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三维培养间充质干细胞成肝分化的表观遗传学特征

文题释义：

三维培养：是一种模拟细胞在体内生长的三维微环境的体外培养技术，相对于传统的二维培养，三维培养的细胞增殖分化、基因表达等都

更接近于生理状态。

成肝分化：在培养系统中添加一定的细胞生长因子，将间充质干细胞诱导分化成肝细胞样细胞，生成的肝细胞样细胞具有成熟肝细胞的功

能如白蛋白分泌、尿素合成等，肝细胞移植可用于肝脏疾病的替代治疗。

摘要

背景：间充质干细胞诱导的成肝细胞样细胞是很有前途的肝再生或肝脏组织工程的种子细胞，传统的二维培养成肝诱导效率低下，越来越

多的研究集中在三维培养诱导成肝分化上。

目的：总结间充质干细胞成肝诱导的三维培养模型，重点讨论间充质干细胞成肝分化的表观遗传学调控机制研究进展，为提高间充质干细

胞成肝分化的效率提供理论依据。

方法：检索PubMed 数据库及中国知网等数据库收录的相关文献，英文检索词为“mesenchymal stem cells，3D culture，hepatogenic 
differentiation，hepatocyte-like cells，epigenetics”，中文检索词为“间充质干细胞，三维培养，成肝分化，肝细胞样细胞，表观遗传

学”，并结合文献溯源法查找部分文献进行综述分析。

结果与结论：①目前常见的间充质干细胞成肝分化的三维培养模型包括细胞球、生物支架、生物打印、微流控芯片等，它们在诱导成肝

分化过程中各有优势和不足；②间充质干细胞成肝分化过程中表观遗传学调控起到关键作用，主要涉及组蛋白修饰、DNA甲基化、非编码

RNA的调控等，不同的表观遗传修饰和机制相互作用，共同调节间充质干细胞成肝分化；③在三维培养条件下诱导间充质干细胞成肝分化

过程中，表观遗传学修饰尤其是组蛋白乙酰化发挥了重要作用。未来，需要结合表观遗传学优化三维培养策略，提高成肝诱导效率。
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Abstract
BACKGROUND: Hepatocyte-like cells induced by mesenchymal stem cells are promising seed cells for liver regeneration or liver tissue engineering. The 
efficiency of traditional two-dimensional culture for hepatocyte induction is low, and more and more research is focused on three-dimensional culture for 
inducing hepatocyte differentiation. 
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0   引言   Introduction
各种原因导致的肝脏疾病严重威胁着患者的生命健

康
[1]
。肝脏移植是治疗终末期肝病的有效方法，但供肝严

重短缺、费用昂贵、终身免疫抑制等问题仍然存在
[2]
。肝

细胞移植被认为是治疗肝病的替代方法，人原代肝细胞是

体外肝细胞移植的理想细胞，但由于存在来源匮乏、体外

增殖难和肝功能易丧失等问题，限制了它的广泛使用
[3-4]

。 

所以，寻找一种功能性人源肝细胞样细胞用于肝病的替

代治疗十分重要。

间充质干细胞是具有自我更新和多向分化潜能的成

体干细胞，极易在体外扩增和培养
[5]
。间充质干细胞来

源于中胚层，在诱导分化过程中加入细胞生长因子等，

可激活相关信号通路，从而实现跨胚层分化。21 d 诱

导法是目前最常用的诱导方法，在起始阶段，通过使用

表皮生长因子、碱性成纤维细胞生长因子等激活 Wnt/
β-catenin 通路启动间充质干细胞向内胚层谱系分化

[6]
；

在分化阶段，加入成纤维细胞生长因子、肝细胞生长因

子、烟酰胺等，内胚层细胞向肝祖细胞分化
[7]
，通过激

活转化生长因子 β 和肝细胞生长因子 /c-Met 信号通路促

进向肝细胞分化；最后是肝细胞的成熟阶段，加入抑瘤

素 M、胰岛素转铁蛋白硒和地塞米松等因子，激活 PI3K/
Akt、JAK/STAT3 等信号通路促进肝细胞成熟

[8-9]
。从间充

质干细胞分化而来的肝细胞样细胞 (hepatocyte-like cells，
HLCs) 是很有前途的肝再生或组织工程的种子细胞，正

在成为疾病治疗、药物筛选和毒性测试等领域的重要工 

具
[10]
。然而，传统的二维 (two dimensional，2D) 培养诱

导产生的肝细胞样细胞仍处于未成熟状态，其分化程度

低下和功能不成熟限制了它们在基础研究和临床研究中

的使用。为了克服 2D 诱导的局限性，越来越多的研究集

中在三维 (three dimensional，3D) 培养间充质干细胞诱导

分化为功能性肝细胞的开发和优化上。相比于 2D 诱导，

3D 诱导很好地模拟了体内微环境，提高了肝细胞样细胞

的成熟度和功能性，满足药物筛选、疾病模型及细胞移

植的需求。

表观遗传学是研究基因表达调控的重要领域，其核心

观点是不改变 DNA 序列，涉及基因表达的可遗传变化
[11]
， 

这种调控机制包括组蛋白的修饰、DNA 甲基化以及非编

码 RNA 的作用等
[12]
。在间充质干细胞成肝分化的过程中，

OBJECTIVE: To summarize three-dimensional culture models for the hepatic induction of mesenchymal stem cells, focus on research progress on the epigenetic 
regulation mechanisms of mesenchymal stem cell hepatogenic differentiation, providing a theoretical basis for improving the differentiation efficiency of 
mesenchymal stem cells.
METHODS: Relevant articles in the PubMed and other databases such as CNKI were searched, using Chinese and English search terms “mesenchymal stem 
cell, 3D culture, hepatogenic differentiation, hepatocyte-like cells, epigenetics.” Additionally, the literature tracing method was employed to find some of the 
literature for a comprehensive review and analysis.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Common three-dimensional culture models for the hepatogenic differentiation of mesenchymal stem cells currently include 
spheroids, biological scaffolds, bioprinting, and microfluidic chips. Each of these models has its own advantages and disadvantages in the process of inducing 
hepatogenic differentiation. (2) During the differentiation of mesenchymal stem cells into hepatocyte-like cells, epigenetic regulation plays a key role, 
primarily involving histone modification, DNA methylation, and the regulation of non-coding RNAs. (3) Under three-dimensional culture conditions, epigenetic 
modifications, especially histone acetylation, play an important role in promoting the hepatogenic differentiation of mesenchymal stem cells.
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这些表观遗传学机制共同作用，调控基因表达，使得干

细胞逐渐向肝细胞分化，并获得肝细胞的特征。培养环

境能够引发包括 DNA 甲基化水平的变化、组蛋白修饰的

动态调整及非编码 RNA 表达改变等一系列复杂的表观遗

传学响应。通过深入了解这些调控机制，可以优化 3D 培

养策略来促进间充质干细胞的成肝分化，为肝脏疾病提

供新的治疗思路。该文章讨论了间充质干细胞诱导成肝

细胞样细胞的 3D 培养方法，总结了成肝分化的表观遗传

学研究进展，将重点放在 3D 培养如何通过表观遗传学调

控来促进间充质干细胞成肝分化，为肝脏组织工程和干

细胞再生医学的发展提供参考依据。

1   资料和方法   Data and methods
1.1   资料来源   
1.1.1   检索人及检索时间   第一作者在 2024 年 8 月进行检

索。

1.1.2   检索文献时限   2000 年 8 月至 2024 年 8 月。

1.1.3   检索数据库   检索 PubMed、中国知网和万方数据

库等。

1.1.4   检索词   英文检索词为“mesenchymal stem cells，
3D culture，hepatogenic differentiation，hepatocyte-like 
cells，epigenetics”，中文检索词为“间充质干细胞，三

维培养，成肝分化，肝细胞样细胞，表观遗传学”。

1.1.5   检索文献类型   研究原著和综述类文章。

1.1.6   手工检索情况   阅读相关文献，手工检索文献中的

经典参考文献。

1.1.7   检索策略   运用布尔逻辑运算符“OR”和“AND”
分别将检索词连接并进行检索。以 PubMed 和中国知网数

据库检索策略为例，见图 1。
1.1.8   检索文献量   最终检索获得文献 530 篇，包括英文

文献 435 篇、中文文献 95 篇。

1.2   入选标准
1.2.1   纳入标准   ①入选文献内容与间充质干细胞成肝分

化、表观遗传学具有高度相关性；②研究内容主要描述

3D 培养在诱导间充质干细胞成肝分化中的作用；③权威

杂志发表的期刊论文和学位论文。

1.2.2   排除标准   ① Meta 分析；②重复性研究和低质量

文献。
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1.3   文献质量评估及数据提取   通过阅读文献的标题和摘

要排除不符合纳入标准的文献，并结合文献追溯法查找

遗漏文献，通读全文后确定保留的文献以进行深入研究，

最终确定 70 篇文献进行总结归纳分析。文献筛选流程图，

见图 2。

图 2 ｜文献筛选流程图

检索 PubMed 数据库中的相关文献，英文检索词为“Mesenchymal 
stem cells，3D culture，hepatogenic differentiation，hepatocyte-like 
cells，epigenetics”；检索中国知网等数据库的相关文献，中文检索

词为“间充质干细胞，三维培养，成肝分化，肝细胞样细胞，表观

遗传学”

按照纳入和排除标准进行

筛选，并结合文献溯源法

共检索到 530 篇

最终纳入文献 70 篇

PubMed 数据库 中国知网

#1 Mesenchymal stem cells #1 间充质干细胞

#2 3D culture #2 三维培养

#3 Hepatogenic differentiation 
OR Hepatocyte-like-cells

#3 成肝分化 OR 肝细胞样细胞

#4 表观遗传学

#5 #1 AND #3
#6 #1 AND #2 AND #3
#7 #1 AND #3 AND #4
#8 #1 AND #2 AND #3 AND #4

#4 Epigenetic OR Epigenetics
#5 #1 AND #3
#6 #1 AND #2 AND #3
#7 #1 AND #3 AND #4
#8 #1 AND #2 AND #3 AND #4

图 1 ｜中英文数据库检索策略图

2   结果   Results 
2.1   间充质干细胞成肝分化的研究时间轴   见图 3。
2.2   间充质干细胞诱导分化成肝细胞样细胞的 3D 培养系
统   诱导间充质干细胞成肝分化的 3D 培养系统是将细胞

培养在 3D 空间内，从而更好地模拟肝脏微环境，这有助

于提高分化效率和肝细胞样功能的表型。相对于 2D 培养，

3D 培养系统在模拟体内环境、促进细胞相互作用、提高

肝功能等方面具有明显优势，见表 1，为肝脏组织工程、

药物筛选和肝脏疾病的治疗提供了新的策略和方法。目

前开发了各种 3D培养系统用于间充质干细胞的成肝分化，

常见的成肝诱导 3D 培养模型包括细胞球、生物支架、生

物打印、微流控芯片等，见图 4。
2.2.1   细胞球   主要通过限制外部环境或者利用物理力如

重力聚集等方式将细胞局限在有限空间内，增加细胞之

间的相互接触，使细胞依靠它们之间的黏附分子自发聚

集成球，这些细胞聚集体被认为可以很好地模拟天然组

织微环境结构和功能特征
[13]
。常见的细胞成球方式有悬

滴法、旋转培养法或搅拌法以及低吸附自聚集等
[14-15]

。细

胞球具有特殊的立体 3D 结构，从细胞球表面至细胞球中

心，一定程度上模拟肝小叶从汇管区至中央静脉存在的

氧气、营养物质浓度梯度，是一种良好的肝细胞 3D 培养

模式
[6，16-17]

。OKURA 等
[18]

在细胞球培养系统中，将脂肪

来源间充质干细胞诱导成肝细胞球，这些细胞球展现出

典型的成熟肝细胞功能特征，包括白蛋白的表达与分泌、

PITTENGER 等研究发现间充质干细胞是具有自我更新能力和多向分

化潜能的成体干细胞，可以从多种组织中分离出来，如骨髓、脐带、

脂肪组织等，这为间充质干细胞成肝分化的研究奠定了基础

LEE 等通过添加诱导细胞因子和生长因子将脐带及骨髓来源间充质

干细胞诱导为功能性肝细胞样细胞，之后越来越多的研究集中在

成肝诱导分化上

CAMPARD 等认为间充质干细胞成肝分化是经历了内胚层细胞、肝

祖细胞和肝细胞样细胞 3 个阶段。目前，成肝分化的基础研究取

得了一定的进展，通过特定的诱导条件使间充质干细胞分化为具

有肝细胞特征的细胞。这些研究涉及了细胞因子的筛选、信号通

路的探索、细胞命运的调控等方面

OKURA 等将脂肪来源间充质干细胞诱导成肝细胞球，表现出成熟

肝细胞功能特征，进一步将这些具备肝细胞特征的细胞球移植到

肝损伤小鼠体内，显示出良好的治疗潜力。随后，三维培养开始

运用于成肝分化中，为模拟体内肝脏微环境提供了新方法

DONG 等认为组蛋白乙酰化促进骨髓间充质干细胞向肝细胞分化，

使得相关肝脏特异性基因更易被转录因子所识别，从而增加了转

录活性。表观遗传学在成肝诱导中发挥了重要作用。除了组蛋白

乙酰化，DNA 甲基化、非编码 RNA 也被更多的研究人员进行探索

YE 等表明在分化起始阶段，通过激活 Wnt/β-catenin 通路启动间充

质干细胞向内胚层谱系分化，随后通过激活转化生长因子 β 和肝

细胞生长因子 /c-Met 信号通路促进向肝细胞分化，最后通过激活 
PI3K/Akt、JAK/STAT3 等信号通路促进肝细胞成熟

JIN 等将纳米纤维和脱细胞外基质水凝胶组合用于递送间充质干细

胞来源的肝细胞样细胞，在急性肝衰竭小鼠模型中表现出良好的

治疗效果，间充质干细胞成肝分化在动物模型中的应用得到发展，

为临床应用提供了基础

EWIDA 等将间充质干细胞诱导成的肝细胞样细胞移植到肝纤维化

大鼠中，展示出较好的治疗效果。这表明间充质干细胞来源的肝

细胞样细胞是很有前途的肝再生或组织工程的种子细胞，越来越

多的研究集中在间充质干细胞成肝分化在肝脏疾病治疗中的潜在

应用

YU 等发现 3D 细胞球诱导可通过 p300 这一染色质调控组蛋白的

H3K56 乙酰化修饰，促进了白蛋白基因的转录活性，进而有效提

升了间充质干细胞向肝细胞分化的诱导效率。三维培养条件下间充

质干细胞成肝诱导过程中的表观遗传学越来越受到研究人员关注

1999 年

2004 年

2010 年

2008 年

2013 年

2015 年

2017 年

2023 年

2024 年

图 3 ｜间充质干细胞成肝分化的研究时间轴

尿素的合成、细胞色素 P450 酶活性，以及对低密度脂蛋

白的摄取和糖原的储存能力。进一步将这些具备肝细胞

特征的细胞球移植到肝损伤小鼠体内，可显著提升血清

中白蛋白含量及总胆红素水平，显示出良好的治疗潜力。

相对于 2D 单层诱导，细胞球培养具有更为成熟的肝功能

和更高的肝特异性基因的表达
[19-20]

。总之，细胞球可以

显著增强成肝效应且操作简单，成本较低且不需要考虑

表 1 ｜ 2D 诱导与 3D 诱导间充质干细胞成肝分化的比较

特征 2D 诱导 3D 诱导

细胞形态 细胞在单层平面上贴壁生长，

缺乏体内环境模拟，呈现单

一扁平状

细胞立体生长，更接近体内环境，

呈现不规则多边形或球形

细胞连接 细胞大多单独生长或发生少

量聚团

含有大量的细胞 -细胞、细胞 -

细胞外基质相互作用的 3D 网络

细胞分化效率 成肝分化效率较低 成肝分化效率更高

肝特异性蛋白和

肝特异性基因

低表达肝细胞特异性蛋白，

下调肝特异性基因

表达成熟肝细胞特异性蛋白，上

调肝脏特异性基因

糖原储存和尿素

合成

糖原储存和尿素合成能力低 糖原储存和尿素合成能力高，并

具有细胞色素 P450 相关蛋白介

导的药物代谢能力
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组织相容性。但是，这种微球模型也存在一定的局限性，

如球尺寸的大小、存在缺氧坏死核心、缺乏营养物质和

代谢物交换系统等。

2.2.2   生物支架   在类似脚手架结构的支架上进行细胞培

养，这些支架具有的孔隙结构、表面活性、机械强度及生

物相容性有利于干细胞的黏附、增殖与分化
[21-22]

。通过控

制 3D 支架的材料特性，如机械性能、孔隙率、化学功能

化及几何形态，可模拟肝脏组织的微环境
[23-24]

。目前，研

究者已开发出多种基于不同支架材料的 3D 培养系统，以

提供一个重现肝脏生理微环境的平台，有效促进了间充质

干细胞的肝向分化。常用的支架材料包括水凝胶、胶原和

纳米纤维等。①水凝胶支架：ASADI 等 [25]
将脱细胞外基

质水凝胶用于脂肪间充质干细胞的成肝分化，结果显示出

高水平的白蛋白和尿素生成，且生成的肝细胞片可维持肝

细胞功能。WANG 等
[26]

利用功能化细胞外基质微孔水凝

胶进行成肝诱导，其白蛋白分泌远远高于传统的 2D 培养。

XU 等
[27]

将间充质干细胞接种到丝素蛋白基质支架上生成

类肝细胞，移植到急性肝衰竭小鼠体内展示出明显的治

疗效果。②胶原支架：ALEAHMAD 等
[28]

研究发现，在 3D
支架中分化的肝细胞具有更接近成熟肝细胞的功能。相

较于 2D 培养系统，3D 支架增强了成肝诱导的效果。例如，

采用胶原蛋白涂层的聚乳酸 - 乙醇酸 3D 支架进行间充质

干细胞成肝诱导，与 2D 单层诱导相比，表现出更高的肝

细胞特异性标记物的 mRNA 和蛋白水平表达
[29]
。③纳米

纤维支架：在 3D 纳米纤维支架上产生的间充质干细胞来

源肝细胞样细胞高表达白蛋白和尿素，支架结构不仅提供

了物理支撑，使细胞能够保持其天然形态并维持细胞间连

接，而且其独特的结构有助于模拟 Disse 空间，为成肝分

化提供了一个理想的微环境
[30]
。以上这些结果揭示了生

物支架促进成肝分化效应的巨大潜能。然而，尽管各种

各样的支架材料在成肝细胞培养中显示出了良好的结果，

但其生物相容性要求高，细胞毒性等因素使得支架材料

需要进一步改良，才能更好地应用于肝脏组织工程。

2.2.3   生物打印   生物打印是组织工程领域的一种增材制

造技术，这项技术将负载细胞的生物材料作为生物墨水，

在计算机辅助下按特定空间排列逐层沉积
[31-32]

。3D 生物

打印技术可以再现复杂的 3D 结构与微环境，较传统的

2D 培养模型可更好地维持细胞存活与功能
[33]
。LEE 等

[34]

采用胶原蛋白 / 细胞外基质、藻酸盐作为生物墨水，负载

人脂肪间充质干细胞通过 3D 生物打印技术构建功能性人

源肝细胞，结果表明诱导产生的肝细胞样细胞可以发挥

白蛋白分泌、尿素合成等成熟肝细胞功能。ZHANG 等
[35]

通过模拟肝小叶结构，负载脂肪间充质干细胞制造了一

个 3D 打印的血管化微型肝脏，植入急性肝损伤小鼠体内

时展示出良好的治疗效果。通过 3D 生物打印技术构建的

具有血管网络和细胞外基质的肝组织，能够更接近真实

肝脏的功能，有助于模拟肝脏的生理和病理状态。然而，

生物打印技术目前仍面临着许多技术挑战，如打印速度、

分辨率、生物材料选择和细胞活力的保持等。用于 3D 生

物打印的生物墨水需要具有良好的生物相容性和生物降

解性，以确保打印出的组织能够与宿主组织整合。目前，

开发理想的生物墨水仍然是一个难题。总之，3D 生物打

印在肝损伤修复中具有巨大的应用潜力，有望未来实现

临床转化，这将为肝脏组织工程的发展带来了新希望。

2.2.4   微流控   微流控技术是以微流控芯片为载体，在连

续灌注的微米级通道中培养细胞，进而模拟体内组织器

官的生理代谢
[36]
。微流控系统使新鲜培养基连续流动，

有助于不断清除代谢废物，从而提供一个稳定的微环境，

在较长的培养时间内维持细胞活力和功能
[37]
。微流控芯

片可以精确控制细胞培养的环境，提供稳定的营养和氧

气供应
[38]
。芯片中的微通道可以模拟肝脏的微血管网络，

促进向肝分化。微流控芯片中的流体剪切应力类似于血

压效应，在肝组织发育中很重要
[39]
。YEN 等

[39]
构建了一

个 5 层微流控装置，可以保持恒定的流速和均匀的介质

流动，有效应用于间充质干细胞的成肝分化。总之，微

流控系统可以有效控制单个细胞的周围环境，使其更接

近体内微环境，提高了成肝分化效应，然而也存在成本高、

操作复杂等问题。微流控芯片的尺寸有限，可能限制了

大规模的细胞培养且实验仍然受限于细胞本身的特性和

分化潜能。

2.3   间充质干细胞成肝分化的表观遗传学   间充质干细胞

向肝细胞分化的过程中，表观遗传学调控起到关键作用。

表观遗传学是指基因的核苷酸序列不发生改变而基因表

达发生了可遗传变化，这种变化是在染色质水平上的基

因表达，取决于染色质的变化形式
[12，40]

。表观遗传学被

认为是基因型和表型之间的桥梁，并为调节细胞分化、

发育和组织再生等关键生物学特征提供了框架
[41]
。表观

遗传学涉及许多复杂的调控机制，包括 DNA 甲基化、组

蛋白修饰和非编码 RNA 等，这些机制相互作用共同参与

调控干细胞分化的命运
[42-43]

。例如，组蛋白修饰酶会影响

微小 RNA 的表达。组蛋白修饰引起的染色质结构的动态

变化同时影响 DNA 甲基化，两者相互作用，共同决定特

定基因的转录活性。组蛋白修饰会影响细胞内信号通路，

这些通路中某些分子可能参与长链非编码 RNA 的转录调

控。过去的几年中，大多数研究调查了表观遗传学对于

间充质干细胞诱导成肝分化的影响。

2.3.1   组蛋白修饰   组蛋白修饰是间充质干细胞成肝分化

过程中的一个关键表观遗传学机制，可通过影响组蛋白

与 DNA 双链的亲和性来影响染色质的构象和稳定性，进

图 4 ｜常见的间充质干细胞诱导分化成肝细胞样细胞的 3D 培养系统示

意图
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一步改变染色质对参与转录蛋白质的可及性，这种调控作

用在调节基因表达和细胞功能方面发挥着至关重要的作 

用
[44]
。组蛋白的修饰位点较多，其中研究最早最透彻的

是组蛋白乙酰化修饰。组蛋白乙酰化是在乙酰转移酶和

组蛋白去乙酰化酶共同动态调控下，使得 DNA 链变得松

弛，从而改变染色质的构象，调控基因的激活与转录
[45]
。

当前研究主要聚焦于探讨组蛋白去乙酰化酶抑制剂如丙

戊酸、丁酸钠以及曲古抑素 A 在干细胞向肝细胞诱导分

化过程中的作用机制。CHEN 等
[45]

研究发现丙戊酸处理

组肝脏特异性标志物的表达在 mRNA 和蛋白水平显著上

调，增强了分化细胞的肝功能，包括糖原储存、细胞色素

P450 活性、分泌白蛋白以及产生尿素，这表明使用组蛋

白去乙酰化酶可以显著促进人骨髓间充质干细胞的成肝

分化。DONG 等
[46]

研究发现丙戊酸在促进骨髓间充质干

细胞向肝细胞分化的过程中，主要通过增强组蛋白 H3 和

H4 的乙酰化修饰，提高 DNA 对核酸酶的敏感性，以及促

进染色质结构解聚等表观遗传学变化，使得相关肝脏特异

性基因更易被转录因子所识别，从而增加了转录活性。进

一步研究发现，丙戊酸在 H3K14、H4K8 乙酰化上调，促

进了参与脐带间充质干细胞成肝分化基因的早期转录
[47]
， 

同时也增强了部分 miRNA 的表达，这些 miRNA 通常在胎

儿肝脏发育过程中上调，例如 miR-23b 簇 (miR-27b-3p、
miR-24-1-5p 和 miR-23b-3p)、miR-30a-5p、miR-26a-5p、
miR-148a-3p、miR-192-5p 和 miR-122-5p，提高了成肝分

化效率
[47]
，这表明不同表观遗传机制之间存在相互作

用，它们共同影响基因表达。AN 等
[48]

研究发现通过提升

CXCR4 基因启动子区域组蛋白乙酰化水平，可以激活 AKT
与 ERK 信号传导途径，从而促进了内胚层相关基因包括

CXCR4、Sox17、FOXA1、Foxa2、GSC、c-met、EOMES 及

HNF-β 的表达，有效推动了位于中胚层脐带间充质干细胞

向内胚层肝细胞方向的分化。PANTA 等
[49]

诱导脐带间充

质干细胞成肝分化前用丁酸钠预处理显著提升了成熟肝

细胞功能，包括白蛋白分泌、角蛋白 18 表达、糖原储备

及尿素合成能力。有研究认为丁酸钠是通过增强 H4K5 乙

酰化水平，提高 SOX17 和 HNF3β 等内胚层特异性基因，

促进脐带间充质干细胞向内胚层分化。

综上所述，通过抑制组蛋白去乙酰化作用，可以增

强染色质的乙酰化状态，进而改变染色质结构并调控成

肝分化相关基因表达，有效促进间充质干细胞向肝细胞

转化。然而，目前关于组蛋白修饰主要集中在组蛋白乙

酰化方面，对于其他类型的组蛋白修饰及其特定修饰位

点在间充质干细胞成肝分化中的作用了解仍然有限。因

此，后续研究应着重探讨组蛋白乙酰化在间充质干细胞

肝向分化过程中所涉及的信号传导途径、关键修饰位点，

组蛋白乙酰化与成肝分化阶段诱导因子之间的相互作用

以及不同组蛋白修饰间的相互关系，深入解析表观遗传

学在调控间充质干细胞成肝分化中的机制。

2.3.2   DNA 甲基化   在间充质干细胞成肝分化过程中，

DNA 甲基化发挥着重要作用。DNA 甲基化是指在甲基转

移酶家族的作用下将甲基转移至胞嘧啶 C5 位上形成 5-
甲基胞嘧啶

[50]
。一方面，甲基化状态的改变影响基因的

直接表达；另一方面，它还可能通过改变染色质的开放

程度间接影响基因表达。去甲基化可能激活肝细胞特异

性基因的表达，而甲基化可能抑制与间充质干细胞分化

特性相关的基因。DNA 甲基转移酶在染色质重塑和基因

表达调控起着至关重要的作用。研究表明 DNA 甲基转移

酶抑制剂显著提高了细胞代谢Ⅰ / Ⅱ期酶活性以及肝脏富

集转录因子在不同细胞系 ( 如 HeLa 细胞、人肝癌细胞系

或小鼠肝细胞 ) 中的表达
[51]
。肝细胞样细胞的表观遗传

变化是通过抑制 DNA 甲基转移酶并导致 DNA 序列去甲基

化，从而使成肝分化过程中基因转录更为容易，促进间

充质干细胞成肝分化。例如，SEELIGER 等
[52]

通过使用 5-
氮杂胞苷 (DNA 甲基转移酶抑制剂 ) 降低细胞全局甲基化

状态来启动脂肪间充质干细胞成肝分化，显著提高了生成

的肝样细胞色素酶活性，并具有与人原代肝细胞类似的

尿素代谢能力。DNA 甲基化受到表观遗传修饰网络调控，

主要是在染色质水平通过影响转录因子与 DNA 的接触对

基因转录活性进行调节。抑制基因表达通常与 DNA 甲基

化和致密的染色质结构有关，而主动转录与未甲基化的

DNA 和高乙酰化染色质有关
[53-54]

。因此，DNA 甲基化和

组蛋白乙酰化之间存在紧密的相关性，DNA 甲基转移酶

和组蛋白去乙酰化酶在调节细胞稳态方面具有协同作用。

最新的研究表明，表观遗传修饰剂 (丙戊酸和5-氮杂胞苷 )
与小分子 ( 丹酚酸 B、地塞米松和胰岛素 ) 联合使用，无

需使用生长因子即可有效启动人脐带间充质干细胞的肝

脏分化，进一步提高成肝分化效率
[55]
。

综上所述，DNA 甲基转移酶抑制剂促进 DNA 去甲基

化，从而增强基因表达。组蛋白修饰和 DNA 甲基化可共

同调控间充质干细胞成肝分化过程，在此过程中多能干性

基因逐渐被沉默，肝脏谱系特异性基因逐渐被激活。然而，

目前关于 DNA 甲基化在间充质干细胞成肝分化中的作用

相对较少，未来的研究需要更深入地探究甲基化变化与成

肝分化之间的具体联系。此外，探索调节这些甲基化变

化的潜在干预策略，可能为肝脏替代治疗提供新的途径。

2.3.3   非编码 RNA   除了组蛋白修饰和 DNA 甲基化，非

编码 RNA 也可以调控间充质干细胞的成肝分化。非编

码 RNA 是一种功能性非蛋白编码的 RNA 分子，通过促进

mRNA 降解或减弱蛋白质翻译来调节基因表达。miRNA
在肝脏的多个生理和病理过程中起关键作用。在转录后

水平，miRNA 是干细胞分化过程中控制细胞命运的关

键参与者，可以直接将间充质干细胞转化为肝细胞样细

胞。例如，ZHOU 等
[56]

发现在不添加细胞因子的情况下

脐带间充质干细胞中 5 种 miRNA 的组合可以在 7 d 内诱

导成功能性肝细胞。miR-122 作为肝脏特异性 miRNA，
在成人肝脏中的表达最高，约占所有 miRNA 的 70%[57]

。 

miR-122 通过靶向肝脏特异性基因转录因子，在肝功能和

病理发展的调节中起着重要作用。研究表明，miR-122 可

以刺激肝细胞特异性基因和大多数肝细胞富集转录因子

的表达，形成正反馈回路并在体外诱导肝细胞分化
[58]
，

同时在间充质干细胞的肝向诱导分化过程中 miR-122 的含

量是逐渐增加的，二者呈现相辅相成的作用。敲低 Let-7f  
miRNA 可上调 HNF4α 促进间充质干细胞成肝分化

[59]
。
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miR-122-5p 可下调干性基因 SOX11 和 VIM 的表达，促进内

胚层分化
[59]
。与传统细胞因子诱导的细胞相比，在细胞中

过表达 miR-106a、miR-574-3p 和 miR-451 可表达更高水平

的白蛋白、角蛋白 18 和 HNF4α[60]
。转染 miR-122 的间充质

干细胞在四面体DNA纳米平台上可被诱导成功能性肝细胞，

体内移植可挽救急性肝衰竭小鼠生命
[61]
。长链非编码 RNA

是一类长度大于 200 个核苷酸且不能编码蛋白质的 RNA，
与细胞增殖、分化和凋亡等生物过程密切相关

[62]
，通过干

预某些长链非编码 RNA 的表达可以促进干细胞分化。长

链非编码 RNA 参与 Wnt/β-catenin 信号转导，可以影响成

肝分化的进程
[63-64]

。YU 等
[65]

发现间充质干细胞成肝分

化过程中长链非编码 RNA UCA1 呈高表达，过表达 UCA1
后显著促进成肝分化。王丹丹等

[66]
研究发现长链非编码

RNA NEAT1 抑制了脐带间充质干细胞肝向分化。

综上所述，miRNA 和长链非编码 RNA 均可以介导间

充质干细胞成肝分化。一种或几种特异性 miRNA 可用于

将间充质干细胞诱导分化为功能性肝细胞。然而，miRNA
在此诱导过程的分子机制未见报道，深入探索其分子机

制有利于优化肝细胞诱导方案。长链非编码 RNA 在成肝

分化过程中发挥重要作用，特定的长链非编码 RNA 可以

调控肝细胞特异性基因的表达，进而影响成肝分化进程，

深入研究长链非编码RNA在成肝分化中的具体作用机制，

可有助于开发新策略促进成肝分化，也为肝脏疾病的治

疗提供了新的视角和潜在的靶点。

表观遗传学与间充质干细胞成肝分化的相关研究，

见表 2。

量研究聚焦于深入探讨 3D 诱导环境下间充质干细胞向肝

细胞分化的潜在机制，其中表观遗传学尤其是组蛋白乙

酰化在分化过程中的调控作用受到关注。

在 3D 培养条件下诱导肝细胞分化的过程中，表观遗

传学修饰发挥了重要作用，其中组蛋白乙酰化有助于转

录因子与染色质的结合，从而促进肝细胞分化。RASHID 
等

[67]
利用 3D 水凝胶支架对人类骨髓间充质干细胞进行

成肝分化诱导，结果表明在 3D 支架中分化的肝细胞展现

出更成熟的特征；此外，只有在 3D 条件下观察到了成熟

肝细胞特异性标志物——酪氨酸氨基转移酶 (TAT) 的表达

上调，进一步证明了 3D 诱导在肝细胞分化成熟度方面的

优势。在 2D 与 3D 诱导过程中加入组蛋白去乙酰化酶抑

制剂，研究结果显示，相较于 2D 诱导，3D 诱导通过组

蛋白乙酰化更有效地提升了肝脏特异性基因的表达水平，

并且在无需添加特定肝细胞生长因子的条件下，3D 培养

环境显著提高了肝细胞分化的效率
[68]
，这表明培养环境

能影响表观遗传学修饰，进而影响肝脏基因的表达。与

2D 培养相比，3D 培养更接近体内的微环境，能激活类似

于体内的细胞信号传导路径，使得表观遗传学修饰作用

更为显著。细胞球培养诱导的肝样细胞表现出更为成熟

的肝细胞功能，同时进行乙酰化修饰蛋白质组学检测发

现，与 2D 相比，3D 细胞球诱导的肝样细胞中 H3K56 乙

酰化水平显著升高，且乙酰转移酶 p300 乙酰化水平也升

高。3D 细胞球诱导可通过 p300 这一染色质调控组蛋白的

H3K56 乙酰化修饰，促进了白蛋白基因的转录活性，进而

有效提升了间充质干细胞向肝细胞分化的诱导效率
[69]
。

总之，以上研究结果表明不同培养维度可影响间充质干细

胞的成肝分化，这一过程与组蛋白乙酰化修饰密切相关。

研究表明，miRNA 参与调控间充质干细胞成肝分化，

然而高效的 miRNA 递送仍然面临着不稳定、细胞摄取效

率低、易生物降解、传递效率差等挑战，最近有研究表明

将 miRNA 与 3D 培养相结合，可以提高递送效率，增强成

肝诱导效果。例如，LI 等 [70]
设计了 Y 形 DNA 纳米结构结

合 miRNA-122(Y-miR-122) 促进了间充质干细胞的成肝分化

和成熟，是一种很有前途的 miR-122 递送平台，基于微流

控技术的微凝胶封装细胞进行细胞移植避免了炎症微环

境和细胞免疫排斥的影响，而微凝胶的通透性允许营养和

代谢物与外部环境交换，同时 3D 微环境促进了细胞内细

胞 -细胞和细胞 -基质相互作用。微凝胶支架也为维持细

胞活力和血管化提供了最佳的 3D 条件，在细胞治疗中提

供更好的治疗效果。WEI 等 [61]
研究发现，与 miR-122 相比，

在四面体 DNA 纳米平台上结合 miR-122(TDN-miR-122) 
显著上调成熟肝细胞标志物和肝特异性基因的表达，表

现出成熟肝细胞形态和表型；四面体 DNA 纳米结构模拟

了体内 3D 微环境，提高了 miR-122 的细胞摄取效率。总

之，在 3D 培养条件下更有利于表观遗传学调控，miRNA
和 3D 培养环境之间的相互作用是一个复杂的过程，它们

相互影响，共同调控细胞的行为和基因表达。通过深入

研究这些相互作用，可以更好地理解细胞在 3D 环境中的

生物学行为，并为组织工程和疾病治疗提供新的策略。

3D 培养条件下，细胞内部表观遗传学调控网络发生

表 2 ｜表观遗传学与间充质干细胞成肝分化的相关研究

第一作者 发表

年份

调控类型 处理方法 表达量 调控

结果

CHEN[45] 2009 组蛋白乙酰化 丙戊酸 乙酰化水平上调 促进

间充

质干

细胞

成肝

分化

DONG[46] 2013 组蛋白乙酰化 丙戊酸 乙酰化水平上调

AN[48] 2014 组蛋白乙酰化 丙戊酸 乙酰化水平上调

RAUT[47] 2016 组蛋白乙酰化 丙戊酸 乙酰化水平上调

PANTA[49] 2019 组蛋白乙酰化 丁酸钠 乙酰化水平上调

SEELIGER[52] 2013 DNA 去甲基化 5 氮杂胞苷 甲基化水平下调

TARIQUE[55] 2022 DNA 去甲基化、

组蛋白乙酰化

丙戊酸、
5-氮杂胞苷

乙酰化水平上调、

甲基化水平下调

CIPRIANO[51] 2017 DNA 去甲基化、

组蛋白乙酰化

曲古抑素 A、
5-氮杂胞苷

甲基化水平下调、

乙酰化水平上调

DAVOODIAN[58] 2014 microRNA miR-122 过表达

DAVOODIAN[59] 2014 microRNA Let-7f miRNA  沉默

ZHOU[56] 2017 microRNA miR-122、
miR-148a、
miR-424、
miR-542-5p、
miR-1246

过表达

KHOSRAVI[60] 2018 microRNA miR-106a、 
miR-574-3p、
miR-451

过表达

WEI[61] 2023 microRNA miR-122 过表达

YU[65] 2020 长链非编码 RNA CUDR 过表达

王丹丹
[66] 2022 长链非编码 RNA NEAT1 干扰

LI[64] 2019 长链非编码 RNA HULC 过表达

2.4   3D 诱导间充质干细胞成肝分化过程中的表观遗传学
变化   3D 诱导能有效提升间充质干细胞向肝细胞方向的

分化效率，使得诱导后的肝样细胞展现出更为成熟的肝

功能特征及更高水平的肝脏特异性基因表达。当前，大
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改变，这些变化进一步影响细胞分化的路径。通过深入

剖析 3D 诱导间充质干细胞向肝细胞分化过程中的表观遗

传学机制，可以进一步挖掘间充质干细胞分化的机制，

并为优化干细胞向肝样细胞转化的效率和开发基于间充

质干细胞的新型 3D 诱导策略提供全新的科研视角。

表观遗传学与 3D 诱导间充质干细胞成肝分化的相关

研究，见表 3。

3.4   综述的重要意义   间充质干细胞来源的诱导性功能肝

细胞具备蛋白合成、解毒和代谢活性能力，对急慢性肝

衰竭等各类肝病患者具有重要的意义。文章主要综述了

间充质干细胞诱导成肝细胞样细胞的 3D 培养方法，总结

了间充质干细胞成肝分化的表观遗传学研究进展，将重

点放在 3D 培养如何通过发挥表观遗传学调控来促进间充

质干细胞成肝分化，有助于研究者更好地理解成肝分化

过程中表观遗传机制如何发挥调控作用，基于表观遗传

学更好地设计和开发新型 3D 诱导方案，为肝脏组织工程

和干细胞再生医学的发展提供参考依据。

3.5   课题专家组对未来的建议   间充质干细胞具有强大的

增殖能力和诱导分化成肝细胞样细胞的潜能，在肝脏组织

工程和再生医学中潜力无穷。通过在体外诱导过程中使用

各种培养方法可以促进间充质干细胞向肝前体细胞或肝

细胞的转化并取得了较好的效果，其中 3D 培养模式也被

广泛应用于间充质干细胞成肝分化的研究中，展示出了广

阔的前景。对于哪一种来源的间充质肝细胞诱导效果更

好，哪一种3D诱导方式效率更高也有待进一步研究。此外，

目前仍缺乏稳定高效诱导间充质干细胞分化成功能性肝

细胞的方案，尽管近年来间充质干细胞来源的肝细胞移植

疗法已被证明对动物模型的肝脏疾病有良好的治疗效果，

移植过程中如注射细胞的有效剂量、注射方式和作用时

间等问题仍然存在。未来研究可以集中在 3D 诱导间充质

干细胞成肝分化，以获得体外可扩增、具备成熟肝细胞

功能并能实现受者肝脏内移植的诱导性成熟肝细胞。表

观遗传机制如何调控间充质干细胞成肝分化过程也需要

更多的研究去探索。了解间充质干细胞分化的分子调控

机制，可为临床救治肝衰竭等终末期肝病患者提供福音。

未来需要结合表观遗传学开发更安全、更有效的培养系

统，为疾病建模、药物筛选和细胞治疗开辟新的途径。  
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表 3 ｜表观遗传学与 3D 诱导间充质干细胞成肝分化的相关研究

第一作者 发表

年份

3D 诱导方法 处理方法 调控结果

RASHID[67] 2022 3D 支架 丁酸钠 3D 培养条件下组蛋白乙酰化可促进

骨髓间充质干细胞成肝分化

RASHID[68] 2021 3D 支架 丙戊酸 在 3D 环境中，组蛋白乙酰化上调可

促进骨髓间充质干细胞成肝分化

YU[69] 2024 细胞球 P300 激活剂
CTB、P300
抑制剂 A-485

3D 球体培养通过 p300 介导的 H3K56
乙酰化促进脂肪间充质干细胞成肝

分化

LI[70] 2023 Y 形 DNA 纳

米结构

miR-122 促进了间充质干细胞的成肝分化和

成熟，基于液滴微流控技术增强了

肝细胞样细胞的功能

WEI[61] 2023 四面体 DNA
纳米结构

miR-122 TDN-miR-122 显著上调成熟肝细胞标

志物和肝细胞特异性标记基因

3   讨论   Discussion 
3.1   既往他人在该领域研究的贡献和存在的问题   既往研

究表明间充质干细胞有向内胚层分化的潜能，能被诱导

成肝细胞样细胞；表观遗传学在间充质干细胞分化中起

关键作用。传统的 2D 诱导功能性存在诸多局限性，限制

了它的临床应用；3D 诱导为间充质干细胞提供了一个更

有利于向肝细胞分化的环境，提高了间充质干细胞成肝

分化效率和肝细胞的成熟度。然而，3D 诱导间充质干细

胞成肝分化的具体机制、表观遗传学如何调控间充质干

细胞成肝分化等问题仍需进一步深入研究。3D 诱导成肝

分化过程中，需要血管化以维持营养供应和代谢废物的

清除。目前，在 3D 培养环境中构建功能性血管网络仍然

是一个挑战。3D诱导成肝分化尚未实现标准化和规模化，

这也限制了其在临床应用中的推广。

3.2   作者综述区别于他人他篇的特点   目前已有文章对间

充质干细胞的 3D 培养进行综述，但未见 3D 培养条件下

诱导间充质干细胞向肝细胞分化的系统性综述。此文章深

入探讨了 2D 与 3D 培养模式在诱导间充质干细胞肝向分

化过程中的优劣，并梳理了常见的间充质干细胞 3D 诱导

肝分化系统。相较于其他综述，此文章创新性地将间充质

干细胞肝向分化与表观遗传学机制相融合，详细论述了

表观遗传学在间充质干细胞成肝分化过程中的调控作用，

综合归纳了 3D 诱导下间充质干细胞成肝向分化的表观遗

传学改变。这一综述为深入理解间充质干细胞成肝向分

化与表观遗传学之间的相互作用提供了新的视角。

3.3   综述的局限性   ①文章更多的是讨论间充质干细胞成

肝分化的相关研究，较少讨论胚胎干细胞等其他细胞在

成肝分化方面的研究；②目前研究间充质干细胞成肝分

化的机制多样，此文章仅仅集中在表观遗传学；③对于

3D 诱导间充质干细胞的临床应用，如何实现临床转化还

有待详细描述。
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三维培养间充质干细胞成肝分化的表观遗传学特征

文章特色分析

一、文章重要性

1. 解决肝细胞来源短缺问题

肝脏疾病治疗中，肝细胞移植是一种有前景的替代疗法，但人原代肝细胞来源有限、功能易

丧失。间充质干细胞来源的肝细胞样细胞具有广泛应用潜力，本文系统总结了如何通过 3D 培养

提升其分化效率和功能成熟度，具有重要的临床转化意义。

2. 推动干细胞培养技术发展

传统 2D 培养在模拟体内微环境和促进细胞功能成熟方面存在局限。本文系统比较了 2D 与 3D

培养的差异，强调了 3D 培养在提升肝细胞样细胞功能成熟方面的优势，为干细胞培养技术的优

化提供了理论依据。

3. 揭示表观遗传学在干细胞分化中的核心作用

文章深入阐述了组蛋白修饰、DNA 甲基化、非编码 RNA 等表观遗传机制在成肝分化中的调控

作用，尤其突出了组蛋白乙酰化在 3D 环境中的促进作用，为理解干细胞命运决定提供了分子层

面的新视角。

二、文章创新性特色

1. 首次系统整合“3D 培养 + 表观遗传学 + 成肝分化”三大维度

目前虽有关于间充质干细胞 3D 培养或表观遗传学调控的综述，但将二者结合并聚焦于成肝分

化的系统性综述较为罕见。本文填补了这一交叉领域的空白。

2. 强调 3D 微环境对表观遗传状态的调控作用

文章不仅综述了表观遗传机制在成肝分化中的作用，还特别指出 3D 培养环境如何通过改变组

蛋白乙酰化状态（如 H3K56ac）等表观标记，进而促进肝特异性基因表达和细胞功能成熟。

3. 结合前沿技术平台（如生物打印、微流控、DNA 纳米结构）

文中介绍了多种 3D 培养系统（如细胞球、生物支架、生物打印、微流控芯片）及其在成肝诱

导中的应用，并结合 miRNA 递送系统（如四面体 DNA 纳米结构），展示了多学科交叉的研究趋势。

4. 提出“表观遗传调控优化 3D 诱导策略”的新思路

文章不仅总结现有机制，还前瞻性地提出未来可通过调控表观遗传状态（如使用组蛋白去乙

酰化酶抑制剂）来优化 3D 培养体系，提升成肝分化效率，具有明确的指导意义。

三、对学科的启示

1. 为肝脏组织工程提供新策略

文章指出，通过调控表观遗传状态可增强 3D 培养中间充质干细胞的肝向分化能力，这为构建

功能性肝组织、开发肝病模型和药物筛选平台提供了新思路。

2. 推动干细胞生物学与表观遗传学的深度融合

本文展示了表观遗传学不仅是基础研究课题，更是实现干细胞定向分化的关键工具。未来研

究可进一步探索其他表观修饰（如甲基化、磷酸化）在 3D 环境中的作用。

3. 促进临床转化与标准化进程

文章指出当前 3D 诱导系统尚未标准化，血管化问题仍待解决。未来需结合表观遗传调控与生

物材料、生物工程等技术，推动肝细胞移植疗法的临床应用。

4. 启发多学科交叉研究

本文融合了干细胞生物学、表观遗传学、生物材料、微流控技术、生物打印等多个领域，展

示了跨学科合作在解决复杂生物医学问题中的重要性。

总结

本综述在内容整合、机制深入和技术前瞻方面均具有显著优势，不仅系统总结了 3D 培养与表观

遗传学在间充质干细胞成肝分化中的研究进展，更为未来肝脏再生医学的发展提供了理论支持与

技术路径，是一篇具有学术引领性和临床指导价值的高质量综述。


