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尾静脉注射骨髓间充质干细胞对 1型糖尿病幼鼠的治疗作用实验研究 *
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摘要 目的：比较尾静脉注射骨髓间充质干细胞（BMSCs）治疗 1型糖尿病（type 1 diabetes,T1D）幼鼠的效果。方法：选用 3周龄

C57bl/c幼鼠作为受试动物，连续 5 d腹腔注射 50 mg/kg的链脲佐菌素（STZ），建立 T1D模型；采用酶消化法联合骨片法从 2周

龄 C57bl/c幼鼠的胫骨和股骨中分离出 BMSCs；碱性磷酸酶（ALP）和油红 O染色检测 P3代 BMSCs的诱导分化能力；流式细胞

仪鉴定 P3代 BMSCs的细胞表型；采用生理盐水和不同剂量的 BMSCs（低剂量 6× 105 cells/mL、中剂量 1.2× 106 cells/mL和高剂

量 2.4× 106 cells/mL）通过尾静脉输注的方式对 T1D幼鼠进行治疗，定期检测 T1D幼鼠的体重、血糖变化；T1D幼鼠治疗 28 d后，

取其胰脏行病理学分析。结果：（1）3周龄 C57bl/c幼鼠注射 STZ后 14 d，幼鼠表现为体重增长缓慢、血糖明显升高；（2）分离得到

的 BMSCs细胞呈长梭纤维状；BMSCs成骨诱导 9 d，碱性磷酸酶（ALP）染色后细胞外基质有大量碱性磷酸酶表达；BMSCs成脂

诱导 14 d，油红 O染色后细胞内有大量脂滴出现；流式细胞仪检测 BMSCs细胞表型，BMSCs不表达 CD31、CD34和 CD45，高表

达 CD29、CD90和 CD105；（3）T1D幼鼠经过 BMSCs治疗后，其体内的血糖下降并保持稳定；H.E.和胰岛素免疫组织化学染色结

果显示实验组 T1D幼鼠的胰腺组织随着治疗时间的延长，其损伤的胰腺组织得到了逐步的恢复，而未经过任何治疗的 T1D幼鼠，

其胰腺组织的损伤在逐步加重。结论：尾静脉注射 BMSCs对于 T1D幼鼠有治疗效果。
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Experimental Study on the Therapeutic Effect of Tail Vein Injection of Bone
Marrow Mesenchymal Stem Cells in Type 1 Diabetic Infant Rats*

To compare the effect of tail vein injection of bone marrow mesenchymal stem cell on type 1 diabetes(T1D)

in immature C56bl/c mice. 3 weeks old C56bl/c mice was injected streptozotocin(STZ) 50 mg/kg by intraperitoneal for 5 days.

BMSCs were isolated from Tibia and Femur of C56bl/c mice by enzyme digestion and bone slice method. The induced differetiation abil-

ity of the BMSCs was detected by alkaline phosphatase staining and Oil-red-O staining. The flow cytometry was used to detect the phe-

notypes of BMSCs. The T1D mice were treated with normal saline and different doses of BMSCs by intravenous infusion, and the body

weight and blood glucose of T1D mice were detected regularly. The pancreas of the T1D mice was taken for pathological analysis which

were treated by BMSCs for 28 days later. (1)The 3-weeks-old C56bl/c mice showed slow weight gain and significantly blood

glucose 14 days after the STZ injection. (2) The BMSCs were exhibited long spindle like fibers. ALP and Oil-red-O staining showed that

BMSCs could be induced to Osteoblast and adipocyte. Flow cytometry analysis showed that BMSCs overexpressed CD29, CD90 and

CD105, and rarely expressed CD31, CD34 and CD45. (3) The blood glucose of T1D mice decreased and remained stable which treated

with BMSCs. Pathological examinations on pancreas islets by H.E. staining and insulin immunohistochemistry demonstrated that the

pancreas islet of T1D mice in MSC treatment groups were recovered with the time of treatment, while the without any treatment group of

the pancreas islet was getting worse. BMSCs had a significant effect on T1D immature mice.
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前言

目前糖尿病患者人群逐步趋向低龄化，我国学龄年儿童患

有小儿糖尿病的发生率正逐年呈上升趋势[1,2]。目前治疗糖尿病

的方法主要是皮下注射胰岛素、口服二甲双胍，以及一些中西

医结合的疗法，但是这些治疗方式只能减轻或延缓糖尿病及其

并发症的发生和发展，不能完全根治糖尿病[3-5]。此外，相关机构

报道的移植胰腺或者茁细胞可彻底治愈糖尿病，该方法一度使
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糖尿病患者看到了治愈糖尿病的希望，但是该方法依然存在着

供体缺乏及免疫排斥等一系列的问题[6-8]。近年来，干细胞研究

的兴起，使人们重新看到了治愈糖尿的希望，干细胞是一类低

免疫源性的细胞群体，其具备多向分化的潜能，在体外可诱导

分化为骨、脂、软骨、心肌、胰岛等组织细胞[9-12]。骨髓间充质干

细胞是由中胚层发育而来，是存在于骨髓中的非造血干细胞，

易于分离扩增，具有跨胚层多向分化的能力[13-15]。自干细胞研究

兴起后，有大量的实验研究证实采用骨髓间充质干细胞可以有

效治疗 T1D，但是不同的研究人员对于 BMSCs的使用剂量没

有统一的规定，因此，本研究采用不同剂量的 BMSCs治疗幼龄

T1D幼鼠，以期找出治疗幼龄 T1D幼鼠最适的细胞剂量，为临

床应用 BMSCs治疗幼儿 T1D提供有效的数据支持。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 实验动物选用 2周龄和 3周龄的 C57bl/c幼

鼠，购自北京维通利华公司 SCXK（京）2016-0011，动物合格证

号：11400700213528；饲养于天津医科大学实验动物中心，环境

为 SPF级，定期更换垫料，动物可自行进食及饮水，环境稳定恒

定于 25℃，每 12小时昼夜交替。

1.1.2 试剂、药品及仪器 链脲佐菌素（streptozotocin,STZ）、

胰蛋白酶、油红 O、茜素红、II型胶原酶、地塞米松、抗坏血酸、

茁-甘油磷酸、胰岛素、IBMX（sigma 公司）；DMEM/Ham'sF-12，

H-DMEM培养液，磷酸缓冲液（PBS）（Hyclone 公司）；胎牛血

清 （Gbico 公 司）；CD29-PE、CD31-PE、CD34-PE、CD45-PE、

CD105-PE和 Sca-1-PE（BD公司）；苏木素 -伊红染液（中杉金

桥）；OneTouch血糖仪及试纸（强生公司）；倒置相差显微镜、正

置显微镜（Nikon公司）。

1.2 方法

1.2.1 T1D幼鼠动物模型 3周龄 C57bl/c幼鼠经过饲养适应

期后，禁食禁水 12 h，称量空腹体重、测量空腹血糖并记录，记

为 0 d。100只幼鼠按照空腹体重计算幼鼠所需 STZ的剂量，连

续 5 d为幼鼠腹腔注射 50 mg/Kg的 STZ，注射 7 d后，每隔 7 d

随机测量幼鼠血糖，以血糖≥ 16.7 mmol/L为建模成功。

1.2.2 BMSCs分离培养 取 2周龄 C57b1/c幼鼠，断颈处死，

无菌条件取下四肢，剔除骨组织周围的肌肉组织及关节，眼科

剪处理胫骨和股骨后采用 0.075%的 II型胶原酶对骨组织进行

消化处理（37℃，消化 1 h）；终止消化，离心清洗骨组织后将其

接种至 25 cm2培养瓶中于二氧化碳培养箱中培养；5 d后可见

骨组织周围有细胞爬出，7 d 后采用 0.25%胰蛋白酶 +0.02%

EDTA对BMSCs进行消化传代，待细胞长满至 80%时再次传代。

1.2.3 BMSCs表型鉴定 分离培养 BMSCs，细胞传至 P3代，

将其制备成单细胞悬液，胎牛血清封闭 30 min，PBS洗涤两次

（1000 rpm，5 min），重悬后加入相应的抗体（CD29-PE、

CD31-PE、CD34-PE、CD45-PE、CD105-PE和 Sca-1-PE）进行孵

育，孵育 45 min，再次用 PBS洗涤两次，鞘液重悬后上机检测。

1.2.4 BMSCs成脂成骨诱导后染色鉴定 P3代 BMSCs以一

定密度接种至 6 孔板中，次日实验组更换成脂诱导液

（H-DMEM+10%FBS+10-7 mol/L 地塞米松 +10 ng/mL 胰岛素

+0.5 滋mol/LIBMX）和成骨诱导液（H-DMEM+10%FBS+10

mmol/L 茁-甘油磷酸 +10-7 mol/L地塞米松 +50 滋g/mL抗坏血
酸），对照组更换为 H-DMEM+10%FBS，3 d更换一次诱导液，

成脂诱导 14 d后，采用油红 O进行染色鉴定；成骨诱导 9d后，

采用碱性磷酸酶进行染色鉴定。

1.2.5 BMSCs治疗 T1D幼鼠 将建模成功的 C57bl/c幼鼠随

机抽取 40只，分为 4组，每组 10只，实验设置治疗对照组和治

疗实验组，治疗实验组根据给予细胞的剂量分为低剂量组、中

剂量组和高剂量组；给药方式均为尾静脉给药，治疗对照组每

只幼鼠给予 200 滋L的生理盐水，实验组幼鼠每只给予 200 滋L
的生理盐水重悬的 BMSCs细胞悬液，其中低剂量组的细胞密

度为 6× 105 cells/mL、中剂量的细胞密度为 1.2× 106 cells/mL、

高剂量的细胞密度为 2.4× 106 cells/mL；另外随机抽取 10只同

周龄的 C57bl/c幼鼠作为正常对照组。给予细胞治疗的当天记

为 D0，D13时为各组幼鼠再次进行细胞治疗；并于 D7、D14、

D21和 D28时间段测量各组幼鼠的体重和血糖，D28将各组幼

鼠断颈处死，解剖取下所需的组织。

1.2.6 病理检测 T1D幼鼠经过 28d的 BMSCs的治疗后，处

死取下胰腺组织，多聚甲醛固定 -石蜡包埋 -病理切片 -H.E.染

色分析各组幼鼠胰腺组织病理变化。

1.3 统计学处理

统计图制作由 GraphPad5.0软件完成；病理图片分析使用

Image-Pro-Plus6.0 软件完成；数据分析均采用均数± 标准差

（x± s）表示，组间比较采用单因素方差分析，两组间比较采用 t

检验，统计所用软件为 SPSS18.0。

2 结果

2.1 BMSCs培养

BMSCs从骨片中爬出后呈放射状生长，并且细胞为长梭

形和三角形，随着细胞的传代纯化，P3代细胞呈旋涡式生长，

细胞的形态为长梭形（图 1）。

图 1 BMSCs细胞形态

（A: P0代 BMSCs 40、B: P0代 BMSCs 100、C: P3代 BMSCs 40、D: P3代 BMSCs 100）

Fig.1 The morphology of BMSCs

（A: P0 BMSCs 40; B: P0 BMSCs 100; C: P3 BMSCs 40; D: P3 BMSCs 100）

1009窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.6 MAR.2021

2.2 BMSCs鉴定

P3代 BMSCs成脂诱导 14 d，细胞逐渐变的肥大，经过油

红 O染色后，可见细胞质内有脂滴出现，并且形成的脂滴呈葡

萄串状；P3代 BMSCs成骨诱导 9 d，对其进行碱性磷酸酶染

色，可见细胞质中有大量成骨分化蛋白 -ALP表达（图 2）。

图 2 鉴定 BMSCs的分化能力

（A为成脂诱导分化油红 O染色 40、B为成脂诱导分化油红 O染色 100、C为成骨诱导分化 ALP染色 40、D为成骨诱导分化 ALP染色 100）

Fig.2 Identification of differentiation ability of the BMSCs

(A-B: Adipogenic ability was confirmed by the Oil-red-O staining 40 and 100 ; C-D: Osteogenic ability was confirmed by the ALP staining 40 and 100 )

P3代 BMSCs制备成单细胞悬液，采用流式细胞仪对其进

行细胞表面抗体鉴定，流式检测结果表面，幼鼠 BMSCs细胞表

面不表达 CD31、CD34 和 CD45，高表达 CD29、CD90 和

CD105（图 3）。

图 3 BMSCs流式检测结果

Fig.3 BMSCs flow cytometry analysis

2.3 BMSCs治疗 T1D

3 周龄 C57bl/c 幼鼠腹腔注射链脲佐菌素 2 w后已建成

T1D模型鼠，此时对其进行治疗，体重监测结果表明，T1D幼鼠

随着时间的延长其体重增长较为缓慢，而经过 BMSCs治疗的

T1D幼鼠其体重增长较为显著（P<0.05）（表 1、图 4）。

3周龄 C57bl/c幼鼠腹腔注射链脲佐菌素 2 w后，血糖检

测结果显示 C57bl/c幼鼠体内血糖在 18 mmol/L左右，此时对

其进行 BMSCs移植治疗，治疗 28 d后，治疗组 C57bl/c幼鼠体

内血糖均有所降低，其中低剂量组由 17.93± 0.69降至 14.48±

0.57；中剂量组由 18.14± 1.15降至 12.70± 1.17；高剂量组由

18.21± 1.07降至 14.19± 1.08；中剂量组 C57bl/c幼鼠体内血糖

降幅较大(P<0.05)。（表 2、图 5）。

T1D幼鼠经过 28 d的 BMSCs细胞治疗后，对胰腺组织进

行病理学染色；H.E.染色结果表明 T1D幼鼠体内的胰腺组织遭

到了严重的破坏，无完整的胰岛结构存在；经过 BMSCs治疗的

T1D幼鼠胰腺组织结构清晰可见，组织结构较为完整；尤其是

BMSCs中剂量组的 T1D幼鼠，其体内的胰腺组织与正常组无

显著性差异（图 6）。
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图 5 BMSCs治疗 T1D幼鼠血糖变化（n=10）

Fig.5 The blood glucose level of T1D immature mice changed by BMSCs

treatment (n=10)

但是，这种治疗方式只能起到缓解症状的作用，不能彻底治愈。

随着遗传发育学、再生医学的进步，近年来，科研人员应用干细

胞治疗糖尿病及其并发症，并且在众多动物实验研究中，取得

了卓越的成效 [22-24]。但是就目前而言，各个科研院所将干细胞

应用于临床治疗各类疾病所采用的细胞剂量均有所不同。

本研究选用 C57bl/c幼鼠作为受试动物，采用 STZ作为建

模剂，建立出稳定的幼鼠 T1D模型，并采用幼鼠骨髓间充质干

细胞作为种子细胞用于治疗 T1D幼鼠。应用 BMSCs治疗 T1D

幼鼠，通过体重和血糖监测结果可以直观的看到，T1D幼鼠经

过 BMSCs治疗后其体重在逐步的上升，体重增重的比率显著

性高于模型组；并且 T1D幼鼠经过 BMSCs治疗后其血糖得到

了有效的控制，表现尤为突出的是中剂量 BMSCs治疗组，T1D

幼鼠血糖从建模后的 18.14± 1.15 mmol/L下降至 12.70± 1.17

mmol/L，低剂量 BMSCs治疗组和高剂量 BMSCs治疗组的幼

图 4 BMSCs治疗 T1D幼鼠体重变化（n=10）

Fig.4 The body weight of T1D immature mice changed by BMSCs

treatment (n=10)

表 1 BMSCs治疗 T1D幼鼠体重变化情况（n=10）

Table 1 The body weight of T1D immature mice changed by BMSCs treatment (n=10)

Groups
Body weight（g）

0 d 7 d 14 d 21 d 28 d

NC 13.88± 1.44 15.53± 1.15 16.99± 1.21 18.59± 0.99 20.89± 1.11

T1D 12.57± 0.57 13.59± 0.64 14.89± 0.49 16.20± 0.65 17.31± 0.62

L-BMSCs 12.84± 0.92 14.27± 0.71 16.07± 0.88 17.65± 0.96 19.36± 0.76

M-BMSCs 12.79± 1.13 14.42± 1.04 16.14± 1.12 17.70± 0.95 19.50± 0.77

H-BMSCs 12.85± 1.02 14.40± 1.05 16.16± 1.26 17.77± 1.16 19.40± 1.20

表 2 BMSCs治疗 T1D幼鼠血糖变化情况（n=10）

Table 2 The blood glucose level of T1D immature mice changed by BMSCs treatment (n=10)

Groups
Blood glucose level（mmol/L）

0 d 7 d 14 d 21 d 28 d

NC 6.81± 0.89 5.96± 0.73 6.37± 0.53 6.54± 0.70 6.57± 0.64

T1D 18.48± 1.38 19.23± 1.50 19.46± 0.98 18.98± 1.69 19.66± 2.01

L-BMSCs 17.93± 1.69 14.71± 0.87 14.32± 1.56 14.15± 2.10 14.48± 1.89

M-BMSCs 18.14± 1.15 14.99± 1.59 14.20± 1.00 13.37± 1.02 12.70± 1.17

H-BMSCs 18.21± 1.07 14.43± 1.12 14.49± 1.07 14.13± 1.32 14.19± 1.08

T1D幼鼠经过细胞治疗后 D28，取下幼鼠的胰腺，免疫组

织化学染色结果表明 T1D幼鼠体内的胰腺组织表达胰岛素的

量较少，而经过 BMSCs治疗后的幼鼠其胰腺组织中依然表达

胰岛素；中剂量 BMSCs治疗组幼鼠体内胰腺组织表达的胰岛

素与正常组无显著性差异（图 7）。

3 讨论

研究表明目前糖尿病患者呈年轻化，尤其是现在儿童患有

糖尿病的概率越来越高，就小儿糖尿病而言，大多数都为 1型

糖尿病，患儿发病时如果没能及时治疗，可能会引起患儿酮症

酸中毒等情况，情节严重时可能会引起严重后果[2,17,18]。目前，主

要治疗糖尿病的方式是控制患者的饮食以及结合服用二甲双

胍，或者皮下注射胰岛素的方式从而达到降低血糖的目的[19-21]。
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图 6 T1D幼鼠胰腺 H.E.染色

Fig.6 Hematoxylin-eosin staining of the pancreas

图 7 T1D幼鼠胰腺组织 Insulin免疫组织化学染色

Fig.7 Immunohistochemistry analysis of insulin on the pancreas

鼠血糖也有所降低，但与中剂量治疗组相比较，其 T1D幼鼠体 内血糖值依然高于中剂量治疗组。

T1D幼鼠经过 BMSCs治疗，28 d后取下各组幼鼠体内的

胰腺组织，对其进行病理学染色分析，比较各组 T1D幼鼠胰腺

组织的结构和功能情况。通过 H.E.染色分析可以看出，未经过

任何治疗的 T1D幼鼠，其体内的胰腺组织较松散，无完整成形

的胰岛结构，并且其胰岛中有炎性因子的浸润，而经过 BMSCs

治疗的 T1D幼鼠其具备完整的胰腺组织，只有低剂量治疗组

幼鼠体内的胰岛中有少量炎性因子的浸润，中剂量治疗组和高

剂量治疗组幼鼠体内的胰岛无任何炎性因子的浸润。通过对胰

腺组织的免疫组织化学染色分析可以看出，未经任何治疗的

T1D幼鼠其体内的胰腺组织基本丧失了分泌表达胰岛素的功

能，而经过 BMSCs治疗的 T1D幼鼠，其胰腺组织仍具备分泌

胰岛素的功能。

从血糖的检测数值以及病理分析不同组别 T1D小鼠胰腺

组织的结果我们得到，T1D小鼠经尾静脉移植 BMSCs可有效

降低小鼠体内的血糖，并且可修复受损的胰腺组织，促进胰腺

组织分泌胰岛素从而发挥其降糖的作用。而各个实验组 T1D

小鼠在第一次移植 BMSCs后，其血糖下降较为明显，这可能是

因为 BMSCs通过尾静脉进入 T1D幼鼠体内，因归巢作用而迁

移至胰岛部位，参与胰腺组织的修复，也有学者认为 BMSCs分

泌的细胞因子参与了胰腺组织的修复，从而降低了 T1D幼鼠

体内的血糖；而当我们在第二次将 BMSCs移植到 T1D幼鼠体

内后，各个实验组 T1D幼鼠血糖未出现显著性降低的趋势，这

可能是因为间充质干细胞第一次进入幼鼠体内后发挥了其修

复胰腺组织的作用，从而降低了幼鼠体内的血糖，当再次移植

BMSCs时，幼鼠体内可能还存在部分的 BMSCs，新移植的

BMSCs经过血液循环，当其到达受损组织后，因为组织微环境

受损严重，致使维持细胞生产的营养物质、氧气数量大大降低，

只能维持一定数量的 BMSCs，因此当受损的组织达到维持

BMSCs的数量时，移植的 BMSCs发挥的作用就达到了瓶颈，因

此 T1D幼鼠体内的血糖值也就基本维持在了某一个数值[25-30]。

同时，我们的实验也存在一些不足，主要表现在用于治疗 T1D

幼鼠的 BMSCs剂量选择方面存有一定的局限性，但是结合前

人的研究基础，我们采用的 BMSCs通过尾静脉输注的方式在

治疗 T1D幼鼠方面具备一定的疗效。

综上所述，本研究采用不同剂量的幼鼠 BMSCs对 T1D幼

鼠进行治疗，通过对各组幼鼠的体重、血糖以及胰腺组织病理

染色分析的比较，试图找出治疗 T1D幼鼠的最适细胞剂量，希

望通过动物实验研究所得出的数据为以后临床应用 BMSCs治

疗 T1D小儿提供有效的数据支持。
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