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·综 述 General review·

骨髓问质干细胞体外分化为胰岛细胞的研究进展

李爱梅，邓钢

Re鼢rch adⅧn∞ment of tlle stem cells of the b0眦m盯row interstitial substa眦e diI胜rentiatiI喀iIIto islet cells 口A扛枷i， DE．7vG

铂增．D印。疗胱m矿胁e刖m如n，劢o，咖舶印i剃，勋眦k∞f‰妇m渺，Ⅳ口，狮g，胁，榉舰Pro口iMe 210009，吼inⅡ
【Abstract】1卯e I diabetes mellitus(Tl DM)is a chmnic metabolic disease liable t0 teenagers au over tIle world．Its mechanism is due

to the attack of auto—immune system on the body’s owIl islet cells leading to hype唱lycemia with great d锄ages to the body．The implantation of

islet ceUs is an eⅡbctive way of cuIjng TI DM．The authors reviewed in detail山e research advaJlcement of islet ceⅡsource f而m stem celIs of the

bone marrow interstitial substance． (J Intervent Radiol，2005，14：433—435．)
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1型糖尿病(Tl DM)是遍及北美和欧洲的易发于

青少年的一种慢性代谢性疾病，据估计发病率可达

O．2％。我国T，DM的发病率亦日趋增高，糖尿病已

成为世界共同关注的话题。T1DM发病机制为自身

免疫系统攻击胰腺胰岛细胞，从而使胰岛素分泌功

能受损引发高血糖，其危害性极大。传统的外源性

胰岛素疗法，无法控制其严重并发症的进展。

目前诸多试验证明，胰岛D细胞替代疗法——

胰岛细胞移植，是治愈T1DM的有效方法。因TlDM

患者数量巨大，细胞来源问题亟待解决；而干细胞

(stem cells)作为一类具有多向分化潜能的细胞，已

逐渐成为胰岛J3细胞替代物的理想资源u圳。

Ammon等忸1总结了3种获得胰岛细胞替代物的可能

途径：①对非内分泌细胞进行基因修饰；②非内分泌

干／祖细胞或成熟细胞的横向分化；③胰岛干细胞调

控分化为大量成熟的功能性胰岛。虽然以上途径都

取得了很大的进展；但是，仍然存在以下问题：①基

因修饰方法的关键问题是载体要安全、转染效率要

高和基因表达要稳定持久，目前很难完全做到；②胰

岛干细胞增殖和分化调控机制未明，再加上取材损

伤大，故而临床应用受限。第二种途径目前引起人

们的极大兴趣，肝卵圆细胞、肠上皮细胞、神经干细

胞及骨髓源性干细胞的研究也取得很大的进展；而

骨髓间质干细胞因其独特的优势引起了学者们的研

究兴趣，有关成体骨髓间质干细胞方面的研究最近

发展很快，通过体外分离培养扩增，研究人员对骨髓
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间质干细胞生物学特性有了进一步了解。现对骨髓

间质干细胞及其诱导分化为胰岛细胞方面的研究进

展做一综述。

一、骨髓间质干细胞概述

研究表明骨髓组织中至少包含2种不同却又互

相依存的干细胞，即造血干细胞(hemtopoietic stem

cells，HSCs)和间质干细胞(mesenchvmal stem cells，

MSCs)两大类。骨髓间质干细胞是成体干细胞的一

种，在正常情况下大多处于休眠状态，在病理状态或

在外因诱导下可以表现出不同程度的再生和更新能

力，既可以分化为造血基质细胞，还可以向多种造血

以外的组织迁移、定位并分化为组织细胞，并且在体

外培养时表现出多向分化潜能。Pitneer等b1对人类

间质干细胞定义的“金标准”是：骨髓源性成纤维细

胞在体外适宜的刺激下，能沿着3个重要方向分化：

骨细胞、脂肪细胞以及软骨细胞。这一定义是基于

间质干细胞的功能而言的。也有证据表明№1：骨髓

中预存有组织特异性肌肉、神经、肝干或祖细胞，人

类和小鼠骨髓在巨噬细胞集落刺激因子(G—csF)动

员条件下，通过实时逆转录聚合酶链反应(RT．PcR)

在外周血可以检测到单个核细胞；并且，利用sDF．1

化学诱导剂和实时RT．PcR表明骨髓中预存有早期

的组织特异性肌肉、神经、肝干或祖细胞，且这些细

胞表面表达cxcR4受体，在应激和损伤时可以动员

到外周血中。

(一)生物学特性关于其生物学特性，国外学

者阐述较多"母1。多向分化潜能(multipotent

differentiation)和自我更新(semrenewing)是干细胞的

两大基本特点。贾延诘等¨刮总结骨髓间质干细胞

具有如下优点：①多向分化潜能；②易于基因修饰，
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可以将外源性基因修饰骨髓问质干细胞，建立一种

安全的基因治疗的“细胞载体”，因而对胰岛功能重

建及其疾病的基因治疗有广泛的应用前景；③体外

易增殖，采用合适的纯化和增殖方法在6周内增加

2 x 109倍，照此计算一次骨穿所获骨髓间质干细胞

可在较短时间内增值到1013个，能满足移植需要；④

方法简单，采用骨髓穿刺获取自体骨髓间质干细胞，

因其表面表达主要组织相容性抗原(MHCA)，可获

得免疫豁免，从而可避免自身免疫排斥的难题。

(二)间质干细胞分离、纯化及培养 到目前为

止，研究人员已经成功地分离出大鼠、猫、狗、狒狒、

兔子、猪、山羊及绵羊的间质干细胞。Philippe等uu

利用Kopen的分离方案成功地分离了小鼠的成体骨

髓间质干细胞，并且证明小鼠的骨髓间质干细胞同

人类的间质干细胞具备同样的形态学和功能上的特

性，这将为疾病模型在临床预试验期的测定提供良

好的条件。骨髓间质干细胞纯化方面，由于其缺乏

特异表面标志，目前较常用的是培养的细胞差异贴

壁法，尤其是对于人类骨髓间质干细胞¨2’131。另外，

随着对骨髓间质干细胞表面标志的深入研究(如表

1所示)，利用表面标志物进行纯化也取得了进展；

Ortiz等¨41通过免疫清除cD34／cD45／CDllb对MSCs

进行纯化，使其纯度大大的提高。

，表1骨髓源性干细胞的主要生物学标志

表面标志类型 标志物

特异性抗原

细胞因子及生长因子

细胞因子及生长因子受体

黏附分子

细胞外基质

SH2，sH3，sI{4，sTR0．1，a肌动蛋白，

MABl740

白介素：la，6，7，8，1l，12，14，15，uF，

scF，FI卫3配体，GM—csF，G．csF，M—csF

ILl一R，II，3R，II广4R，IL-6R，IL-7R，UFR，

SCFR，G—CSFR，IFN丫R，7fNFlR，TNF2R，

TG邛1R，TG下口2R，bFGFR，PDGFR，EGFR

整合素：a印3，邙v5

整合素链：al，以，d，讲，西，av，p1，B3，p4

ICAM．1，2，VCAM一1，ALCAM．1，LFA-3，L

选择素，内皮素，cD44

I，Ⅲ，Ⅳ，V，Ⅵ型胶原纤维巢蛋白，层

连蛋白

二、骨髓间质干细胞横向诱导分化为胰岛细胞

的研究进展

骨髓间质干细胞具有多向分化潜能，其分化最

终结果受外界诱导环境的影响很大。Ball等¨5o通过

体外直接培养(eo．culture)分化成熟的血管内皮细胞

(5代)和成人骨髓间质干细胞(3代)后，发现有a一肌

动蛋白(a—actin)mRNA及其蛋白生成，并认定直接细

胞接触可以影响骨髓间质干细胞的分化方向。这说

明骨髓间质于细胞具有很强的可塑性，但针对骨髓

间质干细胞能否横向诱导分化为胰岛细胞问题存在

有争议：如choi等n60利用绿色荧光蛋白转基因小鼠

作为供者，将其新鲜分离的骨髓细胞静脉注入由链

佐星(sTz)诱导所致糖尿病小鼠模型体内，实验结果

显示胰岛细胞增殖及胰管附近少量胰岛素分泌细

胞，但是并未发现来源于骨髓细胞的胰岛素分泌细

胞；所以他们认为骨髓源性干细胞与胰岛细胞完全

不同，骨髓移植后横向分化为胰岛细胞的骨髓细胞

很少。但是也有一些研究学者已证实间质干细胞可

以分化为胰岛细胞表型，且一旦植入宿主胰腺体内，

这些细胞即表达胰岛表面标志和对葡萄糖刺激反应

产生胰岛素分泌。如Janus等H71在受体小鼠体内骨

髓利用CRE-LoxP细胞示综系统证实这些细胞来源

于供者细胞横向分化(transdifferentiation)而非供一受

者细胞融合(ceⅡfusion)。Hess等¨副和Mathewu引等

均用试验证实骨髓源性干细胞能促进胰腺再生，在

胰腺8细胞受损时，其相应部位出现绿色荧光蛋白

标记的骨髓源性内皮细胞的集聚。最近，贾延诘

等∞3采用体外横向分化技术，将成年大鼠骨髓问质

于细胞经三期诱导分化为胰岛素分泌细胞，利用间

接免疫荧光法鉴定发现诱导后的胰岛素分泌细胞可

以表达胰岛素、胰高糖素、生长抑素和PDx．1等蛋

白；利用RT．PcR法检测到诱导后的胰岛素分泌细

胞表达胰岛素．1、葡萄糖转运子2(GLU，12)、葡萄糖

激酶及其到多种转录因子mRNA；胰岛素分泌量增

加，且葡萄糖刺激实验反应敏感。这项研究为糖尿

病患者的治疗点燃了新的希望。

三、目前几种不同细胞来源的体外诱导方案

Leon．Quinto等心“利用以质粒为载体，转染包含

有新霉素抗性基因(neoⅡlycin．resistaJlce gene)的

NkX6．1启动子基因给小鼠胚胎干细胞，然后将这些

细胞置于含有一些参与胰腺内分泌部的发育和调控

的因子中体外培养，结果发现：由免疫组织化学、RT．

PCR及放射免疫方法检测新霉素筛选的Nkx6．1阳

性细胞经诱导后可以表达B细胞基因，如Pdx6．1、

GLUT-2、sur．1、胰岛素及葡萄糖激酶等；且置入sTz

诱导的糖尿病小鼠模型体内，可以纠正其高血糖。

日本学者Nakaiima—Nagata等口21利用改良的胶原酶灌

注法从肝实质中获取肝小细胞(smaU hepatocytes，

sHCs)，通过他们设计的5步法即：①分离获取SHcs

并分为3组；②首先在高糖培养基中培养0～5 d；③
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然后每组加1％二甲基亚砜(DMsO)以促进细胞扩

增2 d(5—7 d)；④第二组在诱导分化培养基及低血

清(0．2％FBs)条件下继续培养2 d(7～9 d)；⑤利用

腺病毒为载体，将带有示踪系统的绿色荧光蛋白标

记的胰十二指肠同源序列一1(Pdx一1．IRES—GFP)或绿

色荧光蛋白(GFP)转染同一培养基中的细胞继续培

养至15 d；通过RT．PCR分析发现其Pd)【．1阳性的细

胞要比Pdx．1阴性的细胞释放胰岛素的量高2倍，

而对照组无释放胰岛素。实验结果表明：肝小细胞

可以分化为胰岛素分泌细胞，并且Pd)【一l于体外可

以影响已分化的肝小细胞释放胰岛素。以上2种方

法均利用外源基因转染体外培养的干细胞而使细胞

分泌胰岛素，从而有可能成为8细胞的替代物。理

想的_13细胞替代物必需具备以下特点：表达葡萄糖

激酶(CK)和葡萄糖转运子2(GLu他)；低表达高亲

和力的己糖激酶(HK)；表达激素原转换酶Pc2、

Pc3，并能将胰岛素原有效地加工成为胰岛素；能将

胰岛素释放入细胞外的分泌系统。要达到以上要

求，还有很多问题尚待解决：①骨髓间质干细胞的生

物学特性多由体外实验获得，同其在体内的某些特

性及功能(如免疫获免、定向分化等)是否一致；②骨

髓间质干细胞缺乏特异性表面标志，难以分离和鉴

定；③需要进一步探索更适合的诱导微环境，构建适

当的细胞外基质以提高诱导的成功率；④诱导后的

细胞形态及功能上的鉴定缺乏统一标准及糖尿病模

型设计等等。

骨髓间质干细胞体外成功诱导分化为胰岛素分

泌细胞，已为胰岛移植开辟新的研究思路；但其能否

用于Tl DM的治疗，临床研究还有待于进一步深入。
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