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  [摘要] 终末期肝病(ESLD)是指由各种慢性肝损伤所造成的肝病晚期阶段,严重时可使肝功能极度减退

甚至导致肝衰竭,进而危及生命。目前,肝移植治疗ESLD效果显著,但由于供体短缺,手术损伤大,排斥风险

高,手术成本高等缺点,限制了其在临床上的应用。因此,在临床上急需找到ESLD的治疗手段。此时,干细胞

治疗作为一种新疗法进入人们的视野。干细胞由于具有自我更新和多向分化潜能等特性,可用于再生受损的

肝组织。近些年,在临床上利用不同来源干细胞治疗肝相关疾病的研究取得了很大的进展,干细胞治疗ESLD
具有很好的疗效。该文旨在阐述不同来源干细胞在ESLD治疗中的进展,提出研究存在的问题并展望未来的

应用前景,为临床治疗ESLD提供了新的思路。
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  [Abstract] End

 

stage
 

liver
 

disease
 

(ESLD)
 

refers
 

to
 

the
 

advanced
 

stage
 

of
 

liver
 

disease
 

caused
 

by
 

vari-
ous

 

chronic
 

liver
 

injuries,in
 

severe
 

cases,liver
 

function
 

can
 

be
 

extremely
 

reduced
 

or
 

even
 

liver
 

failure,which
 

is
 

life-threatening.At
 

present,liver
 

transplantation
 

is
 

effective
 

in
 

treating
 

ESLD,but
 

due
 

to
 

shortage
 

of
 

donors,
surgical

 

damage,risk
 

of
 

rejection
 

and
 

high
 

cost,its
 

clinical
 

application
 

is
 

limited.Therefore,there
 

is
 

an
 

urgent
 

need
 

to
 

find
 

a
 

treatment
 

for
 

ESLD
 

in
 

clinic.As
 

a
 

new
 

therapy,stem
 

cells
 

can
 

be
 

used
 

to
 

regenerate
 

damaged
 

liver
 

tissue,due
 

to
 

their
 

self-renewal
 

and
 

multi-directional
 

differentiation
 

potential.In
 

recent
 

years,research
 

on
 

stem
 

cells
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

liver-related
 

diseases
 

has
 

made
 

great
 

progress
 

stem
 

cell
 

therapy
 

has
 

a
 

good
 

effect
 

on
 

ESLD.This
 

article
 

aims
 

to
 

illustrate
 

the
 

progress,problems
 

and
 

application
 

prospects
 

of
 

stem
 

cells
 

from
 

multiple
 

sources
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

ESLD,in
 

order
 

to
 

provide
 

new
 

ideas
 

for
 

clinical
 

ESLD
 

treatment.
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  终末期肝病(end
 

stage
 

liver
 

disease,ESLD)是急

性或慢性肝损伤的最后阶段,通常发展迅速,造成不

可逆转的肝衰竭,并伴随门静脉高压、肝性脑病、肝肾

综合征等多种高危并发症。目前,在临床上肝移植是

治疗ESLD效果比较显著的方法。但是该治疗方法

存在许多弊端,如供体短缺、手术风险大、移植后出现

排斥及手术成本高等,这些缺点很大程度上限制其在

临床上的应用。近年来,以干细胞移植为主的细胞治

疗法受到广泛关注,在临床上被认为是最具前景的治

疗方法[1-2]。
干细胞是具有自我更新能力和多向分化潜能的

一类细胞,在体外适宜的诱导条件下可以分化形成不

同的组织器官。多项研究表明,不同来源的干细胞均

可在特定条件下向肝细胞分化,并且形成的细胞具有

肝细胞的正常功能,包括合成糖原,分泌尿素和蛋白

等[3-4]。目前临床上用于治疗 ESLD的干细胞主要
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有:胚胎干细胞(embryonic
 

stem
 

cells,ESC)、骨髓衍

生的造血细胞(hematopoietic
 

stem
 

cell,HSC)、间充

质基质细胞(mesenchymal
 

stem
 

cells,MSC)及人诱

导多 能 干 细 胞(induced
 

pluripotent
 

stem
 

cells,iP-
SC)。这些干细胞均可分化形成肝细胞样细胞(hepa-
tocyte-like

 

cells,HLC),并且这些分化细胞具有成熟

肝细胞的形态特征,不仅可以表达肝细胞的特异性基

因,而且还具有合成和分泌清蛋白、代谢尿素、解毒和

内分泌调节等功能[5-6],见图1。本文对多种来源干细

胞治疗ESLD的国内外研究进行总结分析,为临床上

干细胞治疗ESLD提供理论依据。

图1  多种干细胞治疗肝病的机制

1 不同来源干细胞用于肝病治疗的临床前研究

1.1 MSC用于肝病治疗

MSC是一类具有多向分化潜能的成体干细胞。
它存在于多种组织中,其中在骨髓中含量最多,其他

组织如脐带、脂肪、胎盘等组织中的含量也较丰富。
作为肝病治疗的一种方式,MSC可以很容易地在体

外扩增而不会丧失分化潜能,并且它们也可以迁移到

组织器官受损区域以响应归巢信号[7]。此外,MSC
具有免疫调节特性,通过适应性和先天免疫系统,分
泌多种细胞因子,从而促进受损的肝脏再生[8-9]。因

此,MSC是目前实验和临床上用于肝病治疗研究最

广泛的一类干细胞。
已有大量研究证明,啮齿动物和人类 MSC在体

内和体外均可以分化形成 HLC,这是 MSC治疗肝病

的机制之一[10-11]。因此,MSC可以解决限制肝细胞

移植应用的问题。目前,已有研究证明骨髓间充质干

细胞(bone
 

marrow
 

derived
 

mesenchymal
 

stem
 

cells,
BM-MSCs)、脐带间充质干细胞(umbilical

 

cord
 

mes-
enchymal

 

stem
 

cells,UC-MSCs)和脂肪间充质干细

胞 (adipose-derived
 

mesenchymal
 

stem
 

cells,AT-
MSCs)均可在体外分化为 HLC,并且这些分化细胞

具有成熟肝细胞的形态特征,不仅可以表达肝细胞的

特异性基因,而且还具有合成和分泌清蛋白、代谢尿

素和解毒等功能[12-13]。

KUO等[14]研究表明,将BM-MSCs移植到四氯

化碳(CCl4)介导的肝损伤小鼠中,使受损肝细胞功能

得到有效的恢复,促进肝脏再生;同时研究发现相较

于脾内注射,静脉注射方式效果更佳。基于四氯化碳

介导的肝纤维化和肝硬化小鼠模型发现,移植BM-
MSCs在一定程度上可以延缓肝纤维化和肝硬化进

程,改善小鼠肝功能指标[15-16]。
LIN等[17]和YANG等[18]将UC-MSCs通过尾静

脉注射到肝纤维化的小鼠模型中,结果发现移植后小

鼠肝组织的细胞角蛋白-18和清蛋白表达量显著上

调,这表明移植 UC-MSCs能够在一定程度上减轻肝

脏纤维化,使肝功能得到改善。此外,研究表明将人

UC-MSCs移植到肝脏受损的小鼠体内,发现小鼠肝

组织中人清蛋白、细胞角蛋白-18染色均呈阳性,并且

HE染色结果表明肝脏坏死细胞数量减少,这些结果

提示人UC-MSCs能在肝脏受损部位定植并进一步分

化为有功能的肝脏细胞[19-21]。
与BM-MSCs相似,AT-MSCs在体外适宜诱导

条件下分化形成功能性 HLC,衍生的肝细胞可以进

入宿主肝脏,从而改善肝功能。SALOMONE等[22]

研究表明,将 AT-MSCs体外诱导形成的 HLC,移植

到CCl4肝损伤模型的小鼠体内,发现它们可稳定整

合到小 鼠 肝 脏 中,并 进 一 步 改 善 肝 功 能。然 而,
HUANG等[23]研究却发现AT-MSCs移植到肝脏3

 

d
后并不会分化成肝细胞。尽管研究表明 MSC对肝病

治疗有很好的效果。然而,MSC由于具有多向分化

潜能,移植到体内后由于分化不确定性可能会有移植

风险。因此,MSC对肝病的精确治疗机制尚未得到

充分而阐明,需要进一步深入探究。
1.2 HSC用于肝病治疗

与 MSC一样,HSC在骨髓中的含量较为丰富,
约占正常成人骨髓有核细胞的0.35%~1.71%,同时

在脐带血、外周血及胎盘中也有一定分布。目前大部

分研究主要集中在骨髓HSC对肝病的治疗。1999年

PETERSEN等[24]发现在小鼠肝内,骨髓 HSC不仅

可以分化为肝卵圆细胞,而且还可以进一步分化为成

熟的肝细胞和胆管细胞。有研究[25-26]对CCl4介导的

小鼠肝纤维化模型进行正常小鼠骨髓细胞移植治疗,
发现骨髓中只有 HSC能在体内转分化为肝细胞,并
在受体内形成供体源造血和肝细胞再生。目前关于

骨髓HSC治疗肝病的研究不少,但实验研究仍处于

基础研究阶段,在临床上的应用需要进 一 步 深 入

研究。
1.3 ESC用于肝病治疗

ESC是早期胚胎(原肠胚期之前)或原始性腺中

分离出来的一类细胞,具有无限增殖、自我更新和多

向分化等特性,在体外适宜的诱导条件下可分化为肝

细胞样细胞,且分化形成的细胞具有成熟肝细胞的某

0911 重庆医学2020年4月第49卷第7期



些特性[27]。体外培养的ESC和ESC分化的肝细胞

都已被证明表达许多肝细胞相关基因和模拟肝功

能[28]。ESC分化形成的肝细胞在移植后具有成熟肝

细胞和定植肝组织的典型形态,这些衍生的肝细胞样

细胞通过细胞替代和旁分泌机制促进受损肝脏的细

胞恢复,以刺激内源性再生[3,29]。目前这方面的研究

尽管取得了令人鼓舞的结果,但人类ESC的应用一直

被免疫排斥和伦理道德等问题所限制。
1.4 iPSC用于肝病治疗

iPSC是由日本东京大学Yamanaka博士于2006
年从小鼠成纤维细胞中被重新编程为类似于ESC的

多能性干细胞;iPSC的出现避开了伦理方面的争议,
因此成为干细胞研究的热点。目前已有大量研究表

明iPSC可分化形成 HLC[30-32]。然而,iPSC衍生的

HLC显示出极小的活性,仅为原代肝细胞活性的

0.3%~10.0%[33-34],治疗效果不佳。在动物实验中,
移植iPSC来源的HLC后阻止致死性急性肝衰竭,促
进了肝再生,并改善了肝功能[35]。目前,iPSC在临床

应用上仍存在很多问题有待解决,包括畸胎瘤形成和

致瘤性,关于免疫原性的争议,长期安全性和有效性,
以及最佳重编程和制造过程。
2 干细胞在肝病临床治疗的研究

近些年,干细胞被应用于临床上治疗ESLD的研

究越来越多,并且在实际临床应用中都取得了可观的

结果。其中,MSC在临床上用于治疗肝病的研究比

较多。在两项早期临床试验研究中,根据BM-MSCs
的安全性和短期疗效分为两组,每组20例患者,发现

与对照组相比少数患者自体注射BM-MSCs后显示

Child-Pugh和 MELD评分显著改善,表明肝功能得

到改善[36]。
 

随后的研究继续证实,BM-MSCs移植在

不同大小的样本中均具有改善肝功能的作用[37-38]。
在一项开放标签随机对照研究中,BM-MSCs移植组

通过向56例乙型肝炎病毒(HBV)相关的急性慢性肝

衰竭患者(ACLF),每周注射同种异体BM-MSCs(1~
10×105 个/kg),持续4周,随访24周后发现这些患

者血清总胆红素(TBIL)水平和ESLD模型(MELD)
评分均发生下调,表明肝功能得到改善。然而,在随

访192周后,BM-MSCs移植组和对照组之间肝细胞

癌的发病率或病死率没有显著差异[39]。在另一项为

期24个月的前瞻性研究中,研究人员使用单次输注

1×108 个UC-MSC通过肝动脉治疗11例HBV相关

的ACLF[40]。治疗组在 UC-MSC移植4周后,血清

中ALB、ALT、AST、胆红素、直接胆红素、PT、国际标

准化比值(INR)和 MELD评分均有显著改善[40]。综

上,在临床上通过肝动脉的自体 MSC移植对ESLD
患者是安全的,并且在短期治疗期间可改善患者

Child
 

评分、Meld
 

评分、血清清蛋白、血清胆红素、
ALT水平,以及改善患者的临床症状,降低患者短期

的病死率,且无严重不良反应。
总而言之,相关干细胞治疗ESLD的临床试验已

经证实了移植干细胞后可以改善受损的肝功能。然

而,长期的治疗效果并没有显著的改善。因此,只能

暂时得出结论,使用干细胞治疗可能略优于目前的常

规治疗。
3 干细胞治疗ESLD的问题

不同来源的干细胞作为细胞疗法治疗ESLD各

有利弊(表1)。例如,尽管ESC和iPSC在体外具有

最大的潜力分化形成
 

HLCs,但在临床应用中存在最

大的问题就是伦理问题,其中ESC在临床应用方面存

在的免疫排斥、来源有限及伦理问题,而iPSC潜在致

癌性是不可忽视的一个难题。HSC是基础研究和临

床应用中最早的成体干细胞,由于其具有较强可塑性

而成为近些年的研究热点,且由于其来源丰富,取材

相对容易,可来源于自身,避免免疫排斥反应,实现个

体化治疗以及无伦理、法律问题而具有广阔的应用前

景。然而,有关造血干细胞如何归巢,科学上知之甚

少,临床上无法正确归巢,将造成细胞浪费,并且细胞

移植效率大大降低。MSC与 HSC一样已成为生物

医学研究中首选的种子细胞,并开始被广泛应用于各

种疾病的基础与临床研究。在各种来源的干细胞中,
MSC作为一种个性化的细胞疗法被大量研究。MSC
提取操作简便、体外增殖明显,参与免疫调节且不存

在排斥反应,用于临床潜能较大。MSC由于其优点

而引起了人们的关注,并且已经在实验研究和临床试

验中进行了广泛的研究。尽管如此,仍有许多问题需

要解决。首先,MSC的具体作用机制尚未阐明,迄今

为止在临床试验中尚未标准化。根据注射途径,MSC
分化为肌成纤维细胞而非肝细胞。在比较临床试验

结果时,细胞最佳剂量和注射次数是另一个实际问

题。其次,仍然缺乏跟踪移植的 MSC的有效方法。
因此,不能准确预测移植细胞的命运。最后,迄今为

止报道的临床研究质量远远不足以得出明确的结论。

表1  不同来源的干细胞治疗ESLD利弊

细胞类型 优点 缺点

ESC 分化潜能大;无限增殖 免疫排斥;来源有限;伦理问题

iPSC 分化潜能大;无限增殖 免疫排斥;来源有限;伦理问题、致癌性

HSC 来源丰富;取材容易;无免疫排斥 增殖有限;归巢机制不明确;临床移植率低

MSC 来源丰富;取材容易;免疫排斥;体外增殖快 体外易分化
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4 展望与结论

目前,ESLD的治愈性治疗仅限于原位肝移植,并
且全世界供体器官短缺导致等待器官的患者病死率

升高。基于干细胞的疗法已成为一种有前景的替代

疗法,并积累了来自基础和临床研究的证据。已有研

究证实了各种干细胞,包括 MSC、HSC、EPC、ESC和

iPSC的可行性和(或)临床潜力。其中,MSCs研究最

多,作用机制相对较好理解。已提出主要作用机制为

旁分泌效应而非转分化作用。从功能改善和临床参

数的角度来看,临床试验的结果似乎非常有希望。然

而,尚未证实长期疗效,需要标准化的试验方案。总

之,干细胞所体现出来的一系列优势和特点,并且通

过医学的进步和科技的发展,其必将为ESLD患者带

来治愈的希望。
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尤其是在学生临床思维培养方面,具有意想不到的效

果和收获。
满意度调查显示,观察组84%以上的学生在多个

方面均认可其教学效果,认为其可以帮助同学们培养

临床思维习惯,增强团队协作能力,激发个人学习兴

趣,提高学习成绩。就本研究结果而言,思维导图可

以更好地提高学生学习成绩,从宏观上掌握所学内

容,从细节中分析病因、发病机制,更好地建立临床思

维。但由于样本量及应用章节少,就此得出思维导图

的优势就高于传统教学法的结论还有待商榷,因此,
笔者后期会将思维导图应用到整个病理学的教学过

程中,并且做大样本量分析,验证本研究的结果,也为

后续的教学及其他学科思维导图的应用提供参考依

据和新的教学思路。
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