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摘 要：【目的】　1型糖尿病是由于慢性免疫炎症破坏了胰岛β细胞，导致血糖升高。间充质干细胞可以预防及

治疗糖尿病及其并发症的发生，然而对牙龈间充质干细胞（GMSCs）预防糖尿病的效果和潜在机制知之甚少。本研

究旨在研究 GMSCs在预防小鼠 1型糖尿病的机制，寻找临床治疗糖尿病的靶点。【方法】　我们将人 GMSCs注射到

NOD小鼠体内，观察血糖的变化趋势，通过免疫组化染色观察胰岛β细胞的存活情况，并通过流式分析检测小鼠脾

脏中 T细胞、B细胞及巨噬细胞的比例变化。最后，将NOD小鼠脾脏淋巴细胞回输至NOD-SCID小鼠，观察NOD-
SCID小鼠的血糖水平及糖尿病发病率。【结果】　GMSCs明显降低了NOD小鼠的糖尿病发病率，对照组小鼠在 27周

龄时有 64%患糖尿病，而GMSC组只有 35%，P=0.013。GMSCs处理的小鼠脾脏中滤泡B细胞比例从（52.2±4.1）%下

降到（43.2±5.3）%， P =0.008，而其他类型的免疫细胞没有明显变化。免疫组化结果显示，GMSCs可以有效地提高胰

岛β细胞的存活率，使其能够持续产生胰岛素以控制血糖。最后，我们发现患病小鼠脾脏淋巴细胞回输治疗能够促

进NOD-SCID小鼠糖尿病的发生。【结论】　GMSCs可以通过减少脾脏中的滤泡B细胞比例来预防NOD小鼠的糖尿

病发生。
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Abstract：【Background】 Type 1 diabetes is caused by a chronic immune response that destroys islet beta cells， re⁃
sulting in elevated blood glucose. Mesenchymal stem cells can prevent and treat the development of diabetes and its compli⁃

· 基础研究 ·

收稿日期：2023-03-13
基金项目：国家自然科学基金（81401324，81770410），广东省自然科学基金（2018A030313611），广东省器官捐献和移植免疫重点实

验室（2013A061401007，2017B030314018，2020B1212060026）
作者简介：郭义文，第一作者，研究方向：器官移植免疫耐受和肝脏缺血再灌注损伤；邓荣海，通信作者，副主任医师，E-mail：M.D.

drh81@163.com



第6期 郭义文，等 .人牙龈间充质干细胞通过减少滤泡B细胞比例预防非肥胖糖尿病小鼠糖尿病

cations. However， little is known about the effects and potential mechanisms of Gingival mesenchymal stem cells （GMSCs） 
in preventing diabetes. The aim of this study is to investigate the mechanism of GMSCs in preventing type 1 diabetes in 
mice and to find targets for clinical treatment of diabetes.【Methods】 We injected human GMSCs into NOD mice to observe 
the trend of blood glucose， observed the survival of pancreatic β-cells by immunohistochemistry， and detected the change 
of immune cells in the spleen of mice by flow analysis. Finally， the immune cells in NOD mice were transfused into NOD-
SCID mice to observe the onset of diabetes in NOD-SCID mice.【Results】 GMSCs significantly reduced the incidence of di⁃
abetes in NOD mice， with 64% of control mice developing diabetes at 27 weeks of age compared with 35% in the GMSC 
group， P=0.013. The percentage of Follicular B cells（FO B cell） in the spleen of GMSCs-treated mice decreased from 
（52.2±4.1）% to （43.2±5.3）%， P=0.008， while other types of immune cells did not change significantly. The immunohisto⁃
chemical results showed that GMSCs could effectively improve the survival of pancreatic β-cells， which could continuous⁃
ly produce insulin to control blood glucose. Finally， we found the spleen cells transfusion could prevent the development of 
diabetes in NOD-SCID mice.【Conclusion】 GMSCs can reduce diabetes in mice by reducing FO B cells in the spleen.

Key words： mesenchymal stem cell； type 1 diabetes； follicular B cell； NOD mice； blood glucose
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2023，44（6）：958-964］

糖尿病是全世界死亡和致残的主要原因之一。

1型糖尿病主要发生在青少年中，占全世界 20岁以

下青年糖尿病的85%以上，主要是由于慢性免疫炎

症破坏了胰岛 β 细胞，导致胰岛素分泌不足，血糖

升高［1-2］。NOD 小鼠由于自身免疫反应，导致胰岛

β细胞功能丧失，通常被用于 1型糖尿病的研究［3］。

B细胞在 1型糖尿病的发病过程中起着重要作用，

靶向 B 细胞能改变 B 细胞分化和免疫球蛋白的产

生，抑制T细胞介导的自身免疫反应，预防和逆转 1
型糖尿病［4-5］。牙龈间质干细胞（gingival mesenchy⁃
mal stem cells， GMSCs）是从牙龈固有层中分离出

来的。GMSCs的增殖、组织再生和免疫调节能力都

优于其他间充质干细胞［6-9］。既往研究报道，人脂

肪间充质干细胞可以预防癌症治疗相关糖尿病的

发生，其分泌的外泌体可以促进糖尿病的伤口愈

合［10-11］，同时间充质干细胞移植可以暂时逆转NOD
小鼠的 1 型糖尿病，然而，人牙龈间充质干细胞对

糖尿病的预防作用及相关机制鲜有研究［12-15］。在

这项研究中，我们将人 GMSCs 注射进 NOD 小鼠体

内，研究GMSC在预防糖尿病方面的作用和机制。

1 材料与方法

1.1　实验动物

25只 6~7周龄（20~25g）雌性 NOD 和 40只 6周

龄（20~25g）雌性 NOD-SCID 小鼠购自常州卡文斯

实验动物中心，生产许可证：SCXK（苏）2016-0010，

使用许可证：SCXK（苏）2016-0010。小鼠被饲养在

中山大学的 SPF设施中，12： 12 h的昼夜循环，相对

湿度在 40 % ~ 70 %之间，喂食无菌的饲料和水。

所有动物实验获得中山大学伦理委员会的批准（批

准号：SYSU-IACUC-2022-000838）。

1.2　GMSCs小鼠输注模型

根据之前报道的方法［16］，提取和纯化从健康志

愿者捐赠的人类牙龈间质干细胞培养 3天后，用胰

蛋白酶消化细胞，500 ×g 离心后按 1：3 的比例扩

增，直到细胞数量足够用于输注。台盼蓝溶液染色

显示活细胞比例在 95% 以上。待小鼠达到 9 周龄

后，将细胞重悬于PBS中，调整细胞浓度到 107个细

胞/mL，经尾静脉注射 200 μL细胞重悬液（2×106个

细胞），随后继续饲养，监测小鼠血糖变化，当小鼠

出现糖尿病时进行后续实验，最后于 28 周龄时处

死全部小鼠。

1.3　流式分析

使用 The FACS Calibur 仪器（BD Biosciences， 
San Jose， CA）和 FlowJo（Tree Star Inc.， Palo Alto， 
CA）分析小鼠脾脏中各种 B 细胞比例。CD45R
（BV570）、B220（AF700）、CD21/CD35（PC7）、Tim1
（PE）和 IgM（BV421）的荧光偶联抗体购自 BD Bio⁃
science。根据 B220的表达来定义总 B细胞。在所

有B细胞中，根据CD21/35的表达水平，将过渡性B
细胞（IgM+ CD21/35 低）和融合性 B 细胞（IgM+ 
CD21/35 高）分为两组。用 Tim-1 是否表达来鉴定

调节性B细胞（Breg）。
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1.4　免疫组织化学染色

将 28 周龄的小鼠脱颈处死，腹部十字切口打

开腹腔，沿脾脏边缘剥离下胰腺，胰腺用 40 g/L 多

聚甲醛固定 24 h，石蜡包埋，切片（5 μm 厚），二甲

苯脱蜡，浓度梯度乙醇水化，抗原修复，非特异性抗

原阻断，胰岛素一抗孵育，二抗孵育，DAB显色，苏

木精再染色，盐酸酒精分化，无水乙醇及二甲苯脱

水，中性树脂封片，并扫描分析。

1.5　脾脏淋巴细胞输注治疗

小鼠被处死后，取脾脏放置于 PBS 中，于超净

台内使用 70 μm滤网磨成细胞悬液，裂解红细胞后

使用Countstar Biolab实验室细胞计数仪（上海睿钰

生物）计数淋巴细胞数量，得到的淋巴细胞用 PBS
重悬为 5×106 细胞/mL。每只小鼠经尾静脉注射

200 μL细胞重悬液（106个细胞），并继续维持饲养，

监测血糖。

1.6　静脉葡萄糖耐量试验

在注射GMSCs后的第 7天，我们对小鼠进行静

脉葡萄糖耐量试验（Intravenous glucose tolerance 
test， IVGTT），小鼠禁食 4~6 h 后静脉注射葡萄糖

（2 g/kg）以测试葡萄糖耐量［17］。注射葡萄糖后，每

隔 15 min从尾部静脉采集血样，持续 2 h，用血糖仪

测定血糖水平。

1.7　统计学分析

不同组的血糖数据以均值±标准差表示。连续

变量均进行了正态分布检验及方差齐性检验，均符

合正态性及方差齐性，因此采用 t检验进行比较，分

类变量采用卡方检验，Kaplan-Meier法分析糖尿病

发病曲线。P<0.05 的值被认为具有统计学意义。

统计分析使用 PRISM9.5 软件（Graphpad Software 
Inc.， La Jolla， CA）进行。

2 结 果
2.1　间充质干细胞降低非肥胖糖尿病小鼠糖尿病

发病率

将人牙龈间质干细胞注射到 9 周龄的 NOD 小

鼠体内，每周记录一次非空腹血糖，直到血糖超过

16.7 mmol/L （300 mg/dL），在接下来的 2 d继续监测

血糖。当连续 3次非空腹血糖的结果>16.7 mmol/L
时，即诊断为糖尿病［18］。对照组在 19周龄时，部分

小鼠确诊糖尿病，27 周龄时有 64% 的小鼠确诊糖

尿病，而注射人 GMSCs 的小鼠的糖尿病发病率明

显降低，27周龄时只有 35%的小鼠发生糖尿病（χ2=
6.149，P=0.013；图1）。

A： Diabetes onset curve in recipient mice after GMSCs injection （n=27， P=0.013）. B： Blood glucose levels in recipient mice after GMSCs injec⁃
tion （n=27）. C： Body weight in recipient mice after GMSCs injection （n=27）. D： Gross morphology of the spleen at the time of sampling； the red rect⁃
angle is the NOD+GMSC group and the blue rectangle is the NOD group.

图1　GMSCs诱导的小鼠糖尿病发病率下降

Fig. 1　Decreased incidence of diabetes in mice induced by GMSCs
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2.2　间充质干细胞降低非肥胖糖尿病小鼠脾脏滤

泡B细胞比例

为了研究GMSCs预防NOD小鼠糖尿病发病的

潜在机制，我们收集 28周龄 NOD 小鼠的脾脏细胞

进行流式分析。流式分析的圈门逻辑见图 2A。如

图 2B 所示，我们主要观察脾脏淋巴细胞中滤泡 B
细胞（FO B 细胞，B220+IgM+CD21/35hi）的比例。

对照组小鼠的 FO B细胞比例为（52.2±4.1）%，而注

射了人 GMSC 的 NOD 小鼠的 FO B 细胞比例为

（43.2±5.3）%，实验组的 FO B细胞的比例明显比对

照组低（t=3.301，P=0.008），同时 M2 巨噬细胞比例

也 出 现 下 降（NOD：NOD+GMSC=（37.8±7.9）% ：

（27.8±6.0）%，t=2.458，P=0.034）。其他类型的免疫

细 胞 ，包 括 过 渡 性 B 细 胞（NOD：NOD+GMSC=
（11.8±1.5）% ：（12.6±2.3）% ，t=0.734，P=0.480）、

CD4+T 细 胞（NOD：NOD+GMSC=（12.3±2.8）% ：

（14.4±3.3）% ，t=1.147，P=0.278）、CD8+T 细 胞

（NOD：NOD+GMSC=（6.3±2.0）% ：（6.5±1.4）% ，t=
0.262，P=0.799）、M1 巨噬细胞（NOD：NOD+GMSC=
（28.4±7.1）%：（27.6±9.0）%，t=0.171，P=0.868）、免

疫性巨噬细胞（NOD：NOD+GMSC=（17.4±5.6）%：

（16.1±4.0）%，t=0.493，P=0.633）和调节性巨噬细胞

（NOD：NOD+GMSC=（11.1±0.8）%：（10.7±1.4）%，t=
0.569，P=0.582）都没有统计学差异。

A: The flow analysis gate logic for follicular B cells. B: Statistical analysis of different types of immune cells (n=12). 1) P<0.05, 2) P<0.01.
图2　GMSCs诱导的小鼠滤泡B细胞百分比下降

Fig. 2　GMSCs-induced decrease in the percentage of FO B cells in mice
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2.3　间充质干细胞改善胰岛β细胞存活

NOD 小鼠的胰岛 β 细胞功能丧失是糖尿病发

展的主要原因，因此我们通过 IVGTT评估胰岛B细

胞功能，胰腺标本石蜡组织切片，进行HE染色观察

胰岛形态及免疫组化染色测量小鼠的胰岛素分泌

情况。使用抗胰岛素抗体（Ab181547）进行免疫组

化染色（图 3A）。NOD 组的胰岛素染色明显低于

NOD+GMSC 组（χ2=5.632，P=0.018；图 3B）。同时，

IVGTT 也显示，与对照组相比，注射 GMSC 的小鼠

的葡萄糖耐量有明显改善（图 3C）。上述结果表

明，人 GMSCs 可以防止 NOD 小鼠胰岛 β 细胞的

破坏。

2.4　淋巴细胞回输影响NOD-SCID小鼠糖尿病发病

从上述小鼠中提取脾脏淋巴细胞并注射到

NOD-SCID 小鼠体内，观察 NOD-SCID 小鼠糖尿病

的发病情况（图 4A）。从患有糖尿病（NGD）和未患

有糖尿病（NGO）的NOD+GMSC组中提取脾脏淋巴

细胞，通过尾静脉注射到 NOD-SCID 小鼠体内，观

察NOD-SCID小鼠的糖尿病发病情况。如图 4D所

示，NGD组的小鼠比NGO组的小鼠糖尿病发病早，

病例多，不过两组之间没有统计学意义。提取

NOD 组糖尿病小鼠（ND）和正常小鼠（NO）的脾脏

淋巴细胞，注射到NOD-SCID小鼠体内，监测NOD-
SCID 小鼠的糖尿病发病情况。ND 组的糖尿病发

病时间早于NO组，且发病病例数高于NO组，具有

统计学意义（χ2=5.554，P=0.018；图 4E）。28周时处

死NOD-SCID小鼠，收集脾脏细胞进行流式分析（图

4F，4G）。与NGO组相比，NGD组的FO B细胞百分

比更高（糖尿病：非糖尿病=63.0%：46.0%，t=6.115，
P=0.000）。在NO和ND组同样观察到了FO B细胞

的变化（糖尿病：非糖尿病=35.5%：27.8%，t=5.557，
P=0.000）。NOD 小鼠发生糖尿病有可能是由于免

疫细胞比例失衡，特别是FO B细胞比例，并且通过

淋巴细胞转移输注，可影响到健康NOD-SCID小鼠

糖尿病的发生。

3 讨 论
我们在此报告，输注人GMSC可预防NOD小鼠

糖尿病的发生。这是国内外首次报道人 GMSC 降

低了 FO B细胞的比例，从而抑制了 NOD小鼠的自

身免疫性糖尿病的发展。与以往的FO B细胞耗竭

剂不同，GMSC 在移植后并没有完全耗竭 FO B 细

胞，而是维持在一个较低的水平，这使得小鼠能够

保持对其他病原体的免疫能力。此外，在 NOD-
SCID 小鼠的淋巴细胞回输治疗中证实，未处理的

NOD 小鼠发病原因主要是免疫细胞比例失衡，并

且可通过转移输注影响到健康小鼠的糖尿病发生，

而进行 GMSCs输注治疗后，可以减少 FO B 细胞的

比例，从而减轻免疫细胞失衡引起的胰岛细胞

破坏。

我们目前的结果与既往文献报道相似［19］，降低

小鼠的 FO B 细胞比例可以预防糖尿病的早期发

展，David 等利用 CD20 抗体耗尽 FO B 细胞而不耗

竭边缘 B 细胞，随后小鼠的糖尿病发病率出现降

低，可能是由于 FO B 细胞是促成早期糖尿病发病

的关键因素，而我们使用 GMSCs 预处理后也能降

低 FO B 细胞的比例，同时也出现了糖尿病发病率

降低的情况，因此 FO B 细胞对于糖尿病早期发病

A： images show the immunohistochemical insulin staining of mouse islets after GMSCs injection （magnification 1 000×）. B： Immunohistochemi⁃
cal staining percentage stacking histogram analysis of mouse pancreatic islets （n=27）. C： IVGTT was performed on day 7 after GMSCs injection. The 
graph shows the blood glucose levels in different groups at the indicated time points after i.v. injection of glucose （n=20， P<0.05）.

图3　GMSCs诱导的小鼠胰岛β细胞存活

Fig. 3　GMSCs-induced survival of mouse pancreatic β-cells
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具有促进作用。然而，完全清除 FO B 细胞可能会

影响 NOD 小鼠的免疫功能，引起其他疾病［20］。目

前国内外未见GMSCs与FO B细胞相互作用的文献

报道。值得一提的是，FO B 细胞比例的减少如何

影响NOD小鼠糖尿病的发病以及潜在机制仍需深

入研究。

A: Pattern of immune cell transition treatment in NOD-SCID mice. B: images show the immunohistochemical insulin staining of ND (n=11) and NO 
(n=8) pancreatic islets (magnification 1 000×). C: Immunohistochemical staining percentage stacking histogram analysis of ND (n=11) and NO(n=8) pan⁃
creatic islets. D and E: Diabetes onset curve in NGD (n=11), NGO (n=11), ND (n=11) and NO (n=8) group. F and G: Flow analysis of FO B cells in the 
spleen of ND (n=6), NO (n=6), NGD (n=6) and NGO (n=6) mice after immune cell transition treatment.1) P<0.001.

图4　淋巴细胞回输治疗NOD小鼠的糖尿病

Fig. 4　Immune cell transition treatment for diabetes in NOD mice
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