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摘   要：猪繁殖与呼吸综合征 (porcine reproductive and respiratory syndrome, PRRS) 是由猪繁殖

与呼吸综合征病毒 (porcine reproductive and respiratory syndrome virus, PRRSV) 引起的高度接触

性传染疾病，对社会经济造成重大损失。目前并未获得有效的中和抗体应用于科研及治疗中，所

以建立一种筛选具有中和活性的单克隆抗体的方法，对 PRRSV 防治及抗原位点筛选具有重要意

义。单克隆抗体在人类和动物的众多疾病治疗及诊断中得到广泛应用，而针对不同病原如何筛选

出有效的中和抗体是目前急需解决的问题。在单克隆抗体筛选的众多方法中，B 细胞永生化方法

是一种有效的且大概率能获得单克隆中和抗体的方法。通过将 bcl-6 和 bcl-xl 两个基因中间通过 f2a
序列连接后构建到一个载体上，进行逆转录病毒包装。包装成熟的逆转录病毒感染免疫 PRRSV 的

猪源淋巴细胞，并使用加入 CD40L 和 IL21 细胞因子的完全培养基培养，然后使用 CD21 作为筛选

标记通过磁珠法进行 B 细胞筛选，最后对筛选得到的 B 细胞单克隆化并进行检测，验证是否有抗体

分泌。结果显示，构建的质粒不论单独转染还是与病毒包装时的两种质粒共同转染，均可以成功表

达，且包装病毒可成功感染细胞。感染后的淋巴细胞可以检测到抗体分泌，进一步筛选得到的 B 细

胞也可以检测到抗体分泌。因此，本研究成功建立了一种针对 PRRSV 的单克隆抗体筛选方法。 

关键词：B 细胞永生化；单克隆抗体；猪繁殖与呼吸综合征病毒；磁珠法  
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Abstract: Porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) is a highly contagious disease caused 
by porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV), which causes great economic losses. 
At the moment, no effective neutralizing antibody is available for scientific research and treatment. 
Therefore, developing a method for screening the neutralizing monoclonal antibodies is of great 
significance for the prevention and treatment of PRRSV and the screening of antigen sites. Monoclonal 
antibodies have been widely used in the treatment and diagnosis of many human and animal diseases. 
Therefore, screening effective neutralizing antibodies for different pathogens is an urgent task. Among 
the methods for monoclonal antibody screening, B cell immortalization is an effective method to obtain 
neutralizing monoclonal antibody. Specifically, in this study, the bcl-6 and bcl-xl genes were connected 
by f2a and then the yielded product was ligated to a vector for retrovirus packaging. The swine 
lymphocytes immunized with PRRSV were infected the yielded mature viruses and cultured in the 
complete medium containing CD40L and IL21 cytokines. Then, CD21 was used as the marker to screen 
B cells with the magnetic bead method. Finally, monoclonal B cells were obtained and the secretion of 
antibodies was tested. The results showed that the plasmid, either being transfected alone or with the 
packaged plasmids, could be expressed, and that the packaged retrovirus could infect the cells. 
Moreover, the infected lymphocytes secreted antibodies, so did the screened B cells. Therefore, the 
method for screening monoclonal antibody against PRRSV was successfully established. 

Keywords: B cell immortalization; monoclonal antibody; PRRSV; magnetic bead method 

 
 

猪繁殖与呼吸综合征 (porcine reproductive 
and respiratory syndrome, PRRS) 自 1980 年暴

发以来，在近几十年对全世界养猪行业造成了

非常严重的经济损失。PRRS 是由猪繁殖与呼吸

综合征病毒 (porcine reproductive and respiratory 
syndrome virus, PRRSV) 引起的，此病毒属于

尼多病毒目、动脉炎病毒科、动脉炎病毒属成

员，具有囊膜结构，且能形成大小约 55 nm 的

二聚体。基因组为单股正链 RNA，长约 15 kb，
主要包含 11 个开放阅读框，共产生 14 种非结

构蛋白和 8 种结构蛋白[1]。PRRSV 在动物体内

产生中和活性抗体水平非常低，即使多次感染

也很难获得，研究发现，囊膜蛋白 (glycoprotein 
5, GP5) 作为中和活性表位，受到糖基化和上游

存在诱饵表位等因素的影响[2]。因此如何获得

中和抗体的方法成为研究重点，也是今后研制
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出准确有效检测方法的基础，所以获得具有对

猪繁殖与呼吸综合征病毒产生中和活性的单克

隆抗体方法就成为迫切需要解决的问题。 
细胞永生化指体外培养的细胞自发的或受

外界因素的影响，生长周期发生改变，从增殖

衰老危机中逃离，获得无限增殖和长期传代的

能力[3]。使用较多的永生化方法有杂交瘤细胞

技术、EB 病毒感染、SV40 病毒感染和遗传修

饰等。通过将产生抗体的 B 细胞永生化进而通

过筛选分离，获得可以分泌抗体且能够稳定传

代的永生化 B 细胞[4]，是获得 PRRSV 中和抗体

的一种有效方法。Kwakkenbos 等利用逆转录病

毒系统感染 B 细胞方法，成功获得能够分泌抗

人呼吸道合包病毒 (respiratory syncycial virus, 
RSV) 抗体的永生化 B 细胞株[5]。Goldeck 等也

利用逆转录病毒和可进行细胞分选的流式细胞

仪相结合的方法，初步建立了一种分泌 PRRSV
中和抗体永生化 B 细胞的方法[6]。 

本研究也将建立适用于 PRRSV 的 B 细胞

永生化方法，将维持细胞增殖，抑制细胞分化

基因 bcl-6[7-8]和抗凋亡基因 bcl-xl[9-10]通过逆转

录病毒系统整合到 B 细胞基因组，在 CD40L
细胞增殖刺激因子作用下[11]，使细胞获得稳定

传代的能力，然后在培养基中加入 IL-21 诱导

高滴度抗体表达[12]。利用此方法，首先经淋巴

细胞水平检测发现，细胞能够存活且有抗体分

泌，然后通过磁珠法进行特异性 B 细胞筛选，

并进行单克隆化，成功检测到 B 细胞分泌抗体。

因此，此方法用于筛选可分泌抗体的猪源淋巴

细胞，并且通过进一步的筛选检测可获得具有

分泌中和活性抗体的永生化 B 细胞。 

1  材料与方法 
1.1  载体和抗体 

逆转录病毒包装质粒 pBABE-GFP、pBABE- 

vsvg 和 pBABE-gag-pol 质粒购于淼灵质粒共享

平台；Flag抗体购于Sigma公司；CD21 (BB6-11C9.6) 
PE 标记单克隆抗体购于 Invitrogen 公司；

Mouse-FITC 抗体购于 Abcam 公司；Pig-HRP
抗体购于 Abcam 公司；C8 单克隆抗体 (识别

PRRSV N 核衣壳蛋白) 为本实验室制备并保存。 
1.2  采血动物、细胞及毒株 

采血用猪为经过本实验室分离并保存的

GSWW/15 毒株免疫后的蕨麻猪；HEK293T 细

胞由本实验室保存；GSWW15 PRRSV 毒株为

本实验室分离并保存。 

1.3  主要试剂 
淋巴细胞分离液 (密度：1.083 g/mL) 购于

Sigma 公司；反转录混合液  (PrimeScript™ RT 
Master Mix) 和 SYBR Premix Ex Taq Ⅱ试剂盒购

于 TaKaRa 公司；转染试剂 Lipofectamine® 3000
购于 Invitrogen 公司；Anti-PE Micro Beads 购于

Miltenyi Biotec 公司；大肠杆菌 (Escherichia coli) 
DH5α 感受态细胞，大提质粒试剂盒购于天根生

化科技  (北京) 有限公司；RNA 提取试剂盒

RNeasy Plus Mini Kit 与 RNase-Free DNase Set 购
自Qiagen公司；IMDM完全培养基 (含10% FBS、
50 μg/mL CD40L 和 IL-21)、RPMI-1640 完全培养

基 (含 10% FBS)、胎牛血清、0.25%胰酶均购自

Gibco 公司；TMB 底物溶液购自 SURMODICS
公司；PBST 为本实验室配制并保存。 
1.4  仪器 

实时荧光定量 PCR 仪型号为 QuantStudio5，
购自 Applied Biosystems 公司；Western blotting
仪器购自 BD 公司；荧光显微镜型号 AMF4300
购自 Life 公司；荧光共聚焦显微镜 TCS SP8 购

自徕卡公司；细胞计数仪 Countstar 购自上海睿

钰生物科技有限公司。 

1.5  方法 
1.5.1  载体转染及表达鉴定 

本实验室设计表达基因片段 bcl-6-2×flag- 
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f2a-bcl-xl-2×flag 由金斯瑞生物科技公司合成，

并连接至 pBABE 载体中。将 pBABE-bcl-6-2× 
flag-f2a-bcl-xl-2×flag (简称 pBABE-bcl-6-xl) 质
粒使用 Lipofectamine® 3000 转染至 HEK293T
细胞中表达，通过 Western blotting、免疫荧光

试验和实时荧光定量 PCR 进行外源蛋白表达

鉴定。 
1.5.2  逆转录病毒包装及感染 

将构建好的 pBABE-bcl-6-xl 质粒、逆转录

病毒包装质粒 pBABE-vsvg 和 pBABE-gag-pol
质粒共同转染至 HEK293T 细胞中，共转染 72 h
后提取 RNA 通过实时荧光定量 PCR 检测 bcl-6
和 bcl-xl 转录情况，并通过 Western blotting 在

蛋白水平进行验证。 
三质粒转染 48 h 后收获培养基上清，并用

0.22 μm 滤膜过滤后获得成熟病毒，命名为

Lenti-BCL-6-XL。将病毒感染 HEK293T 细胞

48 h，重复感染 3 次后提取 RNA 通过实时荧光

定量 PCR 检测 bcl-6 和 bcl-xl 表达情况，并通

过 Western blotting 和免疫荧光在蛋白水平进行

验证。 
1.5.3  猪淋巴细胞分离及感染 

取新鲜的免疫 PRRSV 病毒猪血 5 mL 左

右，向猪血中加入 1 倍体积 1640 培养基进行稀

释 (血液稀释后分离效果更佳)，在 15 mL 离心

管中使用垫底法加入 3 mL 淋巴细胞分离液，避

免两种液体界面混合，室温 800×g 离心 20 min。
设置较慢的加速度和减速度，吸出淋巴细胞层，

再加入 10 mL RPMI-1640 培养基，颠倒洗涤，

室温 250×g 离心 10 min 收集细胞，若观察沉淀

中红细胞较多，使用红细胞裂解液裂解，30 s
之内立即加入 1640 培养基定容至 10 mL，室温

400×g 离心 15 min。倾倒上清液，用无血清培

养基 (1640) 重悬细胞。将提取的淋巴细胞培

养在 IMDM 完全培养基 (含 10% FBS、50 μg/mL 

CD40L 和 IL-21) 中，并进行逆转录病毒 Lenti- 
BCL-6-XL 转导 48 h，重复感染 3 次后，提取淋

巴细胞 RNA 通过实时荧光定量 PCR 检测 bcl-6
和 bcl-xl 表达情况，并通过 ELISA 检测淋巴细

胞上清中是否有抗体存在。 
1.5.4  B 细胞分选及单克隆感染 

对感染后的淋巴细胞进行计数，每个样品

为 107 个细胞。以 4 ℃、300×g 离心细胞悬浮液

10 min。弃上清液。将细胞与用 PE 标记的 CD21
抗体孵育，孵育 10−15 min。标记液洗涤细胞  
两次，4 ℃、300×g 离心后弃上清。将细胞重悬

到 90 μL 的标记液中，加入 10 μL MicroBeads 
(结合 PE 标记抗体) 磁珠后 4 ℃孵育 15 min。
孵育结束后，标记液洗涤细胞两次，4 ℃、300×g
离心后弃上清。将细胞重悬于 500 μL 标记液中，

转移至磁力柱中。取 500 μL 标记液洗磁力柱   
3 次。将磁力柱转移出磁场，加入 1 mL 标记液

洗脱细胞。将收获的细胞在 IMDM 完全培养基

中，并再次进行逆转录病毒 Lenti-BCL-6-XL 感

染 48 h，重复感染 3 次。将感染后细胞进行计

数，然后按照 50 个细胞/孔在 96 孔板中进行培

养。培养 1 周后取培养上清，通过 ELISA 方法

检测 B 细胞上清中是否有抗体存在。 
1.5.5  免疫荧光试验 

将细胞培养基除去，用 PBS 洗 2−3 次。4%
的多聚甲醛 500 μL 固定细胞 30 min，弃固定液

PBS 洗 3 次。加 0.1%的 Triton X-100 溶液 500 μL
通透细胞膜 15 min，弃 Triton X-100 溶液 PBS
洗 3 次。加封闭液 (1% BSA+0.1% Triton X-100) 
37 ℃封闭 1 h。用封闭液配制一抗 (Anti-Flag)，
4 ℃过夜孵育。弃一抗，用 PBS 洗 3 次。加封

闭液配制的二抗，37 ℃避光孵育 1 h。弃二抗 
(Mouse-FITC)，用 PBS 洗 3 次。加 DAPI 染液   
(1︰500 稀释)，室温避光染核 15 min。弃 DAPI
染液 PBS 洗 2 次。加 500 μL 的 PBS，置荧光显
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微镜或荧光共聚焦显微镜下观察。 
1.5.6  ELISA 

在 96 孔酶标板中，每孔加入 50 μL GSWW15 
PRRSV 病毒原液和 50 μL 抗原稀释液 4 ℃过夜

包被。MARC145 细胞培养基、MARC145 细胞

悬液、1640 培养基作为阴性对照。包被好的板

子中分别加入筛选后淋巴细胞培养上清，37 ℃
孵育 1 h。孵育结束用 1×PBST 洗涤液洗板 5 次，

晾干。将 HRP 标记二抗 Pig-HRP 按 1︰5 000
稀释至 PBS 中，加入酶标板，每孔 100 μL，37 ℃
作用 15 min。然后用 1×PBST 洗涤液洗板 5 次，

晾干。每孔加入 100 μL 的 TMB 底物溶液，37 ℃
作用 15 min。加终止液，每孔 100 μL，轻振混匀，

于 10 min 内用酶标仪读 450 nm 吸光值 (OD450)。 

2  结果与分析 
2.1  pBABE-bcl-6-2×flag-f2a-bcl-xl-2×flag载
体构建及表达鉴定 

将 bcl-6 和 bcl-xl 两个基因通过 f2a 序列串

联在一起，然后共同构建到 pBABE 载体上  
(图 1)，使其能够共同表达，并通过 f2a 序列形成

两个独立表达且功能完整的蛋白 Bcl-6 (90 kDa
左右) 和 Bcl-xl (30 kDa 左右)。结果显示，本

实验成功构建了 pBABE-bcl-6-2×flag-f2a-bcl- 
xl-2×flag 质粒。将质粒转染 HEK293T 细胞 48 h
后收获细胞，且在基因转录和蛋白翻译水平 
(图 2 和图 3) 分别检测到质粒的成功表达。 

 

 
 
图 1  pBABE-bcl-6-2×flag-f2a-bcl-xl-2×flag载体

设计示意图 
Figure 1  Schematic diagram of pBABE-bcl-6- 
2×flag-f2a-bcl-xl-2×flag vector design. 

 
 
图 2  pBABE-bcl-6-2×flag-f2a-bcl-xl-2×flag质粒

转染 HEK293T 细胞后转录水平检测 
Figure 2  Transcription levels in HEK293T cells 
after pBABE-bcl-6-2×flag-f2a-bcl-xl-2×flag plasmids 
transfection. 
 
2.2  BCL-6-XL 逆转录病毒包装及感染后

表达情况鉴定 
将 pBABE-bcl-6-2×flag-f2a-bcl-xl-2×flag 质

粒、包装质粒 pBABE-vsvg 和 pBABE-gag-pol

质粒按照 1︰1︰1 的比例，共转染至 HEK293T

细胞中。72 h 后收获细胞，通过 qRT-PCR，在基

因转录水平检测到bcl-6和bcl-xl的转录 (图4A)，

且在基因转录和蛋白翻译水平分别检测到质粒

的成功表达 (图 4B)。 

转染 48 h 后收获细胞上清并过滤获得成熟

病毒颗粒 (Lenti-BCL-6-XL)，将收获的病毒液

按照 10%的比例 (1 mL 培养基接 100 μL Lenti- 

BCL-6-XL) 感染 HEK293T 细胞，感染 48 h，

且重复转导 3 次后收获细胞，且在基因转录和蛋

白翻译水平分别检测到质粒的成功表达 (图 5)。

感染 72 h 后，通过免疫荧光检测蛋白表达情况 

(图 6)，与阴性对照相比能够观察到荧光，说明

蛋白正常表达，但荧光比例不高，可能是由病

毒感染效率低所导致。 
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图 3  pBABE-bcl-6-2×flag-f2a-bcl-xl-2×flag质粒转染 HEK293T 细胞蛋白表达结果    
Figure 3  Protein expression of HEK293T cells transfected with plasmid. (A) The expression of Bcl-6 and 
Bcl-xl. Lane 1: HEK293T whole cell lysate; lanes 2–3: after transfection with pBABE-gfp; lanes 4–5: after 
transfection with pBABE-bcl-6-2×flag-f2a-bcl-xl-2×flag. (B) Immunofluorescence results (Flag: Bcl-6 and 
Bcl-xl. DAPI: Nucleus. Merge: Bcl-6 and Bcl-XL are expressed in cells). 
 

 
 
图 4  逆转录病毒包装三质粒共转染 HEK293T 细胞基因转录及蛋白表达结果    
Figure 4  Gene transcription and protein expression of HEK293T cells after the transfection of three 
plasmids. (A) The transcription of bcl-6 and bcl-xl. (B) The expression of Bcl-6 and Bcl-xl. Lane 1: 
transfected with pBABE-gfp; lane 2–3: transfected with pBABE-bcl-6-2×flag-f2a-bcl-xl-2×flag and two 
packaged plasmids. 
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图 5  逆转录病毒感染 HEK293T 细胞基因转录及蛋白表达结果 
Figure 5  Transcription and protein expression of HEK293T cells after being transfected. (A) The 
transcription of bcl-6 and bcl-xl. (B) The expression of Bcl-6 and Bcl-xl. Lane 1: transfection negative 
control virus; lanes 2–3: transfection with Lenti-BCL-6-XL lentivirus.  
 

 
 
图 6  HEK293T 感染后荧光观察 
Figure 6  Fluorescence observation of HEK293T cells after transduced. Flag: Bcl-6 and Bcl-xl; DAPI: 
nucleus; Merge: Bcl-6 and Bcl-XL are expressed in cells. 
 
2.3  感染淋巴细胞表达情况 
从免疫 PRRSV 病毒猪血中分离得到淋巴细胞，

用收获的病毒液 Lenti-BCL-6-XL 感染  48 h，
重复感染 3 次后，收获淋巴细胞，结果显示，

能够在转录水平检测到 bcl-6 和 bcl-xl 基因表达 
(图 7)。随后收获培养上清，通过 ELISA 方法

检测上清中是否有抗体分泌，分别以 GSWW15

抗原、Marc145 细胞、Marc145 细胞培养基和

1640 培养基为包被抗原，用感染后淋巴细胞培

养上清为检测抗体，C8 单克隆抗体 (特异性识

别 GSWW15 抗原) 为阳性对照进行实验。结果

显示，淋巴细胞培养上清与 C8 单克隆抗体一

样可以识别 GSWW15 抗原，而不与其他抗原反

应 (图 8)，说明淋巴细胞中有可以分泌抗体的 B
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细胞，且分泌的抗体可以与 GSWW15 PRRSV 抗

原相互反应。 

2.4  B 细胞分选及单克隆细胞感染 
将转导 3 次的淋巴细胞通过磁珠法进行 B

细胞分选，获得 B 细胞并计数后，按照 50 个细

胞/孔在 96 孔板中进行培养，并进行再次感染

后 7 d，收获 B 细胞培养上清，通过 ELISA 方 
 

 
 
图 7  逆转录病毒Lenti-BCL-6-XL转导淋巴细胞

后转录水平检测 
Figure 7  Transcription levels in the lymphocytes 
cells transduced with the lentivirus Lenti-BCL-6-XL 
for 72 h. 

法检测每孔中培养上清是否有抗体分泌，如有

抗体分泌可将此孔中的细胞继续单克隆化。结

果显示，以阳性对照 (C8 单克隆抗体) 为参照，

136 个孔中只有一个孔为阳性，说明此孔中有

抗体分泌，可进行下一步单克隆化 (表 1)。 

2.5  分选后 B 细胞培养及细胞状态观察 
将分离并筛选后的 B 细胞使用 IMDM 完全

培养基 (含 10% FBS、50 μg/mL CD40L 和 IL-21) 
 

 
 
图 8  ELISA 检测转导后淋巴细胞培养上清中抗

体分泌情况 
Figure 8  ELISA of antibody secretion in supernatant 
of lymphocyte culture after transduction. 

 
表 1  ELISA 检测转导后 B 细胞培养上清中抗体分泌情况 
Table 1  ELISA of antibody secretion in supernatant of B cell culture after transfection 
ELISA result 
1.440 1.498 1.414 1.377 0.196 0.205 0.202 0.204 0.202 0.189 0.215 0.207 
0.193 0.217 0.193 0.184 0.185 0.181 0.185 0.193 0.182 0.211 0.212 0.220 
0.206 0.231 0.197 0.203 0.175 0.183 0.191 0.212 0.182 0.192 0.180 0.223 
0.180 0.189 0.180 0.177 0.180 0.176 0.182 0.176 0.176 0.202 0.189 0.218 
0.168 0.192 0.185 0.188 0.165 0.175 0.178 0.177 0.186 0.176 0.221 0.202 
0.219 0.239 0.213 0.217 0.198 0.209 0.213 0.227 0.228 0.184 0.321 0.236 
1.313 1.467 1.552 1.346 0.207 0.167 0.189 0.158 0.161 0.225 0.283 0.267 
0.272 0.220 0.222 0.165 0.149 0.143 0.133 0.147 0.130 0.136 0.292 0.179 
0.246 0.206 0.175 0.145 0.139 0.139 0.146 0.135 0.127 0.163 0.223 0.183 
1.036 0.192 0.183 0.145 0.130 0.111 0.137 0.107 0.120 0.103 0.262 0.196 
0.248 0.189 0.188 0.152 0.155 0.159 0.159 0.157 0.158 0.154 0.337 0.195 
0.309 0.169 0.220 0.223 0.227 0.259 0.326 0.285 0.204 0.188 0.155 0.207 
The four well in the black box are all positive control, and the red box is the positive well.  
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进行培养，与 1640 完全培养基 (含 10% FBS) 
培养的 B 细胞进行对比，且对 IMDM 完全培养

基培养的细胞进行病毒转导。通过显微镜观察，

及细胞计数可知，未转导 Lenti-BCL-6-XL 的  
B 细胞随着培养时间延长，细胞状态明显变差，

大量细胞死亡，而完全培养基培养并转导

Lenti-BCL-6-XL 的细胞状态较好，死细胞较

少，说明 IMDM 完全培养基及 Lenti-BCL-6-XL
病毒转导对维持 B 淋巴细胞状态效果非常明

显 (图 9)。通过细胞计数结果可以看到，培养

过程中细胞数量随时间延长，细胞数量略有减

少 (图 10)。 

 

 
 
图 9  分选后 B 细胞培养与细胞转态观察  
Figure 9  B cells culture and observation after sorting. (A) B cells without Lenti-Bcl-6-XL virus transduction in 
21 days. (B) B cells transduced with Lenti-Bcl-6-XL virus in 21 days.  
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图 10  分选后 B 细胞计数 
Figure 10  B cells count after sorting. 
 

3  讨论 
在众多永生化方法中，杂交瘤细胞技术、

SV40 病毒感染和遗传修饰等技术在筛选单克

隆抗体方面应用比较成熟，但也存在自身的不

足。而在单克隆抗体获取方面，B 细胞永生化

方法是一种非常值得尝试的方法，此方法中可

以得到永久传代的 B 细胞，此细胞获取抗体速

度快、抗体分泌量大，所以利用 bcl-6 和 bcl-xl
两个基因，整合至 B 细胞基因组中，并加以辅

助细胞因子刺激，即可获得稳定传代且分泌抗

体的 B 细胞，极大方便了单克隆抗体的获取。 
本研究主要通过建立逆转录病毒包装系

统，并结合磁珠分选 B 细胞方法，建立能够分

泌抗 PRRSV 病毒抗体的永生化单克隆 B 细胞

方法。首先，通过引入 f2a 序列将 bcl-6 和 bcl-xl
两个基因串联在同一个质粒上，这样可以在病

毒包装转染时减少一种质粒，增加转染效率。

而 f2a 序列的存在可以保证表达后 Bcl-6 和

Bcl-xl 两个蛋白独立行使功能，在实验结果中

证明了这种设计的成功。但是 f2a 序列在细胞

中的酶切效率有限，所以存在部分融合蛋白，

也可能因为转染后培养时间太短不足以使 F2a

多肽位点充分裂解。 
在确定前期构建成功后，首先进行淋巴细

胞分离和转导实验，对分离得到的淋巴细胞进

行 3 次感染，每次 48 h，以增加感染效率。感

染结束后，使用含有 CD40L 和 IL-21 细胞因子

的 IMDM 培养基进行培养，培养 1 周后取上清

进行 ELISA 检测，结果显示上清中存在与

GSWW15 PRRSV 病毒抗原反应的抗体，说明

淋巴细胞中存在能够分泌抗体 B 细胞，且经过

3 周的培养，淋巴细胞存活率较高。 
将转导后培养的淋巴细胞通过磁珠法进行

B 细胞分选，收获的 B 细胞进行再次转导和培

养。在 B 细胞分选后培养过程中，通过观察发

现，分选得到的 B 细胞相对于使用常规方法培

养的 B 细胞，细胞状态明显优于前者，且在培

养基中存在细胞聚集的情况，可能是细胞分裂

聚集所致。但是通过细胞计数发现，细胞总数没

有明显的升高，反而略有下降，造成此结果的原

因可能是细胞在培养过程中未转导 BCL-6-XL
基因的 B 细胞死亡，也有可能是淋巴细胞直径

较小，导致细胞计数仪计数存在误差，或者是

其他原因需要进一步验证。已有结果说明此方

法能够顺利进行下一步单克隆筛选阶段。按照

50 个细胞/孔，在 96 孔板中培养，通过 ELISA
方法鉴定，如果哪个孔为阳性，那么就将此孔

细胞稀释，按照 1 个细胞/孔，在 96 孔板中培

养，最终获得永生化单克隆 B 细胞。结果显示，

在 50 个细胞/孔的情况下只有一个孔为阳性，

此孔也将继续稀释进行单克隆筛选，但是整个

过程中细胞生长缓慢。阳性孔数少可能是因为

逆转录病毒滴度低等方面原因造成，需要在逆

转录病毒滴度等方面再次进行优化。 
本研究建立的逆转录病毒包装系统结合 B

细胞磁珠分选系统的单克隆 B 细胞永生化的方

法，成功检测到分选的 B 细胞中有抗体的分泌，
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并且能够进行后续单克隆化实验。为今后获得

分泌 PRRSV 病毒单克隆抗体的永生化 B 细胞

提供了有效的方法，具有一定的应用价值。 
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