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简便快捷的小鼠胰岛分离纯化方法研究

合 湫 １），苏 恒 １），李 超 １），沈 涛 ２），严新民 ２），薛元明 １）

（1）昆明医科大学附属昆华医院，云南省第一人民医院内分泌科；2）基础研究所，云南昆明 650032）

［摘要］目的 探讨小鼠胰岛分离与纯化的方法．方法 采用多点注射灌注胶原酶法消化胰腺，不连续密度

梯度离心联合人工挑取的方法分离、纯化胰岛．双硫腙特异性染色后计算胰岛产量及纯度．葡萄糖刺激后测定培

养上清液胰岛素水平检测胰岛功能．结果（1）每只小鼠采用上述分离、纯化法平均得到（114±15）个胰岛，平

均纯度为（77.12±3.23）%，胰岛细胞存活率 > 90%；（2）分离、纯化的胰岛培养上清液中胰岛素水平在无糖、

低糖 （2.8 mmol/L） 和高糖 （22.2 mmol/L） 刺激下分别为 （23.80±3.52） mIU/ L、 （67.57±4.04） mIU/ L 和

（164.32±10.75） mIU/ L，各组间比较，差异有统计学意义（ ＜0.05）．两两比较，低糖组的胰岛素水平为无糖组

的 2.84倍（＜0.05），高糖组的胰岛素水平为低糖组的 2.43倍（ ＜0.05），高糖组的胰岛素水平为无糖组的 6.90

倍（ ＜0.05）．结论 采用多点注射灌注胶原酶法消化胰腺，不连续密度梯度离心联合人工挑取的方法分离、纯

化的小鼠胰岛产量及纯度较高，形态完整，不同浓度葡萄糖刺激后胰岛素分泌反应良好，是一种简便、快捷的小

鼠胰岛分离方法．
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［Abstract］ Objective To investigate a convenient and efficient method of mouse pancreatic islets isolation

and purification．Methods The isolation of mouse pancreatic islets was carried out by stationary digestion after

multi-point injection of collagenase Ⅳ solution into the pancreas．A discontinuous Histopaque solution（1119，

1110，1080 and 1060） was applied for the purification of the islets. Islet cell purity and viability were determined by

dithizone（DTZ） and Trypan blue staining．The islets were cultured overnight and stimulated with different

concentration of glucose （0， 2.8 and 22.2mmol/L） for 1 hour. Supernatants were collected for insulin assays by an

insulin RIA kit．Results（1） By this optimized islets isolation and purification protocol， each mouse pancreas

could yield（114± 15） islets，with an average purity of（77.12±3.23）% and viability more than 90%； （2）

The insulin level in 0，2.8 and 22.2 mmol/L glucose stimulation groups were（23.80±3.52） mIU/L， （67.57±

4.04） mIU/L and（164.32±10.75） mIU/L， respectively．There was a statistically significant difference among

groups（ ＜0.05）．Compared with 0 mmol/L glucose group， the insulin level in 2.8 mmol/L glucose group was

2.84 times higher （ ＜0.05） and the insulin level in 22.2 mmol/L glucose group was 6.90 times higher（ ＜

0.05）． Compared with 2.8 mmol/L glucose group，the insulin level in 22.2 mmol/L glucose group was 2.43 times
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higher （ ＜0.05）．Conclusions Multi-point injection of collagenase IV solution into the pancreas，followed by

discontinuous density gradient seperation and manually picking up is a convenient and efficient mouse islet isolation

and purification method．The islets isolated and purified by this optimized protocol can maintain functional insulin

secretion potential in response to glucose stimulation.

［Key words］ Mouse islets；Multi-point injection；Isolation and purification

随着经济的发展，城市化生活方式的改变，目

前糖尿病的发病率日益增加，已成为严重威胁人类

健康的常见疾病，但其病理生理过程尚未完全明

确．胰岛β细胞破坏在糖尿病的发生、发展中发

挥重要作用，获得纯度、存活率较高且具有良好

功能的胰岛是探讨糖尿病发病机制及胰岛移植治

疗的基础[1，2]．尽管已有较多小鼠胰岛分离、纯化

的方法报道，但部分方法操作要求高，影响因素较

多[3，4]．本研究以 Xu L[5]等分离、纯化小鼠胰岛的方

法为基础，探讨多点注射灌注胶原酶消化胰腺，不

连续密度梯度离心联合人工挑取的方法分离、纯化

小鼠胰岛，并对体外培养的胰岛葡萄糖刺激下胰岛

素分泌功能进行评价．

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 昆明小鼠，8～12 周龄，体重

30～50 g，雌雄不限，购自昆明医科大学实验动物

中心，在清洁环境下喂养．

1.1.2 试剂 低糖 DMEM培养液（Hyclone公司，

葡萄糖浓度为 5.5 mmol/L），胎牛血清（Bioind 公

司），胶原酶Ⅳ（Sigma公司），Dnase1（10 滋g/mL，

Fermentas公司），Histopaque 1119 溶液（Sigma公

司），Hanks缓冲液（Hyclone公司），牛血清白蛋

白 BSA（Sigma公司），青、链霉素（国产），胰岛

素放射免疫检测试剂盒（50T，原子高科股份有限
公司）．

1.1.3 主要试验仪器 恒温细胞培养箱 （美国

Forma Scientific公司）倒置相差显微镜（NICON公

司，806020型）超净工作台（吴江市绿岛净化设

备厂，SW-CJ-1F 型） 低温高速离心机 （日立，

CR22G） 37℃水浴箱（北京光明医疗仪器厂）．

1.2 方法

1.2.1 小鼠胰岛的分离 小鼠断颈处死，无菌条

件下打开腹腔及胸腔，暴露心脏，破心放血．肝脏

外展暴露胃、十二指肠及胰腺．胰腺内多点注入胶

原酶Ⅳ溶液（2 mg/mL）约 2 mL，使其均匀膨胀．

分离胰腺组织，置于含胶原酶Ⅳ溶液 2 mL的尖底

离心试管中，37℃水浴静止消化 30 min．消化结

束后振荡分散胰腺组织，加入预冷的含 0.5%BSA

的终止液终止消化．1 200 rpm 离心 2 min，弃上

清．无菌纱布过滤，收集沉淀组织．

1.2.2 小鼠胰岛的纯化 分离后的胰腺组织内加

入 10 mL Histopaque1119溶液，振荡混匀．依次沿

管壁小心缓慢加入Histopaque1110、Histopaque1080、

Histopaque1060 溶液各 10 mL， 保证分层完好，

2 000 r/min 水 平 离 心 25 min． 离 心 后 吸 取

Histopaque1110至 Histopaque1080界面上的絮状细

胞层（此层内含有大量的胰岛）．用含 10%胎牛血

清的 DMEM完全培养基（11.1 mM葡萄糖）洗涤 1

次，2 500 r/min离心 15 min，弃上清，保留沉淀．

加入完全培养基吹打混匀制成胰岛悬液，分入 6

cm培养皿中，双硫腙（dithizone，DTZ）对胰岛细

胞进行特异性染色，倒置显微镜下胰岛细胞为猩红

色，非胰岛细胞不着色，计算胰岛产量及纯度：

纯度＝ DTZ染色阳性的细胞团数目
细胞团总数

×100%

0.4%台盼蓝染色后计算胰岛细胞存活率（死

细胞被染成蓝色，而活细胞拒染呈无色透明状），

活细胞率（%） =未染色的细胞数
观察的细胞总数

×100%

倒置显微镜下用微量取样器选取包膜完整、形

态正常、大小基本相等的胰岛种于 24孔板中（含

DMEM完全培养基，20个胰岛 /孔），置于 37℃、

5% CO2培养箱中过夜培养，备试验．

1.2.3 小鼠胰岛葡萄糖刺激下胰岛素分泌功能

分离、纯化后的胰岛经过夜培养用于本实验．培养

于 24 孔板中的胰岛换无血清无糖含 0.1%BSA 的

KRBH 液 [6] （NaCl 129 mmol/L， KCl 4.8 mmol/L，

NaHCO3 5 mmol/L，MgSO4 1.2 mmol/L，CaCl2 2 mol/L）

培养 1 h，收集上清．分别换低糖、高糖 KRBH液

（含 2.8、22.2 mol/L葡萄糖）培养 1 h，收集上清．

放射免疫法测定上清液中胰岛素浓度．

1.3 统计学处理

采用 SPSS软件对研究数据进行统计学分析，

正态分布计量数据 x±s 表示，多组间比较采用
One-Way ANOVA分析，两组间比较采用 LSD的

检验， ＜0.05为差异有统计学意义．
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2 结果

2.1 小鼠胰岛的分离、纯化

小鼠胰腺经多点注射灌注胶原酶后，胰腺充盈

良好呈无色水泡样．静止消化后胰腺分散成絮状消

化物及少数未完全消化的胰腺组织、淋巴结等．经

不连续密度梯度离心后，各层面均较清亮，大量的
外 分 泌 腺 和 杂 质 沉 在 离 心 管 底 部 ， 在

Histopaque1110至 Histopaque1080梯度分界面有大

量细胞团絮状分布，此为胰岛和胰岛碎片及少量的

杂质成分．

分离、纯化的小鼠胰岛细胞团大小不一，呈圆

形或卵圆形，胰岛细胞胞浆丰富，大多数胰岛细胞

团胞膜完整，折光性好（见图 1）．胰岛细胞团中

混杂着部分腺泡组织，每只小鼠平均得到（114±

15）个胰岛细胞，0.4%台盼蓝染色后胰岛活细胞

率＞90%，DTZ 染色后，80%的细胞团染成深棕

色，腺泡细胞未着色，其中 90～100个高质量的胰

岛可用于体外培养，人工挑取后，腺泡细胞及杂质

被去除（见图 2）．

图 2 手工挑取后的胰岛（10×40）

Fig. 2 Islet cells group after manually picking up

（10×40）

图 1 分离纯化后的胰岛（10×10）

Fig 1 Islet cells group after isolation and purification

（10×10）

图 3 小鼠胰岛体外胰岛素释放实验

Fig. 3 Mouse islet glucose-stimulated insulin release

in vitro experiments

与无糖组比较，* ＜0.05.

2.2 小鼠胰岛葡萄糖刺激下胰岛素分泌功能

分离、纯化的胰岛体外培养下，无糖组胰岛素

分泌水平为 （23.80±3.52） mIU/L，低糖 （2.8
mmol/L）和高糖（22.2 mmol/L）组胰岛素的分泌水

平分别为 （67.57±4.04） mIU/L 和 （164.32±

10.75） mIU/L，各组间差异有统计学意义 （ ＜

0.05），见图 3．两两比较，低糖组的胰岛素水平为

无糖组的 2.84倍（ ＜0.05），高糖组的胰岛素水

平为低糖组的 2.43倍（ ＜0.05），无糖组的 6.90

倍（＜0.05）．

3 讨论

胰腺由内分泌部分胰岛和外分泌部分胰腺腺

泡组成，胰岛散在于胰腺的腺泡实质中，其总体

积仅占整个胰腺的 1%～2%．获得高纯度及高存活

率的胰岛是探讨糖尿病发病机制及胰岛移植治疗

的基础．胰岛分离、纯化受到很多因素的影响，

文献报道的情况也不尽相同．标准组织切碎消化

技术（切碎法）在 1965年由 Moskalevski首创，随

后 Lacy和 Kostianovsky对其进行了改良．此方法很

大程度上依赖于操作技术，对胰岛的破坏较大．

Shapiro 于 1996 年提出了一种改良型静止消化技

术，并将其与标准化组织切碎消化技术进行了双

盲比较，结果显示胆总管内胶原酶注射静止法胰

岛产量高出切碎法 47.5%，且胰岛功能保留方面

亦优于切碎法[7].Gotoh等于 1985年建立的经胆总管

注入胶原酶扩张、消化胰腺，Ficoll密度梯度离心

分离胰岛的方法多年来一直被多数研究者所采用
[8，9]．该方法的不足之处在于 Ficoll的配制、除菌及

密度梯度的形成比较复杂、影响因素多，且小鼠

胰胆总管细而薄，胶原酶注射的操作难度较大，

导致每次分离得到的胰岛数目、纯度和活细胞率

*

*

血糖
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变化很大．近年来有人尝试从胆囊管穿刺注射胶原

酶，虽有所改进但易于污染．

国内外用不同方法、不同类型的酶、不同消化

条件得到的胰岛产量差别较大．国内刘爽等 [10]报

道，胆总管穿刺注射胶原酶 P，消化 20～30 min，
每只小鼠可获得 83～113个胰岛．一些研究显示，

与单纯不连续密度梯度离心法比较，直接人工挑

取法可以提高胰岛的产量及纯度[11-13]．本研究采用

胰腺表面多点注入胶原酶Ⅳ，使其均匀膨胀的消化

方法，避免了传统切碎法消化不均匀的缺点，且操

作较胆总管内灌注胶原酶法简便、快捷，结合

Histopaque不连续密度梯度离心联合人工挑取法，

每只小鼠平均得到（114±15）个胰岛，其中 90～

100个高质量的胰岛可用于体外培养．

在本研究中发现，胰腺消化是胰岛分离的关键

步骤，选择合适的酶浓度和控制消化时间尤为重

要．消化时间过短，胰岛未能从外分泌腺泡中释放

出来，消化时间过长，胰岛易破碎，活性受损．本

研究采用胶原酶Ⅳ（2 mg/mL），37℃静止消化 30

min获得了较好的效果．多点灌注法使小鼠胰腺完

全充分扩张也是胰岛分离的关键步骤，若胰腺膨

胀不佳，胰岛产量将明显降低．胰岛纯化目前多用
密度梯度离心法．与 Ficoll不连续密度梯度离心法

相比，本研究采用的 Histopaque可提供更好的渗透

环境，能更好地保持胰岛的活性与功能，且可以再

次纯化．本研究对 Histopaque不连续密度梯度离心

法分离、纯化的胰岛进行手工挑拣，可以显著提高

胰岛纯度，且保证获得的胰岛外膜完整，边界光

滑．

本方法分离、纯化的小鼠胰岛纯度及细胞存活

率较高．胰岛体外培养中葡萄糖刺激下胰岛素分泌

功能显示：分离、纯化后的胰岛在葡萄糖刺激下可

分泌胰岛素，且胰岛素分泌水平与葡萄糖刺激浓度

成正比，说明胰岛的功能良好．

综上所述，经胰腺表面多点注射灌注胶原酶，

静止消化并以不连续密度梯度离心联合人工挑取

的方案提高了胰岛的产量、纯度和活性，简化了实

验流程，是一种简便、快捷的小鼠胰岛分离、纯化

方法．
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