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双盲交叉筛选分泌抗直肠腺癌神经节音脂

单克隆抗体杂交瘤细胞株 PG 10 

范广胜忖 严泰英英汉庆手l、册

(中国科学院上海生物化学研究所)

吴伯良

(广州暨南大学生物系)

寻找肿瘤细胞表面特异性抗原以及制备单

克隆抗体，长期以来一直是肿瘤免疫研究的重

点，尤其是高特异性单克隆抗体的获得是研制

抗癌生物导弹的关键[1] 0 60年代末HaKomori ， s. 

等人首次证实致癌转化细胞与正常细胞相比具

有不同的鞠糖脂组成。此后， 发现黯糖脂肿瘤

相关抗原(TAA)。在自发肿瘤包括人癌组织广

泛存在[2]。其中更为引人注目的是肿瘤相关神

经节昔脂F一一一类存在于细胞膜表面的含唾液

酸的鞠糖脂。

. 随着单克隆抗体技术的引入， 不仅促进了

肿瘤相关神经节昔脂的研究，而且得到了一系

列肿瘤相关的抗神经节昔脂的单克隆抗体[3] 。

估IJ备这类单克隆抗体常见的途径有两条: 1. 

用肿瘤细胞免疫，筛选出一系列抗该肿瘤细胞

的单克隆抗体，再用单克隆抗体"垂钓"出一系

列对应的抗原，逐一虹另IJ，证明许多单克隆抗

体是抗肿瘤相关神经节昔脂[ 4] 0 2. 用纯化的

某种肿瘤相关神经节苦脂直接免疫， 古IJ 备出抗

该神经节苦脂的单克隆抗体[ 5 ] 。大量事实证明，

制备此类单克隆抗体，用于阐明神经节音脂的

结构和功能、 抑制肿瘤细胞的生长、 恶性肿瘤

的早期诊断和导向治疗具有重要的意义问。

由于上述两种方法均有一定的局限性，前

者具有不确定性，而且工作量大 F 后者常常因

为组织中含量甚微难以纯化。本文报道一种新

的制备抗直肠癌"特异"的神经节音脂单克隆抗

体方法一一双盲交叉筛选法。

材料和方法

-、 材料

人直肠腺癌细胞株 HR-8348 来自杭州肿瘤医院

病理研究室[8J ; 膜蛋白酶为 Difco 进口分装s 培养液

为 DMEM(Gibco ); 新生小牛血清;辣根过氧化物酶

交联的兔抗小鼠免疫球蛋白抗体(HRP-二抗) ， 系上海

生物工程基地陈登鸿先生赠送z 聚乙二醇 (PEG ) ，分

子iil 1540 , (BDH); 氨基喋岭、次黄嗦岭、 胸腺哦览

(Sigma); 邻苯二胶(国产); BALB/C 小鼠系上海实

验动物中心提供; DG-30 2 2 型酶联免疫检测仪(国

产)。

神经节昔脂(gangliosid e ， GLS ) 的制备分别取

直肠腺癌组织、以及来自同一个体的远端正常直肠组织

各 32 克 ， 分离纯化出 GLS[7 J 。

二 、 抗原及免疫

抗原 1 : 人直)汤腺癌 HR-83 -1 8 细胞株，用 GKN

平衡盐溶液洗两次，再悬浮于 GKN 中， 使成 5 X 106 

个细胞/ml。抗原 ll : 取 0 . 25 %膜蛋白酶滤茵后， 调

至 pH 7 . 2 ， 加入 HR-834 8 细胞株共同孵育 20 分钟，

经酶切 ， 去除细胞表面糖蛋白， 再加入 3 倍于酶体积

的完全 DMEM 培养液， 终止酶切， 5 分钟后，离心

1500 r / min x 10 分钟 ， 用 GKN 洗两次，使成 5 X 106 

峰在进行脾内免疫的过程巾，得到了中国科学院

上海细胞生物学研究所孙培楠技师的帮助， 在此谨致

谢意。
"研究生， 上海生物化学研究所和广州暨南大

学联合培养
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个细胞 /m!。

脾内免疫 f飞照 Spi tz ， M. ú甘为1月OJ )i: )ml ')改进。

取 10 周龄雌性 BALB/C 小鼠 8 只 ， 分为两组 ， f;j 组 4

只，第一组用抗原 I 兔班; 第二组用1)[原 E 免疫。用

微114注射器，分别吸取抗原、 I 、 E 各 ] 0 0 μl (每 ] 0 0μl

含5 X 10 5 个细胞)。在轻夹脾门以短暂断血流的 同时 ，

从脾头进针，沿纵轴刺入， 边退边注入， 距出口 0 . 2

cm 时注完， 检查无出血或渗出，因纳脾脏， 缝合腹

膜、 胆膜外肌层和皮肤。

三、细胞融合和克滋

参照 Kohler ， G. 和 Milstei n ， C. 的报告 [IO J 略作

改进。抗原作入第问天 (85 小时) ，处死被免疫的

BALB/C 小鼠，每组选三只呈月中大、 深暗红的脾脏，

各取三分之一脾组织 ，常规制备牌细胞悬液，与 SP 2/0 

骨髓瘤细胞融合(10 :1 ) 。融合剂为 50% PEG( W / V ) , 

融合后， ，忌、浮于合 200μg/ml 青 豆夺去、 200 陆/011 链

每索， 20 %小牛血清和 HAT 的 DMEM 培养液。每组

布 5 快 9G 孔培养板 (Data Packaging Corporation , 

Cambridge, Mass , USA)，置 5%C02 培养箱培养，

根据细胞生长情况，每 2 - 3 天换培液一次。迎过有

限稀释克隆。

因、双言交叉筛选

第 14 天，对甲组(抗原 1) 、 乙组 (抗原 川， 同

时用分离纯化所悍的正常在肠冲经节轩脂丰n .ll 肠腺癌

神经节苦脂， 进行酶联免疫l以附试验，交叉筛边流程

见图 i 。 对正常组织神经节昔脂和癌组织神经节苦脂

同时旦:阳性或只对正常纠织神经节=if脂呈阳性的细胞

集了在规定为阴性， 而仅对癌组织神经节特脂呈阳性反

应的细胞集落孔为木试验 的目的 孔。 ELISA 参照

Shizuo Shimada 的方法[5 1ft 作改进。神经节节脂溶于

甲醉，包被同í''"' 40 孔标板 ， 0 .4μ1/孔，待 113 醉蒸干

后 ， 每孔jJ~入fr， 0.5 % BSA 的 PBS(A 液 )200μ1 ， 37 0C 

辩育 l 小时，用含 0 .05 % Tween 20 的 PBS(B 液 ) 沙-

3 次， 然后， 每孔加入细启培养 液 100 μ1 ， 37 0C孵育

1. 5 小时后，用 B液洗 2 - 3 次 ， 加入用A液稀释的

HRP-兔抗小鼠免疫球蛋白抗体(1 : 500) ， 1 00 μ1/孔 ，

37"(;孵育 1. 5 小时，再加入邻苯二胶底物溶液(含

双氧水) 100μ1， 37"(; 反应 30 分钟 后， 用 4 N 硫酸

终止， 置酶联免疫俭测仪测应 O . D . 值，波长

490 nm。

五、单克院抗体 Ig 类型鉴定

经均脂免疫双向扩散法测定 ，

Igl\在。
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双盲立:筛选流和因 1

论

首次筛选 ELISA 结果见表 1 ，从表巾可

见， 经酶切去除直肠癌 HR二8348 细胞表面糖

蛋白的乙组肿瘤细胞作抗原， 检测其融合细胞

上清液， 可见， 对直肠腺癌 GLS 特异的阳性

细胞集落数较甲组高。 已经查明细胞外被(Cell

Coat )主要由复合拙类构成，包括糖蛋白、糖

脂及蛋白架糖， ~黯蛋白的肤链豆花水序歹11 固定于

膜的脂双层中， 肤链的亲7](序列和糖链则暴露

于质膜的外环境， 由于暴露于膜外侧面的糖蛋

的分子， 远远大于暴露于膜外环境的糖脂分

子， 使部分糖脂呈隐蔽状态，因此，经膜蛋白

酶对细胞表面糖蛋白酶切，增加了隐蔽糖脂的

暴露， 使得乙组抗直肠腺癌 GLS 的阳性集落

数较未经晦切处理的甲组高。分别分离纯化自

同一个体的正常直肠及直肠腺癌的神经节苦

脂， 高效薛层层析图谱分析表明z 正常直肠和

直肠腺癌组织的神经节苦脂， 主要含 GMg ，

OM. 、 GM， 、 GD3 ， GD1" GD1b 、 GT1b + GQ1 

与 it结 果

此单克!注抗体为
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表 1 甲、 Z两组在宣扬且在商 GLS 和正

常直肠 GLS 的 ELlSA 阳性辑窑敏

直肠腺癌 GLS 正帘直肠 GLS

Ip 组阳性呆?在数 1/60. -' l/GO * 

乙组阳性EL落款 lG/9ß 黯 11/96* 

*为被检测.{L仅含单细胞兰卡榕的集蓓敛。

表 2 研腺癌 GLS 最高阳性反应的细胞

落再克陆 ELlSA 检涮结果

PIAz P1GS P1G IO 

阳性朱I岳主义

最高 O.D.{豆
(490ηm) 

40/55 36/60 43/58 

0 . 51 0 . 54 1.18 

在~ 3 PG 10 ~比去南细胞然落第三次 克

fti{t ELISA 检洒的限结率比较

5'i i'i1也 ik叙 豆豆品.fL彭( ~起应平% 阳 1生率%

'i?"qiu 
58/102 

50/192 

46 /1 92 

AU

R
u

,q 

QAV92"9

" 

74 

100 

100 

其最令人感兴趣的结果[ 7 ]是 z 发现两条直肠癌

"恃异"的 GLS 条带，一条位于 GDj • 1:士j GDjb之

间 ， 是含二个唾液酸的 GLS。占总 GLS 的

1. 3-7.8% 。 另一条位于 GM3 通常的两条带

之后，是单唾液酸的 GLS， 也具有肿 瘤"特异

性"(9/10) ，占总 GLS 的 1. 5-10 . 4% ; 同时

还发现在正常直肠组织神经节音脂中， 存在直

肠癌组织 GLS 中所没有发现的 GLS 条带， 位

于 GDjb 与 GTjb 之间，这与表 1 的结果相吻

合，互为佐证。经脱蛋白酶处理的乙组被检测

的 9ô 个细胞集落中，有 1 6 个是直肠腺癌"特

异"GLS 的阳性细胞集落， 11 个是正常 直肠

GLS 中"特异"组分的阳性细胞集落。取乙组中

仅对直肠腺癌 GLS 呈最高阳性反应的三 孔细

胞~~?在进行有 Iq;~稀释克隆化，它们在培养液

中，抗体含i革的 o. D . 值 (4 9 0 nm) 分别是:

PjAZ 0.G3; P jG 5 0.48 , P1G jO 1. 23。常规培养

1 2天后，分别对上述克隆板中可测水平的细胞

1. 

圃
e 1. 
2 . 
白

。

克.<*徽

因 2 克降过程中分泌抗体的 O. D. 笛比较

集落上清检测 (EL1SA ) ， 结果见 表 2 ，冻存

P jAz, P1G5 细胞集落， 对 PjGjO 杂交瘤细胞

集落进行三次克隆化， 结果见表 3 , 对 P1G j O

杂交黯细胞经 3 次克隆化，达到 2 次阳性率

1 00 % ， 表明该杂交瘤细胞分泌抗体基本稳定，

三次克隆化阳性集落培养液中抗体的最高

O. D. 值 ( 4 90 nm)见图 2 。

双盲交叉筛选是指免疫原不确定， IljJ用于

免疫的细胞表面含有包括神经节苦脂在内的各

种生物大分子， 因此，经融合产生的各种杂交

瘤细胞株， 既有抗 GLS 的杂交瘤细胞株， 也有

抗其它生物分子的杂交瘤细胞株。而用于检测

的包被抗原也相对是不确定的。应用此方法的

优点是， 用于免疫的抗原和用于 ELISA 检测

的包被抗原均无需纯化至单一组分，然而能同

时筛选出不同的目标杂交瘤细胞株。就本文而

言， 至少可以得到 g 种分泌不同单克隆抗体的

杂交瘤细胞株， 即抗痛组织特异的 GLS， 抗正

常直JJbí组织特异的 GLS 以及抗已知的在癌组

织和正常组织共同存在的 GLS 的单克隆抗体

细胞株。这些不同的单克隆抗体既可用于寻找

新的神经节苦'脂， 也可用于对已知神经节苦脂

的结胸和功能进行研究， 而抗肿瘤"特异"神经

节苦脂的单克隆抗体， 有可能成为抗癌生物导

弹的有效载体，同时，它对直肠癌的早期诊断

也具有不可低估的潜在价值。

正常直j扬和直肠腺癌组织含有各种 GLS组

分， 但二者的 GLS 组分绝大多数相同 ，仅存在

少量各自"特异"的 GLS 组分，而这些"特异"

的 GLS 组分由于含;再极少， 难以分离纯比出
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来，作为单一的检测抗原。本文 报 告 的 交叉

ELISA 检测方法，克服?上述障碍，通过分别

包被正常直肠和直肠腺癌组织 GLS 作为检测

抗原，同步检测同一杂交瘤细胞集落培养中的

抗体， 若同时出现阳性者，说明此杂交瘤细胞

是分泌抗正常直肠和直肠癌组织 GLS 相同 组

分的抗体， 若仅在包被正常直肠组织 GLS 处

出现阳性， 表明是分泌抗正常直肠组织"特异"

GLS 组分的单克隆细胞株。相反， 若仅在包被

直肠腺癌 GLS 处出现阳性， 说明是分泌抗癌

组织"特异"GLS 组分的杂交瘤细胞株，此细胞

株为本文的目标杂交瘤细胞株。

本文采用了改良脾内免疫的方法，证明免

疫效果满意，节约了免疫时间， 仅需 3 - 4

天，缩短了常规制备单克隆抗体的周期。由于

脾内免疫产生抗体的高峰在第' 6 一 7 天， 若在

此时进行细胞融合效果很差[町，最佳细胞融合

时间，在脾内免疫后 82-88 小时j 而此时血

清抗体滴度较低，我们的实验结果是， 在脾内

免疫后 85 小时，经 ELISA 检测其血清抗体滴

度为 1 : 64 ， 故采用脾内免疫尚有一定的盲目

性。因此， 我们建议雀脾内免疫的同时， 作常

规免疫的第一次注射，待脾内免疫成功 ， 常规

免疫鼠可留作提供饲养细胞。

摘 要

采用改良脾内免疫的方法， 比较分析了

甲、 乙两组，经不同方法处理的直肠腺癌细胞

株 HR"':8348 的免疫效果(甲组未经酶处理F 乙

组用 0.25%膜蛋白酶， 37 0C孵育 20 分钟)。

实验结果表明z 艺组对芷常直肠和直肠腺癌神

经节昔脂的阳性杂交瘤细胞集落数远远高于甲

组。用分别分离、 纯化自同一个体的正常直肠

和直肠腺癌的神经节昔脂作检测抗原， 交叉筛

选出分泌抗直肠腺癌特异神经节昔脂单克隆抗

体的 PG 10 杂交瘤细胞株， 经三次克隆，二次

达百分之百阳性， 培液中抗体的最高 O. D. 值

(490 nm ) 为 1. 85 0 描述了用双盲 交叉法筛选

抗直肠腺癌特异的神经节音脂单克隆抗体的新

方法。
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简讯 宁波经济技术开发区电子仪器公司 (宁波市小港环山路 6 号，邮编 : 315803，业务联系人

曹友生)研制的 DF-6P 3A 型超声波粉碎机具有对生物材料进行超声处理达到破碎组织块、细胞

以及乳化、 加速化学反应等效能。是生物工程人员的必备工具。

该产品的特点是输出功率国内最大， 自己有定时装置和空震动保护装置，有 5 种钦合金探头

可选配。

中科院上海细胞所实生细胞开发公司有售。
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