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胚胎干细胞（./0123456 78./ 6.99: ;<细胞）是
从早期胚胎分离出来的多潜能干细胞，在适当的条

件下可以分化为各种类型的组织细胞。国外的研究

显示: ;<细胞可在体外被诱导分化为胰岛素分泌

"#$%&、’()*+(,,-,./、0+).1./ 0、23"3和 4.+5)./*6.7(
联合诱导小鼠胚胎干细胞分化为胰岛素分泌细胞

吴木潮，陈黎红，徐明彤，程 桦

&中山大学附属第二医院内分泌科，广东 广州 %*"*!" )

摘 要：【目的】探讨体外联合应用 =>?$*、0.8@6.99A954、@685B54 C、0’=’和 4563854@/5D. %种生长因子能否将
小鼠胚胎干细胞 & ;<细胞 )诱导分化为胰岛素分泌细胞。【方法】以 =>?$*、0.8@6.99A954、@685B54 C、0’=’和 456385$
4@/5D. % 种生长因子诱导 ;*#E *小鼠 ;<细胞 (" D后，应用 FG$?HF、IGJ染色和免疫组化检测分化细胞胰岛素
表达，以流式细胞仪检测胰岛素分泌细胞的分化率，用 FKC法测定培养液中胰岛素水平。【结果】分化细胞可检
测到胰岛素 /FLC表达，IGJ 染色和胰岛素免疫组化染色阳性，胰岛素分泌细胞的分化率平均为 *(E ,M N
(E OM，在 %E , //39 P >和 !% //39 P >葡萄糖浓度作用下培养液中胰岛素水平分别为 （"E "# N "E "*）4Q P />和
（"E "+ N "E "!）4Q P />。【结论】体外联合应用 =>?$*、0.8@6.99A954、@685B54 C、0’=’和 4563854@/5D. % 种生长因子能
将小鼠 ;<细胞诱导分化为胰岛素分泌细胞，但胰岛素分泌功能较差。
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细胞，如 ;8<1-等 = ) >和 3??-:@等 = " >分别将小鼠 A;细
胞和人 A;细胞诱导分化为胰岛素分泌细胞。但目
前有关 A;细胞诱导分化为胰岛素分泌细胞的研究
只是刚刚开始B 而且在国内很少有 A;细胞诱导分
化为胰岛素分泌细胞的报道。在此，我们研究体外

联合应用胰高血糖素样肽 ()（C/0.-C82(/1D+ E+E,1:+
)B %&’()）、5+,-.+//0/12B 激活素 3（-.,1412 3）B 碱性
成纤维生长因子 F 5-?1. G15<85/-?, C<8H,I G-.,8<B
56%6J 和尼克酰胺（21.8,12-91:+）等 K种生长因子
能否将小鼠 A;细胞诱导分化为胰岛素分泌细胞。

) 材料与方法

)L ) !"细胞的培养
A)!L )小鼠 A;细胞 F由本院儿科黄绍良教授

惠赠）在 MNAN高糖培养液中，于 O# P、体积分数
KQ RS"、饱和湿度培养箱中培养。培养液含 )TT
9& U &胎牛血清、)TT V U 9&青霉素、)TT !C U 9&链
霉素、TL ) 998/ U & "巯基乙醇和 TL ) 998/ U &非必
需氨基酸 （以下 A;细胞诱导所用培养液均含有这
些成分），同时加入 ) TTT V U 9&小鼠白血病抑制
因子（/+0D+91- 12I151,8<@ G-.,8<B &W6，购自 RI+91.82
公司）以抑制 A;细胞的分化。每天换液 )次，每 " :
消化传代。

)L " !"细胞的诱导
以 TL "KQ胰酶 U TL T!QAMX3 将 A; 细胞消化

后，置于没有 &W6 而含有 "T 298/ U & %&’()、)L K
298/ U & 5+,-.+//0/12、)L K 298/ U & -.,1412、)T 2C U &
56%6和 )T 998/ U & 21.8,12-91:+ 等的 MNAN高糖
培养液中（以下所用的培养液均含有这 K种生长因
子，%&’()、5+,-.+//0/12和 -.,1412 3购自 ;1C9-公
司，56%6 购自 RI+91.82 公司，21.8,12-91:+ 购自
3/:<1.I 公司），以悬滴法形成胚胎体 （+95<@821.
58:1+?B A*?），即将 A;细胞制成悬滴（每滴 "K !&B
约含 KTT 个 A;细胞），置于细菌培养皿盖子内面
（底面平皿含少许 ’*;溶液），O :后形成的细胞集
落称为 A*?。然后将 A*?转入直径 )TT 99细菌培
养皿中悬浮培养 O :。再将 A*?转入 Y孔板中（每个
孔放置 "T个 A*?），让 A*?贴壁和向外生长，继续
诱导 "! :后进行以下试验。每天换液 )次，每天于
倒置显微镜下观察 A*?的生长和形态变化。
另在无生长因子和 &W6的 MNAN高糖培养液

中，以同样方法将 A;细胞形成 A*?和培养 A*?OT

:，以此作为阴性对照。
)L O #!染色
用 ’*;溶液冲洗细胞 O遍，以 !T C U &多聚甲

醛固定 )K 912，再用刮匙将细胞刮下，放于 !T C U &
多聚甲醛中。石蜡包埋，切片，苏木素和伊红染色，

显微镜下观察。

)L ! $%&’($
提取细胞总 Z73后，用两步法合成 .M73和

’RZ扩增。胰岛素引物序列 F产物 ")" 5E）：上游为
RRRX%RX%%RRRX%RXRXX，下游为 3%%XRX%33
%%XR3RRX%R；以 "(-.,12为内参照，引物序列 F产
物 KY[ 5E）：上游为 3X%%3X%3R%3X3XR%RX%，下
游为 3X%3%%X3%XRX%XR3%%X。引物由上海生工
生物工程公司合成。’RZ扩增条件为 \! P，) 912B
YT P，) 912B #" P，) 912B共进行 OO个循环；#"
P延伸 # 912。’RZ 产物以 )K C U &琼脂糖凝胶电
泳。

)L K 双硫腙（)*+,-./01,*23456472.-，8%9）染色
’*;溶液冲洗细胞 O遍，向每个培养孔中加入

) 9&的培养液和 )T !& MX]（)T 9C U 9&B 购自 ?1C(
9-公司），于 O# P培育 )T 912，’*;溶液冲洗 O
遍，立体显微镜下观察。

)L Y 免疫组化检查
细胞的收集和石蜡包埋与切片同 ^A染色。正

常兔血清封闭液，室温 O# P "T 912，) _ )TT的胰岛
素抗体（购自 Z‘M?@?,+9?公司）! P过夜，加兔抗
大鼠 WC%B 室温 O# P OT 912，M3*显色。
)L # 胰岛素分泌细胞计数
将细胞消化后制成单细胞悬液，以胰岛素抗体

和 6WXR标记的兔抗大鼠 WC%（购自 a+.,8<公司）作
用后，以流式细胞仪进行胰岛素分泌细胞计数。

)L [ 胰岛素水平的检测
用 ’*;溶液冲洗细胞 O遍，先后分别加入 KL Y

998/ U & 和 "K 998/ U & 葡萄糖浓度无血清的培养
液 ) 9&，各于 O# P作用 " I，后收集培养液（两次
不同试验中间用 ’*;溶液冲洗 O遍），以 ZW3方法
检测培养液胰岛素水平 （胰岛素试剂盒购自 &12.8
公司，为高敏胰岛素试剂盒，检测范围为 TL T" b
)L TT 2C U 9&）。

" 结 果

"L ) !"细胞的诱导
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$%!& % 小鼠 $’细胞在含 ()*的培养液中生长
良好 +图 % ,。$-.形成及悬浮培养后（/ 0），将其转
移到 /孔板，第 " 1 2天 $-.即贴壁，细胞不断增
殖，$-.变大，约 " 0后，包膜破裂，开始向外生长，

以后 $-.细胞不断生长。诱导 23 0后 4$染色可见
多数细胞大小较一致，少数细胞大小及形态不一

（图 "）。

"& 2 胰岛素分泌细胞计数
流式细胞仪检测显示阴性对照的分化细胞中

胰岛素表达阳性细胞为 2& //5 6 %& !5 （! 7 /8 图
/9），生长因子诱导的分化细胞中胰岛素表达阳性

图 ! 在含 "#$培养液中生长的 %&细胞
图 ’ 生长因子诱导的分化细胞的组织学染色
$()* ! %& +,--. +/-0/1,2 (3 04, 51,.,3+, 67 "#$ + %33 :）

$()* ’ 8(.06-6)(+9- .09(3(3) 67 2(77,1,30(90,2 +,--. 716: %& +,--. (32/+,2 ;< )16=04 79+061. +4$ !33 : >

"& " 胰岛素分泌细胞的鉴定
$’细胞被诱导 23 0后，;<=>?;检测结果显

示阴性对照细胞未见有胰岛素表达，而阳性对照

的胰岛细胞和以五种生长因子作用的细胞有胰岛

素表达（图 2）。@<A染色显示阴性对照细胞未见被
染色（图 !9），而生长因子作用细胞中的部分细胞
被染成鲜红色（图 !-）。免疫组化结果显示阴性对
照细胞呈阴性（图 B9），而生长因子作用细胞中的
部分细胞呈阳性（图 B-）。 图 2 胰岛素基因的表达

$()? @ %A51,..(63 67 (3./-(3 ),3,
%& @C9 DEFGHFI "& JK.LMLNH OKPMFKQI 2& PHREMLNH OKPMFKQI !& >?; JFK0SOM

图 B CDE染色

$()* B CDE .09(3(3) 67 2(77,1,30(90,2 +,--. 716: %& +,--. + %33 : ,
9：0LTTHFHPMLEMH0 OHQQ. TFKD $’ OHQQ. LP MUH EV.HPOH KT RFKWMU TEOMKF； -：0LTTHFHPMLEMH0 OHQQ. TFKD $’ OHQQ. LP MUH JFH.HPOH KT RFKWMU TEOMKF.
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细胞为 );< => ? ;< @>（! A =B图 =*）。

"< ! 胰岛素水平检测
阴性对照细胞低糖（C< = 998/ D &）培养液和高

糖 （"C 998/ D &）培养液中平均胰岛素水平均为
（E< E; ? E< E)）2F D 9&（! A =），生长因子诱导的细胞
低糖培养液和高糖培养液平均胰岛素水平均分别

为（E< E! ? E< E)）2F D 9&（! A =）和（E< E# ? E< E"）2F D
9&（! A =）。

; 讨 论

GH细胞为具有高度分化潜能的多能干细胞，
可在体外被诱导分化为各种类型的组织细胞，如神

经细胞、心肌细胞、造血细胞和胰岛素分泌细胞

等。GH细胞能被诱导分化胰岛素分泌细胞，对于治
愈 ) 型糖尿病和部分 " 型糖尿病提供了广阔前
景。

生长因子是体外诱导干细胞定向分化为胰岛

素分泌细胞的重要工具之一。体内外的研究显示，

某些生长因子，如 56%6、肝细胞生长因子、%&’()、
+I+2:12(!、表皮生长因子、转化生长因子、层粘连蛋
白、胰岛素样生长因子、胃泌素、5+,-.+//0/12、-.,1412
3、21.8,12-91:+、血管内皮生长因子、J7%3’（1K/+,
2+8F+2+K1K (-KK8.1-,+: LM8,+12）和角化蛋白生长因子
等等，能促进胰岛细胞的发育和分化 N ; O B 提示这些
生长因子可能可作为体外干细胞诱导分化为胰岛

素分泌细胞的诱导剂。目前，这些生长因子中的一

些已被应用于干细胞分化为胰岛素分泌细胞的研

究，研究结果显示他们可促进干细胞向胰岛素分泌

细胞分化，如 %&’()能诱导小鼠、大鼠和人胰腺导
管细胞等成体干细胞 P3:0/, K,+9 .+//，简称 3H细
胞 Q 分化为胰岛素分泌细胞 N !B C O；3.,1412 3和 5+,-(
.+//0/12可诱导胰岛 2+K,12F阳性细胞和大鼠 3R!"S
细胞等 3H细胞分化为胰岛素分泌细胞 N =B @ O；56%6
和 21.8,12-91:+除能促进干细胞分化为胰岛素分泌
细胞外，因分别能促进干细胞的增殖和胰岛素分泌

细胞的成熟，两者已被许多研究者应用于 3H细胞

图 ! 免疫组化染色

"#$% ! &’’()*+,-’#+./ 01.#)#)$ *2 #)0(/#) *2 3#22-4-)1#.1-3 +-//0 24*’ 56 +-//0 P !EE T Q
3：:1UU+M+2,1-,+: .+//K UM89 GH .+//K 12 ,V+ -5K+2.+ 8U FM8W,V U-.,8M； *：:1UU+M+2,1-,+: .+//K UM89 GH .+//K 12 ,V+ LM+K+2.+ 8U FM8W,V U-.,8MK

图 = 胰岛素分泌细胞的流式细胞仪检测

"#$% 7 &)0(/#) 8*0#1#9- +-// +*()1-3 :; 2/*< +;1*’-14;
3：:1UU+M+2,1-,+: .+//K UM89 GH .+//K 12 ,V+ -5K+2.+ 8U FM8W,V U-.,8M；*：:1UU+M+2,1-,+: .+//K UM89 GH .+//K 12 ,V+ LM+K+2.+ 8U FM8W,V U-.,8MK
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和 /0细胞分化为胰岛素分泌细胞的研究 $ %1 ’1 !1 )1 + &。

我们应用上述 (种生长因子以诱导小鼠 /0细
胞分化为胰岛素分泌细胞，结果显示，分化细胞可

见胰岛素 2345表达。678是一种锌螯合剂，染色
阳性提示细胞胞浆中可能有胰岛素分泌颗粒。免疫

组化检查显示分化细胞中可见胰岛素染色阳性的

细胞。上述结果说明，联合应用 9:;<%、=>?@A>BBCBDE、
@A?DFDE 5、=G9G和 EDAH?DE@2DI> (种生长因子可以
诱导 /0细胞分化为胰岛素分泌细胞。
流式细胞仪检测结果显示分化细胞中胰岛素

分泌细胞平均为 %"J )K L "J *K，这较目前文献报
道的为低，如 MD2等 $ , &和 NHOD等 $ %# &的研究显示，他

们所诱导出来的胰岛样细胞簇（P@EAO>@?DA DQB>?<BDR>
A>BB ABCQ?>OQ，;STTQ）中胰岛素分泌细胞分别占 ,(K
U ,*K和 *+K。他们共同的特点是在诱导过程中
采用分化细胞筛选方法。故要提高分化细胞中胰岛

素分泌细胞的百分比，在改进诱导方法的同时，采

用细胞筛选方法从分化细胞中筛选胰岛素分泌细

胞或胰岛细胞很有必要。

在胰岛素分泌细胞功能方面，尽管我们在培养

液中检测到胰岛素1 并且似乎随葡萄糖浓度的增高
而增高1 但胰岛素水平很低，提示胰岛素分泌细胞
功能欠佳。胰岛素分泌细胞发育不成熟可能是胰岛

素分泌细胞功能欠佳的主要原因。正常胰岛 !细胞
胰岛素的合成和释放涉及一系列的环节和复杂的

机制，只有发育成熟的 !细胞才能较好地完成这一
复杂的功能。因此，在诱导 /0细胞分化为胰岛素分
泌细胞时，应该尽量研究出有效的方法促进胰岛素

分泌细胞的成熟，这才能确保诱导出来的胰岛素分

泌细胞具有良好的胰岛素分泌功能。

目前胰岛发育以及体外 /0细胞分化调控机制
仍不清楚，这为诱导 /0细胞分化为胰岛素分泌细
胞的研究带来了一定的困难。很多问题，诸如如何

合理选用生长因子 （包括选用哪种生长因子、剂量

如何、各种生长因子如何搭配、先后顺序怎样），采

用什么诱导方法和细胞筛选方法才能达到最佳的

效果等等仍在探索之中。我们的结果显示，体外联

合应用 9:;<%、 =>?@A>BBCBDE、 @A?DFDE 5、 =G9G 和
EDAH?DE@2DI> ( 种生长因子可以诱导 /0 细胞分化
为胰岛素分泌细胞，但胰岛素分泌细胞分化率较

低，胰岛素分泌细胞功能欠佳。故在今后的研究中，

应进一步改进诱导方法，以提高胰岛素分泌细胞的

分化率和改善胰岛素分泌细胞的胰岛素分泌功

能。

参考文献：

0HOD@ V1 3HAW> /1 V>OE@ 91 !" #$J SEQCBDE<Q>AO>?DEX A>BBQ
I>ODF>I YOH2 >2=OZHEDA Q?>2 A>BBQ EHO2@BD[> XBZA>2D@ DE
Q?O>P?H[H?HADE<DEICA>I ID@=>?DA 2DA> $ \ & J 6D@=>?>Q1 ’###1
!, -’ .：%(*<)’J
5QQ@IZ 01 ]@HO 91 52D? ]1 !" #$J SEQCBDE POHICA?DHE =Z
WC2@E >2=OZHEDA Q?>2 A>BBQ $ \ & J 6D@=>?>Q1 ’##%1 (# -+ .：

%),%<*J
0HOD@ VJ SE<FD?OH IDYY>O>E?D@?DHE HY P@EAO>@?DA !<A>BB $\& ^
6DYY>O>E?D@?DHE，’##%，)+（’）：’#(<%,J
3@2DZ@ _ M1 ]@O@DQ? ]1 5OYHOQ M /1 !" #$J 3>F>O<
Q@B HY DEQCBDE<I>P>EI>E? ID@=>?>Q CQDEX DQB>?Q X>E>O@?>I
DE FD?OH YOH2 P@EAO>@?DA Q?>2 A>BBQ $ \ & J 4@? ]>I1
’###1 ) -" .：’*+<+’J
NCD N1 ‘ODXW? T1 ;>OY>??D 3J 9BCA@XHE<BDR> P>P?DI>
% DEICA>Q IDYY>O>E?D@?DHE HY DQB>? ICHI>E@B WH2><
H=Ha<%<PHQD?DF> P@EAO>@?DA ICA?@B A>BBQ DE?H DE<
QCBDE<Q>AO>?DEX A>BBQ $ \ & J 6D@=>?>Q1 ’##%1 (# -! .：

*+(<,)J
8CB>bQRD N1 5=O@W@2 / \1 9>OB@AW ] \1 !" #$J
]CB?DPH?>E?D@B E>Q?DE<PHQD?DF> Q?>2 A>BBQ DQHB@?>I YOH2
@ICB? P@EAO>@?DA DQB>?Q IDYY>O>E?D@?> >a FDFH DE?H P@E<
AO>@?DA >EIHAODE>1 >aHAODE>1 @EI W>P@?DA PW>EH?ZP>Q
$ \ & J 6D@=>?>Q1 ’##%1 (# -" .：(’%<""J
]@QWD2@ N1 cWEDQWD N1 ‘@R@=@Z@QWD M1 !" #$J V><
?@A>BBCBDE @EI @A?DFDE 5 AHHOIDE@?>BZ AHEF>O? @2Z<
B@Q><Q>AO>?DEX P@EAO>@?DA 53!’\ A>BBQ DE?H DEQCBDE< Q><
AO>?DEX A>BBQ $ \ & J \ TBDE SEF>Q?1 %,,)1 ,* -* .：%)!*<(!J
:C2>BQRZ 41 VBHEI>B c1 :@>EX ;1 !" #$J 6DYY>O>E?D<
@?DHE HY >2=OZHEDA Q?>2 A>BBQ ?H DEQCBDE<Q>AO>?DEX
Q?OCA?CO>Q QD2DB@O ?H P@EAO>@?DA DQB>?Q$\& J 0AD>EA>1 ’##%1
’,’ -((’# .：%"+,<,!J
MD2 61 9C d1 SQWDD ]1 !" #$J SE FDFH YCEA?DHEDEX
@EI ?O@EQPB@E?@=B> 2@?CO> P@EAO>@?DA DQB>?<BDR> A>BB
ABCQ?>OQ IDYY>O>E?D@?>I YOH2 >2=OZHEDA Q?>2 A>BB $ \ & J
;@EAO>@Q1 ’##"1 ’* -’ .："!<!%J
NHOD d1 3CBDYQHE S T1 7Q@D V T1 !" #$J 9OHb?W DE<
WD=D?HOQ POH2H?> IDYY>O>E?D@?DHE HY DEQCBDE<POHICADEX ?DQ<
QC> YOH2 >2=OZHEDA Q?>2 A>BBQ $ \ & J ;OHA 4@?B 5A@I
0AD e05，’##’1 ,, -’( .：%)%#(<%#J

（编辑 张恩健）


