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■背景资料
由于肝干细胞具
有自我复制和双
向分化潜能, 故肝
干细胞可望成为
严重肝疾患细胞
替代疗法以及构
成生物人工肝的
供体细胞, 也因此
使其成为当前的
一个研究热点. 肝
干细胞应用中首
先要解决的问题
为肝干细胞的识
别、鉴定. 成年哺
乳动物肝中的肝
干细胞的存在部
位尚不确定. 在胚
胎发育过程中, 个
体的每个器官的
形成即是该器官
原基内干细胞增
殖、分化、成熟
的过程, 故早期胚
胎可为器官干细
胞的研究提供大
量的有用信息.
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Abstract
AIM: To observe the morphological features, 
temporal-spatial distribution and differentiation 
of hepatic stem cells in the early stage of human 
embryonic livers.

METHODS: Paraffin sections were prepared 
from human embryos of 3 to 12 wk by routine 
method. Immunohistochemical staining was 
used to observe the development of human em-
bryonic livers and hepatic stem cells as well as 
the expression of a-fetoprotein (AFP), c-Met and 
cytokeratin 19 (CK19) under light microscope�.

RESULTS: Liver buds came into being in wk 
3, hepatic cords formed in wk 4, and primal 
hepatic sinusoids were found in wk 5. The he-
patic cells of the 3-5 wk displayed the typical 
features of immature cells: small size, a round 
or ovoid nuclei with dark color, scant cytoplasm 
with slight blue and a high ratio of nuclei to 
cytoplasm. Moreover, they were positive for 
AFP and c-Met. At 6 wk, a part of hepatocytes, 
whose numbers increased as the growth of the 
embryos, became larger with nuclei of slight 
color, which were negative for AFP and c-Met. 
At 10-12 wk, the AFP- and c-Met-positive cells 

were mainly found at the periportal region. The 
CK19-positive reaction began to appear in some 
hepatocytes which were similar to the AFP- and 
c-Met-positive cells at 7 wk. At 10-11 wk, the re-
action was confined at the hepatocytes adjacent 
to the portal region, ductal plate and biliary epi-
thelial cells. At 12 wk, the positive reaction was 
only found at the ductal plate and biliary epithe-
lial cells. Furthermore, all the cells were positive 
for AFP, c-Met and CK19 at this time�.

CONCLUSION: Hepatocytes of 3-5 wk, pheno-
typed AFP+/c-Met+, are homogenous and belong 
to the hepatic stem cells. At 6 wk, the hepatic 
stem cells begin to differentiate to hepatocyte 
system, and then to cholangiocyte system in the 
next week. Like oval cells in the adult liver, the 
hepatic stem cells mainly locate at the periportal 
region at 10-12 wk. The cells characterized by 
AFP+/c-Met+/CK19+ belong to the progenitor 
cells of biliary epithelial cells�.
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摘要
目的: 观察胚胎发育早期肝干细胞的形态特
征、时空分布及分化, 以探讨肝干细胞的生物
学特征. 

方法: 运用发育第3-12 wk人胚标本47例(其中
3-5 wk各8例; 6-8 wk各5例, 9-12 wk各2例), 石
蜡切片, 连续切片, 免疫组化染色, 光镜下观察
人胚肝及肝干细胞的发育及其AFP、c-Met和
CK19的时空表达. 

结果: 发育第3 wk, 肝芽形成, 第4 wk形成肝
索, 第5 wk出现原始肝血窦. 第3-5 wk人胚肝
芽和肝索细胞排列紧密, 较小, 形态不规则, 核
圆形或卵圆形, 核质比例大, 核深染, 胞质颜
色较淡, 偏蓝色, 显示出幼稚细胞的形态学特
征, 并呈甲胎蛋白(α-Fetoprotein, AFP)、c-Met
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■研发前沿
目前研究所观察
到的肝干细胞在
形态特征、标志
物的表达等方面
表现出多样性, 对
肝干细胞分化时
间的�道也不一
致, 这对肝干细胞
的鉴定和分离带
来 一 定 困 难 .  此
外, 肝干细胞的研
究多以动物为研
究对象, 采用细胞
离体培养的方法, 
对人胚胎肝干细
胞的原位研究资
料较为缺乏.

阳性反应. 第6 wk, 肝索内出现了体积大、

核大、淡染的细胞, 呈AFP、c-Met阴性反应. 
随胚龄增加, 这类细胞数量增加. 10-12 wk, 
AFP、c-Met阳性细胞主要分布于汇管区周围. 
CK19阳性反应在7 wk时开始出现于一些与
AFP、c-Met阳性反应的细胞形态类似的肝索
细胞中. 10-11 wk时, CK19阳性反应主要位于
汇管区附近的肝索细胞、胆管板细胞及胆管
上皮细胞, 12 wk时, CK19阳性信号仅见于胆
管板和胆管上皮细胞. 此时所有的胆管板细胞
及胆管上皮细胞均呈AFP、c-Met和CK19阳性.

结论: 人胚发育3-5 wk肝实质由肝干细胞组
成, 其表型为AFP+/c-Met+. 6 wk, 肝干细胞开
始向肝细胞系分化, 7 wk向胆管系分化, 10-12 
wk, 肝干细胞主要局限于汇管区周围的肝索, 
与成年肝中卵圆细胞(成年肝干细胞)的分布
一致. AFP+/c-Met/+CK19+细胞可能为胆管祖
细胞. 

关键词: 人胚; 肝干细胞; 增殖; 分化
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0  引言

胚胎发育过程中, 器官的发生过程即各器官原

基内干细胞增殖、分化、成熟的过程, 故早期

胚胎可为器官干细胞的研究提供大量的有用信

息. 由于肝干细胞具有自我复制和双向分化潜

能, 肝干细胞可望成为严重肝疾患细胞替代疗

法以及构成生物人工肝的供体细胞[1-4]. 肝干细

胞应用中首先要解决的问题为肝干细胞的识

别、鉴定. 但目前研究所观察到的肝干细胞在

形态特征、标志物的表达等方面表现出多样性, 
对肝干细胞分化时间的报道也不一致, 这对肝

干细胞的鉴定和分离带来一定困难[2-4]. 此外, 肝
干细胞的研究多以动物为研究对象, 采用细胞

离体培养的方法, 对人胚胎肝干细胞的原位研

究资料较为缺乏. 我们利用3-12 wk人胚标本, 
选择AFP、CK19、c-Met作为标志物, 观察胚胎

发育早期肝干细胞的形态特征、时空分布、分

化过程以及分化的结果, 以期为肝干细胞的基

础研究和临床应用研究提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 本研究所用47例标本, 均征得孕妇本人

知情同意, 实验过程符合伦理标准. 征得孕妇签

字同意后, 收集意外流产, 受精龄为3 mo以内的

新鲜人胚胎47例(其中3-5 wk各8例, 6-8 wk各5
例, 9-12 wk各2例), 30 min内用4 g/L多聚甲醛

固定, 酒精脱水, 二甲苯透明, 石蜡包埋, 制5 μm
厚的连续切片, 裱于APES包被的载玻片上. 每10
张抽片1张做HE染色. 在显微镜下, 根据胚层形

成情况、体节的数目及器官发育状况确定胚龄.
1.2 方法 确定胚龄后, 选择3-12 wk的标本切

片 ,  每隔10张抽出1张切片 ,  行免疫组织化学

染色(SABC法), 光镜观察, 拍照. 切片常规脱

蜡、水化; 3 mL/L H2O2孵育10 min, 以封闭内

源性过氧化物酶的活性; 0.1 g/L胰蛋白酶孵育

10 min(37℃); 多克隆抗c-Met抗体(1/200, 博
士德公司), 单克隆抗PCNA、AFP和CK19抗体

(1/200, 博士德公司), 4℃孵育过夜; 生物素化的

二抗孵育37℃, 1 h(1/200, 博士德公司); 过氧化

物酶标记的链酶卵白素37℃, 1 h(1/200, 博士德

公司); DAB显色; 苏木素复染; 梯度酒精脱水, 二
甲苯透明, 中性树胶封片. 以PBS代替一抗作阴

性对照.

2  结果

2.1 肝干细胞的分布及形态学观察 发育3 wk
时, 可见前肠腹侧的一薄层与横隔间充质接触

的内胚层细胞由立方形变为高柱状, 并向横隔

间充质方向聚集形成肝芽(图1A). 构成肝芽的

细胞排列紧密, 较小, 细胞形态不规则, 核圆形

或卵圆形, 核质比例大, HE染色核深染, 胞质颜

色为淡蓝色. 4 wk时, 肝芽的细胞伸入横隔间

充质内, 被间充质分割形成肝索. 此时肝索排列

稀疏, 肝索之间可见少量的间充质细胞和散在

分布的原始血细胞, 构成肝索的细胞形态特点

与第3 wk肝芽细胞相同(图1B). 5 wk时, 肝索

数量增多, 组成肝索的细胞仍具上述特点, 但细

胞数量明显增加. 在肝索间出现原始肝血窦(图
1C). 胚胎发育6 wk时, 多数肝索细胞与3-5 wk
的肝索细胞具有相似的特征, 但肝索中出现少

数与上述细胞明显不同的细胞: 体积大, 多边形, 
胞核大、淡染、核仁明显(图1D). 7 wk时, 肝索

内和肝索间有大量造血灶, 肝索的形态和排列

不规则. 肝索细胞由上述两类细胞组成. 原始胆

小管已出现, 由6 wk出现的体积大, 多边形, 胞
核大、淡染、核仁明显的肝索细胞围成, 尚未

见胆管板(图1E). 10 wk, 中央静脉形成, 肝索沿

着中央静脉呈放射状排列, 肝小叶初步形成. 肝
索中以胞体大、核淡染的细胞为主. 在较大门
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静脉分支的附近开始出现胆管板, 胆管板的两

层细胞排列紧密, 其间无明显的间隙. 组成胆管

板的细胞较肝索细胞小, 圆形, 核卵圆形、核质

比例大、核深染. 11-12 wk肝索的细胞特征与

10 wk时相似, 但胆管板的数量和长度均增加, 
双层的胆管板细胞分开, 形成管腔(图1F). 12 wk
肝小叶的数量增多, 出现小叶间动脉、静脉及

小叶间胆管, 典型的小叶结构可辨认, 此时肝的

结构与成年肝相似.
2.2 PCNA、AFP、c-Met、CK19在3-12 wk胚胎

肝中的表达 发育3-4 wk时, 肝索的细胞呈PCNA
的反应阴性, 5 wk时多数肝索细胞为PCNA阳

性, 阳性反应沉淀物分布在细胞核, 偶见呈阳性

反应的造血细胞和血管内皮细胞(图2A). 随着胚

胎的发育, 阳性的肝索细胞数目减少, 阳性的造

血细胞和内皮细胞增多(图2B). 
3-5 wk时肝芽和肝索的所有细胞都为AFP

和c-Met阳性反应, 阳性反应沉淀物主要分布于

细胞核及胞质(图2C, E). 6 wk时多数肝索细胞

仍为AFP、c-Met阳性, 只有在6 wk才出现的

少数体积较大, 核大, 核仁明显的细胞呈AFP、
c-M e t阴性反应 .  随着胚胎肝的发育 ,  A F P、
c-Met阳性细胞的数量逐渐减少, 至10-12 wk时, 
AFP、c-Met阳性反应主要局限于汇管区附近的

肝索细胞以及胆管板的细胞及胆管上皮细胞(图
2D, F). 

CK19免疫反应在7 wk开始出现, 此时围成

原始胆小管的肝索细胞均呈CK19阳性反应(图
2G). 8-9 wk时, CK19的免疫反应的分布及阳性

细胞的数量与7 wk时相似. 10 wk时, CK19阳性

反应主要位于汇管区附近的肝索细胞、胆管板

细胞及胆管上皮细胞. CK19阳性细胞的数量较

AFP、c-Met阳性细胞少. 12 wk时, CK19阳性信

号仅见于胆管板和胆管上皮细胞, 在肝索细胞

中无CK19免疫反应(图2H).

3  讨论

3.1 肝干细胞的形态特征及标志物 肝干细胞

来源于前肠内胚层, 受原始心脏中胚层细胞的

诱导 ,  前肠腹侧末段的部分内胚层细胞特化

(specification)为肝干细胞[5]. AFP是胚胎发育过

程中出现的一个主要的清蛋白, Shiojiri et al [6]发

现, AFP mRNA在10.5 d大鼠胚胎前肠腹侧的内

胚层细胞中表达, 1 d后形成肝索时出现AFP蛋
白的表达, 提示AFP的表达是肝干细胞特化的

开始. Suzuki et al [7]观察到c-Met特异地在肝干细

胞中表达, 认为是各种动物肝干细胞的标志. 我
们观察到, 3-5 wk时, 组成肝索的细胞为AFP、

图  1  肝干细胞的分布及形态 (箭头示肝干细胞, HE染色, A×200, B, C, D×1 000, F×400). A: 3 wk; B: 4 wk; C: 5 wk; D: 

6  wk; E: 7 wk; F: 11 wk.

A B C

D E F

←

← ←

■创新盘点
本文选择AFP、
CK19、c-Met作
为标志物, 在不同
发育时期的人胚
胎肝标本上连续
观察胚胎发育早
期肝干细胞的形
态特征、时空分
布及其分化. 结果
发现 ,  3 -5  wk肝
实质由肝干细胞
组 成 ,  其 表 型 为
AFP+/c-Met+, 这
些 细 胞 在 6  w k
开 始 向 肝 细 胞
系 分 化 ,  7  w k
向 胆 管 系 分 化 , 
10-12 wk,  肝干
细胞主要局限于
汇管区周围的肝
索 ,  与 成 年 肝 中
卵圆细胞(成年肝
干细胞)的分布一
致. AFP+/c-Met+/
CK19 +细胞可能
为胆管祖细胞.
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c-Met阳性, 这些细胞紧密排列, 细胞较小, 形态

不规则, 核圆形或卵圆形, 核质比例大, 核深染, 
胞质颜色较淡, 偏蓝色, 显示出幼稚细胞的形态

学特征[8], 并与吴淑兰 et al [9]描述的分化程度较

低的暗细胞形态学一致. 在其后的分化过程中, 
这种幼稚细胞也一直存在, 只是数量和分布发

生了变化(见3.2). 由于3-5 wk时人胚胎肝只有

一种具有幼稚细胞特征的细胞类型并为AFP和
c-Met阳性, 本文推测3-5 wk人胚肝实质由肝干

细胞组成, AFP、c-Met联合使用可以标记肝干

细胞. 5 wk此类细胞多数为PCNA阳性的结果提

示此阶段肝干细胞正在增殖. 
3.2 肝干细胞的分化及其分化结果 我们观察

到, 发育6 wk时, 肝索中出现少量与幼稚细胞不

同、而与成熟肝细胞有相似特征的细胞: 体积

大, 呈多边形, 胞核大、淡染、核仁明显, 这些

细胞为AFP、c-Met免疫反应阴性, 这与吴淑兰

描述的分化程度较高的明细胞形态学一致, 提
示这些是已经开始分化的细胞. 这种细胞的数

量随胚胎龄增大而增加, 而具有幼稚细胞特征

的AFP、c-Met阳性细胞数量却相应下降. 这提

示, 6 wk时, 肝干细胞开始向肝细胞方向分化, 
6-9 wk是肝干细胞向肝细胞系分化的阶段. 已
经分化的肝细胞为AFP、c-Met免疫反应阴性. 

10-12 wk时, AFP、c-Met阳性的肝干细胞局限

于汇管区周围的肝索内, 这与成年肝中肝卵圆

细胞(成年肝干细胞)的分布一致[10-14]. 
本研究还观察到, 发育7 wk时, 原始胆小管

形成, 10 wk时, 开始出现胆管板, 11-12 wk, 双
层的胆管板细胞分开形成胆管, 提示胆管细胞

的分化从7 wk开始, 比肝细胞的分化晚1 wk. 
CK19是成熟胆管细胞的标志物[14], 但有研究发

现, 发育早期的肝干细胞表达CK19[4], 因此有研

究者[15,16]将CK19作为筛选肝干细胞标志物. 本
研究注意到, 7 wk时, 当原始胆小管出现时, 与
AFP、c-Met阳性细胞形态相似的细胞也出现

CK19阳性反应, 这表明, 7 wk时的AFP+/c-Met+/
CK19+细胞表型与3-6 wk时的肝干细胞(AFP+/
c-Met+)不同, 当AFP+/c-Met+的肝干细胞中出现

CK19免疫反应时, 即表明肝干细胞已经开始向

胆管细胞方向分化. AFP+/c-Met+/CK19+的肝干

细胞应视为胆管祖细胞, AFP+/c-Met+表达提示

他们来自肝干细胞, 这支持胆管细胞的肝干细

胞来源学说[17]. 成熟的胆管细胞只能为CK19所
标记. 汇管区附近AFP+/c-Met+/CK19+的细胞是

否与AFP+/c-Met+/CK19+的细胞为同一类细胞并

代表了成年肝中的肝卵圆细胞, 有待进一步证实. 
总之, 发育第3-5 wk人胚胎肝的细胞为未

图  2  PCNA、AFP、c-Met、CK19免疫组化染色 (箭头示免疫反应阳性细胞. A, C, E, G×1 000; B, D, F, H×400). A: PCNA 

5  wk; B: PCNA 11 wk; C: AFP 5 wk; D: AFP 11 wk; E: c-Met 5 wk; F: c-Met 11 wk; G: CK19 7 wk; H: CK19 11 wk.
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■应用要点
为肝干细胞的基
础研究和临床应
用研究提供实验
依据.



分化的肝干细胞. 若拟研究人胚胎肝干细胞, 此
时取材、并利用AFP、c-Met作为筛选标志, 可
以筛选到具有双向分化潜能的肝干细胞. 6 wk
时肝干细胞开始向肝细胞分化, 7 wk时肝干细

胞向胆管系分化. 可以共同使用AFP、c-Met、
CK19来标记胆管祖细胞.
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■同行评价
本文立题于生物
人工肝的基础研
究, 探讨肝干细胞
诱导分化的时空
分布特征变化, 具
有相当的基础研
究价值及临床应
用前景, 是一篇立
题较新颖, 有一定
开创性及实用性
的研究�道.


