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[bookmark: _GoBack]小鼠杂交瘤单克隆抗体制备及无血清培养生产试剂系统使用指南（1.4版）
1. 产品概述
珠海恺瑞提供完整配套的小鼠杂交瘤单克隆抗体制备试剂系统，用于杂交瘤细胞的制
备、单克隆细胞建立和高密度无血清悬浮培养单克隆抗体生产。为确保使用效果，建议用户在使用本系统前详细阅读此使用指南。
此系统所包含的试剂可在本指南附录中查找，用户可根据需求自行搭配使用。
细胞培养基使用保存注意事项：
(1) 切勿紫外照射；
(2) 无需预热处理，可直接从冰箱取出使用；
(3) 储存细胞培养基时尽量使用医用冰箱，以确保恒温效果，切勿冷冻；
(4) 定期检查细胞培养基过期日期，并在过期前使用完或更换新的培养基，避免使用过期培养基导致细胞生长异常或失败。
2. 实验步骤
本实验方法根据珠海恺瑞杂交瘤细胞制备及无血清培养经验总结而成，客户可根据个人经验对此实验方法做适当的调整。
2.1实验流程
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2.2单克隆杂交瘤细胞制备
2.2.1杂交瘤细胞制备前的准备
2.2.1.1蛋白抗原的制备
蛋白抗原的制备可以通过原核细胞或真核细胞重组蛋白表达方法来实现。哺乳动物来源的蛋白抗原制备建议使用293或CHO等哺乳动物细胞重组蛋白表达方法，以确保所生产的重组蛋白抗原与体内抗原蛋白抗原决定簇结构的相似性；
使用哺乳动物细胞表达重组蛋白抗原时需要构建蛋白表达DNA质粒，必要时引入信号肽使得所表达的蛋白成为分泌蛋白，便于蛋白纯化。质粒放大纯化后转染至293或CHO细胞中，并通过使用高密度无血清悬浮培养方法高效生产重组蛋白，获取足够的抗原蛋白，用于小鼠免疫。重组蛋白无血清生产具体过程可参考CHO或293细胞瞬时转染蛋白表达系统使用指南 。
2.2.1.2小鼠免疫
可采用弗氏佐剂进行小鼠腹腔免疫，或根据抗原特性及自己成功实验经验等因素选取合适的免疫方法及免疫佐剂。
2.2.1.3骨髓瘤制备
骨髓瘤细胞可使用添加ITSplus的KD-Hybri高密度无血清培养液悬浮培养，取对数生长期的骨髓瘤细胞备用。
前期使用无血清的SP2/0进行细胞融合，可降低后期筛选出的杂交瘤细胞无血清驯化难度。
2.2.2杂交瘤制备及细胞融合
小鼠完成细胞免疫周期后进行细胞融合，添加HMT对融合细胞进行筛选培养并选用合适的方法进行阳性检测，筛选目标抗体；
细胞融合方法可根据经验选用，融合后的细胞需在96孔板中经HMT进行筛选培养。珠海恺瑞杂交瘤细胞培养系统无需额外添加饲养层，可直接使用KD-Advance （无酚红）培养液及10% 胎牛血清（FBS）进行培养即可；杂交瘤细胞在HMT筛选培养过程中需隔天进行半量换液，连续培养一周后可观察已融合成功的细胞生长情况并对细胞进行抗体阳性检测；
经阳性检测筛选出表达目的抗体的细胞，并扩增培养至24孔板，其中需添加一次HT替换HMT（目的：抑制残留氨基喋呤Aminopterin对细胞的毒性，克服细胞内残留氨基喋呤Aminopterin对DNA合成途径的抑制作用）；
血清质量对细胞培养效果影响很大，建议使用经珠海恺瑞全面测试的FBS或其它高质量进口产品。
2.2.3单克隆抗体筛选
单克隆抗体阳性筛选实验方案可根据抗原特性及抗体要求来设计，常见的实验方法有酶联免疫法，细胞免疫组化，以及蛋白免疫印迹等。
使用KD-Clone单细胞培养液并添加 KD-HybriGro杂交瘤促生长组合因子（100X）和1% FBS进行细胞单克隆筛选，可有效提高克隆率，明显降低无血清培养难度。待单克隆细胞扩增到一定数量后再次进行阳性筛选。在此过程中使用珠海恺瑞冻存液KD-Freeze及时冻存筛选出的阳性克隆细胞，保留阳性较强且符合要求的样品，避免阳性细胞丢失。（较容易丢失阳性抗性的细胞可进行连续多次克隆筛选）
3. 抗体蛋白的制备-杂交瘤的无血清悬浮震荡培养
常规条件下生产和培养的杂交瘤细胞株一般经过一个简单的培养适应过程后即可在含ITSplus的 KD-Hybri高密度无血清培养液中进行高密度悬浮震荡培养。
因细胞株的不稳定性，且不同杂交瘤的不稳定性程度也不一样，抗体表达水平也存在一定的差异性。根据珠海恺瑞研发团队经验所得，客户经无血清驯化后的细胞株，建议建立无血清细胞株工作库，每次复苏工作细胞培养3-4代可收集表达抗体上清，离心后的细胞丢弃；若需要则重新复苏新鲜工作细胞培养收集抗体上清。
杂交瘤细胞长期培养抗性容易丢失，对细胞株进行亚克隆可以有效地筛选更单一有效表达细胞株，建立亚克隆细胞工作库，从而保障抗体的高效快捷生产。
3.1已适应无血清培养的杂交瘤细胞培养
已经适应低密度或高密度无血清培养条件的杂交瘤细胞一般可直接切换至含ITSplus的KD-Hybri中进行高密度悬浮培养。
3.2尚未适应无血清培养的杂交瘤细胞培养
3.2.1低血清摇瓶悬浮培养扩增细胞
将完成ELISA检测与筛选的单克隆杂交瘤细胞扩增至T75方瓶中静置培养，使用添加FBS的KD-Advance （无酚红）培养液。待细胞铺满方瓶85%后将方瓶内的培养液置换成含FBS的KD-Hybri培养液持续培养，以便让细胞提前适应KD-Hybri培养液；
最后将方瓶中的细胞转移至摇瓶KD-Hybri培养液中逐级降血清悬浮培养，直至细胞完全适应无血清培养环境。
（1） 在不使用KD-HybriGro情况下，摇瓶逐级降血清的过程一般为5%FBS→2.5%FBS→无血清。
（2） 在使用KD-HybriGro情况下，摇瓶降血清一般为1%FBS至无血清。
3.2.2无血清传代培养
完成无血清培养驯化后，需选择对数生长期（1.5-3.5×106 cells/ml）的细胞以密度为0.5×106 cells/ml接种进行传代培养。
4. 杂交瘤测序及重组抗体生产
客户可根据单克隆抗体用途及用量等权衡是否需要开发重组抗体生产工艺，若需要，则可通过常规的杂交瘤测序方法获取单抗基因序列，构建表达质粒，选择293细胞、CHO细胞或其它细胞开展重组抗体生产工艺开发实验。


附录: 
表1：试剂清单说明
	产品名称
	产品号
	产品内容
	规格

	KD-Advance （无酚红）
	K03127-500ml
	化学限定无血清基础培养液（无酚红）
	500ml

	KD-Hybri
	K04114
	骨髓瘤及杂交瘤细胞高密度无血清培养液
	1000ml

	ITSplus
	K50001
	人重组蛋白（IGF-1, Transferrin, HSA）以及Selenium等
	10ml(100X)

	KD-Clone
	K07001
	杂交瘤细胞无血清克隆培养液
	250ml

	KD-HybriGro
	K50002
	杂交瘤促生长组合因子
	10ml

	KD-Freeze
	K60001
	无血清细胞冻存液
	20ml

	HMT
HT
	K04201
K04211
	杂交瘤筛选试剂
细胞培养添加剂
	20ml(50X)
20ml(50X)

	FBS
	R01100
	胎牛血清（珠海恺瑞杂交瘤培养质量认证批次）
	100ml
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