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胰腺十二指肠同源框-1基因促进大鼠骨髓间充质
干细胞分化为胰岛样细胞*
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摘要    虽然骨髓间充质干细胞(BMSCs, bone marrow mesenchymal stem cells)具有极强的自我更
新能力及多向分化潜能, 但最近发现其体外分化为胰腺内分泌细胞的效率并不高, 不能产生足够
用于移植的胰岛样细胞. 胰腺十二指肠同源框-1基因(Pdx-1, pancreatic duodenal homeobox-1)在胰
腺胚胎发育和胰岛素基因表达调控方面均具有重要作用, 因此构建含有Pdx-1 的真核表达载体, 
并使用新型纳米介质Superfect介导重组载体转染BMSCs, 研究Pdx-1 表达在BMSCs体外分化为胰
岛样细胞中的作用. 结果表明, 转染重组载体后(Pdx-1+ BMSCs)分化为胰岛素阳性细胞比例为
(28.23±2.56)%, 较转染空白载体和未转染组(Pdx-1− BMSCs)明显增多(分别为(7.08±2.69)%和
(4.59±3.02)%); 细胞免疫化学染色显示诱导后细胞表达胰岛素、胰高血糖素和生长抑素蛋白, 而
且Pdx-1+ BMSCs诱导后表达明显增加, 与Western blotting和RT-PCR结果相似; 葡萄糖诱导的胰
岛素分泌量测定显示Pdx-1+ BMSCs对不同浓度葡萄糖有不同的胰岛素分泌, 25和 5.5 mmol/L葡
萄糖刺激后胰岛素分泌量分别为(115.29±2.56)和(56.61± 4.82) μU/mL, 明显高于Pdx-1− BMSCs分
泌量(分别为(53.26±7.56)和(25.53±6.49) μU/mL). Pdx-1+ BMSCs分化的细胞同种异体移植后可以
恢复糖尿病模型大鼠的血糖水平, 移植物平均存活时间(30.5±15.7)天. 本试验提示大鼠BMSCs体
外能分化为胰岛样细胞; Pdx-1 能显著增强上述分化能力; BMSCs体外分化的胰岛样细胞移植能
改善STZ糖尿病大鼠的生存状态. 这将为糖尿病的治疗提供一条新的途径.  
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胰岛移植为糖尿病治疗带来了曙光, 理论上胰
岛移植成功后不但能有效的控制血糖, 而且可以恢

复胰岛正常的生理功能, 维持血糖内环境稳定, 从根
本上提高I型糖尿病患者的生活质量. 但是经过多年
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的临床应用, 胰岛移植并没有达到预期的治疗效果, 
主要原因在于: (i) 供体数量极其有限; (ii) 胰岛移植
物的质量和数量难于控制; (iii) 移植物免疫排斥反 
应 [1]; (iv) 胰岛移植并不能延缓自身免疫反应的进 
展[2]. 如何解决这些问题, 尤其是移植物的问题, 成
为提高胰岛移植, 甚至细胞移植成功率的关键. 随着
干细胞技术的发展, 定向诱导胚胎干细胞分化为胰
岛成为研究热点之一[3~5], 但胚胎干细胞培养和建系
是比较困难的, 而且即使建立了胚胎干细胞系, 甚至
定向诱导分化了足够的胰岛, 对于移植受体来说, 只
能提供同种异体的移植物, 免疫排斥的问题没有实
质性解决[6]. 因此, 寻找新的β细胞来源势在必行.  

骨髓间充质干细胞(BMSCs, bone marrow mesen- 
chymal stem cells)具有极强的自我更新能力及多向分
化潜能[7~10]. 最近研究显示, 骨髓移植后能促进受体
糖尿病鼠胰腺组织增生, 改善小鼠生存率[11,12]. 更有
研究发现, BMSCs体外能横向分化为产生胰岛素的细
胞, 表达多种胰岛β细胞发育和功能相关的基   因
[13~15]. 虽然BMSCs向内分泌系统的研究已经取得了
上述成就, 但是其体外分化为胰岛效率低, 胰岛素分
泌量低, 远远不能满足移植治疗糖尿病的需要[16], 如
何提高其体外分化效率是困扰人们的难题.  

胰腺十二指肠同源框-1 基因(Pdx-1, pancreatic 
duodenal homeobox-1)能调节多种β细胞功能相关基

因表达, 对胰腺器官发生和胰岛个体发育均具有重
要作用[17,18]. 将 Pdx-1基因转染某些非胰岛β细胞(如
肝细胞、小肠上皮细胞)后, 这些细胞可以产生胰岛 
素[19,20]. 在胚胎干细胞中调控Pdx-1 表达能调节胰岛
相关基因表达 [21], 如果能获得大量有生物活性的
Pdx-1基因转染BMSCs, 可能会提高BMSCs体外诱导
分化的定向性, 增加诱导效率从而提供足量的供移
植胰岛细胞. 一方面, 分离患者自身BMSCs进行诱导
分化产生胰岛细胞进行自体移植可避免移植排斥反

应; 另一方面, 骨髓移植可诱导微嵌合性, 延缓自身
免疫反应的进展, 从根本上解决I型糖尿病的问题[16], 
这将在糖尿病细胞治疗中具有重要意义. 因此, 本研
究将在成功构建含有Pdx-1 基因的真核表达载体的基
础上, 探讨Pdx-1 基因表达在BMSCs体外分化为胰岛
样细胞中的作用, 并观察BMSCs对STZ糖尿病大鼠

的治疗作用.  

1  材料和方法 

1.1  材料  

PCR扩增试剂盒, DNA片段纯化试剂盒, 电泳凝
胶回收试剂盒, 限制性内切酶Bgl Ⅱ, Hind Ⅲ, T4DNA
连接酶, cDNA第一链合成试剂盒, 质粒提取纯化试
剂盒和电泳凝胶回收试剂盒购自Promega公司; 引物
由上海博亚生物工程有限公司合成; Trizol, Superfect
购自Invitrogen公司; DMEM培养基、B27购自  Gibaco
公司; 胎牛血清购自Hyclone公司; 人表皮生长因子
(EGF)、碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)、角质化细
胞生长因子(KGF)购自Pepro Tech EC公司; 烟酰胺、
黄体素购自Sigma公司; 胰岛素ELISA试  剂盒购自
Diagnostic system lab公司.  

主要抗体: 小鼠抗大鼠胰岛素、胰高血糖素和生
长抑素抗体购自 Neomarks 公司; 山羊抗鼠 Pdx-1 购
自 Santa Cruz公司; 二抗购自 Sigma公司.  

胰岛细胞瘤细胞株购自美国典型培养物保藏中

心(American Type Culture Collection, ATCC); 大肠杆
菌DH5α和pEGFP-C2质粒由本校肿瘤研究所惠赠(该
质粒含有EGFP序列, 卡那霉素抗性).  

实验动物选择成年近交封闭群 SD大鼠(清洁级), 
经中南大学实验动物部提供使用.  

1.2  方法 

(1) 大鼠BMSCs分离、培养和扩增: 参照Tang等
人[16]报道的方法, 简述如下: 无菌条件下分离大鼠股
骨、胫骨(SD大鼠, 3~4周龄), 用 5 mL DMEM(L)培养
液冲出骨髓, 通过1.073 g/mL Percoll分离液离心 30 
min获取单个核细胞. 洗涤后计数, 以1×10 ~ 2×10  
cm

6 6

−2密度种植, 培养介质为低糖DMEM+10% FBS+2 
mmol/L L-谷氨酰胺+1%青霉素+链霉素; 3 天后逐步
半量换液 , 隔日一次 . 待贴壁细胞融合后按 1×104 
mL−1的密度传 5代以上进行诱导实验. 

(2) 含有 Pdx-1 基因的真核表达载体的构建: 据
大鼠 Pdx-1 mRNA GenBank(NM_022852)已知序列在
阅读框架两侧设计引物: 上游 5′-CGGAGATCTAT-    
GAATAGTGAGGAGCAGTAC-3′; 下游 5′-TAATAA- 
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GCTTCCGGGGTTCCTGCGGTCGCAG-3′. 其中上
游引物含有Bgl Ⅱ酶切位点AGATCT以及起始密码子
AGT, 下游引物含有Hind Ⅲ酶切位点AAGCTT. Tri-
z o l方法提取胰岛细胞瘤细胞株细胞总RNA ,  经
RT-PCR合成Pdx-1基因, Bgl Ⅱ和Hind Ⅲ进行双酶切, 
1.5%琼脂糖凝胶电泳分离纯化; pEGFP-C2质粒扩增

后收获细菌, 按照质粒提取试剂盒说明提取质粒, Bgl 

Ⅱ和  Hind  Ⅲ双酶切后 1%琼脂糖凝胶电泳分离 
纯化. 

在无菌 Eppendorf管内进行双酶切后的目的基因
和空白载体的连接体系, 混合离心后 4℃过夜. 连接
完成后种板, 挑取 40 个菌落, 随机选择 7 个克隆接
种 5 mL LB(含卡那霉素 40 μg/mL)培养基中进行扩增, 
小量提取质粒后进行酶切分析以及序列测定 (由
Takara 公司协助进行). 正确重组的克隆大量扩增后
进行大规模抽提, 定量后用于细胞的转染. 

(3) 细胞转染: 参照 Superfect说明书操作进行. 
转染前, 第 5 代以上的BMSCs定量后传代接种于 12
孔板(板内覆有盖玻片)中, 常规培养 24 h达到 60%~ 
70%融合时准备转染 . 2 μg重组质粒(TE溶解)加入
DMEM培养基 , 总体积  250 μL, 混匀 . 加入 8 μL 

Superfect转染试剂(预实验示最佳配比为 1:4), 振摇
10 s; 常温孵育 10 min后加入 1 mL DMEM培养基
(10%标准胎牛血清, 1%青霉素-链霉素), 轻振摇 2次; 
PBS洗涤细胞后加入混合转染介质 37℃, 5% CO2培

养 3 h; PBS洗涤后换用正常DMEM培养基(10% 标准
胎牛血清, 1% 青霉素-链霉素), 37℃, 5% CO2培养 24 
h后荧光显微镜观察转染效率, 同时MTT检测转染后
细胞存活率. G418筛选阳性细胞(500 mg/L的G418培
养 6天后换用 200 mg/L G418培养, 阳性克隆形成后
继续培养或传代); Western blotting检测Pdx-1基因表
达; 阳性细胞进行随后的诱导分化.  

(4) 诱导分化 : 参考Moritoh等人 [22]的方法 . 
Pdx-1+ BMSCs以 1×105密度种植到含有 10%胎牛血清 
DMEM 的培养瓶或培养板内(涂有Matrigel)培养 2天
(1 期); 换用无血清培养基(L-DMEM+2% B27)继续培
养 2 天(2 期); 存活细胞种植到含有激素混合物的培
养基内(含有 25 μg/mL胰岛素+100 μg/mL转铁蛋白
+20 nmol/L黄体素+10 ng/mL KGF+20 ng/mL EGF+25 

ng/mL bFGF+10 ng/mL烟酰胺+2% B27)培养 6~8天(3
期); 第 4阶段扩增细胞重新种植到没有bFGF, EGF和
KGF的介质中继续培养 6~8天(含有 10 ng/mL烟酰胺
+2% B27+LY294002)(4 期 ). 未转染的细胞 (Pdx-1− 
BMSCs)、转染空白载体的BMSCs同样进行上述诱导
实验作为对照.  

(5) 诱导后细胞鉴定: 
(i) 流式细胞术检测胰岛素阳性细胞: 胰酶消化

细胞制成单细胞悬液 1200 × g离心 5 min; 加 4%的多
聚甲醛溶液固定细胞 15 min; 0.3%的 Triton-X-100处
理 5 min; 0.5%的牛血清白蛋白封闭 5 min; 抗胰岛素
的单克隆抗体 4℃过夜, 1200 × g离心 5 min; FITC标
记的二抗室温孵育 30 min, 1200 × g离心 5 min; 适量
PBS溶液重悬细胞, 流式细胞仪检测.  

(ii) 细胞免疫化学染色检测诱导后细胞胰岛素、
胰高血糖素和生长抑素的表达: 诱导后第四期细胞
经 4%多聚甲醛固定, 用 0.5% H2O2-甲醇处理 30 min, 
1%牛血清白蛋白-0.3%Triton-X100 37℃处理 30 min, 

加入一抗 (1:100), 4℃孵育过夜再加入相应二抗 , 
DAB显色. 阴性对照将一抗换用PBS, 其余步骤相同. 

(iii) RT-PCR检测诱导后细胞胰岛素、胰高血糖
素和生长抑素mRNA表达: 引物和PCR反应条件参见
Yang等人 [23]报道的方法 . 胰岛素 : 上游 5′-GCTA-   
CAATCATAGACCATC-3′, 下游 5′-GGCGGGGAGT- 
GGTGGACTC-3′, 片段长度 350 bp; 胰高血糖素: 上
游 5′-TTAGCAAGTGGGTCTGCAAT-3′, 下游 5′-GG-  
TGTAGTCC TACACTCATG-3′, 片段长度 343 bp; 生
长抑素: 上游 5′-GTGGTGCTTTTGAGACCCGTT-3′, 
下游 5′-TTCGATGAAGGTGATTTCGCA-3′, 片段长
度 340 bp; β-actin: 上游 5′-ACACTGTGCCCATCTA- 
GGAGG-3′, 下游 5′-AGGGGCCGGACACGTCATA- 
CT-3′, 片段长度 621 bp. Trizol试剂提取细胞总RNA, 
定量后进行RT-PCR扩增, 琼脂糖凝胶电泳检测.  

(iv) Western blotting检测诱导后细胞胰岛素、胰
高血糖素和生长抑素蛋白的表达: 提取第四期全细
胞蛋白, BCA法进行定量, 取 100 μg蛋白与加样缓冲
液混合, 100℃变性 5 min, 用 12% SDS-PAGE胶电泳
分离, 电转移至硝纤膜, 膜在胰岛素、胰高血糖素和
生长抑素抗体中孵育 12~16 h, 二抗孵育 2 h, DAB显

 
www.scichina.com 



 
 
 
 
 
 

174 中国科学 C辑 生命科学 第 36卷 
 

 
色检测棕黄色条带. 用 α-tublin 作为内对照进行二次
曝光. 结果转膜后丽春红染色进行校正.  

(v) 分化细胞的功能检测(诱导第四期细胞): 吸
出 6孔板中培养细胞的原有培养基, 用无血清的高糖
的 DMEM(25 mmol/L)或低糖的 DMEM(5.5 mmol/L)
培养基清洗 3遍, 每孔中加入 1 mL高糖的 DMEM或
低糖的 DMEM 培养 2 h, 收集条件培养基, 过滤, 
ELISA试剂盒测定条件培养基中胰岛素的浓度.  

(6) 同种异体移植对糖尿病大鼠的影响: 
(i) 糖尿病模型的建立: 选用成年健康近交纯种

封闭群 SD大鼠 60只, 雌雄各半. 经尾静脉注射链脲
佐菌素(STZ)70 mg/kg, 一周内连续 2次, 间隔至少 2
天测尾静脉血糖, 均超过 22.2 mmol/L为糖尿病模型, 
在专用代谢笼内饲养. 

(ii) 实验分组: 随机分为正常对照组 6 只, 假手
术组 6只, STZ组 44只, 此外 3只模型失败, 1只死于
酮症酸中毒. STZ组又分为 STZ对照组 6只(不移植), 
STZ假手术组 6只, 移植组 32只.  

(iii) 同种异体移植: 将诱导第四期末的产生胰
岛素的细胞移植到糖尿病大鼠肾包膜下, 约 2×106细

胞/只. 
(iv) 效果观察: 术后第一周内每天上午 9: 00~ 

11:00, 以后每周 2次在同样时间采尾静脉血, 微量血
糖仪监测(Roche)血糖变化. 

1.3  统计分析  

数据处理采用 SPSS 统计软件包. 结果均数以
x ±SD表示, 两组间均数比较用t检验, P < 0.05 为差
异显著.  

2  结果 

2.1  大鼠 BMSCs细胞的培养 

刚接种的细胞种类较多, 3 天换液后可见散在分
布的梭形细胞, 随着培养时间延长, 贴壁细胞明显增
多, 并分裂增殖. 培养 7~8 天, 细胞以贴壁生长的
BMSCs细胞为主, 呈漩涡状排列; 经 3~4 次传代后, 
形成较典型的BMSCs(图 1). 

 
 

图 1  骨髓 MSCs 体外培养 
(a) 原代第 8天; (b) P4代第 3天 

 

2.2  重组载体的构建   

重组载体经Bgl Ⅱ和Hind Ⅲ双酶切, 可见一条
850 bp目的基因片段以及一条 4.3 kb的载体片段, 表
明Pdx-1 基因片段已被成功的插入到pEGFPC2载体中

(图 2); 双向测序结果连接后,与GenBank公布序列的
相应部分相符. 
 

 
 

图 2  含有Pdx-1的重组载体经过Bgl Ⅱ和Hind Ⅲ双酶切后

琼脂糖凝胶电泳 
4示分子量标记物 Marker; 1~3和 5~7示经过双酶切的重组载体 

 

2.3  转染后细胞 Pdx-1表达 

pEGFP-C2含有绿色荧光蛋白基因, 转染成功后
细胞可以表达绿色荧光蛋白(GFP). 转染 24 h, 荧光
显微镜下可见强弱不等的黄绿色细胞; 经G418 筛选
后, 未转染成功的细胞脱落、死亡, 转染成功的细胞
14天后仍有GFP表达(图 3).  

Western blotting结果也提示, 转染前 BMSCs无 
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图 3  荧光显微镜观察重组载体转染 
(a) 转染后 24 h; (b) 转染后 14天 

 

 
 

图 4  Western blotting观察重组载体转染 BMSCs后 Pdx-1
蛋白表达 

1示转染前; 2示转染后 24 h; 3示转染后 6天; 4示转染后 14天 
 

Pdx-1表达, 转染后细胞出现Pdx-1蛋白(图 4). 

2.4  诱导分化情况 

诱导分化后, 第二阶段部分细胞胞体收缩成锥
形, 形成细长突起, 立体感强, 有些细胞周围有光晕, 
个别细胞脱落、死亡; 第三阶段, 细胞数目增加; 第
四阶段, bFGF 等生长因子撤除后, 细胞聚集成团, 
形成胰岛样细胞团状结构.  

2.5  诱导后细胞鉴定   

(1) 流式细胞仪检测胰岛素阳性细胞: 重组载体
转染 BMSCs后进行诱导分化胰岛素阳性细胞比例为
(28.23±2.56)%, 转染空白载体和未转染的 BMSCs 诱
导分化后胰岛素阳性细胞比例分别为(7.23±1.56)%和
(4.08±2.69)%, 组间比较 P<0.01; 显示重组载体转染
后 BMSCs分化为胰岛素阳性细胞比例较高.  

(2) 免疫细胞化学染色: 诱导前BMSCs不表达胰
岛各细胞的标记物, 如胰岛素、胰高血糖素和生长抑
素等. 诱导后, 在细胞团块中央出现胰岛素阳性细胞, 
伴随在边缘区域, 出现数量不等的胰高血糖素、生长

抑素阳性细胞; Pdx-1+ BMSCs组分化为胰岛素阳性
细胞比例Pdx-1− BMSCs组明显增多(图 5).  

(3) RT-PCR 检测诱导后胰岛素、胰高血糖素和 
生长抑素mRNA表达: 诱导前细胞不表达胰岛素、胰
高血糖素和生长抑素蛋白mRNA, 诱导后出现表达, 
且Pdx-1+ BMSCs组表达明显增多(图 6).  

(4) Western blotting: 诱导前细胞不表达胰岛素、
胰高血糖素和生长抑素蛋白, 诱导后出现表达 , 且
Pdx-1+ BMSCs表达上述蛋白明显增多(图 7). 

(5) 分化后细胞的功能检测: Pdx-1+ BMSCs诱导
分化后的细胞显示出对不同葡萄糖浓度的胰岛素分

泌, 5.5 mmol/L浓度的葡萄糖刺激后条件培养基中胰
岛素浓度为(56.61±4.82) μU/mL, 25 mmol/L浓度的葡
萄糖刺激后条件培养基中胰岛素浓度为(115.29±2.56) 
μU/mL; Pdx-1－ BMSCs对葡萄糖刺激后也有一定程度
的胰岛素分泌, 但较Pdx-1+ BMSCs明显降低, 分别为
(25.53±6.49)和(53.26±7.56) μU/mL. 作为空白对照的
无血清培养基中胰岛素浓度为(3.56±0.73) μU/mL.  

(6) Pdx-1+ BMSCs诱导后细胞同种异体移植治疗
大鼠糖尿病: 正常对照组血糖在 4.0 mmol/L左右波动; 
假手术组在术后第 1天血糖有所升高, 但是 4~5天降
至正常; STZ组在注射STZ后血糖显著升高, 维持在
23~27 mmol/L; STZ假手术组血糖没有降低的趋势; 
移植组移植产生胰岛素的细胞后血糖迅速降低, 术
后 24 h平均血糖值(11.7±2.4) mmol/L, 术后第 3天平
均血糖值(10.7±3.6) mmol/L, 同时症状得以改善, 但
是随着时间延长, 血糖逐渐上升, 术后第 21 天平均血
糖值(15.4±6.3) mmol/L, 显著高于术后第 1 和第 3 
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图 5  免疫化学检测诱导后胰岛相关蛋白表达 
(a) Pdx-1− BMSCs组胰岛素表达; (b)和(c) Pdx-1+ BMSCs组胰岛素表达; (d) Pdx-1+ BMSCs组胰高血糖素表达; (e) Pdx-1+ BMSCs组生长抑素表达 

 
天的平均血糖值(P<0.05), 术后第 42天平均血糖值超
过 22.2 mmol/L. 此外, 按照移植物存活的标准, 50%
的动物术后 24 h 血糖值<11.1 mmol/L, 存活时间为
9~58天, 平均(30.5±15.7)天(图 8). 

3  讨论 
细胞/基因治疗技术是医学领域、甚至是整个生

命领域中的研究热点和前沿, 为人类征服多种疾病
提供了新的途径和希望, 其中一个关键问题是选择 

满足要求和易于操作的靶细胞. BMSCs的可获得性、
可扩增性及多向分化性为人们展示了良好的研究和

应用前景, 但是其体外分化为胰岛效率低, 胰岛素分
泌量低, 远远不能满足移植治疗糖尿病的需要. Pdx-1
基因是胰腺内分泌细胞发育的主要调控基因, 在胰
腺生长发育过程中具有重要双重功能: 胚胎发育过
程中促进胰腺的早期发育和晚期 β细胞分化; 成体中
维持β细胞的正常形态和功能. 此外, Pdx-1 是胰腺
多基因网络调控的中枢基因, 从上游调控胰腺的激 
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图 6  RT-PCR检测诱导后胰岛素、胰高血糖素和生长抑素
mRNA表达 

1示诱导前; 2示Pdx-1− BMSCs组; 3示Pdx-1+ BMSCs组 
 

素分泌功能; 同时作为转录调控因子之一, 从下游直
接影响胰岛素的分泌和表达水平. 由于干细胞诱导
分化为β细胞的基本原理即启动干细胞中 Pdx-1 基因
的表达, 使细胞原有形态发生改变, 细胞表面表达胰
岛特异性的表面标记, 最后成为具有功能的成熟细
胞. 因此, 本研究构建了含有 Pdx-1 基因的真核表达
载体, 并使用新型纳米介质 Superfect 介导重组载体 

 

 
 

图 7  Western blotting检测诱导后胰岛相关蛋白表达 
1示Pdx-1− BMSCs组胰岛相关蛋白表达; 2示Pdx-1+ BMSCs组胰岛相

关蛋白表达 

 
转染 BMSCs. Superfect是一种功能基团设计精确、高
效低毒的活化的聚酰胺-胺型树枝状高分子纳米载体. 
与其他常用转染载体不同的是, Superfect 和 DNA 形
成的复合物与细胞孵育的过程中可有血清的参与 , 
这既提高了其转染效率, 又对细胞具有营养保护的
作用, 能增强细胞对其的耐受性. 本试验通过荧光显
微镜显示 Superfect 能高效介导 Pdx-1 基因转染 

 

 
 

图 8  移植后血糖改变 
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BMSCs, 转染后 MSCs在蛋白质水平表达该基因, 这
为 BMSCs 作为糖尿病基因/细胞治疗的靶载细胞奠
定了基础. 

胰岛是一个有机的组织结构、生理功能整体, 各
种细胞的比例、空间排列方式和内外细胞信息传递 
都可能影响胰岛或诱导后的细胞发挥正常的生理功

能. 因此, 选择合理的诱导策略是MSCs诱导成败的
关键. 由单一的成体干细胞分化为含有多种细胞成
分的胰岛细胞团, 其微环境尤为重要. 我们的实验策
略从Pdx-1 转染骨髓间充质干细胞开始, 之后关键步
骤是将细胞种植到无血清介质内(2 期)——该介质中
许多其他细胞死亡, 从而增加了阳性细胞产生的比
例. 随后细胞在含有促有丝分裂原、bFGF和烟酰胺等
物质的无血清介质中扩增(3 期), 然后撤除促分裂原
以促使细胞分裂和分化的停止(4 期) ——这一阶段细
胞迅速分化成熟, 与之伴随的是, 许多细胞很快形态
改变、脱落, 在悬浮状态下很易调亡(预实验结果). 因
此, 本研究采用LY294002 和KGF促进胰岛素分泌细
胞的成熟, 增加胰岛素分泌量, 此阶段添加有B27(3
和 4期)能促进胰腺内分泌细胞的产生.  

为研究 Pdx-1表达对 MSCs的分化影响, 对分化
的第 4 期细胞通过流式细胞仪、细胞免疫化学染色 
和Western blotting等检测了一系列胰腺系的标记蛋白
表达. 结果提示, Pdx-1+ BMSCs能自我聚集并初步形
成类似于胰岛的结构; 诱导后的细胞在中央区域出
现大量胰岛素阳性细胞, 而且Pdx-1+ BMSCs分化为
胰岛素阳性细胞比率较Pdx-1− BMSCs分化比率明显
增多; Western blotting能检测到胰岛素蛋白表达, 特
别是转染Pdx-1 后显著增强了胰岛素的表达, 同时导
入Pdx-1 后也能强烈诱导其他胰腺特异性蛋白如胰高
血糖素、生长抑素等的表达. 因此, Pdx-1 在BMSCs
体外分化过程中能诱导胰腺细胞特异性基因表达 , 
驱动分化为内分泌细胞.  

诱导后的细胞能否发挥正常的胰岛生理功能是

诱导分化的最终目标之一. 本研究在体外条件下证
明, Pdx-1+ BMSCs诱导后细胞可以对葡萄糖刺激而
分泌胰岛素, 而且对葡萄糖刺激反应较敏感. 然后通
过同种异体移植证明, 诱导后细胞具备了胰岛的正
常生理分泌功能, 在一定程度内, 对血糖变化产生反

应, 保证血糖稳定, 可以作为胰岛移植物的替代细胞. 
虽然目前对分化细胞中检测的胰岛素有争议, 有研
究认为其是从无血清培养基中摄取的, 而胰岛素阳
性细胞是凋亡细胞[24] , 但最近Miyazaki等人[21]对胚

胎干细胞诱导分化后的细胞进行了胰岛素和TUNEL
双染色, 发现多数克隆中心的细胞是胰岛素阳性而
Tunel阴性, 为本实验提供了支持依据. 实验中骨髓
分化的胰岛样细胞移植后糖尿病鼠血糖迅速下降 , 
但在移植后 21天即反弹至 15 mmol/L, 考虑可能与以
下因素有关: (i) 分化后的细胞功能尚未完全成熟, 
细胞比例与正常情况下尚有差异; (ii) 移植细胞数量; 
(iii) 移植局部微环境; (iv) 本次实验进行的同种异体
移植, 并未使用免疫抑制剂, 是否也存在免疫排斥影
响移植物存活. 上述问题均值得进一步深入研究. 一
旦得到解决, 骨髓 MSCs移植治疗糖尿病将取得极
大进展.  

本实验证实, BMSCs 能体外分化为解剖学和功
能上均与胰岛相似的结构, Pdx-1 能显著促进上述分
化过程. 从临床观点来看, 以 BMSCs 为基础的系统
可能为优化胰岛素产生和分析葡萄糖动态平衡的控

制提供方法, 并能回避胚胎干细胞的伦理学争论及
克服选用自体的胰腺干细胞需要做较大的手术等困

难, 从而为糖尿病的细胞/基因治疗提供一条新的途
径.  
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