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脐血细胞治疗糖尿病的研究进展
秦琳。李红

(昆明医学院第一附属医院内分泌科，云南昆明650000)

·研究进展·

f摘要】干细胞移植是治疗糖尿病的一条新途径，脐血数量丰富、取材容易且不存在伦理问题，成为干细胞的理想来

源之一。脐血细胞治疗糖尿病的研究已取得一定进展，部分实验显示可纠正糖尿病动物的高血糖状态。在临床应用

脐曲L细胞治疗糖尿病之前，还有一些技术障碍有待克服。
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Study progress of umbilical cord blood cells therapy to diabetes

Qm Lin，LI Hong

(Department of Endocrinology，the First Affiliated Hospital of Kunming Medical College，Kunming 650000，China)

[Abstract]Stem cells transplantation is a new way to cure diabetes，human umbilical cord blood，m its real abundance，

simply collection procedure and no serious ethical dilemmas，represents a ideal source of stem cells．Certain progress has

been made in this field and experimental animal hyperglycemia has been rectificated．However,many problems still need to

be resolved before clinical application．
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目前的降糖药物和胰岛素注射治疗尚不能根治糖尿病．

晚期的严重并发症大大缩短了糖尿病患者的寿命。胰岛移植

是治疗l型糖尿病和部分2型糖尿病重症患者的有效方法

之一，但供体的来源严重不足，限制了其应用。干细胞移植是

治疗糖尿病的一条新途径。脐血数量丰富、取材容易且不存

在伦理问题。成为干细胞的理想来源之一。本文对近年来脐

血细胞治疗糖尿病的研究进展作一综述。

1脐血细胞移植治疗糖尿病的体内实验

1．1对1型糖尿病的效果

脐血细胞移植治疗l型糖尿病实验鼠取得良好效果。

2001年Ende Norman等【t1用密度梯度离心法分离出人脐血单

个核细胞(MNCsl。经眶静脉丛输入NOD／Ld 1型糖尿病鼠体

内．从而使其血糖、尿糖及死亡率下降，效果优于骨髓干细胞

移植，实验中未使用免疫抑制剂，未发现任何急性或慢性的

移植物抗宿主反应的临床或组织学证据。亦未发现其他副作

用。2004年Ende’Norman等121用同样方法将不同剂量的人脐

带血单个核细胞输入到患早期自身免疫性1型糖尿病的

NOD糖尿病鼠体内，发现降糖效果具有剂量相关性，且输注

细胞最多者胰岛炎(胰岛内及胰岛周围单核细胞浸润情况)

最轻。2005年Yoshida S等[31将去除T细胞的人脐血单个核

细胞经静脉移植至出生48 h内的NOD／SICD／[32mnm糖尿病鼠

体内(采用此鼠是因为其不含成熟的T、B、NK等细胞)。免疫

荧光染色及免疫原位杂交发现移植1．2个月后人脐带血细

胞在异种移植宿主体内发展为胰岛素分泌细胞。Rt—PCR显

示受体鼠胰腺组织确实分泌了人类的胰岛素，受体鼠胰岛内

的人类染色体+鼠染色体一胰岛素+细胞和人类染色体+鼠染

色体+胰岛素+细胞的数量基本相等，故该研究组推测．通过
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依赖或非依赖融合的机制。人类脐带中的祖细胞可以(在一

定程度上)克服异基因组织相容性排斥．从而在受体胰腺组

织中发展为分泌胰岛素的细胞。2007年Zhao Yong等【4j从人

脐带血中分离出一类干细胞，其表达造血细胞抗原。包括

CD9、CD45和CDll7。但是不表达CD34．可以表达胚胎干细

胞的重要特征．包括胚胎干细胞特异兰分子标志物转录因子

OCT-4和Nanog．阶段特异性胚胎抗原SsEA一3和SsEA-4．

其主要组织相容性复合体(MHC)低．混合淋巴细胞反应

(MLR)显示无法刺激异体淋巴细胞增殖，故免疫原性很低，

体外扩增的此种脐血干细胞被注射入链脲菌素(STZ)糖尿病

模型鼠腹膜腔后，在体内可(部分)分化为分泌人胰岛素的细

胞，降低糖尿病鼠的血糖，正常组和未移植组糖尿病鼠在腹

膜内糖耐量试验(IPGTr)刺激前后均未检测到人类C肽．只

有移植组糖尿病鼠刺激后人类C肽水平是刺激前的2倍。

脐血细胞移植治疗1型糖尿病患者也取得了较好的疗

效。20cr7年Michael J等唆外周静脉为15位新诊断的l型糖
尿病患儿实施脐血自体移植术，移植后患儿内源性胰岛素分

泌衰退的速度减慢，没有明显不良反应．脐血含有大量高坊

能的Treg，移植后6个月患JL#b周血仍含有较多的‰g，免
疫功能有所改善，脐血输注的治疗效果可能与此有关。

1．2对2型糖尿病的效果

2004年Ende Norman等旧将人脐带血单个核细胞输入2

型糖尿病鼠(B6．Y—kpob)体内，同样改善了血糖水平和生存

率，而且改善了肾小球肥大和肾小管扩张。

1．3对糖尿病并发症的效果

2004年Ende Norman等【q的研究表明了脐血移植对糖尿

病肾脏并发症的疗效。2005年Naruse K等f7】将脐带廊提取

的内皮祖细胞注射入糖尿病周围神经病变模型鼠的一侧下

肢，从而使注射侧肢体的神经功能和血流较对侧肢体明显改
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善，说明此方法对糖尿病周围神经病变也有一定的疗效。

2脐血细胞移植治疗糖尿病的体外实验(脐血细胞在体外分

化为胰岛素分泌细胞)

2．1脐血中的多种细胞可以分化为胰岛素分泌细胞

脐血含有造血千(祖)细胞(HSCsdHPCs)。同时，脐带血中

还存在多种非造血的十细胞和前体细胞，如间充质干细胞

(MSCs)、内皮前体细胞(EPCs)和非限制性体干细胞(USsC8)

等。

造血干细胞HSCs常以CD34为标记区分为CD34+细胞

群和CD34一细胞群。其中CD34+细胞群占95％以上．而

CD34一细胞群不到5％。脐血CD34+细胞和CD34-细胞都可以

分化为胰岛素分泌细胞181。2007年张芳婷等嘲在体外用尼克

酰胺、B一细胞调节素(betacellulin)、bFGF、HGF成功诱导人脐

血CD34+细胞向胰岛素分泌细胞分化．胰岛素分泌细胞的分

化率平均为(9．8±2．7)％，ELISA检测发现诱导组和未诱导组

培养液中的insulin含量有显著性差异fP<O．01)。2007年

Denner L等f101通过流式细胞仪分析了3个谱系的人脐血干

细胞。包括Lneage negative(CDl33-／CD34’)，CDl33+和CD34+．

并成功将这三系千细胞都诱导分化为胰岛样细胞。均可分泌

C肽和胰岛素．因为口n奠检测到C肽、前胰岛素原mRNA和

前胰岛素原，故排除了胰岛素来自于培养基的可能性。2007

年Sun Bo等1111将脐血单个核细胞分化为胰岛素分泌细胞．荧

光激活细胞分类器(FACS)分析显示CD34、CD4、CD20和

CD51为阴性，CD29、CD45、CD44、CD31多数为阳性，免疫组

织化学法证明分离出的尚未诱导分化的人脐血干细胞表达

胚胎阶段特异性标志SSEA一4和多能干细胞标志OCT4，未

表达C肽，分化后，不再表达OCT4，无高糖刺激时未检测到

C肽和胰岛素。高糖刺激后则表达C肽和胰岛素，因为可检

测到C肽，也排除了胰岛素来自于培养基的可能性。

脐血间充质干细胞也可以在体外分化为胰岛素分泌细

胞。2008年Gao Feng等旧使用细胞外基质胶(Extracellular

matrix gel。ECM gel)将人脐血间充质干细胞在体外培养分化

为胰岛素分泌细胞。日『见细胞团样结构，胰岛素阳性细胞占

所诱导细胞的(25．2±3．41％．诱导后的细胞表达胰岛相关基因

和激素，但是对于高糖刺激没有明显反应，未经ECM gel培

养的人脐血间充质干细胞则没有出现细胞团样结构．没有分

泌胰岛素。2008年迟作华等【t31也成功将脐血问充质干细胞在

体外诱导为B样细胞，用羟乙基淀粉沉淀法分离脐血中的有

核细胞，贴壁筛选法获得脐血间充质干细胞，纯化后的脐血

间充质干细胞用表皮生长因子、B一羟基乙醇、高糖、激活素A

和肝细胞生长因子诱导，诱导后，细胞形态发生明显变化，形

态变圆而且聚集成团，诱导后的细胞胰岛素免疫荧光染色为

阳性，而且细胞能分泌少量胰岛素，并对糖刺激具有反应性。

2．2根据是否需先分化为Nestin阳性细胞．可以将分化方案

归为两大类

多数方案是先经过Nestin阳性阶段，再进一步分化为胰

岛素分泌细胞。2007年张芳婷等唧用磁性细胞分选试剂盒

(MACS)分离出CD34+细胞后在含FBS、1xlTS、亚油酸、2一磷

酸抗坏血酸的低糖型DMEM中培养．扩增后于培养第5天

加入尼克酰胺、betacellulin、bFGF、HGF进行诱导。结果RT-
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PCR可检测到诱导后的CD34+细胞表达人巢蛋白nestin、

ngn3和人胰岛素性启动因子IPF一1的mRNA，免疫细胞化学

染色可见诱导的CD34+细胞中出现nestin和insulin阳性表

达细胞。2007年Denner L等f10l通过快、慢两种方法将Lin-

eage negative(CDl33"1CD34一)、CDl33+和CD34+3个谱系的人

脐血干细胞诱导分化为胰岛样细胞。分化过程中均表达

Nestin和Vimentin，4步法共需约22 d。主要涉及的细胞因子

包括碱性成纤维生长因子(bFGF)和尼克酰胺。3步法大约需

要9 d，主要涉及的细胞因子包括活化素A(Aetivin A)、维甲

酸(retinoie acid)、碱性成纤维生长因子(bFGF)、层粘连蛋白

和尼克酰胺。

少数方案未经过Nestin阳性阶段即可分化为胰岛素分

泌细胞。2007年Sun Bo等f¨】用Fieoll梯度法从脐血中分离出

单个核细胞．在含胎牛血清、碱性成纤维生长因子(bFGF)、青

霉素、链霉素、谷酰胺(glutamine)的DMEM中扩增，然后在多

聚一左旋一鸟氨酸／层粘连蛋白覆盖(poly-L—omithine／lanminin

coated)的组织培养皿中培养，培养基为含“N2培养基+NE”的

DMEM／F12，添加孕酮(progesterone)、腐胺(putreseine)，层粘连

蛋白(1aminin)、胰岛素、sodium selenite、尼克酰胺、转铁球蛋

白(transferrin)、纤维结合素(fibronectin)、B27补充成分和

15％FCS，24 h后用高糖DMEM替代DMEM／F12。最终分化

为胰岛样结构，过程中未检测到nestin阳性细胞。

2．3脐血细胞体外分化为胰岛素分泌细胞的重要因素

碱性成纤维生长因子(bFGF)：不仅能促进干细胞的增

殖，还有助于其向胰岛素分泌细胞的转化。bFGF在很多报道

中都作为胰岛B样细胞的诱导剂使用，它在体内参与组织修

复，刺激MSC等多种细胞的生长。与其他生长因子不同，它

本身没有信号肽，不能外分泌。通常认为细胞死亡、物理化学

损伤、辐射或感染引起的细胞膜损伤或溶解而被释放到胞外

和高浓度葡萄糖一样，也具有刺激细胞表达胰岛素的作用[91。

尼克酰胺：可以促使幼稚胰岛细胞的成熟．并且在干细胞

向胰岛素分泌细胞的分化过程中也起到一定的促进作用。可以

抑制多聚ADP-核糖聚合酶(PAPR)的活性，减少PAPR降解产

物烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(NAD+)的消耗，减少细胞的凋亡。尼

克酰胺还可以减轻胰岛素依赖性糖尿病患者的危险度。

B细胞调节素(betaeellulin)：具有诱导nestin阳性细胞

分化为胰岛素分泌细胞的能力。

EGF：作为一种生长因子对多种表皮细胞和上皮细胞的

生长有刺激作用，参与损伤的修复，EGF信号途径通过e—

erbB受体发挥作用。

B一羟基乙醇：是常用的还原剂，有抗氧化作用，可以促进

谷胱甘肽的合成，清除氧自由基，难以培养的细胞在培养过

程中加入小量的B～羟基乙醇可以提高培养成功的几率，有

人甚至认为它可以部分替代血清的作用，常被用作向神经细

胞的诱导分化剂。

活化素A(aetivin A)：是一种TGF超家族的细胞因子，

对细胞的增殖、分化、凋亡都起着重要作用，活化素A和它的

受体在胚胎和成体的多种细胞中表达，如胰岛的Ot和B细

胞。活化素A和betacellulin或HGF合用可以将胰腺外分泌

(1：转第43页)
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60％乙醇_70％乙醇一80％乙醇一95％乙醇(每级2 rain)_+

固绿溶液『浓度为0．5％(溶媒为95％乙醇)，2面n1—5％乙

醇一纯乙醇(1以IIlin)_50％二甲苯(3 min)-+二甲苯(3 rain)

_二甲苯(3—5 min)。

番红和固绿在纯乙醇中易掉色．因此。在纯乙醇中停留

时间不宜过长，I一2 min即可。在用固绿染色前必须检查染色

是否合适；番红染色应深一些，因脱水时番红的颜色会褪去

一部分，如过浅，应退回重染。

2．12封藏、贴标签

将染色片擦净残留液，滴加1．2滴中性树脂后。轻轻盖

上清洁的盖玻片，需防止盖入气泡，然后置恒温箱中，40℃左

右干燥2 h以上，取出于载玻片左边贴上标签。即为四叶参

根的永久制片。

3讨论

虽然石蜡制片法已经是一种较为成熟的经典方法，但在

具体制作某一材料时。尚需反复试验以确定最佳条件。本实

验中，四叶参的固定、冲洗、脱水、透明、浸蜡等步骤中的试剂

浓度、用量、时间等都是影响结果的重要因素．每一步处理不

佳都会影响到后续的切片、染色。

所制切片能否进行显微鉴定组织结构的关键．取决于切

片和染色。本实验中切片的厚度，染色剂的种类、浓度，染色

时间等均是在反复试验后确定的最佳方案。切片厚度从5、

6、7、8、10、12 p,m中确定为8岬最合适，易切片，切片后不
易破碎，染色后观察细胞也不会重叠。染色剂中碱性品红染

色时间长且不适合二重染色，在第二次染色后易退色；番红

·实验研究·

O的浓度应为0．8％一1％(溶媒为50％E．醇)，番红浓度降低，

染色时间将会延长。且染的颜色也将变浅；o．1％(溶媒为95％

乙醇)的固绿染色剂不易着色，o．5％(溶媒为95％乙醇)的固

绿染色剂不仅可着色，且染色时闯短．还能防止已染的番红

被洗掉。

本实验研究也提示现在通用的石蜡制片方法只是一个

总体框架，在具体应用时还需反复试验才能确定最佳条件。

因此，有必要根据不同类型材料对该方法进行进一步的规

范。
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细胞系AR42J转化为胰岛素产生细胞．可以诱导人胎儿胰

腺内分泌细胞的分化，可见活化素A在B细胞的分化发育

中起重要作用。

HGF和层粘连蛋白也能促进胰岛细胞的发育和分化。

3展望

脐血细胞诱导分化产生胰腺B样细胞的研究还处于起

步阶段，进一步优化诱导分化条件、构建细胞外基质以及提

高所分化细胞的胰岛素分泌水平等同题都有待解决。相信随

着科技的不断创新，脐血细胞移植一定会造福广大的糖尿病

患者。
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