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Abstract
AIM: To observed whether the elevated vascular 
endothelial growth factor (VEGF) expression, 
induced by VEGF165-transfected vascular 
endothelial cells (VEC), can affect the angiogene-
sis and function of the grafts.

METHODS: The diabetic rats were divided into 
3 groups, named group A, B and C, respectively. 
The rats in group A received 300-IEQ islets 
transplantation under the capsule of the kidney. 
The rats in group B underwent VEC and islets 
transplantation, while those in group C were 
transplanted with islets and VEC transfected by 
pIRES2-EGFP/VEGF165 plasmid. The levels of 
blood glucose and insulin were evaluated after 
operation every other day. Intravenous glucose 

tolerance test (IVGTT) was performed 10 d after 
transplantation. HE and immunohistochemical 
staining was used to detect the expression of 
insulin-6, VEGF and CD34 in the rat kidney. The 
microvessel density (MVD) was also calculated.

RESULTS: The blood glucose and insulin in 
group C restored to the normal level 3 d after 
transplantation. In contrast, diabetic rats in 
group A and B displayed moderate hypergly-
cemia, and no significant difference was found 
between the two groups. IVGTT showed both 
the K value in group C was 2.69, which was sig-
nificantly higher than that in group A or B (K = 
1.9 or 1.87). HE and immunohistochemical stain-
ing showed that a large amount of islet grafts 
were observed under the capsule of the kidney 
in group C, which were positively stained by in-
sulin-6Ab and VEGF Ab. In the mass of the cells, 
the VEC positively stained by CD34 were ob-
served. The similar mass was observed in group 
A and B, but with few positive cells stained by 
insulin-6 Ab and CD34 Ab. No positive cells 
stained by VEGF appeared in group A and B. 
The MVD in group C was markedly higher than 
that in group A or B (74.3 ± 6.74 vs 11.43 ± 2.22, 
10.9 ± 2.45, P < 0.05).

CONCLUSION: VEGF165-transfected VEC-
induced expression of VEGF can stimulate the 
angiogenesis and reduce the mortality of the 
grafts, and further improve the outcome of islet 
transplantation.
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摘要
目的: 探讨VEGF165转染大鼠血管内皮细胞诱

www.wjgnet.com

®

■背景资料
胰岛移植是治疗
糖尿病的有效手
段之一, 但供胰量
大、移植物长期
存活率低仍是阻
碍胰岛移植发展
的“瓶颈”. 造成
这种现象的主要
原因之一是胰岛
分离纯化过程中
破坏了其内部的
微循环系统, 导致
移植后无法象胰
腺移植那样立即
恢复血运. 移植后
早期(7-14 d)内近
70%移植胰岛因
缺血、缺氧死亡. 
在移植早期, 胰岛
的存活率在很大
程度上依赖于再
血管化的时间和
程度.



导移植胰岛再血管化及对功能的影响. 

方法: 受体糖尿病大鼠随机分为3组, 对照组
于肾被膜下移植300当量(1当量相当于1个直
径为150 μm的胰岛)胰岛, 转染组和内皮细胞
组分别加入1×106转染质粒pIRES2-EGFP/
VEGF165的血管内皮细胞和正常血管内皮细
胞. 移植后监测血糖及血清胰岛素水平. 术后
10 d行静脉糖耐量实验(IVGTT). 术后14 d, 取
受者肾脏HE染色及Insulin-6, VEGF和CD34 
免疫组化染色, 计算微血管密度. 

结果: 实验组大鼠于移植术后3 d血糖及胰岛
素水平恢复正常. 对照组和内皮细胞组虽有
所改善, 但未恢复到正常水平. IVGTT显示实
验组K值(K = 2.69)与正常大鼠相似, 对照组和
内皮细胞组K值分别为1.9和1.87, 两组间无明
显差异, 而与实验组有明显差异(P <0.05). 实
验组大鼠肾被膜下可见成团胰岛, Insulin-6免
疫组化呈阳性, 周围及内部有大量内皮细胞. 
VEGF165免疫组化及CD34免疫组化染色呈阳
性. 对照组和内皮细胞组肾被膜下的细胞团中
心细胞较少, 部分被纤维组织代替, 内部仅有
少量CD34染色阳性的内皮细胞. Insulin-6免疫
组化仅有少量细胞染成棕黄色. VEGF165免疫
组化呈阴性. 对照组(11.43±2.22)和内皮细胞
组MVD(10.9±2.45)无显著差异, 而与实验组
间(74.3±6.74)有明显差别(P <0.05).

结论: VEGF165转染大鼠血管内皮细胞可以诱
导移植胰岛新生血管生成, 促进再血管化, 降
低移植胰岛早期死亡率, 减少供胰用量.

关键词: 胰岛移植; 再血管化; 血管内皮生长因子

165; 基因转染; 血管内皮细胞
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0  引言

胰岛移植是治疗糖尿病的有效手段之一, 但供

胰量大、移植物长期存活率低仍是阻碍胰岛移

植发展的“瓶颈”. 造成这种现象的主要原因

之一是胰岛分离纯化过程中破坏了其内部的微

循环系统, 导致移植后无法象胰腺移植那样立

即恢复血运[1]. 移植后早期(7-14 d)内近70%移植

胰岛因缺血、缺氧死亡[2]. 在移植早期, 胰岛的

存活率依赖于再血管化的时间和程度[3]. 本实验

拟将转染VEGF165的大鼠血管内皮细胞与胰岛
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共同移植到糖尿病大鼠肾被膜下, 在胰岛移植

的部位造成局部高VEGF环境诱导移植胰岛再

血管化, 改善微循环, 降低胰岛移植物早期死亡

率, 减少供胰用量. 

1  材料和方法

1.1 材料 供受者均采用♂Wistar大鼠(中国医科

大学动物中心提供), 体质量150±20 g. 受者大

鼠于移植前14 d, 采取链尿霉素化学灼伤法[4] 

(20 g/L STZ, 65 mg/kg, ip)造成糖尿病大鼠模型

(连续3 d在非禁食情况下, 血糖>16.8 mmol/L). 
根据移植物不同随机分为3组(n = 10), 实验组: 
胰岛与转染VEGF165的大鼠血管内皮细胞共同

移植; 内皮细胞组: 胰岛与正常大鼠血管内皮细

胞共同移植; 对照组: 仅进行胰岛移植. pIRES2-
EGFP/VEGF165质粒经扩增、鉴定后, 采用层析

法大量提纯, 回收. 采用胶原酶消化贴片法培养

大鼠血管内皮细胞. 取2-5代细胞备用, 采用脂

质体法转染, 转染72 h后收集备用, 采用明尼苏

达大学改良方法分离纯化胰岛[2]. 供鼠经戊巴

比妥麻醉开腹后, 逆行胆管插管, 缓慢灌注含

消化酶(胶原酶Ⅴ型, 1.5 mg/kg)的Hanks缓冲液

10-12 mL, 使胰腺完全膨胀. 完整切取胰腺后置

入含相同浓度胶原酶的缓冲液中, 37℃水浴消

化15-20 min. 消化的胰腺组织离心, 经80目不锈

钢筛网过滤后, 采用250, 230, 205, 110 g/L Ficoll
和Hanks液梯度密度离心(4℃, 3000 r/m i n×
10 min), 于230, 110 g/L层交界间吸取胰岛细胞. 
经Hanks液洗3次, 备用.
1.2 方法 收集正常血管内皮细胞和转染VEGF165

血管内皮细胞, 计数1×106细胞离心去除上清备

用. 将纯化后的胰岛离心, 弃上清, 取锥形离心

管底部的沉淀. 倒置显微镜下手检计数300当量

胰岛, 与上述血管内皮细胞混合. 将细胞移植至

大鼠右肾被膜下. 
1.2.1 移植胰岛功能检测 移植术后24 h开始尾

静脉采血血糖仪检测大鼠空腹血糖 ,  以血糖

<7.8 mmol/L判定移植物存活, 移植有效. 空腹

条件下, 隔天采尾静脉血, 采用化学发光免疫方

法(美国雅培AXSYM)检测血清胰岛素水平. 于
移植术后10 d行静脉糖耐量实验(IVGTT). 大鼠

禁食12 h后, 戊巴比妥麻醉, 于尾静脉快速注射

500 g/L葡萄糖溶液(0.5 g/kg), 以开始注射至注

射完毕之间的任何时间为0点, 在注射后1, 5, 10, 
15, 30, 60及90 min, 于尾静脉采血检测血糖. 将
5 min至30 min范围内测得的血糖值取自然对数, 
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■研发前沿
以往关于胰岛移
植的研究多数集
中在改进胰岛分
离、纯化过程, 建
立低毒高效的免
疫抑制剂方案方
面. 近年来人们开
始意识到胰岛微
循环的重要性, 其
不仅是胰岛生存
的必需环境, 也是
发挥生理功能的
必要条件. 移植早
期迅速重建移植
胰岛微循环, 将有
助于降低胰岛移
植物早期死亡率, 
提高存活率, 减少
供胰用量.
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并进行直线回归, 通过回归系数计算T1/2(即从

该范围内某一血糖值下降到其一半时的时间), 
再按公式: K = (0.69/T1/2)×100算出K值[5]. 
1.2.2 组织形态学检查 于移植后14 d, 切取糖

尿病受者大鼠肾脏标本, HE及Insulin-6, VEGF, 
CD34免疫组化染色, 光镜下观察组织形态学变

化. 微血管呈棕黄色, 计数方法为盲法下每张切

片在移植胰岛部位选择5个血管最高的区域, 在
200倍下由3个病理医生独立计数, 求微血管密

度(microvascular density, MVD)平均数. 微血管

判定标准: 凡染成棕黄色的数个内皮细胞或内

皮细胞簇均为一个血管计数, 管腔大于8个红细

胞大小, 有较厚肌层的血管不计数[6].
统计学处理 所用数据以平均数±标准差表

示, 采取方差分析q检验, P <0.05为有统计学差

异, 所有数据均由SPSS 10.0软件处理.

2  结果

2.1 胰岛功能 实验组大鼠于移植术后3 d空腹血

糖恢复正常. 对照组和内皮细胞组于术后3 d血
糖有所下降, 但未能恢复到正常水平, 平均波动

在13-14 mmol/L之间. 对照组和内皮细胞组的血

糖值与术后同一时间的实验组相比有显著差异

(P <0.05), 但这两组相比无显著性差异(P >0.05, 
图1A), 实验组大鼠于移植术后2 d胰岛素分泌水

平开始上升, 3-4 d后恢复正常水平. 对照组和内

皮细胞组于术后2 d胰岛素分泌有所增加, 但幅

度不大, 未达到正常水平. 对照组和内皮细胞组

的胰岛素水平与术后同一时间的实验组相比有

显著差异(P <0.05), 但这两组相比无显著性差异

(P >0.05, 图1B). 于术后10 d行IVGTT发现移植组

糖耐量曲线与正常大鼠相似. 而对照组和内皮

细胞组大鼠注射高糖溶液后, 血糖升高明显, 在
90 min后仍未恢复正常. 实验组、内皮细胞组和

对照组K值分别为2.69, 1.9和1.87. 内皮细胞组和

对照组在血糖水平和动力学方面与实验组有明

显差异, 但这两组之间无明显差异. 
2.2 病理学检查 实验组大鼠肾被膜下可见有成

团的核深染细胞, 不同于肾小球和肾小管细胞, 

 

图 1 大鼠胰岛移植术后血糖和胰岛素水平. A: 血糖; B: 胰岛素. 
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图 2 肾被膜下移植胰岛(HE×400). A: 对照组; B: 内皮细胞
组; C: 实验组.

■相关报道
许多研究试图在
局 部 造 成 V E G F
高 浓 度 环 境 ,  包
括 :  直 接 注 射 人
重组VEGF; 应用
V E G F 的 蛋 白 制
剂; 在移植部位应
用 V E G F 缓 释 系
统持续给药等. 但
V E G F 在 体 内 半
衰期极短, 直接注
射和应用蛋白制
剂难以在移植局
部维持足够的浓
度, 且受到移植部
位的限制. 改良微
囊、应 用 V E G F
缓释系统虽然有
一定效果, 但受到
微囊的生物可容
性、释放浓度、

持续时间等多种
不确定因素的影
响.
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核深染、胞质较少, 排列成团但并不形成管腔, 
也不具备肾小球的囊壁结构, 周围可见大量核

呈细长状的内皮细胞, 并可见部分细胞伸入到

细胞团内部. 对照组和内皮细胞组也可见类似

结构, 但细胞团中心细胞较少, 部分被纤维组织

代替. 对照组细胞团周围无内皮细胞围绕, 而内

皮细胞组周围虽然可见内皮细胞, 但细胞团内

部未发现类似细胞(图2). 胰岛素免疫组化实验

组大鼠肾被膜下可见上述成团的细胞染成棕黄

色, 呈颗粒状, 证实确为有功能的胰岛. 对照组

和内皮细胞组上述类似细胞团仅有少量细胞染

成棕黄色, 证明上述细胞可能是移植胰岛但功

能丧失(图3). VEGF165免疫组化实验组大鼠肾被

膜下可见有抗胰岛素抗体免疫组化染色呈阳性

的细胞团同样抗VEGF免疫组化染色也呈阳性. 
而对照组和内皮细胞组无阳性染色(图4). CD34
免疫组化实验组大鼠肾被膜下可见有抗胰岛素

抗体免疫组化染色呈阳性的细胞团同样抗CD34
免疫组化染色也呈阳性, 胰岛细胞团内部可见

有大量细胞胞质染成棕黄色. 而对照组和内皮

细胞组胰岛细胞团周围虽有阳性细胞, 但内部

仅有少量阳性细胞染色, 于实验组之间有明显

差异(图5). MVD实验组大鼠肾被膜下胰岛内部

MVD平均为74.3±6.74, 对照组和内皮细胞组

MVD分别为11.43±2.22和10.9±2.45, 两组与实

验组间有明显差别(P <0.05), 而对照组和内皮细

胞组两组间无明显差别(P >0.05). 

3  讨论

胰岛移植与胰腺移植相比具有对全身干预小、

手术简单、并发症少等优点 .  但供胰需求量

大、移植物生存率和胰岛素不依赖率低等制约

了胰岛的广泛应用. 近期研究发现, 胰岛移植物

在移植后早期(7-14 d内)有近70%的胰岛失功[7]. 

A

B

C

图 3 肾被膜下移植胰岛Insulin-6(SABC×400). A: 对照组; 
B: 内皮细胞组; C: 实验组.

A

B

C

图 4 肾被膜下移植胰岛VEGF(SABC×400). A: 对照组; B: 
内皮细胞组; C: 实验组.

■创新盘点
本实验并不以胰
岛细胞作为直接
的 靶 细 胞 ,  而 创
新性采用同源的
大鼠血管内皮细
胞 作 为 载 体 ,  在
不增加异种抗原
的基础上在移植
局部高浓度表达
VEGF, 促进再血
管化进程.
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导致失功的原因有很多, 主要包括胰岛入血后

即刻发生的血液介导的炎性反应、移植早期供

胰岛血管尚未阶段造成的缺血缺氧损伤以及免

疫攻击等[8-10]. 近年来, 移植胰岛再血管化问题受

到人们的普遍关注, 认为移植胰岛的存活在很

大程度上, 尤其是在早期取决于其血管化的程

度和速度. 胰岛的血运十分丰富, 血流占胰腺的

10%, 具有密集的毛细血管网以保证足够的组织

供氧[11]. 胰岛内门脉系统具有特殊的血流灌注顺

序, B细胞→A细胞→D细胞和PP细胞, 这也是胰

岛细胞内相互联系和激素分泌调节的基本条

件[12]. 本实验采用肾被膜下将大鼠血管内皮细胞

或VEGF165转染的大鼠血管内皮细胞与胰岛共

同移植, 观察内皮细胞及VEGF165诱导移植胰岛

再血管化及对功能影响. 肾被膜下胰岛移植模

型, 属于异位胰岛移植, 移植胰岛限于肾被膜下

形成细胞团, 便于观察血管形成情况. 本实验移

植300当量胰岛, 对于大鼠来说, 该数量为边缘

数量, 即不能完全满足糖尿病大鼠的需求, 以便

于术后利用大鼠血糖水平变化监测移植胰岛功

能以及实验因素对胰岛功能的影响. 本实验表

明, 单纯接受移植胰岛的大鼠术后虽然血糖有

所下降但未降到正常水平, 证明移植胰岛存在

死亡现象. 病理学观察也证实在胰岛中心的B细
胞已经被大量结蒂组织代替, 仅有少量细胞残

留被抗胰岛素抗体染成棕黄色. 
胰岛分离纯化过程中破坏了其内部的微循

环系统, 原有的血管内皮细胞连续性遭到破坏

需要进行微循环重建, 异体胰岛移植物再血管

化较晚. Furuya et al [13]研究发现, 移植在肾被膜

下的胰岛原有的血管内皮细胞逐渐减少, 至移

植术后第5天完全消失, 至术后第7-14天才开始

从周边逐渐形成毛细血管雏形, 4 wk后方能完

全重建特有的灌注系统. 本实验也观察到术后

14 d, 单纯接受胰岛移植组的移植物内部的内

皮细胞几乎完全消失, 周围虽有内皮细胞, 但未

向内部延伸, 表明再血管化尚未开始. 血流系统

重建依赖于结构基础和微环境基础. 有人认为

在胰岛分离纯化过程中胰岛内部原有的内皮细

胞被破坏是导致微循环系统重建延迟的重要原

因[14]. 本实验将血管内皮细胞与胰岛共同移植, 
为再血管化提供了良好的结构基础, 但实验结

果表明虽然血管内皮细胞存活, 但处于静止状

态, 并没有向胰岛内皮生长延伸, 没有形成血窦. 
与单纯胰岛移植组相比, 胰岛功能无明显改善. 
因此我们认为胰岛内原有的供体血管内皮细胞

及受体内的毛细血管和毛细血管后小静脉已经

构成了血管新生的良好的结构基础. 因此微环

境基础, 即各种促血管生成因子才是再血管化

的关键因素. 
VEGF165是VEGF家族中发挥生物学效应的

主要成分, 可高效特异地作用于血管内皮细胞, 
有强烈的促分裂和趋化作用, 并可增强微血管

通透性, 促进血浆纤维蛋白外渗, 为血管形成过

程中多种细胞迁移提供一个纤维网络[15-16]. 可以

通过内皮细胞上的两个特殊受体flt和flk(KDR)
作用, 直接刺激内皮细胞增殖并产生纤维蛋白

溶酶原激活剂和胶原酶, 促进内皮细胞移动和

血管生成[17]. 目前已经广泛应用于缺血性疾病

的治疗[18]. 组织在受到缺血缺氧刺激时, 内源性

VEGF表达会有所增加[19], 但不足以尽快恢复

内皮细胞的完整性. 这在移植胰岛中也得到了

证明[20]. 许多研究致力于给予移植胰岛外源性

A

B

C

图 5 肾被膜下移植胰岛CD34(SABC×400). A: 对照组; B: 
内皮细胞组; C: 实验组.

■应用要点
胰岛分离纯化提
高后, 胰岛移植并
未出现所预料的
大幅度进步, 胰岛
早期大量死亡又
成为制约胰岛移
植发展的主要障
碍和难以突破的
“瓶颈”. 通过本
研究可为这一问
题提供解决途径, 
减少供胰用量, 为
临床大量开展胰
岛移植增加可行
性、奠定基础.
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 VEGF, 试图在局部造成VEGF高浓度环境, 其途

径包括: 直接注射人重组VEGF[21]; 应用VEGF的
蛋白制剂; 在移植部位应用VEGF缓释系统(在
胰岛微囊上包被VEGF)持续给药等. 但VEGF在
体内半衰期极短(<6 min), 直接注射和应用蛋白

制剂难以在移植局部维持足够的浓度, 必须反

复大剂量给药, 往往带来很大不便. 且受到移植

部位的限制(只能在皮下等容易注射的部位进

行治疗), 临床应用前景较差[22]. 改良微囊、应用

VEGF缓释系统虽然有一定效果, 但受到微囊的

生物可容性、释放浓度、持续时间等多种不确

定因素的影响, VEGF在体内持续时间仍较短, 
仅1-3 d左右, 不能满足移植胰岛的需要[23]. 因
此, 寻找一种能够在移植胰岛局部持续高表达

VEGF的方法是促进血管生长的关键. 
本实验利用基因转染技术, 以VEGF基因为

目的基因, 使VEGF以旁分泌和自分泌的形式在

移植局部形成高浓度, 为新生血管形成创造良

好的微环境, 诱导移植组织再血管化. 但胰岛本

身是一种不具有分化能力的细胞, 一般的转染

效率很低, 有实验成功的利用腺病毒载体[24]和

改良于HIV病毒的lenti病毒载体转染胰岛[25], 但
病毒载体存在一些潜在危险, 如在宿主体内过

度复制, 对机体基因组DNA产生不良影响等. 鉴
于以上原因, 本实验并不以胰岛细胞作为直接

的靶细胞, 而采用同源的大鼠血管内皮细胞作

为载体, 在不增加异种抗原的基础上在移植局

部高浓度表达VEGF, 促进再血管化进程. 血管

内皮细胞既是再血管化的必需的结构基础, 也
是VEGF165作用的靶细胞, 且具有取材方便, 便
于培养等优点, 是一种良好的中介细胞. 本实验

证明VEGF165转染的大鼠血管内皮细胞于移植

后14 d在局部仍能表达较高浓度的VEGF. 同时, 
CD34免疫组化染色显示共同移植的胰岛内部内

皮细胞明显增多, 出现了明显的血窦. 移植胰岛

功能得到明显改善, 虽然移植边缘数量的胰岛, 
但术后3 d血糖水平以及胰岛素分泌水皮恢复正

常, 说明移植胰岛早期因为缺血缺氧而导致死

亡的现象得到改善, 死亡数量减少, 供胰需求量

明显减少. 胰岛分离纯化提高后, 胰岛移植并未

出现所预料的大幅度进步, 胰岛早期大量死亡

又成为制约胰岛移植发展的主要障碍和难以突

破的“瓶颈”. 通过本研究可为这一问题提供

解决途径, 减少供胰用量, 为临床大量开展胰岛

移植增加可行性、奠定基础. 
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■同行评价
本 研 究 采 用
VEGF165转染大鼠
血管内皮细胞, 探
讨诱导移植胰岛
再血管化及对功
能影响, 具有一定
的科研和临床意
义.
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