
第 34 卷　第 6 期 西北农林科技大学学报 (自然科学版) V o l. 34 N o. 6
2006 年 6 月 Jour. of N o rthw est Sci2T ech U niv. of A gri. and Fo r. (N at. Sci. Ed. ) Jun. 2006

新生仔兔胰腺干细胞的分离培养
及横向诱导分化研究

Ξ

冯若鹏, 张慧茹, 窦忠英
(西北农林科技大学 国家干细胞工程技术研究中心陕西分中心, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　对新生仔兔胰腺干细胞的分离、培养方法进行了研究, 并检测了其横向诱导分化为心肌、成骨、神

经细胞的潜能。结果表明, 分离到的新生仔兔胰腺干细胞为上皮样细胞, 在传代过程中该细胞的生长特性未发生改

变, 并始终表达导管源胰腺干细胞的标志 CK219, PDX21; 新生仔兔胰腺干细胞经诱导可分化为心肌、神经和成骨

细胞, 经免疫组化染色鉴定显示, 心肌样细胞表达 Α2actin、神经样细胞表达N F2200 而不表达 GFA P、成骨样细胞茜

素红染色呈阳性。证明该细胞具有多潜能性, 是一种亚全能干细胞。
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　　干细胞按照来源可以分为胚胎干细胞和成体干

细胞。胚胎干细胞可在体外无限增殖并保持未分化

状态, 可以分化为所有成体组织中的所有细胞。与胚

胎干细胞相比, 成体干细胞分化潜能相对较弱, 但也

有大量的研究认为[124 ] , 成体干细胞同样具有横向分

化的潜能。Shen 等[5 ]通过转入CöEBP Β基因, 将已

建系A R 42J 2B 13 胰腺细胞转分化成肝细胞, Yang

等[6 ]通过流式细胞仪分离到的T hy21. 1 阳性肝卵圆

细胞, 在高糖环境诱导下形成三维胰岛细胞簇并表

达胰岛细胞分化相关标记和内分泌激素, 同时丢失

肝细胞蛋白H er2par 的表达。

胰腺干细胞属于成体干细胞范畴, 其来源主要

有胰腺导管上皮源、胰岛源以及外分泌部来源。其中

关于导管源胰腺干细胞的研究是目前胰腺干细胞研

究的一个热点。Bonner2W eir 等[7 ]与 Katdare 等[8 ]分

别从人和小鼠胰腺中分离到CK219 阳性的胰腺导

管上皮源胰腺干细胞, 这些细胞经诱导分化后可以

分泌胰岛素。但在采用胰腺干细胞诱导分化后进行

移植的探索过程中, 对胰腺干ö祖细胞分离方法和培

养体系的研究多在人和鼠中进行, 对实验动物兔胰

腺干细胞的分离培养却鲜见报道。

本研究对新生仔兔胰腺干细胞进行了分离培养

和横向诱导分化研究, 检测了其横向分化为其他胚

层细胞的能力, 以为成体干细胞, 特别是胰腺干细胞

的横向分化研究及临床应用提供实验依据。

1　材料与方法

1. 1　材料与试剂

1. 1. 1　材　料　1～ 9 日龄新西兰杂种雄性仔兔,

由西北农林科技大学国家干细胞工程技术研究中心

陕西分中心实验动物场提供。

1. 1. 2　试　剂　ED TA , 胰蛋白酶, Ì 型胶原酶均

购于 invit rogen 公司; 低糖2DM EM 购于 G IBCO 公

司; 新生牛血清 (N eonata l bovine serum , NBS) 购于

郑州佰安生物工程有限公司; 表皮生长因子 (Ep2
ithelium grow th facto r, EGF ) 购于 R &D 公司; 明

胶, 烟碱 (N ico t inam ide, N ic) , 52氮胞苷 (52azacyt i2
dine, 52A za ) , Β2巯基乙醇 ( Β2m ercap toethano l, Β2
M e) , 地塞米松 (dexam ethasone, D ex) , 抗坏血酸盐

( asco rbate22 pho sphate ) , Β2甘油磷酸钠 ( Β2Glyc2
eropho sphate d isodium ) 和茜素红 (A lizarin R ed S)

购于 Sigm a 公司; 噻唑兰 (T h iazo lyl b lue M T T ) , 十

二烷基磺酸钠 ( 12Dodecanesu lfon ic acid sodium

salt, SD S)均购于华美公司; 人胰十二指肠同源异型

盒 基 因 ( pancreat ic and duodena2l hom eobox1,

PDX21) 单克隆抗体购于Chem icon 公司; 鼠细胞角
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蛋白 19 (cytokera t in219, CK219) 单克隆抗体, 鼠 Α2
act in 多克隆抗体, 人神经丝蛋白2200 (N eu rofila2
m en t2200, N F2200) 多克隆抗体, 兔胶质纤维原酸性

蛋白 (Glia l F ib rilla ry A cid ic P ro tein, GFA P)单克隆

抗体和 H isto sta inTM 2P lu s K its 免疫组化染色试剂

盒均购于北京中山生物技术有限公司。

1. 2　新生仔兔胰腺干细胞的分离与培养

将 1～ 9 日龄的仔兔于体积分数 75% 酒精中溺

死, 无菌采取胰腺组织。在含青、链霉素各 100

IU ömL 的无钙、镁的磷酸盐缓冲液 (PBS2)中浸泡 30

m in 后, 剪去组织周围脂肪、血管和被膜, 并用 PBS2
冲洗后, 剪成 1～ 2 mm 3 的碎块, 用 1 m gömL Ì 型

胶原酶于 37 ℃消化 15～ 20 m in。用含体积分数

10% NBS 的低糖2DM EM 溶液加入消化液中中止

消化, 孔径 0. 5 Λm 滤纱过滤, 500 röm in 离心 5

m in, 弃上清, 沉淀重悬后重复离心 2 次以除去胶原

酶和血细胞。细胞用含体积分数为 10% NBS 和 10

mmo löL N ic 的低糖2DM EM 贴壁培养液悬浮后, 以

5×105ö孔接种在铺有 10 göL 明胶的六孔板上,

37. 5 ℃, 体积分数 5% CO 2 条件下培养 48 h 后, 换

含 10 ngömL EGF 和体积分数为 10% NBS 的低

糖2DM EM 扩增培养液继续培养。以后每隔 1 d 换 1

次培养液, 直至细胞铺满 70% 的皿底后, 以含0. 4

göL ED TA 2. 5 göL 胰蛋白酶消化后, 以 2×105ö孔
接种于六孔板上传代, 传代过程中采取分次消化法

和分次帖壁法对胰腺导管上皮源胰腺干细胞进行纯

化, 倒置显微镜下观察不同代次细胞形态变化。传代

后, 部分细胞继续培养, 部分细胞进行诱导分化, 部

分细胞进行冷冻保存。

1. 3　免疫组化染色鉴定

分别取第 5, 10, 15 代培养细胞进行胰腺干细胞

特征性标志 PDX21, CK219 免疫组化染色。免疫组

化染色方法均按照 H isto sta inTM 2P lu s K its 免疫组

化染色试剂盒说明进行。一抗分别为: 人 PDX21 单

克隆抗体 (1∶1 000 倍稀释) , 鼠CK219 单克隆抗体

(1∶1 000 倍稀释) ; 二抗为生物素标记的羊抗兔、

鼠、人的多克隆抗体。同时以兔成纤维细胞为阴性对

照进行染色。

1. 4　新生仔兔胰腺干细胞生长曲线的绘制

取第 5, 10, 15 代新生仔兔胰腺干细胞, 分别接

种于铺有明胶的 96 孔板中, 每孔 1 000 个细胞, 24 h

后用M T T [9 ]法测定细胞增殖能力, 每天测 1 次, 每

次测 12 孔 (即每天 12 个重复) , 共测 8 d。测定时每

孔加 180 ΛL 培养液与 20 ΛL M T T 继续培养 3. 5 h,

之后吸去 100 ΛL 培养液, 加入等量的 SD S 并吹打

均匀, 随后将培养板放入培养箱内继续孵育, 30 m in

后取出培养板, 在酶标仪上分别于 450 nm 与 630

nm 波长处测其光吸收值 (OD 值) , 对照为空气, 共

测 8 d。求所得OD 值的平均值, 以OD 平均值为纵

坐标、培养时间为横坐标绘制生长曲线。

1. 5　新生仔兔胰腺干细胞横向诱导分化试验

1. 5. 1　向心肌细胞诱导分化　取第 10 代新生仔兔

胰腺干细胞, 以 5×104ö孔接种于四孔板上培养, 待

细胞长满 70%～ 80% 皿底时, 将扩增培养液换为体

积分数 10% NBS 和 10 mmo löL 52A za 的低糖2
DM EM 诱导培养液培养[10 ] , 24 h 后再换回原扩增

培养液继续培养, 10 d 后取培养物, 用多聚甲醛固

定, 按试剂盒说明书进行心肌细胞标志 Α2act in 染

色, 其中一抗为鼠 Α2act in 多克隆抗体 (1∶100 倍稀

释) , 二抗为羊抗鼠多克隆抗体。同时设兔成纤维细

胞对照组。

1. 5. 2　向成骨细胞诱导分化　采用的细胞同上, 诱

导液为含体积分数 10% NBS, 10- 4 mmo löL D ex,

10 mmo löL Β2甘油磷酸钠和 50 m göL 抗坏血酸盐

的低糖2DM EM 诱导培养液[3 ] , 隔天换液。用该培养

液培养 14 d 后, 取培养物, 以多聚甲醛固定, 进行茜

素红染色。同时设兔成纤维细胞对照组。

1. 5. 3　向神经细胞诱导分化　采用的细胞同上, 用

含体积分数 5% NBS, 1 mmo löL Β2M e [4 ] 的低糖2
DM EM 培养液先进行 24 h 预诱导, 之后换为含 5

mmo löL Β2M e 的无血清低糖2DM EM 培养液进行

正式诱导培养, 每小时照相 1 次。4 h 后取培养物,

以多聚甲醛固定, 按试剂盒说明书进行N F2200,

GFA P 染色, 其中一抗分别为人N F2200 多克隆抗

体 (1∶500 倍稀释) , 兔 GFA P 单克隆抗体 ( 1∶

1 000倍稀释) , 二抗为羊抗人、兔多克隆抗体。同时

设兔成纤维细胞对照组。

2　结果与分析

2. 1　新生仔兔不同代次胰腺干细胞生长曲线及形

态

新生仔兔第 5, 10, 15 代胰腺干细胞的生长趋势

基本一致, 在细胞接入培养皿的 1～ 2 d 出现一个增

殖峰, 3～ 5 d 时增殖较快, 6～ 8 d 时生长较为平稳

(图 1)。显微镜下观察发现, 在传代过程中上皮样细

胞逐渐增多 (图 2A ,B )。
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图 1　新生仔兔不同代次胰腺干细胞生长曲线

F ig. 1　Grow th curves of neonatal rabb it

pancreatic stem cells in differen t passages

2. 2　传代细胞干细胞标志染色结果

通过免疫组化染色可以观察到, 传代过程中新

生仔兔胰腺干细胞一直表达CK219 与 PDX21 (图

3) , 说明该细胞的来源为胰腺导管上皮, 并在传代过

程中一直保持未分化状态。

2. 3　新生仔兔胰腺干细胞诱导分化结果

2. 3. 1　向心肌细胞诱导分化　新生仔兔胰腺干细

胞经含体积分数 10% NBS 和 10 mmo löL 52A za 的

低糖2DM EM 培养液诱导 24 h 后, 继续培养于原扩

增培养液中 3～ 5 d 内细胞生长停滞, 7 d 以后诱导

细胞又开始恢复生长, 细胞形态逐渐拉长, 至 10 d

时可见部分细胞变细长。免疫组化染色显示, 细胞呈

Α2act in 阳性 (图 4 A )。

2. 3. 2　向成骨细胞诱导分化　加入诱导液后 3 d

内细胞增殖正常, 4～ 5 d 时生长减慢, 出现一个死

亡期, 细胞总数减少 50% 以上, 7～ 8 d 后逐渐恢复

生长, 细胞形态转变为立方状或三角形, 体积增大;

随着诱导时间延长, 细胞不断增多聚集成团。14 d

后茜素红染色呈阳性 (图 4 B )。

图 2　新生仔兔胰腺干细胞形态 (×100)

A. 纯化前期 (第 2 代)混合生长的上皮样细胞与成纤维细胞;B. 纯化后期 (第 5 代)混合生长的上皮样细胞与成纤维细胞

F ig. 2　Shape of neonatal rabb it pancreatic stem cell (×100)

A. M ix ing cells ( the second passage) of fib rob last and ep ith lium in earlier stage purification; B. m ix ing cells

( the fifth passage) of fib rob last and ep ithelium in later stage purification

图 3　新生仔兔胰腺干细胞免疫组化染色结果 (×200)

A. 第 10 代细胞CK219 阳性; B. 第 10 代细胞 PDX21 阳性

F ig. 3　 Imm unoh istochem ical sta in ing resu lts of neonatal rabb it pancreatic stem cells (×200)

A. T he ten th passage cells po sit ive fo r CK219; B. T he ten th passage cells po sit ive fo r PDX21

2. 3. 3　向神经细胞诱导分化　用含体积分数 5%

NBS, 1 mmo löL Β2M e 的低糖2DM EM 诱导液预诱

导后, 细胞形态无明显变化。正式诱导 1 h 后, 细胞

胞体变得细长, 2～ 3 h 后胞体更细长, 4 h 后可见胞
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体伸出少量长丝状突起 (图 4 C)。免疫组化染色结

果显示, 诱导的神经样细胞不表达 GFA P 而表达

N F2200 (图 4 D )。对照组细胞形态未改变。

图 4　诱导分化中的新生仔兔胰腺干细胞 (×100)

A. 向心肌细胞诱导 Α2actin 阳性的仔兔胰腺干细胞;B. 向成骨细胞诱导的茜素红染色阳性仔兔胰腺干细胞;

C. 向神经细胞诱导 4 h 时的仔兔胰腺干细胞; D. 向神经细胞诱导的N F2200 阳性仔兔胰腺干细胞

F ig. 4　N eonatal rabb it pancreatic stem cells in induction (×100)

A. T he Α2actin po sit ive m yocardial induced cell; B. T he alizarin red po sit ive o steob last induced cells;

C. T he mo rpho logy of neuro induced cells; D. T he N F2200 po sit ive neuron induced cells

3　讨　论

胰腺导管上皮细胞一直被认为是胰腺干细胞的

主要来源之一[7 ] , 国内外许多关于胰腺干细胞的试

验研究, 均是建立在分离纯化导管上皮样细胞的基

础之上。本实验在传代培养过程中, 依据上皮细胞与

成纤维细胞贴壁特性的不同, 采取分次消化与分次

贴壁的方法纯化导管上皮来源的胰腺干细胞。经

3～ 4 次纯化后, 上皮样细胞明显增多, 但该细胞至

今尚未达到 100% 的纯化, 仍混有少量成纤维细胞,

这主要是由于实验中采用的培养方法为群体培养而

不是单克隆培养。为排除成纤维细胞对实验结果的

影响, 在诱导分化实验中设兔成纤维细胞为对照。张

慧茹等[11 ]采用该方法分离到的新生仔兔胰腺干细

胞经鉴定为导管上皮来源胰腺干细胞, 诱导后可以

形成 Β细胞或胰岛团, 并可在高糖刺激作用下释放

胰岛素。本实验结果显示, 在含有 EGF 的传代培养

液中新生仔兔胰腺干细胞增殖速度一直较快, 第 5,

10, 15 代细胞生长特征一致, 并一直维持未分化状

态, 细胞现已传至 19 代。Co ren t in 等[12 ]的研究结果

显示, EGF 具有促进胚胎期胰腺内皮细胞增殖并使

其维持未分化状态的作用。所以本实验结果的获得

与 EGF 的作用是密不可分的。

Zu lew sk i 等[13 ]将小鼠胰腺干细胞诱导分化为

肝细胞; K ru se 等[14 ]将小鼠和人胰腺干细胞经悬滴

培养后形成“类器官体”, 并使其自分化为平滑肌细

胞、神经胶质细胞、软骨细胞、上皮细胞; Seaberg

等[15 ]通过克隆方法从成年小鼠胰腺分离得到多潜

能的祖细胞, 这些细胞分化后可形成神经元与神经

胶质细胞的克隆。以上研究结果证实, 在胰腺中确实

存在具有多潜能的干细胞, 即亚全能干细胞。张慧茹

等[11 ]在实验中并未检测新生仔兔胰腺干细胞的多

潜能性。本实验采用定向诱导方法, 将新生仔兔胰腺

干细胞诱导成为心肌细胞、成骨细胞以及神经细胞,

证明该细胞具有向其他胚层细胞分化的潜能。

Yu ich i Ho ri 等[16 ]诱导人神经干细胞分化为产胰岛

素的细胞, 并对其进行功能检测认为, 神经干细胞可

成为胰岛移植的一个潜在来源。胰腺细胞与神经细

胞这两种细胞本身在发育过程中就有一定的联系,

其在体外条件下能够相互转分化的结果表明, 这两

种细胞之间关系的研究, 可能成为运用移植方法治

疗糖尿病与退行性神经系统疾病研究的一个热点。

本实验中分离得到的新生仔兔胰腺干细胞经诱

导后可分化为其他胚层的细胞, 证明在草食哺乳动

物兔的胰腺内的确存在具有横向分化潜能的亚全能

干细胞, 至于对该细胞来源的分析仍需进一步的实

验来探讨, 以证明其是胚胎干细胞在成体中的残留

或骨髓间充质干细胞在胰腺中分布的亚群。
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Iso la t ion, cu ltu re and tran sd ifferen t ia t ion of

neona ta l rabb it pancrea t ic stem öp rogen ito r cells

FENG Ruo-peng, ZHANG Hui-ru,DOU Zhong-y ing
(S haanx i B ranch Cen ter of Ch ina S tem Cell E ng ineering & T echnology R esearch Cen ter,

N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T h is research invest iga ted the iso la t ion and cu ltu re of neonata l rabb it pancreat ic stem cells,

exam ined the capacity of d ifferen t ia t ion in to m yocard ia l2like cells, neu ron s o steob lasts. T he resu lts demon2
st ra ted that the cell iso la ted w as ep ithelium cell,w ho se grow th characterist ic d id no t change in the p rocess

of subcu ltu re, and exp ressed the m arkers of ducta l pancreat ic stem cell of CK219 and PDX21. T h is cell can

be induced to differen t ia te in to m yocard ia, neu ron s, o steob lasts, Itπs po sit ive fo r Α act in and N F2200 bu t

negat ive fo r GFA P by the m ethod of imm unoh istochem ical sta in ing and A lizarin R ed sta in ing. T he resu lt

p roves that th is cell is a type of sub to t ipo ten t stem cell resided in pancreas.

Key words: neonata l rabb it; pancreat ic stem cell; induced differen t ia t ion
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