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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。
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2. 流式细胞仪检测分析 用无血清 OMEM 培养基清

洗上述培养物一次;PBS(-)清洗两次 ;ED'队/Trp 法悬浮并收

获细胞。 50% 甲醇/PBS 固定细胞 1min 后，将细胞悬浮于

0.5%甲隆/PBS溶液中，用流式细胞仪(FAi巳油1 system , Ger­

many)进行检测(每份样本检测 1∞00 个细胞) ，获得平均

FIτ℃荧光强度(2W氢离子激光，530/15run 滤波)。
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四种阳性脂质体促进 S-ODN19 转染 HeLa 细胞效
果比较

1.未处理细胞对照， FITC=2.87 ;
2 . 单纯S-ODN19 转染组，FITC= 148. 69; 
3.01\在RIE-C 介导转染组，FITC= 241. 58; 
4 . Li阳fectin 介导转染组，FITC= 618. 06; 
5. FuGENE6介导转染组， FITC= 662. 57; 
6 . Li阳fectAmine 介导转染组，FITC二 5203.11 。

图 2

3. 转染时间对脂质体介导寡聚核苦酸转染的

影晌

脂质体 FuGENE6 介导S-ODN19 转染 HeLa细

胞时，随着转染时间的延长，被转染细胞的 FITC 均

值也明显增加(图 3) ，转染时间为 240 分的转染效

果较为理想(FITC 均值为 423.8) 。

1αm 

1∞ 

流式细胞技术 (FCM)为寡聚核昔酸转染细胞

效果提供了有效的检测方法，使评价细胞群体中被

有效转染的单个细胞的比率和强度成为可能[2] 。

1.阳性脂质体介导 ODN19 转染 HeLa 细胞

在无脂质体介导的 ODN19 转染 HeLa 细胞时，

FITC均值与荧光本底值(2.87)相近，提示 ODN19

几乎没有 HeLa细胞转染;但在有阳性脂质体介导

的条件下，可观察到明显的转染现象。

几种脂质体的促进转染效果有着明显的不同

(图1)，其中 LipofectAmine 的转染效果较为明显

(FITC 均值为 1946. 18) ， DMRIE-C 次之(23.42) ; 

Lipofectin 和 FuGENE6 无明显的促进转染现象。

2. 阳性脂质体介导的 S-ODN19 转染 HeLa 细

胞

在同样的实验条件下，S-ODN19 表现出一定的

转染细胞能力，但在有脂质体介导时， S-ODN19 的

转染效果则更为明显(图 2) 。其中， Li归，fectAmine

介导转染的 FITC 均值 (5203 .11) 为单独S-ODN19

转染(148.69)的数十倍。其他三种脂质体也表现出

强弱不等的增强转染效果。
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在以疾病治疗为目的的研究中，寡聚核昔酸是

否具有明确的疗效，不仅取决于选择有效的碱基序

列，还取决于细胞对寡聚核昔酸的摄入程度、寡聚核

昔酸在细胞内的分布和在胞浆内被酶所降解的程

度[3 - 6] 。对于具有负电性的寡聚核昔酸而言，由于

其不易与胞膜融合而进入细胞内，因而进入细胞内

的量很小。如能增加寡聚核昔酸进入细胞的总量和

在胞浆内的稳定性，其生物效能也将大为增强。

讨
104 

四种阳性脂质体促进 ODN19 转染 HeLa细胞的效

果比较
1.未处理细胞对照，FITC=2.87;
2 单纯 OON19 转染组， FITC= 1. 91; 
3.DMRIE-C介导转染组，FlTC=23.42 ;
4. Li阳fectin 介导转染组，FlTC= 1. 8 
5. FuGENE6 介导转染组， FITC=3.18;
6.Li阳fec出mme介导转染组，FITC= 1946.18。
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研究采用 FITC标记的修饰和未经修饰的两种

19-mer 反义寡聚核昔酸序列 (ODN19 和S-ODN19)

作为转染物质，对几种常用阳性脂质体的促进 HeLa

细胞转染效果进行了比较。研究结果显示(图 1) , 

对于未经化学修饰的 ODN19 转染而言， Lipo­

fectAmine 和 DMRIE-C 的促进转染作用相对较强，

而其他两种脂质体的促进作用并不明显。但在对于

S-ODN19 (经化学修饰)的转染实验中(图 2) ，四种

阳性脂质体均具有促进S-ODN19 转染作用，但仍以

Lipofect占nme 表现为最强，其转染效果 (FITC 均

值为 5203.11) 为不加脂质体介导组的数十倍。四

种阳性脂质体的促进转染作用排序为: Lipo­

fectAmine> FuGENE6 > Lipofectin > DMRIR-C。

这种排序在某种程度上也为其他研究所印证， Claire

MD等[7)用阳性脂质体介导质粒 DNA 转染脂肪细

胞时， Li归fectAmine 的介导强度相对大于 Lipofec­

tin 和其他两种阳性脂质体。但是，在另一组以人上

皮癌细胞为靶细胞的实验中， Li阳fectAmine 的效果

却小于 Lipofectin[ 8) 。说明在体外细胞学实验中，阳

性脂质体的介导效果也因转染细胞的种类不同而不

同。

同时，即使是同一种类的靶细胞，同一脂质体对

不同的转染物质(DNA 或药物等)的促进转染效果

也有明显的不同。实验采用碱基序列和长度完全相

同而碱基间连接方式有所不同的两种 19-mer 寡聚

核昔酸(ODN19 和S-ODN19)转染 HeLa细胞 ， 同种

阳性脂质体表现为不同的介导效果(见图的。S­

ODN19 与 ODN19 的不同之处在于前者用 S原子取

代了原 ODN19 分子磷酸基团中的一个 0 原子，从

而大为增强了其对于细胞膜的透过性和对核酸酶降

解的稳定性[川]，并且其转染效果也易于为阳性脂

质体所增强。

就转染时间而言， FuGENE6 介导S-ODN19 转

染 HeLa细胞的效果随转染时间的延长而明显增强

(图 3)。在实际研究工作中，本研究小组曾用 Fu­

GENE6 介导端粒酶抑制序列(ODN19/S-0DN19)转

染 HeLa细胞四小时，以达到对 HeLa细胞端粒酶活

性的抑制作用[ 11) 。其结果显示，对于几种抑制序列

而言，FuGENE6 对S-ODN19 的促进转染效果表现

得十分明显，引发了 HeLa细胞端粒酶活性的明显

抑制;而对未经修饰的 ODN19 , FuGENE6 并未表现

出有效的介导转染效果。

总之，阳性脂质体在一定的实验条件下是提高

细胞转染率的有效载体。但必须根据转染物质和转

染细胞的种类等实验条件选用适宜的阳性脂质体，

以期达到理想的转染效果。

1αm 
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图 4 阳性脂质体介导 ODN19 或S-ODNI9 转染 HeLa细
胞

对照 :HeLa细胞;无介导:单纯 ODN19 或 ~ODN19 转染;
L. F: Lipofectin 介导;D-C:DMRI巳C介导;
FuG:FuGENE6介导; L. A: Lipofec出mme介导。

摘要

采用 FITC标记的未经修饰的和经过修饰的两

种四-mer 反义寡聚核背酸序列( ODN19 和S­

ODN19)作为转染物质，用流式细胞技术 (FCM)研

究比较几种常用阳性脂质体介导的寡聚核昔酸转染

HeLa细胞的效果及适宜的转染时间。未经化学修

饰的 ODN19 转染结果显示， Li归fectAmine 和 DM­

RIE-C增强转染的作用相对较强，而其他两种脂质

体的作用并不明显。对于经过修饰的S-ODN19 转

染而言，四种阳性脂质体均具有增强S-ODN19 转染

作用，但以 LipofectAmine 的效果最为明显，其转染

效果 (FITC 均值为 5203.11)为无脂质体介导对照

的数十倍。四种阳性脂质体的增强转染作用排序

为: LipofectAmine > FuGENE6 > Lipofectin > DM­

RIR-C。另外，在用 FuGENE6 介导寡聚核昔酸转染

时，采用 4 小时转染时间可获较好转染效果。

关键词:脂质体细胞转染寡聚核昔酸 HeLa 细胞
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THE TRANSFECTION EFFICIENCY OF OLIGONUCLEOTIDES 
TRANSFECTION MEDIATED BY CATIONIC LIPOSOMES IN HELA CELLS 

TAO 岛1ao Xuan * TAKAKU Hiroshi ** 

(份 Union School of Puhlic Health ， αinese Academy of Preventiæ Medicine , Peijing (100021) , Oúna) 
(** De阳rtment of Industrial Chemist1'y ， α如 Institute of Technology , 
2- 17- 1 T:印出numa ， Narashino ， αi切 (275 - 0016 ) ， Ja阳n)

ABSTRACT 

The enhance effect o[ oligonucleotide trans[ection mediated by cationic liposomes ( Lipofectin , Li阳[ec出mine ， FuGENE6 and DM­
RI巴C) were investagated using f10w cytometry in Hela ceJls. Two 19-mer molecules , phosphodiester oligonuclωtide (ODN19 ) and 
ph岱phorohi仅)1lte oligonucleotides (S-ODN19) , were employed , which are labeled with Fluorescein isothiocyanate(FIτ'C) and have the 
sarne 臼quence. T he results show that , for the unrnodi[ied ODN19 molecules , LipofectAmine and DMRIE-Cαn obviously improve the 
trans[ection , but no improving effect were observed in other two li p<双)ffie. For the S-ODN19 trans[ection , all of the 4αtionic lip<双)ffies
萨克sess the ob纪rved ability to er由ance 由e transfection , of which the Li阳fectAmine was more efficient tha且 three others. The m四1

FIτ'C density (5203.11) of Li归fectAmine mediated transfection was several d民ades times comp缸able to the ∞ntrol cultures without 
mediated li严)SQme . The improving effect o[ li怀)S()ITles mediated transfection was r.缸1ked as Li阳fectAmine> FuGENE五> DMRIE-C> 
l i阳fectin. Meanwhile. The experiment also suggested that , when transfection pr.∞edure was per[orrned for about 4 hours , a high effi­
ciency αn be ex阳cted in FuGENE6 mediated oligonucleotides 町ansfection.

Key words: CatiolÙc Ii阳路。me; Transfection; Oligonuclωtide ; HeLa cell 

抗人 Leptin 单克隆抗体的制备 、鉴定及初步应用

董秀华赵跃然·张建华 王郡甫张捷刘伟H 张彩田志刚

(山东省肿瘤生物治疗研究中心 山东省医学科学院基础医学研究所 "放射医学研究所 济南 250062) 

Leptin 是近年来发现的调节机体内分泌和能量

代谢的最重要的肤类激素[ 1 ] 。 它由脂肪细胞分泌后

进入血液循环，与特异性运输蛋白结合，通过血脑屏

障，作用于下丘脑的Leptin 受体，促进下丘脑神经

肤的分泌，或直接作用于靶细胞的 Leptin 受体 ， 产

生广泛的生物学效应[川]。 Leptin 具有调节食欲、能

量消耗及体内脂肪贮存等生物效应。研究发现，

Leptin 不仅与肥胖发生直接相关，而且与糖尿病的

发生、发展及其并发症的出现关系密切。 转基因动

物研究显示 Leptin 高水平表达能改善糖尿病鼠的

糖耐量状况 ，提高对膜岛素的敏感性，延迟糖代谢异

常所致并发症的发生，促进糖尿病的康复[4] 。 提示

Leptin 有可能用于糖尿病的治疗。 为进一步探讨

Leptin 的生物学功能，我们在进行了人 Leptin 原

核、真核系统的表达及其生物学活性研究的基础

上[叫 ，制备了抗人Leptin 单克隆抗体，对其免疫学

特性进行了鉴定 ，并通过免疫印迹、免疫组化和免疫

荧光技术，对获得的单抗进行了初步应用的研究。

结果报道如下。

材料与方法

1.材料

重组人 Leptin(rh- Lep)及鼠伤寒沙门氏菌由本室制备;

小鼠骨髓瘤细胞 Sp2/0 由 本室涛、存; Leptin 标准品为美国

R&D 公司产品 ; BALB/c 小鼠购自山东大学动物中心;

HAT，8-氮杂鸟嚓岭为 Sigma 公司产品;辣根过氧化物酶

本文 2001 年 12 月 19 日收到 ， 2002 年 3 月 18 日接受。

‘通讯作者。
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