
?细胞枕学与细陇生化 i
技术讲座 l 用于大量制备单克隆抗体的

B淋巴细胞杂交瘤技术

黄嘉陵

(中同科学院上海细胞生物学研究所)

HJ于大亘古IJ备单克隆抗体的 B 淋巴细胞杂

交瘤技术，是当今生物学领域中可以和 DNA

重组技术相提并论的又一重大成就。

众所周知，动物对于特定抗原剌激的抗体

应答反应极为复杂。由于种类繁多的大量免疫

应答细胞共同活动向结果，每一种抗原均可为

针对其不同抗原决定簇的各种抗体所识别，而

每一抗原决定簇又可为多种抗体所识别。据估

计，纯系小鼠的抗体库范围位于 1 x 107-5x 
107 间，每个抗原决定簇可为多达 1000-8000

种的不同抗体所识别。但在实际工作中分析小

鼠对于这些抗原的反应时，却往往仅能测出其

中的 5-10 种抗体，不过是抗体总库中的一个

随机样品而已。天然抗体系统所特有的这种高

度复杂性和异质性，便决定了很难或根本不可

能由此jfjlJ备可重复的针对某一特定抗原决定簇

的抗体制剂。这就是为什么长期以来体液抗体

的用途受到严重限制的主要原因。

然而， Milstein 和 K副ller 于 1975 年在

体细胞杂交技术基础上创立的淋巴细胞杂交瘤

技术，却从根本上解决了这一难题，终将免疫

学家多年来渴望获取纯净均一的单一抗体的梦

想变成了现实。他们使已适应体外培养的小鼠

骨髓瘤细胞同经绵羊红细胞免疫的小鼠脾细胞

融合，发现融合细胞既具有亲本脾细胞分泌抗

绵羊红细胞抗体的能力，又具有亲本瘤细胞在

体外培养中或作为移植瘤在小鼠体内不断增殖

繁衍的特性。于是，在一般培养中不易存活的

分泌特异抗体的 B淋巴细胞，通过与相应的骨
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髓瘤细胞融合，便成了"永生"的抗体形成细

胞。而且，无论抗原复杂性以及淋巴细胞供者

的整体免疫状态如何，只要具有产生针对这种

抗原的抗体的 B淋巴细胞，均可借此融合而获

得无限繁殖和永久产生该抗体的能力。这种融

合细胞就称之为 B淋巴细胞杂交瘤细胞.通过

克隆化培养，将此杂交瘤细胞培养成克隆泵，

即可由不同细胞系的培养液或接受移植的小鼠

腹水或血清中，获得大量的分别针对各抗原决

定簇的化学结构完全相同的单…抗体。此即所

iif;单克隆或单株抗体。

由于淋巴细胞杂交瘤技术具有j\JIJ备的抗体

纯度高 2 专一性强和重复性好，以及适于由未纯

化的抗原大量制备等显著的优点，因而在短短

的几年时间里，即已被广泛地用于制备各种单

克隆抗体，而迅速地发展成为兔应学以及涉及

免疫学的医学、细胞和分子生物学领域中的→

场革命.最近，在探索用于融合的人体浆细胞瘸

系方面的成功，为单克隆抗体直接用于人类疾

病的诊治，特别是人类恶性肿瘤的免疫诊断，以

至最终实现免疫治疗，开辟了更沟广阔的前景。

本刊去年发表的译著"单克隆抗体和细胞

表面抗原"一文，对于淋巴细胞杂交瘤技术的

原理和某些应用已有详细论述。本文仅结合个

人的一些实践，就此技术的基本方法作一概述n

-、港溃、培葬滞和细胞悬嚣的制备

1.完全的 DMEM 培葬液 (Dulbecco气

modified Eagle' s Medium) 

[ 5] Sutcliffe, J. G. and F. M. Ausube1. 
Genetic engineering, Chapter 4: 
Plas lIlid cloning vectors. p 94--9 日，
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44 细胞生物学杂志 Hl 日 l 午

由 400 毫升 DMEM 培养液同 5 毫升

100mM 的丙嗣酸纳、 5 毫升 10 ， 000 单位/毫

升的青霉素一链霉素液、 5 毫升 200mM 的L­

谷氨眈胶、 0.25 毫升 0.1M 的2-蔬基乙醇、 100

毫升灭活的小牛血清混合而成。可贮于 4 "C达

6 周之久。

2. 次黄瞟岭和胸腺嘻睫核苦 (HT)的

100 倍贮液

称取次黄瞟岭 136.1 毫克和胸腺唔腔核苦

37.8 毫克，在 45-500C水浴中溶于 100 毫升

重蒸水。除菌过憾，按每管 6毫升分别注入小

试管，贮于一 200C 。

3. 氨基喋畸(A)的 100 倍贮渡

称取氨基喋岭1.76毫克，溶于含有 0.5

毫升 1N NaOH的 100 毫升重蒸水中。 以 0.5

毫升l1V HCl 中和，除菌过滤，按每管 6毫升

分别注入小试管，避光贮于一 200C 。

4. HAT 培养渡

取 500 毫升完全的 DMEM 培养液，分别

加入上述 HT 贮液和A贮液各 6 毫升。

5. HT 培养液

取 500 毫开完全的 DMEM 培养液，加入

上述 HT 贮液 6 毫升。

6. GKN 溶液
称取 8 克 NaCl 、 0.4 克 KCl、1.77 克

Na2HP04 .2H20、 0.69 克 NaHzP04. HzO 、

2 克葡萄糖和 0.01 克盼红溶于 1 升重蒸水，

过语:除菌，贮于 4 "C。

7. 50%的聚Z二酶(PEG)溶渡

加热使 PEG 融化并经高压蒸汽或水浴沸

腾 30 分钟灭菌。待冷至 500C后， 加入等体积

预热至 50"C的 GKN 液或无血清的 DMEM培

养液。混匀，按每管 0.5毫升分装，贮于

- 20"C。

8. 细胞愚液

(1)骨盹瘤细胞 用于融合的骨髓瘤细胞

必须是纯净的处于对数生长期的细胞。为此，

最好在融合前一周，将骨髓瘤细胞转移至含有

原用于筛选建系的碱基类似物致死剂(例如，

P3-X63-Ag8 瘤亲为 20 微克/毫升 (1<) 8- 主(鸟

i男岭， MPCll-45.6TG 珩系为 5 i;~~lifJ'远:Jl的

6-蔬基鸟瞟岭)的完全 DMEM 培养液中培养，

而后逐步扩大，使细胞浓度于融合吁天达到对

数生长期时的 105 细胞/毫升。最后，二f200 x g 
离心 10 分钟收集细胞，用 GKN i'fì: l夜洗涤一

次，并经台酌蓝染色计数证明活细胞数在95%

以上之后，即可悬于 10 毫升 GKN 掖供融合

之用。

(2) 免疫小鼠脾细胞 取 8-12 周龄、最

好与骨髓瘤细胞同系之小鼠。于初次免疫后 8

-4 天或再次兔疫后第 8 天，拉颈处死。经

70%酒精浸j包消毒后，于严格的消毒条件下打

开腹腔，取出脾脏，放入冰浴上盛有 10毫升

GKN 溶液的培养皿中。然后，去除粘附的脂
肪或结缔组织，将脾脏放在小烧怀口的 90 目

尼龙布上，剪碎。在滴加 GKNi在液的同时，

以注射器柄轻轻研压脾块，即可由尼龙布下收

集到均匀的脾细胞悬液。如于 GKN 溶液中将

脾脏纵切为二，用弯头慑轻轻挤压，使脾细胞

外逸，或切去脾端，用小刮勺在脾膜上反复梳

理，使脾细胞由端口释放出来。而后，移入离

心管，在冰浴中静置 2-3 分钟，借白然沉降

以除去脾细胞团块，也同样可以知到均匀的脾

细胞悬液。混杂在悬液中的红细胞，一般可用

6 毫升预冷的 0.83%NH4Cl 溶液悬浮， 于冰

浴中静置 10 分钟即可使其破裂而除去。最后，

于室温 170x g 离心 15 分钟或 200 x g 内心 10

分钟收集脾细胞。再用 GKN 液洗涤二次，并

经台盼蓝液染色计数证明活细胞占 95% 以上

之后，即可悬于 10 毫升 GKNy夜归、融合之用。

通常，可由一个小鼠脾脏获得 5 x ]07-2 X ]08 

脾细胞。
(的小鼠腹腔巨噬细胞取 12 周龄以上

最好与骨髓瘤细胞同系之小鼠。雄鼠腹腔脂肪

较多，在用注射器吸回液体时，易{~H头附塞，

故以选用雌鼠为宜。小鼠在拉颈处死j汀，同样

以 70% 酒精进行消毒。然后，剪H腹部皮肤，

用慑子拉起腹壁，以注射器向腹腔 iì: 入大约
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第 3 卷沟i\ 3 JUl 细胞生物学杂志 1~ 

4.5 宅升。 .34M 蔚糖1夜或无血清的 DMEM培

养掖(而泣射 '?if内留下的 0.5 毫升液体则可供

排除计头墙边之用)。在用摄子轻轻按摩腹部

之后，立即用原注射器将注入的液体吸回，移

入出心衍， -J二 400xg(使用 0.34M 蘸糖液时〉

或200 x g(侦 J !J DMEM 培养液时)离心 10分钟

以收集细胞。通常，可由一只成年小鼠获得

总数约为 3x 106 的腹腔巨噬细胞。 最后，将

其悬于 HAT 培养液，使浓度为 2x 105 细胞/

毫升。 +tH主缸子L 0.5 毫升分入 24 孔塑料培养

板，成J主毛j:孔 0.1 毫升分入 96 孔塑料培养板

的各个站.j~孔中，置 37"C水蒸汽饱和的含 5%

CO2 的培养箱中温育，即可供杂交瘤细胞的选

择性培养成克隆化培养之用。

二、细胞融合

从~Ill JJii M~ù合开始直至最终获得一定量的单

克隆抗体，民间要经过为期数月的一系列实验

步骤(见附 1 )。以下将首先就关键性的第一

步←-~IHJJ也融合实验的各主要方面作一介绍=

1.动物的选择

l}J 物的边J萃，主安取决于用于融合的瘤

系。迄今共有使用价值的瘤系，仍限于大鼠和

小鼠的竹恤础细胞系。虽然最近在建立兔和人

的陆系方IíJi已取得重大进展，但至今尚未到达

可以 iT油加以使用的程度。至于小鼠骨髓瘤细

胞与兔成人淋巴细胞的种间融合，也远不如小

鼠付随蛇! ~H~)J包与大鼠淋巴细胞的融合那么来得

有效。 l且此，目前的最好选择，似乎还是小

鼠。况且，在已建立的小鼠骨髓瘤细胞系中，

有的已元"Ë丧失了产生自身 Ig 的能力。 而各

类小鼠 19G 又均能同金黄色葡萄球菌的 A 蛋

白结合，这对于抗体的纯化也甚为有利.

迄今采用的小鼠骨髓瘤细胞系，均来自

BA L13/C 1\/1 系的小鼠。故以 BALB/C 小鼠淋

巴细胞与抖融合所得之杂交瘤细胞，在注入小

鼠腹腔之日，日[J作为该系小鼠的肿瘤而生长，

同时i 叮ititi效价的胶水。若 BALB/C 小鼠对

- '!I:j íi:: i/L趴下(:!Ui~边免疫反应，则可改用其

m却(!是"t

乓丸
骨髓峭细胞

{在:fIl织培养中生长

固 1 单克隆抗体制备实验流程示意图

它品系〈如 C57BL/6 或 NEB)的小鼠。一般，

采用雌鼠，以 8-12 周龄为宜。

2. 兔擅

一般不必进行高度免疫。如抗原为可能

性，可先由腹腔注入混有 2x 109 灭活的百日

咳杆菌、经明矶沉淀的 100 微克抗原(蛋白)，

进行初次免疫。 1-3 周后，再由腹腔庄入同

样混有灭活的百日咳杆菌的 10 微克抗原的水

恪液z 或 4-6 周后由腹腔或静脉注入含有

100-200 微克抗原的生理盐水液，作为加强

注射。若改用完全佐剂对抗原液作乳化处理，

而后再进行免疫，也同样可以收到满意的效

果。如抗原为细胞，则可由腹腔注入 2x107细

胞 ， 2-3 周后重复注射一次， 3 周后再注入

相同剂量的细胞进行加强。一般，加强注射最好

通过腹腔或静脉进行，以确保抗原到达脾脏。

若需进行高度免疫，则以小鼠于最后一次加强

注射前有 4 周时间的休息为1。
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至于什么时期的 B 淋巴细胞最易于与骨髓

础细胞础合 ， 目 前还不甚清楚。一些观察表明 ，

阳性杂交到1细胞出现的高峰与小鼠血清内专一

抗体的效价水平不相平行\ 多半位于血清抗体

商 IIJ手出现之前不久。 所以 ， 通常子初次免疫后

3 - 4 天或加强注射后第 3 天，取脾进行融

合。 而且， li2 :! !:一次免疫 8 只小鼠，以其混合

脾细胞进行融合 ， 或各取-个脾脏分别进行三

个独立的融合实验， 以弥补单用一个牌脏 flt可

能出现的不足之处。

此外 ， 如主要免疫反应出现在淋巴结，则

可改用州、 巴结细胞迸行融合。如果小鼠对特定

抗原不产生体液抗体 ， 便难以获得专一性的杂

交瘤细胞。此 !H ， 在体外以抗原刺激已接触过

抗际的脾细胞 ， 或 ;|守此脾细胞同抗原一起移入

经过照射 的宿主小鼠，则可能有助于专一性 B

淋巴细胞的边一步曰:集。

3. 用于融合的主要痛系

杂交瘤工作早期采用的小鼠骨髓届系 ， 主

要 系源于 MOPC-21C又 柏: P别的 P3-X63-

Ag80gG 1 • K) 丰1] MPC-ll (lgG2b 、 K)。此

后，为避免骨髓瘤细胞自身免疫球蛋白的干

扰 ， 进一步从这些脑系的逃到仅含免疫球蛋白

轻链或不合成任何免疫球蛋白重轻链的各种变

种。

农 11书所歹Jj， 民p为迄今已成功地用于融合

的主要骨髓瘤细胞系。虽然在一个实验中同时

对这些瘤系进行比较的 'ÌI 'j3~很少，但据一些研

究者报道. 其融合率似无显著的差异。只是瘤

细胞系本身会去;生改变， 或融合率下降或抗体

合成不稳定。 因 此， 在初次融合时，切忌单用

一种瘤系， 而至少必须选用 3 种不同的瘤系分

别进行融合。然)13，从 1:11排出结果最佳者大量

冰存，以供往后融合之用

表 1 用于 融 合的主要 骨髓瘤 细 胞 系

系 名 ! 染 色体数 l IE 米 源

P3- X6 3- Ag8 65 
P3-NSI-Ag ~ / l 65 
P 3- X 63 -Ag 8. 1i . ;, . 3 58 
Sp 2/ 0- Ag [ !t 72 

FO 7~ 

S 19 ,)/5 XXO .υ U . 1 
MP C 11- /15.6 TG 1. 7 62 
210 . }{ CY 3.Ag 1. 2. 3 3~ 

上述这些瘤系的细胞，均可用完全的

DMEM 培养掖或同样补以 20% 小牛血洁的

RPM I 培养液培养 。 除部分瘤系 (如 NSI) 对

pH 偏{成的培养被耐'二性较差，而必须在 7%

的 CO2 条件下培养之外，大多采用 5%的COz

进行培养 。 :i!ll 1斤 ， 细胞在浓度低于 104 细胞/

毫升i叶生 长似怪 ， 副于 104 - 5 X 105 细胞/毫

升时达纠M :Ì!~;生民。然而， 一旦达到最高浓应

5 X 10 5 细胞/~7l之后 ， 细胞成活率即迅速下

降。冈此 ， 一川是必须视细胞的生 长情况， 每

二 -一乃 )ç ûH f … 次W f~l义扩大培养 u

叭， K MOPC-2J 

K ，非分泌型 X 63 
不 合成 X 63--Ag 8 

二，:.:合成 ( X杂6 15-〈A?首igBXBALl3/C) 

不 合成 Sp 2/ 0- Ag 11 5c: 1公

不 合成 ßALB/C 小鼠

γ2b ， K BALB/C 小鼠

K Lou 大鼠

4 . 促融 j'f!J

杂交瘤技术是在体细胞杂交技术的基础上

发)t是起来的。 关于细胞融合机理、促融剂和11类

及其优缺点 ， 本刊 1979 年在者的"细胞杂 交

削究的一些进展"一文， 已作了系统的阐述。

同体细胞融合一样， 杂交瘤工作早期使用

的促融、剂一一灭活的仙台病详，已逐渐为化学

促融剂聚乙二醇(PEG)所取代。 Davidson 等

于 1976 年建立的 ， 以 PEG 访在哺乳类细胞

融合的方沽 ， -U!'同样适用于淋巴细胞同瘤细胞

的 ï~1( -2ì 。 他们 :ÌJll .ì1去 !应 i证 明 ， _- ' jï- .l ~J分子 :自 <'l llO一
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6000 的各种 PEG，在 40-60% 的浓度范围

内，均能使细胞融合，唯融合率的高低依分子

量和浓度的不同而各异.一般， PEG 的分子

量和浓度越大，其融合率越高，但其细胞毒性

和粘度也随之增大.所以，在 PEG 浓度为

40、 45 平日 50%时，以 PEG1000 的融合效果

最佳;而当浓度增至 55 和 60%时，则转变为

PEG400 最好.不过，若将两者相比，仍以浓

度 50%的 PEG1000 的融合率居高，且受残留

培液稀释而至融合率下降的影响最小。此即

大多乐于采用浓度 50% 的 PEG1000 或 PEG

1500 作为融合剂的主要原因.

为将 PEG 的毒性作用减至最低，除必须

注意选择适当分子量的 PEG 和最适浓度之

外，还必须严格控制1] PEG 处理的时间.通

常，以 PEG 处理细胞 1-2 分钟， 而后通过

立即离心或加液稀释，以及时终止 PEG 的作

用.至于浓度 50%的 PEG 对于蛋白质的凝固

作用，通过使用无j虹洁的 DMEM 培养液或

GKNi在被即可加以避免.

此外，由于 PEG 溶液的 pH 值常随其批

号或配制后的存放而改变，且据 Sharon 等报

道，以 pH8.0-8.2 的 PEGi窑液进行融合时的

融合率最高，故以临用前再对其 pH 值进行一

次检阅为宜。

5. 饲养细胞(Feeder Cell) 

在组织培养中，单个或少数分散的细胞多

半不易成活，通常必须加入其他活细胞方能使

之繁础。这种被加入的活细胞即称之为"饲养

细胞'\同样，在杂交瘤细胞筛选、扩大和克

隆化培养过程中，也必须加入这种饲养细胞或

培养过饲养细胞的"适应性培养液" (Condi­
tion巳d Medium). 

通常被采用的饲养细胞，主要有小鼠腹腔

巨噬细胞、小鼠脾脏细胞、小鼠胸腺细胞和传

代培养的大鼠胚胎成纤维细胞等数种.前三种

细胞均不会在组织培养条件下繁殖，故尤其适

用于液体培养的杂交瘤细胞.其中又以小鼠腹

腔巨昵细胞的使用最为普遍。而j大鼠胚胎成纤

维细胞却具有在组织培养条件下分裂增殖的能

力，则仅适用于以软琼脂平板法培养杂交瘤细

胞时铺于平板底部.看来，无论采用哪一种词

养细胞，似乎均能收到满意的效果，只是人们

习惯于使用自己用熟了的那种饲养细胞而已.

6. …种行之有效的细胞融合方法

迄今文献中所见之融合方法，并非全然相

同.例如，融合时的温度条件，就有室温和

37"C之别;而用于融合的脾细胞和瘤细胞数，

则更有 1:1 、 1:2、 1:4 和 1:10 等完全不同的

配比.但就多数报道的融合率而言，似乎在这

些条件下并无显著的差异。现仅将由 EMBO­

SKMB 去年举办的"杂交瘤技术讲座"推荐，

并经我们试用证明确属行之有效的一种融合方

法，略述如下g

如图所示，首先将悬于 GKN 液中的 108

脾细胞同 5x107 骨髓瘤细胞，混合于 50 毫升

免疫小鼠培养的骨髓瘤细胞 正常小鼠

~这虽t> ~ 
j l l品(悬液)
~国取牌 l 照1

AOR牌明5叫细胞 J 离心
U(忌]' L 1<烛FGKN液 ) 1飞患于250毫升
t;过 GKNì在) r;;:;1 [_l:J HAT培养液v" /V 也l

网i昆合 40叫入映
::,:::j "1孔捕 1，恨的480个孔内

认每F
fτ7 叹，户~.I ， i ，'i Wi !正 rJ.{l.l";<;升分入 1'，述这些
-- JlfJf板的础。个孔内

U1tJJ ,IH'50 
I:;~J;::I 培养液

分钟内 bU入 U主3
10老刘 GKTì战 4 

ljf f 「
固 2 细胞融合方法示意圄
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的锥底离心管。然后， 以 GKN 液充满，于

170-200 x g 离心 10 分钟。吸净上清液，以

免残液稀释随后加入的 PEG 而降低细胞融合

率。继以手指轻击管壁，使管底的细胞沉淀混

匀如糊。而后，在轻轻振摇下，于室温 1 分钟

内逐j商加入 50%的 PEGO.5 毫升。或将移液

管直接插入沉淀，边加边搅拌，使细胞尽可能

保持均匀悬浮状态。随后将细胞悬液于室温静

置 90 秒钟。再于 6 分钟内开始逐滴地慢慢加

入 5-10 毫升 GKN 液， 以及时终止 PEG 的

作用。最后，让悬液静置 10 分钟，再经 10 毫

升移液管轻轻吹打数次使细胞团块分散之后，

即可使用加有饲养细胞的 HAT 培养基，开始

杂交瘤细胞的选择性培养。

(束完待续〉

…---回...._.…-唱二 -工l' ..... .... .... 8.. ....... 
叶秀珍等 z

固版说明

图 1 兔红细胞折光性强， rJ]形。位相差显微照相 x 1200 

图 2 兔红细胞血影 绝大部分为圆形，暗灰色，折光性弱。位相差显微照相 x 1200 

图 3 兔红细胞血影与人肝癌细胞 (BEL-7402) 融合后，血器与细胞紧密凝聚， 有些血影正与细胞进行融

合，两者尚可辨认，位相差显微照相 x 12()O 

图 4 装载 FITC-白蛋白抗体的血影 显均质荧光，荧光显微照相 x 300 

图 5 人肝癌细胞(BEL-7402)与装载 FITC 白蛋白抗体的血影融合后部分细胞质荧光反应呈阳性。荧光显

微照相 x 420 

图 6 大鼠肝癌细胞(CBRH-19)与装载 FITC一白蛋白抗体的血彭融合后，部分细胞质荧光反应强阳性。荧

光显微照相 x 420 

图 7 装载印度墨汁颗糙的血澎 血起内有细颗粒，较粗大的颗粒位于血影膜上(箭头〉。位相差显微照相

x 1600 

图 8 人肝癌细胞(BEL-7402)与装载印度墨汁颗位的血影融合后有细颗粒出现在肝癌细胞胞质内位相差显

微照相 x 1200 

图 9 与血路融合后的人肝癌细胞(BEL-7402)继续培养 20 小时，胞质内尚可见细的墨汁颗粒，甲醇一冰醋

酸。:1)固定 Giemsa染色 x 600 
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