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杂交瘤 116 株细胞无血清培养基的研制

李云宝航曾序

( I书国科学院上海细胞生物学研究所)

小鼠杂交瘤 11 0 株是分泌抗人小细胞肺癌

单克隆抗体 ( IgG 1 )的细胞，于 1 987 年本所细胞

免疫组建株[1]。本文报道研制成功了适合这株

细胞长期培养、 传代的无血清培养基的自己方，

从而为从条件培液中纯化这株杂交瘤所分泌的

单抗， 提供了方便。

材料和方法

细胞培养 常规培养液为基础培养且泌 )]11 10 %新

生小牛沮i 洁 . pH 7. 0• 7. 2 , 细胞fil养)1瓦或 2 <1 千L型和|

板均置于 5%COz 培养恼 ， 37 "C 士 O . 5 0C培养。 毛句f次 f拉主

利种I细)胞血的ìiμI

E 分泌抗体的栓测 用 ELI囚SA 双j抗j亢L休夹心法 ， 包}括

t扣打抗j儿、r'L 体丰和和IJ 刻辣if十机似I民~j主过过1氧化物盹丰毛切标t才~T; ì记己1)ν抗j儿、"L 体i均匀为纯化)后舌 J白的l白甘羊抗小

r鼠b氏JtIgG J:抗元血 j沾占。反应底物为四甲基联苯)胶 (上海医科大

学化学教削主广 ílíti) 。检测用酶联免疫检测仪(华东电

子笆'厂生产)。

无血清培养基成份 铁传递蛋白 、 l快岛东 、 牛I且

洁白蛋白 、 乙醇胶j匀 sigma 产品， 晒 (分析纯， 本所细

胞工程组赠予) ， 使用前自己 tljlJ成硝酸 10- 4 mol/L 母液。

配制液使用坦纯水(17 megohm-cm ) 。

结果和讨论

两种基础培养基的比较

选用两种基础培养基， DMEM (s igma 产

品)和 DMEjF12Ham(sigma 产品〉，如 不同浓

度的小牛血清(cs)培养 116 株细胞。 比较培养

7 2 小时的活细胞数和细胞主|长倍数。

从表 1 nLW, , 116 细胞更适应在以 DMEM

表 1 -116 株细胞在两种培养液中生长惰

况的比较

培养液 活细胞数 细胞生民

X1 05/ m l 倍数'

DMF/ F 1ZHam+5 %cs 69.8(67 . 5 , 72) 3.5 

DMEM +5%cS 11 2 . 4 (1 10 ‘ 7 , 114) 5 .6 
DME/ F J 2Ham +2%cs 34 . 9 (31. 5, 35 . 2) ] . 8 
DMEM 十 l% cS 37. t! (3 7 . 8 , 37 ) 1. 0 

115细胞数系问j低活生IJl胞的平均值。

警 活细 JJ包数除以接种细胞数。

为基础培基的培养液中生辰， 无论血清含量为

5%或 2 %时，均见如此情况。另外，在血清

为 1% 时， 细胞虽仍见生长， 但与 5%血清组

相比较， 生长倍数已显著降低， 表明培液中的

血请含量已达到或者接近维持细胞生长、 增磕

I~IS 阔值。

二、促细胞生长因子的选择

选择常用于无血清培养液的添加成分晒

酸、 铁传递蛋白 、 服岛素 、 乙醇版' 和白蛋

白 [2-4] ， 分别 以不同剂量添加在上一实验的低

血清培液 (DMEM + l % CS) 中 ， 观察细胞生长

动态，结果见表 2 一表 6 。

从表 2 -6 所列结果可见，在低血清培液

中添加一定量的晒酸， 铁传递蛋白和乙醇胶均

有促进 116 细胞生长、增殖的作用，有效剂量的

范围也较大。其中 5 ~moljL 乙醇胶或 5 0 吨jml

铁传递蛋白可使 72 小时培养的细胞数高于对

照组一倍以上。另外在乙醇胶 1 0 f1,illoljL-40 

儿敏功i 参加细胞培养上作ω
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144 细胞生物学杂志 1 !J 9l 年

表 2 不同剂量的画画对 116 株细胞生低的影晌·

剂量Iml I I 1 
、| 一-** I 0. 25 nmo1/ Li 1. 25 nmol/ LJ 2.5 nmol/ L I 5 nmolj L I 10 nmol / L 

培养时间 ~ i I I 

叫 时 |(1;;) i t7 | 
96 小时 ! (1;: 什品 ! 186) I (8~~6) I 

. 缸: DM EM + l% cS 培 液 l ' 传至 ;;f~ 6 代的细胞 ， 2 4 孔板培养 ， 每孔拔和i; 2 X 1 0 5 细胞1m! ， 共 1 ml。每个剂

量组按利， '1 个孔 ， 按规定时间各取 2 个孔作活细胞计敛， 取平均值。 对照组不添加li西酸。表歹11 各组数值 X 1 0 5 为
每 ml ;后细胞总数 ， 招弓 内数值为以对照组古li细胞数为 10 0 i时 ， 各缉的细胞生长;比 率。 ** 未加f;il!i~改组。

表 3 不同剂量的铁传递蛋白对 116 株细胞生长的影响

5 μE 

7 2 ，J、 时 「 ;;iilj;777丁37「;二;)
9 6 小 iij

95 

(1 00) 

t音养和位中l' 条件2; 均同表 2 。

" 未 Im tA传递孟臼组。

75 

(78.9) 

褒 4 不同剂溢的乙画'族对 116 株细胞生长的影响

剂量jml I 

盼川 、 1 

川时 | (::;? 
96 小时

63 .1 

(186.9 ) 

54 .8 

(1 74.0) 

5μmoljL 

75.3 
(222 . 8) 

53.3 
(169. 2) 

10μmol/L 

52 . 9 

(l 56 . 5) 

56.G 

(1 79 . 7) 

50 口gl 100 μE 

16B 102 
(:; 15 . ,1) (1 30 . 8 ) 

12 3 102 

(1 29 . 5) (1 07.4 ) 

20 Ilmol/ L I 40 Ilmol/ L 

(1550) i (1444 ) 

62 . 8 I 51. 1 

(199 . 4 ) I (1 G2 . 2) 

I立'T'IJ 的;四)Jijj是ä低血tf.í'J:击 j浓Ij:l(斗代培养的细胞， J士。他条件等均同去 2 0 ** 未加乙薛胶组。

表 5 不同剂量的腆岛素对 116 株细胞生长的影响

~~ 剂量1m! I I I I I 
------~ I 一- ** 1 0 • 1 Ilg 1 O. 5 问 I 2 . 5 问 I 5 阳 1 1 0 μg 

培养 UjìlìJ ~ I I I I I l 

二二ffJJJJL2152JiLZLL半LJ半ι
按T. I ' (1 '0细胞Jf!: -ú 低 1([ 11击而液 ' l'fl)王启，[ 代的细胞， 其他培养条1"1二叮均同表 2 。

" 主k )J ~I il'J~岛东组 。
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表 8 不 ;可剂量的臼蛋白对 116 株细胞生长的影响

I 0 . 1 吨

m 

.* 
，'"开二刁，úJ

45.3 
(1 00) 

41.1 
(QO . 7) 

按种1'>1/; 养条件军盯!斗及 4 。
势铃 才二 ι:(1 气 (ü日。

剂旦 iì ，j- ~ r人培养 72 小时到 9 3 小时仍见细胞增

殖， [":I、: {fu ~.♀组均在 7J 小时细胞生长达到顶

峰值。 (-1 ;1-(!'; )了 mgjm l 剂量有微弱的促细胞

生长作Jl j. 1 íl ，'d丘 ;1:18二( 0 . 1 rngj ml )和高剂 量

。 . 1 rng rn 1. I) . ~) rng/ rn 1 ' LH，均显示相反的影

响。 兰ltfaj:j;二 J1I1 ~~1岛主 5 个 /1 、同剂主l<表 5 ) , 

随剂E的增加l对细 4li 'l_:_长的不利影响也逐步增

强。 虽然吸岛举AL午乡细胞十来的无血清ttiì'夜所

必需的;二; ";1 !J\. 价.有剌激细胞生民的作JJ-J ， 但

据Chang 等人 11JjU.告川在无血r;'i 12，:液 1- 1-1 必须有

快传递 ~:é t" 1 主少 5μgjrnl 的1f在 ， 服岛 东刁可

以有促刊)Jæ~长的作Jl J 。 本文 l %cs 中铁传递

蛋白的含且，可能未达到这一水平。

三、 116 株细胞无血清培基配方的建立

依据市项实验结果， 我们选择有明显促进

116 株细胞 'I-=.长作用的因子，晒酸 (S ) 、 铁 传

递蛋白(小阳乙醇胶 (E)及一定剂量(分别为:

S , O. ~二 nrnol/L ， T. ::;O μgjml ， E ， 5μrnoljL )作为

混合添加 151 子 (STE ) ，仍以DMEM为基础培基，

再次逐步减少培液中血清含量、 最终达到完全

去除血洁，而细胞仍能增殖、 传代，并保持分

泌抗体的功能。

DMEM+STE 培液中的血清含量为 0 .5%

时的细胞生长动态和最高密度与 DMEM + 2%

CS 组的相比较，前者完全相同， 后者十分接

近。但是血汗f含2进一步降低到 0 . 2%cs 时，

细胞生长己町51迟缓，最高密度 也显著降低

(图 1 ) ， 斗把 O . :2 %CS 代之以 0 . 3 mgjml 白蛋

白 (A)时 ， ~iíl 恒生民峦度 (7 2 小时)又上升到

80 x 10 1jml 水平，自于 DMEM+町E+ O . ::% cS

组(图 2 )。在 DMEM+ STEA 无血 清培液中 ，

0. 2 mg 0. 3 mg O. ~ mg 0. 5 mg 

45 .1 
(99 .6) 

35.9 

(79.2) 

50. 3 
(1 11.0) 

l:> . G 

(89 .4 ) 

100 
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巴
-
只

-
E
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酣
吨

-

A , O‘ I E" 1伊 2 、， CS

11 , O\IEM 舍 0 ， 5 "CSφSTE 

( U 'IE>IHZ 、 CS +STF 
~J8飞回咽 ，

,r 

;~ 

'‘ 

图 1 116 株细胞在三种东同培液中的生长

动态

100 

~ 80 

!jA、之:
aZH l // I 、'i!

40 

毡8 12 95 

小时

图 2 11 6 株细胞在无血清培液和低血 清培
液中生长动态的比较

A) DMEM+STE+0. 5% CS 
(第 4 5 代细胞)

B) DMEM + STE + O.Z %CS 
(第 34 代细胞)

C) DMEM + STEA (气 l~ 代细!但J

1 1 6 株细胞可以长期生长和传代。

四 、 116 株细胞在无血清培液和含血清培

波中抗体分泌的比较

ELISA 检测结果(囚 3 )表明 ， STE + 0 . 5% 

臼 组细胞的抗体分;二‘六jj?:巧合口 O~cs f世主本相
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也有可能提高 11 6 株细胞片挫抗体的水平。最

近本文作者之一和孙壁钧[el ， 已研制成功一种

包括 116 株细胞在内的、 适合多种哺乳动物细

胞株长期培养、 传代的无蛋白培液 CB 741- A , 

从而为从 11 6 株细胞条件培液中纯化句'纯度守主

抗， 提供了更加有利的条件。

要

经逐步降低培液中血请含量， 结合增邮促

细胞生f长因子， 已经建立了适宜 11 11 除朵交瘤

细胞长期生长和传代的k血清培液配方。 自己方

成分比较简单， 蛋白 含量为 35υμg;' ml。在 无

血清培液中培养的 11 6 株细胞， 其抗体分j必水

平低于月i 5 %血清培液培养的 约 3 ;;% ， 户、原

因 口I能与细胞生 长密度有关。 改进站 71~削方或

其他培养条件， 女日舔加一定量的硫代甘拙 ， 有

可能提高分泌抗体的水平 。

摘

116 株细胞在无血清培液和含血清培

液中分泌抗体相对量的比较
i . DMEM +5%CS 
2. DMEM + 2% CS 
3. DMEM + STE + (1 . 5 %CS (;在 4 5 代 ~Hl ;也 )

4. DM EM + STEA I '~~ 12 代细胞)

4 z 
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文考参同。无血情培液细 ( STEA )细胞 分 泌抗体的水

平低于::J % CS 组的 33% ，口j 能与细胞生长密度

有关。除个月IJ报道外，很多朵交瘤细胞在无血

清培液中培养，真细胞密度租抗体水平很难达

到l含血清培液所培养的。 因此如何改进我们已

建立的 11 1; 株细胞尤血清培基的方法，仍是一

项待探索的 I ~作。战们曾在 STE + o. 2 % cs 培液

中增添一屯在的硫代甘油( thioglycero l ) ， 可

以增加 ll cì 株细胞分地抗体的水平， 与不加

硫代甘油组比较，两结[ OD 值分 别 为 O. 拙 和

因此kJL;血清站液中添加i 这种因子，
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