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人脐带间充质干细胞移植对糖尿病大鼠血清学的影响 *
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摘要目的：观察人脐带间充质干细胞(huMSCs)移植对糖尿病大鼠血糖、胰岛素和血清因子表达的影响。方法：随机选择 12只
Wistar大鼠通过腹腔注射链脲佐菌素 50 mg/kg，血糖高于 16.7 mmol/L者定为糖尿病大鼠，再将其随机分为糖尿病组和干细胞

组，每组 6只，同时选择 6只雄性Wistar大鼠为正常组。干细胞组大鼠腹腔注射 huMSCs细胞悬液，糖尿病组注射 PBS液。分别于

注射 2周、4周和 6周后测定和比较各组大鼠的血糖、血清胰岛素、肿瘤坏死因子 (TNF- 琢)和白介素 -6(IL-6)的表达。结果：与正常

组比较，糖尿病组和干细胞组大鼠的血糖水平均显著升高，胰岛素水平均显著降低(P<0.01)。与糖尿病组比较，干细胞组大鼠注射
huMSCs后的血糖水平明显降低，胰岛素水平明显升高 (P<0.05)，血清 TNF-琢和 IL-6 mRNA水平均显著降低 (P<0.01)。结论：
huMSCs移植能显著降低糖尿病大鼠的血糖，促进其胰岛素分泌，同时降低血清 TNF-琢和 IL-6的表达。

关键词：人脐带间充质干细胞；糖尿病；大鼠；血清学

中图分类号：Q95-3；R587.1 文献标识码：A 文章编号：1673-6273(2015)16-3019-03

Study on the Effect of Human Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cell
Transplantation on Serology of Diabetes in Rats*

To observe the effect of human umbilical cord mesenchymal stem cell (humscs) transplantation on serology
of diabetes in rats. 12 male Wistar rats were randomly selected and were injected with streptozotocin (50 mg/kg)

intraperitoneally. The blood glucose of successful diabetic rat was higher than 16.7 mmol/L. 12 rats were randomly divided into diabetic

group (n=6) and stem cell group (n=6). At the same time, 6 male Wistar rats were selected as normal group. The rats of stem cell group

and diabetic group were injected with huMSCs cell suspension and PBS solution respectively. The levels of blood glucose, serum insulin,

tumor necrosis factor alpha (TNF-琢 ) and interleukin -6 (IL-6) were measured and compared at 2 weeks, 4 weeks and 6 weeks after
transplantation. The blood glucose levels of rats were significantly higher in diabetic group and stem cell group than that in

normal group, while the insulin level of both groups were significantly lower (P<0.01); compared with that in diabetic group, the blood

glucose level was obviously reduced in rats of stem cell group after injection with huMSCs, while the insulin level was significantly

elevated and the expression of TNF-琢 and IL-6 mRNA were markedly decreased (P<0.05). The transplantation of huMSCs

could evidently reduce the blood glucose of diabetic rats, increase the insulin secretion, and decrease the serum TNF-琢 and IL-6 levels.
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前言

糖尿病是一组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，或两者兼有所致。糖

尿病患者长期存在的高血糖可导致各种组织，特别是眼、肾、心

脏、血管、神经的慢性损害和功能障碍[1]。糖尿病最根本的治疗

方法是胰腺或胰岛移植，但其来源匮乏且需终生服用免疫抑制

剂，因此需要寻找更好的治疗方法。近年来研究发现，人脐带间

充质干细胞(huMSCs)在体外可以分化为血管内皮细胞、胰岛素

样细胞、神经细胞，并且具有临床应用及时、低免疫原性、免疫

耐受和受遗传因素影响少等优点[2]。此外，研究证实血清因子如

肿瘤坏死因子 (tumor necrosis factor, TNF- 琢)和白介素 -6(inter-

leuki-6, IL-6)等在糖尿病及其并发症中起着重要作用[3]。因此，

本实验通过经大鼠腹腔注射 huMSCs，观察了其对糖尿病大鼠

血糖、血清胰岛素、TNF-琢和 IL-6水平的影响，以期为 huMSCs

应用于治疗糖尿病提供更多的实验依据。

1 材料和方法
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表 1细胞移植后不同时间点各组大鼠血糖和胰岛素水平的比较

Table 1 Comparison of the blood glucose and serum insulin levels at different time points after cell transplantation between rats from different groups

Group

2 weeks after injection 4 weeks after injection 6 weeks after injection

Blood glucose

(mmol/L)

Serum insulin

(mU/L)

Blood glucose

(mmol/L)

Serum insulin

(mU/L)

Blood glucose

(mmol/L)

Serum insulin

(mU/L)

Normal group 6 5.8± 0.5 19.1± 4.6 6.5± 0.3 18.2± 5.9 6.1± 0.4 20.3± 3.8

Diabetic group 6 23.7± 3.3a 9.6± 2.4a 22.9± 4.2a 10.4± 2.8a 22.1± 3.7a 11.5± 3.1a

Stem cells group 6 20.2± 5.6ab 14.2± 3.7ab 18.8± 4.7ab 14.5± 4.1ab 18.1± 3.9ab 15.6± 3.9ab

Number

注：糖尿病组和干细胞组分别与正常组比较，aP<0.01；干细胞组与糖尿病组比较，bP<0.05。

Note: The diabetic group and stem cell group were compared with the normal group, aP<0.01; The stem cell group was compared with the diabetic group,
bP<0.05.

1.1 实验动物

雄性Wistar大鼠 18只，体重 180± 20 g，由哈尔滨医科大
学实验动物中心提供。本实验所有操作及实验动物的使用和饲

养遵守哈尔滨医科大学伦理委员会颁布的实验动物使用伦理

规范。

1.2 试剂及材料
DMEM/F12培养基和胎牛血清均购自美国 Gibco公司，胰

蛋白酶 /EDTA消化液购自美国 Invitrogen公司。链脲佐菌素购

自美国 Sigma公司，反转录试剂盒购自美国 Fermentas公司，
Real-time PCR SYB Green试剂购自日本 TaKaRa公司。PCR引
物由上海生工生物工程公司合成。

1.3 huMSCs细胞的培养

细胞复苏后放置在 37℃、5% CO2培养箱内培养。3~4天换

液 1次。待细胞长至 80%~90%融合时使用消化液进行传代培
养。

1.4 糖尿病大鼠模型的制备及 huMSCs细胞的移植

将 18只大鼠随机分为对照组 (6只) 和糖尿病造模组(12

只)，大鼠禁食 12小时，造模组单次腹腔注射链脲佐菌素 50

mg/kg，对照组腹腔注射等体积生理盐水，每隔 3 d从尾静脉采
血测空腹血糖。以 3次血糖高于 16.7 mmol/L定义为糖尿病造

模大鼠。糖尿病大鼠造模成功后，将其随机分为糖尿病组和干

细胞组，每组 6只大鼠。干细胞组大鼠通过腹腔注射 huMSCs

细胞悬液 0.5 mL (细胞数 2.5× 106个)，糖尿病组注射等量的
PBS液。
1.5 血糖、胰岛素水平的测定

分别于注射后 2周、4周和 6周取大鼠尾静脉血，采用瑞

士罗氏血糖仪检测大鼠血糖水平，放射免疫法检测血清胰岛素

水平。

1.6 血清学指标的测定
注射 4周后 [5]，取大鼠尾静脉血，采用 Trizol法提取总

RNA，进行反转录 PCR。Real-time PCR方法检测各组大鼠血清

因子的变化，内参 GAPDH(NM_017008)上游引物 5'-TGTTGC-

CATCAACGACCCCTT-3'， 下 游 引 物 5'-CTCCACGACAT-

ACTCAGCA-3'；TNF-琢 (NM_012675) 上游引物 5'-TCTTCT-

CATTCCTGCTCGTGG- 3'，下游引物 5'-GGTCTGGGCCATG-

GAACTGA-3'；IL-6 (NM_012589) 上 游 引 物 5'-GCC-
CTTCAGGAACAGCTATG 3'，下游引物 5'- GCAGTGGCTGT-

CAACAACA- 3'[4]。

1.7 统计学分析
采用 SPSS 12.0统计软件进行统计分析。计量资料以 x± s

表示，两组间比较采用 t检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠不同时点血糖、胰岛素水平的比较
18只大鼠均进入结果分析，中途无脱落。与正常组(normal

group)比较，糖尿病组 (diabetic group)和干细胞组 (stem cells

group) 大鼠在注射 2周、4周和 6周后的血糖水平均较正常组

显著升高，胰岛素水平较正常组均显著降低(P<0.01)；与糖尿病

组比较，干细胞组在注射 2周、4周和 6周后血糖水平明显降

低，胰岛素水平显著升高(P<0.05)，见表 1。

2.2 各组大鼠血清 TNF-琢和 IL-6 mRNA表达水平的比较

注射 4周后 [5]，糖尿病组和干细胞组大鼠血清 TNF-琢和
IL-6 mRNA表达水平均较正常组显著升高(P<0.01，P<0.05)，而

干细胞组大鼠血清 TNF-琢和 IL-6 mRNA表达水平均显著低于

糖尿病组(P<0.01)。

3 讨论

糖尿病以高发生率、高致残率和高死亡率严重影响患者的

生活质量，甚至威胁其生命[6]。内、外科治疗方法主要停留在对

症治疗和缓解症状等方面，因而寻找更为合理、有效的治疗方

法是十分必要的。间充质干细胞(mesenchymal stem cell，MSC)

具有多向分化潜能、免疫调控和自我复制能力，近年来在疾病

治疗方面取得了较大的进展[7]。如由MSC诱导心肌细胞可以表

达肌钙蛋白 I和肌间蛋白，为心肌梗死的治疗开辟了方向[8]。体

外传代大鼠及人的MSC在一定条件下可分化为神经元[9]。这些

研究对于探索糖尿病及糖尿病并发症的治疗方法提供了一定

理论和应用基础。

huMSCs具有分化为心肌细胞、脂肪细胞、肌肉细胞、软骨

细胞、神经细胞、胰岛素分泌细胞、血管内皮细胞的功能[10]，而

且能分泌胰岛素分泌因子 IGF-I和 IGF-I联合蛋白，表皮生长

因子等[11]，在产生胰岛素分泌样细胞的能力方面优于外周和骨

髓干细胞[10]。huMSCs在体外培养体系中能快速增殖，传代后
3~5天能增殖 4倍，10代后的增殖能力仍然很强，并且维持其

多向分化和免疫耐受特性，比外周血和骨髓干细胞更符合临床
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图 1各组大鼠移植 4周后血清 TNF-琢和 IL-6 mRNA表达水平的比较

Fig. 1 Comparison of the serum TNF-琢 and IL-6 mRNA levels at 4 weeks

after cell transplantation between rats from different groups

A.正常组、糖尿病组和干细胞组大鼠血清 TNF-琢 mRNA的表达水平；

B.正常组、糖尿病组和干细胞组大鼠血清 IL-6 mRNA的表达水平，

*P<0.05，***P<0.01

A. The expression of TNF-琢 mRNA in rats serum of normal group,

diabetic group and stem cells group; B. The expression of IL-6 mRNA in

rats serum of normal group, diabetic group and stem cells group

应用要求[12]，是糖尿病治疗较为理想的干细胞材料。本研究对

huMSCs移植治疗糖尿病进行了初步探讨，发现 huMSCs经体
外培养后通过腹腔注射移植糖尿病大鼠，可使其血糖水平降

低，胰岛素水平明显升高，提示 huMSCs移植用于治疗 2型糖

尿病具有广阔的前景。

糖尿病及其并发症的发病机制相当复杂，其中免疫和炎症

的病理生理变化起重要的作用，血清因子 TNF- 琢和 IL-6等在
多种组织中能影响胰岛素信号传导途径，与糖尿病发病及其并

发症发生发展相关[13]。TNF-琢是一种多功能细胞因子，与炎症
密切相关，机体脂肪细胞中的巨噬细胞是其主要来源，高水平

的 TNF-琢可促进胰岛素抵抗的发生[14]。IL-6成分是糖蛋白，由
184个氨基酸残基组成，是 B细胞终末分化因子，可诱导 B细
胞克隆、活化，高水平的 IL-6可引起足部溃疡部位的免疫损伤
[15]。而本组研究表明 huMSCs移植处理糖尿病大鼠可使其血清

因子 TNF-琢和 IL-6水平降低，进而减轻其对机体的损伤作用，

但有其具体的作用机制尚需进一步的研究。随着我们对 huM-

SCs认识的增多，相信会为糖尿病的治疗提供更多的思路和方

法。
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