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心肌致密化不全患者特异性诱导多潜能干细胞及心肌样细胞的构建
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　　［摘要］　目的　构建心肌致密化不全（ｎｏｎｃｏｍｐａｃｔｉｏｎｏｆｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ，ＮＶＭ）患者来源的
诱导多潜能干细胞（ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｉＰＳ）及心肌样细胞（ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ，ＣＭｓ）。方法　用
仙台病毒感染１名ＮＶＭ患者（女性，１６岁，２０１６年我科住院患者）和１名同期２４岁健康男性志愿者的
尿液细胞获得ｉＰＳ细胞，进而将ｉＰＳ细胞诱导分化为ｉＰＳＣＭｓ。对ｉＰＳ和ｉＰＳＣＭｓ进行免疫荧光染色检
测干细胞和心肌细胞标志物、碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＰ）活性检测、核型分析、拟胚体
（ｅｍｂｒｙｏｉｄｂｏｄｉｅｓ，ＥＢｓ）形成和膜片钳试验检测，同时采用全外显子测序（ｗｈｏｌｅｅｘｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＥＳ）
对ＮＶＭ患者血液、ｉＰＳ及ｉＰＳＣＭｓ进行遗传学背景的比较，并筛选出可能和 ＮＶＭ发生相关的突变基
因。结果　成功获得ＮＶＭ患者及正常人的尿液细胞和 ｉＰＳ，并分化为 ｉＰＳＣＭｓ。免疫荧光显示 ｉＰＳ表
达干细胞标志Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｓｓｅａ４和ＴＲＡ１８１，ｉＰＳ细胞具有高ＡＰ活性、具有正常核型、克隆能够在体外
悬浮培养分化成３个胚层的细胞；ｉＰＳＣＭｓ表达心肌细胞特异性标志物αａｃｔｉｎｉｎ和ＴＮＮＴ２，膜片钳结果
显示ｉＰＳＣＭｓ形成心肌细胞特异性钠电流及动作电位。ＷＥＳ结果显示患者血液、ｉＰＳ及 ｉＰＳＣＭｓ三者
具有相似的遗传谱，并发现可能与ＮＶＭ发生相关的突变。结论　成功构建出ＮＶＭ患者的ｉＰＳＣＭｓ，为
采用ｉＰＳ技术开展ＮＶＭ的研究提供有力的细胞模型。
　　［关键词］　心肌致密化不全；诱导多潜能干细胞；心肌样细胞；尿液细胞
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　　心肌致密化不全（ｎｏｎｃｏｍｐａｃｔｉｏｎｏｆｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ
ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ，ＮＶＭ）是一种由于心脏发育早期心肌致密
化过程迟滞或停顿而导致的心肌病［１］，大量文献报道

该病的发生与遗传有关，其第一个遗传机制被鉴定为

Ｘ连锁ＴＡＺ基因中的突变，随后发现了与 ＮＶＭ相关
的越来越多的基因［２－３］。由于伦理限制，这些基因仅

在细胞和动物模型层面进行了验证，未能在人体组织

中进行验证，因此它们难以准确的解释人类 ＮＶＭ的
发生机制。寻找符合人体组织的替代品成为了探索

ＮＶＭ发生机制的焦点和难点。
　　２００６年日本学者将 ４种转录因子（Ｏｃｔ４，Ｓｏｘ２，
Ｋｌｆ４和ｃＭｙｃ）克隆入反转录病毒载体并引入小鼠成
纤维细胞中［４］，成功诱导出与胚胎干细胞相似的 ｉＰＳ
细胞，该方法开辟 ｉＰＳ研究之先河。随后该试验室利
用人皮肤成纤维细胞为体细胞来源，成功获得了人源

ｉＰＳ细胞［５］。近年来诱导多能干细胞技术在基础研究

方面得到了快速的发展［６－８］。一些研究报道 ｉＰＳ所分
化的心肌细胞可以用作再生医学中的“种子”细胞，用

于治疗心血管疾病［９］。皮肤成纤维细胞是ｉＰＳ最初的
体细胞来源，该细胞的获得需要有创操作，在儿童心血

管疾病研究中具有限制性。尿液细胞是近年来新发现

的ｉＰＳ体细胞来源，获取方便、无创，并具有很高的诱
导效率［１０］，成为了近期研究的热点。

　　因此，本研究以人尿液为研究对象，采用仙台病毒
（Ｏｃｔ４，Ｓｏｘ２，Ｋｌｆ４和ｃＭｙｃ；ＯＳＫＭ）将人尿液细胞重
编程为 ｉＰＳ，进一步诱导分化为 ｉＰＳＣＭｓ，并用全外显
子测序技术对患者血液、ｉＰＳ和 ｉＰＳＣＭｓ的基因背景
进行对比分析，为 ＮＶＭ的遗传学机制研究提供有力
细胞模型。

１　材料与方法

１．１　研究对象
　　①ＮＶＭ患者 １名，女，１６岁，２０１６年在我科住院
诊断为心肌致密化不全；②２４岁健康男性志愿者１名
作为对照。本研究通过了重庆医科大学伦理委员会的

审查，参与者在试验开始前均签署了知情同意书。

１．２　主要试剂、仪器
　　荧光倒置显微镜（尼康，日本）；凝胶成像分析仪
（ＢｉｏＲａｄ，美国）；６、１２、９６孔板（康宁，中国）；人 ｉＰＳ
基础培养基、基础培养基添加剂（ＰＳＣ）和尿液细胞分
离及扩增基础培养基、基础培养基添加剂（赛贝生物，

北京）；仙台病毒（ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，美国）；乙二胺四
乙酸（ＥＤＴＡ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、碱性磷酸酶
（ＡＬＰ）染色试剂盒（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，北京）；基质胶（Ｃｏｒｎｉｎｇ，
美国）；Ｏｃｔ４兔抗人一抗、ＳＳＥＡ４小鼠抗人一抗、Ｓｏｘ２
小鼠抗人一抗 （ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，中国）；
αａｃｔｉｎｉｎ兔抗人一抗、ＴＮＮＴ２小鼠抗人一抗（Ａｂｃａｍ，
中国）；Ｃｙ３抗山羊小鼠和 Ｃｙ３山羊抗兔二抗（塞维
利亚，中国）；人心肌分化基础培养基、基础培养基添

加剂１、２和３（赛贝生物，北京）；心肌细胞纯化培养基
（赛贝生物，北京）；牛血清白蛋白（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，北京）；４％
多聚甲醛（谷歌，中国）；磷酸缓冲盐（ＰＢＳ，Ｈｙｃｌｏｎｅ，中
国）；抗荧光淬灭剂（碧云天，中国）；４′６二脒基２苯
基吲哚 （ＤＡＰＩ；Ｒｏｃｈｅ，中国）；ＲＰＭＩ１６４０培养基
（Ｇｉｂｃｏ，美国）；丁酸钠（Ｓｅｌｌｅｃｋ，中国）；ＫｎｏｃｋｏｕｔＳＲ
（Ｇｉｂｃｏ，美国）；Ｔｈｉａｚｏｖｉｖｎ（ＴＺＶ，Ｓｅｌｌｅｃｋ，中国）。
１．３　方法
１．３．１　尿液细胞分离扩增　　用２５０ｍＬ无菌蓝口瓶
收集参与者的无菌尿液（２００ｍＬ），将尿液分装到４个
无菌５０ｍＬ离心管中，３００×ｇ离心 ５ｍｉｎ后弃去上清
液，用２ｍＬ尿液细胞分离培养基重悬细胞沉淀，然后
接种到预包被基质胶（基质胶原液∶ＰＢＳ＝１∶４００）的
１２孔板中培养，每２～３天半量更换新鲜培养基。尿液
细胞大量贴壁后，用尿液细胞扩增完全培养基培养，每

２～３天换液。当细胞扩增到８０％融合后，按１∶１～１∶３
传代于６孔板中。
１．３．２　尿液细胞重编程为诱导多潜能干细胞　　对
９６孔板中尿液细胞（细胞数：１．３×１０４～１．４×１０４）进行
仙台病毒（Ｏｃｔ４，Ｓｏｘ２，Ｋｌｆ４ａｎｄｃＭｙｃ；ＯＳＫＭ）感染，
感染前排除支原体污染。病毒感染液含１０μＬ仙台病
毒和１００μＬ尿液细胞扩增完全培养基（包含浓度为
０．５～１ｍｍｏｌ／Ｌ的丁酸钠）。感染病毒 ３～４ｄ后，以
１∶１～１∶６的比例传代至预铺板的６孔板中，传代时采用

２０４２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



加入丁酸钠和ＲＯＣＫ抑制剂（浓度为５μｍｏｌ／Ｌ）的尿液
扩增完全培养基。传代后第２天，更换为仅含丁酸钠
的尿液扩增完全培养基。约传代后第４天更换为重编
程培养基，待有含４～５个细胞的克隆团出现后，将培
养基更换为ＰＳＣ培养基，之后保持每天更换ＰＳＣ培养
基。待典型的ｉＰＳ克隆出现后，可将 ｉＰＳ克隆挑出，传
代扩增。

１．３．３　诱导多潜能干细胞向心肌样细胞分化　　ｉＰＳ
稳定传代至１０代后，选择融合度为８０％～９０％的无支原
体污染的ｉＰＳ细胞进行心肌细胞分化。首先去掉 ＰＳＣ
培养基加入４ｍＬ心肌细胞分化培养基１培养４８ｈ，然
后去掉心肌细胞分化培养基１加入心肌细胞分化培养
基２培养４８ｈ，最后去掉心肌细胞分化培养基２加入心
肌细胞分化培养基３培养４８ｈ。此后每２天更换心肌
细胞分化培养基３。当出现大量跳动细胞后，用心肌细
胞纯化培养基纯化３ｄ，收集细胞进行下一步试验。
１．３．４　细胞免疫荧光及碱性磷酸酶染色　　用 ４％
多聚甲醛固定细胞爬片上的 ｉＰＳ细胞 １５ｍｉｎ，ＰＢＳ清
洗。０．０５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００打孔 １５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗。３％
ＢＳＡ溶液封闭 ３０ｍｉｎ，加入用 ３％ＢＳＡ稀释的一抗
（ｉＰＳ一抗浓度１∶１００，ｉＰＳＣＭｓ一抗浓度１∶５０），４℃
孵育过夜；ＰＢＳ清洗，再加入用３％ＢＳＡ稀释的荧光二
抗（１∶２５０），３７℃避光孵育１ｈ。吸弃二抗，ＰＢＳ清洗；
加入０．１μｇ／ｍＬＤＡＰＩ染核１５ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗，用激光
共聚焦显微镜采集图像。按照试剂说明书进行碱性磷

酸酶染色。

１．３．５　拟胚体（ＥＢ）形成和体外分化　　ＥＤＴＡ消化
ｉＰＳ细胞，３００×ｇ离心 ３ｍｉｎ。ＤＭＥＭ／Ｆ１２（Ｇｉｂｃｏ）＋
２０％ＫＳＲ＋１ｘＴＺＶ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）重悬细胞，１∶３转移至未
铺板的６孔板中。２～３ｄ后，将细胞和培养基置于离
心管中静置一段时间，更换上清培养基。将细胞悬浮

培养７ｄ。悬浮培养 ７ｄ后，将细胞转移到预铺板的

６孔板中并继续培养７ｄ。观察到３个胚层细胞后，收
集细胞用于ＲＮＡ分离和反转录，然后用于琼脂糖凝胶
电泳检测３个胚层的关键基因。
１．３．６　核型分析　　用标准试验方案对 １０代后的
ｉＰＳ细胞进行核型分析，检测细胞核型有无异常。
１．３．７　膜片钳试验　　按照标准试验方案［１１－１２］，进

行膜片钳试验，检测ｉＰＳＣＭｓ的Ｎａ＋电流和动作电位。
１．４　全外显子测序
　　用无菌抗凝采血管收集 ＮＶＭ患者及健康对照的
５ｍＬ血液。将ＮＶＭ患者及健康对照的血液样品、ｉＰＳ
细胞及ｉＰＳＣＭｓ送至武汉康测生物科技有限公司进行
测序，并对结果进行对比分析，功能预测。

２　结果

２．１　心肌致密化不全家系图与超声心动图
　　先证者及姐姐为ＮＶＭ患者（图１Ａ）。先证者超声
心动图可见：心腔扩大，心肌明显分为两层，箭头示非致

密心肌及致密心肌厚度比＞２．０（图１Ｂ）。
２．２　尿液细胞，ｉＰＳ细胞和ｉＰＳＣＭｓ的形态
　　尿液细胞呈梭形。ｉＰＳ克隆呈圆形或椭圆形，边界清
晰，具有高核质比。ｉＰＳＣＭｓ细胞具有纤维形态（图２）。
２．３　ｉＰＳ的鉴定
　　ｉＰＳ细胞具有高碱性磷酸酶活性，细胞克隆呈紫
红色（图３Ａ）。患者ｉＰＳ细胞具有正常女性核型，正常
人ｉＰＳ细胞具有正常男性核型（图３Ａ）。ｉＰＳ细胞表达
干细胞标志 Ｓｏｘ２，Ｏｃｔ４，Ｓｓｅａ４和 ＴＲＡ１８１（图 ３Ｂ），
Ｓｏｘ２，Ｏｃｔ４，Ｓｓｅａ４和ＴＲＡ１８１均显示红色，细胞核显
示蓝色。ＥＢｓ形成试验证实了 ｉＰＳ细胞具有分化为
３个胚层细胞的潜力（图４Ａ），通过琼脂糖凝胶电泳显
示代表不同胚层的关键基因（内胚层：ＳＯＸ１；中胚层：
ＧＡＴＡ４；外胚层：ＭＳＸ１，图４Ｂ）。
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Ａ：心肌致密化不全（ＮＶＭ）家系图（：示ＮＶＭ先证者；方形：男性；圆形：女性；空心：正常人；实心：ＮＶＭ患者；阴影：风湿性心
脏病患者）；Ｂ：先证者的超声心动图　↓：非致密心肌及致密心肌厚度比

图１　ＮＶＭ家族谱系图和先证者的超声心动图结果
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图２　光学显微镜观察ＮＶＭ患者和健康对照的第１代尿液细胞（×１００）、ｉＰＳ细胞（×２００）和ｉＰＳＣＭｓ（×１００）的形态
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Ａ：碱性磷酸酶染色；Ｂ：核型分析结果；Ｃ：免疫荧光染色检测干细胞标志

图３　ＮＶＭ患者和正常人衍生的ｉＰＳ细胞的碱性磷酸酶活性、核型分析和ｉＰＳ细胞的特异性标记物结果
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Ａ：ｉＰＳ的拟胚体分化图；Ｂ：琼脂糖凝胶电泳显示代表不同胚层的关键基因

图４　拟胚体形成试验验证ｉＰＳ的三胚层分化能力的结果
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Ａ：免疫荧光检测心肌细胞特异性标志物（红色示αａｃｔｉｎｉｎ和ＴＮＮＴ２，蓝色示细胞核）；Ｂ：膜片钳结果；Ｃ：平均电压电流关系

图５　ｉＰＳＣＭｓ的心肌细胞特异性标志物和膜片钳结果

２．４　ｉＰＳＣＭｓ的鉴定
　　在分化的第８天，ｉＰＳＣＭｓ细胞出现了明显的自
主搏动，呈同步性，搏动的频率约为 ７０／ｍｉｎ，ｉＰＳＣＭｓ
表达心肌细胞特异性表面标志 αａｃｔｉｎｉｎ和 ＴＮＮＴ２
（图５Ａ），ｉＰＳＣＭｓ具有心肌细胞特异性的钠电流及
动作电位形成（图 ５Ｂ）。分别检测患者和正常对照
的 ６个 ｉＰＳＣＭｓ的 Ｎａ＋电流，通过 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ８和

Ｃｌａｍｐｆｉｔ１０．３软件绘制平均电压电流关系，结果显
示患者组和正常组的电压电流关系，钠电流的起始
激发电压为－５０ｍＶ左右，最大激发电压为－３０ｍＶ
左右（图５Ｃ）。
２．５　全外显子测序结果
　　在患者的血液样品，ｉＰＳ细胞和 ｉＰＳＣＭｓ中发现
了相同的１３５８７个单核苷酸多态性 ＳＮＰ和 １００４个

５０４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２４）



插入缺失突变ＩｎＤｅｌ，该结果证明我们得到的 ｉＰＳＣＭｓ
具有与患者非常相似的突变谱（图６Ａ～Ｃ）。采用生物
信息学软件对这些突变进行分析、然后在数据库中

ＳＩＦＴ（ｈｔｔｐ：／／ｓｉｆｔ．ｊｃｖｉ．ｏｒｇ），Ｐｏｌｙｐｈｅｎ２＿ＨＤＩＶ（ｈｔｔｐ：／／
ｇｅｎｅｔｉｃｓ．ｂｗｈ．ｈａｒｖａｒｄ．ｅｄｕ／ｐｐｈ２）和 ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｕｔａｔｉｏｎｔａｓｔｅｒ．ｏｒｇ／）进行功能预测。最后，
筛选出位于重要功能结构域中的、导致氨基酸极性变化

的、在不同物种间保守性好的突变，初步认为它们可能

和ＮＶＭ发生相关。本研究共筛选出了２３个突变位点
（表１、２），其中有１５个突变（表２）未被报道与ＮＶＭ相
关，另外 ７个突变位点在 ＭＹＨ７，ＭＹＢＰＣ３，ＴＮＮＴ２中。
本研究还发现了ＭＴＵＳ１上２６１７Ａ＞Ｃ的突变位点，本
研究前期在患者姐姐全血样本外显子测序中也发现该

突变位点（图６Ｄ），并且该突变位点我们已在 ＨＥＫ２９３
细胞上进行了功能验证（数据已发表在 Ｆｒｏｎｒｉｅｒｉｎ
ｐｅｄｉａｔｒｉｃｓ）［１３］，结果显示该突变位点与ＮＶＭ的发生相关。
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Ａ～Ｃ：先证者血液样本中ｉＰＳ、ｉＰＳＣＭｓ基因突变图谱；Ｄ：在两个姐妹中均鉴定出ＭＴＵＳ１基因中的２６１７Ａ＞Ｃ．突变位点

图６　ＮＶＭ患者血液样本，ｉＰＳ和ｉＰＳＣＭｓ的突变分布结果及ＭＴＵＳ１的Ｓａｎｇｅｒ测序结果

表１　位于ＭＹＢＰ３，ＴＮＮＴ２，ＭＹＨ７和ＭＴＵＳ１基因上的突变

染色体位置 参照序列 样本序列 基因名 外显子区域的变异类型 ＦＡＴＨＭＭ ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ
ｃｈｒ１１：４７３７１４８５ Ｇ Ａ ＭＹＢＰ３ 未知 未知 未知

ｃｈｒ１４：２３８８９４４５ Ｔ Ｇ ＭＹＨ７ 未知 未知 未知

ｃｈｒ：１２０１３３４３８２ Ｇ Ａ ＴＮＮＴ２ 未知 未知 未知

ｃｈｒ１４：２３８９２８８８ Ａ Ｇ ＭＹＨ７ 未知 未知 未知

ｃｈｒ１４：２３９００７９４ Ｇ Ａ ＭＹＨ７ 未知 未知 未知

ｃｈｒ１４：２３９０２７５３ Ｇ Ａ ＭＹＨ７ 非同义ＳＮＶ 未知 未知

ｃｈｒ１４：２３９０２８６５ Ｇ Ａ ＭＹＨ７ 非同义ＳＮＶ 有害 有害

ｃｈｒ８：１７５７０７２９ Ａ Ｃ ＭＴＵＳ１ 非同义ＳＮＶ 有害 中性

表２　未报道的可能和心肌致密化不全相关的突变

染色体位置 参照序列 样本序列 基因名 氨基酸变化 ＳＩＦＴ ＬＲＴ Ｐｏｌｙｐｈｅｎ２ ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ
ｃｈｒ１：３５２２７３６２ Ｃ Ｇ ＧＪＢ４ ｐ．Ｃ１６９Ｗ 有害 有害 有害 有害

ｃｈｒ１：１６９４３７３９２ Ａ Ｇ ＳＬＣ１９Ａ２ ｐ．Ｉ４４１Ｔ 有害 有害 有害 有害

ｃｈｒ２：７４１６６１０５ Ｃ Ｔ ＤＧＵＯＫ ｐ．Ｐ７１Ｓ 有害 有害 有害 有害

ｃｈｒ３：１６３４４９６３ Ｃ Ａ ＯＸＮＡＤ１ ｐ．Ｔ２７８Ｎ 有害 有害 有害 有害

ｃｈｒ３：１３９０９７９９７ Ｃ Ｔ ＣＯＰＢ２ ｐ．Ｖ８３Ｍ 有害 有害 有害 有害

ｃｈｒ３：１６１２１４９０９ Ｇ Ｔ ＯＴＯＬ１ ｐ．Ｃ１０５Ｆ 有害 有害 有害 有害

ｃｈｒ７：７４１９３６４２ Ｇ Ａ ＮＣＦ１ ｐ．Ｒ９０Ｈ 有害 有害 有害 有害

ｃｈｒ８：２０１７４４９ Ｇ Ａ ＭＹＯＭ２ ｐ．Ｇ２３６Ｒ 有害 有害 有害 有害

６０４２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



３　讨论

　　ＮＶＭ是一种遗传性心肌病，该病的年发病率约为
０．５‰～２．４‰，１２％～５０％的心肌致密化不全患者有家
族史。ＮＶＭ常与单基因疾病相关，尤其与神经肌肉疾
病或染色体缺失有关［１４－１６］。难以获取 ＮＶＭ病变组织
标本，限制了ＮＶＭ发病机制的研究，因此该病的发病
机制尚不清楚。

　　ｉＰＳ具有胚胎干细胞相似的增殖和分化潜能，并
且避免了有创操作和伦理问题。心肌细胞是一种终末

分化细胞，这使得心脏疾病的治疗成为全球面临的热

点和难点；另一方面，目前心脏疾病相关的研究大多在

动物模型和工具细胞模型上进行，这些模型不能准确

地反映疾病的发生机制而限制了研究的进展。ｉＰＳ技
术的发展为解决这些困惑提供了可能性。研究人员重

编程出１型长 ＱＴ综合征的 ｉＰＳＣＭｓ模型，该模型对
儿茶酚胺诱导出的快速心律失常有显著易感性，并且

可以被 β受体阻滞剂减弱，证明了患者来源的 ｉＰＳ
ＣＭｓ具有患者本身的基因及电生理特性［１７］。因此通

过ｉＰＳ技术所获得的ｉＰＳＣＭｓ，可以作为心肌细胞的种
子细胞，为ＮＶＭ构建疾病模型，为疾病的遗传学研究
开辟新的思路。

　　本研究结果将 ＮＶＭ患者及正常人尿液细胞重编
程为ｉＰＳ，并且证实其具有干细胞的特性和功能，更重
要的是进一步成功分化出 ｉＰＳＣＭｓ，其细胞形态、细胞
自主搏动能力、心肌细胞特异性表面标志表达和离子

电流和人心肌细胞相似。本研究采用仙台病毒进行重

编程试验［１８］。重编程过程中使用了两个小分子：Ｒｈｏ
相关蛋白激酶（ＲＯＣＫ）抑制剂和丁酸钠。Ｙ２７６３２是
ＲＯＣＫ抑制剂已知成员［１７］，它能使解离的人胚胎干细

胞生长、帮助 ｉＰＳ细胞的产生［１９－２０］。据报道，丁酸钠

能支持相对低浓度的人和小鼠胚胎干细胞的自我更

新，此外，它的使用增加了 ｉＰＳ集落与总集落的比
例［２１－２３］。

　　理论上，ｉＰＳＣＭｓ应与患者具有相同的遗传背景。
事实上，ｉＰＳ与患者的遗传背景存在一些差异，例如，
研究表明，在供体及其 ｉＰＳ中发现了 ９２２种不同的
ＳＮＰ和７７种不同的 ＩｎＤｅｌ［２４］，ｉＰＳ传代越多，ｉＰＳ发生
突变的可能性就越大，但 ＹＯＵＮＧ［２５］已证明 ｉＰＳ中的
大多数突变是随机和良性的。因此，验证 ｉＰＳＣＭｓ的
遗传背景是否发生变化显得格外重要。我们在患者的

血液样品，ｉＰＳ和 ｉＰＳＣＭｓ中发现了相同的１３５８７个
ＳＮＰ和 １００４个 ＩｎＤｅｌ突变，该结果表明患者的 ｉＰＳ

ＣＭｓ具有与患者本身非常相似的突变谱。为了确保
ｉＰＳＣＭｓ检测到的突变存在于患者的遗传背景中，必
须排除在细胞诱导、分化和传代过程中发生突变的干

扰，因此需要选择同时存在于患者血液样品，ｉＰＳ和
ｉＰＳＣＭｓ中的突变来进行生物信息学分析和功能预
测。这是第一份对ｉＰＳ分化的细胞进行外显子测序的
报告。这项研究筛选出了２３个突变位点，其中有１５个
突变位点未被报道与ＮＶＭ相关，另外７个突变位点在
ＭＹＨ７，ＭＹＢＰＣ３和ＴＮＮＴ２中。本研究还发现了一个
位于ＭＴＵＳ１基因上的突变位点，并且已在ＨＥＫ２９３细
胞上对该位点进行了功能验证，结果显示该突变位点

与 ＮＶＭ 的发生相关 （数据已发表在 Ｆｒｏｎｒｉｅｒｉｎ
ｐｅｄｉａｔｒｉｃｓ）。作为疾病模型，ｉＰＳＣＭｓ具有不可比拟的
优势，因此在患者 ｉＰＳＣＭｓ上进一步验证前期筛选到
的突变是下一步研究的重点，以此寻找到和 ＮＶＭ发
生相关的新突变及其机制。

　　ＮＶＭ患者特异性 ｉＰＳＣＭｓ的构建，不仅为 ＮＶＭ
研究提供了更优异的“种子”细胞，还能模拟个体的病

理状态。在分子、细胞、组织水平上为探索疾病的发生

和干预措施提供良好的研究工具，在遗传和表观遗传

两方面促进 ＮＶＭ的纵深研究，从而推动 ＮＶＭ从基础
机制研究到临床诊治方案制定及精准干预措施实施的

一体化发展。
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