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Цель. Разработать и внедрить способ выделения островков Лангерганса из ткани поджелудочной железы 

после панкреатэктомии с последующей аутотрансплантацией.

Материал и методы. Использовали 10 образцов поджелудочной железы минипигов Визенау, 30 образцов под-

желудочной железы крыс Вистар, 8 образцов поджелудочной железы человека, полученных при резекции, 

и 5 образцов поджелудочной железы человека, полученных при обширной резекции или панкреатэктомии.

Результаты. Получены свободные от ацинарной ткани островки Лангерганса экспериментальных животных 

и человека. При использовании протокола с механическим способом изоляции эффективность выделения 

островков Лангерганса человека и экспериментальных животных составила 50%. Были подтверждены принад-

лежность выделенных клеток к островкам Лангерганса, их чистота. Выживаемость островков после выделения 

превысила 90%. При иммуноферментном анализе на синтез инсулина установлено, что выделенные островки 

Лангерганса остаются функционально активными. Стерильность выделенных островковых клеток подтверж-

дена.

Заключение. Отработанная технология изоляции позволяет получить чистые, стерильные, жизнеспособные 

и функционально активные островковые клетки, пригодные для дальнейшей аутотрансплантации.
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 Вве де ние
В настоящее время панкреатэктомия являет-

ся операцией выбора при хронических воспали-
тельных и мультифокальных поражениях под-
желудочной железы (ПЖ). Операция радикальна 
и при хроническом панкреатите избавляет от 
выраженного болевого синдрома и потребности 
в применении наркотических анальгетиков. При 
мультифокальном опухолевом и предопухоле-
вом поражении является методом выбора. 
Сдерживающим фактором широкого примене-
ния панкреатэктомии является послеопераци-
онный панкреатогенный сахарный диабет, тре-
бующий подбора заместительной инсулинотера-
пии. Несмотря на прогресс технических средств 
доставки инсулина (продленные формы, пом-
повое дозирование), полной компенсации 
и профилактики фатальных гипогликемических 
состояний добиться не удается. Наиболее эф-
фективным вариантом профилактики гипо гли-
кемических состояний является собственная 
секре ция инсулина инсулинпродуцирующими 
клетками. Для этого разработана технология 
выде ления островков Лангерганса (ОЛ) и их вве-
дение в виде аутотрансплантации. Ауто транс-
плантацию ОЛ ПЖ применяют чаще всего при 
хроническом болевом панкреатите, их вводят 
преимущественно в воротную вену [1–4]. При 
этом исключена аутоиммунная реакция и нет не-
обходимости в иммуносупрессии в пост-
трансплантационном периоде. Число подобных 
оперативных вмешательств в последнее время 
увеличивается [5–6]. Абсолютное большинство 
центров демонстрируют отсутствие летальных 
исходов, при общем анализе летальность не пре-

вышает 1% [7]. Считают, что операция показана 
пациентам, которые удовлетворяют следующим 
критериям [1, 2]. 

1. Хронический панкреатит с болевым синд-
ромом >6 мес при наличии одного из признаков: 

• кальцинаты в ПЖ при КТ; 
• не менее двух из следующих признаков: 

≥4 критерия эндо-УЗИ из 9; изменения 
протоков и паренхимы ПЖ при МРХПГ; 
изменения в эндоскопическом тесте функ-
ции ПЖ (пиковое значение HCO2 ≤ 80 mM); 

• хронический панкреатит, подтвержден-
ный гистологическим исследованием;

• соответствующий анамнез и подтвержден-
ный наследственный панкреатит (мутация 
гена PRSS1) или рецидивирующие при-
ступы острого панкреатита в анамнезе – 
более одного эпизода приступа характер-
ной боли в сочетании с изменениями при 
инструментальных исследованиях и (или) 
увеличение амилазы или липазы в ≥3 раза. 

2. Один из следующих признаков: 
• ежедневная потребность в наркотичес ких 

анальгетиках; 
• ухудшение качества жизни, связанное с 

болевым синдромом, – невозможность по-
сещать учебное заведение, неоднократные 
госпитализации, невозможность совершать 
деятельность, соответствующую возрасту. 

3. Подтвержденный в настоящее время или 
не излеченный панкреатит без явной причины. 

4. Отсутствие эффекта от медикаментозной 
терапии и эндоскопических методов лечения.

5. Адекватное функционирование ОЛ (отсут-
ствие диабета или положительный С-пептид). 
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Aim. To develop and implement a method for isolating the islets of Langerhans from pancreatic tissue after 

pancreatectomy with islet autotransplantation. 

Materials and Methods. The study used ten Wiesenau miniature pig pancreases, 30 Wistar rat pancreases, eight 

resected human pancreases, and five human pancreases from extensive resection or pancreatectomy. 

Results. Islets of Langerhans completely devoid of human and experimental animals’ acinar tissue were obtained. 

When using the protocol for mechanical isolation, the efficiency of isolating the islets of Langerhans in humans and 

experimental animals was 50%. The research proved that the isolated cells belonged to the islets of Langerhans. 

Additionally, their purity was confirmed. The survival of the isolated islets exceeded 90%. The enzyme immunoassay 

for insulin synthesis showed that the isolated islets of Langerhans remained functionally active. The sterility of the 

isolated islet cells was confirmed. 

Conclusion. This proven isolation technology makes it possible to obtain pure, sterile, viable, and functionally active 

islet cells suitable for further autotransplantation. 
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В настоящее время по мере накопления опыта 
наметилась смена парадигмы в оценке эффек-
тивности трансплантации островковых клеток 
(ТОК). Ранее целью ТОК считали достижение 
и максимальную продолжительность независи-
мости от инсулина. В настоящее время ТОК рас-
сматривают как лечение недостаточной функ-
ции β-клеток, независимо от этиологии, если 
у пациента лабильное течение сахарного диабета 
с приступами гипогликемии или гиперглике-
мией, несмотря на оптимизированную медицин-
скую помощь. Использование инсулина после 
трансплантации ПЖ или островковых клеток не 
свидетельствует о потере функции транспланта-
та. Для поддержания гликемии пациентам могут 
потребоваться низкие дозы экзогенного инсули-
на, нормализующие уровень глюкозы крови, 
которого возможно достичь, когда часть потреб-
ности в инсулине обеспечивается эндогенно из 
функционирующего трансплантата. 

Оптимальная функция трансплантата β-кле-
ток определяется наличием близкого к нормаль-
ному гликемическому профилю, оцениваемому 
по уровню гликированного гемоглобина (HbA1c) 
≤6,5%, отсутствием тяжелой гипогликемии, от-
сутствием потребности в экзогенном инсулине и 
увеличением по сравнению с предтранспланта-
ционным уровня C-пептида [5]. Результативность 
трансплантации островков после дуоденопан-
креатэктомии также оценивают на основании 
изменения качества жизни: исчезновение боле-
вого синдрома и уменьшение потребности в опи-
оидах, профилактика гипогликемии. Достижение 
независимости от инсулина не является целью. 
Число пациентов, избавившихся от наркоти-
ческой зависимости после панкреатэктомии 
с аутотрансплантацией островков, варьирует от 
35 до 100% (в среднем >60%) в период наблюде-
ния 12–24 мес. Остальные пациенты отмечали 
значительное уменьшение дозы опиоидов и пе-
реход с ежедневного приема обезболивающих 
препаратов на эпизодическое. Результаты про-
веденного анализа шкалы боли показали изме-
нение значения с 60–100 (из 100) баллов до 
8–20 в течение года. Этот эффект может сохра-
няться продолжительное время [8]. Примерно 
73% пациентов сохраняют независимость от 
анальгетиков >5 лет. 

При злокачественных опухолях ПЖ в настоя-
щее время ТОК не входит в стандарты лечения. 
Существуют лишь ограниченные сведения о без-
опасности такой терапии [9, 10]. Не исключен 
риск распространения опухолевых клеток инфу-
зией взвеси ОЛ, которые могут содержать неко-
торое число экзокринных клеток даже после 
очистки [11]. 

Исследование безопасности трансплантации 
ОЛ на животных было проведено в 2019 г. Мышам 
трансплантировали клетки опухоли пациента 

и выделенные ОЛ из участков ПЖ пациентов без 
опухоли. Локальное и отдаленное распростране-
ние злокачественных клеток после выделения 
ОЛ отсутствовало [12]. В другом исследовании 
мышам дикого типа ввели экзокринную ткань 
и ОЛ мутантных мышей с аденокарциномой 
ПЖ. Были показаны низкий риск передачи зло-
качественной опухоли при трансплантации эк-
зокринной ткани и отсутствие риска при транс-
плантации ОЛ [13].

В Научно-исследовательском институте диа-
бета Сан-Рафаэле (HSR-DRI) исследованы ре-
зультаты ауто-ТОК у 17 больных злокачественны-
ми опухолями и 14 пациентов с доброкачествен-
ными новообразованиями ПЖ. Безреци дивная 
и общая выживаемость после ауто-ТОК была не 
меньше, чем у пациентов, перенесших панкреат-
эктомию без ТОК в течение того же периода [14]. 
Описано несколько наблюдений, в которых паци-
ентам с опухолями ПЖ после панкреат эктомии 
была выполнена ауто-ТОК. Проде мон стрировано 
преимущество в долгосрочной выживаемости 
этой группы больных по сравнению с пациента-
ми, которым ТОК не выполняли [15]. 

 Материал и методы
Исследование получило одобрение локально-

го этического комитета Приволжского исследо-
вательского медицинского университета. Все ис-
следования с образцами ПЖ эксперименталь-
ных животных и человека были одобрены 
локальным этическим комитетом ПИМУ (про-
токол №10 от 26.06.2020). 

Апробация и постановка метода выделения 
жизнеспособных ОЛ механическим путем. Для по-
становки метода выделения ОЛ использовано 
10 образцов ПЖ минипигов Визенау, 30 образ-
цов ПЖ крыс Вистар, 8 образцов ПЖ человека, 
полученных в результате резекции, и 5 образцов 
ПЖ человека, полученных при обширной резек-
ции. Для выделения ОЛ применяли следующий 
способ с некоторыми модификациями в зависи-
мости от источника получения ПЖ. В ткань ПЖ 
вводили раствор коллагеназы V (Collagenase from 
Clostridium histolyticum, Sigma, США) или смесь 
коллагеназы NB1 и нейтральной протеазы NB 
(Nordmark Arzneimittel & Co. KG, Германия) 
в измененном растворе Хэнкса, обогащенном 
CaCl2, с дальнейшей фрагментацией и фермен-
тативным перевариванием панкреатической 
ткани. Каждые 5 мин в течение 20–30 мин про-
водили мониторинг процесса ферментирования 
ткани с использованием окрашивания дитизо-
ном (ВЕКОС, Россия). Важно отметить, что в 
зависимости от первоначального качества ткани 
ПЖ время ферментирования может варьировать 
от 20 до 60 мин. Очистку ОЛ от экзокринной 
ткани осуществляли фильтрованием через ме-
таллическое сито с диаметром ячеек 0,5 мм. 
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В дальнейшем разделяли эндокринную и экзо-
кринную часть серией центрифугирований 
200–300 g/10 мин в градиентах плотности Ficoll 
DL-400 (1,095, 1,084 и 1,072, 1,048 мг/л; Sigma, 
США). Для подтверждения принадлежности 
очищенных клеток к ОЛ проводили окрашива-
ние дитизоном (0,5 мл суспензии ОЛ и 20 мкл 
свежеприготовленного 1% дитизона). Окраши-
вание дитизоном рассматривали в микроскопе 
Leica DM2500 (Германия). Выделенные ОЛ под-
держивали в культуральной среде RPMI или 
СMRL (Gibco, Великобритания) c низким уров-
нем глюкозы с добавлением L-глутамина 
(0,58 мг/мл; ПанЭко, Россия), 10% FBS (Gibco, 
Великобритания), антибиотика-антимикотика 
(Antibiotic-Antimycotic Х100 Thermo Scientific, 
США) при температуре 37 °C и 5% СО2. 

Функциональная принадлежность и жизнеспо-
собность ОЛ. Жизнеспособность выделенных 
островковых клеток оценивали с использовани-
ем набора Live/Dead Cell Double Staining Kit 
(Sigma-Aldrich, США) согласно стандартному 
протоколу. Функциональную принадлежность 
исследовали окрашиванием на антитела к инсу-
лину 1 : 100 (Anti-Insulin, AlexaFluor 488, 
Invitrogen) и глюкагону 1 : 10 (Anti-Glucagon, 
eFluor 570, Invitrogen) в соответствии с рекомен-
дациями производителя. Ядра окрашивали DAPI 
(BioLegend, США). Исследование проводили на 
конфокальном флуоресцентном микроскопе 
LSM 880 (Carl Zeiss, Германия). Для определения 
кальцина-AM флюоресценцию возбуждали на 
длине волны 488 нм с последующим определе-
нием в диапазоне 500–549 нм. Флюоресценцию 
пропидий йодида возбуждали на длине волны 
543 нм с последующим определением в диапазо-
не 611–700 нм. Флюоресценцию антител к инсу-
лину возбуждали на длине волны 488 нм с после-
дующим определением в диапазоне 500–598 нм. 
Флюоресценцию антител к глюкагону возбуж-
дали на длине волны 543 нм с последующим 
определением в диапазоне 568–712 нм. Флюо-
ресценцию DAPI возбуждали на длине волны 
405 нм с последующим определением в диапазо-
не 426–500 нм. 

Функциональную активность ОЛ (синтез ин-
сулина) оценивали с помощью иммунофермент-
ного анализа с использованием коммерческого 
набора ELISA Kit for Insulin (Сloud-clone corp., 
США) согласно протоколу производителя. 
Для анализа использовали культуральную среду, 
собранную через 1 и 3 дня инкубации 350 ОЛ 
в стандартной культуральной среде и при сти-
муляции глюкозой. Для проведения теста на 
стимуляцию глюкозой 350 ОЛ инкубировали 
1 час в растворе Кребса 0 мМоль глюкозы для 
реактивации ОЛ. После этого ОЛ инкубировали 
1 час в растворе Кребса 3 мМоль глюкозы (базо-
вая линия) и 1 час в растворе Кребса 16 мМоль 

глюкозы. На основе полученных данных рассчи-
тывали показатель SI – соотношение секреции 
инсулина при высоком и низком уровне глю-
козы. 

 Результаты 
Описанным способом были получены сво-

бодные от ацинарной ткани островковые клетки 
экспериментальных животных – свиньи и крысы, 
а также человека – при резекции ПЖ (рис. 1). 
При использовании протокола с механическим 
способом изоляции эффективность выделения 
ОЛ человека и экспериментальных животных 
составила 50%. Была подтверждена принадлеж-
ность выделенных клеток к ОЛ специфическим 
окрашиванием дитизоном (рис. 2). Функцио-
нальная принадлежность ОЛ установлена при 
окрашивании антителами на инсулин и глюка-
гон. Выживаемость островков после выделения 
составила >90% (рис. 3). Более 90% ОЛ лабора-
торных животных также остаются жизнеспособ-
ными как после выделения, так и в течение 
3 дней. Иммуноферментным анализом (ELISA 
Kitfor Insulin, Сloud-clone corp.) на синтез инсу-
лина установлено, что ОЛ функционально ак-
тивны. За 1 день инкубации в культуральной 
среде 350 ОЛ синтезируют 68 пг/мл инсулина, 
в то время как за 3 дня количество вырабатывае-
мого инсулина увеличивается до 180 пг/мл. 
В первый день инкубации SI соответствует 
1,2 у.е., что свидетельствует о недостаточном 
восстановлении ОЛ после выделения, однако на 
3-й день SI увеличивается до 2,1 у.е., что под-
тверждает восстановление функциональной ак-
тивности ОЛ и их нормальной реакции на сти-

Рис. 1. Разделившиеся фракции при очистке ОЛ.

Fig. 1. Separated fractions during the cleaning of the islets of 
Langerhans.

Ацинарная

ткань

Ficoll 11%

Ficoll 20%

Ficoll 23%

Ficoll 25%

ОЛ
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Рис. 2. Микрофото. Оценка принадлежности выделенных клеток к ОЛ: а – островковые клетки ПЖ человека после 
резекции; б – островковые клетки ПЖ человека после обширной резекции; в – островковые клетки ПЖ свиньи; г – 
островковые клетки ПЖ крысы. Окрашивание дитизоном. 

Fig. 2. Microphotograph. Identification of the isolated cells as belonging to the islets of Langerhans: а – human pancreatic islet 
cells after resection; б – human pancreatic islet cells after extensive resection; в – porcine pancreatic islet cells; г – rat pancreatic 
islet cells. Dithizone staining.

а б

Рис. 3. Микрофото. Оценка функциональной принадлежности и жизнеспособности ОЛ: а – окрашивание на функци-
ональную принадлежность антителами к глюкагону (красное) и к инсулину (зеленое), ядра – синие; б – окрашивание 
на жизнеспособность кальцином-AM (зеленое) и йодидом пропидия (красное). Размер изображений 213 × 213 мкм. 

Fig. 3. Microphotograph. Evaluation of the functional affiliation and viability of the islets of Langerhans: a – staining for 
functional affiliation with antibodies to glucagon (red) and insulin (green), nuclei – blue; б – viability staining with Calcin-AM 
(green) and propidium iodide (red). Image size 213 × 213 μm.
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муляцию глюкозой (рис. 4). Бактериологический 
анализ и анализ на содержание микоплазм под-
твердили стерильность выделенных ОЛ.

Таким образом, показано, что отработанная 
технология изоляции позволяет получить чистые, 
стерильные, жизнеспособные и функционально 
активные островковые клетки, пригодные для 
введения пациенту в режиме аутотрансплан тации. 

 Обсуждение 
Доступны подробные процедуры получения 

очищенных партий островковых клеток ПЖ че-
ловека, пригодных для клинической трансплан-
тации, которые детализируют каждый этап 
(от выбора донора до контроля качества выде-
ленных островковых клеток до трансплантации) 
[16]. Процесс изоляции островков начинается 
в ходе эксплантации. Изоляция островковых 
клеток должна осуществляться в специальном 
оборудованном и сертифицированном помеще-
нии [17]. Первым этапом является отделение 
и очистка ПЖ от органов. Вторым этапом явля-
ется разрушение экзокринной паренхимы ПЖ 
путем инфузии смеси ферментов нейтральной 
протеазы NB (активность �1,6 Ед/мг) и коллаге-
назы NB1 (активность �5,52 Ед/мг) в проток ПЖ 
при 37 °C. На третьем этапе ПЖ рекомендуется 
рассечь на 8–10 кусочков, поместить в камеру 
Рикорди (Biorep Technologies, США), содержа-
щую 7–9 силиконовых шариков, и инкубировать 
20–25 мин при 37 °C. После железу подвергают 
механической перфузии средой с использова-
нием перистальтического насоса. На стадии 
очистки сепарирование изолированных остров-
ковых комплексов от экзокринной составляю-
щей осуществляют центрифугированием с гра-
диентов плотности Ficoll DL-400 (1,110, 1,096 
и 1,069 мг/л), Histopaque-1077 или йодиксанола 
и суспензии клеток [18]. Конечный препарат 
островков инкубируют в культуральной среде 
в течение 24–72 ч, что приводит к повышению 

очистки, в том числе от мертвых/апоптоти ческих 
клеток и их метаболитов, для предотвращения 
неспецифического воспаления после трансплан-
тации. Только образцы с чистотой >50% будут 
одобрены для пересадки. Островковые эквива-
ленты (IEQ) определяют по оценке диаметра 
островков. Трансплантация возможна, если IEQ 
составляет >5000 экв/кг массы тела реципиента, 
при максимальном объеме 5–10 мл. Жизне спо-
собность островков определяют окрашиванием 
образцов ткани [18]. Партия островков пригодна 
для трансплантации, если ее жизнеспособность 
>80%. Функцию островков оценивают измере-
нием количества инсулина, выделяемого после 
инкубации с низкими и высокими концентраци-
ями глюкозы, расчетом индекса стимуляции 
(SI). Функциональные островки должны иметь 
SI > 1. Стерильность оценивают с помощью те-
стов на бактериальные культуры, микоплазму 
и эндотоксины. Принадлежность выделенных 
клеток к ОЛ определяют методом окрашивания 
дитизоном [18]. 

Несмотря на множество известных протоко-
лов изоляции, остается немало сложностей и во-
просов на каждом этапе. В этой работе основы-
вались на стандартных протоколах выделения, 
добавив собственные модификации. Изменения 
в методике изоляции островковых клеток экспе-
риментальных животных касались уменьшения 
концентрации коллагеназы V до 0,1–0,2% при 
незначительном увеличении времени фермента-
тивной обработки до 20 мин. Согласно данным 
других авторов, концентрация коллагеназы со-
ставляет 0,5–2% при времени ферментации 
8–15 мин [19]. Также ферментативный буфер 
содержал дополнительно 0,6 мМоль CaCl2 для 
поддержания стабильности работы коллагеназы 
[20]. Стоит отметить, что эта модификация по-
зволила не только получить сопоставимые коли-
чества свободных от экзокринной ткани остров-
ков [21], но и сократить количество используе-

Рис. 4. Диаграмма. Изменение уровня синтеза инсулина ОЛ на 1-й и 3-й дни инкубации и при стимуляции глюкозой 
3 мМоль и 16 мМоль (m ± M). 

Fig. 4. Graph. Changes in the level of insulin synthesis by the islets of Langerhans on the first and the third days of incubation 
and through stimulation with 3 mM and 16 mM (m ± M) of glucose.
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мого фермента. Автоматизированный метод 

остается центральной технологией изоляции ОЛ 

человека. Возможно применение полуавтомати-

ческого и механического методов для выделения 

островковых клеток. В обсуждаемом исследова-

нии при отработке технологии получения ОЛ 

человека, полученных при обширной резекции 

ПЖ, основным отличием было получение срав-

нимого числа островковых эквивалентов с чис-

тотой очистки от экзокринной ткани 50% с при-

менением механического способа изоляции [22]. 

Предполагаем, что дальнейшее применение авто-

матизированного метода, который будет осу-

ществляться на разработанной нами установке 

на основе камеры Рикорди, позволит получить 

большую долю выхода островковых клеток с не-

обходимой степенью чистоты для транспланта-

ции пациенту.

 Заключение
Аутотрансплантация ОЛ является многообе-

щающим методом лечения пациентов с хрониче-

скими воспалительными и мультифокальными 

поражениями ПЖ. Внедрение эффективной 

и безопасной технологии изоляции аутологич-

ных ОЛ значительно расширит возможности 

хирургического лечения пациентов с хрониче-

ским болевым панкреатитом и больных добро-

качественными мультифокальными заболева-

ниями ПЖ в РФ. Применение метода при зло-

качественных новообразованиях ПЖ требует 

дальнейшего изучения.
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