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杂交瘤细胞磁性颗粒筛选方法的建立及探讨

陈文勇 林 f吉陈蕾 吴悦刘庆良

CP.生~íl上海生物市11 r'i7 1研究所免疫研究:>:{ 200052) 

单克隆抗体现已广泛应用于科研和临床诊

断 、 治疗中，与杂交瘤有关的技米也不断地得

到更新与发展。 如何从众多 的融合细胞中简

便、快速地筛选出所需的分泌高亲和力和|高特

异性抗体的杂交瘤细胞始终是人们探索的目

标。 1 989 年 Horton 等 [1] 报道了用包被着抗原

的磁性颗粒筛选分泌高亲和I力抗体的杂交瘤细

胞， 效果好，省时方便。我 们采用小 鼠抗人

IgM 杂交瘤细胞为分离模型， 建立了杂交瘤细

胞的磁性颗粒筛选方法，并对磁性颗粒对杂交

瘤细胞的影响作初步研究。

材料和 方法

-、磁性颗粒的制备

纤维素包!疫的顺磁性问贺化主铁磁性颗粒由 |二海

医科大学那圣民教授赠送。颗粒经过澳化智〔消化后，

搜土 E-氨基己酸作手臂， 置 4 0C冰箱备用 [ 2 J 0 

二、抗原包被磁性颗糙的制备

经灭商的接 _j-."f臂的磁卡f.颗粒用碳二亚胶活化 1

小时，用丙嗣勺 0.1 mol/l l谈酸氧制溶液分另11 洗三次

后 ， 加入除商过滤的层析纯人 IgM， 在 4 "C一10 0C旋

转反应 12 小时，即制成抗原包被 的磁性颗粒。反)\ÌÎ.

J-_清 rlLU余的 IgM j在采用 Lowry j.:);ìy)IJ定 。

三、杂交瘤细胞

由我室赳建t，立7艾~;f丰和口保存的小鼠抗入 IgM 杂交瘤细胞株

M-]2 ， 经复苏后 ， t培音养

胞作阴性对照。

四 、 细胞筛选与克隆

经血球计数器计数的 l x 10 7 jlr:原包被的磁性颗粒

与 5 X 10 5 的 M-J2 细胞同置于一小试管中 ， 7昆匀， 室

温下摇匀作用 15 分钟，置入冰浴放置 1 小时， 期间

不时地进行摇动， 使础性颗粒与细胞充分混匀。然后

加入 10 ml 细胞培养液洗涤磁粉， 用磁铁将磁性颗粒:

1股子试管侧壁， 弃去溶液， 重 复洗涤一遍后， 加入

1 ml 培养液，作细胞计数，并按有限稀释法将连接着

磁i~二颗粒的细胞分利1于 96 孔细胞培养板叫l .t;~养 .

五、 IgG 含量与亲和常敏的测定

参照 Beatty [ 3 ， ' J 的方法， 以定量的小鼠 IgG 为标

准， 用 ELISA 方按测定培养上消中单抗 IgG 含量和

亲和l常数。

结果

一、磁性颗粒上蛋白偶联量对细胞分离效

果的影响

用 4 0 mg 磁性颗粒与不同 量 的 IgM 反应

后， 所 ~i!j得的磁性颗粒-抗原连接物的蛋白偶

联情况及其对细胞分离的效果见图 1 0 从图中

可知， 每 40 mg 磁性颗粒用 200μg IgM 进行

包被反应所tljlj得的连接物对细胞的分离效果较

好，且偶联率较高; 再提高蛋白反应量对偶联

率与分离放果均不利。

二、细胞分离条件的建立

磁性颗粒与细胞数之比对分离效果的影响

见图 2 。 当 比例为 20 : 1-40:1 时， 分离效果

较好，并在显微镜下可见到破盼与细胞形成的

"黑色花环"。

磁性颗粒与细胞作用的最佳反应体积为

100-4 00μ1 ， 当休积增大为 800μl 时，颗粒
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圈 1 磁性颗粒蛋白偶联量对细胞分离效果
的影响

.-.偶联二字 x - x 分离到细胞的百分率
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1 99 3 年

抗原包被的磁性颗粒与游离抗原
对杂交癌细胞生长的影响

表 1

胞生物学杂志
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M一1 2

抗原剌激的 M-)2

1滋粉分离 !'l'j M-12 磁性颗性与细胞敛之比对细胞分

离效果的影响
图 2 25 

M-12 生长速度与克隆生长 孔(阳性孔)数明显

低于正常的 M-12 细胞。

四、磁性颗粒对杂交瘤细胞抗体分泌的影

8 8 5 4 1 

晌

在细胞培养的第 10 天 ，取上述三类细胞各

4 孔(各孔在显微镜下细胞均为视野的 1/3) ，

测定其培养上情的抗体效价、 IgG 浓度以 及单

抗的亲和常数， 其平均值列于表 2 。磁粉分离

到的细胞培养上清效价与 IgG浓度显著高于

M-12 与抗原剌激的 M-12 ， 而三者 的亲和常

数相近。

与细胞间碰撞机率减小， 当体积减小为 50 μl

时颗粒与细胞过度堆积，均对反应不刑。

磁性颗粒与细胞在冰浴巾最佳作用时间为

30-60 分钟， 延长时间未能提高分离效果。

三、磁性颗粒对杂交瘤细胞生长的影晌

将 M-12 细胞、 磁粉分离的 M-12 以及抗

原剌激的 M-12 (指用相 当于磁粉表面所接的

抗原量的游离抗原， 按醋、性颗粒分离程序处理

过的 M-12) ， 按有限稀释法，分种于同一块培

养板上， 各 32 孔。培养 3 天后，记录其克隆

生长孔数， 见表 1 。经抗原剌激与磁粉分离的

上清 IgG 平均浓度 单抗的平均亲和句:数
(μgIml ) ( M -l ) 

1:36 0 . 12. 6 ‘ 9. 1.1 X 107 

(1 : 50-1 :800) (3.60-20. 7) (5 . 59 x 107- 1. 17 x 108 ) 

1:550 14.7 8.86x 107 

抗原剌激的 M-12 ~_v v v ~~ .. 

(1 : 100一):1000) (0 .70-31. 5) ( 6 . 99 xl0 6- 1,42x 108 ) 

50 . 8 1. 28 x 108 

(22.5 - 80 . 0) • ( 7.75 x10 7 - 1.79 x 108 ) 

抗原包被的磁性颗粒与游离抗原对杂交癌细胞抗体分泌的影响表 2

培养上清平均效价杂交瘤组

M-12 

1:2200 

(1:1200-1:3500) 
磁粉分离的 M-1 2

性颗粒分离方法的韭础 上，对这种影响作了初

步研究。

接上 e-氨基己酸作手臂的磁性颗位具有

良好的稳定性， 可经高压灭菌而不影响其反应

性。磁粉表面的蛋白质包被不宜过多，否则将

引起蛋白失活而导致细胞分离效果的下跌。所

建立的方法具有良好的特异性，非特异 l应附的

Sp 2 /0细胞经两次洗涤可完全去除。

根据表 2 结果， 无论是游内抗原处理的还

表中各括号内的数值示该组数值中的最低值与最高值。

i寸 论

近年来常使用特异性蛋白包被的磁性颗位

与混合细胞中的无用细胞结合， 经磁I贝除去，

纯化了所需的细胞且不影响其功能[5 ， 8] 。 Hor一

ton 则采用磁性颗粒与所需 的杂交瘤细胞结

合， 分离后的细胞即用于培养， 让磁粉在培养

过程中 自行脱落。由于携带着磁粉， 细胞的生

长 、 分泌情况可能受到影响 ， 本文在建立了磁
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是磁粉分离的杂交瘤细胞， 其生长速度与成活

率均受到抑制，游离抗原的抑制情况更甚。这

表明影响细胞生伏的主要原因可能是它的表面

标记物 SIg 被特异性抗原中和之故， 而磁粉对

其影响不大。 但我们发现， 上述抑制作用主要

发生于培养的初期，一旦克隆形成后， 细胞的

增殖速度则与未处理的杂交瘤细胞相近， 可能

是因为新生成的细胞不再携带抗原之故。

本文建立的磁性颗粒法分离细胞的效率不

够高(图 1 )，其主要原因是磁性颗粒的质

量。所用磁粉原用于放射免疫分析IZ]，在显微

镜下可见磁粉呈无定形状态 ，表面粗糙不规则，

大小亦不够均一·。由于磁粉与细胞的结合是通

过连接于各自表面上的抗原和 SIg 的结合进行

的， 这种结合强烈地受到固相表面空间位阻的

影响。磁粉不规则 、 粗糙的表面形态大大影响

了上述结合。 Horton 采用的是一种通 过聚合

反应;如l备的磁性微珠，具有光滑、 规则的表面

形态，有利于细胞与磁粉的结合， 可提高细胞

分离率。

已建株的杂交锢细胞若再经克隆， 不同的

阳性孔中长成的细胞其抗体分泌能力与单抗特

性仍会商差异。表 2 中， 同一杂交瘤组、 不同

孔的上请 IgG 浓度及单抗亲和常数的变化正

说明了这点。但对 比不同的杂交瘤组可发现，

磁性颗拉分离的细胞其培养上清 IgG浓度显著

高于原杂交瘤细胞?而单纯的抗原剌激作用却

不大 ， 表明磁性黯{位可以筛选到具有较高抗体

分泌能力的细胞。由于容易与磁粉结合的细胞，

其表面要么有较高亲和力，要么有较多的 SIg ，

在只使用一株细胞H才 ， 亲和力相差不大，只有

其表UrÎ带有较多的 SIg 的细胞才容易与磁粉结

合，因此可 J庄测这些含有较多 SIg 的杂交瘤细

胞具有较大的抗体分泌能力。

由于磁粉与细胞在最佳反应条件下可以形

成"黑色花环"，而易形成此花环的细胞多为分

泌高亲和力抗体或高分泌力的细胞。因此， "黑

色花环"可成为显微操作下从众多的含不 同亲

和力 、 分泌力和特异性的混合的融合细胞中挑

选出优质细胞的良好指示， 使一次筛选获得单

克隆， 并分泌高亲和力抗体的细胞成为可能，

并大幅度地减少工作量， 提高筛选到优质细胞

的几率。目前， 有关磁性颗垃筛选方法的应用

以及与细胞显微操作相结合的试验正在积极进

行之中。

摘要

本文报道一·利1新的杂交瘤细胞分离法一一

磁性颗垃筛选法， 探讨了磁性颗粒的蛋白偶联

量， 磁性颗位与细胞的作用 比例、 体积和时间

对细胞分离效果的影响 。 对磁性颗粒对杂交瘤

细胞的影响所作的初步研究表明，游离抗原或

抗原包被的磁性~圳宝对细胞的生长与成活有抑

制作用，但磁性颗拉筛选到的杂交瘤细胞具有

显著高于普通杂交瘤细胞的抗体分泌能力。
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TIL 细胞治疗肿瘤

简讯 研究人贝友现， 病人的肿瘤组织中存在着一类细胞叫忡瘤渗润淋巴细胞 (TIL 细胞)。从手术切除的肿瘤组

织块中分离出的这种细胞在实验室中培养扩增一段时间后 ， 再回输给病人. 能有效地识别并杀死残余的原发病灶
的肿瘤细胞和转移的肿瘤细胞。 这种疗注 ， 没有任何副作用。国外临床治疗结果表明， 对黑色素瘤和肾癌疗效特
别显丰干。因此.具有手术指征的恶性肿瘤患者 ， 尤其是肾癌， 配合肿瘤浸润淋巴细胞疗法， 将更有效地延长病人
生存期， 降低复'}):窄 ， 提高治愈率。上海中 111 医院泌尿科的张永康主任民师和 rll罔科学院 |二海细胞生物学研究所
的叶敏研究员已展二月二此项工作， 疗效良好。
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