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 文献综述 REVIEW

MSCs分化为功能性肝细胞的研究进展

张国尊, 李春生, 张晓岚

®

■背景资料
肝硬化是我国常
见疾病和主要死
亡原因之一, 肝移
植是肝硬化、终
末期肝病的唯一
治疗方法, 由于肝
源紧张、免疫排
斥及费用昂贵限
制了肝移植的临
床应用. 近年来研
究发现, 干细胞移
植可作为替代肝
移植的一种新的
移植治疗方法.
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Abstract
Mesenchymal stem cells (MSCs) are a group of 
stem cells deriving from mesodermal mesen-
chyme. They can be recovered from a variety of 
tissues, including bone marrow, umbilical cord 
tissue, umbilical cord blood, peripheral blood 
and adipose tissue. Under given conditions, 
MSCs can differentiate into bone, fat, nerve 
cells, hepatocytes and many other cells, and thus 
can be used as a new treatment to substitute 
for organ transplantation. In recent years, the 
incidence of end-stage liver disease has been 
increasing and it has become one of the major 
diseases affecting human health. Donor scarcity 
and immunological rejection limit the clinical 
application of liver transplantation. Numerous 
studies have confirmed the therapeutic effects 
of MSCs on hepatic fibrosis, cirrhosis and other 
liver diseases, which may be related to the dif-
ferentiation of MSCs into functional hepatocytes. 

This paper reviews the capacity, regulation and 
molecular mechanism of MSC differentiation 
and discusses the therapeutic effects of different 
sources of stem cells for liver fibrosis.
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摘要

间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)
来源于中胚层间充质, 广泛存在于骨髓、脐带
组织、脐血、外周血、脂肪等组织中. 在特定
条件下, 可以分化为骨、脂肪、神经细胞及肝
细胞等多种细胞, 进而作为一种替代器官移植
的新的治疗方法. 近年来, 肝硬化等终末期肝
病的发病率日益上升, 成为影响人类健康的重
大疾病之一. 肝源紧张、免疫排斥限制了肝移
植的临床应用, 然而众多研究证实MSCs对肝
纤维化、肝硬化等肝病的治疗作用可能与其
分化为功能性肝细胞有关, 但具体机制尚不十
分清楚. 本文就MSCs的分化能力及其分化的
调控、分子机制和不同来源干细胞对肝纤维
化的治疗作用作一综述. 
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0  引言

肝硬化是我国常见疾病和主要死亡原因之一, 
肝移植是肝硬化、终末期肝病的唯一治疗方法, 
但是由于长期缺乏供体、操作复杂、移植后免

疫排斥、治疗费用昂贵等问题, 限制了肝移植

的临床应用[1]. 近年来研究发现, 干细胞移植可

作为替代肝移植的一种新的移植治疗方法[2,3]. 
与器官移植相比, 干细胞移植来源丰富[4], 移植
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■研发前沿
间 充 质 干 细 胞
(MSCs)可治疗肝
纤维化、肝硬化
等终末期肝病, 其
具体作用机制尚
不十分清楚, 可能
与MSCs分化为功
能性肝细胞及免
疫调节等有关, 有
待于进一步研究
证实. 

创伤性小, 可反复进行, 可降低急性肝衰竭的死

亡率[5]. 间充质干细胞(mesenchymal stem celIs, 
MSCs)是一种多能干细胞, 不仅可以分化为成骨

细胞、脂肪细胞、肌肉细胞等中胚层间质组织

细胞[6-9], 还可跨越胚层界限, 分化为外胚层的神

经元及内胚层的肝细胞等[10]. 众多研究证实, 将
MSCs移植入肝纤维化及肝硬化的大鼠体内, 肝
功能可以得到明显改善, 但具体作用机制尚不

十分清楚, 可能与分化为肝细胞有关. 

1  MSCs的体内外分化

1.1 MSCs的体外分化 不同来源的MSCs均可分

化为肝细胞, 其中促进分化的分子机制非常复

杂, 单纯适当的培养基对于诱导分化出特定的

细胞类型是远远不够的, 即使是体外分化, 分
化条件亦较难模拟, 在此我们强调培养细胞分

化的微环境因子的重要性. 体外培养时, 培养

基中加入适当可溶性因子通常对MSCs向间质

组织分化至关重要. Pournasr等[11]在培养基中

相继加入肝细胞生长因子(hepatocyte growth 
factor, HGF)、成纤维细胞生长因子(fibroblast 
growth factor-4, FGF-4)进行第5代骨髓源间充

质干细胞(bone marrow mesenchymal stem cells, 
BM-MSCs)培养, 每3 d更换1次培养基. 发现起

初6-7 d, 细胞出现了从双极的成纤维细胞向圆

形的上皮样细胞的转变, 但此时细胞仍为纺锤

形; 在分化的后期阶段, 细胞变得十分致密, 为
圆形, 并呈现出清晰的单核或双核; 此后继续分

化, 于14-40 d可见到小圆形或椭圆形的多面体

细胞, 即为原始肝细胞. 在肝细胞的诱导分化过

程中细胞不仅发生了形态学变化, 随后亦检测

到了肝细胞的特有蛋白包括细胞角蛋白18(cyto-
keratin 18, CK18)、α-抗胰蛋白酶(alpha-1 anti-
trypsin, AAT)及白蛋白(albumin, ALB)的表达, 从
而证实了BM-MSCs向功能性肝细胞样细胞的

分化. 同样体外添加HGF、FGF-4可诱导脐带源

MSCs(umbilical cord-derived mesenchymal stem 
cells, UC-MSCs)[12,13]、大鼠BM-MSCs[14]及脂肪

源间充质干细胞(adipose tissue-derived mesenchy-
mal stem cells, AT-MSCs)[15]分化为功能性肝细胞

样细胞(hepatocyte-like cells, HLCs). Pan等[16]体外

诱导肝源性MSCs分化, 将传统体外干细胞诱导

分化3步法中的第3步改良, 加入JFH-1源HCV孵

育, 30 d后检测到hALB、糖原等肝细胞特有标

志物的表达, 并且具有与BM-MSCs分化来的肝

细胞样细胞相似的特性, 从而证实肝源性MSCs

在体外亦可以分化为肝细胞样细胞. 
1.2 MSCs的体内分化 在体内实验研究中, Ju等[17]

将GFP+的BM-MSCs移植入CCl4诱导的肝纤维

化大鼠体内, 研究发现移植后4 wk细胞形态由

圆形向肝细胞形态转变, 其中1/3的细胞表达肝

细胞特有标志蛋白, 进而证实MSCs向功能性

肝细胞的体内分化过程伴随形态学的变化, 这
与体外研究结果一致. 其余2/3的细胞不表达肝

细胞特有蛋白可能与以下因素有关: (1)移植的

MSCs为不同时期的细胞, 其分化增殖能力不

同, 检测到的只是一部分发生了转分化; (2)只有

部分MSCs具有转分化功能; (3)由MSCs分化来

的细胞部分已被CCl4破坏, 但其具体机制尚不

清楚. 吴雄志等[18]分离并体外培养♂小鼠BM-
MSCs, 将第5代BM-MSCs移植到肝切除的♀小

鼠肝脏残余物中, 移植第5天和第14天通过荧光

原位杂交和荧光免疫检测方法可以检测到受体

鼠肝脏中出现Y染色体与CK18双阳性细胞, 移
植14 d后受体鼠肝脏重量有所增加, 说明BM-
MSCs能够被诱导分化成肝细胞, 参与肝脏再

生. UC-MSCs移植入小鼠体内的2-4 wk内可检

测到AFP、ALB等肝细胞标志物, 证实了UC-
MSCs在小鼠体内的肝细胞分化[19]. 将胎盘来源

的MSCs移植入CCl4诱导的肝纤维化大鼠体内, 
发现ALB表达明显上调, 再次证实了MSCs的肝

分化[20]. 
1 .3  M S C s的分化受介质的动态变化所调控 
M S C s在不同条件下可以分化为不同胚层来

源的组织, 其中特定的细胞因子在MSCs的定

向分化中发挥了重要作用 .  例如转化生长因

子β(tumor-derived transforming growth factor, 
TGF-β)和骨形成蛋白(bone morphogenetic pro-
tein, BMP)为软骨形成所必须; 有机磷酸盐为骨

形成所必须; 激素刺激才能使其分化为脂肪组

织[21]. Piryaei等[22]将鼠BM-MSCs在体外有或无

纳米纤维的条件下培养至第18天及第36天分别

分化为早期和晚期肝细胞样细胞, 随后各组分

别移植入CCl4诱导的肝纤维化小鼠体内, 研究发

现纳米纤维可以促进MSCs向肝细胞分化, 并可

以在长时间内使细胞保持其功能, 纳米纤维诱

导分化的MSCs可以更好地改善肝纤维化小鼠

的肝功能. 
Mohsin等[23]应用损伤的肝组织预处理MSCs, 

随后将其移植入肝纤维化小鼠体内, 结果发现

与未处理MSCs组相比, MSCs预处理移植组小

鼠体内的CK8、CK18、ALB等表达较前者明显
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■相关报道
有报道检测MSCs
分泌的一些细胞
因子, 证实MSCs
在治疗肝硬化等
终末期肝病中发
挥了重要作用, 从
而证实了MSCs的
免疫调节功能. 

上调; 同时有研究发现损伤的肝组织可以通过

分泌细胞因子促进干细胞向肝细胞的分化[24], 从
而证实损伤肝组织预处理干细胞可以增强其分

化为肝细胞的能力. Dong等[25]证实在肝损伤环

境中去除FGF-4、HGF及抑瘤素M(oncostatin M, 
OSM), BM-MSCs的肝分化明显受到抑制, 当重

新补充上述生长因子时又恢复其分化能力, 进
一步将以上3种因子单一或任意组合作用于BM-
MSCs, 结果发现FGF-4+HGF干预组细胞高表达

AFP, 低表达ALB; FGF-4+HGF+OSM干预组细

胞的AFP及ALB均处于高表达水平, 其他干预组

的AFP及ALB均处于低表达水平. 可见FGF-4、
HGF及OSM在BM-MSCs的肝分化中起重要作

用, 其中FGF-4及HGF在BM-MSCs肝分化的早

期阶段起协同作用, OSM对BM-MSCs后期肝分

化过程中的肝细胞成熟至关重要. 
Ayatollahi等[26]分离BM-MSCs体外培养, 在

添加常规MSCs向肝细胞分化的诱导因子的基

础上加入胰岛素样生长因子1(insulin-like growth 
factor 1, IGF-1)诱导BM-MSCs向肝细胞分化, 与
对照组相比, 无论是细胞形态评估, 还是糖原含

量测定, ALB、AFP及尿素分泌, IGF-1干预组细

胞分化程度更佳, 表明IGF-1可以促进BM-MSCs
向肝细胞样细胞分化.  

此外 ,  完全活化的肝星状细胞可以促进

MSCs向肝细胞样细胞的分化[27,28]; HNF-4α[29]及

HNF3β[30]过表达亦可以促进BM-MSCs向肝细胞

样细胞的分化; HBV感染的血清可以抑制MSCs
的增殖, 但不会影响其向肝细胞的分化[31]. 

2  MSCs分化为功能性肝细胞的分子机制

2.1 MSCs和成纤维细胞 MSCs与成纤维细胞之

间有密切关系[32], MSCs和成纤维细胞的细胞表

型(包括形态学、特定形成蛋白标志物)及生长

能力无差别, 他们是同一细胞的不同功能状态. 
人皮肤成纤维细胞在体内外特定诱导条件下可

以分化为形态和功能类似肝细胞的肝细胞样细

胞[33]. Sun等[34]在体外特定条件下培养人肝脏成

纤维细胞, 随着培养时间的延长, 人肝脏成纤维

细胞逐渐向具有多面体形态的肝细胞转化, 同
时伴随肝细胞特有标志物的表达; 另外将人肝

成纤维细胞注入免疫缺陷的小鼠体内, 结果在

小鼠体内可检测到人肝细胞蛋白, 证明成纤维

细胞在体内外可分化为肝细胞样细胞. 成纤维

细胞有进一步的分化潜能, 支持成纤维细胞是

干细胞系中进一步成熟的移行细胞的假说. 

2.2 MSCs分化为功能性肝细胞的MET假说 尽管

上述研究证实MSCs可分化为肝细胞样细胞, 但
是关于转分化及其分子机制尚不清楚. 2008年
Yamamoto等[35]在胃癌患者行胃切除术中提取

患者体内的脂肪组织, 分离出其中的AT-MSCs
后, 再分选出CD105+的AT-MSCs, 然后对AT-
MSCs行肝细胞诱导分化. 首先在肝细胞培养基

中添加转铁蛋白、抗坏血酸、表皮生长因子、

HGF、GFG-1、FGF-4等因子培养3 wk, 之后

肝细胞培养基中改添加OSM及地塞米松(dexa-
methasone, Dex)培养2 wk, 接下来的5 wk于单纯

肝细胞培养基中培养, 聚类分析显示诱导组AT-
MSCs与原代肝细胞的基因表达极为相似, 说
明以上方法诱导分化出AT-MSCs源肝细胞(AT-
MSC-derived hepatocytes, AT-MSC-Hepa). 此外

免疫细胞化学显示, AT-MSC-Hepa为圆形的上皮

细胞样形态, 而未分化的AT-MSCs为成纤维细胞

样形态, 即在肝分化过程中细胞形态发生了从

成纤维细胞样向上皮细胞样的形态学转变. 基
因微点阵分析显示诱导上皮向间充质细胞转变

(epithelial-to-mesenchymal transition, EMT)的因

子Twist和Snail在细胞分化过程中表达下调; 上
皮细胞中表达的基因E-cadherin及alpha-catenin
在AT-MSC-Hepa中表达上调; 相反, 间充质细胞

中表达的基因N-cadherin及vimentin随分化而表

达下调. 同时, 将人脐带血MSCs(human umbili-
cal cord blood-derived MSCs, HMSCs)移植入肝

纤维化大鼠体内, 可检测到磷酸化肝间质上皮

转换因子表达上调[36], 以上支持在MSCs向肝细

胞分化过程中经历了MET的假说, 即间充质细

胞到上皮细胞的转变. 

3  MSCs分化来的肝细胞样细胞对肝纤维化的治

疗作用

3.1 AT-MSCs对肝纤维化的治疗作用 Banas等[37]

在征得受试者知情同意后, 提取了腹部肿瘤术

后患者的5 g皮下脂肪, 分离其中的MSCs, 添加

HGF、FGF-1、FGF-4、OSM和Dex共培养40 d, 
随后几乎都转化为与肝细胞具有相似特性的细

胞. 研究这些肝细胞的特性时, 检测到了十几种

肝细胞特异性蛋白, 比如血清组分白蛋白和药

物代谢酶. Banas等[15]将大约107个AT-MSCs分化

来的肝细胞移植入人为致药物性肝衰竭的鼠体

内, 升高的氨浓度在24 h内下降至接近正常水平, 
同时还发现这些细胞具有一定的细胞色素P450
的代谢活性, 这对肝脏中的药物代谢非常重要, 
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■应用要点
本文总结了MSCs
分化在其治疗终
末期肝病中的作
用及最新研究进
展, 为临床MSCs治
疗肝硬化等终末
期肝病提供理论
基础及指导作用.

尤其像CYP2C9和CY2B6这些酶的产量与对照

组培养的第1代人类肝细胞产生的量相当, 由此

可见AT-MSCs通过分化为肝细胞样细胞对肝纤

维化起到治疗作用. 
3.2 HMSCs对肝纤维化的治疗作用 Jung等[38]将

HMSCs经尾静脉移植入CCl4诱导的肝硬化大鼠

体内, 分别于移植后1、2、4 wk处死大鼠, HE染
色、MT染色及组织病理学纤维化评分显示与

CCl4模型组相比, HMSCs组肝纤维化明显减轻; 
血清学检测显示HMSCs组的ALT、AST于移植

后2、4 wk明显下降; HMSCs移植后4 wk组的肝

组织中Ⅰ型胶原、TGF-β1及α-SMA的表达较

CCl4模型组下降, 同时在HMSCs组的肝组织中

检测到了hAFP、hALB的表达, 证明HMSCs可
以改善肝硬化大鼠的肝功能, 减轻肝纤维化程

度进而对肝硬化起到治疗作用, 其中HMSCs发
生了向功能性肝细胞样细胞的分化. 
3.3 BM-MSCs对肝纤维化的治疗作用 Hwang等[39]

将BM-MSCs经脾移植入硫代乙酰胺诱导的肝硬

化大鼠体内, 发现BM-MSCs归巢至肝实质, 先分

化为表达CK-19及Thy1的卵圆细胞, 随后分化为

表达白蛋白的肝细胞样细胞, 并证实BM-MSCs
移植可以修复损伤的肝细胞, 使肝星状细胞发

生凋亡、减轻肝纤维化. 与此同时, L i等[40]将

BM-MSCs与肝细胞共培养14 d后移植入CCl4诱

导的肝纤维化大鼠体内, 移植后1、3、4 wk处死

大鼠, 结果显示肝纤维化得到明显改善, 免疫组

织化学检测到ALB、AFP、CK19于移植后1 wk
表达升高, RT-PCR和Western blot结果显示移植

4 wk后CK18、CK19表达明显增加, ALB在蛋白

水平增加. 由此我们推测共培养的MSCs在移植

后的前3 wk为肝前体细胞, 之后分化为肝细胞或

胆管上皮细胞, 并且研究显示相对于用生长因

子共培养MSCs, 肝细胞共培养组细胞移植体内

后可向肝细胞继续分化的时间更长. 从以上结

果我们可以得出, MSCs分化来的肝前体细胞对

肝纤维化有治疗作用, 今后有待于我们进一步

研究促进MSCs向肝细胞分化从而对肝纤维化

起到更佳治疗效果. 
Peng等对527例乙肝肝衰竭患者进行相同内

科治疗, 其中53例进行自体BM-MSCs移植, 105
例作为对照. BM-MSCs移植组患者经肝动脉缓

慢输注BM-MSCs后2-3 wk内, 与对照组相比, 
ALB、TBIL、PT及MELD评分得到明显改善, 
移植后192 wk随访, 两组患者肝癌患病率或死亡

率无明显差别, 同时肝硬化患者与无肝硬化患

者行BM-MSCs移植后肝癌患病率或死亡率亦无

明显差别, 可见自体BM-MSCs移植对乙肝肝衰

竭患者是安全的, 短期疗效较好, 但长期疗效不

是十分理想. 从改善的一些指标来看, BM-MSCs
移植可用于肝硬化的治疗, 并且有可能降低肝

硬化患者的肝癌发病率或死亡率. El-Ansary M
等[41]对15例Child-Pugh C级, MELD评分大于12
分的丙肝肝硬化患者进行BM-MSCs移植, 移植

又分为未分化BM-MSCs与分化BM-MSCs组, 
移植后3 mo和6 mo, 随访患者显示其肝功能(包
括凝血、白蛋白、胆红素及MELD评分)得到

部分改善, 临床与实验结果未见未分化组与分

化组有明显差别, 实验证明未分化与分化组的

BM-MSCs移植对肝硬化均有治疗作用. 有研究

显示BM-MSCs体外可以抑制T细胞[42]等多种免

疫细胞的活性, 其具体机制尚不清楚, 这可能在

MSCs治疗肝纤维化过程中起到了作用[43]. 目前

研究证实干细胞对肝脏代谢疾病及各种原因引

起的肝硬化均有一定的治疗作用[44]. 

4  不同来源的MSCs分化能力的比较

Chen等[45]将UC-MSCs和BM-MSCs诱导分化

为内皮细胞样细胞, 分析内皮细胞特有标志物

及其功能, 结果显示二者具有相似的摄取低密

度脂蛋白的能力, 但是UC-MSCs较BM-MSCs
具有更强的增殖能力. Real-time PCR和免疫组

织化学均证实UC-MSCs具有更强的表达内皮

细胞特有标志物的能力. 吕璐璐等[46]证实UC-
MSCs具有比BM-MSCs更强的增殖能力, 研究

显示UC-MSCs HLA-ABC和CD106分子表达低

于其在BM-MSCs中的表达, 即UC-MSCs具有

更低的免疫原性; 其次, 分化出的肝细胞样细胞

仍保持低免疫原性[47], 有望成为BM-MSCs理想

的替代来源. 
近来一个关于BM-MSCs和羊膜源间充质干

细胞(amniotic fluid-derived MSC, AF-MSC)的在

体研究显示后者具有更强的分化能力、肝脏分

化潜能, 遗传学上亦更加稳定. 功能研究结果显

示AF-MSCs来源的肝细胞样细胞表达肝细胞特

有的标志物, 合成尿素、储存糖原及所有成熟

肝细胞的功能. Puglisi等[48]发现, 与BM-MSCs相
比, AT-MSCs体外培养其功能维持的时间更长, 
增殖能力亦更强[49]; 并且AT-MSCs资源丰富, 通
过简单的脂肪抽吸便可得到, 取材简便. 另有研

究证实与BM-MSCs相比, AT-MSCs可以分泌更

多的粒细胞集落刺激因子(granulocyte colony-
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stimulating factor, G-CSF)、白介素-6(interleu-
kin-6, IL-6)、HGF等, 这些因子在肝衰竭的治疗

中发挥了重要作用[50]. 

5  结论

大量实验表明, 不同来源MSCs可以定向分化为

功能性肝细胞, 分化受细胞所处复杂微环境调

控, 目前研究主要聚焦于MSCs在体外如何诱导

分化为功能性肝细胞, 未来将重点探讨MSCs的
体内诱导分化作用及其机制, 以期更好地发挥

MSCs移植在终末期肝病中的治疗作用. 
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