
重庆医科大学学报2O09年第34卷第 l期 (Jouma1 0f Chongqing MedicaI University 2009．Vo1．34 No．1) 一 33 一  

基础研究 文章编号：0253—3626(2009)01一o033—04 

胰腺干细胞转分化前、后 PDx一1的表达研究 
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【摘 要】目的：利用干细胞和非干细胞生长对血清的不同要求，获取大鼠胰岛中所含的干细胞并探讨转分化前后PDx一1的表 

达差异。方法：将雄性 sD大鼠采用胶原酶 V型通过胰管对胰腺进行灌注，切取胰腺，消化、离心获得胰岛细胞沉淀物。将细胞悬 

液首先接种于含 l0％胎牛血清 Ham’s F一1O培养液中连续培养 36 h；然后改用无血清 Ham’s F一10培养液培养 14 d。最后以含 

KGF、BsA及 I 的无血清 DMEM／F12(8 mmo坍葡萄糖)培养液连续培养 28 d。在无血清 Ham’s F一1O培养液培养第 l4 d以及 

含 KGF、BsA及 IrI’s的无血清 DMEM l2(8 mmoM葡萄糖)培养液培养第 28 d分别加入双硫腙染色观察三维细胞团，同时取部 

分贴壁细胞应用免疫细胞化学分析所获得干细胞的胰十二指肠同源框(PDx—1)的表达。结果：经双硫腙染色，转分化培养后的 

部分细胞呈红色；免疫组化结果显示经转分化培养后，PDx—l在胞核表达更加明显。结论：胰腺干细胞经转分化培养后部分细 

胞可表现出胰岛细胞的性质 ；不同纯度胰岛所携带的干细胞经转分化培养后的子代细胞仍然保持干细胞的特征；KGF可能具 

有促进 PDx～1表达的作用。 
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The expreSSiOn Of Stem cell pdx一1 in different purity panCreatic islets befOre and 

after tranSdi什erentiated CuIture 
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【Abstmct】D龟 ec现 e：To obtain the stem cells in diⅡ ren pancI℃atic islets purity utilizing f e—senlm culture medium and investigate the 

PDX一1 mRNA expressi0n distinction hefnre and after transdim rentiation culture．M ￡ d ：Pancreatic islets 0f male SD rats(islet 

don0rs)were isolated by injection 0f collagenase int0 pancreatic ducts，and maintained in semm Ham’s F—l0 f0r 36h．Then the cel1s were 

kept in free—semm Ham’s F一10 fnr 14 days．The last stage was t0 shift culture media _rnm free—semm Ham’s F一10 to f e—semm 

DMEM／F1 2 that c0ntained KGF，BSA ，glucose and ITS．0n the 28d，Dithiz0n was added int0 the cullure nask fnr observation 0f 3D cel1． 

I e PDX一1 positive cells was investigated by immunocyt0chemistry．Res Z括：After transdifl rentiati0n culture，some 3D cells were red． 

The pdx一1 was remarkable in ceIl nuc1eus．( cZ s 0 ：After transdi矗 rentiation culture，some pancreatic stem cel1 display the character 

0f islet cell_The daughter cel1s of pancreatic stem cells have character of stem cells after tmnsdi [_erentiati0n．KCF may have ef ct on p o— 

moting t}le expression nf PDX一1． 

【Key w0rds】Donor islets；PDx—l；Rat；stem cells 

胰岛移植作为一种治疗糖尿病的方法得到了 

全球的认可．然而供体来源短缺以及移植后胰岛细 

胞的丢失 、排斥反应等 问题未完全解决 ，使其长期 

处于实验及临床研究阶段。胰腺干细胞可以转分化 

为胰岛素分泌细胞已为许多学者所证实，通过研究 
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胰腺干细胞的表面标志物可以了解干细胞的来源， 

进而通过基因调控等方法诱导或控制干细胞的定向 

分化 ，从而拓宽研究糖尿病治疗方案的道路。PDX一1 

是已知最早表达的胰腺 B细胞标记蛋白，是胰腺发 

育及胰岛素基因转录表达的早期关键性转录因子， 

对胰腺萌芽的生长分化起重要作用l1I，同时也是具 

有多向潜能分化的胰腺于细胞的标志物。本实验拟 

于在体外培养的条件下，以PDX—l为标志物观察对 

胰岛细胞悬液所携带的干细胞进行诱导培养以后 
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的子代细胞的特征及其变化。 

1 材料和方法 

1．1 实验动物及试 剂 

选取健康雄 SD大鼠，体重 180～200 g，血糖检测均正 

常，由重庆医科大学动物实验中心提供。胶原酶 V型，转铁蛋 

白，牛胰岛素及多聚赖氨酸(si舯a)，双硫腙(上海化学试剂 

厂)、Ham’s F一10培养液及Trizol试剂(上海生工)，DMEM／F12 

培养基(G出co)，胎牛血清(杭州四季青)，Matrigel基膜 (BD 

公司)，尼可酰胺(天津大茂)，硒粉，BSA(R0cHE)，KGF(PE— 

pmtech)，兔抗鼠PDx一1多克隆抗体(upstate公司)。 

1．2 实验仪 器 

倒置显微镜(0lympus)，图像分析仪(美国)，超净工作台 

(苏州)，恒温培养箱(重庆)。 

1．3 胰岛的分离和消化 

参照 Hesse的胶原酶胆管灌注方法灌注胰腺 ，并加以 

改进。sD大鼠麻醉后开腹，显露胆总管，用静脉留置针穿刺 

胆总管，破心放血。将 4℃胶原酶溶液 10 ml缓慢逆行注入胰 

管内使得胰腺充分膨胀，去除脂肪、血管和淋巴结，迅速完整 

摘取胰腺，转入无菌 5O ml F丑icon塑料离心管。37℃水浴静止 

消化 25～30 min，振摇离心管，使胰腺组织分散成细沙粒状 ， 

以4℃ Hank’s液终止消化。8O目滤网过滤 ，将细胞悬液转 

入玻璃离心管，洗涤 2次。 

1．4 胰腺干细胞的分离培养 

将胰岛沉淀物用 Hank’s液洗涤 ，离心沉淀，以 10％胎 

牛血清的 Ham’s F一10培养液制成细胞悬液。接种于 1O％胎 

牛血清的 Ham’s F一10培养液，培养瓶以 10％多聚赖氨酸预处 

理。36 h后换液，去除未贴壁细胞和细胞碎片，改用无血清 

Ham’sF—l0培养液，置于 37qC、5％c02及 95％O2培养箱中连 

续培养 14 d，每2 d换液 1次，丢弃未贴壁细胞。第 15 d待贴 

壁细胞生长至瓶底 70％左右时进行传代 ，按 5×10 个 ／瓶分 

瓶接种。 

1．5 胰腺干细胞 的鉴定 

选用兔抗鼠PDx一1多克隆抗体，按常规细胞免疫组化方 

法鉴定胰腺干细胞的存在。 

1．6 胰腺干细胞的转分化培养 

将其中 1瓶传代细胞在无血清 Ham’s F一10培养液培养 

结束后，更换为含 10 1 KGF、ITs复合物(5 mg，L硒粉、5 mg几 

转铁蛋白及 5mg几牛胰岛素)、2 g，IJ BsA及 10mm0l，L尼可 

酰胺的无血清 DMEM／F一12培养液。参照 Susan Bonne卜we 

的方法 ，根据培养瓶面积，按 50 1／cm 吸取 l：l0 Matrigel 

基膜加入培养瓶 ，均匀铺于瓶底，置于培养箱中(5％c0 及 

95％0 )，37℃过夜形成胶体。每2 d换液 1次，连续培养 28 d。 

1．7 转分化培养后 PDx一1阳性细胞的检测 

同转分化培养前 PDx一1阳性细胞的检测。 

1．8 新 生三维细胞 团鉴别 

利用双硫腙能和胰岛 B细胞胰岛素颗粒内的锌螯合使 

其呈红色的性质，鉴别新生三维细胞团是否含有胰岛素颗粒。 

1．9 转分化培养前、后 PDx一1阳性细胞的检测 

用 PBs代替一抗做阴性对照，以已知的阳性片做阳性对 

照，镜下观察细胞浆出现棕黄色的为阳性细胞。每张切片随 

机选 5个视野用图像分析仪测其阳性反应部位的平均面密 

度值。 

1．10 统计学处理 

所有数据用均数 ±标 准差表示( ±s)，用统计软件 

SPSS11．0进行 ￡检验分析。 

2 结 果 

2．1 胰腺千细胞的体外培养及形态学观察 

胰岛细胞细胞悬液接种后，经含血清Ham’s F一 

10培养液培养 24 h后，可见瓶底有梭形和不规则形 

细胞贴壁生长。更换为无血清Ham’s F一10培养液培 

养，可见有死亡细胞浮起，仍有贴壁细胞存活，但生 

长缓慢并有细胞集落形成。更换为无血清 DMEM／ 

F12培养液后 48 h．可见细胞增殖速度明显加快．所 

形成 的细胞集落边缘有部分细胞伸 出突起并逐渐 

分裂成不规则形单核附壁细胞，逐渐融合呈不规则 

形或卵圆形 ，并有呈三维生长的活细胞出现 。经双 

硫腙染色后，部分呈三维生长的活细胞染色呈红色。 

2．2 转分化前后胰腺干细胞免疫组化结果 

转分化培养前 PDx—l在胞浆及胞核均有阳性 

表达(平均面密度值0．134±0．072)；经转分化培养后， 

PDX一1在胞核呈强 阳性表达 ，较胞浆 明显(平均面 

密度值0．2O7±0．047)。经f检验分析，f=一3．144，P<0．05。 

3 讨 论 

国内外的学者均发现 ，在胰腺干细胞的分化培 

养过程中，根据干细胞生长与其他细胞生长对血清 

的不同要求，利用含2％低浓度血清的培养液可以较 

好的纯化胰腺干细胞，去除非干细胞成分，还可以保 

持胰腺干细胞的未分化状态 。而无血清培养是诱 

导胰腺干细胞分化的一个重要条件。在本实验中，我 

们利用完全无血清的培养液成功地获取了胰腺于细 

胞，并证明胰腺干细胞在无血清且无任何诱导因子 

条件下不仅表现出增殖性，还保持了胰腺干细胞的 

未分化状态。免疫组化的结果提示获得的贴壁细胞 

中存在PDX一1的表达。这与Lu等 人的研究结果相 

似。而且我们的免疫组化提示了另外一个结果：与转 

分化培养前比较，转分化培养后，PDX—l在胞核表 

达更加明显。这可能与 PDX—l最终要进人核内与胰 

岛素基因启动子结合，促进胰岛素基因转录和导管 

祖细胞向胰岛素分泌细胞方向分化有关 。目前尚无 

相类似的报道，产生这一现象的原因有待深究。 
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图 1 转 分 化 培 养 前 ( x 4 0 0 )

图 3 未加 入 双 硫 腙 时 ( × 10 0 )

图 5 转 分 化 前 P D X 一 1 免 疫 组 化 ( S A B C x 4 0 0 )

在 随 后 的 诱 导 培 养 过 程 中 ， 我 们 的 研 究 结 果 提

示 在 以 无 血 清 H a m
’

s F 一 1 0 培 养 液 培 养 14 d 后 出 现

P D X ～ 1 的表达 ， 而 在 以 无 血 清 的 含 生 长 因子 的D M E M ／

F 1 2 培 养 液 培 养 以 后 也 有 P D X — l 表 达 。 然 而

T o d o r o v 研 究 小 组 的 结 果 提 示 在 胰 腺 干 细 胞 的 扩 增

阶段 (4 ～ 7 d ) 存 在 C K 一 1 9 的 表 达 而 无 P D X 一 1 表 达 ，

在 随 后 添 加 生 长 因 子 进 行 诱 导 分 化 后 9 0 ％ 的 细 胞

两 者 均 有 表 达 15 1
。 所 以 ， 我 们 推 测 短 期 培 养 ( 4 ～ 7 d ) 无

法 使 P D X 一 1 表 达 ， 可 能 在 培 养 十 余 天 左 右 开 始 表 达 ，

而 后 出 现 表 达 量 下 降 ；在 添 加 了 K G F 以 后 ， 贴 壁 细

胞 会 再 次 表 达 P D X — l 。 正 如 S h a r m a 等 I。l 描 述 的 那

样 ： 在 导 管 上 皮 细 胞 快 速 复 制 时 期 ， P D X — l 会 暂 时

性 的 表 达 。 而 且 有 研 究 表 明 具 有 导 管 表 型 的 细 胞 在

体 外 的 培 养 中 具 有 再 次 表 达 P D X 一 1 的 能 力 ， 即

C K — 1 9 阳 性 的 细 胞 可 再 次 表 达 P D X 一 1 。 这 可 能 与

K G F 有 关 ， 因 为 K G F 对 于 维 持 上 皮 细 胞 的 特 性 是

图 2 转分 化 培 养 后 ( x 4 0 0 )

图 4 同 一 视 野 加 入 双 硫 腙 染 色 后 ( x 4 0 0 )

图 6 转分 化 后 P D X 一 1 免疫 组 化 ( S A B C x 4 0 0 )

至 关 重 要 的川 “
。 所 以 我 们 推 测 K G F 可 能通 过 某 种

间 接 途 径 促 进 P D X 一 1 的 表 达 。 同 时 我 们 的 结 果 证

实 了 部 分 胰 腺 干 细 胞 经 诱 导 培 养 以 后 可 以 分 化 为

具 有 胰 岛 细 胞 特 征 的 活 细 胞 。 为 了更 直 观 的 表 现 呈

三 维 生 长 的 活 细 胞 ， 我 们 选 用 了 低 倍 镜 观 察 。

我 们 的 实 验 结 果 均 基 于 体 外 培 养 条 件 ， 然 而 当

进 行 体 内 胰 岛 移 植 时 ， 由 于 机 体 内环 境 与 体 外 有 太

多 不 同 如 各 种 生 长 因 子 ， 机 体 免 疫 状 态 以 及 移 植 胰

岛 新 生 血 管 的 形 成 均 可 能 对 干 细 胞 的 生 长 和 分 化

产 生 积 极 或 消 极 的 影 响 。 因 此 ， 胰 腺 干 细 胞 的 体 内

分 化 状 态 有 待 于 更 进 一 步 的 研 究 。
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1 病 例 

患者 ，男 ，38岁 ，因“反复腹 胀 、尿 黄 3年 ，再发 1月”于 

2007年 4月 8日入 院。患者 3年前无明显诱 因出现腹胀 ，尿 

黄如茶色 ，双下肢水肿 ．无发热 ，无腹痛 ，在我院诊断为“慢性 

乙型肝炎 ，脾大”，予保肝 、降酶 、退黄等对症治疗后好转出院。 

1年前 开始反复 出现尿黄 ，不伴眼黄 、身黄及 大便颜色 改变 ， 

未予重视 ，未予正规治疗 ，未做肝功能检查。1月前冈感 冒后 

出现畏寒 ，无发热 、咳嗽 ．在 当地诊所 了以静滴抗生素(药名不 

详)后，症状缓解，但渐出现腹胀，双下肢水肿，纳差(食量减少 

l／3)，腹部渐膨隆，尿量减少，尿黄如茶色 ，无腹痛 、发热 ，无颜 

面部浮肿 ，无恶 心 、呕吐 ．在 当地 县医 院查 B超示“腹水 ，脾 

大”，肝功能示 ：ALB，22 ；TB，l90 mo1，lJ(具体数值不 详)。 

为进一步治疗来我院。患者患病来 ，精冲差 、食欲差 、睡眠好 、 

大便 _尢特殊 、小便色如浓茶色 、量减少 

人院查体 ：肝病面容 ，可见1月十掌 ，未见蜘蛛痣 ，全身皮肤 、 

巩膜巾度黄染 ；双下肺 呼吸音减低 ，未闻及T湿性罗音 ，心脏 

无特殊 ；腹部 明显膨隆 ，腹 围：97 cm，可见脐疝 ，无压痛 、反跳 

痛 ，肝脾末满意扪及 ．移动性浊音阳性 ．双下肢浮肿。 

入院后辅助检查血常规 ：wBC，9．09×10 个，L．中性粒细 

胞 百分 比 ：7lI2％ ，HGB：82g，I ，PI T：39×10 个，L。肝功 能 ： 

作者简介：范玲燕(1980一 )，女，硕士， 

研究方向：慢性乙肝的诊治进展 

通讯作者：胡 鹏，男，副主任医师，E—mail：mcnv2O0H0@sinamm 

A AST：5l／107 mol／LJ，ALB：21．2 P_几，TB／DB：l39．7／96．6 mol／ 

I 。PT：23S，PrrA：37％。AFP：14．0 g，L。乙肝两对半示 ：HBsAg 

【+)、HBeAg(+)、HBeAb(+)、HBcAb(+)。腹水 常规 ：浑浊 ，比重 

1．O12；李 凡它 蛋白定性 ：微量 ，阳性 ；白细胞 ：1 260×10 个几； 

红细胞 ：1 08()×l0 个／IJ：嗜中性粒细胞 ：0．74；淋 巴细胞 ：0．24。 

腹部 B超示 ：肝脏形态失常 ，缩小 ，右叶斜径 l2_2 cm。肝包膜 

不规则。门静脉主干内径 1．4 cm。肝实质回声增多 、增强 、细 

密 ，分布欠均匀。肝静脉欠清晰 、变细。脾脏长 ：l6．7 cm，厚 

6．8 cm，脾静脉内径：脾侧主干 0．9 cm。腹腔 内见大量液性 暗 

区 。 

患者入院后予以腹水浓缩 回输术 1次 ，超滤腹水 4600ml， 

同时给 予保肝 、降酶 、退黄 、抗感染对症治疗及人血 白蛋白支 

持治疗 。患者病情明显好转。于 4月 25日患者出现左上腹疼 

痛 ，渐 加重 ，随体位改 变疼痛加剧 ，腹 围 ：85．5 cm，予上腹部 

cT检查示：肝脏体积减少，肝轮廓不光整，表面成波浪状。肝 

实质密度尚均匀，门静脉丰干增粗，其最宽径约2．0cm。脾脏体 

积增大，增强扫描脾外缘实质内可见大片成楔形的低密度无 

强化影 。腹腔内见少量积液征。腹腔 内系膜筋膜 明显增厚。肠 

系膜及腹膜后见 多个肿大淋巴结 。CT诊 断为：(1)肝硬化 ，脾 

大 ，腹水 ，门脉高压 ；(2)脾梗死 ；(3)肠系膜及各筋膜增厚 ，腹 

腔及腹膜后淋巴结肿大．考虑原发性腹膜炎改变可能。粗略 

估 计梗 塞面积约在 30％左 右．予以头孢哌酮钠舒 巴坦钠预防 

感染 、心电监护观察 、吸氧 、补液等对症处理 ，患者左上腹痛逐 

渐减轻 ，于 5月 9日出院。 (下转第 108页) 


