
SD大鼠乳鼠胰岛细胞体外培养方法探讨  

    原代胰岛细胞的分离、纯化、培养中存在成纤维细胞过度生长、胰岛细胞数量较少等问题。原因之一是

成纤维细胞的过度生长消耗了培养液中的营养成分，使胰岛细胞无法正常贴壁生长[1]。为限制成纤维细胞的

生长，目前一般采用Chick等[2]的方法，但效果不甚理想。为了获得足量、纯化和功能良好的原代胰岛细

胞，我们采用胶原酶对胰腺组织进行分次短时间消化，利用成纤维细胞和胰岛细胞贴壁速度差异，在细胞接种

18 h时将未贴壁的细胞转入另一个培养板中。结果成纤维细胞污染明显减少，胰岛细胞贴壁成活率提高，分

别检测胰岛素、淀粉酶含量及葡萄糖刺激下的胰岛素分泌水平，并对胰岛细胞活体染色及免疫组化染色等进行

研究，证实培养的胰岛细胞生物学功能稳定，适合实验研究。 

    

1  材料和方法 

    1.1  实验试剂和实验对象 

    V型胶原酶(Sigma公司)，双硫腙(dithizone，DTZ，Sigma公司)，胎牛血清(杭州四季青公司)，

PRMI1640培养基(Gibco公司)，免疫组化SABC-POD试剂盒(博士德公司)，胰岛素放免测定药盒(中国原子能科

学研究院同位素研究所)。SD乳鼠购自第一军医大学实验动物中心。 

    1.2  方法 

    1.2.1  胰岛细胞分离、纯化和培养  参考Lambert[3]、朱铁虹[4]、程宝鸾[5]等人介绍的方法并进行

改进，具体程序如下：取出生1~3 d SD大鼠，常规消毒，剖腹暴露术野，无菌取出胰腺，清除胰外网膜、脂

肪组织后，经4 ℃ Hanks液漂洗2~3次。用眼科剪将胰腺剪成0.5 mm3大小组织碎块，Hanks液漂洗3次后，加

入5倍体积3 g/L Ⅴ型胶原酶(pH 7.4)混匀，37 ℃水浴中振荡消化6~8 min。至消化液浑浊时，自然沉淀后

吸取上层消化浊液，用4 ℃ Hanks液终止消化。剩余未消化组织补加消化液继续消化，按上述操作重复4~5

次，直至胰腺组织基本消化完毕。收集各次消化浊液，1 000 r/min离心5~7 min，沉淀细胞接种于内含15%

胎牛血清的PRMI1640培养液的T75瓶，细胞移至37 ℃、5% CO2-95%空气完全湿化的CO
2
培养箱内进行培养。

细胞培养18 h时观察细胞生长状态。当细胞明亮、折光性强、培养液颜色变浅时，指示细胞生长良好。根据

细胞贴壁速度差异，将细胞从瓶底轻轻吹下，低速离心，沉淀细胞加入新的培养液，以5×105/孔细胞数接种

于24孔培养板，每2 d换液1次，继续培养7~11 d，细胞充分铺开形成良好的胰岛单层细胞。 

    1.2.2  胰岛细胞活体染色  DTZ是一种锌鳌合剂，SD大鼠的内分泌细胞含有锌，因此DTZ是胰岛细胞特

异性染料，能使SD大鼠的胰岛细胞着色。光镜下DTZ染色的胰岛细胞呈现猩红色。取生长良好的单层胰岛细

胞，轻柔吹打，加入Hanks液制成细胞悬液。将细胞悬液与DTZ工作液1∶1混合，室温孵育10 min后，光镜下

计数DTZ阳性细胞数，计算胰岛细胞获得率：胰岛细胞获得率=(DTZ阳性细胞数/细胞计数总和)×100%[6]。

细胞活力的测定用锥虫兰染色法。细胞悬液和0.5%锥虫兰染液按1∶1体积混匀，光镜下计数。凡折光性强而

不着色的为活细胞，染上兰色的为死细胞，细胞活力=(活细胞数/总细胞数)×100%。 

    1.2.3  胰岛素、淀粉酶及葡萄糖刺激的胰岛素水平的检测  胰岛素是胰岛β细胞释放的激素，测定胰岛
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素释放量可以判断胰岛β细胞的功能。收集不同时间的单层细胞培养液及低糖(2.8 mmol/L)、高糖(27.8 

mmol/L)刺激1 h的孵育液，分装，-20 ℃保存，利用123I标记的胰岛素标准品，根据抗原与其特异性抗体竞

争结合的原理，采用放射免疫双抗体法，通过γ-计数仪对胰岛素进行定量分析。应用淀粉酶诊断试剂测定淀粉

酶含量。 

    1.2.4  免疫组织化学染色  培养第7天，0.25%胰蛋白酶消化贴壁胰岛细胞，低速离心收集细胞，经漂

洗丙酮固定后，按照试剂盒说明操作，进行免疫组织化学染色，POD标记，DAB显色，一抗为大鼠抗人Ins抗

体，二抗为辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗鼠抗体，阳性细胞的胞浆染色为棕褐色。 

    1.3  统计学处理 

    采用SPSS10.0统计软件进行t检验。 

    

2  结果 

    2.1  分离培养的胰岛细胞镜下观察与免疫组化鉴定 

    SD大鼠乳鼠胰腺组织经胶原酶反复消化后可获得分散较好的胰岛细胞和胰岛细胞团，活力达90%以上。倒

置显微镜下观察，接种18 h时，成纤维细胞已贴壁生长，球形胰岛细胞尚未贴壁，将其转入新的塑料培养板

中。胰岛细胞在新板上7~11 d铺展生长形成细胞单层。单层胰岛细胞为上皮样细胞，呈圆形或椭圆形，形态

较均一，胞质颗粒丰富，部分细胞胞质较透明，可见胞核与核仁(图1)。经免疫组织化学染色，胰岛素阳性细

胞胞质为棕褐色。 

    图1  培养7 d的胰岛细胞(原放大倍数： ×400) 
    Fig.1  Islet cells cultured for 7 d (Original magnification: ×400) 

    A: Cells without being transferred to new culture plate; B: Cells after transfer to 
the new culture plate

    2.2  胰岛细胞鉴定 

    DTZ染色结果：光镜下胰岛细胞呈现猩红色，可染率达85%~90%。同时，用锥虫兰染色法测定细胞活力为

90%以上。 

    2.3  胰岛细胞分泌功能的鉴定 

    动态检测胰岛素分泌量结果显示，培养7~11 d的胰岛细胞分泌功能稳定。培养第7天的胰岛细胞葡萄糖刺



激实验显示，27.8 mmol/L葡萄糖组与 2.8 mmol/L葡萄糖组的胰岛素分泌量[分别为(7.17±0.25)和(4.85

±0.44) mIU·L-1·h-1]相比，差异显著(P<0.05)，提示胰岛细胞对葡萄糖刺激的反应能力良好。外分泌腺

细胞活性鉴定，胰淀粉酶释放量迅速降低，其检测值第9天时为0，可见所获得的是较纯化的胰岛细胞。 

    

3  讨论 

    目前，国内外用于体外胰岛功能研究的细胞模型系统主要有三大类：第一类是正常人、动物胰腺组织分

离的胰岛细胞的原代培养；第二类是由胰岛β细胞瘤直接克隆产生的胰岛细胞系；第三类是表达hIAPP转基因

鼠胰岛细胞。原代培养的胰岛细胞离体时间短，其生物学特征与体内生理状态相似，适合研究胰岛细胞功能及

药物对胰岛细胞生物学毒性作用，不足之处是获得的细胞量较少，又常有成纤维细胞污染。从胰岛β细胞瘤克

隆出来的胰岛细胞及表达hIAPP转基因鼠胰岛细胞纯度虽高，但存在对各种刺激反应弱化的缺点，不能如实地

反映正常胰岛细胞的功能。随着对胰岛细胞形态和功能研究的深入，如何更科学、更经济、更方便地建立胰岛

细胞生物模型成为一个新的课题。 

    1968年Hilwig等[7]首次报道了体外胰岛细胞的单层培养法。经过多方面改进，该技术成为目前胰岛细

胞分离培养的主要方法。但是，人及动物胰岛细胞培养中仍然存在成纤维细胞过度生长的问题。国内胡远峰

[8]、汪锦林[1]、朱铁虹[4]等分别进行了人胎、大鼠胰岛细胞单层培养的研究，获得的胰岛细胞具有正常形

态和内分泌功能，是一种探讨糖尿病病因、发病机制及防治的较理想的细胞模型。在实验研究过程中，我们采

取上述方法进行胰岛细胞分离培养，发现这些方法所分离培养的胰岛细胞量少、活力较低，成纤维细胞较多，

难以达到实验要求。 

    本实验研究在Lambert[3]及朱铁虹[4]等方法的基础上，尝试用一种酶消化乳鼠胰腺组织，及时转板，

减少了酶对胰岛细胞的损伤及成纤维细胞的污染，获得纯化较好并且具有良好功能的胰岛细胞。细胞培养时，

选择出生1~3 d的乳鼠，其胰岛内分泌细胞比例较成年鼠高，细胞生长好，成活率高，成纤维细胞少。采用胶

原酶多次短时间消化，减轻了胰岛细胞的受损程度，又可防止因消化过度形成的胶状物吸附大量的胰岛细胞。

在细胞分离过程中，掌握好消化条件尤为重要，消化液的pH、Ca2+浓度及温度均可影响胶原酶效力。市售胶原

酶中含有少量有毒性的梭菌蛋白酶、类胰蛋白酶等，消化条件不合适时，可明显影响胰岛细胞获得量及活力的

稳定性[9]。根据实验，我们认为胶原酶V型多次消化法适用胰岛细胞的分离，消化时温度保持在(38±1) ℃

左右、pH 7.4~7.6，消化6~8 min，即可适时终止消化。胶原酶用含Ca2+的Hanks液配制，随配随用。操作中

注意选用的吸管头应平整，避免对细胞的刺伤。混匀时吸管插入管底，细管段液体轻轻混匀，减少对细胞的损

伤，进一步提高细胞存活率。利用成纤维细胞贴壁快的特性，采用转板培养纯化胰岛细胞的方法，有效地减少

成纤维细胞数量，提高胰岛细胞贴壁生长率。 

    胰岛细胞分离后收获量的计算，目前尚未标准化。以前用中性红染色计数胰岛团及胰岛细胞，镜下胰岛

细胞呈红色，外分泌腺细胞不着色，对比鲜明，但需要活体血管内注射，因而限制了应用。DTZ是胰岛细胞的

特异性染料，能与内分泌细胞内的锌离子形成红色复合物，使胰岛细胞呈猩红色，从而将胰岛细胞与外分泌腺

细胞区分开来。DTZ既对新鲜分离的胰岛细胞着色，也对长期培养的胰岛细胞特异性染色，它能在体外染色，

可随时观察消化过程中胰岛细胞的分离情况，并能随时了解培养过程中胰岛细胞的生长状况[6]。目前DTZ已

广泛用于胰岛细胞的分离及培养鉴定中。本实验中，DTZ染色细胞占85%~90%，亦有少部分细胞不着色，可能

是成纤维细胞。锥虫兰染色细胞存活率为90%以上，在体外可维持约3~4周。检测胰岛素分泌量结果显示，培

养第7~11天，胰岛细胞分泌功能稳定；对葡萄糖刺激的反应能力良好，细胞培养液中淀粉酶的含量第3天时最

高，以后逐渐降低，第9天时测不出，提示外分泌腺部分已完全退缩。与沈守祥等[10]的报道相近，可见本实

验法所获得的是较纯化的胰岛细胞，适合实验研究。 
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