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骨髓间充质细胞联合 PDMS 支架构建移植
胰岛微环境的实验研究
陈津1,2,3 付云烽1,2 赵红州1,2 陈俊秋1,2 程远航1,2 黄梁浒1,2,3 朱凌峰1, 3 林娜1,2 
施小华1,2 王水良1,2,3 吴卫真1,2,3 谭建明1,2,3

【摘要】 目的 为了提高移植胰岛的活性和功能，构建适合移植胰岛生存的微环境。方

法  采用聚二甲基硅氧烷（PDMS）和氯化钠晶体构建三维支架，联合骨髓间充质细胞（MSCs）、
纤维蛋白和胰岛共同构建迷你“人工胰腺”。采用链脲佐菌素（STZ）诱导的糖尿病大鼠移植

模型评价效果，将“人工胰腺”移植到糖尿病大鼠大网膜内，对照组行假手术，术后隔天监测

移植大鼠血糖水平；数据采用 t 检验和曼-惠特尼 U 检验。结果 用 PDMS 构建的三维巨孔

支架，支架内可见大量不规则孔洞空间。胰岛和 MSCs 可成功装载入支架内，HE 染色结果显

示，支架孔内存在胰岛，胰岛周围包绕有 MSCs。糖尿病大鼠大网膜内移植结果显示，移植后各

时间点（1，3，5，7 d），“人工胰腺”移植组糖尿病大鼠血糖水平分别为（278.70±86.06） mg/ dl、
（323.50±44.29） mg/ dl、（283.30±74.00） mg/dl、（304.80±13.33） mg/dl，较假手术对照组

（606.00±52.40） mg/dl、（589.70±55.78） mg/dl、（615.00±54.84） mg/dl、（630.30±48.17） mg/ dl
均降低，差异具有统计学意义（t = 7.96、9.15、8.82，U = 0.00，P 均 < 0.01）。结论 MSCs 联合

PDMS 三维支架构建的微环境，可为移植胰岛提供生存的环境，为临床开展胰岛移植提供新的

策略。

【关键词】 间充质细胞； 聚二甲基硅氧烷； 胰岛移植； 糖尿病
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【Abstract】 Objective The study was aimed to engineer a suitable microenvironment 
for islets survival. Methods The three-dimensional macroporous scaffold was constructed with 
polydimethylsiloxane (PDMS) and sodium chloride crystal. The mini "artificial pancreas" was 
engineered with PDMS scaffold, bone marrow mesenchymal stroma cells (MSCs), fibronectin 
and islets. The artificial pancreases were transplanted into the omentum of STZ-induced diabetic 
rats, while the control group underwent sham operation. The blood glucose level of the rats was 
monitored every other day; the data was analyzed by t test and Kolmogorov-Smirnov test/Mann-
Whitney test. Results The PDMS scaffolds were constructed successfully with a large number of 
macro-pores. Islets and MSCs can be loaded into the scaffolds. HE staining showed that there were 
islets in the scaffold pores with surrounding MSCs. At each time point after transplantation (1, 3, 
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5, 7 days), the blood glucose levels of diabetic rats in artificial pancreas transplantation group were 
(278.70±86.06) mg/dl; (323.50±44.29) mg/dl; (283.30±74.0) mg/dl; and (304.80±13.33) mg/ dl 
respectively, which were significantly decreased than those in the control respectively group 
(606.00±52.40) mg/dl, (589.70±55.78) mg/dl, (615.00±54.84) mg/dl, (630.30±48.17) mg/ dl, 
(t = 7.96、9.15、8.82, U = 0.00, P < 0.01). Conclusion The microenvironment engineered with bone 
marrow MSCs and PDMS scaffold could provide a suitable environment for transplanted islets and 
provide a new strategy for clinical islet transplantation.

【Key words】 Mesenchymal stroma cells; PDMS; Islet transplantation; Diabetes

胰岛功能完全衰竭的脆性糖尿病（britlle 
diabetes），患者血糖水平极其不稳定，频繁出现酮症

酸中毒或严重低血糖等危及生命的并发症，严重影

响患者的生活质量 [1]。胰岛移植是治疗脆性糖尿

病的最有效方法，通过胰岛移植可以改善患者血糖

水平，避免严重低血糖发生，提高 C 肽水平 [2]。虽

然很多临床研究证实了胰岛移植的效果，但是胰岛

移植还存在许多障碍需要解决。目前胰岛主要采用

门静脉肝内移植的方式，移植的胰岛在肝内直接暴

露于血液之中，承受非自然的机械压力，可引起强

烈的免疫排斥反应和炎症反应，导致大量移植的胰

岛在移植初期就发生凋亡或失去功能，严重影响了

胰岛移植的治疗效果 [3]。构建一个适合移植胰岛生

存的微环境，隔离胰岛与血液的直接接触，阻止血液

系统的免疫细胞、抗体、补体等对胰岛的攻击，从而

提高胰岛的存活。

间充质细胞（mesenchymal stroma cells，MSCs）
是再生医学重要的种子细胞，是许多微环境的重要

组成成分。它能够分泌多种细胞因子，具有调节免

疫和促进血管生成等属性，在许多疾病的治疗中

呈现出令人振奋的治疗效果 [4-5]。聚二甲基硅氧烷

（polydimethylsiloxane，PDMS）是一种有机硅材料，

无毒无味，具有良好的生理惰性、化学稳定性、生物

相容性等优点，广泛的应用于药品、化妆品、食品等

各领域 [6]。本研究通过 PDMS 构建支架，为胰岛提

供一个相对稳定的物理空间，再联合 MSCs 和胞外

基质，构建适合移植胰岛生存的微环境，提高移植胰

岛的活性，并探讨其在糖尿病大鼠的治疗中的应用。

材料与方法

一、材料

1. 实验动物：SD 大鼠购自福州总医院动物实

验中心，雄性，200 ~ 300 g。所有试验在符合动物实

验伦理要求下进行。

2. 主要试剂及仪器：PDMS（美国 Dow Corning

公司），分析纯氯化钠（中国国药），凝血酶（湖南一

格）；链脲佐菌素（STZ，美国 Sigma 公司）；胶原

酶 P（美国 Sigma 公司）；Percoll（美国 Pharmacia
公司）；1640 基础培养基、DMEM- 低糖基础培养

基（美国 Hyclone 公司），胎牛血清、胰蛋白酶（美

国 Gibco 公司），细胞培养皿、培养瓶（美国 Corning 
公司），PE 标记抗小鼠单克隆抗体 CD29，CD34，
CD45，CD90（美国 BD 公司），CO2 培养箱（日本

Sanyo 公司），血糖试纸（德国 Bayer 公司）。

二、方法

1. PDMS 支架构建：分别用 40 目和 150 目筛

网筛取颗粒大小为 100 ~ 400 μm 的干燥 NaCl 晶体，

与 PDMS 按取质量比 9 : 1 进行混合均匀后，倒入模

具中，正向压力 1 000 PSI 压缩固化 4 h；将形成的

支架从模具中取出，放入去离子蒸馏水中淘洗 2 d，
将 NaCl 完全淘洗除去；然后将支架放入 2 mol/L 
NaOH 中 50 ℃孵育 24 h；蒸馏水清洗 3 次后，烘干，

高温高压灭菌待用。

2. 大鼠胰岛分离及鉴定：按照笔者先前报道的

方法 [7]，大鼠麻醉下沿腹中线开腹，充分暴露腹腔；

结扎靠近肠壁的胰胆管末端；分离肝下胆总管，头

皮针穿刺并固定。破心放血后，经穿刺灌注胶原酶

P 约 10 ml，分离灌注好的胰腺，转移入消化瓶中，

37 ℃水浴消化 10 min，充分振摇，加入 5 ml 小牛血

清终止消化；经 40目滤网过滤后，行 Percoll（11﹪，

20 ﹪，23 ﹪，25 ﹪）不连续密度梯度离心纯化胰岛，

获得的胰岛 DTZ 染色鉴定纯度，经 AO/PI 染色鉴

定胰岛活性。胰岛培养于含 10 ﹪胎牛血清的 1640
培养基中培养备用。

3. 大鼠 MSCs 分离培养及鉴定：按照先前报

道的方法 [7-8]，无菌条件下，分离获取大鼠股骨和胫

骨，冲洗出骨髓腔内的骨髓，经全骨髓贴壁培养法培

养，48 h 后弃去非贴壁血细胞，每 2 ~ 3 天换液 1 次。

待细胞长至 80 ﹪ ~ 90 ﹪融合时，用含 EDTA 的

0.25 ﹪胰蛋白酶消化传代，经流式鉴定间充质细胞

表面标志物的表达。
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4. 胰岛微环境构建：分别抽取大鼠促凝血和

肝素抗凝血，分离获得大鼠血清和血浆；将获得的

PDMS 支架用含 10 ﹪大鼠血清的 PBS 缓冲液浸

泡过夜；然后将支架放入培养皿中，加入大鼠骨髓

MSCs 的细胞悬液（2×106 个/ml）培养过夜。取出

含间充质细胞的支架，放入新的培养皿中。将分离的

SD 大鼠胰岛浓缩于 50 μl 的 1640 培养基中。将胰

岛悬液装载入支架中。取 SD 大鼠血浆，按体积比

10 : 1 加入凝血酶（2 000 IU/ml），混合均匀后，迅速

滴加于支架外围，形成一层包绕支架的纤维蛋白胶，

即制备得到含有 MSCs、胰岛细胞、胞外基质保护膜

组成的移植胰岛微环境——“人工胰腺”。

5. STZ 诱导糖尿病大鼠模型：按照先前报道的

方法诱导 SD 大鼠糖尿病模型 [7]。腹腔注射链脲佐

菌素 50 mg/kg，2 d 后监测大鼠血糖、体重，当连续

监测 3 d 血糖 > 300 mg/dl（16.6 mmol/L）为糖尿病

模型。

6.“人工胰腺”移植：SD 大鼠在 1 ﹪戊巴比妥

钠麻醉下，在腹部切开 1 个小口，在胃大弯下找到大

网膜，将大网膜铺展开，并将“人工胰腺”装载在大

网膜上，用大网膜将其包裹，加入新鲜配制的纤维

蛋白胶；将大网膜回纳入腹腔后缝合大鼠肌肉和皮

肤；假手术对照组按手术步骤行假手术不植入“人

工胰腺”；术后分别对大鼠血糖情况进行监测。

三、统计学分析方法

采用 Graphpad Prism 6.0 软件进行统计分析，

血糖值以 x ± s 表示，实验组与假手术对照组血糖水

平经方差齐性分析，方差齐采用 t 检验，方差不齐则

采用曼-惠特尼 U 检验，以 P < 0.05 为差异有统计学

意义。

结    果

一、PDMS 三维支架构建结果

根据磨具不同生成不同的三维巨孔支架。

NaCl 晶体被淘洗后，留下相应大小的孔洞。显微镜

下可见大量不规则孔洞空间（图 1）。
二、大鼠胰岛分离鉴定结果

经酶消化和不连续密度梯度离心，可获得较

纯的胰岛，经 DTZ 染色，胰岛呈猩红色，腺泡细胞不

染色。经 AO/PI 染色显示，获得的胰岛活性 > 90 ﹪

（图 2）。

注：a 图为正常视野下不同大小磨具形成的三维支架；b、c 图均为显微镜下支架孔洞，可见大量不规则孔洞空间，b 图放大倍数为 400，c 图放大倍数为 100

图 1  构建 PDMS 三维多孔支架结果

注：a 图为大鼠胰岛（×100）；b 图观察胰岛纯度，猩红色的为胰岛（DTZ 染色，×100）；c 图观察胰岛活性，活的胰岛染成绿色荧光，凋亡胰岛为橙红色

荧光（AO/PI 染色，×100）

图 2 倒置相差显微镜观察大鼠胰岛分离纯化鉴定结果
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三、大鼠 MSCs 分离鉴定结果

全骨髓法贴壁培养 3 d 后，可见成纤维状细胞

小集落生成，扩增培养后可获得较均一的成纤维

样，鱼群状细胞群（图 3）。经流式鉴定表达 CD29，
CD90；不表达造血系统的标志物 CD34，CD45 等

（图 4）。
四、“人工胰腺”构建结果

PDMS 支架装载胰岛后，显微镜下可见 PDMS
孔内存在胰岛。病理组化 HE 染色结果显示，胰岛

周围存在明显的瘦长型 MSCs 包绕，而不含 MSCs
组对照未见有瘦长型细胞包绕。见图 5 箭头所示。

五、“人工胰腺”大网膜移植治疗糖尿病大鼠

结果

“人工胰腺”大网膜移植过程如图 6。移植前

和移植后糖尿病大鼠血糖水平见表 1。移植后“人

工胰腺”移植组与假手术对照组相比血糖水平下

调，差异均具有统计学意义（t = 7.96、9.15、8.82，

U = 0.00，P 均 < 0.01）。说明人工胰腺内胰岛，具有

分泌胰岛素，发挥调节血糖的作用。

注：见成纤维状细胞小集落生成，扩增培养后可获得较均一的成纤维样，

鱼群状细胞群

图 3  倒置相差显微镜下观察全骨髓贴壁培养获得的大鼠

MSCs 形态（×40）

注：a、b 图为不表达造血系统的标志物 CD34，CD45 等；c，d 图为获得的 MSCs 表达 CD29，CD90

图 4  大鼠骨髓 MSCs 表面标志物表达流式鉴定结果
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讨    论

肝内移植的微环境，并不是最适合胰岛生存的

移植位点 [9]。研究者不断尝试不同的方法构建一个

类似“人工胰腺”的胰岛移植微环境 [10-11]。构建“人

工胰腺”微环境，需要解决几个关键的问题 [12- 14]：

（1）为胰岛提供一个定植空间，保护胰岛免受机械

压力损伤；（2）减轻胰岛与血液直接接触触发的炎

症反应造成的损伤；（3）克服机体免疫细胞对胰

岛的免疫攻击造成的损伤；（4）快速血管化，保障胰

岛的营养供应，使其在“人工胰腺”内的长期存活。

为解决胰岛定植空间问题，本研究利用 PDMS
与氯化钠晶体结合固化，通过淘洗融化氯化钠晶体

后，形成含有大量孔洞的三维支架，可以为胰岛提

供物理存在的空间。该支架可耐受高温高压、酸碱

等，具有较强的生物稳定性。本研究在 PDMS 支

架中加入 MSCs 作为支架微环境重要组成部分，并

利用胞外基质纤维蛋白，形成一层生物胶将胰岛和

MSCs 包裹于支架内，与免疫细胞等进行隔离，形成

一个迷你“人工胰腺”。MSCs 因其具有分化潜能、

免疫调控、分泌细胞因子等功能成为再生医学重

要的种子细胞 [4,15]。MSCs 也是胰腺间质细胞的重

要组成部分。先前的研究也证实，MSCs 在体内外

均能促进胰岛的存活，MSCs 和胰岛共移植可以减

少移植受体所需的胰岛量 [7,16-17]。MSCs 可以调节

免疫，减轻炎症反应，促进胰岛血管生成等 [18-19]。此

外胰腺基底膜含有多种胞外基质蛋白如层粘连蛋白

和胶原蛋白，可以通过 β1 整合素受体支持 β 细胞功

能 [20]。丰富的胞外基质是移植胰岛存活的必要条

件，当胰岛培养在 ECM 蛋白中如纤维连接蛋白，胶

原或层粘连蛋白中，存活率增加 [21-22]。甚至包括存

在与许多 ECM 分子中的 RGD 序列都能通过降低

表 1  两组糖尿病大鼠“人工胰腺”大网膜移植前后血糖水平（mg/dl，x ± s）

分 组 移植前 移植后 1 d 移植后 3 d 移植后 5 d 移植后 7 d

“人工胰腺”移植组 568.20±27.93 278.70±86.06 323.50±44.29 283.30±74.00 304.80±13.33

假手术对照组 566.00±47.63 606.00±52.40 589.70±55.78 615.00±54.84 630.30±48.17

t  值 0.10 7.96 9.15 8.82 0.00*

P 值 0.9253 < 0.01 < 0.01 < 0.01 < 0.01

注：* 为 U 值，血糖检测值超出检测上限的，定为 650 mg/dl。移植前，移植后 1，3，5 d 数据方差齐，采用 t 检验，移植后 7 d 数据方差不齐，采

用曼- 惠特尼 U 检验

注：a 图为倒置显微镜下 PDMS 支架中的胰岛（×40）；b 图为正置光学显微镜观察单独胰岛组 HE 染色人工胰腺内胰岛结果（×400）；c 图为正置光学

显微镜观察 HE 染色人工胰腺内胰岛结果（×400）。黑色箭头所示为 MSCs 细胞，白色箭头所示为胰岛

图 5  显微镜下观察“人工胰腺”构建结果

注：a 图为展开的大鼠大网膜；b 图为装载有胰岛的“人工胰腺”；c 图为大网膜包裹好的“人工胰腺”置入腹腔

图 6  “人工胰腺”大网膜移植过程
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胰岛对凋亡的敏感性，提高胰岛的存活 [23]。

本研究将构建的“人工胰腺”移植于糖尿病大

鼠大网膜上，结果显示，糖尿病大鼠血糖得到有效控

制，说明构建的“人工胰腺”可在体内具有生物学功

能。因此， MSCs 联合 PDMS 支架构建的微环境，

可为胰岛移植提供生存的移植微环境，但其长期的

效果和机制分析还有待于进一步的深入研究。
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