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　　［摘要］　目的　探讨ＮＫＸ６．１对ＰＤＸ１诱导人胎肝间充质干细胞（ｆｅｔａｌｌｉｖｅｒｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＦＬＭＳＣｓ）
向胰岛Ｂ细胞分化的协同作用及可能机制，以获取足够用于移植的胰岛Ｂ样细胞。方法　构建含ＰＤＸ１与ＮＫＸ６．１双基因
的重组腺病毒载体，用该载体感染ＦＬＭＳＣｓ并联合相应的细胞因子分步诱导，检测诱导后的细胞中ＰＤＸ１和ＮＫＸ６．１基因以

及ＮＧＮ３、ＮｅｕｒｏＤ１／Ｂｅｔａ２、ＭａｆＡ因子和胰岛素等多种胰腺Ｂ细胞相关分子的表达情况。结果　腺病毒载体转染２４ｈ后
ＦＬＭＳＣｓ细胞即开始表达ＰＤＸ１与ＮＫＸ６．１基因，检测显示诱导后的细胞先后开始表达ＮＧＮ３、ＮｅｕｒｏＤ１和 ＭａｆＡ等因子，持

续稳定表达胰岛素等Ｂ细胞相关分子；且这些分子表达存在时序性。结论　ＰＤＸ１与 ＮＫＸ６．１联合细胞因子在体外能有效
诱导ＦＬＭＳＣｓ分化为胰岛Ｂ样细胞；可能是通过先后活化的 ＮＧＮ３、ＮｅｕｒｏＤ１和 ＭａｆＡ等转录因子，限定细胞向内分泌前体

细胞、进一步向Ｂ内分泌前体细胞、Ｂ细胞分化发育。

　　［关键词］　胰腺十二指肠同源框１；ＮＫＸ６．１；胎肝；间充质干细胞；腺病毒载体
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　　通过基因工程手段，使干细胞重新编程后转分
化为胰腺内分泌Ｂ细胞，是治疗糖尿病最有前景的
方法，但当前国内外现有的诱导分化方法尚不能达
到临床要求［１２］。近年来，有关内分泌细胞分化分子
机制研究取得了较大的进展［３４］，胰腺十二指肠同源
框蛋白１（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃａｎｄｄｕｏｄｅｎａｌｈｏｍｅｏｂｏｘｆａｃｔｏｒ

１，ＰＤＸ１）是胰腺定向分化发育过程中目前已知的
最重要转录因子之一，它启动干细胞向胰腺外分泌
和内分泌细胞的分化与发育过程［３５］，当进一步向内
分泌细胞分化则需要神经元素３（Ｎｅｕｒｏｇｅｎｉｎ３，

ＮＧＮ３）、成对盒基因４（ｐａｉｒｅｄｂｏｘｇｅｎｅ４，ＰＡＸ４）、

ＮＫ６转录因子相关 １（ＮＫ６ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ
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ｒｅｌａｔｅｄ，ｌｏｃｕｓ１，ＮＫＸ６．１）等多种转录因子协同作
用［３６］。研究显示ＰＤＸ１与ＮＧＮ３双阳性前体细胞
是内分泌细胞共同的前体细胞群，但缺少 ＮＫＸ６．１
在胚胎发育时期会导致Ｂ细胞形成异常，而不影响
胰腺中其他细胞的分化与发育［５］，提示Ｂ细胞分化
可能也需要 ＮＫＸ６．１因子在ＰＤＸ１阳性前体细胞
中持续表达。本研究选用人胎肝间充质干细胞（ｆｅ
ｔａｌｌｉｖｅｒｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，ＦＬ
ＭＳＣｓ），构建ＰＤＸ１及ＰＤＸ１与 ＮＫＸ６．１基因共表
达腺病毒载体，探索ＮＫＸ６．１是否对ＰＤＸ１在诱导

ＦＬＭＳＣｓ向胰岛Ｂ样细胞分化具有协同效应，并探
讨其可能的作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料和试剂　来自广东省妇幼保健院健康成
年孕妇自然流产的胚胎（３个月大小，经患者自愿同
意，并经医院医学伦理委员会批准）。ＢｇｌⅡ等多种
限制性内切酶、Ｋｌｅｎｏｗ及 Ｔ４ＤＮＡ连接酶均购自

ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司；ＣＩＰ（ＡｌｋａｌｉｎｅＰｈｏｓｐｈａ
ｔａｓｅ，ＣａｌｆＩｎｔｅｓｔｉｎａｌ）酶购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；质粒提
取纯化试剂盒和凝胶回收试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公
司；腺病毒ｐＡｄｘｓｉ载体系统由北京诺赛基因研究中
心提供；ＤＨ５α菌株及２９３细胞由暨南大学孙奋勇
博士惠赠，ｐＵＣ５７ＮＫＸ６．１与ｐＵＣ５７ＰＤＸ１质粒为
本所 保 存。兔 抗 人 ＮＫＸ６．１／ＩｇＧ、ＮＧＮ３／ＩｇＧ、

ＭａｆＡ／ＩｇＧ与 ＮｅｕｒｏＤ１／ＩｇＧ；鼠抗人ＰＤＸ１／ＩｇＧ与

Ｉｎｓｕｌｉｎ／ＩｇＧ （购 自 Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ
ＩＮＣＴＭ公司），ＨＲＰ标记的羊抗鼠ＩｇＧ、ＨＲＰ标记的
羊抗兔ＩｇＧ、ＦＩＴＣ标记的羊抗兔ＩｇＧ、ＣＹ５标记的
羊抗鼠ＩｇＧ、ＣＹ３标记的羊抗鼠ＩｇＧ （购自ｅＢｉｏ
ｓｃｉｅｎｃｅ公司）。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司）；引物由上海博亚生物工程有限公司合成；ＲＴ
ＰＣＲ试剂盒购自大连宝生物公司；ＤＭＥＭ／Ｆ１２培
养基、Ｂ２７购自 Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；人表皮生长因子
（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）、人碱性成纤维细
胞生长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦ
ＧＦ）、肝细胞生长因子（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，

ＨＧＦ）、人Ｂ细胞素（ｈｕｍａｎｂｅｔａｃｅｌｌｕｌｉｎ）、胰高血糖
素样肽１（ｇｌｕｃａｇｏｎｌｉｋｅｐｅｐｔｉｄｅ１，ＧＬＰ１）、烟酰胺
（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ，ＮＩＣ）购自ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ公司。

１．２　重组腺病毒的构建

１．２．１　ｐＡｄｘｓｉＧＦＰＣＭＶＰＤＸ１腺病毒质粒载体
的构建　用ＢｇｌⅡ／ＸｈｏⅠ分别酶切ｐＵＣ５７ＰＤＸ１
（ＰＤＸ１序列上游有ＮｈｅⅠ和ＢｇｌⅡ酶切位点，下游
有ＳａｌⅠ和 ＸｈｏⅠ酶切位点）与 ｐＳｈｕｔｔｌｅＧＦＰ

ＣＭＶ穿梭载体，ＣＩＰ去磷酸化处理，分别回收０．９
ｋｂ目的片段与 ５．２ｋｂ载体片段；酶连接得到

ｐＳｈｕｔｔｌｅＧＦＰＣＭＶＰＤＸ１。用ＩＣｅｕⅠ＋ⅠＳｃｅⅠ
双酶切 ｐＡｄｘｓｉ骨架质粒与 ｐＳｈｕｔｔｌｅＧＦＰＣＭＶ
ＰＤＸ１；酶连接处理好的骨架质粒与目的片段；连接
产物转化ＤＨ５α，扩增ｐＡｄｘｓｉＧＦＰＣＭＶＰＤＸ１病
毒质粒，产物分别进行电泳和测序等鉴定。

１．２．２　ｐＡｄｘｓｉＣＭＶＰＤＸ１／ＣＭＶＮＫＸ６．１腺病
毒质粒载体的构建　首先应用ＢｇｌⅡ与ＥｃｏＲⅠ分
别酶切ｐＵＣ５７ＮＫＸ６．１（ＮＫＸ６．１序列上游有Ｎｈｅ
Ⅰ和ＢｇｌⅡ酶切位点，下游有ＳａｌⅠ和ＥｃｏＲⅠ酶切
位点）与ｐＳｈｕｔｔｌｅＧＦＰＣＭＶ穿梭质粒，回收两目的
片段后酶连接，获得ｐＳｈｕｔｔｌｅＧＦＰＣＭＶＮＫＸ６．１。
再构建ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＰＤＸ１／ＣＭＶＮＫＸ６．１穿梭
质粒 载 体：先 用 ＸｈｏⅠ 酶 切 ｐＵＣ５７ＰＤＸ１ 后，

Ｋｌｅｎｏｗ处理，过柱回收再ＮｈｅⅠ酶切，回收０．８７ｋｂ
片段；另用 ＮｈｅⅠ 与 ＰｍｅⅠ 酶切 ｐＳｈｕｔｔｌｅＧＦＰ
ＣＭＶＮＫＸ６．１，ＣＩＰ处理后回收５．７ｋｂ片段；两目
的 片 段 酶 连 接 获 ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＰＤＸ１／ＣＭＶ
ＮＫＸ６．１，转化 ＤＨ５α扩增并抽提ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶ
ＰＤＸ１／ＣＭＶＮＫＸ６．１质粒。用ＩＣｅｕⅠ＋ＩＳｃｅⅠ
双酶切ｐＡｄｘｓｉ骨架质粒与ｐＳｈｕｔｔｌｅＣＭＶＰＤＸ１／

ＣＭＶＮＫＸ６．１；酶连接处理好的骨架质粒与目的片
段；连接产物转化ＤＨ５α，扩增ｐＡｄｘｓｉＣＭＶＰＤＸ１／

ＣＭＶＮＫＸ６．１病毒质粒，产物分别进行电泳和测序
等鉴定。

１．２．３　重组腺病毒包装、扩增和滴度测定　ＰａｃⅠ
酶切线性化两重组腺病毒质粒，分别用 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００脂质体转染细胞融合度约８０％的

２９３细胞，３～５ｄ后，开始出现明显噬斑，待大部分
细胞病变时，收集细胞及上清液，反复冻融３次，离
心收集上清，继续感染２９３细胞扩增病毒，病毒液于

－８０℃冻存。ＴＣＩＤ５０法测定病毒滴度。

１．３　ＦＬＭＳＣｓ的分离和培养　无菌取胎肝，剪碎
并离散细胞，低速离心去肝实质细胞后收集上清中
的有核细胞，于 ＤＭＥＭ／Ｆ１２、１０％ ＦＣＳ培养液中

３７℃、体积分数５％ ＣＯ２环境中培养，４８ｈ后全量换
液，以后每３～４ｄ换液。当细胞融合度达８０％～
９０％时，用０．２５％的胰蛋白酶ＥＤＴＡ （Ｓｉｇｍａ）消化，
差速贴壁法传代，３代后用流式细胞术进行细胞鉴定。

１．４　重组腺病毒感染ＦＬＭＳＣｓ　ＦＬＭＳＣｓ以５×
１０７ｃｅｌｌｓ／瓶接种于７５ｃｍ２培养瓶中；ＡｄｘｓｉＣＭＶ
ＰＤＸ１／ＣＭＶＮＫＸ６．１ 与 ＡｄｘｓｉＧＦＰＣＭＶＰＤＸ１
重组腺病毒均以１００ＰＦＵ／ｃｅｌｌ量加入培养瓶中，分
别作为腺病毒载体实验Ⅰ、Ⅱ组，继续培养；同时设

ＡｄｘｓｉＣＭＶＧＦＰ感染的空病毒对照组。
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１．５　细胞因子诱导　３组细胞均进行细胞因子诱
导，分３个诱导阶段：第Ⅰ阶段在病毒感染４８ｈ后
半量换ＤＭＥＭ／Ｆ１２、１０％ ＦＣＳ培养液，以后隔２ｄ
换液１次并持续培养７ｄ；第Ⅱ阶段用含ＥＧＦ、ｂＦ
ＧＦ、Ｂ２７、葡萄糖酸锌（０．１５ｎｇ／ｍｌ）、ＦＢＳ（５％）的

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液持续诱导４ｄ；第Ⅲ阶段换用

ＧＬＰ１（１０ｎｇ／ｍｌ）、人Ｂ细胞素（１０ｎｇ／ｍｌ）、ＮＩＣ（１０
ｍｍｏｌ／Ｌ）、β巯基乙醇（０．１ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＦＣＳ（５％）的

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液持续诱导７ｄ。

１．６　ＲＴＰＣＲ检测目的基因表达　分别于实验的
不同阶段收集细胞，行 ＲＴＰＣＲ检测目的基因表
达。引物分别如下：ＰＤＸ１（上游５′ＡＣＣＴＴＣＡＣＣ
ＡＣＣＡＣＣＴＣＣＣＧ３′，下游 ５′ＴＴＣ ＡＡＣ ＡＴＧ
ＡＣＡ ＧＣＣ ＡＧＣ ＴＣＣ ＡＣ３′；６１℃，３１０ ｂｐ）；

ＮＫＸ６．１（上游５′ＣＡＡＴＧＧＡＡＧＧＣＡＣＣＡＧＡＣ
Ａ３′，下游５′ＧＣＴＡＣＧＧＧＣＡＴＡＧＡＧＧＧＴＣ
３′；５７℃，３１３ｂｐ）；ＧＡＰＤＨ（上游 ５′ＧＴＣ ＡＧＴ
ＧＧＴＧＧＡＣＣＴＧＡＣＣＴ３′，下游５′ＴＧＡＧＧＡ
ＧＧＧ ＧＡＧ ＡＴＴ ＣＡＧ ＴＧ３′；５４℃，４００ｂｐ）；

ＮＧＮ３（上游５′ＣＧＣＣＧＧＴＡＧＡＡＡＧＧＡＴＧＡ
ＣＧＣＣＴＣ Ａ３′，下游 ５′ＴＴＧ ＣＴＣ ＡＧＴ ＧＣＣ
ＡＡＣＴＣＧＣＴＣＴＴＡ Ｇ３′；６１℃，２５０ｂｐ）；Ｎｅｕ
ｒｏＤ１（上游５′ＣＣＡＣＧＡＣＡＣＧＡＧＧＡＡＴＴＣＧＣＣ
ＣＡＣＧ３′，下游５′ＣＴＣＴＧＣＧＴＴＣＡＴ ＧＧＣＴＴＣ
ＧＡＧＧＴＣＧ３′；６１℃，２５３ｂｐ）；ＭａｆＡ（上游５′ＡＡＴ
ＧＡＧＣＡＡＣＴＣＣＧＡＣＣＴＧＣＣＣＡＣＣ３′，下游５′
ＧＣＴＧＣＧＧＧＴＡＧＣＣＧＧＴＣＡ ＴＣＣＡＧＴＡ３′；

６２℃，２９８ｂｐ）。Ｉｎｓｕｌｉｎ（上游５′ＡＧＣＣＴＴＴＧＴＧＡＡ
ＣＣＡＡＣＡＣＣ３′，下游５′ＧＣＴＧＧＴＡＧＡＧＧＧＡＧＣ
ＡＧＡＴＧ３′；６５℃，２４５ｂｐ）。

１．７　双硫腙染色鉴定胰岛Ｂ样细胞　锌是胰腺Ｂ
细胞形成２锌胰岛素六聚体不可或缺的成分之一，
双硫腙能特异与锌离子螯合成亮红色络合物。５０
ｍｇ双硫腙（ＤＴＺ）加入５ｍｌＤＭＳＯ溶解作为储备
液，取１０ｍｌＰＢＳ＋０．１ｍｌ上述液，抽滤，组成染色
液；各组细胞均行双硫腙染色，３７℃温育１５ｍｉｎ，镜
检。

１．８　免疫细胞化学与间接荧光法检测相关分子的
表达　各组不同实验阶段的细胞爬片，固定后

ＴｒｉｔｏｎＸ１００透化，牛血清白蛋白封闭后，分别加入
一抗（鼠抗人 ＰＤＸ１与Ｉｎｓｕｌｉｎ，兔抗人 ＮＫＸ６．１、

ＮｅｕｒｏＤ１／Ｂｅｔａ２、ＮＧＮ３、ＭａｆＡ与Ｃ肽），４℃孵育过
夜后，再用 ＨＲＰ标记的二抗孵育，ＤＡＢ显色；或与

ＦＩＴＣ羊抗兔ＩｇＧ、ＣＹ５羊抗鼠ＩｇＧ 和（或）ＣＹ３
羊 抗鼠ＩｇＧ等二抗孵育后镜检，以检测细胞质内

Ｉｎｓｕｌｉｎ和ＰＤＸ１等相关分子表达情况。

１．９　统计学处理　所有数据均用ＳＰＳＳ１０．０软件
进行统计学处理，采用方差分析（Ｆ检验）判断组间
差异，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　腺病毒载体质粒的鉴定　ＸｈｏⅠ酶切ｐＡｄｘｓｉ
ＧＦＰＣＭＶＰＤＸ１，因重组腺病毒载体骨架序列上自
带５个 ＸｈｏⅠ酶切位点，ＰＤＸ１片段下游自带一

ＸｈｏⅠ酶切位点，因此ＸｈｏⅠ酶切阳性克隆后有１４、

１１．８、３．５、２．６６、２．４７、１．４５和０．６ｋｂ等７条带，而
阴性克隆只有１４、１１．８、４．０、２．４７、１．４５和０．６ｋｂ
等６条带；ｐＡｄｘｓｉＣＭＶＰＤＸ１／ＣＭＶＮＫＸ６．１用

ＸｈｏⅠ酶切阳性克隆有１４、１１．８、３．９、２．６６、２．４７、

１．４５和０．６ｋｂ等７条带。所有酶切结果均与理论
预期一致，表明ＰＤＸ１与 ＮＫＸ６．１片段已成功插入

ｐＡｄｘｓｉ载体中（图１）。插入目的基因经测序证实分
别与人ＮＫＸ６．１（１．１２ｋｂ）和ＰＤＸ１（０．８７ｋｂ）等目
的基因ｃＤＮＡ序列完全一致，且连接正确。

图１　腺病毒载体酶切鉴定结果

Ｆｉｇ１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｅｓｂｙｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ｐＡｄｘｓｉＧＦＰＣＭＶＰＤＸ１ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ Ｘｈｏ Ⅰ；

２：ｐＡｄｘｓｉＣＭＶＰＤＸ１／ＣＭＶＮＫＸ６．１ｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＸｈｏⅠ

２．２　流式细胞术鉴定ＦＬＭＳＣｓ　ＦＬＭＳＣｓ不表
达造 血 细 胞 标 志 ＣＤ１５、ＣＤ１６、ＣＤ１９、ＣＤ３４ 和

ＣＤ４５；ＣＤ２９（β１２整合素）、基质受体ＣＤ４４（透明质
酸受体）和ＣＤ１０６阳性率分别为９７．７％、９５．５％和

９６．８％（图２），表明ＦＬＭＳＣｓ是区别于人胎肝中造
血细胞的另一类细胞。另外，ＦＬＭＳＣｓ不表达与

ＧＶＨＤ（移植物抗宿主病）相关的肝组织相容抗原及
其共刺激因子，其中 ＨＬＡＤＲ 阳性率为１．３％，

ＣＤ８０、ＣＤ４０和ＣＤ８６的阳性率分别为０．９％、１．０％
和０．７％，说明其免疫原性较低。
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图２　ＦＬＭＳＣｓ部分细胞表面标志

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｏｍｅｓｕｒｆａｃｅｍａｒｋｅｒｓｏｎＦＬＭＳＣｓ
Ａ：ＣＤ２９；Ｂ：ＣＤ４４；Ｃ：ＣＤ１０６

２．３　转染联合诱导的ＦＬＭＳＣｓ的细胞形态变化与
相关因子表达　从第２代后，ＦＬＭＳＣｓ呈典型的长
梭形，呈漩涡状或放射状平行排列（图３Ａ～３Ｃ）；

ＡｄｘｓｉＧＦＰＣＭＶＰＤＸ１感染后２４ｈ即可观察到ＧＦＰ
表达（图３Ｂ、３Ｃ）。免疫细胞化学染色与间接荧光分
别 证 实 ＡｄｘｓｉＧＦＰＣＭＶＰＤＸ１ 或 ＡｄｘｓｉＣＭＶ
ＰＤＸ１／ＣＭＶＮＫＸ６．１腺病毒载体转染２４ｈ后实验Ⅰ
组ＰＤＸ１与ＮＫＸ６．１基因即开始表达；从图３Ｃ、３Ｄ可
以看出，ＰＤＸ１与ＮＫＸ６．１是在相同的细胞核中表达，
但部分细胞核中ＰＤＸ１表达相对较高。

　　实验Ⅰ组应用第Ⅱ阶段因子（ＥＧＦ、ｂＦＧＦ、Ｂ２７
等）作用４８ｈ后，ＦＬＭＳＣｓ形态发生变化，细胞逐
渐变 圆 并 聚 集 成 团，形 成 类 胰 岛 小 体 样 结 构
（图４Ａ～４Ｋ）；双硫腙染色显示胰岛样细胞簇染色
阳性，呈亮红色（图４Ｃ），说明所诱导的细胞类同胰
岛Ｂ细胞能主动富集锌离子。经第Ⅱ阶段与第Ⅲ阶
段因子作用后，小体中绝大多数细胞为ＰＤＸ１＋细
胞，而ＮＧＮ３、ＭａｆＡ等转录因子则主要集中于形成
的小体细胞核中（图４Ｄ～４Ｊ），且随诱导阶段的推
进，小体细胞中依次出现ＮＧＮ３、ＮｅｕｒｏＤ１与 ＭａｆＡ
等转录因子的表达；同时胰岛素则主要集中于

ＮＧＮ３＋ 与 ＭａｆＡ＋ 细胞的细胞质内表达（图４Ｊ、

４Ｋ）。

　　而实验Ⅱ组所形成的小体结构不典型且双硫腙
染色未见明显亮红色，细胞因子协同作用后，免疫细
胞化学与间接荧光显示小体中胰岛素表达极弱，提
示单纯ＰＤＸ１不能有效诱导ＦＬＭＳＣ转分化为胰岛

Ｂ样细胞。对照组的细胞虽少有形态变化但无胰岛
素表达。且在实验Ⅱ组与对照组的细胞中未能检测
到ＮＧＮ３、ＮｅｕｒｏＤ１／Ｂｅｔａ２与 ＭａｆＡ等转录因子的
表达。

２．４　ＲＴＰＣＲ 检 测 结 果 　 感 染 ＡｄｘｓｉＣＭＶ
ＰＤＸ１／ＣＭＶＮＫＸ６．１的ＦＬＭＳＣｓ于２４ｈ后至３
周均可检测到转录因子ＰＤＸ１与 ＮＫＸ６．１的稳定

表达；这两个因子协同作用４ｄ后，与Ｂ细胞分化相
关因子ＮＧＮ３与ＮｅｕｒｏＤ１在实验Ⅰ组的细胞中已
有表达；待用含ＥＧＦ、ｂＦＧＦ等第Ⅱ阶段细胞因子作
用后，细胞中胰岛素开始表达；在第Ⅲ阶段的细胞因
子诱导后，部分细胞中 ＭａｆＡ也开始有表达（图５）。
实验Ⅱ组经３个阶段诱导作用后仅可测到极低水平
的Ｉｎｓｕｌｉｎ基因表达；且 ＮＧＮ３、ＮｅｕｒｏＤ１／Ｂｅｔａ２和

ＭａｆＡ等基因在实验Ⅱ组与对照组各阶段细胞中均
未检测到。

３　讨　论

　　胰腺Ｂ细胞的分化发育过程中转录因子与信号
通路调控机制十分复杂，多种复杂的信号通路启动
干细胞多种转录因子的时序表达，决定着胰腺的分
化与发育进程。早在胰芽开始形成时，就开始表达
的反式作用因子（ｔｒａｎｓａｃｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ）ＰＤＸ１通过结
合于多种基因启动子上特定的具有转录调节功能的

顺式作用元件（ｃｉｓａｃｔｉｎｇｅｌｅｍｅｎｔ），活化相应的因子
转录与表达，进而启动干细胞向胰腺前体细胞分
化［５８］。从前体细胞到Ｂ细胞的发育，除ＰＤＸ１之
外，尚需一系列转录因子时序表达来调控与限制细
胞向Ｂ细胞分化，其中ＮＫＸ６．１、ＮＧＮ３与ＰＡＸ４的
有序表达，对Ｂ细胞的形成起着决定性作用［３６］。研
究发现在胚胰组织中，ＰＤＸ１与 ＮＫＸ６．１是决定胰
腺前体细胞向内分泌前体细胞，进一步向Ｂ前体细
胞与Ｂ细胞分化发育的重要分子，联合 ＰＤＸ１与

ＮＫＸ６．１对诱导获取胰岛素产生细胞可能是有效的
方法。因 此，我 们 构 建 了 ＰＤＸ１ 及 ＰＤＸ１ 与

ＮＫＸ６．１双基因腺病毒载体转染间充质干细胞，探
索ＮＫＸ６．１在ＰＤＸ１对 ＭＳＣ重新编程后，向Ｂ细
胞定向转分化过程中的作用。

　　结果显示：单纯ＰＤＸ１不能有效地诱导细胞转
分化为具有内分泌前体细胞和（或）Ｂ前体细胞；而

ＰＤＸ１联合ＮＫＸ６．１有效启动了细胞向Ｂ前体细胞
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和Ｂ 细胞分化，内分泌前体细胞相关转录因子

ＮＧＮ３、ＮｅｕｒｏＤ１／Ｂｅｔａ２等在转染ＰＤＸ１与ＮＫＸ６．１
之后４ｄ已有表达，且主要存在于胰岛样小体内

ＰＤＸ１阳性的细胞核内（图４）；有报道在早期胰腺的

发育过程中，ＰＤＸ１、ＮＧＮ３与ＮｅｕｒｏＤ１／Ｂｅｔａ２共表
达为 内 分 泌 前 体 细 胞 的 特 征，因 此 ＮＧＮ３ 与

ＮｅｕｒｏＤ１／Ｂｅｔａ２在ＰＤＸ１阳性细胞中表达提示 ＭＳＣ
细胞已向内分泌前体细胞分化。

图３　载体转染后ＦＬＭＳＣｓ的细胞形态变化与相关因子表达

Ｆｉｇ３　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅａｎｄｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＦＬＭＳＣｓ
Ａ：ＴｈｅｔｈｉｒｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎＭＳＣｓ；Ｂ：ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｗｉｔｈＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｅｌｌｓ；Ｃ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＤＸ１ｉｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＭＳＣｓ；Ｄ：

ＮＫＸ６．１（ＦＩＴＣ）ａｎｄＰＤＸ１（ＣＹ５）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＦＬＭＳＣｓａｆｔｅｒ７ｄａｙｓｉｎｄｕｃｔｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ，Ｂ）；×２００（Ｃ，Ｄ）

图４　转染联合细胞因子诱导后ＦＬＭＳＣｓ的细胞形态变化与相关分子表达

Ｆｉｇ４　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｎｉｓｌｅｔｌｉｋｅｃｌｕｓｔｅｒａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
Ａ，Ｂ：Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｉｓｌｅｔｌｉｋｅｂｏｄｙ（ＩＢ）；Ｃ：Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ，ｐｏｓｉｔｉｖｅｏｆｄｉｔｈｉｚｏｎｅｓｔａｉｎｉｎｇ；ＤＦ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＤＸ１，ＮＫＸ６．１，ＮＧＮ３，

ＮｅｕｒｏＤ１ａｎｄＭａｆＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＩＢ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｇ：ＮｅｕｒｏＤ１／Ｂｅｔａ２（ＦＩＴＣ）ａｎｄＰＤＸ１（ＣＹ５）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＩＢ；Ｈ：ＮＧＮ３（ＦＩＴＣ）ａｎｄＰＤＸ１
（ＣＹ５）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＩＢ；Ｉ：ＭａｆＡ（ＦＩＴＣ）ａｎｄＰＤＸ１（ＣＹ５）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＩＢ；Ｊ：ＭａｆＡ（ＦＩＴＣ）ａｎｄｉｎｓｕｌｉｎ（ＣＹ３）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＩＢ；Ｋ：Ｉｎｓｕｌｉｎｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＩＢ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×５０（Ａ）；×２００（ＢＫ）
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图５　ＲＴＰＣＲ检测ＦＬＭＳＣｓ诱导后不同时间ＰＤＸ１、

ＮＫＸ６．１、ＮＧＮ３、ＮｅｕｒｏＤ１／Ｂｅｔａ２、ＭａｆＡ和ＩｎｓｕｌｉｎｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＤＸ１，ＮＫＸ６．１，ＮＧＮ３，

ＮｅｕｒｏＤ１／Ｂｅｔａ２，ＭａｆＡ，ａｎｄＩｎｓｕｌｉｎｍＲＮＡｉｎ

ＦＬＭＳＣｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

　　为诱导细胞进一步向Ｂ细胞定向分化与发育，

我们用细胞因子进行了联合分步诱导。首先用

ＥＧＦ、ｂＦＧＦ与Ｂ２７联合作用，７ｄ后实验组 ＭＳＣｓ变

圆、聚集，形成胰岛样小体（图４Ａ～４Ｃ）。双硫腙染

色显示 ＡｄｘｓｉＣＭＶＰＤＸ１／ＣＭＶＮＫＸ６．１组胰岛

样小体染色阳性（图４Ｃ），说明所诱导的细胞与胰岛

Ｂ细胞相似，能主动摄取丰富的锌离子以利于合成

与分泌胰岛素；同时 ＲＴＰＣＲ检测胰岛素 ｍＲＮＡ
阳性（图５），显示这一阶段的细胞开始具有合成胰

岛素（原）等Ｂ细胞的部分生理功能。

　　为提供细胞进一步发育成熟为Ｂ细胞的微环

境，采用第Ⅱ阶段与第Ⅲ阶段因子联合作用，约７ｄ
后，实验Ⅰ组细胞开始表达影响胰岛素基因转录的

一个重要因子 ＭａｆＡ［７８］（图４、图５），且在ＰＤＸ１阳

性细胞中表达水平显著高于ＰＤＸ１阴性细胞；同时

胰岛素表达水平显著上升（图５、图６），且甚至在这

一阶段可检测到胰岛素等分子产物 Ｃ肽（后续报

道）。该阶段的细胞已能合成并分泌具有生理功能

的胰岛素，已具有Ｂ细胞的主要功能，结果有力地说

明ＮＫＸ６．１与ＰＤＸ１对干细胞重新编程，启动细胞

向内分泌细胞方向发育相关转录因子 ＮＧＮ３、Ｎｅｕ

ｒｏＤ１／Ｂｅｔａ２与 ＭａｆＡ等表达，从而有利于细胞进一

步向内分泌前体细胞、Ｂ前体细胞甚至Ｂ细胞方向

分化与发育。

　　总之，本研究结果表明：通过ＮＫＸ６．１与ＰＤＸ１
协同作用，可以有效地启动 ＭＳＣｓ重新编程，诱导其

转分化发育为能合成与分泌胰岛素的胰腺Ｂ功能样

细胞，其可能的机制是通过 ＮＫＸ６．１协同ＰＤＸ１转

录因子和（或）与其他目前尚不清楚的转录因子及其

他因素共同作用，启动细胞重新编程，诱导细胞中

ＮＧＮ３、ＮｅｕｒｏＤ１／Ｂｅｔａ２、ＭａｆＡ 等转录因子时序表

达。一方面通过ＰＤＸ１、ＮＫＸ６．１、ＮＧＮ３、ＮｅｕｒｏＤ１／

Ｂｅｔａ２等表达，诱导 ＭＳＣｓ转分化并限定向内分泌Ｂ
细胞分化发育；另一方面，ＰＤＸ１、ＮＧＮ３与 ＭａｆＡ还

可通过结合于胰岛素启动子上的Ａ、Ｃ、Ｅ等顺式作

用元件，有效活化胰岛素基因转录与表达，同时也启

动相关蛋白酶的表达，从而诱导细胞具备Ｂ细胞关

键性生理功能。因此通过这一基因编程并联合细胞

因子诱导方案，在体外可以有效诱导间充质干细胞

转分化为胰腺Ｂ样功能细胞，这为临床治疗糖尿病

获取所需的Ｂ样功能细胞提供了一种新的诱导方

案。
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