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圈一 文章编号：o253—3626(2007)01-0012—03 

神经元素3在不同纯度供体胰岛细胞中的表达 

薛 栋，杜成友，杨 闯，尹昌生 

(重庆医科大学附属第一医院肝胆暨肝移植外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究神经元素3(Ngn3)在不同纯度胰岛细胞中的表达情况，探讨不同纯度胰岛细胞中所携带的干细胞。方法：30 

只成年雄性sD大鼠随机分为3组，采用胰管内注入胶原酶消化法分离成年大鼠胰腺，I组(n=1O)：采用 2次消化、不纯化的方 

法获得胰岛；Ⅱ组(，l=1O)：胰岛沉淀物加入 25％FieolI--400纯化，Ⅲ组(，l=1O)：胰岛沉淀物依次加入 25％、11％的FicolI--400纯 

化。应用免疫组化、逆转录一多聚酶链反应(RT—PCR)方法进行定位、半定量分析，检测Ngn3在不同纯度胰岛细胞中的表达。结 

果：I组获得胰岛纯度约为43．6％4-6．29％，Ⅱ组获得胰岛纯度约为65．3％4-4．4O％，11I组获得胰岛纯度约为77．6％4-6．36％，各 

组比较均具有显著性差异(P<0．05)。Ngn3在不同纯度胰岛细胞中均有表达，I组中Ngn3的蛋白和和核酸水平表达明显高于 

Ⅱ组、Ⅲ组，Ⅲ组中表达最弱，各组比较均具有显著性差异( ．05)。结论：Ngn3在不同纯度胰岛细胞中均有表达，在低纯度胰 

岛细胞中表达最明显，提示低纯度胰岛细胞中可能携带较多的干细胞。 
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Expression of Ngn3 in the donor islets with different purity 

xUE Dong。et al 

(Departments of Hepatobiliary Surgery& Liver Transplantation，the First Affiliated Hospital，Chongqing 

Medical University) 

【Abstract]Objective：To study the expression of Ngn3 in mrs donor islets with different purity，and explore the stem cells in 

them．Methods：Thirty male aduh SD mts were randomly divided into 3 groups．Islets were isolated by digestion method of inject- 

ing eoIlage瑚8e into psne~ tie duct．Group I WEIS harvested by two digestions without purification；For group 1I(n=10)，islets 

s~linlents were purified by adding 25％ ficoll-400 and for，Group 11I(n=10)，by adding(25％ and 11％)fieoll-400 in order．Fi— 

nally we applied immunohistochemisiry and RT-PCR to the location and semi-quantitative an alysis to test the expression of 

Ngll3 in the donor islets with different purity．Results：Islets purity of group I WEI．~43．6％ 4-6．29％ ，Group II 65．3％ 4-4．40％ ，an d 

group 11I77．6％4-6．36％．The differen~ of Islet purity WEI．~significant in three groups (P<0．05)．Compared with group lI and 

group 11I，the expressions of protein and mRNA of Ngn3 were both highest in group I，lowest in group 11I(P<0．05)．Conclu— 

sion：Ngn3 WSS expressed in all islets，with the low purity expressing the most prominent，which suggests that islets with low pu一 

嘶 may bear more stem cells． 

【Key words】Ngn3；Donor islet；RT-PCR；Immunohistoehemistry 

胰岛细胞移植被认为是治疗 I型和部分Ⅱ型 

糖尿病的理想方法，自从 Shapiro等Ill报告应用 Ed— 

monton方案控制同种异体移植胰岛排斥的方法，使 

移植胰岛存活率显著提高，85％ (1 1／13)患者不依 

赖胰岛素超过 1年，80％(4／5)不依赖胰岛素超过2 

年；但是患者 5年不依赖胰岛素率 <20％。长期存 

活同种移植胰岛细胞，由于自身衰老、凋亡或免疫 

作者介绍：薛 栋(1980一 )，男，硕士， 

主要研究方向：器官移植、肝胆外科。 
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排斥反应导致 B细胞数量减少，就需要有供体来 

源的干细胞生成新的胰岛细胞，长期保持足够的移 

植胰岛细胞数量。成体胰腺中存在着干细胞，近年 

大量的研究表明其在合适的培养条件下可转分化 

为具有内分泌功能的细胞。神经原素3(Ngn3)属 

于bHLH转录因子家族，胚胎发育生物学的研究表 

明，胰腺内表达Ngn3的细胞可分化为所有四种类 

型胰岛内分泌细胞，Ngn3阳性细胞认为是胰岛前 

体细胞四。在上述研究的基础上，我们应用免疫组化 

及 RT-PGR技术方对不同纯度胰岛细胞中的N 3 
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进行定位、半定量分析，探讨不同纯度胰岛细胞中 

所携带的干细胞。 

1 材料和方法 

1．1 动 物 

成年雄性 sD大鼠3O只，体重为2oo±20g，由重庆医科 

大学实验动物中心提供，随机分成 I组，Ⅱ组，Ⅲ组，每组 lO 

只。测血糖均在正常值范围，每次实验均同时在每组中各随 

机取 1只。 

1．2 试剂和仪器 

即用型SABC试剂盒购自武汉博士德公司，兔抗鼠N印3 

多克隆抗体购自sarItacmz公司(美国)， 、双硫踪(D1[Z) 

均购 自上海生工生物工程技术公司，RT-~R试剂盒 、DNA— 

mal~er均购 自 am公司，胶原酶 V型购 自Siv a公司(美 

国)，Fi~fl-400购 自~armacia公司，N印3引物上游序列 ： 

5’—TGG cGC cTc A．I℃ CCT TGG ATe 3’，引物下游序列： 

5’．一cAG．I℃A CCC ACT．I℃T GCT TCG_3’；大鼠的内参照 

B—a n，引物上游序列：5'-ACA C1℃ G|C CCA TCT AGG 

Aa 3’，引物下游序列：5’一AGG GGC eGG ACA CGT 

CAT ACT-3’，由上海生物工程技术公 司合成 。PCR仪 

( 彻oHybaid)，倒置显微镜(Olympus日本 )，GDS一8000凝 

胶成像分析系统(美国UVP)等。 

1．2 方法 

1．2．1 胰腺的获取及消化分离 SD大 鼠，3．5％水合 氯醛 

(1~ 10og体重)腹腔内注射麻醉。消毒，剖腹，显露胰腺及 

胆总管，在近十二指肠的胆总管远端 、胆总管近肝门处经 

后面各穿一缝线，暂不结扎。于胆总管中段向远侧顺行插 

入4．5号针头(己连接装有消化分离液的注射器)，结扎胆 

总管近肝门处缝线，向胆总管内推注少量消化分离液，使 

胆总管 内的胆汁排入十二指肠腔 ，之后结扎胆总管远端缝 

线 ，打开胸腔，破心放血 ，将浓度为 O．5g／L的胶原酶溶液 

(含 7．5％mmo~ ca2 pH7．8)6～8IIll缓慢逆行注入胆管内， 

待胰腺充分膨胀。迅速完整摘取胰腺 ，并清除血管、脂肪和 

淋巴结 ，并将胰腺组织用眼科镊轻轻剪碎，移入 50ml锥形 

瓶 中(其内装有预温 的上述 消化分离液 6-lOm1)，并置于 

38℃水浴中轻轻摇动 2o～30min，见有大量细颗粒物时，吸 

出己消化的细胞悬液，并加入大量冰冷 4℃HarIk’s液 (含 

5％甘油)，中止消化。将未消化物续加入胶原酶溶液，重复 

消化。将两次消化所得到的细胞悬液洗涤 2次，离心沉淀 ， 

弃上清，获得胰岛沉淀物。 

1．2．2 不同纯度胰岛细胞的制备 I组通过上述2次消化、 

不纯化的方法直接获得胰岛细胞悬液；Ⅱ组于上法得到的沉 

淀物中加入 25％的 FmoU液 (充分与细胞沉淀物混匀 )及 

HarIk·s液纯化；Ⅲ组首先加入 25％的 Fieog液(充分与细胞 

沉淀物混匀)，静置后沿管壁慢慢加入 1 1％Fieog进行纯化， 

离心 l0min，纯化后液面分层 ，其中 Ⅱ组收集 25％界面层的 

细胞，Ⅲ组收集 11％～25％界面层间的细胞，将收集到的细胞 

用HarIk·s液洗涤2次并制成细胞悬液，经 D1Z染色估计膜 

岛纯度，每份样本随机重复取样3次，取其均值。 

1．2-3 免疫组织化学染色 分别取 3种不同纯度胰岛细胞 

沉淀物用 4％的多聚甲醛固定，石蜡包埋切片(5 m)。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；N 3一 

抗(1：2oo)4。c过夜：PBS漂洗：滴加生物素羊抗兔；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， 

阳性判断为胞核出现棕黄色或棕褐色颗粒。应用北航 

CM2000B图像分析系统对组化结果分析。每张切片随机选 

取5个视野，测其阳性反应部位的平均灰度值。 

1．2．4 RT-~ R 按照 Tfizd的说明书提取 RNA。取 l g的 

总 RNA进行 RT反应：42℃3Omin，99℃5rain，5℃5rain，合成 

eDNA。 PcR 反 应 ：5 XPcR B~erl0 1，灭 菌 蒸 馏 水 

28．75 1，Taq酶 0．25 1，上下游 引物各 0．5 1，eDNA10 

1，总体积为5O 1。94℃ 1rain，94℃los，59℃，l0s，72℃ 

1rain，35个循环，72℃ 2min，以 B—ac~on为相应的内参照。 

PcR产物经 1．8％的琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下观察出现 

160bp和621bp，分别代表N 3和 B—ac~on。结果经图像分 

析软件作半定量分析。比较不同纯度胰岛细胞中的N印3 

mRNA表达量，B—acfin密度比值间的差异。 

1．3 统计学分析 

所有数据用均数 ±标准差表示，用SAS8．1软件分析，组 

间比较采用方差分析，以P<O．05为差异具有显著性。 

2 结 果 

2．1 胰岛的分离及纯化 

灌注胶原酶后 ，大鼠胰腺充盈 良好 ，呈粉红色 

水泡状，D1Z染色 10rain后，倒置显微镜下可见大 

小不一、圆形或卵圆形猩红色的胰岛细胞团，分散 

在外分泌组织中。经过密度梯度纯化后，可见较多 

猩红色的细胞团。胰岛纯度的评估：用镜检胰岛数 

量与内外分泌组织量之比来估计。I组获得胰岛纯 

度为 43．6％±6．29％，Ⅱ组获得胰岛纯度为 65．3％± 

4．40％，Ⅲ组获得胰岛纯度为77．6％±6．36％。各分 

组比较均有显著差异(P<0．05)。 
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2．2 N 蛋 白的表达 

Ngn3阳性物质定位于细胞核，呈棕黄色或棕褐 

色颗粒状。Ngn3在三种纯度胰岛细胞中均有表达， 

主要表达分布在导管、外分泌相接的部位和胰岛， 

一 些 腺 泡 中央 小 叶 导 管 细 胞 也 表 达 阳性 ， 

SehwitzgebelPl-~有类似报道。经统计学分析，I组为 

127．44±4．81，II组为 140．92 4-5．25，11I为 154．72 4- 

4．97。各分组间的灰度值有显著差异(P<0．05)(灰 

度值越大，颜色越浅)，表明蛋白表达下调。 

2,3 Ngn3mlLNA的表达 

RT-PCR结果显示，Ngn3在3种纯度胰岛细胞 

中均有表达，扩增产物以1．8％的琼脂糖凝胶电泳， 

可见 I组中Ngn3的 mRNA表达明显强于 Ⅱ、Ⅲ组， 

Ⅲ组表达最弱 (图1)。各分组间比较有显著差异 

(P<0．05)。 

3 讨 论 

由于胰岛、外分泌细胞、导管细胞等组织结构的 

不同而存在密度差异，故通过不同密度梯度的介质 

可以将其分离、纯化。本实验I组，采用2次消化、不 

纯化的方法获得的胰岛纯度低，说明制备物中含有 

大量的外分泌细胞、导管细胞等其它细胞。Ⅱ组采用 
一

种密度纯化方法可以获得的胰岛纯度 65％，由于 

只存在一种密度介质，梯度离心达不到完全纯化的 

目的，纯化物中仍混有相当一部分外分泌细胞、导管 

细胞等。而Ⅲ组采用两种不同密度梯度纯化方法可 

得到较高纯度的胰岛。用胶原酶胰管灌注可起到机 

械扩张和初步消化的作用，有利于胰岛同外分泌细 

胞的分离，用多种不同密度梯度纯化方法通常可获 

得胰岛纯度为 80％ 以上。本实验中获得纯度为 77％ 

左右，这可能与分离消化、纯化技术、实验条件等多 

种因素有关。在胰岛分离、纯化过程中，胰岛的产量 

和质量会受到胶原酶浓度、温度、时间等因素的影响 
[4t
。 最近Street等瓯研究发现，临床胰岛移植中对胰岛 

纯度估计过高，通过 DTZ染色纯度(66．9％4-15．8％) 

较通过免疫细胞化学得到的胰岛纯度 (46．7％4- 

2O．1％)偏高胰岛移植物中导管上皮细胞和外分泌细 

胞所占比例分别为 23．8％4-l1．9％，34．7％4-16．1％。 

移植物中的这些导管上皮细胞(胰腺干细胞)可能在 

移植后 13细胞更新中起到很大作用。本实验通过长 

期摸索获得不同纯度胰岛细胞，低纯度胰岛细胞中 

携带更多的干细胞和(或)提供一种适合干细胞转分 

化的细胞外环境，可能有利于新胰岛细胞的生成，从 

而长期保持足够的移植胰岛细胞数量。 

移植胰岛发挥良好功能的先决条件是大量有 

活力胰岛细胞。生理情况下，胰岛细胞每40-50天 

通过自我复制，干细胞(Stem cells)转分化生成新胰 

岛细胞，衰老细胞通过凋亡等方式来实现自我更 

新。Ngn3属于bHLH转录因子家族，胚胎发育生物 

学的研究表明，胰腺内表达 Ngn3的细胞可分化为 

所有四种类型胰岛内分泌细胞，被认为是胰岛前体 

细胞的标志之一圜。Ngn3是在胰岛干细胞转分化过 

程中短期表达的转录因子 ，是 NeuroD1(NeumD1是 

B细胞分化所必需的转录因子)的激活因子，在小 

鼠胚胎15．5天，在部分导管上皮细胞及其周围细胞 

中，通过免疫组织化学检测到有 Ngn3的表达pl。宋 

陆军等171在体外胰岛培养研究中发现共同表达的 

Ngn3和 A6的细胞 ，胰岛内表达 A6的细胞可能源 

于成体胰管，并迁移至胰岛内，参与成体胰岛内分 

泌细胞的维护和更新。转基因小鼠证实 Ngn3本身 

足以使前体细胞向内分泌细胞分化，所以在胰腺发 

育过程中，Ngn3是胰岛细胞形成所必需的和充分的 

条件。可见 Ngn3在胰腺的胰岛细胞及导管细胞中 

都有表达，在胰岛干细胞转分化过程中短期表达的 

转录因子，Ngn3阳性的细胞在胰岛干细胞转分化过 

程中，属于过渡细胞即胰岛前体细胞。 

实验以大鼠的胰腺为胰岛来源，通过不同的纯 

化方法，获得3种不同纯度的胰岛，在同等条件下，通 

过免疫组化及 RT-PCR技术在蛋白、核酸水平对不 

同纯度胰岛细胞进行定位、半定量分析，Ngn3在 3种 

不同纯度胰岛中都有表达，结果分析显示 I组中表 

达最强，Ⅱ组、Ⅲ组中表达弱。这表明低纯度组胰岛中 

Ngn3阳性细胞最多，即在低纯度胰岛细胞中含有更 

多的导管细胞等其它非胰岛细胞成分，这些供体胰 

岛中携带的Ngn3阳性细胞，在移植后能否转分化为 

新的胰岛细胞还有待于深入研究。成体胰腺干细胞 

主要存在于胰腺导管组织及胰腺组织内部，这些胰 

腺干细胞在胰岛分离、纯化和培养过程中可能或多 

或少被保留，与供体胰岛一起被移植，由于干细胞的 

自我复制和转分化能力，长期存活移植胰岛细胞的 
一 部分极有可能由这些干细胞转分化而来，在有效的 

抗排斥免疫反应治疗的前提下，本实验为临床选用携 

带最佳数量干细胞移植胰岛的纯度提供实验依据，对 

达到临床移植长期疗效有重要意义。 

(下转第21页) 
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nase，COX)抑制剂，因此其抗炎效应是通过抑制 

COX发挥作用，但是近年来发现，特异的COX一2抑 

制剂对AD没有疗效，而且可能存在COX非依赖途 

径171。最 近研 究发 现 ，NSAIDs可 以通 过结 合 

PPAR一 而调节下游分子的产生，从而发挥广泛的 

生理效应圈。因此 ，探索 NSAIDs治疗 EAE中的疗 

效，探讨其作用途径有非常重要的意义。研究表明， 

布洛芬能够明显减轻 EAE的临床症状 ，下调 

TNF-仅的表达 ，而且与罗格列酮的疗效没有差异。 

因此我们认为，NSAIDs对EAE的保护作用可能与 

激动PPAR- ，下调炎症因子的产生而发挥作用有 

关。由于存在细胞因子之间的相互调节，其机制尚 

不十分清楚，需要进一步的实验研究。 

研究结果显示，罗格列酮和布洛芬均能改善 

EAE的临床表现，降低TNF-仅mRNA的表达。两 

种药物均为临床常用药物，为临床进一步研究提供 

了良好的实验基础。 

(通讯作者：秦新月，教授，主任医师，博士生导师， 

E-mail：qinxinyueo~ ahoo．corn) 
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