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!摘要"

!

目的
!

构建间充质干细胞,

L<4

-联合小肠黏膜下层,

<#<

-支架"评估其对胰岛移植治疗

糖尿病大鼠的效果%方法
!

分离纯化大鼠胰岛"获取大鼠骨髓间充质干细胞和猪小肠黏膜下层"构建

L<4,<#<

支架%

!)

只
<!

大鼠制备糖尿病模型后"分为单纯胰岛组#

<#<

组#

L<4,<#<

组%各组背部皮下

植入相对应胰岛细胞"移植后第
!(.

免疫荧光检测各组移植物胰岛素和
4!#!

的表达情况"蛋白芯片检

测各组血清细胞因子水平%采用单因素方差分析比较各组移植效果%结果
!

L<4,<#<

组胰岛素及

4!#!

表达高于其他两组"且血清中的
?-@C3

水平升高"

52C,

$

#

#C2,

(

#

#E,%

水平降低"差异有统计学

意义,

!

#

"$"'

-%表明
L<4,<#<

这种生物支架材料"可明显提高移植物的功能"促进胰岛素和
4!#!

的

表达"其机制可能与
L<4

分泌的相关细胞因子促进血管生成#降低炎症反应等作用相关%结论
!

L<4

联合
<#<

支架可提高胰岛移植效果"为糖尿病的治疗提供新的参考方法和理论基础%
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随着社会经济的发展和人类饮食习惯的改变"糖

尿病的发病率逐年上升%据世界糖尿病联合会,

#!C

-

报道"预计到
&"('

年"全球糖尿病患者将高达
%$*#

亿%虽然临床胰岛移植为糖尿病治愈带来了希望"但

#&'

中华器官移植杂志
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仍面临供体来源不足#移植物功能低下和血管重建缓

慢等问题%我们前期研究发现*

!

+

"小肠黏膜下层

,

<#<

-包被间充质干细胞,

L<4

-"可保护胰岛功能#提

高移植细胞的存活时间"但相关机制有待进一步研

究%基于前期研究"本实验拟构建间大鼠
L<4

联合

猪小肠黏膜下层,

<#<

-支架"为移植胰岛提供适合的

微环境"探讨其治疗糖尿病大鼠的作用机制"为胰岛

移植的临床应用奠定理论基础%

材料与方法

一#实验动物与主要试剂

!$

实验动物)

L<4

来源于雄性
<!

大鼠"

#

&

(

周龄"体重为
("

&

%"

9

(胰岛供鼠和受鼠均为雄性

<!

大鼠"

)

&

!"

周龄"体重为
&""

&

&'"

9

"供受鼠体

重相差不超过
!"

9

%所有大鼠均为无固定病原体

,

<DC

-级别"由西安交通大学实验动物中心提供%

小肠黏膜下层,

<#<

-来源于雄性西北八眉猪"

!"

月

龄"体重
'"

&

%"S

9

"由市场购其新鲜近段空肠%实

验过程中对动物处置符合动物伦理学标准%

&$

主要试剂)

L<4

培养基购自北京赛业生物科

技公司"胎牛血清#

FDL#;%("

培养基购自
@#B4"

公

司"胰岛素单克隆抗体及
4!#!

单克隆抗体购自
4=;;

<)

9

+';)+

9

公司"

3;=Q'())

荧光抗体及
4

J

#

荧光抗体

购自
7'%S*/+

公司"蛋白芯片购自广州锐博公司"胶原

酶
D

购自
F/%6=

公司"

R)*0/

:

'

I

G=,!"$$

#

<5U

购自

*)

9

&'

公司%

二#胰岛的分离和鉴定

大鼠麻醉开腹后暴露胆总管"剪心放血后"胆总

管内灌注胶原酶
D

"迅速摘除胰腺(

#$V

水浴消化

!& &)+

"充分震荡至泥沙状终止消化(再用

R)*0/

:

'

I

G=,!"$$

淋巴细胞分离液体纯化胰岛"经双

硫腙染色鉴定纯度#吖啶橙$碘化丙啶染色鉴定活性%

三#

L<4,<#<

支架的制备和鉴定

!$L<4

与
<#<

的获取)

<!

大鼠颈椎脱位处死

后取股骨骨髓"分离培养出
D#

代骨髓间充质干细

胞"采用流式细胞仪对其表面标志
4!*"

#

4!('

进

行鉴定(将猪小肠按文献*

&

+方法去除细胞成分"获

得实验所需的无菌
<#<

%

&$L<4,<#<

支架的制备)将上述获取的
<#<

裁

剪成
&&&&.&&&&

大小"将
D#

代
L<4

以
!.!"

%

细胞数量种植于
<#<

上"放入温度
#$V

#

4"

&

体积

浓度
'1

#饱和湿度的培养箱中共培养
()6

"形成

L<4,<#<

支架%

#$L<4,<#<

支架的鉴定)制备好的支架分别用

扫描电镜和透射电镜进行鉴定)

&$'1

,质量分数-

戊二醛
(V

固定过夜"用
"$"!&/;

$

E

二甲砷酸钠缓

冲液洗涤后"

!1

锇酸
(V

固定
!6

%丙酮,质量分

数
#'1

#

''1

#

$'1

#

)'1

#

*'1

-梯度脱水"一部

分室温下乙酸异戊酯,质量分数
!""1

-中置换
&6

"

经液态
4"

&

干燥粘托后喷金扫描电镜观察(另一部

分用环氧树脂
-

:

/+)!&

包埋"切片后醋酸双氧铀及

枸橼酸铅双染色透射电镜观察%

四#

<5U

诱导大鼠糖尿病模型及胰岛移植

!$<5U

诱导大鼠糖尿病模型)

!)

只
<!

大鼠禁

食不禁水
#6

后"分别称重"按每只
'"&

9

$

S

9

快速

腹腔注射
<5U

"然后再每
&.

测定
!

次随机血糖和

体重%当连续
#.

随机血糖
"

!%$$&&/;

$

E

"为糖

尿病大鼠造模成功%

&$

胰岛移植)所有
<!

大鼠
!"1

,质量分数-水

合氯醛按照
"$#

&

"$%&;

$

!""

9

腹腔注射麻醉后"背

部皮肤备皮#消毒%随机分为以下
#

组,每组
%

只-)

,

!

-单纯胰岛组,

3

组-)将
!"""#-N

的胰岛输

入背部皮下%

,

&

-

<#<

组,

B

组-)

<#<

缝合成囊袋状后将
!"""

#-N

胰岛输入其中%背部皮下切开长约
&%&

的切

口"植入
<#<

囊袋后缝合包扎%

,

#

-

L<4,<#<

组,

4

组-)同法将
L<4,<#<

材料制

备囊袋"输入
!"""#-N

胰岛后植入大鼠背部皮下%

#$

移植效果评价

,

!

-血糖测定)移植前测定大鼠随机血糖水平"

为降低血糖波动形成的组间误差"移植后每日上午

*/""

&

!"/""

尾静脉采血"血糖仪检测血糖水平"绘

制变化曲线%

,

&

-胰岛素水平)移植前每只大鼠尾静脉针刺后

采血"移植后每隔
$.

采血一次,上午
*/""

&

!"/""

之间-%血样离心后取血清"酶联免疫吸附测定法测

定血清胰岛素水平"绘制胰岛素变化曲线%

,

#

-采用免疫荧光检测各组移植物胰岛素和
4!#!

的表达情况%移植后
!(.

各组移植物制备冰冻切片%

使用
!/!

的混合一抗,兔抗大鼠
#2<

和小鼠抗大鼠

4!#!

-

(V

过夜后"滴加
!/!

的混合二抗,

3;=Q'()),

驴

抗兔和
4

J

#

驴抗小鼠-"洗片后
(W%,

二脒基
,&,

苯基吲哚

复染%暗室内激光共聚焦下观察拍照"采用
#&'

9

=

:

;G*%

软件计算平均荧光强度,

LC#

-

五#细胞因子水平

采用蛋白芯片检测各组大鼠血清细胞因子水

平%移植后
!(.

各组大鼠取血清"按照说明书进行

样品透析"孵育后加入荧光剂
,

链霉亲和素"洗片后

(&'

中华器官移植杂志
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年
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*
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暗室内激光扫描仪扫描信号"采用
'#&+&

绿色通道

激发"观察拍照%采用
33F,BE@,!

数据处理%

六#统计学处理

采用
<D<<!)$"

统计软件处理数据"所有统计

数据用
L='+,<!

表示"组间比较采用单因素方差

分析"以
!

#

"$"'

为差异具有统计学意义%

结
!!

果

一#胰岛的鉴定

胰岛经胶原酶
D

消化和
R)*0/

:

'

I

G=,!"$$

纯化

后"经
!5U

染色"可见胰岛细胞呈猩红色"圆形或椭

圆形"表面呈颗粒状"大小不一"而周围腺泡细胞不

染色%经
3"

$

D#

染色后"大部分活细胞呈绿色荧

光"少部分外周凋亡细胞呈红色荧光,图
!

-"证明获

取胰岛成功%

图
!

!

胰岛的鉴定,

!5U.!""

"

3"

$

D#.!""

"标尺
'"

'

&

-

!

3

为

!5U

染色的胰岛细胞(

B

为经
3"

$

D#

染色后的活细胞

二#骨髓间充质干细胞的鉴定

选取经培养#纯化后的
D#

代大鼠骨髓间充质

干细胞"进行
D-,4!*"

#

C#54,4!('

荧光染色后"经

流式细胞仪检测"可见其高表达
4!*"

"不表达

4!('

,图
&

-"证明所获得的
L<4

符合实验要求%

图
"

!

骨髓间充质干细胞的鉴定,

D-,4!*"

阳性"

C#54,4!('

阴性-

!

3

为流式细胞仪选取的门(

B

为间充质干细胞
D-,4!*"

"

C#54,4!('

染色后经流式细胞分析

三#

L<4,<#<

支架的鉴定

制备好的
L<4,<#<

支架分别用扫描电镜和透射

电镜进行鉴定"扫描电镜下可见条索样
<#<

纤维的孔

隙中"

L<4

细胞拥挤重叠"呈现簇状生长(透射电镜

下可见
<#<

纤维中包裹椭圆形的
L<4

,图
#

-%证明

制备
L<4,<#<

支架符合进一步实验要求%

图
#

!

L<4,<#<

支架的鉴定
!

3

为扫描电镜下
L<4,<#<

,

.!"A

"

标尺
!"

'

&

-(

B

为透射电镜下
L<4,<#<

,

.'A

"标尺
'

'

&

-

注)

L<4,<E<

为间充质干细胞联合小肠黏膜下层支架

四#移植物功能评价

!$

移植后血糖和胰岛素的水平变化)

#

组移植后

第
!.

血糖均下降到正常"此后缓慢升高,图
(

-%

3

组
$.

升至,

!'$),#$&!

-

&&/;

$

E

"

!(.

恢复到移植前

水平(

B

组
&).

超过正常达,

!)$!(,&$&(

-

&&/;

$

E

"

'%.

升高至移植前水平(

4

组血糖维持正常水平最

长"

'%.

超过正常达到,

&"$&#,!$$)

-

&&/;

$

E

%多元

分析结果显示"各组间平均血糖水平差异有统计学意

义,

!

#

"$"'

-"

4

组血糖水平最佳%

血清胰岛素变化与血糖相似,图
(

-"

#

组移植后

第
!.

胰岛素水平均明显升高"

3

组,

%$"(,

!$"&

-

&P

$

E

"

B

组,

%$',!$#(

-

&P

$

E

"

4

组,

%$!),

"$*(

-

&P

$

E

%

3

组
$.

降至,

($!,!$"!

-

&P

$

E

"

!(.

降低至移植前水平(

B

组
$.

维持在,

'$)&,

!$"%

-

&P

$

E

"

&).

降至移植前水平(

4

组
$.

轻度上

升"达到,

$$"),"$)&

-

&P

$

E

"

%".

时降低至移植前水

平%多元分析结果显示"各组间胰岛素差异有统计学

意义,

!

#

"$"'

-"

4

组胰岛素水平维持最佳%

图
$

!

移植后血糖,

3

-和胰岛素,

B

-水平
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&$

移植物胰岛素和
4!#!

的表达情况)移植后

!(.

"免疫荧光染色可见各组胰岛细胞核呈现蓝色

荧光"胰岛素呈现绿色荧光"

4!#!

呈现红色荧光%

三组胰岛细胞均可表达胰岛素和
4!#!

%计算平均

荧光强度,

LC#

-"可知
B

#

4

两组胰岛素表达量高于

3

组,

!

#

"$"'

-"且
4

组高于
B

组"差异均有统计学

意义,

!

#

"$"'

-(

4

组
4!#!

表达量高于其他两组"

差异有统计学意义,

!

#

"$"'

-"而
3

#

B

两组间差异

无统计学意义,

!

"

"$"'

"表
!

-%以上结果表明"

4

组移植效果明显优于
3

#

B

组"提示
<#<,L<4

在一

定程度上保护胰岛形态结构"提高胰岛细胞分泌胰

岛素的功能"且
L<4,<#<

支架提高移植物分泌胰岛

素功能"促进移植物血管生成%

表
!

!

各组移植后胰岛素及
4!#!

的平均荧光强度,

L='+,<!

-

组别 胰岛素
4!#!

单纯胰岛组
$"$",&$! ''$",&$&

<#<

组
)!$",&$(

'

'($",&$$

L<4,<#<

组
*'$",&$"

'>

$)$",&$#

'>

注)与单纯胰岛组比较"

'

!

#

"$"'

)与
<#<

组比较"

>

!

#

"$"'

(

<#<

为

小肠黏膜下层(

L<4

为间充质干细胞

#$

各组血清细胞因子水平)为比较移植后各组

血清细胞因子变化情况"采用蛋白芯片检测分析"数

据处理后"可知
4

组血清中的血管内皮生长因子
3

,

?-@C3

-高于
3

#

B

两组"而肿瘤坏死因子
$

,

52C,

$

-#干扰素
(

,

#C2,

(

-#白细胞介素
%

,

#E,%

-低

于
3

组"差异有统计学意义,

!

#

"$"'

"表
&

-%说明

L<4,<#<

支架可促进血管生成因子的表达"降低相

关炎症因子的水平%

表
"

!

各组移植后血清细胞因子差异倍数

组别
?-@C3 52C,

$

#E,% #C2,

(

单纯胰岛组
!$"" !$"" !$"" !$""

<#<

组
!$!$ "$)& "$&' "$#$

L<4,<#<

组
&$*'

'

"$$$

'

"$)"

'

"$!&

'

注)

?-@C3

为血管内皮生长因子
3

(

52C,

$

为肿瘤坏死因子
$

(

#E,%

为白细胞介素
%

(

#C2,

(

为干扰素
(

(与单纯胰岛组比较"

'

!

#

"$"'

(

<#<

为小肠黏膜下层(

L<4

为间充质干细胞

讨
!!

论

许多研究表明"

L<4

在维持胰岛形态#保护分

泌功能#阻止早期炎症反应等*

#

+起到重要作用%而

<#<

作为一种安全的天然生物材料"由于其良好的

生物相容性#可降解性*

(

+

#和低免疫原性在移植领域

受到关注*

'

+

%本研究中"我们用
L<4

种植于
<#<

上"构建
L<4,<#<

新型复合生物材料"并评估其对

糖尿病大鼠的胰岛移植后效果%结果表明"

<#<

疏

松的孔隙结构"一方面有利于
L<4

的粘附生长"另

一方面包裹胰岛后不影响其胰岛素的分泌排出"且

构建的
L<4,<#<

支架可明显增加移植物中胰岛素

和血管内皮标志
4!#!

的表达"提示该支架具有保

护移植胰岛#促进血管生成的作用%此外"

L<4,<#<

组移植效果优于
<#<

组"表明
L<4

对移植物的存活

起关键作用%蛋白芯片检测结果发现"

L<4,<#<

组

?-@C3

显著升高"而
52C,

$

#

#C2,

(

#

#E,%

明显降

低%

?-@C3

可高效特异地作用于血管内皮生长因

子可溶性受体"促进血管的生成(

#C2,

(

#

52C,

$

会

对
!

细胞造成毒性损伤"使其凋亡信号明显增加"造

成移植后炎症反应增加移植物的损伤*

%,$

+

%提示

L<4

可能通过旁分泌细胞因子起促进血管生成#降

低炎症反应的作用%综上所述"本实验构建的
L<4,

<#<

生物支架材料"可明显提高移植物的功能"促进

胰岛素和
4!#!

的表达"其机制可能与
L<4

分泌的

相关细胞因子促进血管生成#降低炎症反应等作用

相关%
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