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摘要: 终末期肝病（ESLD）是各种慢性肝脏疾病的终结点，临床发病和死亡率均高，目前尚无有效根治药物。

肝移植（LTx）是 ESLD 最佳治疗方案，但限于肝源供体束缚了 LTx 展开。为解决这一瓶颈问题，研究者们努力

探索，相继尝试了人工肝、干细胞、生物组织工程肝、异种移植肝等技术以期对 ESLD 修复替代的治疗作用，尤

其成体干细胞干预和采用脱细胞化/再细胞化工程策略构建功能性大体积肝组织近年备受关注，且这项技术已成

为当今构建复杂器官的首选。前期我们在中华消化外科杂志上就脱细胞肝支架材料优化工程肝与 ESLD 替代治疗

方面讨论了几点问题。现就 ESLD 干细胞干预，以及其作为种子细胞在脱细胞肝支架重建肝组织主要结构修复替

代等问题研究进展、面临挑战和未来预期进行予以综述，希望领域内人们有所启发，为解决干细胞移植疗效不稳

定和肝源短缺问题提供思考。 
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Abstract: End-stage liver disease (ESLD) is ultimation of all kinds of chronic liver diseases. It is highly morbidity and 

mortality disease and currently no effective treatment is available. Liver transplantation (LTx) is the only way for the treatment. 

However, the organ source limitation interferes with clinical application of LTx. For the goal of crossing liver source shortage 

barrier, researches attempt to explore techniques or methods like stem cells and tissue engineering, and recent years sounds 

developed rapidly and bright prospects, for example, artificial liver, tissue-engineered liver and xenotransplantation etc., in 

particular adult stem cells like bone marrow-derived mesenchymal stem cells (BMMSCs) and decellularized liver scaffold for 

large scale liver tissue engineer seems more eye-catching, and such decellularization / recellularization technology used has 

become the first strategy to build complex organs. We have previously discussed some points in the <Chinese Journal of 

Digestive Surgery > about optimizing bioscaffold materials that probably will be benificial for tissue engineer. In the present 

review, we would like to discuss some new developments based on research status and provide a little new thoughts, hopefully 

those can help people in this field in order to treat ESLD in the near future. 

Keywords: Tissue Engineering; End-Stage Liver Disease; Liver Transplantation; Stem Cells;  

Decellularized Liver Scaffold; Bilinary Epithelial Cells; Hepatic Sinusoid 

 

1 引言 

终末期肝病（End-stage liver disease, ESLD）是一

种以肝功能异常及全身表现为特点的临床综合征。包

括急性肝衰竭（actue liver failure, ALF）和失代偿期肝

硬化（decompensated liver cirrhosis, DLC），是临床常

见和病死率较高的疾病，严重威胁人类健康。在我国

肝病高发，具统计，各类肝病患者达 1 亿余，现有 ALF、

DLC 等患者约 800 余万例，每年约有 50 万患者死于

ESLD，死亡率高达 50%-70% [1]。ESLD 由多种原因所

致。首要病因是乙型肝炎病毒（hepatitis B virus, HBV），

感染者高达 9300 万例，在肝移植（liver transplantation, 

LTx）受者中 HBV 相关肝病患者约占 71.25% [2]；其

次是肝毒性物质。在欧美国家，药物和乙醇是引起

ESLD 的主要原因[3, 4]。儿童中 ESLD 常见于遗传代谢

性疾病[5]。近年，肥胖性、非酒精性肝硬化所致全球

ESLD发病率逐年增高，也不容忽视[6]。迄今对于ESLD

患者，药物治疗非常有限[7]。 

肝移植（LTx）是 ESLD 治疗的唯一有效手段，但

受供肝来源限制，仅有不到 1%的待肝患者受益治疗[8, 

9]。尽管我国近年捐献率有所上升（从 2010 年的 0.03%

升至 2017 年的 3.72% [10]，但与国际器官捐献率相比依

然是最低捐献国家之一。此外，限于供肝质量、移植术

后并发症、管理等系列因素依然制约 LTx 疗效的进一步

改善[11]。因此，为解决这些热点问题，研究者们亟待

发展更多新的 LTx 替代治疗方案和建立关键技术。例

如，相继开展了干细胞干预、组织工程肝、混合型人工

肝、异种 LTx 等技术修复替代。尤其近年提出的再生外

科学理念[12]，采用优化脱细胞肝支架再细胞化的新型

成体组织干细胞，用于构建功能性主要组织结构，如肝

内胆管和窦状结构肝再生研究，均有可喜的进展。本文

就此研究中优劣、关键问题和未来预期给予系统简述和

探讨，为 ELSD 干细胞干预和替代治疗提供思考. 

2 干细胞异质性与疗效提升 

干细胞是指一类具有自我复制和功能分化等多潜

能细胞群，按起源主要分为胚胎干细胞（embryonic stem 

cells, ESCs），多能诱导干细胞（induced pluripotent stem, 

iPS）和成体干细胞 （somatic stem cells, SSCs） [13]。

鉴于 SSCs 对比 ESCs 和 iPS 易获取、伦理争议少、致

瘤风险低、组织相容性好等优点[14]，成为当今干预

ESLD 基础和临床研究的热点，例如骨髓间充质干细胞

（ bone marrow-derived mesenchymal stem cells, 

BMMSCs）属于成体 SSCs。 

2.1 BMMSCs 临床治疗效果不稳定关键问

题-异质性 

BMMSCs 起源于中胚层，是中胚层发育的早期细

胞，存在于骨髓基质内的非造血细胞来源的细胞群，

经体外扩增和诱导后可多向分化如成骨、成脂、成软

骨等，且具备低免疫原性和多分化潜能。BMMSCs 是学

术界较为认可和临床研究用以治疗 ESLD 相对较多的
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干细胞群[15]。然而临床研究显示，虽然 BMMSCs 治疗

可以不同程度改善 ESLD 肝功能，但治疗效果参差不

齐，严重影响了治疗效果，目前机制不清。大量研究

基础和临床研究提示，治疗效果不稳定的根源可能是

BMMSCs 的异质性所致[16]。 

所谓异质性从遗传学角度定义是指一种遗传性状

可以由多个不同的遗传物质改变所致[17]。从干细胞脚

底定义是指混合细胞群体中存在不同功能特性亚群细

胞[18]，主要分为表型异质性和功能异质性。MMSCs 异

质性而言可以形象理解为：BMMSCs 好像“修复工程师”

负责协调身体内各类损坏零件修复以重复使用。

BMMSCs 等干细胞疗法就相当于通过在体外“培训（培

养）”各类工程师补充到体内“各尽其责”。在此过程中，

每位工程师受环境因素影响反应不尽相同，表现个体差

异，这种同源但是个性不同的细胞集群构成了 BMMSCs

等干细胞的异质性。BBMMSCs 的异质性可以在其原代培

养中观察到。例如，贴壁培养的 BMMSCs 呈现克隆大小

不一的混合细胞群体，主要呈现为成纤维细胞状的较小

梭形和胞体宽大扁平上皮细胞状形[21]。人类 BMMSCs

的异质性由德国科学家 Bühring 等在 2003 年首次报道

[19]，2017 年被美国生物学家 Caplan 教授正式命名[20]。

2001 年 Prockop 研究团队[22]从形态学角度将培养中较

小梭形 BMMSCs 分型为自我更新活跃型，即非成熟型或

I 型，而将宽大扁平上皮状 BMMSCs 型定名为衰老型，

即成熟型或 II 型，提示，不同形态 BMMSCs 可能与不同

功能特性或因子表达谱差异有关，即该项研究提示了

BMMSCs 中功能异质性亚群。 

2.2 BMMSCs 异质群体中存在增殖活跃表

达 NG2 表型的亚群 

2013年美国Connor研究团队在人类 BMMSCs中发

现了一种表达神经胶质 2 型抗原（neuro-glial antigen 2, 

NG2）侧群细胞（side population, SP） [23]。NG2 抗

原是一种中枢神经系统（central nervous system, CNS）

干细胞的经典标志物[24]。研究显示，它也可以作为多

器官组织成体干细胞标志物[Zhang et al 2013]。Connor

等采用免疫荧光靶向增殖标志物 Ki-67 和流式细胞仪

检测发现，表达 NG2 阳性的侧群细胞（NG2
+
/SP）相

对亲本 BMMSCs 增殖活性[23]。根据其它生物体研究显

示的 NG2 阳性干细胞从形态学角度显著大于梭形

BMMSCs [Lai et al 2021]我们推测，BMMSCs 中扁平宽大

的表达 NG2 阳性的细胞亚群可能是非成熟型，与

Prockop 研究团队[22]观点有所不同，有待深入研究。 

2.3 从 BMMSCs 异质群体中分离纯化

NG2 表型亚群细胞的新技术 

针对限于从异质 BMMSCs群体纯化NG2
+
/SP方法，

我们研究团队研发了一种具有自主知识产权的原创技

术（Percoll-Plate-Wait procedure） [25]，从培养中的（动

物、人类）BMMSCs 异质群体中成功纯化了 NG2
+
/SP

亚群细胞（本文暂命名为 NG2
+
/BMMSCs）（图 1）。

我们的研究结果显示，纯化后的 NG2
+
/BMMSCs 亚群除

表达 BMMSCs 特异标志物 CD73、CD90、CD105

（>95%）、CD45（<2%）外，NG2 抗原表达率高达>95%

（尚未发表的数据），表明该方法的高效纯化。从形

态学观察我们发现，小鼠和人类 BMMSCs 纯化的

NG2
+
/BMMSCs（图 2，左图）是 BMMSCs 异质群体中的

扁平宽大状（宽箭头，图 2，中图），明显大于梭形细

胞（细箭头，图 2，右图）。采用免疫荧光检测增殖活

性，发现标记 Ki-67 数量明显多于亲本 BMMSCs（尚未

发表的数据），进一步提示 BMMSCs 中扁平宽大的表

达 NG2 阳性的细胞亚群可能是非成熟型。近期我们将

纯化的NG2
+
/BMMSCs和亲本 BMMSCs分别移植入肝胆

损伤动物模型进行治疗发现，NG2
+
/BMMSCs 对比

BMMSCs 显示改善肝功能优势（尚未发表数据），提示

NG2
+
/BMMSCs提升 BMMSCs治疗EDLS功效的可能性。 

 

图 1 原创方法分离 NG2+/BMMSCs 亚群干细胞流程 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=B%C3%BChring+HJ&cauthor_id=12604402
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图 2 源于小鼠和人类的 NG2+/BMMSCs 亚群干细胞形态学特征 

由于存在 BMMSCs 异质性导致临床治疗不稳定，

NG2
+
/BMMSCs 表型异质亚群的纯化方法在基础研究和

临床提升疗效方面均具重要意义。同时 NG2
+
/BMMSCs

可能也会成为脱细胞肝支架组织工程肝主要结构构建

提供优于 BMMSCs 的新型种子细胞。 

3 干细胞与脱细胞肝支架组织工程

肝主要结构构建与修复替代治疗 

组织工程概念是在 1987 年由美国麻省理工学院

Langer 和马萨诸塞州立大学医院 Vacanti 等首次定义

[26]，是指运用生命科学与工程学原理与技术，创造新

的生物类型和改造生产方式，研究和开发用于修复人

体损伤组织或器官、恢复形态和功能的生物替代物的

一门新兴学科[27]，其核心是采用工程学原理建立由细

胞和生物材料构成的三维（three dimension, 3D）空间

复合体[28]，以达到器官和组织的完美修复。目前干细

胞与组织工程领域发展迅速，已成为再生医学研究的

核心内容和主要研究方向，如在肝、心、肺等生物工

程化人工器官等研究方面均取的了一定的成果，尤其

在采用实体器官首选技术-脱细胞化/再细胞化策略构

建复杂器官主要组织结构如组织工程肝内胆管、窦状

结构等方面有了新的进展。本部分就此研究现状和新

发现予以聚焦讨论。 

3.1 成体种子干细胞胆管细胞分化与脱

细胞肝支架组织工程肝胆管修复重

构 

胆管系统是由胆管上皮细胞（Bile duct epithelial 

cells, BECs）组成，是肝脏器官主要结构之一，衬附肝

内外胆管系统。BECs 占肝细胞总数的 3%-5%，构成了

对抗微生物的第一道防线[29]。ESLD 或手术均可导致

胆管损伤和狭窄，对其修复重建是再生医学和外科学

领域面临的一道难题。损伤胆管修复重建需要合适的

种子细胞。研究显示，BECs 是最为理想种子细胞，但

由于其体外增殖能力弱，不易培养，难以提供研究所

需细胞量[30]，为此，人们考虑选择干细胞作为 BECs

替代品。BECs特征性标记物为细胞角蛋白（Cytokeratin, 

CK）中间纤维蛋白家族，成员众多、分布广泛。根据

组织来源和免疫原性主要分为角蛋白（Keratin）、结

蛋白（Desmin）、胶质原纤维酸性蛋白（Glial fibrillary 

acidic protein）、波形纤维蛋白（Vimentin）、神经纤

丝蛋白（Neurofilament protein）和核纤肽（lamin）5

类。CK 家族是免疫组织化学中较为常用的分子标记

物，例如如 CK19、CK7、CK18 等[31]。 

BMMSCs 是目前较为公认的组织工程理想种子细

胞，选择其作为 BECs 替代品诱导分化 BECs 的研究倍

受关注[32]。研究者们对修饰 BMMSCs 培养微环境加以

修饰，以期获得理想转换。例如，人们尝试在正常条件

培养中增添相应营养因子（trophic factor, TF）如丙戊酸

钠（Sodium valproate, VPA），肝细胞生长因子（hepatocyte 

growth factor, HGF）、白细胞介素 6（IL-6）、Insulin growth 

factor like-I （IGF-I）等[33, 34]；或选择将这些 TF 相互

组合如 HGF 与 VPA，HGF 与 EGF 等方法长时间双重

诱导，发现表达 BMMSCs的BEC转化效率明显提升[35]，

表明 BMMSCs 在特定条件下的 BECs 分化潜能。然而问

题是，常规条件下 BMMSCs 转化效率仍然较低，如上述

研究的转化至少需要 6 周时间，这种低效率增加了深入

了解 BMMSCs 功能和及其在疾病中作用的难度。 

对此，人们尝试在发育微环境中诱导 BMMSCs 向

BECs 转化发现明显加快。例如将 BMMSCs 与发育期乳

鼠肝上清液并用营养因子（IF）共培养，发现短时间内

形态学改变，高表达 CK19（胆管细胞标志物）和相关

基因，且表达量随时间延长而逐渐成上升趋势[35]，为

BMMSCs在肝发育环境下向BECs快速和高效分化提供

了实验证据，同时也表明模拟肝胚胎或发育过程采用

多因子联合逐步刺激 BMMSCs，可提高转化效率，使其

向 BECs 方向分化，也是目前人们选择与肝发育相关因

子诱导 BMMSCs 向 BECs 分化原因所在[33, 34]。 

我们近期一项对比研究显示[36]，肝外骨髓来源的

BMMSCs 对比肝内来源的干细胞在肝损伤微环境下体

内外 BECs 分化优势，提示髓来源的 BMMSCs 肝损伤修

复可能与 BECs 修复重构胆管有关。为了证实此点，我

们将NG2
+
/BMMSCs 和亲本 BMMSCs分别共培养与肝损
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伤条件培养基意外发现，虽然两种干细胞均表现 BECs

分化能力，但形态学和免疫荧光染色检测均显示

NG2
+
/BMMSCs 的明显优势，仅 1-2 小时，NG2/BMMSCs

形 态 学 明 显 改 变 ， 从 原 本 扁 平 宽 大 上 皮 状

（NG2/BMMSCs，粗箭头）向蚕豆样转换（BECs，方

框中）（图 3A），而在此短时间内 BMMSCs（梭形，

细白箭头）的变化甚微（图 3B）；从 NG2/BMMSCs（NG2, 

红色）分化的 CK19 阳性细胞 （绿箭头，绿色）（图

3C, 棕色, Merged, 方框中）也明显多于 MMSCs （CD90, 

红色）（图 3D, 棕色, Merged）（尚未发表数据）。在

发育微环境中 NG2/BMMSCs 也表现出类似结果，其机

制可能与 cEBPs/IL-6 通路相关[36]。 

这些研究高度提示，NG2/BMMSCs 作为 BEMs 新

型种子细胞损伤胆管修复重建可能性及对比 BMMSCs

的分化优势。 

 

图 3 NG2+/BMMSCs 亚群干细胞向胆管上皮细胞（BECs）分化优势 

3.2 肝窦内皮细胞种子细胞选择与肝窦

状结构修复重构启动组织工程肝再

生 

肝血窦内皮细胞（liver sinusoidal endothelial cells, 

LSECs）是肝脏器官的另一主要结构之一，构成肝血窦

（hepatic sinusoid）。肝血窦是一种特殊的毛细血管，

是相邻肝板之间的腔隙（称窦周隙，Disse 腔），通透

性较大，故称肝血窦内皮细胞（liver sinusoidal endothelial 

cells, LSECs） [45]。窦腔隙内充满血浆，有利于肝细胞

与血流（血浆）之间进行物质交换。肝血窦内壁由内皮

细胞（endothelial cells, ECs）构成。ECs 或血管 ECs 是

分布在脑、肝、肺、淋巴结、脾等器官组织中的一些有

共同特点的上皮细胞总称，是沿着整个循环系统，由心

脏直至最少的微血管。研究显示，ECs 的种子细胞来源

是当今血管组织工程瓶颈问题，而 ECs 是解决这一瓶颈

的关键[37]，而目前认为，BMMSCs 是组织工地中尤其

是血管组织工作中不可替代的内皮细胞来源，故在组织

工程血管修复构建中具有重要价值[38]。 

选择 BMMSCs 作为种子细胞向血管内皮细胞分化在

1999 年被 Zaia 研究团队首次报道[39]。Zaia 等采用 SH2

单克隆抗体发现 BMBSCs 特异性抗原 endoglin（CD105）

在 ECs 中的分布，首次证明 BMMSCs 与 ECs 有关性，继

而表明与血管发育的相关性。随后陆续被报道的 BMMSCs

的 ECs 分化研究备受瞩目。人们在培养环境中添加血管

内皮生长因子（vascular endothelial growth factor, VEGF），

转化生长因子（transforming growth factor-β, TGF-β1），

血管生成素 II（Angiopoietins, Ang-II），或通过各种组合

等方法发现，BMMSCs 通过向内皮细胞增殖和分化促进血

管形成，表明 BMMSCs 与血管发育和形成有关[40]。然而

值得注意的是，迄今对 ECs 标志物的选择因为繁多比较

混乱，尤其对选择血管内皮细胞粘附分子PECAM/CD31、

CD34，生长因子受体转录因子 GATA-2/3, AC133/CD133

细胞表面标志（血管/定向造血干细胞的表面标志）等。

值得提示的是，CD34，CD31 和 vWf 是目前血管 ECs 较

为公认的标记物[41]；常规培养中的 BMMSCs 不表达

CD31 和 CD34 [42]。 

我们近期对比研究提示，选择 NG2
+
/BMMSCs 作为

ECs 种子细胞优于 BMMSCs 的可能性和可行性。我们在

研究中首先证实了 BMMSCs 的确不表达CD31 和CD34，

但对于 NG2
+
/BMMSCs 对 CD31 略有表达（>2.5）。介于

知悉外周血内皮前体细胞表达 CD31 [52]我们推测，

CD31 可能与血管 ECs 分化成熟有关。根据上述

NG2
+
/BMMSCs 的非成熟型我们推测，NG2

+
/BMMSCs 可

能是内皮细胞祖先细胞。对此，我们做了一些对比实验

研究。体外实验，我们将细胞分别与添加 VEGF 条件培

养基共培养，发现 NG2
+
/BMMSCs（NG2 绿色）向 ECs

（vWf
+红或绿色，红色箭头示意 ECs）分化效率（图 4A）

明显强于 BMMSCs（CD90 红色）（图 4B），NG2
+
/BMMSCs

还有明显的血管形成（图 4A，方框示意）而未见于

BMMSCs 组别（尚未发表数据）。体内实验采用化学制

剂诱导胆管损伤动物模型转输色彩标记细胞我们发现，

4 周后免疫荧光检测发现，两者均可分化为表达 CD31，

CD34，和vWf的ECs。但与 BMMSCs相比，NG2
+
/BMMSCs

具有更好分化活性。重要的是，我们在肝脏局部检测到

了促肝再生的细胞因子如 HGF、TGF-ɑ、IL-6、VEGF

等（尚未发表数据），提示肝血窦的修复和重建可能改

变了微环境继而启动了肝再生[43, 44]。 
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这些实验证据为 NG2
+
/BMBSCs 作为优于 BMBSCs

新型 ECs 前体祖先种子细胞在脱细胞肝支架重构肝血

窦结构重启肝再生，奠定了理论和实验基础。 

 

图 4 NG2+/BMMSCs 亚群细胞向血内皮细胞（ECs）分化优势 

4 脱细胞肝支架组织工程肝关键问

题和对策 

脱细胞肝支架（decellularized liver scaffold, DLS）

是指通过物理、化学、酶等方法对肝脏器官进行无细

胞处理获得的一种生物支架材料。目前，DLS 已成为

组织工程复杂肝组织研究的核心方向，具有强大转化

价值[45, 46]。与人工合成型生物材料如分子聚合物聚

乳酸、聚己内酯、聚乙二醇等相比，DLS 即完好保留

了肝脏的主要细胞外基质（extracellular matrix, ECM）

成分，也很好保存了肝内脉管结构，使其最大限度还

原肝内肝细胞生长微环境，为种子细胞生长、分化、

衍生为类肝样器官组织提供了适宜的生物微环境。另

外，DLS 具备低免疫原性和高组织相容性等优势，是

肝脏再生理想的生物材料[47]。脱细胞肝支架组织工程

肝核心技术是脱细胞化/再细胞化技术，其策略是利用

脱细胞化 DLS 和再细胞化种子细胞在 3D 培养体系中

构建的组织工程肝脏（图 5），构建的类肝组织可以在

一定程度上模拟肝脏的合成、解毒、代谢和分泌等生

理性功能，可经体内移植治疗 ESLD [48]，是实体器官

组织工程领域的研究热点，已为当今构建复杂器官的

首选技术[49]。DLS 分为全肝或正常（normal）肝 DLS

（nDLS）和部分肝/或再生期（regeneration）肝 DLS

（rDLS） [50]。本部分就 nDLS、rDLS 在肝组织工程

研究方面优劣和关键问题以及相应措施进行讨论。 

 

图 5 脱细胞肝支架再细胞化组织工程肝脏器官构建策略 

4.1 nDLS 组织工程肝关键问题-凝血 

nDLS 是通过上述灌注方法对完整肝脏器官进行

脱细胞处理获得的生物支架材料，是目前学术界常用

以多细胞联合种植肝支架材料。nDLS 用于多细胞联合

种植构建组织工程类肝组织发起于美国 UYGUN 研究

团队[51]。2010 年 UYGUN 等首次将再细胞化的 nDLS

进行大鼠体内移植，虽然移植物仅存活 8 小时，但此

项研究起到了引领作用，开拓了脱细胞肝支架生物组

织工程肝替代治疗领域，激发了众多随后的研究。例

如，BAO [52]和我们实验室[53-55] [2015；1x 2018]先

后将再细胞化的 nDLS 植入预先经 90%肝切的大、小

鼠体内，72 小时后移植物仍保持活性，并表达肝功能

相关蛋白和基因。 

总结这些实验发现了移植后系列问题。例如小肝

综合征（Small-for-size Syndrome，SFSS） [56]，一种

移植导致的肝功能不全临床现象，可以通过门脉和肝

血窦减压加以改善[57]。然而，是 nDLS 内凝血成为棘

手问题，是决定移植物是否长期有效存活的关键问题。

虽然目前学术界采用众多方法如内皮细胞化[58, 59]、

肝素化[60]、抗凝药物[61]等尝试解决 nDLD 凝血问题，

但仍未取得实质性进展。 
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4.2 优化nDLS支架材料是解决凝血问题

对策之一 

支架材料优化是指可以改善用于再生受损和有缺陷

组织的细胞的迁移、增殖、分化和生长的技术，是组织

工程程序成功的关键因素。根据众多 nDLS 研究我们推

测，nDLS 的“劣势”可能是其 ECM 成分相对处于“静息状

态"，缺乏“生物活性微环境”，影响对种子细胞的向 nDLS

招募和兼容，缺乏特异性，故需要修饰予以优化或特化，

促使种子细胞定向迁移促进黏附、提高增殖活性、存活

效率和功能分化。为了这一目标，我们做了许多相关研

究，研发了一种具有自主知识产权的新支架，称之为部

分肝或再生期（regeneration）肝脱细胞支架。其核心技

术是先行 15%〜30%的肝切除术（partial hepatectomy, 

PHx），1-5 天后再实施灌注方案获取的去细胞肝支架。

由于该支架取之肝脏再生期（术后 1-5 间），故称为去细

胞再生肝支架（rDLS）。研究显示，与 nDLS/ECM 对比

rDLS/ECM 中具备急性肝再生微环境和多种再生所需细

胞因子如 HGF、TGF-ɑ、IL-6、EGF、ALR、VEGF 等。

重要的是，rDLS/ECM 抗凝的显著优势。实验中我们采

用近红外激光多普勒流量测量血氧饱和度（SO2,%, 图

6A））和血流速度（AU, 图 6B）发现，rDLS/ECM（红

线）比 nDLS/ECM（黑线）具有明显的血/氧亲和和血流

通畅性，表明 rDLS/ECM 支架材料表面的“天然抗凝修饰

效应”，这种效应不仅在生物医学领域中[62]，而且在新

兴的再生外科学领域中均具有重要应用价值。 

 

图 6 多普勒仪检测验证再生脱细胞肝支架（rDLS）对比常规脱细胞肝支架（nDLS）血流-功能重建优势（体内血氧饱和及流速） 

4.3 肝支架的再细胞化技术 

脱细胞肝支架的再细胞化是组织工程肝构建面临

的另一关键问题。以往学术界[63, 64]和我们[55]团队的

研究均显示了 nDLS 上类肝组织的形成，且诱导过程与

体内肝脏发育过程相类似。 

虽然迄今为止尚无脱细胞肝支架人类肝组织报道，

但已有研究将人 iPS 来源的肝样细胞、间充质干细胞和

内皮细胞混合培养于基质材料内，细胞可自行组装成功

能性 3D 肝芽样聚合物[65]，表明人源组织工程肝的可能

性。我们利用人脐静脉内皮细胞（门静脉注射）、人类
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BMMSCs（门静脉、胆管注射）和肝脏干细胞对猪的肝

rDLS 再细胞化，体外 3D 培养发现形成大体积类肝组织

（肝叶） [12]。免疫荧光双染色发现有基于人类 BMMSCs

形成的胆管（CK19
+）和肝血窦（CD31

+）结构（尚未

发表数据）。体内移植后发现，18 天未见血栓形成，同

时显示凝血因子对比 nDLS 显著低表达[50]，由此可见

多细胞联合种植在组织工程肝构建中的重要性以及多

途径注射可能会有效阻止血管腔内血栓形成[66]。 

总之，解决 nDLS 体内移植凝血问题，促进 nDLS

优化。随着对新生血管形成机制的全面深入了解和掌

握，可以进一步优化细胞的培养及再细胞化方案；明 

确多种联合培养细胞的种植比例和多途径注射；评估

支架进行体内移植的时机；通过完善上述研究关键问

题促进支架内“血管化”形成，为功能性脱细胞组织工程

肝体内移植修复替代治疗奠定理论和实验基础。 

5 结论 

总而言之，终末期肝病是目前领域备受关注的重

大疾病。科学家们正在积极探索其关键瓶颈问题和相

应对策（以下框图）。例如在纯化干细胞解决异质性

获取高效干细胞提升疗效损伤修复方面，在无细胞肝

支架重建胆管、肝血窦结构启动工程化类肝组织器官

形成功能替代方面（以下 Cartoon 图）进展显著。另外

在人工肝、异源器官先进技术以及精准靶向治疗等方

面，未来预期可盼。 

 

图 7 新型干细胞疗效提升及其肝脏器官工程功能替代示意图 

展望 

干细胞与组织工程肝 ESLD 修复替代治疗展现了

良好的应用前景，但在目前的研究基础上仍有许多挑

战：（1）目前能用于肝病治疗的干细胞种类偏少，应

继续开发新的可用于临床治疗和生物工程肝种子细

胞；（2）深化对 ESLD 再生机制的基础研究；（3）

建立在病理和生化指标上更接近临床 ESLD 的动物模

型，如胆管和肝窦损伤;（4）解决脱细胞生物支架和体

内移植凝血问题，促进支架的血管化形成，供-受体血

流功能重建，为功能性组织工程肝脏的体内移植治疗

奠定基础，尽早实现生物人工肝的临床转化。我们相

信，随着再生外科学医学与转化医学的进步，对于

ESLD 的干细胞与生物工程肝修复替代治疗有着光明

的未来，必将彻底解决肝源短缺问题，最终造福 ESLD

患者。 

文题释义 

终末期肝病：是指以肝功能异常及全身表现为特

点的临床综合征，包括急性肝衰竭和失代偿性肝硬化。 

干细胞：是指一类具有自我复制和多分化潜能的

细胞群，按起源主要分为胚胎干细胞，多能诱导干细

胞和成体干细胞。 

脱细胞肝支架组织工程肝脏：是指利用组织工程

新技术构建的由无细胞肝生物支架材料和种子细胞组

成的，在 3D 培养体系中功能性类肝脏组织器官。 

缩写 

ESLD: end-stage liver disease，终末期肝病 

ALF: actue liver failure，急性肝衰竭 

DLC: decompensated liver cirrhosis，失代偿期肝硬

化 

HBV: hepatitis B virus，乙型肝炎病毒 

LTx: liver transplantation，肝移植 

ESCs: embryonic stem cells，胚胎干细胞 

iPS: induced pluripotent stem，多能诱导干细胞 

SSCs: somatic stem cells，成体干细胞 

BMMSCs: bone marrow-derived mesenchymal stem 

cells，骨髓间充质干细胞 

SP: side population，侧群细胞 

CNS: central nervous system，中枢神经系统 

NG2
+
/SP: neuro-glial antigen 2-expressing cells in 
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side population，侧群细胞中 NG2 阳性细胞 

NG2
+
/BMMSCs：BMMSCs 中新型亚群干细胞 

BECs: Bile duct epithelial cells，胆管上皮细胞 

LSECs: liver sinusoidal endothelial cells，肝窦内皮

细胞） 

ECs: endothelial cells，内皮细胞 

VEGF: vascular endothelial growth factor，血管内皮

生长因子 

TGF-β1: transforming growth factor-β，转化生长因子 

Ang-II: Angiopoietins-II，血管生成素 II 

PECAM: Platelet endothelial cell adhesion 

molecule，血管内皮细胞粘附分子 

DLS: decellularized liver scaffold，脱细胞肝支架 

ECM: extracellular matrix，细胞外基质 

nDLS: 正常或全肝 DLS 

rDLS: 再生期部分肝 DLS 

SFSS: Small-for-size Syndrome，小肝综合征 

PHx: partial hepatectomy，肝切除术 
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