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摘  要: 利用天然生物诱导剂大鼠再生胰腺提取物 (Rgenerating pancreatic extract，RPE) 定向诱导人羊膜见充

值干细胞 (Human amniotic mesenchymal stem cells，hAMSCs) 向胰岛素分泌细胞分化。切除大鼠 60％胰腺刺

激胰腺再生，而后制备 RPE，以终浓度为 20 mg/L 的 RPE 诱导 hAMSCs。实验通过形态学鉴定、双硫腙染色、

免疫荧光分析、RT-PCR 基因检测和高糖刺激胰岛素分泌等实验鉴定细胞诱导结果。实验结果显示 P3 代

hAMSCs 经 RPE 诱导后形态变化明显，诱导 15 d 后细胞呈簇状生长，经双硫腙染色可见棕红色细胞团；免疫

荧光染色结果显示诱导细胞呈胰岛素阳性表达；RT-PCR 实验证明诱导细胞阳性表达人胰岛相关基因 Pdx1 和

insulin；高糖刺激实验证明培养液中有胰岛素成分产生，且分泌量随刺激时间的延长先增加而后趋于稳定。实

验结果表明 hAMSCs 在体外经 RPE 诱导可以分化为胰岛素分泌细胞。 
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Abstract:  In this study, the natural biological inducer, rat regenerating pancreatic extract (RPE), was used to induce human 
amniotic mesenchymal stem cells (hAMSCs) into insulin-secreting cells. We excised 60% of rat pancreas in order to stimulate 
pancreatic regeneration. RPE was extracted and used to induce hAMSCs at a final concentration of 20 μg/mL. The experiment 
methods used were as follows: morphological-identification, dithizone staining, immumofluorescence analysis, reverse 
transcription-PCR (RT-PCR) and insulin secretion stimulated by high glucose. The results show that the cell morphology of 
passge3 hAMSCs changed significantly after the induction of RPE, resulting in cluster shape after induction for 15 days. 
Dithizone staining showed that there were scarlet cell masses in RPE-treated culture. Immumofluorescence analysis indicated that 
induced cells were insulin-positive expression. RT-PCR showed the positive expression of human islet-related genes Pdx1 and 
insulin in the induced cells. The result of insulin secretion stimulated by high glucose indicated that insulin increasingly secreted 
and then kept stable with prolongation of high glucose stimulation. In conclusion, hAMSCs had the potential to differentiate into 
insulin-secreting cells induced by RPE in vitro. 

Keywords:  human amniotic mesenchymal stem cell, regenerating pancreatic extract, differentiation, insulin-secreting cell 

胰岛移植是一种有效治疗糖尿病的方法，但

目前用于移植的胰岛主要是来源于尸体捐赠者，

来源紧缺和免疫排斥反应严重阻碍了胰岛移植

的推广应用，因此寻找可替代 β 细胞移植的细胞

资源成为移植研究的必然趋势。干细胞因其具有

自我复制和多向分化潜能成为替代细胞的最佳

选择。胚胎干细胞虽然可以诱导分化为胰岛素分

泌细胞，但因其伦理争议和形成畸胎瘤的危险而

受到阻碍[1]。已有研究证明骨髓[2]、肝[3]、胰胆

管[4]、脐带血[5]和皮肤[6]等来源的成体干细胞在

体外可以成功诱导分化为胰岛样细胞。相对于以

上诸多干细胞，hAMSCs 具有取材方便，免疫原

性低，增殖能力强和向 3 个胚层来源的组织细胞

分化的潜能等优势[7-8]，在细胞替代治疗领域显

现出更为可观的前景。大鼠胰腺部分切除后具有

胰腺再生功能，并且胰腺部分切除后的再生胰腺

提取物具有激发糖尿病大鼠胰岛再生和血糖恢

复的功能[9]，而这种激发再生机制是否和干细胞

的诱导机制有关？本课题组利用大鼠胰腺再生

提取物对 hAMSCs 进行了诱导研究。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂 
达氏修正依氏培养基  (DMEM) (Sigma)；

F12 (Sigma)，胎牛血清 (Fetal Bovine Serum，

FBS) (Gibico)，胰蛋白酶 (Gibico)，胶原酶Ⅱ和

DNaseⅠ (Roche)，重组人碱性成纤维细胞生长

因子 (Recombinant human basic fibroblast growth 

factor，rhbFGF) (Sino)，双硫腙 (Dithizone，DTZ) 

(Sigma)，小鼠抗人胰岛素抗体 (Boster)，FITC

标记的羊抗小鼠 IgG (Boster)，凯基 Super 一步法

RT-PCR 试剂盒 (凯基生物)，人胰岛素 (INS)试

剂盒 (Invitrogen)，SD 大鼠 (军事医学科学院动

物中心)。 

1.2  hAMSCs 的分离培养 
细胞分离参考 Huo 等的方法[10]，并在此基
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础上改进：经产妇知情同意后于无菌条件下，取

足月剖宫产胎盘  (HIV、梅毒等检测结果为阴

性)，钝性分离脐带近端羊膜组织，剪成 6 cm× 

6 cm 大小的羊膜片，用含双抗的 PBS 缓冲液多

次洗涤。本实验先将羊膜组织置于无菌培养皿

中，细胞刮刀刮除未洗涤的血块和初步刮除羊膜

上皮细胞，PBS 冲洗，而后才将羊膜尽量剪碎，

采用体积比为 1∶1 的 0.25％ 胰酶和 0.02％ 

EDTA 37 ℃消化 60 min，过 100 目细胞筛网，收

集羊膜碎皮，1 g/L 胶原酶Ⅱ和 0.1 g/L DNaseⅠ 

(体积比 1∶1) 37 ℃消化 60 min，过 300 目细胞

筛网，收集过滤细胞液，1 000 r/min 离心 5 min，

苔盼蓝染色计数，5×106 个/mL 接种细胞于 25 cm2

透气培养瓶，含 10％ FBS 的 DMEM/F12 培养基、

37 ℃、0.5％ CO2 培养箱培养，3 d 首次换液，

细胞 90％铺满板底时，1∶2 传代培养。实验的

分离方法通过细胞刮刀辅助去除血块和羊膜上

皮，利用 EDTA 辅助消化，节省了实验时间，提

高了细胞的提取率和成活率，而且最后采用的细

胞筛网是 300 目的可以充分去除未消化完全的细

胞团或羊膜碎片组织，提高细胞的纯度，更方便

细胞培养。 

1.3  大鼠胰腺提取物的制备 
生物诱导剂的提取是在 Lee 等[11]方法的基

础上略有修改：将 6~8 周龄的 SD 大鼠腹腔麻

醉，从胰尾端开始行 60％胰腺切除手术，而后

缝合伤口，正常喂养 3 d 后，断颈处死大鼠，

提取剩余的胰腺组织，在加有 1 μg/mL 蛋白酶

抑制剂的 PBS 缓冲液中研磨匀浆，以 3 000 r/min

和 12 000 r/min，4 ℃分别离心 10 min 和 20 min，

收集上清液，0.22 μm 针式过滤器过滤除菌，分

装后，−80 ℃低温冰箱保存待用。 

1.4  hAMSC 的诱导分化 
用 12 孔板培养第 3 代 hAMSCs，当细胞

铺满板底 60％左右时，向其中加入最终浓度为

20 mg/L 的 RPE，3 d 换液，定期观察诱导状况。 

1.5  双硫腙染色 
细胞培养 15 d 后，用 PBS 缓冲液洗涤细胞 3

次，而后，加入 0.1 g/L 的双硫腙染色液，37 ℃

孵育 30 min，倒置显微镜下观测染色结果。双硫

腙染色液的配置参照侯萍等的方法[12]。 

1.6  免疫荧光检测 
PBS 缓冲液洗涤诱导结束的细胞 3 次，用

4％的多聚甲醛室温固定细胞 20 min，PBS 洗涤

5 min/次×2 次；1％牛血清蛋白封闭液室温封闭

30 min，去除非特异性阳性；滴加一抗鼠抗人胰

岛素抗体，4 ℃孵育过夜；移除一抗，PBS 洗涤

3 次，5 min/次；滴加 FITC 荧光标记的二抗，室

温孵育 1 h，PBS 洗涤 3 次，5 min/次；荧光显微

镜下观测拍照。 

1.7  RT-PCR 检测 
取诱导 15 d 后的细胞，用 Trizol 提取总

RNA。然后通过 RT-PCR 方法检测以下基因的表

达：insulin 和 Pdx1。该实验采用的是凯基 Super

一步法 RT-PCR 试剂盒，RT 反应条件：42 ℃保

温 1 h。PCR 扩增条件：94 ℃，5 min；94 ℃变

性 30 s，最适退火温度退火 45 s，72 ℃延伸 1 min，

35 个循环；72 ℃延伸 10 min。PCR 产物经 2％琼

脂糖凝胶电泳分析并紫外成像系统拍照。引物序

列及退火温度见表 1。 

1.8  诱导细胞的胰岛素分泌检测 
将诱导成功的细胞和对照组细胞 (未经诱



张艳梅 等/再生胰腺提取物诱导人羊膜间充质干细胞定向分化为胰岛素分泌细胞 

cjb@im.ac.cn 

217

导的 hAMSCs) PBS 缓冲液洗涤 3 次，而后于加

有 30 mmol/L 的 葡 萄 糖 的 10 ％  FBS 的

DMEM/F12 培养基培养，于 0 h、6 h、12 h、

24 h、36 h、48 h 各时间点取 0.2 mL 培养液上清，

3 000 r/min 低温离心 10 min 后取上清，于−80 ℃

低温冰箱保存待一起测定胰岛素含量。胰岛素检

测按照胰岛素检测试剂盒说明书严格操作。 

2  结果 

2.1  hAMSC 的生长状况与特性 
本实验分离 hAMSCs 时，结合使用细胞刮刀

刮除上皮，降低酶作用时间和提高细胞存活率，

分离获得的细胞量高达 108 个/mL。hAMSCs 隔

夜贴壁，5~7 d 首次传代，P1 代细胞培养中可见

两种形态细胞的生长，一种梭形的 hAMSCs，生

长增殖迅速，一种鹅卵石状 (图 1A 单箭头所示) 

或煎鸡蛋状 (图 1A 双箭头所示) 的羊膜上皮样

细胞，贴壁牢固，增殖缓慢，不易消化。传至

P3 代，细胞形态均一，呈漩涡状生长，基本为

纯的 hAMSCs (图 1B)。 

2.2  诱导分化结果 
RPE 诱导的 hAMSCs 形态变化明显，诱导 8 

d 后就可见细胞呈簇集落生长，诱导 15 d 后，细

胞几乎分化融合为一团，呈小岛状生长 (图 2)。 
 
 
表 1  文中所用引物序列 
Table 1  Primer sequences used in this study 

Gene GenBank 
Accession No. Primer sequence (5′−3′) Product size 

(bp) 
Annealing temperature

(°C) 

insulin NM-000207 GGAACGAGGCTTCTTCTACAACAATGCCACG
CTTCTGC 144 58.0 

Pdx1 NM-000209.3 ACCTTCACCACCACCTCCCGTCAACATGACA
GCCAGCTCCAC 309 56.0 

β-actin NM-031144 CACCCGCGAGTACAACCTTC 
CCCATACCCACCATCACACC 207 60.4 

 

 

图 1  hAMSC 的形态 
Fig. 1  Morphology of hAMSCs. (A) Primary cells cultured for 7 d. Double-headed arrow showed the amniotic 
epithelial-like cells. Single-headed arrow indicated the egg-shaped elliptical cells. Round arrow showed the spindle cell. 
(B) The third passage hAMSC, uniform cell morphology, like some whirlpools. 
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图 2  hAMSC 的诱导分化 
Fig. 2  Differentiation of hAMSCs. (A) Cells before RPE-treating. (B) Cells after RPE-treating for 8 days. (C) Cells 
after RPE-treating for 15 days, like some small islands. 

2.3  双硫腙染色结果 
胰岛 β 细胞含有高浓度锌，双硫腙是很强的

螯合剂，能与 β 细胞中的锌结合呈现猩红色，故

可以作为胰岛的染色剂。实验通过双硫腙来染色

诱导后的细胞，在显微镜下观测可见猩红色团状

细胞簇。对照组则无颜色显示 (图 3)。 

2.4  免疫荧光检测结果 
通过细胞的免疫荧光法检测诱导干细胞是

否如胰岛细胞具有胰岛素分泌功能，由图 4A 可

见，诱导细胞呈胰岛素阳性表达，而非 RPE 诱

导组的胰岛素无表达 (图 4B)。 

2.5  RT-PCR 检测结果 
实验通过 RT-PCR 检测诱导细胞是否有胰岛

细胞的相关基因表达，图 5 实验结果显示，诱导

细胞不仅可以表达人胰岛素、胰高血糖素等基因

的激活因子 Pdx1，同时也表达人 insulin，而在对

照组未经诱导的 hAMSCs 中未见 insulin 和 Pdx1

的表达，这就从基因学角度证明了诱导后的细胞

具有胰岛细胞的部分生物学特性。 

2.6  诱导细胞胰岛素分泌情况 
图 6 是经高糖刺激后，诱导细胞在不同时间

点的胰岛素分泌情况，可见诱导细胞不仅可以分

泌胰岛素，而且随着高糖刺激的时间的延长，分

泌量增多，但增加到一定的程度，就会逐渐趋于

稳定，而对照组非诱导 hAMSCs 则无胰岛素分

泌，对照组的非零数据值属于实验误差范围。 

 
图 3  双硫腙染色 
Fig. 3  Dithizone staining. (A) The induced hAMSCs were positive for dithizone staining. Cell clusters were stained 
scarlet. (B) Control cells without RPE induction. 
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图 4  胰岛素免疫荧光结果 
Fig. 4  Insulin immumofluorescence. (A) Induced hAMSCs. (B) hAMSC control. Immunofluorescence analysis 
revealed islet-like clusters differentiated from hAMSC were insulin-positive cells. 

 

图 5  诱导细胞的 RT-PCR 分析 
Fig. 5  RT-PCR analysis of induced cells. Control 1 (Pdx1 expression of hAMSCs without inducing); Control 2 
(insulin gene expression of hAMSCs without inducing). Pdx1 and insulin were positive expression in induced cells, but 
negative in control hAMSC. 

 
图 6  高糖刺激后诱导细胞的胰岛素分泌情况 
Fig. 6  Insulin secretion of induced hAMSCs after high glucose stimulation. Induced hAMSCs had increased insulin 
secretion with the glucose-stimulating time. The control hAMSCs didn’t secret insulin. 
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3  讨论 

近年来国内外对干细胞诱导分化为胰岛样

细胞的研究较多，采用的干细胞主要有胚胎干细

胞[13-14]和成体干细胞 (脐血来源干细胞、骨髓来

源干细胞、胰腺干细胞、脂肪干细胞、肝来源干

细胞和神经干细胞)[15-18]，诱导方法总体上有一

步诱导法、二步诱导法和三步诱导法，有的用到

了五步法，使用的诱导剂也很多，包括角质化细

胞生长因子、碱性成纤维细胞生长因子、肝细胞

生长因子、activin-A，GLP-1、烟酰胺和 ITS 介

质 (I-胰岛素、T-转铁蛋白、s-硒) 等[19]，虽然实

验诱导出胰岛样细胞，但成本高、耗时长，诱导

率低。 

本实验采用的是胎盘来源的人羊膜间充质

干细胞，具有来源广泛、增殖能力强、免疫原性

低和造血支持等优势[8]，但目前尚未报道其体外

向胰岛样细胞诱导的研究。采用的诱导剂是异种

来源的再生胰腺提取物，属于天然生物诱导剂，

成分更接近于机体微环境中成分，而且制取方

便，成本低且诱导步骤简便，诱导率较高。Lee

等[11]和 Choi 等[20]都利用 RPE 分别将脂肪干细胞

和骨髓间充质干细胞成功诱导为具有胰岛表型

的细胞。本实验采取的是第 3 代 hAMSCs 细胞，

诱导 15 d 后就明显可见类胰岛样细胞团，经双硫

腙染色后初步断定其具有胰岛细胞的特性。Pdx1

和 insulin 的阳性表达从基因学的角度证明了诱

导的成功，而胰岛素分泌检测是从细胞功能的角

度证明了 hAMSCs 的成功诱导。可见再生胰腺提

取物不仅具有促进胰腺再生的功能，而且具有调

控和促进不同种属的干细胞向胰岛分泌细胞分

化的功能。 

本研究表明异种来源的胰腺再生提取物可

以诱导 hAMSCs 分化为胰岛素分泌细胞，为糖尿

病细胞替代治疗提供了新的细胞来源和新的干

细胞诱导技术方案。至于诱导成功的胰岛素分泌

细胞是否在体内发挥正常作用，及是否具有其他

致畸等副作用，还有待进一步研究。 
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