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链脲佐菌素诱导糖尿病恒河猴胰岛细胞数量的变化
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#摘要$!目的!观察链脲佐菌素%JPe&诱导恒河猴糖尿病动物模型胰岛细胞数量变化和激素表达情况) 方

法!健康恒河猴 ' 只#小剂量%$& -;9c;&多次静脉注射 JPe#濒死状态时将动物安乐死) 取胰腺制成石蜡切片#用

免疫组化染色法显示胰岛 O([(U和 QQ细胞#并对结果进行图像分析和统计学处理) 结果!与对照组比较#模型

组 [细胞数量减少#胰岛素表达降低%Eh&3&"&) O细胞增生#胰高血糖素表达增加%Eh&3&"&) QQ细胞增生#胰

多肽表达增加%Eh&3&'&) U细胞数量与对照组比较无显著性差异) 结论!恒河猴糖尿病动物模型胰岛各种细胞

的数量和激素表达情况与人类糖尿病类似)

#关键词$!动物模型$ 胰岛$ 链脲佐菌素$ 免疫组织化学
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!!胰腺分为外分泌腺和内分泌腺两部分) 外分

泌腺分泌胰液#内分泌腺由大小不同的细胞团,胰

岛所组成#主要分泌胰岛素#调节糖代谢) 人和大(

小鼠等实验动物的胰岛细胞按其染色和形态学特

点#主要分为 O细胞([细胞(U细胞及 QQ细胞#但

各种细胞的比例不同) 链脲佐菌素% JPe&能选择性

破坏 [细胞而诱导不可逆糖尿病) 本文在小剂量

多次注射 JPe成功诱导恒河猴糖尿病动物模型的

基础上#用免疫组化方法显示各种胰岛细胞的形态

和数量变化#结果报道如下)

J3材料和方法

JOJ3模型制备

成年恒河猴 ' 只#购自军事医学科学院实验动

物中心#年龄 * S( 岁#体重%'3' S(3'& c;) 动物合

格证号'JLfb,%军&%&&),&&") 动物使用许可证号'

J f̂b%京& %&"&,&&$&) 模型制作方法见参考文献

-".)

JOH3标本制备

模型动物中的 $ 只在给予 JPe"# 个月#" 只动

物在给予 JPe%& 个月时处于濒死状态) 动物经戊

巴比妥麻醉后股动脉放血处死) 取胰腺在 "&k中

性甲醛固定# 组织经常规脱水# 石蜡包埋) 樱花

IWJ*"& 切片机进行连续切片#厚度 *

!

-#每隔 ' 片

取连续的 * 片贴在防脱载玻片上#'&l烤箱内烘烤

过夜) 取毒性试验正常对照组动物胰腺作为对照#

切片处理与模型动物相同)

JOP3免疫组化染色

切片经脱蜡(水化(蒸馏水洗#进行 JQ法免疫

组化染色) 步骤'%"& $k R

%

a

%

消除内源性过氧化

物酶#室温 "& -/D#Q[J 洗) %%&正常血清封闭 "'

-/D#滴加第一抗体%C.11/7.D7/,/D<B0/D# J.D7.公司产

品# 货 号 JL,#("G# 稀 释 度 " m$&&$ -5B<F.D7/,

;0B4.;5D#福建迈新#货号 [Z"(%"#稀释度 "m%&&$

C.11/7.D7/,<5-.75<7.7/D# 北 京 中 杉 金 桥# 货 号 eO,

&%$%#稀释度 "m"'&$ C.11/7.D7/,850=8F87/>F#北京中

杉金桥#货号 eO,&%""#稀释度 "m"&& &#*l过夜#

Q[J 洗) %$&滴加第二抗体 %辣根过氧化物酶标记

山羊抗小鼠(山羊抗兔 I;V聚合物#北京中杉金桥#

货号 QW,#&&"#QW,#&&%&#室温孵育 $& -/D#Q[J 洗)

%*&UO[显色 " S' -/D%北京中杉金桥#货号 eNI,

&&&"&#显微镜下控制显色程度#蒸馏水终止显色)

%'&苏木素衬染后脱水(透明(中性树胶封片)

JOQ3细胞计数与统计学方法

切片光镜下观察后用 O8FC/5切片扫描系统对

切片进行扫描#随机截取 ' 个高倍视野%*&& n&#采

用 I-.;F,QC5QNTJ 图像分析系统对阳性细胞数和光

密度值%IaU&进行分析) 每只动物计数 $ 张切片#

取平均值) 数据用 JQJJ"(3& 统计软件处理#两组间

比较使用 0检验#Eh&3&' 有统计学意义)

H3结果

HOJ3各种细胞的比例

对照组组 O([(U(QQ四种细胞的比例约为

%"k()$k('k("k) 模型组四种细胞的比例为

'Gk($%k(Gk(%k%图 "&)

图 J3胰岛各细胞比例

-=ERJ!QFC4FD7.;F45-85</7/5D 5Y76F8.D4CF.</<0F7

4F00</D 76F45D7C50.D> -5>F0;C5B8<@

HOH3免疫组化

结果可见 [细胞胞质在对照组中呈深棕色#分

布在胰岛中央区) 模型组中 [细胞胞质着色变浅

%图 %O# L&#胰岛素表达减少) 细胞核蓝色) 剩余

细胞肥大#分布杂乱) 模型组 O细胞增生#细胞变

密集#分布于胰岛周边部位#在模型组与对照组中

均呈现为较深的棕色颗粒 %图 %[# U#见彩插 "&)

对照组 U细胞数量较少#分布在胰岛 O([细胞中

间) 模型组 U细胞增生#生长抑素表达增多 %图

$O# L&) 对照组 QQ细胞体积较小#数量极少#分布

在胰岛周边部位) 模型组 QQ细胞增生#胰多肽表

达增多%图 $[# U#见彩插 %&)

HOP3阳性细胞数及光密度值

模型组 [细胞阳性细胞数及光密度值较对照

组显著减少%Eh&3&"&) 模型组 O细胞阳性细胞数

量及光密度值比对照组显著增高%Eh&3&"&) U细

胞阳性细胞数量及光密度值比对照组增高#但差异

无显著性) 模型组动物 QQ细胞显著增生#阳性细

胞数量及光密度值较对照组显著增加 %Eh&3&'&

%表 "&)
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表 J!胰岛细胞表达情况及细胞光密度值
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细胞类别

LF007=8F<

组别 VC5B8<

O细胞%O4F00& [细胞%[4F00& U细胞%U4F00& QQ细胞%QQ4F00&

对照组

L5D7C50;C5B8

模型组

Z5>F0;C5B8

对照组
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模型组

Z5>F0;C5B8

对照组

L5D7C50;C5B8

模型组

Z5>F0;C5B8

对照组

L5D7C50;C5B8

模型组

Z5>F0;C5B8

阳性细胞数
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P3讨论

自 G& 年代以来 " 型糖尿病的自身免疫学说已

确立 -%.

) 根据多方面的综合研究#已知它是由 P淋

巴细胞介导的自身免疫性疾病) 胰岛 [细胞受到

自身免疫攻击而选择性地被破坏#胰岛 [细胞功能

受损#胰岛素分泌绝对或相对不足 -$ H'.

) JPe是一

种广谱抗菌素#对大小鼠的胰腺 [细胞具有选择性

毒性作用#可引起血糖升高及胰岛萎缩等改变#但

其发病机制及病理生理改变与人类糖尿病差别较

大 -(.

) 小剂量多次注射 JPe通过激活自身免疫过

程导致 [细胞损伤 -).

#与 I型糖尿病的发病机理学

说类似) 本实验的结果显示#小剂量 JPe作用于恒

河猴胰腺 "G 个月后#胰岛 [细胞数量明显减少%E

h&3&"&#胰岛素表达降低#合成和分泌胰岛素的功

能减弱较正常动物明显减弱) 从组织学上证实此

模型与人类糖尿病的相似性)

啮齿类动物的胰腺中#O细胞占 "'k S%&k#[

细胞占 (&k SG&k#U细胞少于 "&k#QQ细胞不足

"k

-G.

) 而在人类胰岛中#O([(U(QQ四种细胞比例

分别为 %&k S%'k#(&k S)'k#'k和少于 "k

-#.

)

本实验中#恒河猴胰岛 U细胞(QQ细胞比例与啮齿

类相差不大#而 [细胞比例减少#O细胞比例增多#

其细胞比例与人类更接近)

生理情况下#O细胞分泌的高血糖素与 [细胞

分泌的胰岛素相互拮抗和协调维持了血糖的稳定)

正常情况下胰岛素作用占优势) 胰岛素绝对或相

对不足时#胰高血糖素作用加强而且可以直接作用

于 [细胞) 反映在组织学上即表现为 O细胞的增

生和胰高血糖素的表达增加) 胰岛 U细胞分泌的

生长抑素是一种含 "* 个氨基酸的肽类激素#可通过

旁分泌发挥抑制糖吸收#调节糖代谢的作用) 有文

献报道给予外源性生长抑素可预防 JPe引起的胰

岛素分泌障碍 -"&.

) 胰岛素分泌不足时#U细胞代偿

性增生) 本实验结果显示恒河猴胰岛 O细胞数量

显著增加#胰高血糖素表达增多%Eh&3&"&) U细

胞的数量级表达情况虽然没有统计学意义#但与对

照组相比仍有上升趋势) 与文献报道相符)

本文在使用 JPe成功诱导恒河猴糖尿病动物

模型后#利用免疫组化方法显示恒河猴动物模型胰

岛各种细胞的数量和激素表达情况#证实其数量及

表达与人类糖尿病类似#为模型的应用提供参考)
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