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!"#$ 抑制杂交瘤增殖促进抗体的分泌
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摘 要 利用 HIJK 促进杂交瘤细胞分泌单克隆抗体，并对其作用机制进行了研究。结果表明在杂交瘤细胞对数

生长后期添加 "L2M浓度的 HIJK 与对照相比可提高抗体的产量 ! 倍；流式细胞仪检测细胞周期表明此时 0-L$M
的细胞处于 N/ 期；免疫印记结果显示在有 HIJK 作用下杂交瘤细胞 O!$ 蛋白表达显著升高。因此，HIJK 可通过

促进 O!$ 蛋白的表达，抑制杂交瘤细胞的增殖，从而提高杂交瘤细胞分泌抗体的能力。对 HIJK 进一步在高密度大

规模培养杂交瘤细胞中的应用具有重要意义。

关键词 HIJK，杂交瘤细胞，O!$
中图分类号 P$/ 文献标识码 3 文章编号 /""".-"2/（!""#）"#."120."#

用生物反应器进行动物细胞大规模生产过程

中，细胞的快速生长对营养物质的需求较高，大多数

用于合成细胞自身组成蛋白，而对外源蛋白的合成

来说相对减少。因此，细胞快速生长的一个负面影

响是外源目的蛋白的生成量减少。随着阐明细胞周

期调控的分子机制，现在可运用多种方法调控细胞

周期，实现动物细胞的大规模高产量培养。同时，抑

制细胞的增殖，减少细胞的分裂可潜在性的减少细

胞群体的基因型的改变。在药物的生产过程中，长

时间保持其生产的一致性最为重要。

在杂交瘤细胞培养中，有以下几种方法可提高

单抗的产量：（9）确定高分泌量、基因型稳定的克隆

株；（Q）延长细胞的存活减少细胞凋亡；（>）运用添加

剂提高蛋白质的产生和分泌。虽然，这些方法均可

提高单抗的产量，但前两种方法耗时；而添加刺激试

剂可快速影响抗体的产生，简单的操作适于获得大

量抗体。在确定这些试剂时，需考虑添加剂的一些

特征：! 容易使用和操作；" 对过程和操作安全；

# 花费少；$ 最主要是可大量供应；% 不改变终产

品质量。在本文，我们描述了 HIJK 这种培养基添

加剂具有这些特点，可促进杂交瘤细胞产生抗体。

HIJK 已广泛用于细胞培养。最为常见的是冻

存细胞。发育生物学家运用 HIJK 诱导骨髓瘤和神

经胶质细胞分化［/］。J9=R& 等研究表明，HIJK 可抑

制人肝癌细胞增殖，促进细胞分化［!］。虽然 HIJK
对细胞作用的机制已被研究［-］，但 HIJK 和蛋白的

产生之间的联系目前还不清楚。细胞分化试剂如正

丁酸钠已用于刺激人肝癌细胞内源性蛋白的表达和

各种重组蛋白在 STK 细胞及杂交瘤细胞中的表

达［#］。此外，K? 等研究显示适应高渗透压的杂交瘤

可提高 2"M的单抗产量，添加 )9U 可再增加 #"M的

产量［1］。本研究显示，在适宜的细胞培养时机，添加

适宜浓度的 HIJK 可提高 T/0 杂交瘤细胞［2］分泌抗

体 ! 倍的产量，并对其抑制杂交瘤细胞增殖，促进抗

体分泌的机理进行了初步探讨。

% 材料和方法

%&% 细胞培养和 !"#$ 的添加

杂交瘤细胞 T/0 培养于 SSI./ 无血清培养基

中，谷氨酰胺 !L1<<&’VW，细胞以 1 X /"1 个V<W 接种

于 $1<W 培养瓶中，-$Y孵箱培养；在合适细胞密度

时，按 "L-M、"L2M、"L7M浓度将 HIJK（J=Z<9）直

接加入培养的细胞中；不同时间点取细胞进行台盼

蓝染色，血球计数板计数；各瓶细胞离心后，取其上

清分装、[ !"Y冻存，留待以 ;W\J3 检测其中鼠源性

抗体浓度。



!"# $%&’( 测定抗体的浓度

夹心 !"#$% 检测抗体的浓度，山羊抗小鼠 #&’
抗体（$()*+%,-.(/0) 1(*2-/3 公司）包被 45 孔板，67
脱脂奶粉封闭，899!":孔，室温 ;9,()；标准品和样品

均进行倍比稀释后，899!":孔，每条件设 ; 个复孔，

室温反应 <3；洗板后，加入 =>? 标记的山羊抗小鼠

#&’ 抗体（?(-./- 公司）899!":孔，室温反应 <3；洗板

后加 @A1（>B C 公司）899!":孔，避光室温 ;9,()，加

<,*D:" 硫酸终止反应，于酶联免疫检测仪上 E69),
处检测各孔光吸收值，以本室纯化之单克隆抗体

=%F8G（8,&:,"）为标准品。

!") *+,-+./ 012- 检测杂交瘤细胞 3#4 的表达

用细胞裂解液裂解 =8G 细胞 < H 895 个，提取蛋

白质，1.0IJ*.I 法蛋白质定量，用相同量的细胞蛋白

质进行 8<7 $C$+?%’! 凝胶电泳，电转 ?KCL 膜（按

说明书操作），一抗为兔抗鼠 ?<M 多克隆抗体（8：

E99），二抗为 =>? 标记的羊抗兔 #&’（8：6999），!N"
?DOP 发光显色。

!"5 细胞周期的测定

加入不同浓度 CA$Q 的杂交瘤细胞，培养 ;53
后，收集细胞加入预冷至 ER、S= MTE 的 ?1$ 液洗涤

< U ; 次，M97乙醇固定，制成单细胞悬液，加入 ?# 染

色剂，染色 ;9,()，ER，流式细胞仪进行细胞周期测

定。

# 结果

#"! 67’8 对杂交瘤细胞增殖的影响

用台盼蓝染色计数法检测不同浓度 CA$Q 对

=8G 杂交瘤细胞活性影响的变化。当细胞生长到对

数生长期后期，加入不同浓度的 CA$Q。未加 CA$Q
的 =8G 杂 交 瘤 细 胞，密 度 可 达 8T85 H 895 个:,"；

9T47的 CA$Q 对杂交瘤细胞的活性影响明显，细胞

密度下降迅速，小于 ; H 896 个:,"；9T;7和 9T57的

CA$Q 可抑制杂交瘤细胞的生长，细胞密度为 8T9 H
895 个:,"，而且在细胞培养后期细胞活性下降缓慢

（图 8）。

#"# 67’8 促进杂交瘤细胞抗体的分泌

夹心 !"#$% 法检测不同浓度 CA$Q 对 =8G 杂交

瘤细胞分泌能力的影响。经 9T;7 和 9T57 CA$Q
作用的 =8G 杂交瘤细胞，培养上清中抗体的浓度与

未经 CA$Q 作 用 的 =8G 杂 交 瘤 细 胞［（;5 V 8T;）

!&:,"］相比，抗体浓度显著增加，分别为（6<T< V
<T<）!&:,"和（M6T; V 8TM）!&:,"；而 9T47CA$Q 作用

的 =8G 杂交瘤细胞培养上清中抗体浓度为（<GT8 V

图 8 不同浓度 CA$Q 对 =8G 杂交瘤细胞增殖的影响

L(&W8 !JJ-/2P *J I(JJ-.-)2 CA$Q /*)/-)2.02(*)P
*) 23- S.*D(J-.02(*) *J =8G 3XF.(I*,0

8T8）!&:,"（图 <），由于 9T47CA$Q 对 =8G 杂交瘤细

胞的活性和抗体分泌的负性作用，在检测细胞周期

和 ?<M 表达时仅选用 9T;7和 9T57CA$Q 的药物作

用浓度。

图 < 不同浓度 CA$Q 对 =8G 杂交瘤分泌抗体的影响

L(&W< !JJ-/2P *J I(JJ-.-)2 CA$Q /*)/-)2.02(*)P *)
0)2(F*IX P-/.-2(*) *J =8G 3XF.(I*,0 /-DDP

#") 67’8 对杂交瘤细胞 3#4 表达的影响

取正常 =8G 杂交瘤和加入 9T;7或 9T57 CA$Q
的 =8G 杂交瘤细胞 < H 895 个，细胞经裂解后，取相

同含量的细胞裂解蛋白质进行 $C$+?%’! 电泳，结

果显示各种杂交瘤细胞均表达 ?<M 蛋白，其中加入

9T57 CA$Q 的杂交瘤细胞表达量最高；而正常 =8G
细胞表达 ?<M 弱，?<M 的分子量为 <MYC（图 ;）。

图 ; Z-P2-.) FD*22()& 鉴定 ?<M 表达

L(&W; Z-P2-.) FD*22()& *J ?<M -[S.-PP(*)
8：\(23 9T57 CA$Q；<：\(23 9T;7 CA$Q；;：\(23*O2 CA$Q

#"5 67’8 对杂交瘤细胞周期的影响

用流式细胞仪检测杂交瘤细胞在培养过程中的

细胞周期的分布，结果显示 =8G 杂交瘤细胞在含

9T57 CA$Q 培养液中培养 ;53 后，’8 细胞比例为

456E 期 王贤辉等：CA$Q 抑制杂交瘤增殖促进抗体的分泌



!"#$%；在含 &#"% ’()* 培养液中培养 "+, 后，-.
细胞比例为 +/#0%；而正常 1.! 杂交瘤细胞中 -.

细胞比例为 2$#3%（图 2）。

图 2 流式细胞仪分析细胞周期比例

45672 48( 9:9;<=5= >? @A;; @<@;A
B：1.! @A;; C5D, &#+% ’()*；E：1.! @A;; C5D, &#"% ’()*；8：1.! @A;; C5D,>FD ’()*

! 讨论

细胞高密度通常认为与高产量相关。但是，高

细胞密度的生产环境有可能导致增加毒性产物的聚

集、营养物质和氧气的耗竭、产物的损坏。控制增殖

技术是近年出现的一项促进生产的策略，主要由两

个时相组成：! 增殖时相细胞增殖生长达到理想的

细胞密度；" -. 期抑制使细胞处于生长抑制，细胞

的代谢能量大部分用于合成产物。目前，常用的控

制细胞增殖技术是诱导 -. 期特异性生长抑制，基

于外源基因调控系统控制肿瘤抑制基因、细胞周期

蛋白依赖激酶抑制因子、分化调节因子等表达而实

现［$，!］。但是，运用控制增殖技术改造细胞系的方

法比较复杂而且耗时，而利用添加可控制细胞周期

的试剂是一种简单、快速有效的提高抗体产量的方

法。

我们研究显示 ’()* 作为刺激试剂与对照细胞

相比，可提高杂交瘤细胞分泌抗体 / 倍。最近，G5F
等研究发现，无论是有血清还是无血清培养，’()*
可促进许多重组蛋白在 81* 细胞中的表达，但是不

增加杂交瘤细胞在有血清培养中抗体的产量［0，.&］。

我们的结果显示在无血清培养杂交瘤中加入 ’()*
的确促进抗体的表达。此外，’()* 影响抗体的分

泌依赖药物浓度。对 1.! 杂交瘤来说，在细胞对数

生长后期时添加 &#+%的 ’()* 可增加抗体的产量；

同时通过 HA=DAI: J;>DD5:6 检测杂交瘤细胞内 K/$ 的

表达，显示细胞内 K/$ 表达上调，而且大多数细胞处

于 -. 期，说明 ’()* 作用杂交瘤细胞促进细胞周期

调节蛋白 K/$ 的表达，从而使细胞处于 -. 期抑制，

进而有利于抗体的分泌提高抗体的产量。但如果添

加 &#0%的 ’()* 时，抗体的分泌量并没有增加，通

过细胞活性的检测发现在此药物浓度下引起了细胞

的死亡。

总之，我们在杂交瘤细胞生长到高密度时，添加

&#+%的 ’()* 使杂交瘤细胞大部分处于生长抑制

的状态，从而提高了杂交瘤分泌抗体量 / 倍。因此，

本实验 ’()* 的添加时机和浓度，为将来在生物反

应器细胞高密度、大规模培养，提高抗体产量奠定了

基础。

"#$#"#%&#’（参考文献）

［ . ］ LFJJ5:5 )，8>@@> G，(9:M>;5 G !" #$ 7 ’()* 5:NF@AN N5??AIA:D59D5>:

IANF@A= D,A 9==>@59D5>: >? O,>=O,9D5N<;5:>=5D>; DI9:=?AI OI>DA5: C5D, D,A
:F@;AF=7 %&’()!* %&’+),- .!- /’**01，.00$，(!)："&/ P "&3

［ / ］ )95D> 1，Q969C9 R，R9N9 ) !" #$ 7 S??A@D >? NAT9UAD,9=>:A N5UAD,<;V
=F;6>T5NA 9:N =>N5FU JFD<I9DA >: 9 ,FU9: ,AO9D>U9 @A;; ;5:A KG8W

KL4W3# /#1(!2 %&’()!* %&’+),-，.00/，*!：$3 P !2
［ " ］ K>:M5> -，G>J9D B，L>@,AD X !" #$ 7 S9I;< -. 6I>CD, 9IIA=D >? ,<JI5V

N>U9 E @A;;= J< ’()* 5:Y>;YA= @<@;5: ’/ 5:,5J5D5>: 9:N O/.@5O. 5:V

NF@D5>:7 31(’4!1!，.00!，*+：..30 P ..++
［ 2 ］ H9:6 Z1，ZF [，8,A: \X !" #$ 7 ]:NF@5J;A ATOIA==5>: >? E@;VZG 5:V

,5J5D= =>N5FU JFD<I9DAV5:NF@AN 9O>OD>=5= 5: ,<JI5N>U9，IA=F;D5:6 5:

A:,9:@AN 9:D5J>N< OI>NF@D5>:7 /!$$ %&’$’4, 51"，/&&2，(,：.!3 P
.0.

［ 3 ］ *, )’H， 5̂6 K，8,F9 4 !" #$ 7 )FJ=D9:D59; >YAIOI>NF@D5>: >? 9:D5V
J>N< J< 9OO;<5:6 >=U>D5@ OIA==FIA 9:N =>N5FU JFD<I9DA7 %&’"!()1’$

%&’!14，.00"，-(：+&. P +.&
［ + ］ H9:6 Z1（王贤辉），ZF [（徐静），8,A: \X（陈志南）!" #$ 7

(>N5?5@9D5>: >? D,A 9:D59O>OD>D5@ 9J5;5D< >? 1.! ,<JI5N>U9 @A;;=7

/)&1!-! 6’021#$ ’7 %&’"!()1’$’4,（生物工程学报），/&&"，*.（+）：

$&3 P $&!
［ $ ］ (AA:D= 1，S:A:_A; E，HAI:AI L- !" #$ 7 K/$_5O. VUAN59DAN @>:V

DI>;;AN OI>;5?AI9D5>: DA@,:>;>6< 5:@IA9=A= @>:=D5DFD5YA =]8B( OI>NF@V
D5>: 5: 81*V’‘QZ 9N9ODAN ?>I 6I>CD, 5: =F=OA:=5>: 9:N =AIFUV?IAA

UAN597 %&’"!()1’$ %&’!14，/&&/，+.（+）：+.0 P +/$
［ ! ］ H9D9:9JA )，[>,: )，(>,9UAN B;VLFJA95 7 LA6F;9D5>: >? @A;; @<@;A

9:N OI>NF@D5Y5D< 5: X)* @A;;= J< D,A >YAIVATOIA==5>: >? O/.@5O. 7 %&’8

"!()1’$ %&’!14，/&&/，++（.）：. P $
［ 0 ］ G5F 81，8,F ](，1C9:6 )(7 S:,9:@AN ATOIA==5>: >? Y9I5>F= AT>6AV

&$3 生 物 工 程 学 报 /& 卷



!"#$ %&!&$ ’! (&)"*+’!,!- ./0 )&11$ ’! -2& 3(&$&!)& "4 5’*&-261 $#17

4"8’5&9 !"#$%&’(#) *%$$，:;;<，!"：<=>< ? <=>@
［<;］ A’!% BA，C&!% A，A&3"(& D %$ +) 9 E*3("F&*&!- "4 *"!")1"!,1 ,!-’7

+"56 3("5#)-’"! ’! 26+(’5"*, )&11$ +6 5’*&-261 $#14"8’5&9 !"#$%&’(#)

,-#.，:;;G，#$：<@H ? <=:

%&’( )**+,-+. /01*2.345 6+77, 83* 9:;5:<+. ):-213.0 =*3.><-23:

BIJK L’,!7/#’ /M N2#7O#! P/IJK O,!% LQ D’!% RMJK S’,!% AE A’!% TE A’! ./MJ P2’7J,!!
（/%)) 0(."(%%-"(. 1%2%+-&’ /%($-%，3’% 4#5-$’ 6")"$+-7 6%8"&+) 9(":%-2"$7，;"’+( U<;;GG，/’"(+）

)1,-*5<- C’*&-261 $#14"8’5&（CTN0），, V&117W!"V! 5’44&(&!-’,-’"! ’!5#)&( ’! $&F&(,1 *6&1"’5 )&11$，’!5#)&$ K< 32,$& ,((&$-
’! *,!6 )&11 1’!&$ 9 E! -2’$ $-#56，V& ’!F&$-’%,-&5 -2& 3"$$’+’1’-6 "4 #$’!% CTN0 -" ,((&$- /<H 26+(’5"*, )&11$ -" -2& K< 32,$&
,!5 *"!’-"( V2&-2&( -2& ,((&$- ’*3("F&$ ,!-’+"56 3("5#)-’"!9 B& $2"V&5 -2,- CTN0 ’! )"!)&!-(,-’"! (,!%’!% +&-V&&! ;XGY ,!5
;X=Y &44’)’&!-16 ,((&$-&5 /<H 26+(’5"*, )&11$ ’! K< 32,$& 9 E! "#( &83&(’*&!-，Z H;Y "4 )&11$ %("V! 4"( G=2 ’! 3(&$&!)& "4 -2&
;X=Y CTN0 V&(& ,((&$-&5 ’! K<X R#(-2&(*"(&，&83(&$$’"! 1&F&1$ "4 [:U V&(& #37(&%#1,-&5 -"V 4"15 5#(’!% -2& K< 32,$& 9
/’%2&( )"!)&!-(,-’"! "4 CTN0 ,- ;X\Y 1&,5$ -" )6-"-"8’)’-6 9 /&(&’! V& $2"V , $’*31& V,6，, -V"7$-,%& 3(")&$$ 4"( ,!-’+"56
3("5#)-’"!，V2’)2 )"!$’$-$ "4 , 3("1’4&(,-’"! 32,$& 1&,5’!% -" -2& 5&$’(&5 )&11 5&!$’-6，4"11"V&5 +6 ,! &8-&!5&5 3("5#)-’"! 32,$&
5#(’!% V2’)2 -2& )&11$ (&*,’! ,- K< 32,$& 9 0#( "+$&(F,-’"! -2,- -2& ,55’-’"! "4 CTN0 (&$#1-$ ’! ’!)(&,$& ,!-’+"56 3("5#)-’"! ’$
"4 $’%!’4’),!)& ’! 4#(-2&( #$& "4 26+(’5"*, )&11$ ’! 2’%2 5&!$’-6 1,(%& $),1& )&11 )#1-#(& 9

?+0 @3*., CTN0，26+(’5"*, )&11$，[:U

]&)&’F&5：<:7<H7:;;G

^2’$ V"(W V,$ $#33"(-&5 +6 -2& J,-’"!,1 /’7^&)2 ]&$&,()2 ,!5 C&F&1"3*&!- [("%(,**& "4 .2’!,（H=G）（J"9 :;;:II:<U;<< ,!5 :;;:II:PG>><）9
!."((&$3"!5’!% ,#-2"( 9 ^&1：H=7:\7GGU>@>U；R,8：H=7:\7G:\G\;=；M7*,’1：)2)&():_ 4**#9 &5#9 )!，

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

*’1’)&)_ F’39 $’!,9 )"*

科学出版社生命科学编辑部新书推介

张 今 编著

U7;G7;<:=G\7>‘S9<G=; a GH 9;; :;;> 年 @ 月 := 日

酶定向分子进化旨在模拟突变、重组和选择的自然进化机制，体外进化新酶。定向分子进化实质

上是达尔文进化论在分子水平上的延伸和应用，是一新兴的技术科学领域。本书较为全面地介绍了酶

定向分子进化原理、策略、方法、应用以及发展趋势。主要内容包括定向分子进化思想，概念和原理；定

向分子进化的基本策略和方法；定向分子进化的筛选 b选择方法；核酶和脱氧核酶定向分子进化；酶定

向分子进化；外显子改组定向进化酶；抗体酶定向分子进化；蛋白质组、途径、病毒和细胞的定向进化。

本书可供从事生物化学、分子生物学、生物工程、化学和药学等相关专业的科研人员和教学工作者参考，也适用于综合性

大学、医学和农业院校相关学科的高年级本科生和研究生阅读。

张今教授撰写的《酶定向分子进化》一书对酶定向分子进化原理，策略和方法，现状和发展趋势进行了比较全面的介绍。

他在广泛收集国内外资料的基础上，结合自己多年的实践体会，使本书内容具有新颖性和实用性，对读者颇有参考价值和启

迪作用。我相信《酶定向分子进化》一书的出版将会推动我国进化生物技术的发展。

———中科院院士孙曼霁
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