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应用肝干细胞治疗难治性肝病的进展

陈积圣，商昌珍

（中山大学附属第二医院 肝胆外科，广东 广州 ５１０１２０）

　　摘要：由于肝干细胞具有多源性、增殖能力强等特性，使得肝干细胞移植有望成为治疗各种

难治性肝病的一种高效手段；近年来，关于肝干细胞的基础研究已取得重大进展，但依然存在众

多问题需要进一步探索。笔者对肝干细胞治疗难治性肝病的进展作一综述。
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　　目前，应用细胞移植治疗人体各种难治性疾

病研究取得了重大进展，其中最为成熟的当属运

用造血干细胞移植治疗血液系统疾病。此外，运

用自体骨髓干细胞治疗心肌梗死、帕金森氏病，

构建组织工程骨亦有临床应用报道。而在各种难

治性肝病的治疗领域，肝细胞移植因供体来源有

限、保存扩增困难等制约因素的存在，难以得到

广泛应用。近年来，由于肝干细胞移植研究的开

展及进步，使得肝干细胞有望成为治疗难治性肝

病的一种高效手段。同时，也应清醒的认识到，

肝干细胞基础研究到广泛临床应用仍有诸多问题

需要认识和解决。

１　肝干细胞的来源及分类

肝干细胞可分为肝源性和非肝源性两大类，

目前较为明确的为前者，主要包括肝卵圆细胞；

后者包括胚胎干细胞和成体干细胞两大类，而关

于成体干细胞的研究主要聚焦于骨髓干细胞向肝

细胞的分化研究。

１．１　肝卵圆细胞

目前对卵圆细胞起源仍缺乏明确的认识，但

大量的相关研究已证实肝卵圆细胞的确存在，并

定位于肝内胆管树和 Ｈｅｒｉｎｇ管上，其中一部分肝
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卵圆细胞由骨髓源前体细胞演变而来。卵圆细

胞的形态学和免疫组化方面与胆管上皮细胞相

似，形态呈卵圆形，体积较肝细胞小，有较高的核

浆比例。研究发现当肝脏受到严重的损害，并且

损伤后的肝再生功能受到抑制而导致肝细胞不能

增生或受有丝分裂原抑制剂损伤时，肝细胞大量

丢失，肝卵圆细胞则出现增殖，并分化为肝细胞

和胆管细胞来完成肝脏结构与功能的重建。在人

类肝脏中，卵圆细胞数量的变化随肝病严重程度

加重而增加。

１．２　胚胎干细胞

胚胎干细胞是从哺乳动物的囊胚内细胞和原

始生殖细胞经体外分化、抑制培养并分离克隆出

来的一种原始、高度未分化细胞，具有自我复制、

更新和发育全能性，并能产生后代的能力，在特

定条件下可分化为人体 ２００多种细胞类型，并可

构建成心、肝、肾等各种组织和器官，最后能发展

成一个完整的个体。关于定向诱导胚胎细胞分化

为肝脏细胞的研究已有较多报道［１－４］，诱导方式

尽相同，包括使用外源性诱导因子、共培养、转基

因等，但多数研究尚处于探索阶段。

１．３　骨髓干细胞

骨髓干细胞是存在于骨髓中的具有高度自我

更新和多向化潜能的干细胞群体。近年研究发

现，机体除骨髓外，在脐血、脂肪、外周血及部分

器官中也存在骨髓干细胞，但由于骨髓中骨髓干
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细胞的取材、分离、增殖培养方便及含量相对较

高，故骨髓依然是骨髓干细胞的最主要来源。随

着对肝干细胞研究的深入，目前已经证明骨髓中

某些干细胞具有向肝系细胞分化的潜能，于是出

现了“骨髓源性肝干细胞”这一概念。近几年来

的相关研究又发现骨髓中造血干细胞、间充质干

细胞等均可作为肝细胞的起源细胞。因此，分离

培养、诱导分化用于肝病治疗的骨髓源性肝干细

胞研究受到广泛重视。

２　肝干细胞研究现状

２．１　肝源性肝干细胞研究

目前对具有肝干细胞特性的肝卵圆细胞的研

究重点，主要是致力于阐明卵圆细胞的增殖和调

控分化的机制，同时建立一个优化的卵圆细胞增

殖和分化的实验。

２．２　非肝源性肝干细胞

骨髓中的干细胞主要包括造血干细胞和间充

质干细胞。研究表明，这两类细胞在特定的条件

下均可向肝细胞方向分化，且具有强大的增殖能

力、取材容易、损伤小、易于自体移植，无排斥反

应等诸多特点，同时还便于外源性基因的转染和

表达调控。造血干细胞移植技术已经逐渐成熟并

且得到广泛的应用，已经成为治疗恶性血液病和

实体瘤等疾病的可靠选择。但定向诱导骨髓干细

胞分化为肝细胞目前还处于体外实验阶段，尤其

是骨髓源性肝干细胞体内移植研究急待深入探

索。

２００１年，Ｈａｍａｚａｋｉ等［１］报道首次在体外将小

鼠胚胎干细胞定向分化为肝细胞样细胞，在未添

加生长因子情况下能表达内胚层特异性基因，如

甲胎蛋白（ＡＦＰ）、α１抗胰蛋白酶（α１ＡＴ）及白

蛋白（ＡＬＢ）；而在添加生长因子情况下则能表达

肝细胞后期标志物，如酪氨酸氨基转移酶、葡萄

糖 －６－磷酸酶。其后相继出现利用不同诱导手

段从胚胎干细胞中分化得到肝干细胞的报道。

２００５年开始，体内移植研究以及纯化技术研究也

逐淅开展。Ｔｅｒａｔａｎｉ等［５］报道，胚胎干细胞不经过

拟胚体阶段，在诱导因子作用下直接分化为有功

能的成熟肝细胞，并移植到小鼠肝损伤模型体

内，采用荧光示踪剂发现移植细胞弥散分布到损

伤肝脏内，并大量增殖。该研究认为，拟胚体中

或多或少含有未完全分化的细胞，不适用于移

植，而且拟胚体分化是一个不可监测的过程。

Ｋｕｍａｓｈｉｒｏ等［６］为获得可以安全供体内移植用的胚

胎干细胞源性肝细胞，采用梯度离心、磁珠分选

（ＭＡＣＳ）和流式细胞仪分选（ＦＡＣＳ）３种细胞分选

方式纯化分化细胞。Ｔｅｒａｍｏｔｏ等［７］对胚胎干细胞

分化为细胞的效率和安全性问题进行了目前为止

最为系统的阐述。他们认为，为迎合未来胚胎干

细胞治疗肝衰竭的需要，尤其是对于急性肝衰竭

的细胞治疗，保证提供及时、足量的胚胎干细胞

源性肝细胞是最基本的前提，而这就需要对目前

的诱导、纯化方式进行改进。

３　肝干细胞研究存在的问题及解决策略

３．１　肝干细胞获得效率问题

目前，特别需要深入探索肝干细胞体外培养

的最佳条件，以改进技术路线及诱导体系，从而

提高肝干细胞获得效率。未来研究应重视诱导过

程中肝干细胞关键分子标志物在基因、蛋白质水

平的改变，并进一步发现这种改变与培养方式的

相关性，从而选择改进最适合促进肝干细胞标志

物高表达的培养环境和手段。在胚胎干细胞分化

为肝干细胞研究领域，已有研究者通过改变培养

手段来提高肝干细胞获得率。Ｒａｍｂｈａｔｌａ等［８］为提

高肝干细胞获得效率，利用丁酸钠诱导胚胎干细

胞向肝干细胞方向分化，获得 ７５％ ～８０％纯度的

白蛋白阳性细胞，比之前报道的肝干细胞获得效

率提高了 ３倍左右。提高肝干细胞获得效率的另

外一种手段就是由混杂细胞筛选出纯化的肝干细

胞，主要纯化手段包括根据细胞表面标志分选、

根据细胞功能分选，但技术均不成熟，且耗费大，

效率低下。

３．２　细胞体内移植面临的问题

体外细胞实验的最终目的，是构建功能性的

器官以替代宿主原有功能不全器官，或移植到宿

主体内，通过移植细胞的不断增殖逐渐发挥框架

器官功能。肝脏所提供的良好生长环境有利于移

植细胞的生长，而其分泌的细胞因子更可以促使

０７２
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肝干细胞移植的首选部位。但尚需解决的问题

有：（１）移植“时机”问题。由卵圆细胞、骨髓干

细胞或胚胎干细胞获得的肝干细胞，在其发育成

熟的哪一个阶段进行体内移植可以达到最佳效

果？目前尚无明确定论。在细胞分化早期移植，

细胞未具备肝干细胞重要标志或功能；在细胞分

化晚期移植，其增殖能力已大为降低，移植入肝

内难以改善肝脏功能。（２）移植数量问题。在动

物实 验 中，肝 干 细 胞 移 植 数 量 级 别 一 般 在

１０６～１０７，数量太少，在肝内难以发挥作用；移植数

量太大，又面临肝内血管阻塞等危险（如细胞通

过门静脉移植，则存在造成肝内门静脉管道阻塞

可能）。而适合人体肝内移植的细胞数量尚无报

道，需要大量临床前研究来摸索最适合人类肝内

移植的细胞数量。（３）细胞移植后肝内定位跟

踪。目前，最为常用的体内移植细胞示踪剂多为

荧光物质（如：ＧＦＰ报告基因、ＣＦＤＡ－ＳＥ等），国

外也有报道将携带 Ｙ染色体的肝干细胞移植到

雌性动物肝内，通过 Ｙ染色体示踪。上述方法存

在的问题是了解移植细胞体内定居、增殖情况

时，均需取得肝脏组织做病理切片检查，这就失

去了动态观察移植细胞在宿主体内连续性变化的

机会，同时不适合临床应用。活体示踪剂可以动

态连续的观察移植细胞在受体肝内的定居、增殖

情况，成为近年来细胞移植研究领域的热点技

术，但活体踪剂标记效率不高的问题尚未解决。

所以，一种良好示踪剂的寻找成为细胞移植必须

攻克的难题。

４　应用前景

虽然应用干细胞治疗难治性肝病的研究尚处

于初始阶段，但其未来的应用前景十分广阔：如

运用生物人工肝技术治疗常见的慢性重型肝炎所

致肝功能不全、肝功能衰竭；且肝干细胞也正在成

为生物人工肝技术最重要的细胞来源。一种基于

人肝干细胞工程的体外人工肝辅助装置，已经由美

国 ＶＴ生物技术公司研制成功并将进入我国临床

研究。我国病毒性肝炎发病率达 １１３．２／１０万人，

乙型肝炎病毒感染约 １．２亿，丙型肝炎及戊型肝

炎发病也在增加，约 ３０％肝炎最终因肝功能衰竭

而死亡，５年内有 １２％ ～２０％慢性肝炎转变为肝

硬化，有 ６％ －１５％肝硬化转变为肝细胞癌并终

发展为肝功能衰竭，而急性肝衰病死率高达 ６０％

～８０％。肝移植由于供肝缺乏等难题仅在美国

每年就有 １１３１名患者在等待移植过程中死亡。

此外，肝干细胞还可以作为基因治疗的载体或靶

细胞用以治疗肝硬化、肝癌、遗传性代谢性肝病、

Ｗｉｌｓｏｎ氏病等难治性肝病。

总之，肝细胞及肝干细胞移植为上述难治性

肝病的治疗提供了一个新思路，相信随着对肝干

细胞研究的不断深入，各种难治性肝病治疗中的

许多问题将逐步得到解决。
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