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对比研究胎儿和成年来源的膜岛前体细胞体外增

殖和分化潜能
任振华 1 ， 2 王淑艳 l 张颖 l 邹春林 l 张愚 1 *

e 首都医科大学宣武医院细胞治疗中心，北京 1000日 ，

2 安徽医科大学人体解剖学教研室， 合肥 230032)

摘要 对比研究胎儿和成年月夷岛来源的前体细胞(hIPCs)体外增殖和分化，探讨胎儿和成年

hIPCs 的体外增殖和分化潜能，为细胞移植治疗糖尿病提供实验数据。 体外分离培养胎儿和成体

hIPCs，诱导分化，通过免疫组织化学 、 分子生物学方法，检测 hIPCs 体外增殖潜能和分化效率 。 与

成年 hIPCs 相比较，胎儿 hIPCs 在体外具有更强的增殖潜能， BrdU 掺入率明显高于成年膜岛来源

的 hIPCs(P<0 .05 ) 。 体外诱导 hIPCs 分化成具有分泌月夷岛素功能的政岛样细胞团 (ICCs)，免疫荧光

染色显示 ICCs 表达 Insulin 、 Glucagon 和 Somatostatin，定量检测 Insulin 、 PDX- l 和 ISL-l 基因的相

对表达量，胎儿来源的 ICCs 明显高于成年 ICCs(P<O . O日，分别是成年 ICCs 的 1.69 倍、 1.51 倍和

1. 8 1 倍。 提示胎儿来源的月夷岛前体细胞具有较强的增殖和分化能力 。
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糖尿病己成为继心脑血管疾病、各种癌症之后

的第三大严重危害人类健康的疾病 。 膜岛细胞功能

下降而导致的膜岛素分泌不足是糖尿病的重要原

因 [ 1] 。 因此，阻止细胞功能衰退，增加细胞数量， 最

大程度地挽救和恢复膜岛功能，成为治疗糖尿病的新

思路口.3 ] 。 而干细胞以其独特的生物学特性、极强

的自我更新能力和多向分化潜能，为临床治疗糖尿病

提供了一个崭新的方法 。

膜岛前体细胞来源于胎儿或成年膜岛，可在体外

大量扩增，并能在体内或体外定向诱导其分化为膜岛

素分泌细胞[44]，是解决膜岛供体短缺和移植细胞来源

的有效途径，己逐渐成为膜岛 P细胞替代物的理想资

源 。 本实验对比研究了胎儿和成年 hIPCs 体外增殖

和分化潜能，结果显示胎儿 hIPCs 具有更强的增殖和

分化潜能，能提供更多的临床移植治疗糖尿病所需的

功能性类膜岛细胞，为干细胞体外分化移植治疗糖尿

病提供实验依据 。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 组织来源 成年和胎儿膜腺组织均来 自于

首都医科大学宣武医院。 成年膜腺组织来自于 1 1伍床

非糖尿病患者组织标本，供体年龄在 25-36 岁之间;

胎儿膜腺组织来自于流产胎儿，胎龄在 14-16w 之间 。

1.1. 2 材料 培养皿购 自 Falcon ; 培养基、胎牛

血清 、 HEPES 缓冲液 、 谷氨毗胶、丙酣酸纳、膜

蛋白酶、 B-27 和 DPBS 购 自 Invitrogen 公司;肝细胞

生长因子(HGF) 、 日 细胞素、 EGF和 bFGF够自 R&D

公司; exendin-4、烟肮胶、 激活素 A、 琉基乙醇、胶

原酶 V和 BrdU 购 自 Sigma-Aldrich 公司; Ficoll 分离

液购自 Stem Cell ; rTaq酶和 SYBR Green购自 TaKaRa

公司;高敏膜岛素 ELISA 试剂盒购自 Mercodia 公司;

其他化学试剂购 自 北京华盛益利化工厂。

1.2 方法

1.2 .1 hIPCs 分离培养 按文献报道[咽，将清理

后的膜腺剪成 1 mm3 的碎块，加入 1 mg/ml 胶原酶

V IO ml , 37
0

C手动振荡消化 10 min，加入预冷的含

10% 胎牛血清的 RPMI1640 培养基终止消化。 Ficoll

密度梯度离心，初步分离腆岛，含 10% 胎牛血清的

1640培养基重悬膜岛，双硫』宗染色后镜下手工挑选纯

化膜岛 。 纯化后的膜岛加入 1640 完全培养基，包括

10 mmo l/L HEPES 缓冲液 、 1 mmol/L 丙酣酸铀、

7 1.5 mmol/L 琉基乙醇、 20 ng/ml bFGF 和 EGF o r
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3 7
0
C , 5 % CO2 培养箱中培养。 12~15 d 后， 从膜岛

迁移出的膜岛前体细胞 80% 融合后，用 0. 25% 膜酶

消化传代。

细胞以 2xl04/ 孔接种于 24 孔培养板，培养 1 d , 

然后加入 10 mmo l/L BrdU 0 DPBS 洗涤 2 次后， 甲

醇 / 醋酸固定 150 min , 2 N 盐酸作用 40 min ， 血清封

闭后加入 BrdU 抗体(表 1) ， 4 oC过夜， 复温后加入二

抗(表 2) 0 DAPI 复染后镜下计数 10 个视野中细胞总

数及 BrdU 阳性细胞数， 计算标记指数 。

应 ， 1. 5 % 的琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果。 Real 

tim e PCR 定量分析 ISL-L PDX-l 和 Insulin 基因表

达， 反应条件为总循环数 39 ， 95
0
C (1 5 s) , 60

0
C (1 

min), 72
0
C (30 s) 。 总的反应体系 20μ1 ， 包括 1μl 的

cDNA、 SYBR Green PCR Master mix 和上下游引物

各 0.5μ1 。 同时检测 GAPDH 的表达量，各基因 RNA

表达量与 GAPDH 的比值表示各基因的相对表达量。

引物序列见表 3 。

1.2 .4 ICCs 葡萄糖剌激实验 镜下手工挑选 100

1.2.2 hIPCs 诱导分化 5xl05 细胞接种于 60mm 个直径大小一致的 ICCs ， 含有 0.5% BSA 的 PBS 洗

的 Petri 培养皿中 ， DMEM/FI2 培养基包含 20 ng/ml 

bFGF 、 20 ng/ml EGF 、 1 % B 2 7 、 0 . 05 % BSA 、

1 mmol/L 丙酣酸、制和 2 mmol/L L- 谷氨酌肢， 培养 4d

后， 培养基换成 DMEM/FI2 包含 10 mmol/L 烟眈胶、

5∞ pmolιp 细胞素、 2 nmol/L 激活素 A、 10 nrnol/L 

exendin-4 和 10 ng/rnl 肝细胞生长因子， 继续培养 6d。

收集 ICCs ， 准备下一步实验。

1.2 .3 免疫化学检测 培养的hIPCs和贴壁的ICCs

用 4% 的多聚甲自主固定 15 min , PBS 洗涤 2 次， 0 .03%

Triton X-I00 透化 40 min , 5% 血清封闭 1 h 后，加入

一抗(表 1 ) ， 4
0

C过夜， 室温复温 30 min 后 ， 加入二抗

(表 2)室温 1 h , PBS 洗涤 2 次， 1 %0 DAPI 复染。 10%

甘油封片， 镜下观察拍片 。

1.2.3 PCR检测 hIPCs 和 ICCs 分别加入 TRIzol ，

提取总 RNA。 以 3~5μg RNA 作为模板在 Superscript

E 反转录酶作用下合成 cDNA o 25μ 的 PCR 反应体

系，加入 1μ 的 cDNA， 特异性引物进行梯度 PCR 反

涤 2 次， 顺序地加入含有 0 、 2 . 8 和 16 . 7 mmol/L 葡

萄糖的Krebs-Ringer重碳酸盐缓冲液(KRBB ) ， 5 %

CO? 、 3TC分别孵育 90min。 收集 KRBB 溶液， ELISA

试剂盒测定膜岛素含量 。

1.3 统计分析

数据以均值 ± 标准差(主土s)表示， SPSSI6.0 软件

进行统计分析 。 采用单因素方差分析， P<0 . 05 认为

差异有统计学意义 。

2 结果

2 . 1 hIPCs 体外培养

分离纯化后的膜岛接种于 60 mm 培养皿中(图

lA), 24 h 后腆岛贴壁。 和报道一致[町， 2~3 d 后腆岛

的形态发生改变， 可见鹅卵石样圆形的细胞爬出 (图

lB)，细胞逐渐转变成梭形， 12~15 d 后长满 80%，消

化传代， 与原代培养的细胞比较， 传代后的细胞形态

与成纤维细胞相似( 图 lC ) 。

Table 1 Details of primary antibodies used 

Primary anti body 

Polyclonal anti- nesti n 

Monoc lonal anti-BrdU 
Monoc lonal anti -viment in 
Polyclonal ant卜 I s l - 1

Monoclonal anti-glucagon 

Polyclonal an ti- somatostatin 
Polyclonal anti-insulin 

Secondary antibody 

Anti-guinea pig 

Anti-mouse 
Anti -rabbit 

Anti-rabbi t 
Ant i- mouse 

Species 

Donkey 

Goat 
Goat 

Goat 

Goat 

Species Diluti on Cat No 

Rabbit 1 :200 AB5922 
Mouse 1:200 11 70376 
Mouse 1: 200 MAB I687 
Rabbi t 1:200 AB575 4 
Mouse 1: 1 000 G2654 
Rabbit 1: 300 A05660 1 
Guinea pig 1 :500 18-0067 

Table 2 Details of secondary antibodiωused 

Fluorescent Dilution Product code 

Texas red 1:400 706-076- 148 

Texas red 1:400 11 5-076-062 

Texas red 1:400 111 -076-045 

Cy2 1:400 11 1-226-045 

Cy2 1 :400 11 5-226-062 

Sources 

Chemi con Internat ional l nc. 

Roche appl ied sc ience 
Chemicon Inte rnational Inc . 
Chemi con Internat ional lnc. 

Sigma- Aldrich Inc. 
DAKO Denmark 
Zymed Laboratories 

Sources 

Jackson ImmunoResearch 

Jackson ImmunoResearch 

Jackson ImmunoResearch 
Jackson ImmunoResearch 
Jac kson ImmunoResearch 
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·研究论文·

胎儿 hIPCs 体积较小，以螺旋方式生长，而成年

hIPCs 相对较大， 平行排列生长。与成年 hIPCs 比较，

胎儿 hIPC s 具有更强的增殖潜能，能在体外大量扩

增 。 250 个胎儿膜岛来源的 hIPC s 体外能传代至少

20 代，扩增到 10 1 2_10 13 个细胞;而等量的成体膜岛来

源地hIPCs体外只能传 14代左右，只能扩增到 108_109

564 

Sequence of specific PCR primers and expected product size of different target genes 

Sense primer(5' -3 ') Antisense pri mer(5 ' -3 ' ) 

Table 3 

Gene 

TGG CAC CAC ACC TTC T AC AA T GAG C 

TGT TTG AAA TGT GCG GAG TG 

TGA T AC TGG A TT GGC GTT GT 

GCC TTT GTG AAC CAA CAC CTG 

A TT CAC AGG GCA CA T TCA CC 

GCT GCT GTC TGA ACC CAA C 

177 

86 

137 

67 

CAT ACC AGG AAA TGA GCT TG 

CCG AAG CGC AAA TTC GTC 

CTC GGT CAA GTT CAA CAT GAC AG 

CCC CGC ACA CT A GGT AGA GA 

A TG ACA TCA AGA AGG TGG TG 

TGC CCG CTC CAA GGT GT A 

GGA GCC GGA GGA GAA CAA G 

GCA GCC TTT GTG AAC CAA CAC 

For RT-PCR 

ß - Ac ti 日

Isl-l 

PDX- l 

Insulin 

Glucagon 

Somatostatin 

For rea l-ti me PCR 

GAPDH 

Isl-l 

PDX- l 

Insulin 

Product size (bp) 

396 

144 

270 

268 

26 0 

138 

GCA CAG CTT CTC CTT AA T GTC ACG C 

GTT CTT GCT GAA GCC GAT G 

GCA TCA ATT TCA CGG GAT CT 

GTT GCA GT A GTT CTC CAG CTG 

AAC AA T GGC GAC CTC TTC TG 

CGT TCT CGG GGT GCC A T A G 

Fig.l Human is let-derived precursor cells in culture and hIPCs differentiated into ICCs 

A: isolated is lets in cul ture (24h); B: the primary culture of hIPCs (48h); C: hIPCs in culture (passage 2); D: adul t ICCs (48h); E: fetal ICCs 

(48h); F: the express ion of genes related to is lets by RT-PCR. Original magnification, 200x 
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个细胞(图 2) 。 相同代数胎儿和成年 hIPCs 的 BrdU

增殖实验结果显示，前4代胎儿和成年 hIPCs 的 BrdU

』 掺入率基本相同，但第 8代以后成年hIPCs 的 BrdU掺

入率明显下降(图 2B ， *P<Û.Û5 , * *P<Û.Ûl ) 。

t飞、

2.2 hIPCs 体外分化

hIPCs 接种植于民的培养皿中， 在分化培养基的

诱导下， 24 h 白发形成 ICCs。开始形成的 ICCs 体积

相对较小， 随诱导时间的延长， ICCs 不断融合， 形成

较大体积的 ICCs ， 48 h 后 ICC s 大小将不会明显改

变 。 成年 ICCs 体积较小，结构相对疏松， 随着 ICCs

形成， 细胞死亡较多(图 lD) ; 而胎儿 ICCs 体积相对较

大，结构紧密， 但形成ICCs相对困难， 容易贴壁(图 1E) 。

2.3 免疫组化染色结果

染色结果显示 hIPC s 表达膜岛前体细胞标志

Nestin (图 3A)、问质细胞标志 Vimentin(图 3B)和 P 细

胞转录因子 ISL- l (图 3C); 并不表达成熟膜岛 内分泌

标志 Ins ulin 、 Glucagon 和 Somato s tatin ( 图 3D- 图

3F) 。 而体外诱导分化后， ICCs 表达 In s ulin 、 Glu

cagon 和 Somatostatin (图 3G- 图 3L)，且 Ins ulin 分别

与 Glucagon 和 Somatostatin 共表达 。

2.4 PCR 结果

PCR 结果显示 hIPCs 不表达 PDX-l 和内分泌标

志 Insulin 、 Glucagon 和 Somatos tatin ， 但 ICCs 表达

PDX-l 和成熟膜腺内分泌标志 Insulin 、 Glucagon 和

Somatos tatin (图 lF) 0 Real-time PCR 定量结果显示，

与未分化的 hIPCs 相比， 胎儿和成年 ICCs 的基因相

对表达量显著升高，分别是 474 倍和 3 16 倍(insulin) 、

2 . 65 倍和 2. 17 倍(ISL-l ) 、 159 倍和倍 83 (PDX-l ) (图

4A, 4B and 4C; *P<Û .Û5，材P<Û.ûl ) 。 胎儿 hIPCs 体

外诱导分化效果明显， 胎JL ICCs 的Insulin 基因、 PDX- l

基因和 ISL-l 基因的相对表达量分别是成年 ICCs 的

1.69 倍; 、 1. 51 {'音矛口 1. 8 1 {'音(图 4A- 图 4C) 。

2.4 ICCs 葡萄糖刺激实验结果

葡萄糖剌激结果显示， Û mmol/L 葡萄糖剌激液

中膜岛素含量非常低; 2.8 mmolfL Glucose 剌激液中，

胎儿和成年 ICCs 的剌激液中1 in sulin 的含量分别是

(1Û . 87:t 1. 32 和 3 . 18:tÛ . 82); 16.7 mmol/L 葡萄糖剌激

液中， 胎儿和成年 ICCs 的刺激液中 insulin 的含量分

Glucagon Insulin Glucagonllnsul in 
Fig.3 Immunostaining in hIPCs (A-F) and ICCs (G-L) 
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Fig.4 

但与膜岛来源的前体细胞比较，膜腺导管来源的

前体细胞尚不能在体外大量扩增 。 250 个胎儿膜岛

来源的前体细胞体外能扩增 1012~101 4 个细胞[71，而相

同量的成体膜岛来源的前体细胞体外能扩增 108个细

胞以上 。 本实验所研究的膜岛前体细胞分别来源于

成人和胎儿，与文献报道的一致IB] ， 相对于成体膜岛

来源的前体细胞，胎儿来源的前体细胞具有更强的增

殖能力 。 另一方面，到目前为止，膜腺导管来源的

前体细胞尚不能在体外大量扩增，传代不超过 3 ~4

代 。 因此， 没有足够的细胞数量用于细胞移植治疗

糖尿病的临床或实验研究 。

膜岛来源的前体细胞在体外大量扩增，并能诱导

分化成分泌腆岛素的类膜岛细胞[4-6]，将这种前体细胞

或分化后的细胞移植到NOO/SCID 鼠的肾被膜下，能

降低 NOO/SCID 鼠的血糖[ 1 5] 。与以前的报道一致l7] ，
膜岛来源的前体细胞表达神经前体细胞标志Nestin[l剑，

间充质干细胞标志 Vimentin[8]和膜岛 P细胞特异性基
因 ISL-l [1 3 ， 17-19 1，但并不表达膜岛内分泌成熟基因

Insulin 、 Somatostatin 和 Glucagon 。 体外诱导分化

成 ICCs 后，显著提高 In sulin 、 Glucagon 和 Soma

tostatin 基因的表达，体外糖刺激 ICCs 能分泌 Insulin ，
移植 ICCs 能降低糖尿病模型动物的血糖水平同 。 但

是现有的分化方案还不能达到理想的状态，分化后的

别是(2.47:t1.03 和 I 1.02:t0.38) ( 图 40 ; *P<0.05 , ** p< 

0 . 01)。与基因相对表达量一致，胎儿 ICCs 在葡萄糖

剌激作用下， 分泌 insulin 的量明显高于成体的 ICCs 。

讨论

1 型糖尿病血糖升高是由于膜岛 P 细胞的选择
性损伤引起的，而 2 型糖尿病的血糖升高是晚期出现

膜岛素绝对分泌不足而引起的 [ 1] 。 膜岛移植是针对

1 型糖尿病或 2 型糖尿病晚期患者，特别是对疾病晚

期药物治疗效果不佳的患者的有效治疗方法之一 。

但由于腆岛供体严重不足和免疫抑制剂的使用 ， 严重

限制着膜岛移植在临床上的广泛开展[9] 。干细胞独

特的生物学特性、极强的 自我更新能力及多向分化

潜能， 无疑是获得大量膜岛细胞的最佳种子细胞[2.3] 。

关于膜腺前体细胞的存在部位，存在多种观点，

尚无最终定论 。 胚胎发育期，膜岛 日 细胞来自于膜

腺腺管迁移分化flO] 。 成体膜腺中 ， 膜岛 日 细胞仍然

有增殖能力， 生理状态下 。 细胞的更新主要是依靠 P
细胞的自我复制[ 11] 。 体外培养的膜岛前体细胞来源

主要包括膜腺导管和膜岛 ， 膜腺导管来源于前体细胞

表达CKI9fI 2， 1 3]，而膜岛来源的前体细胞表达nestin[4， l4] ，
这两种干细胞在体外特定的培养条件下，均可分化为

自细胞。

3 
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ICCs 分泌 Insulin 的能力远远不能和膜岛相比[201。因

此， 改进分化方案或发现新的更有效率的诱导因子是

』 进一步研究的方 向 。

8 Gallo R, Gambelli F, Gava B, Sasdelli F, Tellone V, Masini M, et 

al . Generat ion and expansion of multipotent mesenchymal 

progenitor cell s from cul tured human pancreati c islets. Cell 

Death Differ 2007; 14( 11 ): 1860-7 1. 

,.,. 

、4

本实验研究了胎儿和成年月亮岛来源的前体细胞，

比较了两者的体外增殖和分化潜能。实验结果表明 ，

尽管两种来源的前体细胞都能体外扩增和诱导分化，

但很明显胎儿膜岛来源的前体细胞具有更强的增殖

和分化潜能， 更适合应用于干细胞移植治疗的临床和

实验研究 。 虽然干细胞以其独特的生物学特性、 极

强的 自我更新能力和多向分化潜能，为临床治疗糖尿

病提供了一个崭新的方法 。 但在现有的条件下，其

分化效率仍十分低下， 离临床的应用还有很远的距离，

所以进一步明确膜腺的发育机制，优化膜岛来源的前

体细胞体外分化环境将成为日后研究工作的目标。

9 Shapiro AM, Lakey JR, Ryan EA, Korbutt GS, To由 E， Warnock 

GL, et al . Islet transplantat ion in seven patients with type 1 

diabetes mellitus using a g lucocort卜coid-free immunosuppres

sive regimen. N Engl J Med 2000; 343(4): 230-8 

10 Madsen OD, Jensen J, Blume N, Petersen HV, Lund K, Karlsen 
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cell. Eur J Biochem 1996 ; 242(3): 435-45 
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568 研究论文

Comparative Study on the Proliferation and Differentiation of Fetal and 

Adult Human Islet-derived Precursor Cells in vitro 

Zhen-Hua Ren 1气 Shu-Yan Wang 1, Ying Zhang 1, Chun-Lin Zou 1, Y. Alex Zhang 1* 
eCell Therapy Center, Xuanwu Hospital, Capital Medical Uniνersity， Beijing 100053, China; 2Department 01 Anatomy, Anhui 

Medical University, H，吃fei 230032, China ) 

Abstract Hyperglycemia arises from the selective destruction of pancreatic insulin producing ß-cells in 

type 1 and the late stages of type 2 diabetes. Cell therapy represents a potential cure for diabetes mellitus, but is 

limited by availability of human pancreatic tissue. Stemlprogenitors cells within pancreatic tissue are a potential 

source for transplantation because they can expand exponentially and produce functional insulin-producing cells. 

Human islet-derived precursor cells (hIPCs) are capable to proliferate and differentiate into functional cells that 

secreted insulin in response to glucose in vivo and in vitro. In this study, we isolated and cultured hIPCs from fetal 

and adult human islets , and compared the proliferation and differentiation ability of hIPCs in vitro . Results showed 

that fetal hIPCs had greater potentiality for proliferation and differentiation than that of adult hIPCs. Our finding 

suggested that fetal hIPCs might be more suitable for clinical and experimental study on cell transplantation for 

diabetes. 

Key words human islet-derived precursor cells; cell proliferation; cell differentiation; diabetes 
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