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［摘　 要］ 　 为分析 ６ 种传代细胞系对裸鼠致瘤性的影响，将 ８０ 只裸鼠随机分为 ８ 组，每组 １０ 只。
处理组分为 ＭＤＢＫ 细胞组、ＯＡ３． Ｔｓ 细胞组、Ｍａｒｃ － １４５ 细胞组、ＭｃＣｏｙ 细胞组、ＰＫ － １５ 细胞组、ＳＴ
细胞组，每种细胞培养物颈背部皮下注射 １０ 只裸鼠。 阳性对照组 ＢＨＫ －２１ 细胞培养物和阴性对照

组鸡胚成纤维细胞培养物各注射 １０ 只裸鼠。 在饲养 ５ 周和 １２ 周后对裸鼠剖检并进行病理组织学

检测。 结果发现，阳性对照 ＢＨＫ －２１ 细胞组、ＭｃＣｏｙ 细胞组、ＰＫ －１５ 细胞组和 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞组接

种裸鼠后 ５ 周注射部位均形成肿块。 对各处理组采集的肿块进行病理组织学检测，结果均为鳞状

细胞癌细胞。 对阳性对照 ＢＨＫ －２１ 细胞组的一只裸鼠肺组织进行病理组织学检测发现有癌细胞

的转移；阴性对照鸡胚成纤维细胞组、ＭＤＢＫ 细胞组、ＯＡ３． Ｔｓ 细胞组和 ＳＴ 细胞组小鼠均无肿块形

成，接种后 ５ 周和 １２ 周分别进行剖检和病理组织学检测均未发现肿瘤细胞。 由此可知，ＭＤＢＫ 细

胞、ＯＡ３． Ｔｓ 细胞、ＳＴ 细胞对裸鼠均不具有致瘤性；ＭｃＣｏｙ 细胞、ＰＫ －１５ 细胞、Ｍａｒｃ － １４５ 细胞接种后

可诱导裸鼠发生肿瘤，具有致瘤性；若使用致瘤性阳性细胞进行灭活疫苗生产时，应对灭活苗生产

的工艺过程进行进一步的安全性评价。
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　 　 原代细胞用于生物制品的生产已有 ５０ 多年的

历史，但是其存在传代次数有限、组织来源很难保

证均一稳定、生产成本较高等诸多制约因素。 传代

细胞系作为理想的替代用生产基质可以很好地克

服以上缺点。 为确保生物制品的安全性，在进行生

物制品研发生产前，应对作为生产用的传代细胞系

进行致瘤性检验［１ － ３］。 用于研发和生产的传代细

胞系致瘤性与否会直接关系到相关生物制品的种

类、生产用细胞最高代次的限定以及相关质量标准

的制定等诸多方面［４ － ５］。 目前 ＷＨＯ 和我国药典对

于细胞致瘤性检验推荐的方法主要是动物体内接

种法［１ － ３］。 体内法具有检验敏感性好、判定结果直

观、结果重复性好等诸多优点，是针对细胞致瘤性

检验的“金标准”。
中国兽医微生物菌种保藏管理中心（国家兽医

微生物资源平台）保藏的羊睾丸细胞系（ＯＡ３． Ｔｓ）、
牛肾细胞系（ＭＤＢＫ）、小鼠成纤维细胞系（ＭｃＣｏｙ）、
猪睾丸细胞系（ＳＴ）、猪肾细胞系（ＰＫ － １５）、猴肾细

胞系（Ｍａｒｃ － １４５）均是兽用生物制品研发生产中的

常见传代细胞系。 其中 ＯＡ３． Ｔｓ、ＭＤＢＫ 对羊痘病

毒、羊口疮病毒、牛病毒性腹泻病毒等牛羊病病毒

易感，可作为草食动物疫病疫苗研发生产用细

胞［６ － ７］； ＭｃＣｏｙ 是针对导致猪回肠炎的劳森菌的最

佳体外宿主，可用于猪回肠炎疫苗的研发生产；
ＳＴ、ＰＫ －１５ 和 Ｍａｒｃ － １４５ 均对多种病毒易感并已

用于疫苗生产［８］。

鉴于目前对上述非禽源细胞系的致瘤性研究

报道较少，本研究采用动物体内接种法对上述 ６ 种

常见生产用传代细胞系的基础代次进行致瘤性研

究，为生产用传代细胞系的安全性评价提供试验

依据。
１　 材料与方法

１． １　 材料及试剂

１． １． １　 细胞　 ＢＨＫ － ２１ 细胞第 ５５ 代、Ｍａｒｃ － １４５
细胞第 １８ 代、ＭｃＣｏｙ 细胞（原始代次不明）第 １８
代、ＳＴ 细胞第 １２５ 代、ＯＡ３． Ｔｓ 细胞第 ２９ 代、ＭＤＢＫ
细胞第 ９ 代、ＰＫ －１５ 细胞第 １３５ 代，上述使用的细

胞均为基础种子库细胞，由中国兽医微生物菌种保

藏管理中心保藏。 鸡胚成纤维细胞（ＣＥＦ）为中国

兽医微生物菌种保藏管理中心细胞实验室使用

ＳＰＦ 鸡胚自行分离的原代细胞。
１． １． ２　 实验动物 　 Ｎｕ － Ｎｕ 品系裸鼠，雌性，６ ～ ８
周龄，共 ８０ 只，购于北京维通利华实验动物技术有

限公司，饲养于中国兽医药品监察所大兴生物实验

基地。 饲养期间各组裸鼠饮用水均为高压灭菌纯

净水，饲料及垫料均为辐照灭菌产品，由中国兽医

药品监察所基础保障处提供。 饲养环境：昼夜各半

循环照明，湿度恒定，温度控制在 ２２ ～ ２５ ℃。 所有

操作均符合中国兽医药品监察所实验伦理要求。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 实验分组　 将 ８０ 只裸鼠随机分为 ８ 组，处
理组分为 ＭＤＢＫ 细胞组、ＯＡ３． Ｔｓ 细胞组、Ｍａｒｃ － １４５
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细胞组、ＭｃＣｏｙ 细胞组、ＰＫ －１５ 细胞组、ＳＴ 细胞组，
每种细胞培养物注射 １０ 只裸鼠。 ＢＨＫ －２１ 细胞阳

性对照组和鸡胚成纤维细胞阴性对照组各注射 １０
只裸鼠。
１． ２． ２　 细胞培养物收集与接种　 每种细胞培养 １０
个 １７５ ｃｍ２培养瓶的细胞量。 按《中国兽药典》方法

消化、收集每种细胞系的细胞培养物悬液进行细胞

计数后，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 收集细胞沉淀，
用无血清 ＤＭＥＭ 重悬。 每只裸鼠颈背部消毒后，
于皮下注射约 ０． ３ ｍＬ 细胞培养物。 处理组每只

裸鼠注射 １０７ 以上个细胞。 ＢＨＫ － ２１ 细胞阳性

对照组和鸡胚成纤维细胞阴性对照组注射 １０６以上

个细胞（表 １）。

表 １ 动物分组

Ｔａｂ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｇｒｏｕｐｉｎｇ

分组 接种物
注射裸鼠
数量 ／ 只

注射培养细胞
数量 ／ ０． ３ｍＬ

处理组

ＭＤＢＫ １０ １． ３ × １０７

ＯＡ３． Ｔｓ １０ １． ５ × １０７

Ｍａｒｃ － １４５ １０ １． ８２ × １０７

ＭｃＣｏｙ １０ ２． ９ × １０７

ＰＫ － １５ １０ １ × １０７

ＳＴ １０ １． ２６ × １０７

阳性对照组 ＢＨＫ －２１ １０ ３． ６ × １０６

阴性对照组 ＣＥＦ １０ １． ５９ × １０７

１． ２． ３　 接种后观察与剖检　 接种后的裸鼠连续观

察 ３５ 日，检查有无结节或肿瘤形成。 如有结节或

可疑病灶需进行剖检。 对未发生结节的动物，取一

半数量进行剖检。 对另一半未发生结节的动物继

续观察至 １２ 周，对接种部位进行剖检，观察有无结

节形成。 ＢＨＫ － ２１ 细胞阳性对照组和鸡胚成纤维

细胞阴性对照组 ３５ 日后全部进行剖检。
１． ２． ４ 　 组织切片取材、制备及病理学检查　 断颈

处死裸鼠，所有处理组和对照组裸鼠剖检后均需进

行组织病理学检查。 取注射部位附近皮肤组织、肝
脏组织、肾脏组织、脾脏组织，如处理组和阳性对照

组剖检发现结节或可疑病灶，则取出裸鼠皮下结节

及可疑病灶，均放入 ４％ 多聚甲醛固定 ２４ ～ ４８ ｈ。

将固定后的样品制备石蜡包埋切片后，经 Ｈ － Ｅ 染

色后镜检。
２　 结果与分析

２． １　 阳性、阴性对照组结果 　 经观察 ３５ 日后，
ＢＨＫ －２１ 细胞阳性对照组的裸鼠颈背部接种部位

均发现有明显肿块（表 ２），且结节直径 ４ ～ １０ ｍｍ
左右，精神萎顿、采食量下降；经剖检发现，全部小

鼠的肝脏、肾脏、脾脏、肺脏均无明显结节（图 １Ａ）。
对小鼠肿块、肝脏、肾脏、脾脏、肺脏进行组织切片

检测发现：结节组织肿瘤细胞体积偏大，细胞核与

细胞质的比例增大，细胞核形态大小不一，染色质

粗糙，出现病理性核分裂象，肝脏、肾脏、脾脏组织

未发现肿瘤细胞（图 ２Ａ）。 此外，阳性对照组中一

只裸鼠在肺脏部位发现有病理性核分裂象的存在，
疑似发生了肿瘤细胞肺部转移的现象（图 ２Ｂ）。 由

图 １Ｂ 可知，注射 ＣＥＦ 细胞的阴性对照组小鼠未见

结节或可疑肿瘤组织，精神、饮食未出现异常表现。

取 １０ 只裸鼠进行剖检并对注射部位皮肤、肝脏、肾
脏、脾脏进行组织切片检测，未发现有肿瘤细胞。

表 ２　 各组裸鼠成瘤数量统计

Ｔａｂ ２　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｇｒｏｕｐｉｎｇ

分组 接种物

有瘤化组织只数 ／ 总数

５ 周剖检及
组织切片

１２ 周剖检及
组织切片

总计

处理组

ＭＤＢＫ ０ ／ ５ ０ ／ ５ ０ ／ １０

ＯＡ３． Ｔｓ ０ ／ ５ ０ ／ ５ ０ ／ １０

Ｍａｒｃ － １４５ １０ ／ １０ ／ １０ ／ １０

ＭｃＣｏｙ １０ ／ １０ ／ １０ ／ １０

ＰＫ － １５ １０ ／ １０ ／ １０ ／ １０

ＳＴ ０ ／ ５ ０ ／ ５ ０ ／ １０

阳性对照组 ＢＨＫ －２１ １０ ／ １０ ／ １０ ／ １０

阴性对照组 ＣＥＦ ０ ／ １０ ／ ０ ／ １０

２． ２ 　 实验处理组结果 　 实验处理组，注射 ＳＴ、
ＭＤＢＫ、ＯＡ３． Ｔｓ 细胞的 ３ 组裸鼠，观察 ３５ 日精神、
饮食未出现异常表现，均未见结节或可疑肿瘤组织

（图 １Ｃ、图 １Ｇ、图 １Ｈ）。 各组取各 ５ 只裸鼠进行剖

检，并对注射部位皮肤、肝脏、肾脏、脾脏、肺脏进行

组织切片检测，未发现有肿瘤细胞。 继续饲养观察

·８６·
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箭头所指位置为结节或可疑病灶

Ａ：ＢＨＫ －２１ 细胞阳性对照组；Ｂ：ＣＥＦ 细胞阴性对照组；Ｃ：ＳＴ 细胞处理组 Ｄ：ＰＫ － １５ 细胞处理组；

Ｅ：ＭｃＣｏｙ 细胞处理组；Ｆ：Ｍａｒｃ － １４５ 细胞处理组；Ｇ：ＭＤＢＫ 细胞处理组；Ｈ：ＯＡ３． Ｔｓ 细胞处理组

Ａ： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ （ＢＨＫ －２１ ｇｒｏｕｐ）； Ｂ： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ （ＣＥＦ ｃｅｌｌ ｇｒｏｕｐ）； Ｃ： ＳＴ ｃｅｌｌ ｇｒｏｕｐ；

Ｄ： ＰＫ － １５ ｃｅｌｌ ｇｒｏｕｐ； Ｅ： ＭｃＣｏｙ ｃｅｌｌ ｇｒｏｕｐ； Ｆ： Ｍａｒｃ － １４５ ｃｅｌｌ ｇｒｏｕｐ； Ｇ： ＭＤＢＫ ｃｅｌｌ ｇｒｏｕｐ； Ｈ： ＯＡ３． Ｔｓ ｃｅｌｌ ｇｒｏｕｐ

图 １　 裸鼠大体解剖学检查

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｇｒｏｓｓ ａｎａｔｏｍｙ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ
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至 １２ 周，对各组剩余裸鼠进行剖检并对注射部位

皮肤、肝脏、肾脏、脾脏、肺脏进行组织切片检测，
均未发现有肿瘤细胞。 在 ３５ 日观察期内，注射

Ｍａｒｃ － １４５、ＭｃＣｏｙ、ＰＫ１５ 细胞的 ３ 组裸鼠均出现精

神萎顿、采食量下降，接种部位有可疑肿块组织。
ＰＫ１５、Ｍａｒｃ －１４５ 接种组肿块直径 ２ ～ ８ ｍｍ（图 １Ｄ、

图 １Ｆ）；ＭｃＣｏｙ 细胞接种组肿块直径 ５ ～ １５ ｍｍ，有
丰富的血管组织且部分表皮破溃（图 １Ｅ）。 对 ３ 个

处理组的取样肿块分别进行组织切片检测，均发现

广泛病理性核分裂象，为鳞状细胞癌细胞（图 ２Ｃ、
图 ２Ｄ、图 ２Ｅ）。 此外，３ 个处理组裸鼠肝脏、肾脏、
脾脏、肺脏均无明显结节和病理变化。

Ａ：ＢＨＫ －２１ 细胞阳性对照组注射部位肿块；Ｂ：ＢＨＫ －２１ 细胞阳性对照组肺部转移瘤；Ｃ：Ｍａｒｃ － １４５ 细胞处理组

注射部位肿块 Ｄ：ＭｃＣｏｙ 细胞处理组注射部位肿块；Ｅ： ＰＫ － １５ 细胞处理组注射部位肿块

Ａ： Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ （ＢＨＫ －２１ ｇｒｏｕｐ）； Ｂ： ＢＨＫ －２１ ｃｅｌｌ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｌｕｎｇ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ；

Ｃ： Ｍａｓｓ ａｔ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｉｎ Ｍａｒｃ － １４５ ｃｅｌｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ； Ｄ： Ｍａｓｓ ａｔ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｉｎ ＭｃＣｏｙ ｃｅｌｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ；

Ｅ： Ｍａｓｓ ａｔ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｉｎ ＰＫ － １５ ｃｅｌｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ

图 ２　 阳性对照组、处理组可疑肿块病理切片检查 ＨＥ ４００ ×

Ｆｉｇ ２　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｓｐｉｃｉｏｕｓ ｍａｓｓ ｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ
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３　 讨论与结论

传代细胞系一般是由人或动物肿瘤组织或正

常组织的细胞转化而来［２］，在转化的过程中会获得

与原始细胞不同的生物学特性，如：细胞中染色体

的数量或是结构发生改变；细胞锚定依赖性的消失

以及细胞致瘤性的发生。 根据以上特性，可将转化

可分为一般转化和恶性转化。 一般转化细胞培养

时伸展良好、有方向性、接触抑制且具有锚定依赖

性，无致瘤性。 恶性转化细胞培养时细胞伸展性

差、接触抑制消失，并不具备锚定依赖性，可在软琼

脂内增殖，接种裸鼠皮下可致瘤［９ － １０］。 随着传代细

胞系在生物制品领域的广泛应用，致瘤性阳性的传

代细胞系能否作为生产用细胞基质及其对生物制

品安全性的影响逐渐成为疫苗研发、评审、监管机

构关心和讨论的问题［１１］。
２０１５ 版《中华人民共和国兽药典》在使用动物

体内接种法评价生产用细胞基质的致瘤性时，主要

检查接种待检细胞的活培养物在动物体内是否成

瘤，其目的是为了确定细胞基质接种动物后形成

（肿）瘤的能力，检查细胞系动物体内成瘤的特性。
本研究针对 ６ 种细胞的基础代次进行了致瘤性检

查，结果表明：ＭＤＢＫ 细胞、ＯＡ３． Ｔｓ 细胞、ＳＴ 细胞

不会引起裸鼠发生肿瘤，具有良好的安全性。 由于

某些细胞传代次数增加会增加致瘤风险［１］，因此以

上三种细胞用于生物制品的研发或生产时，还应对

其限定的生产最高代次细胞进行致瘤性检查，以确

保传代的过程不会增强细胞致瘤性。 ＭｃＣｏｙ 细胞、
ＰＫ －１５ 细胞、Ｍａｒｃ － １４５ 细胞基础代次致瘤性检查

呈阳性，用于兽用灭活疫苗的生产时，应进行适当

处理，如冻融或超声波裂解细胞［１２］，使用 β － 丙内

酯或二乙烯亚胺降解细胞核酸［１３］，超滤去除细胞

碎片等，以减低细胞致瘤风险。
为了保证疫苗的安全性，应尽可能使用低代次

的细胞用于疫苗生产，参考 ＷＨＯ 相关指南、《欧洲

药典》、《中国药典》三部，建议在细胞系生产的疫

苗质量标准中增加细胞 ＤＮＡ 残留量限定标准，降
低细胞性致瘤性和致癌性的风险。 从长远来讲，解
决问题的最佳办法是开发无致瘤性细胞系。
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