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ВВЕДЕНИЕ 

 

Моноклональные антитела - антитела, вырабатываемые иммунными 

клетками, принадлежащими к одному клеточному клону, то есть 

произошедшими из одной плазматической клетки-предшественницы. 

Моноклональные антитела могут быть выработаны против почти любого 

природного антигена (в основном белки и полисахариды), который антитело 

будет специфически связывать.  

Получение антител для нужд человека начинается с иммунизации 

животных. После нескольких инъекций антигена в присутствии 

стимуляторов иммунного ответа в сыворотке крови накапливаются 

специфические антитела. Такие сыворотки называются иммунные.  

Иммунные сыворотки находят широкое применение в научных 

исследованиях в биологии, медицине и в ветеринарии. Такие сыворотки, 

даже максимально очищенные, гетерогенны, так как содержат антитела к 

различным антигенным детерминантам комплексного антигена, 

использованного для иммунизации. 

Антитела выделяют из сыворотки в виде иммуноглобулиновой 

фракции, осаждая их из сыворотки крови сульфатом аммония, спиртом, 

полиэтиленгликолем (ПЭГ) и другими веществами. В итоге, полученные 

антитела содержат много антител с различной специфичностью, ко многим 

антигенным детерминантам. 

Получение активных иммунных сывороток путем гипериммунизации 

животных сопряжено с определенными трудностями. Во-первых, у разных 

животных даже одной и той же линии, может быть различный уровень 

иммунного ответа на один и тот же антиген. Во-вторых, даже при 

использовании очищенных антигенов при иммунизации может возникнуть 

большое количество антител на остаточные количества примесных веществ. 

В-третьих, даже если получена специфическая сыворотка с высоким титром 

антител, последние могут оказаться гетерогенными как по принадлежности к 

определенному классу иммуноглобулинов, так и по способности участвовать 

в различных серологических реакциях. Не каждое животное – продуцент 

способно при гипериммунизации  вырабатывать моноспецифические 
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сыворотки. Сыворотки таких животных необходимо адсорбировать с целью 

удаления перекрестно реагирующих антител. 

При проведении иммунохимических исследований, используются 

антитела, взаимодействующие узко специфично по принципу "антиген - 

антитело". Для проведения такого анализа необходимы абсолютно 

идентичные антитела, синтез которых обычными способами не приемлем. 

 

ПОЛУЧЕНИЕ ГИБРИДОМ 

 

 Решение проблемы было предложено в 1975 году учеными Георгом 

Кѐлером и Цезарем Мильштейном. Они разработали методику получения 

клеточных гибридов - гибридом. Гибридомы (гибридные опухолевые клетки) 

образуются в результате слияния лимфоцитов, взятых от иммунизированных 

животных, с клетками миеломы костного мозга, культивируемыми in vitro. 

 

 

  

 

 

Для исследования надо было изолировать клон антителообразующих 

клеток (АОК) - плазматических клеток (производных от В-лимфоцитов). 

Необходимо отметить, что В-лимфоциты могут жить только в организме 

хозяина, и в искусственной питательной среде они быстро гибнут. Их 

длительное культивирование вне организма невозможно. Наоборот, клетки 

опухоли из плазматических клеток, называющиеся плазмоцитомами или 
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миеломами, хорошо культивируются и размножаются in vitro и их называют 

―бессмертными». При введении их сингенным животным (животные, 

принадлежащие к одной генетически чистой линии) они вновь образовывали 

опухоли. Гибриды, полученные при слиянии клеток мышиной миеломы с 

клетками селезенки, были названы гибридомами и соответственно сама 

техника – гибридомной. 

 

ПОЛУЧЕНИЕ МОНОКЛОНАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ 

 

Мышей интенсивно иммунизируют определенным антигеном - белком, 

бактериальными клетками или клетками животного происхождения. Когда в 

их крови появляются антитела, у них берут селезенку (рис.1), и из неѐ 

готовят взвесь клеток (с большим содержанием В-лимфоцитов).  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 1 – Получение моноклональных антител 

 



 

Некоторые из антитело-продуцирующих клеток селезенки и клетки миеломы 

сливаются, образуя гибридные клетки. Эти гибридные клетки способны 

непрерывно расти в культуре, а так же продуцировать антитела. 

 

Мыши вводят антиген, который вызывает продукцию специфических антител 

против этого антигена.  

Селезенку мышей удаляют и гомогенизируют для получения суспензии 

клеток. Эта суспензия содержит B клетки, которые продуцируют антитела 

против введенного антигена.  

       Клетки селезенки смешивают с клетками миеломы, которые способны 

непрерывно расти в культуре, а так же отсутствует резервный путь синтеза 

нуклеотидов.  

Смесь клеток помещают в селективную среду, которая позволяет расти 

только гибридным клеткам. Погибают не слившиеся миеломные клетки и В-

лимфоциты.  

Гибридные клетки пролиферируют, образуя клон гибридом. Гибридомы 

проверяют на продукцию нужных антител.  

Выбранные гибридомы затем культивируют для получения больших 

количеств моноклональных антител.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Рис. – 2  Основные этапы получения гибридомы 

Примечание: А, В, С - многокомпонентная смесь антигенов, использованная для иммунизации 

(или сложные антигены с множеством антигенных детерминант);  

АОК - антителообразующие клетки селезенки;  

Пл - клетки плазмоцитомы, не растущие в селективной ГАТ- среде;  

ПЭГ - полиэтиленгликоль;  

ГАТ - среда, содержащая гипоксантин, аминоптерин, тимидин;  

анти-А, анти-В, анти-С - моноклональные антитела соответственно к А-, В-, С-антигенам (или 

антигенным детерминантам).  

 



 

 

 

 

Если в среду для культивирования внести вещество, блокирующее основной 

путь синтеза нуклеотидов в клетке - аминоптерин, то на данной среде 

миеломные клетки, у которых отсутствует фермент (Г/ГФРТ), не способны 

обеспечить синтез нуклеиновых кислот и будут погибать. Мутантные клетки 

гибридомы - лишены резервного пути синтеза нуклеотидов и в среде с 

гипоксантином они погибают. Задача селекции сводится к отделению 

гибридом от миеломных неслившихся клеток. Для решения этой задачи 

используют селективную среду ГАТ (культуральная среда, содержащая 

гипоксантин - аминоптерин - тимидин). В такой среде, содержащей 

аминоптерин, блокируется основной путь синтеза нуклеотидов, а наличие 

гипоксантина и тимидина обеспечивает синтез нуклеотидов по запасному 

пути. В таких условиях миеломные клетки погибают и остаются 

функционально активными только гибридомы. В-лимфоциты не 

адаптированы к росту in vitro, они достаточно быстро разрушаются, что 

облегчает процесс селекции.  

 

СЕЛЕКЦИОННОЕ КЛОНИРОВАНИЕ И ПРОДУКЦИЯ АНТИТЕЛ 

Широко используется два методических подхода: клонирование методом 

предельных (лимитирующих) разведений и клонирование в полужидком 

агаре. В первом случае готовят разведения в ростовой среде, содержащей 1-3 

клетки на 0,5 мл и рассаживают по 100 мкл в лунки 96 – луночных пластин, 

либо 96-луночных пластин, либо клетки рассеивают из расчета одна клетка 

на лунку. При клонировании в полужидком агаре,  гибридные клетки вносят 

в 0,5 % раствор агара, приготовленный на культуральной среде. Клетки при 

этом способе обычно вносят в агар из расчета 20- 40 клеток на лунку 24-х 

луночной пластины. 

Через 7 -10 дней образовавшиеся клоны переносят в лунки 96- луночных 

пластин контролируя все действия на микроскопе. Сформировавшуюся 

популяцию клеток после клонирования тестируют. 



Для получения достаточно стабильной линии гибридных клеток требуется 2 -

3 (иногда больше) клонирования. При таком подходе после второго-третьего 

клонирования число позитивных клонов оказывается близким к 100 %. После 

клонирования гибридные клетки могут быть выращены в культуры в 

значительном количестве. Как правило, концентрация антител в 

культуральной жидкости достигает 10-100 мкг/мл. Рост гибридом в 

организме экспериментальных животных (мышей) обеспечивает продукцию 

моноклональных антител на один-два порядка выше. Как указано выше, 

моноклональные антитела можно выделить  или из культуральной жидкости, 

или из асцитной  жидкости животных- реципиентов. Для культивирования 

гибридных клеток in vivo и для получения асцитической жидкости, 

содержащей моноклональные антитела, мышам, предварительно 

праймированным пристаном (2,6,10,14– тетраметилпентадекан) или 

неполным адъювантом Фрейнда, вводят внутрибрюшинно гибридные клетки  

в дозе 2-4 х 107 на животное. Асциты формируются на 7-14 сутки после 

инокуляции клеток. Полученные моноклональные антитела подвергаются 

тщательному анализу с целью определения их своиств и дальнейшего 

практического использования. Таким образом, технология получения 

гибридом, секретирующих моноклональные антитела, состоит из                                                   

множества важных этапов, правильное и качественное выполнение которых 

обеспечивает успех работы и достижение поставленных целей. 

 

ОБЛАСТИ ПРИМЕНЕНИЯ МОНОКЛОНАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ 

 

Обычные поликлональные антитела давно и широко применяются для 

определения биологически активных веществ — белков крови и других 

биологических жидкостей, гормонов, ростовых факторов, клеточных 

рецепторов, медиаторов воспаления и иммунитета, бактериальных и 

вирусных антигенов, различных ядов и т.п. Моноклональные антитела из-за 

высочайшей специфичности, стандартности и технологичности получения 

успешно вытесняют и заменяют иммунные сыворотки. Далее гибридомы 

создают уникальные возможности в аналитических целях: их можно 

применять как «иммунологический микроскоп» с чрезвычайно высоким 



разрешением. Так, например, если нужно сравнить две клеточные линии, 

отличающиеся одним или немногими антигенами, и надо выявить такие 

антигены, то метод гибридом предоставляет для этого исключительные 

возможности. Проиммунизировав мышей одной из линий и получив сотни 

гибридом, продуцирующих антитела к антигенам этой линии, можно найти 

одну или две с антителами только к данной линии. Размножив такую 

гибридому в пробирке или вырастив ее на мышах, можно получить огромное 

количество антител к уникальному антигену (или детерминантной группе), 

затерянному среди других компонентов клетки подобно иголке в стоге сена. 

Это будет продукт одного клона. В крови иммунизированного животного 

среди множества других антител он никак не проявится из-за чисто 

количественных отношений. Благодаря же гибридомам его можно не только 

обнаружить, но и вывести в линию и получить любое количество 

соответствующих антител. С помощью гибридом можно обнаружить 

антигены, характерные для опухолей определенных тканей, получить к ним 

антитела и использовать их для диагностики и типирования опухолей. Такие 

моноклональные антитела нашли широкое применение в онкологической 

клинике. Наконец, во всем мире ведутся активные исследования 

по использованию моноклональных антител в качестве специфических 

переносчиков токсических веществ в опухолевые клетки. Пока же 

с помощью моноклональных антител в опухоль и ее метастазы доставляются 

радиоактивные вещества, позволяющие обнаружить небольшие узелки 

опухоли по локализации в них радиоактивности. Гибридомы сыграли 

и продолжают играть огромную роль в фундаментальной и прикладной 

иммунологии. Они созданы на основе клонально-селекционной теории 

иммунитета и явились самым ярким и окончательным доказательством этой 

теории. Гибридомы сделали реальностью предполагаемые клоны 

антителообразующих клеток и позволили даже обнаружить их 

существование в организме до введения соответствующего антигена. 

Гибридомы революционизировали иммунологическую промышленность и 

создали в ней совершенно новые области. Благодаря гибридомам возникли 



новые методы диагностики многих заболеваний и открылись новые пути для 

изучения злокачественных опухолей.  
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