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论著·实验研究

大鼠胰岛分离纯化新方法
“两步过筛法”的建立及评估

陆忠　沈水仙　支涤静　罗飞宏

（复旦大学附属儿科医院内分泌遗传代谢病科，上海　２０１１０２）

　　［摘　要］　目的　建立胆管内灌注胶原酶分离胰岛与适宜孔径滤网过筛相结合的快速纯化胰岛细胞的方法
并评估这种方法的效果。方法　清洁级８～１２周龄ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠胆总管内灌注胶原酶消化、分离胰岛，分别
采用Ｆｉｃｏｌｌ不连续密度梯度离心法和两次经不同孔径滤网过滤的两步过筛法纯化胰岛细胞，行双硫腙（ｄｉｔｈｉｚｏｎｅ，
ＤＴＺ）染色、吖啶橙／碘丙啶（ａｃｒｉｄｉｎｅｏｒａｎｇｅ／ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＡＯ／ＰＩ）双色荧光染色法分析分离胰岛的纯度与活
率；行葡萄糖刺激—胰岛素释放试验检测细胞活性；采用免疫组化荧光染色法观察胰岛细胞胰岛素的合成功能。

结果　大鼠两步过筛法和胰岛密度梯度离心法胰岛细胞收获量分别７８２±１１５胰岛当量（ＩＥＱ）和５９８±１３５ＩＥＱ，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；纯度分别为９０％～１００％和６５％～８５％，活率分别为＞９５％和８５％～９５％。两步过筛
法分离的胰岛葡萄糖刺激—胰岛素释放试验显示培养２４ｈ后，高糖实验组胰岛素浓度（７６．９±６．１μｇ／Ｌ）显著高
于刚分离纯化后即加入高糖刺激时的浓度（４９．４±３．９μｇ／Ｌ），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论　两步过筛法
分离纯化大鼠胰岛可获得纯度高、活率高且活性好的大鼠胰岛细胞。［中国当代儿科杂志，２０１３，１５（７）：５７２－５７６］
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　　研究表明，儿童 １型糖尿病（Ｔｙｐｅ１ｄａｉｂｅｔｅｓ
ｍｅｌｌｉｔｕｓ，Ｔ１ＤＭ）仍以每１５年增加１倍的速度在增
长，而且低龄化的倾向明显［１］。尽管基因工程胰岛

素、胰岛素泵等新技术现已广泛应用，儿童Ｔ１ＤＭ的

慢性并发症发病率仍超过预期的增长速度。因此，

不断探索儿童Ｔ１ＤＭ的新型治疗方法成为目前国内
外研究的热点。胰岛移植是迄今为止国内外能治愈

儿童 Ｔ１ＤＭ的唯一方法，而胰岛细胞分离是胰岛移

·２７５·
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植技术的关键基础［２］，但是由于胰岛细胞分离纯化

技术要求高，影响胰岛分离的因素很多，使分离的胰

岛细胞数量、活性及功能差异较大，即使采用相同的

胰岛分离纯化方法，胰岛分离纯化的稳定性和一致

性也难以令人满意［３８］。因此，不断改进胰岛分离、

纯化的方法［９］，仍然是改善胰岛移植成功率的关键

所在。本研究在经典的胆管内灌注胶原酶分离胰岛

的基础上，采用两种纯化方法分别获得大鼠胰岛细

胞，比较分析其纯度、活率及活性，以探索一种省时、

经济的胰岛纯化方法，为获得大量高纯度、高活性的

胰岛奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物
清洁级 ８～１２周龄 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠

２０只，体重２５０～３００ｇ，雌雄不限，购自上海西普尔－
必凯实验动物有限公司（实验动物合格证号：ＳＣＸＫ
（沪）２００３－０００２）。
１．２　主要试剂与仪器

胶原酶Ｐ（Ｒｏｃｈｅ公司）；ＤＮＡｓｅ（Ｓｉｇｍａ公司）；
ＨＥＰＥＳ（ＦａｒｃｏＣｈｅｍｉｃａｌＳｕｐｐｌｉｅｓ）；新生牛血清（杭州
四季青公司）；Ｆｉｃｏｌｌ４００（Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司）；双硫腙
（ｄｉｔｈｉｚｏｎｅＤＴＺ）（Ｓｉｇｍａ公司）；吖啶橙（ａｃｒｉｄｉｎｅｏｒ
ａｎｇｅ，ＡＯ，Ｓｉｇｍａ公司）；碘丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，
ＰＩ，Ｓｉｇｍａ公司）；ＲＰＭＩ１６４０（ＧＩＢＣＯ公司）；多聚甲
醛（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）；豚鼠抗胰岛素抗体
（ＤＡＫＯＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司）；偶联 ＴｅｘａｓＲｅｄ的羊抗
豚鼠抗体ＩｇＧ（ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）；大鼠
超敏胰岛素ＥＬＩＳＡ试剂盒（Ｍｅｒｃｏｄｉａ公司）；２４孔培
养板（Ｃｏｒｎｉｎｇ公司）；０．２２μｍ孔径滤膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司）；６００μｍ不锈钢丝滤网（上海实生公司）；
７０μｍ尼龙滤网（ＢＤ公司）；倒置显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司）；荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；ＣＯ２培养箱
（ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ公司）；酶标仪（ＢｉｏＲＡＤ５５０型）。
１．３　大鼠胰岛分离

ＳＤ大鼠随机平分于两组（密度梯度离心法组和
两步过筛法组，每组各１０只），１０％戊巴比妥钠３０～
４０ｍｇ／ｋｇ后肢肌注射麻醉，取仰卧位、固定四肢、常规
消毒，沿腹中线及两侧肋缘下作“个”型切口，显露胰

管及胆总管，４号丝线于胰管紧靠肠壁处结扎，在胆
总管内插入直径０．５５ｍｍ的静脉穿刺针并结扎固定，
切开胸腔，破心放血处死，经胆总管内穿刺针注入浓

度为０．７５ｍｇ／ｍＬ的胶原酶Ｐ溶液８～１０ｍＬ，使胰腺
充分膨胀，破坏腺泡组织，迅速摘取整个胰腺，置入

含６～８ｍＬＨａｎｋ′ｓ液的消化瓶中，３８℃水浴中消化
１３ｍｉｎ，取出置于冰浴中用眼科镊撕碎胰腺，弃去未
消化的脂肪组织，移入消化瓶中振荡１５ｓ使其呈细
砂状，加入预冷 ４℃ 新生牛血清 １０ｍＬ与 ４℃
Ｈａｎｋ′ｓ液３０ｍＬ终止消化，完成胰岛分离。
１．４　大鼠胰岛细胞纯化
１．４．１　密度梯度离心法　　将消化后的胰岛混悬
液经６００μｍ不锈钢网过滤，滤液置于５０ｍＬ离心
管１２００ｒｐｍ４℃ 离心２ｍｉｎ，弃去上清液，沉淀物加
入４℃ Ｈａｎｋ′ｓ液洗涤，同样方法离心洗涤共３次。
沉淀物平分于２根１５ｍＬ离心管内，分别加入２５％
Ｆｉｃｏｌｌ４ｍＬ混匀，其上依次分别沿管壁缓慢加入
２３％、２０％、１１％Ｆｉｃｏｌｌ溶液和 Ｈａｎｋ′ｓ液各 ２ｍＬ，
３０００ｒｐｍ，４℃离心２０ｍｉｎ，吸出２３％～２０％及２０％～
１１％界面的胰岛，用４℃ Ｈａｎｋ′ｓ液于５０ｍＬ离心管内
离心洗涤２次，获得胰岛细胞。
１．４．２　两步过筛法　　将消化后的胰岛混悬液首
先经６００μｍ不锈钢网过滤，滤液置于５０ｍＬ离心
管９３０ｒｐｍ４℃１ｍｉｎ离心洗涤２次，弃上清液，沉淀
物再次经过直径７０μｍ的尼龙滤网，用Ｈａｎｋ′ｓ液充
分洗涤，翻转滤网，将沉淀物冲洗于无菌培养皿，同

向轻轻旋转培养皿，仔细吸去漂浮细胞团，即可获得

胰岛细胞。

１．５　胰岛细胞ＤＴＺ染色、计数及纯度分析
１．５．１　ＤＴＺ染色　　ＤＴＺ１０ｍｇ溶于３ｍＬ无水乙
醇（含 ５０μＬ浓 ＮＨ３．Ｈ２Ｏ），加 Ｈａｎｋ′ｓ液（ｐＨ＝
７．８）１２ｍＬ，配制成储存液。取储存液并用 Ｈａｎｋ′ｓ
液稀释１００倍，０．２２μｍ孔径滤膜过滤，取少许滤
液与胰岛细胞混合，室温１０ｍｉｎ后镜检，猩红色染
色者为胰岛细胞。

１．５．２　胰岛细胞计数　　将胰岛细胞悬液充分混
匀后，用５０μｌ定量加样器在胰岛悬液中重复取样
５次，分别计数 ＤＴＺ阳性的细胞团数，并用标尺测
量细胞团直径，根据直径换算表换算为相当于直径

１５０μｍ的胰岛当量（ＩＥＱ）［１０］，再按以下公式计算：
胰岛细胞当量总数＝５次样品中ＤＴＺ阳性细胞团当
量数÷５×２０×样本总容量（ｍＬ）。
１．５．３　胰岛纯度　　取胰岛细胞悬液镜检，每个
视野的细胞团（包括胰岛和外分泌组织）中 ＤＴＺ阳
性细胞团所占的百分比即胰岛纯度。

１．５．４　胰岛细胞活性鉴定　　采用吖定橙（ＡＯ）／
碘丙啶（ＰＩ）双色荧光染色法。用 Ｄｕｌｂｅｃｃｏｓ液分别
配制成储存液，ＡＯ６７０μＭ，ＰＩ７５０μＭ，４℃避光保
存。临用前取０．０１ｍＬＡＯ与１ｍＬＰＩ混合，用Ｄｕｌ
ｂｅｃｃｏｓ液稀释１０倍，经０．２２μｍ孔径滤膜过滤，与
·３７５·
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胰岛制备物混和１０ｍｉｎ，在荧光显微镜下用４９０ｎｍ
激发光滤光片，５１０ｎｍ光栅滤片可同时见到绿色
（ＡＯ）和红色（ＰＩ）荧光。绿色荧光表示活细胞，红
色荧光表示死细胞或凋亡的细胞。每个视野中绿色

荧光细胞团所占的比例为活率，反映胰岛活性。

１．５．５　葡萄糖刺激—胰岛素释放试验　　将分离
纯化后的胰岛细胞重悬于 ＲＰＭＩ１６４０培养液，调整
细胞数，培养于２块２４孔培养板中，每孔１ｍＬ，每
孔２００个胰岛细胞，其中的一块在胰岛分离后立即
加低糖（２．８ｍＭ）无血清培养液３７℃孵育半小时，
再分别依次加入低糖（２．８ｍＭ）和高糖（２８．０ｍＭ）
的无血清培养液，３７℃、５％ ＣＯ２培养箱内各孵育
２ｈ，分别收集各孔培养液上清，离心后上清置于
－８０℃保存待测。另一培养板置于３７℃，５％ＣＯ２培
养箱中培养２４ｈ，吸尽培养液用Ｈａｎｋ′ｓ液洗涤三次，
再先后分别依次加入低糖和高糖的无血清培养液，

３７℃、５％ ＣＯ２培养箱内各孵育２ｈ，分别收集各孔培
养液上清，离心后上清置于－８０℃保存待测。收齐标
本后统一用超敏大鼠胰岛素ＥＬＩＳＡ检测试剂盒检测
胰岛素浓度。刺激指数 （ＳＩ）为高糖刺激与低糖刺激
的胰岛培养液上清中胰岛素浓度的比值。

１．６　胰岛素免疫组织化学荧光染色观察胰岛活性
采用０．０１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤胰岛细胞，４％多聚甲

醛／ＰＢＳ室温固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次；加０．１％Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ－１００／柠檬酸钠室温穿透５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次；３％

ＢＳＡ封闭３７℃，１ｈ；加一抗（豚鼠抗胰岛素抗体ＩｇＧ，
１∶２００）４℃过夜，ＰＢＳ洗涤３次；加二抗（羊抗豚鼠抗体
ＩｇＧ偶联 ＴｅｘａｓＲｅｄ，１∶２００）避光３７℃，１ｈ；ＰＢＳ洗涤
３次；Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染核，ＰＢＳ洗涤１次；镜检。
１．７　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行统计学分析，所
有实验数据用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，两组间均
数比较采用两样本 ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异存在统
计学意义。

２　结果

２．１　大鼠胰岛分离胰岛细胞的收获量、纯度及活率
经１０次重复后，两步过筛法胰岛收获量为７８２±

１１５ＩＥＱ／大鼠，胰岛纯度（９３．７±２．４）％（９０％ ～
１００％），活率（９７．２±１．３）％（大于９５％）；密度梯度
离心法胰岛收获量为５９８±１３５ＩＥＱ／大鼠，胰岛纯
度（７７．１±５．７）％（６５％ ～８５％），活率（９０．５±
３．７）％（８５％ ～９５％）。两步过筛法胰岛收获量显
著高于密度梯度离心法胰岛收获量，差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０１）。ＤＴＺ染色法观察胰岛细胞的纯度
显示两步过筛法收获的胰岛纯度较高，用 ＡＯ／ＰＩ染
色后观察胰岛活性发现，Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度离心法所得
胰岛存在少许死亡胰岛细胞（图１）。
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　　图１　两种纯化方法分离胰岛细胞结果的比较　ＤＴＺ染色法观察胰岛细胞的纯度显示两步过筛法收获的胰岛纯度较高；
用ＡＯ／ＰＩ染色后观察胰岛活性发现，密度梯度离心法所得胰岛存在少许死亡胰岛细胞。ＤＴＺ染成猩红色者为胰岛细胞；ＡＯ／ＰＩ染色

中活细胞呈绿色，死细胞呈红色。

·４７５·



第１５卷第７期
２０１３年７月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１５Ｎｏ．７
Ｊｕｌ．２０１３

２．２　胰岛细胞对葡萄糖刺激的反应
刚分离的胰岛细胞，在低糖和高糖刺激下，体外

培养液中胰岛素浓度分别为 ２２．２±１．８μｇ／Ｌ和
４９．４±３．９μｇ／Ｌ，ＳＩ为２．２３±０．０５。培养２４ｈ，在
低糖和高糖刺激下，体外培养液中胰岛素浓度分别为

２６．１±４．２μｇ／Ｌ和７６．９±６．１μｇ／Ｌ，ＳＩ为 ２．９９±
０．３７。对低糖刺激的胰岛素分泌能力，刚分离的胰
岛与培养２４ｈ的胰岛差别不显著，差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５），但对高糖刺激的反应，培养２４ｈ的
胰岛要显著高于刚分离的胰岛细胞，差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０１）（图２）。
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　　图２　分离的胰岛对葡萄糖刺激的反应（ｎ＝５）　ａ：与刚
分离的胰岛比较，Ｐ＜０．０１。

２．３　不同培养时间对胰岛素合成的影响
免疫组织化学荧光染色结果中红色荧光的强弱

反映了胰岛素合成能力的高低，实验结果（图３）示，
胰岛培养４８ｈ时胰岛素染色荧光强度较强，培养
９６ｈ、１４４ｈ、１９２ｈ时胰岛素染色荧光强度逐渐减弱。
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　　图３　胰岛素免疫组化荧光染色结果（×２０）　胰岛素阳
性染色为红色，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染核，呈蓝色。培养的胰岛细胞其红色

荧光强度随着培养时间的延长而逐渐降低。

３　讨论

胰岛细胞在胰腺总细胞数中仅占２％，目前啮
齿类动物的胰岛纯化方法多采用 Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度离
心法［１１］，胰岛细胞分离纯化过程费时、费力、技术要

求高［１２１３］。尽管如此，获得纯度约８５％左右的胰岛
细胞，在分离纯化过程中即约有４０％ ～５０％的胰岛
损失，而密度梯度离心法使用的 Ｆｉｃｏｌｌ溶液对胰岛
也有一定的细胞毒性作用［１４］，因此，国外近年探索

采用适宜的胶原酶消化配合滤网过滤代替 Ｆｉｃｏｌｌ密
度梯度离心过程［３，９，１５］。

滤网过滤分离胰岛细胞的效率和纯度取决于滤

网孔径的选择，不同种类的哺乳动物其胰岛大小约为

１００～２００μｍ，且种间存在不同程度的差异，研究报
道ＢＡＬＢ／ｃ小鼠胰岛直径＜３００μｍ［１５］，Ｃ５７ＢＬ／６小
鼠的胰岛直径不超过３８０μｍ［１６］，新分离的大鼠胰岛
直径介于５０～３００μｍ［１７］，考虑到胶原酶消化后血管
等难以消化组织的残留，我们首先采用６００μｍ不锈
钢过滤到未消化组织，随之再采用直径７０μｍ的尼龙
滤网过滤，结果表明，滤网“两步过筛法”的胰岛纯化

方法胰岛的收获量为７８２±１１５ＩＥＱ／大鼠、纯度达
９０％～１００％，显著高于 Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度离心法，与
国外报道的相仿［３，９，１５］。同样在胆管内灌注胶原酶

Ｐ，使用密度梯度离心法纯化一个大鼠的胰岛需耗
时２ｈ左右，而两步过筛法耗时减少至３０ｍｉｎ内，纯
化效率显著提高，与Ｌｉ等［６］报道的方法相仿。在胰

腺消化过程中，胰腺基质在酶的作用下易形成一种

黏稠的胶状物质，它可网罗大量的胰岛，使胰岛随之

丢失，从而减少了胰岛的收获量。本研究在胶原酶

Ｐ及随后的洗液中加入脱氧核糖核酸酶（ＤＮＡｓｅ），
避免了胶状物质的形成，也有助于提高胰岛细胞的

收获率。

胰岛制备物的质量鉴定采用 ＤＴＺ染色法［１８］，

ＤＴＺ为螯合指示剂，可和人类及动物胰岛细胞中含
有的锌元素特异性螯合，从而使胰岛细胞呈现猩红

色，而其他细胞不显色，故 ＤＴＺ对胰岛细胞的特异
性染色使胰岛细胞易于鉴别。ＤＴＺ染色表明，两步
过筛法获得胰岛的完整性优于 Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度离心
法。胰岛细胞活性鉴定通常采用 ＡＯ／ＰＩ双色荧光
染色法［１９］。ＡＯ为膜通透性染料，可进入活细胞内
与核酸结合，在荧光显微镜下发出绿色荧光；ＰＩ为
非膜通透性核酸染料，不能进入活细胞，但易于通过

死亡细胞的细胞膜，可与死亡或凋亡的细胞的 ＤＮＡ
或ＲＮＡ结合，在荧光显微镜下发出橙红色荧光，
·５７５·
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ＡＯ／ＰＩ双色荧光染色法可同时区分活的和已死亡
的、或凋亡的胰岛细胞，对于胰岛制备物活性鉴别有

重要价值。两步过筛法获得的胰岛普遍呈现绿色荧

光，而Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度离心法获得的胰岛存在少许
死亡细胞。这可能与两步过筛法纯化胰岛操作简

单，操作过程中机械损伤少，胰岛暴露时间短，不存

在Ｆｉｃｏｌｌ的细胞毒性损伤等因素有关。进一步采用
免疫组化荧光染色方法进行胰岛素染色，发现两步

过筛法纯化获得的胰岛分离后可保持较长时间分泌

胰岛素的能力；葡萄糖刺激 －胰岛素释放试验作为
体外测定胰岛细胞功能的方法，利用不同浓度的葡

萄糖刺激—胰岛素释放试验，０ｈ和培养２４ｈ的胰
岛在高糖刺激后上清液胰岛素浓度分别是低糖的

２．２３倍和２．９９倍，说明两步过筛法纯化获得的胰
岛细胞具有良好的胰岛素分泌能力，胰岛细胞功能

不低于国内其他方法分离的胰岛［６，２０］。

总之，采用不同孔径两步过筛法分离纯化大鼠

胰岛，可获得纯度高、活率高且活性好的胰岛细胞。
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