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通过 G418 处理离体纯化小鼠胰腺上皮细胞 *
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摘要 目的：探索一种能有效去除成纤维细胞，筛选有较强增殖能力上皮细胞的方法。方法：本研究利用成纤维细胞对 G418 敏感

的特性，在成体小鼠胰腺细胞分离后，采用悬浮细胞直接接种到含 30μg/mL G418 的培养基中，或细胞贴壁生长汇合至 50-70%后

用 30 至 100μg/mL 之间不同浓度 G418 处理 24h、48h 或 72h 两种方案进行上皮细胞的纯化。结果：在直接接种法培养处理中，

存活的大部分细胞为成纤维细胞，上皮细胞的生长受到抑制，无法得到纯化的胰腺上皮集落；而在细胞贴壁生长汇合至 50-70%后

经 G418 处理，成纤维细胞随着处理浓度的增加死亡率也在逐渐上升，其中 50μg/mL G418 处理 72 小时对去除成纤维细胞效果最

佳。结论：G418 处理能够有效去除成纤维细胞，分离纯化出一群在离体条件下具有强增殖能力、形成大上皮细胞集落的细胞。该

分离纯化方法为今后进一步研究成体胰腺干 / 祖细胞增殖与分化调控机制等问题奠定基础。
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ABSTRACT Objective: To eliminate the fibroblasts and purify epithelial cells from adult mouse pancreas in vitro. Methods: Based
on the sensitivity of fibroblasts to G418, this study designed two schemes:Scheme 1 was that the isolated single cells from pancreas were
cultured directly in media with 30μg/mL G418, and Scheme 2 was that the isolated single cells were cultured to 50-70% aggregation, and
then they were treated with G418 at concentrations from 30 to 100 μg/mL of G418 for 24h, 48h or 72h. Results: The results showed that
the growth of the epithelial cells was inhibited in scheme 1, but that of the fibroblasts was little affected. However, after the pancreatic
cell grew 50-70% aggregation in scheme 2, G418 treatment could eliminate the fibroblasts, and the death ratio of fibroblasts increase with
the elevation of G418 concentration. Among them, 50 μg/mL G418 treatment for 72h was optimal to kill fibroblasts and preserve
epithelial cells. Conclutions: G418 treatment could effectively purify a pancreatic epithelial cells with strong proliferative and colony-
forming capability, thus provide a pathway for further studies on the proliferation and differentiation of adult pancreas stem/progenitor
cells.
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前言

糖尿病是由于胰腺 β 细胞分泌胰岛素不足或者胰岛素功

能发生障碍而引起的一类严重的代谢疾病[1]，正在危害着世界

上越来越多人口的健康，预计截止到 2025 年，在世界范围内将

有 3.34 亿人患有糖尿病[2]，最新调查研究数据表明，我国患有

糖尿病的人口数量已经接近 10%，而潜在具有患糖尿病倾向的

人群数量更是超过了 15%[3]。胰岛移植是一种能够有效控制糖

尿病的治疗方法，但因供体严重缺乏和移植后的免疫排斥问题

制约了其广泛应用[4-6]。
近年的研究表明，成体胰腺中的确存在着干细胞，它们对

胰腺损伤的修复及 β 细胞的再生起着极为重要的作用，可为细

胞替代疗法治疗糖尿病提供丰富的供体来源[7-12]。胰腺干细胞

来源于成体，使用上较胚胎干细胞安全[13]，也不存在社会伦理

道德问题，可以从根本上解决糖尿病等胰腺相关性疾病的治疗

问题，因而成为临床研究的热点之一[14]。
胰腺干细胞在发育上被认为来源于内胚层胰腺上皮，在随

后的胰腺发育过程中，胰腺干细胞分化为胰岛细胞（α，β，δ，PP
和ε 细胞）、导管上皮细胞以及腺泡细胞[15]。胰腺组织中还存在

大量的间充质来源的细胞，包括成纤维细胞、血管内皮细胞、血
管平滑肌细胞以及星形细胞，其中以成纤维细胞占主要部分
[16]。要离体分离培养获得胰腺上皮细胞就要排除间充质来源的

细胞，尤其是成纤维细胞。目前常用的去除成纤维细胞方法有

机械刮除法、胰蛋白酶消化以及胶原酶消化法等[17]。最近 Hao
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等研究发现，在对人胰岛分离后剩余的非内分泌胰腺部分离体

培养时，用 G418 处理可以去除间充质来源的细胞，得到非内

分泌胰腺上皮细胞（NEPECs），并从 NEPECs 中分离得到胰腺

内分泌干 / 祖细胞[18]。
本实验摸索尝试不同浓度 G418 处理、不同处理条件，寻

找离体条件下能够杀死成体小鼠胰腺来源的成纤维细胞，又对

上皮细胞的生长影响较小的实验方案，为今后进一步进行小鼠

胰腺干细胞增殖与定向分化研究奠定了基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物

4~6 周龄昆明 ICR 品系小白鼠，购自吉林大学医学院实验

动物中心。
1.2 实验试剂

DMEM/F12 培养基购自 Hyclone 公司；胶原酶Ⅳ、谷氨酰

胺、青链霉素、B27、胎牛血清（FBS）购自 GIBCO 公司；表皮生

长因子（EGF）购自 R&D 公司；G418、胰岛素（Insulin）、β- 巯基

乙醇 (β-ME)、磷酸氢二钠 （Na2HPO4·12H2O）、磷酸二氢钾

（KH2PO4）、氯化钠（NaCl）、氯化钾（KCl）、等购自 Sigma 公司、
DNA 酶Ⅰ（DNaseⅠ）购自 Roche 公司。
1.3 胰腺组织的取材

2~4 只 4~8 周健康小鼠用颈椎脱臼法处死，70% (wt/vol)
乙醇中浸泡 2~3min。在超净台将小鼠腹腔打开，暴露内脏，并

于左侧可见与紫红色脾脏相连的胰尾，从靠近脾脏的胰腺尾部

开始至十二指肠回弯处将胰腺完整取下，移入装有 4℃PBS 的

培养皿中；在冷光源显微镜下用尖头镊子剔除脂肪、血管、系膜

以及淋巴结等，用眼科弯剪将其剪成大小约 8mm3 的均匀组织

块。。
1.4 胰腺组织的分离以及细胞悬液的制备

向胰腺组织块中添加经预热的含有 0.1mg/mL DNaseⅠ的

0.8mg/mLⅣ型胶原酶，37℃消化，每隔 5min 吹打一次，当观察

到组织块颜色由粉红色逐渐变白、一经吹打团块消失时，加入

含有 FBS 的培养基终止消化；用移液器加入适量冷 PBS，反复

吹打，使组织块及细胞团中的单细胞尽可能多的解离释放出

来，经自然沉降约 10-15 秒左右，吸取上清，收集于离心管中；

重复清洗操作 5~8 次左右，直至清洗组织块所得的悬液不再浑

浊；离心收集到的单细胞悬液，弃去上清液，上层的细胞碎片、
死细胞来源的 DNA 絮状缠绕物等，以及中间层的血细胞，保留

最下层乳白色的实质细胞层。
1.5 直接接种法培养小鼠胰腺上皮细胞

将分离得到的胰腺细胞用含 10%血清的 D/F12 培养基（添

加有 2mmol/L 谷氨酰氨、100IU 青霉素－100μg 链霉素）重悬，

直接接种于一个 24 孔板中（1×106 个细胞 / 板），置于 37℃、
5%CO2 培养箱中培养过夜；24 小时后更换培养基；培养 3 天

后，更换为 2％血清的扩增培养基（添加有 2mmol/L 谷氨酰氨、
100IU 青霉素 -100μg 链霉素、2％FBS、2% B27、20ng/mL EGF、
10μg/mL insulin、50μmol/Lβ-ME 的 DMEM/F12 培 养 基）于

37℃、5％CO2培养箱继续培养；定期观察，每 3-4 天更换新鲜

培养基。
1.6 G418 处理去除成纤维细胞、纯化胰腺上皮细胞培养法

将分离得到的胰腺细胞分别采用以下方案去除成纤维细

胞，纯化胰腺上皮细胞：

方案 1：悬浮细胞直接接种到含 30μg/mL G418 的培养基

中得到的胰腺单细胞悬液直接用含有 30μg/mL G418 的 10%
血清培养基进行接种，将所得单细胞悬液接种至 1 个 24 孔板

中（1×106 个细胞 / 板），37℃ 5％CO2 培养箱中培养 3d；弃去

培养孔中未贴壁细胞及 10％血清培养基，PBS 轻柔润洗 2-3
遍，然后换成 2％血清的扩增培养基于 37℃、5％CO2 培养箱继

续培养；定期观察，每 3-4 天更换新鲜培养基。
方案 2：贴壁细胞用 G418 梯度处理将得到的胰腺单细胞

用用含 10%血清的 D/F12 培养基重悬，接种于一个 24 孔板中

（1×106 个细胞 / 板）；37℃ 5％CO2 培养箱中培养 3 天；弃去培

养孔中未贴壁细胞及培养基，PBS 轻柔润洗 2-3 遍，更换为含

2％血清的培养基于 37℃ 5％CO2 培养箱继续培养，待细胞生

长至 50-70％汇合，向细胞培养板不同列中分别中加入 G418
至终浓度为 30、50、75、100μg/mL，每个浓度 6 个孔，分为三组，

分别培养 24、48、72h；每天倒置显微镜观察培养板中各浓度

G418 处理不同时间后细胞变化。选择处理后成纤维细胞大部

分脱壁或死亡、上皮细胞生长状态良好时，去除上清培养基，

PBS 轻柔润洗 2-3 遍，然后换成 2％FBS 培养基于 37℃ 5％CO2

培养箱继续培养，定期观察，每 3-4 天更换新鲜培养基。不同处

理重复 4-5 次以观察实验结果的稳定性。

2 结果

2.1 直接接种法培养小鼠胰腺上皮细胞

将分离好的胰腺单细胞直接接种到 24 孔板中进行接种培

养，结果发现：接种 24 小时后，孔内贴壁细胞密集，平均每孔贴

壁细胞数为 200~300 个，有少量细胞开始增殖；经 3d 培养后发

现，贴壁的细胞成混杂生长，成纤维细胞和上皮细胞均有贴壁，

各占约 50%；在之后的 3~7 天继续培养过程中，成纤维细胞和

上皮细胞均增殖较明显，两种细胞混杂生长，连成一片（图 1A,
B）。
2.2 G418 去除成纤维细胞纯化胰腺上皮细胞培养结果

消化好的胰腺单细胞直接用含有 30μg/mL G418 的 10%
血清培养基培养，处理 3 天后，更换成 2%血清培养基继续培

养，培养结果发现：上皮细胞的贴壁和生长均受到显着抑制，而

成纤维细胞虽然也受到一些抑制，但其生长状态仍然很好，经

过 3~5 天的培养之后，成纤维细胞迅速增殖，培养板中贴壁的

细胞 95%以上都是成纤维细胞，上皮细胞很少（图 1C,D）。
消化得到的胰腺单细胞用 10%血清培养基接种 3d，然后

换成 2%血清培养基继续培养 5-7d，成纤维细胞和上皮细胞相

互参杂生长，当细胞在培养孔底壁达到 50-70％汇合时，分别用

含有 30、50、75、100μg/mL G418 的 2%血清培养基共培养 24、
48、72h，然后再更换成正常 2%血清培养基继续培养，发现：

100μg/mL G418 处理 24h 的培养孔中，无论贴壁的成纤维

细胞还是胰腺上皮细胞均表现出细胞迅速萎缩，形态异常，在

之后的培养过程中，逐渐脱壁、最终 95%以上细胞死亡(图 2A,
B)。

75μg/mL G418 处理 24h 的培养孔中，成纤维细胞和上皮

细胞生长状态不佳，孔内 50%以上的细胞均出现死亡，不能有
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效的去除成纤维细胞；处理 48h 的培养孔中，80%以上的成纤

维细胞和胰腺上皮细胞在继续培养过程中死亡；处理 72h 的培

养孔中，所有细胞迅速死亡（图 2C-E）。

图 1 直接接种法以及采用 30μg/mL G418 直接处理的细胞生长状态

A：10%血清培养基培养 1 天后，上皮细胞与成纤维细胞的贴壁状况；B：接种后培养 7 天时，上皮细胞与成纤维细胞的增殖情况（100×）。

Figure 1 Cell growth of both direct inoculation and deal with 30μg/mL G418 directly

A: Adherent conditions of the epithelial cells and fibroblasts, after 1 day culturing with 10% serum medium; B: The proliferation of the

epithelial cells and fibroblast after 7 days culturing(100×).

图 2 用 100μg/mL 及 75 μg/mL G418 处理后的细胞形态

A:用 100μg/mL G418 处理 24h，培养 1 天；B:用 100μg/mL G418 处理 24h 后再培养 3 天；C: 75μg/mL G418 处理细胞 24 小时，培养 1 天；D:

75μg/mL G418 处理细胞 48 小时，再培养 1 天；E:75μg/mL G418 处理细胞 72 小时，再培养一天（100×）。
Figure2 Cell morphology after treatment with 100μg/mL and 75 μg / mL G418

A: The cells were treated for 24 hours with 100μg/mL G418, and then cultured for 1 days; B: the cells were treated for 24 hours with 100μg/mL G418,

and then cultured for 3 days; C: the cells were treated for 24 hours with 75μg/mL G418, and then cultured for 1 days; D: the cells were treated for 48 hours

with 75μg/mL G418, and then cultured for 1 days; E: the cells were treated for 72 hours with 75μg/mL G418, and then cultured for 1 days; (100×).

50μg/mL G418 处理 24h 组，可见少量萎缩死亡的成纤维

细胞漂浮在孔内，经 3~5 天培养后，70%~80%的成纤维细胞依

然生长旺盛，上皮细胞占细胞总数的 5%~10%，且呈散点状生

长；培养 7~10 天后，成纤维细胞与上皮细胞生长状态都良好，

上皮细胞聚堆形成小集落，与成纤维细胞混杂生长（图 3A）；处

理 48h 组，培养孔中成纤维细胞逐渐萎缩，经 3~5 天的培养，

80%以上成纤维细胞发生萎缩，脱壁死亡，但仍有小部分成纤

维细胞存活，上皮细胞稀疏分散，由圆形变得稍有棱角，培养

7~10d 后，上皮细胞增殖聚堆，形成集落（1/6 的孔内有集落形

成），孔中可见少量成纤维细胞，增殖较缓慢（图 3B）；处理 72h
组，大部分成纤维细胞飘起，换液时被去除，经 3~5 天培养后，

孔中成纤维细胞不断萎缩死亡，上皮细胞更加分散，形态也变

得更加有棱角，培养 7~10 天后，孔中绝大部分（95%以上）成纤

维细胞脱壁死亡，只剩下个别成纤维细胞存活，同时上皮细胞

开始增殖，培养两周以上，上皮细胞大量增殖，能够聚堆形成较

大的集落（200 个细胞以上），增殖能力较明显（3/4 的培养孔内

有集落形成），孔内成纤维细胞几乎不增殖（图 C-D）。
30μg/mL G418 分别处理 24、48、72h 后，成纤维细胞和胰

腺上皮细胞的生长状态几乎不受 G418 影响，其中成纤维细胞

大量增殖，上皮细胞的生长受到成纤维细胞的抑制，增殖不明

显（图 3F）。
上述结果表明，与直接接种法相比，采用 G418 处理法能
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图 3 50μg/mL G418 处理细胞 24、48 及 72h 和 30μg/mL G418 处理细胞 72h 后细胞生长状态

A：经 50μg/mL G418 处理细胞 24h，培养 3 天；B：经 50μg/mL G418 处理细胞 48h，培养 5 天（200×）；C，D：经 50μg/mL G418 处理细胞 72h，培养

5 天后细胞集落的形成情况；E：经 50μg/mL G418 处理细胞 72h，培养 7 天后细胞集落的增殖情况（200×）；F：用 30μg/mL G418 处理细胞 72h 后

培养 3 天时的细胞形态（200×）。
Figure 3 50μg/mL of G418 treated cells for 24, 48 or 72h, and 30μg/mL of G418 treated cells for 72h.

A: cells were treated by 50μg/mL G418 for 24h, cultured for 3 days; B: cells were treated by 50μg/mL G418 for 48h, cultured for 5 days(200×); C, D:the

state of colony formation after cells were treated by 50μg/mL G418 for 72h and cultured for 5 days; E: the proliferation of cell colonies after the cells were

treated by 50μg/mL G418 for 72h, and cultured for 7 days (200x); F: the cells were treated for 72 hours with 30μg/mL G418 , and then cultured for 3 days

(200×).

够有效的去除成纤维细胞，筛选纯化胰腺上皮细胞；并且在细

胞成纤维和上皮混合生长至 50-70％汇合下，50μg/mL G418
处理 72h 对去除成纤维细胞、纯化上皮细胞的效果是最好的：

95%以上的成纤维细胞在培养过程中都逐渐萎缩死亡，75%的

培养孔中上皮细胞聚堆增殖，可以得到具有较强增殖能力的上

皮细胞集落。

3 讨论

随着世界范围内糖尿病患者人数的日益增多，糖尿病已成

为当今医学三大难症之一。为了有效和彻底的治疗糖尿病，几

十年以来，学者们一直希望能够分离、得到可以经诱导产生新

β细胞的胰腺干细胞，在体外进行大量扩增后诱导分化为胰

岛细胞，就可以为细胞替代疗法治疗糖尿病提供丰富的供体来

源[14]。
要在离体条件下对上皮来源的胰腺干细胞进行分离培养

通常通过两条途径抑制成纤维细胞的生长，促进上皮干细胞的

增殖：一条途径为无血清培养，在无血清条件下，成纤维细胞的

生长受到抑制，而上皮细胞能够缓慢增殖，有报道称通过这种

条件的培养胰腺干、祖细胞可以形成球状悬浮于培养基中[19]。
然而，这种方法由于缺乏血清也抑制了上皮来源的干细胞的生

长，很难获得大量干祖细胞后代；第二条途径是在有血清条件

下培养，然后通过机械刮除法或挑出法将增殖的胰腺上皮细胞

分离出来[17]。然而，在胰腺细胞的有血清培养过程中，成纤维细

胞常与胰腺上皮细胞同时混杂生长，使上皮细胞难以纯化出

来，而且成纤维细胞通常比上皮细胞生长快，最终能抑制上皮

细胞的生长。因此如何排除成纤维细胞成为胰腺上皮细胞离体

培养中的关键。我们在胰腺细胞培养过程中，曾尝试过以及胰

蛋白酶和胶原酶消化排除法，结果显示，机械刮除法不仅操作

上不方便，容易造成细胞污染，而且在刮除的过程中容易将成

片的上皮细胞带起，造成细胞萎缩死亡。而在使用胰蛋白酶或

胶原酶反复消化去除成纤维细胞的同时，易导致培养的上皮细

胞对胰蛋白酶或胶原酶越来越不敏感，最后上皮细胞几乎不能

被消化下来，增殖也不明显，还分化成了神经样细胞形态。
Hao 等为了去除人胰腺细胞培养中的成纤维细胞，首先对

细胞培养 2-3 天，然后用 400μg/mL G418 处理培养 4 天，去除

G418 后，大约 90%细胞存活下来，这些细胞均为上皮细胞[18]。
Halaban 等也报道，在培养人的黑色素细胞时，加入 100μg/mL
G418 处理两天可以有效去除成纤维细胞[20]。因而，在本实验

中，我们也尝试使用 G418 去除成体小鼠胰腺离体培养中的成

纤维细胞，纯化胰腺上皮细胞。在胰腺细胞培养至 50-70%汇合

时加入 G418 处理较在最初培养时直接加入 G418 处理能更有

效的保护上皮细胞，而培养后加入 G418 处理的浓度、处理时

间不同都会影响成纤维细胞的去除程度。我们以选择对成纤维

细胞致死性最强、而对上皮细胞损伤最小的浓度作为 G418 的

最佳作用浓度，选择处理后成纤维细胞大部分脱壁死亡、上皮

细胞生长状态良好的时间作为 G418 的最佳处理时间。最后发
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现，50μg/mL G418 处理 72h 对去除成纤维细胞、纯化上皮细胞

的效果最佳。这种方法能够特异杀死成纤维细胞，而且通过对

G418 处理浓度的控制，将其对上皮细胞的损伤降至最低，保持

了细胞正常的生长性状。利用此方法，达到了去除成纤维细胞，

富集、纯化胰腺上皮细胞目的，也筛选出了具有强增殖能力、能
形成大的单细胞集落的胰腺上皮细胞，筛选出的这群上皮细胞

很可能来源于成体胰腺干 / 祖细胞。在以后的深入研究的过程

中，我们拟应用此方法进一步筛选出具有很强增殖能力和多向

分化潜能的细胞，为利用干细胞治疗糖尿病研究打下基础。
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