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本公开提供了用于治疗糖尿病的基于细胞

的组合物、用于鉴定优先分化成内胚层细胞的细

胞的方法、用于制备胰岛素产生胰腺细胞的方法

以及用于治疗与胰岛素缺乏相关的疾病的相关

方法。
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1.一种产生人类胰岛素分泌细胞的方法，其包括：

a．粘附培养人类干细胞，从而使所述人类干细胞自发地形成三维结构，其中所述人类

干细胞至少能够分化成内胚层谱系；和

b．悬浮培养步骤a获得的三维结构；

其中培养步骤a和b包括至少20天暴露于视黄酸和环巴胺，并且不包括将所述三维结构

暴露于Wnt3A；并且其中所述人类干细胞为多能重编程干细胞。

2.一种产生人类胰岛素分泌细胞的方法，其包括：

a．粘附培养人类干细胞，从而使所述人类干细胞自发地形成三维结构，其中所述人类

干细胞至少能够分化成内胚层谱系；和

b．悬浮培养步骤a获得的三维结构；

其中培养步骤a和b包括至少20天暴露于视黄酸和环巴胺，并且不包括将所述三维结构

暴露于Wnt3A；并且其中所述人类干细胞选自胚胎干细胞和诱导的多能干细胞。

3.根据权利要求1或2所述的方法，其中所述人类干细胞来源于细胞系。

4.根据权利要求1或2所述的方法，其中所述人类干细胞是通过重编程人胰腺细胞获得

的多能重编程干细胞。

5.根据权利要求4所述的方法，其中所述多能重编程干细胞通过编码Oct4、Sox2、Klf4

和L‑Myc的表达质粒重编程。

6.根据权利要求4所述的方法，其中所述多能重编程干细胞通过编码Oct4、Sox2、Klf4

和C‑Myc的表达质粒重编程。

7.根据权利要求4所述的方法，其中所述多能重编程干细胞通过编码LIN28、Oct4、Sox2

和Nanog的表达质粒重编程。

8.根据权利要求4所述的方法，其中所述多能重编程干细胞通过编码Gils1、Oct3/4、

Sox2和Klf4的表达质粒重编程。

9.  一种产生人类胰岛素分泌细胞的方法，其包括：

a．粘附培养人类干细胞，从而使所述人类干细胞自发地形成三维结构，其中所述人类

干细胞至少能够分化成内胚层谱系；和

b．悬浮培养步骤a获得的三维结构；

其中培养步骤a和b包括至少20天暴露于浓度为1 .0至10.0μM的视黄酸和浓度为0.1至

1.0μM的环巴胺，并且不包括将所述三维结构暴露于Wnt3A；并且其中所述人类干细胞选自

胚胎干细胞和多能重编程干细胞。

10.  一种产生人类胰岛素分泌细胞的方法，其包括：

a．粘附培养人类干细胞，从而使所述人类干细胞自发地形成三维结构，其中所述人类

干细胞至少能够分化成内胚层谱系；和

b．悬浮培养步骤a获得的三维结构；

其中培养步骤a和b包括至少20天暴露于浓度为1 .0至10.0μM的视黄酸和浓度为0.1至

1.0μM的环巴胺，并且不包括将所述三维结构暴露于Wnt3A；并且其中所述人类干细胞为诱

导的多能干细胞。

11.一种产生人类胰岛素分泌细胞的方法，其包括：

a．在包括激活素‑A和渥曼青霉素的第一培养基中，在粘性基底上培养人类干细胞，其
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中所述人类干细胞不暴露于Wnt3a；

b．在包括视黄酸和环巴胺的至少一种附加培养基中进一步培养所述细胞；和

c．当所述细胞形成三维细胞结构时，将所述细胞转移到悬浮培养物中；

其中所述细胞暴露于视黄酸和环巴胺至少20天；并且其中所述人类干细胞选自胚胎干

细胞和多能重编程干细胞。

12.一种产生人类胰岛素分泌细胞的方法，其包括：

a．在包括激活素‑A和渥曼青霉素的第一培养基中，在粘性基底上培养人类干细胞，其

中所述人类干细胞不暴露于Wnt3a；

b．在包括视黄酸和环巴胺的至少一种附加培养基中进一步培养所述细胞；和

c．当所述细胞形成三维细胞结构时，将所述细胞转移到悬浮培养物中；

其中所述细胞暴露于视黄酸和环巴胺至少20天；并且其中所述人类干细胞为诱导的多

能干细胞。

13.一种产生人类胰岛素分泌细胞的方法，其包括：

a．在包括激活素‑A和渥曼青霉素的第一培养基中，在粘性基底上培养人类干细胞，其

中所述人类干细胞不暴露于Wnt3a；

b．在包括视黄酸和环巴胺的至少一种附加培养基中进一步培养所述细胞；和

c．当所述细胞形成三维细胞结构时，将所述细胞转移到悬浮培养物中；

其中所述细胞暴露于浓度为1.0至10.0μM的视黄酸和浓度为0.1至1.0μM的环巴胺至少

20天；并且其中所述人类干细胞选自胚胎干细胞和多能重编程干细胞。

14.一种产生人类胰岛素分泌细胞的方法，其包括：

a．在包括激活素‑A和渥曼青霉素的第一培养基中，在粘性基底上培养人类干细胞，其

中所述人类干细胞不暴露于Wnt3a；

b．在包括视黄酸和环巴胺的至少一种附加培养基中进一步培养所述细胞；和

c．当所述细胞形成三维细胞结构时，将所述细胞转移到悬浮培养物中；

其中所述细胞暴露于浓度为1.0至10.0μM的视黄酸和浓度为0.1至1.0μM的环巴胺至少

20天；并且其中所述人类干细胞为诱导的多能干细胞。

15.根据权利要求11‑14中任一项所述的方法，其中所述人类干细胞在所述粘性基底上

培养时形成三维结构。
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用于治疗糖尿病的胰腺细胞及其生成方法

[0001] 相关申请

[0002] 本申请根据美国法典第35款第119(e)条要求2018年2月9日提交的美国临时申请

62/628,470的优先权，其全部内容通过引用并入本文。

技术领域

[0003] 本公开总体上涉及细胞生物学、干细胞和细胞分化领域。更具体地，本公开提供了

用于生成胰腺细胞的方法、用于基于细胞的疗法的鉴定细胞的方法以及用于治疗糖尿病的

相关方法。

背景技术

[0004] 提供下面的讨论以帮助读者理解本公开，并且不允许描述或构成本公开的现有技

术。

[0005] 糖尿病和胰岛素

[0006] 糖尿病(diabetes  mellitus)(即糖尿病(diabetes))是一种其中身体产生或响应

胰岛素激素的能力受损，导致碳水化合物的异常代谢以及血液和尿液中升高的葡萄糖水平

的疾病。该疾病被细分为若干种亚型，可替代地被描述为1型糖尿病、胰岛素依赖型糖尿病

(IDDM)、青年人中的成人发病型糖尿病(MODY)、潜伏性成人糖尿病(LADA)、脆性糖尿病、消

瘦型糖尿病、1.5型糖尿病、2型糖尿病、3型糖尿病、肥胖相关的糖尿病、妊娠糖尿病以及本

领域接受的其他命名法。

[0007] 通常，患有胰岛素依赖型糖尿病的受试者需要施用外源性胰岛素以充分地降低血

糖。非胰岛素依赖型受试者可以通过药物干预充分地降低血糖，所述药物干预包含增强对

胰岛素敏感性或葡萄糖排泄的药物种类。患有胰岛素依赖型糖尿病的受试者可能会受益于

细胞替代疗法，其中将胰岛素产生细胞植入到受试者中，无论该疾病是否被标记为1型糖尿

病、MODY、LADA、脆性糖尿病、消瘦型糖尿病、1.5型糖尿病、2型糖尿病、3型糖尿病、肥胖相关

的糖尿病或其任意组合。

[0008] I型糖尿病通常在儿童和青年人中诊断，并且以前被称为青少年糖尿病。只有5‑

10％的患有糖尿病的人具有这种形式的疾病。成人发病型糖尿病是该疾病最常见的形式，

并且其是由于胰岛素产生β细胞的损伤或破坏、胰岛素抗性的发展或胰岛素产生β细胞的损

伤和胰岛素抵抗的发展两者而产生的。由于遗传和环境因素的结合，糖尿病可以在非肥胖

的成人和儿童中出现。在肥胖的成人和儿童中，胰腺可能试图制造附加胰岛素以便控制血

糖，但随着时间的推移，其无法保持并维持血糖在正常水平。身体对产生的胰岛素也可能变

得不太敏感。分泌胰岛素的β细胞的长期过度活动可能导致β细胞功能障碍和死亡。

[0009] 糖尿病的症状根据受试者的血糖波动多少而变化。一些人(尤其是那些患有前驱

糖尿病或非胰岛素依赖型糖尿病的人)最初可能不会出现症状。在I型糖尿病中，症状倾向

于很快出现，并且更加严重。

[0010] I型糖尿病和II型糖尿病的一些体征和症状包含但不限于增加的口渴；尿频；极度
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饥饿；无法解释的体重减轻；在尿液中存在酮(酮是在没有足够的可用胰岛素时发生的肌肉

和脂肪分解的副产物)；疲劳；易怒；模糊的视力；伤口愈合缓慢；频繁感染，诸如牙龈或皮肤

感染和阴道感染。

[0011] 用于治疗糖尿病的基于细胞的疗法

[0012] 胰岛素依赖型糖尿病患者可以潜在地通过移植新的胰岛素产生细胞来治愈，但是

这种方法迄今为止已经受到限制，因为这些细胞难以以足够的数量和质量获得。参见，例如

Pagliuca  FW,et  al.Cell,154(2):428‑439(2014)。因此，长期以来，生物医学研究的目标

是以更有效和更可预测的方式从人类干细胞中生成胰岛素产生β细胞。Id.为了实现这一目

标，必须建立生成统一的β细胞群体的方案，该β细胞群体在暴露于葡萄糖时产生胰岛素。然

而，这样的方案仍然难以达成。许多研究小组已经提出了各种方案，这些方案使用不同的细

胞系产生了不同的结果。功能性β细胞的这种不一致的产生增加了获得治疗益处所需的总

细胞剂量，因此增加了潜在疗法的成本，并且由于可变的结果而限制了临床适用性。

[0013] 从人类干细胞生成胰岛素产生β细胞的大多数既定方案产生高度可变的细胞群

体。参见，例如Pagliuca  FW,et  al.Cell,154(2):428‑439(2014)。实际上，在本领域中，通

常的做法是针对特定的细胞系调整给定的分化方案，从而阻止了本领域中分化的任何标准

化。从各种分化方案中提高β细胞产量的方法通常包含以反复试错类型的方法测试影响分

化途径的许多因素的组合。参见，例如Pagliuca  FW,et  al.Cell,154(2):428‑439(2014)；

Rezenia  A .et  al .Nat .Biotech .,32:1121‑33(2014)；Schulz  TC  et  al .Plos  One ,7:

e37004(2012) .Chetty  S.et  al.Nat.Methods,10:553‑556(2012)。因此，用于从一个起始

干细胞群体制备β细胞的特定方案可能对分化不同的起始群体是无效的。

[0014] 此外，所产生的分化的细胞群体中的不一致性已经影响了任何所提出的疗法的临

床应用，因为该领域的研究人员一直在努力获得具有持续高百分比的胰岛素产生细胞的分

化群体。这不仅降低了治疗糖尿病的基于细胞的疗法的潜在功效，而且还引起了对关于含

有异源细胞群体的细胞移植的致瘤潜力的担忧。此外，细胞批次之间的低再现性直接影响

产生细胞的成本，并且限制了该方案向临床的转化。

[0015] 在采用不同的分化方案中的这种可变性中的一些可以追溯到起始细胞系。例如，

已经显示多能细胞系在分化成某些谱系的能力上可以有很大差异。参见Bock  C  et 

al.Cell,144:439‑452(2011)；Lim  H  et  al.J.Vis.Exp.,(90):e51755(2014)；Osafune  K 

et  al.Nat.Biotechnol.,26:313‑315(2008)。单个人类干细胞在其对目前使用的分化方案

的反应中的这种不同能力已被证明是难以克服的障碍，因为研究人员没有迹象表明给定的

细胞系或起始细胞最终产生治疗性细胞的潜力。

[0016] 此外，当使用具有稍微不同遗传背景的细胞系时，由现有技术提供的指导实际上

可能适得其反。例如，从多能干细胞生成胰岛素产生细胞的既定方案的一致特征是限制暴

露于视黄酸和环巴胺。参见Nostro  et  al.Stem  Cell  Reports,4:1‑14(2015)。来自现有技

术的另一个一致的指导是，为了胰腺细胞的适当成熟，需要在悬浮的三维培养物中开始分

化。参见Pagliuca  FW ,et  al .Cell ,154(2):428‑439(2014) ,Rezania  et  al .Nature 

Biotechnology,32(11):1121‑33(2014)。如下面更详细地讨论的，遵循这样的指导实际上

可以抑制胰岛素分泌细胞从各种干细胞系的分化。

[0017] 因此，仍然需要生成用于治疗糖尿病的治疗性的胰岛素产生细胞的改进的和可预
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测的方法。本公开满足了这些需求。

发明内容

[0018] 本文描述了产生胰岛素并且可以用于治疗糖尿病的细胞和细胞组合物，以及其制

备和鉴定方法。

[0019] 在一个方面，本公开提供了产生哺乳动物胰岛素分泌细胞的方法，其包括：粘附培

养哺乳动物干细胞，从而使哺乳动物干细胞自发地形成三维结构；和悬浮培养所述三维结

构；其中培养步骤包括至少20天暴露于视黄酸和环巴胺，并且不包括将三维结构的干细胞

暴露于Wnt3A。

[0020] 在另一个方面，本公开提供了产生胰岛素分泌细胞的方法，其包括：在包括激活

素‑A和渥曼青霉素的第一培养基中，在粘性基底上培养哺乳动物干细胞，其中哺乳动物干

细胞不暴露于Wnt3a；在包括视黄酸和环巴胺的至少一种附加培养基中进一步培养细胞；以

及当细胞形成三维细胞结构时，将细胞转移到悬浮培养物中；其中细胞被暴露于视黄酸和

环巴胺至少20天。

[0021] 在前述方面的一些实施例中，哺乳动物干细胞可以是人类干细胞，而在一些实施

例中，哺乳动物干细胞可以是非人灵长类干细胞。在前述方面的一些实施例中，哺乳动物干

细胞来源于细胞系。

[0022] 在一个方面，本公开提供了产生哺乳动物胰岛素分泌细胞的方法，其包括在包括

内胚层诱导因子的第一培养基中培养哺乳动物干细胞，从而将哺乳动物干细胞分化为内胚

层细胞；以及在包括内分泌诱导因子的第二培养基中培养内胚层细胞，从而将内胚层细胞

分化为内分泌细胞；其中哺乳动物干细胞在分化成内胚层细胞之前没有暴露于角质细胞生

长因子(KGF)。

[0023] 在一些实施例中，哺乳动物干细胞可以是人类干细胞、非人灵长类干细胞或来源

于另一种哺乳动物(包含但不限于猪、牛、羊、马、狗或猫)的干细胞。

[0024] 在一些实施例中，内胚层诱导因子包括激活素‑A、视黄酸和/或环巴胺。在一些实

施例中，第一培养基可以进一步包括渥曼青霉素。在一些实施例中，第一培养基不包括

Wnt3A。在一些实施例中，细胞在第一培养基中培养1‑3天。

[0025] 在一些实施例中，第二培养基可以包括noggin和/或KGF。在一些实施例中，第二培

养基可以包括视黄酸和环巴胺。在一些实施例中，细胞在第二培养基中培养1‑4天。

[0026] 该方面的一些实施例可以包括在包括KGF的第三培养基中进一步培养内分泌细

胞，从而将内分泌细胞分化为胰腺祖细胞。在一些实施例中，第三培养基包括noggin和/或

表皮生长因子(EGF)。在一些实施例中，第三培养基包括视黄酸和环巴胺。在一些实施例中，

细胞在第三培养基中培养1‑4天。

[0027] 该方面的一些实施例可以包括在包括noggin、EGF、γ ‑分泌酶抑制剂XXI和/或

Alk5i  II的第四培养基中进一步培养胰腺祖细胞。在一些实施例中，第四培养基可以包括

T3。在一些实施例中，第四培养基可以包括视黄酸和环巴胺。在一些实施例中，细胞在第四

培养基中培养1‑4天。

[0028] 该方面的一些实施例可以包括在包括Alk5i  II和/或视黄酸的第五培养基中进一

步培养胰腺祖细胞。在一些实施例中，第五培养基可以包括T3。在一些实施例中，第五培养
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基可以包括视黄酸和环巴胺。在一些实施例中，细胞在第五培养基中培养1‑5天。

[0029] 该方面的一些实施例可以包括在包括Alk5i  II、烟酰胺和/或胰岛素样生长因子

(IGF)‑I的第六培养基中进一步培养胰腺祖细胞。在一些实施例中，第六培养基可以包括T3

和/或BMP4。在一些实施例中，第六培养基可以包括视黄酸和环巴胺。在一些实施例中，第六

培养基可以包括胰高血糖素。在一些实施例中，细胞在第六培养基中培养1‑9天。

[0030] 在另一个方面，本公开提供了产生胰岛素分泌胰腺细胞的方法，其包括在包括激

活素‑A和渥曼青霉素的第一培养基中培养人类干细胞，从而将人类干细胞分化为内胚层细

胞，其中人类干细胞在分化为内胚层细胞之前没有被暴露于角质细胞生长因子(KGF)；以及

在包括视黄酸和环巴胺的第二培养基中培养内胚层细胞，从而将内胚层细胞分化为内分泌

细胞；在包括KGF、noggin和EGF的第三培养基中培养内分泌细胞，从而将内分泌细胞分化为

胰腺祖细胞；以及在包括noggin、EGF、γ ‑分泌酶抑制剂XXI和Alk5i  II的第四培养基中培

养胰腺祖细胞，从而将胰腺祖细胞分化为胰岛素产生胰腺细胞。

[0031] 在该方面的一些实施例中，第二培养基进一步包括KGF。在一些实施例中，人类干

细胞来源于胰腺原代组织。在一些实施例中，第四培养基可以包括甲状腺激素，诸如T3。

[0032] 在该方面的一些实施例中，第三培养基和第四培养基都可以包括视黄酸和环巴

胺。

[0033] 该方面的一些实施例可以包括在第五培养基和/或第六培养基中进一步培养细

胞，其中第五培养基包括Alk5I  II和视黄酸以及任选地环巴胺，并且其中第六培养基包括

Alk5i  II、烟碱胺、IGF‑I以及任选地视黄酸和环巴胺。在一些实施例中，第六培养基可以包

括胰高血糖素。

[0034] 在前述方面的一些实施例中，细胞可以培养30天或更少。

[0035] 在另一个方面，本公开提供了用于治疗糖尿病的基于细胞的组合物，其包括替代

胰腺细胞的群体和用于植入到需要其的人类受试者中的合适的载体，其中至少66％的替代

胰腺细胞是胰岛素产生胰腺细胞。

[0036] 在一些实施例中，至少66％的替代胰腺细胞表达NeuroD1，而在一些实施例中，至

少68％的替代胰腺细胞表达Nkx6.1。

[0037] 在一些实施例中，胰岛素产生胰腺细胞根据以下方法获得，所述方法包括在包括

内胚层诱导因子的第一培养基中，在粘性基底上培养人类干细胞的群体，其中哺乳动物干

细胞不暴露于Wnt3a；在至少一种包括视黄酸和环巴胺的附加培养基中进一步培养细胞；以

及当细胞形成三维细胞结构时，将细胞转移到悬浮培养物中；其中细胞被暴露于视黄酸和

环巴胺至少20天。

[0038] 在一些实施例中，内胚层诱导因子包括激活素‑A和/或渥曼青霉素。在一些实施例

中，所述至少一种附加培养基可以包括KGF、noggin、EGF和/或甲状腺激素(诸如T3)。

[0039] 在一些实施例中，替代胰腺细胞可以被包封在大胶囊中。例如，细胞可以被包封在

包括海藻酸盐、硫酸纤维素、葡甘露聚糖或其组合的大胶囊中。

[0040] 在前述方面的一些实施例中，人类干细胞来源于胰腺原代组织，是人胚胎干细胞，

是诱导的多能干细胞，或者是非多能重编程细胞。在一些实施例中，重编程细胞来源于胰腺

原代组织，例如，通过表达重编程基因而不将重编程基因掺入到细胞的基因组中。在一些实

施例中，重编程基因可以在至少一个附加体表达质粒上编码，该质粒不掺入到基因组中。在

说　明　书 4/27 页

7

CN 111836885 B

7



一些实施例中，重编程基因包括Oct4、Sox2、Klf4和L‑Myc。

[0041] 在另一个方面，本公开提供了鉴定优先分化成内胚层谱系的未分化的细胞的方

法，其包括评估未分化的细胞中BHMT2和NAP1L1的表达，并且如果BHMT2的表达相对于对照

细胞下调并且NAP1L1的表达相对于对照细胞上调，则将该细胞鉴定为具有分化成内胚层谱

系的偏好。

[0042] 该方面的一些实施例进一步包括评估未分化的细胞中Cox7A1和HSPB2的表达，并

且如果Cox7A1和HSPB2的表达都相对于对照细胞下调，则将该细胞鉴定为具有分化成内胚

层谱系的偏好。在一些实施例中，对照细胞可以是多能细胞，其不表现出向内胚层谱系的优

先分化或基本上不能向中胚层谱系分化。

[0043] 在一些实施例中，当所评估的未分化的细胞优先地分化成内胚层谱系时，BHMT2的

表达相对于对照细胞下调至少2个对数，并且NAP1L1的表达相对于对照细胞上调至少2个对

数。在一些实施例中，当评估的未分化的细胞优先地分化成内胚层谱系时，Cox7A1和HSPB2

的表达相对于对照细胞都下调至少2个对数。

[0044] 该方面的一些实施例进一步包括评估GLIS2、CCDC58、MTX3和C7orf29的表达。例

如，在一些实施例中，当所评估的未分化的细胞优先地分化成内胚层谱系时，GLIS2、CCDC58

和MTX3的表达相对于对照细胞可以上调，并且C7orf29的表达相对于对照细胞可以下调。

[0045] 在一些实施例中，表达的水平通过Q‑PCR和/或通过微阵列分析来评估。

[0046] 以下详细描述是示例性和解释性的，并且旨在提供对本发明的进一步解释。

附图说明

[0047] 图1A‑1C示出了从朗格汉斯岛中选择诱导的多能干细胞(iPSC)系SR1423。图1A示

出了SR1423的选择方案。图1B表示免疫染色，随后通过荧光显微镜检查显示在分化第3天内

胚层标记物Sox17(左)和HNF3β(中)的SR1423表达。图1C示出了在SR1423细胞分化的第11天

胰腺标记物Pdx1(左)和Nkx6.1(中)的免疫染色。合并的图像示出了标记物与核染色组合的

共同染色。这些图像是以40倍的放大率拍摄的。

[0048] 图2示出了SR1423细胞较差地分化为中胚层谱系。SR1423对Sox17(内胚层)、

Brachyury(中胚层)或OTX2(外胚层)进行免疫染色。核染色(在中胚层框架中明显)显示总

的细胞数。该图表明，SR1423细胞具有成为内胚层和外胚层的能力(如通过Sox17和Otx2的

几乎一致的标记所指示的)，但较差地分化为中胚层，如通过不能表达Brachyury所指示的。

[0049] 图3A‑3D示出了SR1423细胞具有多能干细胞的典型特征。图3A示出了SR1423细胞

表达多能性标记物Oct4、Tra‑1‑81、Tra‑1‑60、Sox2、SSEA。图3B示出了，在培养中40代后，

SR1423细胞的核型是正常的。图3C示出了如通过单串联重复分析(STR)评估的DNA指纹。图

3D示出了SR1423细胞倍增时间。

[0050] 图4A‑4B示出了SR1423细胞具有与向内胚层谱系的优先分化相关的基因表达模

式。图4A示出了SR1423、B、C和D的基因表达谱聚类分析。表现出向内胚层的优先分化的两个

系(SR1423和B)和未显示优先分化的两个系(C、D)之间的表达谱的相关性通过无监督的分

级聚类分析来证明。上调的基因以红色显示，并且下调的基因以绿色显示。基于强度过滤器

从该聚类分析中选择差异表达基因的子集，该强度过滤器识别在条件之间具有较大表达差

异的基因。代表了250个具有最大表达差异的基因。图4B  qRT示出了在A中鉴定的上调和下
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调的基因的子集的PCR验证。

[0051] 图5A‑5B示出了SR1423细胞产生健壮的胰腺的激素分泌细胞群体。图5A示出了在

28天后SR1423的分化，其中在上面一行中对Pdx(左)、Nkx6.1(中)和合并(右)进行了免疫染

色。下面一行示出了对胰岛素(左)、胰高血糖素(中)和合并(右)的免疫染色。“合并”图像包

含核染色。所有图像均在分化28天后在40倍原始放大率下拍摄(n＝10)。图5B示出了群体中

胰腺细胞的平均纯度的量化。发现68％的细胞表达Nkx6.1，并且66.5％的细胞表达胰岛素。

[0052] 图6A‑6C示出了通过排除KGF可以跨多种细胞系改善分化。图6A示出了在分化后在

有KGF或没有KGF的情况下SR1423细胞的Pdx(左)和Nkx6.1(中)的免疫荧光染色。图6B示出

了在分化后在有KGF或没有KGF的情况下BGO1V细胞的Pdx(左)和Nkx6(中)的免疫荧光染色。

图6C将所公开的方案与公布的将早期内胚层细胞暴露于HDC57和BGO1V细胞中的KGF的方案

进行了比较。通过原始掺入密度(n＝10)测量表达水平，并与‑KGF方案和+KGF方案进行比

较。图像是以40倍的放大率收集的。误差棒代表平均SD；*P<0.05；****P<0.0001；ns，无意

义。

[0053] 图7示出了SR1423分化产生具有高水平的激素分泌的培养物。这是通过比较

SR1423细胞和HDC57细胞响应于葡萄糖的胰岛素和胰高血糖素分泌来确定的。胰岛素和胰

高血糖素的水平通过C肽(作为胰岛素的替代物)或胰高血糖素ELISA来评估。

[0054] 图8示出了动物模型中糖尿病的逆转。植入的细胞在植入到链脲佐菌素诱导的正

常小鼠后调节血糖。在第0天植入包封的细胞。显示的结果是三只小鼠的平均值。误差棒是

标准偏差。

[0055] 图9A‑9F示出了来源于非人灵长类(NHP)组织的干细胞系的代表性示例。来自NHP

供体A的未分化的系A1.3表达多能性标记物Oct4、SSEA4、Tra‑1‑80和Tra‑1‑60(A‑D)。这些

细胞在分化的第4天表达内胚层标记物Sox17和HNF2β(E)，并且在第12天表达胰腺标记物

Pdx1和Nkx6.1(F)。细胞核被染色。

[0056] 图10A‑B示出了暴露于胰高血糖素减少了共表达胰岛素和胰高血糖素的细胞的

量。

具体实施方式

[0057] 本文描述了可以用于治疗糖尿病的胰岛素分泌细胞和生成产生人胰岛素的β细胞

的纯治疗性细胞群体的改进的方法。更具体地，本公开提供了产生哺乳动物胰岛素分泌细

胞的方法，其包括用具有向内胚层谱系分化的偏好或倾向的干细胞系开始培养，使得简单

的分化方案可以产生胰岛素分泌细胞的纯群体，其显示出响应葡萄糖分泌胰岛素的成熟表

型。在其他步骤中，所公开的方案可以包含将干细胞(特别是对内胚层谱系表现出偏好或倾

向的干细胞)长期(例如，至少20天)暴露于视黄酸和环巴胺(或化学类似物)。培养可以在粘

附中开始，允许细胞自然和自发地形成三维结构；然后将三维结构转移到悬浮培养物中。在

培养期间，细胞可能不暴露于Wnt3a，无论是粘附生长还是悬浮生长。此外，本公开还提供了

用于鉴定适合于细胞疗法且具有向内胚层谱系分化的倾向的细胞群体的方法。

[0058] I.定义

[0059] 如本文中所使用的，术语“约”将被本领域普通技术人员理解，并且将根据其使用

的上下文在一定程度上变化。如果给定其使用的上下文的该术语的使用对于本领域普通技
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术人员来说不清楚，则“约”将意味着该特定术语的最多正或负10％。

[0060] 如本文中所使用的，术语“基本上不含”将指的是没有加入组合物基本上不含的药

剂，但不排除存在痕量的药剂。

[0061] 如本文中所使用的，术语“胰岛细胞”是指终末分化的胰腺内分泌细胞以及任何致

力于形成通常被分类为胰腺内分泌的子代的前体细胞。胰岛细胞表现出胰岛细胞谱系典型

的一些形态特征和表型标记物(举例如下)。成熟的α细胞分泌胰高血糖素；成熟的β细胞分

泌胰岛素；成熟的δ细胞分泌生长抑素；PP细胞分泌胰腺多肽。

[0062] 如本文中所使用的，“胰腺祖细胞”、“胰腺前体细胞”或“胰腺干细胞”是不能有意

义地分泌内分泌激素的胰腺细胞或胰岛细胞，但是这些细胞可以增殖并产生能够分泌内分

泌激素(例如胰岛素)的终末分化的细胞。早期胰腺祖细胞是多能的，这意味着其至少能够

形成胰腺内分泌和胰腺外分泌细胞。

[0063] 如本文中所使用的，术语“干细胞”表示能够分化成特化细胞(例如，胰岛素产生胰

腺细胞)的未分化的细胞。为了本申请的目的，术语“干细胞”可以包含来源于受精后的胚胎

前、胚胎或胎儿组织的多能细胞，其能够产生所有三个胚层(即内胚层、中胚层和外胚层)的

祖细胞；诱导的多能细胞(即已经被重编程基因转导的细胞，并且能够产生所有三个胚层的

祖细胞)；和多能细胞，例如重编程细胞(即，已经被重编程基因转导的细胞)，其可以分化为

仅一个或两个胚层，或者优先分化为特定的胚层(例如，优先地分化为外胚层或内胚层细胞

类型的重编程细胞)。该术语包含以所描述的方式多能性 (pluripotent)或多能性

(multipotent)的各种干细胞(包含从原始组织获得的细胞)的两种已建立的系。

[0064] 如本文中所使用的，术语“诱导的多能细胞”或“诱导的多能干细胞”(“iPS细胞”)

是指通过遵循本领域公认的标准方法(例如，体细胞核移植、用重编程基因转导、化学诱导

(参见De  Los  et  al.,Cell  Research,23:1337‑1338(2013)；Federation  et  al.,Trends 

in  Cell  Biology,24:179‑187(2013))等)对成人体细胞、生殖细胞、多能细胞或其他细胞

类型进行重编程而获得的多能细胞。该术语同时包含已建立的诱导的多能干细胞和以所述

方式从原代组织获得的细胞。

[0065] 如本文中所使用的，术语“非多能重编程细胞”或“多能的重编程细胞”表示通过用

已知的重编程方法(诸如重编程基因的转导/表达和上述其他方法)对成人体细胞、生殖细

胞、多能细胞或其他细胞类型进行重编程而获得的细胞。与诱导的多能细胞不同，“非多能

重编程细胞”或“多能的重编程细胞”可能仅分化成一个或两个胚层，或者具有分化成特定

胚层的偏好(例如，优先地分化成外胚层或内胚层细胞类型，但不能有效地分化成中胚层细

胞的重编程细胞)。该术语同时包含已建立的诱导的多能细胞(例如SR1423)和以所述方式

被重编程为多能的从原代组织获得的细胞。

[0066] 如本文中所使用的，术语“重编程基因”表示本领域通常用于诱导分化的细胞的多

能性(pluripotency)或多能性(multipotency)的已知基因和转录因子。示例性的重编程基

因包含但不限于Oct4(即Oct‑3/4或Pou5f  1)；Sox家族转录因子，诸如Sox1、Sox2、Sox3、

Sox15和Sox18；Klf家族转录因子，诸如Klf4、Klf1、Klf2和Klf5；Myc家族转录因子，诸如C‑

myc、N‑myc和L‑myc；Nanog；LIN28和Glis1。本领域技术人员将理解，所公开的重编程基因以

及本领域已知的其他重编程基因可以以各种方式组合，以便诱导多能性(pluripotency)或

多能性(multipotency)。例如，Yu  et  al .,Science ,318(5858):1917‑20(2007)证明了
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LIN28、Oct4、Sox2和Nanog的组合可以用于生成iPS细胞，而Maekawa  et  al.,Nature,474

(7350):225‑29(2011)证明了Glis1、Oct‑3/4、Sox2和Klf4的组合可以用于生成iPS细胞。

[0067] 如本文中所使用的，术语“分化(differentiate)”或“分化(differentiation)”表

示细胞类型从较不特异性的细胞到较特异性的细胞的变化。例如，任何已经离开多能状态

并沿着发育途径向确定的生殖系发展的细胞都经历了分化。术语“分化的”是相对的术语，

因此正在进行分化的细胞在其向成熟的功能细胞类型发展途径期间可以处于不同的阶段。

因此，处于发育进程后期的细胞可以说比处于早期的细胞被更好地分化。

[0068] 如本文中所使用的，如在本公开中使用的“分化诱导因子”是指在本发明的培养系

统中用于诱导干细胞分化为胰岛谱系的分化细胞(包含前体细胞和终末分化细胞)的化合

物的集合之一。对于化合物的作用方式没有限制。例如，药剂可以通过诱导或协助表型的改

变、促进具有特定表型的细胞生长或延缓其他细胞的生长来辅助分化过程。其也可以充当

其他因子的抑制剂，这些因子可能存在于培养基中，或者由细胞群体合成，否则会导致沿着

途径直接分化为不想要的细胞类型。在“分化诱导因子”的类别内，本领域普通技术人员将

理解，已知某些因子在整个分化过程中诱导某些步骤。例如，本领域普通技术人员将理解，

“内胚层诱导因子”可以包含但不限于单独的或组合的激活素‑A和/或渥曼青霉素。类似地，

“内分泌诱导因子”可以包含但不限于单独的或组合的视黄酸和/或环巴胺。

[0069] 如本文中所使用的，“长期”当用于与基于细胞的疗法/植入物中使用的外来治疗

性细胞的存活和功能相关时，是指至少六个月或更长的时间。

[0070] 如本文中所使用的，短语“治疗有效量”是指移植到受试者体内的包封的细胞的

量，其提供移植细胞的特定药理作用，即产生胰岛素和调节血糖。需要强调的是，治疗有效

量的包封的细胞并不总是能有效地治疗给定受试者的糖尿病，即使本领域技术人员认为这

样的浓度是治疗有效量。仅为方便起见，下面提供了示例性的量。

[0071] 本领域技术人员可以根据治疗特定受试者所需的标准实践来调整这样的量。治疗

有效量可以根据植入的部位、受试者的年龄和体重和/或受试者的状况(包含受试者疾病的

严重程度、受试者的饮食和/或受试者的整体健康状况)而变化。

[0072] 如本文所使用的关于糖尿病的术语“治疗(treatment)”或“治疗(treating)”是指

以下中的一种或多种：减少、改善或消除糖尿病的一种或多种症状或合并症，诸如高血糖和

低血糖、心脏病、肾病、肝病、视网膜病、神经病、不愈合溃疡、牙周病；减少受试者对外源性

胰岛素调节血糖的依赖，在不使用外源性胰岛素的情况下调节受试者的血糖；降低受试者

的糖化血红蛋白或HbA1C水平的百分比；和/或减少受试者对其他药物干预的依赖，诸如胰

岛素增敏剂、葡萄糖排泄增强剂和本领域已知的其他治疗方式。

[0073] 术语“个体”、“受试者”和“患者”在本文中可互换使用，并且是指任何个体哺乳动

物受试者，例如非人灵长类、猪、牛、犬、猫、马或人。

[0074] II.基于细胞的疗法的细胞的鉴定

[0075] 常规的基于细胞的疗法的一个限制是不同的细胞具有不同的分化成成熟的细胞

类型的倾向。例如，已经报道，起始细胞群体的表观遗传特征可以在重编程细胞中持续存

在，这种现象被称为“表观遗传记忆”。结果，iPS细胞和其他重编程细胞可能优先分化为属

于其来源的同一胚层的细胞。因此，在一些实施例中，在所公开的用于生成胰岛素产生细胞

的方法中使用的干细胞可以来源于成熟的内胚层细胞，其已经被重编程为多能的
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(pluripotent)或多能的(multipotent)干细胞。在一些实施例中，在所公开的方法中使用

的干细胞可以来源于已经被重编程的人胰腺细胞。这样的供体胰腺细胞可以来自正在接受

糖尿病治疗的受试者(即自体供体)，或者来自未接受糖尿病治疗的人(即同种异体供体)。

在一些实施例中，在所公开的方法中使用的干细胞可以是来自同意的健康成人供体胰腺的

朗格汉斯岛的重编程原代细胞(参见，例如图1A)。

[0076] 随着时间的推移，在细胞培养中生长的原代细胞可以变得同源并且丧失功能成熟

特性，这可能是适应人工培养条件或遗传漂移的结果。因此，当原代细胞被用作起始细胞群

体时，在例如细胞收获或分离的7天、6天、5天、4天、3天、2天或1天内对原代细胞重编程可能

是有利的。例如，分离的原代细胞可以在细胞收获5天内用重编程基因转导。

[0077] 本领域普通技术人员将理解，当使用重编程基因对原代细胞进行重编程时，存在

可以使用的重编程基因的许多组合。在一些实施例中，原代细胞可以通过用Oct4、Sox2、

Klf4和L‑Myc转导而被重编程。在一些实施例中，原代细胞可以通过用Oct4、Sox2、Klf4和C‑

Myc转导而被重编程。在一些实施例中，原代细胞可以通过用LIN28、Oct4、Sox2和Nanog转导

而被重编程。在一些实施例中，原代细胞可以通过用Glis1、Oct‑3/4、Sox2和Klf4转导而被

重编程。这些示例性的组合不旨在是限制性的，因为重编程基因的其他组合在本领域中是

已知的，并且可以用于所公开的方法的目的。

[0078] 在一些实施例中，在所公开的分化和治疗方法中使用的细胞可能具有向一个生殖

系分化而不是向另一个生殖系分化的偏好。例如，在一些实施例中，原代细胞或干细胞(例

如，SR1423)可以有效地分化为外胚层或内胚层谱系，但是基本上不能分化为中胚层谱系。

这可以通过，例如，采用分化方案或试剂盒将干细胞推向特定的生殖系，但未能检测到生殖

系标记物(例如，对于外胚层为OTX2、对于有内胚层为Sox17或对于中胚层为Brachyury)来

确定。

[0079] 在一些实施例中，沿着内胚层谱系优先地分化的干细胞或原代细胞可以通过某些

分子标记物来鉴定。例如，沿着内胚层谱系优先地分化的干细胞或原代细胞可以表达多能

性的典型标记物(参见，例如，图3A)和正常的核型(参见，例如，图3B)，然而即使表达了多能

性的典型标记物，干细胞也可以是多能的或全能的，并且因此不符合多能性的公认标准。

[0080] 沿内胚层谱系优先地分化的干细胞或原代细胞也可以具有独特的基因表达谱。例

如，在一些实施例中，相对于对照水平或对照细胞，沿着内胚层谱系优先地分化的干细胞或

原代细胞可以下调BHMT2、Cox7A1和HSPB2的表达。在一些实施例中，相对于对照水平或对照

细胞，沿着内胚层谱系优先地分化的干细胞或原代细胞可以上调NAP1L1的表达。此外，相对

于对照细胞，沿着内胚层谱系优先地分化的细胞可以上调GLIS2、CCDC58和MTX3的表达，并

且下调C7orf29的表达。表达水平可以通过本领域已知的任何手段(诸如qRT‑PCR或微阵列

分析)来确定，并且用作比较标准的对照细胞可以包含多能细胞，其不显示出向内胚层谱系

的优先分化或基本上不能分化为中胚层谱系，诸如在NIH登记中发现的标准胚胎干细胞系。

虽然不受理论的束缚，但据信至少BHMT2和NAP1L1在DNA修饰中起作用，并且可能有助于表

观遗传记忆。

[0081] 在一些实施例中，BHMT2、Cox7A1、HSPB2和/或NAP1L1的差异表达相对于多能细胞

或者满足多能性的标准的干细胞可以是至少约1个对数、至少约2个对数或至少约3个对数

增加(对于BHMT2、Cox7A1和HSPB2)或减少(对于NAP1L1)，所述多能细胞不显示出向内胚层

说　明　书 9/27 页

12

CN 111836885 B

12



谱系的优先分化并且基本上不能分化为中胚层谱系。

[0082] 用所公开的表达谱鉴定干细胞表明分化成内胚层谱系并且然后分化成胰岛素产

生细胞的偏好。对向特定生殖层的分化偏好的直接测试提高了生成倾向于特定命运的细胞

系的效率，并且因此适合于基于细胞的疗法。

[0083] III.用于生成胰岛素产生β细胞的方案

[0084] 已经表明，哺乳动物干细胞(例如，iPS细胞、胚胎干细胞和重编程细胞)可以通过

模拟胚胎胰腺发育被分化为胰岛素产生β细胞。参见例如Borowiak  M .et  al .Curr  Opin 

Cell  Biol.,21:727‑32(2009)。多能细胞分阶段分化为胰腺细胞。第一阶段是向内胚层谱

系的分化。内胚层细胞进一步分化为多能胰腺祖细胞，其然后可以被分化为胰岛细胞，并且

然后胰岛细胞可以被分化为β细胞，β细胞在葡萄糖暴露时产生胰岛素。目前的分化方案试

图在体外模拟这些阶段；然而，这些分化方案的临床适应性的效率和成功差异很大。参见，

例如Pagliuca  FW,et  al.Cell,154(2):428‑439(2014)。事实上，目前的分化方案必须经常

根据其所应用的单个细胞进行调整。迄今为止，这阻碍了普遍的、标准化的分化方案的建

立。事实上，来自当前分化方案的一些一致的指导可能抑制来自不同遗传背景的干细胞系

的分化。本文公开的改进的方法解决了本领域中的这一缺陷。例如，在一些实施例中，与可

能是细胞特异性的其他分化方案相比，所公开的方案可以从多种细胞来源稳健地生成胰岛

素产生β细胞。

[0085] 生成胰岛素产生细胞的常规手段包括培养和分化干细胞。对于所公开的方案，细

胞来源可以包含但不限于人类胚胎干细胞、诱导的多能干细胞、非多能重编程细胞(例如，

SR1423)和本领域中已知的其他常规细胞来源。

[0086] 所公开的从干细胞生成胰岛素产生细胞的方法包括多步骤过程，其中首先开始内

胚层分化，随后分化为胰腺谱系，随后分化为内分泌谱系，并且最后是胰岛素产生细胞的成

熟过程。内胚层分化通常通过使干细胞与内胚层诱导剂诸如激活素‑A或渥曼青霉素或其组

合接触而开始。当已经达到足够数量的内胚层细胞时，细胞与内分泌诱导剂诸如视黄酸或

环巴胺或其组合接触，以进一步将细胞分化为胰腺祖细胞。通过暴露于进一步的分化因子

(这将在下面更详细地讨论)，胰腺祖细胞可以成熟为胰岛素产生细胞，该细胞可以用于基

于细胞的疗法以治疗糖尿病。

[0087] 在一些实施例中，干细胞在包括内胚层诱导剂的第一培养基中培养。在一些实施

例中，内胚层诱导剂至少包括激活素‑A。在一些实施例中，内胚层诱导剂包括激活素‑A和渥

曼青霉素。在一些实施例中，所公开的方法不使用或包含使用Wnt信号传导的激活剂，诸如

CHIR‑99021(一种Wnt信号传导的小分子激活剂)和/或生长因子Wnt3A。干细胞暴露于内胚

层诱导剂导致细胞分化为内胚层细胞。

[0088] 与获得胰岛素产生细胞的常规方法相反，在一些实施例中，所公开的分化方法不

使用Wnt信号传导的激活剂。与常规方法相反，在一些实施例中，所公开的分化方法使细胞

长期暴露于视黄酸(RA)。与常规方法相反，在一些实施例中，所公开的分化方案使细胞长期

暴露于环巴胺或化学类似物。与常规方法相反，在一些实施例中，所公开的分化方案不采用

通过粘附培养物的分离和悬浮细胞的再聚集来产生三维悬浮培养物。

[0089] 在一些实施例中，所公开的分化方法不将干细胞暴露于角质细胞生长因子(KGF)。

长期以来，KFG被认为是促进胰腺祖细胞向β细胞分化的必要成分。参见，例如，Movassat 
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J.,Diabetologia,46:822‑829(2003)。据报道，KGF在体内促进β细胞的分化，特别是在胎儿

胰腺组织中，其中胰管细胞在KGF和noggin的存在下形成。因此，在培养的内胚层分化的早

期步骤期间应用KGF在先前方案的开发中是合理的假设。在一些实施例中，所公开的分化方

法可以包含将干细胞暴露于KGF。

[0090] 但是在本文中，本发明人意外地发现，为了使KGF有效，胰腺祖细胞必须已经通过

视黄酸(RA)信号传导被建立。事实上，已经确定在没有其他因素的情况下，用KGF处理对β细
胞分化产生了负面影响。同样，本公开表明，从早期内胚层阶段排除KGF并在晚期胰腺祖细

胞阶段添加KGF提高了来自多种细胞来源的β细胞产量，并且导致产生几乎同源的胰岛素产

生细胞的培养物。因此，在一个方面，本公开提供了用于获得胰岛素产生细胞的新的分化方

法，其中干细胞在内胚层诱导剂之前或同时不与KGF接触。相反，细胞只在分化的后期与KGF

接触。例如，可以在细胞与RA接触的同时或在随后的培养步骤中向细胞中引入KGF，但是在

此之前不向细胞中引入KGF。

[0091] 因此，在一些实施例中，正在分化的细胞仅在内胚层分化的晚期阶段(诸如在细胞

已经分化成内分泌细胞之后)与KGF接触。在此阶段之前，干细胞不应与KGF接触。因此，用于

将干细胞分化为内胚层细胞的培养基可以包括激活素‑A和/或渥曼青霉素，但其不应包含

KGF。在一些实施例中，用于将干细胞分化为内胚层细胞的培养基可以包括激活素‑A、渥曼

青霉素和/或Wnt信号传导的激活剂(诸如CHIR‑99021(一种Wnt信号传导的小分子激活剂))

和/或生长因子Wnt3A以及其组合，但是其不应该包含KGF。

[0092] 在一些实施例中，将干细胞分化为内胚层细胞的步骤可以包括在有或没有KGF的

情况下在包括激活素‑A、渥曼青霉素及其组合的培养基中培养细胞1‑4天。例如，干细胞可

以在这些内胚层诱导剂的存在下培养约1天、约2天、约3天或约4天，从而将干细胞分化成内

胚层细胞。

[0093] 在一些实施例中，干细胞在浓度为约1至约200ng/mL、约25至约175ng/mL、约50至

约150ng/mL或约75至约125ng/mL的激活素A的存在下分化成内胚层细胞。例如，激活素A的

浓度可以是约1ng/mL、约10ng/mL、约20ng/mL、约40ng/mL、约50ng/mL、约60ng/mL、约70ng/

mL、约80ng/mL、约90ng/mL、约100ng/mL、约110ng/mL、约120ng/mL、约130ng/mL、约140ng/

mL、约150ng/mL、约160ng/mL、约170ng/mL、约180ng/mL、约190ng/mL或约200ng/mL。

[0094] 在一些实施例中，干细胞在浓度为约0.1至约2.0μM、约0.25至约1.75μM、约0.5至

约1.5μM或约0.75至约1.25μM的渥曼青霉素的存在下分化成内胚层细胞。例如，渥曼青霉素

的浓度可以是约0.1μM、约0.5μM、约1.0μM、约1.5μM或约2.0μM。
[0095] 在一些实施例中，用于将内胚层细胞分化为内分泌细胞的培养基可以包括KGF，但

是在一些实施例中，用于将内胚层细胞分化为内分泌细胞的培养基可以包括视黄酸、

Noggin或环巴胺及其组合而没有KGF。

[0096] 在一些实施例中，将内胚层细胞分化为内分泌细胞的步骤可以包括在有或没有

KGF的情况下在包括视黄酸、环巴胺和/或noggin的培养基中培养细胞1‑5天。例如，可以在

这些内分泌诱导剂的存在下将内胚层细胞培养约1天、约2天、约3天、约4天或约5天，从而将

内胚层细胞分化为内分泌细胞。

[0097] 在一些实施例中，细胞在浓度为约0.05μM、约0.1μM、约0.5μM、约1.0μM、约1.5μM或
约2.0μM的视黄酸的存在下分化至少二十(20)天。
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[0098] 在一些实施例中，细胞在浓度为约0.05μM、约0.1μM、约0.25μM或约0.5μM的环丙胺

的存在下分化至少二十(20)天。

[0099] 在一些实施例中，细胞在浓度为约0.05μM、约0.1μM、约0.25μM或约0.5μM的环巴胺

的化学类似物SANT‑1((4‑苄基‑哌嗪‑1‑基)‑(3,5‑二甲基‑1‑苯基‑1H‑吡唑‑4‑基亚甲基)‑

胺)的存在下分化。

[0100] 在一些实施例中，在浓度为约1.0至约10.0μM、约2.0至约8.0μM或约3.0至约5.0μM
的视黄酸的存在下，将内胚层细胞分化成内分泌细胞。例如，视黄酸的浓度可以为约1.0μM、
约1.5μM、约2.0μM、约2.5μM、约3.0μM、约3.5μM、约4.0μM、约4.5μM、约5.0μM、约5.5μM、约6.0

μM、约6.5μM、约7.0μM、约7.5μM、约8.0μM、约8.5μM、约9.0μM、约9.5μM或约10.0μM。
[0101] 在一些实施例中，在浓度为约0.1至约1.0μM或约0.25至约0.75μM的环巴胺的存在

下，将内胚层细胞分化成内分泌细胞。例如，环巴胺的浓度可以为约0.1μM、约0.2μM、约0.25

μM、约0.3μM、约0.4μM、约0.45μM、约0.5μM、约0.55μM、约0.6μM、约0.7μM、约0.75μM、约0.8μ
M、约0.9μM或约1.0μM。
[0102] 在一些实施例中，在浓度为约1至约100ng/mL、约25至约75ng/mL或约60至约70ng/

mL的Noggin的存在下，将内胚层细胞分化成内分泌细胞。例如，Noggin的浓度可以为约1ng/

mL、约5ng/mL、约10ng/mL、约15ng/mL、约20ng/mL、约25ng/mL、约30ng/mL、约35ng/mL、约

40ng/mL、约45ng/mL、约50ng/mL、约55ng/mL、约60ng/mL、约65ng/mL、约70ng/mL、约75ng/

mL、约80ng/mL、约85ng/mL、约90ng/mL、约95ng/mL或约100ng/mL。

[0103] 在一些实施例中，在浓度为1至约100ng/mL、约25至约75ng/mL或约60至约70ng/mL

的KGF的存在下，将内胚层细胞分化成内分泌细胞。例如，KGF的浓度可以为约1ng/mL、约

10ng/mL、约20ng/mL、约40ng/mL、约50ng/mL、约60ng/mL、约70ng/mL、约80ng/mL、约90ng/mL

或约100ng/mL。在一些实施例中，直到细胞从内胚层细胞分化为内分泌细胞后，才将细胞暴

露于KGF。

[0104] 在一些实施例中，可以在附加生长因子和/或激素的存在下进一步培养内分泌细

胞，以便将内分泌细胞分化成胰腺祖细胞，并且然后最终分化成胰岛素产生细胞。在一些实

施例中，在暴露于内分泌诱导剂诸如视黄酸和/或环巴胺之后，可以在包括KGF的培养基中

培养内分泌细胞，从而将内分泌细胞分化成胰腺祖细胞。在一些实施例中，在暴露于内分泌

诱导剂诸如视黄酸和/或环巴胺之后，可以在包括KGF、Noggin和/或表皮生长因子(EGF)或

其组合的培养基中培养内分泌细胞。

[0105] 在一些实施例中，将内分泌细胞分化为胰腺祖细胞的步骤可以包括在包括KGF、

Noggin和/或表皮生长因子(EGF)或其组合的培养基中培养细胞1‑5天。在一些实施例中，将

内分泌细胞分化为胰腺祖细胞的步骤可以包括在包括KGF、Noggin和/或表皮生长因子

(EGF)或其组合并且进一步包括视黄酸和/或环巴胺(例如环巴胺KAAD)的培养基中培养细

胞1‑5天。例如，内胚层细胞可以在这些药剂的存在下培养约1天、约2天、约3天、约4天或约5

天，从而将内分泌细胞分化成胰腺祖细胞。

[0106] 在一些实施例中，在浓度为1至约100ng/mL、约25至约75ng/mL或约60至约70ng/mL

的KGF的存在下，将内分泌细胞分化成胰腺祖细胞。例如，KGF的浓度可以为约1ng/mL、约

10ng/mL、约20ng/mL、约40ng/mL、约50ng/mL、约60ng/mL、约70ng/mL、约80ng/mL、约90ng/mL

或约100ng/mL。
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[0107] 在一些实施例中，在浓度为约1至约100ng/mL、约25至约75ng/mL或约60至约70ng/

mL的Noggin的存在下，将内分泌细胞分化成胰腺祖细胞。例如，Noggin的浓度可以为约1ng/

mL、约5ng/mL、约10ng/mL、约15ng/mL、约20ng/mL、约25ng/mL、约30ng/mL、约35ng/mL、约

40ng/mL、约45ng/mL、约50ng/mL、约55ng/mL、约60ng/mL、约65ng/mL、约70ng/mL、约75ng/

mL、约80ng/mL、约85ng/mL、约90ng/mL、约95ng/mL或约100ng/mL。

[0108] 在一些实施例中，在浓度为约1至约100ng/mL、约25至约75ng/mL或约60至约70ng/

mL的EGF的存在下，将内分泌细胞分化成胰腺祖细胞。例如，EGF的浓度可以为约1ng/mL、约

5ng/mL、约10ng/mL、约15ng/mL、约20ng/mL、约25ng/mL、约30ng/mL、约35ng/mL、约40ng/mL、

约45ng/mL、约50ng/mL、约55ng/mL、约60ng/mL、约65ng/mL、约70ng/mL、约75ng/mL、约80ng/

mL、约85ng/mL、约90ng/mL、约95ng/mL或约100ng/mL。

[0109] 在一些实施例中，在浓度为约1至约200ng/mL、约50至约200ng/mL或约75至约

125ng/mL的视黄酸的存在下，将内分泌细胞分化成胰腺祖细胞。例如，视黄酸的浓度可以为

约1ng/mL、约5ng/mL、约10ng/mL、约15ng/mL、约20ng/mL、约25ng/mL、约30ng/mL、约35ng/

mL、约40ng/mL、约45ng/mL、约50ng/mL、约55ng/mL、约60ng/mL、约65ng/mL、约70ng/mL、约

75ng/mL、约80ng/mL、约85ng/mL、约90ng/mL、约95ng/mL、约100ng/mL、约105ng/mL、约

110ng/mL、约115ng/mL、约120ng/mL、约125ng/mL、约130ng/mL、约135ng/mL、约140ng/mL、约

145ng/mL、约150ng/mL、约155ng/mL、约160ng/mL、约165ng/mL、约170ng/mL、约175ng/mL、约

180ng/mL、约185ng/mL、约190ng/mL、约195ng/mL或约200ng/mL。

[0110] 在一些实施例中，在浓度为约0.1至约1.0μM或约0.25至约0.75μM的环巴胺的存在

下，将内分泌细胞分化成胰腺祖细胞。例如，环巴胺的浓度可以为约0.1μM、约0.2μM、约0.25

μM、约0.3μM、约0.4μM、约0.45μM、约0.5μM、约0.55μM、约0.6μM、约0.7μM、约0.75μM、约0.8μ
M、约0.9μM或约1.0μM。
[0111] 在一些实施例中，可以在附加生长因子和/或激素的存在下进一步培养胰腺祖细

胞，以便将胰腺祖细胞分化为胰腺谱系，并且最终分化为胰岛素产生细胞。在一些实施例

中，可以在包括Noggin、EGF、γ ‑分泌酶抑制剂XXI、Alk5i  II和/或T3及其组合的培养基中

培养胰腺祖细胞。在一些实施例中，可以在包括Noggin、EGF、γ ‑分泌酶抑制剂XXI、Alk5i 

II和/或T3及其组合并且进一步包括视黄酸和/或环巴胺(例如环巴胺KAAD)的培养基中培

养胰腺祖细胞。在一些实施例中，在该分化阶段，在培养基中可以不包含T3。例如，胰腺祖细

胞可以在这些药剂的存在下培养约1天、约2天、约3天、约4天或约5天，从而将胰腺祖细胞分

化成胰腺谱系。

[0112] 在一些实施例中，在浓度为约1至约100ng/mL、约25至约75ng/mL或约60至约70ng/

mL的Noggin存在下进一步培养胰腺祖细胞。例如，Noggin的浓度可以为约1ng/mL、约5ng/

mL、约10ng/mL、约15ng/mL、约20ng/mL、约25ng/mL、约30ng/mL、约35ng/mL、约40ng/mL、约

45ng/mL、约50ng/mL、约55ng/mL、约60ng/mL、约65ng/mL、约70ng/mL、约75ng/mL、约80ng/

mL、约85ng/mL、约90ng/mL、约95ng/mL或约100ng/mL。

[0113] 在一些实施例中，在浓度为约1至约100ng/mL、约25至约75ng/mL或约60至约70ng/

mL的EGF的存在下进一步培养胰腺祖细胞。例如，EGF的浓度可以为约1ng/mL、约5ng/mL、约

10ng/mL、约15ng/mL、约20ng/mL、约25ng/mL、约30ng/mL、约35ng/mL、约40ng/mL、约45ng/

mL、约50ng/mL、约55ng/mL、约60ng/mL、约65ng/mL、约70ng/mL、约75ng/mL、约80ng/mL、约

说　明　书 13/27 页

16

CN 111836885 B

16



85ng/mL、约90ng/mL、约95ng/mL或约100ng/mL。

[0114] 在一些实施例中，在浓度为约0.1至约2.0μM、约0.25至约1.75μM、约0.5至约1.5μM
或约0.75至约1.25μM的 γ ‑分泌酶抑制剂XXI的存在下进一步培养胰腺祖细胞。例如，γ ‑分
泌酶抑制剂XXI的浓度可以为约0.1μM、约0.5μM、约1.0μM、约1.5μM或约2.0μM。
[0115] 在一些实施例中，在浓度为约1 .0至约50 .0μM、约5至约25μM或约10至约20μM的
Alk5i  II的存在下进一步培养胰腺祖细胞。例如，Alk5i  II的浓度可以为约0.1μM、约1.0μ
M、约5.0μM、约10μM、约20μM、约30μM、约40μM或约50μM。
[0116] 在一些实施例中，在浓度为约0.1至约2.0μM、约0.25至约1.75μM、约0.5至约1.5μM
或约0.75至约1.25μM的T3的存在下进一步培养胰腺祖细胞。例如，T3的浓度可以为约0.1μ
M、约0.5μM、约1.0μM、约1.5μM或约2.0μM。
[0117] 在一些实施例中，在浓度为约1至约200ng/mL、约50至约200ng/mL或约75至约

125ng/mL的视黄酸的存在下进一步培养胰腺祖细胞。例如，视黄酸的浓度可以为约1ng/mL、

约5ng/mL、约10ng/mL、约15ng/mL、约20ng/mL、约25ng/mL、约30ng/mL、约35ng/mL、约40ng/

mL、约45ng/mL、约50ng/mL、约55ng/mL、约60ng/mL、约65ng/mL、约70ng/mL、约75ng/mL、约

80ng/mL、约85ng/mL、约90ng/mL、约95ng/mL、约100ng/mL、约105ng/mL、约110ng/mL、约

115ng/mL、约120ng/mL、约125ng/mL、约130ng/mL、约135ng/mL、约140ng/mL、约145ng/mL、约

150ng/mL、约155ng/mL、约160ng/mL、约165ng/mL、约170ng/mL、约175ng/mL、约180ng/mL、约

185ng/mL、约190ng/mL、约195ng/mL或约200ng/mL。

[0118] 在一些实施例中，在浓度为约0.1至约1.0μM或约0.25至约0.75μM的环巴胺的存在

下进一步培养胰腺祖细胞。例如，环巴胺的浓度可以为约0.1μM、约0.2μM、约0.25μM、约0.3μ
M、约0.4μM、约0.45μM、约0.5μM、约0.55μM、约0.6μM、约0.7μM、约0.75μM、约0.8μM、约0.9μM
或约1.0μM。
[0119] 在一些实施例中，可以在附加生长因子和/或激素的存在下进一步培养胰腺细胞，

以便最终将细胞分化为胰岛素产生细胞。在一些实施例中，可以在包括Alk5i  II、T3和/或

视黄酸及其组合的培养基中培养胰腺祖细胞。在一些实施例中，可以在包括Alk5i  II、T3

和/或视黄酸及其组合并且进一步包括环巴胺(例如环巴胺KAAD)的培养基中培养胰腺祖细

胞。在一些实施例中，在该分化阶段，在培养基中可以不包含T3。例如，胰腺祖细胞可以在这

些药剂的存在下培养约1天、约2天、约3天、约4天或约5天，从而使胰腺细胞分化为胰岛素产

生细胞类型。

[0120] 在一些实施例中，在浓度为约1 .0至约50 .0μM、约5至约25μM或约10至约20μM的
Alk5i  II的存在下进一步培养胰腺细胞。例如，Alk5i  II的浓度可以为约0.1μM、约1.0μM、
约5.0μM、约10μM、约20μM、约30μM、约40μM或约50μM。
[0121] 在一些实施例中，在浓度为约0.1至约2.0μM、约0.25至约1.75μM、约0.5至约1.5μM
或约0.75至约1.25μM的T3的存在下进一步培养胰腺细胞。例如，T3的浓度可以为约0.1μM、
约0.5μM、约1.0μM、约1.5μM或约2.0μM。
[0122] 在一些实施例中，在浓度为约1至约200μM、约25至约175μM、约50至约150μM或约75

至约125μM的视黄酸的存在下进一步培养胰腺细胞。例如，视黄酸的浓度可以为约1μM、约10

μM、约20μM、约40μM、约50μM、约60μM、约70μM、约80μM、约90μM、约100μM、约110μM、约120μM、
约130μM、约140μM、约150μM、约160μM、约170μM、约180μM、约190μM或约200μM。在一些实施例
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中，在浓度为约1至约200ng/mL、约50至约200ng/mL或约75至约125ng/mL的视黄酸的存在下

进一步培养胰腺祖细胞。例如，视黄酸的浓度可以为约1ng/mL、约5ng/mL、约10ng/mL、约

15ng/mL、约20ng/mL、约25ng/mL、约30ng/mL、约35ng/mL、约40ng/mL、约45ng/mL、约50ng/

mL、约55ng/mL、约60ng/mL、约65ng/mL、约70ng/mL、约75ng/mL、约80ng/mL、约85ng/mL、约

90ng/mL、约95ng/mL、约100ng/mL、约105ng/mL、约110ng/mL、约115ng/mL、约120ng/mL、约

125ng/mL、约130ng/mL、约135ng/mL、约140ng/mL、约145ng/mL、约150ng/mL、约155ng/mL、约

160ng/mL、约165ng/mL、约170ng/mL、约175ng/mL、约180ng/mL、约185ng/mL、约190ng/mL、约

195ng/mL或约200ng/mL。

[0123] 在一些实施例中，在浓度为约0.1至约1.0μM或约0.25至约0.75μM的环巴胺的存在

下进一步培养胰腺祖细胞。例如，环巴胺的浓度可以为约0.1μM、约0.2μM、约0.25μM、约0.3μ
M、约0.4μM、约0.45μM、约0.5μM、约0.55μM、约0.6μM、约0.7μM、约0.75μM、约0.8μM、约0.9μM
或约1.0μM。
[0124] 在一些实施例中，可以在附加生长因子和/或激素的存在下进一步培养胰腺细胞，

以便最终将细胞分化为胰岛素产生细胞。在一些实施例中，可以在包括Alk5i  II、T3、烟酰

胺、胰岛素样生长因子(IGF)‑I和/或BMP4及其组合的培养基中培养胰腺祖细胞。在一些实

施例中，可以在包括Alk5i  II、T3、烟酰胺、胰岛素样生长因子(IGF)‑I和/或BMP4及其组合

并且进一步包括视黄酸和/或环巴胺(例如，环巴胺KAAD)的培养基中培养胰腺祖细胞。在一

些实施例中，在分化的该阶段，在培养基中可以不包含T3和/或BMP4。例如，胰腺祖细胞可以

在这些药剂的存在下培养约1天、约2天、约3天、约4天、约5天、约6天、约7天、约8天、约9天或

约10天，从而将胰腺细胞分化为胰岛素产生细胞。

[0125] 在一些实施例中，在浓度为约1 .0至约50 .0μM、约5至约25μM或约10至约20μM的
Alk5i  II的存在下进一步培养胰腺细胞。例如，Alk5i  II的浓度可以为约0.1μM、约1.0μM、
约5.0μM、约10μM、约20μM、约30μM、约40μM或约50μM。
[0126] 在一些实施例中，在浓度为约0.1至约2.0μM、约0.25至约1.75μM、约0.5至约1.5μM
或约0.75至约1.25μM的T3的存在下进一步培养胰腺细胞。例如，T3的浓度可以为约0.1μM、
约0.5μM、约1.0μM、约1.5μM或约2.0μM。
[0127] 在一些实施例中，在浓度为约1.0至约50.0mM、约5至约25mM或约10至约20mM的烟

酰胺的存在下进一步培养胰腺细胞。例如，烟酰胺的浓度可以为约0 .1mM、约1 .0mM、约

5.0mM、约10mM、约20mM、约30mM、约40mM或约50mM。

[0128] 在一些实施例中，在浓度为约1至约100ng/mL、约25至约75ng/mL或约60至约70ng/

mL的IGF‑I存在下进一步培养胰腺祖细胞。例如，IGF‑I的浓度可以约为1ng/mL、约5ng/mL、

约10ng/mL、约15ng/mL、约20ng/mL、约25ng/mL、约30ng/mL、约35ng/mL、约40ng/mL、约45ng/

mL、约50ng/mL、约55ng/mL、约60ng/mL、约65ng/mL、约70ng/mL、约75ng/mL、约80ng/mL、约

85ng/mL、约90ng/mL、约95ng/mL或约100ng/mL。

[0129] 在一些实施例中，在浓度为约1 .0至约50 .0ng/mL、约5至约25ng/mL或约10至约

20ng/mL的BMP4的存在下进一步培养胰腺细胞。例如，BMP4的浓度可以为约0 .1ng/mL、约

1.0ng/mL、约5.0ng/mL、约10ng/mL、约20ng/mL、约30ng/mL、约40ng/mL或约50ng/mL。

[0130] 在一些实施例中，在浓度为约1至约200ng/mL、约50至约200ng/mL或约75至约

125ng/mL的视黄酸的存在下进一步培养胰腺祖细胞。例如，视黄酸的浓度可以为约1ng/mL、
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约5ng/mL、约10ng/mL、约15ng/mL、约20ng/mL、约25ng/mL、约30ng/mL、约35ng/mL、约40ng/

mL、约45ng/mL、约50ng/mL、约55ng/mL、约60ng/mL、约65ng/mL、约70ng/mL、约75ng/mL、约

80ng/mL、约85ng/mL、约90ng/mL、约95ng/mL、约100ng/mL、约105ng/mL、约110ng/mL、约

115ng/mL、约120ng/mL、约125ng/mL、约130ng/mL、约135ng/mL、约140ng/mL、约145ng/mL、约

150ng/mL、约155ng/mL、约160ng/mL、约165ng/mL、约170ng/mL、约175ng/mL、约180ng/mL、约

185ng/mL、约190ng/mL、约195ng/mL或约200ng/mL。

[0131] 在一些实施例中，在浓度为约0.1至约1.0μM或约0.25至约0.75μM的环巴胺的存在

下进一步培养胰腺祖细胞。例如，环巴胺的浓度可以为约0.1μM、约0.2μM、约0.25μM、约0.3μ
M、约0.4μM、约0.45μM、约0.5μM、约0.55μM、约0.6μM、约0.7μM、约0.75μM、约0.8μM、约0.9μM
或约1.0μM。
[0132] 在一些实施例中，细胞在由玻连蛋白和/或层粘连蛋白和/或胶原蛋白组成的粘性

基底上分化。在一些实施例中，自发和自然地形成三维结构的细胞被收集并转移到悬浮培

养物中。

[0133] 在一些实施例中，细胞被包封在水凝胶中，并且当细胞被包封在水凝胶中时，分化

可以进一步进行。在这些实施例中，分化方案与未被包封的细胞相同(即，分化方案可以包

括与所公开的分化方法相同的试剂和孵育时间)。也就是说，即使在被包封在水凝胶中之

后，细胞仍然可以在所公开的培养基中孵育以产生胰岛素产生细胞。在一些实施例中，包封

细胞的水凝胶可以包括或由海藻酸钠组成。在一些实施例中，细胞在分化的第12天左右被

包封在水凝胶中。例如，细胞可以在分化的第8天、第9天、第10天、第11天、第12天、第13天、

第14天或第15天被包封在水凝胶中。因此，在细胞已经在包括noggin和/或EGF的培养基(即

如本文所公开的“第三培养基”)中孵育后，细胞可以被包封在水凝胶中。在一些实施例中，

在第14天左右、第16天左右、第18天左右、第20天左右、第22天左右、第24天左右、第26天左

右或第28天左右的分化的后期将这些细胞包封在水凝胶中。

[0134] 在一些实施例中，在所公开的分化方法中使用的干细胞来自胰腺原代组织。在一

些实施例中，在所公开的分化方法中使用的干细胞是胚胎干细胞。在一些实施例中，在所公

开的分化方法中使用的干细胞是诱导的多能干细胞。在一些实施例中，在所公开的分化方

法中使用的干细胞是非多能重编程细胞。在一些实施例中，干细胞是人类干细胞。

[0135] 为了本公开的目的，可能期望通过在细胞中表达重编程基因而不将重编程基因掺

入到细胞的基因组中来对细胞进行重编程。本领域普通技术人员将认识到，转导的基因可

以在细胞中表达，而无需使用例如附加体表达质粒将这些基因掺入到基因组中。重编程基

因可以在至少1个、至少2个、至少3个或至少4个或更多个附加体表达质粒上表达。如上所

述，多个重编程基因在本领域中是已知的，并且可以用于所公开方法的目的，但是在一些实

施例中，重编程基因包括Oct4、Sox2、Klf4和L‑Myc。

[0136] 在一些实施例中，将细胞从干细胞分化为胰岛素产生细胞所需的总培养时间可以

是约30天或更少。例如，细胞可以培养约30天、约29天、约28天、约27天、约26天、约25天或更

少。

[0137] 本领域技术人员还将理解，每个分化步骤中的总培养时间可以变化。因此，在一些

实施例中，本公开提供了一种产生胰岛素分泌胰腺细胞的方法，其包括(a)在包括激活素‑A

和渥曼青霉素的第一培养基中培养人类干细胞，其中人类细胞在分化为内胚层细胞之前没
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有暴露于Wnt3a，并且任选地没有暴露于角质细胞生长因子(KGF)，从而将人类干细胞分化

为内胚层细胞；(b)在包括视黄酸和环巴胺并且任选地包括KGF的第二培养基中培养来自

(a)的内胚层细胞，从而将内胚层细胞分化为内分泌细胞；(c)在包括KGF的第三培养基中培

养来自(b)的内分泌细胞，从而将内分泌细胞分化为胰腺祖细胞；(d)在包括noggin、EGF、

γ ‑分泌酶抑制剂XXI、Alk5i  II和T3的第四培养基中培养来自(c)的胰腺祖细胞；(e)在包

括Alk5i  II、T3和视黄酸的第五培养基中培养来自(d)的细胞；和(f)在包括Alk5i  II、T3、

烟酰胺、胰岛素样生长因子(IGF)‑I和BMP4的第六培养基中培养。

[0138] 在一些实施例中，本公开提供了一种产生胰岛素分泌胰腺细胞的方法，其包括(a)

在包括激活素‑A和渥曼青霉素的第一培养基中培养人类干细胞，其中人类细胞在分化为内

胚层细胞之前没有暴露于Wnt3a，并且任选地没有暴露于角质细胞生长因子(KGF)，从而将

人类干细胞分化为内胚层细胞；(b)在包括视黄酸、noggin和环巴胺并且任选地包括KGF的

第二培养基中培养来自(a)的内胚层细胞，从而将内胚层细胞分化为内分泌细胞；(c)在包

括KGF、noggin、视黄酸和环巴胺的第三培养基中培养来自(b)的内分泌细胞，从而将内分泌

细胞分化为胰腺祖细胞；(d)在包括noggin、EGF、γ ‑分泌酶抑制剂XII、Alk5i  II、视黄酸和

环巴胺的第四培养基中培养来自(c)的胰腺祖细胞；(e)在包括Alk5i  II、T3、视黄酸和环巴

胺的第五培养基中培养来自(d)的细胞；和(f)在包括Alk5i  II、烟酰胺、IGF‑I、视黄酸和环

巴胺的第六培养基中培养。

[0139] 在一些实施例中，第六培养基可以包括胰高血糖素，其在降低共表达胰岛素和胰

高血糖素的内分泌细胞的比例方面具有有益效果。胰高血糖素的浓度可以是例如约40ng/

L、约70ng/L、约110ng/L或约140ng/L。

[0140] 在一些实施例中，步骤(a)‑(f)的总培养时间可以是30天或更少。例如，细胞可以

培养约30天、约29天、约28天、约27天、约26天、约25天或更少。在一些实施例中，步骤(a)可

以包括培养的第1‑3天，步骤(b)可以包括培养的第4‑7天，步骤(c)可以包括培养的第8‑11

天，步骤(d)可以包括培养的第12‑15天，步骤(e)可以包括培养的第16‑19天，并且步骤(f)

可以包括培养的第20‑28天。因此，在一些实施例中，步骤(a)可以包括1‑4天的培养，步骤

(b)可以包括1‑5天的培养，步骤(c)可以包括1‑5天的培养，步骤(d)可以包括1‑5天的培养，

步骤(e)可以包括1‑5天的培养，并且步骤(f)可以包括1‑10天的培养。

[0141] 如本文所公开的，在较早的内胚层阶段将分化细胞暴露于KGF可能阻碍胰岛素产

生β细胞的生成，并且因此添加该组分是任选的，并且可以根据精确的方案而变化。为了制

备胰岛素产生细胞的目的，因此在一些实施例中，将KGF从内胚层分化的早期阶段或者直到

至少其中正在分化的细胞已经暴露于视黄酸的培养时间排除可能是有益的。

[0142] 在一些实施例中，本公开提供了一种产生胰岛素分泌胰腺细胞的方法，其包括(a)

在包括激活素‑A和渥曼青霉素的第一培养基中培养人类干细胞，其中人类细胞没有暴露于

Wnt3a，从而将人类干细胞分化为内胚层细胞；(b)在随后的培养步骤期间将细胞暴露于视

黄酸至少二十(20)天；(c)在随后的培养步骤期间将细胞暴露于环巴胺或化学类似物至少

二十(20)天；(d)在粘性基底上开始细胞培养；和(e)将自然和自发地形成三维结构的细胞

转移到悬浮培养物中；和任选地(f)在胰高血糖素的存在下培养细胞。

[0143] 在一些实施例中，本公开提供了产生哺乳动物胰岛素分泌细胞的方法，其包括：粘

附培养哺乳动物干细胞，从而允许哺乳动物干细胞自发地形成三维结构；和悬浮培养三维
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结构；其中培养步骤包括至少20天暴露于视黄酸和环巴胺，并且不包括将三维结构的干细

胞暴露于Wnt3A。

[0144] 在一些实施例中，本公开提供了产生胰岛素分泌细胞的方法，其包括：在包括激活

素‑A和渥曼青霉素的第一培养基中，在粘性基底上培养哺乳动物干细胞，其中哺乳动物干

细胞不暴露于Wnt3a；在至少一种包括视黄酸和环巴胺的附加培养基中进一步培养细胞；以

及当细胞形成三维细胞结构时，将细胞转移到悬浮培养物中；其中细胞暴露于视黄酸和环

巴胺至少20天。

[0145] 在一些实施例中，可能优选的是选择优先地分化或倾向于分化为内胚层谱系的起

始干细胞或非多能祖细胞。与传统方法相比，这可以允许更简单的分化，并且可以获得更纯

和更成熟的胰岛素分泌细胞的培养物。

[0146] 为了目前公开的方法的目的，已经确定，当细胞最初在粘附中生长或者培养在粘

性基底(例如，带正电的表面或者包被有玻连蛋白或基质凝胶的表面)上开始时，胰岛素分

泌细胞的产生是最佳的，因此允许细胞自然和自发地形成三维结构(例如，细胞的聚集体)。

这些由粘附的细胞组成的三维结构然后可以在所公开的方法的持续时间内悬浮培养。

[0147] 因此，在一些实施例中，起始干细胞群体粘附生长，而培养的后期悬浮进行。为了

本公开的目的，短语“粘附生长”或“粘附培养”是指标准细胞培养，其中细胞粘附到培养皿

的表面。在一些情况下，培养皿可以包被有基底以促进粘附，并且在一些情况下，培养皿可

以被给予净正电荷以促进粘附。一般来说，干细胞(诸如iPS细胞)的培养需要粘性基底，并

且各种促进粘附的基底在本领域中是已知的。例如，一种玻连蛋白或基质凝胶可以应用于

细胞培养瓶以促进粘附，但是基质凝胶是从小鼠肉瘤细胞中收获的，并且因此不优选用于

临床应用。在一些实施例中，分化是通过用内胚层诱导培养基培养起始干细胞群开始的，并

且粘附生长。随着分化的进行，在基底/板上形成3D结构(例如，分化的/正在分化的细胞的

聚集体)可以逐渐发生。到约第15天，3D结构开始从板上脱离，并且这些3D结构可以被转移

到没有包被有粘性基底(例如，玻连蛋白)的血管中，使得3D结构在自由漂浮的悬浮液中培

养。从粘附培养到悬浮培养的这种转变是新颖的，并且允许更自然地分化成胰岛素分泌细

胞。

[0148] 还已经确定，与常规实践相反，用于开始培养的干细胞不需要与Wnt3a接触以便促

进分化。事实上，在所公开的方法中，Wnt3a在任何时候都不是必需的。

[0149] 最后，已经确定，即使在产生胰岛素分泌细胞的整个过程中交换各种分化培养基，

当细胞与至少一定浓度的视黄酸和环巴胺保持接触至少约20天时，分化似乎是最有效的。

例如，在一些实施例中，细胞优选地暴露于视黄酸和环巴胺至少约16天、至少约17天、至少

约18天、至少约19天、至少约20天、至少约21天、至少约22天、至少约23天、至少约24天、至少

约25天、至少约26天、至少约27天或至少约28天。在一些实施例中，这种持续暴露于视黄酸

和环巴胺可以在起始干细胞群体已经被迫向内胚层谱系转移后(例如，在起始干细胞群体

在激活素A和渥曼青霉素的存在下已经培养约1天、约2天、约3天、约4天或约5天后)开始。

[0150] 本领域技术人员将理解，所公开的方法通常可以应用于哺乳动物干细胞，诸如人

类干细胞和非人灵长类干细胞。然而，附加哺乳动物细胞(诸如猪、牛、马、羊、狗或猫的干细

胞)也可以根据所公开的方法进行分化。此外，本领域技术人员将认识到，所公开的方法可

以采用各种形式的细胞培养物，包含例如贴壁培养物和/或悬浮培养物。
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[0151] 所公开的用于生成胰岛素产生细胞的方案提高了来自人胚胎干细胞和重编程胰

腺组织两者的胰岛素产生β细胞的产量。与产生胰岛素产生细胞的常规方法相反，本文公开

的方案产生了几乎同源的胰岛素产生细胞的群体。产生同源细胞群体不仅对治疗效果是重

要的，而且对安全性也是重要的，因为干细胞在移植时可以形成畸胎瘤，并且具有致瘤潜

力。由所公开的分化方法提供的高度分化和均一性意味着更少的具有致瘤潜力的细胞，这

在开发有用的细胞疗法中是必不可少的。

[0152] 在采用所公开的分化方法之前，可以根据本申请第II节中公开的方法鉴定优先地

分化成内胚层细胞的干细胞。这可以提高分化过程的整体效率以及增加胰岛素产生细胞的

产量。

[0153] IV.基于细胞的组合物和治疗方法

[0154] 本文公开的胰岛素产生细胞可以用于治疗需要其的受试者的糖尿病。在一些实施

例中，需要治疗的受试者是哺乳动物，例如，患有胰岛素依赖型糖尿病的人类受试者。

[0155] 本公开提供了用于产生基本同源的胰岛素产生细胞的群体的方法，该细胞可以被

掺入到用于治疗糖尿病的基于细胞的组合物中。因此，本文提供了用于治疗糖尿病的基于

细胞的组合物，其包括替代胰腺细胞的群体和用于植入到需要其的人类受试者中的合适的

载体，其中至少66％的细胞是胰岛素产生胰腺细胞。在一些实施例中，基于细胞的组合物可

以包括至少约67％、至少约68％、至少约69％、至少约70％、至少约75％、至少约80％、至少

约85％、至少约90％、至少约95％、至少约96％、至少约97％、至少约98％、至少约99％或至

少约100％的胰岛素产生胰腺细胞。

[0156] 用于植入治疗性细胞的合适的载体在本领域中是已知的，并且可以包含但不限于

水凝胶、天然和合成聚合物支架、细胞外基质(其可以包括例如胶原蛋白、层粘连蛋白、纤连

蛋白等)、透明质酸、仿生支架、聚丙交酯(PLA)支架、聚乙交酯(PGA)支架、PLA‑PGA共聚物

(PLGA)支架以及羟基磷灰石支架和大孔冷冻凝胶。在一些实施例中，适合于移植的载体可

以包括将胰岛素产生细胞包封在大胶囊中，诸如包括海藻酸盐、硫酸纤维素、葡甘露聚糖或

其组合的大胶囊。

[0157] 在一些实施例中，至少66％的替代胰腺细胞表达NeuroD1。在一些实施例中，至少

约67％、至少约68％、至少约69％、至少约70％、至少约75％、至少约80％、至少约85％、至少

约90％、至少约95％、至少约96％、至少约97％、至少约98％、至少约99％或至少约100％的

替代胰腺细胞表达NeuroD1。

[0158] 在一些实施例中，至少68％的替代胰腺细胞表达Nkx6.1。在一些实施例中，至少约

67％、至少约68％、至少约69％、至少约70％、至少约75％、至少约80％、至少约85％、至少约

90％、至少约95％、至少约96％、至少约97％、至少约98％、至少约99％或至少约100％的替

代胰腺细胞表达Nkx6.1。

[0159] 用于治疗糖尿病的基于细胞的组合物可以根据本文公开的方法制备。例如，基于

细胞的组合物的胰岛素产生胰腺细胞可以例如根据以下方法获得，所述方法包括：(a)在包

括内胚层诱导因子的第一培养基中培养人类干细胞的群体，从而将人类干细胞分化为内胚

层细胞，其中在分化为内胚层细胞之前，人类干细胞没有暴露于角质细胞生长因子(KGF)；

(b)在包括内分泌诱导因子的第二培养基中培养来自(a)的内胚层细胞，从而将内胚层细胞

分化为内分泌细胞；(c)在包括KGF的第三培养基中培养来自(b)的内分泌细胞，从而将内分

说　明　书 19/27 页

22

CN 111836885 B

22



泌细胞分化为胰腺祖细胞；和(d)在包括甲状腺激素的第四培养基中培养来自(c)的胰腺祖

细胞，从而将胰腺祖细胞分化为胰岛素产生胰腺细胞。

[0160] 在一些实施例中，基于细胞的组合物的胰岛素产生胰腺细胞可以例如根据以下方

法获得，所述方法包括：(a)在包括内胚层诱导因子的第一培养基中培养人类干细胞的群

体，从而将人类干细胞分化为内胚层细胞，其中人类干细胞没有暴露于Wnt3a；(b)在随后的

培养步骤期间将细胞暴露于视黄酸至少二十(20)天；(c)在随后的培养步骤期间将细胞暴

露于环巴胺或化学类似物至少二十(20)天；(d)在粘性基底上开始细胞培养；和(e)将自然

和自发地形成三维结构的细胞转移到悬浮培养物中。

[0161] 在一些实施例中，基于细胞的组合物的胰岛素产生胰腺细胞可以例如根据以下方

法获得，所述方法包括：在包括内胚层诱导因子的第一培养基中，在粘性基底上培养人类干

细胞的群体，其中哺乳动物干细胞不暴露于Wnt3a；以及在包括视黄酸和环巴胺的至少一种

附加培养基中进一步悬浮培养细胞，其中细胞暴露于视黄酸和环巴胺至少20天。在一些实

施例中，内胚层诱导因子包括激活素‑A和/或渥曼青霉素。在一些实施例中，所述至少一种

附加培养基可以包括KGF、noggin、EGF和/或甲状腺激素(诸如T3)。

[0162] 各种内胚层诱导因子在本领域中是已知的，包含但不限于激活素‑A和渥曼青霉

素。同样，各种内分泌诱导因子在本领域中是已知的，包含但不限于视黄酸和环巴胺。

[0163] 在一些实施例中，第二培养基包括KGF，而在一些实施例中，细胞直到步骤(b)之后

才与KGF接触。在一些实施例中，在步骤(a)的培养基中可以包含KGF。

[0164] 在一些实施例中，第三培养基包括noggin和/或表皮生长因子(EGF)。在一些实施

例中，第三培养基包括视黄酸和/或环巴胺。在一些实施例中，甲状腺激素可以是T3。

[0165] 用于制备所公开的基于细胞的组合物的干细胞的来源没有特别限制；然而，如本

文所公开的，选择优先地分化成内胚层谱系的细胞/细胞系可以增加胰岛素产生细胞的产

量并提高分化效率。因此，在一些实施例中，在用于制备基于细胞的组合物的所公开的分化

方法中使用的干细胞来源于胰腺原代组织。在一些实施例中，在所公开的分化方法中使用

的干细胞是胚胎干细胞。在一些实施例中，在所公开的分化方法中使用的干细胞是诱导的

多能干细胞。在一些实施例中，在所公开的分化方法中使用的干细胞是非多能重编程细胞。

在一些实施例中，干细胞是人类干细胞。

[0166] 为了本公开的目的，当制备用于掺入到用于治疗糖尿病的基于细胞的组合物中的

胰岛素产生细胞时，可能期望通过在细胞中表达重编程基因而不将重编程基因掺入到细胞

的基因组中来重编程细胞。本领域普通技术人员将认识到，转导的基因可以在细胞中表达，

而无需使用例如附加体表达质粒将这些基因掺入到基因组中。重编程基因可以在至少1个、

至少2个、至少3个或至少4个或更多个附加体表达质粒上表达。如上所述，多个重编程基因

在本领域中是已知的，并且可以用于所公开方法的目的，但是在一些实施例中，重编程基因

包括Oct4、Sox2、Klf4和L‑Myc。

[0167] 在一些实施例中，基于细胞的组合物被包封在例如微胶囊或大胶囊中。

[0168] 本公开还提供了使用所公开的基于细胞的组合物治疗糖尿病的方法。治疗糖尿病

的方法通常包括将治疗有效量的包封的胰岛素产生细胞植入到需要其的受试者体内。治疗

有效量的胰岛素产生细胞可以是基于细胞的组合物的形式，例如微包封的或大包封的替代

胰腺细胞的群体。
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[0169] 因此，在一些实施例中，所述方法包括将治疗有效量的包封在大胶囊中的胰岛素

产生细胞植入到需要其的个体中。对大胶囊的组成没有特别限制，并且本领域技术人员将

理解，各种材料可以用于包封胰岛素产生细胞。例如，胶囊可以包括海藻酸盐、硫酸纤维素、

葡甘露聚糖或其组合。在一些实施例中，大胶囊可以包括至少一个屏障，其中外屏障由硫酸

纤维素和葡甘露聚糖组成。在一些实施例中，大胶囊可以形成为圆柱形管的形状，其包括海

藻酸盐的内胶囊和硫酸纤维素和葡甘露聚糖的外胶囊。

[0170] 在一些实施例中，所述方法包括将治疗有效量的包封在所公开的大胶囊中的胰岛

素产生细胞植入到需要其的个体中，约每年一次、每两年一次、每三年一次、每四年一次、每

五年一次或更多。在一些实施例中，植入的细胞将在植入后存活至少六个月。因此，在一些

实施例中，受试者可能只需要一个植入物。在一些实施例中，基于细胞的组合物可能需要每

6个月、7个月、8个月、9个月、10个月、11个月、12个月、13个月、14个月、15个月、16个月、17个

月或18个月更换一次，每1年、2年、3年、4年或5年或更长时间更换一次，或者直到受试者具

有复发性高血糖症或恢复到糖尿病状态。

[0171] 在一些实施例中，基于细胞的组合物可以被植入到受试者的较大的网膜中。较大

的网膜(也被称为大网膜(great  omentum)、大网膜(omentum  majus)、胃结肠网膜、大网膜

(epiploon)或大网膜(caul))是内脏腹膜的大围裙状皱襞，其从胃垂下，并从胃的较大曲度

向后延伸且上扬至横结肠，然后到达后腹壁。因此，基于细胞的组合物可以被植入到由网膜

手术形成的袋中。

[0172] 在一些实施例中，将基于细胞的组合物植入到腹膜腔中。在一些实施例中，将基于

细胞的组合物植入到腹膜腔中并锚定到网膜上。在一些实施例中，将基于细胞的组合物植

入到网膜袋中。

[0173] 胰岛素产生细胞的示例性的剂量可以根据待治疗的个体的体型和健康状况而变

化。例如，在一些实施例中，包封在所公开的基于细胞的组合物中的细胞的示例性的植入物

可以包括每千克体重500万个细胞至1000万个细胞。

[0174] 此外，除了包封的治疗性细胞之外，所公开的治疗方法还可以另外包括第二治疗

剂的给药。例如，在一些实施例中，附加治疗化合物可以包含但不限于胰岛素注射剂、二甲

双胍、磺酰脲类、格列奈类、噻唑烷二酮类、DPP‑4抑制剂、GLP‑1受体激动剂和SGLT2抑制剂。

[0175] 包括植入包括胰岛素产生细胞的基于细胞的组合物的特定治疗方案可以根据其

是否将改善给定患者的结果来评估，这意味着其将有助于稳定或正常化受试者的血糖水平

或降低与糖尿病相关的症状或合并症的风险或发生，包含但不限于低血糖发作、糖化血红

蛋白水平(HbA1C水平)的升高、心脏病、视网膜病、神经病、肾病、肝病、牙周病和不愈合溃

疡。在一些实施例中，基于细胞的组合物将被包封在例如包括海藻酸盐、硫酸纤维素、葡甘

露聚糖或其组合的胶囊中。

[0176] 因此，为了本公开的目的，如果获得一个或多个有益或期望的结果(包含期望的临

床结果)，则受试者被治疗。例如，有益或期望的临床结果包含但不限于以下中的一种或多

种：减少由糖尿病引起的一种或多种症状，提高患有糖尿病的患者的生活质量，减少治疗糖

尿病所需的其他药物的剂量，延迟或预防与糖尿病相关的并发症，和/或延长个体的生存

期。

[0177] 此外，虽然所述方法的受试者通常是患有糖尿病的受试者，但是患者的年龄不受
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限制。所公开的方法可用于治疗跨所有年龄组和群组的糖尿病。因此，在一些实施例中，受

试者可以是小儿受试者，而在其他实施例中，受试者可以是成人受试者。

[0178] 本领域技术人员将容易地理解，本公开很好地适于实现所述目的并获得所提及的

目的和优点以及其中固有的目的和优点。本领域技术人员将想到其中的修改和其他用途。

这些修改包含在本公开的精神内。给出以下实例来说明本发明。然而，应该理解，本发明不

限于这些实例的具体条件或细节。

[0179] 实例

[0180] 实例1‑材料和方法

[0181] 胰岛收获：从登记的器官捐赠中获得适当同意和匿名的整个人胰腺。用胶原酶P

(Roche#1129  002  001)注射小叶，且胶原P重悬于1.4mg/ml的胰岛分离溶液(含有0.35g的

NaHCO3/L和1％人血清白蛋白(Roche  A9731)汉克斯平衡盐溶液(Invitrogen#14065‑056))

中。将膨胀的小叶在37℃在温和的搅拌下孵育15‑25分钟。将消化物用冷的胰岛分离溶液稀

释，并且以1500RPM离心5分钟。丢弃上清液，并在剧烈研磨下在冷的胰岛分离溶液中洗涤沉

淀。将该溶液通过420μm筛(Bellco  Glass,Inc,Cat#1985‑00040)过滤并离心。将沉淀重悬

于1.100g/ml的Histopaque(Sigma#10771,Sigma#11191)中，并以1200RPM离心30分钟。收集

上清液，在胰岛分离溶液中稀释2倍，并以1500RPM离心5分钟。将沉淀在胰岛分离溶液中冲

洗，离心，并在37℃和5％  CO2的加湿培养箱中在E8培养基(Gibco#A1517001)中培养。第二

天，将胰岛以1500RPM离心5分钟，并且重悬于未稀释的TryplE  Select  10X(Life 

Technologies#A12177)中，并在37℃孵育10分钟。将分离的胰岛在E8培养基中稀释，离心，

重悬于补充有100ng/mL的氢化可的松(Sigma#H0135)、1U/ml的凝血酶(Sigma#T9326)和

100ng/mL的EGF(Sigma  E5036)的E8中。按照制造商的说明，将细胞在包被有玻连蛋白(Life 

Technologies#A14700)的培养皿上培养。

[0182] 重编程：将细胞用PBS(Gibco#14190144)冲洗，并在TryplE  select  1X中在37℃孵

育5分钟。用E8培养基终止消化，并将细胞以1000RPM离心5分钟。将细胞以2E6个细胞/200μl
重悬浮于BTX电穿孔溶液(VWR#89130‑542)中，并加入到含有20μg的重编程质粒的电穿孔比

色皿中。在内部构建了2个重编程质粒，其包括EBNA附加体表达序列、氨苄青霉素抗性以及

在CMV启动子控制下的重编程基因Oct4、Sox2、Klf4和L‑Myc。使用基因脉冲器XL(Bio‑Rad)

对电穿孔比色皿进行脉冲化。将细胞转移到补充有100ng/mL的bFGF(Life  Technologies#

PHG6015)和1μM的氢化可的松的E6培养基(Life  Technologies#a1516401)中的玻连蛋白包

被的培养皿中。将细胞在具有5％CO2的加湿培养箱中在37℃培养。在24小时后，用补充有

100ng/mL的bFGF、和1μM的氢化可的松和100μM的丁酸钠(Sigma#P1269)的E6更换培养基，并

且每隔一天更换一次。手动分离干细胞集落，并转移至E8培养基中玻连蛋白包被的培养皿

中。在暴露于内胚层诱导剂激活素‑A和渥曼青霉素4天后，初步筛选了由两个供体的原代组

织生成的73个系表达内胚层标记物的能力。选择具有最高比例的表达内胚层标记物的细胞

的培养物。经过第一个筛选的二十四个细胞系随后在暴露于12天的胰腺分化方案后筛选表

达胰腺标记物的能力。始终生成最高比例的胰腺细胞的细胞系被命名为SR1423，被储存并

用于所有后续实验。

[0183] 细胞系表征：SR1423表达多能细胞典型的标记物(图3A)并且具有正常的核型(图

3B)。SR1423的DNASTR谱证实其是与供体组织匹配的单个细胞系(图3C)。此外，SR1423以多
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能细胞系的典型速率生长(图3D)。观察到来自同一供体的其他诱导的多能干细胞(在下文

中被称为“iPSC”)系和重编程实验也显示出优先分化。iPSC系“B”也很好地分化为内胚层，

而系“C”和“D”对内胚层谱系的分化没有偏爱(数据未显示)。为了确定在基因表达谱与iPSC

无法分化为特定谱系之间是否存在相关性，对SR1423以及系B、C和D的表达基因进行了全基

因组微阵列分析。参见，例如Koyanagi‑Aoi  M.et  al.Proc.Natl.Acad .Sci.110(2013)。基

于至少Log2的倍数变化表达的无监督的分级聚类分析表明，SR1423与细胞系B聚在一起，但

不与细胞系C和D聚在一起。这确定了与内胚层谱系稳健且优先分化相关的基因表达模式

(图4A)。在10个差异最大的表达基因中，BHMT2、Cox7A1、HSPB2和NAP1L1与使用qRT‑PCR度量

形成内胚层的能力显著相关(图4B)。

[0184] 干细胞培养：未分化的iPS细胞按照制造商的说明保存在包被有玻连蛋白XF(Stem 

Cell  Technologies#07180)或17μg/cm2的Geltrex(Life  Technologies#A1413301)的6孔

组织培养板(Greiner  Bio‑One#657160)中，并且每天用E8培养基喂养。每3‑5天用0 .5mM 

EDTA(Life  Technologies#15575)以75‑85％的融合度传代培养物，并以7x  103个细胞/cm2

接种。

[0185] 分化：将第一批SR1423细胞以2.3x  104个细胞/cm2接种，并允许生长18‑24小时。然

后用dPBS(‑Mg2+/‑Ca2+)洗涤细胞，并按照28天的时间表更换培养基，该时间表包括如下6种

培养基配方：第1天、第2天、第3天：DMEM/F‑12培养基(Life  Technologies#10565018)、

0.2％的HSA、1XB27补充剂(Life  Technologies#A1486701)、100ng/mL的激活素A和1μM的渥

曼青霉素；第4天、第5天、第6天、第7天：DMEM(Life  Technologies#10567014)、0.2％的HSA、

1XB27补充剂、4μM的视黄酸、50ng/ml的KGF、50ng/ml的Noggin、0.25μM的环巴胺KAAD；第8

天、第10天：DMEM、0.2％的HSA、1XB27补充剂、50ng/ml的KGF、50ng/ml的Noggin、50ng/ml的

EGF；第12天、第14天：DMEM、0.2％的HSA、1XB27补充剂、50ng/ml的Noggin、50ng/ml的EGF、1μ
M的 γ ‑分泌酶抑制剂XXI、10μM的Alk5i  II、1μM的T3；第16天、第18天：DMEM、0.2％的HSA、

1XB27补充剂、10μM的Alk5i  II、1μM的T3、100nM的视黄酸；第20天、第22天、第24天、第26天、

第28天：CMRL(Life  Technologies#11530037)、0.2％的HSA、1X  B27补充剂、1X  glutamax

(Life  Technologies#35050061)、10μM的Alk5i  II、1μM的T3、10mM的烟酰胺、50ng/ml的

IGF‑I、10ng/ml的BMP4。为了通过添加第二阶段使用KGF进行分化，将在第4天、第5天、第6天

具有DMEM、0.2％的BSA、1XB27补充剂和50ng/ml的KGF的培养基插入到时间表中，在三天后

转移剩余阶段。该实施例的方案在分化的第28天生成了高纯度的内分泌胰腺细胞的群体

(图5A)。代表性图像的量化揭示了由细胞组成的群体，其中68％表达内分泌胰腺标记物

Nkx6.1(图5A，顶部中间图像，在图5B中定量)，66.8％表达晚期胰腺标记物NeuroD1(在图5B

中定量)，并且66.5％表达胰岛素(图5A，底部左侧图像，在图5B中定量)。从正在分化的内胚

层细胞中排除KGF的这种方法提高了胰腺衍生的干细胞和已建立的人类胚胎干细胞两者的

产量(图6)。

[0186] 如上所述，第二批SR1423细胞以6.3x  104接种，并且允许生长18‑24小时。然后用

dPBS(‑Mg2+/‑Ca2+)洗涤细胞，并按照28天的时间表更换培养基，该时间表包括如下6种培养

基配方：第1天、第2天、第3天：DMEM/F‑12培养基(Life  Technologies#10565018)、0.2％的

HSA、1XB27补充剂(Life  Technologies#A1486701)、100ng/mL的激活素A(PeproTech#AF‑

120‑14E)和1μM的渥曼青霉素(Sigma#W3144)；第4天、第5天、第6天、第7天：DMEM(Life 
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Technologies#10567014)、0.2％的HSA、1XB27补充剂、2μM的视黄酸(Sigma#R2625)、50ng/

ml的KGF(PeproTech#AF‑100‑19)、50ng/ml的Noggin(PeproTech#120‑10C)、0.25μM的环巴

胺KAAD(Millipore#239804)；第8天、第10天：DMEM、0.2％的HSA、1XB27补充剂、50ng/mL的

KGF、50ng/mL的Noggin、50ng/mL的EGF(PeproTech#AF‑100‑15)、100nM的视黄酸(Sigma#

R2625)、0.25μM的环巴胺KAAD(Millipore#239804)；第12天、第14天：DMEM、0.2％的HSA、

1XB27补充剂、50ng/ml的Noggin、50ng/mL的EGF、1μM的 γ ‑分泌酶抑制剂XXI(Millipore#

565790)、10μM的Alk5i  II(Axxora，#ALX‑270‑445)、100nM的视黄酸(Sigma#R2625)、0.25μM
的环巴胺KAAD(Millipore#239804)；第16天、第18天：DMEM、0.2％的HSA、1XB27补充剂、10μM
的Alk5i  II、100nM的视黄酸、0.25μM的环巴胺KAAD(Millipore#239804)；第20天、第22天、

第24天、第26天、第28天：CMRL(Life  Technologies#11530037)、0.2％的HSA、1X  B27补充

剂、1X  glutamax(Life  Technologies#35050061)、10μM的Alk5i  II、10mM的烟酰胺(Sigma#

N0636)、50ng/mL的IGF‑I(PeproTech#100‑11)、100nM的视黄酸(Sigma#R2625)、0.25μM的环

巴胺KAAD(Millipore#239804)和胰高血糖素(Sigma#G2044)。

[0187] 测试葡萄糖刺激的胰岛素分泌：在暴露于葡萄糖溶液之前，将细胞在具有1g/dL的

葡萄糖、10μM的Alk5i  II+1μM的T3+10mM的烟酰胺+50ng/ml的IGF‑I+10ng/ml的BMP4的

CMRL、0.2％的HSA、1X  B27补充剂、1X  glutamax(Life  Technologies#35050061)中培养两

小时。将细胞在KREBS(Alfa  Aesar#J67591‑AP)中的2mM的葡萄糖中孵育30分钟，并收集上

清液。将缓冲液换成在KREBS中的20mM葡萄糖30分钟，并收集上清液。将缓冲液换成在KREBS

中的20mM葡萄糖、30mM的KCl  30分钟，并收集上清液。使用超敏C肽或胰高血糖素ELISA

(Mercodia#10‑1141‑01)和GENios微孔板读数器(TECAN)确定每种上清液中C肽的浓度。使

用Magellan软件(TECAN)一式两份测量吸光度读数。在该程序之后，观察到使用C肽作为胰

岛素(图7)和胰高血糖素(未显示)的替代物，从SR1423分化的细胞分泌胰岛素。

[0188] 实例2‑结果

[0189] 细胞系衍生。通过将重编程基因引入到成熟细胞的核中来产生iPSC系。这些基因

(通常为OCT4、Sox2、KLF4和c‑Myc)诱导细胞的一部分，以采用胚胎干细胞的基因表达模式、

形态和行为。据报道，起始细胞群体的表观遗传特征在重编程的细胞中持续存在，这种现象

称为“表观遗传记忆”，尽管这种作用的持续时间未知。为了最大化生成有效地分化为胰腺

谱系的iPSC系的潜力，从同意的健康成人供体胰腺的朗格汉斯岛中选出原代细胞(图1A)用

于重编程。

[0190] 随着时间的推移，在细胞培养物中生长的原代细胞可以变得同源并且丧失功能成

熟特性，这可能是由于适应人工培养条件的结果。为了避免起始细胞群体中遗传多样性的

丧失，重编程基因在细胞收获后的五天内完成。通过两个附加体表达质粒的电穿孔将重编

程基因Oct4、Sox2、Klf4和L‑Myc引入到原代细胞中。相对于C‑Myc选择L‑Myc，以减少引入致

癌基因的可能性。在暴露于内胚层诱导剂激活素‑A和渥曼青霉素4天后，最初筛选了从两个

供体的原代组织产生成的73个系表达内胚层标记物的能力。选择具有最高比例的表达内胚

层标记物的细胞的培养物。经过第一个筛选的二十四个细胞系随后在暴露于12天的胰腺分

化方案后筛选表达胰腺标记物的能力。始终生成最高比例的胰腺细胞的细胞系被命名为

SR1423，被储存并用于所有后续实验。该细胞系产生了定型内胚层(图1B)和胰腺祖细胞(图

1C)的几乎同源的培养物。值得注意的是，SR1423表现出向外胚层和内胚层分化的强大能力
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(分别由OTX2和Sox17指示)，但在使用市售试剂盒进行分化时无法表达中胚层标记物

Brachyury(图2)。由于未达到所有三个胚层，因此SR1423不符合iPSC的多能性的公认标准，

并且相反可以视为多能性的或非多能性的。

[0191] 细胞系表征。SR1423表达多能细胞典型的标记物(图3A)，并且具有正常的核型(图

3B)。其DNASTR谱证实了与供体组织匹配的单个细胞系(图3C)，并且在NIH、ATCC和DSMZ数据

库中的所有指纹中都是唯一的。此外，SR1423以多能细胞系的典型速率生长(图3D)。观察到

来自相同供体和重编程实验的其他iPSC细胞系也显示出优先分化。iPSC系“B”也很好地分

化为内胚层，而iPSC系“C”和“D”没有显示出向内胚层谱系的分化的偏好(数据未示出)。在

SR1423以及系B、C和D上进行了表达基因的全基因组微阵列分析。通过这种比较，消除了由

于供体或重编程的方法导致的基因表达的差异。基于至少Log2的倍数变化表达的无监督的

分级聚类分析显示，SR1423与细胞系B聚在一起，但与C和D不同。这确定了与向内胚层谱系

的稳健且优先分化相关的基因表达模式(图4A)。在10个差异最大的表达基因中，BHMT2、

Cox7A1、HSPB2和NAP1L1与使用qRT‑PCR度量形成内胚层的能力显著相关(图4B)。这些结果

表明，定义的基因子集的基因表达可以用于鉴定具有治疗用途的特定iPSC系。

[0192] 细胞分化。报道从多能干细胞群体产生胰腺细胞的其他小组使用独特的细胞培养

方案结合独特的干细胞群体。这意味着每种方案都针对特定的起始细胞群体定制，这使起

始细胞群体是分化潜力的主要决定因素的概念得到了证实。

[0193] 在大多数方法中，β细胞的生成通过胚胎胰腺发育的已知阶段通过多能细胞的进

行性分化而发生。这种进展始于定形内胚层的形成，随后过渡到胰腺祖细胞、内分泌型胰

腺、并且最后是表达激素的胰腺细胞。传统上，表达Sox17和HNF3β的定形内胚层细胞的产生

是通过暴露于激活素A和Wnt3a(参与哺乳动物的内胚层模式化的信号传导分子)来实现的。

胰腺祖细胞(通过胰腺十二指肠同源盒1(Pdx1)的表达鉴定)在用视黄酸激活HOX基因后出

现，同时用环巴胺抑制hedgehog信号传导。表达Pdx1和Nkx6.1两者的内分泌细胞在模式化

蛋白noggin的存在下通过激活KGF信号传导由胰腺祖细胞形成，KGF信号传导参与胰管细胞

的形成。通过甲状腺激素来促进向激素表达表型的成熟。已经做出了巨大的努力来用小分

子替代分化方案中使用的生长因子和激素。

[0194] 所公开的方法能够驱动SR1423和其他干细胞分化为β细胞表型。所公开的方案在

分化的第28天生成了高纯度的内分泌胰腺细胞的群体(图5A)。代表性图像的量化揭示了由

细胞组成的群体，其中68％表达内分泌胰腺标记物Nkx6 .1，66 .8％表达晚期胰腺标记物

NeuroD1，并且66.5％表达胰岛素(图5B)。

[0195] 在培养的第4‑7天在抑制或不抑制TGFβRI激酶抑制的情况下，本方案不提供定形

内胚层细胞暴露于Wnt3A，并且任选地不将定形内胚层暴露于KGF(FGF7)。检查了KGF在分化

早期的影响，并且显示出胰腺和胰岛素产生细胞的产量的显著降低(图6A)。为了确定该结

果是否仅限于SR1423细胞系，将所公开的方案与使用具有匹配结果的参考胚胎干细胞系

BGO1V的已知方案进行比较(图6B，在6C中量化)。并排使用，所公开的方案在这些细胞系中

生成了更多的胰岛素产生细胞。

[0196] 按照所公开的方案从SR1423分化的细胞将胰岛素(图7)和胰高血糖素(未显示)分

泌到培养基中。SR1423的顺序分化显示出一致的、可重复的高水平的C肽检测(图7)，并且当

用我们的方案分化时显示出更高的水平。这些细胞可以以葡萄糖响应的方式分泌胰岛素
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(未示出)。因此，这些分泌激素的细胞可能是细胞替代疗法的理想候选者。此外，通过向培

养基中添加胰高血糖素，可以实现成熟的胰岛素和胰高血糖素表达细胞的最佳平衡，这具

有减少共表达胰岛素和胰高血糖素的细胞的量的益处(图10A‑B)。

[0197] 实例3‑在动物模型中用所公开的治疗性细胞治疗糖尿病

[0198] 海藻酸盐包封：使用细胞提升器手动释放SR1423的分化平面培养物，并在6孔悬浮

培养皿中以95RPM摇动过夜。将形成的簇在130mM的NaCl、10mM的MOPS  pH  7.4中冲洗，并且

以2E6个细胞/ml的密度重悬浮在2％的Pronova  UP  MVG海藻酸盐(Novamatrix)中。将海藻

酸盐/细胞混合物装入注射器中，并且通过0.24μm喷嘴以4ml/分钟和7kV通过Nisco静电液

滴发生器进料，或者手动滴入20mM的BaCl2、130mM的NaCl、10mM的MOPS的聚合浴中。将珠冲

洗四次，并返回到分化培养基中直至移植。

[0199] 小鼠中糖尿病的诱导：使用8‑10周龄的具有免疫能力的CD1小鼠以用链脲佐菌素

(STZ，VWR#102515‑840)诱导糖尿病。将STZ腹膜内(200mg/kg)注射到小鼠中。通过测量血糖

水平来确认STZ诱导的糖尿病。

[0200] 海藻酸盐包封的分化的SR1423细胞的移植：将STZ诱导的糖尿病小鼠用20mg/kg的

三溴乙醇(Sigma#776557888)麻醉，并将其腹部剃毛并用异丙醇灭菌。在胸骨下方的腹部中

央制作垂直切口。将海藻酸盐珠植入到腹膜中，并用缝合线闭合切口。手术后，给予小鼠酮

洛芬(2.5mg/Kg，ThermoFisher#P08D009)3天。在移植后定期观察小鼠。每周两次通过使用

商用血糖仪从尾静脉获取一小滴血液来监测血糖水平。较低的血糖在移植的48小时内是明

显的，并且维持了数周时间(图8)。

[0201] 在动物模型中糖尿病的逆转。用于移植的免疫保护胰岛细胞的常用方法是将细胞

包埋在含海藻酸盐的微珠中。包埋在海藻酸盐内并植入到腹膜中的替代胰腺细胞可以显示

糖尿病的短期逆转，并且为概念验证提供了良好的基础。由改性的海藻酸盐形成的具有较

低的刺激纤维化趋势的微珠在正常啮齿动物中能够逆转糖尿病长达6个月。为了证明

SR1423生成的细胞在免疫保护装置中逆转糖尿病的能力，我们将分化的细胞包埋在海藻酸

盐珠中，并且将其植入到患有化学诱导的糖尿病的正常小鼠的腹膜中。在移植的48小时内

较低的血糖是明显的，并且维持了数周时间(图8)。

[0202] 实例4‑使用所公开的方法培养非人灵长类细胞

[0203] 所公开的用于分离多能干细胞并将干细胞有效地分化成胰岛素产生胰腺谱系的

方法在以非人组织开始和以非胰腺组织开始时也是有效的。从恒河猴物种的三种非人灵长

类动物(NHP)的皮肤活检中收获成纤维细胞，并且如针对人类细胞所描述的相同方式进行

培养(即，实例1的培养和分化步骤)。重编程基因Oct4、Sox2、Klf4和L‑Myc通过两个附加体

表达质粒的电穿孔被引入原代成纤维细胞中。从NHP供体的原代组织生成的干细胞系表达

多能性标记物Oct4、SSEA4、Tra‑1‑80和Tra‑1‑60。在暴露于内胚层诱导剂激活素‑A和渥曼

青霉素4天后，筛选这些细胞系表达内胚层标记物的能力。从每个NHP供体中选择具有最高

比例的表达内胚层标记物的细胞的培养物，并且随后在暴露于12天的胰腺分化方案后筛选

表达胰腺标记物的能力。来自所有三个NHP供体的组织产生了至少一种干细胞系，该干细胞

系在暴露于所述的12天分化方案后有效地生成胰腺内胚层细胞。图9示出了衍生自NHP供体

的这些系之一的代表性实例。

[0204] 实例5‑用所公开的治疗性细胞治疗成人糖尿病
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[0205] 该实例说明了使用所公开的方案生成治疗性细胞以治疗成人的I型糖尿病的方

法。

[0206] 患有胰岛素依赖型糖尿病的成人受试者接受移植物，所述移植物包括治疗有效量

的组合物，所述组合物包括进入受试者的网膜袋或腹膜腔中的所公开的大包封的胰岛素产

生细胞。评价受试者的血糖水平。在植入治疗有效数量的大包封的细胞后，对受试者进行监

测，以确保受试者的血糖水平已经稳定。进一步筛查受试者的糖化血红蛋白，以及随时间推

移的糖尿病的合并症。

[0207] *****
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图7

图8
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