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低温微重力培养对大鼠胰岛细胞质量影响的

实验

邢军１，陈艳波１，吴舰宇２，周毅２，宋纯２，宋春芳２

（哈尔滨医科大学附属肿瘤医院 １．腹部外科 ２．卫生部细胞移植重点实验室，黑龙江 哈尔滨 １５００４０）

　　摘要：目的　研究低温微重力对大鼠胰岛移植质量的影响，以期减少体外培养对胰岛活性和数量
的影响，提高胰岛移植质量。方法　将分离纯化的大鼠胰岛分为 ３组：大鼠新鲜胰岛移植组（于移植
前在普通培养基中培养 ２１ｄ，对照组）；实验 １组（大鼠新鲜胰岛在 ３７℃ ＲＣＣＳ中培养 ２１ｄ）；实验 ２
组（新鲜大鼠胰岛在 ２６℃ ＲＣＣＳ中培养 １４ｄ后复温至 ３７℃继续在 ３７℃ ＲＣＣＳ中培养 ７ｄ）。观察各
种培养液中的胰岛素含量。并将上述 ３个实验组不同条件培养的胰岛分别以 ２０００ＩＥＱ胰岛移植量植
入糖尿病大鼠体内，并观察１０周。结果　实验２组的胰岛存活率、胰岛素分泌水平及胰岛素刺激指数
均高于对照组和实验 １组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。２１ｄ时实验 ２组胰岛存活率高达（６７．４±
４．６）％，而对照组和实验 １组胰岛存活率分别降至（２８．１±３．３）％和（５０．３±３．５）％，３组间差异有
统计学意义（Ｐ＜０．０５）。给糖尿病大鼠移植实验 １，２组的胰岛后均能控制血糖至正常水平，但实验 ２
组胰岛移植对糖尿病大鼠７ｄ内血糖控制优于实验 １组；对照组血糖控制差，３组间两两比较均有统计
学差异（均 Ｐ＞０．０５）。结论　大鼠胰岛经低温微重力培养后移植，可以明显提高 １型糖尿病大鼠的
治疗效果。 ［中国普通外科杂志，２００８，１７（１１）：１１０２－１１０５］
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　　大量实践和研究证明，胰岛移植成功的关键

之一是移植胰岛的足够数量和良好功能。本实验

用低温微重力培养的方法旨在减少胰岛数量和功

能的丢失，提高胰岛移植的效果。

１　材料与方法

１．１　实验动物与试剂

供受者均为雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，由本校第一临

床医学院动物室提供。体重 ２００～３００ｇ。供者

８１只（鼠龄 １０～１２周），受者鼠 ２７只（鼠龄 ７～８

周）。 释 放 酶，ＲＰＭＩ１６４０培 养 基，胎 牛 血 清

（ＦＢＳ），二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）均购自美国 Ｇｉｂｃｏ公

司；Ｆｉｃｏｌｌ液，链 脲 酶 素 （ＳＴＺ），二 苯 硫 卡 巴 腙

（ＤＴＺ），吖啶橙（ＡＯ），碘化丙啶（ＰＩ）均购自美国

Ｓｉｇｍａ公司；微重力培养仪（ＲＣＣＳ）购自美国 Ｓｙｎ

ｔｈｅｃｏｎ公司，胰岛素放射免疫试剂盒购自中国原

子能科学研究院同位素研究所。

１．２　实验方法

１．２．１　大鼠胰岛的分离、纯化与分组　用贺

德［１］的方法消化收集纯化后获得胰岛。培养前后

对胰岛悬液进行微生物学检测。对照组：大鼠新

鲜胰岛于移植前在普通培养基中培养，培养时间

２１ｄ。实验 １组：大鼠新鲜胰岛在 ３７℃ ＲＣＣＳ中

培养 ２１ｄ。实验 ２组：大鼠新鲜胰岛在 ２６℃

ＲＣＣＳ中培养 １４ｄ后复温至 ３７℃，继续在 ３７℃

ＲＣＣＳ中培养 ７ｄ。将上述 ３组不同条件培养的胰

岛分别以 ２０００胰岛当量（ＩＥＱ）胰岛移植量植入

糖尿病大鼠体内，并观察 １０周。

１．２．２　胰岛计数及胰岛细胞相关活性检测　

（１）胰岛计数：获取的胰岛细胞取 １００μＬ，经 ＤＴＺ

染色计数。以 ５０μｍ为直径，测量各数量级胰岛

细胞分布（重复取样 ２次，取平均值），并计算胰

岛获取数、存活率、当量和纯度。ＩＥＱ＝（Σ各直

径范围胰岛数 ×相应系数）×稀释倍数［２］。ＤＴＺ

染色对大鼠胰岛进行计数。（２）胰岛细胞活性测

定：培养前后胰岛存活率用胰岛活细胞占所有胰

岛细胞总数的百分比表示。（３）培养液中胰岛素

水平：分别收集各组培养不同天数的胰岛细胞培

养液，用放射免疫法测定胰岛素含量。（４）胰岛

素刺激试验：通过将培养一定数量的胰岛连续在

含有 ２．８ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖（低糖）和 ２０ｍｍｏｌ／Ｌ葡

萄糖（高糖）的培养基中各培养 ６０ｍｉｎ，然后收集

检测胰岛 ＡＯＰＩ染色检测素分泌水平。胰岛素刺

激指数（ＩＳＩ）：在高糖溶液中收集的胰岛素数值除

以低糖溶液中数值的比值。

１．２．３　 胰岛光镜电镜观察 　 将 胰岛 细胞以

１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，２％的戊二醛固定，制成光

镜电镜标本观察胰岛细胞结构，并拍摄照片。

１．２．４　糖尿病模型的制备和胰岛移植　进行胰

岛移植前大鼠通过静脉注入 ６５ｍｇ／ｋｇ链脲霉素

以诱导形成糖尿病动物模型。每周 ３次剪尾测血

糖，连续 ２次血糖水平高于 ２０ｍｍｏｌ／Ｌ确定为糖

尿病鼠。然后分别将 ２０００ＩＥＱ不同条件培养的胰

岛移植入受体大鼠肾包囊内，并观察 １０周。

１．２．５　移植后功能评价　测定受体非禁食血糖

监测移植后胰岛的存活和功能情况。第 １周每天

监测 １次，以后每周测 ３次。非禁食血糖连续２次

高于 １１．１ｍｍｏｌ／Ｌ作为移植物受排斥、功能丧失

的指标。

１．３　统计学处理

数据用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，以 ＳＡＳ８．０

统计学软件进行方差分析及两两比较。

２　结　果

２．１　胰岛生长情况和存活率

（１）培养 ７ｄ：ＡＯＰＩ和 ＤＴＺ染色检测发现对

照组少数胰岛中央细胞红染，部分胰岛分散为单

个细胞，折光性减弱，出现细胞碎片；实验 １组和

实验 ２组细胞生长状况良好，绿染，胰岛的团索状

结构保持完整，立体结构鲜明，呈黄色。（２）培养
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１４ｄ：对照组绝大多数胰岛分散为小团或单个细
胞，折光性减弱，近 ５０％细胞红染；实验 １组和实
验 ２组细胞生长状况较好，个别胰岛出现萎缩和
红染，胰岛存活率呈缓慢下降趋势。（３）培养
２１ｄ：对照组细胞碎片明显增多，细胞变暗，折光
性差，胰岛团上黑色小斑点明显增多，呈现明显的

退化状态，胰岛存活率大幅度下降至（２８．１±
３．３）％。对照组与实验 １组的（５０．３±３．５）％和
实验 ２组的（６７．４±４．６）％相比，各时点差异均
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。实验 １，２组比较，各
时点差异亦均有统计学意义 （Ｐ＜０．０５）（表 １）。

表１　各组不同培养时间胰岛存活率比较（ｘ±ｓ）

组别 培养３ｄ（％） 培养７ｄ（％） 培养１４ｄ（％） 培养２１ｄ（％）

对照 ７８．２±３．０ ６３．８±４．７ ４８．３±３．６ ２８．１±３．３

实验１ ８３．１±４．２１） ７２．１±３．６１） ６２．４±５．４１） ５０．３±３．５１）

实验２ ８９．３±３．８１） ８３．５±３．４１） ７３．５±４．１１） ６７．４±４．６１）

　　注：１）与对照组相比较，Ｐ＜０．０５；２）与实验１组相比较，Ｐ＜０．０５

２．２　透射电镜观察
培养 ７ｄ，对照组可见凋亡细胞和坏死细胞；

实验 １组和实验 ２组可见凋亡细胞，少见坏死细
胞。培养 ２１ｄ，对照组胰岛凋亡细胞较培养 ７ｄ有
所减少，坏死细胞明显增多，线粒体结构改变明

显，胰岛素分泌颗粒明显减少；实验 １组和实验 ２
组多数细胞核结构多数完整；实验 ２组胰岛与实
验 １组胰岛相比，内分泌颗粒相对较多，细胞内线
粒体和游离核蛋白体也较多。

２．３　不同培养时间的胰岛素水平
随培养时间的延长，各组胰岛素水平呈下降

趋势。在培养 １４ｄ后实验 ２组中的胰岛素分泌
水平（６０．４５７±０．３９）μＵ／ｍＬ明显高于实验 １组
（４８．５８±０．３４）μＵ／ｍＬ和 对 照 组 （３０．１１±
０．４６）μＵ／ｍＬ；２１ｄ时对照组胰岛素分泌水平下
降至（１５．３１±０．４１）μＵ／ｍＬ，实验 １组下降至
（３１．１７±０．４３）μＵ／ｍＬ，实验 ２组为（４６．４８±
０．４１）μＵ／ｍＬ，３组间差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。胰岛素刺激释放实验 （表 ２）显示，在低糖
和高糖刺激下，胰岛素释放值实验 ２组 ＞实验 １组
＞对照组（Ｐ＜０．０５）；尤其在高糖刺激下，实验
２组和实验１组胰岛素释放值明显优于对照组。刺
激指数（ＩＳＩ）：实验 ２组 ＞实验 １组 ＞对照组，３组
间差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（表２）。

表２　胰岛素刺激释放实验（μＵ／１００ＩＥ／ｍＬ，ｘ±ｓ）

分组 低糖（２．８ｍｍｏｌ／Ｌ）高糖（２０ｍｍｏｌ／Ｌ） 胰岛素刺激指数

对照 ０．５６±０．８ １．１２±０．５ ２．０９±０．４

实验１ １．０７±０．７１） ３．７６±０．８１） ３．３４±０．６１）

试验２ １．３１±０．４２） ５．１４±０．９２） ５．１３±０．６２）

　　注：１）与对照组相比较，Ｐ＜０．０５；２）与实验 １组相比较，

Ｐ＜０．０５

２．４　移植后功能评价
胰岛植入糖尿病大鼠肾包囊后，实验 ２组

（ｎ＝６）在移植后 ２４ｈ血糖即 １００％恢复血糖至
正常值；实验 １组（ｎ＝６）４８ｈ～７２ｈ血糖才开始
逐渐恢复至正常，至 ２１ｄ时实验 ２组（１３．４５±
８．３２）ｍｍｏｌ／Ｌ血糖控制也优于实验 １组（１９．７２±
２．０５）ｍｍｏｌ／Ｌ。对照组（ｎ＝６）血糖控制差，且
２例血糖始终高于正常水平，３组间差异均有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。各组大鼠切除移植入胰岛的
一侧肾脏后，又很快恢复到高血糖状态。

３　讨　论

胰岛移植治疗糖尿病已取得了成功。成功的

因素很多［３－４］，一次植入足够数量和活性的胰岛

细胞是胰岛移植成功的主要原因之一［５－６］。以往

胰岛移植前均是采用常温（３７℃）普通二维培养
方式培养。由于胰岛在胰腺取材、胶原酶消化、梯

度离心等过程中，受到机械性、化学性、生物性的

各种 损 伤，胰 岛 一 般 体 积 较 大，直 径 达 ５０～
３００μｍ，甚至 ４００μｍ，非贴壁生长，加之培养容器
中的营养物质、气体及代谢物质浓度不均一，细胞

极易发生坏死和凋亡，尤以胰岛中心为著，最终导

致胰岛细胞数量和功能下降，影响移植效果。三

维微重力组织细胞旋转培养系统通过使细胞与培

养液在容器内旋转，模拟微重力环境，重力向量被

持续随机化，细胞以一个终速度连续自由落体的方

式悬浮于培养基中，对培养细胞产生一种低剪切

力，低涡流，从而减少培养液对细胞产生的机械损

伤，并增加细胞营养的传递作用，有利于细胞的增

殖与分化。另外，微重力旋转培养可以通过滤膜完

成气体交换，使气体、营养成分和代谢废物能最佳

扩散。这些优势都是静止培养无法达到的［７］。

本研究从电镜和光镜观察到普通二维培养胰

岛细胞发生坏死和凋亡，与崔云甫等［８］观察结果

相似。胰岛通过低温微重力旋转培养系统（ｔｈｅ
ｈｙｐｏｔｈｅｒｍｉａｒｏｔａｒｙｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｓｙｓｔｅｍ，ＨＲＣＣＳ）培养后
胰岛细胞中央坏死和凋亡减少，细胞超微结构保

持良好，内分泌颗粒相对较多，细胞内线粒体和游
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离核蛋白体也较多。说明 ＨＲＣＣＳ阻止了胰岛细
胞的减少并为胰岛细胞生长提供最适宜的生长

环境。

本实验结果显示，经 ＨＲＣＣＳ培养的胰岛在培
养 ７ｄ，１４ｄ时胰岛存活率下降不明显，实验 ２组
培养 ２１ｄ时的胰岛细胞存活率（６７．４±４．６）％明
显高于对照组培养的胰岛存活率（２８．１±３．３）％，
而且也优于实验 １组胰岛存活率（５０．３±３．５）％
（Ｐ＜０．０５）。说明 ＨＲＣＣＳ可以明显减轻各种原
因引起的胰岛损害，延长胰岛细胞的存活。从胰

岛素分泌水平及胰岛素刺激指数也反映出实验 ２
组明显高于对照组和实验 １组，证明 ＨＲＣＣＳ可为
胰岛细胞生长提供最适的生长环境，从而可以较

好的维持胰岛活性。再者在微重力培养条件下，

胰岛细胞团悬浮，空间自由度增大，有利于 α，β，
δ等细胞之间、细胞培养液之间相互接触，利于化
学信号传递和细胞分化与增殖，且不易形成中心

性坏死，能最大程度地维持胰岛的数量和活性。

从移植结果也可见，经 ＨＲＣＣＳ培养的胰岛移植效
果明显，较早并且能长时间地改善糖尿病大鼠的

高血糖状态。

本实验提示，低温微重力旋转培养减少胰岛

的损害，有利于胰岛细胞的功能恢复和生长增殖，

并使胰岛具有更好的胰岛素分泌能力。本结论为

胰岛移植前保存提供了可行的思路和方法。
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本刊对来稿中统计学处理的有关要求

１．统计研究设计：应交代统计研究设计的名称和主要做法。如调查设计（分为前瞻性、回顾性或横断面调查
研究）；实验设计（应交代具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、正交设计等）；临床试验设计

（应交代属于第几期临床试验，采用了何种盲法措施等）。主要做法应围绕 ４个基本原则（随机、对照、重复、均
衡）概要说明，尤其要交代如何控制重要非试验因素的干扰和影响。

２．资料的表达与描述：用 ｘ±ｓ表达近似服从正态分布的定量资料，用 Ｍ（ＱＲ）表达呈偏态分布的定量资料；用
统计表时，要合理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚；用统计图时，所用统计图的类型应与资料性质相匹

配，并使数轴上刻度值的标法符合数学原则；用相对数时，分母不宜小于 ２０，要注意区分百分率与百分比。
３．统计分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选用合适

的统计分析方法，不应盲目套用 ｔ检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的
性质和频数所具备条件以分析目的，选用合适的统计分析方法，不应盲目套用 χ２检验。对于回归分析，应结合专
业知识和散布图，选用合适的回归类型，不应盲目套用简单直线回归分析，对具有重复实验数据的回归分析资料，

不应简单化处理；对于多因素、多指标资料，要在一元分析的基础上，尽可能运用多元统计分析方法，以便对因素

之间的交互作用和多指标之间的内在联系进行全面、合理的解释和评价。

４．统计结果的解释和表达：当 Ｐ＜０．０５（或 Ｐ＜０．０１）时，应说明对比组之间的差异有统计学意义，而不应说
对比组之间具有显著性（或非常显著性）的差别；应写明所用统计分析方法的具体名称（如：成组设计资料的 ｔ检
验、两因素析因设计资料的方差分析、多个均数之间两两比较的 ｑ检验等），统计量的具体值（如 ｔ＝３．４５，χ２ ＝
４．６８，Ｆ＝６．７９等）应可能给出具体的 Ｐ值（如 Ｐ＝０．０２３８）；当涉及到总体参数（如总体均数、总体率等）时，在给
出显著性检验结果的同时，再给出 ９５％置信区间。
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