
·细胞治疗产品评价专栏·

　　细胞治疗是指利用某些具有特定功能的细胞的特性，采用生物工程方法获取和／或通过体外扩增、
特殊培养等处理后，使这些细胞具有增强免疫、杀死病原体和肿瘤细胞、促进组织器官再生和机体康复

等治疗功效，从而达到治疗疾病目的的疗法。作为一种里程碑式的新型治疗手段，细胞治疗突破了传统

药物治疗的局限，为癌症等疾病提供了全新的治疗思路和途径，已经成为中国医药健康产业重点发展的

新赛道之一。免疫细胞治疗是中国细胞治疗产业规模最大的领域，目前中国已有６款嵌合抗原受体 Ｔ
细胞（ＣＡＲＴ）产品上市。近几年，我国一直致力于加强细胞治疗产品的技术创新与规范发展，国家药监
局发布了《细胞治疗产品研究与评价技术指导原则（试行）》《基因修饰细胞治疗产品非临床研究技术指

导原则（试行）》等系列技术指导原则，旨在不断完善细胞治疗行业监管，推动行业健康快速发展。

对于细胞治疗产品，临床前评价依然是提供有效性、安全性信息的重要依据。与传统的小分子化学药物、

大分子生物技术药物相比，细胞治疗产品的物质组成及作用机制特殊，细胞的来源、类型、性质、功能、生产工

艺、非细胞成分、非目的细胞群体、全生产过程中的污染等是引起细胞治疗产品安全性风险的重要因素，此外，

由于细胞治疗产品技术发展迅速、性质复杂多变，因此细胞治疗产品临床前研究的方法和策略面临更多的挑战。

为此，本期设置“细胞治疗产品评价专栏”，旨在介绍 ＣＡＲＴ、自然杀伤细胞／自然杀伤 Ｔ细胞（ＮＫ／
ＮＫＴ）、细胞因子诱导的杀伤细胞（ＣＩＫ）、肿瘤浸润淋巴细胞（ＴＩＬ）等细胞治疗产品的毒理学研究，这些研究
将为建立细胞治疗产品等先进治疗产品临床前毒理学评价体系提供基础数据，为开展先进治疗产品毒理学

研究提供参考。 ［学术策划　李波、耿兴超、周晓冰；专栏编辑　曹泱］
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摘要：目的　评价肿瘤患者血液来源的混合活化杀伤（ｍｉｘｅｄａｃｔｉｖａｔｅｄｋｉｌｌｅｒ，ＭＡＫ）免疫细胞在免疫缺陷小鼠体内的安全性及生
物分布特征。方法　使用免疫缺陷ＮＯＧ小鼠，尾静脉注射给予ＭＡＫ细胞９次，末次给药后持续观察２８ｄ，考察小鼠临床症状、
体质量和摄食量变化、血液学和血清生化指标、细胞因子指标和组织病理学变化特点，同时伴随考察ＭＡＫ在外周血及各组织脏
器分布特征。结果　ＭＡＫ细胞对小鼠临床症状、注射部位、体质量和摄食量无明显影响，小鼠血清可检测到人源干扰素γ，ＭＡＫ
细胞体外输注可导致小鼠外周血淋巴细胞百分比、单核细胞百分比、白细胞数升高，嗜碱性粒细胞百分比降低，全身多数组织脏

器可见混合细胞聚集。给予ＭＡＫ细胞２８ｄ后，小鼠全身多数组织出现ＭＡＫ细胞的大量扩增。结论　ＭＡＫ细胞在免疫缺陷
ＮＯＧ小鼠体内增殖并引起机体免疫应答反应，未见明显毒性反应风险。本研究数据可为相关产品非临床安全性评价提供借鉴。
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　　肿瘤是我国的重大公共卫生问题。目前，我国
恶性肿瘤发病、死亡数持续上升，并且随着人口老龄

化的加剧，我国癌症负担将逐步加重［１］。随着细胞

治疗基础理论与技术的不断发展，免疫细胞治疗为

恶性肿瘤治疗提供了新的思路和方法［２４］。自然杀

伤（ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒ，ＮＫ）细胞作为一种极具潜力的过
继性细胞治疗平台，在改善肿瘤治疗方面受到了广

泛关注［５］。混合活化杀伤（ｍｉｘｅｄａｃｔｉｖａｔｅｄｋｉｌｌｅｒ，
ＭＡＫ）免疫细胞是一种以ＮＫ细胞、自然杀伤Ｔ（ｎａｔ
ｕｒａｌｋｉｌｌｅｒＴ，ＮＫＴ）细胞为主的免疫细胞群，具有高
效肿瘤杀伤活性，在临床上作为一种过继性免疫细

胞疗法用于恶性肿瘤治疗。

根据２０１７年我国发布的《细胞治疗产品研究与
评价技术指导原则（试行）》［６］，毒理学试验设计应

基于产品治疗原理、体内生物学行为和临床应用特

点采用具体问题具体分析原则。基于 ＭＡＫ细胞人
源性特点，选择免疫缺陷动物作为实验动物模

型［７８］。为更好阐明ＭＡＫ安全性特征，还需动态观
察ＭＡＫ细胞在动物体内分布及存续情况［９］。本研

究采用重度免疫缺陷 ＮＯＧ小鼠，静脉注射给予
ＭＡＫ细胞，全面考察了ＭＡＫ细胞对ＮＯＧ小鼠的毒
性反应及严重程度，同时考察 ＭＡＫ细胞在动物体
内的分布情况，为其临床研究提供参考依据。

１　仪器与材料
１１　动物

６～７周龄无特定病原体（ｓｐｅｃｉｆｉｃｐａｔｈｏｇｅｎｆｒｅｅ，
ＳＰＦ）级 ＮＯＧ小鼠１４２只，其中雌性７１只（体质量
１５０～１８３ｇ）、雄性７１只（体质量１７８～２１６ｇ），
动物来源为北京维通利华实验动物技术有限公司，

动物生产许可证编号为 ＳＣＸＫ（京）２０２１０００６，雄、
雌动物合格证号分别为 １１００１１２１１１１１９６４０７３、
１１００１１２１１１１１９６３９１３。全部动物饲养于安全评价研
究所屏障动物房内，环境条件为温度２０～２６℃、日

温差≤３℃、相对湿度４０％～７０％、照明时间１２ｈ·
ｄ－１。动物适应性饲养６ｄ，自由饮食、饮水。本研究
方案通过安全评价研究所实验动物福利伦理委员会

审查（伦理审查编号：ＩＡＣＵＣ－２０２１－０９４）。
１２　材料

ＭＡＫ 细 胞 （批 号：ＣＰｂ２０２１１００３０６９、
ＣＰｂ２０２１１０１００６９、ＣＰｂ２０２１１０１７０６９），溶媒（成
分为 ２％人血白蛋白溶液，批号：ＲＭ２０２１１０２４００１，
吉林省拓华生物科技有限公司）。

１３　仪器
小动物活体成像仪（ＩＶＩＳＬｕｍｉｎａⅢ，美国Ｐｅｒｋｉｎ

Ｅｌｍｅｒ公司）；包埋机（ＴＥＣ５，日本 Ｓａｋｕｒａ公司）；染
色机（ＤＲＳＰｒｉｓｍａＰＪＣＳ，日本 Ｓａｋｕｒａ公司）；封片
机（ＦｉｌｍＪＣ２，日本 Ｓａｋｕｒａ公司）；流式细胞计数仪
（ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ，美国ＢＤ公司）；荧光实时定量 ＰＣＲ
仪（ＡＢＩ７５００，美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）；综合
血液学检查装置（ＸＮ５５０，日本 Ｓｙｓｍｅｘ公司）；血凝
分析仪（ＣＡ１５００，日本 Ｓｙｓｍｅｘ公司）；全自动生化
分析仪（７１８０，日本日立公司）；天平（ＰＢ２０３Ｎ，瑞
士梅特勒公司）。

２　方　法
２１　实验动物分组及给药

１４２只ＮＯＧ小鼠按照雌、雄分组，同性别小鼠
再分为主试验组和卫星组，主试验组进行毒性指标

检测，卫星组进行伴随生物分布研究。主试验组及

卫星组分别设置溶媒对照组、低剂量组（每千克

４×１０８个 ＭＡＫ细胞）和高剂量组（每千克１６×１０８

个ＭＡＫ细胞），其中低剂量与临床人拟用剂量相
当，高剂量为临床人拟用剂量４倍（按体表面积折
算）。主试验组每组１５只，卫星组６或１０只。尾静
脉注射给予溶媒或 ＭＡＫ细胞，Ｄ１～Ｄ３、Ｄ８～Ｄ１０、
Ｄ１６～Ｄ１８给药，每天１次，共９次，给药结束后恢复
２８ｄ。试验设计概况见表１。
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表１　混合活化杀伤（ＭＡＫ）细胞临床前毒性评价的试验设计概况
Ｔａｂ１　Ｓｔｕｄｙｄｅｓｉｇｎｏｆｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌｔｏｘｉｃｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｍｉｘｅｄａｃｔｉｖａｔｅｄｋｉｌｌｅｒ（ＭＡＫ）ｃｅｌｌｓ

Ｇｒｏｕｐｓ　　
Ｔｅｓｔ
ａｒｔｉｃｌｅｓ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
／ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１

Ｄｏｓｅ
／ｃｅｌｌｓ·ｋｇ－１

Ｖｏｌｕｍｅ
／ｍＬ·ｋｇ－１

ｎ
（♀／♂）

Ｎｅｃｒｏｐｓｙ　
ｐｅｒｉｏｄ　

Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆ　　
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　　

Ｍａｉｎ Ｖｅｈｉｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌ Ｖｅｈｉｃｌｅ ０ ０ １５ １５／１５ Ｅｎｄｏｆａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，
ｅｎｄｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙ

Ｇｅｎｅｒａｌｔｏｘｉｃｉｔｙ，ｈｅｍａｔｏｌｏｇｙ，ｓｅｒｕｍ
ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ，ａｎｄｈｉｓｔｏｐａ
ｔｈｏｌｏｇｙ

Ｌｏｗ ＭＡＫ ２６７×１０７ ４×１０８ １５ １５／１５

Ｈｉｇｈ ＭＡＫ １０７×１０８ １６×１０８ １５ １５／１５

Ｓａｔｅｌｌｉｔｅ Ｖｅｈｉｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌ Ｖｅｈｉｃｌｅ ０ ０ １５ ６／６ Ｅｎｄｏｆａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，
ｅｎｄｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙ

ＭＡＫｃｅｌｌｓｉｎｂｌｏｏｄ（３ｈ，２４ｈ，３ｄ，
７ｄ，１４ｄａｎｄ２８ｄ），ｂｉｏｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
ａｎａｌｙｓｉｓｂｙｑＰＣＲ

Ｌｏｗ ＭＡＫ ２６７×１０７ ４×１０８ １５ １０／１０

Ｈｉｇｈ ＭＡＫ １０７×１０８ １６×１０８ １５ １０／１０

２２　观察和检测指标
对主试验组动物进行临床症状观察及注射部位

观察，定期测定动物的体质量和摄食量，在末次给药

后每组解剖１０只，恢复期结束解剖剩余５只，进行
血液学、血清生化及细胞因子指标测定，取主要脏器

进行组织病理学检查。

卫星组动物在首次给药前、首次给药后、末

次给药前和末次给药后不同时间点采血（３、
２４ｈ、３、７、１４和２８ｄ），血液经肝素钠抗凝，充分
摇匀，使用流式细胞仪测定血液中 ＣＤ３－ＣＤ１６＋

ＣＤ５６＋细胞和 ＣＤ３＋ＣＤ５６＋细胞数量（二者之和
即为 ＭＡＫ细胞数量）。在末次给药后及恢复期
结束后，卫星组动物（对照组雌雄各３只、给药组
雌雄各 ５只）异氟烷麻醉后从腹腔后大静脉采
血，采血后使用生理盐水对动物进行全身灌流，

摘取心脏、肝脏、脾脏、肺脏、肾脏、脑、子宫／睾
丸、卵巢／附睾、胃、十二指肠、结肠、骨髓、脂肪、
骨骼肌，置于 －８０℃冰箱保存。测定时，首先提
取血液及各组织样本 ＤＮＡ，测定提取的 ＤＮＡ的
浓度及纯度，样本质量浓度稀释至约 ５０ｎｇ·
μＬ－１，低于５０ｎｇ·μＬ－１的样本则不再调整。ｑＰＣＲ
扩增体系总体积为２０μＬ，反应条件为预变性９５℃５
ｍｉｎ，ＰＣＲ反应９５℃１０ｓ、６２℃５０ｓ，循环数４０，上游
引物和下游引物序列分别为 ５′ＴＧＣＡＣＧＣＧＡＴＡＧ
ＣＡＴＴＧＣ３′、５′ＡＧＧＣＡＧＧＡＡＴＣＡＡＡＧＡＣＡＧＡＴＡＣＴＧ
３′，探针序列为５′ＦＡＭＣＧＣＴＧＧＡＧＣＣＧＧＡＧＣＡＣＣＣ
ＢＨＱ３′。
２３　统计学处理

临床症状和注射部位观察结果直接列出。体质

量、摄食量、血液学指标、血清生化指标及细胞因子

指标用 珋ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析，Ｐ＜００５
表示差异有统计学意义。

３　结　果
３１　临床症状及注射部位观察

试验期间，除主试验组低剂量组２只雄性动物
死亡外，其他动物临床症状均未见异常。其中１只
死亡动物大体剖检可见脾脏体积增大，镜检可见多

个脏器混合细胞聚集，肝脏轻度肝细胞坏死，不排除

其死因与给予ＭＡＫ细胞有关。另外１只死亡动物
大体剖检及镜检均未见异常。此外，各组动物注射

部位均未见出血、发红、肿胀、硬结、化脓、坏死等异

常，提示给予ＭＡＫ细胞对注射部位无明显影响。
３２　体质量及摄食量

体质量及摄食量测定结果见图１。试验期间，各
组动物体质量呈增长趋势。给药期间，各组动物体质

量未见统计学差异；恢复期间，与溶媒对照组比，各组

雄性动物体质量未见统计学差异，低剂量及高剂量组

雌性动物体质量略低，个别时间点出现统计学差异，

但未见体质量持续下降，认为该变化与给予ＭＡＫ细
胞无关。以上结果提示ＭＡＫ细胞对小鼠体质量无明
显影响。

与溶媒对照组比，各给药组动物的摄食量均未

见明显变化。

３３　血液学指标
不同时间点各组动物血液学指标变化见图２。

给药结束，与溶媒对照组相比，高剂量组雄性动物淋

巴细胞百分比（ＬＹＭＰ％）（Ｐ＜００１）、单核细胞百分
比（ＭＯＮＯ％）（Ｐ＜００１）及嗜碱性粒细胞百分比
（ＢＡＳＯ％）（Ｐ＜００１）升高；恢复期结束，高剂量组
雄性动物ＬＹＭＰ％、ＭＯＮＯ％呈现升高趋势，ＢＡＳＯ％
呈现降低趋势，同时高剂量组雄性动物白细胞数

（ＷＢＣ）升高（Ｐ＜００５）。给药结束及恢复期结束，
雌性动物高剂量组也出现 ＬＹＭＰ％、ＭＯＮＯ％、ＷＢＣ
升高趋势及ＢＡＳＯ％降低趋势。
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Ａ－雄鼠体质量（ｎ＝５～１５）；Ｂ－雌鼠体质量（ｎ＝５～１５）；Ｃ－雄鼠摄食量（ｎ＝５）；Ｄ－雌鼠摄食量（ｎ＝５）；与溶媒对照组比较，１）Ｐ＜００５。

Ａ－ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｏｆｍａｌｅｍｉｃｅ（ｎ＝５～１５）；Ｂ－ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｏｆｆｅｍａｌｅｍｉｃｅ（ｎ＝５～１５）；Ｃ－ｆｏｏｄｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎｏｆｍａｌｅｍｉｃｅ（ｎ＝５）；Ｄ－ｆｏｏｄｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎｏｆｆｅｍａｌｅｍｉｃｅ

（ｎ＝５）；１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｖｅｈｉｃｌｅＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图１　给予ＭＡＫ细胞后动物体质量及摄食量测定结果。珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１　ＢｏｄｙｗｅｉｇｈｔａｎｄｆｏｏｄｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎｏｆｍｉｃｅａｆｔｅｒＭＡＫｃｅｌｌｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ．珋ｘ±ｓ

　　给药结束，低剂量组雌性动物血小板数（ＰＬＴ）
升高（Ｐ＜００５），高剂量组雌性动物上述指标未见
明显变化，剂量反应关系不明显，认为该变化无毒
理学意义。

３４　血清生化指标
不同时间点各组动物血清生化指标变化见

图３。给药结束，与溶媒对照组相比，低剂量组雄
性动 物 门 冬 氨 酸 氨 基 转 移 酶 （ＡＳＴ）降 低
（Ｐ＜００１），高剂量组雄性动物 ＡＳＴ未见明显
变化，认为低剂量组 ＡＳＴ降低无毒理学意义。
其他动物各给药组间血清生化指标未见统计学

差异。

３５　人源细胞因子检测
不同时间点各组动物血清中人源细胞因子水平

见表２。给药结束，与溶媒对照组相比，高剂量组动
物干扰素γ（ＩＦＮγ）水平显著升高，且随着给药后时
间延长，ＩＦＮγ水平持续增加。个别动物可检测到
较低水平的肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）、白细胞介素１０
（ＩＬ１０）、白细胞介素６（ＩＬ６）。该结果表明，给予
ＭＡＫ细胞后可在小鼠血清中检测到人源细胞因子
ＩＦＮγ、ＴＮＦ、ＩＬ１０、ＩＬ６，其中 ＩＦＮγ水平增加显著，
且随给药后时间延长，细胞因子水平呈升高趋势，这

可能与ＭＡＫ细胞在小鼠体内增殖及发挥药理学作
用有关。

３６　组织病理学改变
对 ＮＯＧ小鼠主要脏器进行组织病理学检查，

结果见图４，与给予 ＭＡＫ细胞有关的主要病理学
改变涉及多个脏器［包括心脏、主动脉、肺（含支气

管）、肝脏、脾脏、胰腺、颌下腺、舌下腺、肾脏、胃、

甲状腺、舌、气管、食管、坐骨神经、附睾、前列腺、

精囊腺、垂体、脑、子宫（含子宫颈）、阴道、卵巢、输

卵管、膀胱、注射部位、肾上腺、肌肉（骨骼肌）、哈

氏腺、皮肤］混合细胞聚集，聚集的细胞主要是

ＭＡＫ细胞和给予细胞后增生的各种免疫相关细胞
（以单核巨噬细胞和粒细胞为主）组成。考虑上述

脏器所见混合细胞聚集的情况体现了 ＭＡＫ细胞
在实验动物体内的增殖及诱导其他免疫相关细胞

增殖的过程，是其发挥药效学作用的表现，提示临

床试验时需予以关注。

３７　ＭＡＫ细胞生物分布
流式细胞术检测血液中 ＭＡＫ细胞数量的结果

见图 ５。用流式细胞仪收集 ５０００个细胞，计数
ＣＤ３－ＣＤ１６＋ＣＤ５６＋细胞和 ＣＤ３＋ＣＤ５６＋细胞数量
（二者之和即为 ＭＡＫ细胞数量）。ＭＡＫ细胞在

·４８８１· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｏｃｔｏｂｅｒ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ２０　　　　　　　　　　 中国药学杂志２０２４年１０月第５９卷第２０期



　　　　

Ａ－给药结束雄鼠血细胞计数结果（ｎ＝１０）；Ｂ－给药结束雌鼠血细胞计数结果（ｎ＝１０）；Ｃ－恢复结束雄鼠血细胞计数结果（ｎ＝５）；Ｄ－恢复结束雌鼠血细胞计数

结果（ｎ＝５）；Ｅ－给药结束雄鼠白细胞分类百分比（ｎ＝１０）；Ｆ－给药结束雌鼠白细胞分类百分比（ｎ＝１０）；Ｇ－恢复结束雄鼠白细胞分类百分比（ｎ＝５）；Ｈ－恢复

结束雌鼠白细胞分类百分比（ｎ＝５）；ＷＢＣ－白细胞；ＲＢＣ－红细胞；ＰＬＴ－血小板；ＮＥＵＴ－中性粒细胞；ＬＹＭＰ－淋巴细胞；ＭＯＮＯ－单核细胞；ＢＡＳＯ－嗜碱性粒细

胞；与溶媒对照组比较，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１。

Ａ－ｂｌｏｏｄｃｅｌｌｃｏｕｎｔｓｏｆｍａｌｅｍｉｃｅａｔｔｈｅｅｎｄｏｆａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（ｎ＝１０）；Ｂ－ｂｌｏｏｄｃｅｌｌｃｏｕｎｔｓｏｆｆｅｍａｌｅｍｉｃｅａｔｔｈｅｅｎｄｏｆａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（ｎ＝１０）；Ｃ－ｂｌｏｏｄｃｅｌｌｃｏｕｎｔｓｏｆ

ｍａｌｅｍｉｃｅａｔｔｈｅｅｎｄｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙ（ｎ＝５）；Ｄ－ｂｌｏｏｄｃｅｌｌｃｏｕｎｔｓｏｆｆｅｍａｌｅｍｉｃｅａｔｔｈｅｅｎｄｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙ（ｎ＝５）；Ｅ－ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓｏｆｍａｌｅｍｉｃｅａｔｔｈｅｅｎｄ

ｏｆａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（ｎ＝１０）；Ｆ－ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓｏｆｆｅｍａｌｅｍｉｃｅａｔｔｈｅｅｎｄｏｆａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（ｎ＝１０）；Ｇ－ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓｏｆｍａｌｅｍｉｃｅ

ａｔｔｈｅｅｎｄｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙ（ｎ＝５）；Ｈ－ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓｏｆｆｅｍａｌｅｍｉｃｅａｔｔｈｅｅｎｄｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙ（ｎ＝５）；ＷＢＣ－ｗｈｉｔｅｂｌｏｏｄｃｅｌｌ；ＲＢＣ－ｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌ；

ＰＬＴ－ｐｌａｔｅｌｅｔ；ＮＥＵＴ－ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ；ＬＹＭＰ－ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ；ＭＯＮＯ－ｍｏｎｏｃｙｔｅ；ＢＡＳＯ－ｂａｓｏｐｈｉｌ；１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｖｅｈｉｃｌｅＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图２　给予ＭＡＫ细胞后动物主要血液学指标变化。珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｍａｊｏｒｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｄｅｘｅｓｏｆｍｉｃｅａｆｔｅｒＭＡＫｃｅｌｌｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ．珋ｘ±ｓ

雌、雄动物血液中的变化趋势类似。首次给药后３ｈ
血液中即可检测到 ＭＡＫ细胞，末次给药前血液中
ＭＡＫ细胞数达到最高。末次给药后３ｈ细胞数降
低，２４ｈ后逐渐升高，至给药后３ｄ达最高，后逐渐
降低，在给药后２８ｄ低剂量组动物血液中几乎检测
不到ＭＡＫ细胞，此时高剂量组动物仍可检测到一
定水平的ＭＡＫ细胞。

实时定量聚合酶链反应（ｑＰＣＲ）方法检测组织
中ＭＡＫ细胞 ＤＮＡ水平的结果见图６。给药结束，

低、高剂量组雌性和雄性动物血液、子宫、睾丸、卵

巢、附睾、肾脏、肝脏、脾脏、肺脏、心脏、脑、胃、十二

指肠、结肠、骨髓、脂肪、骨骼肌（低剂量组子宫除

外）均检测到ＭＡＫ细胞线粒体基因，且呈剂量依赖
性增加。其中脾脏、肺脏、肾脏和肝脏基因拷贝数最

高，其他组织基因拷贝水平较低。恢复期结束，雌性

和雄性动物血液和组织中 ＭＡＫ细胞线粒体基因拷
贝水平显著增加，提示此时全身多数组织出现了

ＭＡＫ细胞的大量扩增。
·５８８１·
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Ａ－给药结束雄鼠血清生化结果（ｎ＝１０）；Ｂ－给药结束雌鼠血清生化结果（ｎ＝１０）；Ｃ－恢复结束雄鼠血清生化结果（ｎ＝５）；Ｄ－恢复结束雌鼠血清生化结果

（ｎ＝５）；ＡＬＴ－丙氨酸氨基转移酶；ＡＳＴ－门冬氨酸氨基转移酶；ＡＬＰ－碱性磷酸酶；ＣＫ－肌酸激酶；ＬＤＨ－乳酸脱氢酶；与溶媒对照组比较，１）Ｐ＜００５。

Ａ－ｓｅｒｕｍｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍａｌｅｍｉｃｅａｔｔｈｅｅｎｄｏｆａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（ｎ＝１０）；Ｂ－ｓｅｒｕｍｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｅｍａｌｅｍｉｃｅａｔｔｈｅｅｎｄｏｆａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（ｎ＝１０）；Ｃ－ｓｅｒｕｍｂｉｏ

ｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍａｌｅｍｉｃｅａｔｔｈｅｅｎｄｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙ（ｎ＝５）；Ｄ－ｓｅｒｕｍｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｅｍａｌｅｍｉｃｅａｔｔｈｅｅｎｄｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙ（ｎ＝５）；ＡＬＴ－ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ；

ＡＳＴ－ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ；ＡＬＰ－ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ；ＣＫ－ｃｒｅａｔｉｎｅｋｉｎａｓｅ；ＬＤＨ－ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ；１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｖｅｈｉｃｌｅＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图３　给予ＭＡＫ细胞后动物主要血清生化指标的变化。珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｍａｊｏｒｓｅｒｕｍｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｉｎｄｅｘｅｓｏｆｍｉｃｅａｆｔｅｒＭＡＫｃｅｌｌｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ．珋ｘ±ｓ

表２　给予ＭＡＫ细胞后动物细胞因子水平。珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ２　ＣｏｎｔｅｎｔｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｎｍｉｃｅａｆｔｅｒＭＡＫｃｅｌｌｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ．珋ｘ±ｓ

Ｓｅｘ　　　 Ｇｒｏｕｐｓ　 　
Ｅｎｄｏｆａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

ｎ ＩＦＮγ／ｐｇ·ｍＬ－１ ＴＮＦ／ｐｇ·ｍＬ－１ ＩＬ１０／ｐｇ·ｍＬ－１ ＩＬ６／ｐｇ·ｍＬ－１

Ｆｅｍａｌｅ ＶｅｈｉｃｌｅＣｏｎｔｒｏｌ １０ ０００±０００ ０００±０００ ０００±０００ ０００±０００

Ｌｏｗ １０ ２１８±３８３ ０００±０００ ０００±０００ ０００±０００

Ｈｉｇｈ １０ ２６８１±２８９９２） ０００±０００ ０００±０００ ０００±０００

Ｍａｌｅ ＶｅｈｉｃｌｅＣｏｎｔｒｏｌ １０ ０００±０００ ０００±０００ ０００±０００ ０８８±１４４

Ｌｏｗ ９ １３５±２０４ ０００±０００ ０００±０００ ０６１±１２２

Ｈｉｇｈ １０ ４７４２±７６６１２） ０００±０００ ０８１±２５７ ０００±０００

Ｓｅｘ　　　 Ｇｒｏｕｐｓ　 　
Ｅｎｄｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙ

ｎ ＩＦＮγ／ｐｇ·ｍＬ－１ ＴＮＦ／ｐｇ·ｍＬ－１ ＩＬ１０／ｐｇ·ｍＬ－１ ＩＬ６／ｐｇ·ｍＬ－１

Ｆｅｍａｌｅ ＳｏｌｖｅｎｔＣｏｎｔｒｏｌ ４ ０００±０００ ０００±０００ ０００±０００ ０００±０００

Ｌｏｗ ５ ０００±０００ ０００±０００ ０００±０００ ０００±０００

Ｈｉｇｈ ５ ６４７０３±６４０８９１） ０００±０００ ４７５±４５０ ０００±０００

Ｍａｌｅ ＳｏｌｖｅｎｔＣｏｎｔｒｏｌ ５ ０００±０００ ０００±０００ ０００±０００ ０００±０００

Ｌｏｗ ４ １４９７８±２８５１４２） ０００±０００ １１０５±２２１１２） ０００±０００

Ｈｉｇｈ ５ １０５４６１±１０１１０５２） ４５３±４７８ ２１３６±２７１９２） １７１±３８２２）

注：与溶媒对照组相比，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｖｅｈｉｃｌｅＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

４　讨　论
ＮＯＧ小鼠为重度免疫缺陷小鼠，体内无成熟 Ｔ

细胞、Ｂ细胞和功能性ＮＫ细胞，对人源细胞和组织
免疫排斥反应低，是人源免疫细胞毒性评价的理想

动物模型［１０］。研究结果提示，给予 ＭＡＫ细胞后
ＮＯＧ小鼠临床症状未见明显异常，注射部位未见明
显刺激反应，同时动物体质量增长和摄食情况未见

明显异常。从血液学指标看，由于 ＭＡＫ细胞属于
淋巴细胞，体外的输注很可能会引起动物血液中

ＬＹＭＰ％升高，同时导致ＢＡＳＯ％降低，因此ＬＹＭＰ％
统计学意义的升高、ＢＡＳＯ％统计学意义的降低可能
与输入了较多数量 ＭＡＫ细胞或者细胞在体内增殖
相关，结合组织病理学检查结果，高剂量组动物出现

多脏器混合细胞聚集（ＭＡＫ细胞、单核巨噬细胞、
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Ａ－肺脏中度混合细胞聚集；Ｂ－脾脏中度混合细胞聚集；Ｃ－肝脏轻度混合细

胞聚集；Ｄ－心脏极轻度混合细胞聚集；Ｅ－肾脏极轻度混合细胞聚集；Ｆ－甲

状腺中度混合细胞聚集；Ｇ－前胃轻度混合细胞聚集、轻度鳞状细胞增生及极

轻度基底细胞变性／坏死；Ｈ－垂体极轻度混合细胞聚集；Ｉ－皮肤轻度混合细

胞聚集；Ｊ－输卵管轻度混合细胞聚集；Ｋ－附睾极轻度混合细胞聚集。

Ａ－ｍｏｄｅｒａｔｅｍｉｘｅｄｃｅｌｌｓａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｉｎｌｕｎｇ；Ｂ－ｍｏｄｅｒａｔｅｍｉｘｅｄｃｅｌｌｓａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ

ｉｎｓｐｌｅｅｎ；Ｃ－ｍｉｌｄｍｉｘｅｄｃｅｌｌｓａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｉｎｌｉｖｅｒ；Ｄ－ｍｉｎｉｍａｌｍｉｘｅｄｃｅｌｌｓ

ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｉｎｈｅａｒｔ；Ｅ－ｍｉｎｉｍａｌｍｉｘｅｄｃｅｌｌｓａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｉｎｋｉｄｎｅｙ；Ｆ－ｍｏｄｅｒａｔｅ

ｍｉｘｅｄｃｅｌｌｓａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｉｎｔｈｙｒｏｉｄ；Ｇ－ｍｉｌｄｍｉｘｅｄｃｅｌｌｓａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ，ｍｉｌｄ

ｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｓｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａａｎｄｖｅｒｙｍｉｌｄｂａｓａｌｃｅｌｌｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ／ｎｅｃｒｏｓｉｓｉｎ

ｆｏｒｅｓｔｏｍａｃｈ；Ｈ－ｍｉｎｉｍａｌｍｉｘｅｄｃｅｌｌｓａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｉｎｐｉｔｕｉｔａｒｙｇｌａｎｄ；Ｉ－ｍｉｌｄ

ｍｉｘｅｄｃｅｌｌｓａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｉｎｓｋｉｎ；Ｊ－ｍｉｌｄｍｉｘｅｄｃｅｌｌｓａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｉｎｆａｌｌｏｐｉａｎｔｕｂｅ；

Ｋ－ｍｉｎｉｍａｌｍｉｘｅｄｃｅｌｌｓａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｉｎｅｐｉｄｉｄｙｍｉｓ．

图４　与ＭＡＫ细胞有关的组织病理学改变（ＨＥ染色，×２００）
Ｆｉｇ４　ＴｙｐｉｃａｌｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈＭＡＫ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）

粒细胞等），认为血液学指标的改变与给予 ＭＡＫ细
胞具有相关性。本研究给予 ＭＡＫ细胞可见小鼠血
清ＩＦＮγ水平显著升高，且血清 ＩＦＮγ水平与 ＭＡＫ
细胞体内存续相关。细胞因子是细胞治疗产品发挥

药效作用的重要机制之一［１１］，提示 ＩＦＮγ水平升高
与ＭＡＫ细胞发挥药效作用相关。应用免疫缺陷动
物对细胞治疗产品进行安全性评价，可能无法充分

评价细胞产品引起细胞因子风暴风险，临床应用时

需注意炎性细胞因子监测［１２１３］。组织病理学结果

提示给予 ＭＡＫ细胞后，组织脏器出现免疫细胞的
聚集，提示 ＭＡＫ细胞激活动物免疫应答反应。研
究报道，嵌合抗原受体 Ｔ细胞等细胞产品可能导致
神经毒性综合征不良反应［１４］，ＭＡＫ细胞小鼠临床
前毒性评价中未见相关神经系统病变。

对细胞治疗产品而言，药代动力学研究（或称

生物分布研究）旨在评估细胞在体内的分布、迁移

和消除特性，细胞治疗产品的分布及存续时间是影

响细胞治疗产品有效性和安全性的重要因素［１５］。

本研究在毒性评价基础上，伴随生物分布研究，考察

了ＭＡＫ细胞在外周血中动态变化及在组织脏器中
分布和消除行为［１６］。流式方法检测外周血中 ＭＡＫ
细胞含量结果提示，末次给药结束后２８ｄ，高剂量组
动物血液中仍可检测到一定数量 ＭＡＫ细胞，ｑＰＣＲ
方法检测组织中 ＭＡＫ细胞基因含量结果提示，末
次给药结束时ＭＡＫ细胞集中分布在肝脏、脾脏、肾
脏等血流丰富脏器，末次给药结束后２８ｄ，多数组织
脏器均可检测到ＭＡＫ基因，且基因拷贝数显著
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Ａ－雄性动物血液中ＭＡＫ细胞水平变化；Ｂ－雌性动物血液中ＭＡＫ细胞水平变化。

Ａ－ｃｏｎｔｅｎｔｏｆＭＡＫｃｅｌｌｓｉｎｂｌｏｏｄｏｆｍａｌｅｍｉｃｅ；Ｂ－ｃｏｎｔｅｎｔｏｆＭＡＫｃｅｌｌｓｉｎｂｌｏｏｄｏｆｆｅｍａｌｅｍｉｃｅ．

图５　给予ＭＡＫ细胞后动物血液中ＭＡＫ含量。ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　ＣｏｎｔｅｎｔｏｆＭＡＫｃｅｌｌｓｉｎｂｌｏｏｄｏｆｍｉｃｅａｆｔｅｒＭＡＫｃｅｌｌｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

增加，提示随着给药后时间的延长 ＭＡＫ细胞在动
物体内出现明显增殖，这也解释了末次给药结束后

２８ｄ各组织脏器出现更加显著的混合细胞聚集现
象。此次伴随生物分布研究未检测到 ＭＡＫ细胞消

除情况，考虑在后续试验中延长观测期，以充分揭示

ＭＡＫ细胞在组织脏器的分布、消除规律。
综上所述，本研究使用免疫缺陷小鼠较全面地

评估了 ＭＡＫ细胞的体内潜在毒性风险及分布
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Ａ－给药结束雄鼠各脏器ＭＡＫ细胞ＤＮＡ含量；Ｂ－给药结束雌鼠各脏器ＭＡＫ细胞ＤＮＡ含量；Ｃ－恢复结束雄鼠各脏器ＭＡＫ细胞ＤＮＡ含量；Ｄ－恢复结束雌鼠

各脏器ＭＡＫ细胞ＤＮＡ含量。

Ａ－ＤＮＡｃｏｎｔｅｎｔｏｆＭＡＫｃｅｌｌｓｏｆｍａｌｅｍｉｃｅａｔｔｈｅｅｎｄｏｆａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ；Ｂ－ＤＮＡｃｏｎｔｅｎｔｏｆＭＡＫｃｅｌｌｓｏｆｆｅｍａｌｅｍｉｃｅａｔｔｈｅｅｎｄｏｆａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ；Ｃ－ＤＮＡｃｏｎｔｅｎｔｏｆ

ＭＡＫｃｅｌｌｓｏｆｍａｌｅｍｉｃｅａｔｔｈｅｅｎｄｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙ；Ｄ－ＤＮＡｃｏｎｔｅｎｔｏｆＭＡＫｃｅｌｌｓｏｆｆｅｍａｌｅｍｉｃｅａｔｔｈｅｅｎｄｏｆｒｅｃｏｖｅｒ．

图６　给予ＭＡＫ细胞后动物动物各脏器ＭＡＫ细胞ＤＮＡ含量。ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　ＤＮＡｃｏｎｔｅｎｔｏｆＭＡＫｃｅｌｌｓｉｎｏｒｇａｎｓｏｆｍｉｃｅａｆｔｅｒＭＡＫｃｅｌｌｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

特征。研究结果提示，ＭＡＫ细胞可在免疫缺陷小鼠
体内增殖，未见明显毒性风险。本研究数据可支持

其临床试验注册申请，为相关产品开展非临床安全

性研究提供借鉴。
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