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　　［摘要］　目的　观测胰岛素转录关键调控因子胰腺十二指肠同源框蛋白１（ＰＤＸ１）、神经分化因子１（ＮｅｕｒｏＤ１）及肌腱

膜纤维肉瘤癌基因同系物Ａ（ＭａｆＡ）对小鼠诱导多潜能干细胞（ｉＰＳ细胞）分化为胰岛素分泌细胞的作用。方法　筛选鉴定小
鼠胚胎成纤维细胞（ＭＥＦｓ）重编程的ｉＰＳ细胞。以重组腺病毒 ＡｄｍＰＤＸ１ＩＲＥＳＧＦＰ、ＡｄｍＮｅｕｒｏＤ１ＩＲＥＳＧＦＰ、Ａｄ

ｍＭａｆＡＩＲＥＳＧＦＰ联合感染小鼠ｉＰＳ细胞，体外培养后以ＲＴＰＣＲ检测胰岛Ｂ细胞功能基因表达；免疫荧光检测胰岛素蛋白

表达及定位；ＥＬＩＳＡ检测不同糖浓度（０、５、１０、２０、３０、４０ｍｍｏｌ／Ｌ）下胰岛素的分泌量。结果　起源于 ＭＥＦｓ的ｉＰＳ细胞能形
成边缘光整的致密克隆，表达干性基因Ｎａｎｏｇ、Ｒｅｘ１、ＳＳＥＡ１，并能在体内外分化为三胚层组织，显示 ＭＥＦｓ被成功地重编程

为ｉＰＳ细胞。ＡｄＰＤＸ１ＩＲＥＳＧＦＰ、ＡｄｍＮｅｕｒｏＤＩＲＥＳＧＦＰ、ＡｄｍＭａｆＡＩＲＥＳＧＦＰ感染的小鼠ｉＰＳ细胞能分化为胰岛类Ｂ
细胞，ＲＴＰＣＲ结果显示其胰岛Ｂ细胞功能基因的表达与小鼠胰岛Ｂ细胞株 ＭＩＮ６相似。免疫荧光检测可见胰岛类Ｂ细胞内

有胰岛素表达。ＥＬＩＳＡ检测结果显示胰岛类Ｂ细胞对不同浓度葡萄糖有较好的反应性。结论　胰岛素转录关键调控因子

ＰＤＸ１、ＮｅｕｒｏＤ１和 ＭａｆＡ三者能协同作用，使小鼠ｉＰＳ细胞分化为具有显著胰岛素合成和分泌能力的胰岛素分泌细胞。
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　　细胞移植治疗１型糖尿病是近年来研究的热

点。虽然胰腺或胰岛移植能有效降低血糖水平和改

善糖尿病症状［１］，但是供体缺乏和免疫排斥等问题

迫使人们去寻找功能、数量都与正常Ｂ细胞相匹配

的替代细胞。目前用于获取Ｂ细胞的种子细胞主要

有３种：（１）成体干细胞，如骨髓间充质干细胞［２４］。

（２）胰腺发育过程中与胰腺分化相近的终末组织细

胞，如肝细胞［５］、肠道内分泌细胞［６］、肌细胞［７］、胰腺

外分泌细胞等［８９］。（３）全能干细胞，如胚胎干细胞

（ＥＳＣ）［１０１２］或诱导多潜能干细胞（ｉＰＳ细胞）［１３１４］。

在胰腺Ｂ细胞发育分化过程中，胰腺十二指肠同源

框蛋白１（ＰＤＸ１）是胰腺发育形成的开关基因，表达

于胰腺前体细胞，对于胰腺发育、Ｂ细胞分化和成熟

具有重要意义［１５１６］。神经分化因子１（ＮｅｕｒｏＤ１）对

胰腺内分泌细胞的分化具有重要作用，同样调节胰

岛素基因转录［１７１８］。而肌腱膜纤维肉瘤癌基因同系

物Ａ（ＭａｆＡ）仅表达于Ｂ细胞分化终末期，激活胰岛

素基因的转录，ＭａｆＡ表达受限将影响胰岛素的合成

分泌［１９］。胰腺Ｂ细胞发育分化的不同阶段均受多

种转录因子的网络化调节。ＰＤＸ１、ＮｅｕｒｏＤ１和

ＭａｆＡ单独作用对胰岛素转录影响并不十分明显，而

三者协同作用则能促进胰岛素的生成［８，２０］。ＥＳＣ能

在体内外分化为内、中、外三胚层组织，但其自然分化

的组织中内胚层含量极低［２１２２］。ｉＰＳ细胞具有全能干

性又避免了胚胎毁损等伦理学问题，所以本研究选用

起源于Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠胚胎成纤维细胞（ＭＥＦｓ）的ｉＰＳ
细胞作为种子细胞，通过体外感染 ＡｄｍＰＤＸ１

ＩＲＥＳＧＦＰ、ＡｄｍＮｅｕｒｏＤ１ＩＲＥＳＧＦＰ及 ＡｄｍＭａｆＡ

ＩＲＥＳＧＦＰ，使其向胰岛Ｂ细胞定向分化，模拟胰岛Ｂ
细胞发育分化的相关条件，为获得具有完整生理功能

的Ｂ细胞用于临床治疗做进一步探索。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及材料　含小鼠目的基因ＰＤＸ１、

ＮｅｕｒｏＤ１、ＭａｆＡ的腺病毒载体（本课题组在前期研

究［２３］中已完成构建及包装并保存有病毒液）；

ＬＶｅｆ１ａＨｙｇｒｏｍｉｃｉｎＴＲＥＯｃｔ４／Ｓｏｘ２／Ｋｌｆ４／ｃＭｙｃ
和表达ｒｔＴＡ的慢病毒载体（构建及包装委托上海斯

丹赛生物技术有限公司完成）；ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ（Ｓｉｇｍａ）；

０．２５％胰蛋白酶（Ｓｉｇｍａ）；ＤＭＥＭ 低糖培养液（Ｈｙ

ｃｌｏｎｅ）；胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ）；谷氨酰胺（Ｓｉｇｍａ）；ＰＢＳ
（Ｈｙｃｌｏｎｅ）；ｋｎｏｃｋｏｕｔＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ）；β巯基乙醇

（Ｓｉｇｍａ）；非必需氨基酸（Ｓｉｇｍａ）；白细胞抑制因子

（ＬＩＦ，Ｐｒｏｓｐｅｃ）；丝裂霉素Ｃ（Ｓｉｇｍａ）；明胶（Ｓｉｇｍａ）；

碱性磷酸酶染色试剂盒（上海斯丹赛生物技术有限

公司）；兔抗小鼠 ＮａｎｏｇＩｇＧ抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＳＣ

３３７６０）；羊抗小鼠Ｒｅｘ１ＩｇＧ抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＳＣ

５０６６８）；小鼠抗小鼠 ＳＳＥＡ１ＩｇＭ 抗体（Ａｂｃａｍ，

ａｂ１６２８５）；异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）驴抗羊荧光抗体

（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ）；ＴｅｘａｓＲｅｄ羊抗兔荧光抗体（Ｐｒｏｔｅｉｎ

ｔｅｃｈ）；Ｃｙ３羊抗小鼠荧光抗体（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ）；葡萄糖

（Ｓｉｇｍａ）；微量ＲＮＡ提取试剂盒（Ｏｍｅｇａ）；反转录试

剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）；ＰＣＲ试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）；琼脂糖

（ＴａＫａＲａ）；兔抗小鼠胰岛素多克隆抗体（Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ）；Ｃｙ３羊抗兔荧光抗体（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ）；小鼠超敏胰

岛素ＥＬＩＳＡ试剂盒（Ｍｅｒｃｏｄｉａ）；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２（Ｓｉｇ

ｍａ）；抗荧光淬灭封片液（碧云天生物技术研究所）。

ＳＰＦ级健康Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠购自南通大学实验动物中

心［许可证号：ＦＹＸＫ（苏）２００７００２１］。

１．２　ＭＥＦｓ重编程ｉＰＳ细胞的筛选鉴定

１．２．１　ＭＥＦｓ的分离培养　取孕１２．５～１３．５ｄ的

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ胎鼠，去除胎鼠头部、内脏、四肢及尾，用

显微剪将躯干剪成＜１ｍｍ３的碎块，０．０５％胰蛋白酶

消化５ｍｉｎ后吸除上清，于 ＭＥＦ培养液（ＤＭＥＭ 低

糖培养液＋１０％胎牛血清＋４ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺）

中，反复消化多次直至组织块消失。离心后重悬细

胞于 ＭＥＦ培养液中，待细胞长至８０％～９０％融合

时传代或冻存。

１．２．２　饲养细胞的制备　第３～５代 ＭＥＦｓ的培养

上清中加入丝裂霉素Ｃ，使丝裂霉素Ｃ的终浓度为

１０μｇ／ｍＬ，放回培养箱中作用２．５ｈ。ＰＢＳ洗涤丝

裂霉素Ｃ处理过的 ＭＥＦｓ。消化后种植到预先用

０．１％明胶包被过的培养瓶内（种植的细胞数为６×

１０４个／ｃｍ２），备小鼠ｉＰＳ细胞的培养。

１．２．３　ＭＥＦｓ受染重编程为小鼠ｉＰＳ细胞　ＬＶｅｆ１ａ

ＨｙｇｒｏｍｉｃｉｎＴＲＥＯｃｔ４／Ｓｏｘ２／Ｋｌｆ４／ｃＭｙｃ及ｒｔＴＡ 慢
病毒加入１×１０５个第３代 ＭＥＦｓ中，加入１０μｇ／ｍＬ
助转剂ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ接种于６孔板中，１０ｈ后去病毒。
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２４ｈ将慢病毒感染后的细胞消化下来，按每孔１×

１０４个细胞接种至饲养层细胞上。第２天，将 ＭＥＦ
培养液换成小鼠ＥＳＣ培养液（ｋｎｏｃｋｏｕｔＤＭＥＭ＋

１５％ 胎牛血清＋１×非必需氨基酸＋１×谷氨酰

胺＋０．１ｍｍｏｌ／Ｌβ巯基乙醇＋ＬＩＦ１０００Ｕ／ｍＬ）继

续培养，以后每２ｄ换液１次。细胞长至第１１～１３
天，挑取克隆，将小鼠ＥＳＣ样的克隆挑至新的饲养

层细胞上，继续培养、扩增。

１．２．４　碱性磷酸酶染色　吸除细胞培养液，用ＰＢＳ
润洗２～３次，用多聚甲醛溶液固定１～２ｍｉｎ。碱性

磷酸酶染色试剂覆盖孔底，室温避光放置１５ｍｉｎ。

吸出染色液，用ＰＢＳ缓冲液润洗后镜检。

１．２．５　拟胚体形成　小鼠ｉＰＳ细胞扩增培养后，利

用差异贴壁法洗涤去除饲养细胞，吹打成单细胞后

悬浮培养在 ＭＥＦ培养液中。３ｄ后第１次换液，之

后每２～３ｄ换液１次。

１．３　畸胎瘤形成实验　小鼠ｉＰＳ细胞系传代培养

至１０代以上后，利用差异贴壁法洗涤去除饲养细胞

后单细胞重悬于３００μＬ小鼠ＥＳＣ培养液中，无菌注

射入ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠的腋下，每个注射点的细胞量

约为（２～３）×１０６个。８周后取出畸胎瘤进行 ＨＥ
染色，观察分化为三胚层情况。

１．４　小鼠ｉＰＳ细胞受染分化为胰岛素分泌细胞　
小鼠ｉＰＳ细胞用０．２５％胰蛋白酶消化后与所需的

ＡｄｍＰＤＸ１ＩＲＥＳＧＦＰ、ＡｄｍＮｅｕｒｏＤ１ＩＲＥＳＧＦＰ
及ＡｄｍＭａｆＡＩＲＥＳＧＦＰ加入含１０μｇ／ｍＬ表皮生

长因子（ＥＧＦ）的 ＭＥＦ培养液中，重悬于超低吸附６
孔板中（２ｍＬ／孔），病毒维持在 ＭＥＦ培养液中２ｄ，

第４天重复感染胚体１次（２４ｈ）。６ｄ后收集胚体，

用 ＭＥＦ培养液重悬于普通６孔板中。待大量细胞

自胚体爬出时消化传代。

１．５　ＲＴＰＣＲ检测相关基因表达　小鼠ｉＰＳ细胞

内源性干性基因（Ｎａｎｏｇ、Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４、ｃＭｙｃ）

的引物序列见表１；小鼠ｉＰＳ细胞受染分化后外源性

转录因子及胰岛 Ｂ细胞功能基因［ＰＤＸ１、Ｎｅｕ

ｒｏＤ１、ＭａｆＡ、胰岛素１（ｉｎｓｕｌｉｎ１）、ｉｎｓｕｌｉｎ２、葡萄糖

激酶（ｇｌｕｃｏｋｉｎａｓｅ）、葡萄糖转录因子２（Ｇｌｕｔ２）、胰高

血糖素（ｇｌｕｃａｇｏｎ）、Ｋｉｒ６．２、ＳＵＲ１、ＰＣ２、ＰＣ１／３］的

引物序列见表２。

１．５．１　细胞总ＲＮＡ的提取　细胞去掉培养液后用

ＤＥＰＣ水洗１次，加１ｍＬＴＲＩｚｏｌ裂解约５ｍｉｎ。５

ｍｉｎ后加入０．２ｍＬ氯仿，剧烈振荡１５ｓ，静置约２～
３ｍｉｎ。４℃１２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ。将上层水相转

移到新管中，用异丙醇沉淀水相中的ＲＮＡ。每使用

１ｍＬＴＲＩｚｏｌ加入０．５ｍＬ异丙醇，静置１０ｍｉｎ。

４℃１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，离心后在管侧和管底出

现胶状沉淀，移去上清。用７５％ 乙醇洗涤ＲＮＡ沉

淀。加１ｍＬ７５％乙醇，４℃７５００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃

上清。室温放置干燥ＲＮＡ沉淀后加入５０～１００μＬ
无ＲＮａｓｅ的水，用枪头吸打几次溶解ＲＮＡ，紫外分

光光度计测ＲＮＡ浓度。

表１　小鼠诱导多潜能干细胞

内源性干性基因的引物序列

Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒｓｏｆｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓＮａｎｏｇ，

Ｏｃｔ４，Ｓｏｘ２，Ｋｌｆ４ａｎｄｃＭｙｃｉｎｉＰＳＣｓ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ（５′３′）

Ｎａｎｏｇ
　　Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＧＣＴＴＡＣＡＡＧＧＧＴＣＴＧＣＴＡＣＴＧ

　　Ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＧＣＣＴＣＡＧＧＡＣＴＴＧＡＧＡＧＣＴＴ
Ｏｃｔ４（ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ）

　　Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＡＡＧＧＣＡＡＧＧＧＡＧＧＴＡＧＡＣＡ

　　Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＡＡＡＡＴＧＡＴＧＡＧＴＧＡＣＡＧＡＣＡＧＧ
Ｓｏｘ２（ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ）

　　Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＡＡＣＴＧＧＡＧＡＡＧＧＧＧＡＧＡＧＡＴＴ

　　Ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＴＴＴＧＧＡＴＧＧＧＡＴＴＧＧＴＧＧＴ
Ｋｌｆ４（ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ）

　　Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＧＣＴＴＧＧＴＧＡＧＴＣＧＴＧＧＴＴＣ

　　Ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＧＧＣＴＴＡＴＴＴＡＣＣＴＧＧＣＴＴＡＧＧ
ｃＭｙｃ（ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ）

　　Ｆｏｒｗａｒｄ ＡＣＡＣＧＧＡＧＧＡＡＡＡＣＧＡＣＡＡＧ

　　Ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＣＧＴＣＧＴＴＴＣＣＴＣＡＡＴＡＡＧＴＣＣ
ＧＡＰＤＨ
　　Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＡＧＧＴＴＧＴＣＴＣＣＴＧＣＧＡＣＴＴ

　　Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＧＴＧＧＴＣＣＡＧＧＧＴＴＴＣＴＴＡＣＴ

　ｉＰＳＣ：Ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌ

１．５．２　第一链ｃＤＮＡ合成　模板ＲＮＡ０．１ｎｇ～５

μｇ，ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８ｐｒｉｍｅｒ１μＬ，再加 ｎｕｃｌｅａｓｅｆｒｅｅ

ｗａｔｅｒ至１２μＬ。将１μＬＲｉｂｏＬｏｃｋ
ＴＭＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉ

ｔｏｒ、２μＬ１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰＭｉｘ、１μＬＲｅｖｅｒｔＡｉｄ
ＴＭ

ＭＭｕＬＶＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ（２００Ｕ／μＬ）加入

无菌的无核酸酶的离心管中，混匀并离心，４２℃孵育

６０ｍｉｎ。７０℃孵育５ｍｉｎ终止反应。

１．５．３　ＰＣＲ扩增　９４℃预变性５ｍｉｎ，后经过３５个

循环的９４℃变性３０ｓ、５５～６０℃退火３０ｓ、７２℃延伸

３０ｓ，最后７２℃总延伸１０ｍｉｎ。

１．５．４　ＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳鉴定　行１．５％
琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物，凝胶成像系统检测

电泳结果。

１．６　细胞免疫荧光染色　细胞固定在４％多聚甲醛
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中，室温放置３０ｍｉｎ。在无水乙醇中浸泡３次，每次

１０ｍｉｎ（限于核蛋白）。吸干上述溶液，用１×ＰＢＳ洗

涤１次后再用抗体稀释液（０．２％ ＢＳＡ 和０．１％

ＴｒｉｔｏｎＸ１００溶于ＰＢＳ）洗涤２次。用封闭液（含

６％ＢＳＡ＋０．３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００的ＰＢＳ溶液）封闭细

胞。将一抗稀释在抗体稀释液中，加到样品上，４℃
放置过夜。用ＰＢＴ（０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００）洗涤细胞

３～５次。将二抗稀释在抗体稀释液中，并加到细胞

样品上，室温放置１ｈ。用ＰＢＴ洗涤３次。将 Ｈｏ

ｅｃｈｓｔ（１ｍｇ／ｍＬ）母液以１１０００用ＰＢＳ稀释，室温

放置３０ｍｉｎ。用ＰＢＳ洗涤３次，每次５ｍｉｎ。

表２　胰岛Ｂ细胞功能基因的引物序列

Ｔａｂ２　ＰｒｉｍｅｒｓｏｆｓｐｅｃｉｆｉｅｄｇｅｎｅｓｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｉｓｌｅｔＢｃｅｌｌｓ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ（５′３′）

Ｉｎｓｕｌｉｎ１
　　Ｆｏｒｗａｒｄ ＡＣＴＡＴＡＡＡＧＣＴＧＧＴＧＧＧＣＡＴＣ

　　Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＧＧＡＣＴＴＧＧＧＴＧＴＧＴＡＧＡＡＧＡ
Ｉｎｓｕｌｉｎ２
　　Ｆｏｒｗａｒｄ ＣＡＡＧＣＡＧＣＡＣＣＴＴＴＧＴＧＧＴＴ

　　Ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＡＧＧＴＣＴＧＡＡＧＧＴＣＡＣＣＴＧＣ
Ｇｌｕｃｏｋｉｎａｓｅ
　　Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＧＧＴＧＧＣＡＡＴＧＧＴＧＡＡＴＧＡ

　　Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＣＡＣＣＡＴＣＣＧＧＴＣＧＴＡＣＴＣ
Ｇｌｕｔ２
　　Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＡＴＣＧＣＴＣＣＡＡＣＣＡＣＡＣＴＣＡ

　　Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＣＡＡＧＴＡＧＧＡＴＧＴＧＣＣＡＡＴＧＡＴ
Ｇｌｕｃａｇｏｎ
　　Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＣＴＧＡＴＧＧＣＴＣＣＴＴＣＴＣＴＧＡＣ

　　Ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＴＣＧＴＴＧＧＧＴＴＡＣＡＣＡＡＴＧＣＴＡ
Ｋｉｒ６．２
　　Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＴＡＧＡＡＡＣＣＡＣＧＧＧＣＡＴＣＡＣ

　　Ｒｅｖｅｒｓｅ ＡＧＡＣＴＧＣＧＧＴＣＣＴＣＡＴＣＡＡＧ
ＳＵＲ１
　　Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＣＧＴＣＡＧＣＧＡＡＴＣＡＧＴＧＴＡＧ

　　Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＡＧＧＣＡＧＧＴＡＣＴＧＴＡＧＣＴＴＧＴＧ
ＰＣ２
　　Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＣＴＧＧＣＧＴＧＴＴＴＧＣＡＴＴＡＧ

　　Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＣＧＴＡＧＣＣＡＡＡＧＡＧＧＴＧＡＴＴ
ＰＣ１／３
　　Ｆｏｒｗａｒｄ ＧＣＣＴＡＧＡＧＣＣＣＴＧＡＡＡＧＣＴＡＡ

　　Ｒｅｖｅｒｓｅ ＧＴＴＣＣＡＡＣＡＧＣＡＧＡＡＧＴＧＡＧＴＧ
ＰＤＸ１
　　Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＧＧＡＴＧＡＡＡＴＣＣＡＣＣＡＡＡＧＣ

　　Ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＧＴＧＴＣＴＣＴＣＧＧＴＣＡＡＧＴＴＣＡＡ
ＮｅｕｒｏＤ１
　　Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＣＣＡＧＧＧＴＴＡＴＧＡＧＡＴＣＧＴＣＡ

　　Ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＣＴＴＧＴＣＴＧＣＣＴＣＧＴＧＴＴＣＣ
ＭａｆＡ
　　Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＴＣＡＧＣＡＡＧＧＡＧＧＡＧＧＴＣＡＴ

　　Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＴＴＣＴＣＧＣＴＣＴＣＣＡＧＡＡＴＧＴＧ
ＣＡＲ
　　Ｆｏｒｗａｒｄ ＴＣＣＴＧＣＴＧＡＣＣＧＴＴＣＴＴＧＴＴＡ
　　Ｒｅｖｅｒｓｅ ＣＧＣＡＧＣＡＴＡＣＡＣＴＧＧＴＣＡＧＡ

１．７　ＥＬＩＳＡ法检测胰岛素分泌量　取受染１８ｄ培

养分化的细胞，吸去培养液，加入克林缓冲液预培

养１ｈ。用含不同浓度葡萄糖（０、５、１０、２０、３０、４０

ｍｍｏｌ／Ｌ）的克林缓冲液继续培养１ｈ，收集缓冲

液－８０℃保存。取出试剂盒及标本，平衡至室温。

以酶结合物稀释液稀释酶结合物（１１０），以双蒸水

稀释洗涤液（１２０），临用前１５ｍｉｎ配好。取出板

条，吸出１０μＬ标准品和标本加入相应的孔中。每

孔加入１００μＬ酶结合物稀释液。封板胶纸封住反

应孔，室温下在摇床上培养２ｈ。每孔加入３５０μＬ
洗涤液，洗板６次。每孔加入２００μＬ显色液，室温

避光孵育１５ｍｉｎ。每孔加入５０μＬ终止液，充分混

匀。多功能酶标仪测４５０ｎｍ处光密度，计算胰岛素

含量。

２　结　果

２．１　ＭＥＦｓ的获取　传代到第３代时，ＭＥＦｓ细胞

形态趋于均匀一致，杂细胞极少（图１Ａ）。

图１　小鼠胚胎成纤维细胞（Ａ）及第１６代小鼠

诱导多潜能干细胞克隆（Ｂ）显微镜下形态

Ｆｉｇ１　ＰｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｉｍａｇｅｓｏｆＭＥＦｓ（Ａ）ａｎｄ

ｉＰＳＣｓｃｌｏｎｅｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｆｒｏｍＭＥＦｓ（Ｂ）

ＭＥＦ：Ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ；ｉＰＳＣ：Ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏ

ｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

２．２　小鼠ｉＰＳ细胞的诱导　ＬＶｅｆ１ａＨｙｇｒｏｍｉｃｉｎ

ＴＲＥＯｃｔ４／Ｓｏｘ２／Ｋｌｆ４／ｃＭｙｃ及表达ｒｔＴＡ 的慢病

毒感染 ＭＥＦｓ的感染复数（ＭＯＩ）均为２０１。重编

程过程如下：感染１２ｈ后去除病毒，２４ｈ后接种于

饲养细胞上。重编程１１～１３ｄ时挑取克隆，整个重

编程过程的干细胞培养液加入６μｇ／ｍＬ的多西环

素。纯化的小鼠ｉＰＳ细胞克隆（图１Ｂ）和周围存在明

显界限，克隆中的细胞胞核大，胞质少，细胞排列紧

密，彼此间界限不清。

２．３　小鼠ｉＰＳ细胞的鉴定　重编程 ＭＥＦｓ获取的

小鼠ｉＰＳ细胞克隆碱性磷酸酶染色阳性（图２Ａ），表

达干细胞表面标记 Ｎａｎｏｇ、Ｒｅｘ１及 ＳＳＥＡ１（图
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２Ｂ）。以 ＭＥＦｓ作为阴性对照，小鼠ＥＳＣ作为阳性

对照，ＲＴＰＣＲ检测小鼠ｉＰＳ细胞干细胞内源性基

因Ｎａｎｏｇ、Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４及ｃＭｙｃ的表达（图

２Ｃ），可以清晰看到小鼠ｉＰＳ细胞干细胞内源性基因

的表达与阳性对照小鼠ＥＳＣ相似，而 ＭＥＦｓ的干细

胞内源性基因的表达极低或缺失。小鼠ｉＰＳ细胞单

细胞悬浮培养于 ＭＥＦ培养液中能形成拟胚体（图

２Ｄ）。小鼠ｉＰＳ细胞传代培养至１０代以上无菌注射

至ＮＯＤＳＣＩＤ小鼠的腋下，８周后能成瘤，ＨＥ染色

显示瘤组织为畸胎瘤（图２Ｅ）。

图２　小鼠诱导多潜能干细胞的鉴定结果

Ｆｉｇ２　ＶｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｃｙｏｆｉＰＳＣｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｆｒｏｍＭＥＦｓ

Ａ：Ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ（ＡＰ）ｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｉＰＳＣｓｃｌｏｎｅｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｆｒｏｍＭＥＦｓ；Ｂ：Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｃｙｍａｒｋｅｒｓｉｎｅｘｐａｎｄｅｄｉＰＳＣｓｃｌｏｎｅｓ；Ｃ：ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓＮａｎｏｇ，Ｏｃｔ４，Ｓｏｘ２，Ｋｌｆ４ａｎｄｃＭｙｃｉｎ

ｉＰＳＣｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅｐａｒｅｎｔａｌｓｏｍａｔｉｃｃｅｌｌｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓａｎｄＥＳｃｅｌｌｓ；Ｄ：Ｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｉｍａ

ｇｅｓｓｈｏｗｉｎｇＥＢｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｆｒｏｍｉＰＳＣｓ；Ｅ：ＨＥａｎｄｅｏｓｉｎｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｅｒａｔｏｍａｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｔｍｉｃｅｔｈａｔ

ｗｅｒｅｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈｉＰＳＣｓ，ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇａｌｌｔｈｒｅｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｇｅｒｍｌａｙｅｒｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｎｅｕｒａｌｔｉｓｓｕｅ（ｅｃｔｏｄｅｒｍ），ｃａｒ

ｔｉｌａｇｅ（ｍｅｓｏｄｅｒｍ），ａｎｄｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ （ｅｎｄｏｄｅｒｍ）．ｉＰＳＣ：Ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌ；ＭＥＦ：Ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ；

ＥＳＣ：Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌ；ＥＢ：Ｅｍｂｒｙｏｉｄｂｏｄｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００（Ａ，Ｅ），×４００（Ｂ）；×６０（Ｄ）

２．４　胰岛素分泌细胞的获取及鉴定

２．４．１　转染小鼠ｉＰＳ细胞荧光染色　本研究检测

了小鼠ｉＰＳ细胞及其形成的拟胚体柯萨奇病毒腺病

毒受体（ＣＡＲ）的表达情况，ＲＴＰＣＲ显示小鼠ｉＰＳ
细胞及其形成的拟胚体均表达ＣＡＲ。ＡｄｍＰＤＸ

１ＩＲＥＳＧＦＰ、ＡｄｍＮｅｕｒｏＤ１ＩＲＥＳＧＦＰ 及 Ａｄ

ｍＭａｆＡＩＲＥＳＧＦＰ感染小鼠ｉＰＳ细胞的 ＭＯＩ均为

２５０１。受染的小鼠ｉＰＳ细胞在超低吸附板中向拟

胚体分化６ｄ，同一视野下拟胚体表达绿色荧光（图

３Ａ、３Ｂ），表明转入的目的基因ＰＤＸ１、ＮｅｕｒｏＤ１及

ＭａｆＡ已开始表达。将拟胚体转移至６ｃｍ细胞培

养皿中，２ｄ后可以观察到拟胚体已贴壁，边缘有少

量细胞爬出。６ｄ后拟胚体边缘有大量细胞爬出，并

表达绿色荧光（图３Ｃ、３Ｄ）。

２．４．２　胰岛Ｂ细胞功能基因的检测　以空病毒载

体转染的小鼠ｉＰＳ细胞分化的拟胚体作为阴性对

照，小鼠ｉＰＳ细胞作为空白对照，以小鼠胰岛Ｂ细胞

系 ＭＩＮ６作为阳性对照，通过ＲＴＰＣＲ检测各组外
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源性转录因子及胰岛Ｂ细胞功能基因的表达（图

４），可以看到三基因联合修饰的小鼠ｉＰＳ细胞的胰

岛Ｂ细胞功能基因的表达与小鼠胰岛 Ｂ细胞系

ＭＩＮ６相似，明显优于阴性对照组及空白对照组。

图３　三基因转染的小鼠诱导多潜能干细胞在荧光显微镜下同一视野的明视野及荧光图

Ｆｉｇ３　ＤｉｒｅｃｔｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｉＰＳＣｓｉｎｔｏｉｎｓｕｌｉｎｐｒｏｄｕｃｉｎｇｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏｏｆｔｈｅｓａｍｅｖｉｓｕａｌｆｉｅｌｄ

Ａ：Ｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄｉｍａｇｅｓｏｆ６ｄａｙＥＢｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍＰＤＸ１，ＮｅｕｒｏＤ１ａｎｄＭａｆＡｉｎｆｅｃｔｅｄｉＰＳＣｓ；Ｂ：ＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｏｂ

ｓｅｒｖｅｄｉｎ６ｄａｙＥＢｓｕｓｉｎｇｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ；Ｃ：Ｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄｉｍａｇｅｓｏｆ６ｄａｙＥＢｓｔｈａｔｈａｄｂｅｅｎｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｔｏｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ

ｄｉｓｈｅｓｆｏｒａｎｏｔｈｅｒ６ｄａｙｓ；Ｄ：ＧＦＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｆｉｇｕｒｅ３Ｃ．ｉＰＳＣ：Ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌ；ＥＢ：Ｅｍｂｒｙｏｉｄｂｏｄｙ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４０（Ａ，Ｂ）；×１００（Ｃ，Ｄ）

图４　定向诱导分化的小鼠诱导多潜能干细胞外源性
转录因子及胰岛Ｂ细胞功能基因ＲＴＰＣＲ检测结果

Ｆｉｇ４　ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＤＸ１，ＮｅｕｒｏＤ１，

ＭａｆＡａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｅｄｇｅｎｅｓｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｉｓｌｅｔＢｃｅｌｌｓ
ｏｆｉｎｓｕｌｉｎｐｒｏｄｕｃｉｎｇｃｅｌｌｓ

ｉＰＳＣ：Ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌ；ＥＢ：Ｅｍｂｒｙｏｉｄｂｏｄｙ

２．４．３　免疫荧光检测胰岛素表达　定向诱导分化

的小鼠ｉＰＳ细胞体外培养１８ｄ后，免疫荧光观察到

细胞胞质内表达稳定的红色荧光（图５），而同一批次

未受染的细胞胞质中无明显阳性反应，表明导入三

基因后定向诱导分化的小鼠ｉＰＳ细胞内有胰岛素蛋

白的表达。

图５　细胞爬片免疫荧光结果

Ｆｉｇ５　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｉｎｓｕｌｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ

ｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ

Ａ：Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈａｎｔｉｍｏｕｓｅｉｎｓｕｌｉｎａｎｔｉｂｏｄｙ；Ｂ：

Ｎｕｃｌｅｉｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｂｌｕｅｗｉｔｈｈｏｅｃｈｓｔｄｙｅ；Ｃ：ＭｅｒｇｅｏｆＡ

ａｎｄＢ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．４．４　体外胰岛素分泌的检测　如图６所示，定向

诱导分化的小鼠ｉＰＳ细胞对葡萄糖的反应是剂量依

赖性的，当葡萄糖浓度较低时（５ ｍｍｏｌ／Ｌ 及１０

ｍｍｏｌ／Ｌ）细胞胰岛素的分泌量较低，葡萄糖浓度为

３０ｍｍｏｌ／Ｌ时胰岛素的释放量达最高，当葡萄糖浓

度为４０ｍｍｏｌ／Ｌ时胰岛素的释放量有所下降，与３０

ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖浓度组比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。

３　讨　论

　　胰岛Ｂ细胞在体内的分化发育大体分为４步：

内胚层分化、胰腺分化、内分泌细胞分化和Ｂ细胞成

熟。胰岛Ｂ细胞发育过程极其复杂，其表型功能维



·７０６　　 · 第二军医大学学报　２０１３年７月，第３４卷

持涉及多种信号通路（如 Ｎｏｄａｌ、Ｎｏｔｃｈ信号通路），

需要多种转录因子如成纤维细胞生长因子、骨形态

发生蛋白、表皮生长因子、肝细胞核因子（ＨＮＦ）１β、

ＨＮＦ４、ＨＮＦ６、ＰＤＸ１、ＮｅｕｒｏＤ１、ＭａｆＡ、Ｓｏｘ９等调

节［２４］。

图６　定向诱导分化的小鼠诱导多潜能干细胞在

葡萄糖刺激下的胰岛素分泌量

Ｆｉｇ６　ＩｎｓｕｌｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎｂｙｉＰＳＣｓｉｎｄｕｃｅｄｆｏｒｄｉｒｅｃｔｅｄ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｆｔｅｒｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｇｌｕｃｏｓｅ
Ｐ＜０．０５ｖｓ０ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓ３０

ｍｍｏｌ／Ｌｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

　　本研究运用ＴｅｔＯｎ慢病毒系统将Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、

Ｋｌｆ４及ｃＭｙｃ转导入 ＭＥＦｓ，使其重编程为ｉＰＳ细

胞，去除培养液中的多西环素后ｉＰＳ细胞仍能形成

小鼠ＥＳＣ样克隆。碱性磷酸酶染色、干细胞表面标

记检测、干性基因的表达及体内外三胚层分化实验

结果显示，重编程获得的小鼠ｉＰＳ细胞内源性的

Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４及ｃＭｙｃ已诱导表达且不需要外

源性转录因子的作用也能维持自身的全能干性。

　　本实验发现小鼠ｉＰＳ细胞及其形成的拟胚体均

表达ＣＡＲ（结果未显示），表明构建的腺病毒载体可

有效地感染小鼠ｉＰＳ细胞及其形成的拟胚体。受染

小鼠ｉＰＳ细胞分化所得的拟胚体表达绿色荧光，表

明转入的目的基因ＰＤＸ１、ＮｅｕｒｏＤ１及ＭａｆＡ已开

始转录表达。通过ＲＴＰＣＲ发现三基因联合修饰的

小鼠ｉＰＳ细胞向拟胚体分化的过程中启动了胰岛素

的转录，其胰岛Ｂ细胞功能基因的表达也与小鼠胰

岛Ｂ细胞系 ＭＩＮ６相似，其中对葡萄糖刺激的胰岛

素分泌起重要作用的转录因子Ｇｌｕｔ２、ｇｌｕｃｏｋｉｎａｓｅ、

Ｋｉｒ６．２及ＳＵＲ１有较高表达。但ｉｎｓｕｌｉｎ１、ｉｎｓｕ

ｌｉｎ２及ｇｌｕｃａｇｏｎ的表达仍低于小鼠胰岛Ｂ细胞系

ＭＩＮ６。原因可能有以下两个方面：（１）三基因诱导

所得的胰岛类Ｂ细胞功能确实不如正常发育的胰岛

Ｂ细胞完善。（２）ＰＤＸ１、ＮｅｕｒｏＤ１及 ＭａｆＡ 转导

不均，小鼠ｉＰＳ细胞向胚体分化过程中细胞内混有

胰岛其他类型的细胞或其他组织细胞。不管怎样，

可以发现三基因联合修饰的小鼠ｉＰＳ细胞胰岛Ｂ细

胞功能基因的表达优于转染空腺病毒组。不同葡萄

糖浓度刺激实验显示定向诱导分化获得的胰岛素分

泌细胞对葡萄糖的反应呈剂量依赖性，当葡萄糖浓

度为３０ｍｍｏｌ／Ｌ时胰岛素的释放量最高，如继续提

高葡萄糖浓度胰岛素的释放量并不持续升高。

　　本实验发现ＰＤＸ１、ＮｅｕｒｏＤ１及 ＭａｆＡ在ｉＰＳ
细胞分化为胰岛素分泌细胞的过程中具有重要作

用，能获得具有较完整生理功能的类胰岛Ｂ细胞，但

使用ｉＰＳ细胞作为种子细胞获取胰岛Ｂ细胞仍存在

很多问题：（１）体细胞重编程为ｉＰＳ细胞的过程涉及

外源性基因的插入，易致基因突变，必须致力于无病

毒及无癌基因（如ｃＭｙｃ基因）ｉＰＳ细胞的获取。（２）

胰岛Ｂ细胞缺乏分选纯化的表面标记，难以提纯。

（３）本实验导入ｉＰＳ细胞的３个基因ＰＤＸ１、Ｎｅｕ

ｒｏＤ１和ＭａｆＡ在胰岛Ｂ细胞发育及胰岛素基因转

录过程中具有极为关键的作用，但完全模拟体内胰

腺发育过程是困难的，在胰岛Ｂ细胞胚胎发育过程

中仍有其他很多因子是必需的，是否存在其他因子

促进胰岛Ｂ细胞分化并显著提高细胞的成熟度、所

诱导的胰岛素分泌细胞在体内能否长期发挥治疗作

用并成为合格的替代细胞仍然有待进一步研究。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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