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从人胚胎胰腺中分离获得巢蛋白表达阳性的细胞
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【摘要】 目的 探讨从人胚胎胰腺组织分离巢蛋白（%&’()*）阳性细胞并进行体外传代培养的方法。 方法 取引产的
!+、!#、,"周人胚胎胰腺组织，分离胰岛样细胞簇（-’.&( / .)0& 1&.. 1.2’(&3’，-44’），进行体外培养。用免疫组织化学和逆转录 /聚
合酶链反应（56 / 745）方法检测巢蛋白、胰十二指肠同源盒基因 / !（78*13&8()1 8*9 92:9&*8. ;:<&:=:> ?&*& / !，7@A / ! B -7C / !）
以及胰岛内分泌激素胰岛素和胰升糖素（D.218?:*）的表达。 结果 -44’经体外培养可获得巢蛋白表达阳性细胞，这种细胞
可进一步形成球状细胞簇，除有巢蛋白阳性细胞外，还有 7@A / !、胰岛素和胰升糖素表达阳性的细胞，并且细胞可连续传代。
结论 从人胚胎胰腺组织中可分离获得巢蛋白表达阳性细胞，这种细胞可在体外增殖并有向胰岛内分泌细胞分化的能力。
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目前，胰岛移植被认为是一种较有前景的糖尿病治疗方
法。胰岛移植可以为患者提供胰岛素分泌细胞，有效地控制
血糖代谢，减少和改善糖尿病的并发症，进而达到根治糖尿
病的目的。但目前的分离技术，进行 !例移植至少需要 ! R ,
个供体胰腺，供体严重不足是胰岛移植发展的最大障碍［!］。
理论上，胰岛干细胞可在体外大量扩增并可经诱导分化为胰
岛细胞，成为解决这一问题的希望所在。最近有报道从成年
大鼠和成人胰岛中分离到巢蛋白表达阳性细胞，具有干细胞

特性［,］，为胰岛干细胞的研究提供新思路。但迄今为止，从
人胚胎胰腺分离得到巢蛋白阳性细胞尚未见报道。本研究
探讨 !+、!#、,"周人胚胎胰腺经体外培养获得巢蛋白表达阳
性细胞的可行性，这种细胞可在体外增殖并可能有一定的分
化能力，从而为胰岛干细胞移植研究奠定基础。

材料和方法

一、人胚胎胰腺的来源
药物引产的人胚胎胰腺 S 例，其中 !+ 周 , 例、!# 周 !

例、,"周 ,例。胎龄判定根据临床资料，并通过测量胚胎的
头围、顶臀长、手长、脚长四组数据，查对《中国人胚胎发育时

刻表》［$］进一步确认。引产药物为米索。孕妇自愿终止妊
娠，胚胎的使用得到孕妇本人同意。
二、胰岛样细胞蔟（-’.&( .)0& 1&.. 1.2’(&3’，-44’）的分离
无菌条件下取出胚胎胰腺，每例胰腺分别进行原代培

养。去除周围组织，@ / T8*0’’液洗（$ R S）次后，将组织剪
碎成约 !<<$ 的小块，加入适量的 U 型胶原酶（,""V B <.），

$JW水浴，充分震荡（$ R S）分钟。加入冷的 @ / T8*0’’液终
止消化，,""目细胞筛滤过，得到含有 -44’结构和其它细胞
的悬液。离心去上清，加入含 !"X胎牛血清、!<<:. B Y丙酮
酸钠、J!ZS#<:. B Y$/ 巯基乙醇、,"*? B <.碱性成纤维细胞生
长因子（[8’)1 N)=3:=.8’( ?3:L(; N81(:3，=CDC），,"*? B <.表皮生长
因子（\M)9&3<8. ?3:L(; N81(:3，\DC），!""2 B <.青霉素，!""2? B <.
链霉素的 57]- !+I"培养基。接种到 +"<<培养皿中，$JW，
SX4 ,̂细胞培养箱中培养。
三、-44’的培养和细胞传代
-44’在培养条件下，有部分贴壁。吸出悬浮的 -44’，接

种到新的培养皿中。重新接种的 -44’ 结构贴壁后，形成片
状的单层上皮样细胞。细胞 #"X 汇合后，"Z",X \@6H
（\(;Q.&*&9)8<)*&(&(38 / 81&()181)9，乙二胺四乙酸）消化，传代
培养。
四、56 / 745反应
65-_^Y试剂一步法提取细胞 5%H后，用 ] / ]YU逆转

录试剂盒反转录成 1@%H。试剂均购于美国 Y)N& 6&1;*:.:?)&’
公司，按照操作说明书完成。745反应以人 D$7@T 基因为
内参照。引物的核苷酸序列和扩增产物大小为：D$7@T，S‘
H44 H4H D64 4H6 D44 H64 H4 $‘和 S‘H6D 64D 66D 644
4H4 4H4 46 $‘，IS, =M；胰岛素，S‘4H4 H44 6DD 6DD HHD
464 64 $‘和 S‘H4H H6D 44H 4D4 664 6D4 $‘，!J#=M；胰升糖
素，S‘H6D HH4 DHD DH4 HHD 4D4 $‘和 S‘664 H44 HD4 4HH
D4H H6D $‘，,$+=M；7@A / !，S‘D64 46D DHD DHD 444 HH4 $‘
和 S‘ D4H D64 46D 464 HDD 464 $‘，$+"=M；人巢蛋白，S‘HD4
D66 DDH H4H DHD D66 DDH $‘ 和 S‘6D6 664 464 44H 444
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!"! "!# ! $%，&’()*。
+#,反应条件：反应运行循环数和每个循环运行条件分

别为："$+-. $/个循环，(’0 $/1，&/0 $/1，230 $/1；胰岛素
3&个循环，(’0 4567，&&0 4567，230 4567；胰升糖素 3$个循
环，(’0 4567，&(0 4567，230 4 567；+-8 9 4 $& 个循环，
(’0 $/1，&&0 ’&1，230 ’&1；巢蛋白 $& 个循环，(’0 $/1，
&&0 $/1，230 $/1。+#, 产物用 4:聚丙烯酰胺凝胶电泳检
测，凝胶成相系统照相。
五、免疫组织化学染色
4; 抗体 小鼠抗人巢蛋白抗体（4：4//，美国 <- !=>71?

@ABC6D7 E>)D=>CD=6F1公司）；小鼠抗人胰岛素抗体（4：3//，美国
GFD5>=HF=1 公司）；兔抗人胰升糖素抗体（4：&//，英国 IF=DCFB
公司）；兔抗胰十二指肠同源盒基因 9 4（+>7B=F>C6B >7@ @AD@F?
7>J KD5FD)DL MF7F 9 4，+-8 9 4 N O+P 9 4）抗体（4：4///，丹麦
.>MF@D=7研究所 QJF R>@1F7教授惠赠）。

3; 染色 吸出球状细胞簇，切成 2!5冰冻切片。用体
积比 4：4 的丙酮甲醇溶液 9 3/0固定后，+<I!（/;4R +<I
+.2;’ N /;$: !=6CD7 9 8 9 4//）洗净，加入 $: 双氧水（.3Q3），
孵育 $/567。使用 I+4/// 通用型免疫组织化学试剂盒（美国
ST5F@ 公司）进行免疫组化染色。羊血清工作液封闭后，加
入适当体积比稀释的一抗抗体，’0冰箱孵育 4UK V 3’K。二
抗为生物素标记的羊抗小鼠、兔、大鼠和豚鼠 OM"工作液，室
温孵育 $/567。再加入辣根酶标记链霉卵白素工作液，室温
孵育 $/567。以上每步反应后均用 +<I!漂洗 &567，$次。抗
体稀释用含有 3:牛血清白蛋白的 +<I!。.3Q3 9 -W<（-6?
>567D)F7X6@67F CF=>KT@=DBKJD=6@F，四盐酸 $，$ 9二氨基联苯胺）

（体积分数为 &:）显色，苏木精复染，二甲苯透明，中性树胶
封片。方法特异性阴性对照均采用 +<I! 代替一抗，其余步
骤相同。

$; 免疫组化染色阳性细胞计数 显微镜下随机选取十个
球状细胞簇，分别计数巢蛋白，+-8 9 4和胰升糖素阳性细胞
的数目，同时分别计数每个球状细胞簇的总细胞数目，计算
每种抗原阳性细胞的百分比。

结 果

一、人胚胎胰腺细胞的培养
人胚胎胰腺组织经部分消化，在体外培养条件下（4 V 3）

天形成典型的 O##1 结构，呈圆形，边界光滑的细胞簇外观
（图 4W）。部分 O##1贴壁，其余仍维持悬浮状态。将 O##1吸
出重新接种，（4 V 3）天开始出现贴壁，并有上皮样细胞从其
周边向外生长，随细胞的长出 O##1逐渐消失，（$ V &）天后上
皮样细胞开始汇合，形成单层上皮细胞，细胞间排列紧密。
经传代后，(/:细胞死亡，余细胞贴壁，（& V 2）天后，贴壁的
细胞开始迅速增殖。经（$ V &）天，细胞汇合，并在局部区域
形成空泡样结构。在空泡结构一侧开始有球状细胞簇的形
成，（3 V $）天形成典型的球状细胞簇（图 4<）。细胞已传至
4$代。
二、免疫细胞化学染色
4; 从 O##1结构向外周生长出的单层上皮样细胞中有巢

蛋白表达阳性细胞（图 3W）。传代后的细胞为巢蛋白表达阳
性细胞（图 3<）。

3; 球状细胞簇可检测到巢蛋白、+-8 9 4和胰升糖素的
表达。各阳性细胞所占的百分数如表 4所示。

图 ! 胰岛样细胞簇（O1JFC " J6HF BFJJ BJA1CF=1，O##1）的生长和球状细胞簇的形
成。W：胚胎胰腺组织原代培养贴壁的 O##1； <：典型的球状细胞
簇。（ # !$$）

图 % 免疫细胞化学染色。W：从 O##1生长出的单层上皮，部分细胞巢蛋白
染色阳性； <：单层上皮样细胞传代后，增殖细胞巢蛋白染色阳性。
（ # !$$）

表 ! 球状细胞簇中巢蛋白、+-8" !和胰升糖素阳性
细胞的百分数（7& !$，L ’ 1）

抗原 阳性细胞百分数（:）
巢蛋白 ’2Y4 Z 43Y2
+-8 9 4 [4Y& Z 3UY$
胰升糖素 $&Y& Z 4[Y’

三、,! 9 +#, 检测
形成球状细胞簇的细胞中除巢蛋白外，还有胰岛素、胰

升糖素、+-8 9 4 5,GW的表达，而未形成空泡样结构的汇合
细胞中只有巢蛋白的表达，胚胎皮肤成纤维细胞无巢蛋白的

表达（图 $）。

讨 论

目前，胰岛移植主要采用内窥镜肝内门静脉直接注入的

方法，手术操作简单安全，创伤小，患者即日可恢复出院。

3///年加拿大 \@5D7CD7 的 IK>*=6D实验室连续 2例胰岛移植
全部取得成功，患者不依赖胰岛素的时间均超过一年［’］。制

约胰岛移植的最大障碍之一就是胰岛供体来源的严重不足，

胰岛干细胞为解决这一问题提供新的思路。已有报道，从小

鼠胰腺导管中分离胰岛干细胞，体外诱导后进行移植，可纠

正糖尿病动物的高血糖［&］。从成人胰腺导管中也分离到胰

岛干细胞，体外培养经诱导后也有一定的功能［[］。最近胰岛

干细胞研究取得很大进展，有研究认为胰腺中巢蛋白表达阳

性细胞是胰腺干细胞［3］。

图 ( +! " +#,检测结果。含有球状细胞簇的细胞有巢蛋白
（GF1C67）（)*+)*）、胰十二指肠同源盒基因 " !（+-8 " !）（(,$)*）、
胰岛素（O71AJ67）（!-.)*）和胰高血糖因素（"JAB>MD7）（%(,)*）的表
达；不含有球状细胞簇的细胞中只有巢蛋白表达；胚胎成纤维

细胞无巢蛋白表达。RY!$$)* 5>=HF=；IY含有球状的细胞簇的细
胞；#Y不含有球状细胞簇的细胞；PY胚胎成纤维细胞。

巢蛋白是细胞内一种中间丝蛋白，在神经干细胞中特异
性表达。有研究证实胚胎大鼠、成年大鼠和小鼠以及成人的
胰岛中有巢蛋白表达阳性的细胞亚群［3，2］；另外，成年大鼠
胰腺导管的局部区域也有巢蛋白表达阳性的细胞。从成人
和成年大鼠的胰岛中分离得到的巢蛋白阳性细胞在体外培
养有很强的增殖能力，并有多向分化潜能，能诱导分化成为
有胰腺内分泌、外分泌、导管以及肝脏细胞。

+-89 4为一种同源结构域蛋白，是调节胰岛素和生长
抑素表达的转录因子。在胰腺发育早期［U］和部分胰腺切除
后再生的胰腺中表达［(］，是胰腺发育所必需［4/］。有人认为
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表达 !"# $ %而不表达胰岛素的导管细胞是胰岛内分泌细
胞的祖细胞［%%］。

&’’(是将胚胎胰腺部分消化后得到的细胞团状结构，其
中含有内分泌细胞和导管细胞以及未成熟细胞［%)］。本实验
从人 %*、%+、),周胚胎胰腺组织中分离到 &’’(，经体外培养，
免疫组织化学染色证实由 &’’(形成的单层上皮细胞中有巢
蛋白阳性表达的细胞。单层上皮细胞经传代培养，有增殖能
力的细胞为巢蛋白阳性。细胞汇合后可形成球状细胞簇。
经 -. $ !’-检测，证实未形成球状细胞簇之前的汇合细胞
和含有球状细胞簇的细胞都有巢蛋白表达。但在含有球状
细胞簇的细胞中，!"# $ % 表达阳性，提示有前体细胞的存
在；同时还检测到胰岛素和胰升糖素的表达，而未形成球状
细胞簇的汇合细胞没有检测到，排除了其中混有胰岛!细胞
和"细胞的可能，说明球状细胞簇中已经有胰岛"细胞和!
细胞的分化。此外，实验中同时原代培养人胚胎皮肤成纤维
细胞，-. $ !’-结果证实没有巢蛋白的表达，从而排除传代
增殖汇合的细胞为成纤维细胞。免疫组织化学染色结果进
一步证实球状细胞簇中有巢蛋白、!"# $ % 和胰升糖素的表
达，故认为含有向内分泌细胞分化能力的细胞。但是免疫组
化染色没有发现胰岛素表达的细胞，分析可能是胰岛素表达
阳性细胞数目较少，需要进一步的体外诱导。这种细胞在体
外可反复传代 %, 代以上，说明有较强的增殖能力。
我们在实验中发现，（%) / %0）周胎龄的胰腺组织较小，

每次原代培养很难得到 &’’(，可能与此期胰岛细胞刚开始分
化，胰岛数目较少有关。另外，还要保证材料的新鲜，并且不
能使用雷弗诺尔引产的胚胎。
上述实验方法得到的球状细胞簇数目相对较少，还需要

进一步优化培养条件，并进行适当的体外诱导，以得到数目
较多并且有胰岛分泌功能的球状细胞簇结构，进行体外培养
诱导和体内移植研究。
综上所述，可以从人胚胎胰腺组织中初步分离到巢蛋白

阳性细胞，这种细胞可在体外扩增并可能有向胰岛内分泌细
胞分化的能力，从而为进一步进行胰腺干细胞的移植研究奠
定基础。
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对于开展初期、临床经验相对不足的术者来说，如何防

止腹腔镜手术并发症，是腹腔镜外科临床过渡阶段的重要任

务。在腹腔镜胆囊切除术中，建立气腹及首个 .>IE?>的置入
过程被认为是最易发生大血管、肠管损伤的阶段［3，*］。有术

者在气腹针的尾部用注射器注水作为指示［*］，我们在实践中

采用更简单的目视法。现阶段使用的气腹针（W7>7((针），其
尾部有弹簧保护装置，在刺入组织时，操作稍用力，如未进入

腹腔，术者手感阻力的同时可明显看到 W7>7((针尾部被顶
出；对于伴腹部手术史的患者，我们在脐缘作 %‘3EA / )EA的
小切口，切开腹直肌前鞘，提起腹膜切开后在直视下置入

.>IE?>后再建立气腹。已生育过的肥胖女性患者由于壁腹膜
松驰，在首个 .>IE?>置入时，有时很难掌握深度，为避免副损
伤，也可采用这一方法，本组 )*%例中，无 %例因穿刺造成的
并发症。
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