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综　述　
基因修饰在干细胞治疗缺血性心脏病中的应用进展
Application of gene modification in stem cell-based therapy for ischemic heart disease

杨俊杰　综述　　陈韵岱　审校
解放军总医院  心内科，北京　100853

摘要：基因修饰将外源性基因导入目的细胞中，使得该细胞具备过表达或静默表达某种基因的能力。在干细胞治疗缺血性

心脏病领域，基因修饰主要使干细胞过表达相关蛋白，有助于提高细胞移植效率、保护心脏功能和协助体内示踪等。本文

就基因修饰在干细胞治疗缺血性心脏病中的运用进展进行综述。
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		  缺血性心脏病严重威胁人类健康。随着再生医学发展

不断兴起，干细胞治疗缺血性心脏病无论在基础研究还是

临床试验都取得了巨大成果 [1]。将干细胞移植入梗死心肌

区域内用以保护濒死心肌、促进血管新生、改善局部炎症

环境，甚至带来后续的心肌再生，都成为干细胞治疗缺血

性心脏病的重要靶点。基础研究中，大量新型干细胞，例

如诱导多能干细胞 (ips)、心脏干细胞 (CSCs) 等已被发现在

动物心肌内具有良好的修复性能 [2]。成体干细胞的临床试

验也表明，干细胞移植无论对急性心肌梗死，还是心力衰

竭，都具有治疗作用 [3]。尽管如此，单纯干细胞移植入缺

血或梗死区域，面临细胞外基质、支持细胞或组织、氧气

和营养底物的缺乏，同时还有自由基、炎症细胞和清道夫

细胞等的损伤和清除，这些都导致移植后的早期细胞丢失，

无法真正发挥干细胞的多能保护作用 [4]。基因修饰为干细

胞治疗缺血性心脏病提供了一个新的契机，无论在保护干

细胞体内存活、提高干细胞输送平台效率还是在干细胞体

内示踪等多方面，基因修饰都发挥着重要作用 [5]。另外，

把细胞作为药物递送体，将少量经过特殊设计能够放大旁

分泌效应的细胞移植入缺血区，可以发挥更好的生物学作

用和临床疗效。通过上述方法，将更多体内残留的干细胞

动员到损伤区域参与修复，可以更大限度提高干细胞移植

修复心肌的临床效果。本文就基因修饰在干细胞治疗缺血

性心脏病中的运用进展作一综述。

1 干细胞基因转导策略

		  通过基因修饰干细胞有多种方法。在选择合适的基因

修饰方法时，需要掌握各种基因转导方法的特点，表达时

限的要求，转染效率的高低，以及转染后细胞的增殖状态。

总的来说，短期基因表达可通过质粒转导或腺病毒转染的

方式进行，而长期的基因表达则需要借助于腺相关病毒或

逆转录病毒体系。

1.1		 质粒转导　大量研究已经表明通过转导剂可以直接将

质粒 DNA 导入细胞，但是这样的转染效率非常低，而且与

转导细胞类型有很大关系 [6]。同时，导入目的基因的种类

也决定了质粒转导是否有效。有的目的基因，如分泌型的

保护因子 SDF-1 等，利用质粒转导方式是可行而且有效的；

但是对于那些需要在靶细胞上大量表达的分子，如整合素

等，这样的质粒转导方式无法满足期望。

1.2		 腺病毒　复制缺陷型腺病毒载体可以通过特有的共转

染体系提高多种细胞的转染效率。腺病毒载体是去除了编

码病毒基因表达序列 (E1A 和 E1B) 而无复制能力的编码框，

它可以稳定的整合入宿主细胞胞质中。由于其未与染色体

整合，瘤变率相对较低。腺病毒对感染非增殖细胞和增殖

细胞的能力是相似的。在感染效率方面，腺病毒可以提供

较高的病毒滴度从而保证有效的基因转染。在表达时限方

面，腺病毒转染最多持续 2 周左右，表达高峰期多位于感

染第 7-10 天 [7]。其不足则在于，腺病毒表达时限有限，无

法保证长期目的基因表达，同时还有一定的免疫原型。

1.3		 腺相关病毒　腺相关病毒载体不表达任何病毒基因产

物，因此具有更低的免疫原型。虽然有轻微的炎症反应，

此类载体能够保证目的基因有效和长时间的表达。增殖或

非增殖细胞都可以使用该病毒载体进行转染，且对人体没

有损害 [8]。但是，其载体搭载能力受限于目的基因大小，

并且由于很难大规模产出以及存在潜在的嵌入式瘤变可能，

使得腺相关病毒载体的运用受到一定限制。

1.4		 逆转录病毒　逆转录病毒由于精确整合入宿主染色体

内，具有稳定长期表达目的基因的能力。这类载体在体外

消除具有转染能力的基因颗粒，从而减小全身感染或宿主

间传播的几率。尽管如此，此类载体也有一定局限：首先很

难维持高浓度的病毒滴度；其次只能转染处于增殖期的细

胞；其可能引发的逆转录病毒载体随机整合也带了了宿主
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细胞瘤变的风险。在严重的免疫缺陷型疾病患者中，利用

体外逆转录病毒转染的造血干细胞移植曾被用于临床试验 [9]。

慢病毒载体属于逆转录病毒的一种，其既可以转染增殖细

胞，也可以转染非增殖细胞。

2 基因修饰提高细胞移植效率

		  在围梗死期和缺血性心肌病期，细胞治疗的作用是不

同的，因此，细胞治疗受制约的因素也是不一样的。基因

治疗靶点可以着眼于细胞移植的各个阶段，协助解决制约

移植治疗的多个瓶颈，包括早期存活、细胞滞留和迁移、

细胞功能性聚集和基质降解等。

2.1		 干细胞归巢　很多细胞趋化因子和生长因子具有将

干 细 胞 归 巢 至 心 肌 的 能 力， 比 如 间 质 细 胞 来 源 因 子 -1 

(SDF-1)、单核细胞趋化蛋白 -3(MCP-3)、生长调节原癌基

因 -1(GRO-1)、肝细胞生长因子 (HGF)、成纤维生长因子 -2

(FGF-2)和胰岛素样生长因子(IGF-1)。这些不同的干细胞

归巢因子可以动员不同类型的干细胞。比如，SDF-1可以

动员表达CXCR4的诸如造血干细胞(HSCs)、内皮祖细胞

(EPCs)、心脏干细胞 (CSCs) 和特异表达该因子的间充质干细

胞 (MSCs)[10]，MCP-3可动员间充质干细胞 [11]，GRO-1则可促

使骨髓来源的EPCs归巢 [12]，而HGF、FGF-2和IGF-1能激

发体内残留的心脏干细胞归巢 [13]。同时，新近的研究还发现，

VEGF过表达可以动员VEGFR2阳性的细胞归巢并诱导原位

内皮细胞增殖参与血管新生，VEGF-165修饰后的成骨骼

肌细胞移植入梗死区域可以提高血管密度并改善心脏功能。

		  在急性心肌梗死发生后，缺血区域可以产生大量的干

细胞归巢因子，进而动员多种类型干细胞定位至损伤的心

肌组织周围，但是这些因子的表达只能持续非常有限的时

间。例如，心梗后 SDF-1 表达时间不超过一周，而 MCP-1

则不到 10d。大量研究表明，通过细胞介导的基因治疗，

将 SDF-1 在心肌组织中的过表达时间延长，可以诱导移植

细胞的定位、提高血管密度、激活和动员自体心脏干细胞，

最终改善心脏功能。同时，过表达 SDF-1 受体 CRCX4 的间

充质细胞或造血干细胞在心梗后 24h 移植入心脏，同样可

以提高工程化细胞的定位并提高左室功能 [14]。因此，过表

达干细胞动员因子的工程化细胞可以重新激发或延长骨髓

来源或心脏干细胞定位至受损心肌区域的时间和程度。相

反，外源性移植入体内的干细胞也可以借助过表达相关因

子的受体，提高动员细胞定位至心脏组织的效率。

2.2		 干细胞迁移和植入　黏附分子和整合素被用于提高干

细胞的迁移和植入。利用蛋白酶类物质调节干细胞在受损

心肌组织中的迁移，改善结缔组织微环境从而提高干细胞

的植入效率。

		  多种蛋白酶类可以协助干细胞在心脏组织中迁移和植

入，这些也是干细胞移植前基因调控的重要靶点。现在发

现，上调纤溶酶原激活物抑制剂 -1(PAI-1) 的表达，组织纤

溶酶活性降低，粒细胞浸润以及组织降解被有效抑制，从

而使左室扩张现象得到有效改善。但是有研究显示，使用

序列特异性催化的 DNA 酶降低 PAI-1 表达并激活组织纤溶

酶活性，可以提高外源性干细胞在梗死区域的植入能力 [15]。

急性心梗后抑制 PAI-1 表达，不仅提高了干细胞植入能力，

更有效降低了心肌细胞凋亡并改善了心功能。

		  内皮源性一氧化氮合酶 (eNOS) 的表达也被认为可以增

强心梗后细胞治疗的疗效，而且存在多种机制。就迁移和

植入来说，eNOS 是干细胞迁移的关键 [16]，前者表达可以

上调金属蛋白酶 (MMP-9) 的表达，提高干细胞在急性心梗

时期的迁移效率。有趣的是，eNOS 介导 MMP-9 的上调是

依靠雌激素来完成的，提示急性心梗的预后存在性别差异

的原因。相似的是，HMG-CoA 还原酶抑制，由于可提高

eNOS 表达，被发现可以提高干细胞迁移 [17]。这也揭示了他

汀治疗使急性心梗患者收益的一个潜在机制。有研究已经

显示，利用基因工程上调干细胞中的 eNOS 表达可以改善

干细胞的迁移能力，而上述结果是通过修复 SDF-1 介导的

干细胞迁移来实现的。将 eNOS 的 cDNA 直接导入心肌，也

可以提高猪慢性缺血模型中原位内皮细胞的增殖并改善血

流灌注。因此采用基因修饰技术，使用合适干细胞载体将

eNOS 引入梗死区域可以提高干细胞治疗的疗效。

		  整合素是位于细胞表面的重要细胞表面受体，它介导

了干细胞的动员和迁移，每个细胞表面受体都是干细胞移

植前使用基因增强的靶点，同时也是观察冠心病和慢性心

力衰竭等慢性炎症性疾病是否降低这些干细胞表面抗体的

研究靶点。干细胞整合素表达的基因调控有多种形式，短

暂的表达可以提高干细胞植入效率，提高在受损心肌区域

的细胞旁分泌功能，以及配合其他分子途径诱导长期的细

胞植入。相反，长期的整合素表达是干细胞远期植入效率

提高和功能改善的必要条件。整合素和关键受体是具有细

胞特异性的。现在发现，EPCs 主要依靠 SDF-1 和 CXCR4

这个系统，而 CD18 和 ICAM-1 也是其重要的细胞表面整合

素 [18]。整合素类相关酶 (ILK) 可以上调 EPCs 的 ICAM-1 表

达，而在缺氧条件下，ILK 被热休克蛋白 (HSP-90) 所保护，

而上述保护机制是通过 NFκB 和 HIF-1α 等介导的信号传

导引发的。因此，在正常细胞中，单纯提高 ILK 的表达足

以诱导 ICAM-1 表达，提示这是调节整合素介导的细胞黏

附和迁移的重要上游靶点。而间充质细胞并不完全依赖于

SDF-1/CXCR4 这个系统，同时也有 MCP-3/CCR1，2 的参与。

有趣的是，间充质细胞的迁移是通过整合素 β1 来实现的，

而不是整合素 β1 和 α4，后者主要在造血干细胞来源种群

干细胞中表达 [19]。

2.3		 细胞外基质的介导　优化干细胞植入后的细胞外基

质，也可以提高细胞治疗的疗效。通过组织工程优化心肌

移植物的研究，发现了一些诱导细胞外基质形成或重构并

最终提高干细胞植入能力的关键因子，比如腱糖蛋白 -C

(Tenascin-C，TN-C)、松 弛 素(relaxin)和 骨 膜 蛋 白(periostin)，

这些都可以并已经被用于干细胞介导的基因转导研究。

		  TN-C 是一种细胞外基质类分子，急性心梗后的梗死

组织愈合过程中可见上述分子表达。但是该分子长期表达

可导致慢性心力衰竭的发生，醛固酮类药物可以通过下调

该分子的表达改善心室重构。但是，该分子在围梗死期中

的表达被认为是正常修复的关键。肌成纤维细胞植入梗死
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区后，TN-C 出现了表达上调。而体外研究发现，TN-C 可

以提高成纤维细胞的迁移和特异性蛋白 α-SMA 的表达 [20]。

		  松弛素是一种激素类物质，包括胰岛素样肽在内的松

弛素超家族可以作用于血管和心脏，通过释放一氧化氮起

到扩张血管的作用。有研究在猪的缺血再灌注模型中的再

灌注期间静脉使用松弛素，发现心肌坏死、凋亡和受损心

肌区域白细胞浸润等现象明显改善。接受松弛素过表达细

胞移植后的动物，与对照组相比，可以显著提高血管密度

和改善心脏功能 [21]。

		  骨膜蛋白是一种分泌性的细胞外基质蛋白，在心脏的

多种病理环境中发挥影响心室重构、干细胞植入和分化等

作用。在受损后的成纤维细胞中正常表达，该类蛋白参与

调节心肌细胞的肥厚。利用骨膜蛋白阴性表达的小鼠，研

究者发现心脏破裂发生率增高，但是存活下来的小鼠发生

较少的心脏纤维化并保存相对较好的心功能。将骨膜蛋白

注射入梗死区域，可以提高心肌细胞增殖，降低心梗面积，

促进血管新生并最终改善心脏功能 [22]。这些基质蛋白或基

质降解的调节物为基因介导技术提高干细胞移植疗效提供

了潜在的独特分子靶点。

2.4		 干细胞存活和移植疗效　在梗死区域的存活是干细胞

移植改善心功能的重要条件。早期研究利用 P-Akt、Bcl-2

和 HO-1 等因子过表达，都可以提高间充质干细胞在移植

区域的存活，降低心梗面积。但是干细胞基因修饰后尽管

带来了干细胞存活和心功能的改善，却并不认为是单纯细

胞数量增多的结果。有趣的是，单纯使用修饰后细胞的培

养上清注射入梗死区域，也可以同样降低心梗面积并改善

心脏功能 [23]。这些结果支持了心肌修复的旁分泌假说，不

仅扩大了干细胞治疗基因修饰的潜在价值，还提示心肌直

接修饰可以带来与细胞治疗相似的疗效。

		  通过不同的序列分析，可以发现 p-Akt 过表达后的干

细胞在多个细胞因子方面都有上调表达，这些细胞因子也

被认为是基因修饰干细胞发挥强大旁分泌保护作用的原因。

其中，诸如 VEGF，、FGF-2、HGF 和 IGF-1 等细胞生长因

子，可以诱导心脏干细胞激活和迁移，并其在技术上都可

以对干细胞进行基因修饰从而完成移植 [24]。胸腺蛋白 β4，

可以与ILK以及PINCH形成复合体，激活处于梗死周边区域

心肌内部的Akt信号通路 [25]。分泌型卷曲相关蛋白2(Sfrp 2)

是介导心肌存活和修复的重要干细胞分泌型蛋白。当该蛋

白被抑制时，Akt 过表达的间充质干细胞移植后的心肌保护

作用明显减弱。同样，Sfrp 2 本身具备保护缺氧受损的心肌

细胞，参与其中的机制包括核内及胞内连环素等物质水平

的上调和激活 Wnt 抗凋亡信号通路等 [26]。

2.5		 细胞间连接　机械 - 电偶联的保持和恢复，也是心梗

干细胞治疗的一个重要靶点。心脏猝死被认为是环路所致

心律失常的结果，而瘢痕组织的产生程度与后者密切相关。

相关研究发现，连接蛋白表达程度与心律失常程度密切相

关。骨骼肌成纤维细胞和基因修饰后的骨骼肌成纤维细胞

虽然可以提高心脏功能，由于缺乏连接蛋白的表达，具有

潜在致心律失常作用。这些数据提示细胞治疗的电生理作

用和机械作用很可能是相互独立的。过表达连接蛋白，如

(connexin 40，43 或 45)，间充质干细胞移植后的致心律失

常作用可以显著降低。通过基因修饰干细胞移植，也许在

将来可以取代或提高组织消融治疗恶性心律失常的疗效 [27]。

2.6		 心肌细胞定向分化　研究干细胞定向分化的机制，并

利用基因工程促进干细胞定向分化，是未来干细胞治疗心

脏疾病的重要前沿。目前对于诸如胚胎干细胞等在内的多

种干细胞，都发现存在促进其定向心肌分化的机制和干预

因素。对成体细胞而言，5- 氮胞苷已经被公认为是体外诱

导分化心肌的重要干预手段，进一步研究其中的具体机制，

肯定有助于发现具体参与其中的关键因子和信号通路，并

可以通过基因工程化手段，优化干细胞移植入体内的向心

肌分化和功能改善 [28]。此外，利用细胞通透肽类物质 (CPP)

形成复合体，将目的基因 ( 如 GATA-4) 导入干细胞内，可

以提高目的基因表达时限，提高在梗死区域的干细胞再生

效率，从而进一步改善心脏功能 [29]。

3 基因修饰在干细胞携带下过表达保护心脏

		  此类方法也被称为细胞介导的基因转导，实际上利用

细胞体外转染后植入或注射入体内发挥该目的基因对心脏

的保护，并不只适用于干细胞，但是由于干细胞具有较好

的旁分泌和分化潜能，目前倾向于使用各类前体细胞携带

过表达目的基因治疗缺血性心脏病。尤其在电 - 机械偶联

障碍等方面，通过导入起搏相关的基因，比如 β- 肾上腺

素能受体类蛋白，可有助于诱发产生起搏细胞 [30]。而导入

电压门控通道蛋白相关基因，如特异性超极化激活的环核

苷酸通道 (HCN)，亦可诱导植入细胞发挥起搏功能 [31]。

4 干细胞移植后的活体示踪

		  干细胞移植后的活体示踪是干细胞生物学的重要研究

领域，由于其避免处死动物以及能够实现在同一动物体内

的动态追踪，具有巨大的研究和运用前景。一般来讲，活

体示踪需要借助无创影像工具，例如 PET、冷激光发射接

收器和 MRI 等。目前主要的标记方式有直接标记和间接标

记两种 [32]，直接标记主要针对细胞的表面标记，其受外界

因素干扰较大，示踪的时间窗也较短。报告基因技术属于

间接标记，其主要利用基因转导技术，将特异性报告基因

片段插入细胞染色体内，使其稳定表达该报告基因蛋白，

后者在一定化学或物理条件下激发产生可接受的信号，从

而达到细胞示踪的目的。报告基因技术只特异性标记活体

细胞，且不受细胞增殖影响。相关研究已经可以利用核医

学成像原理、荧光蛋白激发以及核磁信号捕捉等技术，在

PET、冷激光发射接收器和 MRI 上分别实现了对干细胞移

植后的动态示踪 [33]。从运用范围来讲，由于冷激光发射接

收器穿透性能较弱，仅适用于小动物体内；而 MRI 信号捕捉

过程中的细胞标记过程较为繁琐，且敏感度受限；PET/CT

虽能准确定位和量化，但花费较为昂贵。尽管如此，利用

基因修饰进行干细胞示踪研究，是明确干细胞定位、体内

滞留规律以及移植后疗效量化的重要手段。

5 结语

		  临床前研究已经确定了干细胞治疗缺血性心脏病的几
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个关键事件：干细胞定位、植入、存活、旁分泌和分化等，

这些都是干细胞基因修饰的潜在靶点。干细胞基因工程技

术的不断发展可以协助确认多种保护性因子，并进一步将

后者结合干细胞移植提高治疗效果。同时，利用基础研究

研制新的报告基因并修饰干细胞，有助于优化活体示踪，

甚至达到体内细胞分化特异性水平。另外，开发出非病毒

型转染方式结合心脏组织工程技术运用于心脏的因子治疗

或系统疗法，也是未来干细胞基因修饰的发展方向。总之，

随着研究的深入，相信会有更多的基因靶点和基因工程技

术应用于缺血性心脏病的干细胞治疗领域。
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