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[摘 要] 目的：在初步分析人、食蟹猴和猪CD3蛋白同源性的基础上，建立利用人源性CD3抗体诱导食蟹猴外周血T淋巴细

胞的体外分离培养技术。方法：从NCBI 查询获取人类、食蟹猴和猪CD3蛋白各自的氨基酸序列，并用DNAMAN 软件进行序列

比对、同源性分析和构建系统进化树。Western blotting检测三种T细胞膜上CD3蛋白的表达水平。分离健康食蟹猴PBMC，分为

3组，A组加入抗人CD3抗体单刺激、B组加入 IL-2单刺激、C组加入抗人CD3抗体和 IL-2共刺激。倒置显微镜下观察细胞生

长状态并计数，绘制细胞生长曲线，锥虫蓝染色检测细胞活性，流式细胞术检测T细胞表面标志物CD3、CD4、CD8的表达。结

果：食蟹猴、猪的CD3蛋白氨基酸序列与人类的同源性分别为 86.9% 、65.6%，T细胞膜上CD3蛋白的表达量分别为人的 79%、

17%。A组细胞不增殖；C组细胞增殖能力、细胞活性及CD3表达率［(93.8±3.6)% vs (70.3±4.7)%，P<0.01］均显著高于B组，细胞

生长曲线呈S形，符合Logistic生长曲线；C组T细胞高表达CD3，T细胞纯度较高，且CD8+T 细胞占比较多。结论：食蟹猴外周血

T淋巴细胞膜表面能表达和人同源性很高的CD3蛋白，在人源性CD3抗体、IL-2和1%PHA共刺激下能诱导食蟹猴外周血T淋巴

细胞的增殖分化，获得生长状态良好、增殖能力强、纯度较高的T淋巴细胞。
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Establishment of a method for culturing cynomolgus T lymphocytes induced by
human CD3Ab
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[Abstract] Objective: To establish a method for in vitro isolation and culture of T lymphocytes from peripheral blood of cynomolgus

monkeys that induced by human CD3 antibody based on the foundation of protein homology of CD3 from human, cynomolgus mon-

key and porcine. Methods: The amino acid sequences of human, cynomolgus monkeys and porcine CD3 proteins were obtained from

NCBI, and the sequence, homology and phylogenetic tree were analyzed by DNAMAN software. Western blotting was used to detect

the expression of CD3 protein on T cell membranes from the three species. PBMCs of healthy cynomolgus were isolated and divided in-

to three groups: group A was stimulated with anti-human CD3Ab alone, group B was stimulated with IL-2 alone, and group C was co-

stimulated with human CD3Ab and IL-2. Cell morphology and growth status were observed under inverted microscope and the cell

growth curve was plotted. Cell viability was detected by trypan blue staining and the expressions of CD3, CD4 and CD8 on T cell sur-

face were detected by flow cytometry. Results: The homology of the amino acid sequence of human CD3 protein to cynomolgus mon-

key and porcine were 86.9% and 65.6% respectively. The expression levels of CD3 protein on cynomolgus and porcine T cell mem-

brane were 79% and 17% contrast to human, respectively. Cells of group A did not proliferate. Proliferation, viability and CD3 expres-

sion [(93.8±3.6)% vs (70.3±4.7)%, P<0.01] in T cells of group C were significantly higher than those in group B. Growth curve of T

cells in group C showed an S-shape, which is consistent with Logistic growth curve. T cells in group C exhibited high purity and ex-
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pressed high level CD3; moreover, the CD8+T cell took a high proportion. Conclusion: The membrane of T lymphocytes from periph-

eral blood of cynomolgus can express CD3 protein that highly homological to human. Co-stimulation of human CD3Ab, IL-2 and 1%

PHA can induce the proliferation and differentiation of T lymphocytes of cynomolgus, and obtain T lymphocytes with good growth sta-

tus, high proliferation ability and high purity.

[Key words] homology; anti-human CD3Ab; T lymphocyte; cynomolgus monkey; induced culture

[Chin J Cancer Biother, 2018, 25(4): 407-413. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2018.04.015]

近年来，随着细胞治疗的飞速发展，越来越多的证

据表明经体外活化或基因修饰的T细胞能在体内特异

性杀伤肿瘤细胞［1-3］。如FDA已批准嵌合抗原受体T细

胞疗法（CAR-T）KTE-19(商品名为Yescarta）［4］用于既往

接受二线或多线系统治疗的复发性或难治性大B细胞

淋巴瘤（large B cell lymphoma，LBCL）成人患者的治疗，

PD-1/PD-L1成为新的肿瘤治疗靶点而备受瞩目。目前，

FDA批准了施贵宝PD-1抑制剂nivolumab（商品名为

Opdivo）治疗黑色素瘤［5-8］。但利用抗体进行治疗存在

相应的问题，如价格昂贵、作用时间短、不易联合使用

等。针对上述问题，黄行许等［9］研究发现，利用一种新

开发出来的基因编辑技术CRISPR/Cas9 直接敲除T细

胞上的PD-1基因阻断PD-1/PD-L1信号通路，能够上调

IFN-γ的表达并增强T细胞的细胞毒性。但这种基因修

饰的T细胞能否直接应用于临床，其安全性还存在争议，

相关问题亟待进一步研究。

为了选择一种理想的实验动物来探讨基因修饰

的 T 细胞在肿瘤免疫治疗方面的安全性问题，研

究［10-12］发现食蟹猴在亲缘关系上与人类最接近，与其

他动物比较，其生理、病理的研究结果，对人类疾病

的医学研究有着更为重要的参考意义，目前食蟹猴

已逐渐成为科学研究中使用较多的一种灵长类实验

动物。虽然食蟹猴外周血T细胞具有较好的模型意

义,但猴源性抗体来源困难、成本高、不易开发、难以

获得。本研究拟探索建立利用人源性CD3抗体诱导

食蟹猴外周血T淋巴细胞的体外分离培养技术，以期

为T细胞免疫治疗的研究和应用提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

猴血样本由云南英茂公司小哨实验动物基地

提供。流式细胞仪（FACS Calibur）购自 美国BD公

司，高速离心机购自美国Thermo公司，倒置显微镜购

自日本尼康公司；猴外周血淋巴细胞分离液（TBD）

购自天津灏洋公司，细胞膜蛋白与细胞质蛋白抽提

试剂盒、苯甲基磺酰氟（PMSF）均购自碧云天公司，

植物血凝素（PHA）购自泽浩公司，胎牛血清购自BI

公司，RPMI-1640培养液（复方电解质溶液）购自百特

公司，人源性CD3抗体Percp-CD3抗体、FITC-CD4抗

体、PE-CD8抗体均购自BD公司。

1.2 CD3蛋白氨基酸序列分析

从NCBI 查询获得人类、食蟹猴和猪CD3蛋白相

应的氨基酸序列 ,利用 DNAMAN 中的 Multiple 和

Alignment 软件进行氨基酸组成分析、同源性分析和

构建分子进化树。

1.3 分离健康人、食蟹猴、猪的PBMC并抽提细胞膜蛋白

无菌操作抽取健康人、食蟹猴、猪新鲜外周血各

15 ml，用PBS将血液样本按1∶1稀释，将稀释后的血

液样本按 1∶1缓慢加于分离液的上层，室温下离心，

400×g离心 25 min，弃上层血浆，小心吸取白膜层至

另一15 ml离心管中，加入10 ml PBS清洗细胞，洗涤

2次，弃上清，收集细胞。

取2×107个细胞，用冰浴预冷的 PBS 洗涤（4 ℃、

600×g离心 5 min），弃上清，再次离心 1 min，尽量吸

尽残留液体，加入膜蛋白抽提试剂A（确保临用前添

加了1 mmol/L PMSF）1 ml，充分悬浮细胞，冰浴放置

10~15 min。将上述样品在液氮和室温依次反复冻融

2、3次，取少量溶液于镜下观察细胞破裂达70%以上

即可。4 ℃、700×g离心 10 min，吸取上清至一新的

EP管，4 ℃、14 000×g离心 30 min，尽量吸尽上清，加

入膜蛋白抽提试剂B 200 µl，最高速剧烈涡旋 5秒重

悬沉淀，冰浴 5~10 min，重复涡旋和冰浴 1~2 次，

4 ℃、14 000×g离心 5 min，吸取上清转移至另一EP

管中，紫外分光光度法测定蛋白含量，－80℃保存

待用。

1.4 Western blotting检测健康人、食蟹猴、猪 PBMC

膜蛋白中CD3的表达

将提取的细胞膜蛋白经 SDS-PAGE、转膜后，室

温封闭120 min，加入1∶1 000稀释的人源CD3抗体，

4 ℃封闭过夜，洗膜后加二抗稀释液室温孵育2 h，洗

膜 3次，加入曝光液进行显影，拍照，PVDF膜避光保

存。采用 Image-ProPlus软件分析条带灰度，进行半

定量比较分析，并且均采用自身灰度值校正，以目的

蛋白的条带灰度与内参Na-K ATPase的灰度比值表

示蛋白的表达水平。

1.5 食蟹猴T细胞的诱导培养

经 Ficoll 密度梯度离心法分离获得食蟹猴

PBMC，分为 3组，每组均加入 1%PHA 2 µl/ml，A组

用人源 CD3 抗体（终浓度 100 ng/ml）10 µl/ml 单刺

激，B组用 IL-2（终浓度1 000 U/ ml）10 µl/ml单刺激，
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C组用人源CD3抗体（终浓度 100 ng/ml）10 µl/ml和

IL-2（终浓度1 000 U/ml）10 µl/ml共刺激。对照组采

用等量的人 PBMC，加入相同浓度的人源 CD3 抗体

和 IL-2共刺激，于培养第 4、7、10、13、16、19、22、25、

28天计数细胞，每组计数 3次，计算均值。以培养时

间为横轴（t/d）,细胞总数为纵轴，绘制T细胞的生长

曲线，观察细胞生长周期。

1.6 锥虫蓝染色检测食蟹猴T细胞的活率

每组分别于培养第 1、7、14、21、28天取 10 µl细

胞原液和10 µl 0.4%锥虫蓝溶液混匀，染色3 min，倒

置显微镜下观察着色细胞数，计算细胞总数和检测

细胞活率。细胞活率=未染色的细胞数/观察的细胞

总数×100%

1.7 流式细胞术检测食蟹猴T细胞表面分子标志的表达

于培养第14天离心收集细胞，PBS清洗后，取1×106

个细胞分别加入Percp标记的CD3抗体、FITC标记的CD4

抗体和PE标记的CD4抗体各5 μl，混匀后，室温避光孵

育30 min，用流式细胞仪检测各分子的表达。

1.8 统计学处理

采用SPSS19.0 统计软件分析，数据以 x̄±s表示，组

间比较采用 t检验，以 P<0.05或 P<0.01表示差异有

统计学意义。

2 结 果

2.1 食蟹猴T细胞膜上CD3蛋白的氨基酸序列与人

类同源性最高

将查询获得的所有氨基酸序列运用DNAMAN

软件进行序列比对，分析结果（图 1、表 1）显示，人类

CD3蛋白的氨基酸序列与食蟹猴、猪的同源性分别

为86.9%、65.6%。

图1 人、食蟹猴和猪T细胞膜上CD3蛋白氨基酸序列的比对

Fig.1 Alignment results of amino acid sequence of CD3 protein on T cytomembrane from human,

cynomolgus monkey and porcine
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表1 人与食蟹猴、猪T细胞膜上CD3蛋白的

氨基酸序列同源性比对(%)

Tab.1 Comparison of amino acid sequence homology of

CD3 protein on T cell membrane from human,

cynomolgus monkey and porcine (%)

Species

Homo sapiens

Cynomolgus

Sus scrofa

Homo sapiens

100

86.9

65.6

Cynomolgus

100

64.4

Sus scrofa

100

人类与食蟹猴、猪基于CD3蛋白氨基酸序列的

系统进化树分析结果（图2）显示，在进化上人类与食

蟹猴存在较近的亲缘关系，猪次之。

图2 基于CD3蛋白氨基酸序列构建的系统进化树

Fig.2 Phylogenetic tree based on CD3 protein amino

acid sequence

2.2 食蟹猴T细胞膜表面CD3蛋白表达较高

Western blotting 检测结果（图 3）显示，3 种细胞

膜CD3蛋白的蛋白区带都位于相对分子质量25 000

处，内参照Na-K ATPase反应条带位于相对分子质量

110 000处，与预期结果相同，且人的条带较粗、着色

深，食蟹猴的次之，猪的最弱。半定量分析结果显

示：食蟹猴、猪T细胞膜上CD3蛋白的表达量分别为

人的79%、17%。食蟹猴外周血T淋巴细胞膜表面能

表达和人同源性很高的CD3蛋白。

2.3 食蟹猴外周血T细胞不同培养时期的形态

刚接种的 PBMC呈悬浮状生长，圆形、体积小、

数量多、折光性强。镜下观察细胞形态（图 4）发现，

加入细胞因子后，A组（CD3）细胞不增殖，细胞数量

逐渐减少，细胞呈圆形，体积较小，折光性弱,培养第

14天，细胞死亡。B组(IL-2)细胞于培养第 3天形成

集落，但数量较少，且随着培养天数的增加，细胞集

落变化不大，培养第7天，细胞由圆形向分叶形分化，

折光性较弱。C组（CD3+IL-2）细胞于培养第 3天形

成集落，随着培养天数的增加，细胞集落逐渐增多变

大，培养第 5天，彼此靠近的集落完全融合，连接成

片，可进行传代培养。培养第 7天，细胞由圆形向分

叶形分化，细胞数量多，折光性强。

2.4 人源CD3抗体与 IL-2共刺激利于食蟹猴T细胞

体外存活

分别于培养第 1、7、14、21、28天，采用锥虫蓝拒

染法检测细胞活率（图 5）。A 组分别为 98.0%、

86.0%、第 14天细胞死亡；C组细胞活率高于B组且

均在 98%以上，与人的T细胞活率曲线基本重合，且

于培养第14天细胞活性最好。

图3 食蟹猴T细胞膜表面CD3蛋白表达水平较高

Fig.. 3 Relatively higher expression level of CD3 protein on

cynomolgus monkey T cell membrane

A: CD3 single stimulation group；B: IL-2 single stimulation

group; C: CD3 + IL-2 costimulation group

图4 食蟹猴外周血T细胞不同培养条件和时间下的形态(×100)

Fig.4 Morphology of T cells in cynomolgus peripheral blood

at different culture conditions and stages(×100)

2.5 人源CD3抗体与 IL-2共刺激利于食蟹猴T细胞

体外增殖

A组（CD3）细胞不增殖，细胞数量逐渐减少，于

培养第 14天死亡；B组（IL-2）细胞接种第 1至 10天，

细胞增殖缓慢，增殖峰值在第 25天，细胞数量少；C

·· 410



缪怡,等 .人源性CD3抗体诱导食蟹猴T淋巴细胞培养方法的建立

组（CD3+IL-2）细胞生长曲线呈S形，与人T细胞生长

趋势一致，符合Logistic的生长曲线。接种第 1至 5

天，细胞增殖缓慢，之后为快速增殖期，增殖峰值在

第23天，随后进入了平台期。

图5 人源CD3抗体与 IL-2共刺激利于食蟹猴T细胞体外存活

Fig..5 Human CD3 antibody and IL-2 co-stimulation was

beneficial to the survive of cynomolgus monkey T cells

2.6 人源CD3抗体与 IL-2共刺激促进食蟹猴T细胞

表达典型T细胞表面标志

流式细胞仪检测结果（图7）显示CD3的表达率，C

组(CD3+IL-2)细胞显著高于未刺激组［(93.8±3.6)%

vs (69.8±5.3)%，P<0.01］，而B组(IL-2)与未刺激组之

间无明显差异［(70.3±4.7)% vs (69.8±5.3)%，P>0.05］。

CD4、CD8的表达率，B组(IL-2)分别为(32.7±4.1)%、

(59.5±3.8)%。CD4、CD8的表达率，C组(CD3+IL-2)

分别为(25.7±4.3)%、(66.2±2.7)%。CD3+IL-2共刺激

培养所得 T 细胞高表达 CD3，,T 细胞纯度较高，且

CD8+T 细胞所占比例较多。

图6 人源CD3抗体与 IL-2共刺激利于食蟹猴T细胞体外增殖

Fig..6 Human CD3 antibody and IL-2 co-stimulation

was beneficial to the proliferation of

cynomolgus monkey T cells

* * P<0.01 vs Control group

图7 人源CD3抗体与 IL-2共刺激诱导食蟹猴T细胞高表达CD3和CD8分子

Fig.7 Cynomolgus monkey T cells induced by human CD3 antibody and

IL-2 co-stimulation expressed high levels of CD3 and CD8

3 讨 论

T淋巴细胞是重要的免疫细胞，成熟的T细胞经

血流分布至外周免疫器官的胸腺依赖区定居,并可经

淋巴管、外周血和组织液等进行再循环,在肿瘤的发

生发展过程中发挥着重要的免疫作用。沈锋等［13］用

IFN-γ、TNF-α诱导肝癌细胞并与T细胞共同培养，辅

以CD28单抗共刺激，诱导产生的TS-CTL具有较高

肝癌杀伤活性及特异性。GUCKEL等［14］在T细胞中

加入由B7.1(CD80)基因转染胸腺癌和卵巢癌细胞制

备而成的肿瘤疫苗，再加入 IL-12促进T细胞的增殖，

增加T细胞的免疫活性，回输入人体后取得了一定的
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疗效。由于T细胞在肿瘤免疫治疗中发挥着重要作

用，本研究对人和食蟹猴、猪T细胞膜表面CD3蛋白

同源性进行了初步分析，发现就T细胞膜上CD3蛋

白氨基酸序列而言，食蟹猴与人类的同源性较高，其

CD3蛋白的表达量约为人的 79%，而猪的仅为人的

17%，这为开展人类疾病模型及T细胞功能研究对理

想实验动物的选择提供了依据。食蟹猴生物学特性

与人类极其相似，用它建立的T细胞模型更能揭示人

类疾病的发生发展规律，同时为治疗药物的疗效检

验和安全性评估提供可靠的保证。

然而，猴源性抗体难以获得，不易开发。本研究

建立了利用人源性CD3抗体诱导食蟹猴外周血T淋

巴细胞的体外分离培养技术，首先采用Ficoll密度梯

度离心法分离获得食蟹猴PBMC，PBMC包括淋巴细

胞(T细胞、B细胞和NK细胞)、单核细胞和DC。根据

细胞生长的不同特性，DC刺激因子为GM-CSF、IL-

4［15-17］，B细胞刺激因子为 IL-4、IgM抗体等［18］，NK细

胞刺激因子为 IL-2、IL-15 等［19］。GILLIS 等［20］用含

IL-2的培养基长期培养，优先刺激NK细胞和T细胞

族。加入植物凝集素（PHA）和 IL-2可以刺激T细胞

分裂，IL-2又称为T细胞生长因子，可维持T细胞在

体外长期生长并建立T细胞克隆［21-22］。本研究在分

离获得的食蟹猴PBMC中加入人源CD3抗体、IL-2，

再加入1%PHA 2 µl/ml于37 ℃，5% CO2温箱中培养，

培养第3天开始形成大量T细胞集落，培养第5天，彼

此靠近的集落完全融合，连接成片，可进行传代培

养。培养第 7天，细胞由圆形向分叶形分化，细胞数

量多，折光性强。证明在人源 CD3 抗体、IL-2 和

1%PHA共刺激下能诱导食蟹猴外周血T淋巴细胞的

增殖分化，获得生长状态良好、增殖能力强的T淋巴

细胞。

为了解食蟹猴外周血T淋巴细胞的生长特点，

本研究绘制了生长曲线，结果提示体外诱导培养的

食蟹猴外周血T淋巴细胞生长曲线呈S形，其生长周

期为 28 d，与人的T细胞体外生长周期一致，其生长

速度会随着体外培养时间的增加而减慢，其部分的

增殖性会逐渐丧失。

T细胞表面可表达多种免疫分子，对于T细胞的

鉴定一般采用检测细胞表面分子标志物的方法，CD3

代表总T细胞，它可表达于所有成熟T细胞表面。根

据CD4和CD8分子表达，可将成熟T细胞分为 CD4+

CD8-或CD4-CD8+细胞；CD4代表T辅助细胞（Th），

CD8代表T抑制细胞（Ts），CD4和CD8是区分成熟T

细胞亚群的主要表面标志。本研究通过流式细胞术

鉴定T细胞的表面分子标志物，结果提示，在诱导得

到的食蟹猴T细胞纯度较高，且CD8+T细胞占比较

多。因此，可用人源性CD3抗体来诱导食蟹猴T细

胞的增殖分化，建立食蟹猴外周血T细胞的免疫治疗

模型。

综上，本研究对人、食蟹猴和猪CD3蛋白同源性

进行了初步分析，选择表达与人类同源性较高的T细

胞膜表面CD3分子的食蟹猴T细胞，并建立了利用

人源性CD3抗体和 IL-2共刺激诱导食蟹猴外周血T

淋巴细胞的体外分离培养技术，获得了生长状态良

好、增殖能力强且与人的T细胞体外生长周期一致的

较高纯度CD8+T淋巴细胞，为T细胞免疫治疗中T细

胞模型的选择和应用提供了实验基础。
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