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摘要 糖尿病被列为对人类健康威胁最大的三类疾病之一, 是全球重点关注的公共卫生问题. 目前的药物治疗无

法从根源上恢复血糖的自主调节. 异体胰岛移植能够有效控制糖尿病患者的血糖, 但由于尸体胰岛的来源有限,
如何在体外获得大量胰岛素分泌细胞是糖尿病移植治疗的关键. 近年来, 类器官(organoid)培养技术日益发展, 给
再生医学研究和疾病治疗带来了新思路. 胰岛类器官不仅为探究胰岛发育、糖尿病发病机制和治疗策略提供了

体外模型, 也为糖尿病的细胞治疗提供了新的细胞来源. 本文综述了胚胎干细胞、诱导性多能干细胞、转分化细

胞和成体干细胞等不同来源的胰岛类器官的研究进展, 并探讨如何优化胰岛类器官的培养条件以助力糖尿病的

研究与治疗.
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胰岛分布在胰腺中. 胰岛的功能是分泌激素, 动态

地调节体内葡萄糖水平. 胰岛中的β细胞, 也称为朗格

汉斯细胞, 是人和其他脊椎动物体内唯一能够合成和

分泌胰岛素的细胞, 而胰岛素是体内唯一能够降低血

糖的激素, 由此可见胰岛β细胞在维持体内葡萄糖稳

态平衡中的关键作用
[1].

在2021年, 全球有5.4亿糖尿病患者, 平均每10个
成年人(20~70岁)中有一位确诊的糖尿病患者. 这个数

字预计在2030年上升到6.4亿(www.diabetesatlas.org).
糖尿病主要有一型和二型两种类型. 一型糖尿病主要

是由于胰岛β细胞被破坏, 导致胰岛素分泌量绝对不

足. 二型糖尿病患者身体的细胞对胰岛素的敏感性不

高, 因此β细胞必须制造更多的胰岛素来控制血糖水

平, 最终导致β细胞衰竭. 总之, β细胞衰竭、胰岛素分

泌不足是所有糖尿病发展的最终结局
[1].

随着生物医学的发展, 细胞治疗展现出强大的潜

力来替代传统的糖尿病治疗方式. 目前, 胰岛和全胰

腺移植可以有效地补充重症病人体内的β细胞数量,
帮助维持其血糖稳态

[2]. 但由于供体器官来源的局限,
研究者们一直在积极寻求其他细胞来源, 例如在体外

培养产生具有胰岛素分泌能力的类β细胞. 近十余年

来, 科学家们探究了多种在体外扩增诱导产生胰岛β
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细胞的方法. 胚胎干细胞、诱导性多能干细胞、胰岛

成体干细胞等都具有在体外增殖并分化产生胰岛素分

泌细胞或胰岛类器官的潜能(图1). 本文将综述这些策

略从提出到逐步优化的过程, 探讨胰岛类器官实际应

用于糖尿病的研究与治疗的可能.

1 胰岛的发育

胰腺是集合了内、外分泌两种组织的器官. 外分

泌组织包括腺泡和导管, 其功能是分泌和运输含有多

种消化酶的胰液; 内分泌组织也称胰岛, 是紧实的内

分泌细胞团簇, 分布在外分泌组织之间. 小鼠(Mus
musculus)的胰岛呈典型的球状结构, 其中β细胞占胰

岛细胞数量的60%~80%, 多分布在胰岛球的内部, 周

围被α细胞、δ细胞和PP细胞环绕, 这些细胞分别通过

分泌胰岛素(insulin)、胰高血糖素(glucagon)、生长抑

素(somatostatin)和胰多肽(pancreatic polypeptide)四种

内分泌激素, 共同参与血糖调节
[3]. 在人胰岛中, β细胞

约占胰岛细胞总量的55%. 有别于小鼠胰岛, 人胰岛中

α, δ和PP细胞散在地分布在胰岛中, 而非环绕在胰岛

图 1 不同的细胞来源产生的胰岛类β细胞. A: 来自囊胚内细胞团的胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)和经成体细胞重
编程而来的诱导性多能干细胞(induced pluripotent stem cells, iPSCs)是现阶段最常用于体外产生类β细胞的细胞来源. ESCs/
iPSCs在多种外源生长因子和信号通路调控因子的诱导下逐步分化形成胰岛类β细胞. B: 胚胎胰腺祖细胞在体外的基质胶中
扩增并形成胰岛类器官. 这种类器官常呈现类似体内胰腺的分支形态, 细胞组成类型较为多样(左). 来自成体胰腺外分泌系统
的导管细胞和腺泡细胞,在体内损伤条件下获得转分化形成胰岛内分泌细胞的能力.在体外,导管细胞的培养可以形成胰腺类
器官, 这些类器官主要由类外分泌细胞组成, 仅产生很少量的胰岛类β细胞(右). C: 小鼠的成体胰腺中存在胰岛干/祖细胞, 其
在体外与内皮细胞共培养, 可以通过传代进行长期扩增, 分化形成胰岛类器官. 这些类器官包含所有内分泌细胞类型(α细胞、
β细胞、δ细胞和PP细胞), 其中功能性β细胞占约80%
Figure 1 Generation of islet β-like cells in vitro from different cell sources. A: The embryonic stem cells (ESCs) derived from the inner cell mass of
blastocysts and the induced pluripotent stem cells (iPSCs) reprogrammed from adult cells are the two common sources for generating islet β-like cells
in vitro. Through stepwise differentiation, ESCs/iPSCs are induced into islet β-like cells via various growth factors and signaling pathway regulators.
B: The embryonic pancreatic progenitor cells can be grown in Matrigel in vitro to form pancreatic organoids, which often exhibit branched morphology
with various differentiated cell types (left). In vivo, both duct cells and acinar cells from the adult pancreatic exocrine tissue can transdifferentiate into
islet endocrine cells under injury. In vitro, duct cells can form pancreatic organoids that contain a majority of exocrine duct cells and rare endocrine β-
like cells (right). C: The adult pancreatic islet stem/progenitor cells in the adult mouse pancreas can be isolated, cultured, and expanded to form islet
organoids that contain all endocrine cell types with about 80% being functional β cells
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球体的外周
[4,5].

胰腺起源于内胚层. 以小鼠胰腺的胚胎发育过程

为例, 在胚胎期第9.0天(embryonic day, E), 胰腺原基从

前肠内胚层的背侧、腹侧隆起,分别形成“背胰芽”(dor-
sal pancreatic bud)和“腹胰芽”(ventral pancreatic bud)[6,7].
在E9.5~12.5的初级转变(primary transition)过程中,胰腺

多能干细胞增殖活跃, 形成有层次的、定性的胰腺上

皮. 胰芽生长迅速并分支形成管网结构, 背侧和腹侧的

胰腺原基逐渐融合形成胰腺的主导管
[8]. 在E13.5时, 胰

腺发育的次级转变(secondary transition)开始发生, 此时

活跃的分化浪潮使得细胞开始进入不同的胰腺细胞命

运决定
[8~10]. 胰腺管腔的极化尖端产生外分泌腺泡的前

体祖细胞, 而管腔主干部分的细胞具有形成外分泌导

管细胞、内分泌细胞的双潜能干性. 其中一些细胞上

调内分泌祖细胞标志基因——转录因子Ngn3(Neuro-
genin 3)的表达,启始向内分泌方向分化的命运决定,随
后迁移、脱离导管, 形成簇状的胰岛

[11,12].

2 从胚胎干细胞和诱导性多能干细胞获得
β细胞

胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)、诱导性

多能干细胞(induced pluripotent stem cells, iPSCs)具有

类似早期胚胎细胞的特征, 有着强大的增殖能力和分

化潜能. 利用这类细胞的多能性进行定向分化并得到

大量可移植β细胞的技术具有可观的应用前景
[13].

Assady等人
[14]

在2001年观察到, 人的ESCs(human
ESCs, hESCs)在体外自发分化产生的细胞团含有多种

细胞类型, 其中便存在能分泌胰岛素的细胞. 此后, 多
项研究致力于诱导多能干细胞定向分化成胰岛素分泌

细胞. 在体外诱导hESCs形成定形内胚层细胞研究的

基础上
[15], D’Amour等人

[16]
在2006年建立了体外诱导

多能干细胞形成内分泌细胞的方案. 通过添加各类诱

导因子, 对hESCs进行阶段性培养, 定向地诱导多能干

细胞经历胚胎胰岛发育的路径——经过中内胚层、定

形内胚层、原始肠管到后前肠的状态, 形成胰腺祖细

胞. 在各个诱导阶段, 培养的细胞能够成功表达各分

化阶段标志性的转录因子, 并最终产生能够表达胰岛

素、胰高血糖素、生长抑素蛋白的内分泌细胞
[16](图

1A). 进一步地, Kroon等人
[17]

的工作展示了由hESCs诱
导产生的胰腺内胚层细胞 (表达标志基因PDX1 ,

FOXA2, HNF6, NKX6.1)在被移植到小鼠体内30天后

能够分化为内分泌细胞, 且移植物成熟后具有分泌胰

岛素、响应血糖刺激、挽救糖尿病模型小鼠血糖的能

力. 然而, 这些开创性工作得到的细胞与胚胎期胰岛细

胞更相似, 而非成体胰岛细胞, 具体表现于得到的细胞

大比例为多激素共表达细胞, 不能一致表达成熟β细胞

的标志基因
[18,19]. 这些细胞在移植后需要3~4月才能成

熟
[17,20], 且移植物存在致瘤风险

[21]. 如何提高多能干细

胞向胰岛素分泌细胞分化的诱导效率, 如何提高目标

细胞的产量, 如何去除诱导产物中的副产物以及如何

提高细胞的胰岛素分泌水平成为了被重点关注的

问题.
在过去的十几年中, 一系列工作对体外诱导分化

步骤进行了优化, 显著提高了逐步分化的效率. 在逐

步诱导的过程中, 处于不同成熟阶段的细胞混合在同

一培养体系中. 标志性基因的表达可以指示细胞的分

化状态, 并使通过流式细胞技术对目标细胞进行富集

成为可能. 在多年工作的积累下, 一系列标志性基因

的表达定义了不同阶段的细胞 . 例如 , CXCR4 ,
SOX17[22], CD177[23]标志着定形内胚层细胞, PDX1,
NKX6.1[24]和CD142[25]标志着胰腺前体细胞, 而CD49a
特异地在已分化的β细胞中表达

[26]. 使用这些标志基

因, 可以在逐步诱导过程中富集处于特殊阶段的细胞

类型, 同时去除在移植中可能致瘤的未分化细胞. 在

2011年, Basford等人
[27]

和Micallef等人
[28]

在hESCs细胞

系中建立了一种方便的工具, 他们在胚胎干细胞系中

敲入了INS-GFP(由胰岛素启动子驱动的绿色荧光蛋

白)报告系统, 可以直观而便捷地富集已启动胰岛素基

因表达的细胞, 为筛选体系提供了便利.
分化标志性基因的发现和胰岛素报告体系的建立

使得体外筛选诱导分化因子更加便利. 一种优化培养

液因子的思路是对胰腺发育过程中起着重要作用的因

子和信号通路进行操纵. 关于成纤维细胞生长因子(fi-
broblast growth factor, FGF)、转化生长因子(transform-
ing growth factor-β, TGF-β)家族、Notch、Wnt、音猬

因子(sonic hedgehog, Shh)等信号在体内胰腺发育过程

中的作用已被系统地综述
[29], 与之对应地, 这些信号

在体外诱导多能干细胞向胰岛内分泌细胞的过程中也

起着重要的作用
[ 30 ] . 视黄酸(retinoic acid)[31 ]、

FGF10[16,32]、BMP抑制剂
[33,34]

、Shh抑制剂
[16]

被用于

诱导定形内胚层向胰腺祖细胞的分化 . 甲状腺激
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素
[35]

、TGF-β抑制剂
[32,36]

和Notch抑制剂
[37,38]

在体外

培养中促进了向内分泌谱系的分化.
在2014年, Pagliuca等人

[35]
改进了体外诱导胰腺祖

细胞产生成熟内分泌细胞的步骤. 在Schulz等人
[39]

发

表的诱导分化步骤的基础上 , 延长了诱导产生

NKX6.1+/PDX1+胰腺祖细胞的时间以扩大祖细胞类

群, 并系统性地测试了超过70种细胞因子、化合物, 筛
选出促进胰腺祖细胞分化的培养条件. 胰腺祖细胞在

这种方案下分化为内分泌前体细胞, 再进一步产生干

细胞衍生的β(stem cell-derived-β, SC-β)细胞, 后者能够

在体外条件下响应糖刺激并包装胰岛素分泌颗粒, 且

这类细胞中大部分是单激素分泌细胞. SC-β细胞在移

植后能够更快地成熟, 将在血清中检测到人胰岛素的

时间缩短到了两周. 该研究中使用的秋田小鼠(NRG-
Akita)是胰岛细胞慢性缺失的糖尿病模型小鼠, 在接受

移植时空腹血糖在200 mg/dL左右,为轻度高血糖.对照

组小鼠的血糖逐渐恶化, 在12周时接近600 mg/dL, 而

SC-β细胞的移植可以阻止秋田小鼠血糖的恶化, 并在

12周后使其血糖降低到正常水平(<150 mg/dL), 但仍

有1/6的小鼠在移植4个月后死亡
[35].

同年, Rezania等人
[20]

优化的诱导分化方案能够高

效地(2:1)从hESCs诱导得到NKX6.1+/INSULIN+
细

胞
[40]. 他们先前的工作提出了一种四步诱导方案, 得

到的PDX1+胰腺祖细胞在移植到体内后可以分化成

熟, 于移植30周后起到血糖调节功能. Rezania等人
[40]

首先优化了前四阶段的步骤, 以防止前体细胞提前分

化产生多激素细胞, 随后转入气-液双相培养环境, 再

经三步诱导产生与成熟β细胞具有类似表达谱(INS,
MAFA, NKX6.1等)的第七阶段(Stage 7, S7)细胞. S7细
胞在移植到非糖尿病小鼠体内后4周内成熟并产生胰

岛素. 移植到链脲霉素(streptozotocin, STZ)诱导的急

性胰岛β细胞损失糖尿病模型小鼠体内后, S7细胞在

40天后使小鼠血糖恢复到了正常值. 但同时也发现与

原代β细胞相比, S7细胞对葡萄糖的响应速度更慢且

程度微弱, 尚不能完全模拟胰岛细胞的功能.
除了从发育生物学已有的知识中寻找灵感, 无偏

见的高通量筛选是得到有助于诱导分化的小分子化合

物的高效途径. Chen等人
[41]

的工作使用高通量筛选系

统, 测试了超过5000种化合物对于诱导hESCs形成胰

腺细胞的作用,并最终发现了(−)-吲哚内酰胺V((−)-in-
dolactam V), 一种PKC激活剂, 可以帮助诱导PDX1+胰

腺祖细胞的产生. Ghazizadeh等人
[42]

在后续工作中发

现小分子H1152通过对ROCKII的抑制促进胰腺祖细

胞向INS+β细胞的成熟. Ma等人
[43]

聚焦于对胰腺前体

细胞的扩增, 通过对化学小分子的筛选, 发现含溴结

构域和额外终端域家族蛋白抑制剂Ⅰ——BET151显
著提高了PDX1+/NKX6.1+胰腺祖细胞的得率. 不局限

于体内发育生物学的发现, 这些通过高通量筛选得到

的小分子拓宽了体外诱导胰腺内分泌细胞的思路. 目

前已知有大量小分子化合物在诱导分化的每个步骤起

着关键的作用, 其背后的生物学意义也值得深究
[44,45].

然而, “得到能够分泌胰岛素的细胞”并不是唯一

要解决的问题. 在体内, 胰岛具有紧实的球状结构, 四
种内分泌细胞有序地分布, 分泌不同的激素以正、负

反馈的形式共同参与血糖调节. 胰岛中血管和神经支

配丰富, 同时也接受来自细胞外基质的调节信号. 如

何能得到高度模拟胰岛结构的类器官、最好地执行调

节血糖的功能, 是下一个要解决的问题. 在2007年,
Puri和Hebrok[46]观察到在小鼠胚胎发育时期, 散在的β
细胞会发生迁移形成更大的细胞簇. 接着有研究认为

胰岛内分泌细胞的聚集伴随着内分泌细胞的成熟和激

素表达的增加
[47]. 在2016年, Kim等人

[48]
发现体外的

SC-β细胞在解离后也能自主聚集成细胞簇, 与聚集前

相比, 聚集后细胞中成熟β细胞标记基因(如PDX1,
NKX6.1和MAFA)的表达被激活, 且响应糖刺激的能力

更强. 他们认为这可能与β细胞葡萄糖传感器基因

(SLC2A1, GCK)和间隙连接基因(CDH1, CX36)在聚集

后表达水平升高有关. Nair等人
[49]

认为细胞聚集促进

了β细胞线粒体的代谢成熟. 与聚集前相比, 球状类胰

岛器官中细胞与氧化磷酸化、蛋白质分泌、TCA循环

相关的基因表达显著上调, 内分泌祖细胞标志基因

Ngn3的表达降低, 同时与β细胞成熟相关的基因NEU-
ROD1, PAX6, MAFB和SLC30A8表达更高. 聚集成簇的

大小也会对细胞状态产生影响
[50,51]. Velazco-Cruz等

人
[52]

提出的方案将平均约364 μm直径的细胞簇缩小

到平均约172 μm; Nair等人
[49]

使用Aggrewells将细胞

簇限制到100 μm大小以优化胰岛类器官的状态. 除此

之外, 使用可操控孔隙大小的水凝胶(hydrogel)[51,53]或
3D打印

[54]
的方法也可以诱导SC-β细胞成簇、控制细

胞簇的大小.
胰腺基质、血管以及神经网络是内分泌细胞所处

环境的重要组成部分, 参与调控胚胎期胰腺内分泌细
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胞的分化成熟
[3,55~57]. 生态位补齐使体外培养的细胞

具有更好的功能. 先前的工作将小鼠或人胰岛消化成

组织块或单细胞后与血管内皮细胞、间充质干细

胞
[58]

、羊膜上皮细胞
[59]

等其他细胞混合, 经“自组

织”(self-organizing)形成球状的类器官, 这种类器官在

移植后有着强于未处理胰岛的功能. 神经元或神经嵴

干细胞能在体外或共移植中促进β细胞的增殖和存

活
[60~62]. 共培养体系也被引入到SC-β胰岛类器官的培

养中. 最常用于与SC-β细胞共培养的是血管内皮细

胞
[53,63]

和间充质细胞
[63], 这些共培养的细胞被认为通

过旁分泌
[53,64,65]

或促进细胞簇聚集
[66]

的方式来改善胰

岛类器官的功能.
SC-β细胞为糖尿病相关研究提供了模型, 相关工

作在Maxwell和Millman[67]的综述中已被详细总结. 对

于研究在啮齿动物β细胞中不表达的基因, 例如SIX2,
人来源的SC-β细胞提供了难得的研究模型

[52]. 更重要

的意义在于, SC-β细胞使糖尿病患者的自体移植成为

可能. Millman等人
[68]

将Ⅰ型糖尿病患者的皮肤成纤

维细胞诱导产生iPSCs, 进一步诱导分化为SC-β细胞,
这些细胞与非糖尿病患者的SC-β细胞相比没有显著

的差异, 同样可以分泌胰岛素. 对于单基因突变导致的

Wolfram型糖尿病, 使用CRISPR/Cas9基因编辑系统纠

正患者来源的iPSCs中的WFS1基因突变, 编辑后的SC-
β可在移植后挽救糖尿病小鼠血糖

[69]. 这些案例为糖

尿病的治疗提供了新的希望.
多能干细胞逐步分化成SC-β细胞的方法依然要

面对诱导后细胞异质性和成熟的问题. 多项针对SC-β
细胞的单细胞测序都发现培养细胞的分化是不同步

的, 分化产物中存在着处于胰腺祖细胞、内分泌祖细

胞或内分泌细胞阶段的多个亚群
[26,70~72]. 除此之外,

多项研究在诱导分化细胞的单细胞测序中均发现了一

群具有肠道细胞特征的非胰腺细胞
[26,71,72]. 2014年的

一项研究发现, hESCs分化得到的SC-β细胞更类似于

胎儿的β细胞——多种激素表达阳性而非仅表达胰岛

素的细胞, 缺乏对糖刺激的响应能力, 缺少成熟β细胞

相关基因的表达, 不能与成人β细胞的功能相比
[19]. 最

近对移植前后SC-β细胞的单细胞测序也发现, 移植后

β细胞成熟相关基因如INS, MAFA, MNX1等上调, 错误

表达的基因如CHGA, MAFB, GCK, GLUT1等下调
[72],

证明SC-β细胞在移植后才能进一步完成成熟过程.
自从发现多能干细胞在体外具有产生胰岛内分泌

细胞的潜能, 二十年来的工作逐步建立起了从多能干

细胞诱导分化产生胰岛素分泌细胞的步骤. 体内外的

基础研究以及单细胞测序进一步剖析了胰岛内分泌细

胞增殖、分化、成熟的过程, 培养液因子的优化、三

维培养方法的建立、共培养策略等改良方案使“分泌

胰岛素的细胞”逐步转变为具有与体内胰岛类似结构

的胰岛类器官. 最近的研究同样致力于进一步改良胰

岛类器官的电生理、转录谱以及代谢特征, 使胰岛类

器官更加接近成人胰岛
[73]. 同时, 多能干细胞衍生的

诱导得到的胰腺内胚层细胞已被用于Ⅰ型糖尿病的临

床研究. 由ViaCyte[74,75]和Vertex[76]两家公司分别开展

的Ⅰ/Ⅱ期临床实验已得到了初步的结果, 由微囊封装

的多能干细胞产生的胰腺内胚层前体细胞在移植后能

够存活并产生胰岛素分泌细胞. 由多能干细胞诱导产

生胰岛类器官的方法还在持续发展并走进临床.

3 用胚胎组织培养类器官

在胚胎发育时期, 原始胰腺上皮中存在胰腺多能

干细胞. 在初次转变之前, Pdx1, Ptf1α, Sox9分别标记

的多能干细胞能在谱系示踪中贡献到胰腺导管细胞、

腺泡细胞、胰岛内分泌细胞三种胰腺谱系的细

胞
[77~79]. 因此, 胚胎胰腺中的多能干细胞具有形成胰

腺类器官的潜能.
Greggio等人

[80]
将E10.5小鼠的胚胎胰腺细胞取出

并在基质胶上进行3D培养, 通过操纵培养基的成分组

成, 这些胰腺祖细胞成功扩增并形成了类似体内胰腺

分支的结构. 通过细胞标志物分析, 发现这些类器官

中各类细胞的组成及分布与体内E14.5~18.5的胰腺相

似,且其中的胰腺前体细胞标志物Pdx1, Sox9, Hnf1b和
Nkx2.2的平均表达水平与E10.5胰芽中分离得到的上

皮细胞相近. 类似地, Sugiyama等人
[81]

通过体外培养

小鼠E11.5的Sox9+胰腺祖细胞成功得到了可以自我增

殖且具有多向分化潜能的胰岛类器官. 人类的胚胎胰

腺组织细胞也能够在基质胶提供的3D培养体系中扩

增并传代, 但其中超过80%的细胞为导管细胞, 仅有约

0.5%的细胞为INS+细胞, 在移植到非糖尿病小鼠体内

后仅能够产生少量(~1.5%)的胰岛素分泌细胞, 且在高

血糖小鼠体内没有产生内分泌细胞
[82]. 胚胎胰腺组织

细胞虽然能在体外扩增并形成具有类似胰腺结构的自

组织细胞团(图1B), 但内分泌细胞产率极低是这类培
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养方法的共性问题.

4 从成年组织培养类器官

β细胞新生是指在体内由胰腺或胰岛的干/祖细胞

分化形成新的β细胞, 与之对应的是β细胞的自我复制.
在过去的几十年里出现了大量与胰岛干/祖细胞有关

的研究. 在新生期, 啮齿动物的胰岛细胞仍然会增殖,
但增殖速率低于胚胎期

[83~86]. 一些证据显示, 在这一

阶段, 新生的β细胞是由不分泌激素的内分泌前体细

胞分化而来的. 这些细胞位于新生胰岛的周围, 表达

细胞角蛋白19(cytokeratin 19, CK19), 具有类似导管

细胞的特性, 并比已分化的胰岛细胞的复制更活跃
[87].

这类细胞在出生一周后消失, 尚未有形态学证据证明

该类前体细胞在一周后依然存在.
在很长一段时间内, 在生理条件下, 研究者们都没

有找到成年的啮齿动物胰腺β细胞来源于特定的干细

胞或祖细胞的直接证据. 基于早期的小鼠谱系示踪、

标记增殖细胞的实验结果, 一种被普遍接受的想法是,
出生后胰岛细胞数量的维持主要依赖于自我复

制
[88~90]. 2004年, Dor等人

[88]
使用RIP(rat insulin promo-

ter, 大鼠胰岛素启动子)-CreER转基因驱动的谱系示踪

实验来追踪胰岛β细胞, 发现RIP标记的细胞比例不会

随着时间的推移被稀释, 因此认为没有新的胰岛β细
胞来源于干细胞. 随后另一项研究也发现, 每一个被

RIP标记的克隆在一个月后可长至5个细胞大小, 两个

月后升至7~8个细胞
[91]. 这些由RIP标记的克隆形成实

验被认为是成熟的、功能性的β细胞自我复制的证据.
Teta等人

[89]
借鉴了其他器官的研究经验, 认为干细胞

应当存在连续分裂, 于是使用氯脱氧尿苷(CldU)和碘

脱氧尿苷(IdU)双标记方法来寻找连续分裂的细胞, 结

果发现只有极少数的β细胞存在连续分裂. 这一系列实

验让寻找胰岛成体干细胞的人折戟而返. 因为没有发

现特定的胰岛干细胞或是新生细胞生态位, 人们开始

相信, β细胞的自我复制是其主要的增殖方式.
然而, 这些研究的局限性在于它们将成体胰岛中

所有启动RIP表达的细胞都认定为是有功能的β细胞,
但越来越多的证据表明并非如此

[92]. 在2011年, Smuk-
ler等人

[93]
发现RIP-CreER标记细胞的后代里除了有β

细胞, 还有α, δ和PP细胞, 提示RIP-CreER不仅标记了

成熟β细胞, 还有可能“意外地”标记了干细胞. 这群干

细胞与成熟的β细胞性质不同, 只表达低水平的胰岛

素、低表达或不表达葡萄糖转运体2(glucose transpor-
ter-2, Glut2). 值得注意的是, RIP-CreER这一工具也有

技术上的缺陷, 据报道, 在没有他莫昔芬诱导的情况

下, RIP-CreER也会发生泄漏引起非特异的同源重

组
[94], 这为谱系示踪实验带来了非常大的本底误差,

即一开始就标记上非β细胞. 无独有偶, 虽然胰岛素蛋

白的表达和分泌能够忠实地定义β细胞, 但单凭Insulin
mRNA的表达或其启动子的活动不能准确地、忠实地

区分β细胞与其他细胞. 这导致利用Insulin启动子

(Ins2-CreER)介导的示踪实验不能区分β细胞与其他细

胞(包括干细胞)的贡献, 导致的结果是将干细胞的贡

献归入β细胞. 这也许是2021年Zhao等人
[95]

的Ins2-
DreER示踪实验结果依然不支持胰岛干细胞存在的原

因. 但也有一些研究认为低表达胰岛素基因的细胞可

能是具有多能性的内分泌前体细胞
[93,96]. Gribben等

人
[97]

提供了支持胰岛干细胞存在的证据, 他们使用胰

岛素启动子(Ins1-CreERT)介导的示踪系统发现, 在成

年开始追踪后的第1个月和第6个月, 标记的β细胞比

例从78%下降到了66%. 被标记细胞比例的稀释意味

着在成年胰岛中、正常生理状态下β细胞存在自我增

殖以外的产生途径.
在尚未找到胰岛干细胞之前, 科学家们早已观察

到胰腺细胞在损伤修复时具有可塑性, 这种转分化潜

能为从成体胰腺组织获得内分泌细胞提供了另一种

可能.
Thorel等人

[98]
观察在体内β细胞发生极大量的损

失时, α细胞会转分化形成胰岛素分泌细胞. Pax4[99],
Pdx1[100]和Mafa[101]的过表达, Dnmt1和Arx的缺失

[102],
或是组蛋白甲基转移酶抑制剂(adox, adenosine dialde-
hyde)的处理

[103]
均能够诱导α细胞重编程形成胰岛素

分泌细胞.
在胰腺导管结扎(partial duct ligation, PDL)和部分

胰腺切除术(partial pancreatectomy, PPx)的胰腺损伤模

型实验中, 多项研究发现了共表达淀粉酶(amylase, 腺
泡细胞标记物)和胰岛素的细胞, 提示了胰腺外分泌腺

泡细胞在损伤条件下的可塑性
[104~107]. Zhou等人

[108]
利

用腺病毒感染, 在体内使成熟的腺泡细胞重新表达

Ngn3, Mafa和Pdx1, 实现了腺泡细胞向类β细胞的重编

程转变. 在体外培养体系中, Minami等人
[109]

成功地从

成年小鼠的胰腺腺泡细胞得到了胰岛素分泌细胞, 证

中国科学: 生命科学 2023 年 第 53 卷 第 2 期

145



明了腺泡细胞在体外也存在转分化成类β细胞的潜能.
成年的导管细胞也被认为可以在特殊条件下获得

胚胎期特性, 经上皮细胞-间充质转化(epithelial-me-
senchymal transition, EMT)过程产生内分泌细胞

[110].
在体内实验中, 严重损伤的诱导会改变导管细胞的可

塑性, 促使β细胞新生的出现
[111~113]. Wang等人

[114]
发

现, PDL后导管细胞可以转分化产生新的β细胞, 并使

得大鼠(Norway rat)胰腺中β细胞数量增加. Bonner-
Weir等人

[115]
在对成年大鼠进行90% PPx后, 观察到手

术组的胰腺小导管发生增殖, 并能分化成新的胰岛和

外分泌组织. 利用Cre-loxP系统进行示踪实验, Inada等
人

[116]
发现原本标记胰腺导管细胞的CAII+细胞, 在

PDL后能更多地贡献到结扎部位的胰岛中 ; Xu等
人

[117]
使用另一个导管标记物CK19进行示踪, 结果显

示在PDL之后CK19+的导管细胞会激活Ngn3的表达并

产生能分泌胰岛素的细胞. 值得注意的是, Gribben等
人

[97]
在最近的研究中发现正常生理状态下小鼠胰腺

导管上存在同时表达Ngn3和Somatostatin的细胞类群.
使用Hnf1b-CreERT工具对胰腺导管细胞进行谱系示

踪,可以在成年小鼠胰岛中发现表达Insulin和Somatos-
tatin的后代内分泌细胞, 提示在非损伤条件下, 胰腺外

分泌细胞也有产生内分泌后代的可能.
这种胰腺外分泌导管细胞形成内分泌细胞的可塑

性在体外培养中得到进一步的展现. Bonner-Weir等
人

[118]
使用成年人的胰腺导管上皮细胞进行体外培养,

发现有类似胰岛的细胞群出现, 诱导后可以分化成分

泌胰岛素的β细胞. 作为多个器官中的成体干细胞标

记物, Lgr5在损伤再生的胰腺导管中表达, 而Lgr5+的
导管细胞能在体外产生胰腺外分泌组织类器官, 在移

植诱导后分化出导管和内分泌细胞
[119]. Jin等人

[120]
发

现, 成年小鼠胰腺SOX9+/CD133+导管细胞可以在基质

胶上形成含有类导管、腺泡和内分泌样细胞的环状克

隆. 在RSPO1(R-Spondin 1)蛋白的诱导作用下, 将其传

代到水凝胶中培养, 这些克隆可以转变为致密的形态,
并产生具有能够响应糖刺激、分泌胰岛素能力的类β
细胞.

也有研究者尝试对人外分泌组织细胞进行重编程

得到胰岛素分泌细胞, 在体外过表达Pdx1, Ngn3, MafA
和Pax4[121]或是活化的MAPK和STAT3[122]组合, 使混

杂多种细胞的胰腺外分泌组织在体外转分化成胰岛素

分泌细胞.

除了胰腺组织细胞外,肝[123]
、肠

[124~127]
、胃

[124]
等

其他组织器官细胞被报道能够被诱导产生胰岛素分泌

细胞. 成纤维细胞也能够不经历多能状态被直接重编

程为胰腺谱系的细胞
[128,129]. 这些方法为胰岛类器官

培养的细胞起源拓宽了选择.
然而, 使用非胰岛组织细胞诱导产生的类器官中

往往混杂着非内分泌谱系细胞, 例如非胰腺谱系细

胞、类导管细胞、类腺泡细胞等, 内分泌细胞占总细

胞数量的比例很低, 在现有条件下很难作为大量诱导

胰岛素分泌细胞的方法(图1B).
最近的一项研究为小鼠胰岛成年干/祖细胞的存

在提供了直接证据
[130]. Wang等人

[130]
通过单细胞测序,

在成年小鼠的胰腺中发现了一个新的细胞类群. 这群

细胞特异性表达Procr(Protein C receptor)这一表面分

子标记, 不表达已知的成熟内分泌细胞的标志基因.
使用Procr-CreER;R26-confetti小鼠进行三个月的体内

谱系示踪, 结果显示, 成年小鼠胰岛的Procr+细胞在体

内正常生理条件下形成的克隆逐渐增大, 且能产生所

有4种内分泌细胞, 展示了其增殖和分化的能力. 结合

Scavuzzo等人
[131]

和Byrnes等人
[132]E14.5时期小鼠的胰

腺单细胞测序的数据分析可知, 胚胎期Ngn3+的内分

泌前体细胞中有一个亚群与Procr+细胞相对应, 具有

相似的EMT特性且表达特征基因如Procr, Rspo1和
Hoxa5等. 在胚胎期的胰腺里, Ngn3+内分泌前体细胞

可能代表的是一种瞬时细胞状态类型. 虽然大多数

Ngn3+内分泌前体细胞在成熟后就失去了其前体状态,
但其中的一个亚群可能在形态发生完成后依然保持

干/祖细胞的特性, 它们不再表达Ngn3, 但依旧保留了

EMT特征和Procr, Rspo1和Hoxa5等标记基因. Ngn3-
Cre介导的谱系示踪实验支持了这一观点, 成年后

Procr+胰岛细胞是胚胎期Ngn3+内分泌前体细胞的后

代
[130].
Wang等人

[130]
将Procr胰岛干细胞从小鼠体内分离

并培养在人工基质胶中, 并在培养体系中添加内皮细

胞(图1C), 该共培养体系显著增强了Procr胰岛细胞的

克隆形成效率, 培养28天后, 胰岛素在这些克隆、类

器官中的表达水平依然较低, 但经过三轮高、低糖刺

激后, 胰岛素的表达显著增加. 同时, ELISA分析显示,
经过葡萄糖刺激后的类器官培养液中胰岛素和C肽的

分泌量达到了新鲜胰岛分泌量的25%和40%. 有趣的

是, 由此种方法养成的类器官中, 大部分细胞是β细胞,
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被α, δ和PP细胞包围在中间, 这种分布模式与体内的

胰岛是相似的(图2). Procr干/祖细胞在培养中分化成β
细胞的分化轨迹也可以通过单细胞转录组分析来说

明. 这些类器官至少可以被传代20次、保持生长状态

超过6个月. 将传代后的类器官移植到由STZ诱导形成

的糖尿病模式小鼠的肾包膜中, 监测到糖尿病小鼠的

血糖得到了改善. 在移植等量细胞的类器官或新鲜胰

岛后1周, 小鼠的血糖均可从超过20 mmol/L恢复到

10 mmol/L以下. 且与移植新鲜胰岛小鼠相比, 移植类

器官小鼠的血糖、血清胰岛素水平没有明显的差别.
胰岛成体干细胞的发现为胰岛生物学的研究翻开

新篇章, 让研究者有机会针对这类干细胞, 开发在体内

原位或是体外扩增β细胞的方法. Wang等人
[130,133]

建立

的一套从Procr细胞分化得到内分泌细胞的可控流程,
拓宽了人们在体外获得β细胞的思路. 而成体干细胞在

体内胰岛发育与稳态维持中的作用尚需更多的探

索
[134]. 只有成体干细胞对β细胞新生的贡献得到量化,

才能真正了解成体干细胞在胰岛发育和稳态维持中的

生物学意义. 值得注意的是, “成体干细胞的分化”和“β
细胞复制”两种理论并不互斥. 成体干细胞处于细胞谱

系的最上游, 其逐步分化产生的成熟β细胞的过程很可

能涉及“β细胞复制”的步骤. 这两种贡献模式是否有上

下游关系需要更多的实验研究来阐明.

5 未来展望

无论是以ESCs/iPSCs、胰腺组织细胞还是胰岛成

体干细胞为起点, 以上多项工作已经初步实现了在体

外培养得到有胰岛素分泌能力的类β细胞或胰岛类器

官(表1). 非常多研究者为胰岛类器官培养方法的优化

发展做出了贡献, 很遗憾无法一一详述. 然而, 在目前

的胰岛类器官培养体系中, 依然存在着一些共性的问

题: 胰岛类器官的成熟往往需要长时间的诱导或依赖

于体内移植, 与新鲜胰岛的胰岛素分泌水平、葡萄糖

响应能力之间还有明显的差距. 此外, 在实际的移植

应用中, ESCs/iPSCs的致瘤风险、基质胶的生物成

分、胰岛类器官的免疫原性以及移植后存活概率等问

题仍亟待解决. 想要进一步让胰岛类器官在临床移植

上具有替代胰岛的实用价值, 还有多方面的问题需要

优化、解决(图3).

图 2 分离小鼠胰岛Procr成体干/祖细胞并在体外培养获得胰岛类器官. 在小鼠胰腺组织中, 胰岛被外分泌腺泡组织和导管组
织包裹, 仅占细胞总量的1%. 通过从胰管灌注消化液的方式, 可以使胰岛从胰腺中分离. 通过流式细胞术, 利用膜表面标记
Procr富集成体干/祖细胞, 在基质胶中与内皮细胞共培养得到由Procr细胞增殖形成的胰岛类器官. 这些类器官可以通过传代
实现数量扩增; 在任何培养代次, 可以通过延长培养时间、高低糖浓度刺激等手段使类器官达到成熟状态. 成熟的胰岛类器
官中包含功能性β细胞,能够在体外响应糖刺激信号分泌胰岛素,也能在移植后在体内发挥降糖功能、改善Ⅰ型糖尿病模式小
鼠的糖尿病表型
Figure 2 Isolation of mouse pancreatic islet Procr adult progenitor cells for islet organoids culture in vitro. In mouse pancreatic tissue, islets are
embedded among exocrine acinar and ductal tissue, accounting for only 1% of the total pancreatic cells. Islets can be separated from the pancreas by
perfusion. Using the membrane surface marker Procr, the adult islet progenitor cells are enriched by fluorescence-activated cell sorting (FACS),
followed by coculturing with endothelial cells in Matrigel to form islet organoids. The number of the organoids can be expanded by passaging, and the
maturity can be induced in any passage by prolonged culture and a series of high and low glucose stimulation, etc. The mature organoid contains
functional β cells that can secrete insulin in response to glucose stimulation, and reverse diabetes phenotype in type Ⅰ diabetic model mice upon
transplantation
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5.1 培养基质优化

为了提高培养环境的可控性, 并规避生物材料在

移植中的安全性问题, 人工添加化学成分的水凝胶被

认为具有替代基质胶的潜力.
多种胰岛类器官的培养方法依赖于基质胶. 为类

器官培养提供三维环境的基质胶最早由Orkin等人
[142]

从Engelbreth-Holm-Swarm小鼠肉瘤中提取, 是一种成

分复杂的天然细胞外基质(extracellular matrix, ECM),
其主要成分是层黏连蛋白, 也富含多种胶原、聚糖和

生长因子. 由于基质胶的成分复杂且无法保证生产批

次间的稳定性, 且尚未被批准在临床移植中使用, 多

项工作尝试使用化学合成的水凝胶替代基质胶. 目前,
聚乙二醇(polyethylene glycol, PEG)、聚乳酸(polylac-
tic acid, PLA)、聚ε-己内酯(poly(ε-caprolactone),
PCL)、聚乙烯醇(poly(vinyl alcohol), PVA)、聚丙交

酯共乙交酯(poly(lactide-co-glycolide), PLG)等多种材

料合成的人工水凝胶被用于培养类器官
[143]. 人工合成

的水凝胶成分明确, 批次间质量稳定, 同时具有生物相

容性和低细胞毒性, 可以为类器官的培养提供生长基

质. 但化学合成的水凝胶中缺少生物成分, 还需要额

外添加细胞因子和基质蛋白来模拟体内ECM环境.
Greggio等人

[80]
尝试使用与层黏连蛋白1交联的PEG水

凝胶代替基质胶作为胰腺类器官的培养基质, 发现层

黏连蛋白在水凝胶中的添加对于胰腺类器官祖细胞的

维持十分重要, 且较软的(~250 Pa)凝胶硬度更利于胰

腺类器官的生长. 具有微孔结构的水凝胶也可作为控

制胰岛类器官大小的“模具”. 人多能干细胞(human
pluripotent stem cells, hPSCs)在悬浮培养中自发聚集

成的细胞团块并不能提供最优的细胞-细胞、细胞-基
质间联系, Youngblood等人

[51]
使用PLG和PEG-马来酰

亚胺合成了具有250~400 μm大小微孔的水凝胶, 使在

其中培养的类器官具有可控的细胞密度和体积/面积

比例. 也有研究认为支持介质会影响胰腺类器官的成

熟状态, 在Jin等人
[120]

的研究中, CD133+Sox9+的胰腺

祖细胞能在基质胶中扩增形成克隆, 但难以产生成熟

的内分泌细胞, 而转移到含有层黏连蛋白的水凝胶中

后, 类器官更倾向于向内分泌细胞分化. 类似地, Can-
diello等人

[53]
使用阿米卡星(Amikacin hydrate)和聚(乙

图 3 胰岛类器官培养的优化. 类器官的血管化可以使细胞更好地获取氧气、营养以及其他信号, 提高胰岛类器官的成熟水
平和移植后成活率; 培养基质的工程化和去生物成分化可以提高类器官培养环境的可控性及安全性; 在胰岛类器官移植的应
用中,需要考虑移植后的异体免疫排斥反应,除了现行的免疫抑制药物疗法,优化的手段包括与具有调节免疫功能的细胞共移
植, 使用微囊技术进行封装以及通过基因编辑改变移植物的免疫原性等
Figure 3 Optimization of islet organoid culture. Firstly, vascularization provides better oxygen and nutrient uptake and other stimulative signals for
the organoid cells, improving the organoid’s post-transplantation survival rate. Secondly, using a synthetic matrix that contains no bioactive materials
improves the controllability of the matrix and the safety of the organoids. Thirdly, allogeneic graft rejection by the recipient should be avoided when it
comes to the transplantation of islet organoids. Besides the current immunosuppressive drug therapy, optimizing methods include co-transplantation
with immune regulatory cells, use of encapsulation technologies and gene-editing to alter the immunogenicity of the organoid cells, etc.
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二醇)二缩水甘油醚(poly(ethyleneglycol) diglycidyl
ether, PEGDE)合成了一种新型水凝胶Amikagel, 并将

从hESCs诱导得到的胰腺祖细胞分别在Amikagel和
Matrigel上培养, 发现细胞在Amikagel能自发聚集成圆

形集落, 并逐渐转化为具有ECM的胰腺类器官. 同时

认为, 与Matrigel相比, Amikagel培养得到的胰腺类器

官有着更高的成熟度, 能更好地响应糖刺激. 以上的几

项工作证明, 人造水凝胶可以为胰岛类器官提供增

殖、分化与成熟的环境, 且对水凝胶成分的优化可以

改良胰岛类器官的状态. 除此之外, 3D打印技术
[54]

和

微流控芯片技术
[144]

也已在胰岛类器官的培养中做出

了初步的尝试, 为更好地模拟体内基质环境提供了更

多的可能.

5.2 血管化类器官

血管内皮细胞是胰岛生态位的重要组成部分. 在
胚胎发育时期, 血管内皮细胞响应胰岛上皮分泌的

VEGF信号并在内分泌细胞的发育、分化中起诱导

作用
[145,146]. 在体外, 血管内皮细胞和胰岛类器官在共

培养中会出现自发的聚集, 由iPSCs诱导得到的胰岛

类器官表达更高的β细胞特征基因、具有更强的胰岛

素分泌和葡萄糖响应能力
[147,148]. Talavera-Adame等

人
[148]

观察到, 在类器官与内皮细胞的接触界面上, 胰
岛素原和PDX1的表达水平更高, 这预示了血管内皮

细胞对胰岛细胞成熟有诱导作用 . 最近 , Wang等
人

[130]
的研究将Procr胰岛干细胞与血管内皮细胞共

培养, 使用简单的培养因子组合, 在基质胶中就可以

完成从祖细胞扩增到胰岛素分泌细胞分化的成熟

过程.
β细胞在移植后, 由于长时间缺少氧气和营养供

应, 会出现高比例的损失
[149], 与血管内皮细胞的共培

养被认为是解决这些问题的有效策略. 在多种模式动

物的新鲜胰岛移植中, 加入血管内皮细胞或内皮祖细

胞被认为可以加快重构移植胰岛中的血液运输、增加

β细胞的存活率, 以更好、更快地改善接受者的血

糖
[150~152]. Takahashi等人

[58]
开发的体外自主聚集系统,

可以将组织碎片或类器官与人脐静脉内皮细胞、人间

充质干细胞混合, 形成血管化的基团. 他们发现, 在移

植后7天, 血管化的移植胰岛中有着与体内胰岛相当的

血管面积,且血管中存在血液循环;而单独移植的胰岛

很难建立血管重塑, 细胞数量逐渐减少.

5.3 规避免疫排斥

在异体胰岛移植中, 移植物引起的免疫排斥和受

体的自身免疫攻击会影响移植细胞的存活
[153]. 如何解

决移植后的免疫排斥、再次自身免疫攻击也是胰岛类

器官应用于临床前必须要解决的问题.
尸体来源的胰岛移植疗法已经提供了很多临床经

验.埃德蒙顿方案提出的西罗莫司(Sirolimus)、他克莫

司(tacrolimus)、达利珠单抗(Daclizumab)联合使用策

略, 可以实现无糖皮质激素的免疫抑制, 已被应用于临

床胰岛移植
[154]. 为了规避移植物在门静脉中与血液直

接接触引起的凝血、补体级联反应, 移植到肾囊、肌

肉、胃黏膜和脾脏等部位的可能性也正在被探索
[155].

然而, 目前接受胰岛移植治疗的患者依然需要终身服

用免疫抑制性药物.
微囊封装技术有推动胰岛类器官应用于临床移植

的潜力. 微囊封装技术指使用具有生物相容性的材料

封装移植物, 通过物理屏障防止免疫排斥, 以提高移

植物的存活能力. 使用微囊封装改善移植胰岛存活的

技术进展已被Desai和Shea[156]、Scharp和Marchetti[157]

完整地综述. 目前, 使用改良海藻酸盐封装的胰岛最长

可在啮齿动物体内存活一年并改善糖尿病模型小鼠的

血糖
[158], 同样在狗

[159]
、猪

[160]
等大动物中也取得了一

些成功. Vegas等人
[161]

使用改良海藻酸盐微囊封装SC-
β细胞, 移植物可以在无免疫抑制治疗的糖尿病模型小

鼠体内存活174天并恢复其血糖调节能力. 目前, Via-
Cyte和Semma/Vertex等公司已经开始进行临床实验,
推动微囊封装的SC-β细胞于临床上的应用.

与具有免疫调节能力的细胞共移植能够为移植物

提供保护. 调节性T细胞(regulatory T cell, Treg)能够分

泌抑炎性细胞因子, 例如转化生长因子(TGF-β)、白介

素10(interleukin-10, IL-10)、白介素35(interleukin-35,
IL-35)等, 吸收白介素2(interleukin-2, IL-2), 减少其他

T细胞增殖, 通过配体、受体结合抑制T细胞活化或诱

导目标细胞凋亡
[162]. 几年来的多项临床试验也显示了

Treg移植在治疗自身免疫疾病和预防免疫排斥中的潜

力
[163]. 在具有免疫能力的小鼠体中, 将Treg与胰岛共

同移植可以延长移植物的存活率, 恢复自身免疫型糖

尿病小鼠的血糖
[164,165].

间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)也
拥有免疫调节的能力 . MSCs能分泌前列腺素2
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表 1 类β细胞和胰岛类器官的培养方法

Table 1 Methods of generating β-like cells and islet organoids

细胞来源 参考文献 培养策略 贡献 体外表型和功能 移植后表型和功能

hESCs Assady等人
[14]

自发分化
发现hESCs能自发分化为
胰腺内分泌谱系的细胞

60%~70%的胚状体在自发分
化14天后产生INS+细胞(细胞

数量占比为1%~3%)
–

hESCs D’Amour等人
[15]

逐步诱导分化
建立了高效的由多能干细胞
逐步分化成内胚层细胞

的步骤

以80%的诱导分化效率得到定
形内胚层细胞, 为后续提高内
分泌细胞分化效率打下了基础

–

hESCs D’Amour等人
[16]

逐步诱导分化
最早建立了由多能干细胞逐步
诱导分化形成胰岛素分泌细胞

的步骤

在内分泌细胞阶段分化15天
后, 7.3%的细胞为INS+.培养基
中可检测到C肽且C肽的释放

受KCl调控

–

hESCs Kroon等人
[17]

逐步诱导分化

证明多能干细胞分化而来的胰
腺内胚层细胞在移植到小鼠体
内后具有形成胰岛素分泌细胞

的功能

体外分化至胰腺上皮祖细胞
阶段, 在该阶段表达激素的

细胞比例很低

胰腺上皮祖细胞在移植
3个月后, 0.5×107~1×107

个细胞产生胰岛素和C肽
的能力与约3000个人类
胰岛类似. 移植物成

瘤率为2.2%

hESCs Cho等人
[135]

逐步诱导分化
发现β细胞素和烟酰胺能
诱导向胰腺前体细胞和
内分泌细胞的分化

β细胞素和烟酰胺的添加诱导
了PDX1基因的表达和β细胞的
分化. 胰岛素RNA水平很低,

但检测到了C肽

–

hESCs;
mESCs Chen等人

[41]
逐步诱导分化

通过高通量化学筛选发现了能
高效诱导多能干细胞向胰腺谱
系分化的小分子(−)-吲哚内酰

胺V

(−)-吲哚内酰胺V提高了
PDX1+胰腺上皮前体细胞的诱
导效率, 产生的INS+细胞比例

提升(从0.2%到0.5%), 且
INS+细胞中同时表达GCG的
双激素阳性细胞比例大大降低

(从75.2%到19.5%)

移植物中存在INS+/C肽+
的

双阳性细胞. 移植12周后成
瘤率33.3%

Ⅰ型糖尿病
患者体细胞
来源的iPSCs

Maehr等人
[136]

逐步诱导分化
建立了由糖尿病患者体细胞来
源的iPSCs细胞系并将其诱导分

化成胰腺内分泌细胞

能产生INS+细胞, C肽释放受
葡萄糖刺激调控

–

hESCs;
iPSCs Zhang等人

[137]
逐步诱导分化

优化了诱导分化步骤, 使用
EGF以提高胰腺前体细胞

的扩增

约25%的细胞为INS+, 胰岛素
和C肽的释放能响应糖刺激

–

hESCs Mfopou等人
[138]

逐步诱导分化
发现头蛋白、视黄醇和成纤维
细胞生长因子能诱导胰腺谱系

细胞的分化

头蛋白、视黄醇和成纤维细胞
生长因子的组合抑制了肝脏谱
系而以50%~80%的效率诱导

了胰腺谱系细胞的分化

–

hiPSCs Nostro等人
[32]

逐步诱导分化
TGF-β和WNT信号在诱导

分化中起关键作用

在培养第22天INS+细胞比例约
为6.7%, 但大多数细胞是多激

素阳性的
–

hESCs Rezania等人
[20]

逐步诱导分化
诱导分化产物在糖尿病模型小
鼠体内产生成熟的胰岛样细胞

并恢复小鼠血糖

在内分泌前体细胞阶段分化4
天后, 98%的细胞表达PDX1,
86%的细胞表达NKX6.1

在移植后14周检测到C肽,
STZ诱导的糖尿病小鼠在
移植后32周血糖恢复正常.
移植前40%的内分泌细胞
为双激素阳性, 移植3个月

后95%的胰岛素分泌
细胞为单激素阳性

hESCs;
hiPSCs Pagliuca等人

[35] 逐步诱导分化;
悬浮培养

提高了单激素阳性细胞的
生成效率

七步诱导产生的细胞胰岛
素酶原、胰岛素分泌能力约
为成人β细胞的0.03和0.029
倍, 其分泌能响应多轮

葡萄糖刺激

移植到免疫缺陷小鼠体内
后两周开始检测到胰岛素
分泌, 移植到秋田小鼠体内
12周后使其血糖处于正常

水平
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(表1续1)

细胞来源 参考文献 培养策略 贡献 体外表型和功能 移植后表型和功能

hESCs Rezania等人
[40] 逐步诱导分化;

气-液双相培养

以2:1的高效率从hESCs
诱导得到NKX6.1+/INS+

细胞

七步诱导产生的INS+/
MAFA+

细胞中与胰岛素
分泌和β细胞成熟相关基因
的转录水平与人胰岛相似,
但无法快速对糖刺激做

出反应

移植到非糖尿病小鼠体内
后4周内成熟并产生胰岛素,
移植到STZ诱导的糖尿病模
型小鼠体内40天后恢复小

鼠血糖

Ⅰ型糖尿病
患者皮肤成
纤维细胞来
源的hiPSCs

Millman等人
[68] 逐步诱导分化;

悬浮培养

从Ⅰ型糖尿病患者的组织
细胞诱导分化产生了有功能

的胰岛素分泌细胞

Ⅰ型糖尿病患者来源的hiPSCs
分化产生C肽+/NKX6.1+细胞
的比例、分泌胰岛素和响应糖
刺激的能力与健康人来源的

hiPSCs无差异

移植后效果无差异

hESCs Ghazizadeh等
人

[42]
逐步诱导分化;

悬浮培养

通过高通量化学筛选发现
了促进胰岛素分泌细胞产生

和成熟的小分子ROCK
抑制剂H1152

H1152提高了INS+细胞的产生
效率(从约12.2%到29.8 %)和

胰岛素分泌水平

移植到STZ诱导糖尿病的小
鼠体内, H1152处理的细胞
能在10天时降低其血糖. 约
5个月后移植物中60%左右

的细胞为INS+

hiPSCs;
胰岛组织碎

片

Takahashi等
人

[58]

与间充质细胞、
内皮细胞混合并
自组织成细胞簇

含有基质细胞的胰岛类器官在
移植后有着更强的存活能力

与单独培养的胰岛相比, 共培
养胰岛的基因表达谱更类似于

新鲜胰岛

共培养胰岛内的血管面积
在移植后7天达到与新鲜胰
岛类似的水平, 将糖尿病小
鼠在的移植后存活率从40%

提升到90%

hESCs Nair等人
[49]

逐步诱导分化;
Aggrewells诱导重

聚集

通过重聚集促进内分泌
细胞的成熟

培养第20天产生45%~50%的
INS+细胞, 约54.8%的C肽+

单
激素阳性细胞, 富集激素分泌
细胞并重聚集后C肽分泌对糖

刺激和KCl刺激有反应

移植后三天能检测到
葡萄糖反应的C肽分泌,
并能维持30周. 48天后移
植物主要由单激素分泌

细胞组成, 能缓解STZ小鼠
血糖的升高

hESCs Rosado-Olivieri
等人

[139]
逐步诱导分化;

悬浮培养

发现了Hippo信号通路对胰腺细
胞分化的调控作用, 抑制YAP能
促进内分泌前体细胞的分化

在胰腺前体细胞到内分泌
细胞的诱导阶段加入YAP
抑制剂, 可提高NKX6.1+

细胞的产生率(从约29%
到50%)

YAP的抑制降低了移植物
中SOX9+细胞的比例(从约
17%到3%), 降低了非内分

泌细胞产生的风险

hESCs;
hiPSCs

Mahaddalkar等
人

[23]
逐步诱导分化;
悬浮重聚集

发现在逐步分化过程中由
CD177标记的定形内胚层细胞
能在体外更高效、更特异地分

化为胰腺祖细胞

最终产物中约62%的细胞
为INS+/NKX6.1+, 其中10%
为多激素阳性的. 胰岛素
分泌量受糖刺激调控

–

hESCs Weng等人
[140] 逐步诱导分化;

悬浮培养

通过单细胞测序揭示了
诱导分化过程中的转录调控,
并精准改良了诱导因子在各

分化阶段的使用

在胰腺前体细胞阶段使用
ROCKII抑制剂, 在内分泌前体
细胞阶段使用 NOTCH抑制剂,
以及在内分泌细胞阶段去除
TGF-β抑制剂能优化分化和成

熟过程

–

hiPSCs Yoshihara等
人

[63]

逐步诱导分化;
悬浮培养;

结冷胶3D培养;
内皮细胞、脂肪
干细胞共培养

形成了具有逃逸免疫攻击能力
的胰岛类器官

50%~60%的细胞共表达胰岛
素和β细胞标志物

过表达PD-L1的胰岛类
器官在免疫功能正常
的糖尿病小鼠中恢复
葡萄糖稳态达到50天.
IFNγ诱导PD-L1表达的
胰岛类器官在免疫功能
正常的糖尿病小鼠中恢复

葡萄糖稳态约40天

hESCs;
hiPSCs Ma等人

[43] 逐步诱导分化;
悬浮培养

通过高通量筛选发现了在诱导
分化过程中促进胰腺祖细胞扩
增的小分子I-BET151, 使胰腺祖

细胞能持续传代扩增

得到了可传代超过35次
的胰腺祖细胞, 其分化产生
的每1000个内分泌细胞含

有约 1.248 ng C肽和
8.93 ng胰岛素, 且其释放

能响应糖刺激

移植后3天能检测到响应葡
萄糖的C肽分泌, 并能维持
12周. STZ诱导的糖尿病模
型小鼠在移植后2周血糖开
始降低, 在3周恢复到正常

水平
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(PGE2)、吲哚胺2,3-双加氧酶(IDO)、转化生长因子

(TGF-β)、一氧化氮(NO)、白介素10(IL-10)等抑炎因

子 , 对抗原呈递和免疫细胞的增殖、成熟进行调

控
[166,167]. 在小鼠模型中, MSCs共移植方法被证实能

够改善移植胰岛的功能
[168~170]. 共移植的MSCs可能通

过调节局部天然免疫细胞的抗原呈递能力
[170]

、抑制T
细胞的增殖和活化, 从而抑制淋巴细胞在移植部位的

浸润
[168,170]. 在灵长类模型中, 与MSCs的共移植同样

延长了同种异体胰岛在移植后的存活时间, 研究者认

为这可能与MSCs促进了Treg生成有关
[171]. 这些在胰

岛移植中的尝试, 同样可以运用到胰岛类器官的移

植中.
通过基因编辑技术操纵胰岛类器官中免疫识别

相关分子的表达也为规避免疫排斥提供了一种可能.
在转基因猪-食蟹猴异体胰岛移植中, 人补体调节蛋

白CD46的过表达有效限制了移植后补体介导的免疫

排斥, 使移植物能够长期(>12个月)存活并维持受体

血糖
[172,173]. 与尸体胰岛、转基因猪相比, 干细胞衍

生的胰岛类器官更容易进行基因编辑. 免疫检查点蛋

白细胞程序性死亡-配体1(programmed cell death 1
ligand 1, PD-L1)可以与细胞毒性T细胞上的受体程

序性死亡受体1(programmed cell death protein 1,
PD-1)结合, 从而诱导其程序性死亡, 对免疫攻击进

行负调控. Yoshihara等人
[63]

使用过表达PD-L1的慢病

毒感染iPSCs细胞, 经逐步诱导产生人胰岛类器官. 移
植到具有正常免疫能力的糖尿病小鼠体内后, 过表达

PD-L1的胰岛类器官能够使小鼠血糖恢复正常超过

50天, 而对照组小鼠的血糖在移植后10天就开始上

升. 除了对已知的免疫调控基因进行操控外, Cai等
人

[174]
设计了一种无偏向筛选体系, 对NOD一型糖尿

病模型小鼠来源的NIT-1β细胞系的19050个基因进行

突变, 随后将突变细胞移植到NOD小鼠体内. 通过对

存活细胞进行分析, 找到了与自身免疫相关的基因

Rnls, 并发现Rnls的突变可以保护β细胞免受自身免

疫攻击.
如今, 已有多种策略可在体外培养得到有功能的

胰岛类器官. 研究者的要求已不仅仅是得到能够产生

胰岛素的细胞, 而是要得到具有糖响应能力、完整三

维结构、在移植后能长期维持血糖的“人工胰岛”. 对

体内胰岛发育、成熟的分子机制研究往往能够为胰岛

类器官的体外培养提供灵感, 血管、间充质等组成体

内胰岛生态位的组织细胞启发了体外胰岛类器官共培

养的策略. 随着单细胞测序技术的发展, 也越来越清楚

胰岛类器官在体外的分化路径, 方便了研究者对类器

官成熟的操纵. 跨学科技术的应用也存在着巨大的潜

力, 高通量筛选和芯片技术拓宽了培养液因子的选择,
材料技术带来的新型水凝胶使类器官的培养条件更加

可控, 生物相容性微囊也为体内移植带来了新的思路.

(表1续2)

细胞来源 参考文献 培养策略 贡献 体外表型和功能 移植后表型和功能

hESCs;
hiPSCs Balboa等人

[73]

逐步诱导分化;
悬浮培养;

Matrigel培养;
微孔板聚集

优化了逐步分化策略, 提高
了内分泌细胞的成熟水平

在经过6周的成熟后得到了
40%的胰岛素单阳性细胞,

<5%的INS+/GCG+
双阳性细胞,

约4%的SST+
细胞和约6.5%的

肠嗜铬样细胞. 类器官具有葡
萄糖响应的、与成人胰岛水平

相似的胰岛素分泌能力

移植到正常血糖小鼠体内1
个月可检测到循环C肽, 受
体小鼠在STZ处理下有更好

的血糖调控能力

hiPSCs Du等人
[141] 逐步诱导分化;

悬浮培养

提高了内分泌祖细胞向激素
分泌细胞的分化效率, 移植
到灵长类糖尿病模型动
物体内并改善了其血糖

最后阶段的聚集体中含有约
60%的β细胞、11%的α样细
胞、7%的δ样细胞、4%的胰
腺祖细胞和15%的肠嗜铬细胞

糖尿病模型恒河猴在移植
后15周时平均外源性胰岛

素需求下降了49%

人肝干细胞
样细胞

Navarro-
Tableros等人

[123]

自发分化;
鱼精蛋白诱导的

细胞聚集

从肝组织细胞诱导产生
胰岛内分泌细胞

产生约51.9%的INS+细胞, 约
31.8%的INS+/GCG+

双阳性细
胞, C肽水平约为人胰岛的
1/20, 对高低糖刺激有反应

SCID糖尿病模型小鼠在移
植1周后血糖恢复, 并能维

持8周

鼠Procr+胰岛
内分泌祖细

胞
Wang等人

[130]
Matrigel培养;
血管内皮细胞

共培养

在成年小鼠胰岛中发现了
由Procr标记的胰岛内分泌祖
细胞, 且Procr细胞能在体扩
增、分化成胰岛素分泌细胞

培养28天、经3轮葡萄糖刺激
后的类器官培养液中胰岛素和
C肽的分泌量达到了新鲜胰岛

分泌量的25%和40%

移植1周后STZ诱导的糖尿
病小鼠血糖恢复到正常值
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目前, 胰岛类器官已能成功恢复糖尿病小鼠和糖尿病

非人灵长类动物
[141]

的血糖(如表1), 在人类Ⅰ型糖尿

病患者体内的临床试验也已在开展
[74~76], 胰岛类器官

在临床移植中的潜力刚刚开始展现.
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Advances in islet organoids
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Diabetes mellitus is a major public health issue and has an increasing pandemic prevalence. There is no existing treatment or
medication that can cure the disease. Clinical islet transplantation has the potential to cure diabetes, yet the profound donor shortage
hinders the widespread implementation of this therapy. Therefore, generating β cells in vitro represents an area of increasing interest.
Advances in stem cell culture have made it possible to derive in vitro 3D tissues, called organoids. Organoid technology can be used
to model organ development and diseases, and it also opens up new avenues for regenerative medicine, providing a new cell source
for islet transplantation. Here, we describe current efforts aimed at generating β-like cells and islet organoids using embryonic stem
cells, induced pluripotent stem cells, transdifferentiated cells, and adult stem cells. In addition, we discuss the remaining hurdles and
optimization strategies for the clinical application of islet organoids.
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