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外源性电刺激诱导干细胞心肌向分化的研究进展
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【摘要】心肌梗死引起的缺血性心脏疾病是影响人类健康的重要问题。基于干细胞的心肌梗死治疗前景广阔，然而干细胞经定

向诱导分化形成的心肌细胞具有分化率和成熟度低的特点，移植到受损心肌处可能会增加心律失常的风险。相关研究表明，施加电

刺激可显著促进干细胞的心肌向分化。现综述不同电刺激参数对不同干细胞类型的影响及其中可能涉及的相关机制。
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　　心血管疾病由于其高发病率而成为危害全世界
人类健康的主要问题［１］。如 果 发生心肌梗死

（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，ＭＩ），存 活 的 心 肌 细 胞
（ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ，ＣＭ）数量会下降。随着 ＭＩ后纤维瘢
痕组织的形成和心室组织的重塑，这不仅不利于心脏

泵血，反而会造成剩余的心肌肥厚，梗死区心肌变薄，

心室扩张。最终，导致心力衰竭发作。目前，临床上

没有一种治疗方式可逆转 ＭＩ造成的心肌损伤，因此
临床迫切需求新的治疗方式来提高ＣＭ活性以改善心
脏功能。通过将干细胞来源 ＣＭ移植到 ＭＩ区来修复
受损的心肌和恢复心脏功能，被认为是治疗 ＭＩ最有
前途的方式之一［２３］。

然而，干细胞来源 ＣＭ的特点是分化率低和不成
熟状态，其被移植到受损心脏后存在心律失常的风

险，无法执行正常 ＣＭ的功能［４５］。在心脏收缩过程

中，起搏器细胞从窦房结发出节律性电信号，通过细

胞缝隙连接传播至 ＣＭ，再通过高导电性的浦肯野纤
维传导至心脏其他区域，最终实现整个心脏的节律性

收缩。在此过程中，电信号和缝隙连接对心脏的同步

搏动 至 关 重 要［６］。近 些 年，电 刺 激 （ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ，ＥＳ）因其为非药物治疗手段以及在疾病治
疗方面的安全、方便、经济等特点而受到广泛关注。

因此，外源性 ＥＳ模仿心脏原始环境来诱导干细胞心
肌向分化，成为了一种很有前途的方法［７８］，这将进一

步推动干细胞在ＭＩ治疗的临床应用进程。
１　外源性ＥＳ影响干细胞诱导分化的因素

ＣＭ之间通过闰盘结构形成缝隙连接，有利于细
胞间的电兴奋传导并根据电信号在节律上同步收

·９８２·心血管病学进展２０２２年４月第４３卷第４期　ＡｄｖＣａｒｄｉｏｖａｓｃＤｉｓ，Ａｐｒｉｌ２０２２，Ｖｏｌ．４３，Ｎｏ．４



缩［９］。为了促进干细胞心肌向分化，在应用 ＥＳ来模
拟心脏电生理信号的过程中，优化所施加电场刺激的

参数至关重要［１０］。

１１　脉冲方向
根据电流方向是否改变可分为单相脉冲和双相

脉冲。虽然单相脉冲能有效地刺激 ＣＭ产生动作电
位，但也会产生活性氧等物质造成组织损伤。双相脉

冲可有效防止组织损伤，但相应的其产生的中次级脉

冲超极化可能会抑制动作电位的启动［１１］。

Ｂａｕｍｇａｒｔｎｅｒ等［１２］对胎鼠 ＣＭ连续６ｄ施加振幅
１Ｖ、脉宽５ｍｓ和频率１０Ｈｚ的单相脉冲，ＥＳ促进了细
胞形态伸长和平行排列以及缝隙连接蛋白（ｃｏｎｎｅｘｉｎ，
Ｃｘ）４３的表达。Ｐｉｅｔｒｏｎａｖｅ等［１３］对人类祖细胞分别施

加电场强度２．５Ｖ／ｃｍ、频率１Ｈｚ和脉宽１ｍｓ的双相
方波脉冲以及具有相同总幅度和持续时间的单相方

波脉冲（５Ｖ／ｃｍ、１Ｈｚ和２ｍｓ）。他们发现双相脉冲刺
激组更早表达 Ｃｘ４３，早期心脏转录因子表达上调，如
肌细胞增强因子２Ｄ、锌指转录因子蛋白４和Ｎｋ２型同
源盒转录因子５，以及晚期心脏肌节蛋白表达增加，如
心肌肌钙蛋白Ｔ、心脏α肌动蛋白和肌浆内质网 Ｃａ２＋

ＡＴＰ酶。说明双相脉冲更快、更有效地促进了人类祖
细胞的心肌向分化。综上，单相脉冲刺激可更有效产

生动作电位，引起更少的电极腐蚀，但会在长期刺激

中增加组织损伤；而双相脉冲刺激可长期产生有效刺

激并不会引起组织损伤，虽然与单相脉冲相比不易产

生有效动作电位和更易产生电极腐蚀，但双向脉冲刺

激可通过改变 ＥＳ条件，如双向电荷平衡和双向电荷
不平衡等来减少相应的副作用［１１］。因此双相脉冲 ＥＳ
具有更优的选择性，可能对长期干细胞心肌向分化过

程更有利。

１２　电场强度与持续时间
对于相同的电场强度，当脉冲持续时间较长时，

细胞凋亡率更高［１４］。因此在体外对细胞施加 ＥＳ时，
协调其电场强度和持续时间十分重要。

为了探究ＥＳ持续时间对人心球源性细胞（ｈｕｍａｎ
ｃａｒｄｉｏｓｐｈｅｒｅｄｅｒｉｖｅｄｃｅｌｌｓ，ｈＣＤＣｓ）心肌向分化的影响，
Ｎａｚａｒｉ等［１５］向 ｈＣＤＣｓ施加强度为１５０ｍＶ、频率１Ｈｚ
和电流２ｍＡ的电荷平衡双相脉冲，并分别持续１、３
和５ｄ，每天ＥＳ５和１０ｍｉｎ。结果发现持续５ｄ，每天
ＥＳ１０ｍｉｎ组的心肌肌钙蛋白Ｔ和锌指转录因子蛋白４
表达最高，但α肌球蛋白重链表达下降。Ｍａ等［１６］应

用１Ｖ／ｃｍ、５Ｈｚ的参数对人诱导多能干细胞（ｈｕｍａｎ
ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｈｉＰＳＣｓ）施加持续３０ｄ的
ＥＳ后，发现心源性基因表达上调，并将诱导分化的心
肌样细胞（ｈｉＰＳＣｄｅｒｉｖｅｄＣＭｓ，ｈｉＰＳＣＣＭｓ）注射到小鼠

梗死心脏区后，发现心脏功能的改善和梗死面积的

减少。

１３　ＥＳ起始作用时间
ＥＳ的影响部分程度上取决于第一次ＥＳ时细胞的

分化程度。如果施加时间太早，ＥＳ会抑制心肌蛋白的
聚集并产生不良的收缩行为。如果施加时间太晚，ＥＳ
不再有助于细胞的功能组装。

Ｒａｄｉｓｉｃ等［１７］分别对１、３和５ｄ龄的新生大鼠心
室肌细胞施加 ＥＳ。１ｄ龄的心室肌细胞受到 ＥＳ后，
Ｃｘ４３和α肌球蛋白重链含量均下降，产生低度分化的
单层ＣＭ，无法产生同步收缩。而５ｄ龄的心室肌细胞
受到ＥＳ后只建立缝隙链接，无有效的收缩功能。最
终发现３ｄ龄的新生大鼠心室肌细胞 ＥＳ处理后具有
更优的收缩能力和缝隙链接。ＲｏｎａｌｄｓｏｎＢｏｕｃｈａｒｄ
等［１８］对体外培养的ｈｉＰＳＣＣＭｓ早期（第一次自发收缩
后，第１２天）和晚期（第２８天）施加ＥＳ，结果发现早期
ｈｉＰＳＣＣＭｓ显示出明显的可塑性，说明 ｈｉＰＳＣｓ对 ＥＳ
反应性随分化进程的进行而下降。Ｃｈｅｎ等［１９］分别对

４、７和１２ｄ龄的拟胚体施加ＥＳ，这分别对应于干细胞
分化的早期、中期和末期３个阶段，ＥＳ参数为电流强
度１０、３０和６０μＡ、频率１Ｈｚ、脉宽１０ｍｓ的双相 ＥＳ
培养４ｄ。低强度 ＥＳ对早期分化阶段的干细胞作用
不大，但在６０μＡ的ＥＳ下，其β肌球蛋白重链水平显
著增加。对于中期分化阶段的干细胞而言，β肌球蛋
白重链和肌钙蛋白Ｔ在３０μＡ刺激时表达增加，而在
６０μＡ时表达降低。在末期分化阶段，肌钙蛋白 Ｔ表
达水平随 ＥＳ幅度增加而增加。这说明不同分化阶段
的胚胎干细胞对 ＥＳ有不同程度的敏感性，因此根据
ＥＳ起始作用时间来调整其参数是十分重要的。
１４　频率

ＥＳ频率可影响 ＣＭ的收缩和搏动行为。频率为
１～２Ｈｚ的ＥＳ可诱导细胞内Ｃａ２＋水平瞬时激增，同时
促进肌节组装和成熟［７］。有证据［８］表明，自主搏动

ｈｉＰＳＣＣＭｓ的搏动频率随着ＥＳ频率变化而变化，即使
在ＥＳ停止后，ｈｉＰＳＣＣＭｓ获得的搏动频率也可保持在
所施加的 ＥＳ频率水平并持续传导到周围细胞中。因
此，在分化或成熟过程中，由于ｈｉＰＳＣＣＭｓ具有电生理
可塑性，易导致生成具有与移植目标心肌区域不同搏

动频率的心肌样细胞，这将有引起心律失常的风险，

而搏动频率是由 ＥＳ诱导决定的，因此应优化 ＥＳ
频率。

Ｔａｎｄｏｎ等［２０］对新生大鼠 ＣＭ的组织工程心脏构
建体施加３Ｖ／ｃｍ，脉宽２ｍｓ，频率分别为１、３和５Ｈｚ
的单相方波脉冲。研究表明３Ｈｚ组有最高浓度的心
肌肌钙蛋白和 Ｃｘ４３以及最好的收缩行为。Ｚｈａｎｇ
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等［２１］对预培养２ｄ后的 ｈｉＰＳＣＣＭｓ施加 ＥＳ。首先以
１Ｈｚ的频率连续刺激５ｄ，然后每天以１Ｈｚ的频率递
增刺激，直到频率达到６Ｈｚ并保持６Ｈｚ频率２ｄ，最
后再以 １Ｈｚ频率刺激 １４ｄ。观察到 ｈｉＰＳＣＣＭｓ的
Ｃｘ４３表达增高，形成了更成熟表型的功能性心脏组
织。Ｈｉｒｔ等［２２］设计了两种 ＥＳ方案：频率恒定０．５Ｈｚ
和第１周２Ｈｚ随后１．５Ｈｚ，电场强度２Ｖ／ｃｍ，脉宽
４ｍｓ的双相脉冲，分别作用于 ｈｉＰＳＣＣＭｓ，第２种方案
衍生的ＣＭ具有更强的自发搏动和更高的细胞质与细
胞核比。ＲｏｎａｌｄｓｏｎＢｏｕｃｈａｒｄ等［１８］也对ｈｉＰＳＣｓ施加了
两种方案的 ＥＳ，４．５Ｖ、２ｍｓ单相方波脉冲：（１）２Ｈｚ
刺激３周；（２）２周内频率从２Ｈｚ到６Ｈｚ（每天增加
０．３３Ｈｚ），然后２Ｈｚ培养１周。结果是第２种方案刺
激效果更好，进一步验证了增加诱导收缩的 ＥＳ频率
可促进被诱导分化细胞的超微结构形成和功能发育。

Ｎｕｎｅｓ等［２３］对ｈｉＰＳＣＣＭｓ施加７ｄ的 ＥＳ，电场强度为
５Ｖ／ｃｍ，脉宽１ｍｓ，频率从１Ｈｚ开始逐步增加到３Ｈｚ
或６Ｈｚ。他们发现与１～３Ｈｚ的低频增加方式相比，
１周内１～６Ｈｚ的起搏频率可进一步增强工程心肌组
织的结构和电生理功能。而Ｚｈａｏ等［２４］对胚胎干细胞

和诱导多能干细胞来源的ＣＭ组织施加两种ＥＳ方案，
方案一是频率从２Ｈｚ到６Ｈｚ，每周增加１Ｈｚ，方案二
是频率从１Ｈｚ到６Ｈｚ，每天增加０．２Ｈｚ，其余条件保
持一致。结果发现两种方案都可促进心脏组织功能

发育，并且心肌肌钙蛋白 Ｔ和 Ｃｘ４３等心肌蛋白表达
没有区别，但方案一具有更高的收缩间歇后力增强效

应、最大捕获速率等结果，这说明方案一刺激下组织

成熟度更高。因此合理的频率递增将更有助于干细

胞心肌向分化并促进组织成熟度。

２　ＥＳ诱导干细胞心肌向分化的相关机制
虽然研究表明ＥＳ可在心脏发育成熟的过程中起

到关键作用，但其中涉及的机制尚不完全清楚。

２１　过去研究
伍长学等［２５］发现随 ＥＳ时间推进，肌细胞增强因

子２Ｃ基因的表达上调，进而促进肌钙蛋白Ｉ的表达和
ＣＭ的形成。Ｇｅｎｏｖｅｓｅ等［２６］发现 ＥＳ后人骨髓间充质
干细胞中卵泡抑素的表达上调，证明短期 ＥＳ促进了
人骨髓间充质干细胞的心肌向分化。近年来，卵泡抑

素已被证明是肌肉发育、分化和再生的关键。它可通

过参与中胚层和内胚层组织的修复来促进细胞增殖

并限制纤维化［２７］。

２２　最新进展
Ｈｅ等［２８］发现在ＥＳ的作用下，骨髓间充质干细胞

发生心肌向分化原因之一是转化生长因子 β１表达上
调，促进了Ｃｘ４３和肌动蛋白 α２的表达，并且这一过

程受转化生长因子β１抑制剂吡非尼酮的影响。
Ｎａｚａｒｉ等［１５］对 ｈＣＤＣｓ施加 ＥＳ，发现 ｈＣＤＣｓ的分

化高度依赖于电流的同步传输。这是通过由最佳排

列和伸长的ＣＭ构成的名为“合胞体”的结构实现的。
当施加恒定幅度的脉动电流，受到刺激 ｈＣＤＣｓ横向堆
积，即与电流方向垂直。对齐的 ＣＭ开始像电容器一
样发挥作用，响应于施加的ＥＳ而充电和放电。ＣＭ的
这种搏动特性促进了同步肌纤维收缩的形成。

Ｃｒｅｓｔａｎｉ等［２９］发现暴露于 ＥＳ的 ｈｉＰＳＣＣＭｓ中的
闰盘蛋白伴肌动蛋白相关锚定蛋白和 β连环蛋白的
表达增加。Ｗｎｔ／β连环蛋白信号传导通路已被证实
在ｈｉＰＳＣｓ心肌向分化和缝隙连接形成中起着重要作
用［３０］。伴肌动蛋白相关锚定蛋白表达参与发育过程

中的肌原纤维肌生成和成熟肌肉中的细胞细胞连
接［３１］。表明ＥＳ可能通过激活 Ｗｎｔ／β连环蛋白通路
促进ｈｉＰＳＣＣＭｓ成熟度的提高。

Ｍａ等［１６］发现 ＥＳ促进 ｈｉＰＳＣｓ心肌分化，可能机
制为激活 Ｃａ２＋／蛋白激酶 Ｃ／细胞外信号调节激酶通
路。蛋白质印迹表明，ＥＳ增强了 Ｃａ２＋结合蛋白（钙调
蛋白１和３）和蛋白激酶 Ｃ表达以及细胞外信号调节
激酶磷酸化，抑制了组蛋白去乙酰化酶１的表达，以上
两种效果均可被钙信号抑制剂消除甚至逆转。钙信

号抑制剂包括维拉帕米（钙通道阻滞剂）、Ｗ７（钙调蛋
白拮抗剂）和８（Ｎ，Ｎ二乙胺）ｎ辛基３，４，５三甲氧
基苯甲酸酯（细胞内钙离子拮抗剂）。有研究表明，当

骨髓间充质干细胞中组蛋白去乙酰化酶１基因表达受
到特异性抑制时，与心肌发育和结构相关的基因的

ｍＲＮＡ表达水平升高［３２］。因此，ＥＳ可能通过激活细
胞内Ｃａ２＋信号和下游基因来增强 ｈｉＰＳＣｓ的心脏基因
表达。

Ｈａｎｅｅｆ等［３３］发现将ＥＳ作用于３Ｄ胶原支架上的
干细胞可促进其心脏标志物的表达，并发现３Ｄ胶原
支架具有类似于天然的细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）功能，如提供结构强度和抗变形能力。
ＥＣＭ主要由为左心室提供结构强度的胶原蛋白组成。
最 新 研 究［２７］ 表 明，这 可 能 与 糖 胺 聚 糖

（ｇｌｙｃｏｓａｍｉｎｏｇｌｙｃａｎ，ＧＡＧ）的导电性和胶原蛋白的压电
性有关。ＧＡＧ在 ＥＣＭ中广泛分布，富含可电离的羧
基和硫酸根，具有电荷转移特性。在施加 ＥＳ期间，
ＧＡＧ充当ＥＣＭ到细胞的电导管。同时，ＥＳ会增加蛋
白多糖的合成，每一种蛋白多糖都含有特定的ＧＡＧ侧
链，特定的 ＧＡＧ侧链对组织功能和发育具有重要意
义。与此同时，胶原蛋白具有固有压电特性，当组织

被压缩时会产生电荷，对嵌入其中的细胞产生调节作

用。胶原组织是由高度排列的纤维状Ⅰ型和Ⅱ型胶
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原堆积和交联结构组成的，主要存在于骨、软骨组

织［３４］和心肌［３５］。

３　ＥＳ作用于干细胞来治疗ＭＩ的问题与展望
不同条件下，不同的 ＥＳ参数可能对应着不同干

细胞的不同分化方向，如心房、心室、传导细胞等。

Ｃｈａｎ等［３６］认为电场强度６．６Ｖ／ｃｍ、脉宽２ｍｓ和频率
１Ｈｚ的双相脉冲刺激是人胚胎干细胞源 ＣＭ最佳 ＥＳ
参数。Ｈｅｒｎáｎｄｅｚ等［３７］发现 ＥＳ诱导干细胞心肌向分
化受细胞系影响。Ｃｒｅｓｔａｎｉ等［２９］发现当 ＥＳ参数为
１０Ｖ、４ｍｓ、１Ｈｚ和２ｈ／ｄ时，人类多能干细胞向更成
熟的心室传导样细胞分化，心室传导系统相关基因表

达增高，Ｃｘ４０表达增高，Ｃｘ４３表达（由缝隙连接蛋白
α１编码）下降。易洛魁族同源盒３基因在精确调节细
胞间缝隙连接耦合和心脏脉冲传播中起到关键作用，

可直接抑制Ｃｘ４３转录并间接激活Ｃｘ４０转录［３８］。

未来工作的领域包括摸索出完善的 ＥＳ条件对应
不同干细胞的模型标准，为后续进一步完善 ＥＳ诱导
分化机制的研究，将组织工程与相关干细胞心肌向分

化ＥＳ方案结合，这在ＭＩ治疗的临床应用研究方面具
有广阔前景。

４　结论
综上所述，ＥＳ是解决干细胞来源 ＣＭ分化率低和

不成熟的有效方法之一。在临床实践中，应根据不同

的干细胞量身定制 ＥＳ方案，以产生最佳的促进效果。
此外，如果在 ＥＳ的同时施加其他相关刺激，可能会产
生协同或拮抗作用，如机械刺激、基质等。
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