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人诱导多能干细胞在药物肝损伤研究中的应用
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摘要：人诱导多能干细胞具有自我更新和分化的多潜能性，其诱导分化的肝样细胞可应用于药物发现、

筛选以及药物肝毒性评价研究。药物性肝损伤是导致上市药物被召回和药物研发失败的主要原因之一。

临床前动物实验因其种属差异等方面的不足导致药物临床研究失败，浪费了大量人力物力。本文全面总结

了人诱导多能干细胞诱导分化的肝细胞在药物肝毒性评价中的研究应用，希望有助于在药物研发过程中准

确把握肝毒性，保证人体用药安全。
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在药物研发过程中，药物性肝损伤（drug
induced liver injury，DILI）是药物开发终止的首要

原因，也是药物上市后被撤回的主要因素［1］。因此，

DILI已成为药物在研发阶段最为关心的问题之

一。虽然在过去几十年里药物靶器官毒性研究作

为毒理学研究的重要内容已得到了足够的重视，但

药源性肝毒性的发生频率在过去15年并未显著减

少［2］。一个主要原因是动物和人类之间的种属差异

使得药物在进入临床研究阶段出现非预期的肝毒

性而使药物研发失败。因此，开发安全、有效的临

床前肝毒性早期评价的人源化细胞模型显得尤为

重要。合适的细胞模型不仅可用于药物安全性评价，

也可用于肝毒性药物的高通量筛选和药效学研究等。

干细胞技术得到迅速发展，如是由成熟体细胞重

编程而制备诱导多能干细胞（induced pluripotent
stem cells，iPSC）。与 胚 胎 干 细 胞（embryonic
stem cells，ESC）相比，不受伦理道德约束且来源

充足，在新药研发、毒性筛选和药物安全性评价中

有广泛的应用前景。

1 人诱导多能干细胞概述

2006年，Yamanaka研究团队［3］首次通过逆转

录病毒载体将4种转录因子Oct3/4，Sox2，c-Myc和
Klf4引入到小鼠胚胎成纤维细胞，发现可诱导其发生

转化，产生一类与ESC有极其类似功能的细胞。这

类细胞具有不断自我更新和分化的多潜能性，从而被

命名为 iPSC。2007年他们又利用相同的4种转录

因子成功将人皮肤成纤维细胞重编程为多能性状态

的细胞［4］。此后，这一研究成果在全世界被广泛应

用。2009年，周琦课题组和高绍荣课题组［5-6］几乎同

时成功获得完全由 iPSC制备的活体小鼠，首次证明

了 iPSC具有真正的全能性。该研究成果被评为

2009年《时代周刊》十大医学突破之一。随着培养条

件和转化效率不断提高，包括小鼠、人在内的不同种

属动物的各种类型的体细胞均被成功诱导为 iPSC。

长久以来，ESC避免不了其细胞来源、伦理道

德和宗教信仰的阻碍。而体细胞重编程技术的出

现正好解决了这一难题，是干细胞领域的一次巨大

革新，同时也为再生医学、新药发现、药物筛选及

药物安全性评价等开辟了新的途径。因而，日本

Yamanaka和英国 John Gurdon共同获得 2012年

诺贝尔生理学或医学奖。

2 人诱导多能干细胞来源的肝细胞样细胞

（hepatocyte-like cells，HLC）的优点

目前，用于肝毒性评价的体外细胞模型主要有

人原代肝细胞、肝癌细胞系和干细胞系。原代肝细

胞一直被视为是最好的用于毒性和代谢研究的体

外模型［7］。实际上，原代肝细胞，特别是人源的，通
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常被认为是药物肝毒性的“金标准”［8-9］。原代肝细

胞虽然能更好地模拟生物肝的功能，但因其获得耗

时费力，且不能进行传代，不适用于长期反复给药

的研究［10］。另外，肝移植的严格流程使得肝细胞来

源几乎不可能是正常人。肝细胞来源于严重肝损

伤患者或多药联用患者，使得肝细胞的质量低

劣［11］。这些不足导致人原代肝细胞的质量和供应

数量都难以保证。同样，人肝癌细胞系也并不能充

分代表正常人肝细胞的多样性。人肝癌细胞系取

材于原发肝癌组织，其主要特点是可无限传代，但

随着传代次数的增多，其基因型和表现型均发生变

化［12］。其次，人ESC具有正常二倍体核型，能在体

外长时间培养和传代，但其来源有很大争议，在取材

上饱受道德伦理压力。基于人原代肝细胞、肝癌细胞

系和人ESC的不足，人 iPSC（human iPSC,hiPSC)
就成为了人们关注的热点。hiPSC有望提供一个

可扩展的、基因类型明确的、来源一致的肝细胞类

型。目前已有很多 iPSC 分化为肝细胞的方

法［13-14］。近年来，分析hiPSC来源的HLC特征主要

包括形态学和功能学 2个方面［15］。形态学分析显

示，该细胞有圆的细胞核且核仁明显，有高的质核

比，有的还能观察到双核和胆微管结构等。在功能

学方面，hiPSC来源的HLC能表现出与原代肝细胞

类似的关键功能，包括细胞膜极性、糖原、脂质、尿

素和关键肝蛋白（白蛋白、脱唾液酸蛋白受体和α1-

抗胰蛋白）的合成。此外，它们还能表达和诱导主要

的细胞色素P450酶。因此，利用hiPSC来源的HLC
作为药物肝毒性评价的体外模型，可减少动物实验带

来的种属差异［16］，降低药物研发成本，缩短研发周期，

提高药物毒性预测的准确性。

3 诱导多能干细胞定向诱导为肝样细胞

近年来，对于 iPSC定向分化为肝细胞的研究

有很多。其中报道最多的是利用肝细胞增殖分化

过程中密切相关的细胞因子来诱导。2009年，

Song等［17］首次将 iPSC诱导分化为肝样细胞。整

个诱导过程通常需要3~4周，总共分为4个阶段，分

别采用激活素A、成纤维细胞生长因子（fibroblast
growth factors，FGF）和骨形态发生蛋白 2（bone
morphogenetic protein 2，BMP2）、肝细胞生长因

子（hepatocyte growth factor，HGF）和角质化细胞

生长因子作为添加物，最后一个阶段添加含有含有

抑瘤素M（oncostatin M，OSM）和地塞米松（dexa⁃
methasone，DEX）的 N2B27 培养基促进细胞成

熟。经过这一系列的诱导分化，iPSC最终分化为类

似肝细胞的上皮样细胞，这些细胞能分泌糖原、白

蛋白和合成尿素，具有可诱导的细胞色素P450酶活

性。目前，已有多个研究团队报道用类似的方法得

到肝样细胞，例如2010年，Rashid等［18］和Si-Tayeb
等［19］用类似的方法获得了肝样细胞。2012年，

Chen等［13］用激活素 A、Wnt3a蛋白、HGF、FGF、
OSM和二甲亚砜等诱导因子分阶段处理 iPSC，同

样获得了和成熟肝细胞有类似功能的细胞。

鉴于 iPSC向肝细胞分化的不同阶段会表达一

些特异基因［20］，因此可通过基因过表达来诱导 iPSC
向肝细胞分化。2011年，Takayama等［21］将内胚层

标志基因Sox17通过腺病毒转入到 iPSC中，促进

了 iPSC向内胚层细胞分化，同年该研究团队又利

用过表达HEX基因将 iPSC诱导为肝样细胞［22］。目

前研究热门的还有肝富集转录因子，它可通过调控

特异基因的表达控制肝细胞的分化方向，并维持分

化表型［23］。

此外，一些小分子化合物也被用来诱导 iPSC
形成肝样细胞。Shan等［24］通过高通量筛选出2个

类别的化合物，一类为促进功能增殖化合物，主要

起到促进原代肝细胞在体外增殖的作用；另一类为

促进功能化合物，它可促进 iPSC向成熟样细胞的

分化以及功能的强化。鉴于小分子化合物具有合

成简单、保存方便、细胞通透性好、无细胞免疫性等

优点，成为了诱导 iPSC分化的一种新途径。如今，

三维细胞培养技术的高速发展也在干细胞诱导分

化的过程扮演了越来越重要的角色［25］，相较于二维

细胞培养系统，它能最大程度地在体外模拟体内组

织的结构和功能，为细胞提供更好的生存环境，这

种技术的发展极大提高了细胞实验的准确性。

Takayama等［26］对三维微球培养的人ESC和hiPSC
来源的肝样细胞和二维培养的肝细胞的功能进行比

较，发现各项功能指标均优于二维培养的肝细胞，并

且细胞的功能活性保持时间也更长。

定向诱导分化肝细胞方法日渐成熟，为 iPSC
在药物肝毒性评价中体外模型的选择提供了更多

的选择，提示可利用体细胞重编程技术获取有增殖

分化能力的 iPSC，进而再诱导分化 iPSC得到成熟肝

样细胞，在药物开发早期有效筛查药物的肝毒性。

4 hiPSC来源的HLC在DILI评价中的应用

由于人源肝细胞不易获得，而 hiPSC来源的

HLC在体外可大量获得，因此，其在药物肝毒性评
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价中具有广阔的应用前景。2009年，Song等［17］首

次证明了hiPSC能在体外有效地分化为肝细胞，在

某种程度上表明 hiPSC来源的HLC很可能适用于

DILI评价。Rodrigues等［27］通过对人皮肤前体细胞

（human skin-derived precursors，hSKP）进行诱导分

化，成功分化出人肝细胞，该肝细胞不仅能表达肝

祖细胞标志物如上皮细胞黏附分子和成人肝细胞

标志物白蛋白，还能表达关键的生物转化酶和药物

转运蛋白。该实验运用毒理基因组学的方法，通过

检测肝损伤、肝细胞增殖、坏死以及肝脂肪变性等

指标,证明了在对乙酰氨基酚诱导的肝损伤模型中

hSKP诱导的人肝细胞和人原代肝细胞的结果几乎

一致。更值得注意的是，他们还发现hSKP诱导的

人肝细胞中细胞毒性、细胞凋亡相关的基因也普遍

上调，而这些基因很有可能是潜在的肝毒性生物标

志物。由此看来，hiPSC来源的HLC作为肝毒性模

型预测DILI的价值越来越大。

4.1 hiPSC来源的HLC的预测灵敏性

目前已有报道阐述hiPSC来源的HLC的预测

灵敏性。通过多毒性终点和读数，从明显影响肝的

物质中区分出已知的肝毒性物质［29-30］。hiPSC来源

的HLC对不同种类的化合物，不同毒性机制的药物

靶点都有敏感性，最重要的是能对已知毒性的化合

物产生相关的毒性代谢物，如黄曲霉素B1，在足够

浓度条件下可揭示对细胞毒性的影响［28］。Ware
等［29］建立了一个hiPSC来源的HLC和胚胎成纤维

细胞共培养模型，利用这个模型检测了47种药物，

其中37种有明确肝毒性，10种无肝毒性。通过多功

能终点指标（如白蛋白、尿素和ATP）的判断，该模

型成功鉴别出24个肝毒性药物，敏感性达到65%，

且成功鉴别出10个无肝毒性化合物。Sirenko等［30］

利用hiPSC来源的HLC进行高通量筛选药物肝毒

性，他们选用了240个不同肝毒性化合物，其中包括

208个有肝毒性的物质，30个无肝毒性物质，2个随

机空白。评价终点包括细胞活性、细胞完整程度、

细胞核形态和线粒体膜电位等。实验中采用了高

通量成像法评估精细的表型变化并提供多参数输

出，如细胞形态、细胞黏附和传播、核固缩、脂质聚

集、线粒体电位等。实验中观察到绝大多数参数的

改变有剂量依赖性，随浓度增加而增加，且随浓度

增加能采集到的点也越来越多。数据分析显示，大

部分无毒性物质在相对活性指数排名较高（细胞活

力越大相对活性指数越高，代表物质毒性越低），而

大部分有肝毒性的物质排名相对较低。尽管所有

的分析参数都同等重要，但在数据整合过程中还应

根据使用者的需求进行修改，这个分析结果也只能

作为半定量分析。

4.2 hiPSC来源的HLC用于长期肝毒性评价

和原代肝细胞相比，hiPSC来源的HLC在培养

基中能长期维持其基本活性和功能，这一模型的应

用对发现临床相关性更大、低剂量长期给药的化合

物毒性作用有重要意义。这种类型的细胞长期给

药方式能更准确地反映人体内药物的暴露类型，并

进一步提高体外毒性测试的预测能力。Ulvestad
等［31］比较了干细胞（人ESC和hiPSC）来源的肝细

胞与人原代肝细胞以及HepG2细胞中CYP450酶

和转运蛋白的表达水平，他们发现干细胞来源的肝

细胞CYP450酶活性虽不如原代细胞，但其酶活性

维持时间更长，可至少维持1周。Holmgren等［32］发

现，hiPSC来源的HLC在长达14 d毒性化合物的暴

露下，细胞变得更加敏感。实验中选用了4个肝毒

性化合物（胺碘酮、黄曲霉素B1、曲格列酮和希美拉

加群（ximelagatran），以一定的浓度梯度重复给药

2，7和14 d，整个实验周期监测细胞形态，每个时间

点检测细胞活力以及脂肪变性和磷脂诱导。数据

结果显示，hiPSC来源的HLC模型是稳定的，足以

满足至少2周的药物暴露，且能在机制水平评估肝

毒性反应的特异性。hiPSC来源的HLC在本实验

的优势在于其可再生性以及长期培养条件下也不

会丢失肝细胞表型。上述研究结果提示，hiPSC来

源的HLC模型可用于长期肝毒性评价。

4.3 hiPSC来源的HLC用于个体差异毒性评价研究

HiPSC为个性化细胞治疗和候选药物的筛选

提供了一个特异性疾病的肝细胞模型［33］。使用

hiPSC的另一优点在于，它们能用于研究细胞对药

物的遗传学作用。临床捐赠者的 iPSC表现出对不同

的药物敏感性和代谢酶活性，增加了毒性的预测能

力［34-35］。Medine等［35］发现，不同遗传背景的hiPSC
来源的 HLC与人 ESC来源的肝细胞相比，只对

CYP2D6活化的化合物敏感，而对CYP2C9代谢的

化合物不敏感，这是由于 hiPSC 来源的 HLC 中

CYP2C9基因表达和功能的下降。这表明人群中

常见的代谢差异模型的应用或许有一定的可行

性。Sjogren等［36］比较了 hiPSC来源的HLC、原代

冻存干细胞和肝肿瘤细胞系（Huh7和HepaRG）这

3种类型的细胞在给予细胞凋亡诱导剂星孢菌素和

对乙酰氨基酚处理后的毒性反应。结果发现，当研

究直接诱导细胞凋亡类的药物时，hiPSC来源的

HLC是一个优于Huh7和HepaRG 及原代冻存干

细胞的体外模型。一方面是由于原代冻存干细胞
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中CYP基因表达和活性能力的维持仅仅 48 h，而
hiPSC来源的HLC却能维持1周。另一方面，hiPSC
来源的HLC在调控和执行细胞凋亡通路分析方面

优于肝肿瘤细胞系HepaRG，更接近于原代冻存干

细胞。然而对于具有更复杂毒性机制的化合物而

言，如对乙酰氨基酚，细胞死亡的机制依赖于细胞

死亡信号的控制因素和药物代谢能力之间的平衡，

需要考虑选择一个合适的体外模型。

由基因遗传多态性引起肝代谢的个体差异，对

个体药物疗效和不良反应均有很大影响。hiPSC来

源的HLC有潜力预测的个体在药物代谢和药物反应

能力的差异性。Takayama等［37］从hiPSC分化出肝

细胞，而 hiPSC是从人原代肝细胞中转化而来的。

作者比较了hiPSC来源的HLC和起始来源的人原代

肝细胞的药物代谢能力，CYP2D6代谢的个体差异和

CYP2D6编码的基因的多态性引起的药物的反应性

差异均在hiPSC来源的HLC中重现，这表明它们对

个性化药物治疗有重要意义。Alpers Huttenlocher
（AHS）综合征是一种神经系统代谢紊乱疾病，由线

粒体DNA聚合酶突变引起，并且和丙戊酸肝毒性增

加的风险有关。最近有研究表明，从2名AHS患者

获得hiPSC来源的HLC对丙戊酸诱导线粒体依赖

性细胞凋亡更敏感，这种效应受线粒体通透性转换

孔开放调节。此外，与正常 hiPSC来源的HLC相

比，用丙戊酸孵化的AHS患者 hiPSC来源的HLC
表现出能激活更多的胱天蛋白酶9和细胞色素c的
释放［38］。这升高的敏感性可解释AHS患者患丙戊

酸毒性的风险提高，也为hiPSC来源的HLC降低丙

戊酸毒性提供有效的治疗策略［38］。患者来源的

iPSC提供了一种遗传病的毒性模型，同时能对明确

治疗靶点的药物进行评价［38］。

5 问题与展望

尽管 iPSC细胞系的建立技术已发展得相对成

熟，但重编程仍然是一个含有很多未知因素且低效

的过程，具体机制尚不明确。iPSC的出现，解决了

异源ESC涉及到的伦理问题，对药物研发也发挥了

很大的作用。值得关注的是，hiPSC来源的HLC，

为体外药物肝毒性评价细胞模型提供了更广泛的

选择，但到真正成熟广泛应用还要做大量的工作。

hiPSC来源的HLC还有很多问题需要解决，如改进

iPSC诱导方法，提高其产生效率和安全性；提高 iPSC
向肝样细胞分化的效率和纯度；制定检测 iPSC来

源肝样细胞的标准等。鉴于hiPSC来源的HLC的

药物肝毒性评价更接近于人肝细胞对药物的反应，

国内外许多生物制药公司都非常重视，近年来与学

术 界 投 资 或 联 合 开 发 基 于 hiPSC 的 体 外 系

统［39-40］。如法国生物公司Cellectis于2012年就宣

布推出源于hiPSC的肝细胞产品，该产品具有同质

性、生命周期长、可再生且细胞色素P450活性稳定

的优点，对新药研发和毒性测试等体外研究提供了

理想平台。

欧洲委员会和欧盟制药企业联合倡议的“创新药

物引起的肝损伤”，将可能促进hiPSC来源的HLC在

新药研发中的应用。综上所述，虽然 iPSC技术仍存

在许多瓶颈，不过相信在研究者和政府部门的共同努

力下，它必会发展得越来越好，并将在药物发现、筛

选、早期毒性评价中扮演越来越重要的角色。
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Application of human induced pluripotent stem cells in
drug-induced hepatotoxicity study

CHEN Jie，TANG Na-ping，MA Jing
（China State Institute of Pharmaceutical Industry，National Shanghai Center for New Drug Safety

Evaluation and Research，Shanghai 201203，China）

Abstract：Human induced pluripotent stem cells（hiPSCs）possess self-renewing potency and plu⁃
ripotency and can differentiate into virtually any somatic cell type，such as hepatocytes. The hiPSCs-

derived hepatocyte- like cells（hiPSCs-derived HLCs）can be used in drug discovery，screening and
drug induced hepatotoxicity assessment. Drug- induced liver injury is one of the main causes of drug
withdrawals or failure of drug development. Due to species differences in hepatocellular function，
unrepresentative results of preclinical animal experiments may lead to the failure of drug development
and the waste of human effort and financial resources. This review describes the progress of hiPSCs-

derived HLCs in drug- induced hepatotoxicity evaluation in the hope of helping to find out more about
the liver toxicity in the process of drug development and ensure the safety of human drugs.
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