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	背景知识简介

（或训练内容）

	由于单克隆抗体(monoclonal antibody )具有纯度高、效价高、特异性强，少或无血清交叉反应等特点，已被广泛应用于医学生物学各领域。随着分子生物学技术的发展,尤其是抗体库技术、鼠抗体人源化改造技术以及近年利用转基因技术研制完全人源化抗体的突破,为单抗进入临床治疗提供了良好的应用前景。
人源化单克隆抗体较鼠源化有许多优点，而最显著的优点是可较大范围的降低抗体注射到人体内后的免疫排斥反应，增加药物的效价。世界上人源化单克隆抗体的制备大多在传统单抗基础上以基因或抗体表面修饰手段来改造抗体，以减少其在人体内的异源性（如嵌合抗体，CDR移植抗体，SDR移植抗体，转基因小鼠等），而很少有直接以人的浆细胞和瘤细胞融合获得单抗的的试验。其主要原因是人体特异性淋巴细胞的获得，不能像动物那样简单。免疫过程和脾细胞的获得都受到很大限制。

本项目拟从人体扁桃体分离纯化B淋巴细胞，通过诱导或细胞融合途径制备B淋巴细胞永生化细胞系，从而进一步探讨人源化抗体的体外免疫途径。

探讨人源化抗体体外免疫途径的前提是制备能够体外培养并长期传代的B淋巴细胞系，为此分离、纯化、培养B淋巴细胞是达到上述目标的重要研究内容。近年来国内外有关上述问题研究报道不是很多，但也取得了一些重要的研究成果。

Saito 等发现扁桃体腺样体切除术对于哮喘及变应性鼻炎等有治疗作用，扁桃体中未分化的B 淋巴细胞 ( CD20 +) 数量巨大，所占比例为71.2 %，而单个核细胞仅为15. 5 %，因此从扁桃体获得人源B淋巴细胞无疑是一个成本较低途径；

扁桃体作为次级淋巴器官，不仅含有大量B淋巴细胞，也有T淋巴细胞、浆细胞、上皮细胞、巨噬细胞、朗哥汉细胞等，为得到纯化的B淋巴细胞，近年来人们探索了一些卓有成效的方法，如利用E玫瑰花反应原理和用密度梯度离心法去除T淋巴细胞，用EBv转化B淋巴细胞永生化等。

综上所述，人体扁桃体B淋巴细胞分离及体外培养技术，在人源化抗体制备和免疫学基础研究中具有重要科学意义，是探索人源化单克隆抗体制备新途径的基础工作。
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	现有研究基础


	近年来本实验室开展了胃癌细胞、狂犬病毒单克隆抗体研究工作，查阅了大量有关淋巴细胞分离、纯化、细胞融合、融合细胞体外培养、抗体效价检测等文献资料。对上述各个技术环节的现有方法，经过实际应用和不断修改，具备了一定实际操作基础，并发表了阶段性研究成果。上述研究为本课题研究工作的开展打下了良好基础。

细胞工程实验室有开展细胞工程相关研究所需的高档设备和无菌室，本实验室已有的仪器设备有：无菌室，CO2培养箱（FORMA ），超净工作台（SW-CJ-1D），离心机（LD5-2A），体视显微镜（OLYMPUS），倒置相差—荧光显微镜(NIKON，OLYMPUS)，显微操作仪(NARISHIGE，LEICA)，电融合仪(BTX)，拉针仪(NARISHIGE，LEICA )，磨管仪(NARISHIGE、LEICA )，微熔炉(NARISHIGE、LEICA )，纯水器(石英双蒸两台)，超声波清洗器（KQ-1500B），高速台式离心机（FORCE-7），液氮罐、电子天平（PR203），电热鼓风干燥箱（101C-3B），低温冰柜，冰箱等，基本具备开展本项研究的实验条件。



	研究摘要

	1. 研究目标

本项目旨在寻找人扁桃体B淋巴细胞分离、纯化及其鉴定方法，为人源化单克隆抗体制备新方法的建立提供基础。

2. 研究内容
1）扁桃体是体内实质性器官，其中的B淋巴细胞集中分布于生发中心，周围有结缔组织和上皮的包裹，其间有各种类型的细胞混杂在一起，依据上述组织特性，本研究拟探索研磨、消化、切割挤压等方法使淋巴细胞从组织中游离，得到纯化淋巴细胞的初制材料。
2）依据上皮细胞、巨噬细胞、朗哥汉细胞、成纤维细胞等与B淋巴细胞体积不同的特性，经密度梯度离心的方法纯化淋巴细胞。

3）T淋巴细胞和B淋巴细胞大小相似，密度相近，难以通过密度梯度离心的方法分离两种细胞。但T淋巴细胞具有E玫瑰花检验阳性的特性，由此可以改变T淋巴细胞的沉降率，从而结合密度梯度离心的方法进一步纯化细胞悬液中的B淋巴细胞。这种方法成本较低，可能会取得较好的分离效果。
4）依据B淋巴细胞特有表面抗原，分析鉴定细胞的特性和纯度。
另外通过B淋巴细胞特异性抗原分析和荧光染色，结合细胞流式仪可以进一步分离纯化B淋巴细胞，可以作为本相研究的备用途径。


	进度计划

	2010.2 - 2010.12分离纯化人体扁桃体淋巴细胞。

2011.2- 2011.12  B淋巴细胞纯度和特性鉴定；撰写论文。



	预期成果形式
	发表论文一篇


	项目来源说明
	如说明已获资助或正在申请中的项目名称、时间和经费



注：本表供拟承担指南项目或开放项目的指导教师填写，并向学生公布。
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