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SD大鼠原代胰岛细胞分离、纯化及培养技术的改进 *
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摘要 目的：探讨大鼠胰岛细胞分离、纯化及培养的方法，并评价其生物学功能。方法：选用 8～ 10周龄健康 SD大鼠，采用胆总管

逆行注射预冷胶原酶 P溶液，37℃水浴静止消化，30目不锈钢筛网过滤，Ficoll400非连续密度梯度离心纯化。分离后的胰岛用

DTZ染色计算胰岛产量，胰岛素释放试验评价其生物学功能。结果：胰岛细胞分布于 Ficoll400浓度为 23%～ 20%和 20%～ 11%的

界面之间。DTZ染色呈红色细胞团，胰岛产量为(606± 56)IEQ/胰腺。纯度高达 80～ 90%，活率≥ 90%，胰岛素释放功能良好。结论：

胶原酶 P溶液原位消化，Ficoll400纯化是一种高效简便的胰岛分离方法，分离的胰岛细胞数量多、纯度高及活性好。
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Isolation, Purification and Culture of Islet Cells from SD Rat*

To establish a method of isolation, purification and culture of rat islet cells and evaluate their biological

characteristics. 8~10 week-old healthy adult SD rats were selected. Pre-cooling duct retrograde injection of collagenase P

solution, 37℃ water bath stationary digesting, 30 mesh stainless steel screen filter and Ficoll400 discontinuous density gradient

centrifugation were used for isolation and purification. The purified cells were detected for islet equivalent by DTZ staining, and their

biological function was evaluated by insulin release test. Islets distributed in the interfaces between Ficoll400 concentration of

23% and 20% as well as between 20% and 11%. DTZ staining showed red cell mass; islet yield was (606 ± 56) IEQ / pancreas with up to

80~90% purity; viability was ≥ 90% and the islet cells showed well release of insulin. In situ digestion by collagenase P

followed by Ficoll400 purification is an efficient and easy method of islet isolation, yielding cells of large quantity, high purity and good

activity.

SD rats; Islet cell culture; Insulin

前言

随着社会的发展，人们饮食习惯及环境的改变，糖尿病的

发病率日益升高，与心脑血管疾病和恶性肿瘤一起成为严重威

胁人类健康的重大难题，目前临床对于糖尿病的治疗没有特别

有效的方法，多数为饮食控制、运动降糖，同时给予药物刺激胰

岛分泌胰岛素或者补充人工合成的胰岛素，胰岛细胞替代治疗

及胰岛移植是根治 1型糖尿病和依赖胰岛素治疗的 2型糖尿
病的最有效手段[1-4]，因此改进胰岛细胞的分离、纯化及培养技

术，获得数量多、功能好的胰岛仍然是胰岛移植及相关科研工

作的前提和重点。但是通常的胰岛细胞培养往往获得的胰岛细

胞数量比较少，而且纯度比较低，不能满足胰岛移植和实验研

究的需要。本实验旨在探讨一种简单、有效的大鼠胰岛细胞培

养方法，为糖尿病研究寻找最合适的研究对象。

1 材料与方法

1.1 实验动物
SD 大鼠，8～ 10周龄，体重 250～ 300 g，封闭群，清洁级，

购自复旦大学上海医学院动物房。

1.2 主要仪器和试剂

超净工作台（苏州市净化设备有限公司），倒置相差显微镜

（Olympus公司），CO2培养箱（NAPCO Model 5410），离心机

（Eppendorf公司）。胶原酶 P（Roche公司），Ficoll400（Pharmacia

公司），双硫腙（DTZ）、丫啶橙（AO）、碘丙啶（PI）、HEPES（Sig-

ma公司），胎牛血清（Gibco公司）、RPMI1640（Gibco公司），胰

岛素检测试剂盒（Mercodia公司），其他试剂均为进口或国产分

析纯。
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1.3 大鼠胰岛细胞的分离

健康成年 SD大鼠，雄性，250~300 g，禁食，10% 水合氯醛
4 滋L/g腹腔注射麻醉。固定四肢成仰卧位，酒精全身消毒，胸腹

部备皮后常规碘伏、酒精消毒。剖腹分层进入腹腔，暴露胆总管

及胰管，丝线于胰管近肠壁处结扎。胆总管内插入头皮针，丝线

结扎固定。切开胸腔，破心放血处死，止血钳夹紧远端胆总管，

逆行注入预冷的 0.9 mg/mL胶原酶 P溶液 8～ 10 mL，使胰腺

膨胀，迅速分离整个胰腺，剪除脂肪和淋巴结，移入加有 6 mL

Hank's液的玻璃消化瓶中，封口膜密封，37℃水浴静止消化 10

分钟，机械分离使其呈细砂状，30目不锈钢筛网过滤，加入 4℃

洗涤液（含 10% NBS的 HBSS）终止消化，离心洗涤 3次，弃去

上清液[5，6]。

1.4 大鼠胰岛细胞的纯化

采用非连续密度梯度 Ficoll400离心法纯化胰岛，沉淀物

加 25% Ficoll 4 mL混匀，再依次小心加入 23%、20%、11% Fi-

coll400溶液和 Hank's液各 2 mL，4 ℃ 800× g离心 15分钟，吸

出位于 23%~20% 及 20%~11% 界面的胰岛，4 ℃离心洗涤 2

次，接种于细胞培养皿中，放在 5% CO2培养箱中培养[7]。

1.5 大鼠胰岛细胞的形态学观察
DTZ染色：DTZ用无水乙醇配制，将 10 mg的 DTZ溶于 3

mL无水乙醇（含 50 滋L浓 NH4OH水）中，待全部溶解后加
Hank's液 12 mL，此为储存液，临用时用 Hank's液（pH7.8）1:

100稀释，0.22 滋m孔径滤膜过滤。与胰岛制备物混合，室温 10

min后，PBS冲洗 3遍，倒置显微镜观察。
1.6 胰岛细胞产量、纯度、存活率分析

胰岛当量计数：用 50 uL加样器在胰岛悬液中重复取样三

次，分别镜检测量 DTZ阳性细胞团数和直径，按以下公式计数

胰岛：胰岛数 =3次阳性总数 3× 20× 样本量(mL)，将 1个直径
150 um的胰岛团块称为 l个胰岛当量（islet equivalent, IEQ）。

活性鉴定：采用 AO/PI染色法，在荧光显微镜下用 490 nm激发
光滤光片，510 nm光栅滤光片可同时见到绿色（AO）和红色

（PI）荧光，绿色标记的为活细胞，红色标记的为死细胞，再计算

绿色荧光胰岛所占的百分比[8，9]。

1.7 大鼠胰岛细胞的功能鉴定

胰岛素释放试验：分别在培养第 1、2、3、7天进行胰岛素释
放试验。胰岛用 PBS洗涤两次，置于 EP管中，每管 10 IEQ（设
3个复孔），每管加 1.67 mmol/L低糖培养液 1 mL，37 ℃孵育 2

小时，收集培养液；然后每管加 16.7 mmol/L高糖培养液
1mL，37 ℃孵育 2小时，收集培养液。采用 ELISA法测定胰岛

素浓度。

1.8 统计学处理

所有数据用均数± 标准差表示，采用 Prism5软件进行统
计分析，两组间差异的比较使用 t检验，以 P<0.05有统计学差

异。

2 结果

2.1 胰岛的形态学观察

新分离的胰岛细胞团大小不一，直径从 50 m到 600 m不

等，呈圆形或卵圆形，形态规则，透亮，胰岛细胞胞浆丰富，大多

数胰岛细胞团胞膜完整，折光性好，如图 1为我们培养 2h后的

胰岛细胞；分离纯化后的胰岛细胞被中性红 DTZ染成桔红色，

镜下表现为大小不一的圆形或卵圆形细胞团和散在细胞，而外

分泌组织不着色,显示我们分离的细胞为胰岛细胞（图 2）。

2.2 胰岛的产量、纯度及存活率
Ficoll400 纯化后的胰岛产量为 (606± 56) IEQ/ 胰腺，用

AO／PI荧光染色法判定胰岛细胞活性和纯度。在 AO／ PI荧

光染色时，胰岛活细胞染绿色，死细胞染成红色；胰岛细胞成活

率用胰岛活细胞占所有胰岛活细胞和死细胞总数的百分比表

示，每份标本重复计算 3次，取其平均值表示，本研究分离的胰

岛细胞纯度 80～ 90%，细胞存活率 90%以上（图 3）。

2.3 胰岛细胞的功能鉴定

胰岛素释放试验是一项对胰岛细胞的功能进行鉴定的试

验，当胰岛细胞处于高糖的环境中，就可以促进胰岛细胞分泌

胰岛素，从而加速糖分的代谢，从而达到降低糖浓度的作用，我

们的实验结果显示高糖组胰岛细胞的上清液的胰岛素浓度显

图 1 新鲜分离胰岛（× 100）

Fig.1 The islet separated freshly

图 2 胰岛细胞DTZ染色（× 100）

Fig.2 The islet cells stained with DTZ

图 3 胰岛细胞 AO-PI染色（× 100）

Fig.3 The islet cells stained with AO-PI
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著高于经过低糖处理的胰岛细胞的上清液的胰岛素浓度（P<

0.001），而且高糖处理组的胰岛细胞分泌胰岛素的浓度随着时
间的推移逐渐增加，于第 3天达到最高值，之后胰岛素释放显

著下降（图 4、表 1）。

3 讨论

胰岛移植是治疗 1型糖尿病和依赖胰岛素治疗的 2型糖
尿病的最有效方法，胰岛的分离、纯化及培养仍是当前研究的

热点，在糖尿病治疗及科研领域占有非常重要的地位。但是胰

岛分离数量和质量不足，限制其应用。分离大鼠胰岛的方法不

同,分离效果差异显著，尤其实验操作人员技术熟练程度直接
影响到胰岛的得率与纯度。理想的胰岛细胞制备方法应该能够

提供数量多、纯度高及功能好的胰岛细胞[10，11]。

本研究采用胆总管内逆行灌注胶原酶 P及 Ficoll400非连
续梯度离心方法纯化大鼠胰岛细胞。严格控制消化液 pH 在
7.8，温度控制在 38± 1℃，有利于发挥胶原酶 P的最大活性 [12]。

胶原酶的种类及浓度直接影响胰岛细胞分离数量,浓度过低或
过高效果均不理想[13]。范宇等研究发现胶原酶 P浓度保持在
1 mg/mL消化效果最好，我们研究发现当胶原酶 P 浓度 0.9
mg/mL 消化结果最佳。成年 SD 大鼠胰腺消化纯化后获得
(606± 56) IEQ/胰腺，与国内外文献报道结果相似[14,15]。

胰岛的纯化目前多用密度梯度离心法 , 分离剂有蔗糖、
Ficoll400、Dextran、Histopaque等。本研究采用 Ficoll400作为梯
度离心介质，不仅能够提供一个较好的渗透环境,而且也能较

好的保持胰岛活性[16,17]。本方法分离的胰岛成活率可达 90%。

纯化后的胰岛给予高浓度葡萄糖刺激后胰岛素分泌量显

著增加，培养第 3天胰岛素浓度达高峰，随着培养时间的延长，

胰岛素浓度显著下降。所以胰岛细胞分离培养后第一周是进行

实验研究的最佳时期[18-20]。

本研究证实胶原酶 P溶液原位消化及 Ficoll400纯化的原
代胰岛细胞分离纯化方法仍然是一种简便、稳定的方法,可以

获得足量纯度高、活性好的原代胰岛细胞，为了进一步为糖尿

病的移植治疗及相关免疫学机制研究奠定基础。
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Table 1 The effect of high and low concentration of glucose on insulin release of islet cells
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