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摘　要：对肝干细胞的认识，自卵圆细胞发现以来已经经历了五十多年。期间许多的研究提示和证明

肝干细胞具有很好的生物医学应用前景。近年来，肝干细胞的概念已被广泛接受和认可，肝干细胞的

生物学特性及其医学应用的探索也成为了研究的热点。目前在该领域中，主要以肝干细胞存在的位置、

与其所处微环境的相互作用、肝干细胞的分子标记以及其分化特性等方面备受关注。肝干细胞的研究为

肝脏疾病及其他相关疾病的治疗带来了新希望。然而，肝干细胞研究的过程中仍存在很多未解的问题，

因此将肝干细胞研究引入临床应用则还需要更加深入的探索。
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Several aspects of liver stem cells biology
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Abstract: It is more than five decades since the oval cell has been found. During this period, marvelous bio-medical

potential of the liver stem cells (LSCs) was implied and proved by many researches. The concept of LSCs has

been accepted, and the investigation on LSCs has turned to be the hotspot in recent years. Most concentration

in this territory is on the place where LSCs exist, the interaction between LSCs and the microenvironment,

molecule markers of LSCs and its differentiation. The researches on LSCs have brought new hope for treatments

for liver diseases and other disorders. However, because of the problems remained in the researches, more and

further investigation on LSCs is needed in order to put LSCs from laboratory study to clinical therapy.
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对于肝干细胞的认识，可追溯到20世纪50年

代。Farber[1]在使用致癌剂处理大鼠后，发现其肝

组织的门管区内出现体积较小的圆形非实质细胞，

并将其称为卵圆细胞(oval cell)。在随后的研究中，

有不少的实验室先后得到了一些支持卵圆细胞可参

与肝脏损伤修复的证据，例如，Wilson 和 Leduc[2]

通过对小鼠严重营养性肝损伤的研究发现，末端胆

小管的非实质细胞增殖分化成为肝细胞，并能形成

新的小叶间胆管；Evarts等[3]采用肝损伤和放射性

同位素标记示踪的方法，在Farber的卵圆细胞模型

中证明了卵圆细胞具有分化为肝细胞和胆管细胞的

能力。特别是在近几年中，通过原位分析、卵圆

细胞的分离培养及其活体内移植等技术体系的综合

应用，卵圆细胞是肝干细胞的概念已经得到认可。

然而，卵圆细胞只是成体肝脏在病理状态才出现的

一种特殊细胞，而对肝脏发育过程中以及成体肝脏

在正常生理状态或不同病理状态下，肝脏中肝干细

胞的类型和存在，以及其功能活动等方面的细节则

知之甚少。本文仅就该领域中目前比较受关注的几

个问题加以介绍。
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1　肝干细胞的存在

现在一般认为，在肝脏发生和发育的整个过程

中都有干细胞样细胞的存在及其功能的活动。当小

鼠胚胎发育至8 d时，其前肠内胚层腹壁定位于发

育中的心脏附近，由心性中胚层(cardiac mesoderm)

释放的信号，如成纤维生长因子(fibroblast growth

factors, FGFs)诱导下面的内胚层，启动胎肝干细胞

肝向分化[4]。小鼠胚胎期8.5 d，相应人类胚胎期

3周时，内胚层受诱导形成肝芽。 肝芽中的主要细

胞组分是成肝细胞(hepatoblast)，它具有双向分化潜

能，即能分化为肝细胞和胆管细胞[5]。至小鼠胚胎

期9.5 d，围绕着肝芽的基底膜消失，肝芽中细胞

分层，并侵入原始横隔间充质中，形成成肝细胞

索。 原始横隔属于中胚层，能对肝向分化的进程起

诱导作用，与心性中胚层共同形成了胚胎肝干细胞

存在的微环境，影响和调控肝干细胞的增殖分化及

干性维持。心性中胚层释放的 FGF-1、2 和 8，以

及原始横隔间充质释放的骨形成蛋白(bone morpho-

genetic protein, BMP)协同诱导内胚层细胞发生肝向

分化并抑制胰向分化。原始横膈中胚层中的星形细

胞与窦状隙内皮细胞分泌很多细胞因子与生长因子如

EG F、FGF、HGF、TGFβ、TNFα和IL-6，对细

胞的生长和分化起调控作用。在肝脏发生的后期(胚

胎期14.5 d 左右)，胎肝中的血细胞产生白介素6

(interleukin 6, IL6)家族的细胞因子制瘤素M

(oncostatin M, OSM)，通过旁分泌的机制促进肝细

胞发育。而Notch 信号通路在创造和调节成肝细胞

肝向分化与胆向分化之间的平衡中起到重要作用。

向胆系的分化可被Notch 信号所促进，而被肝细胞

生长因子(hepatocyte growth factor, HGF)所拮抗[6]。

伴随着肝芽的产生和发育，肝脏的脉管系统也逐渐

发育完全。同时，肝脏血管发育不仅与成肝细胞发

育相协调，同时血管内皮细胞在调控肝原基生长过

程中起到不可或缺的作用。在胚胎期约17 d时，随

着组织发生的继续，肝内胆管在大的门静脉分支附

近形成，肝叶的基本结构也已经完成。

而在某些病理状态下，在人类或其他动物成体

肝脏中会出现具有肝向分化和胆向分化双分化潜能

的前体细胞。当肝脏受损并且肝细胞的分裂受阻或

肝脏受到持续的大规模慢性损伤时，肝脏中的肝干

细胞被激活，发生胆管反应(ductular reaction)，分

裂增殖并分化产生肝细胞和胆管细胞等不同类型的

细胞，补充损失的细胞，恢复其功能[7 ]。一般认

为这些细胞位于肝脏的Hering管(canals of Hering)，

也有资料表明肝脏组织干细胞位于胆管系统，包

括终末胆管的所有胆上皮细胞及所谓胆管内基底细

胞[8 ]，但这种观点仍存在着争议。

正常肝脏中的Hering管由肝细胞和胆管细胞组

成，但一般没有处于中间状态的细胞。当发生胆管

反应时，Hering管中出现呈中间状态的细胞，即直

径大于6 μm(正常Hering管中最小胆管细胞的大小)

且小于40 μm(典型肝细胞大小)，并且同时表达胆

管细胞和肝脏细胞的标记。Hering管是胆道系统中

最小最末端的，它们连接着胆小管系统和小叶间胆

管。这些小管由肝细胞产生，将肝细胞分泌产生的

物质导入相互连接的肝细胞细胞膜之间的胆小管。

在这个水平上，胆管系统的管腔部分内衬有肝细胞

和胆管细胞。这样Hering管表现了肝管与胆管系统

在解剖结构及生理上的连接[9]，而在成熟肝脏中，

肝干细胞就存在于Hering管中。在Hering管中还有

很多不同种类的细胞如：门管区成肌纤维细胞

(myofibroblast, MF)、肝星状细胞(hepatic stellate cell,

HSC)、内皮细胞、肝细胞、胆管细胞、Kupffer

细胞和炎症细胞等。这些细胞通过激素、信号分子

及不同信号转导通路等相互作用，并影响和调控肝

干细胞的增殖和分化，如T 细胞能产生一种弱的肿

瘤坏死因子(TNF)样凋亡诱导物质(TWEAK)，通过

与其特异性受体结合来刺激肝干细胞增殖[10]。其他

的炎症因子，如淋巴毒素(lymphotoxin)、免疫反应

性纤维结合素( I F N ) 、肿瘤坏死因子和组胺

(histamine)等都能激活肝干细胞。现已知肝星状细

胞与肝干细胞存在密切联系，它能产生，如转化生

长因子α(transforming growth factor alpha, TGFα)、
肝细胞生长因子(hepatocyte growth factor, HGF)和酸

性成纤维细胞生长因子(acidic fibroblast growth factor)

等，从而调节肝干细胞的活动。还有报道称，Wnt

通路组分通过自分泌或旁分泌方式参与小鼠、大鼠

及人类的肝干细胞动员[11]，而Hedgehog信号通路通

过激活干细胞表达的特异性受体Patched(PTC)来维

持肝干细胞的干性。

2　肝干细胞的分子标记

特异性的分子标记是识别、分离和纯化肝干细

胞的依据和标准。成肝细胞特征性表达很多标记，

如白蛋白(albumin,alb)、甲胎蛋白(α-Fetoprotein,
AFP)、甲状腺素运载蛋白(transthyretin, TTR)、细

胞角蛋白17(cytokeratin 17, CK17)，以及CK19等[12]。
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也有报道胎肝干细胞表达诸如c-kit、CD34以及Thy-1

等与造血干细胞相同的标记，并且 Suzuki等[13]以

c-kit和α6、β1整合素为标记，从发育中的小鼠肝

脏中通过流式分选出了干细胞成分。

在成体肝脏中卵圆细胞表达成肝细胞标记，如

甲胎蛋白(AFP)，也表达成熟造血干细胞标记，如

Thy-1、c-kit、CD34 及 Sca-1 等；还表达胆管内

皮细胞标记，如 CK7、CK8、CK18、CK19、OV-

6和间隙连接蛋白43(connexin 43)等，同时也表达

神经上皮细胞的一些标记，如神经细胞黏附分子

(neural cell adhesion molecule, N-CAM)等[14,15]。最近

报道了新的标记物，如Foxl1、Trop2 等都在肝干

细胞/卵圆细胞上有表达，而在肝脏其他实质细胞

上不表达[16,17]。还有报道称δ样蛋白/前脂肪细胞因

子1(delta-like protein/preadipocyte factor 1, Dlk/ Pref-1)

是很好的干细胞标记[ 1 8 ] 。而上皮细胞黏附分子

(epithelial cell adhesion molecule, EpCAM)也作为卵圆

细胞的标记物而被很多研究者使用[19]。然而，从组

织中分离纯化肝干细胞依然是制约肝干细胞研究的

一个重大障碍：(1)报道过的标记并不具有严格的肝

干细胞特异性，在其他的组织器官中也可能有表

达；(2)已知的标记中只有极少数是适合分离活性细

胞的表面标记蛋白；(3)静息的正常肝脏中干细胞数

量极少，如果要大量分离就需要对肝脏进行损伤；

(4)肝干细胞呈现出动态变化，形态和表型与其分化

程度相协调，在不同的分化状态下，所表达的特异

性标记也有所不同[19]。所以迄今为止还没有找到具

有肝干细胞特异性、适用于分离和鉴定理想的表达

标记。

3　肝干细胞的分化特性

目前，关于肝干细胞的分化及其调控机制已有

一些很初步的认识，它们主要是通过基因剔除小鼠

和肝干细胞的体外诱导分化与体内移植追踪等研究

体系获得的。先后有人发现，在Foxa1 和 Foxa2 双

基因剔除小鼠的胚胎中，没有肝芽的发生；在Hnf1B

基因剔除小鼠中，肝芽的形成明显异常，其主要表

现为腹侧肝内胚层形态发生的异常(增厚)与对FGF

信号反应的破坏，而且发现这种小鼠还可由于胆囊

和肝内胆管异常引发严重黄疸；Hhex基因剔除小鼠

可表现为肝芽形成的缺陷和胚胎致死；Tbx3基因的

剔除可明显抑制成肝细胞增殖，并促进胆向分化，

进而引起肝脏发育异常；Prox1 可诱导在毗邻内胚

层器官高表达转录因子的下调，提示它可能具有参

与肝向分化的命运决定的作用；Sall4 可直接激活

Oct4 和 Bmi1 的转录，在肝干细胞分化的命运决定

中可以抑制肝向分化而促进胆向分化。在体外诱导

分化体系的研究中，也发现了一些与肝干细胞分化

及其调控的相关分子，如HNF4、Sall4、PPARα、
HNF6 及 PDX1 等，但尚未发现真正具有分化决定

功能的调控分子。从已有的认识来看，肝干细胞的

分化及其调控是非常复杂的，尽管目前已经有了一

些关于肝脏的形态发生、最早出现的肝芽(liver bud)

的分子标志(如AFP)，以及影响早期肝脏发育的相

关基因(都是来自于基因剔除小鼠的结论)方面的认

识，但尚不知道在肝脏发育过程中的肝干细胞的类

型是仅有一种还是有多种，也不清楚这些干细胞的

维持都是处于同一分化等级、还是处于不同的分化

等级，更不知道对其分化调控基因的“板块”或

网络的细节。所以，阐明肝干细胞的分化及其调控

机制是肝干细胞领域中的一个重要的任务。

4　肝干细胞生物医学前景

肝细胞移植治疗研究已经开展了十多年，并在

急性肝功能衰竭的救治和肝脏代谢性疾病的治疗等

肝脏疾病的治疗中取得了一定程度的成功。然而，

通过这些研究也发现了一些制约其应用的关键性问

题，如：肝细胞的植入率很低；成熟的肝细胞在

冻融过程中容易受损；肝细胞移植在很多情况下疗

效有限，在急性肝衰竭等情况下，肝细胞移植仅能

暂时改善重症患者的代谢情况，从而作为肝移植的

桥梁。同时，肝细胞来源的缺乏也严重制约了肝细

胞移植治疗的应用。

而肝干细胞由于能持续产生肝细胞，并且能产

生胆管细胞并形成胆管系统，从而在植入后能有更

好的长效修复能力，保持稳定的代谢能力，因此在

很大程度上，肝干细胞比肝细胞具有更好的医学前

景。尽管尚未达到临床应用的阶段，但在动物模型

中肝干细胞移植已经取得了一些进展。同时，肝干

细胞的诱导分化研究提示，可以通过诱导，控制其

活化及分化方向和程度，从而对疾病达到一定的治

疗效果。在实验中通过诱导，促进肝干细胞向胰向

分化，并产生了胰岛 β细胞，这给糖尿病的细胞治

疗也带来了新的思路和希望[20,21]。

不仅如此，肝干细胞向成熟肝实质细胞分化的

分子信号调控机制，以及信号转导通路等方面的研

究，也将为新的临床应用带来可能：因为这些信息

可能会有助于发展细胞靶向性的药物来刺激和控制



713第5期 向　导，等：肝干细胞的几个生物学问题

肝干细胞的增殖与分化的技术体系。然而，肝干细

胞与其巢(niche)中其他细胞以及与胆管细胞等之间的

相互作用和信号通路的分子基础等方面的细节还缺

乏认识，所以更深入的研究工作还需继续进行。同

时还需要注意，由于原发性肝细胞癌与卵圆细胞有

共同的特异标记表达(如OV-6、OC-2 及 OC-3 等)，

肝干细胞与肝细胞癌的关系等也需要更进一步地研

究。

为了进行对肝组织干细胞的研究，已经建立了

各种肝损伤模型，主要通过诱导胆管反应的动物模

型来研究和分离成体肝干细胞。现在使用的引起胆

管反应的方法主要有两大类：(1)通过药物抑制肝细

胞分裂增殖(如双吖丙啶氧膦哌嗪［dipin］、烟曲

霉素 B1［fumonisinB1］、呋喃妥因［furan］、

2-乙酰氟胺［2-acetylaminofluorene，2-AAF］、倒

千里光碱［retrosine, Rs］等)，再进行肝损伤如

肝切(partial hepatectomy, PH)或药物损伤(四氯化碳

carbon tetrachloride ［CCl4］、丙烯醇allyl alcohol

［AA］等); (2)通过药物如1,4-二氢-3,5-吡啶二甲

酸二乙酯(DDC)、左旋半乳糖胺(D-galactosamine, D-

gal)、胆碱缺乏喂养并补充乙硫氨酸等，或手术如

胆管结扎造成肝脏广泛的慢性损伤。利用这些动物

模型，可以加深对肝干细胞生物学特性的认识，并

可分离出肝干细胞，从而对其进行分子标记、分化

潜能、分化调控，以及临床应用潜力等一系列的探

索和研究。

肝干细胞的分离和体外培养对于肝干细胞治疗

的研究具有重要意义，然而目前成功培养的肝干细

胞系十分有限，而且主要来自大鼠。作者实验室曾

报道了从小鼠成体肝中分离培养的肝干细胞系[22] ，

该细胞系表达 AFP、白蛋白、CK1 8、CK1 9 等肝

系标志和Oct4、Nanog 等干细胞标志，能够在体

外长期稳定增殖，在特殊的诱导条件下可以分化为

内胚层的成熟肝细胞(表达成熟肝细胞特有的白蛋

白、α1抗胰蛋白酶等功能蛋白)和胰β细胞(在体外

条件下可以表达胰岛素，而且对培养液中葡萄糖浓

度的变化发生反应)[20] 。在活体移植实验中，我们

所建立的肝干细胞系可以参与肝损伤的结构修复，

成为肝板结构的组成部分，并能分化为成熟肝细

胞。在此基础上，我们还对肝干细胞分化调控的分

子机制进行了研究，通过基因芯片方法发现了一批

分化相关基因，而且开始对其中几个候选的关键基

因作进一步的机制研究[23]。

当然，要将肝干细胞应用于临床实践还有很多

障碍。首先，为了标记、分离并纯化肝干细胞，

需要有更适合的肝干细胞特异性标记；同时，我们

要弄清在静息状态下肝干细胞干性维持的原理和分

子基础，信号分子之间以及与干细胞之间的相互作

用，从而了解并调控其分化程度和方向；我们需要

通过建立肝干细胞的遗传谱系，并找到很好的分化

示踪方法，全面了解肝干细胞在某些病理状态下的

动员、分化情况；更进一步，哪些因素控制移植

的细胞植入肝脏并引导其正确的归巢(homing)，哪

些因素调控植入细胞的增殖与分化成为所需功能特

定的表型，不同状态(如分化程度)的外源肝干细胞

或其他细胞进行肝损伤修复的效率有何差别，以及

差别产生的分子基础或原因，所有这些问题都还有

待解决。我们也需要建立发展更为理想的再植模

型，以评价肝干细胞的分化再殖效率，以及其用于

肝脏疾病治疗的有效性，而且能为更深入的研究，

甚至临床应用提供依据和标准。

随着肝干细胞生物学研究的发展，我们相信在

不久的将来，肝干细胞一定能成为终末期慢性肝

病、急性肝衰竭及肝脏代谢异常等肝脏疾病的治疗

手段研究的一个重要的靶标。
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