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　　大多数肝脏疾病终末期并发严重肝功能障碍 ,肝移植是治

愈的唯一办法。但是临床可供移植肝来源短缺、移植伦理以及

移植后排异问题 ,限制了肝移植在临床的广泛应用。细胞疗法

的出现为肝脏疾病治疗提供了另一种可选途径。干细胞替代

治疗或者刺激体内肝脏细胞再生是细胞治疗的主要目标 [1 ] 。

哺乳动物肝脏可以自身修复或再生 ,卵圆细胞在肝脏修复过程

中扮演重要作用。他们可以向肝实质细胞以及向胆管细胞分

化 [2 ] 。但在损伤超过肝脏自身修复能力时 ,我们就希望其他来

源的干细胞能替代卵圆细胞修复受损肝脏。到目前为止 ,其他

非肝来源的间充质干细胞 ,如 :骨髓、脐带血、脂肪、胎盘已成功

诱导向肝细胞分化 [3 ] 。这些成体干细胞的发现以及成功向肝

细胞的诱导分化具有深刻意义。人们利用间充质干细胞移植

已取得了可喜进展 ,如 :改善了延胡索酸乙酰乙酸水解酶缺陷

豚鼠的生存 ,重建了部分肝脏功能 [4 ] ;降低了肝毒损伤致肝衰

豚鼠的死亡率 ,这些结果都表明间充质干细胞在治疗肝脏疾病

上有很大的潜在应用价值。但是肝脏干细胞来源问题困扰着

许多学者 ,未定型间充质干细胞陆续在其他组织中被发现 ,如 :

脐带血、胎肺、脂肪组织等有望解决这一难题。研究者开始把

目光转转向其他组织来源间充质干细胞的研究 ,并成功将这些

组织中分离获得的间充质干细胞诱导分化为其他成熟细胞。

其中脂肪来源的干细胞越来越受到关注 [5 ] 。

一、脂肪间充质干细胞的优点

Zuk 等 [6211 ] 2001 年首次在人脂肪组织中成功分离获得脂

肪间充质干细胞 ,并命名为人脂肪间充质干细胞 ( human

adipose derived stem/ stomal cells , hADSCs 或 adipose2derived

adherent st romal cells/ adipose2derived adult stem cells ,

ADASs) 、 ( adipose tissue2derived st romal cells , A TSCs ) 、

(adipose tissue2derived mesenchymal stem cells , A T2MSCs)

等。人脂肪间充质干细胞在不同条件下被成功诱导分化为成

骨细胞、软骨细胞、骨骼肌细胞等中胚层细胞 ,同时也可向其他

胚层分化 ,证实脂肪间充质干细胞是多分化潜能干细胞。利用

分子生物学方法分析脂肪间充质干细胞表面分子及特征与其

他组织来源的间充质干细胞相似 [12 ] 。研究表明人脂肪来源的

成体干细胞应用具有不可比拟的优点。第一、避免了伦理及法

律上的问题 ;第二、获得来源是从患者皮下脂肪 ,创伤较小并且

来源较易 ;第三、与已分化细胞相比 ,ADSCs 在体外扩增能获

得相对较高的细胞浓度并易培养 [6 ,12 ] 。四、脂肪来源间充质干

细胞比骨髓来源的间充质干细胞相比具有更长的培养期以及

更高的增殖能力 [13 ] ;五、自体细胞 ,避免了移植免疫。

二、hADSCs 的分离培养及初步鉴定

人脂肪组织主要来源于吸脂术及其他外科手术获得的皮

下脂肪。借助整形外科手术或其他外科手术一般难度不大 ,风

险较小 [11 ] 。得到的脂肪碎片 PBS 冲洗数遍 ,然后胶原酶

(1 mg/ ml) 37 ℃消化 1 h。也可胶原酶 ( 2 mg/ ml ) 消化

45 min[14 ] 。消化后的组织加入等量的含有 10 %胎牛血清

DMEM 室温下孵育 10 min ,此时溶液分为两层 ,取下层溶液

(400 g) 离心 10 min ,室温下沉淀再次悬浮于 160 mmol/ L

N H4 Cl 溶液 ,裂解残存的红细胞。用此种方法 300 ml 脂肪组

织可获得 2 ×108 ～6 ×108 个干细胞 [15 ] ,而正常成人一次只能

只能抽取10～20 ml 骨髓 ,而其所含的间充质干细胞不到 300

ml 脂肪的几十分之一。再次离心后加入含有 15 %人 AB 血清

(胎牛血清亦可) 的 DMEM 低糖培养基中。接种于细胞培养

瓶 ,37 ℃,5 %CO2孵箱中培养 48 h ,每周两次换液。细胞融合

达到 85 %时 ,用 0 . 4 %胰酶和 0 . 2 %ED TA 消化并收获 ,调整细

胞到 (5～10) ×103 / cm2浓度传代培养 [16 ] 。细胞可在体外反复

传代 (10～20) ×103 / cm2仍表现良好活性。由于目前 hADSCs

仍然缺乏特异的表面标志 ,分离纯化较难 ,表 1 是一些学者对

hADSCs 标志的测定 ,基本符合间充质干细胞特征 : 表达

CD105、CD73 和 CD90 ; 不表达造血细胞表面分子 CD45、

CD34、CD14 [19 ] 。

三、人脂肪间充质干细胞向肝样细胞分化

(一) 体外诱导 　大多数学者采用直接原代细胞细胞培养

的方式 , 2005 年 Seo 等 [20 ]将正常成人皮下脂肪分离获得的传

代在 3～15 之间的脂肪间充质干细胞 ( hADSCs) 调整浓度至
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(2 . 5～3) ×104 / cm2接种到包被有纤维连接蛋白 ( FN)的培养

表 1 　人脂肪间充质干细胞表面 CD 分子

作者 表达的 CD 分子 不表达的 CD 分子

Banas 等 [11 ] CD10 ,CD13 ,CD34 ,CD59 ,CD105 ,CD166 ,CD49d ,SH3 ,CD29 ,

CD44 ,CD71 ,CD90 ,CD106 ,CD120a ,CD124

CD11b ,CD45 ,CD48 ,CD135

Zuk 等 [12 ] CD29 ,CD44 ,CD71 ,CD90 ,CD105 CD31 , CD34 , CD45

Lee 等 [17 ] CD29 ,CD44 ,CD105 , CD90 CD34 ,CD45 , CD14 , HLA2DR

Katz 等 [13 ] HLA2ABC ,CD29 ,CD49e ,CD51 ,CD90 HLA2DR ,CD4 , CD8a , CD11a , CD11b , CD11c , CD18 , CD41a ,

CD49f ,CD62LCD62P , CD106 , CD117 ( c2kit ) , CD133 , CD243

(MDR21) , ABCG2

皿中扩增 24 h ,然后 Hank′s 平衡盐溶液液洗涤两遍。获得的

细胞移入培养瓶中 ,培养基含 10 ng/ ml 肝细胞生长因子

( H GF)和致瘤素 (OSM) 以及 0。1 %二甲基亚砜 (DMSO) ,诱

导 3～4 周。28 d 后 ,只加 H GF 的培养瓶中 ,细胞形态未发生

明显改变 ;同时加入 OSM 的细胞诱导成为圆形、不贴壁细胞。

细胞诱导分化的第 7 天 , 分化细胞开始表达白蛋白 (ALB) 、甲

胎蛋白 (A FP) 、并随着诱导时间的增加而增强。CK18、CK19

表达未见明显增加。功能方面的检测 ,这些上皮样细胞具有肝

细胞的功能特征 :分泌尿素和白蛋白 ,具有摄取低密度脂蛋的

功能。实验结果提示 hADSCs 经 H GF 和 OSM 联合诱导可分

化为具有形态、表型和功能特性的肝样细胞。

上述方法虽然比较简便 ,但是由于分离获得的细胞是一个

混合群体 ,混杂细胞较多。虽然目前 hADSCs 还缺少特异性的

表面标志 ,已有学者开始尝试利用细胞表面 CD 分子分选细

胞。Katz 等利用 CD105 分子 ,磁珠分选获得 CD105 阳性

hADSCs 行体外扩增 ,再进行诱导分化 [18 ] 。2～3 ×105 CD105

阳性细胞加入 60 mm 规格 Ⅰ型胶原酶包被的培养皿培养。前

三周加入肝细胞生长因子 ( H GF 150 ng/ ml) 成纤维细胞生长

因子21 ( F GF1) 300 ng/ ml , (成纤维细胞生长因子24 ( F GF4 )

25 ng/ ml ,接下来用致瘤素 (OsM) 30ng/ ml 和地塞米松 2 ×

105 mol/ l诱导两周。在整个诱导过程中 ,细胞形态逐渐由成纤

维细胞样转化成圆形上皮样细胞。RT2PCR 分析 , A FP 随着

诱导细胞的成熟表达量逐渐减少 ;白蛋白、色氨酸 2 ,32二加氧

酶 ( TDO2) 、细胞色素氧化酶 P45027A1 ( P45027A1)诱导 6 d 开

始表达 ,一直持续到 70 d。肝细胞核因子24α在 41 d 被检测

到 ;甲状腺激素结合蛋白 ( TTR) 、细胞色素氧化酶 P45023A4

(CYP3A4) 、角蛋白218 (CK218) 在诱导 6 周后开始表达 ;2 周

时大约 20 %的被诱导细胞表现出摄取低密度脂蛋白的能力、

40 d 时几乎所有的细胞表现出这种特性。其他方面如 :氨清除

能力、糖原积累都表现出肝细胞功能特性。也有作者 [21 ] 采用

曲古抑菌素 ( TSA)作为诱导剂诱导间充质干细胞向肝细胞分

化取得良好效果 ,检测多药抗药性相关蛋白22 ( MRP22 ) 、

CCA T2增强子结合蛋白α(C/ EBPα) 、ALB、CK218 等肝细胞特

异分子表达阳性。

(二) 体内诱导 　一般大多数学者利用 CCl4诱导的小鼠肝

衰竭模型 ,CCl4经尾静脉注入细胞 ,也可经肝动脉或肝门静脉。

注入的细胞有两种 :一种未诱导的 hADSCs[20 ] ;另一种经诱导

的 hADSC 肝样细胞 [11 ] ,都能在宿主肝脏中存活 ,并发挥作用。

4 周后发现多数移植细胞分布于门静脉周围的肝实质内 ,未诱

导 hADSC 也能表达 ALB 等肝细胞标志 ,同时能降低血氨、转

氨酶。实验结果提示 ,在肝衰竭裸鼠模型体内、未经体外诱导

hADSC 在 3 d 后就能检测到 ALB 表达 ,而正常小鼠则不能。

实验证明 ,脂肪间充质干细胞干细胞可横向分化为肝细胞来更

好地修复损伤的肝脏 ,肝衰模型为脂肪间充质干细胞分化成为

肝样细胞提供了良好的微环境。Wang 等 [22 ]认为 ,若细胞从外

周血管进入体内 ,经过全身循环后可能只有少量定植于肝脏。

实验通过两种不同方式即门静脉注射和尾静脉注射将脂肪间

充质干细胞移植入受体鼠内 ,免疫荧光结果显示 ,两种不同方

法移植后 ,定居于肝脏的细胞数量无显著差异这可能与间充质

干细胞有向缺血或损伤组织归巢的特征有关 ,而与移植途径无

关 ,但其具体机制有待进一步探讨。

四、问题与展望

尽管上述研究结果令人备受鼓舞 ,仍有许多问题尚未解

决。首先、从脂肪组织游离出来的具有向多系分化能力的细胞

群并不单一。Zuk 等 [6 ] 发现 hADSCs 是由多数间充质起源的

细胞和少数内皮细胞、平滑肌细胞、外周细胞组成。其次、至今

尚未找到一种脂肪间充质干细胞的特异性标志、有学者用

CD105 或 CD133 (干细胞抗原) 分离间充质细胞也缺乏足够的

理论依据。分离培养获得的干细胞生物学特性有差异 ,hADSC

向肝细胞分化的效率较低 ,如何在体外控制细胞分化的程度 ,

使细胞停留在增殖、分化能力俱佳的时期 ,均待进一步研究。

第三、脂肪间充质肝干细胞分化为肝细胞的机制尚不明确 ,需

探索不同细胞因子在体内外对分化调控的影响以及体内移植

的时机问题 :究竟是诱导后移植、还是未诱导直接移植效果更

佳等都是未来研究的方向。hADSCs 分化为肝细胞的研究和

应用正不断取得新突破。hADSCs 作为一种来源广泛的自体

干细胞具有许多不可比拟的优势 ,相信随着研究的不断深入 ,

其有望应用于肝病治疗。hADSCs 成功诱导为肝细胞 ,为肝脏

疾病的细胞、基因治疗以及生物人工肝的开发寻找到了又一细

胞来源 ,前景广阔 [20 ] 。
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　　乙型肝炎病毒表面抗原 ( HBsAg) 是乙型肝炎病毒

( HBV) 的外膜蛋白 ,由病毒 S 基因编码 ,含 226 个氨基酸残

基 ,本身不具有传染性 ,但在病毒感染肝细胞过程中起重要作

用。人感染 HBV 后 4～7 d ,血清中出现 HBsAg ,且常伴有

HBV 存在 ,因此 ,可作为 HBV 感染的标志。在免疫耐受期、慢

性乙型肝炎期 (免疫清除期) 、非活动携带状态期和再活动期 ,

HBV 感染以及部分肝硬化和肝癌患者的血清中均可检测到

HBsAg。此外 ,在 HBV 感染的潜伏期后期、急性期也可检测

到 HBsAg。

HBV 在宿主体内复制是慢性 HBV 感染的主要决定因素 ,

血清 HBV DNA 水平是病毒复制活动最直接和最可靠的标志 ,

也是目前评价 HBV 复制情况的“金标准”,血清 HBV DNA 水

平与传染性密切相关 [1 ] 。随着荧光定量聚合酶链反应 ( PCR)

技术在临床上的广泛应用 ,定量测定 HBV DNA 为研究病毒水

平与病情严重程度的关系 ,监测疾病进展和评价抗病毒药物的

疗效等提供了可靠依据。但是 , PCR 操作技术较复杂 ,费用相

对较高 ,对实验条件和操作人员的要求也较严格 ,因此 ,在偏远
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