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杂交瘤技术的胜利
杂交瘤抗体开发技术剖析





简介

1975年，Köhler和Milstein为了获得可以不断产生单克隆抗体的细胞开发了杂交瘤技术1。这一发现使世界各地

的研究人员能够相互分享他们的抗体，为生物研究释放了巨大的潜力。单克隆抗体 (Monoclonal antibodies, mAbs)

因其特异性而备受瞩目，与多克隆抗体不同，单克隆抗体只能识别一个特异性的抗原表位。这种高度的选择性使得

单克隆抗体被广泛应用在研究、诊断和治疗应用中，这些应用往往涉及从复杂的生物混合物中识别、示踪、定量或

药理靶向感兴趣的蛋白。

四十年来，杂交瘤技术仍然在单克隆抗体发现和开发过程中处于领先的位置，其重要性显而易见。因此，FDA

批准的80种单抗治疗药物中，绝大多数是来自小鼠杂交瘤2。现在，随着人源化转基因动物、稳定兔杂交瘤的发展，

以及新开发的稀有物种单克隆抗体的人源化方法，预计未来几年还会继续增长3-5。

在这篇白皮书中，我们将为读者提供一些关于杂交瘤的基本知识，以及如何使用杂交瘤生产所需的单克隆抗体。

用于单克隆抗体生产的杂交瘤技术

杂交瘤细胞是由可产生特异性抗体但不可增殖的B淋巴细胞与具有无限增殖但不可产生抗体的骨髓瘤细胞融合

后，形成的同时具备抗体分泌功能和保持细胞永生性两种特征的细胞。

利用宿主动物的亲和力成熟产生高特异性和高亲和力的单克隆抗体。杂交瘤的生产需要五个阶段，第一阶段：

宿主动物免疫抗原的设计和优化。第二阶段：用免疫原免疫宿主动物，以引起免疫应答并促进B细胞成熟。第三阶段：

从宿主动物的脾脏中分离B细胞，并将它们与无限增殖的骨髓瘤细胞融合，产生杂交瘤。第四阶段：对生成的杂交

瘤进行多轮的筛选和选择，以确定为下游应用提供最佳单克隆抗体的杂交瘤。第五个阶段也就是最后阶段是扩增特

异性杂交瘤以及抗体纯化。

1

杂交瘤抗体开发



Cryopreservation

Immortal cancer cell line

Hybridoma generation

A B

C

DEFG

H

I

J

Hybridoma dilution

1      2      3     4      5      6      7      8     9    10    11   12

A

B

C

D

E

F

G

H

1      2      3     4      5      6      7      8     9    10    11   12

A

B

C

D

E

F

G

H

图1：基于杂交瘤技术生产单克隆抗体的不同阶段。

(A) 阶段 1: 设计和生产特定的抗原。 (B) 阶段 2: 用抗原免疫宿主动物。 (C) 阶段3: 从动物脾脏中分离的B细胞和骨髓瘤细胞融合形成杂交瘤

(D–G) 阶段 4: 将杂交瘤 (D) 稀释至选择性培养基中，置于多孔培养板 (1clone/孔) 中，(E) 单个杂交瘤克隆进行扩增，扩增后 (F) 采用ELISA法筛

选含有单克隆抗体的培养上清，(G) 选择杂交瘤克隆进行第5阶段的筛选。(H I) 阶段5：所选择的杂交瘤克隆用于 (H) 单克隆抗体纯化，杂交瘤细

胞系也可 (I) 低温保存以备将来的抗体生产。(J) 阶段6：纯化的单克隆抗体可用于多种下游免疫学应用，如Western blot (WB)、免疫沉淀 

(Immunoprecipitation, IP)、免疫组化 (Immunohistochemistry, IHC)、荧光活细胞分选 (Fluorescence activated cell sorter, FACS) 和抗体药物发

现 (Antibody Drug Discovery，ADD)。

在本白皮书中，我们将进一步探讨杂交瘤产生过程的各个阶段。

2

Clone selection

ELISA screening Clonal expansion

WB / IP FACS ADDIHC

阶段Ⅰ 抗原设计 阶段Ⅱ 免疫 阶段Ⅲ 融合

阶段Ⅳ 杂交瘤筛选和选择

阶段Ⅴ 单克隆抗体纯化

阶段Ⅵ 下游免疫应用



3

第一步：抗原设计

抗原 (Antigen, Ag) 或免疫原是能够诱导宿主动物免疫应答的外源分子，如蛋白、多肽、多糖、小分子、过表

达细胞系、DNA片段、或者抗体药物。抗原设计是为了获得可分泌针对抗原特异性抗体的B细胞。

理想的抗原具有高的免疫原性和抗原性。抗原的免疫原性是指其诱导宿主免疫反应的能力，与抗原性密切相关，

抗原性是指抗体与抗原表位 (即抗原决定簇) 上的特定位点结合的能力6。抗原表位的抗原性在很大程度上依赖于结

构构象、氨基酸序列和易接近性等特征，这些特征都能显著影响抗体的结合。抗原选择有很大的挑战性，抗原性高

的抗原可能具有较差的免疫原性。某些小分子，如脂类和核酸，它们往往无法达到激活免疫应答所需的分子量(~ 

10-20 kDa)。在这种情况下，这些小分子，也称为半抗原，必须交联或结合载体蛋白，如钥孔血蓝蛋白 (keyhole 

limpet hemocyanin, KLH) 或牛血清白蛋白 (bovine serum albumin, BSA)，使其具有免疫原性7,8。

成功的抗原设计是一个相当困难的过程，许多生物信息学工具已经开发了复杂的算法，来帮助设计免疫原性较

好的抗原。金斯瑞的Optimum Antigen™设计程序计算了针对多个蛋白质数据库的每个多肽抗原，以确定所需的表

位特异性，并避免针对未暴露的表位进行抗原设计。用户还可以指定他们想要的抗原交叉反应，并探索适合应用的

抗原偶联和表达方法。

第二步： 宿主动物免疫

注射：动物免疫有几种不同的免疫策略，但一般会选择6周龄的小鼠进行首次腹腔免疫，然后在第一次免疫之后的

14天进行二免、21天进行三免，以增强免疫反应，并进一步促进分泌抗体B细胞的成熟。大多数免疫方法，会增加

抗原免疫前的耐受实验9，如新生儿耐受、药物诱导消减免疫和掩蔽免疫，这些耐受原是包含多个免疫显性表位的细

胞、质膜裂解物或蛋白。耐受性实验的目的是让宿主动物的免疫系统产生针对耐受原的抗体，为了最终识别出它们

是自我抗原。然后，当实际的实验抗原被使用时，只会产生针对这些抗原表位的单克隆抗体，而不会产生属于宿主

动物本身的单克隆抗体。

除了在免疫方案中添加耐受原外，还可以利用佐剂与抗原的联合使用，来增强宿主免疫应答。有许多不同类型

的佐剂可用于增强动物的自然免疫应答，从矿物油和角鲨烯等有机化合物到无机化合物，氢氧化铝等10。佐剂有多种

作用。首先，它们有助于促进高滴度抗体的生成，通过在注射部位保留和延长抗原的释放，即所谓的储存效应，保

持免疫系统不断受到刺激10。佐剂可以模拟微生物病原体相关的模式分子，即微生物上的小结构，激活宿主动物固

有免疫应答11。此外，微粒佐剂可以通过诱导细胞释放与组织损伤相关的分子信号 (如核酸、活性氧和细胞因子) 来

刺激适应性免疫应答12。宿主动物固有免疫应答伴随着适应性免疫应答，使免疫系统以更快、更强的方式生产抗原

特异性抗体。
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制定动物的免疫策略需要科学知识、经验和运气之间的微妙平衡。许多不同的决定必须以正确的组合做出，以

确保动物对抗原有较强的免疫应答。这些影响因素包括宿主动物的年龄、免疫途径、耐受方法、抗原浓度、抗原与

佐剂的比例、免疫/增强计划、血清滴度等等。因此，不能单纯依靠抗原的生物信息学分析软件，更重要的是咨询抗

体生产专家设计合适的免疫方案。

免疫应答：在给予抗原或抗原/佐剂组合后，宿主动物开始产生免疫应答。专职性的抗原提呈细胞 

(Ag-presenting cells, APC) B细胞将抗原加工成抗原肽后，以抗原肽-MHCII类分子复合物的形式表达于细胞表面（

组织相容性复合体major histocompatibility complex, MHC)，提呈给Th (T Helper cell, Th),  APC-包括巨噬细胞、树

突状细胞和B细胞13,14。然后，被激活的TH细胞分化为Th1，以帮助巨噬细胞杀死病原体，或Th2，直接接触辅助B

细胞活化或分泌细胞因子协助和促进B细胞的增殖和分化13,14。

为了生产高特异性的抗体，Th2激活的B淋巴细胞将进行克隆选择并经历分化形成几种不同的细胞类型。首先，

B细胞活化后形成 B淋巴母细胞，它通过向滤泡间区、边缘窦或T细胞区与红髓交界处迁移，在这些区域经过进一步

增殖和分化，成为浆母细胞(未成熟的B细胞)15。浆母细胞产生的抗体对抗原只有中等程度的亲和力。然而，这些抗

体为宿主提供了对外来抗原的即时保护。浆母细胞可以进一步成熟，它们迁移到次级淋巴滤泡，并迅速繁殖形成生

发中心15,16。在生发中心的微环境中，浆母细胞分化为浆细胞或记忆B细胞。浆细胞经历一个复杂的抗体成熟过程，

可以分泌大量高异性、高亲和力的抗体；如果相同的抗原再次感染宿主时，记忆B细胞则负责协助免疫系统产生更

快的免疫应答15。

高亲和力抗体是在生发中心通过亲和力成熟的过程发展起来的。体细胞高频突变 (somatic hypermutation, 

SHM) 是抗体亲和力成熟的主要机制之一，在免疫球蛋白基因组的可变区片段中发生一系列随机突变和基因重排17,18。

这种重排的目的是产生针对B细胞活化抗原表位的高亲和力抗体。除了体细胞高频突变，抗体还经历类别转换 

(class-switch recombination, CSR) 过程，通过重链恒定区的DNA 重排表达不同类型的抗体 (IgG、IgM、IgE、IgD

或IgA)19。一旦抗体序列得到优化，未成熟的浆细胞分化为可分泌大量成熟抗体的成熟浆细胞，或者分化为静息记

忆B细胞，直到抗原再次暴露导致它们的激活并分化为浆细胞15。

由于脾脏是宿主动物体内B细胞成熟和抗体生成的关键部位，它是动物免疫后获得成熟浆细胞的主要器官。

第三步：细胞融合产生杂交瘤

分离之后，B细胞与可无限增殖的癌细胞融合形成杂交瘤。细胞融合有两种方法，一种是聚乙二醇 

(polyethylene glycol, PEG) 介导的，另一种方法是电融合。PEG介导细胞融合的作用机制尚不清楚，但有人认为，

PEG作为一种亲水性分子，会导致细胞聚集和细胞膜脱水20-22。在此过程中，PEG增加了局部细胞的浓度，使两细

胞接触点处质膜的脂类分子发生疏散和重组，由于两细胞接口处双分子层质膜的相互亲和以及彼此的表面张力作用，

使细胞发生融合20。另一方面，电融合是一个高度优化和可靠的过程，使得每单位脾细胞形成的杂交瘤数目较多（

至少是PEG融合效率的4倍），成为杂交瘤细胞生产的首选方法23-27。在电融合过程中，B细胞和癌细胞混合并暴露

在不同电压和频率的脉冲电场中。第一个电脉冲是将细胞拉近并对齐的一个交流波形，第二个脉冲是一种使细胞融

合的直流波形，第三个交流脉冲维持并促进细胞融合过程的完成27。
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第四步 杂交瘤筛选&选择

融合之后，通过HAT培养基（次黄嘌呤-氨基蝶呤-胸腺嘧啶培养基）筛选融合的杂交瘤1。通过HAT培养基进行

筛选是因为只有成功融合的杂交瘤细胞在HAT培养基中才能存活几天以上。这是因为未融合的癌细胞的前体发生了

突变，使得它们没有编码次黄嘌呤-鸟嘌呤磷酸核糖转移酶的基因 (hypoxanthine-guanine phosphoribosyl 

transferase, HGPRT)。由于这个突变，未融合的癌细胞无法通过核苷酸从头合成途径和补救合成途径生产核苷酸，

并在融合后几天内迅速死亡。同样的，未被融合的B细胞由于没有合适的培养基和生长因子，无法存活一两天以上。

因此，几天后，融合杂交瘤将是唯一存活下来的细胞系进入筛选。将杂交瘤细胞稀释到多孔板中，经过严格的筛选

过程来选择针对免疫原的高特异性和高亲和力的抗体。在整个免疫过程中有几个不同的阶段，可进行杂交瘤的筛选，

并最终从杂交瘤中纯化所需抗体。酶联免疫反应 (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) 是从杂交瘤上清中

筛选抗体抗原结合的常用方法28,29。目前有多种ELISA方法（如直接ELISA、间接ELISA、夹心ELISA和竞争ELISA）

用来评估和选择抗体的结合能力和亲和力30。通过使用Biacore™表面等离子体共振(Surface Plasmon Resonance, 

SPR)、荧光激活细胞分选 (fluorescence-activated cell sorting, FACS) 和微流体等技术开发了高通量、自动化的杂

交瘤筛选方法31-34。这些技术大大提高了筛选高抗原特异性抗体的效率和准确性 (表1)。

杂交瘤经过抗体-抗原结合特异性和亲和力的筛选之后，许多研究者还进一步对其单克隆抗体进行鉴定。最常检

测的抗体属性包括抗体浓度、效价、亚型、表位和可变区序列。将这些特性与亲和力和特异性分析的结果相结合，

来确定用于单克隆抗体生产的杂交瘤。

第五步：单克隆抗体纯化

有几种方法可以从一个特定的杂交瘤克隆来扩大和纯化单克隆抗体。表2和表3列出了一些纯化方法，如体外杂

交瘤培养上清纯化、体外重组抗体表达纯化和体内腹水制备纯化35。通过上述方法纯化的单克隆抗体可用于多种免

表1：高通量杂交瘤筛选技术

技术 筛选方法 原理 效率

Biacore™

荧光活化细胞分选
(FACS) 流式细胞分析仪

微流体荧光活化液
滴分选 (FADS)

利用生物传感器进行表面
等离子体共振抗体筛选

将单克隆抗体从杂交瘤上清液中固
定到流动细胞上，测定抗体与抗原

的结合/解离结合率

用荧光标签的抗原标记杂交瘤细胞
并筛选（细胞内及细胞表面结合单

克隆抗体检测）

可以得到~200抗体上清/天的
结合动力学

可以筛选>300,000个杂交瘤
克隆/天

流式细胞分析仪

杂交瘤细胞用荧光标记抗原包裹在
液滴中进行筛选（细胞内、细胞表
面结合和分泌单克隆抗体的检测）

可以筛选>300,000个杂交瘤
克隆/天

疫学检测，如Western blotting、免疫沉淀、ELISA、免疫组化(IHC)、流式细胞术、FACS等。然而，如果抗体需要

在一段时间后生产，杂交瘤细胞系可以在液氮中长期低温保存以便后续的使用。
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表2：抗体纯化的方法

生产方法 预估的单克隆抗体产量 生产详情

体外

体外

体内

杂交瘤培养上清

重组抗体表达

腹水

1~3 mg/ml

从1~100 mg/ml不等
浓度随单抗、表达系统和
方法的不同而变化很大

2.5~10 mg/ml

- 杂交瘤的扩大培养：旋转瓶或摇瓶(最常见)，37°C培养2周 
- 分离出含有单克隆抗体的细胞培养上清

- 使用亲和纯化方法(如protein A或G亲和柱)浓缩和纯化单克隆抗体

- 对杂交瘤进行测序，确定抗体可变区的DNA序列

- 设计DNA结构，合成并克隆进合适的单克隆抗体表达载体

- 重组单克隆抗体表达载体被瞬时或稳定地转染到所需的表达系统中表达

- 采用亲和纯化方法对单克隆抗体进行收集、浓缩和纯化

- 杂交瘤细胞被直接注射到小鼠或大鼠的腹腔

- 从动物腹部的高浓度腹水中生产单克隆抗体

- 抽出含有单克隆抗体的腹水

- 利用亲和纯化方法对单克隆抗体进行浓缩纯化

表3：不同单克隆抗体生产方法的优缺点

生产方法 优点 缺点

体外

体外

体内

杂交瘤培养上清

重组抗体表达

腹水

-可能需要大量的培养上清生产足够的高浓度单克隆抗体用

于研究应用 (0.1-10 mg/ml)

- 需要昂贵的启动成本和技术经验

- 需要确定正确的表达载体&表达系统

- 必须建立和优化单克隆抗体表达方案

- 人力成本高，易受设计和生产重组DNA相关技术错误的影响

- 需要动物处理

- 单克隆抗体可能含有内源性小鼠免疫球蛋白，可被小鼠病原

体污染

- 简单、经济、高效的工艺流程 (单抗仅需3周)

- 最小批量生产流程

- 杂交瘤细胞系可低温保存，以备将来提供相同的单克隆抗体

- 生产的单克隆抗体表达载体后期可用于单克隆抗体生产

- 可能高产量取决于表达系统、生长速率和纯化条件

- 从杂交瘤制备单克隆抗体的替代方法不适合体外生长条件

- 高效、简便的方法在体内产生高浓度单克隆抗体 (单抗仅需

3周)
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总结

在本白皮书中，我们已经介绍了浆细胞成熟的基本原理，以及杂交瘤技术如何用于生产单克隆抗体。杂交瘤技

术是一种高度优化、有价值和成本效益的体内单抗生成平台。我们相信，基于您的应用，金斯瑞杂交瘤技术平台能

为您生产定制化的抗体。更多详细信息，请访问：

https://www.genscript.com.cn/custom-antibody-production-services.html
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