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不同培养基对流式细胞仪分选外周血 T细胞的影响 *
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摘要 目的：通过探讨用于流式分选的 T细胞体外扩增的无血清培养基，提高过继细胞的增殖能力和活性。方法：采用人外周血淋

巴细胞分离管制备外周血单个核细胞，再用流式细胞分选仪从 6例健康志愿者的外周血单个核细胞中分选 CD3+T细胞到 4种常

用的培养基中：X-VIVO 15、KBM 581、TexMACS GMP和 10 % FBS/1640，观察并记录培养细胞的状态和体外增殖能力。于第 3

天，第 6天和第 8天，通过胎盼蓝染色后进行活细胞计数。于第 8天用凋亡试剂盒检测扩增细胞的凋亡情况，并用流式细胞分析

仪检测细胞的免疫表型。结果：X-VIVO 15、TexMACS GMP和 10 % FBS/1640作为流式细胞分选的接收液仅少量细胞碎片，而分

选在 KBM 581的细胞大量死亡，显著高于 X-VIVO 15组（P<0.05）。X-VIVO 15中扩增的细胞数量最多，增殖检测结果显示活细

胞在 X-VIVO 15中快速增殖且细胞凋亡率显著低于 KBM 581和 TexMACS GMP（P<0.05）。4种培养基扩增的细胞主要呈现效应
记忆型。其中，X-VIVO 15中效应记忆型 T细胞比例显著高于 TexMACSGMP（P<0.05）。TexMACS中效应细胞比例显著高于 10 %

FBS/1640（P<0.05）。结论：X-VIVO 15无血清培养基扩增流式分选的 T细胞具有高增殖能力、细胞活性和记忆表型，适用于经流

式分选后细胞的体外扩增。
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Influence of Various Medium to Avidity and Proliferation of T Cells Sorted
by FACS*

To improve the proliferation and activity of adoptive T cell by screening serum-free media for in vitro expan-

sion of flow sorting T cells. Peripheral blood mononuclear cells from six healthy volunteers were prepared by gradient centrifu-

gation using peripheral blood lymphocyte separation tube. The CD3+T cells from the peripheral blood mononuclear cells were then sorted

by flow cytometry into four commonly Lymphocyte culture medium, including X-VIVO 15, KBM 581, TexMACS GMP serum-free me-

dia and RPMI 1640 with ten percent of fetal bovine serum complete medium. The status of the cultured cells and the proliferation ability

of the cells in vitro was observed and recorded. On the 3rd, 6th and 8th days, viable cell counts were tested by trypan blue staining. On

the 8th day, apoptosis was detected by the Annexin V: FITC Apoptosis Detection Kit. The immune phenotype of the expanded cells in

vitro was detected by the flow cytometer. A small amount of cell debris was observed when X-VIVO 15, TexMACS GMP and

RPMI 1640 with ten percent of fetal bovine serum medium were used as the receiving medium for flow cytometry, while a large number

of dead cells were observed in samples sorted in KBM 581 (P<0.05). The number of cells expanded in X-VIVO 15 medium is more than

that of the other three media, and proliferation testing shows that live cells proliferate rapidly in X-VIVO 15 medium. Rate of apoptosis is

significantly lower than that of KBM 581 and TexMACS GMP (P<0.05). The expanded cells mainly show effect memory type in the four

different cultural environments. The rate of effect memory T cells in X-VIVO 15 medium was higher than that in TexMACS GMP(P<0.
05). The rate of terminal effector T cells in TexMACS GMP medium was higher than that in 10 % FBS/1640. Flow-sorted

T cells show higher proliferation capacity, viability and memory phenotype in X-VIVO 15 media, suggesting that X-VIVO 15 media is

suitable for in vitro expansion of cells after flow-sorting.
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前言

近年，细胞疗法迅速发展并成为一种新的抗癌药物[1]。T细

胞疗法是所有细胞疗法中使用最广泛的方法[2]。常用流式分选

（Fluorescence-activated cell sorting, FACS）从外周血分离出高

纯度的 T细胞亚群[3,4]。FACS可同时进行多个亚群分选，及一

些罕见细胞亚群研究[5]，但分选过程中需要对目标细胞所在液

流通电，对目标细胞的刺激较大[6]。为恢复细胞活性，一般接收

液使用含血清完全培养基[7]，而临床应用的细胞在培养过程中，

应尽量避免使用血清[8]。为优化细胞培养环境，提高 T细胞体

外扩增能力，已有研究报道不同培养基对磁性分选（magnet-

ic-activated cell sorting，MACS）或免疫密度梯度分选的 T细胞

的影响[9-12]，但国内外尚无关于用无血清细胞培养基扩增流式

分选的 CD3+T细胞的相关研究。故本研究比较 X-VIVO 15、

KBM 581、TexMACS GMP和 10 % FBS/1640培养基在体外扩

增流式细胞仪分选的 CD3+T细胞，检测细胞的体外增殖能力、

扩增细胞的凋亡情况和免疫表型。根据实验结果优化细胞体外

培养的培养基，为过继性 T细胞免疫治疗提供坚实的基础。推

而广之，也能为其他治疗用细胞亚群的培养及研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

外周血标本取自上海市公共卫生临床中心的健康志愿者，

共 6例，30~53岁，平均年龄 40.2岁。磷酸盐缓冲溶液（PBS），

细胞培养用抗生素 Antibiotic Antimycotic Solution，RPMI 1640

培养基和 KBM 581淋巴细胞无血清培养基购自美国 Corning

公司；人外周血淋巴细胞分离管购自达科为生物技术有限公

司；抗人 CD3-BV421、CD4-BV650、CD8-APC-H7、CD45RO-PE-

Cy7、CCR7-percp-eflour710、鼠抗人 CD3抗体（克隆号：HIT3）、

鼠抗人 CD28抗体（克隆号：CD28.2）、FITC Annexin V Apopto-

sis Detection Kit 购自美国 BD Biosciences 公司；eBioscienceTM

Cell Proliferation Dye eFluorTM670、CELLectionTMPan Mouse IgG

Kit (Dynabeads)和 DynaMagTM-15磁铁购自购自美国 Invitro-

gen公司；X-VIVO 15无血清培养基购自美国 Lonza Bioscience

公司；TexMACSTMGMP Medium 购自德国 Miltenyi 公司；Re-

combinant Human IL-2 GMP Protein、Recombinant Human IL-7

GMP Protein和 Recombinant Human IL-15 GMP Protein购自美

国 R&D systems公司；胎牛血清购自以色列 Biological Indus-

tries公司；台盼蓝购自上海碧云天生物技术有限公司。流式分

选仪（FACSAria II）和流式检测仪（LSRFortessa）购自美国 BD

公司；光学显微镜购自日本尼康仪器公司；离心机购自美国

Thermo Fisher Scientific公司；细胞拍照显微镜购自日本 Olym-

pus公司。

1.2 方法

1.2.1 人外周血单个核细胞（PBMC）的制备 从健康志愿者

肘静脉丛采血，每人肝素锂抗凝管 10 mL管采集 5管，共约 40

mL。取 2支人外周血淋巴细胞分离管 800× g室温离心 1 min。

倒入血液，升速度 3，降速度 3，800× g室温离心 15 min。平稳

取出离心管，吸取中间的白膜层到新的 50 mL离心管中，加入

35 mL PBS，充分混匀，800× g室温离心 6 min，吸弃上清。沉淀

用 50 mL PBS重悬，取 10 滋L细胞计数，200× g离心 10 min去

除血小板。多余细胞用含 10% DMSO的胎牛血清冻存，浓度为

1× 107/mL。

1.2.2 细胞增殖检测 用 200 滋L PBS重悬 3× 107个 PBMC，

加入抗人 CD3抗体 15 滋L，室温避光孵育 5 min，补加 800滋L
PBS。细胞增殖使用 eBioscienceTM Cell Proliferation Dye eFluo

rTM670 标记细胞。首先用无水的 DMSO 将染料干粉溶解为

5 mM的储备液，用 1 mL PBS稀释 2 滋L储备液，使其工作浓度
为 10 滋M。在混匀细胞的同时，加入等体积的准备好染色工作
液。37℃避光孵育 10min，通过添加 5倍体积冷的含有 10％血

清的 1640完全培养基并在冰上孵育 5分钟停止标记，再用完

全培养基洗三遍。最后用 2 mL PBS重悬，70 滋m滤网过滤后流
式上机分选。分选结束后每天收集细胞用流式细胞仪检测。

1.2.3 流式细胞分选和 CD3+T细胞培养 机器清洗流程结束

后，用 Accudrop beads调节延迟时间。通过 Rainbow beads进行

仪器质控，确保仪器状态正常。选择需要分选的模式 96 well

plate，调整电压和位置使液流刚好落在培养基液面上。准备 96

U孔板，加入 4种培养基：X-VIVO 15无血清培养基、KBM 581

淋巴细胞无血清培养基、TexMACSTM GMP无血清培养基和含

10 %胎牛血清的 1640培养基，每孔 100 滋L做为分选的接收
液。流式设门选择 CD3+T细胞群分选到含细胞培养基的 96 U

孔板内，每孔 2× 104个细胞，三个复孔。分选结束后，细胞放置

在 37℃，5 % CO2培养箱静置 1 h，弃 100 滋L上清，加入新的
培养基换液，共 200 滋L，并按数量比 1:1 加入 CD3/CD28

beads，体外扩增到第 8天。4种细胞培养基中均加入如下细胞

因子：重组人 IL-2（100 IU/mL）、IL-7（25 ng/mL）、IL-15（10

ng/mL）[13]。

1.2.4 细胞形态观察和细胞计数 每天使用倒置显微镜观察

细胞形态；收集培养至第 3天、第 6天和第 8天的细胞，细胞悬

液与 0.4%的台盼蓝染色液按 9:1体积比混匀，加入计数板内。

在显微镜下观察未染色细胞数量，3 min内完成计数。

1.2.5 细胞凋亡检测 用 DynaMagTM-15磁铁去除磁珠，500× g

离心 5 min，弃上清，收集培养 8天的细胞；冷 PBS洗涤一遍；

将细胞重悬于 100 滋L的 1× Bing Buffer；加入 5 滋L Annexin

V-FITC和 5 滋L的 PI，避光室温孵育 15 min；补加 100 滋L的
1× Binding Buffer，立刻上机检测。

1.2.6 CD3+T细胞培养产物亚群分析 收集培养 8天的 T细

胞扩增产物，用 2 % FBS/PBS重悬，加入相应抗体标记以区分

不 同 的 T 细 胞 亚 群 ，CD4 细 胞 ：CD3+CD4+；CD8 细 胞

CD3+CD8+；初始 T细胞（naive T cell）：CD3+CD45RO-CCR7+；中

央记忆型 T 细胞 （Central Memory T cell）：CD3+CD45RO+

CCR7+；效应记忆型 T 细胞 （Effective Memory T Cell）：

CD3+CD45RO+CCR7-；效应 T细胞 (Terminal effector T cells)：

CD3+CD45RO-CCR7-。4℃避光孵育 20 min，用 PBS洗后 200

滋L PBS重悬，流式细胞检测。
1.3 统计学分析

采用 FlowJo 10.7.1 软件处理流式数据，采用 Graphpad

prism 8.2.1软件进行统计分析。数据用均数± 标准差（x± s）表
示，应用单因素方差分析进行均数差异比较。P<0.05表示差异
具有统计学意义。
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2 结果

2.1 流式细胞术分选高纯度的 CD3+T细胞

通过 FSC-W/FSC-H和 SSC-W/SSC-H去除黏连的细胞，再

选择状态好的核心细胞。分选后 CD3+细胞比例可达 99%以

上，获得高纯度 T细胞并用 Cell Proliferation Dye eFluorTM 670

有效标记细胞。见图 1。

图 1 流式分选后细胞纯度检测

Fig.1 Cell purity detection after flow sorting

2.2 分选在 KBM 581培养基中的细胞出现大量死亡

分选的细胞逐渐聚集在 96 U孔板底部，于分选后 4 h，10 %

FBS/1640 组中几乎所有的细胞都聚集在底部，其次为 Tex-

MACS GMP培养基和 X-VIVO 15培养基。次日，细胞除了在

KBM 581培养基中呈弥散状态，少见完整单独的细胞，其余可

见细胞与 CD3/CD28 beads混合聚集在底部。第 3天，X-VIVO

15 和 10 % FBS/1640 组中可见刺激变大的细胞团，而 Tex-

MACS GMP培养基中 beads覆盖细胞，细胞团较第 1天稍大。

第 6天，在 24孔板内 X-VIVO 15和 10 % FBS/1640组可见大

量细胞团簇，96 U孔板内 TexMACS GMP组中细胞增多变大，

而在 KBM 581培养基中部分细胞聚集在底部，较多细胞碎片

弥散在孔内。第 8天，除 KBM 581培养基外，其余培养基内细

胞折光性好，形态规则，在视野中可见大量细胞团簇。流式检

测分选后静置 24 小时的细胞，结果显示 KBM 581 培养基

中含90 %左右的细胞碎片，显著高于 X-VIVO 15组（P<0.05）。
见图 2。

2.3 用 X-VIVO 15培养基扩增的细胞具有高增殖能力和活性

T细胞在 4种培养基中在 CD3/CD28 beads和相关细胞因

子刺激下，扩增能力相差较大，X-VIVO 15组中的细胞增殖最

快。在第 3天，X-VIVO 15和 10 % FBS/1640培养基中细胞数

量相近，约 5.5× 104，而 KBM 581组细胞数量少于起始细胞

数。第 6天，X-VIVO 15组中细胞数量超过 10 % FBS/1640组，

达到 8.6± 1.7× 105。第 8天，10 % FBS/1640组细胞增殖变缓，

而 3种无血清培养基中的细胞仍呈对数增长（图 3-A）。为了更

直观的对比细胞扩增速率，用 eFluor 670标记初始细胞，并在

培养后每天收集细胞，流式上机检测。X-VIVO-15 和 10 %

FBS/1640 组细胞在第 2 天时已可见分裂峰。在第 3 天可见

KBM 581组中活细胞的增殖速率与 X-VIVO 15组相近。第 4

天，X-VIVO 15和 KBM 581组大部分细胞增殖到可检测最高

代次数，TexMACS GMP 组的增殖速率超过 10 % FBS/1640

组。第 5天，仅 10 % FBS/1640可检测到低代数细胞。细胞培养

至第 8天时，在不同培养基中的细胞凋亡情况显著不同，X-VI-

VO 15与 10 % FBS/1640培养基组凋亡细胞数量较少，分别为

10.7± 1.2 % 和 7.8± 3.2 %，两组间无显著差异（P>0.05）。
X-VIVO 15组凋亡细胞显著少于 KBM 581和 TexMACS GMP

组（P<0.05）。KBM581组的凋亡细胞数最多，达到 34.7± 6.9 %，

其次为 TexMACS GMP组，17.2± 2.1%（图 3-C）。

2.4 TexMACS GMP培养基促进 T细胞的效应表型

不同培养基中的细胞扩增产物中 CD4细胞和 CD8细胞

的组成无显著差异。该培养体系下，细胞扩增产物中以效应记

忆型 T细胞为主。在不同培养基中，初始 T细胞和效应记忆型

T细胞的组成不同。10 % FBS/1640组（90.0± 6.3 %）的效应记

忆型 T细胞高于三种无血清组（P<0.05），而只有极少量的初始
T细胞（0.2± 0.3 %）。TexMACS GMP组的初始 T细胞（4.8±

3.2 %）高于 X-VIVO 15（P<0.05），效应 T 细胞（37.0± 16.2 %）

显著高于 10 % FBS/1640组（P<0.05），而效应记忆型 T细胞占

比最低（48.1± 5.4 %）。见图 4。

3 讨论

相比温和的 MACS，FACS可识别细胞大小和颗粒度、选

出需要多标记识别和低表达群细胞并获得高纯度的细胞[5,14,15]。

在分选低表达群细胞或者单细胞测序时会先用 MACS富集细

胞，再用 FACS精准分离细胞[16]。常用 X-VIVO 15、KBM 581和

TexMACS GMP无血清培养基扩增 T淋巴细胞进行研究[17,18]。

尽管无血清培养基对分选细胞的缓冲不如 10 % FBS/1640，但

后期细胞能恢复较快的增殖，而 KBM 581培养基对细胞的缓

冲能力较差，大量细胞凋亡，到第 8天细胞数量远低于其他培

养基。我们在 KBM 581培养基中分别加入 10 %、5 %、2 %和

1 %的 FBS，发现分选后细胞静置 4 h时含 10 %和5% FBS组，

与 10 % FBS/1640培养基组类似，可见形态完整的细胞聚集在
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图 2 细胞在不同培养基中以及不同培养时间的状态

Fig. 2 Cell growth at different time points in different media after sorting

A) T细胞在不同培养基以及不同时间的形态；B）流式检测分选一天后的细胞碎片

A) Morphology of in vitro human T cells in different culture media over time. B) Cell debris of in vitro human T cells in different culture media on day 1.

Data were expressed as x± SD, n=6. Significant differences are denoted with an "**" above each column and represent P<0.01. ns, no significance.

平板底部，后期呈现高扩增能力（结果未显示）。KBM 581培养

基更适合用于未经流式分选的 T细胞体外扩增。为增加分选后

细胞的存活率，后期可继续探究改善培养基添加物成分，优化

血清替代物成分或者比例。另外，或许可用含自体血清的培养

基作为分选接收液，后期大规模扩增用无血清培养基，从而提

高细胞存活率和增殖能力，也避免引入其他来源的血清，降低

生物污染。

保证过继 T细胞免疫疗法疗效需有足够数量和活性的有

效 T细胞。细胞在不同培养基中的增殖能力、培养产物的活性

和功能亚群的组成各不相同。在我们研究的三种无血清淋巴细

胞培养基中，X-VIVO 15是流式分选的 CD3+T 细胞体外增殖

的最佳选择，细胞的增殖能力优于含血清培养基。尽管 Tex-

MACS GMP作为接收液，可能初始细胞恢复的较慢，经刺激分

化为记忆细胞较少，增加初始 T细胞比例，但相对记忆细胞，初

始细胞在总细胞中的占比很低。而细胞寿命短的效应细胞的比

例高达 30 %以上，早期研究结果亦显示 TexMACS GMP培养

基促进 T细胞的效应表型，降低过继细胞的疗效[12]。去除分选

接受液的影响，活细胞在三种无血清培养基的增殖能力均显著

高于含血清组，这与先前的研究类似[10]。无血清培养基促进细

胞增殖地作用可能与添加到培养基中的特定成分有关，这也使

无血清培养基更安全可广泛用于免疫细胞扩增。有研究表明在

无血清培养基内添加 5 %人血清可获得更高的扩增能力[9,12]，说

明血清替代物的成分还需继续优化。

培养基是细胞体外有效扩增的基础，我们通过流式细胞分

选可获得高纯度的 CD3+T细胞，优化细胞分选和细胞体外扩

增培养的培养基，提高细胞增殖能力和细胞活性，为后续流式

细胞分选 T细胞相关亚群的细胞培养和干细胞治疗制品的制

备及研究提供参考[19-25]。
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图 4 细胞在不同培养基的亚群组成

Fig. 4 Subgroup composition of T cell culture products from human peripheral blood in each group

A）不同培养基中 CD4和 CD8细胞的组成；B）不同培养基中细胞的免疫表型

A) Proportions of CD4+T and CD8+T cells are shown on day 8. B) Different phenotype combinations of CD3 on day 8. Compared with the X-VIVO 15

group, *; Compared with the 10 % FBS/1640 group, #. Data were expressed as x± SD, n=6. Significant differences are denoted with an "*" or

"#"representing P<0.05, "##" representing P<0.01, "***" representing P<0.001, "####"representing P<0.0001. No logo means no significant difference.
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