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云南小耳猪胰岛细胞移植治疗糖尿病恒河猴免疫方案探讨

王 珏，李 鹏，王若天，赵维山，于海东，李汝红

（昆明医科大学附属延安医院普外科，云南昆明 650051）

［摘要］目的 探讨云南小耳猪胰岛细胞移植治疗糖尿病恒河猴的免疫抑制方案，观察其有效性及安全性．

方法 云南小耳猪胰岛细胞移植在糖尿病恒河猴肝内，移植后选择联合使用西罗莫司、他可莫司及吗替麦考酚酯

的免疫抑制方案，监测移植前后胰岛素用量、血糖以及血清猪 C肽水平和肝肾功能的变化，评价免疫方案对猪 -

猴异种胰岛细胞的保护作用．结果 受体猴外源性胰岛素用量较术前明显减少（ ＜0.05）；C肽水平较术前升高

（ ＜0.05）；无栓塞、感染、出血，肝肾功能无明显异常改变．结论 联合使用西罗莫司、他可莫司及吗替麦考

酚酯的方案可满足云南小耳猪 -恒河猴异种胰岛细胞移植实验研究的需要，无明显副作用．
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Immunosuppressive Treatment Protocol of Islets
Xenotransplantation of Yunnan Miniature Pig into Diabetes

Rhesus Monkey
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［Abstract］ Objective The purpose of this study was to explore the immunosuppressive treatment protocol of

islets xenotransplantation of Yunnan miniature pig into diabetes rhesus monkey，and observe the efficacy and safety.

Methods The purified porcine islets were transplanted into the liver of diabetes rhesus monkey. Sirolimus，

tacrolimus and mycophenolate mofetil were used as the immune suppression medications of post-transplant. The

changes of insulin dosage，blood glucose levels， glycated hemoglobin， serum porcine C-peptide levels， liver

function and kidney function were monitored before and after transplantation. Then the protection effect of
immunization programs on the pig-monkey heterogeneous islet cell was evaluated. Results After operative，

monkey exogenous insulin requirements decreased significantly（ < 0.05），while C peptide level was significantly

higher than that before operation（ < 0.05） . Embolism， infection and hemorrhage were not observed. The

functions of liver and kidney were normal. Conclusion Joint use of sirolimus， tacrolimus and mycophenolate

mofetil can meet the need of islet xenotransplantation of Yunnan miniature pig-rhesus monkey，without significant

side effects.
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通过移植胰岛细胞重建受体的胰岛分泌系统，

已被认为是唯一可能彻底根治糖尿病尤其是 1型糖

尿病（insulin- dependent diabetes mellitus， IDDM）

的方法[1]．而且，胰岛移植手术简单，风险低，并
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发症少，患者生活质量高，也容易为患者所接受．

但是同种供体的匮乏导致异种胰岛移植研究成为热

点．为配合云南小耳猪胰岛细胞移植治疗糖尿病恒

河猴的实验研究的需要，本研究对移植后的免疫方

法进行了初步探索，旨在为实验提供立足云南本省

条件的适用的免疫抗排异方案.

1 材料与方法

1.1 实验动物

成年雄性恒河猴 4只，6.0～6.4 kg， 5岁，由

中国医学科学院医学生物研究所提供．实验处理符

合动物伦理学标准．

1.2 恒河猴糖尿病模型复制

使用链脲菌素（STZ），复制恒河猴糖尿病模

型[2]．评价标准：出现典型糖尿病症状（多尿、多

饮和不能解释的体质量下降）、任意血糖≥11.1

mmol/L或空腹血糖≥7.0 mmol/L并持续 2周．适当

补充外源性胰岛素（0.4 U/kg） 或 50%葡萄糖．

1.3 云南小耳猪胰岛细胞制备

半自动纯化法分离纯化成年云南小耳猪胰岛细

胞[3]，云南小耳猪分离纯化后获取的胰岛细胞团数

量为（3 192±756） IEQ/胰腺组织 g，活细胞率为

（80.00±0.47）％，猪胰岛细胞活性鉴定后制备细
胞悬液备用．

1.4 猪 -猴异种胰岛细胞移植

糖尿病恒河猴接受成年云南小耳猪胰岛细胞移

植，术后给予免疫抑制药物维持，根据血糖变化使

用胰岛素，血糖控制在 5～10 mmol/L．胰岛细胞移

植：糖尿病恒河猴麻醉后经胃网膜右静脉将猪胰岛

细胞悬液 50 mL 输注到肝脏，同时输注肝素 100

U/kg和头孢美唑 100 mg/kg，严密观察猴状态及生

命体征（图 1） .

1.5 选择术后免疫抑制药物

移植术后给予无激素免疫抑制剂，根据文献报

道及经典 Edmonton方案，选用低胰岛细胞毒性药

物如下 3种：西罗莫司（Sirolimus），西罗莫司口

服溶液（赛莫司），华北制药股份有限公司生产；

他可莫司 （Tacrolimus），他克莫司胶囊 （FK506，

普乐可复），安斯泰来制药（中国）有限公司生产；

吗替麦考酚酯（Mycophenolate Mofetil），吗替麦考
酚酯片剂（骁悉），罗氏制药（中国）公司生产．

1.6 调整投药剂量维持免疫抑制药物血药浓度

移植术后，自小剂量开始给予受体恒河猴免疫

抑制药物，参考人血药浓度标准进行监测调整，达

到目标血药浓度水平后维持均投药 20周，20周后

停药．

1.7 受体恒河猴各项指标的检测

严密监测动物的生命体征、饮食、二便、活

动、精神状态及体重变化．测定血糖、尿糖、血常

规、血生化、血清糖化血红蛋白和 C肽水平．

1.8 统计学处理

采用 SPSS软件进行统计分析，数据以均数士

标准差（x±s）表示，组间比较采用 LSD-t检验的

方法， ＜0.05为差异有统计学意义．

2 结果

成功接受云南小耳猪胰岛细胞移植的糖尿病恒

河猴模型共 4只，输注胰岛细胞量为 9355 IEQ/体

重 kg．

2.1 免疫方案实施结果

西罗莫司：6 mL/d，qd，早晨空腹先用 60 mL

水灌服，再用 60 mL水洗服；血药浓度维持在 9～

12 ng/mL．他可莫司：1.5 mg，bid，早晨和晚上各

一次，每次捣碎后用水灌服；血药浓度维持在 4～

6 ng/mL．吗替麦考酚酯： 625 mg， bid，早晨和晚

上各一次，捣碎后用水灌服．经监测西罗莫司达到

目标血药浓度为 6～8 d；他可莫司达到目标血药浓

度为 6～10 d；给药期间血药浓度可维持平稳，停
药后迅速下降.

2.2 免疫方案的有效性评估

2.2.1 糖尿病恒河猴移植前后体重、糖化血红蛋

白的变化 糖尿病猴移植前后体重的变化：移植后

第 20周猴体重，高于移植前（ ＜0.05），20周后

猴体重逐渐下降恢复术前水平，见图 2，表 1.

糖尿病猴移植前后糖化血红蛋白水平变化：糖

尿病猴的糖化血红蛋白在第 6周开始下降，第 10

周后明显（＜0.05），持续维持低水平至第 24周，

24周后糖化血红蛋白逐渐恢复到正常水平（ ＞

0.05），见图 3，表 1.

2.2.2 糖尿病猴移植后猪 C肽水平的变化 受体

恒河猴移植后体内猪 C肽水平的变化：在移植后 1

周猪 C肽水平开始上升，第 6周开始猪 C肽水平

明显增加，10～18周维持在较高水平，大于 0.60

ng/mL，第 22周后猪 C肽水平开始下降，26周后

下降至 0，见表 2.
2.2.3 糖尿病恒河猴移植前后血糖水平及胰岛素

用量 受体猴移植前后血糖水平及外源性胰岛素用

量结果显示：血糖水平移植后较前明显降低（ ＜

0.05），外源性胰岛素用量较移植前明显减少（ ＜

0.05），见表 3.



本组 4只猴均在移植后第 4周血糖水平开始下

降，第 8周基本恢复到正常水平，持续到 16周，

16周后血糖水平逐步升高；外源性胰岛素用量与

血糖水平变化正比，在第 8～16周时脱离脱离外源

性胰岛素的治疗，见图 4、5．
2.3 免疫方案保护移植胰岛细胞评估－糖尿病恒

河猴移植后不同时间糖耐量试验猪 C肽水平

变化

糖尿病恒河猴移植后各时间点糖耐量试验猪 C

肽水平变化：第 8周、第 12周、第 16周、第 20

周和第 24周猪 C肽水平对葡萄糖刺激敏感，刺激

后出现峰值，且第 12 周和第 16 周峰值≥1.0

ng/mL，见表 4.

2.4 免疫方案的安全性评估

糖尿病恒河猴移植前后肝功能、肾功能、血常

规指标的变化.

2.4.1 糖尿病恒河猴移植前后肝功能指标的变化

糖尿病恒河猴移植后 4～12周血清谷丙转氨酶和谷

草转氨酶水平明显高于较移植前（ ＜0.05），但在

16周后肝功能逐渐恢复正常，见表 5.

2.4.2 糖尿病恒河猴移植前后肾功能指标变化

糖尿病恒河猴移植后血肌酐和尿素氮水平均在正常
值范围内波动，肾功能无明显改变 （数据未列

出） .

2.4.3 糖尿病恒河猴移植前后血常规指标变化

受体猴移植术中输注肝素 100 U/kg，术后再连续 3

d，未发生血栓栓塞．受体猴术前 1 d、术中、术

后连续 4 d使用头孢美唑 100 mg/kg，未发生感染

症状，血常规也提示未见明显感染迹象，移植后

血白细胞、红细胞及血小板均在正常值范围内波

动，各项血常规指标无明显改变（数据未列出）．

3 讨论

目前胰岛移植被认为是最有希望治愈糖尿病的

方法，不仅能够产生内源性胰岛素，还能够严格根

据机体内血糖的变化来调节胰岛素的释放，使得患

者的生活质量较前明显提高[4]．但是同种胰岛移植

因为供体来源匮乏而受阻，异种移植成为研究焦

点．猪以其诸多优点被认为是理想的胰岛细胞供体[5].

而成年猪胰岛细胞能更好发挥效能[6]．因此本研究

选用云南成年小耳猪作为供体，因其品系纯正且
云南特有，已广泛用于实验研究，是一种理想的

异种移植供体．作为与人类最为接近的物种之一，

猴不仅可以通过 STZ药物诱导为糖尿病，而且诱

导出来的糖尿病症状可以通过注射外源性胰岛素得

术前 术后

36.17±10.61 19.33±9.22*

3.51±0.53 1.32±0.33△

指 标 n
血糖（mmol/L） 4

外源性胰岛素用量（u） 4

表 3 受体糖尿病猴移植物前后血糖水平及外源性胰岛素用

量变化（x±s）
Tab. 3 Changes of glucose levels and exogenous

insulin dosage in diabetic monkeys（x±s）
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体重与术前 1周比较，* ＜0.05；糖化血红蛋白水平与

术前比较，△ ＜0.05．n＝4.

时 间 体重（kg） 糖化血红蛋白（%）

术前 1周 4.52±0.35 8.88±1.33

手术当天 4.5±0.29 8.98±1.35

术后 2周 4.25±0.26 8.68±0.89

术后 4周 4±0.15 8.78±1.11

术后 6周 4.5±0.38 7.54±0.82

术后 8周 4.7±0.49 6.54±0.75

术后 10周 4.2±0.27 5.29±0.45△

术后 14周 4.3±0.38 5.35±0.32△

术后 16周 4.7±0.45 5.46±0.72△

术后 18周 4.8±0.30 5.12±1.05△

术后 20周 5.4±0.42* 5.23±0.96△

术后 22周 5.2±0.45 5.6±1.73△

术后 24周 5±0.45 5.8±0.69△

术后 26周 4.7±0.44 6.9±1.37

术后 28周 4.6±0.54 7.6±1.63

术后 30周 4.5±0.29 8.3±1.44

表 1 糖尿病猴移植前后体重和糖化血红蛋白的变化

（x±s）
Tab. 1 Changes in body weight and glycated hemoglo-

bin after transplantation in diabetic monkeys

（x±s）

表 2 糖尿病猴移植后体内猪 C肽水平［（x±s），ng/mL］

Tab. 2 Changes of porcine C-peptide in diabetic mo-

nkeys after transplantation［（x±s），ng/mL］

术后时间 猪 C肽水平（ng/mL）

1周 0.15±0.03

2周 0.26±0.02

6周 0.35±0.03

10周 0.73±0.17

14周 0.74±0.21

18周 0.65±0.27

22周 0.22±0.01

26周 0.0±0.00

n＝4.

血糖与术前比较，* ＜0.05；外源性胰岛素用量与术前

比较，△ ＜0.05.



与术前 1周比较，* ＜0.05； n＝4.

表 5 受体猴血清谷丙转氨酶和谷草转氨酶水平（x±s）
Tab. 5 Receptor monkeys' serum ALT and AST levels（x±s）

肝功能

（U/L）

移植前

1周
手术当天

术后（周）

4 8 12 16 20

ALT 55.27±15.72 54.68±10.87 150.66±36.78* 139.88±33.69* 125.55±21.30* 80.22±16.44 68.44±12.20

AST 66.2±17.35 79.5±11.69 156.22±44.57* 165.29±47.88* 156.2±37.54* 123.1±24.66 77.5±18.55

图 1 经受体猴胃网膜右静脉输注猪胰岛细胞悬液

Fig.1 Injection of porcine islet cell suspension

through the right gastroepiploic vein of

receptor monkey

图 2 糖尿病猴移植前后体重的变化

Fig. 2 Changes in body weight of diabetic monkeys

before and after transplantation

图 3 糖尿病猴移植前后糖化血红蛋白的变化

Fig. 3 Changes of glycated hemoglobin in diabetic

monkeys

图 4 实验组 4只糖尿病猴移植前后血糖水平的变化

Fig. 4 Changes of blood glucose levels in 4 diabetic

monkeys

A1，A2，A3，A4分别为接受猪胰岛细胞移植的恒河猴的

编号，n＝4.

表 4 受体猴移植后不同时间糖耐量试验猪 C肽水平 （x±s）
Tab. 4 Receptor monkeys' porcine C-peptide levels of glucose tolerance test with different time（x±s）

时 间
糖耐量试验中各时间点血清猪 C肽水平（ng/mL）

0 min 5 min 10 min 20 min 30 min 60 min 90 min 120 min

术后 1周 0.19±0.01 0.18±0.02 0.2±0.01 0.26±0.03 0.3±0.01 0.32±0.03 0.3±0.01 0.25±0.02

术后 4周 0.28±0.02 0.35±0.09 0.45±0.1 0.48±0.03 0.45±0.02 0.44±0.02 0.41±0.02 0.35±0.02

术后 8周 0.43±0.11 0.45±0.09 0.5±0.05 0.92±0.12 0.95±0.12 0.82±0.15 0.47±0.02 0.44±0.05

术后 12周 0.54±0.11 0.65±0.11 1.27±0.14 1.58±0.20 1.55±0.22 0.52±0.11 0.47±0.05 0.44±0.09

术后 16周 0.56±0.13 0.68±0.11 0.72±0.17 1.14±0.22 0.83±0.15 0.52±0.12 0.45±0.07 0.41±0.06

术后 20周 0.22±0.01 0.35±0.08 0.45±0.15 0.32±0.03 0.23±0.03 0.24±0.01 0.34±0.02 0.35±0.07

术后 24周 0.12±0.01 0.15±0.01 0.21±0.03 0.22±0.01 0.34±0.03 0.17±0.01 0.24±0.01 0.25±0.03

术后 28周 0.12±0.01 0.15±0.01 0.18±0.03 0.23±0.01 0.33±0.02 0.14±0.01 0.14±0.01 0.13±0.02

移植术前猴体内的猪 C肽水平为 0，因此本表不做统计学检验，n＝4.

时间（周）
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图 5 实验组 4只糖尿病猴移植前后使用外源性胰岛素的变
化

Fig. 5 Changes of exogenous insulin dosage in 4 dia-
betic monkeys

A1，A2，A3，A4 分别为接受猪胰岛细胞移植的恒河猴
的编号，n＝4.
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到良好的控制并持续很长时间[7，8]．因此本课题组设

计了成年云南小耳猪胰岛细胞移植治疗糖尿病恒河

猴的实验研究．

就已发表的文献所知，这是第一次对云南小耳

猪 -恒河猴胰岛细胞移植术后免疫抗排异方案进

行探索.云南地处边疆，医学科学研究相对落后，

市面上的免疫药物品种、规格均较少.本研究根据

Edmonton方案[9]、临床经验和本省实际设计使用低

胰岛细胞毒性的西罗莫司（Sirolimus）、他可莫司
（Tacrolimus）、吗替麦考酚酯 （Mycophenolate

Mofetil）的免疫抑制方案.

研究表明，西罗莫司在细胞中与 FK结合蛋白

-12（FKBP-12）结合，生成 FKBP-12免疫抑制复

合物，此复合物与哺乳动物的 SRLBA 分子

（mTOR，一种关键的调节激酶） 结合并抑制其活

性，从而抑制细胞周期 G1期向 S期的发展.细胞因

子如白细胞介素 2（IL-2）、IL-5和 CD28/B7共刺

激途径激活 mTOR， SIR-FKBP复合物与 mTOR结

合，发挥免疫抑制作用 [10]．他可莫司与细胞内的

FK结合蛋白结合，形成具有生物活性的复合物.该

复合物与细胞内的神经钙蛋白黏合在一起，从而阻

断神经钙蛋白的生物活性，使细胞内钙依赖性信息

通道传导受阻，导致 IL-2合成减少，最终抑制了

由 IL-2介导的 T细胞活化过程[11]．吗替麦考酚酯

在体内水解为霉酚酸（MPA）， MPA是选择性的非

竞争的可逆的次黄嘌呤核苷一磷酸脱氢酶抑制剂，

可抑制鸟嘌呤核苷的从头合成途径（经典途径） .

与其他细胞不同，B和 T淋巴细胞的次黄嘌呤合成

必须依赖从头合成途径，没有补救合成途径．故吗
替麦考酚酯主要阻断淋巴细胞 DNA的合成和细胞

增生[12].

在本研究中，笔者将上述 3种作用于不同环

节的低胰岛毒性免疫抑制剂共同使用，形成新的

免疫抑制方案．初步的结果表明，该方案的使用

未发生实验猴药物过敏、血栓形成及肝肾等功能

严重的不可逆损害，受体猴体重、糖化血红蛋白、

血糖水平、外源性胰岛素用量和猪 C 肽水平监测

结果显示猪胰岛细胞在糖尿病猴体内存活并发挥

作用．这些结果提示此免疫抑制方案在云南小耳

猪 -恒河猴异种胰岛细胞移植中安全有效．

研究设计中，受体恒河猴单位体重投药量明

显大于同种异体人 - 人移植方案，其依据为：

（1）异种移植受体免疫排异反应较同种移植更强

烈；（2）猴的生理代谢水平远高于人类，而本研
究仍比照了人的血药浓度水平，其合理性需进一

步研究.分析受体猴术后肝功能指标的波动考虑由

胰岛肝内移植及药物副作用共同引起．下一步考

虑监测受体血 MPA浓度，进一步调整 MMF投药

量.同时计划选用糖尿病慢模型进行胰岛移植的长

期研究，通过长疗程的免疫抑制治疗，观察验证

方案对移植胰岛的保护作用和副作用，并且逐步

摸索恒河猴抗排异药物的最小负载剂量、最低血

药浓度水平以及药物对免疫耐受的诱导情况.随着

以上问题的逐渐解决，相信在不远的将来，胰岛

移植技术能造福于全球上亿糖尿病患者.
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