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移植胰岛血管内皮细胞GIPR表达的实验研究 

尹昌生，杜成友 

(重庆医科大学附属第一医院肝胆外科、重庆市器官移植中心肝脏移植外科 ，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究葡萄糖依赖性胰岛素刺激多肽受体(Glucose—dependent insulinotropie polypeptide receptor'GIPR)在移植胰 

岛血管内皮细胞的表达情况。方法：用胰管内灌注、V型胶原酶消化，Ficoll一400梯度离心纯化的方法，获取较纯胰岛后通过门静 

脉途径移植到糖尿病大鼠肝脏，术后每天给于免疫抑制剂他可莫斯(Taerolimus，FK506)和氯芬酸酯(Mycoph。n。late mofetil， 

MMF)灌胃。移植模型分别饲养 7、14、40、60 d后取材，用免疫组化方法研究 GIPR在胰岛血管的表达。结果：移植胰岛内部分血 

管内皮细胞表达GIPR。结论：GIPR阳性内皮细胞参与了移植物血管重建；新生的胰岛血管具备肝脏血管某些特征，能够被GIP 

影响。 
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The expression of GIPR in vasculature endotheliaI celIin transplanted islets 

YlN Chang-sheng 。et文 

(Department ofHepatobiliary Surgery&Liver Transplantation，the First Affiliated Hospit01，Chongqing Medical 

University) 

【Abstract]Objective：To investigate the expression of GIPR in vasculature endothelial cells in transplanted islets．Methods：PancI℃as of 

SD rat were digested by collagenase V after the common bile ductal injection of eollagenase V．Islets were purified by Ficoll discontinuous 

density gradient～centrifugation．Then the high—quality islets were immediately transplanted intraportally into the liver of recipient SD rats 

with streptozotocin—induced diabetes．The recipient rats were randomly devided into 4 groups based on time points that recipients were 
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killed：groupA(7 days)、groupB(14 days)、group C(40 days)． 

and group D (60 days)．The immun0suppressive tacrolimus 

(FK506)and mycophenolate mofetil(MMF)were administered to 

recipients by intragastrie administration aftertransplantation． 
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Concentrations of blood glucose in recipient were determined with monitor．The groups were respectively killed at different time points，then 

islet grafts and the expression of GIPR in vasculature endothelial cells were observed morphologically．Results：GIPR was f0und to he 

expressed in parts of the microvascular endothelial cells，Conclusion：GIPR—positive endothelial cells take part in microvascular 

reconstruction in islet grafts．The neogenetic islet endotheliM cells might acquire some common characteristics with those of liver． 
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2000年 Shaprio教授等报道的 Edmonton方案，能够有效 

抑制胰岛移植的免疫排斥反应，使临床移植胰岛长期存活成 

为可能fl1。但人们发现在胰岛移植后，移植物的功能和数量都 

会有所下降，长期移植效果不太理想。Ryan等[21发现80％的 

移植病人移植后5年有C肽分泌，但仅有 10％左右移植胰岛 

病人不依赖外源性胰岛素。有研究表明：即使在完成了血管 

再生之后，移植物胰岛的血管密度也是明显低于正常胰岛， 

氧分压只有正常胰岛的 15％～20％。血管生成不足、密度低、 

血液供应不足是导致移植胰岛大量死亡和功能下降的主要 

原因之一日。已有的研究表明供体胰岛血管内皮细胞和移植 

部位的血管内皮细胞均参与了移植胰岛新微血管网的重建， 

移植部位的血管内皮细胞上表达的某些分子可能参加调控 

移植胰岛新微血管网的功能。葡萄糖依赖性胰岛素刺激多肽 

受体 (Glucose—dependent insulinotropic polypeptide receptor， 

GIPR)是在肝脏血管表达的一种表面标记物，本实验首次研 

究 GIPR在肝脏中胰岛移植物血管内皮细胞的表达情况。 

1 材料和方法 

1．1 动物和材料 

供体、受体均为成年SD(Sprague Dawley)大鼠(重庆医科 

大学实验动物中心)，雄性，体重200 250 g，普通级；V型胶 

原酶(Sigma)、Ficoll一400(Sigma)、小牛血清(杭州 四季青 )、 

FK506(Fujisawa Ireland Ltd)、氯酚酸]~(Roche)、链脲佐菌素 

(Sigma)、GIPR抗体(Abeam)，SABC免疫组化试剂盒(武汉晶 

美)。 

1．2 实验方法 

1．2．1 大鼠糖尿病模型的建立 SD大鼠禁食 12 h(不禁水)， 

链脲佐菌素(STZ)新鲜溶于0．1 mol／L(pH=4．5)的柠檬酸缓冲 

液，立即进行腹腔注射，剂量为60 mgCkg体重。术后血糖仪测 

定大鼠尾静脉静脉血糖浓度，连续3 d超过 11．1 mmol／L者 

为成功糖尿病模型。 

1．2．2 胰岛的分离纯化 胰岛分离按Burghen等 报道的方 

法加以修改。sD大鼠2％戊巴比妥钠30 mg／kg腹腔内注射麻 

醉，剖腹，结扎邻近十二指肠的远端，插针的近端套线，于肝 

门处胆总管剪一小 口，向远端插入 6 钝头注射针，结扎固 

定针头，然后打开胸腔，破心放血处死。将预温的含有 0．5 g／L 

胶原酶、7．5 mmol／L Ca2+和体积分数为 2．5％甘油的 Hanks液 

6ml(pH7．8)，从插针逆行注入胰管内，使胰膨胀，破坏腺泡组 

织 ，迅速完整摘除胰腺 ，置于上述 Hanks液 8 ml中，38℃水 

浴轻摇 10 rain。取出后用眼科小镊子将胰轻轻撕碎，去除脂 

肪、血管和淋巴结，稍静置，吸取上层悬液于离心管中，加 

lO％／b牛血清和 Hanks液终止消化，沉淀的大块组织移入消 

化瓶中，加酶液 5 ml后置入 38~C水浴中轻轻振摇消化5 min。 

取出，立即加入 4％／b牛血清 10ml和 Hanks液40ml终止消 

化。用不锈钢丝网(60目)过滤，800 r／min4~C离心 3 min，弃 

上清，用4~CHanks液洗涤两次，沉淀，弃上清。在离心管中加 

入25％Ficoll一400溶液，巴氏吸管轻轻吹打混匀，后在其上 

，J、心力Ⅱ人 23％Ficoll一400、Hanks液体。2200 r／min离心 lOmin。 

巴氏吸管吸出 23％～25％界面胰岛置于另一含上述 Hanks液 

的试管中。用上述方法洗涤两次，弃上清，加入2 ml Hanks液 

混匀备用。 

1．2．3 移植 2只供体大鼠胰岛细胞移植人 1只受体(>l 200 

胰岛单位)。2％戊巴比妥钠40 mg g腹腔内注射麻醉。取正 

中切口剖腹，以5 针置入门静脉，缓慢输注胰岛细胞悬液2ml。 
Z 

输注完毕后拔去针头，用脱脂小棉签轻压针眼处片刻。缝合 

皮肤各层。术后当日及以后每Et给予FK506：0．1 mg／(kg·d)， 

MMF：60 mg／(kg·d)，生理盐水稀释后灌胃。术后动物于普通 

环境中饲养，不限食物和饮水。 

1．2．4 移植后观察项 目 尾静脉采血，血糖检测仪测早晨非 

空腹血糖浓度。移植第2 13起每天测 1次，连续3 d，然后 1 

次／3 d。非空腹血糖持续<14．0 mmol／L，作为移植物功能存活 

的标准；非空腹血糖连续 2 d>14．0 mmol／L，作为移植物功能 

丧失的指标，以出现第一次升高的时间为排斥时间。受体血 

糖多在第 3-5 d恢复正常水平。移植后分别在 7、14、40、60 d 

处死受体大鼠，取材。 

1．2．5 移植胰岛形态学观察 移植后不同时间点，分别处死 

大鼠，各取 6只，取其肝脏，用 4％多聚甲醛液固定 24 h，石 

蜡包埋，5 m厚切片。免疫组化简要过程：切片常规脱蜡水 

化；3％过氧化氢灭活内源性过氧化物酶；蒸馏水漂洗；微波 

抗原修复；PBS漂洗；滴加一抗，4℃过夜；PBS漂洗；滴加生 

物素二抗；PBS漂洗；滴加试剂SABC；DAB显色；蒸馏水漂 

洗；苏木素复染；二甲苯透明，中性树胶封片。另以PBS代替 

一 抗作为阴性对照。 

1-3 统计学分析 

所得数据用均数 ±标准差( -4-S)表示，不同时间点血管 

平均密度的比较用秩和检验，P<O，05为差异有统计学意义。 
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胰岛新生血管的影响。在不同血管床内皮细胞的GIP受体异 

变体与细胞内不同的信号转导途径相联系。现认为GIP主要 

激活cAMP信号途径和PI—PLC依赖的ca“信号通路 。有学 

者I9提出参与肝脏移植胰岛血管再生的主要是来源于肝脏的 

动脉微血管内皮细胞，形成的血管是动脉性的。而 GIP对 

HAECs的作用主要是细胞内钙离子浓度，收缩 HAECs，降低 

肝动脉血流，同样的，GIPR可能对胰岛的新生血管有相同的 

作用。这样，就有可能使机体在进餐后需要血管扩张促进胰 

岛素大量合成释放时，反而由于机体在食物刺激下分泌GIP， 

与胰岛血管GIPR结合，导致血管收缩。这种机制的存在，使 

胰岛血流量下降，一方面造成了氧和营养物质缺乏，另一方 

面也降低了高血糖对胰岛生长和功能维持的正向刺激，导致 

胰岛功能和复制能力下降。随着时间延长，必将导致移植胰 

岛功能下降甚至死亡。 

Ding[’01等人证明了GIP是一种促分裂原 ，它能够促进血 

管内皮细胞增殖。这种作用可能是通过促使分裂原ET一1分 

泌或者是胸腺脱氧嘧啶核苷的合成来实现的。这种增殖还与 

内皮细胞的种类有关，在不同的内皮细胞之间存在很多差异 

性。原因之一是由于在不同的内皮细胞上有不同的GIPR异 

变体，从而受血糖、细胞因子等影响的结果不同；另一原因则 

可能是不同内皮细胞上的 GIPR被激活所需要的 GIP的浓度 

不一样 ，而使体内部分内皮细胞处在增殖阶段，而另外的则 

相对静止。如果这种机制在胰岛血管上同样存在，那我们便 

可以通过 GIPR来调控胰岛血管的再生。 

近年来，人们还发现存在内皮细胞——内分泌细胞轴， 

两者可以互相影响。有研究⋯发现胰岛前体细胞能够分泌成 

纤维细胞生长因子(Fibroblast growth factor，FGF)，而 FGF能 

够通过内皮细胞表面的 FGF受体上调 GIPR基因的表达 ， 

GIPR与 GIP结合可以促进内皮细胞的增殖。由此可以推定， 

在胰岛和血管内皮细胞之间通过 GIPR存在一定的联系，胰 

岛有可能在一定程度上促进内皮细胞 GIPR的表达。当然，这 

可能只是众多影响方式中的一种，也许还存在着其它未知的 

方式。但我们现在还不清楚 GIPR阳性细胞是否能够通过某 

种途径反向对胰岛内分泌细胞产生影响，以及这种影响产生 

的机制。 

目前，国内外进行了大量的胰岛移植研究，但最终没有 

得到临床大规模开展。移植胰岛血管生长能力差 、血管密度 

低是临床胰岛移植失败的原因之一。长期以来 ，众多研究者 

致力于移植胰岛血管再生的研究。GIPR在肝脏中胰岛移植 

物血管内皮细胞表达的发现，给我们展现了一个崭新的研究 

方向。随着研究的深入，GIPR可能成为血管内皮细胞再生及 

血管调控的重要媒介，从而为成功临床胰岛移植开启一扇大 

门。 
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