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文章亮点： 

1 实验构建含人胰岛素样生长因子 1基因的双顺反子真核表达载体 pIRES2-EGFP-hIGF-1，并利用阳离

子脂质体 Lipofectamine 2000 介导转染在体外培养了人脂肪源性干细胞。 

2 同时证实了外源性人胰岛素样生长因子 1基因在细胞内外的表达，并且分泌至细胞上清的人胰岛素样

生长因子 1可达到较高的浓度。相比其生理浓度，本实验所分泌达到的浓度有望取得相应的治疗效应。 

3 本实验选择阳离子脂质体作为基因转染的载体，采用基因修饰的脂肪源性干细胞植入体内后有望表达

相对高水平的人胰岛素样生长因子 1蛋白质，从而在一定时间内发挥人胰岛素样生长因子 1的积极生物

学活性。 

关键词： 

干细胞；脂肪干细胞；胰岛素样生长因子；脂肪源性干细胞；基因；转染；细胞增殖；国家自然科学基

金；干细胞图片文章 

 

摘要 

背景：人胰岛素样生长因子 1基因对脂肪源性干细胞的增殖和分化也可能会产生有效作用。 

目的：验证人胰岛素样生长因子 1基因转染对体外培养的脂肪源性干细胞的效应。 

方法：构建含人胰岛素样生长因子 1基因的双顺反子真核表达载体 pIRES2-EGFP-hIGF-1，利用阳离子

脂质体 Lipofectamine 2000介导转染体外培养的人脂肪源性干细胞。观察基因转染后细胞增殖及形态的

变化，倒置荧光显微镜观测标记基因增强绿色荧光蛋白的表达并计算转染效率，酶联免疫吸附试验检测

培养上清中人胰岛素样生长因子 1 的浓度，免疫组织化学染色及 RT-PCR 检测人胰岛素样生长因子 1

的表达，流式细胞仪检测转染前后细胞周期的变化。  

结果与结论：测序及酶切证实真核表达载体 pIRES2-EGFP-hIGF-1 构建正确。体外培养的脂肪源性干

细胞为多种形态并存，转染后 6 h检测到有 EGFP的表达，至 60 h达到高峰，转染效率为(16±3)%。

细胞上清中人胰岛素样生长因子 1的浓度在 60 h达到 22.65 μg/L。免疫组织化学染色及 RT-PCR均检

测到人胰岛素样生长因子 1的表达。转染后的细胞分裂增殖加快，细胞群体倍增时间缩短，S期细胞比

例增多。证实人胰岛素样生长因子 1基因可有效转染脂肪源性干细胞并表达人胰岛素样生长因子 1蛋白

质，同时可促进细胞增殖。 
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Abstract 

BACKGROUND: Human insulin-like growth factor 1 gene produces effects on the proliferation and differentiation 

of adipose-derived stem cells. 

OBJECTIVE: To investigate the possible effects of human insulin-like growth factor 1 gene transfection on the 

adipose-derived stem cells cultured in vitro. 

METHODS: The cDNA for human insulin-like growth factor 1 was cloned into the recombinant eukaryotic 

expression plasmid pIRES2-EGFP-hIGF-1. The adipose-derived stem cells were derived from adipose tissue and 

cultured in vitro, and then the plasmid was transfected into cells by Lipofectamine 2000. After gene transfection, 

changes in cell proliferation and morphology were observed. Through the use of inverted fluorescent microscopy, 

the marker gene coding enhanced green fluorescent protein was observed and the transfection efficiency was 

determined. The human insulin growth factor 1 concentration in the supernatant fluids was measured by ELISA. 

The expression of human insulin-like growth factor 1 was detected by immunohistochemical staining and RT-PCR. 

The changes in cell cycle before and after transfection were assessed by flow cytometry.  

RESULTS AND CONCLUSION: The recombinant eukaryotic expression plasmid pIRES2-EGFP-hIGF-1 was 

confirmed by gene sequencing and enzyme digestion. The adipose-derived stem cells cultured in vitro were in 

multiple shapes. The expression of enhanced green fluorescent protein was detected for the first time at 6 hours 

after transfection and peaked at 60 hours, with transfection efficacy of 16±3%. The concentration of insulin-like 

growth factor 1 in the supernatant fluid was 22.65 μg/L at 60 hours after transfection. Human insulin growth factor 

1 expression was detected by immunohistochemical staining and RT-PCR. Division and proliferation of the cells 

were accelerated after gene transfection, leading to the decrease of the population doubling time, and the 

increase of the percentage of stem cells in the S stage. These results indicate that human insulin growth factor 1 

gene can be transfected efficiently into the adipose-derived stem cells by liposome and human insulin-like growth 

factor 1 protein can be secreted into the supernatant fluid, therefore accelerating the proliferation of the cells. 

Key Words: stem cells; adipose-derived stem cells; insulin-like growth factor; gene; transfection; cell proliferation; 

National Natural Science Foundation of China; stem cell photographs-containing paper 
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0  引言 

 

人胰岛素样生长因子1是一类具有广泛生物学活性的多种组织细胞的有丝分裂原
[1-3]
。能与

特异性的受体相结合调节机体的生长发育，人胰岛素样生长因子1还可以改善糖代谢和脂质代

谢，应用人胰岛素样生长因子1蛋白可缓解糖尿病的代谢紊乱，降低血糖
[4]
。由于人胰岛素样生

长因子1蛋白在体内的代谢迅速，半衰期很短，限制了其临床应用，单次大剂量应用又可产生低

血糖等并发症，因此探索体内体外模式的人胰岛素样生长因子1相关基因治疗具有较好前景。实

验观察了人胰岛素样生长因子1基因转染对体外培养的脂肪源性干细胞的影响及其表达。 

 

1  材料和方法 

 

设计：分组对比细胞学实验。 

时间及地点：实验于2011年2月至2012年3月在青岛大学医学院附属医院中心实验室

(BSL-3级)完成。 

材料： 

Main experimental reagents and instruments: 

 

 

 

 

 

材料 来源 

引物                                                    

pIRES2-EGFP                                             

Lipofectamine 2000 

IELISA 试剂盒                                             

上海生工公司 

Roche company 

nvitrogen company 

Sigma company 
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方法： 

人胰岛素样生长因子1基因的扩增及真核表达载体的制

备：参照文献[5]报道的人胰岛素样生长因子1的全长基

因序列设计引物。引物1：5’GCC TCG AGG AAG ATG 

CAC ACC ATG TCC TC 3’；引物2：5’GCG AAT TCC 

TAC ATC CTG TAG TTC TTG TTT C 3’。以人肝细胞

cDNA文库为模板，用PCR方法扩增人胰岛素样生长因

子1全长基因的开放阅读框部分。PCR产物行TA克隆后

进行测序鉴定。用限制性内切酶EcoR Ⅰ 及Xho Ⅰ分

别 对 PMD18-T-hIGF-1 质 粒 以 及 真 核 表 达 载 体

pIRES2-EGFP进行双酶切，定向连接形成重组真核表

达载体pIRES2-EGFP-hIGF-1。对双酶切鉴定以及PCR

鉴定正确的质粒大量抽提后保存备用。 

脂肪源性干细胞体外分离培养：在取得患者同意的前

提下，无菌切取髋关节手术患者皮下脂肪组织约10 mL，

用2倍体积D-Hank’s平衡盐液漂洗3遍，剪成1 mm×    

1 mm×1 mm大小，加入0.2%Ⅰ型胶原酶5 mL置于37 ℃

温箱内消化0.5 h，低温高速离心机内1 000 r/min离心 

10 min弃上清，加入160 mmol/L NH4Cl约5 mL裂解红

细胞10 min，筛网过滤，按8 000/cm
2
种植于50 mL培养

瓶中。37 ℃、体积分数5%CO2、饱和湿度培养。每隔

两三天换液1次，融合达80%以上时传代。取部分2代细

胞制成细胞爬片行油红O染色。锥虫蓝拒染试验检测细

胞活性。测定细胞群体倍增时间(PDT)。 

脂肪源性干细胞鉴定：对培养皿中的附壁细胞进行

油红O和苏木精染色检测。取第3代细胞调整细胞浓度

为1×10
9
 L

-1
，各取200 μL，分别加入荧光FITC或PE标

记的鼠抗人单抗CD29、CD34、CD45、CD90及相应荧

光素标记的同型对照抗体小鼠IgG1各10 μL，室温避光

孵育20 min，用流式细胞仪(FACS Calibur，BD公司)

检测，每份样品采集细胞数≥10 000个，CellQuest软

件分析结果。 

阳离子脂质体介导重组真核表达质粒pIRES2-EGFP- 

hIGF-1转染：将约2×10
5
细胞接种于35 mm

2
培养皿内，

培养至 60%-80%融合时转染。按 3∶ 1比例制备

Lipofectamine 2000和质粒混合物，室温孵育后加入细

胞中混匀。同时设立空载体对照组(Lipofectamine 2000

介导转染空载体pIRES2-EGFP)、单纯脂质体组(仅加入

Lipofectamine 2000)和空白对照组 (加入同体积的

α-MEM培养基)，观察空载体和转染试剂对细胞的影响。 

转染结果倒置荧光显微镜观察：基因转染后，在暗室中

用倒置荧光显微镜分别在转染后和传代后24 h观察细胞

中增强绿荧光蛋白(EGFP)的表达情况，采用488 nm波长

紫外光激发。 

转染效率的计算：沿6孔板垂直与水平经过连续视野计

数EGFP阳性的细胞数，共观察约20视野，转染效率= 

(EGFP表达阳性的细胞数/计数细胞总数)×100%。 

培养上清人胰岛素样生长因子1浓度测定：取转染后72 h

的培养上清，采用酶联免疫吸附试验检测分泌的人胰岛

素样生长因子1浓度。 

人胰岛素样生长因子1免疫组织化学染色：转染后72 h细

胞爬片，丙酮固定后行人胰岛素样生长因子1免疫组织

化学染色。 

RT-PCR检测人胰岛素样生长因子 1的表达：参照

GeneBank(X00173)公布的人胰岛素样生长因子1全长

cDNA序列设计人胰岛素样生长因子1引物。抽提转染细

胞总RNA，行MMLV一步法RT-PCR检测人胰岛素样生

长因子1的表达。 

流式细胞仪检测：收集转染前及转染后48 h的细胞行

流式细胞仪检测细胞周期的分布。 

主要观察指标：人胰岛素样生长因子1基因转染对

脂肪源性干细胞的增殖、分化产生的影响，以及目的基

因和标记基因在细胞中的表达情况。 

   

2  结果 

 

2.1  人胰岛素样生长因子1全长基因片段的获得与鉴

定  PCR产物凝胶电泳可见扩增条带的大小与预期一

致。测序结果证实基因序列与GeneBank公布的人人胰

岛素样生长因子1的全长基因序列完全一致。双酶切电

泳鉴定证实重组真核表达载体pIRES2-EGFP-hIGF-1

的构建正确。 

 

2.2  脂肪源性干细胞的体外培养及转染后的变化  在

接种24 h后，细胞贴附于培养皿中表现为长梭形，三角

形或多角形等形态，见图1。在5-7 d后形成70%-80%

融合。附壁细胞不能为油红O和苏木精着色，表明在胞

质中并无脂质，与脂肪谱系细胞无相关性。脐血间充质

干细胞不表达造血标志CD34、CD45；可表达CD29、

CD90等。计算转染前细胞群体倍增时间约为51.2 h。转

染后的细胞分裂增殖加快，细胞分裂相比例增多，PDT

平均缩短为39.5 h。 

 

2.3  转染后倒置荧光显微镜观察结果  细胞转染后6 h

后即可见到部分细胞表达EGFP，见图2，此后数量逐渐

增多，到60 h达到高峰。表达荧光的细胞分布欠均匀，



 

张海宁，等. 人胰岛素样生长因子 1基因转染脂肪源性干细胞的效应 

ISSN 2095-4344  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 1021 

www.CRTER.org 

在传代后仍可见到有EGFP的表达。多视野阳性细胞计

数转基因效率为(16±3)%。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4  人胰岛素样生长因子1分泌浓度检测结果  酶联

免疫吸附试验检测不同时间培养上清中分泌的人胰岛素

样生长因子1质量浓度，空白对照组为(2.65±1.3) μg/L。

基因转染后6 h起升至4.55 μg/L，之后随时间延长逐渐

升高，在60 h达到22.65 μg/L，之后质量浓度逐渐下降。

空载体对照组(pIRES2-EGFP)、空白对照组(生理盐水

组)及单纯转染试剂组(Lipofectamine 2000)的上清中人

胰岛素样生长因子1的质量浓度无明显差异，并且无明

显细胞脱落、死亡等细胞毒性现象。 

 

2.5  人胰岛素样生长因子1免疫组织化学染色结果  

转基因后72 h细胞爬片人胰岛素样生长因子1免疫组织

化学染色可见在细胞浆中有棕黄色深染的颗粒出现，见

图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6  RT-PCR检测人胰岛素样生长因子1表达  发现在

409 bp位置有扩增产物条带出现。 

 

2.7  流式细胞仪检测细胞周期  转染前细胞以G1期为

主，在基因转染之后，S期细胞比例升高。 

 

3  讨论 

 

人胰岛素样生长因子1是胰岛素样生长因子家族中

的重要成员，与胰岛素分子具有高度同源性，其受体在

结构和功能上也类似胰岛素受体，其作用的发挥受人胰

岛素样生长因子1结合蛋白的调节
[6-8]
。人胰岛素样生长

因子1具有广泛的生物学活性，在胚胎发育中的作用甚

至比生长激素更为重要，主要生理作用是促进机体的生

长发育和物质代谢，促进细胞的分裂增殖，有胰岛素样

的代谢调节作用，与糖尿病关系密切
[9-12]

。 

 

由于胰岛素样生长因子1具有强大生物学活性，近

年来在治疗内分泌系统、泌尿系统、神经系统及肌肉骨

骼系统疾病中发挥着越来越重要的作用
[13-16]

。Thrailkill

使用INS和人胰岛素样生长因子1联合治疗43例1型糖

尿病儿童和223例青少年和成人1型糖尿病
[17-18]

。结果显

示联合治疗比单独使用INS能更好地改善1型糖尿病的

血糖控制，使用人胰岛素样生长因子1可纠正胰岛素样

生长因子1的不足，降低胰岛素样生长因子结合蛋白1的

水平并使血循环中的生长激素水平呈下降的趋势。但由

图 1  体外培养的脂肪源性干细胞，细胞呈长梭形，三角形

或多角形 (苏木精-伊红染色，×10) 

Figure 1  The in vitro cultured adipose-derived stem cells, 

presenting with long-shuttle-shaped, triangular or 

polygonal appearance (hematoxylin-eosin staining, 

×10) 

 

图 2  基因转染后细胞内增强绿荧光蛋白高强度表达(倒置

荧光显微镜，×40) 

Figure 2  High level of enhanced green fluorescent protein 

expression in cells transfected with recombinant 

plasmid (inverted fluorescence microscope, ×40) 

 

图 3  基因转染后人胰岛素样生长因子 1免疫组织化学染色

可见脂肪源性干细胞的细胞浆中棕黄色阳性颗粒

(×10) 

Figure 3  Brown granules in the cytoplasm of adipose-derived 

after gene transfection as shown by 

immunohistochemical staining for insulin-like growth 

factor 1 (×10) 
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于人胰岛素样生长因子1的代谢周期极短，大剂量一次

性使用容易产生并发症影响治疗，且费用高昂，需要重

复使用，限制了临床应用。基因治疗为解决这一难题开

拓了新的思路，将基因利用体外或体内途径导入人体

内，在一段时间内高效表达目的基因从而发挥治疗作

用。可为人胰岛素样生长因子1的基因治疗奠定物质基

础。 

 

人胰岛素样生长因子1的成熟肽由70个氨基酸组

成，在GeneBank中公布的胰岛素样生长因子1全长

cDNA序列中，在编码成熟肽的210个碱基对之前，尚有

约75 bp的信号肽序列，这对于介导人胰岛素样生长因

子1的分泌是必需的结构。因此，本实验将此段信号肽

序列连同成熟肽的编码区序列进行一并扩增，以使人

胰岛素样生长因子1作为分泌性蛋白质发挥作用。本实

验采用的真核表达载体pIRES2-EGFP在标记基因

EGFP的上游引入了一个内核糖体进入位点 (internal 

ribosome entry site，IRES)。作为一个双顺反子表达

载体可快速有效地选择表达目的基因的阳性克隆，可

同时表达目的基因及报告基因，由于两者共用一个启

动子，因此所有表达选择标记的转染细胞也同时表达

目的基因。由于在同一条mRNA链上以2个阅读框进行

翻译，因此所表达的蛋白质为非融合蛋白，避免了和

标记蛋白的融合而对生长因子生物学活性的发挥造成

影响。 

 

脂肪源性干细胞是由Zuk等
[19]
从人抽吸的脂肪中分

离并证实有多向分化潜能的间充质干细胞，已被诱导成

为肌肉细胞，心肌细胞、神经细胞和软骨细胞等。脂肪

源性干细胞还具有来源广泛，取材分离方便，对机体损

伤小等特点，方便临床应用。本实验将人胰岛素样生长

因子1基因脂肪源性干细胞转染后，细胞分裂增殖加快，

PDT缩短，S期细胞比例也有相应升高，表明细胞DNA

及蛋白质等的合成功能较旺盛。同时证实了外源性人胰

岛素样生长因子1基因在细胞内外的表达，并且分泌至

细胞上清的人胰岛素样生长因子1可达到较高的浓度。

相比其生理浓度，本实验所分泌达到的浓度有望取得相

应的治疗效应。 

 

自从1994年第一例非致命性疾病临床基因治疗以

来
[20]
，脂质体成为美国食品及药物管理局推荐临床基因

治疗的首选载体。尽管脂质体的转染效率及蛋白质的分

泌水平不如病毒载体，但因其无毒、无免疫原性，基因

不整合入宿主基因组，因此在临床应用上相对于病毒载

体更加安全。本实验选择阳离子脂质体作为基因转染的

载体，采用基因修饰的脂肪源性干细胞植入体内，有望

表达相对高水平的人胰岛素样生长因子1蛋白质，从而

在一定时间内发挥人胰岛素样生长因子1积极的生物学

活性。 
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