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Внутрибрюшинное введение клеточно-инженерной 
конструкции поджелудочной железы крысам 
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(предварительные результаты)
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Создание биоискусственной поджелудочной железы (ПЖ), в том числе клеточно-инженерной конструкции 
(КИК), сформированной на основе островков Лангерганса и биосовместимого матрикса, имитирующего 
нативное микроокружение панкреатической ткани, является одним из подходов к лечению сахарного 
диабета I типа (СД I). Целью работы было проведение предварительных исследований in vivo функцио-
нальной эффективности внутрибрюшинного введения клеточно-инженерной конструкции эндокринного 
отдела поджелудочной железы и суспензии панкреатических островков крысы в экспериментальной моде-
ли СД I. Материалы и методы. Тканеспецифический матрикс получали в результате децеллюляризации 
фрагментов ПЖ человека. Определяли жизнеспособность и функциональную активность островков крысы, 
выделенных с помощью коллагеназы. Экспериментальный СД I моделировали путем внутрибрюшинного 
введения малых доз стрептозотоцина и неполного адъюванта Фрейнда крысам. Крысам дважды вводили 
внутрибрюшинно КИК ПЖ (n = 2) или суспензию островков (n = 1). Оценивали уровень глюкозы в крови 
и моче крыс, а также проводили гистологическое исследование органов (поджелудочная железа и почки) 
экспериментальных животных. Результаты. После первого введения отмечали постепенное снижение 
уровня глюкозы в крови всех животных более чем на 47% от исходных значений, у которых к 24 суткам 
наблюдения происходил подъем уровня глюкозы до исходных гипергликемических показателей. После 
повторного введения наблюдали снижение уровня гликемии у животных с КИК ПЖ на 63,4% и на 47,5% – у 
крысы с суспензией островков. Через 5 недель эксперимента происходило постепенное повышение уровня 
глюкозы в крови у всех животных. При этом гликемический показатель крысы с введенной КИК ПЖ был 
на 62% ниже показателя гликемии у крысы с введенными островками. Заключение. В предварительных 
экспериментах показано, что аллогенные панкреатические островки в составе КИК ПЖ увеличивают 
длительность стабильного уровня гликемии у крыс с СД I.
Ключевые слова: поджелудочная железа, островки Лангерганса, клеточно-инженерная конструкция, 
тканеспецифический матрикс, модель сахарного диабета.
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1. ВВЕДЕНИЕ
Сахарный диабет I типа (СД I) – аутоиммунное 

заболевание с критической потерей инсулинпродуци-
рующих β-клеток, для лечения которого представля-
ется перспективным применение клеточной терапии. 
Современным методом лечения тяжелых случаев 
СД I является трансплантация панкреатических ос-
тровков согласно Эдмонтонскому протоколу [1–4], 
для проведения которой требуется значительная 
масса островков от нескольких доноров [5]. После 
трансплантации уменьшается риск развития ослож-
нений СД, снижается количество гипергликемиче
ских эпизодов, а в некоторых случаях достигается 
полная инсулиннезависимость [6, 7].

Однако проблема нехватки донорских органов и 
ограниченного времени функционирования остров-
ков in vivo стимулирует поиск технологий тканевой 
инженерии и регенеративной медицины, направлен-
ных на долгосрочное сохранение их жизнеспособ-
ности и функциональной активности. В процессе 
выделения, культивирования и трансплантации ос-
тровки утрачивают васкуляризацию, иннервацию, 
связь с внеклеточным матриксом (ВКМ), что делает 
их еще более восприимчивыми к окислительному 

стрессу [8]. Кроме того, посттрансплантационное 
повреждение островков связано с мгновенными вос-
палительными реакциями, опосредованными кро-
вью, иммунной реакцией, гипоксией и токсическим 
действием иммуносупрессоров [9–11].

В настоящее время совершенствование методов 
биотехнологии позволяет надеяться на перспектив-
ность применения технологий, базирующихся на со-
здании тканевого эквивалента эндокринного отдела 
поджелудочной железы (ПЖ), сформированного на 
основе длительно сохраняющих жизнеспособность 
и функциональную активность инсулинпродуциру-
ющих клеточных компонентов и биосовместимого 
матрикса, обеспечивающего им наилучшие условия. 
Преимущество использования островков при созда-
нии тканевого эквивалента ПЖ перед инсулинпро-
дуцирующими клетками другого происхождения за-
ключается в сохранении для β-клеток паракринных 
связей со всеми типами островковых клеток [12].

Важными составляющими тканевого эквивалента 
ПЖ являются компоненты ВКМ, предотвращающие 
клеточный стресс и способствующие сохранению 
жизнеспособности и функции островков. Биомат-
риксы с компонентами ВКМ представляют собой 
универсальные платформы для создания тканевого 

Intraperitoneal injection of cell-engineered 
pancreas in rats with experimental type I diabetes 
(preliminary results)
A.S. Ponomareva, N.V. Baranova, A.O. Nikolskaya, L.A. Kirsanova, N.A. Onishchenko, 
Z.Z. Gonikova, G.N. Bubentsova, E.A. Volkova, Yu.B. Basok, V.I.  Sevastianov
Shumakov National Medical Research Center of Transplantology and Artificial Organs, Moscow, 
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Creation of a bioartificial pancreas, including a cell-engineered construct (CEC) formed from pancreatic islets 
(islets of Langerhans) and a biocompatible matrix mimicking the native microenvironment of pancreatic tissue, is 
one of the approaches to the treatment of type 1 diabetes mellitus (T1D). Objective: to conduct preliminary in vivo 
studies of the functional efficacy of intraperitoneal injection of a cell-engineered pancreatic endocrine construct 
and a suspension of rat pancreatic islets in an experimental T1D model. Materials and methods. Tissue-specific 
scaffold was obtained by decellularization of human pancreatic fragments. The viability and functional activity of 
rat islets isolated with collagenase were determined. Experimental T1D was modeled by intraperitoneal injection 
of low-dose streptozotocin and incomplete Freund’s adjuvant into rats. The rats were intraperitoneally injected 
twice with pancreatic CEC (n = 2) or islet suspension (n = 1). Glucose levels in the blood and urine of the rats 
were assessed. Histological examination of organs (pancreas and kidneys) of the experimental animals was carried 
out. Results. After the first injection, blood glucose levels gradually decreased in all animals by more than 47% of 
the initial values; by follow-up day 24, the glucose level rose to the initial hyperglycemic values. After repeated 
administration, a 63.4% decrease in glycemic level was observed in the rats with pancreatic CEC and a 47.5% 
decrease in the one with islet suspension. At week 5 of the experiment, blood glucose levels gradually increased 
in all animals. At the same time, the glycemic index of the rat with injected pancreatic CEC was 62% lower than 
the glycemic index of the rat with injected islets. Conclusion. Allogeneic pancreatic islets in pancreatic CEC 
increase the duration of stable glycemic level in T1D rats.
Keywords: pancreas, islets of Langerhans, cell-engineered construct, tissue-specific scaffold, diabetes 
model.
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эквивалента, так как обеспечивают структурно-меха-
ническую поддержку островкам, служат резервуаром 
ростовых факторов, цитокинов, антиоксидантов и 
передают через интегрины сигналы островковым 
клеткам [13–15].

Ранее исследования биоматриксов для тканевого 
эквивалента ПЖ были сосредоточены на искусствен-
ном конструировании каркасов, сходных с нативным 
ВКМ панкреатической ткани, но ни один из них не 
смог точно имитировать сложность фактического 
состава и структуры ВКМ [16–18].

M. Buitinga et al. [19] сообщили, что аллогенные 
островки, трансплантированные на пористом кар-
касе мышам с экспериментальным СД, способны 
восстанавливать стабильную нормогликемию по 
сравнению с островками, трансплантированными 
без каркаса. Показано, что при культивировании на 
коллагенсодержащих матриксах длительное время 
после выделения островки сохраняли жизнеспособ-
ность и проявляли секреторную активность [20, 21]. 
Трансплантация культивированных на таких мат-
риксах островков становилась более успешной [22].

Последнее время в качестве альтернативы получе-
ния матрикса с сохраненными особенностями струк-
туры и состава панкреатической ткани используются 
технологии децеллюляризации ПЖ. При разработке 
протоколов получения тканеспецифического децел-
люляризованного матрикса важно учитывать для 
его функциональной активности сохранение в нем 
нативных компонентов ВКМ: структурных белков, 
гликопротеинов и факторов клеточной адгезии, при 
максимально полном удалении ДНК для минимиза-
ции иммунного ответа при имплантации тканевого 
эквивалента ПЖ [23–27].

Установлено, что островки, культивированные в 
присутствии тканеспецифического матрикса из де-
целлюляризованной ПЖ, увеличивали секрецию ин-
сулина по сравнению с изолированными островками 
в монокультуре [28, 29]. D. Wu et al. [30] на экспе-
риментальной модели СД I показали, что рецеллю-
ляризованная популяцией инсулинпродуцирующих 
клеток ткань ПЖ способна контролировать уровень 
глюкозы в крови мышей по сравнению с такими же 
клетками, культивированными на чашках Петри.

Ранее нами были описаны подходы к получению 
тканеспецифических матриксов из децеллюляризо-
ванной ПЖ крысы [31] и человека [28], показано 

сохранение структуры, пролонгирование жизнеспо-
собности и функции, культивируемых с тканеспе-
цифическим матриксом островков по сравнению с 
островками, культивированными без биоматрикса.

Таким образом, функциональность тканевого эк-
вивалента ПЖ in vitro напрямую связана с сохран-
ностью клеточного компонента, входящего в его со-
став, что в конечном итоге может иметь решающее 
значение in vivo [32].

Целью настоящей работы было проведение пред-
варительных исследований in vivo функциональной 
эффективности КИК ПЖ и изолированных островков 
Лангерганса крысы при внутрибрюшинном введении 
крысам с экспериментальной моделью СД I.

2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
2.1. Экспериментальные животные

Эксперименты проводили на крысах-самцах поро-
ды Wistar, полученных из питомника лабораторных 
животных ООО «КролИнфо» с представлением ве-
теринарного свидетельства, подтверждавшего от
сутствие в хозяйстве инфекционных заболеваний. 
Акклиматизацию и содержание лабораторных жи-
вотных осуществляли в соответствии с межгосудар
ственным стандартом ГОСТ ISO 10993-2-2009 «Изде-
лия медицинские. Оценка биологического действия 
медицинских изделий». Часть 2. «Требования к об-
ращению с животными».

Все манипуляции с животными проводили с соб-
людением биоэтических принципов, утвержденных 
Европейской конвенцией о защите позвоночных 
животных (European Convention for the Protection of 
Vertebrate Animals Used for Experimental and other Sci-
entific Purposes, 2005) и в соответствии с Правилами 
лабораторной практики, утвержденными приказом 
Минздрава России № 708 от 23.08.2010. Получено за-
ключение об одобрении проведения эксперименталь-
ных исследований от Локального этического комите-
та при ФГБУ «НМИЦ ТИО им. ак. В.И. Шумакова» 
Минздрава России, Москва, Российская Федерация 
от 28 января 2021, протокол № 280121-1/1e.

2.2. Модель экспериментального 
сахарного диабета I  типа

СД I моделировали согласно известному запатен-
тованному способу на крысах-самцах породы Wistar 
в течение 16 суток (табл. 1) путем внутрибрюшин-

Таблица 1
Схема моделирования сахарного диабета I типа

Scheme for TID modeling
Сутки 1 2 … 8 9 … 15 16

Введение стрептозотоцина 25 мг/кг 20 мг/кг 25 мг/кг
Введение неполного адъюванта Фрейнда 1 мл 1 мл 1 мл
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ного введения малотоксичных доз стрептозотоцина 
каждые 7 суток [33]. Стрептозотоцин вводили после 
12 часов голодания, дозу препарата определяли из 
расчета 25 мг/кг массы тела животного при пер-
вом введении, 20 мг/кг при повторном введении и  
25 мг/кг при третьем введении. Для индукции ауто-
иммунного воспаления животным внутрибрюшин-
но трехкратно вводили 1 мл неполного адъюванта 
Фрейнда за сутки перед каждым введением стреп-
тозотоцина.

Ежедневно проводили наблюдения за животными, 
оценивали внешний вид, измеряли количество пот-
ребляемой животными воды. Каждую неделю про-
водили измерения уровня глюкозы в крови и в моче 
животных натощак, отслеживали динамику измене-
ния веса. Для дальнейшего исследования отбирали 
крыс, высокий уровень гликемии которых оставался 
стабильным на протяжении двух недель.

2.3. Технология получения 
тканеспецифического матрикса 
из децеллюляризованной ткани 
поджелудочной железы

Для формирования тканевого эквивалента ПЖ в 
качестве биомиметика ВКМ был выбран тканеспе-
цифический мелкодисперсный матрикс, полученный 
в результате децеллюляризации фрагментов ПЖ че-
ловека (ДПЖч-матрикс) по разработанному ранее 
протоколу [28]. Проведенные исследования показа-
ли, что ДПЖч-матрикс сохраняет морфофункцио-
нальные свойства нативного ВКМ панкреатической 
ткани, содержит основные фибриллярные белки 
(коллаген I типа, эластин), обладает низкой имму-
ногенностью (не более 0,1% ДНК), не цитотоксичен 
относительно адгезии и пролиферации клеточных 
культур [28].

На разработку технологии получения и исследо-
вания тканеспецифического матрикса было получено 
заключение об одобрении проведения эксперимен-
тальных исследований от Локального этического 
комитета при ФГБУ «НМИЦ ТИО им. ак. В.И. Шу-
макова» Минздрава России, Москва, Российская Фе-
дерация от 16 марта 2018, протокол № 160318-1/1э.

2.4. Выделение, идентификация 
и культивирование островков 
Лангерганса крысы

Выделение островков проводили из ПЖ крыс-
самцов породы Wistar (ПЖкр). Животных подвергали 
ингаляционной эвтаназии с помощью изофлурана 
(Laboratories Kariozo, Испания), затем в стерильных 
условиях иссекали ПЖкр, которую сразу помещали 
в чашку Петри с холодным (+4 °С) раствором Хен-
кса без ионов Ca2+ и Mg2+ (Thermo Fisher Scientific, 
США), содержащим амфотерицин В. Все дальней-

шие манипуляции, требующие стерильности, прово-
дили в условиях ламинарного бокса, обеспечиваю-
щего поток стерильного воздуха.

В панкреатическую ткань последовательными 
инъекциями интрапаренхиматозно вводили 2  мл 
раствора коллагеназы NB1 (активность 20 PZ U/g 
ткани) с нейтральной протеазой NP (активность 
1,5 DMC U/g ткани) (Serva, Германия). Растянутую 
ткань ПЖкр, не разрезая, аккуратно разделяли мик-
ропинцетами на 10–12  примерно равных частей, 
переносили во флакон и инкубировали 7–10 мин в 
орбитальном шейкер-инкубаторе (Biosan, Латвия) 
при температуре 37,0  °С со скоростью вращения 
150 об/мин. Действие коллагеназы останавливали 
добавлением холодного (+4 °С) раствора Хенкса. Об-
разовавшиеся мелкие фрагменты фильтровали через 
стрейнер (Corning-Costar, США) с диаметром ячеек 
100 мкм, собирали фильтрат в конические пробирки 
и центрифугировали 1 мин при скорости 800 об/мин. 
Супернатант дважды отмывали свежим раствором 
Хенкса в течение 1–1,5 мин при 1200–1300 об/мин 
для получения островковой суспензии.

Островки идентифицировали с помощью окраши-
вания дитизоном (Sigma-Aldrich, США) непосред
ственно после выделения. Для этого часть суспензии 
смешивали с раствором дитизона (1 мг/мл) в соотно-
шении объемов 2 : 1 и инкубировали 20–30 мин при 
температуре 37 °C.

Свежевыделенные островки ресуспендировали 
в полной ростовой среде, содержащей DMEM (глю-
коза 1,0 г/л) (ПанЭко, Россия), 10% эмбриональной 
телячьей сыворотки (HyClone, США), Hepes (Thermo 
Fisher Scientific, США), 2  мМ аланил-глютамина 
(ПанЭко, Россия), 1% антибиотика/антимикотика 
(Thermo Fisher Scientific, США), вносили в культу-
ральные флаконы и культивировали 24 часа в стан-
дартных условиях при 37 °С в CO2-инкубаторе в ув-
лажненной атмосфере, содержащей 5% СО2.

2.5. Оценка жизнеспособности 
и функциональной активности островков 
Лангерганса

Жизнеспособность культивированных в течение 
24 часов островков определяли путем флуоресцент
ного окрашивания акридиновым оранжевым и йодис-
тым пропидием (AO/PI) (ПанЭко, Россия).

Для окрашивания часть островковой суспензии 
помещали в чашку Петри, смешивали с приготовлен-
ным рабочим раствором красителя в соотношении 
объемов 2 : 1 и инкубировали в темноте в течение 
15–30 мин. Подсчет жизнеспособных островков про-
водили с помощью люминесцентного микроскопа 
Nikon Eclipse 50i (Nikon, Япония) при увеличении 
объектива ×10.
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Для определения функциональной активности 
островков после 24 часов культивирования прово-
дили измерение содержания инсулина под влияни-
ем традиционного стимулятора секреции гормона. 
Для этого ростовую среду заменяли свежей с низким 
содержанием глюкозы 1,0 г/л (2,8 ммоль/л). После 
60-минутной инкубации в стандартных условиях 
отбирали пробы культуральной среды. Затем уда-
ляли ростовую среду и заменяли свежей с высокой 
концентрацией глюкозы – 4,5 г/л (25 ммоль/л). Через 
60 минут инкубации в стандартных условиях также 
отбирали пробы культуральной среды (по 2 пробы 
для каждого срока культивирования) для проведе-
ния иммуноферментного анализа (ИФА), используя 
набор Ra Insulin ELISA Kit (Thermo Fisher Scientific, 
США).

2.6. Получение клеточно-инженерной 
конструкции поджелудочной железы

В качестве клеточного инсулинпродуцирующего 
компонента КИК ПЖ использовали очищенную сус-
пензию культивированных островков. Островковую 
суспензию получали в результате центрифугирова-
ния в ростовой среде в течение 2 мин при скорости 
1200 об/мин, затем очищали в растворе Хенкса при 
том же режиме.

Для каждого образца КИК ПЖ отбирали 2000 ос-
тровков, полученных в среднем из 1,5 ПЖ крыс-до-
норов, ресуспендировали в 1,0–1,2 мл раствора Хен-
кса и смешивали с мелкодисперсным стерильным 
ДПЖч-матриксом (10,0 ± 0,1 мг) из ПЖ человека.

Полученный образец КИК ПЖ помещали в шприц 
с размером иглы 23 G непосредственно перед введе-
нием крысам-реципиентам.

2.7. Внутрибрюшинное введение 
клеточно-инженерной конструкции 
поджелудочной железы и островков 
Лангерганса

Для корригирующей терапии отобрали трех крыс 
с выраженным и стабильным аутоиммунным СД I: 
инъекционно внутрибрюшинно в нижнюю треть жи-
вота крысам № 1 и № 3 вводили образец КИК ПЖ 
(2000 аллогенных островков Лангерганса с ДПЖч-
матриксом); крысе № 2 – 2000 аллогенных панкреа-
тических островков в виде суспензии.

Наблюдение за всеми животными продолжалось 
более 12 недель. Проводили ежедневный мониторинг 
количества потребляемой животными воды. Ежене-
дельно контролировали массу тела животных, а так-
же определяли содержание глюкозы в крови и в моче. 
Уровень гликемии в капиллярной крови животных 
измеряли натощак еженедельно с помощью глюко-
метра Accu-Check Active (Roche, Швейцария). Все 
манипуляции проводили в утренние часы (в период с 

9 до 12 часов). Содержание глюкозы и кетоновых тел 
в моче оценивали с помощью индикаторных полосок 
Кетоглюк-1 (Биосенсор АН, Россия).

2.8. Гистологическое исследование
Извлеченные ПЖ и почки всех эксперименталь-

ных животных фиксировали в 10% забуференном 
формалине, обезвоживали в спиртах восходящей кон-
центрации, затем выдерживали в смеси хлороформа 
и этанола, после чего переносили в хлороформ и 
заливали в парафиновые блоки.

Срезы толщиной 5 мкм получали с помощью мик-
ротома RM2245 (Leica, Германия) и в дальнейшем 
окрашивали гематоксилином и эозином (H&E) и на 
общий коллаген (метод Массона). Иммуногистохи-
мическое окрашивание основных типов островко-
вых клеток проводили с использованием антител 
к инсулину и глюкагону (Abcam, Великобритания) 
и системы визуализации Rabbit Specific HRP|DAB 
(ABC) Detection IHC kit (Abcam, Великобритания).

2.9. Статистический анализ
Статистическую обработку данных проводи-

ли с использованием программного обеспечения 
Microsoft Excel (2016). Для определения статисти-
ческой достоверности различий средних между вы-
борками при оценке функциональной активности 
островков Лангерганса здоровой крысы (содержа-
ние инсулина в культуральной среде при стимуля-
ции глюкозой) применяли t-критерий Стьюдента. 
Различия считали статистически достоверными в 
том случае, если уровень значимости p не превышал 
порогового значения 0,05.

3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
3.1. Модель экспериментального 
сахарного диабета I  типа

Для эксперимента было отобрано 4 крысы с экс-
периментальным СД I с глюкозой в крови натощак: 
15,8; 26,7; 28,1; 18,6 ммоль/л. У животных отмечали 
значительную потерю массы тела (с 350 до 260 г), ги-
подинамию, появление незаживающих ран на хвосте, 
пожелтение шерсти, истончение волос, полиурию, 
выраженную полидипсию. Каждое животное потреб-
ляло в среднем 209 ± 6 мл воды в сутки, в то время 
как здоровая крыса выпивает 14 ± 3 мл воды/сут.

Гистологическое исследование образцов ПЖ кры-
сы с уровнем гликемии 18,6 ммоль/л выявило изме-
нения как в экзокринной паренхиме железы, так и в 
островках Лангерганса по сравнению с морфологи-
ческой картиной здорового животного (рис. 1, а–в). 
В паренхиме некоторые дольки претерпевали дист-
рофические изменения, в отдельных случаях вплоть 
до некроза. В островках отмечалась инфильтрация 
клетками воспалительного ряда: в толще островка и 
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по периметру обнаруживались полиморфно-ядерные 
лейкоциты и одиночные макрофаги. В центре ост-
ровка выявляли вакуолизированные и некротизиро-
ванные инсулоциты, кроме того, изменялась и форма 
островка (рис. 1, г). Иммуногистохимическое окра-
шивание антителами к инсулину было негативным, 
что подтверждало гибель β-клеток (рис. 1, д), в то же 
время глюкагонпозитивные клетки в островках со-
хранялись (рис. 1, е). Полученные результаты могут 
свидетельствовать об эффективности примененной 
модели индукции СД I.

3.2. Жизнеспособность  
и функциональная активность 
изолированных островков  
Лангерганса

Значительная часть свежевыделенных островков 
имели округлую или овальную форму и в основном 
сохраняли целостность, что свидетельствовало о том, 
что в процессе выделения макроструктура островков 
не была повреждена (рис. 2, а). Дитизон избиратель-
но окрашивал панкреатические островки в красно-

Рис.  2. Изолированные островки Лангерганса крысы: а  – световая микроскопия без окрашивания; б  – окрашива-
ние дитизоном; в – островки, культивированные 24 часа, флуоресцентное окрашивание акридиновым оранжевым и 
йодистым пропидием (AO/PI). Бар 100 мкм

Fig. 2. Isolated rat pancreatic islets: a – light microscopy without staining; б – dithizone staining; в – islets cultured for 24 
hours, acridine orange/propidium iodide (AO/PI) staining. Scale bar = 100 μm

а б в

Рис. 1. Поджелудочная железа крысы: а–в – здоровая крыса; г–е – крыса с экспериментальным сахарным диабетом 
I типа; а, г – гематоксилин и эозин; б, д – иммуногистохимическое окрашивание на инсулин; в, е – иммуногистохими-
ческое окрашивание на глюкагон. Стрелками отмечены островки Лангерганса. Бар 100 мкм

Fig. 1. Rat pancreas: a–в – healthy rat; г–е – rat with experimental T1D; a and г – H&E stain; б and д – insulin immuno-
histochemical staining; в and е – glucagon immunohistochemical staining. Arrows indicate pancreatic islets. Scale bar =  
100 μm

а б в

дг е
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оранжевый цвет, при этом ацинарные клетки оста-
вались неокрашенными (рис. 2, б).

Через сутки после выделения проводили окраши-
вание панкреатических островков крысы витальным 

Рис. 3. Сравнительный анализ концентрации инсулина до 
и после стимуляции глюкозой культивированных 1 сутки 
изолированных панкреатических островков крысы

Fig. 3. Comparative analysis of insulin levels before and af-
ter glucose stimulation of cultured 1-day isolated rat pancrea-
tic islets

Рис. 4. Изменение уровня глюкозы в крови крыс с моделью сахарного диабета I типа после внутрибрюшинного вве-
дения клеточно-инженерной конструкции поджелудочной железы или островковой суспензии. ОЛк – островки Лан-
герганса крысы, ДПЖч – матрикс из децеллюляризованной поджелудочной железы человека

Fig. 4. Changes in blood glucose levels in rats with T1D model after intraperitoneal injection of cell-engineered pancreatic 
construct or islet suspension. ОЛк – rat pancreatic islets; ДПЖч – decellularized human pancreas scaffold

красителем для определения их жизнеспособности. 
Было установлено, что более 95% островков остают-
ся жизнеспособными (рис. 2, в).

Подтверждением функциональной активности 
(наличия гормонально активных β-клеток) культи-
вированных островков явились результаты анализа 
проб культуральной жидкости, взятых через 1 сут-
ки инкубации до и после стимуляции «гиперглике-
мическим» уровнем глюкозы – 4,5 г/л (25 ммоль/л) 
(рис. 3). Показатели концентраций инсулина до и 
после стимуляции в пробах составили 185,4 ± 16,4 и 
251,7 ± 16,6 мкМЕ/мл соответственно, что является 
увеличением на 35,8%.

3.3. Результаты внутрибрюшинного 
введения клеточно-инженерной 
конструкции поджелудочной железы 
и островков Лангерганса

Наблюдение за животными продолжалось 87 су-
ток после первого введения КИК ПЖ крысам № 1 
и № 3 и островковой суспензии крысе № 2 (рис. 4, 
табл. 2). На 24-е сутки эксперимента проводили пов-
торное введение КИК ПЖ и суспензии островков. 
Крысу № 1 вывели из эксперимента на 65-е сутки 
для гистологического анализа состояния ПЖ.
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На 5-е сутки после внутрибрюшинного введения 
КИК ПЖ уровень гликемии у крыс № 1 и № 3 сни-
зился на 28,5 и 23,5% от исходных значений соот-
ветственно, в то время как у крысы № 2 (введение 
суспензии островков) – на 13,9%. На 10-е сутки у 
крысы № 1 уровень гликемии достиг минимального 
значения 9,2 ммоль/л (снижение на 65,5%). У крысы 
№ 3 минимальное значение глюкозы – 14,7 ммоль/л 
(снижение на 47,7%) установилось к 17-м суткам 
наблюдения. У крысы № 2 с 1-х по 10-е сутки дости-
жение минимального уровня гликемии наблюдали 
(снижение на 48,1%) на 17-е сутки.

На 24-е сутки у всех крыс отмечалось резкое по-
вышение уровня глюкозы, поэтому было принято 
решение провести повторное введение КИК ПЖ и 
суспензии островков этим же животным. Через не-
делю резкое снижение уровня гликемии наблюдали 
у всех крыс, при этом у крысы № 2 глюкоза снизи-
лась на 47,5%, а у крыс № 1 и № 3 – на 65,5 и 61,2% 
соответственно.

На протяжении последующих 3 недель у крысы 
№ 1 продолжалось снижение гликемии и к 52-м сут-
кам составило 4,2 ммоль/л, затем происходило посте-
пенное ее повышение. На момент вывода из экспери-
мента (65 суток) крысы № 1 концентрация глюкозы 
в крови у нее составляла 11,7 ммоль/л.

У крысы № 3 вплоть до 87 суток отмечали незна-
чительные колебания уровня гликемии с тенденцией 
к повышению (от 10,9 до 16,9 ммоль/л).

У крысы № 2 наблюдали неустойчивый уровень 
гликемии до 73 суток, далее произошел возврат к 
первоначальным значениям глюкозы в крови (выше 
20 ммоль/л), а затем превышение на 34,8% относи-
тельно исходных значений. К 87-м суткам показатель 

глюкозы у крысы № 3 был на 62% ниже показателя 
гликемии у крысы № 2.

После первого внутрибрюшинного введения 
было отмечено снижение концентрации глюкозы в 
моче, которое коррелировало с уровнем гликемии 
в крови всех животных, но к 24-м суткам значение 
глюкозы в моче резко увеличилось до максималь-
ного (табл. 3). При повторном введении у всех крыс 
наблюдали существенное снижение глюкозы в моче 
вплоть до 65-х суток, при этом у крысы № 1 в течение 
3 недель глюкоза в моче отсутствовала при стабиль-
ной нормогликемии в крови (4,2–6,7 ммоль/л). После 
65-х суток у крысы № 1 произошел резкий скачок 
глюкозы в моче при некотором увеличении глюкозы 
в крови (11,7 ммоль/л), что послужило поводом для 
вывода животного из эксперимента с целью оценки 
состояния ПЖ и почек. У крысы № 3 происходило 
снижение уровня глюкозы в моче до 2,8 ммоль/л, а 
затем постепенно повышалось. У крысы № 2 так-
же наблюдали снижение уровня глюкозы в моче на 
короткий срок, после которого происходило повы-
шение значений до 112 ммоль/л к 87-м суткам, что 
в свою очередь коррелировало с уровнем гликемии 
в крови.

Оценка содержания кетоновых тел в моче экспе-
риментальных животных позволила выявить сниже-
ние кетона с 1,5 до 0,5 ммоль/л у всех трех экспери-
ментальных крыс.

После внутрибрюшинного введения КИК ПЖ 
или суспензии островков у всех животных наблю-
дали снижение потребления питьевой воды с 209 ± 
16 до 151 ± 11 мл/сут. Отмечена прибавка в массе 
тела животных на 30–40 г, заживление ран на хвосте, 
восстановление структуры и окраса волос.

Таблица 2
Изменение уровня глюкозы в крови экспериментальных животных

Changes in blood glucose levels in the experimental animals
Сутки Крыса № 2 (ОЛк),  

глюкоза в крови, ммоль/л
Крыса № 1 (ОЛк + ДПЖч),  
глюкоза в крови, ммоль/л

Крыса № 3 (ОЛк + ДПЖч),  
глюкоза в крови, ммоль/л

0 (введение 1) 15,8 26,7 28,1
5 13,6 19,1 21,5
10 11,8 9,2 15,3
17 8,2 21,4 14,7
24 (введение 2) 15,9 33,0 23,5
31 8,3 13,3 10,9
38 11,9 9,2 11,7
45 9,2 6,7 16,0
52 8,7 6,0 13,0
58 13,1 4,2 13,5
65 12,0 8,6 16,9
73 11,5 11,7 25
80 18,3 – 21,2
87 21,3 – 20,6
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Морфологический анализ образцов ПЖ и по-
чек не выявил отличий в органах трех эксперимен-
тальных животных. В  ПЖ, как непосредственно 

в островках, так и в паренхиме железы в целом, 
иммунопозитивные β-клетки не были обнаружены 
(рис. 5, а), что свидетельствовало об отсутствии реге-

Таблица 3
Изменение уровня глюкозы в моче экспериментальных животных

Changes in urine glucose levels in the experimental animals
Сутки Крыса № 2 (ОЛк),  

глюкоза в моче, ммоль/л
Крыса № 1 (ОЛк + ДПЖч),  

глюкоза в моче, ммоль/л
Крыса № 3 (ОЛк + ДПЖч),  

глюкоза в моче, ммоль/л
0 (введение 1) 14–28 14–28 28–56
5 14 14 28
10 14–28 5,6 14
17 14–28 2,8–5,6 2,8
24 (введение 2) 56–112 112 56–112
31 2,8–5,6 5,6–14 2,8–5,6
38 2,8–5,6 5,6–14 2,8
45 14 0 14–28
52 5,6–14 0–2,8 14–28
58 14–28 0–2,8 14
65 14–28 112 5,6–14
73 28 – 14–28
80 14–56 – 28
87 56–112 – 28–56

Рис.  5. Поджелудочная железа (a, б) и почка (в, г) экспериментальных крыс: а  – отсутствие инсулинпозитивных 
β-клеток в островке; б – глюкагонпозитивные α-клетки в островке; в – гематоксилин и эозин; г – окрашивание по 
методу Массона. Синими стрелками отмечены островки Лангерганса, желтыми – клетки Armanni–Ebstein в эпителии 
канальцев. Бар 100 мкм

Fig. 5. Pancreas (a, б) and kidney (в, г) of experimental rats: а – no insulin positive beta cells in the islet; б – glucagon positive 
alpha cells in the islet; в – H&E stain; г – Masson’s trichrome stain. Blue arrows indicate islets of Langerhans, yellow arrows 
indicate Armanni–Ebstein cells in tubular epithelium. Scale bar = 100 μm

а б

в г
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неративных процессов и индукционного воздействия 
трансплантированных островков на прогениторные 
клетки-предшественники. При этом глюкагонпози-
тивные α-клетки в островках отчетливо определя-
лись (рис. 5, б). В гистологических препаратах почки 
выраженных дегенеративных изменений сосудисто-
клубочкового аппарата не отмечалось. В то же время 
в эпителии канальцев выявлялись многочисленные 
вакуолизированные клетки. Мы полагаем, что это 
так называемые клетки Armanni–Ebstein, которые 
считаются патогномоничными при сахарном диабете 
(рис. 5, в, г).

В технологиях тканевой инженерии и регенера-
тивной медицины можно выделить два механизма 
действия КИК in vivo, которые лежат в основе двух 
подходов к лечению патологических состояний ор-
ганов [34]:
–	 стимулирование внутренней (физиологической) 

регенерации поврежденных тканевых структур;
–	 частичная или полная временная замена функций 

поврежденных тканевых структур.
Это относится и к КИК ПЖ, в которой тканеспе-

цифический матрикс обеспечивает панкреатическим 
островкам более длительное выживание и эффектив-
ное функционирование in vivo.

Анализ полученных результатов позволяет пред-
положить, что снижение гликемического уровня про-
исходит не в результате стимулирования процессов 
регенерации (восстановления) β-клеток в собствен-
ных островках, а вследствие функциональной эф-
фективности аллогенных островков. При этом при 
внутрибрюшинном введении КИК ПЖ достигает-
ся более выраженный антидиабетический эффект 
у крыс с СД I по сравнению с внутрибрюшинным 
введением суспензии островков.

Заключение
Из предварительных результатов, полученных в 

экспериментальной модели СД I, можно предполо-
жить, что при внутрибрюшинном введении КИК ПЖ 
(ксеногенный тканеспецифический матрикс в сочета-
нии с аллогенными островками Лангерганса) проис-
ходит значительно большее снижение концентрации 
глюкозы в крови крыс по сравнению с суспензией 
островков. Повторное внутрибрюшинное введение 
КИК ПЖ и островковой суспензии увеличивает дли-
тельность стабильного уровня гликемии, но, веро-
ятно, не индуцирует процессы восстановительной 
регенерации островковой ткани ПЖ.

Следует отметить, что, во-первых, для подтверж-
дения или опровержения полученных результатов 
требуется проведение экспериментов на достаточ-
ной для получения статистически достоверных ре-
зультатов выборке животных. Во-вторых, механизм 
гипогликемического действия аллогенных островков 
может зависеть от места локализации КИК ПЖ и 

островковой суспензии. Кроме внутрибрюшинного 
введения необходимо исследовать в эксперименталь-
ной модели СД I функциональное действие остров-
ков при их трансплантации в виде суспензии или 
имплантации в составе КИК, например в селезенку, 
брыжейку, сальник или под капсулу почки.
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