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Получение  гибридных  клеточных  линий  путем  слияния  спленоцитов
иммунизированных  мышей  с  бессмертными  клетками  миеломы  является
общепризнанным методом получения моноклональных антител. Хотя в каче-
стве эффективной альтернативы для получения моноклональных антител по-
явились  другие  методы,  использование  гибридомной  технологии  остается
жизнеспособным методом, доступным для широкого круга лабораторий, вы-
полняющих базовые клеточные биологические исследования.  Гибридомная
технология  представляет  собой  относительно  простую  процедуру  с  ми-
нимальными затратами для непрерывного производства нативных цельных
иммуноглобулинов  [1].  Для  получения  моноклональных  антител  В-клетки
удаляют из селезенки животного, которое было иммунизированно соответ-
ствующим антигеном. Затем эти В-клетки сливают с опухолевыми клетками
миеломы, которые могут неограниченно расти в культуре[2,3]. Это слияние
осуществляется  за  счет  повышения  проницаемости  клеточных  мембран.
Слитые гибридные клетки (называемые гибридомами), быстро и бесконечно
размножаются и будут продуцировать большое количество желаемых анти-
тел. Их необходимо отбирать и впоследствии клонировать путем лимитиру-
ющих  разведений[4,5].

Целью нашей работы являлась гибридизация  иммунных спленоцитов с
клетками  миеломы  линии  SP2/O-Ag14  для  получения  гибридных  клеток
продуцирующих моноклональные антитела к рекомбинантному гликопротеи-
ну  PAG3.В  качестве  иммуногена  использовали  рекомбинантный  антиген
PAG3  экспрессированный  плазмидой  pRSET-Trx-PAG3.  Для  иммунизации
мышей  линии  Balb/c  использовали  очищенный  растворимый  белок. В
результате тестирования сывороток крови иммунных мышей было определе-
но, что  использованный рекомбинантный гликопротеин  PAG3  обладает до-
статочной степенью антигенности, стимулируют иммунную систему живот-
ных, титры  специфических антител в ИФА при этом составили 1:12800-1-
25600,  что указывает на активную индукцию клонов В-лимфоцитов, проду-
цирующих антитела заданной специфичности.

Перед слиянием ампулы с клетоками миеломы из жидкого азота пере-
носили в водяную баню на 370С. Содержимое ампулы переносили в центри-



фужную пробирку с 5 мл холодной неполной ростовой среды и перемешива-
ли. Центрифугировали 5-7 минут при 1000 об/мин. Супернатант  сливали, к
осадку клеток добавляли 5 мл полной ростовой среды, суспензировали и пе-
реносили в матрац на слой «питающих клеток» в количестве 200-300 клеток
в каждую ячейку. Инкубировали клетки при 37  0С в атмосфере с 5 % СО2.
Для  гибридизации  использовали  клетки,  находящиеся  в  логарифмической
фазе роста. Клетки переносили из культуральных сосудов в центрифужные
пробирки (прикрепившиеся к подложке клетки снимали мягким пипетирова-
нием) и центрифугировали 5-7 минут при 1000 об/мин. Надосадочную жид-
кость сливали, а осадок суспензировали в 5 мл неполной ростовой среды и
подсчитывали количество клеток в камере Горяева.

В качестве сливающего агента использовали ПЭГ 1500. Планшеты с
клетками инкубировали при 37ºС в атмосфере с 5% СО2 в питательной среде
Opti-MEM™, содержащей 2% Aminopterin  и 10% Fetal Bovine Serum. По ис-
течении 14 суток проводили контроль роста слившихся клеток путем про-
смотра  культур  под  инвертированным  микроскопом.  Для  тестирования
культуральной жидкости гибридных клеток использовали непрямой вариант
твердофазного иммуноферментного анализа.

Клонирование  гибридных  клеток  проводили  методом  лимитиру-
ющих разведений [6]. Для этого собирали суспензию клеток в пробирку и
центрифугировали 7 минут при 1000 об/ мин. Надосадочную жидкость слива-
ли, к осадку клеток приливали 1 мл неполной ростовой среды и подсчитыва-
ли количество клеток в камере Горяева. Готовили шесть стерильных проби-
рок, в три первые наливали по 4,5 мл неполной, а в остальные по 4,5 мл пол-
ной ростовой среды. Затем в первую пробирку вносили по 0,5 мл взвеси кле-
ток,  суспендировали и путем последовательных переносов в последующие
пробирки  по  0,5  мл  суспензии  доводили  разведение  клеток  до  нужной
концентрации: 1кл/мл и 10 кл/мл. После этого суспензию клеток с концентра-
цией 1 и 10 кл/мл вносили по 5 рядов в лунки 96-луночного планшета со
слоем «питающих» клеток. Лунку двух оставшихся рядов заполняли суспен-
зией клеток с концентрацией 100 кл/мл. Планшеты помещали в СО2–инкуба-
тор, отрегулированный на температуру 37 0С и поддерживающий содержание
СО2 в камере в пределах 5 %. Для определения активности гибридом выбира-
ли ячейки, содержащие одиночные колонии клеток, различимые микроскопи-
чески. Таким образом, была проведена одна гибридизация (таблица 1).
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Как  видно из  таблицы 1 при гибридизации иммунных спленоцитов с
клетками  миеломной  линии  SP2/O-Ag14,  количество  миеломных  клеток
составляло 12х106 , а количество спленоцитов 96 х106, что составляет 1:8.

Формирование штаммов гибридом происходило в течение двух недель.
Контроль роста проводили путем просмотра культур под инвертированным
микроскопом. Тестирование культуральной жидкости клонов методом ИФА
на наличие  специфических  антител  начинали проводить  с  момента,  когда
наблюдалось незначительное пожелтение среды и гибридные клетки занима-
ли более  30 % поверхности  лунок.  Для  дальнейшей работы был отобран.
Результаты исследований показали, что субклоны гибридомы 4F8 стабильно
продуцировали антитела целевой специфичности. Оптическая плотность ста-
бильно  регистрировалась  в  пределах  0,9-1,2.  Для  дальнейшей работы был
отобран субклон с наибольшей оптической плотностью в ИФА (4F8D8). 

Таким образом, в результате проведенных исследований получен штамм
гибридных клеток с авторским названием 4F8, который стабильно продуци-
ровал специфические антитела к исходному антигену PAG3 в высоких тит-
рах.
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