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摘要 人类遗传资源具有重要的生命科学和医学研究及应用价值, 国际不同民族群体遗传多样性研究具有重要

意义, 中国不同民族在民族渊源、语言、地理环境、生活习俗乃至生理表型和疾病易感性等方面存在差异, 为医

学与健康研究提供丰富的遗传资源材料. EB病毒(Epstein-Barr Virus, EBV)转化的永生化B淋巴细胞为是保存人类

遗传资源的一种主要方式“中国不同民族永生细胞库”历时二十多年, 已经建成包括49个法定民族, 90多个群体,
6126人份的永生细胞株的样本库. 作为重要的国家战略资源, 中国不同民族永生细胞库及其来源的核酸为中国人

群遗传结构特征、基因变异、表达和功能等研究和应用提供研究材料, 展现在药物发现、疫苗、抗体和干细胞

等领域的应用潜力, 显著促进中国在人类遗传资源的国际交流与合作, 并伴随着高通量测序和基因编辑等先进技

术的发展, 将为人类生命科学研究和临床转化应用提供更具广阔前景的工具和资源.
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遗传多态性是指生物基因组长期进化过程中积累

起来的遗传变异. 这些变异可以是有益, 中性或有害,
其中一些被保存下来, 导致不同种族、群体和个体间

基因组的差异, 这就是人类遗传多样性, 不同民族群

体遗传多样性研究具有重要意义. 人类是一个具有多

样性的群体, 人类基因组具有高度的变异性, 基因组

多样性的研究是疾病基因组的重要组成部分, 对阐明

不同人群或个体在疾病的易感性和抵抗性方面的差异

有重要意义. 研究、比较不同人种、人群的基因组, 这
就是“人类基因组多样性计划(Human Genome Diver-
sity Project, HGDP)”的主要内容.

中国历史悠久、地域辽阔, 是公认的人类遗传资

源大国, 有14亿人口, 56个民族, 汉族占总人口91.5%,
55种少数民族占人口8.5%. 这些民族在民族渊源、聚

居地、语言、文化风俗等方面各有其特点. 中国不同

民族群体大多具有百年甚至千年历史的聚居地区, 其

中一些民族群体由于一些特殊的地理、历史原因, 形

成多年的饮食习惯和生活习俗, 并多在群体内通婚,
从而形成许多独特的遗传隔离人群, 为进行隔离人群

遗传研究提供丰富的资源. 由于近年来交通的改善和

社会进步, 以及不断增加的与外界通婚及迁移等原因,
使不同民族群体独特的基因组特征面临消失的危险,
对这些宝贵遗传资源的保存成为一项抢救性的工作,
如果研究者们现在不做, 将永远失去保留完整的中国
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不同民族群体独特基因组多样性的机会. 我国在人类

遗传资源保存和利用方面已开展的工作与国际上的差

距不大, 是中国基因组研究中最有特色的一块, 也是最

受国际关注的一块, 是我国参与乃至逐渐主导国际人

类遗传资源和基因组学等国际交流与合作的基础.

1 中国不同民族永生细胞库的建设

“中国不同民族永生细胞库”是主要由国家自然基

金重大项目和科学技术部支持的中国人类基因组项目

的组成部分, 从1994年启动的国家自然基金重大项目

“中华民族基因组中若干位点基因结构的研究”第一子

课题“中华多民族基因组的保存”到于1999年2月正式

启动的国家自然基金重大项目“民族基因组的构和功

能研究”第一分题“中华民族基因组的保存与多样性的

研究”的完成, “中国不同民族基因组的保存”一直作为

国家支持的重大项目. 承担项目的三个单位是中国医

学科学院&北京协和医学院医学生物学研究所(以下简

称“昆明所”)、中国科学院遗传与发育研究所和哈尔滨

医科大学, 项目负责人为昆明所褚嘉祐教授.
从1994年开始, 在二十多年的时间里, 以“中国不

同民族基因组的保存”开始的10年获得国家启动经费,
以后三个研究单位科技工作者继续艰苦努力, 通过不

同途径的科研经费获得对项目的支持. 中国不同民族

永生细胞库的建立和研究遵循“知情同意”的原则, 依

据各民族群体及其支系的历史源流和聚居地, 按照严

格的民族选样标准. 目前所构建的“中国不同民族永生

细胞库”已经建成包括49个中国法定民族, 90多个民族

分支群体, 6126人份永生细胞株的样本库. 为了更加安

全、完整地保存中国各民族的基因组资源, 避免因某

个单位的永生细胞库发生意外情况而遭受损失, 项目

组进行三个单位的细胞库的部分细胞株交换和异地保

存, 成功地建立细胞株交换保存的工作程序
[1]. 昆明所

永生细胞库, 保存其中绝大多数民族群体的永生细胞

株
[2,3].
在建立的民族群体细胞库和DNA库的基础上, 项

目组进行广泛、深入的遗传多样性研究, 对部分民族

群体进行一些民族源流及相互关系、中国不同民族之

间的遗传关系和遗传多样性特征、以及疾病易感基因

遗传多态性的研究, 其中包括中国和亚洲民族. 2002
年, Science率先报道包括中国不同民族永生细胞库在

内的全世界不同人群的类淋巴母细胞系(lymphoblas-
toid cell lines, LCLs)样本库建立工作

[4]; 在此之后, 基
于中国不同民族永生细胞库也开展研究, 在国际知名

学术刊物发表一系列具有代表性的论文, 例如1999年,
American Journal of Human Genetics上报道针对现代

人到达东亚的时间和性质以及随后向东亚扩张的模

式
[5]; 1999年在Human Genetics报道利用Y染色体的遗

传标记对三个不同支系的藏族群体进行遗传源流分

析
[6]; 2000年PNAS报道依据Y染色体对中国台湾及东

南亚居民起源及迁徙的研究
[7]; 2022年在BMC Biology

上发表利用不同民族全外显子组测序数据, 系统分析

云南多个少数民族的遗传多样性, 为三谱系起源假说

提供新的证据
[8]; 2023年Nature报道基于不包含36个

中国少数民族的58个核心样本的人类泛基因组图谱,
充分展示中国民族永生细胞库在复杂疾病定位和揭示

人类进化的新线索中的巨大的应用潜力
[9]. 基于中国

不同民族永生细胞库开展的研究已在国际和国内期刊

累计发表200多篇论文, 并出版3本专著
[10]. 相关工作

还获得2005年和2007年国家自然科学二等奖, 以及多

个省部级科技奖励. 2023年中国不同民族永生细胞库

得到《中国人类遗传资源保藏审批决定书》, 细胞库

的采样、保藏和应用研究得以进一步标准化、规范化

和顺利进行(表1).

1.1 知情同意和采样

在项目实施过程中, 为建立中国人永生细胞株开

展的样本采集程序均遵守国家关于采集人类遗传资源

的规定, 在采样前得到相关部门伦理委员会的批准以

及国家人类遗传资源管理部门的批准. 与志愿者签署

《知情同意书》时, 一般均有同时精通本民族语言和

汉语的医疗机构人员在场协助以保障完整准确的语言

交流沟通及知情同意.
从早期的《人类遗传资源管理暂行办法》(国务

院办公厅, 1998年6月)到《中华人民共和国人类遗传

资源管理条例》(国务院, 2019年7月)及《人类遗传资

源管理条例实施细则》(2023年7月), 项目组不断遵照

相应的要求, 更新知情同意书等申报和审批材料, 完善

永生细胞库的采集和保藏要求, 中国医学科学院的中

国不同民族永生细胞库按最新要求于2023年6月获得

细胞库保藏和关联性采集所需的中国人类遗传资源保
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表 1 部分已建立的中国不同民族永生细胞和采样地点(截止到2022年4月)
Table 1 Established immortal cell lines and sampling location of different Chinese ethnic groups (April 2022)

序号 民族群体 三机构细胞株数
a)

昆明所保存细胞株数 保存地点
b)

采样地点

1 阿昌族1 93 93 昆明 云南省芒市

2 阿昌族2 75 75 昆明 云南省梁河县

3 白族1 33 33 昆明 云南省洱源县

4 白族2 62 62 昆明 云南省大理市

5 布朗族1 54 54 昆明 云南省勐海县

6 布朗族2 136 136 昆明 云南省勐海县

7 布朗族(克木人) 148 148 昆明 云南省勐腊县

8 布依族1 64 49 哈尔滨、北京、昆明 贵州省黔南布依族自治州

9 布依族2 258 258 昆明 贵州省册亨县

10 朝鲜族 58 55 哈尔滨、昆明 吉林省延边朝鲜族自治州

11 达斡尔族 56 40 哈尔滨、昆明 内蒙古自治区呼伦贝尔市

12 傣族1 39 39 昆明 云南省勐海县

13 傣族2 17 17 昆明 云南省景洪市

14 傣族3 74 74 昆明 云南省芒市

15 傣族4 55 55 昆明 云南省瑞丽市

16 傣族(花腰傣) 101 101 昆明 云南省新平县

17 德昂族 122 122 昆明 云南省芒市

18 东乡族 133 133 昆明 甘肃省榆中县

19 东乡族 65 50 北京、昆明 甘肃省东乡县

20 侗族 50 49 北京、昆明 广西壮族自治区三江县

22 独龙族 72 72 昆明 云南省贡山县

23 鄂伦春族 38 38 哈尔滨、昆明 内蒙古自治区阿里河自治县

24 鄂温克族 43 41 哈尔滨、昆明 黑龙江省讷河市

25 仡佬族 115 115 昆明 贵州省务川县

26 哈尼族 63 0 北京 云南省墨江县

27 哈尼族(爱伲人) 75 75 昆明 云南省勐海县

28 哈萨克族 64 52 哈尔滨、昆明 新疆伊宁哈萨克族自治州

29 汉族(福建) 58 0 哈尔滨 福建省闽清县

30 汉族(甘肃) 62 50 北京、昆明 甘肃省武威市

31 汉族(广东) 43 43 昆明 广东省韶关市

32 汉族(广东) 57 0 北京 广东省广宁县

33 汉族(河南) 60 0 北京 河南省方城县

34 汉族(湖南) 74 74 昆明 湖南省临武县

35 汉族(湖南) 59 0 北京 湖南省双峰县

36 汉族(山东) 53 53 昆明 山东省周平县

37 汉族(陕西) 58 0 北京 陕西省麟游县

38 汉族(四川) 56 51 哈尔滨、昆明 四川省乐玉县

39 汉族(浙江) 59 0 北京 浙江省缙云县

40 赫哲族 18 17 哈尔滨、昆明 黑龙江省同江市

41 回族(宁夏) 63 0 哈尔滨 宁夏回族自治区同心县
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(表1续1)

序号 民族群体 三机构细胞株数
a)

昆明所保存细胞株数 保存地点
b)

采样地点

42 回族(宁夏) 73 73 昆明 宁夏回族自治区吴忠市

43 回族(云南) 46 46 昆明 云南省通海县

44 基诺族 74 74 昆明、北京、哈尔滨 云南省景洪市

45 京族 94 94 昆明 广西壮族自治区东兴市

46 景颇族1 33 33 昆明 云南省芒市

47 景颇族2 139 139 昆明 云南省芒市

48 柯尔克孜族 57 50 北京、哈尔滨、昆明 新疆维吾尔自治区乌恰县

49 拉祜族1 46 46 昆明 云南省勐海县

50 拉祜族2 44 44 昆明 云南省勐海县

51 黎族 57 57 昆明 海南省白沙县

52 傈僳族 21 21 昆明 云南省福贡县

53 傈僳族 18 18 昆明 云南省贡山县

54 傈僳族 68 68 昆明 云南省泸水市

55 满族 65 50 哈尔滨、北京、昆明 辽宁省岫岩县

56 毛南族 21 21 昆明 广西壮族自治区环江县

57 蒙古族1 49 49 昆明 内蒙古自治区包头市

58 蒙古族2 54 54 昆明 内蒙古自治区东胜区

59 蒙古族3 61 0 哈尔滨 内蒙古自治区海拉尔区

60 蒙古族(云南) 109 109 昆明 云南省通海县

61 苗族(贵州) 43 43 北京、昆明 贵州省松桃县

62 仫佬族 63 63 昆明 广西壮族自治区罗城县

63 纳西族 37 37 昆明 云南省丽江市

64 纳西族(摩梭人) 45 45 昆明 云南省宁蒗县

65 纳西族 146 146 昆明 云南省丽江市

66 怒族1 65 65 昆明 云南省贡山县

67 怒族2 22 22 昆明 云南省福贡县

68 普米族1 82 82 昆明 云南省兰坪县

69 普米族2 98 98 昆明 云南省丽江市

70 羌族 48 48 昆明、北京 四川省茂县

71 撒拉族 71 71 昆明 青海省循化县

72 畲族 46 46 昆明 福建省福安市

73 水族 138 138 昆明 贵州省三都县

74 塔吉克族 63 50 北京、昆明 新疆维吾尔自治区塔什库尔干县

75 土家族 56 52 北京、昆明 湖北省来凤县

76 土族1 39 39 昆明 青海省互助县

77 土族2 60 60 昆明 青海省互助县

78 佤族1 57 57 昆明 云南省沧源县

79 佤族2 69 69 昆明 云南省西盟县

80 维吾尔族 60 50 北京、昆明、哈尔滨 新疆维吾尔自治区伊宁市

81 锡伯族 43 39 哈尔滨、昆明 新疆维吾尔自治区查布察尔县

82 瑶族(广西) 58 0 北京 广西壮族自治区都安县

83 瑶族(云南) 41 41 昆明 云南省勐腊县
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藏审批决定书.
对于中国不同民族, 遵循着行政区域的划分及相

关文献资料记载, 并咨询民族学家、语言学家和历史

学家意见后选择民族聚居地. 寻找三代以上(含三代)
都是该民族的志愿者, 这些志愿者应无明显遗传性疾

病、传染性疾病及心血管等疾病. 志愿者之间应无亲

缘关系.
汉族群体选择陕西省、广东省、湖南省、浙江省

和福建省等地的汉族. 在少数民族选择中包括中国法

定的56个民族, 并且考虑一些重要的支系. 涉及到主

要分布在西南、西北、中南地区的藏缅语系, 主要分

布在广西、云南、贵州、广东、海南和湖南南部的汉

藏语系下的侗台语族, 主要分布于贵州、广西、湖

南、云南、四川、广东、海南、湖北、江西等省的苗

瑶语系, 主要分布于云南等地的孟高棉语族中佤德昂

语支: 佤语、德昂语、布朗语, 以及分布于新疆、甘

肃、青海、内蒙古中的阿尔泰语系等.
每一样本有唯一编号和基本信息, 采样日期、

采样地信息, 并录入电子管理系统. 样本个人基本

信息包括 : 研究对象序号、姓名、性别、出生年

月、出生地点、民族、居住地、第一语言及其他

能说或能听懂的语言、研究对象家族其他成员信

息等. 其他特殊信息如具有的特殊表观表型、家族

是否有相关的疾病等.

建立中华民族永生细胞库样本的采集对象是中国

56个民族的健康个体. 细胞库建立早期采样数量较少,
近年来按计划, 每一民族采集100人左右. 原则上男女

各半, 考虑到男性同时具有X和Y染色体, 男性样本可

偏多些. 理论上讲, 应不限志愿者的年龄. 但出于对样

本量的要求和伦理等因素考虑, 本研究的志愿者年龄

多为18~55岁. 样本采集由具有从业资格的医护人员

进行, 采集志愿者外周静脉血, 用EB病毒转化外周血

B淋巴细胞. 永生细胞株转化成功后, 置于液氮冰箱中

保存.

1.2 永生细胞株的建立

永生细胞株的建立步骤主要包括淋巴细胞的转

化、冻存、复苏, 中国不同民族永生细胞库中对此建

立较为完整的技术体系
[10].

永生细胞株指的是原代培养物培养成功后, 可继

续传代下去,并且通过传代可无限增殖持续生存的细

胞系. 人B淋巴细胞是建立永生性细胞系的极好对象,
主要是因为B淋巴细胞容易获得, 转化程序简单, 转

化效率高. 目前国内外最常用的方法是使用EB病毒

(Epstein-Barr Virus, EBV)转化外周血B淋巴细胞
[11,12],

使其成为一种能连续分裂、永久生存的类淋巴母细胞

系(LCLs), 即永生细胞株. 人类和部分灵长类动物的成

熟B淋巴细胞上具有EB病毒的受体, EB病毒可以通过

(表1续2)

序号 民族群体 三机构细胞株数
a)

昆明所保存细胞株数 保存地点
b)

采样地点

84 彝族(四川) 49 48 北京、昆明 四川省布拖县

85 彝族(宁蒗) 47 47 昆明 云南省宁蒗县

86 彝族(云南石林) 116 116 昆明 云南省石林县

87 彝族(云南丽江) 128 128 昆明 云南省丽江市

88 裕固族1 55 50 北京、昆明 甘肃省肃南县

89 裕固族2 35 35 昆明 甘肃省肃南县

90 藏族(青海) 46 46 昆明 青海省贵南县

91 藏族(西藏) 62 62 昆明 西藏自治区拉萨市

92 藏族(云南中甸) 23 23 昆明 云南省中甸县

93 藏族(云南贡山) 48 48 昆明 云南省贡山县

94 壮族 55 55 昆明 广西壮族自治区百色市

合计 6126 5389

a) 昆明所、中国科学院遗传与发育生物学研究所、哈尔滨医科大学三个共同承担项目单位所保藏的永生细胞株合计; b) 有多个保存地点

表示该民族群体细胞株存在异地交换和共同保存.
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结合B淋巴细胞上的特异受体而感染B淋巴细胞, 导致

细胞无限制增殖. 在建立中国不同民族永生细胞库的

过程中, 建株的成功率超过95%. 一般采用含10% 二

甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)和20%胎牛血清

的细胞冻存液在液氮中冻存细胞, 每个细胞株一般冻

存2~3个代次, 每次10支, 作为种子细胞. 此后每1~2年
随即抽取细胞样本进行复苏和传代培养, 观察细胞的

生长状态和活性.

1.3 永生细胞的质量控制

永生细胞实行细胞代次控制: 目的是保持永生细

胞株的生物学和遗传学的正常特性, 本团队建立永生

细胞株三级种子库的概念并按此标准进行质量管理.
永生细胞的支原体检测

[13,14]: 支原体污染是永生

细胞库的最主要危险, 严重时可使整个细胞库毁于一

旦. 除在操作中注意每一步骤外, 适时进行检测也是

十分必要的. 检测支原体污染的方法有很多, 如细胞

培养法、免疫检测法、间接DNA染色(Hoechst33258
染色)法及PCR(polymerase chain reaction)法. 目前常用

的检测方法是细胞培养法和PCR法, 前者操作较为麻

烦, 但结果准确可靠. 后者快速且灵敏, 但只能扩增引

物所涵盖的特定支原体种类. 在实践中往往这两种方

法结合使用, 交叉验证
[10].

永生细胞的遗传稳定性: 细胞株的遗传特征是否

保持稳定关系到使用永生细胞株进行科学研究的可靠

性, 这常常通过染色体分析和分子标记来进行检测, 包
括: (ⅰ) 染色体显带技术: 核型分析采用通用的染色体

G带显色方法(G-banding), 也称为Giemsa染色. 本团队

对已建的细胞株前50代随机抽样, 经染色体核型G带
分析, 均为正常的二倍体核型. 有学者将EB病毒转化

人B淋巴细胞6~58代划为前永生细胞株, 绝大部分具

有正常的二倍体核型; 而后永生细胞株(167~509代)拥
有异常核型的克隆

[15,16]. (ⅱ) 应用微卫星检测永生细

胞的遗传稳定性
[15,17]: 微卫星DNA又被称为短串联重

复序列(short tandem repeat, STR), STR位点选取文献

报道的高突变(突变率>0.09%)的13个STR位点, 对核

基因组进行微卫星不稳定性检测. 本团队对已建的细

胞株前50代随机抽样, STR位点进行扫描检测, 证明其

质量稳定可靠. (ⅲ) 在长期传代的永生细胞株中的检

测端粒酶活性: 端粒酶是一种特殊的核糖核蛋白逆转

录酶, 能复制染色体末端的端粒结构, 保持染色体的

稳定性
[18,19]. 本团队对所建立的永生细胞株检测结果

为细胞株在80代以前未有端粒酶活性的检出.

2 永生细胞的应用

实验证明, 永生细胞可以无限制地不断提供研究

用的DNA, 以及淋巴细胞中表达的RNA和蛋白质, 永

生细胞在传代180代以内仍然保持二倍体核型, 保留着

供体对象的遗传稳定性. 国际上公认应用100代以内的

永生细胞进行的研究能够代表供体的基因组.
转化成功的永生细胞株有着广泛的用途. 除参与

国际国内合作外, 还是进行基因结构与表达和功能、

遗传多样性和进化起源、分子病因学、免疫学、肿瘤

疫苗、药物基因组学研究及药物筛选评价模型、再生

医学和转化医学、全人单克隆中和抗体及EBV致病机

理等研究领域的好材料.

2.1 中国不同民族永生细胞库用于遗传多样性研
究和国际合作

中国不同民族永生细胞库向国内多家研究机构提

供细胞、DNA和技术支持, 此外, 经国家人类遗传资

源有关部门批准, 2001年中国人类基因组项目与位于

巴黎的欧洲人类基因组多样性研究中心(Center d’
Etude du Polymorphis Humain, CEPH)签订合作协议,
中国提供149株永生细胞给CEPH. 欧洲人类基因组多

样性研究中心项目(HGDP-CEPH)始于20世纪90年代

初, 聚焦于人类种群的遗传多样性, 并确定与不同疾病

相关的遗传标记. 中国提供的这149株LCLs, 经检测都

达到国际认可的细胞质量标准, 由这些细胞提取的

DNA已为许多国际研究机构所使用, 参与国际合作研

究, 2011年CEPH经不完全统计,有超过150篇论文中使

用中国提供到CEPH的永生细胞株.
中国科学家作为人类基因组组织机构泛亚SNP协

会(The HUGO Pan-Asian SNP Consortium)成员, 参与

泛亚SNP协会的国际合作研究, 2009年, 采用中国不同

民族永生细胞株开展的研究在Science发表论文“Map-
ping human genetic diversity in Asia”, 该论文通过SNP
分析获得亚洲人类SNP遗传多样性图谱, 并以此分析

亚洲人群的历史迁移路线, 其中东亚人群中14个群体

共计132株永生细胞来自于中国不同民族永生细胞

库
[20].
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通过CEPH提供的上述中国不同民族14个群体共

计132株永生细胞所提取的DNA, 中国不同民族永生

细胞库实质性参与国际人群结构和人群多样性研究等

国际合作. 2008年, Li等人
[21]

用全基因组多态性分析世

界人群间关系, Jakobsson等人
[22]

使用来自HGDP-
CEPH的485个个体样本分析各人群的全基因组SNP基
因型、单倍型和拷贝数目多态性. 同样采用上述包括

中国不同民族永生细胞库的样本, 论文发表于Science
和Nature.

中国研究团队也对不同民族永生细胞库中的一些

群体也进行全外显子测序, 昆明所与复旦大学团队合

作进行民族源和流的分析, 证明云南氐羌起源的人群

可能是在6700年前从藏区迁移过来, 百越与氐羌的遗

传距离估计为7000年, 百越与百濮的遗传距离估计为

5500年, 百濮居群相对孤立. 但云南少数民族内部可

能因生活环境和生活习惯长期影响引起遗传差异, 这

些遗传上的变异可能与疟疾适应相关, 相关结果在

2022年BMC Biology发表
[8]. 此后, 应用中国不同民族

永生细胞库, 复旦大学、西安交通大学、中国医学科

学院等26家单位联合发布中国人群泛基因组联盟

(Chinese pangenome consortium, CPC)一期研究进展“A
pangenome reference of 36 Chinese populations”, 2023
年发表于Nature[9]. 该研究初步构建我国人群的泛基因

组参考图谱, 新鉴定580万个点突变和小变异, 并发现

目前通用参考基因组上缺失的参考序列, 进一步揭示

中国人群中与适应性演化、DNA修复、免疫反应、

寿命等表型或功能相关的基因序列.

2.2 利用永生细胞进行疾病基因的研究

由于细胞库的多群体性, LCLs非常适合用于为关

联分析提供对照, 进行疾病致病基因的寻找. CEPH的
细胞库样本曾被作为对照, 用以发现伊朗群体中区别

于世界其他群体的特殊的SNP. 并结合功能讨论这些

SNP和疾病的相关性, 以求发现潜在的疾病关联位

点
[23]. 在研究一些特定居住地群体与自然条件相关的

基因多样性也有重要作用. 如在印度群体中, 永生细

胞作为对照样本, 用于发现低氧适应相关基因
[24]. 在

世界范围内, 研究环境温度对人类种群发育和免疫力

的影响, 并寻找影响作用的基因和产生选择的多态性

位点
[25]. 同时这一细胞库也用于改进全基因组关联分

析时的策略, 以期能更好地发现基因和疾病的关联.

如: 研究人群特点对关联分析和连锁情况的影响, 为

疾病的关联和分析提供前期基础
[26~28]. 随着二代测序

分析技术的发展, HGDP-CEPH永生化细胞产生的数

据, 也用于探索染色体的结构改变和疾病的关系. 如

用LCLs探讨染色体缺失和疾病的相关性
[29], 或进行基

因拷贝数变异(copy number variation, CNV)及与疾病

发生的相关性研究
[30,31]. 同时, 由于HGDP-CEPH细胞

株包含世界性群体的信息, 还用于在世界范围内分析

与疾病相关的SNP在全球范围内的分布情况, 如糖尿

病的遗传风险位点筛选
[32]. 并通过比较世界范围内不

同群体中发生的自然选择作用, 来阐述疾病和遗传变

异的关联关系
[33,34].

中国团队利用中国不同民族永生细胞库中的不同

民族样本作为基本背景与采集病例对照, 对蒙古族、

傣族和东亚群体的高血压易感位点进行研究
[35~38],

发现民族易感的一些高血压基因 , 如FAM110D
和ADD1[39]. 其中FAM110D和血压的相关性没有在其

他民族群体中被观察到. 同样利用细胞库资源对云南

民族群体的β珠蛋白基因进行民族多样性研究, 为中

国少数民族地中海贫血的筛查和诊断分析提供遗传基

础
[36].
此外, LCLs还可用于研究癌症的发生机制、肿瘤

免疫逃逸机制. 在研究某些类型的癌症时, 特别是和

EB病毒感染相关肿瘤如淋巴瘤和鼻咽癌等方面具有

特别的价值. LCLs可用于发现EB病毒导致的淋巴细胞

增生疾病的发病机制和治疗方案: 如激活某种特异T
细胞可有效杀死EBV转化的自体淋巴母细胞B细胞系,
而某些T细胞却可以诱导EBV转化的淋巴母细胞B细
胞系增生

[40,41]. 也有学者用基因编辑的方法对EB病毒

引起的肿瘤进行治疗
[42], 或用特异性抗体对EBV引起

的淋巴肿瘤进行靶向治疗
[43]. LCLs也可用于对自身免

疫相关疾病的研究: 如对多发性硬化的发生机理的探

讨. 多发性硬化症(multiple sclerosis, MS)被认为是由

遗传易感性和个体的环境因素引发的. EB病毒感染是

MS后续发展的主要危险因素, 研究来自MS感染个和

对照组的EBV-LCLs的差异基因表达可发现MS的致病

遗传位点和致病机理
[44]. LCLs还可以用于研究针对自

身免疫病的一些单克隆抗体, 如用系统性红斑狼疮

(systemic lupus erythematosus, SLE)患者外周血的单

个核细胞被Epstein-Barr病毒转化, 并测试由此产生的

多克隆B淋巴母细胞系对某些T细胞系膜抗原的抗体
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活性 , 以此研究对抗系统性红斑狼疮的单克隆抗

体
[45,46].

2.3 应用永生细胞进行药物、疫苗和干细胞的研究

EBV转化的永生化技术能够快速、高效、可靠地

生产无限数量的个性化细胞. 因此, LCLs被广泛用作

分子和细胞功能研究的生物材料来源, 能提供基因组

DNA, 以及大多RNA、蛋白质和系统生物学分析的无

限材料, 可用作各种医学研究的细胞培养模型, 除用于

分子和遗传学基础研究外, 在药物、疫苗和干细胞等

众多研究领域已有较广泛的应用, 尤其在高通量生物

学研究和大规模药物筛选领域展现出巨大的应用潜力

和良好的应用前景, 为生物科学研究提供强有力的支

撑作用
[3].

(1) 用于药物基因组学研究和筛选药物反应相关

基因. 在日趋发展的精准医学领域, 遗传变异是患者

对药物产生不同反应性的主要原因, 在个体和群体中

均表现明显, 如抗肿瘤药物和治疗心血管疾病的药物

的有效性和毒性常常呈现出个体和群体差异, 从群体

水平可发现遗传变异与药物反应性之间的关系和机

制. LCLs源于外周血B淋巴细胞, 代表宿主基因组的种

系变异, 采用LCLs进行的药物基因组学研究已经证明

人体对药物的反应性也是一种遗传性状. 与常见临床

试验样本相比, LCLs细胞模型具备可用样本量大、可

以覆盖多个种族和人群、细胞株的基因测序和基因分

型数据可以公开获得等优点, 是经济、高效的药物关

联基因筛选和验证系统. 基于LCLs的人类基因组高通

量测序和关联分析(genome wide association study,
GWAS)可以发现和识别影响药物反应性的新基因和

变异, 探究和描述药物剂量效应关系的分子基础.
(2) 用于发现抗肿瘤药物遗传标记. 抗肿瘤药物反

应性的体外研究以往主要集中在使用肿瘤细胞系来发

现体细胞突变与药物反应性之间的关联性, 虽然长期

以来已经确定肿瘤中的体细胞系突变(somatic muta-
tions)会影响药物的疗效, 但大量的研究积累表明生殖

系变异(germline variants)同样会影响抗肿瘤药物疗效,
甚至可能比体细胞系突变有更大的影响. 因此在肿瘤

药物基因组学中, 这两类突变均需要进行检测和鉴定,
从而最大限度地提高药物疗效, 并且最大限度地降低

药物的毒性和副作用.
尽管存在因组织表达差异性所致的一些药物转运

酶在永生化淋巴细胞中表达不高等局限性, LCLs模型

在早期就应用于卡铂、顺铂、酪氨酸激酶抑制剂等众

多抗癌药物的基因组学研究, 取得一系列重大发现. 例
如在早期的研究中, Wheeler等人

[47]
在2013年就使用

608株LCLs细胞模型, 通过对超过3000万个SNPs位点

的检测和GWAS研究, 分析抗肿瘤系列铂制剂在不同

人群中反应差异相关的遗传变异 , 发现NBAS和
KRT16P2分别与卡铂和顺铂的毒性相关联, 并进一步

证实BCL2, GSTM1, GSTT1, ERCC2和ERCC6等基因

变异与铂制剂反应性的关联. 此外, 一些研究还使用

LCLs模型陆续发现MGMT基因的SNP与替莫唑胺药

效的关联性, FKBP5表达水平与阿糖胞苷细胞毒性的

关联等. 研究人员使用680株来自千人基因组计划

(1000 Genomes Project)的LCLs, 采用高通量筛选、

GWAS和基因表达分析, 方法, 识别与44种FDA(U.S.
Food and Drug Administration)批准的常见抗癌药物反

应性密切相关的基因, 结果发现NQO1基因的SNP
rs1800566多态性可通过影响基因的表达和蛋白的活

性, 进而影响常见的药物反应信号通路, 从而与三氧化

二砷、厄洛替尼、曲美替尼, 以及紫杉醇+表柔比星

联合等常见抗癌药物的耐药性和患者的剂量反应性密

切相关, 可作为调节药效的治疗靶点. 该研究表明

LCLs可用于筛选和发现药物协同作用效应的生物学

标记物
[48].

(3) 用于发现抗心血管疾病药物遗传标记. LCLs
中存在有胆固醇稳态途径并发挥功能作用, 这是LCLs
适用他汀类药物遗传学研究的基础. 研究证明他汀类

药物抑制胆固醇生物合成作用中的关键转录因子

SREBF2通路的成分和效应受体LDLR存在于LCLs中;
此外, 他汀药物如辛伐他汀可导致LCLs细胞内胆固醇

降低, 并引起HMGCR和其他SREBF2靶基因的显著上

调, 还有, LCLs中LDLR细胞表面蛋白表达增加且与

LDL中载脂蛋白APOB减少相关
[49 ] . 使用LCLs的

GWAS分析发现MYLIP等基因位点与他汀类药物的

LDL-C反应性相关, 通过LCLs表达谱分析发现长非编

码RNARP1-13D10.2等他汀类药物诱导基因转录物表

达与体内他汀类药物反应存在相关性.
LCLs可同时提供遗传变异、RNA和蛋白基因表

达和细胞表型三个维度的信息及两两之间的关联性.
有研究团队利用480株LCLs细胞, 发现RHOA是一个新

的他汀类药物效应基因, 与LCLs供体的LDL-C水平相
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关联. 通过分析基因变异与细胞表型的关联性, 揭示6
个与辛伐他汀作用效应关联的表达数量性状位点(dif-
ferential expression quantitative trait loci, expression
quantitative trait loci, eQTL)和差异表达数量性状位点

(differential expression quantitative trait loci, deQTL),发
现影响肌酸代谢限速酶GATM的遗传变异位点和可能

的机制
[50].此外,该团队在随后的工作中,使用259源于

欧洲人和153个非裔美国人的LCLs的RNA-seq(RNA
sequencing)数据, 进一步确定TBC1D4, OAS1, GLUL等
15个基因的重要顺式cis-deQTL, 其中许多基因不仅与

他汀类药临床效应相关, 还在人类健康和疾病中具有

功能, 例如病毒防御、葡萄糖调节和对化疗药物的反

应等, 表明他汀类药物对多种生理和疾病状态可发挥

影响作用
[51,52].

LCLs在胆固醇药物基因组研究应用中还有一些

局限性, 包括LCLs中不存在参与他汀类药物激活和代

谢的SLCO1B1转运蛋白和酶, 如CYP3A4和CYP3A5, 这
使得LCLs不适合研究他汀类药物的药代动力学; 此外

LCLs不表达APOB 和胆汁酸生成的基因, 因此不能分

别模拟含APOB脂蛋白的合成或分泌或胆固醇降解和

排泄. 还有, 药物对LCLs细胞的作用和影响可能受到

EBV的对细胞的转化效应影响. 尽管有这些局限性,
LCLs已被证明是他汀类药物基因组学研究中有价值

的细胞模型, 可用于识别与胆固醇和脂蛋白代谢相关

的个体差异, 用于识别与他汀类药物反应细胞和临床

相关的遗传标记, 为评估遗传变异的功能提供独特的

遗传资源.
(4) 用于线粒体疾病药物筛选. 由于LCLs具有容

易从外周血获得和可无限增殖的特点, 尤其是携带

mtDNA突变的LCLs可以在细胞水平上永久保持其生

物学特性, 已获批或正在研发的线粒体药物中, 很大一

部分是小分子化合物. 因此LCLs作为线粒体疾病的药

物筛选模型具有明显的优点, 使用这种疾病细胞模型

可以大大提高线粒体药物发现的效率和准确性. Chin
等人构建五个含有mtDNA 点突变的永生化淋巴母细

胞系, 以评估使用患者来源的LCLs在线粒体疾病中发

现小分子药物的能力, 艾地苯醌作为一种辅酶Q(CoQ)
的类似物, 可增加有MT-ND1 m.3460G>A突变或MT-
ND4 m.11778G>A突变的Leber遗传性视神经病变

(Leber’s hereditary optic neuropathy, LHON)患者来源

LCLs的基础呼吸能力, 但在有MT-ATP6 m.8993T>G变

体的Leigh病细胞中则未观察到类似的现象
[51]. GNE-

7915是一种富含亮氨酸的重复激酶2(leucine-rich re-
peat kinase 2, LRRK2)抑制剂, 可以修复由与帕金森病

相关的LRRK2 p.G2019S突变引起的线粒体DNA损

伤
[53]. 这些结果表明携带mtDNA突变患者来源的

LCLs可能对同一药物表现出不同的敏感性, 也揭示淋

巴母细胞作为线粒体药物筛选细胞模型的潜在价值.
(5) 用于疫苗和抗体研究. 早期的研究发现LCLs

具有较强的抗原递呈能力, 激活细胞毒性T淋巴细胞

(CTL)从而激活细胞免疫, 在控制感染、肿瘤疫苗研

究和肿瘤细胞治疗中发挥作用. 由于几乎所有的EBV
基因表达产物都能在LCLs中找到, 这些EBV转化的B
淋巴细胞可作为有效的抗原递呈细胞(antigen-present-
ing cells, APC)尤其是在靶向EBV抗原的肿瘤治疗中

有重要的应用价值. 此外, LCLs细胞库丰富的遗传多

样性, 为肿瘤、自身免疫和抗感染免疫研究提供丰富

的HLA基因型资源和活的免疫细胞材料, 且LCLs具有

作为肿瘤睾丸抗原(cancer-testis Antigen, CTA)的潜在

用途. 早期的研究发现LCLs中具有CTA基因SSX4,
GAGE, SSX1等的表达, 尽管这些基因在LCLs中表达

水平不高, 但使用DNA甲基转移酶1抑制剂或与组蛋

白脱乙酰酶抑制剂联合使用可显著增加CTA的表达,
从而使LCLs 能够诱导CTA特异性T细胞反应, 由此可

以看出, CTA基因表达在LCLs细胞长期培养期间的稳

定性使LCLs成为血液肿瘤和实体瘤中癌睾丸抗原疫

苗的良好候选者
[54].

LCLs还广泛用于人的单克隆抗体制备, 尤其是采

用EBV转化人的记忆B细胞, 成功筛选多种传染病原

体的单克隆中和抗体, 例如抗SARS冠状病毒、流

感、HCV、基孔肯雅病毒等病原的单抗. 此外, 在自

身免疫疾病治疗中, 还可用于以获得抗Rh-抗原D的特

异性抗体.
(6) 用于制备诱导性多功能干细胞和精准医学研

究. LCLs具有快速生长、可分裂、不受有限生命周期

限制等特点, 可持续地获取大量同质的人类细胞系, 是
解决生物医药领域众多方向研究和应用的基础材料.
在此基础上, 通过诱导多能干细胞(induced pluripotent
stem cells, iPSCs)和基因编辑等技术使LCLs得以向更

多应用领域进行延伸. 其中一个重要的目的是设计和

制备具有某些遗传特征的细胞模型, 进而在疾病发生

机理和药物研发等领域开展更为全面、准确和系统的
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研究, 这不仅为再生医学提供强有力的研究工具, 也为

遗传病研究、个性诊疗、药物筛选等领域带来更多

机遇.
可再生体外细胞培养物如LCLs有助于人们研究

遗传对人类特征的影响. 然而, 细胞系在多大程度上能

忠实地保持供体的特异性表型仍存在争议, 尤其是

LCLs在经过EBV转化和传代培养中可能导致供体特

异性基因表达特征的丢失. LCLs具有通过使用细胞分

化方案模拟组织特异性生理学的潜力, iPSC系统是一

种替代方法, LCLs能无限地提供研究所需的DNA, 在

一定的代次内保持基因组的稳定性, 而且, 由于是活细

胞, 还能提供RNA, 并开展在活细胞上进行的功能研

究. 有研究通过对6个关供体的成熟 LCLs培养物重新

编程为iPSC, 表明重编程过程会导致LCLs供体特异性

基因调控特征的恢复, LCLs是生成iPSC的合适起始材

料
[55].对帕金森病患者的LCLs衍生iPSCs(LiPSCs)的研

究表明, LiPSCs与LCLs细胞相比, 基因组中体细胞变

异的出现没有显著差异, 并且LiPSCs可以通过使用直

接神经球转换方法(dNS方法)分化为功能神经元, 显示

出与成纤维细胞诱导的多功能干细胞(dermal fibro-
blast-induced pluripotent stem cells, DF-iPSCs)相似的

帕金森病表型, 表明LCLs是生成iPSC和模拟神经系统

疾病的强大工具, LCLs存储库可用作生成iPSC和疾病

模型的全球性资源
[56].

大量研究表明, LCLs展现出其在诱导多能干细胞

方面的潜力, LCLs可经过诱导后在保留细胞的基因组

特征的前提下, 形成具有分化为多组织能力的干性细

胞
[55~60]. Barrett等人

[57]
建立基于LCLs诱导iPSCs的高

效方法, 证明LCLs来源的iPSCs表现出与成纤维细胞

来源的iPSCs相同的特征, 在保留其基因型的同时, 表

现出正常的多能性, 并且易于分化为所有三种胚层细

胞类型. Choi等人
[59]

的研究进一步证实基于LCLs的
iPSCs没有发生EBV相关的基因整合, 也未在iPSCs中
检测到关键病毒蛋白的表达. Fujimori等人

[56]
利用从

两个来自健康供体和携带PARK2突变患者的LCLs克
隆中建立iPSCs, 且可分化为功能神经元, 并表现出与

皮肤成纤维细胞诱导的iPSCs相似的几种帕金森病表

型. 这表明可以基于病人来源的LCLs, 通过诱导成为

iPSCs, 从而可开展进行特定组织中的致病机制研究.
个性化治疗和精准医学常常要求具有源于患者自

身的有活性的生物学样本, 例如血液和手术样本, 但是

除肿瘤学研究外, 常常难以获得高质量的生物样本, 严
重制约个性化诊疗的发展, 尤其是对神经精神系统疾

病的个性化医疗, 脑组织的获取是困难的, 而且个体死

亡后所获得的脑组织常常具有不需要的生物学信号影

响. iPSC和LCLs是最常见的两种体外细胞来源和细胞

模型, LCLs与人iPSC衍生的神经元相比, 具有体细胞

突变少, 多克隆特性, 使用简便、经济, 培养和运输条

件要求低, 有大型健康和疾病队列样本, 有长期研究和

使用历史等, 每年有百篇以上文献报道. 因此, 尽管

LCLs具有与体外培养神经元细胞系或iPSC衍生的神经

元样细胞明显不同, 但LCLs保留一些原始工体的表观

基因组特征和表达谱特征, 仍然可以用于神经系统疾

病的基因组、蛋白组、代谢组和药物反应生物标记物

等研究
[61].重要的是,患者特异性LCLs可用于生成诱导

多能干细胞(iPSC), 而 iPSC又可用于创建特定细胞类

型以用于机制研究. LCLs诱导的iPSC在罕见病如Char-
cot-Marie-Tooth病(Charcot-Marie-Tooth disease type 1B,
CMT1B), 以及药物代谢CYP基因多态性人诱导多能干

细胞(hiPSC)系的建立和研究中得以成功应用
[62,63].

LCLs到iPSC重编程效率可通过方法的优化得以

明显提高, 例如使用表达OCT3/4, SOX2, KLF4, L-
MYC, LIN28, 小鼠多能转录因子p53DD的质粒和商

业化重编程介质, 可实现100%的重编程效率, 并且生

成的iPSC具有与人类ESC非常相似的转录和功能特

征
[64,65]. 基于oriP/EBNA-1的附加型载体的电穿孔也是

一种有效的基因传递方法, 可以将LCLs有效地重编程

为iPSC[66]. 使用优化的CRISPR激活(CRISPR activa-
tion, CRISPRa)激活内源性多能性因子可以减少这些

问题, 额外靶向胚胎基因组活性富集的Alu基序和

miR-302/367基因座可支持使用 CRISPRa对人类细胞

进行高质量的多能重编程
[67].

2.4 应用永生细胞进行基因编辑

LCLs细胞可利用以CRISPR/Cas9系统或PE系统

(prime editing system)为代表的基因编辑技术对LCLs
细胞进行基因敲除或基因敲入, 通过引入特定的基因

变异或多态性位点, 研究这些变异对基因功能和人类

疾病的影响, 建立疾病模型进而深入了解各种遗传疾

病的发病机制和研发治疗方法. LCLs和基因编辑技术

也可以进行药物基因组学细胞模型的研究, 通过对相

关通路甚至免疫相关基因的编辑, 高效地对药物或疫
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苗进行筛选, 以寻找特定亚群对药物的敏感性和耐药

性. 更重要的一点是, LCLs建立时所使用的B淋巴细

胞是来源于特定个体的血液样本, 可以通过基因编辑

或细胞重编程等策略, 形成诱导多功能细胞, 具有从

淋巴细胞扩展到其他组织细胞类型的能力和应用潜

力, 因此在LCLs细胞库的基础上开展的研究和测试将

会有助于开发个性化的医疗方案, 对个体的精准医疗

有着重要的意义.
除可以针对多种研究目的构建基于LCLs构建细

胞模型之外, 利用基因编辑技术也可以在LCLs上开

展EBV致肿瘤机制的研究. EBV感染全世界95%的成

年人, 与每年超20万例人类恶性肿瘤相关, 也是免疫

抑制相关淋巴瘤的主要感染病因
[68,69]. 但EBV诱导

B淋巴细胞的机制尚不完全清楚 , Ma等人
[42 ]

利用

CRISPR/Cas9系统地进行全基因组功能缺失筛查, 识

别对EBV感染LCLs细胞生长和生存至关重要的宿主

依赖因子, 为EB与宿主相互作用的研究提供资源, 并
强调基于基因编辑技术的筛查在人类肿瘤病毒研究

中的效用.
LCLs具有大量提供稳定基因组材料的特点, 可以

作为基因检测相关研究中标准质控品的制备. Zhou等
人

[70]
利用CRISPR-Cas9技术, 在LCLs细胞中定向引入

在α-地中海贫血中观察到的基因型缺失, 经编辑的淋

巴母细胞系可作为基因检测的标准质控材料.
在LCLs基础上进行基因编辑的技术也存在一些

挑战并经历发展. B淋巴细胞系通常由于不具有脂质

转染性而难以转染, 因此使得基因编辑甚至异位基因

表达或基因沉默都较为困难
[71,72]. B细胞、淋巴瘤细

胞和白血病细胞的细胞系通常被认为是难转染的细

胞. 通过逆转录病毒或非整合型病毒载体转染的方法

通常会存在生物安全以及伴随炎症样反应的问

题
[73~76], 而常规的电转法又常受到质粒大小及转染效

率较低的影响
[77,78]. Canoy等人

[79]
通过优化细胞培养

条件及优化电转染介质中的盐浓度和使用的质粒量,
实现分别约79%转染率和58%的活性率. Jiang等人

[80]

则是通过优化慢病毒包装及优化sgRNAs的生成和传

递, 优化在EBV转化中进行CRISPR/Cas9编辑的方法,
该方案在从多个不同的人类供体建立的LCLs中具有

高度的可重复性. 这些方法显著降低应用LCLs进行基

因编辑实验的技术难度, 使LCLs与基因编辑等先进技

术的结合具有更宽广的前景.

3 总结与展望

随着人类基因组研究不断引领科技发展, 生物样

本库在健康和医学事业中日益受到重视, 与此同时,
国内外对于人类遗传资源的保护与开发研究势头强

劲, 在众多生物样本库中, 人类永生细胞库具有巨大的

优势. 从无限量提供保持遗传特性的DNA、RNA的角

度, 其实更具有“生物银行(Biobank)”的价值. 人类几乎

所有疾病都是遗传与环境共同作用的结果, 中国不同

民族永生细胞库提供不同民族群体的遗传背景生物材

料, 对于疾病基因的研究具有很大意义. 在遵循国家人

类遗传资源管理要求的基础上, 细胞库的建设可由健

康人群向疾病人群扩展, 建立疾病家系的永生细胞系

进行深入的研究.
但建立人类永生细胞库对技术和设施仍有一定的

要求, 要求具备全年维持工作人员和稳定液氮供应, 还
需有严格的质量控制和管理, 因此在一些地区很难扩

大规模. 此外, 永生细胞系在研究上也有一些局限性,
如不适合做甲基化的研究等.

中国不同民族永生细胞库20多年来为国内科研院

所和大专院校提供一些民族群体细胞株提取的DNA,
但总的来说数量规模仍然做得非常局限, 希望随着我

国对生物样本库建设的投入加强, 中国不同民族永生

细胞库在健康与疾病研究中发挥更大的作用.
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Human genetic resources are of great research significance. Different ethnic groups in China have their characteristics in terms of
ethnic origin, settlement, language, culture, and customs. Due to the difference in founder effect, geographical environment and
lifestyle, there are differences in physiological phenotype and disease susceptibility among the Chinese ethnic groups, which provides
rich materials for medical and health research. For more than 20 years, the Immortal Cells Bank of Chinese Ethnic Groups has been
supported by the National Natural Science Foundation of China and by the Ministry of Science and Technology of the People’s
Republic of China. So far the cell bank includes a total of 6126 immortalized cell lines from 49 Chinese ethnic groups, which include
more than 90 Chinese ethnic subgroups. As an important national strategic resource, the Chinese immortal cell bank and the nucleic
acids derived from it provide research materials for the applied researches of genetic structural characteristics, gene variation,
expression and function of the Chinese populations, demonstrating the progress in discoverying drug, vaccines and antibodies, and the
application potential in stem cells research. In summary, the Immortal Cells Bank of Chinese Ethnic Groups has significantly
promoted China’s international exchanges and cooperation on human genetic resources. With the development of advanced
technologies such as high-throughput sequencing and gene editing, it will provide more resources and tools for human life science
research and clinical translation applications.

human genetic resources, ethnic groups, genetic diversity, lymphoblastoid cell bank, disease genes, vaccines and
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