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　　【摘　要】　　目的　了解干细胞和组织工程在肠道的研究进展。　方法　查阅近年相关文献,总结干细胞和组织工

程在肠道的研究现状。　结果　干细胞和组织工程在肠的研究近年来是个十分令人关注的领域,亦取得一定的进展。特

别是在肠道上皮干细胞的特性、增殖、分化、小肠黏膜下层作为体内组织工程支架等方面的研究有一定的突破。但困扰研

究的关键问题是小肠上皮干细胞的标记物仍未得到解决,组织工程肠的研究亦刚刚起步。　结论　干细胞和组织工程在

肠道的研究有十分广阔的应用前景,有望在肠道炎性疾病、肿瘤发生机制、组织工程肠的研究方面取得较好的研究成果。
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【Abstract】　　Objective　To review the developm en t of researches on the stem cells and the t issue engineering

techn ique used in the in test ines. 　M ethods　W e comp rehensively review ed the literatu re rela ted to the stem cells and

the t issue engineering techn ique used in the in test ines, and summ arized the conclu sions m ade by the researches

concerned. 　Results　T he researches on the stem cells and the t issue engineering techn ique used in the in test ines w ere

at tract ive top ics in the recen t years and ob tained som e developm en ts, especially in the field dealing w ith the

characterist ics, p ro liferat ion and differen tia t ion of the in test inal stem cells as w ell as the t issue engineering fram ew o rk of

the sm all in test inal subm uco sa in v ivo. How ever, the m arkers fo r the differen tia t ion of the in test inal stem cells w ere

st ill a crit ical p rob lem , w h ich had no t been so lved yet, and besides, the researches on the in test inal t issue engineering

w ere st ill in the in it ia l stage. 　Conclusion　T here is a b road p ro spective app licat ion of the in test inal stem cells and the

t issue engineering techn ique to the in test inal p rob lem so lu t ion. Substan tia l ach ievem en ts can be ob tained in the

treatm en t of the inflamm ato ry bow el disease, in an exp lo rat ion on the oncogenesis m echan ism , and in the clin ical

app licat ion of the in test inal t issue engineering.
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　　肠上皮干细胞和组织工程是21世纪的研究热点,

肠上皮干细胞的分离、鉴定、增殖分化的调控以及组织

工程肠的研究,均有可能在胃肠肿瘤的发病机制、肠损

伤修复和组织工程肠的临床应用方面取得突破性进

展。肠上皮干细胞属成体干细胞,能够自我更新和复

制,具有维持胃肠道黏膜更新和保持组织内环境稳定

的功能,但同时,肠上皮干细胞可能由于其基因突变并

累积而致肿瘤发生[ 1 ]。目前已证明干细胞、组织工程植

入物在组织器官的愈合、再生中发挥了重要作用[ 2 ]。如

在炎症性肠病 ( inflamm ato ry bow el d isease, IBD )的再

生修复研究成为近年来消化系统领域研究的热点,肠
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上皮干细胞具有终身自我更新的能力,有望在 IBD 治

疗中取得一定效果[ 3 ]。现有的研究结果尚缺乏特异性

高的肠上皮干细胞标志物,这成为肠上皮干细胞的分

离与鉴定的主要困难[ 1 ] ,而组织工程肠的研究亦处于

初始阶段。因此需要更多更深入的研究来探索肠上皮

干细胞与胃肠肿瘤发生的关系,以及组织工程肠在短

肠综合征和肠损伤性疾病中应用的可行性。我们对现

有肠上皮干细胞、体内组织工程支架材料——小肠黏

膜下层 ( sm all in test ina l subm uco sa, S IS) , 以及组织

工程肠的相关研究进展进行综述。

1　肠上皮干细胞的研究

1. 1　概述

人肠黏膜上皮是机体代谢最为活跃的场所,上皮

细胞终生进行着不间断的自我更新,肠道干细胞在维

持肠道屏障结构和功能以及损伤后的修复中扮演重要
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角色。肠上皮干细胞的研究始于上世纪80年代,对干

细胞的概念,人们更强调从功能上定义,认为肠上皮干

细胞是位于肠黏膜隐窝内的具有自我更新与增殖分化

功能的细胞,不一定必须是未分化细胞,故将那些已部

分分化但仍具有干细胞功能的细胞也称之为肠上皮干

细胞[ 4 ]。肠上皮干细胞是一种多能干细胞[ 5 ] ,其由陷窝

底部向肠腔内移行、分化并逐渐衰老、脱落是一连续的

过程,陷窝内不同位置的细胞处于不同的分化时期,肠

上皮干细胞随着向肠腔内移行,其分裂产生的子细胞

逐渐失去干细胞功能[ 6 ]。

关于小肠干细胞的数目,一些学者认为小肠隐窝

是单克隆性的,即每个隐窝只含有1个干细胞,此隐窝

的所有其他细胞都来源于它; 而另一种观点认为小肠

隐窝总共约250个,约60% (即150个)的增生细胞均是

干细胞[ 2 ]。目前较为普遍接受的看法为每个隐窝大约

存在4～ 6个实际的干细胞,另外还含有约30～ 40个潜

在的干细胞,这也是多克隆学说的一种观点[ 7 ]。

目前关于小肠上皮干细胞的分离和鉴定,尚无确

切的小肠上皮干细胞标记物,所有研究均基于对核酸

染色荧光显微检测。一种RNA 结合蛋白M u sash i21

(M si21) , 被认为可能是鸡小肠上皮干细胞的标志

物[ 8 ] ,其稳定状态下仅在少数肠道干细胞区域表达,与

干细胞发育中不对称分裂有关[ 6 ]。D ekaney 等[ 9 ]将

DNA 结合染料烟酸己可碱染色的鼠小肠上皮细胞用

荧光激活细胞分选术的方法,分离出了M si21、Β12整合
素和细胞角蛋白阳性的富含小肠上皮干细胞的细

胞群。

　　关于分离小肠上皮细胞的研究方法,目前认为最

有前景的是建立体外干细胞培养模型。在体外短期培

养获得成功模型已有报道,如离体完整的陷窝分离培

养成功,以及散在陷窝细胞分离培养成功,但目前体外

小肠上皮干细胞培养存活的时间较短,阻碍了对小肠

上皮干细胞增殖和分化调控机制的深入研究。我们正

通过流式细胞术分选分离小肠上皮干细胞并进行体外

群落培养,用R T 2PCR、免疫细胞化学、免疫组织化学

来鉴定其多能分化特性; 并且在此基础上检测N o tch

信号系统 (受体ö配体)在小肠黏膜上皮干细胞的表达

特征和水平。

1. 2　肠上皮干细胞的增殖与分化

肠黏膜上皮细胞终生进行着不断的自我更新,位

于肠道隐窝部位的肠道干细胞及定向祖细胞保持着旺

盛的增殖分化能力,细胞的凋亡及坏死与干细胞增殖、

分化之间保持着动态平衡。小肠干细胞的增殖与分化

是以对称及不对称的两种分裂方式,究竟以何种方式

为主,决定于干细胞所处的内环境[ 10 ]。小肠干细胞的

增殖是通过隐窝的分裂来实现的,在正常生理状态下,

成年小鼠的小肠干细胞一般不通过分裂成2个子代细

胞的方式来增殖,不对称分裂是其完成增殖分化的方

式[ 10 ]。但在放射或化疗毒性等损伤后,一些隐窝发生

坏死,残存的潜在干细胞便开始行使干细胞潜能,发生

对称性分裂以再生隐窝,隐窝也发生分裂产生更多的

隐窝,直至肠黏膜恢复正常。在小肠上皮干细胞的分化

过程中,干细胞首先分化为两种定向祖细胞,一种保持

干细胞的特性,而另一种则会向功能细胞分化,形成潘

氏细胞、M 细胞、吸收细胞、内分泌细胞和杯状细胞。

1. 3　肠上皮干细胞增殖分化的调控

小肠干细胞的增殖和分化受到细胞基因控制和干

细胞所处为环境的双重因素影响,B lanpain 等[ 11 ]提出

了“壁龛”结构的概念,它提供了干细胞的增殖和分化

必要的物质基础,对于细胞的增殖、分化起了决定性作

用。结肠和小肠隐窝“壁龛”相似,小肠干细胞有丝分裂

率与结肠干细胞相近或更慢; 隐窝“壁龛”与年龄相关

的甲基化水平可能记录了体细胞的历史[ 12 ]。人小肠隐

窝底部细胞上皮钙黏蛋白表达下调与定向祖细胞的功

能维持有密切的联系[ 13 ]。胰岛素样生长因子2 (in su lin2
like grow th facto r 2, IGF22)的缺失导致鼠肠上皮细

胞突变和肿瘤形成[ 14 ]。 IGF21转基因鼠能降低自发性

和辐射引起的凋亡[ 15 ]。小窝蛋白缺失导致肠隐窝干细

胞的高度增殖,并对Χ辐射的敏感性增加[ 16 ]。转化生长

因子Β1 ( t ran sfo rm ing grow th facto r Β1, T GF2Β1)控制

着人小肠肥大细胞的生长[ 17 ]。c2m yc基因在增殖扩增

的肠隐窝中表达, 被认为是经典W n t 通路的作用靶

点,对小肠隐窝和小肠黏膜的形成十分重要,但对维持

成熟小肠上皮内环境并非必需[ 18 ]。骨形成蛋白信号通

路在肠干细胞数量的调控上起重要的作用,它通过限

制W n töΒ2连环蛋白的活性直接控制小肠干细胞的自
我更新。“壁龛”在肠干细胞的维持上起到重要的作

用[ 19 ]。W n töΒ2连环蛋白信号通路在控制肠上皮干细胞
的增殖和分化中起重要的作用,能维持正常肠隐窝干

细胞的表现型[ 20 ]。Foxf1和Foxf2通过限制间质W n t

信号和促进细胞外基质的产生来控制鼠的肠管发

育[ 21 ]。近年来,N o tch 信号通路对肠上皮干细胞调控

的研究得到学者们的重视。N o tch 是一个N o tch 基因

编码的保守的细胞表面跨膜受体,通过与周围细胞表

达的配体相结合而被激活,胞内段在蛋白酶作用下裂

解并转移至核内,与转录因子结合激活分化拮抗基因

的表达,进而阻碍分化效应基因的表达。N o tch 信号通

路通过邻近细胞间的相互作用来精确调控各谱系细胞

的增殖与分化,可以调节免疫系统、造血系统、神经系

统、胰腺以及肠道干细胞的增殖分化,主要作用是传递
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细胞分化抑制信号。最近已有研究发现,N o tch 信号通

路能够直接调控小肠上皮细胞的不同分化结局,控制

分泌细胞与吸收细胞之间的平衡[ 22 ]。N o tch 信号控制

着未成熟小肠定向祖细胞的命运[ 23 ]。

Kylarova 等[ 24 ]分析了 6～ 18 周引产胎儿的十二

指肠 c2m yc、p 53、Bcl22 家族的表达情况, 结果发现胎

儿早期十二指肠的发育中,增殖细胞核抗原的阳性与

十二指肠绒毛底部的干细胞池形成有关,并且该处有

大量的Bcl22蛋白阳性表达细胞,而c2m yc蛋白仅在隐

窝上皮内表达。Sat ta r等[ 25 ]建立了SC ID 鼠模型来研

究小肠上皮细胞的再生,发现在再生的早期阶段, Bcl2
2 和 K i67 表达增高, 提示了凋亡的抑制和增殖的增

强,并且与干细胞的扩张一致, p 53基因可能在再生过

程中影响分化的途径。A PC 基因缺失扰乱了肠上皮细

胞、杯状细胞、肠上皮内分泌细胞的分化,通过Β2连环
素öT cf4 介导的转录控制,促进定向祖细胞向潘氏细

胞分化[ 26 ]。

T GF2Β2 可能通过缩短干细胞周期,从而预防氨甲

喋呤引起的小肠损伤[ 27 ]。肠成纤维细胞来源的白介素

210可抑制生长因子丧失和Fas介导的凋亡,从而增加

黏膜T 细胞的生存[ 28 ]。谷胱甘肽S转移酶P121对由脱

氧胆酸引起的隐窝细胞凋亡有保护作用[ 29 ]。CD 44通

过线粒体途径负性调节鼠结肠上皮凋亡[ 30 ]。

2　SIS作为体内组织工程支架材料的研究

体内组织工程生物材料必须具有良好的组织相容

性、可降解性和降解速率可控性,无抗原作用,维持生

长其上的细胞形态和表型,并增进细胞的黏附和增殖,

诱导组织再生,有一定孔隙率,有一定的机械强度[ 31 ]。

S IS 作为一种新的体内组织工程支架材料, 近年来受

到极大的关注。S IS是一种异种膜组织,从猪小肠中得

到,是一种富含胶原的约011 mm 厚的膜[ 32 ]。S IS植入

宿主体内后,能够作为一种生物支架,实现血管生成和

宿主细胞长入和分化,这些再生过程使再生组织从结

构和功能上均恢复到原有组织[ 32 ]。S IS 中存在成纤维

细胞生长因子 2 (fib rob last g row th facto r 2, FGF22)

和转化生长因子 Β( t ran sfo rm ing grow th facto r Β,

T GF2Β) , FGF22 和 T GF2Β相关蛋白在组织重建和创
面愈合方面起重要作用[ 33 ]。FGF22能刺激毛细血管内

皮细胞的增殖和迁移,并创造其他血管再生长入的条

件。T GF2Β能增加愈合物的成熟度和机械强度,并调

节多种基质蛋白的转录。S IS无血管且不含上皮细胞,

作为异体移植物植入体内不会引起明显的免疫排斥

反应[ 32 ]。

S IS作为支架与骨髓间充质干细胞 (m esenchym al

stem cells, M SC s)在体外共同培养,构建出与天然类

似的骨膜组织[ 34 ]。S IS用于修补腹壁缺损,在组织相容

性和粘连形成方面优于聚丙烯网状补片[ 35 ]。在干细胞

种植的S IS 膀胱修补组, 1个月后,胶原纤维与周围细

胞紧密连接,并与膀胱修补对照组的形态学相似;干细

胞种植的S IS 能尽快修补膀胱,其基因表达与对照组

一致[ 36 ]。S IS治疗内侧副韧带损伤, 4周后发现胶原纤

维排列整齐,直径增粗, Í型öÉ型胶原的比率下降;改

善了胶原纤维的形态学特征和生物化学成分[ 37 ]。纤维

结合素处理的S IS、维生素C 和皮肤成纤维细胞共同培

养,能促进新生组织的形成[ 38 ]。S IS亦用在血管组织工

程重建上[ 39 ]。

3　组织工程肠的研究

组织工程肠一直是人们研究的热点问题,虽然取

得一些进展,但总体来讲效果并不满意。利用组织工程

肠进行短肠综合征的治疗是学者们多年追逐的梦想。

Ho ri等[ 40 ]将自体M SC s种植在胶原海绵支架上,

植入成熟小猎犬体内,能诱导Α2平滑肌肌动蛋白阳性
细胞的短暂分布,但不能诱导肌层的再生。L loyd 等[ 41 ]

将管状的多丙交酯2乙醇酸交酯泡沫支架植入L ew is

鼠皮下, 5周后将“细胞器单位”注射入支架腔内, 9 周

时在支架腔内表面出现明显的小肠黏膜和黏膜下层结

构。W ang等[ 42 ]将2 cm 长的SD 鼠管状S IS支架移植入

6 cm 长的L ew is鼠回肠造瘘肠段中间, 4 周后移植支

架表面出现一层黏膜上皮层,并在12周后腔内生成完

整的新生黏膜,该新生黏膜有典型的小肠形态学特征,

其内含有柱状上皮细胞、杯状细胞、潘氏细胞、吸收细

胞、肠内分泌细胞等; 24周后移植肠段的黏膜厚度、绒

毛高度及隐窝深度与12周时有明显的区别,并在移植

S IS外出现形态良好的平滑肌样细胞和一些纤维血管

组织; 提示利用S IS 的组织工程能产生正常小肠的结

构特征。Grik scheit等[ 43 ]研究L ew is鼠组织工程结肠

能保持体重、粪便传输时间延长、血清胆汁酸升高,并

能较好地维持血钠、血清尿素氮、粪短链脂肪酸的水

平。A van sino 等[ 44 ]切取成熟L ew is鼠15 cm 长度的回

肠,保留其完整的血供系统,并用 3 mm o löL 的ED TA

溶液进行腔内快速灌注,仅留部分束状的肠细胞。从新

生L ew is鼠提取回肠干细胞群,并将其植入上述切取

的束状肠管, 培育“新生回肠”; 4 周后, 切除受体的回

肠,并将“新生回肠”植入受体鼠; 8 周后, 移植组鼠的

粪的胆汁丢失低于对照的回肠切除组,移植组鼠的回

肠胆汁酸载体m RNA 数量与正常鼠的回肠相似,提示

回肠干细胞移植能改善胆汁吸收不良综合征。
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4　展望

随着研究手段的不断更新,肠道干细胞和组织工

程的研究必将得到极大的发展,肠道干细胞标志物的

进一步明确,对于研究肠道干细胞的特性、增殖分化和

调控、干细胞在肿瘤发生中所扮演的角色等十分重要;

S IS 作为体内组织工程支架材料的研究,亦会进一步

深入;组织工程肠的研究,必将使组织工程肠的技术应

用于临床。
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·致读者·

《中国修复重建外科杂志》近年检索指标发展趋势

　　根据《2006年版中国科技期刊引证报告》(CJCR ) ,《中国修复重建外科杂志》2005年度影响因子为 11311,总被引频次为1 091,

在全部1 652种科技期刊中列第 42位 (平均 01407)和第 185位 (平均53412次)。在外科学类39种期刊中列第1位 (平均01609)和第

11位 (平均 888次) ,该刊物即年指标为 01066,均高于外科学类 39种期刊的平均值 01056和1 652种科技期刊的平均值 01052。

目前该刊物论文地区数覆盖全国28个省、市、自治区,从统计数据看基金论文比和海外论文比也呈现稳步上升的趋势。经过20

年的努力,该刊已奠定了良好的基础,已经进入积极发展的时期。为此,殷切希望广大读者、作者、编委给予《中国修复重建外科杂

志》更多的关心和爱护,为更好地发展作出共同努力,为实现精品期刊的目标共同奋斗。

本刊 2000年～ 2005年总被引频次及影响因子发展趋势见图 1、2。

图1　总被引频次发展趋势　图2　影响因子发展趋势
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