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肝干细胞研究进展
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当前原位肝移植是治疗终末期肝病的最有效的措施#但肝

源严重短缺#导致许多患者未能获得肝移植以及其费用昂贵)

移植排斥反应及长期应用免疫抑制剂引起并发症等成为限制

其广泛应用的主要原因*肝干细胞是一类具有自我更新与增

殖分化能力的细胞#能产生表现型与基因型和自己完全相同的

子细胞#同时还能分化为肝祖细胞#并在动物实验和临床研究

中均取得了显著进展*为众多急慢性肝损伤)肝代谢性疾病的

患者带来了新的希望*同时#也应清醒的认识到#从肝干细胞

基础研究到广泛临床应用仍有诸多问题需要认识和解决*现

就肝干细胞的研究进展作一综述*

D

!

来源与分布

肝源性肝干细胞包括胎肝干细胞)肝卵圆细胞&

+2

S

7=/*-$

Q73*233

#

]J'

'*

&5[56/

等+

%

,采用荧光激活细胞分类法从小鼠

胎肝中分离到一种增殖能力很强的细胞#体外培养可形成较大

的集落#体外存活时间也大为延长#提示小鼠胎肝中存在高增

值潜能的肝干细胞*

873+/

等+

(

,从人胎肝中分离出一种上皮

祖"干细胞#它具有很强的集落形成能力*在培养条件下可增

生数月#且细胞分裂
G)

次以上后仍能保持正常核型#在联合免

-

%MM(

-

检验医学与临床
()%)

年
%(

月第
O

卷第
(L

期
!

97:824'3/.

!

I2*20:2,()%)

!

-̂3DO
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T-D(L



疫缺陷小鼠体内可分化为成熟肝细胞*

]J'

是一类胞体小)

核大胞质少)呈卵圆形浅染的一类细胞*目前对于人肝脏中与

啮齿类动物卵圆细胞相似的这群细胞建议命名为肝脏祖细胞

&

+2

S

7=/*

S

,-

@

20=-,*233<

#

]C'<

'*

肝干细胞的确切来源尚有争议#通常认为肝干细胞源于内

胚层组织#有证据证明在肝脏发育的早期在造血组织内存在肝

干细胞*通过流式细胞检测分析显示在肝脏发育早期#大约有

%LY

的
'IGA_

细胞表达
#

样蛋白
$%

#这是肝干细胞标记物之

一+

L

,

*现在大多数研究者认为
]C'<

定居于终末小胆管&

]2$

,/.

@

管'中#因为那是一个比较特殊的解剖位置#即位于肝小叶

边缘#连接胆小管和小叶间胆管*门脉周围放射状排列的胆管

型小细胞就是构
]2,/.

@

管的胆管细胞#这些细胞通常能越过

肝板进人到邻近的肝小叶内*三维结构分析表明#坏死后的胆

小管反应沿着
]2,/.

@

管分布#同时有证据表明#

]C'<

存在于

胆管板&在胎儿肝脏'#胎儿和新生儿肝脏的胆管板过渡到儿童

和成人肝脏的终末胆小管的过程已观测到*因此#终末胆小管

被认为是胆管板在成人的残余物#它具有双向分化的潜能*由

此表明
]C'<

存在于
]2,/.

@

管+

G

,

*

E

!

肝干'祖细胞的分离和提取

胎肝作为肝再生的细胞来源的一大优势是没有选择压力

仍可增殖)保持双向分化的的能力+

A$H

,

#运用流式荧光活化细胞

培养&

#P'&

'技术#

]2,,2,

等+

F

,从健康成人肝脏分离并鉴定了

肝祖细胞*运用免疫组化方法发现肝干细胞高度表达的有甲

胎蛋)清蛋白&

P3:

')

Ĵ M

&

J$Q73*23307,62,M

')

&'#

"

*$6/=

)细

胞角质素&

*

1

=-62,7=/.

#

'c

'包括
'cO

)

'cH

)

'c%H

及
'c%F

等#

但特异性不高#有待进一步研究*采用
!+

1

$%

阳性选择#

]C'<

也可分离获得#

!+

1

$%

阳性细胞拥有祖细胞&

'ILG

)

*$6/=

)

'c%G

)

8(Cc

)

Ĵ M

')胆管细胞&

'c%F

'和肝细胞&

]2

S

C7,%

'

的标记物*在
!+

1

$%

阳性细胞移植到免疫缺陷小鼠体内后#大

部分移植物在肝小叶门静脉周围可以检测到#通过分析发现移

植细胞表达人肝细胞标记物
]2

S

C7,%

)清蛋白+

%)

,

*

!+

1

$%

&

'IF)

'证实在人肝母细胞瘤也有表达+

%%

,

*这种表面抗原对

从人胎肝分离祖细胞意义重大+

%(

,

*

c507<+/,-

等+

%L

,为获得可供体内移植用的胚胎干细胞源

性肝细胞#采用密度梯度离心法)免疫磁珠分选法和流式细胞

仪分选法进行纯化细胞#效果较好#为体内移植打下了基础*

&7.45

等通过实验进一步比较了胚胎第
%G

天胎儿肝上皮祖

&

?2=733/Q2,2

S

/=+23/73
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,-

@

2./$=-,

#

#9WC

'细胞和成熟肝细胞的

优缺点*得出!&

%

'

#9WC

细胞在移植
M

个月后仍能继续增殖#

而成熟肝细胞在移植后第
%

个月就停止增殖(&

(

'

#9WC

细胞

增殖的细胞群无论从数量上还是大小上都持续升高#而成熟肝

细胞却逐渐缩小(&

L

'

#9WC

细胞能够分化成肝细胞和胆管细

胞而成熟肝细胞只能增殖分裂成肝细胞+

%G

,

*因此
#9WC

细胞

移植是目前很有发展前景的项目*

F

!

肝干'祖细胞的分化

肝细胞核因子
G

&

]2

S

7=-*

1

=2.5*327,?7*=-,$G

#

]T#$G

'在

肝细胞分化中起到重要作用+

%A

,

*

]C'<%G4

的胎肝获得#用

细胞分选系统分离*研究者用腺病毒介导的
]T#$G

转染目标

细胞#用逆转录多聚酶链反应和
.-,=+2,.

印迹分析肝特异标

志物#

]T#$G

过表达肝祖细胞被注入受体小鼠#其用二甲基亚

硝胺处理并行
L)Y

的肝部分切除术*在移植后
A4

#移植物的

中央细胞清蛋白染色阳性#但是周围细胞细胞角蛋白
%F

的片

段染色也是阳性*腺病毒介导的
]T#$G

转染#促进了
]T#$

G

)

P

S

-P%

)

P

S

-'L

+

%M

,

#孕烷
g

受体信使
BTP

的表达*接受了

]T#$G

过表达
]C'<

的小鼠#对比参照组#存活率明显提高*

而且该组的小鼠血清清蛋白)糖)总胆固醇也要高些*

G

!

肝干'祖细胞的激活

在成人
]C'<

是增殖率较低的静止干细胞*在肝脏损伤#

如肝部分切除术和胆管套扎术后#干细胞和小叶间胆管细胞表

现出了高的增殖率#与肝脏的修复和胆管数量的增加高度相

关*因此#肝祖细胞是一个储备区#只有在肝脏的成熟上皮细

胞持续遭到破环和复制被抑制或者出现严重的细胞凋亡时才

激活*之后从门静脉周围区扩增到中央区#并分化为肝细胞和

胆管细胞*

急性和慢性肝脏损伤模型中
]C'

的激活模式是不同的*

大剂量的致癌物
PP#

使用可导致急性反应#包括干祖细胞大

量的增殖#其能深入到肝小叶但大多数却未分化(低剂量的

PP#

诱导慢性肝损伤和低强度
]C'

区的激活*祖细胞区域

发生显著增殖出现在肝细胞急性大量坏死后的再生中*相似

的#显著的
]C'<

激活在大多数慢性人类肝病里都有描述+

%O

,

*

在
]C'<

活化中肝祖细胞微环境起了支持和促进作用#其成分

包括肝门肌成纤维细胞&

8#

'#肝星型细胞&

]&'<

')炎性反应

细胞等*炎性反应细胞产生大量细胞因子和化学因子影响

]C'

对肝损伤的反应*星形细胞
]&'<

是生长因子#转化生

长因子#酸性成纤维细胞生长因子的主要来源*两类细胞可相

互作用+

G

,

*此外损伤因素作用于肝脏后导致肝细胞和胆管细

胞发生损害后所释放物质#主要包括乙醛)乳酸)花生四烯酸)

活性氧中间产物和反应性氮中间产物等都对
]C'<

的激活和

分化产生一定的作用*而干扰素
$

体外实验显示干扰素
$

刺

激的肝细胞和胆囊上皮细胞分化#通过清蛋白和
K9$%F

表达增

多#同时伴有甲胎蛋白和
!+

1

$%

表达下调而反映出来*体内试

验中给予小鼠低胆碱和高乙硫氨基酪酸饮食#以引发其肝损伤

和卵圆细胞增殖#然后应用干扰素
$

$(:

治疗
(

周*结果显示#

治疗后小鼠的卵圆细胞数量与治疗前相比减少
G

倍&

!

$

)D)A

'*因此干扰素
$

可明显降低慢性肝损伤中
*$6/=

阳性的

肝祖细胞数量#在预防肝祖细胞肿瘤前变化有一定作用+

%H

,

*

M

!

肝干'祖细胞运用

近来
J2,=23

等+

%F

,进行移植&

%G4

'胚肝干细胞实验#连续

增殖
M

月后#发现这些细胞分化为成熟肝细胞和胆管细胞#并

占据了
(LDAY

肝质量*而且干细胞系还参与了
P3:$5CP

"

&'KI

转基因鼠的肝再生#达到了原组织的
AY

#且没有发现细

胞融合现象*

杜智等+

()

,采同某系大鼠来源的肝干细胞经肝脏移植用到

用
I$

氨基半乳糖处理同系大鼠#制备的暴发性肝衰竭模型里#

结果表明肝干细胞移植组大鼠一般情况改善#中位生存时间延

长#血氨)总胆红素及谷丙转氨酶等指标明显低于对照组(肝脏

病理改变减轻#可见核"质比例较大的小细胞增殖*在采用部

分肝切除的肝损伤动物模型里用一种能够抑制肝实质细胞分

裂的毗咯双烷类物质倒千里光碱处理#一类称为为0小肝细胞

样祖细胞1的细胞群在
%G4

后占据肝实质
A)Y

#并且具有与胎

肝细胞)成熟肝实质细胞和卵圆细胞有共同标志物(短期培养

后鉴定并收集这些特定细胞#然后移植人同系大鼠肝脏#他们

发现#这些细胞能增殖#而且确实植入了受体肝脏的肝板中*

一旦植入#这些细胞开始增殖分化为成熟肝实质细胞+

(%

,

*
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!-5,7/.2

+

((

,充分利用年轻胎儿的免疫耐受将供体子官里

的胚胎肝移植到受体胎儿#除了
(

例因各种原因导致流产外#

其余
G

例相当成功#恢复了受体的免疫功能#部分纠正了
!

$

地

中海贫血*细胞移植的优点是显而易见的*&

%

'由于宿主免疫

不成熟而导致耐受(&

(

'受体子宫里的胎儿容易分离(&

L

'宿主

胎儿细胞和生长因子能提供供体胚胎发育优良的环境(&

G

'不

成熟的供者不会对宿主造成疾病*

利用肝干"祖细胞的强增殖能力#采用细胞移植来修复与

治疗受损或病变的组织和器官*肝细胞移植是治疗暴发性肝

衰竭与遗传性肝病的有效治疗手段#已经有数名患者为恢复肝

功能而接受了这种细胞移植+

(L$(G

,

*

O

!

肝干细胞应用存在的问题

干细胞能够自我增殖和定向分化#不仅可以成为肝衰竭患

者度过危险期)等待肝源进行肝移植的一个过渡方法#又能直

接修复损伤肝脏#作为细胞疗法应用于临床治疗肝衰竭)各种

终末期肝病*而且干细胞治疗可能还是需要与其他有效的治

疗措施结合起来#因为单纯细胞输注可能不会完全改善肝脏结

构的变性损害#例如肝脏的硬化*

然而#肝干细胞的应用还存在许多问题#哪种肝干细胞是

移植的最佳选择5 肝干细胞的获得效率)最适宜的移植途径)

移植数量和时机5 移植后定位追踪目前最常用的体内移植细

胞示踪剂多为荧光物质&如
"#C

报告基因)

'#IP$&W

等'#也

有报道将携带
\

染色体的肝干细胞移植到带雌性动物肝内#

通过
\

染色体追踪移植物的方法+

(A

,

*陈曦等+

(M

,采用
8-32*5$

37,C,-:2<

公司生产的示踪剂
'8$I/K

荧光标记鼠供体骨髓干

细胞经尾静脉注入受体鼠#定期肝切片荧光显微镜下观察#

'8$I/K

标记的骨髓干细胞呈红色荧光#

'8$I/K

标记率为

FFDFY

*随着分子影像学&

0-32*537,/07$

@

/.

@

'的发展#

8BK

活体移植细胞示踪技术逐渐应用*应用特异性对比剂标记供

体移植细胞并行受体检石药共振检测#是活体观察移植细胞存

活和分布的不错方法+

(O$(F

,

#但此法操作复杂#需要检石药共振

设备和专业设备#费用昂贵#难以普及*肝内微环境相互作用

的具体机制即体内分化)致瘤性*如一些类固醇激素&雌激素)

孕酮'#胰岛素样生 长 因 子 &

K"#%

'#血 管 内 皮 生 长 因 子

&

Ŵ"#

'#乙酰胆碱在一些研究中被证明在肝损伤中对胆管细

胞的增殖有调节作用#但作用机制仍不明 *虽然
]C'<

表达

几种标记物#但从人类分离肝祖细胞仍是较困难的#而且没发

现完全特异的标记物或者发现的又不是表面蛋白*

因此认为动物实验应先做#用以寻找最佳移植细胞#评估

其动员)归巢)植入途径及增殖能力#或者他们分化子代后从功

能上替代凋亡的肝细胞的能力*临床上运用肝干细胞"祖细

胞"分化的子代细胞应预先设计#也需要有为了标准化过程而

制定的标准化治疗方案的发展*如细分移植细胞种类)患者)

病程和辅助治疗等*

S

!

结
!!

语

目前肝干细胞研究已取得巨大进展*肝干细胞对肝病患

者的治疗效果令人关注#但若能解决哪种肝干细胞是移植的最

佳选择(肝干细胞的获得效率)最适宜的移植途径)移植数量和

时机#移植后定位跟踪及和肝内微环境相互作用的具体机制即

体内分化)致瘤性等问题#那在不久的将来#在临床中治疗肝病

时#肝干细胞移植将会是一个很好的选择*
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甲基化在癌症及炎性反应中的研究进展
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在研究白血病和乳腺
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此蛋白分子包含
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个氨基酸残基#它的
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末端开始的将近一半

区域则被称为胱天蛋白酶募集域#它是很多参与凋亡信号转导

蛋白的特征性结构*
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都是具有六螺旋的死亡结

构域超家族成员#
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调节凋亡与炎性反应信号途径中信号

传递复合物的形成#是甲基化诱导沉默子
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基因也称为
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基因可在许多正常组织中表现#如结肠)

甲状腺)脾)小肠)肺)中性粒细胞)单核细胞)上皮细胞&皮肤鳞

状上皮细胞)肾小管上皮细胞)结肠腺上皮细胞'*在乳腺组织

中
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基因在乳管分泌上皮细胞中表达*但在肌上皮

细胞和基质细胞中不表达(在外周血淋巴细胞)扁桃体)淋巴结

中
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甲基化的介绍
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在哺乳动物基因组中#胞嘧啶的第
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位碳原子可以被胞嘧啶)
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甲基化是一种基因外&
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'修饰#它不改变
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的一级结构并且在细胞正常发育)

基因表达模式以及基因组的稳定性中起着至关重要的作用*
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甲基化模式是动态的#例如在早期发育阶段#受精后发育

的特征是在全基因组范围内发生去甲基化#接下来又发生区域

性的甲基化#这种基因组范围的
ITP

甲基化改变使甲基化模

式得以建立*甲基化模式的混乱与异常发育有关#包括癌症*
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甲基化的改变#与遗传因素改变一样都是人类肿瘤的特

点之一*
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在肿瘤中#可以发现参与
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修复的基因经常由于启动

子区高甲基化而失活*第一个在前列腺癌中被证明的此类基

因是谷胱甘肽转移酶&
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'#实验证明甲基异常发生在大多

数前列腺癌中#并且还是导致该基因失活的原因*同时也在乳
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