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肝脏纤维化是多
种慢性肝脏损伤
共同的病理过程. 
通过免疫组织化
学技术研究人和
动 物 样 本 证 实 , 
在慢性损伤肝脏
纤 维 化 过 程 中 , 
一些肝脏细胞可
发 生 上 皮 - 间 质
转化(epithelial-
to-mesenchymal 
transition, EMT)
促进肝脏纤维化. 
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Abstract
Hepatic fibrosis is the common pathologic 
process of chronic liver injury. Early studies 
most ly used immunohistochemistry to 
assess the role of epithelial-to-mesenchymal 
transition (EMT) in human or animal liver 
repair, and several types of liver cells including 

hepatocytes, cholangiocytes, hepatic stellate 
cells (HSCs) and liver progenitor cells have been 
shown to undergo EMT during hepatic fibrosis. 
However, this technique has several flaws. In 
recent years, with the rapid development of 
genetic engineering, especially the application 
of the recombinant enzyme Cre/loxP system, 
cell lineage tracing is becoming a popular and 
powerful tool to overcome the limitations of 
immunostaining for identifying EMT during 
hepatic fibrosis. Since this technique genetically 
labels cells, the marker will be present in any 
progeny of the labeled cells. Many groups 
have generated different lineages of double 
transgenic (DTG) mice and utilized different 
models of hepatic injury to investigate whether 
EMT contributes to hepatic injury or not. The 
purpose of this article is to summarize evidence, 
which is obtained using lineage cell tracing, for 
and against the possibility that EMT is involved 
in hepatic fibrosis. 
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摘要
肝脏纤维化是多种慢性肝脏损伤共同的病
理过程. 通过免疫组织化学技术研究人和
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■研发前沿
随着基因工程技
术 的 飞 速 发 展 , 
细胞谱系示踪技
术 也 有 所 突 破 , 
尤其是诱导性重
组酶Cre/loxp系
统的应用 ,  极大
地拓宽了细胞谱
系示踪技术的应
用范围. 近年来, 
细胞谱系示踪技
术被应用于肝纤
维 化 过 程 中 的
EMT研究 ,  但研
究结果大不一致. 

动物样本证实, 在慢性损伤肝脏纤维化过
程中, 一些肝脏细胞可发生上皮-间质转化
(epithelial-to-mesenchymal transition, EMT)
促进肝脏纤维化. 然而免疫组织化学技术存
在许多技术上的缺陷, 导致肝脏纤维化过程
中存在EMT的观点饱受质疑. 细胞谱系示踪
技术为研究器官发育、组织损伤修复以及
单细胞的分化命运提供了重要的手段. 近些
年, 随着基因工程技术的飞速发展, 细胞谱
系示踪技术也有所突破, 尤其是诱导性重组
酶Cre/loxp系统的应用, 极大地拓宽了细胞
谱系示踪技术的应用范围. 目前, 该技术越
来越多的应用于研究肝脏纤维化过程中的
EMT. 本文将近来来细胞谱系示踪技术在判
断肝脏纤维化过程中是否发生EMT的实验
研究作一综述. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核 心 提 示 :  细 胞 谱 系 示 踪 技 术 越 来 越 多 被

用于追踪肝脏细胞是否经历上皮 -间质转化

(epithelial-to-mesenchymal transition, EMT)/间质

-上皮转化(mesenchymal-to-epithelial transition, 
MET), 促进肝纤维化病程. 尽管通过这种方式

研究EMT/MET具有很强的说服力, 但其结果仍

颇具争议. 本文将近来来细胞谱系示踪技术在

判断肝脏纤维化过程中是否发生EMT的实验研

究作一综述. 
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0  引言

上皮-间质转化(epi thel ia l-to-mesenchymal 
transition, EMT)是指相互毗邻、具有极性的

上皮细胞转化成缺乏细胞间连接、具有自由

移动能力的间充质细胞的过程. 其可逆过程

称间质-上皮转化(mesenchymal-to-epithelial 
transition, MET). 在一个时间点, 逐渐间质化的

上皮细胞仍保留一些上皮细胞特有的特征, 即
共同表达上皮和间质标志物, 被认为是确定

EMT的确切证据[1-4]. 近年来通过免疫组织化学

的技术研究人和动物样本证实, 在慢性损伤致

肝脏纤维化过程中, 一些肝脏细胞如肝细胞、

胆管上皮细胞, 肝星状细胞(hepatic stellate cells, 
HSCs)等, 可发生EMT, 转化成肌纤维母细胞, 
分泌大量细胞外基质, 促进肝脏纤维化[5-11]. 深
入研究EMT发生机制的文章也不少[12-22]. 

而免疫组织化学技术存在以下几个弊端[1,5]. 
首先, 在任一时间点, 证明任一种细胞表达几

种蛋白标志物具有技术上的挑战, 因此几乎不

可能用这种方法获得单个细胞复杂的改变; 其
次, 用共染的方法判断一个细胞是否同时表达

上皮或间质标志物是很困难的. 有可能明显的

共同表达两种标志物不过是反应了毗邻的细

胞分别表达了一种标志物; 再者, EMT/MET不
是静止的, 而是不断变化的, 因而就算是先进

的免疫组织化学技术也不可能捕捉到一个细

胞转变的整个过程, 而这正是一个细胞发生了

EMT/MET的直接证据[23-29]. 因而一些肝脏细胞

能通过EMT/MET促进肝脏纤维化的观点仍备

受质疑[1,5]. 
为克服免疫共染技术的局限性, 近几年细

胞谱系示踪技术越来越多被用于追踪肝脏细

胞是否经历EMT/MET, 促进肝纤维化. 尽管通

过这种方式研究EMT/MET具有很强的说服力, 
但其结果仍颇具争议[1]. 本文将近来来细胞谱

系示踪技术在判断肝脏纤维化过程中是否发

生EMT的实验研究作一综述. 

1  细胞谱系示踪技术

细胞谱系示踪是指利用各种方式标记细胞, 并
对包括其后代所有细胞的增殖、分化以及迁

移等活动进行追踪观察[30]. 自20世纪以来, 谱
系示踪技术为研究器官发育、组织损伤修复

以及单细胞的分化命运提供了重要的手段. 近
些年, 随着基因工程技术的飞速发展, 细胞谱

系示踪技术也有所突破, 尤其是诱导性重组酶

Cre/loxp系统的应用, 极大地拓宽了细胞谱系

示踪技术的应用范围[30-34]. 
Cre重组酶由Sternberg等[35]在P1噬菌体中

发现, 是一种特异性重组酶, 能够介导由34 bp
的“Loxp”铆定的基因序列特异性重组, 完
成对同向“Loxp”序列所铆定基因片段的切

除以及对向“Loxp”铆钉基因的倒位[33]. Cre/
loxp系统将两只小鼠杂交, 其中1只转基因小鼠

含有在目的基因两端分别有1个loxp位点的基

因序列, 另一只转基因小鼠中, Cre重组酶被置

于某特定基因启动予的调控之下, 杂交后产生
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■相关报道
肝纤维化过程中, 
可能伴随有肝细
胞 的 上 皮 - 间 质
转化 ,  即有EMT
的发生 ,  近年来
通过EMT研究肝
纤维化机制成为
热点. 

的同时含有上述2种基因型的子代小鼠就会在

某一特定类型的细胞中缺失目的基因[35-38]. 

2  细胞谱系技术肝纤维化EMT研究中的应用

遗传谱系示踪技术作为判断EMT的一种强有

力的工具已经广受推崇. 该技术通过遗传标记

细胞, 因此在任何经遗传标记的细胞后代中都

可以检测到标志物. Zeisberg等[39]作为第一个团

队利用此技术表明肝细胞发生EMT可能是肌

纤维母细胞的一个重要来源. 他们通过杂交白

蛋白(albumin, Alb)-Cre小鼠和Rosa26-floxstop-
Lac小鼠构建双转基因小鼠, Alb-Cre小鼠在白

蛋白启动子控制下表达Cre重组酶. Rosa26-
floxstop-LacZ小鼠的LacZ报告基因只有在Cre
介导flox外显子切除后被激活表达. 因此, 在双

转基因小鼠中只有白蛋白表达阳性的细胞后

代可以永久性的被β半乳糖苷酶标记. 然后检

测这些小鼠是否共同表达β半乳糖苷酶和公认

的间质标志物成纤维特异性蛋白-1(fibroblast 
specific protein 1, FSP1). 结果发现: 健康的双转

基因小鼠, 几乎没有检测到FSP1阳性细胞. 然
而, CCl4诱导的小鼠肝细胞FSP1表达阳性, 而且

几乎一半的FSP1阳性细胞共同表达β半乳糖苷

酶. 因此该实验团队得出结论: 肝细胞来源的

肌纤维细胞, 可促进肝脏纤维化进程[39]. 
第二个尝试利用细胞谱系示踪技术证明

肝脏损伤中是否发生E M T的团队使神经胶

质纤维酸性蛋白(glial fibrillary acidic protein, 
GFAP)-Cre小鼠和floxStopRepressorflox-绿色

荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)小鼠

杂交繁殖[20]. 合成的双转基因小鼠Cre重组酶

仅仅在被HSCs标志物GFAP激活的细胞中表

达. 通过追踪转基因小鼠的HSCs判断其是否

可以发生MET产生成熟的肝脏上皮细胞. 饲喂

蛋氨酸-胆碱缺乏、乙基硫氨酸充足的食物后, 
这些转基因老鼠中大约1/3成熟的白蛋白阳性

肝细胞和几乎所有的肝内胆管细胞都表达了

GFP. 这些数据进一步证明了来源于肝脏祖细

胞的肝细胞、胆管细胞和HSCs在某种具体的

肝脏损伤修复中具有EMT/MET的能力[40,23]. 
然而, 这两个报道受到了另外几个细胞谱

系示踪技术研究结果的挑战. 第一个是Taura
等[41]杂交胶原蛋白1α1(collagen1α1)-GFP报
告小鼠和Zeisberg等[39]使用的Alb-Cre-Rosa26-
floxstop-LacZ报告小鼠, 同时鉴定肝脏损伤中

产生胶原蛋白的细胞和白蛋白阳性来源的细

胞. 与Zeisberg等[39]不同, 他们没有发现FSP1和
β半乳糖苷酶共同表达. 其次, 在CCl4诱导的肝

脏纤维化的不同阶段, 也没有检测到肝细胞来

源的细胞表达胶原蛋白. 
后来, 同一实验团队构建了大量转基因小

鼠研究在肝脏损伤中胆管细胞的EMT和HSCs
的MET[42]. 首先, Scholten等[42]杂交他莫昔芬诱

导的Krt19-CreERT小鼠和Rosa26f/f-黄色荧光

蛋白(yellow fluorescent protein, YFP)小鼠追踪

胆管细胞的命运. 结果发现在胆总管结扎(bile 
duct ligate, BDL)和CCl4诱导的肝脏纤维化小

鼠后代胆管细胞中, 没有证据表明HSCs或者

肌纤维母细胞表达YFP和Krt19. 后来他们杂交

在GFAP或胶原蛋α2启动子控制下表达Cre重
组酶的小鼠和Rosa26f/f-mT/GFP或者Rosa26f/
f-YFP小鼠, 其后代HSCs和肌纤维母细胞被永

久标记, 也没有在YFP+细胞中检测到表达E-
钙黏蛋白或者胆管上皮特异性标志物泛角蛋

白. 因此, 他们认为胆管细胞的EMT和HSCs的
MET没有在肝脏纤维化或肝脏再生过程中发

挥作用. 
来自同一个实验团队的Asterreicher等通

过第三个实验证明了HSCs或者产生I型胶原蛋

白的纤维母细胞不能表达FSP1[42]. 而且, 他们

发现FSP1阳性的肝脏细胞表达巨噬细胞标志

物, 由此得出结论传统的肝脏肌纤维母细胞不

表达FSP1. 与此观点一致的是, 当FSP1-Cre小
鼠和Rosa26-YFP小鼠杂交后, 通过BDL或者

CCl4诱导肝脏纤维化, 未能检测表达YFP的细

胞同时表达连接蛋白或者α-平滑肌肌动蛋白

(α-smooth muscle actin, α-SMA). 这项研究结

果向利用FSP1作为特异性间质标志物研究肝

脏EMT提出了巨大的质疑. 
不支持肝脏纤维化过程中发生EMT的第

四项研究来自于Chu等[43]的实验. 他们通过杂

交甲胎蛋白(alpha fetal protein, AFP)-Cre小鼠

和Rosa26-YFP小鼠, YFP标记所有的肝脏上皮

细胞, 包括肝细胞、胆管细胞和卵圆细胞. 尽
管在体外培养过程中检测到了EMT, 但在3种
不同的体内肝脏损伤模型中, 没有表达YFP的
细胞表达各种公认的间质标志物, 包括FSP1、
波形蛋白、α-SMA. 因此, 他们得出结论在体

内不存在肝细胞或者胆管细胞的EMT发生. 因
此, Kisseleva等[2]认为在体内未发生EMT, 而且
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■应用要点
本文能较好的反
映现阶段细胞谱
系示踪技术在肝
脏纤维化EMT研
究中的应用概况, 
可为相关研究提
供一些参考. 

提出“肝脏上皮细胞无促进实验性的肝脏

纤维化的能力” .  后来 ,  Tr o e g e r等 [44]报道

vimentin-CreER肌纤维母细胞未能发生MET也
支持了上述言论. 

最近, Michelotti等[45]用上述相同类型的细

胞谱系示踪技术发现HSCs可转分化成肝细胞

和胆管细胞. 他们构建α-SMA-Cre-ERT2或者

GFAP-Cre-ERTM小鼠和Rosa-Stop-flox-YFP杂
交的双转基因小鼠. 经BDL处理, 在纤维化的

肝脏中可观察到3种类型的YFP阳性细胞: 基
质细胞、肝细胞、胆管细胞. 为了验证上述结

果, 经BDL后分离这些转基因小鼠的肝细胞, 
通过流式细胞学技术检测YFP表达情况. 与先

前肝脏损伤中来源于H S C s的肝细胞百分比

一致, 他们发现大约24%-34%肝细胞YFP表达

阳性[40]. 此外, 他们通过PCR技术分析肝细胞

DNA, 检测Rosa26基因座的重组情况, 发现在

他莫昔芬组处理组没有发现Cre介导的重组, 
这是一条关于转基因重组的直接证据, 而在之

前否定肝脏损伤存在EMT的研究中从未提过. 
同一实验组, 在肝脏部分切除模型中, 也发现

了EMT/MET的证据[46]. 这项研究发现, 他莫昔

芬诱导α-SMA-YFP小鼠后, 经肝叶部分切除

后48-72 h, 部分祖细胞、胆管细胞和25%的肝

细胞YFP表达阳性, 这显示肝脏上皮细胞来源

α-SMA-YFP. 这两项研究最吸引人的地方是他

们认为HSCs是肝脏常驻细胞类型, 具有内在

可塑性, 能发生MET-EMT取代成人肝脏上皮

细胞. 这和Guo等[47]提出的“转化乳腺细胞”

相似, 共同表达上皮和间质标志物, 假设其能

在乳腺癌中补充干细胞数量[47,48]. 

3  细胞谱系示踪技术存在的问题

要调和如前所述的支持和反对在体内肝细胞

发生EMT的观点是相当困难的, 实际上研究相

同的纤维化模型产生不一致甚至相反的数据

使得理解起来更加的困难. 我们将尝试寻找一

些解释这种差异的可能性. 
首先, 和其他技术一样, 细胞谱系示踪技

术也有一些缺点. Cre介导的重组效率不可能

百分百成功. 例如, Scholten等[42]报道在他们的

试验中, Krt19-Cre/YFP小鼠的Cre重组效率仅

达到40%, 因此, 极有可能未标记的Krt19+细胞

发生了EMT. 实际上, Taura等[41]在早期的研究

中利用双转基α-SMA/collagen1α1报告小鼠确

定在肝脏损伤中α-SMA表达细胞和产生胶原

蛋白之间的关系, 大约50%HSCs没有表达任何

的转基因, 仅仅7%表达α-SMA荧光蛋白, 14%
表达胶原蛋白, 30%在培养5 d后表达两种转基

因; 其次, 一些用于构建双转基因公认的细胞

特异性标志物其实缺乏特异性. 例如, 有报道
[40]称传统的HSCs标志物GFAP在胆管细胞中

也有表达; 再者, 不同的实验肝脏损伤模型的

检测的时间点不同, 且检测时间点有限. 由于

EMT/MET是一个转化过程, 没有检测到EMT/
MET的研究者可能已经错过了细胞发生表型

转化的时间窗, 或者说细胞已经完成了EMT, 
甚至又逆转成最初的情况; 最后, 细胞谱系示

踪技术仍然在一定程度上依靠免疫组织化学

技术确定细胞是否共同表达一定的标志物, 从
而确定是否发生了EMT. 因此, 免疫组织化学

技术的局限性仍然存在. 
事实上, 仅仅使用几个上皮和间质标志物

决定是否存在EMT不够的. 一些标志物可能

信号太弱, 或者可能表达其他类型标志物的细

胞反而不表达被检测的标志物, 以至于目前的

技术没有能力检测. 最后在动物模型中得到的

数据可能不能准确的反应人肝脏疾病的病理

生理过程. 考虑到这些和所有目前可用的动物

实验数据的局限性, 认为人肝脏损伤中未发生

EMT/MET还为时过早. 

4  结论

为了更好地判断体内是否发生了EMT/MET, 
我们建议在将来进行细胞谱系示踪技术研究

时注意以下几个问题: (1)保证足够的动物数

量, 检测不同的损伤模型及在损伤中或损伤后

不同的时间点; (2)应使用不同的方法检测以弥

补各种方法的不足, 如直接的免疫荧光技术、

抗体介导的免疫组织化学技术、不同肝脏细胞

的分离技术、Cre重组酶的重组效率检测、PCR
检测荧光蛋白表达、流式细胞学技术等[49,50]; (3)
确保阳性和阴性的对照试验. 总之, 细胞谱系

示踪技术作为一种直观有力的研究方法, 随着

基因打靶技术及各种光学显微观察技术的不

断发展, 将有望开启研究肝脏纤维化相关疾病

中EMT的新篇章. 
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