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Hela细胞HGPRT缺陷型细胞系构建
郭惠东  特日格乐  尚爱萍  郑文静  刘  刚  道日娜  王蓉蓉  李  瑶  李  煜*

(内蒙古大学哺乳动物生殖生物学与生物技术教育部重点实验室, 呼和浩特 010021)

摘要      建立稳定的次黄嘌呤鸟嘌呤磷酸核糖转移酶(HGPRT)缺陷的Hela细胞系, 为细胞融合

相关研究和人源化单克隆抗体制备提供有利于筛选的亲本细胞。通过诱变剂N-甲基-N′-硝基-N-
亚硝基胍(MNNG)对Hela细胞进行诱变, 逐步提高培养基中6-巯基鸟嘌呤(6-TG)的浓度, 筛选出对

6-TG稳定耐受的细胞, 在次黄嘌呤–氨基喋呤–胸腺嘧啶(hypoxanthine-aminopterin-thymidine, HAT)
培养基中鉴定其敏感性, 最后对筛选得到的Hela-HGPRT–进行生物学鉴定。在此基础上, 将Hela-
HGPRT–细胞系与人淋巴细胞融合, 在HAT培养基中筛选杂交细胞。筛选得到了能够长期在含

20 μg/mL 6-TG培养基中生长的Hela-HGPRT–细胞, 并且在HAT培养基中不能存活。Hela-HGPRT–

细胞与人淋巴细胞成功融合, 获得能够连续传代培养的杂交瘤细胞。经MNNG诱导和6-TG筛选, 
得到了稳定传代的Hela-HGPRT–细胞系, 该细胞系可用于细胞融合相关研究。
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Establishment and Identification of HGPRT Deficient Hela Cell Line

Guo Huidong, Tergel, Shang Aiping, Zheng Wenjing, Liu Gang, Daorna, Wang Rongrong, Li Yao, Li Yu*
(Key Laboratory of Ministry of Education, Mammalian Reproductive Biology and Biotechnology, Inner Mongolia University, 

Hohhot 010021, China)

Abstract        To establish an HGPRT– deficient Hela cell line for creation of hybridoma to produce human-
ized monoclonal antibody. Mutation of Hela cells was induced with MNNG and selected in gradient concentrations 
of 6-TG. Then, the sensitivity of mutant cells to HAT medium was tested. After the stable Hela-HGPRT– cells were 
developed, they were fused with human B lymphocytes and selected in HAT medium.Hela-HGPRT– cells could sur-
vive in medium containing 20 μg/mL 6-TG in the long term and could not live in HAT medium. We also succeeded 
in fusing human B lymphocytes with Hela-HGPRT– cells and the hybridoma cells could be continually cultured. 
Using the methods of induction with MNNG and screening with 6-TG, we obtained a stable Hela-HGPRT– cell line 
and it could be continually cultured. This Hela-HGPRT– cells could be used in the research of cell fusion.
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融合细胞的筛选在细胞工程领域占有十分重

要的地位。获得具有筛选标记的亲本细胞是高效

制备杂交细胞的必备条件。次黄嘌呤鸟嘌呤磷酸

核糖转移酶(HGPRT)缺陷基因是常用筛选标记之

一, 被广泛应用于鼠源性单克隆抗体制备。现有的

HGPRT缺陷型细胞系有: 小鼠骨髓瘤细胞SP2/0细胞

系、人T淋巴细胞白血病细胞系6T-CEM、人肝脏细

胞HepG2细胞系[1]、人T淋巴细胞瘤Jur-kat细胞系[2]

等。目前, 含有HGPRT缺陷型的细胞系数量极为有

限, 限制了细胞杂交在细胞工程领域的应用。
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Hela细胞是建系较早的人宫颈癌细胞系, 广泛

用于细胞工程相关研究。Hela细胞是否可用于淋巴

细胞杂交瘤的制备, 目前还未见报道。由于HeLa细
胞的人源性, 体外生长稳定, 具有贴壁生长等的特

点, 建立其具有HGPRT缺陷性细胞系, 在细胞工程

领域具有重要意义。现已知将正常Hela MR细胞用
60Co γ射线进行照射后, 在含6-巯基鸟嘌呤(6-TG)的
培养基中克隆和筛选, 可以得到HGPRT基因突变细

胞[3]。本研究用化学诱变剂MNNG对Hela细胞进行

了突变诱导, 用6-TG筛选HGPRT缺陷型细胞, 对得

到的突变细胞的生长特性、遗传特性和细胞融合特

性进行了初步分析。

1   材料与方法
1.1   细胞系

Hela细胞为本实验室引进并保存。

1.2   生化试剂

N-甲基-N′-硝基-N-亚硝基胍(MNNG)以二甲

基亚砜(DMSO)助溶, 用无血清培养基DMEM配

成100 μg/mL母液, 过滤除菌, 保存于4 °C。6-TG以

DMSO助溶, 用无血清培养基DMEM配成100 μg/mL
母液, 过滤除菌, 保存于4 °C。次黄嘌呤(H)、胸腺嘧

啶(T)配成100倍母液, 氨基喋呤(A)配成100倍母液, 
储存于–20 °C。培养基高糖DMEM、缓冲液PBS、秋

水仙素、融合剂PEG, 以上试剂均为Sigma公司产品。

1.3   Hela细胞HGPRT缺陷型诱导及筛选

1.3.1   MNNG诱导HGPRT缺陷型Hela细胞      收集

对数生长期的Hela细胞, 重新培养于10%FBS-高糖

DMEM的培养基中, 待细胞生长到汇合度在90%时, 
分别加入终浓度为2, 3, 4, 5 μg/mL的MNNG, 培养于

37 °C、5% CO2培养箱中, 24 h后台盼蓝染色计数细

胞存活率, 选取存活率约70%的浓度作为最终浓度。

然后换用不含MNNG的完全培养基传代两次, 使突

变稳定。

1.3.2   6-TG筛选HGPRT缺陷型Hela细胞      待MNNG
处理后的细胞生长到汇合度达到90%时, 用浓度梯度

筛选法筛选诱导处理后的细胞。在培养瓶中换加含

0.25 μg/mL的6-TG的完全培养基培养, 3 d后增加6-TG
浓度至1.25 μg/mL, 然后每隔3 d, 倍增完全培养基中

6-TG的浓度, 使终浓度分别达到2.5, 5, 10, 20 μg/mL。
最后在20 μg/mL的6-TG培养基中稳定生长的细胞即

为筛选得到的HGPRT缺陷型细胞。得到的HGPRT

缺陷型细胞培养于含20 μg/mL 6-TG的10% FBS-
DMEM培养液中。

1.4   Hela细胞HGPRT缺陷型的生物学特性鉴定

1.4.1   不同浓度6-TG对细胞的影响      将正常细胞

与HGRPT缺陷型细胞以5.0×104/mL的浓度分别培养

于高糖DMEM完全培养基及终浓度分别为1, 10, 20, 
60 μg/mL的6-TG培养液中, 96 h后消化并进行台盼

蓝染色计活细胞数, 进行3次重复实验, 各组细胞计

数两次计算平均值, 确定最终的存活率。

1.4.2   HAT敏感性检测      将配好的100×浓度HT、
A浓缩液按比例加入10% FBS-DMEM中, 配成HAT
选择培养液。将正常细胞与HGPRT缺陷型Hela细胞

分别消化传代, 加入含HAT的选择性培养液, 37 °C、
5% CO2培养箱中培养两周, 期间视细胞培养情况进

行换液, 最后台盼兰染色确定细胞的存活率。

1.4.3   形态学观察      将HGRPT缺陷型细胞在对

数生长期时用台盼蓝染色后计数确定细胞的存

活率[细胞存活率=活细胞数/(活细胞数+死细胞

数)×100%], 将细胞浓度调至1.0×106/mL, 接入12孔
板中, 置于37 °C、5 % CO2培养箱中培养, 观察细胞

形态及生长状况。

1.4.4   生长曲线      将处于对数生长期的细胞按

3.0×104/mL的浓度接入24孔培养板中, 连续培养八

天, 按常规方法观察计数绘制生长曲线。

1.4.5   染色体分析      将缺陷型细胞传代培养后, 
待细胞结合度达到90%, 加入秋水仙素至终浓度为

0.2 μg/mL, 处理4 h, 按常规方法制备染色体标本。

1.5   Hela-HGPRT–与人淋巴细胞融合

将解冻后培养的人体B淋巴细胞, 调细胞浓度

至1×107/mL。收集对数生长期的HGPRT缺陷型Hela
细胞, 调细胞浓度至2×106/mL。将调好pH(7.6~7.8)
的PEG(MW=4 000, 终浓度为50%)过滤除菌, 在40 °C
水浴锅预热。取1×107人淋巴细胞和2×106 Hela-
HGPRT–细胞(即淋巴细胞:Hela-HGPRT–=5:1)置于

50 mL离心管中进行融合。离心管置于40 °C水浴中, 
一只手均匀转动离心管, 另一只手吸取配好的1 mL 
PEG液, 沿转动的融合管一滴一滴地缓缓加入, 速度

控制在60 s内完成。接着离心管中加入25 mL完全

高糖DMEM以终止PEG的融合作用。融合后的细胞

接种于60 mm培养皿, 含HAT培养基, 置37 °C、5% 
CO2培养箱中培养。HAT培养基连续培养14天后, 改
换HT培养基继续培养。
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2   结果
2.1   Hela细胞HGPRT缺陷型细胞系建立

2.1.1   梯度MNNG浓度梯度诱变结果      如表1所示, 
在终浓度4 μg/mL的MNNG诱导Hela细胞24 h后, 计
数存活率为69.7%, 最适合对Hela细胞进行诱变。选

取该浓度作为诱变实验的终浓度。

2.1.2   比较正常细胞和缺陷型对6-TG的耐受限度      
两种细胞在6-TG培养基的存活率比较如表2所示。

结果显示, 筛选后的突变Hela细胞在浓度为60 μg/mL
的6-TG培养液中培养96 h后仍然有87.10%的存活

率, 而正常的Hela细胞不能在含6-TG培养液中存活, 
这说明经6-TG筛选后, 得到了稳定遗传的缺陷型

Hela细胞。

2.1.3   细胞的HAT敏感性检测结果      表3显示了缺

陷型细胞在HAT培养基中的生长状况。培养到第

11天时缺陷型Hela细胞存活率为0.11%, 说明细胞对

HAT敏感, 不能在含有HAT的培养基中长期培养, 筛
选得到的细胞具有HGPRT缺陷的特征。

2.2   Hela-HGPRT–细胞的形态学观察

在倒置显微镜下观察缺陷型Hela细胞, 发现缺

陷型细胞的细胞形态发生转变, 具有成纤维样生长

的特征, 并且细胞颗粒增多, 细胞生长旺盛, 分裂相

较多, 并且出现重叠生长现象。

2.3   Hela-HGPRT–细胞生长曲线

细胞计数结果列于表4。图3为Hela-HGPRT–和

表1   MNNG浓度梯度诱变Hela细胞存活率

Table 1  survival rate of Hela under MNNG gradient 
concentrations inducing

MNNG浓度(μg/mL) 细胞存活率(%)

The concentration of MNNG(μg/mL) Cell survival rate(%)

2 81.9

3 77.5

4 69.7

5 68.2

方差分析表明, MNNG浓度在4 μg/mL和5 μg/mL剂量之间细胞存活

率无显著差异(P>0.05), 其余各组间均有显著差异(P<0.01)。
The analysis of variance showed that the cell survival rate had no signifi-
cant difference under the MNNG concentration of 4 μg/mL and 5 μg/mL 
(P>0.05), but signifcant difference among others(P<0.01).

表2  不同浓度6-TG对正常细胞和诱变后细胞的影响

Table 2   The effect of different concentrations of 6-TG in 
normal cells and cells after mutagenesis

6-TG(μg/mL) 正常Hela(%) 诱变后Hela(%)
6-TG(μg/mL) Normal Hela(%) Mutant Hela(%)
0 100 100
1 0 93.97
10 0 89.33
20 0 88.06
60 0 87.10

方差分析表明, 正常Hela细胞与诱变后Hela细胞在6-TG中的存活率

有显著差别; 10, 20, 60 μg/mL的6-TG添加量之间, 对诱变细胞存活

率的影响没有显著差别(P>0.05), 但这三个剂量组与1 μg/mL添加组

均有显著差别(P<0.01)。
The analysis of variance showed that the normal Hela cells and mutant 
Hela cells had significant difference of cell survival rate, when they 
were cultured in the medium with 6-TG. No significant difference of 
cell survival was found, when the mutation cells were cultured under the 
MNNG concentrantions of 10, 20, 60 μg/mL(P>0.05), but there was sig-
nificant difference between these three doses groups and the group with 
1 μg/mL(P<0.01) .

表3  诱变后的Hela细胞在HAT培养基中的存活率比较

Table 3  The comparison of the cells after mutagenesis’s 
survival in the HAT medium

时间 存活率(%) 对照(%)
Days Cell survival rate(%) Control(%)
D1 99.6 95.55
D2 89.84 93.76
D3 85.88 90.20
D4 66.27 88.45
D5 39.36 85.93
D6 37.02 85.02
D7 35.92 83.72
D8 25.76 84.15
D9 14.26 79.85
D10 4.56 76.61
D12 0.11 72.67

独立样本t检验表明诱变后细胞与正常细胞存在差异(P<0.05)。
The independent-sample t test showed that there was differernce be-
tween HGPRT– cells and normal Hela cells(P<0.05).

表4  Hela-HGPRT–细胞生长计数

Table 4  Counting of Hela-HGPRT– cell
时间 HGPRT–细胞(×104) 淋巴细胞(×104)

Days HGPRT– cells(×104) Lymphocyte(×104)

D1 1.21 1.27

D2 2.45 1.41

D3 3.18 1.73

D4 6.82 1.97

D5 9.81 1.84

D6 9.62 1.50

D7 8.76 0.79

D8 7.78 0.36

D9 7.69 0.09

独立样本t检验表明, 诱变后细胞与正常淋巴细胞存在差异(P<0.05)。
The independent-sample t test showed that there was differernce be-
tween HGPRT– cells and lymphocytes(P<0.05).
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淋巴细胞的生长曲线。Hela-HGPRT–细胞在接种后

第3天进入对数生长期, 第6天达到最大细胞密度。

而接种后的淋巴细胞生长缓慢, 并不显现出典型S型
生长曲线特征, 在接种4~5天后, 细胞开始死亡。通

过这个实验证实了Hela-HGPRT–与淋巴细胞均不能

图1  正常Hela细胞(200×)
Fig.1  The normal Hela cells(200×)

图2  Hela-HGPRT缺陷型细胞(200×)
Fig.2  The Hela-HGRPT–cell(200×)
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图4  Hela-HGPRT–细胞染色体

Fig.4  The Chromosome of Hela-HGPRT– cell

图5  淋巴细胞与Hela-HGPRT–融合后24 d(100×)
Fig.5  The hybridoma between lymphocytes and Hela- 

HGPRT–  cultured for 24 d(100×)

图3  Hela-HGPRT–细胞生长曲线

Fig.3  The growth curve of Hela-HGPRT– cells

在HAT培养基中连续培养, 从而可以通过HAT培养

基选择出成功融合的杂交瘤细胞。

2.4   Hela-HGPRT–细胞的染色体分析

得到的Hela-HGPRT–细胞具有多倍体特征, 并且

染色体数目不均一, 染色体数目主要在58至74之间。

图4为Hela-HGPRT–细胞染色体图。

2.5   Hela-HGPRT–与人淋巴细胞融合

将人淋巴细胞与Hela-HGPRT–融合后的杂交瘤

细胞培养于HAT选择培养基中进行筛选。图5为杂

交瘤细胞在10%FBS-高糖DMEM完全培养基中传代

培养的形态。此时, 杂交瘤细胞已连续培养培养24
天。杂交瘤细胞扩增迅速, 生长状态良好, 细胞形态

与Hela HGPRT–细胞及人淋巴细胞均有较大差别, 并
且具有较强的折光性。
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3   讨论
HGPRT基因缺陷是筛选杂交瘤细胞的一个重

要选择性遗传标记。HGPRT是细胞合成嘌呤核苷

酸补救通路的关键酶, 但该酶并不具有很强的特异

性, 可将环境中存在8-氮杂鸟嘌呤(8-AG)、6-巯基鸟

嘌呤(6-TG)、6-巯基嘌呤(6-MP)等嘌呤类似物合成

到DNA中, 引起细胞中毒死亡[4]。HGPRT缺陷后, 由
于上述补救途径的中断, 细胞能够在含有嘌呤类似

物的培养基中存活[5]。在HAT培养基中, HGPRT缺
陷细胞由于不能利用次黄嘌呤合成代谢所需的次黄

苷酸, 因而不能存活。本研究最终获得的细胞具有

对6-TG的稳定耐受性和对HAT的敏感性, 说明该细

胞系是HGPRT缺陷型, 并且细胞具有成纤维样生长

的特征, 细胞生长旺盛, 具有进一步筛选HGPRT缺
陷型细胞株的实用价值。

在用MNNG对Hela细胞进行诱变时需用高糖

DMEM完全培养基调节MNNG的终浓度, 本实验证

实增加MNNG的浓度进行诱变会使细胞的死亡率

大幅度提高。我们在用6-TG筛选Hela-HGPRT–细胞

的过程中, 采取渐进增加浓度的方式, 最终得到对

6-TG耐受性稳定的缺陷型细胞。培养过程中观察

发现, 得到的HGPRT缺陷型细胞会出现回复突变, 
需隔段时间进行重复筛选。也可较长时间培养在低

浓度6-TG筛选剂中, 以保证细胞的缺陷特征。此外, 
6-TG培养基应现用现配, 在配制过程中, 注意控制

助溶剂DMSO的剂量, 若DMSO量太大, 将对细胞的

生长状况产生极大影响, 极容易致死细胞。

Hela-HGPRT–与人淋巴细胞融合是杂交瘤技术

的中心环节, 但在诱导因子的选择上, PEG为首选因

子, 因为PEG是非生物试剂, 融合效率高, 易于标准

化。在融合过程中缺陷型瘤细胞与淋巴细胞的比值

为1:5进行, 并且保证两种细胞在融合前都具有较高

活性; 另外应该注意融合细胞对培养基的要求, 尤其

对血清质量的要求很高。

研究结果证实, MNNG可以用于Hela细胞HGPRT
缺陷型基因突变的诱导, 经6-TG、HAT筛选和细胞

融合初步证实, 得到的细胞具有HGPRT缺陷型细胞

的基本属性, 可用于细胞杂交相关领域的研究, 拓宽

了Hela细胞的应用范围。
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