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单增李斯特菌感染 ＴＮＦ⁃α 人源化小鼠模型的
建立与应用

唐　 军，孙萌萌，徐艳峰，占玲俊∗

（中国医学科学院医学实验动物研究所，国家中医药管理局人类疾病动物模型三级实验室，卫计委人类疾病比较

医学重点实验室，北京　 １０００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 评价 ＴＮＦ⁃α 单抗药物干预后宿主对单增李斯特菌感染的易感性变化。 方法 　 动物分为

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠感染对照组，ＴＮＦ⁃α 人源化小鼠感染对照组，ＴＮＦ⁃α 人源化小鼠阿达木单抗（ａｄａｌｉｍｕｍａｂ）干预组（ｎ
＝６）。 对照组小鼠感染前 ２４ ｈ 静脉注射生理盐水 ２００ μＬ，ａｄａｌｉｍｕｍａｂ 组小鼠按照 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 在感染前 ２４ ｈ 静脉注

射阿达木单抗 ２００ μＬ。 经腹腔接种感染单增李斯特菌 １ × １０４ ＣＦＵ，检测肝脏及脾脏组织荷菌量，病理变化以及免

疫细胞分布，统计对照组与抗体干预组间的差异。 结果　 感染单增李斯特菌 ４ ｄ 后，相对于对照组小鼠，抗体干预

组小鼠肝脏中微脓肿面积显著增大（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），脾脏和肝脏组织荷菌量显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而巨噬细胞和 Ｂ 细

胞的分布没有显著变化。 结论　 ＴＮＦ⁃α 对于宿主抵抗单增李斯特菌的免疫具有重要作用，ＴＮＦ⁃α 单抗干预后宿主

疾病进展显著加重。
【关键词】 　 ＴＮＦ⁃α 单抗；单增李斯特菌；易感性；小鼠模型
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　 　 肿瘤坏死因子（ＴＮＦ⁃α）是在风湿性关节炎、克
罗恩病等慢性炎症性疾病致病机制中起主要作用

的一种促炎性因子。 在类风湿关节炎和强直性脊

柱炎的临床治疗上，英夫利昔单抗和阿达木单抗等

ＴＮＦ⁃α 抑制剂是疗效最为显著的一类药物。 但这些

药物的使用也会带来一些风险，在治疗中需要特别

注意。 比如患者发生严重感染和其他机会性感染

的风险增加，包括结核分枝杆菌、单增李斯特菌等

引起的感染［１ － ２］。 在对这一类药物及其仿制药进行

临床前研究的时候，有必要对这些潜在的不良反应

进行评估［３］。 作为一种在自然环境中分布广泛的

致病菌，单增李斯特菌往往对免疫功能低下的人群

如新生儿、孕妇和免疫功能缺陷者等造成威胁［４］。
我们通过建立一种单增李斯特菌感染的 ＴＮＦ⁃α 人

源化小鼠模型，为评价 ＴＮＦ⁃α 单抗类药物治疗引起

的单增李斯特菌感染风险提供了一种研究模式，并
应用该模型对阿达木单抗进行了初步评价。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物

实验用 ＴＮＦ⁃α 人源化小鼠 １２ 只，购于百奥赛

图公司［ＳＣＸＫ（京）２０１５ － ０００８］，是将 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小

鼠 １７ 号染色体上 Ｔｎｆ 基因用人 ＴＮＦ 基因进行原位

替换，从而使人 ＴＮＦ 基因在该品系小鼠上表达。 野

生型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６，６ 只，购于维通利华公司［ＳＣＸＫ（京）
２０１２ － ０００１］。 实验动物均为 ＳＰＦ 级，雌性，１４ 周

龄，体重 ２２ ～ ２４ ｇ。 动物饲养及实验在中国医学科

学院医学实验动物研究所［ＳＹＸＫ（京）２０１５ － ００３５］
ＡＢＳＬ⁃２ 实验室开展。 动物实验方案经研究所实验

动物管理和使用委员会（ ＩＡＣＵＣ） 批准，批准号为

ＩＬＡＳ⁃ＰＬ⁃２０１５⁃０１４。
１􀆰 ２　 实验材料

单核增生李斯特菌，编号 １􀆰 １０７５３（ＡＴＣＣ 编号

１９１１５），来源于中国普通微生物菌种保藏管理中心

（ＣＧＭＣＣ）；阿达木单抗（ａｄａｌｉｍｕｍａｂ），艾伯维公司；
ＰＡＬＣＡＭ 选择性培养基（ＣＭ５０９ Ａ），购自北京陆

桥；含 ０􀆰 ６％ 酵母浸膏的胰酪胨大豆肉汤 ＴＳＢ⁃ＹＥ
（ＣＭ５０１ Ａ），购自北京陆桥。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 菌液制备和动物感染

向菌种安瓿瓶中加入 ０􀆰 ５ ｍＬ ＴＳＢ⁃ＹＥ 培养基，
充分溶解后全部加入 ７ ｍＬ ＴＳＢ⁃ＹＥ 培养基中 ３７℃
过夜培养。 复苏增菌两次后，进行连续稀释，然后

均匀涂布于 ＰＡＬＣＡＭ 培养基上，培养 ２４ ～ ４８ ｈ 后对

菌落进行计数，菌落为浅绿色，中心凹陷，菌落周围

有黑色的水解环，计算菌液浓度（ＣＦＵ ／ ｍＬ）。 增菌

后的菌液立刻置于 ４℃保存，动物感染时将原菌液

用生理盐水连续稀释一定比例后取 ２００ μＬ 进行腹

腔注射。 注射所用菌液再次涂布平皿，培养计数后

对接种菌量进行修正，实际注射量为每只 １ ×
１０４ ＣＦＵ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 动物分组

动物分为三组，每组 ６ 只：野生型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小

鼠感染对照组； ＴＮＦ⁃α 人源化小鼠感染对照组；
ＴＮＦ⁃α 人源化小鼠 ａｄａｌｉｍｕｍａｂ 组。 对照组小鼠感

染前 ２４ ｈ 静脉注射生理盐水 ２００ μＬ，ａｄａｌｉｍｕｍａｂ 组

小鼠则按照 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 在感染前 ２４ ｈ 静脉注射阿达

木单抗 ２００ μＬ。
１􀆰 ３􀆰 ３　 检测及分析方法

小鼠感染 １ ｄ（ ｎ ＝ ３）及 ４ ｄ（ ｎ ＝ ３）后进行解

剖，取肝及脾组织。 一部分进行组织匀浆后，连续

稀释并均匀涂布于 ＰＡＬＣＡＭ 平板上，培养 ２４ ～ ４８
ｈ。 计数并计算组织荷菌量。 另一部分置于 １０％
福尔马林溶液中固定，石蜡包埋后切片进行病理

检测。 苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色：切片脱蜡，经苏木

素染色，１％盐酸酒精分化，氨水反蓝后伊红染色，
脱水透明封片，然后观察组织相应的病理变化。
免疫组织化学染色：组织切片脱蜡，使用柠檬酸钠

进行抗原修复，封闭后加一抗 Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ
ａｎｔｉｂｏｄｙ（ａｂ３５１３２，Ａｂｃａｍ）、Ｆ４ ／ ８０ ａｎｔｉｂｏｄｙ（５６５４０９，
ＢＤ）、 ＴＮＦ⁃α ａｎｔｉｂｏｄｙ （ ａｂ９６３５， Ａｂｃａｍ ）、 ＣＤ４５Ｒ
ａｎｔｉｂｏｄｙ（５５０２８６，ＢＤ），４℃ 过夜后加二抗，ＤＡＢ 显
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色，苏木素复染后冲洗，脱水透明封片。 切片经滨

松 ＮａｎｏＺｏｏｍｅｒ Ｓ６０ 进行数字扫描后，使用 ＮＤＰ 软件

进行相关分析。
１􀆰 ４　 统计学方法

实验数据用 ＳＰＳＳ １５􀆰 ０ 统计软件进行数据处

理，用平均数 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，多组间比较采

用单因素方差分析，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 病理 ＨＥ 染色

感染后第 １ 天，各组脾组织的病理变化不明显，
肝组织均出现肝细胞水肿，无其他特异性病变，但
各组间差异无显著性（图 １）。 肝的病理改变表明单

增李斯特菌已经侵袭进入这一重要的靶器官，并造

成了一定的病理损伤。 但在这一时间点病变较为

轻微，尚不典型，各组间差异不明显，没有观察到

ａｄａｌｉｍｕｍａｂ 干预对疾病的早期影响。

注：（１）野生型小鼠对照组；（２）ＴＮＦ⁃α 人源化小鼠对照组；
（３）ＴＮＦ⁃α 人源化小鼠 ａｄａｌｉｍｕｍａｂ 干预组。

图 １　 感染 １ ｄ 后组织病理变化情况（ × １０）
Ｎｏｔｅ． （１） Ａ ＷＴ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｏｕｓｅ． （２） Ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ＴＮＦ⁃α ｍｏｕｓｅ．
（３） Ａ ＴＮＦ⁃α ｍｏｕｓｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｄａｌｉｍｕｍａｂ．

Ｆｉｇ． １　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ
ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ａｔ ｏｎｅ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

感染后第 ４ 天，各组肝组织均出现明显的病理

变化，为肝细胞坏死伴随炎性细胞浸润，且各组之

间存在显著差异。 这种广泛分布的微脓肿病变是

李斯特菌病的一种典型病理表现，其数量和大小反

映了疾病的严重程度。 如图 ２Ａ 所示，野生型组

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠肝中出现点状的微脓肿，数量较少且

面积小。 ＴＮＦ⁃α 人源化小鼠对照组表现与野生型组

类似，而 ａｄａｌｉｍｕｍａｂ 组则表现为面积较大且数量较

多的微脓肿。 我们统计了每只小鼠肝数字化切片

中全部微脓肿的数量和大小，如图 ２Ｂ 所示。 各组

间比较发现 ａｄａｌｉｍｕｍａｂ 组中微脓肿半径显著大于

ＴＮＦ⁃α 人源化小鼠对照组及野生型组对照（图 ２Ｃ）。
这表明 ａｄａｌｉｍｕｍａｂ 干预显著加重了单增李斯特菌

感染小鼠的肝脏病理损伤。
２􀆰 ２　 组织荷菌量

感染后第 ４ 天，取各组动物肝和脾，称重后测定

其单增李斯特菌的荷菌量。 结果显示，人源化ＴＮＦ⁃α
小鼠在肝脾组织中的荷菌量与野生型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小

鼠差异没有显著性。 而 ａｄａｌｉｍｕｍａｂ 组的小鼠在以

上两种组织中的荷菌量均显著高于野生型对照组

和 ＴＮＦ⁃α 人源化小鼠组（图 ３）。
从病理变化和组织荷菌量的差异，可以看出

ＴＮＦ⁃α 对于宿主抵抗单增李斯特菌的免疫具有重要

作用，ＴＮＦ⁃α 单抗干预后宿主疾病进展显著加重。
此外，人 ＴＮＦ⁃α 替代小鼠 ＴＮＦ⁃α 之后，没有对宿主

抵抗李斯特菌的免疫产生显著性的影响。
２􀆰 ３　 免疫组化分析

为了观察 ＴＮＦ⁃α 受抗体阻断后，对各类免疫细

胞在感染位点分布的影响，进一步检测了组织中

Ｆ４ ／ ８０ 和 ＣＤ４５Ｒ［５］的表达分布情况。 与荷菌量检测

结果一致，ａｄａｌｉｍｕｍａｂ 组小鼠肝微脓肿内可见较多

的单增李斯特菌存在。 此外，该组病灶及周围也存

在较高水平的 ＴＮＦ⁃α 表达。 通过巨噬细胞表面标

记分子 Ｆ４ ／ ８０ 的分布可见，巨噬细胞也在微脓肿附

近呈聚集分布，ＴＮＦ⁃α 单抗干预未对巨噬细胞的募

集产生显著影响。 在脾内，ＣＤ４５Ｒ 的表达分布在各

组内也未见显著差异（图 ４）。
从以上结果可见，ａｄａｌｉｍｕｍａｂ 作为在临床广泛

使用的重要药物，对巨噬细胞、Ｂ 细胞等重要免疫细

胞在宿主对单增李斯特菌感染应答时的分布并未

产生显著干扰。 但 ＴＮＦ⁃α 单抗的干预确实加重了

ＴＮＦ⁃α 人源化小鼠中单增李斯特菌感染引起的

疾病。

３　 讨论

本研究建立了一种单增李斯特菌感染的 ＴＮＦ⁃α
人源化小鼠模型，并应用该模型初步评价了阿达木

单抗对单增李斯特菌感染风险的影响。 应用阿达

木单抗阻断体内 ＴＮＦ⁃α 作用，加剧了感染单增李斯

特菌的 ＴＮＦ⁃α 人源化小鼠的组织病理病变，增加了

组织中的荷菌量，这说明 ＴＮＦ⁃α 在宿主抵抗单增李

斯特菌感染中起着比较重要的作用，使用 ＴＮＦ⁃α 单

抗类药物将显著增加患李斯特菌病的风险。
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注：（Ａ）ＨＥ 染色后镜下各组肝中微脓肿形态（大图 × １０，小图 × ４０）；（Ｂ）各组每只小鼠肝切片中观察

到的微脓肿半径分布，图中各点表示单个微脓肿；（Ｃ）各组肝中微脓肿半径统计；（１）野生型小鼠对照

组；（２）ＴＮＦ⁃α 人源化小鼠对照组；（３）ＴＮＦ⁃α 人源化小鼠 ａｄａｌｉｍｕｍａｂ 干预组；与野生型小鼠对照组比

较，ａＰ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＴＮＦ⁃α 人源化小鼠对照组比较，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ２　 感染 ４ 天后各组间肝微脓肿差异

Ｎｏｔｅ． （Ａ） Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｍｉｃｒｏａｂｓｃｅｓｓｅｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ （ × １０， × ４０）． （Ｂ）
Ｔｈｅ ｒａｄｉｕｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏａｂｓｃｅｓｓｅｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｍｏｕｓｅ． Ｅａｃｈ ｓｐｏｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｎｇｌｅ
ｍｉｃｒｏａｂｓｃｅｓｓ． （Ｃ） Ｔｈｅ ｍｅｄｉａｎ ｒａｄｉｕｓ ａｎｄ ＳＤ ｏｆ ｍｉｃｒｏａｂｓｃｅｓｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ． （１） ＷＴ ｍｏｕｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ． （２） ＴＮＦ⁃α ｍｏｕｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． （３） ＴＮＦ⁃α ｈｕｍａｎｉｚｅｄ ｍｏｕｓｅ ｇｒｏｕｐ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｄａｌｉｍｕｍａｂ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＷＴ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ａＰ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＴＮＦ⁃α ｍｉｃｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｂＰ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏａｂｓｃｅｓｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｔ ４ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

从模型运用方面，本研究也初步证明了 ＴＮＦ⁃α
人源化小鼠模型在 ＴＮＦ⁃α 单抗类药物的临床前研

究中具有比较广泛的应用前景。 本研究中使用的

阿达木单抗是临床应用的全人源化单抗，也能与小

鼠 ＴＮＦ⁃α 交叉反应。 但另一种单抗药物英夫利昔

（ｉｎｆｌｉｘｉｍａｂ）则仅可特异性结合人 ＴＮＦ⁃α。 对于英

夫利昔及其他新的人 ＴＮＦ⁃α 特异性单抗药物的相

关研究来说，使用 ＴＮＦ⁃α 人源化小鼠模型是非常必

要的。
既保证对慢性炎症性疾病的显著疗效，又保留

对机会致病菌的保护性免疫应答能力，是 ＴＮＦ⁃α 拮

抗药物研发的重要方向。 例如，研究跨膜型和分泌

型 ＴＮＦ⁃α 在功能上的区别和联系对于精确调控宿

主免疫具有重要意义，同时也是更精确的 ＴＮＦ⁃α 拮

抗药物研发的重要基础［６ － ８］。 鉴于小鼠 ＴＮＦ⁃α 与

人 ＴＮＦ⁃α 功能上的显著差异［９］，不仅在对风湿性疾

病的治疗效果上，还有在对患者发生机会性感染的

风险评估上， ＴＮＦ⁃α 人源化小鼠模型的研究对

ＴＮＦ⁃α拮抗药物研发都具有重要意义。

注：（１）野生型小鼠对照组；（２） ＴＮＦ⁃α 人源化小鼠对照

组；（３）ＴＮＦ⁃α 人源化小鼠 ａｄａｌｉｍｕｍａｂ 干预组；与野生型

小鼠对照组比较，ａＰ ＜ ０􀆰 ００１；与 ＴＮＦ⁃α 人源化小鼠对照

组比较，ｂＰ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ３　 感染 ４ ｄ 后各组间组织荷菌量差异

Ｎｏｔｅ． （１） ＷＴ ｍｏｕｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． （２） ＴＮＦ⁃α ｈｕｍａｎｉｚｅｄ
ｍｏｕｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． （ ３ ） ＴＮＦ⁃α ｍｏｕｓｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
ａｄａｌｉｍｕｍａｂ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＷＴ ｍｏｕｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ， ａＰ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＴＮＦ⁃α ｍｏｕｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ， ｂＰ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｏａｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ
ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｔ ４ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
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注：（１）野生型小鼠对照组；（２） ＴＮＦ⁃α 人源化小鼠对照组；（３）
ＴＮＦ⁃α 人源化小鼠 ａｄａｌｉｍｕｍａｂ 干预组。

图 ４　 感染 ４ ｄ 后肝和脾微脓肿周围的改变

（免疫组化染色）
Ｎｏｔｅ． （１） ＷＴ ｍｏｕｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． （２） ＴＮＦ⁃α ｈｕｍａｎｉｚｅｄ ｍｏｕｓｅ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． （３） ＴＮＦ⁃α ｍｏｕｓｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｄａｌｉｍｕｍａｂ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏａｂｓｃｅｓｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ
ｔｉｓｓｕｅｓ ａｔ ４ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｉｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ
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〔收稿日期〕２０１７ － １１ － ２３

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋专家问答

问：干细胞治疗在医学研究中的应用及其优点

答：干细胞在医学界被称为“万用细胞”，它可以分化成多种功能细胞或组织器官。 干细胞治疗范围很

广，一般能治疗神经系统疾病、免疫系统疾病、还有其他的一些内外科疾病。
其在医学应用中的优点列举如下：
（１）安全、低毒性或无毒性。
（２）在尚未完全了解疾病发病的确切机理前也可以应用。
（３）治疗材料来源充足，干细胞的培养和采集都不受限制。
（４）治疗范围广阔。
（５）是最好的免疫治疗和基因治疗载体。
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