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ＮＯＤ 小鼠胰岛的分离及其在体内外的生物学特性
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　 　 【摘要】 　 目的　 建立分离纯化非肥胖性糖尿病（ＮＯＤ）小鼠胰岛的方法，并对其体内外生物学特性进行研究。
方法　 采用改良的胶原酶消化结合 Ｆｉｃｏｌｌ 密度梯度离心方法，分离纯化 ＮＯＤ 小鼠胰岛。 应用体外糖刺激实验检测

分离纯化的胰岛功能，以及通过监测移植小鼠的血糖、体重变化及糖耐量实验对移植胰岛的体内生物学功能进行

分析，并通过 ＨＥ 染色和免疫荧光染色检测肾被膜下移植胰岛的存活情况。 结果　 胰岛产率为（１１６ ± １２）个胰岛 ／
胰腺，纯度 ＞ ９０％ 。 体外糖刺激实验结果显示，ＮＯＤ 小鼠胰岛的糖刺激胰岛素释放水平明显低于 ＫＭ 小鼠胰岛。
胰岛移植实验显示，移植胰岛能有效改善糖尿病小鼠的血糖、体重和糖耐量，但改善作用一般仅能维持 ２ 周左右。
ＨＥ 染色和免疫荧光染色结果显示，肾被膜下可见胰岛素阳性的胰岛细胞团，并且在残存的移植胰岛细胞团周围存

在大量淋巴细胞浸润。 结论　 通过改良的小鼠胰岛分离方法可由 ＮＯＤ 小鼠分离得到大量较高纯度的胰岛，可用

于今后探索如何阻断自身免疫损伤保护移植胰岛的研究。
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　 　 １ 型糖尿病是一类自身免疫性疾病，胰岛 β 细

胞由于受到自身免疫系统的攻击，导致胰岛 β 细胞

的破坏，胰岛素的绝对缺乏，产生一系列的代谢障碍

和血糖升高。 目前常用的 １ 型糖尿病动物模型是链

脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ， ＳＴＺ）诱导的 １ 型糖尿病啮

齿类动物模型［１］， 但这种模型是利用 ＳＴＺ 对胰岛 β
细胞的选择性毒性杀伤作用，诱使动物产生糖尿病，
这种化学诱导法虽然简单易操作，但与临床上 １ 型

糖尿病病人的发病原因并不相同。 非肥胖型糖尿病

小鼠（ＮＯＤ）是通过选择繁殖和近亲交配从 Ｊｃｌ：ＩＣＲ
小鼠中获得的一种 １ 型糖尿病小鼠模型，该小鼠模

型通常于 ４ ～ ５ 周龄开始出现胰岛炎，进而破坏胰岛

β 细胞，于 １２ ～ １４ 周龄时出现明显糖尿病症状，到
３０ 周龄时雌性小鼠累计发病率可达到 ６０％～ ８０％ ，
而雄性小鼠则不到 ２０％～３０％ ［２］。 其与 １ 型糖尿病

患者一样，都是由于自身免疫系统的攻击导致胰岛

细胞的损坏，最终导致代谢紊乱和血糖升高。 因此，
在 １ 型糖尿病的研究中，具备较高的研究与实用价

值。 目前国内有关 ＮＯＤ 小鼠胰岛分离与纯化方法

的研究报导较少［３］，未见有对分离的 ＮＯＤ 小鼠胰岛

生物学功能的详细研究报道。 本文旨在建立一种稳

定高效的 ＮＯＤ 小鼠胰岛分离方法，并对其体内外的

生物学功能进行研究。 旨在为今后利用 ＮＯＤ 小鼠

进行胰岛移植实验提供有价值的实验依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

７ ～ ８ 周龄雌性 ＳＰＦ 级 ＮＯＤ 小鼠 ２３ 只， 体重

１８ ～ ２０ ｇ；１３ 周龄雌性 ＳＰＦ 级 ＮＯＤ 小鼠 ３０ 只，体重

２２ ～ ２５ ｇ，均由北京华阜康生物科技股份有限公司

【ＳＣＸＫ（京）２０１４ － ０００４】，并已通过相关检疫，饲养

于广西医科大学实验动物中心【 ＳＹＸＫ 桂 ２０１４ －
０００３】，ＳＰＦ 级封闭环境下，温度： ２２ ～ ２４℃， 湿度：
４５％～８０％ ， 光照：１５０ ～ ３００ Ｌｘ， １２ ｈ 昼夜交替。 动

物实验方案已通过广西医科大学实验动物管理与伦

理委员会审查批准（批准号：２０１７０２００７）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂

胶原酶 （货号：Ｃ９２６３）、 Ｆｉｃｏｌｌ ＰＭ ４００ （货号：

Ｆ４３７５）和双硫腙 （ ｄｉｔｈｉｚｏｎｅ， ＤＴＺ） （货号：Ｄ５１３０）
均购自 Ｓｉｇｍａ 公司。 小鼠 Ｉｎｓｕｌｉｎ ＥＬＩＳＡ 试剂盒（货
号：１０ － １２４７ － ０１）购自 Ｍｅｒｃｏｄｉａ 公司。 ２５ μＬ 气相

微量进样针购自 Ｈａｍｉｌｔｏｎ 公司。 ＲＰＭＩ － １６４０ （货
号：１１８７５ － ０９３） 和胎牛血清 （ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ，
ＦＢＳ）（货号：１００９９ － １４１） 购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎ⁃
ｔｉｆｉｃ 公司。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 实验分组

同基因胰岛移植胰岛供体小鼠：７ ～ ８ 周龄血糖

正常的雌性 ＮＯＤ 小鼠。 同基因胰岛移植受体小鼠：
１３ 周龄的雌性 ＮＯＤ 小鼠每周监测两次血糖，连续

两次血糖均 ＞ １６􀆰 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 即定义为发病小鼠，３０
只小鼠中共有 １２ 只发病，将发病小鼠随机分为两

组，每组 ６ 只，一组移植组，一组为假手术组。
１􀆰 ２􀆰 ２　 小鼠胰岛细胞团的分离纯化

１０％水合氯醛腹腔注射麻醉胰岛供体 ＮＯＤ 小

鼠，动脉夹夹闭胆总管近胆囊端。 小号头皮针

（０􀆰 ４５ ｍｍ × ０􀆰 １６ ｍｍ）于胆总管内插管逆行注射预

冷的胶原酶 ２ ～ ２􀆰 ５ ｍＬ。 分离胰腺，转移至 ５０ ｍＬ
离心管，每只胰腺再加入 ２ ｍＬ 胶原酶溶液，于 ３７℃
水浴锅中消化 １８ ｍｉｎ。 消化完毕加入预冷的 ＲＰＭＩ
１６４０ 溶液至 ５０ ｍＬ 终止消化，手摇 １ ｍｉｎ，然后通过

孔径为 ５００ μｍ 的不锈钢滤网过滤，离心去上清

（８００ ｒ ／ ｍｉｎ，２ ｍｉｎ），并再次洗涤两次（８００ ｒ ／ ｍｉｎ， ２
ｍｉｎ）。 完全去除 ＲＰＭＩ１６４０ 液，加入 ４ ｍＬ ２５％ 的

Ｆｉｃｏｌｌ （常温），涡旋数秒，待细胞液混合均匀，转移至

１５ ｍＬ 离心管。 再依次沿离心管壁缓慢加入 ２ ｍＬ
２３％、２１􀆰 ５％、１１􀆰 ５％的 Ｆｉｃｏｌｌ 溶液和 ２ ｍＬ ＲＰＭＩ１６４０
溶液，常温下 ２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 １５ ｍｉｎ，并缓慢降速。
使用微量移液器小心吸取 １１􀆰 ５％与 ２１􀆰 ５％交界层的

细胞团。 转移至 １５ ｍＬ 离心管，加入 ８ ｍＬ ＲＰＭＩ１６４０
溶液洗涤两次（８００ ｒ ／ ｍｉｎ，２ ｍｉｎ）。
１􀆰 ２􀆰 ３　 分离胰岛的染色鉴定与纯度分析

将分离纯化后的胰岛细胞团转移至 ６ ｃｍ 培养

皿，加入 ３ ｍＬ ＲＰＭＩ １６４０。 均匀加入 ６０ μｇ ／ ｍＬ 的

ＤＴＺ 溶液 ３ ｍＬ，避光常温下孵育 １５ ｍｉｎ。 倒置显微

镜下拍照观察。 成桃红色的即为胰岛细胞团。 Ｉｍ⁃
ａｇｅ Ｊ 统计计数阳性胰岛细胞团。

６４
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１􀆰 ２􀆰 ４　 分离胰岛糖刺激实验

胰岛细胞团培养两天后，于倒置显微镜下，采用

２０ μＬ 的移液枪小心吸取胰岛细胞团置于 １􀆰 ５ ｍＬ
ＥＰ 管中，５０ 个胰岛 ／管，共 ３ 管，然后转移至 ２４ 孔

板中。 分别按照 ＫＲＢＢ 基础液，含 １􀆰 ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄

糖的 ＫＲＢＢ 低糖刺激液和含 １６􀆰 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖的

ＫＲＢＢ 高糖刺激液的顺序依次刺激 １ ｈ、１􀆰 ５ ｈ、１􀆰 ５
ｈ。 收集低糖与高糖刺激上清液。 采用小鼠的 ｉｎｓｕ⁃
ｌｉｎ 的 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测胰岛素的分泌量。

注：ａ． 新鲜分离胰岛；ｂ． ＤＴＺ 染色胰岛；ｃ． 培养 ２ ｄ 后胰岛。 ｂａｒｓ ＝ ２００ μｍ

图 １　 分离纯化后胰岛细胞团

Ｎｏｔｅ． Ａ． ｆｒｅｓｈｌｙ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｉｓｌｅｔｓ． ｂ． ＤＴＺ⁃ｓｔａｉｎｅｄ ｉｓｌｅｔｓ． ｃ． ｉｓｌｅｔｓ ａｆｔｅｒ ２ ｄａｙｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ． Ｓｃａｌｅ ｂａｒｓ ＝ ２００ μｍ．

Ｆｉｇ． １　 Ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＮＯＤ ｍｏｕｓｅ ｉｓｌｅｔｓ

１􀆰 ２􀆰 ５　 分离胰岛的移植实验

在倒置显微镜下收集胰岛细胞团与 １􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ
管中，每组收集 ３００ 胰岛团左右。 收集完毕于 ４℃
冰上保存。 转运至 ＳＰＦ 级别的动物房中进行移植

操作。 将细胞团于离心机中离心 ３０ ｓ，采用微量移

液器小心吸除大部分上清。 留下大概 ２０ ～ ３０ μＬ 上

清液。 １０％的水合氯醛腹腔注射麻醉受体小鼠， 将

小鼠正面放置于手术台，并将四肢固定。 取脊柱旁

切口暴露左侧肾脏，并轻轻将其挤压出体外。 于肾

脏中部将肾被膜切开一小口，通过该切口应用玻璃

剥离子将肾被膜下腔隙扩张分离至肾上极，然后通

过 ＰＥ５０ 管将胰岛细胞团缓慢注入肾被膜下（假手

术组仅移植注射 ＰＢＳ），同时在移植过程中采用生理

盐水始终保持肾被膜的湿润状态，并使用玻璃剥离

子将胰岛细胞团推至远离切口处，将肾重新纳入腹

腔内，缝合针缝合腹膜及皮肤。 将小鼠置于热源灯

光下复温 １ ｈ，待小鼠呼吸平稳，神经反射恢复，方可

放回鼠笼中继续饲养。 在手术后的两周内，每天检

测小鼠非空腹血糖和体重，两周之后每周检测两次。
１􀆰 ２􀆰 ６　 移植后小鼠腹腔糖耐量实验

分别于移植实验前一周，移植后两周行糖耐量

实验。 通过腹腔注射葡萄糖溶液（葡萄糖注射量为

２􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ），然后分别测定 ０、１５、３０、６０、９０、１２０ ｍｉｎ

和 １８０ ｍｉｎ 的血糖结果。 通过计算血糖曲线的曲线

下面积（ＡＵＣ）来判断小鼠胰岛 β 细胞功能和机体

对血糖的调节作用。
１􀆰 ２􀆰 ７　 肾被膜下移植物的免疫组化染色

移植侧小鼠肾组织经 ４％ 多聚甲醛固定，石蜡

包埋， 切成 ５ μｍ 厚的切片，石蜡切片经二甲苯和乙

醇脱蜡，５％ 正常封闭用驴血清于室温下封闭 １ ｈ，
然后加入 ｒａｂｂｉｔ ａｎｔｉ⁃ｉｎｓｕｌｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ（１∶ １００，Ｃｅｌｌ Ｓｉｇ⁃
ｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）４℃孵育过夜，０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 漂

洗（５ ｍｉｎ × ３ 次），转入 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５５５ ｄｏｎｋｅｙ ａｎｔｉ⁃
ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ （Ｈ ＋ Ｌ）（１∶ ４００，Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）
室温孵育 １􀆰 ５ ｈ， ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 漂洗（５ ｍｉｎ × ３
次），然后 ＤＡＰＩ 复染细胞核 ５ ｍｉｎ，０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ
漂洗（５ ｍｉｎ × ３ 次），最后用含 １０％ 甘油的 ＰＢＳ 封

片，并于 Ｏｌｙｍｐｕｓ ＢＸ５３ 荧光显微镜下观察拍照。
１􀆰 ３　 统计学分析

所得数据应用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 统计软件进行统计学

分析，计量数据结果的比较采用 ｔ 检验，数值以均数

±标准误（􀭰ｘ ± ｓ）表示， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意

义。

２　 结果

２􀆰 １　 分离胰岛的鉴定与纯度

胰岛细胞团经分离纯化后，镜下可见包膜完整、
大小不一的细胞团（图 １ ａ）。 平均每只小鼠可分离

得到（１１６ ± １２）个胰岛团，胰岛细胞团经 ＤＴＺ 特异

性染色后，呈现鲜艳的亮红色（图 １ｂ），经 Ｉｍａｇｅ Ｊ 计
数阳性细胞团，结果显示，亮红色的胰岛细胞团占细

胞团总数的 ９０％以上，表明分离纯化后的胰岛细胞

团纯度 ＞ ９０％ 。 且该胰岛细胞团经培养 ２ ｄ 以后，
相较于未培养前，形态更为光滑，包膜更为完整（图
１ｃ）。

７４
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２􀆰 ２　 血糖正常 ＮＯＤ 小鼠胰岛与 ＫＭ 小鼠胰岛糖

刺激胰岛素释放水平的比较

如图 ２ 所示， ＮＯＤ 小鼠的低糖刺激后 （１􀆰 ７
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄 糖 ） 胰 岛 素 的 释 放 量 为 （ ０􀆰 ３６５ ±
０􀆰 ０５７７） ｎｇ ／胰岛，高糖刺激后（１６􀆰 ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄

糖）的胰岛素释放量为（０􀆰 ４８９ ± ０􀆰 ０２９５） ｎｇ ／胰岛，
高糖刺激后的胰岛素释放量为低糖刺激后的 １􀆰 ３３
倍。 由年龄性别相同的 ＫＭ 小鼠分离纯化得到的胰

岛，经低糖刺激后的胰岛素释放量为 （ ０􀆰 ３９１ ±
０􀆰 ０１２５） ｎｇ ／胰岛，而高糖刺激后的胰岛素释放量为

（１􀆰 ０５２ ± ０􀆰 ０３３） ｎｇ ／胰岛，高糖刺激的胰岛素释放

量为低糖刺激的 ２􀆰 ６９ 倍。 此外，ＫＭ 小鼠胰岛高糖

刺激后的胰岛素释放量明显高于 ＮＯＤ 小鼠胰岛（Ｐ
＜ ０􀆰 ００１）。

注：ＮＯＤ 小鼠胰岛与 ＫＭ 小鼠胰岛比较，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ２　 ＮＯＤ 小鼠与 ＫＭ 小鼠胰岛素释放量比较

Ｎｏｔｅ． ＮＯＤ ｍｏｕｓｅ ｉｓｌｅｔｓ ｖｓ． ＫＭ ｍｏｕｓｅ ｉｓｌｅｔｓ，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｓｕｌｉｎ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｉｎ
ＮＯＤ ｍｉｃｅ ａｎｄ ＫＭ ｍｉｃｅ

２􀆰 ３　 胰岛移植对糖尿病发病 ＮＯＤ 小鼠血糖的影

响

如图 ３ 所示，假手术组小鼠在两周左右陆续死

亡，且血糖一直维持在 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 以上，而相对于

假手术组，胰岛移植组小鼠在移植了（３００ ± ２３）个
胰岛后，血糖有了明显的降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ）。 有

６６％的老鼠在两周以内将血糖维持在 １０ ～ １５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ。 两周后血糖逐步上升。 而有 ３３％的小鼠

在移植后 ５０ ｄ 仍然能够将血糖控制在 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
左右。
２􀆰 ４　 胰岛移植对糖尿病发病 ＮＯＤ小鼠体重的影响

如图 ４ 所示，在移植后，我们分别检测了假手术

组和胰岛移植组小鼠的体重变化，移植组在移植后

半个月体重变化不明显，与术前比较体重基本在

０􀆰 ５ ｇ 上下浮动，而假手术组小鼠在术后第 ５ 天和第

图 ３　 胰岛移植后血糖变化

Ｆｉｇ． ３　 Ｂｌｏｏｄ ｇｌｕｃｏｓｅ ｌｅｖｅｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ
ａｆｔｅｒ ｉｓｌｅｔ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

７ 天体重较术前有明显减轻，其下降幅度分别为

（４􀆰 ６８ ± ０􀆰 ５５） ｇ 和（２􀆰 １４ ± ０􀆰 ５６） ｇ，与移植组的体

重变化幅度比较，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ 和 Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。

图 ４　 移植后体重变化量

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ
ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

２􀆰 ５　 移植前后糖耐量实验结果

为了评价移植胰岛在体内的生物学功能，本研

究分别于移植前和移植后两周，对胰岛移植组小鼠

进行腹腔糖耐量实验。 结果如图 ５ 所示，胰岛移植

组小鼠的糖耐量在移植后明显改善，并通过比较糖

耐量曲线下面积（ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｕｒｖｅ， ＡＵＣ），结果

如图 ６ 所示，移植前 ＡＵＣ 值为 （ ３７８４􀆰 ２ ± ４３５ ）
ｍｍｏｌ ／ Ｌ × １８０ ｍｉｎ，移植后 ＡＵＣ 值为 （ ２４８９􀆰 ２ ±
３８９􀆰 ３） ｍｍｏｌ ／ Ｌ × １８０ ｍｉｎ，差异有显著性 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。

８４
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注：ａ． 在残存移植胰岛细胞团（白色虚线框出）周围存在大量的淋巴细胞浸润（红色箭头所指）；ｂ． 肾被膜下可见

胰岛素抗体免疫荧光染色阳性的细胞团（红色荧光），ＤＡＰＩ 复染细胞核，ｂａｒ ＝ ２００ μｍ。

图 ７　 移植后肾被膜下移植部位的 ＨＥ 染色和胰岛素抗体免疫荧光染色

Ｎｏｔｅ． Ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ （ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ） ｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｉｓｌｅｔ （ｏｕｔｌｉｎｅｄ ｂｙ ａ ｗｈｉｔｅ ｌｉｎｅ）（ＨＥ ｓｔａｉ⁃
ｎｉｎｇ） ． Ｂ． Ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ （ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ） ｉｎ ａｎ ｓｕｂｃａｐｓｕｌａｒｌｙ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｉｓｌｅｔ． Ｔｈｅ ｂｌｕｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ
ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅｉ． Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ＤＡＰＩ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｓｃａｌｅ ｂａｒ ＝ ２００ μｍ．

Ｆｉｇ． ７　 Ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ ｏｆ ａｎ ｉｓｌｅｔ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｒｅｎａｌ ｃａｐｓｕｌｅ

图 ５　 糖耐量实验结果

Ｆｉｇ． ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＩＰＧＴＴ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ ｒｅｃｉｐｉｅｎｔｓ

２􀆰 ６　 肾被膜下移植胰岛组织形态学观察

为了证实移植胰岛在受体小鼠体内的存活情

况，本研究对移植侧小鼠肾脏进行 ＨＥ 染色和免疫

荧光染色，结果显示肾被膜下可见胰岛素抗体免疫

荧光染色阳性的细胞团，表明该细胞团确为移植入

肾被膜下的胰岛细胞团（图 ７ｂ），并且在残存移植胰

岛细胞团周围存在大量的淋巴细胞浸润（图 ７ａ）。

３　 讨论

１ 型糖尿病是一种由 Ｔ 淋巴细胞介导的以免疫

性胰岛炎和选择性胰岛 β 细胞损伤为特征的自身

免疫性疾病。 在胰腺或胰岛移植术后，移植物胰岛

内免疫细胞的积聚导致胰岛炎，是糖尿病复发的主

要原因。 有研究报道 １ 型糖尿病病人接受白细胞抗

原相同的非糖尿病正常胰腺移植后，发生了针对移

注：移植前与移植后比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ６　 移植前和移植后糖耐量曲线下面积比较

Ｎｏｔｅ． Ｂｅｆｏｒｅ ｖｓ． ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇ． ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｒｅａｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｕｒｖｅ （ＡＵＣ）
ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｉｓｌｅｔ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

植物内胰岛的单核细胞浸润，胰岛结构被破坏，导致

糖尿病复发［４］。 提示即使同基因胰岛细胞移植同

样有可能遭到 １ 型糖尿病宿主自身免疫反应的攻

击，而使移植的胰岛细胞被破坏。 而 ＮＯＤ 小鼠也是

一种自身免疫性 １ 型糖尿病小鼠模型。 Ｔ 细胞攻击

胰岛细胞团导致胰岛素的分泌不足是其发病主要原

因［５］。 因此，ＮＯＤ 小鼠是一种研究如何保护移植胰

岛免受自身免疫反应攻击的理想动物模型，而如何

获得高质量的 ＮＯＤ 小鼠胰岛以及对它们进行生物

学功能进行分析是这方面研究的基础，目前有关这

方面的研究报道不多。 本文旨在建立一种高效稳定

的 ＮＯＤ 小鼠胰岛分离纯化方法，并对分离纯化的

ＮＯＤ 小鼠胰岛进行生物学功能研究。

９４
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由于在血糖正常 ＮＯＤ 小鼠的胰腺内，胰岛周围

已有一定的炎性细胞浸润，因此本研究发现，在分离

ＮＯＤ 小鼠胰岛的操作过程中，存在许多与之前其他

研究报道的小鼠胰岛分离方法的不同之处：（１）消

化酶浓度的的选择不同：有文献报道，小鼠胰腺多采

用 ０􀆰 ５ ～ １ ｍｇ ／ Ｌ 胶原酶［６ － ９］，但本研究发现，ＮＯＤ
小鼠采用过高浓度的胶原酶消化，会对分离的胰岛

团造成损害，破坏胰岛包膜的完整性，且会产生大量

的死细胞，分泌许多粘性物质，影响胰岛团的纯化，
因此在分离过程中，我们选择采用 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ 的 Ｖ
型胶原酶进行灌注消化。 不仅能够保持包膜的完整

性，得到较高的产率，而且基本不产生粘性物质，不
会影响后续的纯化移植。 （２）静止消化时间上的不

同：合适时间对于胰岛团的得率至关重要，但消化时

间与所选择消化酶的种类和浓度密切相关，以小鼠

胰岛分离中常用的 ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ Ｐ 和 ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ Ｖ 为

例， ３ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ Ｐ 消化时间一般为 ６ ～ ７
ｍｉｎ，ｃｏｌｌａｇｅｎａｓｅ Ｖ 一般为 １０ ｍｉｎ［１０］，但在本实验中，
由于降低了胶原酶的浓度，因此本研究选取了几个

时间点作为比较：１０、１５、１８ ｍｉｎ 和 ２０ ｍｉｎ，本研究发

现 １０ ｍｉｎ 与 １５ ｍｉｎ 的细胞得率极低，１８ ｍｉｎ 与 ２０
ｍｉｎ 均能够得到纯度高，包膜完整的细胞团，因此本

研究最终选择 １８ ｍｉｎ 作为消化时间，不仅节约了时

间，而且提高了胰岛分离的产率。 （３）分离纯化后

ＮＯＤ 小鼠胰岛的体外培养：由于在胰岛分离纯化过

程中，胰岛会受到许多外界压力的损伤，例如失巢凋

亡［１１］、缺氧和受损胰腺外分泌细胞所释放蛋白酶的

损伤作用等［１２ － １３］。 因此，通过体外培养过程，有利

于所分离胰岛活性和功能的修复。 此外，由于胰腺

外分泌部细胞在体外悬浮培养条件下不易存活，也
有利于排除胰岛分离过程中受损的胰腺外分泌细

胞。 本研究之所以选择葡萄糖浓度为 １１􀆰 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基，是由于有研究显示，当培养基

的葡萄糖浓度低于 １１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，胰岛细胞内调节

糖代谢的基因表达将下调，而当葡萄糖浓度高于 １１
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，将导致培养胰岛细胞的损伤［１４］。

在胰岛生物学功能研究方面，本研究在体外的

糖刺激实验中发现，血糖正常 ＮＯＤ 小鼠胰岛的刺激

指数（ＳＩ ＝高糖刺激胰岛素分泌量 ／低糖刺激胰岛素

分泌量比值）仅为 １􀆰 ３３，远低于 ＫＭ 小鼠。 这表明

由血糖正常 ＮＯＤ 小鼠分离的胰岛细胞团，其胰岛素

分泌功能已经受损。 这与 ＮＯＤ 小鼠在 ４ 到 ５ 周出

现胰岛炎的报道相一致。 在 ＮＯＤ 小鼠同基因异体

的移植实验中，我们发现胰岛移植后所有 ＮＯＤ 糖尿

病小鼠的血糖水平明显降低，表明移植胰岛在受体

小鼠体内能够分泌胰岛素调节宿主血糖，但移植胰

岛在改善受体小鼠高血糖状态时间长短方面个体差

异较大，有的受体小鼠在移植后，高血糖逆转仅能维

持 １５ ｄ，有的可维持 ５０ ｄ 以上。 由于是同基因小鼠

间的移植，因此不存在同种异体排斥反应，出现上述

移植胰岛不能在受体小鼠体内长期存活的原因，可
能是已发生糖尿病的受体 ＮＯＤ 小鼠自身免疫系统

对移植胰岛的破坏所造成。 本研究体内实验结果也

显示，在移植后期，在残存移植胰岛的周围存在大量

的淋巴细胞浸润。 综上所述，本研究为今后利用

ＮＯＤ 小鼠同基因异体胰岛移植模型，探讨 １ 型糖尿

病胰岛移植治疗中如何保护移植胰岛免受自身免疫

系统攻击，提供了一定的研究基础和借鉴。
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简讯

《中国实验动物学报》《中国比较医学杂志》
入选网络首发首批示范期刊

为了更好地宣传学术期刊转型对促进国家“创新驱动发展”战略的重要意义，并积极推动学术评价机制

改革，整体推进学术期刊数字化、网络化转型升级，根据国家新闻出版广电总局关于“首批连续型网络出版

物规范化试点”与“国家数字复合出版系统工程试点”工作要求，基于前不久发布的《中国学术期刊（网络

版）》（ＣＡＪ⁃Ｎ）的出版传播平台（ＣＡＪ⁃ＮＰ），本着试点先行、扎实推进的原则，《中国学术期刊（光盘版）》电子

杂志社将启动“学术期刊网络版示范工程”，组织、支持一批数字出版工作基础较好的重要期刊率先以录用

定稿网络首发方式在 ＣＡＪ⁃Ｎ 正式出版期刊网络版。
以网络首发方式发表单篇论文是出版学术期刊网络版的实质意义所在，其对作者研究成果首发权、学术

竞争力和影响力，以及读者获取科研情报与知识的及时性具有无可争议的重要性。 ＣＡＪ⁃Ｎ 作为学术期刊网

络版的正式出版平台，与以往没有正式刊号的优先数字出版不同，已经解决了论文网络首发的规范性问题，
可以得到国家出版管理、科研与人事管理等相关部门的认可。
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