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撰 写 ， 直 至最终完成 ， 林 老 师都始终给予 我 耐心 的指导和支持 ， 我取得 的 每
一
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利 完 成 。
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最后 ， 我要 向 在 百忙之 中 参 与 审 阅 、 评议本论文 的各位老 师 ， 向 参 与 本人论
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朱 晓黎

２０ １ ７ 年 １ ０ 月

Ｉ



浙江大学硕士学位论文


摘 要

单克 隆抗体 （ 简 称 单抗 ） 用 于检测特异性物 质 ， 已 成 为 生物学 、 医 学 等 领域

的 重 要 工具 。 兔单抗相较 于 鼠单抗具有 更 高 的 亲和 力 ， 广 泛用 于 科研和 疾病 诊断

试 剂 盒 。 体 外杂 交瘤 细胞培 养是单抗制 备 的 重 要途 径 ， 传 统培 养基 需 要加 入血清 ，

易 造 成批次 间 差异和 培养体 系 的 不稳定 ， 且存 在
一

定 的 污 染风险 。 本 文 针对兔单

抗制 备 的 工程 细胞株 ， 包括兔 骨髓 瘤 细 胞株和 融合 后 的 杂 交 瘤 细胞株 ， 开展 无血

清培养驯 化 ， 以 去 除培养基 中 血清 成 分 。

首先 ， 选取 四 种 不 同 种 类 的 无 血清培养基对兔 骨髓 瘤 细胞株 （ ２４０Ｅ－Ｗ ２ ） 进

行无血清驯 化培养 ， 比 较分析直接替换 的速 降 方 式 和逐步替换 的缓 降 方 式 ， 探讨

不 同 驯 化方 式和 不 同 的 培养基 的 影响 。 发现 １ ６４０ＡＢ 培养基和 ＣＤＨｙｂ ｒ ｉｄｏｍａ

Ｍ ｅｄ ｉｕｍ 培养基按 １ ：１ 配 比 ， 以 缓 降培养基 内 血清含量 的方 式 ， 在贴壁培养 的

环境下从 ９％血清含量 降 至 １％ ， 经 ７２ｈ 培养 后 细胞 密度达 ４ ． ０ －

５ ． ０ ×１０ ５
个

／ ｍｌ 。 其

次， 进 行 无 血清悬 浮 培养驯 化 ， 提 高 初始接种密 度 为 １ ． ２ × １ ０ ５
个

／ ｍ ｌ ，
在 悬 浮培

养条件 下 从１ ％ 血清含量成 功 降 至 ０ ， 经 过７ ２ｈ培 养后 细 胞密 度可达４ ． ０－ ６． ０Ｘ １

０ ５
个

／ ｍ ｌ ，
细
胞状态 良 好。 对 细胞株进行多 次 亚克隆 ， 挑 选出 最 稳定的 适应于 无

血清培养 的 兔骨 髓瘤细 胞 株（ ２ ４０Ｅ－ Ｗ２－ＳＦＭ） ，
建 库 保持。 进 一步筛选 无血清

冻存液， 进 行冻存复 苏 测试， 以 确保无血 清冻存方 式对细胞的 生 理活 性没有负 面

影 响。 最 后 ， 完 全 适应于 无 血清悬 浮 培养的 兔骨 髓瘤细 胞株（ ２ ４０Ｅ－ Ｗ２－ ＳＦＭ） 与

兔 脾脏细 胞进行融合， 构 建杂交 瘤 细 胞株， 进 行 常 规９ ％血清浓度培养和无 血清

同 步 维 护对 比 ， 考 察酶联免疫吸附 阳 性率 ， 蛋 白 免 疫印 迹 法 阳 性率 、 丢 失 率 等 ， 比

较 分析无血清培养对于 杂交 瘤 细 胞株的 影响。 结 果 表 明 ， 融 合后的 杂交 瘤细 胞株

能 完全 适应１ ： １配 比 的 １ ６ ４０ＡＢ和 Ｃ ＤＨｙｂｒ ｉ ｄｏｍａＭｅｄｉ ｕｍ无 血清培养， 阳 性孔

比 例及 分泌目 标 蛋白 能 力 稳 定， 显 示出 良 好的 适应性和应用 前 景。 本

论文围 绕 兔单抗制备的 重 要工程细胞株， 从 去除培养基中 血 清成分出 发 ， 对

相关 细 胞株进行驯化及培养基选择优化， 证 实了 兔 单抗制备工艺 无血清化的 可 行

性， 为 进 一
步

应用打 下了 良 好基础。

关键词 ： 单克 隆抗体 ； 兔 骨髓瘤细胞 ； 杂 交 瘤 细胞 ； 无 血清培养 ；
细胞驯 化

Ｉ Ｉ
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Ｃ〇初始接种 活 细胞 密 度 （ ｃｅ ｌ ｌ ｓ
＇

ｍ ｌ

－

１

）

Ｇ时 间 ｔ 时 细 胞 密 度 （ ｃｅ ｌ ｌ ｓ
．

ｍ ｌ

－

１

）

Ｔ时 问 （ ｄ ）

Ｖ细 胞存 活 率 （ ％ ）

Ｘ
， ，死 细胞 密 度 （ ｃｅ ｌ ｌ ｓ

．

ｍ ｌ

－

１

）

尤 ，活 细胞 密度 （ ｃｄ ｌ ｓ
－

ｍ ｌ

－

１

）

Ｈ细 胞 比 生 长 速 率 （ ｄ
－

１

）

Ｖ Ｉ Ｉ
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ａｚａｇｕ ａｎ ｉ ｎｅ ８氮 鸟
ｐ

票 呤

ＣＨＯ Ｃｈ ｉ ｎｅｓｅｈａｍｓ ｔｅｒ ｏｖａ ｒ
ｙ
ｃｅ ｌ ｌ 中 国 仓 鼠 卵 巢 细胞

ＤＭ ＥＭｄｕ ｌ ｂｅｃｃｏ
＇

ｓｍｏｄ ｉ ｆｉ ｅｄｅａｇ
ｌｅｍｅｄ ｉ ｕｍ ＤＭＥＭ培养基

ＤＮＡ ｄｅｏｘｙｒ ｉ ｂｏｎｕ ｃ ｌ ｅ ｉ ｃａ ｃ ｉ ｄ 脱氧 核糖 核酸

ＥＬ ＩＳＡ ｅｎ ｚｙｍ ｅ
－

ｌ ｉ ｎ ｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏ ｒｂｅｎ ｔａ ｓ ｓａｙ酶联 免疫 反 应

ＦＢ Ｓ ｆａ ｔａ ｌｂｏｖ ｉ ｎｅｓｅ ｒｕｍ 胎 牛 血清
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ＨＣ ｈ ｅａｖｙ
ｃｈａ ｉ ｎ 重链

ＨＲＰ ｈ ｏｒｓｅｒａｄ ｉ ｓｈ
ｐｅ

ｒｏｘ ｉ ｄａｓｅ 辣 根 过 氧化物酶

Ｉ
ｇＧ ｉｍｍｕｎｏｇ ｌ ｏｂｕ ｌ ｉ ｎＧ 免疫球蛋 白Ｇ

ＩＨＣ ｉｍｍｕｎｏｈ ｉ ｓ ｔｏｃｈｍｅ ｉ ｓ ｔｒｙ 免疫组化

ＬＣ ｌ ｉ

ｇ
ｈ ｔ ｃｈａ ｉ ｎ 轻链

ｍＡｂｍｏｎｏｃ ｌｏｎａ ｌａｎ ｔ ｉｂｏｄｙ 单 克 隆抗体

ＭＡＴｍｏｎｏｃ ｌｏｎａ ｌ Ａ ｎ ｔ ｉｂｏｄｙ 

Ｔｅｃｈｎ ｉ

ｑｕｅ单 克 隆抗体技 术

ＰＣＲ ｐｏ ｌｙｍｅｒａ ｓｅＣｈａ ｉ ｎＲ ｅａｃ ｔ ｉｏｎ 聚 合 酶链 式反应

ＰＥＧ ｐｏ ｌ ｙｅ ｔｈ ｙ ｌ ｅｎｅ
ｇ ｌ

ｙｃｏ
ｌ 聚 乙 二醇

ＷＢｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌｏ ｔ 蛋 白 免疫 印 迹 法

Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ



浙江大学硕士学位论文


第
一

章 文献综述

第
一

章 文献综述

１ ． １ 引 言

随着 人 类 社 会 的迅速 发 展 ， 环 境污 染 问 題 日 益 严 重 ， 加 之 人 们 的 不 良 生 活 作 息 以 及

工作压 力 加剧 所 引 发 的 恶性肿瘤 已 成 为 危害人类健康 与 生 命 的 重 大 疾 病 单 克 隆抗体

（ Ｍｏｎｏｃ ｌｏｎａ ｌＡｎ ｔ ｉｂｏｄｙ，
ｍＡｂ ） 具有 特异性 强 、 祀 向 性好和 毒 副 作用 低等 优 点

４
１

， 已经 作

为
一

种 新 型 的 生 物技术 药 物 而 广 泛应 用 于 癌 症 、 自 身 免疫性和 重 大 感 染性 等 疾 病 的诊 断

和 临床 治疗 ， 成 为 目 前 生 物技 术药 物 的 主 要 发展 方 向
［
５

，
６

］

。

从 １ ９ ８６ 年 第
一

种 单抗 药物开始进入 市场 至 ２０ １ ７ 年 ８ 月 ， 经 ＦＤＡ 批准 的 单抗药 物 已

达 ６９ 个 ， 并且有 上 百个相 关 药物正 处 于研发 阶段 。 相对 于小分 子 药物而 言 ， 单抗药物虽

然 总体数 量 不 多 ， 但在 ２０ １ ６ 年世界 销 售排 名 前十 的 药物 中 占 据 ６ 席 ， 具有 良好的发展前

景 。 因 此 ， 保持着 高速 的 市场增长 规模 ［
７

，
８

１

。

动物细胞大规模 高效培养 已经 成 为 单抗药物 生 产 的 关键技 术 ［
９

】

。 近年 来 ， 单抗药物

的 市场 需 求 日 益增长 ， 作 为 商业化 单抗 生 产 的核心技术 之
一

的大规模动物细胞培养必将

成 为 抗体 药物发展 的新瓶颈 。 从 ２ １ 世 纪开始 ， 随着 生命科 学基础研 究 的 不断 深入 ， 使得

生物 医 药 产 业 飞速发展 ， 大 面积细 胞培养过程 中 含血清培养呈现 出 严 重 的 不足 ［
Ｉ Ｇ

］

， 不仅

增加 了 上游动物细 胞体外培养 工 艺 的 成 本和批次 间 的 不稳定性 ， 同 时 也加大 了 下 游抗体

分 离 纯化工 艺 中 外源蛋 白 污 染 的风 险 。 因 此 ， 动物细胞 的 无血清培养技 术 的研 究 日 益 引

起 同 行专 家 的 高度 重视 ［
｜ ｜

，

｜ ２
］

。

自 从 １ ９ ７６ 年 Ｓａ ｔ 等研 究 人 员 发现 ＧＨ ３ 细胞 能在添加 了 极少 量 生 长 因 子 的无血清培养

基 中 维 系 生长 后 ［
１ （）

，
｜ ３

］

， 细胞无血清 培养技术开始逐 渐完 善和发展起来 。 ２００３ 年 ４ 月 ，

Ｖｅｒａ Ｂａｕｍａｎ ｓ 等组织召 开 了
“

改进体外培养技术 方法 ， 替换胎牛血清
”

的会议 ， 开始号召

在全球范 围 内 减少胎牛血清 的使用 ［
＂

，

１ ４
］

。 目 前 ， 动物细胞体外无血清培养技术的 应 用 水

平 已获得重大进步 ，
且正处在全面 飞速发展 中 ， 主 要体现在培养基 的开发研制 、 工程细

胞株 的驯 化构建等 方面 ［
｜ ３

，
１ ５

１

。

１
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然 而 ， 目 前 的技术仅做到 对极有 限细胞 品 种 的无血清培养基 的设计 与 优化 ， 而政府及

药物监 管部 门 对培养基 的 使 用 要求也 日 益严格 ， 开 发 出 功 能较完 善 、 特征较鲜 明 的无血

清培养基 ， 驯化 出 能保持原有 生理活性 的适应于无血清培养 的 工程细胞株 ， 成 为 当 务之

急 ［輯
。

１ ．２ 单抗制备工艺

１ ．２ ． １ 单抗制备与体外细胞培养

单抗制 备技术 由 １ ９ ７５ 年英 国 科学 家 Ｍ ｉ ｌ ｓ ｔｅ ｉｎ 和 Ｋｏｈ ｌ ｅ ｒ 所 发 明 生 产工 艺 的 关键在

于将 能分 泌抗体 的 Ｂ 淋 巴 细胞 与肿瘤 细胞进行 杂交 ［

１ ７ ，
１ ８

】

， 获得既 能在体外无 限增 殖又 能

产 生 目 的抗体 的 杂交瘤 细 胞 ， 并 以此获得所 需 的抗体 ［
１ ９

＿

２ ２
］

。

目 前常用 的 人 用 动物源单抗 的制 备 主 要分为 体外法和体 内 法 两大类 ， 如 图 １ ． １ 所示 。

小 ８１ 单 免隆杭体 《 备 兔单 兗隆杭体制 备

ｍ
ｙ
ｃｋ ｉｍａ  ｌ ｉｎｅ

－一 ｓｉ〇＿ 〇ｒ
Ｓ
ｐ
ｋｎ Ｃｃ ｔｂ

Ｉｍｃ  ｉ ｎ

ｐ
ｏ ｌ

ｙ
ｅ ｔｈ

ｙ
ｌｅｎｅ

 ｆ
ｌ
ｙ
ｃｏ ｌ

■＊ｍ ＊
 ｉ

ｐ—  ｉ

）

＜ ｎ ｎａＪ＿
？？？ ．． Ｉ

ｐ
ｓｓｅ？

＇一－

存．４你—
ＡＮＴ ＩＢＯＤＹ ＡＮｎｓｏｔｎ

图 １ ． １ 抗体制 备 的 传统方法

Ｆ ｉ

ｇ
． １ ． １Ｔｒａｄ ｉ ｔ ｉ ｏｎ ａ ｌ

ｐ
ｒｏｄ ｕｃ ｔ ｉ ｏｎｍ ｅ ｔｈｏ ｒｄ ｓｏ ｆ  ｉｍｍ ｕｎ ｏｇ

ｌ ｏｂ ｕ ｌ ｉ ｎＧ
（

Ｉ
ｇ
Ｇ

）

体 内 法 即 腹水法 ， 是指将 杂交瘤 细 胞接种 到小 鼠或兔子等动物腹腔 内 ， 数 天 后 通 过 收

获腹水 的 方法提取单抗 ［
２ ３ ，

２４
］

。 该 方法操作 简 单 、 成本较低 、 抗体 产 量 大 、 浓度 高 ［
２ ５

】

， 通

２



浙江大 学硕士学位论 文


第
一

章 文献综述

常 被 实验 室 普遍采 用 。 但是 ， 通 过该 方 法 获得 的抗体含有 动物源性 Ｉ ｇＧ 的 干扰 ， 下游 分

离 纯化较 困 难 ， 容 易 引 起外源性污 染 ［
２ ６

］

。 除此之外 ， 腹水 法基 本是全手工操 作 ， 不 同 批

次 间 差异较 大 ， 质 量难 以控制 ， 从 而 限制 了 腹水法在现代 生 物制 药领域的大规模应 用 。

因 此 ， 许 多 研 究者逐渐开始转 向 体外 法制备 ， 并创建 了 许 多 不 同 种类 的 生 产 技术 。

体外法是指从 生 物体 外培养杂 交 瘤 细 胞 ， 再从培养 上清 中 提取纯化所 需 的 目 的 单抗 ［
２ ３ －

２ ７
１

。 体外 法制 备 工 艺 的建 立通 常 包含 四 个 阶 段 ： 选择 合 适 的 杂 交 瘤 细 胞 系 ［
２ ８

１

； 杂 交 瘤 细

胞 系 体外培养条件 的优化 ［
２Ｗ Ｉ

］

； 选择合适 的 生物反应 器和培养模 式 ［
３ ２

］

； 建立 成 熟 的 下 游

分 离 纯化 工 艺

１ ．２ ．２ 体外细胞培养的培养基组成

培养基是维持细胞体外生 存和增殖的 重 要基础 ［
｜ ３

］

， 是细胞培养 中 的 关键 因 素 ， 通 常可

分 为 天 然培养基和 合 成培养基 两大类 ［
３ ４

，

３ ５
］

。

天 然培养基主要从动物体液或组织 中 分 离 提取 而得 ， 具有 营养 成分 丰 富 ， 培养效果 良

好 等优 点 ［
３ ６

］

。 缺 点是成分 复杂 ， 来源 受 限 。 天然培养基种 类 很 多 ， 包括 生物性液体 （ 如

血清 ） 、 组织浸 出 液 （ 如胚胎浸 出 液 ） 和凝 固 剂 （ 如血浆 ） 等 ［
３ ７

］

。

合 成培养基是指 在体外进 行人 工模拟细胞体 内 生 存 环境 ， 通过体外反 复试验筛选后进

行 强化和 重新组合而成 的 人工配制 的 培养基 ［
３ ８

］

。 合成培养基 既给细胞提供 了
一

个接近体

内 相 似 的 生 存环境 ， 又具有 便 于 标准化 生 产 控制 的特 点 ［
３ ９

］

， 在很 多 方面 相较于传 统 的 天

然 培 养 基有 着 明 显 的 优势 。 尽 管 当 前 商 品 化 的合成 培养基成分和 含量 已 较 为 复杂 ， 但仍

然 不 能 完 全满足各种 不 同 种 类 的体 外培养 细胞 生 长 的所有 需 要 ［

４ （ ）
］

， 或 多 或 少 需 要 加 入
一

定 比例 的天然培养基 以作补充 ［
４ １

］

。 当 前 的 培养基 多 采 用 不 同 比例添加胎牛血清 、 小牛 血

清 、 马 血清于基础培养基 中 配制 而 成 。

虽 然合 成培养基 的 种 类繁 多 ， 但基础培养基
一

般都含有 糖 类 、 氨基酸 、 无机盐 、 维 生

素 和其 它 辅助 因 子 等 主要 成分 ［
４２４４

］

。 以 细胞培养 中 最 常 用 的 ＤＭＥＭ 培养基 为 例 ， 是
一

种 含各种 氨基酸和葡 萄糖 的培养基 ［
４ ５

］

， 分为 高糖型 （ 低于 ４５００ｍｇ／ Ｌ ） 和低糖型 （ 低于

１ ０００ ｍｇ／ Ｌ ） 。 高糖型通 常 用 于 生长速度较快 、 附着较 困 难 的肿瘤细胞等 。 不过 ， 培养基

粉末配方大致相似 ， 以 ＤＭＥＭ
（
Ａ

）
和 ＤＭＥＭ

（
Ｌ

）
型培养基粉末为 例 ， 其具体成分如 下

表 １ ． １ 和 １ ．２ 所示 。

３
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表 １ ． １ＤＭＥＭ（ Ａ ） 细 胞培养基 （ 粉末 型 ） 成分表

Ｔａｂ ｌｅ ． １ ． １ Ｉ ｎｇｒｅｄ ｉ ｅｎ ｔｓ ｌ ｉ ｓ ｔ ｏｆ ＤＭＥＭ（Ａ ）ｃｅ ｌ ｌｃｕ ｌ ｔｕ ｒｅｍｅｄ ｉ ｕｍ（ ｐｏｗｄｅｒ ｔｙｐｅ ）

序 号化合物 名 称含 量 （ ｍｇ／Ｌ ）序 号化 合物 名 称含 量 （ ｍｇ／Ｌ ）

１无水 氯化钙 ． ２Ｈ ２０ ２６ ５ ． ００ １ ８Ｌ－丝 氨酸 ４２ ． ００

２硝 酸 铁 ． ９Ｈ ２０ ０ ． １ ０ １ ９Ｌ －苏 氨酸 ９ ５ ． ００

３氯化钾 ４００ ． ００ ２０Ｌ－色 氨酸 １ ６ ． ００

４无水硫酸 镁 ９ ７ ． ６ ７ ２ １Ｌ－酪 氨酸 ７ ２ ． ０ ０

５氯化钠 ６４００ ． ００ ２ ２Ｌ －缬 氨酸 ９４ ． ００

６无 水磷酸 二 氢钠 １ ０９ ． ００ ２３Ｄ －泛 钙 酸 ４ ． ００

７丁 二 酸 ７ ５ ． ００ ２４酒 石 酸胆碱 ７ ． ２ ０

８丁 
二 酸钠 １ ００ ． ００ ２ ５叶酸 ４

． ００

９Ｌ－盐酸 精 氨酸 ８４ ． ００ ２６肌醇 ７ ． ２０

１ ０Ｌ－盐酸胱氨酸 ６ ３ ． ００ ２ ７烟 酰胺 ４ ． ００

１ １甘 氨酸 ３ ０ ． ００ ２ ８核黄 素 ０ ． ４０

１ ２Ｌ－盐酸组 氨酸 ４２ ． ００ ２９盐酸硫胺 ４ ． ００

１ ３Ｌ－异 亮 氨酸 １ ０ ５ ． ００ ３ ０盐酸 吡哆 辛 ４ ． ００

１ ４Ｌ－亮 氨酸 １ ０５ ． ００ ３ １葡 萄 糖 １ ０００ ． ００

１ ５Ｌ－盐酸赖氨酸 １ ４６ ． ００ ３ ２丙 酮 酸钠 １ １ ０ ． ００

１ ６Ｌ－ 甲 硫 氨酸 ３０ ． ００ ３ ３酚 红 ９３ ０ ． ００

１ ７



Ｌ－苯 丙 氨酸


６６ ． ００


表 １ ． ２ＤＭＥＭ（ Ｌ ） 细 胞培养基 （ 粉 末 型 ） 成 分表

Ｔａｂ ｌｅ ． １ ． ２Ｉｎ
ｇ
ｒｅｄ ｉｅｎ ｔｓ ｌ ｉ ｓ ｔｏｆ ＤＭＥＭ（ Ｌ ）ｃｅ ｌ ｌｃｕ ｌ ｔｕ ｒｅｍｅｄ ｉ ｕｍ（ ｐｏｗｄｅ ｒ ｔｙｐｅ ）

序 号化合物名 称含 量 （ ｍ
ｇ

／Ｌ ）序 号化合 物名 称含量 （ ｍｇ／Ｌ ）

１无 水 氯化 钙 ２００ ． ００ １ ６Ｌ－丝 氨酸 ４２ ． ００

２硝 酸 铁 ． ９Ｈ ２０ ０ ． １ ０ １ ７Ｌ－苏 氨 酸 ９５ ． ００

３氯化钾 ４００ ． ００ １ ８Ｌ － 色 氨酸 １ ６ ． ００

４无水硫酸镁 ９ ７ ． ６ ７ １ ９Ｌ－络 氨酸 钠 盐 １ ０４ ． ００

５氯化钠 ６４００ ． ００ ２０Ｌ－缬 氨酸 ９４ ． ００

６无水磷酸 二 氢钠 １ ２ ５ ． ００ ２ １Ｄ －泛钙酸 ４ ． ００

７Ｌ－盐酸精 氨酸 ８４ ． ００ ２２氯化胆碱 ４ ． ００

８Ｌ－盐酸胱氨酸 ６３ ． ００ ２３叶酸 ４ ． ００

９Ｌ－谷氨酰胺 ５ ８４ ． ００ ２４肌醇 ７ ． ２０

１ ０甘 氨酸 ３ ０ ． ００ ２５烟酰胺 ４ ． ００

１ １Ｌ－盐酸组氨酸 ４２ ． ００ ２６核黄 素 ０ ． ４ ０

１ ２Ｌ－异亮 氨酸 １ ０５ ． ００ ２ ７盐酸硫胺 ４ ． ００

１ ３Ｌ－亮 氨酸 １ ０５ ． ００ ２ ８盐酸 吡哆 辛 ４ ． ００

１ ４Ｌ－盐酸赖 氨酸 １ ４６ ． ００ ２９葡 萄 糖 １ ０００ ． ００

１ ５


Ｌ－ 甲硫氨酸


３ ０ ． ００


３ ０


丙 酮酸纳


１ １ ０ ． ００

４
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１ ．２ ．３ 培养基 中血清对于细胞培养的影响

细胞培养 技术是单抗制备工 艺 的核心技术 ， 而 细 胞培养 过程 中 培养基 的 质 量又 关 键 ，

培养基 中 所添加 的动物血清对细胞的 生长增殖有着至 关 重 要 的 作用 ［
４ ６４９

】

。

（ １ ） 细胞培养过程 中 血清 成 分 的 主要 功 能

血清是极 为 复 杂 的混合物 ， 具有 非 常 重要 的 生物 学 功 能 ， 含有 丰 富 的 利 于 细胞 生 长 所

必须 的 营 养 成份 及 生 长 因 子 ［
５Ｇ

］

。 有 的 具有促进细胞增殖 的 作用 ， 能 提供 细胞 生 长 所 必须

的 基本营养物质 ， 如糖类 、 氨基酸 、 维他命 、 无机盐 、 核酸衍 生 物 等 ； 有 的提 供激 素 以

及各种 生 长 因 子 ， 如 类 固 醇激 素 （ 雌 二醇 、 睾酮 、 孕 酮 ） 、 胰 岛 素 、 肾 上腺 皮 质激 素 ， 表

皮 生长 因 子 、 成纤维 细胞 生长 因 子 、 血小板 生 长 因 子 等 ； 有 的提供 细胞结 合蛋 白 ， 可携

带 重 要 的低分 子 量物 质 ， 如转铁蛋 白 携 带 铁 元 素 、 白 蛋 白 携 带脂肋 、 维 生 素 等 ， 在 细胞

代谢过程 中 起 重 要作 用 ［
５ １

＿

５ ３
］

。 除此之 外 ， 血清还 能提 供促 伸展 因 子 ， 利 于 细胞贴壁 而 免

受机械性损 伤 ， 对培养 中 的细胞起 到 保护 作用 【
５ ４

］

。 血清 中 还含有 部 分解毒的 因 子 ， 能够

维持培养基 ｐ
Ｈ 值 的稳定 并抑制 蛋 白 酶 的直接或 间 接酶解 作用 ［

５ ５
］

。

血清主 要具有 以 下 ６ 种 功 能 ：

？ 提供激 素 ， 维持细胞指数增长 ， 补 充基础培养基 中 缺少 的 主 要营 养成分和低分 子

营 养物 ［
５ ６

］

；

？ 提供 能识别 脂 类 、 维他命 、 金属和其 它激 素 等 的 结 合蛋 白 ， 结 合或调 变 其 结 合 物

质 的活 力 ；

？ 有 些情况 下通 过 与 有 毒金属和 热原 质 结 合 的 方 式起 到 解毒作 用 ［

５ ７
］

；

？ 提供有利 于 细胞贴壁 生长 所 需 的 因 子 ［
５ ６

］

；

？ 起到酸碱度缓 冲液作 用 ；

？ 提供蛋 白 酶抑制剂 ， 使剩 余的胰蛋 白酶失活 ， 保护 细胞在传代 时 不 受 到损伤 。

（ ２ ） 血清成分在细胞培养过程 中 的 主要风险

由 于动物血清的 成份相 当 复杂 ， 目 前对其精准的 成份分析 、 含量测定及 作 用 机制 尚

不清楚 ［
５ ８

，
５ ９

］

， 尤 其是
一

些 多 肽类 生长 因 子 、 脂类和激 素 等 尚 未充分 认识 ， 给研 究 工 作和

药物开 发 带来许 多 困 扰 。

５
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？ 血清通 常都是 批量化 生 产 ， 各批次 间 差 异较 大 ［
６ （）

］

， 要 确 保 不 同 批次 生 产 的 血清

质 量 的稳定性极 为 困 难 ， 从 而使实验 的连续性和标准化 受 到极大 限 制 １

６ １

］

。

？ 对 大 多 数 细胞而 言 ， 除 了 损伤 愈 合 以 及血液凝 固 过程 ， 血清在 正 常 的 体 内 状 态下

不是其直接接触 的 生 理液体 ， 因 此有 可 能 引 起 某 些 细胞 某 种 正 常 生 理状 态 的 改 变 。

？ 血清 可促进某 些 成 纤 维细胞 的 生 长 ， 同 时也可抑制 表 皮细胞 的 生 长 ［
３ ６

】

。

？ 血清有 可 能 产 生
一

些对细胞有 毒性 的物 质 ， 如 多 胺氧化酶 ， 能 与 亚精胺 、 精胺 反

应 形 成有 细胞毒性作 用 的 聚精胺 ， 抗体 、 补体 、 细菌 毒 素 等 都会严 重 影响 细胞 生

长 ， 甚 至导致 细胞死亡 。

？ 血清取材 过程 中 有可 能 引 起外源性支 原 体 、 病毒 污染 ， 从而对细胞培养 产 生 污 染

的潜在影响 ［
３ ６

］

。

？ 血清来源有 限 ， 大规模 生 产越来越 困 难 ， 价格 高 昂 ， 是体外细胞培养 成本控制 的

主 要瓶颈 之
一

。

因 此 ， 如何在 细胞培养过程 中 降低或去 除培养基 内 血清含 量 ， 成 为 细胞培养研 究 的

主 要 发 展 趋 势 。

１ ．３ 无血清培养基与细胞无血清驯化培养

１ ．３ ． １ 无血清培养基的发展简述

上世 纪五 十 年代初 ， 合成 培养基 问 世 。 但 由 于天 然培养基 中 的
一

些组分 不 能被合 成

培 养基 完 全 代替 ， 因 此
一

般 需 要 在 合 成 培养基 中 添加
一

定 量 的 血清 。 虽 然血清可 以支持

细胞 的 生 长 ， 但其 成分复杂并且不确定 ， 这对产 物分 离 、 纯化和 检测均会 带 来
一定 的 困

难 。 无血清培养 更适用 于 生物制剂 的 生产过程 ［
１ （）

，

６２
］

。 因 此 ， 越来越 多 的科 学家开始致 力

于无血清细胞培养平 台 的研 究 ， 无血清培养基 的开发 也就 成 为 动物细胞培养 领域 的 关 键

技术之
一

 ［
６３

－

６ ５
］

。

无血清培养基
一

般是在基础合成培养基 里添加 已 知 成分 的 血清替代物配制 而 成 ［
６６

＼

无血清培养基发 展迅速 ， 已 经拫道 了 多 种 可 以支持 不 同 类 型 细胞 生 长 的 无血清培养基 ［
６ ７

，

６ ８
１

〇 这 些培养基 多 适用 于杂 交 瘤 细胞和 ＣＨＯ 细胞培养 ［
６５

，
６９

］

， 培养基 中 蛋 白 的含量
一

般

６
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比 较 高 ， 致使成 本 升 高 ， 下 游 产 物纯化 的 难度 增加 。 因 此 ， 开发无蛋 白 、 化学 成 分确 定 、

成 本低 、 易 于分 离 纯化 、 适于 工 业化 生 产 特 点 的 无血清 培养基 ， 仍是 科研工 作者 努 力 的

目 标 ［
６ ７

１

。

目 前 ， 无血清培养基 的研 发 已经进入化 学 成分确 定 、 无 动 物源 、 无蛋 白 成份 的 第 三

阶 段 ［
６ ７

］

， 这 是研 究 动物细 胞 生长 、 增殖 、 分化调 节 机制 的有 力 工具 ［
７ （）

１

， 同 时 也大 大 降低

了 下 游 产 物分 离 纯化 的 难 度 。 无 动物源 、 无蛋 白 的 无血清培养基 目 前 在 生 物 医 药 行业 中

的 应 用 投 入 最 为 广 泛 。

１ ．３ ．２ 无血清培养基的特点 与分类

无血清培养基是指 在 不含有 动物血清或其他 生物提取液 的条件 下 仍可 以 维持 细胞 在

体外较长 时 间 生 长 、 繁殖的
一

种 培养 基 ［
７ １

］

。 无血清培养基 由 于其组 成 成分 明 确 ， 制 备过

程 可控 ， 已经得 到 广 泛 的应 用 。 无血清培养也是 阐 明 细胞 生 长 、 增殖 、 分化及基 因 表达

调控等 生物学 基础研究 的有 力 工具 ［
６９

］

。

无血清培养技术的 推广 应 用 ， 在 很大程度上 可 以避免传统含血清培养所 带 来 的风险

和 不利 影响 。 无血清培养基具有 以 下优缺 点 。

无血清培养基 的优 点 ：

（ １ ） 避免不 同 血清 生 产批次 间 的 质 量 差异 ， 提 高 细胞培养和实验 结 果 的稳定性 ；

（ ２ ） 避免血清对细胞造 成 的 毒性 作 用 和外源性污染风 险 ；

（ ３ ） 避免血清 中 的未 知 成 分对实验结 果准确性 的影响 ；

（ ４ ） 利 于 体外细胞培养 的诱 导 分 化 ；

（ ５ ） 可 提 高 产 品 的 表达水平 ， 并 易 于 纯 化 。

无血清培 养 基 的缺 点 ：

（ １ ） 细胞在无血清培养基 中 由 于缺乏血清的保护 ， 更易 受 某 些机械和化学 因 素 的影

响 ， 有 可 能延长 生长滞缓期 ， 降低细胞 的 生长速率 、 最大细胞 密度和 细胞活性等 ；

（ ２ ） 需要添加高成本的必须 的 生长 因 子和激 素 ；

（ ３ ） 对于细胞株 的 选择特异性较高 ， 需 要对 每个不 同 的细胞系 进行配方优化 ， 加 大

开发难度 ［
６６

］

。

目 前 ， 无血清培养基 的研 究 主要 包括不 含有 任何动 物来 源和 不 明 确 的添加组分 两 个

７
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方 向
［

１ ５
］

， 因 此 ， 可 以将 无血清培养基 大 致分 为 以 下 四 类 ：

（ １ ）
一

般 意义 上 的 无血清培养基 ： 用 牛 血清 白 蛋 白 （ Ｂ ＳＡ ） 、 胰 岛 素 、 转铁蛋 白 等

生 物 大 分 子 ， 以 及从血清 中 提 取的 去 除 蛋 白 质 的混合脂类和 水解 蛋 白 等 血清替代物配制

而 成 的 无血清培养基 。 其特 点是培养基 中 的 蛋 白 含 量较 高 ， 添加物 质 的化学成分 不 明 确 ，

含有 大 量未 知 的 动 物来源蛋 白
［
６９

］

。

（ ２ ） 无 动物来源培养基 ： 添加 来源于 重组蛋 白 或者蛋 白 水解物等 无动物 来源 的 无血

清培养基 。 其特 点是 既 能够满足 生 产 重组药物 的 安 全要求 ， 又可 以保 障细胞体外稳定 生

长 及 增殖 的 需 要 。

（ ３ ） 无 动物蛋 白 培养基 ： 培养基 完全不用 动物来源 的 蛋 白 ， 但仍有 部 分来源于植物

蛋 白 的水 解 片 段或合 成 多 肽 片 段等 。 其特 点是培养基组分较稳定 ， 但必 须添加脂类前体

和 类 固 醇激 素 ， 并且对培养 的 细胞种 类有 高度 的特异性 ， 适 用 面 比 较有 哏 ［
７２

］

。

（ ４ ） 化 学 组分 限定培养基 ： 添加 的 少 量 动物来源的蛋 白 水解物 、 蛋 白 都是成分 明 确

的组 分 ， 是 目 前 最 为 安全 、 最 为 理 想 的培养基 ， 可 以 保证 不 同 培养基 生 产批次 的 高度
一

致性 。 其特 点 是培养基 的性质 确定 ， 生 产 便捷 ， 质 量可控 ［
６６

］

。

１ ．３ ．３ 细胞株无血清驯化

无血清培养基用 于体外细胞培养有着 明 显 的 优 势 ， 但是也有 不足之 处 。 由 于 不 同 的

无 血清培养基对于 不 同 的 细胞株 的 适应 具有
一

定 的 局 限性 ［
２ ３

】

， 因 此 ， 对 相 应 细胞 系 进行

无血清培养适应性 驯 化 成 为 细胞工 程和抗体大规模无血清工业 化 生 产 的 前提 ［

７ ３
，

７４
］

。

杂交 瘤 细胞从含血清 的培养基 完 全过渡 到 无血清或无蛋 白 的培养基通 常 要有
一

个逐

渐适应 的 过程 。 同 时 ， 无血清培养 下 的杂 交 瘤 细胞对环境 的要求更加严 苛 ， 对有害物质

更加敏感 ， 更 易 受 到 机械和化学 的损伤 ， 生长速度和 代谢能力 也会产 生相 应 变 化 。 因 此 ，

在培养基设计 、 反应 器开发和 工 艺放大 中 ， 必须充分考虑 到 这些情况 ， 以寻求总体过程

的最大优化 ［
７ ５

］

。

建立
一

个无血清无蛋 白 培养基培养细胞 的 过程 ， 除 了 确定合适 的无血清无蛋 白 培养

基 以 外 ， 还必须 留 意 以下几 点 ：

１ ． 建立
一

个合理的从含血清到 无血清培养的适应性驯 化程序 ［
７６

］

；

８
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２ ． 适 当 提 高 培养细胞 的 接种 密度 ［
７ ７

］

；

３ ． 选择合适 的 细胞抗损伤保护 剂 ， 在含 血清培养 时选用 的保护剂 未必 在无血清培养

时适用 ；

４ ． 改 良 生物 反应 器 ， 降低物理性 的剪 切 作用 ， 选择更 高 的过程控制精度 ［
８ ５

］

；

５ ． 添 加 更 丰 富 的 氨基酸和 维 生 素 ；

６ ． 定 期 监测杂 交 瘤 细胞 系 的 遗 传特性 ， 特 别 是分 泌抗体 的 能 力 ， 必要 时进行亚 克 隆

或 启 用 新 的 种 子 库 细胞 以 确 保其 具有稳定 高 效 的抗体 分泌 能力 ［
７ ７

］

；

７ ． 选择合适 的 无血清冻存 液 ， 建 立 液氮冻存 细胞 的 方法和程序 ；

８ ． 适 当 提 高 无血清培养 细胞所用 容器 、 水 以 及化 学 品 的 洁净度 ；

９ ． 培养基 的 储存期 相对缩短 ［
３ ９

］

。

１ ．４ 兔单抗

单抗 已 在 生物 医 药研 究 、 诊断和 治疗领域成 为 必要 的手段 ［
７ ８

］ ［
７ ９

］

。 目 前 商 品 化 的单抗

有数万种 之 多 ， 但其 中 绝大部分是 鼠单抗 。 兔 子是 多 克 隆抗体制 备 中 主 要 的动物宿 主 ，

兔 子个 头较 小 ， 繁殖周 期 短 ， 与 大 部分研 究用 模式 生物有 较大 的种 间 距 ， 以 及具有有 非

常 成 熟 的抗体制备工 艺 ［
８ ＜）

，
８ １

］

。

根 据预测 ， 科研抗体 市场 将保 持 ６ ． ２％的 复合年均增 长 率 （ ＣＡＧＲ ）
，２０ １ ９ 年 市场规

模预计达 到 ２０ 亿美元 。 从类 型 上 来 看 ， 多 抗将持续 占 有 超 过 ６０％的 市场份额 ， 其 中 兔源

多 抗压 倒 性 的 占 据 了８ ５％ ［
８ ２

］

。

目 前有 数个研 究对兔单抗和 鼠单抗进行对 比试验 。 ２００５ 年 ，
Ｒｏｓ ｓ ｉ 等发表 了

一组 比

较研 究 ， 以 多 种肿 瘤组织和 正 常组织 为 实验材料 ， 检测 常规 的 免疫组化诊断 中 孕激 素 受

体 、 雌激 素 受体 、 ｃｙｄ ｉｎＤ ｌ 、 Ｋ ｉ

－

６ ７ 、 ＣＤ ３ 、 ＣＤ ５ 、 ＣＤ２ ３和ｓｙｎａｐ ｔｏｐ
ｈ
ｙｓ ｉｎ的兔单抗

和小 鼠单抗 的染色情况 。 结果表 明 ， 和小 鼠单抗相 比 ， 兔单抗具有相似 的特异性 ， 并且

灵敏度更高 ， 平均 比 鼠单抗高 ５ 到 １ ０ 倍的 的稀释 比 。 此外 ，

一

些情况下 ， 为 了 达到更好

的染色效果 ， 也不 需 要抗原修 复操作 。 ２００８ 年 ，
Ｒｏｃｈａ 等 的研 究 也支持 以上 结 论 。 不

过 ，
Ｖｉ ｌ ｃｈ ｅｓ

－ Ｍｏｕｒｅ 和 Ｒａｍｏｓ
－ Ｖａｒａ 以 甲 醒 固 定和石蜡包埋 的犬组织为 实验材料 时 ， 发

９
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现兔单抗和小 鼠单抗都识 别 ＣＯＸ－２ 、
Ｋ ｉ ６ ７ 、 ｓｙ

ｎａｐ
ｔｏｐｈ ｙｓ ｉｎ 和 ｖ ｉｍ ｅｎ ｔ ｉ ｎ

， 但只 有兔 单

抗 能检测 出 ＣＤ ３ 、 ｃｈｒｏｍｏｇｒａｎ ｉｎＡ 和 孕激 素 受 体 ， 而 只 有小 鼠单抗 能检测 出 ＣＤ ７９ａ 、

ｃａ ｌ ｃ ｉ ｔｏｎ ｉ ｎ 和 雌激 素 受 体 。

相 较于 鼠单抗而 言 ， 兔单抗具有 以 下 明 显优 势 ［
８ ３

］

：

（ １ ） 兔 子 的 免疫 系 统 能够识别 更 多 种 类 的抗原 表 位 ， 尤 其对 于小 分 子抗 原 表 位 的 免

疫反应 性 要优 于 鼠类 。

（ ２ ） 改 善对 啮 齿 动物 蛋 白 的 反应 ， 能识别 许 多 在小 鼠 中 不 产 生 免疫 的抗 原 。

（ ３ ） 亲和 力 高 ， 在 免疫组化 ＵＨＣ ） 中 有 更好 的 应 用 ， 特异性
一

般 强 于 鼠单抗 。

（ ４ ） 由 于兔 子脾脏较大 ， 可 以对脾脏 细 胞冻存 后进行 多 次 复 苏融合 ， 使得 高 通 量 筛

选 融合细胞 成 为 可 能 ［
８４

］

。

（ ５ ） 对于滋养层 ， 可 以选 用 正 常 的脾细胞或胸腺 细胞 ， 或者 无滋养细胞 的 细胞 因 子 ，

抑或现 成 的杂 交 瘤培养基 。

目 前 尚 未开 发 出 完 全适应 于兔 骨髄瘤 细胞和 相 应 杂 交瘤 细 胞 的 无 血清培养基 ， 也未 曾

成 功 驯 化 出 完 全适应 于无血清培养 的兔 骨髄瘤 和 杂 交 瘤 细 胞 系 ［
２３

，
２ ９

］

。 因 此 ， 对于兔 骨髓

瘤 细 胞 的无血清驯 化培养研 究 十分 重要 。

１ ．５ 本文研究思路

随 着 单抗在体外诊断 和体 内 治疗 中 的 广 泛应 用 ， 杂 交 瘤 细 胞 的无血清无 蛋 白 培养 日

益 受 到 重视 。 本 文 讨论 了 杂 交 瘤 细 胞无血清 无蛋 白 培养 基 的 常 用 添加 成 分和 它 们 的 功 能 ，

综 述 了 用 无血清 无蛋 白 培养基培养 骨髄 瘤 及杂 交瘤 细胞技 术 的 进展 。

目 前 ， 小 鼠 骨髓 瘤 细胞株 （ ＳＰ２／０ ） 已 被 成 功 驯 化 为 无血清培养 。 然 而 ， 鼠单抗的使

用 有 其 局 限性 ， 难 以 用 于小 鼠 自 身 蛋 白 的 检测 。 这是 由 于 正 常情况 下 ， 小 鼠对 自 身蛋 白

存在 耐 受性 ，

一

般无 法对其产 生 免疫反应 。 相较于 鼠单抗 的 局 限性 ， 兔单抗有着 明 显 的

优势 ， 但是 目 前 尚未开发 出 适应 于兔 骨髓瘤 细胞和 杂交瘤 细胞无血清培养 的 培养基 ， 以

及驯 化成功 的适应于无血清培养的兔 骨髓瘤 细胞 。

本文在 前期 无血清细胞培养研 究基础上 ， 以驯 化兔 骨髓瘤 细 胞 （ ２４０Ｅ －Ｗ２ ） 和兔杂

交瘤 细胞 为 目 的 ， 考察商 品 化无血清培养基 Ｆ １ ２ 、 ＣＤ Ｈｙｂｒ ｉｄｏｍａ Ｍ ｅｄ ｉｕｍ 和 本实验 室 自

１ ０
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行配 制 的 无血清培养基 的 驯 化效果 ， 优化驯 化条件 ， 提 高驯 化效 率 ， 为 兔单抗 的无血清

制 备提供新思路 。

研 究 内 容包括 以 下 三 方 面 ：

（ １ ） 采 用 商业化 的 无血清杂 交 瘤培养基 Ｆ １ ２ 、 ＣＤ Ｈ ｙｂ ｒ ｉｄｏｍａ Ｍ ｅｄ ｉｕｍ 和 本 实验 室 自

行配制 的 无 血清 培养基对兔 骨髓 瘤 细 胞 （ ２４０Ｅ －Ｗ ２ ） 进行 对 比 驯 化 ， 研 究培养基 、 驯化

程 序 、 接种 密度 、 培养方 式 、 亚 克 隆 筛 选 等 相 关 因 素 的 影响 。 优 化 驯 化条件 ， 提 高 驯 化

效 率 ， 确 定合适 的 驯 化方 式 ， 实现兔 骨 髄 瘤 细 胞 （ ２４０Ｅ－Ｗ２ ） 无血清 帖壁 和 悬 浮培 养 的

兔 骨髄 瘤细胞 （ ２４０Ｅ －Ｗ２－ ＳＦＭ ） 的 成 功 驯 化 。

（ ２ ）对 成 功 驯 化 的 无血清培养 的兔骨髄瘤 细胞 （ ２４０Ｅ－Ｗ２
－

ＳＦＭ ）进行 生 理活性分析 。

考 察 生 长形 态 、 生 长 能 力 、 细 胞 周 期 与 活性 能力 ， 对其 与 脾脏 细 胞 的融合 率 及 阳性孔数

比 例 进 行统计分析 ， 比 较 驯 化 前 后兔 骨髓瘤 细 胞 （ ２４０Ｅ－Ｗ２ ） 生理特性 的 变 化 ， 探 究 驯

化 后 的 无血清培养 的兔 骨髓瘤 细胞 （ ２４０Ｅ－Ｗ２－ ＳＦＭ ） 用 于 单抗融合表达 的 可行性 ；

（ ３ ） 实现无血清培养 的兔 骨髄瘤 细胞株 （ ２４０Ｅ－Ｗ２－ ＳＦＭ ） 与 兔脾脏 细胞融合 ， 对融

合 后 的 无血清培养兔杂 交瘤细胞 （ Ｈｙｂ ｒ ｉｄｏｍａ ） 的 生 理 活性进行分析 ， 考察其存 活 率 、 抗

体分泌 能力 、 ＷＢ 阳性 率及 丟 失情况 ， 实现兔杂 交 瘤 细胞 的无血清培养 ， 验证其抗体分

泌过程 的 重 复性和稳定性 ， 评估无血清培养在兔 单抗制备 中 的 应用 潜力 。

１ １
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第二章 兔 骨髓瘤细胞的无血清驯化培养

２ ． １ 引 言

传 统兔 单抗制 备 的 工程 细胞 株
——

兔 骨髄 瘤 细 胞 株 （ ２４０Ｅ －Ｗ ２ ） 生 长 速度 、 生 理 活

性 相 对 较稳定 ， 需 要 在 无血清培 养基 的 基础上添加 ９％浓度 的血清 才 能 正 常 生 长 。 但是 由

于 血清 不 同 批次 间 的 差 异 ， 导 致 不 同 批次 间 抗体 质 量 变 化 ， 且 会加 大 污 染风 险 ， 同 时给

下 游 的 分 离 纯化 工 艺 带 来
一

定 的 难度 。 除此之 外 ， 在
一

定 程 度 上 也加 大 了 生 产 成 本 ， 哏

制 其推广 应 用 。 因 此 ， 驯 化可 以适应 于 无 血清 生 长 的兔 骨髓 瘤 细胞 （ ２４０Ｅ －Ｗ ２
－ Ｓ ＦＭ ） 用

以 单抗制 备具有 重 要 的 意 义 。

本 章 以兔 骨髄 瘤 细 胞 （ ２４０Ｅ－Ｗ２ ） 为 研 究对 象 ， 采用 商 业化 的 无血清杂 交瘤 培养 基

Ｆ １ ２ 、 ＣＤＨ
ｙ
ｂ ｒ ｉｄｏｍａＭｅｄ ｉｕｍ 和本实验 室 自 行研发 的 无 ｉｌ清培养基 １ ６４０ＡＢ 培养基对兔 骨

髓瘤 细胞株 （ ２４０Ｅ －Ｗ２ ） 进行对 比 驯 化 ， 考 察 不 同 培养基对细 胞 生 长 状 态 的影响 ， 探 讨

驯 化过程 主 要 因 素 （ 包括培养 基选择 、 驯 化 方 式 、 接 种 密 度 、 亚 克隆筛 选 、 无血清冻存

液 选 择 等 ）
， 优 化兔 骨 髄 瘤 细 胞 （ ２４０Ｅ－Ｗ２ ） 的 无 血 清 驯 化 过 程 ， 验 证 兔 骨 髄 瘤 细 胞

（ ２４０Ｅ －Ｗ２ ） 无血清培养 的可行性 。

２ ．２ 材料和方法

２ ．２ ． １ 试剂与仪器

兔 骨髄瘤 细胞 ２４０Ｅ －Ｗ２ ： 宜康 （ 杭 州 ） 生 物技术有 限公 司 ， 专利 细胞

１ ６４０ＡＢ 培养基 ： 宜康 （ 杭 州 ） 生物技术有 限 公 司

Ｆ １ ２培养基 、 ＣＤＨｙｂｒｉｄｏｍａＭｅｄ ｉｕｍ培养基 ： Ｇ ｉｂｃｏ ，ＵＳＡ

ＡＴＣＣＳｅｒｕｍＦｒｅｅＣ ｅ ｌ ｌＦｒｅｅｚ ｉｎ
ｇ
Ｍ ｅｄ ｉｕｍ ：ＡＴＣＣ

，ＵＳＡ

Ｑｕ ｉ ｃｋ Ｆ ｒｅｅｚ ｉｎｇ
－Ｍ（ ＱＦＭ ） ： 北京 博 奥 龙 免疫技 术有 哏 公 司

８
－Ａｚａｇｕａｎ ｉｎｅ ：Ｓ ＩＧＭＡＬ ｉ ｆｅＳｃ ｉ ｅｎｃｅ

，Ｕ ＳＡ

１ ２
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Ｓｐ ｉ ｎｎｅ ｒＦ ｌ ａｓｋ ：Ｂ ｅ ｌ ｌ ｃｏＢ ｉｏ ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ ，Ｕ ＳＡ ．

Ｔｈ ｅｒｍｏＳｏｒｖａ ｌ ｌ ＳＴ８离 心机 ： Ｔｈ ｅｒｍｏＦ ｉ ｓｈｅ ｒＳｃ ｉ ｅｎ ｔ ｉｆｉｃ
，Ｕ ＳＡ ．

ＳａｎｙｏＭＣＯ －

１ ８Ａ ＩＣ
（
ＵＶ

）
Ｃ０ ２培养箱 ： ＳＡＮＹＯＥ ｌ ｅｃ ｔｒ ｉ ｃＣｏ ．Ｌ ｔｄ ．

，Ｊａｐａｎ

ＩＮＴＥＧＲＡ ＣＥＬＬＳＰ ＩＮ细胞培养磁 力 搅拌机 ： ＩＢ Ｓ
，Ｓｗ ｉ ｔｚｅｒ ｌ ａｎｄ ．

２ ．２ ．２ 兔骨髄瘤细胞的无血清培养基贴壁培养驯化

从液氮罐 中 复 苏
一

管 含血清 培 养 的兔 骨髄瘤 细胞 （ ２４０ Ｅ－Ｗ ２ ）
， 待其 生 长速度及状 态

稳定 后 ， 选 取贴壁培养状 态 良好 的对 数 生 长 期 细 胞 ， １ １ ００ｒ
ｐ
ｍ 、 ５ｍ ｉｎ 离 心分 离 ， 选取 ５

种 不 同 种 类 的 无血清培养基 （ 不含血清 的 １ ６４０ＡＢ 培养基 、 １ ： １ 的 １ ６４０ＡＢ 培养基和 ＣＤ

Ｈｙｂｒ ｉｄｏｍａＭｅｄ ｉｕｍ 培养基 ，
１ ：１ 的 １ ６４０ＡＢ 培养基和 Ｆ １ ２ 培养 基 ， 以 及 商 业化 的 ＣＤ

Ｈ
ｙｂ

ｒｉｄｏｍａ Ｍｅｄ ｉ ｕｍ 培养基和 Ｆ １ ２ 培养基 ）
，

３ 种 不 同 浓度 （ ３ ０％无 血清培养基混合于添加

９％血清 的 １ ６４０ＡＢ 培养基 ， ６０％无血清培养基混合于添加 ９％血清 的 １ ６４０ＡＢ 培养基 ，
１ ００％

无血清 培养 基 ） 重 悬兔 骨髄 瘤 细 胞 ， 进行平行对照测试 ， 统计 生 长 曲 线和 存 活 率 ， 考察

比 较速降和缓 降模 式对兔 骨 髄瘤 细 胞 生 长 能 力 的影响 ， 初步选择适应 性 最好 的 培养基进

行进
一

步 悬 浮驯 化 。

兔 骨髓 瘤 细胞 以 初始接种 密度 为 ０ ． ８ Ｘ １ ０
５

个 ／ ｍ ｌ 接种 于 ２４ 孔板 内 ， 每种 不 同 种 类

和 浓度 的培养基各接种 ５ 孔 （ ｌｍ ｌ ／孔 ）
，
３ ７

°

Ｃ 、 ５％Ｃ０ ２ 培养箱 中 培养 ， 进行平行对照实验 。

每天 对细胞 生 长状 态 、 速度 及存 活 率 进行 监测 。

反 复 以 上 过程 ， 初步挑选 出 适 应 性 最好 的 无 血清培养基进 行进 一 步 驯 化 。

２ ．２ ．３ 兔 骨髄瘤细胞的无血清培养基悬浮培养驯 化

选取适 应 性 最好 的 １ ：１ 的 １ ６４０ＡＢ 和 ＣＤＨｙｂ ｒ ｉｄｏｍａＭ ｅｄ ｉｕｍ 培养基进行悬 浮培养驯

化试验 。

低血清 贴壁逐步适应 方 法 ： 正 常 含血清贴壁培养 的兔 骨髓瘤细胞在对数 生 长 期 将添

加 了９％ 血清 的培养液更换为 含有 ５％血清 的培养液 ， 促使细胞提 前适应低浓度 血清 的

营养条件 。 待细胞逐步长满培养皿表面后 ，
正 常 传代 至含有 ５％血清 的培养液 中 生 长 ，

３

次传代后 ， 兔 骨髓瘤 细胞 已 完 全适应 了 含有 ５％血清 的培养条件 。 从含 ５％血清 的 培养条

件驯 化 至含 ３％ 、 ２％ 、 １％血清含量 的培养方法基本 同 上 ， 但 驯 化传 代次数逐 渐增 多 。

１ ３
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无 血清 悬 浮驯 化适应 方法 ： 以适应 了 １％血清培养条件 的兔 骨髓瘤 细胞 作 为 初始细胞 ，

在经 过桂化处理 的 １ ０００ｍ ｌ 的 Ｓｐ ｉｎｎｅｒＦ ｌａｓｋ 中 进行无血清 悬浮培养驯 化适应 ， 培养液 为

自 行培养配制 的 １ ：１ 的 １ ６４０ＡＢ 和 ＣＤ Ｈｙｂｒ ｉｄｏｍａ Ｍ ｅｄ ｉｕｍ 培养基 ，
细胞初始接种 密度 为

１ ． ２ｘ ｌ 〇
５

个 ／ｍ ｌ
， 转速 为 ３ ３ｒ

ｐ
ｍ 。 每 ３ 天 更换 １ 次新鲜培养液 ， 待 细胞 比 生长速 率恢 复 后

开始进行接种 传 代 ， 进
一

步 强化驯 化适应 过 程 。

细胞培养 每 ２４ｈ 进行计数 计 活 ， 观察 细 胞数 量 、 活 力 及状 态 的 变 化 。

２ ． ２ ．４ 适应无血清培养的兔骨髄瘤细胞亚克隆筛选

选 取 适 应 于 无 血 清 驯 化 培 养 后 能 稳 定 生 长 、 状 态 良 好 的 兔 骨 髓 瘤 细 胞

（ ２４０Ｅ －Ｗ２ －ＳＦＭ ）
， 密度控制 在 １ ． ０

－

６ ． ０ Ｘ １ ０
５

ｃｅ ｌ ｌ ｓ ／ ｍ ｌ
， 以双 向 稀释和有 限稀释 两种实验

方 法进 行亚 克 隆筛 选操 作 。

双 向 稀释 ： 取
一

块 ９６ 孔 细胞培养板 ， 每孔 铺 １ ００
４ 无 血清细胞培养液 。 取 调整好状

态 后 密 度 在 １ ．０
－

６ ． ０ Ｘ １ ０
５

个 ／ｍ ｌ 范 围 内 的 ２４０Ｅ －Ｗ２ 细胞原液 １ ００ｐ 丨 于 Ａ １ 孔反 复 吹打 ３

次 ， 依次 重 复稀释至 Ａ １ ２ 孔 。 再用 １ ００ 丨 的 １ ２ 道手 动移液器从 Ａ 排反 复吹打 ３ 次 ， 依

次 重 复稀释 至 Ｈ 排 。 每孔 补液 １ ０００ ， 置 于 ３ ７
°

Ｃ 、 ５％Ｃ〇２ 培养箱 中 静置培养 ，
１ ０ 天 后

观察 克 隆 生 长情况 。

有 限稀释 ： 取三块 ９６ 孔细胞培养板 ， 将调整好状 态 后 密 度 在 １ ． ０ －

６ ． ０ Ｘ １ ０
５

个 ／ ｍ ｌ 范

围 内 的 ２４０Ｅ －Ｗ２ 细胞原液 以 毎孔 ２ 个 、 ４ 个 、 ６ 个 细 胞 的 密 度 进 行 梯度铺板 ， 再 每孔 补

液 １ ００ Ｗ ， 置 于 ３ ７

°

Ｃ 、 ５％Ｃ０ ２ 培养箱 中 静置培养 ， １ ０ 天 后 观察 克 隆 生长 情况 。

挑 选 状 态 良 好 ， 生 长 速度 适 中 的 单 克 隆 进 行 扩 大 培 养 ， 待 其 生 长 状 态 稳定 后 用 含

８
－ＡＺ 的 培 养液培养

一

周 ， 再换 回 常规 无 血清培养液培养 后冻存 备份 。

２ ．２ ．５ 无血清兔骨髄瘤细胞冻存复苏

采 用 状 态 良好 的适应 于无血清培养 的兔 骨髓 瘤 细胞 （ ２４０Ｅ－Ｗ２－ＳＦＭ ） 作 为研 究对象 ，

选取原冻存液 （ ＤＦＢ Ｓ ） 和 两 种 商业化无血清冻存液 （ＡＴＣＣ 和 Ｑｕ ｉｃｋＦｒｅｅｚ ｉｎｇ
－Ｍ ） 共三

种冻存液进行平行对照试验 ， 考察冻存 效果 。

（ １ ） 原冻存液 （ ＤＦＢ Ｓ ） ：９０％ＦＢ Ｓ（ Ｇ ＩＢＣＯ ）＋ １ ０％ＤＭＳＯ 。 Ｓ ｉｇｍａ

（ ２ ）ＡＴＣＣＳｅｒｕｍＦ ｒｅｅＣｅ ｌ ｌＦｒｅｅｚ ｉｎｇＭｅｄ ｉｕｍ（ ＳＦＣＦＭ ） ： 以 纯净水作 为 溶剂 含有

１ ４
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ＤＭ ＳＯ 和 甲 基 纤 维 素 ， 不含血清 。 ＡＴＣＣ
，
Ｌｏ ｔ ：６２２ ８ ５ ３ ６０

（ ３ ） Ｑｕ ｉｃｋ Ｆｒｅｅｚ ｉｎｇ
－Ｍ （ ＱＦＭ ） ： 以 ＤＭＥＭ 为 母液 ， 含有 ＤＭ ＳＯ ， 不含牛 血清或其

他 蛋 白 成分 。 北 京 博奥龙 免疫技术有 限公 司 ，
Ｌｏ ｔ ：Ｋ １ ５ １ ０２０

冻存 细胞 的 原 理主 要是冻存液 中 的 ＤＭ ＳＯ 可使溶液 的冰 点 降低 ， 加之在程序 降温 中

缓 慢冻结 的 条件 下 ， 细胞 内 水 分透 出 ， 减少 冰 晶形 成 ， 从而 降低 细胞 的损伤 。 评价冻 存

液 的 主 要指标 在于 长 时 间 冻存 复 苏 后 细胞 的 存 活 率 以及状 态恢 复 时 间 的 长 短 。

在 同 等 条件 下 ， 利 用 三种 不 同 的冻存液分 别对适应 于 无血清培养 的兔 骨髓 瘤 细 胞进

行 冻存 ， 每个对照设 两 组平行试验 ， 冻存 后设置 四 个 时 间 点 （ 冻存 后 第
一

个 月 、 第 三个

月 、 第 六个 月 和
一

年 后 ） 复 苏细胞观察状 态 ， 并统计 复 苏 后 前 三 天 的 细 胞存 活 率 以 及 细

胞恢 复 正 常 生 长所 需 的 时 间 。 其 中 在 第
一

个 月 的试验期 间 增设
一组保 存 在液氮和 －

８０
°

Ｃ 冰

箱 中 的对照 。

冻存 前 细 胞处理 ： 收集适 量 状 态 良好 的适应于无血清培养 的兔 骨髄 瘤细胞 ，
１ １ ００ｒｐｍ ，

５ｍ ｉ ｎ 离心分 离 后 弃上清 ， 加入三种 不 同 的冻存液 后 以 １ ． ０
＊

１ ０
８

／ｍ ｌ ／管进行冻存 。

通过所得 的数据 比较选取
一

种 最优 的 无血清冻存液 。

２ ．２ ．６ 分析方法

细胞数 目 、 活 力 与 生 长 动力 学 的测定 方法如下 ：

（ １ ） 细胞计数 ： 将 培养好 的 半贴壁 细 胞 用 １ ０ｍ ｌ 移液 管轻柔 吹 打数次 ， 制 成 均 勻

的 细胞 悬液 。 取 ０ ． ５ｍ ｌ 到 ２４ 孔细胞培养板 中 的
一

孔 里 ， 加入 ０ ． ５ｍ ｌ 的 ０ ． ４％ 台 盼 蓝染液 ，

染 色 ２
？

３ｍ ｉｎ 后 ， 吸 取少 量 细 胞 悬液 到 血球计数板上 ， 在 显微镜 下对 每个 样 品 分别 计死细

胞和活细胞数 ， 统计 细胞存活 率 。

（ ２ ） 细胞存 活 率 Ｖ（％ ） ：

Ｘｖ

Ｖ
＝

７

—－

ＴＴ７Ｘ１ ０ ０
〇
／〇

Ｘｖ＋Ｘｄ

式 中 ： Ｖ 为 细胞存活 率 （％ ） ，
Ｘｖ 为 活 细胞 密度 （ ｃｅ ｌ ｌ ｓ／ｍ ｌ ）

，Ｘｄ 为 死细胞 密度 （ ｃｅ ｌ ｌ ｓ ／ｍ ｌ ） 。

（ ３ ） 细胞 的 比 生长速率 ｕ（ ｄ
－

１

） ：

１Ｃ ｔ

ｕ＝—
ｘＩ ｎ

—

ｔＣｏ

式 中 ： ｕ 为 细胞 比 生长速率 （ ｄ
－

１

） ，ｔ 为 时 间 （ ｄ ） ， Ｃ
ｔ 为 时 间 ｔ 时细胞密度 （ ｃｅ ｌ ｌ ｓ／ｍ ｌ ）

，
Ｃ 〇

１ ５
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为 初始接种 活 细胞 密 度 （ ｃｅ ｌ ｌ ｓ ／ｍ ｌ ） 。

在 不 同 血清浓度 的 培养 条件 下 生 长 的兔 骨髄瘤 细胞 （ ２４０Ｅ －Ｗ２ ）
， 观察细 胞状 态 时置

于 倒置 显微 镜上 ， 以 不 同 放 大 倍数 的 物镜观察其 生 长形 态 ， 并拍 照记录 。

２ ．３ 结果与讨论

２ ．３ ． １ 兔 骨髄瘤细胞的无血清培养基贴壁培养驯化

本 文 采 用 宜康 生物技 术 公 司 实验 室 自 行研发配制 的 无 血清 １ ６４０ＡＢ 基础培养基 （ 含

有 碳酸氢钠 、 １ ６４０ 粉 末 、 维 他命 、 氨基酸 、 丙 酮酸钠盐 、 抗 生 素 等 基本营养成 分 ， 不含

血清 成 分 ） 、 Ｇ ｉｂｃｏ 公 司 的 Ｆ １ ２ 和 ＣＤＨ
ｙｂｒ ｉｄｏｍａＭ ｅｄ ｉｕｍ 这 ３ 种培养基进行无血清 驯 化测

试 。 Ｆ １ ２ 培养 基是动 物细 胞培养基 ， 成分 复杂 ， 含有 多 种微量 元 素 ， 起初是 作 为
一

种 无

血清配 方设计 的 ， 现在 常 补加血清用 于支持各种 正 常 的 和 转化 细胞 的增殖 。 Ｆ １ ２ 培养基

常 和 ＤＭＥＭ 培养基 以 １ ： １ 的体积混合 ， 称 为 ＤＭＥＭ ／Ｆ １ ２ 培养基 ， 作 为 开 发无血清 配方

的基础 ， 结 合 了Ｆ １ ２（ 含有较 丰 富 的 成分 ） 和 ＤＭＥＭ（ 含有 较 高浓度 的营养成分 ） 的双

重 优 点 。 ＣＤＨｙｂ ｒ ｉｄｏｍａＭｅｄ ｉｕｍ 培养基则是 Ｇ ｉｂｃｏ 公 司 专 为 杂 交瘤 细胞株开发 的无动 物

来 源化 学培养 基 。 目 前 ， 市场上 尚 无适应 于兔 骨髓瘤 细胞 （ ２４０Ｅ －Ｗ２ ） 无 血清培养 的培

养 基 ， 故 综 合考量 后 选 取 这 几种 较 为 合适 的 无 血清培养基 作 为 初步测试 的 培养 基 。

选 取 常规添加 ９％血清 的 １ ６４０ＡＢ 培养 基 作 为 平 行对照 组 ， 在兔 骨髓 瘤 细胞 （ ２４０Ｅ －Ｗ２ ）

贴壁培养无 血清驯 化 阶段 ， 选 取 了５ 种 无血清培养基进行测试研 究 ， 即 １ ６４０ＡＢ 培养基 、

Ｆ １ ２培 养基 、 ＣＤＨ
ｙ
ｂ ｒ ｉ ｄｏｍａＭｅｄ ｉ ｕｍ培养基 、 体积 比 为１ ：１的１ ６４０ＡＢ ／ＣＤＨｙｂｒｉｄｏｍａ

Ｍ ｅｄ ｉｕｍ 培 养基 、 体积 比 为 １ ：１ 的 １ ６４０ＡＢ ／Ｆ １ ２ 培养基 。 考察 了 不 同 无血清培养基对兔

骨髓瘤 细胞 （ ２４０Ｅ －Ｗ２ ） 驯 化过 程 中 细胞 密度和 存活 率 的影响 ， 结果见 图 ２ ． １ 、 ２ ． ２ 、 ２ ． ３

和 ２ ．４ 。 和对照组相 比 ， 在无血清 培养基含量 为 ３ ０％的条件 下 ， 发现连续培养 四 天 的 细 胞

生长速度及 密度基本保持
一

致 ， 无 明 显差异 ， 仅 Ｆ １ ２ 培养基从 第 三天开始细胞提前进入

衰 亡期 ， 存活 率 也有 所下 降 。 胞 生长 曲 线 总体整体呈现 出 典 型 的潜伏期 、 对数 生 长期 、

平缓期 和衰亡期 的 趋 势 。

１ ６
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图 ２
．

１ １ ００％ １ ６４０ＡＢ 无血清 培养 的 ２４０Ｅ－Ｗ ２ 细 胞 生长 曲 线 （
ａ

）
和 存 活 率 （

ｂ
）

Ｆ ｉ

ｇ
ｕｒｅ２ ． １Ｅ ｆｆｅｃ ｔｓｏ ｆ  １ ００％ １ ６４０ＡＢｗ ｉ ｔｈｎｏｓ ｅ ｒｕｍｏｎ ｔｈｅｃｅ ｌ ｌｄｅｎ ｓ ｉ ｔｙ（

ａ
）
ａｎ ｄｖ ｉ ａｂ ｌ ｅｃｅ ｌ ｌｄｅｎ ｓ ｉ ｔｙ（

ｂ
）

１ ７
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１
°￣Ｆ １ ２

１ ６４０ＡＢ／Ｆ １ ２
（
Ｖ ：Ｖ＝ １ ： １

）

６
—

ｙ
—

１ ６４０ＡＢ／ＣＤＨｙｂ ｒ ｉｄｏｍａＭｅｄ ｉ ｕｍ
（
Ｖ ：Ｖ＝ １ ： １

）

百争Ｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌ

Ｉ
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Ｋ／／ １ ＣＤ Ｈ ｙｂ
ｒ ｉ ｄｏｍａＭ ｅｄ ｉ ｕｍ

１ ２０白 
１ ６４０ＡＢ ／Ｆ １ ２

（
Ｖ ：Ｖ？ １ ： １

）

１ ６４０ＡＢ ／ＣＤ Ｈ
ｙ
ｂｒ ｉｄｏｍａ Ｍ ｅｄ ｉ ｕｍ

（
Ｖ ： Ｖ＝ １ ： １

）

關 
Ｃｏｎ ｔｒｏ ｌ

＊


＇

１ ００

ｌｉｉｉｉ
０ ２４ ４ ８ ７２ ９６

Ｔ ｉｍｅ
（
ｈ

）

图 ２ ． ２３ ０％无血清培养 的 ２４０Ｅ－Ｗ２ 细 胞 生长 曲 线 （
ａ

） 和 存活 率 （
ｂ

） 比较

Ｆ ｉ ｇ ｕ ｒｅ２ ． ２Ｅ ｆｆｅ ｃ ｔ ｓｏ ｆ ３ ０％ＳＦＭｏｎ ｔｈｅｃｅ ｌ ｌｄｅｎ ｓ ｉ ｔｙ （
ａ

）
ａｎ ｄｖ ｉ ａｂ ｌ ｅｃ ｅ ｌ ｌｄ ｅｎ ｓ ｉ ｔｙ （

ｂ
）

１ ８
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图 ２ ． ３６０％无血清培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２ 细 胞 生长 曲 线 （
ａ

） 和存活 率 （
ｂ

） 比较

Ｆ ｉ

ｇ ｕ
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１ ９
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

ＫＺ／１ 
ＣＤ Ｈ

ｙ
ｂｒ ｉｄｏｍａ Ｍ ｅｄ ｉ ｕｍ

１ ２０＾３ １ ６４０ＡＢ／Ｆ １ ２
（
Ｖ ：Ｖ＝ １ ： １

）

１ ６４０ＡＢ／ＣＤ Ｈ
ｙ
ｂｒ ｉｄｏｍａＭ ｅｄ ｉ ｕｍ

（
Ｖ ： Ｖ＝ １ ： １

）

Ｃｏｎ ｔｒｏ ｌ

ｌｌ
｜｜ｊｊ

０ ２４ ４８ ７２ ９６

Ｔ ｉｍｅ
（
ｈ

）

图 ２ ． ４ １ ００％无血清培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２ 细 胞 生长 曲 线 （ ａ ）
和 存 活 率 （ｂ ） 比较

Ｆ ｉ ｇｕ ｒｅ２ ． ４Ｅ ｆｆｅｃ ｔ ｓｏ ｆ １ ００％Ｓ ＦＭｏｎ ｔｈ ｅｃ ｅ ｌ ｌｄｅｎ ｓ ｉ ｔｙ （
ａ

）
ａｎｄｖ ｉ ａｂ ｌ ｅｃｅ ｌ ｌｄ ｅｎ ｓ ｉ ｔｙ（

ｂ ）

２０
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直接在 １ ６４０ＡＢ 培养基 中 彻 底去 除血清 ， 细胞 生长 能 力 明 显降低 ， 且细胞 明 显有分

化现 象 ， 故 考 虑添加 商业化无血清培养基 以 改善细胞所 需 的必须营养成分较 为 合适 。 但

是 ， 随着 商业化无血清培养基含 量 的逐渐加大 ， 不 同 种 类 的无血清培养基 对于 细胞培养

的差异影响 逐 渐 明 显 。 结果见 图 ２ ． ３ 和 图 ２ ．４ 。 在无血清培养基 含量 为 ６０％的条件下 ， 从

第 三天开始除 了１ ：１ 的 １ ６４０ＡＢ ／ＣＤ Ｈｙｂｒ ｉ ｄｏｍａ Ｍ ｅｄ ｉｕｍ 培养基 与 对照组 生长趋 势基本 保

持一致外 ， 其余三种培养基均 出 现细胞提前进入衰亡期 的现 象 ， 其 中 Ｆ １ ２ 培养基最 为 明

显 ，
ＣＤＨ

ｙ
ｂ ｒ ｉｄｏｍａＭ ｅｄ ｉｕｍ 培养基次之 。 在 无血清培养基含量 为 １ ００％时 ， 从 第 三 天开始

Ｆ １ ２ 和 ＣＤＨｙｂ ｒ ｉｄｏｍａＭ ｅｄ ｉｕｍ 两种 无 血清培养 基 均逐渐 出现 全部死亡现 象 ， 其 中 丨 ： １ 的

１ ６４０ＡＢ ／ＣＤＨ ｙｂｒ ｉｄｏｍａＭ ｅｄ ｉｕｍ 培养基表现最好 ，
细胞 密度 略低于对照组 。

从 不 同 浓度速 降 的 细 胞存活 率数据结果可见 ，
１ ：１ 的 １ ６４０ＡＢ ／ＣＤ Ｈ ｙｂ ｒ ｉ ｄｏｍａ Ｍ ｅｄ ｉｕｍ

培 养 基综 合结果较 为 理想 ， 适 合用 于进一步驯化培 养 。

随 着 血清含量 的 下 降 ， 在无血清培 养基含量 为 １ ００％时 ， 兔 骨髄 瘤 细胞 （ ２４０Ｅ －Ｗ２ ）

的贴壁 能 力 逐渐下 降 ， 最终呈现 出 部分细胞悬浮状 态 。 到 第 四 天观察 时 ， 除 了１ ： １ 的

１ ６４０ＡＢ 和 ＣＤＨ ｙｂｒｉｄｏｍａＭ ｅｄ ｉｕｍ 培养基培养 的 细 胞边缘较 为 光滑 ， 相 对接近于 对照组 ，

其余培养 基 内 的 细 胞 基本死亡 。 结 果见 图 ２ ． ５ 。

鉴于 上述结 果 ， 初步确 定 １ ：１ 的 １ ６４０ＡＢ 和 ＣＤＨｙｂ ｒ ｉｄ ｏｍａＭ ｅｄ ｉｕｍ 培养 基适 应性 最

好 ， 可进 行后续 的 悬浮培养驯 化 。

ｎ
（
ａ ） １ ００％ １ ６４０ＡＢｗ ｉ ｔｈｎｏｓｅｒｕｍ

 （
９６ｈ

）

２ １
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＿魏 磨＿
ｍｋ＾ Ｊｍ

（
ｂ

） １ ００％ ＣＤ Ｈｙｂｒ ｉｄｏｍａＭ ｅｄ ｉ ｕｍ
（
９ ６ｈ

）

圓
（
ｃ

） １ ００％ Ｆ Ｉ ２ｍｅｄ ｉ ｕｍ
 （
９ ６ｈ

）

２２
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（
ｄ

）１ ００％ １ ６４０ＡＢ／Ｆ １ ２
＝

１ ： １
（
９６ｈ

）

ｎ
（
ｅ

） １ ００％ １ ６４０ＡＢ ／ ＣＤＨｙｂ ｒ ｉｄｏｍａＭ ｅｄ ｉ ｕｍ
＝

ｌ ： ｌ（
９ ６ｈ

）

２ ３
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Ｈｉ
（
ｆ

）
１ ６４０ＡＢｗ ｉ ｔｈ９％ｓ ｅｒｕｍ

（
９６ｈ

）

图 ２
． ５ 不 同 无血清培养条件对 ２４０Ｅ －Ｗ２ 细胞 生 长状 态 的 影响

Ｆ ｉｇ ．２ ． ５Ｅｆｆｅｃ ｔ ｓｏ ｆ ｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔ ｓ ｅｒｕｍｆｒｅｅｍｅｄ ｉｕｍ ｏｎｔｈ ｅｃｅ ｌ ｌｃｏｎｄ ｉ ｔ ｉ ｏｎ

分析 原 因 可见 ，

一

方 面 由 于 商业化无血清培养 基 与 常规 １ ６４０ＡＢ 无血清培养基添 加

９％浓度血清 等体积混合 后 的培养液 内 含有 少 量适应性较好的 １ ６４０ＡＢ 基础培养 基 和 血清

成分 ， 包括谷 氨酰胺 、 氨 基酸 、 ＨＥＰＥ Ｓ 缓冲 液 、 丙 酮 酸钠 盐 、 维 他命 等 多 种 营养成分 ，

故 相 对于直接替换 的 １ ００％商 业化无血清培养 基适 应性更好 ； 另
一

方 面 ， 在培养初期 ，
细

胞 密 度 较 小 ， 对培 养基 内 营养物 质 的 需 求较少 ， 故没有 明 显 差 异 ， 但从 第 三 天起 ， 细 胞

增殖速度 加快 ，
细胞 密 度 较 大 ， 故 出 现 由 于 营 养 成分不足 而 导致细胞提前进入衰亡期 ，

存活 率 下 降 的现象 。 ．

在 同 样 １ ： １ 体 积 混合 的 商 业 化无 血清培养 基和 １ ６４ ０ＡＢ 培 养 基添加 ９％血清浓度 的

条件 下 ， 相 较于 １
：

１ 的 １ ６４０ＡＢ ／Ｆ １ ２ 培 养基 而 言 ，
£ ０１办 １＾ （１〇 １１１３ ＾＾ （１ 丨 １１ １１１ 是 （３化 （：〇 公 司 专

为 骨髄瘤 和 杂 交 瘤钿胞开 发 ：的无血清
＇

培养基 ， 在必 须营 养成分 和微量元 素 配 比 方 面较 Ｆ １ ２

无血清培养基更具有优势 ，
：故 １ ： １ 的 １ ６４０ＡＢ ／ ＣＤ Ｈ

ｙｂ ｒ ｉｄｏｍａ 培养基适应性更好 。

２ ．３ ． ２ 兔 骨髓瘤 细胞 的无血清培养基悬浮培养驯化

降低血清浓度 的 贴 壁培 养驯 化初期 ， 从 ９％血清浓度经 ５％再 降 至 ３％时 ，
细胞并未表

２４
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现 出 不适应 ， 也未呈现 出 肉 眼可见 的 差异 ， 且 生长速度 也基本保持
一

致 ， 结果见 图 ２ ． ６Ａ

和 ２ ． ６Ｂ 。 随 着 血清浓度 的进
一

步 降低 ， 直 至血清浓度 为 １％时 ，
２４０Ｅ －Ｗ２ 呈现 出 生长速

度放缓 ， 部分细胞开始 衰亡甚 至 死亡 的现 象 ， 结 果见 图 ２ ． ６Ｃ 。

经逐次换液及 多 次传代 后 ，
２４０Ｅ －Ｗ２ 适应 了 仅含 １％血清浓度 的 营 养条件 ， 生长速

率逐 渐恢 复 。 但是细胞边缘稍 显粗糙 ， 贴 壁较 为 松散 ， 部分细胞呈现 出 单个 悬浮现 象 ，

结果 见 图 ２ ． ６Ｄ 。

々
？

：

餘 ‘ 芝
？

入
：

：

＇

：

， ．

靈 Ａ Ｂ

，

’

－
＾ ．

ｒ？知？二 ． Ｓ
－

？

＇

ｖ ：Ｋ〇
＾＾、

Ｓｏ

Ａ ．９％血清浓度 的 贴 壁培养

Ｂ ．３％血清浓度 的 贴 壁 培 养

Ｃ ． １％血清浓度 的 贴壁培 养 （ 状 态恢 复 前 ）

Ｄ ． １ ％血清浓度 的 贴 壁 培 养 （ 状 态恢 复 后 ）

图 ２ ． ６ 不 同 血清 浓 度 下 免 骨髄 瘤 细 胞 （ ２４０ Ｅ－Ｗ２ ） 酤 壁 培养 的 生长状 态

Ｆ ｉ

ｇ
．２ ． ６２４ ０Ｅ －Ｗ２ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

ｇｒｏｗｔｈｓ ｔａ ｔｅ ｉ ｎｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔｃｏｎ ｃ ｅｎ ｔｒａ ｔ ｉ ｏｎ ｓｏ ｆ ｓ ｅ ｒｕｍ

将基 本 适应 了 １ ％血清 含量 的 ２４０Ｅ －Ｗ２ 细 胞转入表面经过硅化处理 的 Ｓ
ｐ

ｉｎｎ ｅｒＦ ｌａｓｋ

中 进行 无血清 悬 浮培 养 的驯 化适 应 ，
３ ３ ｉｐｍ 、 ３ ７

°

Ｃ 、 ５％Ｃ〇 ２ 培 养 箱 中 培养 ， 培养液彻底

替换 为 １ ： １ 的 １ ６４０ＡＢ 和 ＣＤＨｙ
ｂｒ ｉ ｄｏｍａＭ ｅｄ ｉｕｍ 无血清培养基 。 由 于 ２４０Ｅ －Ｗ２ 细 胞 自

身 覊 于半贴 壁 细 胞 ， 在 常规添加 ９％血清 浓度 的 １ ６４０ＡＢ 培养基培 养过程 中 可直接适应 于

２ ５
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悬浮培养 。 替换成 无血清培养基后 ， 由 于缺乏 了 血清 中 利于 细胞贴壁 生长 的 因 子 ， 挑选

悬浮 细胞较 多 的 细胞株直接进行 悬浮培养 ， 经长期传代处理 后 ， 适应 于无 血清培养 的兔

骨髓瘤 细 胞 （ ２４０Ｅ －Ｗ２ － ＳＦＭ ） 呈现单细胞悬浮 生长 的状 态 ， 边缘光滑透 亮 清晰 ， 大小基

本均
一

， 生长速度稳定 ， 结果见 图 ２ ． ７ 。 取样 后 与 对照组兔 骨髄瘤 细胞 （ ２４０Ｅ －Ｗ２ ） 状 态

（ 图 ２ ． ８ ） 基本无差异 。

＿
图 ２ ． ７ 无血清 悬 浮培养下 ２４０Ｅ－Ｗ２ 细胞 的 生长状态

Ｆ ｉｇ ．２ ． ７２４０Ｅ －Ｗ２ｃｅ ｌ ｌ ｓ
ｇｒｏｗ ｔｈｓ ｔａ ｔｅ ｉ ｎｓｅｒｕｍ ｆｒｅｅｍｅｄ ｉｕｍ

图 ２ ． ８９％血清悬浮培养下 ２４０Ｅ －Ｗ２ 细 胞 的 生长 状 态

Ｆ ｉ

ｇ ．２ ． ８２４０Ｅ －Ｗ２ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ
ｇ

ｒｏｗ ｔｈｓ ｔａ ｔ ｅ ｉｎ９％ｓ ｅ ｒｕｍｍ ｅｄ ｉ ｕｍ

在 悬 浮 细 胞培养驯 化过程 中 ， 需 要 考虑 多 种 因 素 。 首 先 ， 细胞从贴 壁 到 悬 浮 ，
细 胞

改 变 了 存在 的形 态 ， 要从常规 细 胞传 代 的 过程 中 筛选 出 适合驯 化 的 细 胞 。 血清具 有 利 于

２ ６
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细 胞贴 壁 生 长 的 功 效 ， 随 着 血清含 量 的 下 降 ， 细胞 贴 壁 能 力 逐 渐 降低 ， 出 现贴壁松散甚

至部分 悬浮 状 态 。 由 于 ２４０Ｅ－Ｗ２ 细胞是 半 贴 壁细胞 ， 因 此尽 量选 择 悬浮细胞较 多 的 细胞

株进行进
一

步 悬 浮培养成 功 率 相对较 高 。 其次 ， 为 实现驯 化 的稳定性 ， 在 驯 化过程 中 要

控制 好各项参数 ， 如 驯 化 时细胞活 力 要控制 在 ９０％ 以 上 ， 细胞初次从贴壁 的 培养 皿里 转

入 转瓶 时 需 要适 当 提 高初始接种 密 度 ， 从 ０ ． ８ Ｘ １ ０
５

／ｍ ｌ 上升 至 １ ． ２ Ｘ ｌ 〇
５

／ｍ ｌ
， 转瓶的转速适

当 从 ３ ３ｒｐｍ 降 至 ３ ０ｒｐｍ ， 以 减少旋转剪 切 力 对 细胞造成 的损 伤 ， 待其 比 生长速率恢 复稳

定 后 方 可恢 复 ３ ３ｒｐｍ 的 常规 转速 。 再者 ， 需 要保持细胞 的表达特性 不发 生 变 化 ， 驯化 后

的 细胞增殖 能 力 、 复 苏后 细胞活力 及 生理活性 都要满足 大规模 的 生 产 需 要等 。

２ ．３ ．３ 兔 骨髄瘤细胞的无血清培养亚克隆分析

取 完 全适 应 且 悬 浮 生 长 于 １ ：１ 的 １ ６４０ＡＢ 和 ＣＤ Ｈｙｂ ｒ ｉｄｏｍａ Ｍ ｅｄ ｉ ｕｍ 无血清培养基 中

状 态 良好 的 ２４０Ｅ －Ｗ ２ －

ＳＦＭ ， 以 双 向 稀释和有 限稀释 两种 方法进行 亚克 隆操 作 ， 置于 ３ ７
°

Ｃ 、

５％Ｃ０２ 培养箱 中 静置 培养 ，
１ ２ 天 后观察有 限稀释法稀释后 的 ９６ 孔细胞培养板 内 克 隆及

单 克 隆 生 长 状 态 。 随着 每孔 铺 板 细胞数 的增 加 ， 克 隆 率 随 之增 加 ， 但 是 单克 隆 率 在 ４

ｃｅ ｌ ｌ ｓ／ｗｅ ｌ ｌ 的铺板条件下最具有优势 。 统计结 果见表 ２ ． １ 。

表 ２ ． １ 不 同 细胞数铺板 后 克 隆 率 及 单 克 隆 率 统计

Ｔａｂ ｌ ｅ ２ ． １Ｔｈｅｃ ｌ ｏｎｅｒａ ｔｅａｎｄｍｏｎｏｃ ｌ ｏｎａ ｌｒａ ｔｅ ｉ ｎｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｔｃｅ ｌ ｌｎｕｍｂｅ ｒｓ

Ｃ ｅ ｌ ｌｎｕｍｂｅｒ／ｗ ｅ ｌ ｌ（ ｃｅ ｌ ｌ ｓ ／ｗｅ ｌ ｌ ）Ｃ ｌｏ ｎ ｅｒａ ｔｅ（％ ）Ｍｏ ｎ ｏｃ ｌｏ ｎ ｅｒａ ｔｅ（％ ）

２ ４ ８ ３ ９

４ ６３ ５ １

６ ８ １ ３ ３

挑选 ９６ 孔细胞培养板 中 状 态好 、 边缘光滑 圆 润 、 大小适 中 的 单克 隆孔 ， 将其 内 细胞

扩大培养至 ６ 孔细胞培养板 中 ， 待其稳定 生长 后替换培养液 为 无血清 的 ８
－ＡＺ 培养液培养

一

周 ， 挑选状 态优 良 的 克 隆株 细胞再替换 回 １ ：１ 的 １ ６４０ＡＢ ／ＣＤ Ｈｙｂｒ ｉｄｏｍａ Ｍｅｄ ｉ ｕｍ 无血

清培养基进行培养 。 然后 冻 存 于液氮罐 中 作 为 种 子保存 ， 并继续将其 与 兔脾脏细胞进行

２ ７
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融合操 作 ， 根 据 融合结 果 挑选 最优 的 单 克隆细胞株 ， 再对其进行 ４ｃｅ ｌ ｌ ｓ／ｗｅ ｌ ｌ 的亚克 隆 ，

重 复此过程 ， 直 至 筛 选 出 最 优 的 单 克 隆 细胞株 ， 并对 每次筛选 得 出 的过程细 胞株进行冻

存备份 ， 以用 作 各 阶段驯 化种 子 细胞 的 备份 ， 可避 免在 驯化过程 中 浪 费 大 量 的 时 间 做重

复 的 工作 。

２ ．３ ．４ 兔 骨髄瘤细胞的无血清冻存复苏分析

选取三种 不 同 的 冻存液 ： （ １ ） 含 ９０％Ｇ ｉ ｂｃｏ 血清和 １ ０％ＤＭ ＳＯ 的 原冻存液 （ Ｄ ＦＢ Ｓ ）
；

（ ２ ） 以 纯净 水 作 为 溶剂 含有 ＤＭ ＳＯ 和 甲 基 纤 维 素 ， 不含 血清 的 ＡＴＣＣＳｅｒｕｍＦｒｅｅＣｅ ｌ ｌ

Ｆｒｅｅｚ ｉｎｇＭｅｄ ｉ ｕｍ 冻存 液 （ Ｓ ＦＣＦＭ ）
；（ ３ ） 以 ＤＭ ＥＭ 为 母液 ， 含有 ＤＭ ＳＯ

， 不含牛 血清

或其他蛋 白 成 分 的 Ｑ ｕ ｉ ｃ ｋＦ ｒｅｅｚ ｉｎｇ
－Ｍ 冻存 液 （ Ｑ ＦＭ ） 。 分别 冻存 于 －

８ ０
°

Ｃ 和液氮 中
一

个 月

后 ， 在 ３ ７

°

Ｃ 水浴 中 复苏细 胞 ， 连续三 天对细胞进行存活 率统计并且观察细胞 生 长状 态 ，

结 果 见 图 ２ ． ９
（
ａ
）
和 ２ ． ９

（
ｂ

）
。

１ ４０ ，



四 
ＤＦ ＢＳ

ｌ＾ｙ ｌ
ＳＦＣＦＭ

１ ２ 〇＾ ＱＦＭ

产為 ８ ８ ５
９ ２８

；  ｘｑ ｃ
３ ｏ ｏ ． Ｄ

ｗｗ

ｊ

８ 〇

ｉｌｌｉｆｅ

１ ２ ３

Ｔ
ｉｍｅ

 （
ｄ

）

图 ２ ． ９
（
ａ
）
不 同 冻存液 －

８ ０

°

Ｃ 冻存 后
一个 月 的 细胞存 活 率

Ｆ ｉ

ｇ ．２ ． ９
（
ａ
）
Ｃｅ ｌ ｌｖ ｉ ａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ

ｉ ｎｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｔｆｒｏｚｅｎｓｏ ｌ ｕ ｔ ｉ ｏ ｎａ ｆｔ ｅ ｒ ｏ ｎ ｅｍｏ ｎ ｔｈ ｉ ｎ
－

８０
°

Ｃ

２ ８
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１ ４０
１



四 
Ｄ Ｆ ＢＳ

一Ｅ３ ＳＦＣＦＭ

１ ２０＿ ＱＦＭ

Ｃ〇
１ 〇〇 ９５ ． ２９ ３ ． ９

匕８８ ． ５

＞ ，ＰＺ＾
７啤

、撕 ： ８ ３ ． ７８３ ． ６

Ｉ

■鍾＿＿

１ ２ ３

Ｔ ｉｍｅ
（
ｄ

）

图 ２ ． ９
（
ｂ

） 不 同 冻存液液氮冻存 后
一

个 月 的 细 胞存 活 率

Ｆ ｉ

ｇ ．２ ． ９
（
ｂ

）
Ｃｅ ｌ ｌｖ ｉ ａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ

ｉ ｎｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔｆｒｏｚｅｎｓｏ ｌ ｕ ｔ ｉｏｎａｆｔｅ ｒｏｎ ｅｍｏｎ ｔｈ ｉ ｎ ｌ ｉ

ｑ ｕ
ｉ ｄｎ ｉ ｔｒｏｇｅｎ

可 以 发现 ，

－

８０
°

Ｃ保 存 的 细 胞在 复 苏第 二 天 时存 活 率较液 氮保存 的 下降更 为 明 显 ， 但

是 第 三天 存活 率上 升速度又 明 显 高 于液 氮保 存 的 细胞 。 液 氮保存 的细 胞在 复 苏三天 内 细

胞存 活 率 波动相对较小 ， 冻存 方式 更 为 稳定 。 相对 而 言 ，
ＳＦＣ ＦＭ 冻存液 的冻存 效果 比较

理想 ，

－

８ ０

°

Ｃ 保 存 复 苏存 活 率前三天均略 高 于对照组 ， 液氮保存 复 苏存活 率 前 两 天 略 高 于

对照组 ， 第 三 天 也 与 对照组类似 。 相 比 较 而 言 ， ＱＦＭ 冻存液 的稳定性 略差 于对照组 ， 三

天 内 的 细 胞存 活 率 也 相对低于对照组 。

结 果 表 明 ，

－

８０

°

Ｃ 保 存 比液氮保 存 的 细 胞更 容 易 调整状 态进入正 常 的细 胞周 期 ， 以现

有 的 含血清冻存液 Ｄ ＦＢ Ｓ 作 为 参照 ，
ＳＦＣＦＭ 冻存液冻存 的细胞更 为稳定 。 三种冻存液冻

存 的 细胞在保 存于 －

８０
°

Ｃ 或液氮 中
一个 月 后 复 苏的存 活 率 差异均不大 ， 冻存 的 细 胞在

一

个

月 内 转移至液氮罐 内 长期 保存 ， 对细胞 复 苏活率影响不大 。

不 同 冻存液在液氮 内 保 存 ， 第 三个 月 、 第六个 月 、 第 十二个 月 分别 复苏后前 三天 的

细胞存活 率见 图 ２ ． １ ０ －

２ ． １ ２ 。

２９
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１ ４ ０

１



四 
ＤＦＢＳ

… Ｅ２３ ＳＦＣ ＦＭ

１ ２０Ｋ＾ ｏｆｍ

ｇ
１ ００ ９０ ． ９

＾８５３８ ３ ． ６ ８ ３ ． ７

ｗ８ ０ ７４７ ？
－

７ ８
．
－＾－

， ７ ７ －２

Ｊ
ＳＳＳ＞

－

１

＿＿＿２ Ｑ

＿＿嚷
１ ２ ３

Ｔ ｉｍｅ
 （
ｄ

）

图 ２ ． １ ０ 不 同 冻存液液氮冻存 三个 月 复 苏 后 前三天 的 细胞存 活 率

Ｆ ｉｇ ．２ ． １ ０Ｃｅ ｌ ｌ ｖ ｉａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ 

ｗ ｉ ｔｈｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｚｅｎｓｏ ｌｕ ｔ ｉｏｎ ｉｎ ｌ ｉｑｕ ｉｄｎ ｉ ｔｒｏｇｅｎａｆｔｅｒ ３ｍｏｎｔｈｓ

１ ４０
１



ＰＺ＾
ｌ Ｄ Ｆ ＢＳ

［ ｖＶ ｌ Ｓ ＦＣＦＭ

１ ２０＿ ＱＦ Ｍ

ｇ
１ ００

§８ ０Ｌ －

ｙ

．
７

＾
．

９

ｍ
７ ３ ． ９ ７ ６ ． ８

翻
１ ２ ３

Ｔ ｉｍｅ
 （

ｄ
）

图 ２ ． １ １ 不 同 冻 存液液氮冻存六个 月 复苏后 前 三天 细胞 存 活 率

Ｆ ｉ ｇ ．２ ． １ １Ｃｅ ｌ ｌｖ ｉ ａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ
ｗ ｉ ｔｈｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｔｆｒｏｚｅｎｓｏ ｌ ｕ ｔ ｉ ｏｎ ｉ ｎ ｌ ｉ

ｑｕ ｉ ｄｎ ｉ ｔ ｒｏｇｅ ｎａｆｔｅ ｒ６ｍ ｏｎ ｔ ｈ ｓ

３ ０
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１ ４０
１



ＰＶ＞ｌ ＤＦ ＢＳ

Ｐ＾ｌ ＳＦＣ ＦＭ

１ ２ ０＿ ＱＦＭ

茗
１ ００

一

 ８６ ２

■

？８ ０７６ ． １

Ｓ

： ｌ
｜｜
ａＩＬ

２國議圓
１ ２ ３

Ｔ ｉｍｅ
 （

ｄ
）

图 ２ ． １ ２ 不 同 冻存液液氮冻存
一

年 复苏后 前 三 天 的 细胞 存 活 率

Ｆ ｉｇ ．２ ． １ ２Ｃｅ ｌ ｌｖ ｉ ａｂ ｉ ｌ ｉ ｔｙ
ｗ ｉ ｔｈｄ ｉｆｆｅｒｅｎ ｔｆｒｏｚｅｎｓｏ ｌ ｕ ｔ ｉ ｏｎ ｉ ｎ ｌ ｉ ｑｕ ｉ ｄｎ ｉ ｔ ｒｏｇｅｎａ ｆｔｅ ｒ １ ２ｍｏ ｎ ｔｈ ｓ

可 以 发现 ， 细胞保存于液氮 中 第
一

个 月 及 第 三个 月 复 苏后存活 率 下 降 不 明 显 ， 但 在

保存六个 月 之 后 复 苏时存 活 率 会 明 显 下 降 ，

一

年 后 存 活 率 较六个 月 差异 不大 。 以现 用 冻

存液 （ Ｄ ＦＢＳ ） 为 参照 ， 同 等条件下 用 ＳＦＣＦＭ 冻存 的 细胞 复 苏后活 率 最 高 ， Ｑ ＦＭ 与 原冻

存液相 比较 复 苏后存 活 率 偏低 ， 相对稳定性稍 差 。 复 苏后 ２４ 小 时 内 细 胞处于 调 整状 态 ，

存 活 率 相对较低 ， 但是再之后 的 ２４ 小 时 细 胞会调整好状 态并进入正 常 细胞周 期 进 行增殖 。

结 果表 明 ， ＳＦＣＦＭ 冻存液冻存 的 细 胞 复 苏后存活 率 与恢 复周 期 与 现有 含血清冻存液

相 似 ， ３
－４ 天 内 增殖稳定 ， 状 态 良好 ， 可用 来替代现有 含血清冻存液的冻存 方 式 。

２ ．４ 本章小结

本章兔 骨髓 瘤 细 胞 （ ２４０Ｅ－Ｗ２ ） 的无 血清培养 驯 化 ， 釆 用 商 品 化无 血清培养基 ＣＤ

Ｈ
ｙｂ

ｒ ｉｄｏｍ ａＭ ｅｄ ｉ ｕｍ 、 Ｆ １ ２ 、 以 及 自 行研发 的 １ ６４０ＡＢ 无血清培养基按照体积 比 为 １ ：１ 配

置 的 １ ６４０Ａ Ｂ ／Ｆ １ ２ 培养基 和 １ ６４０ＡＢ ／ＣＤ Ｈ
ｙ
ｂ ｒ ｉ ｄｏｍ ａ Ｍ ｅｄ ｉ ｕｍ 培养基进行对 比 驯 化实验 。

３ １
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通过速降 血清 的 方 式 ， 初步 发现 １ ：１ 的 １ ６４０ＡＢ ／ＣＤ Ｈ
ｙ
ｂｒ ｉｄｏｍａ Ｍ ｅｄ ｉ ｕｍ 培养基适应

性较好 ， 进
一

步 用 缓降血清 的 方 式从 １％血清含量继续 降 至 完 全 无血清贴壁培养 。 对 于贴

壁 转 悬浮培养 的 驯 化过程 ， 细胞状 态 、 初始接种 密 度 、 转速均对 细胞有 影响 ， 尽 量 选 择

在 半 贴壁 状 态 中 悬 浮较 多 的 细胞 ， 适 当 升 高初始接种 密度 ， 适 当 降 低 转速 ， 待 其 生 长 能

力 恢 复 后 再调整 回 正 常 转速 ， 更容 易 适应 悬浮培养 。 经优化 ， 实现 了 兔 骨髓瘤细胞对于 １ ：

１ 的 １ ６４０ＡＢ ／ＣＤ Ｈ ｙｂｒ ｉｄｏｍａ Ｍｅｄ ｉｕｍ 无血清培养基 的 悬浮驯 化培养 。

通 过 反 复 亚 克 隆 的 方 式 筛 选 出 性 状 稳 定 的 适 应 于 无 血 清 培 养 的 兔 骨 髄 瘤 细 胞

（ ２４０Ｅ －Ｗ ２
－ＳＦＭ ） ， 发现 以 每孔 ４ 个细胞 的 方式进行有 哏稀释法亚 克 隆 ， 得 到 的 克 隆 率和

单 克 隆 率 最 高 ， 细胞状态 最好 。

考察 了 不 同 的无血清冻存液对于驯 化 后 的 细胞株冻存 复 苏 的影响 ， 确定 ＡＴＣＣＳｅｒｕｍ

ＦｒｅｅＣｅ ｌ ｌＦｒｅｅｚ ｉｎｇ
Ｍｅｄ ｉ ｕｍ 作 为 最合适 的 无血清冻存液 ， 用 于 ２４０Ｅ －Ｗ２ － ＳＦＭ 细胞 的长 期

保 存 ， 冻存
一

年 后 复 苏存 活 率 可达 ６８ ． ２％ ， 高 于含 血清冻存液对照将近 ４ 个 百分 点 ， 且

状 态恢 复 时 间 与 原冻存液相 同 。

结 果表 明 ， 兔 骨髓瘤 细 胞 （ ２４０Ｅ－Ｗ２ ） 从含血清培养 方式 驯 化 为 无血清 悬浮培养 方

式 是切 实 可行 的 ， 为 兔单抗 的 无血清 生 产 提供 了 基础 。 不过 ， 适 应 于无 血清培养 的兔 骨

髄瘤 细胞 （ ２４０Ｅ－Ｗ２ － ＳＦＭ ） 的 生理活性等 方 面仍 需进
一

步验证 。

３ ２
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第三章 无血清驯化后兔 骨髓瘤细胞的生理活性

３ ． １ 引 言

适 应 于 无 血清培养 的兔 骨髄 瘤 细胞 （ ２４０Ｅ －Ｗ ２ － ＳＦＭ ）
， 成 功 驯 化 后 其 生 理活性是 关

键 ， 应 该 具有 和 常规含 血清培养 的兔 骨髄瘤 细胞株 （ ２４０Ｅ－Ｗ２ ） 同 样甚 至 更优 的 生 长速

度 、 比 生 长速 率 、 存 活 率 ， 以 确保 传 代 后 具有足够 的 细 胞 密 度 用 于 与 兔脾脏细胞进行融

合 ， 从而获 得优 良 的兔杂 交 瘤 工程 细 胞株 ， 用 于兔单抗制 备 。

细胞周 期是指连续分裂 的 细 胞从
一

次有 丝分裂 结束 到 下
一

次有 丝分裂 完 成 所经 历 的

整个 过程 ， 主 要分 为 分裂 间 期 和 分裂期 两 个 阶 段 。 流式 细胞仪可 以 检测 细 胞周 期 ， 通 过

对 凋 亡 期 、 Ｇ ０ ／Ｇ １ 、 Ｓ 、 Ｇ ２／Ｍ 、 黏连 体 等 各 种 不 同 时期 ＤＮＡ含 量 的 检测 ， 验证细 胞 的增

殖 能 力 ， 从 而 确 定细胞的 分裂 能 力 和 增殖活性 。

成 功 驯 化 后 的适应 于 无血清培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２
－

ＳＦＭ细胞还应不具有 内 源性 重链和轻链 ，

以 确保 融合 后杂 交 瘤 细胞所分泌 的抗体具有特异性 。 可 以 通过ＲＴ －ＰＣＲ对 内 源性 重链轻链

和 ２４０Ｅ－Ｗ２细胞 的特异性 片 段进行 重组扩增分析 ， 以 及 与 兔脾脏 细 胞 的 融合效 率 来进 一

步验证其作 为 兔单抗工程 细胞株 的可 行性 。

本章采 用 第 二 章 驯 化 成 功 后 的适应 于 无血清 悬 浮 培养 的 ２４０Ｅ－Ｗ２
－ＳＦＭ细 胞 与 传统含

血 清 培 养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２ 细 胞 进 行 各 方 面 生 理 活 性 的 比 较 ， 探 讨 无 血 清 悬 浮 培 养 的

２４０Ｅ－Ｗ２ －ＳＦＭ作 为 新 型兔 骨髓瘤 工 程细胞株用 于兔单抗 生 产 的 可行性 。

３ ．２ 材料和方法

３ ．２ ． １ 试剂与仪器

ＴｕｒｂｏＣａｐ
ｔｕｒｅｔｕｂｅ 、 ＴＣＷｂｕｆｆｅｒ 、 Ｔｒ ｉ ｓ

－Ｃ ｌ 、 ＲＴ反应 体 系 ： Ｑ ＩＡＧＥＮ
， Ｇ ｅｒｍａｎｙ

白 金Ｔａｑ酶 、 ｌ 〇 ｘ ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ 、 ｄＮＴＰｓ 、 ｐｒ ｉｍ ｅｒｓ ：ＴｈｅｒｍｏＦ ｉ ｓｈｅｒＳ ｃ ｉｅｎ ｔ ｉ ｆｉ ｃ ，ＵＳＡ

ＰＥＧＳＯＬＵＴ ＩＯＮ５ ０％
（
ｗ ／ｖ

）
：Ｓ ＩＧＭＡＬ ｉ ｆｅＳｃ ｉ ｅｎｃｅ ，ＵＳＡ

３ ３
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ＦＯ ＥＴＡ ＬＢＯＶ ＩＮ ＥＳＥＲＵＭ ：Ｈｙｃ
ｌｏｎｅ

，Ｕ ＳＡ ．

７０％ 乙 醇 ： 华 东 医 药

ＲＮ ａ ｓｅＡ 、 Ｐ Ｉ ：Ａｂｅａｍ
，Ｅｎｇ ｌ ａｎｄ ．

Ｏ ｌ ｙｍｐｕ ｓＣ ５０６０ －ＡＤ Ｕ显微镜 ： Ｏ ｌｙｍｐｕ ｓ ，Ｊ ａｐａｎ ．

Ｔｈｅ ｒｍｏＬＥＧＥＮＤＭ ＩＣＲＯ １ ７Ｒ离 心机 ： Ｔｈｅ ｒｍ ｏＦ ｉ ｓｈｅ ｒＳｃ ｉｅｎ ｔ ｉｆｉ ｃ ，Ｕ ＳＡ ．

ＢＤＦＡＣ ＳＣａｎ ｔｏＩ Ｉ流式 细胞仪 ： Ｂｅｃ ｔｏｎ ，Ｄ ｉｃｋ ｉ ｎ ｓｏｎａｎｄＣｏｍｐａｎｙ ，Ｕ ＳＡ ．

Ｔｈ ｅｒｍｏＦｏｒｍ ａＳ ｅ ｒ ｉ ｅ ｓ Ｉ ＩＣ〇 ２培 养 箱 ： Ｔｈｅ ｒｍｏＦｉ ｓｈ ｅ ｒＳ ｃ ｉ ｅｎ ｔ ｉ ｆｉｃ ，Ｕ ＳＡ ．

３ ． ２ ． ２ 生长 能力 及活性分析

复 苏完 全适应 于 １ ： １ 的 １ ６４０ＡＢ ／ＣＤ Ｈ ｙｂｒ ｉｄｏｍａ Ｍｅｄ ｉ ｕｍ 无血清培养基培养且 生 长 状

态 良 好 的 ２４０Ｅ －Ｗ ２
－ ＳＦＭ 细 胞 作 为 测试组 ， 同 步 复 苏培养 于 常 规添 加 ９％血 清 浓 度 的

２４０Ｅ－Ｗ２ 细胞 作 为 对照组 。 复 苏 后 细 胞分 别 转移 至直径 为 １ ５ ｃｍ 塑料培养 皿 中 ， 补加 ３０

ｍ ｌ 不 同 的 培养液 ，
３ ７

°

Ｃ 、 ５％Ｃ〇 ２ 培养 箱 中 进行半 贴壁培养对照 实验 。 第 二 天 换液 ， 每 隔

一

天 持续 传 代 培养 。

约 两 周 后 ， 待 细胞 生 长状 态恢 复稳定 后 ， 扩增 至 ３ ００ ｍ ｌ 转瓶 中 悬浮培养 ， 最终再扩

增 至 ５ ００〇１ 丨 转 瓶 中 悬浮培养 ，
３ ７

°

〇 、 ５％ （：〇 ２ 培养箱 ， 转速设置 为 ３ ３ 印 １１１ 。

悬 浮培养 时 ， 初始接种 密 度 为 １ ． ０
＊

１ ０
５

／ｍ 丨
， 连续 四 天 计数计 活 ， 观察 细胞 生 长 状 态 ，

描绘 生 长 曲 线 以 及 比 生 长 速度 对 比 图 。

３ ．２ ．３ 细胞周期分析

流 式 细 胞仪 检测 细胞周 期 ， 通 过 对凋 亡 期 、 Ｇ０ ／Ｇ １ 、 Ｓ 、 Ｇ２ ／Ｍ 、 黏连体 等 各种 不 同 时

期 ＤＮＡ 含 量 的 检测 ， 进
一

步验证 细 胞 的增殖 能 力 ， 从 而 确 定 细胞 的 分裂 能 力 和 增殖活性 。

取初次 驯 化 成 功 、 第
一

次 细胞亚 克 隆 （ ｌ

ｓ ｔ

－

ｓｕｂ ） 、 多 次细胞亚 克 隆 （Ｎ
ｎｄ

－

ｓｕｂ ） 以及冻存
一

年后 的 不 同 阶段 的完 全适应 于 １ ：１ 的 １ ６４０ＡＢ ／ＣＤＨ ｙｂｒ ｉｄｏｍ ａＭ ｅｄ ｉｕｍ 无血清培养 的

２４０Ｅ －Ｗ２ －ＳＦＭ 细胞 与 正 常添加 ９％血清培养 的 ２４０Ｅ－Ｗ２ 细胞进行对 比试验 ， 检测细胞周

期 ， 分析细胞的 生长和增殖 能 力 。

（
１

） 用 ２０ ｍ ｌ 移液 管充分吹匀 处于对数 生长期 的细胞 ， 制 备成单细胞悬液 ；

（
２
）
转移 至 离 心机 ，

２００ｇ ， 离 心 ５ｍ ｉｎ
， 弃上清 ；

３４
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（
３

）
加 入 １

＊
ＰＢ Ｓ ，２００ｇ ， 离 心 ５ｍ ｉ ｎ

， 洗涤 后 弃 上清
；

（
４

）
按照 １

＊
 １ ０

６

ｃｅ ｌ ｌ ／２ｍ 丨 的 比 例 加入预冷 的 ７０％ 乙 醇 ，
４

°

Ｃ 固 定 ３ ０ｍ ｉｎ 或 者 －２ ０
°

Ｃ 固 定

过夜
；

（
５

）２００ｇ ， 离 心 ５ｍ ｉ ｎ
， 弃 上清

；

（
６

）
加 入 １

＊
ＰＢ Ｓ

，２００ｇ ， 再次 离 心 ５ｍ ｉ ｎ
， 洗涤 后 弃 上 清

；

（
７

） 按照 丨

＊
１ ０

６

ｃｅ ｌ ｌ ／５００ｕ ｌ 的 比 例 加入 ＰＢ Ｓ 重 悬 ， 加入 工 作 浓度 为 ２０
ｐｇ／ｍ ｌ 的 ＲＮ ａ ｓｅＡ ，

３ ７

°

Ｃ
， 孵 育３ ０ｍ ｉ ｎ

；

（
８

）２００ｇ ， 离 心 ５ｍ ｉ ｎ 后 弃 上 清 ， 加入 １

＊
ＰＢ Ｓ

，２００ｇ ， 离 心 ５ｍ ｉ ｎ
，洗涤 后 再次 弃 上 清 ；

（
９

）
加 入 工 作 浓度 为 ５ ０

ｆ

ｉｇ／ｍ ｌ 的 ５典化 丙 咬 染料 （ Ｐ Ｉ ） 于 １ ００
（

１ 丨 的 １

＊
ＰＢ Ｓ 中 ， 室温 避

光孵 育 ３ ０ｍ ｉ ｎ 。

（
】 ０

）
流式 细胞仪进 行 检测 。

以 标 准程 序 用 流 式 细 胞 仪 检测 ，

一

般计数 １ 万个 细 胞 ， 结 果 用 细 胞 周 期拟和 软 件

Ｆ ｌｏｗＪｏ分析 。

３ ．２ ．４ 内源性重链轻链 以及特异性片段分析

取 冻存
一

年后 成 功 复苏的 无血清培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２ －ＳＦＭ 细胞 与 正 常添加 ９％血清培养

的 ２４０Ｅ －Ｗ２ 细胞进行 ＰＣＲ 对 比试验 ， 检测 细 胞 内 源性 重链轻链 以及特异性 片段 的扩 增

情况 ， 验证无血清培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２ －

ＳＦＭ 细 胞 的特 定 基 因 序 列 与 对照 组细胞相近 。

ｍＲＮＡ 提取和 ＲＴ－ＰＣＲ
，ＲＴ 反应体 系 见表 ３ ． １

，ＲＴ 反 应程序 见 表 ３ ． ２ 。

（
１

）
吸 取 ８０ … 的 ２４０Ｅ－Ｗ２ 细 胞 裂解物 到 Ｔｕ ｒｂｏＣａｐ

ｔｕ ｒｅｔｕｂｅ ， 用 封 口 条封好并做好

标记 ；

（
２

）２ ５
°

Ｃ
，ｌ ＯＯ ｒ

ｐｍ 孵 育 ９０ｍ ｉ ｎ
， 使 ｍＲＮＡ 结 合 到 管壁上 ；

（
３

） 吸 弃 ２４０Ｅ－Ｗ２ 细胞裂解 物 ；

（
４

）
用 １ ００

０ 的 ＴＣＷｂｕｆｆｅｒ 洗涤 管 子 ３ 次 ；

（
５

）
留 最后

一

次 的 ＴＣＷｂｕ ｆｆｅｒ 在 管 中 ， 防止 管 子 干掉 ， 临 加 ＲＴｃｏｍｂ ｉｎｅｍ ｉｘ 前 弃

掉ＴＣＷｂｕｆｆｅｒ
；

（
６

）
加入 ８０

（

ｉ ｌ 预先配制好 的 ＲＴ ｃｏｍｂ ｉ ｎｅ ｍ ｉｘ
（
ｏｎ ｉ ｃｅ

）
， 确定无 气泡 ；

（
７

）
用 封 口 条封 口

， 放置 到 ＰＣＲ 仪上 ， 运 行 ＲＴ 程序 ；

（
８

）
等待程序 结 束 ， 吸 弃 管 内 的液体 ；

３ ５
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（
９

） 用 １ ００
ｎ 丨 的 ＴＣＷｂｕ ｆｆｅｒ 或 １ ０ｍＭ

ｐ
Ｈ ７ ． ５ 的 Ｔｒ ｉ ｓ

－Ｃ 丨 洗涤 管 子 ３ 次 ；

（
１ ０

） 保 留 最 后
一

次洗涤 液 在 管 内 ， 防止 管 子干 掉 。

表 ３ ． １ＲＴ－ＰＣＲ 反 应 体 系

Ｔａｂ ｌ ｅ３ ． １ＲＴ
－

ＰＣＲｒｅａｃ ｔ ｉ ｏｎｓｙｓ ｔｅｍ

组分 体枳 （ ）

ｉ ｌ
）

无 ＲＮＡ 酶水 ４ ７ ． ４

５
＊
ＦＳＢ ｕ ｆｆｅ ｒ １ ６

２ ５ｍＭＭ
ｇ
Ｃ Ｉ ２ ９ ． ６

ｄＮＴＰ ｍ ｉ ｘ（ ｌ ＯｍＭ ） ４

ＲＮ ａ ｓ ｃ 抑制剂 １

逆转录酶 Ｉｍｐ ｒｏｍ ｌ ｌ ２

Ｔｏ ｔａ ｌ ８ ０

表 ３ ． ２ＲＴ－ＰＣＲ 反 应 程 序

Ｔａｂ ｌ ｅ３ ． ２ＲＴ
－

ＰＣＲｒｅａｃ ｔ ｉｏｎ
ｐ ｒｏｃｅｄｕ ｒｅ ｓ

步骤时间
（
ｍ ｉｎ

）

４ ２

°

Ｃ ６０

７０

°

Ｃ １ ５

４

°

Ｃ ｆｏ ｒｅｖｅ ｒ

内 源性 重链
（
ＨＣ

）
轻链

（
ＬＣ

）
以 及特异性 片 段

（
ＯＪＣ －

Ｉ ０ ８ ／
－

１ ０９
）
ＰＣＲ 操作 ： ＯＹＺ 引 物 ＰＣＲ

反应 体 系 见表 ３ ． ３
，ＯＹＺ 引 物 ＰＣＲ 反应 程序见 表 ３ ．４

，
Ｏ ＪＣ －

１ ０８ ／
－

１ ０９ 引 物序 列 见 表 ３ ． ５

（ １ ）取 出 所 需试剂 置 于冰盒 ， 按 照 ＰＣＲ 反应体 系 在冰上配制好 ＰＣＲＣｏｍｂ ｉｎｅＭ ｉｘｆｏ ｒ

ＨＣ 、 ＬＣ或Ｏ ＪＣ －

１ ０８ ／
－

１ ０９
；

（ ２ ） 吸 出 上述 Ｔｕ ｒｂｏＣａ
ｐ ｔｕｒｅ 管 里 的 最后

一

次 洗涤液 ， 并将 管 置 于冰 上 ；

（ ３ ） 迅速加入反应体 系 ；

（ ４ ） 用 封 口 条封 口
， 放置 到 ＰＣＲ 仪 上

；

（ ５ ） 运 行 ＰＣＲ －ＨＦ 程序 ；

（ ６ ） 待程序运 行 完 毕 ， 把 管 内 的 ８０
Ｗ 反应 产 物转移到 １ ． ５ｍ ｌ 离 心 管 内 ， 标记 ＨＣ 、

３６
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ＬＣ或ＯＪＣ －

１ ０ ８ ／
－

１ ０９
；

（ ７ ） 用 ｌ ＯＯｐ ｌ ｌ ＯｍＭ Ｔｒ ｉ ｓ
－Ｃ ｌ 缓 冲液 （

ｐ
Ｈ ７ ． ５ ） 洗涤 管 子 ３ 次 ， 并保 留 最 后

一

次 的洗

涤液在 管 子 里 ， 防止 管 子 干 掉 。

（ ８ ） 用 封 口 条封 口
， 将 管 子 ４

°

Ｃ 放置 备 用 。

表 ３ ． ３０ＹＺ 引 物 ＰＣＲ 反 应 体 系

Ｔａｂ ｌ ｅ３ ． ３ＯＹＺ
ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒＰＣＲｒｅａｃ ｔ ｉ ｏｎｓｙｓ ｔｅｍ

ＯＹＺ 引物 ＰＣＲ 反应体系 （
８〇叫

ｌ Ｏ ｘ Ｂ ｕ ｆｆｅ ｒ ８

Ｍ ｇ
２＋ ３ ． ２

ｄＮＴＰｓ
（

ｌ ＯｍＭ
） １ ． ６

Ｆ
（
３ ｕＭ

） ８

Ｒ
（
３ ｕＭ

） ８

Ｔａ
ｑ（

ｈ ｉｇｈｆ ｉ ｄｅ ｌ ｉ ｔｙ ） ０ ． ３

Ｈ
２０ ５０ ． ９

Ｔｏ ｔａ ｌ ８０

表 ３ ．４ ０ＹＺ 引 物反应 程序

Ｔａｂ ｌ ｅ３ ．４ＯＹＺ
ｐｒ ｉｍｅ ｒＰＣＲｒｅａｃ ｔ ｉ ｏｎ

ｐ ｒｏｃｅｄｕ ｒｅ ｓ



ＯＹＺ 引物 ＰＣＲ 反应程序


９４ 

°

Ｃ ２ｍ ｉ ｎ

９４ 

°

Ｃ ３ ０ ｓ

５ ８

°

Ｃ ３ ０ｓ ３ ５ｃｙｃ ｌ ｅｓ

６ ８ 

°

Ｃ ５０ ｓ

６ ８ 

°

Ｃ ７ｍ ｉ ｎ

４

°

Ｃ ｆｏ ｒｅｖｅ ｒ

３ ７
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表 ３ ． ５０ ＪＣ－

１ ０８ ／
－

１ ０９ 引 物序 列

Ｔａｂ ｌｅ３ ． ５ＯＹＺ
ｐ

ｒ ｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｇｅ ｎｓｃ ｒ ｉ ｐ ｔＣｕ ｓ ｔｏｍＰ ｒ ｉｍｅ ｒｓ

Ｃｅ ｒ ｔ ｉｆ ｉｃａ ｔｅｏｆＡｎａ ｌｙｓ ｉｓ

Ｑｒｄｇ－ＵｉＱ，Ｂ２２ ５９９ Ｄ ａ ｔｅ ：２０ １ ３
＾０８ －

３０１ ６ ： ４ ３
：

４ １ Ｐ ａ
ｇ ｅ ：１

－

Ｕ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｎａｍｅ ：ＯＪＣ －

１ ０８ Ｂ２ ２ ５９ ９ －０ １^

Ｓｅｑｕ ｅ ｎ ｃ ｅ  （
５

＊

ｔｏ３

１

）
：５

ｆ

＞ ＴＣＣＣＡＣＣＡＴＣＴＣＣＴＧＣＴＧＡＧＣ＜ ３

＊

ｉ

［
？

ｊｉ＾Ｓ
－

＾

ｎｎ ｏ ｌｅ
｝

：８ ２ ７ Ｓ ． １ ０Ｐ ｒ ｉｍｅ ｒ  Ｌ ｅ ｎ
ｇ

ｌｈ ２ １％ＧＣ ：８ １ ． ９ Ｍ ｏｄ ｉ
ｆ

ｉ ｃｓ ｔｗ ｎ ：Ｎｏｒ． ｓ４
－

＇

Ｐ ａ ｃｋａ
ｇ
ｅ２ ＯＤ 

＊

 １ Ｔｏｔａ ｌ Ｑ ｕ ａｎ ｔ ｉ ｔ
ｙ

：２ ． Ｇ ＯＤ Ｔｍ ：６ ０ ８ 

＊

Ｃ Ｅ ｘｂｎｃＪ ｉｏｎ Ｃ ｏｅ ｆｆ
 ［

Ｌ？

ｖ／
ｎｏｔｅ ＊

ｃｍ
ｊ

ｌ ： １ ８ ０ ３００^

如ｐ＾ ．

＇

Ｏ Ｄ ：５ ． ５ ５ Ｃ ．

Ｃ＆ｆｔ ｌｇ５
： １ １ ．０８Ｖｏ ｌｕｍｅ  ｆｏ ｒ  １ ０ ０ｐｅ

ｒ
ｐ

ａ ｃ ｋａ
ｇ
ｅ ： １ １ １ ｊ ｊｆｌ ／ＯＤ ：３ ４ ． ￡２ ９ ＾ ． ６ ４^

Ｐｒｉｍｅｒ Ｎａｍｅ ：ＯＪＣ －

１ ０９ Ｂ２２ ５９ ９ －０ ２^

Ｓｅ ｑ ｕ ｅ ｎ ｃ ｅ （
５

＇

 ｔ ｏ３

＇

）
： ５

＊

＞
ＧＣＴＣＴＧＧＡＣＧＡＣ ＣＧＧＴＧＡＧＣＣＴＧＡ ＜ ３

（

ｉ

－

＊
－

１

Ｍｉ ｉＶ ！ ｔｇ
／ｍ ｏ ｌｅ

｝
７３Ｍ ． Ｓ３Ｐｒｉｍｅ ｒ  Ｌ ｅｎ

ｇ
ｔｈ ；２ ４％６ Ｃ ：８ ６  ７ Ｍ ｏｄ ｉｆ ｉ ｃａ ｔｉｏ ｎ ：Ｎ ｏ ｎ ｓ夺

１

Ｐ ａ ｃ ｋａ
ｇ
ｅ２ ＯＤ 

＊

 １ Ｔｏ ｉａ ｌ Ｑ ｕ ａ ｎ ｔ ｉ ｔｙ
：２ ．０ Ｏ ＤＴｍ ：６ ０ ５

＊

Ｃ Ｅ ｘｔｍｄ ｉ ｏ ｎ Ｃ ｏ ｅｆｆ
 ［
Ｌ

？

ｖ
ｍｏ ｌｅ

＊

ｃｍ
ｌ
ｌ ：２２ ５ ３０Ｄ^

＇

００ ：４ ４ ３ ＆祀Ｖｏ ｌａ ｎｔ  ｆｏ ｒ  １ Ｑ Ｄｐｅ ｒ
 ｐ

ａ ｃ ｋａ
ｇ
ｅ ：８ ８ ６ｙ

ｌ

，ｍ
＇

ＯＤ ：３ ２７ ５ ？ｉＵ；６ ５ ． ５扣

３ ． ２ ． ５ 细胞融合率及平均克隆数分析

细胞融合就是在 外 力 的作 用 下 两 个 或 两 个 以 上 的 细胞融合 成
一

个双核或 多 核 的 细 胞

的现 象 。 对动物细胞 而 言 ， 用 聚 乙 二 醇 （ ＰＥＧ ） 介导 细 胞融合是 最 常 用 最 简 单 的 方法 ，

优 点 是操 作 简 单 ， 易 于 获 得融合体 ， 融合效果好 。 进行 动物 细 胞融合实验 ，

一

般 的 实验

条件 是 ＰＥＧ 作 为促融剂 ， 融合温度 为 ３ ７

°

Ｃ
， 反应 时 间 不 超过 ３ｍ ｉ ｎ 。

细胞融 合 率 的计 算 ： 在 显微镜视野 内 ， 计数 已 发 生 融合 的 细胞核 、 未融合的 细 胞核

数 量 ， 计 算 已 融合 的 细 胞核数 占 细胞核 总 数之 百分 百 即 为 融合 率 ， 且进行 多 视野测定再

加 以平均统计 。

融合率 ＝融合 的细胞核数 ／总 细胞核数 （ １ ００％ ）

实验数据均 为 三次实验结果得平均值 。

使用 无血清培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２ － ＳＦＭ 细 胞与 正 常添加 ９％血清培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ ２ 细胞进行

融合对 比试验 。 每个脾脏 细 胞分别 融合后铺 ２０ 板 ９ ６ 孔 细胞培养板 ，
１ ０ 天后进行换液 ，

３ ８
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继续培养 ７ 天后取适量细胞培养液上清 ， 进行 ０Ｄ 值检测 ， 取脾脏细胞培养液上清作 为

阳性对照 ， 取 ２４０Ｅ－Ｗ２ 细胞培养液上清作 为 阴 性对照 ， 统计 １ ０ 板细胞 的 阳性孔 比例 ，

以验证驯 化 后 的 无血清培养 的 ２４０Ｅ－Ｗ ２
－

ＳＦＭ 细胞在有 效融合上的 可行性 ， 考察 不 同 培养

方式 的兔 骨髓瘤 细胞 的有效融合效果 。

３ ．３ 结果与讨论

３ ．３ ． １ 细胞生长能力 及活性分析

考察在转瓶 中 无血清 悬浮培养 的 ２４０Ｅ－Ｗ２ － ＳＦＭ 细胞 的 生 长速度及存 活 率 ， 连续 四 天

计数计 活 ， 观察细胞状 态 ， 并与 正 常添加 ９％血清浓度 的培养液 中 悬浮培养的 ２４０Ｅ－Ｗ２

细胞相 比 较 。 两 种 不 同 培养条件下 的 细 胞 密度 变 化和 细胞存活 率 见 图 ３ ． ］ 和 ３ ． ２ 。 根据 公

式 （ １
－

１ ） 计算 出 细胞 的 比 生长速 率 ， 结果 见 图 ３ ． ３ 。

６
，



—■ １ ６４ ０ＡＢ ／Ｃ ＤＨｙ ｂ ｒ ｉ ｄｏｍａＭｅｄ ｉ ｕｍ
（
Ｖ ：Ｖ＝ １ ： １

）



＜
ｌ
＞Ｃｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ

５

 ４ ． ６

ｍ


４ ． ４

〇３产Ｖ

ｆ ３^
Ｓ ２乂

，
’

２／
Ｚ ．

１ ８

Ｓ
，

１Ｚ
１

〇
ｌ




２４ ４ ８ ７ ２ ９６ １ ２ ０

Ｔ ｉ ｍｅ
（

ｈ
）

图 ３ ． １ 兔 骨髓 瘤 细 胞 的 生长 曲 线对 比

Ｆ ｉｇ ．３ ． １Ｇ ｒｏｗ ｔｈｃｕ ｒｖｅｏｆ ２４０Ｅ －Ｗ ２ｃｅ ｌ ｌ ｓ ｉ ｎｄ ｉｆｆｅ ｒｅｎ ｔｍ ｅｄ ｉｕｍ ｓ

３ ９
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１ ２０ ，



Ｖ／Ａ １ ６４０ＡＢ／ＣＤＨ
ｙ
ｂｒｉｄｏｍａＭ ｅ ｄ ｉ ｕｍ

（
Ｖ ： Ｖ＝ １ ： １

）

關 

Ｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌ

１ ０ ０

＿＿＿＿＿

０ ２ ４ ４８ ７２ ９ ６

Ｔ
ｉｍｅ

（
ｈ

）

图 ３ ．２ 兔 骨髓瘤 细 胞存 活率对 比

Ｆ ｉ ｇ ．３ ． ２Ｖ ｉ ａｂ ｌ ｅｃ ｅ ｌ ｌｄｅｎ ｓ ｉ ｔｙ
ｏ ｆ ２４０Ｅ －Ｗ ２ｃｅ ｌ ｌ ｓ ｉ ｎｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔｍ ｅｄ ｉ ｕｍ ｓ

１ ． ０
，



■１ ６４ ０Ａ Ｂ ／ＣＤＨ
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可 以发现 ， 对于兔 骨髓瘤细胞 （ ２４０Ｅ －Ｗ２ ） ， 采用 不 同 的培养基进行培养 ， 细胞 的 生

长情况也会稍有 不 同 ， 但总体 生长趋 势 相 似 ， 且 在无血清培养基 中 培养 的兔 骨髓 瘤 细胞

（ ２４０Ｅ －Ｗ２ － ＳＦＭ ） 生长速率略微高于对照组有 血清培 养基 内 的 生长速 率 。 两种 不 同 的培

养条 件下 ， 细胞 密度基本都 在 第 四天达 到 峰值 ， 而且无血清培养基 内 细胞 的 比 生长速 率

略微高 于对照组 ， 说 明 经过驯 化 后 的无血清培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２
－

Ｓ ＦＭ 已 完 全适应 了 无血清培

养模式 。

３ ．３ ． ２ 细胞周 期分析

对 完全适 应无血清培 养 ２４０Ｅ －Ｗ２ － ＳＦＭ 细胞 的 生长活力 及状 态 的评 价 ， 除 了 通 过 生 长

曲 线 、 比 生长速 率 和 存 活 率 来考察 ， 还 需 要 通 过 细胞 周 期 的分析来进
一

步验证 。 细胞周

期 指 的是连续分裂 的 细 胞从
一

次有 丝分裂结 束 到 下
一

次有 丝分裂 完 成所经 历 的整个过程 ，

主 要分 为 分裂 间 期和 分裂期 两个阶段 。

考 察 了 直接驯化成 功 后 无血清培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２ －ＳＦＭ 细胞 、 ｌ

ｓ ｔ

－

ｓｕｂ 及 Ｎ
ｎｄ

－

ｓｕｂ 后 无血

清培 养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２ － ＳＦＭ 细 胞 、 冻存 复 苏 后无血清培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２
－

ＳＦＭ 细胞 ， 并 与添加

９％血清培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２ 细 胞进行对照 ， 通过流式 细胞仪对凋 亡期 、 Ｇ０／Ｇ １ 、 Ｓ 、 Ｇ２／Ｍ 、

黏连体 等各种 不 同 时期 ＤＮＡ 含量 的 捡测 ， 验证其细胞活 力 及增殖 能力 ， 结 果如 图 ３ ． ４ －

３ ． ８

所示 ， 数据见 表 ３ ． ６ 所示 。
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表 ３ ． ６ 细 胞 周 期 的数据统计
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期 １ １ ． ５ １ ４ ． ４ １ ６ ． ４ １ ３ ． ３ １ ５ ． ５

Ｇ ２／Ｍ期 ２２ ． ７ ２ ３ ． ４ ２ ５ ． ８ ２ １ ． ７２ ２ ． ８

粘连体 ２４ ．６ １ ３ ． ７ １ ０ ． ８ １ ０ ．４８ ．４６

可 以看 出 ， 直 接驯 化 成 功 后 的适 应 于 无 血清培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２ －ＳＦＭ 细 胞虽 然 生 长速度

和 存 活 率 相对稳定 ， 但是 由 于缺乏 血清 的 供 应 ， 粘 连体 较 多 ，
细 胞接触抑 制 导致 细胞 活

力 稍 显 不 足 。 随着 亚 克 隆 筛 选次数 的增加 ， 优 势 细胞逐 渐被 筛 选 出 来 ，
细 胞适 应 性逐 渐

变 好 ，
Ｇ ０／Ｇ １ 期 、 Ｓ 期和 Ｇ２ ／Ｍ 期 细 胞 的 比例均逐 渐上升 ， 而 粘连体 的 细 胞 比例 逐 渐 降低 ，

凋 亡 期 的 细胞 比例 也相对稳定 。 冻存
一

年 后 复苏后 的 细 胞 ， 由 于 刚 复 苏 ，
细 胞活 力 尚 未

完 全恢 复 ， 故 Ｇ ０／Ｇ １ 期 细 胞 比例 稍 高 而 Ｓ 期和 Ｇ ２ ／Ｍ 期 细 胞 比例梢低 ， 但 总 体 各 个 阶段

的 细 胞 比 例 与 复 苏前基本 相 似 ， 可 以证 明 无血清冻存对 细胞状 态 及活 力 无 显著 影响 ， 验

证 了 本 文 冻存 方 式 的 可 行性 ，
且 与 对照组细胞基 本 相 似 。

结 果 表 明 ， 驯 化 成 功 的适应 于 无血清培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２ －ＳＦＭ 细 胞 相 对 于 含血清培养 的

２４０Ｅ －Ｗ２ 细胞来 说 ， 具有 相 似 的 生长状 态 和 生 长 活 力 ， 适 用 于 作 为 单抗制 备 的 工 程 细胞

株 进行规模 化融合应 用 。

３ ．３ ．３ 细胞 内 源性重链轻链 以及特异性片段分析

对于 用 作单抗制备 的 工程 细 胞株兔 骨髄瘤 细 胞 ， 需 要不含有 内 源性 重链和轻链 ， 以

保证通过融合而获得的单抗不被 内 源性 重链和轻链干扰 。 利 用 特定 的 引 物对其进行 ＰＣＲ

扩增 ， 可 以有 效鉴定驯 化成 功 后 的适应 于无血清培养 的 ２４０Ｅ－Ｗ２ －ＳＦＭ 细胞是否 与 原 来 含

血清培养 的 ２４０Ｅ－Ｗ 细胞 ２ 具有 相 同 的 属性 。 图 ３ ． ９ 为 ２４０Ｅ －Ｗ２－ＳＦＭ 的 ＲＴ－ＰＣＲ 结果条

带 ， 图 ３ ． １ ０ 为 标准 Ｍａｒｋ 条 带 图例 。

４４
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对 于兔 骨髓瘤 细 胞驯 化 前 后 内 源性 重链 、 轻链 以 及特异性 片段 的 ＰＣＲ 结 果见 图 ３ ． ９
，

Ｍａ ｒｋ 标记标准 条 带 见 图 ３ ． １ ０ 。 可 以 看 出 ， 在 ＰＣＲ 结果 中 Ｍａｒｋ 条 带 中 最 亮 的部分 为 ５ ００ｂｐ ，

而 ２４０Ｅ－Ｗ２ 轻 链
一

般 在 ５００ｂｐ 左右 ， 重 链
一

般 在 ８００ｂｐ 左右 ， 所 制 备 的 单抗
一

般具有

特异性 的 Ｌａｍ ｂｄａ 链 。 从 结 果 可 见 ， 驯 化前 后 的兔 骨髄 瘤 细胞均 不含特异性 的 重链 ， 也

几 乎 无特异性 的轻链 ， 并 且 无特异性 的 Ｌａｍｂｄａ 链 。 但是兔 骨髄 瘤 细胞特有 的 片 段在 适

应 无 血清培养 的 ２４０Ｅ－Ｗ ２ －ＳＦＭ 细胞 中 表达 比对照 组 更加 明 显 。 因 此 ， 可 以进
一

步确认 成

功 驯 化 后 的 ２４０ Ｅ－Ｗ２ －

ＳＦＭ 细 胞作 为 单抗制 备 的 工程 细胞株 不会 产 生 内 源性表 达 的 干扰 ，

且 保持 了 原有 细胞株 的特异性 。

３ ．３ ．４ 细胞融合率及平均克隆数分析

为 了 进
一

步验证 成 功 驯 化 后 的 ２４０Ｅ－Ｗ２－ ＳＦＭ 细胞 作 为 单抗制 备 的 工程细 胞株和 常

规添加 ９％血清培养 的 ２４０Ｅ－Ｗ２ 细胞具有 同 样 的融合效率 ， 可 以 完 全替 代现有 的 细胞株 ，

随 机挑选 了４ 个 不 同 批次 的兔 骨髓瘤 细胞与 ２４ 个 不 同 抗原 免疫 的兔脾脏细 胞进行融合 的

对 比 实验 。 融合效 率 由 融合 后平均 每板 的融合 率 和 克 隆数来表征 。

按照 常规 方 法分 别 对 同
一

种脾脏 细 胞 与 无 血清和含 ９％血清培养 的兔 骨髓瘤 细胞株

进 行融合 ， 前 １ ０ 板用 无血清培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２
－ＳＦＭ 进 行融合 ， 作 为 测试组 ； 后 １ ０ 板用 常

规 的含 ９％血清培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２ 进 行融合 ， 作 为 对照组 。 第 二天分别对应加入 １ ００＃ ／孔

２ ｘＨＡＴ 无血清培养基和 ９％血清浓度 的 １ ６４０ＡＢ 培养基 ， 在 相 同 的 培养条件 下培养 ， 对 比

观察及记录 相 关 实验数据 。

融合 十天 后 随机选 取杂 交 瘤 细 胞进行融合 率 、 克 隆数 及 细 胞 生 长状 态观察 ， 平均融

合 率 、 平均 克 隆数统计 结 果见表 ３ ． ２ ， 不 同 批次兔 骨髄瘤 细胞用 于 融合的结 果分析见表 ３ ． ３ 。

根据 Ｐ ｒｅ
－

ｓｃｒ 检测 结 果用 不 同 的培养基分别 进行换液维护 ， 在相 同 的培养条件下培养 ， 等

待
一

周 后 送检 Ｐｒ ｉ

－

ｓｏ
？

， 进
一

步对融合后 的杂交瘤 细胞 生理活性进行分析 。

４６
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３ ． ２ 融 合 率 与 克 隆数 统 计 结 果
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表 ３ ． ３ 不 同 批次 ２４０Ｅ －Ｗ ２ 细胞融 合 效果统计
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２４ ０ Ｅ 批号测试组融合率 （％ ）对照组融合率 （％ ）测试克隆数对照克隆数

Ｐ －

１ ６０２ ０８ ８ ６ ８ ７ ２ ２ １ ２４ ０

Ｐ －

１ ６０ ２ ２９ ８ １ ８４ １ ９ ５ ２２ ９

Ｐ －

１ ６０３ ０６ ８ ５ ８ ６ ２ ５ ６ ２ ８ １

Ｐ －

１ ６０３ １ ３ ８ ７ ８ ５ ２ ７ ７ ２４ ７

平均值 ８５ ８６ ２３ ７ ２４９

可 以 发现 ， 融合 十 天 后 ， 以脾 细 胞 －脾 细 胞 、 瘤 细 胞 －瘤 细胞 、 细 胞 多 聚体 、 未融 合 的

脾细 胞和瘤 细 胞等形式 存在 的 细胞体 无 需特别 筛选 ， 均 已 死亡 。 通 过 含有 ３ 种 关键 成 分 ：

次黄 ｐ

票 呤 （ ｈｙｐｏｘａｎ
ｔｈ ｉｎｅ ） 、 氣 甲 蝶 呤 （ ａｍ ｉ ｎｏｐ

ｔｅ ｒ ｉｎ ） 和胸腺 哺嚏核杳 （ ｔｈｙｍ ｉ ｄ ｉ ｎｅ ） 的 ＨＡＴ

培养 基 筛 选机制 ， 未经融合 的兔 骨髓瘤 细 胞 的核苷酸 合 成被 抑 制 ， 从 而达 到 去 除未融 合

兔 骨髓 瘤 细胞 的 目 的 。

细胞有 两 条基本途径合 成 嘌呤核苷酸 ，

一

条 是从磷酸核糖 、 氨基酸 、 Ｃ〇 ２ 和 ＾？１ ３ 等

化合 物开始 ， 叶酸 作 为 辅酶 ， 而 氨 甲 蝶 呤是 叶酸 的拮抗剂 ， 可 阻 断 细 胞通 过 这
一

途 径 合

成核苷酸 。 另
一

条途径是 利 用 已存 在 的碱基 ， 经特异 的磷酸核糖转移酶催化 合 成核苷酸 ，

如 次 黄 嘌 呤 经 过 次 黄 嘌 呤 磷 酸核糖 转移酶 （ ＨＧＰＲＴ ） 转 变 为 嘌 呤核 苷酸 。 融合 所 用 的

２４０Ｅ －Ｗ２ 细胞是 筛 选 出 来 的 ＨＧＰＲＴ 缺 陷 细胞株 ， 因 此 不 能 在 ＨＡＴ 培养基 中 生 长 ， 而且

不合 成 或 不分 泌免疫球 蛋 白 。 只 有 融合 后 的 杂 交 瘤 细胞 具有 亲 代 双 方 的遗 传性 能 ， 可 在

ＨＡＴ 培养基 中 长 期 存 活 与 繁殖 ， 并分泌抗体 。

因 此 ， 融合十 天 后 ， 成 功 融合 的杂 交 瘤细胞在 ＨＡＴ 培养基 中 逐渐 生长增殖 ， 形 成 肉

眼 可见 的杂 交 瘤 克 隆 ， 可 通 过镜下观察 ， 统计各个 不 同 项 目 的平均融合率和 克 隆数 ， 具

体数据见表 ３ ． ３ 。

通过 以上 ２４ 个项 目 融合数据可见 ， 无血清培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２ －ＳＦＭ 细 胞融合后平均 每

板融合率约 为 ８４ ． ８％ ， 克 隆数约 为 ２３ ７ 个 。 含 ９％血清浓度 培养的 ２４０Ｅ －Ｗ２ 细胞平均 每

板融合率约 为 ８５ ．４％
， 克 隆数约 为 ２４９ 个 。 测试组 结果 与 对照组无 明 显 差异 ， 仅平均 每

板克 隆数略小于对照组 。

４８
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第三章 无血清驯化后兔骨髓瘤细胞的生理活性

进
一

步对 四 个不 同 批次 的兔 骨髓 瘤细胞进行分类统计 ， 发现 不 同 批次 的 细 胞融合 后

平均融 合 率 均保持 在 ８０％左右 ， 平均 克 隆数均保持在 ２００ 个左右 ， 与 对照组基 本 无异 。

综 上所述 ， 驯化 后 适应 于无血清培养 的 ２４０Ｅ－Ｗ２
－

ＳＦＭ 细胞和 驯 化前 的含 ９％血清浓

度培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ ２ 细胞 具有 相似 的融合 能 力 ， 可作 为 单抗制 备 的 工程 细 胞株 。

３ ．４ 本章小结

采 用 驯化 成 功 的适应 于 无血清培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２
－ ＳＦＭ

， 进行 生 长 增殖 能 力 、 不 同 阶段

的 细胞周 期 、 内 源性 重链轻链和特异性 片 段 的 ＰＣＲ 分析 ， 并 与 驯 化前含 ９％血清培养 的

２４０Ｅ－Ｗ２ 进行 比较 。

考察 了２４０Ｅ
－Ｗ２

－

ＳＦＭ 细 胞前五 天 的 生 长 速度 、 细胞存 活 率 以 及 比 生长速 率 ， 均 与 驯

化前含 ９％血清培养 的 ２４０Ｅ－Ｗ２ 细胞保持
一

致 ， 且略 高 于对照组 ， 说 明 ２４０Ｅ－Ｗ ２ －ＳＦＭ 细

胞 生 长 状 态 已 经 完 全 适 应 无 血 清 培 养 的 环 境 。 比 较 了 直 接 驯 化 成 功 后 无 血 清 培养 的

２４０Ｅ －Ｗ２ －ＳＦＭ 、 １ 

Ｓ ｔ

－

ｓｕｂ 及 Ｎ
＂ｄ

－

ｓｕｂ 后 无血清培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２－ＳＦＭ 、 冻存 复苏 后无血清 培

养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２ －

ＳＦＭ 与 对照含 ９％血清培养的 的 ２４０Ｅ －Ｗ２ 的 细胞周 期 ， 发现随着 亚 克 隆次

数 的 增加 ，
Ｇ０ ／Ｇ １ 期 、 Ｓ 期和 Ｇ２／Ｍ 期 细 胞 的 比例 均逐 渐稳定 上 升 ， 而 粘连体 的 细胞 比例

逐 渐 降低 ， 凋 亡期 的细胞 比 例 也相对稳定 ， 从 生 理 活性 上进
一

步验证驯 化 后 适 应 于 无 血

清培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２ －

ＳＦＭ 可 作 为 工程细胞株进 行融合操 作 。 通 过 ＰＣＲ 反应 ，
证 实 了 驯 化

后 的 ２４０Ｅ－Ｗ２ －ＳＦＭ 细胞 不携 带 自 身 的 重链和轻链 ， 但是具有 自 身 的特异性条 带 ， 并且 通

过
一

定 量 的项 目 融合 ， 统计数据 可见融合 率 与 克 隆数 也保持稳定 。 结 果 表 明 ， 驯 化后 的

无血清培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２－ＳＦＭ 可 作 为 工程 细胞株 ， 性 能 良好 ， 显示 出
一定 的 应用 前景 。

４９
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第 四 章 杂 交瘤细胞的无 血淸培 养及 Ｋ生理 活性

第 四章 杂交瘤细胞的无血清培养及其生理活性

４ ． １ 引 言

对 于无血清驯 化 后 的兔 骨髄瘤 细 胞 （ ２４０Ｅ －Ｗ２
－ＳＦＭ ） 用 于融 合得到 的 杂 交 瘤 细胞 系

而 言 ， 融合 率 、 存 活 率 、 Ｅ ｌ ｉ ｓａ 检测 阳 性孔 比例 、 维 护 过 程 中 阳 性 克 隆 丟 失情况是关 键 。

对 比 原有含 ９％血清培养 的杂 交 瘤 细 胞 系 ， 通 过 定 期检测进
一

步 鉴 定 抗体 分 泌 的 特异性 也

至 关 重 要 。

本 章 采用 平行对照 的 实验 方 法 ， 以 无血清培养 的 ２４０Ｅ－Ｗ ２
－ Ｓ ＦＭ 融 合 后 的杂 交 瘤 细 胞

作 为 测试组 ， 以 含 ９％血清浓度 培养的 ２４０Ｅ －Ｗ２ 融合 后 的 杂 交 瘤 细胞 作 为 对照组 ， 持续

维护 培养并定期 收 集上清进 行 Ｅ ｌ ｉ ｓａ 以 及 ＷＢ 捡测 ， 考察 比较 两 组 阳 性孔 比例 、 丟 失 率 ，

探讨 无血清培养 的 ２４０Ｅ－Ｗ２
－ＳＦＭ 作 为 新 型兔单抗制 备 工 程 细 胞 系 的 应 用 前景 。

４ ．２ 材料和方法

４ ．２ ． １ 试剂 与仪器

丁 １＾８ （ ３
，

３
－

５
，
５
－ 四 甲 基联苯胺 ） 、 牛 血清 白 蛋 白 ： 生 工 生物 工 程 （ 上 海 ） 股份 有 哏 公

司

喊性鱗 酸酶标记 的 羊抗兔 ＩｇＧ ：Ｊａｃｋ ｓｏｎ

辣根 过氧化物酶标记的 羊抗兔 ＩｇＧ ：Ａｂｅａｍ

吐温 －

２０ ：ＢＢ ＩＬ ｉ ｆｅＳｃ ｉ ｅｎｃｅ

９６ 孔 高 亲 和度酶标板 ： 杭 州 生 友 生物技 术有 限 公 司

酶标 仪 ： Ｂ ｉｏ
－ＲａｄＭｏｄｅ ｌ６８０

ＰＶＤＦ膜 、 ｃｈｅｍ ｉＤｏｃＭＰｓｙｓ ｔｅｍ化 学成像仪

４ ．２ ．２ 杂交瘤细胞初筛阶段融合率及阳性孔分析

挑选 ２４ 个不 同 抗原项 目 的兔脾脏 细胞 ， 同 步 用 无血清和 ９％血清浓度培养 的兔 骨髓

５０
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第 四 章 杂 交瘤细胞的无血清培养及 其生理活性

瘤 细胞分别 进行融合 ， 前 １ ０ 板 为 无血清培养 的测试组 ， 后 １ ０ 板 为 含 ９％血清浓度培养 的

对照 组 。 十天 后根据 Ｅ ｌ ｉ ｓａ 检测 结果进行换液 ， 换液七 天 后 每板送检初筛 ， 观察 两组 细胞

的 融合 率 、 细胞 生 长状 态 及速度 。 每孔 送样 ７〇４ ， 对 Ｅ ｌ ｉ ｓａ 的 阳性孔数 结 果进行 统计 ， 对

比 原 来含 ９％血清浓度培养 的 细胞进行 比较 ， 记 录 结 果 。

４ ．２ ．３ 杂交瘤细胞状态及存活率分析

选取 ２ 个不 同 抗原 的 项 目 ， 调整 细 胞株状 态 后 进行平行对照 实验 ， 测试组 为 无血清

培养 ， 对照组加入 ９％血清浓度 的培养液 ， 每 隔 ３
－４ 天 维护

一

次 ， 并 每 周 维护 两次 。

各 细胞株连续维护近
一

个 月 ， 每次维护 前分别对测试组 、 对照组进行细胞 生 长 状 态 、

细 胞死亡情况进行观察记 录 ， 并对 两组数据进行 比较 ， 统计实验 结 果 。

４ ．２ ．４ 杂交瘤细胞 ＷＢ 阳性率及强度丟失分析

挑选 无 血清培养和 含 ９％血清浓度 培养 的 １ ８ 个平行对照项 目 ， 分别 统计 ４０ 个 Ｅ ｌ ｉ ａ ｓａ

检测 后 阳性孔数 中 的 ＷＢ 阳 性孔数 目 ， 对 结 果进 行统计分析 。

挑选 两 个不 同 项 目 的 ４ 个 克 隆各含 ５０％ 、 ２０％ 、 １ ０％ 、 １％ＷＢ 阳 性细 胞 比例 的 多 克

隆进 行测试 ， 用 无血清培养液及 ９％血清 １ ６４０ＡＢ 培养液进行长期 维护 ， 观察细胞存 活 率 、

ＷＢ 条 带 强 度 变 化及 ＷＢ 阳 性 克 隆 丟 失情况 。 对 两 组进 行 比 较 ， 统计实验 结 果 。

４ ．２ ．５ 分析方法

（
１

）
融合 率对 比 ： 测试组及对照组进行对 比 统计 ， 若测试组 与 对照组融合 率及 每孔 克

隆 细胞 生长 状 态 无 明 显 变 化 ， 则 无血清培养不影响杂 交瘤 细胞 克 隆 的形 成 及 生长 。

（
２

）
Ｅ ｌ ｉ ｓａ 阳性孔数对 比 ： 测试组及对照组初筛 阳 性孔数 目 进行对 比 统计 ， 若 Ｅ ｌ ｉ ｓａ 阳

性孔数 目 及其杂 交 瘤 细胞 生长状 态无 明 显 变 化 ， 则无血清培养不影响有 效融合 。

（
３
）ＷＢ 阳性孔数对 比 ： 对 １ ８ 个项 目 的测试组及对照姐 ＷＢ 阳性孔数 目 进行对 比统

计 ， 若 ＷＢ 阳性孔数 目 及其杂交瘤细胞 生长状 态无 明 显 变化 ， 则无血清培养不影响细胞

阳性孔 丟失 。

５ １
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第 四 章 杂 交瘤细胞 的无血清培 养及其生理活性

４ ．３ 结果与讨论

４ ．３ ． １ 杂交瘤细胞初筛 阶段融合率及阳性孔分析

对 于 ２４ 个项 目 中 融合 的杂 交瘤 细 胞进行平行对照培养 １ ７ 天 后 ， 送 上 清 进行 ＥＨ ｓａ 检

测 阳性 孔 ， 结 果 见表 ４ ． １ 和 ４ ． ２ 。

表 ４ ． １ 融 合 率 、 克 隆数 以 及 阳 性孔数 统计

Ｔａｂ ｉ ｃ ．４ ． １Ｓ ｔａ ｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃａ ｌｒｅ ｓ ｕ ｌ ｔｓｏ ｆ ｆｕ ｓ ｉ ｏｎｒａ ｔｅ ，ｃ ｌｏｎｅｒａ ｔｅａｎｄ
ｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｖｅｃ ｌ ｏｎ ｅｒａ ｔ ｅ

项 目号２４０Ｅ 批号测试 Ｅ ｌ ｉ ｓａ 阳性孔数对照 Ｅ ｌ ｉ ｓ ａ 阳性孔数

ＹＣＡ －

７４９ ８Ｐ －

１ ６０２０８ ２ ． ８ ２ ． ３

ＹＣＡ －

９ ６９ ９Ｐ －

１ ６０ ２０８ ３ ３

ＹＣＡ －

９ ７ ６ ８Ｐ －

１ ６０２ ２９ ２ ． ５ ２ ． ６

ＹＣＡ－

９ ７ ６９Ｐ －

１ ６０２ ２９ １ １ ． ２

ＹＣＡ －

８ ３ ６９
（
２

）Ｐ －

１ ６０ ３ １ ３ １ ． ８ ０ ． ８

ＹＣＡ －

９６ １ ６Ｐ －

１ ６０３ １ ３ ３ ． ８ ３ ．
４

Ｓ Ｉ Ｓ －

１ ５ Ｐ －

１ ６ ０３ ０６ ４ ２
． ９

ＹＣＡ －９ ７ ８ ６Ｐ －

１ ６０２２９ ２ ２ ． ６

ＹＣＡ－

１ ００ ８ ９Ｐ －

１ ６０２ ０ ８ ２ ． ５ ２ ． ５

ＹＣＡ －

１ ００ ８ ７Ｐ －

１ ６０２ ０８ ４ ４

ＹＣＡ －９ ７０５Ｐ －

１ ６０３ ０６ ２ ． ８ ３

ＹＣＡ －

７ ７ ３ ７Ｐ －

１ ６０３ ０６ ２ ２ ． ６

ＹＣＡ －

９０ ５９Ｐ －

１ ６０３ １ ３ ２ ． ２ ２ ． ２

ＹＣＡ －

８ ６ ８ ８Ｐ －

１ ６０ ３ １ ３ ３ ．
４ ３ ． ５

ＹＣＡ －

９０５ ８Ｐ －

１ ６０ ２０ ８ ３
． ８ ３ ． ３

ＹＣＡ －

１ ００ ６ ５Ｐ －

１ ６０ ２ ２９ ３ ． ４ ３ ． ４

ＹＣＡ －９９ ５ ９Ｐ －

１ ６０ ２ ２９ ３ ． ２ ３ ． ６

ＹＣＡ －

９ ７ ３ ９Ｐ－

１ ６０ ２０ ８ １ ． ８ ０ ． ８

ＹＣＡ －６ ８ ７６
（
２

）Ｐ －

１ ６０３ ０６ ３ ． ２ ３ ． ２

ＹＣＡ－

１ ００９ ８Ｐ －

１ ６０２ ２９ ３ ． ６ ３

ＹＣＡ －

１ ００９９Ｐ －

１ ６０３ １ ３ １ ０ ， ４５

ＹＣＡ －

１ ００３ ９Ｐ －

１ ６０３ １ ３ ３ ． ４ ３ ．４

ＹＣＡ－

９９ ８ ６Ｐ －

１ ６ ０３ ０６ ３ ２ ． ８

ＹＣＡ －

９ ３４５
（
２

）Ｐ －

１ ６ ０３ ０６ ３ ． ２ ３ ． ２



平均值


２

＾
２Ｊ


５ ２
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表 ４
． ２ 不 同 批次 ２４０Ｅ 融合效 果 统计 结 果

Ｔａｂ ｌ ｅ ．４ ． ２Ｓ ｔａ ｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃａ ｌｒｅｓ ｕ ｌ ｔｓｏｆ ｆｕ ｓ ｉｏ ｎｅ ｆｆｅｃ ｔ ｗ ｉ ｔ ｈｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅ ｎ ｔｂａ ｔｃｈｅ ｓｏｆ ２４０Ｅ

＿测试组融 对照组融
＇

测试克隆 对照克隆
２４０Ｅ 批号

入由？ 、 ▲金 ｍｍＥ ｌ ｉ ｓａ 阳Ｅ ｌ ｉ ｓａ 阳



合率 （％ ） 合率 （％ ）Ｉ取性孔数 性孔数

Ｐ －

１ ６０ ２ ０８ ８６ ８ ７ ２ ２ １ ２４０ ３ ２ ． ７

Ｐ －

１ ６０２ ２ ９８ １ ８４ １ ９ ５ ２ ２ ９ ２ ． ６ ２ ． ７

Ｐ －

１ ６０３ ０６８ ５ ８ ６ ２ ５ ６２ ８ １ ３ ３

Ｐ －

１ ６０３ １ ３ ８ ７ ８ ５ ２ ７ ７ ２４ ７ ２ ． ６ ２ ． ３

平均值 ８５８６ ２３ ７ ２４９ ２ ． ８ ２ ． ７

可 以 发现 ， 无血清培养 的 ２４０Ｅ－Ｗ２
－Ｓ ＦＭ 细胞融合 后平均 每板 Ｅ ｌ ｉ ｓａ 阳性孔数 约 为 ２ ． ８

个 ， 含 ９％血清浓度 培养 的 ２４０Ｅ－Ｗ２ 细胞平均 每板 Ｅ ｌ ｉ ｓａ 阳性孔数约 为 ２ ． ７ 个 。 测试组 的

Ｅ ｌ ｉ ｓａ 阳性 孔数略 高 于对照 组 ， 可 见无血清培养并不影响杂 交 瘤 细 胞分泌抗体 的 能 力 。

进
一

步对 四 个 不 同 批次 的兔 骨髄 瘤 细 胞融合 后 的平均 阳 性孔数 进 行 分类 统计 ， 可 见

Ｐ －

１ ６０２０８ 和 Ｐ －

１ ６０３ １ ３ 两 个批次融合 后 测试组 的平均 阳性孔数均略 高 于对照组 ， Ｐ
－

１ ６０３ ０６

批次 融合 后测试组 的平均 阳性孔数均 与对照组 相 同 ， 仅 Ｐ －

１ ６０２２９ 批次融合 后平均 阳性孔

数测试组略低 于对照 组 ， 但基本无 差异 。

综 上 所述 ， 驯 化 后 适应 于 无 血清培养 的 ２４０Ｅ－Ｗ２ －

ＳＦＭ 细 胞和 驯 化前 的 含血清培养 的

２４０Ｅ－Ｗ２ 细胞具有 相似 的 融合 能 力 ， 并且分泌抗体 的 能 力 略微 优 于 含 ９％血清培养 方式 ，

进
一

步 验证 了 无血清培养 的 ２４０Ｅ－Ｗ２ － Ｓ ＦＭ 作 为 单抗制备 工 程 细胞株 的 可 行性 。

４ ．３ ．２ 杂交瘤细胞状态及存活率分析

分别 选取 ＹＣＡ －

６ １ ７ ７
（
２

）和 ＹＣＡ－

９４２ ７ 两 个不 同 项 目 的单克 隆进行对 比 维护 ， 测试组 为

无 血清培养 ， 对照组 为 含 ９％血清浓度培养 ， 同 步进行对 比 实验 。 其 中 ＹＣＡ －６ １ ７ ７
（
２

）每周

维护
一

次 ，
ＹＣＡ－

９４２ ７ 每周 维护 两次 ， 观察细胞状 态 及 存 活 率 ， 结果见 图 ４ ． １ 和 ４ ． ２
， 数

据统计见表 ４ ． ３ 。

５ ３
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— Ｓｅ ｒｕｍ－

ｆｒｅｅ

１ １ ０－〇－ ９％－Ｓｅ ｒｕｍ

１ ００

＾９０８９ ．５ｑ

吝８７
＊

^
笆８０

＝ ７０ ７０ ． ５
１

 ５

立６０

＞ ５０

４０

２０ １ ６／８／２２２０ １ ６ ／８ ／２８２０ １ ６／９／３２０ １ ６／９／９２０ １ ６／９ ／ １ ５

Ｄａｔｅ

图４ ． １ＹＣＡ －

６ １ ７ ７
（
２

）

－２ １ １
－４存 活率对 比

Ｆ ｉｇ ．４ ． １ＹＣＡ －６ １ ７ ７
（
２

）

－２ １ １
－４ｖ ｉ ａｂ ｌ ｅｃ ｅ ｌ ｌｄｅｎｓ ｉ ｔｙ

ｉｎｄ ｉｆｆｅｒｅｎ ｔｍｅｄ ｉｕｍ ｓ

—■—
Ｓｅ ｒｕｍ－

ｆｒｅｅ

１ １ ０—ｏ－ ９％－Ｓｅ ｒｕｍ

１ ００

＾
９０

＾８０

召〇
ｌ

４ １

１

７〇

６０、

Ｖ５ ７ ． ９ ５６ ． ２

§５０ ４７ ． ４二

４０ ４ ５ ５

２０ １ ６ ／８ ／２ ２２０ １ ６ ／８ ／２ ９２０ １ ６ ／９ ／ １２ ０ １ ６ ／９ ／５２０ １ ６ ／９ ／８２０ １ ６／ ９／ １ ２２０ １ ６ ／９ ／ １ ５

Ｄａｔｅ

图 ４ ． ２ＹＣＡ －９４２ ７ －

３４ －

５ 存活 率对 比

Ｆ ｉ

ｇ ．４ ． ２ＹＣＡ－

９４２ ７
－

３４
－

５ｖ ｉ ａｂ ｌ ｅｃ ｅ ｌ ｌｄｅｎ ｓ ｉ ｔｙ
ｉ ｎｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔｍｅｄ ｉ ｕｍｓ

５４
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表 ４ ． ３ 杂 交 瘤 细 胞存 活 率对 比

Ｔａｂ ｉ ｃ ．４ ． ３Ｈｙｂ
ｒ ｉｄｏｍ ａｖ ｉ ａｂ ｌ ｅｃｅ ｌ ｌｄｅｎ ｓ ｉ ｔｙ

ｉ ｎｄ ｉ ｆｆｅ ｒｅｎ ｔｍｅｄ ｉ ｕｍ ｓ

ＹＣＡ －６ １ ７７
（
２

）ＹＣＡ －６ １ ７７
（
２

）ＹＣＡ －９４２ ７ＹＣＡ－９４２ ７

Ｄ ａ ｔｅ－ ２ １ １
－４－

２ １ １
－４－

３４
－

５－３４－

５

（ Ｓｅ ｒ ｕｍ－ｆｒｅｅ ） （
９％－Ｓｅ ｒｕｍ ） （

Ｓｅ ｒｕｍ－ｆｒｅｅ ） （
９％－Ｓｅ ｒｕｍ ）

２０ １ ６ ／８ ／２ ２ ８ ７ ． ０ ８９ ． ５ ７４ ． ０ ７４ ． １

２ ０ １ ６ ／８ ／２ ９ ７ ５ ． ０ ７０ ． ５ ５ ６ ． ８ ５ ７ ． ９

２０ １ ６／９ ／ １ ４８ ． ３ ５ １ ． ３

２０ １ ６ ／９ ／５ ６ ８ ． ５ ６ １ ． ５ ４ ７ ． ４ ４ ３ ． １

２０ １ ６ ／９ ／８ ４９ ． ３ ４５ ． ５

２０ １ ６ ／９ ／ １ ２ ５４ ． ５ ５ ６ ．０ ５ ８ ． ０ ４２ ． １

２０ １ ６ ／９ ／ １ ５ ５ ６ ． ２ ５０ ． ０

２０ １ ６ ／９ ／ １ ９ ５ １ ． ０ ５０ ． ５

可 以 看 出 ， 无血清 的杂 交瘤 培养液和含 ９％血清 的杂 交 瘤 培养液对杂 交 瘤细胞维护 过

程 中 ， 杂 交 瘤 细 胞存活 率 逐步 降低并趋 于稳定 （ ５ ０％左右 ） 。 说 明 开始细 胞状 态较好 ， 随

着 细胞 的 不 断 维 护 ， 细 胞 不 断分 裂 而 不 停堆积 ， 导 致 细 胞 生 长 状 态 变 差 ， 且 死细 胞也 同

时 逐 渐 增 多 并 不 断分解 ， 最 终 活 细胞和 死细胞 比 例 处 于 相 对动 态 平衡 。

以 上 两 个项 目 中 ， 无血清 的杂 交 瘤 培养液和 含 ９％血清浓度 的 杂 交 瘤 培养液对细胞存

活 率 变 化 差异 不 明 显 ， 趋 势 相 近 ， 并 随 着 细胞维护 时 间 的 推移 ， 最终 细 胞存 活 率均趋 于

稳定 。 对 于 ＹＣＡ －

９４２ ７
－

３４ －

５
， 克 隆用 无血清培养 四 天 后 存 活 率 反 而 有 大幅度 升 高 （ 从 ４９ ． ３％

到 ５ ８％ ） ， 这 可 能和 无 血清维护 细胞相 对 生长速度偏慢 ，
细胞堆积缓慢造成 细胞死亡也缓

慢 ， 从 而 死细胞可 能相 应 减少 ， 而 且 四 天 后 维护 细胞状 态亦 保持较好 ， 从而提 高 其存 活

率 ； 而 ９％血清维护 则从 ４５ ． ５％降至 ４２ ． １％ ， 这可 能和 细胞 生长过快 ， 从而亦加速细胞堆

积导致细胞死亡加快 ， 引 起存活 率 下 降 。

５ ５
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４ ．３ ．３ 杂交瘤细胞 ＷＢ 阳性率及强度丟失分析

对 于融 合 后 的 杂 交 瘤 细胞分 泌抗 体 能 力 的 评价 ， 除 了Ｅ ｌ ｉ ｓａ 检测 阳 性孔 比 例 之外 ，

ＷＢ 阳性 率 也 至 关 重 要 。 挑选 １ ８ 个项 目 融合 后 进 行 无 血 清培养和 含 ９％血清浓 度 培养对

比 ， 分 别 统 计 ４０ 孔 Ｅ ｌ ｉ ｓ ａ 阳 性孔 中 Ｗ Ｂ 检测 的 阳 性 孔数 ， 具 体 结 果如表 ４ ． ４ 。

表 ４ ． ４ＷＢ 阳性 孔数 统 计

Ｔａｂ ｌ ｅ ．４ ． ４Ｓ ｔａ ｔ ｉ ｓ ｔ ｉ ｃａ ｌｒｅ ｓｕ ｌ ｔｓｏ ｆ ＷＢ
ｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｖｅｃ ｌ ｏｎｅ

＾口Ｕ ２４０Ｅ 批兮测 试 ＷＢｍ 性孔数对照 ＷＢ 阳性孔数

ＹＣＡ －

９ ７ ８ ６Ｐ２ －

１ ６０２ ２ ９ １ ４ １ ５

ＹＣＡ －

９６ ２ ５Ｐ２ －

１ ６０２ ２９ ６ ３

ＹＣＡ －

１ ００ ８９Ｐ２ －

１ ６０２ ２９ ２ １ １ ６

ＹＣＡ －

１ ００ ８ ７Ｐ２ －

１ ６０２ ２９ ７ １ ４

ＹＣＡ －

９ ７ ０ ５Ｐ２ －

１ ６０３ ０６ １ ７ １ ０

ＹＣＡ－７ ７ ３ ７Ｐ２ －

１ ６０３０６ ２ ６ ２ ８

ＹＣＡ－

９０５ ９Ｐ２ －

１ ６０３ ０６ １ ９ １ ５

ＹＣＡ －

８ ６ ８ ８Ｐ ２ －

１ ６０ ３ ０６ ９ １ ６

ＹＣＡ －

９０５ ８Ｐ２ －

１ ６０２ ２９ ２ ７ １ ５

ＹＣＡ－

１ ００６ ５Ｐ２ －

１ ６０２ ２９ １ １ １ １

ＹＣＡ －

９９ ５ ９Ｐ２ －

１ ６０２ ２９ １ ３ １ ５

ＹＣＡ －

９ ７３ ９Ｐ ２ －

１ ６０２ ２ ９ ９ ６

ＹＣＡ －

６ ８ ７ ６
（
２

）Ｐ２ －

１ ６０３ ０６ ２９ ３ １

ＹＣＡ －

１ ００９ ８Ｐ２ －

１ ６０ ２ ２９ ２３ １ ７

ＹＣＡ －

１ ００９９Ｐ ｌ

－

１ ６０３ １ ３ ３ ３ ３ ５

ＹＣＡ －

１ ００３ ９Ｐ２ －

１ ６０３ ０６ ２０ ２４

ＹＣＡ－

９９ ８６Ｐ ２
－

１ ６０３ ０６ ２ ６ ２ ３

ＹＣＡ －

９ ３４ ５
（
２

）Ｐ ２ －

１ ６０３ ０６ ５ ９

平 均值 】 ７ ． ５ １ ６ ． ８

根据 以上统计数据可见 ， 无血清培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２
－

ＳＦＭ 细胞融合后 筛 选 出 的 ４０ 孔

Ｅ ｌ ｉ ｓａ 阳性 中 ， 平均 ＷＢ 阳性孔数为 １ ７ ． ５ 孔 。 而含 ９％血清浓度培养 的 ２４０Ｅ－Ｗ２ 细胞融合

后筛 选 出 的 ４０ 孔 Ｅ ｌ ｉ ｓａ 阳性 中 ， 平均 ＷＢ 阳性孔数 为 １ ６ ． ８ 孔 。 对照组 的 ＷＢ 阳性孔数 略

５ ６
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高 于测试组 ，
基 本无差异 。 进

一

步验证驯 化后无血清培养 的 ２４０Ｅ－Ｗ ２ － ＳＦＭ 细胞融合 后得

到 的 杂 交 瘤 细胞分泌抗 体 的 能力 不受影响 。

评价融合后 的杂交 瘤 细胞抗体分泌能 力 的指标除 了ＷＢ 阳性孔数之外 ， 杂交瘤 细胞

在 维护过程 中 其抗体分泌 能 力 以 及 阳 性克 隆 的 丟 失 率 也极为 重要 。 因 此 ， 通过 维护过程

中 针对不 同 的 维 护 时 间 上清 中 抗体 ＷＢ 条 带分析可进
一

步确 认无血清培养对 于杂交瘤 细

胞的 阳性克 隆影 响 。

通过挑选 两个不 同 项 目 的 ４ 个 克 隆 ， 阳性克隆 比 例 呈现 ５ ０％ 、 ２０％ 、 １ ０％ 、 １％的 梯

度 维护实验进行测试 ， 用 无血清培养 作 为 测试组 ， 含 ９％血清浓度 的 １ ６４０Ａ Ｂ 培养 作 为 对

照姐 ， 进行
一

个 月 的长 期 维护 ， 观察 ＷＢ 条 带 强度 变 化及 ＷＢ 阳性克 隆 丟 失情况 。 对 两

组进行 比较 ， 结 果 见 图 ４ ． ３
－４ ．４ 。

１

＊

１Ｍ ３
－

１Ｍ ２ ． ２ Ｖ ２ Ａ －

２ 
—

４ －

ｔ ｉ ｔｉ ｉＩ
？

”

？

丨 ” ｒ
－

７ ５
＿Ｉｉ ｌ ｌＩＹＣＡ －

６ Ｉ ７ ７
（
２

）邊 ＾
ＹＣＡ －６ｎ ７

（
２
）

Ｉ Ｉ＊
２ ９ ｝ＣＤＬ２９ ＫＤ

ＷＢ—
＇

ｉｍｉ叫｜
卜ＷＢ ＿ ｃ—

ＨＺ
Ｆｅ ｔａ ｌｂ ｒａ ｉｎ １ ４％？

： ｜ ｊ ｊ？

—

１ ７ ０３０６（ １ ７０ ３２ ３
） Ｉ １ ７ ０３０６ （

１ ７ ０３２３
）

？ ｜ ５
－Ｉ ｆ

^

ｔｘｐ ： ｌ ｍｍ ＆ Ｉ

｜
ｉ＂卜― 卜

１ ０
－ ＩＩＩ２ ０ １ ７

－

０４－

１ ３ 〇
－

５

ｉｆ ＇ ２０ １ ７
－ ０４－

２ ８

图 ４ ． ３ＹＣＡ －６ １ ７ ７
（
２

）阳性 克 隆 丟 失情况

Ｆ ｉ ｇ ．４ ． ３Ｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｖｅｃ ｌ ｏｎ ｅ ｌ ｏ ｓｓｏ ｆ ＹＣＡ －

６ １ ７ ７
（
２

）

以上 ＹＣＡ －

６ １ ７ ７（ ２ ）ＷＢ 结果 中 ，
１
－

１ 、 ２ －

１ 分别 为 无血清维护
一

周 后 ， ３
－

１ 、 ４ －

１ 分

别 为 ９％血清维护
一

周 后 ；
１
－２ 、 ２ －２ 分别 为 无 血清维护 两周 后 ；

３
－２ 、 ４ －２ 分别 为 ９％血清

维护 两周 周 后 ；
１
－

３ 、 ２ －

３ 分别 为 无血清维护 三周 后 ，
３

－

３ 、 ４ －

３ 分别 为 ９％血清维护 三 周 ；

１

－４ 、 ２ －４ 分别 为 无血清维护 四 周 后 ；
３

－４ 、 ４ －４ 分别 为 ９％血清维护 四 周 周 后 。 （ 其 中 １ 、 ２

号克 隆分别 含 阳性 细胞 比例 为 ５ ０％ 、 ２０％ ） 。

５ ７



浙江大学硕士学位论文


第 四 章 杂交瘤细胞的无血清培养及其生理活性

Ｍ ３

＾ 

Ｍ ＊  ＼ ２

＾

２ Ｍ  ４ ＾ １
̄

１ ２ ３ ４ １ ２ ３ ４

％ ＶＣＡ －

９４２７Ｈ Ｕ － ｉｍ
＇ｙ＊＊＊＊

ＹＣＡ －９４２７

５０
－ ２ ７ＫＤ ７ ５

－

７
． ５０

－ ２ ７ＫＤ

？
？

ＷＢ －

ｃｏｎｆｉ ｒｍ ３ ７
？

？
－？ＷＢ －ｃｏｎ ｒ． ｒｍ

２ ５

－ ２ ５
－

”

ｍ ｅ ｌａｎｏｍａ １ ４％２０
－

ｍｅ ｌａ ｎｏｍａ １ ４％
２０

－

１ ７ ０２２０
（
１ ７ ０２２４

）
１ ５

＇ １ ７０２２０
（
１ ７ ０２２４

）

ｉ ｎ ． Ｋｘｐ ： ｌ （ｋ

Ｅ ｘ
ｐ

： 丨 Ｏｓ １ ０

１ ０
－

 ２０ １ ７
－ ４－ ２８

２０ １ ７
－ ０４－ １ ３

图 ４ ． ４ＹＣＡ－

９４２ ７ 阳性 克 隆 丟 失情况

Ｆ ｉ

ｇ
．４ ． ４Ｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉｖｅｃ ｌ ｏｎｅ ｌ ｏ ｓｓｏ ｆ ＹＣＡ －

９４２ ７

以上 ＹＣＡ －９４２ ７ＷＢ 结 果 中 ，
１
－

１ 、 ２
－

１ 分别 为 无血清维护
一

周 后 ，
３

－

１ 、 ４ －

丨 分别 为 ９％

血清维护
一

周 后 ；
１
－２ 、 ２ －２ 分别 为 无血清维护 两 周 周 后 ；

３
－

２ 、 ４－２ 分别 为 ９％血清 维护 两

周 周 后 ；
１

－

３ 、 ２ －

３ 分别 为 无血清维护 三周 后 ，
３
－

３ 、 ４ －

３ 分别 为 ９％血清维护 三周 后 ；
丨

－４ 、

２ －４ 分别 为 无血清维护 四 周 后 ；
３

－４ 、 ４ －４ 分别 为 ９％血清维护 四 周 周 后 。 （ 其 中 １ 、 ２ 号 克

隆分别 含阳性细胞 比例 为 １ ０％ 、 １ ％ ） 。

通 过 以上 ＷＢ 检测 ， 无 血清维护 多 克 隆与 ９％血清维护 多 克 隆对细胞抗体分泌 能力 及

ＷＢ 阳性强度 变 化无显著 差异 。 甚 至在 维护 的 第 三 、 第 四 周 ， 用 无血清维护 的 多 克 隆 ＷＢ

强度 略 高 于 ９％血清维护 的 多 克 隆 。

在 ＹＣＡ －

６ １ ７ ７
（
２

）
中 ， 无血清 维护 三 周 的 多 克 隆 ＷＢ 条 带略强 于 ９％血清维护 的 多 克隆

ＷＢ 条 带 ；
９％血清维护 四 周 的 多 克 隆 ＷＢ 条 带基本 丟失 ， 但无血清维护 的 多 克 隆 ＷＢ 还

略有 阳 性条 带 。 这可 能和无血清维护 细胞 时 细胞 生长较 为 缓慢 ， 从而导致 阳性克 隆细胞

不 易 丢失有 关 。 在 ＹＣＡ－

６ １ ７ ７
（
２

）
维护 三 周 及 四 周 后 ， 杂 带较 第

一

周 和 第 二 周 明 显增 强 ，

说 明 阳 性细胞和杂细胞在 竞 争性 生长 过 程 中 ， 杂 细胞 生 长 比 阳 性 细胞更 为 有优势 ， 其条

带逐渐增 强 ， 阳性细胞条 带逐 渐减弱 ， 亦说 明 无血清培养 可 以延缓 竞 争性杂 细胞 的 生 长 ，

从而减少 随 着 维护 时 间 增加 而导致 的 阳 性细 胞 丟失 的 风险 。

５ ８
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４ ．４ 本章小结

本 章 采 用 无血清驯 化 后 的 ２４０Ｅ－Ｗ ２
－ＳＦＭ 细 胞 与 常规含 ９％血清 浓度培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ ２

细 胞分 别 与 相 同 的兔脾脏 细胞进行融 合 ， 对于 融 合 后 的杂 交 瘤 细 胞抗体分 泌 能 力 及 阳性

克 隆在 无 血清培养基 维护 过 程 中 的 丟 失情况进行 分析 ， 探讨 无 血清 培养杂 交瘤 细 胞 的 可

行性 。

统计 不 同 融合项 目 ，
２４０Ｅ－Ｗ２ －ＳＦＭ 细胞融合 后平均 毎板 Ｅ ｌ ｉ ｓａ 阳性孔数 为 ２ ． ８ 个 ，

２４０Ｅ－Ｗ２ 细胞融合 后平均 每板 Ｅ ｌ ｉ ｓａ 阳性孔数 为 ２ ． ７ 个 ；
２４０Ｅ －Ｗ ２ －ＳＦＭ 细胞融合 后平均

每 ４０ 个 Ｅ ｌ ｉ ｓａ 阳性孔 中 ＷＢ 阳性孔数 为 １ ７ ． ５ 个 ，
２４０Ｅ－Ｗ２ 细 胞融合 后 为 １ ６ ． ８ 个 。 结 果 表

明 ， 驯 化 后 无血清培养 的杂 交瘤 细胞分泌抗体 的 能 力 与 含 ９％血清浓度 培养 的杂 交瘤 细 胞

无差异 ， 且略优于含血清培养 ， 具有 良好 的 应 用 前景 。

评价 无血清培养基维护杂 交 瘤 细 胞 的过程 中 阳性 细 胞 的 丢 失情况 ， 考察 了 不 同 维 护

频 率对杂 交 瘤 细胞存活 率 的 影响 ， 发现无 明 显 差异 。 在含 ５０％ 、 ２０％ 、 １ ０％ 、 １％ 四 种 不

同 比例 阳性细胞 的 维护 过程 中 ， 每周 进 行 ＷＢ 检测 ， 发见无血清维护 多 克 隆 与 ９％血清维

护 多 克 隆对细胞抗体分泌能力 及 ＷＢ 阳性强度 变 化无 显著差异 。 维护 三周 后 ， 无 血清培

养基维护 的 ＷＢ 检测 条 带反而 强于含 ９％血清浓度 培养基维护 的 细 胞 ， 可见无血清 培养 相

应 降低 了 杂细胞 的 竞 争性 生 长 ， 对于维护 过程 中 阳性细胞 的稳定 生长 具有优 势 。

结 果 表 明 ， 驯 化后 的 无血清培养的 ２４０Ｅ －Ｗ２－ Ｓ ＦＭ 细胞用 于 融合 后 的无 血清 培养杂 交

瘤 细 胞状 态 良好 ， 抗体分泌 能 力 稳定 ， 且 阳 性 克 隆 丟 失 率 较低 ， 在兔单抗制 备 的无血清

培养 方 面 展现 出
一

定 的优 势 ， 具有 良好 的应 用 前景 。

５ ９



浙 江 大 学 硕 １： 学 位 论 文


第 五 章 结 论 与 展 堪

第五章 结论与展望

５ ． １ 结论

兔单抗具有 巨 大 的 市场 需 求和 应 用 前景 ， 兔 单抗制 备 的 典 型 方 法是 通 过 兔 骨髓 瘤 细

胞 与 脾脏 细胞进行 体 外融合 获得 。 目 前兔单抗制 备 过 程 中 细胞培养 大 都是 采 用 含 ９％血清

浓 度 的 培 养 基 ， 成 本较 高 ， 批次 间 不稳 定 和 外源性 污 染风 险加 大 ， 因 此驯 化 出 适 应 于 无

血清培养 的兔 骨 髄 瘤 细 胞株 具有 重 要 的 意义 。 本 文 以 兔 骨髄 瘤 细胞株 （ ２４０Ｅ －Ｗ２ ） 作 为

典 型对 象 ， 围 绕 无血清 驯 化过程和 驯 化 成 功 后 的 融合 效 率 表 征 两 方 面 ， 考 察 不 同 种 类 无

血清培养基驯 化 的 可行性 ， 优化 驯 化过程 ， 确 定 合适 的冻存方 式 ， 并且 评价 其 作 为 新 型

工程细胞株用 于兔单抗制备 过程 的潜 力 。

主 要 结 果如下 ：

（ １ ） 兔 骨髓瘤 细 胞株 （ ２４０Ｅ－Ｗ２ ） 的 无血清培养 驯 化 。 采 用 商 业化 的 两种 无 血清培

养 基 Ｆ １ ２／ＣＤ Ｈｙｂｒ ｉｄｏｍａ Ｍｅｄ ｉｕｍ ， 以 及 自 行研 发 的 １ ６４０ＡＢ 无 血清培养基按照体积 比 为 １ ：

１ 配置 的 １ ６４０ＡＢ ／Ｆ 丨 ２ 培养 基和 １ ６４０ＡＢ ／ＣＤ Ｈｙｂｒ ｉｄｏｍａ Ｍｅｄ ｉｕｍ 培养基 ， 分别 进行 驯 化培

养 。 通 过 血清速 降 方 式选择适应 性相对较好 的 １ ６４０ＡＢ ／ ＣＤ Ｈｙｂｒ ｉｄｏ ｉｎａ Ｍｅｄ ｉ ｕｍ 培养 基 作

为 合 适选择 ， 进
一

步 通 过血清缓 降 方 式从 ９％血清浓度 下 降 到 １％血清浓度 的 贴壁培养 。

随 着 血清 含量 下 降 ，
细 胞贴壁 能 力 逐 渐 降低 ， 呈现贴壁松散 的 状 态 。 然 后 改 变 培 养 方 式

为 转瓶 中 悬 浮培养 ， 成 功从 １％血清浓度 含 量 下 降 到 完 全无 血清 。 在无血清培养 ９６ｈ 后 ，

细胞从初始接种 密 度 １ ． ０ Ｘ １ ０
５

／ｍ ｌ 上 升 到 ４ ．４ Ｘ ｌ 〇
５

／ｍ ｌ
， 细 胞存 活 率 为 ９２ ． ５％

， 生 长状 态 良

好 ， 与 对照组 细胞 生长速度 及 存 活 率 相 当 。

（ ２ ） 无血清驯 化后兔 骨髓瘤 细胞株 （ ２４０Ｅ －Ｗ２ －ＳＦＭ ） 的 生理活性验 证 。 考察无血清

冻存方式 ， 发现 ＡＴＣＣＳｅｒｕｍＦｒｅｅＣｅ ｌ ｌＦｒｅｅｚ ｉ ｎｇ
Ｍ ｅｄ ｉ ｕｍ 冻存液最 为 合适 ， 液氮 中 冻存

一

年复苏后细胞存活 率 可达 ６ ８ ． ２％
， 高 于含血清冻存液对照组将近 ４ 个 百分 点 ， 且增殖能

力 稳定 。 通过细胞周 期分析发现 ， 随着 细胞亚克 隆次数增 多 ， 无血清培养 的 ２４０Ｅ－Ｗ２ －

ＳＦＭ

细胞稳定性越高且活性越 强 ，
细胞粘连体逐渐降低 ， 并且冻存

一

年后 复苏的 细胞活 力 没

有 下 降 。 通过 内 源性 ＰＣＲ 分析发见 ， 无血清驯 化后 的兔 骨髓瘤细胞株 （ ２４０Ｅ －Ｗ２ －

ＳＦＭ ）

具备原有 细胞 的特异性 片段 ， 且不含 内 源性重链和轻链 ， 可 作 为 工程细胞株进行进
一

步

６０
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融合 制备 杂 交 瘤 细胞 ， 用 于表达单抗 。

（ ３ ） 无 血清 驯 化兔 骨髄瘤 细胞株 （ ２４０Ｅ －Ｗ２－ＳＦＭ ） 的融合效率验证 。 采 用 平行对照

方 式 与 兔脾脏 细 胞进行融合 ， 无血清测试组 的平均融合 率 为 ８４ ． ８％ ， 含 ９％血清浓度培养

对照组 为 ８ ５ ． ８％
； 测试组 的 平均 克 隆数 为 ２３ ７ ， 对照组为 ２４９

； 测试组的平均 每板 阳性孔

数 为 ２ ． ８ ， 对照姐 为 ２ ． ７ 。 虽 然 无血清 驯化 的兔 骨髄 瘤 细 胞 （ ２４０Ｅ－Ｗ２ －ＳＦＭ ） 融合 率和 克

隆 数 略微低于 ９％血清浓度 培养 的对照 组 ， 但是 其平均 每板 阳 性 克 隆孔数 与 对照组相 当 ，

因 此 ， 无血清驯 化 后 的兔 骨 髄瘤 细胞株 不影响 其有 效融合 ， 具有 良好 的 应 用 潜 力 。

（ ４ ） 杂 交 瘤 细 胞 的 无 血清 培养 及 生 理 活 性验证 。 采 用 无 血清 驯 化 的 兔 骨 髄 瘤 细 胞

（ ２４０Ｅ－Ｗ２ －ＳＦＭ ） 与 兔脾脏 细胞进行融合 ， 对融合 后 的 杂 交 瘤 细 胞 的 阳性 率进行统计 ，

与 含 ９％血清浓度 培养 的杂 交瘤 细 胞平行对照 。 测试组 的 ＷＢ 阳性孔数 为 １ ７ ． ５ 孔 ， 对照

组 为 １ ６ ． ８ 孔 。 采 用 无血清培养基和含 ９％血清浓度 的培养基 分 别 维护杂 交瘤细胞 ， 统计

两 组杂 交 瘤 细 胞 的存 活 率 ， 发现 两 组杂 交 瘤 细胞存 活 率 变 化趋 势相近 ， 均 逐步 降低并 最

终稳定在 ５０％左右 ， 在特定 时 间 段 内 无血清维护 的杂 交瘤 细胞存 活 率有 所提 高 ， 结 果 优

于对照组 。 通过长 期维护对 比 ， 发 现抗体分泌能 力 及 ＷＢ 阳性强度 变 化无显著 差异 。 甚

至 在 维护 的 第 三 、 第 四 周 ， 用 无血清 维护 的 多 克 隆 ＷＢ 强度 略 高于 ９％血清维护 的 多 克 隆 。

结 果 表 明 ， 无血清培养 在抗体分泌 能力 和 阳性 克 隆 丟 失 上具有
一

定 的优 势 。

５ ．２ 展望

本文从兔 单抗制 备 中 无 血清细 胞培养 出 发 ， 对兔 骨髓 瘤 细胞 （ ２４０Ｅ－Ｗ２ ） 无 血清 驯

化工 艺进 行 了 优化 ， 获得无血清培养兔 骨髄 瘤 细胞株 （ ２４０Ｅ－Ｗ２－ＳＦＭ ） ， 显示 出 作 为 兔单

抗 工 程 细胞株 的 应 用 潜 力 。 但 是 ， 部 分研 究 工 作仍有 待进
一

步 深化和完 善 ， 主 要 包括 以

下 几个 方面 ：

（ １ ） 无血清培养的 ２４０Ｅ－Ｗ２－ ＳＦＭ 细胞 生长 能 力 评价方面 ， 除 了 常规 的 生长速率 、

存活 率 、 生理活性之外 ， 还应 进
一

步动 态追踪考察细胞培养基 中 各组分 的 变 化情况 ， 以

便于特异性定期 提供细胞培养所需 的营养 成分 ， 改善无血清培养兔 骨髓瘤细胞的 生长环

境 。

６ １
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（ ２ ） 无血清培养 的 ２４０Ｅ －Ｗ２ －ＳＦＭ 细 胞 生理 活性表征 方面 ， 由 于设备有 限 ， 本文仅

从 细胞周 期和 内 源性 ＰＣＲ 方面进行考察 ， 进
一

步对其进行 荧光定量 ＰＣＲ ■ 测试和基 因 组

测序 ， 以验证其驯化 后 自 身性状 的稳定性 ， 将更为 直观有 效 。

（ ３ ） 对 于无血清培养 的杂交 瘤 细胞融合 后 的 效率评价 ， 有 待进
一

步扩 大项 目 种 类和

项 目 数量 ， 并且 在下游分 离 纯化过程 中 与 含血清培养 的 杂 交 瘤 细 胞进 行进
一

步 的对 比测

试 ， 以 便 于 更加深入 了 解融合效率 ， 为 其推广 应 用 及稳定优化提 供指 导 。

６２
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