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非病毒诱导体系高效诱导脐带来源

间充质干细胞向胰岛细胞分化
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　　摘要：目的　探讨非病毒法诱导脐带来源间充质干细胞 （ＵＣＭＳＣ）向胰岛素分泌细胞分化的可行性，为胰岛细
胞移植治疗糖尿病提供临床移植数量级的细胞。方法　从人脐带分离间充质干细胞，体外分阶段诱导分化为胰岛细胞。
采用ＲＴＰＣＲ方法比较胰岛细胞分化过程中转录因子ｆｏｘａ２、ｓｏｘ１７、ｐｄｘ１、ｎｇｎ３、ｐａｘ４、ｉｎｓｕｌｉｎ和 ｇｌｕｔ２在诱导组和非诱
导组中的表达水平；免疫荧光染色方法检测胰岛素和 Ｃ肽在诱导终末阶段细胞中的表达定位；酶联免疫吸附实验
（ＥＬＩＳＡ）检测胰岛素及Ｃ肽的分泌以及细胞对葡萄糖刺激的反应性。结果　诱导第 １阶段末，诱导后细胞 ｆｏｘａ２和
ｓｏｘ１７的表达明显高于未诱导细胞 （Ｐ均＜００５）；诱导第２阶段末，诱导细胞 ｐｄｘ１、ｎｇｎ３和 ｐａｘ４的表达明显高于未诱
导细胞 （Ｐ均＜００５）；诱导第３阶段末，诱导细胞的ｉｎｓｕｌｉｎ和ｇｌｕｔ２表达明显高于未诱导细胞 （Ｐ均 ＜００５）。免疫荧
光染色结果显示，胰岛素和Ｃ肽均表达于诱导终末分化阶段的细胞，效率可达９０％以上。ＥＬＩＳＡ检测结果显示，诱导
第３阶段末细胞胰岛素总量为 （３４６３７３９±３２５１４９）μＵ／ｍｌ，明显高于未诱导细胞的 （１７６９±１４６）μＵ／ｍｌ（Ｐ＜
００１）；诱导后细胞置于５５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖环境检测到的基础 Ｃ肽释放量为 （１９５１０±８８８）ｐｍｏｌ／Ｌ／ｈ（Ｐ＜００１），
细胞置于２２ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖环境测定葡萄糖刺激 Ｃ肽释放量达到 （３４０９９±７９１）ｐｍｏｌ／Ｌ／ｈ（Ｐ＜００１）。结论　以
ＵＣＭＳＣ作为种子细胞，采用体外非病毒诱导体系获得的分化终末阶段细胞是具有胰岛素分泌功能的成熟胰岛细胞。
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　　国内外研究已经使用胚胎干细胞及诱导多潜能
干细胞在一定条件下体外诱导分化成为胰岛素分泌

细胞，且获得的细胞具有一定体内外分泌功能［１３］，

该类研究为细胞替代移植治疗糖尿病提供了思路，

但细胞来源少，细胞成瘤性及伦理限制等问题限制

了其向临床转化。本课题组以往研究表明，骨髓、

脂肪及脐带来源间充质干细胞 （ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ
ｃｅｌｌ，ＭＳＣ）具有亚全能干细胞［４］的特征，其能向多

胚层分化且具有低免疫原性的特征［５］，同时该种细

胞来源广泛并且不受伦理学限制，有望成为临床细

胞移植的良好种子细胞。本研究将采用可用于临床

的非病毒诱导体系探讨使用 ＵＣＭＳＣ获得胰岛细胞
的方法，并研究诱导后细胞是否具有与胰岛相似的

功能，从而为细胞移植治疗糖尿病提供依据。

材料和方法

试剂　高糖 ＤＭＥＭ培养基购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公
司，ＤＭＥＭ／Ｆ１２、胎牛血清、青链霉素和胰蛋白酶
ＥＤＴＡ购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，维甲酸、ｅｘｅｎｄｉｎ４、尼
克酰胺、碱性成纤维细胞生长因子 （ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）、表皮细胞生长因子 （ｅｐｉｄｅｒｍａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）均购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，Ａｃｔｉｖｉｎ
Ａ购自英国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司，Ｔｒｉｚｏｌ购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司，ＯｌｉｇｏｄＴ、ＭＭＬＶ逆转录酶、ＴａｑＤＮＡ聚
合酶、ｄＮＴＰ和 ＲＮＡ酶抑制剂购自日本 Ｔａｋａｒａ公司，
小鼠抗人胰岛素单克隆抗体购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公

司，兔抗人 Ｃ肽多克隆抗体购自英国 ＡＢｃａｍ公司，
罗丹明标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ、罗丹明标记的山羊抗
兔 ＩｇＧ购自北京中杉金桥公司。

ＵＣＭＳＣ的分离、培养、表型鉴定及分化潜能
　ＵＣＭＳＣ取自北京协和医院剖腹产足月胎儿脐带，
将脐带剪成１ｃｍ后钝性分离脐动脉和脐静脉，将华
通氏胶剪碎后采用０１％的胶原酶消化，过滤离心后
重悬计数，调整细胞密度接种于 ７５ｃｍ２培养瓶中，
细胞置于 ３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度的培养箱中培
养，每２ｄ全量更换培养基。表型鉴定及分化潜能鉴
定参考文献 ［６］。

ＵＣＭＳＣ向胰岛细胞诱导分化　采用第３代ＵＣ
ＭＳＣ作为诱导分化的种子细胞，第１阶段使用含 Ａｃ
ｔｉｖｉｎＡ的低血清高糖 ＤＭＥＭ诱导培养细胞，第２阶
段更换含高浓度维甲酸、ｂＦＧＦ、ＥＧＦ的无血清
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，第３阶段改用含 ｅｘｅｎｄｉｎ４、尼
克酰胺的高糖 ＤＭＥＭ培养基至诱导结束，于诱导前
及诱导每阶段末取样检测 ｍＲＮＡ及蛋白表达变化。

实时定量ＰＣＲ检测　采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，
取２μｇ总ＲＮＡ经反转录后得到ｃＤＮＡ；ＲＴＰＣＲ法检
测不同阶段末期 ｆｏｘａ２、ｓｏｘ１７、ｐｄｘ１、ｎｇｎ３、ｐａｘ４、
ｉｎｓｕｌｉｎ和 ｇｌｕｔ２的 ｍＲＮＡ表达变化，所有引物由美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。

免疫细胞荧光染色检测　细胞分别于诱导前及
诱导每阶段末以 ８０％冰乙醇固定，０５％ ＴｒｉｔｏｎＸ
１００透化处理，分别使用１∶５０小鼠抗人胰岛素单克
隆抗体和１∶１００兔抗人 Ｃ肽多克隆抗体 ４℃过夜反
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应，洗涤后使用 １∶５０罗丹明标记的山羊抗小鼠抗
体、罗丹明标记的山羊抗兔抗体室温避光作用 １ｈ，
冲洗后甘油封片。细胞核染色用 １∶１００００Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３３４２室温作用 １ｍｉｎ。采用 Ｏｌｙｍｐｕｓ荧光显微镜观
察并采集图像。

细胞胰岛素总量测定　收集未诱导的细胞培养
上清及诱导第 ３阶段末细胞培养上清，４００ｇ离心
１０ｍｉｎ，留取上清保存于 －８０℃冰箱中备用，使用胰
岛素 ＥＬＩＳＡ检测试剂盒行样品胰岛素测定，具体操
作按照试剂盒说明书进行。

细胞 Ｃ肽分泌功能测定　诱导第３阶段末细胞，
采用ＰＢＳ洗涤３遍后置于无糖ＫＲＢＨ缓冲液孵育３～
６ｈ，后于含５５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖 ＫＲＢＨ缓冲液中孵育
１ｈ，收集孵育缓冲液，再于２２ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖ＫＲＢＨ
缓冲液中孵育 １ｈ，收集孵育缓冲液。使用 Ｃ肽
ＥＬＩＳＡ试剂盒测定 Ｃ肽浓度，具体测定方法参考试
剂盒说明书。

统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１３０统计软件，数据以
均数 ±标准差表示，组间比较采用 ｔ检验，Ｐ≤００５
为差异有统计学意义。

结　　果

ＵＣＭＳＣ诱导分化为成熟胰岛细胞形态学变化
　选择第 ３代 ＵＣＭＳＣ作为诱导种子细胞，未诱导
的 ＵＣＭＳＣ呈梭形贴壁生长，诱导第 １阶段末观察
细胞，９０％以上细胞呈卵石样，诱导第 ２阶段末细
胞逐渐聚集成团，诱导第３阶段末可见明显成团聚
集的类胰岛结构 （图１）。

ＵＣＭＳＣ诱导分化为成熟胰岛细胞特异性转录
因子的表达　为观察 ＵＣＭＳＣ在非病毒体外诱导条
件下向胰岛细胞方向分化过程，诱导第１阶段末检
测了限定性内胚层 （ｄｅｆｉｎｉｔｉｖｅｅｎｄｏｄｅｒｍ，ＤＥ）相关基
因ｆｏｘａ２和ｓｏｘ１７的表达，结果显示，诱导后细胞ｆｏｘａ２
和ｓｏｘ１７的表达均明显高于未诱导细胞 （Ｐ均 ＜
００５）。诱导第２阶段末，诱导细胞胰腺干、祖细胞
相关基因 ｐｄｘ１、ｎｇｎ３和 ｐａｘ４的表达均明显高于未诱
导细胞 （Ｐ均 ＜００５）。诱导第３阶段末，诱导细胞
的成熟胰岛细胞标志 ｉｎｓｕｌｉｎ和 ｇｌｕｔ２的表达均明显
高于未诱导细胞 （Ｐ均 ＜００５）。

诱导分化成熟胰岛细胞相关蛋白表达　免疫细
胞荧光染色结果显示，诱导前 ＵＣＭＳＣ不表达胰岛
素和 Ｃ肽，诱导第３阶段末细胞大量表达胰岛素及

Ｃ肽，荧光显微镜下计数１０个视野的细胞判断其诱
导为胰岛细胞的效率可达９０％以上 （图２）。

诱导分化后细胞胰岛素及 Ｃ肽分泌功能测定　
为了检测诱导第３阶段末细胞是否具有胰岛素分泌
功能，采用胰岛素测定及 Ｃ肽释放实验进行检测，
ＥＬＩＳＡ检测结果显示，诱导第３阶段末细胞胰岛素总
量为 （３４６３７３９±３２５１４９）μＵ／ｍｌ，明显高于未
诱导细胞的 （１７６９±１４６）μＵ／ｍｌ（Ｐ＜００１）。葡
萄糖刺激胰岛素释放实验结果也显示，诱导置于

５５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖环境检测基础 Ｃ肽释放水平为
（１９５１０±８８８）ｐｍｏｌ／Ｌ／ｈ（Ｐ＜００１），细胞置于
２２ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖环境的 Ｃ肽释放水平为 （３４０９９±
７９１）ｐｍｏｌ／Ｌ／ｈ（Ｐ＜００１）。

讨　　论

２０００年开始，各国研究团队开始研究如何使用
鼠或人的胚胎干细胞作为种子细胞，通过相关特异

性基因导入［７］，添加诱导细胞因子［８］或小分子化合

物［９］等方法诱导分化具有一定胰岛素分泌功能的细

胞。也有研究者采用肝脏卵圆细胞、胰导管细胞等

作为种子细胞，这些细胞被认为可能是器官内存在

的干细胞。近年有人采用糖尿患者的骨髓 ＭＳＣ［１０］，
或者使用脂肪来源的 ＭＳＣ作为胰岛素分泌细胞的种
子细胞，诱导出具有一定功能的胰岛素分泌细胞。

本研究则选择了来源更为广泛方便且不受伦理限制的

ＵＣＭＳＣ，通过贴壁特性，表面标志鉴定及成脂、成
骨分化潜能确定了细胞为本课题组以前提出的 ｆｌｋ１＋

“亚全能干细胞”［４］，具有该特征的细胞能够在体内

外分化为神经细胞、心肌细胞、造血细胞、内皮细

胞、肠上皮细胞等三胚层多种组织细胞，因此，本

研究将其作为种子细胞进行内胚层来源的胰岛细胞

诱导，通过形态学观察、基因表达水平、蛋白水平

及分泌功能的评价发现能够成功获得有功能的胰岛

素分泌细胞。

胚胎发育中，受精卵分化形成胚胎内细胞团，

内细胞团进一步发育成原条，然后进一步分化成中

内胚层及外胚层，中内胚层又可分化成中胚层及

ＤＥ，ＤＥ随后发育成胰腺内胚层，胰腺内胚层可发育
成胰腺的相关结构，包括：胰腺内分泌细胞、胰腺

外分泌细胞及胰腺导管细胞［１１１２］。本研究在胰腺胚

胎发育过程研究的基础上，参考了以往诱导方案中

的优势，以每个发育分化阶段特异性转录因子为标
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志，建立了适用于 ＵＣＭＳＣ的非病毒分阶段体外诱
导体系。低血清环境中 ＡｃｔｉｖｉｎＡ参与诱导产生
ｓｏｘ１７＋ＤＥ细胞，ＡｃｔｉｖｉｎＡ被认为能够激活 ａｃｔｉｖｉｎ／
ｎｏｄａｌ信号通路，该通路在胚胎干细胞干性保持及
ＤＥ特化中发挥重要作用。随后使用高浓度维甲酸，
无血清培养基特化 ＤＥ细胞成为 ｐｄｘ１＋的胰腺内胚层
细胞，添加的高浓度维甲酸能够强烈诱导 ｐｄｘ１的表
达［１３］，ｂＦＧＦ则可促使细胞分裂增殖，有利于获得
更多 ｐｄｘ１＋细胞。最后，采用有利于胰腺内分泌细
胞成熟的细胞因子 ｅｘｅｎｄｉｎ４联合尼克酰胺促进胰岛
细胞进一步分化及成熟，获得的细胞表达胰岛素及

Ｃ肽并对葡萄糖刺激产生应答反应。
在对胰腺发育及胚胎干细胞诱导分化分析中得

知：ＤＥ的特化可看作是形成胰腺组织包括胰腺内分
泌细胞的第 １步。本研究中使用的 ＵＣＭＳＣ通常被
认为处于早期中胚层阶段且细胞为一不均一群体，

这群细胞经过第１阶段诱导后 ＤＥ相关基因表达出现
明显上调，同时细胞形态呈现出与内胚层细胞系细

胞形态的相似性［１４］，说明 ＵＣＭＳＣ可能处于一个比
通常认为的早期中胚层细胞更早的阶段，或者这一

不完全均一的细胞群中含有比早期中胚层细胞早的

细胞亚群，该细胞可能在诱导分子作用下经过了间

质上皮转化后形成 ＤＥ细胞群，这群细胞为进一步
获得胰腺内胚层细胞及成熟的胰岛细胞奠定了基础。

此外，获得的成熟胰岛细胞几乎 ９０％以上均表
达 Ｃ肽及胰岛素，胰岛素及 Ｃ肽检测则进一步证实
了细胞的功能性，与之前研究相比，本研究使用了

更易获得的细胞来源并且更为高效的获得目的细胞，

其体内功能将在体内实验中进一步证实。本研究扩

展了成体干细胞体外非病毒联合诱导的思路并为临

床移植替代治疗糖尿病带来希望。

（本文图１、２见插图第１３页）
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