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人诱导多能干细胞分化的心肌细胞电生理鉴定
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摘  要：本文旨在研究人诱导多能干细胞分化的心肌细胞(human induced pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes, 
hiPSC-CMs)的电生理特性。采用时序性短暂激活/短暂抑制Wnt信号通路的方法将未分化的IMR90-4细胞系定向诱导分化为

心肌细胞。用免疫荧光染色法和流式细胞术检测心肌肌钙蛋白T (cardiac troponin T, cTnT)蛋白表达，计算hiPSC-CMs的分化

率。用膜片钳技术记录hiPSC-CMs的动作电位，根据动作电位的表现对心肌细胞进行分类，并进一步分析电生理特征。结果

显示，hiPSC-CMs的纯度大于95%。根据动作电位的表现，hiPSC-CMs可分为心房肌样细胞、心室肌样细胞和窦房结样细

胞。其中，心室肌样细胞的动作电位时程(action potential duration, APD)、动作电位幅度(action potential amplitude, APA)和最大

去极化速率(dV/dtmax)均大于心房肌样细胞和窦房结样细胞，窦房结样细胞的dV/dtmax低于心室肌样细胞和心房肌样细胞。以

上结果表明hiPSC-CMs纯度高，并且分化出的三种不同类型的心肌细胞具有和成熟心肌细胞相似的动作电位特征。

关键词：人诱导多能干细胞；心肌细胞；动作电位；电生理

中图分类号：R337.5

Electrophysiological identification of human induced pluripotent stem cell- 
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Abstract: The present study was aimed to characterize the electrophysiology of human induced pluripotent stem cell-derived cardio-
myocytes (hiPSC-CMs). IMR90-4 cells were induced to differentiate into cardiomyocytes by temporal modulation of regulators of 
canonical Wnt signaling. The protein expression of cardiac troponin T (cTnT) was detected by immunofluorescence staining and flow 
cytometry, and the differentiation rate of hiPSC-CMs was calculated. The action potentials (APs) of hiPSC-CMs were recorded by 
patch clamp and used to classify different types of cardiomyocytes. The electrophysiological characteristics of hiPSC-CMs were 
further analyzed. The results showed that the cTnT positive rate of hiPSC-CMs was above 95%. hiPSC-CMs were differentiated into 
3 types of cardiomyocytes based on the properties of AP: ventricular-, atrial- and nodal-like cells. In comparison with the other two 
types of cells, the APs of ventricular-like cells exhibited longer duration, higher amplitude and higher dV/dtmax. The nodal-like cells 
had the lowest dV/dtmax among all the three types. These results indicate that hiPSC can be differentiated into the cardiomyocytes with 
high purity and the differentiated hiPSC-CMs have similar electrophysiological characteristics to adult cardiomyocytes.
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研究论文

人类多能干细胞 (human pluripotent stem cell, hPSC) 
[包括人类胚胎干细胞 (human embryonic stem cell, hESC)
和人类诱导多能干细胞 (human induced pluripotent stem 

cell, hiPSC)] 的发现，为再生医学以及转化医学研

究开辟了新的道路。随着 hiPSC 研究技术的成熟与

发展，以及其定向分化愈加稳定和高效，使得 hiPSC
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成为许多疾病的研究载体以及药筛工具 [1]。人诱导

多能干细胞分化的心肌细胞 (human induced pluripotent 
stem cell-derived cardiomyocytes, hiPSC-CMs) 分化方

法存在多样性，有化学诱导，例如维生素 C 诱导分

化，也有调控转录因子调节心肌特异性基因和蛋白

的表达启动 iPSC 向心肌细胞的分化，还有通过调

控 TGF-β 或者 Wnt 信号通路将细胞诱导成心肌细

胞等方法 [2, 3]。目前普遍使用的这几种方法最终分

化形成的心肌细胞种类具有不确定性，三种类型的

心肌细胞 ( 心室肌样、心房肌样、窦房结样细胞 )
均可由 hiPSC 分化形成 [3]。通过对 hiPSC 分化出的

不同亚型心肌细胞电生理特征进行研究，可以对

hiPSC 分化过程进行判断，明确不同亚型的电生理

特点，从而对单一类型心肌细胞的定向分化技术起

到辅助作用。因此，本研究用时序性激活 / 抑制

Wnt 通路的方法制备 hiPSC-CMs，用流式细胞术以

及免疫荧光染色法检测心肌特异性蛋白标记物，计

算 hiPSC-CMs 分化率，并利用膜片钳技术研究

hiPSC-CMs 的电生理特性，明确分化出的不同心肌

细胞的类型及其电生理特点，为 hiPSC-CMs 的定

向分化技术提供参考。

1  方法与材料

1.1  实验材料　　未分化的上皮细胞来源的

IMR90-4 细胞系购于美国 Wi-Cell 公司；含胰岛素

和不含胰岛素的 RPMI-B27 培养基购于美国 Life 
Technologies 公司；糖原合成激酶 3 (glycogen synthase 
kinase-3, GSK-3) 抑制剂 CHIR99021 购于美国 Selleck
公司；C59 购于美国 Cellagen Technology 公司；三

碘甲状腺原氨酸购于美国 Sigma 公司；兔多克隆抗

心肌肌钙蛋白 T (cardiac troponin T, cTnT) 抗体、荧

光驴抗兔 IgG 抗体 ( 二抗 ) 购于英国 Abcam 公司；

兔多克隆抗 cTnT、Control isotype IgG 流式抗体购

于北京 Bioss 公司；玻璃电极购于美国 Sutter Instrument
公司。

1.2  液体配制　　动作电位电极外液 (mmol/L) ：
NaCl 137，KCl 5.4，MgCl2 1，葡萄糖 10，HEPES 
10，CaCl2 1.8 (NaOH 调节 pH 至 7.4) ；动作电位电

极内液 (mmol/L)：KCl 150，MgCl2 1，HEPES 5，EGTA 
10，Na2ATP 5 (KOH 调节 pH 至 7.2)。
1.3  hiPSC向心肌细胞的定向分化　　hiPSC (IMR90-4)
培养所使用的培养皿用低生长因子基质胶 (BD 
Biosciences，美国 ) 预处理，在 E8 培养基 (Life 

Technologies， 美 国 ) 中 培 养 细 胞 使 其 融 合 达

75%~80% 后用 versene (Life Technologies，美国 ) 消
化进行传代。传代使用 10 μmol/L ROCK 抑制剂

Y27632 (Stratech Scientific Ltd.，英国 ) 促进细胞存

活及贴壁，在 37 °C、5% CO2 的培养箱中培养。采

用时序性短暂激活 / 短暂抑制 Wnt 信号通路的方法

将未分化的 IMR90-4 细胞系定向诱导分化为心肌细

胞 [4]。在分化的早期阶段，当干细胞铺板达到 90%
汇合密度时，使用 GSK-3 抑制剂 CHIR99021 (9 
μmol/L) 处理 2 d，分化至第 3 天时使用 Wnt 通路阻

滞剂 C59 (3 μmol/L) 处理 2 d。在分化过程中隔天更

换一次无血清、不含胰岛素、含葡萄糖 RPMI-B27
培养基。分化至第 11 天左右，即有细胞开始跳动。

由于心肌细胞和干细胞代谢方式的差异性，于分化

第 14 天 ( 此时绝大部分细胞可见明显收缩活动 ) 将
培养基更换为含胰岛素、无葡萄糖 RPMI-B27 培养

基，此时培养基中的主要供能物质为心肌细胞能

量代谢所必需的脂肪酸，而其他非心肌细胞则失去

能量供应而死亡 [5]。细胞分化 20 d 后加入三碘甲状

腺原氨酸 (20 ng/mL)，培养至第 30 天，心肌细胞

发育成熟 [6]，可用于后续实验研究。

1.4  免疫荧光染色法检测 cTnT 表达　　将含有

hiPSC-CMs 的细胞爬片用 4% 多聚甲醛固定于细胞

培养皿中，PBS 洗脱后使用 Triton X-100 在室温下

通透 30 min，然后用驴血清封闭后抗 cTnT 抗体

(1:200) 孵育过夜，第二天在室温下加入驴抗兔 IgG
二抗 (1:200) 孵化 1 h，最后使用含有 DAPI 的封片

剂核染色及封片。实验数据通过 Olympus X71 显微

镜，Olympus DP72 数码相机以及 ImageJ 软件进行

图片获取和分析。

1.5  流式细胞术检测 cTnT 表达　　将 hiPSC-CMs
用胰酶消化后计数重悬，加入 1% 甲醛室温下固定

30 min 后用 PBS 洗脱，再用 0.1% Tween-20 孵育

30 min 后用 PBS 洗脱，加入含 5% BSA 的 PBS 封

闭 20 min，分别在阳性对照组和样品组中加入 PE
标记的 Control isotype IgG 和抗 cTnT 一抗，冰上孵

育 30 min 并用 PBS 洗脱后，将样品加入流式管中

上机检测。实验数据通过 FACSCantoII (BD Biosci-
ences 公司，美国 ) 流式细胞仪采集，用 FlowJo 软

件进行分析。

1.6  hiPSC-CMs 膜片钳动作电位检测　　将含有 1.5 × 
104 hiPSC-CMs 的 15 mm 孔径培养皿用动作电位电

极外液反复洗涤 3 次，以去除培养基中的大分子蛋
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白等杂质。用动作电位电极外液覆盖培养皿底壁数

毫米深，选取单个、边缘清晰、细胞膜完整并且有

自发搏动的心肌细胞作为记录细胞。记录电极选用

硬质玻璃毛胚，经 P1000 微电极拉制仪 (Sutter 
Instrument 公司，美国 ) 两次拉制而成。充电极内

液后入液阻抗 3~5 MΩ。使用 MP-225 微操纵器

(Sutter Instrument 公司，美国 ) 将记录电极缓慢推

向目标细胞。当电极入液后，补偿液接电位；当电

极靠近细胞膜后，轻加负压于电极内，吸引数秒钟

后，电极尖端与细胞膜表面形成 1 GΩ 以上的高阻

封接，补偿电极电容。给电极内轻施脉冲式负压吸

破细胞膜，补偿细胞膜电容，串联电阻补偿 50%~ 
60%，稳定数分钟，封接仍然良好 ( 封接电阻无明

显变化 ) 时切换到电流钳模式下，使用 free gap 模

式开始记录心肌细胞自发产生的动作电位，每个细

胞记录 50 s。实验过程通过计算机软件 Patchmaster
控制，用 EPC10 (HEKA 公司，德国 ) 放大器采集信

号，用 Clampfit 9.0 以及 Origin 8 软件进行数据分析。

1.7  统计学处理　　计量数据以 mean ± SEM 表示，

应用 GraphPad Prism 5.0 统计软件处理，多组间计

量资料比较采用 one-way ANOVA，组间两两比较采

用Bonferroni法。P < 0.05时认为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  hiPSC-CMs 的形态学分化纯度鉴定

流式细胞术结果显示，hiPSC-CMs 的 cTnT 阳

性率为 95.7%，即心肌细胞的纯度大于 95% ( 图
1A) ；疫荧光染色结果显示，细胞表面出现心肌肌

图   1. 人诱导多能干细胞分化的心肌细胞(hiPSC-CMs)分化率鉴定

Fig. 1. Identification of differentiation rate of human induced pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes (hiPSC-CMs). A: Cardiac 
troponin T (cTnT) positive rate detected by flow cytometry. B: cTnT expression detected by immunofluorescence staining. cTnT was 
stained with green, and nucleic acid was blue. Scale bar, 100 μm.

图   2. 心室肌样、心房肌样以及窦房结样细胞动作电位

Fig. 2. Representative action potentials (APs) of nodal-, ventricular- and atrial-like cells. APs were recorded from spontaneous beating 
cells in current-clamp mode.
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节结构 ( 图 1B)。以上结果表明 hiPSC-CMs 的分化

率符合后续实验的要求。

2.2  hiPSC-CMs的动作电位特征

膜片钳结果显示，hiPSC-CMs 根据动作电位形

态分为心房肌样细胞、心室肌样细胞和窦房结样细

胞。其中窦房结样细胞有明显的 4 期自动去极化表

现，心室肌样细胞有明显的 2 期平台期，心房肌样

细胞则没有明显的 4 期自动去极化和 2 期平台期

( 图 2)。
各类型心肌细胞的动作电位的分析结果显示，

窦房结样细胞的动作电位幅度 (action potential 
amplitude) 和最大去极化速率 (dV/dtmax) 低于心房肌

样细胞与心室肌样细胞，并且动作电位的去极化时

间 (rise time) 大于心室肌样细胞与心房肌样细胞，

差异有统计学意义 (P < 0.05)( 表 1)。心室肌样细胞

的去极化时间与心房肌样细胞无显著差异，但其去

极化程度以及超射值比心房肌样细胞更大，去极化

的速率也高于心房肌样细胞，差异有统计学意义 ( 均
P < 0.05)( 表 1)。

比较三种心肌细胞的动作电位时程，结果显示

心室肌样细胞的动作电位复极化至 10% 的时间

(APD10) 与窦房结样细胞和心房肌样细胞相比无统

计学差异，但由于平台期的存在，心室肌样细胞复

极化至 50% 和 90% 的时间 (APD50, APD90) 与心房

肌样细胞和窦房结样细胞相比显著增加，差异有统

计学意义 ( 均 P < 0.01)( 图 3)。

3  讨论

随着 hiPSC 的热度日益增加，其向具体心肌细

胞亚型的分化方法成为了研究焦点，最近 Lee 等 [7]

研究显示，中胚层中通过激活视黄酸信号通路可以

选择性地诱导 hPSC 向心房肌细胞分化，并且增加

表1. 不同类型心肌细胞动作电位参数

Table 1. Action potential parameters of different types of hiPSC-CMs
Types RMP (mV) APA (mV) dV/dtmax (V/s) OS (mV) Rise time (ms)
Nodal-like (n = 7) −53.49 ± 1.36 75.78 ± 4.29*# 5.20 ± 1.41*# 22.29 ± 3.20* 56.85 ± 16.46*#

Ventricular-like (n = 21) −61.07 ± 0.93 105.8 ± 1.68* 23.47 ± 1.35* 44.77 ± 1.41* 11.73 ± 1.86
Atrial-like (n = 20) −58.37 ± 1.40 88.12 ± 2.83 14.49 ± 1.20 29.75 ± 2.32 16.64 ± 1.26
Mean ± SEM. *P < 0.05 vs atrial-like cells; #P < 0.05 vs ventricular-like cells. RMP: Resting membrane potential; APA: Action potential 
amplitude; dV/dtmax: Maximal rate of depolarization; OS: Overshoot.

图   3. 不同类型心肌细胞的动作电位时程

Fig. 3. Action potential durations of different types of cardiomy-
ocytes recorded by patch clamp. APD10, action potential dura-
tion at 10% of repolarization; APD50, action potential duration 
at 50% of repolarization; APD90, action potential duration at 
90% of repolarization. Mean ± SEM. **P <  0.01 vs atrial-like 
cells; $$P <0.01 vs nodal-like cells.

CD253a 表达的细胞能提高心室肌细胞的分化。Lee
等通过定向诱导分化出的心室和心房肌样细胞的动

作电位时程与本研究结果相近。本研究检测了

hiPSC 分化的不同类型心肌细胞的电生理特性，结

果表明 hiPSC 成功分化为心肌细胞，并且不同类型

细胞的电生理特征与成熟人类心肌细胞的特性相

似 [8, 9]。心房肌样细胞、心室肌样细胞以及窦房结

样细胞的动作电位特点也与其他文献中报道的

hiPSC 和 hESC 分化的心肌细胞动作电位的特性一

致 [10–12]。但由于细胞分化或者培养方法的不同，可

能对细胞的形态产生影响 [13]。心室肌样细胞的动作

电位时程、去极化幅度以及静息电位在各个课题组

的研究报道中有所差异 [14]。由于动作电位是由不同

离子通道参与形成，因此本研究结果中动作电位的

表现提示 hiPSC-CMs 基本表达了正常心肌细胞上

的参与动作电位形成的各种类型的离子通道，如心

室肌中参与 0 期去极化的 INa、1 期快速复极的 Ito、
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2 期平台期的 ICa-L、Iks 等。而且 Paci 等 [15] 发现 hiPSC- 
CMs 对各种选择性通道阻滞剂的反应性与成年人类

心室肌细胞相似。因此 hiPSC-CMs 可以在细胞水

平上用于药物毒性的筛查以及致心律失常风险的评估。

本研究结果均来自 hiPSC-CMs 自发搏动产生的

动作电位，但目前对于 hiPSC-CMs 的自动节律机

制还没有明确的定论。从动作电位的形态来看，除

了窦房结样细胞有 4 期的自动去极化表现外，心室

与心房肌样细胞的 4 期均处于静息期，而 hiPSC- 
CMs 的自动节律是否由其中的窦房结样细胞引起尚

不明确。有研究认为 If 电流产生的缓慢去极化作用

使细胞膜电压不断上升到达 L 型 Ca2+ 通道开放的

阈电压，从而激活 L 型 Ca2+ 通道的开放，产生 Ca2+

电流，使细胞外的 Ca2+ 内流而诱发动作电位与自动

节律 [16]。L 型 Ca2+ 通道是心肌细胞兴奋收缩耦联中

的重要通道，Ca2+ 通过 L 型 Ca2+ 通道进入细胞并

触发肌浆网内 Ca2+ 池的释放，从而使心肌细胞有足

够的 Ca2+ 进行收缩。但是 Kim 等发现阻断 If 电流

后对 hiPSC-CMs 的自动节律没有任何影响，并且

在 hiPSC-CMs 上很难检测到 If 电流。但是 hiPSC- 
CMs 有自发性的肌浆网 Ca2+ 释放，可进一步激活

Na-Ca2+ 交换体 (sodium calcium exchange, NCX)，从

而提供激活动作电位去极化的电流 [16]。此途径可能

是引起 hiPSC-CMs 细胞自动节律的一种机制。

Du 等 [17] 通过 Optical mapping 观察心肌细胞动

作电位时程，结果显示 hiPSC-CMs 的细胞密度会

影响动作电位时程，从而影响对于细胞分化种类的

判断。本研究在细胞固定密度 (1.5 × 104 / 皿 ) 的条

件下通过膜片钳记录动作电位的形态，可以根据动

作电位 4 期是否有自动去极化区分工作细胞与自律

细胞，再根据复极有无平台期区分心室肌与心房肌。

进一步比较细胞间动作电位时程的差异，从动作电

位的时程可以看出心室肌样细胞由于平台期的存

在，其 APD50 以及 APD90 均比心房肌样和窦房结

样细胞的时程长。因此利用动作电位的时程特性可

以在 hiPSC-CMs 未完全分化成熟的情况下判断心

肌细胞的种类，这对于了解细胞分化情况，以及选

择细胞种类的定向分化有很大的参考价值。
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