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新生猪胰岛分离及体外培养 
、／ 

第一医院内科 李佐强 何 军 舒昌达 

提 基 本文介绍一种以国产肢鼠酶 肖化与组织培养获得新生猪康岛样媚晦固(ICC)的方法 每 

个新生猪胰腺经浓度为6mg／m1胶原酶消化7～9m ．再体外培养8天后．可获取20OO~3OOOICC。 

同时．新生猪 ICC肉毋细胞不但快速或慢速相胰岛素分泌功能良好．而且其超激结构亦正常．说明 

新生猪ICC可作为研究胰岛细胞分化与发商以及异种移植治疗糖尿病的新来源 

、， 
戋■词 胰岛样细胞团：胰岛弱释放；胰岛素含量 

中叠分蠡鼍 R318 ，＼ 

胰岛移植仍不失为临床治疗胰岛素依赖 

型糖尿病 (IDDM)引人注目的一种有效方 

法。虽人胎胰 岛样细胞团 (ICC) 巳能获得 

大量生成。、，但短时间内要得到足够数量的 

胎胰颇为困难，且因胎儿死亡时间较长而影 

响ICC产量及其活性，放临床使用人胎胰岛 

作同种移植治疗IDDM受 到 一 定 限翩。然 

而，若采用新生猪胰做供体则可弥补以上不 

足，因为不但新生猪胰来源广且价格低，而 

且临床实践充分证明猪的胰岛素能有效地控 

制高血糖状态，为此本文就新生猪ICC生成 

的方法作一探讨研究。 

材料和方法 

1． 试村 RPMI 1640培养液 (美国Sigma 

公司)。桓铷型胶原酶 (上海医药工业研究院药物 

生化研究室。蹦亮氨酸浩浏得 该 酶插性 为 800u／ 

rag)，胰岛索放免试盒 (卫生部上海生物制品研究 

所)．正常AB型血精及Hanks溶液均为本室分离 

或 配 。 

2． 新生靖 ICC的■鲁和培养 初生猪日龄为 

l一6天．体 重1500~ 000g．雌雄兼用，由北碚饲 

养场提供 处死新生猪后 即刻在无菌条件下剖理 
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取出胰腺．摒除血管及淋巴组胡．用Hanks液冲洗 

三次．然后剪成 约 l~2mm3太 小组 织块．再以 

Haaks液洗涤三遍．放八新鲜配制浓度为6mg／ml 

胶原酶溶 液．37℃振 荡 消 化7～9丑in后．以冷 

Hanks液 (4℃)洗涤三遍，将消化后胰腺组织均 

等分7份．各放八50ram培养皿，皿内含RPMI1640 

培养被4．5ml，灭活正常AB型血清0．5ml，青鬈素 

100．000u／L．链瘁素及L～备酰胺 各 lOOmg／L 

37℃普通培募箱，培养时间为8天．每隔18h更执培 

养液。留取标本并置于一20℃保存． 孜兔法作培 

养液内胰岛素台量测定。 

3． 奠岛摹冉旗域验 培养 8天后，用移液管 

暇出30个ICE．放人含 0．25ml碳 酸缓冲液的48孔 

平板小孔，葡萄 糖 浓度 1．67mmoI／L．37℃孵育 

60mla#更换缓冲液 ．且改葡萄糖浓度为16．7retool,／ 

L
． 再3 ℃孵育 60rain，留取标本一2O℃保存．以 

放兔法测定葡萄糖刺激ICC胰岛素释放水平。 

4． ICC内奠岛曩含量 释放试验结束后，将 

ICC研碎制备成组织匀浆，放八含0 2ml 0．18M盐 

酸～乙醇溶液的t8孔平板小孔，4℃过液，留取提取 

液--20℃保存，以放免法作 ICC内 胰岛素含量测 

定。 

5． ICC标本■鲁 用Hanks液将培养 8天后 

的100~200ICC挠涤一遍．放八成二醛磷酸缓冲液 

固定．环氧树脂包埋超薄切片，染色后电镜观察。 
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袅1 

培养皿编号 

x+sD 

新生猪lCc培养液内胰岛素分泌情浣 

培养液内胰岛素含量( u／m1) 

第一个d8h 第二个48h 第三个48h 

2200 2300 2050 

2300 2250 2150 

21O0 21O0 ]600 

2l50 19O0 1600 

2200 23O0 1800 

2100 1800 l800 

2300 21O0 2150 

第四个48h 

l800 

】250 

1000 

】200 

1320 

l060 

1800 

2193±84 210T~197 ~8"i9±240“ 1347±828 ‘ 

¨P<o．001．与第一个48h比较，¨P<0．02．与第一个48h比较， P<o．02，与第三十d8h比较． 

P<0．002．’j第二个48h比较 

F，ICC 胰 岛 素 释 放 量 较 萄 萄 糖浓度 

结 果 

1． 培养特点 培养24~48h后，可发 

现培养皿底有纤维细胞生成，而在其上面则 

有圆形或椭圆形细胞聚合体形成，这些聚合 

捧大都 自由浮动，仅少部分松散贴壁，至培 

葬4—5天生长活动最旺盛，以后2—3天则未 

见有更多细胞团形成 

2
． 超徽结构 电镜观察发现培养 8天 

后的ICC内d细胞多于日细胞，日细 胞 和 a细 

胞胞质中分泌颗粒清楚可见 (图2)；而部分 

8细 胞分泌颗粒呈杆状，胞质中粗面内质网 

和线粒体均 十 分 发 达 (图3—4)。此外， 

ICC内可混杂有较多不明细 胞，少 量 较大 

ICC中心可见小坏死灶。 

3
．  培养液内胰岛素含量 (表1) 

培养渡内胰岛素含量因各培养皿中胰岛 

组织量稍不同而路有差别，但培养液内胰岛 

素含量照培养时间延长呈逐渐下降趋势，尤 

以培养第三和第四个48h降低为朝显，培养 

第四个48h后胰岛素含量约为培 养 第 一 个 

48h的6O (P<0．OOL)。 

4
． 新生猪lcc胰岛素释放试验 《表2) 

任葡萄糖浓度l 6．7mmol／L刺 激作用 

表2 葡萄糖刺激新生猪Ice胰岛素释放 

胰岛素释放 (uu／soICC，BOmi~) 
编号 一 一 

】．BTmmol／L 16，7~moUL 
葡萄糖 葡萄糖 

l 30．0 45．0 

2 40．0 45．0 

3 3r．S 4r．5 

4 32．5 32．5 

5 37．5 37．5 

6 35．0 42 

7 37．5 40．0 

±sD 3 ．5-F3．5 41．4±5．2。 

‘P>o．05 与1．67mmol／L葡萄糖蛔比较 

I．67mmol／L刺激无显著差异，JP>0．05。 

说明高糖对新生猪ICC胰岛素释放无明显刺 

激作用。此外，释放试 验 完 毕 后 ，新生猪 

ICC 内胰 岛 素 含 量 分 刖 为 250",-,375pu／ 

3oICC，平均值为296 4pu／3oICC。 

讨 论 

由于猪的胰岛分化与发育成熟要到胚胎 

末期，甚至出生数 月后才得 以完成 ：，故不 

宜采用常规胶原酶消化分离大小鼠胰岛方法 
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以分离新生猪胰岛，为仳，我们以新的技术 

已成功地分 离获得新生猪ICC 

胶原酶消化新生猪胰腺组织块时应注意 

剐适当的破原酶浓度与消 『七时间，以保证茛 

组织块消化戏细沙状，如果浓度偏小而消化 

时间缩短，致使组织块较大，因营荞液不能 

透过易产生中心性坏死}相反，若浓度过大 

或消化时间太长，致组织块太小，以使细胞 

聚台体形成减少。其次，新生猪 日龄宜取一 

周以下， 日龄越长，则会影喻胶原酶消化及 

ICC产量。另外，本文资料表观，培养液中加 

入人血清使大部分ICC：~贴壁生长而呈自由 

浮动，与胎猪ICC生长情况颇为相似，但若 

培养液内加入胎牛血清，胎猪ICC则大部贴 

壁生长 腔原酶短时间消化后，一个新生 

猪胰腺组织块应分 q置于．T一1O个培养皿为 

适宜，且培养时间5一T天，即可获取直径约 

为l0o一3o0 m的2o00—300o个ICC(图I)。 

本文结果说明，随培养时间延长ICC培 

养液中胰岛争分泌量呈遂渐下降趋势；培养 

结束后，新生猪ICC对高糖刺激口细 胞胰岛 

素释放无明显增加，这与胎堵ICC对高糖刺 

激反应的结果相一致 ’j而且 电镜亦观察珂 

新生猪ICC内8细胞少于d细胞，故表明新生 

堵ICC胰岛素储备功能尚不完善。但如将微 

囊包膜新生猪ICC种植至链脲佐菌素诱发糖 

尿病大鼠腹腔 内，能有效地使高血糖恢复到 

正常水平达半年之久J有将胎猪ICC种植于 

裸律小鼠肾包膜下四嗣后，采用葡萄糖溶液 

灌 注种植ICC的肾脏发现，高浓度葡萄糖刺 

教使ICC胰岛素分泌量子数分钟内明显增 

加 ，说明胎猪或新生猪ICC一旦移植到体 

内其 $细胞分化与发育更趋于成熟。 

综上所述，由于新生猪胰来源广，且采 

用胶娘酶消化与组织培养方法可以获得形态 

结构和分泌功能正常的ICC；因此，新生猪 

ICC可供胰岛细胞分化与发胄以及异种移植 

治疗糖尿病研究之用。 
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VITRo OF NEW BoRN PORCINE PANCREATIC ISLETS 

Zuoqiang， et,al 
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A method for the in vitro production of ewbor~ poreine pancP~ati'c isletlik e 

cel1 clast~rs(ICC)by co1]agenase digestion and tissue cu】ture Was introduced ．in 

this paper．2000-3000 ICC may be isolsted from e&ch ne~beru por~im~ pR~ere&s 

which was d igested by 6mg／ml collagenase c0ncent ation for 7-9 m in and cultured 

for 8 duys．Meanmhile．the fungiions both acute and chronic phase issulin SeC~~一 

tion from the gel】s of the newborn porciBe ICe were n0rma】 also the fine strug— 

turc oI them we e excel】ent It has been dem0nstrated that the newborn porcilie 

ICe 血直y be as a potentia／source both the studies in islet eelI growth and diffe 

rentiation asd xe~ograft transplantatlon in treatment oi diabei'es 
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