
中
国
细
胞
生
物
学
学
报

中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2015, 37(5): 740–745 DOI: 10.11844/cjcb.2015.05.0397

x
_
±s

收稿日期: 2014-12-25             接受日期: 2015-03-11
国家自然科学基金(批准号: 31401166、31271474)和中国博士后科学基金(批准号: 2013M542434)资助的课题 
*通讯作者。 Tel: 021-81870945, E-mail: yphu@smmu.edu.cn
Received: December 25, 2014             Accepted: March 11, 2015 
This work was supported by the National Natural Science Foundation of China (Grant No.31401166, 31271474) and China Postdoctoral Science Foundation (Grant 
No.2013M542434)
*Corresponding author. Tel: +86-21-81870945, E-mail: yphu@smmu.edu.cn
网络出版时间: 2015-05-04 18:27　　　URL: http://www.cnki.net/kcms/detail/31.2035.Q.20150504.1827.010.html

终末期肝病细胞治疗供体细胞来源的研究进展
孙  筱  于  兵  陈  费  王敏君  何志颖  胡以平*

(第二军医大学基础医学部细胞生物学教研室, 上海 200433)

摘要      许多因素所致的肝脏疾病都有可能发展为终末期肝病, 而终末期肝病目前唯一有效

的治疗方法就是原位肝移植。然而, 由于受供体肝脏短缺等因素的限制, 细胞治疗方法一直被临床

上所期待。近年来, 基于谱系重编程的诱导型肝干细胞和诱导型肝实质细胞的技术体系的出现, 为
解决肝脏疾病细胞治疗中细胞来源匮乏的问题提供了新的思路, 也加速了肝脏疾病细胞治疗研究

向临床转化的进程。该文介绍了肝脏疾病细胞治疗研究中供体细胞来源的现状, 并重点介绍了谱

系重编程获取肝系细胞的研究进展。
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Advances in Cell Sources for the Treatment of End Stage Liver Disease
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Abstract       Liver diseases caused by different factors can develop into end stage liver disease. Currently, 
orthotopic liver transplantation is considered to be the only effective treatment for end stage liver disease. However, 
it has been restricted by shortage of donor liver, immune rejection and other reasons. Cell therapy has emerged 
in recent decades as an alternative option for end stage liver disease. Especially, the lineage reprogramming 
technology, which was used to induce hepatic stem cells and hepatocyte-like cells, not only offers a new strategy 
to solve the shortage of liver cells, but also accelerates clinical transitional process of cell therapy. This review 
introduces the present situation on source of cells for liver disease treatment, and highlights the progress of hepatic 
cells obtained from lineage reprogramming.
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我国是各种急慢性肝病、肝损伤以及终末期肝

病的高发地区。终末期肝病(end stage liver disease, 
ESLD)常泛指急慢性肝损伤以及肝癌导致的、各

种内外科手段无法治愈的肝病晚期阶段。在炎症

因子的长期作用下, 该阶段的肝脏大多功能极度衰

竭, 并往往伴有多种高危并发症, 严重威胁患者的生

命[1]。目前公认的、治疗严重肝损伤的最有效方法

是利用外科手术进行的原位肝移植(orthotopic liver 

transplantation, OLT)[2]。但是由于肝脏供体来源极

度短缺、异体器官免疫排斥等因素, 原位肝移植的

临床应用受到了极大的阻碍[3]。在寻找新的替代疗

法过程中, 以细胞移植为主的各种生物疗法被认为

是代替肝脏移植的最有前景的途径。

1   终末期肝病细胞治疗的优势
肝细胞移植是在体外将活性细胞通过门静脉
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或者其他途径直接注射入肝脏或者脾脏, 使目的细

胞在受体肝脏中定植, 代偿患者缺失的部分肝功能

来修补损伤肝脏的方法。相比原位肝移植, 细胞移

植的优点有: (1)移植操作简单; (2)目的细胞可以冻

存, 能够自由掌握移植的时机; (3)即使移植失败, 也
可以保留原器官的功能; (4)一块供体肝脏可以供多

个病人使用。因而这种方法具有重要的研究价值[4-5]。

细胞移植的技术不是难点, 获取合适的、高质量的

种子细胞是这种方法的关键。

2   目前移植用细胞的来源
目前, 具有临床应用价值的细胞有来源于同

种或异种供体的肝系细胞、胚胎干细胞(embryonic 
stem cell, ESC)和诱导多能干细胞(induced pluripotent 
stem cell, iPSC)来源的肝系细胞以及谱系重编程来

源的肝系细胞等。供体来源的肝实质细胞主要来自

脑死亡的捐献者、心脏死亡40分钟以内的捐献者、

年老的捐献者以及外科手术肝脏部分切除的捐献者

等[6]。这些来源的肝实质细胞不仅数量有限, 而且质

量较差, 经过冷冻存储后细胞活力和贴壁能力都有

一定程度的损伤[7-8]。供体来源的胎肝能够表达肝干

细胞的特异性标志, 它体积小、免疫原性低、增殖

力强, 可以分化为肝实质细胞和胆管细胞, 有利于移

植后的扩散和定植[9-11]。但胎儿肝脏质量远小于成

人的肝脏, 获取一定数量的胎肝细胞往往需要多个

胚胎[6]。且这种细胞多取自流产胎儿, 涉及的伦理道

德问题也使其临床应用受到阻碍。

异种来源的肝实质细胞是从其他物种获取

的可用于治疗的细胞。由于异种来源所造成的超

急性免疫排斥反应以及和灵长类动物生理功能的

不完全兼容, 这种细胞目前主要用于生物人工肝

的研究。骨髓间充质干细胞(bone marrow derived 
mesenchymal stem cell, BM-MSC)来源比较充足, 增
殖能力较强, 临床试验的肿瘤发生率几乎为零, 能
够改善腹水, 延长病人的生存时间[12-15]。但是BM-
MSC在植入肝脏后, 真正分化为肝实质细胞的比例

是很小的, 相比起来, BM-MSC更多的是通过分泌一

系列的生长因子和细胞因子, 对肝脏损伤部位的微

环境进行调节[16-18], 从而发挥促进细胞增殖以及抗炎

症的作用。由于缺乏有效的移植细胞体内监测机制, 
尚不能确定BM-MSC能否在体内分化为其他类型的

细胞, BM-MSC对肝纤维化的进展究竟是阻断还是

促进以及其对肝硬化的影响还有待进一步研究。

ESC是可分化为内、中、外三个胚层的不同细

胞类型的全能干细胞, 具有很强的自我更新和增殖

能力。iPSC具有与ESC相似的细胞形态、多能性、

基因表达谱以及分子标志。这两种细胞都可以在体

外被诱导分化为肝系细胞。目前, ESC的诱导效率可

以达到70%~80%[19], 但是这种来源的肝系细胞功能

不成熟, 如缺乏CYP450(cytochrome P450)酶表达等, 
且植入体内后效果并不理想。iPSC的诱导效率也提

高了近90%, 并有研究培育出了有肝功能的人工肝芽

组织[20]。总体来说, 目前的ESC和iPSC诱导的肝样细

胞(hepatocyte-like cells)并不能完全替代原代肝实质

细胞发挥作用, 且其体外诱导分化的条件复杂、步

骤繁琐。ESC主要取自流产胚胎, 其研究一直受到伦

理上的广泛争议, 并且诱导过程中残留的ESC和iPSC
注入体内后具有很大的致瘤隐患[21-26]。

3   基于谱系重编程技术的肝系细胞的制备
在胚胎发育的不同阶段, 细胞根据所处的微环

境以及信号分子的调控差异表达某些基因, 从而产

生不同的表型和功能, 并分化为特定类型的细胞, 
而这些细胞的细胞核仍然保留有完整的遗传信息。

理论上, 若能改变基因的表达, 就能改变细胞的分

化命运。成熟的体细胞直接转变为另一种类型的

体细胞或者祖细胞的方法称为谱系重编程(lineage 
reprograming), 也叫做转分化。谱系重编程的方法

避免了诱导分化过程中复杂繁琐的步骤, 细胞可以

取自接受者自体, 避免了免疫排斥反应和伦理学的

争议; 同时还跳过了细胞的多能状态, 降低了致瘤的

可能性和危险性。因此, 谱系重编程技术在基础医

学和再生医学领域越来越受到关注。

由于特异性基因的表达是细胞分化的关键, 谱
系重编程大多通过对基因的调控来实现, 如利用表

观遗传抑制剂、核受体、化学小分子、转录因子以

及microRNA等方法改变基因表达状况[27-28]。亲缘

较近的细胞来源于相同的胚层甚至相同的祖细胞, 
往往具有相近的基因表达谱, 因而互相之间的转化

更容易实现, 例如胰腺细胞和肝实质细胞都来源于

内胚层的前肠细胞, 表达大量相同的转录因子。早

期的研究中, 就有在胰腺癌细胞中发现肝样细胞的

报道[29-30]。这表明了在特定条件下, 胰腺细胞和肝

系细胞可以在体内自发转化。而Shen等[31]使用地塞
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米松处理小鼠胰腺细胞系AR42J-B13, 诱导转录因

子Cebpb(CCAAT/enhancer binding protein beta)的表

达, 也将其在体外转化为肝样细胞, 该种肝样细胞表

达肝脏标志基因, 但是缺少成熟肝实质细胞的部分

功能; 而且胰腺细胞获取比较困难, 因而这种方法并

没有实际的应用价值。

目前进行重编程最常见的, 也最容易获得的细

胞来源是成纤维细胞。此外, 也有用血液中的单核

白细胞进行重编程的研究[32]。由于成纤维细胞和器

官组织细胞亲缘关系较远, 重编程的实现相对比较

困难, 常需要强制其表达某些特定的转录因子。因

此在成纤维细胞重编程为肝系细胞的研究中, 大多

从肝脏发育的调控因子中筛选关键因子, 再利用病

毒载体携带目的基因感染成纤维细胞。目前, 已发

表的谱系重编程获得的肝系细胞大致可以分为肝细

胞样细胞以及肝干细胞两类(图1)。肝细胞样细胞具

有成熟的肝实质细胞功能, 植入受体肝脏后可以直

接修复、弥补损伤的肝脏; 肝干细胞具有旺盛的自

我更新能力, 以及在特定的微环境下分化为肝实质

细胞和胆管细胞的双向分化潜能。

3.1   肝细胞样细胞

Huang等[33]将Gata4(GATA binding protein 4)、
Hnf1a(HNF1 homeobox A)、Foxa3(forkhead box A3)
三个转录因子通过慢病毒导入小鼠成纤维细胞, 同
时敲除了p19arf阻止细胞凋亡, 从而促进增殖, 将其

重编程为小鼠诱导肝细胞样细胞(mouse induced 
hepatocyte-like cell, miHep)。这种细胞具有积累肝

糖原、摄取低密度脂蛋白、转运吲哚青绿等肝实质

细胞的功能, 体外白蛋白分泌量达到了原代肝实质

细胞的1/3。miHep在基因水平上检测到了反应肝细

胞代谢能力的CYP450的表达, 并在经过3-甲基胆蒽

诱导后获得了部分CYP450的活性。Suzuki等[34]用

Hnf4a(hepatic nuclear factor 4 alpha)和Foxa(forkhead 
box A)家族(Foxa1、Foxa2和Foxa3)中的任一因子

组合, 将小鼠成纤维细胞重编程为具有功能的肝细

胞样细胞(miHep)。上述两种重编程方法所获得的

miHep移 植 到Fah(fumarylacetoacetate hydrolase)基
因敲除的肝衰竭小鼠模型中, 都能够定植并逐渐成

熟, 显示出一定的治疗作用。移植后的Fah阳性率

最高可达80%。随后, Huang等[33]用Foxa3、Hnf4a、
Hnf1a三个转录因子结合SV40(simian virus 40)大
T抗原, 将人成纤维细胞重编程为具有增殖能力的

人肝细胞样细胞(hiHep)。这种重编程方法获得的

hiHep同样具有与原代肝实质细胞相似的形态、基

因表达谱以及成熟的肝实质细胞功能, 包括CYP450
活性以及胆汁排泄能力等。hiHep植入免疫缺陷的

Fah–/–小鼠中最高有约4%的整合效率, 并有约1/3的
小鼠移植后的存活时间超过九周[33-34]。

上述重编程方法获得的miHep和hiHep, 其细胞

形态、基因表达以及肝细胞功能都优于ES/iPS诱导

获得的肝细胞样细胞[33-34], 但是与原代细胞相比仍有

差距。例如, hiHep在体外不表达CYP3A4等部分肝

实质细胞基因, 而植入到小鼠肝脏内后, CYP3A4有
较低水平的表达, miHep尚有成肝细胞(hepatoblast)

Liver stem cells

Cholangiocytes

Hepatocyte-like cells

iMPC-EPCiMPC

Fibroblasts

3H cells (immature
hepatocyte-like cells)

图1  成纤维细胞向肝系细胞重编程示意图

Fig.1  Reprogramming fibroblasts to generate hepatocyte-like cells
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标志物AFP(alpha fetoprotein)的表达等。Huang等[33]在

诱导miHep时敲除了细胞衰老信号通路中的p19arf, 
而在诱导hiHep时采用了过表达SV40大T抗原的方

法, 解决了miHep和hiHep在体外扩增的问题, 但是

也造成了潜在的致瘤性。这种细胞可以克服异体免

疫排斥, 也可以用于生物人工肝装置以及肝脏疾病

模型的研究。

由于肝脏的发育是一个多因子参与的、多种

信号通路相互作用的复杂过程 , 仅仅几个因子的作

用可能并不足以使目的细胞获取成熟的功能。在

这个基础上 , 有研究采用 “分步法”, 并寻找促细胞

成熟的转录因子和辅助小分子。Zhu等[35]找到了

人成纤维细胞重编程过程的一个多能的中间态细

胞 (induced multipotent progenitor cell, iMPC)。这

种中间态细胞增殖能力旺盛,  可以在体外大量

扩增,  其分化能力低于 iPSC, 因而致瘤性大大减

弱。Zhu等 [35]用OCT4(octamer-binding transcription 
factor 4)、SOX2(sex determining region Y box 2)
和 KLF4(kruppel-l ike factor 4)三个转录因子 , 
EGF(epidermal growth factor)、bFGF(basic fibroblast 
growth factor)等生长因子以及CHIR(CHIR99021)
等促进重编程的小分子 , 将人成纤维细胞重编程

为表达内胚层细胞标志 SOX17(sex determining 
region Y box 17)和Foxa2的iMPC源内胚层前体细

胞 (iMPC-derived endoderm progenitor cells, iMPC-
EPC)。iMPC-EPC在体外的倍增时间不到2天, 并能

够持续扩增25代以上。进一步用类似于iPS-Hep的
诱导方法, 通过BMP4(bone morphogenetic protein 
4)、DEX(dexamethasone)、OSM(oncostatin M)等
小分子以及A83、Notch通路抑制剂促使iMPC-EPC
分化为iMPC源肝细胞样细胞(iMPC-Hep)。iMPC-
Hep具有典型的肝细胞多边形形态, 表达Hnf4a、
ALB(Albumin)、AAT(alpha-1 antiproteinase)等肝细

胞标志分子, 并有糖原储存、脂质摄取、尿素分泌

等经典肝细胞功能。iMPC-Hep的白蛋白分泌水平

以及CYP450活性检测结果与原代肝细胞相比仍有

差距, 但是均优于iPSC-Hep, 约为后者的1~2倍。在

移植到免疫缺陷的酪氨酸血症肝衰竭小鼠模型中

后, iMPC-Hep的增殖能力优于原代肝细胞, 并能够

在体内进一步成熟, 实验9个月后仍然能观察到增殖

的迹象。这种方法使得成纤维细胞回到了一个类似

于iPS起始状态的“中间阶段”, 从而获得了更安全、

更容易诱导为成熟肝细胞的种子细胞。 
在获取功能性肝实质细胞的研究中, Du等[36]将

三种肝细胞命运决定因子Hnf1a、Hnf4a和Hnf6(又名

OC1, one cut homeobox 1)组合感染人成纤维细胞, 
同时利用MYC(v-myc avian myelocytomatosis viral 
oncogene homolog)和P53 siRNAs来减少重编程过

程中的细胞增殖停止和死亡, 获得了具有部分人肝

细胞特征和功能的中间态肝细胞样细胞, 并将其命

名为“3H细胞”。3H细胞具有很强的增殖能力, 解
决了肝实质细胞在体外扩增困难的问题。3H细胞

进一步过表达肝细胞功能成熟因子ATF5(activating 
transcription factor 5)、PROX1(prospero homeobox 
1)和CEBPA(CCAAT/enhancer binding protein, alpha)
后, 得到了功能成熟的人诱导型肝实质细胞(human 
induced hepatocytes, hiHeps), 其诱导效率超过90%。

这种hiHeps具有成熟的肝细胞功能, 体外白蛋白分

泌量与原代肝实质细胞相当, 并有成熟的药物代

谢能力和毒素敏感性。它能够较高地表达药物代

谢的经典CYP450以及代谢关键步骤的转运因子。

CYP3A4、CYP1A2以及CYP2B6的活性与人原代肝

实质细胞相当, CYP2A9和CYP2C19的活性也达到

了原代肝实质细胞的30%。这些药物代谢酶的活性

是ESC源肝系细胞的100倍之多。在植入到Tet-uPA/
Rag2–/–/γc–/–小鼠中后, 能够达到30%的修复效率, 且
无肿瘤形成。这种hiHeps实现了重编程来源的肝实

质细胞功能的高度成熟, 使得体外获得大量的功能

性肝实质细胞成为可能, 也为人肝脏药物代谢的研

究以及体外药物高通量筛选提供了很好的细胞来

源。

3.2   肝干细胞

运用类似于肝细胞重编程的方法, Yu等[37]筛选

出Hnf1b和Foxa3两个转录因子, 将小鼠成纤维细胞

重编程为具有成熟肝实质细胞和胆管细胞双向分

化潜能的诱导型肝脏干细胞(induced hepatic stem 
cells, iHepSC)。iHepSC具有高核质比等干细胞的形

态特征, 表达肝干细胞的分子标志物LGR5(leucine 
rich repeat containing G protein coupled receptor 
5)、EpCAM(epithelial cell adhesion molecule)、
SOX9等, 共同表达肝向和胆向的分子标志Alb和
CK19(cytokeratin 19), 而不表达成熟肝细胞的标志

AAT、G6P(glucose 6 phosphate dehydrogenase)等。

iHepSC的增殖能力极强, 可以在体外稳定扩增30代
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以上。通过全基因表达谱的比较, iHepSC与肝脏上

皮祖细胞(liver epithelial progenitor cells, LEPCs)以
及其他一些肝脏前体细胞系具有类似的干细胞信号

通路, 如Shh通路、Wnt通路以及其他一些脂肪、糖

原代谢通路等。体外诱导分化实验中, 利用OSM和

EGF等因子, 可以将iHepSCs分化为具有糖原储存

等功能的肝细胞样细胞, 效率可达到50%以上; 在添

加胶原的三维培养条件下, 可以诱导为具有碱性磷

酸酶活性以及转运功能的胆管细胞。iHepSC移植

到Fah基因敲除的肝衰竭模型小鼠的肝脏后, 能够

分化为功能性肝细胞, 显著改善Fah小鼠肝功能并

提高生存率; 在植入到DDC(3,5-diethoxycarbonyl-
l,4-dihydrocollidine)诱导的胆管损伤小鼠体内后, 
iHepSC可分化为胆管细胞并参与损伤胆管的修复, 
且均未见肿瘤的发生。iHepSC作为一种前体细胞, 
它的最大优势是其优于同类肝系细胞的强大增殖能

力, 以及植入体内后的双向分化潜能。iHepSC的研

究为肝脏疾病的细胞治疗和组织工程等的发展打开

了新的思路。

4   存在的问题
谱系重编程是基础医学领域的一项新兴热门技

术, 它的作用机制尚未完全明晰。在以上的研究中, 
用来作为阳性对照的原代细胞以及来自不同实验室

的工程细胞互相之间难以进行比较, 且缺乏统一、规

范的评价体系。最近, Morris等[38]和Cahan等[39]建立

了一种基于网络的生物信息平台, 它利用计算机算

法和存储在电脑里的细胞信息网络来鉴定实验室

里获得的工程细胞是否与目的细胞相符, 并根据这

些信息对工程细胞的“身份”以及分化程度进行量

化和定位, 从而提供了一种工程细胞质量的衡量方

法; 并且可以通过对目的细胞的基因表达和调控网

络的分析, 来寻找重编程的转录因子。利用这种算

法, Morris等[38]对部分已经发表的重编程方法进行

了验证, 发现很多重编程获得的细胞转化并不完全, 
保留了很多原始细胞的特征。如Suzuki的Hnf4a和
Foxa家族组合获得的miHep更加趋向于一种内胚层

祖细胞。在移植到溃疡型结肠炎的小鼠体内后, 这
种细胞可分化为肠上皮细胞, 并参与修复损伤组织。

在横向比较的过程中, Morris等[38]还偶然发现了肠

系因子Cdx2(caudal type homeobox 2)的表达量在

miHep的重编程过程中有着重要且复杂的作用。例

如低水平的Cdx2使得miHep丢失肠向特征而更加趋

向于肝系细胞, 而miHep却并不会随着Cdx2的敲除而

愈发趋于肝系。Morris等[38]的这种方法对重编程调控

因子的筛选和机制的研究提供了一种强大的辅助工

具, 但是它依赖于已有的研究成果和生物信息, 程序

内固定的算法对一些复杂或者未知的重编程机制未

必适用。Morris等[38]对工程细胞质量的检测结果也提

示了我们细胞命运操纵的复杂性和面临的挑战。

利用谱系重编程的方法获取用于移植的种子

细胞具有较大的临床应用潜力。当前对重编程的研

究, 除了如何得到合适的肝系细胞外, 还有许多问题

需要解决, 比如治疗用细胞的标准化和质量控制, 细
胞的类型和肝病阶段的对应关系等。获取合适的、

可应用于临床的肝系细胞的关键, 是提高对细胞的人

工操控能力。目的细胞既需要有合适的增殖能力和

细胞功能, 还应该具有相当的体内环境适应能力来稳

定地发挥治疗作用。从当前的研究成果来看, 我们对

细胞命运的掌控仍然有一段相当长的道路要走。
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