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人鼠嵌合抗体重链基因转染小鼠骨髓瘤

细胞的初步研究＊”

杨志兴 杨学成 王革伏 陈 虹 刘伟民 张云湖
（黑龙江省科学院应用微生物研究所，哈尔滨）

本文介绍了通过人鼠嵌合抗体重链基因转染小鼠骨髓瘤J558L的研究，较详尽地阐述了用原生质

体融合法将重组的人鼠嵌合抗体重链基因转染到 J558L骨髓瘤细胞中，并用ELISA法检测转染子的

过程和方法。同时简要地说明了影响转染率的一些因素。
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向哺乳动物细胞转移外源的DNA，已经成

为研究真核细胞基因表达的一种有效途径。转

移基因的方法国外已有许多报道，如磷酸钙沉

淀转移技术〔3', DEAE-葡聚糖技术［[s1、显微注射

技术121等。其中应用最为广泛的是磷酸钙沉淀

法，它具有简单、快速的优点。但若以骨髓瘤细

胞作为受体时，其转染率则较低 （Morrison私

人通信）。而原生质体融合技术最先由 Scha-

ffner提出v1，后来经过不断地改进与完善，对

骨髓瘤细胞其转染率较磷酸钙技术要高10-20
倍〔习。原生质体融合转染法可以克服哺乳动物
细胞用其它方法吸收和表达外源 DNA中所遇

到的一些问题，可直接筛选在真核细胞中进行

基因表达的重组质粒，因此，这种方法是一种很

有效地转移DNA的技术『5.9]0
本文的目的在于采 用原 生质体融合 技

术，研究人鼠嵌合抗体重链基因在骨髓瘤细胞

中的转染和初步表达，试图建立人鼠嵌合抗体

基因转染骨髓瘤的方法。

材 料 与 方 法

（一）实验材料

1．细胞株 骨髓瘤细胞株 J558L（本身

能合成免疫球蛋白又轻链多肤，但不分泌到细

胞外）由美国哥伦比亚大学 Morrison教授提

供。

2．供体菌株 E. coli HB101，带有含人

鼠嵌合抗体重链基因的 PSV2AHgpt S1o7VHHuG4

质粒，Morrison教授提供。

3．细胞长生培养基 1MDM (Iscove's

Modification of Dulbecco's Medium)＋1并庆

大霉素＋1外制霉菌素十10外马血清（也可用

小牛血清）。其中IMDM 也可以用DME代替

(Dulbecco's Modification of Eagle's Medi-

um),,

4. H XM 选择培养基十次黄嗦吟

(0.45ug/ml)＋黄嘿岭0.03mg/ml -h霉酚酸

(0.6mg/ml)，通常用HXM表示。

5．羊抗人IgG 辣根过氧化物酶标的绵

羊抗人IgG，由北京生物制品所购人。

6.溶菌酶溶液 5mg/ml溶在250mmo1/

L Tris溶液 （pH8.0)o Sigma公司进口。

7. PEG-DMSO, 41.7% PEG1500一12.5

DMSO-100mmo1/L Tris, pH8.0、用 DME

Yang Zhixing et al.: Study on Mouse Myeloma

Trasfected by Human-Mouse Chimeric Antibody
Heavy Chain Gene

＊本项研究为国家自然科学基金资助项目。
1)美国哥伦比亚大学 S. L. Morrison教授给予热情指

导并提供主要实验材料；本所李文贤向立时参加部分
工作，在此一并致谢。
本文于198，年3月20日收到。



配制。由 Morrison教授提供。

（二）方法

1．细菌的培养E57 接种 E. coli HB101

（带 pS V,AH,V, V,H �G；质粒）于LB液体培．养
基中，含50/cg/ml 的氨基节青霉素，370C振荡

培养过夜。 第二天以1010接种量接于100m1
LB培养液中，370C振荡培养至 OD 600达到

0.5，加人氯霉素至终浓度125/cg/ml, 培养12

小时，扩增。

2．原生质体的制备E5] 取上述培养的细

菌，加到灭菌的离心管中，4000 X g离心15分
钟，取沉淀，按每个 OD600加 10ml蔗糖一溶菌

酶溶液使其终浓度分别为2%和0.5mg/ml，轻
轻摇动，置冰上5分钟，加人 2ml冷的250

mmol/L EDTA (pH8.0)轻轻旋动，370C，保

持8分钟30秒。然后分四次加人40m]的 10并

超纯蔗糖一10mmol/L MgC1Z-DME (5ml,5m1,
10ml和20m]）室温放置30分钟，备用。

3．原生质体与骨髓瘤细胞的融合75,97 取

生长状态良好的骨髓瘤 J558L细胞悬液5ml

(10细胞／m1),2000 X g水平离心7分钟，吸
掉培养基，用 DME洗一次。加入5m]上述的

细菌原生质体悬液，悬浮细胞沉淀物，混匀，

2000 X g室温下离心，7分钟，弃去上清。弹松
沉淀、加人0.5ml PEG-DMSO液，室温振荡1

分钟，加入0.5ml 25务PEG-100mmol/L Tris
(pH8.0)，一摇动2分钟。然后加人预先保温的

DME 10m1,稀释细胞悬液，2000 X g，室温离

心6分钟，弃去上清液，向沉淀中滴加 12m]细

胞的生长培养液。 混匀后在％孔培养板的每

孔中加2滴，于CO,培养箱中37℃培养。在融

合中，所使用的 J558L骨髓瘤细胞为2 X 10',
而原生质体约在2 X 1090

4．转染子的筛选 经上述转染的细胞在

37℃培养2天后，在每孔加2滴选择培养基，义

经过4天后，吸出一半培养基，补加新鲜的选择

培养基。其后，不定期地用选择培养基换液。

5．抗体的检测 经上述转染的细胞在

37℃培养后，检测抗体。采用 ELISA法137检测

转染子所表达的嵌合抗体。具体方法与步骤如

卫

(1)培养上清液中抗体的检测

J558L和转染子E：上清液各20m]

加人20ml饱和硫酸铁(pH7.0)
在40C，放置30分钟，5000rpm离
心 20分钟

沉淀物

加loml生理盐水、5m]饱和硫酸
按

首v离iii，一冲

沉淀物

溶解后
加O.Olmol/L PBS(pH7.4）透析过
夜

透析液

加人400川10%的金黄色葡萄球菌
蛋白A(菌体形式）
放冰上15分钟，离心2分钟，5000
rpm

沉淀物

用 PBS液洗一次。离心

沉淀物

髓400yl黔*rAIgG,r370C1g& 2 , f PBS-p1- 0 20 if} 5

{}}}JRI IJ }}r 200,.1, 2}afg4430 HZSO, }g lmol/I.IL aZ a
反应物在 OD492o m测定

(2）细胞表面抗体的检测

J558L和转染子E：的培养细胞

用 PBS液洗涤2次，离心，再用冰
冷的0.1务戊二醛溶液处理30分
钟，PBS液洗2次。离心

沉淀的细胞

悬浮在1并的BSA一O.lmol/L甘氨
酸-PBS液中，20℃保温1小时，离
心，再用 PBS液洗2次，计数细胞，
调浓度至1 X 10''个／ml.

1 X 10'个细胞

加人到5，个孔的细胞培养板中,50
川／孑仁，37℃保温 16-20小时，使
溶液蒸发，细胞固定在孔底部，再用
PBS液洗2次

孔中的细胞

每孔加人200,u1, 0.5-1多的 BSA,
在 20℃保温20-60分钟后，用PBS
洗2次，每孔中加人50川酶标的羊
抗人IgG, 37℃保温2小时再用
PBS一吐温 20洗 5次



A中细胞

加人底物邻苯二胺50p1，室温保持
30分钟，可见棕色出现，加入HZSO,
至 lmol/L，终止反应

在492nm中测定OD值

结 果 与 讨 论

本文中，在转染时所使用的表达载休为

psvup：的衍生载体，pSV,AHsp,S,mV�H}G,，是
由E. coli的黄嚓吟一鸟嚷吟磷酸核若转移酶

基因（gpt)，质粒pBR322的氨基苇青霉素抗性

基因和复制起始位点以及SVq。病毒的转录调

控基因构成的质粒[91，如图1所示。利用B。二

HI切点插人小鼠单抗V107可变区基因与人的

Y4恒定区基因。其中的gpt基因作为真核受体

细胞中的选择系统，由于外源加人霉酚酸阻断

了骨髓瘤细胞的由次黄9岭向黄91核昔酸的转

化，而供体 E. coli的 gpt选择系统可以利用
外源加人的黄9岭和次黄嘿吟作易合成1吟核

昔酸的底物，所以只有与 E. coli原生质体融

合的骨髓瘤细胞在选择培养基上生长，而其它

未被转染的细胞则不能存活而死一}: [5.9)O

整的抗体分子，经糖基化后，可以分泌到细泡

外〔5.97

通过上述实验，转染子经过选择培养基上

培养1周后，发现有些孔内有单个的活细胞，并

开始增殖、形成克隆，在两周后，可分出细胞。我

们在％孔培养板中得到41株转染成功的转染

子，并对其中6株作了分析。在检测抗体中，发

现2株（B,，和E,）具有抗体分泌，如表1所示。

转染子E：细胞株能够合成人鼠嵌合抗体。 同

时我们也可从照片上看出转染子细胞在形态

上，大小上有些差别，即较对照的 J558L骨髓

瘤细胞明显大些，而表面不如对照的整齐光滑

（见图2)0
表I 用 E LISA 法检测抗体的结果

～～、ODTA｛J558L kH9f9j}祠E, M}um株
}} \\I } OD,i)inm I一UD492um
一fA'JÌ1.iF̀} IDC卜一0.060一一一一一兰一
细胞表面 ｝ 。·“。 ｝ 。’‘。‘

图2转染与对照的骨髓瘤细胞 a．为骨髓瘤 J558L
细胞；b.转染子 E：。

图1转染质拉 PS VtoHgptSto7VHHuG；的结构图
L,引导肤基因，VH重链可变区基因sCHI银链恒

定区基因，细线部分为 PSVts"质粒〕

在载体中的S v'。早期启动子可使外源插

人的免疫球蛋白基因在真核细胞中表达〔盯。同

时我们选择骨髓瘤 J558L作为受体细胞是因

为转染的免疫球蛋白重链基因在骨髓瘤中表

达后能与其内源的免疫球蛋白又轻链装配成完
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