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［摘　 要］ 　 ２０１３ 年 ＷＨＯ 生物制品标准化专家委员会发布了最新版的动物细胞基质生产生物医药产
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对我国药品管理机构制定关于生产用细胞库的检定与特性描述的相关技术要求具有很好的参考意义。
对发布 ＷＨＯ 技术指南及我国现行版《中华人民共和国兽药典》三部中涉及的细胞致瘤性检验相关要

求进行介绍、梳理和比较，并从检验方法要求和内容的完善、体外替代方法等方面进行探讨。
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１　 概　 况

自 １９８１ 年，Ｗｏｒｌｄ Ｈｅａｌｔｈ Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ （ＷＨＯ）

生物制品标准化专家委员会（Ｅｘｐｅｒｔ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ｏｎ

Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｓｔａｎｄａｒｄｉｚａｔｉｏｎ，ＥＣＢＳ）第一次批准使用纯

净的传代细胞系用于骨髓灰质炎疫苗的生产后，针

对传代细胞系作为生产用细胞基质的安全性争论

已经持续了近半个世纪［１］。 对于如何评价作为生

产用基质的传代细胞系是否安全依然是目前各国

药品监管机构关心和讨论的重点问题之一。 传代

细胞系的安全性主要体现在两个方面：一是细胞本

身是否纯净，有无携带外源因子；二是细胞及其组

分（包括外源因子、细胞 ＤＮＡ 和细胞裂解物等）是

否具有致瘤性特性［２］。 传代细胞系失去了细胞接

触抑制的特性，具有体外无限增殖的能力，存在发

生恶性转化和致瘤性风险。 传代细胞系自身的致

瘤性与否会直接关系到作为生产用基质的生物制

品种类、质量标准制定等诸多方面［３ － ４］。 在 ２０１０

年第 ６１ 届生物制品标准化专家委员会发布了关于

生物制品生产用动物源性细胞基质技术指南（简称

技术指南）即 ＷＨＯ 动物细胞基质生产生物医药产

品和细胞库特性的评价建议（Ｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ

ｔｈｅ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｃｅｌｌ Ｃｕｌｔｕｒｅ ａｓ Ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ｆｏｒ

ｔｈｅ Ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｎｄ

ｆｏｒ ｔｈｅ Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ） ［５］。 ２０１３ 年，ＥＣＢＳ 对其进

行了修订，发布了最新版本的技术指南。 该技术指

南旨在为各国药品监管机构制定关于生产用细胞

库的检定与特性描述的相关技术要求时提供必要

参考。 各国家可以结合自身情况，对技术指南内容

做必要修改或者直接采纳作为本国技术要求［６］。

下面对 ＷＨＯ 技术指南中关于生产用传代细胞系致

瘤性检验的相关要求进行介绍并同我国现行兽药

典中的致瘤性检验要求进行梳理和比较，以期为完

善我国生产用传代细胞系致瘤性评价的技术要求

提供参考。

２　 ＷＨＯ 技术指南与现行兽药典中关于致瘤性检

验方法和检测对象的要求

由于 ＷＨＯ 技术指南是生物制品生产用细胞基

质的通用要求，因此，具有普适性，适用对象比较宽

泛，主要包括新建二倍体细胞系（除公认无致瘤性

细胞（如 ＷＩ － ３８、ＭＲＣ － ５、ＦＲｈＬ － ２））、传代细胞

系（除了杂交瘤细胞和公认有致瘤性细胞系（如

ＢＨＫ － ２１、ＣＨＯ、ＨＥＫ２９３、ＣＬ２７））、干细胞系。 致

瘤性检测方法分为两类，一是动物体内成瘤法（简

称体内法）；二是动物体外检测方法（软琼脂克隆形

成实验）。 我国兽用生物制品采用原代细胞和传代

细胞系作为生产基质。 原代细胞是公认不存在致

瘤性的风险的基质。 因此，我国兽药典中致瘤性检

验的对象只包括了传代细胞系，并采用动物体内成

瘤法作为检验方法［７］。

３　 动物体内成瘤法

动物体内成瘤法是评价细胞系致瘤性与否的

标准方法。 该方法是按照规定选择动物的种类，以

一定量的活细胞培养物或者裂解产物接种实验动

物，培养一段时间后，通过剖检和病理学检查是否

有肿瘤细胞生长来判定细胞的致瘤性。 动物体内

法具有检验敏感性好、判定结果直观等诸多优点，

是细胞致瘤性检验的经典方法。

表 １ 中对现行兽药典和 ＷＨＯ 技术指南收录的

采用动物体内成瘤法进行致瘤性检验的要求进行

了简单梳理。 ＷＨＯ 技术指南采用动物体内成瘤法

评价细胞系致瘤性时，分为了两个层次进行评价即

成瘤性检验和致瘤性检验。 成瘤性检验是对传代

细胞系活培养物在动物体内成瘤能力的检查，是细

胞系本身生物特性体现。 在成瘤性检验中产生的

肿瘤细胞一部分来自接种的待检细胞活培养物，另

一部分则来自待检细胞诱导实验动物细胞形成的。

当某种特定的细胞系成瘤性检验呈阳性时，即开展

致瘤性检验。 ＷＨＯ 技术指南要求的致瘤性检验是

检查细胞组分（包括细胞裂解物、细胞 ＤＮＡ 和外源

因子等）在动物体内是否可以诱导形成肿瘤，因此，

致瘤性检验中产生的肿瘤细胞完全由待检细胞组

分中包含的致瘤因子诱导实验动物细胞形成。
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现行版兽药典的致瘤性检验要求大致对应了

ＷＨＯ 技术指南中成瘤性检验的方法。 但是，目前

在我国兽用灭活疫苗的研发和生产当中，使用了大

量的成瘤性检验阳性的细胞（如 ＢＨＫ － ２１、ＰＫ －

１５、Ｍａｒｃ － １４５ 细胞等）作为生产用细胞基质［８ － ９］。

而现有方法还不能全面的了解和评估这些细胞在

破碎裂解后是否依然会携带致瘤因子诱导宿主产

生肿瘤。 因此，建议参照 ＷＨＯ 技术指南的方法，将

成瘤阳性细胞检验进一步细化，评价成瘤阳性细胞

组分（破碎裂解细胞或者细胞 ＤＮＡ 等）是否完全不

会携带致瘤因子，同时评价对生物制品的灭活工艺

是否可以完全消除成瘤阳性或致瘤阳性细胞造成

的潜在致瘤风险。

３． １　 实验动物选用 　 目前在成瘤性 ／致瘤性实验

规定的实验动物主要包括成年无胸腺小鼠、新生无

胸腺小鼠和用抗胸腺血清 ／球蛋白处理的小鼠（新

生乳鼠、仓鼠或 ８ ～ １０ ｇ 小鼠）。 表 ２ 对于几种实验

动物在致瘤性检验中的优缺点进行了比较。

ＷＨＯ 技术指南中成瘤性检验只要求成年的无

胸腺小鼠。 我国兽药典除此之外还补充了用抗胸

腺血清处理的新生乳鼠或 ８ ～ １０ ｇ 小鼠亦可作为实

验动物并对以上动物任选其一。 不同实验动物对

同一因素的反应虽然往往是相似的， 但有它的特

殊性，因此，检验中常要选用那些对待检细胞最敏

感的动物作为检验对象。 成年无胸腺小鼠容易获

得，可以满足多数常用生产用细胞的致瘤性检验。

而抗胸腺血清 ／球蛋白处理的小鼠虽不易获得，但

是是检测待检细胞癌变转移潜力的敏感模型，可以

用于检测有潜在形成转移瘤风险的细胞系［７］。 因

此，我国兽药典在选用动物模型对传代细胞系进行

致瘤性检验时，补充了其他可选择的实验动物，没

有局限于无胸腺小鼠， 是有其科学性的。

３． ２　 结果判定　 ＷＨＯ 技术指南的结果判定标准

注重在一定时间内对注射部位产生的肿块动态生

长过程的监测。 肿块如果在观察期内可以自行消

退或经双向测量判断为非进行性结节，那么判定为

不具有致瘤性。 １０ 只动物至少有两只在注射部位

或转移部位形成肿瘤，判定为致瘤。 此外，在分析

实验动物肿瘤的形成时，要求肿块的组织病理学和

基因分型结果应接种细胞一致，就避免了由于实验

动物模型自身的免疫缺陷造成自发形成肿瘤对检

验结果的干扰，因此，更加科学。 兽药典相比之下

更加注重判定时间点的检查结果，３ ～ ５ 周时对实

验动物进行剖检，即使有一只动物出现非进行性结

节没有完全消退的情况，也应判定为有致瘤性，因

此，兽药典结果判定更加严格。

４　 体外检测方法

虽然动物体内成瘤法是致瘤性检验的“金标

准”。 但依然存在实验周期长、实验过程复杂、检验

成本较高、实验动物质量不稳定等缺点。 此外，用

于体内法成瘤实验的动物模型体温 ３７ ± １ ℃并不

适用于所有传代细胞系的常规培养温度（如昆虫细

胞 ＳＦ９ 培养温度为 ２８ ℃，禽类细胞 ＤＦ － １ 的最佳

培养温度为 ３９ ℃），针对这类细胞动物体内法成瘤

实验并不能全面的反映出细胞自身的致瘤特性。

因此，ＷＨＯ 技术指南以动物体内成瘤法作为标准

方法的基础上，还增加了一些体外检测方法加以辅

助，以对特定细胞的致瘤性与否进行综合判定。

软琼脂克隆形成实验作为 ＷＨＯ 技术指南推荐

体外检测方法可检测细胞的致瘤性。 该方法也是

中国药典以及欧洲药典的推荐方法［１０ － １１］。 其利用

了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，可以在软琼脂内增殖的

原理。 也常被用于肿瘤细胞的分离纯化、单克隆抗

体杂交瘤细胞的克隆筛选和抗肿瘤药物的体外抑

瘤活性的评价［１２］。 由于软琼脂克隆法过于敏感，

并且其结果与动物体内成瘤法的结果的一致性和

相关性还需进一步验证，因此，该方法只能作为检

测某些不适用于动物体内成瘤法检验致瘤性的特

定细胞系的补充替代方法。

·８２·
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表 １　 现行兽药典与 ＷＨＯ 技术指南在采用动物体内成瘤法进行致瘤性检验的要求［６ －７］

Ｔａｂ １　 Ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ ａｎｄ ＷＨＯ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ ｆｏｒ

ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｂｙ ｉｎ ｖｉｖｏ［６ －７］

法规名称 检验项目 检测对象 实验动物 观察期限 结果判定

ＷＨＯ 技术指南

成瘤性检验

主细胞库或工作细胞库细胞扩
增至生产最高代次以上至少 ３
个细胞倍增水平
接种要求：活细胞培养物，阳性

对照和处理组均需要注射 １０７个
细胞 ／ 只。

裸鼠
（４ ～ ７ 周龄） 至少观察 １６ 周

如注射部位有结节应持续进行双
向测量以判定是否为进行性结
节。 不能形成进行性结节的细胞
不视为致瘤性。 １０ 只动物至少
有两只在注射部位或转移部位形
成肿瘤并且组织病理学和基因分
型显示与接种细胞一致时可判定
有致瘤性。

致瘤性检验

对明确有成瘤特性细胞的主细
胞库或工作细胞库细胞，扩增至
生产最高代次以上至少 ３ 个细
胞倍增水平
接种要求：细胞裂解物（相当于

１０７个细胞冻融裂解物）、细胞
ＤＮＡ（５０００ ～ １００００ μｇ，浓度大
于等于 １００ μｇ）

１、新生裸鼠
（小于 ３ 日龄）
２、新生仓鼠
３、新生小鼠

至少观察 １６ 周

如果注射部位出现肿瘤的进行性
增长，则判定细胞有可致瘤的生
物因子。
对于被证明携带致瘤性因子或者
具有致瘤性生物活性的细胞，需
开展进一步研究，以确定细胞的
可适用性。

中国兽药典 致瘤性检验

基础代次细胞、生产中所用最高
代次细胞
接种要求：活细胞培养物，阳性

对照和处理组均需要注射 １０７个
细胞 ／ 每只

１、无胸腺小鼠
２、新生乳鼠或
８ ～ １０ ｇ 小鼠
用抗胸腺血清
处理。

有结节生长的
处理组观察 ３ ～
４ 周。 无 结 节
生长处理组取
一半观察 ３ 周，
另 一 半 观 察
１２ 周

对接种部位进行剖检和病理学检
查应无肿瘤，各淋巴、各器官中应
无结节、转移瘤形成。

表 ２　 实验动物模型在致瘤性检验中的优缺点比较

Ｔａｂ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ａｎｄ ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｓｅｖｅｒａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ
动物名称 优点 缺点

成年无胸腺小鼠
不需要额外免疫抑制；实验动物
质量 相 对 均 一 稳 定， 易 于 标
准化。

以其他动物模型相比自发肿瘤的概率较高；对评估接种细胞的癌变
转移潜力敏感性低。

新生无胸腺小鼠
不需要额外免疫抑制；敏感性好
于成年无胸腺小鼠。

对评估接种细胞的转移潜力敏感性低；新生幼鼠包括杂合子小鼠，
很难确保足够数量的纯合子小鼠；有同类相食的现象。

用抗胸腺血清 ／ 球蛋白处理的小
鼠（新生乳鼠、仓鼠或 ８ ～ １０ ｇ
小鼠）

实验动物成本低廉
不易获得标准抗胸腺血清；很难平衡免疫抑制的效果与对实验动物
本身毒性副作用；由于实验动物生理状态和对血清敏感性的个体差
异，每批处理后的动物质量不能保证均一稳定。

５　 其他问题及建议

ＷＨＯ 动物细胞基质生产生物医药产品和细胞

库特性的评价建议，对生物制品生产用细胞基质的

检定和安全性评价提供了非常有意义的参考。 因

此，建议根据 ＷＨＯ 技术指南中采用动物体内成瘤

法进行致瘤性检验的要求，结合我国实际情况对下

一版兽药典中对传代细胞系致瘤性检验的要求进

行进一步细化完善。 由于，目前没有一种方法可以

全面客观的评估所有传代细胞系的致瘤性风险。

针对特定的细胞系根据其特点选择适合的检验方

法显得尤为重要。 因此，建议增加适当的体外检测

方法作为补充评价的方法。

目前在国内，新兽用生物制品研发过程中对于

生产用传代细胞系的致瘤性评价都是由研发单位

自主完成。 从最大限度降低农产品质量安全风险

的角度考虑，建议对于初检成瘤性阳性的特定细

·９２·
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胞，应送交国家指定机构完成进一步的安全性评

价，以判定是否可以用于特定生物制品的生产。
以传代细胞系作为生产基质的兽用生物制品

在新上市监测期内，应要求研发、生产企业收集新

兽药的致瘤性风险信息资料。 兽药管理部门也应

与检疫部门、畜牧企业、屠宰企业和宠物医院联动，
定期开展经济动物和伴侣动物的肿瘤病流行病学

调查，汇总相关数据，以便综合分析研判疫苗用药

与肿瘤发生的相关性，对成品兽用疫苗以及生产用

细胞基质安全性评价方法的适用性、可行性提供技

术参考，以最大限度的保障农产品质量的安全。
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