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一种异硫氰酸荧光素标记脂多糖的新方法

龚建平 　韩本立

【摘要】　目的 　介绍一种异硫氰酸荧光素 ( FITC)标记脂多糖 (L PS)的新方法。方法 　用三乙胺

将 4 mg L PS双链离解为单链结构后 ,再用 FITC标记 L PS ,通过分光光度计测定其标记率 ,并与旧式

FITC标记 L PS的方法进行比较。同时测定标记后 FITC2L PS的生物活性、刺激单核细胞分泌肿瘤坏

死因子2α( TNF2α) 的能力及与单核细胞膜的结合能力。结果 　新方法 FITC 标记 L PS 的标记率为

1 mol L PS中 FITC占 0. 980 mol ,原方法 FITC 的标记率为 1 mol L PS中 FITC 占 0. 025 mol ,两者比

较差异有显著性 ( P < 0 . 05 ) 。而 FITC2L PS 与标准 L PS 的生物学活性、刺激单核细胞分泌 TNF2α

的能力及与单核细胞膜的结合能力差异无显著性 ( P > 0. 05 ) 。结论 　新式 FITC 标记 L PS 的方法

其标记率高 ,方法简单 ,且保存 L PS的生物学特性 ,是实验外科中研究 L PS有效的方法。
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【Abstract】　Objective 　To introduce a new method of fluorescein isothiocyanate ( FITC)2labeled

lipopolysaccharide(L PS) . Methods　L PS was made monomeric by treatment with triethylamine and labeled
with FITC. The concentration of FITC in the final preparation was determined spectrophotometrically and
compared with that in the old method of FITC2labeled L PS. The bioactivity of FITC2L PS , TNF2αinduction
of monocytes by FITC2L PS and percentage of monocyte2associated FITC2L PS binding to the cell surface
were measured and were compared with those of native L PS. Results 　The new technique leaded to a highly
efficient labeling (with a FITC2to L PS ratio being 1∶1. 02) when compared with old one (with a FITC2to
L PS ratio being 1∶40 , P < 0. 05 ) . But the bioactivity of FITC2L PS ,its capability of TNF2α induction in
monocytes and efficiency that bound to monocytes behaved indistinctively from those of native L PS( P >

0. 05 ) . Conclusion 　The method of FITC2L PS had a higher labeled percentage ,was safe and could main2
tain the bioactivity of L PS.
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　　本研究旨在探讨一种异硫氢酸荧光素 ( FITC)

标记脂多糖 (L PS) 的新方法 ,其标记率高、方法简

单 ,且为非放射性标记 ,具有较广泛的应用前景 ,现

报道如下。

材料与方法

1. 实验材料 : L PS ( O111 ∶B4 ) 和 FITC 购于

Sigman公司 ,肿瘤坏死因子2α( TNF2α) 试剂盒购于

华美生物工程公司 ,鲎试剂盒购于上海医化所。

2. 标记方法 :旧式 FITC 标记 L PS 的方法按

Weersink等[1 ]介绍的方法进行。新式标记法步骤

为 :将 4 mg L PS 加入 0. 5 %三乙胺 2 ml 内 0 ℃搅拌

20 min ,使 L PS 双链离解为单链结构。用 10μl 1

mol/ L 的盐酸将其 p H 值调节为 5 ,然后加入含 5 mg

FITC 的 0. 1 mol/ L 磷酸钠溶液 1. 5 ml (p H9. 5) ,并

在 37 ℃下搅拌孵育 3 h ,孵育后 ,在 4 ℃下将其混合

物与磷酸钠溶液彻底分离、离心后 ,去上清即得

FITC2L PS。将 2 种方法所得到的 FITC2L PS 溶液

用分光光度计 (492 nm)测定 FITC 的浓度。

3. 单核细胞的分离方法 :参照 Medvedey 等[2 ]

介绍的方法进行。将分离的单核细胞放入 1640 培

养液中培养 12 h ,调整细胞浓度为 1 ×109 个/ L 待

用。

4. 检测指标 : ( 1) FITC2L PS 生物活性测定 :

FITC2L PS 用鲎试验微量基质显色法 ,测定其生物

活性 并 与 标 准 L PS ( O111 ∶B4 ) 相 比 较。 ( 2 )
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FITC2L PS诱导单核细胞 TNF2α释放 :不同浓度 (0、

20、40、60 和 100μg) L PS 或 FITC2L PS 与单核细胞

(1 ×109个/ L) 共同孵育 2 h ,取其上清液用 EL ISA

法测 TNF2α含量 (重复 3 次测定 ,结果取其平均

值) ,具体方法按试剂盒说明书进行。(3) FITC2L PS

与单核细胞膜结合能力的测定 :采用台盼兰灭活

法[2 ] ,主要步骤为 :分别在 4 ℃和 37 ℃条件下 ,将单

核细胞 (1 ×109 个/ L) 与 FITC2L PS 一起孵育 2 h ,

冲洗 ,再放入醋酸钠缓冲液内 (p H 5. 8) ,用流式细胞

仪 ( FCM) 测定结合有荧光素的 10 000 细胞的荧光

强度 ;然后将该标本与含有 0. 02 %台盼兰的醋酸钠

缓冲液孵育 20 s ,细胞再用醋酸钠缓冲液冲洗 ,再次

测其荧光强度。结合到细胞表面的 FITC2L PS 的百

分率按以下公式计算 : 100 (A - bgr) / (B - bgr) ×

100 %。其中 A 是台盼兰染色后的平均荧光强度 ,B

是染色前的平均荧光强度 ,bgr 是对照细胞的背景

荧光强度 (重复 3 次测定 ,结果取其平均值) 。

结 　　果

1. FITC 标记 L PS 的标记率 :旧式方法 1 mol

L PS 溶液中 FITC 的含量为 0. 025 mol ,即 FITC∶

L PS 的标记比例为 1∶40。新式方法 1 mol L PS 溶液

中 FITC 的含量为 0. 980 mol ,即 FITC :L PS 的标记

比较为 1∶1. 02 ,新式方法 FITC 的标记率显著高于

旧式法 ( P < 0 . 05 ) 。

2. 鲎试验法测定结果 : FITC2L PS 与标准 L PS

(O111∶B4)生物活性基本一致 ,两者间相比较差异无

显著性 ( P > 0 . 05 )

3. 单核细胞分泌 TNF2α量变化 :分别将不同浓

度 FITC2L PS 和 L PS 与单核细胞一起孵育 2 h ,观

测其分泌 TNF2α的情况 ,发现 2 种 L PS 刺激单核细

胞分泌 TNF2α的量相比较 ,差异无显著性 ( P >

0 . 05 ) 。

4. FITC2L PS 与单核细胞膜的结合能力 :在 4 ℃

时 ,FITC2L PS 与单核细胞膜的结合能力为 47 % ,

L PS 与单核细胞膜的结合能力为 50 % ;在 37 ℃,

FITC2L PS 与单核细胞膜的结合能力为 86 % ,L PS

与单核细胞膜的结合能力为 93 %。各时相点比较

差异无显著性 ( P > 0 . 05 ) 。

讨 　　论

L PS 是研究感染的重要材料之一 ,L PS 与细胞

表面的结合是观察细胞激活及激活后信号传导的关

键步骤[3 ] 。本实验中介绍的 FITC 标记 L PS 的方

法 ,其基本原理是先将 L PS 转化成单链状态 ,在此

基础上再用 FITC 进行标记 ,其标记率高 (1/ 1. 02) 、

方法简单 ,且为非放射性标记 ,结合 FCM 的应用 ,

是实验外科中研究 L PS 的一种比较有效的方法 ,具

有较广泛的应用前景。

为了观察用 FITC 标记后的 L PS 的生物学特性

及与细胞结合能力有无变化 ,我们用 FITC2L PS 刺

激单核细胞观测其分泌 TNF2α的能力 , 发现在

FITC2L PS 刺激下 ,单核细胞分泌 TNF2α的量与天

然 L PS 刺激下分泌的量基本一致 ,说明 FITC 标记

后的 L PS 仍保留刺激单核细胞分泌细胞因子的生

物活性 ,这与文献报道不一致 ,其差异有待进一步分

析[4 ] 。标记后的 L PS 与单核细胞在 0 ℃和 37 ℃时

与单核细胞膜的结合率分别为 47 %和 86 % ,与标准

L PS 的结合力一致 ,说明标记 FITC 后并未影响

L PS 与细胞膜的结合能力。

FITC 结合到 L PS 分子上的确切机理仍不十分

清楚 ,根据有关 L PS 生物活性区的研究发现 ,L PS

由多糖部分和脂质部分构成 ,前者是 L PS 的主要生

物学活性成分 ,后者的主要成分为脂质 IVa ,它不参

与 L PS 诱导细胞合成和分泌肿瘤坏死因子 ( TNF) 、

白细胞介素 ( IL)21 和白细胞介素 ( IL )26 等炎性介

质 ,所以 FITC 可能是与 L PS 的脂质部分即 IVa 结

合[5 ] 。通过对 IVa 或 L PS 的去酰基不引起对 CD14

依赖的结合抑制 ,表明 FITC 与 L PS 的结合和 L PS

对细胞的刺激是两个独立的过程。
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