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联合移植的脂肪间充质干细胞对胰岛

移植物功能及生存的影响
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对胰岛移植物功能及生存的影响#方法
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分离纯化人的
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和胰岛"移植于雄性
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糖尿病

裸鼠背部皮下"设联合
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胰岛移植组,单纯胰岛移植组,
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对照组及正常对照组
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组#免疫

组化双染观察胰岛细胞活性,凋亡状况及胰岛移植物血管化程度"并比较各组糖尿病裸鼠血糖,胰岛

素水平及胰岛移植物存活时间#结果
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多元分析糖尿病裸鼠血糖,血清胰岛素水平"联合
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胰岛移植组胰岛移植物于移植术后平均存活
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胰岛移植组胰岛移植物的胰

岛素染色强度高于单纯胰岛移植组"自杀相关因子)
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胰岛移植组胰岛移植物及周围微血管密度)
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具有改善胰岛移植物功能,延长移植物存活时间及促进移植物血管再生的作用#
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目前胰岛移植的广泛临床应用还受到诸多限

制"其中包括%胰岛经历分离纯化过程的细胞性,非

细胞性损伤后"由于胰岛移植后移植物无法短时间

内生成血管恢复血液供应"致使胰岛细胞易于因缺

血,缺氧而发生凋亡丢失及功能障碍'
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*在内的间充质干细胞对受损组

织具有营养支持,抗凋亡及促进血管生成等作用"并
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还具有来源充足,取材方便的优点'

&5*

(

#

我们以往在
@J?73

与胰岛细胞体外联合培养的研
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不仅能够分泌肝细胞生长因子

)

.)

F

#*'-

H

*)

&

E'(*.,#-*'E

"

KBT

*,血管内皮生长

因子)

M#3-G%#E)4;'*.)%$#%

&

E'(*.,#-*'E.

"

I!BT

*

等多种细胞因子"而且还能够通过其分泌的细胞因
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此"我们拟在前期研究基础上"继续通过
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合胰岛的体内移植实验"观察与胰岛联合移植的
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对胰岛移植物活性及功能的影响"期望利
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等营养生长因子来改善胰

岛细胞的功能及生存"并利用
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等促血管生长因子促进移植胰岛的血管再

生"以减轻胰岛移植物的缺血缺氧性损伤#
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一,实验材料
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胰腺组织及脂肪组织取自器官捐献供者$取标
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二,实验方法
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以上"且出现多

饮,多食,多尿及消瘦症状者定义为成功的
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型糖尿
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胰岛素浓度#空腹血糖浓度连续
%

次
$

##/#""'%

&

8

定义为移植胰岛存活"空腹血糖连续
%

次
#

##/#""'%

&

8

或随机血糖连续
%

次
#

#&/'""'%

&

8

定

义为移植胰岛功能丧失'

##

(

#记录每组胰岛移植物平

均存活时间)

")#43GEM$M#%*$")

"

J?9

*#

&/

胰岛移植物的免疫组化检查%取移植后第
'

天

的胰岛移植物"

)

&

&

8

的多聚甲醛中固定
%).

"然后制

作
)

#

"

的石蜡切片"行兔抗人胰岛素单克隆抗体,羊

抗鼠
70!#

单克隆抗体及生物素标记的驴抗兔,抗羊

的二抗免疫组化双染$兔抗人胰岛素单克隆抗体,羊

抗人
T#3

单克隆抗体及生物素标记的驴抗兔,抗羊的

二抗免疫组化双染#在
%""

倍光镜下记录
(

个视野

内胰岛数及胰岛直径并换算成
2!Y

"同时记录胰岛素

及
T#3

染色阳性胰岛细胞数"计算阳性表达率)阳性

胰岛细胞数&
2!Y

*#微血管密度)

"$-E'M#3-G%#E;)43$5

*

H

"

JI0

*的测量参照
?#N#*#

等'

#%

(报道的实验方法"

根据移植物
70!#

免疫组化染色"在
#""

倍光镜下记

录
(

个视野内
70!#

阳性血管的数目"计算单位面积

的平均
JI0

#

三,统计学处理

应用
?<??#$/"

软件分析处理"数据以
J)#4

+?0

表示"采用
14)5(#

H

@>1I@

伴随
8?05>

检

验分析各组数据"血糖及血清胰岛素变化采用多元

分析"胰岛移植后对移植效果进行
P#

F

%#45J)$)E

生

存分析和
8'

&

5E#4N

检验#

O

"

"/"(

时认为差异有

统计学意义#

结
!!

果

一,

@J?73

的形态与鉴定

原代
@J?73

形态多样"呈贴壁克隆样生长"形

态混杂$经
!

"

(

次传代"逐渐呈典型的均一的长梭

形纤维细胞样形态"漩涡状或辐射状生长"与文献报

道的间充质细胞形态相符)图
#@

*#

@J?73

经

70!#

,

70!)

,

70))

,

70)$;

抗体荧光染色检测其表

面相关抗原"荧光显微镜下观察分析"结果如下%

70!#

,

70!)

呈阴性反应"

70))

,

70)$;

呈阳性反

应"符合文献报道的
@J?73

表面相关抗原谱状况

)图
#A

"

!

*#

@J?73

体外多向诱导分化见
@J?73

向脂肪细胞诱导分化
&;

"部分细胞形态发生明显改

变"从长梭形类成纤维细胞外观逐渐变圆"并且开始

出现充满脂滴的细胞"成脂诱导
#";

"充满脂滴的细

胞进一步增多"油红
1

染色阳性$

@J?73

向成骨细

胞诱导分化
);

"部分细胞形态由长梭形变为扁圆

形"胞膜有多个伪足伸展"细胞外基质有少量钙盐沉

积"成骨诱导
#);

"钙盐沉积增加"茜素红染色阳性

)图
#T

,

B

*#

二,胰岛数量及纯度

纯化后的胰岛形态完整"

*"6

胰岛直径为
#""

"

!("

#

"

"直径为)

#'%+*)

*

#

"

#平板计数法计算单位

质量胰腺收获的胰岛数量为)

%&*#+)'!

*个&
&

胰腺"

换算成每克胰腺的当量为)

)#!(+#!%*

*

2!Y

#计算

收获胰岛的纯度为)

'&/(%+&/'$

*

6

#

图
!

!

脂肪间充质干细胞形态,免疫荧光及鉴定)

/%""

*

@/!

代
@J?73

形态呈均一长梭形"呈旋涡状生长$

A/@J?73

的
T2975

70!#

染色阴性$

7/@J?73

的
T297570))

染色阳性$

0/@J?73

的
<!570!)

染色阴性$

!/@J?73

的
<!570)$;

染色阳性$

T/@J?73

成脂分化诱导
#";

"油红
1

染色阳性$

B/@J?73

成骨诱导
#);

"茜素红染色阳性

"!)

中华器官移植杂志
%"#$

年
'

月第
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卷第
'

期
!
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&
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"
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H

%"#$
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!!

三,糖尿病裸鼠胰岛移植后血糖和胰岛素水平

多元分析结果显示"胰岛移植后"联合
@J?73

胰岛移植组裸鼠血糖及血清胰岛素浓度与单纯胰岛

移植组比较"差异均有统计学意义)表
#

,

%

"

O

"

"/"#

*"其中联合
@J?73

胰岛移植组优于单纯胰岛

移植组#糖尿病裸鼠血糖浓度于胰岛移植术后第
#

天均开始下降"联合
@J?73

胰岛移植组血糖浓度

下降
';

后"波动于
'/#

"

##/)""'%

&

8

低水平$单

纯胰岛移植组血糖浓度下降
!;

后即不再下降"波

动于
$/$

"

#!/)""'%

&

8

的相对较高水平#糖尿病

裸鼠血清胰岛素浓度于胰岛移植术后第
#

天均开始

上升"联合
!73

胰岛移植组血清胰岛素浓度上升

';

后保持在
$/%

"

#"/*"=

&

8

的高水平$单纯胰岛

移植组清胰岛素浓度上升
!;

后即不再上升"维持

在
(/(

"

'/&"=

&

8

的相对较低水平#

四,移植胰岛的生存分析

联合
@J?73

胰岛移植组胰岛移植术后胰岛移

植物
J?9

为)

*#/!!+'/(*

*

;

"单纯胰岛移植组胰

岛移植术后胰岛移植物
J?9

为)

(*/#'+&/$#

*

;

#

经
8'

&

5E#4N

检验"联合
@J?73

胰岛移植组胰岛移

植物
J?9

与单纯胰岛移植组比较"差异有统计学

意义)

O

"

"/"(

"图
%

*#

图
"

!

胰岛移植物生存分析"经
8'

&

5E#4N

检验"联合
@J?73

胰岛移植组与单纯胰岛移植组比较"

O

"

"/"(

!!

五,胰岛移植物的组化检查

移植后第
'

天"

70!#

和胰岛素免疫组化双染

结果显示)图
!@

,

)A

*%分泌胰岛素的活性胰岛细胞

被染成棕色"表达
70!#

的
!73

被染成蓝色$联合

@J?73

胰岛移植组胰岛移植物及周围有大量

70!#

阳性的血管内皮细胞)

!73

*"可见大量血管腔

形成$单纯胰岛移植组胰岛移植物及周围蓝色的

!73

密度低于联合
!73

胰岛移植组"血管腔数量少

于联合
@J?73

胰岛移植组#光镜下
70!#

阳性血

管计数结果显示"联合
@J?73

胰岛移植组每平方

毫米移植物微血管密度)

JI0

*为
%#/*+(/&

"显著

高于单纯胰岛移植组的
#)/&+)/#

)

O

"

"/"(

*#

移植后第
'

天"

T#3

和胰岛素免疫组化双染结果

显示)图
!7

,

)0

*%分泌胰岛素的活性胰岛细胞被染成

棕色"表达
T#3

的凋亡细胞被染成蓝色$联合
@J?73

胰岛移植组移植物胰岛素染色强度高于单纯胰岛移

植组"联合
@J?73

胰岛移植组移植物内胰岛素阳性

表达细胞数为)

&#'/)+)%/*

*&

2!Y

"大于单纯胰岛移

植组的)

!%&/'+%(/)

*&

2!Y

)

O

"

"/"#

*$单纯胰岛移

植组移植物凋亡胰岛细胞密度高于联合
@J?73

胰

岛移植组"并可见部分胰岛毁损$单纯胰岛移植组移

植物内凋亡胰岛细胞数为)

(*)/!+!%/&

*&

2!Y

"大于

联合
@J?73

胰岛移植组的)

%&(/$+%#/%

*&

2!Y

)

O

"

"/"#

*#

讨
!!

论

随着临床胰岛移植的进展"亦发现了许多制约

胰岛移植发展的因素'

#5%

(

#其中研究发现"胰岛在分

离及纯化过程中"由于缺血,缺氧及胰腺消化后释放

的各种消化酶"均可引起胰岛的细胞性及非细胞性

损伤并破坏胰岛赖以生存的微环境"导致胰岛细胞

凋亡$同时由于胰岛的分离纯化过程破坏了其内部

表
!

!

糖尿病大鼠胰岛移植后血糖比较)

J)#4+?0

"

""'%

&

8

*

组别 例数 移植前
移植后

第
#

天 第
!

天 第
'

天 第
#)

天 第
%#

天 第
%*

天 第
)%

天 第
&"

天 第
*"

天 第
#""

天 第
#%"

天

@J?73-

胰岛组
& %)/&+#/! #(/&+#/$ '/#+"/$ '/%+"/$ '/)+#/" */#+"/* */&+"/& $/(+"/' #"/#+"/* #"/'+"/! ##/#+"/! ##/)+"/!

胰岛组
& %)/'+#/# #&/$+#/)

#

$/$+"/*

#

$/$+"/(

#

#"/%+"/(

#

#"/(+"/)

#

#"/'+"/!

#

#"/$+"/!

#

##/(+"/)

#

##/$+"/&

#

#%/&+"/$

#

#!/)+#/!

#

<A?

对照组
& %(/)+#/( %(/#+#/)

#

%)/*+#/&

#

%(/"+#/#

#

%)/'+#/&

#

%)/!+#/!

#

%(/%+#/&

#

%)/$+#/*

#

%)/*+#/(

#

%)/&+#/&

#

%)/&+#/)

#

%)/(+#/!

#

正常对照组
& &/%+"/$ &/#+"/*

#

&/%+"/$

#

&/"+"/'

#

&/#+"/*

#

&/%+"/&

#

&/#+"/*

#

&/#+#/"

#

&/"+"/*

#

&/#+"/'

#

&/#+"/&

#

&/"+"/'

#

注%

#与联合脂肪间充质干细胞)

@J?73

*胰岛移植组比较
O

"

"/"#

表
"

!

糖尿病大鼠胰岛移植后血清胰岛素浓度比较)

J)#4+?0

"

"=

&

8

*

组别 例数 移植前
移植后

第
#

天 第
!

天 第
'

天 第
#)

天 第
%#

天 第
%*

天 第
)%

天 第
&"

天 第
*"

天 第
#""

天 第
#%"

天

@J?73-

胰岛组
& %/#+"/! %/$+"/( */%+#/! #"/*+#/# #"/*+#/" #"/'+#/% #"/#+#/! $/*+#/% $/&+#/( $/(+#/) $/!+#/( $/%+#/)

胰岛组
& %/%+"/) %/)+#/!

#

'/&+#/#

#

'/%+"/$

#

&/*+"/$

#

&/&+#/"

#

&/%+"/$

#

(/$+#/#

#

(/*+#/"

#

(/'+#/%

#

(/&+"/!

#

(/(+#/%

#

<A?

对照组
& %/%+"/! %/#+"/%

#

#/$+"/%

#

#/*+"/!

#

#/&+"/!

#

#/'+"/)

#

#/'+"/(

#

#/'+"/)

#

#/'+"/&

#

#/&+"/)

#

#/&+"/(

#

#/&+"/)

#

正常对照组
& #%/'+#/( #%/*+#/)

#

##/$+#/#

#

#%/"+"/$

#

##/*+#/"

#

#%/(+#/%

#

#%/*+#/!

#

#%/#+#/#

#

#%/&+#/%

#

#%/)+#/#

#

##/$+"/$

#

#%/'+#/)

#

注%

#与联合脂肪间充质干细胞)

@J?73

*胰岛移植组比较
O

"

"/"#

#!)

中华器官移植杂志
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年
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图
#

!

胰岛移植物胰岛素,

70!#

和
T#3

表达的免疫组化检测)

/%""

*

!!

@/

脂肪间充质干细胞)

@J?73

*

-

胰岛移植组
70!#

和胰

岛素免疫组化酶双染$

A/

单纯胰岛移植组
70!#

和胰岛素免疫组化酶双染$

7/@J?73-

胰岛移植组
T#3

和胰岛素免疫组化酶

双染$

0/

单纯胰岛移植组
T#3

和胰岛素免疫组化酶双染

微循环血管的连续性"导致胰岛移植后无法像胰腺

移植那样立即恢复血运"而重建血运系统需要相当

长的时间"因此胰岛细胞处于长期缺血,缺氧状态"

这必将加重胰岛细胞的缺血性及非缺血性凋亡"影

响胰岛细胞的存活及功能'

!5(

(

#因此"为移植的胰岛

创造一个适宜的生存微环境以保持其生物活性"并

促进其血管再生已成为胰岛移植面临的一个重要

课题#

脂肪间充质干细胞)

@J?73

*是从脂肪组织中

分离获得的一种间充质干细胞"和骨髓间充质干细

胞)

L'4)"#EE'(")3)4-.

H

"#%3*)"-)%%3

"

AJ?73

*

统计学意义比较"其在细胞增殖,多向分化潜能及表

面抗原特性等方面差异没有统计学意义"但
@J?73

相比
AJ?73

具有来源广泛,取材方便及对机体损

伤小等优点'

&

"

#!

(

#研究证实"和
AJ?73

一样"

@J?73

不仅能够通过旁分泌产生大量的
KBT

,

I!BT

,碱

性成纤维细胞生长因子)

L#3$-,$LE'L%#3*

&

E'(*.

,#-*'E

"

LTBT

*,转化生长因子
5

+

)

*E#43,'E"$4

&

&

E'(*.,#-*'E5

+

"

9BT5

+

*,胰岛素样生长因子
5#

)

$45

3G%$4%$N)

&

E'(*.,#-*'E5#

"

2BT5#

*,基质衍生因子
5#

)

3*E'"#%-)%%;)E$M);,#-*'E5#

"

?0T5#

*等营养因子

及生长因子"而且还可以产生聚集素蛋白,胶原蛋

白,层粘连蛋白等细胞外间质组分"这些营养因子,

生长因子及细胞外间质组分除具有广泛的营养支持

作用外"还直接参与细胞的黏附,组织结构的修复及

细胞凋亡诱发相关基因表达的抑制等"从而可改善

损伤局部的微环境"抑制细胞凋亡'

'5*

"

#)5#*

(

#我们前

期在
@J?73

与胰岛细胞体外联合培养的研究中已

经发现"

@J?73

能够通过其分泌的
KBT

,

I!BT

等

多种细胞因子改善体外培养的胰岛细胞的存活及功

能'

$

(

#并且目前国内外胰岛移植研究中"间充质干

细胞分泌的相关细胞因子对损伤胰岛的修复作用亦

已得到证实#如
T$#3-.$59#)3-.

等'

#$

(研究证实"

KBT

与胰岛细胞
KBT

受体结合后"除可以通过

<25!P5<PA

&

@N*

通路促进胰岛细胞存活,抑制胰岛

细胞凋亡外"还可通过
<25!P5<PA

&

@N*

通路调节

胰岛素分泌,促进胰岛移植物功能的改善#

K%#M#*

H

等'

%"

(应用持续释放营养因子
2BT5#

的聚丙交酯乙

交酯共聚物'

F

'%

H

)

%#-*$;)5-'5

&

%

H

-'%$;)

*"

<8B

(支架

包裹胰岛体内移植的研究发现"含有
2BT5#

的
<8B

支架包裹胰岛较不含
2BT5#

的
<8B

支架包裹胰岛

体内移植能够显著改善胰岛移植物功能并延长其存

活时间#至于
I!BT

"则是血管内皮细胞特异性的

生长因子"具有显著促进血管内皮细胞增殖及新生

血管形成的功能"尽管
P#$3)E

等'

%#

(和
T$

&

%$'%$4$

等'

%%

(研究发现"源自于移植物胰岛细胞分泌的细胞

外囊泡含有
I!BT

等促进血管生成的细胞因子"但

其表达量仍不足以尽快恢复胰岛移植物微循环的完

整性#因此"根据
@J?73

的细胞分泌特点"我们在

前期
@J?73

联合胰岛体外培养的研究基础上"应

用
@J?73

联合胰岛体内移植"以期利用
@J?73

分泌的
KBT

等营养生长因子及细胞外间质组分来

改善胰岛细胞的生存及功能"并利用
@J?73

分泌

的
I!BT

等促血管生长因子促进移植胰岛的血管

再生"以减轻胰岛移植物的缺血缺氧性损伤#

本研究应用人的
@J?73

联合胰岛于糖尿病裸

鼠皮下移植时发现"胰岛移植后第
'

天"免疫组化双

染结果显示联合
@J?73

胰岛移植组胰岛移植物的

胰岛素染色强度,胰岛移植物及胰岛周围结果显示

JI0

均高于单纯胰岛移植组"自杀相关因子)

T#3
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的表达密度则低于单纯胰岛移植组#多元分析糖尿

病裸鼠血糖,胰岛素水平结果显示"联合
@J?73

胰

岛移植组的血糖控制水平及血清胰岛素的分泌水平

优于单纯胰岛移植组)

O

"

"/"#

*#胰岛移植物生存

分析显示"联合
@J?73

胰岛移植组胰岛移植物于

移植术后平均存活时间长于单纯胰岛移植组)

O

"

"/"(

*#根据以往的
@J?73

联合胰岛体外培养实

验结果及以上实验结果说明"

@J?73

联合胰岛体

内移植能够通过
@J?73

分泌的营养生长因子及细

胞外间质组分改善胰岛移植物的生存及功能"减少

胰岛细胞凋亡"并促进胰岛移植物的血管再生"至于

@J?73

分泌的营养生长因子及细胞外间质组分改

善胰岛移植物生存及功能的具体机制"则需进一步

研究#
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