
小鼠骨髓干细胞有诱导分化为胰岛素分泌细胞的可能性
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摘 要：【目的】探讨小鼠骨髓干细胞有无被诱导分化为胰岛素分泌细胞的可能性。【方法】培养小鼠骨髓

干细胞，采用含 %&’(" 和 )*+,-*)./*01的无血清培养液诱导分化，在培养过程中，检测有关基因的表达。【结果】培
养的小鼠骨髓干细胞具有与文献报道相似的生物学特性；在诱导分化第 2 天，有 )3)4 和 506(" 基因表达；在诱导
分化第 "7 天，有 )86$9 $、506(" 和 *):$ 基因表达。【结论】小鼠骨髓干细胞有诱导分化为胰岛素分泌细胞的可能
性，值得进一步研究。
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糖尿病是严重危害人民身体健康的常见病。胰

岛素分泌功能减退是其发生的重要环节。通过细胞

移植，重建内源性胰岛素分泌系统，是治愈糖尿病

的希望。移植物匮乏是细胞移植治疗糖尿病的主要

障碍之一 ] " a。干细胞是具有自我更新和多潜能分化

能力的细胞。诱导分化干细胞为胰岛素分泌细胞，

将为细胞治疗糖尿病提供丰富的细胞来源。已有研

究显示，胚胎干细胞可以诱导分化为胰岛素分泌细

胞，但由于胚胎干细胞来源受伦理限制，人们希望

寻找到来源丰富、容易获得的干细胞。骨髓中，除了

含有造血干细胞外，还有间充质干细胞等。骨髓

干细胞具有较其它的成体干细胞更强的分化潜

能，能分化为内皮细胞、神经元样细胞、上皮细

胞、脂肪细胞等来源于不同胚层的各种细胞。能

否分化为胰岛素分泌细胞尚未见报道。本文培养

小鼠骨髓干细胞F 并探讨其诱导分化为胰岛素分泌
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细胞的可能性。

- 材料与方法

-( - 实验动物
:4:; < =小鼠，"周龄，购于中山大学医学实验

动物中心。

-( ’ 培养基及主要试剂
>?@?,低糖培养基 5>AB6C==D E / FD+.G.C+ @H)BC

FC+.AF,BDI )BA=D/CJ >?@?,;1J 1.6=D 7，?3>:,’K-
培 养 基 （L.)FH）J 胰 岛 素 , 转 铁 蛋 白 , 硒
5 .$/AB.$,MNH$/GCNN.$,/CBC$.AFJ O2L，L.)FH7 J 亚油酸 ,
牛血清白蛋白 5 B.$DBC.= H=.+ 6DP.$C /CNAF HB6AF.$ J
;4,:L4，L.)FH 7 J地塞米松，’,磷酸抗坏血酸，胎牛
血清 5 GCMHB =HBG /CNAF J Q3LJ杭州四季青 7，纤连蛋白
（G.6ND$C=M.$J QRJ L.)FH），重组人表皮生长因子
（NC=DF6.$H$M SAFH$ C*.+CNFHB )NDIMS GH=MDNJ NS@1QJ
TU> LV/MCF）J 重组人血小板衍化生长因子 ::
5 NC=DF6.$H$M SAFH$ WHBHMCBCM NSW>1Q,::J
NSW>1Q,::J T U > LV/MCF7 J 白血病抑制因子
（BCA%CF.H .$S.6.MDN GH=MDNJ ;OQ，3SCF.=D$），大鼠抗小
鼠 3>-"、3>88、3>8!、?X3,! 5 :> WSHNF.$)C$ 7 J
>?@? < Q-’ 5>?@? < XHFQ-’J 1.6=D 7 J 胰高糖素样
多肽 ,- 5 )BA=H)D$B.%C *C*M.+CJ 1;W,-，L.)FH 7 J 烟酰
胺J牛血清白蛋白 5 6DP.$C /CNAF HB6AF.$J :L47。
-( " 小鼠骨髓干细胞培养及生物学特性鉴定
-( "( - 细胞培养 "周龄小鼠 5每次 ! Y !只 7，
断颈处死，体积分数 Z![酒精浸泡 - F.$，无菌条
件下，解剖出带转子的胫骨和股骨，",#H$% E /液冲
出骨髓细胞，9KK \ $ 离心 ! F.$，弃上清，加入红细
胞裂解液裂解红细胞，9KK \ $ 离心 ! F.$，弃上清，
无血清 >?@?基础培养液重悬细胞，洗涤两次，细
胞计数，以 ’ \ -K] ^ " \ -K] < =F’种于 ’! =F’培养

瓶中，条件培养液，体积分数 ![3_’、"Z ‘培养箱
中培养，- +后换液，弃去未贴壁细胞，以后每 " +
换液 -次。细胞长至 !K[ ^ ]K[融合时，W:L洗涤
’ 次，’a ! ) < ; 胰酶 < K( K8 [ @>24 消化液 - ^ ’

F;，"Z ‘消化 8 ^ ! F.$，用吸管吹打使细胞完全脱
落，离心，弃上清、无血清 >?@?基础培养液洗涤 ’
次，干细胞培养液重悬细胞，以 ’ \ -K8 ^ " \ -K8 <
=F’重新接种于 ’! =F’培养瓶中。干细胞培养液：

]K[ >?@?,;1， 8K[?3>:,’K-J - \ O2L， - \
;4,:L4，-K $FDB < ;地塞米松，K( - FFDB < ; ’,磷酸
抗坏血酸，体积分数 ’[ Q3L，- F) < ; QR，-K ") < ;
NS@1QJ -K ") < ; NSW>1Q,::J - \ -K]b < ; ;OQJ常规
加入双抗。

-( "( ’ 细胞生物学特性的鉴定 细胞形态：倒置
相差显微镜下观察细胞生长情况，并拍照。流式细

胞仪检测细胞表面标志：将 W’代骨髓干细胞消化J
W:L多次洗涤后J 分别加入荧光标记的抗体J 8 ‘
孵育 "K F.$J W:L洗去未标记的抗体J -K ) < ;多聚
甲醛固定J 应用 Q43L=H$流式细胞仪分析样本中
- \ -K8个细胞的相应标记抗原的阳性表达率J 每个
样本用 QO23或 W@标记J同型 O)1作为相应的阴性
对照（! Y "）。
-( 8 胰岛素分泌细胞的诱导分化
-( 8( - 细胞的诱导分化 取 W’ 或 W" 代生长良
好、待诱导分化的细胞，用含 ’! ") < ; NS@1Q的
T?WO-]8K 5体积分数 -K[ Q3L7 预诱导处理 ’8 S，
加入无血清 >?@? < Q-’诱导液中培养，其中 ’ ) < ;
:L4J -K FFDB < ; 烟酰胺 J ’! ") < ; NS@1Q J -KK
$FDB < ; 1;W,-，每 " +换液。于第 Z天 5 ! Y ]7、第 -8
天 5 ! Y ] 7取细胞作有关基因 FTR4检测。对照组
5 ! Y ] 7加预诱导处理液，不进行诱导分化处理。每
天倒置显微镜下观察细胞形态改变、细胞生长情

况。

-( 8( ’ 基因检测 根据 T2,W3T说明书进行。待
检测的细胞弃上清，W:L洗涤多次，每 ’! =F’培养

瓶加入 - F; 2N.cDB，按一步法提取总 TR4；采用
WNDFC)HT2试剂盒，ZK ‘ ! F.$预解链，8’ ‘延伸
]K F.$以合成 =>R4；W3T过程 #! ‘变性 ’ F.$，""
个循环扩增（#8 ‘ "K /J !’ ‘]K /J Z’ ‘ ]K /）J 最
后 Z’ ‘延伸 ! F.$，!,H=M.$（!## 6*）为内参照。
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图 ! 小鼠骨髓干细胞原代培养
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图 ; 诱导分化过程细胞形态改变
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图 " 诱导分化第 ’"天基因表达情况

"#$% < &’( $(6( (=)*(44#26 9/*#6$ 9#33(*(61#,1#26 ,1 9,- !<
:%*, ’; <%-=,-> ?%*, 9; *=@9A 9> ?%*, B; 0/@C’；?%*, "; *D*B>

?%*, !; )*2E?)* 9

9 结 果

9F ’ 细胞形态
接种 9" 1后细胞贴壁生长，初时细胞较小，圆

形，’# G ’" /左右，一些贴壁小细胞死亡，剩下的细
胞胞体变大，细胞以生长良好的细胞为中心，呈克

隆样生长，形态为类圆形，少许不规则突出 6图
’ 8。

9F 9 流式细胞仪检测细胞表面标志
细胞表面 H$’B I、H$""C、H$"!C、<JH!C。

9F B 诱导分化过程细胞形态改变
分化过程中细胞逐渐由圆形变扁平，胞核变

小，胞浆变丰富，并融合，有一小部分伸出伪足 6图
9 8。未诱导分化组 6对照组 8 无胰岛素分泌细胞有
关基因 *D*B( *=@9F 9( 0/@C’( )*29表达。

9F " 诱导分化后胰岛素分泌细胞有关基因
分化后 K /检测胰岛素分泌细胞 *D*B( 0/@C’

基因有表达 6图 B 8，分化后 ’" /检测胰岛素分泌细
胞 *=@9F 9( 0/@C’( )*29基因有表达 6图 " 8。

B 讨 论

干细胞通过诱导分化得到胰岛素分泌细胞带

来了新的希望，成为近年来研究的热点。胚胎干细

胞分化潜能较高，其诱导分化为胰岛素分泌细胞可

能性很大。但其来源受伦理的限制，潜在的成瘤性

也使人们对其应用的安全性存在疑虑。

一直以来都有很多的研究在寻找可能被诱导

分化为胰岛素分泌细胞的成体干细胞细胞。其中较

早、研究得较多的是胰腺导管上皮细胞。也有人在

悬浮培养的 L$大鼠、人胰腺组织中，分离出 *,2.)*
（神经巢蛋白）阳性祖细胞 M 9 N；有报道在胰腺再生的

动物模型中能分离出 *D*B I细胞；还有研究从肝
卵圆细胞诱导分化为胰岛素分泌细胞。但上述各种

图 > 诱导分化第 ? 天基因表达情况

"#$% > &’( $(6( (=)*(44#26 9/*#6$ 9#33(*(61#,1#26 ,1 9,- ?
:%*, ’; <%-=,-> ?%*, 9; *=@9A 9；?%*, B; 0/@C’；?%*, "; *D*B>

?%*, !; )*2E?)* 9
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细胞在体内存在的量极少，难以成为来源丰富的种

子细胞。有大量的研究提示所有维持器官组织修复

再生的干细胞均来源于骨髓。骨髓干细胞包括了多

种干细胞成分：造血干细胞、间充质干细胞、旁群细

胞等。以前一直认为造血干细胞只能分化为血细

胞，而最新的研究显示它也有分化为其它各种组织

细胞的能力。造血微环境由基质细胞组成。其中主

要的干细胞是间充质干细胞 & ’ (。它具有黏附特性，

易分离、扩增及体外操作简单，来源丰富。现已知其

在不同的理化环境和细胞因子的诱导下具有多系

分化潜能，能被诱导分化为成骨细胞、软骨细胞、脂

肪细胞、心肌细胞 & " (及神经元样细胞 & ! (等。

在分离培养骨髓间充质干细胞过程中，分离出

骨髓成体多能干细胞，较以往的骨髓干细胞具有更

强的自我更新能力和更高的分化潜能 & $ (。流式细胞

仪检测发现此类细胞表面 )*#’ +、 )*"",、
)*"! -、.,/01 -、23)!-、23)"-，而且这类细
胞能表达胚胎干细胞中存在的 4.1,"基因。4.1,"基
因在未分化的胚胎干细胞中表达，是干细胞具有多

分化潜能的标志之一。本研究采用类似的培养条

件，培养出来的骨髓干细胞呈类圆形，其细胞表面

)*#’ +、)*"" -、)*"! -、23)"-，5678水平检
测表达 4.1,"基因，具有与文献报道相类似的生物
学特性，但在本研究中，多次传代，细胞形态会发生

改变，有分化现象，增殖能力下降，与文献报道可传

代 #99次以上有差异，可能与本文在原代培养后未
能进行进一步筛选，以纯化细胞有关。本文中的骨

髓干细胞可能包括了造血干细胞、间充质干细胞、

成体多能干细胞等多种干细胞成分。

将干细胞诱导分化为具有某种特定功能的细

胞，是模拟胚胎发育的过程，创造一个类似胚胎发

育条件的环境。胰高糖素样多肽 ,#（:;<,#）能增加
=>?,#的表达 & @ (。很多的研究认为 A0.410AB50>C D烟
酰胺 E也有这样的作用。本研究采用以往在胚胎干
细胞中成功诱导分化胰岛素分泌细胞的方法 & F (，尝

试应用于骨髓干细胞中。结果显示，在诱导分化的

早期，细胞出现了 AGA’、=>?,#转录因子的表达。在
培养的后期，有胰岛素基因的表达。AGA’是胰腺发
育过程中，早期出现的基因，是胚胎向胰腺 "种内
分泌细胞发育的关键因子。在胚胎发育的早期，

=>?,#的表达，是胰腺开始发育的标志，在胚胎发育
的后期及成体中，=>?,#基因再次表达，与维持 H细

胞的功能有关。A/?IJ I是胚胎发育过程中，决定向
胰岛素分泌细胞分化的因子。提示骨髓干细胞有被

诱导分化为胰岛素分泌细胞的可能性。

但是，能否真正诱导分化为功能更好的胰岛素

分泌细胞，尚有待进一步研究。随着对胰腺发育过

程了解的深入，将为优化体外诱导分化的环境提供

可能。胰腺发育的过程很复杂，时间和空间上有许

多的因子参与，难以真正在体外模拟一个类似的环

境。建立一个有利于诱导分化的体内模型，也是今

后研究的一个方向。
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