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　　［摘要］　干细胞是目前生物医学的研究热点之一。近年研究发现肝脏中存在多种具有不同标志物的干细胞，在肝

脏再生中具有重要作用；自体及异体干细胞移植治疗终末期肝病也取得了一定进展。但肝干细胞的来源及标志物尚未

完全阐明，肝干细胞的增殖和分化调控机制仍有待深入研究。随着谱系追踪技术、干细胞分离和培养体系的发展与成

熟，肝干细胞的来源及其在肝再生中的作用将会进一步明确，肝病干细胞治疗有望成为现实。
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　　人类提出干细胞（ｓｔｅｍｃｅｌｌ）概念已有１００余年时

间，然而真正发现并证实干细胞的存在始于２０世纪

６０年代。１９６３年造血干细胞被发现标志着干细胞时

代的真正到来，此后干细胞一直是生物医学领域的研

究热点。由于干细胞具有强大的自我复制和分化潜

能，利用干细胞实现组织器官再生一直是科学家探索

的方向。近２０年，细胞谱系追踪技术、干细胞诱导技

术逐渐成熟，肝干细胞（ｌｉｖｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＬＳＣｓ）的研究

也取得许多重要进展。随着干细胞在越来越多疾病

临床应用中的不断推进，ＬＳＣｓ治疗的春天是否来临

了呢？

１　犔犛犆狊的来源及标志物

干细胞是一类具有自我更新和分化潜能的细

胞，依据干细胞的分化潜能可将其分为全能干细胞、

多能干细胞、单能干细胞等。一般认为，ＬＳＣｓ至少

可分化为肝脏的两种主要上皮细胞，即肝细胞和胆

管上皮细胞，通常也将可向这两种细胞分化的干细

胞称 为 肝 前 体 细 胞 （ｈｅｐａｔｉｃｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，

ＨＰＣｓ）。然而，尽管有诸多研究寻找和描述了各种

ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ，其来源及特征性标志物迄今仍尚未被

完全阐明［１２］。

在胚胎肝脏发育过程中，前肠内胚层的部分细

胞表达ＨＥＸ、肝细胞核因子４α（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｎｕｃｌｅａｒ

ｆａｃｔｏｒ４α，ＨＮＦ４α）、甲胎蛋白（αｆｅｔｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＦＰ）

及白蛋白（ａｌｂｕｍｉｎ，ＡＬＢ），并逐渐向肝脏分化，这部

分细胞被认为是肝脏发育过程中的ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ，又

被称为“肝母细胞（ｈｅｐａｔｏｂｌａｓｔ）”。ＤＬＫ１、ＣＤ１３３、

·２９０１·
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Ｌｉｖ２、上皮细胞黏附分子（ＥｐＣＡＭ）等多种分子被报

道为肝母细胞的特征性标志物，因此可认为在肝脏

发育的不同阶段、不同部位可能具有表型不完全相

同的多种ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ
［１２］。

与肝脏发育过程相似，不同研究发现成熟肝脏

中ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ的标志物也不尽相同，目前被认为

可能的标志物包括 ＥｐＣＡＭ、ＳＯＸ９、骨桥蛋白

（ＯＰＮ）、ＯＶ６、ＣＫ１９、ＣＤ１３３、Ｌｇｒ５、Ａｘｉｎ２、ＣＤ３４

和Ｓｃａｌ１等，表达上述标志物的细胞均曾被报道具

有ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ的生物学特性，可向肝细胞及胆管

上皮细胞分化［３４］，但尚需更明确的细胞谱系追踪

（ｌｉｎｅａｇｅｔｒａｃｉｎｇ）研究证实。

有研究认为，骨髓干细胞和肝星状细胞（ｈｅｐａｔｉｃ

ｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌｓ，ＨＳＣｓ）是ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ的来源，但均缺

乏明确和统一的谱系追踪证据［２，５８］。近年来大量研

究发现，成熟的肝细胞在慢性肝损伤过程中可通过

体内细胞重编程产生具有ＬＳＣｓ特征的细胞并参与

肝再生［９１０］。此外，在正常肝脏汇管区周围存在一

群杂合肝细胞，它们既表达干细胞标志物ＳＯＸ９，也

表达肝细胞标志物ＨＮＦ４α。慢性肝损伤后这些细

胞大量增生，促进肝再生，表明ＳＯＸ９＋杂合肝细胞

在慢性肝损伤过程中也具有ＬＳＣｓ特性
［３］。Ｈｕｃｈ

等［１１］发现，肝脏受损时可产生Ｌｇｒ５＋细胞，这些细

胞可分化为肝细胞和胆管细胞，可能是潜在的

ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ。Ｗａｎｇ等
［１２］通过谱系追踪技术在正

常小鼠肝脏中央静脉周围发现一类增殖能力很强的

Ａｘｉｎ２＋二倍体细胞，该细胞可持续自我更新，并大

量表达具有维持细胞多潜能性作用的转录因子

Ｔｂｘ３；此外，该细胞还可从中央静脉向外扩增，且向

肝细胞分化，１年内更换肝脏内约４０％的肝细胞，表

明这种Ａｘｉｎ２＋二倍体细胞也具有ＬＳＣｓ特性。

位于胆管末端Ｈｅｒｉｎｇ管的小胆管细胞长期被

认为是潜在的ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ来源。发生慢性肝损伤

时，胆管细胞可发生“胆管反应（ｄｕｃｔｕｌａｒｒｅａｃｔｉｏｎ）”

或“卵圆细胞反应（ｏｖａｌｃｅｌｌｒｅａｃｔｉｏｎ）”，进而活化、

增殖并向肝细胞分化。但细胞谱系研究发现ＯＰＮ＋

或ＨＮＦ１β
＋的胆管细胞在肝再生过程中仅能产生极

少量的成熟肝细胞［１３１４］，因此胆管细胞是否是潜在

的ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ来源仍有较多争议。Ｒａｖｅｎ等
［１５］研

究发现，利用过表达狆２１抑制小鼠成熟肝细胞增殖

后，ＣＫ１９＋胆管上皮细胞可在慢性肝损伤过程中产

生约１５％的肝细胞，证实胆管细胞可作为兼性干细

胞（ｆａｃｕｌｔａｔｉｖｅｌｉｖｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ）参与肝再生。

总之，在正常肝脏及肝损伤过程中可能存在多

种不同来源的ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ，它们在肝脏自我更新和

损伤修复过程中发挥着重要作用，这也是肝脏具有

强大再生能力的生理病理基础。然而，不同ＬＳＣｓ／

ＨＰＣｓ之间是否可相互转化？不同表型的ＬＳＣｓ／

ＨＰＣｓ作用是否相同？哪一种表型的ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ

功能最强大？这些问题均需要不同的实验模型来进

一步明确。此外，目前对ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ来源的研究

多集中于动物模型，而人类肝病与常用的动物模型

在发病机制和病程方面存在差别，因此人慢性肝病

过程中ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ的来源需要在人慢性肝病标本

中进行验证。由此，全面系统阐明肝脏发育及损伤

修复过程中ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ的来源及其演变规律，不

仅有利于更深刻地理解肝脏的发育、分化及功能，还

将为ＬＳＣｓ临床治疗奠定基础。

２　犔犛犆狊／犎犘犆狊增殖与分化的分子机制

迄今为止，调控ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ增殖分化的因素

尚未完全阐明。研究发现，间皮细胞（ｍｅｓｏｔｈｅｌｉａｌ

ｃｅｌｌｓ）、间质细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｃｅｌｌｓ）和内皮细胞

（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ）以及许多细胞因子、信号通路均参

与ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ增殖分化的调控。

早在２００１年就有学者发现胚胎肝脏发育早期

需要依赖Ｆｌｋ１＋内皮细胞，当犉犾犽１缺失时，胚胎内

皮细胞缺陷，胎肝细胞无法正常增殖［１６］。在胚胎发

育后期，内胚层胚芽来源的不成熟间皮细胞可在体

外促进Ｄｌｋ１＋肝母细胞增殖；而对间皮细胞发育至

关重要的转录因子 Ｗｉｌｍｓ’肿瘤抑制基因（Ｗｉｌｍｓ’

ｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｇｅｎｅ，Ｗｔ１）缺失后，肝脏体积会

显著缩小；间皮细胞调控ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ增殖活化的

机制可能为分泌肝细胞生长因子（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）、肝 素 结 合 细 胞 因 子

（ｍｉｄｋｉｎｅ）、多效蛋白（ｐｌｅｉｏｔｒｏｐｈｉｎ）等
［１７］。来源于

胎肝的Ｔｈｙ１
＋间质细胞与ＣＤ４９ｆ＋ＨＰＣｓ共培养可

促进其肝细胞表型标志物的表达，而内胚层胚芽来

源的造血干细胞可通过分泌抑瘤素 Ｍ（ｏｎｃｏｓｔａｔｉｎ

Ｍ，ＯＳＭ）等细胞因子促进肝细胞代谢酶的表达，上

述细胞均对ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ向肝细胞的分化至关重

要［１８１９］。此外，ＨＰＣｓ本身也有促进其分化的作用，

体外研究发现胚胎干细胞来源的 ＨＰＣｓ可诱导

犓犇犚－ ＡＦＰ＋肝细胞向成熟表型分化
［２０］。ＬＳＣｓ／

·３９０１·
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ＨＰＣｓ向胆管细胞的分化则受Ｎｏｔｃｈ及转化生长因

子β（ＴＧＦβ）／ａｃｔｉｖｉｎ信号通路调节。在小鼠体内双

敲除Ｎｏｔｃｈ信号通路的两个重要成员犖犗犜犆犎２和

犑犃犌犌犈犇１可导致小鼠肝内胆管缺失，在体内外激

活或抑制Ｎｏｔｃｈ及ＴＧＦβ／ａｃｔｉｖｉｎ信号通路均可显

著影响胆管形成及分化［２１２３］。

随着对ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ产生及分化认识的深入，

目前已构建了体外诱导多能干细胞 （ｉｎｄｕｃｅｄ

ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｉＰＳＣｓ）向成熟肝细胞分化的

体系，利用在肝脏发育和肝细胞分化过程中发挥重

要作用的细胞因子骨形态发生蛋白 ４（ｂｏｎｅ

ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ４，ＢＭＰ４）、成纤维细胞生长

因子２（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ２，ＦＧＦ２）、ＨＧＦ以

及ＯＳＭ可成功诱导ｉＰＳＣｓ分化为成熟肝细胞
［２４］。

但是，由于体外培养的成熟肝细胞将很快丧失功能，

也有很多学者致力于建立具有自我更新能力和肝细

胞分化潜能的体系。有研究报道，采用与间质细胞

共培养或过表达肝脏分化过程中的重要基因等方法

可诱导ｉＰＳＣｓ产生ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ，并成功治疗各种原

因导致的肝损伤动物模型［２５］。Ｈｕｃｈ等
［１１］成功从成

年人肝脏中分离出可分化为肝细胞和胆管细胞的

犔犵狉５
＋干细胞，并建立了体外长期培养系统，使从患

者肝脏内分离培养获得ＬＳＣｓ并应用于临床成为可

能。近年来，日本学者和我国学者分别利用小分子

重编程技术成功构建了原代肝细胞在体外向肝前体

细胞转变和快速增殖的培养系统，利用该系统获得

增殖的前体样肝细胞经定向诱导分化后，具有成熟

肝细胞的功能，移植入Ｆａｈ缺陷小鼠体内可达７０％

以上的整合［２６２７］。

３　犔犛犆狊／犎犘犆狊在肝再生中的作用

早期研究发现，发生亚急性、急性肝损伤及爆发

性肝功能衰竭时ＨＰＣｓ数量会升高，且主要聚集于

肝脏炎症坏死严重的区域；而在慢性病毒性肝炎、酒

精性肝损伤、非酒精性脂肪性肝病及原发性胆汁性

胆管炎等患者中，卵圆细胞的数量及其向肝细胞样

细胞分化的程度与肝细胞损伤和炎症程度相关；动

物实验也发现，不同原因诱导的慢性肝损伤模型中

ＳＯＸ９、ＯＰＮ等表达阳性的 ＨＰＣｓ可向肝细胞分

化［３，２８３１］。上述研究均证实ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ参与急慢

性肝损伤后的肝再生修复过程，但ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ在

不同损伤过程及损伤的不同阶段发挥的作用尚存

争议。

目前多数研究认为，残存成熟肝细胞持续分裂

是各种急性肝损伤后肝再生最重要的方式；但有少

数研究报道在急性肝损伤中未发现ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ特

异性标志物，在慢性肝损伤的动物模型中发现的

ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ来源的新生肝细胞比例也很低
［３０３１］。

此外，还有研究提出慢性肝损伤中ＨＰＣｓ的活化可

能会抑制肝细胞增殖，促进肝细胞凋亡，并增强

ＴＧＦβ１、α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）和基质金属蛋

白酶抑制剂１（ＴＩＭＰ１）等致纤维化因子或细胞外

基质成分的表达，加速纤维化进程而不利于肝再

生［３１］。因此有学者质疑ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ在肝损伤再生

中的价值。然而，ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ的标志物众多，上述

研究未必包含所有表型的ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ，而不同类型

和来源的ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ在成熟肝脏及不同类型肝损

伤中可能发挥不同作用，因此不同学者开展的实验

研究结果差异很大，故仍需进一步探讨不同表型

ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ在不同类型肝损伤中的演变规律及

作用。

４　犔犛犆狊／犎犘犆狊在肝病领域的临床应用探讨

基于干细胞在肝脏分化、发育、损伤修复及再生

中可能具有的重要作用，干细胞移植一直被认为是

可能成为未来替代肝移植的治疗手段。然而，由于

成熟肝脏中ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ的含量很低，获取十分困

难，临床上难以广泛应用。目前多尝试从骨髓、脂肪

以及脐带血等组织中分离得到自体或异基因的间充

质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ），用于治

疗急慢性肝功能衰竭及终末期肝病。

早在２００９年，Ｋｈａｒａｚｉｈａ等
［３２］开展的一项Ⅱ期

临床研究采用自体骨髓 ＭＳＣｓ治疗８０例终末期肝

病患者，随访２４周，可见患者肝功能明显改善，

ＭＥＬＤ评分由１７．９±５．６降至１０．７±６．３，未发现

明显不良反应。之后有多项临床研究分别采用人脐

带血来源的ＭＳＣｓ、自体骨髓ＭＳＣｓ治疗乙型肝炎、

丙型肝炎、原发性胆汁性胆管炎等导致的肝硬化失

代偿期、慢加急性肝衰竭患者，其短期（２４周）疗效

均较为理想；患者的ＡＬＢ水平升高，胆红素水平下

降，腹水减少，肝脏功能改善，１２～２４周内的生存率

显著升高［３３３４］。最近Ｌｉｎ等
［３５］开展的开放随机对

照临床研究发现，ＭＳＣｓ可降低乙型肝炎相关慢加

急性肝功能衰竭患者严重感染的发生率。但值得注
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意的是，尽管多数研究结果令人兴奋，最近也有干细

胞移植治疗慢性肝病的阴性结果。２０１６年欧洲肝

病年会上，英国国立卫生研究院伯明翰肝脏生物医

学研究所报道的一项包括８１例患者的Ⅱ期、多中

心、开放研究发现，重复回输粒细胞集落刺激因子

（ＧＣＳＦ）诱导自体犆犇１３３＋骨髓干细胞并不能改善

肝硬化患者的ＭＥＬＤ评分及纤维化程度
［３６］。

此外，尽管多数研究肯定了外源性移植干细胞

改善肝功能状况的效果，但发现这些外来干细胞很

难真正定植于肝脏，它们主要是通过旁分泌多种细

胞因子、抗肝纤维化、促血管生成、调节免疫等作用

改变肝脏局部微环境，进而促进肝脏的损伤修复和

功能恢复［３７３９］。肝脏本身来源的ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ可能

更适合患者的肝脏内环境，实现真正意义上的定植

及转化。２０１５年Ｚｕｏ等
［４０］成功建立了能稳定扩增

肺干细胞的体外培养体系，并从小鼠气道上皮中分

离狆６３
＋犓狉狋５＋干细胞，经体外扩增后移植于肺损伤

模型中可分化为Ⅰ型和Ⅱ型肺泡上皮细胞，并重建

气道结构、减轻肺纤维化、改善肺功能；初步临床研

究表明，从慢性阻塞性肺病患者的支气管刷检样本

中分离干细胞，经扩增后移植于患者气道能显著改

善肺功能。这些研究结果表明直接抽取肝病患者肝

组织分离培养具有分化潜能的干细胞，有可能成为

治疗急、慢性肝功能衰竭的有效手段。

综上所述，干细胞在肝脏发育和损伤修复中发

挥着至关重要的作用，干细胞移植作为治疗急性肝

功能衰竭和终末期肝病一种手段，具有广阔的应用

前景，但目前仍有诸多问题亟需解决。首先，目前一

般认为现有的干细胞移植技术中，干细胞并非主要

通过定植于肝脏发挥作用，而是通过改变肝脏局部

微环境改善肝功能，其远期疗效尚待进一步观察，利

用最新的体外扩增系统直接从患者肝脏中分离培养

获得ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ可能具有更理想的疗效。其次，

ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ的表型标志物众多，深入探讨其演变规

律及其在肝脏发育再生中的作用对于筛选效果最

佳、安全性最可靠的ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ用于临床治疗十

分重要。第三，作为细胞移植技术，干细胞的获取均

需经过分离、培养、扩增等环节，部分还可能需诱导

分化，这些过程如何质控、如何确保治疗的安全性目

前尚无统一标准。细胞移植的途径、数量及疗程等

也有待进一步明确。第四，肝脏疾病病因较多，发病

机制迥异，在疾病的不同阶段肝脏的再生机制也不

同，如何选择“匹配”的ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ用于治疗是一

个难题。尽管干细胞在肝脏疾病中的应用障碍仍

多，困难不少，但相信谱系追踪技术的发展将进一步

确定ＬＳＣｓ／ＨＰＣｓ的来源及其在肝再生中的作用，

干细胞分离和培养体系的完善将为肝脏疾病的治疗

提供强有力的武器，肝病干细胞治疗的春天很快就

会到来。
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