
áo 细胞生物学杂志 1991 年

人一小鼠淋巴细胞杂交瘤中抗体分泌

和人染色体丢失的关系来来

吕 ì;仅在徐绍揭 叶奇主桥Jf-_秀一 * 龟井优J在拿

(中国科学院上海细胞生物学研究所)

我们曾进行人淋巴细胞杂交瘤百余次融合

试验， 从采用的 12 个亲本瘤系看 ，与小鼠的骨

髓瘤系和人一小鼠异源骨髓瘤系 (heteromye....!

loma)融合的人-小鼠杂交瘤都比人-人杂交瘤

易获得较稳定的细胞克隆， 然而抗体丢失的情

况仍十分突出。究其原因之一可能和染色体丢

失有关[1]。现就我们可获得的阳性细胞克隆和

原先阳性以后丢失抗体分泌能力的细胞克隆作

染色体分析，以了解人染色体在人一小鼠淋巴

细胞杂交瘤抗体丢失中的影响 。

一、 材料 和方法

一、染色体制片和染色

1. 染色体制片

按照 Chen 方法[ 21，传代杂交瘤细胞培养 36-48

小时后， 于收集细胞前 2 小时加秋水仙素， 终浓度为

0.075-0 . 1 微克/毫升，去培液， 加 Hypo-Trypsin 

Versene 将细胞从瓶壁冲下， 1000 rpm 离心 5 分钟，

倾去上清液，加 370C顶温的O . 075moljL KCl ， 混匀 ，

37 0C水浴 10--15 分钟，去上消液3 以新鲜配制的冰醋

酸和甲醇(1: 3)液固定，室温静置 10-20 分钟， 1000 

rpm 离心 5 分钟 ，去上市液 3 重复以上固定过程至少三

次:加上相当于细胞体积约十倍的固定液，混匀，备用。

取干净、 冷战于蒸馆水中的 ~x 破片， 甩去水，

45 0C倾斜， ì离细胞;8;液数滴于我破片上， 吹散，烘干 ，

60 0C , 24 小时。

2. G 11 

取片龄为一剧的制片， 参照 Friend 等 [3]方法，在

GOOC 蒸馆水中浸 1- 2 小时后 ， 以 37 0C预温的 0 . 05

molj L NalHP04 (pH1 1. 3)配制的 5% Giemsa 染色 15

分钟， 蒸馆水漂洗，空气干燥，镜俭， 结果人染色体

主让蓝色， 小m染色体呈深品红色。

3. C 斗i;:

按照常规方法用片龄为一周左右的染色体制片，

以新鲜自己制的 5%Ba( OH)z 500C处理 5 分钟 ， 蒸馆水

冲洗干净， 然后浸入 2 x ssc 溶液巾， 60OC , 1 小时，

蒸饱水漂洗， 2.7%Giemsa 染色 20一30 分钟。

4. G带

U 的在于获得良好的分带类型。按常规方法， 取

用片龄在一周以内的;jjU片，以 1 % Trypsin (Difco) 37 0C 

处理 15-20 秒 ， 蒸t留水冲洗， 2 .7 %Giemsa(pH 6.8) 

染色 10-20 分钟。

二、人才、鼠淋巴细胞杂交瘤株和亲本瘤系

分析的人-小鼠淋巴细胞杂交瘤共有 16 株 ， 杂交

瘤;!jU备的方法参考[ 4'" ， 其中抗体阳性 9 株，阴性的 7

袜。融合的亲本瘤系共 3 株z 小鼠骨髓瘤系 P3 X 63-

Ag 8 . 653 简称 65 3 [6] (英国 AFRC， Dr. Taussig,M . J . 

惠则i ) J 人-小鼠异源骨髓瘤系 SHM-D 33 [7] (ATCC); 

人-小鼠异源骨髓瘤系 RF ( 日本森永生物科学研究

所) 。

二、结果 和讨论

在染色体分析中，我们除了注意人-小鼠

杂交瘤株中人染色体丢失情况以外，还分析了

和 Ig 基因有关的三对人染色体，即重链基因所

在的第 14 对染色体， K链基因所在的第 2 对染

色体和入链基因所在的第 22 对染色体，请参阅

图片。染色体分析的结果详见下表。

况

-、人一小鼠杂交葡中人染色体丢失的情

在人一小鼠杂交瘤中人染色体丢失很多 ， 16

rJ 本森永生物科学研究所。
份 高效群同志参加染色体制片相照相，孙佩芳、江

子卿、 直杰等同志提供杂交癌细胞，特此致谢。
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株细胞中，保留最多的是 23 条 ， 丢失近一半，

最少的只有 3 条。 从保持抗体分泌功能的 9 株

来看， 人染色体数目保留范围为 9-2 3 条， 但

其中 7 株在 1 3 条以上 。丧失抗体分泌功能的 7

株中 ， 人染色体保留的数目是 3一1 2 条， 除 3

株以外， 染色体数日均在 5 条(含 5 条 ) 以下。

因此保留一定数量的人染 色体， 例如 1 5 条以

上， 可能有助于杂交瘤分泌抗体的稳定性。 挑

选一个拥有多条人染色体的异源骨髓瘤系作融

合亲本是否可能有助于稳定杂交瘤， 这种设想

是可以考虑的。 此外丧失分泌能力的杂交瘤株

中 ， 多数是包含了 丢失与抗体有关的染色体，

但也有少数细胞株1陀 、 :电f刷、日关的染色体都具

备， 如表中编号第 1 2 ， 13 的杂交瘤株 ，这可能

有多种原因 [ 1 ] 。

二、 编码 Ig 的 三对染色体的丢失情况

在编码轻链和重链的染色休中， 重链基因

所在的第 14 号染色体是三对染色体中 最稳定

的， 1 6 株细胞中有 14 株保留这条(对)染色体。

入链基因所在的染色体( 22 号)对K链 的来说

也比较稳定，有 1 2 株保罔这条(对) 染色休。 K

人鼠杂交痛染色体分析

分泌 Ig I I人染色! 人染色休编号
编号! 来源 | 抗原 | 亲本瘤系 | 克隐情况 1 . I 抗体分泌 I I 

类型 I "J L V;>- J J CJ!J j 体数 ， (ω I (22) I (2) 
丁闹闹百-，忑了一|石日时苏) iI;MI-， -+-lτ!1 I 1 I 2 
丁丽~' HBSAg l 653 1三次以上克隆化 I IgM 广丁 I 13 I 1 1一门1
3 1 扁桃体| 口 一 | RF I 5 次克隆化(复苏) I 肘 I + I 19 I 1 I 1 I 1 
4 I 扁桃体 I TT I RF I 4 次克隆化(复苏) [ 酬 1 + I 15 , 1 1 1 1 1 
5 | 扁桃体 I TT ISHM-D 叫 9 次克隆化 | 酬 I + I 14 I 1 ! 1 I 
6 |肩挑体 I TT ISHM-D 叫 2 次克隆化 | IgG 1 + I 14 I 2 I 2 I 
7 | 扁桃休 I TT ISHM-D 叫 2 次克隆化 | 肘 1 + I 13 I 1 I 1 I 
8 1 扁桃体 I TT --[SHM~D 叫 2 次克隆化 | 眼 I + I 10 1 2 I 2 I 
9 I 扁桃体 I TT _(SHM-D =~L_:_旦隆化 I IgG 1 + I 9 I _2 I 1 I 
丁丽丽元 一际问 2 ì*ÿ~~1t I IgG I亏了广汀-\-1 1

1 I 扁桃体 IHBSAg I RF I 5 次克隆化 I IgG I - I 12 I 1 1 j 

12 I 外刷出生1~_J 1 {k雪1t I__::艺上 - I二_1_= 1 1 1 1 
叫 扁桃体 I TT ~HM-D 33 1 2 次克隆化 I IgG I - I 10 I _2 1_1 L__一
丁-41 副司石一 ISH汇百1 1 ì* ~克隆化 | 肘 I - ' I 5 I 1 I I 

5 1 扁桃体 1 TT ISHM-D 叫 1 次克隆化 | 肘 j" - ' 511 1 I 
16 |扁桃体 I TT 1653 I 8 次克隆化(复苏) I 酬 L - 1 3 I I I 
SHM-D 33(U 266二百:瓦时骨髓瘤系了二二: - J一 _' 1~1_1 _1二 i二-
RmHd二￡;二豆巧立自司马:白云了一一? 二一 I 4 I 1 I 1 I 

‘ 培养孔内阳性， 扩增后全阴性，
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82 细胞生物 学杂志 1991 年

链基因所在第 2 号染色体，最容易丢失， 一共 的杂交瘤克隆，这种可能尚需进一步研究。

只有 5 株细胞保留这条 (对)染色体， 它们也都

同时保留了第 22 号染色体，在 1 6 个杂交脑株

中尚未发现保留第 2 号而丢失第 22 号染色体

的。因此比较稳定的杂交瘤大多是带入链的。

值得注意的是这种轻、重链的组合恰巧和人体

内 Ig 的组合相反。因为人体中 K链和入链的比

例是 2 : 1 ， 即 2/3 的 Ig 分子是拥有K链的 ， 因

而第 2 号染色体的丢失的机率实际上比表上反

映出来的还要大。 此外今后是否应以抗入链来

筛选杂交瘤以利于获得稳定细胞株也是可以考

虑的。

三、融合亲本瘤系与 K链基因捆关染色体

的丢失是否者关?

K链基因相关染色体的保留或丢失有可能

和亲本瘤系有关。在 16 个杂交瘤株中， 9 个以

SHM-D33 为融合亲本瘤系的瘤株中， 未发现

一株保留第 2 号染色体，而用 RF 系建立的 4

个杂交瘤株中却有 3 个是拥有第 2 号染色体

的。

四、异源骨髓瘤系保留的 Ig 基因相关的

染色体是否起作用?

在研制人杂交瘤中，我们曾应用丁小鼠、

人-小鼠和人的瘤系，发现 653 、 SHM-D3 3 及

RF 系都较好，后面两株都是异源骨髓瘤系。近

年来发表的有关研制人杂交瘤的论文中， 也常

偏用异源骨髓瘤系。 从表上可见 SHM-':D 33 和

RF 系都拥有人的轻、重链 基 因相关的 染色

体。 可获得的杂交瘤中分泌抗体的轻链是否有

可能来自瘤系而不是来自致敏淋巴细胞?也就

是由异源骨髓瘤系细胞中保留的人轻链基因所

编码。因为 Lenner[町等认为抗体结合抗原的能

力主要取决于重链，不同特异性的抗体可以是

同一种轻链。分离的轻链结合抗原的能力很弱，

然而分离的重链却保留了原有结合能力的相当

部分。从这样来看， 是否由于异源骨髓瘤系中

保留了人的轻链基因，因而较易产生比较稳定

摘 要

本文应用 G 带， G ll 和 C带染色体制片

的方法分析 1 6 个人-小鼠杂交植抗体分泌和人

染色体丢失的关系。 结果表明抗体阳性的 9 株

杂交瘤保留人的染色体 较多， 7/9 在 13 条以

上， 阴性的 7 株中 4/7 在 5 条以下。 Ig 基因相

关的三对人染色体中， 14 号(重链基因相关)最

稳定 ， 22 号 (入链基因相关)其次， 2 号 ( K链

基因相关)最易丢 失。 9 株以 SHM-D33 为融

合亲本瘤系的杂交瘤， 没有 1 株保留第 2 号染

色体， 而用 RF 瘤系建立的 4 株杂交瘤中有 3

株拥有 2 号染色体，提示 2 号的丢失可能也与

瘤系相关。

图版 说明

1. SHM- D 33(人-小鼠异源骨髓瘤系， 人 U 266 
x 小鼠 P3X 63-Ag 8 . 653 ) 的染色体G带。 5 条人染色

体中 2 号 2 条 ， 14 号 1 条 ， 22 号 2 条(箭头〉。

2 . 人淋巴细胞与 SHM-D 33 瘤系的杂交瘤细胞
(表中编号第 9 )染色体的分化染色(G-l1)。小鼠染色
体深染 ， 人染色体浅染 ( 9 条，箭头儿

3 . 人淋巴细胞与 SHM-D33 瘤系的杂交瘤细胞

(表中编号第 9 )染色体的G带。 9 条人染色体中 14 号

2 条， 22 号 1 条 (箭头儿

~ . 人淋巴细胞与小鼠 P3X 63-Ag 8.653 杂交瘤细
胞(表中编号第 2 ) 染色体的G带。 13 条人染色体中 14

号 1 条， 22 号 1 条 (箭头)。
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