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胚胎干细胞和诱导多能干细胞源性肝细胞样细胞研究进展

陈银银 1 薛志刚 1 谢渭芬 2 范国平 1*
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摘要 肝硬化、原发性肝癌、代谢性肝病等终末期肝病的治疗正成为全球棘手的医疗问题。 肝细胞移植（HT）有
望成为终末期肝病的替代疗法，但肝细胞来源紧缺、体外增殖困难等限制了 HT 的临床应用。干细胞的发现为解决上
述问题提供了新的思路。 胚胎干细胞（ESCs）和诱导多能干细胞（iPSCs）分化为肝细胞样细胞（HLCs）的研究，可为临
床细胞替代治疗提供合适的细胞来源，亦在药物评估和肝脏发生等基础研究方面起重要作用。 本文就近年 ESCs 和
iPSCs 体外定向分化为 HLCs 的研究进展作一综述。
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Abstract The treatment of end-stage liver diseases such as cirrhosis, primary liver cancer, metabolic liver diseases
is becoming a serious issue of healthcare worldwide. Hepatocyte transplantation (HT) is a promising alternative treatment
for these diseases. However, because of limited availability and difficulty of in vitro proliferation of hepatocytes, the
clinical application of HT is severely limited. Research on stem cells opens up a whole new approach for these problems.
Hepatocyte-like cells (HLCs) derived from embryonic stem cells (ESCs) and induced pluripotent stem cells (iPSCs) provides
a suitable source of hepatocytes for cell replacement therapy in clinics, and may have potential roles in drug evaluation
and basic studies of hepatogenesis. This article reviewed the advances in study of directed differentiation of ESCs and
iPSCs to HLCs in vitro.
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目前，肝硬化、原发性肝癌、代谢性肝病等终末期肝病

的治疗主要依赖于原位肝移植， 但供肝来源严重缺乏和移

植排斥等问题限制了原位肝移植的广泛开展。 肝细胞移植

（HT）作为原位肝移植的辅助治疗手段，可部分缓解上述难

题，但亦面临着肝细胞来源紧缺、体外增殖困难（特别是随

着培养时间的延长）等问题。 因此，寻找合适的肝细胞来源

已成为一个十分紧迫的课题。
胚胎干细胞（embryonic stem cells, ESCs）是来源于囊胚

内细胞团的一种高度未分化细胞， 具有无限增殖和发育全

能性等特点，可自发分化为多种细胞，特定诱导条件下可定

向分化为某一特定细胞。 目前已知 ESCs 可分化为神经细
胞、心肌细胞、造血细胞、平滑肌细胞、软骨细胞等。 2001年，
Hamazaki 等[1]首次报道成功诱导小鼠 ESCs 分化为肝细胞样
细胞（hepatocyte-like cells, HLCs），迄今已有多个研究中心成
功开展了 ESCs 源性 HLCs 的体外研究。 2003 年，Rambhatla
等[2]成功诱导人 ESCs（hESCs）分化为 HLCs。目前已明确可由
ESCs 获得表达肝脏特异性标记物的 HLCs，但至今尚未建立
统一、高效的诱导分化体系。

2006 年，Takahashi 等 [3]首次于小鼠成纤维细胞内导入

特定转录因子（Oct3/4、Sox2、c-Myc 和 Klf4），重编程为具有
ESCs 特征的诱导多能干细胞（induced pluripotent stem cells,
iPSCs）。 此后诸多研究人员将特定基因、基因产物或小分子
化合物以类似方法导入不同来源的动物或人类体细胞，重

编程以获得 iPSCs。 此类细胞在形态、表面标记物、功能等方
面和 ESCs 相似，但避免了 ESCs 研究中所涉及的伦理问题。
且来源于患者的体细胞可大大降低细胞移植中可能出现的

免疫排斥反应。 因而，iPSCs 已成为干细胞研究领域炙手可
热的话题。 本文就 ESCs 和 iPSCs 诱导分化为 HLCs 的研究
进展作一综述。
一、肝脏发育过程中的信号调节

1． 细胞因子为主的信号通路调节： 肝脏发育涉及多种
信号因子， 最早期的前肠内胚层发育需高浓度转化生长因

子（TGF）-β 家族成员 Nodal 信号参与。在由早期心源中胚层
产生的成纤维细胞生长因子（FGF）作用下，肝脏胚胎原基细
胞增殖并迁移至横隔间充质， 在由后者产生的骨形态发生

蛋白（BMP）信号刺激下进一步分化、发育。 在随后肝细胞迅
速增殖和功能分化过程中， 间充质细胞分泌产生的肝细胞

生长因子（HGF）、造血细胞分泌的制瘤素（OSM）、糖皮质激
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素、血管内皮细胞等均发挥重要作用。 此外，细胞外基质和

细胞间信号亦在肝脏的发育过程中起重要作用。

2． 表观遗传修饰：表观遗传修饰是广泛存在于真核细

胞的一种转录后调控机制，可在染色质水平调节基因的激

活和沉默，但不改变基因序列。 ESCs 向肝细胞诱导分化过
程中常见的表观遗传修饰物质包括丁酸钠（SB）、5-氮杂胞
甙（5-AzaC）、二甲基亚砜（DMSO）、曲古抑菌素 A（TSA）。 SB
是一种组蛋白去乙酰化酶抑制剂， 可致核组蛋白超乙酰化

激活某些转录因子，进而激活某些基因表达，从而诱导细胞

分化。 5-AzaC 是一种 DNA 甲基转移酶抑制剂，是研究 DNA
甲基化对细胞分化和基因活化的重要工具， 其去甲基化作

用可促进肝脏相关基因的表达。 DMSO 和 TSA 的作用机制
与 SB 类似。
二、ESCs 和 iPSCs 诱导分化为 HLCs 的研究进展
1． 小鼠 ESCs 诱导分化为 HLCs：2001 年，Hamazaki 等 [1]

经拟胚体（EBs）细胞因子分阶段诱导法连续诱导小鼠 ESCs，
早期（第 9~12 d）予酸性 FGF（aFGF）、中期（第 12~18 d）予
HGF，晚期（第 15~18 d）予 OSM、地塞米松、胰岛素、转铁蛋

白和亚硒酸混合物， 并于第 18 d 检测成熟肝细胞相关基因
的表达，结果示肝细胞成熟标记物白蛋白（ALB）、葡萄糖-6-
磷酸酶和酪氨酸氨基移换酶表达增加， 提示该方法可成功诱

导小鼠 ESCs以获得 HLCs。 随后的研究中，科研人员在如何
提高诱导效率和获得功能更强的 HLCs 方面作了进一步探
索，采用的方法主要有 ：①加入各种肝脏发育过程中所需
的细胞因子， 如 HGF、FGF、BMP、 血管内皮细胞生长因子
（VEGF）、肝细胞核因子（HNF）等；②添加表观遗传修饰物
质，如 SB、DMSO、TSA 等；③导入与肝脏发育相关的基因或
启动子：Heo 等[4]将白蛋白启动子导入小鼠 ESCs，使其表达绿
色荧光蛋白，可有利于后续 HLCs 的分选、纯化和移植；④与
其他细胞共培养：Nishiofuku 等 [5]将小鼠 ESCs 和 EBs 与大鼠
肝星状细胞共培养，结果发现肝星状细胞可促进 EBS诱导分

化为 HLCs；⑤与细胞外基质共培养，常用细胞外基质有Ⅰ
型胶原和基质胶。

2. hESCs 诱导分化为 HLCs：目前已建立多种 hESCs 诱
导分化为 HLCs 的方法， 常用的早期诱导因子有激活素 A、
SB、Wnt3α 等。 激活素 A 可通过激活 activin/nodal 信号通路
诱导 ESCs 向内胚层分化 [6]。 Wnt/β-catenin 信号途径参与内
胚层后续阶段的肝脏发育。 Hay等[7]以激活素 A 结合 Wnt3α
成功诱导 hESCs 分化为具有肝细胞功能的 HLCs。 常用的中
期诱导因子有 HGF、FGF、BMP、DMSO 等。 HGF 可通过激活
c-Jun 通路促进肝脏发育。 FGF 家族中与肝脏发育相关的主
要因子有 FGF2、FGF4、FGF7，来源于横隔间充质的 BMP2 和
BMP4 可与 FGF 联合诱导肝脏分化 [8]。 晚期促成熟因子主要

包括 OSM 和地塞米松， 前者通过 gp130 信号转导通路诱导
肝脏成熟， 后者参与肝脏糖异生。 近年 hESCs 诱导分化为
HLCs 方面取得了突破性进展， 通过优化培养诱导体系，可
使诱导分化率明显提高（见表 1）。

3． iPSCs 诱导分化为 HLCs：除 ESCs 外，间充质干细胞、
脂肪干细胞、造血干细胞亦是 HLCs 的可能来源。 近年随着
iPSCs 概念的提出， 对 iPSCs 诱导分化为 HLCs 的关注亦明
显增加。 Iwamuro 等[18]以高浓度激活素 A、bFGF 和 HGF 分阶
段成功诱导小鼠 iPSCs 获得 HLCs。 Song 等 [19]首次应用分阶

段细胞因子诱导法获得人 iPSCs 来源的 HLCs， 第 7 d 约有
60%的细胞表达 AFP 和 ALB。 之后陆续有研究[20～22]报道由人

iPSCs 诱导分化为 HLCs， 所用诱导方案多效仿 hESCs。 Si-
Tayeb 等[22]在诱导中期采用低氧以提高诱导效率。 这些探索

为 iPSCs 来源的 HLCs 进行临床细胞移植提供了实践基础。
三、展望

迄今， 各因子分阶段组合可实现 ESCs 和 iPSCs 诱导分
化为 HLCs， 但获得 HLCs 所需各诱导因子的剂量和作用时
间尚无定论，且诱导获得的 HLCs 是否具有功能、能否用于
临床细胞移植仍待研究。 如需诱导获得临床级 HLCs，需保

表 1 hESCs 诱导分化为 HLCs 的研究进展
研究者 早期阶段 中期阶段 后期阶段 结果

Rambhatla等[2] EBS、SB 或 DM-
SO×4 d

SB、DMSO×（6~7） d SB、HGF×4 d 首次报道 hESCs 诱导分化为 HLCs，70%~80%的细胞表达
肝脏相关蛋白

Lavon等[9] EBS、肝细胞条件培养基×20 d aFGF、bFGF、HGF、
BMP4×10 d

首次报道经流式纯化获得 HLCs

Schwartz 等[10] EBS×7 d HGF、OSM、aFGF、bFGF、FGF4×14 d 无血清培养体系、细胞因子、细胞外基质组合可优化分化
效率

Baharvand等[11] EBS×5 d 三维培养体系，FGF、HGF、OSM、Dex、ITS△×20 d 三维培养体系较二维培养体系更易获得功能性 HLCs
Hay等[12] SB、激活素 A×

3 d
DMSO×7 d HGF、OSM×7 d 激活素 A 结合 SB 的起始诱导方案可获得分泌肝细胞相

关蛋白的 HLCs
Pei 等[13] EBs、激活素 A×

2 d
肝脏胚胎原基细胞共培
养×5 d

HGF、OSM、Dex×6 d 与肝脏胚胎原基细胞共培养可获得 HLCs

Touboul 等[14] 激活素 A、
FGF2×2 d

Ly294002、激活素 A、
BMP4、FGF2×8 d

FGF10、RA＃、
SB431542、HGF、
FGF4、EGF*×10 d

多阶段、多因子诱导体系获得均质性 HLCs 并移植入免疫
缺陷小鼠

Duan 等[15] 激活素 A、B27、
SB×（5~8） d

FGF4、HGF、BMP2、
BMP4、DMSO×（11~15） d

FGF4、HGF、OSM、
Dex、DMSO×14 d

90%的 HLCs 表达 ALB

Farzaneh等[16] 激活素 A、ITS×
3 d

HGF、FGF4×6 d HGF、FGF4、OSM、
Dex×9 d

三维纳米纤维共培养有利于 HLCs 功能的体现

胡智兴等[17] 激活素 A×5 d FGF1、BMP4×6 d HGF、OSM×（6~7） d 利用较为简单的诱导步骤获得功能性 HLCs
△ITS：硒；＃RA：维甲酸；*EGF：表皮生长因子
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证诱导效率、细胞活力、纯度、细胞移植数量等。 此外，应尽

量避免病毒等渗入诱导体系致基因突变， 需优化培养体系

以避免血清等残留； 诱导获得的 HLCs 在培养过程中如何
保持增殖潜力和表型，能否保证冻存后的存活率，移植细胞

体内能否长期存活等问题尚需进一步研究予以解答， 以帮

助制定较为完善的临床级 HLCs 生产和移植标准。
对诱导获得的 HLCs，除检测肝脏特异基因、蛋白的表

达外，还需行肝脏相关功能的检测，如 ALB 和 AFP 的分泌、
肝糖原的储备、尿素的生产、低密度脂蛋白和吲哚青绿等的

摄取等；此外，移植何种诱导分化阶段的 HLCs 亦有待探索，
且植入方法、部位，植入细胞追踪，功能维持，不良反应等均

需列入考察范围。 今后，进一步深入探讨和解决此类问题将

有望为 HT 开辟一条新的道路。
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