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摘  要: 尽管分子心脏学在很多方面已经取得了较大的进展,但是有关心脏形成细胞的起源、诱导心脏发生的

机理、胚胎期和成人期心肌细胞增殖的调控途径仍然不是很清楚.在最近的研究中,人们对心肌细胞周期调控

已有所了解.主要就心肌细胞周期活动和成人心肌细胞发生的研究进展进行了综述.
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Advances in Regulation of Cardiomyocyte Cell Cycle
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Abstract: Although rapid progress is being made in many areas of molecular cardiology, the origins of hear-t forming

cells, the mechanisms responsible for cardiogenic induction, and the pathway that regulate cardiomyocyte prolifera-

tion during embryonic and adult life remain unanswered. A progress in recent research on cardiomyocyte cell cycle

regulation has been made. A review of cardiomyocyte cell cycle act ivity and de novo cardiomyogenesis in adult is

then presented.
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1  发育中的心肌细胞周期调控

通过放射性标记胸腺嘧啶脱氧核苷掺入实验

发现细胞周期活动与心脏分化和形态发生有内在

联系.在小鼠E8的早期心脏中胚层的心外膜肌盘

中发现了极高程度的 DNA合成(标记细胞接近

70% ) . E11小鼠心肌分化(如: 最先心肌表型的出

现)伴随着胸腺嘧啶标记下降到近 45%而发生.

相同的细胞周期活动调控在鸡的早期心脏发育中

也被发现. Moorman等人的研究表明心肌分化早

期阶段高比例的细胞周期活动无疑对管状心脏形

成心室肌有重要意义.在心室形态发生过程中,与

内小梁相比,心肌致密层的心肌细胞的胸腺嘧啶

标记将近高两倍, 而在接下来的胚胎形成中心肌

细胞增殖速率逐渐下降.

用表达B-半乳糖苷酶病毒逆转录标记实验发

现了心脏细胞周期和心脏形态发生之间的相互影

响,有关这方面的研究表明在心肌细胞分化时,管

状心脏中单一转染肌细胞的增殖导致了圆锥状生

长点的产生.我们推断这些圆锥状生长点的组装

有助于心室壁的三维卵形结构的形成. 圆锥状生

长点的形成取决于致密层和内小梁之间的心肌细
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胞增殖比率的梯度. 最近关于纯系的单一胚胎心

肌细胞增殖能力的研究指出细胞周期调控也有助

于圆锥状生长点的形成
[ 1]
. 上述研究也证实了从

小鼠 E15分离出来的心肌细胞的增殖能力有很大

波动. 当观察不同心脏发育时期的紧凑层和小梁

的细胞时, 发现细胞增殖潜力的不同可以从体内

不同细胞周期活动得到预测. 研究中还发现从同

一细胞而来的子代细胞在末端分化前和该细胞具

有相近的增殖能力. 而圆锥状生长点对称的结构

就依赖于子代细胞相近的增殖能力.

在出生后不久,心肌的生长从细胞增殖转向

细胞体积增大. 从形态学角度来说,这个过程的标

志是肌原纤维的显著增多、成熟闰盘的出现、双核

心肌细胞的形成.在许多实验中,双核心肌细胞的

出现伴有放射性标记的胸腺嘧啶的逐渐增高, 这

一结果表明双核是由于进行了基因组的复制和核

分裂但是没有进行胞质分裂. 研究进一步证明在

小鼠中有两个短暂而明显的心肌细胞 DNA合成

阶段.第一个 DNA合成阶段发生在胎儿时期, 并

且伴有特有的心肌细胞增殖, 而第二个 DNA 合成

阶段发生在刚出生时期, 伴有大量的双核细胞.这

说明在小鼠出生前心肌细胞增殖已经停止,并且

在胎儿和新生儿中主基因产物调控的增殖(与核

内复制相对)表现出差别.

迄今为止已发现许多调控哺乳动物细胞周期

的调控分子,而且也有许多人研究了有关心脏起

源的一些细胞周期调控基因. 一般说来,细胞周期

正调控因子 cyclin、Cdk 和 protooncogene 在心肌细

胞周期活动较高的胚胎期心脏中表达较高,许多

正调控因子在成人心脏中调控会降低. 而细胞周

期负调控因子 Cdki经常在心肌细胞周期活动较

低的成人心脏中调控加强.

2  心肌细胞周期活动和成人心肌细胞周
期的重新启动

  最近关于成人心肌细胞再进入细胞周期的能
力受到了相当大的关注.一般认为成人心肌细胞

仍然保留一些合成 DNA的能力,然而对于这种能

力发生的频率和 DNA 合成再起始是否一定导致

细胞分裂这两个问题一直有争论. 实际上,经典的

实验表明 DNA 合成会提高严重的肥大性心脏细

胞核的倍性. 有关这些争论主要包括: 1)用来检

测细胞周期活动方法的可靠性; 2)区分心肌细胞

核和非心肌细胞核方法的有效性; 3)什么样程度

的心肌损伤能提高心肌细胞周期活动; 4)这种损

伤在各物种间有多少差别.尽管用相同的物种、类

似的技术, 但由于不同实验室主观估计心肌细胞

周期进展的水平不同, 还是导致了明显不同的结

果
[ 2~ 5]

.然而当用相对不那么主观的放射性标记

胸腺嘧啶掺入实验分析成年小鼠心肌细胞时,

却发现了极低水平的 DNA 合成, 平常时期

0. 000 5%,损伤后 0. 008% .为了能适用于治疗目

的,能准确的判断心肌细胞周期活动水平是非常

重要的.

到目前为止, 成人心脏的心肌细胞周期的重

新启动以及接下来的心肌细胞增殖研究进展不

大.但是, 在某些组织中成人干细胞的多能性在某

种程度上表明新心肌细胞周期发生的可能性. 为

了证明一点, Goodell研究组用已经进行了遗传学

标记骨髓细胞的小鼠做心脏梗塞模型
[6]
, 在随后

的实验中的确在梗塞心模型的心肌细胞中发现了

有限的遗传学标记, 尽管这些心肌细胞的增殖能

力还没有确定.但是,能从受损心脏中分离出来干

细胞导出的心肌细胞, 这就说明细胞周期活动可

能被限制了.

随后人们发现具有心肌细胞干细胞潜力的细

胞能够从神经
[ 7]
、肝

[ 8]
、间叶细胞

[ 9]
、内皮细胞

[ 10]

等来源中得到. 也有人认为移植骨髓导出的干细

胞进入梗塞的小鼠心脏中能够得到真正的心肌细

胞周期的重新启动
[ 11]
. 然而, 移植带有特定表达

基因的相似干细胞没有能够证明心肌细胞分

化
[ 12]
.最近在一例人类移植心脏中有了显著的以

干细胞为基础的新心肌细胞周期的发生
[ 13]
.但是

值得指出的是在这个研究中所用来确定心肌细胞

干细胞的标记物 Sca 1在人类中还没有任何相关

免疫活性的例子.

虽然成人心脏中新心肌细胞周期发生的研究

还没开始多久,已经有人质疑其能发生的频率,也

有人象质疑心肌细胞 DNA 合成一样质疑评估新

心肌细胞周期的发生. 人们发现遗传学标记的骨

髓干细胞和神经干细胞有与胚胎干细胞合并的能

力,这样就能产生多能的杂交细胞,而这些细胞保

持了表达报告基因的能力.这就更强调了在这种

实验中严密的基因分析的必要性.

3  心肌细胞周期活动的实验手段

早先通过酶消化胚胎、新生儿、成人心脏的心

肌细胞培养技术已经广泛的被应用于细胞周期研
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究,在培养细胞时这些技术的应用需要检测外生

因子的影响.近来有人报道在初级的单层培养基

里如果缺少三维基体会导致心肌细胞对外生因子

的应答的降低
[ 14]
.基因转染的出现提供了直接的

方法引起细胞周期活动.早期的实验利用传统的

磷酸钙和脂质体转染法,但是过低的效力限制了

它们的应用.随后出现了病毒转染的方法,并结合

腺病毒成为体外转染心肌细胞基因有效的方法.

尽管在许多研究的早期心肌细胞培养中利用

了基因转染,但是这种方法还是有它的局限性,如

培养经常出现暂时的强烈抑制而导致非心肌细胞

的快速增殖.而且由于末端分化的成人心肌细胞

在生理和分子方面与胚胎和新生儿的心肌细胞有

显著的不同,所以早期的培养方法并不适合用于

成人心肌细胞的细胞周期研究. 这些局限性能够

通过用从胚胎干细胞中提出的末端分化心肌细胞

培养物而稍微克服, 但此方法也容易共转染多倍

表达体.

基因转染包含直接将病毒载体转入心肌细

胞.进一步精练这种方法,例如调节基因的发展能

有条件的表达特定基因
[ 15]
, 或者用 crePlox 技术二

者选一的排除一个基因
[ 16]
, 这样就有了一个强有

力的工具进一步确定心肌细胞周期调控.一些实

验的结合为我们提供了更多的选择, 如将病毒基

因转染进已经遗传修饰过的动物心脏中.在基因

修饰中,遗传背景也有可能影响到已知遗传修饰

的细胞周期活动
[ 17, 18]

.总的来说,上面的这些方法

为进行心肌细胞周期调控的研究提供了许多

手段.

在进行心肌细胞周期活动实验时能发现一些

有趣的现象.例如,一些实验表明基本细胞周期调

控因子的强迫表达,如Cyclin、E2F-1和 c-myc能导

致心肌细胞 DNA合成,在一些实例中甚至导致了

成人心脏细胞的基因组复制和核分裂. 但是, 这些

实验(尤其是利用有条件活性的myc转基因)中的

DNA合成和核分裂不足以引起成人心肌细胞进

行细胞分裂.随后有人证明额外的细胞周期检验

点(如 G2PM)可能阻止胞质分裂的发生
[ 19, 20]

.另一

种解释是有内在的限制数目的细胞周期能通过这

个点. 也有人认为高浓度的肌原纤维允许核分裂

但是不允许胞质分裂. 但是成人心肌细胞保持了

经过胞质分裂的能力
[ 5]
的观点显然和肌原纤维充

当了不能通过的细胞周期检验点的这个说法不一

致.

4  小结

今后在心肌细胞周期调控方面的新发现将很

有可能促成心肌细胞增殖的再次开始. 关于内在

的增殖和心肌细胞周期的重新开始, 准确的确定

这些发生的范围是一件很重要的事. 如果心肌细

胞增殖和细胞周期的重新开始内在的比率很低,

那么将这些成果用于临床方面时也必然更低.

当考虑到成人心肌细胞内在的增殖能力的时

候,必须重申的是DNA合成并不意味着基因组复

制,基因组复制并不意味着一定核分裂,核分裂并

不意味着胞质分裂. 虽然这些已经是十分明显的

了,当比较不同实验室尤其是用不同方法的结果

的时候一定要注意这些.在成人心肌细胞重新进

入细胞周期的研究中, 最新进展表明的干细胞的

融合倾向显示先前一些研究者所认为的干细胞的

可塑性和分化转换都明显地被错误理解了.基于

此,当研究这个问题的时候,要严格的确认没有含

糊不清的遗传标记物. 利用心肌细胞的损伤这种

方法来增强心脏再生能力显然是一种新的方法,

但是却不能分辨是真正引起了心肌细胞的再生还

是仅仅只是所有伤口愈合过程的一种表现.

遗传干涉能够促进心肌细胞 DNA合成、核分

裂,甚至某些情况下的胞质分裂,增加基因也可以

增强心肌细胞增殖. 转基因调节方式的提高和病

毒转染系统的发展将使这些研究变得更容易.

如前所述, 对心肌细胞周期调控的机理和能

增强心肌细胞周期活性的基因已经取得了一些进

展,而人们在这一领域极大的热情将使其进一步

发展. 真正确定能促进心肌细胞周期活动的基因

或者方法还只是应用于临床的第一步.
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