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人脐带间充质干细胞体外诱导分化
胰岛样细胞及形态学观察
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　　摘　要　目的　构建人脐带间充质干细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＨＵＭＳＣｓ）体
外培养体系，并诱导其向胰岛样细胞分化。方法　体外分离培养 ＨＵＭＳＣｓ，采用流式细胞术（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，
ＦＣＭ）对ＨＵＭＳＣｓ特异标记物进行检测；先后加入β巯基乙醇及高糖的分步诱导法诱导ＨＵＭＳＣｓ向胰岛样细胞
分化，采用ＲＴＰＣＲ、双硫腙染色对诱导后细胞进行胰岛样细胞鉴定。结果　ＦＣＭ结果显示 ＨＵＭＳＣｓ表达
ＣＤ２９、ＣＤ７３、ＣＤ９０及ＣＤ１０５，不表达或低表达ＣＤ４５、ＣＤ８６、ＨＬＡＤＲ及 ＣＤ３４；诱导的胰岛样细胞表达 ＰＤＸ１和
Ｉｎｓｕｌｉｎ，双硫腙染色阳性。结论　ＨＵＭＳＣｓ可经分步诱导法分化为胰岛样细胞，能为细胞移植治疗糖尿病提供丰
富的种子细胞。
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　　Ⅰ型糖尿病的治疗一直是医疗卫生组织的难 题。目前主要用胰岛素注射治疗进行血糖控制，这

给患者和社会带来沉重的负担。近几年科学家提

出胰岛细胞移植是一种比较可靠的根治糖尿病的

方法。而用于移植的胰岛细胞极其匮乏使得这项

研究受到限制。人脐带间充质干细胞（ｈｕｍａｎｕｍ
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ｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＨＵＭ
ＳＣｓ）具有多向分化的潜能，本实验先分离新生儿
脐带ＨＵＭＳＣｓ并鉴定，而后先加入含 ＥＧＦ、β巯基
乙醇的ＤＭＥＭ ／Ｆ１２培养基再加入高糖培养基诱
导其向胰岛细胞分化，希望通过本实验建立稳定的

ＨＵＭＳＣｓ体外培养体系，提供ＨＵＭＳＣｓ向胰岛样细
胞分化的方法，为临床细胞移植治疗糖尿病提供胰

岛细胞来源。

１　材料与方法

１．１　实验材料
取足月妊娠行剖宫产手术健康新生儿的脐带

８条，每条约取２０ｃｍ。
ＤＭＥＭ／Ｆ１２（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；胎牛血清

（杭州四季青公司）；ｂＦＧＦ（美国Ｓｉｇｍａ公司）；ＥＧＦ
（美国Ｓｉｇｍａ公司）；β巯基乙醇（上海试剂四厂）。
高糖 ＤＭＥＭ（ＨＤＭＥＭ）培养基（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公
司）；β巯基乙醇（上海试剂四厂）；双硫腙（美国
Ｓｉｇｍａ公司）；ＤＭＳＯ（美国Ｓｉｇｍａ公司）。
１．２　方法
１．２．１　ＨＵＭＳＣｓ的分离和传代　无菌环境下取正
常足月剖宫产娩出的健康新生儿的脐带约２０ｃｍ，
用０．０１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液充分冲洗，然后剥离脐
带外侧的羊膜及其内侧的脐动、静脉，取剩余组织，

用眼科剪将组织剪成１ｍｍ的小块，加入２．５ｇ／Ｌ
的胰酶，３７℃消化３０ｍｉｎ，再以终浓度为１．０ｇ／Ｌ
Ⅳ型胶原酶３７℃消化６０ｍｉｎ。２００目铜网过滤，制
成单细胞悬液，１５００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ收集细胞，台
盼蓝染色行活细胞计数，以５×１０５个／ｍＬ的细胞
浓度分装于７５ｍＬ培养瓶中。培养基采用ＤＭＥＭ／
Ｆ１２（１：１）培养基。将培养瓶置于 ３７℃、饱和湿
度、体积分数５％的 ＣＯ２培养箱中培养２～３ｄ后，
全量换液，丢弃未贴壁细胞，根据细胞生长情况，每

３～４天全量换液 １次。待细胞生长至 ７０％ ～
８０％融合时，用２．５ｇ／Ｌ的胰蛋白酶消化。消化过
程中，用倒置显微镜观察细胞消化情况，待细胞大

部分胞体回缩、变圆，即终止消化，然后分为２～３
份行传代培养，记为 Ｐ１代。传代培养每３ｄ全量
换液，在贴壁细胞彼此融合铺满瓶底后，再重复上

述操作，传为 Ｐ２代继续培养，以此类推。每日观
察细胞形态，适时拍照。

１．２．２　ＨＵＭＳＣｓ的鉴定　取培养 Ｐ２代的贴壁细

胞加入胰蛋白酶消化后，用含体积分数为１％小牛
血清白蛋白ＰＢＳ调整细胞浓度至１×１０４／μＬ。分
别加入 ＦＩＴＣ标记的下列鼠抗人单克隆抗体：
ＣＤ２９、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＣＤ１０５、ＣＤ３４、ＣＤ８６、ＣＤ４５、
ＨＬＡＤＲ，直标单抗流式细胞仪检测细胞表面标记
物的表达。空白对照组，以 ＰＢＳ代替一抗，加入
ＦＩＴＣ二抗。
１．２．３　ＨＵＭＳＣｓ向胰岛样细胞的诱导分化　待传
至Ｐ１代细胞达７０％～８０％融合时进行诱导。移出
原来脐带间充质干细胞培养基，２．５ｇ／Ｌ胰蛋白酶
消化后收集 Ｐ２代细胞，实验组用含有 １０ｎｇ／ｍＬ
ＥＧＦ及 １ｍｍｏｌ／Ｌβ巯基乙醇的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２（不含
ＦＢＳ）培养基诱导６ｄ，之后吸去旧培养基，ＰＢＳ洗细
胞２次，接着加入含 ５％ＦＢＳ的 ＨＤＭＥＭ继续诱
导，细胞生长至７０％～８０％融合时，胰酶消化传代，
传代得到的细胞记为Ｐ１代，随后继续加入５％ＦＢＳ
的ＨＤＭＥＭ继续诱导并适时传代。在倒置显微镜
下观察细胞形态的变化并拍照。另设对照组不加

ＥＧＦ和β巯基乙醇。培养方法同上。
１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测ＨＵＭＳＣｓ诱导后细胞中Ｉｎｓｕ
ｌｉｎ及ＰＤＸ１表达情况　收集 Ｐ２，Ｐ４，Ｐ６代 ＨＵＭ
ＳＣｓ诱导后的细胞，参照 Ｔｒｉｚｏｌ（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司）提取不同代次实验组和对照组细胞各自的总

ＲＮＡ，取１μｇＲＮＡ合成 ｃＤＮＡＰＣＲ鉴定人 Ｉｎｓｕｌｉｎ
及ＰＤＸ１表达的方法按照ＲＮＡＰＣＲ试剂盒（北京
天根生化科技公司）说明书操作。基因引物的设

计用ｐｒｉｍｅｒ５软件，由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，引物序
列表见表１。

表１　ＰＣＲ引物序列

基因 　　序列 大小／ｂｐ

ＧＡＰＤＨ
Ｆ：５’ＧＣＡＡＣＴＡＧＧＡＴＧＧＴＧＴＧＧＣＴ３’

Ｒ：５’ＴＣＣＣＡＴＴＣＣＣＣＡＧＣＴＣＴＣＡＴＡ３’
５８２

Ｉｎｓｕｌｉｎ
Ｆ：５’ＧＡＡＡＣＴＴＧＧＴＧＧＣＡＴＣＧＴ３’

Ｒ：５’ＣＴＣＡＧＴＧＡＡＧＣＣＣＡＧＡＧＧ３’
１１２

ＰＤＸ１
Ｆ：５’ＴＧＧＣＴＡＴＣＣＡＣＴＣＣＴＧＣＴＣＴ３’

Ｒ：３’ＧＧＴＡＣＴＧＧＧＧＡＧＧＣＡＣＴＡＧＡ５’
７４６

１．２．５　双硫腙染色鉴定胰岛β细胞　取ＨＵＭＳＣｓ
诱导培养后的 Ｐ２代细胞团和未诱导的对照组细
胞，吸除培养基，ＰＢＳ洗细胞 ２次后，各加入 ５ｍｌ
ＰＢＳ及５０μｌ双硫腙工作液（终浓度 ｌ％，Ｖ／Ｖ），放
置３７℃孵育箱中，１５ｍｉｎ后移出液体，ＰＢＳ洗细胞
２次，倒置显微镜下观察细胞着色情况并拍照。
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１．３　统计学方法
采用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件处理数据，各组率

的比较采用χ２检验。

２　结果

２．１　ＨＵＭＳＣｓ形态学观察
分离脐带胰蛋白酶等消化后得到的单细胞，行

台盼蓝活细胞计数＞９６％。培养基中，细胞在接种
４ｈ后陆续开始贴壁，２ｄ后细胞完全贴壁。６～７ｄ
后倒置显微镜下细胞像成纤维细胞样呈现长梭形

形态，生长均匀，大致平行排列，呈现成纤维样细胞

形态。见图１。
２．２　ＨＵＭＳＣｓ流式细胞仪分析结果

取培养Ｐ２代贴壁的ＨＵＭＳＣｓ，加入ＦＩＴＣ标记
的下列鼠抗人单克隆抗体：ＣＤ２９、ＣＤ７３、ＣＤ９０、
ＣＤ１０５、ＣＤ３４、ＣＤ８６、ＣＤ４５、ＨＬＡＤＲ，直标单抗流

式细胞仪检测细胞表面标记物的表达。流式细胞

仪分析结果显示，从脐带分离培养的细胞高表达

ＣＤ２９、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＣＤ１０５，不表达ＣＤ８６，极低表达
ＣＤ４５、ＨＬＡＤＲ、ＣＤ３４。见图２。

图１　脐带间充质干细胞培养光镜图（×４００）

·５９·
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图２　流式细胞仪检测特异细胞标记物的表达

２．３　ＨＵＭＳＣｓ向胰岛样细胞诱导分化光镜观察结
果

先加入含有 ＥＧＦ及 β巯基乙醇的 ＤＭＥＭ ／
Ｆ１２（不含ＦＢＳ）培养基６ｄ，而后加入高糖培养基诱
导后，细胞透亮折光较好，形态开始出现变化，由原

来的成纤维状逐渐开始转变成类圆形，多角形以及

不规则形状，部分细胞逐渐变成细胞团状，而对照

组变化不大。见图３。
２．４　ＨＵＭＳＣｓ诱导后ＰＤＸ１及Ｉｎｓｕｌｉｎ表达情况

取Ｐ２、Ｐ４和 Ｐ６实验组及对照组 ＨＵＭＳＣｓ经
ＥＧＦ、β巯基乙醇诱导６ｄ后，实验组细胞（右）可检
测到 ＰＤＸ１的阳性表达而对照组（左）不表达
ＰＤＸ１；加入高糖培养基继续诱导６ｄ后实验组胰
岛素基因Ｉｎｓｕｌｉｎ呈阳性表达，而对照组 Ｉｎｓｕｌｉｎ不
表达。见图４。

注：ａ．诱导分化１２ｄ实验组细胞光镜照片，

　 ｂ．诱导分化１２ｄ对照组细胞光镜照片

图３　ＨＵＭＳＣｓ的诱导分化（×４００）

·６９·



济宁医学院学报２０１７年４月第４０卷第４期　ＪＪｉｎｉｎｇＭｅｄＵｎｉｖ，Ａｐｒｉｌ２０１７，Ｖｏｌ４０，Ｎｏ．２

注：ａ．对照组；ｂ．实验组

图４　经β巯基乙醇及高糖诱导后Ｐ２，Ｐ４，Ｐ６代
ＰＤＸ１及Ｉｎｓｕｌｉｎ表达情况

２．５　双硫腙染色结果
Ｐ２代ＨＵＭＳＣｓ，经ＥＧＦ、β巯基乙醇诱导及高

糖培养基继续诱导培养，取诱导后的 Ｐ２代实验组
细胞团和未诱导的对照组细胞，双硫腙染色，鉴别

胰岛β细胞内锌离子螯合情况［１］。实验组细胞部

分细胞胞浆被染成棕红色，呈双硫腙阳性染色（图

５ａ），提示ＨＵＭＳＣｓ经 ＥＧＦ、β巯基乙醇及之后的
高糖诱导后的细胞含锌离子，对照组则不染色（图

５ｂ）。

注：ａ．实验组（×４００）；ｂ．对照组（×１００）

图５　ＨＵＭＳＣｓ诱导分化后双硫腙染色

３　讨论

ＨＵＭＳＣｓ是指一种存在于新生儿脐带组织中
的多功能干细胞，可在体外进行分离、培养，具有稳

定的生物性能，可多次传代扩增，并能向许多种组

织内的细胞分化。ＨＵＭＳＣｓ取材方便，易于收集、
保存，具有不受道德及法律的限制等优点，是一种

很好的干细胞来源。Ｓｃｈｕｇａｒ等研究者采用了组织
块法和酶消化法两种方法分别培养出脐带间充质

干细胞，这也是目前较为常用的两种方法［２３］。本

实验采用的是改良后的胰酶加Ⅳ型胶原酶消化法，
倒置显微镜下观察到细胞贴壁生长，数日后像成纤

维细胞样呈现长梭形形态与脐带间充质干细胞形

态一 致。ＨＵＭＳＣｓ表 达 ＣＤ２９、ＣＤ５９、ＣＤ１０５、
ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ９０等标记物，不表达或低表达造
血细胞的细胞标记物 ＣＤ１４、ＣＤ３３、ＣＤ３４、ＣＤ２８、
ＣＤ４５、ＣＤ２１７［４］。本实验用流式细胞术鉴定从脐
带分离培养的细胞，高表达脐带间充质干细胞的细

胞标记物 ＣＤ２９、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＣＤ１０５，造血细胞标
记物ＣＤ３４、ＣＤ４５表达极低或不表达。这些标记物
的表达都符合 ＨＵＭＳＣｓ的标准，认为本实验从脐
带分离的细胞，用改良后的胰酶加Ⅳ型胶原酶消化
法培养也可以得到脐带间充质干细胞。

ＨＵＭＳＣｓ向胰岛β细胞分化的诱导因素包括
两大类：一类为启动胰岛 β细胞特异性转录因子
的生物因子，如 ｂＦＧＦ、肝细胞生长因子、尼克酰胺
等。另一类为诱导 ｎｅｓｔｉｎ蛋白的表达，如 β巯基
乙醇、ＤＭＳＯ等。Ｎｅｓｔｉｎ属于第６类中间丝蛋白，
主要表达于神经系统发育中的神经干细胞和祖细

胞，可作为神经干细胞和祖细胞的特异性标记

物［５６］。从胚胎发育的位置分析，神经元细胞与胰

腺内分泌细胞离得很近，因此有报道尝试先将干细

胞诱导分化为神经细胞前体，然后再诱导其向胰岛

样细胞分化，取得了很好的效果［７］。马桂霞等［８］

报道，在ＤＭＥＭ培养基中先加入β巯基乙醇、尼克
酰胺等先行诱导而后用高糖诱导脐带 ＨＵＭＳＣｓ，获
得了胰岛细胞。本实验在 ＤＭＥＭ ／Ｆ１２培养基中
先加入了 ｂＦＧＦ，ＥＧＦ，β巯基乙醇培养一段时间，
目的是用β巯基乙醇诱导ＨＵＭＳＣｓ向神经前体细
胞转变，而ｂＦＧＦ作为启动胰岛β细胞的特异性转
录因子，促进向胰岛 β细胞分化，ｂＦＧＦ也可促使
细胞分裂增殖，有利于获得更多的胰岛细胞。在较

短时间内，高浓度葡萄糖不仅可以增强胰岛 β细
胞胰岛素基因的表达，还可以刺激干细胞向胰岛β
样细胞分化。因此，本诱导实验中随后加入高糖培

养基，诱导 ＨＵＭＳＣｓ向胰岛样细胞分化。结果在
倒置显微镜下观察到实验组细胞部分呈球团样生

长，与胰岛细胞的形态相似。

近年来研究发现 ＰＤＸ１是胰腺发育的至关重
要的基因，可促进胰腺早期发育和晚期胰岛 β细
胞的分化，还可促进胰岛素、葡萄 （下转第１０２页）

·７９·
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糖转运蛋白２及胰岛淀粉样多肽的转录，甚至与
胰岛的再生有关，因此，ＰＤＸ１可作为胰腺干细胞
的特异性标志之一［９１０］。本实验用 ＲＴＰＣＲ检测
了第 ２代，第 ４代和第 ６代 ＨＵＭＳＣｓ经 ｂＦＧＦ，
ＥＧＦ，β巯基乙醇诱导后细胞 ＰＤＸ１的表达，实验
组均出现相应的 ＰＤＸ１蛋白条带，对照组无 ＰＤＸ
１蛋白的表达，加入高糖培养基后检测到的胰岛素
的表达也是如此。经双硫腙染色来鉴别细胞内锌

离子螯合情况，实验组细胞部分细胞胞浆被染成棕

红色，说明此部分细胞内有锌离子螯合情况。综上

所述，在体外含有 ｂＦＧＦ，ＥＧＦ，β巯基乙醇及后来
的高糖培养基的微环境中 ＨＵＭＳＣｓ可诱导出具有
胰岛素分泌功能的胰岛细胞。利用本实验方法得

到的ＨＵＭＳＣｓ经诱导分化可以得到胰岛样细胞，
但诱导得到的胰岛样细胞若植入体内后，是否能分

泌合适的胰岛素等激素水平去发挥正常内分泌细

胞的功能，仍需要深入研究。希望能通过努力为糖

尿病病人从细胞水平提供一个较好的细胞来源。
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ｂｅｔａｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２００８，３６６（１）：

１２９１３４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｂｒｃ．２００７．１１．１１２．

（收稿日期　２０１６１１２２）

（责任编辑：石俊强）

·２０１·


