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摘 要心血管疾病是当前全球范围内导致人类死亡的首要原因,心肌组织工

程的发展为心血管疾病的治疗,尤其是心肌组织再生修复提供了最有潜力的

解决方案. 心血管疾病的发生发展与细胞力 – 电微环境的变化密切相关. 近

十几年, 随着先进生物材料和微纳生物制造技术的发展, 越来越多的研究表

明,细胞力 –电微环境的调控对工程化心肌组织的成熟和功能化以及心肌组

织再生修复具有重要意义.本文首先阐明了在体心肌细胞所处力学微环境的

生物学基础以及电信号的传导过程,包括正常和疾病状态下心肌细胞所处的

力 – 电微环境. 其次调研了用于心肌组织工程的先进生物材料的研究现状.

最后总结用于基底硬度与应力应变细胞微环境以及细胞电学微环境的构建

和调控, 以及细胞对力 – 电微环境的生物学响应.
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1 引 言

心血管疾病已成为导致人类死亡的主要疾病之一,其中因缺血而造成的心肌损伤

以及恶化后引起的心脏衰竭是心血管疾病致死的首要原因 (Mozaffarian et al. 2015).

心脏缺血发生后, 如未得到及时有效治疗, 缺血部位将出现心肌组织坏死或凋亡, 并

且逐渐被周围结缔组织代替而形成永久性瘢痕, 最终导致力学微环境的变化 (组织变

硬), 失去正常搏动功能 (Sutton & Sharpe 2000). 此外, 心肌组织病变所引起的力学微

环境异常也可通过力敏感离子通道诱使心肌细胞产生自发性兴奋和收缩,最终导致心

律失常 (陈新 2009). 因此, 对受损心肌组织进行及时有效的功能化修复和重建对于降

低因缺血导致的致死率至关重要. 然而, 成熟心肌细胞作为高度分化的末端细胞, 受

损后几乎无再生能力, 而常规的药物、介入以及手术等治疗方法无法从根本上实现对

病变组织的修复和再生 (Laflamme & Murry 2011). 心脏移植虽是目前临床治疗的 “金

标准”,但因供体缺乏以及移植后出现严重并发症的问题,无法在临床上得到广泛应用

(薛梅等 2014). 因此, 目前亟须建立一种可用于修复或替代受损或坏死心肌组织的有

效的治疗方法或手段.

组织工程和再生医学的出现与发展为体外构建具有生理功能的组织和器官带来

了希望, 为受损心肌的修复提供了可能 (Hench & Polak 2002). 目前, 研究者已研发了

多种方法用于工程化心肌组织的体外构建, 主要包括水凝胶法和多孔支架法. 水凝胶

法是将细胞包裹于水凝胶内部,而多孔支架法是将细胞接种于通过静电纺丝或微纳制

造等技术制备的模拟细胞外基质 (ECM) 的材料表面. 例如, Tranquillo 等将心肌细胞

包埋在纤维蛋白水凝胶中, 提高了心肌细胞间隙连接蛋白的表达并增强了收缩力, 实

现了心肌组织功能的改善 (Black III et al. 2009). 与此同时, Akins等将心肌细胞接种于

有序的静电纺丝聚氨酯支架材料上, 实现心肌细胞的定向铺展, 更好地模拟了在体心

肌细胞的形态 (Rockwood et al. 2008). 通过支架的设计和构建虽然可以在一定程度上

模拟在体心肌的微环境, 改善体外构建心肌组织的表型和功能, 但由于细胞多数只接

种于材料表面, 无法完全模拟在体心肌复杂的三维微环境 (Ghafar-Zadeh et al. 2011).

在体心肌组织处于电信号和力学收缩等因素构成的复杂微环境中. 正常生理条件

下, 心肌细胞处于硬度正常的三维力学环境中, 且受到节律性力学形变的刺激. 节律

性电信号从窦房结发出通过细胞间隙连接传播至心肌层细胞,再通过高导电性的浦肯

野纤维传导到心脏其他区域, 最终实现整个心脏的节律性收缩. 在此过程中, 节律性

电信号和导电性的浦肯野纤维和间隙连接对心脏的同步搏动至关重要. 因此, 要全面

模拟在体心肌细胞微环境, 就需要考虑到细胞力 – 电微环境的重建 (如 图 1). 随着先

进生物材料 (尤其是水凝胶材料) 和微纳制造方法的发展, 目前研究者在体外构建细

胞力 – 电微环境及其在功能性心肌组织再生应用方面开展了一系列地研究 (Simmons
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图 1

基于先进生物材料的心肌细胞力 –电微环境体外构建,体外细胞力 –电微环境的重建

促进心肌细胞的成熟

et al. 2012). 在细胞力学微环境调控方面, 主要是通过控制基底材料的硬度来模拟生

理或病理状态下心肌细胞所处力学微环境 (Tallawi et al. 2015); 或对接种细胞的支架

材料进行仿生力学拉伸刺激来调控动态力学微环境进而促进心肌细胞的功能 (Mihic

et al. 2014). 大多数电刺激加载主要通过电极对细胞进行脉冲式的刺激实现的. 相比

于传统的非导电性支架材料, 接种于导电的微纳复合材料支架上的心肌细胞对电刺

激的响应大大提高, 能够更好地传导施加的电信号, 以促进心肌细胞的同步搏动功能

(Hsiao et al. 2013). 因此, 体外培养的过程中通过加载仿生力 – 电刺激重构细胞力 –

电微环境改善工程化心肌组织的搏动功能,对力 –电信号刺激装置的设计和方法优化

是实现成熟的工程化心肌组织的核心.

目前已发表的有关心肌组织工程的综述文章多着眼于支架材料和种子细胞的选

择和优化 (张倞和王永武 2007), 而对通过细胞力 – 电微环境的调控来促进工程化心

肌组织功能方面的综述未见报道. 在本文中, 我们主要总结了体外借助力学和电学刺

激改善心肌细胞功能的相关研究, 主要关注心肌细胞形态、功能性蛋白和基因的表达

以及同步收缩频率和强度等. 首先, 概述了在体心肌组织在正常生理和病理状态下的

力 – 电微环境; 然后介绍用于构建心肌组织工程的先进生物材料及其力学和电学性

能; 其次, 介绍了基于先进生物材料的心肌力学微环境和电学微环境的体外构建及其

在生物医学中的应用.
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2 在体心肌细胞力 – 电微环境

2.1 在体心肌细胞力学微环境

2.1.1 正常生理状态下的心肌细胞力学微环境

心脏是由 30%∼ 40% 的心肌细胞和 60%∼ 70% 非心肌细胞组成 (Banerjee et al.

2007). 心肌细胞 (CMs) 主要分为工作细胞和自律细胞两种类型, 其中工作细胞是心

脏收缩力的动力来源, 而自律细胞是特殊分化了的心肌细胞, 组成了心脏的特殊电传

导系统, 具有自动产生节律性兴奋的能力. 心肌成纤维细胞 (CFs) 是非心肌细胞的主

要类型, 围绕着心肌细胞并连接心肌细胞间质, 并通过合成和分泌生物因子调控心肌

细胞的生理功能 (郝嘉等 2011). 在心血管疾病发展过程中, 心肌成纤维细胞对心肌组

织的重构起着至关重要的作用. 心肌成纤维细胞是细胞外基质合成的主要参与者, 对

心脏的结构和发育、信号系统和物质代谢等功能至关重要; 心肌成纤维细胞还通过与

其他心肌成纤维细胞或内皮细胞相互作用, 影响心肌组织的力 – 电功能、相关因子的

分泌以及血管的生成 (Souders et al. 2009). 心肌组织的细胞外基质由胶原、纤粘连蛋

白、层粘连蛋白及弹性蛋白、蛋白聚糖等组成. 其中最主要的成分是胶原, 主要是 I,

III, IV, V, VI 型. 其中 I 和 III 型胶原比例高达 90% 以上 (I 型占 80%、III 型 12% 而

IV, V, VI 型胶原为 10%∼ 12%. I 型胶原粗纤维与弹性较好的细纤维 III 型胶原的构

成为心肌层提供良好的弹性基质.

心肌层之间呈纵横交错排布 (LeGrice et al. 1995), 层内的心肌细胞通过胞外的黏

合带和细胞桥粒连接,并通过这些连接蛋白与胞内细胞骨架的肌动蛋白和肌节蛋白连

接. 尽管单个心肌细胞每次收缩只发生 10%左右的形变,仅产生约几十纳牛的收缩力

(Tung & Parikh 1991), 但心肌层间的这种复杂结构足以将使心腔产生较大的变形来

对抗腔内的高压. 另外, 心肌组织的力学特性在整个发育过程中呈动态变化 (Gershlak

et al. 2013, Jacot et al. 2010). 研究者利用原子力学显微镜对小鼠心脏硬度进行测

量, 发现出生后心肌组织急剧变硬 (胚胎为约 12 kPa、新生鼠为约 39 kPa) (Jacot et al.

2010), 这一结果与利用单轴拉伸法测得的心肌组织力学特性一致 (胚胎为约 10 kPa、

新生鼠/成年鼠为约 20 kPa) (Gershlak et al. 2013). 心肌组织弹性模量的变化与功能改

变密切相关, 例如研究者发现基底硬度不仅影响心肌细胞内产生的主动收缩力, 而且

会影响收缩应变, 并对心肌细胞的搏动频率产生显著的影响 (Tallawi et al. 2015).

与此同时, 心肌组织力学微环境的改变将对心肌细胞的基因、蛋白表达以及细胞

间通讯等产生影响. 首先, 心肌细胞能够通过细胞膜上的力敏感离子通道 (如 TRPV4,

BK)感受细胞微环境中的静态和动态力学刺激,激活细胞膜上的电生理和细胞内的生

物化学响应, 这个过程成被称为 “力化学转导”, 这对调控心肌细胞的结构和功能有非
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常重要的影响. 例如, 研究发现力敏感离子通道对细胞膜的拉伸应变较敏感, 可以通

过升高细胞内的钙离子水平来调控其收缩能力 (Bett & Sachs 1997, Lammerding et al.

2004);近年来研究者也发现一些力敏感离子通道如 BK通道能够对基质材料的硬度产

生响应, 然后通过电压门控钙离子通道影响心肌细胞的收缩和功能 (Zhao et al. 2017).

另外, 细胞膜上的多种黏着斑蛋白 (如 integrin, talin 和 vinculin) 能主动感知基质硬度

的变化, 进而调控细胞膜上黏着斑的形成及其相关的下游信号通路 (比如受体酪氨酸

激酶和 GTP 酶) (Jaalouk & Lammerding 2009, Zhao et al. 2015), 最终调节心肌细胞

的增殖、凋亡、分化和成熟等 (Vanichapol et al. 2015). 此外, 力学刺激也会影响心肌

成纤维细胞的迁移、分化以及细胞外基质分泌能力. 有研究表明, 力学刺激和细胞骨

架张力可以通过 Rho/ROCK 和 MAPK/ERK 通路对心肌细胞和心肌成纤维细胞产生

影响 (Sano et al. 2001), 而对于这些通路的异常调控将导致先天性缺陷和疾病的发生

(Zeidan et al. 2006).

2.1.2 疾病状态下的心肌细胞力学微环境

当处于病理状态时, 心肌细胞所处微环境会发生紊乱, 其收缩功能也出现障碍.

在持续锻炼或怀孕过程中出现的生理性肥厚, 可通过减少锻炼或在婴儿出生后逆转

(Bernardo et al. 2010). 相比而言, 病理性肥厚是心肌组织对疾病状态 (如高血压) 作出

应激反应而出现的不正常生长, 且伴以细胞凋亡增加、间质纤维化增加和心功能障碍

等为特征, 是不可逆转的. 患有高血压的病人, 心肌细胞长期受到超负荷的持续刺激,

其所处的力学微环境及细胞本身的力学性质都发生改变. 随着病程的延长, 心肌肥厚

的程度加剧. 研究发现出现病理性肥厚的心肌细胞的刚度 (约 5.95 kPa)明显大于正常

心肌细胞 (约 3.79 kPa), 且细胞刚度随着肥厚程度的加剧而增大 (Solon et al. 2007, 贾

欣华等 2014). 除高血压相关的心肌肥厚外,心肌病、冠心病和心脏老化等均可导致心

肌细胞刚度的增大, 并最终导致心脏电生理功能的改变.

心肌细胞外基质是主要由胶原构成的具有伸缩性的网状系统,并且参与了细胞间

力学信号的转导. 在疾病状态下细胞外基质硬度会发生改变, 例如正常成熟心肌组织

硬度为 10∼ 20 kPa, 发生梗死后出现纤维化的组织硬度会达到 35∼ 70 kPa (Czarnecka

et al. 2010). 这主要是因为在心肌纤维化过程中, 心肌组织外基质胶原纤维过量沉积,

胶原容积分数和胶原浓度增大, 各型胶原排列出现紊乱以及比例失调. 胶原纤维比例

失调 (I/III型胶原比例升高)使其硬度增大,心室壁的顺应性下降, 舒张期充盈出现障

碍;若心肌纤维化进一步加重,最终会导致不正常的心肌收缩;而心壁内冠状动脉的纤

维化,将使弹性降低、管壁增厚、管腔狭窄和心肌细胞血供不足,最后导致心肌收缩力

出现减退 (Corona et al. 2013). 心肌纤维化与病毒性心肌炎、心肌梗死、高血压、糖尿

病、动脉粥样硬化等许多疾病有着非常密切的联系 (Conti 2006).
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扩张型心肌病 (DCM)主要是由心腔单侧或双侧扩大,导致心脏泵血功能障碍、心

肌肥厚等情况引起的 (戴辰程等 2014). 研究者认为, 扩张型心肌病患者随着病情不断

加剧, 心室会发生重构, 主要包括心室扩张加剧、应力增大, 心肌细胞负荷增大, 毛细

血管周围呈现出纤维化, 交感神经张力增大, 心肌供氧不足以及心肌能量代谢障碍等

(杨作成 2014). 近年来研究结果证实, 心肌病与心律失常是互为因果关系的两种疾病,

心律失常的发生很容易导致心肌细胞的电生理重构和收缩能力下降以及细胞外基质

的重构, 最终出现心肌病, 进而再加剧心律失常 (荣仔萍等 2014, 徐正平和周睿 2014).

2.2 在体心肌细胞电学微环境

2.2.1 正常状态心肌细胞电学微环境

心脏处在一个由节律性电信号介导的动态力 –电耦合环境中,正常的心肌电学微

环境对其实现同步收缩和搏动功能至关重要. 心脏中约有 1% 的心肌细胞可自发地产

生节律性兴奋 (称为起搏细胞), 构成了负责生成电脉冲或动作电位的窦房结, 来启动

整个心脏的搏动 (DiFrancesco & Tortora 1991, Dorn et al. 2015, Fahrenbach et al. 2007,

Mangoni et al. 2003, Mesirca et al. 2015). 窦房结产生的电兴奋首先通过电传播速率较

快的节间束传播到右、左心房 (传播速度为约 0.4m/s), 引起心房区域的搏动; 然后通

过导电速率较慢的房室交界区 (约 0.02m/s)传播至心室区,使得心房和心室的动作电

位产生了时间间隔, 引起心房和心室节律性收缩的先后次序; 心室区域的电信号首先

通过房室束 (约 1m/s) 传播, 然后通过具有网络状结构的浦肯野纤维 (2∼ 3m/s) 将电

信号传播至心室的各个部分, 引起心室区域的同步搏动. 由于电信号传播至左、右心

室的传导路径相似且导电速率非常高, 所以左右心室几乎同时收缩, 形成功能上的合

胞体.

当电信号通过浦肯野纤维传播至心肌细胞之后,随后的电兴奋传导通过相邻心肌

细胞间的缝隙连接 (gap junctions)完成 (0.4∼ 0.5m/s),使整个室壁由内而外发生兴奋,

实现心脏的正常搏动功能,因此心肌细胞间形成正常的缝隙连接对其电生理功能至关

重要. 这种由连接素 (Cxs) 构成的缝隙连接, 不仅维持着细胞间电信号的传导, 而且可

以介导一些生物信号物质的直接交流, 对细胞的新陈代谢、增殖和分化过程都起着重

要调控作用 (郭继鸿 2003). 在心脏中, 缝隙连接主要由 GJA1 基因编码的 Cx43 蛋白

构成, 其正常表达对心脏的同步搏动和泵血功能起着重要作用. 在心肌细胞接收到电

兴奋、膜电位产生变化之后, 相邻的心肌细胞胞内钠离子浓度发生改变, 在离子浓度

差的作用下, 胞内的正电位通过缝隙连接传播至未兴奋的心肌细胞, 引起电信号在相

邻心肌细胞间的快速传播. 这种功能上的不可替代性, 在一些情况下 (如心肌细胞受

到损伤、细胞内 pH 值下降和基因缺陷) 会导致缝隙连接蛋白的功能异常或关闭, 心
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肌细胞间的兴奋传导会减慢或停滞, 引起一些心血管病症的发生 (余承高 1985).

在心肌组织的电学微环境中, 钠离子和钙离子扮演着重要的角色 (Crespo et al.

1990). 在起搏细胞中, 细胞的自动去极化由钠钾离子泵介导, 3 个钠离子进入胞内的

同时有 2个钾离子离开,引起了膜内电位的上升,当膜电位到达阈电位后,钠离子通道

开放导致钠离子大量涌入, 膜电位快速到达动作电位, 由此引起了自律细胞的去极化

和电兴奋的产生. 在心室心肌细胞中, 钠离子通过缝隙连接从已兴奋的心肌细胞流入

未兴奋的心肌细胞,电位上升至阈电位后引发动作电位,因此,钠离子对于心脏中电信

号的产生和传播具有重要的作用. 在心肌细胞兴奋的平台期早期, 自由钙离子通过 L

型钙离子通道进入细胞, 导致细胞内钙离子浓度升高. 高浓度的自由钙离子诱发肌浆

网表面的兰尼碱受体 (ryanodine) 打开, 介导了钙致钙释放 (CICR) 的正反馈循环, 引

起细胞内自由钙离子浓度急速上升 (Endo 1977, Fabiato 1983), 然后和 ATP 协同作用

导致肌球蛋白丝相对于肌动蛋白丝产生滑动,产生了肌小节的收缩和心肌细胞的搏动

(Sandow 1952). 由此, 通过这些精密的传导路径、胞间缝隙连接和离子机制构成了心

脏的电学微环境, 完成了电信号向心肌正常收缩的转变.

2.2.2 疾病状态下的心肌细胞电学微环境

心律不齐是心衰患者的重要特征之一 (Abraham et al. 2002). 心衰或酸碱平衡失

调、电解质紊乱等可致心肌出现电重塑, 主要表现为: 复极离散, 动作电位时程 (APD)

延长,各向异性增加和电不稳定性,心肌易发生折返激动和后除极,最终心衰症状加重

(Knollmann et al. 2000). 几乎所有心衰患者都伴有复杂的心律失常. 心衰发生时,心室

出现扩大且传导系统发生病变, 这些均可引起室内传导阻滞, 导致机械活动和电活动

的分离, 这种心室的电重塑将致使心室收缩发生不协调的状况. 病理状态下, 重塑心

肌细胞膜 Cx43 的基因表达降低且排列紊乱, 导致细胞间电传导出现延迟, 细胞间电

信号相互制约减弱, 各向异性和传导速度发生改变, 最终诱发心律失常.

很多研究者利用疾病模型来研究疾病状态下心肌电学相关蛋白的变化. 例如, 研

究者以斑马鱼和小鼠作为代表研究了电信号在心脏发育过程中的作用. 斑马鱼的心

脏由两个心室组成, 但其电信号传导机制与人相似 (Arrenberg et al. 2010; Chi et al.

2010, 2008; Sedmera et al. 2003; Tu & Chi 2012). 电信号的传播主要通过间隙连接完

成, 间隙连接在同步动作电位和调节同步收缩发挥重要作用 (Ye & Black 2011). 具体

来说, 间隙连接家族中连接素 (Cxs) 的表达和修饰的错误调节可导致心律失常或胚胎

早期死亡 (Kumai et al. 2000, Seki et al. 2015). 小鼠的心肌细胞表达多种间隙链接蛋

白 (包括 Cx30, Cx30.2, Cx40, Cx43, Cx45 和 Cx46 (Chi et al. 2010, Gros et al. 2010,

Kreuzberg et al. 2005, Kumai et al. 2000, Seki et al. 2015)),其存在对心脏的正常发育至

关重要 (Beauchamp et al. 2012, Gros et al. 2010, Kirchhoff et al. 1998, Kreuzberg et al.
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2005, Kumai et al. 2000, Reaume et al. 1995), 其不正常表达会导致先天性精神缺陷. 比

如, Cx45 表达缺失的胚胎心脏在第九天开始收缩, 但在几小时内, 出现了传导阻滞和

心内膜缺损, 并伴随着心脏内胶状物的出现. 进一步实验结果表明, Cx45 通过影响钙

离子/钙调磷酸酶和 NFATc1信号来干预心肌内层上皮间充质的转化. 综上所述,间隙

连接的激活和表达在心脏传导系统的发育过程中具有极其重要的作用 (Kumai et al.

2000). 同样, 控制或修饰 Cxs 也为降低心律失常、增强心脏功能以及介导病损后功能

重建提供了一个可能的临床路径 (Seki et al. 2015). 具体来说, 在斑马鱼基因敲除突变

体的模型中, 敲除 Cx46 的突变体表现出收缩不同步和腔壁组织混乱 (Chi et al. 2010).

Cx46 敲除后, 利用转基因诱导心肌表达 Cx46, 56% 的动物出现心室电信号的传导以

及恢复了收缩.

成熟的心肌组织中,电信号的激活是通过细胞内外的离子通过电压门控离子通道

(如钠离子通道 (Nav1.5) 或硝酸钾渠道 (Kir1.2Kv4.2))交换完成, 这些信号的传导进一

步通过间隙连接进行传递. 多能干细胞 (hiPSC) 分化的心肌细胞如果缺乏电压门控

离子通道相关蛋白的表达将无法发育为成熟的功能性细胞 (Lieu et al. 2013). 此外,

Cxs表达水平的改变可影响电压门控离子通道的形成, 并引起先天或后天的心律失常

(Bierhuizen et al. 2008, Xiong et al. 2015). 例如, 磷酸酶介导的肥厚小鼠模型中, Cx40

和 Nav1.5 下调, 导致心律失常并增加了小鼠的死亡率 (Bierhuizen et al. 2008). 此外,

扩张型心肌病患者 KCNQ1 基因突变会出现室性心动过速, 而 KCNQ1 基因编码了电

压门控钾通道 (Xiong et al. 2015). 这些结果表明, 心血管相关的疾病会改变电压门控

离子通道相关蛋白和基因的表达, 进而会影响心肌细胞对电信号传导的能力, 最终引

起心律失常等疾病.

3 用于心肌细胞微环境构建的先进生物材料及其力 – 电性能

3.1 水凝胶

水凝胶是一种能够在水中溶胀、可保持大量水分而又不溶解于水的三维网状高

分子聚合物, 具有良好的生物相容性和力学性能可控性, 被广泛运用于构建心肌微环

境. 由于存在大量的亲水基团, 水凝胶的含水率高达 90% 以上. 根据水凝胶中网络键

合的不同, 水凝胶可分为物理水凝胶和化学水凝胶. 物理水凝胶是通过物理作用力如

静电作用、氢键、链的缠绕等形成的, 加热后凝胶可重新转变为溶液,是非永久性、热

可逆凝胶. 化学凝胶是由化学键交联形成的三维网络聚合物, 具有永久性. 由于水凝

胶所具有的三维网络结构、含水量高和力学性能可控等特性与体内心肌细胞所处基

质微环境相似, 被广泛用于工程化心肌组织的体外构建研究.

水凝胶的硬度调控范围很大,非常有利于模拟体内心肌生理或病理力学微环境如



328 力 学 进 展 第 48 卷 : 201807

图 2(a) (Dawson et al. 2008). 通过改变聚合物的相对分子质量、浓度和交联密度可

以合成不同硬度的水凝胶, 最小硬度仅为 0.2∼ 0.4 kPa(含水率 99.5%), 最大硬度可达

200 kPa (Gattazzo et al. 2014, Nava et al. 2012). 心肌细胞和干细胞在不同硬度的水

凝胶中的细胞学行为、功能及分化特性都不相同. 例如, 将心肌细胞接种于不同硬度

的聚丙烯酰胺凝胶与 0.5mg/mL 鼠尾 I 型胶原共价偶联混合物表面 (1 kPa, 10 kPa 和

50 kPa), 发现心肌细胞在 10 kPa(类似胚胎组织硬度) 的凝胶表面出现有序条纹, 而在

硬度 50 kPa 的凝胶上出现无序条纹, 这一结果表明体外基底硬度与体内力学微环境

不匹配很可能会引起不正常的细胞响应 (Jacot et al. 2008).

天然水凝胶包括蛋白质 (如胶原蛋白、明胶丝和蛋白) 和多糖 (如透明质酸、琼脂

糖和藻酸盐) 聚合物, 力学性能较弱且无法控制. 例如, 自组装胶原水凝胶的硬度仅为

约 1 kPa,且因不可控降解使其硬度逐渐减小. 现有方法主要通过修饰官能团方法来改

善水凝胶的稳定性和力学性能 (酪胺 (Toh et al. 2012)、硫醇盐 (Young & Engler 2011)

和丙烯酸酯 (Khetan et al. 2009))或者添加其他物质 (明胶甲基丙烯酸酯/聚 (乙二醇))

(Ma et al. 2015)、透明质酸和胶原蛋白/聚丙烯酰胺 (PAA) (Macŕı-Pellizzeri et al. 2015)).

此外, 也可通过共价交联改变其力学性能. 例如, 聚丙烯酰胺凝胶与 0.5mg/mL 鼠尾 I

型胶原共价交联调节其力学性能. 与天然的水凝胶相比, 合成水凝胶的力学性能可实

现精准调控, 如 PEG, PAA, 聚环氧乙烷 (PEO), 聚乙烯醇 (PVA) 及其衍生物也被用于

构建体外细胞的力学微环境. 同时, 生物活性分子包括 ECM 分泌的多肽、蛋白质片

段和生长因子可以通过功能末端 (如羟基、羧基和氨基) 对合成水凝胶进行修饰来改

善其生物相容性.

细胞内、外所含有的纤维状蛋白主要包括肌动蛋白、胶原蛋白、纤维蛋白和波形

蛋白等 (Storm et al. 2005, Wen & Janmey 2013). 而目前体外用于工程化心肌组织构

建的水凝胶材料主要有胶原蛋白、纤维蛋白、层粘连蛋白、藻酸盐和明胶等天然材料,

以及聚已酸内酯、聚氨酯、聚丙烯酰胺凝胶和聚二甲基硅氧烷等聚合物材料. 体外选

取支架材料时通常将天然材料和合成聚合物复合,获得力学性能和生物相容性均满足

要求的生物材料,进而更好地模拟体内力学微环境构建有功能性的心肌组织.同时,水

凝胶的硬度还将影响细胞的迁移方式以及干细胞的分化.

由于细胞之间存在电信号传导与交流,研究发现电刺激对细胞的影响与细胞微环

境的电导率息息相关. 大多数传统生物材料导电性较差, 因此近些年新型导电性生物

材料得到广泛的开发. 一般通过将水凝胶与导电材料 (如导电聚合物或低聚物 (Mihic

et al. 2015)、AuNPs (Dvir et al. 2011)、CNTs (Su et al. 2013)、石墨烯 (Annabi et al.

2015)) 复合来提高水凝胶材料的导电性能如 图 2(b), 最终用于体外进行电学微环境

构建和调控.
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图 2

先进生物材料的力 – 电性能. (a) 不同聚合物浓度水凝胶的力学性能, (b) 加入不同导

电粒子水凝胶的电学性能, (c) 不同聚合物浓度纤维材料的力学性能, (d) 加入不同导

电粒子浓度纤维材料的电学性能

3.2 纤维支架

与聚合物多孔基质相比,纤维支架结构更接近于生物在体 ECM.相比于微米级纤

维支架, 纳米纤维的平均直径在 50∼ 500 nm 范围之间, 与细胞能够产生更好的相互作

用,且具有更高的比表面积,为细胞培养提供充足的空间. 除了经济适用、可规模化生

产外, 合成多聚物的支架还具有其他优势, 如支架的力学性能可调、表面可以通过蛋

白包被和化学交联特殊信号分子实现功能化,其力学性能实现从千帕级到吉帕级的调

控 (如图 2(c)). 基于这些强大的特点,纳米纤维材料已被视为构建生物工程支架最理

想的方案, 也在心肌组织工程再生领域显示出极为广阔的应用前景. 纳米纤维能通过

多种技术方法制备, 主要包括自组装体法、相分离法和静电纺丝方法.

材料的选择取决于支架应用目的. 对于生物组织工程支架来说, 具有良好生物降
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解性和生物相容性的聚合物是优先之选.具体的选择可根据再生组织以及再生所需时

间等因素来进一步确定. 在组织工程支架制备中, 应用最多的合成材料是聚酯类, 如

(Martins et al. 2017) 聚丙交酯 (poly lactide, PLA)、聚乙交酯 (poly glycolyde, PGA) 和

聚己内酯 (poly caprolactone, PCL).有时,具有两种或更多种聚合物性质的材料更为有

利. 在这些情况下, 共聚物或聚合物的共混物被选择用于制备纳米纤维材料. 目前天

然材料如蛋白质或多糖因更易于被细胞识别也特别地受到再生医学领域的关注. 迄

今, 纤维素 (cellulose) (Bhandari et al. 2017)、胶原 (collagen) (Nune et al. 2017)、天然

丝 (natural silk) (Wang et al. 2017)、纤维蛋白原 (fibrinogen) (Martins et al. 2017)、壳

多糖/脱乙酰壳多糖 (chitin/chitosan) (Koizumi et al. 2017)、透明质酸 (hyaluronicacid)

(Fallacara et al. 2017)等均已经被用于制备纳米纤维支架材料. 陈焱等利用静电纺丝技

术制备纳米级别的 PCL 纤维和 PCL/gelatin 复合型纤维支架研究物理微环境对 iPSC

向心肌细胞分化的影响及其机制. 结果显示三维 PCL 纳米纤维仿生支架不仅可用于

iPSC扩增培养,还可通过其提供的物理生物信号调节细胞内 Wnt/β-catenin信号活性

进而促进 iPSC 向心肌细胞的分化 (陈焱 2015). 纯的生物纤维材料的电学性能一般较

差,目前研究者将具有高导电性能的添加物用于提高支架的导电性 (如图 2(d)),用于

构建电学微环境促进心肌组织成熟.

4 基于先进生物材料的心肌细胞力学微环境体外构建

细胞力学微环境的调控对于心肌细胞或组织的生长发育至关重要,研究者采用不

同方法来构建二维 (2D) 和三维 (3D) 心肌力学微环境, 进而维持和促进心肌组织表型

和功能的成熟 (Haggart et al. 2014, Ye et al. 2013, 段翠密等 2006). 体外构建力学微环

境的方法主要包括材料硬度、静态拉伸、动态拉伸和动态压力 (如 图 3). 构建和调控

力学微环境通常有两种机制: (1) 调控不同硬度的材料来影响细胞行为; (2) 对基底以

一定频率进行动态拉伸. 这种调控会影响心肌细胞表型、细胞内肌节结构、钙处理以

及收缩功能相关的基因和蛋白表达等.

4.1 心肌细胞基质硬度力学微环境体外构建

研究者将 I 型胶原覆盖于聚丙烯酰胺凝胶来确定鸡胚胎的心肌组织收缩过程中

细胞内应变和基质应变之间的关系 (Engler et al. 2008). 研究表明对于较软的基底, 心

肌细胞收缩可促使基底变形, 而对于较硬的基底心肌细胞收缩只能引起细胞自身变

形. 另外, 将心肌细胞分别接种于胶原覆盖的聚丙烯酰胺凝胶表面 (杨氏模量分别为

3, 22, 50 和 144 kPa (Bhana et al. 2010)) 培养 120 h 后, 结果显示在 3 kPa 胶原上的心

肌细胞出现最低的兴奋阈值 (3.5V/cm), cTnI 表达较高 (52% 阳性染色区域), 但细胞

密度、收缩力 (0.18V/mm2) 和心肌细胞伸长 (纵横比: 1.3∼ 1.4) 减小. 在 144 kPa 基质
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图 3

心肌细胞力学微环境构建方法. (a) 通过改变基底硬度影响细胞内牵引力和最终影响

蛋白和基因表达和细胞表型, (b) 通过拉伸 2D 材料最终影响细胞的响应, (c) 细胞处

于 3D 状态下利用磁性纳米颗粒进行拉伸, (d) 细胞处于 3D 状态下进行压缩刺激

上的心肌细胞 cTnI 表达减少 (30% 阳性染色区域), 心肌成纤维细胞的密度增大 (70%

阳性染色区域), 且电兴奋较差. 总之, 基底硬度 (约 50 kPa) 高于正常心肌组织将阻碍

体外心肌细胞成熟, 而较软的基底可以模拟早期心肌组织力学微环境, 并促进心肌细

胞某些功能的成熟.

I 型胶原蛋白是成年心肌组织细胞外基质的一种丰富的蛋白, 但与心肌细胞结合

的基膜含有大量的层粘连蛋白. 研究者用层粘连蛋白覆盖基底培养心肌细胞, 发现心

肌细胞力学转导信号与在胶原覆盖基底上结果不完全相同. 在柔软的 (7 kPa) 层粘连

蛋白覆盖的聚二甲基硅氧烷 (PDMS)上的心肌细胞,培养 48 h后表现出有序的肌节结

构, 但在中间硬度材料上表达不足 (117 kPa, 27 kPa) (Galie et al. 2013). 然而, 在硬度

更高基底上的心肌细胞也会出现有序的肌节结构 (255 kPa) (Galie et al. 2013). 另外,

α-actinin 在不同硬度基质上的表达量无明显差异 (Galie et al. 2013), 表明硬度对肌动

蛋白的产生没有影响, 但对细胞内蛋白形成的结构有影响. 另一研究将心肌细胞短时

间培养在硬度为 10 kPa 和 200 kPa 的基底上, 细胞出现非常有序的肌节结构 (6 48 h).
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RT-qPCR 结果显示在硬度为 27 kPa 凝胶中 α-actinin 的 mRNA 表达增加, 整合素 β1

和黏着斑表达上调, 表明心肌细胞在体外 48 h 培养期间试图恢复丢失的结构和功能

(Walker et al. 2011). 这些结果表明基底硬度会影响心肌细胞的基因和功能蛋白的

表达, 并且还影响细胞活性和蛋白的后处理, 如磷酸化、泛素化和降解 (Hidalgo et al.

2009, Kruger et al. 2009).

除此之外, 研究者还发现二维培养中基底硬度对心肌细胞收缩率、产生的应力和

钙处理均有影响 (Galie et al. 2013, Hazeltine et al. 2012, Rodriguez et al. 2011). Galie

等研究发现硬度不仅影响心肌细胞内产生的主动收缩力, 而且会影响收缩应变. 此外,

这些参数短暂的变化表明心肌细胞在体外响应是自适应的, 随时间变化而发生改变.

Bajaj 等的研究结果与之相似, 将鸡胚心肌细胞接种于层粘连蛋白覆盖的聚丙烯酰胺

凝胶, 在最初 24 h 内基底硬度对心肌细胞搏动的频率产生显著的影响 (硬度为 18 kPa

基底比 1 kPa 和 50 kPa 和培养板培养效果好) (Bajaj et al. 2010). 然而, 5 d 后心肌

细胞反应是不依赖于基底硬度, 这表明心肌细胞黏附, 心肌成纤维细胞的调节功能以

及细胞与细胞之间接触可以克服二维体外培养时最初的影响.如在前几个小时内心肌

细胞收缩的暂时变化可以部分归因于基底本身的黏附水平以及心肌成纤维细胞的重

塑.总的来说,这些结果证明硬度对于心肌细胞成熟起着重要的作用,它可以在时间上

改变生长因子或小分子的递送 (Bajaj et al. 2010, Forte et al. 2012, Galie et al. 2013,

Hazeltine et al. 2012, Rodriguez et al. 2011).

干细胞向心肌细胞的分化也受基底硬度和配体密度的影响,主要是通过改变多种

细胞特异性基因和蛋白表达来影响细胞的成熟 (Engler et al. 2008, 2004, 2006; Trapp-

mann et al. 2012). 许多研究已表明干细胞向心肌细胞分化和成熟部分是由于心肌细

胞释放的相关可溶性因子的作用 (即旁分泌作用),在培养过程中加入这些旁分泌因子

可提高干细胞分化成心肌细胞 (Feric & Radisic 2016, Ivashchenko et al. 2013, Mummery

et al. 2012, Veerman et al. 2015). 基底硬度可以帮助干细胞的分化 (Engler et al. 2004,

2006, Roy et al. 2013, Tse & Engler 2011, Vincent & Engler 2013), 在短时间培养过程

中, 基底硬度与其发育早期变化相匹配时在体外能够改善干细胞向心肌细胞分化. 实

际上, 在基底硬度对人干细胞分化成心肌细胞影响的研究中, 将细胞接种于含有荧光

珠的聚丙烯酰胺凝胶上, 并用牵引力显微镜来分析 (Hazeltine et al. 2012), 在硬度为

100 kPa的凝胶基质上,相比较原代心肌细胞,干细胞分化获得的心肌细胞具有更高的

收缩应力, 而在 4∼ 76 kPa 硬度的凝胶上没有差异, 表明 100 kPa 凝胶促进干细胞分化

成功能性成熟的心肌细胞.
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4.2 心肌细胞应力/应变力学微环境体外构建

应力/应变力学微环境构建是指在培养过程中对工程化组织施加力学刺激. Sa-

doshima 等将心肌细胞静态拉伸 20% 的应变来研究细胞的力学敏感性, 通过 northern

和 3H 标记氨基酸吸收的变化来测量肌节、Z- 闰盘、整合素、肌膜离子通道、G- 蛋白

耦合受体对细胞感知环境的影响 (Sadoshima et al. 1992). 体外力学拉伸是维持兴奋

收缩耦合的一个关键因素, 如心肌细胞在静态拉伸培养过程中通过微纤维形成不同

的结构或结构以不同角度螺旋、离子通道的活性 (Sigurdson et al. 1992, Simpson et al.

1995, 1996; 魏严等 2009)、黏着斑组成 (Sharp et al. 1997)、基因的表达来体现力学刺

激对心肌细胞收缩耦合的影响 (Van Wamel et al. 2000). 在另一研究中 (Vandenburgh

et al. 1996), 研究者将心肌细胞接种于胶原和层粘连蛋白覆盖的孔板中, 4 d 培养过程

中逐步增大应变 (25%) 来验证力学拉伸和整合素在心肌细胞成熟过程中的作用. 相

比无拉伸状态, 拉伸后的心肌细胞呈现有序排列, 总肌球蛋白重链 (MHC) 数量、双核

细胞的数量和纵向细胞面积均有增加. Vandenberg 等推测双核现象和纵向面积的增

大与细胞生理肥厚性生长相关, 细胞排列有序以及 α-MHC 和 β-MHC 同工型含量提

高预示着心肌细胞成熟的促进 (Vandenburgh et al. 1996). 然而, 众所周知在发育和成

熟过程中 MHC 呈现从一种同工型转变为另一种同工型的动态平衡 (Hoh et al. 1978,

Nadal-Ginard & Mahdavi 1989), 这些条件下 MHC 蛋白表达的变化不足以说明促进了

心肌细胞成熟. 但是, 这些结果首次强调了力学刺激对心肌细胞生长和成熟的重要性,

为未来构建工程化组织模拟体内心肌组织打下了理论基础.

与静态拉伸相比, 周期性力学拉伸模拟了心脏舒张期心室血液循环填充过程. 许

多研究表明周期性拉伸影响细胞内结构形成,细胞内和细胞外牵引力以及相关基因和

蛋白的表达 (Aikawa et al. 1999, Crosara-Alberto et al. 2009, Dhein et al. 2014, Eghbali

et al. 2005, Christine Fink et al. 2000, Haggart et al. 2014, Kim et al. 2009, Komuro

et al. 1996, Leychenko et al. 2011, Malhotra et al. 2010, Salameh et al. 2010b, Ye et al.

2013, Zhang et al. 2007,况薇等 2014). 研究者采用 Flexcell系统研究了心肌细胞对力学

刺激的响应, 以及拉伸和一些小分子或生长因子结合对心肌细胞表型和功能的影响,

发现力学拉伸对心肌细胞表型影响很大 (Leychenko et al. 2011, Salamehet al. 2010a).

例如, 心肌细胞接种于明胶覆盖的基膜上, 在 10% 应变下周期性拉伸 24 h (Salameh et

al. 2010a), 间隙连接蛋白的表达和形成的结构发生变化. 然而此研究并没有说明间隙

连接表达的改变与促进心肌细胞成熟相关. 再者, 力学拉伸会影响黏着斑激酶的活性

(Crosara-Alberto et al. 2009, Ferrarini et al. 2006, Shyu et al. 2010, Takahashi et al. 1999,

Zentilin et al. 2010), 调节体外细胞肥大和黏着. Leychenko 等研究力学拉伸激活血管

内皮生长因子的机制 (Leychenko et al. 2011), 结果发现与静态相比, 动态拉伸刺激使
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成年鼠心肌细胞血管生长因子表达提高三倍, 并激活成年鼠 NF-κB, MAPK/ERK1/2,

和 PI3K 的通路. 而 NF-κB 通路的激活对血管生长因子的分泌具有调节作用 (Baker

& Zaman 2010). 虽然力学拉伸刺激的部分研究结果存在争议,但动态拉伸可激活肥大

诱导作用引起的 MAPK/ERK1/2, 和 PI3K 通路 (Haggart et al. 2014, Sadoshima et al.

1993, Yanazume et al. 2002) 的研究结果得到一致认同.

由于二维与三维状态下细胞骨架分布不同,二维条件下的研究结果并不能很好的

适用于三维 (Abbott 2003). 二维培养时, 通过添加小分子或改变表面涂层增加基底

硬度可以增强心肌细胞收缩力. 但二维培养系统中, 基质的硬度和孔经大小通常是相

互关联的, 很难确定硬度、孔径和配体组织对细胞的单一作用 (Chaudhuri & Mooney

2012; Engler et al. 2008, 2004, 2006; Griffin et al. 2004; Holle & Engler 2011; Huebsch et

al. 2010; Trappmann et al. 2012; Tse & Engler 2011; Young et al. 2012). 而三维培养

体系中基底硬度的作用相对均匀, 但由于周围复合物的不断形成、整合素结合、细胞

骨架重排以及可用性营养更加复杂的原因,加大了评估这些参数对细胞特定作用的困

难. 为更好地控制这些参数以促进工程化组织的成熟, 研究者已开始对体外三维培养

系统的构建和调控进行系统研究 (Chen et al. 2008, Massai et al. 2013, Rangarajan et al.

2014, Shapira-Schweitzer & Seliktar 2007). 越来越多研究发现, 即使没有加载力学刺激,

三维培养系统下也可促进细胞的排列,提高心肌功能相关的基因和蛋白的表达 (Black

et al. 2009, Stoppel et al. 2015), 而这些结果在力学刺激后得到了进一步的改善.

目前,研究者已经初步开发了各种生物反应器用于三维心肌组织周期性拉伸刺激

(Birla et al. 2007, Black et al. 2009, Cha et al. 2006, Kluge et al. 2011). Eschenhagen

团队分别将鼠和鸡心肌细胞包埋于胶原凝胶基底中 (Fink et al. 2000, Zimmermann et

al. 2000) 并进行拉伸, 结果表明拉伸刺激后心肌组织的功能有所改善. Zimmerman 等

设计管道状组织工程结构, 心肌组织实现 0.51mN 的最大收缩幅度, 并且随着培养时

间加长收缩力加强, 心肌组织表现出一种主动 – 长度和被动力 – 频率的关系, 表明获

得的工程化心肌组织类似于体内组织 (Zimmermann et al. 2000). 在类似研究中, 将

鸡心肌细胞包埋在胶原凝胶中, 对心肌组织施加单向周期性拉伸, 四天后心肌细胞长

径比、肌丝长度和线粒体密度均有增加, 代谢活动增强, 肌节 α-actinin 表达增加 40%

(Fink et al. 2000). 整体而言, 力学拉伸对三维心肌组织表型成熟化至关重要, 但结果

中并没有报道拉伸幅度和频率导致的最大收缩力. 研究者随后对该设计进行改进, 设

计环形结构实现更好的参数控制,在拉伸 (10%应变、2Hz) 7 d后观察到高度有序的肌

节以及黏附增加和间隙连接的形成 (Zimmermann et al. 2002).

Legant 等将凝胶悬浮在两个平行的 PDMS 柱子之间 (Galie et al. 2015, Legant et

al. 2009), 柱子的偏转可以测定水凝胶中细胞产生的收缩力. 考虑到心肌细胞有限的

重塑和增殖能力, 在构建的生物组织中共培养心肌成纤维细胞是非常必要的 (Galie &
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Stegemann 2011, Porter & Turner 2009, Sullivan & Black 2013). 通过近一步改进,实现在

较大结构组织 (Galie et al. 2015)、微结构组织 (Boudou et al. 2012)、锯齿状三维胶原

结构中包埋心肌细胞和心肌成纤维细胞,通过原子力显微镜尖端施加不同大小振幅和

频率刺激, 增强了组织的收缩力. 这些实验只研究了 0.5∼ 2Hz 的加载频率, 结果发现

2Hz 的力学加载可增强心肌细胞表型, 且构建的心肌组织搏动频率保持在 1Hz 左右.

在另一个生物反应器中可实现周期性拉伸, 多孔胶原材料一边粘在培养皿上, 另一边

连接在钢棒上 (控制动态拉伸) (Liu et al. 1999), 心肌细胞包埋于胶原中. 经过拉伸刺

激后 (80 r/min, 14 d) 发现胶原基质的形成以及心肌细胞进入胶原的数量均有增加.

除了传统的力学刺激方法, 如生物材料的物理变形, 研究者也尝试其他方法来实

现对工程化心肌组织的力学刺激. 一种是施加与细胞伸展方向相反的压缩刺激; 另一

种是通过灌注实现流体剪切应力. 灌注可以是连续的, 如使用蠕动泵实现一个稳定或

周期性变化的流量. 脉动流的频率可以通过调节来模拟人 (1Hz)或啮齿动物 (2∼ 3Hz)

的心率.在研究压缩 (1Hz, 15%应变)和流体剪切力对包埋在 RGD修饰的海藻酸水凝

胶中心肌细胞的影响 (Shachar et al. 2012)的研究中,相比持续压缩细胞保持球形的结

构, 4 d 短周期 (间歇压缩) 的压缩促使心肌组织形成典型的条纹纤维以及 Cx43 表达

增加. 此外, 间歇性压缩组织后成纤维细胞生长因子和转换生长因子 (TGF-β) 的分泌

水平比正常有所提高, 表明心肌细胞表型发生变化, 说明在体外培养系统中动态刺激

对维持心肌细胞表型至关重要.然而,值得注意的是, TGF-β 释放表明心肌成纤维细胞

转化为肌成纤维细胞, 类似于心肌梗死后心肌成纤维细胞被激活, 因此延长研究周期

对于研究心肌成纤维细胞激活过程十分必要. 灌注可促进营养供给和气体交换, 这对

构建毫米级或更大尺寸的心脏组织用于修复至关重要 (Radisic et al. 2003, 2008, 2004).

此外,研究者发现脉冲灌注还可以给材料表面细胞提供剪切应力或作为机械手段刺激

细胞 (Brown et al. 2008). 当脉动流 (1Hz)实验速率分别为 1.50mL/min和 0.32mL/min

时, 组织的兴奋阀值在两种速率下均有显著降低, 但高流脉动流刺激下的心肌组织出

现收缩振幅提高的现象, 而低流速脉冲灌注导致细胞长度和直径变大, 表明这一刺激

会引起细胞肥大. 这些结果显示动态剪切应力对心肌细胞表型有潜在的重要作用.

最近有研究利用磁性纳米颗粒对三维大孔海藻酸盐支架中的细胞施加力学刺激

(Sapir et al. 2014). 通过外部提供 5Hz 的交变磁场对接种有心肌细胞的大孔支架施加

力学加载. 相比无力学刺激组, 在短期 (20min) 外部磁场刺激下, 心肌组织形成了更

多各向异性的条纹纤维状结构, 且蛋白激酶磷酸化增加 (与肥大相关 (DeBosch et al.

2006, Fujio et al. 2000, Sapir et al. 2014, Schaub et al. 1997, Shiojima et al. 2002)). 在刺

激和无刺激下组织 p38 促分裂活化蛋白激酶表达无明显差异. 因此, 基于以上结果需

要通过优化材料和刺激参数进一步的研究磁场刺激对细胞功能的影响.
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4.3 心肌细胞非线性弹性和黏弹性力学微环境体外构建

在体心肌组织的力学微环境会表现明显的非线性弹性行为,研究在体心肌组织的

这种行为对构建体外功能性的心肌组织有非常重要的意义. 在体 ECM 的非线性弹性

行为主要包括应力刚化和黏弹性行为. 应力刚化现象出现在 ECM 应力状态非常低的

区域, 可以在细胞内和细胞外的丝状生物聚合物凝胶观测到 (胶原、纤维蛋白、肌动

蛋白和微管等) (Storm 2005). 研究者将硫醇化透明质酸 (HA) 水凝胶与聚乙二醇丙烯

酸酯交联,控制交联剂相对分子质量来改变水凝胶弹性模量 (Tse & Engler 2010),在体

外模拟 ECM 应力刚化行为. Young 等将鸡胚胎心肌细胞接种于弹性模量随时间缓慢

增加的水凝胶基底上, 模拟在体发育过程中心肌组织的硬化过程; 研究发现相较于培

养在弹性模量不变的基底时, 心肌细胞在逐渐硬化的水凝胶上表现更加成熟, 细胞肌

节长度增加, 转录因子 (Nkx2.5) 和肌钙蛋白 (cTn) 的表达提高 (Engler et al. 2008). 黏

弹性行为是心肌组织和 ECM 另外一种重要的非线性弹性行为, 然而, 很多用于构建

体外组织工程的水凝胶的力学行为是线弹性的. 最近, 已有研究分别了报道 ABA 型

三嵌段水凝胶和腙交联的 PEG水凝胶可以模拟 ECM的应力松弛行为.在 3D力学微

环境构建中,心肌细胞的铺展与增殖都会依赖于基质材料的黏弹性性能.此外,研究发

现应力松弛的时间尺度与细胞行为也有关系.

5 心肌细胞电学及力 – 电耦合微环境体外构建

研究发现外加电刺激可以使心肌组织产生响应达到同步收缩,而电信号的这种兴

奋收缩耦合对心脏发育和功能有着重要的促进作用. 电刺激可以影响心肌细胞动作

电位的产生、搏动频率和持续时间,增加具有自发搏动能力的细胞比例,促进细胞的同

步搏动 (如图 4), 因此提高了组织的同步性和信号传递, 产生了更大的收缩力 (Nunes

et al. 2013, S. Zhao et al. 2016). 许多研究表明在体外培养的过程中施加电刺激, 干细

胞和原代细胞中心肌特异蛋白的表达均呈现阳性结果 (王佳南等 2009, 张颖等 2007).

大多数电刺激的装置设计简单,使用两个电极提供脉冲电场刺激培养基中的心肌细胞

(Tandon et al. 2011).

5.1 心肌细胞电学微环境体外构建

在过去十几年, 研究发现能够通过电刺激在体外构建成熟的心肌组织 (Brevet et

al. 1976, McDonough & Glembotski 1992),主要通过激活许多通路使细胞产生一系列生

理反应, 如转录因子的激活、钙处理、氧化应激反应、蛋白激酶的表达和激活和磷酸

酶的激活. 转录因子如 NFAT3, GATA4, NRF-1 (核呼吸因子), c-Jun 和铬黄 C 对心肌

细胞生长成熟、细胞内线粒体增殖以及祖细胞分化过程都非常重要 (Xia et al. 1998,

Xia et al. 2000). 电刺激通过激活 CaMK 通路调节心肌细胞的钙处理能力和应激反应
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PANI/PLGA

a                                                                                                b

c

图 4

心肌组织电学微环境构建 (Hsiao et al. 2013). (a) 示意图展示了心肌细胞在导电

PANi/PLGA 支架上的接种、电刺激和预期结果: 通过导电材料、玻璃片和铂线共同

组装了用于施加电刺激的培养孔; 未施加电刺激时, 不同的细胞簇具有着不同步的搏

动频率 (红色和蓝色波形);施加电刺激后,不同的细胞簇对电信号产生响应,搏动频率

变为同步 (红色、蓝色波形与黄色相同步); (b) 实验结果显示, 未施加电刺激时两个独

立细胞簇的跳动频率 (红色和蓝色箭头指示了被观测的两个细胞簇, 红色和蓝色竖线

表示其跳动频率); (c) 施加电刺激后, 这两个细胞簇的跳动频率与施加的电刺激步调

一致 (黄色线表示外加的电刺激频率), 达到同步搏动, 证明导电材料增强了心肌细胞

对电信号的响应能力

(Ca2+/依赖钙调蛋白激酶) (McKinsey & Olson 1999, Passier et al. 2000, Xia et al. 2000).

CaMK-I和 CaMK-IV的激活可引起磷酸酯酶的激活 (如钙调神经磷酸酶),但是当发生

过表达时最终会导致病理性肥大 (McKinsey & Olson 1999, Passier et al. 2000). 这些结

果可以明确导致病理发生的电信号持续时间,以此更清楚地设计体外培养的方法来研

究生理或病理反应过程.

心肌收缩和动作电位的产生是受到成熟相关的功能蛋白 (组织相容性复合物、肌

钙蛋白、Cxs)以及离子通道的调控.这些关键蛋白的表达水平不仅受力学转导通路调

控,而且可以通过电刺激来调节. 对接种于培养板上细胞施加 6 d的电刺激 (10Hz, 1 V,
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5ms),结果发现细胞排列更加有序且 Cx43表达增加,细胞长径比也增大 (Baumgartner

et al. 2015). 另外还发现人 ether-a-go-go 基因 (HERG) 相关的电压门控钾离子通道

Kcnh2 在施加电刺激时表达上调 (Curran et al. 1995, Volberg et al. 2002). 上述结果均

证明体外施加电刺激对于信号通路的成熟和发育非常重要. 因此, 电刺激可以提高心

肌细胞成熟, 刺激的频率和电压大小的不同也同样影响心肌细胞的行为.

在基于各种材料的三维心肌组织构建研究中,均显示与电刺激相结合有助于干细

胞向心肌细胞表型分化, 并改善心肌细胞的功能 (Barash et al. 2010; Chiu et al. 2011;

Kapur 2011; Maidhof et al. 2012; Park et al. 2014; Pietronave et al. 2013; Tandon et al.

2009, 2011; Wang et al. 2013). 大多数用于细胞培养的生物材料并不具有导电性, 因

此需要通过外加电刺激实现心肌组织的同步收缩,也可通过添加导电材料如碳纳米管

和石墨烯等提高支架的导电性 (Dvir et al. 2011, Martins et al. 2014, Shin et al. 2013,

You et al. 2011, Zhou et al. 2014). Radisic 等研究了电刺激在心肌组织形成和成熟中

的作用, 将心肌细胞和心肌成纤维细胞包埋于胶原中, 培养 3 d后连续 5 d施加电脉冲

刺激 (2ms、5V/cm、1Hz) 模拟体内心肌的电学微环境 (Zhao et al. 2016). 施加电刺

激后心肌组织的电信号传导和收缩特性有所改善,不仅提高了 MHC、Cx43、肌酸激酶

MM和 cTnI的表达,而且心肌细胞收缩力也有显著增强,收缩频率增加且实现同步收

缩 (Zhao et al. 2016). 在另一研究中, 通过使用 L 型钙通道、间隙连接和 PI3K 通路阻

断剂, 确认了功能性间隙连接、细胞骨架和兴奋收缩耦合是实现组织收缩的必要条件

(Zhao et al. 2016). 此外, 在培养 3 d 开始刺激, 防止细胞内心肌蛋白的积累, 限制心肌

细胞成熟和收缩 (Radisic et al. 2007),建立了精确的控制刺激条件,并了解了刺激前、

刺激时和刺激后心肌细胞表型的变化. 在另一研究中, 三维心肌组织由单层二维细胞

层叠而成,仅一天的电刺激加载就使层与层之间的电导 –收缩耦合明显增强 (Shimizu

et al. 2002), 这表明电刺激可促进心肌组织耦合的过程中建立同步收缩.

此外, 研究者也将电刺激与小分子结合, 如将小分子的传递、整合素结合的改变,

或材料表面结构特性的调控、生长因子的传递与电刺激结合.例如, IGF-1可以防止心

肌细胞肥厚, 并在氧化应激以及受损后改善心肌生存状态 (Fujio et al. 2000, Huynh et

al. 2010, Kajstura et al. 2001, Mehrhof et al. 2001, Park et al. 2014). 相比于单独施加电

刺激或添加 IGF-1, 对有序 PGS 支架接种的心肌细胞施加 8 d 双因子刺激后 (2ms 持

续时间、5V/cm 振幅、1Hz 频率), 细胞直径显著增大且 Cx-43 表有所提高 (Park et al.

2014).

5.2 心肌力 – 电耦合微环境体外构建

如上所述,在体外培养过程中单独施加力或电刺激可以改善心肌细胞的行为并促

进其成熟.心肌层细胞间的耦合促进电信号传播,实现整个组织的同步收缩,最终将血
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液输送到身体 (Vunjak-Novakovic et al. 2010). 电兴奋和收缩耦合对心脏的功能都具有

至关重要的作用. 因此, 了解三维培养时力 – 电刺激结合产生的相关生理效应, 对体

外构建功能性心肌组织具有重要的作用.

5.2.1 心肌细胞三维剪切力 – 电耦合微环境

为了将营养和小分子输送到施加电刺激的组织中并同时提供基于流体的力学刺

激, 研究者设计了培养基灌注和电刺激结合的生物反应器. 相比单独刺激或静态培

养, 当同时进行灌注 (蠕动泵, 18 µL/min) 和电刺激培养 (3V/cm, 3 Hz, 单相方波) 时,

心肌细胞接种于粘连蛋白的有序支架上, 结果提高了 cTnT 表达并增加了收缩强度

(Maidhof et al. 2012). 在另一研究中, 对培养在海藻酸三维膜上的心肌细胞施加灌注

和电刺激 (74.4mA/cm2、双相、1Hz), 4 d 后心肌细胞对成熟度有所促进 (增加伸长和

条纹纤维以及 Cx43 表达) (Barash et al. 2010).

在另一研究中,研究者对脱细胞心脏支架采用灌注和电刺激结合的方式进行三维

心肌组织重建 (Momtahan et al. 2015, Ott et al. 2008). 将心肌细胞接种于老鼠脱细胞

的心脏支架后, 通过灌注 (在左心房进, 通过主动脉瓣出) 充气和放气来填充心室, 实

现流体和力学拉伸共同提供力学刺激 (Ott et al. 2008). 同时, 通过施加电刺激 (1Hz,

5∼ 20V, 2ms) 以促进细胞之间的力电耦合. 实验结果显示, 培养 8 d 后, 当刺激频率小

于 4Hz 时, 心肌组织产生 320Pa (2.4mmHg) 的收缩压 (约为成年大鼠心脏功能的 2%

和人类 16 周胎儿心脏功能的 25%) (Johnson et al. 2000), 但当刺激高于 4Hz 时收缩压

降低. 这项研究表明灌注和电刺激结合在脱细胞心脏体系中的可行性, 以及用它来构

建功能性心脏模型的潜能.

5.2.2 心肌细胞三维力学拉伸 – 电耦合微环境构建

为了更真实地模拟在体心肌组织的生理特征,研究者开发了力学拉伸和电刺激结

合的生物反应器 (Feng et al. 2005, Isenberg & Tranquillo 2003, Lu et al. 2013, Miklas et

al. 2014, Morgan & Black 2014, Wang et al. 2013),以期将模拟心室填充过程的力学刺激

与电刺激结合以实现心肌组织的同步收缩 (如图 5). 具体是通过电场对整个组织施加

电刺激, 而通过物理拉伸对心肌组织施加应变刺激. 最早的力 – 电反应器系统是单轴

拉伸,展示了平台的可行性和可调节性 (Feng et al. 2005). 研究者对第一个生物反应器

采取了多种方式的改进, 包括增加测试的样本数量和提高刺激参数的精确度. Morgan

等基于先前力学刺激的系统设计了生物反应器单元 (Morgan & Black III 2014, Morgan

& Black 2014), 进一步在组织周围添加两个单独碳棒来施加电刺激. 这种组合系统提

供仿生的力 – 电耦合刺激, 模拟了体内的等容收缩期. 原代心肌细胞培养在纤维水凝

胶中, 通过 “延迟” 刺激机制 (在力学刺激开始 0.49 s 后开始电刺激) 模仿等容收缩时



340 力 学 进 展 第 48 卷 : 201807

Leur

( )

(
)

(
0.49 s)

DAQ

SMA, Tnnl, DAPI

A                                                                                                  B

a                                    b

c                                                            d

a

b c

d

图 5

心肌力 – 电耦合微环境构建. (A) 一种结合气动扩张拉伸和电刺激的力 – 电耦合体

外构建平台 (K. Y. Morgan & Black 2014): (a) 实物图显示了该力 – 电耦合生物反应

器, 力学刺激由气动扩张产生, 电刺激由碳棒引入; (b) 实验设置了对照组、单独力学

拉伸组、单独电刺激组、力 – 电同步刺激组和模拟在体心肌的力 – 电延迟刺激组; (c)

示意图显示了通过电脑实现对生物反应器的力 – 电刺激的独立调控; (d) 功能蛋白染

色结果显示, 相比对照组和力 – 电单独刺激组, 两种力 – 电耦合刺激方法能够促进心

肌功能蛋白的表达, 并且在模拟心肌等容收缩的力 – 电延迟刺激组中, 肌钙蛋白的表

达进一步增强. (B) 一种结合机械拉伸和电刺激的力 – 电耦合体外构建平台 (Wang et

al. 2013): (a) 示意图展示了在对培养了心肌细胞的材料进行机械拉伸的同时用平行

电极施加电刺激; (b) 刺激方案展示了力学拉伸和电刺激的波形; (c) 生物反应器实物

图; (d) 力 – 电耦合刺激 1 d、2 d 和 4 d 组织 Mason 染色结果显示出肌纤维结构的形成

和随时间增多 (红色区域), 证明了该刺激方法对心肌组织形成和成熟的促进作用

间, 与其他条件相比 SERCA2 表达增强, 而与静态培养或力、电单独刺激的培养组相

比, Akt1 表达增强 (Morgan & Black 2014). 随后的研究也表明, 进一步改变力和电刺

激的加载时间, 会促进收缩力的产生和松弛率的降低, 表明这种类型的系统可用于研

究心律失调疾病状态下心肌组织的功能变化 (Morgan & Black 2014).

Miklas 等研发了一个力 – 电生物反应器平台, 包含有 8 个微组织和两个电极, 每

个电极可同时对四个微组织施加电刺激, 与之前的设计相比实现了高通量 (Miklas et

al. 2014). 对于这些微组织, 同时采用气动驱动的拉伸设备对组织施加静态压力, 且通

过观察 PDMS 柱的形变来观测每个微孔中组织的拉伸情况. 相比单独的力或电刺激,

在 5% 静态应变 5% 和 3∼ 4V/cm, 1 Hz 的电刺激下组织培养 3 d 后呈现出排列有序的
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肌节 (cTnT), 且间隙连接蛋白的表达 (Cx43) 增强 (Miklas et al. 2014). Wang 等开发

了可在组织培养箱中实现力 – 电加载的培养平台, 可同时培养 2∼ 4 个组织样品 (规

格约为 3mm× 20mm× 20mm),通过对周期性拉伸的振幅和频率以及电脉冲频率实现

精确调节, 使其与体内组织相匹配 (Wang et al. 2013). 为证明该设计的有效性, 研究

者将脱细胞的猪心肌层作为支架材料, MSC作为细胞源,验证 5-氮杂胞苷 (24 h)与力

– 电耦合刺激结合对提高 MSC 向心肌分化的效率. 实验结果显示, 经过两天的力学拉

伸 (20%)和电刺激 (5V, 1Hz),心肌相关特异性蛋白包括 α-actin, MHC, cTnT, Cx43和

N- 钙黏着蛋白等均呈阳性表达. 上述结果均表明力学和电刺激耦合调控可进一步促

进体外构建心肌组织的成熟化, 为临床应用提供重要的实验基础.

6 结论与展望

虽然目前研究已证实,通过力学和电学微环境调控对心肌功能及干细胞分化为心

肌细胞有着显著的影响, 但其在心肌组织构建中的应用仍然处在起步阶段. 近年来,

已有国外研究者发现能够通过调控干细胞的 β-catenin 通路, 来实现高效的干细胞向

心肌细胞的分化 (Lian et al. 2012). 目前国内研究者在该领域也取得了大量的研究成

果, 杨黄恬课题组发现了多个能够影响干细胞向心肌细胞分化的信号通路, 利用细胞

因子或基因修饰的方法促进了心肌细胞的分化效率和功能 (Cao et al. 2013, Tang et

al. 2016); 龙勉课题组开展发现了基质材料的硬度和形貌等力学因素对间充质干细胞

分化的影响的研究,发现可通过调控基质材料的力学微环境来诱导干细胞的分化方向

(Li et al. 2013, Lu et al. 2014). 研究如何促进心肌细胞的分化,以及使用干细胞分化得

到心肌细胞构建功能化心肌组织的实验方法,可以推进人源干细胞用于心肌组织工程

的进程, 促进工程化心肌组织的临床治疗应用. 因此未来需要更多地研究如何利用力

学和电学微环境促进干细胞向心肌细胞的分化,并以此来构建具有临床应用潜力的工

程化心肌组织.

关于力学刺激特别的问题是刺激时间变化的作用,所有的研究都是以恒定的振幅

和频率进行力学刺激, 但是力学刺激在体内是高度可变的. 由于高度可变性是健康的

心脏功能重要的组成部分, 因此力学刺激的变化可能会改善 3D 结构组织的成熟. 对

于电学刺激而言, 未来的工作应该主要目标是优化重要的电刺激参数, 包括振幅、持

续时间等,以在体外实现更加成熟的功能性心肌组织.基于在体心肌微环境,体外对工

程化心肌组织力 –电微环境耦合调控是对心肌组织微环境更准确的重构,且耦合的加

载顺序、时间间隔、程度以及频率等条件对工程化心肌组织的生物学响应也起关键作

用.

了解力 –电微环境耦合调控对心肌组织的作用,可更好地设计新颖且有效的生物
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反应器用于体外构建具有完整功能的心肌组织.可将在体外构建的心肌组织应用在三

个领域:组织再生、疾病模型和药物测试 (Control & Prevention 2014, Corona et al. 2013,

Xiao et al. 2014). 心肌力 –电微环境构建用于工程化组织再生通过获得来自患者的特

殊细胞, 体外在三维生物支架材料上进行培养, 然后将细胞与材料移植到体内患者受

损的部位, 通过增殖、生长和分化形成新的组织, 而此时材料经过一定时间后完全降

解. 细胞、支架材料和细胞因子可以同时结合使用, 也可以独立用来构建工程化的心

肌组织. 而由于在体心肌细胞所处特殊的微环境, 使得在体外通过施加力 – 电刺激促

进心肌细胞生长和分化以及组织的形成, 可一定程度提高心肌细胞的成熟度, 最终构

建成完整的具有一定功能的心肌组织.

鉴于心血管疾病和各种继发症的患病率上升且死亡率增加的趋势 (Control & Pre-

vention 2014, Thom et al. 2006), 目前急需建立体外心脏疾病模型, 从而更好地理解发

病机制及其寻找有效的治疗手段. 可实现力 – 电加载的生物反应器为体外构建病理

状态下的疾病模型, 模拟疾病状态下的力 – 电微环境, 甚至为疾病的发展过程提供了

可能的研究平台. Morgan 等设计反应器可调节力学刺激的强度和时间以及电刺激的

频率和时间模拟心脏相关疾病, 进而研究疾病状态下心肌细胞的生物学响应. 力 – 电

刺激生物反应器系统可调控力 –电刺激的时间,因此能够模仿发育过程中发生病变心

肌细胞和心肌组织. 比如主动脉瓣狭窄和心脏衰竭等. 主动脉瓣狭窄患者主要是主动

脉瓣不完全开放, 即保留左心室收缩功能等容收缩时间下降, 左心室收缩功能发生下

降时, 等容收缩时间下降. 收缩的延迟可能是由于左心室排出血液长时间通过阻塞的

主动脉瓣, 导致的结果后负荷增加和收缩减慢. 因此可以通过调节延迟外加力学刺激

的时间来模拟这一过程. 研究者们开发了一些可以制备高通量、微型的体外心肌组织

设备 (例如微流体通道、微设备和细胞芯片) 用于模拟体内心肌组织功能和测试药物

及浓度对心肌组织的影响. 在一个研究中, 一种芯片被设计用于高通量分析心肌细胞

在不同性能基底 (排列)或小分子浓度 (异丙肾上腺素)时的响应 (Agarwal et al. 2013).

这个芯片能够连续测量舒张和收缩应力 (Agarwal et al. 2013, Wang et al. 2014). 此

心肌芯片设备已经应用于诸多方面, 例如疾病模型的发展 (巴氏综合症) 和药物筛选

(Bhatia & Ingber 2014, Chan et al. 2013, Esch et al. 2014), 未来也可以用于干细胞分化

和共培养 (Farouz et al. 2015). 最后, 另一个优势是可以在体外研究体内的可变性和不

规则性. 鉴于心率和舒张压变量在大多个人中是多变的, 未来的工作可了解振幅和速

率变化在维持组织功能的作用 (Cysarz et al. 2007, Musialik-Lydka et al. 2003).
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Abstract Cardiovascular diseases remain the leading cause of human death worldwide.
The development of cardiac tissue engineering has provided a most potential strategy for
the treatment of cardiovascular disease through regenerating functional cardiac tissues and
restoring dysfunctional myocardium. The occurrence and progress of cardiovascular diseases
are closely related to the changes of mechanical and electrical cell microenvironment in na-
tive myocardium. In the last decades, with the advances in biomaterials and micro- and
nano-fabrication techniques, increasing evidence has demonstrated that the biomimicking
of mechanical-electrical cell microenvironment is important for the maturation and func-
tionalization of engineered cardiac tissues for the purpose of myocardium restoration. In
this review, we firstly elucidated the biological basis of mechanical properties and electrical
signal transmission in native myocardium, including the mechanical and electrical microen-
vironment in physiological and pathological conditions. Then, we reviewed the current re-
search progress of advanced biomaterials for cardiac tissue engineering applications. Finally,
we summarized the development and manipulation of mechanical and electrical microenvi-
ronment using advanced biomaterials, and the biological responses of cardiomyocytes and
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cardiac tissues to the biomimicking mechanical-electrical microenvironment.

Keywords mechanical microenvironment, electrical microenvironment, cardiac tissue en-
gineering, biomaterial
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