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胰腺导管单克隆上皮样干细胞的蛋白表达特征
王瑞阳  李延伟  兰瑞霞  许英梅  效  梅*  安立龙*

(广东海洋大学动物科学与医学系, 湛江 524088)

摘要      该文研究1例源于成年大鼠的胰腺导管单克隆上皮样干细胞系的蛋白表达特征、染

色体核型及致瘤性。RPMI-1640有血清扩增培养源于成年大鼠的胰腺导管单克隆上皮样干细胞至

单层, 分别采用流式细胞术或免疫荧光反应检测干细胞蛋白水平的表达特征。常规法制备染色体

标本, 采用Adobe Photoshop CS6软件进行核型分析。将干细胞移植在裸鼠体内, 观察其致瘤性。结

果显示, 该源于成年大鼠的胰腺导管单克隆上皮样干细胞在蛋白水平表达CK19、NeuroD2、Oct4、
PCNA及Nanog, 不表达Pdx1、Pax4、Pax6、MafA、Ptf1a、Ngn3、nestin、Sox2、CD34、CD45、
insulin、glucagon、ghrelin、somatostatin及secretin。细胞是正常的二倍体细胞(2n=42), 无致瘤

性。这表明, 该源于成年大鼠的胰腺导管单克隆上皮样干细胞系共表达CK19、NeuroD2、Oct4、
PCNA及Nanog蛋白。
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Protein Expression of Monoclonal Epithelia Stem Cells 
Derived from Pancreatic Duct
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(Department of Animal Science and Medicine, Guangdong Ocean University, Zhanjiang 524088, China)

Abstract       In this study, expression characteristics, karyotype and tumorigenicity of a monoclonal epithelia 
stem cell line derived from pancreatic duct of an adult rat were researched. Monoclonal epithelia stem cells derived 
from pancreatic duct of an adult rat were proliferated to a layer in serum supplemented RPMI-1640 medium. 
Expression characteristics of stem cells were determined using flow cytometry and immunofluorescence reaction. 
Chromosome sets of stem cells were examed using conventional method, and karyotype was analysed with Adobe 
Photoshop CS6 software. Tumorigenicity was observed by transplanting stem cells into nude mice.  The results 
showed that monoclonal epithelia stem cells derived from pancreatic duct of a adult rat were positive for the CK19, 
NeuroD2, Oct4, PCNA and Nanog, and were negative for the Pdx1, Pax4, Pax6, MafA, Ptf1a, Ngn3, nestin, Sox2, 
CD34, CD45, insulin, glucagon, ghrelin, somatostatin and secretin protein expression. Stem cells were normal diploid 
(2n=42). And these stem cells had no oncogenicity. Here a monoclonal epithelia stem cell line derived from pancreatic 
duct of an adult rat that co-expressed the CK19, NeuroD2, Oct4, PCNA and Nanog protein was determined. 
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近年来, 研究者已分离培养源于人、小鼠、大

鼠等的胰腺导管干细胞, 并对其蛋白表达等生物学

特性进行了探讨[1-5]。例如, 有报道源于人胎儿的

胰腺导管干细胞表达细胞角蛋白19(cytokeratin 19, 
CK19)、胰十二指肠同源盒1(pancreatic and duodenal 
homeobox 1, Pdx1)、胰高血糖素(glucagon)和神经

上皮干细胞蛋白(nestin)[6]; 源于小鼠的胰腺导管末

端/泡心干细胞表达胰腺特异转录因子1a(pancreas 
specific transcription factor 1a, Ptf1a)、性别决定相关

同源盒9(sry related HMG box 9, Sox9)、nestin、干细

胞抗原1(stem cell antigen 1, Sca1)、基质细胞源性因

子-1(stromal cell derived factor-1, Sdf1)及肝细胞生长

因子受体(c-hepatocyte growth factor receptor, c-Met) [7]。

但是, 目前有关胰腺导管干细胞表达特征的报道各

异, 胰腺导管干细胞的特异性蛋白标志物还不确定。

本实验室已建立1例源于成年大鼠的胰腺导管单克

隆上皮样干细胞系, 在此基础上, 本研究拟对其蛋

白表达特征、染色体核型和致瘤性进行探讨, 旨在

为进一步确定胰腺导管干细胞的生物学特性提供依

据。

1   材料与方法
1.1   材料

为本实验室分离培养的1例源于成年大鼠的胰

腺导管单克隆上皮样干细胞系。部分细胞保存在中

国典型培养物保藏中心。

1.2   主要试剂、仪器

流式荧光抗体小鼠抗人增殖细胞核抗原(prolife-
rating cell nuclear antigen, PCNA)(货号 : 11-9910-41)、
金黄地鼠抗小鼠肌腱膜纤维肉瘤癌基因同源盒A 
(musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog 
A, MafA)(货号: 11-5893-80)、小鼠抗人周期蛋白34 
(cycle protein 34, CD34)(货号11-0349-41)和周期蛋

白45(CD45)(货号: 12-9459-41)、免疫荧光抗体小鼠

抗人细胞角蛋白19(cytokeratin 19, CK19)(货号: 11-
9898-80)和小鼠抗人胰十二指肠同源盒1(pancreatic 
and duodenal homeobox 1, Pdx1)(货号 : 51-6500-80)均
购自eBioscience公司; 流式抗体兔抗人八聚体转录

因子4(octamer-binding transcription factor 4, Oct4)(货
号 : 356479)、兔抗大鼠配对盒6(paired box 6, Pax6)
(货号: 500385)、免疫荧光抗体兔抗人干细胞关键蛋

白(Nanog)(货号: 536544)、兔抗大鼠神经源性分化

因子2(neurogenic differentiation factor 2, NeuroD2)(货
号615436)、兔抗人性别决定相关同源盒(sry related 
HMG box 2, Sox2)(货号: 290735)、兔抗人生长激素

抑制素(somatostatin)(货号: 543118)和山羊抗兔荧光

二抗(货号: 425144)均购自Epitomics公司; 免疫荧光

抗体小鼠抗人胰腺特异转录因子1a(pancreas specific 
transcription factor 1a, Ptf1a)(货号 : ab57257)、小鼠

抗人神经原素3(neurogenin 3, Ngn3)(货号: ab87108)、
小鼠抗人食欲刺激素(ghrelin)(货号: ab57222)和兔抗

人肠促胰液素(secretin)(货号: ab8495)均购自Abcam
公司; 免疫荧光抗体小鼠抗大鼠胰岛素(insulin)(货
号: BM0080)和兔抗大鼠胰高血糖素(glucagon)(货号: 
BA0058)购自Boster公司; 免疫荧光抗体小鼠抗大鼠

神经上皮干细胞蛋白(nestin)(货号: NBP1-92717)和山

羊抗小鼠荧光二抗(货号: NB720-F)购自Novus公司; 
流式抗体兔抗人配对盒4(Pax4)(货号: AP6690c)购自

Abgent公司。FACSCanto II流式细胞仪购自美国贝

克曼公司。

1.3   流式细胞术检测

根据所购特异性抗体是否带荧光标记, 采用直

接免疫荧光标记法或间接免疫荧光标记法检测。

1.3.1   直接免疫荧光标记法      PBS缓冲液稀释干细

胞至1×106/mL, 取EP管, 分别加入1 mL细胞悬液, 1 000 
r/min离心5 min。弃上清, 分别加入200 μL含1% BSA
的PBS缓冲液稀释的荧光素标记抗体(120׃稀释的

PCNA、1400׃稀释的MafA、120׃稀释的CD34和120׃
稀释的CD45), 混匀, 4 °C孵育30 min, 1 000 r/min离心

5 min。弃上清, PBS缓冲液洗涤细胞2次, 1 000 r/min
离心5 min, 以除去未结合的多余抗体。每管分别加

0.5 mL PBS缓冲液重悬细胞, FACSCanto II流式细胞

仪检测阳性细胞比例。阴性对照加PBS缓冲液。

1.3.2   间接免疫荧光标记法      PBS缓冲液稀释干

细胞至1×106/mL, 取EP管, 分别加入1 mL细胞悬液, 
1 000 r/min离心5 min。弃上清, 分别加入200 μL含
1% BSA的PBS缓冲液稀释的无荧光素标记的一抗

500稀释的׃50稀释的Pax4和1׃100稀释的Oct4、1׃1)

Pax6), 混匀, 4 °C孵育30 min, 1 000 r/min离心5 min。
弃上清, PBS缓冲液洗涤细胞2次, 1 000 r/min离心

5 min, 以除去未结合的多余抗体。弃上清, 加入200 μL
含1% BSA的PBS缓冲液稀释的羊抗兔荧光素标记二

抗(1100׃稀释), 混匀, 4 °C孵育30 min, 1 000 r/min离心

5 min。弃上清, PBS缓冲液洗涤细胞2次, 1 000 r/min
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离心5 min, 以除去未结合的多余抗体。每管分别加

0.5 mL PBS缓冲液重悬细胞, 流式细胞仪检测阳性

细胞比例。阴性对照加PBS缓冲液。

1.4   免疫荧光反应

对于购买不到流式细胞术检测的抗体, 则购买

免疫荧光反应抗体检测。

干细胞按1×105/mL细胞密度接种在放有盖玻

片的培养皿中, 当细胞生长至80%融合时, 4%多聚甲

醛室温固定细胞15 min。PBS缓冲液洗涤细胞2次, 
1% Triton X-100穿孔30 min, 1% BSA封闭45 min。
洗掉多余的封闭液, 加入含1% BSA的PBS缓冲液

稀释的一抗(20 μg/mL稀释的CK19、20 μg/mL稀释

的Pdx1、3 μg/mL稀释的Ptf1a、1100׃稀释的Ngn3、
100稀׃300稀释的NeuroD2、1׃300稀释的nestin、1׃1
释的Nanog、1100׃稀释的Sox2、1500׃稀释的insulin、
500稀释的׃1 glucagon、1100׃稀释的 somatostatin、
5 μg/mL稀释的ghrelin和1100׃稀释的 secretin), 4 °C
过夜。PBS缓冲液洗涤3次, 每次3 min。加入含1% 
BSA的PBS缓冲液1000 1׃稀释的羊抗小鼠荧光二抗

或1100׃稀释的羊抗兔荧光二抗, 37 °C孵育1 h。PBS
缓冲液漂洗3次, 每次3 min。甘油封片。荧光显微镜

下观察, 拍照。阴性对照加PBS缓冲液。

1.5   染色体标本制备

按常规方法进行。分别扩增第10、20、30、50
代干细胞, 当干细胞贴壁生长至80%融合时, 加入终

浓度为0.1 μg/mL的秋水仙素作用4 h, 0.25%胰蛋白

酶、0.04% EDTA·2Na消化液消化。收集细胞, 0.4% 
KCl低渗30 min, 甲醇–冰醋酸(13׃)固定液固定, 滴片, 
Giemsa染色。显微镜下选择分散良好的染色体标本

观察, 拍照, 并采用Adobe Photoshop CS6软件进行核

型分析。

1.6   荷瘤试验  
RPMI-1640培养液分别稀释胰腺导管干细胞、

mESC(西北农林科技大学华进联教授赠送)至1×106/mL, 
6只裸鼠背部皮下分别移植0.2 mL胰腺导管干细胞

悬液, 3只阳性对照裸鼠相同部位分别移植0.2 mL 
mESC悬液, 3只阴性对照裸鼠相同部位分别注射0.2 mL 
RPMI-1640培养液, 进行为期25 d的荷瘤试验。每天

观察裸鼠的精神状态和活动力, 每5 d测量一次饮食

量和体重。实验结束时, 解剖裸鼠, 观察是否有肿瘤

组织产生。动物实验在广东省医学实验动物中心完

成并经广东海洋大学伦理委员会批准。

2   结果
2.1   蛋白表达特征

流式细胞术检测和免疫荧光反应显示, 该源于

成年大鼠的胰腺导管单克隆上皮样干细胞在蛋白水

平表达PCNA、Oct4、CK19、NeuroD2和Nanog, 不表

达Pdx1、Ngn3、MafA、Ptf1a、Pax4、Pax6、nestin、
Sox2、CD34、CD45、insulin、glucagon、ghrelin、
somatostatin及secretin(图1A~图1E), 图1F为阴性对照。

2.2   干细胞染色体核型分析

染色体核型分析发现, 第10、20、30、50代干

细胞均为正常的二倍体细胞(2n=42)。其中, 第50代
干细胞核型为中着丝粒染色体6对, 近中着丝粒染色

体3对, 近端着丝粒染色体4对, 末端着丝粒染色体7
对, 性染色体1对(图2A和图2B)。这表明, 该源于成

年大鼠的胰腺导管上皮样干细胞系是正常的二倍体

细胞系。

2.3   干细胞的致瘤性

荷瘤试验结果显示, 6只移植干细胞的裸鼠、3
只注射RPMI-1640培养液的阴性对照裸鼠均未长出

瘤状物, 而3只移植mESC的阳性对照裸鼠均皮下荷

瘤(图3A和图3B)。饲养期间, 裸鼠精神状态良好, 活
动力敏捷, 未出现异常情况。这表明, 该源于成年大

鼠的胰腺导管单克隆上皮样干细胞无致瘤性。

3   讨论
虽然胰腺导管干细胞的特征性蛋白标记物还

不确定, 但已有的研究显示, 该类干细胞均表达胰腺

导管细胞表达物CK19, 共表达胰腺发育过程中的一

些决定因子如Pdx1、Ptf1a、Ngn3等, 还共表达干/
祖细胞表达物Oct4、PCNA、Nanog等, 或表达胰岛

细胞表达物glucagon、insulin等及神经细胞表达物

NeuroD、nestin等[8-11]。例如, 有报道指出, 结扎成年

小鼠部分胰腺导管, 可引起胰腺导管干细胞增殖。

消化分离胰腺细胞后, 流式细胞术分选, 获得Lgr5阳
性胰腺导管干细胞。体外培养, 这些上皮样干细胞扩

增10个月。免疫荧光反应表达CK19、Pdx1、Sox9和
mucin-1。核型分析表明, 细胞染色体数正常[4]。采用

Ricordi分离法获得源于成年人的胰腺导管细胞, 贴
壁培养, 上皮样干细胞扩增形成单层, 免疫反应表

明, 干细胞表达CK19, 少量散在的干细胞表达insulin
和Pdx1[12]。消化去除胰岛后剩余的成人胰腺组织, 
经流式细胞术分选获得CD133阳性的胰腺导管干细
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A: 染色体标本; B: 染色体核型。

A: the chromosome sample; B: the caryogram.
图2   第50代胰腺导管单克隆上皮样干细胞的染色体

Fig.2   Chromosome of the 50th passage monoclonal epithelia stem cells from pancreatic duct

A: mESC移植裸鼠荷瘤; B: mESC分化形成的肿瘤物。

A: nude murine with tumor implanted the mESC; B: the mESC differentiated into tumor.
图3   阳性对照mESC移植裸鼠皮下荷瘤

Fig.3   Positive control nude murine with tumor subcutaneously implanted the mESC
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A、B: 流式细胞术检测干细胞表达PCNA和Oct4; C~E: 荧光免疫反应显示, 干细胞表达CK19、NeuroD2和Nanog; F: 荧光免疫反应阴性对照。

A,B: flow cytometry identified stem cells expressed PCNA and Oct4; C-E: immunofluorescence reaction showed that stem cells expressed CK19, 
NeuroD2 and Nanog; F: negative control of immuno-fluorescence reaction.

图1    胰腺导管单克隆上皮样干细胞的蛋白表达特征

Fig.1   Protein expression of the monoclonal epithelia stem cells from pancreatic duct
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胞, RT-PCR检测发现还共表达CK19[13]。采用磁珠

分选法, 通过CD90抗原抗体反应, 获得表达CK19的
成年人胰腺导管上皮样干细胞[14]。1例源于成年小

鼠的胰腺导管干细胞系, 扩增培养了3个月以上, 表
达CK19、Pdx1和GLP1[15]。源于大鼠的胰腺导管干

细胞表达Pdx1、CD29、 CD73、CD90及CD105[16]。

之前我们分离培养的1例源于人胎儿的胰腺导管干

细胞系在蛋白水平共表达CK19、Pdx1、glucagon
及nestin[6,17]。与上述这些研究结果相类似, 本次分

离培养的这例源于成年大鼠的胰腺导管干细胞系表

达CK19, 共表达干/祖细胞表达物(如Oct4、PCNA、

Nanog)及神经细胞表达物(如NeuroD)。这也证实该

细胞系是1例源于胰腺导管、与神经组织密切相关

的干/祖细胞系。此外, 一些研究表明, 胚胎干细胞

和源于胎儿的胰腺干细胞具有较高的致瘤性, 移植

在体内自然分化时, 多形成肿瘤组织[6,18-19]。而我们

建立的这例干细胞系是正常的二倍体细胞, 移植在

裸鼠体内无致瘤性。这表明, 定向诱导源于成年胰

腺导管干细胞分化形成功能性胰岛并移植治疗糖尿

病, 具有更可靠的安全性。
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