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摘要 ：目的  探讨大鼠胰腺干细胞与胰岛细胞移植在大鼠糖尿病治疗中的疗效。方法  通过链脲菌

素复制 1 型糖尿病大鼠模型并随机分为胰岛细胞组和胰腺干细胞组。用胶原酶 V 分别消化新生和成年大鼠

胰腺，Percoll 梯度离心分离胰岛细胞和胰腺干细胞。采用 Bonner-Weir 法诱导胰腺干细胞分化，DTZ 染色

检测移植物纯度，AO/PI 检测移植物活性。分别记录手术前后大鼠血糖水平、胰岛素水平及移植物存活时

间 ；高糖刺激实验和腹腔糖耐量评价移植物功能 ；取各组大鼠移植部位标本行 HE 染色和免疫组织化学染

色，观察组织形态学变化。结果  胰岛细胞组和胰腺干细胞组血糖分别在术后 3 和 5 d 恢复正常（P  <0.05）， 

两组大鼠术后不同时间点的血糖有差异（P  <0.05），胰腺干细胞组的降糖能力强于胰岛细胞组（P  <0.05）。

两组大鼠移植后 7 d 血清胰岛素水平均较术前升高（P  <0.05）。高糖刺激实验表明，各组移植后 15 和 65 d

高糖刺激后的 C 肽水平较刺激前升高（P  <0.05），胰岛细胞组移植后 65 d 高糖刺激后 C 肽水平低于胰腺

干细胞组（P  <0.05），胰岛素和 C 肽水平监测结果表明胰腺干细胞组移植物胰岛素分泌维持时间长于胰岛

细胞组。移植后腹腔糖耐量实验结果表明移植物均功能良好。胰岛细胞组和胰腺干细胞组移植物的中位

存活时间分别为 73 和 88 d，Kaplan-Meier 曲线分析提示胰腺干细胞组移植物生存时间较胰岛细胞组延长

（P  <0.05）。HE 染色提示肝脏门静脉移植区域可见新生血管包绕的胰岛细胞团，免疫组织化学染色证实细

胞团胰岛素阳性。结论  胰腺干细胞分化后经门静脉移植能安全有效地发挥降糖作用，疗效优于胰岛细胞 

移植。
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Abstract:  Objective  To evaluate the efficacy of pancreatic stem cell and islet cell transplantation in the treatment 
of diabetes mellitus in rats.  Methods  The rat model of type 1 diabetes was induced by streptozotocin and randomly 
divided into islet cell and pancreatic stem cell groups. The pancreas of neonatal and adult rats were digested by collagenase 
V, and pancreatic cells and pancreatic stem cells were isolated by Percoll gradient centrifugation. The differentiation of 
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1 型糖尿病（type-1 diabetes mellitus, T1DM）是

机体接触病毒、药物及化学物质后由淋巴细胞介导的

自身免疫性疾病。临床以免疫性胰岛炎、胰岛 β 细

胞永久损伤、胰岛素绝对缺乏和糖代谢失调为特点 [1]。

有统计显示，我国 <14 岁儿童 T1DM 年均发病例数从

0.51/10 万跃升至 1.93/10 万 [2]。1/3 患者治疗不理想，

严重低血糖、糖尿病酮症酸中毒及糖尿病肾病等并发

症发病率升高。注射外源性胰岛素是 T1DM 基本治疗

方法，但不能模拟正常的胰岛素分泌方式。胰岛细胞

移植作为胰岛 β 细胞替代疗法，可在体内释放胰岛

素降低血糖，但临床应用存在供体短缺、免疫排斥及

移植物存活时间短等问题 [3]。因此，T1DM 需要一种

长期、稳定且安全的治疗方法。干细胞作为一类特殊

细胞，在体内具有增殖、分化和自我更新的潜能。最

新研究指出，胰腺干细胞可在体外诱导分化为胰岛 β

细胞，并且能够形成分泌胰岛素的类胰岛细胞团 [4]。

本研究将体外培养分化的胰腺干细胞与胰岛细胞移植

在糖尿病大鼠的门静脉内，以探讨胰腺干细胞的降糖

疗效与应用价值，为临床应用提供实验依据。

1    材料与方法

1.1    实验动物

实验组：8 周龄清洁级 SD 大鼠 60 只，体重 300 ～ 

400 g，雌雄不限；供体组：新生 SD 大鼠 92 只（3 ～ 4 d），

成年 SD 大鼠 63 只（8 ～ 10 周）均购于斯贝福（北

京 ） 生 物 技 术 有 限 公 司， 动 物 许 可 证 号 ：SCXK

（京）2016-0002。12 h 昼 / 夜循环照明，饲养温度

20 ～ 26℃，相对湿度 40% ～ 65%，自由进水、摄食。

1.2    实验试剂和仪器

链 脲 菌 素（Streptozotocin, STZ）、 胶 原 酶 V、

D-Hank's、RPMI 1640、DMEM/F12 及胰岛素 - 转铁蛋

白 - 硒均购自美国 Sigma 公司，Percoll 分离液购自美国

GE Healthcare 公司，他克莫司购自日本 Fujisawa 株式会

社，超净工作台、离心机购自美国 Sigma 公司，显微镜

购自日本 Olympus 株式会社，血糖仪及试纸购自瑞士

罗氏公司，手术器械购自上海医疗器械有限公司。

1.3    方法

1.3.1      糖尿病大鼠模型的复制及分组    实验组大鼠

禁食 24 h 后，采用 1% STZ 溶液（60 mg/kg）腹腔注

射复制 T1DM 模型。模型复制成功标准 ：非禁食状态

下大鼠尾静脉血糖≥ 16.7 mmol/L，维持 2 d 并出现多

饮、多食、多尿和体重降低等症状 [5]。将模型鼠随机

分为胰岛细胞组和胰腺干细胞组，每组 30 只。

1.3.2      胰腺干细胞分离与鉴定     采用 20% 乌拉坦

（5 ml/kg）腹腔注射麻醉供体组大鼠，胶原酶 V 逆

行灌注消化大鼠胰腺，收集细胞悬液置于不同密度

的 Percoll 梯度离心管，1 500 r/min 离心 20 min，收

pancreatic stem cells was induced by Bonner-Weir method. Dithizone detects graft purity and AO/PI detects graft activity. 
The blood glucose, insulin concentration and graft survival time of rats preoperative and postoperative were recorded; 
high glucose stimulation test and intraperitoneal glucose tolerance test evaluation of graft function; HE staining and insulin 
immunohistochemical staining were performed on the transplanted sites of rats in each group to observe the changes of 
histomorphology.  Results  Blood glucose in islet cell group and pancreatic stem cell group returned to normal 3 and 5 
days after operation, respectively (P < 0.05). The blood glucose of the two groups was different at different time points after 
operation. The hypoglycemic ability of the pancreatic stem cell group was better than that of the islet cell group (P < 0.05). 
At 7 days after transplantation, the serum insulin levels of the two groups were higher than those before operation 
(P < 0.05), suggesting that the insulin secretion function of the graft was good. The results of high glucose stimulation test 
showed that the level of C peptide was significantly higher in each group after 15 and 65 days postoperatively than before 
(P < 0.05) and the level of C peptide was lower after 65 days postoperatively than that of pancreatic stem cells group 
(P < 0.05). The results of insulin and C-peptide index monitoring showed that the insulin secretion capacity of the pancreatic 
stem cell group was better than that of the islet cell group. The results of intraperitoneal glucose tolerance test in rats after 
transplantation showed that the graft function of both groups was good. The median survival time was 73 days in the islet 
cell group grafts and 88 days in the pancreatic stem cell group grafts. Kaplan-Meier curve analysis showed that the survival 
time of the pancreatic stem cells was longer than that of the islet cell group (P < 0.05). HE staining showed pancreatic islet 
cell mass surrounded by neovascularization in the portal tracts of the liver, and immunohistochemical staining showed 
positive insulin in the cell mass.  Conclusions  After differentiation of pancreatic stem cells, portal vein transplantation can 
safely and effectively reduce blood glucose and its efficacy is superior to that of islet cell transplantation.

Keywords:  pancreatic stem cells; islet cells; transplantation; diabetes mellitus; comparative study
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集 1.096/1.068 界面细胞并加入到含 10% 胎牛血清的

RPMI 1640 培养瓶中，37℃、5% 二氧化碳 CO2 条件

下培养，胰腺干细胞分离完成 [6]。培养 7 d 后，改用含

10% 胎牛血清，20 ng/ml 表皮生长因子，20 ng/ml 碱

性成纤维生长因子，1 mmol/L 丙酮酸钠，71.5μmol/L  

β- 巯基乙醇，10 mmol/L HEPES，0.1 g/L 链霉素及 

100 u/ml 青霉素的 RPMI 1640 培养基进行细胞扩增 [7]。

使用免疫荧光法检测胰腺干细胞 CK19 蛋白的表达。

1.3.3    胰腺干细胞诱导分化    将扩增的胰腺干细胞换

用含 2 g/L 牛血清白蛋白，10μg/L 肝细胞生长因子，

10 mmol/L 尼克酰胺，8 mmol/L 葡萄糖，1 g/L 胰岛素 -

转铁蛋白 - 硒，0.1 g/L 链霉素及 100 u/ml 青霉素的无血

清 DMEM/F12 培养液进行诱导分化 [8]。4 周后在倒置显

微镜下采用血球计数板计数类胰岛细胞团，细胞直径 > 

150μm 为 1 个胰岛当量（IEQ），DTZ 染色后计算类胰

岛细胞纯度，类胰岛细胞纯度 =DTZ 阳性细胞数 / 细胞

总数 ×100% ；AO/PI 染色计算类胰岛细胞存活率，类胰

岛细胞存活率 =AO 阳性细胞数 / 细胞总数 ×100%。

1.3.4    胰岛细胞分离与纯化    参照胰腺干细胞分离

方法收集供体组成年大鼠胰腺细胞悬液，随后置于

Percoll 梯度离心管，收集 1.118/1.096 界面细胞 [6]。将细

胞移入 RPMI 1640 培养瓶，37℃、5% CO2 条件下培养，

计算每只供体可获取的胰岛细胞 Q、胰岛细胞纯度及胰

岛细胞存活率。

1.3.5    移植    实验组大鼠麻醉成功后，取腹部正中切

口，分离胃结肠韧带，暴露门静脉，用 1 ml 注射器针

头穿刺门静脉分支处，胰岛细胞组缓慢推注胰岛细胞

800 IEQ，胰腺干细胞组推注等量类胰岛细胞（见图 1）。

移植后，轻压穿刺点至无出血、渗出后逐层关闭腹腔。

两组大鼠术后 3 d 肌内注射青霉素钠（0.12 g/ml）抗

感染治疗 ；腹腔注射他克莫司 1 mg/（kg·d）[9]。各组

大鼠术后自由进食进水。

1.4    观察指标

1.4.1      体外胰岛素    倒置显微镜下挑选类胰岛细胞

团和胰岛细胞团，并分别接种于 6 孔板，每孔 100 

IEQ，每孔含 5.5 mmol/L 葡萄糖的无血清 RPMI 1640

培养液（基础相），37℃孵育 2 h ；换用含 25 mmol/L

葡萄糖的无血清 RPMI 1640 培养液（高糖相），37℃

孵育 2 h，收集培养液上清用放射免疫法测定胰岛素

水平，每孔重复 5 次。

1.4.2    血糖和胰岛素水平    术前 3 d 及术后 1 周每天

监测两组大鼠血糖水平 ；术后 2 ～ 13 周监测随机血

糖，3 d/ 次。移植物功能正常标准 ：连续 2 d 非空腹

血糖 <11.10 mmol/L ；移植物功能失活标准 ：随机血

糖 >16.70 mmol/L，记录失活时间 [10]。术前 1 d 及术后

每 7 天检测血胰岛素水平。

1.4.3    高糖刺激实验    术后 15 和 65 d 高糖刺激实验

检测大鼠刺激前后血清 C 肽水平，两组大鼠禁食 14 h

后，尾静脉取血，采用放射免疫法测定刺激前血清 C

肽水平 ；两组大鼠 50% 葡萄糖溶液（10 ml/kg）灌胃，

10 min 后复测血清 C 肽水平。

1.4.4    腹腔葡萄糖耐量功能    术后 19 d 行腹腔葡萄

糖糖耐量实验。两组大鼠禁食 14 h 后，每只大鼠腹腔

注射 50% 葡萄糖溶液 4 ml/kg，测定注射后 0、5、10、

15、30、45、60、90 及 120 min 血糖。

1.4.5    组织病理学    两组术后 58 d 各随机处死 1 只

大鼠，取肝脏组织行 HE 和免疫组织化学染色，观察

标本组织形态和移植物活性。

1.5    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，比较用 t 检验或重复测

量设计的方差分析 ；Kaplan-Meier 法绘制生存曲线，

比较用 Log-rank χ2 检验，P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    实验动物情况

胰腺干细胞组 1 只大鼠于术后 17 d 死亡，胰岛细

胞组 3 只大鼠分别于术后 15、53 及 61 d 死亡，两组

术后 58 d 各随机处死 1 只大鼠行病理学观察。最终，

胰腺干细胞组和胰岛细胞组分别有 28 和 26 只大鼠纳

入本实验。

2.2    两组胰岛素释放水平比较

胰岛细胞组基础相胰岛素为（7.79±0.52）mIU/L， 图 1    移植物经门静脉移植
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高糖相为（21.54±2.25）mIU/L，经配对 t 检验，差

异有统计学意义（t  =34.778，P  =0.000）。胰腺干细

胞组诱导分化形成的类胰岛细胞基础相胰岛素为

（2.49±0.42）mIU/L，高糖相为（6.61±1.06）mIU/L， 

经 配 对 t 检 验， 差 异 有 统 计 学 意 义（t  =24.967，

P =0.000），表明移植物均有分泌胰岛素的功能。见图 2。

2.3    移植物计数、纯度及活性

免疫荧光染色结果显示，胰腺干细胞呈长梭

形， 细 胞 膜 表 面 CK-19 蛋 白 染 色 阳 性， 阳 性 率 为

（89.27±3.86）%（见图 3A）。类胰岛细胞经 DTZ 染

色后呈猩红色，非胰岛细胞不显色（见图 3B）。AO/PI 

染色后经荧光显微镜观察，正常细胞呈绿色荧光，凋

亡或坏死细胞呈红色或强红色荧光（见图 3C）。每

只新生大鼠胰腺干细胞经分化后可获取类胰岛细

胞 团（264.46±29.61）IEQ， 类 胰 岛 细 胞 团 纯 度 为

（75.72±4.92）%，存活率为（91.02±3.03）%。每只

成年大鼠可获取胰岛细胞（386.87±38.59）IEQ，胰岛

细胞纯度为（90.11±3.39）%，存活率为（91.32±2.55）%。

A：胰腺干细胞（免疫荧光 ×100）；B：类胰岛细胞（DTZ 染色 ×10）；C：胰岛细胞（AO/PI 染色 ×10）。

图 3    移植物形态

A                                                         B                                                        C

2.4    两组大鼠移植前后血糖水平比较

两组大鼠移植前 1 d 血糖水平比较，差异无统计

学意义（t  =-0.515，P  =0.609），且两组大鼠血糖均≥ 

16.7 mmol/L。胰岛细胞组大鼠血糖在移植后 3 d 恢复正

常，胰腺干细胞组大鼠血糖移植后 5 d 恢复正常，两组

分别与移植前 1 d 比较，经独立样本 t 检验，差异有统

计学意义（t =31.144 和 38.135，均 P =0.000）。

两 组 移 植 后 不 同 时 间 点 大 鼠 血 糖 水 平 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 水 平 有 差 异（F  =241.148，P  =0.000）； 

②两组大鼠血糖水平有差异（F  =43.758，P  =0.000）； 

③两组大鼠血糖水平变化趋势有差异（F  =30.046，

P  =0.000）。胰岛细胞组大鼠移植后 85 d 与移植前 2 d

血糖水平比较，经配对样本 t 检验，差异无统计学意义

（t  =2.019，P  =0.054）；胰腺干细胞组大鼠移植后 85 d

与移植前 2 d 血糖水平比较，经配对样本 t 检验，差异

有统计学意义（t =14.106，P =0.000）。见表 1 和图 4。

2.5    两组大鼠移植前后胰岛素水平比较

两组大鼠移植前 1 d 胰岛素水平比较，经独立样

本 t 检验，差异无统计学意义（t  =0.477，P  =0.636）。

胰岛细胞组和胰腺干细胞组大鼠移植后 7 d 与移植前

1 d 胰岛素水平比较，差异有统计学意义（t  =-19.380

和 -21.205，均 P =0.000），移植后 7 d 较移植前高。

两组大鼠移植后不同时间点大鼠胰岛素水平比

较，经重复测量设计的方差分析，结果：①不同时间点

的胰岛素水平有差异（F =125.119，P =0.000）；②两组 

大鼠胰岛素水平有差异（F =22.314，P =0.000）；③两组 

大 鼠 胰 岛 素 水 平 变 化 趋 势 有 差 异（F  =34.032，

P  =0.000）。胰岛细胞组移植后 70 d 与移植前 1 d 胰岛

素水平比较，经配对样本 t 检验，差异无统计学意义

（t  =-0.673，P  =0.507）；胰腺干细胞组移植后 70 d 与

移植前 1 d 胰岛素水平比较，经配对样本 t 检验，差异

有统计学意义（t =-10.115，P =0.000）。见表 2。

† 与同组基础相比较，P <0.05。

图 2    两组胰岛素释放水平比较    （n =30，x±s）
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表 1    两组大鼠移植前后血糖水平比较    （mmol/L，x±s）

组别 n 移植前 2 d 移植前 1 d 移植后 1 d 移植后 3 d 移植后 5 d

胰岛细胞组 26 23.18±1.14 24.02±1.81 19.91±2.01 10.95±1.48 8.07±1.28

胰腺干细胞组 28 23.93±1.48 24.23±1.36 21.83±1.42 16.36±1.24 10.92±0.91

组别 n 移植后 7 d 移植后 13 d 移植后 19 d 移植后 25 d 移植后 31 d

胰岛细胞组 26 6.85±1.08 7.50±1.03 7.16±1.01 6.60±0.91 7.30±0.98

胰腺干细胞组 28 7.86±0.89 6.73±0.94 7.34±0.45 7.28±1.11 6.85±0.96

组别 n 移植后 37 d 移植后 43 d 移植后 49 d 移植后 55 d 移植后 61 d

胰岛细胞组 26 7.02±1.65 8.13±2.25 8.43±2.99 9.87±3.30 11.74±3.53

胰腺干细胞组 28 7.56±1.05 7.65±1.20 7.17±1.88 8.43±2.46 6.94±2.61

组别 n 移植后 67 d 移植后 73 d 移植后 79 d 移植后 85 d 移植后 91 d

胰岛细胞组 26 15.42±3.02 17.43±1.79 19.17±2.95 21.43±4.32 22.67±3.64

胰腺干细胞组 28 10.52±2.41 10.10±3.18 12.56±3.78 14.20±3.74 14.79±3.93

表 2  两组大鼠移植前后胰岛素水平比较    （mIU/L，x±s）

组别 n 移植前 1 d 移植后 7 d 移植后 14 d 移植后 21 d 移植后 28 d

胰岛细胞组 26 11.57±0.86 21.95±2.63 20.91±2.10 20.61±2.14 21.15±1.78

胰腺干细胞组 28 11.46±0.78 18.57±1.57 21.00±1.84 19.64±1.58 22.05±1.70

组别 n 移植后 42 d 移植后 56 d 移植后 70 d 移植后 84 d 移植后 91 d

胰岛细胞组 26 20.51±2.51 15.75±2.91 11.94±2.69 11.33±3.13 9.57±2.79

胰腺干细胞组 28 20.48±1.64 20.31±2.59 17.63±3.06 14.39±4.08 13.47±3.95

1：移植前 2 d；2：移植前 1 d；3：移植后 1 d；4：移植后 3 d；5：移植后 5 d；6：移植后 7 d；7：移植后 13 d；8：移植后 19 d；

9：移植后 25 d；10：移植后 31 d；11：移植后 37 d；12：移植后 43 d；13: 移植后 49 d；14：移植后 55 d；15：移植后 61 d；16：移植后

67 d；17：移植后 73 d；18：移植后 79 d；19：移植后 85 d；20：移植后 91 d。

图 4    两组大鼠移植前后血糖变化趋势
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2.6    两组大鼠术后不同时间高糖刺激前后 C 肽水平
比较

术后 15 d，两组大鼠高糖刺激前血清 C 肽水平比较，

经独立样本 t 检验，差异无统计学意义（P >0.05）；高糖

刺激后两组 C 肽水平比较，差异无统计学意义（P >0.05）。

术后 15 d，两组大鼠高糖刺激前后血清 C 肽水平比较，

经配对样本 t 检验，差异有统计学意义（P <0.05），刺激

后升高，提示各组移植物功能正常。见表 3 和图 5A。

术后 65 d，两组大鼠刺激前血清 C 肽水平比较，

经独立样本 t 检验，差异无统计学意义（P  >0.05）；

高糖刺激后两组血清 C 肽水平比较，差异有统计学

意义（P  <0.05）。术后 65 d，两组大鼠刺激前后血清 C

肽水平比较，经配对样本 t 检验，差异有统计学意义

（P <0.05），提示各组移植物功能正常。见表 3 和图 5B。

刘智伟，等 ：胰腺干细胞和胰岛细胞在糖尿病大鼠治疗中的疗效观察
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表 3    两组大鼠术后不同时间高糖刺激前后 C 肽水平比较    （ng/ml，x±s）

组别 n
术后 15 d

t 值 P 值
术后 65 d

t 值 P 值
刺激前 刺激后 刺激前 刺激后

胰岛细胞组 26 0.225±0.043 0.934±0.053 -56.732 0.000 0.205±0.036 0.557±0.161 -11.118 0.000

胰腺干细胞组 28 0.209±0.037 0.874±0.149 -22.836 0.000 0.223±0.037 0.801±0.149 -19.657 0.000

t 值 1.397 1.931 -1.797 -5.799

P 值 0.168 0.059 0.078 0.000

2.7    两组大鼠腹腔葡萄糖耐量实验的血糖水平 
比较

两组大鼠血糖水平在腹腔注射葡萄糖 15 min 达到

峰值，随后平稳下降，直至正常水平。两组不同时间

点血糖水平比较，采用重复测量设计的方差分析，结

果 ：①不同时间点的血糖水平有差异（F  =1 114.507，

P  =0.000）；② 两 组 大 鼠 血 糖 水 平 有 差 异（F  =3.939，

P  =0.002）；③ 两 组 大 鼠 血 糖 水 平 变 化 趋 势 有 差 异

（F =66.721，P =0.000）。两组大鼠 120 min 的血糖水平比

较，经独立样本 t 检验，差异无统计学意义（t  =-0.873，

P  =0.386）。表明各组大鼠移植物功能良好。见表 4 和 

图 6。

表 4    两组大鼠腹腔葡萄糖耐量实验的血糖水平比较    （mmol/L，x±s）

组别 n 0 min 5 min 10 min 15 min 30 min

胰岛细胞组 26 5.36±0.57 10.66±1.25 12.33±0.81 14.37±0.58 12.65±0.67

胰腺干细胞组 28 5.67±0.46 11.32±0.94 13.02±0.75 15.19±0.41 13.73±0.60

组别 n 45 min 60 min 90 min 120 min

胰岛细胞组 26 11.04±0.59 9.22±0.70 8.08±0.72 6.32±0.55

胰腺干细胞组 28 12.25±0.76 9.54±0.65 8.39±0.78 6.46±0.57

刺激前

刺激后

A：术后 15 d；B：术后 65 d。† 与同组刺激前比较，P <0.05。

图 5    两组大鼠术后不同时间高糖刺激前后 C 肽水平比较    （x±s）
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图 6    两组大鼠腹腔葡萄糖耐量实验的血糖水平变化趋势
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2.8    两组移植物存活时间及生存率比较

胰 岛 细 胞 组 移 植 物 平 均 生 存 时 间（70.12± 

2.39） d，中位生存时间 73 d ；胰腺干细胞组移植物平

均生存时间（83.82±1.79） d，中位生存时间为 88 d。

胰 岛 细 胞 组 和 胰 腺 干细胞组存活率分别为 11.54%

和 50.00%。经 Log-rank χ2 检验，差异有统计学意义

（χ2=18.301，P =0.000）。见图 7。

2.9    两组移植物组织形态学变化

两组大鼠移植部位标本经 HE 染色显示肝脏门静

脉汇管区有新生血管包绕的胰岛细胞团，经免疫组织 

化学染色显示细胞团胰岛素阳性，细胞状态良好。见图 8。

A：胰腺干细胞组胰岛 HE 染色；B：胰岛细胞组胰岛 HE 染色；C：胰腺干细胞组胰岛免疫组织化学染色；D：胰岛细胞组胰岛免疫组织化学染色。

图 8    大鼠移植物 HE 染色和免疫组织化学染色    （×20）

A                                                      B                                                    C                                                     D

3    讨论

目前，T1DM 治疗的方法有外源胰岛素注射、胰

腺移植、胰岛细胞移植和胰腺干细胞移植。外源性胰

岛素注射难以模拟正常的胰岛素分泌方式，同时胰腺

供体的缺乏也制约着胰岛移植的发展 [11]。由于干细胞

具有定向分化和自我增殖的潜能，在体外经诱导分化

能获取相应的成体细胞，从而解决胰岛细胞不足的问

题 ；同时，将胰岛细胞移植到门静脉符合胰岛素生理

分泌途径，可以较好地控制血糖 [12]。

本研究从新生 SD 大鼠胰腺提取 CK-19 阳性的胰

腺干细胞，经 Bonner-Weir 方法诱导形成类胰岛细胞

团 [8，13]。体外胰岛素高糖刺激实验表明 2 种细胞均能

释放胰岛素，但分化后的类胰岛细胞胰岛素释放量低

于胰岛细胞。有研究表明，体外胰腺干细胞分化形成

的类胰岛细胞成熟度较天然胰岛细胞低 [14]。本研究中

血糖监测结果表明，胰岛细胞组在术后 3 d 即恢复正

常血糖，胰腺干细胞组在术后 5 d 血糖降至正常水平，

术后 13 d 血糖相对稳定，提示分化后的类胰岛细胞在

术后早期的降糖作用弱于胰岛细胞。监测体内胰岛素

水平进一步发现，胰腺干细胞组的胰岛素分泌量在早

期低于胰岛细胞组，但是，随着类胰岛细胞在体内的

进一步分化成熟，两组胰岛素分泌量相近 ；在移植晚

期，胰腺干细胞组胰岛素分泌量高于胰岛细胞组。结

合 KIM 等 [15] 的研究认为，胰腺干细胞的分化、发育

受其所处环境及供体内生长因子调控，并在受体内进

一步分化成为功能成熟的胰岛细胞。

本研究中高糖刺激实验表明，各组大鼠刺激前后

C 肽水平有差异，表明各组移植物内分泌功能正常。

C 肽和胰岛素由胰岛 β 细胞等量分泌至体循环。相

较于单一使用外源胰岛素，胰腺或胰岛移植可使内源

性胰岛素和 C 肽恢复，并改善糖尿病肾病进展 [16]。行

腹腔葡萄糖耐量实验 2 h 后，大鼠血糖均降至正常水

平，表明各组大鼠移植物功能正常。

本研究显示，大鼠使用他克莫司后移植物平均存

活时间（83.82±1.79） d，较本课题组未使用免疫抑制

的移植实验平均存活时间长 [17]。同种异体胰岛细胞移

植后受体均会不可避免地发生免疫排斥反应，而免疫

抑制剂能不同程度地抑制 T 细胞增殖，从而减少免疫

图 7    两组移植物的生存曲线
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排斥反应，延长移植物存活时间 [18]。虽然他克莫司和

西罗莫司对人胰岛细胞产生毒性作用，但短时间应用

糖皮质激素能有效减少炎症反应。因此，免疫抑制剂

的用量及类型仍需进一步探究。

综上所述，本实验结果显示胰腺干细胞体外诱导

分化并经门静脉移植可有效降低糖尿病大鼠血糖，移

植物存活时间长，疗效优于胰岛细胞。胰腺干细胞可

作为胰岛细胞移植治疗 T1DM 的新替代方案。此外，

还可进一步改善胰腺干细胞体外诱导方案，促进胰岛

细胞体外成熟度，并结合生物支架提高移植疗效。
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