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THE TRANSFECTION EFFICIENCY OF OLIGONUCLEOTIDES 
TRANSFECTION MEDIATED BY CATIONIC LIPOSOMES IN HELA CELLS 
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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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(HRP)标记的羊抗鼠 IgG购自北京中山生物制品公司;抗小

鼠 IgM、 IgG及其亚类抗体由上海生物制品研究所提供;其

他生化及化学试剂为国产或进口分析纯。

2. 方法

(1) 杂交瘤细胞株的建立和筛选 鼠伤寒沙门氏菌

的培养及裸菌制备按文献进行[ 7J 。 选用 8 周龄 BALB/c 小

鼠，首次取 rh-Lepl裸菌复合物 0 . 15ml(约含 20μg Leptin)脾

内直接注射免疫，后改用腹腔注射免疫法每两周免疫一次，

共四次，自第三次尾静脉取血检测抗体滴度，融合前三天尾

静脉加强免疫一次。 取免疫小鼠的脾细胞和 Sp2/0 细胞常

规融合，HAT、HT选择性培养基进行培养，间接 ELISA 法筛

选阳性克隆，有限稀释法[8J进行克隆化筛选。

(2) 单克隆抗体的制备及鉴定 体内诱生法制备腹

水[9J ， DEAE 离子交换层析纯化单抗，间接 ELISA 法测定腹

水效价、免疫球蛋白的类型 ;秋水仙素阻抑法[ 10J 分析杂交瘤

细胞染色体;并进行单抗特异性鉴定、亲和常数测定[ IIJ 及抗

原结合位点的分析[川。

(3) 辣根过氧化物酶标记抗体的制备 改良过殃酸

铀标记法[日]。

( 4) Western blotting 印迹 以标准 Leptin 为抗原，常

规进行 SDS-PAGE 电泳、转膜、封闭并依次加入制备的抗

Leptin 单抗和酶标二抗，在底物液中显色。

(5) 免疫组化 新鲜人下肢皮下脂肪组织， 冰冻切片

12问n，空气干燥，滴加 50% 乙醇 6 分钟，分别设 HE 染色组 、

Leptin 单抗组(1 : 100 稀释单抗)及空白对照组(不加单抗) , 

后两组常规 SABC法进行脂肪组织染色，光镜下观察。

(6) 免疫荧光 人皮下脂肪组织冰冻切片用正常兔

血清封闭，加入 1:100 稀释的抗Leptin 单抗(空白对照组不

加单抗)、兔抗鼠 IgG-FITC( 1 : 200) ，荧光显微镜观察。

结果

1.杂交瘤细胞株的建立及鉴定

经 PEG 细胞融合后，从初始 36 个阳性孔中经

4 次克隆化获得 3 株能稳定分泌Leptin 单抗的细胞

株，分别命名为 1Fll 、 2A7 、 3G5。经 3 个月液氮冻

存、复苏，并在体外培养至 6 个月后仍能稳定分泌

Leptin 单抗。三株单抗所产生的腹水效价高， Ig 亚

类均为 IgG3 ，染色体条数接近鼠脾细胞和 Sp2/0 骨

髓瘤细胞染色体条数的总和(表 1) 。

表 1 3 株 rh-Lep 单抗的 Ig 亚类、染色体及腹水效价

杂交瘤细胞株 19亚类 染色体条数 腹水效价

1Fll IgG3 104 1 x 10-6 

2A7 IgG3 102 1 x 10-7 

3G5 IgG3 99 1 x 10- 7 

2 . 单抗特异性鉴定

用 rh-Lep、标准Leptin 、 rh IL-2 ， rhIL-3 , rhIL-6 、

rhIL-15 、 rhG-CSF.... rhGM-CSF 和裸菌液包被 96 孔

聚苯乙烯板，间接 ELISA 法检测单抗与这些物质的

反应结果显示， 3 株单抗与 rh-Lep 、 Leptin 标准品均

有明显的特异性结合，而与上述重组人的细胞因子

及裸菌元交叉反应，表明各 McAb 具有较高的特异

性。

3 . 单抗相对亲和力测定

间接 ELISA法测定三种单抗的相对亲和力(图

1) 0 Leptin 单抗 3G5 ，2A7 和 1Fll 的 50 %最大结合

浓度分别为 0 .6μg/ml、0.82阅Iml 及1. 0μg/ml。由

于亲和力越大，所需的抗体浓度越低，故三株单体的

亲和力依次为 3G5>2A7>1Fl1 。

2.5 

V 2.0 ~ 

1.5 

事

8 1.0 

0.5 
重E

0.0 
8 s 4 2 。

MCAt制拘捕}

因 1 抗人Leptin McAb 的相对亲和力曲线

4. 三株 Leptin 单抗与抗原结合位点分析

为了测定三株单抗所针对的抗原决定簇，进行

了单抗相加实验(additive test) 。当相加指数(addit

ive index , AI)大于 50% 时 ， 即可认为二单抗识别不

同的抗原决定簇，实验结果表明，三株单抗至少识别

二个不同的抗原决定簇(表 2) :2A7 与 3G5 、 1Fll 识

别不同的决定簇 ; 3G5 与 1Fll 识别的决定簇相同或

空间位点相近。

表 2 三株单抗的相加实验结果 (AI%)

叫
一
川
m
m

另
一
3
1

页
一
6
4

2A7 1Fll 

72 

69 
71 43 

5 . Leptin 单抗的酶标记

以 rh-Lep 抗原 2μg/ml 包被 96 孔聚苯乙烯板，

将辣根过氧化物酶标记的 2A7 单抗作一系列的稀

释、反应。 测得 00值显示 HRP 标记的人Leptin 抗

体和 Leptin 仍有较高的特异性结合，表明经标记
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后，抗体仍保留了免疫活性口

6. Western blotting 印迹

Western blotting 结果显示，在标准 Leptin 电泳

带约 16kD处出现特异的显色带，表明所获单抗可

用于Leptin 的免疫杂交分析。

7. 免瘟组化

冰冻切片用常规田染色进行脂肪组织定位，

用 SABC法检测脂肪组织 Leptin，结果显示 :HE 染

色可清楚地标明脂肪组织，免疫组化显示脂肪组织

出现棕黄色颗粒染色，而空白对照元颗粒出现(见图

版) ，表明所获单抗可用于脂肪组织中Leptin 抗原

定位检测。

8. 免疫荧光

人皮下脂肪组织单抗组观察到许多大小不等的

颗粒或线性荧光，而空白对照组未观察到荧光，表明

所获单抗可用于脂肪组织中Leptin 的免疫荧光检

测。

讨论

Leptin 是近年发现的肥胖基因 (OB)表达的可

溶性蛋白，分子量为 16kD。由于分子量小，免疫原

性弱，采用传统的抗原加福氏佐剂乳化免疫法不仅

抗原需求量大、费时、费力，且难以获得高效价的抗

体。本研究突破传统的采用福氏完全、不完全佐剂

的方法，在国内率先采用Bellstedt[7] 的方法，将裸化

的鼠伤寒沙门氏菌作佐剂，制备蛋白银菌复合物进

行免疫，使免疫原量降到微克水平，通过脾内直接免

疫、腹腔免疫、静脉免疫，制备了高效价的人Leptin

多抗，为进一步融合及筛选打下良好的基础。用裸

菌作为载体具有以下优点: (1)菌体容易获取; (2)整

个处理过程简单，无需特殊设备和试剂。 此外，免疫

途径亦是影响免疫效果的重要因素。传统的免疫方

法有:皮下、腹腔、静脉等途径。考虑到Leptin 的免

疫原性弱，本研究首次免疫采用脾内直接注射法，再

通过腹腔免疫，最后采用静脉途径加强免疫，取得了

满意的效果，为获得高效价的 Leptin 单抗奠定了重

要基础。三种免疫途径的有机结合不仅增强了免疫

效果，提高了细胞融合率，而且使抗原用量减少到最

低限度，尤其在抗原来源困难，价格昂贵的情况下，

该方法更显示出较大的优越性。

本研究制备的抗人Leptin 抗体均一，特异性

高，亲和力强。 初步应用研究显示，获得的单抗不但

可进行 HRP 标记及Leptin 的 Western blotting、免

疫组化及免疫荧光检测，而且为Leptin 检测试剂盒

的制备及其生物学活性研究奠定了重要基础。

摘要

本研究用本室制备的重组人Leptin 为抗原，以

鼠伤寒沙门氏裸菌为佐剂，通过脾内、腹腔、静脉三

种途径相结合免疫 BALB/c 鼠，以 PEG 为促融剂，

将免疫小鼠的脾细胞和 SP2/0 细胞进行融合，

比气T、HT选择性培养基、间接 ELISA 筛选阳性克

隆，有限稀释法进行 4 次克隆化，获得三株能稳定分

泌抗人 Leptin 单抗的杂交瘤细胞株。 对所获得的

细胞株及其分泌的单抗特性进行较系统的鉴定显

示，获得的单抗特异性高，亲和力强，免疫球蛋白亚

类均为 IgG3 。 初步应用的研究显示，获得的单抗不

仅可用于体外Leptin 的免疫印迹检测，而且可通过

免疫组化、免疫荧光等技术用于脂肪组织中Leptin

的检测，为Leptin 的基础和临床研究奠定了基础。

关键词: Leptin 杂交瘤 单克隆抗体
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PREPRATION AND PRELIMINARY APPLICATION OF 
MONOCLONAL ANTIBODY AGAINST HUMAN LEPTIN 

OONG Xiu Hua ZHAO Yue Ran ZHANG Jian Hua WANG Jun Fu 

ZHANG J ie LIU Wei ZHANG Cai T队N Zhi Gang 

(Center for Tumor Biotheraþy of勃angcú万19 ， Institute of岛sic Medici肘 ， Slwngcú万19 AClU老my of Medical Sciences , jinan 250062) 

AßS1RACf 

Recombitant human leptin( rh-Lep)was ∞njugated to naked bacteria of salminella typhirnurium as irnmunogen to immunize BALB/c 

mice. Rh-Lep was administered by three routes of intrasplenic in∞ulation ， intraperitoneal and intravenous injection. The spleen cells were 

fused with SI宅 10 cells using polyethylene gly∞1 and hybridoma cells were selected by HAT medium and screened with enzyme- linked irn

munosorbent assay(ELISA). Nter rounds of cloning with lirni ted dilution method , three of hybridoma celllines were obtained which sta

bly secret monoclonal antil:x对ies of IgG3 against human leptin with high specificity and affinity . MCAbs were tested for their potential us

es and the results showed that these McAbsαn be used in Westem blott吨， Immunohist∞hemical and Immunofluor'四ent techniques. 

Key WOI由 : Leptin Hybridoma Monoclonal antibody(McAb) 

单核细胞促进人外周血淋巴细胞离体增殖的自由基机理

白海涛张永芳潘金燕江家贵铃

(苏州大学核医学院苏州 215007) 

许多研究表明多种细胞，例如人成纤维细胞、内

皮细胞和膜岛细胞，在体外培养条件下可向培养介

质中释放低浓度的超氧阴离子自 由基_0; [ 1 ] ， 0;充

当了第二信使的作用，可激活细胞增殖信号传导链

上的多种靶分子，从而导致细胞增殖[2] 。 人们早就

发现，在淋巴细胞培养过程中加入少量的单核细胞

可促进 PHA剌激的淋巴细胞的体外增殖。 然而其

确切机制尚不清楚，为此我们设想淋巴细胞和单核

细胞共同培养条件下的介质中的q 是否参与了淋

巴细胞的增殖调控作用?因此我们设计了下列实

验。

材料和方法

一、主要仪器和试剂

低本底液闪仪 L忌6800 USA ; 3 H-TdR 上海原子能研究

所;超氧化物岐化酶(Superoxide dismutase SOO)按丙酣沉淀

法[ 3J从猪红细胞提取(比活力 5000μImg 蛋白) ;淋巴细胞分

离液，上海试剂二厂;细胞色素 C， 二亚苯基腆(Diphenyle

neiodonium , OPI) ， PHA 均购自 Sigma 公司 。

二、细胞的分离

吴县市中心血站提供健康人外周血 ，肝素抗凝后以淋巴

细胞分离液分离出单个核细胞，PBS洗三次，用含 PHA 的元

盼红 RPMI-1640(PHA浓度为 60μg/m!)液配制成 0 . 5 - 1 x 

107 1m!的细胞悬液，加入无菌培养皿中， 37'C静置 90 分钟。

吸取非贻壁细胞， PBS 洗两次，即为淋巴细胞。 PBS 冲洗培

养皿三次，小心刮取贴壁细胞，瑞氏染色后镜下观察，单核细

胞比例为 84% -90% 。

三、细胞培养

(1)取 24 孔培养板，每孔加入淋巴细胞 1 X 106 ，实验分

单纯淋巴细胞组，淋巴细胞+ 1 X 105 单核细胞组，淋巴细胞

+ 2 X 105 单核细胞组，每组设九个复孔 ， 37'C元血清培养 48

小时后，每组前三孔加入3H-TdR 20μ1(2 . 22 X 105 Bq徊1) ，继

续培养 16 小时，吸取非贴壁的淋巴细胞，滤膜法制样，液闪

测定各样品的 OPM 值(每分钟衰变数) [ 4J 。后六孔作如下处

理，其中三孔加入细胞色素 C 160μmollL， 另三孔加入等量

细胞色素 C的同时加入 SOO 1200μ(测定非 02 因素对结果

的影响 ) [5J ， 37'C培养 1 小时后，将样品 1000 转离心 10 分

钟， 550nm 波长处测定上层相吸光度值(00 值) ，计算出两者

00差值，再换算成q 浓度(nmollh/l06 细胞) [5J 。

(2) 取另一块培养板，各处理组加入 OPI20四口011L，分

组和处理同上。

本文 2001 年 7 月 2 日收到， 11 月 5 日接受。

‘导师 、通讯联系人。
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