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低剂量 LPS预处理的间充质干细胞对胰岛保护作用的研究 *
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摘要 目的：探讨低剂量脂多糖(LPS)预处理的间充质干细胞(MSCs)对于胰岛移植物的保护作用及其机制。方法：给予 MSCs不同

浓度的 LPS预处理，利用流式细胞仪检测不同处理组的间充质干细胞在低氧条件下的凋亡情况，筛选出最佳刺激浓度。通过
ELISA检测低氧条件下 LPS预处理组与未处理组的 MSCs促生长因子的分泌情况。利用 Western blot的方法检测不同处理组的
MSCs在低氧条件下 bax,bcl-2的表达。体外低氧条件下共培养不同处理的 MSCs和胰岛细胞，检测胰岛细胞内部 CD31阳性细胞

的表达。以 F344大鼠为供者，以 Balb/c裸鼠为受者，制作胰岛联合 MSCs移植模型,连续观察 21天检测胰岛功能的恢复情况。结

果：当以 500ng/mL的 LPS刺激MSCs能够减少 MSCs在低氧条件下的凋亡水平（P<0.05），此时为最适浓度。LPS预处理的MSCs

相较于未处理组能够在低氧条件下分泌更多的 HGF，IGF-1，VEGF。LPS预处理的 MSCs能够上调 bcl-2下调 bax的表达（P<0.

05）。 LPS预处理的 MSCs能够明显保护低氧条件下胰岛细胞内部的 CD31阳性的内皮细胞的数量。胰岛细胞联合 LPS预处理

的MSCs能够明显提高胰岛功能的改善。结论：胰岛细胞联合 LPS预处理的MSCs能够明显提高移植效率。
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Co-transplantation with LPS Preconditioned Mesenchymal Stem Cells
Promote the Efficiency of Islets Grafts*

To investigate the effect of LPS preconditioned MSCs on the transplantation efficiency of islets grafts and
the possible mechanism. Different concentration of LPS was used to precondition the MSCs. Apoptosis rates were measured by

the FACS, and the optimum concentration of LPS was determined by the lowest apoptosis rate under hypoxia. ELISA was used to detect

the secretion of growth factor by the MSCs. Western blot and PCR were used to detect the expression of the bax and bcl-2. In vitro,

MSCs was co-cultured with islets under hypoxic condition. CD31 expression in the intraislets was detected by the immunofluorescence.

xenogenic islets transplantation models were made using C57BL/6 as donor mice and Balb/c nude as recipient mice. Grafts function was
measured by the level of blood glucose. 500ng/ml was the optimum concentration to precondition MSCs. Pretreated with LPS

could reduce the apoptosis of MSCs under hypoxic condtion. Compared with that in the non-treatment group, the MSCs preconditioned
with LPS secret more HGF, IGF-1 and VEGF. In vitro results showed that MSCs preconditioned with LPS could preserve the CD31

positive cells in the intraislets under hypixa. Co-transplantation with LPS preconditioned MSCs could hasten the recovery of the islets

grafts. MSCs preconditioned with low dose of LPS could improve the efficiency of islets grafts.
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前言

胰岛移植是治疗 I型糖尿病的重要手段。然而由于免疫及

非免疫性的因素使得胰岛移植存活十分受限。在胰岛的分离提

取及移植入肾被膜下的早期均存在严重的低氧。而胰岛细胞对

于低氧十分敏感，有研究表明人和大鼠的胰岛细胞在低氧 6小

时内即发生明显的凋亡[1]，而凋亡的细胞进一步释放大量的细

胞因子引起恶性循环 [2,3]，这极大的影响了胰岛细胞的移植效

率。早期的血流重建，恢复供氧将有效提高移植物的存活。间充

质干细胞能够通过旁分泌的作用[4,5]，免疫抑制作用[6]，定向归巢

于移植部位[7]及横向分化为胰岛或血管细胞的方式明显提高胰

岛移植率[8,9]。然而有研究证实移植入的间充质干细胞并不耐受

低氧环境，在早期即发生大量丢失，存活时间有限[10]。如何提高

间充质干细胞的保护效应，进而促进胰岛移植物的功能恢复尚

待研究。本实验拟通过低剂量脂多糖预处理间充质干细胞，研

究其在低氧条件下对胰岛移植物的保护作用及其机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物
F344大鼠，6-8周龄，体重 200-250g，Babl/c裸鼠，8周龄，

体重 20-25g，购于第四军医大学实验动物中心。小鼠均为雄性，
F344大鼠为清洁级，Babl/c裸鼠为 SPF级，饲养于通风，26℃

恒温的环境。

1.2 主要试剂及仪器
LPS购于 sigma，豚鼠抗 insulin，兔抗 CD31购于 abcam公

司，bax 和 bcl-2 均购于 Santa Cruz 公司，PE 标记的 CD29，
CD90，CD105，CD80，CD34，和 CD45 均购于 biolegend 公司。

胎牛血清购于 Gibco。
1.3 间充质干细胞的分离

取 6-8 周龄 F344 大鼠的下肢骨，以 DMEM/F12培养基

（Hyclone）加 10%胎牛血清（Gibco）反复吹打骨碎片至 25cm2

培养瓶，48 小时后换液，当细胞克隆扩增至相互融合时，以
0.25％胰酶(Gibco)室温下消化处理 2 min。收集脱壁细胞，以(1-

2)× 104cells/cm2密度接种传代。经贴壁重悬 3-6代用于共培养。
1.4 胰岛分离和移植

以 F344 大鼠为供体，1%的戊巴比妥钠麻醉后，腹部做

“个”字型切口，充分暴露胆管后，原位经导管逆行灌注 1

mg/mL V 型胶原酶溶液 8-10 mL，静态消化 10-15 min，Ficoll

法分离纯化胰岛细胞。取 Babl/c 裸鼠，腹腔注射链脲酶素

（STZ）200mg/kg，诱发糖尿病。小鼠非进食状态时血糖连续 2

次高于 19.4mmol/L被定义为糖尿病。将 200个胰岛细胞与不

同处理组的间充质干细胞共同移植入肾被膜下，之后每周检测

3次血糖，血糖低于 11.1mmol/L定义为血糖恢复至正常水平。

实验分组：体外实验中，分为 3组，对照组即单独胰岛细胞组，

胰岛细胞与未处理的 MSCs共培养组，胰岛细胞与 LPS预处理
的MSCs共培养组。至于低氧培养箱（氧气浓度为 2%）12h。体

内实验中，用随机数字表法将试验小鼠分为 3组。对照组即单

独胰岛移植组（n=10），胰岛联合未处理的 MSCs组（n=10），胰

岛联合 LPS预处理 MSCs组（n=10）。记录各组受体的血糖恢

复情况。

1.5 凋亡测定

利用 anexinV/PI对各实验组的间充质干细胞的凋亡率进
行检测。流式细胞仪购于 Becton公司。
1.6 ELISA检测

VEGF，IGF-1，HGF，ELISA 试剂盒均购于 RayBiotech 公

司，收集不同处理组的间充质干细胞的上清，收集细胞裂解沉

淀后，采用 Bradford法进行蛋白定量。ELISA结果表示为 pg/ug

蛋白。

1.7 Western blot

收集低氧条件下 LPS预处理的间充质干细胞和未经处理

的间充质干细胞。常规提取蛋白，惊醒十二烷基磺酸钠 -聚丙

烯酰胺凝胶电泳，以半干转将蛋白转移至硝酸纤维素膜上，5%

脱脂奶粉封闭 2h，后与 bax (1:1000)，bcl-2 (1:1000)4度孵育过

夜，TBST洗涤 3次，辣根过氧化物酶 -羊抗兔 IgG(1:2000)室温
孵育 2小时，TBST洗涤 3次后，采用 ECL发光液显色。

1.8 免疫荧光染色
4%多聚甲醛固定后，收集胰岛细胞重悬于琼脂溶液中，待

琼脂冷却后，石蜡包埋，切片。常规脱蜡正常山羊封闭血清封闭

2 小时，豚鼠抗 insulin（1:200），兔抗 CD31（1:200）4 度孵育过
夜，PBS洗涤 3次，FITC标记小鼠抗豚鼠 IgG，PE标记山羊抗

兔 IgG二抗室温孵育 2h，DAPI孵育 2min，PBS洗涤 3次，抗荧

光淬灭封片剂封片。

1.9 统计学方法

统计分析使用 SPSS13.0统计软件进行。计量资料使用均

数± 标准差（X± S）表示，两组间比较采用 t检验，两组以上比

较采用方差分析。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 间充质干细胞的鉴定

经过反复贴壁法得到的第 3代，光镜下细胞呈均一的纺锤

形，排列呈旋涡状。利用流式细胞仪检测间充质干细胞表面标

记物结果提示，CD29，CD90，CD105高表达，而造血系细胞标

记如 CD45，CD34，CD80则低表达。上述结果提示所得细胞间

充质干细胞，见图 1。
2.2 LPS预处理的间充质干细胞耐受低氧诱导的凋亡

分别给予间充质干细胞 0.1，0.2，0.5，1mg/mLPS预处理 24

小时，换普通培养基，然后转移至低氧培养箱培养 12h. 当以
0.5mg/mL的 LPS预处理间充质干细胞时，间充质干细胞在低

氧条件下的凋亡率明显低于其他处理组。确定 0.5mg/mL LPS

为最佳处理浓度，后续试验均以此浓度进行预处理。且低氧条

件下 LPS预处理的间充质干细胞凋亡率 4.6± 0.4%明显低于
未处理组 10.8± 1.1%，差异有统计学意义（P<0.05），常氧条件

下的间充质干细胞凋亡率最低（图 2 A）。Western blot结果提示
LPS预处理组相较于未处理组在低氧条件下，bax的表达明显
降低，而 bcl-2的表达明显高于未处理组，差异有统计学意义
（P<0.05）（图 2 B）。
2.3 间充质干细胞在低氧条件下的分泌能力

ELISA结果提示低氧条件下 LPS预处理组的 MSCs不同
生长因子的表达，IGF-1 （2.7± 0.4），HGF（9.6± 0.6），VEGF

（20.0± 2.5）的表达明显高于未处理组（分别为 0.66± 0.1，5.2±

1809窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.10 APR.2014

图 1 间充质干细胞的表面分子标记及光镜下的形态（bar=200 滋m）

Fig.1 Surface antigens expression of MSCs and the morphological characteristic of MSCs under bright light (scale bar= 200 滋m)

图 2 不同处理组的MSCs在低氧环境下的凋亡情况及凋亡相关蛋白的表达

A不同处理组 MSCs在低氧条件下的凋亡情况；B western blot不同处理组MSC bcl-2,bax的相对表达量

Fig.2 Apoptosis rate and the expression of apoptosis related protein of MSCs under hypoxia

A Apoptosis rate of different MSCs groups under hypoxia ; B Expression of bcl-2 and bax of different MSCs groups.

图 3 不同处理组的MSCs三种生长因子 IGF-1, HGF, VEGF的分泌

Fig.3 The secretion of IGF-1, HGF, VEGF in different MSCs group
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1.1，13.5± 2.1），差异有统计学意义（P<0.05）（图 3）。
2.4 LPS预处理的间充质干细胞能够保护低氧条件下胰岛内部
的内皮细胞

将不同处理组的间充质干细胞与胰岛细胞共培养。免疫荧

光结果提示，LPS预处理的间充质干细胞共培养能够明显保护

胰岛细胞内部的 CD31阳性的细胞。而在对照组中低氧培养 12

小时后，CD31阳性的细胞数几乎消失(图 4)。

图 4 体外低氧条件单独胰岛组即对照组，与未处理MSCs共培养组，与 LPS预处理MSCs共培养组胰岛内 CD31阳性的内皮细胞残留情况(绿色

为 insulin,红色为 CD31,蓝色为 DAPI ) (× 200)

Fig.4 The number of CD31 positive endothelia cells in the intraislets in different group under hypoxic condition (Green:insulin,Red:CD31,Blue:DAPI)(×

200)

2.5 各组小鼠胰岛移植物的功能恢复情况
LPS预处理的间充质干细胞能够明显提高胰岛移植物功

能的恢复，在胰岛联合 LPS预处理 MSCs组为 9/10，在胰岛联

合未处理 MSCs组为 4/10，在对照组为 1/10分别于移植后 21

天血糖恢复至正常水平，差异有统计学意义（P<0.05）（图 5）。

图 5 各组小鼠的血糖恢复情况

Fig.5 The recovery of blood glucose concentration

3 讨论

胰岛移植是治疗 I型糖尿病的重要手段[11,12]。然而有研究

表明胰岛移植物在移植后的一周内即发生 30-70%的丢失[13]。

胰岛移植物的丢失主要原因是免疫性排斥和非免疫性排斥（如

低氧，炎性因子，血管新生）。肾被膜下的氧分压为 2-4mmHg，

大约为正常胰岛组织中的 10%[14]。低氧可能是造成早期移植物

丢失的重要原因。因而早期新生血管的建立对于移植物的存活

十分重要[15]。但是胰岛细胞在分离提取及移植的早期原有的血

管发生大量丢失，从而导致血管生成缓慢，进一步引起移植物

的失功能[16,17]。间充质干细胞能够明显提高胰岛移植的成功率。

而 Taihei Ito等人的研究表明间充质干细胞移植后同样存在丢

失[10]。如何提高间充质干细胞的保护效应，延长间充质干细胞

在低氧条件下的存活尚待研究。

间充质干细胞是一类具有组织修复能力和再生能力及多

向分化潜能的细胞。通过分泌大量的生长因子发挥其保护作

用。有研究表明，低剂量的 LPS预处理的间充质干细胞能够通

过分泌 VEGF明显提高缺血心肌细胞的存活[18,19]。本研究结果

同样证实了上述结果。同时本研究发现与未处理组相比 LPS预
处理的间充质干细胞能够在低氧条件下分泌更多 IGF-1,HGF。

而这些生长因子在保护细胞免于低氧引起的损伤过程中发挥

重要作用。体外实验也表明 LPS预处理的 MSC能够更好的保

护胰岛细胞内部的内皮细胞的数量，这对于移植早期的血管重

建具有十分重要的意义。而 Penko等人也证实骨髓来源的内皮

祖细胞可以通过分泌大量的生长因子如 VEGF保护胰岛内部
的内皮细胞数量[20]。而且本研究结果表明 LPS预处理的 MSC

能够通过调节抗凋亡的蛋白表达而表现出对低氧的耐受，从而

延长其存活时间，更好的发挥出其保护作用。

综上所述，LPS预处理能够通过增强间充质干细胞对低氧

的耐受能力，提高间充质干细胞的旁分泌水平，进而保护胰岛

内部的血管内皮细胞的数量，提高联合移植后移植物的存活。

为胰岛移植走向临床提供了一个新的有效方法。
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