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诱导刺激猴外周血单核淋巴细胞亚群活化
增殖研究

李国萃,陆佳涵,卢秋翰,杨晨波,丛　 喆∗,魏　 强∗

(北京协和医学院比较医学中心,中国医学科学院医学实验动物研究所,国家卫生健康委员会人类疾病比较医学重点实验室,
国家中医药管理局人类疾病动物模型三级实验室,新发再发传染病动物模型研究北京市重点实验室,北京　 100021)

　 　 【摘要】 　 目的　 比较不同诱导刺激剂对 T 细胞活化标志物 CD69、CD38、HLA-DR 和核内增殖标记 Ki67 的表

达量的影响,为研究 T 细胞激活功能和作用研究提供依据。 方法　 采集健康恒河猴外周血,分离 PBMC,分别加入

常规剂量的 PMA+ Ionomycin、α-CD2 / α-CD3 / α-CD28 和 PHA-P+IL-2,在不同的时间点检测 CD4+T 细胞和 CD8+T 细

胞表面标志物 CD69、CD38、HLA-DR 和核内增殖标记 Ki67 表达情况。 结果　 流式细胞术结果表明,在刺激剂作用

72 h 时,与其它两种刺激剂相比,α-CD2 / α-CD3 / α-CD28 刺激后的 CD4+T 细胞和 CD8+T 细胞上的 CD69 和 Ki67 表

达量更高,HLA-DR+CD4+T 细胞和 HLA-DR+CD8+T 细胞的比例与另外两组组间比对无差异,同时 CD38+CD4+T 细

胞和 CD38+CD8+T 细胞的比例在 α-CD2 / α-CD3 / α-CD28 与 PHA-P+IL-2 组间比较无统计学差异(P>0. 05);在 PMA
+Ionomycin 刺激下,检测到上述四种分子的表达量都很低。 结论 　 CD2 / α-CD3 / α-CD28 活化 T 细胞效果最佳,
PHA-P+IL-2 次之,PMA+Ionomycin 作用弱。 在选择 T 细胞活化作用程度方面,可进行针对性选择。
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　 　 【Abstract】 　 Objective 　 To investigate the effect of stimulants on the expression of T cell activation markers
(CD69, CD38, HLA-DR) and a nuclear proliferation marker ( Ki67), and provide the basis for the study of T cell
function after activation. Methods 　 Peripheral blood was collected from healthy rhesus monkeys, then peripheral blood
mononuclear cells ( PBMCs) were separated and regular doses of PMA + Ionomycin, α-CD2 / α-CD3 / α-CD28, and



phytohemagglutinin-P (PHA-P)+ interleukin-2 ( IL-2) were added. Expression of CD4+ T cells and CD8+ T cell surface
markers, CD69, CD38, HLA-DR, and Ki67, were detected at different time points. Results　 Flow cytometry showed that
when the stimulant, α-CD2 / α-CD3 / α-CD28, acted for 72 hours, expression of CD69 and Ki67 on CD4+T cells and CD8+T
cells was higher compared with the other two stimulants, while the percentage of HLA-DR+ CD4+ T cells and HLA-DR+

CD8+T cells and CD38+CD8+T cells was not different. Meanwhile, the percentage of CD38+CD4+T cells was not different
between α-CD2 / α-CD3 / α-CD28 and PHA-P + IL-2 groups (P > 0. 05). Expression of all four molecules was very low
under PMA+Ionomycin stimulation. Conclusions　 CD2 / α-CD3 / α-CD28 had the best effect in activating T cells, followed
by PHA-P+IL-2, and then PMA+Ionomycin. This provides the experimental basis for selecting appropriate stimulants on
the basis of different experimental purposes.

【Keywords】　 PBMC; activation; PMA+Ionomycin; α-CD2 / α-CD3 / α-CD28; PHA-P+IL-2; CD69; CD38; HLA-
DR; Ki67

　 　 在许多免疫系统疾病的研究中,T 细胞激活和

增殖程度可以反应疾病的进展状况。 通常将 PBMC
(外周血单个核细胞)作为靶细胞来研究细胞因子

的分泌和表面活化标志物及增殖标志物的表达等。
常用的 T 细胞刺激剂为 PMA+Ionomycin、α-CD2 / α-
CD3 / α-CD28、PHA-P +IL-2 等。 T 细胞接受活化信

号后,检测活化分子的表达是一种常规手段。 CD69
分子是自然杀伤细胞受体家族的 C 型凝集素,T 淋

巴细胞被活化后,CD69 迅速被诱导表达,而且在短

时间内很快便能达到高峰,因此 CD69 被用作淋巴

细胞活化的早期标志物[1-2]。 CD38 分子常作为一

种用于诊断临床疾病的指标,同时也是 T 细胞晚期

活化标记物[3-4]。 HLA-DR 分子是 MHC-II 类分子,
主要起着抗原呈递的作用,也是 T 细胞活化的常用

标志物。 Ki67 常作为 T 细胞增殖标记。 本研究拟

通过流式细胞术检测 T 细胞活化分子来比较几种

不同 T 细胞刺激剂的活化效果,以期为 T 细胞激活

相关研究选择合适的刺激剂奠定实验基础。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1.1.1　 实验动物

3 只 SPF 级中国恒河猴,1 只雌性,2 只雄性,年
龄为 3~6 岁,体重约 7 ~8 kg,均购自北京协尔鑫生

物资源研究所[SCXK(京) 2015-0011]。 实验前通

过免疫荧光法筛查,排除猴疱疹病毒,猴逆转录 D
型病毒,猴免疫缺陷病毒及猴 T 淋巴细胞性 I 型病

毒。 实验动物的饲养及实验操作在中国医学科学

院医学实验动物研究所生物安全三级实验室进行

[SYXK(京) 2017-0027]。 实验进程遵循 3R 原则。
本实验使用的实验动物程序通过了中国医学科学

院医学实验动物研究所实验动物使用与管理委员

会(IACUC)的批准(XJ19003)。
1.1.2　 实验细胞

外周血单核细胞来源于健康恒河猴。
1. 2　 主要试剂与仪器

T 细胞刺激剂:Cell Stimulation Cocktail(Cat.No:
00 - 4975 - 73 ) 购 自 eBioscience 公 司; T Cell
Activation / Expansion Kit non-human primate ( Cat.
No: 130-092-919)购自 Miltenyi biotec 公司;PHA-P
(Cat.No: L1668) 购自 SIGMA 公司; IL-2( Cat. No:
202-IL)购自 R&D 公司[5-8];流式实验所用试剂为

fixation / permeabilization concentrate ( Cat. No: 00 -
5123-43)、fixation / permeabilization diluent(Cat.No:
00-5223-56)和 permeabilization Buffer 10×(Cat.No:
00-8333-56) 购自 ebioscience 公司。 流式染色方

案见表 1。
流式仪:检测 T 细胞表面活化标志物所用流式

仪:型号为 BD FACSAria II,产地为美国;检测 T 细

胞核内 Ki67 抗原所用流式仪:型号为 BD Accuri
C6, 产地为美国;显微镜:型号为 Nikon ECLIPSE Ti-
u, 产地为日本。

表 1　 抗体一览表
Table 1　 List of antibodies
抗体

Antibody
克隆号
Clone

公司
Company

BV605 Mouse Anti-Human CD3 SP34-2 BD

Brilliant Violet 785TM Anti-human CD4 Antibody OKT-4 Biolegend

PE Mouse Anti-Human CD8 RPA-T8 BD

Brilliant Violet 421TM Anti-human CD69 Antibody FN50 Biolegend

FITC Anti-Human CD38 Antibody AT-1 Stemcell

BV510 Mouse Anti-Human HLA-DR G46-6 BD

PerCP Mouse Anti-Human CD3 SP34-2 BD

APC anti-human CD4 Antibody OKT-4 Biolegend

FITC Mouse Anti-Ki-67 B56 BD
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1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 PBMC 的分离

采集健康恒河猴的外周血[9],离心后弃去上层

血浆,加入与全血相等体积的 1640 培养基进行稀

释,吹打混匀,将稀释后的全血加入装有 Ficoll 液体

的离心管中,离心后吸取中间 PBMC 细胞层至新的

离心管中,加入 1640 培养基进行洗涤,离心后弃去

上清液体,轻轻弹起管底细胞团块,用 1640 培养基

重悬至所需要的浓度,进行后续的实验。
1. 3. 2　 T 细胞刺激剂刺激 PBMC

( 1 ) 用 PMA + Ionomycin / PHA-P + IL-2 刺

激 PBMC
分离好 PBMC 后[10],用含有 10%FBS 和 2%双

抗的完全培养基重悬细胞,分装到 48 孔板中,细胞

浓度 为 每 孔 1 × 106 mL, 每 孔 加 入 2 μL Cell
Stimulation Cocktail / 4 μg / mL 的 PHA-P 和 20 ng / mL
的 IL-2,用枪头吹打混匀,放入 37℃,5%CO2 孵箱中

进行培养。 在不同时间点收取细胞,进行后续的流

式实验。
(2) 用 T Cell Activation / Expansion Kit non-

human primate 刺激 PBMC
取出装载好抗体的磁珠(抗体终浓度为 10 μg /

mL),加入含 10%FBS 的 X-VIVO 15TM培养基,离心

后重悬备用。 同时将 PBMC 用上述培养基重悬,并
与重悬备用的磁珠混合均匀。 加入 48 孔板中,细胞

浓度为每孔 1×106mL,37℃,5% CO2 培养箱孵育,
在不同时间点收集细胞,进行后续实验。
1. 3. 3　 流式方法检测 T 细胞表面活化标志物。

将孔板中的细胞悬液加入流式管中,同时加入

CD3-BV605、 CD8-PE、 CD4-BV785、 CD69-BV421、
CD38-FITC 和 HLA-DR-BV510,4℃ 下放置 30 min,
1%多聚甲醛溶液固定,最后上机检测染色情况[11]。
1. 3. 4　 流式方法检测 T 细胞核内 Ki67 抗原

将孔板中的细胞悬液加入流式管中[12],并加入

CD3-PerCP、CD4-APC 和 CD8-PE,4℃放置 30 min。
随即加入配制好的固定 /破膜液作用 30 min。 加入

Ki67-FITC 抗体,室温避光 30 min,1%多聚甲醛溶液

固定,上机检测分析结果。
1. 4　 统计学方法

流式数据用 FlowJo V10 软件进行分析, 用

GraphPad prism8 绘制图形,进行统计学分析时用平

均数±标准差( 􀭰x ± s )表示实验结果,对不同 T 细胞

刺激剂的实验数据组间进行差异分析,“ns”表示 P>
0. 05,没有统计学意义,P<0. 05 表示具有统计学意

义,用“∗”表示。

2　 结果

2. 1　 不同 T 细胞刺激剂刺激 PBMC 时,早期活化

标志物 CD69 分子的表达情况

PBMC 经 α-CD2 / α-CD3 / α-CD28 刺激后, 2 h
时在 CD4+ T 细胞和 CD8+ T 细胞上就可以检测到

CD69 的表达,其中 CD69+ CD4+ T 细胞的比例为

(18. 000 ± 1. 908)%, CD69+ CD8+ T 细胞的比例为

(14. 867±1. 762)%,2 h 后 CD69 在两种主要的 T 细

胞亚群上的表达呈直线上升趋势。 24 h 时达到高

峰,该时间点 CD69 在 CD4+T 细胞和 CD8+T 细胞上

所占比例分别为 ( 94. 333 ± 1. 365)% 和 ( 94. 867 ±
1. 607)%,随即呈下降趋势(图 1A);虽然 PHA-P +
IL-2 刺激下的 CD69 在两种 T 细胞亚群上的表达趋

势与 α-CD2 / α-CD3 / α-CD28 作用后的趋势大致相

似,但前者刺激下的 CD69 的表达量远低于后者;在
PMA+lonomycin 刺激后,CD69 的表达均呈低水平缓

慢增加,在 72 h 的占比分别为(13. 233±1. 986)%
(CD69+CD4+ T 细胞)和(11. 667±1. 850)%(CD69+

CD8+T 细胞)。
将三种刺激剂作用 72 h 后的 CD69 的表达量分

别进行两组间的比较分析,结果表明均具有显著性

差异,且 α-CD2 / α-CD3 / α-CD28 刺激后的结果显著

高于其他两种刺激剂(P<0. 0005,图 1B)。 从中可

以看出,α-CD2 / α-CD3 / α-CD28 激活 T 细胞效率最

高,PHA-P + IL-2 次之, PMA + lonomycin 激活效率

最低。
2. 2　 不同 T 细胞刺激剂刺激 PBMC 时,晚期活化

标志物 CD38 分子和 HLA-DR 分子的表达情况

α-CD2 / α-CD3 / α-CD28 作 用 于 PBMC 后,
CD38+CD4+T 细胞和 CD38+CD8+T 细胞所占比例均

在 120 h 时达高峰,比例分别为(90. 533±1. 986)%
和( 87. 133 ± 2. 511 )%; 而 PHA-P + IL-2 作 用 于

PBMC 后, CD38 的表达呈缓慢上升趋势, CD38+

CD4+T 细胞和 CD38+CD8+T 细胞在 168 h 的占比分

别为(89. 300±2. 524)%和(89. 900±2. 252)%;PMA
+Ionomycin 刺激后, CD38+ CD4+ T 细胞和 CD38+

CD8+T 细胞所占比例在 6 h 到达高峰,之后呈下降

趋势(图 2A)。 和 CD38 不一样,三种刺激剂作用后

的 HLA-DR 的表达量均很低。 α-CD2 / α-CD3 / α-
CD28 刺激下,HLA-DR+ CD4+ T 细胞在所有时间点

中的最大比例为(4. 150±1. 570)%,HLA-DR+CD8+T
细胞 在 所 有 时 间 点 中 的 最 大 比 例 为 ( 2. 390 ±
0. 875)%;PHA-P +IL-2 刺激后,HLA-DR 在 CD4+ T
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注:A:不同刺激剂作用不同时间后,CD69 在 T 细胞上的表达量的变化;B:不同刺激剂作用 72 h 后,CD69+ CD4+ T 细胞和 CD69+

CD8+T 细胞的占比;C:流式画门中,CD69 分子的阳性群位置。 与 α-CD2 / α-CD3 / α-CD28 刺激组相比,∗∗∗∗ P< 0.0001;与 PMA+

lonomycin 刺激组相比,∗∗∗∗P<0.0001,∗∗∗P<0.001;与 PHA+IL-2 刺激组相比,∗∗∗∗P<0.0001,∗∗∗P<0.001。

图 1　 不同刺激剂作用后,CD4+T 细胞和 CD8+T 细胞上 CD69 的表达量变化

Note. A, Expression of CD69 on T cells stimulated by different stimulants. B, Percentage of CD69+ CD4+ T cells and CD69+ CD8+ T cells
stimulated for 72 h by different stimulants. C, Representative dot plots showing gating strategy for CD69 molecular.Compared with the group

stimulated by α-CD2 / α-CD3 / α-CD28, ∗∗∗∗P < 0. 0001. Compared with the group stimulated by PMA + lonomycin , ∗∗∗∗P < 0. 0001,
∗∗∗P<0. 001. Compared with the group stimulated by PHA+IL-2 , ∗∗∗∗P<0.0001, ∗∗∗P<0.001.

Figure 1　 Expression of CD69 on CD4+T cells and CD8+T cells stimulated by different stimulants

细胞和 CD8+T 细胞上的最大表达量分别为(1. 923±
0. 194)%和(1. 430 ± 0. 166)%;PMA+ Ionomycin 刺

激 72 h 后,HLA-DR+CD4+T 细胞和 HLA-DR+CD8+T
细胞的占比分别为 ( 4. 010 ± 0. 783)%和 ( 4. 413 ±
1. 090)% (图 2B),将三种刺激剂作用 72 h 后的

CD38 在两种主要 T 细胞亚群上的表达量进行组间

比对,其中 PMA+Ionomycin 与其他两种刺激剂组间

比对均有统计学差异(P<0. 01,图 2C),而 α-CD2 /
α-CD3 / α-CD28 与 PHA-P+IL-2 组间比对表明 PMA
+Ionomycin 刺激效果最差(无差异,图 2C)。

将三种刺激剂作用 72 h 后的 HLA-DR 的表达

量进行组间比对,只有 PMA+Ionomycin 与 PHA-P +
IL-2 组间有差异(P<0. 01,图 2C)。
2. 3　 不同 T 细胞刺激剂刺激 PBMC 时,增殖标记

Ki67 分子的表达情况

α-CD2 / α-CD3 / α-CD28 作用于 PBMC 后,Ki67+

CD4+T 细胞和 Ki67+CD8+T 细胞的比例在 72 h 内快

速上升,之后缓慢上升,120 h 后快速下降,所有时

间点中最大 比 例 分 别 为 ( 87. 067 ± 2. 113 )% 和

(95. 167±2. 550)%;PHA-P+IL-2 刺激后,Ki67 在两

种 T 细胞亚群中的比例在 168 h 内缓慢上升,168 h
时 Ki67+ CD4+ T 细 胞 的 所 占 比 例 为 ( 35. 633 ±
3. 951)%,Ki67+CD8+T 细胞的所占比例为(22. 933
±2. 804)%;PMA+Ionomycin 刺激后,Ki67+CD4+T 细

胞和 Ki67+ CD8+ T 细胞的比例在 72 h 内缓慢下降

(图 3A)。 将三种刺激剂作用 72 h 后的 Ki67 的表

达量进行组间比较,其中 α-CD2 / α-CD3 / α-CD28 与

其他两种刺激剂组间比对均有统计学差异 (P <

0. 0001,图 3B)。 该结果与细胞图片结果趋于一致,
细胞图片显示,相比正常 PBMC,α-CD2 / α-CD3 / α-
CD28 刺激 PBMC 72 h 后,细胞形状变大,数量变

多,呈梭状或圆形;PHA-P + IL-2 刺激 PBMC 72 h
后,细胞黏附成团;PMA+Ionomycin 刺激 PBMC 72 h
后,细胞几乎全部死亡(图 3C、3D)。

3　 讨论

外周血单个核细胞因其重要的作用常被作为

许多疾病中研究 T 细胞激活的靶细胞。 由于不同

刺激剂活化 T 细胞所涉及的信号通路不一样,因此

理论上 T 细胞被激活的效率和规律也不一样[13-14]。
为确定不同刺激剂诱导活化 T 淋巴细胞的基本规

律,本研究选用了 α-CD2 / α-CD3 / α-CD28、PHA-P +
IL-2 和 PMA+Ionomycin 三种常用的刺激剂组合,运
用流式细胞术检测活化分子在两种主要 T 细胞亚

群上的表达量来确定 T 细胞活化效率。
CD69 分子是 T 细胞早期活化标志物。 T 细胞

接受活化信号后,在 2 h 就可以检测到 CD69 的表

达,在 24 h 左右达到高峰,3 d 内在 T 细胞表面平稳

表达,之后开始下降[1-2]。 本研究中,经 α-CD2 / α-
CD3 / α-CD28 和 PHA-P + IL-2 刺激后, T 细胞上

CD69 的表达趋势与文献中基本相符。 三种刺激剂

中,经 α-CD2 / α-CD3 / α-CD28 刺 激 后, T 细 胞 上

CD69 的表达量显著高于其他两种刺激剂。 而 PMA
+Ionomycin 刺激后的 CD69 的表达远远低于另外两

种刺激剂,表明 PMA+Ionomycin 刺激效率低下。
CD38 分子是一种常用的活化标志物,在 T 淋
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注:A:不同刺激剂作用不同时间后,CD38 在 T 细胞上的表达量的变化;B:不同刺激剂作用不同时间后,HLA-DR 在 T 细胞上的表达量的

变化;C:不同刺激剂作用 72 h 后,CD38+CD4+T 细胞和 CD38+CD8+T 细胞与 HLA-DR+CD4+ T 细胞和 HLA-DR+CD8+ T 细胞的占比;D:流
式画门中,CD38 分子和 HLA-DR 分子的阳性群位置。

图 2　 不同刺激剂作用后,CD4+T 细胞和 CD8+T 细胞上 CD38、HLA-DR 的表达量变化

Note. A, Expression of CD38 on T cells stimulated by different stimulants. B, Expression of HLA-DR on T cells stimulated by different stimulants.

C, Percentage of CD38 and HLA-DRon CD4+ T cells and CD8+ T cells stimulated for 72 h by different stimulants. D, Representative dot plots
showing gating strategy for CD38 molecular and HLA-DR molecular.

Figure 2　 Expression of CD38 and HLA-DR on CD4+T cells and CD8+T cells stimulated by different stimulants

注:A:不同刺激剂作用不同时间后,Ki67 在 T 细胞上的表达量的变化;B:不同刺激剂作用 72 h 后,Ki67+CD4+ T 细胞和 Ki67+CD8+ T 细胞的

占比;C:流式画门中,Ki67 分子的阳性群位置;D:正常 PBMC 和三种刺激剂作用 72 h 后 PBMC 的细胞状态。

图 3　 不同刺激剂作用后,CD4+T 细胞和 CD8+T 细胞上 Ki67 的表达量

Note. A, Expression of Ki67 on T cells stimulated by different stimulants. B, Percentage of Ki67+CD4+T cells and Ki67+CD8+T cells stimulated for 72
h by different stimulants. C, Representative dot plots showing gating strategy for Ki67. D, The PBMC befor and 72 h after stimulation.

Figure 3　 Expression of Ki67 on CD4+T cells and CD8+T cells stimulated by different stimulants

巴细胞活化晚期表达[4],常与同为 T 细胞晚期活化

标志物的 HLA-DR 分子联合使用[15-16]。 本研究中,
经三种刺激剂作用 72 h 后,CD38+ CD4+ T 细胞和

CD38+CD8+T 细胞的占比在 α-CD2 / α-CD3 / α-CD28
与 PHA-P + IL-2 组 间 无 差 异, 且 高 于 PMA +
Ionomycin 刺激后的结果。 T 细胞上 HLA-DR 的表
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达量在三种刺激剂刺激后均很低,经 α-CD2 / α-
CD3 / α-CD28 刺激后的 HLA-DR+ CD4+ T 细胞和

HLA-DR+CD8+T 细胞的比例与另外两种刺激剂组

间比对无差异,而 PMA+Ionomycin 刺激后的 HLA-
DR 在两种主要 T 细胞亚群上的表达量高于 PHA-P
+IL-2。

Ki67 是一种 T 细胞增殖标记,在细胞周期的各

阶段中除了 G0 期外都会高度表达[17-18]。 本文中,
经 PMA+Ionomycin 刺激后,T 细胞上 Ki67 的表达量

低下,α-CD2 / α-CD3 / α-CD28 刺激后的 Ki67 表达量

显著优于其他两种刺激剂。 且将三种刺激剂作用

72 h 后的 T 细胞上 Ki67 的表达量进行组间比对,均
显示有显著性差异(P<0. 0001)。 细胞图片显示,在
不同刺激剂作用 PBMC 72 h 后,细胞或增大呈梭状

圆形且数量增多(α-CD2 / α-CD3 / α-CD28),或黏附

成团 ( PHA + IL-2 ), 或 基 本 全 部 死 亡 ( PMA +
Ionomycin),这与不同刺激剂刺激后的 Ki67 的表达

相符:α-CD2 / α-CD3 / α-CD28 刺激后 72 h 时,Ki67+

CD4+T 细胞和 Ki67+ CD8+ T 细胞的比例基本达峰

值,PMA+Ionomycin 刺激后 72 h 时,Ki67+CD4+T 细

胞和 Ki67+CD8+T 细胞的比例在检测的所有时间点

中最低。 PHA-P +IL-2 作用于细胞后,造成细胞黏

附,在流式仪上样时可能会堵塞进样针,从而可能

会造成实验结果的误差。
综上所述,α-CD2 / α-CD3 / α-CD28、PHA-P+IL-2

和 PMA+Ionomycin 三种刺激剂中,α-CD2 / α-CD3 /
α-CD28 活化 T 细胞的效率最优,PHA-P + IL-2 次

之,PMA+Ionomycin 效率最差。 在 α-CD2 / α-CD3 /
α-CD28 刺激下,CD69 和 Ki67 在两种 T 细胞亚群上

的表达量显著高于其他两种 T 细胞刺激剂。 同一

种活化分子在不同 T 细胞亚群上的表达量不一样,
可能与 T 细胞亚群的增殖速率不同有关,也可能与

不同 T 细胞亚群上表达的活化分子在疾病中所起

的作用不同有关。 PMA+Ionomycin 的刺激效率最

低,可能是因为其活化 T 细胞涉及的信号通路不像

α-CD2 / α-CD3 / α-CD28 能引起强烈的下游信号传

导,也可能是因为 PMA+Ionomycin 作用于细胞后,
随着时间的延长,细胞死亡率增大,因此该刺激剂

更适合作为短期刺激剂来使用。
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