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摘  要：应用骨髓间充质干细胞及其分化来源的肝细胞移植来改善肝功能、桥接肝脏器官移植的治疗方

法具有许多优势。目前已有实验研究和小规模临床实践运用这一方法，但是其临床疗效尚需评估，同

时治疗机制也需要进一步探讨。该文就目前骨髓间充质干细胞分化为肝细胞及应用的临床和基础研究现

状进行综述，对存在的问题及发展前景进行探讨。
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Abstract: The transplantation of bone marrow-derived mesenchymal stem cells (MSC) and/or MSC-derived

hepatocytes can be used to ameliorate liver function and to be a bridge to liver transplantation, and has many

advantages. Currently a few clinical trials and experimental research have made progress, however, the curative

effect and mechanism need to be evaluated. This review focuses on recent development of hepatocyte differen-

tiation from MSC and its use in cell transplantation. Moreover, problems and perspectives associated with the

cell transplantation are discussed.
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肝脏是维持体内合成与分解代谢、解毒、胆

汁分泌、免疫及激素调节等功能稳定的重要器官。

因此，多种原因引起的肝脏功能衰竭临床病死率

高，是临床治疗中至今尚未克服的难题。异体肝脏

移植是目前治疗终末期肝病的最有效手段，移植后

长期生存率可达 70%~85%[1] 。但是，有限的肝脏

供体远远不能满足临床需求，有报道，等待肝移植

的患者在等待期病死率达15%。目前针对肝功能衰

竭的其他治疗方法有通过膜滤或树脂交换作用的体

外人工肝、体外应用同种或异种肝细胞的生物人工

肝，以及体内肝细胞移植等。近年来，肝细胞移

植作为改善肝功能、桥接肝移植的治疗方法已越来

越被人们所认识，已有实验研究和小规模临床实践

开展。我们在极限肝切除动物实验中也证实骨髓间

充质干细胞(mesenchymal stem cell, MSC)分化来源

的肝细胞移植可以降低死亡率，改善肝功能[2]。

在应用MSC及其分化来源的肝细胞进行移植的

研究中，很多问题尚存疑问，如 MSC 向肝细胞分

化的表型标准；何种分化程度为移植的最佳时机；

细胞移植的临床适应症；如何检测受体肝脏内移植

细胞的状态和功能；排斥反应及其他副作用等。干

细胞被定义为具有多向分化潜能和自我更新的细
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胞。除胚胎干细胞(embryonic stem cell, ESC)外，

目前研究表明，可以用于治疗各种肝病的细胞来源

有成熟肝细胞及可分化为肝细胞的其他干细胞，后

者包括肝源性和非肝源性干细胞。肝源性干细胞主

要指位于汇管区的卵圆细胞。非肝源性干细胞主要

来源于骨髓 M S C、脐带血干细胞、胰腺上皮干细

胞等[3,4](图 1)。本文仅对肝外源性骨髓MSC临床应

用的可能性及应用前景等相关问题做重点论述。

1　骨髓MSC 临床应用现状

应用成熟肝细胞移植治疗遗传代谢性疾病已有

十余年历史，大多数临床病例可以看到症状改善，

并维持一年以上，但对于急慢性肝功能衰竭患者，

应用肝细胞移植或结合肝细胞的生物人工肝治疗的

疗效尚不肯定。成熟肝细胞来源有限，很大程度限

制了其应用。而以干细胞为来源的细胞移植相比成

熟肝细胞有许多优势。首先，肝外干细胞，如骨

髓 MSC 来源相对丰富，既可取自异体，又可自体

取用，且可多次重复采取；其次，干细胞的特性

决定其具有较强增殖和保持功能状态能力，分化后

具有多种治疗潜力。

应用骨髓MSC治疗肝病的临床实验近两年来已

有小量病例报道。Terai等[5]选择9例肝硬化患者抽

取其自体骨髓，将未分选的单个核细胞经外周静脉

回输，发现在24周的观察期内，患者血浆白蛋白、

总蛋白水平提高。Mohamadnejad等[6]采取抽取自体

骨髓体外培养的方法，将富含干细胞标记的细胞亚

群回输治疗4例等待肝移植患者，所有患者在等待

期内存活，1 年内MELD 评分有所改善。Lyra[7]分

离骨髓单个核细胞自体回输10例慢性肝病患者，发

现患者血清总胆红素下降，白蛋白升高。在一组非

双盲随机对照临床实验中，30例患者被随机分为细

胞治疗组和安慰剂组，细胞治疗组采用自体回输骨

髓单个核细胞。90 d 的随访观察发现，治疗组较

安慰剂组白蛋白水平升高，Child-Pugh 评分下降，

提示骨髓干细胞治疗明显有益于晚期肝硬化患者[8]。

以往动物实验显示部分肝切除后应用粒细胞集

落刺激因子(granulocyte colony stimulating factor,

G - C S F ) 可以促进肝再生，其机制可能与血液中

CD133+ 或 CD34+ 细胞动员有关。已有证据显示体

外培养G-CSF动员后人CD133+细胞可表达肝细胞特

异性标志物[9]。为进一步验证CD133+细胞对肝再生

的促进作用，am Esch 等[4]在选择性栓塞门静脉的

同时，回输自体骨髓分离的 CD133+ 细胞，发现细

胞移植组非栓塞部分肝脏体积明显增大，患者可以

尽早耐受和接受肝切除手术。这一结果提示骨髓细

胞经动员后部分细胞亚群有加速向肝细胞分化潜

能 。

图1 可用于治疗终末期肝病的移植干细胞来源

MSC: 间充质干细胞；HSC: hematopoietic stem cells, 造血干细胞；ESC: 胚胎干细胞；PESC: 胰腺上皮干细胞；UCBSC: 脐

带血干细胞；OC: 卵圆细胞。
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虽然骨髓 MS C 移植已在临床小规模开展，但

对其取得的临床疗效尚需慎重评价。首先，由于慢

性肝病临床过程有波动，而细胞移植后治疗观察期

较短，不除外有安慰剂影响；其次，目前多数研

究为小样本研究，缺乏相应对照；再次，对移植

细胞产生疗效的机制尚不清楚，具有某些特异表型

的细胞亚群的作用有待明确；最后，在细胞移植过

程中的其他辅助治疗，如透析、输注白蛋白等，对

临床疗效亦有影响。总之，为确切回答细胞移植的

安全性和有效性，临床实验必须符合一般研究标

准，即实验设计必须符合随机、对照、双盲要求。

同时，应进一步加强细胞治疗的机制研究。

2　应用骨髓MSC 移植主要机制

2.1　骨髓MSC 的分化

2000年，Alison等[10]在9位曾经移植了男性骨

髓细胞的女性患者肝脏内发现了Y 染色体阳性的肝

细胞，揭示了骨髓干细胞在人体内可以分化为肝细

胞的潜能。在随后的几年中，体内体外实验均证明

在适当条件下，骨髓 MS C 可以分化为肝细胞样细

胞。这些分化细胞表现成熟肝细胞的形态和特征，

如表达肝细胞特异性基因，具有合成和分泌白蛋

白、储存糖原、代谢尿素及解毒功能等。应用克

隆化人骨髓 MSC 进行异种移植时，发现 MSC 中某

些特殊细胞亚群具有向肝细胞分化特质[11,12 ]。但

是，骨髓MSC 来源的肝细胞在分化过程中经历了多

少阶段，其详细分化进程目前尚不清楚。我们在体

外将MSC诱导向肝细胞分化过程中发现，在肝细胞

生长因子(hepatocyte growth factor, HGF)等生长因子

刺激下，分化早期细胞首先表达肝细胞特异性转录

因子肝细胞核因子-4α(hepatocyte nuclear factor-4α,
HNF-4α)，其表达具有时间依赖性。HNF-4α的表

达促进下游成熟肝细胞标志物的表达[13]，而在阻断

HN F - 4α 后，肝细胞分化受到显著抑制。除此之

外，对于分化肝细胞样细胞的特征鉴定尚需统一。

目前认为，成熟肝细胞鉴定除应包括肝细胞相对特

异因子在核酸和蛋白水平的表达外，还应注重对肝

细胞合成蛋白及各种酶的功能测定。在形态学方

面，应注重肝细胞微结构特征，如细胞膜和细胞内

极化结构及功能等[14]。

2.2　移植条件

骨髓MSC或其分化来源的肝细胞样细胞的临床

移植方法远未统一。如前所述，细胞来源选择上有

未经分选的骨髓单个核细胞、经分选的 CD133+ 细

胞，以及体外培养扩增后的具有肝细胞特征的肝细

胞样细胞。在移植细胞数量方面，多采用一次性输

入106~109个细胞[3,15]。在移植输入途径方面，多选

择经肝动脉或经外周静脉，有报道在行门静脉栓塞

时先行细胞移植[4]。由于各组报道临床病例数量均

有限，目前尚无条件比较各种方法的优势，但大多

数患者均可耐受移植治疗。

2.3　移植细胞的旁分泌功能

越来越多的证据显示移植的骨髓MSC可以对内

源性肝细胞产生旁分泌影响。由于肝硬化等肝病原

因，内源性肝细胞在反复再生修复刺激下增生能力

衰竭，肝纤维化时I 型胶原富集进一步抑制肝细胞

再生[16, 17]。研究表明，移植的骨髓MSC通过释放促

细胞增生因子和基质金属蛋白酶-9(matrix metallo-

proteinase-9, MMP-9)刺激内源性肝细胞再生[18,19]，

同时，骨髓 MSC 中其他干细胞亚群，如内皮祖细

胞等可能释放促血管生成因子(vascular endothelial

growth factor, VEGF)及胶原降解因子(如MMP-2,-13)

等协助[19,20]。Poll 等[21]发现在不移植细胞情况下，

单纯输入培养骨髓MSC的条件培养基可以刺激肝细

胞再生，抑制肝细胞凋亡，提示骨髓 MSC 移植对

于肝损伤的治疗作用不但可以通过细胞本身的存在

发挥功能，也可通过细胞分泌的可溶性因子实现。

Parekkadan 等[22]在暴发性肝衰竭动物实验中发现，

应用骨髓 MSC 条件培养基后动物的死亡率明显减

少。这可能是骨髓MSC移植发挥临床疗效的重要机

制。

2.4　细胞移植后评价

目前骨髓MSC或肝细胞样细胞移植临床报道的

随访时间多在一年以内，现有肝功能改善评价方法

主要包括Child-Pugh 和 MELD 评分、血液生化指

标、吲哚靛青绿潴留实验等。甲胎蛋白、增殖细

胞核抗原(proliferating cell nuclear antigen)、TNF、

IL-6和IL-10等被用来评价肝脏再生程度[23]。肝穿

刺活检后组织学检查对评价肝再生及移植细胞状态

有重要意义。若干无创或微创活体内移植细胞示踪

方法已有应用，如Y 染色体探查应用于不同性别间

细胞移植， ALU 序列探查应用于不同种属间移植，

以及应用cre-Lox方法结合绿色荧光蛋白标记细胞显

像等。放射性同位素标记细胞移植后，应用核素显

像或PET-CT 方法等已在临床有所报道[24]。这些方

法的确立可在不同程度上说明移植细胞的存活和增

殖情况，同时，为进一步评价骨髓 MS C 移植对于

肝脏再生和功能恢复的作用提供依据。
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2.5　免疫问题

目前对异体肝干细胞移植后的机体免疫反应尚

无详细研究。自体骨髓MSC或肝细胞样细胞移植由

于不具免疫源性，是最理想的移植细胞来源。但

是，对于急性肝衰等情况输注异体来源细胞也许是

不可避免的。在进行异体细胞移植时，传统应用免

疫抑制剂抑制机体的排异反应。近年来发现，移植

细胞，如经冻存或体外培养，其免疫源性可能下

降。另外，细胞在体外准备的过程中，利用基因

技术调控相关基因表达或利用载体在移植肝细胞内

导入外源基因以调控抗排斥反应等方法已有报道。

Okada等[25]利用表达IL-10的病毒载体体外修饰供体

肝细胞，移植后可以缓解受体体内T细胞介导的免

疫排斥反应，供体肝细胞的存活期明显延长，接近

自体肝细胞移植的效果。Reddy 等[26]将载有细胞毒

性T淋巴细胞A4免疫球蛋白的重组腺病毒体外修饰

供体肝细胞，移植后有效抑制CD8+T 细胞介导的排

斥反应，使移植肝细胞存活时间明显延长，肝细胞

活性增强。在发生急慢性移植物抗宿主反应(graft-

versus-host disease, GVHD)时，Ringdén等[27]移植骨

髓MSC 后有效的抑制了急性胃肠道 GVHD，生存率

较对照组明显延长。Kawai 等[28]在行 HLA单个单倍

体不匹配肾脏移植时同时移植骨髓MSC，发现部分

患者可在9~14个月后中断所有的免疫抑制治疗，而

肾功能在移植后2~5年期间维持稳定。Streetz[29]等

在肝细胞移植前先行骨髓MSC移植，发现与对照组

比较，移植骨髓 MSC 组肝细胞再生显著增加，其

机制可能与骨髓 MSC 中 CD4+ 细胞参与有关。上述

研究均从不同侧面提示基因修饰的可行性和有效

性，为临床预防和治疗免疫排斥提供了新的思路。

3　总结和展望

骨髓MSC的成功分离及向肝细胞分化的潜能为

细胞移植治疗终末期肝病展现了崭新的前景。骨髓

MSC 分化来源肝细胞不但是对其他来源细胞，如脂

肪细胞、脐带血细胞、iPS(induced pluripotent stem

cell)等分化来源肝细胞用于细胞移植的补充，也为

深入探讨细胞移植治疗机制创立了新平台。但是，

有关诱导骨髓 MSC 分化的方法及评价原型的标准、

移植细胞的筛选及移植应用时机、移植后受体疗效

评价及术后处理等尚未形成共识，骨髓MSC移植治

疗的分子机制也远不清楚，更多例数和更完善的临

床实验等待尽快开展。尽管如此，已报道的骨髓

MSC 移植的可期望的疗效为临床肝病治疗打开了新

窗口，对其机制的进一步研究及对移植方法和技术

的改进有望极大地改变肝细胞移植的细胞来源短缺

现状，给终末期肝病患者的治疗带来新的手段和希

望。
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