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实验动物胰岛细胞的分离纯化
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摘要：胰岛移植作为治疗 ( 型糖尿病的有效方法，临床应用前景较好。但是，由于在胰岛移植手术中，

有功能的胰岛细胞数量较少，而严重影响其治疗效果。因此，如何提高胰岛分离纯化效果，获取尽可能

多的高质量的胰岛，成为胰岛移植手术成败的关键。本文仅就在采用实验动物分离和纯化胰岛方面的

实验经验作以简要介绍。
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( 型糖尿病主要因为胰岛细胞迅速被破

坏，机体胰岛素分泌不足所致。患者必须长期

依赖外源性胰岛素治疗，同时常伴有各种并发

症。胰岛移植作为治疗 ( 型糖尿病方法之一，

有着简捷、安全及有效等优点，其临床应用前景

可观。然而，胰岛移植手术效果，并不是很理

想，一个重要的原因就是可供移植的有功能的

胰岛细胞数量不足及胰腺来源困难［( ’ &］。为

此，如何有效分离纯化胰岛，一直是器官移植领

域研究热点，本文仅就本实验室采用实验动物

分离纯化胰岛方面的经验作以简要介绍。

9 小实验动物胰岛细胞的分离、纯化

同系、同种异体胰岛移植的研究现处于实

验阶段。实验动物大鼠和小鼠是使用最多的动

物，并且对这两种动物胰岛的分离纯化日渐成

熟。大鼠和小鼠的胰腺如树枝状地分散在十二

""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

指肠肠系膜上，大鼠的胰腺呈肉色，小鼠的胰腺



呈粉红色［!］。胰腺是由内分泌部的胰岛和外分

泌部的胰腺腺泡组成。胰岛分散分布于胰腺的

腺泡实质中，其总体积仅占整个胰腺的 "# $
%#。实验动物大鼠和小鼠的胰腺比人体胰腺

小，实验室研究中很少采用自动循环分离纯化

仪器。本实验室主要是采用人工方法进行，其

实验方法如下。

本实验室对鼠胰岛的分离方法主要采用的

步骤是原位整体灌注消化液，&’(水浴消化，中

止消化并过滤消化液。用此方法可分离得到

&)) $ !)) 个胰岛细胞团*胰腺（小鼠）。通过机

械剪碎后消化酶消化法与原位整体灌注消化液

消化法相比较，前者可获得胰岛数达 ")+ 以上，

但是大部分胰岛是单细胞，并且细胞团块的大

小与机械剪碎的大小相关，胰腺剪切得越小，获

得单细胞的可能性越大。单细胞对于移植后分

泌胰岛素功能的发挥比胰岛细胞团效果差。我

们认为，采用原位整体灌注方法分离胰岛具有

以下优势：! 可以缩短热缺血时间；" 该方法

使胰腺组织迅速降温，可以保证胰腺组织功能

的完整性；# 也可以减少转运过程中胰管内胰

液对组织的消化；$ 另外，该方法操作与机械

剪碎的操作相比较，其难度在于导管插管的准

确性，但是在灌注后的后续操作比其他的方法

简单、容易。

采用原位整体灌注消化液消化法必须注意

灌注量、灌注压力及温度等三方面因素。灌注

量的多少与胰腺的膨胀程度及胰腺的消化时间

密切相关。过渡膨胀则消化时间要缩短；膨胀

不完全，不仅要延长消化时间（可达 ", -./ 以

上），而且消化时间一旦超过 ", -./，会使部分

胰岛细胞团过度消化而成单细胞或者形成胶状

物质，最后造成过滤过程中团块物质带走大量

的胰岛细胞。各种大鼠、小鼠灌注量在本实验

室的研究结果是：0120*3 小鼠是 )4! $ )4, -5*
胰腺；6,’02*+ 小鼠是 )4& $ )4! -5*胰腺；昆明

白小鼠是 "47 $ %4) -5*胰腺；89 大鼠是 !4) $
,4) -5*胰腺。关于灌注压力，我们的经验表明，

首先应排尽导管里所有气体，然后快速推注小

部分液体，使液体尽快且可能到达胰支管末梢，

再放慢速度使液体缓慢充盈胰腺。温度主要包

括两个方面：消化的温度严格控制在 &’(；灌注

时及洗涤消化液的温度，严格控制在 !(，尤其

在中止消化时，一定需要大量的 !(的 :;/<’= 液

使反应中止，避免过度消化。

总之，原位整体灌注最重要的是，必须尽量

使胰尾、胰体部膨胀且保证完整摘取胰腺。因

为胰尾部含有大量丰富胰岛细胞（约占 >)#），

且胰尾、胰体与胰头部相比，胆汁污染的机会较

少。

对于灌注后胰腺的消化在胰岛细胞分离纯

化中也是至关重要的，我们有以下几点体会：!
应大面积的消化，使腺体及时充分达到消化所

需温度（&’(）；" 对于消化过程中所出现的粘

稠胶状物，是因为胰腺过度消化，胰岛基质中胶

原形成胶原纤维并聚集，会带走很多的胰岛细

胞。所以，应减少或避免胶状物的出现。要避

免此现象可以采取的办法是：! 用最小量胶原

酶消化；" ?: 值保持在（’47 @ )4"），以减轻酸

性环境对胰岛细胞的损害；# 增加温育液的容

积；$ 避免过度膨胀；% 消化液中加脱氧核糖

核酸酶。

在胰岛细胞分离过程中，难度较大的是导

管的插管术。实验动物的胰腺胰管较小，尤其

是小鼠的胰腺胰管较其他动物的胰管细且薄。

我们的经验是在插管时，尽量夹闭肝胆胰管开

口处，从十二指肠肠壁胰管开口处进针。这种

方法的优点是会减少胆汁被推注进胰体及胰

尾，方便进针，减少胰管扎坏的机会。本实验室

采用此方法，插管灌注无一例失败。而 A;<;=B.
等［,］报道从胆总管插管成功率虽高，可能其实

验操作难度会增加。

对分离后胰岛细胞的纯化，本实验室采用

CDEF3F55./GH.3F55 液，不连续密度梯度离心，离心

后吸出在 "4)>+ $ "4)+> I*-5 之间界面的细胞

团，加 :;/<’= 液洗涤。在纯化过程中要注意以

下几 点：! 胰 岛 消 化 液 要 与 最 高 密 度 的

CDEF3F55./GH.3F55 液充分混合，但避免过度的吹

打，不能涡旋太长的时间；" 依次轻轻加入各

层 CDEF3F55./GH.3F55 液，避免剧烈添加，造成纯化
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其解剖生理特点［!］：猪等大实验动物的胰腺是

结实体，分胰头和左右两叶，胰管从右叶末端穿

出，开口在胆总管开口之后，其周围结缔组织较

多，内分泌腺与外分泌腺关联紧密，胰岛缺乏基

质。其结构的特殊性造成猪胰岛细胞分离和纯

化难度较大。与鼠等小实验动物的胰岛细胞分

离和纯化相比较，其分离过程中有其特点，而胰

岛细胞纯化方法基本相同。

本实验室对猪胚胎胰腺的分离方法与鼠胰

腺分离方法的不同点是：无菌条件下取出整个

胰腺，用 !"的 #$%&’’ 液冲洗，从胰体狭窄处切

开，找到胰管，把插管插入，进行区段性灌注。

其他如灌注的压力、纯化方法等与鼠胰岛细胞

分离纯化的方法一致。

总之，对实验动物胰岛细胞分离纯化，在尽

量避免各种消化酶和有害物质损害的前提下，

尽可能保证灌注时膨胀完全和消化完全，同时

在纯化过程中对胰岛细胞团吹打要轻柔适度且

有效，尽量避免损伤。这样，才有可能获得尽可

能多量、高质的胰岛细胞团。
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