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人源诱导多能干细胞体外定向分化为功能性肝细胞的方法研究 *
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摘要 目的：研究开发一种简易、快速在体外使多能诱导干细胞（induced pluripotent stem cells，iPSCs）定向分化为功能性肝样细胞

的培养方法。方法：根据正常肝细胞在体内的发育规律，设计简化诱导方法使 iPS细胞定向分化为内胚层细胞，应用 qPCR和流式

细胞术鉴定其纯度后进一步诱导分化为肝样细胞，并通过 qPCR、ELISA、免疫荧光等技术鉴定肝细胞的性状和功能。结果：iPS细

胞诱导 7天后，OCT4和 NANOG的表达水平显著下降，内胚层细胞相关基因 CXCR4、FOXA2和 HNF4A表达水平明显升高。内

胚层细胞继续诱导培养 15天后，肝细胞特异性标志基因 ALB、TDO2、RBP4、G6PC和肝药酶基因 CYPs等显著上调，同时产生高

水平的白蛋白和尿素；PAS糖原染色为阳性，能主动摄取和释放吲哚菁绿，证实诱导成的肝样细胞具备正常肝细胞的部分功能。

结论：该诱导方案能够在体外使 iPS细胞遵循正常肝脏发育通路简易、高效地分化为功能性肝细胞。本研究为大量获得 iPS来源

的肝细胞及其在细胞疗法和药筛模型中的运用提供了可能性。
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Study on the Method of Directional Differentiation of Human Induced
Pluripotent Stem Cells into Functional Hepatocytes *

This study is to research and develop a simple and rapid method to directly differentiate the induced

pluripotent stem cells (iPS) into functional hepatocytes in vitro. According to the development of normal hepatocytes in vitro, a

simplified method was designed for differentiation of iPS cells into endodermal cells. The phenotypes of endodermal cells was identified

by qPCR and flow cytometry, and then these cells were further differentiated into hepatocyte-like cells. The characteristics and functions

of hepatocytes were identified by qPCR, ELISA and immunofluorescence. The results showed that the mRNA/protein expression

of OCT4 and NANOG were decreased significantly, and the mRNA/protein expression of endodermal cell-related genes, CXCR4, FOXA2

and HNF4A,were increased significantly at day 7 after iPS cell induction. Hepatocyte specific marker genes ALB, TDO2, RBP4, G6PC

and hepatocyte drug enzyme genes CYPs were significantly upregulated at day 15, and high levels of albumin and urea were produced

simultaneously. Positive PAS glycogen staining and active uptake and release of indocyanine green were observed in the induced hepato-

cytes. It was confirmed that the hepatocyte-like cells had the partial functions of primary hepatocytes. This easy and efficient

induction method can be used in differentiation of iPS cells into functional hepatocytes by mimicking the process of liver organogenesis

in vitro. This study provides the possibility for massive production of iPS-derived hepatocytes and their applications in cellular therapy

and drug screening models.
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前言
肝细胞作为肝脏功能最基本的单位，在药物代谢、药物相

互作用以及毒理药理研究领域被广泛应用[1]。临床治疗终末期
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肝病需要进行器官移植，但由于器官来源困难且可能有免疫排

斥反应，所以肝细胞移植（Hepatocyte transplantation，HT）是治

疗以肝脏为基础的代谢性疾病和急性肝衰竭（Acute liver fail-

ure，ALF）的一种有前途的替代方案[2]。但肝细胞来源非常有限，

且无法在体外长期培养，亟需寻找新的来源并可长期体外培养

的肝细胞，以期建立人肝脏代谢的体外模型并满足临床需求。

目前体外诱导肝样细胞的种子细胞来源主要有胚胎干细

胞（ESCs）和多能干细胞（iPSCs）[1]，其中 iPSCs开始越来越多受

到研究者们的关注[3]。2006年，日本科学家 Yamanaka的研究小

组发现，通过转导 Oct-3/4，Sox2，c-Myc和 Klf4这 4个转录因

子将小鼠的皮肤细胞重编码为具有胚胎干细胞功能的干细胞，

被称为多能诱导干细胞[4]。后用类似的方法，又将人类成纤维细

胞，以及脐带和外周血细胞成功诱导为 iPS细胞[5,6]。干细胞可

以在体外重新分化，产生有助于药物发现的新模型，包括基于

iPS的药物发现、毒性评估和疾病建模模型[7,8]。另外 iPS细胞相

比胚胎干细胞来说，没有伦理压力和人类白细胞抗原（Human

leukocyte antigen，HLA）不匹配的问题，提供了可避免免疫排斥

的潜在可行的细胞替代疗法，成为新的肝细胞的理想可能来源[9]。

在胚胎发育过程中，肝细胞来自于内胚层[10]。体外培养可

诱导细胞分泌白蛋白（Albumin，ALB），同时其发挥作用也必须

建立在内胚层细胞诱导的基础上[11]。IPS细胞向肝样细胞的诱

导分化主要是通过模拟肝脏在体内的发育过程，根据肝细胞在

体内发育不同时期的调控机制，人为在体外创造肝细胞所需的

体内微环境，经过内胚层发育、内胚层肝脏特异化和肝脏成熟

三个阶段来获得肝细胞样细胞（Hepatic-like cells，HLCs）[12]。

在诱导分化肝细胞过程中，细胞因子的作用不可或缺[13]。

细胞因子是一类由免疫细胞和某些非免疫细胞经刺激而合成、

分泌的具有广泛生物活性的小分子蛋白质[14]。在以往大部分研

究方案中，研究者通常将 HLC的分化方案分为三个步骤：内胚

层分化、肝母细胞分化以及肝样细胞分化[15]，所用到的细胞因

子包括肝细胞生长因子（Hepatocyte growth factor，HGF）、磷酸

肌醇 3-激酶（Phosphoinositide 3-kinase，PIK3）以及Wnt3a在内

的内胚层诱导因子[16]；成纤维细胞生长因子（Fibroblast growth

factors，FGF）[13]、骨形成蛋白（bone morphogenetic Proteins，BMP）

以及抑瘤素（Oncostatin M，OsM）在内的肝细胞诱导因子[17]。以

往方案步骤繁琐，耗费的细胞因子种类多，数量大，价格昂贵，

所以寻找更为简易的方案，减少细胞因子的耗费是研究建立大

量诱导分化肝样细胞工艺必不可少的环节[18]。

在本研究中，研究者在前人研究基础上，通过缩短诱导周

期、减少诱导因子的两步法诱导方案，短期高效诱导出具备良

好肝功能的功能性肝细胞，获得的这些功能性肝细胞可用于药

物筛选及用药安全评估等方面的研究，为其在药物研究及再生

医学领域中的应用奠定基础。

1 材料和方法

1.1 材料

mTeSRTM1（STEMCELL）多能干细胞培养基，ROCK in-

hibitor Y27632、ICG粉末 (均购于 MCE)，B27 添加剂、血清

FBS，细胞解离试剂 Accutase（均购于 Gibco），MatrigelTM基质

胶（购于 Corning），RIMP1640 培养基（购于 WAKO），Activin

A、ChiR 99021（均购于 BioTechne），Sodium Butyrate、Dexam-

ethasone（Dex，均购于 Sigma），HCM/EGM培养基（购于LONZA），

Oncostatin M（OSM，购于 R&D），RNA提取试剂盒、逆转录试

剂盒、Quantifast SYBR Green PCR试剂盒（均购于 Vazyme）；流

式抗体 C-KIT-BV421、EpCAM-APC、CXCR4-PE（均购于 BD）；

尿素检测试剂盒（购于 Bioassay systems），ELISA白蛋白分泌试

剂盒（购于碧云天），抗人 ALB单克隆抗体、抗兔 IgG抗体（均

购于 Abcam），糖原染色 PAS试剂盒（购于碧云天）；人源 iPS

细胞（购于 iCell公司，DYR0100）；永生化原代肝细胞 HL7702

（来自实验室留存）。

1.2 方法

1.2.1 人源 iPS 细胞培养 人源 iPS 细胞系以 4× 104 细胞

/cm2细胞浓度接种于铺有基质胶的直径 6 cm的培养皿中，置

于 37℃、5% CO2细胞培养箱中，每天换液，6-7天传代一次。培

养基成分为：mTeSRTM1干细胞完全培养基，ROCK inhibitor

Y27632（10 滋M）。
1.2.2 内胚层和肝细胞的定向分化诱导 将 iPS细胞以 1× 106

个细胞 /孔的浓度接种于铺有基质胶的六孔板中，不同时间段

培养基成分分别如下，第 0天：RIMP 1640培养基，其中含 B27

添加剂（0.5X）、Activin A（10 滋M）、CHIR99021（2 滋M）和 Rock

Inhibitor（10 滋M）；第 1~3 天：RIMP 1640 培养基，其中含 B27

添加剂（0.5X）、Activin A（10 滋M）、CHIR99021（2 滋M）和 Sodium

Butyrate（0.5 滋M）。第 4~6天：RIMP 1640培养基，其中含 B27

添加剂（0.5X）、Activin A（10 滋M）和 CHIR99021（2 滋M），每天
换液。第 7天，将每孔细胞消化后用 HCM/EGM培养基进行重

悬，培养基成分为：HCM/EGM培养基、FBS、Dex（100 nM），

OSM（10 ng/mL），铺于 24 孔板 4 个孔中，分别于第 8、9、10、

12、14、16、18和 20天进行换液，直到第 22天，回收上清并收

集肝细胞。

1.2.3 流式检测 在第 7天消化并收集细胞，经 PBS洗两遍

后，分装到流式管中，每管约 2× 105个细胞，分别用 C-KIT，

EpCAM，CXCR4的抗体标记细胞，4℃冰箱避光孵育 30 min，

PBS清洗两遍，重悬细胞后，用流式细胞仪（SONYSA3800）检测。

1.2.4 总 RNA提取，cDNA合成以及荧光定量 PCR 检测 消

化并收集各时间点的细胞，包括 iPS细胞组、内胚层细胞组以

及 HLC细胞组。总 RNA用诺唯赞试剂盒提取，用核酸蛋白检

测仪检测 RNA浓度和纯度，取 1 滋g RNA反转录成 cDNA，然

后采用荧光定量 PCR试剂盒进行扩增，结果用△ CT法进行分

析，得到各目的基因的相对表达量。荧光定量 PCR所用的引物

序列[19,20]见表 1。

1.2.5 ELISA检测细胞上清中 ALB 分泌水平 收集 iPS 细

胞、HLC 细胞以及原代肝细胞的 24 h 上清，3000 r/min 离心

10 min，吸取上清液进行 ELISA检测，按照人 ALB ELISA试剂

盒说明书进行操作。

1.2.6 免疫荧光 用 4%的多聚甲醛对细胞进行固定 30 min，

PBS漂洗后，用 1%Triton X-100进行细胞破膜 15 min，再用

PBS漂洗 3次，每次 5 min，再用 3%的 BSA室温封闭 30 min，

PBS漂洗 3次，每次 5 min，加入相应的一抗 ALB（1:100稀

释），4℃冰箱过夜孵育，PBS漂洗 3次，再加入相应二抗（1:500

稀释）室温孵育 1 h，加入 DAPI后在共聚焦显微镜下拍摄。
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1.2.7 PAS 染色和 ICG 释放摄取 根据制造商说明，使用

PAS染色试剂盒（碧云天）来检测糖原。用 PBS洗涤细胞，并在

室温下用 4%多聚甲醛固定 15 min，PBS洗涤后，细胞用 0.5%

周期酸溶液氧化 7 min，PBS洗涤，入 Schiff试剂加盖阴暗处孵

育 15 min。在亚硫酸钠溶液中孵育三轮 2 min后，用 PBS洗涤

细胞，显微镜观察。将吲哚菁绿（ICG）粉（MCE）（10 mg）溶解在

10 mL肝细胞培养基中，获得 1 mg/mL的原液。细胞在 ICG培

养基中以 37℃培养 4 h后弃去含有 ICG的培养基，PBS洗涤 3

次，显微镜下观察细胞对 ICG的摄取的情况并拍照；再在细胞

中加入新鲜的培养基，培养 4 h，显微镜下观察细胞释放 ICG

情况，拍照记录。

1.2.8 直接比色法检测细胞上清尿素产量 按照 2.5中取各

细胞上清的方法，吸取上清液，按照说明书方法，进行显色反应

后，于酶标仪上检测 430 nm处吸光度值，线性分析各种细胞的

尿素产量。

1.3 数据处理

两组均数采用 Mann-WhitneyU检验或非配对 t检验进行

比较。P<为 0.05，认为差异有统计学意义。数据来自至少三个

独立的生物重复，并使用 GraphPadPrism软件进行分析。

2结果

2.1 简易方法由 iPS细胞诱导为内胚层细胞及其鉴定

为了获得高效诱导分化的肝细胞，遵循其生理规律，应该

先将人源诱导干细胞诱导分化为肝谱系内胚层（Endoderm）。经

过 7天的诱导培养后进行鉴定，流式结果显示：该细胞 CX-

CR4+EpCAM+细胞达 97.3%，CXCR4+C-KIT+细胞达 93.5%，

如图 1A。在内胚层的分化环境中，iPS细胞迅速下调了干细胞

基因：NANOG下调 100倍以上，OCT4下调 10倍以上，并且

上调了内胚层的相关基因：CER1上调 70倍，CXCR4上调 25

倍，FOXA2上调 2000倍以上以及 HNF4A上调 1000倍以上，

如图 1B。这些结果显示人源诱导干细胞可以有效分化为具有

高度纯度的内胚层，与文献报道的内胚层特点相符[20]，保障了

后续肝细胞可靠的内胚层诱导来源。

2.2 诱导完全内胚层高效分化为肝样细胞

将内胚层的分化培养环境换成肝谱系肝细胞的分化环境，

分化的时段细胞如图 2A。内胚层朝着肝细胞的方向分化，与

iPS细胞来源的 Endoderm相比，分化的肝细胞 HLC显示肝脏

基因 ALB、G6PC、RBP4、TAT和 TDO2表达显著上调；同时，

对于肝药酶 CYP2C9、CYP2C19、CYP3A4的表达也显著上调，

显示一定的肝脏水平。值得注意的是，HLC 同时也高表达

AFP，AFP提示一个持续的未成熟表型，显示 HLC的肝功能还

没有达到原代肝细胞的水平，如图 2B；另外，与 iPS细胞相比，

分化而来的肝细胞分泌 ALB的能力上调，较之增加了 9倍以

上，更接近于原代肝细胞分泌白蛋白的能力，如图 2C。

2.3 肝细胞的功能鉴定

为了证明分化形成的肝细胞的功能特征，研究者利用免疫

荧光染色检测了细胞表达 ALB的水平，结果显示由内胚层分

化而来的肝细胞表现出 ALB阳性，如图 3A。后又进行了 PAS

染色证实了这些肝细胞的糖原储存能力，并做了 ICG的摄取和

释放证实了其肝功能，结果如图 3B，3C；另外，继续测试了肝细

胞的尿素产量，与 iPS细胞相比，体外诱导肝细胞尿素产量增

加了 40倍左右，接近原代肝细胞水平，如图 3D。这些结果显

示，人源诱导干细胞分化为的内胚层可以简易高效地分化成为

肝细胞。

3 讨论

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

胚胎干细胞（embryonic stem cells，ESCs）类似，是一类具有自我

更新和无限增殖潜能的细胞，并且能经诱导分化为机体各种类

型的细胞[21]；而且 iPSCs来源于机体本身，规避了 ESCs的免疫

Gene Primer sequences

NANOG F: ATGCCTCACACGGAGACTGT

R: CAGGGCTGTCCTGAATAAGC

OCT4 F: CTTCGCAAGCCCTCATTTC

R: GAGAAGGCGAAATCCGAAG

FOXA2 F: AGACGGTGTTGCAGAGACG

R: CGGGTGAAGAAGACTGCTG

HNF4A F: AGCAACGGACAGATGTGTGA

R: TCAGACCCTGAGCCACCT

CER1 F: GCCATGAAGTACATTGGGAGA

R: CACAGCCTTCGTGGGTTATAG

CXCR4 F: GGATATAATGAAGTCACTATGGGAAAA

R: AGTAGTGGGCTAAGGGCACA

AFP F: TGTACTGCAGATAAGTTTAGCTGAC

R: TCCTTGTAAGTGGCTTCTTGAAC

ALB F: AATGTTGCCAAGCTGCTGA

R: CTTCCCTTCATCCCGAAGTT

TDO2 F: AAGAGGAATTCATAAGGATTCAGG

R: AGCACCTCTTTTTGCTTCTGA

G6PC F: CCCTGTAACCTGTGAGACTGG

R: AAAGAGTAGATGTGACCATCACGTA

TTR F: GCCGTGCATGTGTTCAGA

R：CAGCTCTCCAGACTCACTGGT

RBP4 F: TTTCTTTCTGATCTGCCATCG

R: CCAGAAGCGCAGAAGATTG

CYP2C9 F: TGGATGAAGGTGGCAATTTT

R: AGGAATAAAAACAGCTCCATGC

CYP2C19 F: ACTATTGAAAACTTGGTAATCACTGC

R: TCTCAGGGTTGTGCTTGTTG

CYP3A4 F: GATGGCTCTCATCCCAGACTT

R: AGTCCATGTGAATGGGTTCC

GAPDH F: GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT

R: GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

表 1 荧光定量 PCR所用的引物序列

Table 1 Primers for real-time PCR

227窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.23 NO.2 JAN.2023

图 1 由人源 iPS分化为完全内胚层

Fig.1 Differentiation of definitive endoderm from hiPSC

图 A为流式检测 CXCR4、EpCAM、C-KIT在 iPS和内胚层中的表达(Flow cytometry analysis of cells expressing EpCAM, CXCR4, and C-KIT among

EC-hiPSC-derived definitive endoderm.)；

图 B为荧光定量 PCR检测干性基因和内胚层相关基因在 iPS细胞和内胚层的表达。P<0.05 (Expression of pluripotency factors (OCT4 and
NANOG), definitive endoderm-related genes (CER1, CXCR4, FOXA2 and HNF4A), as determined by qPCR, P<0.05).
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图 2 由内胚层诱导分化为肝细胞

Fig. 2 Induction of definitive endoderm into hepatocyte

图 A为内胚层到肝细胞的诱导过程细胞图片(Schematic illustration of the hepatic differentiation process and morphology of EC-hiPSCs, definitive

endoderm, immature HLCs, and HLCs during differentiation. Scale bars, 100 滋m)；
图 B为荧光定量 PCR检测肝细胞相关标志基因在 iPS细胞、内胚层和肝细胞的表达。P<0.05(d Expression of

an immature HLC-related gene (AFP), and an HLC-related gene (ALB, G6PC, RBP4, TDO2, TTR, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4,) in EC-hiPSCs,

definitive endoderm and HLCs, as determined by qPCR, P<0.05).

图 C为白蛋白的分泌检测(ALB production in EC-iPSC, EC-iPSC-HLCs and primary human hepatocytes (HL7702); data normalized to 1 million cells).

排斥和医学伦理等问题,具有极大的研究前景及应用潜能。目

前，再生医学领域的进步正在推动治疗某些疾病的方法研究进

展，进行器官移植并不总是第一治疗选择[22]。大量研究表明，诱

导多能干细胞分化的肝样细胞（iPS-derived hepatocyte-like

cells，iHLCs）已广泛运用于 HCV体内外感染模型的建立，并用

于研究其发病机制、宿主基因在 HCV致病机制和筛选新型抗

HCV药物及疫苗的研发[19]。在肝细胞移植方面，由于肝脏细胞

分离质量差，细胞解冻后细胞生存能力低、同种异体细胞移植

到受体肝脏有致畸免疫风险等[2]，体外培养肝细胞技术已经广

泛进入大众视野，由 iPS来源的经过基因匹配的肝细胞使细胞

移植治疗代谢或危及生命的肝脏疾病不再需要密集的免疫抑

制治疗[21,23]。自 2006年通过逆转率病毒向小鼠皮肤细胞成功建

立了第 1株 iPS细胞系，1年后以同样的方法成功建立人 iPS

细胞系。IPS细胞是细胞治疗的理想来源，对于肝脏疾病的细胞

治疗，iPS细胞具有巨大优势[24]。

本研究证明 iPS细胞可以在体外简易定向地诱导分化为

内胚层细胞，再进一步分化为具备部分成熟肝功能的肝细胞，

由白蛋白阳性表达观察，大约有 80%以上的诱导成功率。本研

究证实了体外可以遵循体内肝细胞发育路径分化诱导肝细胞，

也可为后续的肝脏类器官的研究奠定基础。

目前，多种肝细胞诱导方法已被报道[15]。以往诱导方式，在

由内胚层向肝样细胞诱导过程中，FGF和 BMP发挥重要作用，

而后又需要 HGF、OSM和表皮生长因子（EGF）在肝样细胞的

成熟过程发挥作用[10]。本研究的诱导方法有两个明显特点，一

是本研究遵循肝脏体内发育方式，使 iPS细胞在体外按照体内

路径定向分化为肝细胞[25]；二是本研究一改以往多阶段多步骤

多细胞因子的诱导方法，在诱导为完全内胚层后，采用简易方

法和稳定的培养体系，不需要用到 FGF、BMP、EGF和 HGF等

就可以高效大量且稳定地诱导肝样细胞。

肝细胞诱导是二维水平的诱导方法，在建立药筛模型上由
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图 3 由 iPS诱导分化的肝细胞的功能鉴定

Fig. 3 Characterization of hiPSC derived hepatocyte

图 A为免疫荧光检测 ALB在 HLC的表达 ( Immunocytochemical detection of the hepatic markers ALB in EC-hiPSC-derived HLCs. Scale bars, 50

滋m);图 B为 PAS染色检测糖原储存(Glycogen storage was detected by PAS staining);

图 C为吲哚菁绿摄取和释放实验，由图可见肝细胞具有摄取释放吲哚菁绿功能(ICG uptake and release were analyzed in EC-hiPSC-derived HLCs.

Scale bars, 100 滋m);图 D为尿素产量测定，与 iPS细胞相比，HLC细胞的产量提高 40倍左右，接近于原代肝细胞 HL7702 (Urea production in

EC-iPSC, EC-iPSC-HLCs and HL7702; data normalized to 1 million cells).

于缺乏完整的肝脏微环境，无法准确模拟出药筛环境[26]。近年

来，人们采用了 3D细胞培养和共培养系统来维持和增强 HLC

的肝脏特异性功能。使用 3D细胞培养装置，如中空的 3D灌注

生物反应器[27]、纳米颗粒平板[28]、微载体培养系统[29]、微模板，可

增强 HLC肝功能[15]。综上所述，本研究结果初步研发出体外简

易高效诱导出肝样细胞，基于现有研究结果，可为后续大量体

外制备肝样细胞，进一步进行肝脏类器官的诱导方法探索，建

立稳定的肝脏类器官诱导体系，以器官水平探索建立更好的药

筛模型和移植模型[30]。
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