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肝脏细胞分化和成熟的分子调控机制
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(1北京大学生命科学学院, 细胞增殖与分化教育部重点实验室, 北京 100871; 
2北京大学前沿交叉学科研究院, 北京 100871)

摘要      肝脏是重要的代谢调控和药物解毒器官, 执行体内多种生理功能。肝脏疾病已经越

来越严重地影响着人体健康和生存质量。考虑到临床研究和转化医学的迫切需求, 人们必须深入

研究肝脏内各种细胞特别是肝实质细胞和胆管细胞的分化成熟过程及分子调控机制。该文概述了

肝脏内起源于内胚层的肝实质细胞和胆管分化成熟的发育过程, 总结了调控此过程的信号通路和

转录因子, 并简要介绍了最新技术对于肝脏发育研究的推动作用。这些结果对于人们在体外高效

地诱导得到或建立更成熟、结构功能更完善的肝脏样细胞或肝脏类器官以及肝脏疾病的研究与治

疗有重要意义。
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Molecular Regulation Mechanism of Hepatic Lineage 
Differentiation and Maturation
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Abstract       The liver is an important organ for metabolic regulation and drug detoxification that performs a 
variety of physiological functions in the body. Liver diseases have increasingly affected human health and quality 
of life. Considering urgent needs for clinical research and translational medicine, we must thoroughly define the 
differentiation and maturation processes and molecular regulatory mechanisms of liver cells, especially hepatocytes 
and cholangiocytes. This article outlines the differentiation and maturation processes of endoderm derived hepatic 
lineages, summarizes the signaling pathways and transcription factors involved in these developmental processes, 
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and briefly introduces the promotion of advanced technologies for liver development research. These achievements 
guide us to efficiently induce or establish more mature liver-like cells or organoids in vitro for liver disease-related 
research and treatment.

Keywords        liver; cell differentiation; hepatoblast; hepatocyte; cholangiocyte; single-cell analysis

肝脏是哺乳动物体内最大的腺体, 执行多种重

要的生理功能, 对于维持体内生理稳态的作用不可

替代。肝脏作为代谢调控中心, 参与碳水化合物、

脂肪及氨基酸的合成与分解, 存储多种维生素和矿

物质、调控尿素代谢、促进白蛋白和载脂蛋白等血

浆蛋白的合成与分泌; 作为解毒中心, 能够有效降

解各种药物分子及乙醇等。肝脏也能够通过合成并

分泌胰岛素样生长因子(insulin-like growth factor)、
血管紧张素原(angiotensinogen)和促血小板生成素

(thrombopoietin)等执行内分泌功能, 并通过合成并

分泌胆酸(bile acid)和胆盐(bile salt)等物质实现外分

泌功能。此外, 肝脏还参与免疫调节, 促进免疫球蛋

白、补体及凝血因子的产生[1]。

肝脏的功能与结构紧密相关。人的肝脏是由

约500 000个亚结构—肝小叶(lobule)规则排列组成

的[2-3]。肝小叶的横切面呈六边形, 在其六个角上各

有一组由肝动脉(hepatic artery)、门静脉(portal vein)
和肝内胆管(intrahepatic biliary duct)构成的“门三联

管”(portal triad)结构, 而中央分布有中央静脉(central 
vein)(图1)。“门三联管”与中央静脉之间充满了形态

均一且呈索状规律排列的肝实质细胞(hepatocyte)。
肝实质细胞占肝脏细胞总数的60%、体积的80%以

上, 是肝脏结构和功能的主体[4]。来自于肺的动脉血

和来自于小肠等营养代谢器官的静脉血分别通过肝

动脉和门静脉进入肝小叶, 流经肝毛细血管后, 两种

血液汇入中央静脉流出肝小叶。肝实质细胞与毛细

血管内皮细胞(sinusoidal endothelial cell)之间紧密相

互作用, 内皮细胞上形成孔状结构与肝实质细胞直

接相通, 保证了肝实质细胞与血液循环系统之间高

效的物质交换。肝内胆管由胆管细胞(cholangiocyte)
构成, 其通过赫氏小管(canal of Hering)与由双极性

肝实质细胞形成的胆小管(bile canaliculus)结构直接

相连, 是肝实质细胞合成并分泌的胆酸、胆盐及药

物代谢废物运出肝脏的唯一途径。除了肝实质细胞、

胆管细胞和内皮细胞, 肝脏还包括包被肝脏的间皮

细胞(mesothelial cell)、肝脏毛细血管附近存储维生

素A并能够调节血流的肝星状细胞(hepatic stellate 
cell)、肝脏内特化的巨噬细胞库普弗细胞(Kupffer 
cell)、门静脉附近的间充质细胞(mesenchymal cell)
以及大量的血细胞(图1)。肝脏功能的正常执行需要

局部肝小叶结构及肝脏内细胞组成分布示意图。左侧为中央静脉区域, 右侧为“门三联管”区域。其中血流方向为从右向左, 即从肝动脉和门静

脉流向中央静脉; 胆酸、胆盐及药物代谢废物运输方向为从左向右, 即从胆小管流经赫氏小管汇入肝内胆管。

Schematic diagram of local liver lobule structure and distribution of cell components in the liver. The left side is the central vein area, and the right side 
is the “portal triad" area. The blood flow direction is from right to left, that is, from the hepatic artery and the portal vein to the central vein; the bile 
acids, bile salts and drug metabolism wastes are transported from left to right, that is, from the bile canaliculus through the canals of Hering into the 
intrahepatic biliary ducts.

图1   肝小叶结构示意图

Fig.1   Liver lobule structure
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各类细胞形成特定结构并通过不同类型细胞或结构

之间高度相互作用而协同实现。

肝脏内任何细胞的病变都会导致肝脏疾病的

发生, 特别是肝实质细胞和胆管细胞。肝脏疾病已

经越来越严重地影响人类身体健康。对于肝脏病变, 
迄今没有药物能够有效治愈, 一种有前景的方式是

通过调控肝脏本身的再生而促进肝脏损伤修复或疾

病治疗, 但由于病理条件的高度复杂性, 我们对再生

的过程和调控机制知之甚少。对于恶性肝脏疾病, 
肝脏移植是唯一的治疗方法。考虑到肝源短缺且免

疫排斥性强, 多能性干细胞或其他类型细胞分化或

转分化形成肝实质样细胞及胆管样细胞并进一步构

建肝脏类器官(organoid)是比较可行的替代方法, 但
目前的细胞诱导或类器官构建方案并不成熟完善。

有研究表明, 器官组织再生的过程和调控机制与正

常发育高度相似, 并且体外细胞诱导和类器官构建

是完全以发育知识为基础的[5-6], 因此, 肝脏发育研

究对于肝脏疾病的治疗具有重要的意义。

1   肝脏发育和调控
肝脏起源于内胚层, 在经历了肝脏前体细胞特

化形成及双潜能肝母细胞分化形成肝实质细胞和胆

管细胞后, 进一步发育成熟。已有研究发现了多种信

号通路和转录因子阶段特异性调控肝脏发育(图2)。
1.1   肝脏特化

在小鼠胚胎发育(embryonic day, E) 8.5天左右, 

腹侧前肠内胚层(ventral foregut endoderm)中线上出

现共表达Sox17、Hhex和Gata的细胞区域[7], 其中有

些细胞逐渐表达肝脏前体细胞(liver progenitor)标志

基因Alb, 形成中间肝脏前体细胞。同时, 腹侧前肠

内胚层两侧的特定区域也出现表达Alb的细胞, 形成

两侧肝脏前体细胞。此后, 两侧肝脏前体细胞向中

间迁移并与中间肝脏前体细胞共同形成肝脏前体细

胞群[8]。

来源于中胚层的细胞组织与将要特化形成肝脏

前体细胞的内胚层细胞高度相互作用, 调控肝脏特

化。横膈膜间充质细胞(septum transversum mesen-
chyme)和侧向中胚层细胞(lateral mesoderm cell)产生

BMP信号分子BMP2/4, 能够通过Smad1/5/8-Smad4
级联促进肝脏前体细胞特化形成[9]。心脏中胚层细

胞产生FGF信号分子FGF8/10, 通过FGF受体和下游

MAPK-ERK通路促进表达FGFR1/4的腹侧前肠内胚

层细胞特化为肝脏前体细胞[10-11]。在小鼠中, 腹侧中

胚层细胞产生Wnt信号分子, 但经典Wnt信号通路不

参与肝脏特化, 而非经典Wnt信号通路抑制肝脏特

化[12]。在非洲爪蟾和斑马鱼中, 中胚层细胞产生的

Wnt信号通过β-catenin通路促进肝胰前体细胞选择

肝脏命运[13-14]。

这些信号通路能够通过调控下游转录因子发挥

作用, 特别是Gata和Foxa家族的“先锋因子”(pioneer 
factor)。例如, BMP下游Smad1/5/8-Smad4级联的激

活能够促进Gata4表达[9,14]。在将要特化形成肝脏前
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腹侧前肠内胚层特化为肝脏前体细胞; 肝脏前体细胞通过增殖、迁移形成由双潜能肝母细胞组成的肝芽; 肝母细胞分化形成肝实质细胞和胆

管细胞, 这些细胞会进一步发育成熟。肝脏发育受到多种信号通路和转录因子的调控。图中红色标记为调控肝脏发育的重要信号通路, 绿色

为关键转录因子。

The ventral foregut endoderm is specialized into liver progenitor cells; liver progenitor cells develop into bi-potential hepatoblasts which form the liver 
bud through cellular proliferation and migration. The hepatoblasts differentiate into hepatocytes and biliary cells (cholangiocytes), which are further 
mature. Liver development is regulated by varieties of signaling pathways and transcription factors. In the figure, the important signaling pathways 
regulating liver development are labeled in red, and the key transcription factors in green.

图2   肝脏发育及调控示意图

Fig.2   Liver development and regulation
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体细胞的内胚层细胞中, 肝脏特异基因调控区域的

染色质一般处于结构固缩状态, 常规的转录因子很

难结合上去并发挥作用。但“先锋因子”由于结构类

似于连接组蛋白(linker histone), 能够先于其他转录

因子结合在这种结构区域, 例如Alb的转录管理元件

(增强子)上[15]。这种结合能够重塑染色质结构, 暴
露其他调控肝脏特化转录因子的结合结构域。此

外, BMP信号能够通过抑制胰腺发育重要调控因子

Pdx1的表达促进肝胰前体细胞选择肝脏命运[14]。而

BMP和FGF信号也能够上调促进肝脏特化转录因子

Hhex和Prox1的表达[11]。

1.2   肝芽形成

在小鼠E9.0左右, 特化的肝脏前体细胞从前

肠上突出, 形成由一层立方体状细胞组成的肝盲囊

(liver diverticulum)结构。这层细胞不断发育、增殖

和迁移, 进一步形成由肝母细胞(hepatoblast)组成的

假复层状肝芽(liver bud)结构[16]。

构成肝盲囊的肝脏前体细胞是典型的上皮细

胞。在肝芽形成过程中, 肝脏前体细胞需要脱离其

所处的肝盲囊细胞层而侵入附近的间充质细胞群

中, 这个过程需要解除上皮细胞与附近细胞或胞外

基质(extracellular matrix)之间的相互作用并促进其

增殖和迁移[17]。肝芽形成过程受到一系列转录因

子的调控。Prox1能够通过降低肝脏前体细胞中细

胞连接相关蛋白E-cadherin的表达并促进降解胞外

基质的基质金属蛋白酶的产生而调控细胞迁移[18]。

Prox1敲除的小鼠能够形成肝盲囊结构, 但肝脏前体

细胞不能迁移进入间充质细胞群中形成肝芽。在小

鼠中同时敲除Onecut1和Onecut2会产生与Prox1敲
除相同的表型, 但Prox1的表达没有变化[19]。因此, 
Onecut1和Onecut2可能在Prox1下游发挥作用。而敲

除Tbx3的小鼠不仅表型与Prox1敲除的相同, 其肝脏

前体细胞中Prox1的表达量也发生了变化, 表明Tbx3
可能是Prox1的上游调控因子。此外, 除了肝脏前体

细胞, 其附近的间充质细胞也能够合成并分泌基质

金属蛋白酶MMP2并促进层黏连蛋白(laminin)和胶

原(collagen)降解[20]。肝芽附近的内皮细胞也能够产

生包括neurturin在内的一系列因子而促进肝脏前体

细胞的迁移, 然而机制有待进一步研究[21]。

FGF、HGF和Wnt等信号调控肝芽中肝母细胞

的增殖和迁移[22-31]。这些信号高度相互作用, 并主

要通过β-catenin通路实现调控功能。在肝母细胞

中, β-catenin的表达在E10.0至E12.0达到峰值[32]。活

化的β-catenin进入细胞核, 直接调控其下游基因的

表达, 包括细胞增殖相关因子Cyclin D等[33]。此外, 
TGFβ信号通过下游Smad2/3-Smad4和β1-integrin通
路调控肝芽形成[27]。此外, 间皮细胞产生的形态发

生素多效生长因子(pleiotrophin)和肝素结合细胞因

子(midkine)也能够促进肝母细胞增殖[34]。

1.3   肝母细胞分化

随着肝芽的发育, 在小鼠E11.5左右, 肝芽逐渐

形成肝脏形态, 肝母细胞开始分化。肝脏内细胞种

类很多, 但现有研究认为, 只有肝实质细胞和胆管细

胞起源于内胚层并由双潜能的肝母细胞分化形成。

其他类型的肝脏细胞主要通过迁入肝脏内的前体细

胞逐步发育形成或在其他组织器官内形成后迁入肝

脏。

1.3.1   肝母细胞分化形成肝实质细胞      大部分肝

母细胞分化形成肝实质细胞, 伴随着细胞增殖降低、

大小增加、极性形成以及胆小管结构建立[35-37]等现

象。在这个过程中, 肝脏内其他类型细胞也在急剧

发育, 包括造血细胞增殖和分化、毛细血管形成和

延伸、肝星状细胞迁移和定位以及间皮细胞特化和

成熟等。这些细胞与发育的肝母细胞及肝实质细胞

高度相互作用, 并且能够产生多种细胞因子、信号

分子及胞外基质。因此, 肝实质细胞的分化发育必

然受到这些细胞的调控。例如, 造血细胞合成并分

泌的细胞因子OSM能够促进肝母细胞分化形成肝

实质细胞; 信号分子Wnt和HGF也能够调控肝实质

细胞的分化发育[38-39]。除此之外, 我们对调控肝实

质细胞分化发育的信号通路知之甚少, 且对于其分

子机制并不清楚。

转录因子可能在肝实质细胞分化发育过程中

发挥重要的调控作用。Hnf4α从肝脏特化时就开始

在肝脏前体细胞中表达, 在随后的发育过程中其表

达量不断增加。Hnf4α的敲除会导致小鼠肝实质细

胞结构和功能分化异常。Hhex不仅在内胚层细胞命

运选择过程中促进肝脏特化, 也能够通过上调Hnf4α
的表达促进肝实质细胞分化发育。Tbx3是肝母细

胞分化发育的重要调控因子, 其不仅能够通过上调

Hnf4α的表达, 也能够通过调控Onecut1和Hnf1β等
命运决定因子而影响肝母细胞的分化发育[40]。在小

鼠中敲除Tbx3会导致肝母细胞向肝实质细胞分化受

阻而促进胆管细胞分化形成。Cebpα和Prox1在肝母
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细胞和肝实质细胞中表达, 而在胆管细胞中并不表

达。这两个因子能够促进肝母细胞向肝实质细胞的

命运选择[41-42]。此外, 体外小鼠肝母细胞培养诱导

实验表明, 转录因子Sall2也能够促进肝实质细胞的

分化发育。进一步, 有研究通过对12个调控肝实质

细胞分化发育的转录因子进行一系列染色质免疫共

沉淀实验发现, 这些转录因子之间相互调控, 形成作

用网络[43]。这其中Foxa2、Hnf1α、Hnf1β、Hnf4α、
Onecut1和Nr5a2等6个转录因子组成核心调控网络, 
促进肝实质细胞的分化成熟。随着肝实质细胞分化

发育的进行, 这些因子之间的相互作用不断加强, 作
用网络的稳定性逐渐增加; 并且, 其他调控肝实质细

胞分化发育的转录因子也能够通过与这些因子相互

作用加入网络, 共同促进肝实质细胞的分化成熟。

1.3.2   肝母细胞分化形成胆管细胞      只有少部分

肝母细胞分化形成胆管细胞, 这个过程与胆管形态

建成高度相关。有研究通过对胆管细胞标志分子染

色和成像, 描绘了其分化发育过程[44-45]。相较于成

熟胆管细胞标志分子Ck19, Sox9被认为能够标记早

期发育胆管细胞。在小鼠E11.5左右, 一些分布在门

静脉附近的肝母细胞开始表达Sox9, 而Hnf4α的表

达降低。随着发育的进行, 更多的Sox9+/Hnf4α−细胞

产生, 并逐渐围绕门静脉形成单细胞层, 被称为“胆
管板”(ductal plate)。Sox9+/Hnf4α−细胞的特化和“胆
管板”结构的形成与门静脉附近的间充质细胞密切

相关。“胆管板”及胆管结构发育异常通常与门静脉

及其附近的间充质细胞的不正常发育有关, 而只有

间充质细胞附近的肝母细胞才有可能分化为胆管细

胞。从E15.0左右开始, “胆管板”的部分区域开始出

现第二层细胞。这些细胞虽然是Sox9−/Hnf4α+, 但两

层细胞之间出现腔孔, 形成管状结构, 被称为不对称

初级胆管结构。而对于这第二层细胞的来源并没有

定论。有研究认为, 这些Sox9−/Hnf4α+细胞来源于

“胆管板”附近的肝母细胞, 另有研究认为, 这些细胞

是“胆管板”细胞通过去分化迁移出来的。这需要进

一步通过细胞谱系追踪确认并证明。随着发育的进

行, 不对称初级胆管结构中Sox9−/Hnf4α+细胞转变为

Sox9+/Hnf4α−, 形成对称初级胆管结构。对称初级胆

管结构进一步发育成熟, 典型的极性特征建立, 细胞

连接及胞外基质正确定位, 完善的管状结构形成, 且
间充质细胞紧密环绕[46]。由于只有部分“胆管板”细
胞参与胆管形成, 未参与的将逐渐退化而减少。成

体小鼠中, 门静脉附近主要存在成熟的胆管。不过, 
调控“胆管板”细胞是否参与胆管形成的机制并不清

楚。此外, 通过肝脏连续切片发现, 肝脏中不同区域

胆管细胞分化形成和胆管形态建成是不同步的, 肝
脏中心位置(与肝外胆管相连)最先发生, 朝向肝脏

外周逐渐发育滞后[45]。最终, 胆管沿着中心−外周轴

形成层级排列的网络化树状结构。

对于胆管细胞分化形成机制的研究比较深入, 
已经发现多种信号通路和转录因子调控肝母细胞分

化形成胆管细胞。

Notch信号促进胆管细胞分化形成和胆管形态

建成[47-49]。Notch信号分子JAG1或其受体NOTCH2
的突变会引发Alagille综合征, 导致胆管缺失[47-49]。

Jag1分布在细胞膜表面, 因此其发挥作用需要表达

Jag1的细胞与表达对应受体的靶细胞直接相互作

用。门静脉附近的间充质细胞表达Jag1, 能够与正

在特化的胆管细胞表面受体Notch2结合而促进胆管

细胞分化形成。“胆管板”结构形成后, 参与胆管形

成的细胞开始表达Jag1, 而其附近Sox9–/Hnf4α+细胞

表达Notch2, 两者的相互作用促进了不对称初级胆

管结构的形成及向对称初级胆管结构的转变[49-50]。

因此, 诱导性的Notch信号沿胆管半径方向分布, 对
于胆管细胞分化形成和胆管形态建成有重要的意

义。胆管细胞分化发育过程中发挥作用的Notch信
号受体是Notch2而不是Notch1。激活的Notch2主要

通过下游介导蛋白Rbpj和转录调控因子Hes1发挥

作用[51]。另有研究表明, Sox9也是Notch2下游的调

控因子[45,49-50]。在体外培养的小鼠肝母细胞中激活

Notch信号通路能够促进其选择胆管细胞命运[52]。

而小鼠中Jag1的错义突变会抑制胆管发育[53]。但肝

脏特异性敲除Notch2或Hes1对胆管细胞分化形成没

有影响, 只是导致胆管形态建成缺陷, 这可能的原因

是Notch信号通路的功能冗余性或相关基因敲除时

间滞后[54-55]。

门静脉附近的间充质细胞也表达TGFβ信号分

子TGFβ2/3, 这些可扩散信号沿着门静脉至中央静

脉方向形成逐渐降低的信号梯度[45,56]。TGFβ信号

分子与正在特化的胆管细胞表面相关受体TGFβr2
相互作用, 促进胆管细胞分化形成。这种作用是瞬

时的, 分化的胆管细胞不再表达TGFβr2。在不对称

初级胆管结构形成时, 远离门静脉的Sox9−/Hnf4α+细

胞开始表达TGFβr2, 接受TGFβ信号而进一步分化。
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当其分化为Sox9+/Hnf4α–细胞后 , TGFβr2的表达量

降低。细胞中TGFβr2的表达受到转录因子Onecut1
和Onecut2的调控。TGFβ信号通过激活Smad2/3-
Smad4通路促进胆管细胞分化形成[27,45,56], 也能够通

过调控Jag1-Notch2信号通路发挥作用, 表明调控胆

管细胞分化发育的信号通路之间高度相互作用[57]。

在体外小鼠肝母细胞培养体系中加入TGFβ1/2/3足
以促进其选择胆管细胞命运。在体内通过TGFβ抗
体阻断TGFβ信号通路会抑制胆管细胞分化形成。

而在肝母细胞中维持TGFβr2的表达会导致胆管发

育滞后。

Wnt信号影响胆管细胞分化发育。用Wnt3a处
理小鼠胚胎肝脏外植体能够促进胆管细胞的产生, 
而非经典Wnt信号Wnt5a的处理抑制胆管细胞的分

化形成[58-59]。有趣的是, 不同研究组在小鼠体内敲除

β-catenin, 发现其对胆管细胞分化发育的影响不同[33,60]。

此外, 我们并不清楚体内影响胆管细胞分化发育的

Wnt信号的种类和来源, 其分子机制也有待进一步

研究。

FGF和BMP在肝脏发育的不同阶段都发挥重要

的调控作用。正在特化的鸡胆管细胞中表达FGF信
号受体FGFR1/2, 用bFGF和FGF7处理鸡胚胎肝脏外

植体能够促进胆管细胞的产生并增加胆管细胞标志

基因的表达[61]。但体内FGF信号的种类和来源并不

清楚。门静脉附近的间充质细胞表达BMP信号分子

BMP4, 其能够通过Smad1/5/8-Smad4通路促进胆管

细胞分化形成。BMP信号也能够与FGF信号协同调

控这个过程[62]。但有研究通过体外培养和诱导实验

发现, BMP4和Wnt5a协同抑制胆管细胞的分化发育, 
这需要进一步分析确认[63]。

Hippo-Yap通路参与调控胆管细胞分化发育。

肝脏中特异性敲除Hippo相关激酶Lats1/2导致Yap/
Taz激活, 促进胆管细胞分化形成。Hippo-Yap通路

主要通过调控TGFβ和Notch信号发挥作用[64-65]。但

我们对Hippo-Yap的上游信号并不清楚。

正在特化或分化的胆管细胞与周围环境密切

相互作用, 胞外基质等也影响胆管细胞的分化发育。

间充质细胞表达I型胶原(type I collagen)和纤维连接

蛋白(fibronectin)。在鸡肝芽体外培养体系中加入这

两种胞外基质组分能够促进肝母细胞分化形成胆管细

胞[66]。体外小鼠肝母细胞培养实验表明, I型胶原在小

鼠胆管细胞分化发育过程中也发挥促进作用[67]。间充

质细胞也合成并分泌表皮形态发生素(epimorphin), 
其能够通过RhoA/Rock通路调控胆管细胞的分化发

育[68]。此外, 分化的胆管细胞表达多种层黏连蛋白

受体, 包括Integrins α6β1、α2β1、α3β1和α6β4等, 肝
脏中广泛表达的层黏连蛋白能够通过这些受体促进

胆管细胞分化形成及胆管形态建成[69]。

Onecut1和Onecut2是最早发现的在胆管细胞分

化发育中发挥重要调控作用的转录因子[70-71]。One-
cut1的缺失引起胆管发育缺陷。敲除Onecut1的小

鼠胎肝中大量形成胆管细胞, 并出现提前成熟现象, 
肝实质细胞区域会产生由这种细胞形成的索状纤维

化结构, 且门静脉附近会出现大量胆管样囊状结构。

Onecut1和Onecut2的双敲除破坏了肝母细胞的正常

分化发育, 导致肝实质细胞区域出现大量共表达肝

实质细胞和胆管细胞标志基因的兼性细胞。Hnf1β
是Onecut1下游的转录调控因子, 在胆管细胞中表达

较高。Hnf1β敲除的小鼠胎肝中“胆管板”发育异常, 
出生后缺乏胆管结构。Hnf1β也受到肝实质细胞分

化发育促进因子Cebpα的调控, 肝脏中Cebpα的缺失

会增加Hnf1β的表达。

Sox9不仅是早期发育胆管细胞的标志分子, 而
且能够促进胆管细胞分化形成及胆管形态建成。

Sox9能够抑制Cebpα的表达[45]。遗传学实验表明, 
在小鼠E18.5时, 即使胆管细胞已经分化形成, Sox9
的敲除也会导致细胞中Cebpα的持续表达。进一步

研究发现, Sox4作为Sox家族的另一个成员, 与Sox9
功能冗余, 协同促进胆管细胞分化形成和胆管形态

建成。Sox4和Sox9通过调控TGFβ、Notch和Hippo-
Yap信号通路发挥作用, 也能够通过增强层黏连蛋白

laminin α5的合成和分泌以促进胆管成熟[72]。

此外, Sall4也参与肝母细胞分化调控。在体外

培养的小鼠肝母细胞中过表达Sall4会导致肝实质细

胞成熟受阻, 但促进胆管细胞的产生和成熟[51]。

1.4   肝脏成熟

肝脏形态在胚胎肝脏发育早期已经形成, 但肝

脏结构和功能等需要进一步经历较长一段时间的发

育才能成熟。在胚胎发育后期, 随着肝脏细胞分化

形成, 其增殖能力降低。出生后, 肝脏必须通过增加

相关细胞的体积和数目以满足结构与功能的需要。

这个过程伴随着肝脏细胞特别是肝实质细胞的不断

生长和增殖能力的重新激活。数周之后, 肝脏细胞

的生长和增殖能力逐渐降低至静息状态。与此同时, 
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肝实质细胞形成多倍性(polyploidization)。随着肝

脏成熟, 肝实质细胞内出现双核, 染色质的倍性不同

程度的增加, 形成4、8、16甚至32倍。相比于2倍性

的肝实质细胞, 多倍性降低了细胞的增殖能力和损

伤修复或再生潜能[73]。成熟肝脏的另一个显著特征

是结构和功能分区化(zonation)。特别对于肝实质细

胞, 虽然其形态比较均一, 但门静脉和中央静脉附近

细胞的功能有明显差异。靠近门静脉的肝实质细胞

主要参与葡萄糖转运、糖异生和脂肪酸氧化分解等, 
而靠近中央静脉的肝实质细胞主要与糖酵解、脂质

合成、酮体生成及药物解毒代谢等相关[74]。肝脏中

这种功能分区对于其功能高效的实现及稳态的动态

维持具有重要的意义。肝脏成熟也伴随着胆管形态、

结构和功能的不断建立和完善, 但相关研究较少。

肝脏从胚胎发育后期就开始进入成熟阶段, 多
种细胞因子、生长因子及激素等调控肝脏成熟过

程。造血细胞合成并分泌的OSM通过细胞膜表面受

体活化靶细胞内Stat3等转录调控因子, 不仅能够促

进肝母细胞分化形成肝实质细胞, 也能够促进胚胎

时期肝实质细胞的成熟[75]。相反, TNFα作为OSM的

拮抗剂, 抑制OSM下游肝脏特异性基因的表达[76]。

OSM和TNFα的动态平衡对于胚胎期肝实质细胞的

发育成熟有重要的调控作用。此外, EGF信号促进

重要的药物解毒代谢酶CYP3A4的表达, 并能够促

进体外培养诱导体系中人胚胎干细胞诱导得到的肝

脏前体细胞的分化和肝实质细胞的成熟[77]。TGFβ1
抑制胚胎肝实质细胞增殖, 但能够增强并维持肝脏

特异性基因的表达[78]。HGF通过其受体酪氨酸激酶

受体Met促进脂质生物学合成, 并在肝脏再生过程中

促进其结构和功能的成熟[79]。类风湿关节炎(rheu-
matoid arthritis, RA)能够促进间充质干细胞分化形

成肝实质细胞并增强其肝脏特异性基因的表达[80]。

来自小肠的FGF15抑制胆酸合成调控酶CYP7A1的
表达, 进而调控肝脏内胆酸的稳态平衡[81]。胰岛素

(insulin)在肝脏代谢功能成熟过程中也发挥重要的

调控作用[82]。除了肝实质细胞, 其他非实质细胞结

构和功能的建立与成熟也受到调控。例如, VEGF信
号的激活和TGFβ-ALK-Smad2/3信号通路的抑制能

够增强肝毛细血管内皮细胞中结构和功能基因的表

达[83]。

肝实质细胞多倍性的形成和分布在肝小叶内是

不均质的, 其在肝小叶的中间区域最先形成[84]。研

究认为, 小鼠在断奶(weaning)时食性的改变与肝实

质细胞多倍化相关, 细胞分裂中胞质分裂(cytokine-
sis)受阻可能是细胞多倍化的主要原因。小鼠断奶时, 
营养物质来源和类型发生显著变化, 相应地, 一些新

陈代谢酶例如黄素(flavin)和碳水化合物代谢酶及代

谢底物也发生转变, 这些会调控肝实质细胞多倍化。

Insulin/Akt信号通路通过mTORC2调控肝实质细胞

胞质分裂的不完整性, 进而调控细胞多倍化[82]。长

非编码RNA H19在二倍性肝实质细胞中的表达量高

于多倍性中的, 但这种变化是多倍化的原因还是结

果并不清楚, 且其调控机制也有待进一步研究[85]。

肝脏结构和功能分区化也是受到调控的。一种

观点认为, 结构和功能分区化是不同位置细胞的功

能需求不同而导致的被动调控的结果。来自于肺的

动脉血通过肝动脉进入肝小叶, 其中富含氧气等成

分; 来自于小肠等营养代谢器官的静脉血通过门静

脉进入肝小叶, 其中富含营养物质、细胞因子、激

素等成分; 这两种血液流经肝毛细血管时与附近的

细胞特别是肝实质细胞进行物质交换, 并汇合入中

央静脉流出肝小叶。由此, 氧气、营养物质、细胞

因子、激素以及肝实质细胞代谢物等在门静脉与

中央静脉之间形成浓度梯度, 而分布于肝小叶不同

位置细胞的代谢需求不同, 产生了功能分区。另有

观点认为, 分区化是信号通路主动调控的结果, Wnt/
β-catenin信号通路在其中发挥关键作用[86-91]。有研

究通过在小鼠肝脏内不同细胞类型中特异性敲除

Wls发现, 肝实质细胞、胆管细胞及巨噬细胞都不是

调控分区化Wnt信号的来源。在所有内皮细胞中敲

除Wls会导致胚胎致死, 但在内皮细胞亚类中特异性

敲除Wls会影响肝脏分区, 表明特定的内皮细胞亚类

是调控分区化Wnt信号的来源。Wnt信号激活靠近

中央静脉肝实质细胞相关基因的表达, 而Ha-ras激
活靠近门静脉肝实质细胞相关基因的表达[86]。HGF
能够激活Ras通路, 但其在肝脏分区化过程中的调控

作用并不清楚[92]。

2   肝脏发育的转录组研究
转录是基因表达的关键步骤之一, 基因转录产

物不仅能够作为模板介导蛋白质合成, 其本身也能

够作为调控分子或调控复合物的重要组分发挥调

节、管理的作用。不同类型细胞中基因转录并不相

同, 细胞命运转变过程伴随着基因转录的连续变化。
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因此, 基因转录研究是定义细胞类型、解析发育过

程及调控机制的便捷且有效的方法之一。

肝脏发育是持续的过程, 伴随着细胞间高度动

态相互作用、细胞命运选择及细胞结构和功能的建

立与完善。多个研究组已经对肝脏发育过程中基因

转录水平及变化进行了探究。这些研究通过选取

一系列小鼠肝脏发育时间点, 利用实时定量聚合酶

链式反应(RT-qPCR)或微阵列技术(microarray)检测

了相关基因的表达变化情况[93-96]。其中, Li等[96]利

用高密度寡聚核苷酸微阵列技术, 选取了包括胚胎

期和出生后肝脏发育的14个时间点, 对每个时间点

肝脏细胞特定基因转录水平及变化作了全面的研

究。分析发现, 肝脏发育被很好地区分为胚胎期和

出生后发育两个阶段; 胚胎期肝脏高表达基因主要

与细胞周期、基因转录和翻译以及造血相关, 而出

生后肝脏表达与其功能相关的基因, 包括脂质、胆

固醇、脂肪酸代谢及类固醇生物合成等。这些研究

虽然很好地解析了肝脏整体发育状况, 但存在缺陷。

由于肝脏内细胞种类繁多, 且细胞组成和占比随发

育高度动态变化, 因此整体肝脏细胞的基因转录研

究可以反映特定时期占比最大类型细胞的基因表达

状态, 而其他低丰度细胞的基因表达被掩盖或稀释。

但我们关注的重点往往是肝脏中每类细胞的发育过

程及其之间的相互作用。此外, 上述研究中微阵列

方法虽然比RT-qPCR等方法检测基因通量高, 但其

也只能检测已知基因的表达, 不能用于检测未知基

因, 检测基因数有限; 且其是基于核酸杂交成像技术

发展而来的, 对可检测基因表达阈值要求高, 并存在

一定程度的偏好性。

基于第二代测序技术的RNA测序(RNA-sequenc-
ing)能够从全转录组(transcriptome)水平上解析相关

细胞的基因表达, 灵敏度高、精确性强, 不受基因表

达丰度低和基因序列未知性的限制。常规RNA测序

是建立在数以万计细胞基础上的, 且平均能够检测到

上万个表达基因。但其所需细胞量和纯度相对较高, 
且不适用于高度异质性或性质连续变化的细胞类群

的研究。因此, 常规RNA测序并不适用于细胞量少且

性质和特异性标记分子不明确的细胞, 特别是正在分

化或刚分化形成的细胞。自从Tang等[97]于2009年首

次建立了单细胞水平上全转录组RNA测序技术, 并成

功地解析了小鼠囊胚发育过程, 近些年来这种技术取

得了迅速的发展。一般来说, Smart-seq2等方法细胞

通量低但测得的基因数多, 精确性强[98-99]; 而10× ge-
nomics等方法能够显著提高细胞通量, 但测得的基

因数少, 精确度低。这些方法的出现推动了相关领

域的发展, 已被成功且广泛地应用于发育研究、稀

有细胞鉴定及细胞异质性分析等方面。

单细胞RNA测序技术也推动了肝脏发育领域

的发展。Li等[100]解析腹侧前肠内胚层上Pdx1表达

区域细胞命运时发现, 其中低表达Pdx1的细胞虽然

表达胰腺分化发育重要的转录调控因子Pdx1, 但其

中包含一群多潜能前体细胞, 其能够分化产生肝母

细胞。Yang等[101]选取了小鼠胚胎肝脏发育7个重要

的时间点, 通过单细胞RNA测序深入地解析了肝母

细胞向肝实质细胞和胆管细胞的分化发育过程。通

过细胞层次聚类、差异基因表达分析等发现, 肝母

细胞“默认”地选择肝实质细胞命运, 肝实质细胞分

化调控因子及功能相关基因在发育早期的肝母细胞

中就已经开始表达; 胆管细胞分化受到更多的转录

因子和信号通路调控, 是从肝母细胞向肝实质细胞

分化发育主线上“分支”出来的, 从E11.5至E14.5不
断有新生的胆管细胞生成, 且胆管细胞表现出高度

异质性。通过这些数据, 他们也进一步发现并证明

了RAS-PKC-ERK/MAPK信号通路促进胆管细胞分

化成熟。这表明, 单细胞RNA测序不仅能够解析细

胞分化发育路径及基因表达变化特征, 也能够为阐

释发育调控机制提供线索。另有研究也通过相关

方法解析了小鼠胚胎肝脏细胞类型及发育路径[102]。

Halpern等[103]则通过单细胞RNA测序详细解析了成

熟小鼠肝脏中肝实质细胞分区化特征。他们依据基

因表达分布, 在传统二分法(门静脉侧和中央静脉侧)
的基础上进一步定义了数百个分区化分布的基因, 
并发现且定义了位于两者之间的第三群细胞, 其不

仅是两侧两类细胞的过渡, 而且特异性高表达一大

群基因。此外, 他们发现了一些可能调控肝实质细

胞分区化形成的信号通路, 也以胆汁代谢为例, 发现

胆汁代谢重要调控因子按照其发挥作用的先后顺序

沿着中央静脉至门静脉顺序梯度分布。这些结果增

强了我们对肝脏分区化的理解。MacParland等[104]则

详细地解析了成体人肝脏中细胞类型及组成, 为了

解不同细胞之间的相互作用奠定了基础。

单细胞RNA测序能够从单细胞和全转录组水

平上解析细胞的基因表达特征, 但丢失了细胞分布

位置信息。肝脏发育过程中细胞的分化发育与位

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



杨李等: 肝脏细胞分化和成熟的分子调控机制 1861

置密切相关, 例如胆管细胞的分化是完全依赖于门

静脉附近的间充质细胞的。有研究利用激光在切片

上原位捕捉细胞进行单细胞RNA测序, 但这种方法

细胞损伤大、细胞精度低, 且仪器设备依赖度大, 还
没有被广泛应用。传统的原位杂交(in situ hybridiza-
tion, ISH)及单分子荧光原位杂交(fluorescent in situ 
hybridization, FISH)虽然能够在组织水平上原位检测

RNA含量, 但能够同时检测的基因数有限, 通量低, 
因此主要用于验证其他数据(例如单细胞RNA测序

数据)得到的结果, 不能够全面系统地发现新的线索。

另有研究利用标签(barcode)标记和多轮染色成像的

方法, 能够在切片上原位检测上万个基因的表达, 但
这种方法也还处于探索阶段[105]。

3   展望
肝脏发育研究的重要应用是促使我们发展出治

疗肝脏疾病的技术或方法。特别是对于体外肝脏样

细胞诱导形成及肝脏类器官构建具有重要的指导意

义。依据现有关于肝脏发育的知识, 我们并不能诱导

得到结构和功能类似于原代细胞的肝脏样细胞, 而
关于肝脏类器官的构建更是处于初步探索阶段。这

其中, 细胞或类器官培养条件(例如诱导性小因子组

分、胞外基质组分、三维培养结构材料组分及共培

养细胞类型和比例等)不完善是主要原因。然而实验

发现, 如果将体外诱导得到的肝实质样细胞或肝脏

类器官移植入模式动物体内时, 其能够进一步发育, 
形成类似于原代细胞的结构与功能, 表明肝脏内微

环境对于肝脏细胞结构和功能的建立和维持有重要

的作用。血液循环系统输送氧气、营养物质、细胞

因子、激素等进入肝脏, 这些物质在肝脏发育不同时

期高度动态变化且调控肝脏发育。肝脏细胞结构和

功能的建立和维持也与细胞和细胞之间或细胞和胞

外基质之间的相互作用高度相关, 不同类型的细胞

甚至相同类型但不同位置的细胞与周围环境的作用

各不相同, 其接收到的信号及作出的反应也各异。因

此, 为了在体外更高效地诱导得到或建立更成熟、结

构功能更完善的肝脏样细胞或肝脏类器官, 我们有

必要利用最新发展的技术, 例如单细胞RNA测序技

术、高通量荧光原位杂交技术等, 详细解析人及模式

生物整个肝脏发育过程中细胞类型、细胞组成、基

因表达动态变化及细胞间相互作用等。这些研究将

对推动肝脏疾病的治疗产生不可替代的作用。
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