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酸性代谢环境对心肌细胞分化影响的研究进展
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【摘要】以干细胞为基础的心肌再生是治疗心肌梗死的前沿课题，控制干细胞的代谢微环境能影响干细胞向心肌细胞的分化，

在临床应用中有着广阔前景。ｐＨ值是心肌细胞发育过程中代谢环境的重要指标。乳酸作为主要的酸性代谢产物之一，是调节心肌
细胞早期发育阶段酸性代谢环境的关键代谢产物。现就 ｐＨ值在心肌细胞生存与分化过程中的影响及相关机制的研究进展做一
综述。
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　　心肌梗死是一种常见的致命性心脏疾病，近三四
十年，心肌梗死的发病率在低、中等收入国家中逐渐

上升［１］。由于心肌细胞的再生能力差，大量心肌细胞

坏死会导致心脏纤维化和心力衰竭［２］。目前对于心

力衰竭的治疗有药物治疗、心脏再同步化治疗、左心

室辅助装置、心脏移植等。然而目前常用的药物治疗

与辅助装置治疗并不能逆转心肌细胞的坏死。在过

去的几十年里，心肌再生已成为治疗心肌梗死和心力

衰竭的前沿课题，主要包括体外培养的心肌细胞移

植，心脏组织工程，刺激内源性心肌细胞增殖和将非

心肌细胞重编程为心肌细胞［２］。

心肌细胞的体外培养包括胚胎干细胞和诱导多

能干细胞在内的多能干细胞的培养，是用于治疗的心

肌细胞的潜在来源［３］。心肌再生治疗中每个人所需

的心肌细胞数大约为１０９个，因此以下的关键技术需
重点考虑：扩大表观遗传学稳定的多能干细胞产量、

有效且可重复的心肌细胞分化以及高度可靠的心肌

细胞纯化与成熟［４］。心脏原位组织工程则是使用重

组病毒，干扰ＲＮＡ或调节细胞代谢环境等方法来刺激
内源性心肌细胞的增殖［２，５］。事实上，哺乳动物的心

脏仅在新生儿时期有短暂的自我修复能力［６７］，成年

哺乳动物的心肌细胞更新率极低且梗死后不足以再

生［８９］，新生成的心肌细胞很可能来自现有的心肌细

胞［９］。在妊娠早期，哺乳动物胚胎在缺氧环境中发

育，早期心肌细胞的发育高度依赖糖酵解，乳酸成为

调节代谢微环境中 ｐＨ值的基础。目前，有关心肌再
生策略的一个新兴趋势是调节代谢微环境来诱导干

细胞分化为心肌细胞，许多研究［１０１１］证明代谢微环境
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对心肌细胞的分化过程有重要作用。现综述 ｐＨ值与
乳酸对心肌细胞生存以及分化的影响。

１　ｐＨ值与心肌细胞的生存
１１　心肌缺血损伤的发生机制及低 ｐＨ值的保护
作用

　　由于急性心肌梗死引起的炎症，梗死区局部的ｐＨ
值往往低于心脏组织的生理ｐＨ值［１２１３］。缺血导致的

组织缺氧使细胞无氧糖酵解产生乳酸，而再灌注则使

心肌梗死区复氧并恢复生理 ｐＨ值［１３］。虽然酸中毒

常被认为不利于细胞生存，但近期研究［１４１５］表明，酸

中毒对心肌细胞、肝细胞等细胞缺血、缺氧的损伤有

保护作用，然而，在较长的缺血过程之后的再灌注可

能会引起细胞死亡，这种矛盾现象被称为ｐＨ悖论。
缺氧、缺血的组织经历再灌注后会发生氧化应

激，并伴随氧自由基种类、细胞质 Ｃａ２＋的增加和还原
型谷胱甘肽的减少［１６］。当细胞病理性地负载高水平

Ｃａ２＋时，细胞内线粒体膜通透性会发生非特异性增
加［１６１７］，导致线粒体肿胀并解偶联，这一过程被称为

线粒体通透性转变，从而形成线粒体膜通透性转换孔

（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｐｏｒｅ，ＭＰＴＰ）。具
有ＭＰＴＰ的线粒体难以产生三磷酸腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）去修复缺血再灌注期间激活的钙离
子依赖性蛋白酶、核酸酶和磷脂酶造成的损伤，肿胀

的线粒体还能水解糖酵解产生的 ＡＴＰ以及剩余有功
能的线粒体［１７］。虽然细胞内的低 ｐＨ值本身有害，但
能保护细胞免受缺血再灌注过程中发生的不可逆细

胞损伤［１６］，这种保护作用是通过抑制 ＭＰＴＰ的形成而
产生的［１２，１６１７］。Ｃｏｈｅｎ等［１２］对局部缺血３０ｍｉｎ的离
体兔心脏进行分组实验，发现在离体心脏心肌梗死后

直接再灌注恢复 ｐＨ值的同时也促进了 ＭＰＴＰ的产
生；而相较于直接再灌注，再灌注前２ｍｉｎ使用酸性灌
注液将显著减少心肌梗死面积。这提示了在对心肌

梗死的再灌注治疗前维持短暂酸中毒对心肌细胞有

一定的保护作用。

１２　酸中毒与心肌细胞移植
体外培养的心脏组织的开发与设计必须考虑心

肌缺血的特定环境，否则体外培养的心肌细胞很可

能在植入体内时坏死［５］。直接将干细胞注射到心肌

梗死区会导致低细胞保留率，不利于长期移植［１８１９］。

Ｌｉ等［２０］开发设计了一种对 ｐＨ值与温度均敏感的水
凝胶作为心肌细胞的输送载体，能在梗死区 ｐＨ值环
境下凝固并保证细胞的保留率。总的来说，心肌梗

死所致的低 ｐＨ值对梗死区的心肌细胞有一定的保
护作用，同时对体外培养心肌细胞的移植有指导

意义。

２　ｐＨ值与心肌细胞的分化
２１　细胞内ｐＨ值与心肌细胞的分化

当心肌细胞内的 ｐＨ值降低时，主要有两种离子
转运蛋白被激活，分别是 Ｎａ＋Ｈ＋交换体（Ｎａ＋Ｈ＋

ｅｘｃｈａｎｇｅｒ，ＮＨＥ）和 Ｎａ＋ＨＣＯ－３ 协同转运蛋白
［２１］。

ＮＨＥ是一种普遍存在的质膜糖蛋白，通过排出一个细
胞内质子交换一个细胞外的Ｎａ＋，达到调节细胞内ｐＨ
值的目的［２２］。ＮＨＥ有９种亚型，ＮＨＥ１是心脏组织中
唯一的质膜亚型［２３］。对每种转运蛋白清除细胞内酸

负荷的贡献评估表明，ＮＨＥ１是减少心肌细胞内酸负
荷的主要转运蛋白［２４］。此外，有研究［２５］发 现，

Ｎａ＋ＨＣＯ－３协同转运蛋白在ｐＨ值 ＞７时活性更强，当
心肌细胞内ｐＨ值 ＜７时，ＮＨＥ１蛋白对 ｐＨ的调节更
为关键，ＮＨＥ１通过排出细胞内过量的酸来改善细胞
内ｐＨ值。

研究［２６］表明，在心脏发育过程中以及出生后的很

短时间内，ＮＨＥ１蛋白的表达水平升高。当出生后细
胞分化减少时，ＮＨＥ１的活性也随之下降［２６２７］。Ｌｉ
等［２２］首次研究了ＮＨＥ１在胚胎干细胞分化中的影响，
通过处理ＣＧＲ８细胞（即小鼠胚胎干细胞）形成胚状
体和心肌细胞，使用 ＮＨＥ１特异性抑制剂 ＥＭＤ８８７５８０
处理的第８～１２天，存在跳动的胚状体的百分比相较
于对照组显著下降，α肌球蛋白重链蛋白表达显著降
低。更为重要的是，在使用 ＮＨＥ１特异性抑制剂处理
的第１２天，心肌分化的标志物转录因子 ＮＫＸ２．５和
Ｔｂｘ５显著下降［２８］。此外，Ｌｉ等［２２］还使用含有 ＮＨＥ１
的腺病毒感染ＣＧＲ８细胞使其具有额外的ＮＨＥ活性，
含有ＮＨＥ１的腺病毒感染增加了存在跳动的胚状体的
百分比，提高了心肌细胞分化的几种标志物的水平。

值得注意的是，ＮＨＥ１特异性抑制剂 ＥＭＤ８８７５８０
在抑制 ＮＨＥ１活性与心肌分化过程之外并未影响
ＮＨＥ１的表达水平，这表明 ＮＨＥ１表达水平的变化可
能独立于心肌分化过程，ＮＨＥ１并不是心肌细胞分化
的伴随产物［２２］，然而ＮＨＥ１活性影响心肌细胞分化的
相关触发机制与信号通路有待进一步研究。

２２　细胞外ｐＨ值与心肌细胞的分化
在多能干细胞分化为心肌细胞的实际培养过程

中，为了获得一定的细胞产量，细胞培养通常在较高

的细胞密度下进行。然而高密度的细胞培养将不可

避免地导致乳酸的积累。Ｌｉｕ等［２９］的研究报道了人多

能干细胞的高密度培养引起了培养基环境的低 ｐＨ
值，这样的低ｐＨ值环境抑制葡萄糖的消耗，且导致细
胞周期的阻滞。而向培养基补充碳酸氢钠能抑制酸

中毒并改善细胞存活，碳酸氢钠处理能显著提高心肌

损伤标志物心肌肌钙蛋白（ｃａｒｄｉａｃｔｒｏｐｏｎｉｎ，ｃＴｎ）和
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ＮＫＸ２．５的表达，促进多能干细胞向心肌细胞的分化。
３　乳酸与心肌细胞的分化
３１　乳酸在心肌细胞早期发育过程中的作用

哺乳动物的心脏对能量的需求非常高，因其需要

不断收缩以维持身体各个器官的氧气供应。它能利

用所有类型的底物来产生能量，包括葡萄糖、乳酸、酮

体以及氨基酸［３０］。在妊娠早期的缺氧环境中，胎盘产

生大量的乳酸［３１３３］，成为人类胚胎早期发育的重要

底物［３３３４］。

胎儿出生后，大量氧气进入心脏，使得心肌细胞

的代谢环境发生改变，细胞糖酵解与乳酸水平下降，

心肌细胞的线粒体氧化能力增强，脂肪酸 β氧化成为
心脏的主要能量来源［３５］，心肌细胞伴随着糖酵解到氧

化磷酸化这一代谢转变进入终末阶段的分化［３６］。

３２　乳酸对心肌细胞分化的影响
Ｏｒｄｏｏ等［５］分别研究了乳酸对于小鼠新生心肌

细胞以及人诱导多能干细胞衍生的心肌细胞的影响，

通过评估表达增殖的标志物 Ｋｉ６７以及表达细胞分裂
的关键调节因子极光激酶 Ｂ，发现乳酸能显著增加
Ｋｉ６７＋ｃＴｎＴ＋和ＡｕｒＢ＋ｃＴｎＴ＋的心肌细胞，提示乳酸
的存在能增加心肌细胞周期活性，刺激心肌细胞的增

殖活动。此外，乳酸对成纤维细胞的数量无影响，提

示乳酸刺激细胞增殖的效应是心肌细胞特有的；ＲＮＡ
测序与基因表达分析的结果表明，使用乳酸盐培养的

心肌细胞表现出 ＢＭＰ１０、ＬＩＮ２８和 ＴＣＩＭ的表达上调
与ＧＲＩＫ１或ＤＧＫＫ等的表达下调。ＢＭＰ１０是一种分
泌蛋白，能诱导心肌细胞增殖并阻止心脏细胞成

熟［３７３８］，ＬＩＮ２８与干细胞的代谢以及多能性有关［１０］，

并调节早期心肌细胞的激活［３９］，而 ＴＣＩＭ与细胞的低
分化状态有关［４０］。ＧＲＩＫ１被认为能抑制细胞增
殖［４１］，而ＤＧＫＫ则与心肌细胞的肥大有关［４２］。这些

结果在基因表达的层面同样提示了乳酸刺激心肌细

胞增殖的作用。研究团队［４３］为了阐明乳酸对心肌细

胞的调控机制，使用人类基因数据库ＧｅｎｅＣａｒｄｓ来与
人诱导多能干细胞衍生的心肌细胞培养中发生上调

或下调的基因进行比对，发现与这些基因相关的转录

因子结合位点大多与缺氧信号通路有关，其中 ＳＰ１、
ＭＥＦ２Ａ、ＣＲＥＭ已被证实参与低氧条件下的心脏保护
或心肌细胞的增殖，这些结果提示乳酸可能与心肌细

胞缺氧信号通路的激活有关，乳酸通过对心肌细胞在

基因层面的调控，使得心肌细胞处于低分化阶段以促

进其增殖活动。

Ｄｕ等［４３］报道了一种由五种小分子组成的化学混

合物，能有效地使心肌细胞重新进入细胞周期和细胞

分裂阶段，并且诱导心肌细胞在进入增殖之前去分

化。值得注意的是，在这种化学混合物处理的新生大

鼠心室肌细胞中，细胞内乳酸浓度提升到两倍，并且

直接提高了培养基的乳酸水平。通过对代谢基因变

化的分析，心肌细胞的糖酵解水平上升，氧化磷酸化

水平下降。Ｄｕ等［４３］的研究表明，乳酸能通过 ＬａｃＲＳ２
介导丙酮酸脱氢酶α１（ｐｙｒｕｖａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅａｌｐｈａ１，
ＰＤＨＡ１）重组蛋白和肉碱棕榈酰基转移酶２（ｃａｒｎｉｔｉｎｅ
ｐａｌｍｉｔｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ２，ＣＰＴ２）重组蛋白这两种线粒体蛋
白的乳酸化从而产生抑制作用，这两种关键酶分别催

化丙酮酸生成乙酰辅酶Ａ和长链脂肪酸的氧化，而上
面所叙述的化学混合物恰好能增加 ＰＤＨＡ１和 ＣＰＴ２
的乳酸化。敲低 ＬａｃＲＳ２ｓｉＲＮＡ或者 β丙氨酸抑制
ＬａｃＲＳ２，都能降低乳酸化的 ＰＤＨＡ１水平和进入细胞
周期的心肌细胞的数量。以上结果表明，对于能促进

心肌细胞去分化和增殖的化学混合物，乳酸ＬａｃＲＳ２
很有可能是其下游信号通路，诱导心肌细胞增殖，并

使得细胞代谢由氧化磷酸化向糖酵解转变。

Ｔｏｈｙａｍａ等［４４］使用含丰富乳酸的无葡萄糖培养

基培养多能干细胞的衍生物，发现只有心肌细胞存

活，并获得了纯度为９９％的心肌细胞，同时，经过乳酸
纯化的心肌细胞显示出增殖能力的增强。基因表达

分析提示心肌细胞相关基因的 ｍＲＮＡＭＹＨ６表达升
高，非心脏基因（ＮＡＮＯＧ、ＭＹＯＤ、ＡＦＰ和 ＭＡＰ２）的
ｍＲＮＡ被完全消除，其他心肌细胞相关基因（ＡＣＴＣ１
和ＮＫＸ２．５）的ｍＲＮＡ显著富集。
３３　乳酸与ｐＨ值的非一致性关系

值得注意的是，Ｔｏｈｙａｍａ等［４４］经过乳酸浓度的优

化后选择了４ｍｍｏｌ／Ｌ作为最佳乳酸浓度，因为在该乳
酸浓度下多能干细胞在分化的第２０～３０天产生了最
高的心肌细胞纯度和产量，并且在细胞培养过程中产

生了最低的细胞死亡数量。此外，外源性的乳酸补充

可能导致培养基中细胞内外环境的酸化。Ｔｏｈｙａｍａ
等［４４］研究了４ｍｍｏｌ／Ｌ的乳酸是否影响细胞内外 ｐＨ
值，实验证实，在５％ＣＯ２细胞培养箱中孵育１ｈ后，细
胞外ｐＨ值稳定在７．５，并且心肌细胞内的 ｐＨ值不受
影响。这些结果表明，乳酸对多能干细胞衍生的心肌

细胞的影响并不依赖 ｐＨ值，而更有可能是乳酸本身
产生的影响。

４　问题与展望
心肌细胞内 ｐＨ值主要由 ＮＨＥ１调节，ＮＨＥ１的活

性增强对于促进心肌细胞分化的分子机制尚未阐明。

对于心肌细胞的体外培养，抑制高密度培养引起的酸中

毒能促进心肌细胞的分化，但相关机制仍有待探索。以

胎儿心脏为例，心肌细胞早期发育的代谢环境富含乳

酸，能促进心肌细胞的去分化并增强其增殖能力；就体
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外培养而言，乳酸能有效增加干细胞向心肌细胞分化的

比例以及心肌细胞的产量，通过乳酸调控细胞代谢环境

在实际临床应用中有着广阔的治疗前景。

５　总结
针对心肌梗死的干细胞治疗被认为是有着广阔

前景的前沿课题。心肌梗死时的缺血区通常有着较

低的 ｐＨ值，缺血再灌注治疗前维持短暂酸中毒通过
抑制ＭＰＴＰ对心肌细胞产生一定的保护作用。同时，
哺乳动物心肌细胞的早期发育环境是缺氧且富含乳

酸的，酸性代谢环境对干细胞向心肌细胞分化的影响

有着显著的研究意义。

无论是ＮＨＥ１的活化降低心肌细胞内酸负荷，还
是在多能干细胞衍生的心肌细胞体外培养环境中补

充碳酸氢钠抑制酸中毒，均促进了心肌细胞的分化。

这些结果表明，降低细胞内酸负荷与抑制细胞外酸中

毒均能改善心肌细胞的分化。乳酸作为心脏早期发

育的主要能量底物，通过基因层面的调控使得心肌细

胞去分化并增强其增殖能力，在心脏原位组织工程中

有广阔的治疗前景，即通过乳酸刺激内源性心肌细胞

的增殖；在心肌细胞的体外培养中，乳酸能有效提高

干细胞分化成为心肌细胞的比例及产量，在心肌细胞

培养的实际应用中有至关重要的意义。
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