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Развитие сахарного диабета I типа вследствие деструкции островков Лангерганса (ОЛ) и последующего прогрес-
сирования инсулиновой недостаточности детерминировано не только генетической предрасположенностью, но и не-
благоприятными факторами окружающей среды, ключевыми из которых являются вирусные инфекции, загрязнение 
воздуха, стойкие органические загрязнители, низкая физическая активность и ожирение. Клинические исследования, 
проведенные за последние три десятилетия, свидетельствуют, что введение изолированных ОЛ или трансплантация 
целой поджелудочной железы позволяет восстановить функции β-клеток и достичь физиологического высвобождения 
эндокринных гормонов в большей степени, чем экзогенный инсулин у пациентов. Количество свежевыделенных ОЛ 
из одной железы является недостаточным для эффективной клеточной терапии. В настоящем исследовании пред-
ставлены результаты модификации условий стандартного протокола изоляции ОЛ из поджелудочной железы (ПЖ) 
для увеличения количества биомедицинского клеточного продукта на их основе для терапии не менее, чем на 40 %, 
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в условиях ограниченного объёма донорского материала и уменьшения повреждающего протеолитического воз-
действия на выделяемые клетки. Объектом исследования являлись ОЛ, выделенные из ПЖ доноров с констатиро-
ванной смертью мозга.

Ключевые слова: островки Лангерганса; биомедицинский клеточный продукт; сахарный диабет I типа.
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The progress of type I diabetes mellitus due to the destruction of the islets of Langerhans (IsL) and the subsequent 
progression of insulin deficiency are determined not only by genetic predisposition, but also by unfavorable environmental 
factors, the key ones of which are viral infections, air pollution, persistent organic pollutants, low physical activity and 
obesity. Clinical studies carried out over the past three decades have shown that the administration of isolated IsL or 
transplantation of the whole pancreas allows the restoration of β-cell function and the achievement of physiological release 
of endocrine hormones, to a greater extent than exogenous insulin in patients. The amount of freshly isolated IsL from one 
pancreas is insufficient for effective cell therapy. This study presents the results of modifying the conditions of the standard 
protocol for the islets of Langerhans’ isolating from the pancreas to increase the amount of biomedical cell product of this 
cells no less than 40%, in conditions of a limited donor’s material and to decrease the damaging proteolytic effect on the 
isolated cells. The object of the study was IsL isolated from the pancreas of donors with confirmed brain death.

Keywords: islets of Langerhans; biomedical cell product; type I diabetes mellitus.

Введение
Распространенная заболеваемость сахарным диабетом (СД) I типа вызывает всеобщую медицинскую 

и социальную озабоченность. В наше время насчитывается более 382 млн больных СД, и их численность 
постоянно увеличивается. С ростом заболеваемости во всем мире увеличиваются и государственные за-
траты на обследование, лечение и реабилитацию больных СД [1].

В развитии СД I типа ключевую роль играет генетическая предрасположенность, обусловленная на-
личием определенных гаплотипов системы HLA (human leukocytes antigens) и других диабетогенных по-
следовательностей (генов). Во многом влияет также и окружающая среда: вирусы, загрязнители возду-
ха, стойкие органические загрязнители, низкая физическая активность, ожирение, дефицит витамина D, 
компоненты коровьего молока и др. Роль факторов окружающей среды становится все более актуальной, 
о чем свидетельствует заметный недавний рост заболеваемости, который невозможно объяснить только 
генетическими изменениями, происходящими в организме. 

Одним из факторов риска окружающей среды, эпидемиологически ассоциированным с развитием СД 
I типа, выявленным в нескольких независимых исследованиях на людях и моделях животных, являются 
вирусные инфекции (энтеровирус, вирус краснухи, эпидемический паротит, ротавирус, Коксаки и цито-
мегаловирус) [2; 3]. Хорошо изученным фактором окружающей среды, влияющим на развитие СД I типа, 
является загрязнение воздуха, связанное с дорожным движением (от автомобильного транспорта и вы-
хлопных газов дизельных двигателей), такими химическими веществами, как диоксид серы (SO2), сульфат 
(SO4), оксиды азота (NOx), оксид углерода (CO), приземный озон (O3), полициклические ароматические 
углеводороды (ПАУ), твердыми частицами (ТЧ10 и ТЧ2,5). Твердые частицы могут поглощать множество 
других химических веществ, включая пестициды, антипирены, фталаты и др. Приземный озон является 
основным компонентом смога. Озон образуется в результате взаимодействия различных загрязнителей 
воздуха с солнечным светом. Лабораторные исследования на клетках животных свидетельствуют, что воз-
действие загрязнения воздуха может вызывать биологические эффекты, связанные с диабетом. Подавляю-
щее большинство эпидемиологических исследований на людях показало повышенный риск развития СД 
I типа при высоком воздействии загрязнения воздуха [4; 5]. 
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Вследствие аутоиммунной деструкции ОЛ поджелудочной железы (ПЖ) (более 90 % от островковой 
массы) и  последующего прогрессирования инсулиновой недостаточности (инсулинопении), а иногда 
и полного отсутствия секреции инсулина развивается СД I типа. Для него характерно не только наруше-
ние метаболизма глюкозы, но и определенный набор хронических осложнений. Самое грозное осложне-
ние СД и самая частая причина слепоты – это диабетическая ретинопатия, которая развивается у 60–80 % 
больных СД. От 20 до 85 % больных СД поражает диабетическая нейропатия, которая проявляется сенсор-
ными, двигательными и вегетативными нарушениями. Диабетическая стопа – синдром, обусловленный 
периферической нейропатией и макроангиопатией, включает поражения костей и сосудов стопы и язвен-
ные поражения стопы. Атеросклероз – типичное макроангиопатическое осложнение СД, повышающее 
риск инфаркта миокарда и инсульта: распространенность инфаркта миокарда среди больных сахарным 
диабетом в два раза выше, чем среди общей массы населения. Атеросклеротические поражения артерий 
ног также способствуют развитию диабетической стопы. У 10–20 % больных СД развивается диабети-
ческая нефропатия. Больные инсулинозависимым СД (I типа) особенно подвержены этому осложнению: 
у 30–40 % больных через 15–20 лет после клинического проявления болезни развивается терминальная 
почечная недостаточность [6−9].

Основным способом лечения СД I типа является замещение утраченной инсулинпродуцирующей 
функции ПЖ экзогенным инсулином. Больные находятся в постоянной зависимости от многократного 
ежедневного введения инсулина и постоянного гликемического контроля. Однако лечение инсулином не 
может полностью предотвратить поздние осложнения, связанные с диабетом, и интенсивное лечение ин-
сулином увеличивает риск смертельных гипогликемических эпизодов [10; 11].

В 2000 г. группой ученых во главе с Джеймсом Шапиро (г. Эдмонтон, Канада) был разработан протокол 
введения ОЛ (Эдмонтонский протокол), который стал ориентиром для ученых всего мира [12]. По лите-
ратурным данным, за период от начала применения протокола инсулинонезависимость у пациентов через 
1 год после клеточной терапии ОЛ была достигнута минимума в 50 % случаев [13−15]. 

Клинические исследования, проведенные за последние три десятилетия, свидетельствуют, что транс-
плантация изолированных ОЛ или целой ПЖ позволяет восстановить функции β-клеток и достичь физио-
логического высвобождения эндокринных гормонов в большей степени, чем экзогенный инсулин у паци-
ентов с диабетом. Были получены положительные результаты влияния терапии ОЛ на прогрессирование 
осложнений СД: улучшение при макро- и микроангиопатиях (основной причине диабетической нефро-
патии), стабилизация/снижение прогрессирования ретинопатии и нейропатии [16−25]. У пациентов по-
сле введения ОЛ наблюдалось улучшение сердечно-сосудистой и эндотелиальной функции, уменьшение 
атеротромботического профиля, а также значительное увеличение срока функционирования почечного 
трансплантата [26−28].

Несмотря на то что в области клеточной терапии ОЛ достигнут значительный прогресс, некоторые слож-
ности по-прежнему препятствуют ее широкому использованию [29; 30]. Количество свежевыделенных ОЛ 
из одной ПЖ является недостаточным для эффективной клеточной терапии (минимально 9000 эквивален-
тов островков на 1 кг веса тела реципиента за одно введение), а одновременное получение двух-трех желез 
для выделения клеток практически невозможно, необходима модификация известного протокола. 

Цель исследования – разработка научно обоснованного алгоритма получения терапевтически эффек-
тивных и безопасных биомедицинских клеточных продуктов (БМКП) на основе ОЛ для увеличения ко-
личества выделяемого клеточного материала в условиях ограниченного объема донорского материала без 
увеличения трудозатрат и стоимости процесса.

Материалы и методы исследования
Объектом исследования являлись ОЛ, выделенные из ПЖ доноров с констатированной смертью мозга, 

соответствующим всем критериям оптимального донора для забора ПЖ с целью выделения ОЛ (n=8). 
Подготовка и выделение ОЛ из ПЖ осуществлялась по протоколу E. Linetsky «Выделение островков из 

поджелудочной железы человека» SOP ICPF-001 [31] с некоторыми модификациями [32].
В лабораторных стерильных условиях осуществляли забор образца транспортной среды («Кустоди-

ол», HTK, Германия) для бактериологического контроля стерильности эксплантации ПЖ. Взвешивали 
ПЖ в стерильном лотке и погружали на несколько секунд последовательно в холодные растворы: цефа-
золина (1г/л), раствора бетадина 10 % (если была повреждена 12-перстная кишка), раствор Хенкса (Life 
Technologies, США).

Предварительно приготовленный теплый (37 ºС) рабочий раствор фермента коллагеназы 4 типа вводи-
ли под давлением с помощью шприца, объемом 100 мл, избегая образования пузырьков в голову железы, 
затем в хвост в соотношении 2,3:1,7 от общего объема раствора. Объем рабочего раствора определяли ис-
ходя из массы железы по формуле:
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Общий рабочий объем раствора фермента (V общ.) = масса ПЖ (г) × 2 мл/г.
Рабочий объем коллагеназы 4 типа (V раб.) доводили до общего рабочего объема (V общ.) раствором 

для перфузии (ПР), приготовленным из раствора Хенкса, содержащим 0,35 г/л NaHCO3, 25 мM Hepes, 
3,1 мM CaCl2.

ПЖ, обработанную ферментами, фрагментировали стерильным скальпелем на 10−12 частей и  вме-
сте со стерильными нитриловыми шариками (6−8 шт.) помещали в камеру Рикорди (Biorep Technologies, 
США) для изоляции клеток. К порту в крышке камеры одним концом, к нагревающей спирали другим 
концом подсоединяли стерильную силиконовую трубку, через которую осуществляли подачу перфузиру-
ющего раствора (при 37 ºС) с помощью перфузионного насоса. Содержимое камеры промывали в течение 
5 мин со скоростью перфузии 100−150 мл/мин.

Температуру содержимого камеры измеряли с помощью термодатчика и монитора контроля темпера-
туры. По достижении температуры 37 ºС начинали встряхивание камеры (15−30 мин). В течение всего 
процесса изоляции ОЛ каждые 2 мин брали пробы (из бокового порта в камере с помощью шприца) и де-
тектировали свободные островки под микроскопом. Мониторинг продолжали до тех пор, пока не визуали-
зировали 50 % свободных островков. 

Сбор клеток клеточной суспензии осуществляли в заранее подготовленную емкость для сбора суспен-
зии клеток со средой, состоящей из 200 мл среды RPMI (Roswell Park Memorial Institute) (4 ºС) (Sigma-
Aldrich, Германия), 100 мл раствора человеческого альбумина 10 %, 100 ед. инсулина, 5 000 ед. гепари-
на. После того как визуализировали 50 % свободных ОЛ, начинали подачу холодной (4 ºС) среды RPMI 
(1,5−2 л) с помощью перфузионного насоса со скоростью 100−150 мл/мин при постоянном встряхивании 
камеры. Температуру содержимого камеры проверяли с помощью термодатчика. Промывку продолжали 
до тех пор, пока в содержимом, поступающем из камеры, обнаруживались ОЛ.

Содержимое колбы переносили в суспензионные культуральные флаконы, площадью 175 см2, с пита-
тельной средой для ОЛ (соотношение 2:1). Флаконы помещали в CO2-инкубатор (37 ºС, 90 % влажности 
и 5 % СО2) на 24 ч для пассивного осаждения выделенных клеток. 

Содержимое культуральных флаконов переносили в центрифужные пробирки и осаждали выделенные 
клетки центрифугированием при 450 g (что соответствует 1638 об/мин) в течение 5 мин. Удаляли супер-
натант с помощью серологических пипеток, оставляя по 5−10 мл клеточного осадка в пробирках, который 
аккуратно ресуспендировали пипеткой с широким носом. Затем сконцентрировали содержимое пробирок 
и отмыли центрифугированием при 450 g (что соответствует 1638 об/мин) в течение 5 мин еще 2 раза 
в среде М199, содержащей раствор человеческого альбумина.

Ресуспендировали осадок пипеткой с широким носом в культуральной среде, доводили культуральной 
средой объем клеточной суспензии до 50 мл.

Сепарирование ОЛ от экзокринной составляющей осуществляли мануально, путем последовательного 
наслаивания приготовленных градиентов плотности фиколл-урографин в центрифужные пробирки, объ-
емом 50 мл: 1,1 г/л в объеме 10 мл, тяжелого градиента в объеме 11,8 мл, легкого градиента в объеме 12,7 
мл [33]. По 15 мл суспензии выделенных клеток наслаивали в каждую пробирку, центрифугировали при 
2000 об/мин в течение 15 мин. Целевую фракцию собирали в центрифужные пробирки, отмывали в среде 
СMRL-1066 Medium (Life Technologies, США), содержащей раствор человеческого альбумина, 0,1 % ITS-
premix (Becton Dickenson, Гемания), 1 % пенилиллина-стрептомицина (Life Technologies, США), 1 % 1 М 
Hepes (Life Technologies, США), центрифугировали при 450 g в течение 5 мин.

Для подсчета количества ОЛ отбирали 1 мл образца клеточной суспензии в культуральной среде и раз-
водили в 10 раз средой М 199, содержащей раствор человеческого альбумина, перемешивали и отбирали 
1 мл образца в чашку Петри с сеткой 35 × 10 мм, смешивали с 1 мл раствора дитизона. Полученное количе-
ство умножали на фактор разведения. Посевную концентрацию определяли исходя из общего количества 
ОЛ. Флаконы помещали в CO2 – инкубатор (37 ºС, 90 % влажности и 5 % СО2). Смену среды проводили 
каждые 3−4 дня.

Детектирование ОЛ. К 1 мл клеточной суспензии добавляли 1 мл раствора дитизона DTZ Stain Solution 
100x (Millipore S.A.S., Франция), разведенный до рабочей концентрации культуральной средой DMEM 
(Dulbecco’s Modified Eagle Media) (Life Technologies, США), инкубировали в течение 5 мин при темпера-
туре 37 ºС. При микроскопировании на универсальном инвертированном микроскопе «Nikon» (Япония) 
результат учитывали с применением метода фазового контраста (рис. 1). 

Статистическую обработку результатов исследования выполняли с помощью пакета прикладных про-
грамм для медико-биологических исследований STATISTICA (Version 10, StatSoft Inc.) и Microsoft Excel. 
Числовые значения представляли в виде медианы [минимум; максимум]. Для анализа сравнения приме-
няли непараметрические методы: для сравнения двух независимых групп по одной количественной пере-
менной использовали тест Манна−Уитни. Различия считали достоверными при значении р< 0,05. 
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Рис. 1. Островки Лангерганса, окраска дитизоном, ×100, ФК [Е. А. Назарова] 

Fig. 1. Islets of Langerhans, ditizone staining, ×100, PC [E. A. Nazarova]

Результаты исследования и их обсуждение
После забора и  транспортировки в  условиях статической холодовой консервации (4 ºС), в  течение 

3,5−4 ч ПЖ подвергались дополнительной машинной перфузии консервирующим раствором «Кустодиол 
HTK» (Германия) с перфтораном для дополнительной оксигенации.

Образцы ПЖ доставлялись в лабораторию после отделения селезенки, 12-перстной кишки, крупных со-
судов и жировой ткани от железы и катетеризации главного панкреатического протока в обе стороны (рис. 2).

Рис. 2. Канюлирование протоковой системы ПЖ гибкими пластиковыми катетерами [Е. А. Назарова, Н. М. Яковец]

Fig. 2. Cannulation of the pancreatic duct system with flexible plastic catheters [Е. А. Nazarova, N. M. Yakovets]

При отработке методики выделение ОЛ из ПЖ на всех этапах, за исключением сепарирования от эк-
зокринной составляющей, осуществляли согласно протоколу «Выделение островков из поджелудочной 
железы человека» SOP ICPF-001 [31]. Получение чистой фракции эндокринных клеток проводилось ма-
нуальным способом, а не автоматическим, как рекомендовано в протоколе.

Согласно цели и поставленным задачам, а также для увеличения количества выделяемых клеток, на 
данном этапе выполнения исследований была произведена модификация стандартного протокола выделе-
ния ОЛ из ПЖ.

Установлено, что рекомендованная в  протоколе скорость центрифугирования клеточной суспензии 
170 g при продолжительности одного цикла осаждения t=4 мин на всех этапах выделения, является недо-
статочной (по визуальной оценке объема осажденного клеточного материала и прозрачности супернатан-
та в центрифужных пробирках после завершения цикла центрифугирования). Полное осаждение клеток 
не было достигнуто ни на одном из этапов выделения ОЛ (n=3). В дальнейшем данные параметры цен-
трифугирования были постепенно увеличены опытным путем: скорость − до 450 g, продолжительность 
цикла t − до 5 мин, что обеспечило увеличение осаждаемого клеточного материала не менее, чем на 40 % 
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(n=4). После определения эффективной скорости и длительности цикла центрифугирования в дальней-
шем сравнение объемов осаждаемого клеточного материала не проводили (табл.1).

Т а б л и ц а  1

Сравнительная характеристика клеточного осадка, полученного путем центрифугирования при различных скоростях

Ta b l e  1

Comparative characteristics of the cell sediment obtained by centrifugation at different speeds

Скорость центрифугирования, g Объем осаждаемого клеточного материала (от общего объема пробирки 50 мл), мл
170 3 [3; 4] (n=3)
450 7 [5; 8] (n=4)

Примечание. Данные в таблице представлены в виде: медиана [min; max].

Отрабатывая методику [28], отмывание выделенных ОЛ (n=4) после сбора и этапа сепарирования на 
градиентах плотности проводили средой, содержащей 1,5 % человеческого альбумина, соответствующей 
данной методике и другим наиболее часто применяемым протоколам [34−36]. В дальнейшем при выделе-
нии ОЛ (n=3) из образцов ПЖ концентрация раствора человеческого альбумина в среде была снижена до 
0,3 % (в 5 раз) от общего объема. По окончании циклов отмывания визуализировали достаточное осажде-
ние целевой фракции. С целью получения достоверности вывода об эффективности снижения концентра-
ции альбумина, оценивали объем осаждаемого клеточного материала и жизнеспособности ОЛ, отмытых 
средами с разными концентрациями раствора человеческого альбумина − 0,3 % и 1,5 %. Опытным путем 
установлено, что снижение концентрации альбумина в среде для отмывания выделенных клеток с 1,5 до 
0,3 % значительного влияния на объем и качество (жизнеспособность) осаждаемого материала при сопо-
ставимой скорости центрифугирования не оказывает, что позволяет снизить затраты на дорогостоящий 
компонент среды (табл. 2).

Т а б л и ц а  2

Сравнительная характеристика клеточного материала, полученного  
путем отмывания в среде с разной концентрацией раствора человеческого альбумина

Ta b l e  2

Comparative characteristics of the cell sediment obtained  
by washing in a medium with different concentrations of human albumin solution

Концентрация раствора человеческого 
альбумина в среде для отмывания ОЛ, %

Объем осаждаемого клеточного материала  
(от общего объема пробирки 50 мл), мл ЖСП ОЛ, %

1,5 5 [3; 8] (n=4) 99,0 [97,5; 99,0] (n=4)
0,3 6 [4; 7] (n=3) 99,0 [97,5; 99,0] (n=3)

Уровень значимости p 1,00 1,00
Примечание. Данные в таблице представлены в виде: медиана [min; max].

Согласно протоколу, ферментативную обработку ПЖ (n=4) при отработке методики [31] проводили 
смесью ферментов нейтральной протеазы (Neutral Protease NB) и  коллагеназы 1 типа (Collagenase NB 
1) (Serva, Германия). При уменьшении повреждающего протеолитического воздействия на выделяемые 
клетки производилась замена рекомендуемой смеси двух ферментов на раствор фермента коллагеназы 
4 типа (Life Technologies, США), которая расщепляет полипептидные связи коллагена и эластина, являю-
щихся структурными компонентами соединительной ткани. Данная модификация существенно не отрази
лась на количестве получаемого клеточного материала и жизнеспособности (табл. 3). Однако стоимость 
процедуры выделения ОЛ при этом снизилась в 5−6 раз. 

В процессе ферментативного расщепления ткани ПЖ высвобождаются не только ОЛ, но и другие экзо-
кринные составляющие структуры. Для получения чистой эндокринной фракции ОЛ от экзокринной со-
ставляющей проводят автоматизированное или мануальное разделение клеточной суспензии на фракции 
путем последовательного добавления трех градиентов плотности в систему. Сепарацию ОЛ проводили 
мануальным способом.

В связи с применением дополнительной машинной перфузии большей части образцов ПЖ консерви-
рующим раствором «Кустодиол» (HTK) с перфтораном и повышения уровня оксигенации клеток ПЖ до 
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40 % и, как следствие, снижение их плотности в стандартный протокол выделения были внесены некото-
рые изменения для исключения потери клеточного материала. Поскольку в результате нескольких циклов 
центрифугирования при 450 g в  течение t=5 мин полное осаждение целевой фракции не достигалось, 
полученную клеточную суспензию в процессе ферментативной обработки и перфузии раствором для ней-
трализации переносили в  культуральные флаконы с питательной средой и  помещали в  СO2-инкубатор 
(при температуре 37º С, 5 % СО2 и 90 % влажности) на 24 ч, после чего проводили осаждение, отмывку, 
подсчет и сепарирование островковых комплексов от экзокринной составляющей как описано ранее.

Т а б л и ц а  3

Сравнительная характеристика ОЛ, выделенных с использованием разных ферментов 

Ta b l e  3

Comparative characteristics of IL isolated using different enzymes

Тип фермента Количество выделенных ОЛ/1 г ПЖ ЖСП ОЛ,%
Нейтральная протеаза NB и коллагеназа 1 типа NB 
(Serva, Германия)

4,1 [0,6; 11,3] (n=4) 99,0 [97,5; 100,0] (n=4)

Коллагеназа 4 типа (Life Technologies, США) 8,0 [2,9; 10,9] (n=4) 99,0 [99,0; 100,0] (n=4)
Уровень значимости p 0,66 0,74

Примечание. Данные в таблице представлены в виде: медиана [min; max].

Заключение
Таким образом, модификация общепринятого протокола [31], заключавшаяся в увеличении скорости 

и продолжительности цикла центрифугирования при отмывании клеточного материала, снижении концен-
трации раствора человеческого альбумина в среде для отмывания в 5 раз от общего объема, уменьшении 
повреждающего протеолитического воздействия на выделяемые клетки в результате замены фермента, 
обеспечила увеличение количества получаемого БМКП на основе ОЛ не менее, чем на 40 % и снижение 
стоимости процесса в 5−6 раз [32].
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