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诱导脐带间充质干细胞分化为胰岛素

分泌细胞的方法探讨
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(1重庆市畜牧科学院, 重庆 402460; 2西南大学, 重庆 402460; 3农业部养猪科学重点实验室, 重庆 402460)

摘要      β细胞功能受损会引发1型糖尿病和部分2型糖尿病, 因此, 向患者体内移植正常的β细
胞是一种理想的治疗方法, 但供体的严重紧缺限制了它的应用, 研究者们试图用胰岛素分泌细胞

(insulin producing cells, IPCs)来替代β细胞用于细胞移植治疗。脐带间充质干细胞(umbilical cord 
mesenchymal stem cells, UCMSCs)是一种多能干细胞, 能够被诱导分化为IPCs, 进而可以用于细胞

移植治疗。该文综述了诱导UCMSCs分化为IPCs的主要方法(多步诱导法、基因工程法和共培养法), 
探讨了各方法存在的问题及改进方向, 以期为这些方法的进一步完善提供有益信息。
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Abstract      Dysfunction of pancreatic β cell can cause type 1 diabetes and part of type 2 diabetes. 
Transplantation of functional pancreatic β cell is an ideal therapy for diabetics. However, the serious shortage of 
donors restricted the clinical application of this therapy. At present, insulin producing cells (IPCs) have been used in 
the transplantation treatment for years instead pancreatic β cell. Umbilical cord mesenchymal stem cells (UCMSCs) 
are a pluripotent stem cells which can be induced into IPCs. Here, we reviewed the major induction methods of 
differentiate UCMSCs into IPCs, including multi-step induction method, genetic engineering method and co-culture 
method, and then tried to provide more information for futher improvement by comparing these methods.
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由于人们生活水平提高和饮食结构改变等原

因, 全球范围内糖尿病的发病率迅速增长, 已发展成

为继肿瘤和心血管疾病后第三大严重威胁人类健康

的慢性疾病[1]。据中商产业研究院大数据库数据显

示, 2015年全球糖尿病患者人数为4.15亿人, 中国糖

尿病患者人数为1.09亿人, 是世界上糖尿病患者最

多的国家。传统的胰岛素注射不能有效治愈糖尿病, 
只能缓解糖尿病的症状, 因此, 人们一直致力于寻求

新型有效的治疗方法[2]。

胰岛细胞包括α、β、δ和pp细胞。其中, 胰岛β
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细胞约占胰岛细胞总数的70%, 在糖尿病的发生发

展中发挥着重要作用, 其主要功能是分泌胰岛素调

节血糖含量。胰岛β细胞功能受损会导致胰岛素分

泌绝对不足(1型糖尿病)或相对不足(2型糖尿病)[3], 
由此可见, 对于β细胞功能受损的糖尿病(1型及部分

2型)患者来说, 增加体内正常β细胞是一种理想的治

疗方法。由于β细胞供体缺乏, 研究者们试图利用胰

岛素分泌细胞(insulin producing cells, IPCs)来替代β
细胞进行细胞移植治疗。目前, 通过分化、转分化

和基因重编程等方法可以诱导胚胎干细胞[4]、成体

干细胞[5]和多能干细胞[6]分化为IPCs。胚胎干细胞

成瘤性和伦理争议、胰腺干细胞位置及作用争议、

肝干细胞扩增效率低、多能干细胞表观遗传基因修

饰等问题阻碍了相关研究进展。

脐带间充质干细胞(umbilical cord mesenchymal 
stem cells, UCMSCs)是从新生儿脐带间质组织中分

离出的一种多能干细胞, 可向三个胚层细胞分化, 具
有来源广泛、取材方便、免疫原性低和无伦理争

议等诸多优点[7-8], 是理想的IPCs来源。本文综述了

UCMSCs诱导分化为IPCs的主要方法, 指出各方法

的优劣势, 并提出相应的改进方向, 以期为这些方法

的改进和完善提供有益信息。

1   UCMSCs的分离鉴定及分化潜能
常用的UCMSCs分离方法有组织块贴壁法和

酶消化法。组织块贴壁法可保持细胞功能稳定和高

活力, 在后续培养中有更高的增殖率, 但培养时间

较长。酶消化法培养时间短, 可获得较多细胞, 这
些细胞高表达多能干细胞标志基因c-kit(KIT proto-
oncogene receptor tyrosine kinase)和Oct-4(organic 
cation/carnitine transporter-4), 但消化酶浓度和作用

时间不好把握。Smith等[9]提出了一个改良方法, 即
在后续培养中应用人血小板裂解液取代异源血清培

养基, 该方法避免过敏反应、降低污染风险、减少

操作时间, 可作为UCMSCs分离的标准方案。

UCMSCs表面标志抗原具有非单一性且稳定

表达。UCMSCs表达间充质细胞表面标志物, 包括

CD10、CD13、CD29、CD44、CD49E、CD51、
CD73/SH3、CD90(THY-1)、CD105/SH2、CD106、
CD117、CD166、HLA-1/HLA-ABC; 不表达造血

干细胞标志物, 如CD14、CD31、CD34、CD38、
CD45、HLA-DR。通过流式细胞术检测UCMSCs的

表面标志物, 可判断所分离的UCMSCs的纯度及活

力[10-11]。

UCMSCs具有多能干细胞的“可塑性”, 经诱导培

养能向多种成体细胞分化。特定的诱导条件下可以

分化为成骨细胞[12]、雄性生殖样细胞[13]、肝细胞[14]、

神经干细胞[15]、心肌细胞[16]、成牙本质样细胞[17]、

平滑肌细胞[18]等。UCMSCs的多向分化能力为诱导

其分化为IPCs提供了可能。

2   UCMSCs向IPCs诱导分化
干细胞分化为IPCs有两种途径。一种是nestin

阳性细胞途径(简称nestin途径), nestin是神经细胞

的标志物, 基于β细胞发生与神经细胞发生的相

似性以及细胞的全能性, 可以诱导干细胞分化为

nestin阳性细胞, 再诱导其分化为IPCs。另一种是

Pdx1(pancreatic and duodenal homeobox 1)途径, 诱导

UCMSCs分化为成熟内胚层细胞, 表达Pdx1, 再诱导

其分化为IPCs。Pdx1在内胚层细胞分化发育为胰腺

的早期发育期间发挥关键作用, 抑制Pdx1表达会导

致胰腺发育失败[19]。Pdx1通过结合胰岛素基因转录

调控区A3激活胰岛素基因转录, 促进胰岛素合成[20]。

无论nestin途径还是Pdx1途径, 细胞形态基本呈

以下变化: 呈梭型的UCMSCs开始聚集, 有些变成圆

形或椭圆形; 呈圆形或椭圆形的细胞越来越多; 细胞

聚集成团。陈桃等[21]发现, 诱导过程中未见细胞聚

集成团的现象。也有脐带血间充质干细胞[22]、骨髓

间充质干细胞[23]向IPCs分化后未成团的报道。由此

推测, 细胞成团或许并不是必要条件。相应地, 诱导

过程主要有三个阶段: UCMSCs初始分化、IPCs形
成和IPCs成熟。目前, 主要的诱导方法有多步诱导

法、基因工程法和共培养法。

2.1   多步诱导法

多步诱导法即在UCMSCs培养的多个阶段向培

养基中加入不同诱导因子和信号蛋白, 诱导其分化

为IPCs。
Chao等[24]用神经细胞条件培养基(neuronal 

conditioned medium, NCM)培养UCMSCs, 使其分化

为nestin阳性细胞, 然后用高浓度葡萄糖、尼克酰

胺(nicotinamide, NIC)等诱导nestin阳性细胞分化为

IPCs。这是首次成功将UCMSCs诱导分化为IPCs的
报道。近年来, 相关研究越来越多。将它们进行比

较后发现, 差异主要体现在诱导因子上(表1), 诱导
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因子作用不同, 所以重要性和适用性也有差异。

激活蛋白-A(activin-A)、β-巯基乙醇(β-merca-
ptoethanol)、胰高血糖素样肽 -1(glucagon like 
peptide-1, GLP-1)、激动肽-4(exendin-4)和尼克酰胺

等是比较重要和常用的诱导因子, 由于作用不同, 这
些诱导因子被用于不同阶段。β-巯基乙醇是一种

抗氧化剂, 可以促进间充质干细胞分化[25-26], 激活蛋

白-A能促进UCMSCs初始分化[27], 这两者一般用于

UCMSCs初始分化阶段。胰高血糖素样肽-1能通过

上调胰岛素基因表达, 促进IPCs成熟[28-29], 激动肽-4
是胰高血糖素样肽-1类似物, 半衰期可达13 h, 远高

于胰高血糖素样肽-1的2~3 min[30], 这两者一般用于

IPCs成熟阶段。尼克酰胺能促使胰高血糖素样肽-1
受体与高血糖素样肽-1结合, 进而促进IPCs分泌更

多胰岛素, 常用于IPCs的成熟阶段[31-32]。此外, 尼克

酰胺能减少细胞凋亡, 有研究将它用于UCMSCs初
始分化和IPCs形成阶段[31]。在UCMSCs初始分化阶

段和IPCs成熟阶段选择合适的诱导因子就可以获得

IPCs。马桂霞等[33]证实, 在UCMSCs初始分化阶段

加入β-巯基乙醇、在IPCs成熟阶段加入尼克酰胺, 
可诱导UCMSCs分化为IPCs。Tsai等[26]在UCMSCs
初始分化阶段加入激活蛋白-A、在IPCs成熟阶段加

入胰高血糖素样肽-1, 诱导UCMSCs分化为IPCs。此

外, 有研究发现, 将作用类似的诱导因子联用可能比

单独使用效果更好。尼克酰胺和激动肽-4联合使用

比单独使用尼克酰胺更能提高胰岛素分泌量和诱导

效率[25], 激活蛋白-A和β-巯基乙醇联合使用比单独

使用β-巯基乙醇更能促进UCMSCs初始分化[34]。

氨基酸、维生素、葡萄糖和细胞生长因子等能

提供营养成分或促进细胞生长, 可选择性添加在诱

表1   UCMSCs诱导分化为IPCs的方案

Table 1   Methods for differentiation of UCMSCs into IPCs
第一阶段

The first stage
第二阶段

The second stage
第三阶段

The third  stage
参考文献

Reference
Time: 7 days
Medium: NCM  
Inducing factor: /

Time: 7 days
Medium: DMEM-F12
Inducing factor: 25 mmol/L glucose,
NIC, B27

Time: 14 days
Medium: SCM
Inducing factor: 25 mmol/L glucose, 
insulin, NIC, B27

 [24]

Time: 3 days
Medium: DMEM-F12
Inducing factor: 25 mmol/L glucose
Time: 4 days
Medium: DMEM-F12
Inducing factor: /

Time: 3 days
Medium: DMEM-F12

Inducing factor: NIC

Time: 4 days
Medium: DMEM-F12
Inducing factor: N2, B27, NIC

[36]

Time: 2 days
Medium: DMEM
Inducing factor: high glucose, β-mercaptoethanol

Time: 7 days
Medium: DMEM
Inducing factor: high glucose, EGF, 
bFGF, B27

Time: 7 days
Medium: DMEM
Inducing factor: high glucose, NIC, 
exendin-4

 [25]

Time: 2 days
Medium: DMEM-F12
Inducing factor: 17.5 mmol/L glucose, ITS-X, 
activin-A, sodium butyrate, β-mercaptoethanol

Time: 2 days
Medium: DMEM-F12
Inducing factor: 17.5 mmol/L 
glucose, ITS-X, taurine

Time: 7 days
Medium: DMEM-F12
Inducing factor: 17.5 mmol/L glucose, 
ITS-X, taurine, NEAA, GLP-1, NIC  

 [23]

Time: 7 days
Medium: DMEM-F12
Inducing factor: NIC, activin-A, EGF

Time: 7 days
Medium: DMEM-F12
Inducing factor: /

Time: 14 days
Medium: DMEM-F12
Inducing factor: ITS, NIC, bFGF

 [31]

Time: 1 days
Medium: DMEM-F12
Inducing factor: 10% FBS, retinoic acid
Time: 2 days
Medium: DMEM-F12
Inducing factor: 10% FBS

Time: 7 days
Medium: DMEM-F12

Inducing factor: 10% FBS, EGF, 
nicotinic acid 

Time: 7 days
Medium: DMEM-F12
Inducing factor: 10% FBS, 
exendin-4

[34]

NCM: 神经细胞条件培养基; SCM: 干细胞条件培养基; NIC: 尼克酰胺; GLP-1: 胰高血糖素样肽-1; EGF: 表皮细胞生长因子; bFGF: 碱性成纤维

细胞生长因子; NEAA: 非必需氨基酸; ITS: 胰岛素–转铁蛋白–硒。

NCM: neuronal conditioned medium; SCM: stem cellconditioned medium; NIC: nicotinamide; GLP-1:glucagon like peptide-1; EGF: epidermal growth 
factor; bFGF: basic fibroblastic growth factor; NEAA: nonessential amino acids; ITS: insulin transferrin selenium.
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导过程各阶段。Tsai等[23]发现, 添加牛磺酸(taurine)
能促进IPCs的形成和成熟。Nekoei等[34]证实, 视黄

酸(retinoic acid)和 烟 酸(nicotinic acid)等 能 为IPCs
的生长提供营养物质。Woltjen等[35]指出, 表皮细胞

生长因子(epidermal growth factor, EGF)和碱性成

纤维细胞生长因子(basic fibroblastic growth factor, 
bFGF)能促进IPCs生长。Chen等[25]发现, B27(一种

细胞培养添加剂)与表皮细胞生长因子共同作用可

促进IPCs形成。Qu等[36]发现, B27与尼克酰胺共同

作用能促进IPCs成熟。Bouchea等[37]和Ryang等[38]的

研究表明, 高浓度葡萄糖能为细胞提供能量, 促进

UCMSCs向IPCs分化。但Chao等[24]发现, UCMSCs
长期暴露于高浓度葡萄糖中会引起IPCs凋亡。因此, 
高浓度葡萄糖的使用还需谨慎。

还有一些诱导因子可能会随着诱导方案的改

进和成熟而逐渐被替代。传统诱导方案中一般包含

血清或者胰岛素[31,34], 血清中有很多促进细胞分化

的生长因子, 胰岛素能诱导胰腺分化相关基因表达。

但是血清成分较为复杂, 含有大量的未知物质, 不利

于细胞体外分化的成分控制; 用胰岛素对细胞进行

诱导分化, 在后续的鉴定过程中难以判断细胞分泌

胰岛素的来源。目前, 有些诱导方案去除了胰岛素–
转铁蛋白–硒(insulin transferrin selenium, ITS)[25]、胰

岛素(insulin)[25]或血清成分[39], 也获得了具有胰岛素

分泌功能的IPCs。
总体来说, 运用多步诱导法可以诱导UCMSCs

分化为IPCs, 但以下问题也不容忽视。(1)诱导过程

主要有三个阶段, 但是在实验中, 细胞所处阶段不可

能严格区分开, 需要根据细胞生长状态和诱导情况

等来微调试验方案, 所以也出现了在IPCs成熟阶段

加入促进IPCs形成的诱导因子的情况。因此, 单纯

比较各方案中每阶段所用的诱导因子并不能很好地

把握诱导过程。若能有一个量化的诱导标准, 对诱

导过程中细胞所处状态有个大体把握, 如通过细胞

特异性表达的基因其检测值在某个范围、或者呈圆

形或椭圆形细胞的密度等来判断整体细胞在诱导过

程中所处的阶段, 会有益于诱导方案的改进。(2)同
一诱导因子在不同方案中的作用时间和剂量相差巨

大, 后续研究还需对诱导因子的最佳诱导时间和剂

量进行试验。(3)诱导因子的作用机制以及UCMSCs
诱导分化为IPCs的机制还有盲点, 应着重梳理诱导

过程的整条路径及重要的转录因子和信号蛋白等信

息, 从而对症下药, 提高分化效率以获得更接近于成

熟β细胞的IPCs。
2.2   基因工程法

基因工程法是指向UCMSCs直接转染在胰腺分

化和细胞基因表达中起关键作用的转录因子或直接

转入胰岛素基因诱导其分化的方法。胰岛β细胞形

成的关键基因主要有: Pdx1、Ngn3(neurogenin 3)和
NeuroD1(neurogenic differentiation 1)等。Pdx1是胰

腺细胞分化的关键基因, 在胰腺祖细胞中首先表达, 
若缺失, 胚胎发育过程中就无胰腺形成。Pdx1的表

达首先启动内分泌细胞的分化与发育, 随后Ngn3和
NeuroD1等转录因子促使细胞表型分化, 诱导细胞

功能成熟[34]。

Wang等[28]向UCMSCs转染携带NeuroD1的质

粒DNA诱导其分化为IPCs, 发现诱导细胞高表达胰

岛素、胰高血糖素(一种由胰腺胰岛α细胞分泌的激

素)和Pdx1基因。He等[40]用携带Pdx1基因的重组腺

病毒联合β-巯基乙醇、表皮细胞生长因子、胰高血

糖素样肽-1和尼克酰胺诱导UCMSCs分化。所得细

胞表达Pdx1、Ngn3、胰岛素、Glut-2(solute carrier 
family 2 member-2)和NKX6.1(NK6 homeobox 1)等
胰岛β细胞相关基因, 能分泌胰岛素和C肽, 并对葡

萄糖刺激较敏感。Wang等[28]发现, 所得细胞同时表

达胰岛素和胰高血糖素, 表明其还未发育为成熟β细
胞。He等[40]所得细胞在基因表达和葡萄糖测试等方

面都更接近成熟β细胞, 原因可能是运用了多种促进

IPCs形成和成熟的诱导因子。

除了与诱导因子联合作用外, 基因工程法还可

从以下方面着手改进。胰腺细胞分化过程中的基因

转录调控是一个级联反应体系, 每阶段都有多个基

因的参与。在目前基因调控机理未十分明确的情况

下, 通过转染一两个基因去诱导UCMSCs分化的效

率并不高, 且IPCs在移植入糖尿病模型鼠后并不能

持续降低血糖。因此, 深入了解胰腺细胞分化机制, 
转染多个相关基因可能会提高分化效率并获得更成

熟的IPCs。
2.3   共培养法

共培养法即将UCMSCs与胰岛细胞共同培养诱

导其向IPCs分化。通过利用细胞微环境来诱导细胞

分化, 是多步诱导法和基因工程法的补充。

王爱红等[41]将UCMSCs与大鼠胰岛细胞以半透

膜相隔共同培养, 使两种细胞共用培养液但互不接
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触, 结果表明, UCMSCs表达Pdx1基因, 胰岛素分泌

量随着培养基中葡萄糖浓度的提高而增加。朱旅云

等[42]将UCMSCs与雄性SD大鼠胰岛细胞共同培养, 
发现UCMSCs的形态逐渐发生变化, 由刚开始的梭

形变成圆形, 并有聚集现象, 证明在细胞微环境条件

下, UCMSCs可被诱导为IPCs。
Zhou等[43]在24孔板上用共同培养基分别培

养正常和 IGF1(insulin like growth factor 1)沉默的

UCMSCs, 贴壁后换液并将新鲜分离的胰岛放在上

层继续培养, 结果表明, 正常组提高了胰岛细胞存活

率和胰岛素分泌量, 而实验组并未表现出对胰岛细

胞存活率和胰岛素分泌量的促进作用, 揭示了共培

养过程中UCMSCs可能通过分泌β细胞生长因子(如
IGF1)来起作用。在共同培养法的诱导过程中, 究竟

是哪些生长因子和基因在起作用及其具体作用机制

并不清楚, 但UCMSCs在体内外微环境中向胰岛样

细胞分化的潜能不容忽视。因此, 后续研究中, 阐明

UCMSCs和IPCs的变化阶段和相关生长因子等信息

是研究者们的努力方向。

利用多步诱导法、基因工程法和共培养法都可

以诱导UCMSCs分化为IPCs, 但由于各方法本身的

局限性, 它们在应用和发展等方面存在差异。在多

步诱导法中, 通过观察细胞形态等可以了解到细胞

所处阶段, 从而调整性地加入相关生长因子来掌控

诱导过程, 此方法具有一定灵活性, 因此研究较多。

基因工程法直接转染胰腺相关转录因子或胰岛素

基因, 省去了诱导干细胞至nestin或Pdx1阳性细胞阶

段, 但存在目的基因不能稳定转染, 转染基因容易发

生突变等问题。目前常用的诱导药物(如β-巯基乙醇

等)有一定毒性, 不能应用于人体内, 共同培养法避

免了这个问题, 然而关于共同培养法的研究并不多, 
原因可能是培养环境的微妙变化会改变诱导效果。

3   问题与展望
综上所述, 细胞移植治疗糖尿病虽取得了一些

进展, 但应用于临床还存在一些问题, 如诱导效率

低, 获得的IPCs分泌胰岛素功能不成熟以及移植入

糖尿病模型鼠后不能持久降血糖等。在后续研究

中, 可在以下几个方面努力。(1)优化诱导分子组

合, 寻找更优良的诱导剂。可用更廉价、高效、稳

定的小分子来替代传统重组蛋白。如CWR99021可
代替Wnt3a激活Wnt信号通路, 促进人胚胎干细胞分

化为限定性内胚层, 诱导效率可达80%[44]。(2)优化

基因工程技术, 稳定转染目的基因, 使得与胰岛素分

泌细胞相关基因适时适量表达。(3)改善细胞生长

环境, 构建接近于体内β细胞生长的微环境。Seyedi
等[45]在单层和悬浮培养两种情况下诱导UCMSCs
分化, 结果表明, 悬浮培养组的细胞有更高的胰岛

素基因表达量和胰岛素分泌量。(4)更为系统和深

入地探寻IPCs形成的分子机制, 从而更全面地掌控

诱导过程。Bai等[46]发现, miRNA-21及它的下游靶

基因SOX6(SRY-box 6)、RBPJ(recombination signal 
binding protein for immunoglobulin kappa J region)和
HES1(hes family bHLH transcription factor 1)在IPCs
形成过程中发挥了重要的调控作用。这提示, 我们

可以从miRNA着手控制UCMSCs向IPCs分化的过

程。随着研究的深入和方法学的改进, 我们终将获

得数量充足、功能良好和可供移植的IPCs, 为糖尿

病患者带来福音。
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