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新生哺乳动物胃肠道的生长发育十分迅猛，这

与初乳的摄入有关。 初乳中含有大量多肤类生长因

子，如膜岛素、膜岛素样生长因子-1 ( Insulin-like 

Growth Factor-I , IGF-I)、表皮生长因子 (Epidermal

Growth Factor , EGF)和转化生长因子( transforming 

Growth Factors , TGFs)等，这些乳源性肤类生长因

子对新生动物胃肠道细胞的增殖、生长和分化起着

关键作用[ 1 ] 。 已有大量文献报道了乳源性生长因子

对动物胃肠道细胞生长发育的调节作用，但主要集

中在体内动物试验，实验结果受到多种体内因素(神

经、体液及肠道环境)的影响，且试验费用昂贵，试验

周期较长。 体外试验操作简单，易于分析某一生长

因子的单因素影响作用，特别是各种生长因子的结

构和功能高度保守，这为乳源性生长因子的体外研

究提供了可能。 本试验通过体外棋牛小肠上皮细胞

培养方法，以细胞增殖率和葡萄糖吸收率作为细胞

生长发育与功能成熟的指标，研究了膜岛素与 IGF
I 对细胞生长发育的影响，为新生胃肠道营养发育

生理研究提供科学依据与研究方法。

材料和方法

1.细胞的分离与培养

出生 1 日龄以内未吮乳的中国荷斯坦楼公牛(南京卫岗

血清厂)经宰杀放血，于无菌环境下取 10cm 左右十二指肠，

迅速放入预热至 37'C的生理盐水。 根据 Evans 等 (1992)方

法[2] ，获取小肠上皮细胞，并以台盼兰染液进行细胞记数，细

胞活力大于 85% 者用于细胞培养。 最后种植于 24 孔板

(NUNC) ，细胞浓度为 1 X 105 细胞1m!。 置 37'C， 5%αλ 、

95%H2 0 的 COZ 培养箱中静止培养。 细胞经上述培养 48h

后，更换为含不同浓度膜岛素 (L屿，美国)或 IGF- I (Sigma)

的 Dl\伍MIF'2 培养液。 膜岛素分为 5 个浓度组:分别为

0.01 、0.1 、 1 、 10 和 50μ.g/ml o IGF-I 也分为 5 个浓度组:分别

为 1 、 10 、 100 、 500 和 1000ng/m!。 以无血清培养液为对照组。

继续培养 72 上时，检测细胞增殖率。

2. 细胞增殖率的检测

各试验组细胞在更换试验培养液 72 小时后，弃去试验

培养液，每孔加入 200μl 无血清的 DMEMIF'2 。 同时每孔加

入 200川、 0 . 05% 的 M丁寸 (Sigma) 0 37'C培养 4 小时，弃掉

M1T及培养基，然后每孔加入 0.5m! 二甲基亚飘，待细胞内

的紫蓝色晶体完全溶解后酶标仪 (550 型， BIO-RAD)上测

OD540 。

3. 葡萄糖吸收量的检测

配制葡萄糖含量为 4.00mg/ml 的生理盐水，并分别添

加膜岛索和 IGF-I ，使膜岛素的浓度分别为 0 . 01 、 0.1 、 1 、 10

和 50μg/l时， IGF-I 的浓度分别为 1 、 10 、 100 、 500..f'l 1000ngl 

m!。 所有细胞经分离后并在含 15%NCS 的 DMEM矿山中培

养 48 小时，以各试验组生理盐水孵育细胞 30 分钟。 立即按

试剂盒(上海荣盛生物工程公司)要求测葡萄糖吸收量‘以考

马斯亮兰试剂盒(南京建成生物工程研究所)分别测各处理

组细胞的总蛋白含量。总葡萄糖含量减去剩余量即为葡萄

糖吸收量。

4 . 数据分析

所得数据均数间 (n = 10) 进行显著性检验。 采用

SPS9J . O 软件进行单因子 ANOVA 分析和 LSD 多重比较。

所有结果以平均数±标准差表示。

结果与分析

1.细胞增殖率

在 0.1μg/ml 、 1μg/ml 和 10μg/ml 时，膜岛素对

细胞增殖有促进作用。 但 0 . 01μg/ml 的膜岛素作

用很微弱，与对照组差异不显著(P>O . O日，随着浓

度的增加 ，膜岛素对细胞增殖的促进作用逐渐增强，

并在 10μg/ml 获得最大增殖效果。 但当浓度达到

50μg/ml 时，膜岛素则抑制细胞的增殖(图 1a) 。

IGF- I 对细胞的促增殖规律与膜岛素不同，随着浓
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度的增加， IGF-I 的作用效果逐渐升高，浓度达到并

超过 100ng/ml 时，促增殖作用无明显变化，但没有

出现抑制增殖的现象。 IGF- I 的浓度在 100ng/ml 、
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500ng/ml 和 1000ng/ml 之间对促进细胞增殖没有

显著性差异(P>O. 05) (图 lb) 。
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图 1 膜岛素 (a) 军日 IGF-I(b )对穰牛小肠上皮细胞增殖的影晌

(‘ P< 0.05 , ** P<O.Ol) 

2. 葡萄糖眼收量

膜岛素和 IGF-I 的浓度影响细胞吸收葡萄糖。

膜岛素在 0.01μg/ml 时，与对照组差异不显著(P>

0.05) ，随着浓度的增加，膜岛素对促细胞吸收葡萄

糖的作用逐渐增强。在 10μg/ml 时达到最大值，但

达到 50μg/ml 的超生理浓度时反而抑制细胞吸收

葡萄糖，其作用强度小于 1阅/ml(表1)。而 IGF-I

在 1 - 1000ng/ml 的浓度范围内对促进细胞吸收葡

萄糖的作用逐渐增强，在 10 - 1000ng/ml 时，显著高

于对照组(P<O.Ol)。但在浓度超过 100ng/ml 时，

其作用趋向饱和。 IGF-I 浓度在 100ng/ml 、 500ng/

ml 、 1000ng/ml 三者之间对细胞吸收葡萄糖的影响

无显著性差异(P>0.05)(表 2) 。

表 1 膜岛素对镇牛小肠上皮细胞吸收葡萄糖的影晌

膜岛素浓度(阅/时)情萄糖吸收量(mg/lOO吨叫1 protein) 

O(∞ntrol) 4 . 075 士 0.3768

0.01 4.262 :t O. 8708 

0.1 6.987 土 0 .507b

1 14.966 :t O. 374c 

10 18.119 :t O. 870口

50 11.004 士 0.173bE

同列数据中标有相同上标字母表示差异不显著，不同上

标字母表示差异显著，其中小写字母代表 P<0. 05 ，大写字

母代表 P<0.01 o

表 2 IGF-I 对续牛小肠上皮细胞吸收葡萄糖的影晌

肌I 浓度归叫)情萄糖吸收量(吨1100吨 cell protein) 

O (∞ntrol ) 4.075 :t O. 3768 

4. 124 :t O. 381" 

10 7.2θ4 :t o. 434b 

100 I 19.611 :t 0.548c 

500 I 19.617 土 0.360c

1000 I 19.710 土 0.622c

同列数据中标有相同上标字母表示差异不显著，不同上

标字母表示差异显著，其中小写字母代表 P<0.05，大写字

母代表 P<O.Ol。

讨论

1.膜岛素和 IGF-I 对离体小肠上皮细胞增殖

的影响

迄今已有文献报道了膜岛素和 IGF-I 对离体细

胞株增殖的促进作用[3] ，但对小肠上皮细胞作用的

报道十分鲜见。 小肠上皮细胞含有大量的膜岛素和

膜岛素样生长因子 ( IGFs) 质膜受体。 Duncan

( 1994)认为， IGF-I(5 X 1O - 9 mollL)主要是通过结合

IGFs 受体而加快细胞分裂的速度，通过缩短 S期时

间，缩短细胞分裂周期，膜岛素 (2 X 10 - 6 mol lL, 

1000 倍于生理浓度)也可通过结合 IGFs 受体而同

样缩短细胞分裂周期。由于膜岛素对 IGFs 受体的

亲和力较低，膜岛素的浓度必需高于 IGF-I 的浓度，

才能发挥功效。本试验结果表明，高于生理浓度的
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膜岛素和 IGF-I 对小肠上皮细胞均有明显的促增殖

作用。有报道认为表皮生长因子 (EGF ， 5 X 10- 9 

mollL)的主要作用是诱导细胞从 GO 期至 G1 期的

老化，所以 IGF-I 和膜岛素必需有 EGF 的诱导才能

促进细胞增殖，单独使用效果不明显。但本试验同

时发现，在没有添加 EGF 的情况下，单独使用超生

理浓度的膜岛素(10μg/ml ) 和 IGF-I(注100ng/ml) , 

同样显著地促进了小肠上皮细胞的增殖。 这说明 ，

膜岛素和 IGF-I 在较高浓度时同样可以促进离体棋

牛小肠上皮细胞的增殖，即膜岛素和 IGF- I 对剌激

上皮细胞生长发育的作用具有浓度依赖性。 Ichiba

等报道，人乳中的 IGF-I 在低浓度时(<5X lO - 11

mollL)对胎儿肠细胞的促增殖作用微弱，但高浓度

时(>5 x 1O - 9 mollL)的作用显著 ，甚至超过 EGF(5

X 1O - 8 mollL)的作用 [4] 。有报道认为，膜岛素在超

生理浓度时也显示有 IGF- I 的促细胞增殖作用[5] 。

另外，不同的细胞类型对膜岛素和 IGF-I 剌激的反

应不同，本试验采用离体新生领牛的小肠上皮细胞，

研究乳源性生长因子对新生胃肠道生长发育的影

响，可以避免因采用一般商品细胞株造成与实际不

一致的影响。

本试验中出现的超高浓度 IGF- I 的饱和作用，

可能与细胞内的受体数量限制有关。膜岛素和

IGF-I 的受体均属于醋氨酸蛋白激酶(盯K) 型受

体，细胞在合成这种受体的同时也分解受体，而且受

体所能连接的配体数量是有限的。 IGFs 受体有两

类 :1 型和 E 型受体。膜岛素可结合 I 型受体，但其

亲和力远低于 IGF-I ，因此膜岛素的促增殖效果低

于 IGF-I[6] 。这与本试验结果吻合。 但目前尚不清

楚超高浓度膜岛素对细胞增殖产生抑制作用的原

因，可能是因为膜岛素的超高浓度抑制了细胞对葡

萄糖的吸收，降低了细胞的代谢速度所致。

2. 膜岛素和 IGF-I 对离体小肠上皮细胞吸收

葡萄糖的影晌

本试验结果表明，适当浓度的膜岛素可促进细

胞吸收葡萄糖，而高浓度的膜岛素则抑制细胞吸收

葡萄糖。 IGF-I 对棋牛小肠上皮细胞吸收葡萄糖的

影响作用不同于膜岛素，高浓度的 IGF- I 并不抑制

葡萄糖的吸收，但 IGF- I 在高浓度时促细胞吸收功

能却有饱和性，当浓度超过 100ng/ml 时，对促细胞

吸收葡萄糖的影响很小。

肠道勃膜上皮细胞吸收功能的强弱是细胞发育

程度的重要标志之一。 Prosser 等报道，膜岛素和

IGF-I 对促使小鼠乳腺上皮细胞吸收葡萄糖的 ED50

分别是 8ng/ml 和 16nglí时，过高浓度的膜岛素和

IGF-I 抑制细胞吸收葡萄糖，而膜岛素与 IGF-I 在

生理浓度范围内联合使用，其效果是它们单独使用

时效果的叠加[7] 。膜岛素作为一种激素和生长因

子，对调节细胞代谢的作用是双向的[8] 。本试验也

证明膜岛素在较低浓度时促进细胞吸收葡萄糖，而

在过高浓度时抑制细胞的吸收。 有报道认为 IGF-I

可能通过结合膜岛素受体而产生与膜岛素相类似的

合成代谢反应，即低浓度促进葡萄糖的吸收，高浓度

抑制葡萄糖的吸收。 但 IGF-I 与膜岛素受体的结合

力比膜岛素小 100 倍[9] 。因此，理论上 IGF-I 诱导

代谢改变的强度应低于膜岛素。然而本试验及相关

体内试验证明， IGF-I 促进细胞增殖和吸收葡萄糖

的效果高于膜岛素。因此在体内正常生理状况下，

IGF-I 不太可能通过结合膜岛素受体而发挥调节代

谢的作用。 据报道， IGF-I 与 IGFs 受体(包括 I 型

和 E 型)结合后，主要是促进组织细胞的增殖和生

长，另外也有促细胞合成代谢的作用[ 10] 。这提示

IGF-I 可能是通过结合 IGFs 受体而促进细胞吸收

葡萄糖。 而超高浓度的 IGF-I 所产生的葡萄糖吸收

饱和现象可能与细胞质膜 IGFs 受体数量有关。另

外，不同的细胞类型和同种细胞在不同的细胞周期

对结果也有影响 。 适当浓度的膜岛素和 IGF-I 可促

进新生胃肠道细胞的生长发育与功能成熟，相关的

研究尚待进一步深入开展。

摘 要

本试验选择离体模牛小肠上皮细胞，以细胞增

殖率和葡萄糖吸收率作为细胞生长发育与功能成熟

的指标，研究了膜岛素与膜岛素样生长因子-1 (IGF

I)对细胞生长发育的影响。结果表明，膜岛素浓度

为 10周Iml 时，明显促进小肠上皮细胞的增殖和对

葡萄糖的吸收，浓度达到 50周Iml 时则抑制细胞的

增殖和吸收 (P< 0 . 01) 0 IGF-I 浓度为 100ng/ml

时，对促进小肠上皮细胞增殖和吸收葡萄糖的作用

最强(P<O. 01) ，但 100ng/ml 、 500ng/ml 和 1000ngl

ml 三种不同浓度的 IGF-I 对剌激细胞增殖和提高

吸收功能元显著差异(P>0.05) 。

关键词:膜岛素 IGF-I 小肠上皮细胞
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EFFECTS OF INSULIN AND IGF-I ON THE PROLIFERATION 

AND FUNCTIONAL MATURATION OF CALF INTESTINAL 

EPITHELIAL CELLS IN VI TRO 

MAYu 阳旷 WANGTIan善 缸td XU Ruo Jun** 

(* College of Animal Science & Technology , Nanjing AgricuLtural Uni-ærsity , Nanjing ， 210095 ， αzna 

u 岳阳rtment of z:刀logy ， The Uni-ærsity of Hong Kong , Hong Kong , China) 

A.BSfRACf 

The calf intestinal epithelial cells in vitro( CIEC)were selected to evaluate the trophic actions of insulin and IGF- l. The cell prolifera

tion and gluα配 absorption w巳re investigated . Results showed that insulin with a d岱age of 10μg/m! and IGF-I with 100ng/ m! both had 

strong stimulating effects on the proliferation and gluoose absorption of CIEC(P<O. 01) , while insulin with a dosage of 50闯1m! inhibited 

the proliferation and gluoose absorption of CIEC( P< 0.01) . IGF- I wi th ∞noentration exc优ded 100ng/m!(500吨Iml and 1000ng/ml in 

this experiment)showed saturated effect. This suggested that IGF- I at a dosage of 100ng/时， 500咱1m! or 1000咱1m! had sirnilar ac

tions. The results su阻ested that natural growth factors in ∞lostrum had significantly effects on 由e growth and functional development of 

mt岱tinal epi thelial cells in vitro 

Key words: Insulin , IGF-斗 ， IntestinaI epithelial cells 

阳性脂质体介导反义寡聚核昔酸转染 HeLa 细胞的效果研究

陶茂莹·

( * 中国预防医学科学院协和公共卫生学院 北京 100021) 

阳性脂质体(Cationic Liposom臼)是一系列本身

带有正电荷的脂质物质，近年来被广泛用作为介导

核酸类物质(或药物等)转染细胞的载体，并被尝试

性地用于临床上的基因治疗[ 1] 。本研究利用荧光素

(Fluorescein lsothiocyanate , FITC)标记和流式细胞

技术(Flow Cytometry , FCM) ，对目前几种较为常用

的阳性脂质体介导反义寡聚核昔酸转染 HeLa细胞

的效果进行了研究和分析。

一、材料

1.细胞株

材料与 方法

选用人宫颈癌上皮细胞 ( HeLa，源于

Takaku 实验室) ，培养于含 15%牛血清的 DMEM 培基(GIB

CO) 中 。

2. 寡聚核音酸 用 19 个碱基的寡聚核音酸 (PIu5-

phc对lest町 Oligc对roxynuclrotides ， ODN19)和同样序列但经化学

修饰的寡聚核背酸(Pln;phoro出iffXlte Oligc对rox归优l刨出， S-

高久洋H

("日本千叶工业大学生物化学系 千叶 275-0016)

ODN19)作为转染物质。 两种寡聚核背酸是 BioS(JAP.地1)公

司经 FITC标记合成并经高效液相层析精制纯化后提供的标

准品 ，其序列为 5 ' -CTCAGT卫GGGT 卫.G ACA A-3' 。

3 . 阳性脂质体 四种阳性脂质体分别为 :Li阳fectin

(GIBα)) 、 Lipofec出mine (GIBCO) 、 FuGENE6 (忌:Jehringer

M缸mheim Co. )和 Dr..在R IE-C(GI配0) 。

二、方法

1.细胞转染 HeLa细胞培养于 6 孔板中(106 个细

胞/孔I2ml 培基) ，培养至细胞融合度达 80%时用无血清培

养基清洗后备用。 将各种阳性脂质体与寡聚核背酸以 2(μ1)

比 1(μg)的比例混匀后，用无血清 DMEM 培基 50μl 稀释，置

室温 15min 以形成脂质体一寡聚核背酸复合体。 将该复合

体溶液分别加入上述已含 2ml 元血清 Dl\在ED 培养基的 He

La细胞培养物中(寡聚核背酸的最终浓度为 2阳ollL) ，转染

4h 后更换为含 15%血清的 Dl\在EM 培基，继续培养 16h 收获

本文 2001 年 6 月 12 日收到，2002 年 1 月 3 日接受。

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
    

细
胞

生
物

学
杂

志
    

 细
胞

生
物

学
杂

志
 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

 
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

 

 
 

    
  细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志

    
细

胞
生

物
学

杂
志

    
 细

胞
生

物
学

杂
志




