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!"# 杂交瘤抗凋亡能力的改造

王贤辉 徐 静 张 阳 米 力" 陈志南"

（第四军医大学细胞工程中心，西安 3!%%&&）

摘 要 利用 EFG 从 CH9I181/<)1JK 质粒中获得 30,145 基因，构建真核表达载体 C9L1/<)1JK，脂质体法转染杂交瘤

细胞，H4!5 筛选稳定表达株，M-DN-0B /)(NN;BO 检测目的蛋白表达，流式细胞仪检测 P<)1JK 提高杂交瘤抗正丁酸钠诱

导凋亡的功能。将构建的编码鼠 30,145 基因的真核表达载体 C9L1/<)1JK，转染 Q!5 细胞后，获得稳定的表达株细

胞；稳定表达 P<)1JK 的细胞具有抗正丁酸钠诱导凋亡的功能。鼠 30,145 基因在杂交瘤细胞中稳定表达，提高了杂

交瘤抗凋亡的能力，对高密度大规模培养杂交瘤细胞具有重要意义。

关键词 30,145 基因，杂交瘤细胞，表达
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哺乳动物细胞的大规模高密度培养已成为现代

生物制药产业的重要组成部分。在大规模培养过程

中获得高细胞密度和高产物浓度是细胞工程的研究

热点。但在生物反应器中诸如缺氧、营养缺乏、代谢

产物聚集、流体力等环境因素可影响细胞并激活其

凋亡程序，发生死亡，影响细胞大规模高密度培养。

因此，提高宿主细胞的抗凋亡能力，抑制凋亡的发生

将提高细胞生产目的产品的能力［!，$］。

与凋亡相关的一系列基因产物可对细胞凋亡进

行正、负向的调控，因此通过导入相应基因可以调节

细胞凋亡。P<)1$ 家族具有抗凋亡能力，其成员 P<)1
JK 主要位于线粒体外膜并可和 F:D:C:D- 结合，通过

阻止细胞色素 < 的释放和抑制 F:D:C:D- 的激活而阻

止凋亡的共同通路，抑制凋亡的发生［&，4］。因此我们

通过克隆鼠 30,145 全长 <S+6，构建 C9L1/<)1JK 真核

表达载体并转染 Q!5 杂交瘤细胞，以期提高 Q!5 杂

交瘤细胞抗凋亡的能力。

" 材料和方法

"$" 材料

CHI981/<)1JK 质粒、C9L 质粒、6 * 0(,# SQ2!宿

主菌和 Q!5 杂交瘤细胞系（源于 TE$U% 细胞，分泌抗

人肝癌单抗 Q6/!5）均为本室保存；限制酶、8:V 酶、

GEIW!#4%、SI9I、新生牛血清及脂质体 );C(?-<N:.;B-
$%%%8I均购自 H;/<( 公司；84 S+6 连接酶为 8:X:G:
产品；S+6 凝胶回收试剂盒购自 R;:O-B 公司；C):D1
.;A C@0;?;<:N;(B Y;N 购自上海华舜公司。正丁酸钠购

自 T;O.: 公司。

"$% 方法

"$%$" C9L1/<)1JK 真核表达载体构建：以 CH9I181/<)1
JK 重组质粒为模板，设计引物 /<)1JKL：2ZH68F&’()
&*(68H8F8F6H6HF66FFHHH6HF &Z， /<)1JKG：2Z
H68F&’&(*(8F6F88FFH6F8H66H6H8H6HF &Z。
用 7&/"和 4"("双酶切 EFG 产物和表达载体 C9L，凝

胶回收、纯化酶切后的 30,145 和 C9L，用 84 S+6 连

接酶连接酶切回收产物，连接产物转化 SQ 2!，用含

氨苄青霉素的 KP 平板 &3[过夜培养，从转化的平

板上挑取克隆，培养提取质粒，7&/"和 4"("双酶

切鉴定，选出含有插入目的片段基因的克隆，即为构

建的重组真核表达载体 C9L1/<)1JK。

"$%$% C9L1/<)1JK 质粒的转染及筛选：转染前将对

数生长的 Q!5 杂交瘤细胞重铺于 # 孔板中，待细胞

长至 5%\覆盖率时进行转染。取 &#O S+6，##K );C(1
?-<N:.;B- $%%%8I各加入 !%%#K 无血清 SI9I 中，轻轻

混合，室温孵育 $%.;B。细胞用无血清 SI9I 洗 $
次，加 5%%#K 无血清 SI9I，滴加转染液，&3[，2\



!"# 培 养 $% 后 弃 转 染 液，换 含 &’( 小 牛 血 清 的

)*+* 继续培养。转染后 ,-% 加入 .’’/012 34&$ 进

行筛选，药物浓度至 $’’ /012 时，将细胞有限稀释

于 5- 孔板，筛选克隆细胞株，进行鉴定。

!"#"$ 67897:; <=>99?;0 鉴定稳定表达株：用细胞裂

解液裂解转染质粒的 @&$ 细胞 # A &’- 个，提取蛋

白，B:CDE>:D 法蛋白定量，用相同量的细胞蛋白进行

&#( F)FGHI3+ 凝胶电泳，电转 HJ)K 膜（按说明书

操作），一抗为兔抗鼠 BL=GM2 多克隆抗体（& N4’’），二

抗为 @OH 标记的羊抗兔 P03（& N.’’’），+!2 H=Q8 发光

显色。

!"#"% 细胞凋亡的定量分析：取经 67897:; <=>99?;0
鉴定的杂交瘤细胞培养 ,- %，更换细胞培养液，加入

’R4 //>=12 正丁酸钠的新鲜培养液，再培养 4$ % 后，

离心收集细胞，用 I;;7S?; J（FC;9C !:QT 公司）和 HP
进行双重染色后，以流式细胞仪检测各条件下荧光

强度，反映凋亡细胞的比例。各瓶细胞离心后，取其

上清分装、U #’V冻存，留待以 +2PFI 检测其中鼠源

性抗体浓度。

!"#"& 细胞活性的测定：以 . A &’4 细胞1/2 的浓度

接种杂交瘤细胞于 5- 孔板（!>89C: 公司）内，#’’!2
细胞悬液1孔，培养 , D 后，以含不同浓度正丁酸钠

（WCBQ）培养液更换各孔培养液，每一条件设 , 个复

孔，分别于不同时间点加入 . /01/2 *XX（F?;>GI/7:G
?LC; B?>97L 公司）#’!21孔，孵育 4 % 后，加入 )*F"

（H?7:L7 公司）&.’!21孔，融解细胞内结晶，以酶联免

疫检测仪测定 !45’;/值（"# 值）。实验重复 , 次。绘

制时间效应曲线。

!"#"’ 抗体分泌量检测：夹心 +2PFI 检测抗体的浓

度，山羊抗小鼠 P03 抗体（F?;>GI/7:?LC; B?>97L 公司）

包被 5- 孔 板，.( 脱 脂 奶 粉 封 闭，&’’!21孔，室 温

,’/?;；标准品和样品均进行倍比稀释后，&’’!21孔，

每条件设 , 个复孔，室温反应 #%；洗板后，加入 @OH
标记的山羊抗小鼠 P03 抗体（H?7:L7 公司）&’’!21孔，

室温反应 #%；洗板后加 X*B（OY) 公司）&’’!21孔，

避光室温 ,’/?;，加 #/>=12 硫酸终止反应，于酶联免

疫检测仪上 4.’;/ 处检测各孔光吸收值，以本室纯

化之单克隆抗体 @I<&$（&/01/2）为标准品。

# 结 果

#"! ()*+,-.+/0 真核表达载体构建

以 Z3*+G<L=GM2 为模板，用 +BK 和 +BO 引物扩

增获得约 [&’<Z 的 $%&G’( 基因，克隆入 Z+K 后用 )*+

"和 ’,-"双酶切鉴定，载体片段为 .R. \<，酶切后

目的片段为 [&’<Z（K?0 ]&）。

图 & Z+KG<L=GM2 真核表达载体酶切鉴定

K?0]& O789:?L9?>; 7;T^/7 C;C=^8?8 >E :7L>/<?;C;9 Z+KG<L=GM2

&R )2#’’’ /C:\7:；#R H!O Z:>DQL9 >E $%&G’(；

,R Z+KG<L=GM2 LQ9 _?9% )*+" C;D ’,-"

#"# 1234256 ,.744869 鉴定稳定表达株

挑取三孔克隆细胞，34&$ 药物筛选浓度 $’’!01
/2，细胞经裂解后，取相同含量的细胞裂解蛋白进

行 F)FGHI3+ 电泳，结果显示 )4、)#、!, 三孔克隆均

表达 BL=GM2 蛋白，其中 )4 表达量最高；而正常 @&$
细胞不表达 BL=GM2，BL=GM2 的分子量为 #-\)（图 #）。

图 # 67897:; <=>99?;0 鉴定 BL=GM2 表达

K?0]# 67897:; <=>99?;0 C;C=^8?8 >E BL=GM2 7SZ:788?>;
)4，)#，!,，D?EE7:7;9 L=>;C= L7==8 >:?0?;C97 E:>/ @&$ %^<:?D>/C L7==
9:C;8E7L97D <^ Z+KG<L=GM2

#"$ 细胞凋亡的定量分析

正常活细胞带负电的磷脂酰丝氨酸（H%>8Z%C9?G
D^=87:?;7，HF）定位于细胞膜内侧，细胞发生早期凋亡

时，HF 由细胞膜的内侧暴露于胞膜外，即 HF 外化的

现象。I;;7S?; JGKPX! 是一种标记有荧光素的钙依

赖磷脂结合蛋白，与 HF 有很强的亲和力，可特异地

与 HF 结合［[］。以 I;;7S?; JGKPX! 和 HP 双重染色，可

将 WCBQ 引起杂交瘤的凋亡（I;;7S?; J‘ 细胞）与坏

死的细胞（I;;7S?; J‘ 1HP‘ 细胞）区分开。结果显示

正常杂交瘤细胞在含 ’R4 //>=12 WCBQ 培养液中培

养 ,- % 后，凋亡细胞比例为 4-(；而 @&$R)4 杂交瘤

细胞中凋亡细胞比例仅为 &’(（图 ,）；引起坏死细

胞的比例二者相同为 $(。

#"% 细胞活性的检测

用 *XX 法检测 WCBQ 对正常 @&$ 和 @&$R)4 杂

-’[ 生 物 工 程 学 报 &5 卷



图 ! 流式细胞仪分析凋亡细胞比例

"#$%! "&’ ()(*+,#, -. /0120)3($0 -. (/-/3-,#, 20**
4/-/3-,#, 20**, #)56205 7+ 89:;;-*<= >(?6% 4% @AB9C: D+71#5-;(
20**；?% >-1;(* @AB D+71#5-;( 20**（A% E6(51()3，20** .1($;0)3；F%
E6(51()3，)021-3#2 20**,；! % E6(51()3，)-1;(* 20**；:% E6(51()3，(/-/G
3-3#2 20**,）

交瘤细胞活性影响的变化。正常 @AB 杂交瘤细胞

在 :BD 内细胞活性变化明显，呈现下降趋势；而经改

造的 @AB9C: 杂交瘤可抵抗 >(?6 对细胞的负性作

用，其活性变化缓慢（图 :）。

图 : >(?6 对不同杂交瘤细胞活性的影响

"#$%: H..023 -. >(?6 -) 5#..010)3 D+71#5-;( I#(7#*#3+
（ J ）K#3D-63 >(?6，（ L ）K#3D >(?6

!"# $%&’ 对不同细胞抗体分泌量的影响

夹心 H=MN4 法检测 89:;;-*<= >(?6 对正常 @AB
和 @AB9C: 杂交瘤细胞抗体分泌能力的影响。经

89: ;;-*<= >(?6 作用的 @AB 杂交瘤细胞，培养上清

中抗体的浓度与未经 >(?6 作用的 @AB 杂交瘤细胞

相比，抗体浓度没有显著变化，为 !O!$<;=；而经改

造的 @AB9C: 杂交瘤细胞培养上清中抗体浓度呈上

升趋势，浓度为 PO!$<;=（图 Q）。

图 Q >(?6 对不同杂交瘤细胞分泌抗体的影响

"#$%Q H..023 -. >(?6 -) 5#..010)3 D+71#5-;( ,02103#-) ()3#7-5+
（ J ）K#3D-63 >(?6，（ L ）K#3D >(?6

( 讨 论

动物细胞在生物反应器中进行大规模高密度培

养时，细胞的生长易受各种条件的影响而变化，如营

养缺乏、代谢产物累积、/@ 和溶氧、机械搅拌剪切力

等因素，都会诱发细胞凋亡［Q］。N#)$D RS 等人报道

在批 式 规 模 化 培 养 中，细 胞 凋 亡 占 细 胞 死 亡 的

B8T［O］。而细胞凋亡的发生会大大缩短细胞培养时

间，影响细胞达到高的培养密度，使目标产量下降。

因此，抗细胞凋亡的研究，对提高动物细胞表达产品

的产量具有重要意义。

近年来，利用抗凋亡基因改造动物细胞，使其具

有较强的抗凋亡能力，在动物细胞规模化培养的生

产工艺中已被应用。杂交瘤细胞过表达 ?2*GF 可延

长细胞在生长静止时期的时间以提高产量。N#;/G
,-) 等报道转染 ?2*GF 的 U?<&! 细胞可促细胞活力和

增加抗体的滴度。MUV@ 等报道表达 ?2*GF 的 FH! 细

胞比对照细胞可提高 : 倍的单抗产量［W］。最近研究

表明 ?2*GF 家族抗凋亡成员 ?2*GX= 可通过阻止细胞

色素 2 的释放和抑制 &(,(/(,0 的激活而阻止凋亡的

共同通路，具有较强的抗凋亡作用。

本研究通过构建抗凋亡真核表达载体，转染筛

选出稳定高表达 ?2*GX= 的克隆株，利用促抗体分泌

添加剂 >(?6 诱导杂交瘤细胞凋亡的发生，从而鉴

定改造细胞株的抗凋亡能力［B］。结果显示改造的杂

交瘤具有较强的抵抗 89: ;;-*<= >(?6 所诱导的凋

亡，在相同条件下改造的杂交瘤细胞仅有 A8T的细

胞发生凋亡；相反，正常的 @AB 细胞则有 :OT的细

胞发生凋亡；同时 ?2*GX= 可增强细胞的活性，延长

培养时间；如果以 Q8T细胞以上的活性作为有效培

养，与未改造的杂交瘤细胞相比改造后的细胞株在

批式培养中可延长培养时间 F Y !5。由于 ?2*GX= 的

抗凋亡作用，增加有效培养时间，在 >(?6 的作用

W8WO 期 王贤辉等：@AB 杂交瘤抗凋亡能力的改造



下，经 !"#!$% 基因改造后的杂交瘤 "#$%&’ 抗体分

泌量是改造前杂交瘤细胞抗体分泌量的 ( 倍。而正

常 "#$ 杂交瘤细胞在 )%’ **+,-. /012 的作用下，抗

体分泌量没有增加是因为 /012 可引起细胞凋亡，

抵消了其增加单个杂交瘤细胞分泌抗体的作用。

我们利用 !"#!$% 基因改造杂交瘤细胞，获得了稳

定表达 13,!4. 的杂交瘤，提高了杂交瘤细胞抗凋亡能

力；并在 /012 存在的条件下增加了杂交瘤分泌抗体量

56 (倍。因此，本实验经 !"#!$% 基因转染筛选出的杂

交瘤细胞改造株，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。
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