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［摘 要］　目的:考察滤白残留物来源的双阴性 T（DNT）细胞的生物学活性。方

法:从血站收集 6 份 400 mL 全血滤白后的去白细胞过滤器，使用生理盐水对去白

细胞过滤器进行反冲、浓缩获得滤白残留物。双荧光染色法对滤白残留物中的白

细胞进行计数，采用抗体吸附和密度梯度离心获得滤白残留物中 DNT 细胞原材

料。将滤白残留物来源冻存复苏和新鲜 DNT细胞原材料分别进行体外培养，采用

双荧光染色法、流式细胞术检测体外培养后 DNT 细胞扩增倍数、存活率、细胞表

型、细胞分化及靶细胞杀伤率，并与全血来源 DNT 细胞比较。结果:经去白细胞过

滤器反冲获得的白细胞回收率可达（41.9±14.7）%。与全血比较，滤白残留物来源

DNT 细胞原材料总 T 细胞含量差异无统计学意义（P>0.05），DNT 细胞存活率和

DNT细胞纯度降低（均P<0.05）。新鲜DNT细胞体外培养17 d后，滤白残留物来源

DNT 细胞扩增倍数、细胞表型、细胞分化以及对靶细胞杀伤率与全血来源 DNT 细

胞差异均无统计学意义（均 P>0.05），但 DNT 细胞存活率低于全血来源 DNT 细胞

［分别为（86.0±4.2）%和（92.2±1.2）%，P<0.05］。与滤白残留物来源新鲜 DNT 细胞

原材料比较，相同细胞原材料冻存 3、15 d后复苏培养 17 d，细胞表型、DNT 细胞扩

增倍数、细胞分化等相近（均 P>0.05），但冻存 3 d 复苏组细胞存活率较高［分别为

87.8%（82.0%，89.0%）和 92.4%（91.8%，92.8%），P<0.05］，冻存 15 d 复苏组靶细胞

杀伤率较高［分别为 70.9%（67.3%，80.2%）和 91.3%（89.4%，95.1%），P<0.05］。结

论: 滤白残留物来源 DNT 细胞与全血来源 DNT 细胞在扩增、纯度、细胞分化以及

生物学效力等方面基本一致，且冻存复苏后细胞的生物学活性与未冻存细胞基本

一致，提示滤白残留物有望作为制备现货通用型DNT细胞药物新的原材料选择。
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［Abstract］  Objective: To characterize the biological properties of double-negative T 
(DNT) cells isolated from leukoreduction filter residues. Methods: Leukoreduction 
filters containing residues from 400 mL whole blood units (n=6) were collected from a blood 
center. Filters were back-flushed with normal saline, and the eluate was concentrated to 
obtain leukoreduction filter residues. Leukocytes in the residues were counted by dual-
fluorescence staining. DNT cells were then isolated from the residues using antibody-

mediated adsorption and density gradient centrifugation. Both cryopreserved-thawed 
and non-cryopreserved DNT cells derived from the residues were subjected to in vitro 
culture. Cells were assessed for expansion fold, viability, immunophenotype, differentiation 
status, and cytotoxicity against target cells using dual-fluorescence staining and flow 
cytometry, with comparisons made to DNT cells derived from whole blood. Results: The 
leukocyte recovery rate achieved through reverse flushing of the leukocyte reduction 
filter was (41.9±14.7)% . Compared to whole blood, the DNT cells starting material 
obtained from filter residues showed no significant difference in total T-cells content (P>
0.05). However, the viability and purity of the resulting DNT cells starting materials were 
significantly lower (both P<0.05). After 17 days of culture, DNT cells from filter residues 
and whole blood showed no significant differences in expansion fold, immunophenotype, 
differentiation status, or cytotoxicity toward target cells (all P>0.05). However, the 
viability of DNT cells from residues was significantly lower than that of whole blood-

derived DNT cells [(86.0±4.2)% vs. (92.2±1.2)%, P<0.05]. After thawing (post 3 or 15 days 
of cryopreservation) and 17 days of culture, DNT cell starting materials from residues 
showed comparable immunophenotype, expansion fold, and differentiation status to their 
non-cryopreserved counterparts from the same source (all P>0.05). However, the viability 
of the 3-day cryopreservation recovery group [92.4% (91.8%, 92.8%) vs. 87.8% (82.0%, 
89.0%)] and the cytotoxicity against target cells of the 15-day cryopreservation recovery 
group [91.3% (89.4%, 95.1%) vs. 70.9% (67.3%, 80.2%)] were both significantly 
higher than those of non-cryopreserved DNT cells (all P<0.05). Conclusions: DNT 
cells derived from leukoreduction filter residues exhibited highly comparable characteristics 
to those from whole blood in terms of expansion, purity, differentiation, and biological 
potency. Furthermore, their biological activity post-cryopreservation and revival remained 
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largely similar to non-cryopreserved cells. These findings suggest that leukoreduction 
filter residues represent a promising alternative source of starting material for manufacturing 
off-the-shelf, allogeneic DNT cell therapeutics.

［Key words］ Double negative T cells; Leukoreduction filter residues; Leukocyte 
reduction filter; Cell culture; Cell activity; Cell cryopreserving

[J Zhejiang Univ (Med Sci), 2026, 55(2): 145-153.]
［缩略语］ 双阴性 T 细胞（double negative T cell，DNT 细胞）；分化抗原（cluster of 
differentiation，CD）；主要组织相容性复合体（major histocompatibility complex，MHC）；

吖啶橙（acridine orange，AO）；碘化丙啶（propidium iodide，PI）；藻红蛋白（phyco-

erythrin，PE）；别藻蓝蛋白（allophycocyanin，APC）；异硫氰酸荧光素（fluorescein 
isothiocyanate，FITC）；磷酸盐缓冲液（phosphate buffered solution，PBS）

近年来，过继性免疫细胞疗法在血液系统

恶 性 肿 瘤 及 实 体 瘤 治 疗 领 域 持 续 经 历 技 术 革

新，已成为生物医药领域最具变革性的治疗策

略之一，并驱动着全球医疗技术的重大进步。

截至 2025 年 11 月，美国食品药品监督管理局和

中国国家药品监督管理局已批准 16 款自体嵌合

抗原受体 T 细胞产品上市。然而，此类疗法受限

于患者自体细胞来源，存在因原材料质量差异

导致制备失败、患者等待周期长以及生产成本

高昂等局限。而通用现货型（off-the-shelf）细胞

治 疗 药 物 的 研 发 展 现 出 显 著 优 势 和 临 床 转 化

潜力。

作为一种重要的通用现货型细胞，DNT 细胞

因其独特的生物学特性受到业内关注。该细胞表

达 CD3 分子，但不表达 CD4、CD8 和 CD56 分子。

DNT 细胞最早于 1989 年由斯坦福大学 Strober 教

授团队在《自然》（Nature）报道，其免疫应答具有

非 MHC 限制性［1］。随后，加拿大多伦多大学医

学院张丽教授团队在 2000 年进一步鉴定了该细

胞群，并揭示其具有介导抗原特异性移植耐受

的功能及相关机制［2］。DNT 细胞具有通用特性

和良好的可拓展性［3］，在此基础上开发的系列通

用现货型 DNT 细胞治疗药物已在多项临床试验

中证实了其良好的安全性［4-5］。DNT 细胞兼具抑

制移植物抗宿主病和广谱抗肿瘤的双重功能，

其 MHC 非限制性杀伤特性以及易于规模化制备

的现货型优势，使其成为治疗血液系统恶性肿

瘤的一种前景广阔的新型细胞疗法［6-7］。有研究

证实了其在治疗复发难治性急性髓系白血病中

具有初步疗效［8-9］。DNT 细胞在预防复发、难治

性急性髓系白血病患者异基因造血干细胞移植

后 复 发 方 面 也 展 现 出 可 靠 的 有 效 性 和 安 全

性［10］。此外，研究还显示 DNT 细胞具有预防肝

移植后肿瘤复发的潜力［11］。

当前，以 DNT 细胞为代表的通用现货型细胞

治疗药物研发企业普遍面临一系列关键挑战，包

括健康供者来源原材料（如外周全血、单采血和

脐血）的合规获取、原材料质量评价体系建立、生

产工艺适配性优化，以及安全性风险评价等［12-13］。

其中，开发安全可靠的细胞原材料来源是该领域

亟待解决的核心问题。在中国现行的采供血体

系中，经体检合格的健康献血者所捐献的全血中

红细胞、血小板和血浆等主要成分被用于临床输

注，而全血经滤白处理后的去白细胞过滤器通常

被视为医疗废弃物，因为滤器中截留了大量可引

发 同 种 异 体 反 应 和 输 血 相 关 不 良 反 应 的 白 细

胞［14］。既往研究证实，从这些废弃过滤器中可以

回收功能性单个核细胞［15-19］和自然杀伤细胞［20-21］。

鉴于 DNT 细胞是单个核细胞中的一种特定 T 细

胞亚群，将采供血机构废弃的去白细胞过滤器通

过反冲程序获得的滤白残留物开发为 DNT 细胞

来源新途径，不仅无需额外占用宝贵的全血、单

采血或脐带血细胞等医疗资源，而且大幅提升了

全血的综合利用率。本文通过考察滤白残留物

来源 DNT 细胞的细胞扩增、存活率、细胞表型、细

胞分化以及体外生物学效力，希望为现货通用型

DNT 细 胞 药 物 研 发 提 供 可 持 续 的 原 材 料 获 取

策略。
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1　材料与方法

1. 1　细胞、试剂和仪器

MV-4-11 细胞（SCSP-5031）购于中国科学院

细胞库。氯化钠注射液（500 mL∶4.5 g）为中国

山东威高集团医用高分子制品股份有限公司产

品；红细胞裂解液（B541001）为中国生工生物工

程（上海）股份有限公司产品；AO/PI 染液（CS2-

0106）为美国 Nexcelom Bioscience 公司产品；CD3
抗体（170-076-116）为德国 Miltenyi Biotec 公司产

品；注射用人 IL-2（泉奇，国药准字：S2002004）为

中国山东泉港药业有限公司产品；TheraPEAK® 
X-VIVO® 15 无血清造血细胞培养基（含重组转

铁蛋白）（BEBP02-054Q）为瑞士 Lonza 公司产品；

免疫血清替代物（A2596101）为美国 ThermoFisher 
Scientific 公 司 产 品 ；CryoStor CS5 细 胞 冻 存 液

（205102）为 美 国 Biolife Solutions 公 司 产 品 ；

RosetteSepTM 人 CD4 去 除 抗 体 混 合 物（15662）、

RosetteSepTM 人 CD8 去 除 抗 体 混 合 物（15663）、

LymphoprepTM 淋巴细胞分离液（07861）为加拿大

STEMCELL Technologies 公司产品；PE/Cyanine7 抗

人 CD3 抗体（300316）、PE 抗人 CD4 抗体（300508）、

APC抗人 CD8a抗体（300912）、FITC抗人 CD3抗体

（300306）、PE 抗人 CD45RA 抗体（304108）、APC/
Cyanine7 抗人 CD62L 抗体（304814）、7-AAD 细胞

活力染色液（420403）、FITC Annexin V（640945）为

美国 BioLegend 公司产品；用于常规细胞膜标记的

PKH26 红色荧光细胞连接子试剂盒（PKH26GL）

为德国 MilliporeSigma 公司产品。

TSCDTM-Ⅱ无菌接管机为日本 Terumo 公司产

品；XS-900i 全自动血液分析仪为日本 Sysmex 公

司产品；CryofugeTM 16 型血站离心机、高速离心机

（ST16R）均为美国 ThermoFisher Scientific 公司产

品 ；双 荧 光 细 胞 计 数 仪（Cellometer K2）为 美 国

Nexcelom Bioscience 公 司 产 品 ；CytoFLEX 流 式

细胞仪为美国 Beckman Coulter 公司产品；Micro 
Digitcool 250 程 序 降 温 仪 为 法 国 CryoBio System
公司产品。

1. 2　滤白残留物来源、制备和计数

去白细胞过滤器（过滤 400 mL 全血/个，共

6 个）及全血（200 mL/份，共 6 份）均由绍兴市中心

血站提供。取经 400 mL 全血滤白操作后的待废

弃去白细胞过滤器，将 500 mL 生理盐水与过滤器

采用无菌接管方式连接并反冲，4999×g，2~6 ℃条

件下离心 10 min。弃上清液，将留存的约 100 mL
残留白细胞用生理盐水重悬，悬液即为滤白残

留物。

全血中白细胞数由绍兴市中心血站采用全

自动血液分析仪检测。滤白残留物中的白细胞

检测采用荧光染料法测定，因含有大量红细胞，

计数前需要先通过红细胞裂解：取 100 μL 待检样

品加 900 μL 1×红细胞裂解液，室温裂解 10 min，

取 20 μL 裂解后的样品加入 20 μL AO/PI 染液，漩

涡混匀后取 20 μL 样品加到计数板内，并用计数

仪检测。滤白残留物中可回收的白细胞数计算

公式：白细胞数=细胞浓度之和÷测量次数×样本

体积。

1. 3　抗体吸附法获取 DNT 细胞原材料

按照 RosetteSepTM 人 CD4/CD8 去除抗体混合

物使用说明书，将去除抗体混合物加至全血和滤

白残留物中，室温条件下孵育 20 min，后加至淋

巴分离液之上，把“Deceleration（降速）”设置为

“0”档，室温下 1200×g 密度梯度离心 20 min 获得

去除 CD3+CD4+、CD3+CD8+细胞后富含 DNT 细胞

的原材料。

在部分 DNT 细胞原材料沉淀中加入 CS5 冻存

液，调整细胞密度为 5×106/mL，经程控降温仪梯度

降温后保存于不高于－150 ℃的液氮罐中备用。

1. 4　DNT 细胞原材料体外培养

采用通用型临床用 DNT 细胞制备方法［22］，对

滤白残留物来源的新鲜和冻存 DNT 细胞原材料

进行体外培养。首先，DNT 细胞原材料置于抗

CD3 抗体（5 μg/mL）包被的培养瓶中激活；然后使

用含免疫血清替代物（培养体积的 10%）和 IL-2
（250 IU/mL）的 无 血 清 培 养 基 ，并 于（37±1）℃ 、

（5.0±0.5）%二氧化碳的条件下培养，培养周期为

17 d。冻存 DNT 细胞复苏时，将 1 mL 冻存管管体

置于（37±1）℃水浴锅中左右快速移动，复苏时间

为 2~3 min，复苏终点为冻存管内可见米粒大小

细胞团块。

1. 5　流式细胞术表征 DNT 细胞

采用抗 CD3、CD4、CD8 抗体检测 DNT 细胞表

型，采用抗 CD45RA、CD62L 抗体检测细胞分化［23］。

将待检测的 DNT 细胞培养液混匀，按每管细胞数

（0.5~1）×10 ⁶ 分 配 至 各 标 记 管 ；每 管 补 足 3 mL 
PBS，415×g 离心 5 min，弃上清液后重复洗涤一
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次；混匀后室温避光孵育 10 min；孵育结束后洗

涤，最后用 300 μL PBS 重悬细胞，使用流式细胞

仪收集 10 000 个 CD3+细胞，分析 DNT 细胞表型及

细胞分化情况。

1. 6　双荧光染色法测定 DNT 细胞数和存活率

取不少于 20 μL 的待检样本，使用 PBS 稀释

十倍。取 15 μL 稀释后样本与 15 μL AO/PI 染液

漩涡混合，吸取混合液 20 μL 加入计数板，静置

3~5 s 后使用双荧光细胞计数仪检测。DNT 细胞

总数=细胞浓度之和÷测量次数×样本体积×总

T 细胞含量×DNT 细胞纯度；DNT 细胞存活率=细

胞存活率之和÷测量次数；DNT 细胞扩增倍数=培

养后 DNT 细胞数÷初始接种 DNT 细胞数。

1. 7　流式细胞术检测 DNT 细胞对靶细胞的杀

伤率

将 PKH26 荧光染料标记的 MV-4-11 细胞（靶

细胞）与 DNT 细胞（效应细胞）按照效靶比 4∶1 在

（37±1）℃、（5±0.5）%二氧化碳的条件下共孵育

2 h，收集细胞，200×g 室温离心 5 min，洗涤后加入

凋亡检测试剂 Annexin V，染色后上机检测，计算靶

细胞杀伤率：靶细胞杀伤率（%）=［Annexin V+
效应细胞

（%）－Annexin V+
靶细胞（%）］÷［100－Annexin V+

靶细胞

（%）］×100%［24］。

1. 8　统计学方法

采用 GraphPad Prism 10.2.3 软件进行统计分

析。采用 Shapiro-Wilk 检验对连续变量进行正态

性检验，符合正态分布的变量以均数±标准差

（x̄±s）表示；不符合正态分布、存在样本量不均衡

及总量有限情况的变量，以中位数（上下四分位

数）［M（Q1，Q3）］表示。两组间比较时，若数据满

足正态性和方差齐性，采用独立样本 t 检验；若正

态分布但方差不齐，则采用 Welch’s t 检验。若数

据不符合正态分布，或样本量过小，难以可靠评

估参数检验的前提假设，采用 Mann-Whitney U 检

验。多组比较时，本研究中因样本量小无法可靠

评估，采用 Kruskal-Wallis 秩和检验，当整体检验

显著时，使用 Dunn’s 检验进行事后两两比较。P<
0.05 为差异有统计学意义。

2　结 果

2. 1　白细胞回收效果

滤 白 前 400 mL 全 血 中 白 细 胞 数 为（26.1±
2.8）×108，滤 白 残 留 物 中 可 回 收 的 白 细 胞 数 为

（10.8±3.3）×108，经去白细胞过滤器反冲获得的

白细胞回收率可达（41.9±14.7）%。

2. 2　DNT 细胞原材料细胞表型和存活率

与全血比较，滤白残留物来源 DNT 细胞原

材料总 T 细胞含量差异无统计学意义（P>0.05），

DNT 细胞存活率和 DNT 细胞纯度均降低（均 P<
0.05），见表 1。结果表明，通过抗体吸附法分别

从滤白残留物和全血中获取的 DNT 细胞在关键

指标上总体数值相当。

2. 3　体外扩增后 DNT 细胞生物学活性检测结果

经体外培养 17 d 后，滤白残留物与全血来源

DNT 细胞在总 T 细胞含量、DNT 细胞纯度、DNT 细

胞扩增倍数以及对靶细胞杀伤率差异均无统计

学意义（均 P>0.05），但 DNT 细胞存活率滤白残留

物低于全血（P<0.05），见表 2。在细胞分化方面，

DNT 细胞中干细胞记忆 T 细胞占比和中枢记忆 T
细胞占比滤白残留物均有高于全血的趋势，效应

记忆 T 细胞占比滤白残留物有低于全血的趋势，

效应 T 细胞占比两组相近（均 P>0.05），见表 2。

DNT 细胞原材料的干性细胞（干细胞记忆 T 细

胞 + 中 枢 记 忆 T 细 胞）占 比 43.7% 较 全 血 来 源

21.4% 更高（P<0.05）。上述结果提示，滤白残留

物与全血来源 DNT 细胞在体外扩增后扩增倍数、

细胞存活率、总 T 细胞含量、DNT 细胞纯度以及靶

细胞杀伤率相近，但滤白残留物来源 DNT 细胞后

续在体内持续扩增能力上可能优于全血来源。

2. 4　冻存复苏后滤白残留物来源 DNT 细胞原材

料生物学活性检测结果

滤白残留物来源 DNT 细胞原材料冻存 3、15 d
后复苏培养细胞的起始存活率差异无统计学意

表1　不同来源 DNT 细胞原材料的细胞表型和细胞存活
率检测结果比较

Table 1　Comparison of phenotype and viability of unstimu-
lated DNT cells starting materials from different 
sources

（%，x̄±s，n=6）
DNT 细胞来源

全血

滤白残留物

检验值

P 值

总 T 细胞
含量*

7.5±3.6
6.1±2.0

0.83
>0.05

DNT 细胞
纯度#

99.6±0.3
93.3±4.1

3.75
<0.05

DNT 细胞存
活率

96.6±0.5
95.0±0.7

4.60
<0.01

*CD3+细胞在目标淋巴细胞中占比；#CD3+CD4－CD8－细胞在

CD3+ T 细胞中占比 . DNT 细胞：双阴性 T 细胞 . 
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义［分别为（88.6±2.2）%和（83.1±5.1）%，P>0.05］。

体外培养 17 d 后，冻存复苏组与新鲜培养组总 T
细胞含量、DNT 细胞纯度和 DNT 细胞扩增倍数差

异均无统计学意义（均 P>0.05）；冻存 3 d 复苏组的

DNT 细胞存活率高于新鲜培养组（P<0.05）；冻存

15 d 复苏组 DNT 细胞对靶细胞杀伤率高于新鲜

培养组（P<0.01）。在细胞分化方面，冻存复苏组

与新鲜培养组体外培养后干细胞记忆 T 细胞、中

枢记忆 T 细胞、效应记忆 T 细胞和效应 T 细胞占

比差异均无统计学意义（均 P>0.05）。见表 3。上

述结果提示，滤白残留物来源冻存复苏与新鲜

DNT 细胞原材料有相同的生物学活性，冻存复苏

的 DNT 细胞原材料甚至有更优的趋势，如对靶细

胞杀伤率。

3　讨 论

目前，采供血单位将全血滤白后富含大量免

疫细胞的去白细胞过滤器作为医疗废弃物处理。

然而，滤白残留物实际上是一种稳定、可扩展且

无须招募额外供者的免疫细胞来源。在现有完

善的献血者知情同意和匿名化体系保障下，系统

性地开发并利用滤白残留物，将其用于细胞治疗

药物的产业化生产，可以充分利用血液资源，具

有重要的资源价值和实践意义。针对当下自体

细胞疗法因患者 T 细胞质量差、成本高昂及可及

性低等局限，本研究依托滤白残留物所构建的现

表2　不同来源 DNT 细胞体外扩增后细胞生物学活性比较
Table 2　Biological characteristics of DNT cells from different sources after in vitro expansion

[x̄±s 或 M（Q1，Q3），n=6]
DNT 细胞来源

全血

滤白残留物

检验值

P 值

DNT 细胞来源

全血

滤白残留物

检验值

P 值

总 T 细胞含量*（%）

96.6±2.3
94.7±3.5

1.16
>0.05

干细胞记忆 T 细胞占比（%）

14.6（8.0，19.6）
28.0（20.2，33.0）

3.00
>0.05

DNT 细胞纯度#（%）

95.2（91.9， 97.6）
95.8（91.0， 97.4）

16.00
>0.05

中枢记忆 T 细胞占比（%）

9.7（2.0，10.2）
16.3（13.3，22.1）

2.00
>0.05

DNT 细胞存活率（%）

92.2±1.2
86.0±4.2

3.51
<0.05

效应记忆 T 细胞占比（%）

39.4（38.5，59.0）
19.8（17.1，37.7）

3.00
>0.05

DNT 细胞扩增倍数

18 202（15 116，32 655）
14 535（6653，25 004）

12.00
>0.05

效应 T 细胞占比（%）

31.3（31.0，36.7）
31.6（19.2，36.0）

8.00
>0.05

靶细胞杀伤率（%）

69.1±8.1
71.8±8.0

0.58
>0.05

*CD3+细胞在目标淋巴细胞中占比；#CD3+CD4－CD8－细胞在 CD3+ T 细胞中占比 . DNT 细胞：双阴性 T 细胞 .

表3　滤白残留物来源 DNT 细胞原材料冻存复苏与新鲜培养后细胞生物学活性比较
Table 3　Biological characteristics of cryopreserved-thawed vs. non-cryopreserved DNT cells from leukoreduction filter 

residues after in vitro culture
[M（Q1，Q3）]

组 别

新鲜培养组

冻存 3 d 复苏组

冻存 15 d 复苏组

检验值

P 值

组 别

新鲜培养组

冻存 3 d 复苏组

冻存 15 d 复苏组

检验值

P 值

n

6
3
3

—

—

n

6
3
3

—

—

总 T 细胞含量#（%）

95.4（91.4，97.4）
97.2（93.8，98.1）
95.8（90.4，96.0）

1.31
>0.05

干细胞记忆 T 细胞占比（%）

28.0（20.2，33.0）
22.4（4.6，28.3）

8.7（8.3，13.9）
3.31

>0.05

DNT 细胞纯度△（%）

95.8（91.0，97.4）
96.0（95.7，96.2）
97.2（95.1，97.5）

0.44
>0.05

中枢记忆 T 细胞占比（%）

16.3（13.3，22.1）
28.4（9.3，28.6）
20.0（19.2，26.3）

0.67
>0.05

DNT 细胞存活率（%）

87.8（82.0，89.0）
92.4（91.8，92.8）*

90.0（88.6，92.8）
7.05

<0.05
效应记忆 T 细胞占比（%）

19.8（17.1，37.7）
28.5（27.9，61.7）
54.4（48.1，54.9）

2.89
>0.05

DNT 细胞扩增倍数

14 535（6653，25 004）
31 313（21 868，33 620）
19 824（6339，71 300）

2.90
>0.05

效应 T 细胞占比（%）

31.6（19.2，36.0）
14.6（5.3，40.3）
16.3（11.0，18.8）

3.08
>0.05

靶细胞杀伤率（%）

70.9（67.3，80.2）
85.2（79.3，85.4）
91.3（89.4，95.1）**

14.78
<0.01

—：无相关数据 . 与新鲜培养组比较，*P<0.05，**P<0.01. #CD3+细胞在目标淋巴细胞中占比；△CD3+CD4－CD8－细胞在 CD3+ T 细胞中

占比 . DNT 细胞：双阴性 T 细胞 .
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货通用型 DNT 细胞平台，通过原料源头控制和遵

循《药品生产质量管理规范》规模化生产，为开发

质量可控、成本降低的现货通用型细胞治疗药物

奠定了基础，不仅有助于提升我国在细胞基因治

疗领域的国际竞争力，也为推进可普惠的细胞治

疗提供新路径。

本研究将袋装无菌生理盐水与去白细胞过

滤器在普通环境下采用无菌接管的方式进行对

接和反冲，生理盐水反冲的回收率和细胞存活率

与采用 PBS 反冲效果基本一致［17，25］，降低了去白

细胞过滤器的无菌处理成本。与全血来源 DNT
细胞比较，滤白残留物来源 DNT 细胞在总 T 细胞

含量、DNT 细胞纯度、扩增倍数和对靶细胞杀伤

率均与全血来源 DNT 细胞相当，但全血和滤白残

留物来源 DNT 细胞在细胞存活率上存在差异，可

能与此次研究中样本量较少、部分样本组内标准

差极低而组间标准差大等原因有关。今后将扩

大样本量以平衡组间差异，并综合上述指标及体

内代谢分布、疗效评估结果等进行综合评估，以

得 到 更 充 分 的 依 据 。 有 研 究 证 明 DNT 细 胞 对

MV-4-11、OCI/AML3 细胞株、原发性急性髓系白

血病患者样本均具有较强的杀伤作用［26］。本研

究选取 MV-4-11 细胞作为 DNT 细胞生物学效应

的靶细胞。本文资料显示，滤白残留物来源冻存

复苏与直接体外 DNT 细胞的细胞分化以效应记

忆 T 细胞、效应 T 细胞为主（50% 左右），保障了

DNT 细胞对靶细胞的短期、直接杀伤能力。决定

过继细胞免疫治疗持久杀伤靶细胞的关键是细

胞产品中干细胞记忆 T 细胞和中枢记忆 T 细胞的

比例，这两群细胞比例越高，细胞在体内存续时

间越长［23］。本文资料中干细胞记忆 T 细胞和中

枢记忆 T 细胞比例合计可达到 40% 以上，与此前

全血来源基于 DNT 细胞平台工艺的研究结果基

本一致［27］，提示滤白残留物来源 DNT 细胞同样能

在体内持续扩增，预估与现有全血来源 DNT 细胞

在临床上的疗效相仿。

细胞产业化生产中，原材料冻存可更方便排

产。有研究证实，使用适宜的冻存保护液，免疫

细胞可在液氮中长期存储并维持其功能完整性，

尤其是分化程度低的细胞，其在脱水、冰晶形成

和氧化损伤等关键冷冻损伤环节更具耐受性［28］。

有研究证明，培养 14 d 后的 DNT 细胞冻存长达

600 余天后其生物学活性未见明显变化［26］。基于

前期研究结果［29］，本研究将滤白残留物来源 DNT
细胞冻存在液氮中，结果显示，经过液氮冻存复

苏的 DNT 细胞在细胞表型、细胞扩增、细胞分化

方面与新鲜培养细胞保持一致，而细胞存活率和

靶细胞杀伤率方面较新鲜培养细胞更优。原因

可能有两：一是冻存过程中细胞产生强烈应激，

分化程度低、耐受性强、内源性抗氧化系统（谷胱

甘肽、超氧化物歧化酶）活性高的 DNT 细胞得以

存活，这群细胞有更好的膜流动性，能抵抗冻融

过程中的脱水损伤，可清除复苏时产生的活性

氧，复苏后扩增的细胞实为经低温筛选的强耐受

DNT 细胞，其增殖潜力可能优于未经筛选的新鲜

细胞；二是冻存过程可诱导细胞上调冷休克蛋白

（如 HSP70）和抗凋亡基因（如 BCL-2 家族），增强

细胞结构稳定性，而此类保护机制在复苏后仍持

续发挥作用，提升了细胞在后续培养中的应激适

应能力。尽管如此，为保障产业化应用的可靠

性，仍需对滤白残留物来源冻存复苏 DNT 细胞原

材料进行系统评估，以验证其在液氮中长期储存

（数月乃至数年）的稳定性。

基于上述发现及现有技术规范，企业可参照

《中华人民共和国药典》相关标准，建立针对滤白

残留物来源供者原材料的全面质量控制体系。

滤白残留物制备和 DNT 细胞分离冻存过程均可

能引入微生物污染，因此建议企业对滤白残留物

先进行快速革兰染色鉴定，冻存期间可依据药典

要求，采取为期 14 d 的微生物培养法进行监测，

确保起始原材料的微生物安全。随着原材料冻

存周期延长至 30 d 以上，可避免如人免疫缺陷病

毒等传染性疾病核酸检测法窗口期（10~33 d）的

潜在风险，同时可覆盖药典中支原体检测周期

28 d 的要求。建立对滤白残留物来源原材料健

全的质控体系可为 DNT 细胞治疗药物的安全、稳

定产业化提供保障。

本文资料中，供者之间存在遗传背景、生理状

态及细胞活性的固有差异，从而导致分化结果的

异质性，直接导致数据分布较为分散。同时，由于

样本量小，统计结果稳健性不足。因此，本文资料

仅描述了有限样本量下的观测情况，以用于进行

初步趋势判断和提出假设，而非得出确凿结论。

今后，将从扩大样本规模、优化实验设计和数据分

析、深入探索变异来源和体内代谢情况等几个方

面改进后续研究工作。
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综上所述，来源于去白细胞过滤器的滤白残

留物可作为一种稳定且质量可控的健康供者来

源 DNT 细胞起始原材料，在确保不影响采供血机

构正常运作的前提下，将本作为医疗废弃物处置

的去白细胞过滤器进行回收、制备并冻存，实现

了血液资源的有效再利用。为确保产业化应用

的可靠性，仍需针对滤白残留物来源 DNT 细胞原

材料继续开展系统研究和评估，并建立针对滤白

残留物来源供者原材料的全面质量控制体系。

本文附加文件见电子版。
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