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成体干细胞向肝细胞分化
董学君* 张国荣 陈烨l 项黎新 l 潘若浪 l 邵健忠 l

(绍兴市人民医院，绍兴 312000; I 浙江大学生命科学学院，杭州'1 310058) 

摘要 成休干细胞跨越胚层限制分化为其他胚层来源的细胞，对揭示不同胚层细胞间相互

分化的生物学意义和机制具有重要学术价值，并可以为临床细胞移植治疗开辟新的途径，从而成

为当前研究的热点之一。综述了近年来肝源性卵圆细胞、成肝细胞、骨髓源千细胞和其他成体千

细胞跨越分化为肝细胞的研究现状与进展，以及卵圆细胞、成肝细胞等的分离鉴定，表面标志、生

物学特征和跨越分化机制，并对成休干细胞在肝脏疾病细胞治疗上的应用前景作了展望。
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越来越多的研究显示，成体干细胞可以跨越胚

层限制，分化为其他胚层来源的细胞，如骨髓中的

造血干细胞(hematopoietic stem cells, HSCs)、间充

质干细胞(mesenchymal stem cells)和多潜能成体祖细

胞(multipotent adult progenitor cells, MAPCs)不仅能分

化成各种血细胞，而且能分化为神经细胞、上皮细

胞、膜岛细胞和肝细胞，具有很高的可塑性[1 斗)，

这种成体「细胞的跨越分化(transdifferentiation)，不

仅对揭示不同胚层细胞间相互分化的机制具有重要

理论价值，而且为临床细胞移植治疗开辟了新的途

径，具有广阔的应用前景。目前对肝功能衰竭(如

肝坏死、肝硬化等)的治疗主要依赖于原位肝移

植， f1=l_供体肝来源严重不足和移植排斥等问题限制

了这'治疗手段的广泛应用，肝细胞移植和生物人

工肝作为肝移植的辅助方式，可以缓解上述问题，

而合适的肝细胞来源未得到解决，利用成体干细胞

分化为肝细胞是解决这一问题的有效途径。

1 肝源性干细胞向肝细胞分化

1.1 卵圆细胞

当肝损伤后肝实质细胞分裂受到抑制时，位于

肝脏胆管分支或 Hering 小管处的细胞被激活，移行

出门脉汇管[文并开始分化，这些过渡型的胆管细胞

被称为卵圆细胞，由于其在门静脉周围的肝实质中

呈分支管状排列，故又称管状卵圆细胞(ductular

oval cells) 。研究表明，卵圆细胞具有分化成胆管

和肝细胞的双向分化潜能，从损伤小鼠肝中分离培

养的卵圆细胞，可以在丁酸纳诱导下体外直接分化

为肝细胞[4l ，若将卵圆细胞移植入小鼠损伤肝脏

内，则可在损伤肝脏的微环境下，体内分化为肝细

胞和胆管上皮细胞[51 ，而且，在 FAH 缺陷小鼠中，

移植的卵圆细胞具有修复和1重建肝功能的作用 [6) 。

目前一般认为，卵圆细胞只能从损伤肝脏分离获

取，至于能否从未受损的正常肝脏中获得卵圆细胞

仍有不同见解，虽曾有学者从 3-6 用的正常成体小

鼠肝中分离出二类肝祖细胞，经体外培养后，检测

到了这些细胞能表达卵圆细胞的早期表面标记物

A6，并具有分化为成熟肝细胞和胆管细胞的潜能，

但对于这类细胞是否就是卵圆细胞尚不能最终确

定 [7) 。近年来，还有少量研究认为，卵圆细胞可

能起源于骨髓，而不是肝脏自身，提示骨髓细胞可

能参与肝脏的分化发育和损伤修复[8-10) 。

1.2 成肝细胞

成肝细胞(hepatoblast)是胚胎发育早期存在于肝

脏的二种具有胆管和肝细胞双向分化潜能的干细

胞，它能合成白蛋白(ALB)和甲胎蛋白(AFP) ，但

没有成熟肝细胞特有的尿素合成酶等标志[11)。胚胎

发育后期，大部分成肝细胞逐步表达肝细胞标记，

分化为肝细胞，少数成肝细胞表达 CK19 和 OV-6 等

胆管细胞表面标记，分化为胆管细胞[12) 。近年来，

对成肝细胞的性质与功能己进行了较深入的研究。

利用流式细胞分选术，可以从怀孕 10.5-16.5 天的

小鼠胎肝中分离出成肝细胞，对其特异性标志物的

研究显示，成肝细胞除了表达 ALB 和 AFP 外，还

表达 CD49f 和 CD29 等肝脏祖细胞标志，而不表达
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j在血细胞抗原 CD45 、 TER119 和 c-Kit，将其植入

同种小鼠牌脏后，可检测到其移行入肝内，并分化

为功能性的肝实质细胞，恢复部分肝脏功能[13J。另

有研究显示，成肝细胞还表达肝细胞生长因子受体

c-Met 和 c-Kit[叫，其中 c-Met 在小鼠和大鼠等不同

动物的成肝细胞中都有表达，因此认为其可以作为

不同动物(包括人类)成肝细胞的」个共同标记物[川。

最近， j圣有报道认为成肝细胞表达 OX18、细胞问

薪附分子 I(ICAM- 1) [16J手日 Dlk[l 7J ，其中Dlk 是→类膜

蛋白，胞外有 6 个 EGF 样重复区，与果蝇中 Notch

配体相似，但缺乏和 Notch 结合相关的 DSL 结构

域。体外实验表明，大部分Dlk 阳性细胞克隆(Dlk+)

中包含 ALB 和 CK19 阳性细胞，将绿色荧光蛋白

(GFP)转基因小鼠中分闯到的Dlk+细胞植入小鼠体

内， 36 周后可发现受体月1 组织切片中有较多表达

ALB 的 GFP 阳性肝细胞，但表达 CK19 时~GFP 阳性

细胞很少，显示 Dlk+细胞具有较强分化为肝细胞的

潜能，而分化为胆管细胞的潜能较弱。与 Dlk 十细

胞相类似的还有斗中被称为 c-Met+CD49f+!lowc-Kit 

CD45 -TER 119 细胞，虽然在这两类细胞群体中都

包含了双分化潜能的成肝细胞，但两者在分化程度

和潜能上还是有 4走差别，表现在前者体外分化为

肝细胞或胆管细胞的时间比后者快，二般在 5 天左

右就可见 ALB 和 CK19 表达的阳性细胞，而 c-Met+

CD49f+凡OWc-KitCD45 TER119 细胞需要在培养 21 天

后才出现 ALB 和 CK19 表达阳性细胞。目前认为，

相对于 Dlk+ 细胞而言， c-Met+CD49俨oWc-KitCD45

TER119 细胞可能代表了」类较早期的成肝细胞。

有趣的是，从大鼠中分离的开中与 c-Met+CD49f+1l0Wc­

Kit CD4S-TER 119 相似的成肝细胞却与 Dlk+ 成肝细

胞类似，均可在培养 5 天后观察到 ALB 和 CK19 阳

性细胞，这似乎不能解释二者成熟度不同的观点。

上述研究提示，成肝细胞的表型标志和发育过程复

杂，对成肝细胞的分离鉴定及生物学功能还有待深

入研究。

2 骨髓源干细胞向肝细胞的分化

2.1 骨髓源干细胞参与肝细胞的分化

由于骨髓源干细胞中的造血细胞和卵圆细胞存

在许多相似的表电并表达共同的抗原，如 c-kit、缸，

3 、 Thy-l 和 CD34 等，因此有学者推测卵困细胞

可能起源于骨髓源1 细胞[81 0 Petersen 等[18J通过 4系

列实验初步证实了该假说，他们将同系雄鼠的骨髓

综述

移植到免疫缺陷的雌鼠中，术后雌鼠月j 四年L化碳处

理，使其肝脏损伤，并用 L 乙酷氨基苟(aminofluo­

rene , 2-AAF)抑制肝细胞分裂和促进卵困细胞增

殖，肝损伤后第 9天可见 Y染色体阳性的卵困细胞，

第 13 天可见部分 Y染色体阳性的肝细胞。此外，将

二月大基肤酶 IV 阳性(DPPIV 十)的雄鼠骨髓移植到

DPPIV 的雌鼠中，受体鼠肝卵困细胞中可检测到

DDPIV ~日'性信号:将表达 MHC II 家族抗原 L21-6

的 Lewis 鼠作为受体，不表达 L21-6 抗鼠的 Brown­

Norway 鼠作为供体，进行整体肝脏移植后，发现

胆管中 L21-6 抗原表达和不表达的细胞同时出现，

表明一些胆管上皮细胞是来于胆管，而j另-些可能

来自循环的骨髓源细胞。

在人和小鼠中进行的许多试验均发现， {E且.常

肝脏细胞代谢或损伤肝脏修复中，有很高比例的肝

细胞来源于骨髓。有人曾对 6 例器官移植患者进行

了研究，其中 2 例是男性骨髓移植给女性忠者， 4 

例为女性肝脏移植给男性患者，结果所有患者肝组

织均，可见 Y 染色体阳性肝细胞及 Y染色体阳性胆管

细胞，其中 Y染色体阳性肝细胞占 4%-43% ， Y 染

色体阳性胆管细胞占 4%-38% ，提示女性患者肝组

织的 Y染色体阳性细胞来源于男性供体的骨髓，而1

男性患者肝组织 Y 染色体阳性细胞来源于自身骨髓

干细胞[19J 。此外，利用延胡索回先乙酌乙二酸水解酶缺

陷(FAH-!-)的小鼠模型，可直接证实骨髓细胞分化为

肝细胞并恢复肝功能。因为 FAHI 小鼠在肝毒性代

谢产物延胡索酷乙酷乙酸酶及其前体 L!J来自先醋酸酶

的积累下会造成肝永久性损伤，只有在分解肝毒性

代谢产物相关药物2-nitro-4-trifluoro-methylbenzyol~1, 

3-cyclohexanedione (NTBC)存在的条件 F才能存活。

利用该原理，曾有学者将代谢功能正常小鼠中分离

出来的高度纯化的造血干细胞 (c-kithighThyloWLin-Sca­

II )移植到 FAH-/ 小鼠中，结果发现，即使在去除

NTBC 的情况下，仍有 30%的小鼠在造血干细胞移

植后存活，且在这些小鼠体内检测到了 FAH 正常的

肝细胞[20J 。另有一些研究也证明，用 HGF 处理后

的小鼠骨髓间充质细胞能有效参与 CC14 损伤小鼠的

肝脏修复，骨髓造血干细胞在肝脏中可转化为肝细
胞，并具备正常肝细胞的功能[10 ， 21-24 1 0

2.2 骨髓源干细胞跨越分化肝细胞的机制

骨髓源干细胞是如何实现肝细胞跨越分化的，

尚存在不同观点。早期的研究认为，忏髓来源的肝

细胞是供体造血干细胞和受体肝细胞融合产生的，
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董学君等: J戊体[细胞|句肝细胞分化

因为将 FAH+1+ 和 Fanconi anaemia group C 基因缺陷

(Fancc 1) 的小鼠骨髓移植入一级受体小鼠(FAH+

Fancc+I+) ， 在撤去 NTBC 后，能产生 FAH呐Fancc+1刊/

肝细胞，再将这些肝细胞植入第二个受体小鼠 ， ~主

J级受体小鼠表型为 FAH-J-Rag-J- Fancc+/+, 3 个月后

检测二级受体小鼠中肝细胞的表型，如果重建肝功能

的肝细胞都来源于骨髓，则应该是 FAH+I+Fancc+ , 

而经 Southern 杂交显示，二级受体小鼠肝细胞中仅

有 30% 是 FAH+I+ ， 289毛是 Fancc-J- ，说明重建小鼠

肝功能的肝细胞不仅来于骨髓干细胞的跨越分化，

可能还有供体造血「细胞和受体肝细胞的融合[25] 。

另有研究显示， 1:共体造血干细胞和受体肝细胞融合

后开始特异性地表达肝细胞标志物，而不再表达造

血干细胞的 CD45 标记等[26] 。

(且足，些体外实验证明，骨髓来源的成体

干细胞在特定细胞因子的协同诱导下，可以不通过

融合方式，直接向肝细胞分化。如在大鼠骨髓细胞

培养液巾际加 HGF 和 EGF 后，可以观察到骨髓细

胞逐步表达 ALB 、 CK8 和 CK18 等成熟肝细胞的标

1[. [27]; 在小鼠和人的骨髓细胞中原加 FGF-4 、 HGF

和 Matrigel 后，第 7 天开始检测到细胞表达肝细胞

核因子 3ß (HNF-3ß) 、 AFP 、 GATA4 、 CK19 和甲

状腺运载蛋冉，第 14~28 天陆续表达 CK18 、 HNF-

4 、 HNF-α 手11 ALB 等成熟肝细胞标志，第 21 天有

25% 的细胞呈现双核，并能合成尿素和储存糖原[2] 0 

Jang 等[28]设计了-种共培养装置，更直接证明了骨

髓干细胞向肝细胞的跨越分化不是通过细胞融合所

致。他们将造血干细胞和损伤的肝细胞共同培养在

一种所谓的 Transwell 装置上，该装置使两种细胞被

0.4 μm 孔径的滤膜隔开，从而避免了细胞之间接触

而发生的融合， {l::!允许细胞因子透过。 72 h 后收

集造血-1 细胞，检测到这些细胞开始分化，表达

ALB 、 CK18 等成熟肝细胞标志，将这些分化的细

胞移植入肝损伤小鼠中，发现能恢复部分肝功能。

另有多项实我也证实骨髓下细胞在特定条件下能直
接向肝细胞跨越分化[28-30]。综上所述，非肝源性干

细胞可以直接跨越分化为肝细胞或与受体成熟肝细

胞融合为肝细胞，这两种途径可能都存在。
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为肝细胞。 Dabeva 等[31]将 Fischer 大鼠膜眼中分离

的上皮祖细胞移植至近亲大鼠肝脏， 以1月大二国先酶

町(DPP IV) 及 ALB 基国的表达为鉴定指标，发现

来自膜腺的上皮祖细胞在肝脏内分化成肝细胞，并

可整合到肝小叶结构中表达特异性蛋白，说明成年

动物的膜腺中存在着多潜能祖细胞，在体内适当的

条件下，可走向分化为肝细胞。此外，些体外

诱导实验也得到了类似结果，如将原代培养的大鼠

膜脏外分泌细胞用地塞米;松处理，培养 5 天后，发

现细胞开始分化为肝样细胞，甲胎蛋白表达明显升

高，肝细胞特异的基因开始表达，并最终表达

ALB，而在此过程中，膜脏细胞的一些特异基因表

达 F调，提示成体膜腺组织中的外分泌细胞也能跨

越分化为肝细胞[32] 。

3.2 神经干细胞和脂肪组织来源的间充质干细胞

向肝细胞分化

目前的初步研究显示，神经 1二细胞和脂肪组织

来源的问充质干细胞可以 IQj Jjf细胞分化。用 LacZ 基

因和新霉素抗性基因修饰的冲经 1-细胞注射鸡胚或

鼠胚，发现这些干细胞会随着胚胎发育，分布于胚

胎的各个胚层，并最终分化为多种类咀的细胞，包

括肝细胞、心肌细胞和表皮细胞等 [331 。从人脂肪组

织分离的问充质干细胞(hADSC)，在体外通过 HGF

和 OSM 的联合处理，可以促使其向肝细胞分化，

而且发现在民导后期添加 DMSO，可以大大增加分

化效率。将 hADSC 移植;îIJ CC14 损伤的 NOD/SCID

小鼠模型后，则可以在体内分化为肝实质细胞，表

达 ALB 等成熟肝细胞标志、[34] 。

3.3 脐带血来源干细胞向肝细胞的分化

许多体内实验显示，人脐带血来源的 F细胞能

在小鼠肝内跨越分化为肝细胞。直n将人脐带血单个

核细胞注入 NOD/SCID 小鼠 l尸，发现脐带血细胞能

整合入小鼠肝中并分化为成熟肝细胞，利用荧光原

位杂交技术，分析小鼠肝内的人源细胞 DNA，发

现整合和分化的人源细胞并没有 ij小鼠细胞发生融

合1到l。同样，将转有 GFP J贡粒的人脐血 CD34+Lin

细胞植入发育至 45~55 天的阶羊巾，结果在胎羊肝

脏中检测到了表达人肝细胞特征抗原、自蛋白、肝

细胞核因子及 GFP 的细胞， DNA 定量分析同样发

3 其他来源成体干细胞向肝细胞的分化 现这些细胞没有发生融合136]。将人脐带血中分甫的

3.1 膜腺上皮祖细胞 CD34 +CD38-CD7 造血干细胞移植入免疫缺陷小鼠肝

膜!踉和肝脏具有相似的组织结构及胚层起源， 损伤模型，在移植的一个月后用 CC14 诱导肝损伤，
近年来的 a也研究表明，腆腺上皮祖细胞也能分化 结果在移植了脐带血造血干细胞的小鼠肝中检测到
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人特异的 ALB mRNA，并在小鼠血清中检测到人

ALB，而在未移植造血干细胞的损伤小鼠或者移植

了造血 F细胞的未损伤小鼠中均未检测到人 ALB 的

表达，提示肝损伤微环境是造血干细胞体内分化为

肝细胞的重要条件[37] 0 另有→些体外实验也证明脐

带血来源的干细胞能在特定细胞因子的组合诱导下

分化为肝细胞，目前已报道的细胞因子组合包括

FGF-l 、 FGF-2 、 SCF 、 LIF 、 HGF 和 OSM，在

这些因子的诱导下，脐带血干细胞于 21 天后开始表

达CK19 、 ALB 和 CK18 等肝细胞特异性标志[38]。最

近，有人采用 HGF 、 Dex 、 ITS 和 OSM 组合，成

功诱导了人脐带血问充质于细胞体外分化为肝细

胞 [39] 。

4 肝脏疾病与干细胞治疗

肝脏是体内最重要和最复杂的器官之一，具有

生物转化和排泌胆汁等重要功能。就肝脏疾病的细

胞治疗而言，成熟肝细胞是较理想的细胞来源:但

是动物模型中进行的肝细胞移植治疗发现，只有不

到 1% 的肝细胞被替代，治疗效果不佳。肝细胞移

植要求细胞数量大，而常规从肝脏分离的高度分化

的成熟肝细胞增殖十分缓慢，影响了移植治疗效

果，因此，寻找新的细胞来源对肝脏疾病的细胞治

疗十分重要。近年来，胚胎干细胞、成体干细胞

和治疗性克隆等的发展，为临床修复重建肝脏的治

疗开创了全新的领域。相对于胚胎干细胞，成体干

细胞来源丰富，尤其可以来源于患者自身，不存在

社会伦理和免疫排斥等问题，在临床应用方面显示

出巨大的前景。

-综述-
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Differentiation of Adult Stem Cells into Hepatocytes 

Xue-Jun Dong飞 Guo-Rong Zhang, Ye Chen1, Li-Xin Xiang 1, Ruo-Lang Pan1, Jian-Zhong Shao 1 

(Shaoxing Pepole's Hospital, Shaoxing 312000, Chi~町 'College of L扩e Science, Zhejiang Univers句， Hangzhou 310058, China) 

Abstract The ability of adult stem cells to transdifferentiate into other embryonallayers-derived cells 

crossing lineage boundaries has now been demonstrated, which plays an important role in understanding the mecha­

nism of interdifferentiation among different embryonallayers cells. And besides, it also provides new cell sources 

for clinic cell transplantation. Thus, transdifferentiation is currently causing heated debate in the scientific press. 

This article focuses on the development of adult stem cells transdifferentiate into hepatocytes in recent years. We 

summarize the isolation, identification, surface makers, biological characteristics and the transdifferentiation mecha­

nism of hepatic oval cells, hepatoblast and extrahepatic stem cells like bone marrow-derived stem cells, pancreatic 

epithelial progenitor cells, adult neural stem cells, adipose stromal cells and human cord blood-derived stem cells. 

Their contributions to cell-based therapy for liver diseases have also been anticipated. 

Key words adult stem cell; transdifferentiation; hepatocytes; oval cell; hepatoblast 
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