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细胞间相互作用影响iPSc来源肝细胞的成熟
王  鼎1,2*  郭丽媛1  李伟强2

(1广州医科大学附属第三医院妇产科研究所实验部, 广东省生殖与遗传重点实验室, 广州 510150; 
2中山大学干细胞与组织工程中心教育部重点实验室, 广州 510080)

摘要      获得功能性的肝细胞可用于研究肝细胞再生机理, 并可为细胞移植和药物筛选提供

生物材料。该研究采用四步法诱导多能干细胞分化成肝细胞, 比较传代和不传代分化细胞的形

态和肝细胞特异标志的差异表达。结果发现, 利用诱导多能干细胞分化可获得白蛋白(albumin, 
ALB)阳性的成熟肝细胞, 不传代法获得的细胞更接近于肝细胞形态, 两组均获得甲胎蛋白(alpha-
fetoprotein, AFP)和ALB阳性表达的细胞 ; GATA6(GATA binding protein 6)和HNF4A(hepatocyte 
nuclear factor 4 alpha)表达水平没有显著性差异, 但不传代法分化细胞的AFP和ALB表达量高于传

代法, 存在显著性差异。结果提示, 细胞因子与细胞间、多细胞间相互作用等因素影响多能干细胞

的分化, 细胞间相互作用有利于肝细胞定向诱导分化过程中肝细胞的成熟。

关键词      诱导多能干细胞; 诱导分化; 细胞连接; 肝细胞; 肝细胞成熟

Cell Interaction Influences Maturation of Induced Pluripotent 
Stem Cell Derived Hepatocyte
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Abstract       Study of pluripotent stem cell hepatocyte committed differentiation would be helpful to 
understand the mechanism of liver regeneration and obtain the biomaterials for regeneration medicine and 
drug screening. We established four stage inductions and compared the cell morphology and hallmarks of each 
differentiation stage between passage and no-passage. By committed differentiation, we derived ALB (albumin) 
positive mature hepatocyte from iPSc (induced pluripotent stem cell). The phenotype of cells with no-passage 
was closer to mature hepatic cells. The two groups had AFP (alpha-fetoprotein) and ALB positive cells. There 
was no significant difference between the expression of GATA6 and HNF4A, but expression of AFP and ALB 
were significant higher in no-passage group than passage group. It concluded that pluripotent stem cell hepatocyte 
committed differentiation was one comprehensive process, which involving cytokine single, cell-to-cell and cell-to-
matrix communication, keep the established cell interaction would benefit the hepatocyte mature. 

Keywords       induced pluripotent stem cell; committed differentiation; cell interaction; hepatocyte; 
hepatocyte mature 
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多能干细胞可以自我更新并分化成各类成体

细胞, 常用的多能干细胞主要是废弃胚胎来源的胚

胎干细胞(embryonic stem cell, ESc)[1]和重编程成

体细胞获得的诱导多能干细胞(induced pluripotent 
stem cell, iPSc)[2]。iPSc是通过过表达胚胎期的多能

性标志, 将已经分化的终末细胞重编程至多能状态

获得的, 因其不需要破坏胚胎, 又具ESc相近的生物

学特性, 是近期医学和生物学研究的热点。iPSc通
过定向诱导分化, 可以获得各类成熟的、有功能的

细胞, 这一方面是研究生物发育的忠实体外模型, 另
一方面为再生医学提供了优良的种子细胞。肝脏是

重要的代谢脏器, 肝细胞如何再生、肝细胞代谢功

能障碍疾病的病理机制以及肝细胞移植治疗肝脏类

疾病的种子细胞都可以通过研究诱导iPSc的肝细胞

定向诱导分化解决。

早在2004年, 就有对人多能干细胞进行肝分化

的研究报道[3]。当时终末分化所得的白蛋白(albumin, 
ALB)阳性细胞仅为4%。随着技术的改进和对肝

细胞分化过程中信号通路研究的日益透彻, 诱导

分化多能干细胞至成熟肝细胞的效率也日益提高, 
Duncan研究组[4-5]提出了四步法诱导多能干细胞分

化获得成熟肝细胞的方案。该方案总结了各个提

高分化效率的细胞因子的效果并进行优化, 还提出

每一步的分化结果的质控, 有效地将肝细胞核因

子4A(hepatocyte nuclear factor 4 alpha, HNF4A)和
ALB阳性细胞获得率提高到了70%以上。我们按照

Duncan的分化方案进行iPSc的肝细胞诱导分化, 发
现肝细胞核因子4A阳性率可以达到70%, 但是ALB
阳性细胞获得率仅为20%, 而且历时20 d, 在第三和

第四阶段诱导分化时, 因为细胞形成复层, 很容易在

换液时造成培养皿中的细胞整片飘起, 最终引起分

化失败。我们在第二和第三阶段分化结束时行细胞

传代, 探讨传代破坏细胞之间的连接是否对第三和

第四阶段分化的结果产生影响, 能否优化方案, 促进

多能干细胞向肝细胞的定向诱导分化。

1   材料与方法
1.1   细胞培养

将iPSc接种在基质胶(matrigel)包被的细胞培

养皿上, 用经典多能干细胞无滋养层培养基培养[6]。

细胞达70%汇合后, 先用4型胶原酶消化, 然后机械

切割成小的细胞团块传代。

1.2   诱导iPSc肝分化

1.2.1   经典四步法诱导iPSc肝分化      从生长状态

良好的iPSc中去除分化的细胞, 用胰蛋白酶消化成

单细胞, 接种至基质胶包被好的细胞培养皿上, 用
Duncan的四步法[4-5]进行肝细胞定向诱导分化。第一

阶段为内胚层诱导阶段, 分为a诱导和b诱导, a诱导过程

2 d, 培养基为1640中添加2% B27、100 ng/mL Activin 
A、10 ng/mL BMP4(bone morphogenetic protein 4)和
20 ng/mL FGF2(fibroblast growth factor 2)。b诱导过

程2 d, 培养基与a诱导所用相似, 不再添加BMP4和
FGF2。第二阶段为肝细胞定向诱导阶段, 共5 d, 培
养基为1640中添加2%的B27、100 ng/mL Activin A、

20 ng/mL BMP4和10 ng/mL FGF2。第三阶段为不成

熟肝细胞诱导阶段, 共5 d, 培养基为1640中添加2% 
B27和20 ng/mL HGF。第四阶段为成熟肝细胞诱导

阶段, 培养基为商品化成熟肝细胞培养基(Invitrogen
公司 )加入 20 ng/mL的抑瘤素 M(oncostatin-M, 
OSM)。每阶段分化后收获细胞, 免疫荧光检测蛋白

质水平, RT-PCR检测mRNA水平。 
1.2.2   消化传代破坏细胞连接      分别在第二阶段

和第三阶段诱导结束, 胰蛋白酶消化破坏细胞连

接。再次接种至基质胶包被的细胞皿中, 分别进行

第三和第四阶段诱导。阶段诱导分化结束后收获细

胞, 免疫荧光检测蛋白质水平, RT-PCR检测mRNA
水平, 比较经典诱导成熟和消化传代处理细胞间的

差异。

1.3   免疫荧光和RT-PCR检验分化指标

将未分化的iPSc接种至24孔板中, 免疫荧光检

测胚胎阶段特异性抗原4(stage-specific embryonic 
antigen 4, SSEA4)和肿瘤识别抗原 -1-81(tumor 
recognition antigen-1-81, TRA-1-81)。免疫荧光检测分

化蛋白质变化。在分化过程中, 每一分化阶段结束时

收获细胞, 一部分固定于玻片上, 进行免疫荧光染色

(计数1×105细胞, 使用cytospin离心机于1 500 r/min室
温离心4 min, 细胞贴附于玻片上, 行固定、染色)。
在第一阶段和第二阶段结束时, 分别检测SOX17(sex 
determining region Y-box 17)和HNF4A的表达, 通过

SOX17和HNF4A的阳性率鉴定本次分化的效果, 第
二阶段结束时两者阳性率大于60%, AFP和ALB的
表达为阴性, 进行下阶段诱导分化。第三和第四阶

段分化结束时, 比较2种方法所得细胞AFP和ALB
阳性细胞百分率的差异。RT-PCR检验分化过程中
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特异指标mRNA变化。在每一阶段完成时, 收获细

胞提取mRNA, 检测AFP(alpha-fetoprotein)、ALB、
GATA结合蛋白6(GATA binding protein 6, GATA6)和
HNF4A变化情况, 以原代肝细胞为对照, 统计2种方

法所得细胞mRNA水平的差异。AFP引物-F: 5'-GCA 
GAG GAG ATG TGC TGG ATT G-3', AFP引物 -R: 
5'-CGT GGT CAG TTT GCA GCA TTC TG-3'; ALB
引物-F: 5'-GAT GAG ATG CCT GCT GAC TTG C-3', 
ALB引物-R: 5'-CAC GAC AGA GTA ATC AGG ATG 
CC-3'; GATA6引物 -F: 5'-GCC ACT ACC TGT GCA 
ACG CCT-3', GATA6引物-R: 5'-CAA TCC AAG CCG 
CCG TGA TGA A-3'; HNF4A引物 -F: 5'-GGT GTC 
CAT ACG CAT CCT TGA C-3', HNF4A引物 -R: 5'-
AGC CGC TTG ATC TTC CCT GGA T-3'。
1.4   数据统计

对于免疫荧光染色结果, 每分化组随机计数3
个视野中阳性细胞所占比率, 用均值±标准差来表

示最终结果, 用均值进行卡方检验比较组间差异, 
P<0.05为存在显著性差异。对于RT-PCR结果, t检验

比较组间差异, P<0.05为存在显著性差异。

2   结果
2.1   iPSc分化为肝细胞

iPSc在无滋养层的培养体系中, 呈克隆样生长, 
克隆边界清晰, 表达多能型特异标志SSEA4和TRA-
1-81(图1)。经典的四步诱导法可以诱导iPSc肝细胞

分化。终末分化细胞呈铺路石样, 胞内含有大量囊

泡样结构。免疫荧光结果显示, 通过内胚层定向诱

导分化(第一阶段)5 d后, 80%以上细胞表达SOX17, 
少量细胞表达HNF4A。通过肝细胞定向诱导5 d后
(第二阶段), 细胞持续表达SOX17, 70%以上细胞

表达HNF4A, 这一阶段结束时细胞不表达AFP和
ALB(图2)。经过不成熟肝细胞诱导分化5 d后(第三

阶段), 分化细胞开始表达AFP, 但是不表达ALB(图
3)。最后通过成熟肝细胞诱导5 d后(第四阶段), 得
到部分ALB免疫荧光染色阳性的肝细胞, 但是分化

细胞持续高表达AFP(图4)。RT-PCR结果显示, AFP
在分化过程中被诱导表达, 在第三阶段表达为顶峰, 
第四阶段表达降低。ALB在整个过程中呈现上升趋

势, 在第四阶段明显被诱导表达, 但是表达量明显

低于原代肝细胞。GATA6在第一和第二阶段诱导

分化过程中被持续诱导表达, 第三阶段开始下降。

HNF4A被诱导表达, 在第二阶段达到顶峰, 第三和第

四阶段表达量持续下降(图5)。
2.2   破坏细胞连接影响肝前体细胞分化至不成熟

干细胞

肝细胞定向分化阶段(第二阶段)结束后, 细胞

呈现复层生长。一组应用经典法继续更换第三阶

段培养基进行下一阶段诱导分化, 完成下一阶段分

化后, 细胞继续保持复层生长, 少量细胞开始呈现

肝细胞样细胞形态(“铺路石”样, 胞内可见囊泡)。
另一组用胰蛋白酶破坏细胞连接, 三分之一的细胞

再次接种于基质胶包被的细胞皿上以减少细胞间

相互作用, 加入第三阶段培养基进行诱导分化, 这
一过程会出现部分细胞死亡、不贴壁, 更换培养

基时丢弃这部分细胞。分化完成后, 细胞少量增

殖, 保持单层生长, 但收获细胞数少于接种细胞数, 
也出现肝细胞结构样细胞(图3)。免疫荧光结果显

示, 经典法分化组和传代组中AFP阳性细胞分别为

59.43%±14.87%和71.27%±9.12%, 两者不存在显著

性差异(P>0.05)。经典法分化组可见少量ALB阳性

细胞, 传代组未发现ALB阳性细胞(图3)。RT-PCR

A: iPSc表达多能性相关指标SSEA4; B: iPSc表达多能性相关指标TRA-1-81; C: 细胞核染色。

A: iPSc expresses pluripotent associated markers SSEA4; B: iPSc expresses pluripotent associated markers TRA-1-81; C: cell nucleus staining.
图1   免疫荧光鉴定iPSc多能性指标

Fig.1   Immunofluorescence staining of pluripotency markers of iPSc

A B

100 µm 100 µm 100 µm

C
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结果显示, 经典法分化组的AFP、GATA6和HNF4A
的表达量明显高于传代组(P<0.05), ALB表达量没

有显著性差异(P>0.05)(图5)。
2.3   破坏细胞连接影响肝细胞成熟分化

不成熟肝细胞定向诱导(第三阶段)结束后, 比

较经典法和传代法破坏细胞连接诱导不成熟肝细胞

成熟的差异。在细胞形态学上, 如不进行传代, 只更

换肝细胞商品化培养基诱导后5 d, 细胞保持复层生

长, 细胞形态未见明显变化。如传代后再次接种于

基质胶包被的细胞培养皿上, 部分细胞死亡, 细胞增

A: 第一阶段a诱导; B~E: 第一阶段b诱导(E), 第一阶段结束, 细胞表达SOX17(B), 不表达HNF4A(C), 细胞核染色(D); F~L: 第二阶段诱导(I), 第二

阶段结束, 细胞表达SOX17(F)和HNF4A(G), 不表达AFP(J)和ALB(K), 细胞核染色(H、L)。
A: cell morphology after stage1 a induction; B-E: stage1 b induction (E), after stage1 induction, cells were SOX17 positive (B) and HNF4A negative (C), 
cell nucleus staining (D); F-L: cell morphology of stage2 induction (I), after stage2 induction, cells were SOX17 (F) and HNF4A (G) positive but AFP (J) 
and ALB (K) negative, cell nucleus staining(H,L).

图2   经典法诱导iPSc获得不成熟肝细胞

Fig.2   Classic differentiation of iPSc into immature hepatocytes

100 µm100 µm 100 µm 100 µm

100 µm100µm 100 µm 100 µm

100 µm100 µm 100 µm 100 µm

A B C D

E F G H

I J K L

A~D: 经典法诱导不成熟肝细胞分化; E~H: 传代法诱导不成熟肝细胞分化。 A、E: 白光观察细胞形态差异; B、F: 荧光染色比较AFP的阳性细

胞率; C、G: 荧光染色比较ALB的阳性细胞率; D、H: 细胞核染色。

A-D: induce immature hepatocytes differentiation by classic method; E-H: induce immature hepatocytes differentiation by passage method. A,E: 
compare the morphology difference by bright field observation; B,F: the rate of AFP+ by immunofluorescence staining; C,G: the rate of ALB+ by 
immunofluorescence staining; D,H: cell nucleus staining. 

图3  传代法对iPSc向不成熟肝细胞分化的影响

Fig.3   Passage method influences the differentiation of iPSc into immature hepatocytes

100 µm100 µm 100 µm 100 µm

100 µm100 µm 100 µm 100 µm

A B C D

E F G H
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100 µm100 µm 100 µm 100 µm

100 µm100 µm 100 µm 100 µm

A B C D

E F G H

A~D: iPSc分化过程中各阶段AFP(A)、ALB(B)、 GATA6(C)和HNF4A(D)的mRNA表达情况, 在不成熟肝细胞分化和成熟肝细胞分化阶段, 比较

传代诱导和不传代诱导引起的mRNA的差异表达, *P<0.05。
A-D: detection of AFP (A), ALB (B), GATA6 (C) and HNF4A (D) expression during each iPSc differentiation stage, during immature and mature 
hepatocyte differentiation stage, comparison study of passage influence in mRNA level, *P<0.05.

图5   RT-PCR检测诱导分化中相关指标mRNA水平变化

Fig.5   Detection of mRNA levels related to differentiation markers by RT-PCR

(A) (B)

(C) (D)

R
el

at
iv

e 
to

 c
on

tro
l

R
el

at
iv

e 
to

 c
on

tro
l

R
el

at
iv

e 
to

 c
on

tro
l

R
el

at
iv

e 
to

 c
on

tro
l

50 000

40 000

30 000

20 000

10 000

AFP ALB

GATA6 HNF4A

*

*

*
*

*

Prim
ary

 he
pa

toc
yte iPSc

Stag
e1

Stag
e2

Stag
e3

 no
-pa

ssa
ge

Stag
e4

 no
-pa

ssa
ge

Stag
e3

 pa
ssa

ge

Stag
e4

 pa
ssa

ge

Prim
ary

 he
pa

toc
yte iPSc

Stag
e1

Stag
e2

Stag
e3

 no
-pa

ssa
ge

Stag
e4

 no
-pa

ssa
ge

Stag
e3

 pa
ssa

ge

Stag
e4

 pa
ssa

ge

Prim
ary

 he
pa

toc
yte iPSc

Stag
e1

Stag
e2

Stag
e3

 no
-pa

ssa
ge

Stag
e4

 no
-pa

ssa
ge

Stag
e3

 pa
ssa

ge

Stag
e4

 pa
ssa

ge

Prim
ary

 he
pa

toc
yte iPSc

Stag
e1

Stag
e2

Stag
e3

 no
-pa

ssa
ge

Stag
e4

 no
-pa

ssa
ge

Stag
e3

 pa
ssa

ge

Stag
e4

 pa
ssa

ge

1.200 0
0.800 0
0.400 0

0.000 2
0.000 1

0

15
10

5
3

2

1

0

2.00

1.50

1.00

0.50
0.08
0.06
0.04
0.02

0

0.005 0

A~H: iPSc来源的不成熟肝细胞不传代(A~D)和传代(E~H)后进行第四阶段肝细胞成熟诱导。A、E: 白光观察细胞形态差异; B、F: 免疫荧光染

色比较AFP的阳性细胞率; C、G: 免疫荧光染色比较ALB的阳性细胞率; D、H: 细胞核染色。

A-H: comparison of no-passage method (A-D) and passage method (E-H) derived immature hepatocytes committed hepatocyte mature differentiation 
by stage4 specific medium. A,E: cell morphology difference was identified by bright field observation; B,F: the rate of AFP+ by immunofluorescence 
staining; C,G: the rate of ALB+ by immunofluorescence staining; D,H: cell nucleus staining. 

图4   传代法对iPSc分化的肝细胞成熟的影响

Fig.4   Passage method influences iPSc derived hepatocytes mature
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殖不明显, 贴壁细胞伸展, 铺满细胞皿, 不呈现肝细

胞形态, 结束第四阶段培养后, 可见部分肝细胞样

的细胞集落(图4)。收集第四阶段分化完成的成熟

细胞, 传代法获得的细胞明显大于经典法, 经典法获

得的细胞更接近于肝细胞形态。免疫荧光显示, 两
组种均出现表达AFP和ALB的细胞, 经典法和传代

法获得的阳性细胞率分别为: AFP 37.79%±9.87%和

43.19%±12.34%(P>0.05); ALB 23.14%±11.87%和

10.19%±2.34%(P>0.05), 都不存在显著性差异(图4)。
RT-PCR结果显示, GATA6和HNF4A没有显著性差异

(P>0.05), 经典分化组AFP和ALB表达量高于传代法, 
存在显著性差异(P<0.05)(图5)。

3   讨论
生物体肝脏的形成是受多条信号通路调控的

复杂生物学过程, 通过生物信号模拟该过程的发生

发展, 可以促进多能干细胞的肝细胞分化, 然而高效

的分化方案也是通过模拟生物体肝脏形成的过程实

现的。首先需要通过诱导多能细胞分化成内胚层细

胞, 然后是肝脏细胞。SOX17是内胚层分化阶段的

标志, SOX17缺失小鼠发生肠内胚层发育障碍[7], 而
且SOX17作为转录因子, 调控的基因可以促进早期

分化[8], 并被用于分化早期内胚层的筛选[9]。本研

究结果显示, 在分化的第一和第二阶段, 分化细胞

持续表达SOX17, 而且阳性率大约为70%。GATA6
和HNF4A是肝脏形成早期重要的转录因子[10]。RT-
PCR结果提示, GATA6在第一和第二阶段达到表达

高峰, 第三和第四阶段持续下降。HNF4A被用来评

价分化效率, mRNA表达在第二阶段达到高峰然后

逐渐下降, 免疫荧光显示, 该时期阳性细胞率大于

70%。这些结果再次提示, 本研究体外实验很好地

模拟了肝脏的形成过程, 第一和第二阶段分化是成

功的, 得到了大量的肝细胞样细胞。AFP和ALB是
成熟肝细胞相关指标, 在肝脏发育过程中, 随着肝

细胞成熟和生物学功能出现, AFP逐渐降低, ALB开
始表达[10]。我们的分化实验中, 在第三和第四阶段, 
AFP持续表达, 虽然第四阶段检测到ALB的表达升

高和ALB阳性细胞, 但是对比原代肝细胞, 表达量还

是处于比较低的水平。而且我们发现, 在多次分化

中, 复层生长的分化细胞很容易脱壁, 形成片状的组

织样结构, 导致分化失败。我们设想, 是否可以通过

消化传代提高iPSc向肝细胞的分化效率并进一步优

化分化方案？

我们对现有的分化方案进行改进, 首先希望克

服复层生长引起的脱壁问题, 避免最后分化失败。

通过细胞传代, 细胞贴壁后不再形成复层, 可以保

证分化的顺利完成。然后我们探讨新方案的分化效

率, 根据肝脏发育规律, 期望在肝细胞定向分化发生

以后, 分化细胞的AFP表达升高, 然后随着肝细胞的

成熟, AFP降低而ALB升高, 即第三阶段获得高表达

AFP的分化细胞。第四阶段获得高表达ALB而低表

达AFP的细胞, 但是在传代实验中并没有获得预期

的实验结果, 证实细胞连接对肝细胞定向诱导分化

至关重要。本研究检测分步诱导多能干细胞向肝细

胞定向诱导分化过程中阶段性的标志蛋白(SOX17、
HNF4A、AFP和ALB)表达, 若在此基础上检测各实

验组细胞的转录组表达, 分析和聚类肝细胞发育和

分化相关标志, 将能更全面地评价两种分化方法对

肝细胞分化成熟的影响。

在保证细胞连接的前提下, 克服细胞复层生

长、脱壁等问题将有利于提高iPSc肝细胞诱导分化

的效率。已有研究表明, 三维(three-dimension, 3D)
体系可以更好地模拟器官发育的细胞环境, 诱导多

能干细胞分化获得成熟的成体细胞。现阶段, 已有

关于多能干细胞在三维培养环境中分化为肌肉[11]

和神经[12]终末细胞的研究, 但是未见肝脏分化的报

道。根据我们的研究结果, 推测多能干细胞的3D分

化, 将是获得成熟的肝脏细胞的有效途径。综上所

述, 本研究建立了iPSc分化成肝脏细胞的技术, 针对

分化后期, 尝试通过传代解决肝细胞成熟过程中形

成复层结构、容易脱壁的问题。通过检测标志蛋白

水平来评价破坏细胞连接对肝细胞成熟的影响, 发
现保护细胞连接有利于获得成熟的肝细胞。
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