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摘  要 : 人源单克隆抗体具有免疫原性低、半衰期长等优势，成为了体内应用中不可或缺的生物制剂。人类抗体

库为人源单克隆抗体的制备提供了丰富的来源，人 B 细胞永生化是获得人类抗体库的潜在有效方法，可应用于人

源单克隆抗体的制备。由于各平台均有亟待解决的问题，基于人 B 细胞永生化的抗体制备尚局限在实验室研究阶

段，且目前尚缺乏一篇系统综述以明确现有的人 B 细胞永生化抗体制备平台的优劣及其可行性分析。因此文中就

基于人 B 细胞永生化方法制备人源单克隆抗体的研究展开综述，以期为人源单克隆抗体制备技术的进一步发展提

供参考。 
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Abstract:  With the advantages of low immunogenicity and long half-life, human monoclonal antibody has become an 

indispensable biological agent in vivo. Immortalization of human B cells is a potential and effective method to obtain natural 

human antibody library, which can provide a rich source for the preparation of human monoclonal antibodies. As there are 

urgent problems to be solved in each platform, the preparation of antibodies based on human B cell immortalization is still 

limited to the laboratory research stage. At present, there is a lack of a systematic review to clarify the advantages and 

disadvantages of the existing human B cell immortalization antibody preparation platform and its feasibility analysis. This 

paper reviews the research on the preparation of human monoclonal antibody based on human B cells immortalization, and 

describes an in vitro cell culture method, in which hCD40L vesicles are used instead of feeder cells, in order to provide 

references for the further development of human monoclonal antibody preparation technology. 
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人 源 单 克 隆 抗 体  (Human monoclonal 

antibody，HuMAb) 是指完全由人类基因编码表

达的单克隆抗体，已经成为未来抗体发展的主要

方向[1]。HuMAb 具有更丰富的表位、更低的免疫

原性、更长的半衰期、更佳的生物活性，在体内

应用中表现良好，如体内诊断、传染病预防、抗体

疗法和疾病预后判断等。HuMAb 制备过程中还可

发掘出高效或/和广泛交叉反应的“超级抗体”，其

具有治疗和预防多种病毒感染及其所致疾病的潜

力，包括抗原性高度可变的病毒和新兴的或具有大

流行潜力的病毒[2]。自 SARS-CoV-2 引起的新冠肺

炎 (COVID-19) 疫情暴发以来，全球面临着巨大

的公共卫生安全威胁，诊断试剂、抗病毒药物和疫

苗的研发迫在眉睫，HuMAb 制备技术可以为高效

建立新型病毒疫情快速响应平台提供有力的支持。 

1  HuMAb 制备技术  

目前，HuMAb 的制备主要基于 4 种技术，分

别是转基因动物、抗体库展示、单细胞克隆和 B 细

胞永生化 (表 1)，各技术可独立进行或者联合使用。 

通过转基因动物和抗体库展示技术制备

HuMAb 已有诸多临床转化的成功实例，但这类抗

体不能称之为真正的全人源抗体。小鼠的免疫系

统和人类存在很大差异[3]，抗体的亲和成熟、型

别转换与人类有差异，无法代表天然人源抗体库。

抗体库展示技术利用 DNA 重组技术将抗体信息

展示于特定载体上[4]，由于抗体片段是分别由克

隆的免疫球蛋白重链和轻链可变区的随机配对产

生的[5]，因此也不能真实反映生理抗体信息。 

直接从人 B 细胞中获得目的抗体是一种高效

快捷的方法，因为前期无需抗原制备和免疫过程，

且天然的抗体库比随机配对的抗体文库具有更高

的敏感性和特异性 [6] ，从受感染者中制备的

HuMAb 可以提供有关人抗体表位的信息，这些表

位对于疫苗的开发以及潜在的治疗应用至关重要[7]。

虽然抗体库展示、单细胞克隆和 B 细胞永生化技

术均可利用人 B 细胞获得 HuMAb，但三者差异明

显。抗体库展示技术的主要局限如前所述，单 B

细胞克隆需要先进行繁琐的抗体异源重组表达后

才可进行鉴定筛选，B 细胞永生化可先进行功能鉴

定，直接对抗原特异性阳性的细胞池进行克隆化，

与前者相比目的性更强、工作量小、筛选周期更短。 
 

表 1  全人源单克隆抗体制备技术  
Table 1  Human monoclonal antibody preparation technology 

Technology 
The main source of 

B cells 
Main preparation 

methods 
Advantage Limitation Reference

Transgenic 
animals 

Humanized mouse  
spleen cells 

Hybridoma technique Technical maturity Long screening period; 
differences between transgenic 
animal immunity and human 
acquired immunity. 

[8–12] 

Antibody library 
display 

Natural/immune/ 
random 
combination  
antibody library 

Phage display Short screening  
period; large antibody 
capacity 

Antigens must be known; 
antibody fragments are 
produced by random pairing 
of variable regions of heavy 
and light chains of 
immunoglobulins cloned 
respectively. 

[4, 13–15]

Single B cell  
cloning 

Plasmablasts/  
plasma cells from  
peripheral blood 

FCM，RT-PCR Short screening  
period 

Limited by B cell sorting 
technology and primer 
specificity; low throughput; 
labor-intensive 

[16–20] 

B cells  
immortalization 

Memory B cells 
from peripheral 
blood 

EBV-mediated 
transformation   

Short screening  
period; Screening for 
antibodies targeting to 
unknown antigens 

Inefficient immortalization 
transformation 

[21–23] 
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综上，与传统方式相比，人 B 细胞产生的天

然抗体经过人类免疫系统选择，是 HuMAb 的最

佳来源，而 B 细胞永生化则是获得 HuMAb 的潜

在有效方法。通过 B 细胞永生化技术获得的单克

隆抗体在生产制备和应用方面具有以下优势：1) 

筛选周期短，可实现抗体的快速筛选；2) 具有更

低的免疫原性，体内应用良好；3) 可以获得更多

高亲和力抗体；4) 可以从受感染者中获得针对未

知抗原的抗体，应对突发疫情。 

2  人 B 细胞永生化方法 

使离体培养 B 细胞有效增殖和活化是获得天

然人源抗体最直接的方式，然而由于 B 细胞的数

量少、分泌抗体量不足以及体外培养存活时间短、

仅能进行有限增殖等问题[24]，限制了下游鉴定和

分离操作的进行。目前，B 细胞永生化方法主要

有人类 B 细胞杂交瘤技术、EBV 转化、慢病毒

介导的遗传修饰以及 CD40L 联合多种细胞因子

的体外诱导培养等 (图 1)，各方法可单独或并行

使用。 

2.1  制备人-鼠/人-人杂交瘤细胞 

将 B 细胞与骨髓瘤细胞融合是获得分泌抗体

的永生化 B 细胞最常用的方法。早期通过利用人

B细胞和小鼠骨髓瘤细胞融合获得人-鼠异源性杂

交瘤细胞，但因建立细胞株困难而且产量低，且

在传代过程中很可能丢失某些人类染色体，存在

不稳定性[25]。研究者们广泛探索了可替代的融合

伴侣细胞，这些融合伴侣细胞主要有鼠-人嵌合型

骨髓瘤细胞系、人骨髓瘤细胞、人骨髓瘤细胞衍

生细胞系和人淋巴母样细胞系[20,26-29]。但是用这类

融合伴侣细胞产生的人-人杂交瘤细胞不能有效

兼顾产量和稳定性需求[20,29]，且杂交瘤产生的免

疫球蛋白的类型受亲代细胞特性的强烈影响，因

此获得的杂交瘤分泌的抗体类型单一[26]。影响融 

 

 

 
图 1  人 B 细胞永生化制备人源抗体的方法示意图 
Fig. 1  Schematic of human antibody produced by B cell immortalization methods. 



 
 

钟周玥 等/人 B 细胞永生化研究进展 
 

 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

33

 

合效率的另一个重要因素是融合方法，传统的

PEG 融合法操作简单、成本低，但是效率低下；

电融合是最适合产生杂交瘤的方式，但是电融合

易导致大量的细胞死亡[30]。 

目前人类杂交瘤技术的相关方法存在着融合

效率低、亚克隆易丢失、工作量大、抗体产量低

等缺陷[15]，应用于人类抗体的产生极为困难，无

法成为挖掘人类抗体库的首选方法。 

2.2  病毒感染维持增殖细胞中端粒稳态 

端粒是保持染色体的完整性和控制细胞分裂

周期的重要结构，端粒维持机制可以抵消 DNA

复制过程中端粒缩短以及由此引发的 DNA 损伤

反应、细胞周期停滞和凋亡[31]，EBV 基于端粒维

持机制的激活而使宿主细胞永生化。在 EBV 诱导

B 细胞永生化的早期和晚期，端粒酶依赖和非依

赖的端粒维持通路在感染细胞中都被激活[31-33]。

利用 EBV 转化的方法，研究者已成功获得了鉴定

识别 HIV[34]、H1N1 流感病毒[35]、H5N1 流感病

毒[36]、RSV[37]、SARS-CoV[24]和 DENV[38]的人类

中和单抗。此外，有研究报道在未发生淋巴瘤的

HBV 慢性感染患者的 PBMC 中建立了具有无限

增殖潜力的 B 细胞[22]，另有研究发现 SV40 可有

效感染人 B 细胞并明显延长其体外存活时间 (观

察至 100 d)[39]，这些则提示了 SV40、HBV 感染

可能成为转化 B 细胞永生化的潜在方法。 

病毒一般仅感染特定的宿主细胞，使用 EBV

介导的 B 细胞永生化效率低[40]，需要筛选大量的

B 细胞以获得具有所需特异性的非常罕见的 B 细

胞克隆，且 B 细胞的长期生长和永生化可能与染

色体畸变有关[41]，细胞在基因突变过程中往往伴

随细胞表型的改变，如发生肿瘤细胞转化[42]、细

胞生长停滞[21]，或是传代过程中表现出染色体的

不稳定性[43]，这均导致难以进行 B 细胞单克隆化

筛选。不仅如此，用于生成体内应用抗体的细胞

不能含 EBV 和其他人类病毒，基于病毒转化的人

类抗体的分离纯化难度更高。 

2.3  遗传修饰以促进抗凋亡因子表达 

原癌基因 BCL-6 属于抗细胞凋亡家族，具有

转录抑制功能，可促进 B 细胞增殖，同时抑制 B

细胞向浆细胞分化[44]，BCL-xL 作为 BCL-2 家族

成员蛋白，通过与促凋亡蛋白的拮抗作用从而抑

制细胞凋亡[45]。Kwakkenbos 等利用逆转录病毒转

导系统将 BCL-6 和 BCL-xL 基因导入从人外周血

单个核细胞 (Peripheral blood mononuclear cell，

PBMC)分选的 CD27+记忆 B 细胞中，创建了 B 细

胞永生化平台——AIMSelect，并成功进行了多个

物种 B 细胞永生化[46-48]。类似地，Caeser 等发现

BCL-2 与 MYC 或 BCL-6 共转导可使 GC B 细胞

长期扩增和存活[24]。FOXP1 可直接抑制各种促凋

亡基因的转录，并与 CD40 和 NF-κB 信号传导合

作，通过抑制 caspase 依赖性凋亡来促进 B 细胞

扩增[49]，FOXP1 还可部分通过控制 BCL-xL 表达

介导成熟 B 细胞存活[50]。此外，miRNAs 介导的

细胞转化也可能实现 B 细胞永生化，某些宿主和

病毒编码的人类 miRNA 直系同源基因控制着 B

细胞的细胞生长和存活[51]，这类新发现的刺激 B

细胞生长的 miRNA 可在不久的将来作为永生的

手段进行尝试。 

通过遗传修饰的方式可促进某些抗凋亡因子

的表达从而获得永生化 B 细胞，但是这种方法制

备抗体的效率低，主要是因为 B 细胞是一种难转

导的原代细胞，在为数不多的永生化 B 细胞中，

最终获得阳性克隆的数量极少。 

2.4  体外诱导 B 细胞自发永生化转化 

CD40-CD40L 是特异性免疫反应中重要的共

刺激分子，其在调节初级和/或次级体液免疫反应

后的 B 淋巴细胞活化中起作用[52]。通过向生长培

养基中添加 CD40L 和细胞因子，可以促进 B 细

胞存活和增殖，延长体外培养的时间。Banchereau 

等首次证明 CD40 与 IL-4 的交联可诱导人 B 淋巴

细胞进入有限的增殖状态[53]，以这种方式获得的

长寿命 B 淋巴细胞可以分泌 IgG、IgM 和 IgA[54]。 
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随着 B 细胞离体培养技术研究的不断深入，

不依赖病毒感染和遗传修饰的体外培养诱导 B 细

胞永生化已成为可能。Wiesner 等提出了一种体外

诱导人 B 细胞永生化的方法。在环孢素 A 和 IL-4

的存在下，PBMC 与过表达人 CD40L 的饲养细胞

共同培养，获得永生化的 B 细胞，成功观察了    

1 650 d，且 B 细胞具有恒定的表型，随着时间的

推移稳定或增加了其端粒长度[41]。Neron 等也基

于 CD40-CD40L 相互作用模型，外源添加多种细

胞因子，在大约 50 d 内，从 PBMC 中分选的 IgG+ 

和 IgA+ 记忆 B 细胞发生了 1×106 倍扩增，并可用

于人多克隆 IgG 生产[55]。Haniuda 等提出了体外

诱导小鼠生发中心 B 细胞培养系统[56-57]，该系统

可诱导幼稚 B 细胞大规模扩增，成为具有生发中

心 B 细胞样表型的细胞 (iGB)，且不同细胞因子

的活化刺激作用可决定 iGB 细胞的发育命运，外

源添加 IL-4 可使其发育为记忆 B 细胞，外源添加

IL-21 则引导其发育为长寿命浆细胞，这为人类 B

细胞的体外长期培养提供了借鉴意义。 

不依赖病毒感染或者遗传修饰的 B 细胞体外

诱导培养操作也可以使 B 细胞永生化或者近永生

化，具有制备 HuMAb 的应用潜力。但是通过体

外刺激培养诱导 B 细胞自发进行永生化转化，涉

及到 CD40L 和多种细胞因子的协调作用，而相关

作用机制尚不明朗，在初始 B 细胞种类的选择和

培养条件中各组分的形式  (可溶性、膜结合型

等)、添加量、添加时机等方面还需要进行更深度

的探索。 

以 CD40L 为例，已有研究表明，不同形式的

CD40L 的生物学活性有差异，总体来说，CD40L

单克隆抗体＜可溶性 CD40L 重组蛋白＜膜结合

型 CD40L，其中，随着稳定多聚体的增加，可溶性

重组 CD40L 蛋白的生物学活性也相应提高[58-59]。

但目前多数研究仍旧采用表达 CD40L 的饲养细

胞进行 B 细胞离体培养[21, 60-61]。 

笔者实验室研究发现，传统的 B 细胞体外培

养条件中，经 X 射线辐照饲养细胞层后饲养细胞

的状态存在不稳定性，对 B 细胞的离体培养造成

明显影响，辐照强度不足时饲养细胞会与 B 细胞

竞争营养，饲养细胞代谢产物可能影响 B 细胞生

长，而辐照过度则会失去维持 B 细胞生长的效果，

因此，笔者实验室致力于寻找一种膜结合型

CD40L 展示方法以期替代饲养细胞在 B 细胞培养

中的功能。已有研究利用细胞膜囊泡展示功能性

蛋白[62-63]，受到这些研究的启发，目前笔者实验

室已构建完成人 CD40L 囊泡，其可通过外源添加

的方式取代饲养细胞支持 B 细胞体外培养，同时

通过优化及固定制备方案、使用分析型流式细胞

仪并加入流式计数荧光微球对囊泡进行绝对计数

以确定添加量等方式，解决了之前存在的培养条

件不稳定的问题 (图 2)。 

3  总结与展望 

直接从分泌天然抗体的人 B 细胞中获得

HuMAb，是理论上简单有效但技术上存在困难的

方法，因为 B 细胞在体外培养的寿命有限，且无

法无限增殖，在细胞数量和抗体分泌量极少的情

况下，难以检测和分离获得抗原特异性 B 细胞，

而 B 细胞永生化则从根本上解决了细胞丰度低的

问题，为后续鉴定和分离操作提供了有利条件。 

基于 B 细胞永生化技术的抗体研发平台可以

在难以获得免疫原和未获得抗体时进行功能性鉴

定和筛选，目的明确、工作量更小、筛选周期短，

其在疾病的治疗、预防及体内诊断方面具有良好

的应用潜力，特别是肿瘤、慢性病和未知传染性

疾病。基于 B 细胞永生化技术制备 HuMAb 虽有

若干种方法，但仍停留在实验室研究阶段 (表 2)。 

综上所述，理想的 B 细胞永生化技术应该具

备高永生化效率和高筛选效率两个重要特征。已

经有研究表明，人 B 细胞可以仅通过外部刺激的

方式自发进行永生转化，这种方式不依赖癌病毒

感染和基因操纵，在操作简便性和安全性方面都

更具优势。而微流控平台、单细胞分析、荧光光

谱法、细胞表面荧光免疫吸附测定等先进技术的 
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图 2  人 CD40L 囊泡对 B 细胞体外培养的影响 
Fig. 2  Effect of hCD40L+ vesicles on B cell culture in vitro. (A) Vesicle toxicity assay: hCD40L+ vesicles were 
non-toxic to B cells, and the activity of B cells in the vesicle group was higher than that in the untreated group, P<0.001. 
Error bars indicate s (B) Supernatant of IgG detection: there was no significant difference in IgG secretion in the 
supernatant between the hCD40L+ vesicles group and the feeder cells group. (C) Microscopic observation: there was no 
significant difference in cell growth between the hCD40L+ vesicles group and the feeder cells group, P=0.052 6, and 
was better than that in the negative vesicle group, P<0.001. Error bars indicate s (D) B cells growth curve: hCD40L+ 
vesicles can effectively maintain the survival and proliferation of B cells in vitro. 

 
表 2  人 B 细胞永生化方法比较 
Table 2  Comparison of methods for human B cell immortalization 

Methods Advantage Limitation 
Application in preparation 

of Human antibody 
Reference 

Hybridoma technique Mature technology and 
simple operation 

Low fusion efficiency; 
subclones are easy to 
lose; high labor intensity

HIV; Influenza Virus [7, 20, 29, 42, 64] 

Viral infection Mature technology A risk of malignant 
transformation; 
generational instability; a 
risk of infection 

HIV; H1N1; H5N1; RSV; 
SARS-CoV; DENV 

[21, 31-32, 35-36, 
24, 38] 

Genetic modification Stable subclone Inefficient transduction RSV; Parechovirus; RA  [46, 65-66] 

In vitro induction 
culture 

Independent of virus 
infection and genetic 
modification 

Lack of mechanism 
research; long time of 
immortalization 
transformation 

Human polyclonal 
antibody 

[55-56, 67] 
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涌入、发展和联合为分离抗原特异性 B 细胞提供

了更高效的方法。 

随着 B 细胞永生化研究的不断深入和技术的

不断成熟，分泌天然人抗的永生化 B 细胞将进一

步为制备 HuMAb 奠定基础，使其在生物医药研

究和临床应用中发挥更广泛的作用。 
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