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抗 CD40L-Fab抗体对由 pristane诱导的人源化
（hCD40/hCD40L）小鼠狼疮活动指标的改善研

究

中 文 摘 要

目的：探究抗 CD40L-Fab抗体对人源化（hCD40/hCD40L）小鼠狼疮活动指标的改

善研究

方法：（1）取人源化（hCD40/hCD40L）小鼠 7只，C57BL/6小鼠 7只，6-8周龄，

雌性，每只小鼠 0.5mL pristane腹腔注射进行 SLE造模。造模后每两周测量一次小鼠尿

蛋白，尿蛋白试纸测量小鼠尿蛋白 4次均呈阳性时认为造模成功，将造模成功的人源化

（hCD40/hCD40L）狼疮小鼠分为人源化组、造模成功的 C57BL/6狼疮小鼠分为对照组。

（2）于尿蛋白试纸测小鼠尿蛋白初次阳性起每周收集各组小鼠尿液放入﹣80℃冰箱冻

存。狼疮小鼠造模成功后，取人源化组和对照组小鼠血液离心取上清，冻存于﹣80℃冰

箱。（3）Pristane 诱导的 SLE 模型小鼠尾静脉注射抗 CD40L-Fab 抗体 0.2mL/只。一周

后复打抗体一次。第二次抗体注射 1月后，再次收集人源化组和对照组小鼠血液离心取

上清，颈椎脱臼法处死小鼠后酒精浸泡消毒，无菌操作取出小鼠肾脏、脾脏、肝脏，取

肾脏做石蜡包埋处理，其余脏器液氮冷冻后放入﹣80℃冰箱冻存。于尿蛋白试纸测小鼠

尿蛋白初次阳性起每周收集各组小鼠尿液放入﹣80℃冰箱冻存。（4）酶联免疫吸附测定

（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）测量两组小鼠血清抗 ds-DNA抗体含量，

探究人源化组和对照组在注射抗体前后血清中抗 ds-DNA抗体含量的变化。（5）二喹啉

甲酸法（bicinchoninic acid assay，BCA）测量小鼠尿蛋白，根据人源化组和对照组在注
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射抗体前后尿液中蛋白含量的变化，探究抗体对两组狼疮小鼠肾脏功能的影响。（6）石

蜡包埋人源化组和对照组两组狼疮小鼠的肾脏组织，苏木精-伊红（hematoxylin-eosin，

HE）染色后镜下观察注射抗体后对两组狼疮小鼠肾脏组织的损伤情况。（7）ELISA 法

检测小鼠血清中补体蛋白 3水平，检测人源化组和对照组两组狼疮小鼠在注射抗体前后

血清中 C3的变化。（8）通过比色法检测人源化组狼疮小鼠在抗 CD40L-Fab抗体注射前

后血清中肝功能重要指标谷草转氨酶和谷丙转氨酶的活力，探究抗 CD40L抗体的不良

反应。

结果：（1）ELISA法检测抗体注射前后两组狼疮小鼠血清中抗 ds-DNA抗体含量，

与对照组相比，抗体注射后人源化组小鼠血清中抗 ds-DNA抗体表达较抗体注射前降低，

且差异具有统计学意义（P＜0.05）。（2）对比两组狼疮小鼠肾脏组织石蜡切片 HE 染色

结果显示，相比于对照组狼疮小鼠，人源化组肾脏组织石蜡切片肾组织结构轻微异常，

肾脏损伤有所缓解。（3）BCA 法检测人源化组和对照组狼疮小鼠注射抗体前后尿蛋白

水平变化，对照组小鼠注射抗体后尿蛋白水平逐渐升高，而人源化组狼疮小鼠尾静脉注

射抗体后尿蛋白水平降低。（4）ELISA检测两组小鼠抗体注射前后血清中 C3补体含量，

结果显示尾静脉注射抗体后，人源化组狼疮小鼠血清中补体蛋白 3含量高于对照组狼疮

小鼠，且差异具有统计学意义（P＜0.001），SLE 症状有所缓解。（5）通过对比人源化

组狼疮小鼠在抗体注射前后血清中 AST、ALT的水平，结果显示两组数据不存在统计学

差异（P＞0.05）。

结论：抗 CD40L-Fab抗体存在减少人源化（hCD40/hCD40L）狼疮小鼠蛋白尿症状

的作用，可以减缓人源化（hCD40/hCD40L）狼疮小鼠肾脏症状，同时可减少人源化

（hCD40/hCD40L）狼疮小鼠血清中抗 ds-DNA抗体的含量，升高血清中的 C3补体，认

为抗 CD40L-Fab抗体对于 SLE症状存在一定的缓解作用，可以继续研究以期用于临床

治疗。

关键词：系统性红斑狼疮；人源化小鼠模型；狼疮性肾炎；抗 CD40L抗体
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Improvement of lupus activity index in
Pristine-induced humanized

(hCD40/hCD40L) mice studied by
anti-CD40L-Fab antibody

ABSTRACT

Objective:A study to investigate the improvement of lupus activity indexes in

humanized (hCD40/hCD40L) mice by anti-CD40L-Fab antibody

Methods:(1) Seven humanized (hCD40/hCD40L) mice and seven C57BL/6 mice, 6-8

weeks of age, female, were injected intraperitoneally with 0.5mL of pristane per mouse for

SLE modeling. The urine protein of mice was measured every two weeks after modeling, and

the modeling was considered successful when the urine protein test paper was positive for

four times, and the mice with successful modeling were divided into the humanized group and

the control group. (2) The urine of each group of mice was collected weekly from the first

positive urine protein test on urine protein paper and frozen at -80℃ . After successful

modeling of lupus mice, the blood of mice in the humanized group and control group was

centrifuged and the supernatant was frozen in a -80℃ refrigerator. (3) Pristane-induced SLE

model mice were injected with anti-CD40L-Fab antibody 0.2mL/pupil in the tail vein. The

antibody was repeated once a week. One month after the second antibody injection, the blood

of mice in the humanized group and the control group was centrifuged again to obtain the

supernatant, the mice were sterilized by alcohol immersion after cervical dislocation method

of execution, the kidneys, spleens, and livers of the mice were removed by aseptic operation,

the kidneys were taken to be paraffin embedded, and the rest of the organs were frozen by

liquid nitrogen and put into the refrigerator for freezing at -80°C. The mice were then frozen

at -80°C for one week. The urine of each group of mice was collected weekly from the first
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positive urine protein test on urine protein test paper and frozen in -80℃ refrigerator. (4)

Measurement of serum anti-ds-DNA antibodies in two groups of mice by enzyme linked

immunosorbent assay (ELISA) to investigate the changes in serum anti-ds-DNA antibodies

before and after injection of antibodies in the humanized group and the control group. (5)

Measurement of mouse urinary protein by bicinchoninic acid assay (BCA) to investigate the

effect of antibody on the kidney function of lupus mice in two groups according to the

changes of protein content in the urine of humanized group and control group before and after

antibody injection. (6) Paraffin-embedded kidney tissues of lupus mice in the humanized

group and the control group were stained with hematoxylin-eosin (HE) and then observed

under the microscope to see the damage of kidney tissues of lupus mice in the two groups

after antibody injection. (7) Detect the level of complement protein 3 in serum of mice by

ELISA, and detect the changes of C3 in serum of two groups of lupus mice, the humanized

group and the control group, before and after antibody injection. (8) To investigate the adverse

effects of anti-CD40L antibody by colorimetrically detecting the viability of glutamic

oxaloacetic aminotransferase and glutamic alanine aminotransferase, which are important

indicators of hepatic function, in the serum of humanized group of lupus mice before and after

anti-CD40L-Fab antibody injection.

Results:（1）ELISAmethod was used to detect the anti-ds-DNA antibody content in the

serum of the two groups of lupus mice before and after antibody injection. Compared with the

control group, the expression of anti-ds-DNA antibody in the serum of the mice in the

humanized group after antibody injection was reduced compared with that before antibody

injection, and the difference was statistically significant (P < 0.05).（2）Comparison of the

results of HE staining of paraffin sections of kidney tissues from two groups of lupus mice

showed that compared with the control group of lupus mice, the paraffin sections of kidney

tissues from the humanized group showed slight abnormalities of renal tissue structure and

alleviation of renal injury.（3）The BCAmethod was used to detect changes in urinary protein
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levels before and after antibody injection in lupus mice in the humanized and control groups.

Urinary protein levels gradually increased after antibody injection in control mice, and

decreased after antibody injection in the tail vein of lupus mice in the humanized group.（4）

ELISA detected the C3 complement content in the serum of the two groups of mice before

and after antibody injection, and the results showed that after tail vein injection of the

antibody, the serum content of complement protein 3 in the lupus mice of the humanized

group was higher than that in the lupus mice of the control group, and the difference was

statistically significant (P<0.001), and the symptoms of SLE were alleviated.（ 5） By

comparing the levels of AST and ALT in the serum of lupus mice in the humanized group

before and after antibody injection, the results showed that there was no statistically

significant difference between the data of the two groups (P >0.05).

Conclusion: Anti-CD40L-Fab antibody has the effect of reducing proteinuria in

humanized (hCD40/hCD40L) lupus mice, and can slow down renal symptoms in humanized

(hCD40/hCD40L) lupus mice, and at the same time, can reduce the level of anti-ds-DNA

antibody in the serum of humanized (hCD40/hCD40L) lupus mice, and can elevate the C3

complement in the serum. It is believed that anti-CD40L-Fab antibody has a certain

alleviating effect on SLE symptoms and can be continued to be investigated with a view to its

use in clinical treatment.

Key words: Systemic lupus erythematosus; Humanized mouse model; Lupus nephritis;

Anti-CD40L antibody
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英汉缩略词对照表

英文缩写 英文全称 中文全称

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay 酶联免疫吸附测定

BCA Bicinchoninic Acid Assay 二喹啉甲酸法

HE Hematoxylin-Eosin 苏木精-伊红

SLE Systemic Lupus Erythematosus 系统性红斑狼疮

EULAR European League Against Rheumatism 欧洲抗风湿病联盟

ACR American College of Rheumatology 美国风湿病学会

LN Lupus Nephritis 狼疮肾炎

SNECs Secondary Necrosis Cells 继发性坏死细胞

IC Immune Complex 免疫复合物

pDCs Plasmacytoid Dendritic Cells 浆细胞样树突细胞

ANCA Anti-Neutrophil Cytoplasmic Antibodies
抗中性粒细胞胞浆抗

体

TLR Toll-like Receptors TOLL样受体

MHC Major Histocompatibility Complex
主要组织相容性复合

体

HLA Human Leukocyte Antigen 人类白细胞抗原

TCR T Cell Receptor T细胞受体

APC Antigen Presenting Cell 抗原呈递细胞

TNFR Tumor Necrosis Factor Receptor 肿瘤坏死因子受体

TNF Tumor Necrosis Factor 肿瘤坏死因子

DC Dendritic Cell 树突状细胞

BCR B Cell Receptor B细胞受体

Th cell T Helper Cell 辅助性 T细胞
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mCD40 Membrane CD40 膜 CD40

sCD40 Soluble CD40 可溶性 CD40

CRD Cysteine-Rich Domain 半胱氨酸富集区域

THD TNF Homology Domain TNF同源结构域

ADAMs ADisintegrin and Metallo-Proteinases
去整合素和金属蛋白

酶

TACE TNF α Converting Enzyme 肿瘤坏死因子α转换酶

ADP Adenosine Diphosphate 双磷酸腺苷

HPC Hematopoietic Progenitor Cell 造血祖细胞

TE Thrombus Embolism 血栓栓塞

SLEDAI SLE Disease Activity Index
系统性红斑狼疮疾病

活动指数

GPT Glutamic Pyruvic Transaminase 丙氨酸氨基转移酶

SPF Specific Pathogen Free 健康无特定病原体

Anti ds- DNA Anti Double -stranded-DNAAntibody 抗双链 DNA抗体

HRP Horseradish Peroxidase 辣根过氧化物酶

GVHD Graft-Versus-Host Disease 移植物抗宿主病

GOT Glutamic Oxaloacetic Transaminase 天冬氨酸氨基转移酶

ANA Anti- Nuclear Immune Antibody 抗核抗体

CNS Central Nervous System 中枢神经系统

NMDAR N-Methyl-D-Aspartate Receptor
抗 N-甲基-D-天冬氨

酸受体

TLS Tertiary Lymphoid Structures 三级淋巴结构

MAC Membrane Attack Complex 膜攻击复合物
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前 言

系统性红斑狼疮（Systemic Lupus Erythematosus，SLE）是一种慢性自身免

疫性疾病，这种疾病累及全身多个系统器官组织，约有 80%的患者出现皮肤损伤，

典型表现为面部蝶形红斑，几乎所有病人肾脏均有病理变化。SLE的诊断表现为

广泛的临床症状和自身免疫抗体的出现。这种疾病的临床症状和血清学标志物存

在多样异质性，因此临床诊断必须同时考虑各种临床特征、血清学表现、影像学

和组织病理学。系统性红斑狼疮对肾脏系统带来的影响损伤尤为严重。2012年

ACR狼疮肾炎（lupus nephritis，LN）管理指南将患者分为有 LN表现组和无 LN

表现组，有临床表现者约 75%，可表现为不同病理类型的肾炎和肾病综合征，高

达 30%的 LN病例在诊断 15年内进展为终末期肾脏疾病，肾脏功能的损害是 SLE

患者死亡的重要原因之一；除了关节和肌肉受累外，系统性红斑狼疮（SLE）还

可能出现心血管和神经系统的症状。目前尚无确切证据可以证明 SLE的病因，

但众多研究表明，遗传、激素、感染以及环境等因素都与该疾病的发病有关。该

疾病的特征主要包括 T、B细胞的异常活化、自身抗体的产生，以及免疫复合物

的沉积[1]。

人体内的免疫系统分为非特异性免疫系统和特异性免疫系统，均存在失调的

免疫反应，而这种失调的免疫反应正是 SLE发病的关键[2]。在非特异性免疫系统

中，免疫系统通常无法获得核抗原，凋亡细胞由巨噬细胞和未成熟的树突细胞清

除，但在环境、感染等因素下导致大量细胞凋亡时，凋亡细胞和中性粒细胞特异

性死亡（NETosis）的清除率受损是 SLE发病机制发生的主要因素[3-4]。凋亡细胞

的清除率低下会导致继发性坏死细胞（secondary necrosis cells，SNECs）的积累，

循环的 SNEC 细胞被自身抗体致敏 [5]，从而导致组织免疫复合物（ immune

complex，IC）沉积，IC在血液中被巨噬细胞和树突状细胞清除，由于 SLE患者

血液中的树突细胞功能异常，树突细胞亚型浆细胞样树突细胞（plasmacytoid

dendritic cells，pDCs）数量增多，pDCs的独特能力是产生数量极高的Ⅰ型干扰
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素[6]。而Ⅰ型干扰素的 IFN-α亚型与 SLE存在密切关系，大量 IFN-α的产生会

抑制多种细胞增殖和器官损伤，在免疫系统中 IFN-α的表达可引起树突状细胞

活化和参与免疫调节作用。此时未清除的含 DNA的中性粒细胞胞外陷阱（NETs）

可作为自身抗原的来源，并启动抗中性粒细胞胞浆抗体（ anti-neutrophil

cytoplasmic antibodies，ANCA）[7-8]。pDCs吞噬抗中性粒细胞胞浆抗体（ANCA）

免疫复合物导致 IFN-α的释放增强，恶性循环导致更多 IC的形成和沉积，导致

包括肾脏在内的主要器官的损伤。

且当含有核抗原的细胞凋亡碎片无法被迅速清除，这些凋亡碎片就可以通过

激活核酸识别受体来刺激炎症反应，如 TOLL样受体（Toll-like receptors，TLR）

家族[9]。机体发生炎症反应时，高迁移率族蛋白 B1（high mobility group box-1

protein，HMGB1）释放，刺激 T 细胞和树突细胞的激活。另一方面，HMGB1

作为一种核蛋白，又可以刺激核酸抗体的生成[10]，核酸抗体与 pDCs表面的 FC

受体结合，由位于细胞内囊泡的 TLR7和 TLR9识别后[11–13]，激活 pDCs分泌大

量Ⅰ型干扰素，刺激细胞表面存在主要组织相容性复合体（ major

histocompatibility complex，MHC）表达分子的树突状细胞活化，干扰素可增强

各种细胞对MHCⅠ类和Ⅱ类分子的表达[14]。人类的MHC被称为人类白细胞抗

原（human leukocyte antigen，HLA），HLAⅠ类分子的重要生理功能是向 CD8+ T

细胞呈递内源性抗原的过程，HLAⅡ类分子的重要生理功能是向 CD4+ T细胞呈

递外源性抗原的过程[15]。在识别过程中，T细胞受体（T cell receptor，TCR）特

异性识别抗原呈递细胞（antigen presenting cell，APC）呈递的抗原时，必须同时

识别与抗原肽结合成复合物的 MHC 分子，才能产生T细胞激活信号，称为MHC

的限制性[16]。TCR+抗原+MHC分子复合物为 T细胞活化的第一信号，第二信号

是共刺激信号，CD40是肿瘤坏死因子受体(tumor necrosis factor receptor，TNFR)

家族的成员，CD40在抗原提呈细胞如 B细胞、树突状细胞(dendritic cells，DC)

和单核细胞以及许多非免疫细胞和各种类型的癌细胞上表达。可由 T 细胞表达

的 CD40L一种共刺激分子，其与 B细胞表达的 CD40相互作用作为二级信号[17]。



10

第三信号是细胞因子信号，T细胞通过 CD40-CD40L结合激活 APC，激活后的

抗原呈递细胞通过增强白介素 2、白介素 4和白介素 12（IL-2、IL-4、IL-12）等

细胞因子的分泌，促进 T细胞分化，引发有效的细胞毒性 T淋巴细胞反应[18]。

同时，T 细胞表面的 CD40L与 APC表面的 CD40 的结合也使MHC、共刺激和

粘附分子的表达增加，诱导促炎趋化因子和细胞因子的增强，进一步活化 T细

胞。B 细胞激活需要 T、B 细胞间发生相互作用。抗原与 B 细胞受体（B cell

receptor，BCR）结合是 B细胞激活的第一信号。B细胞活化所需的第二信号[19]

通常由辅助性 T细胞提供(T helper cell，Th细胞)，是 B细胞和 Th细胞间直接的

相互作用，当激活的Th细胞表面存在的CD40L识别连接到B细胞表面上的CD40

蛋白时，就开始输送共刺激信号。活化的 T 细胞分泌的细胞因子与共刺激信号

共同影响 B细胞的活化。B细胞活化后可以激活自身反应性 T细胞发挥抗原呈

递功能，分泌细胞因子和抗体激活体内的炎症反应，还能通过分泌自身抗体形成

免疫复合物对多器官造成损伤[20]。

CD40，也称为 Bp50，是一种Ⅰ型膜糖蛋白。CD40在细胞中有两种形式存

在：膜单体 CD40（membrane CD40，mCD40）和可溶性单体 CD40（soluble CD40，

sCD40）。CD40 的胞外结构域的特征在于存在 4 个半胱氨酸富集区域

(cysteine-rich domains, CRDs)[21]。免疫细胞处于静息状态中，在没有 CD40L的情

况下，一部分 mCD40和 sCD40在细胞外结构域中的 CRD1的作用下自组装成非

共价同源二聚体[22]。CD40L也称为 CD154，是一种 II 型膜糖蛋白，CD40L具

有与 CD40 结合的能力。CD40L 在免疫细胞中同样存在可溶性单体 CD40L

（soluble CD40L，sCD40）和膜单体 CD40L（membrane CD40L，mCD40L）。CD40L

在细胞外区域包含一个保守的 TNF同源结构域（TNF homology domain，THD），

可实现三聚体化和受体结合[23]。在静息条件下，CD40L表达为膜单体 CD40L，

其可自组装成非共价同源三聚体并储存在细胞内。细胞活化后，膜 CD40会转运

到细胞表面，一部分 mCD40 与 mCD40L 结合后被去整合素和金属蛋白酶（A

Disintegrin and Metallo-proteinases，ADAMs）蛋白水解，生成可溶性 CD40L 三
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聚体。其余一部分膜CD40L先被去整合素和金属蛋白酶蛋白水解后，再与mCD40

结合。mCD40作为三聚体的重要组成部分，无论与 mCD40L还是 sCD40L结合，

均诱导 mCD40三聚体化，上调信号分子，进行随后的信号转导，最后导致细胞

的活化，产生多种下游效应。三聚体连接后，部分 mCD40三聚体还可被细胞表

面的肿瘤坏死因子α转换酶（TNF α converting enzyme,TACE）分解为 sCD40。

通过裂解 CD40 与 CD40L 形成的三聚体来拮抗 CD40 与 CD40L 相互作用[24]。

CD40L由多种免疫细胞表达，与其受体 CD40结合，CD40可由免疫细胞和非免

疫细胞表达，两者相互作用、共同参与机体内 T细胞、B细胞活化以及血小板活

化等功能。对于 B 细胞的多种影响主要包括 B细胞增殖[25]和增强 B细胞对细胞

因子的反应[26]、高亲和力抗体产生、B细胞记忆反应等，这些影响对于体液反应

是必不可少的。T细胞和抗原呈递细胞之间的 CD40-CD40L相互作用会触发双向

信号传导，包括正向和反向信号。反向信号介导抗原呈递细胞的激活和分化，正

向信号介导T细胞、B细胞的活化和分化[27,28]。对于T细胞的影响主要在于CD4+T

细胞的分化，T细胞上的 CD40L与 DC上的 CD40结合诱导 DC产生 IL-12，导

致 T细胞倾向 Th1方向分化[29]。超过 90%的循环 sCD40L来自活化的血小板。活

化的血小板可表达高水平的 CD40L。CD40-CD40L相互作用调节血小板活化。

凝血酶、胶原蛋白和双磷酸腺苷（adenosine diphosphate，ADP)等多种血小板激

活剂可诱导血小板聚集体的形成[30]。CD40-CD40L相互作用还可参与血小板-白

细胞聚集体（PLA）的形成，在炎症部位，血管内贴壁的血小板通过 CD40-CD40L

相互作用捕获白细胞，导致白细胞浸润。它们与心血管疾病、类风湿性关节炎等

多种炎症和血栓形成疾病有关[31]。此外 CD40-CD40L 相互作用还可影响造血祖

细胞（hematopoietic progenitor cells,HPC）向髓系分化，髓系细胞在广义上包括

粒细胞、红细胞、巨噬细胞和单核细胞等免疫细胞。CD40-CD40L相互作用还可

对肿瘤细胞的功能变化进行调节，例如肿瘤细胞的存活和增殖，有时还与细胞凋

亡和生长停滞有关，具体取决于肿瘤细胞类型和免疫微环境。

上述 CD40与 CD40L相互作用的功能印证了 CD40-CD40L通路对自身免疫
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性疾病和对多种炎症细胞的影响，CD40-CD40L通路已成为调节自身免疫性疾病

和移植排斥反应的一个有吸引力的靶点。因此，本研究选定 CD40-CD40L刺激

分子作为靶点，研究阻断 CD40-CD40L相互作用的药物以期缓解 SLE 患者症状

及预后。

许多试验都曾就CD40-CD40L的相互作用进行阻断试验，试验证明抗CD40L

抗体及 CD40拮抗剂确实可以缓解 SLE小鼠的疾病症状[32,33]。临床研究抗 CD40L

抗体主要以 hu5c8（抗 CD40L IgG1，Biogen 公司）和 IDEC-131 （抗 CD40L

IgG1，Idec 公司）为对象，研究取得了有意义的结果，并且 hu5c8抗体在狼疮

肾炎患者身上产生了积极的临床效果。然而，这些早期临床试验出现的血栓栓塞

（thrombus embolism，TE）事件，从而阻碍了这些抗体的进一步开发[34]。在抗

CD40L抗体的一项二期研究中，五名患者接受了 2至 4个剂量的抗 CD40L抗体

药物与标准护理相结合的治疗，观察到患者自身抗体滴度、蛋白尿和系统性红斑

狼疮疾病活动指数（SLE Disease Activity Index,，SLEDAI）下降，所有这些都在

停止治疗后得以维持。然而，由于这些患者的血栓栓塞事件增加，试验被终止

[34–36]。第一代抗 CD40L 抗体相关的血栓栓塞事件可能是由可溶性 CD40L 和抗

CD40L抗体组成的免疫复合物引起的，通过 Fcγ受体激活血小板后引起了聚集

[37,38]。与 FCγ受体结合的区域为免疫球蛋白 G（immunoglobulin G，IgG）上的

FC片段，IgG 是血清中存在的主要抗体，一种大分子免疫球蛋白，主要由两条

相同的重链（H链）和两条分子量相对较小的相同的轻链（L链）组成，这些链

通过链间二硫键连接，呈现为 Y字型的结构。经氨基酸序列分析，不同抗体分

子 N 端约 110个氨基酸序列变化较大，而其他区域的氨基酸序列相对恒定。因

此，将抗体分子轻链和重链靠近 N端氨基酸变化较大的区域称为 V区，分别占

重链和轻链的 1/4（VH）和 1/2（VL）；将靠近 C端氨基酸序列相对恒定的区域

称为 C区，分别占重链和轻链的 3/4（CH）和 1/2（CL）。IgG 可以被蛋白水解

酶裂解成较小的片段，Fab片段和 Fc片段[39]。Fab片段含有完整的轻链和重链的

上端，主要发挥特异性结合抗原的功能。而 Fc片段含有两个重链的下端，不与
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抗原结合，但与补体结合，参与凝集、组织致敏等反应。

综合以往论文观点，本实验针对CD40-CD40L的相互作用自主改造抗CD40L

抗体，尝试在不出现其他不良反应的情况下改善 SLE 小鼠的狼疮症状，为临床

治疗系统性红斑狼疮提供一个新的思路。

赵雯莉
评审老师说前言部分没有出现自主改造抗体相关部分，让补充相关内容，前一段我写的是抗CD40L抗体在之前的研究，我们的自主改造抗体在论文里归类在后续实验中了，所以想问下老师需不需要补充一些抗体改造相关内容在前言里？

yepeng li
不需要，前言是已经发表的结果，我们的还没有发表



14

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 人源化（hCD40/hCD40L）小鼠与 C57BL/6小鼠

健康无特定病原体（specific pathogen free, SPF）级人源化（hCD40/hCD40L）小鼠

7只，6-8周龄，雌性，体重（20±1g），购自中国上海南方模式生物科技股份有限公司，

许可证号：SCXK（粤）2022-0062。

健康无特定病原体（specific pathogen free, SPF）级 C57BL/6小鼠 7只，6-8周龄，

雌性，体重（20±1g），购自中国长沙天勤生物技术有限公司，许可证号：SCXK（湘）

2014-0011。两组小鼠均饲养于右江民族医学院实验动物中心（NO.SYXK 2017-0004）。

按照昼夜节律 12h光亮/12h黑暗交替，实验动物饲养房室内相对湿度为 40-60%，温度

为 22-25℃，实验动物自由摄取食物和水。适应性饲养一周后观察动物状态良好、行为

无异常，即可开始进行实验。使用高压灭菌过的垫料以及高脂肪低蛋白的饲料，采用高

压灭菌的纯水作为饮用水饲养。所有动物研究均获得右江民族医学院动物实验伦理委员

会的批准。

1.1.2 主要试剂与耗材

试剂名称 公司名称

Pristane试剂 上海阿拉丁生化科技股份有限公司

1mL注射器 浙江康乐药业股份有限公司

尿蛋白试纸 广州高尔宝生物技术有限公司

0.9%生理盐水 浙江康乐药业股份有限公司

无水乙醇 广州市科玛化学技术有限公司

1.5mLEP管 百赛生物

4%多聚甲醛 Biosharp生物科技有限公司

小动物手术器械 上海玉研科学仪器有限公司

刀片 赛默飞世尔科技

载玻片 江苏世泰实验器材有限公司

盖玻片 江苏世泰实验器材有限公司

HE染色试剂盒 北京索莱宝生物科技有限公司

中性树脂 北京索莱宝生物科技有限公司

抗 ds-DNA测量试剂盒 上海酶联生物科技有限公司

磷酸盐缓冲液 PBS 北京索莱宝生物科技有限公司

200μL EP 管 上海依科赛生物制品有限公司
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10mL、15mL和 50mL离心管 上海依科赛生物制品有限公司

DEPC水 北京索莱宝生物科技有限公司

BCA蛋白定量试剂盒 苏州博奥龙生物科技有限公司

96孔板 美国 Corning 公司

二甲苯 西陇科学股份有限公司

石蜡 上海华永石蜡有限公司

各种规格移液枪枪头 上海依科赛生物制品有限公司

丙氨酸氨基转移酶（谷丙转氨酶/ALT）测试盒 南京建成生物工程研究所

天门冬氨酸氨基转移酶（谷草转氨酶/AST）测试盒 南京建成生物工程研究所

小鼠（Mouse）补体蛋白 3（C3）ELISA 检测试剂

盒

上海酶联生物科技有限公司

Amicon Ultra 10K超滤离心管 德国默克密理博公司

氢氧化钠 上海阿拉丁生化科技股份有限公司

1.1.3 主要实验仪器

实验仪器名称 公司名称

微型混匀器 INTLLAB

低温高速离心机 德国 Sigma 公司

-80℃冰箱 赛默飞世尔科技（中国）有限公司

4℃、-20℃冰箱 青岛海尔股份有限公司

脱水机 英国 Thermo Shandon Limited

石蜡包埋机 英国 Thermo Shandon Limited

石蜡切片机 赛默飞世尔科技（中国）有限公司

反渗透超纯水机 四川沃特尔水处理设备有限公司

多功能酶标仪 美国珀金埃尔默仪器有限公司

烤片机 常州国华仪器制造有限公司

烘箱 赛默飞世尔科技（中国）有限公司

超净工作台 苏州苏信净化设备厂

立式圆形压力蒸汽灭菌锅 中国松下冷链（大连）有限公司

显微镜 日本 OLYMPUS 公司

制冰机 宁波新芝生物科技股份有限公司

荧光显微镜 日本 OLYMPUS 公司

电子天平 上海天美天平仪器有限公司

液氮罐 成都华能低温设备制造有限公司

移液器 德国 Eppendorf 公司

恒温金属浴 上海净信实业发展有限公司

1.2 实验方法
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1.2.1 抗 CD40L-Fab抗体的设计

为研究治疗 SLE的靶向药物，本课题小组设计了抗 CD40L-Fab抗体，抗 CD40L-Fab

抗体表达是由含轻链和重链的 Fab序列通过 GGGGS linker连接表达载体，不表达 Fc片

段，构建重组质粒，在其转化入 E.coli菌株后，诱导其在宿主菌内表达目的蛋白质，通

过分析表达样品的 SDS-PAGE检测方法筛选出最佳表达条件后进一步扩大培养，制备重

组表达菌株蛋白提取物，纯化目的蛋白。

1.2.2 人源化（hCD40/hCD40L）小鼠与 C57BL/6小鼠的饲养

南方模式生物科技股份有限公司与长沙天勤生物技术有限公司将小鼠以 SPF级防

护水平包装运送至右江民族医学院实验动物中心，接收后首先使用稀释过的次氯酸钠溶

液擦拭包裹表面，随后放入实验动物中心消毒室紫外线照射灭菌 30min，随后穿戴好口

罩、帽子和防护服风淋后进入 SPF实验室内，取消毒过的鼠笼、笼盖、垫料、饲料以及

小鼠饮水瓶进入检疫室，着人于消毒室中将小鼠通过传递窗传递入检疫室中，检查小鼠

状态及性别，无误后按每笼 3-4只小鼠喂养，写好每笼标签，小鼠饲养需要每 2-3天检

查小鼠饲料及饮水情况，一周左右更换垫料及鼠笼，在检疫室观察一周无特殊情况后将

小鼠移入实验室中。

1.2.3 人源化（hCD40/hCD40L）小鼠与 C57BL/6小鼠的分组、狼疮小鼠模型建立

（1）将 7只 C57BL/6小鼠（人源化（hCD40/hCD40L）小鼠亲本小鼠）分为对照组，

7只人源化（hCD40/hCD40L）小鼠作为人源化组，共两组进行狼疮小鼠模型的制备。

（2）将建立狼疮小鼠模型所用的冰盒、1mL注射器、酒精、棉球、微型震荡器、

pristane试剂、尿蛋白试纸喷洒 75%酒精后放入传递窗紫外线照射 30min消毒，随后穿

戴好口罩、帽子和防护服风淋后进入 SPF实验室内，经传递窗拿取物品，按 0.5mL/只

pristane的剂量进行腹腔注射，穿戴好厚手套抓取小鼠，固定好小鼠的头部，以防被咬。

小鼠体位应为腹部向上，头呈低位。在使用酒精棉球消毒小鼠腹部皮肤后，右手应握紧

注射器，在小鼠后肢根部连线处的任一侧 1.5cm 处注射。在缓慢以 45 度左右角度进针

的同时，进针深度应小于 1cm。当感受到局部皮肤凹陷消失和落空感后，再进行注射。

最后，为了防止漏液，应轻微旋转针头并缓缓拔出，同时用碘伏棉球擦拭。注射后，应
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仔细观察小鼠腹部皮肤，若有鼓包出现则为皮下注射。

（3）腹腔注射 pristane后每周使用尿蛋白试纸进行小鼠尿蛋白粗略检测，尿蛋白试

纸检测小鼠尿蛋白阳性 4次即证明狼疮小鼠模型建立成功。

1.2.4 抗 CD40L-Fab抗体的超滤

（1）超滤离心管预清洗：根据厂家提供的超滤离心管说明书，Amicon Ultra 10K超

滤离心管中的超滤膜中含有痕量甘油成分。该成分可能对抗体超滤效果产生不利影响，

同时对后续分析可能产生一定干扰。因此，在使用前，建议使用 0.1 mol/L的 NaOH 配

制液对离心管进行清洗处理。实验中，我们选用定角转子低温超速离心机，并根据超滤

离心管说明书中的规定，每个超滤离心管可加入的液体不超过 12mL。在实验过程中，

我们向两个超滤离心管分别加入 12mL NaOH溶液，于室温下静置 10min后，采用离心

机以 4000xg 的离心速度进行离心 10min，倒掉废液，并用超纯水清洗后甩干。需要注

意的是，Amicon Ultra 10K超滤离心管的超滤膜在湿润过后应避免变干，以避免超滤膜

损坏而带来的对超滤效果的影响，预清洗后需尽快使用，否则应留存液体在超滤离心管

中，保持湿润直至使用。预清洗使用过的 NaOH溶液应按规定倒入废液缸。

（2）首先穿戴好白大褂、口罩、帽子，一次性乳胶手套，使用酒精擦拭超净工作台

台面 2-3次，将准备好的各种规格枪头、移液枪、试管架、15mLAmicon Ultra 10K超滤

离心管、震荡器、一次性乳胶手套、黑色记号笔、冰盒及 24 管 1mL/管未超滤的抗

CD40L-Fab抗体、废液缸等物品使用酒精棉球擦拭后放入超净工作台，打开超净工作台

紫外线灯定时照射灭菌 30min。

（3）超净工作台灭菌结束后，用酒精喷壶喷洒酒精至双手后，移入超净工作台，将

24管未超滤的抗 CD40L-Fab抗体使用震荡器依次震荡，混匀后使用移液枪转移至超滤

离心管中，每个超滤离心管各加入 12mL 未超滤的抗 CD40L-Fab抗体，根据超滤离心

管说明书中提供的实验室数据，使用定角转子离心机的 10K超滤离心管以 12mL的起始

体积、4000xg的离心力，4℃情况下，离心时间 20min超滤效果较佳。将超滤离心管放

入离心机时，注意使超滤内管的膜面朝上。

（4）离心结束后，取出超滤离心管，关闭离心机电源，打开盖子。
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（5）用酒精棉球擦拭双手及超滤离心管，移入超净工作台，使用 200μL枪头插入

超滤离心管内管中，左右移动吸取过滤后抗体，确保抗体完全回收，注意不要损坏超滤

离心管滤过膜。

（6）将所有收集到的抗体使用震荡器混匀后以 200μL/管分装，保存于-80℃冰箱中。

（7）收拾超净工作台台面，喷洒酒精并擦拭，关闭通风，紫外线照射 30min，并

将废液缸及垃圾带至污物处理间分类处理。

1.2.5 小鼠尿液标本的采集

通过腹腔注射 pristane 对 C57BL/6 小鼠以及人源化（hCD40/hCD40L）小鼠进行

狼疮造模，每周使用尿蛋白试纸对小鼠进行蛋白尿的粗略测量，于尿蛋白试纸测小鼠尿

蛋白初次阳性起每周收集各组小鼠尿液于 200μL EP管中，收集小鼠尿液时，可用手抓

起小鼠，固定好小鼠后，轻按小鼠外生殖部位上方，刺激膀胱排尿；或将小鼠放置于桌

面上，固定前肢，将小鼠尾巴向上方牵拉刺激排尿；也可使用 200μL EP管轻刮小鼠外

生殖部位刺激排尿，收集好尿液后，做好标记放入﹣80℃冰箱冻存。

1.2.6 针对人源化组和对照组狼疮小鼠尾静脉注射给药。

（1）准备好冰盒、1mL注射器、75%酒精、棉球、微型震荡器、小鼠固定器、抗

体喷洒 75%酒精后放入传递窗紫外线照射 30min消毒，随后穿戴好口罩、帽子和防护服

风淋后进入 SPF实验室内，经传递窗拿取物品。

（2）在进行小鼠静脉穿刺时，应优先选取小鼠尾巴背侧的两侧静脉进行操作，而

两侧静脉中粗细程度以侧面静脉为佳，且其走向清晰明了，建议在距离鼠尾远端 1/3处

的侧面静脉进行穿刺。

（3）首先，将小鼠固定在固定器上，使得其尾部充分暴露，接着通过将小鼠尾部

置于温水中浸泡三十秒或者用酒精擦拭的方式扩张血管并让其充盈，从而使得小鼠尾部

更加适合于进针操作。

（4）针对鼠尾静脉的注射，采用 1mL注射器针头斜面朝上进针，将左手拇指、食

指和无名指从下方托起其尾巴，用无名指和小指夹住其末梢，右手持药物注射器的姿势，

使针头在距离鼠尾尖 1/4处（约距离尾尖 2-3厘米的位置）与静脉平行后，缓慢注射药
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液。如果注射过程推药时无阻力，且血管整条会立即由红色变为白色，同时无白色皮丘

出现，那么表示针头已经进入静脉，可以正式注入药物。完成药物注射后，血管又将立

即变为红色。针尖刺入后，平行进针，推针不应过快，推针太快小鼠容易休克甚至死亡。

（5）用干的棉球或纱布止血。

（6）观察小鼠状态。

对照组以及人源化组狼疮小鼠各自尿蛋白测量阳性 4 次后，进行尾静脉注射抗

CD40L-Fab抗体 0.2mL/只，一周复打抗体一次，过程中仍为每周一测尿蛋白并收集尿液

样本。

1.2.7 小鼠血清的标本采集

（1）准备好冰盒、2mL注射器、做好标记的 1.5mLEP管和 200μL EP管。

（2）托起小鼠躯干使身体与地面平行。使用 2mL注射器，用左手食指触摸到心搏

动处，右手持注射器垂直刺入心脏，抽取所需血量。

（3）将抽取到的血液转移到 1.5mL EP管中，将 EP管室温静置 20min，在 4℃条件

下的低速冷冻离心机离心，设置转速为 3500 rpm/min，离心 5min。

（4）离心结束后，取出 EP管，可见血液分为三层（上层为淡黄色血清，中间层为

白色膜状物，下层为血细胞沉淀）。

（5）用 100μL 移液器将上层血清转移至对应标记好的 200μL EP 管中，放置在

-80℃冰箱保存以备后续检测使用。

1.2.8 肾脏组织的采集和保存

（1）准备好冰盒、提前高压灭菌好的小鼠手术器械、有齿镊、无齿镊、培养皿、纱

布、手术单、记号笔、75%酒精、生理盐水、4%多聚甲醛、标记好的 1.5mL EP管、液

氮罐、巴氏吸管、液氮。

（2）将心脏取血结束的小鼠处死后放入培养皿 75%酒精浸泡消毒 5min，消毒后将

小鼠呈仰卧状放置于手术单上，使用小鼠手术器械于腹中线剖开小鼠腹腔，充分暴露，

在腹后壁找到小鼠左右两肾，分离后于生理盐水中清洗残留血液、去除肾包膜和肾蒂组

织。
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（3）取材于冰盒上进行，将每只小鼠的一个肾液氮冻存后放入-80℃保存，另一肾

放入 4%多聚甲醛中固定用于后续制成石蜡切片后 HE染色，对每个小鼠肾脏做好标记。

1.2.9 制作小鼠肾脏石蜡切片

（1）小鼠肾组织固定：小鼠处死后取一肾，于生理盐水中对肾组织未摘除干净的

肾蒂及周围包膜和结缔组织进行修剪，操作后用生理盐水清洗多余的血液，置于 4%多

聚甲醛中 24小时。

（2）将固定好的小鼠肾组织放置于包埋盒里，盒上用铅笔标记小鼠组织编号，盖上

包埋框，置于提前设置好程序的脱水机中；程序如下 :70%酒精 55min--80%酒精

55min--95%酒精 50min--95%酒精 1h--100%酒精 1h--100%酒精 1h--二甲苯Ⅰ30min--二甲

苯Ⅱ30min--二甲苯Ⅲ30min--石蜡 40min--石蜡 50min--石蜡 50min。

（3）提前预热生物组织包埋机，充分融化机器内的石蜡。将脱水完成的小鼠肾脏组

织放入包埋模具中间缓慢倒入石蜡，避免在蜡块中产生气泡影响后续切片染色实验，加

入适量石蜡后，将包埋模具迅速置于-20℃冷冻台降温定型，待蜡块完全凝固为固体后，

小心拆卸模具，取出成型的蜡块，使用刀片修剪后-20℃存放蜡块。

（4）切片制作：将预冷的蜡块固定在石蜡切片机上，使蜡块的切面与刀口成平行方

向，刀的倾斜度通常 15℃，转动轮转推进器，调节切片厚度为 4μm，切成厚度均匀的

切片。左手持毛笔，右手旋动切片机转把，切片带出来之后，用毛笔轻轻托起，再用镊

子轻镊蜡片，以正面放入展片箱中，其水温 45℃左右依靠水的张力将组织切片展平。

待摊平整后捞片。贴附切片左手持载玻片之一端，垂直入水去附贴切片，右手用镊子辅

助推动，附贴至玻片上的三分之二处。切片贴附后，先倚靠展片箱沥干水分，放在空气

中稍晾干，后放置 65℃烤片机上烤 1h，再放置烘箱内烘烤 2h，常温保存备用。

1.2.10 小鼠肾脏组织石蜡切片 HE染色

HE染色（hematoxylin-eosin staining）亦称为苏木精-伊红染色，是一种应用最为广

泛的组织病理染色方式。该染色方法的原理在于利用细胞组织结构酸性和碱性之间的互

补作用，使细胞器和细胞核等物质在显微镜下清晰可见。所谓苏木精，则是一种带正电

荷的碱性染料，主要与细胞核内主要成分脱氧核糖核酸相结合呈现出蓝紫色。而伊红则
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是一种带负电荷的酸性染料，主要与带正电荷的蛋白质结合，从而使得细胞浆、基底膜、

胶原纤维、肌纤维等呈现出粉红色染色效果。且 HE染色不含有毒物质，不会对组织造

成不良影响，是一种非常安全的组织病理学染色技术。

（1）石蜡切片脱蜡：依次将石蜡切片放入二甲苯Ⅰ10min-二甲苯Ⅱ10min-二甲苯Ⅲ

10min-无水乙醇Ⅰ 5min-无水乙醇Ⅱ 5min-90%酒精 5min-80%酒精 5min-70%酒精

5min-50%酒精 5min梯度脱蜡。

（2）苏木素染染细胞核 0.5-1min，结束后流水冲洗 1min。

（3）用 1%盐酸酒精溶液分化数秒，流水冲洗。

（4）然后 1%氨水水溶液返蓝 1min，流水冲洗数秒。

（5）放入伊红染液中染色数秒，流水漂洗。

（6）脱水封片：石蜡切片依次放入 75%乙醇 2min -85%乙醇 2min-无水乙醇 5min -

无水乙醇 5min -二甲苯 5min 透明。

（7）透明步骤结束后，将玻片从二甲苯中拿出来自然风干。

（8）在切片中间滴加中性树脂，从边缘轻轻盖上盖玻片直至封片。

（9）显微镜下观察：HE 染色中，可见蓝色的细胞核，以及红色的细胞质。

1.2.11 系统性红斑狼疮血清标志物抗 ds-DNA抗体的检测

抗双链 DNA抗体（anti double -stranded-dna antibody，anti -ds-dna antibody）是一类

抗 DNA抗体，其中，抗 ds-DNA抗体作为抗体亚型之一，表现出对系统性红斑狼疮的

特异性反应。此外，该种抗体的水平还可作为系统性红斑狼疮的疾病活动度判断指标，

特别是与活动性狼疮性肾炎密切相关，进一步确定了其在系统性红斑狼疮的诊断和疗效

观察中的重要作用。这一指标的检测原理是通过酶联免疫吸附测定（enzyme linked

immunosorbent assay，ELISA）小鼠血清中抗 ds-DNA 抗体，购于上海酶联生物科技有

限公司的 ELISA试剂盒应用间接法测定小鼠血清中抗 ds-DNA抗体水平。采用纯化后的

抗原包被微孔板，制备固相抗原。在微孔孔洞中加入小鼠血清和辣辣根过氧化物酶

(horseradish peroxidase，HRP)，经过严格的洗涤后再加入底物 TMB（化学成分名为

3,3',5,5'-四甲基联苯胺）进行显色。TMB 在 HRP的催化下转化成蓝色，并在酸作用下
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最终转化成黄色。通过对 450nm波长下测定得出的吸光度（OD 值），根据标准曲线计

算出样品中小鼠抗 ds-DNA抗体的含量。

（1）准备好冰盒、各种规格移液器枪头、各种规格移液器、蒸馏水、纸巾、75%

酒精、1.5mL EP管、抗 ds-DNA抗体检测试剂盒。将放置于-80℃的血清于冰盒内溶解，

使用前使用微型震荡器震荡。

（2）将ELISA测定小鼠抗ds-DNA抗体试剂盒从冷藏环境中取出，在室温下平衡 60

分钟后方可使用。

（3）标准品的稀释与加样：在酶标包被板上设标准品孔 12孔，首先向第一、第二

空孔中加入标准品 50μL，并分别加入 50μL标准品稀释液，之后充分混合。接下来，

从第一、第二孔中各取 50μL的混合物加入第三和第四的空孔中，再向第三、第四孔中

加入 50μL标准品稀释液，混合均匀；然后在第三孔和第四孔中各取 50μL分别加到第

五、第六孔中，再在第五、第六孔中分别加标准品稀释液 50ul，混匀；分别向第五和第

六的空孔中加入 50μL的混合物，再向它们中加入 50μL标准品稀释液，再度混合均匀。

混合好之后，从第五和第六容器中分别各取 50μL的混合物加入第七和第八空孔中，接

着再向第七、第八孔中加入 50μL标准品稀释液，混合均匀后将第七、第八容器中分别

取出 50μL 的混合物加入第九和第十个空孔中。再在第九第十孔分别加标准品稀释液

50μL，混匀后从第九第十孔中各取 50μL弃掉。第十一第十二孔个加入 50μL蒸馏水。

（稀释后各孔加样量都为 50μL，标准品浓度依次为：48、24、12、6、3、0 IU/mL）。

（4）加样：分别设空白孔（空白对照孔不加样品及酶标试剂）及待测样品孔，空

白对照孔其余各步操作与待测样品孔相同。在酶标包被板上待测样品孔中先加样品稀释

液 40μL，然后再加待测样品 10μL（样品最终稀释度为 5倍）。加样将样品加于酶标板

孔底部，尽量不触及孔壁，轻轻晃动混匀。

（5）加酶：每孔加入酶标试剂 100μl，空白孔除外。

（6）温育：用封板膜封板后置 37℃恒温箱温育 60分钟。

（7）配液：将 20倍浓缩洗涤液用蒸馏水 20倍稀释后备用。

（8）洗涤：小心揭掉封板膜，弃去液体，甩干，每孔加满洗涤液，静置 30秒后弃
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去，如此重复 5次，拍干。

（9）显色：每孔先加入显色剂 A50μL，再加入显色剂 B50μL，轻轻震荡混匀，

37℃避光显色 15分钟。

（10）终止：每孔加终止液 50μL，终止反应（此时蓝色立转黄色）。

（11）测定：以空白孔调零，450nm波长依序测量各孔的吸光度（OD值）。测定应

在加终止液后 15分钟以内进行。

1.2.12 小鼠血清中补体蛋白 3（C3）的检测

购于上海酶联生物科技有限公司的小鼠补体蛋白 3 ELISA 试剂盒使用双抗体一步

夹心法酶联免疫吸附试验。往预先包被好 C3抗体的包被微孔中，依次加入血清样本、

标准品、辣根过氧化物酶标记的检测抗体，经过温育并彻底洗涤后，用底物 TMB进行

显色，TMB在辣根过氧化物酶的催化下转变为蓝色，并在酸的作用下转变为最终的黄

色。颜色的深浅和样品中的 C3呈正相关。用酶标仪在 450nm波长下测定吸光度，并计

算样品浓度。

（1）准备好冰盒、各种规格移液器枪头、各种规格移液器、蒸馏水、纸巾、75%

酒精、1.5mL EP管、50ml离心管、小鼠补体蛋白 3检测试剂盒。将放置于-80℃的血清

于冰盒内溶解，使用前使用微型震荡器震荡。

（2）将 ELISA测定小鼠 C3补体试剂盒从冷藏环境中取出，在室温下平衡 20分钟

后方可使用。

（3）标准品的加样：在酶标包被板上设标准品孔 12孔，标准品孔各加入不同浓度

的标准品 50μL，标准品（S0、S1、S2、S3、S4、S5）浓度依次为 0、10、20、40、80、

160μg/mL）。

（4）加样：分别设空白孔（空白对照孔不加样品及酶标试剂）及待测样品孔，空

白对照孔其余各步操作与待测样品孔相同。在酶标包被板上待测样品孔中先加样品稀释

液 40μL，然后再加待测样品 10μL（样品最终稀释度为 5倍）。加样将样品加于酶标板

孔底部，尽量不触及孔壁，轻轻晃动混匀。

（5）加酶：除空白孔外，标准品孔和样本孔中每孔加入辣根过氧化物酶标记过的
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检测抗体 100μL，。

（6）温育：用封板膜封板后，37℃水浴锅或恒温箱温育 60min。

（7）配液：将 20倍浓缩洗涤液用蒸馏水 20倍稀释后备用。

（8）洗涤：小心揭掉封板膜，弃去液体，吸水纸上拍干，每孔加满洗涤液，静置

1min后弃去，如此重复 5次，拍干。

（9）显色：每孔先加入显色剂 A50μL，再加入显色剂 B50μL，轻轻震荡混匀，

37℃避光孵育显色 15分钟。

（10）终止：每孔加终止液 50μL，终止反应（此时蓝色立转黄色）。

（11）测定：以空白孔调零，450nm波长依序测量各孔的吸光度（OD值）。测定应

在加终止液后 15分钟以内进行。

1.2.13 小鼠血清中谷草转氨酶（AST）和谷丙转氨酶（ALT）的测定

谷草转氨酶能使α-酮戊二酸和天门冬氨酸移换氨基和酮基，生成谷氨酸和草酰乙

酸，草酰乙酸在反应过程中可以自行脱羧形成丙酮酸，丙酮酸与 2,4二硝基苯肼（DNPH）

反应生成 2,4二硝基苯腙，该物质在碱性溶液中呈现红棕色，比色后，带入标准曲线可

求得酶的活力单位。同样的，谷丙转氨酶在 37℃以及 PH7.4条件下，作用于α-酮戊二

酸和丙氨酸组合成的底物，生成丙酮酸及谷氨酸。反应 30min后，加入 2,4二硝基苯肼

盐酸溶液，既可终止反应，同时 2,4二硝基苯肼与酮酸中羧基加成，生成丙酮酸苯腙。

丙酮酸苯腙在碱性溶液中呈现红棕色，于 505nm处读出吸光值并计算酶的活力。

（1）准备好冰盒、各种规格移液器枪头、各种规格移液器、蒸馏水、75%酒精、

15ml离心管、96孔板、谷草转氨酶（AST/GOT）测试盒以及谷丙转氨酶（ALT/GPT）

测试盒。将放置于-80℃的血清于冰盒内溶解，使用前使用微型震荡器震荡。

（2）首先将谷草转氨酶（AST/GOT）测试盒以及谷丙转氨酶（ALT/GPT）测试盒

从冷藏环境中取出，在室温下平衡 60分钟后方可使用。

（3）谷草转氨酶标准品的加样：谷草转氨酶标准品的加样根据说明书，按以下流

程进行操作。
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表 1-1谷草转氨酶标准品的加样流程

Table 1-1 Spiking Procedure for Glutamic Acid Transaminase Standards

0 1 2 3 4

0.1mol/L磷酸缓冲液（μL） 5 5 5 5 5

2μmol/mL丙酮酸钠标准液（μL） 0 2 4 6 8

谷草转氨酶基质液（μL） 20 18 16 14 12

2,4-二硝基苯肼液（μL） 20 20 20 20 20

轻轻震荡孔板混匀，37℃反应 20分钟

0.4mol/L氢氧化钠液（μL） 200 200 200 200 200

轻轻震荡孔板混匀，室温下放置 15分钟，波长 510nm下，酶标仪测定各孔 OD值，各孔吸光度减

去空白孔吸光度，所得差值即为该孔绝对 OD值，绝对 OD值作为横坐标，相应卡门氏单位作为纵

坐标，作坐标图拟合公式，从而计算样本中谷草转氨酶活性。

（4）谷草转氨酶加样：待测样品分为测定孔以及对照孔，首先将谷草转氨酶基质液

37℃预温，然后待测样品测定孔及对照孔每孔均加入 20μL谷草转氨酶基质液，然后加

入 5μL待测小鼠血清，此时样品仅加入测定孔中。轻轻震荡孔板混匀后，37℃下反应

30分钟。此时向所有待测样品孔中加入 20μL 2,4-二硝基苯肼液，再向对照孔中加入 5

μL待测小鼠血清，轻轻震荡孔板混匀后，37℃下反应 20分钟。最后将 4mol/L的氢氧

化钠溶液稀释成 0.4mol/L后，每样品孔中加入 200μL该液体，轻轻震荡孔板混匀后，

室温放置 15分钟。波长 510nm下，酶标仪测定各孔 OD值，各孔吸光度减去空白孔吸

光度，所得差值即为该孔绝对 OD值，带入标准曲线计算，求出相应的谷草转氨酶活力。

（5）谷丙转氨酶标准品的加样：谷丙转氨酶标准品的加样根据说明书，按以下流程

进行操作。
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表 1-2谷丙转氨酶标准品的加样流程

Table 1-2 Spiking Procedure for Glutathione Standards

0 1 2 3 4 5

0.1mol/L磷酸缓冲液（μL） 5 5 5 5 5 5

2μmol/mL丙酮酸钠标准液（μL） 0 2 4 6 8 10

谷丙转氨酶基质液（μL） 20 18 16 14 12 10

2,4-二硝基苯肼液（μL） 20 20 20 20 20 20

轻轻震荡孔板混匀，37℃反应 20分钟

0.4mol/L氢氧化钠液（μL） 200 200 200 200 200 200

轻轻震荡孔板混匀，室温下放置 15分钟，波长 505nm下，酶标仪测定各孔 OD值，各孔吸光度减

去空白孔吸光度，所得差值即为该孔绝对 OD值，绝对 OD值作为横坐标，相应卡门氏单位作为纵

坐标，作坐标图拟合公式，从而计算样本中谷丙转氨酶活性。

（6）谷丙转氨酶加样：待测样品同样分为测定孔以及对照孔，首先将谷丙转氨酶

基质液 37℃预温，然后待测样品测定孔及对照孔每孔加入 20μL谷丙转氨酶基质液，

然后加入 5μL待测小鼠血清，此时样品仅加入测定孔中。轻轻震荡孔板混匀后，37℃

下反应 30分钟。此时向所有待测样品孔中加入 20μL 2,4-二硝基苯肼液，再向对照孔中

加入 5μL 待测小鼠血清，轻轻震荡孔板混匀后，37℃下反应 20分钟。最后将 4mol/L

的氢氧化钠溶液稀释成 0.4mol/L后，每样品孔中加入 200μL该液体，轻轻震荡孔板混

匀后，室温放置 15分钟。波长 510nm下，酶标仪测定各孔 OD值，各孔吸光度减去空

白孔吸光度，所得差值即为该孔绝对 OD值，带入标准曲线计算，求出相应的谷草转氨

酶活力。

（7）样本计算方法：将 OD值带入标准曲线后得到的 AST/ALT活力（卡门氏单位）

×0.482×样本测试前的稀释倍数，即可得到 AST/ALT活力（U/L）。

注：其中 0.482是卡门氏单位到 U/L的换算。

1.2.14 小鼠尿蛋白定量

检测原理：二喹啉甲酸法（bicinchoninic acid assay，BCA）是如今世界上最常用的

蛋白浓度检测方法之一，购于苏州博奥龙公司的 BCA蛋白定量试剂盒就是使用这种方

法进行蛋白浓度的测量。二价铜离子在碱性的条件下，可以被蛋白质还原成为一价铜离

子，一价铜离子和独特的 Solution A（含有 BCA）相互作用下可产生敏感的颜色反应。
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两分子的 BCA鳌和成为一个铜离子，形成紫色的反应复合物。这种复合物在 562nm处

显示强烈的吸光性，吸光度和蛋白浓度在广泛范围内有良好的线性关系，因此根据吸光

值可以推算出蛋白浓度。

（1）准备好冰盒、各种规格移液器枪头、各种规格移液器、蒸馏水、纸巾、75%

酒精、1.5mL EP管、96孔板、PBS溶液、BCA试剂盒。将放置于-80℃的小鼠尿液于冰

盒内溶解，使用前使用微型震荡器震荡。

（2）使用 PBS溶液完全溶解蛋白标准品（5mg/mL BSA）稀释至终浓度为 0.5mg/mL。

（3）使用时首先将 Solution A以及 Solution B溶液在震荡器上混匀，根据样品数量，

按 50体积 BCA试剂 A加 1体积 BCA试剂 B(50:1)配制适量 BCA工作液，充分混匀。

BCA工作液室温 24小时内稳定。

（4）将稀释后的标准品按 0、1、2、4、8、12、16、20μL分别加到 96孔板的标

准品孔中，加标准品稀释液补足到 20uL。

（5）加适当体积样品到 96孔板的样品孔中，加标准品稀释液到 20uL。

（6）各孔加入 200μLBCA工作液，加样枪轻轻吹打，注意不要弄出气泡，以免影

响后续读数，37℃放置 30分钟。

（7）用酶标仪测定 A562的吸光度，根据标准曲线计算出样品的蛋白浓度。

1.3 统计学分析

本文使用 Image-Pro Plus 6.0 软件对组织切片进行分析，并使用 Graphpad Prism 8.0

软件制备了数据图片。所有的计量数据以（x±s）形式进行了表示，并使用 SPSS27.0

软件进行统计学分析和处理。在进行两组数据间的差异比较时，我们采用了 t 检验，并

认为当 P＜0.05时，二组数据的差异具有统计学意义。
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2 结果

2.1 各组小鼠血清中抗 ds-DNA抗体含量比较

本研究采用 ELISA 法检测各组小鼠血清内抗 ds-DNA 抗体的表达变化，并且收集

了各组小鼠血清进行检测。结果表明，人源化组狼疮小鼠的血清抗 ds-DNA 抗体表达水

平较抗体注射前明显降低，此差异具有显著的统计学意义（P<0.05），表明人源化小狼

疮小鼠注射抗体后能够有效地降低狼疮性肾炎的特异性抗体指标，从而在一定程度上缓

解疾病的严重程度及其活动度。相反地，对照组狼疮小鼠的血清抗 ds-DNA 抗体表达水

平与抗体注射前相比并无明显降低。前后差异不具有统计学意义（P＞0.05），表明该抗

体特异性针对人 CD40-CD40L起作用。

表 2-1各组小鼠血清抗 ds-DNA含量抗体注射前后比较（x±s，ng/mL）

Table 2-1 Comparison of serum anti-ds-DNA content antibody before and after injection in each group

人源化组
抗体注射前 抗体注射后 P

9.76±0.55 8.96±0.30 ＜0.05

对照组
抗体注射前 抗体注射后 P

9.56±1.21 9.53±0.91 ＞0.05
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图 2-1 各组小鼠血清抗 ds-DNA抗体含量注射前后比较

Figure2-1 Serum anti-ds-DNA antibody contents of each group
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2.2 各组小鼠肾脏组织病理形态变化结果

HE 染色结果显示，对照组狼疮小鼠肾脏组织石蜡切片：可以看到肾组织结构异常，

可见淋巴细胞的浸润，可见由于肾小球基底膜增厚导致的肾小囊的狭窄甚至消失。人源

化组狼疮小鼠肾脏组织石蜡切片：可见部分肾小球基底膜增厚但肾小囊形态与对照组狼

疮小鼠肾脏组织石蜡切片相比更加清晰，肾组织结构轻微异常，肾小管水肿情况及淋巴

细胞浸润表现对比处理前小鼠肾脏石蜡切片均有所好转。由狼疮小鼠肾脏 HE染色石蜡

切片病理观察结果可知抗体对于系统性红斑狼疮引发的狼疮性肾炎所产生的肾脏损伤

具有缓解作用。

人源化组

对照组

图 2-2 狼疮小鼠肾脏组织 HE染色（Scale bar=50μm，40x）

Figure 2-2 HE staining of kidney tissue of lupus mice (Scale bar=50μm, 40x)
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2.3 各组小鼠尿蛋白含量比较

收集各组小鼠尿液，BCA 法检测各组尿蛋白含量。对照组狼疮小鼠注射抗体后，

可见尿蛋白水平逐渐升高，而人源组狼疮小鼠尾静脉注射抗体后可见尿蛋白水平明显降

低。人源化组与对照鼠组狼疮小鼠尿蛋白作对比，该结果提示抗体对人源化组狼疮小鼠

出现的由于狼疮性肾炎所引发的肾功能损伤具有缓解作用。

表 2-2各组小鼠尿蛋白含量（x±s，mg/mL）

Table 2-2 Urine protein content in each group of mice
人源化组 对照组

W1 1.833±0.679 2.418±0.679

W2 2.224±0.624 2.634±0.531

W3 2.498±0.524 2.768±0.465

W4 2.66±0.485 3.084±0.211

W5 3.109±0.443 3.388±0.230

W6 2.238±0.493 3.463±0.265

W7 1.927±0.396 3.721±0.192
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图 2-3 各组小鼠尿蛋白含量

Figure2-3 Urine protein content in each group of mice
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2.4 各组小鼠血清中 C3补体含量比较

本研究采用 ELISA法检测各组小鼠血清内 C3的表达变化。结果表明，人源化组狼

疮小鼠血清中补体蛋白 3含量高于对照组狼疮小鼠，且差异具有统计学意义（P＜0.001），

该结果提示尾静脉注射抗体后，小鼠血清中补体蛋白 3增高，提示 SLE症状有所缓解。

表 2-3各组小鼠血清中 C3补体含量比较（x±s，μg/mL）

Table 2-3 Comparison of C3 complement levels in the serum of mice in various groups

C3补体（μg/mL）
人源化组 对照组 P

296.05±5.97 230.13±9.29 ＜0.001

图 2-4 各组小鼠血清中 C3补体含量比较

Figure2-4 Comparison of C3 complement levels in the serum of mice in various groups

2.5 人源化组小鼠血清中 AST和 ALT水平抗体注射前后对比

收集人源化组小鼠血清，进行该组小鼠血清中 AST和 ALT在抗 CD40L-Fab抗体注

射前后的检测，结果表明，人源化组狼疮小鼠血清中 AST及 ALT水平在抗体注射前后

并无显著差异（P＞0.05），由于 SLE本身也有可能造成狼疮小鼠肝损伤，因此并不能明

确抗 CD40L-Fab抗体对肝功能存在显著影响。
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表 2-4人源化组小鼠血清 AST及 ALT水平抗体注射前后比较（x±s，U/L）

Table 2-4 Comparison of serumAST and ALT contents of mice in humanized group before and after

antibody injection

AST
人源化组抗体注射前 人源化组抗体注射后 P

114.74±5.62 126.25±9.28 ＞0.05

ALT
人源化组抗体注射前 人源化组抗体注射后 P

65.50±7.62 77.23±5.41 ＞0.05
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图 2-5 人源化组小鼠血清 AST 及 ALT水平抗体注射前后比较

Figure2-5 Comparison of serumAST and ALT contents of mice in humanized group before and after

antibody injection

3 讨论

本研究中通过腹腔注射 pristane 0.5mL/只建立小鼠狼疮模型，探讨经过改造的抗体

在通过抑制 CD40-CD40L相互作用减缓系统性红斑狼疮带来的免疫系统症状的同时，尽

量少的出现其他不良反应的可能。本次实验研究结果表明，尾静脉注射过抗体的人源化

组狼疮小鼠血清中抗 ds-DNA抗体的水平较注射抗体前呈下降趋势，对各组小鼠肾脏组

织病理学形态观察，发现尾静脉注射过抗体的小鼠组减轻肾小管水肿情况及淋巴细胞浸

润表现肾小球形态较另一组更加清晰明显。尾静脉注射抗体处理还降低了小鼠尿蛋白水

平，同样反映尾静脉注射抗体对狼疮小鼠肾脏存在积极影响。结合本研究结果，说明经

改造的抗体对人源化（hCD40/hCD40L）狼疮小鼠的免疫系统疾病症状具有良好作用。
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这些实验结果为该经改造的抗体用于临床治疗系统性红斑狼疮，缓解系统性红斑狼疮带

来的免疫系统疾病症状提供实验基础。

3.1 狼疮小鼠模型建立选择

系统性红斑狼疮是一种典型的自身免疫性疾病，可影响全身的各种组织和器官。系

统性红斑狼疮的特征是免疫系统过度激活，导致自身抗体和免疫复合物增加以及器官功

能障碍[40]。狼疮性肾炎是自身免疫性疾病系统性红斑狼疮最严重和最常见的器官表现之

一[41]。但系统性红斑狼疮发病机制目前尚不明确，因此，建立一个合适的狼疮动物模型

对于探索系统性红斑狼疮的病因、发病机制及治疗具有重要的意义。为了更贴合人体免

疫系统反应，本实验选择中国上海南方模式生物科技股份有限公司的人源化

（hCD40/hCD40L）小鼠以及人源化（hCD40/hCD40L）小鼠亲本品系 C57BL/6 小鼠作

为对照组进行本次实验，人源化小鼠是携带功能性人类基因、细胞、组织和/或器官、免

疫系统或微生物的小鼠，由于人类基因与动物基因高度相似性，在动物身上建立合适的

人类疾病动物模型是用于生物医学研究和临床治疗方案开发的重要工具，与体外培养的

细胞模型相比，动物模型提供的实验结果更加可靠且更易于操作和改变，所以小鼠可以

方便地模拟人类的生物学特性[42,43]。

建立小鼠狼疮模型存在多种方法，过去几十年间，国内外许多学者建立了多种 SLE

小鼠模型，总体上可分为自发型小鼠狼疮模型和诱发型小鼠狼疮模型。自发型小鼠狼疮

模型是通过不同品系小鼠经过杂交配种后，经过筛选得到的小鼠品系，自发型小鼠狼疮

模型会自发发展为严重的蛋白尿和狼疮性肾炎，部分品系还可出现血清狼疮标志物，而

随着年龄增长，还可能会表现出严重的脾脏肿大和淋巴结病，与人类系统性红斑狼疮的

病变存在相似之处[44]。诱发型小鼠狼疮模型是通过药物等化学或物理手段诱导小鼠出现

狼疮症状。常用的几种诱发型小鼠狼疮模型为 Pristane诱导的狼疮小鼠模型、药物性狼

疮小鼠模型、凋亡胸腺细胞诱导的狼疮小鼠模型、移植物抗宿主病（graft-versus-host

disease，GVHD）诱发的狼疮小鼠模型等[45]。诱发型小鼠狼疮模型在进行操作后的几个

月内会出现不同程度的免疫系统反应，可有自身抗体产生、免疫复合物沉积和蛋白尿的

出现。

出于小鼠狼疮模型建立的易操作性，本实验选择腹腔注射 pristane进行狼疮小鼠模
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型的建立。Pristane，中文为降植烷、姥鲛烷、鲨肝油烷等（2，6，10，14-四甲基十五

烷，TMPD)，是一种类异戊二烯的烷烃。主要从鲨鱼肝脏中提取。1995年，Satoh等人

首先应用 pristane 诱导 BALB/c 小鼠出现类似于人类系统性红斑狼疮症状，建立了

pristane 诱导的狼疮小鼠模型（pristane-induced lupus，PIL 模型）[46]。BALB/c、SJL/J

和 C57BL/6 等品系小鼠经腹腔注射 pristane 后会产生富含单克隆抗体的腹水。注射

pristane数月后可出现 SLE特异性自身抗体，包括抗 ds-DNA抗体、抗 Sm抗体、抗 RNP

抗体等。腹腔注射 pristane小鼠还会产生严重的肾炎，其特征是蛋白尿，系膜增生和肾

小球免疫复合物沉积，肾炎严重程度随注射 pristane 时间延长逐渐加重[47–49]。Pristane

诱导自身抗原形成的机制仍有待明确，但现有的一些研究表明，pristane对于小鼠 B淋

巴细胞系具有细胞毒性[50]。推测机制为 pristane具有的细胞毒性诱导细胞程序性死亡，

触发了免疫和组织损伤，从而导致与系统性红斑狼疮类似的自身免疫性疾病的发生[51]。

Pristane诱导的狼疮小鼠模型制备方法简便且对狼疮自身抗体存在的广泛易感性，因此

该方法已成为诱导狼疮模型最常用方法。使用尿蛋白试纸以周为单位检测造模小鼠尿蛋

白，当造模小鼠尿蛋白试纸测量尿蛋白阳性 4次时即判断狼疮小鼠造模成功。

3.2 各项指标在实验中测定的意义

生物标志物在 SLE的诊断、疾病活动性评估、并发症分类以及疾病对治疗干预的反

应中起着至关重要的作用。然而，临床症状异质性和 SLE复杂的发病机制使得单一生物

标志物难以准确反映疾病状态。因此，结合不同方面的疾病表现和生物标志物可能会更

有效地评估 SLE[52]。

3.2.1 抗 CD40L-Fab抗体对狼疮小鼠血清中抗 ds-DNA抗体水平的影响

系统性红斑狼疮通常累及全身，患者血清中存在多种自身抗体，这些自身抗体是免

疫复合体与相应的抗原结合形成抗原-抗体复合物，然后沉积在肾脏、血管、皮下组织

甚至神经系统中，促进多器官和组织损伤 [53]。抗核抗体（ anti- nuclear immune

antibody,ANA） 是针对各种核组分的自身抗体的总称[54]。正常情况下，核抗原不参与

免疫系统反应，因为正常状态下核抗原仅见于细胞核和线粒体，并且会很快被细胞质和

体内的 DNA 酶降解。然而，在暴露于紫外线、感染和药物后，核物质从凋亡细胞中被

释放出来，释放的 DNA可以被抗 DNA抗体识别并组成免疫复合物。ANA同样可见于
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其他常见免疫系统疾病[55]，可用于疾病筛查以及诊断，判断疾病预后。作为 SLE 的生

物标志物，ANA 具有 95% - 97%的高灵敏度和 20%的低特异性。目前公认的用于诊断

SLE 的自身抗体标志物是抗双链 DNA （ds-DNA） 抗体，因为高浓度的抗 ds-DNA抗

体几乎只存在于 SLE 患者中，因此抗 ds-DNA抗体具有 SLE特异性[56]。同时，抗 ds-DNA

抗体的存在与肾脏受累有关，在系统性红斑狼疮的受累器官中，肾脏受累表明 SLE患者

存在严重内损伤。近 80%的 LN 患者的血清中存在抗 ds-DNA抗体。抗 ds-DNA 抗体直

接或间接地与肾抗原相互作用，从而产生免疫复合物[57]。然而，肾损伤并非仅仅是由染

色质片段的复合物和沉积在系膜基质或肾小球基底膜中的抗 ds-DNA抗体引发。一些研

究数据表明，从增殖性 LN患者中提取的所有样本中并非仅存在抗 ds-DNA抗体的富集，

其中 C1q（C1q是固有免疫补体经典途径的始动因子补体蛋白 1（C1）的组成成分，抗

C1q抗体与 C1q分子结合，可使免疫复合物清除存在障碍，凋亡的细胞清除缓慢，刺激

机体免疫系统产生更多抗体，同样是导致系统性红斑狼疮活动的因素）、Sm（anti-Smith

antibody，anti -Sm）、SSA（anti-SSA antibody，SSA,又称抗 RO抗体）和 SSB（anti-SSB

antibody，SSB又称抗 La 抗体） 抗体的过表达同样也是 LN 形成过程的原因[58]。这些

数据证实，LN 的起始是由多种自身抗体促进的，而不是由体内的单一抗体类型促进。

但大量数据仍强调了抗 ds-DNA抗体和免疫复合物在加速 LN过程中的关键作用。

细胞在受到外界因素干扰凋亡后，可被自身免疫细胞捕获，产生炎症反应。炎性细

胞因子的积累可以加速免疫细胞的聚集和诱导促进肾损伤的炎症和纤维化过程。且在抗

ds-DNA 抗体刺激后，肾脏系膜细胞中的内质网应激上调，相关炎性细胞因子表达增加

[59]，这种现象可能是系膜细胞凋亡的原因。在没有有效干预情况下，持续的慢性炎症反

应总是伴随着组织纤维化，从而导致肾脏结构异常和功能障碍。

抗 ds-DNA 抗体的存在不仅与 LN有关，系统性红斑狼疮引发的临床症状中，皮肤

损伤和中枢神经系统的损伤也与抗 ds-DNA抗体相关。皮肤可受到系统性红斑狼疮的影

响，有研究表明，在体外观察到抗 ds-DNA抗体与皮肤角质形成细胞存在特异性结合，

紫外线照射可促进这种特异性，从而通过抗体依赖性和细胞介导的细胞毒性导致角质形

成细胞凋亡，且两者形成的免疫复合物可在真皮表皮交界处沉积，形成系统性红斑狼疮
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特征性的面部蝶形红斑[60]。中枢神经系统（central nervous system，CNS）疾病主要与

SLE患者的不良预后有关，一些研究表明，30-40%的 SLE患者会出现神经精神并发症。

抗 N-甲基-D-天冬氨酸受体（N-methyl-D-aspartate receptor，NMDAR）抗体和抗 ds-DNA

抗体是中枢神经系统疾病进展的原因[61]。抗 ds-DNA抗体可以与神经元上的 NMDAR发

生交叉反应，位于突触后膜上的 N-甲基-D-天冬氨酸受体的自身抗体，也可引起自身免

疫性脑炎，从而导致进一步的神经元疾病，例如认知和记忆异常。血清中抗 ds-DNA抗

体和抗 NMDAR 抗体富集与神经精神狼疮症状的出现有关[62,63]。

抗 ds-DNA抗体与疾病活动密切相关，特别是在系统性红斑狼疮活动期。本实验研

究对狼疮小鼠血清中抗 ds-DNA 抗体水平进行检测，对照组中狼疮小鼠血清抗 ds-DNA

抗体浓度在抗 CD40L-Fab 抗体注射前后无明显差异；而人源化组狼疮小鼠在注射抗

CD40L-Fab抗体后抗 ds-DNA抗体较注射前有明显降低，说明抗 CD40L-Fab抗体对 SLE

症状有明显的改善作用。

3.2.2 抗 CD40L-Fab抗体对狼疮小鼠肾脏组织病理学形态结构的影响

狼疮性肾炎（LN）是 SLE 患者中可发生的一种肾小球肾炎，是 SLE 最常见和最

严重的器官表现之一，影响大部分 SLE的患者[64,65]。因此本实验通过观察狼疮性肾炎这

一有代表性的系统性红斑狼疮疾病症状的改变探究抗体对系统性红斑狼疮存在的作用。

系统性红斑狼疮发病的关键在于一系列失调的免疫反应，狼疮性肾炎是由免疫复合物介

导的炎症驱动的，可通过自身抗体与肾小球抗原结合或肾小球内原位免疫复合物形成而

发生肾损伤，也可由于预先形成的循环免疫复合物沉积在肾小球中并引起炎症[66,67]。有

研究表明，部分抗 ds-DNA 抗体可以与 DNA包裹的核小体形成 IC，形成的免疫复合物

可以直接沉积在肾小球中[68]。在系统性红斑狼疮中，B细胞对于全身和局部的免疫炎症

都有主要作用。除了在全身免疫系统中的作用外，有研究表明肾脏组织内的 B细胞浸润

也逐渐被认为是作用在局部自身免疫和炎症的重要因素[69]。对于长期慢性的炎症，部分

LN患者会出现 B细胞浸润，并在肾小管间质中形成一些有组织的 B细胞聚集体[70]。这

些聚集体被称为三级淋巴结构（Tertiary Lymphoid Structures, TLS），三级淋巴结构是指

在某些非淋巴组织中发现的类似淋巴的结构，三级淋巴结构的形成过程被称为淋巴新生

（lymphoid neogenesis）。淋巴新生现象可见于自身免疫和炎症性疾病过程，以及器官移
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植和恶性肿瘤中。这些三级淋巴结构的存在与肾小球和肾小管间质病变的严重程度相

关，其致病机制为增强局部免疫应答，包括局部抗体产生、抗原呈递以及促炎细胞因子

产生[71,72]。

补体系统在 SLE的发病机制存在双重作用。首先，补体可以去除凋亡碎片，一定程

度上限制自身免疫反应的发展，对机体存在保护作用[73]。相反的是，抗 C1q抗体与 C1q

分子结合后，可使免疫复合物清除存在障碍，激活补体经典途径[74]，导致肾脏损伤。

HE染色是观察组织细胞结构的最基本、最常用方法，本次研究进行狼疮小鼠肾脏

组织病理切片 HE染色观察，发现处理后狼疮小鼠肾脏组织的石蜡切片中肾间质存在充

血情况，并且肾间质可见淋巴细胞的浸润,肾小球系膜基质增多，肾小球形态较正常肾小

球模糊，肾小囊的狭窄甚至消失；而处理前狼疮小鼠的肾脏组织石蜡切片中，肾小球形

态更加清晰，肾小管水肿情况及淋巴细胞浸润表现对比另外两组实验小鼠均处于良好水

平。这些结果说明，抗体能够减轻狼疮小鼠肾脏组织的炎症反应。

3.2.3 抗 CD40L-Fab抗体对狼疮小鼠尿蛋白水平的影响

在狼疮性肾炎中，由于机体的一系列免疫反应，肾脏炎症反应以及肾脏组织结构和

功能的改变，这些损伤和变化使得肾小球滤过屏障通透性增加，正常情况下，血液中的

白蛋白等大分子物质难以通过肾小球滤过膜，但在肾小球滤过屏障通透性增加的情况

下，白蛋白等大分子物质能够漏出，且随着狼疮性肾炎的进展，蛋白尿症状会更加严重

[75]。由于狼疮性肾炎的临床表现通常不明显，因此最常见的检查即为尿液检查，出现蛋

白尿即考虑肾脏受累[76]。极少数情况下，系统性红斑狼疮患者可表现为“无症状”狼疮

性肾炎，患者没有任何临床泌尿系统症状，但肾活检的组织学改变可与 LN一致[77]。但

在出现临床肾脏疾病症状的狼疮性肾炎患者中，几乎所有 LN患者存在蛋白尿，50% 的

狼疮性肾炎患者存在肾病范围蛋白尿（即 24h尿蛋白定量≥3.5g，大量蛋白尿的情况）。

LN 患者尿液分析中同样可以发现的其他异常症状包括镜下血尿、颗粒管型、细胞管型

和肉眼血尿等[76,78]。尿液分析可以作为狼疮性肾炎有力的筛查工具，但只能作为辅助标

准，更准确的分析仍旧是肾脏组织的活检结果。肾活检可提供有关 SLE患者肾脏以及炎

症程度损伤程度的信息，并排除其他原因导致蛋白尿或肾功能不全，如 IgA 肾病、抗磷
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脂抗体相关性肾病、高血压肾硬化等[79]。

因此本研究通过对比尾静脉注射抗 CD40L抗体前后狼疮小鼠尿蛋白水平来评价抗

体对系统性红斑狼疮症状的缓解效果。通过 BCA法测量注射抗体前后收集的狼疮小鼠

尿液中蛋白含量，发现对照组中狼疮小鼠尿液中蛋白含量在注射抗体前后变化不明显；

而人源化组狼疮小鼠的尿液中，蛋白含量在注射抗体后明显降低。这些结果说明抗体对

于狼疮小鼠肾脏损伤有缓解作用。

3.2.4 抗 CD40L-Fab抗体对狼疮小鼠血清中补体蛋白 3的影响

补体系统是先天免疫系统中非常重要的一部分，参与机体特异性以及非特异性的免

疫机制，补体系统可以识别并清除外来病原体、凋亡细胞以及细胞碎片，进行免疫调节。

补体由 9种成分组成，分别命名为 C1-C9，绝大多数由肝脏合成，少数由巨噬细胞等产

生[80]。在正常生理条件下，绝大多数补体成分以无活性酶前体形式存在于血液中，在不

同激活物作用下发生一系列级联酶促反应后被激活，表现出多种生物学活性。补体系统

的调控主要存在三个途径：经典途径，旁路途径和凝集素途径，不同的调控途径会影响

不同的补体蛋白，并发挥不同的作用。补体系统需经过抗原-抗体复合物或其他因子激

活后，补体固有成分以 C1、C4、C2、C3、C5-C9顺序发生酶促级联反应，产生一系列

生物学效应的补体活化途径，这叫做补体的经典激活途径。而旁路途经是非特异性的，

无须通过特异性免疫反应产生地抗原抗体复合物来激活，激活物为细菌或外源性异物直

接激活 C3继而完成 C5-C9各成分的连锁反应。C1q是补体系统经典通路 C1的三个亚

型之一，在清除免疫复合体和凋亡小体中发挥重要作用，抗 C1q抗体与 C1q分子结合，

可使免疫复合物清除存在障碍，且清除凋亡细胞反应变缓，从而刺激机体免疫系统产生

更多抗体，是系统性红斑狼疮活动发病机制的因素之一[81]。在补体系统的各种成分中，

C3属于最核心的成分，人体内大多数细胞类型都表达一定量的 C3。它在循环、组织甚

至细胞内都丰富。在这些位置中，一般以非激活状态存在，并且不同部位的补体蛋白 3

可以具有不同的功能。补体被激活后经过一系列反应最终形成膜攻击复合物（membrane

attack complex，MAC），溶解靶细胞。除了用膜攻击复合物靶向入侵病原体外，补体系

统还具有一系列其他的免疫调节作用以促进免疫复合物从循环中清除。因此，补体作用
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于 IC有助于减少与体内可能沉积在健康组织中并造成损害的抗原抗体复合物[82]。

因此，各种补体成分的缺乏对自身免疫存在很大的影响。在补体缺乏的情况下，血

液内补体含量的降低极大程度影响补体途径的激活、调控以及微生物入侵者外膜上

MAC的形成，导致病原体杀灭能力降低，使免疫倾向于促炎反应，从而导致自身免疫

性疾病中炎症和免疫反应性的增加[83]。

在系统性红斑狼疮疾病活动期间，C3水平低的患者，同时结合抗核抗体检测阳性

时，低补体血症也可看作 SLE的诊断标准之一[84]。SLE患者血清中 C3水平可随疾病活

动而波动，C3水平高，抗 ds-DNA抗体水平低时，提示系统性红斑狼疮疾病有所缓解。

因此，C3为监测疾病活动性和治疗反应的有效生物标志物。

本研究对各组小鼠血清内 C3水平进行检测。结果表明，人源化组狼疮小鼠血清中

补体蛋白 3含量高于 C57BL/6 狼疮小鼠组小鼠，且差异具有统计学意义（P＜0.001），

说明抗 CD40L-Fab抗体对于 SLE症状具有一定的缓解作用。

3.2.5 抗 CD40L-Fab抗体对肝功能存在的影响

实验过程中，将抗 CD40L抗体尾静脉注射入小鼠体内，抗体跟随血液循环在生物

体内与表达在细胞表面的 CD40L结合，阻碍 CD40-CD40L结合引发后续一系列的免疫

反应，抗原抗体相结合形成稳定的复合物，产生沉淀或者凝集，随后被吞噬细胞清除。

未与抗原结合的抗体会被逐渐代谢掉，药物代谢变化过程一般又称为生物转化，抗体在

体内经酶催化或非酶作用下所发生化学变化过程，使外来化合物灭活这一过程即称为生

物转化。肝脏是生物转化作用的主要器官，其它组织如胃肠道、肾脏等器官也可进行一

定的生物转化，但以肝脏最为重要，其生物转化功能最强。肝脏作为人体最大的实质性

脏器，发挥着多种重要功能，其中代谢功能即包含生物转化过程。除此之外，肝脏的再

生功能非常强大，肝脏还能够合成和分泌胆汁，对人体代谢过程中所产生的一些有害废

物及外来的毒物、毒素进行处理，同时大部分的凝血因子都由肝脏合成，肝脏在凝血系

统发挥重要的调节作用[85]。肝毒性药物是指药物在代谢过程中药物本身或其代谢产物对

肝脏造成损害比较大的，能引起肝功能异常的药物。本实验意在探究抗 CD40L-Fab 抗

体是否存在肝毒性，因此对小鼠进行肝功能检查，检查样本首选血清样本，肝功能检查
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通常包括丙氨酸氨基转移酶（又称谷丙转氨酶，glutamic pyruvic transaminase，GPT又

称 ALT）和天冬氨酸氨基转移酶（又称谷草转氨酶，glutamic oxaloacetic transaminase，

GOT又称 AST）、碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）、γ-谷氨酰转肽酶（γ-glutamyl

transpeptidase，GGT）、总胆红素、总蛋白和白蛋白等检查。检查指标选择天冬氨酸氨基

转移酶以及丙氨酸氨基转移酶，这两种酶是肝细胞损伤的标志物[86]。天冬氨酸氨基转移

酶以胞质和线粒体同工酶的形式存在，主要分布在心肌，其次分布于肝脏、骨骼肌、肾

脏的细胞质和线粒体中。正常时血清中的天冬氨酸氨基转移酶含量较低，在急性病毒性

肝炎时，相应肝脏细胞受损，细胞膜通透性增加，胞浆内的天冬氨酸氨基转移酶释放入

血，故其血清浓度可升高，它对肝脏的敏感性或特异性不如 ALT，天冬氨酸氨基转移酶

升高也可能存在于非肝脏原因。由于 AST主要分布在心肌，临床还可作为心肌梗死和

心肌炎的辅助检查。当谷草转氨酶明显升高，谷草转氨酶/谷丙转氨酶（AST/ALT）大于

1即当血清 AST活性增高持续超过 ALT活性时，提示有肝实质的广泛损害，肝炎病变

呈慢性化和进展性，预后不良。丙氨酸氨基转移酶是一种胞质酶，存在于各种细胞中，

在肝脏细胞中以高浓度存在。在大多数类型的肝病中，ALT通常高于 AST，与 AST相

同的是，正常情况下，血清中谷丙转氨酶含量远小于肝脏细胞中谷丙转氨酶含量，因此

一旦肝脏细胞出现急性损伤，血清中丙氨酸氨基转移酶活性就会增高，提示急性肝细胞

损害。但在各种病毒性肝炎的急性期、肝毒性药物对肝脏细胞出现影响时，ALT可大量

释放入血，因此它是诊断病毒性肝炎、中毒性肝炎的重要指标[87]。因此本实验对比人源

化组狼疮小鼠抗体注射前后血清中 AST以及 ALT含量，数据显示该组小鼠抗体注射前

后血清中 AST及 ALT含量差异不显著，没有统计学意义，并且由于 SLE本身也有可能

造成狼疮小鼠肝损伤，因此并不能明确抗 CD40L-Fab抗体对肝功能存在显著影响。

3.3 总结

本实验中通过对人源化（hCD40/hCD40L）小鼠进行狼疮造模，通过不同实验对改

造的抗 CD40L 抗体的治疗效果及不良反应进行验证，进一步证实抗 CD40L 抗体对于

SLE 症状的缓解效果。在了解疾病的分子致病机制基础上，对于改造抗 CD40L抗体治

疗 SLE症状可能为今后临床治疗 SLE提供新的方向。
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不足与展望

（1）系统性红斑狼疮除抗 ds-DNA 抗体外，免疫系统中仍存在其他重要的狼疮检

测指标，本实验仅进行了特异性指标的监测；。

（2）实验过程中，每只小鼠尾静脉注射抗体剂量相同，未进行抗体最小作用药量

实验。

（3）由于实验条件存在局限性，未验证抗体对于血小板聚集的影响。虽然实验仍

存在一些不足之处，但本实验改造的抗体仍为系统性红斑狼疮的治疗提供了一定的方

向。
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结 论

1. 本研究针对系统性红斑狼疮发病机制免疫反应中起重要作用的CD40-CD40L相

互作用改造抗 CD40L抗体，以达到拮抗 CD40-CD40L相互作用、缓解 SLE症状的目的。

2. 本研究经过对比用药前后狼疮相关指标变化判断经过改造的抗 CD40L 抗体对

于系统性红斑狼疮症状缓解存在积极影响。
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综 述

抗 CD40L 抗体在系统性红斑狼疮中作用机制的研究进展

作者姓名：赵雯莉 导师姓名：李也鹏

[摘要] 系统性红斑狼疮 （Systemic Lupus Erythematosus，SLE） 是一种累及多系统的

复杂的自身免疫性疾病，其发病因素涉及表观遗传、生态和环境因素等多种因素。其发

病机制主要是触发自身免疫反应，导致组织和器官损伤。这种疾病具有广泛的临床特征，

从轻度皮肤受累到严重的危及生命的器官损伤，如肾衰竭、肺动脉高压和心力衰竭等。

临床上多使用糖皮质激素和羟氯喹来治疗系统性红斑狼疮，但对于安全和更有效的治疗

方法仍有很大的未满足需求。因此探究缓解对于系统性红斑狼疮症状的治疗仍是一个重

要的课题。有研究发现一系列免疫反应中 CD40 与其配体 CD40L的相互作用在系统性

红斑狼疮的发病机制中存在重要作用，因此使用抗 CD40L抗体阻断 CD40-CD40L相互

作用理论上可用于缓解系统性红斑狼疮的症状，本文通过归纳概括抗 CD40L抗体通过

阻断 CD40与 CD40L的相互作用从而影响系统性红斑狼疮的作用机制的研究进展。

[关键词] 系统性红斑狼疮；抗 CD40L抗体；

系统性红斑狼疮(SLE)是一种多系统慢性自身免疫性疾病，多发于 15-44岁的育龄期

女性[1]，是性别分化程度最高的自身免疫性疾病之一[2]。该疾病病因尚不明确，但近些

年的研究表明，系统性红斑狼疮发病因素可涉及自身组织抗原变异、紫外线照射、药物

化学物质、病原感染等多种因素，均可暴露组织隐蔽抗原或使正常组织抗原结构改变，

激发机体自身免疫损伤，继而触发一系列自身免疫反应，失调的免疫反应导致组织和器

官损伤[3]。SLE表现出广泛的临床症状，从轻微的皮肤症状到严重的危及生命的疾病。

因此对系统性红斑狼疮疾病的治疗存在重大挑战，治疗的目标是达到疾病症状的控制和

疾病的缓解，改善患者的长期预后，防止终末器官损伤，提高患者的生活质量[4]。临床
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上对于系统性红斑狼疮的治疗主要使用羟氯喹、糖皮质激素和免疫抑制剂等药物，糖皮

质激素主要用于疾病的急性期，用于疾病的突然发作[5]；羟氯喹属于 SLE患者维持期最

常使用的药物，然而，长期使用该药物会出现治疗相关的视网膜毒性风险。一旦治疗持

续时间超过 5年或剂量超过每天 100毫克，相应的视网膜毒性风险就会增加[6]。治疗 SLE

还存在非药物疗法，其中包括静脉注射免疫球蛋白( intravenous immunoglobulin，IVIG)

和血浆置换。有研究表明 IVIG 可抑制 B细胞的活化，中和 B细胞产生的抗体，有效治

疗皮肤和神经系统 SLE症状[7,8]。血浆置换是一种通过体外分离血液成分，用于分离自

身抗体和免疫复合物，从而减少对靶器官损害的治疗手段。目前已经成为一种常见的体

外循环血液净化疗法。然而，相比于药物治疗系统性红斑狼疮，非药物疗法的并发症以

及治疗成本仍旧是一个问题[9]。近些年来，一些研究将目光转向开发靶向治疗，在系统

性红斑狼疮发病过程中一系列失控的免疫反应中寻找关键的靶点，试图通过阻止靶点间

的相互作用阻止下游免疫反应的发生。CD40-CD40L的相互作用在人体液免疫应答中的

作用已被广泛研究，并已被证明对产生原发性和继发性体液免疫应答至关重要。本文将

概括 CD40-CD40L在系统性红斑狼疮发病机制中的相关研究内容，以及抗 CD40L抗体

在缓解系统性红斑狼疮症状方面的研究进展，以期为该病在治疗药物方面提供新的见

解。

1 CD40-CD40L在系统性红斑狼疮发病机制中的作用

在启动免疫反应的过程中，需要多个信号介导。主要信号是 T细胞抗原受体（T cell

receptor，TCR）与抗原呈递细胞（antigen presenting cell，APC）表面主要组织相容性复

合物 II（major histocompatibility complex，MHC II）中呈递的蛋白多肽结合，以及天然

抗原与 B细胞表达的 B细胞受体（B cell receptor，BCR）复合物的结合。随后的次级信

号涉及 T细胞和APC之间以及B细胞和 T细胞之间的结合；活化的 T细胞表达的 CD40

配体（CD40 ligand，CD40L）与 B细胞和 APC表达的 CD40结合[10]。

CD40及其配体 CD40L（也叫 CD154）属于肿瘤坏死因子/肿瘤坏死因子受体（(tumor

necrosis factor，TNF/(tumor necrosis factor receptor，TNFR）家族[11]。CD40是一种 48-kDa

的 I型跨膜蛋白，不仅是 B细胞的表面标志物，也在抗原呈递细胞（APC）上表达，包
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括单核细胞，巨噬细胞和树突细胞的亚群，甚至一些肿瘤细胞也可表达 CD40。CD40

的配体称为 CD154或 CD40L，是一种 II 型跨膜蛋白，分子量在 32到 39kDa 之间[12]。

其特征在于夹心细胞外结构，该结构由β折叠、α螺旋环和β折叠组成。这种结构允许

CD40L 的三聚化，这也是 TNFR 家族的一个特征[13]。在多种细胞类型上表达，主要表

达于 CD4+ T细胞，同时也在记忆 CD8 T细胞、激活的自然杀伤细胞细胞、粒细胞、内

皮细胞、平滑肌细胞、巨噬细胞和活化血小板上表达[14]。CD40-CD40L是一对共刺激分

子，它们在细胞表面相互作用后，促进细胞内信号传导，激活不同的信号通路，参与机

体的体液免疫和细胞免疫反应。在 B细胞的活化、增殖与分化、抗体产生中起关键作用，

在 T细胞活化以及效应性细胞因子的分泌过程中起重要调节作用[15]。

在胸腺依赖性（thymus dependent,TD）体液免疫反应的启动过程中，在抗原活化的

B细胞表面表达的 CD40与活化的 CD4+T细胞上表达的 CD40L的结合对于 TD体液免

疫反应的启动和进展至关重要[16]。CD40-CD40L的结合是生发中心（germinal center,GC）

形成和进展以及抗体亲和力成熟所必需的，这些过程对于记忆 B细胞和浆细胞的生成同

样至关重要[17]。胸腺依赖性体液免疫反应过程中的 CD40-CD40L结合可以通过使用阻断

抗体、CD40L的基因消融或 CD40的基因消融来阻断，CD40-CD40L相互作用阻断后即

消 除 TD 体 液 免 疫 [18] 。 CD40 或 CD40L 缺 乏 的 个 体 会 出 现 高 IgM 综 合 征

( hyper-IgM,HIGM)，这是一种异质性疾病，其特征是循环 IgM 浓度正常至高浓度，而

IgG、IgA 和 IgE浓度异常低[19]。HIGM患者对免疫反应不佳，更容易受到呼吸系统、胃

道和中枢神经系统的机会性感染[20]，该疾病作为例子被认为与有缺陷的体液反应有关，

侧面证明了 CD40-CD40L相互作用在体液免疫中的作用。

CD40-CD40L相互作用在细胞免疫的发展中也同样重要，有研究表明 CD40-CD40L

相互作用是某些细胞免疫反应发展中必需的[21]。CD40-CD40L相互作用可以影响 CD4+

T细胞的分化。当 CD4+T细胞上的 CD40L与树突状细胞（dendritic cells,DC）上的 CD40

结合时，可诱导树突状细胞产生以白细胞介素-12（IL-12）为主的细胞因子，进而引导

CD4+T细胞向 Th1方向（介导细胞免疫反应为主）分化。随后静息 CD8+T（Naive CD8+T）

细胞能够扩增和分化为细胞毒性效应细胞，CD8+T 细胞功能失调也可能引发过度的免
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疫反应，从而导致免疫反应介导的机体损伤或病理反应[22]。

上述这些研究结果表明，CD40-CD40L相互作用在机体发生免疫反应时，在体液免

疫及细胞免疫的发展过程中均存在重要作用。

2 抗 CD40L抗体的研究进展

由于 CD40-CD40L信号分子对免疫反应存在广泛影响，一些实验已经产生了几种靶

向分子，早期试验为靶向该途径提供了生物学验证，但也揭示了该靶向药物带来的相关

风险。

2002年 Huang等人首次针对抗 CD40L治疗在人类自身免疫性疾病中的作用进行机

制研究。该实验通过检测狼疮患者在用药过程中用流式细胞术检测 B细胞表型来验证药

物是否存在抑制免疫反应的作用。结果表明短时间的抗 CD40L治疗也可降低 B细胞的

分化，证明 CD40L阻断的进一步研究对于免疫性疾病的治疗是有必要的[23]。

Boumpas 等人在 2003 年提出了 CD40-CD40L 通路的靶向分子即特异性人源化抗

CD40L抗体 BG9588，该实验使用 BG9588治疗活动性增殖性狼疮性肾炎患者，实验证

明特异性人源化抗 CD40L抗体 BG9588可降低狼疮肾炎患者血清抗 ds-DNA抗体水平，

减小血尿，增加血清 C3浓度。这项实验研究表明阻断 CD40-CD40L通路可以调节狼疮

的重要临床指标。不幸的是，由于使用 BG9588方案的患者发生血栓栓塞事件，BG9588

的临床评估被暂停[24]。

Kalunian等人针对该通路提出了另一种抗 CD40L抗体 IDEC-131，IDEC-131也在许

多早期临床试验中进行了评估，包括 SLE、多发性硬化症等免疫系统疾病的 II 期研究。

这项 II 期、双盲、安慰剂对照、多剂量研究的目的是评估抗 CD40L抗体 IDEC-13轻至

中度狼疮患者用于治疗的安全性、有效性和免疫原性。然而，在实验终末期 IDEC-131

治疗组和安慰剂组之间的 SLEDAI评分没有统计学差异，因此 IDEC-131在一组轻中度

SLE患者中的疗效尚未得到证实。且在涉及 IDEC-131的两项独立试验中，也有三名患

者观察到血栓栓塞并发症，治疗效果不明以及药物引发的不良反应导致该分子的开发停

止[25,26]。

这些早期临床实验证明抗CD40L抗体对于系统性红斑狼疮症状确实存在缓解作用，
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但这些抗 CD40L抗体引发的特异性的血栓栓塞并发症问题之后，许多研究集中在了解

抗 CD40L抗体治疗过程中发生血栓栓塞事件的发病机制上，血栓形成过程主要分为三

个阶段：血小板的聚集、凝血因子的激活和纤维蛋白形成。目前接受度较高的解释为与

FCγR相关，该受体表达于人类血小板中，不表达于小鼠血小板，FcγRIIA 是在循环

中广泛表达的 FcγR，可在血小板、单核细胞、巨噬细胞、树突状细胞、中性粒细胞中

检测到[27]。细胞表面的免疫复合物与 FcγRIIA 的结合后最终导致血小板活化，产生致

密颗粒分泌和血栓形成[28]。

因此后续针对抗 CD40L抗体的研究不只是局限于开发抗 CD40L抗体，同样需要针

对抗 CD40L抗体携带的功能性 Fc区进行改造。

抗 CD40L抗体 AT-1501首次免疫抑制研究中对疾病的症状存在缓解作用，仍由于

血栓栓塞并发症，临床开发被暂停；后对该抗体进行改造，减少与血小板上表达的 Fc

γ受体的相互作用，但同时保持与 CD40L结合力不变，提出了 AT-1501（Tegoprubart）

这一抗 CD40L特异性抗体，将血栓栓塞并发症出现的风险降到最低。Anwar 等人使用

非人灵长类动物模型进行胰岛和肾脏同种异体移植物测试，该实验证明抗 CD40L抗体

AT-1501存在免疫原性，但抗体用于治疗的安全性还需进一步测试[29]。

高亲和力抗 CD40L 抗体片段 CDP7657 同样也是在抗体 Hu5C8 的基础上经过抗体

片段修改提出的新一种降低血栓栓塞并发症的抗 CD40L抗体，Hu5C8抗 CD40L抗体在

经过一系列自身免疫性疾病的临床试验中进行评估，数据显示疾病生物标志物显著降

低，但治疗中血栓栓塞并发症的发生率增加，故该抗体的进一步开发被停止[30]。研究组

设计抗 CD40L 抗体缺乏功能性 Fc 区并通过化学连接剂偶联了 40 kDa 聚乙二醇

（polyethylene glycol,PEG）部分，并将该新分子命名为 CDP7657。研究人员通过一系

列试验首先证明该抗体与 CD40的高亲和力，并证明抗体存在免疫原性，可调节系统性

红斑狼疮重要的临床指标，对于狼疮肾炎产生的肾脏损害也有一定的缓解作用，重要的

是该抗原用于治疗后血栓栓塞并发症的发生率大大降低，证明高亲和力抗 CD40L抗体

片段 CDP7657的设计思路正确，进行后续测试后有望用于临床治疗人类 SLE和其他自

身免疫性疾病[31]。
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3 总结与展望

系统性红斑狼疮可引发全身不同程度的临床症状，其临床症状的治疗仍是需要研究

的重要课题。许多研究已经表明 CD40-CD40L相互作用在免疫反应发展过程中具有重要

作用，从最初对于抗 CD40L抗体研究开始，不同研究者设计了多种不同的抗 CD40L抗

体，相同的是研究者对于阻断 CD40-CD40L通路以降低机体发生后续一系列免疫反应这

一观点的认可。证明抗 CD40L药物对于免疫系统疾病存在缓解临床症状效果后，进一

步讨论药物用于治疗的安全性，实验初期发现特异性抗人源化抗 CD40L抗体出现严重

的血栓栓塞事件，随后多个研究表明抗 CD40L抗体治疗过程中发生血栓栓塞事件，在

血栓栓塞事件的发病机制上主要是由于表达在人类血小板上的 FC 受体片段，与抗

CD40L抗体上的FC片段结合后发生血小板聚集反应，最后形成血栓。后续对于抗CD40L

抗体研究中，研究人员通过对抗 CD40L抗体 FC 片段进行不同程度的修改，在保证抗

CD40L抗体用于人体免疫系统疾病的过程中，不仅存在免疫原性，同时降低治疗过程中

出现的血栓栓塞事件的发生率。因此，对于抗 CD40L抗体的研究，尽力提高系统性红

斑狼疮治疗效果的同时，进一步探究抗体 FC片段的编辑修改，为提高系统性红斑狼疮

患者治疗的有效性以及安全性提供一些新的思路。
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