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不同浓度IL-2对体外诱导肽特异性细胞
毒性T淋巴细胞培养体系的影响
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　　［摘要］　背景与目的：细胞毒性T淋巴细胞(cytotoxic T lymphocyte，CTL)介导的特异性细胞免疫在抗肿

瘤免疫过程中发挥着主要作用。该研究探讨不同浓度IL-2(50、200和1 000 U/mL)对体外诱导表位肽特异性CTL

培养体系培养的细胞亚群比例和功能的影响，以及高剂量IL-2是否会诱导该体系中的调节性T细胞(regulatory 

cell，Treg)的富集。方法：选取HLA-A2超型的肿瘤患者和健康供者各10例，取外周血分离外周血单核细胞，使

用环氧合酶-2(Cox-2)来源的CTL表位肽P321(ILIGETIKI)与不同浓度IL-2体外诱导肽特异性CTL。运用流式细胞

仪检测细胞的增殖能力、CD4+T淋巴细胞和CD8+T淋巴细胞亚群的比例、Treg细胞亚群的比例，以及CD8+T淋巴

细胞分泌穿孔素(perforin)、颗粒酶B(granzyme-B)、干扰素IFN-γ的能力。使用Elispot实验检测实验组细胞分泌

IFN-γ的能力。结果：高浓度的IL-2有利于细胞的增殖。肿瘤患者组的CD4+T淋巴细胞比例高于健康供者组，

而CD8+T淋巴细胞比例较健康供者组低；不同浓度IL-2对CD4+T淋巴细胞、CD8+T淋巴细胞和Treg细胞亚群比例

以及CD8+T淋巴细胞分泌穿孔素、颗粒酶B、IFN-γ的能力没有影响。随着IL-2浓度的增高，Elispot实验出现

的阳性斑点数越多。结论：不同浓度IL-2条件对体外诱导表位肽特异性CTL培养体系培养出的细胞亚群比例和

功能没有影响，在50~1 000 U/mL IL-2浓度范围内，高剂量的IL-2不会诱导该体系中的Treg的富集。但高浓度

的IL-2可以提高细胞的增殖能力，并且促进细胞分泌IFN-γ，而高浓度的IL-2可以使培养体系中存在的NK细

胞或NKT细胞能够非特异性产生IFN-γ，从而对Elispot实验产生干扰。因此，在体外诱导肽特异性CTL时选用 

50 U/mL的IL-2浓度可以很好地维持T细胞的增殖和存活，并且最大程度地降低对Elispot实验的干扰。

　　［关键词］　IL-2；细胞毒性T淋巴细胞；多肽疫苗；调节性T细胞；细胞毒活性

　　DOI: 10.3969/j.issn.1007-3969.2016.09.006
　　中图分类号：R73-35　　文献标志码：A　　文章编号：1007-3639(2016)09-0756-07

The influence of different concentrations of IL-2 on the cultivation system for peptide-specific CTL 
induction in vitro  LI Anqi1,3, QI Yuanming2, ZHOU Zhejun1,2, GAO Yanfeng2, ZHANG Zhen1, ZHANG 
Yi1,2,4  (1. Biotherapy Center, the First Affiliated Hospital, Zhengzhou University, Zhengzhou 450052, Henan 
Province, China; 2. School of Life Sciences, Zhengzhou University, Zhengzhou 450001, Henan Province, 
China; 3. Department of Oncology, the First Affiliated Hospital, Zhengzhou University, Zhengzhou 450052, 
Henan Province, China; 4. Engineering and Technology Research Center for Tumor Immunotherapy of 
Henan Province, Zhengzhou 450052, Henan Province, China)
Correspondence to: ZHANG Yi  E-mail: yizhang@zzu.edu.cn
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tumor immunology. The aim of this study was to investigate whether changes in concentration of IL-2 (50, 200 and 
1 000 U/mL) would affect the sub-population and cytotoxic function of cells cultivated by peptide-specific CTL 
induction system in vitro and also observe whether using the concentration of IL-2 at a range of 50-1 000 U/mL is 
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　　肿瘤多肽疫苗因制作工序简单、化学性

质稳定、无致癌性等优点而成为肿瘤免疫治

疗的新方法。细胞毒性T淋巴细胞(cytotoxic T 
lymphocyte，CTL)表位肽疫苗能被抗原呈递

细胞(antigen presenting cell，APC)以抗原肽

-MHC-I类分子的复合物的形式递呈给以CD8作

为细胞表面标志的CTL。幼稚的T细胞在APC
递呈的多肽-MHC分子复合物和共刺激分子双

信号的作用下转化为成熟的效应细胞，迁移到

炎症、肿瘤部位从而启动有效的杀伤反应，

通过穿孔素/颗粒酶和Fas/Fas-L途径溶解靶细 

胞［1］。体外通过使用多肽疫苗刺激外周血单核

细胞(peripheral blood mononuclear cell，PBMCs)
可以诱导培养出表位肽特异性的CTL。

　　过继性免疫细胞治疗是指将体外激活的自

体或异体免疫效应细胞输注给患者，以杀伤

患者体内的肿瘤细胞。体外诱导扩增培养的

肿瘤特异性CTL回输是清除肿瘤、治疗癌症的

新策略。IL-2对维持T细胞的生存和促进T细胞

的增殖发挥了必不可少的作用［2］。在体外诱

导培养CTL时，需要加入一定剂量的IL-2以维

持T细胞的生存和生长。目前CTL体外诱导培

养中采用的IL-2浓度为10~50 U/mL［3-6］。由于

体外诱导肽特异性CTL时，细胞的增殖速率很 

慢，因此，如何优化培养体系、提高细胞的增

殖速率和免疫功能，是目前有待解决的问题。

然而，有大量报道指出，在体内实验中使用高

剂量的IL-2会诱导调节性T细胞(regulatory cell， 

Treg)的发生，Treg是体内的一种对效应性T
细胞具有抑制作用的调节性T细胞，主要为一

群CD4+CD25+FOXP-3+的T淋巴细胞［10-12］。 

因此，减少Treg的富集是优化培养体系时必须

考虑的因素。该研究探讨了不同浓度IL-2条件

对体外诱导的表位肽特异性CTL的增殖能力、

细胞亚群比例和细胞毒活性功能的影响，并对

高剂量的IL-2(50~1 000 U/mL)是否会诱导该体系

中的Treg的富集进行了初步的探讨。

1　材料和方法

1.1　研究材料

　　选择2012年1月至2012年9月在河南省郑州

大学第一附属医院生物细胞治疗中心接受生物

细胞治疗的HLA-A2超型肿瘤患者10例，以及于

上述时间内在河南省红十字血液中心献血的健

康供者10例。在无菌条件下用肝素钠抗凝管采

集外周血10 mL。

1.2　试剂和仪器

　　淋巴细胞分离液购自上海华精生物高科技

有限公司，重组IL-2购自北京双鹭药业股份有

限公司，Hyclone IMDM培养基购自赛默飞世尔

beneficial to regulatory cells (Tregs) enrichment. Methods: Peripheral blood from 10 healthy donors and 10 cancer 
patients that were HLA-A2 positive, were collected in the study. HLA-A2 restricted CTL epitope P321 (ILIGETIKI) 
derived from COX-2 pulsed with different concentrations of IL-2 were used to induce peptides-specific CTL in vitro. 
Flow cytometry was performed to analyze the proliferative capability, the proportion of different T-cell subsets, 
and secretion of perforin, granzyme B and IFN-γ. IFN-γ secretion was assessed by ELISpot assay. Results: High 
concentration of IL-2 increased the proliferative activity. The percentage of CD4+ T cells of cancer patient group was 
significantly higher than that of healthy donor group, while the percentage of CD8+ T cells of cancer patient group 
was significantly lower than that of healthy donor group. And there was no significant difference in the percentages 
of CD4+ T cells, CD8+ T cells and Tregs among groups with different IL-2 concentrations. No difference was seen in 
cytokine (perforin, granzyme B, IFN-γ) secretion capacity of CD8+ T cells. ELISpot study revealed that high-dose IL-2 
resulted in the increasing of IFN-γ secretion. Conclusion: The sub-population and the function of cells cultured by 
peptide-specific CTL induction system in vitro are not affected by different concentrations of IL-2. Furthermore, high 
concentrations of IL-2 (50-1 000 U/mL) do not provide the enrichment for Tregs. Higher concentration of IL-2 is likely 
to cause high secretion of IFN-γ in ELISpot assay. In order to exclude the distraction of NK cells or NKT cells, the 
concentration of 50 U/mL is better choice.
  　［Key words］ IL-2; CTL; Polypeptide vaccine; Treg; Cytotoxicity



758

生物化学制品(北京)有限公司，胎牛血清购自杭

州四季青生物工程材料有限公司，人β2微球蛋

白购自德国默克公司，人γ干扰素(IFN-γ)Elispot

试剂盒购自深圳市达科为生物技术股份有限公

司，羧基荧光素二醋酸盐琥珀酰亚胺(CFSE)购
自美国Sigma公司，破膜剂、阻断剂BFA购自美

国Biolegend公司，0.9%氯化钠注射液购自河南

太龙药业股份有限公司。免疫荧光标记抗体： 

anti-CD3-PE-cy7、anti-CD4-APC-cy7、anti-
CD8-Percp、anti-CD25-PE、anti-FOXP3-APC、 

anti-Granzyme-B-PE、anti-Perforin-FITC、anti-
IFN-γ-APC、ISO-Type(PE-cy7、APC-cy7、 

Percp、PE、APC和FITC)，均购自美国BD 
Pharmingen 公司。

　　FASCantoⅡ流式细胞仪购自美国BD公司， 

倒置显微镜购自美国Leica公司，培养箱购自

美国Thermo公司，离心机购自赛默飞世尔科技 

(中国)有限公司，百级超净台购自珠海市再鑫仪

器有限公司，微量振荡仪购自海门市其林贝尔

仪器制造有限公司。

1.3　PBMCs的分离和效应CTL的体外诱导与 

培养 

　　将采集的10 mL外周血用0.9%氯化钠溶液

等体积稀释，经Ficoll密度梯度离心法分离淋巴

细胞，提取白膜层，用0.9%氯化钠溶液充分洗 

涤。离心收集细胞沉淀，用含体积分数10%胎

牛血清的IMDM培养基重悬细胞，调整PBMC
浓度为2×106个/mL，铺于24孔板，分离PBMCs
后的第2天加入终质量浓度为10 μg/mL的Cox-2
来源的CTL表位肽P321(ILIGETIKI)，每孔加入

0.5 μg β2微球蛋白。第3日加入不同浓度的IL-
2(50、200和1 000 U/mL)。每2 d加1次IL-2，每

7 d重新一轮刺激。共刺激2轮，培养第11天，收

集CTL进行功能检测。

1.4　CFSE染色检测淋巴细胞增殖

　　取分离PBMCs后培养第3天的细胞，调整

细胞密度为2×106个/mL，离心弃上清液，加入

1 mL无血清IMDM 培养基重悬，避光加入终浓

度为5 mmol/L的CFSE，37 ℃温育10 min，加

入20%胎牛血清，4 ℃放置8 min，终止染色。 

取出1×105个细胞做流式细胞术检测，连续检

测8  d。运用Modift软件进行分析，增殖指数

(proliferation index，PI)可以从该软件中直接 

得到。

1.5　CD4+T淋巴细胞和CD8+T淋巴细胞亚群 

分析

　　取培养第11天的效应CTL 1×105个，加入细

胞表面抗体(抗CD3-PE-cy7抗体、抗CD8-percp
抗体和抗CD4-APC-cy7抗体)染色，避光温育 

15 min后，上机检测。

1.6　IFN-γ分泌的检测

　　取培养第11天的效应CTL 1×105个与1×105

个荷肽4 h的T2A2细胞混合铺入Elispot板中，

37 ℃温育18 h。温育后，根据孔中的斑点数 

目，分析各实验组细胞IFN-γ的分泌情况。

1.7　细胞因子表达水平的检测   

　　① IFN-γ、颗粒酶B(granzyme-B)、穿孔

素(perforin)的检测：取体外诱导培养第11天

的 细 胞1×10 6个 重 悬 于 IMDM培 养 基 中 ， 按

照50∶1的效靶比加入靶细胞食管癌细胞系

EC9706(HLA-A2+、COX-2+)，同时加入阻断

剂Brefeldin A(1∶1 000)置于37 ℃培养箱温育

4~5 h。温育完成后，收集细胞。加入细胞表

面抗体(抗CD3-PE-cy7抗体、抗CD8-percp抗体) 
染色，避光温育15 min，加入200 μL 4%多聚

甲醛固定20 min，破膜剂破膜后加入胞内抗体

(抗IFN-γ-APC抗体、抗granzyme-B-PE抗体、

抗perforin-FITC抗体)共温育30 min，上机检测

细胞因子表达水平。②Treg检测：取体外诱导

培养第11天的细胞1×106个，加入细胞表面抗体

染色(抗CD3-PE-cy7抗体、抗CD4-APC-cy7抗

体、抗CD8-Percp抗体和抗CD25-PE抗体)避光 

15 min，多聚甲醛固定20 min，破膜剂破膜后加

入抗FOXP-3-APC抗体，共温育30 min后，上机

检测。

1.8　统计学处理   

　　采用SPSS 17.0进行数据分析。两样本均数

间比较时，样本符合正态分布，均数方差齐，

各样本测量值相互独立，可采用成组t检验，若

不符合t检验标准，可行Mann-Whitney U检验，

李桉琪，等.　不同浓度IL-2对体外诱导肽特异性细胞毒性T淋巴细胞培养体系的影响
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两因素多组间均数比较采用双因素方差分析。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　不同浓度IL-2对细胞增殖能力的影响

　　体外培养7 d内，细胞增殖速率较缓，不同

IL-2浓度组增殖速率基本一致。培养第10天，随

着IL-2浓度的增加PI数值逐渐增高，即增殖速度

逐渐增高，IL-2浓度1 000 U/mL组PI数值明显高

于50 U/mL组(P<0.05)。结果表明，1 000 U/mL
浓度IL-2组细胞的增殖能力更强(图1，n=10)。

图 1　不同浓度IL-2条件下细胞增殖指数曲线

Fig. 1    Proliferation index of CTL cells at different concentration 

of IL-2
*: P<0.05

2.2　不同浓度IL-2对CD4+T淋巴细胞和CD8+T

淋巴细胞亚群的影响 

　　第11天取在不同浓度IL-2条件下体外诱导

培养的表位肽CTL细胞，检测其CD4+T淋巴细

胞和CD8+T淋巴细胞亚群比例。不同浓度IL-2组

CD4+淋巴细胞和CD8+T淋巴细胞亚群差异无统

计学意义(图2A、B，n=10，P>0.05)。患者组的

CD8+T细胞比例较健康供者组低(图2C，n=10，

P<0.05)，而CD4+T细胞比例较健康供者组高(图
2D，n=10，P<0.05)。
2.3 不同浓度IL-2对Treg细胞亚群的影响

　　Treg是一群表达CD4、CD25、Foxp3分子的

具有免疫调节功能的细胞。取不同浓度IL-2条

件下、体外表位肽诱导培养第11天的细胞，进

行细胞内因子染色后通过流式细胞仪检测Treg
的比例(图3)。不同浓度IL-2条件下，各实验组

中Treg亚群的比例差异无统计学意义(图3A，

n=10，P>0.05)。另外，患者组与健康供者组在

各个IL-2浓度下的Treg比例差异无统计学意义 

(图3B，n=10，P>0.05)。
2.4　细胞因子检测结果

　　Perforin、granzyme-B、IFN-γ是在细胞内

合成，分泌到细胞外发挥生物学功能的细胞因

图 2　CD4+T细胞亚群和CD8+T细胞亚群检测结果

Fig. 2    Different subtypes of CD4+ T cells and CD8+ T cells

A-B: Different concentrations of IL-2 had no effect on CD8+ T cells and CD4+ T cells; C: Patients had lower CD8+ T cells than healthy donors at 
different concentrations; D: Patients had higher CD4+ T cells than healthy donors at different concentrations; *: P<0.05 
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子。这些细胞因子的分泌情况反映了细胞毒活

性。选取体外培养第11天的细胞，通过与靶细

胞EC9706共温育4 h，能很好地刺激体外诱导

的CTL分泌perforin、granzyme-B和IFN-γ。图

4的统计学分析结果显示各实验组中perforin+ 

CD8+、granzyme-B+CD8+和IFN-γ+CD8+的T细

胞占CD8+T淋巴细胞的比例差异无统计学意义

图 3　Treg细胞检测结果

Fig. 3    Detection of Treg cells

A: Different concentrations of IL-2 had no effect on Treg cells; B: No difference of Treg cells between healthy donors and patients at different 
concentrations of IL-2

图 4　细胞因子统计学分析结果

Fig. 4    Different concentrations of IL-2 had no effect on cytokines production 

A: IL-2 concentration had no effect on perforin production; B: IL-2 concentration did not affect granzyme-B production; C: IFN-γ did not change 
at different IL-2 concentrations

图 5　IFN-g Elispot实验结果

Fig. 5    Elispot assay

 A: Result of Elispot assay; B: Statistical graph of Elispot result; 
n=10, P<0.05

(n=10，P>0.05)。 
2.5　Elispot检测IFN-γ分泌情况

　　取培养第11天的细胞与荷肽的T2A2细胞共

温育，检测IFN-γ的分泌，综合分析所有样本的

分泌情况。图5显示，随着IL-2浓度的增高，出

现的斑点显著增加，IFN-γ的分泌增多(n=10，

P<0.05)。

3　讨　　论

　　体外诱导肽特异性CTL时，应最大程度地

减少Treg，最大限度地富集CD8+T淋巴细胞。

因此，选用合适的IL-2浓度可以提高体外诱导

肽特异性CTL的功能和效率。IL-2对维持Treg的

功能和存活有着重要的作用，在体内实验时，

运用高剂量的IL-2可以很好地诱导Treg细胞。并

且，运用IL-2和其他的一些细胞因子，可以在

李桉琪，等.　不同浓度IL-2对体外诱导肽特异性细胞毒性T淋巴细胞培养体系的影响
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体外诱导培养诱导型Treg(iTerg)，其相对于体内

自然产生的Treg(nTerg)具有更强的免疫抑制功 

能［13］。而在体外诱导培养肽特异性CTL时，采

用的IL-2浓度一般为50 U/mL。

　　因此，本研究采用50、200和1 000 U/mL 
IL-2浓度，探讨了不同浓度IL-2条件对体外诱

导肽特异性CTL培养体系培养出的细胞亚群比

例和功能产生的影响。CFSE染色淋巴细胞增

殖实验结果显示，加入IL-2之后的4 d内，各实

验组的PI指数相近，细胞增殖情况一致。加入

IL-2之后第5天开始，随着IL-2剂量的增加，PI
指数增幅增大，细胞增殖能力增强。在培养第

10天，50、200和1 000 U/mL IL-2浓度组的PI指
数分别为65.77±4.63、77.14±3.98和87.86±4.35。 

因此，在50~1 000 U/mL IL-2浓度范围内，高

浓度的IL-2更利于细胞的扩增。CD3+CD8+T
淋巴细胞为细胞毒性T淋巴细胞，在细胞免疫

中发挥了重要的作用，能通过释放perforin、

granzyme-B和IFN-γ等细胞因子达到杀伤靶细

胞的目的。CD3+CD4+T淋巴细胞主要为辅助性

T细胞，起到免疫调节的作用，一般负调控机

体的免疫反应。因此，通过检测CD3+CD4+T淋

巴细胞和CD3+CD8+T淋巴细胞亚群的比例，

可以一定程度地反映培养的细胞体系的免疫功

能。本实验选取经过两轮表位肽刺激，不同浓

度IL-2条件下诱导培养第11天的细胞，检测其

CD3+CD4+T淋巴细胞和CD3+CD8+T淋巴细胞亚

群比例，发现不同浓度的IL-2对CD3+CD4+T淋

巴细胞和CD3+CD8+T淋巴细胞亚群比例影响不

大。但肿瘤患者组的CD3+CD4+T细胞比例较健

康供者组高(P<0.05)，而CD3+CD8+T细胞比例较

健康供者组低(P<0.05)。对于同一个体，体外诱

导培养第0天与第11天的CD3+CD4+T淋巴细胞和

CD3+CD8+T淋巴细胞亚群比例差异无统计学意

义(P>0.05)。因此，上述结果产生的差异为个体

本身存在的CD3+CD4+T淋巴细胞和CD3+CD8+T
淋巴细胞亚群差异。推测可能由于肿瘤患者体

内免疫系统受抑制，从而诱导了CD3+CD4+T淋

巴细胞亚群比例的升高和CD3+CD8+T淋巴细胞

亚群比例的降低。因此，选用健康人的PBMCs

可以更好地获得CD3+CD8+T淋巴细胞，从而诱

导肽特异性CTL生成。Treg是体内的一种对效

应性T细胞具有抑制作用的调节性T细胞，它的

主要功能是参与抑制正常机体中的自身反应性T
淋巴细胞和自身反应性B淋巴细胞的活化，维持

外周耐受。

　　目前，认为CD4+CD25+Foxp3+的T细胞为 

Treg。由于Treg的在外周环境中的生存需要IL-2
来维持，并且有文献报道，在体内实验中使用

高剂量的IL-2可以诱导Treg细胞的发生［14］。

本实验通过胞内因子染色实验检测了不同浓度

IL-2肽特异性CTL体系培养第11天的细胞，结

果显示，不同浓度对Treg细胞亚群的比例没有

影响。50~1 000 U/mL IL-2浓度范围内，高剂量

的IL-2并不能诱导富集Treg细胞。Kulhankova 
等［15］的研究发现，树状突细胞(dendritic cells， 

DCs)通过近分泌将IL-2传递给Treg，从而调控

Treg的增殖和免疫抑制功能。这种DCs对Treg
的调控方式是空间依赖的，需要细胞与细胞

接触。由于体外诱导肽特异性CTL体系中DCs
只能存活几天，从而缺少了将IL-2传递给Treg
并对其进行调控的媒介。因此，在本实验培养

体系下，使用不同浓度的IL-2对Treg细胞亚群

的比例没有影响。CD3+CD8+T淋巴细胞主要

通过释放perforin、granzyme-B、IFN-γ等细胞

因子发挥其细胞毒活性。实验结果显示，50~ 
1 000 U/mL IL-2浓度范围内，不同浓度的IL-2组

细胞中perforin+CD8+、granzyme-B+CD8+和IFN-
γ+CD8+T细胞比例没有明显区别。因此，选用不

同浓度IL-2，对于CTL的细胞因子分泌功能没

有影响。IFN-γ Elisopt实验可以更加灵敏地检测

出分泌IFN-γ的细胞，Elisopt实验结果显示，随

着IL-2浓度的升高，实验孔中的阳性斑点数明

显增多。由于各实验组的IFN-γ+CD8+T淋巴细胞

比例差异无统计学意义，因此推测Elispot实验

中产生的阳性斑点可能由NK细胞或NKT细胞产 

生［16］。尽管在50~1 000 U/mL浓度范围内，高

浓度的IL-2可以很好地扩增细胞，但其培养体

系中存在的NK细胞或NKT细胞能够非特异性产

生IFN-γ，从而对Elispot实验产生干扰。
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　　综上所述，在50~1 000 U/mL浓度范围内，

使用高浓度的IL-2不会诱导培养体系中Treg的富

集，并且IL-2的浓度对诱导培养出的CTL功能没

有影响，根据实验结果推测选用高浓度的IL-2
可以很好地扩增NK细胞或NKT细胞。因此，在

体外诱导肽特异性CTL时选用50 U/mL的IL-2浓

度可以很好地维持T细胞的增殖和存活，并且最

大程度地降低对Elispot实验的干扰。
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