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PKC通过调控TRPC/Ca2+通道影响iPS-mpMSC-fbs分化
为功能性胰岛β细胞的机制研究*
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  [摘要] 目的 探讨影响诱导性多能干细胞-间充质样-成纤维细胞(iPS-mpMSC-fbs)分化为功能性胰岛β
细胞的分子机制。方法 从健康成年小鼠胰腺中分离纯化间充质样-成纤维细胞(mpMSC-fbs),通过慢病毒将

Oct4、Sox2、c-Myc和Klf4
 

4种转录因子转染至 mpMSC-fbs,诱导 mpMSC-fbs转变为诱导性多能干性球体细

胞
 

(iPS-mpMSC-fbs),并通过免疫荧光染色实验和 Western
 

blot检测其是否表达瞬时受体离子电位通道蛋白

(TRPCs);分别将蛋白激酶C(PKC)激动剂佛波醇酯(PMA)和拮抗剂(Bis-1)与iPS-mpMSC-fbs共孵育,通过

荧光影像系统测定细胞内游离钙离子(Ca2+)水平,观察PKC对iPS-mpMSC-fbs
 

TRPC/Ca2+通道的调节关系。
结果 从成年小鼠胰腺中成功分离纯化mpMSC-fbs,该细胞群与骨髓来源的间充质干细胞(MSCs)有相似表面

标志物(CD90、CD105和CD146),并成功将 mpMSC-fbs诱导为iPS-mpMSC-fbs,且诱导后细胞表达 TRPCs
(TRPC1、TRPC3和TRPC4)。iPS-mpMSC-fbs与PKC激动剂PMA共孵育后,使用磷脂酶C(PLC)/Diac途

径刺激可见细胞内Ca2+未出现第2高峰;而与PKC抑制剂(Bis-1)共孵育后,使用PLC/Diac途径刺激细胞内

Ca2+出现第2高峰。结论 PKC可负性调控TRPC/Ca2+通道,从而影响iPS-mpMSC-fbs分化为功能性胰岛β
细胞。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

affecting
 

the
 

differentiation
 

of
 

induced
 

plu-
ripotent

 

stem
 

cell-mesenchymal-fibroblasts
 

(iPS-mpMSC-fbs)
 

into
 

functional
 

islet
 

β
 

cells.Methods Mesen-
chymal-fibroblast

 

(mpMSC-fbs)
 

were
 

isolated
 

and
 

purified
 

from
 

the
 

pancreas
 

of
 

healthy
 

adult
 

mice.The
 

four
 

transcription
 

factors
 

Oct4,Sox2,c-Myc
 

and
 

Klf4
 

were
 

transfected
 

into
 

mpMSC-fbs
 

by
 

lentivirus
 

to
 

induce
 

the
 

transformation
 

of
 

mpMSC-fbs
 

into
 

iPS-mpMSC-fbs.Immunofluorescence
 

staining
 

and
 

Western
 

blot
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

transient
 

receptor
 

potential
 

channel
 

proteins
 

(TRPCs).The
 

protein
 

kinase
 

C
 

(PKC)
 

agonist
 

phorbol
 

myristate
 

acetate
 

(PMA)
 

and
 

antagonist
 

(Bis-1)
 

were
 

co-incubated
 

with
 

iPS-mpMSC-
fbs,and

 

the
 

intracellular
 

free
 

Ca2+
 

concentration
 

was
 

measured
 

by
 

fluorescence
 

imaging
 

system
 

to
 

observe
 

the
 

relationship
 

between
 

PKC
 

and
 

iPS-mpMSC-fbs
 

TRPC/Ca2+
 

channels.Results The
 

mpMSC-fbs
 

were
 

success-
fully

 

isolated
 

and
 

purified
 

from
 

pancreas
 

of
 

the
 

adult
 

mouse,which
 

had
 

similar
 

surface
 

markers
 

(CD90,CD105
 

and
 

CD146)
 

to
 

bone
 

marrow
 

derived
 

mesenchymal
 

stem
 

cells
 

(MSCs).MpMSC-fbs
 

were
 

successfully
 

induced
 

into
 

iPS-mpMSC-fbs,and
 

the
 

induced
 

cells
 

expressed
 

TRPC
 

proteins
 

including
 

TRPC
 

1,3
 

and
 

4.After
 

co-incu-
bation

 

of
 

iPS-mpMSC-fbs
 

with
 

PKC
 

agonist
 

phorbol
 

myristate
 

acetate
 

(PMA),intracellular
 

Ca2+
 

did
 

not
 

show
 

a
 

second
 

peak
 

after
 

stimulation
 

with
 

PLC/Diac
 

pathway.After
 

co-incubation
 

with
 

PKC
 

inhibitor
 

(Bis-1),the
 

second
 

peak
 

of
 

intracellular
 

Ca2+
 

appeared
 

after
 

PLC/Diac
 

pathway
 

stimulation.Conclusion PKC
 

can
 

negatively
 

regu-
late

 

TRPC/Ca2+
 

channels,which
 

affects
 

the
 

differentiation
 

of
 

iPS-mpMSC-fbs
 

into
 

functional
 

islet
 

β
 

cells.
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  1型糖尿病(T1DM)是一种自身免疫性疾病,主
要由免疫介导胰腺β细胞的破坏导致,其特征为胰岛

素绝对缺乏引起的高血糖。根据国际糖尿病联合会

数据,2022年约有5.37亿成年人罹患糖尿病,其中近

2%为T1DM[1]。目前,T1DM 主要治疗方法是注射

胰岛素,该方法虽然能取得良好的效果,但胰岛素用

量较难控制,伴随许多严重并发症,如酮症酸中毒、低
血糖症等[2];胰腺移植、胰岛移植等治疗方案也可获

得较好的疗效,但供体组织短缺使这些治疗方式应用

严重受限,而且还需要对免疫抑制剂的副作用进行严

格控制[3-4]。随着干细胞技术飞速发展,再生医学已

成为损伤修复的研究热点。TAKAHASHI等[5]率先

报道了有关诱导性多能干细胞(induced
 

pluripotent
 

stem
 

cells,iPSCs)的研究。随后大量研究报道iPSCs
可以定向分化为胰腺系细胞,用于 T1DM 的再生治

疗[6-13],干细胞疗法有望成为糖尿病治疗的有效治疗

新方法。但iPSCs定向分化为胰腺系细胞的分子机

制尚不完全清楚。
钙离子(Ca2+)是重要的第二信使信号分子,在细

胞分化过程中起着非常重要的作用。瞬时受体离子

电位通道蛋白(transient
 

receptor
 

potential
 

channel
 

proteins,TRPCs)是位于细胞膜和内质网重要的非选

择性阳离子超家族通道蛋白,与Ca2+ 水平密切相关。
有研究报道,调节细胞内Ca2+水平可诱导iPSCs分化

为功能性细胞[14-16]。HARADA等[17]发现,通过TR-
PC调节细胞内Ca2+ 水平可诱导胚胎干细胞(ES细

胞)向神经细胞分化。而ES细胞向神经干细胞的分

化作用可被蛋白激酶 C(PKC)抑制剂或激活剂调

节[18]。但关于PKC在iPSCs诱导分化为β样细胞过

程中是否发挥相同作用未有相关报道。本研究将成

年小鼠胰腺分离纯化的间充质样-成纤维细胞(mouse
 

pancreas-derived
 

mesenchymal
 

like
 

fibrotic
 

cells,
mpMSC-fbs)通过基因转染技术诱导生成诱导性多能

干细胞-mpMSC-fbs(iPS-mpMSC-fbs),并通过抑制或

激活PKC检测细胞内Ca2+ 水平,从而探究PKC在

iPSCs分化为β样细胞过程中发挥的作用。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

选择遗传背景为 C57/Bl6的野生型成年小鼠

(60
 

d龄)20只,均饲养于无特殊病原体(SPF)级动物

室,所有实验操作遵守重庆医科大学伦理委员会规

定,动物实验伦理批准号:2019年伦审第(2)号。
1.1.2 仪器与试剂

胰蛋白酶(批号:T1426)、明胶(批号:G7041)、聚
凝胺(批号:107689)均购自美国Sigma-Aldrich公司,

小鼠细胞分层液(批号:17-0891-09)、DMEM 培养基

(批号:SH30022.01B)均购自美国 HyClone公司,胎
牛血清(FBS,批号:10270106)购自美国 GIBCO 公

司,蛋白裂解液(批号:89900)购自美国ThermoFish-
er公司,BCA蛋白浓度测定试剂盒(批号:P0012)购
自上海碧云天生物技术有限公司,病毒质粒包裹转染

系统(批号:A35684)购自美国Gibco公司,Hank’s平

衡盐溶液[HBSS,含140
 

mmol/L
 

NaCl、4.8
 

mmol/L
 

KCl、1.25
 

mmol/L
 

CaCl2、
 

2
 

mmol/L
 

MgCl2、
5

 

mmol/L葡萄糖、12.5
 

mmol/L
 

N-2-羟乙基哌嗪-
N'-2-乙磺酸(HEPES),pH

 

7.4]。Milli-Q􀆿
 

IQ
 

7000纯

水仪(美国 Millipore公司)、Quantum
 

CX5蛋白凝胶成

像系统(法国Vilber公司)、微量移液枪(德国Eppendorf
公司)、Ti2-U 倒置荧光显微镜(日本 Nikon公司)、
HERAcell

 

240i细胞培养箱(美国Thermo
 

Fisher公司)
及LSM800激光共聚焦显微镜(德国Zeiss公司)。
1.2 方法

1.2.1 mpMSC-fbs的分离与纯化

取成年小鼠胰腺,体积比胰酶∶乙二胺四乙酸

(EDTA)=1∶1消化小块胰腺组织,30
 

min后用小鼠

细胞分层液(Percoll连续密度梯度离心法)离心分层。
用15

 

mL离心管先后缓慢注入 Percoll工作原液

(Percoll与85
 

g/L
 

NaCl体积比9∶1混合)、600
 

g/L
 

Percoll工作液(因胰腺间充质干细胞的悬浮密度为

1.072/cm2,可悬浮在600
 

g/L
 

Percoll工作液层中)和
500

 

g/L
 

Percoll工作液各3
 

mL,然后缓慢注入制备

好的胰腺单细胞悬液3
 

mL(比例为3∶7),平稳放入

水平离心机后,2
 

000
 

r/min离心20
 

min,吸去表层培

养液,抽取所需层面细胞进行原代培养,并接种于含

10%
 

FBS的 DMEM 培养液中,转入孵箱,37
 

℃、
5%

 

CO2 饱和湿度下培养。48
 

h后全量换液,之后每

3天换液,去除非贴壁细胞,约45
 

d后即可传代,两次

传代后获得实验所需mpMSC-fbs。
1.2.2 对mpMSC-fbs进行iPS诱导实验

将6×105 个分离纯化的 mpMSC-fbs置于35
 

mm
明胶覆盖处理,在含10%

 

FBS的DMEM
 

中培养,第2
天加入聚凝胺,终浓度为5

 

μg/mL。采用包含4种干

性转录因子(Oct4、Sox2、Klf4及c-Myc)的单病毒质

粒包裹转染系统[最佳感染复数(MOI)范围0.1~
1.0]对 mpMSC-fbs进行转染,转染时间约16

 

h。转

染24
 

h后,用未加聚凝胺的成纤维细胞培养基换液。
48

 

h后,用无血清iPS细胞培养基换液。
1.2.3 mpMSC-fbs和iPS-mpMSC-fbs生物学特性

鉴定

使用免疫荧光染色和 Western
 

blot检测 mpM-
SC-fbs是 否 表 达 CDCD90、CD105和 CD146,检 测
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iPS-mpMSC-fbs中是否表达TRPCs。
1.2.4 细胞内Ca2+水平测定

细胞生长于明胶处理载玻片上,37
 

℃、5
 

μmol/L
钙离子荧光探针Fura-2AM孵育30~60

 

min,室温等

渗HBSS缓冲液清洗。载玻片放入温控小室循环系

统(美国 Warner公司)并连接至倒置荧光显微镜(日
本Olympus公司)。HBSS缓冲液2

 

mL/min流速持

续灌洗细胞表面。PKC激动剂佛波醇酯(PMA)和拮

抗剂(Bis-1)缓冲液与细胞作用15
 

min后转换正常

HBSS缓冲液。应用EasyRatioPro超快离子荧光影

像系统(美国PTI公司)测定细胞内游离Ca2+ 水平,
影像和光学刺激信号交替于波长340~380

 

nm(20
 

Hz),监测510
 

nm处的发射波长,计算机软件自动测

量校正和记录所得结果。
2 结  果

2.1 分离纯化的mpMSC-fbs与骨髓来源的 MSC具

有相似的表面标志物

首先 从 成 年 健 康 小 鼠 胰 腺 中 成 功 分 离 纯 化

mpMSC-fbs,并进行细胞培养,原代培养时细胞生长

缓慢,传代后增殖保持稳定生长(图1A、B)。为确定

前期分离纯化的mpMSC-fbs与骨髓来源的间充质干

细胞(MSCs)形态和表面标志物是否相似,采用免疫

荧光染色实验检测发现,mpMSC-fbs与 MSCs均表

达CD90(图1C、D);采用 Western
 

blot检测发现,
 

mpMSC-fbs也表达 MSC标志物CD105和窦周细胞

标记物CD146(图1E),表明分离纯化的 mpMSC-fbs
具有与骨髓来源的 MSCs相似的形态和表面标志物。
2.2 iPS-mpMSC-fbs的诱导形成

为了获得具有干性功能的mpMSC-fbs,将4种关

键性的ES细胞干性转录因子(Oct4、Sox2、c-Myc和

Klf4)转染到mpMSC-fbs,使mpMSC-fbs转变为球体

细胞iPS-mpMSC-fbs。转染后的球体细胞iPS-mpM-
SC-fbs生长稳定,而且再生能力强(图2),表明成功诱

导出了iPS-mpMSC-fbs。

  A:第24天原代培养中的mpMSC-fbs(20×);B:传代后稳定生长的mpMSC-fbs(20×);C:mpMSC-fbs表达CD90(免疫荧光染色,20×);D:骨
髓来源的 MSC表达CD90(免疫荧光染色,20×);E:Western

 

blot检测mpMSC-fbs中CD105和CD146表达。

图1  成年小鼠胰腺分离纯化的 mpMSC-fbs表达CD90、CD105和CD146

  A:7
 

d培养后的iPS-mpMSC-fbs(10×);B:10
 

d培养后的iPS-
mpMSC-fbs(20×);C:稳定后自我更新的iPS-mpMSC-fbs(40×)。

图2  iPS-mpMSC-fbs的诱导形成

2.3 PKC对TRPC/Ca2+通道的影响

为探究PKC对TRPC/Ca2+的影响,首先通过免

疫荧光染色实验证实iPS-mpMSC-fbs表达TRPC1、
TRPC3和 TRPC4(图3A、B)。然后分别将PKC激

动剂(PMA)和拮抗剂(Bis-1)与iPS-mpMSC-fbs共同

孵育,通过荧光影像系统测定细胞内游离Ca2+ 水平,
观察PKC对iPS-mpMSC-fbs

 

TRPC/Ca2+ 通道的相

互调节关系,结果显示:iPS-mpMSC-fbs与PKC抑制

剂(Bis-1)共孵育后,经磷脂酶C(PLC)/Diac途径刺

激后细胞内Ca2+出现第2个高峰(图4A);而与PKC
激动剂(PMA)共孵育后,使用PLC/Diac途径刺激未

见细胞内Ca2+出现第2个高峰(图4B)。
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  A:mpMSC-fbs表达TRPCs(TRPC1、TRPC3和TRPC4);B:iPS-mpMSC-fbs表达TRPCs(TRPC1、TRPC3和TRPC4)。

图3  免疫荧光染色实验检测 mpMSC-fbs和iPS-mpMSC-fbs表达TRPCs(10×)

  A:iPS-mpMSC-fbs与Bis-1共孵育;B:iPS-mpMSC-fbs与PMA共孵育。

图4  PKC反馈性调节iPS-mpMSC-fbs的TRPC/Ca2+通道

3 讨  论

iPSCs分化为胰腺β细胞技术有望治愈T1DM[19]。
目前关于使用iPS疗法治疗T1DM的研究还处于实验

室研究阶段,大多方法是首先通过4种转录因子

(Oct4、Sox2、Klf4、c-Myc)将体细胞转化为具有多种

分化能力的多能细胞[5,20],然后通过调节各种多能干

细胞的生存通路和分化通路,将这些多能细胞从原始

状态逐步分化成为内胚层细胞、原始肠管细胞、后前

肠细胞、胰腺内胚层细胞、内分泌前体细胞,最后分化

成为胰岛β细胞[21]。但iPS诱导产生胰岛β细胞的

效率很低,这一缺点限制了通过iPS诱导产生胰岛β
细胞的应用。

为了提高iPS向胰岛β细胞转化的效率,最近

HOGREBE等[22]报道了一种新方法,该研究建立了

肌动蛋白细胞骨架的状态与驱动胰腺谱系的胰腺转

录因子表达之间的联系,通过靶向细胞骨架促进iPSs
向胰岛β细胞分化。研究人员将分化出的细胞移植

到T1DM小鼠体内,发现T1DM 小鼠可以维持正常

血糖至少9个月[22],但该方法的有效性必须在体型更

大的动物实验中进行验证,同时需要找到一种新的自

动化方法,产生更多的细胞。因此,探索提高iPS向

胰岛β细胞转化效率的新方法是实现其应用的必要

前提。

TRPC是位于细胞膜和内质网的重要非选择性

阳离子超家族通道蛋白,其开放状态与细胞内Ca2+水

平密切相关,而作为第二信使信号的Ca2+在细胞分化

中具有非常重要的作用。有研究发现,可以通过调控

Ca2+水平诱导iPSCs分化为功能性细胞,如分化为神

经细胞、心肌细胞和骨细胞等[14-16]。HARADA等[17]

发现,诱导ES细胞向神经细胞分化可以通过TRPC
调节细胞内Ca2+水平实现。而这种分化作用既可被

PKC抑制剂(Bis-1)激活,又可被PKC激活剂(PMA)
抑制[18]。据此,可以假设将成年小鼠胰腺本身分离纯

化的mpMSC-fbs通过iPS基因转染技术诱导为多能

干细胞(iPS-mpMSC-fbs),继而借助TRPC调控iPS-
mpMSC-fbs细胞内Ca2+水平,抑制PKC信号传导通

路,促使iPS-mpMSC-fbs向胰岛β细胞分化,这可能

是提高iPS向胰岛β细胞转化效率的新方法。
为了验证上述假设,本研究首先从小鼠胰腺中分

离纯 化
 

mpMSC-fbs,然 后 采 用 慢 病 毒 将 Oct-4、c-
Myc、Sox-2和Kif-4基因转染到 mpMSC-fbs,完成基

因再编码过程,得到iPS-mpMSC-fbs。通过采用PKC
激活剂(PMA)与iPS-mpMSC-fbs共孵育后,检测到

细胞内Ca2+水平未出现第2个峰,表明PKC的激活
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抑制 了 TRPC/
 

Ca2+ 通 道;而 采 用 PKC 抑 制 剂

(Bis-1)与iPS-mpMSC-fbs共孵育后,检测到细胞内

Ca2+水平出现第2个峰,表明 PKC的抑制激活了

TRPC/Ca2+通道。基于此,可以得出结论,PKC通过

负性调控TRPC/Ca2+通道调节iPS-mpMSC-fbs分化

为功能性胰岛β细胞的能力。
综上所述,本研究的发现为提高iPSCs向胰岛β

细胞转化的效率提供了新思路和新方向。不过后续

研究还需要比较加PKC抑制剂和加PKC激活剂的

iPS-mpMSC-fbs的分化状态,进一步确证PKC在iP-
SCs分化为功能性胰岛β细胞中的具体作用。
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