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目的
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"标记的胰岛细胞在大鼠肝脏内的成像方法#用于监测胰岛细胞移植术后移植物在大鼠体内的存活

及排异情况%方法
!

采用
DB$="1,'

A

%$BH-'8+

磁共振扫描仪#配合
$

英寸小动物线圈%实验动物为
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只雄性

N'@8$?

大鼠和
+

只雄性
G+M'@

大鼠%将
,:EI

标记的胰岛细胞移植入大鼠肝脏内#未用
,:EI

标记的作为阴性

对照#比较两组的差异%对
,:EI

标记后移植的大鼠分别用
!,B1!NE

序列和
D6B1!

%

NE

序列扫描#比较序

列敏感性的差异%分别将取自
N'@8$?

大鼠和
G+M'@

大鼠的胰岛细胞#用
,:EI

标记后移植入
N'@8$?

大鼠肝脏

内#观察两移植组受体体内的胰岛细胞存活及排异的情况%将同基因移植组的大鼠于移植术后
$

月处死#异基

因移植组的大鼠于移植术后
$

周处死#作病理切片#将所得结果与
*6E

的图像进行对照%结果
!

只有
,:EI

标

记后的胰岛细胞可以被
*6E

监测到#表现为肝实质背景上的低信号点%

D6B1!

%

NE

较
!,B1!NE

序列对

,:EI

的监测更敏感%同基因移植组于移植后第
&

周&第
!

周及第
$

周的低信号点相对数量分别为!
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#而异基因组的相对数量分别为!
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%两组相对数量之间的差异具有显著的统计学意义!

C

#

"="&

"%病理结果显示#

标记后的胰岛细胞内确实存在铁颗粒#同基因移植组
$

月后在肝窦内仍能找到保存完好的移植物#而异基因组

在移植后
$

周只有极少量的移植物残留%结论
!

*6E

能对大鼠体内
,:EI

标记的胰岛细胞进行成像#用于活体

实时监测胰岛细胞移植术后移植物的存活及排异情况%
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胰岛细胞移植技术是治疗
&

型糖尿病最有希望

的方法之一#但移植后对体内胰岛细胞的监测较困

难%目前可用来监测胰岛的影像技术包括正电子发

射断 层 扫 描 仪 !

4
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"&光学成像技术及磁共振!
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*6E

"%因
*6E

具有无放射性&较高的软

组织分辨能力和良好的重复性#与其他技术相比具

有明显的优势%但直接观察体内的胰岛细胞是相当

困难的#因为它的体积非常小#并且与周围组织信号

差别小%超顺磁性氧化铁!
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"纳米分子探针#作为一种新型的
*6

对比剂#因具有良好的生物相容性和
*6E

信号敏感

性而成为目前研究的热点%本研究将
,:EI

标记胰

岛细胞#利用
DB$="1 *6E

监测标记后的细胞在

体内的成像#从而观察移植术后受体内的胰岛细胞

分布及排异的情况%

材 料 和 方 法

材料&试剂与设备
!

!"

只雄性
N'@8$?

大鼠和
+

只

雄性
G+M'@

大鼠#购自北京维通利华公司实验动物中

心#体重
!("

#

$+"

A

%

,:EI

!商品名
!+?'#+H

#

>#($%-+#

*$

A

%+8'-

公司"$链脲霉素&

:GG

试剂!

,'

A

9$

公司"$胶

原酶
:

!

6/-3+

公司"$大鼠胰岛素
BGE,>

试剂盒

!

*+?-/#'$

公司"$兔抗大鼠胰岛素抗体!

>L-$9

公司"$

J6:

偶联羊抗兔抗体!

:?/9+

A

$

公司"$

$="1+@7$

磁共

振机!

DB

公司#

,'

A

%$BH-'8+

机型"%

胰岛细胞移植
!

分别从
N'@8$?

和
G+M'@

大鼠!各

+

只"胰腺组织内提取胰岛细胞#并用
!+?'#+H0:GG

复

合物在体外标记%采用链脲霉素!

+"9

A

/

O

A

"腹腔注

射入
&+

只
N'@8$?

大鼠体内#从而建立糖尿病动物模

型%移植当日#大鼠麻醉后剖腹#经门脉主干插管#注

入
"=(9G

含
&!""

个胰岛的
J$%O@

液#压迫止血后关

腹%胰岛细胞经门脉分支移植入大鼠的肝脏中%分

别施行同基因组!供体)

N'@8$?

大鼠$受体)糖尿病

N'@8$?

大鼠$

%.(

"和异基因组!供体)

G+M'@

大鼠$受

体)糖尿病
N'@8$?

大鼠$

%.%

"胰岛移植%余下
&

只施

行同基因组胰岛移植但未用
!+?'#+H

标记#作为阴性

对照%

D#5*,#/

标记与未标记胰岛的监测
!

从
!+?'#+H

标记的同基因移植组中任选
&

只大鼠#与未用

!+?'#+H

标记的
&

只大鼠进行
D6B1!

%

NE

序列扫

描#参数设置)

16.&!"9@

#

1B.)=)9@

#矩阵
&#!/

&#!

#

!IW.(-9/(-9

#

.B2.%

#层厚
!=+99

#层

数
.&"

#扫描时间
&9'%)"@

%

扫描序列的选择
!

从
!+?'#+H

标记的同基因移植

组中任选
&

只大鼠#于移植术后第
&

天#分别用
!,B

1!NE

和
D6B1!

%

NE

序列对大鼠肝脏进行扫描%

!,B1!NE

序列参数设置)

16.!%"" 9@

#

1B.

(!=%"9@

#矩阵
&#!/&#!

#

!IW.(-9/(-9

#

.B2.%

#

层厚
!=+99

#层数
.&"

#扫描时间
&9'%$#@

%

D6B

1!

%

NE

序列参数设置)

16.&!"9@

#

1B.)=)9@

#

矩阵
&#!/&#!

#

!IW.(-9/(-9

#

.B2.%

#层厚

!=+99

#层数
.&"

#扫描时间
&9'%)"@

%

监测胰岛移植的排斥反应
!

同基因移植组

!

%.%

"和异基因移植组!

%.%

"分别于移植术后第
&

天&第
&

周&第
!

周和第
$

周行肝脏
*6E

检查%采

用
D6B1!

%

NE

序列#参数设置)

16.&!"9@

#

1B

.)=)9@

#矩阵
&#!/&#!

#

!IW.(-9/(-9

#

.B2.%

#层厚
!=+99

#层数
.&"

#扫描时间
&9'%

)"@

%标记的胰岛或者胰岛细胞团表现为肝脏中的

低信号点!小黑点"%计数每一个层面中的黑点数#

共
&"

个层面#作为检测到的胰岛或胰岛细胞团总

数%术后第
&

天的胰岛数记为
&""U

#分别将第
&

周&第
!

周和第
$

周的数值与第
&

天的数值相除#得

到这些时间点胰岛的相对数量%采用配对
&

检验进

行分析#

C

#

"="+

认为差异具有统计学意义%

病理和免疫组化染色
!

同基因移植组动物于移

植后
$

月处死#异基因组动物于移植后
$

周处死#未

用
!+?'#+H

标记的对照鼠于移植后
$#

处死%收集

&'%
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肝脏标本#作
)

"

9

厚石蜡切片%用
BQ1>

溶液微

波炉加热#修复抗原%随后加兔抗大鼠胰岛素抗体#

)T

孵育过夜#随后用
:R,

洗涤
!

次#加
J6:

偶联

羊抗兔抗体#室温反应
&3

后#

:R,

洗涤
!

次#

Q>R

底物%这是个两步法反应#胰岛素阳性的细胞#胞质

被着色成棕色%切片随后作普鲁士兰染色%

结
!!!

果

D#5*,#/

标记与未标记胰岛图像的比较
!

未用

,:EI

标记的胰岛不能在
*6E1!

%

NE

图像检测到

!图
&>

"#而用
!+?'#+H0:GG

复合物标记的胰岛#则

表现为肝实质背景上的低信号点!图
&R

"%

图
C

!

D#5*,#/

未标记与标记后的大鼠胰岛图像
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&%7$L+7+#
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R
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DNO!GPQ

序列和
R:O!G

%

PQ

序列监测胰岛

的敏感性
!

!,B1!NE

序列扫描得到的图像肝实质

背景较暗淡#很难找到低信号点的存在!图
!>

"#而

D6B1!

%

NE

序列的图像上#低信号点与肝实质背

景的对比度明显强烈#使低信号点显示得更清晰

!图
!R

"%

图
G

!

DNO!GPQ

序列和
R:O!G

%

PQ

序列

扫描得到的大鼠肝脏图像
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胰岛移植物的排斥反应
!

同基因移植组胰岛细

胞数量减少得并不明显#异基因移植组的胰岛细胞

数量从第
&

周开始就明显减少#至移植后第
$

周大

部分动物体内已监测不到胰岛细胞的存在!图
$

"%

同基因移植组于移植术后第
&

周&第
!

周及第
$

周

的低信号点相对数量分别为!

#"="$,#=+!

"

U

&

!

#!=(',&(=!&

"

U

和!

(%=!+,!)=(&

"

U

#而异基因

组的相对数量分别为!

)&=)",&+=)&

"

U

&!

$$=)&,

&)="&

"

U

和!

!$=+(,&%='(

"

U

!图
)

"%两组相对数

量之间的差异具有显著的统计学意义!

C

#

"="&

"%

图
I

!

同基因移植组及异基因移植组在移植术后监测到的肝脏图像
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周碧婧#等
=

大鼠胰岛细胞移植的磁共振监测

图
E

!

移植术后同基因与异基因移植组随访到的胰岛相对数量
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病理和免疫组化染色结果
!

!+?'#+H

标记的动

物体内确实有被染成蓝色的铁颗粒存在#并被胰岛

细胞所摄取#而未标记的胰岛细胞内没有见到铁颗

粒!图
+>

&

R

"%在异基因组的
%

只实验动物中#只

有
!

只体内找到少量残留的胰岛移植物#而在同基

因组动物体内#移植后
$

个月仍然可以在肝窦中找

到保存完好的胰岛移植物!图
+;

&

Q

"%

讨
!!!

论

胰岛细胞移植技术是目前最有前景的治疗
&

型

图
K

!

病理和免疫组化染色结果#
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糖尿病的方法#但因移植术后的免疫排斥反应常导

致移植物的凋亡和坏死#而使手术失败%因此#若能

直接观察到受体内的胰岛移植物#实时监测其分布&

存活的情况及排斥反应的发生情况#则能更为直观

地评价移植物的功能%随着纳米粒子合成技术的发

展#纳米粒子用于生物分子标记已成为研究的热点#

对于疾病的诊断和治疗有重要的意义-

&

.

%

,:EI

是

一种新型的
*6E

对比剂#其对细胞无毒#并且具有

良好的生物相容性和
*6E

信号敏感性%经大量实

验研究证实#

,:EI

在器官移植在体监测中能够发

挥重要作用-

!

.

%

本研究将
,:EI

标记与未标记的胰岛细胞图像

进行比较#

,:EI

标记后的大鼠肝脏内可以看到弥

漫分布的低信号点#而没有标记的胰岛细胞是不能

被监测到的%经病理实验证实#

,:EI

标记后移植

的细胞内散在分布着染成蓝色的铁颗粒#而未标记

的胰岛细胞内没有发现这样的颗粒存在#说明
,:EI

标记细胞后#铁颗粒经细胞的摄取作用存在于细胞

内#又由于其具有超顺磁性#而在
*6E

扫描时表现

为低信号的黑点%这一结果说明
,:EI

标记胰岛细

胞的技术可以用于在
*6E

上观察移植术后胰岛细

胞在动物体内的分布情况%

$'%
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年
&&

月#

$%

!

%

"

!

,:EI

是以缩短
1!

为主的-

$

.

#扫描序列应选择

1!NE

%本研究将
!,B1!NE

序列和
D6B1!

%

NE

序列进行了比较#发现
D6B1!

%

NE

序列中肝实质

背景的对比度明显较强#低信号点显示明显清晰%

这是因为
D6B

使用极性相反的去相位梯度场和再

聚焦梯度场致横向弛豫再聚焦#不使用
&("Z

脉冲#

故对
,:EI

的磁敏感效应更为敏感-

)

.

%

D6B

序列

由于屏气快速成像#其信噪比常不如
,B

序列#但由

于对磁场不均匀性非常敏感#所以增强后具有极好

的对比噪声比#弥补了信噪比方面的不足%

1!

%

NE

为
,:EI

提供的敏感性最强#但同时对气
0

液界

面&血流&内生铁蛋白的沉积所产生的背景场的不均

一性也非常敏感#其特异性是比较低的-

+

.

%因此#

D6B1!

%

序列能同时获得最高敏感度和相对高的

特异度%

近年来#国外已有一些相关的研究#如
P?'K

等-

%

.用超顺磁性氧化铁颗粒
!+?"-$?L/8?$%

对胰岛

细胞进行标记#并将实验动物分成同基因及异基因

移植组#发现异基因组从移植术后第
!

周开始低信

号点数量明显减少%本研究用
!+?'#+H

标记胰岛细

胞#发现同基因组的胰岛细胞数量在随访的
$

周时

间里减少的并不明显#而异基因移植组动物体内的

胰岛细胞于移植术后第
&

周就明显减少%经病理实

验证实#异基因移植组移植后
$

周的大鼠肝脏内只

能找到少量的胰岛移植物残留#而同基因移植组在

移植术后
$

个月的大鼠肝脏内仍能找到保存完好的

胰岛移植物%说明在异基因移植组中因发生了强烈

的免疫排斥反应#导致大量胰岛细胞死亡#凋亡坏死

的胰岛细胞因释放出了铁颗粒#在
*6E

图像上表现

为低信号点的数量明显减少%从影像学的角度看#

释放入肝实质的铁颗粒因数量极少#分布广泛#并迅

速被肝脏的
P"

44

5+?

细胞吞噬-

'

.

#又由于肝脏的代

谢作用而将此物质从肝脏中快速清除#在
*6E

图像

上是不会产生假阳性的%相比之下#有活性的胰岛

细胞经内吞作用聚集了大量的铁颗粒#并由细胞膜

将其分隔开#从而会产生明显的低信号点-

%

.

%因此#

在肝脏内能以高浓度稳定地储存铁的唯一实体是有

活性的胰岛细胞%

在
P/L7$@

等-

(

.的研究中#他们发现在同基因移

植组移植术后
&!

周#这些用于标记细胞的氧化铁颗

粒仍然可以在磁共振上观察到%说明
,:EI

的标记

时间是相当长的#可以用于长期的监测和随访%据

此#胰岛细胞被
,:EI

标记后再移植入受体内#

*6E

不仅可以观测到胰岛细胞在肝门系统的分布情况#

并且可以用于长期监测其存活及发生排异的情况%

这一技术属于分子影像学领域#目前尚在动物

实验阶段#其能否用于人体还在研究中%从目前临

床应用来看#

,:EI

的临床剂量远小于其毒性的阈

值#而本研究标记胰岛细胞的量又远小于
,:EI

的

临床用量%研究表明-

#

.

#

,:EI

对胰岛的存活没有任

何负作用#也没有影响标记的胰岛细胞分泌胰岛素

的功能%故预测此项技术可应用于人体#对移植的

胰岛细胞进行标记#无创监测移植物在受体内存活

和排异情况%
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