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Abstract
AIM: To explore the association among hepatic 
stem cells, endothelial cells, and hematopoietic 
stem cells during liver development by observing 
the expression of vascular endothelial growth 
factor A (VEGFA), VEGFC, Angiopoietin (Ang) 
-1, Ang-2 and their receptors in the human emb-
ryonic liver of 3-5 wk.

METHODS: Paraffin sections were prepared 
from 24 embryos of 3, 4, and 5 wk. Immunohis-
tochemistry staining was performed to observe 
the development of hepatic stem cells, endothe-
lial cells and hematopoietic stem cell as well as 
the expression of CD34, VEGFA, VEGFC, Ang-1, 
Ang-2, and their receptors, and fl t-1, fl k-1, fl t-4, 
and Tie-2 under light microscope.

RESULTS: Endothelial cells predominated in 
mesenchyme adjacent to the liver bud at 3 wk, 
but not in the bud. At 4 wk, the cells in the liver 
bud migrated into the domain of transversum 
mesenchyme, where endothelial cells began to 
form vascular structures, and branched to form 
a number of hepatic cords. A few hematopoi-

etic cells were seen scattered between the liver 
cords at 5 wk, and primitive sinusoids, which 
came from vitelline veins, appeared between 
the hepatic cords. The numbers of hematopoetic 
cells were increased in comparison with those 
at 4 wk. VEGFA was expressed by some hepatic 
stem cells and hematopoetic cells during 3-5 wk. 
At the same time, most of hepatic stem cells and 
endothelial cells were positive for VEGFC, while 
hematopoetic cells were VEGFC-negative. flt-1 
and flk-1 positive reaction was found in most 
of hepatic stem cells and a few endothelial cells. 
The hematopoetic cells were negative for flt-1 
and flk-1, but positive for flt-4. Hepatic stem 
cells expressed Ang-2, while hematopoetic cells 
expressed its receptor Tie-2. Meanwhile, endo-
thelial cells expressed Ang-1 and Ang-2, but 
didn’t express Tie-2.

CONCLUSION: Hepatic stem cells may induce 
the growth and differentiation of vascular en-
dothelial cells through VEGFA signals. The 
development of hepatic stem cells is affected by 
VEGFC, angiopoietin secreted by endothelial 
cells and VEGFA produced by hematopoetic 
cells. Meanwhile, the development of hemato-
poietic cells depended on the VEGFC and Ang-2 
produced by hepatic stem cells.
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摘要
目的: 观察血管内皮细胞生长因子A(VEGFA)、
血管内皮细胞生长因子C(VEGFC)、Angiopo-
ietin-1(Ang-1)、Angiopoietin-2(Ang-2)及其受
体在发育第3-5 wk人胚胎肝的表达, 以了解
早期人胚发育过程中血管内皮细胞、造血干
细胞与肝干细胞之间的相互关系. 

方法:  实验用发育3,  4 ,  5  w k人胚胎标本
各8例(共24例), 石蜡切片, 连续切片, 进行

■背景资料
肝干细胞的发育
过程伴随着肝内
血管及造血细胞
的发育 .近年 ,  动
物研究表明, 肝干
细胞与血管内皮
细胞之间存在相
互诱导、相互作
用的关系, 但这些
作用通过什么因
子和受体介导目
前尚不清楚. 在胚
胎发育过程中, 造
血细胞与肝脏存
在着密切关系, 肝
干细胞可促进造
血细胞的生成. 但
肝实质细胞通过
产生哪些信号分
子来诱导造血细
胞的分化不清楚, 
造血细胞反过来
对肝干细胞有无
影响也未见报道.
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CD34、VEGFA、VEGFC、fms样酪氨酸激
酶-1(FLT-1)、胚胎肝激酶1(Flk-1)、FLT-4、
Ang-1、Ang-2、Tie-2免疫组化染色, 光镜下
观察. 

结果: 3 wk时靠近肝芽的间充质中的血管内
皮细胞多, 而肝芽内未见血管内皮细胞及造
血细胞; 4 wk时, 肝索形成处可见较多正在形
成的新生血管增多, 肝索间开始出现少量的
造血细胞; 5 wk时肝索间出现原始的肝血窦结
构, 血窦内造血细胞的数量较4 wk明显增多. 
发育的3-5 wk, 部分肝干细胞及血细胞中出现
VEGFA阳性反应, 多数肝细胞及内皮细胞中
均有VEGFC免疫反应, 而造血细胞中无. 多数
肝干细胞和少数血管内皮细胞呈flt-1和flk-1
阳性, 造血细胞呈fl t-1、flk-1免疫反应阴性, 
而呈flt-4阳性. 肝干细胞强表达Ang-2, 而造血
细胞表达其受体Tie-2, 与此同时, 内皮细胞表
达Ang-1和Ang-2, 而不表达其受体Tie-2.

结论: 来自肝干细胞的VEGFA信号可使内皮
细胞分化、增殖并形成血管; 来自内皮细胞
的VEGFC、Angiopoietin信号对肝干细胞的
生长和分化起作用; 造血细胞分泌的VEGFA
可 以 通 过 旁 分 泌 途 径 调 节 肝 干 细 胞 的 发
育; 造血细胞的发育依赖于肝干细胞产生的
VEGFC和Ang-2. 
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0  引言

肝干细胞与血管内皮细胞之间存在相互诱导、

相互作用的关系[1-3], 肝干细胞可促进造血细胞

的生成[4,5], 但这些诱导作用的分子机制目前尚

不清楚, 造血细胞反过来对肝干细胞有无影响

也未见报道. LeCouter et al [6]发现, 外源性血管内

皮细胞生长因子A(VEGFA)可促进成年小鼠内

皮细胞和肝细胞的增殖, 从而启动内皮细胞与

肝细胞的信息传递. 但目前未见VEGF家族在肝

实质细胞中表达的报道, 也不清楚Angiopoietin
是否在这一诱导过程中起作用. 为此, 我们对人

胚胎肝干细胞的发育与血管内皮细胞、造血细

胞之间的关系; VEGF和Angiopoietin家族及其受

体在肝干细胞、内皮细胞及造血细胞中的表达

进行了观察, 以探索造血干细胞、血管内皮细

胞与肝干细胞之间诱导作用的分子机制, 为肝

干细胞的基础和临床应用研究提供实验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集人工流产、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), 16 g/L多聚甲醛固定, 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, 显微镜下观

察, 根据胚层形成情况、胚体的长度、体节的

数目及器官发育状况确定胚胎龄.
1.2 方法 参照Jiang et al [7]的研究结果, 用CD34
标记造血干细胞和内皮细胞[8], 选择3-5 wk的人

胚胎标本各8例, 每10张抽1张, 行免疫组织化学

染色(SABC法), 多克隆抗VEGFC、fl t-1、fl t-4、
Ang-1、Ang-2、Tie-2抗体(1∶200, Santa Cruz
公司), 单克隆抗CD34、VEGFA、flk-1抗体(1∶
200, Santa Cruz公司)4℃孵育过夜, 羊抗兔或羊

抗鼠IgG及SABC液(1∶200, Santa Cruz公司)室
温下分别孵育2 h, DAB显色. 以PBS代替一抗作

阴性对照. 光学显微镜下观察、拍照. 

2  结果

2.1 早期人胚肝干细胞及血窦内皮细胞的发育 
胚胎发育3 wk末, 部分内胚层细胞由立方形变为

高柱状, 并聚集形成一个多层的上皮细胞群即

肝芽. 此时肝芽内未见血管内皮细胞及造血细

胞, 在靠近肝芽的间充质中的血管内皮细胞多, 
并可见有的内皮细胞正在形成毛细血管, 而在

远离肝芽的间充质中则很少见到内皮细胞及毛

细血管(图1A). 4 wk时, 组成肝芽的细胞向横隔

间充质迁移, 并在此处分支形成少量的肝细胞

索, 肝索处有较多正在形成的毛细血管. 此时的

血管内皮细胞扁平、核大、深染, 细胞不连续. 
血管内的血细胞有核, 核质比较大(图1B). 5 wk
时, 在肝索间出现原始的肝血窦结构, 原始肝血

窦内造血细胞的数量较4 wk明显增多, 这些造血

细胞和内皮细胞的形态与3-4 wk的相同, 此时肝

索和肝血窦的分布无规律(图1C). 4-5 wk时肝内

正在形成和已经形成的血管内皮细胞以及游离

散在的血管内皮细胞均为CD34强阳性, 阳性反

应主要位于内皮细胞的细胞膜(图1D).
2.2 VEGFA、VEGFC、Ang-1、Ang-2等血管生

长因子及其受体的表达 胚胎发育3-5 wk, 部分

肝干细胞及造血细胞中出现VEGFA阳性反应, 
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■创新盘点
本文通过免疫组
化技术, 原位观察
了人胚胎肝干细
胞与内皮细胞、

造血细胞在肝脏
发育过程中的位
置关系以及VEGF
和Angiopoie t in
家 族 及 其 受 体
的 表 达 ,  发 现 不
同 的 V E G F 和
Angiopoietin家族
的因子分别介导
了肝干细胞与内
皮细胞、造血细
胞的相互作用.
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反应产物积聚在细胞质和胞核; 这些VEGFA阳

性的血细胞较大, 核圆形, 核质比大; 血管内皮

细胞中无VEGFA阳性反应(图2A). 多数肝干细

胞及内皮细胞中均有VEGFC免疫反应, 而造血

细胞中无(图2B). 多数肝干细胞和少数血管内

皮细胞呈flt-1和flk-1阳性, 虽然flt-1和flk-1免疫

组化阳性反应发生的部位相似, 但在肝干细胞

和内皮细胞中flt-1的反应较flk-1强, 此时造血细

胞呈flt-1、flk-1免疫反应阴性, 而呈flt-4阳性(图
2C-E). 

发育3-5 w k的胚胎肝血管 ,  有A n g-1、
Ang-2和Tie-2阳性反应的造血细胞, 细胞形态

同VEGFA阳性细胞, Tie-2免疫反应的强度超过

Ang-1和Ang-2. 与此同时, 内皮细胞表达Ang-1
和Ang-2, 而不表达其受体Tie-2. 肝干细胞中

Ang-2的阳性反应较Ang-1和Tie-2强(图2F-H).

3  讨论

3.1 血管内皮细胞与早期人胚肝干细胞发育的

关系 以往认为内皮细胞的作用主要是运送氧

气, 但近年研究发现, 在血液循环形成前, 内皮

细胞还可诱导心脏、肝脏、胰腺和牙齿的胚

胎发生[9-13]. 在这一过程中, 血管内皮细胞向组

织细胞发出信号, 以确定器官生长的位置、形

态和分化状态[14]; 另一方面, 受组织细胞的影

响, 内皮细胞获得器官特异性的特征, 以适应器

官的生长发育[2,15-17]. 本文结果显示, 3 wk时在

靠近肝芽的间充质中的血管内皮细胞多, 并可

见有的内皮细胞正在形成毛细血管, 而在远离

肝芽的横隔间充质中则很少见到内皮细胞及毛

细血管, 提示内皮细胞可诱导内胚层细胞向肝

细胞的特化. 4 wk时, 组成肝芽的细胞向正在

形成毛细血管的间充质处迁移, 并在此形成肝

索, 提示横隔间充质中的血管内皮细胞可促进

肝内胚层细胞向横隔的迁移. 5 wk时, 组成肝索

的细胞增多, 并将穿经此处的卵黄静脉分隔成

肝血窦样血管. 以上结果均提示在早期人胚肝

发育过程中, 内皮细胞及新生血管可诱导肝细

胞的发生. 对VEGF和Angiopoietin家族及其受体

的免疫组化研究表明, 发育3-5 wk的肝干细胞

表达VEGFA、flt-4、Tie-2等, 而内皮细胞表达

fl t-1、fl k-1、VEGFC、Ang-1、Ang-2, 根据内皮

细胞与肝干细胞在发育过程中的时空配布关系

和VEGFA、Ang-1、Ang-2及其受体的表达, 我
们推测在人胚发育的3-5 wk, 肝干细胞与内皮

细胞之间存在相互作用, 其中来自肝干细胞的

VEGFA信号可使内皮细胞分化、增殖并形成血

管, 而来自内皮细胞的VEGFC、Ang-1、Ang2
信号亦可促进胚肝的形态发生和肝索的形成, 
两者相互依赖.
3.2 造血细胞与早期人胚肝干细胞发育的关系 
胚胎肝是胚内造血器官, 造血干细胞最早出现

图 1 早期人胚肝干细胞及血窦内皮细胞的发育. ▲▲示肝干细胞, 示内皮细胞,示造血细胞, ★★示肝芽. A: 3 wk, CD34 (×

400); B: 4 wk, HE (×1 000); C: 5 wk, HE (×1 000); D: 5 wk, CD34 (×1 000). 

A B

C D
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■应用要点
通过本课题的研
究, 可了解肝干细
胞增殖、分化的
微环境及某些调
控因素, 阐明肝干
细胞增殖分化与
成熟的部分调控
机制, 为肝干细胞
的体外培养和诱
导分化提供试验
依据.
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于卵黄囊, 之后迁移到胚胎肝, 并在此增殖、分

化, 说明造血组织与肝脏存在空间上的密切关

系. 已有研究表明在造血和成肝过程中有许多

共同的特征, 肝干细胞激活时, 能表达几种造血

干细胞的标记物(c-kit、CD34和Thy-1)[18,19]; 肝
源性有丝分裂源——HGF亦可作为造血干细胞

的生长因子[20]. 我们注意到, 3 wk肝芽内尚无造

血细胞迁入, 4 wk时胚肝中开始出现少量CD34
阳性的造血干细胞, 这些细胞体积大, 圆形, 核
圆形, 核/质比大, 5 wk出现造血灶, 并且3-5 wk
的肝索细胞几乎全部是肝干细胞[6], 提示胎肝

造血与肝干细胞的发育是同步进行的. 4 wk开
始, 肝内造血细胞呈VEGFA阳性, 肝干细胞表达

VEGFA受体fl t-1、fl k-1, 这说明造血细胞分泌的

VEGFA可作用于肝干细胞; 同时, 肝干细胞表达

VEGFC, 多数造血细胞不表达VEGFC而仅表达

其受体fl t-4, 这提示肝干细胞可通过产生VEGFC
经旁分泌途径对造血细胞发挥作用. 肝干细胞

强表达Ang-2, 而造血细胞表达其受体Tie-2, 表
明肝干细胞可通过产生Ang-2对造血细胞发挥

作用. 
总之, 本文结果表明, 肝干细胞、造血细

胞、肝外和肝内的间充质血管内皮细胞三者的

发育存在密切的时间和空间的联系, 这为三者

相互作用奠定了基础. 来自肝干细胞的VEGFA
信号可使内皮细胞分化、增殖并形成血管; 来
自内皮细胞的VEGFC、Angiopoiet in信号对

3-5 wk肝干细胞的生长和分化起作用; 造血细

胞分泌的VEGFA可以通过旁分泌途径调节肝干

细胞的发育; 造血细胞的发育依赖于肝干细胞

产生的VEGFC和Ang-2.
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技法与经验

本报讯《世界华人消化杂志》2006年设置"技法与经验"专栏, 及时报道微创、内镜下治疗消化病新的技术和

方法及成熟的经验. 我们热烈欢迎各位作者踊跃投稿, 免费刊登彩色照片. 写作格式如下:
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