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Abstract
AIM: To investigate the insulin secretion 
changes of rat islets after immune modification 
of methoxy-polyethylene glycol (mPEG).

METHODS: The islets isolated from Wistar rats 
were divided into control group and mPEG-
treated groups (with 200, 300 and 400 g/L 
mPEG, respectively). After culture for 24 h, the 
viability of islets was detected by dithizone 
staining, and insulin secretion function was ex-
amined by glucose stimulation test. The islets 
from different groups were mixed with splenic 
lymphocyte from SD rats to evaluate the immu-
nogenicity.

RESULTS: The viability of islets or the insulin 
secretion function in the three treatment groups 
was not significantly different from that in the 
control group. However, the cytoxicity rates 
in mPEG-treated groups were markedly lower 

than those in the control group (24.7%, 14.8%, 
21.4% vs 69.5%, t = 2.378, 2.584, 2.472, all P < 0.05). 
Furthermore, the cytoxicity in the islets treated 
with 300 g/L mPEG was the lowest (14.8% vs 
24.7%, 21.4%, t = 2.285, 2.383, both P < 0.05).

CONCLUSION: mPEG can mask the immuno-
genicity of rat islets while hardly affect the vi-
ability and insulin secretion.

Key Words: Islet; Methoxy-polyethylene glycol; Im-
mune modification
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摘要
目的: 研究单甲氧基聚乙二醇(mPEG 5000)对
Wistar大鼠胰岛表面抗原的掩蔽作用及对胰
岛素分泌功能的影响. 

方法: 分离Wista r大鼠的胰岛, 对照组不进
行任何处理, 处理组分别用200, 300, 400 g/L 
mPEG包裹, 培养24 h后分别用双硫腙染色检
测胰岛细胞活性、葡萄糖刺激实验检测胰岛
的分泌功能改变, 取SD大鼠脾淋巴细胞分别
与上述各组胰岛进行混合培养, 通过杀伤实验
检测胰岛免疫原性. 

结果: 与对照组相比, 不同浓度mPEG包裹对
大鼠胰岛活性及胰岛素分泌功能无明显影
响, 不同浓度处理组的胰岛细胞杀伤率均明
显低于对照组(24.7%, 14.8%, 21.4% vs  69.5%, 
t  = 2.378, 2.584, 2.472, P 均<0.05), 但300 g/L 
mPEG处理组的杀伤率最低(14.8% vs  24.7%, 
21.4%, t  = 2.285, 2.383, P均<0.05).

结论: mPEG有效掩蔽大鼠胰岛表面抗原, 且
不影响胰岛细胞的活性及胰岛素分泌功能, 具
有较好的免疫修饰作用.
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■背景资料
胰岛移植作为治
疗糖尿病的有效
措施之一, 是目前
细胞移植研究的
热点之一. 特别是
胰岛干细胞培养
及分化研究的迅
速进展, 使得免疫
排斥反应成为胰
岛移植临床应用
的主要限制因素.

■研发前沿
目前多用生物材
料制成免疫隔离
装置如中空纤维, 
血管内装置, 或以
海藻酸钠-聚赖氨
酸为基础的大包
囊或微包囊, 通过
免疫隔离作用有
效地延长了胰岛
移植物存活时间, 
但仍然存生物相
容性不够, 物质交
换和胰岛素分泌
障碍等缺陷. 新型
高分子生物材料
m P E G 给胰岛移
植带来新的希望.
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0  引言

胰岛移植由于简单易行和安全性高的特点, 近
年来在糖尿病的细胞治疗中受到愈来愈多的关

注, 但强烈的移植排斥反应限制了胰岛移植在

临床中的应用[1]. 我们采用有机高分子材料单

甲氧基聚乙二醇(methoxy-polyethylene glycol, 
mPEG)包裹大鼠胰岛细胞, 利用mPEG对细胞表

面抗原免疫掩蔽作用, 观察其对胰岛免疫原性

及胰岛细胞生物活性的影响, 以探讨其用于胰

岛移植时免疫修饰的可行性. 

1  材料和方法

1.1 材料 Wistar和SD♂大鼠, 体质量250-300 g, 
由华中科技大学同济医学院实验动物中心提

供; mPEG (M r 5000, mPEG-SPA)、Ⅴ型胶原

酶、链脲佐菌素(STZ)、RPMI 1640购自Sigma
公司; Ficoll 400购自Pharmacia公司; 小牛血清

购自Gibico公司. 125I2-胰岛素放射免疫分析试剂

盒购自北京原子能研究所. Wistar大鼠进行胰

管原位插管, 灌注Ⅴ型胶原酶(38℃, 0.5 g/L, 含
7.5 mmol/L Ca2+的Hanks液, pH 7.8) 4 mL, 使胰

腺充分膨胀, 原位消化5 min. 处死并完整摘除胰

腺, 置于上述Ⅴ型胶原酶溶液6 mL中, 将胰腺剪

碎, 38℃水浴振荡消化30 min. 用Ficoll 400进行

不连续密度梯度(250, 230, 200, 110 g/L)离心, 吸
取23%-20%, 20%-11%界面细胞, 即为纯化的胰

岛细胞. 经Ⅴ型胶原酶消化分离, Ficoll 400密度

梯度纯化, 制备的胰岛纯度为95%, 光镜下DTZ 
染色后, 胰岛细胞团染成腥红色或红色, 外分泌

组织不着色, 呈圆形、椭圆形或不规则形. 分离

纯化后的组织悬液用双硫腙(双硫腙10 mg, 无
水乙醇3 mL, 250 g/L氨水50 mL)进行染色, 挑取

100个当量(每1个胰岛当量相当于直径150 mm
的胰岛细胞团)的胰岛细胞, 置于37℃, 50 mL/L 
CO2培养箱中培养[1].
1.2 方法 

1.2.1 mPEG包裹胰岛 将培养1 d的胰岛用PBS洗
涤2次. 将洗涤后的胰岛悬浮于含有11 mmol/L葡
萄糖的PBS 500 μL中(pH 8.0). 分别称取mPEG 
0.10, 0.15, 0.20 g, 完全溶于上述悬液中, 使
mPEG的终浓度为200 g/L(A组), 300 g/L(B组), 
400 g/L (C组), 置于CO2的培养箱中反应1 h, PBS

洗涤1次后继续培养. 
1.2.2 葡萄糖刺激实验 将不同组胰岛分别置低

糖(含2.8 mmoL/L葡萄糖)和高糖(含16.7 mmoL/L
葡萄糖+10 mmoL/L氨茶碱), CO2的培养箱中孵

育4 h, 放射免疫法检测培养液中的胰岛素含量. 
1.2.3 同种异体脾脏淋巴细胞对胰岛杀伤实验  
无菌取出SD大鼠脾脏组织, 碾磨法获取细胞悬

液后用Tris-NH4Cl溶解红细胞, 多次洗涤后获取

淋巴细胞悬液并计数, 调节细胞浓度至1×108/L. 
以对照组和不同浓度mPEG处理组胰岛为靶细

胞进行细胞毒实验, 分别以不同效靶比(12.5∶
1, 25∶1, 50∶1, 100∶1)培养72 h, 倒置显微镜

动态观察胰岛及淋巴细胞形态改变, 终止反应

后加入100 μL乳酸脱氢酶(LDH)室温反应10-30 
min, 在酶标仪570 nm处测A值以评定细胞杀伤

率(%) = (杀伤组A值-阴性对照组A值)/(最大释

放组A值-阴性对照组A值)×100%[2].
统计学处理 应用SPSS软件对各组试验数据

进行统计学分析.

2  结果

2.1 胰岛体外生物学活性 培养3 d, 用葡萄糖刺激

实验检测表明, 不同组胰岛细胞的胰岛素分泌

功能无明显差异(表1). 
2.2 体外混合培养同种异体大鼠脾淋巴细胞与

胰岛 对照组16 h后胰岛周围出现明显的淋巴细

胞聚集现象, 24 h后出现胰岛破坏, 48 h被破坏

胰岛逐渐增多; 实验组16 h后胰岛周围未出现

明显的淋巴细胞聚集现象. 连续观察72 h以上, 
仅出现少量被破坏胰岛(图1). 细胞杀伤实验表

明各处理组的最大杀伤率分别为24.7%, 14.8%, 
21.4%, 均显著低于对照组(69.5%, t  = 2.378, 
2.584, 2.472, P <0.05); 其中300 g/L mPEG组杀伤

率最低(P <0.05,  图2).

3  讨论

胰岛移植作为治疗糖尿病的有效措施之一, 正
受到愈来愈多的关注, 然而移植排斥反应限制

■相关报道
文 献 报 道 ,  将
m P E G 衍生物用
于修饰红细胞的
ABH血型抗原和
淋巴细胞的HLA
抗原, 有效降低红
细胞和淋巴细胞
的免疫原性, 但对
于 m P E G 对胰岛
免疫修饰的研究
则甚少.

■创新盘点
与以往应用生物
材料包裹胰岛细
胞从而产生免疫
隔离效应不同, 该
研究应用 m P E G
的甲氧基团与胰
岛表面MHC抗原
分子的氨基酸残
基 结 合 ,  使 同 种
异体淋巴细胞不
能识别胰岛表面
M H C 抗 原 分 子 , 
从而发挥免疫修
饰作用. 同时证实
m P E G 对与胰岛
细胞的生物活性
没有显著影响, 为
m P E G 的临床应
用提供理论基础.

表  1  mPEG包裹对大鼠胰岛分泌功能的影响 (mean±
SD, μU/L)

                                                                      mPEG

                                       200 g/L            300 g/L            400 g/L

低      6.63±1.74     5.49±1.56     5.91±1.80     5.54±1.27

高    25.85±5.22   24.23±4.86   25.29±4.77   23.43±4.31

糖相      对照组
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其在临床广泛应用. 近来研究表明, 利用生物材

料制成免疫隔离装置如中空纤维、血管内装

置、以海藻酸钠-聚赖氨酸为基础的大包囊或微

包囊, 可有效隔离胰岛细胞与免疫细胞, 使免疫

细胞不能直接损伤胰岛, 从而避免或缓解排斥

反应的发生. 但他仍然存在着诸多缺陷: (1)材料

的生物相容性不够, 使巨噬细胞在局部聚集发

生纤维化进而造成隔离装置的降解; (2)尽管隔

离装置为生物半透膜, 仍然在一定程度上存在

着物质交换和胰岛素分泌障碍; (3)免疫球蛋白

和补体仍然可能穿透生物材料并对胰岛造成损

伤. 因此需要发展新的生物材料以进一步改善

胰岛移植效果[3-4]. 最近研究发现, 有机高分子化

合物mPEG具有与蛋白质大分子结合后遮蔽其

抗原性的特点. mPEG是以聚乙二醇为骨架的线

性高分子化合物, 具有许多优良的化学特性, 无
免疫原性、低毒, 其惰性基团-甲氧基, 可与不同

的氨基酸残基通过胺酯键形成稳定的化学连

接[5], 在细胞表面形成一层由线性单链mPEG构

成的水化膜具有屏障作用, 可在细胞表面的受

体与其相应的配体间形成空间位阻, 阻断受体

与配体的结合和识别. 文献报道, 将mPEG衍生

物用于修饰红细胞的ABH血型抗原和淋巴细胞

的HLA抗原, 有效降低红细胞和淋巴细胞的免

疫原性, 但对于mPEG对胰岛免疫修饰的研究则

甚少[6-8]. 
我们通过同种异体胰岛淋巴细胞混合反应

模拟体内胰岛移植模型, 观察到SD大鼠淋巴细

胞对mPEG修饰的Wistar大鼠胰岛的杀伤效应明

显降低, 表明mPEG通过其甲氧基团与胰岛表面

MHC抗原分子的氨基酸残基结合, 使同种异体

淋巴细胞不能识别胰岛表面MHC抗原分子, 从
而避免诱导免疫排斥反应. 为探讨mPEG包裹的

最佳反应浓度, 我们采用200, 300, 400 g/L 3种
不同浓度的mPEG进行包裹. 结果显示300 g/L 
m P E G包裹后的胰岛的免疫原性最弱 ,  表明

mPEG浓度过高或过低均可能使mPEG与表面抗

原氨基酸残基不能达到饱和连接, 从而仍有可

■应用要点
本研究从反应浓
度的角度, 初步探
讨了最佳反应条
件. 为进一步改善
免疫修饰作用, 则
应从反应时间, 并
以 m P E G 为基本
基团加上不同改
构残基等角度进
行深入研究.

图  1  同种异体脾脏淋巴细胞与Wistar大鼠胰岛混合培养结果(倒置显微镜×200). A: 对照; B: 200 g/L mPEG; C: 300 g/L 

mPEG; D: 400 g/L mPEG.

■名词解释
1 免疫隔离: 是指
通过生物材料包
裹胰岛细胞, 有效
隔离胰岛细胞与
免疫细胞, 使免疫
细胞不能直接损
伤胰岛, 从而避免
或缓解排斥反应
的发生. 
2 免疫修饰: 是指
m P E G 的惰性基
团-甲氧基 ,  可与
不同的氨基酸残
基通过胺酯键形
成稳定的化学连
接, 在细胞表面形
成一层由线性单
链 m P E G 构成的
水化膜具有屏障
作用, 可在细胞表
面的受体与其相
应的配体间形成
空间位阻, 阻断受
体与配体的结合
和识别, 使免疫细
胞不能识别胰岛
素表面的MHC抗
原, 从而避免排斥
反应的发生.
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图  2  同种异体脾脏淋巴细胞对Wistar胰岛杀伤效应. 
aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  200 g/L和400 g/L mPEG处理

组.
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能诱导不同程度的免疫排斥反应. 为进一步探

讨mPEG用于体内胰岛移植的安全性, 我们还检

测了mPEG包裹后胰岛活性及胰岛素分泌功能

的改变. 结果表明, 对照组与各实验组在培养不

同时间细胞存活率无明显改变, 同时低糖相、

高糖相的胰岛素分泌水平无显著性差异. 提示

mPEG与以往的免疫隔离材料不同, 他并非在胰

岛表面形成一层包膜, 因而不影响胰岛与外环

境的物质交换以及胰岛素分泌和释放. 本研究

结果表明, mPEG对胰岛细胞具有较好的免疫修

饰作用, 化学性质稳定且不影响胰岛的生物活

性, 但应对不同残基衍生物及反应条件进一步

优化以有效缓解胰岛移植排斥反应. 
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■同行评价
糖尿病是人类常
见多发病, 其发病
机制及治疗的研
究是医学研究的
难点之一 .  最近 , 
异体或异种胰岛
细胞移植是治疗
糖尿病新探索. 本
研究立足于研究
单甲氧基聚乙二
醇(mPEG 5000)对
Wistar大鼠胰岛
表面抗原的掩蔽
作用及对胰岛素
分泌功能的影响, 
以解决胰岛细胞
异体移植的排斥
反应. 该研究选题
新颖, 具有很强的
科研价值.
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