经两步连续的脱氢反
应形成 RA．RA 通过结合 RAR/RXR 二聚体中的

RAR激活二聚体的转录因子活性，调控靶基因的
表达，在不同的转录辅因子作用下，RA既可以激
活基因表达，也可以抑制基因表达(图 1)[13-15]．尽管

9-cis-RA可以通过结合 RXR调控基因转录，但体
内 9-cis-RA很难检测到，研究发现 all-trans-RA可
以独立激活视黄酸通路[16]．

4 RA信号通路在心脏发育中的作用
维生素 A及其代谢产物统称为类维生素 A类

(retinoids)物质，动物细胞不能产生类维生素 A类
物质，只能以维生素 A的形式摄入，然后经视黄
醛生成 RA．在大鼠中，母体维生素 A不足会导致
胚胎出现心室小梁形成异常，心室肌细胞早熟分化

等现象．但哺乳动物中，由于维生素 A完全缺乏
会导致雌性不育，相关心脏发育数据很难得知．而

鹌鹑的胚胎发育模型可以实现维生素 A完全缺乏，
在鹌鹑的胚胎发育过程中，维生素 A完全缺乏会
导致早期心脏发育异常，包括心腔过度扩张、心脏

环化异常、流入道(inflow tract)发育异常等 [17]．这

些实验表明，维生素 A在心脏发育过程中发挥重
要作用，但维生素 A是否通过形成 RA 发挥作用
还需要其他证据．

在脊椎动物胚胎发育过程中，不同物种或不同

发育阶段过量注入 RA，会导致不同程度的心脏发
育异常，如：两侧心脏原基融合缺陷、心脏环化

(heart looping)缺陷、心管后端变短而前端扩张等[17].
这些实验在一定程度上证明了 RA通路在心脏发育
过程中发挥作用，但很难排除过量 RA 的毒性作
用．基因敲除技术为研究信号通路提供了有力工

具，随着 RA通路基因敲除小鼠的建立，才真正证
明维生素 A通过代谢产生 RA 影响心脏发育，其
中最关键的是 Raldh2(亦称 Aldh1a2)．Raldh2 是负
责维生素 A 第二步氧化、转化为 RA 的关键酶，
在原条和中胚层中高表达，暗示着其在原条或中胚

层形成过程中发挥重要作用．通过对 Raldh2进行
基因敲除发现，Raldh2 敲除小鼠胚胎发育异常，
前后轴向缩短，在妊娠中期(E10.5)致死．从形态
上，胚胎心管形成正常，但不能环化，腔室单一且

扩张，心室心肌层薄，细胞间接触松散；从基因表

达看，RA通路下游基因表达异常，表明 Raldh2敲
除影响了内源 RA通路活化．另外，在母体中注射
RA可以挽救 Raldh2敲除胚胎的异常表型，进一步
证明了 RA通路在心脏发育过程中的重要作用[17-18].
若进行瞬时的母体 RA 注射(E7.5～8.5d)，可以挽
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救 Raldh2敲除胚胎的早期致死表型，但到 E11.5～
14.5d时，心室致密层仍然生长变慢，这可能是由
于心肌前体细胞的分化受到抑制所致 [19]．这表明

RA通路在不同的发育阶段发挥不同的作用．
此外，RAR和 RXR受体敲除的小鼠会表现出

心室小梁形成异常、心室肌细胞早熟分化、流出道

分隔缺陷等表型．由于 RAR (RAR琢、 RAR茁、
RAR酌)和 RXR(RXR琢、RXR茁、RXR酌)受体间存在
功能冗余现象，单独敲除时表型较弱，联合敲除时

表型加重[20-21]．上述研究结果表明机体有一整套复

杂的调控机制，严格控制 RA通路的活性，从而维
持胚胎正常发育．

总之，维生素 A 缺乏实验和 RA 通路基因敲
除小鼠模型表明，维生素 A通过代谢产生内源的
RA，在胚胎心脏发育的不同阶段发挥重要作用．

5 RA信号通路调节心脏发育的机制
在早期心脏发育过程中，RA信号通路可通过

调节 Hox基因家族、Tbx5和 Fgf8等基因表达发挥
功能 [14]．对于 Hox 家族，RA 可调控下游靶基因
Hoxb1、Hoxa1和 Hoxa3在第二心区不同区域的心
脏前体细胞中表达，参与心房和流出道下壁形成[22].
Pbx、Meis 和 Hox基因也在第二心区共表达，在基
因缺失的小鼠也具有相似的心脏表型，其中

Raldh2的表达受 HOX、PBX和 MEIS形成的复合
物直接转录调控，RA信号的维持主要通过 Hox基
因参与的自调节机制来完成[23]．RA还可激活第二
心区后端和第一心区中心脏前体细胞标志分子

Tbx5 的表达，进而激活腔室特异基因 Nppa 和
Nppb 的表达，特化第一心区中的 Tbx5阳性细胞向
心室和心房细胞分化[24]．Fgf8是调节第二心区信号
的重要分子，其转录起始位点上游存在结合 RA受
体的 RARE位点．小鼠 Raldh2敲除胚胎研究显示，
内源性 RA通过直接抑制 Fgf8 的转录来限制第二
心区的大小[25]，且 RA对 Fgf8表达的抑制是斑马鱼
心脏正常发育所必需的[26]．但 CRISPR/Cas9介导的

Fig. 1 Regulation of retinoid signaling pathway
图 1 RA的形成及其作用机制

在 RA形成过程中，视黄醇(retinol)可以被视黄醇结合蛋白 RBP4结合，通过 STRA6受体转运进细胞内，在乙醇脱氢酶(ADH)或视黄醇脱氢
酶(RDH)作用下转变为视黄醛(retinaldehyde)，视黄醛脱氢酶(RALDH1-RALDH3, ALDH1A1-ALDH1A3)催化视黄醛形成视黄酸(all-trans-RA，
细胞内的视黄酸结合蛋白(CRABP)可以参与运送 RA进入细胞核，结合到 RAR反应元件(RARE)，调节(激活或抑制)基因转录，RA也可以
通过旁分泌的方式作用于附近的细胞，RA的降解通过 CYP26A1-C1完成[14-15].

降解
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旁分泌途径
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视黄醛
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转录阻滞
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ADH或 RDH

RBP4

STRA6
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Fgf8基因启动子区 RARE序列敲除并不影响心脏
发育和心脏中 Fgf8的表达，提示 Fgf8基因组区域
存在其他 DNA 元件可替代 RARE 来介导 RA 对
Fgf8的抑制作用[27]．

在心脏发育晚期，RA信号调节心内膜细胞的
内皮 -间质转化过程，以使得心内膜垫正常融合和
流出道分隔，并参与心外膜的形成[28]．Raldh2是心
外膜细胞中 Wt1的直接靶基因，Wt1通过 茁-catenin
和 RA信号通路介导调节上皮 -间质转化，使心外
膜迁移分化为成纤维细胞和冠状血管平滑肌细胞[29].
在随后的心脏发育过程中，RA信号通路可通过上
调靶基因 Tcf21的表达来抑制心外膜来源细胞分化
成平滑肌细胞 [30]．研究显示，持续表达 Wt1 和
Raldh2的心外膜来源细胞最先填充于心外膜下区
域，随后迁移到心室肌中，分化形成平滑肌和内皮

细胞．在 VEGF协同作用下，RA可抑制平滑肌标
志分子 CRP2、GATA-6、SRF和 SM22A 的表达，
使得平滑肌细胞分化相对晚于内皮，以利于冠状动

脉壁内膜和外膜的正常形成[31]．而随着心外膜来源

细胞分化形成冠状动脉平滑肌和内皮细胞，Wt1和
Raldh2的表达逐渐下降．此外，RA可刺激肝促红
细胞生成素表达，进而激活心外膜中 IGF2 的分
泌，刺激心肌增生[32]．心外膜分泌的红细胞生成素

和 RA参与调节 PI3K/ERK、FGF2-9和WNTs等多
种心肌增殖信号，是心肌增殖所必需的诱导因素[14].
总之，RA通过调节多条信号通路和转录因子，调
控心脏正常发育．

6 RA通路在心肌谱系分化过程中的作用
在鸡和小鼠胚胎的发育过程中，注入过量的

RA 会导致心房增大而心室变小，反之注入抑制
RA合成的药物 disulfiram(视黄醛脱氢酶抑制剂)，
会导致心房变小而心室增大[24, 33]．利用胚胎发育过

程中 RA 对心房的诱导作用，Hidaka 等 [34]在 2003
年报道，在小鼠 EB 分化过程中，第 4～8d 加入
10-7 mol/L RA会促进 ESC向心房细胞的分化，这
与 RA 的体内诱导心房增大的结果是一致的．而
EB 分化过程中 disulfiram 既不能显著增加心室肌
的比例，也不能抑制心房肌细胞的分化，这与胚胎

发育过程中注入 disulfiram促进心室增大的效果是
不一致的，这有可能与体外分化过程中 RA通路本
底浓度有关，在体外培养时 RA主要来源于培养液
和细胞自身合成，培养液对 RA有稀释作用，而体

内很可能局部形成较高的 RA 浓度，因此体内
disulfiram 效果更明显．虽然这些实验证明了 RA
对心房的诱导作用，但在 1997年，Wobus等 [35]发

现小鼠 EB 分化第 5～15d 加入 10-8 或 10-9 mol/L
RA会促进心室肌样细胞和浦肯野样细胞分化，这
表明不同时间或不同浓度的 RA可能会有截然不同
的诱导效果，但还需要进一步证实．

在人的心肌分化体系中，中国科学院生物物理

研究所马跃研究组利用单层诱导体系发现，在人

ESC 分化第 5～8d 加入 RA 会促进心房细胞的分
化，而 RA通路抑制剂 BMS-189453或 BMS493会
促进心室肌细胞分化 [36-37]，近期一些研究也表明

RA会促进心房肌细胞和起搏肌细胞的分化 [38-40]．

并且马跃研究组在成分明确的培养基中，实现了人

和猴 iPSC向心房和心室细胞的定向分化 [37, 41]，这

证明了 RA通路在人和猴之间的物种保守性．近期
Keller等[40]发现人的心室肌和心房肌细胞来源于不

同的中胚层亚群，分化早期的 ALDH+中胚层细胞

可以通过分泌 RA促进心房肌细胞分化．因此，在
分化第 3～5d加入 RA即可高效诱导心房肌细胞，
这为心房肌细胞的诱导提供了理论基础．

值得注意的是，在小鼠、人和猴的心肌定向分

化体系中，RA 均能促进心房肌细胞的分化，但
RA通路抑制剂的效果并不相同，我们分析可能有
以下几方面原因：a．胚胎干细胞的差异，小鼠的
ESC处于更为幼稚的状态，相当于内细胞团阶段，
而人和猴的多潜能干细胞相当于着床后胚胎表胚层

阶段；b．分化体系不同，小鼠 ESC利用的 EB分
化方法，而人和猴的多潜能干细胞利用 2D培养方
法；c．抑制剂的作用原理不同，disulfiram通过抑
制 视 黄 醛 脱 氢 酶 活 性 抑 制 RA 合 成 ， 而

BMS-189453 和 BMS493 直接抑制 RAR 受体．其
中 disulfiram 和 BMS-189453/BMS493在人 ESC定
向分化过程中的作用，还需要进一步验证．

此外，近期研究发现在调控WNT通路的基础
上，在分化过程中进行 RA和 CHIR99021(WNT通
路激活剂)联合处理会促进 TBX18+/WT1+心外膜样

细胞的分化[42-43]．心外膜在心肌梗死后可以促进新

血管的形成和心肌再生，心外膜细胞的分化为心肌

梗死的细胞治疗提供了新的手段．总之，这些结果

证明了利用发育生物学线索指导细胞定向分化的可

行性，我们对现有的 RA诱导心肌谱系的方法进行
了系统总结(图 2)．
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Fig. 2 The application of RA in cardiac lineage differentiation
图 2 RA在心肌谱系分化中的应用

细胞因子：Activin A(激活素 A)、BMP4(骨成型蛋白 4)、bFGF(碱性成纤维细胞生长因子)、VEGF(血管内皮生长因子)、SCF(干细胞因子)、
insulin(胰岛素)、WNT3A、DKK1、Noggin；小分子抑制剂：CHIR99021、IWR-1、IWP2、SB431542、BMS493、PD173074；小鼠胚胎干细
胞：mESC；人胚胎干细胞：hESC；猴诱导多能干细胞：riPSC.
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心肌分化的最终目的是细胞移植，当前多潜能

干细胞分化的心肌细胞是一个混合体，主要包括心

室肌细胞、心房肌细胞和起搏肌细胞，在细胞移植

后会增加心律失常的风险．目前在非人灵长类动物

的实验中表明，心肌细胞的移植会导致心律失常的

发生[44-45]，我们认为主要有两方面原因：a．移植的
心肌细胞不能有效与宿主细胞偶联；b．心肌细胞
的不均一性，引起移植细胞自主跳动．而纯心室肌

细胞的移植有望阐明这一问题，从而为临床级细胞

的获得和细胞移植提供重要参考．

7 展 望

总之，RA通路在心脏发育和心肌分化过程中
发挥重要作用．目前，虽然证明了 RA对心肌亚型
分化的调控作用，但从 Raldh2敲除小鼠胚胎异常
的表型来看，仍不能解释心室扩张、心肌层薄、细

胞间接触松散等表型．目前对 RA在心肌分化过程
中的研究还远远不够，深入研究 RA对心肌细胞增
殖与成熟的影响、以及对心内膜和心外膜分化的调

控作用，有望解释这些结构异常的表型．从发育阶

段上讲，RA通路在胚胎发育多个阶段发挥作用，
随着成分明确的培养体系的建立，使得系统研究

RA在心肌分化各阶段的作用成为可能．通过高通
量测序技术，深入 RA的内在作用机制，揭示 RA
通路在各分化阶段的作用机制，将为心脏发育和心

肌细胞分化提供新的见解．有助于解决心肌分化效

率低、亚型不均一、成熟度低等问题，为临床级心

肌细胞的制备提供理论依据．
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Functions of Retinoic Acid in Heart Development
and Cardiac Lineage Differentiation*
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Abstract Pluripotent stem cells (PSCs) hold unlimited proliferation ability and the potential to generate
cardiomyocytes, providing new sources of cells for heart regeneration. Development biology provides important
clues for directed differentiation. During the past few years, great progresses on cardiomyocyte differentiation have
been made by manipulating cardiac developmental pathways. However, the protocol for directed cardiomyocyte
differentiation is not reproductive between cell lines, indicating that current pathways are not efficient enough.
Retinoic acid (RA) pathway deficiency in embryo results in severe heart development abnormalities, including
impaired atria development, reduced trabeculae, thickened myocardium and loosely attached cells in ventricle.
During directed cardiomyocyte differentiation, RA were mainly used for atrial cardiomyocytes induction from
pluripotent stem cells. However, based on the phenotypes of RA pathway knockout mice, the function of RA is not
limited to cardiac subtypes specification. Exploring the mechanisms of RA on different stages of cardiac
differentiation will contribute to directed differentiation of cardiomyocyte. Meanwhile, clarifying the mechanisms
of RA in endocardial and epicardial differentiation will explain the impaired heart development of RA deficiency.
In conclusion, according to the functions of RA in heart development, more in vitro studies on cardiac lineages
differentiation should be performed to uncover the mechanisms of RA. Here, we reviewed the functions of RA in
cardiac development and cardiomyocyte differentiation, and discussed the issues need to be solved further.
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