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J 旰 T淋 巴 细 胞 克 隆 技 术 

T淋巴细胞键一类具有多种功能韵细胞 

群，过去一般认为成熟的T细胞可分为三大 

群，即杀伤性rr细胞 (Tc)，辅助性T细 

胞 (T )相抑 制性T细 胞 (Ts)，它们分 

圳执行备自的功能。"P~Jl胞的功能具有多样 

性，而每一亚娄细胞都自 免疫应答中具玎特 

蛛的效应，长期以来，列于T细 胞在免疫应答 

中所发挥的作 还不是完全清楚，过去 由于 

缺乏获得纯 ．r细胞功能 亚群的方法，从而阻 

碍了进～步分析告类细胞 l _免疫应答中的特 

异功能 。 

随着免疫学的发展，人们 对。I 细胞的认 
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ein的杂交宿技术建立以l米， 备种 单克隆抗 

体相继出现，特州是针对 人 I’细胞表面抗原 

的单克隆抗体的出现【 ]，为认识细胞提供了 

有力上具，虽然不周的表两标志已用于淋巴 

细胞的分类和T淋巴细胞 亚群的区分，如， 

Lyt Leu、OKT系统等，但 用抗体去认识细 

胞表面标志还不能完全嘲 弭某些T细胞亚群 

或非T细 胞在特异性免疫应答 中的功能。现 

代免瘘学的发展 越来越 是明T淋巴细胞是高 

度异质性的细胞群，正常人外周血中有3％的 

T细胞可同 时 表 达T 驶T 抗原，有人也观 

察到有T 丧型的细胞毒T细胞不能被OKT 

单克隆抗体阻断 。这些现象都提 示了T细 
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胞高度异质性这一事实。为了得到单一功能 

的T细胞，克服细胞异质性的方法之一是进 

行细胞克隆，从而得到真正均一的淋巴细胞。 

T细胞克隆技术的建立和发展 

七十年代以来，国外的专家们都努力寻 

求一种方法来建立能满足得到真正均一的细 

胞克隆这一要求的T细胞模型。T细胞 克隆 

技术的建立以及成为一种较为完整的方法， 

是许多专家长期共同努力的结果 早在1975 

年Ben-Sasson： 等就提出T淋 巴 细胞能在 

经抗原选择后的巨噬细胞的反复刺激下大量 

增殖，并存活3个月以上。MacDonald 等 

在1974年也曾用同样的方法在经放射线照射 

细胞的存在下增殖同种异体T细 胞。1975年 

Rozenszajn E 等又发明了用软琼脂技术的 

克隆方法，首先用 于对有丝分裂原 (PHA) 

反应的T细胞，随后用于人外周单核细胞或 

鼠淋 巴结细胞的培养。这种方法以后被进一 

步的改 进。1977年Shen⋯等， 978年Fat- 

hman和H'engarton 发明 了 在半固体介 

质中克隆同 种 异 体 反 应鼠T细胞的方法， 

1980年Zeevi~819 51 0 3等用类似的方 法 进行人 

淋巴细胞克隆，并使得克隆细胞能在混合淋 

巴细胞培养 中传 代，1980年Lotze 等研 

究细胞毒T细胞克隆获成功。 

八十年代初期，克隆技术又有了进一步 

的发展，专家们发现正常淋 巴细胞 的生长， 

不仅取决于抗原或有丝分裂原的刺激，而且 

也取决于某些生 长 因 子 (Gillis~Smith 

1977年 】，Rusceffi等1977年 。 )如 白 

细胞介素 2(IL一2)，IL-2ff~使T细 胞 长期 

传代，1979年Schrier等“ 已成 功地报告了 

应用IL-2，在抗原和经放 射 线 照射的抗原 

呈递细胞的存在下，长期维持抗碌特异的鼠 

细胞系，类似的方法也已成 功的用于KLH 

特异性TH细胞” 。 

自1975年以来，由于T细 胞克隆方法的 

建立开辟了对T细胞研究 的新 天地，现在T 
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细胞克隆技术已广泛的应用于基础与临床研 

究的各个领域，不仅是对T细胞本身性质、 

分类、功能等方而 的 研 究 · ， ，而且在 

临床上对一些与免疫有关的疾病的发病机理 

的探讨 ，“ ， 治疗途经和治疗 药 物 的选择 

等方面都有了很大 的进 展。目前 巳建立 了各 

种T细胞克隆；有T】I、TD、Tc和Tg等 。 

很多抗原特异的细胞克 隆 也 巳建立，如对 

病毒抗原 t Ol L T ml'gI19，21] ，细菌 抗原 ， ， ， 

其它特异性抗原等 ，专家们都 在 自 己的 

方法中不断改进技术，成为较为成熟的细胞 

克隆方法。近年来，无论是细胞克隆方法本 

身，还是该技术在细胞免疫基础研究 及临床 

免疫研究方面的应I}_fi均有较大的进展。 

T细胞克隆的基本方法 

自从克隆技术应用以来，在方法学上已 

经有不断的改进，完善，对可溶性抗原特异 

的T细胞克隆，一般说米包 括两个步骤，第 
一

步，是在特异性抗原以及在经放射性照射 

的抗原呈递细胞 (APC)或非 特 异饲养细 

胞以及IL一2存在下，活化T细胞，经过抗原 

的选择获得对特异性抗原反应 的T细胞株， 

第二步，是通过克隆技术，进一步建立细胞 

克隆。 

1． 重复刺激技术 

重复刺激技术即是细胞在被抗原 的刺激 

期与在经放射线照射细胞存在下的无抗原休 

止期的反复交替．虽然各种报告的方法不尽相 

同，但基本原则与Kim0t0及Fathmanl98O 

年报告相似 ，首先用抗甄刺 激 已 经在体 

内经同种抗原刺激的T细胞，随后 在 无抗原 

的条件下与放射性照射的 饲 养 细 胞一起培 

养，培养一段时期后，再用抗原重复刺激， 

再休止 ，如此反复，便 可在未加外源性IL-2 

的情况下得到抗原 特异性T细胞株，经过几 

个周期的刺激后，将这些细胞进行克隆，一 

般认为最困难的是在克隆的方法学上，主要 
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障碍是少量细胞在体外培养中不能很好的存 

活，除非具有最适生长条件，通常克隆的方 

法有两 种。 

(1) 有限稀 法。“ 

在混合淋巴细胞培养数天潘，将细胞在 

含有IL-2以及血清中稀释 ，逐步稀释成每孔 

t0，1以及0．1个细胞水平，转移至微孔组织 

培养板 中，静止一段时间厢，在倒置显微镜 

下检查其稀释的情况，因为每孔的细胞分布 

是符合统计学中的Poison分布的 原理，可 

以用公式估计其概率P，如果设每孔的平均 

细胞数为Z，含有K个细胞孔的溉 率为K，则 

P=(X=K)=(2K／KI)·X⋯ ，e为自然对 

数的底，通过公式，就能估计出含1个或0．1 

个细胞的概率，一般两周后检查克隆的生长 

情况，孔底被细胞 覆 盖1／3或以上的为阳性 

孔，并将其转移至直径大一些的培养板孔中， 

加入IL-2以及血清培养基，使其扩增。 

有限稀释法是应用较广 的 克 隆 方法之 

～

， 且多用于对克隆细胞的再克隆，但 由于 

稀释后的每孔细胞数是一随机的分布，因而 

就不能得证生长克隆所有的细胞都是来自单 
一 的淋巴细胞。 

(2) 显微操作法 

细胞重复刺激后，用微量吸管在显微镜 

的帮助下，取出单个细胞，并在饲养细胞以 

及 IL-2的存在下进行培养，即得到 均一克 

隆的细胞，也有人将细胞在未经任何刺激以 

前，就在微量吸管的帮助下，从单个按细胞 

中分离出单个细胞，分别在倒置显微镜的观 

察下，将其种植在微孔培养板中，并加入经 

放射线照射过的淋 巴细胞与IL-2，其克隆效 

率为20—2 ％ ”，显微操 作 法 的优点是克 

服了有限稀释生长出的克隆细胞不一定来自 

单一淋巴细胞的块点，但该方法在操作上较 

为困难。 

另外，也 有人科用补体杀伤作用进行细 

胞克隆，如。在抗原刺激以前用抗Ly七2 的 

抗体和补体去除Lyt 2 细 胞从而富集同种 

异体抗原致敏的Lyt 1 的淋巴 细 胞，然后 

进一步用有限稀释克隆 ，他 们认为用这 

种方法来选择对抗原反应的特异的细胞较之 

在体外重复刺激其效率高80％以上。 

2
． 直接松琼脂技术 

1980年Sredi 等建立了这种方法，这 

种用于可溶性抗原的方法，免去了克隆前的 

重复刺激，而是 首先进行短 期 的 液 相培养 

(大约三天 )，然后转移捌琼脂中，在双层 

橙琼脂中，下层5呖(W ／V)琼脂包含抗原在 

内总体 积2．5ml，上 层 是0．32呖(W ／V)琼 

脂包含1-2×10 来自 经抗原刺激的淋 巴细胞 

以及经放射线照射的同基因脾或外周血白细 

胞作为 APC，总体积0．85ml，在琼脂中生 

长出细胞集落后，将 其转至液相中继续培养 

扩增，～般在开始的短期液相培养以及在琼 

脂中的培养都不需IL-2的存在，仅是抗原的 

刺激，当第二次转至渡相 培养对就必须加IL 

一 2以及 APC，抗原等。这 种方法，在细胞 

转移及扩增的过程 中可能 被其它细胞污染， 

而且在轻琼脂中出现的许多集落可能有巨噬 

细胞一淋 巴细胞集落，因此最好的克服办法 

就是在抗原，APC及IL-2的存在 下进行第 

二次克隆，以提高克隆的纯度。 

近年来发展的一种高科技产品流式细胞 

仪(FCM) ，它是生物技术 ，激光技术 ，以 

及计算机等高等科技技术的结晶，它能通过 

检测细胞的大小，核酸的含量，以及细胞抗 

原和抗原受体等因素，通过计算机综合处理 

后，分析出细胞亚群和细胞所执行的不同功 

能。FeM内具有自动化克隆系 统，可将单 

个细胞直接放 入9e孔板 内，使得T细胞在克 

隆化的过程中极为方便，FCM能选 择 性地 

对各种细胞进}份 析，并对其细胞亚群进行 

纯化和功能鉴定，它能分析的细胞量较大， 

一 般 5O0—4000个／8，得出的结果客观，可 

靠，但此系统价格 昂贵，操作十分复杂，对 

所制备的单细胞悬液的要求也非常严格，因 

而不 易推广。 
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建立不同功能亚群的T细胞克 

隆方法的差异 

上 述的方法仪是体 外长 期 培 养T细胞 的 

一 般原则，不 同亚群的T细胞 其克隆方法上 

世存在一些差掉。 

细胞毒T细胞(aTlJ)克隆旧方法：由于 

有TIL一2就变搿比较窬 易 一 ，圜 为CTL 

是依赖儿 一2的细胞，当 白。I1J一 存 时它能 

眭期存活。Mauny ltosen s bein 报告抽‘ 

高 lL-。-浓 度下 适合 细胞毒 r细胞 的 生 氏，假 

也有CTL~I!抗原存 在 r， - 乏外源性 的任何 

淋巴因子的条件下增兢的报告 。 

r· 细胞的生 ，不仪需要 I 一z，适需 

其它的因索，现‘ 还不完全清楚，但大量报 

告证明，TH细胞的睦期生长需 要抗原，放 

射线照射的同种淋 巴细胞等。 

虽然 睦期生长的抗躁特异Ts细胞系曾偶 

尔有撤告，但Ts细胞作为一 种 功 能性的克 

隆的呵靠方法仍来 能 建 立， 986年Nahid 

m 等发现 CD 陶诱导母细胞能在 IL一2的 

存在的培养基 中产 生 增 殖CD s 抑制性T细 

胞克隆。张定风 f『寸瑚通过以抗原活化划胞 

为饲养纳胞等改进，成功地克隆了抗原特抖 

性的 I) 抑制性T邦1．旭克隆 

T细胞克隆的培养条件及影响 

T细胞克隆生长的因素 

1． 培养基中的营养成份及培养条件 

目前应用最多的方法之一就是重复刺激 

后有限稀释克隆，一般绝大多数都是用96孔 

底微孔培养 板 及RPMI 1640完 全 培 养 

基 ，加入热灭涪的人或晗牛血清(1O一20嘶)， 

也有认为不用热灭焐的血清，因为血清中有 

些克隆生长所需因素对热不稳定，在高温下 

失去活性从而导致克隆生长 的 不 利 ，也 

有不用血清的培养介 质 克 隆CTL成功的报 

告⋯ ，用血清白旦白，胰岛素，运铣旦自 ，乙 

雕胺，混台的饱和与不 饱和脂肪酸(亚油酸， 

·162· 

抽酸和橙脂酸)来代替血清，并经实验证明 

在这种无血清的介质中，混合淋巴细胞培养 

的增殖和 细胞毒应答的诱导与在血清的介质 

中是 一 致的。 

2 lL—-2的应 用 

自从发现I{l一2以来 ，为克 隆方法的建立 

提 r有力旧工具 一般公 认 ，IL一2是克隆 · 

发扩增 r细胞必不 町少的淋 因子， 目前人 

中̈鼠来源I’向lL一2都已经纯化，而 且 有 标准 

生物制品，基因工程产生重组IL一2也已经成 

功。在IL一2的用量问题上一般认为克隆不同 

业 群T细胞亚 群需不 同 浓 度IL一2。CTL为 

IL-2依赖细胞所需 IL-2量大，而其它则用 

量较小 。也有报告在泱乏 外 源性IL一2的 

情况 F长期培养同种特异性鼠T 细胞系，这 

种T细胞系经过数年的培养后仍具有正常鼠 

细胞词样的核型。 

3， 饲养细胞 

目前饲养细胞也被认为是克隆成功的一 

个重要 素，虽然饲养 细胞的作用基理还不 

完全明确，一般较为常 的饲养细胞是经放 

射线照射绒有丝分裂原处理的自体或词种异 

体屉围血单棱 细胞及脾细胞，由于发现B细 

胞株l住克隆扩增过程· 的 作 用，胄 报导用 

EBV转化B细胞结台同种异体 淋 巴 细胞作 

为饲养细胞，其结果是得到比单f{j其中之一 

作为饲养细胞的克隆产率高 出i0倍 以上 。 

饲养胞细的作j=}I机理还不清楚，可能为克隆 

提供营养或呈递特辟 性 抗 原，或产生IL一2 

等淋 巴吲子。 

4
． 有丝分裂原 

响人观察有丝 分 裂 原PHA—P能使克 

隆产率大约增高 3倍，有丝分裂刺激皤化的 

细胞分裂 ，表达IL一2受体 ，~ lL-2供细胞 

生长所需，～股 {PHA来刺激人 淋 巴细胞 

产生人lL一2用ConA诱导鼠 稗 细 胞 产生鼠 

IL-2。 
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T克隆细胞株的鉴定 

对 T细胞克隧株 的鉴定，一般包括如下 

几个方 

1
． 对特异性抗原的应答 

克隆成功圬，应检测细胞椽对刺激克隆 

生长的特异性抗原的应答能力，～般是将克 

隆细胞同特异性抗嗫以及一种或 l两 种 非 特 

异性抗原分别培养，观察克隆细胞对各种抗 

原的应答能力，如果兑隆成功，克隆细胞株 

对其特异性抗原有非常强的增殖反 ，并且 

呈～剂量依移性，而列非特 异 性 抗 原则相 
反 ，㈣ 。 § 

2
． 细胞表面标志的鉴定 

对克隆细胞株的发 面标志的检测，一般 

方法是米 间接免疫萤光法 检 测 细 胞表而 

CD系统的抗原，如为Tll克隆 应 为CD 、 

CD 、 CD一， 而 Ts／e克 隆 为 CDs 、 

CD．一、CD 。]~FCM系 统进行 克隆，就可 

在克隆同时完成这～步骤122 r 4 4 3。同 时 进 行 

HLA抗原或MHC限制性 f lq鉴定 

3． 克 隆细胞 株的功能鉴定 

(1) 辅助功 能 ，“ 

观察T克隆细胞株辅 助 自体B细胞的增 

值以及产生特异性抗体能力，一般是将 克隆 

细胞与 自体B细胞以及饲养细 胞，特_片性抗 

原一起共同培养，然后观察B细胞 的 H—T— 

dR的渗入而反应B细胞增殖，并同 时 捡 测 

培养上清中特异性抗体的产量。 

(2) 细胞毒试验 

观察T克隧的 杀 伤 能 力，一 般都米用 

Cr释放试验，即将 Cr标记的 靶细胞与克 

隆细胞共同培养后用r射线记录仪 测 定上清 

中 Cr的稀放量，从而反应T克 隆 细胞的杀 

伤能力，耙细胞应根据克隆细胞对抗原的特 

异性而选择。 

4． 克隆细胞株产生 的淋巴因子 々 检测 

用不同的诱导剂诱导克隆细胞，测定上 

清中所产生的淋巴因子，如 用PHA诱导， 

在培养 2 4、48、72小时收集上清分 别 测定 

IL一2、 IL一4、IL一6。 。，]8 42] 

T细胞克隆的应用 

由于T细胞克隆技术 日趋成熟、稳定、 

应用克隆技术进行的各方面的研究 电进展迅 

速。在基础研究方面，克隆技术应I}=I{十分的 

广泛，例如，在丝础免疫的研究中，过去一 

直发现 同⋯表型 的T}-细 胞，仍然存在着异 

质性，通过将Tn细胞进行克隆后分析发现 ， 

TH细胞存芷着功能与分泌 因 子不 同的两个 

亚型apTHI和Tm 。1 3 7：y THi"可 辅 助B细胞 

产生特异性抗 体，分 泌IL一2，r-IFN，而 

TH2则分泌IL一4、IL一5、IL一6，而 不 产生 

IL一2 。用于克隆技术的应用，对T细胞的 

结构 ，功能，以及表面标志等问题的深入讲究 

成为了可能．通过对肿瘤患者的自体T细胞进 

行克隆后发现了不同种类 的T细胞在肿瘤患 

者的机体中对癌细胞 的不 同的 反照 。， ，“ 。 

从而对肿瘤患者 的自我防御的免疫机能的深 

入了解以及 治疗途径提供了一个线索。在临 

床研究方面，特别是对一些与免疫有关疾病 

的发病机理以及治疗药物的选择方面也有广 

泛的应用，在乙型忏炎的免疫发病的机理研 

究中， 通过CD。 T细胞克隆 的建 立，提示 

了慢性乙忏患者T HI功能 障 碍，TH。功能尚 

属正常，所以乙肝患者 产 生抗HBS能 低 

下，可能与T“细胞功能 无关 。从而对乙 

肝病毒感染时机体的免疫状态有了进一步的 

了解。Maggi等 将AIDS病 人 的T细胞 

克隆后发现感染HIV病毒 后，大 多数T细 

胞产生IL一2与IFN—r的能力 减 低，而产生 

BCDF与BCGF的能 力 正 常，为AIDS病 

人B细胞的高反应性提供依据。 

之近年来克隆技术已经成为免疫学， 

血液学以及临床机关学科的应用广泛的新兴 

技术。 (收稿 日期1口口1—05—28) 
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