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摘要：目的　评估肿瘤浸润淋巴细胞（ｔｕｍｏｒｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，ＴＩＬ）在ＮＯＧ小鼠体内的分布及清除情况。方法　研究共使
用８４只ＮＯＧ小鼠，分为溶媒对照组和受试物组，单次尾静脉注射给予小鼠ＴＩＬ，在给药后不同时间点采血和解剖，取脏器，采
用流式细胞术和实时定量聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ，ｑＰＣＲ）方法检测细胞在血液和不同脏器的分布情况。
结果　给药后１～２ｄ，血液中ＣＤ３＋、ＣＤ３＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋细胞数量达到峰值，同时 ｑＰＣＲ检测结果显示，ＴＩＬ主要分布于
肺、血液、肝脏等组织，其他组织分布较少，给药后４２ｄ，大部分组织基因拷贝低于定量下限。结论　ＮＯＧ小鼠单次尾静脉注
射ＴＩＬ，主要在肺脏、血液、肝脏中分布，并且在体内存续时间不超过４２ｄ。
关键词：肿瘤浸润淋巴细胞；生物分布；流式细胞术；实时定量聚合酶链反应
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　　肿瘤在包含多种细胞的复杂组织微环境中发
展，包括先天免疫细胞和适应性免疫细胞，肿瘤细

胞和免疫系统的细胞之间存在动态的相互作用，

有效地抗肿瘤免疫才能清除肿瘤。然而，在某些

情况下，肿瘤细胞可能会逃避免疫监测，同时不受

控制地增殖。过继细胞疗法（ａｄｏｐｔｉｖｅｃｅｌｌｕｌａｒ

ｔｈｅｒａｐｙ，ＡＣＴ）可克服免疫系统对肿瘤的低反应性
并增强抗肿瘤免疫，其中肿瘤浸润淋巴细胞为自

然浸润实体肿瘤的异质性淋巴细胞群体，在黑色

素瘤、乳腺癌等疾病中展现出较好的临床效果，是

一种非常有前景的过继细胞疗法［１２］。肿瘤微环

境中存在免疫抑制代谢产物（如腺苷、乳酸）、细胞
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因子（转化生长因子β）和各类细胞（如调节性 Ｔ
细胞、肿瘤相关巨噬细胞等），能够共同增强肿瘤

抗原特异性 ＣＤ４＋和ＣＤ８＋Ｔ细胞的功能。从新鲜
肿瘤样本中分离出自然产生的肿瘤浸润淋巴细胞

（ｔｕｍｏｒｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，ＴＩＬ），并在体外扩增
和活化，通过改善 Ｔ细胞表型、功能和肿瘤反应特
性，重新激活 Ｔ细胞，最后回输到病人体内用于杀
伤肿瘤细胞［３４］。与其他 ＡＣＴ相比，ＴＩＬ疗法具有
独特的优势，包括能够识别一系列肿瘤抗原的多

种 Ｔ细胞克隆性、较好的肿瘤归巢能力、低脱靶毒
性、克服免疫抑制障碍诱导较强的免疫介导的肿

瘤消退等优点，此外，肿瘤组织中较高水平的 ＴＩＬ，
尤其是 ＣＤ８＋Ｔ细胞，与多种实体瘤的抗肿瘤效果
改善有关［５７］。

２０２４年２月，ＬｏｖａｎｃｅＢｉｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ公司产品
Ｌｉｆｉｌｅｕｃｅｌ（ＬＮ１４４）获得美国食品药品监督管理局
（ＦＤＡ）加速批准上市，用于治疗 ＰＤ１抗体治疗后
进展的晚期黑色素瘤，这是全球首款批准上市的

ＴＩＬ产品，具有里程碑的意义。该产品的２期临床
研究数据显示，晚期黑色素瘤患者接受 ＴＩＬ治疗
后，客观缓解率为３１４％，其中８例完全缓解，４０
例部分缓解，中位总生存期为 １３９个月，疾病控
制率为７９３％，从注射药物到最佳疗效的中位时
间为１５个月，显示出非常好的治疗效果［８］。目

前，国内多家公司研发的 ＴＩＬ产品（如 ＢＳＴ０２、
ＧＣ１０１、ＧＴ１０１等）也逐步进入临床阶段，竞争逐渐
白热化。本研究产品为北京循生生物医学研究有

限公司研发，为加速该产品临床转化，对其进行了

体内生物分布的研究。本研究尾静脉给予ＮＯＧ小
鼠 ＴＩＬ细胞，采用流式细胞术和实时定量聚合酶链
反应（ｑＰＣＲ）的方法，检测 ＴＩＬ在小鼠不同脏器内
的分布和存续情况，为本产品进入临床试验提供

数据参考。

１　材　料
１１　仪器

高速冷冻离心机（型号：Ｄ３０２４Ｒ，美国ＳＣＩＬＯＧＥＸ
公司）；低速离心机（型号：ＳＣ３６１２，安徽中科中佳
科学仪器有限公司）；ＲｅａｌＴｉｍｅＳｙｓｔｅｍ（型号：ＣＦＸ
Ｃｏｎｎｅｃｔ和 ＣＦＸ ９６，美 国 ＢＩＯＲＡＤ 公 司）；

ＮａｎｏＲｅａｄｙ（型号：ＦＣ１１００，杭州遂真生物技术有
限公司）。

１２　试剂
组织和血液基因组 ＤＮＡ提取试剂盒［天根生

化科技（北京）有限公司，货号：ＤＰ３０４０３］；２×Ｔ５
ＦａｓｔｑＰＣＲＭＩＸ（Ｐｒｏｂｅ）（北京擎科生物科技股份有
限公司，货号：ＴＳＥ３０１）；异氟烷（河北一品制药有限
公司）。探针、上游引物、下游引物［通用生物（安

徽）股份有限公司］；ＧＡＰＤＨ质粒标准品（北京擎科
生物科技股份有限公司合成）；ＰｈＰｅｒＣＰｍｏｕｓｅ
ａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ３（批 号：０２０５４８）、ＰｈＰＥ ｍｏｕｓｅ
ａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ４（批号：９１７２６２８）、ＰＥＦＩＴＣｍｏｕｓｅ
ａｎｔｉｈｕｍａｎ（批号：０１０４９７６）（美国ＢＤ公司）；注射用
人白介素２（ＩＬ２）（批号：２０２１０３１６２，北京四环生
物制药有限公司）。

本研究使用细胞注射液和溶媒由北京循生免疫

医学转化研究院提供，细胞注射液主要成分为人肿

瘤组织浸润淋巴细胞、体积分数１％人血白蛋白和
体积分数０９％氯化钠注射液，溶媒为体积分数１％
人血白蛋白。在每次给药当天，用细胞注射液将

ＴＩＬ配制为每毫升 ５×１０７ｍＬ－１，并在 ６ｈ内完成
给药。

１３　动物
研究共使用８４只ＳＰＦ级ＮＯＧ小鼠，雌雄各半，

６～７周龄，购自北京维通利华实验动物技术有限公
司，购入时动物体质量：雄性：１８２～２１１ｇ；雌性：
１５２～１７３ ｇ。在 温 度 ２０ ～２６ ℃、湿 度
４０％～７０％、１２ｈ照明条件下饲养。提供经钴６０放
射灭菌的鼠全价颗粒饲料，自由摄食及饮水。本试

验方案实施前已经动物管理与使用委员会伦理审查

批准，动物的使用符合３Ｒ原则（Ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ，Ｒｅｐｌａｃｅ
ｍｅｎｔ，Ｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔ），研究中所有实验动物相关的操作
严格按照国际实验室动物伦理行为准则“Ｇｕｉｄｅｆｏｒ
ｔｈｅＣａｒｅａｎｄＵｓｅｏｆＬａｂｏｒａｔｏｒｙＡｎｉｍａｌｓ”实施（伦理编
号：ＩＡＣＵＣ２０２２０１４）。

２　方　法
２１　试验设计

研究使用 ８４只 ＮＯＧ小鼠（雌雄各半），根据
动物体质量使用 ＴＯＸＳＴＡ２００６软件进行随机分
组，分为溶媒对照组和受试物组，溶媒对照组和受

试物组均为４２只小鼠（７个解剖时间点，每个时间
点雌雄各３只小鼠），溶媒对照组动物尾静脉注射
给予溶媒１次；受试物组动物尾静脉注射给予细
胞注射液１次，后连续７ｄ腹腔给予 ＩＬ２（每只动
物给予４０００ＩＵ）。于给药后３０ｍｉｎ、１ｈ、３ｈ、１ｄ、
４ｄ眼后静脉丛采血，采用流式细胞术对 ＣＤ３＋、
ＣＤ３＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋细胞进行分析。在给药后
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３ｈ、２、７、１４、２８、４２、５９ｄ等７个时间点对溶媒组以
及受试物组小鼠使用异氟烷麻醉后，解剖取心脏、

肝脏、脾脏、肺、肾脏、脑、睾丸、附睾、子宫、卵巢、

胃、十 二 指 肠、结 肠、骨 髓、脂 肪、骨 骼 肌，脏

器 －８０℃冻存，留待后续进行 ｑＰＣＲ试验，另取部
分血液进行流式细胞分析，以研究受试物在外周

血以及上述组织器官中的分布情况。

２２　ｑＰＣＲ方法学验证
本试验使用探针法检测产品中细胞的 ＧＡＰＤＨ

基因拷贝数，该拷贝数可反映人源细胞的基因拷贝

数。采用绝对定量的方法，以已知浓度的含有人

ＧＡＰＤＨ基因片段的质粒为标准品，建立标准曲线，
计算待测样本中的 ＧＡＰＤＨ基因拷贝数试验使用引
物信息见表１。

参考 《中国药典》２０２０年版第四部通则
９０１２———生物样品定量分析方法验证指导原则和人
用药品技术要求国际协调理事会（ＩＣＨ）《Ｍ１０：生物
分析方法验证及样本分析》，在正式样本检测前，对

ｑＰＣＲ进行充分的方法学验证，包括选择性、特异
性、标准曲线（线性和扩增效率）、精密度和准确度、

基因组ＤＮＡ储存稳定性和质粒储存稳定性、标准曲
线样本稳定性、方法适用性等。

表１　ｑＰＣＲ检测用引物信息
Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｆｏｒｑＰＣＲ

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ　　　　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ｔｏ３′）

Ｐｒｏｂｅ ＡＧＧＣＴＣＣＣＡＣＣＴＴＴＣＴＣＡＴＣＣＡＡＧＡＣＴＧ

Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ＴＡＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧＡＣＴＣＡＴＧＧＴＡＴ

Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ＡＡＧＧＡＡＡＴＴＡＴＧＧＧＡＡＡＧＣＣＡＧＴＣ

２２１　关键试剂制备　①小鼠混合背景基因组
ＤＮＡ：提取空白ＮＯＧ小鼠肝脏、脾脏、肾脏、十二指
肠的混合ＤＮＡ（ｍｇＤＮＡ），作为标准品、质控样本等
反应体系中的背景 ＤＮＡ使用。ｍｇＤＮＡ于 －８０℃
冰箱储存，备用，避免反复冻融。②小鼠个体基因组
ＤＮＡ：取空白小鼠心脏、肝脏、脾脏、肺、肾脏、脑、子
宫、睾丸、卵巢、附睾、胃、十二指肠、脂肪、骨骼肌、结

肠、骨髓、血液样本，进行 ＤＮＡ提取。将提取后
ＤＮＡ添加不同浓度的质粒标准品，用于选择性研
究。③细胞基因组 ＤＮＡ：受试细胞进行 ＤＮＡ提
取，－８０℃冰箱储存，避免反复冻融，用于特异性研
究。④标准曲线的制备：将质粒ＤＮＡ添加到小鼠基
因组背景中制备而成。取１×１０９ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１质粒
作为工作液，梯度稀释，制备标准曲线范围为：

１２５～１２５×１０９ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１。⑤质控品制备：取

１×１０９ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１质粒作为工作液，梯度稀释，制
备定量上限、高质控、中质控、低质控、定量下限分别

为１２５×１０６、６２５×１０５、６２５×１０３、６２５×１０１和
１２５ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１。
２２２　选择性　取小鼠组织的基因组 ＤＮＡ（心、
肝、脾、肺、肾、脑、子宫、睾丸、卵巢、附睾、胃、十二指

肠、脂肪、骨骼肌、结肠、骨髓、全血），以提取后 ＤＮＡ
为背景，配制高浓度（６２５×１０５ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１）、低
浓度（６２５×１０１ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１）质控品及不添加质
控品的阴性对照，检测人 ＧＡＰＤＨ基因，考察不同组
织基因组 ＤＮＡ对检测的干扰作用。可接受标准：
８０％以上的高、低浓度质粒质控的回收率（ＲＥ％）在
５０％～１５０％内，同时不添加质控品的阴性对照无
扩增。

２２３　特异性　考察该分析方法对扩增某一特定
基因的能力。样本制备同“２２１”项下操作，并增
加对细胞注射液细胞扩增的特异性考察，接受标准：

①小鼠个体基因组背景的高、低质控均有 ＧＡＰＤＨ
基因的特异性扩增；②小鼠个体基因组背景的阴性
对照样本，无扩增或检测低于定量下限；③细胞样
本，检测值高于定量下限。

２２４　标准曲线（线性和扩增效率）　线性和扩增
效率通过将模板稀释成一系列浓度梯度进行 ＰＣＲ
反应，来考察反应的线性范围和不同拷贝数的初始

模板是否具有相同的扩增效率，以此判断方法是否

为最优化。以 ｍｇＤＮＡ基因组为背景，以含人
ＧＡＰＤＨ基因的质粒为标准品，配制 ６个浓度
１２５～１２５×１０６ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１）ＧＡＰＤＨ基因进行
检测。结果以 ｃｏｐｉｅｓ· μｇ－１ＤＮＡ为横坐标，以 Ｃｑ
值为纵坐标作图，绘制标准曲线。计算扩增效率、线

性以及各点回收率。分析批数量：１０。可接受标准：
①扩增效率和线性：标准曲线扩增效率均值满足
９０％～１１０％，ｒ２＞０９８０；②准确度：质粒标准曲线
定量范围内各点至少有７５％的校正标样的 ＲＥ％介
于５０％～１５０％。
２２５　精密度和准确度　①批内精密度和准确度：
设置３套质控，每套质控包括定量上限（１２５×１０６

ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１）、高质控（６２５×１０５ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１）、中
质控（６２５×１０３ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１）、低质控（６２５×１０１

ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１）、定量下限（１２５ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１），每套
质控随行标准曲线样本，设置６个分析批。可接受标
准是各浓度质控样本平均拷贝数的准确度介于

５０％～１５０％和各浓度质控样本平均拷贝数的精密度
小于５０％。②批间精密度和准确度：上述５个浓度质
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控进行３ｄ检测，可接受标准同①。
２２６　基因组 ＤＮＡ储存稳定性　提取细胞基因
组ＤＮＡ与小鼠混合基因组 ＤＮＡ分别按高、低比例
进行 混 合，进 行 不 做 处 理、冻 融 ５次、室 温
４ｈ、－６０℃以下长期放置３个月的稳定性考察，每
个条件重复 ３个样本，将处理后 ＤＮＡ样本进行
ＧＡＰＤＨ基因扩增。可接受标准：６７％以上不同条件
处理后样本与未处理样本相比，拷贝数偏差

在±５０％内。
２２７ 　 质粒储存稳定性 　 将质粒工作液
（１×１０９ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１）进行室温４ｈ和－６０℃以下
长期放置４５个月的稳定性考察。处理完毕后，进
行凝胶电泳检测纯度，重复３个样本。可接受标准：
不同条件处理后质粒与未处理相比，凝胶电泳图显

示质粒无明显降解。

２２８　标准曲线样本稳定性　以小鼠混合基因组
为背景，以含人ＧＡＰＤＨ基因的质粒为标准品，配制
标准曲线。将标曲样本均分为２份，一份进行实验，
另一份储存于 ４℃冰箱，１２ｈ以上后再进行人
ＧＡＰＤＨ基因扩增。可接受标准：①４℃存放标曲样
本的扩增效率均值满足 ９０％ ～１１０％，ｒ２＞０９８０。
②４℃存放标曲定量范围内各点至少有７５％的校正
标样的回收率（ＲＥ％）介于５０％～１５０％。③将４℃
存放标曲样本的各浓度点的值代入新鲜标曲计算拷

贝数，要求至少７５％的校正标样的回收率（ＲＥ％）介
于５０％～１５０％。
２２９　方法适用性　使用小鼠混合基因组 ＤＮＡ
将受试细胞基因组 ＤＮＡ梯度稀释 ５个点，对人
ＧＡＰＤＨ基因进行扩增，计算扩增效率和线性。可
接受标准：扩增效率均值满足 ９０％ ～１１０％，
ｒ２＞０９８０。
２３　样本检测
２３１　ＤＮＡ提取　按照组织和血液基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒操作说明进行ＤＮＡ提取。
２３２　ＤＮＡ浓度和纯度检测　使用 ＮａｎｏＲｅａｄｙ
测定提取的 ＤＮＡ的浓度及纯度。样本质量浓度
需≥２５μｇ·ｍＬ－１，ＯＤ２６０／２８０为１６～２０。
２３３　ＰＣＲ反应条件　采用二步法进行荧光定量
ＰＣＲ，反应条件程序为预变性：９５℃，３０ｓ；ＰＣＲ反
应：９５℃，５ｓ，６０℃，３０ｓ，循环数４０。
２３４　待测样本测定　每轮定量 ＰＣＲ检测时，
均于９６孔反应板设置１套标准曲线，２套３水平
的质控样本（低、中、高），每样本３复孔。每分批
标准曲线扩增效率均值满足 ９０％ ～１１０％，

ｒ２≥０９８０。
２４　数据处理

使用ＢｉｏＲａｄＣＦＸＭａｎａｇｅｒ３１软件进行ＱＰＣＲ
数据分析。以理论ｃｏｐｉｅｓ· μｇ－１ＤＮＡ为横坐标，以
检测Ｃｑ值为纵坐标，进行线性拟合，绘制标准曲
线。根据公式（１）计算样本浓度。

ｃｏｐｉｅｓ·μｇ－１ ＤＮＡ＝１０^｛［Ｍｅａｎ（Ｃｑ）Ｉｎｔｅｒ
ｃｅｐｔ］／Ｓｌｏｐｅ｝ 公式（１）

图片由ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０２软件处理生成。

３　结　果
３１　方法学验证
３１１　选择性　所有个体空白 ＤＮＡ样本添加高、
低质控，均满足 ＲＥ％在５０％ ～１５０％内，同时不添
加质控品的阴性对照无扩增。

３１２　特异性　含小鼠个体基因组背景的高、低
质控均有 ＧＡＰＤＨ基因的特异性扩增；含小鼠个体
基因组背景的阴性对照样本，无扩增或检测低于定

量下限；细胞样本检测拷贝数（１０４４０１７ｃｏｐｉｅｓ·
μｇ－１ＤＮＡ）高于定量下限。
３１３　标准曲线（线性和扩增效率）　１０个分析
批，质粒标准品在１２５～１２５×１０６ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１内，
线性关系良好，ｒ２介于０９９８～１０００之间，扩增效率
为９５９３％～１０２５９％，满足线性和扩增效率要求。
各浓度准确度介于８４５％～１２１２％之间。
３１４　精密度和准确度　批内：定量上限、高质
控、中质控、低质控、定量下限样品批内准确度分别

介于８１５％～１１１７％、９３３％～１１６４％、８２１％～
１１１７％、６４３％～１１０７％、５９９％ ～１０７５％之间；
批内精密度分别介于 ３５％ ～１７３％、７８％ ～
１５３％、６１％ ～１８８％、０８％ ～１０５％、２８％ ～
１７３％之间；批间：定量上限、高质控、中质控、低质
控、定量下限样品批间准确度分别为 １００３％、
１０２０％、９８０％、８７６％、８５４％，批间精密度分别
为１４４％、１３０％、１４９％、１６８％、１９２％。
３１５　基因组 ＤＮＡ储存稳定性　与未处理样本
相比，所 有 处 理 后 ＤＮＡ 样 本 拷 贝 数 偏 差
在±５０％内。
３１６　质粒储存稳定性　对质粒标准品工作液于
室温４ｈ和－６０℃以下长期放置４５个月处理样本
进行琼脂糖凝胶电泳，结果见图１，质粒样本无明显
降解。

３１７　标准曲线样本稳定性　配制后立即检测标
曲样本的扩增效率为 ９８０％，ｒ２值为 ０９９９；４℃
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图１　不同时间点质粒电泳结果
Ｆｉｇ１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｌａｓｍｉｄｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

存放标曲样本的扩增效率为 １０２１％，ｒ２值为
０９９９；４℃存放标曲定量范围内各点 ＲＥ％介于
９１６％～１１５８％之间；将４℃存放标曲样本的各浓
度点的值代入新鲜标曲计算拷贝数，各浓度点ＲＥ％
介于７６４％～１１０８％之间，满足验证要求。
３１８　方法适用性　梯度稀释后标准曲线扩增效
率为９１５７％，ｒ２为０９９１，满足方法适用性验证要
求，表明该方法适用于该品种 ＧＡＰＤＨ基因拷贝数
检测。

３２　ｑＰＣＲ检测结果
ＴＩＬ在小鼠体内的生物分布情况见表 ２，根据

４２ｄ检测结果，５９ｄ动物组织不再检测。ＮＯＧ小鼠

尾静脉给予细胞后，主要分布于肺、血液、肝脏等组

织，其他组织组织分布较少。给药后２ｄ时，肝脏、
血液中目的拷贝数略有升高（基因拷贝数均值分别

为２３０４２和６００９５ｃｏｐｉｅｓ·μｇ－１ＤＮＡ），随后逐
渐下降；给药后３ｈ时，肺组织中拷贝数达到最高
（基因拷贝数均值为６６６２８ｃｏｐｉｅｓ·μｇ－１ＤＮＡ），随
后逐渐下降。至给药１４至４２ｄ，仅有个别动物可检
测到目的基因拷贝数，多数组织均未检测到目的基

因拷贝。肾、脂肪、肌肉、结肠、骨髓样本仅个别时间

点检测到少量目的基因拷贝；心脏、脑、生殖器官

（子宫、睾丸、卵巢、附睾）、胃、十二指肠于各时间点

目的基因拷贝均低于定量下限。

表２　不同时间点动物组织中目的基因拷贝数。ｃｏｐｉｅｓ·μｇ－１ＤＮＡ
Ｔａｂ２　Ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓｉｎａｎｉｍａｌｔｉｓｓｕｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｃｏｐｉｅｓ·μｇ－１ＤＮＡ

Ｏｒｇａｎｓ　　　
３ｈ ２ｄ ７ｄ １４ｄ ２８ｄ ４２ｄ

Ｍｅａｎ ＳＤ Ｍｅａｎ ＳＤ Ｍｅａｎ ＳＤ Ｍｅａｎ ＳＤ Ｍｅａｎ ＳＤ Ｍｅａｎ ＳＤ

Ｈｅａｒｔ ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ －

Ｌｉｖｅｒ １５８６１ ４２８９ ２３０４２ ３６４６ ６５８５ ７７５ ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ －

Ｓｐｌｅｅｎ ＢＬＱ － １１７６８ ２６８０ １０４２５ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ －

Ｌｕｎｇ ６６６２８ ２４２６９ ３２８２６ ７２５６ １０４６４ ３５７６ ５９５１ － ３１３３７ － ７１１７ －

Ｋｉｄｎｅｙ ８１２５ １９８９ ７５５５ ２２３８ ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ －

Ｂｒａｉｎ ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ －

Ｕｔｅｒｕｓ ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ －

Ｔｅｓｔｉｓ ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ －

Ｏｖａｒｙ ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ －

Ｅｐｉｄｉｄｙｍｉｓ ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ －

Ｓｔｏｍａｃｈ ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ －

Ｄｕｏｄｅｎｕｍ ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ －

Ｆａｔ ６２７１ － ８０６３ － ＢＬＱ － ４７３１ － ＢＬＱ － ＢＬＱ －

Ｍｕｓｃｌｅ ＢＬＱ － ５１５４ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ －

Ｃｏｌｏｎ ＢＬＱ － ７４４ － ＢＬＱ － ＢＬＱ － １２９４１ － ＢＬＱ －

Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ ８９９４ － ７６０３ １７１ ５９２９ ８０６ ＢＬＱ － ＢＬＱ － ＢＬＱ －

Ｂｌｏｏｄ １５９０８ ６０１７ ６００９５ ３５５１５ ２３５６ １２４３１ １０１２７ － ＢＬＱ － ＢＬＱ －

注：ＢＬＱ－样本检测值低于定量下限；－－无法计算。

Ｎｏｔｅ：ＢＬＱ－ｔｈｅｓａｍｐｌｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｖａｌｕｅｉｓｂｅｌｏｗｔｈｅｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；－－ｉｔｃａｎｎｏｔｂｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄ．
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３３　外周血中Ｔ淋巴细胞表型流式检测结果
采用流式细胞术检测外周血中５０００个细胞

中 ＣＤ３＋、ＣＤ３＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋细胞数量。在
不同时间点检测 ＣＤ３＋、ＣＤ３＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋

细胞，３种细胞变化趋势一致。见图 ２，给药后
３０ｍｉｎ，即可检测到３种细胞，但与 ＣＤ３＋和 ＣＤ３＋

ＣＤ４＋细胞相比，ＣＤ３＋ＣＤ８＋细胞检出数量较少。
与１ｈ时比，３ｈ时 ３种细胞数量降低，给药后
１～２ｄ时达到峰值（达到峰值细胞数量均值分别
为４００、３８０和 ２１），后逐渐降低，至给药后 ２８、４２
和５９ｄ，３种细胞数量接近于零。该结果与 ｑＰＣＲ
检测结果趋势一致，表２中血液检测结果显示，给
药后２ｄ，基因拷贝数最高，给药后２８ｄ和４２ｄ，基
因拷贝数均低于定量下限，提示流式检测结果

可靠。

图２　不同时间点动物外周血中细胞数趋势图。ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

Ｆｉｇ２　Ｔｒｅｎｄｏｆｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｏｆａｎｉｍａｌｓａｔｄｉｆ

ｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｎ＝６，珋ｘ±ｓ

４　讨　论
美国国家癌症研究所在２０世纪８０年代便开始

了ＴＩＬ细胞治疗的开创性研究工作，研究中转移性
黑色素瘤患者进行非清髓淋巴细胞耗竭，后给予

ＴＩＬ和ＩＬ２，结果证实了ＴＩＬ疗法的临床安全性和显
著的疗效，高达５５％的病人出现肿瘤消退［９１０］。ＴＩＬ
主要由 Ｂ细胞（ＣＤ１９＋ＣＤ２０＋）、Ｔ细胞（Ｔｃｅｌｌｓ
ＴＣＲγδ＋等）和ＮＫ细胞组成，肿瘤微环境中的免疫
抑制和免疫刺激作用由这种多样化的组成来表现，

这是发挥抗肿瘤功能所必须的［１１］。有研究通过流

式细胞术检测体外扩增的 ＴＩＬ，发现 ＴＩＬ主要是以
ＣＤ８＋Ｔ或者ＣＤ４＋Ｔ细胞为主，并且回输的ＣＤ８＋Ｔ
细胞大多数为效应记忆细胞，同时也发现含有少量

的ＣＤ３－ＣＤ５６＋ＮＫ细胞［１２］。ＴＩＬ除用于肿瘤治疗
外，也被认为是影响多种癌症疾病结果的预后因素，

可以用来预测患者的生存率，Ｓｈｏｊａｅｉ等［１３］收集乳腺

癌患者肿瘤样本，经过临床组织病理学检查，确认肿

瘤组织中淋巴细胞浸润的百分比，当淋巴细胞浸润

超过３０％，采用免疫组化的方法检测 ＣＤ８＋细胞毒
性淋巴细胞，结果发现，ＣＤ８＋细胞毒性淋巴细胞的
存在与患者总生存期的改善密切相关。作为ＴＩＬ细
胞治疗方案的一部分，短疗程的 ＩＬ２给药为一种支
持性治疗，用来增强回输后 Ｔ细胞的活性和发育。
不同于仅为治疗目的 ＩＬ２单药给药，通常在 ＴＩＬ重
复给药治疗过程中给予高剂量 ＩＬ２，因此治疗过程
中极大可能出现与 ＩＬ２相关的毒性，如发热、低血
压、肺水肿等，临床上需尽早监测和管理可能出现的

不良反应［１４］。

本研究使用产品拟申报开展临床试验，细胞

产品的生物分布和存续情况是影响其有效性和安

全性的最重要因素，故按照相关指导原则要求，需

开展细胞药动学研究，以评估细胞在体内的增殖

情况以及分布、迁移、归巢和消除特征［１５］。因人源

细胞无法在免疫系统功能正常小鼠中存活，故本

研究使用重度免疫缺陷小鼠开展试验，并在单次

给药后设置 ６个解剖点，动态观察单次给药后细
胞在小鼠体内各个脏器的分布情况。流式细胞术

是一种单细胞技术，根据细胞的复杂性和大小在

混合悬浮液中分离出异质性细胞群，可以在单细

胞水平上快速定量评估多种标志物的表达，能够

高速检测６～１５个参数［１６］。本研究采用流式细胞

术 检 测 该 产 品 的 主 要 成 分 ＣＤ３＋ ＣＤ４＋、
ＣＤ３＋ＣＤ８＋细胞，可以反映细胞在血液中动态变化
情况，同时使用 ｑＰＣＲ方法检测小鼠血液和组织内
的人 ＧＡＰＤＨ基因，经过方法学验证确认 ｑＰＣＲ方
法适用于本产品的检测。

本试验结果显示，小鼠血液中给药后 １～２ｄ
ＣＤ３＋、ＣＤ３＋ＣＤ４＋、ＣＤ３＋ＣＤ８＋细胞数量达到峰
值，均值分别为４００、３８０和２１个，与 ＣＤ３＋、ＣＤ３＋

ＣＤ４＋细胞相比，ＣＤ３＋ＣＤ８＋细胞数量较少，且给药
后１４ｄ后，３种细胞数量较低，均值分别为３１、２９
和２个，给药后 ２８～４２ｄ，细胞几乎检测不到。
ｑＰＣＲ检测结果也显示，在血液中，给药后第 ２天
基因拷贝数最高，后逐渐降低，２８和４２ｄ时，检测
结果低于定量下限。在脏器中，除肺脏、血液、肝

脏外，其他组织基因拷贝数均较少，且４２ｄ解剖点
时仅极个别动物个别脏器检测出目的基因拷贝数

（考虑可能是动物个体差异造成的），其他动物脏

器基因拷贝数均低于定量下限，提示该产品在重

·５１９１·
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度免疫缺陷小鼠体内存续时间可能不超过 ４２ｄ。
生殖系统（子宫、卵巢、睾丸、附睾）各时间点检测

值均低于定量下限，说明该产品出现生殖毒性风

险较低。

ＴＩＬ传统的生产过程需要对特定的肿瘤识别能
力进行检测，通常需要６～８周时间，然而 ＴＩＬ在体
外长时间培养后容易耗竭，导致不能在病人体内存

续较长时间，这可能是本产品在小鼠体内存续时间

较短的原因。为提高 ＴＩＬ在体内的存活和功能，减
少对高剂量 ＩＬ２的依赖，下一代基因修饰 ＴＩＬ正在
研发中，通过病毒转导目的基因或者通过 ＣＲＩＳＰＲ
或ＴＡＬＥＮ等技术敲除靶基因，例如插入 ＩＬ２、ＩＬ１２
细胞因子或者敲除 ＰＤ１等［１７］。另外，也有研究表

明，在ＴＩＬ治疗过程中添加免疫检查点抑制剂（如伊
匹木单抗和纳武单抗）联合给药，可以降低 ＩＬ２使
用剂量，同时支持ＴＩＬ在体外的最佳扩增，从而提高
ＴＩＬ疗法针对多种实体瘤的整体安全性和有
效性［１８］。

综上，本研究采用流式细胞术和 ｑＰＣＲ技术评
估了ＴＩＬ在重度免疫缺陷鼠体内的分布特征和存续
情况。研究结果提示，ＴＩＬ在小鼠体内存续时间不
超过４２ｄ，研究数据可支持其临床试验申请，目前该
产品已通过国家药品监督管理局药品审评中心审

评，进入临床试验阶段。

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
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