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人胚胎发育过程中胚胎组织肝干细胞免疫表型的变化
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［摘要］　目的：观察人胚胎发育不同时期胚胎肝组织中细胞免疫表型及其变化，探讨人肝干细胞的来源、分化与迁移规律。方

法：用常规病理ＨＥ染色和免疫组织化学方法观察３０例４～３５周龄胚胎肝组织中几种细胞的肝胆标记（ＡＦＰ、ＧＳＴπ、ＣＫ７、

ＣＫ１９）和造血干细胞标记（ＣＤ３４、ｃｋｉｔ）的表达及变化。结果：ＡＦＰ阳性表达始于４周龄胚胎肝，至１６～２４周龄达到高峰，之后表

达逐渐减少，仅部分胆管板和少数界板细胞阳性；ＧＳＴπ阳性表达始于６周龄后的胚胎肝肝索细胞和８周龄后胆管板细胞，但２６
周龄后仅部分胆管板细胞及少数界板细胞阳性。ＣＫ１９在６～１１周龄肝索细胞内阳性表达达到最高峰，之后表达逐渐减少但胆

管板细胞始终阳性；ＣＫ７仅限于１４周龄之后的胆管板细胞和胆管上皮内表达。８周龄胚胎肝胆管板中开始可见ＣＤ３４和ｃｋｉｔ阳

性细胞，肝索和门静脉附近间充质内也可见少数表达ＣＤ３４和ｃｋｉｔ的单个核细胞；但２１周龄后ＣＤ３４和ｃｋｉｔ阳性细胞仅见于胆

管板及汇管区间充质内而肝索内少见。结论：４～１６周龄胚胎肝细胞主要由具有双向分化潜能的肝干细胞组成；１６周龄胚胎肝

内大部分肝索细胞开始表现出向肝细胞定向分化的特点，而作为未来 Ｈｅｒｉｎｇ管细胞来源的胆管板则仍含有肝干细胞；胚胎肝内

部分肝干细胞可能来源于造血系统；这些与前期研究提出的“肝流域假设”中涉及肝干细胞所在及来源的假设相吻合。
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　　肝干细胞是指具有自我复制潜能、同时又有向
肝细胞和胆管细胞双向分化潜能的干细胞。肝干细
胞移植可望成为治疗严重肝脏疾病的治疗方法之

一［１］。肝干细胞移植首要解决的问题是进一步阐明
肝干细胞的所在及其来源并筛选肝干细胞，利用分
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子标记物对其进行识别研究是重要的方法之一。然
而，相关研究主要集中在动物实验和体外细胞培养，
对人胚胎肝干细胞分子表型进行原位研究的资料相

对较少。

　　本研究应用常规病理和免疫组化方法观察３０
例４～３５周龄人胚胎肝组织中几种细胞的肝胆标记
（ＡＦＰ、ＧＳＴπ、ＣＫ７、ＣＫ１９）和原始造血干细胞标记
（ＣＤ３４、ｃｋｉｔ）的表达和变化，探讨胚胎肝发育过程
中肝干细胞的来源、分化与迁移规律，以期为肝干细
胞移植的基础研究和临床应用提供依据。

１　材料和方法

１．１　组织来源　３０例４～３５周龄胎肝标本取自本

院和合肥市瑶海区第二人民医院，１４例为孕妇自愿

流产（４例行米非司酮流产，１０例行水囊引产），１６
例意外流产（７例因孕妇创伤、４例因孕妇心脏疾病、

５例因孕妇合并子宫肌瘤）。所有标本收集均征得

孕妇本人知情同意，实验过程符合伦理学要求。胚

龄按Ｊｉｒａｓｅｋ（１９８３）、Ｍｏｏｒｅ（１９８８）的解剖学标志［２］、

Ｂ超双顶径与股骨径和末次月经确定。２例成人外

伤性肝破裂肝组织作为对照。所有标本均用４％多

聚甲醛固定，常规石蜡包埋，５μｍ连续切片，ＨＥ染

色，光镜观察。

１．２　免疫组化染色　采用ＥｌｉＶｉｓｉｏｎ两步法，选用

的一抗分别有鼠抗人 ＡＦＰ单克隆抗体、鼠抗人

ＧＳＴπ单克隆抗体、鼠抗人ＣＫ７单克隆抗体、鼠抗

人ＣＫ１９单克隆抗体、鼠抗人ＣＤ３４单克隆抗体和

鼠抗人ｃｋｉｔ单克隆抗体；即用型第２代免疫组化

ＥｌｉＶｉｓｉｏｎＴＭｐｌｕｓ广谱试剂盒购自福州迈新生物技

术开发公司。针对不同抗原采用不同的抗原修复法

（例如：ＣＫ７预先用胰酶消化，ＣＤ３４、ＣＫ１９采用柠

檬酸高温高压抗原修复，ｃｋｉｔ采用ＥＤＴＡ加热抗原

修复）；免疫组化染色步骤按产品说明书进行操作，

分别设阳性对照、阴性对照和空白对照。结果判定

标准：背景清晰；所有指标均以细胞质或细胞膜出现

棕黄色颗粒为阳性，阳性细胞数＜３０％为＋；３０％～

６０％为；＞６０％为；无棕黄色颗粒为阴性。

２　结　果

２．１　胚胎肝组织内细胞的组织学特点及分布　４
周龄胚胎肝组织内肝索排列较稀疏，其间散在分布

原始血细胞（以红系祖细胞最常见）、内皮祖细胞，构

成肝索的细胞较小，形态不规则，核质比大，核深染，

核分裂相多见；５周龄胚胎肝内发现原始肝血窦（图

１Ａ）；６～７周龄胚胎肝内见明显造血灶，肝索内细胞

层数较多（４～６层）；８周龄胚胎肝内在较大门静脉

间充质周围发现胆管板（图１Ｂ），此时肝索细胞体积

较小但形态相对一致，而组成胆管板的两层细胞排

列紧密、较肝索细胞体积更小、圆形、核卵圆形深染、

核质比较大；１０周龄胚胎肝内中央静脉及汇管区开

始形成，肝小叶初步形成，肝索开始沿着中央静脉呈

放射状排列；１４周龄胚胎肝内胆管板旁门静脉间充

质内出现单个完整的胆管，肝小叶结构易于辨认，数

目增多，肝索也逐渐演变而形似成年肝的肝板，肝索

内细胞排列成２～４层，肝血窦宽阔而不规则，所占

比例增大；２１～２６周龄胚胎肝血窦腔变小，造血成

分减少，肝索由１～３层细胞构成；３０周龄以后的胚

胎肝造血灶变得非常稀疏。

２．２　胚胎肝组织内细胞的免疫组化染色结果

２．２．１　ＡＦＰ和ＧＳＴπ的表达　ＡＦＰ在４周龄胚

胎肝原始细胞中已有微弱表达，８～１６周龄胚胎肝

内肝索细胞的 ＡＦＰ表达逐渐增多，１６～２４周龄胚

胎肝大部分肝索细胞及胆管板都表达 ＡＦＰ（图

２Ａ），２６周龄以后的胚胎肝肝索细胞表达ＡＦＰ逐渐

减少，仅胆管板细胞和界板处少数细胞阳性（图

２Ｂ）。ＧＳＴπ在６周龄胚胎肝肝索细胞、８周龄胚胎

胆管板和胆管细胞中开始表达（图２Ｃ），但至２６周

龄胚胎肝组织中仅胆管板及界板处少数细胞表达

ＧＳＴπ。正常成人肝细胞 ＡＦＰ、ＧＳＴπ阴性。各因

子表达强度见表１。

２．２．２　ＣＫ１９和ＣＫ７的表达　４周龄胚胎肝肝索

细胞已经表达 ＣＫ１９，阳性染色位于胞质和胞膜，

ＣＫ１９阳性程度在６～１１周龄胚胎肝组织肝索细胞

中达最高峰，胆管板细胞ＣＫ１９染色始终强于肝索

细胞（图２Ｄ），１２周龄胚胎肝肝索细胞ＣＫ１９的表达

逐渐减少，１６周龄时几乎检测不到，仅胆管板及胆

管细胞阳性。ＣＫ７仅限于１４周龄之后胚胎肝的胆

管板细胞和胆管上皮中表达（图２Ｅ），胆管染色强于

胆管板。成人肝脏仅胆管上皮表达ＣＫ７和ＣＫ１９；

Ｈｅｒｉｎｇ管细胞很难观察到，其是否表达 ＣＫ７ 和

ＣＫ１９难以判断。各因子表达强度见表１。

２．２．３　ＣＤ３４和ｃｋｉｔ的表达　ＣＤ３４强阳性染色主

要见于４周龄以后的胚肝组织内皮细胞和造血祖细

胞，８周龄以后的胚胎肝组织部分胆管板细胞和门

静脉附近间充质内以及肝索中极少数单个核细胞也



第２期．徐　军，等．人胚胎发育过程中胚胎组织肝干细胞免疫表型的变化 ·１１９　　 ·

可见表达（图２Ｆ）。８～２１周龄胚胎肝中肝索中和汇

管区间充质内少数单个核细胞表达ＣＤ３４和ｃｋｉｔ，

其形态上有的和胆管板细胞相似，有的类似于胚胎

肝干细胞，有的较胚胎肝干细胞体积大、核大呈圆形

或肾形，并可以三五成群的集落样排列（图２Ｇ）。至

２１周龄后，ＣＤ３４和ｃｋｉｔ阳性细胞仅见于胆管板以

及汇管区间充质内，肝索内罕见。正常成人肝脏

ＣＤ３４阳性染色主要存在于汇管区血管内皮，亦可见

于汇管区附近的肝实质内血窦内皮细胞；ｃｋｉｔ阳性

染色偶见于汇管区内单个核细胞，肝细胞和胆管上

皮均ＣＤ３４和ｃｋｉｔ阴性；Ｈｅｒｉｎｇ管细胞很难观察

到，其是否表达ＣＤ３４和ｃｋｉｔ难以判断。各因子表

达强度见表１。

图１　胚胎肝组织ＨＥ染色结果

Ｆｉｇ１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｉｎｇｌｏｃａｔｉｏｎａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆ

ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓｉｎｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇｈｕｍａｎｌｉｖｅｒ（×２００）

Ａ：５ｗｅｅｋｓ；Ｂ：８ｗｅｅｋｓ；Ａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｄｕｃｔａｌｐｌａｔｅ

图２　不同时期胚胎肝内细胞免疫组化染色结果

Ｆｉｇ２　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｓｅｖｅｒａｌｋｉｎｄｓｏｆｃｅｌｌｓｉｎｆｅｔａｌｌｉｖｅｒ（ＥｌｉＶｉｓｉｏｎ，×２００）

Ａ：ＡＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｈｅｐａｔｉｃｃｏｒｄｓｉｎｆｅｔａｌｌｉｖｅｒａｔ１６ｗｅｅｋｓ’ｇｅｓｔａｔｉｏｎ；Ｂ：ＯｎｌｙｄｕｃｔａｌｐｌａｔｅｃｅｌｌｓｓｈｏｗｅｄｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＡＦＰｉｎｆｅｔａｌｌｉｖｅｒ

ａｔ２７ｗｅｅｋｓ’ｇｅｓｔａｔｉｏｎ；Ｃ：ＧＳＴπｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｈｅｐａｔｉｃｃｏｒｄａｎｄｄｕｃｔａｌｐｌａｔｅｉｎｆｅｔａｌｌｉｖｅｒａｔ８ｗｅｅｋｓ’ｇｅｓｔａｔｉｏｎ；Ｄ：Ｂｏｔｈｈｅｐａｔｉｃｃｏｒｄｓｃｅｌｌｓ

ａｎｄｄｕｃｔａｌｐｌａｔｅｃｅｌｌｓｓｈｏｗｅｄｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＣＫ１９ａｔ８ｗｅｅｋｓ’ｇｅｓｔａｔｉｏｎ；Ｅ：ＣＫ７ｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｂｉｌｅｄｕｃｔｓａｎｄｄｕｃｔａｌｐｌａｔｅｃｅｌｌｓａｔ１４ｔｈ

ｗｅｅｋ；Ｆ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ３４ｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｍｏｓｔｏｆｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｔａｌｐｌａｔｅ，ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍａｎｄａｆｅｗｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓｉｎｐｏｒｔａｌａｒｅａａｔ２０

ｗｅｅｋｓ’ｇｅｓｔａｔｉｏｎ；Ｇ：Ｓｏｍｅｍｏｎｏｃｌｅａｒｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｈｅｐａｔｉｃｃｏｒｄｓｓｈｏｗｅｄｃｋｉｔｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇａｔ１４ｗｅｅｋｓ’ｇｅｓｔａｔｉｏｎ

３　讨　论

　　近年来对啮齿类动物胚胎肝内肝干细胞的分离

和体外培养研究取得了一定进展，一些肝细胞和胆

管上皮的分化标记（如ＡＦＰ、Ａｌｂ、ＣＫ７、ＣＫ１９、ＣＫ８、

ＣＫ１８）、卵圆细胞标记（如 ＯＶ６、ＯＶ１、ＧＳＴπ、

Ｔｈｙ１）等在实验研究中得到了广泛应用［３７］，尤其是

Ｐｅｔｅｒｓｅｎ等［８］研究发现骨髓来源的造血干细胞可以

产生肝细胞，给肝干细胞的来源和定位提供了一条

全新的思路。近年来已有学者［９１０］发现应用造血干

细胞标记物ＣＤ３４、ｃｋｉｔ从胚胎肝中分离出的干细

胞可以分化形成Ａｌｂ＋或 ＣＫ１９＋的细胞。但目前的

研究主要集中在动物实验和体外细胞培养，各种标

记物在人胚胎肝组织中的确切定位尚不清楚。胚胎

肝富于肝前体或肝干细胞的各种中间形态，是研究

肝干细胞的来源、增殖和分化规律的较好模型。本
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表１　不同时期胚胎肝组织内细胞的免疫表型特点

Ｔａｂ１　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｓｅｖｅｒａｌｋｉｎｄｓｏｆｃｅｌｌｓｉｎｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇｈｕｍａｎｌｉｖｅｒ

Ａｇｅ（ｔ／ｗｅｅｋ）
ＡＦＰ

Ｈｅｐａｔｉｃ
ｃｏｒｄｓ

Ｄｕｃｔａｌ
ｐｌａｔｅｓ

ＧＳＴπ

Ｈｅｐａｔｉｃ
ｃｏｒｄｓ

Ｄｕｃｔａｌ
ｐｌａｔｅｓ

ＣＫ１９

Ｈｅｐａｔｉｃ
ｃｏｒｄｓ

Ｄｕｃｔａｌ
ｐｌａｔｅｓ

ＣＫ７

Ｈｅｐａｔｉｃ
ｃｏｒｄｓ

Ｄｕｃｔａｌ
ｐｌａｔｅｓ

ＣＤ３４

Ｈｅｐａｔｉｃ
ｃｏｒｄｓ

Ｄｕｃｔａｌ
ｐｌａｔｅｓ

ｃｋｉｔ

Ｈｅｐａｔｉｃ
ｃｏｒｄｓ

Ｄｕｃｔａｌ
ｐｌａｔｅｓ

４△ ＋ －  － － －

５ ＋ －  － － －

６ ＋ ＋  － － －

７ ＋ ＋  － － －

８   ＋    － － － ＋ － ＋

１０       － － ＋ ＋ ＋ ＋

１１       － － － ＋ ＋ ＋

１２       － － ＋ ＋ ＋ ＋

１３△       － － － ＋ － ＋

１４     ＋  －  ＋ ＋ ＋ ＋

１６     ＋  －  ＋ ＋ ＋ ＋

１８     －  －  － ＋ － ＋

２０     －  －  ＋ ＋ ＋ ＋

２１     －  －  ＋ － － ＋

２３△     －  －  － － － －

２４     －  －  － ＋ － ＋

２６   ＋ ＋ －  －  － － － －

２７ ＋  ＋  －  －  － ＋ － ＋

２８ ＋ ＋ － － － －

２９△ ＋ ＋ － － － －

３０△ ＋ ＋ － － － －

３２ ＋ － － － － －

３４ － － － － － －

３５△ － － － － － －

　△：ｎ＝２，ｔｈｅｏｔｈｅｒｎ＝１

实验应用免疫组化方法，在不同发育时期的胚胎肝

标本上连续观察胚胎肝内细胞肝胆相关标记物和造

血干细胞标记物的表达，探讨肝干细胞的来源、分化

和迁移规律，为肝干细胞移植的基础研究和临床应

用研究提供实验依据。

　　本研究结果发现４～１６周龄胚胎肝内细胞在组

织形态学上表现出原始未分化细胞的特点：细胞较

小，形态不规则，核质比大，核深染，核分裂相多见；

免疫组化证实其表达肝细胞方向的分化标志 ＡＦＰ
和ＧＳＴπ，还表达胆管细胞方向的分化标记ＣＫ１９。

这表明４～１６周龄胚胎肝细胞具有双向分化潜能，

即具备了肝干细胞的特性；理论上在此期间可以联

合运用ＡＦＰ、ＧＳＴπ、ＣＫ１９为标记筛选具有双向分

化潜能的肝干细胞。１６周龄以后胚胎肝进入发育

的顶峰时期、大部分肝干细胞（即原始肝小叶内的肝

索细胞）逐渐丧失表达 ＣＫ１９的能力，而 ＡＦＰ和

ＧＳＴπ的表达逐渐增强。Ｎａｖａ等［１０］的研究也表明

此期胎肝白蛋白和肝糖原合成增加，均提示此期肝

干细胞已经开始逐渐向肝细胞定向分化。２４周龄

后的胚胎肝内这些细胞ＡＦＰ和ＧＳＴπ等幼稚肝细

胞表型的表达又开始逐渐减少乃至逐渐丧失，说明

肝细胞发育分化趋向成熟。

　　８周龄胚胎肝内与较大门静脉周围的间充质交

界处出现胆管板，胆管板在经历重新塑型后其上皮

细胞迁入间叶细胞之间并形成肝内胆管［１１］，表明胚

胎肝胆管板细胞是胆管母细胞。本研究中１４周龄

胚胎肝胆管板附近间叶组织内出现单个完整的胆

管，胆管板细胞还持续表达ＣＫ１９、ＣＫ７、ＡＦＰ、ＧＳＴ

π、ＣＤ３４、ｃｋｉｔ（ＣＫ７表达始于１４周龄）；还有文献［４］

报道胚胎肝胆管板还可表达ＣＫ８、ＣＫ１８、白蛋白和

ＯＶ６。这说明胆管板上皮具有向肝细胞和向胆管

细胞的双向分化潜能，胆管板内可能含有丰富的肝

干细胞，其免疫表型和分布部位、形态特点类似于动

物致癌、损伤模型及人慢性肝病中的卵圆细胞（由

Ｈｅｒｉｎｇ管细胞增生形成）［１２１３］。这些内容提示：胆

管板内可能含有丰富的肝干细胞，随着胚胎发育逐
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渐减少并转变成位于肝界板处的 Ｈｅｒｉｎｇ管细胞，出

生后在一定条件下其可以活化、增殖形成卵圆细胞，

对肝细胞的补充要求作出增生反应，这从一个侧面

与先前提出的“肝流域假设”中涉及肝干细胞所在和

来源的假设吻合［１４］，为解释成体肝脏疾病中卵圆细

胞的来源和分化提供了新的思路。

　　另外，本研究从８周龄胚胎肝开始检测到部分

胆管板细胞表达骨髓造血干细胞标记 ＣＤ３４和ｃ

ｋｉｔ，提示可能有少数造血干细胞可以分化成胆管板

细胞，再进一步分化成成熟肝细胞或胆管上皮，支持

Ｐｅｔｅｒｓｅｎ等［８］骨髓源性肝干细胞的理论。同时研究

还发现８～２１周龄胚胎肝中除胆管板外，还可见肝

索（板）中和汇管区间充质内少数单个核细胞表达

ＣＤ３４或ｃｋｉｔ，这些阳性细胞在形态上可有些差异，

有可能是造血干细胞分化而来的肝干细胞处于不同

的分化状态，这从另一个侧面与先前提出的“肝流域

假设”中涉及肝干细胞所在和来源的假设吻合［１４］。

但这些细胞单从形态上难以和内皮祖细胞、造血干

细胞绝对地区分开来，还需免疫双标记来进一步鉴

别和证实。

　　综上所述，４～１６周龄之间的胚胎肝主要由具

有双向分化潜能的肝干细胞组成，免疫表型一般为

ＡＦＰ＋ＧＳＴπ＋ＣＫ１９＋；大于１６周龄胚胎中大部分

肝索细胞开始具有向肝细胞定向分化的特点，其免

疫表型为ＡＦＰ＋ＧＳＴπ＋ＣＫ１９－ＣＫ７－；而胆管板内

可能含有丰富的具有双向分化潜能的肝干细胞，其

免疫表型为 ＡＦＰ＋ＧＳＴπ＋ＣＫ１９＋ＣＫ７＋ＣＤ３４＋ｃ

ｋｉｔ＋；胚胎肝内的部分肝干细胞可能来源于造血干

细胞。上述结果在一定程度上也间接地与前期工作

中提出的“肝流域假设”中涉及肝干细胞所在和来源

的假设相吻合。
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