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目的
!

通过胰岛移植模型!观察移植后小鼠血糖及存活时间!从而探讨肠上皮
!"

2

细胞在胰岛移

植排斥反应中的作用%方法
!

建立小鼠胰岛移植模型!分为野生型小鼠组&
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敲基因小鼠组和
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敲基因回输
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测量空腹血糖!并于术后两周

取移植物观察病理情况%结果
!

术后野生型小鼠组和
!"

敲基因回输
!"

2

细胞小鼠组移植后血糖升高明显慢

于
!"

敲基因小鼠组!差异有统计学意义"
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敲基因回输
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细胞小鼠组与野生型小鼠组差异无统

计学意义"

!
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$%野生型小鼠组存活时间"
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!

及
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敲基因再回输组小鼠组存活时间"

104$
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均明

显长于
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敲基因小鼠组的"
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$
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!差异有统计学意义"
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$%结论
!

肠上皮
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细胞作为一种特殊的
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细胞在胰岛移植排斥反应中起着重要作用%
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型糖尿病是一种
2

淋巴细胞介导的自身免疫

性疾病#属于器官特异性自身免疫性疾病)目前胰岛

移植是治疗
#

型糖尿病的理想方法#

F!D",8",

方案

$即应用不含激素的免疫抑制剂#并采用改良的非连

续密度梯度离心法分离胰岛#使胰岛移植治疗
#

型糖

尿病的成功率大幅度提高&的推广#标志着胰岛移植

具备了临床应用的实际价值#但是胰岛移植后移植物

长期存活仍是一个有待解决的关键问题)其中#排斥

反应是导致移植后器官功能丧失的最主要原因#是移

植物长期存活的主要障碍'

$.'

(

)激活后的
!"

2

细胞可

内源性诱导
2:9

A

细胞*分泌白细胞介素$

JK

&

.$%

和转

化生长因子
.

$

$

2LM.

$

&等免疫抑制因子#从而发挥免

疫抑制作用)结合以上观点#本文设计小鼠胰岛移植

模型#进一步探讨
!"

2

细胞在胰岛移植排斥反应中的

作用'

'

(

)
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材料与方法
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材料
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小鼠#
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周龄#雄性#若干#作为

供体#分离提取胰岛细胞)野生型
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小鼠#
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周龄#雄性#健康状况良好设为野生型小鼠组%部分野

生型
O3-

小鼠用于提取肠上皮内
!"

2

细胞#纯化后回

输到
!"

敲基因小鼠体内以此设立
!"

敲基因回输

!"

2

细胞小鼠组%

!"

敲基因小鼠#

/

%

$1

周龄#雄性#

健康状况良好#设为
!"

敲基因小鼠组#分别建立
#

型

糖尿病模型)所有小鼠均购于陆军军医大学动物实

验中心#许可证号!
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$渝&

1%$%1%$%1

*

QORS

$军&

1%$%1%%-

#清洁$

QTM

&级实验动物房笼养
$

周后进行

实验#每组
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只小鼠)

>&?

!

实验方法
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建立
!"

敲基因再回输
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2

细胞小鼠模型
!

取与
!"

敲基因小鼠的同品系野生型
O3-

小鼠#麻醉

后浸泡于
-3U

乙醇中
$%D#,

#置于无菌操作台#开腹

后剪取小肠置于无菌
TNQ

液中#彻底清除肠道内容

物#剪成
%&3CD

小段后放入预先配制的消化液中
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5TVJ.$)0%
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目过滤#取悬液
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离心
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#
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遍后#取细胞沉淀于
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#
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离心机&#分界面周围的细胞即

为肠上皮内淋巴细胞)
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取肠上皮内淋巴细胞用含钙*
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胎牛血清
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公司&检测其
!"

2

细胞含量)取经过刺激培

养#且纯度较高的
!"

2

细胞尾静脉回输给
!"

敲除基

因小鼠#每只小鼠输注
3[$%

) 个
!"

2

细胞)

>&?&?
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建立胰岛移植模型

>&?&?&>
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建立
#

型糖尿病模型
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各组小鼠禁食
$1

;

#尾尖取血测空腹血糖$德国罗氏公司&)一次性腹

腔注射
$U

链脲佐菌素溶液
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I

A

#

-1;

后测空

腹血糖#空腹血糖连续
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高于
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#且出现

明显多饮*多食和多尿症状#说明造模成功'
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(

)造模

后每天更换小鼠垫料#保持环境干燥清洁)
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分离纯化胰岛细胞
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小鼠#术前禁食

$1;

%用
$U

戊巴比妥钠腹腔麻醉后固定四肢成仰卧

位#腹部备皮消毒#行
\

字型切开腹腔#充分暴露胆总

管和胰管%用
$

号丝线结扎近十二指肠端胆总管#结

扎时紧贴十二指肠壁%破心放血%在胆总管近肝门端

用
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取整个胰腺移入预置
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胶原酶的
3%DK

三角烧

瓶中#放入
'/W

恒温水浴锅中静止消化%消化
13D#,

后取出烧瓶#震荡使胰腺组织充分分散#成泥沙状%加

入
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含
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胎牛血清的
]=,I+

液
1%DK

终止消

化#用
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目不锈钢网过滤#去除未消化的组织%将滤

过的细胞悬液移入
3%DK

离心管中
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#

$%%%:
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离心
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#去上清后重复离心
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次%将分离好的胰岛

组织沉淀用
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分离液混悬#上层加

5TVJ.$)0%

培养基#
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$缓慢加

速#减速&后吸取分界面的胰岛细胞#用
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液

离心洗涤
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次备用%用双硫腙$
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&染液
$̀ $%

与所

得胰岛混合
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后镜下观察#直径
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#呈
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挑取直径大于
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的胰岛
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个$图
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&#低速离心后加入
TF3%

软管内备

用)取受体小鼠麻醉#左肋下开腹#充分暴露左肾#于

肾下极包膜处剪开一长约
%&'CD

切口)

TF3%

管插

入肾包膜约
$CD

#缓慢注入#同时缓慢退出软管#为胰

岛创造空间$图
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测量空腹血糖#并于

术后两周取移植物观察病理情况)

图
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胰岛细胞团

图
1

!!

胰岛移植
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!

观察指标
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&小鼠小肠
!"

2

细胞体外刺激培

养前后流式细胞技术检测%$

1

&血糖值!每天剪取小鼠

尾部血管少许血液检测血糖%$

'

&存活时间!从建立糖

尿病模型后开始到小鼠死亡#记录为存活时间%$

0

&病

理检查!移植后两周取肾#
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染色后在显微镜下
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重庆医学
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年
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月第
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卷第
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统计学处理
!

采用
QTQQ$-&%

统计软件进行分

析)计量资料以
J4B

表示#比较采用
<

检验#以
!
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为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>
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小鼠小肠
!"

2

细胞体外刺激培养前后流式细胞

技术检测结果
!

野生型
O3-

小鼠分离纯化
!"

2

细胞#

初步比例约占
13U

$图
'

&)通过进一步刺激培养#

1/

!

后流式细胞仪鉴定可获得纯度约
)%U

的
!"

2

细胞

$图
0

&#并静脉回输至
!"

敲基因小鼠体内建立
!"

敲

基因回输
!"

2

细胞小鼠)

图
'

!!

初步分离纯化后所得
!"

2

细胞流式图

图
0

!!

培养刺激后所得
!"

2

细胞流式图

?&?

!#

型糖尿病小鼠造模及移植后存活情况
!

各组

小鼠建立
#

型糖尿病小鼠均达到
$%

只#造模过程中

野生型小鼠组出现
$

只因血糖过高死亡#其余两组均

有
1

只因感染死亡)野生型小鼠组存活时间$

1-41

&

!

和
!"

敲基因再回输小鼠组存活时间$

104$

&

!

长于

!"

敲基因小鼠$

$-4'

&

!

#差异有统计学意义$

!

$

%&%3

&)

?&@

!

血糖值
!

图中野生型小鼠组在$

1041

&

!

移植物

基本被排斥#

!"

敲基因小鼠静脉再回输
!"

2

细胞小

鼠组在$

1$4$

&

!

基本被排斥#

!"

敲基因型小鼠组在

$

$041

&

!

基本被排斥)野生型小鼠组和
!"

敲基因再

回输小鼠组血糖升高明显慢于
!"

敲基因型小鼠组#

差异有统计学意义$

!

$

%&%3

&%而野生型小鼠组和
!"

敲基因再回输小鼠组血糖变化无明显差异$

!

%

%&%3

&)见图
3

)

图
3

!!

各组小鼠胰岛移植后血糖变化曲线

图
)

!!

野生型
O3-

小鼠移植物病理$

]F[1%%

%

图
-

!!!"

敲基因小鼠移植物病理$

]F[1%%

%

图
/

!!!"

敲基因再回输型小鼠移植物病理$

]F[1%%

%

?&A

!

病理检查
!

观察移植物移植
1

周后细胞形态的

完整性#图中
]F

染色#肾组织外蓝色细胞即为小鼠

胰岛细胞)显微镜下结果显示宿主野生型
O3-

小鼠

肾包膜内的胰岛细胞形态规整$图
)

&#

!"

敲基因再回

-%-$
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期



输小鼠组胰岛细胞数量较多#但形态有一定程度的破

坏$图
/

&#而
!"

敲基因小鼠胰岛细胞数量少#且形态

不规则$图
-

&)

@

!

讨
!!

论

!!

糖尿病是一种严重影响人类生活质量的慢性病#

其患病率近年来不断上升#目前的治疗方法#如胰岛

素治疗#只能控制病情进展#不能根治此类疾病'

)./

(

)

而胰岛移植是一种有望彻底根治糖尿病#特别是
#

型

糖尿病的治疗方法)但是同种异体胰岛移植后产生

的免疫排斥反应#导致移植后胰岛细胞凋亡#是影响

胰岛移植成功率的最大障碍)

6<?9:8

大学进行的
)3

例胰岛移植患者在应用常规药物进行移植后免疫抑

制时发现#胰岛移植相对于其他脏器移植有更大比例

的患者因出现更复杂且更严重的不良反应而联用更

多种类的药物#甚至停用免疫抑制剂#最后导致移植

物丢失)因此#如何诱导并维持免疫耐受是一个急需

解决的难题#目前诱导和维持免疫耐受的方法很多#

如特异性全血输注#脾细胞或骨髓细胞输注等方

法'

(.$%

(

)但是由于操作难度大#流程复杂#效率低和不

良反应大等原因而不能在临床推广)在免疫耐受的

机制中#

!"

2

细胞起着非常重要的作用)

!"

2

细胞激

活后既可以诱导抗原特异性
2:9

A

细胞增殖#还可以

分泌大量的
JK.$%

*

2LM.

$

及巨噬细胞移动抑制因子

等抑制性细胞因子)现有大量文献证明
2:9

A

是机体

维持自身耐受的重要组成部分#其在治疗胰岛移植排

斥反应中起着诱导同种移植耐受和维持自身耐受的

双重作用'

$$.$1

(

)

JK.$%

和
2LM.

$

作为抑制性细胞因

子#是
!"

2

细胞和
2:9

A

发挥作用的直接效应分子)

这说明通过激活
!"

2

细胞*扩增
2:9

A

并分泌
JK.$%

和
2LM.N

等细胞因子#可以抑制免疫排斥反应)

本研究中#野生型糖尿病小鼠和
!"

敲基因再回

输
!"

2

细胞型糖尿病小鼠移植后血糖很快恢复正常#

且能保持
'

周处于正常水平#并且术后存活时间更

长#而
!"

敲基因型糖尿病小鼠移植后
1

周血糖即重

新升高到糖尿病水平)病理结果同样提示移植
1

周

后#野生型糖尿病小鼠和
!"

敲基因再回输
!"

2

细胞

型糖尿病小鼠肾包膜下仍然有大量形态较规则的胰

岛细胞团#而
!"

敲基因型糖尿病小鼠肾包膜下只有

少量且形态模糊的胰岛细胞团)说明
!"

2

细胞在胰

岛移植后保持移植物存活#维持血糖正常中起着重要

作用#对在胰岛移植中寻找诱导免疫耐受提供了一种

新的思路#为进一步研究
!"

2

细胞在胰岛移植诱导免

疫耐受中的作用机制及信号靶点奠定了基础)

尽管胰岛移植能治愈糖尿病#且其原理已明确#

但是关于移植的时机*具体的量效关系*宿主遗传背

景及年龄等具体因素还需要进一步研究'

$'

(

)同时#移

植后如何长期维持移植物活性的具体方案还不成熟)

不过随着
!"

2

细胞诱导免疫耐受研究的不断深入#胰

岛移植治疗糖尿病的应用前景将很广阔)
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