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ＣＩＫ细胞在免疫缺陷 ＮＰＧ小鼠体内重复给药毒性研究

黄瑛１，刘静维２，侯田田１，文海若１，秦超１，卢戌２，耿兴超１
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药物非临床安全评价研究北京市重点实验室，北京１００１７６；２．康爱瑞浩生物医药（浙江）股份有限公司，浙江 嘉兴 ３１４１００）

摘要：目的　采用重度免疫缺陷ＮＰＧ小鼠模型对细胞因子诱导的杀伤性（ＣＩＫ）细胞治疗产品进行毒性研究，考察多次给药
后的毒性反应，为临床应用提供安全性依据。方法　采用ＮＰＧ小鼠，设主实验组和卫星组两个大组，每大组分为溶媒对照
组、低剂量组（每只小鼠给予２×１０６个细胞）和高剂量组（每只小鼠给予３×１０７个细胞）。每两周给药１次，共给药６次，恢
复期２８ｄ。实验期间，主实验组动物进行临床症状观察、体质量和摄食量测定，并于给药期结束和恢复期结束后解剖采血，
进行血液学和血清生化检查、细胞因子检测、脏器称重和病理学检查。卫星组动物于首次给药和末次给药前、给药后３ｈ、
１、３、１０ｄ以及恢复期结束后采血，进行细胞表型分析，以考察 ＣＩＫ细胞的分布情况。结果　在低剂量组重复给药６次，小
鼠未见明显毒性反应，仅个别动物出现弓背、摄食量下降和葡萄糖（ＧＬＵ）、总胆固醇（ＣＨＯ）升高等症状，血液中仅在首次给
药后１ｄ和末次给药后个别时间点（３ｈ、１０ｄ、２９ｄ）检测到少量ＣＩＫ细胞。高剂量组重复给药６次，小鼠血液中可检测较高
水平的ＣＩＫ细胞，血清中γ干扰素（ＩＦＮγ）、肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）、白细胞介素１０（ＩＬ１０），白细胞介素２（ＩＬ２）等具有肿瘤
杀伤作用的细胞因子升高，同时小鼠出现明显的移植物抗宿主反应（ｇｒａｆｔｖｅｒｓｕｓｈｏｓｔｄｉｓｅａｓｅ，ＧｖＨＤ），表现为动物临床症状、
体质量、摄食量、血液学和血清生化等多个指标的变化、动物多脏器发生混合细胞聚集和 ＧｖＨＤ相关的病变。结论　ＮＰＧ
小鼠重复给予ＣＩＫ细胞，在每只小鼠给予２×１０６个细胞的剂量（临床拟用剂量）下动物未见显著的毒性反应；在每只小鼠给
予３×１０７个细胞剂量下动物出现与异种细胞移植相关的 ＧｖＨＤ反应，未见其他相关的毒理学反应。该结果为 ＣＩＫ细胞进
入临床试验奠定了基础。
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　　细胞因子诱导的杀伤性（ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄ
ｋｉｌｌｅｒ，ＣＩＫ）细胞是将人外周血单核细胞在体外条
件下经γ干扰素（ＩＦＮγ）、白细胞介素２（ＩＬ２）、抗
ＣＤ３单抗等多种细胞因子刺激作用后获得，通过诱
导肿瘤细胞裂解并分泌多种具有直接细胞毒活性或

抑制作用的细胞因子的方式，发挥抗肿瘤活性［１４］。

作为一种过继性细胞疗法，将体外培养的 ＣＩＫ细胞
回输至患者体内后，对血液瘤和实体瘤均有显著的

治疗效果［５７］。同时，商品化使用的 ＣＩＫ细胞治疗
产品多为患者自体同源细胞诱导培养，在临床应用

的过程中不会造成患者出现免疫排斥或移植物抗宿

主反应（ｇｒａｆｔｖｅｒｓｕｓｈｏｓｔｄｉｓｅａｓｅ，ＧｖＨＤ）等不良反
应，具有理想的抗肿瘤药物特性，故 ＣＩＫ细胞是目
前免疫细胞治疗领域极具热点的研究方向

之一［８１１］。

免疫细胞治疗产品的非临床安全性评价是推进

其临床转化应用的关键环节，尽管已有多项研究使用

不同的动物模型进行了不同制备方式的ＣＩＫ细胞的
药效和毒理学研究［１２］，但是这些研究只是在使用少

量动物模型的基础上进行的药效评价和简化的安全

性评价，仍处于实验研究的阶段，并没有建立符合非

临床研究规范的实验动物模型和检测指标，多数实验

条件也无法达到药物非临床研究质量管理规范（ｇｏｏｄ
ｌａｂｏｒａｔｏｒｙｐｒａｃｔｉｃｅ，ＧＬＰ）的要求。另外，针对不同的
ＣＩＫ细胞产品，都需要进行独立的非临床研究实验。
为此，本研究在符合ＧＬＰ要求的实验条件下，使用免
疫缺陷ＮＰＧ小鼠模型对１例特定的ＣＩＫ细胞治疗产
品进行了生物分布研究和重复给药毒理学研究，完善

了该产品的非临床研究数据，为开展该产品和其他

ＣＩＫ细胞治疗产品的非临床研究提供了支持，也为该
产品进行新药临床试验申请（ＩＮＤ）申报并设计临床
试验中人用剂量和毒副反应监测提供了数据支持和

参考依据。

１　材　料
１１　供试品和对照品

ＣＩＫ细胞注射液，浓度分别为每毫升 ５×１０６、
７５×１０７个细胞，浅黄色半透明细胞混悬液，
４～８℃保存，给药当天制备［康爱瑞浩生物医药（浙
江）股份有限公司］。

ＣＩＫ细胞溶媒，０９％氯化钠注射液（含体积分

数２０％人血白蛋白注射液），浅黄色透明液体，
４～８℃保存，给药当天制备［康爱瑞浩生物医药（浙
江）股份有限公司］。

１２　主要试剂和仪器
１２１　主要试剂　ＰｅｒＣＰｍｏｕｓｅａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ３
（批号：８１２４７３５）、ＰＥｍｏｕｓｅａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ４（批号：
９１７２６２８）、ＦＩＴＣ ｍｏｕｓｅａｎｔｉｍｕｍａｎＣＤ８（批 号：
７３１２５３８）、Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞因子检测试剂盒（批号：
５５１８０９）（美国 ＢＤＰｈａｒｍｉｎｇｅｎ公司）；Ａｎｔｉｈｕｍａｎ
ＣＤ４５（批号：２１３８１０２，深圳ＮｅｏＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司）。
１２２　主要仪器　流式细胞仪（型号：ＦＡＣＳＣａｌｉ
ｂｕｒ，美国ＢＤ公司）；自动生化分析仪（型号：ＨＩＴＡ
ＣＨＩ７１８０，日本日立公司）；血液检查仪（型号：ＡＤ
ＶＩＡ１２０，德国西门子公司）；脱水机（型号：ＬＥＩＣＡ
ＡＳＰ３００）、切片机（型号：ＳＡＫＵＲＡＩＶＳ４１０）、全自动
染色机（型号：ＳＡＫＵＲＡＴｉｓｓｕｅＴｅｋＤＲＳ２０００）、包埋
机（型号：ＳＡＫＵＲＡＴｅｃｃ４７１４）、封片机（型号：
ＳＡＫＵＲＡＴｉｓｓｕｅＴＥＫＧＬＡＳＣ４１０）（日本樱花公司）；
生物显微镜（型号：ＯＬＹＭＰＵＳＢＸ５１，日本奥林巴斯
公司）。

１３　实验动物的饲养和管理
ＮＰＧ小鼠２７０只，雌雄各半，５～６周龄，体质量

约１８～２７ｇ，购于北京维通达生物技术有限公司，实
验动物生产许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１９０００２。动物质
量合格证号：１１０３４１２０１１０００５０７。动物饲养于ＳＰＦ屏
障系统，每天上、下午各１次对动物进行观察，饲养室
１２ｈ照明，温度２０～２５℃，日温差≤３℃，湿度４０％～
７０％，换气次数每小时１０～２０次。

２　方　法
２１　动物分组给药以及毒理学指标观测

试验共使用２７０只小鼠，根据不同测定项目分
别分为主实验组和卫星组两大项目组，每个大项目

组设置３个剂量组：溶媒对照组、低剂量（每只动物
给予 ２×１０６个细胞）组及高剂量（每只动物给予
３×１０个细胞）组。主实验组进行常规毒性检查、血
清生化测定、血液学测定、细胞因子测定和病理学检

查；卫星组进行细胞因子、ＣＩＫ细胞表型测定。各组
动物尾静脉注射给予溶媒或 ＣＩＫ细胞注射液，每２
周给药 １次，共给药 ６次，给药体积为每只动物
４００μＬ。恢复期为２８ｄ。实验设计概况见图１。
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２２　ＣＩＫ细胞表型测定
首次给药和末次给药前、给药后３ｈ、１、３、１０ｄ；

末次给药后２９ｄ对卫星组动物采血，每管样本加入
荧光标记 ＣＤ３＋／ＣＤ４＋／ＣＤ８＋抗体５μＬ，避光孵育

２０ｍｉｎ，加入适量磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）洗液，
１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，弃上清，反复洗涤２次，
用 ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪检测 ＣＤ３＋、ＣＤ４＋、
ＣＤ８＋细胞的数量。

图１　重度免疫缺陷ＮＰＧ小鼠给药组别以及毒理学检测指标设置
Ｆｉｇ１　Ａｎｉｍａｌｇｒｏｕｐｉｎｇ，ｄｏｓｅｓｅｔｔｉｎｇａｎｄｔｏｘｉｃｏｌｏｇｉｃａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｉｎｄｅｘｓｅｔｔｉｎｇｏｆｓｅｖｅｒｅｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｔＮＰＧｍｉｃｅ

２３　小鼠血清ＩＦＮγ水平测定
首次给药后第３０天、末次给药后第１天、末次

给药后第２９天对动物采血，应用Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞因子
检测试剂盒进行人源细胞因子 ＩＦＮγ、ＩＬ６、ＩＬ１０、
ＩＬ２、ＴＮＦ、ＩＬ４测定。按照试剂盒说明书推荐操作
步骤进行，在流式管中加入５０μＬ混合微球；在标准
品管中，每管加入５０μＬ标准品系列液（Ｓ１～Ｓ１０），
在样本管中，每管加入５０μＬ待测血清；所有实验管
加入５０μＬＴｈ１／Ｔｈ２ＩＩＰＥ检测试剂。加入后，用手
轻弹混匀；置于室温避光孵育３ｈ。孵育结束，每管
加入１ｍＬ洗液，用手轻弹样本管，２００ｒ·ｍｉｎ－１离
心５ｍｉｎ；离心后小心倾倒上清液，每管加入３００μＬ
洗液，用手重悬微球，上机测定。

２４　组织病理学检查
对于预定解剖动物麻醉后（腹腔注射硫喷妥

钠，麻醉剂量 ６０ｍｇ·ｋｇ－１）先采血，经腹腔后大
静脉采血后，完全放血处死后进行解剖，摘取脏

器后直接固定，睾丸、附睾、眼球用 Ｄａｖｉｄｓｏｎ′ｓ固
定液固定，其他脏器用体积分数１０％中性甲醛固
定，组织经修块取材，逐级乙醇脱水，石蜡包埋，

滑动切片机切片（厚约 ３μｍ），经苏木精伊红
（ＨＥ）染色，光镜检查。
２５　数据的统计与处理

对于体质量、摄食量、血液学指标、血清生化检

查、绝对脏器重量和相对脏器质量、细胞因子测定等

数据均按照以下方法统计：①首先用Ｂａｒｔｌｅｔｔ检验方

法进行数据均一性检验，如果数据均一（检验

Ｐ＞００５），则进行方差分析检验（Ｆ检验）；如果
Ｂａｒｔｌｅｔｔ检验的结果显著 （Ｐ≤００５），则进行
Ｋｒｕｓｋａｌｗａｌｌｉｓ检验；②如果方差分析检验结果显著
（Ｐ≤００５），则进一步用Ｄｕｎｎｅｔｔ参数检验法进行多
重比较检验；如果方差分析结果不显著（Ｐ＞００５），
则统计结束；③如果 Ｋｒｕｓｋａｌｗａｌｌｉｓ检验结果显著
（Ｐ≤００５），则进一步用Ｄｕｎｎｅｔｔ非参数检验法进行
多重比较检验；如果 Ｋｒｕｓｋａｌｗａｌｌｉｓ检验结果不显著
（Ｐ＞００５），则统计结束。

３　结　果
３１　临床症状观察结果

低剂量组雌性动物个别动物出现弓背，高剂量

组动物试验期间多出现弓背、竖毛、脱毛、活动减少、

双侧眯眼、死亡（图２），结合组织病理学检查发现动
物多组织器官可见混合细胞聚集，以及多个组织器

官变性或坏死以及纤维化等组织病理学改变，认为

上述症状与受试物细胞给予后在各组织器官的滞留

以及受试物（人源细胞）给予 ＮＰＧ小鼠后产生
ＧｖＨＤ反应相关。
３２　体质量测定结果

与溶媒对照组相比，给药期给药第 ４５天至第
６６天，高剂量组的雄性动物体质量显著下降
（Ｐ＜００１）；给药第３８天至第６６天，高剂量组的雌
性动物体质量显著下降（Ｐ＜００１）。恢复期第３天
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至第２８天，高剂量组的雄性动物和雌性动物体质量
与同期溶媒对照组动物相比体质量均显著下降

（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），低剂量组雌性动物体质量也
有降低趋势。见图３。

图２　细胞因子诱导的杀伤性（ＣＩＫ）细胞给药后ＮＰＧ小鼠临床症状观察结果
Ｆｉｇ２　ＴｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｓｙｍｐｔｏｍｓｏｆＮＰＧｍｉｃｅａｆｔｅｒａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＣＩＫｃｅｌｌｓ

Ａ－给药期雄性动物体质量；Ｂ－给药期雌性动物体质量；Ｃ－恢复期雄性动物体质量；Ｄ－恢复期雌性体质量；与溶媒对照组相比，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１。

Ａ－ｗｅｉｇｈｔｏｆｍａｌｅａｎｉｍａｌｓｉｎｄｏｓｉｎｇｐｅｒｉｏｄ；Ｂ－ｗｅｉｇｈｔｏｆｆｅｍａｌｅａｎｉｍａｌｓｉｎｄｏｓｉｎｇｐｅｒｉｏｄ；Ｃ－ｗｅｉｇｈｔｏｆｍａｌｅａｎｉｍａｌｓｉｎｒｅｃｏｖｅｒｙｐｅｒｉｏｄ；Ｄ－ｗｅｉｇｈｔｏｆｆｅｍａｌｅａｎｉｍａｌｓｉｎｒｅ

ｃｏｖｅｒｙｐｅｒｉｏｄ；１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｖｅｈｉｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图３　ＣＩＫ细胞重复给药后ＮＰＧ小鼠体质量变化
Ｆｉｇ３　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔａｆｔｅｒｒｅｐｅａｔｅｄａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＣＩＫｃｅｌｌｓ

３３　摄食量测定结果
与溶媒对照组相比，低剂量动物给药期摄食量

未见统计学差异，但雌性动物恢复期第２３天摄食量
显著下降（Ｐ＜００５）且恢复期第１６天与溶媒对照
组相比也有一定程度下降，恢复期结束时（第 ２８
天）动物摄食量有所恢复，见图４。

与溶媒对照组相比，高剂量组雄性动物给药第

４５天摄食量显著下降（Ｐ＜００５），给药第３１天、第
３８天、第５２天和第５９天摄食量与溶媒对照组相比
也有下降的趋势。与溶媒对照组相比，恢复期第１６
天，高剂量组雄性动物摄食量显著下降（Ｐ＜００５），

但恢复期结束时（第２８天）雄性动物摄食量恢复。
与溶媒对照组相比，高剂量组雌性动物给药第４５天
摄食量显著下降（Ｐ＜００５），给药第１７天至第３８
天、第５２天和第５９天摄食量与溶媒对照组相比也
有下降趋势。恢复期第３天至第２８天，高剂量组雌
性动物摄食量基本恢复正常。

３４　血清生化与血液学检测结果
血清生化检测见表１，与溶媒对照组相比，ＣＩＫ

细胞在每只动物给予２×１０６个细胞的剂量下引起
血糖（ＧＬＵ）、总胆固醇（ＣＨＯ）显著升高（Ｐ＜００５）；
在每只动物给予３×１０７个细胞的剂量下引起谷氨
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酰转肽酶（ＧＧＴ）、尿素氮（ＢＵＮ）、Ｎａ离子（Ｎａ＋）、Ｃｌ
离子（Ｃｌ－）显著升高（Ｐ＜００１），肌酸磷酸激酶
（ＣＫ）、总胆红素（ＴＢＩＬ）、ＣＨＯ、总蛋白质（ＴＰ）、白蛋
白（ＡＬＢ）、白蛋白／球蛋白（Ａ／Ｇ）、钾离子（Ｋ＋）、甘
油三酯（ＴＧ）显著降低（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），还会引

起乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）和 ＧＬＵ的显著改变（升高／降
低）（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），结合组织病理学检查结果
进行分析，认为上述血液指标改变与 ＣＩＫ细胞给予
后在各组织器官的滞留以及 ＣＩＫ细胞（人源细胞）
给予小鼠后产生ＧｖＨＤ反应相关。

Ａ－给药期雄性动物摄食量；Ｂ－给药期雌性动物摄食量；Ｃ－恢复期雄性动物摄食量；Ｄ－恢复期雌性动物摄食量；与溶媒对照组相比，１）Ｐ＜００５。

Ａ－ｆｏｏｄｉｎｔａｋｅｏｆｍａｌｅａｎｉｍａｌｓｉｎｄｏｓｉｎｇｐｅｒｉｏｄ；Ｂ－ｆｏｏｄｉｎｔａｋｅｏｆｆｅｍａｌｅａｎｉｍａｌｓｉｎｄｏｓｉｎｇｐｅｒｉｏｄ；Ｃ－ｆｏｏｄｉｎｔａｋｅｏｆｍａｌｅａｎｉｍａｌｓｉｎｒｅｃｏｖｅｒｙｐｅｒｉｏｄ；Ｄ－ｆｏｏｄｉｎｔａｋｅｏｆｆｅ

ｍａｌｅａｎｉｍａｌｓｉｎｒｅｃｏｖｅｒｙｐｅｒｉｏｄ；１）Ｐ＜００５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｖｅｈｉｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图４　ＣＩＫ细胞重复给药后动物摄食量变化。ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｆｏｏｄｉｎｔａｋｅａｆｔｅｒｒｅｐｅａｔｅｄａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＣＩＫｃｅｌｌｓ．ｎ＝１２，珋ｘ±ｓ

表１　ＣＩＫ重复给药后ＮＰＧ小鼠血清生化检查结果。ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｓｅｒｕｍｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎａｆｔｅｒｒｅｐｅａｔｅｄａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＣＩＫｃｅｌｌｓｉｎＮＰＧｍｉｃｅ．ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ

Ｇｅｎｄｅｒ Ｍａｌｅ

Ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ １ｄＡｆｔｅｒｔｈｅｌａｓｔａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ Ｅｎｄｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｐｅｒｉｏｄ

Ｐｅｒｉｏｄｇｒｏｕｐ Ｖｅｈｉｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ Ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ Ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ Ｖｅｈｉｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ Ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ Ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ

ＧＧＴ／Ｕ·Ｌ－１ ０８１±１００ １１８±０３９ ２４５±１０８２） － － －

ＬＤＨ／Ｕ·Ｌ－１ ７３９±２０５ ７３０±２４０ １０８１±２９１１） １６３７±６８３ ７９３±３２０ ５０９±２９５１）

ＴＢＩＬ／μｍｏｌ·Ｌ－１ ５３５±１０４ ５１８±０８７ ２９７±０５１２） － － －

ＢＵＮ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ７３±０９ ７０±１０ １２３±２７２） ８０±０５ ７７±０９ １３８±０８２）

ＧＬＵ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ７６３±０８２ ８４２±１８４ ５９３±１２６１） － － －

ＣＨＯ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ２２１±０４７ ２１５±０３０ １３９±００５２） － － －

ＴＰ／ｇ·Ｌ－１ ５０５±３６ ４７８±５１ ４２７±３２２） － － －

ＡＬＢ／ｇ·Ｌ－１ ２０８±１６ １９８±２２ １６９±１５２） － － －

Ａ／Ｇ ０７０±００３ ０７１±００４ ０６５±００５１） － － －

Ｋ＋／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ５２３±０３９ ４６３±０７９ ４０６±０６０２） － － －

Ｎａ＋／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ １５３７±１７ １５３８±２８ １５８９±４０２） １５３８±２０ １５５２±０９ １５８９±０６２）

Ｃｌ－／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ １０９９±１３ １１０３±２３ １１６４±４１２） １１４０±３０ １１３８±０９ １１９８±０４１）

ＣＫ／Ｕ·Ｌ－１ － － － － － －

ＡＬＰ／Ｕ·Ｌ－１ － － － － － －

ＴＧ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ － － － － － －

ＬＤＨ／Ｕ·Ｌ－１ １１６５±２２９ ９２６±１６６ ７５５±３０４２） － － －

ＴＢＩＬ／μｍｏｌ·Ｌ－１ ４６８±１０３ ４８２±２９０ ３５０±１０４１） － － －

·３０９１·
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续表１（ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ）

Ｇｅｎｄｅｒ Ｆｅｍａｌｅ

Ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ １ｄＡｆｔｅｒｔｈｅｌａｓｔａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ Ｅｎｄｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｐｅｒｉｏｄ

Ｐｅｒｉｏｄｇｒｏｕｐ Ｖｅｈｉｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ Ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ Ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ Ｖｅｈｉｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ Ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ Ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ

ＢＵＮ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ７２±１０ ７９±１４ ９５±１７２） ９４±２２ ９５±２９ ２５５±１０２２）

ＧＬＵ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ５２５±０９３ ６７９±１１９１） ６７９±１２９１） － － －

ＣＨＯ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ １３０±０２１ １５９±０３１１） １３２±０２５ － － －

ＴＰ／ｇ·Ｌ－１ － － － － － －

ＡＬＢ／ｇ·Ｌ－１ ２１７±１９ ２１２±２１ １８９±１１２） － － －

Ａ／Ｇ ０８５±００５ ０８１±００７ ０７４±００４２） － － －

Ｋ＋／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ５２３±０３９ ４６３±０７９ ４０６±０６０２） － － －

Ｎａ＋／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ － － － － － －

Ｃｌ－／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ － － － １１３５±２４ １１４５±２７ １２４１±３０２）

ＣＫ／Ｕ·Ｌ－１ ２５５±７２ ２２３±４３ １７２±７６１） － － －

ＧＧＴ／Ｕ·Ｌ－１ １３７±０５５ １４３±０７３ ２３４±０７２２） １８１±０３３ １７９±０３６ ２７２±０５９１）

ＡＬＰ／Ｕ·Ｌ－１ － － － ５４±１５ ４４±１０ １１３±３７２）

ＴＧ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ － － － ０５６±０１５ ０６７±０１０ ０１７±０１０１）

注：ＧＧＴ－谷氨酰转肽酶；ＬＤＨ－乳酸脱氢酶；ＴＢＩＬ－总胆红素；ＢＵＮ－尿素氮；ＧＬＵ－血糖；ＣＨＯ－总胆固醇；ＴＰ－总蛋白质；ＡＬＢ－白蛋白；Ａ／Ｇ－白蛋白／球蛋白；

ＣＫ－肌酸磷酸激酶；ＴＧ－甘油三酯；ＡＬＰ－碱性磷酸酶；与溶媒对照组比，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１。

Ｎｏｔｅ：ＧＧＴ－ｇｌｕｔａｍｙｌｔｒａｎｓｐｅｐｔｉｄａｓｅ；ＬＤＨ－ｌａｃｔｉｃｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ；ＴＢＩＬ－ｔｏｔａｌｂｉｌｉｒｕｂｉｎ；ＢＵＮ－ｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ；ＧＬＵ－ｇｌｕｃｏｓｅ；ＣＨＯ－ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ；ＴＰ－ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ；

ＡＬＢ－ａｌｂｕｍｉｎ；Ａ／Ｇ－ａｌｂｕｍｉｎ／ｇｌｏｂｕｌｉｎ；ＣＫ－ｃｒｅａｔｉｎｅｐｈｏｓｐｈｏｋｉｎａｓｅ；ＴＧ－ｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ；ＡＬＰ－ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ；１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｖｅｈｉｃｌｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

　　血液学检测见表 ２，与溶媒对照组相比，ＣＩＫ
细胞在每只动物给予 ２×１０６个细胞的剂量下对
血液学指标无显著影响，在每只动物给予３×１０７

个细胞的剂量下会引起动物淋巴细胞百分率

（ＬＹＭＰ％）、单核细胞（ＭＯＮＯ）、单核细胞百分率
（ＭＯＮＯ％）、平均血小板体积（ＭＰＶ）显著升高，
嗜碱性粒细胞（ＢＡＳＯ）、嗜碱性粒细胞百分率
（ＢＡＳＯ％）、红 细 胞 （ＲＢＣ）、血 红 蛋 白 浓 度

（ＨＧＢ）、红细胞比容（ＨＣＴ）、红细胞平均体积
（ＭＣＶ）、红细胞平均血红蛋白量（ＭＣＨ）、血小板
（ＰＬＴ）显著降低，且上述血液指标的变化在雌雄
动物间具有较好的一致性。结合组织病理学检

查结果进行分析，认为上述血液学指标改变与

ＣＩＫ细胞给予后在各组织器官的滞留以及 ＣＩＫ
细胞（人源细胞）给予小鼠后产生 ＧｖＨＤ反应
相关。

表２　ＣＩＫ重复给药后ＮＰＧ小鼠血液学检查结果。ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ２　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｈｅｍａｔｏｌｏｇｙｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎａｆｔｅｒｒｅｐｅａｔｅｄａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＣＩＫｃｅｌｌｓｉｎＮＰＧｍｉｃｅ．ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ

Ｇｅｎｄｅｒ　 Ｍａｌｅ Ｆｅｍａｌｅ

Ｇｒｏｕｐ　 Ｖｅｈｉｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ Ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ Ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ Ｖｅｈｉｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ Ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ Ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ

Ｌｙｍｐｈ／％ ７２３±３１ ７３５±５２ ８８４±１０８２） ７１５±５８ ６８４±７８ ９０５±３５２）

ＭＯＮＯ／１０９·Ｌ－１ ００１±００１ ００１±００１ ００７±００５１） ０±００１ ００１±００１ ００４±００１２）

ＨＧＢ／ｇ·Ｌ－１ １２５±８ １２５±６ ９１±２７１） １２５±６ １２１±７ ７４±２４２）

ＨＣＴ／％ ３９８±２３ ３９７±２０ ２８３±８４１） ４００±２３ ３９２±２４ ２４１±７７２）

ＭＣＶ／ｆＬ ５６３±１９ ５５１±１５ ５２０±１５２） － － －

ＭＣＨ／ｐｇ １７８±０７ １７３±０４ １６６±０５２） － － －

ＰＬＴ／１０９·Ｌ－１ ７４２±１５０ ８０４±３０７ ３９４±１８７１） ７４２±１２８ ７８５±５６ ３１６±２３３２）

ＭＰＶ／ｆＬ ６９±０３ ６７±０３ ７５±０６１） ６９±０４ ６８±０２ ７８±０２２）

Ｂａｓｏ／％ ２４３±３４ ２４６±５５ ７８±１１１１） ２６２±５７ ２９４±７５ ２３±３６２）

ＭＯＮＯ／％ － － － ０７±１３ １２±１２ ６５±４７２）

Ｂａｓｏ／１０９·Ｌ－１ － － － ０１４±００８ ０２１±００８ ００３±００５１）

ＲＢＣ／１０１２·Ｌ－１ － － － ７２２±０４３ ７０３±０５１ ４３９±１３３２）

注：ＬＹＭＰＨ－动物淋巴细胞；ＭＯＮＯ－单核细胞；ＨＧＢ－血红蛋白浓度；ＨＣＴ－红细胞压积；ＭＣＶ－红细胞平均体积；ＭＣＨ－红细胞平均血红蛋白量；ＰＬＴ－血小板；

ＭＰＶ－平均血小板体积；ＢＡＳＯ－嗜碱性粒细胞；ＲＢＣ－红细胞；与溶媒对照组比，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１。

Ｎｏｔｅ：ＬＹＭＰＨ－ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ；ＭＯＮＯ－ｍｏｎｏｃｙｔｅ；ＨＧＢ－ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ；ＨＣＴ－ｈｅｍａｔｏｃｒｉｔ；ＭＣＶ－ｍｅａｎｃｏｒｐｕｓｃｕｌａｒｖｏｌｕｍｅ；ＭＣＨ－ｍｅａｎｃｏｒｐｕｓｃｕｌａｒｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ；

ＰＬＴ－ｐｌａｔｅｌｅｔ；ＭＰＶ－ｍｅａｎｐｌａｔｅｌｅｔｖｏｌｕｍｅ；ＢＡＳＯ－ｂａｓｏｐｈｉｌｉｃｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ；ＲＢＣ－ｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌ；１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｖｅｈｉｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
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３５　ＣＩＫ细胞在外周血中分布情况
血液中 ＣＩＫ细胞分布（ＣＤ３＋ＣＤ４＋／ＣＤ３＋

ＣＤ８＋细胞）检测结果见图５～６，首次给药后３ｈ，
高剂量组动物血液中即可检测到 ＣＩＫ细胞，１ｄ
后细胞水平达高峰，随后逐渐下降。末次给药

前，高剂量组雄性和雌性动物血液中均可检测到

较高水平的 ＣＩＫ细胞。末次给药后 ３ｈ，高剂量

组雄性动物外周血中 ＣＩＫ细胞含量略有下降，给
药１ｄ时再次达峰，随后逐渐下降；末次给药后
３ｈ～１ｄ，高剂量组雌性动物外周血中 ＣＩＫ细胞
含量逐渐下降，给药后３～１０ｄ再次达峰，随后逐
渐下降。低剂量组，仅首次给药后 １ｄ和末次给
药后个别时间点（３ｈ、１０ｄ、２９ｄ）可检测到少量
ＣＩＫ细胞。

图５　首次给药前后不同时间点ＮＰＧ小鼠外周血液ＣＤ３＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋细胞数量变化趋势图。ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　ＴｈｅｃｈａｎｇｅｏｆＣＤ３＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓｉｎＮＰＧｍｉｃｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｈｅｆｉｒｓｔａｄ
ｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

图６　末次给药前／后不同时间点ＮＰＧ小鼠外周血液ＣＤ３＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋细胞数量变化趋势图。ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　ＴｈｅｃｈａｎｇｅｏｆＣＤ３＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓｉｎＮＰＧｍｉｃｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｈｅｌａｓｔａｄ
ｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

３６　细胞因子检测结果
人源细胞因子检测（图 ７）：每只小鼠给予

２×１０６个ＣＩＫ细胞的剂量下，对小鼠血清中人源

ＩＦＮγ、ＴＮＦ、ＩＬ１０、ＩＬ６、ＩＬ４、ＩＬ２细胞因子水平无
显著影响；在３×１０７个 ＣＩＫ细胞的剂量下，可能会
使ＮＰＧ小鼠血清中人源因子 ＩＦＮγ、ＴＮＦ、ＩＬ１０、
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Ａ－首次给药后３０ｄ；Ｂ－末次给药后１ｄ；Ｃ－恢复期结束；ＩＦＮγ－干扰素γ；

ＴＮＦ－肿瘤坏死因子；ＩＬ１０－白介素１０；ＩＬ６－白介素６；ＩＬ４－白介素４；

ＩＬ２－白介素２；与溶媒对照组相比，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１。

Ａ－３０ｄａｆｔｅｒｔｈｅｆｉｒｓｔａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ；Ｂ－１ｄａｆｔｅｒｔｈｅｌａｓｔａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ；Ｃ－ｅｎｄ

ｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｐｅｒｉｏｄ；ＩＦＮγ－ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ；ＴＮＦ－ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ；ＩＬ１０－ｉｎｔｅｒ

ｌｅｕｋｉｎ１０；ＩＬ６－ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６；ＩＬ４－ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ４；ＩＬ２－ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２；
１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｖｅｈｉｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图７　ＣＩＫ细胞给药后不同时间点 ＮＰＧ小鼠血清中人源细
胞因子检测结果。ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ７　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｎｓｅｒｕｍｏｆＮＰＧｍｉｃｅａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒＣＩＫｃｅｌｌｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ．ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ

ＩＬ２水平显著升高（Ｐ＜００１），ＣＩＫ细胞属于人源Ｔ
淋巴细胞，结合组织病理学结果分析，上述细胞因子

水平变化可能与ＣＩＫ细胞体内药效学作用以及ＣＩＫ
细胞（人源细胞）给予小鼠后产生 ＧｖＨＤ反应等多
种因素相关。

鼠源细胞因子检测（图８）：每只小鼠给予２×
１０６ＣＩＫ细胞的剂量下，对小鼠血清中鼠源 ＩＬ１０、
ＩＬ１７Ａ、ＩＦＮγ、ＴＮＦ、ＩＬ６、ＩＬ４、ＩＬ２细胞因子无显著
影响；在３×１０７ＣＩＫ细胞的剂量下，可能会使小鼠
血清中鼠源因子ＴＮＦ、ＩＬ６水平升高（Ｐ＜００１），考
虑这一变化与给予异种细胞后机体产生的免疫应答

反应相关。

３７　病理学检查结果
病理学检查结果见图９，给予 ＣＩＫ细胞会引起

多个组织器官［如肝脏、胆囊、肾脏、肺（含支气管）、

　　　　

Ａ－首次给药后３０ｄ；Ｂ－末次给药后１ｄ；Ｃ－恢复期结束；ＩＬ１７Ａ－白介素

１７Ａ；ＩＦＮ６－干扰素６；ＩＦＮ４－干扰素４；ＩＦＮ２－干扰素２；与溶媒对照组相

比，１）Ｐ＜００１。

Ａ－３０ｄａｆｔｅｒｔｈｅｆｉｒｓｔａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ；Ｂ－１ｄａｆｔｅｒｔｈｅｌａｓｔａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ；Ｃ－ｅｎｄ

ｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｐｅｒｉｏｄ；ＩＦＮγ－ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ；ＴＮＦ－ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ；ＩＬ１０－ｉｎｔｅｒ

ｌｅｕｋｉｎ１０；ＩＬ６－ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６；ＩＬ４－ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ４；ＩＬ２－ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ２；

ＩＬ１７Ａ－ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１７Ａ； ＩＦＮ６ － ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ６； ＩＦＮ４ － ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ４；

ＩＦＮ２－ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ２；１）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｖｅｈｉｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图８　ＣＩＫ细胞给药后不同时间点 ＮＰＧ小鼠血清中鼠源细
胞因子检测结果。ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ８　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｍｏｕｓｅｄｅｒｉｖｅｄｃｙｔｏｋｉｎｅｓ
ｉｎｓｅｒｕｍｏｆＮＰＧｍｉｃｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒａｄｍｉｎｉｓｔｒａ
ｔｉｏｎｏｆＣＩＫｃｅｌｌｓ．ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ

脾脏、心脏、颌下腺、胃、甲状腺、垂体、食道、舌、气

管、胸骨（骨髓）、骨（单侧大腿骨）、睾丸、附睾、前列

腺、精囊腺、卵巢、输卵管、子宫（带子宫颈）、阴道、

膀胱、肾上腺、肌肉（骨骼肌）、坐骨神经、皮肤、脑、

注射部位］混合细胞聚集；给予人源 ＣＩＫ细胞后引
起的ＧｖＨＤ及继发性病理改变见表３和图１０，包括
肝脏肝细胞变性或坏死及纤维化，脾脏纤维化，舌基

底细胞变性或坏死，前胃炎性细胞浸润伴基底细胞

变性或坏死及基底细胞变性或坏死，皮肤表皮增生、

基底细胞变性或坏死，颌下腺浆液性腺泡分泌减少，

胸骨（骨髓）和骨（单侧大腿骨）骨髓细胞数目减少、

纤维骨性病变以及皮肤皮下、脑和脊髓（颈胸腰段）
出血。
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Ａ－溶媒对照组肺脏；Ｂ－高剂量组肺脏，重度混合细胞聚集 ；Ｃ－溶媒对照组甲状腺；Ｄ－高剂量组甲状腺，中度混合细胞聚集；Ｅ－溶媒对照组肾脏；Ｆ－高剂量组

肾脏，极轻度混合细胞聚集；Ｇ－溶媒对照组脾脏；Ｈ－高剂量组脾脏，轻度混合细胞聚集 。

Ａ－ｌｕｎｇｉｎｖｅｈｉｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ－ｌｕｎｇｉｎｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ｓｅｖｅｒｅｍｉｘｅｄｃｅｌｌａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ；Ｃ－ｔｈｙｒｏｉｄｉｎｖｅｈｉｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｄ－ｔｈｙｒｏｉｄｉｎｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｒａｔｅ

ｍｉｘｅｄｃｅｌｌａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ；Ｅ－ｋｉｄｎｅｙｉｎｖｅｈｉｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｆ－ｋｉｄｎｅｙｉｎｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ｍｉｎｉｍａｌｍｉｘｅｄｃｅｌｌａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ；Ｇ－ｓｐｌｅｅｎｉｎｖｅｈｉｃｌｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｈ－ｓｐｌｅｅｎ

ｉｎｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，ｍｉｌｄｍｉｘｅｄｃｅｌｌａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ．

图９　ＣＩＫ细胞注射后引发的组织病理改变
Ｆｉｇ９　ＨｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＣＩＫｃｅｌｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

表３　给药后ＮＰＧ小鼠出现与给与ＣＩＫ相关的移植物抗宿主反应（ＧｖＨＤ）反应
Ｔａｂ３　ＮＰＧｍｉｃｅｄｅｖｅｌｏｐｅｄＧＶＨＤａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈＣＩＫａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

Ｏｒｇａｎ　　　　　　
／ｔｉｓｓｕｅ　　　　　　

Ｒｅｌａｔｅｄ　　　　
ｌｅｓｉｏｎ　　　　

Ｄｅｇｒｅｅｏｆ
ｌｅｓｉｏｎ

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆｌｅｓｉｏｎ

Ｍａｌｅ Ｆｅｍａｌｅ

Ｖｅｈｉｃｌｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ
（ｎ＝１０）

Ｌｏｗ
ｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐ
（ｎ＝１０）

Ｈｉｇｈ
ｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐ
（ｎ＝６）

Ｖｅｈｉｃｌｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ
（ｎ＝１０）

Ｌｏｗ
ｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐ
（ｎ＝９）

Ｈｉｇｈ
ｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐ
（ｎ＝６）

Ｓｐｌｅｅｎ Ｆｉｂｒｏｓｉｓ ＋ ０ ０ ０ ０ ０ １
＋＋ ０ ０ ０ ０ ０ ２

Ｓｕｂｍａｎｄｉｂｕｌａｒｇｌａｎｄ Ｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｅｃｒｅｔｉｏｎｏｆｓｅｒｏｕｓａｃｉｎａｒｃｅｌｌ ＋＋ ０ ０ ３ ０ ０ ２
＋＋＋ ０ ０ ２ ０ ０ ２

Ｓｔｏｍａｃｈ Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｃａｒｄｉａｏｆｔｈｅｓｔｏｍａｃｈｗｉｔｈ
ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ／ｎｅｃｒｏｓｉｓｏｆｂａｓａｌｃｅｌｌｓ

＋ ０ ０ ５ ０ ０ ５

Ｓｔｅｒｎｕｍ（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ） Ｄｅｃｒｅａｓｅｄｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｃｅｌｌｓ ＋＋ ０ ０ １ ０ ０ ０
Ｂｏｎｅ（ｕｎｉｌａｔｅｒａｌｆｅｍｕｒ） Ｄｅｃｒｅａｓｅｄｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｃｅｌｌｓ ＋ ０ ０ ０ ０ ０ １

＋＋ ０ ０ ２ ０ ０ ０
Ｆｉｂｒｏｏｓｓｅｏｕｓｌｅｓｉｏｎ ＋ ０ ０ １ ０ ０ ０

Ｓｋｉｎ Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ＋ ０ ０ ４ ０ ０ ２
＋＋ ０ ０ １ ０ ０ ４

Ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ／ｎｅｃｒｏｓｉｓｏｆｂａｓａｌｃｅｌｌｓ ＋ ０ ０ ５ ０ ０ ６
Ｓｋｉｎａｔｔｈｅｓｉｔｅｏｆｄｏｒｓａｌｈａｉｒｌｏｓｓ Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ＋＋ － － － － － １

Ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ／ｎｅｃｒｏｓｉｓｏｆｂａｓａｌｃｅｌｌｓ ＋ － － － － － １
注：＋－极轻度改变；＋＋－轻度改变；＋＋＋－中度改变；－－未见大体病变，因此未对该脏器进行组织病理学检查。

Ｎｏｔｅ：＋－Ａｖｅｒｙｓｌｉｇｈｔｃｈａｎｇｅ；＋＋－Ａｓｌｉｇｈｔｃｈａｎｇｅ；＋＋＋－Ａｍｏｄｅｒａｔｅｃｈａｎｇｅ；－－Ｎｏｇｒｏｓｓｌｅｓｉｏｎｓｗｅｒｅｓｅｅｎａｎｄｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｏｒｇａｎｗａｓｎｏｔｐｅｒｆｏｒｍｅｄ．

４　讨　论
在非临床研究中，选择合适的动物种属可提高

动物试验对于临床不良反应的预测性。本试验采用

的ＮＰＧ小鼠属于重度免疫缺陷小鼠，其体内不含
Ｔ、Ｂ和 ＮＫ细胞，可降低人源细胞输入引发的免疫
排斥反应程度，可用于移植人源细胞或组织，适用于

细胞治疗产品的毒性评价［１５］。

在给药剂量方面，本实验研究的 ＣＩＫ细胞注射

液的临床用量主要根据回输细胞量占人外周血单个

核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣ）数
的比例推算，因为人拟用剂量４×１０９个细胞（约等
同于人ＰＢＭＣ数），小鼠每只 ＰＢＭＣ数大约是每只
１０６个细胞，故可据此推算的每只小鼠相当于人临床
回输的剂量约１０６个细胞，即每千克５×１０７个细胞
（小鼠体质量按２０ｇ计算）。低剂量组每只小鼠给
予２×１０６个细胞（约相当于人用剂量的 ２倍）。
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Ａ－溶媒对照组肝脏；Ｂ－高剂量组肝脏，轻度混合细胞聚集、中度肝细胞变性或坏死 ；Ｃ－溶媒对照组脾脏；Ｄ－高剂量组脾脏，极轻度混合细胞聚集、轻度纤维化；

Ｅ－溶媒对照组皮肤；Ｆ－高剂量组皮肤，轻度表皮增生、极轻度基底细胞变性或坏死；Ｇ－溶媒对照组胃；Ｈ－高剂量组胃、前胃、极轻度混合细胞聚集，极轻度炎性

细胞浸润伴基底细胞变性或坏死。
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图１０　ＣＩＫ细胞注射后引发的ＧｖＨＤ及继发性组织病理改变（×２００）
Ｆｉｇ１０　ＧｖＨＤａｎｄｓｅｃｏｎｄａｒｙｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＣＩＫｃｅｌｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ（×２００）

为尽量观测出ＣＩＫ细胞注射液可能的毒性反应，按
照单次给药毒性试验结果，本实验采用低剂量的１５
倍，即每只小鼠给予３×１０７个细胞作为给药的高剂
量。本ＣＩＫ细胞注射液临床拟用药方案为约间隔
２１ｄ进行１次静脉注射，最多给药约６次（６个疗
程）。为最大限度模拟临床给药方式，结合动物实

验特点，本实验采用尾静脉注射的给药方式，给药频

率设为每２周１次，给药１０周，共给药６次，恢复期
设为２８ｄ（约１个月）。

综合动物临床症状、体质量和摄食量结果分析，

低剂量组动物出现弓背、摄食量下降；高剂量组动物

出现弓背、竖毛、脱毛、活动减少、双侧眯眼、头向一

侧倾斜、动物体质量和摄食量下降以及死亡等症状。

结合组织病理学检查结果，考虑上述症状与 ＣＩＫ细
胞注射后在各组织器官的大量滞留并引起ＧｖＨＤ反
应有关。高剂量组与低剂量组相比，在实验期间有

更多的动物出现了更多样更严重的不良反应，这表

明每只小鼠给予３×１０７个细胞的剂量下，ＣＩＫ细胞
会引起动物明显的ＧｖＨＤ反应。

ＣＩＫ细胞注射液在低剂量下会引起动物 ＧＬＵ、
ＣＨＯ显著升高，在高剂量下会引起血液学指标中
ＬＹＭＰ％、ＭＯＮＯ、ＭＯＮＯ％、ＭＰＶ显著升高和 ＢＡＳＯ、
ＢＡＳＯ％、ＲＢＣ、ＨＧＢ、ＨＣＴ、ＭＣＶ、ＭＣＨ、ＰＬＴ显著降
低；血清生化指标中ＧＧＴ、ＢＵＮ、Ｎａ＋、Ｃｌ－显著升高、

ＣＫ、ＴＢＩＬ、ＣＨＯ、ＴＰ、ＡＬＢ、Ａ／Ｇ、Ｋ＋显著降低以及
ＬＤＨ和ＧＬＵ的显著改变（升高／降低），这是由于在
高剂量注射下，ＣＩＫ细胞在血液和各器官中的滞留
以及小鼠的ＧｖＨＤ反应造成的血液与骨髓抑制和脏
器病变引起的。

血液中 ＣＩＫ细胞数量（ＣＤ３＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋

ＣＤ８＋）检测结果显示，ＣＩＫ细胞在低剂量和高剂量
不同注射条件下，动物血液中细胞数量差距较大，在

低剂量下，各类细胞数量始终处于低水平；在高剂量

下，各类细胞数量显著提升，但此剂量造成的毒性反

应同时也急剧增强，这表明本实验中 ＣＩＫ细胞的两
个注射剂量均有一定的局限性，后续实验仍要继续

探索ＣＩＫ细胞的最佳给药剂量。
细胞因子检测结果表明，ＣＩＫ细胞注射后会使

小鼠血清中人源细胞因子 ＩＦＮγ、ＴＮＦ、ＩＬ１０、ＩＬ２
水平升高，这些细胞因子均参与体内抗肿瘤过程，证

明了该细胞的体内药效学作用。此外，ＣＩＫ细胞还
会使小鼠血清中鼠源细胞因子 ＴＮＦ、ＩＬ６水平显著
升高，这表明给予异种细胞后，ＮＰＧ小鼠仍会产生
一定的免疫应答。

ＣＩＫ细胞注射后可引起动物多脏器重量改变和
形态学变化，病理学检查结果显示，给予 ＣＩＫ细胞
注射液引起了小鼠体内多脏器的混合细胞聚集，其

形态学改变体现了 ＣＩＫ细胞的药效学作用和毒性
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作用过程，建议临床试验时加强关注。由于本研究

中所使用的细胞为人源，给予 ＮＰＧ小鼠后引发了
ＧｖＨＤ和一系列继发性病理改变。

ＧｖＨＤ最早即是在小鼠模型上观察到的［１７］，其

产生的主要原因是供体 Ｔ细胞识别宿主抗原触发
了免疫反应，从而对宿主自身组织和器官进行攻击。

临床表现上，ＧｖＨＤ多发于皮肤、口腔、眼睛、肝脏、
胃肠道、肌肉、骨骼、肺、造血系统及泌尿生殖系统等

器官和组织［１８］。尽管本试验使用的是重度免疫缺

陷小鼠，但在高剂量的异种 ＣＩＫ细胞注射下，仍会
引发严重的ＧｖＨＤ反应，病理学检查结果也可见上
述部位的病变。这将在一定程度上影响动物的生存

期，缩短毒性试验观察周期，因此免疫缺陷小鼠在异

种 ＣＩＫ细胞非临床安全性评价中仍然有一定的局
限性，有待未来进一步探索和不断完善。有报道使

用动物源ＣＩＫ细胞进行小鼠体内试验的结果显示，
这种方法制备的细胞不会引起动物的ＧｖＨＤ［１９］。但
是在非临床安全性评价的过程中，动物源 ＣＩＫ细胞
需要专门制备并详细地提供与人源 ＣＩＫ细胞的对
比数据以保证质量标准如一，增加了非临床试验的

步骤和成本。人源化动物模型需要对动物进行相当

复杂的转基因和移植操作［２０］，虽然可以使用人源

ＣＩＫ细胞进行研究并降低 ＧｖＨＤ发生的概率，但存
在动物模型不稳定等问题，增加了实验的难度。因

此，在今后的 ＣＩＫ细胞非临床研究中，试验受试物
和动物模型的选择仍需要继续探索，完善非临床安

全性研究的数据。

综上所述，本研究使用免疫缺陷小鼠全面评估

了ＣＩＫ细胞的体内毒性风险，研究结果提示，ＣＩＫ细
胞在模拟人用剂量的注射条件（每只小鼠给予

２×１０６个细胞）下重复给药６次，不会引起小鼠明显
的毒性反应；在每只小鼠给予 ３×１０７个细胞剂量
下，小鼠会产生与异种移植相关的ＧｖＨＤ反应，未见
其他相关的毒理学反应。该研究数据用于支持 ＣＩＫ
细胞向国家药品监督管理局申报研究性新药申请，

并已获准在国内开展临床试验。
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