
t 自 细胞 生 物 学杂志 J990 年

:‘汇 捡到;果 : (1). OLH 细 能促J盐矿~C. 孕西可的合 哺 1 I J ., 198: 4. 8l-4 88. 

JKUijj iju 制 n':J 生} ，\，: 哇!汕苟 OLH :::~UI甘增加 ff1j增

加。 (2) VLDL 生f~ /户刷 .'0 1 : }!与反较 OLH ili显著增

l函 ， 的者之 r"ij ~~f 趾若r.'! :. ;Y~:FII. (P < O. 001) 0 (3 ) 用

3 次实验t，~w= :j}f: 仨1' ，再 VLDL J] 在， OLH 组的

斗'均数 丰i:1 "'I ' J : /íJ!(!~H 平均兹的 (( JJ 效 ， 发现

VLDL {WÿJ~li ~. I ~ ;j + OLH 主rl Q

l、捡纣:果说明 VLDL 1t :J:凭热: IJtl!商畔的脂蛋

!' " A人 lí d (1 : OLH 作阳下 ， f* f~iμ 细胞 合 }i)(，‘学 副司

的显增多。
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， 应用中空纤维生物反应系统中试

生严么体肝癌单克!吹4元体:

米拉).于 补交 t~J . 李 云 主 .，4~ 首席. "1 馀 iI:. J司 …吏* 声号 áJL * 

( q ll[~ f1.学院上 iÍ:.(~lfl !jl!J ~ f才ÞF苦创刊~n: i ) 

1, 

;生年:来 ， 向 !斗!立交 N~l 技术价;fJ ;.l l斗 !主 jι 各 种

不!补命会 放 在i 阳 [1<，: !:齐 过泣的时克降j:，也 1木飞 鸟'飞 tA) t:~， 

{f 'ì'f :各报道 ， ~ J:r! I哨/才f卜、少 户产. Jω"

药 齐亦剂iJ 等 J山iU1?卡川川[Ul lL。 :frl 细 !胞j段白古包!工程 j这立个新兴领域中，

i注丘 l厅Júï丽Úl川{司u:.二作的 1I凶i山b:引;二:λ杜t 斗千， ~μ'T i;以Lμl i足}λ"fi ì川H的H向〈甘j ο fi LVL 一在#(\

悦 I的j〕1巧)1吃(j J '.J') 

; :盯丐 ~r~ (1叽i斗r叭l '白1飞Lγl" 1山I'j叮j (卢l卜. ，口口省习不、{仅叉 芫{泊t崎均比阳)丛!.{ι J抖J.飞 ;ι~ I i汪í:才~.: )皮生 L民二Ul川y证

i记'7;1飞" 由郎〈 iμ，斗快飞 1仆! ， l( ll ì豆必 ?现 在 jiI 科条统中共品白i;如

抖细胞长 l七)' [1 忖引cJi 什.汗 ， ， q:指块分l:J:':、目 才if; j" 物

1'10 括~ :~/f、境。:1:] (.ìlU，;;)、 1:注ifl lJl0. _L 1:J ~ 产- Ji ll 的东: )L( 

1 LJ f裂 ， 活- ~! 飞 ;'l(j I~:;j :'<卡J J主紫 ý~: 当Ii tJ0.1'j{J !~ 统已， 时~. ~;;i~ 

H 世 ， !.(! i 1=l 1 ~;.: . . '，白 ;J斗 :Jt (Hollow Fibet System ) , 

巴具体-/j 抖!豆晓战 ( Macrocarrier .,.Bioreactor 

System ) '::~" 0 Ji~ 义似jui.0d十:1 ~↓l 主纤二1，~系统 ACUS

YST.. J r" ' " 斗 .1 人 付二Jj l :府'Î !lL :J)~L 的 _ _ )l 5. k ， ' ， ~( o . 

材料和 万 法

1.细胞大革; 黯 :拍系统 ,,:1: j 夹[:， iOndotro iJ iCS 

1斗 i! 'J I吃 11 lll l~:.""(-t<Jq ， .<;) !二 ~li . _L~ q-'v lÿ... J \~;. 二二统 八CUSYSγ­

J rT.'l ~:I::j~ ， j~~~ n : 1", ! i j:\ 二|斗气「在汩汩的分的尸 物。在1j;4 l民运
，拟g曲B 

丰转♀正，吕吊ι; ，二 斗ι， .，问吁 匕已1， ;沾注:~必i注jj:一iυ! 3γ-;忏浏并fL i.c二U;

j谁址虽如{μ，』jl飞「、!江1

j抬ErJJ饵7扫πiLL 马旨~ ( DO )儿、 ii市甘川iω心 控烛~'l讪斗训1 ;儿L~阪走打浓t!比tι， l以) 攻 í:f/J小j卜\寸It时JJ启吕 J养朱 i浪浪

机扣!门j川H川1. Ìi占与导f门的1巾9钊i前1汪汪，人 巨巳; 、 !仆飞: lj斗υ协j}切圳j川川:川l民k 旦柴i :L, 飞 f~认、 γhlò '八飞\、 i t !扫'lL '名.7 :" .1λ7ηl

r~l: 1':山:马i 功 i运亘丰νi; 1中扫 A坦:h主i马;如j\;'l j扒乍飞钊.~.:卅千付作1乍τ才1川[门i 。

2 . 杂交密株和细胞的 大量繁 殖条í~二 'á也、人

体 )jTJ;:，~: 'f'.jfL (lgG , ) r';~J小队杂交剧性 Hepél t1J.l- l 儿 ， j，，: jiJi

肝癌主íj.f}L节n fL iJ l{r: i 9 8 5 年建立的 ， 共 j; 。 并朵 l丰J也 i址 ;)!、

此项'1T作得到Ji飞|综七 /i科技 ):'J!.主iJ 了'-l合乎I/!Iqjj科学
院七五. 1重大科技项目合同资金 !ff助 。

~~t f!~:: 、 p 、 王亚 11， 、 ， :'~'J 敏桨';，. ，]，山谷 jjJ :j!: 斗、 le ifT:; a 
, I'j' rl 千(牛 二 rj; j i'L'GL~ J~ ~ ;:1刻 1'. T~ ! ~:、，1" ， ~l:~'- tl!. U 
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第 12 卷第 1 刷 却l 怕 主! :. 4初 '兰为:itL; 4'1 

;等的报道[Z ! 。经检到元文jS{体污染币 ， {i二 ;+: 兰卡纤维系统

的生物j幻飞怆 (b iorcactor) q ， 一队长利。 2 )( ] 0:8 细胞 ; ~jlJ~

逐渐附有刘填充;(.1: 巾 '过去|州注监外州的沟 主rßl'~ (!'j~j5构

1.11 :伍长 ， 繁殖。大量注:泣如JJi<J JvíJ 目 的基灿Ji~ Ý'fl工 -:h DM­

EM， 仨丑按;::豆叶j jjii î ;. %~航 !)'if ü . s 克 ， 葡萄糖 4 . 5 丸 ，

NaHC0 3 ;, ,,'[, ~止南海拳、 民: '~1 _~'~' .. ξ万 l'延东各 [00 'Î ' 

(î(.!毫升。 pH 1l1. -'-':1 7. 2 一7 .. ..1 0 J~~乔液'1 1 却i J..! jj 、牛 iÎI L ì自

ft 跤， :Jf\户 H、.j"j'1 ~()% ， 白-:~~轩 1 0 :)( j，:~'I~平低于q υ % ;fjl

2.5 ~6 n -'r>j券略性{片~J~f !'!. :1 7 士 。 . 5 '(; 。 循环管iil J_j ! j;:~ j:在:

n0 DO (iL;~ 11斗 !: i ,(1; 80 - ,200 mmHg , . f，;主吉~_:1~j:f:: J2 0 

11】mHg k. : i 。小 ; f、，.B~~统 (1组 {'rl Ct :il~ì i{，、信:iìi ( intc gratioll 

circui l. ) q~ ， fH _i-i i养 j夜 6i :l'.-{;泵 i在注 Jft养浓的速度YL150 ml 

/小 l付 ; .([.)1 i有 (ïi自 J1.、 ~~bä ( 巳xpansion circuit ) 1-1. 1 ， 向

l次失{~Ii Y!~ ~展收巢， è，-:Fd牛的 Jrt液 ，升始 /'0 )(7'1边放收集，

5 .l1l 1 j小时 3 以后 lli llW 在，.主LI年 i陈子!j 5 % 11 i 2 ~ 6 flJr发为ílt

;美 il艾先 ， Su mì j ö /j 、 IIJo ì三旦:二 占古拉 1忖

JJ 唱 !l l j 可 j) ; 1:朵 '; ' ， i l 川 J 。

度的标准品线， 时从在jiìífrJu 线上边向 1 :j fÁ%测抖' 品 OD

{( iJI: 、(:J)江 i:甘 j I L;斗、 ì~i( ~ 泣 。

结果租讨论

1. _.些设置点的确定

斗'(使!'!J 中 生:: } í. ííl. ~}.~例 lì(!0 示:统 j 、 3 繁夕11::i fj

~li ， 丁 j:. ?~< 目标?' 川之自 Ij ~ ~ 'l~}0. 以 'll~' 月 L 8~'! 止 i缸 IK

J♀ )j)l : ' j~ ;rjd /1 民 h\i 纬1 1 j [1 fA、 的 >l二斗 /1代ì~ i 特 点 ， Lt 

Nî l .j :fH )jêL ~i. ~ 长 ，向 f足的 J};. 介液 pH í白， 、葡句精般

nj(骂 、 乳白毛j z『 ;二 、 ÚIL ;肖 {;巳且与} I 二 物浓tt Ij甘A 系

等。士过J川、J II>~ ,1< !r;、 {斤 ， 确 ;:二 {I : A CUSYST--

Jr™ 系统仁ijj三j细胞止长和/; 二 :物 对 d2: ~ J : -(J 关 /'!{j较

;王 J ; j 的 苔数 。

j!f1 1 , :2 :桂静止并lU;i;' j,.:: :: ;-:;~0、 1J L 人 ilf癌川 克

隆抗体 杂文 :j{! lIepama--L tlfi llU li\fí均 刑二' jj金~， I ;

，1: 。 jJ 、 l _~(--! ]. I;j 见 ， 二丁11 i) ~ ~片长相 : growth phasc) 
L 细胞没长状泛的ih满 ， !' t~j ll. 1 注 H 吁ìs:物 A 

和n:~ 协祀的占1 边 pH 他 ;;二: i-l ;>ι 忡的 c Híf 者注:边
N. !\;_i_系统 li' 的 rH Jit/T;IL!. }反丰11 DO j i i示 昨11坟 /. 做机监 ' 

于拉川肌~~川A血汛川:才业圳低[[恒札川:反氏川1乙.U . I忖?们川仆J七忏川~rl币~f{ ~J吐J 白ωi

以州耳取肌肌卫汇L川"川川μI川川川l川川币7J斥r(:ìJ'y仰川F牛协叫协豆J柑柑淌少彼如加‘Y飞f叫~J ì 怆j-.~jYl川切以11:1附{怀川川川手利叶|呐喘A均斗 吃甜4州峭1.哼咐j非板柏刷刷苍挝怕W刷J占卅M忖!川州州#利刺l川| 武川峨乱般是 川J川A1千"1. /叶〉习i夸数{|?f九ttl4 1俨7 . 4 ，斗i j户)民而ω耐h削ω耐i川旧j后时岗

动态 ， lki比巳υ以川巳川州!~ωl

) ，(.:肯引斗引: S旦iψE引伊Jl川、

4. 抗体效价的检测和JË最 I 

". 
( 1) JFj ''2. I~ 二荧光!，!lJ按 ii、 (l F ) 出I} '/:~ -L~j: .d\. ~ ë~ _5t +f ~iijf; 'j 

1'，IL i'木 、忱。 '，\/":': fI )il'j):J 'SF :~竹!flm~ QG Y -77 0 3 è ìl )j:" 乙1 5J~

月T J凶;:，~' ~i [ jlh 气 p!; ÍIÏ' ,Ç! 'J:' ) , ',J!l.;,'\, fH 怡、U 人~.f~U医1 ;忌 L )Ji. t81jJi.J 

CNE. t0 ; c 01,: ') ;!j 七;2 i.Y!iJ I~: \j ii义 Jtj夜 !~川fip '宅 jJL í4; ì'~ 

:J'i: i/rt~\0"二荧光 :学( FlTC) 朽、 l己的 S~~ ~'! L 以 19G JJ,'Ui;: i践中 fl L : 飞

山J. i/; 川川i~ 1! ~ : ;， , hi :!'úJí- ì'LiiJ: ì~ 阳c ， !MW14护J
G-2. : ;二..:;. " ])/_~AE 二 r- '.~~ r. ~f~:枉 ! 可 lTr ， 且;( ， F /f飞/:仁 /)'Jt _i 飞

~ 

一 3 i'1J:' ,;;;j in:',G.JIJ o f.\ fi" : U.\7étk，: ! 己稀样产 染'0，hj' .' 

{t.远，'j、f 二λ)~~ )斗 í~1悦 ( f- i ;j，: O l ympus ) - l 、注桨 ， ÚT~JW !J!与
民荧Jé ';, ;' " . '-飞:l~J 炎.1，μ l川、ì ' ) )江冬 1， 0 ' lj ;} 、 ! l~ iji!:JJ.j

有1别 占: { .j' !>. 安阳性对 Wt ， ~' ::-I白 衍:1，'主}pbì': 反1~/.外， 放

价 U! :,;: I j 门 J~! 飞;' 「 11 汀 ! _ì.:.~ t.ï., ':IJ {~i~ ;~ ;.< i ，> r(~ f:';. \ld:~IY: J ;~'~ 

价具向 r才 lGr~ ，。

(2 ) i U I,J..lS I\ ~( iil í.!, : f'A'. . í' 与 j !I{'; ; '.~ :lí _~;~ i~ [l: ! ~ ; .j"'L l'木 rl包

含5 0 检测ilT'( ,'; . j, W Glte r.~的报~. [3 ，1 ， ~ ;; .:.~'f仪

扩L休 fll 圳机:hl 马':.( {~~;:i t.~IJ ，1川 :'， .4,: L I 'J，/，'】 比 I ， i' f' ~ 斗 ~1'/t/J \ 后L

IgG ， 反应底物为四叩 ;， i‘嵌 ;录如\ _ L1主f.! ~ r! 大 1号': ~L{七救
:øf~E[) o m DG-I \!， "i( !μi'>iþ::j 仪 i rf'IJ;~ :(苦 fp: rt!. -}守i
f ')该取Jé密J_'<. (υ JJ .l • .， υ J ， /LII 1 'L~r ()~z 衍 '小时 IgG 浓

\ mg/ ~l , \:rL萨浓度为 2 00 mg/dl " 将过问 - í '相元

' 在数输λ微机系统， fîτ ji JI川I!J!JR ilí川川状态的

ì):ft点t上 ):i :ì ;~: l~ìι 

2 . 抗体分规动态及与其他搭载的关系
E n r s 

taA 

I ' 

pll 
K 

J节 rH
至1叫主 r6
"'" 800~ 气i

7.50 

寸 7. 4 0

-i7. 30 

-
.- 一.鼻_ . -

17. 10 
48-7~---nÕ一-144

I , 11.t阳J ( 小 11.t>
24 

回 1 细胞密皮、 pH 与抗体效，1'1'的关系曲线
-e一.→细胞丢 1; 、
--Á--.... … pt i 

一幽 一 幅一垃价
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细胞生物学杂志 1 9 !J 0 年

l组 3 J芷 ;/J 、 ， 在 ;制1 1' Hepama一 j 细胞后 ，

ACUSYST-Jr™ 运抖 60 元时间内 ， 分泌抗体

效 价与葡 ~~'J ~~: 1'~取吊 、 乳酸、 J ;在手11 DO 的功态

失京。从 1主咱J) IUl ~l~可 以 G Jil ， 运钊 i. O 大!吕 抗体
放价就达到很i川农 i~.( l: ;:; 1 200) 。从 j '(1 3 11:11 !J(_ I开

Adit + 般也势 ，百， (J: J~';;. ;，.川在i 1i=1 :iL 陀 J o e-; l; 上升- 1 1-]­
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图 4 在中空纤维系统中 Hepama-1 杂交'细胞

分泌抗体的动态
(1) 按平1 I细胞数

2 X 10 8 细胞 ， DMEM+ 20%小牛血清
(2) 5 ml j hr , 10%小牛血清
(3 ) 30 ml j hr , 5%小牛Jfu_j青

(1) 30 ml j hr , 2 . 5%小牛 rffl清
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图 5 中空纤维收获液与小鼠腹水及静止瓶培液
中抗体效价的比较

1. 小鼠JJD:水
2 . 巾主纤维 2 0 %小牛血清

3. >11 空纤维 ， 10 %小牛血清

'1 . 静止)旺 ， 20%小牛血清

产fF约 5 克。 这些数值均达到用 ACUSYST­

Jr™ 生产 IgG 的较高产量水平。

3. 中空纤维系统收获液与小鼠腹水中生

产抗体的比较

利用小鼠腹水生产高浓度的单抗已经是一

项成熟的方法， 一般每只小鼠腹水中抗体浓度

在 10 mg/ml 左右[4) 。 我们随机取按手[1 Hepama 

一1 小鼠腹水 1 份， 与 中 空纤维系统中和静止培

养液中抗体的效价作比较 ， 腹水抗体效价大于

中空纤维系统培液所含抗体 16 倍，而后者又高

于静止瓶培液中抗体 1G 倍(图 fi ) 。

这一结果也反映， 在实验研究需用少量单

抗的情况下，市IJ备腹水仍是-种经济有效的途

径p 但用于实验治疗或诊断， 需要量较大时，

就难以满足要求， 另外经济效益也差。例如

Hopkinson 的报告[ 5 ) 中 曾有过比较， 以中空纤

维系统 Vitafiber Type II (Amicon ) 生产单抗，

每 400 ml 超滤培液中单抗 含量可达 2 . 5 克 ， 纯

度90% ，而 200 只小鼠平均 800 ml 腹水中只生

产 50 %纯度的 4 克单抗。 *文应JTJ ACUSYST一

Jr™ 生产人体肝痛单抗也接近 Hopkinson 报告

的水平。如果再考虑到生产腹水所需一定数量

近交系小鼠的繁育，以及纯化!血水所含抗体过

程中会有相当量的损失 ， 这就更显示大量生产

单抗时应用中空纤维系统等类似设备的优越条

件了。

摘要

本文应用中空纤维培养系统， 培养分泌人

体肝癌单抗的 Hepama-1 小鼠杂交瘤株， 连续

生产 120 天 ， 早抗的总产量为 20 克左右。
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