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NIH3T3-CD40L稳定细胞系构建及在EBV
转化B淋巴细胞中的应用

刘  玺  赵  烨  许崇凤  段子渊*

(中国科学院遗传与发育生物学研究所, 遗传资源研究中心, 北京 100101)

摘要      通过脂质体法转染pCMV6-CD40L重组质粒和G418阳性克隆筛选, 构建了稳定表达

CD40L的NIH3T3细胞系, 在RNA和蛋白质水平进行了功能鉴定, 对其作为饲养细胞在体外B淋巴

母细胞系(B lymphoblastoid cell lines, B-LCLs)培养和在EBV转化B细胞中的作用进行了实验验证。

结果表明, NIH3T3-CD40L细胞系不仅可以提高体外低密度B-LCLs存活率, 而且可以降低成功建立

B-LCLs所需的细胞密度, 促进其增殖。该细胞系的成功构建, 进一步确证了NIH3T3-CD40L作为饲

养细胞可以促进体外低密度B-LCLs的增殖及提高EBV转化B淋巴细胞的效率, 优化了体外B细胞

培养及EBV转化B淋巴细胞的流程, 也为单克隆抗体的制备奠定了基础。
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Construction of NIH3T3-CD40L Stable Cell Lines and Its Application in 
EBV Transformation of B Lymphocytes
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Abstract       Stably expressing CD40L NIH3T3 cell lines were constructed and its application as feeder 

cells to culture and establish B lymphoblastoid cell lines (B-LCLs) in vitro were evaluated. pCMV6-CD40L was 
transfected into NIH3T3 cell lines through lipofectamine method, followed NIH3T3 that express CD40L were 
screened by G418. Positive clones were confirmed at RNA and protein level, the NIH3T3-CD40L cell lines were 
used as feeder cells in culturing B-LCLs and in the process of EBV transformation. The results showed that 
NIH3T3-CD40L cell lines increased the survival rate and promote the proliferation of B-LCLs in low density 
and reduce the cell concentration required to establish B-LCLs. Therefore, NIH3T3-CD40L cell lines have been 
successfully constructed which would lay a foundation for further studies, such as monoclonal antibody production. 
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EB病毒(Epstein-Barr virus, EBV)又称人类疱疹

病毒4型, 是人类最常见的病毒之一, 感染了世界上

90%以上的成人。EBV主要感染B细胞, 在某些条件

下, 也会感染T细胞和上皮细胞。在体外, EBV可以

转化静息状态的B细胞为无限增殖的B淋巴母细胞

系(B lymphoblastoid cell lines, B-LCLs)。B-LCLs的
体细胞突变率只有0.3%[1], 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, 为很多

实验持续提供基因型和表型匹配的原材料, 有利于生

物医学研究的开展。B-LCLs在免疫遗传学领域具有

广泛的应用, 如作为EBV相关疾病的研究模型[2]; 作为

生物大分子材料如DNA、RNA、蛋白质, 用于病因

学及进化起源的研究[3-4]; 作为抗原呈递细胞刺激特

异细胞毒T细胞反应[5]以及用于制备单克隆抗体[6-7]
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等。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, 可在一定程度上反映免疫应答的特异性

和多样性[8]。  
目前, 已经建立起很多EBV转化B淋巴细胞的

方法。其中, 最为常用的方法是使用密度梯度离心

从新鲜血液中分离出外周血单核细胞(peripheral 
blood mononuclear cells, PBMCs)之后进行EBV转

化, 即本研究中所使用的Ficoll分离法。在多年使

用Ficoll分离法进行EBV永生化的过程中, 我们发

现影响成功建立B-LCLs的关键因素是细胞和病毒

的数目, 尤其是细胞密度。国内外很多相关研究也

表明, 细胞密度是影响转化效率的一个特别重要

的参数[9]。因此, 我们尝试在EBV永生化过程中通

过使用饲养细胞及添加其他可以促进B细胞存活

和增殖的因子如CD40L, 优化B淋巴母细胞系的建

立条件。

饲养细胞多应用于体外干细胞的分离和培养, 
通过细胞与细胞相互作用和提供营养支持促进干细

胞的生长, 维持其多能和自我更新的能力[10]。饲养

细胞是指处于生长阻滞但代谢活跃、具有生物活性

的贴壁细胞。NIH3T3细胞无异体接种致癌性, 可以

无限繁殖。由于其较强的分泌细胞因子能力及易于

培养等特点, 常作为饲养细胞用于其他细胞的体外

培养, 如B细胞和胚胎干细胞。

CD40/CD40配体(CD40/CD40L)系统对维持机

体体液免疫平衡和B细胞的正常生命活动具有重要

作用[11]。CD40/CD40L系统在B细胞生长和分化的

许多检查点上都起着至关重要的作用: 促进生发中

心形成, 免疫球蛋白同种型转换和体细胞突变, 长
寿命浆细胞和记忆B细胞的形成[12]。此外, CD40/
CD40L相互作用还促进B细胞增殖, 活性标志物表

达以及防止生发中心B细胞凋亡。因此, CD40L或
表达CD40L的饲养细胞广泛应用于B细胞研究中。

Jourdan等[13]在体外培养记忆B细胞中添加细胞因

子、sCD40L或CpG等以激活B细胞。Ivanov等[14]使

用表达CD40L的3T3和293细胞激活B细胞使其作为

诱导T细胞免疫应答的APC。
鉴于目前没有商业化的NIH3T3-CD40L细胞, 

因此我们需对野生型NIH3T3细胞进行改造。本研

究旨在构建稳定表达CD40L的NIH3T3细胞系, 并应

用于体外EBV转化B淋巴细胞过程中, 以此优化B淋
巴母细胞系的建立条件及为B细胞的单克隆化提供

实验技术支撑。

1   材料与方法
1.1   实验材料 

NIH3T3细胞由中国科学院遗传与发育生物学研

究所许执恒老师惠赠。B95.8细胞系为本实验保存。

pCMV6-CD40L(Cat No.RC210004)购自北京敖锐东源

生物科技有限公司。Lipofectamine 2000(Cat 11668-
019)购自 Invitrogen公司。G418 sulfate(AMRESCO: 
9016-1g)购自北京欣经科生物技术有限公司。Ficoll-
Paque Plus(71-7167-00)购自GE Healthcare公司。

RNAiso Plus(Code: 9108/9109)、Reverse Transcriptase 
M-mLV(Code: D2639A)购自TaKaRa公司。环孢霉素

A(No.12088)购自Cayman Chemical公司。PHA-M植物

血凝素(L8902)购自Sigma公司。丝裂霉素C(AM395)
购自北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司。

1.2   实验方法

1.2.1   NIH3T3-CD40L细胞系的构建      NIH3T3细
胞接种于24孔细胞培养板, 1×105个/孔, 每孔100 µL。
分别加入G418终浓度为 0、400、500、600、700、
800、900、1 000 µg/mL, 每个浓度设3个复孔。置

于37 °C、5% CO2的培养箱中培养10天。3天后换液, 
补足G418浓度。逐日观察, 选择在10~14天内致细胞

全部死亡的最低G418浓度来进行下一步的筛选实验。

参照试剂盒指示, 脂质体法转染NIH3T3细
胞。Lipofectamine 2000转染pCMV6-CD40L质粒的

NIH3T3细胞在培养24 h后更换G418最适浓度的培

养基。3天后换液, 待出现抗性克隆, 采用有限稀释

法将细胞置于96孔板中克隆化培养。挑选细胞数为

1的孔做标记。相继于24孔板、6孔板、10 cm培养

皿扩大培养, 获得整合CD40L的NIH3T3细胞克隆。

以未转染重组质粒的NIH3T3细胞作为阴性对照, 相
同方法培养。

1.2.2   NIH3T3-CD40L细胞系的鉴定      提取筛选后

的NIH3T3、NIH3T3-CD40L细胞系RNA, 参照说明反

转录为cDNA。PCR鉴定新建细胞系包含的CD40L全
长, 所用上游引物: 5′-CCG TCG ACA TGA TCG AAA 
CAT A-3′; 下游引物: 5′-CCC GCG GCC GCT CAG 
AGT TTG AGT AA-3′[由生工生物工程(上海)股份

有限公司合成]。扩增程序为: 95 °C预变性5 min; 
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94 °C变性30 s, 55 °C退火10 s, 72 °C延伸30 s, 30个循

环; 72.0 °C反应10 min。阳性扩增产物长度为786 bp。
Western blot鉴定CD40L的表达情况。收集细

胞, 加入细胞裂解液, 冰上静置20 min。加入5×缓
冲液煮沸10 min。进行SDS-PAGE, 然后转至PVDF
膜。封闭1 h。加入anti-myc mouse(一抗, 稀释度

为1000 1׃)室温孵育2 h后洗膜3次。再用goat-anti-
mouse(二抗, 稀释度为1000 10׃)室温孵育2 h, 洗膜3
次后经暗室显影成像。

1.2.3   EBV的制备      饥饿法制备EBV。复苏B95-8
细胞, 培养在6 mL含10%胎牛血清的1640培养基

中。隔天补加培养液直至100 mL。进行饥饿, 即连

续8天不加培养液然后收集细胞于15 mL离心管中, 
12 mL/管。置于–80 °C冰箱冻存1 h, 37 °C快速融化。

反复冻融3次, 使病毒粒子释放到细胞外。常温下, 
1 200 r/min离心10 min。将上清液用0.2 µm滤膜抽

滤, 分装后置于–80 °C保存。

1.2.4   Ficoll分离法建立B淋巴母细胞系      摇匀 
Ficoll, 取4 mL加入到离心管中。 将稀释后的血样

(1640基础培养基׃全血=11׃)沿管壁小心加在淋巴细

胞分离液上, 室温水平离心, 2 000 r/min离心20 min。
用吸管小心吸取白色的淋巴细胞层, 加入盛有7 mL 
1640基础培养基的离心管中。1 200 r/min离心5 min; 
重复1次。将离心沉淀在2 mL转化培养基(1640基础

培养基+20% FBS+10 µg/mL PHA)中重悬。在每个

样品的细胞悬液中加入20 µg/mL环孢霉素A 0.4 mL, 
EB病毒1.3 mL; 吹打均匀。将细胞悬液转移到24孔
培养板, 1 mL/孔, 置于37 °C、5% CO2的培养箱中培

养。细胞越长越多, 肉眼可见板底许多白色的细胞

集落, 此时可将24孔板内的细胞转移到T25培养瓶。

3~4周后可用于遗传学实验或按常规冻存细胞。

1.2.5   饲养层细胞的处理      将生长良好的NIH3T3、
NIH3T3-CD40L饲养细胞接种到10 cm培养皿中。12 h 
(可过夜)后待细胞完全贴壁且汇合度达到90%以上, 
加入丝裂霉素C处理液(10 µg/mL), 37 °C避光孵育

2.5~4 h。用1640基础培养基或者PBS洗3~5次。加

入DMEM完全培养基, 37 °C孵育30 min。用胰蛋白

酶消化至96孔板, 所用培养基为1640。

2   结果
2.1   建立稳定表达CD40L的NIH3T3细胞系

用G418浓度梯度400、500、600、700、800、

900、1 000 µg/mL培养NIH3T3细胞。观察细胞生长

状态, 4天时, 1 000 µg/mL细胞已经将近全部死亡; 8
天时, 浓度为800 µg/mL的孔中已经无活细胞, 600、
700 µg/mL有少数细胞存活。因此, 确定G418药物

浓度800 µg/mL为筛选CD40L阳性克隆的最适致死

浓度。

用Lipofectamine 2000转染NIH3T3细胞24 h后, 
更换含G418致死剂量的培养基。加入G418 5天后, 
对照组细胞已经死去大部分, 11天时对照组已经无

活细胞, NIH3T3-CD40L有细胞存活, 且有些已长成

单细胞克隆群。将单克隆细胞群自培养孔吸出, 倍
比稀释至0.5~1个/mL, 每孔100 µL加入96孔板, 接种

两排。3天后, 挑选细胞数为1的孔做标记。相继于

24孔板、6 孔板、10 cm培养皿扩大培养, 获得整合

pCMV6-CD40L的NIH3T3细胞克隆两株。

2.2   NIH3T3-CD40L细胞系的鉴定

2.2.1   RNA水平的鉴定      提取NIH3T3、NIH3T3-
CD40L细胞RNA, 参照试剂盒指示操作反转为cDNA, 
进行PCR鉴定。电泳可见扩增出786 bp左右大小的

特异性条带(图1A), 与CD40L扩增出的理论条带大

小一致, 可推断出目的基因在NIH3T3细胞中成功转

录。

2.2.2   蛋白质水平的鉴定      暗室曝光后可见33 kDa
处出现特异性条带(图1B), 与CD40L理论条带大小

一致, 可推断出所建细胞株为CD40L阳性克隆。

2.3   NIH3T3-CD40L饲养细胞条件下建立B淋巴

母细胞系

2.3.1   NIH3T3-CD40L饲养细胞对B-LCLs细胞生长

率的影响      计数B-LCLs细胞, 有限稀释法2倍梯度

稀释, 取100 µL细胞稀释液、稀释梯度为2 000至3.9
个/mL(即200至0.39个/孔)加入至已覆盖饲养细胞的

96孔板中, 每个梯度6个重复。每3天半量换液, 第
20天统计结果。结果如表1所示。无饲养细胞条件

下, B-LCLs在50个/孔时, 细胞生长率已经降低。在

NIH3T3饲养细胞下, B-LCLs低至3.25个/孔时, 少
数孔中细胞可以存活。在NIH3T3-CD40L饲养细

胞条件下, B-LCLs低至1.56个/孔时, 细胞存活孔占

33.33%, 效果优于NIH3T3饲养细胞。即不论是否表

达CD40L, 饲养细胞确实有利于体外少量B-LCLs的
存活, 但在CD40L刺激下, B-LCLs的存活率明显提

高。

第20天时, 对不同饲养细胞条件下梯度50个/孔
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中的B-LCLs进行计数。如图2所示, Blank-BLCLs、
NIH3T3-BLCLs和NIH3T3-CD40L-BLCLs活细胞浓

度分别为: 5.41×104、8.73×105和1.60×106个/mL。可

见, 饲养细胞有利于B-LCLs的增殖, CD40L刺激下

增殖效果更为明显(P=0.028)。显微镜下观察细胞

生长状态, 不管是否有饲养细胞, B-LCLs的形态没

有区别, 但是饲养细胞条件下B-LCLs大量增殖, 细
胞团数目明显多于无饲养细胞的孔(图3)。
2.3.2   NIH3T3-CD40L饲养细胞条件下建立B淋巴

母细胞系      采集志愿者 EDTA K2抗凝全血10 mL, 
Ficoll密度梯度离心分离出PBMCs, 分为7个不同的

细胞密度梯度(0.5×104、 0.1×105、 0.25×105、 0.5×105、 
1.0×105、 0.25×106、 0.5×106个/mL) EBV转化后, 接种到

已覆盖饲养细胞的96孔板中, 每个样品每个梯度3个
重复。结果表明, 在铺孔浓度低至0.25×105个/mL时, 
在饲养细胞的作用下, 依然可以保持100%的建系成

功率。可见饲养细胞有利于EBV转化细胞的存活, 
且稳定表达CD40L的NIH3T3细胞系效果更好(表2)。

在第20天对梯度为0.25×106个/mL, 不同饲养细

胞中的B-LCLs进行计数。结果显示, Blank-PBMCs、
NIH3T3-PBMCs和NIH3T3-CD40L-PBMCs活细胞浓

度分别为 : 2.85×105、1.82×106和2.34×106个 /mL(图

表1   与NIH3T3、NIH3T3-CD40L共培养时B-LCLs的存活率

Table 1   The survival rate of B-LCLs when cocultured with NIH3T3, NIH3T3-CD40L
                    存活率(%)
                                        Survival rate (%)细胞数/孔
Cells/well     200 100 50 25 12.5 6.25 3.125 1.56 0.78 0.39

Blank-B-LCLs     100 83.33 66.67 33.33 0 0 0 0 0 0

NIH3T3-B-LCLs 100 100 100 66.67 83.33 16.67 16.67 0 0 0

NIH3T3-CD40L
-B-LCLs

    100 100 100 100 83.33 50 50 33.33 0 0

图2   在50个/孔梯度下不同饲养细胞孔中

B-LCLs的数目(20天)
Fig.2   The number of B-LCLs in different feeder cells at 

gradient 50 cells/well (20 d)

Th
e 

co
nc

en
tra

tio
n 

of
 li

vi
ng

 c
el

ls
 (×

10
6  c

el
ls

/m
L)

1.6

P=0.028

1.2

0.8

0.4

   0
Blank NIH3T3 NIH3T3-CD40L

Feeder cells

A: RNA水平鉴定CD40L(786 bp); 泳道1、2、3: 分别是NIH3T3、NIH3T3-CD40L克隆1和NIH3T3-CD40L克隆2; M: BM2000 marker。B: 蛋白质

水平鉴定CD40L(33 kDa)。M: marker; Blank、1、2: 分别是NIH3T3、NIH3T3-CD40L克隆1和NIH3T3-CD40L克隆2。 
A: detection of CD40L at mRNA level (786 bp). Lane 1,2,3: NIH3T3, NIH3T3-CD40L clone 1 and NIH3T3-CD40L clone 2 respectively; M: BM2000 marker. 
B: detection of CD40L at protein level (33 kDa). M: marker; Blank, 1, 2: NIH3T3, NIH3T3-CD40L clone 1 and NIH3T3-CD40L clone 2 respectively. 

图1   RNA和蛋白质水平对NIH3T3-CD40L细胞系进行鉴定

Fig.1   Identification of NIH3T3-CD40L at RNA and protein level

(A) (B)
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4)。可见, 饲养细胞有利于EBV转化B细胞, NIH3T3-
CD40L显著优于对照组(P=0.036)。显微镜下观察

细胞生长状态, 饲养细胞已经完全死亡(图5), 可见

孔中已经形成EBV转化的细胞团。 

3   讨论
饲养细胞通过分泌营养因子, 或者通过物理接

触支持靶细胞在体外的存活和增殖[15]。常用的饲养

细胞有MEF、STO和NIH3T3细胞。MEF细胞尽管

具有材料来源方便、成本低等优点, 但是其生命生

命周期有限, 且仅在第3~5代使用时效果最佳[16], 因
而限制了它的应用。STO细胞在干细胞体外遗传修

饰中使用较多,  但由于其在体外长期传代过程中可

能发生变异, 在用做胚胎干细胞饲养层时, 可造成

胚胎干细胞一定比例的核型异常[17]。此外, 在EBV
转化B淋巴细胞的过程中, 经射线处理的PBMCs也
常作为体外B细胞培养的饲养细胞[7,18]。PBMCs来
源一般为新鲜血液, 代价昂贵, 其使用还涉及伦理问

题, 并且不能与病人特异的B细胞来源同步。因此, 
我们选用更为便利、有效且体外可以长期培养的

NIH3T3细胞作为B细胞的饲养细胞。

在B细胞低密度接种时, 使用生长阻滞的饲养

细胞可以增加细胞存活率, 促进细胞增殖, 饲养细

胞和CD40L的联合使用促进B细胞增殖和存活的效

果更为明显[14], 本研究也证实了这一现象。在饲养

细胞条件下, B-LCLs的存活率明显升高, 与NIH3T3
细胞相比, 稳定表达CD40L的NIH3T3细胞系显著提

高了B-LCLs的存活率且促进其增殖。表达CD40L
的NIH3T3细胞一方面可分泌有利于B细胞存活增殖

表2   NIH3T3、NIH3T3-CD40L与PBMC共培养的建系成功率(20 d)
Table 2   The success rate of establishing B-LCLs when NIH3T3, NIH3T3-CD40L and PBMCs coculture (20 d)

细胞密度(cells/mL) 
                                          成功率(%)

Cell density (cells/mL)   
                                                                         Success rate (%)

0.5×104 0.1×105 0.25×105 0.5×105 1.0×105 0.25×106 0.5×106

PBMCs-Blank 0 0 0 33.33 100 100 100

PBMCs-NIH3T3 0 0 66.67 100 100 100 100

PBMCs-NIH3T3-CD40L 0 33.33 100 100 100 100 100

Blank NIH3T3 NIH3T3-CD40L

5 μm

红色箭头所指为B-LCLs的细胞团。

The red arrowheads refer to the cell clusters of B-LCLs.
图3   在50个/孔梯度下不同饲养细胞孔中B-LCLs的细胞形态(20天) 

Fig.3   The cell morphology of B-LCLs in different feeder cells at gradient 50 cells/well (20 d)

图4   在0.25×106个/mL梯度下不同饲养细胞孔中

B-LCLs的数目(20天)
Fig.4   The number of B-LCLs in different feeder cells at 

gradient 0.25×106 cells/mL (20 d)

P=0.036
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的细胞因子[19], 另一方面能为B细胞提供CD40L, 其与

CD40结合后可活化B细胞CD40信号通路, 进一步促进

B细胞的存活和增殖[20]。CD40L与CD40相互作用促进

CD40聚类, 募集肿瘤坏死因子受体相关因子(TNFR-
associated factors, TRAFs)至CD40L的胞内结构域。

TRAFs激活不同的信号转导通路, 包括典型和非典型

的核因子-κB(nuclear factor-kappa B, NF-κB)信号通路、

丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-activated protein kinases, 
MAPKs)、磷脂酰肌醇3-激酶 (phosphatidylinositol 3- 
kinase, PI3K)以及γ磷脂酶C(phospholipase C γ, PLCγ)
通路[21]。 而PI3K及其下游的Ca2+通道与B细胞的分

化、存活和增殖相关, MAPK通路与B细胞增殖相关, 
NF-κB导致分化和存活[22]。

近年来, 利用B-LCLs是制备单克隆抗体的方法

之一。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[6,23-25]。B-LCLs在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, 或利用单细胞RT-PCR方法从B-LCLs中克隆

抗体基因[26]。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。NIH3T3-CD40L饲养细胞多用于体外B细胞的

培养, 本研究探索了其在EBV转化B细胞的过程中

的作用, 发现NIH3T3-CD40L饲养细胞, 可降低EBV
转化所需B淋巴细胞密度, 从而减少建立B-LCLs所
需血量的同时提高其成功率, 也为后续的单克隆化

提供实验技术支撑, 为利用B-LCLs制备单克隆抗体

奠定了基础。Ali等[27]在EBV永生化B细胞过程添加

了不同的ILs以提高B-LCLs的永生化效率和抗体产

生能力。这提示, 在EBV转化过程中饲养细胞和细

胞因子联用或许可以得到更好的结果。

本研究构建了稳定表达CD40L的NIH3T3细胞

系, 并且证明该饲养细胞有利于体外B细胞的存活和

增殖, 有利于降低EBV转化所需的细胞数目, 为优化

B-LCLs的建立条件及B细胞的单克隆化奠定了基础。
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