
■背景资料
Notch信号通路是
普遍存在哺乳动
物体内的经典信
号通路, 活化后影
响多种细胞命运
的走向. 在诸多组
织的前体细胞(神
经组织、肌肉组
织、表皮组织)中, 
Notch信号具有调
节细胞更新和分
化的作用. 胰腺祖
细胞中Notch信号
通路会受到抑制
基因Hes1表达降
低的同时, 神经元
素3(neurogenin 3, 
Ngn3)表达增高. 
Notch信号依赖的
分子网络在平衡
胰腺祖细胞向内
分泌细胞和导管
上皮细胞的分化
过程中起重要作
用. 其一直被认为
在胰腺发育过程
中能抑制胰腺祖
细胞的分化进程.
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Abstract
AIM: To detect the expression of Hes1 during 
the transdifferentiation of human umbilical 
cord mesenchyreal stem cells (hUMSCs) into 
islet progenitor cells.

METHODS: After hUMSCs were isolated, 
cultivated and identified, hUMSCs at passage 5 
were subjected staged induction to differentiate 
into islet precursor cells. Cell morphology was 
observed using an inverted phase contrast 
microscope. The expressions of insulin, 
neurogenin 3 (Ngn3) and glucagon after induction 
were detected by immunocytochemistry. The 
expression of Hes1 and Ngn3 was evaluated by 
immunocytochemistry and Western blot on 7 d, 
14 d, and 21 d after induction.

RESULTS: After induction, HUMSCs became 
larger and colony-like, which is the characteristic 
of pancreatic progenitor cells. The expression of 
Ngn3, insulin and glucagon was positive. The 
level of Ngn3 increased gradually in the process of 
induction, peaked on 14 d (E2) and fell down on 
21 d (E3). However, Hes1 remained unchanged 
from 7 d to 14 d, but was reduced on 21 d (E3).

CONCLUSION: The Notch signaling pathways’ 
node molecule Hes1 may play an important 
role in the transdifferentiation of hUMSCs into 
islet progenitor cells. 

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
相关文献涉及脐
带间充质干细胞
向胰岛前体细胞
诱 导 的 分 子 机
制报道较少 .  本
文 着 重 介 绍 了
Notch信号通路
节 点 分 子 H e s 1
与胰岛前体细胞
标 志 分 子 N g n 3
的关系 ,  并讨论
其在人脐带间充
质干细胞(human 
u m b i l i c a l c o r d 
mesenchyreal stem 
cells, hUMSCs)向
胰岛前体细胞的
分化中的相关问
题. Hes1的表达对
Ngn3的表达可能
存在的抑制作用
对日后获得更多
具有Ngn3阳性的
胰岛前体细胞有
着重要意义 .  阻
断Notch信号通路
后Hes1与Ngn3的
表达成为下一步
亟待研究的问题.

Key Words: Human umbilical cord mesenchyreal 
stem cells; Pancreatic progenitor cell; Hes1; 
Neurogenin 3; Notch signaling pathway
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摘要
目的: 探讨Notch信号节点分子Hes-1以及神
经元素3(neurogenin 3, Ngn3)在人脐带间充
质干细胞(human umbilicalcord mesenchyreal 
stem cells, hUMSCs)向胰岛前体细胞分化过
程中的表达变化.     

方法: (1)分离培养并鉴定hUMSCs; (2)采用
联合分阶段诱导法, 取P5代hUMSCs向胰岛
前体细胞分化, 倒置相差显微镜观察诱导前
后细胞形态变化, 免疫组织化学技术检测诱
导后Insulin、Ngn3、胰高血糖素的表达; (3)
诱导后7、14、21 d分别取细胞进行免疫组
织化学法、Western blot检测Hes1以及Ngn3
的表达变化.

结果: hUMSCs经诱导后, 细胞胞体呈现宽
大形态 ,  并出现胰岛前体细胞的集落 ,  免
疫组织化学技术检测诱导后细胞N g n3、
Insulin、胰高血糖素呈阳性表达; Western 
blot检测Ngn3在诱导过程中逐渐升高, 诱导
14 d(E2组)达到峰值, 21 d(E3组)下降; Hes1
的表达7-14 d与空白对照组(CG组)无明显差
异, 与21 d(E3组)下降.

结论: 在hUMSCs向胰岛前体细胞诱导过
程中Notch信号通路节点分子Hes1表达改
变可能参与诱导后细胞进一步分化的调节
过程. 

© 2016年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 糖尿病的生物治疗是近年来糖尿

病治疗的热点 ,  脐带间充质干细胞是其重要

的细胞来源 .  人脐带间充质干细胞 (h u m a n 
umbilicalcord mesenchyreal stem cells, hUMSCs)
可分化为具有胰岛细胞分泌功能的胰岛前体细

胞, 可作为治疗糖尿病的种子选手. 在hUMSCs

向胰岛前体细胞分化过程中, Notch信号通路节

点分子Hes1起着至关重要的作用, 其作用机制

的明确, 可为干预Notch信号通路来影响干细胞

定向分化提供一定的实验资料.
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0  引言

糖尿病是以高血糖为特征的代谢性疾病, 高
血糖则是由于胰岛素分泌缺陷或其生物作用

受损, 或两者兼有引起. 目前的治疗手段多依

赖于胰岛素治疗, 但长期使用胰岛素给患者

带来较重的经济负担. 胰岛移植作为生物治

疗的新型手段之一, 又存在着供体有限, 且移

植后存活率低的风险[1-3]. 人脐带间充质干细

胞(human umbilical cord mesenchymal stem 
cells, hUMSCs)具有来源广泛、易于分离培

养、免疫原性低且不涉及法律伦理学的优

势, 使其在组织工程和细胞治疗领域具有广

阔的应用前景. 如何更有效地将hUMSCs诱
导为具有分泌胰岛素功能的胰岛前体细胞 , 
并且在糖尿病的治疗中能保持其功能的持

续性, 是目前干细胞治疗面临的一个挑战[4,5]. 
No tch信号通路是普遍存在哺乳动物体内的

经典信号通路, 活化后影响多种细胞命运的

走向, Hes1是Notch信号通路下游重要的节

点分子, 是目前公认的隶属碱式螺旋-回折-
螺旋转录因子, 在Notch信号通路中发挥重要

作用. 其在hUMSCs向胰岛前体细胞诱导的

过程中作用如何, 以及是否影响胰岛前体细

胞标志分子神经元素3(neurogenin 3, Ngn3)
的表达是本课题的研究重点. 阐明Notch信号

通路在hUMSCs向胰岛前体细胞诱导中的作

用, 丰富N o t c h信号在细胞诱导分化中的作

用, 同时也为通过干预Notch信号来影响干细

胞定向诱导分化提供一定的实验资料[6-8]. 本
文旨在探讨Notch信号通路节点分子Hes1在
hUMSCs分化为胰岛前体细胞过程中的表达

变化情况. 

1  材料和方法

1.1 材料  人脐带来源足月健康的剖宫产产
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■相关报道
有研究报道在胰
腺中Notch信号
转录可增加效应
蛋 白 H e s 1 表 达
和 / 或 抑 制 表 达
bHLH蛋白的转
录. Ngn3 基因具
有多个Hes1结合
的靶位点并且可
以被H e s 1抑制 , 
这表明他可能是
一个Notch的靶
基因.

儿, 由贵州医科大学附属医院产科提供, 家属

同意知情. 产妇经检查无艾滋病、乙型肝炎

病毒、梅毒、螺旋体、支原体等传染病原体

感染情况, 血糖血压均在正常范围内. 激活素

A(PEPROTECH)、内皮生长因子(epidermal 
growth factor, EGF)(PEPROTECH)、尼克酰

胺(SIGMA)、倒置相差显微镜(C-SHG, Kikon, 
Japan). 
1.2 方法

1.2.1 hUMSCs分离、培养与鉴定: 取健康足

月剖宫产产儿脐带, 长度约为5-10 cm, 直径约

为1-2 cm, 高压灭菌的PBS溶液内放置, 4 ℃
保存, 4 h内使用. 用PBS清洗干净后在超净工

作台中剪成1-2 cm段状, 剥离脐动脉和分离脐

静脉内皮. 将分离出的组织剪碎至1 mm3大小, 
加入含有20%FBS(美国GIBCO)的DMEM/F12
培养基, 浸泡1-2 min, 使用眼科镊将其转移到

T25培养瓶中成阵列分布, 各组织块间间隔在

5-6 mm之间, 倒置放入37 ℃、50 mL/L CO2

培养箱内2 h后, 取出加入1 mL含有20%FBS
的DMEM/F12培养基, 继续培养, 此后每隔

1 d加入1 mL20%FBS的DMEM/F12培养基

加至5 mL时停止, 隔日观察至有长梭型细胞

迁移出组织块时换液. 当原代细胞铺满瓶底

80%时消化传代. 传至第3-5代可进行诱导培

养. 采用分阶段联合诱导法诱导, 诱导前10 d
采用含10%FBS、20 ng/mL EGF的低葡萄糖

培养基培养, 每隔2 d换液, 诱导后11 d采用含

10%FBS、10 mmol/L尼克酰胺、10 ng/mL激
活素A的高葡萄糖培养基培养, 每隔2 d换液, 
共诱导21 d. 
1.2.2 实验分组: 以正常传代培养的hUMSCs为
空白对照组(CG); 加入诱导因子诱导第7天的

为7 d实验组(E1), 14 d为14 d实验组(E2), 21 d
为21 d实验组(E3). 
1.2.3 免疫组织化学技术鉴定hUMSCs诱导后

的胰岛前体细胞: 兔抗人Ngn3、兔抗人Inslin
以及CG、E1、E2、E3各组兔抗人Hes1(CST)
和鼠抗人Ngn3(ABCAM)表达, 具体操作步骤

如下: 将诱导后细胞以1×104密度接种在细

胞爬片上, 第2天观察细胞贴壁且细胞形态好, 
PBS洗后4%多聚甲醛固定细胞30 min后, 使用

0.5%TritonX-100进行细胞膜表面打孔, 3%的

H2O2室温作用20 min灭活细胞内源性酶, 山羊

血清(1∶100)封闭20 min后加入一抗, 4 ℃湿

盒孵育过夜; 次日取出室温复温后加入二步法

免疫组织化学检测试剂(PV-6001/PV-6002)置
于37 ℃烤箱20 min, 加入1‰稀释的DAB显色

5-10 min, 蒸馏水终止显色, 倒置相差显微镜下

观察采集图像. 
1.2.4 Western blot检测各组Hes1以及Ngn3表达

情况: 具体操作如下: RIPA裂解液裂解六孔板

内的细胞收集离心, 上清为总蛋白; 采用BCA
法在核酸蛋白定量分析仪上测定出上清样品

OD值, 根据蛋白计算公式计算出蛋白浓度; 根
据浓度制备20 μL样品体系; SDS-PAGE凝胶电

泳; 转膜; 封闭2-4 h后用TBS-T洗涤加入一抗

Ngn3、Hes1后4 ℃过夜; 次日取出TBS-T洗涤

后加入辣根过氧化物酶标记IgA(北京鼎国)室
温孵育后加入化学发光底物, 使用凝胶成像仪

曝光系统, 检测蛋白表达. 
统计学处理 运用S P S S20.0建立数据库

并进行统计分析, 数据符合参数检验条件, 用
mean±SD进行统计描述, 多组均数间的比较

用方差分析, 两两比较用LSD法; 数据不符合

参数检验的条件, 且经变量变换, 仍不符合, 采
用秩和检验; 检验水准α = 0.05, P <0.05为差异

有统计学意义. 

2  结果

2.1 原代细胞培养 取足月产儿脐带(图1A), 剪
碎植入T25培养瓶中(图1B)培养. 续培养1 d后
观察, 有脐带间充质干细胞从组织块中迁移出

来(图2A), 消化传代至第5代后观察细胞成鱼

群状生长, 胞体呈长梭型(图2B, C).
2.2 鉴定hUMSCs 免疫组织化学法显示诱导

21 d后hUMSCs内Ngn3(图3A), Inslin(图3B), 
胰高血糖素(图3C), 空白对照组(图3D)表达情

况如下: 诱导后21 d, hUMSCs分化为胰岛前

体细胞, 细胞贴壁生长, 胞体由长梭型逐渐变

得宽大, 核圆染色明显, 经免疫组织化学术鉴

定Ngn3阳性(图3A), 胞质与胞核均有棕黄染

色, 同时胰岛素(图3B)和胰高血糖素(图3C)均
有阳性表达, 胞质棕黄色, 空白对照组未着色

(图3D). 
2.3 免疫组织化学法显示CG、E1、E2、E3各

组Ngn3、Hes1表达情况 细胞贴壁生长后可见

胞体逐渐变得宽大, 呈多边形, 核大, 卵圆形, 
核仁明显; CG组Ngn3染色较浅(图4A), E1组逐

渐加深(图4B)E2组染色最深(图4C), E3(图4D)

檀梦天, 等. Hes1在hUMSCs向胰岛前体细胞诱导过程中的表达改变
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■创新盘点
本文采用免疫组
织化学和蛋白印
迹法分阶段观察
hUMSCs向胰岛
前体细胞的分化
中形态学和分子
水平Hes1与Ngn3
的分阶段表达情
况, 证明二者存在
相互影响. 同时通
过免疫组织化学
证明胰岛前体细
胞有胰岛素分泌
的同时还要胰高
血糖素的分泌.

略浅. Hes1的CG组(图4E)表达如图显示胞质呈

黄色, E2(图4G)组达到峰值, E3组(图4H)降低

明显, 染色浅淡. 
2.4 Western blot法检测Ngn3与Hes1的蛋白表达

情况 Ngn3的蛋白表达量随诱导时间延长, 表
达量逐渐增高, 于14 d(E2)时数量达到最多, 21 
d减少; Hes1的蛋白表达量在CG组较高, E3组
表达量下降(表1, 图5). 

3  讨论

本实验采用组织块分离培养方法[9], 分离培养

出脐带间充质干细胞, 经免疫组织化学术鉴

定, 膜表面分子CD105呈阳性表达, 膜表面分

子CD45与CD34呈阴性表达. 通过采取联合分

阶段诱导, 成功将hUMSCs分化为胰岛前体细

胞, 细胞由干细胞的长梭型形态变为胞体宽大

的胰岛前体细胞, 免疫组织化学术鉴定有胰岛

素以及胰高血糖素表达, 而胰高血糖素的表达

在前期学者研究中鲜有报道, 诱导分化后的胰

岛前体细胞存在胰高血糖素的表达, 为进一步

体内细胞移植后维持自身血糖稳定提供理论

支持. 
Ngn3及其转录调控网络调控着胰腺内分

泌的发育, 对胰岛形成、成熟胰岛细胞命运的

维持起着重要调控作用. 胰腺内分泌的发育, 
依赖一系列的转录因子所形成的调控网络作

用[9]. 在胰腺内分泌发育过程中, Pdx-1蛋白通

过特异性结合Ngn3基因上游启动子调控Ngn3

图  1  原代细胞培养. A: 足月产儿脐带; B: 脐带组织块.

A B

A B C

D

图  2  人脐带间充质干细胞鉴定. A: 原代细胞第15天(×100); B: P4代细胞第2天(×100); C: P4代细胞第3天(×200); D: 

CD105免疫反应细胞(×100); E: CD45免疫反应细胞(×100); F: CD34免疫反应细胞(×100).
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■应用要点
本文证明了胰岛
前体细胞具有分
泌胰岛素功能的
同时还要胰高血
糖素的分泌为胰
岛前体细胞进一
步分化为成熟的
胰 岛 A 或 B 细 胞
提 供 理 论 支 持 . 
Hes1与Ngn3的
分阶段表达情况
可作为将来阻断
Notch信号通路
的重要依据.

阳性细胞中Ngn3基因的表达, Ngn3基因编码

的Ngn3蛋白能调控一系列转录因子基因, 如
NuroD1、INSM1、Islet-1和INSM2等的表达, 
这些转录因子及其蛋白通过复杂的网络调控

胰腺内分泌发育和胰岛的形成[10]. Ngn3被认为

是胰腺祖细胞的标志蛋白, 常被作为干细胞向

胰岛前体细胞分化的标志分子[11-13]. 本实验中

Ngn3的蛋白表达量随诱导时间延长Ngn3表达

量逐渐增高, 推测在诱导微环境作用下体外培

养的hUMSCs分化形成胰岛前体细胞数量逐渐

增多, 于14 d(E2)时数量达到最多, 21 d减少, 同
时免疫组织化学术检测也证实诱导21 d细胞胞

质中均存在胰岛素和胰高血糖素阳性表达, 故
推测胰岛前体细胞数量减少的可能原因是胰

岛前体细胞进一步分化成为成熟的且具有分

泌功能胰岛A细胞或B细胞. 
干细胞在诱导分化中受多种信号的影

响, 如Notch、WNT、MAPK、raf等, 特别是

Notch信号. Notch信号通路是一条经典的信号

途径, 在干细胞向胰岛前体细胞诱导过程中

有重要作用[14-17]. 在诸多组织的前体细胞(神
经组织、肌肉组织、表皮组织)中, Notch信号

具有调节细胞更新和分化的作用[18,19]. Notch
信号通路也参与脐带间充质干细胞的诱导

分化, 但hUMSCs在向胰岛前体细胞诱导分

化过程中Notch信号通路的作用机制尚未阐

明[18]. Hes1属于bHLH基因家族, 是Notch通路

激活后的靶基因, 有抑制下游Mash1、Ngn2等

A B

C D

图  3  胰岛前体细胞鉴定(×100). A: Ngn3免疫反应细胞; B: Insulin免疫反应细胞; C: 胰高血糖素免疫反应细胞; D: 空白

对照组.

表  1  目的蛋白Ngn3、Hes1与内参蛋白灰度值

     

分组
目的蛋白Ngn3 目的蛋白Hes1

Mean SD Mean SD

CG 1.000 0.419 1.000 0.348

E1 1.832 0.364 0.814 0.581

E2 5.269 0.795 1.118 0.298

E3 2.462 0.317 0.489 0.356

CG: 空白对照组; E1: 加入诱导因子诱导第7天; E2: 加入诱导因子诱导第14天; E3: 加入诱

导因子诱导第21天.
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■名词解释
间 充 质 干 细 胞 : 
是一种具有自我
复制能力和多向
分化潜能的成体
干细胞 ,  这种干
细胞能够发育成
硬骨、软骨、脂
肪和其他类型的
细胞. hUMSCs则
是来源于人脐带
组织具有自我复
制和多向分化能
力的干细胞;
γ-分泌酶抑制剂: 
γ-分泌酶是Notch
信号通路受体裂
解 产 生 胞 内 段
NICD的关键酶 , 
γ-分泌酶抑制剂
可 以 有 效 阻 断
Notch信号通路
中DICD的产生 , 
从而阻断Notch
信号通路.

促神经元分化基因的表达作用, 同时有促进

神经前体细胞向星型胶质细胞方向的分化的

作用[16-18]. 另有研究[10,19,20]表明, 胰腺祖细胞中

Notch信号通路会受到抑制基因Hes1表达降低

的同时, Ngn3表达增高. Notch信号依赖的分

子网络在平衡胰腺祖细胞向内分泌细胞和导

管上皮细胞的分化过程中起重要作用. 其一直

被认为在胰腺发育过程中能抑制胰腺祖细胞

的分化进程[21,22]. 
本实验选取Notch信号通路下游经典节

点分子Hes1与胰岛前体细胞标志分子Ngn3为
研究目标, 分别从形态学、蛋白水平来分析

探讨他们的变化以及对hUMSCs向胰岛前体

细胞分化的影响. 实验结果显示, Hes1的蛋白

图  4  诱导过程中Ngn3与Hes1表达变化情况(×100). A-D: Ngn3免疫反应细胞(A: CG组; B: E1组; C: E2组; D: E3组); 

E-H: Hes1免疫反应细胞(E: CG组; F: E1组; G: E2组; H: E3组). CG: 空白对照组; E1: 加入诱导因子诱导第7天; E2: 加入

诱导因子诱导第14天; E3: 加入诱导因子诱导第21天.

A B

C D

E F

G H
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表达量在CG组较高, 证明了Notch信号在干细

胞的表达是普遍存在的, E3组表达量下降, 与
各组比较有显著差异性, 同时免疫组织化学

可见其形态学变化与蛋白表达一致; Ngn3与
Hes1的表达变化是存在内在联系的, 用基因

敲除技术敲除Notch信号通路中部分组成成分

的DNA序列发现, Notch信号通路受阻显著增

加了未成年小鼠骨小梁的骨量, 而在含有高骨

量的小鼠骨髓中检测不到间充质祖细胞, 随着

年龄增加, 他们可患上严重的骨质疏松. 这可

能是由Notch信号通过下游靶基因产生的Hes
等蛋白来抑制间充质祖细胞分化 [10,23]. 另有

学者报道[24,25], 对Notch信号通路进行阻断后, 
Ngn3表达量明显提高, 这与本实验对诱导后

细胞检测Ngn3以及Hes1表达变化的结果基本

一致, 由此推测Hes1表达对胰岛前体细胞形

成的标志分子Ngn3的表达可能有抑制作用.  
hUMSCs向胰岛前体细胞诱导过程中, Notch
信号通路的调节机制十分复杂, 除N o t c h信
号通路自身活化调节细胞增殖、分化、凋

亡外还受到其他信号通路协同调节作用(如
Wnt、BMP、FGF等信号通路)[24-27]. Notch信
号通路可以被γ-分泌酶抑制剂DAPT阻断, 实
验[9,10,28-30]证明, 鼠多能干细胞在添加阻断剂

后Notch1表达量下降. 因此, 为优化hUMSCs
诱导条件以及更好的培养出具有胰岛素分

泌功能的胰岛前体细胞, 本课题组将在后期

对hUMSCs向胰岛前体细胞分化过程中加入

Notch信号通路抑制剂DAPT, 对Notch信号通

路与Ngn3的变化关系做进一步研究. 
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宣讲和交流, 但应注明发表于《世界华人消化杂志》××年; 卷(期): 起止页码. 如有国内外其他单位和个

人复制、翻译出版等商业活动, 须征得《世界华人消化杂志》编辑部书面同意, 其编辑版权属本刊所有. 

编辑部可将文章在《中国学术期刊光盘版》等媒体上长期发布; 作者允许该文章被美国《化学文摘》、

《荷兰医学文摘库/医学文摘》、俄罗斯《文摘杂志》国外相关文摘与检索系统收录.
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