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研究报告

抗人 N淋巴细胞单克隆抗体清除中国恒河猴体内
N淋巴细胞效果观察

苏爱华!丛!喆!王!卫!陈!霆!魏!强

%中国医学科学院医学实验动物研究所#卫生部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#北京 "&&&%"&

!!

#摘要$!目的!用抗人 N淋巴细胞单克隆抗体%利妥昔单抗注射液#M/7BE/-.1&通过静脉滴注的方法敲除中

国恒河猴体内 N淋巴细胞#并观察其敲除效果#为建立 N淋巴细胞缺失的恒河猴动物模型提供基础的实验数据)

方法!选取健康的中国恒河猴两只#静脉滴注抗人 N淋巴细胞单克隆抗体#定期采集外周血(腹股沟淋巴结和十二

指肠黏膜组织#制备淋巴细胞悬液#应用流式细胞术的方法系统性测定 N淋巴细胞及 T淋巴细胞亚群的变化) 结

果!静脉滴注利妥昔单抗注射液后 %* 6#中国恒河猴外周血中 N淋巴细胞的缺失即能达到 "&&k#持续约 "* >$腹

股沟淋巴结中 N淋巴细胞在静注后 ) > 缺失 "&&k$十二指肠黏膜组织中 N淋巴细胞在静脉滴注后 ) > 缺失达到

#&k#维持 %G >) 并且在成功敲除 N淋巴细胞的情况下#LR*

S

T及 LRG

S

T淋巴细胞无明显波动#维持在一个稳定

的水平) 结论!利妥昔单抗注射液能有效去除中国恒河猴体内 N淋巴细胞#为建立 N淋巴细胞缺失动物模型奠定

基础)

#关键词$!中国恒河猴$ N淋巴细胞$ 利妥昔单抗

#中图分类号$ M$$* M$#%!!#文献标识码$ P!!#文章编号$"()",)G'(%%&"%&"&,&&&(,&'

>5/' "&3$#(#@A@/<<D@"()"3)G'(3%&"%3&"&3&&%

KF,9CD74A96>2>D8>6=45=5!7=5>:>*7>:B:.;A;VB>:O=67+56=F"BC;5

KF,9CD74A96>.454A845;8+56=<4?9 *=6BW=C;<

JbP/,6B.#L̀ Kdg6F#fPKdfF/#LV+KT/D;#f+I_/.D;

%eF=O.15C.75C=5ZVB-.D R/<F.<F<L5-8.C.7/]F[F>/4/DF# [/D/<7C=5ZVF.076$ ID<7/7B7F5Z[F>/4.0O.15C.75C=PD/-.0J4/FD4F#

L6/DF<FP4.>F-=5Z[F>/4.0J4/FD4F<$ eF=O.15C.75C=5ZVB-.D R/<F.<F<PD/-.0[5>F0<# J7.7FP>-/D/<7C.7/5D 5ZTC.>/7/5D.0

L6/DF<F-F>/4/DF# NF/A/D;"&&&%"# L6/D.&

!!/+<:6@;A60 !(<L>A6=M>!T551<FC]F76FFZZF47<5ZC/7BE/-.1 /DAF47/5D# .D .D7/,6B-.D N,0=-8654=7F-5D5405D.0

.D7/15>=# 5D F0/-/D.7/D;76FN0=-8654=7F<ZC5-L6/DF<F5C/;/D C6F<B<-.4.aBF<# .D> 758C5]/>F<5-FFE8FC/-FD7.0>.7.

Z5CF<7.10/<6/D;N,4F00,>F80F7F> .D/-.0<-5>F0<.D> 1F77FC>FZ/DF76FC50F5ZN4F00</D 76F45D7C505Z8.765;FD/4</-/.D

/--BD5>FZ/4/FD4=]/CB<%JIQ& CF80/4.7/5D /D ZB7BCF<7B>/F<@.>674?:!T?56F.076=L6/DF<F5C/;/D C6F<B<-5DcF=<?FCF

<F0F47F> .D> /DZB<F> ?/76 C/7BE/-.1 ]/.76F7./0]F/D 1=/D7C.]FD5B<>C/8@UFC/86FC.01055># 0=-86 D5>F<.D> >B5>FDB-

1/58<=<.-80F<?FCF4500F47F> .7>/ZZFCFD77/-F85/D7<.Z7FC/DAF47/5D@O=-8654=7F<?FCF/<50.7F> ZC5- .0076F<.-80F<#

<7./DF> .D> .D.0=:F> 1= P̂LJ@*>:B86:!T6FN0=-8654=7F</D 8FC/86FC.01055> 5ZC6F<B<-5DcF=<?FCF45-80F7F0=



>F80F7F> %* 65BC<.Z7FC76FC/7BE/-.1 /DZB</5D .D> 0.<7F> Z5C"* >.=<# ?6/0F"&&k >F80F7/5D /D 76F/D;B/D.00=-86 D5>F<

.D> #&k >F80F7/5D /D 76F>B5>FD.0-B45<..7) >.=<.Z7FC/DZB</5D@P776F<.-F7/-F# LR*

S

T.D> LRG

S

T,4F00</D

8FC/86FC.01055> -./D7./DF> .7.<7.10F0F]F0?/765B7</;D/Z/4.D7Z0B47B.7/5D@!45A8B:=45:!N0=-8654=7F<4.D 1FFZZF47/]F0=

F0/-/D.7F> ZC5-].C/5B<7/<<BF</D L6/DF<F5C/;/D C6F<B<-.4.aBF<1=C/7BE/-.1 /DAF47/5D /D ]/]5@

/N>9 O4@?:0!L6/DF<F5C/;/D C6F<B<-.4.aBF<$ N0=-8654=7F<$ M/7BE/-.1

!!N淋巴细胞是免疫系统的重要组成部分#不仅

可以通过合成与分泌抗体介导体液免疫应答#还能

分泌细胞因子参与免疫调节 -".

) N淋巴细胞在抗

JIQ9VIQ感染中也有一定的免疫保护作用#但因机

体内影响因素众多#导致在研究其具体功能时受到

了一定的干扰#所以应用 N细胞敲除的方法反向研

究 N淋巴细胞在 JIQ9VIQ感染中的作用#具有非常

重要的意义) 鉴于目前缺乏去除恒河猴体内 N淋

巴细胞的试剂#本研究拟通过一次性静脉滴注抗人

N淋巴细胞单克隆抗体去除恒河猴 N淋巴细胞#评

估并测定中国恒河猴外周血(外周淋巴结及十二指

肠肠黏膜组织中 N淋巴细胞敲除效果及转归情况#为

深入探讨 N淋巴细胞 JIQ9VIQ感染中的作用#与病

毒的复制以及疾病进程的关系#提供基础实验数据)

J3材料和方法

JPJ3实验动物

健康中国恒河猴 % 只#购自北京协尔鑫公司

-JLXe%京&%&&' H%&&'.#体重 $3% c;h$3' c;) 间

接免疫荧光法%ÎP&检测排除相关慢病毒***猴免

疫缺陷病毒%JIQ&(猴逆转录 R型病毒% JMQ,"&(猴

T淋巴细胞性 I型病毒%JTOQ,"&的感染)

JPH3试剂

"3%3"!利妥昔单抗注射液 %C/7BE/-.1#'& -;9c;&'

商品名美罗华%[.1T6FC.#L.7K5@N(&#*&#是 M546F

公司生产的抗人 N淋巴细胞单克隆抗体)

"3%3%!流式抗体'UFC48 .D7/,6B-.D LR$ %NR#L.7

K5@''%G'" &# ÎTL.D7/,6B-.D LR* %N/50F;FD>#L.7

K5@$")*&G &#U+.D7/,6B-.D LRG % N/50F;FD># L.7

K5@$&"&&G&#PUL.D7/,6B-.D LR%& %N/50F;FD>#L.7

K5@$&%$"&&)

JPQ3给药方式

中国恒河猴 % 只# d"%&' 和 d"%&(#按 '& -;9

c;剂量下肢静脉滴注利妥昔单抗注射液) 静脉滴

注过程中注意速度%约 (& 滴9-/D#全部过程%" h%&

6 完成&#同时注意预防过敏等不良反应的发生)

JPS3组织细胞取材和预处理

"3*3"!外周血的采集'静脉滴注前及静脉滴注后

"(*()("&("*("G(%"(%'(%G(*%('( > 采集实验猴

+RTP抗凝血进行流式检测)

"3*3%!外周淋巴结采集及细胞分离'静注前及静注

后 )("*(%"(%G(*%('( > 采集腹股沟淋巴结) 在生

物安全柜中将淋巴结的包膜以及脂肪组织剔除#冲

洗干净(剪碎#置于 )&

"

-的尼龙细胞筛上轻轻研

磨#用含 'k胎牛血清及 'k双抗 %"& &&&单位9-O

青霉素和"& &&&

"

;9-O链霉素&的 MU[I"(*& 培养

基冲洗) 离心并收集细胞沉淀#调整细胞浓度至 "

n"&

(个9-O)

"3*3$!肠道组织采集及细胞分离'动物在行内窥镜

前禁食 G 6 h"% 6#给予复方氯胺酮注射液%生理盐

水 "'' 稀释后 &3" -O9c;&肌内注射麻醉#然后使用

0̀=-8B<内窥镜%型号 dÎ,"(&&及配套设备#在十二

指肠降段取 * h( 块活检组织 -%.

) 将新鲜肠道组织

置于 )&

"

-的尼龙细胞筛上轻轻研磨#并用含 'k

胎牛血清以及 'k双抗的 MU[I"(*& 培养基冲洗)

离心并收集细胞沉淀#调整浓度至 " n"&

(个9-O)

JPT3流式抗体检测

将 +RTP抗凝血和新鲜制备的淋巴细胞进行流

式抗体检测) 分别取 '&

"

O的 +RTP抗凝血或淋巴

细胞悬液%"&

(个9'&

"

O&#依次加入流式抗体*LR$

%8FC48&(LRG %U+&(LR* % ÎTL&和 LR%& %PUL&)

室温避光作用 "' -/D 后%全血检测管需另加入终浓

度 "&k的红细胞裂解液#*j作用 "& -/D&#重悬于

8V)3% UNJ 中# P̂LJ 仪上分类计数 -$.

)

JPX 统计学方法3

使用 0̂5?A5]FC</5D )3( 进行流式数据分析#作

图及统计分析由 dC.868.> UC/<-' 完成)

H3结果

HPJ3静脉滴注利妥昔单抗注射液后外周血中 K淋

巴细胞及 0淋巴细胞亚群的变化

静脉滴注利妥昔单抗注射液作用 %* 6 后#恒河

猴 d"%&' 和 d"%&( 外周血中 N淋巴细胞的百分比

即从正常的 '&k左右降低到 &k#绝对数也从第 &

天的 %*& 4F00<9

"

O降到了 &#去除率达到 "&&k#去

除时间维持约 "* >) %G > 时 N淋巴细胞的百分比
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恢复到 * hGk左右#绝对数也逐渐恢复到 "& h$&

4F00<9

"

O) 到 '( > 时#已接近实验前的水平%图 "P#

N&) 在 N淋巴细胞成功去除的同时#LR*

S

T及

LRG

S

T淋巴细胞波动平稳#LR*

S

T淋巴细胞的波

动范围在 (& h)&k之间#LRG

S

T淋巴细胞的波动范

围在 %& h*&k之间%图 "L# R&)

HPH3静脉滴注利妥昔单抗注射液后腹股沟淋巴结

中 K淋巴细胞及 0淋巴细胞亚群的变化

实验前#d"%&' 和 d"%&( 两只恒河猴腹股沟淋

巴结中 N淋巴细胞比例为 %&k h$&k#利妥昔单抗

注射液静脉滴注后 ) >#N淋巴细胞比例为 &k#去

除率达到 "&&k#到第 %" 天之前#N淋巴细胞升高幅

度很小#恢复到 $k左右) 到第 %G 天时#N淋巴细胞

比例较前明显上升#'( > 时#d"%&( 号猴 N淋巴细胞

恢复接近正常值#d"%&' 号猴恢复到 "'k左右 %图

%P&)

在静注利妥昔单抗注射液之前 d"%&' 和 d"%&(

两只恒河猴的腹股沟淋巴结中的 LR*

S

T淋巴细胞

图 J3静脉滴注利妥昔单抗注射液后外周血中 N淋巴细胞及 T淋巴细胞亚群的变化

注'P' LR%&

S细胞的百分比$ N' LR%&

S细胞的绝对数$ L' LR*

S

T细胞的百分比$

R' LRG

S

T细胞的百分比

-=EUJ!L6.D;F<5Z76F45D4FD7C.7/5D<5ZN,.D> T,4F00<B1<F7</D 8FC/86FC.01055> .Z7FC

/D7C.]FD5B</DAF47/5D 5ZM/7BE/-.1

K57F' P' T6F8FC4FD7.;F5ZLR%&

S

4F00<$ N' T6F.1<50B7FDB-1FC<5ZLR%&

S

4F00<$

L' T6F8FC4FD7.;F5ZLR*

S

T,4F00<$ R' T6F8FC4FD7.;F5ZLRG

S

T,4F00<

图 H3静脉滴注利妥昔单抗注射液后腹股沟淋巴结中 N淋巴细胞及 T淋巴细胞亚群的变化

注' P' LR%&

S细胞的百分比$ N' LR*

S

T细胞的百分比$ L' LRG

S

T细胞的百分比$ OK' 淋巴结

-=EUH!UFC4FD7.;F5ZN,.D> T,4F00<B1<F7</D 76F/D;B/D.00=-86 D5>F<.Z7FC/D7C.]FD5B</DAF47/5D 5ZM/7BE/-.1

K57F' P' T6F8FC4FD7.;F5ZLR%&

S

4F00<$!N' T6F8FC4FD7.;F5ZLR*

S

T,4F00<$!L' T6F8FC4FD7.;F5ZLRG

S

T,4F00<@OK'/D;B/D.00=-86 D5>F<
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约 )'k左右#静脉滴注后第 "* 天时稍有下降#约降

低到 (&k左右#随后的两个月内都较平稳#并一直

维持在 (&k h)&k之间$其 LRG

S

T淋巴细胞在静

脉滴注利妥昔单抗注射液之后的第 "* 天时由第 &

天的 "' h%&k上升到了 $&k左右#之后的两个月内

LRG

S

T淋巴细胞的水平维持在 %'k h$'k之间

%图 %N# L&)

HPQ3静脉滴注利妥昔单抗注射液后十二指肠黏膜

固有层中 K淋巴细胞及 0淋巴细胞亚群的变化

两只实验猴在实验前十二指肠黏膜固有层中 N

淋巴细胞比例约为 'k h"&k) 静脉滴注利妥昔单

抗注射液后 ) >#降低到 "3&k h"3'k#去除率约

G&k h#&k) 恒河猴 d"%&' 一直维持这种状态至

观察结束的 '( >#d"%&( 维持到 %G >#随后升高#*%

> 时达到 $&k#'( > 时下降到 %&k%图 $P&)

十二指肠黏膜固有层中的 LR*

S

T细胞只在第

"* 天时由第 ) 天的 "'k上升到 %#k h$(k之间#

其余时间点的 LR*

S

T细胞的水平未见明显波动#均

维持在 "&k h%&k之间#其 LRG

S

T细胞的水平与

LR*

S

T细胞相反#在第 "* 天时#两只恒 河 猴 的

LRG

S

T细胞均有所下降#到第 %" 天时#其 LRG

S

T

细胞上升到 (&k h)&k之间%图 $N#L&)

图 Q3静脉滴注利妥昔单抗注射液后十二指肠黏膜固有层中 N淋巴细胞及 T淋巴细胞亚群的变化

注' P' LR%&

S细胞的百分比$!N' LR*

S

T细胞的百分比$L' LRG

S

T细胞的百分比$!OU' 指肠黏膜固有层

-=EUQ!L6.D;F<5Z76F8FC4FD7.;F<5ZN,.D> T,4F00<B1<F7</D 76F>B5>FD.01/58<=

<8F4/-FD<.Z7FC/D7C.]FD5B</DAF47/5D 5ZC/7BE/-.1

K57F' P' T6F8FC4FD7.;F5ZLR%&

S

4F00<$ N' T6F8FC4FD7.;F5ZLR*

S

T4F00<$

L' T6F8FC4FD7.;F5ZLRG

S

T4F00<$ OU' RB5>FD.01/58<=<8F4/-FD<

Q3讨论

N淋巴细胞是免疫系统的重要组成部分#不仅

可以通过合成与分泌抗体介导体液免疫应答#还能

通过分泌细胞因子参与免疫调节 -".

) 以往研究表

明#与正常 VIQ," 感染者相比#N淋巴细胞缺失患者

的病毒载量要高 % 个数量级 %"3) 05;

"&

&

-'.

) [/00FC

等人也在实验中发现#敲除了 N淋巴细胞的恒河猴

与正常感染 JIQ的恒河猴相比较#不仅能使病毒载

量升高#而且发展成为 PIRJ 的时间也会缩短 -(.

)

这些都充分说明#N淋巴细胞在控制 JIQ9VIQ病毒

感染中发挥着重要的作用) 但因机体内影响因素

众多#导致在研究其具体功能时受到了一定的干

扰) 国外近几年已经开始利用利妥昔单抗开展

PIRJ 的研究工作#目的在于利用 N淋巴细胞缺失的

动物模型#反向研究在 N淋巴细胞缺失的情况下#

JIQ9VIQ感染时机体免疫水平和病毒水平的变化#

从而间接地了解 N淋巴细胞的功能) 目前这项工

作在国内基础研究领域还是空白)

本研究使用抗人 N淋巴细胞单克隆抗体%利妥

昔单抗注射液&#通过静脉滴注的方式#观察一次性

给药后中国恒河猴外周血及淋巴组织 N淋巴细胞

敲除情况) 在长达两个月的观察期内#系统测定了

外周血(外周淋巴结及肠黏膜固有层中 N淋巴细胞

的比例变化情况) 结果表明#利妥昔单抗能够降低

甚至完全去除恒河猴血液(腹股沟淋巴结中的 N淋

巴细胞#其外周血和淋巴结中的 N淋巴细胞的去除

率达到 "&&k) 十二指肠肠粘膜固有层中 N细胞的

去除率也能达到 G&k以上#且能持续 %G > 甚至更长

时间#这个结果显示 N细胞在十二指肠黏膜中的清

除时间比外周血和淋巴结中的清除时间都更持久)

这一结果与 d.BZ/D 等人的研究基本相同 -).

) 不同

的是#近几年国外在开展此项研究时#基本上是采

取连续给药的方式) d.BZ/D 在对非洲绿猴进行 N淋

巴细胞敲除时#就采取每 %" > 静注 M/7BE/-.1 一次

的方案#直到 JIQ.;-感染后的第 "G* 天 -).

) 本研究

没有使用上述方法#只是进行了单次滴注#主要是

为了了解中国恒河猴在静脉滴注妥昔单抗注射液
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后各个组织中 N淋巴细胞的去除效果及转归规律#

得到第一手的基础数据#为今后深入开展 N淋巴细

胞功能研究提供依据#以便根据具体的研究目的制

订相应的实验方案)

在静脉注射利妥昔单抗注射液之前#我们分别

检测了血液#腹股沟淋巴结以及十二指肠黏膜组织

中的 N细胞和 T细胞亚群的变化#各组织中 LR%&

S

N淋巴细胞的百分比均与之前文献报道的一致 -).

)

血液和淋巴结中#LR*

S

T淋巴细胞在 (&k hG&k之

间#LRG

S

T淋巴细胞在 %& h*&k之间$而在十二指

肠黏膜固有层中 LR*

S

T淋巴细胞的比例却只有

"'k h*&k#LRG

S

T淋巴细胞比例的波动范围较

大#在 $'k h)&k之间) 肠黏膜固有层中 LR*

S

T

淋巴细胞的比例与血液和淋巴结相比较含量最低#

这一结果与本实验室长期研究的结果相符合 -$.

)

但总的来说#在成功去除 N淋巴细胞的情况下#T淋

巴细胞变化较平稳#保持了体内的基本稳定状态#

在比例上没有过多受 N淋巴细胞去除的影响) 也

有研究表明#在小鼠体内敲除 N淋巴细胞后#经逆

转录病毒感染后并未出现表型和功能异常的 T细

胞#这就保证了在 N淋巴细胞去除的情况下#LR*

S

T及 LRG

S

T淋巴细胞能维持相对稳定的功能) 这

一结果对我们研究 N淋巴细胞的功能方面是有益

处的)

总之#无论是血液#淋巴结还是十二指肠黏膜

固有层#抗人 N淋巴细胞单克隆抗体%利妥昔单抗

注射液&均能有效去除恒河猴体内 N淋巴细胞#并

且在成功敲除 N淋巴细胞的情况下#LR*

S

T及

LRG

S

T淋巴细胞无明显波动#维持在一个稳定的

水平)
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