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[摘 要] 目的：探讨 γc家族细胞因子对体外培养T细胞表型的影响，为过继免疫治疗体外细胞制备提供实验依据。方法：采
用健康人外周静脉血单个核细胞（PBMC），应用尼龙毛柱法、CD3磁珠阳性分选法、CD3磁珠阴性分选法和自然沉降法等4种方

法分选T细胞，比较各种方法获取的T细胞纯度、回收率和细胞增殖。用CD3/CD28免疫磁珠激活CD3+T细胞，γc家族细胞因子

分为 IL-2组和 IL-7、IL-15、IL-21混合组，比较两组T细胞扩增倍数和表型的差异。结果：CD3磁珠阴性分选的T细胞纯度显著高

于尼龙毛柱分选、CD3磁珠阳性分选、自然沉降分选[（94.06±1.07）% vs（86.74±1.06）%、（89.61±1.40）%、（88.48±1.86）%，P<0.05]，

自然沉降分选的T细胞回收率显著高于其余 3种分选法[（60.29±1.53）% vs（45.03±2.79）%、（20.15±3.41）%、（42.98±2.82）%，P<

0.05)，综合比较效果以自然沉降法为最优选择。IL-2组T细胞扩增倍数显著高于混合组[（262.6±143.2）vs（73.0±25.8）倍，P<

0.05]。混合组的早期记忆T细胞占总T细胞的比例、Tscm和Tscm-like、Tcm所占比例均显著高于 IL-2组[（55.6±1.82）% vs（39.6±1.52）%，

（16.6±1.82）% vs（9.8±1.30）%，（39.0±1.58）% vs（29.2±1.79）%；均P<0.05]。结论：自然沉降法从PBMC中分选T细胞具有低成

本、高纯度、高回收率的优势。IL-7、IL-15和 IL-21混合培养有利于早期记忆T细胞的生成，为肿瘤过继免疫治疗的体外细胞制备

提供了实验依据。
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Influence of γ-chain (γc) family cytokines on phenotypes of T cells in ex vivo culture
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[Abstract] Objective：：To explore the impact of γ-chain (γc) family cytokines (IL-2, IL-7, IL-15, IL-21) on T cell phenotypes in ex vivo

culture to provide experimental evidence for ex vivo cell preparation in adoptive immunotherapy. Methods: Peripheral blood mononu-

clear cells (PBMCs) were isolated from peripheral blood of healthy volunteers; nylon column sorting, CD3+ magnetic beads sorting,

CD3- magnetic beads sorting and natural sedimentation were used to sort T cells from PBMCs. The purity, recovery rate and viability of

T cells sorted by the above methods were compared. The CD3/CD28 magnetic beads-activated CD3+ T cells were cultured in AIMV me-

dium with IL-2 or mixed cytokines (IL-7, IL-15, IL-21). The expansion fold and phenotypes of T cells in ex vivo culture were detected

by flow cytometry. Results：：The purity of T cells sorted by CD3- magnetic beads sorting was significantly higher than that sorted by ny-

lon column, CD3+ magnetic beads sorting and natural sedimentation ([94.06 ± 1.07]% vs [86.74 ± 1.06]% , [89.61 ± 1.40]% , [88.48 ±

1.86]%, P<0.05); The recovery rate of T cells sorted by natural sedimentation was significantly higher than that by other three methods

([60.29±1.53]% vs [45.03±2.79]%, [20.15±3.41]%, [42.98±2.82]%, P<0.05). Comprehensively, the natural sedimentation method is the

best option. The ex vivo expansion fold of T cells in IL-2 group was significantly higher than that in mixed group ([262.6±143.2] times

vs [73.0±25.8] times, P<0.05). The proportions of early memory T cells, Tscm+Tscm-like and Tcm in the mixed group were significantly higher

than those in the IL-2 group ([55.6±1.82]% vs [39.6±1.52]%, [16.6±1.82]% vs [9.8±1.30]%, [39.0±1.58]% vs [29.2±1.79]%; all P <

0.05). Conclusion：：Natural sedimentation sorting has advantages of low cost, high recovery and purity. Mixed cytokines of IL-7, IL-15

and IL-21 are beneficial for production of early memory T cells. This study provides an experimental data of ex vivo T cell preparation

for cancer adoptive immunotherapy.
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近年来以基因修饰T细胞为代表的过继免疫治

疗（adoptive immunotherapy，AIT）快速发展，其中嵌

合抗原受体修饰T细胞（chimeric antigen receptor en-

gineered T cells，CAR-T）在恶性血液肿瘤中显示出惊

人的治疗效果[1]。理想的CAR-T细胞不仅能够直接

杀伤肿瘤细胞，还可作为稳定的记忆T细胞持续存在

于患者体内以防止癌症复发[2-3]。T细胞的分离、激活

和扩增方法以及细胞因子对培养细胞表型的影响与

CAR-T治疗效果密切相关。有研究[4]表明，与 IL-2相

比，γc家族其他细胞因子（如 IL-7、IL-15、IL-21）可诱

导生成低分化表型T细胞，杀伤性强、持久性好、抗肿

瘤效果佳。本研究观察 γc家族细胞因子对体外培养

T细胞的影响，旨在为制备良好抗肿瘤作用的T细胞

提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器

Ficoll淋巴细胞分离液（索莱宝生物科技有限公

司），尼龙毛（美国Polysciences公司），CD3磁珠（洛阳

惠尔纳米科技有限公司），1640 培养基、胎牛血清、

PBS 缓冲液（美国 Hyclone 公司），AIMV 培养基、

CD3/CD28免疫磁珠（Gibco公司），细胞因子 IL-2、IL-

7、IL-15、IL-21（美国PEPROTECH公司），CD3-FITC、

CD45RA-APC、CCR7-PerCP-cy5.5、CD95-PE鼠抗人

抗体及其同型阴性对照、Human CD3 T Cell Isolation

Kit（美国Biolegend公司），CFDA SE细胞增殖与示踪

检测试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司）。Midi-

MACS分选器、MS分选柱（德国美天旎公司），FACS-

Canto Ⅱ流式细胞仪(美国BD公司)，倒置显微镜 (日

本Olympus公司）。

1.2 外周血单个核细胞（PBMC）分离和CD3+T细胞

分选

健康人外周血由 5名健康志愿者提供。采集 40

ml 外周血于肝素抗凝管，Ficoll 密度梯度法提取

PBMC，取适量细胞上机检测CD3+T细胞含量，余细

胞均分成 4等份，分别采用尼龙毛柱法、CD3磁珠阳

性分选法、CD3磁珠阴性分选法和自然沉降法分选T

细胞，0.4%锥虫蓝染色，计数比较 4种分选方法的回

收率和细胞活性，用流式细胞术分析纯度。

尼龙毛柱法：1.5 g 尼龙毛置入 20 ml 玻璃注射

器，PBS平衡注射器，高压灭菌。1640培养基平衡柱

子，加入5 ml细胞悬液（2×106/ml），37 ℃培养箱中孵

育1 h。加入含5%胎牛血清的培养基洗脱柱子，收集

流出液，即为CD3+T细胞。

CD3磁珠阳性分选法：取 20 μl 预先洗涤的CD3

磁珠加入 100 μl PBMC悬液（1×108/ml）中，4 ℃孵育

20 min，MS分选柱置于MidiMACS分选器，加入待分

选细胞悬液，500 μl PBS洗脱3次。取下分选柱，PBS

缓冲液冲洗柱子，收集CD3+T细胞。

CD3磁珠阴性分选法：将10μl生物素标记的单克隆抗

人CD14/CD15/CD16/CD19/CD36/CD56/CD123/CD235

混合抗体加入100 μl PBMC悬液（1×108/ml）中，冰上孵

育15 min，加入10 μl亲和素标记的磁珠，冰上孵育15

min，MS柱磁性分选，收集从分选柱中流出的CD3+T淋

巴细胞。

自然沉降法：5 ml 细胞培养基重悬 1 × 107 个

PBMC加入培养瓶，置于 37 ℃、5%CO2培养箱静置 2

h，收集悬浮细胞。

1.3 T细胞的激活与扩增

CD3/CD28磁珠与自然沉降法分选所得T细胞

混合（磁珠∶细胞比为 1∶1），调整细胞密度为 5×106/

ml。实验分为 IL-2组和混合细胞因子组（以下简称

混合组），IL-2组加入 IL-2（300 IU/ml），混合组加入

IL-7、IL-15、IL-21（均为 25 ng/ml），AIM-V培养基培

养2周。定期观察T细胞的形态和培养基颜色，每周

0.4%锥虫蓝染色计数2次。

1.4 流式细胞术检测T细胞表型

分别取培养至第7天和第14天细胞（各5×106个

细胞），加入鼠抗人 CD45RA - APC、CCR7 - PerCP -

cy5.5 和 CD95-PE 抗体各 10 μl，室温下避光孵育 20

min，PBS 洗涤，400×g 离心 5 min，弃上清。500 μl

PBS重悬细胞，上机检测。每个标本用同型抗体作阴

性对照。

1.5 流式细胞术检测γc细胞因子对细胞增殖的影响

收集培养至第 5 天的 T 淋巴细胞于 15 ml 离心

管，加入1 ml羟基荧光素二醋酸盐琥珀酰亚胺脂(car-

boxy fluorescein diacetate succinimidyl ester，CFDA

SE) 细胞标记液悬浮细胞，37 ℃孵育 10 min，再加入

10 ml完全培养基混匀，400×g离心去上清。加入 10

ml培养基重悬，取 5×106个细胞上流式细胞仪检测，

余细胞继续培养，于培养第10天再次上机检测。

1.6 统计学处理

采用 SPSS17.0软件进行统计分析，计量资料以

x̄±s表示，两样本间均数差异比较用两独立样本 t检

验，多组间比较采用ANOVA检验，Modfit软件分析

细胞周期和DNA倍率。以P<0.05或P<0.01表示差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 自然分选法分选T细胞的效果最优

流式细胞术检测结果显示：（1）尼龙毛柱法、CD3

磁珠阳性分选法、CD3磁珠阴性分选法和自然沉降
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法的 T 细胞纯度依次为（86.74 ± 1.06）%、（89.61 ±

1.40）%、（94.06 ± 1.07）%和（88.48 ± 1.86）%，均高于

PBMC 中 T 淋巴细胞的（60.73 ± 0.70）%（t=77.94，

38.03，53.65, 29.81；均P<0.05），以CD3磁珠阴性分选

的 T细胞纯度明显高于其余 3种方法（t=9.23，4.74，

4.55；均P<0.05），自然沉降法与CD3磁珠阳性分选法

和尼龙毛柱法相比差异不明显（t=1.08，1.80；均 P>

0.05）；（2）4组T细胞回收率依次为（45.03±2.79）%、

（20.15±3.41）%、（42.98±2.82）%和（60.29±1.53）%，自

然沉降法显著高于余 3种方法（t=2.75, 3.79，2.90；均

P<0.05）；（3）经锥虫蓝染色计数后，4种方法所得T细

胞活性分别为（97.21 ± 0.82）% 、（97.99 ± 1.11）% 、

（97.25±1.07）%和（98.61±1.10）%，差异无统计学意义

（P>0.05）。综合比较4种分选方法的T细胞纯度、回

收率和细胞活性，自然沉降法为最优选择。

2.2 γc细胞因子混合培养更利于早期记忆T细胞的

生成

根据 T 细胞表型，CD95-CD45RA+ CCR7+为 Tn，

CD95+ CD45RA+ CCR7+ 为 Tscm 和 Tscm-like 之和，CD95+

CD45RA- CCR7+为 Tcm，CD95+ CD45RA-CCR7-为 Tem、

CD95+CD45RA+CCR7-为Teff，本研究数据来源于 5组

实验，培养至第 14天T细胞表型的代表性结果见图

1A（IL-2组）和图1B（混合组）。流式细胞术检测结果

显示，IL-2 组 T 细胞亚群为：0%Tn、8%Tscm和 Tscm-like、

32%Tcm、31%Tem、29%Teff；混合组T细胞亚群为：0%Tn、

15%Tscm和Tscm-like、40%Tcm、27%Tem、18%Teff 。混合组的

早期记忆T细胞、Tscm和Tscm-like、Tcm所占总细胞的比例

均显著高于 IL-2组[（55.6±1.82）% vs（39.6±1.52）%，

（16.6 ± 1.82）% vs（9.8 ± 1.30）% ，（39.0 ± 1.58）% vs

（29.2±1.79）%；t=15.119，6.8，8.617；均P<0.05]。结果

表明，混合组比 IL-2组更利于早期记忆T细胞的生

成。

A：IL-2 group；B：Mixed group

图1 培养第14天γc细胞因子对T细胞表型的影响

Fig. 1 Influence of γc family cytokines on T cell subsets

observed on d 14

2.3 γc细胞因子混合培养T细胞扩增倍数低于 IL-2

细胞计数结果（图 2）显示，培养至第 14天，IL-2

组T细胞扩增倍数显著高于混合组（262.6±143.2）vs

（73.0±25.8）倍，t=2.913，P<0.05），表明在 IL-2 作用

下，T 细胞的扩增效果更好。 IL-2 组最高可获得

4.87×109个T细胞，混合组可获得1.09×109个T细胞，

所得T细胞数目均满足后续实验研究。

*P<0.05 vs IL-7+IL-15+IL-21 group

图2 培养第14天γc细胞因子对T细胞扩增倍数的影响

Fig. 2 Influence of γc family cytokines on T cell expansion

fold observed on d 14

ModFit 软件分析细胞周期和DNA倍数结果（图

3）也表明 γc细胞因子对T细胞增殖的影响。培养至

第 5天时，IL-2组和混合组的细胞增殖没有差异（图

3A），然而第 10天时，混合组细胞大多增殖至第 6、7

代（图 3B），IL-2组细胞大多增殖到 8、9代（图 3C）。

分析增殖指数（PI）表明，IL-2组与混合组细胞增殖差

异明显，IL-2能够更有效的促进T细胞的增殖，混合

细胞因子可能延缓T细胞分化，使之更具有分化为早

期记忆T细胞的潜力。

3 讨 论

基因修饰T细胞的过继转移是一种非常有前景

的癌症治疗方法[5]，近年靶向CD19 CAR-T细胞在B

细胞恶性血液肿瘤中取得了显著的临床疗效[1-7]。尽

管早期临床数据令人鼓舞，影响CAR-T细胞抗肿瘤

活性的因素仍然需要探索和优化。当前用于过继免

疫治疗的T细胞主要是终末分化的效应T细胞（T ef-

fector cell，Teff），但近期的研究[8]表明，Teff可能不是过

继免疫治疗的最佳细胞。低分化记忆T细胞具有良

好的体内增殖能力和存活能力，不但体内杀伤作用

佳，而且有记忆功能、发挥持久的抗肿瘤作用。

T细胞的体外制备，首先是分离、激活、扩增。早

期的T细胞分离采用尼龙毛柱法，利用T细胞的非黏

附性将其从PBMC中分选出来。CD3磁珠阳性和阴

性分选法是在磁场作用下利用相应磁珠保留T细胞

或弃去非T细胞。自然沉降法则是利用单核细胞贴

壁、淋巴细胞悬浮的特点分选。近来研究者采用
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CD3 磁珠阳性分选法分选 T 细胞，最高纯度达

98.1%，回收率（91.6±6.8）%；本研究运用此方法，最高

纯度为 90.57%，回收率仅为（20.15±3.41）%，可能与

选用国产CD3磁珠有关。CD3磁珠阴性分选法所得

T细胞纯度最高可达95.30%，但2次冰上孵育影响细

胞活性，不利于后续研究。自然沉降法最高纯度

90.00%，回收率为（60.29±1.53）%，在4种方法中回收

率最高，且分选所得T细胞经2周培养纯度最高可达

99.92%。比较 4种方法的分选成本、耗时、细胞活性

和纯度，自然沉降法为最优选择。

A: Culture on 5 d; B: Culture on 10 d in Mixed group; C: Culture on 10 d in IL-2 group

图3 γc细胞因子对T细胞增殖的影响

Fig.3 Influence of γc family cytokines on the proliferation of T cells

细胞因子对体外T细胞培养扩增发挥重要作用。

常见的 γc受体细胞因子包括 IL-2、IL-7、IL-15和 IL-

21[9]，IL-2一直被广泛用于T细胞体外制备。有研究

者[10]利用低浓度 IL-2生成高比例的早期记忆T细胞，

但细胞扩增倍数不理想，可能与 IL-2通过增加调节

性 T 细胞和耗竭记忆性 T 细胞产生负调控作用有

关[10]。IL-15的 β链介导 Jak1和 Jac信号通路，促进T

细胞增殖，且 IL-15a受体有助于降低Fas诱导的细胞

凋亡和激活引起的细胞死亡[11]。IL-21对中央记忆型

T细胞（T central memory cell，Tcm）的增殖和存活起关

键作用[12]。本研究依据此原理，在3个混合细胞因子

作用下，生成的早期记忆T细胞达 58%，扩增倍数最

高达 109倍；采用 IL-2培养，最高扩增倍数可达 487

倍，生成的早期记忆T细胞最高比例为42%。培养至

第 10天，IL-2组的增殖指数为 48.20，远高于混合细

胞因子组的 22.54，说明混合细胞因子可能有助于早

期记忆T细胞的生成。γc家族细胞因子的使用浓度，

不同公司（Peprotech，Miltenyi，R&D等）有所差别，本

研究为Peprotech公司产品，依据文献报道采用的实

验质量浓度为25 ng/ml。

效应细胞是过继免疫治疗的主体，直接影响抗

肿瘤免疫反应。早期记忆T细胞被定义为Tcm、Tscm-like

(T memory stem cell like cell)、Tscm (T memory stem

cell)的总和[10]，在抗肿瘤活性和建立免疫记忆潜能方

面具有明显优势[13]，可能会在未来的过继免疫治疗中

发挥重要作用。动物研究[14]表明，Tcm比Tem具有更长

的存活时间和更强的抗肿瘤反应。Tscm-like具备幼稚T

细胞和记忆T细胞的双重性能，在细胞增殖、体内存

活、细胞因子释放和抗肿瘤效果方面优势明显[15-18]。

Tscm具有持久的抗肿瘤作用、自我更新及扩增能力[19]。

本研究 γc 细胞因子混合培养生成了 18% 的 Tscm 和

Tscm-like与 40%的Tcm，早期记忆T细胞百分比为（55.6±

1.82）%，远高于 IL-2作用下的（39.6±1.52）% ；混合培

养组早期记忆T细胞百分比的最低值为19%的Tscm和

Tscm-like与 37% 的 Tcm，亦高于 IL-2 组的最高值 11% 的

Tscm和Tscm-like与31%的Tcm。本研究为过继免疫治疗的

体外细胞制备提供了实验依据。
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