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骨髓间充质干细胞分化为膜岛细胞治疗糖尿病

张均华 窦忠英*

(同北农林科技大学，陕西省|细胞 l 科技术附'JG中心，杨凌 712100)

摘要 糖尿病已成为严重危害人类健康的疾病之一。目前，移植月夷岛治疗糖尿病己初见疗

效『但由于月夷岛来源匮乏和免疫排斥反应而受阻。骨髓问充质干细胞(bone marrow mesenchymal 

stem cells , BMMSCs)取材方便，容易进行体外分离、培养和纯化，且具有跨越分化潜能。若将自

体 BMMSCs诱导分化为月夷岛细胞，可望解决细胞来源和免疫排除问题，实现糖尿病的自体细胞治

疗。现对体外诱导 BMMSCs 分化为月夷岛细胞治疗糖尿病的研究进展进行综述，并指出了存在问题

和今后的研究方向。
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精);JHj、J~成 '/J 人类继心血管疚病和|肿州之后的

江;二大吹州。 lÎ， 'j统计，个 111: 与平时尿病 j丰l~ 1997 年为

1. 35 亿， 2000 年沟1.5 亿， 2001 年为1.77 亿，如 JG奋

力的|扩'f ifH ，"j Jjili , flJ1 计全IJ 2025 年将达到 3 亿[1 ， 2J 。我旧

时以病'j;.2JI与中伞 t'cr" 1'31 趋势，在成年人群当中， 1979 

年)J 0.6% , 1994 年为 2.5% ， 1996 年剧111I至 3.2%，到

2003 年 Jll'Jrj_J人数已达 2 400 斤。 1古川到 2030 年我

们斗椭尿州 jLi州人数川l 发;版到 4 300 万131 日前糖尿

州的i的了心υ末 i二坦是JJIX川药物和注射月夷岛亲，这给jLi

厅和 l 丰|会，JiY 米~)L 幸的负扣而且还会'1 1且严重的并发

抑。近{ r:. 术，移怕帧』斗'0 1台疗糖尿怕已初J 见疗效，

吨恼人拔'主 JJ:)~ ，I;{;移植后 IIJ 脱离』夷岛京泊疗、血糖控

制的最长 11-] fllJ超过 6 年[41 0 j主憾的是，快岛格植仍面l

临着两大难题， 1111 组织来说不足和免疫排斥反应。

[细胞研究给糖尿病也者带来新的希望。胚胎干细

胞几于 IIJ 以分化为也拈快!埠。细胞在内的所有成体

H1 织细胞， {11{ul向床IN.用巾受到伦剧学和 l免疫排斥哼

|大|京的限制， I(U 门伞门前肌胎「细胞向日夷眼 p 细胞分化

中j:f 11l! 1Ll ，分化细胞脱岛素分泌土重少，1/臼床}_\Ý_用还有

一段恨长的盹程。 快眼|二细胞是最有潜能向 p 细胞

分化的成体|细胞，{I=I同样扛在细胞来洲和免疫叶|垛

问题。，，']"i'Jì主 "IIJ 先质 I 细胞(bone marrow mesenchy­

mal stem cells. BMMSCs同时才 hf里，容易进行体外分

肉、居异乎IJH化，共1-f~号跑分化潜能。若将白体

BMMSCsiJi;号分化为1夷岛细胞，可彻底解决细胞来源

和免疫排除问题，实现柑尿病的自体细胞泊疗。因

此，院领域的忻冗只有f 间的临床应用前景。

1 BMMSCs分化为膜岛细胞
Hess 等[叮将 BMMSCs移拍到链H尿菌素所致的膜

腺损伤小鼠体内，阵低了小鼠的自 1I11 糖症。他们对

受体小鼠的月亮腺样品进:U定居分析，生占果表明，尽管

供休 BMMSCs 中日夷岛东阳性细胞的发生率很低， {I=I. 

它们大多定居在二月夷小管和月亮岛，有'1 1 '!X:受体膜岛素生

成细胞增值的作m 0 lanus 等 l叫将￡达1!"15!.l'(型绿色荧

)l已蛋白 (enhanced green f1uorescent protein, EGFP)和

活跃转录川夷岛素基间的推鼠骨髓细胞移植到经过致

死量照射的雌鼠体内。移植后 4 到 6 间，雌鼠的日夷

岛中出现了 Y 染色体和 EGFP 现川忡细胞，并门-从

表达1亮岛袁和省j萄糖转j三蛋 (1 2 (glucose transporter 

2, GLUT匀的月壳，句，t1纯化出 EGFP IlÇ:J性细胞，它们在

体外像肤牒 P 细胞→样共自葡旬椭依赖性、在肠降

血糖亲作用 F增强JJ夷岛东分泌。 Moriscot 1:~'17J研究

发现，人 BMMSCs (hBMMSCs)中有角蛋白 18 和 19

增强膜岛素分泌; hBMMSCs rr有如蛋内 8 和 19 的

rnR1叫A(腕腺导管['.皮细胞的f/j~志)，有些hBMMSCS'-j 1

j至有转化酶!驭 mRNA，并l=thBMMSCs 能够低水平表

达 NKX6斗，只是缺乏 lí ，J ß 细胞分化的其他转求因

子。用编码小鼠 IPFI 、 HLXB9 和 1 FOXA2(调节内

分泌细胞早期发育的例子)堪|朴的腺耐在转染

hBMMSCs，发现这些因子的表达门I 导致快岛京卫|大l

l[Í(饷 11 j()J: 2006-05-08 t在安 I I JV J: 2006-09-30 
|甘家高技术ji)f 究'llWLI trJ(863 il UI)(No2002AA216161)和 J :l'~ fì 51: 

重点J~! H (No.03160)资助
* ;且 iF\fl 斤。 Tel: 029-87080068 , E-mail: zhongyingdou@ I 26.colll 
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表达。 这些研究结果表明， BMMSCs 具有分化为功

能性腆腺 白 细胞的潜能;只要有儿种必需的转录因子

参与 ， BMMSCs完全能够在体外诱导分化成腆岛素生

成细胞 。

2 体外诱导BMMSCs 向膜岛细胞分化

2003年6月 ， 李艳华等[8]首次在体外将hBMMSCs

诱导分化为膜岛样细胞团，并经 RT-PCR 检测有

ng n 3 、 IPF - l 、膜岛素和膜高血糖素基因表达， 双

硫』宗染色阳性，免疫组织化学法检测证明，细胞团表

达膜岛素、膜高血糖素、生长抑素等内分泌激素 。

90-100 个细胞团经 5 .6 mmol/L 葡萄糖洛液剌激 1 h 

分泌膜岛素(28 .1 9:t2 .7 8) μIU/ml，经 16.7 mmol/L 葡

萄糖溶液刺激 1 h分泌膜岛素(37 .33土3 .07) μIU/时，细

胞内腆岛素含量为 ( 1 30. 14 :t 12. 24 ) ng/mg 总蛋白 。

此后，贾延劫等[9] 、陈立波等[ 10]在体外诱导大鼠

BMMSCs (rBMMSCs)，取得了类似的结果 。 刘雅娟

等川用体外诱导rBMMSCs形成的膜岛样细胞团修复

坏死膜腺组织，获得一定的效果 。 武晓涨等[ 1 2]将

rBMMSCs 诱导分化为 JI夷岛素阳性细胞。 陆谈等[ 1 3 ]

将 hBMMSCs 诱导分化成膜岛样细胞团 。 陈黎红等[141

将小鼠骨髓多能成体祖细胞诱导分化为j民岛素阳性

细胞。 本实验室将 hBMMSCs 诱导分化为膜岛样细

胞团(图 1- 图 4，未公开发表)， DTZ 染色阳性，经 RT­

PCR鉴定表达膜岛素mRNA 在高糖溶液剌激下分泌

膜岛素 。

国外专家在该研究领域虽然公开发表论文较晚，

但工作做得深入、细致 。 2004 年， Tang 等[15 ]将小

鼠BMMSCs(mBMMSCs)在体外诱导分化为膜岛素生

成细胞， 1 06 个细胞经高糖溶液剌激 2 h 分泌膜岛素

(1.5:t0.17) ng/时，细胞内膜岛素含量为(1 3.3:t1.69) ng/ 

ml，而阳性对照组的 INS-l 细胞经高糖溶液剌激 2h

分泌膜岛素(98.3士 18. 3 1) ng/ml，细胞内膜岛素含量为

(1 130.3:t204.23) ng/ml 。 同年， Oh 等 [ 1 6]将 F-344 大

鼠骨髓细胞诱导分化为膜岛样细胞团 ， 用高糖溶液剌

激 2 h , 8 3 个细胞团分泌膜岛素 177 .8 n g /ml 。

Shakhov 等[17]也进行了类似的研究。 Choi 等[ 1 8]报道，

他们将 rBMMSCs 在体外民导分化成膜岛样细胞团，

在高糖溶液剌激下膜岛素分泌量由 0.25 ng/ml增加到

" 
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图 1 诱导 2 天(100x)

图 2 诱导 6 天(50x)
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图 3 诱导 12 天(50x)

图 4 诱导 14 天(200时

· 综述.

'民

0.58 n g/ml 。 所谓三步法就是将整个诱导过程分为三个阶段

进行，每个阶段所用的诱导液成分不同 。 贾延劫等[9J开

3 BMMSCs向膜岛细胞分化的体夕|、诱导方法 创了三步法的先河: 第一步，将大鼠 rBMMSCs 诱导
3.1 三步法 成 nestin 阳性细胞，用含 5 mmollL ß 琉基乙醇或 0.2-
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张明华等:骨髓间充质干细胞分化为膜岛细胞治疗糖尿病

0.4 mmol/L黄苓昔(baicalin)的 DMEM 培养液诱导 5

h; 第二步，扩增 nestin 阳性细胞并使其转变成祖细胞，

用含 10 ng/ml bFGF、 0.1 mmol/L ß- 琉基乙醇、 B27
等因子的 DMEM 培养液诱导 7 天;第三步，使祖细

胞分化为膜岛素生成细胞，用含 10 ng/ml HGF、 20

mmol/L 烟酌胶、 0.1 mmol/L ß 琉基乙醇、磷酸肌

醇 -3- 捏基激酶抑制剂(LY294002) 、 B 27 等因子的

DMEM 培养液诱导 7-21 天。此后， Tang 等[臼]采用

三步法将 mBMMSCs 诱导分化为膜岛素生成细胞。

他们将 mBMMSCs 先用含 10% FCS 的低糖 (5.5

mmol/L)或高糖 (23 mmol/L) 1640 培养液诱导 2-4个

月，再用含 5%FCS 和 10 mmol/L烟碱的低糖 1640 培

养液诱导 7 天，然后在培养液中添加 10 nmo l/L 

exendin-4 (肠促膜岛素类似物，或 GLP-l 激动剂)继

续诱导 5-7 天。刘雅娟等[11]采用三步法将 rBMMSCs

诱导分化成膜岛样细胞团。他们先用兀血清低糖

DMEM培养液诱导 2-3天然后添加bFGF和 EGF继

续培养 1 周，再换为含条件培养液、 B27、活化素、

地塞米松、膜岛素及尼克西先肢的无血清高糖 DMEM

诱导 1 周。武晓槐等[口]采用三步法将 rBMMSCs 诱

导分化为膜岛素阳性细胞。他们先用含 10% FBS 的

低糖(5.6 mmol/L)或高糖(25 mmol/L)Dulbecco 改良

的Eagle培养液(DMEM)诱导 14天，然后用含5%FBS

和 10 mmol/L尼克酷肢的低糖或高糖DMEM 诱导 7

天，再加 10 mmol/L exendin-4 继续诱导 7 天。

3.2 二步法

二步法，即诱导过程分为两个阶段，每个阶段所

用的诱导液成分不同。李艳华等[8]首次采用二步法

将hBMMSCs诱导分化为膜岛样细胞团，他们先用含

10 ng/ml bFGF 、 10 ng/ml EGF 和 2% B27 的 IMDM

培养液诱导 6 天，然后用含 10 ng/ml ß 细胞调节素(

ß cellulin) 、 10 ng/ml 肝细胞生长因子、 10 ng/ml 

活化素(activin A) 、 10 mmol/L 尼克酷胶和 2% B27 

的 IMDM 培养液诱导 6 天。此后，陈立波等[10]采用

二步法将 rBMMSCs 诱导分化成膜岛样细胞团。他

们先用含 10 mmol/L 尼克酷胶、 1 mmol/L ß 琉基

乙醇和 20% FCS 的低糖 DMEM 诱导 24 h，再用含

10 mmol/L 尼克酷胶、 1 mmol/L ß 琉基乙醇的无血

清高糖DMEM 诱导 10 h; 或者先用含 20 mmol/L尼

克酷肢和 20% FCS 的低糖 DMEM 诱导 24h，再用含

20 mmol/L 尼克酷肢的无血清高糖 DMEM 诱导 10

L 陆政等[13]采用二步法将 hBMMSCs 诱导分化成膜

岛样细胞团。他们先用含 10 ng/rnl EGF和 1 mmol/L 

3 

ß~在基乙醇的DMEMlF12培养液诱导6天，再用含5%

FBS 的高糖DMEM 培养液诱导 45-60 天。此外，Oh

等问采用二步法将 F-344 大鼠骨髓细胞诱导分化为

膜岛样细胞团，他们将大鼠骨髓细胞用含lO%FBS 的

DMEM 溶液培养 60 min，收集未贴壁细胞，以 lxl07

个 Icm2 的密度接种于含 I%DMSO 的无血清 DMEM

培养液中诱导3天，然后在含lO%FBS 的高糖DMEM

或低糖 DMEM 溶液中培养 7-10 天。此方法虽然简

单，但针对的是未经扩增的骨髓细胞，能否用于

BMMSCs，有待进一步研究。

3.3 一步法

用成分相同的培养液将BMMSCs诱导成1夷岛细

胞称一步法。 Choi 等[17]用含大鼠再生膜腺提取液、

10%FBS 和 1% 抗生素的低糖 DMEM 培养液将

rBMMSCs 诱导 2周后获得了膜岛样细胞团。他们制

作大鼠再生膜腺提取液的方法是，先对大鼠进行60%

膜腺切除手术， 48 h 后处死大鼠、取出膜腺，在加

蛋白酶抑制剂的 PBS 缓冲液中均浆，经 3000 r/min 

和 12000 r/min 低温离心后收集上清液，一70.C保存。

陈黎红等[14]用含 2g几 BSA、 10 mmol/L烟酌胶、 25

阳止 EGF、 100 nmol/L GLP斗的无血清 DMEMIF12

培养液诱导 14 天，将小鼠骨髓多能成体祖细胞诱导

分化为1夷岛素阳性细胞。

4 BMMSCs分化的膜岛细胞移植治疗糖尿
病的动物实验

为了验证BMMSCs体外分化的膜岛细胞是否能

在体内发挥分泌膜岛素的功能、治疗糖尿病，专家们

还对体外分化膜岛细胞进行了糖尿病模型动物移植

试验。陈立波等[10]将经过体外诱导分化的 BMMSCs

注射到链服佐菌素(streptozotocin， STZ)诱导的糖尿病

模型大鼠(n=3)体内(5x106 个/只)， 1 周后大鼠血糖水

平与注射前相比有所下降，而注射未分化 MSCs 的对

照组(n=2)和空白对照组(n=l)的模型大鼠血糖水平与

注射前相比没有下降。 Tang 等[臼]将由mBMMSCs 体

外诱导分化的膜岛素生成细胞移植到 STZ 诱导的糖

尿病模型小鼠(n=6)体内(5x106 个/只)，另外 5 只模型

小鼠只做手术不移植细胞作为对照，结果，移植 1 周

后模型小鼠的血糖水平降低并趋于正常化，而对照组

的模型小鼠血糖持续维持在高水平、体重减轻，并且

大多在成模后 15 到 20 天死亡。为了进一步评价移

植细胞的功能，他们用 5 只非糖尿病小鼠作对照，对

接受移植 14 天、血糖正常化的 3 只模型小鼠进行了
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腹膜腔内葡萄糖耐受试验(intraperitoneal glucose tol­

erance test)，结果，与对照组相比，试验组小鼠的血糖

除整体水平比较高外，返回正常范围的时间也比较

长。说明移植到小鼠体内的细胞确实对葡萄糖剌激

有反应，但恢复血糖到正常水平的效率还没有自然 P

细胞高。此外， Oh 等[16J将由大鼠骨髓细胞诱导分化

的1夷岛样细胞团(150 个/只小鼠)移植到 STZ 诱导的

糖尿病模型小鼠(n=9)肾囊内，结果，移植后 2-3 天血

糖水平开始恢复正常。他们在移植后 17 天时将 6 只

模型小鼠的移植物移去，导致这些小鼠复发高血糖并

且死亡。其余 3 只接受移植的模型小鼠血糖水平维

持相对正常达 90 天。他们对移植物进行组织学、免

疫化学分析证明，移植细胞具有分泌膜岛素的功能和

P 细胞的典型结构。

5 存在问题与研究方向

体外诱导BMMSCs分化为膜岛细胞治疗糖尿病

的研究虽然己经取得突破性的进展，动物试验也取得

显著效果，但要真正进行临床应用还存在许多问题。

①体外诱导BMMSCs分化为膜岛细胞的机制还

不是十分清楚，导致诱导方法多种多样，时间长者几

个月、短则 34 h，步骤多者 3 步、少则 1 步，涉及

的诱导因子或化学物质种类多者 8 种以上、少则仅

1 种，有很大的研究空间和筛选余地;诱导效果不尽

人意，大部分研究还未进行动物实验，有的仅限于细

胞形态观察。

②诱导过程中 BMMSCs 死亡率很高，有人研究

证明，将BMMSCs长期培养在高糖环境下有 34-37%

会发生死亡[14J 。

③分化细胞的成团率和膜岛素阳性细胞的比率

低(20% 左右)。

④膜岛素分泌量低。由于各人测试的细胞基数

不同、用高糖剌激的时间长短不同和所采用的单位

不同，从数字上看差别较大，数值也不小。但通过

折算(1 μgιx 172.2= 1 pmol/L, 1 pmol/L= 1 mIU/mlx 

6.965)，与适合移植的尸体分离膜岛[膜岛素分泌量为

-综述-

(2.12 :1:0.47)μIU/(膜岛 .min)f叭细胞内膜岛素含量为

(1 30.14 土12.24)μIU/ 膜岛[20J]相比，分化细胞膜岛素

分泌量很低，而且对高糖剌激的反应性也比较弱。

由此可见，要想用 BMMSCs 诱导分化的膜岛细

胞或膜岛样细胞团代替从尸体膜腺分离的膜岛、实

现糖尿病自体细胞治疗还有许多难题需要研究。

一方面应积极开展 R 细胞乃至膜岛的发育生物学和

分子生物学调控机制研究，以便减少体外诱导过程的

盲目性，提高针对性;另一方面应在监测 P 细胞乃至

膜岛特殊分子表达的基础上对目前所用的诱导因子

和化学物质进行严格筛选，逐步确定它们的诱导作

用、作用时段和最佳用量进而优化体外诱导程序

和方法，提高诱导效率。尤其在促进 BMMSCs 增殖

和分化、减少在分化过程中细胞死亡方面狠F功夫，

既要使细胞获得良好的分泌功能，又要有足够的细胞

数量。此外，还应研究由 BMMSCs 诱导分化的。细

胞移植到体内后是否具有自我复制能力，是否会遭到

自体免疫系统的破坏等问题。
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Abstract Diabetes mellitus is a serious disease damaging human being's health. At present, the curative 

effect of transplantation of pancreatic islets used to treat diabetes mellitus appears. However, it is lirnited with the 

lack of pancreatic islets and immunological rejection. Bone m缸TOW mesenchymal stem cells (BMMSCs), easily 

separated, cultured and purified, have multi-differentiation potential. If BMMSCs 缸e induced to transdifferentiate 

into islet cells, the problems of lacking pancreatic islets and immunological rejection can be entirely solved, and 

diabetes mellitus can be cured with patient's maπow cells. In this paper, the progress of transdifferentiation from 

BMMSCs into islet cells to treat diabetes mellitus was fully reviewed, and the problems and research directions were 

discussed. 
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