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多种分离纯化大鼠胰岛细胞的实验方法比较
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摘　要:【目的】采用不同的分离或消化方法 , 探讨如何提高大鼠胰岛细胞分离纯化后的收获量和质量。【方法】将 25 只

供体 SD 雄性大鼠依胰腺分离或消化的方法不同随机地分为 5 组:①A 组:胆总管灌注胶原酶 P;②B 组:胆总管灌注 Hanks

液;③C 组:胆总管不灌注液体;A、B 、C 3 组胰腺直接分次消化;④D组:胆总管不灌注 , 胰腺剪碎后分次消化;⑤对照组:胆总

管灌注胶原酶 P , 胰腺直接单次消化。将分离的胰岛沉淀物用 Ficoll-400 纯化并培养 ,再把胰岛细胞移植于糖尿病裸鼠受体腹

腔内。【结果】纯化后的胰岛细胞在收获量上 A 和 B 组明显多于对照组或 C 组 ,而 D组最低;A、B 和 D 3 组的纯度均高于对

照组或 C 组;在胰岛成活率方面 , A 、B 、C 3组均高于对照组或 D组。移植于糖尿病裸鼠受体内的大鼠胰岛细胞均可逆转高血

糖状态。【结论】经胆总管灌注胶原酶后的大鼠胰腺用分次消化的方法可提高胰岛细胞的收获量 、纯度和活性。
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Experimental Comparisons of Several Methods for Isolating and Purifying of Rat Islets of Langerhans　CHEN
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testinal and Pancreatic S urgery , First Af f iliated Hospital of Sun Y at-sen University , Guangzhou 510080 , China)

Abstract:【Objective】To investiga te how to improve the yield and quality of ra t islets in isolation and purification.【M ethods】

25 male SD rats(islet dono rs)w ere randomly divided into 5 g roups based on different methods of separation or collagenase digestive

approach.①Islets were isolated using tw o times digestion by pancreatic ductal injection of collagenase P(group A).②Hanks solution

w as injected through the common bile duct into the pancreas , and the distended pancreas directly digested by collagenase P for two

times(group B).③There was no solution to be injected through the common bile duct into the pancreas , and the pancreas digested

directly by collagenase P fo r two times(g roup C).④The common bile duct didn' t need to be injected.The pancreas was directly cut

into small pieces , and digested by collagenase P for tw o times(g roup D).⑤The pancreas was directly dig ested by collagenase P for

one time after pancreatic ductal injection of collag enase P(control g roup).Islets w ere purified by F ico ll-400 density g radient and cul-

tured , and transplanted into the abdominal cavity of diabetic nude mice.【Results】The yield of purified islets was much more in

g roup A or B than in group C or control group , and that w as the least in g roup D.The purity of group A , B , and D w as significantly

higher than that of control group or g roup C , respectively.The survival rate of islets in g roup A , B , and C was significantly higher

than that of control g roup or g roup D , respectively.T ransplanted rat isle ts could reverse hyper glycemia in the diabetic nude mice.

【Conclusion】After injection of collagenase , the distended pancreas is removed and digested by collagenase for two times.This method

can improve the yield , purification and viability of purified r at islets.
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　　自胰岛素应用以来 ,糖尿病死于急性并发症已

大为减少 ,但慢性并发症却逐渐增多 ,病人常因此

而致残 、致死 ,影响劳动力和寿限[ 1] 。胰岛细胞移

植是治愈 1型糖尿病的一种简单 、安全 、有效的理

想方法 ,但目前临床疗效尚不理想 ,主要原因在于

经分离和纯化后必须有足够数量的活性胰岛细胞

以及防治移植后的免疫排斥反应[ 2] 。近几十年来 ,

胰岛细胞分离与纯化技术正在不断地得到改善 ,但

所获得的胰岛细胞在收获量 、活性及纯度上仍然不

尽人意[ 3] 。多数作者从胰岛细胞分离与纯化技术

的某一方面作改进并报告其结果 ,尽管大鼠胰岛细

胞在收获量和质量上较为满意 ,但由于没有同时在

相同的实验条件下作相关的比较 ,其结论的说服力

不够强。因此 ,本实验将对此作一探讨 。

1　材料和方法

1.1　材　料

SD 雄性大鼠作为胰岛细胞供体 , 体质量为
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200 ～ 250 g ,由本校动物实验中心提供 。雄性裸鼠

作为胰岛细胞受体 ,体质量为 20 ～ 25 g ,由本校肿

瘤防治中心动物实验楼提供 。Hanks液自行配制 ,

中性红 、Ficoll-400 、链脲霉素(STZ)、吖啶橙(AO)

和碘丙啶(PI)均购于美国 Sigma公司 ,胶原酶 P 和

Hepes购于德国 Boehringer Mannhein 公司 , RPMI

1640培养基 、胎牛血清购于 Gibcobrl公司。血糖

用罗氏公司乐康全 2血糖检测仪测定 ,尿糖用广州

市越秀区东方新科技研究所尿糖试剂带测定 。

1.2　方　法

1.2.1　胰岛细胞分离　SD大鼠用乙醚吸入性麻

醉后 ,心内注射 2 g/L 中性红 5 mL ,开腹后找到胆

总管 。将 25只大鼠依胰腺的剪取或消化方法不同

随机分为 5组 ,每组 5只:①A组:术中钳闭胆总管

进入十二指肠处 ,从胆总管注入 1 g/L 胶原酶 P 6

～ 8 m L ,当胰腺肿胀时迅速剪下胰腺。 ②B 组:从

胆总管灌注 Hanks液 6 ～ 8 mL 后剪取胰腺 。 ③C

组:不经胆总管灌注 ,直接剪取胰腺 。上述 3 组的

胰腺组织均先经解剖显微镜下仔细清除脂肪组织 、

血管和淋巴结 ,再用眼科镊将其撕成小块 ,但不剪

碎。④D组:胆总管不灌注 ,胰腺直接剪取后清除

脂肪组织 ,再剪碎成约 1 mm ×1 mm×1 mm 大小。

然后分别将 4组的胰腺组织采用分次消化的方法

进行消化 ,即把胰腺置入含 1 g/L 胶原酶 P 的培养

瓶中 ,于 37℃恒温水浴箱中边振荡边消化 20 ～ 25

min ,直至成小颗粒状时 ,加入 4 ℃含 10 mmol/L

Hepes的 Hanks洗液稀释并终止消化 ,吸取上层细

胞悬液离心收集 ,而尚未消化的大块组织再转移至

0.5 g/ L胶原酶 P 5 m L 中继续消化 20 ～ 25 min ,

直至组织呈沙粒状 ,再终止消化并离心。将先后消

化所收集的组织洗 3遍。 ⑤对照组:按照胶原酶 P

使用说明书的胰岛细胞分离纯化方法作为标准(单

次消化方法),即剪取胰腺方法同 A 组 ,但不同的

是将胰腺置入含 1 g/L 胶原酶 P 的培养瓶中于 37

℃恒温水浴箱中消化 45 ～ 50 min ,直至组织呈沙粒

状 ,再按上述方法终止消化和洗涤 。

1.2.2　胰岛细胞纯化　将上述分离的胰岛沉淀物

加入 3 m L的 250 g/ L Ficoll-400 ,充分混匀 ,随后不

连续地缓慢依次加入 230 g/ L(3 mL)、200 g/ L(2

mL)、110 g/ L(2 m L)的 Ficoll-400 ,最后加入 Hanks

洗液 3 mL ,800 g×10 min离心 ,吸取 110 ～ 200 g/

L 及 200 ～ 230 g/ L界面上的细胞 ,Hanks洗液洗涤

3遍 。纯化的胰岛细胞悬浮于含 100 m L/L 胎牛血

清的 RPM I 1640培养基中 ,在 37 ℃、体积分数为

5%CO2 培养箱中培养 48 h。每份标本取一定量

的悬浮液在倒置显微镜下计数 ,若见有由两个以上

组成的细胞团时则按单个细胞数计算 ,每份标本重

复计算 4次 ,取其平均值;再将平均值换算成整份

悬浮液内的胰岛细胞数。

1.2.3　胰岛细胞活性判断　用 AO/PI 荧光染色

法和糖尿病裸鼠受体行胰岛细胞移植法判定胰岛

细胞活性 。在 AO/PI 荧光染色时 ,胰岛活细胞染

绿色 ,死细胞染成红色;胰岛细胞成活率用胰岛活

细胞占所有胰岛活细胞和死细胞总数的百分比表

示 ,每份标本重复计算 4次 ,取其平均值表示 。

1.2.4　建立裸鼠糖尿病模型　向健康裸鼠腹腔内

按220 mg/kg 剂量注入 20 g/L 浓度的 STZ ,注药

后 1 、2 、4 、6 d 测血糖及尿糖 ,血糖连续超过 16.8

mmol/L ,尿糖持续(++++)者选为糖尿病模型。

1.2.5　胰岛细胞移植　与供体相对应将受体糖尿

病裸鼠分为 5组(A 、B 、C 、D和对照组),每组 3 只。

每只裸鼠腹腔内移植大鼠胰岛细胞 450 ～ 550 个。

移植次日起第一周每天测 1次 ,而后每周 3次采尾

静脉血测定血糖 ,并同时测定尿糖 。非空腹血糖连

续低于11.2 mmol/L 及尿糖阴性 ,作为移植物功能

存活的标准;否则作为移植物功能丧失的指标 。

1.2.6　统计学方法 　所有实验数据均为计量资

料 ,用均数 ±标准差表示。用 SPSS 8.0 for w in-

dow s软件进行统计学分析 ,各组资料的比较采用

方差分析 F 检验 ,组间比较采用 LSD检验 。

2　结　果

2.1　胰岛细胞收获量 、纯度及成活率估计

分离纯化后的胰岛细胞被中性红染成桔红色 ,

镜下表现为大小不一的圆形或卵圆形细胞团和散

在细胞 ,而外分泌组织不着色 。纯度在镜下用胰岛

细胞数量与外分泌组织量的百分比来估计[ 4 , 5] 。

胰岛细胞收获量 、纯度和成活率结果见表 1。

2.2　胰岛细胞移植

糖尿病裸鼠接受大鼠胰岛细胞移植后 ,均可逆

转术前的高血糖状态 ,并持续 10 d 以上 ,表明移植

的胰岛细胞能恢复分泌胰岛素的功能 ,未受到免疫

排斥 ,是有活性的细胞。

3　讨　论

如何提高供体胰岛细胞分离纯化后的收获量

和质量是胰岛细胞移植工作者一直追求的目标 ,也

是决定其移植成功与否的关键性因素 。当足够数
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表 1　25 只 SD大鼠经分离纯化后的胰岛细胞

收获量 、纯度和成活率

Table 1　The y ield , purity and survival rate of purified

islets in 25 SD rats

Group n Yield(islet) Purity(%) Survival rate(%)

Control 5 360±69 84.6±2.4 90.3±1.4

A 5 720±75 1) 92.9±2.4 1) 96.2±1.1 1)

B 5 516±81 1) 89.4±2.4 1) 93.6±2.5 2)

C 5 355±66 87.2±3.1 93.6±2.8 2)

D 5 269±25 2) 88.4±2.5 2) 90.6±3.1

　　One-way ANOVA statist ics:1)Compared wi th cont rol group , P

<0.01;2)compared w ith cont rol group , P <0.05

量的活性胰岛细胞植入糖尿病受体后有功能存活 ,

即能逆转糖尿病的高血糖状态 ,并防止或缓解其并

发症的发生和发展 。自 M oskalew skis最早创立了

胶原酶消化分离胰岛细胞的方法以来 ,经过众多学

者的技术改进 ,胰岛细胞在收获量和质量上有一定

程度的提高 ,有作者报道应用酶消化方法进行胰岛

细胞的分离与纯化 ,可取得每只大鼠胰岛细胞数为

(1 012±231)个 ,纯度 90%以上的好结果[ 4] 。

本文通过采用不同的分离或消化方法 ,在相同

的实验条件下操作 ,使得各组的实验结果具有可比

性 ,从而探讨哪种方法有利于提高大鼠胰岛细胞分

离纯化后的收获量 、纯度和活性 。研究发现 ,纯化

后的胰岛细胞在收获量上 A和 B组明显多于对照

组或 C 组 ,其中 A 组胰岛细胞数最高 ,而 D 组最

低 ,说明经胆总管灌注胶原酶或H anks液可起到机

械性扩张 、破坏胰腺外分泌腺泡的作用 ,同时胶原

酶可对外分泌腺泡起初步的消化作用 ,有利于胰岛

细胞分离[ 5] ;另外也说明胰腺分次消化的效果优于

单次消化 ,换句话说胰腺经过胶原酶的首次消化后

将上层细胞悬液及时吸出 ,把尚未消化的大块组织

再转移至浓度较低的胶原酶中继续消化 ,这样可减

少胶原酶对已分离出的胰岛细胞的消化和破坏 ,从

而提高胰岛细胞的收获量[ 4] 。在胰腺单次消化时

必须严格控制好消化时间 ,否则可能因为消化时间

过短导致分离的胰岛细胞量减少 ,消化时间过长则

可使胰岛细胞受破坏 ,这些都不利于增加细胞的收

获量
[ 5]
。在纯度方面 ,A 、B 、D 3组均高于对照组或

C 组 ,其中 A组纯度最高 ,对照组最低 ,这进一步说

明胶原酶分次消化在胰岛细胞分离纯化上的作用

总的优于单次消化 ,其优点在于能够及早将已消化

满意的胰岛细胞吸出 ,而单次消化无论对胰岛细胞

还是对外分泌组织均作用较为充分 ,可能导致部分

已消化的碎片组织混杂在胰岛细胞中 ,通过纯化过

程难以被清除 ,影响了胰岛的纯度 。在胰岛细胞成

活率方面 ,A 、B 、C 3组均高于对照组或 D组 ,其中

成活率最高为 A组 , 最低为对照组 ,这也说明胶原

酶分次消化作用对胰岛细胞成活率的影响总的优

于单次消化 ,避免或减轻了胶原酶对胰岛细胞的长

时间消化和破坏 ,从而提高了胰岛细胞的成活率。

将胰岛细胞移植于糖尿病裸鼠上 ,可逆转其高血糖

状态 ,由于此类裸鼠有严重的 T 细胞数目减少及 T

细胞功能缺陷 ,不会对胰岛细胞移植物产生免疫排

斥反应 ,使胰岛细胞得以长期存活 ,这证明了所移

植的胰岛细胞具有活性和分泌胰岛素的功能 。因

此 ,经胆总管灌注胶原酶后剪取大鼠胰腺 ,撕成小

块后采用胶原酶分次消化 ,有助于提高胰岛细胞的

收获量 、纯度和活性 。

当然 ,影响胰岛细胞分离纯化的因素较多[ 3] ,

这些因素始终贯穿着整个胰岛细胞分离纯化的过

程 ,如分离纯化方法的差异 、不同消化酶的应用 、消

化条件的不同程度掌握等都会影响胰岛细胞分离

纯化后的收获量和质量。实验过程中 ,如果胰腺消

化时间过长 ,可使胰腺过度消化 ,极易产生粘稠的

胶状物 ,其内可含大量的胰岛细胞 ,不利于胰岛细

胞的纯化提取。因此 ,减少或避免在消化过程中形

成胶状物显得十分重要 ,下面方法有助于减少胶状

物的形成[ 3] :①经短时间分离就取出游离的胰岛细

胞;②消化液中加入 5%甘油;③用最小量胶原酶

消化;④pH 保持在 7.8±0.1 ,以减轻酸性环境对

胰岛细胞的损害;⑤消化时温度保持(38±1)℃;⑥

增加温育液的容积。另外 ,经消化分离的胰岛沉淀

物在加 Ficoll-400进行纯化时 ,应将两者充分混匀 ,

避免胰岛沉淀物成团成块 ,这样有利于胰岛细胞的

纯化和提取。
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