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■背景资料
胰岛移植是治疗
糖尿病的有效替
代方法之一, 但目
前人胰岛移植存
在 来 源 困 难 ,  技
术要求高, 费用昂
贵, 因此不适合我
国国情. 而���用猪
胰岛代替人胰岛
来治疗糖尿病却
有着广阔的开发
前景.
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Abstract
AIM: To assess the efficacy of Wuzhishan minia-
ture pig islets in the treatment of diabetic rats.  

METHODS: Adult male miniatures pigs and 
market pigs were used as donors. After col-
lagenase digestion, the islets were purified and 
intraportally transplanted into diabetic SPF rats, 
with  cyclosporine (20 mg/kg) intramuscularly 
injected as an immunosuppressive agent. Islet 

graft survival was monitored by the detection 
of changes in blood sugar and liver histology in 
diabetic rats.

RESULTS: Islet yield was 4 608 IEQ/g ± 593 
IEQ/g in the miniature pig group and 3 820 IEQ/g 
± 718 IEQ/g in the market pig group. On day 
1 after transplantation, the blood glucose de-
creased to normal in 84.6% of diabetic rats in 
both groups. Islet survival time was 3-5 d (me-
dian: 4.5 d) in the miniature pig group and 2-4 d 
(median: 3.7 d) in the market pig group. Kaplan-
Meier analysis showed no significant difference 
between the two groups.

CONCLUSION: The Wuzhishan miniature pigs 
are an ideal donor species for islet xenotransplanta-
tion due to high islet yield and good islet function.

Key Words: Miniature pigs; Islets; Yield; Transplan-
tation
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摘要

目的: 探讨小型猪胰岛治疗糖尿病大鼠的作
用和功效.

方法: 成年健康♂五指山小型猪和普通家猪
作为胰岛供体. 胰腺获取后经胶原酶消化后进
行胰岛提取纯化, 纯化后的胰岛通过门静脉移
植到糖尿病SPF大鼠的肝内, 术后每天肌注环
孢菌素(20 mg/kg)作为免疫抑制剂, 并通过检
测糖尿病大鼠的血糖变化和肝脏组织学检查
来判定胰岛移植后的存活情况和纠正胰岛移
植的效果.

结果: 五指山小型猪胰腺消化后胰岛产量为
4 608 IEQ/g±593 IEQ/g, 纯化后为3 820 IEQ/g
±718 IEQ/g, 纯度为85%, 取自屠宰场猪胰岛
产量为纯化前为3 500 IEQ/g±625 IEQ/g, 纯
化后为2 720 IEQ/g±435 IEQ/g, 纯度为80%. 
两组84.6%糖尿病大鼠在移植术后第1天, 血

■同行评议者
洪天配, 教授, 北
京大学第三医院
内分泌科
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■研发前沿
由于猪胰岛移植
到 人 体 后 ,  会 发
生凝血和排斥反
应 ,  导 致 猪 胰 岛
移植治疗糖尿病
研 究 停 滞 不 进 , 
但近年来随着基
因工程技术的发
展 ,  通 过 对 供 体
猪进行基因改造, 
已经使得猪胰岛
移植的临床前景
更更加广阔. 

糖降至正常. 维持时间: 小型猪胰岛术后存活
时间为3-5 d(中位存活时间: 4.5 d), 普通家猪
胰岛存活时间为2-4 d(中位存活时间: 3.7 d). 经
Kaplan–Meier分析, 两组胰岛存活时间无差别.

结论: 封闭群五指山小型猪分离纯化后的胰
岛产量高, 功能良好, 可以纠正糖尿病大鼠的
高血糖, 适合作为异种胰岛移植的理想供体.

关键词: 小型猪; 胰岛; 异种; 移植
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0  引言

糖尿病目前成为��高发性疾病, 我国是��

糖尿病第一大国, 有9 200万患者和1.4亿糖尿病

前期患者[1]. 虽然胰岛素替代治疗可以很好地

控制糖尿病患者的血糖, 但仍有一部分患者的

血糖不易被胰岛素控制, 波动幅度大, 导致低血

糖昏迷或其他相关并发症其他相关并发症相关并发症[2], 而且有部分患者

长期胰岛素注射后会引起皮下结节, 导致注射

困难. 胰岛移植从2000年开始进入临床试验并

取得了良好的治疗效果, 被认为是胰岛素替代

的有效方法[3], 不但可以有效调节血糖, 而且可

以有效防止糖尿病引起的血管病变, 明显降低

糖尿病、肾病、眼病和高血压等症状. 但是在、肾病、眼病和高血压等症状. 但是在肾病、眼病和高血压等症状. 但是在、眼病和高血压等症状. 但是在眼病和高血压等症状. 但是在

我国, 由于供体来源困难, 胰岛分离技术还不完

善, 使得临床�胰岛移植技术在我国还不能顺

利开展. 而猪胰岛素和�胰岛素在结构上相差

一个氨基酸序列, 因此可以在�体发挥正常功

能而调节血糖, 且随着基因工程技术的发展, 临
床前研究证实了猪胰岛可以长期有效地纠正糖

尿病灵长类动物的血糖, 使科研工作者看见了

临床猪胰岛移植的前景[4,5], 国际相关机构为此制

订了一些政策和指南来引导合适的临床研究[6]. 
我们曾对我国特有的五指山小型猪进行了胰岛

分离纯�的研究, 而且目前国际上的研究证实

小型猪在异种胰岛移植中的优势[7], 因此在本

研究中将对五指山小型猪胰岛治疗糖尿病的功

效进行研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 5只♂成年五指山小型猪, 体质量25-30 kg, 
购自广东省实验动物监测所; 健康♂30只SPF大
鼠, 体质量250-280 g, 购自广东省医学实验动物

中心; 所有动物实验都得到广州医学院动物实

验伦理委员会的审核和批准. 6只普通家猪胰腺

取自嘉禾望岗屠宰场; HBSS购自Sigma公司; 淋
巴细胞分离液(Amersham Bioscience); 胎牛血

清(�美生物工程公司); 胶原酶V、链脲佐菌素、链脲佐菌素链脲佐菌素

(STZ)、双硫宗(DTZ)均购自Sigma公司; 胰岛素、双硫宗(DTZ)均购自Sigma公司; 胰岛素双硫宗(DTZ)均购自Sigma公司; 胰岛素

ELISA试剂盒购自Linco, USA; 羊抗胰岛素抗体

购自Zymed, South SanFrancisco, CA, USA. 
1.2 方法

1.2.1 糖尿病大鼠模型制作: 用柠檬酸液体配制

STZ, 浓度为1%, pH值控制在7.35-7.45. 大鼠称

重后, 腹腔内注射STZ, 剂量为60 mg/kg. STZ注
射后, 尾静脉抽血检测血糖, 当连续2 d血糖高于

22 mmol/L时则认为模型成功. 模型建立成功后

5-7 d进行胰岛移植. 
1.2.2 胰岛消化分离: 胰腺获取修整干净后, 用
含胶原酶V(浓度2 g/L)HBSS溶液通过胰管灌注

胰腺, 胰腺充分膨胀后切成4-6块, 放入��罐

内用蠕动泵进行机械��, 温度控制在37.8 ℃
-38.2 ℃. 待胰腺充分��后用冷HBSS液体中

止, ��液用500目的滤网过滤后1 000 r/min离目的滤网过滤后1 000 r/min离的滤网过滤后1 000 r/min离
心5 min弃去上清液, 收集沉淀的细胞用淋巴分

离液进行梯度离心分离胰岛, 离心密度为1.10、、
1.08、1.06、1.04 g/L. 离心纯�后, 收集纯�的、1.06、1.04 g/L. 离心纯�后, 收集纯�的1.06、1.04 g/L. 离心纯�后, 收集纯�的、1.04 g/L. 离心纯�后, 收集纯�的1.04 g/L. 离心纯�后, 收集纯�的

胰岛, 用双硫宗(DTZ)染色确认, 在镜下根据胰

岛直径的大小(150 μm)计算胰岛IEQ, 胰岛分离

纯�后不经培养直接用于移植. 
1.2.3 胰岛移植: SPF糖尿病大鼠腹腔注射10%
的水合氯醛(350 mg/kg), 取正中切口切开腹部, 
将肠管拖出腹腔后用湿纱布妥善保护后, 大鼠

腰部垫高利于暴露肝门部门静脉. 简单分离门

静脉主干后, 用血管夹夹门静脉主干远端, 用
22G套管针穿刺门静脉, 穿刺后通过留置的套

管注射纯�的不同猪胰岛, 剂量为4 000-5 000 
IEQ/大鼠, 门静脉穿刺处用8-0的Prolene线缝

合1-2针. 移除血管夹, 开放门静脉, 回纳肠管

后关腹. 
1.2.4 移植术后监测: 术后通过尾静脉取血每天

检测糖尿病大鼠血糖变�, 每组术后第1天各取3
只大鼠处死后取出肝脏, 用10%的甲醛固定后石

蜡包埋切片, 切片和蜡块送德国吉森大学进行移

植肝的病理学检查, 用荧光异硫氰酸耦合的胰岛

素抗体检测移植肝内胰岛细胞, 并用荧光显微镜

(Leica DFC420C CCD)观察和处理图像. 
1.2.5 术后胰岛存活情况判定: 术后血糖<11.6 mmol/
L时, 认为胰岛发挥功能, 并存活良好, 当连续2 d

■相关报道
 2006年 ,  Nature 
Medicine 发表了
2 篇 有 关 猪 胰 岛
治疗糖尿病的研
究 ,  取 得 了 良 好
的效果; 2009年 , 
Cooper应用转人
CD46基因的猪胰
岛进行了治疗糖
尿病猴的研究, 取
得了最佳的治疗
效果. 



蒋小峰, 等. 五指山小型猪胰岛对糖尿病大鼠的治疗作用						                1865

www.wjgnet.com

血糖>11.6 mmol/L时则认为胰岛丧失功能. 

2  结果

2.1 小型猪胰岛产量和质量 小型猪胰腺��后

胰岛产量纯�前为4 608 IEQ/g±593 IEQ/g, 纯
�后为3 820 IEQ/g±7 18 IEQ/g, 纯度为85%; 
取自屠宰场猪胰岛产量为纯�前为3 500 IEQ/g
±625 IEQ/g, 纯�后为2 720 IEQ/g±4 35IEQ/g, 
80%. 镜下观察, 小型猪胰岛大小一致, 形态完

整, 活力正常(图1). 体外培养小型猪胰岛在低

糖刺激下释放胰岛素为在低糖和高糖刺激下胰

岛素释放分别为2.18 μU/islet±0.21 μU/islet和
4.211 μU/islet±0.73 μU/islet, 差异有显著性意

义(P <0.01), 而取自屠宰场猪胰岛素释放分别

为1.83 μU/islet±0.36 μU/islet和3.61 μU/islet±
0.72 μU/islet, 差异有显著性, 小型猪胰岛在低

糖和高糖刺激后释放的胰岛素都高于普通家猪

(表1). 
2.2 糖尿病大鼠模型建立 SPF大鼠腹腔内注射

STZ后每天通过尾静脉取血检监测血糖, 当连续

两次血糖≥16.7 mmol/L, 并伴有体质量下降, 多体质量下降, 多下降, 多
尿等症状时, 则认为造模成功. 30只大鼠造模成

功为26只, 成功率为86.7%. 造模成功后5-7 d随
机分成2组进行胰岛移植实验: 小型猪胰岛移植

组和普通家猪胰岛移植组, 每组13只. 
2.3 移植胰岛功能和存活情况 糖尿病大鼠胰岛

移植后, 小型猪胰岛和普通猪胰岛移植后可以

在术后第1天纠正糖尿病大鼠的高血糖, 其中在

两组的糖尿病大鼠中, 每组84.6%糖尿病大鼠

(11只/13只)的血糖恢复正常, 术后第1天每组各

取3只进行肝脏病理学检测, 经胰岛素抗体染色

及荧光镜下观察到胰岛在肝脏内能正常存活并

发挥功能(图2, 绿色为分泌胰岛素的胰岛细胞). 
小型猪胰岛术后存活时间为3-5 d(中位存活时

间: 4.5 d), 普通家猪胰岛存活时间为2-4 d(中位, 普通家猪胰岛存活时间为2-4 d(中位普通家猪胰岛存活时间为2-4 d(中位

存活时间: 3.7 d). 经Kaplan–Meier分析, 两组胰

岛存活时间无差别(图3).

3  讨论

近年来由于�体器官匮乏及基因工程技术的发

展, 使得猪胰岛治疗1型糖尿病的前景越来越可

能[8,9]. 大量的临床前研究证实了猪胰岛在糖尿

病灵长类动物纠正血糖的能力, 但是由于目前

尚缺乏一种能提供稳定胰岛来源的猪种使得异

种胰岛移植目前仍然不能被广泛应用于临床. 
近期的研究认为小型猪可能是比较理想的猪种

来源. 并进行了大量的研究证实了小型猪的优

势[7,10]. 我国是目前��上拥有最丰富小型猪资

图� �� � � � �  1   � � � �分离纯化  
后的猪胰岛经DTZ
染色后在镜下呈
现橘红色, 大小一
致, 包膜完整��. A: 

普通家猪胰岛; B: 

小型猪胰岛.

A

B

■创新盘点
目前国内应用猪
胰岛移植研究所
用的猪种多为杂
交大白猪, 而本研
究所采用的为封
闭群小型猪, 该猪
种遗传背景清楚, 
基因纯合度高. 因
此在供体来源上
保证了个体差异
小, 减少了实验偏
差. 保证了课题的
科学性和有效性, 
也为今后临床研
究提供了有效的
材料来源.

图� ��� �����������  2 � �����������大鼠肝内移植的猪胰岛��. 术后第1天每组各取3只进行

肝脏病理学检测, 经胰岛素抗体染色及荧光镜下观察到胰岛

在肝脏内能够存活(绿色为产生胰岛素的胰岛细胞, 包膜完

整, 蓝色为细胞核).

猪胰岛

累
积

存
活

率

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

0        1        2        3        4         5         6

小型猪胰岛素

家猪胰岛素

胰岛移植存活情况表

移植后存活时间(d)

图� ���� �������  3 �� �������胰岛移植存活情况.
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源的国家, 我国小型猪种类繁多, 品种优良, 因此

在我国对小型猪胰岛的开发与研究更有意义[11]. 
五指山小型猪是生长在我国海南岛少数民

族地区的一种优良地方猪种, 长期进行封闭饲

养, 受外�干扰少, 品种较纯. 封闭群的五指山

小型猪个体差异小, 在我们之前的研究中发现

该品系的胰腺和普通家猪相比无论是解剖形态

还是功能上都有优势, 这就为胰岛分离纯�提

供了一个稳定的平台, 因此我们选择该品系作

为异种胰岛移植的研究. 
本研究中五指山小型猪和普通家猪相比不

仅胰岛产量有了明显地提高, 而且胰岛的功能

也非常良好. 在体外实验中, 小型猪胰岛对糖刺

激的反应优于普通家猪, 反应了小型猪胰岛在

经历机械分离和纯�过程损伤后, 仍然能保持

良好的活力, 证实了小型猪胰岛更能耐受缺氧

和损伤. 在体内实验中, 两组术后的肝脏病理切

片检查中发现了存活的胰岛, 并保持了良好的

分泌功能, 证明了猪胰岛移植治疗糖尿病的可

行性和有效性. 胰岛在移植后数小时发挥作用, 
第1天糖尿病大鼠的血糖就能降到正常, 84.6%
糖尿病大鼠(11只/13只)的血糖恢复正常. 小型猪

胰岛存活时间为3-5 d (中位存活时间: 4.5 d), 普, 普 普
通家猪胰岛存活时间为2-4 d(中位存活时间: 3.7 
d), 两组胰岛存活时间无差别. 这主要由于免疫

排斥和凝血反应的发生, 小型猪胰岛并不能长

期维持功能, 因此如果要长期发挥功能的话, 还
需要对供体进行基因修饰, 如转入�的补体抑

制基因[12], 可以延长胰岛的存活时间. 
总之, 在本研究证实了五指山小型猪在胰岛

的产量优势, 这和Kimm等研究一致. 而且在体

实验证明了其良好的功能. 今后异种胰岛移植

可能成为治疗胰岛素依赖性糖尿病, 特别是脆

性糖尿病的一个有效替代方法[13,14]. 因此五指山

小型猪作为异种胰岛移植供体来源的非常可靠, 
他们不仅饲养容易, 繁殖迅速, 而且可以在一定

程度进行近交繁殖, 保证基因纯度, 使得个体差

异较小, 为我国在利用猪胰岛治疗糖尿病上提

供了一个良好的应用平台. 
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■同行评价
本研究为我国在
异种胰岛治疗领
域提供了一个新
的替代方法, 有着
较高的学术价值
和临床意义.
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