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经典 Wnt 信号通路在心脏瓣膜发育中的作用
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［摘要］　心脏瓣膜的形成是脊椎动物心脏发育过程中的重要环节。心脏瓣膜的发育异常会导致心功能

不全，是人类先天性心脏病的常见表征之一。经典 Wnt 信号通路在心脏发育的不同时期分别作用于心肌细胞、

心内皮细胞以及瓣膜原基细胞的增殖、分化和迁移过程，并调控心内膜垫形成过程中的内皮 - 间充质细胞转化

（EndMT）过程，具有多面性和时效性。该文将总结经典 Wnt 信号通路在心脏瓣膜发育领域的最新研究进展，

分别阐述经典 Wnt 信号通路在不同瓣膜发育阶段中的功能变化，并展示经典 Wnt 信号通路与其他瓣膜发育相关

的信号通路及表观遗传修饰间的相互关系，最后分析心脏发育后期 Wnt 信号通路对瓣膜间充质干细胞发挥潜在

功能的作用。                                                                                ［中国当代儿科杂志，2015，17（7）：757-762］
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Abstract: Formation of the heart valves is one of critical steps in vertebrate cardiac development. Valvular 
heart anomaly can induce severe cardiac impairment, which is one of most common symptoms for congenital heart 
defects (CHD). The canonical Wnt/β-catenin signaling pathway, which is essential for numerous developmental 
processes, has also been suggested to be involved in the regulation of proliferation, differentiation, and migration of 
myocardium, endocardium and valve primordia at different stages. The canonical Wnt signaling also regulates the 
endocardial-mesenchymal transformation (EMT) process during the endocardial cushion formation. This paper reviews 
current knowledge about the canonical Wnt signaling pathway in heart valve development, including the functional 
diversities of Wnt activity in heart valve development at different stages and its interaction with other valve-relevant 
signaling pathways and the potential role of canonical Wnt activity in heart valve mesenchymal stem cells at the late 
developmental stage.                                                                                [Chin J Contemp Pediatr, 2015, 17(7): 757-762]
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活产婴儿中先心病的发病率为 4‰ ~10‰，其

中瓣膜发育缺损约占 20%~30%[1]。瓣膜发育缺损

常见于一些特定的染色体或基因缺陷导致的综合

征类疾病，如：21 三体综合征、Noonan 综合征、

Marfan 综合征、Williams 综合征以及 Holt-Oram 综

合征等，也可与其他类型的先天性心脏缺损并存，

如：法洛四联症，先天性左心发育不良，三尖瓣下

移畸形等 [2]。胚胎期心脏瓣膜的发育过程是一个受

多种信号通路、转录因子及环境因素共同调控的协

奏曲，其中经典 Wnt 信号通路作为调控细胞增殖、

分化和迁移的普遍途径，对于瓣膜正常结构的发育

及功能的维持起着至关重要的作用 [3-4]。

Wnt 信号通路主要包括经典的 Wnt/β- 连环蛋

白（β-catenin）信号通路，细胞骨架相关的 Wnt/

PCP 通路和钙离子相关的 Wnt/Ca2+ 通路。其中经典

Wnt 信号通路在进化中高度保守，被认为广泛调控
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器官发育，组织发生及多种干 / 前体细胞的行为和

功能，是心脏发育中的关键调控因子 [5]。经典 Wnt

信号通路是 Wnt 蛋白通过与 Frizzled（FzD）家族

特异受体和 LRP5/LRP6 辅助受体结合，触发细胞

内的信号转导，使 β-catenin 聚集的级联反应过程。

当 Wnt 蛋白缺乏时，β-catenin 与糖原合酶激酶 3β
（glycogen synthase kinase-3β, GSK-3β）、肿瘤抑制

基 因（adenomatous polyposis coli, APC）、Axin 蛋

白组成的降解复合体结合，结合后 β-catenin 发生

磷酸化，与 E3 泛素连接酶结合并发生泛素化进而

被蛋白酶体降解。Wnt 蛋白存在时，与细胞膜上的

FzD 受体结合后激活 Dvl（Dishevelled），Axin 蛋

白被结合到细胞膜表面，β-catenin 降解复合体解聚，

胞浆中游离 β-catenin 大量转入细胞核内与转录因

子 TCF/LEF1 结合，激活下游基因的表达 [6]。已有

的综述已系统概述了 Wnt 信号通路在心肌细胞发

育过程中的时效性作用：在胚胎发育早期，激活

的 Wnt/β-catenin 通路诱导生心中胚层的分化以及

心脏前体细胞的增殖；而在心脏发育后期，为维

持心脏正常形态，Wnt/β-catenin 通路出现下调；此

外 Wnt 信号通路在维持终末分化细胞（如心肌细

胞）的数目、形态和功能稳定方面也有调节功能 [7-

9]。然而近年来的一些报道显示，经典 Wnt 信号通

路在脊椎动物心脏瓣膜发育过程中同样具有多面

性和时效性。对此本文将分两个方面对相关的文

献进行综述：（1）Wnt 信号通路在瓣膜发育各阶

段中的功能作用及其与其他通路之间的相互关系；

（2）Wnt 信号通路对发育后期 / 成体瓣膜间充质

干细胞的调控和意义。

1　心脏瓣膜发育过程及 Wnt 信号通路在各
个阶段中的作用

瓣膜发育可分为三个阶段：（1）内皮 - 间充

质转化过程以及心内膜垫形成；（2）心内膜垫及

瓣膜原基的生长；（3）瓣膜细胞的分化成熟 [10]。

在心脏发育早期，原始心管仅由外部的心肌层与

内部的心内膜层组成，其间充斥着细胞外基质

及心胶质。胚胎期心脏瓣膜发育始于心脏房室管

（atrioventricular canal, AVC）中心内膜垫的形成

以及原始环化心管流出道（outflow tract, OFT）的

形成。原始心管形成后不久，AVC 和 OFT 区域的

部分内皮细胞可转化为间充质细胞，称为内皮 -

间 充 质 转 化（endothelial-to-mesenchymal transition, 

EndMT）， 该 过 程 包 括 心 内 膜 细 胞 从 房 室 管 的

心内膜脱离、侵入细胞外基质，以及获得间充

质细胞的表型，与上皮细胞向间充质细胞转化

（epithelial-mesenchymal transition, EMT）的过程类

似，可以被认为是特殊类型的 EMT[11]。一些信号

通路如 VEGF、Notch、BMP、Wnt 以及某些转录因

子如 TGF-β 等都参与了该过程的调控（第一阶段）

（图 1 ）[12]。随后，心内膜垫及瓣膜原基细胞不

断增殖，瓣膜不断延伸生长（第二阶段）。最后，

瓣膜细胞分化成熟，心内膜垫经重塑发生形态改

变，在房室管中将发育成二尖瓣和三尖瓣，在心

室流出道处发育成主动脉瓣和肺动脉瓣（第三阶

段）。

1.1　内皮细胞 - 间充质细胞转化与心内膜垫形成

Wnt 可以直接激活并诱导 EndMT 转化过程，

图 1　房室管区心内膜垫的结构示意图　　心肌细胞分泌 TGF-β、BMP 等分子诱导房室管及流出道处的心内膜细胞

发生内皮 - 间充质转化过程，心内膜细胞转化为间充质细胞并侵入到心胶质，这些移行的细胞随后增殖形成心内膜垫。在随

后的发育过程中，心内膜垫经重塑发生形态改变，在房室管将发育成二尖瓣和三尖瓣，在心室流出道处发育成主动脉瓣和肺

动脉瓣。
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也可以协同 TGF-β、BMP、VEGF、Notch 等信号通

路共同促进心内膜垫的形成和发育。

Liebner 等 [13] 在 体 外 培 养 小 鼠 胚 胎 或 房 室

管移植物的过程中发现，心内膜中若缺乏活化

的 β-catenin，TGF-β 对 EndMT 过 程 的 诱 导 作 用

就会受到抑制，最终导致心脏环化异常，瓣膜发

育不良并出现血液反流。相反当 β-catenin 降解复

合体的重要组分 APC 或分泌型 Wnt 通路抑制因

子 Dickkopf1（Dkk1）活性降低时，由于 β-catenin

的积累则可增强 EndMT 过程，并且核中定位的

β-catenin 以及 Wnt 活性均随瓣膜基因表达水平的

提高而明显增加 [14]。证实了 EndMT 的启动需要

β-catenin 或 TCF/Lef 转录因子的参与。 

此前的研究证实，心脏环化时期 Wnt 信号

通路可通过诱导房室管区域的心肌细胞表达 BMP

和 Tbx2 来 进 一 步 诱 导 EMT 的 发 生 [15]。Bmp4 是

第 二 生 心 区 Wnt/β-Catenin 通 路 下 游 的 靶 基 因，

在 β-Catenin 缺失突变的小鼠心脏中 Bmp4 的表达

也会相应下调 [16]。近来 Wang 等 [17] 则提出，心内

膜层和心肌层之间存在 Notch-Wnt-BMP 调控轴，

对于 EndMT 的启动起到非常关键的作用。其中

Notch1-Jagged1 通路在心脏瓣膜发育中的作用也早

已明确，该通路的功能缺失会引起许多先天性心

脏病的产生 , 包括 Alagille 综合征、二叶氏主动脉

瓣、心脏瓣膜的钙化以及室间隔缺损等 [18]。Wang

等 [17] 指出心内膜中 Notch1-Jagged1 通路水平下降

会抑制 Wnt4 的表达，进而抑制心肌层中 Bmp2 的

表达水平；若在体外培养失去 Notch 活性的小鼠胚

胎房室管移植物中添加外源性 Wnt4 或 Bmp2，就

可以挽救因缺失 Notch 活性而导致的 EndMT 障碍，

而 Wnt4 的挽救功能也需要 Bmp2 辅助完成。

某些转录因子也参与了 Wnt 信号通路对心内

膜垫 EMT 过程的启动作用，其中主要有 TGF-β、

Snail 超家族 [11]。TGF-β 属于肽类生长因子超家族 , 

可以调控多种发育过程 , 如细胞生长、增殖、分

化、迁移、粘着、胞外基质构成等等 [19]。TGF-β
属于最早启动心内膜垫 EndMT 过程的因子之一，

Liebner 等 [13] 也证实，小鼠房室管心内膜垫的 EMT

过程中，TGF-β 的活性与 β-catenin 的活性息息相

关。Snail 超家族是一类具有锌指结构的转录因

子， 包 括 Snail（Snail1） 和 Slug（Snail2）， 可 以

触发胚胎发育以及肿瘤发生中的 EMT 过程 [11,20-21]。

von Gise 等 [22] 通过 Wnt1 基因敲除的小鼠降低 Wnt/

β-catenin 信号通路中 Lef1 和 β-catenin 的表达，发

现 Wnt 下 游 信 号 分 子 Axin2、Cyclin D1 和 Cyclin 

D2 的含量也相应减少，从而减少 SNAIL 及 SLUG

的表达量，抑制 EndMT。

近来发现一些组蛋白修饰过程也通过 Wnt

信号通路参与心脏发育过程中的细胞迁移、增

殖 和 分 化 等。 之 前 Just 等 [23] 证 实， 蛋 白 激 酶 D

（protein kinase D, PKD）可以通过使组蛋白去乙

酰 化 酶（histone deacetylase 5, HDAC5） 磷 酸 化，

靶向调控斑马鱼下游与瓣膜发育相关的 KLF2a 及

KLF4a，来调控房室管瓣膜的形成。而近来 Kim

等 [24] 还发现斑马鱼中 HDACs 可以通过激活 Wnt

信号通路，进而诱导房室管心肌细胞表达 Bmp4、

心内皮细胞表达 notch1b 来促进心内膜垫的形成。

1.2　心内膜垫及瓣膜原基的细胞增殖

在心内膜垫和瓣膜原基的生长延伸过程中，

Wnt 起诱导间充质细胞增殖的作用。

EndMT 过程完成之后，初步形成的心内膜

垫和瓣膜原基内部分内皮细胞和间充质干细胞继

续增殖，细胞外基质合成增多，在这一过程中经

典 Wnt 信号通路处于活化状态，对于间充质干细

胞的增殖具有促进作用 [12]。已有研究发现小鼠心

内膜垫和瓣膜原基中的内皮细胞会表达 Wnt4 和

Wnt9b，而相应的瓣膜间质细胞中则表达 Wnt2、

Lef1 以及 Wnt 受体 Fzd2[25]。在鸡胚实验中，若外

源性给予过多相应的 Wnt 蛋白如 Wnt9a，瓣膜原

基中会出现细胞过度增殖的现象；若采用 Wnt 通

路的抑制剂 Frzb 处理，瓣膜的细胞增殖现象就会

受到抑制 [26]。同样的，若斑马鱼 β-catenin 降解复

合体的重要组分 APC 发生基因突变，瓣膜间充质

细胞也会出现过度增殖 [14]。此外，Tbx20 也是影响

心内膜垫的形成以及瓣叶的生长延伸的重要因子，

它可以直接结合并激活经典 Wnt 信号通路下游的

Lef1 转录因子，从而发挥 Wnt 信号通路的调节功

能 [27]。

1.3　瓣膜细胞分化和成熟

在内皮细胞包裹瓣膜间质细胞形成瓣叶的过

程中，Wnt 信号通路主要影响背侧面瓣膜间质细胞

的分化，与纤维膜层的形成有关 [28]。

受血流动力学影响，瓣叶血流面和背侧面间

质细胞的基因表达存在差异，形成房室腔层、海
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绵体层和纤维层等分层结缔组织 [10,29]。目前的研究

表明，纤维层是瓣膜发育重塑过程中 Wnt 信号通

路发挥作用的主要部位 [29]。Alfieri 等 [25] 证实，胎

鼠 E17.5 d 房室管瓣膜或主肺动脉瓣膜重塑时会表

达 Wnt 蛋白，包括与骨发育过程相关的 Wnt3a 及

Wnt7b；同时用 Wnt3a 处理体外培养的鸡胚主动脉

瓣膜间质细胞可以表达纤维膜的标志性蛋白—骨

膜蛋白和骨粘连蛋白。

由于心脏瓣膜的纤维层中含有较多与骨形成

相关的胶原蛋白、骨粘连蛋白、骨膜蛋白等易矿

化的结缔组织成分，这些结缔组织成分利于瓣膜

在发育过程中顺应血流方向延展，同时也使得纤

维层成为瓣膜发育成熟后发生病理性钙化的常见

部位 [10,29-30]。研究表明，一些分泌型 Wnt 通路的成

员如 dickkopf-1（DKK-1）的异常调控与主动脉瓣

的钙化和狭窄有关 [31-32]。而 Tbx20 则可通过与 Wnt

信号通路的转录因子 lef1 相互作用在瓣膜重塑中

发挥作用 [27]。因此可以看出，Wnt 信号通路对心

脏瓣膜纤维结缔层的分化成熟具有一定的调控作

用，这对我们探讨和研究某些瓣膜病的发病机制

也有一定帮助。

综上所述，Wnt 信号通路在心脏瓣膜发育的

不同时期均有参与，并与多种信号通路、转录因

子以及组蛋白修饰途径之间存在密切联系，是心

脏瓣膜发育调控网络中的重要一员。

2　经典 Wnt 信号通路在发育后期及成体心
脏瓣膜间充质干细胞中的活性和功能

转基因技术的发展使得我们可以在脊椎动物

模式生物的心脏中直接观察 Wnt 信号通路的活性

变化。Wnt 下游的 β-catenin/TCF 转录因子复合体

会特异性结合到含有保守碱基序列的位点上，所

以运用含有多个特异性结合位点的启动子片段诱

导绿色荧光蛋白 EGFP 或 β 半乳糖苷酶 LacZ 的表

达，可以构建出 Wnt-reporter 报告转基因动物，用

于具有 Wnt 信号活性细胞的标记和追踪。我们在

72hpf 的 Tg（7xTCF-Xla.Siam:GFP）ia4[33] 转基因斑

马鱼心脏中观察到，绿色荧光蛋白标记的具有 Wnt

活性的细胞几乎完全集中在房室管瓣膜以及流出

道瓣膜区（图 2），这些细胞在成年斑马鱼心脏中

也聚集在同样区域，说明发育后期和成体的斑马

鱼心脏瓣膜处仍存在具有高度增殖和分化潜能的

瓣膜间充质干细胞。有趣的是，我们在 E12.5 d 的

Tg（BAT-LacZ）小鼠 [34] 心脏中也观察到心脏流出

道及其瓣膜间质处也存在具有强 Wnt 活性的细胞

存在（图 3）。近些年来，在斑马鱼及小鼠心脏损

伤模型的研究中发现，Wnt 信号通路与成年心脏的

再生有关，Wnt 信号的活性会出现在具有增殖活

性或分化潜能的成体细胞中 [35-36]。此外通过对成

年猪的心脏瓣膜间质细胞进行培养，发现 Wnt3a/

β-catenin 也可以促进成年猪的心脏中已分化成熟

的细胞群—瓣膜间质细胞的增殖 [37]。因此 Wnt 信

号通路与瓣膜中细胞的增殖活性有关，但这些细

胞的具体分型，以及 Wnt 信号通路发挥调控作用

的生物学意义却不清楚。

间充质干细胞（mesenchymal stem cells, MSCs）

是具有多分化潜能的干细胞或前体细胞，可终分化

为不同的中胚层或非中胚层细胞系，包括：骨细胞、

脂肪细胞、软骨细胞、肌细胞、心肌细胞、纤维母

细胞、肌纤维细胞、上皮细胞以及神经细胞等 [38]。

瓣膜间质细胞是由心内膜垫中的间充质干细胞分化

而来，是心脏瓣膜中的主要细胞类型 [39]。通过将

人类间充质干细胞（mesenchymal stem cells, MSCs）

与瓣膜间质细胞（valve interstitial cell, VICs）的分

子表达水平进行对比，发现 MSCs 中 Wnt 通路相关

基因的表达量远大于 VICs，提示 Wnt 信号通路与

MSCs 细胞的稳态维持和分化调控密切相关 [40]。虽

然我们并不确切知道，在发育后期和成体的脊椎动

物中，心脏瓣膜区为什么会保留分化程度较低的间

充质干细胞，但是可以推测其与心脏瓣膜以及心肌、

心内皮的正常更新和稳态维护密切相关，而经典

Wnt 信号通路则是负责调控这个间充质干细胞库的

重要因子之一（图 4）。至于 Wnt 信号通路的这种

作用是否与其在瓣膜早期发育中的功能一致，还需

要进一步的研究和比较。
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图 3　Tg（BAT-LacZ）小鼠（E12.5 d）右心室流出

道口（X-Gal 染色）　　蓝色标记具有 Wnt 活性的细胞（红框表

示流出道及流出道口瓣膜）RA：右心房，LA：左心房，RV：右

心室，LV：左心室；OFT：流出道。

图 4　Wnt 信号通路在心脏发育各阶段的作用示意图
　　Wnt 介导侧板中胚层生心干细胞的诱导、增殖和分化，并参

与瓣膜发育过程中的内皮间充质转化和瓣膜间质细胞的分化成熟，

其中 Wnt 在心脏瓣膜内间充质干细胞的稳态和分化潜能中的作用

有待进一步研究。实线箭头表示已有相关研究或文献证明两者存

在转化关系；虚线箭头表示两者间可能存在转化关系，需进一步

验证。

图 2　Tg（7xTCF-Xla.Siam GFP）ia4 斑马鱼心脏　　绿

色荧光蛋白标记的具有 Wnt 活性的细胞几乎全部集中在心脏瓣膜

区域（红框分别表示流出道口瓣膜及房室管瓣膜），OFT：流出道，

V：心室，A：心房。
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