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胎儿胰岛样细胞团源上皮样细胞分离、纯化和鉴定
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摘 要 旨在优化胰腺干细胞分离、鉴定的方法和体系，为糖尿病研究和治疗提供种子细胞。采用胶原酶消化法，分离培养

出胰岛样细胞团（YII=），对其进行贴壁培养，从中纯化出上皮样细胞。采用 *<<法测定其生长情况并绘制生长曲线。采用免
疫组织化学染色检测分离得到细胞的 HG\FK、HI)9、IMF$、IMFKL、)0=51C、R’@5!、%1;0C51C、YC=@’1C表达情况。应用流式细胞仪检测
其表面标志。由分离培养的 YII=成功纯化出上皮样细胞；传 ^#代，每代冻存 K#8 _ K#7 个细胞；生长曲线显示其传代第 "天进
入对数生长期，第 J天进入平台期；免疫组织化学染色显示其表达 HG\FK、HI)9、IMF$、IMFKL、)0=51C、R’@5!、%1;0C51C；不表达
YC=@’1C；流式细胞仪分析表明其表达 IG!L、IG^^、IGK88，不表达 IGKK+、IGK^、IG"^、IG^J、IGL#、IGK#J、IGKK$。由胎儿胰腺能
分离出具有自我更新能力的上皮样细胞，为导管来源，具干细胞特性。
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糖尿病是继癌症和心血管疾病之后的第三大疾

病，是全球性医学难题。日趋成熟的胰岛移植技

术［!］给糖尿病患者带来了曙光，但供体器官严重短

缺和免疫排斥仍然是胰岛移植的最大障碍［"］。近年

来，随着干细胞研究的发展，将干细胞作为种子细胞

应用于临床多种疾病的治疗已成为一个新的领域。

将胚胎干细胞或成体干细胞诱导为胰岛后移植治疗

糖尿病给患者康复带来了新希望［#］。胰腺干细胞在

理论上更容易向胰岛细胞分化，已有很多研究证明

胰腺来源的干$祖细胞在体内外能诱导分化为内分
泌细胞［% & ’］。但关于胰腺干细胞来源、形态、分子标

志仍存在争议。

研究表明，人胎儿胰腺细胞在体外能自发形成

胰岛样细胞团（()*+,-*./+ 0+** 0*1),+2)，(00)），345染
色很弱，以上皮细胞为主；体外经烟酰胺等诱导后能

分化为胰岛内分泌细胞，移植到裸鼠体内能发育成

功能性!细胞
［6 & 7］。

本研究从获得的胰岛样细胞团中纯化出上皮样

细胞（ 819:; <+,:* (00)-3+2.=+> ?@.,A+*.:* 0+**)，
8<(?0)），并检测与胰腺干细胞相关标志的表达情
况，以期优化胰腺干细胞的分离、鉴定方法和体系，

为糖尿病临床治疗提供理想的种子细胞。

! 材料与方法
!"! 材料

# B C 月龄人流产胎儿（由西安某医院提供），
3D?D（低糖）（E(F0G）；HID(!’%J（E(F0G）；胰蛋白
酶（!："CJ）（ E(F0G ）；?34K（E(F0G）；明胶（L.M9:）；
LKF0试剂盒（北京中杉）。
!"# 方法
!"#"! 胎儿胰岛样细胞团的获得：无菌取 # B C 月
龄胎儿胰腺，IFL N 双抗漂洗 # 次，置于 !J9O 烧杯
中剪碎（!99#），"型胶原酶 #6P消化 "J9.;，IFL N
双抗洗 #次，离心收集细胞，HID(!’%J N !JQRFL悬
浮于#’S9玻璃皿中，#6P，CQ0G" 培养，接种后第

四天开始半量换液，每两天一次。

!"#"# 胎儿胰岛样细胞团单层培养：用玻璃管将培
养皿中聚集形成的胎儿胰岛样细胞团挑出，接种于

明胶包被过的玻璃皿中，低糖 3D?D N !JQRFL N
!J;M$9O ?E< 培养，当细胞长成单层后用 JT"CQ胰
酶 N JTJUQ?34K消化（#6P，C9.;）传代，HID( !’%J
N !JQRFL培养。
!"#"$ 胎儿胰岛样细胞团源上皮样细胞（8<(?0)）
的纯化与扩增：胎儿胰岛样细胞团单层培养的细胞

传代 %>后可见许多呈克隆样生长的上皮样细胞片，
成纤维细胞则散在生长。继续培养 #>，上皮样细胞
迅速生长，有逐渐与成纤维细胞相交的趋势。此时，

用玻璃针将上皮样细胞片挑出，接种于明胶包被过

的玻璃皿中，HID(!’%J N !JQRFL培养。当细胞长
至 UJQ融合时，用 JT"CQ胰酶 N JTJUQ ?34K 消化
（#6P，C9.;）传代扩增。
!"#"% 8<(?0) 细胞生长曲线绘制测定：取生长状
态良好的第 !# 代细胞，将其按每孔 " V !J# 个接种
到 7’ 孔板中，每孔培养液 "JJ$O，共 ’组，每组 #个
孔，连续培养 ’>，每 "天换液 !次。每天各取 #孔，
分别加入 D44 溶液（CM$O）"J$O，#6P继续孵育 % A
后，吸去上清培养液终止培养。每孔加入 !CJ$O
3DLG，轻微振荡 !J9.;，使结晶物充分溶解。在酶联
免疫检测仪上以 %7J;9和 ’#J;9波长测定各孔光吸
收值（!" 值），求均值，以时间为横轴，光吸收值为
纵轴，绘制细胞生长曲线。

!"#"& 8<(?0) 的免疫组织化学染色检测：将第 ’
代、!!代、"!代细胞分别接种于 7’孔板中，培养 #>
后吸出培养液，IFL 洗 # 遍，每孔加 "JJ$O %Q多聚
甲醛（@86T%）固定 !C9.;，#Q 双氧水封闭 C B !J9.;，
IFL洗 #9.; V # 次；山羊血清封闭 !J B "J9.;甩干，
不洗；分别滴加兔抗人 I3W-! 多克隆抗体（! X CJJ，
0A+9.SY;）、鼠抗人 0Z-!7 单克隆抗体（! X CJ，FY),+2
F.Y,+SA;Y*YM[）、鼠抗人 0Z-6 单克隆抗体（! X !JJ，
K;,.\Y>[ 3.:M;Y),.S:）、人细胞核增殖抗原（I0RK）单
克隆抗体（! X "JJJ，).M9:）、鼠抗人 R+),.; 多单克隆
抗体（! X CJJ）、鼠抗 ].9+;,.; 单克隆抗体（! X !JJ，
L:;,: 021^ F.Y,+SA;Y*YM[）、鼠抗人 (;)1*.;单克隆抗体
（! X%J，0:*\.YSA+9）CJ$O$孔，%P过夜，加生物素化二
抗，室温或 #6P孵育 "J9.;，IFL洗 C9.; V #次；滴加
8HI各 !滴，孵育 "J9.;，IFL洗 C9.; V #次；3KF显
色 !J B #J9.;，镜下观察照相，阳性为红棕色。
!"#"’ 8<(?0)的流式细胞仪检测：将第 C代细胞，
用 JT"CQ胰酶 N JTJUQ?34K消化（#6P，C9.;），离
心收集细胞，重新悬浮于 !9O IFL中，吹打混匀，每
只检测管中加 !JJ$O细胞悬液，然后加入 <(40和
I?标记的 03抗体（F?0ZDKR公司）各 !J$O，!J9.;
后上流式细胞仪检测。

# 结果

#"! 胰岛样细胞团获得与单层培养
胎儿胰腺组织经"型胶原酶消化后，可得到单

细胞和细胞团（块）。接种后单细胞和细胞块很快贴
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壁呈单层生长，细胞团则贴壁较慢，有的大细胞团

!"内仍保持悬浮。贴壁细胞很快平铺生长，有上皮
样细胞和成纤维样，长满时光镜下观察则以成纤维

样细胞为主。在生长过程中，平铺细胞能聚集并形

成细胞团（胰岛样细胞团，#$$）（图 %），&’( 染色阴
性，表明不含成熟的!细胞。将 #$$)挑出置于新皿
中进行贴壁培养，细胞从细胞团中有细胞游出呈单

层生长（图 *）。

图 % 平铺细胞聚集形成细胞团（%++ ,）
-./0 % #$$) 12345" 1324 426278953 :577)

8//35/8;.6/（%++ ,）

图 * 细胞团贴壁培养第 <天（%++ ,）
-./0 * ’=5 <;= "89) 21 426278953 :>7;>35" #$$)（%++ ,）

!"! #$%&’(纯化和扩增
细胞团单层培养 ?"后，胰酶消化传代，!"后可

见散在的成纤维样细胞空隙间有呈克隆状生长的上

皮样细胞片（图 @）。用胰酶轻度处理后将上皮样细
胞片挑出接种于新皿中继续培养，此时为纯的上皮

样细胞（图 !）。这些上皮样细胞增殖能力很强，传
代后培养 !"，细胞量可增加约 !倍。传代前 @"细胞
生长较慢，第 @ A B天细胞迅速生长，之后进入平台
期（图 B）。现已传至 !+ 代。每代冻存 %+< A %+? 个
细胞。

!") #$%&’(检测
!")"* 免疫组织化学检测：免疫组织化学染色检测
表明，该上皮样细胞表达 C&DE%、C$FG、$HEI、$HE
%J、F5);.6、K7>;*、L.456;.6；不表达 #6)>7.6（图 <）。

图 @ 上皮样细胞片（B+ ,）
-./0 @ MN.;=57.87 :577) N8;:=（B+ ,）

图 ! 纯化的上皮样细胞（%++ ,）
-./0 ! C>3.1.5" 5N.;=57.87 :577)（%++ ,）

图 B O-#M$)生长曲线
-./0 B K32P;= :>3Q5 21 O-#M$)

!")"! 流式细胞仪检测：表达 $&*J、$&!!、$&%<<，
不表达 $&%%8、$&%!、$&@!、$&!B、$&J+、$&%+B、
$&%%I（图 I）。

) 讨论

O895R等［I S J］由人胎儿胰腺得到胰岛样细胞团
（#$$)），&’(染色弱阳性，经烟酰胺（F#$）、肝细胞生
长因子（OK-）等诱导能使 #$$) 向胰腺内分泌细胞
分化；将 #$$)移植到裸鼠肾背膜下三个月后在其血
液中能检测到人 $肽；将 #$$)移植到 T’(诱导的糖
尿病无胸腺大鼠肾背膜下，%+ A %*周后大鼠血糖恢
复到正常水平。这些结果提示 #$$)中含有未分化
的胰腺内分泌前体细胞或干细胞。他们的研究还发

现 #$$)中大部分细胞（ U I+V）是上皮样细胞，短期
内贴壁培养时主要是这些上皮样细胞生长，若继续

?!* !"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12 生物工程学报 *++I，L27W*@，F2W*



图 ! "#$%&’免疫组织化学染色结果（()) *）
#+,- ! $../012+’31425.+467 ’36+0+0, +0 "#$%&’（()) *）

8：9:;<( =1’+3+>5；?：&@<(A =1’+3+>5；&：&@<B =1’+3+>5；:：9&C8 =1’+3+>5；%：05’3+0 =1’+3+>5；#：D7/3E
=1’+3+>5；D：>+.503+0 =1’+3+>5；"：+0’/7+0 05,53+>5；$：4103F17 -

图 B "#$%&’表面标记的流式细胞仪分析
#+,- B #8&G 6067H’+’ 1I 325 ’/FI645 .6FJ5F’ +0 "#$%&’

&:EA，&:KK，60L &: (!! M5F5 =1’+3+>5；&:((6，&:(K，&:NK，&:KO，&:A)，&:()O，60L &:((B M5F5 05,63+>5-

培养，成纤维细胞就会过度生长。本试验在这些研

究的基础上加以改进，将 $&&’贴壁培养，待上皮样
细胞扩增后传代，上皮样细胞呈克隆样生长，挑出纯

化后继续传代扩增，可得到大量具备自我更新能力

的上皮样细胞（"#$%&’）。
9:;<(是胰腺发育的关键基因，是调控胰岛素

AKE乔 海等：胎儿胰岛样细胞团源上皮样细胞分离、纯化和鉴定



表达的重要转录因子，在胰腺整个发育过程中均有

重要作用。!"#$%缺失的小鼠其胰腺不发育［%&］。选
择性剔除成年小鼠胰岛细胞 !"#$%基因 ，会破坏小
鼠胰岛，引发糖尿病［%%］。!"#$% 也是!细胞成熟的
标志，是胰岛和腺泡细胞分化所必须的物质［%’ ( %)］。

!"#$%目前已成为公认的胰腺干细胞重要标志。
!*+,则与细胞增殖相关［%-］。本试验获得的 ./01*2
稳定表达 !"# ( %、!*+,，表明其具备胰腺干细胞的
特性。

3456等［%7］发现体外培养的成人胰腺外分泌细
胞能向 *8$%9 阳性的导管细胞转分化，同时表达
!"#$%并能够形成胰岛样细胞团，因而 *8$%9 也可
作为胰腺干细胞的一个标志。:;<<=6$>=?62等［)］由
成人胰腺导管分离的上皮样细胞表达 *8$%9，且在
细胞外基质作用下可向胰岛细胞分化。.@;等［%A］由
成人胰腺非内分泌部分离得到 *8$%9阳性上皮样细
胞，其与胎儿胰腺细胞混合后移植于裸鼠肾背膜下，

能分化成为功能性!细胞。本实验分离纯化出的
./01*2除表达 *8$%9外，还表达其他上皮细胞标志
如 *8$A，这充分表明了其上皮来源。

+=2B?<是在神经干细胞中发现的一种高分子量
中间丝蛋白，已被确认是神经干细胞的标志之一。

在胰腺，+=2B?<主要表达于神经原，间质细胞和血管
内皮细胞［%C ( ’&］。DEF=G2H?等［-］由成人胰岛中分离出
+=2B?<阳性胰岛前体细胞（I+0! J=FF2），其具备向胰
腺内外分泌部细胞分化的特性，因而认为 +=2B?<是
胰腺干细胞的标志。.@;等［%A］的研究表明，由成人
胰腺非内分泌部得到的 *8$%9阳性上皮样细胞贴壁
培养时表达 +=2B?<和 K?4=<B?<，而在悬浮培养的细胞
团中则不表达，提示了上皮样细胞表达 +=2B?< 和
K?4=<B?<是由于上皮 (间充质转换（1LM）。本实验
得到 ./01*2也表达 +=2B?<和 K?4=<B?<，与 .@;等的
研究结果相似，但是否属于 1LM还需结合悬浮培养
试验来验证。1LM在细胞培养中广泛存在，由胰岛

!细胞贴壁培养发生 1LM转化形成的成纤维样细胞
能快速增殖，经诱导可分化为!细胞，但这些 +=2B?<
阳性细胞不表达 *8$%9［-，’%］，与 .@; 报道及我们的
+=2B?<阳性上皮样细胞是不同的。因此 +=2B?<能否
作为胰腺干细胞标志仍需更进一步的研究。

!@<N等［’’］发现大鼠 %%O 胎龄时其胰腺原基就
表达 3FEB’，在随后形成的背侧和腹侧胰芽及其分支
形成的导管细胞中持续表达，其中分化成外分泌部

的细胞（表达胰淀粉酶）停止表达 3FEB’；而共表达
3FEB’和胰岛素的细胞可聚集形成胰岛，最后在成熟

的!细胞中仍持续表达。本研究获得的 ./01*2表
达 3FEB’，表明其具有向内分泌细胞分化的潜能，也
表明其非外分泌部来源。

造血干细胞表面具有的特异性标记，便于造血

干细胞的分离、鉴别和检测，成为目前研究最清楚的

干细胞之一，已应用于临床。而胰腺干细胞至今仍

未找到公认的特异性细胞表面标记。PIQEH?等［’R］应
用 J$L=B作为标志分离出胰腺干细胞，这些细胞不
表达 *")-。DI@<N等［’)］研究表明，胰岛样细胞团源
P!细胞表达 *"))、*"9& 和 *"%)，不表达 *"R)、
*"RC、*")-、*"%%A、*"%RR；S?< 等［’-］研究发现成人
胰腺导管源 <=2B?< 阳性细胞表达 *"’9、*"))、
*"%&-、*"9&、*"%)，不表达 *"R)、*")-、*"%RR；这些
结果都与 :LP* 的表型相似，显示其为间质来源。
而本实验获得的 ./01*2与这些间质来源的细胞不
同，表达 *"’9、*"))、*"%77，不表达 *"%%@、*"%)、
*"R)、*")-、*"9&、*"%&-、*"%%A。因此，表达 *"’9、
*"))，不表达 *")-可能是人胰腺细胞的共同特征；
而不表达 *"9& 和 *"%&- 则可能是本实验获得的
./01*2区别于间质源细胞的特征。这将为胰腺干
细胞的流式细胞仪分选和鉴定提供新依据。

综上所述，本试验从人胎儿胰腺分离培养的胰

岛样细胞团中纯化出具有自我更新能力的 ./01*2，
其来源于胰腺导管，表达 !"#$%、!*+,、*8$A、*8$
%9、3FEB’、+=2B?<、K?4=<B?< 和 *"’9、*"))，不表达
0<2EF?<和 *")-、*"9&、*"%&-。该细胞可作为候选的
胰腺干细胞，已大量冻存，为糖尿病研究提供新平

台，为糖尿病根治带来新希望。
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