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ОСтрОВКОВОЙ тКАНи иЗ ПОдЖелУдОчНОЙ ЖелеЗы
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Успешность аллотрансплантации островков поджелудочной железы при лечении пациентов с трудно-
управляемым течением сахарного диабета 1-го типа зависит главным образом от количества и качества 
островков, изолируемых из поджелудочной железы посмертных доноров с помощью ферментных препара-
тов, прежде всего коллагеназы. Многочисленные исследования по совершенствованию и стандартизации 
методов выделения островков достигли в последнее десятилетие предела своих возможностей, что сделало 
невозможным дальнейшее увеличение количества и качества клинических трансплантаций. Учитывая 
негативное влияние применения коллагеназной техники на морфофункциональные свойства изолируе-
мых островков, в настоящей работе изучена возможность бесферментного получения островковой ткани, 
очищенной от экзокринного балласта. Эксперименты, проведенные с использованием поджелудочной 
железы новорожденных и молодых кроликов, показали реальность разработки методических подходов к 
получению островковоподобных культур без применения экзогенных ферментов.
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The success of pancreatic islet allotransplantation in the treatment of patients with a difficult-to-manage type 
1 diabetes depends mainly on the quantity and quality of islets isolated from the pancreas of deceased donors 
using enzyme preparations, primarily collagenase. Numerous studies on improvement and standardization of islet 
isolation techniques have reached their limits in the last decade. This has made it impossible to further boost the 
number and quality of clinical transplants. Taking into account the negative impact of collagenase technique on 
the morphofunctional properties of isolated islets, this work has studied the possibility of enzyme-free isolation 
of islet tissue purified of exocrine ballast. Experiments using the pancreas of newborn and young rabbits showed 
that developing methodological approaches to obtaining islet-like cultures without the use of exogenous enzymes 
is feasible.
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ВВедеНие
Прорыв в эффективной аллотрансплантации 

островков поджелудочной железы (ПЖ) больным 
сахарным диабетом 1-го типа ознаменовался в са-
мом начале XXI века разработкой Эдмонтонского 
протокола [1]. С тех пор произошло определенное 
улучшение результатов и повышение безопасности 

трансплантации островков [2]. При этом некоторые 
трансплантационные центры неизменно были более 
успешными, чем другие [3], и это различие обуслов-
лено в значительной, если не в определяющей, сте-
пени качеством изолированных островков, которое 
зависит от методического уровня и опыта исследо-
вателей, занимающихся этой проблемой.
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Правильность применения препаратов коллагена-
зы, являющихся важнейшими реагентами, использу-
емыми для изоляции островков, существенно влияет 
на количество и качество островков (точнее, экви-
валентов островков) и в конечном итоге определяет 
результаты их трансплантации больным сахарным 
диабетом [3]. В течение ряда лет для выделения ос-
тровков из препаратов коллагеназного ряда наибо-
лее широко использовалась Либераза Н1 (Roche), 
которая, по сути, считалась ферментом выбора [4]. 
Однако в 2007 году возникли опасения по поводу 
использования этого препарата. Дело в том, что в 
процессе его производства использовалось сырье, 
полученное из мозга крупного рогатого скота, кото-
рое теоретически потенциально может передавать 
заболевания, связанные с прионами [5]. С тех пор 
были предприняты усилия по замене этого препара-
та путем модификации его компонентов и изучения 
переваривающей активности новых ферментов [6]. 
В результате стали применять смеси ферментов, 
включающие Коллагеназу NB1 (Serva), версию Ли-
беразы без использования тканей млекопитающих 
(Roche) и новую смесь Vitacyte [7–9]. Несмотря на то 
что Либераза HI и Коллагеназа NB1 были наиболее 
широко исследованными ферментами для выделения 
островков человека, количественные и качественные 
результаты, полученные в ряде центров, существен-
но различались и нередко оказывались противоре-
чивыми. При этом критерием качественной оценки 
образцов островков, выделенных в нескольких цент-
рах США от доноров с различными характеристи-
ками, являлось определение функции островковых 
β-клеток (базальная и стимулированная секреция 
инсулина) [10].

Отсутствие стандартизации ферментной обработ-
ки ткани ПЖ человека может в определенной степе-
ни объяснить высокую вариабельность результатов 
изоляции островков. С целью определения разумного 
выбора наиболее приемлемого варианта обработки 
панкреатической ткани был проведен сравнитель-
ный метаанализ результатов применения смесей 
различных ферментных препаратов при изоляции 
островков из ПЖ посмертных доноров [11]. При 
этом оценивали влияние различных ферментов на 
эквивалентное количество островков, полученных из 
1 грамма поджелудочной железы, определяя степень 
их очистки, жизнеспособность и стимулированную 
глюкозой секрецию инсулина. Проведенный мета-
анализ показал, что, по-видимому, исследования по 
стандартизации изоляции достаточного количества 
островков из донорской ПЖ достигли предела своих 
возможностей, и после всплеска достижений в нача-
ле 2000-х годов в этой области наступил стагнацион-
ный период, что сделало практически невозможным 
значимое увеличение эффективных пересадок ост-
ровков в клинике. Многочисленные эксперименты с 

использованием ПЖ лабораторных животных, пре-
жде всего грызунов, продолжающиеся до настоящего 
времени, не позволили существенно улучшить метод 
изоляции островков [12–14] и экстраполировать по-
лученные данные на протокол выделения островков 
из ПЖ посмертных доноров. Некоторую надежду на 
увеличение длительности выживания и повышение 
функциональных возможностей островков дают опы-
ты по совместному их культивированию с мезенхи-
мальными стромальными клетками [15, 16].

Важно отметить, что помимо экзогенных фер-
мент ных препаратов существенное влияние на ко-
личество и качество островков, изолируемых из 
донорской ПЖ, может оказывать активация ее соб-
ственных протеолитических ферментов, продуциру-
емых ацинарными клетками. Как известно, внешне-
секреторная функция ПЖ заключается в выделении в 
двенадцатиперстную кишку панкреатического сока, 
способствующего расщеплению поступающего с пи-
щей белка до аминокислот. Протеолитические фер-
менты, представленные трипсином, химотрипсином 
и карбоксипептидазой, выделяются в просвет две-
надцатиперстной кишки в неактивном состоянии, и 
активация их наступает под влиянием энтерокиназы 
кишеч ного сока. Однако внутриорганная активация 
собственных ферментов в донорской ПЖ вполне 
реальна и связана главным образом с нарушением 
подачи кислорода во время ее извлечения, хранения 
на холоде и при выполнении процедуры изоляции 
островков [17]. Увеличение продукции лактата в ре-
зультате анаэробного распада глюкозы при гипоксии/
аноксии вызывает внутриклеточный ацидоз, который 
является одним из основных индукторов преждевре-
менной внутриклеточной аутоактивации трипсино-
гена и последующего запуска ферментного каскада 
в ацинарных клетках [18]. Поскольку 90% белков, 
синтезированных ацинарными клетками, являются 
пищеварительными ферментами, неизбежные перио-
ды ишемии обеспечивают «идеальные» условия для 
запуска аутолитических процессов в ПЖ [19]. От-
рицательное влияние эндогенных панкреатических 
протеаз на функциональные способности островков 
было отмечено, в частности, при ишемическом/ре-
перфузионном панкреатите, развивающемся в про-
цессе консервации донорской ПЖ [20]. Выживанию 
островков во время ишемии может препятствовать 
также то, что островки непосредственно окружены 
ацинарными клетками, которые отличаются более 
высокой плотностью гранул зимогена по сравнению 
с телеинсулярными клетками. Эта гистологическая 
особенность делает островки особенно уязвимыми 
к протеолитическому повреждению [21].

Отсутствие прогресса в разработке методов изо-
ляции островков сделало востребованным поиск 
новых, более эффективных подходов к получению 
островковой ткани в количестве, достаточном для 
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осуществления успешного трансплантационного 
лечения больных сахарным диабетом. В настоящей 
работе изучена возможность получения культур 
островковых клеток, очищенных от экзокринного 
балласта, без использования стандартных фермент-
ных препаратов, которые, как было указано выше, в 
значительной мере снижают выживаемость и функ-
циональные возможности выделяемых островков.

МАтериАлы и МетОды
В качестве доноров ПЖ использовали лабора-

торных кроликов породы «советская шиншилла» 
различного возраста и массы тела: 60 голов ново-
рожденных (1–2-дневных) с массой тела 60–70 г и 
12 голов одномесячных с массой тела 600–700 г, то 
есть на порядок большей, чем у новорожденных кро-
ликов. Животных получали из питомника лаборатор-
ных животных ООО «КролИнфо» с представлением 
ветеринарного свидетельства.

Учитывая описанное выше пагубное влияние на 
островки протеолитических ферментов, высвобож-
дающихся при продолжительных манипуляциях с 
донорской ПЖ, нами были использованы приемы, 
уменьшающие это воздействие, минимизирующие, 
в частности, длительность ишемии органа. При этом 
нами предполагалось, что умеренный протеолиз эн-
догенными ферментами, неизбежный даже при са-
мой кратковременной обработке панкреатической 
ткани, приведет к гибели только ацинарных клеток, 
но не окажет повреждающего действия на островки. 
Поэтому с целью предупреждения избыточного ау-
толиза панкреатической ткани сразу после эвтаназии 
животных и извлечения у них ПЖ последнюю поме-
щали в холодный (4 °С) раствор Хенкса (ПанЭко), 
затем быстро с помощью глазных пинцетов удаляли 
капсулу, видимые кровеносные сосуды и выводные 
протоки и разрезали орган на фрагменты величиной 
около 2 мм, которые дважды промывали холодным 
раствором Хенкса, после чего в течение 7–10 минут 
тщательно измельчали острыми глазными ножница-
ми. Продолжительность микродиссекции зависела 
от видимых особенностей обрабатываемой желе-
зы и определялась исследователем в каждом конк-
ретном случае. Образовавшуюся густую тканевую 
суспензию не менее трех раз промывали холодным 
раствором Хенкса. В результате указанных манипу-
ляций обрабатываемая при комнатной температуре 
(20–24 °С) панкреатическая ткань подвергалась пред-
положительно лишь щадящему протеолитическому 
воздействию эндогенных панкреатических фермен-
тов, которые после обильного промывания получен-
ной тканевой суспензии удаляли вместе с обрывками 
аутолизированной экзокринной ткани. Полученная 
после обработки 1 ПЖ одномесячного кролика или 
5 ПЖ новорожденных кроликов тканевая суспензия 
состояла в основном из микрофрагментов размером 

менее 1 мм3, которые переносили в культуральный 
флакон площадью 25 см3 (Соrning), куда сразу же 
вносили 10–12 мл среды RPMI-1640 HEPES без глу-
тамина (ПанЭко) и добавляли 1 мл эмбриональной 
телячьей сыворотки (HyClone). Флаконы помеща-
ли в инкубатор и культивирование проводили при 
37 °С. Замену ростовой среды на свежую выполняли 
каждые 2–3 суток. За изменениями, происходящими 
в процессе инкубации, наблюдали через инверти-
рованный микроскоп Nikon Eclipse TS 100 путем 
ежедневного мониторинга, и значимые изменения 
фиксировали с помощью цифровой фотокамеры. 
Проводили гистологическое исследование нативных 
ПЖ новорожденных и одномесячных кроликов, а 
также образцов получаемых культур на разных сро-
ках инкубации панкреатических микрофрагментов. 
Исследуемый материал фиксировали в формалине. 
После рутинной процедуры обезвоживания образцы 
заливали в парафин. Среды толщиной 4 мкм окра-
шивали гематоксилином и эозином, а также под-
вергали иммуногистохимическому окрашиванию 
по стан дарт ной методике с пероксидазой хрена для 
выявления основных типов островковых клеток с 
использованием соответствующих моноклональных 
антител: antiinsulin и antiglucagon (Sigma).

реЗУльтАты и иХ ОБСУЖдеНие
Гистологическое исследование ПЖ 1–2-дневных 

кроликов и ПЖ одномесячных кроликов выявило 
существенное различие в соотношении эндокринной 
(островковой) и экзокринной (ацинарной) тканей у 
этих разновозрастных животных. Доля экзокринной 
ткани у молодых животных существенно превыша-
ла таковую у новорожденных. При этом островки, 
имеющие овальную форму, были четко отграниче-
ны от окружающей экзокринной ткани прослойками 
соединительной ткани (рис. 1, а). В то же время у 
новорожденных животных из-за естественного от-
сут ствия активного пищеварения экзокринный отдел 
ПЖ развит слабо, островки в неонатальной ПЖ за-
метно мельче, неправильной, «рваной» формы и не 
имеют выраженных соединительно-тканных просло-
ек на границе с экзокринными клетками (рис. 1, б).

Такие гистологические особенности делали не-
целесообразным обработку панкреатической ткани 
новорожденных кроликов препаратами коллагеназ-
ного ряда из-за практического отсутствия точки при-
ложения действия таких ферментов (коллагеновые 
волокна соединительно-тканных прослоек). Поэтому 
было решено изучить изменения, происходящие при 
культивировании ПЖ новорожденных кроликов, под-
вергшейся только механическому измельчению, без 
ферментной обработки.

Наблюдения, осуществлявшиеся с помощью ин-
вертированного микроскопа, выявили существенное 
уменьшение массы экзокринной ткани уже на 2-е–
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3-и сутки инкубации микрофрагментов неонатальной 
ПЖ и их уплотнение и «ошаривание» на фоне окон-
чательной гибели и элиминации ацинарных клеток 
к исходу 5–7-х суток (рис. 2).

Образующийся при деструкции ацинарных клеток 
детрит благополучно удалялся при очередной замене 
культуральной среды. В результате формировалась 
культура, почти полностью состоящая из флотиру-
ющих (свободно плавающих) плотных шаровидных 
или овоидных структур (рис. 3).

Гистологический анализ культур показал, что они 
состоят из эпителия и окружены по периферии сло-
ем эпителиоподобных или фибробластоподобных 
клеток (рис. 4).

Иммуногистохимическое окрашивание позволило 
идентифицировать содержащийся в культурах эпи-
телий как инсулин-позитивные клетки (в большей 
степени) и глюкагон-позитивные клетки (рис. 5).

Характерная шарообразная и/или овоидная форма 
полученных свободно плавающих культур и выявле-
ние в них островковых β- и α-клеток дали основания 

Рис. 2. Завершение процесса спонтанной очистки от эк-
зокринной ткани микрофрагментов поджелудочной же-
лезы новорожденных кроликов. Инвертированный мик-
роскоп. ×100

Fig. 2. Completion of spontaneous purification of newborn 
rabbit pancreatic microfragments from exocrine tissue. In-
verted microscope. ×100

Рис. 3. Формирование флотирующих культур после 
7-дневной инкубации микрофрагментов ПЖ новорож-
денных кроликов. Инвертированный микроскоп. ×100

Fig. 3. Formation of floating cultures after 7-day incubation 
of pancreatic microfragments of newborn rabbits. Inverted 
microscope. ×100

 

Рис. 1. Поджелудочная железа одномесячного кролика (а) и однодневного кролика (б). Иммуногистохимическое ок-
рашивание β-клеток островков антителами к инсулину. ×200

Fig. 1. Pancreas of a one-month-old rabbit (a) and of a one-day-old rabbit (б). Immunohistochemical staining of beta-cells of 
islets with insulin antibodies. ×200

а б
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назвать их флотирующими островковоподобными 
культурами (ФОК).

В отличие от результатов получения культур из 
ПЖ новорожденных кроликов использование ана-
логичных условий при инкубации микрофрагментов 
ПЖ одномесячных кроликов не привело к выражен-
ному устранению экзокринной ткани. По всей ви-
димости, причиной этой неудачи явилось наличие 
существенно большей доли экзокринной панкреа-
тической ткани у молодых кроликов по сравнению 
с неонатальной ПЖ. Деградация ацинусов происхо-
дила медленно, и значительное их количество сохра-
нялось даже после 8–10-дневного срока инкубации  
(рис. 6).

При этом продолжительное действие высвобож-
дающихся из ацинарных клеток протеолитических 
ферментов на островковую ткань, по-видимому, от-
рицательно сказывалось на ее морфофункциональ-
ном состоянии, что препятствовало формированию 
ФОК. В связи с этим было решено повысить тем-
пературу инкубации, что предположительно могло 
ускорить гибель экзокринной ткани и обеспечить 
более благоприятные конкурентные условия для вы-
живания эндокринной ткани.

Несмотря на то что классическим условием инку-
бации является нормотермия (температура не выше 
37 °С), нами, учитывая данную природой устойчи-
вость островков ПЖ к неблагоприятным условиям 
и отсутствие таковой у экзокринной ткани, было ре-
шено впервые провести инкубацию панкреатических 
микрофрагментов при 38 °С, тем более что в норме 
температура внутри организма человека и млекопи-
тающих животных может достигать 38 °С.

Рис. 4. Флотирующие культуры, полученные из поджелу-
дочной железы новорожденных кроликов. Окрашивание 
гематоксилином и эозином. ×200

Fig. 4. Floating cultures obtained from the pancreas of new-
born rabbits. H&E stain. ×200

Рис. 6. Сохранившаяся экзокринная ткань в микрофраг-
ментах ПЖ одномесячных кроликов после 10-дневной 
инкубации. Инвертированный микроскоп. ×100

Fig. 6. Preserved exocrine tissue in the pancreatic microfrag-
ments of one-month-old rabbit after 10-day incubation. In-
verted microscope. ×100

Рис. 5. Иммуногистохимическое окрашивание флотиру-
ющих культур, полученных из ПЖ новорожденных кро-
ликов с помощью антител к инсулину (а) и глюкагону (б). 
×200

Fig. 5. Immunohistochemical staining of floating cultures ob-
tained from the pancreas of newborn rabbits using insulin (a) 
and glucagon (б) antibodies. ×200

а

б
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Как показали наблюдения, проведенные с по-
мощью инвертированного микроскопа, такой режим 
(формально гипертермический) способен ускорить 
гибель и элиминацию экзокринной панкреатической 
ткани, что значительно сокращает возможное протео-
литическое воздействие на островки, способствуя их 
быстрой очистке и выживанию. Благодаря созданию 
таких температурных условий уже к 3–4-м суткам 

инкубации наблюдалась отчетливая деградация эк-
зокринной ткани (рис. 7), и к 8–10-м суткам происхо-
дило формирование очищенных от балласта культур 
(рис. 8).

Как показало гистологическое исследование по-
лученных флотирующих культур, они состоят в ос-
новном из жизнеспособных эпителиальных клеток 
(рис. 9).

С помощью иммуногистохимического окраши-
вания в центральной их части были выявлены гра-
нулы инсулина, свидетельствующие о секреторной 
активности островковых β-клеток (рис. 10). Таким 
образом, было подтверждено получение из подже-
лудочной железы одномесячных кроликов остров-
ковоподобных культур.

ЗАКлЮчеНие
По нашему мнению, сама природная обособ-

ленность, закрытость островков от окружающей 
экзокринной ткани, этого «кипящего ферментами 
котла», позволяет надеяться на то, что собственная 
ферментная система ПЖ менее опасна для остров-
ков, чем агрессивная ферментная смесь, которая не-
естественным путем вводится в панкреатическую 
ткань с одной лишь целью – «выбить» островки, 
изолировать их от экзокринной ткани. Это сообра-
жение подтверждается тем фактом, что при острых 
панкреатитах крайне редко страдает эндокринная 
(островковая) ткань, и лишь в случаях многократно 
повторяющихся эпизодов рецидивирующего пан-
креатита или, чаще всего, в результате обширного 
панкреонекроза наступает гибель значимого коли-

Рис. 7. Начало процесса спонтанной очистки от экзо-
кринной ткани на 4-е сутки инкубации микрофрагментов 
ПЖ одномесячных кроликов в гипертермических усло-
виях. Инвертированный микроскоп. ×100

Fig. 7. Beginning of spontaneous purification against exocri-
ne tissue at day 4 of incubation of pancreatic microfragments 
of one-month-old rabbits under hyperthermic conditions. In-
verted microscope. ×100

Рис. 9. Флотирующие культуры, полученные из подже-
лудочной железы одномесячных кроликов, 8-е сутки 
инкубации в гипертермических условиях. Окрашивание 
гематоксилином и эозином. ×400

Fig. 9. Floating cultures obtained from the pancreas of one-
month-old rabbits, day 8 of incubation under hyperthermic 
conditions. H&E stain. ×400

Рис. 8. Формирование флотирующих культур на 10-е сут-
ки инкубации микрофрагментов ПЖ одномесячных кро-
ликов в гипертермических условиях. Инвертированный 
микроскоп. ×40

Fig. 8. Formation of floating cultures at day 10 of incubation 
of pancreatic microfragments of one-month-old rabbits un-
der hyperthermic conditions. Inverted microscope. ×40
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чества островков, которая приводит к выраженному 
дефициту инсулинпродуцирующих β-клеток, разви-
тию инсулиновой недостаточности, и естественно, 
к клинической манифестации инсулинозависимого 
сахарного диабета. Результаты, полученные в насто-
ящем исследовании, свидетельствуют о возможности 
отказа от применения экзогенных ферментов при 
обработке ткани донорской ПЖ в процессе получе-
ния культур, состоящих в основном из эндокринных 
(островковых) клеток. Многочисленные наблюдения 
с помощью инвертированного микроскопа показали, 
что в стандартных условиях инкубации микрофраг-
ментов механически измельченной ПЖ происходит 
спонтанная гибель ее экзокринной ткани. Этот де-
структивный процесс, по всей видимости, обуслов-
лен происходящим при нормотермическом культи-
вировании аутолизе ацинарных клеток под влиянием 
содержащихся в них пищеварительных ферментов. 
Образующийся в результате детрит своевременно 
удаляется при очередной замене культуральной сре-
ды. В то же время природно защищенные островки 
существенно не повреждаются, что можно объяснить 
наличием окружающей островок базальной мембра-
ны, состоящей из различных белков внеклеточного 
матрикса [22, 23]. Базальная мембрана служит свое-
образным интерфейсом между островками, эндоте-
лиальными клетками и ацинарными клетками через 
интегрины и другие клеточные рецепторы [24, 25], 
образуя защитный барьер, обеспечивающий морфо-
логическую целостность островков при неинтен-

сивном самопереваривании поджелудочной железы. 
В результате происходит как бы спонтанное самоочи-
щение эндокринной (островковой) ткани от ненуж-
ной, балластной, но при этом высокоиммуногенной 
экзокринной ткани при сохранении необходимого 
для выживания и функционирования островковых 
клеток внеклеточного матрикса, представленного, 
в частности, упомянутой выше периостровковой 
мембраной. Наиболее быстро процесс избавления 
от экзокринной ткани происходит при стандартной 
температуре инкубации (37 °С) микрофрагментов 
ПЖ новорожденных кроликов. Однако этот режим 
оказался не подходящим для ПЖ молодых (одноме-
сячных) животных, что может быть объяснено нали-
чием значительно большего процента экзокринной 
ткани. Было решено с целью интенсификации ауто-
литических процессов впервые применить нестан-
дартную гипертермиче скую (38 °С) инкубацию. Как 
и предполагалось, в новых температурных услови-
ях уже к 5–7-м суткам была отмечена существенно 
бóльшая потеря экзокринной ткани, содержавшейся 
в измельченных панкреатических микрофрагмен-
тах, их постепенное уплотнение и ошаривание. Эти 
процессы привели к формированию флотирующих 
островковоподобных культур, аналогичных тем, ко-
торые нами были получены из ПЖ новорожденных 
кроликов.

Таким образом, разрабатываемые в настоящем 
исследовании рациональные методические подхо-
ды позволяют получать очищенные от экзокринной 
ткани островковоподобные культуры без использо-
вания дорогостоящих и неоднозначно действующих 
ферментных препаратов. По нашему мнению, по-
следующие опыты по модификации бесферментного 
метода получения культур островковых клеток из 
ПЖ взрослых кроликов позволят получить данные, 
которые могут быть экстраполированы на разработ-
ку более рационального и продуктивного способа 
выделения островков из ПЖ посмертных доноров 
человека.
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