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利用人诱导多能干细胞构建的心脏类器官在心脏疾病建模及药利用人诱导多能干细胞构建的心脏类器官在心脏疾病建模及药
物评价中的应用价值物评价中的应用价值
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摘要：目的  探讨人诱导多能干细胞衍生的心脏类器官在心脏疾病模型和药物评价中的潜在应用。方法  通过调控Wnt信号通

路构建由人诱导多能干细胞自组装衍生的心脏类器官，采用流式细胞术检测心脏类器官中心肌细胞比例，RT-qPCR检测干细胞

标志基因（OCT4、Nanog、SOX2）和心肌细胞标志基因（TNNT2、NKX2.5、RYR2、KCNJ2）的表达，免疫荧光染色检测 TNNT2、

CD31、Vimentin的蛋白表达，钙瞬态检测心脏类器官跳动幅度；建立体外心肌损伤模型和缺血再灌注模型，Masson染色检测损

伤水平，ELISA检测心肌肌钙蛋白T（cTnT）释放水平；利用TUNEL染色和钙瞬态检测分别评价化疗药物多柔比星和曲妥珠单

抗对心脏类器官的毒副作用。结果  心脏类器官在培养第8天开始跳动，心肌细胞在心脏类器官中占比为32.4%，心脏类器官可

见心肌标志物TNNT2、NKX2.5、RYR2和KCNJ2大量表达（P<0.001）。不同批次分化的心脏类器官在形态大小、跳动频率、心

肌细胞比例、和心肌收缩力方面均无显著差异。心脏类器官可维持体外培养≥50 d。液氮造成心脏类器官心肌损伤、 TNNT2和

MYH7基因表达下降（P<0.05）、cTnT分泌增加（P<0.01）、跳动幅度下降（P<0.01）和峰值时间增加（P<0.01），而卡托普利处理可

减轻损伤发生。低氧/复氧诱导心脏类器官缺血再灌注损伤，心肌纤维化和凋亡增多（P<0.001）。多柔比星处理心脏类器官

24 h后，细胞死亡明显增加（P<0.05）、心脏类器官的跳动频率和细胞活力下降（P<0.05），且具有剂量依懒性。曲妥珠单抗引起

心脏类器官收缩力和钙处理能力下降（P<0.05）。结论  成功构建心脏类器官，并可用于心脏疾病建模及药物评价。
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Abstract:Objective To explore the potential applications of human induced pluripotent stem cell-derived cardiac organoids in 
constructing cardiac injury models and drug evaluation. Methods Cardiac organoids derived from the self-assembled human 
induced pluripotent stem cells were constructed by regulating the Wnt signaling pathway. Flow cytometry was used to detect 
the proportion of cardiomyocytes in the cardiac organoids, and RT-qPCR was employed to detect the mRNA expressions. 
Immunofluorescence staining was used to detect the protein expressions of TNNT2, CD31, and vimentin. The beating 
amplitude of the cardiac organoids was determined with calcium transient. In vitro myocardial injury models and ischemia-
reperfusion models were established, and the cell injuries were examined using Masson staining. TUNEL staining and calcium 
transient detection were used to evaluate the adverse effects of doxorubicin and trastuzumab in the cardiac organoids. Results 
The cardiac organoids began to beat on the 8th day of culture and consisted of 32.4% cardiomyocytes with high expressions of 
the myocardial markers TNNT2, NKX2.5, RYR2 and KCNJ2. No significant differences in morphological size, beating 
frequency, proportion of cardiomyocytes, or myocardial contractility were observed in the cardiac organoids differentiated 
from different batches. These cardiac organoids could be maintained in in vitro culture conditions for at least 50 days. 
Captopril treatment could obviously alleviate liquid nitrogen-induced myocardial injury in the cardiac organoids. Hypoxia/
reoxygenation induced ischemia-reperfusion injury and promoted myocardial fibrosis and apoptosis in the cardiac organoids. 
Treatment with doxorubicin for 24 h resulted in significantly increased cell death and reduced beating frequency and cell 
viability in the cardiac organoids in a dose-dependent manner. Trastuzumab significantly impaired the contractile and calcium 
handling abilities of the cardiac organoids. Conclusion Cardiac organoids derived from human induced pluripotent stem cells 
have been successfully constructed and can be used for cardiac disease modeling and drug evaluation.
Keywords: human induced pluripotent stem cells; cardiac organoids; disease modeling; drug evaluation

心血管疾病（CVDs）是全球首位疾病死亡因素，其

发病率和死亡率仍在持续升高，目前仍缺乏有效的治疗

手段和药物［1， 2］。动物模型和二维细胞是现阶段研究心

脏发育和心血管疾病的主要模型［3］。然而，二维细胞模

型过于简单，缺乏结构层次、细胞多样性、细胞和细胞间

与细胞外基质相互作用，导致许多生理学上的关键特征
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不能通过二维细胞模型展现［4， 5］。而小鼠、大鼠等动物

模型因与人类间存在较大物种差异，并不能完全再现人

类心脏的稳态和发病机制［6］。因此，迫切需要开发新的

体外人源模型来模拟人类特有的心脏病理生理特征，提

高心血管疾病研究和药物开发的临床转化效率。

人 多 能 干 细 胞（hPSCs）包 括 人 胚 胎 干 细 胞

（hESCs）［7］和人诱导多能干细胞（hiPSCs）［8］的发现，已经

成为研究人类心脏发育和各类心脏疾病基础的突破性

工具［9， 10］。利用hiPSC衍生的心脏类器官（COs）包含多

种心脏谱系细胞和较高的细胞成熟度，能更真实模拟心

脏组织的细胞互作、结构和功能［11］。Lee等［12］将基质胶

包裹的hiPSCs通过摇床培养法形成拟胚体（EBs）后进

行心脏类器官分化，观察到心脏类器官呈现出降解、大

球体、大椭圆、大肿胀和多腔室5种形态。但是该分化

方法操作复杂，而且得到的心脏类器官存在均一性差、

批次间差异大的问题，不能进行大规模的批量培养。

Madelyn等［13］利用hiPSCs分别衍生的心肌细胞、内皮细

胞和心肌成纤维细胞，按照8∶1∶1比例经过1~2周培养

组装成心脏类器官。这种方法构建的心脏类器官在结

构上比较简单，大体上呈心肌团块或者贴片样，而且通

常缺乏腔室结构，稳定性差，难以模拟心脏的复杂生理

状态。因而，目前心脏类器官分化方法复杂，且均一性

和稳定性差，亟需找到一种操作简单、稳定性高的心脏

类器官分化方法。本研究拟通过优化心脏类器官的分

化方法，建立一种更简便、稳定且可大规模培养的心脏

类器官分化方案，并进一步利用构建的心脏类器官探索

其在心脏疾病建模和药物评价中的应用前景。

1  材料和方法

1.1  材料与试剂

人诱导多能干细胞（中国科学院广州生物医药与健

康研究院馈赠）；Essential 8 培养基、DMEM/F-12、

RPMI 1640 培养基、DPBS、TrypLE、B27、B27 minus 

insulin（Gibco）；Accutase（Merck）；基质胶（Matrigel，

Corning）；Trizol（Invitrogen）；CHIR99021、IWR-1、

Y‑27632（Selleck）；BMP-4、CD31/PECAM-1 Antibody

（R&D Systems）；Activin A、卡托普利、多柔比星、曲妥

珠单抗（MCE）；30%蔗糖溶液、4%多聚甲醛固定液、

Triton X-100、DAPI染色液、TUNEL染色试剂盒、CCK-8

试剂盒（碧云天）；HisyGo RT Red SuperMix for qPCR 

（+gDNA Wiper）、ChamQ Universal SYBR qPCR Master 

Mix（Vazyme）；Anti-Cardiac Troponin T 抗体、Anti-

Vimentin抗体、驴抗兔 IgG H&L、驴抗小鼠 IgG H&L、

驴抗羊 IgG H&L（Abcam）；FITC anti-human CD31

（BioLegend）；PE Mouse Anti-Cardiac Troponin T（BD 

Pharmingen）；心肌肌钙蛋白T检测试剂盒（Cloud-Clone 

Corp）。

1.2  方法

1.2.1  人诱导多能干细胞培养   人诱导多能干细胞在基

质胶（1∶250稀释于DMEM/F12培养基）包被的6孔细

胞培养板中用Essential 8培养基维持和培养。当细胞

密度达到85%，DPBS清洗1次，加入1 mL Accutase消

化6~8 min，用4 mL培养基终止消化转入15 mL离心管，

离心机中以200 g转速离心5 min。弃上清，加入含Rho相

关蛋白激酶（ROCK）抑制剂Y‑27632（10 µmol/L）的新

鲜培养基培养24 h，以减少细胞凋亡。所有细胞维持在

37 ℃、5% CO2的细胞培养箱中。

1.2.2  心脏类器官分化   心脏类器官构建方法如下［14］：人

诱导多能干细胞消化、计数，用含有Y‑27632（10 µmol/L）

的Essential 8培养基接种1×104/孔细胞到U形超低吸附

96孔板，200 g转速离心5 min以形成细胞聚集体，记为

day-2（D2）。24 h后更换新鲜Essential 8培养基维持培

养。D0用含 2% B27 minus insulin的RPMI 1640培养

基，加入 CHIR99021（6 µmol/L）、BMP-4（1.25 ng/mL）

和Activin A（1 ng/mL）诱导干细胞向中胚层分化。D1

更换成含 2% B27 minus insulin的 RPMI 1640培养基

维持培养。D2 开始用含 2% B27 minus insulin 的

RPMI 1640培养基，加入 IWR-1（2 µmol/L）培养 2 d诱

导向心肌前体分化。D4 更换成含 2% B27 minus 

insulin的RPMI 1640培养基维持培养。D6更换成含

2% B27的RPMI 1640培养基维持培养。D7~10，心脏

类器官开始跳动，2 d/次更换培养基维持生长。

1.2.3  冰冻切片免疫荧光染色   将心脏类器官用4%多

聚甲醛固定1 h，置于30%蔗糖溶液脱水过夜，进行OCT

包埋，切成5 µm厚的薄片。切片用0.5% Triton X-100

破膜30 min，PBS洗3次，5% BSA封闭1 h。将切片放

到湿盒里，加入一抗（1∶200）置于在4℃孵育过夜，PBS

洗3次，加入二抗（1∶1000）室温孵育1 h，PBS洗3次，添

加DAPI室温孵育 10 min，PBS清洗 3次后，封片剂封

片，置于共聚焦显微镜下拍照观察。

1.2.4  RT-qPCR检测基因表达   收集约20个心脏类器

官置于1.5 mL离心管，加入Trizol进行超声破碎使心脏

类器官充分裂解后提取总RNA，使用1 µg总RNA进行

逆转录反应合成cDNA。将cDNA稀释5倍后配置RT-

qPCR 反应体系，根据 ChamQ Universal SYBR qPCR 

Master Mix使用说明设定退火温度为60 ℃进行PCR扩

增目的基因。以GAPDH为内参基因，记录目的基因Ct

值，根据2-ΔΔCt公式计算目的基因的相对表达量，引物序

列详见表1。

1.2.5  流式细胞术分析   收集约10个心脏类器官置于

1.5 mL离心管，加入TrypLE（×10）置于37 ℃水浴消化

30 min。细胞通过70 µm滤膜去除细胞团块，离心加入

4%多聚甲醛固定30 min，接着加入0.5% Triton X-100

破膜10 min。PBS清洗2次，5% BSA封闭1 h，将细胞
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平均分成2份，1份进行同型对照染色，另1份进行心肌

细胞（PE Anti-Cardiac Troponin T，1∶100）和内皮细胞

（FITC anti-human CD31，1∶100）染色30 min，置于流式

细胞仪检测，数据用FlowJo软件进行分析。

1.2.6  心脏类器官低温损伤与卡托普利治疗   将心脏类

器官（D25）从96孔板中转移至6孔培养板，DPBS冲洗3

次以去除表面附着培养基，将5 mL无菌注射器针头用

液氮预冷2 min，在显微镜下使针尖对准类器官外周区

域精确接触5 s实施冷冻损伤，冷冻结束后迅速移走针

尖并立即加入37 ℃预热的培养基，轻轻晃动培养板促

进解冻，随后将心脏类器官转移回96孔板，加入含与不

含卡托普利（20 μmol/L）的培养基继续培养3 d直到后

续分析。

1.2.7  缺血再灌注模型   将心脏类器官（D30）的培养基

更换成不含葡萄糖和血清的DMEM/F12培养基，转移

至含5% CO2和0.1% O2的细胞培养箱培养24 h，接着更

换成含葡萄糖和10%血清的DMEM/F12培养基，转移

至正常细胞培养箱继续培养24 h模拟缺血再灌注。

1.2.8  细胞毒性试验   将心脏类器官（D30）分别与不同

剂量的多柔比星（1、5、10 和 25 µmol/L）孵育24 h，测定

心脏类器官跳动频率和收缩力，使用CCK-8试剂盒和

TUNEL 染色试剂盒分别评估细胞活力和细胞凋亡

情况。

1.2.9  曲妥珠单抗处理   将心脏类器官（D30）用含曲妥

珠单抗（1 μmol/L）的培养基培养，3 d/次更换新鲜的含

有曲妥珠单抗的培养基，培养7d后进行后续功能分析。

1.2.10  TUNEL 染色   心脏类器官冰冻切片用 0.5% 

Triton X-100室温破膜5 min，PBS清洗2次，加入50 μL 

TUNEL检测液在37 ℃下避光孵育30 min，PBS清洗3

次，滴加 DAPI 染色 10 min，置于荧光显微镜下观察

拍照。

1.2.11  钙瞬态测定   心脏类器官用Fluo-4（4 μmol/L）置

于37 ℃水浴锅中孵育40 min。PBS洗涤2次后，将心脏

类器官转移至玻璃底培养皿，加入Tyrode's溶液置于荧

光显微镜下观察、分析绿色荧光信号，计算Ca2+瞬态的

振幅（ΔF/F0），记录Ca2+达到峰值的时间。

1.2.12  统计学分析   所有数据均以均数±标准差表示，

采用GraphPad Prism 10软件进行统计分析，两组间比

较采用t检验。多组间比较采用单因素方差分析。P<0.05

表示差异有统计学意义。

2  结果

2.1  心脏类器官的构建与观察

心脏类器官的分化从EBs开始，通过调控Wnt通

路的激活与关闭诱导EBs向中胚层和心肌中胚层分化

（图1A）。随着分化的进行，EBs的形态和大小发生显

著变化，体积逐渐增大，分化至第8天心脏类器官开始

出现跳动，直径达到652.8µm±38.5µm（图1B、F）。冰冻

切片成像显示分化至第6天心脏类器官出现明显的空

腔样结构（图1E）。流式细胞术检测显示，心脏类器官

中心肌细胞的占比为32.4%（图1C），内皮细胞的占比为

7.03%（图1D）。另外，RT-qPCR结果也显示心肌细胞标

记基因 TNNT2、NKX2.5、RYR2、KCNJ2 的表达升高

（P<0.001），而干细胞的标记基因OCT4、Nanog、SOX2

几乎检测不到（图1G）。

2.2  心脏类器官的基因表达及功能验证

将分化D15的心脏类器官进行冰冻切片免疫荧光

染色，结果显示心脏类器官不仅富含TNNT2阳性的心

肌细胞和Vimentin阳性的成纤维细胞，还有少量CD31

阳性的内皮细胞（图2A）。进一步Whole-mount免疫荧光

染色也显示D15的心脏类器官包含大量心肌细胞、成纤

维细胞和少量内皮细胞（图2B）。钙瞬态检测显示D30

的心脏类器官具有规律的收缩舒张能力（图2C、D）。

2.3  不同批次的心脏类器官一致性检测

3次重复实验结果显示不同批次的心脏类器官在

形态结构大小方面较为一致（图3A），而且3个批次的心

脏类器官的跳动频率无明显差异（图3B）。流式细胞术

表1　RT-qPCR引物序列
Tab.1　　Primer sequences for RT-qPCR

Gene

OCT4

Nanog

SOX2

TNNT2

NKX2.5

RYR2

KCNJ2

MYH7

GAPDH

Forward Primer (5'→3')

CTCTGAGGTGTGGGGGATTC

TTTGTGGGCCTGAAGAAAACT

GCCGAGTGGAAACTTTTGTCG

GGAGGAGTCCAAACCAAAGCC

CCAAGTGTGCGTCTGCCTTT

GGCAGCCCAAGGGTATCTC

GTGCGAACCAACCGCTACA

GGCAAGACAGTGACCGTGAAG

GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT

Reverse Primer (5'→3')

TCAGGCTGAGAGGTCCCAAG

AGGGCTGTCCTGAATAAGCAG

GGCAGCGTGTACTTATCCTTCT

TCAAAGTCCACTCTCTCTCCATC

CGCACAGCTCTTTCTTTTCGG

ACACAGCGCCACCTTCATAAT

CCAGCGAATGTCCACACAC

CGTAGCGATCCTTGAGGTTGTA

GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG
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检测结果显示3个批次心脏类器官中心肌细胞的比例

分别为33.3%、34.0%、36.5%，变化幅度在34.6%±1.37%，

表明心肌细胞在不同批次分化的心脏类器官中的占比

较为接近（图3C）。进一步对3个批次的心脏类器官进

行收缩力测定，结果显示不同批次的心脏类器官收缩力

差异无统计学意义（图3D）。

2.4  心脏类器官长期培养的稳定性检测

心脏类器官持续培养至D50，发现类器官仍正常跳
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图1　心脏类器官的构建
Fig. 1　Construction of the Cardiac Organoids derived from human induced pluripotent stem cells. A: Schematic 
diagram depicting the protocol for constructing cardiac organoids derived from human induced pluripotent stem 
cells. B: Brightfield images of the developing cardiac organoids. C, D: Proportion of cardiomyocytes and endothelial 
cells in cardiac organoids determined by flow cytometry. E: Frozen sections of the developing cardiac organoids. F: 
Diameter of the developing cardiac organoids (n=10). G: The mRNA expressions in cardiac organoids determined by 
RT-qPCR. ***P<0.001, ****P<0.0001 vs D0.
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动且未见类器官的形态结构出现明显异常（图4A），而

且心脏类器官的收缩能力未见明显下降（图4B）。进一

步免疫荧光鉴定证实培养至50 d的心脏类器官仍富含

TNNT2阳性的心肌细胞（图4C）。

2.5  心脏类器官建模

光学显微镜拍照显示各处理组心脏类器官的形态

大小没有明显差别（图5A）。Masson's三色染色显示液

氮低温处理导致心脏类器官出现明显的纤维化，而给予

卡托普利处理可以减轻液氮低温诱导的损伤（图5B）。

钙瞬态分析表明，冷冻损伤的心脏类器官钙处理能力显

著降低，表现为峰值幅度下降（P<0.01）和峰值时间增加

（P<0.01），而卡托普利处理可以改善低温引起的损伤

（图5C、D）。RT-qPCR分析显示低温导致心肌细胞标记

基因TNNT2、MYH7表达下降（P<0.05，图 5E）。进一

步发现低温导致 cTnT水平释放增加（P<0.01），卡托普

利处理可以减少心脏类器官释放cTnT（P<0.05，图5F）。

24 h缺氧后紧接着24 h复氧明显增加心脏类器官的纤

维化水平（图5G）。TUNEL染色进一步显示模型组中

细胞凋亡比例高达60%（图5H、I）。

2.6  利用心脏类器官进行药物评价

多柔比星处理心脏类器官24 h降低了心脏类器官

的跳动频率，并呈剂量依赖性（P<0.05，图6A、B）。CCK-8

检测结果显示多柔比星以剂量依赖性抑制心脏类器官

的细胞活力（图6C）。同时，TUNEL染色结果也表明多

柔比星增加心脏类器官细胞凋亡，而且具有剂量依赖性

（P<0.05，图6D、E）。此外，多柔比星处理24 h抑制心脏

类器官的收缩能力（图6F）。

曲妥珠单抗降低了钙振幅（P<0.05）并延长了钙清

除时间（P<0.01，图7A、B）。此外，给予心脏类器官曲妥珠

单抗处理后，心脏类器官的收缩能力受到削弱（图7C）。
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3  讨论

本研究利用诱导多能干细胞通过96孔板强制离心

形成拟胚体，进而通过控制Wnt信号通路的激活与关闭

诱导拟胚体向中胚层和心肌中胚层分化形成心脏类器

官。本研究发现心脏类器官最早在分化的第七天出现

有规律的跳动，这与Yonatan等［14］最早在第6天观察到

心脏类器官跳动的结果基本符合。而且本研究构建的

心脏类器官包含心肌细胞、心肌成纤维细胞和内皮细

胞，与目前心脏类器官单细胞测序结果一致［15-17］。本研

究通过控制Wnt信号通路实现了直接由诱导多能干细

胞向心脏类器官的转变，而Madelyn等［13］通过多能干细

胞分别分化成心肌细胞、内皮细胞和心肌成纤维细胞后
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Fig. 3　Consistency tests of the cardiac organoids from different batches. A: Brightfield images of the 
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按照一定比例组装成心脏类器官，该方法虽然操作简单

但耗时更长，而且组装成的心脏类器官结构也较为简

单，需要精确计划心肌细胞、内皮细胞和心肌成纤维细

胞的分化以满足组装要求。此外，本研究利用96孔板

悬浮培养法分化的心脏类器官在形态上以圆形或椭圆

形为主，不同批次的心脏类器官在形态大小、跳动频率、

心肌细胞比例、和心肌收缩力方面均无显著差异，具有

明显的稳定性和均一性，而Lee等［12］利用摇床法分化心

脏类器官不仅操作上较为复杂，而且分化得到的心脏类

器官呈现出大球体、大椭圆、大肿胀等多种形态，批次间
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Fig. 4　Long-term culture of the cardiac organoids. A: Brightfield images of the developing cardiac 
organoids. B: Measurement of contractile ability of the cardiac organoids using Image J. C: 
Immunofluorescent staining of frozen sections of the cardiac organoids.
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图5　心脏类器官建模
Fig.5　Disease modeling of cardiac organoids. A: Brightfield images of the cardiac organoids with different treatments. B: 
Masson's staining of the cardiac organoids. C: Calcium transient assay of the cardiac organoids. D: Amplitude of Ca2+ 
transient and the time to peak of Ca2+ transient (n=5). E: mRNA expressions of MYH7 and TNNT2 with or without 
cryoinjury and captopril treatment. F: Evaluation of cTnT levels in the culture medium by ELISA (n=6). G: Masson's 
staining of the cardiac organoids. H: TUNEL staining of the organoid sections after H/R treatment. I: Statistical analysis 
of apoptosis. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs control group; #P<0.05 vs cryoinjury group.
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Fig.6　Effect of doxorubicin on the cardiac organoids. A: Brightfield images of the cardiac organoids treated 
with doxorubicin (scale bar=200 μm). B: Dose-dependent effects of doxorubicin on beating frequency of the 
cardiac organoids (n=8). C: Dose-dependent effects of doxorubicin on cell vitality in the cardiac organoids 
by CCK8 assay. D: Statistical analysis of cell apoptosis. E: TUNEL staining of the organoid sections after 
exposure to doxorubicin for 24 h at the indicated concentrations. F: Measurement of contractile ability of the 
cardiac organoids using Image J. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 vs control group (0).
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的差异问题异常突出。以上均表明本研究构建心脏类

器官的分化方案切实可行。

类器官可以展现原代组织细胞的异质性、结构、功

能和遗传特征，目前广泛应用于疾病模型研究、药物发

现、精准医疗和再生医学领域［18-23］。本研究利用液氮低

温损伤心脏类器官模拟心肌梗死过程，发现液氮低温损

伤导致心脏类器官出现明显的纤维化和 cTnT释放增

加，给予卡托普利处理可以减轻液氮低温引起的损伤。

而Richards等［24］利用心脏类器官结合去甲肾上腺素处

理构建了人类心肌梗死疾病模型，不仅在结构上与心肌

梗死后的人类心脏相似，而且在转录组学、结构和功能

水平上也能复刻心肌梗死的特征。此外，本研究利用低

氧/复氧处理心脏类器官出现明显纤维化和细胞凋亡，

模拟了心脏缺血再灌注损伤过程。这些研究表明心脏

类器官在模拟人类心脏疾病方面展现出极大的应用前

景。而且，本研究分化的心脏类器官在培养至D50未见

形态结构出现明显异常，心脏类器官的收缩能力也未发

生显著的改变，表明心脏类器官作为长期疾病模型的可

靠性。另外，将CRISPR/Cas9基因编辑技术与类器官

技术相结合，构建携带致病突变的心脏类器官模拟疾病

发生发展过程为阐明发病机制提供新思路［25， 26］。

与传统模型相比，心脏类器官具有独特的优势，使

其更适合用作药物测试平台［11， 27， 28］。本研究利用心脏类

器官测试化疗药物多柔比星对心脏的毒副作用，发现多

柔比星显著抑制了心脏类器官的跳动和收缩能力，并增

加心脏类器官的细胞凋亡。这与Yang等［29］观察到血管
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图7　曲妥珠单抗引起心脏类器官功能异常
Fig.7　Trastuzumab causes dysfunction of the cardiac organoids. A: Calcium transient assay of the cardiac organoids 
with Trastuzumab treatment. B: Amplitude of Ca2+ transient and the time to peak of Ca2+ transient (*P<0.05, **P<0.01 
vs control group, n=5). C: Measurement of contractile ability of the cardiac organoids with Trastuzumab treatment 
using Image J.
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化心脏类器官对多柔比星表现出明显毒性反应一致。

此外，本研究发现曲妥珠单抗处理心脏类器官可引起心

脏类器官收缩力和钙处理能力下降。利用来源于患者

的诱导多能干细胞构建心脏类器官评估药物对人类心

脏发育和基因表达模式的影响，这为开展个性化医疗提

供新方法［30-32］。

虽然心脏类器官在基础研究、药物测试和疾病建模

等方面发挥了关键作用，但是要将心脏类器官运用到临

床前研究中仍存在不少挑战。首先，目前还没有标准化

的类器官分化方案，导致不同分化方案分化得到心脏类

器官在细胞比例、形态结构方面差异大［33］。本研究分化

的心脏类器官虽然具有明显的空腔样结构，但主要是单

个腔室结构，与传统心脏复杂的“四腔室”结构相差甚

远，导致结构模拟不充分、无法重现电传导等关键生理

过程，如何优化心脏发育中关键的信号通路诱导干细胞

自发形成多腔室结构，将推动心脏类器官向更贴近体内

生理状态的方向发展。其次，血管化程度低限制了心脏

类器官的生长［34］。本研究分化的心脏类器官中内皮细

胞占比只有7.03%，远低于正常心脏组织中的内皮细胞

占比，限制了心脏类器官的生长尺寸。通过在心脏类器

官分化过程中激活调控内皮细胞命运转录因子，或采用

多胚层协同分化的血管化策略，以此提高心脏类器官的

血管化程度将极具研究前景。最后，心脏类器官无法复

制和正常心脏所包含的全部细胞类型，导致心脏类器官

更多表现出与胎儿而非成人心脏相似的特征［35］。心脏

类器官虽然包含心肌细胞、成纤维细胞和内皮细胞，仍

缺少心外膜细胞等支持细胞，且心肌细胞大多处于未成

熟状态，电生理特性与成年心脏差异大。通过优化分化

方法，诱导干细胞分化为多种心脏细胞类型并通过自组

织过程实现细胞间的正确空间排列，将能突破细胞组成

与成熟度不足的局限性。

综上所述，本研究通过接种限定数量的hiPSCs到

96孔超低粘附U型培养板，分化得到心脏类器官在细胞

组成、形态结构大小方面一致程度高，重复性好，不同批

次间的差异小，并通过液氮低温损伤心脏类器官建立了

体外心肌梗死模型和低氧/复氧建立心脏类器官缺血再

灌注损伤模型，进一步探索了心脏类器官在药物测试中

的应用，为心血管疾病研究提供了一种可靠的体外模型。
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