
　第５２卷　第５期
　Ｖｏｌ．５２　 Ｎｏ．５　　　　　

山　东　大　学　学　报　（医　学　版）
ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＳＨＡＮＤＯＮＧＵＮＩＶＥＲＳＩＴＹ（ＨＥＡＬＴＨＳＣＩＥＮＣＥＳ）

　　　 　２０１４年５月　
Ｍａｙ２０１４　

收稿日期：２０１３０７０９；网络出版时间：２０１４０４２４０４∶０９
网络出版地址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｏｉ／１０．６０４０／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１７５５４．０．２０１３．４２７．ｈｔｍｌ
基金项目：山东省科技发展计划（２０１２ＧＳＦ１１８５０）
通讯作者：王磊。Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｌｅｉ１９７３１１０２＠１６３．ｃｏｍ

　文章编号：１６７１－７５５４（２０１４）０５－００４９－０４　　　ＤＯＩ：１０．６０４０／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１７５５４．０．２０１３．４２７

大鼠胃浆膜下间隙胰岛移植的存活率

及其功能的实验研究

刘新农，胡三元，张光永，韩海峰，胡春晓，王磊
（山东大学齐鲁医院普外科，山东 济南 ２５００１２）

摘要：目的　探讨大鼠胃浆膜下间隙胰岛移植的可行性及其移植效果。方法　应用Ｌｅｗｉｓ近交系雄性大鼠，采用
链脲菌素诱导糖尿病模型；同种系大鼠体外胰岛分离、纯化，将一定数量的胰岛植入糖尿病大鼠胃浆膜下间隙（胃

组），同期将同等数量的胰岛植入肾被膜下间隙（肾组）作为对照，评估移植后糖尿病大鼠的血糖水平、腹腔葡萄糖

耐量试验及胰岛移植物存活率。结果　胰岛移植术后前３周，胃组和肾组内糖尿病大鼠的血糖水平较移植前均明
显下降（Ｐ＜０．０５），两组大鼠间血糖水平无差异、糖耐受功能良好（Ｐ＞０．０５）；两移植部位的胰岛被免疫组织化学染
色有效确认，移植胰岛周围有少量炎性细胞浸润，肾组织样本内胰岛周围的炎细胞浸润更明显。肾组和胃组糖尿病

大鼠血糖水平分别于胰岛移植术后第５、４周开始升高。术后第６周两组大鼠血糖水平均升高且糖耐量减低，免疫组
织化学染色检查显示，两移植部位内仅残余散在的胰岛细胞。结论　胃浆膜下间隙胰岛移植的短期效果与肾被膜下
胰岛移植相同，但其血糖控制效果比肾被膜下胰岛移植更佳，而其长期效果有待进一步证实。
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　　胰岛移植是最有可能治愈、且符合生理的治疗
１型糖尿病的方法之一［１］。自 Ｅｄｍｏｎｔｏｎ方案问世
以来，胰岛移植的短期移植效果得以大幅提高，但后

续研究发现其长期效果并不理想，５年生存率不足
１０％［２３］。胰岛移植部位是影响胰岛移植效果的重

要因素之一。１９７２年，Ｂａｌｌｉｎｇｅｒ和 Ｌａｃｙ首先证实
经门静脉肝内胰岛移植能够降低糖尿病大鼠血糖水

平，随后诸如前房、睾丸、肾被膜下、肌肉、大网膜等

部位亦被用作胰岛移植部位，然而肝脏是目前为止

最为常用的移植部位［４６］。理论上，门静脉内氧分

压低 、固有免疫反应强、血糖浓度及免疫排斥药物

浓度高、移植胰岛接触血液后易引发急性血液介导

的炎症反应（ｉｎｓｔａｎｔｂｌｏｏｄｍｅｄｉａｔｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＩＢＭＩＲ），这些因素都不利于移植胰岛的
存活，研究证实ＩＢＭＩＲ是早期胰岛丧失最为主要的
原因［７］；此外，经门静脉肝内胰岛移植还潜在出血、

门静脉高压及感染的并发症。理想的移植部位，不

但可以避免胰岛移植物与血液的直接接触，而且可

以提供丰富的血液供应。目前，未见大鼠胃浆膜下

间隙胰岛移植的报道［８］。本研究采用Ｌｅｗｉｓ近交系
雄性大鼠，初步探索胃浆膜下间隙胰岛移植的可行

性及移植效果。

１　材料与方法

１．１　动物　近交系Ｌｅｗｉｓ雄性成年大鼠３２只均购
自北京维通利华实验动物技术有限公司，饲养于

ＳＰＦ级动物房（温度２２～２５℃，湿度５５％～６５％，光
照１２ｈ／１２ｈ昼夜交替），２４ｈ提供固体棒状饲料及
自来水。近交系Ｌｅｗｉｓ雄性成年大鼠（２５０～３００ｇ）
作为胰岛供体；２００～２５０ｇ同种系雄性成年大鼠作
为胰岛受体，采用 Ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ（美国 Ｓｉｇｍａ公司）
５５ｍｇ／ｋｇ一次性腹腔内注射方法将受体大鼠诱导
为Ｉ型糖尿病模型［７］。胰岛受体大鼠随机分为胃浆

膜下间隙胰岛移植组 （胃组，ｎ＝２０）和肾被膜下间
隙胰岛移植组 （肾组，ｎ＝１２）。注射链脲菌素后，连
续２ｄ均在固定时间（８：００～１０：００，ＡＭ）经尾静脉采
血检测其血糖水平，如 ２次血糖检测结果均大于
３００ｍｇ／ｋｇ的大鼠视为制作糖尿病模型成功并纳入
后续研究，胰岛移植后血糖水平小于２００ｍｇ／ｋｇ视
为胰岛移植有效。

１．２　胰岛分离与纯化　１０％水合氯醛（３ｍＬ／ｋｇ，
腹腔内注射）麻醉大鼠后，将其仰卧位固定。在其

腹部做一倒“人”字形切口，暴露胆总管，在肝门部

用动脉夹夹闭胆总管近端，远端穿入２条７号丝线
（其中１条用于结扎胆总管远端，另１条用于固定穿
刺针），将连接有１０ｍＬ注射器的２６Ｇ针头逆行刺
入胆总管后固定。然后将大鼠破心处死，待胰腺血

色退去后，经穿刺针注入１０ｍＬ、１ｍｇ／ｍＬ胶原酶溶
液（Ｓｉｇｍａ公司，ＵＳＡ）。将膨胀的胰腺切除、并修
剪其周围的脂肪、淋巴组织后，于３７℃水浴锅内孵
育１７ｍｉｎ。最后采用Ｈｉｓｔｏｐａｑｕｅ１０７７淋巴细胞分离
液（Ｓｉｇｍａ公司，ＵＳＡ）在离心力２５０×ｇ条件下离
心２１ｍｉｎ，取出胰岛层液体，人工拣出胰岛，计数后
备用［９］。

１．３　胰岛移植　选取约１０００个直径大于５０μｍ
的胰岛细胞放入１．５ｍＬ盛有生理盐水的 ＥＰ管内，
待其自然下沉，用连有２３Ｇ针头的１ｍＬ注射器，将
胰岛注入胃浆膜下间隙。胃浆膜下间隙部位的选择

及穿刺：１０％水合氯醛（３ｍＬ／ｋｇ；腹腔内注射）麻醉
大鼠后，暴露胃远端。用无损伤组织镊机械牵拉大

鼠的胃壁，待胃节律收缩后在其形成的肌间沟明显

处穿刺，首先注入约０．５ｍＬ空气，待穿刺部位的胃
浆膜下间隙充分扩张，然后使用１ｍＬ注射器经上
述穿刺部位注入备用胰岛细胞，拔出针头后用干的

无菌棉棒按压穿刺部位约１ｍｉｎ，穿刺完毕，逐层缝
合大鼠腹壁。同期，将相同数量的胰岛细胞移植入

肾组大鼠的肾被膜下间隙内。

１．４　血糖和腹腔葡萄糖耐量试验　血糖检测：胰岛
移植术前３天，每天检测其血糖水平，求得三者平均
值并将其作为基线水平。胰岛移植术后第１周隔日
检测其血糖，第２～６周，每周检测２次，大鼠血糖水
平均在每天固定时间（８：００～１０：００，ＡＭ）检测。腹
腔葡萄糖耐量试验（ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｇｌｕｃｏｓｅｔｏｌｅｒａｎｃｅ
ｔｅｓｔ，ＩＰＧＴＴ）：在胰岛移植术后第２、６周，将大鼠禁
食１６ｈ，每只大鼠腹腔内注射葡萄糖２ｇ／ｋｇ，分别于
注射时及注射后第１５、３０、６０、１２０ｍｉｎ，经尾静脉采
血检测其血糖水平并予以记录。

１．５　胰岛细胞的组织学及免疫染色检测　在胰岛
移植术后第２、６周分别获取受体大鼠胃和肾脏组织
标本，４％甲醛溶液固定２４ｈ后，经石蜡包埋，制成
４μｍ的组织切片；用小鼠单克隆抗胰岛素抗体
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（Ｓｉｇｍａ公司，ＵＳＡ）及免疫组织化学二抗试剂盒（北
京中杉金桥公司）进行免疫组织化学染色，评估胰岛移

植物的组织学变化，实验步骤按其说明书逐步进行。

１．６　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ１７．０统计学软件。
计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，两组间计量数据处理采用独
立样本ｔ检验方法，ＩＰＧＴＴ数据采用单因素重复测
量的ＡＮＯＶＡ，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　糖尿病大鼠血糖水平变化　见表１。胰岛移植
后前３周，胃组大鼠的血糖水平较移植前明显下降，
且其血糖水平与肾组大鼠无统计学差异（Ｐ＞
０．０５）；第４周时肾组大鼠血糖水平开始升高，且明

显高于胃组大鼠的血糖水平（Ｐ＜０．０５）；第５周开
始胃组大鼠血糖水平逐渐升高，直至胰岛移植后第

６周，两组大鼠血糖水平均较移植早期明显升高，且
两组间血糖水平差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．２　糖尿病大鼠的腹腔葡萄糖耐量试验　胰岛移
植后第２、６周，两组糖尿病大鼠的 ＩＰＧＴＴ结果见图
１。第２周两组大鼠糖耐受功能无明显差异 （Ｐ＞
０．０５），两组大鼠在各时间点糖耐受较好，腹腔注射
葡萄糖后３０、６０ｍｉｎ时间点时，肾组大鼠糖耐受功能
优于胃组大鼠，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；第６
周，两组大鼠腹腔葡萄糖耐受功能均较前（第２周）下
降（Ｐ＜０．０５），且肾组大鼠在３０ｍｉｎ时腹腔葡萄糖耐
受功能明显低于胃组大鼠（Ｐ＜０．０５），１２０ｍｉｎ时间点
时血糖值明显高于０ｍｉｎ时的血糖值（Ｐ＜０．０５）。

表１　胃浆膜下与肾被膜下间隙胰岛移植后不同时间血糖水平变化（珋ｘ±ｓ，ｍｇ／ｄＬ）
组别 ０周 １周 ２周 ３周 ４周 ５周 ６周

胃组 ３５８．８±３８．４ １７６．９±３５．４ １７９．６±２２．６ １８９．９±２４．４ ２０１．３±４６．３ ２２４．８±３８．１ ２４１．６±３２．４

肾组 ３４６．３±３７．８ １７６．４±３１．２ １７６．３±１５．６ １９４．２±４０．４ ２３４．４±４３．３ ２４９．９±４４．５ ２５８．３±２９．５

ｔ ０．９０ ０．０４ ０．４６ －２．１３ －１．１３ ０．２０ ０．３２

Ｐ ０．３７ ０．９７ ０．６５ 　０．２４ 　０．０４ ０．０５ ０．７２

图１　胰岛移植后２、６周 ＩＰＧＴＴ试验趋势图
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅＩＰＧＴＴｔｒｅｎｄｏｆｒｅｃｉｐｉｅｎｔｄｉａｂｅｔｉｃｒａｔｓ２ａｎｄ６ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｉｓｌｅｔｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ

２．３　免疫组织化学检测　术后第１周，两组大鼠均
可确认大量的胰岛组织，周围见少量的炎症细胞浸

润，肾组大鼠移植胰岛周围炎细胞浸润更加明显

（图２）；第６周结果显示，胃和肾组织样本中仅残余
散在的胰岛细胞，且直径小于５０μｍ（图３）。

图２　术后第２周胃（Ａ）与肾（Ｂ）组织胰岛被胰岛素抗体鉴
定 （×２０）

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｉｓｌｅｔｓｉｎｔｈｅｓｔｏｍａｃｈ（Ａ）ｓｕｂｓｅｒｏｕｓｓｐａｃｅａｎｄｒｅ
ｎａｌ（Ｂ）ｓｕｂｃａｐｓｕｌａｒｓｐａｃｅｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｉｎｓｕｌｉｎ
ａｎｔｉｂｏｄｙ２ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｉｓｌｅｔｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ（×２０）

图３　术后６周胃（Ａ）和肾（Ｂ）组织内胰岛被胰岛素抗体鉴
定（×４０）

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｉｓｌｅｔｓｉｎｔｈｅｓｔｏｍａｃｈ（Ａ）ｓｕｂｓｅｒｏｕｓｓｐａｃｅａｎｄｒｅ
ｎａｌ（Ｂ）ｓｕｂｃａｐｓｕｌａｒｓｐａｃｅｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｉｎｓｕｌｉｎ
ａｎｔｉｂｏｄｙ６ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｉｓｌｅｔｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ（×４０）

３　讨　论

一直以来，胰岛存活率是胰岛移植最为重要的
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目标，胰岛移植部位是影响其存活率的重要因素之

一。自胰岛移植技术问世以来，肝脏和肾被膜下是

临床胰岛移植最为常用的移植部位，基础与临床研

究发现，肝脏和肾被膜下并不是最理想的胰岛移植

部位［１０１１］。理论上，胃肠道具有血液供应丰富、胃

浆膜下间隙较大、血液经门静脉回流入肝、与胰腺具

有相同的胚胎源性、便于再次移植及术后随访等优

势［１２］。通过文献检索发现，目前未见胃浆膜下间隙

胰岛移植的研究报道，本研究将胰岛移植到胃浆膜

下间隙内，初步探索大鼠胃浆膜下胰岛移植的效果。

本研究结果表明，Ｌｅｗｉｓ近交系雄性大鼠胃浆
膜下间隙胰岛移植前３周移植效果较好，糖尿病大
鼠血糖均降至正常范围，且与肾被膜下胰岛移植大

鼠的血糖水平无明显差别；移植后６周开始大鼠血
糖水平逐渐升高，表明移植胰岛已经渐渐失去功能，

而该研究中肾被膜下胰岛移植大鼠的血糖在胰岛移

植后４周开始升高，此时胃浆膜下间隙胰岛移植的
移植效果要优于肾被膜下移植胰岛。而有研究表

明，大鼠肾被膜下间隙内胰岛移植的存活时间约为

３个月［１３］。分析其研究发现，上述研究采用的是

Ｗｉｓｔａｒ大鼠，胰岛移植后采用了免疫移植方案治疗，
本研究采用的近交系 Ｌｅｗｉｓ大鼠，术后并未给予免
疫移植药物，这可能是其与本研究中胰岛存活率不

同的原因之一。腹腔葡萄糖耐量试验表明，胃浆膜

下间隙与肾被膜下胰岛移植组内大鼠的早期腹腔葡

萄糖耐受功能良好，而在移植后６周两移植组大鼠
的糖耐受功能较早期下降，且肾被膜下胰岛移植大

鼠的糖耐受功能要低于胃浆膜下胰岛移植组大鼠，

尤其在３０ｍｉｎ时间点的糖耐受功能，明显低于胃浆
膜下胰岛移植组大鼠。国内相关研究得出与该研究

类似的结果［１４］，即胃黏膜下层胰岛移植后，大鼠的

糖耐受功能亦有明显改善，尤其在３０ｍｉｎ时间点的
大鼠的糖耐受功能。免疫组织化学检测发现，移植

后早期两组大鼠胃浆膜下间隙和肾被膜下间隙的胰

岛被有效确认，重要的是我们发现肾被膜下胰岛周

围炎症细胞浸润比胃浆膜下间隙胰岛周围更加明

显，这可能与后期肾被膜下移植的胰岛存活时间相

对较短有关，仍需更多研究进一步证实。在移植后

６周免疫组织化学检测发现，两组大鼠胃浆膜下间
隙及肾被膜下间隙内的胰岛基本消失，仅残余少量

直径小于５０μｍ的胰岛细胞，这表明胰岛细胞渐渐
凋亡而失去功能。

本研究结果还显示，胃浆膜下胰岛移植比肾被

膜下胰岛移植更加简便易行，穿刺过程中出血较少，

胃浆膜下间隙较肾被膜下间隙更大。与肝脏相比，

胃浆膜下间隙有移植简便、取材活检容易、便于再次

移植等优势。且该研究采用的是近交系Ｌｅｗｉｓ雄性
大鼠，各大鼠间不存在免疫排斥反应，便于观察胃浆

膜下间隙胰岛移植的效果。另外，近年来腹腔镜技

术与消化道内镜技术的发展也使得胃浆膜下胰岛移

植更加微创，这也基本符合胰岛移植微创理念这一

原则［１５］。胃浆膜下间隙有望成为胰岛移植理想的

移植部位，而该研究为单中心、小样本研究，其结论

可靠性需更多大样本、非近交系动物研究进一步证

实。该研究仅涉及胃浆膜下间隙和肾被膜下间隙两

个移植部位，此亦为该研究的不足之处。
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蠕形螨专有的数据库，所以分子量位于 ７０ｋＤ和
１５ｋＤ的蛋白也可能是蠕形螨特有蛋白。

本实验提取并分析了蠕形螨蛋白，并用基质辅

助激光解析电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ），
初步探索了蠕形螨蛋白的功能。
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