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摘　要 ：B 淋巴母细胞系 (B-LCLs) 体外可以无限增殖，为很多实验持续提供基因型和表型匹配的原材料，

极大地促进了生物医学研究的发展。近年来，B-LCLs 在单克隆抗体的生产、人类全基因组分析等方面得到

重要应用，成为遗传进化研究的重要资源。现对 B 淋巴母细胞系及其在单克隆抗体生产中的应用作一简述。
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Abstract: B lymphoblastoid cell lines (B-LCLs), which can proliferate indefinitely in vitro, fulfil the requirement of 
constant supply of starting material with matching genotypes and phenotypes for variety of assays, substantially 
accelerating the process of biomedical investigations. In recent years, its utility for producing monoclonal antibody 
and analyzing the whole human genome has extensively been documented. B-LCLs are increasingly being 
considered as an important resource for genetic and functional research. This article reviews the B-LCLs and its 
application in the production of monoclonal antibody.
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B 淋巴母细胞系 (B lymphoblastoid cell lines, 
B-LCLs) 是 EBV (Epstein Barr virus) 感染 B 细胞

后永生化的体外培养 B 淋巴细胞系，可在体外无

限增殖。近年来，B-LCLs 作为遗传资源和功能研

究的重要载体越来越受到重视，在人类全基因组

分析、人类基因库的建立、单克隆抗体的制备中

也用到 B-LCLs。

1　EB病毒

1.1　EB病毒概况

EB 病毒是由 Epstein 和 Barr 于 1964 年首次

成功地从体外悬浮培养 Burkitt 非洲儿童淋巴瘤细

胞 ( 又名 EB 细胞 ) 中分离得到，因此该病毒被命

名为 Epstein-Barr virus (EBV)。EBV [1] 属于 4 型 γ
疱疹病毒，世界上 90% 以上人都感染 EBV，一旦

潜伏感染，宿主将终身携带病毒，无法彻底清除。

EBV 感染导致包括肿瘤在内的多种疾病，据报道

世界上 2% 的肿瘤发生与 EBV 有关 [2]，如 B 细胞

淋巴瘤、结外 NK/T 细胞淋巴瘤、鼻咽癌、胃癌等。

据英国癌症研究中心估计，全球每年有 11 万 ~20
万新增 EBV 相关的癌症患者 [3]。
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EBV 的生命周期分为潜伏和裂解两个阶段。

在潜伏阶段，病毒基因组以染色质外游离体形式

存在，仅表达少数基因。根据潜伏阶段病毒产物

的不同，分为 3 个主要潜伏时期 ( 表 1)。潜伏 I
期 ( 发现于生发中心记忆或者分化的 B 细胞 ) 只
表达 EBV 核心抗原 1 (EBNA1) ；潜伏 II 期 ( 发现

于生发中心 B 细胞 ) 表达 EBNA1 和潜伏膜蛋白

(LMPs) ；潜伏 III 期 ( 发现于 EBV 感染的原初 B
细胞和激活的 B 淋巴母细胞 ) 表达所有的病毒潜

伏基因。病毒的裂解增殖发生在感染的 B 细胞分

化为浆细胞的过程中。在裂解阶段，病毒基因组

为线性，复制并组装成新的病毒粒子，最终释放，

被感染的细胞由于细胞毒作用而死亡。

1.2　EB病毒转化B细胞的机制

EBV 可以转化静息状态的 B 细胞为无限增殖

的淋巴母细胞系。EBV 主要通过病毒表面的糖蛋白

gp350 与 B 细胞表面的受体 CD21/CR2 结合而感染

B 细胞 [5]，同时通过另一个糖蛋白 gp42 以人类白

细胞抗原 (HLA) 作为共受体感染 B 细胞 [6]。

B-LCLs 属于潜伏 III 期 EBV 感染，表达一系

列病毒潜伏基因。体外 EBV 转化 B 细胞是基于

LMPs 和 EBNAs 的协同作用。LMP1 是 EBV 转化

B 细胞的致癌过程中必不可少的病毒癌蛋白 [7]，敲

除 LMP1 可造成 B 细胞转化和 LCLs 培养的失败。

LMP1 的功能类似于组成性激活肿瘤坏死因子受体

(TNFR)—— CD40，激活 B 细胞的 CD40L 信号通

路 [8]。LMP1 强烈激活 NF-κB、p38 和 JNK 信号通路，

且NF-κB信号通路的激活是B细胞永生化必需的 [9]。

LMP1 还诱导细胞表面分子 ( 如 CD23、CD40 和

CD44) 和细胞黏附分子 ( 如 LFA1、ICAM1 和 LFA3)
的克隆扩增和表达 [10]，这些分子都有利于 EBV 的

潜伏感染和 B 细胞永生化。LMP2A 模仿组成性活

化的 B 细胞受体，通过聚合下游含有 SH2 结构域

的酪氨酸激酶，包括 Lyn 和 Syk，促进 PI3K 的活

性 [11]。LMP2A 可以通过 PKC 活性增强胞内钙离子

水平，从而抑制 BCR 信号通路 [12]。当 BCR 交叉连

接激活 B 细胞时，LMP2B 由于缺少募集 Lyn 和

Syk 的 N 末端结构域，可以调节 LMP2A 的活性 [13]。

因此，LMP2s 协同作用调节 EBV 的潜伏感染。

EBNAs 靶向一系列生物学过程，包括基因表

达、肿瘤抑制和细胞周期调控等。EBNA1 靶向游

离至宿主染色体，并在 S 期募集 DNA 复制，从而

有利于病毒 DNA 的复制 [14]。EBNA2 刺激双向病

毒潜伏期 C 启动子和 LMP2A 启动子的表达，从而

反式激活LMP1和LMP2A[15]。EBNA2还刺激 c-myc、
CD21、EBI1 等基因的表达，但是被 EBNA2 直接

激活的胞内基因并未完全阐明。尽管并不直接与

DNA 结合，EBNA2 通过阻碍 DNA 结合蛋白 CBF1
反式激活靶向基因。EBNA2/CBF1 复合物通过

EBNA2 C 末端酸性激活结构域募集基因转录机器

的组分，诱导 Notch 信号活性 [16]。EBNA3s 靶向病

毒和宿主的染色质位点，抑制 EBNA2 靶向基因，

即细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂 p16INK4A、凋

亡诱导蛋白 Bim，从而有利于细胞的扩增和存活。

EBV 编码一系列非编码 RNA，包括 miRNA，

这些 RNA 分子对 EBV 的潜伏和持续感染也发挥重

要作用；但是，需要进一步系统探索 EBV 基因调

控特点，对理解 EB 病毒转化 B 细胞的复杂机制及

EBV 相关疾病的分子病理学具有重要意义。

2　B淋巴母细胞系(B-LCLs)

B-LCLs 的体细胞突变率只有 0.3%[17]，基因型

和表型的改变几乎可以忽略不计，同时具有较强的

增殖能力，可以无限制地提供 DNA、RNA、蛋白

质等生物分子，为分子和功能实验提供良好的体外

研究模型。

2.1　B-LCLs的生物学特点

LCLs 的表面标志表型为 CD19+CD3-CD56-，平

均倍增时间 (population doublings, PD) 为 24 h。由

于白细胞黏附分子功能抗原 1 (LFA-1) 和细胞间黏

附分子 1 (ICAM-1) 的表达 [17-18]，细胞成簇生长，

表现典型的玫瑰花环形态，肉眼可见的白色集落。

表1  潜伏阶段EBV相关潜伏基因的表达
[4]

潜伏 	                                              EBV基因的表达   相关疾病

时期	 EBERs	 EBNA1	 EBNA2	 EBNA3s	 EBNA-LP	 LMP1	 LMP2 
I	 +	 + ﹣ ﹣ ﹣ ﹣ ﹣ Burkitt淋巴瘤

II	 +	 + ﹣ ﹣ ﹣ +	 + 鼻咽癌、慢性活动性EBV感染

III	 +	 +	 +	 +	 +	 +	 + 传染性单核细胞增多症、移植后淋巴增殖性疾病

注：+：基因表达；﹣：基因不表达。
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当 B-LCLs 的 PD 很大并维持二倍体核型且不致瘤

时，认为其为永生化细胞系。然而，把 B-LCLs 称
为永生化细胞系并不准确，因为大多数 B-LCLs 最
终都会死亡，因此将端粒酶活性低且端粒随着细胞

分裂而变短的 B-LCLs 称为前永生化 (preimmortal) 
B-LCLs ；相反，把端粒酶活性高并伴随着某些基因

的下调和突变的 B-LCLs 称为后永生化 (post immortal) 
B-LCLs。后永生化 LCLs ( ＞ 180 PD，具有高端粒

酶活性 ) 又可以分为 1、2 ( 在琼脂上形成菌落 ) 和
3 ( 在琼脂上形成菌落且裸鼠致瘤 ) 三个阶段 [18]。

B-LCLs 推荐使用时长为 2~3 个月，远远低于 180 
PD，以减弱细胞培养过程中的遗传不稳定性和

EBV 诱导的改变对实验结果的影响 [19]。

2.2　B-LCLs在遗传与功能研究中的应用

B-LCLs 可以在体外长期培养，并保持与母本

淋巴细胞的相似性，因此，被用于各种各样的研究

中。在 PubMed数据库中输入关键词 “lymphoblastoid  
cell  lines” 检索到大约 8 500 多篇文献，但是这些文

献中有 10%~15% 的报道是关于 T 细胞或者其他淋

巴来源的细胞系 [20]。因此，有将近 7 000 篇 EBV 
相关 LCLs 的文献报道。

这些文献中，包括以 B-LCLs 作为生物大分子

材料，如 DNA ( 包括线粒体 DNA)、RNA 和蛋白质

进行的研究 [19, 21]。从 B-LCLs 中分离的 DNA 广泛

应用于突变分析，如利用帕金森患者来源的 B-LCLs

的 DNA 筛选 PRKN 基因和 DJ-1 基因的突变 [22-23]。

除了 DNA，B-LCLs 的 RNA 也用于突变的筛选。

B-LCLs 的 RNA 可被用来检测 ALS2 基因的剪接突

变 [24]。在一个自闭症研究中，患者 B-LCLs 的 RNA
用于芯片分析同卵双胞胎的基因表达差异 [25]。

B-LCLs 表达神经元中的很多蛋白，如淀粉样前体

蛋白 (APP)、α- 突触核蛋白，由于 B-LCLs 与神经

元之间某些基因表达和调节的相似性，B-LCLs 被
认为可作为神经系统疾病研究中的替代细胞 [26]。除

此之外，还有一些报道用 B-LCLs 测定 DNA 损伤、

修复以及凋亡 [27-28]。Hussain 和 Mulherkar [20] 认为，这

些报道中有将近 65%以B-LCLs为模型进行的研究，

其他 35% 是一些基本病毒学研究。从这些发表的

文献中可以看出，B-LCLs 在过去十年中得到了广

泛的应用，B-LCLs 在抗体相关领域也得到重要应

用 ( 图 1)。

3  B-LCLs在单克隆抗体生产中的应用

B-LCLs 在免疫遗传学领域也有广泛的应用：

EBV 相关疾病的病源学研究、多种遗传疾病的

DNA 或细胞来源、人类基因库的建立、单克隆抗

体的制备和作为抗原呈递细胞。利用 B-LCLs 生产

单克隆抗体与传统的杂交瘤技术、噬菌体抗体库技

术等相比，最大的优点在于无需进行特异免疫即可

利用人类 B 细胞生产低亲和力的抗体，可在一定程

图1  过去十年间B-LCLS在不同研究及抗体相关研究中的应用
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度上反映免疫应答的特异性和多样性 [29]。

3.1　单克隆抗体研究进展

从动物或者人类高敏血清中分离的多克隆抗体

可以保护机体免受病原菌侵害，这一方法广泛用于

疾病的预防和治疗 [30]。1975 年，德国科学家 Kohler
和英国科学家 Milstein 利用杂交瘤技术将产生抗体

的 B 淋巴细胞同骨髓瘤细胞融合，成功地建立了单

克隆抗体制备技术 [31]，开创了从多克隆抗体到单克

隆抗体的新时代。单克隆抗体具有特异性高、纯度

高、理化性质单一、重复性强且可大量生产等优

点 [32]。由于单克隆抗体在生命科学领域的巨大贡献，

此技术获得 1984 年的诺贝尔生理学或医学奖。

单克隆抗体的发展经历了鼠源抗体、人鼠嵌合

抗体、人源化抗体、抗体分子片段等不同的阶段。

2000 年以来，随着分子生物学技术的蓬勃发展和免

疫学基础研究的深入，转基因小鼠生产人源化抗体

技术平台和噬菌体展示等技术的成熟，使全人单克

隆抗体制备迅速发展。单克隆抗体作为研究工具极

大地促进了生命科学的快速发展，作为一类重要的

生物医药产品，如今更是疾病诊断和治疗中不可或

缺的有效手段之一。在过去 15 年间，FDA 已经批

准了 31 种治疗性单克隆抗体药物，还有另 2 种已

经完成 3 期临床，在 FDA 审批阶段；全人单克隆抗

体是靶向治疗发展最快，也是最有前景的药物之一。

3.2　B-LCLs在单克隆抗体生产中的应用

目前生产单克隆抗体的方法可以分为：杂交瘤

法、抗体展示文库法、B 细胞克隆增殖法和单细

胞 PCR 法。B-LCLs 在单克隆抗体制备的不同方法

中均有应用，可作为杂交瘤方法中的细胞来源，也

可以用于直接生产单克隆抗体，或作为单细胞 RT-
PCR 方法中的细胞来源。

Rosen 等 [33] 首先发现 EBV 永生化的 B-LCLs
可以在体外产生多克隆抗体。随后，Steinitz 等 [34]

发现 EBV 转化的 B-LCLs 产生的抗体具有抗原特异

性，这为 B-LCLs 在单克隆抗体生产中的应用奠定

了基础。Kozbor 等 [35] 将产生抗破伤风毒素抗体的

EBV 转化 B 细胞系 B6 与小鼠骨髓瘤细胞融合，杂

交瘤细胞稳定地分泌高于 10 倍亲本细胞的抗破伤

风毒素抗体 (IgMκ)。Yu 等 [36] 利用电融合技术将骨

髓瘤细胞 HMMA 2.5 与 B-LCLs 融合，产生的杂交

瘤分泌两种主要呼吸道病原菌的全人单克隆抗体。

Smith 等 [37-38] 在 CpG、环孢霉素 (cyclosporine) 和
Chk2i条件下，用EBV转化外周血单核细胞 (PBMC)，
通过 ELISA 及流式细胞术筛选出登革热病毒阳性

细胞系，然后与 HMMA2.5 融合，经验证杂交瘤细

胞产生广谱的抗登革热病毒的单克隆抗体。利用杂

交瘤技术生产单克隆抗体的主要优点是抗体来源于

天然 B 细胞，保留了全长抗体的真实序列和 DNA
配对 [39]。但是，杂交瘤技术还存在很多缺点，如劳

动量大、融合率低、操作不方便等。

B 细胞克隆增殖法与杂交瘤技术相比，具有

快速高效获得特异性中和抗体、取材方便、劳动量

小等优点。虽然 EBV 可以永生化外周血 B 细胞，

但是存在永生化效率低，抗体产量低等问题 [34]。

Traggiai 等 [40] 发现添加 CpG 可以提高转化效率，

同时通过磁珠和流式分选出 IgG+ 记忆 B 细胞，在

CpG 和饲养细胞的条件下，EBV 永生化 B 细胞，

待 B-LCLs 大量增殖，直接筛选中和活性的 SARS 
冠状病毒抗体，提供了一种从免疫供体记忆细胞库

中快速高效筛选中和抗体的方法。随后，Traggiai [41]

又详述了这一方法在 B 细胞库分析及单克隆抗体的

制备中的应用。同样地，Simmons 等 [42] 通过流式

分选 CD22+IgM-IgD-IgA-B 细胞，在 CpG 和饲养细

胞条件下，EBV 永生化 B 细胞，14 d 后检测上清

中 H5N1 禽流感病毒的中和抗体活性。之后，富集

培养具有中和活性的 B 细胞克隆，纯化并验证该中

和抗体在小鼠中的预防和治疗效果。Wang 等 [43] 通

过大规模筛选 B-LCLs 悬浮物中 HA 的中和活性，

生产 HINI 流感病毒的中和抗体。Harada 等 [44] 利用

IL-6、CpG 和 CD40L 刺激 EBV 永生化的 B 细胞，

使其作为体外免疫的宿主细胞生产抗原特异性的抗

体。利用 B-LCLs 单克隆抗体可以快速产生大量抗

体，产生的抗体可用于体外功能实验，如中和实验

和生产自身免疫疾病相关抗体，避免抗原的自身反

应性危害 [29]。然而，利用 EBV 永生化 B 细胞产生

抗体的最大问题在于分离纯化抗体用于人类治疗 [45]。

根据国际标准治疗性抗体的生产细胞不能含有 EBV
及其他人类病毒。此外，B-LCLs 产生的抗体并不

稳定，目前虽有实验室研究进展，但临床进展缓慢。

利用单细胞 RT-PCR 法将 IgG 的重链和轻链基

因分别克隆至表达载体，然后转入细胞进行纯化分

离，从而生产单克隆抗体是 2008 年以来的一个研

究热点 [46-48]，但是这种方法存在一些问题，如 B 细

胞数目少，得到的 IgG 量很少，过程繁琐且工作量

大，产生的可能并不是目的抗体 [49]。此外，在靶向

抗原未知或不可用时，用标记的抗原分选 B 细胞并

不可行 [50]。由于 B-LCLs 可以大量增殖，且产生针

对特定抗原的抗体，B-LCLs 代替 B 细胞进行 RT-
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PCR 实验可以极大地提高效率和减少工作量。

Warter 等 [51] 结合了 B 细胞克隆增殖法和单细胞 RT-
PCR 法，EBV 感染激活 CD19+ B 细胞后，根据结

合和中和实验，单克隆化基孔肯雅病毒抗体阳性的

B 细胞群，直接 RT-PCR 获得抗体的重链和轻链基

因，克隆至质粒 pPMhIgG1 共转染 HEK293TPM1
细胞，通过一系列功能实验验证其具有广谱中和活

性。Hu 等 [52] 在 EBV 转化和单克隆化后，RT-PCR
扩增 VH、Vκ 和 Vλ 基因分别插入载体卡盒 pMT/
Bip/γ1、pMT/Bip/κ1 和 pMT/Bip/λ1 构建重链和轻

链的基因文库，并验证其广谱中和活性。Maskus 
等 [53] 在 EBV 转化后将 IgG 重链和轻链可变区克隆

至植物表达载体，转染烟草，并验证纯化裂殖子表

面蛋白 10 (MSP10) 抗体的特异性和亲和力。Nogales-
Gadea 等 [54] 以方法学的形式描述了从 PBMC 中获

得人 IgG 单克隆抗体的方法。B-LCLs 作为单细胞

RT-PCR 方法中的细胞来源，不仅可以分泌大量抗

体，而且持续表达 BCR ；同时可以用不同方法筛选

抗原特异性细胞，且尚未发现 EBV 永生化 B 细胞

发生体细胞突变的证据 [50]。

目前充分发掘人的抗体基因储库获得抗体基因

研究方法众多。从人的免疫系统获得抗体基因，称

之为天然储库，开发手段有杂交瘤技术、B 细胞克

隆增殖技术、单细胞 RT-PCR 技术及各种展示技术。

另有人工合成抗体库，可以用噬菌体展示等技术筛

选，有报道可不经筛选，利用生物信息学分析抗体

重链、轻链在浆细胞的表达频率，通过配对抗体重

链和轻链，获得特异性的单克隆抗体的方法 [55]。

利用 B-LCLs 生产单克隆抗体在实验室研究阶

段已经取得极大进展，但是不同方法仍存在一些亟

待解决的问题，仍需要充分发掘人的抗体基因储库

获得抗体基因。因此，建成 B-LCLs 及实现 B-LCLs
的单克隆化培养是利用 B-LCLs 生产单克隆抗体的

最基本条件，也是建立应用 B-LCLs 制备单克隆抗

体平台的基础性工作。

4　结论与展望

B-LCLs，与母本淋巴细胞在分子和功能上都

很相似，作为生物分子资源广泛应用于免疫学和流

行病学研究中。然而，不同实验室建立 B-LCLs 的
实验条件和方法不同，因此，有必要对 EBV 永生

化外周血 B 淋巴细胞过程进行优化，建立一整套相

对标准化的建系流程，这对于体外利用和研究 B 淋

巴细胞具有重要理论意义和实际应用价值，有利于

B-LCLs 作为一种研究模型在遗传免疫等生物学领

域中的应用，有利于利用 B-LCLs 生产单克隆抗体。
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