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摘  要 

目的：免疫检查点抑制剂诱发的肝炎是肿瘤免疫治疗中常见的免疫相关不良反应。本研究旨在通过比较

不同造模条件，探讨利用PD-1单抗结合T细胞有丝分裂原ConA建立小鼠PD-1抑制剂相关性肝炎模型的

方法。方法：小鼠分为正常组、ConA组和ConA + PD-1单抗联用组。ConA组及联用组小鼠尾静脉注射

ConA (20 mg/kg)；联用组于ConA注射后6小时或24小时腹腔注射PD-1抑制剂(250 μg/只)，正常组与

ConA组同期注射等量生理盐水。分别于ConA注射后12、24、48、72 h结束实验。收集血清、肝脏。采

用生化试剂盒检测血清丙氨酸转氨酶(ALT)和天冬氨酸转氨酶(AST)水平，苏木精–伊红(H&E)染色观察

肝组织病理学改变，免疫组化法检测肝脏中T细胞浸润情况以及干扰素-γ (IFN-γ)的分泌水平。结果：ConA
联合PD-1单抗在不同检测时间点均可不同程度地加重ConA诱导的炎症反应。其中，ConA注射6小时后给

予PD-1单抗干预6小时(即ConA注射后12 h)所致的炎症反应最为显著：与ConA组相比，联用组小鼠血清

ALT和AST水平显著升高。H&E染色结果显示，联用组小鼠肝细胞坏死增多，肝组织炎症浸润程度较ConA
组加重。免疫组化结果显示，联用组小鼠肝组织中CD3+ T细胞浸润显著增加，IFN-γ的表达水平亦较ConA
组明显升高。结论：本研究通过PD-1单抗联合ConA成功建立了PD-1抑制剂相关性肝炎小鼠模型。在ConA
注射后6小时再给予PD-1单抗干预6小时，可显著加重ConA诱导的免疫性肝炎背景下的肝损伤，其机制

可能与促进肝脏T细胞(CD3+ T细胞)浸润及上调IFN-γ表达有关。 
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Abstract 
Objective: Immune checkpoint inhibitor-induced hepatitis is a common immune-related adverse 
event in cancer immunotherapy. This study aimed to establish a mouse model of PD-1 inhibitor-
associated hepatitis by combining a PD-1 monoclonal antibody with the T-cell mitogen Conca-
navalin A (ConA) and comparing different modeling conditions. Methods: Mice were divided into a 
normal control group, a ConA group, and a ConA + anti-PD-1 combination group. Mice in the ConA 
and combination groups received an intravenous tail vein injection of ConA (20 mg/kg). The com-
bination group received an intraperitoneal injection of anti-PD-1 antibody (250 μg/mouse) at ei-
ther 6 hours or 24 hours post-ConA injection. The normal and ConA groups received an equivalent 
volume of saline at the same time points. Experiments were terminated at 12, 24, 48, and 72 hours 
after ConA injection. Serum and liver samples were collected. Serum levels of alanine aminotrans-
ferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) were measured using commercial kits. Liver 
histopathology was evaluated by hematoxylin and eosin (H&E) staining. T-cell infiltration and the 
expression levels of tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) and interferon-gamma (IFN-γ) were as-
sessed by immunohistochemistry. Results: The combination of ConA and anti-PD-1 exacerbated 
ConA-induced inflammation to varying degrees at all tested time points. The most pronounced in-
flammatory response was observed when the anti-PD-1 antibody was administered 6 hours after 
ConA injection, followed by assessment 6 hours later (i.e., 12 hours post-ConA). In this group, serum 
ALT and AST levels were significantly elevated compared to the ConA-only group. H&E staining re-
vealed increased hepatocyte necrosis and more severe inflammatory infiltration in the combination 
group. Immunohistochemistry showed a significant increase in CD3+ T-cell infiltration, as well as 
elevated expression of IFN-γ in the liver and spleen tissues of the combination group compared to 
the ConA group. Conclusion: This study successfully established a mouse model of PD-1 inhibitor-
associated hepatitis by combining a PD-1 monoclonal antibody with ConA. Administering the anti-
PD-1 antibody 6 hours after ConA injection for a 6-hour intervention period significantly exacer-
bated liver injury in the context of ConA-induced immune-mediated hepatitis. This mechanism may 
be related to the promotion of hepatic T-cell (CD3+ T cell) infiltration and the upregulation of IFN-γ 
expression. 
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1. 引言 

PD-1 抑制剂在癌症治疗中作用重大，但常激活 T 细胞并攻击正常组织，引发免疫相关不良反应，其

中肝毒性因与治疗依从性和预后密切相关而尤为关键[1]-[4]。然而，目前针对这些不良反应仍缺乏有效的

防治策略，其主要原因之一在于缺乏能够可靠模拟临床病理改变的小鼠模型，阻碍了相关机制研究和药

物筛选的开展。 
临床实践中，免疫介导的肝损伤并非随机发生，患者基线免疫状态是决定性因素——在没有预设炎

症刺激的健康个体中，PD-1 单抗几乎无法自行诱发明显的肝脏损伤[5]-[7]。正因如此，使用健康小鼠直

接注射 PD-1 抑制剂无法构建理想的动物模型，必须引入“免疫预激活”策略。现有文献提示通过联合使

用免疫刺激剂，可预先上调肝脏促炎因子、募集 T 细胞至肝脏，打破免疫耐受状态，为 PD-1 抑制剂发挥
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作用提供必要条件[8]。 
刀豆蛋白 A (ConA)是一种经典的 T 细胞有丝分裂原，经尾静脉注射可激活 T 细胞并诱导其向肝脏募

集，建立急性免疫介导性肝炎模型[9] [10]。ConA 的作用机制与 PD-1 抑制剂临床不良反应中观察到的 T
细胞过度活化及“因子风暴”具有高度相似性。因此，我们推测将 PD-1 抑制剂与 ConA 联合使用，利用

ConA 预先激活的免疫状态作为背景，可能使 PD-1 抑制剂进一步打破免疫耐受，从而成功构建能够反映

临床免疫性肝炎特征的小鼠模型。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验动物 

SPF 级雄性 BALB/C 小鼠(体重 18~20 g，5 周龄)购自广州市言诚生物科技有限公司，动物生产许可

证号：SYXK (粤) 2022-0125。实验期间，所有小鼠自由摄取食物和水，饲养于温度 22℃~24℃，空气相

对湿度 50%~70%，12 h/12 h 昼夜循环的 SPF 级实验动物中心。所有动物经广东药科大学实验动物伦理委

员会审理批准。小鼠适应性喂养 1 周后使用。 

2.2. 实验试剂与仪器 

ConA 购自美国 Sigma 公司；PD-1 单抗购自美国 Bioxcell 公司；天冬氨酸氨基转移酶测试盒、丙氨

酸氨基转移酶测试盒购自南京建成生物工程研究所；组织切片机购自德国 Leica 公司；染色机购自日本

SAKURA 公司。 

2.3. 动物分组与给药 

将小鼠随机分为正常组、ConA 组、ConA + PD-1 单抗联用组，按 ConA 给药后不同采样时间(12、
24、48、72 h)分为 4 批，每批次每组 6 只小鼠。所有 ConA 组及 ConA + PD-1 单抗联用组小鼠给予尾静

脉注射 ConA (20 mg/kg)，正常组注射等体积生理盐水。ConA + PD-1 单抗联用组于 ConA 注射后 6 h 或

24 h 腹腔注射 PD-1 抑制剂(250 μg/只)，正常组和 ConA 组同期注射等量生理盐水。分别于 ConA 注射后

12、24、48、72 h 结束实验。示意图见图 1。 

2.4. 样品采集 

眼球取血，常规方法分离血清；将小鼠处死后取小鼠肝脏进行称重并置于 4%多聚甲醛中固定保存。

计算肝脏器官指数：器官指数(%) = 器官质量/体质量 × 100%。 

2.5. 肝功能生化指标检测 

从小鼠眼眶取血置于 EP 管中，在室温下静置 1 h 后 4℃，3000 rpm 离心 15 min，取上清，根据天冬

氨酸氨基转移酶(AST)测试盒、丙氨酸氨基转移酶(ALT)测试盒的说明书测定血清中 AST和ALT的浓度。 

2.6. 肝脏病理 HE 染色 

将提前固定好的肝脏组织进行石蜡包埋，并制作常规切片(4 μm)，经乙醇梯度脱蜡后，用苏木精-伊
红(hematoxylin-eosin, H&E)染色法进行染色，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树胶封片，采用光学显微

镜观察肝组织的变化并采集图像。 

2.7. T 细胞浸润情况和炎症因子的表达 

取提前固定好的肝脏组织进行石蜡包埋、切片，用免疫组化进行染色，检测肝组织中 T 细胞的浸润
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情况、炎症因子 TNF-α、IFN-γ的表达。采用光学显微镜观察肝组织中抗体表达情况并采集图像，用 Image 
J 测量法进行量化分析。 

2.8. 统计学方法 

所有数据均使用 GraphPad Prism 9.0.0 软件进行统计处理。检测结果用均数 ± 标准差(Mean ± SD)表
示，组间比对采用非配对 t 检验，P < 0.05 或 P < 0.01 为差异具有统计学意义。 

 

 
Figure 1. Schematic diagram of mouse model establishment 
图 1. 小鼠造模示意图 
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3. 结果 

3.1. 对小鼠肝脏指数和组织形态的影响 
 

 
注：正常组比较，*P < 0.05，**P < 0.01。 

Figure 2. Liver index (Mean ± SD, n = 6) 
图 2. 肝脏指数(Mean ± SD, n = 6) 

 

 
Figure 3. Morphology of liver tissue 
图 3. 肝脏组织的形态 
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肝脏指数结果显示(图 2)，ConA 组及 ConA + PD-1 单抗联用组在 ConA 注射后 12、24、48 及 72 h 的

肝脏指数均高于正常组；其中联用组略高于 ConA 组，但组间差异无统计学意义。肝脏大体形态学观察

显示(图 3)：正常组小鼠肝脏色泽红润、质地柔软、表面光滑；在 ConA 注射后 12 h 后，ConA 组小鼠肝

脏质地脆性增加，表面可见散在灰白色点状坏死灶，而 ConA + PD-1 单抗联用组小鼠肝脏质地脆性增加

更明显，表面散在多处灰白色点状坏死灶，提示该组小鼠肝实质损伤较 ConA 组更为严重；两组在其他

时间段的肝脏大体形态学无明显改变。上述结果表明，ConA 联合 PD-1 单抗给药可加重对肝脏的损伤。 

3.2. 对小鼠血清 AST、ALT 的影响 

结果如图 4 所示，与正常组比较，ConA 组及 ConA + PD-1 单抗联用组在不同时间点的 AST、ALT
水平均有不同程度升高，其中在 ConA 注射 12 h 后 AST、ALT 水平升高最为显著，而且 ConA + PD-1 单

抗联用组都显著高于 ConA 组(P < 0.01、0.05)。 
 

 
注：(a) 血清中的 AST 水平；(b) 血清中 ALT 水平。与正常组，*P < 0.05，**P < 0.01；与 ConA 组比较，#P < 0.05，
##P < 0.01。 

Figure 4. Serum AST and ALT levels in mice (Mean ± SD, n = 6) 
图 4. 小鼠肝血清 AST、ALT 水平(Mean ± SD, n = 6) 

3.3. 对小鼠肝脏组织病理变化的影响 

肝脏组织 H&E 染色结果如图 5 所示。正常组小鼠肝小叶结构清晰，肝细胞索排列整齐，肝窦正常，

肝细胞形态及核结构完整。与正常组相比，ConA 注射后 12 小时，ConA 组及 ConA + PD-1 单抗联用组

肝组织出现充血肿胀，肝细胞索排列紊乱，部分肝细胞形态不规则并出现点状坏死，伴炎性细胞浸润；

其中，联用组肝组织充血肿胀更为严重，肝细胞索结构模糊，可见大量红细胞及坏死肝细胞，炎性细胞

浸润亦更明显。ConA 注射后 24、48 及 72 小时，两组肝组织的病理改变均不显著。 

3.4. 对小鼠肝组织 T 细胞浸润的影响 

结果如图 6 所示，与正常组相比，ConA 组及 ConA + PD-1 单抗联用组肝脏组织中的 T 细胞浸润水

平在不同时间点均呈不同程度升高。其中，在 ConA 注射后 12、24、48 小时，两组的 T 细胞浸润水平均

显著高于正常组；且与 ConA 组相比，联用组 T 细胞浸润水平的升高更为显著。 

3.5. 对小鼠肝脏 IFN-γ表达的影响 

如图 7 所示，与正常组相比，ConA 组及 ConA + PD-1 单抗联用组肝脏组织中的 IFN-γ分泌水平在不

同时间点均呈不同程度升高，差异均具有统计学意义。且与 ConA 组相比，联用组 IFN-γ分泌水平的升高

更为显著，两组间差异均有统计学差异。 
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Figure 5. H&E staining results of liver tissues 
图 5. 肝组织 H&E 染色结果(100×) 
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注：(a) 肝脏组织中 CD3+ T 细胞浸润免疫组化图；(b) CD3 相对表达量统计结果。与正常组，*P < 0.05，**P < 0.01；
与 ConA 组比较，#P < 0.05，##P < 0.01。 

Figure 6. Relative expression levels of CD3 in liver tissues (Mean ± SD, n = 6) 
图 6. 肝脏中 CD3 的相对表达水平(Mean ± SD, n = 6) 

 

 

 
注：(a) 肝脏组织中 IFN-γ分泌免疫组化图；(b) IFN-γ相对表达量统计结果。与正常组，*P < 0.05，**P < 0.01；与 ConA
组比较，#P < 0.05，##P < 0.01。 

Figure 7. Expression levels of IFN-γ in liver tissues (Mean ± SD, n = 6) 
图 7. 肝脏中 IFN-γ表达水平(Mean ± SD, n = 6) 
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4. 讨论 

近年来，以 PD-1 单抗为代表的免疫检查点抑制剂在肿瘤治疗中取得了突破性进展，但其诱发的免疫

相关不良反应，包括免疫性肝炎，严重限制了临床应用。因此，建立一种能够模拟 PD-1 抑制剂相关免疫

性肝炎临床病理特征的动物模型，对于开展免疫不良反应的防治研究具有重要意义。 
目前研究发现，在健康个体中，PD-1 抑制剂无法诱发明显的免疫相关不良反应；只有当患者伴有肿

瘤诱导的慢性炎症或既往的炎性疾病背景时，这种“预设”的炎症状态才会降低免疫耐受阈值，从而促

使 PD-1 通路的阻断转化为病理性的免疫攻击[5]-[7] [11] [12]。这提示，预先制备炎症背景，再给予 PD-1
抑制剂干预，或可有效构建相关动物模型。已有研究在 DSS 诱导的化学性结肠炎基础上叠加双免疫检查

点抑制剂，成功建立了免疫检查点抑制剂相关性结肠炎模型，进一步印证了这一思路的可行性[13]。基于

此，本研究采用 PD-1 抑制剂与刀豆蛋白 A(ConA)联合使用，以 ConA 预先激活的免疫状态为背景，成功

建立了具有 PD-1 抑制剂相关性肝炎特征的小鼠模型。 
ConA 诱导的小鼠肝炎模型可选择性激活 T 细胞，诱发以 T 细胞及巨噬细胞介导的肝损伤[14] [15]，

是研究免疫介导性肝损伤的适宜模型。本实验结果显示，小鼠接受 ConA 干预 12 小时后即可诱导肝脏炎

症性病理损伤，并伴随 T 细胞浸润。而在此基础上给予 PD-1 单抗干预 6 小时，可进一步加重 ConA 诱导

的 T 细胞浸润和肝脏病理损伤，伴随大量细胞因子 IFN-γ的分泌，该特征与临床患者接受 PD-1 抑制剂治

疗后早期出现全身性炎症因子大量分泌的表现相契合[13]。PD-1 单抗作为 T 细胞表面 PD-1 分子的阻断

剂，在已存在 ConA 触发的 T 细胞激活及肝脏炎症背景下，其免疫强化效应可能导致 T 细胞过度活化，

扰乱肝脏免疫平衡，促进 Th1 和 Th17 细胞浸润增加，释放 IL-2、IFN-γ、TNF-α 和 IL-17 等炎性细胞因

子，并招募和激活 CTL 及 NK 细胞，诱导颗粒酶 B 和颗粒酶 K 的表达，从而加剧肝细胞损伤[16] [17]。 
本研究采用 PD-1 单抗联合 ConA 构建急性免疫性肝炎小鼠模型，该模型可重现临床 PD-1 相关肝损

伤中 T 细胞浸润、转氨酶升高等核心特征，但也存在一些局限性。如该模型依靠 ConA 非特异性激活免

疫、无肿瘤背景，为短期自限性急性肝损伤，与人长期、亚急性起病且易合并多脏器 irAEs、伴慢性肝损

伤纤维化的临床病程差异大；病理上模型以大片弥漫肝细胞坏死为主，而临床多为局灶点状坏死。但是

二者在 T 细胞介导肝损伤的核心免疫机制上保持一致。 
综上所述，本研究通过 PD-1 单抗联合 ConA 成功建立了 PD-1 抑制剂相关性肝炎小鼠模型，并发现

PD-1 单抗使用 6 小时即可显著加重 ConA 诱导的原有肝炎炎症反应。本研究结果为后续探索联合抗炎治

疗以减轻免疫相关肝毒性提供了依据。 
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