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【摘要】　目的  探讨小鼠胰岛提取方法的改良及效果。方法  根据胰岛提取方法不同，将小鼠随机分为胆

总管穿刺组和胆总管穿刺联合胰腺原位注射组（联合注射组），每组各 100 只。胰岛提取的改良方法采用胆总

管穿刺联合胰腺原位注射法灌注胰腺，体视显微镜下挑选并纯化胰岛。鉴定胰岛的形态和纯化情况，统计两组

的胰岛产量及胰岛提取成功率。分析胰岛在体外培养 1 周内的存活情况，并评估体外培养 24 h 和 4 d 后胰岛的

胰岛素分泌功能。结果  与胆总管穿刺组比较，联合注射组提取胰岛的产量显著增高（P<0.001）。两组胰岛提

取成功率均为 83%，差异无统计学意义（P>0.05）。胆总管穿刺联合胰腺原位注射法所提取的胰岛形态完好、

纯度高、活性好。新鲜分离的胰岛体外培养 24 h 后胰岛存活率接近 100%；体外培养 1~5 d，胰岛细胞存活情

况良好；体外培养 6 d 开始，胰岛出现中心性死亡。体外培养 24 h 和 4 d 后，给予高葡萄糖刺激胰岛后，小鼠

胰岛功能均正常。结论  胆总管穿刺联合胰腺原位注射法可以提高胰岛的产量，且获取的胰岛细胞活性和功能 
良好。
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胰岛 β 细胞数目减少及功能衰竭是影响糖尿病

发病的主要因素 [1-2]。目前，针对糖尿病的病因治疗

仍在探索阶段。因此，成功提取高活性、高纯度的

胰岛是胰岛移植治疗糖尿病研究领域的关键技术 [3]。

目前，已有多种实验方法提取啮齿类动物和人类胰 
岛 [4-7]。1985 年 Gotoh 等 [8] 建立了经胆总管注射胶原

酶、消化胰腺、Ficoll 密度梯度离心分离胰岛的方法。

但是，正确的胆总管穿刺是能否成功提取胰岛的决定

性因素，对操作者技术要求极高，存在一定的失败率，

且胰岛产量仍有待提高。本研究对胰岛提取的方法进

行改良，采用胆总管穿刺联合胰腺原位注射法以期提

高胰岛的提取成功率和产量，旨在为糖尿病的基础研

究和胰岛移植的临床应用提供更好的技术基础。

1 材料与方法

1.1 实验动物与主要试剂
雄性 C57BL/6J 小鼠 200 只，8~10 周龄，体质

量（25±5）g，均为无特定病原体（specific pathogen 
free，SPF）级，购自中国广东省实验动物中心，饲

养于中山大学北校区动物实验中心。饲养环境舒适，

饲养温度为 22~26 ℃，湿度为 60%~70%。根据胰岛

提取方法不同，将小鼠随机分为胆总管穿刺组和胆总

管穿刺联合胰腺原位注射组（联合注射组），每组各

100 只。本实验已通过中山大学附属第三医院实验动

物伦理委员会伦理审查。

主要试剂：胶原酶 P 购自瑞士 Roche 公司，双

硫 腙（dithizone，DTZ） 购 自 美 国 Sigma-Aldrich
公 司，Hank s 平 衡 盐 溶 液（Hank s balanced salt 
solution，HBSS 溶 液）、4- 羟 乙 基 哌 嗪 乙 磺 酸

（N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethane sulfonic acid，
HEPEs）（1 mol/L）、胎牛血清、低糖改良 Eagle 培

养基（Dulbecco s modified eagle medium，DMEM）

购自美国 Hyclone 公司，其它常规试剂均为进口或国

产分析纯。

1.2 试剂配制
1 L HBSS溶液中加入1 mol/L的HEPEs 10 mL（需

0.22 μm 孔径滤器过滤除菌），得到含 10 mmol/L 
HEPEs 的 HBSS 洗涤液。用洗涤液溶解胶原酶 P 并

配制为 0.5 g/L 的胶原酶 P 消化液。在洗涤液中加入

10% 的胎牛血清配制为消化终止液。

【Abstract】  Objective  To investigate the improvement and effect of the method of islet extraction in mice. 
Methods  According to different islet extraction methods, all mice were randomly divided into the common bile duct 
puncture group (n=100) and common bile duct puncture combined with in situ pancreatic injection group (combined 
injection group, n=100). Common bile duct puncture combined with in situ pancreatic injection was utilized as the 
modified method. The islets were selected and purified under stereomicroscope. The morphology and purification of 
islets were identified. The islet yield and success rate of islet extraction were statistically compared between two groups. 
The survival of islets after 1 week culture in vitro was analyzed, and the insulin secretion function of islets after 24 h and 
4 d culture in vitro was evaluated. Results  Compared with the common bile duct puncture group, the islet yield in the 
combined injection group was significantly increased (P<0.001). The success rate of islet extraction in both groups was 
83% with no statistical significance (P>0.05). The islets extracted by common bile duct puncture combined with in situ 
pancreatic injection had intact morphology, high purity and high activity. The survival rate of newly isolated islets was 
nearly 100% after 24 h culture in vitro. After 1~5 d culture in vitro, the islet cells survived well. After 6 d culture in vitro, 
the islets showed central death. After culture in vitro for 24 h and 4 d, the islet function of the mice was normal after high 
glucose stimulation. Conclusions  Common bile duct puncture combined with in situ pancreatic injection can increase the 
islet yield, and the obtained islet cells have high activity and proper function.
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称取 50 mg DTZ 溶于 5 mL 二甲基亚砜配制为

10 mg/mL 的 DTZ 储存液。取 10 μL DTZ 储存液加入

1 mL 的培养基中，配制为 0.1 mg/mL 的 DTZ 工作液。

1.3 原代胰岛提取方法及改良
麻醉后脱颈处死小鼠，打开腹腔，暴露手术野。

充分暴露胆总管与十二指肠，在胆总管进入 Oddi 括
约肌处，紧贴十二指肠壁分离胆总管后，用 1 号手术

缝线紧贴十二指肠壁结扎胆总管。在胆总管的起始处

以 30 G 针头插入，缓慢灌注胶原酶 P（0.5 mg/mL）
约 3 mL，见胰尾充盈，阻力明显增加时停止注射（图

1A）。随后，联合胰腺原位注射，在胰腺多个部位，

包括胰头附着于胃部（图 1B）、十二指肠部（图

1C）、胰体部（图 1D）及胰尾部（图 1E）4 处注射

胶原酶 P 至充分膨胀，尤其是胰尾部，以达到胰腺充

分膨胀的效果（图 1F）。

1.4 检测指标及方法
1.4.1  胰岛提取成功率及产量  统计两组的胰岛产量及

胰岛提取的成功率。

1.4.2  胰岛形态的鉴定  在分离胰腺、体视显微镜下提

取和纯化胰岛后，对联合注射组的胰岛进行DTZ染色。

DTZ 工作液经 0.22 μm 的滤器过滤后，与分离纯化

的胰岛及培养液以 1 1 混合。置于 37 ℃培养箱孵育 
10 min 后，显微镜下观察鉴定胰岛形态和纯化情况。

体外培养 4 d 后，对胰岛进行包埋，并做冰冻切片，

采用胰岛素及胰高血糖素双荧光染色法鉴定分离纯化

的胰岛。

1.4.3  胰岛体外培养存活情况及胰岛素分泌功能评
估  采用 Hoechst 33342- 碘化丙啶（propidium iodide，
PI）染色检测联合注射组胰岛在体外培养 1 周内的

存活情况；采用葡萄糖刺激胰岛素分泌（glucose-
stimulated insulin secretion，GSIS）实验评估体外培养

24 h 和 4 d 后联合注射组胰岛的胰岛素分泌功能：将

胰岛放入平衡溶液中适应性培养 2 h 后，弃上清，加

入低糖（2.8 mmol/L）培养 1 h，离心后取上清，再

用高糖（16.7 mmol/L）中培养 30、 60、120 min，在

每个时间点分别离心取上清。上清胰岛素水平测定

按照小鼠胰岛素酶联免疫吸附试验（enzyme-linked 
immune absorbent assay，ELISA）检测试剂盒步骤操

作进行检测。

1.5 统计学方法
采用 SPSS 20.0 软件进行统计学分析，对于符合

正态分布的计量资料以均数 ± 标准差表示，组间比

较采用独立样本 t 检验。采用 logistic 回归分析法进

行单因素分析。P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 两组胰岛提取成功率和产量的比较
胰岛提取实验结果显示，与胆总管穿刺组比较，

联合注射组提取胰岛的产量显著增高 [（189±6）个

比（233±6）个 ]，差异有统计学意义（P<0.001）。

两组胰岛提取成功率均为 83%，差异无统计学意义

（P>0.05）。

2.2 联合注射组胰岛的形态鉴定
DTZ 染色结果表明，胆总管穿刺联合胰腺原位

注射法所提取的胰岛形态完好，纯度高（图 2A、B）。

荧光显微镜下，提取的胰岛表达大量胰岛素，活性良

好（图 2C~E）。胰岛素和胰高血糖素双荧光染色结

果显示，纯化所得胰岛外周主要为 α 细胞，而中心

主要为 β 细胞，符合正常小鼠胰岛细胞的分布（图 3）。

2.3 联合注射组胰岛体外培养存活情况及胰岛素分泌
功能评估

Hoechst 33342-PI 染色结果表明，新鲜分离的胰

岛，外周黏附有死亡细胞（PI 染色红色，图 4A），

并可随换液被清除，24 h 后胰岛存活率接近 100% 
图 4B）。体外培养 1~5 d，胰岛细胞存活良好 

（图 4A~F）。体外培养 6 d开始，胰岛出现中心性死亡，

注：A 图为胆总管穿刺成功后，胰腺充盈；B 图为联合胰腺原位注射胰头；C、D 图为联合胰腺原位注射胰体；E 图为联合胰腺原位注射 

胰尾；F 图为联合胰腺原位注射后胰腺充分膨胀。

图 1 胆总管穿刺联合胰腺原位注射法的操作过程

Figure 1 Operation procedure of common bile duct puncture combined with in situ injection of pancreas
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较大的胰岛更为显著（图 4G、H）。

GSIS 实验结果显示，体外培养 24 h 和 4 d 后，

相对于给予 2.8 mmol/L 葡萄糖，给予 16.7 mmol/L 葡

萄糖刺激胰岛，均可引起 2 倍以上的胰岛素释放增加，

胰岛素的分泌规律也提示小鼠胰岛功能正常，且可维

持至体外培养 4 d（图 5）。与体外培养 24 h 的胰岛

比较，体外培养 4 d 后的胰岛的胰岛素分泌水平稍有 
下降。

注：A 图为 DTZ 染色提取的小鼠原代胰岛（DTZ，×100）；B 图为 DTZ 染色纯化后的小鼠原代胰岛（DTZ，×100）；C~E 图为纯

化后的小鼠胰岛的胰岛素免疫荧光染色图（免疫荧光，×200）。

图 2 分离纯化后的小鼠胰岛形态

Figure 2 Morphology of mouse islets after separation and purification

A DB EC

注：绿色为胰岛素，红色为胰高血糖素。

图 3 小鼠胰岛体外培养后的胰岛素和胰高血糖素双免疫荧光染色图（免疫荧光，×400）

Figure 3 Double immunofluorescence staining images of insulin and glucagon of mouse islet after in vitro culture
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注：A、B、C、D、E、F、G、H 图分别为体外培养 0 h、24 h、2 d、3 d、4 d、5 d、6 d、7 d 后，通过 Hoechst 33342-PI 荧光染色的

原代胰岛细胞。

图 4 小鼠胰岛体外培养后的活性评估（免疫荧光，×400）

Figure 4 Activity evaluation of mouse islets after in vitro culture
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3 讨 论

胰岛的大批量提取、分离纯化是糖尿病学及胰岛

移植基础研究实验中的重要技术。原代胰岛的提取方

法主要包括胰腺切碎消化法 [9-11]、胆囊注射法 [12-13]、

脾静脉注射法 [14]、肝管胆总管交叉点穿刺法等 [15-17]，

但这些方法均有其局限性。胰腺切碎消化法较胆囊灌

注法的胰岛获得率低，且容易损伤胰岛的结构和功

能 [18-19]。普遍使用的胆总管穿刺注射对手术操作要求

极高，有一定的失败率，且在胰岛提取成功与否中起

决定性作用，对后续研究的进行影响极大 [20-21]。目前，

为稳定获得研究所需胰岛，提高成功率及获取率，研

究者在不断改进胰岛提取的方法 [22-25]。

本研究使用胆总管穿刺联合胰腺原位注射法，可

以使胰腺充分膨胀。与目前的胆总管穿刺法比较，可

以使胰腺消化更充分，获得更高的胰岛产量。另外，

该法弥补了胆总管穿刺失败导致的实验胰岛缺失问题，

补救性进行单纯的胰腺原位注射仍可获得一定量的胰

岛，保证了后续研究的进行。而且，通过 DTZ 染色

和免疫荧光染色，可以观察到本方法提取的胰岛纯度

较高，活性好，培养 4 d 后的 GSIS 实验也说明提取

的胰岛细胞功能良好。但是，本研究也存在一定的局

限性，虽然可以解决胆总管穿刺失败无法获取胰岛的

问题，但获取率仍偏低。而且，手工纯化胰岛耗时长，

工作量大。另外，长期的体外培养，胰岛中心性死亡

的问题仍有待解决。

综上所述，胆总管穿刺联合胰腺原位注射法可以

弥补穿刺失败导致的胰岛缺失，增加了胰岛的产量，

且获取的胰岛细胞活性和功能良好，适用于糖尿病及

胰岛移植相关实验研究。
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图 5 小鼠胰岛体外培养后的胰岛素功能评估

Figure 5 Insulin functional evaluation of mouse islets after in vitro culture
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