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自体胰岛细胞移植治疗大鼠全胰十二指肠
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摘要 ：目的  探讨全胰十二指肠切除术后大鼠血糖变化及自体胰岛细胞移植治疗术后糖尿病的可行性和

有效性。方法  将 SD 大鼠随机分成对照组、手术组和实验组（手术 + 自体胰岛移植），每组 10 只大鼠。对照组

未做任何处理 ；手术组和实验组均行全胰十二指肠切除术 ；实验组全胰切除后分离、纯化自体胰岛细胞，将胰岛

细胞通过门静脉回植入肝脏。术后各组分别监测血糖、C 肽、糖化血红蛋白，以判断单纯手术后复制模型的有

效性及实验组移植后的胰岛功能。结果  全胰切除后手术组第 1 天大鼠血糖即升高为（20.58±2.00）mmol/L ；

手术组与对照组血糖比较，差异有统计学意义（P <0.05），手术组血糖高于对照组 ；实验组自体胰岛细胞移植后

血糖与手术组比较，差异有统计学意义（P <0.05），实验组血糖下降。术后持续 4 个月监测血清糖化血红蛋白，第

4 个月，手术组与对照组比较，差异有统计学意义（P <0.05），手术组升高 ；实验组与手术组比较，差异有统计

学意义（P <0.05）。结论  全胰十二指肠切除术是复制大鼠糖尿病模型的安全可靠途径 ；自体胰岛细胞移植是

治疗大鼠全胰切除术后糖尿病的有效方式。
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Autologous islet cell transplantation for rats with diabetes mellitus 
after total pancreaticoduodenectomy
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Abstract: Objective  To explore the changes of blood glucose after total pancreaticoduodenectomy 
and the feasibility and effectiveness of autologous islet cell transplantation in the treatment of postoperative 
diabetes.  Methods  SD rats were randomly divided into a control group, an operation group and an experimental 
group (operation+autologous islet transplantation), each group had 10 rats. The rats of the control group did 
not have any treatment, while the rats of the operation goup and the experimental group were treated with total 
pancreaticoduodenectomy. The pancreatic islet cells were isolated and purified from the pancreas after total 
pancreatectomy. The autologous islet cells were implanted into the liver through the portal vein. Blood glucose, 
C-peptide and glycosylated hemoglobin were monitored in each group to determine the islet function after 
transplantation.  Results  Blood glucose was significantly increased [(20.58 ± 2.00) mmol/L] on the 1st day after 
total pancreatectomy in the operation group compared with the control group (P < 0.05). After autologous islet 
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目前，欧美部分医院利用全胰腺切除联合自体胰

岛细胞移植治疗慢性胰腺炎已经非常成熟 [1-4]，在胰岛

细胞移植的途径上通过门静脉移植普遍优于其他移植

部位 [5-6]。而国内临床利用此手术方式治疗慢性胰腺

炎的案例较少 [7]。本实验利用大鼠全胰十二指肠切除

术复制糖尿病模型，模拟临床自体胰岛细胞移植治疗

大鼠糖尿病，为其正式应用于临床提供实验研究基础。

1    材料与方法

1.1    实验动物

8 周龄 SD 雄性大鼠 30 只购于中国人民解放军军

事医学科学院实验动物中心（生产许可证号 ：SCXX-

军）。实验室光照为 12 h 昼夜交替，动物的饲养环境

温度控制在 25 ～ 28℃，相对湿度为 45% ～ 60%，自

由进水及摄食。

1.2    实验试剂和仪器

胶 原 酶 XI、 平 衡 盐 溶 液、 双 硫 腙 DTZ、Ficoll 

400、RPMI 1640 培养基、台盼蓝（均购自美国 Sigma

公司），血糖仪（瑞士罗氏公司），ELISA 试剂盒（天

津德普 DPC 公司），糖化血红蛋白仪（美国 Primus 公

司），超净台（美国 Sigma 公司），低温离心机（美国

Sigma 公司），显微镜（日本 Olympus 公司）。

1.3    方法

1.3.1    实验分组    将 8 周龄 SD 雄性大鼠随机分成对

照组、手术组和实验组，每组 10 只。对照组未作任何

手术及药物处理，手术组行全胰十二指肠切除术，实

验组行全胰十二指肠切除联合自体胰岛细胞移植术。

1.3.2    模型复制    糖尿病大鼠模型复制方式借鉴 LEE

氏法 [8-11]，选取 8 周龄 SD 雄性大鼠，禁食水 24 h。

10% 的水合氯醛 8 ml 行腹腔注射麻醉并备皮，固定大

鼠后 75% 酒精腹部消毒。大鼠腹部正中约 10 cm 切口，

探查胰腺被胃十二指肠、横结肠及脾脏包绕，眼科镊

提起胃脾及横结肠，离断周围韧带充分游离胰腺及周

围脏器。分离胰腺组织与横结肠系膜直至暴露门静脉

及脾静脉根部，分离胰腺组织与门静脉黏合部，结扎

胰十二指肠动静脉及脾静脉。按缺血线离断十二指肠

（见图 1）。远端十二指肠做荷包缝合进行闭合，于近

端空肠做侧面切口为吻合口。丝线肠道间断缝合做肠

道吻合。于吻合口远端 1 cm 处做小切口，将提前放

置胆道的硅胶管放入十二指肠做胆肠吻合，用 7-0 丝

线将胆道周围结缔组织与十二指肠浆膜缝合。

1.3.3      胰岛分离纯化    将胰腺完整从标本剪下（所

有过程均在冰上操作，降低胰腺组织新陈代谢），平

衡盐溶液清洗后加入青霉素、胎牛血清及 1640 培养

基，无菌眼科剪尽可能剪碎胰腺。将灌洗好的胰腺

碎片组织加入 2 ml 浓度为 1 mg/ml 胶原酶 XI，放置

在 38℃的水浴中消化 25 min，肉眼下未见到成块的

胰腺组织，加入 4℃的平衡盐溶液终止消化 [12-13]。离

心机 4℃下 1 000 r/min 离心 2 min，弃去上清液，洗

涤 2 次后 1 000 r/min 离心 3 min，弃上清液。纯化采用

传统的密度梯度离心法 [14-17]，将 4 ml 浓度为 25% 的

cell transplantation, the blood glucose of the experimental group decreased significantly compared to the simple 
operation group (P < 0.05). Detection of the serum levels of glycosylated hemoglobin 4 months after operation 
showed that compared with the control group, the serum glycosylated hemoglobin level of the operation group was 
significantly higher than that of the control group (P < 0.05). There was a significant difference in the serum level 
of glycosylated hemoglobin between the experimental group and the operation group (P < 0.05).  Conclusions  
Total pancreaticoduodenectomy is a safe and reliable way to establish the rat diabetic model. Autologous islet 
cell transplantation is an effective way to treat rat diabetes after total pancreatectomy. This experiment provides 
experimental basis for clinical application.

Keywords:  autologous islet transplantation; whole pancreaticoduodenectomy; diabetes mellitus

图 1    全胰十二指肠切除

A  胰腺全切除后 B  肠道吻合前及放置的胆道支撑管
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Ficoll 400 溶液（25 g Ficoll 400 加入 100 ml 平衡盐溶

液）与沉淀组织进行混匀，然后逐层加入 2 ml 浓度

为 23.0%、20.5%、11.0% 的 Ficoll 400，以 2 000 r/min

速度离心 15 min，离心结束后取 20.5% ～ 23.0% 及

20.5% ～ 11.0% 颗粒介质为纯化的胰岛。加入青霉素、

胎牛血清及 1640 培养基 0.5 ml 混悬胰岛。

1.3.4      胰岛计数    以双硫腙对胰岛细胞进行特异性

染色，显微镜下胰岛细胞染成猩红色，非胰岛细胞不

着色，胰岛细胞直径 >150 μm 为 1 个胰岛当量（islet 

equivalent quantity, IEQ）[18]。胰岛细胞纯度（%）=（双

硫腙染色阳性细胞数 / 细胞总数）×100%[19]。

1.3.5      胰岛回输    用 1 ml 注射器抽取纯化好的胰岛

细胞混悬液，以 3 ml/min 匀速注入大鼠肠系膜上静脉

中，使最终定植入肝脏，注射完毕后棉签按压穿刺点

5 min。

1.3.6    血糖、C 肽、糖化血红蛋白监测    术后大鼠随

机血糖≥ 16.7 mmol/L，出现多饮、多尿、多食、体重

下降等糖尿病症状即模型复制成功 [20-21]。术后各组血

糖连续监测 15 d，实验组每周监测 2 次，连续 4 个月。

术后各组糖化血红蛋白连续监测 4 个月（每个月监测

1 次）。实验组在术后 15 d 进行高糖刺激，分别监测

刺激前、后的血糖和 C 肽变化。

1.4    统计学方法

数据分析采用 SPSS 20.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，各组多时间比较采用重

复测量设计的方差分析，组间比较采用 LSD-t 检验，

P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    糖尿病模型的可靠性

3 组大鼠术后 6 h~15 d 的血糖变化比较，采用

重复测量设计的方差分析，结果 ：①不同时间点的

血糖有差异（F  =8.650，P  =0.000）；② 3 组的血糖有

差异（F  =125.995，P  =0.000），实验组和对照组血糖

浓度较手术组低，实验组胰岛移植后血糖控制较好 ；

③ 3 组 的 血 糖 变 化 趋 势 有 差 异（F  =1119.277，P  = 

0.000）。进一步两两比较经 LSD-t 检验，实验组大鼠

血糖浓度与手术组大鼠血糖浓度差异有统计学意义

（P <0.05），而与空白组大鼠血糖比较差异无统计学意

义（P >0.05）。见表 1。

对手术组的大鼠血糖进行监测，第 5 天手术组

大鼠血糖（24.30±2.51）mmol/L 与对照组大鼠血糖

（4.94±0.39）mmol/L 比较，差异有统计学意义（t  = 

-17.008，P =0.000）。第 10 天手术组大鼠血糖（25.48± 

1.37）mmol/L 与对照组大鼠血糖（5.10±0.29）mmol/

L 比较，差异有统计学意义（t  =-32.370，P  =0.000）。

从连续的血糖监测发现，大鼠的血糖水平保持持续高

值状态（见图 2），且在术后日常观察中发现大鼠有饮

水量、尿量明显增多等症状。因此，本研究通过全胰

十二指肠切除术复制大鼠糖尿病模型成功。

图 2    术后血糖变化趋势比较
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表 1  3 组大鼠不同时间点的血糖浓度比较    （n =10，mmol/L，x±s）

组别 术后 6 h 术后 1 d 术后 2 d 术后 3 d 术后 4 d 术后 5 d 术后 6 d 术后 7 d 术后 10 d 术后 13 d 术后 15 d

对照组 4.81±0.37 4.72±0.34 4.96±0.46 4.84±0.30 5.06±0.45 4.94±0.39 5.02±0.33 4.94±0.42 5.10±0.29 5.14±0.19 5.18±0.37

手术组 9.28±1.87 20.58±2.00 22.20±2.60 24.70±1.04 24.60±1.35 24.30±2.51 23.22±1.51 24.24±2.19 25.48±1.37 25.88±0.86 25.72±1.18

实验组 8.95±0.88 12.85±0.57 8.62±0.69 7.01±0.85 4.98±0.44 5.11±0.23 5.11±0.21 5.04±0.24 5.03±0.26 5.06±0.34 5.14±0.30

2.2    自体胰岛细胞移植后的血糖变化

自体胰岛细胞移植术后第 1 天，实验组与手术

组血糖水平比较，差异有统计学意义（t  =8.154，P  = 

0.000），实验组下降（见图 2）；实验组大鼠随机血糖

浓度 <11 mmol/L 可持续至术后 4 个月。

3 组大鼠术后 4 个月的血清糖化血红蛋白比较，

采用重复测量设计的方差分析，结果 ：①不同时间点

的血清糖化血红蛋白有差异（F  =4.857，P  =0.025）；

② 3 组的血清糖化血红蛋白有差异（F  =7.858，P  = 

0.000），实验组和对照组血糖浓度较手术组低，实验
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2.3    自体胰岛细胞的活性

分离纯化后的胰岛细胞呈类圆形（见图 4A）；双

硫腙染色后胰岛细胞呈猩红色（见图 4B）；台盼蓝

染色后胰岛细胞未着色，胰岛细胞团结构完整（见图

4C、D）；胰岛细胞纯度 >95%。

全胰十二指肠切除联合自体胰岛细胞移植术

后 15 d，对实验组大鼠进行高糖刺激，刺激后大鼠血

糖水平（实验前 5.28±0.30 mmol/L、实验后 10 min 

7.74±0.65 mmol/L）未出现明显波动 ；刺激后血清 C

肽水平（实验前 0.23±0.02 ng/ml、实验后 10 min 0.71± 

0.07 ng/ml）成倍升高。

3    讨论

自 1977 年明尼苏达大学医学院首用全胰切除联

合自体胰岛细胞移植术以来，国外多数医院已成功地

将此技术应用于临床 [22-24]。而国内临床自体胰岛细胞

移植术的应用报道不足，某些疾病如慢性胰腺炎手术

切除全胰腺后导致糖尿病治疗基本依赖皮下注射胰岛

素 [25]。自体胰岛细胞移植术后可以更加精确地控制血

糖，不仅可以有效降低血糖，而且可以较长时间稳定

的控制血糖，防止因血糖的不稳定性导致术后并发症

的发生，对提高慢性胰腺炎等疾病患者术后的生活质

量有显著效果 [26-27]。

本研究结果表明，大鼠全胰十二指肠切除术后，

血糖在术后第 1 天即出现明显升高，并且在持续 15 d

的血糖监测中均表现出高血糖状态，同时伴有多饮、

多尿等糖尿病症状，表明全胰十二指肠切除术复制糖

尿病模型安全可靠。目前国内外对手术切除全胰腺复

制大鼠糖尿病模型描述较少，本次实验为复制大鼠糖

尿病模型提供新方法，同时为自体胰岛细胞移植的长

期大量研究提供实验基础。

自体胰岛细胞移植术后实验组大鼠血糖与手术

组大鼠血糖相比下降明显，并且维持正常稳定状态持

续 4 个月，表明移植后胰岛功能良好。术后出现的短

暂血糖升高，考虑移植的自体胰岛处于功能恢复期，

胰岛移植 2 ～ 3 d 后血糖逐步平稳。自体胰岛移植术

后，实验组的糖化血红蛋白与对照组差异无统计学意

义，表明自体胰岛移植后血糖控制良好。术后 15 d 对

组胰岛移植后血糖控制较好 ；③ 3 组血清糖化血红

蛋白变化趋势有差异（F  =2287.632，P  =0.000）。进

一步两两比较经 LSD-t 检验，实验组大鼠血糖浓度 

与手术组大鼠血糖浓度差异有统计学意义（P <0.05），

而与空白组大鼠血糖比较差异无统计学意义（P  > 

0.05）。见表 2。

持续 4 个月监测 3 组大鼠血清糖化血红蛋白，第

4 个月手术组与对照组比较，差异有统计学意义（P  < 

0.05），手术组升高 ；实验组血清糖化血红蛋白水平

维持在（5.28±0.19）%，与对照组血清糖化血红蛋白

水平（5.23±0.28）% 比较，差异无统计学意义（t  = 

-1.114，P  =0.298）， 而 与 手 术 组 血 清 糖 化 血 红 蛋 白

（14.70±1.01）% 比较，差异有统计学意义（t =-20.978，

P =0.000）。见图 3。
A：纯化的胰岛；B：双硫腙染色后的胰岛；C：台盼蓝染色

后的胰岛；D：20 倍镜下单个胰岛

图 4    各状态下的胰岛

	        A			               B

	        C			               D

图 3    术后糖化血红蛋白水平比较
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表 2    3 组大鼠不同时间点的血清糖化血红蛋白比较 

（n=10，%，x±s）

组别 术后 1 个月 术后 2 个月 术后 3 个月 术后 4 个月

对照组 5.10±0.30 5.22±0.56 4.98±0.63 5.23±0.28

手术组 12.96±1.65 13.20±2.56 13.54±3.75 14.07±4.10

实验组 5.24±0.43 5.01±0.51 5.30±0.11 5.28±0.19
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实验组大鼠进行静脉高糖刺激，发现刺激后 10 min 检

测的血清 C 肽较刺激前成倍增长，说明自体胰岛移植

后胰岛细胞的活性良好。胰岛细胞移植入肝脏后依然

持续稳定发挥功能，与解剖关系、血供、胚胎学有较

大关联。解剖学上，胰腺组织与肝脏门静脉毗邻密切，

胰岛 β 细胞可以通过毗邻的门静脉系统可以及时密

切监测并控制血糖，因此经门静脉移植入肝脏后，同

样可以密切监测血糖变化。血供方面，由于胰腺胰岛

属于高耗氧组织，而植入门静脉系统后也同样可以汲

取门静脉血液中的氧分子。胚胎学方面，自体胰岛细

胞虽然没有排斥反应的发生，但是细胞环境的变化也

会给细胞生存带来或多或少的影响，而从本研究监测

大鼠血糖及糖化血红蛋白的结果，甚至术后一定时间

进行的高糖刺激分析，自体胰岛细胞功能较为稳定且

持久，可能和肝脏、胰腺在胚胎期同源于内胚层有一

定的关联。

全胰十二指肠切除后自体胰岛细胞移植术治疗

大鼠糖尿病效果较好，但本实验使用样本数量较少，

其结论仍需大量样本加以论证。
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