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摘 要

B 淋巴细胞促分裂素一鼠伤寒沙门氏菌 (5 al m o n el la t y p li im u r

加m
,

S T M ) 细胞壁水溶性

蛋白提取物的应用
,

以及延迟使用H A T 的选择性培养基等条件的改进
,

使细胞融合率提高到90 %

以上
。

分泌特异性抗体的杂交瘤细胞系阳性率提高到50 % 以上
。

并得到了不同类和亚类的单克隆抗

体
。

本文也对某些影响杂交瘤细胞生长的因素和条件作了讨论
。

关健词
:

单克隆抗体, B淋巴细胞促分裂素, 杂交瘤, 融合

单克隆抗体是生物学
、

医学和兽医学基础和临床应用研 究的重要工具
。

用于单克隆抗体

生产的方法仍在不断的发展
,

为改进单克隆抗体的制备
,

许多人从不同的方面做了试验
〔’一 “’,

结果表明多种因素影响到细胞融合后杂交瘤细胞的生长量
,

包括兔疫脾细胞中B淋巴 细胞的

状态 ; 用作融合的骨髓瘤细咆的生长周期阶段 ; 用来诱使细胞融合的融合剂成分 , 成纤维细

胞和巨噬细胞作为污染物在最初培养液中的存在
;
杂交瘤细胞在最初培养液中生长的浓度 ;

胎犊牛血清中有无生长因子 ; 胸腺细胞
、

脾细胞
、

腹腔巨噬 细胞的协同培养以及有无 2 一圣茄

基 乙醇和其它生长补充物等
。

本研究的 目的在于改进单克隆抗体制备中的培养条件和操作程

序
,

以便获得较高的细胞融 合率和促进杂交瘤细咆的过量生
一

民
。

1 材料与方法

1
,

1 培养基

基础培养基
:

瘤细胞和脾细饱融合用
,

主要成分是D 。仆 。。c 。, 5
改进的必需培养基 (D 。 -

lb e e e o , 5 M o d ifie d E a g le M e d io m
,

D M E 五I)
,

唯 一添 加 成分 为 青
、

链 霉 素 混 合 液

i m l/ lo o m l培 养 基
。

青 霉素 (1 0 o o o u / m l) 和涟霉素 (1 0 0 0。二g / m l) 储存液
一 2 0℃冻

存备用
。

lo m M H E P E S加到培养基使其p H 的变功降低到最低限度
。

本丈于1 987年 10 月 9 日收到
。

1 )
’

卜颊究是在美国华盛顿州文大学美国农业年动物疾病研究单位 完成的
.
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完全培养基
:

细胞融合后用
,

其构成为每 100 m l基础培养基中加入2 00 m M 谷氨酞胺lm l
,

胎牛血清 13 ~ 15 m l
, 2

一

圣巍基 乙 醇 o
.

l m l储 存 液(原 液 o
.

0 3 5 m 1 2
一

圣充基乙 醇 加 到10 m l

D M E M )
。

选择性培养基
:

即完全培养基加H A T
,

用于融合后杂交瘤细胞的筛 选
,

茸 军 分 为 每

1 00 m l完全培养基中加 2 m l 5 0 x H A T
。

50
“ H A T 的 制备法

:

¹ 10 0 火 H 了储存液
: O

, 136 19 次

黄嘿吟和。
. 0 38 7 5 9胸腺嗜陡溶于 100 二工双蒸 水中

,

按此量称两次
,

制备出2 00 m l 10 0 火 H T 液
,

加热 ( 60 一 70 ℃ ) 溶解
。

取出loo m l稀 释 成50 x H T 液
,

滤 过 除 菌
,

冻 存 一 20 ℃备用
。

º lo0 0 x
氨基喋吟液

: 0
. 0 17 69氨基喋吟溶于 10 0 0 1双蒸水中即成

。

可先溶 解于 80 m l水中
,

若不溶解可加几滴 I N N a O H 促络
,

最后加水到100 m l,

以 10 m l量分 装 保 存 一 20 ℃备 用
。

» 5 0 x H A T 溶液
:

取 10 0 只 H T 液 i o o m x , i 0 0 0 X
氨 基喋 吟 l o m z,

加g om l双蒸 水
,

滤 过除

菌
,

以 2m l量分装冻存
一 20 ℃备用

。

1
.

2 细胞

饲喂细胞
:
为 4 ~ 6 周龄B A L B / C小鼠胸腺细胞

。

一个胸腺可得到2 x 10 ‘

细胞
。

以 无

菌手术取出胸腺放在100 目筛上
,

用橡皮刷抖动使细胞逝过筛孔
,

再滤过
,

最后用完全培养基

稀释其最终浓度为8一 10 、 10 6

细胞 / m l
。

免疫脾细胞
: B A L B / C小 鼠用密度梯度离心 (3 。~ 60 %蔗糖 溶 液

, 2 5 0 0。转 / 分) 90

分钟提纯的病毒粒子 (纯化抗原 ) 和仅经过4 0 %蔗 糖 垫 离心 (2 5 0 00 转 / 分 ) 60 分钟 提纯

的病毒粒子 (半纯化抗原 )
,

经三次免疫 (第 一次
, 0 ,

02 m 。病毒强自九弗民完全佐剂 皮 下

注射 , 第二次为二周过后
, 0 .

05 m g病毒蛋白加弗氏不完全佐剂腹内注射 ; 第 三次
,

融 合前

三天
,

用。
,

。巧 m g病毒蛋 白尾静脉注射 ) 的脾脏
,

以无菌手术取出
,

放在不含血清的D M E M

培养基 的平皿内
,

其内放一 10 0目筛
,

用橡皮刷抖动 脾
,

即可 使 脾 细 胞 逸 出
,

滤 过
。

以

12 0。转 / 分离心 1叼于钟
,

细胞沉淀再悬浮于 lm l不含血清的 培养基中
,

加 二
. s nl l无菌馏水 与

细胞悬液棍合
,

以便溶解红血细胞
,

很快用不含血清的D M E M稀释 至 30 m l,

这 一过程 必须

在 4 秒钟内完成
。

再按上述速度离心
,

细胞重悬浮于不含血清的D M E M
,

并作细胞 计 数和

活力检验
。

骨髓瘤细胞
:

用
x 63·

A g s
· 653 骨髓瘤细胞系在融合前 24小时

,

将细胞培养液离心
、

洗一

次
,

计数并将其分为两个培养瓶加完全培养基
。

融合当天
,

将细 胞 移 至50 m l离 心 管
,

以

12 0 0转 / 分离心 10 分钟
,

再悬浮于基础培养基并作细胞计数和活力检验
。

若有大量细胞碎片

或细胞活力低于95 % ,

停止融合过程
,

生长新鲜瘤细胞
。

1
.

3 细胞融合剂

聚 乙二醇 ( P o ly e th 工le n e G ly c o l, FE G ,

分子量154 0 ) 加热融化
,

以。
, 5 0 11量 分 装

经高压灭菌后储存于冰箱或室温下备用
。

常用 50 %浓度作融合试验
。

1 . 4 B淋巴细胞 促分裂素 ( M it o g e n )

用 鼠伤寒沙门氏菌细胞壁 水溶性蛋 白提取物加到细胞融合后的培养液
,

其浓 度为 每 孔

o , 2 m l培养液含 1 件9 0

1 . 5 细胞融合

( 1 ) 在一 个 so n 、1离心管内将瘤细胞和免 疫脾细胞按 1 : 2
. 5 比 例 混 合

,

然 后 离 心
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1 2 0 0转/ 分 10 分钟
,

同时配置 3 o m lD M E M和50 % PE G 备用
。

( 2 )移去离心管内上清液即刻

加lm 150 % PE G 于细胞沉积之上
,

计时 3 分钟
,

将细袍与融合剂搅匀
,

在 2 分钟内细胞应均匀

地分散于其中
,

再观察细胞的分散状况
。

( 3 ) 在第 3 分钟时
,

用吸管吸 取 10 m 1D M E M
,

将其插入离心管底部
,

以。
.

5 m l量加入
,

于 10分钟内加完
,

混匀
,

然后再加Z om 1D M E M
,

于 5 分钟内加完
。

( 4 ) 以 10 0 0转/ 分离心 8 分钟
,

倒去上清液
,

将融合的细胞再 悬 浮 于

10 0 m l完全培养基内并与10 o m l饲喂细胞混合
,

此后即可给对照 96 孔板 (不含B淋 巴细 胞 促

分裂素) 滴加
,

然后加入 B淋巴细胞促分裂素
,

其最终浓度为 5 此 / m l
。

用 10 m l吸管将 融

合细胞悬液以0
.

2 0 1量移加至96 孔板
。

( 5 ) 融合后 24 小时
,

、

每孔加 1 滴选择性培养 基
,

间

隔两天换液
, 3 一 生天可见到杂交瘤细胞生长

,

其它细胞逐渐死亡
。

第 3 次 (融 合 后 第 9

天 ) 换液前作杂交瘤的筛选
。

若有阳性孔 出现可从弱孔板移至 2 4孔板
,

一般此时可知结果
,

也可后推 2 一 3 天
。

( 6 ) 杂交瘤细胞应在选择性培养基中维持 2 周
,

然后再用完全培养基

加H T (每 1 00 m l培养基内加入 5 0 “ H T 2 m D 维持一周
,

此后细胞就可在完全培养基中正常

生长
。

2 结 果

2
.

I B淋巴细胞促分裂素 (s 丁M ) 对杂交瘤细胞生长的影响

由表 1
, 2 可以看出

,

含有S T M的培养液对杂交瘤细胞的生长有促进作用
,

这种作用进

一步提高了细胞的融合率和阳性杂交瘤获得率
。

表 I S T M对杂交瘤细胞生长的影晌 孔数/ 每板

试 脸 组

平均有克隆 阳 性

对 照 组

平均有克隆 阳 性

合数融次

1 53 (10) 1

9

44302090 (10)

81 (3)

83 (3)

15 (2)

10 (2)

34 (1)

3 1 (1)

注 : 1 ) 使用的 g B 孔板数

表 2 S T M对提高细胞融合率和阳性率的效果

一一平一

一一
。

一
一一率一一一合一一一融一一一平一�一生一一脸一一一一一试一一平一�一合一��融一一合数一一触次一

55
.

2 (550/ 960) 1 )

94 (900/ 960 )

84 (24 3 / 288)

86 (249/ 2 88 )

26 ( 14 0 / 5 30 ) 2 )

33 (3 0 0/ 900)

24 (60 / 24 3 )

53 ( 132 /2 49)

15 (3 0/ 192 )

10 (20 / 192 )

3 5 (3 4 / 96 )

32 (31 / 96 )

20 (6 /3 0 )

20 (4 / 20 )

8
.

8 (3 / 34 )

29 (9 / 31)

注 : l ) 分予为有克隆的孔数
,

分毋为培养板的孔数
。

2 ) 分于为阳性 孔数
,

余毋为有充隆的 孔数
。
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2
.

2 加入H AT 的不同时间对获得杂交瘤生长的影响

从表 3 可知
,

融合后 2 4小时加入含 1J 八
’

l
’

的选择性培养基
,

能提高获得杂交 瘤 细胞的比

率
。

表 3 加入H A T 和S T M的不同时间对杂交瘤细胞的影晌 ’,

融 合 次 数 融合 后 即刻加 融合后 2 4小 时加

4

40 (6 ) 2 )

3 0 (6 )

3 0 (6 )

35 (2 )

63 (6 )

4 6 (6 )

56 (4 )

44 (9 )

注 : l ) 为平 均有克隆的孔数 /每板
.

2 ) 96孔培养板 数
.

3 讨 论

3
.

I B淋巴细胞促分裂素的使用

B 淋巴细胞促分裂素应用于单克隆抗体的制备尚未见报道
,

本试验结果表明它对促进 杂

交瘤细胞过量生长有显著作用
。

这是 一 种以非选择性途径增加杂交瘤细胞的增殖
。

3
.

2 HA T加入时间

融合后 2 4小时加入H 八
’

r
,

佼杂交瘤的生长量显著增加
,

进一步表明
,

融合后 2 4小 时内细

胞的生长条件在杂交瘤的存活与增殖方面起重要作用
。

3
.

3 免疫抗原

一般说来
,

用作免疫动物的抗原要求是纯化的
,

但在很多情况下
,

有用的抗原不一 定是

纯化的
〔”〕。

杂交瘤技术的主要优点之一是可能得到高度特异 的抗体
,

但所用的抗原 不 是 纯

的
,

随后用这些抗体来纯化抗原
〔3 〕。

本试 验也证明
,

免疫用抗原不一定要很纯
,

但 在 筛 选

杂交瘤时
,

最好用纯化的和半纯化抗原棍合物
,

以保证不漏掉任何阳性细胞系
。

3
.

4 单克隆抗体的大量生产

一旦鉴定为单克隆阳性细胞系
,

即刻进行扩 人培养和注射于预先注射过降植烷的小 鼠腹

腔内
,

这 样安全有效
,

不会因冻存条件而失去 理想的阳性细胞系
。

3
.

5 细胞融 合时间

在融合剂P E G 存在的情况下
,

确保瘤细胞与脾细胞有一定 的接触时问
,

太短了达不到融

合 目的
,

太长了会使细)Jfu 失去活力
,

根据我们的经验以 3 分钟较为理想
。

致讲
: 本研 究得到美 国爱达持大学和 华盛顿 州立 大学美国农业部动物疾病 研 究单 位 的 资助

,

并得 到S o

on h ee

K w in 帮劝
,

谨致 感谢
.
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