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摘要 }以人类子宫颈癌细胞系 �¨̄¤为阳性对照 o以连传 v代的犬 !猫肾原代细胞k≤�≤ !ƒ�≤l作为阴性对照 o对来

自国内外不同单位收集的另外 w株 � ⁄≤�传代细胞系培养 ux ∗ yz代的完整活细胞进行裸鼠致癌r致瘤实验观察 o筛

选出致癌性极低 !符合细胞遗传学要求 !无传染因子污染的 u株 � ⁄≤�细胞系用于制苗 o并建立了相应的细胞种子库

和工作库 o供科研和生产使用 ow年运转很好 ∀不同代次 � ⁄≤�细胞系染色体众数所占比率的相差率一般不超过 x h

∗ tx h o结构畸变率一般为 s ∗ v h ∀研究表明 o� ⁄≤�细胞染色体遗传特征决定致瘤性质 o并具有种属特异性 o� ⁄2

≤�细胞不论核型如何 o始终具有致癌性 o但其致癌r致瘤性差kuvr x|l o且一般致上皮源性恶性肿瘤 o多为高中分化腺

癌 ∀降低制苗毒液中细胞系基因含量 o完全可以将 � ⁄≤�细胞系k • �和 � 株l用于犬五联苗生产 ∀ � ⁄≤�细胞超二

倍体 ≠ �株和亚二倍体与超二倍体 �� 株不能用作病毒活疫苗培养基质 ∀找出了 � ⁄≤�细胞系的染色体变异率 !软

琼脂中克隆形成率 !对植物凝集素的凝集性和在裸鼠体内形成癌肿的潜力之间的可能相关性 o发现细胞系染色体数

目增加 !克隆形成率增高 !凝集性增强 o则致癌r 致瘤性相应提高 ∀

关键词 }细胞系 ~ � ⁄≤�~ �¨̄¤~猫犬肾细胞 ~染色体组型 ~致癌r 致瘤性
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  制苗用人二倍体细胞系k�⁄≤l的安全性检定

国外已有标准k�∏¬§̈ ¬̄±̈ l≈t  o但制苗用传代细胞系

k≤≤�l的致癌安全性检定尚无标准 ∀按国家兽药药

政要求 o用于制苗的细胞系须经有关实验证明为非

致癌r非致瘤性的细胞系≈u ∗ w  ∀美国犬联苗宣传使

用说明中指出 o制备用 � ⁄≤�细胞系无致癌性 ∀

��≥与 �²̈ µ±̈ µ° 等将正常k即野生型l � ⁄≤�细

胞系以 u ≅ tsyrs qt °̄ 皮下接种裸鼠的致癌r致瘤

率为 sry≈x  ∀但我们研究证明犬肾细胞系k � ⁄≤�

株l 致癌r致瘤性差≈u  o本研究旨在进一步确定供生

物制品制造用和生物工程产品生产用 � ⁄≤�犬肾

传代细胞系有无致癌r致瘤性 ∀

1  材料与方法

1 q1  细胞株

�¨̄¤人类子宫颈癌细胞系k«∏°¤± ¦̈µ√¬¦¤̄ ³̈2

¬·«̈ ¬̄²¬§¦¤µ¦¬±²°¤l与 � ⁄≤�犬肾细胞系≈y  o均经美

国典型培养物保藏中心k�× ≤≤l保藏确认 o第四军

医大学动物保健品研制中心从中国预防医学科学院

k≠ �株l !中国典型培养物保藏中心k≤ × ≤≤lk • �o

� 株l !军事医学科学院k�� 株l !西安交通大学医

学院k÷ 株l和第四军医大学口腔医学院k��株l引

进 ∀细胞系的代次为本实验室所传代次 o如 � ⁄≤�

犬肾细胞系 • � o� o�� 和 ≠ �株引入本实验室时分

别为 yu oyv o{{和 tsu代 o�¨̄¤细胞系 ��株与 ÷ 株

引入本实验室时的代次不详 o均按 s代对待 o传后均

为 t 代 ∀ �¨̄¤细胞 ��usr÷ 株 o猫肾原代细胞

kƒ�≤l和犬肾原代细胞k≤�≤l的来源和制备同文献

≈u  ∀细胞培养方法同文献≈u oz o{  ∀

1 q2  细胞库建立

查清细胞系的建立背景 !来源情况 !传代代次 o

在 x ∗ ts 代各代次分别冻存种子批 o以后每间隔 x

∗ ts代冻存一批 o冻存至 wy代以上 o并确保无微生

物k细菌 !霉菌 !霉形体 !病毒l污染 ∀

1 q3  实验动物

�¤̄¥r≤ 无胸腺裸鼠 tvy只 o体重 t{ ∗ uuªk平均

体重约 usªl o约 u 月龄 o中国药品生物制品检定所

和中国医学科学院上海市肿瘤医院提供 ∀

1 q4  细胞接种及产生肿瘤的实验要求

细胞接种及肿瘤判定标准同常规 ∀实验要求同

文献≈u  ∀

1 q5  瘤切片的病理形态学观察

自动物皮下取出瘤结节 ots h甲醛固定 o或直接

将动物浸泡于 ts h甲醛溶液中 o次日更换 t 次固定

液 o石蜡包埋切片 o常规 � q∞染色 o显微镜下观察 ∀

1 q6  细胞染色体遗传变异率和核型分析

方法见文献≈u ow  ∀

1 q7  细胞在软琼脂中的抛锚独立生长特性和植物

凝集素k°��l作用下的凝集性实验

方法见文献≈v  ∀

2  结果与分析

2 q1  细胞系染色体数目变异率 !结构畸变率和核型

分析与致癌r致瘤性观察结果

stz                    中  国  农  业  科  学                   vx卷



2 q1 q1  � ⁄≤�犬肾细胞系  � ⁄≤�细胞 ≠ �株 tz

∗ uv代ktv ∗ wz 代的染色体众数为 {s ? u o所占比

率为 uy h ∗ zx h o相差率为 z qtw h ∗ w{ qxt h o结

构畸变率为 s ∗ v h l以每只ks q|{ ∗ v qvxl ≅ tszr

ks qu ∗ s qwl °̄ 皮下接种 x 组 uw 只裸鼠 o在 vt ∗

wt§观察期内的肿块形成率为 uvruw o肿块均缩小乃

至消退 o致癌r致瘤率为 uruw o病理组织学观察 { 只

裸鼠肿块 our{为恶性肿瘤k其中 tr{为上皮源性恶

性肿瘤 otr{为高 p 中分化腺癌l oyr{ 为非肿瘤k其

中 wr{ 为坏死 otr{ 为炎性退变坏死组织 otr{ 为微

脓肿l ~另外 o|只剖检正常k表l ∀

� ⁄≤�细胞 �� 株 y ∗ {代k|代的染色体众数

为 z{ ? u o所占比率为 wy h o结构畸变率为 sl以每

只kw qyv ∗ | qyxl ≅ tszrks quy ∗ s qwl °̄ 皮下接种 u

组 ts 只裸鼠 o在 yv ∗ y|§观察期内的肿块形成率

为 tsrts o肿块均缩小乃至消退 o致癌r致瘤率为 yr

ts o病理组织学观察 |只裸鼠肿块 oyr| 为恶性肿瘤

k其中 tr| 为上皮源性恶性肿瘤 o考虑为中分化腺

癌 otr| 为高分化腺癌 our| 为高 p 中分化腺癌 our|

为中分化腺癌l ovr| 为非肿瘤k其中 tr| 为炎性包

块 otr| 为炎性肉芽组织 otr| 为黄色肉芽肿样病

变l ~另外 t只剖检为恶性肿瘤k表l ∀

� ⁄≤�细胞 • �株 y 代kz 代的染色体众数为

zw ? u o所占比率为 ws h o结构畸变率为 t h ∗ u h l

以每只ku quy ∗ vl ≅ tszrs qty °̄ 皮下接种 u 组 ts

只裸鼠 o在 uw ∗ ws§观察期内的肿块形成率为 tsr

ts o肿块增大 !缩小 !消退均有 o致癌r致瘤率为 xr

ts o病理组织学观察 oxr{ 为恶性肿瘤k其中 wr{ 为

中分化腺癌 otr{为腺癌纤维性肉瘤l ovr{为非肿瘤

k其中 tr{为坏死 otr{为炎性退变坏死 otr{未见肿

瘤组织l ~另外 u只剖检正常k表l ∀

� ⁄≤�细胞 � 株 { ∗ uw 代kz ∗ vt 代的染色体

众数为 zy ? v o所占比率为 wv qx h ∗ {x h o相差率

为 u qz{ h ∗ tv qv{ h o结构畸变率为 sl以每只

kt q|ux ∗ u qzl ≅ tszrks qu ∗ s qvl °̄ 皮下接种 v 组

tx只裸鼠 o在 vs ∗ wx§观察期内的肿块形成率为

txrtx o肿块大小基本稳定或缩小 !消退 o致癌r致瘤

率为 tsrtx o病理组织学观察 otsrtt为恶性肿瘤k其

中 xrtt为中分化腺癌 owrtt 为癌肉瘤l otrtt 为非

肿瘤k凝固性坏死l ~另外 w只剖检正常k表l ∀

2 q1 q2  肿瘤阳性对照 �¨̄¤细胞系  w ∗ us代 ÷ 株

�¨̄¤细胞k超二倍体细胞染色体众数为 yu ? v o所占

比率为 y| h o结构畸变率为 u h l以每只ks qysx ∗

{ qvtyl ≅ tszrks qts ∗ s qu{l °̄ 皮下接种 x 组 ux 只

裸鼠 o均产生进行性生长的上皮源性低分化恶性肿

瘤ktss h l ∀��usr÷ 株 �¨̄¤细胞为超二倍体和亚

四倍体细胞k染色体众数 y{ ? v o所占比率 xu h o结

构畸变率为 sl ott代该株细胞以每只 x qusx ≅ tszr

s qu°̄ 皮下接种 t 组 x 只裸鼠 o均快速产生恶性横

纹肌样瘤k � � ×l ∀��株 �¨̄¤细胞为超二倍体细胞

k染色体众数 ys ? v o所占比率 zu h ∗ zy h o结构畸

变率为 x h ∗ t{ h l ox ∗ uu 代该株细胞以每只ks q

uxx ∗ tu qzxl ≅ tszrks qtw ∗ s qul °̄ 皮下接种 u 组

ts只裸鼠 o均产生恶性肿瘤 ∀

2 q1 q3  肿瘤阴性对照猫肾原代细胞kƒ�≤l和犬肾

原代细胞k≤�≤l  s ∗ w 代 ƒ�≤ 以每只ks qtx ∗

y qsul ≅ tszrks qtw ∗ s qwl °̄ 皮下接种 y 组 uu 只裸

鼠 o无一产生肿瘤k致癌r致瘤率为 sruul ∀ ≤�≤ 第

v代以kt qy ∗ u qyyl ≅ tsz 接种裸鼠 u组 ts只 o无一

产生肿瘤ksrtsl ∀

2 q2  细胞系软琼脂中克隆形成k抛锚独立生长特

性l实验与凝集实验

本实验所用不同株的 �¨̄¤细胞系 o ≠ �株 � ⁄2

≤�细胞系在 s qvv h软琼脂中均具有抛锚独立生长

特性 o并在终浓度 v qtux ∗ ussΛªr°̄ 植物凝集素

k°� �l作用下出现凝集现象 o而二倍体原代细胞

ƒ�≤ 与 ≤�≤ 既不具有抛锚独立生长特性 o在不同

浓度 °� � 作用下也不发生凝集 o其它 v 株 � ⁄≤�

细胞的抛锚独立生长特性和凝集性均差 o但不够十

分规律 ∀这就说明本实验所用不同株的 �¨̄¤细胞

符合肿瘤细胞系体外常规检定特性 o并与裸鼠体内

致癌r致瘤性观察结果相符 o说明本实验所用不同株

的 �¨̄¤细胞符合肿瘤细胞系体外常规检定特性 ∀

3  讨论与结论

3 q1  不同核型细胞的致瘤性不同 o细胞染色体数目

变异大小和致癌r致瘤性强弱相关及肿瘤细胞

系高变异率株可在裸鼠体内快速选育成功

��usr÷ 株 v 代相当于 ÷ 株 uv 代 o却比 ÷ 株

vt代的染色体数目变异性还大 o说明成瘤细胞染色

体数目变异大大加快 ∀肿瘤细胞系高变异率株可在

裸鼠体内快速选育成功这一结论与敏感性差异极显

著细胞系交替选育获得超高增殖率细小病毒株≈z  o

均属于自然选择规律的结果 ∀

3 q2  细胞染色体遗传特征决定致瘤性质并具有种

属特异性

细胞系染色体遗传特征决定致瘤性质 ∀ �¨̄¤

细胞 ÷株的染色体众数为超二倍体yu ? v o致瘤性

ttzy期         张德礼等 }犬五联病毒活疫苗制备用犬肾细胞系的建库筛选与检定            



utz                    中  国  农  业  科  学                   vx卷



强 o接种少量细胞即可快速产生上皮源性低分化恶

性肿瘤ktss h l o且肿瘤生长迅速 ∀ ��株的染色体

众数为超二倍体 ys ? v o比 ÷ 株变异小 o也不如 ÷ 株

致瘤性强 o加大细胞接种量有利于快速生瘤 ∀

��usr÷ 株 �¨̄¤细胞为超二倍体和亚四倍体细胞 o

染色体众数 y{ ? v o比 ÷ 株变异大 o也比 ÷ 株致瘤性

强 o均致 � � ×kxrxl ∀

细胞致癌r致瘤性具有种属特异性 o即同样染色

体核型的不同种类动物细胞系的致癌r致瘤性不同 o

�¨̄¤细胞为超二倍体以上细胞 o所选育的 ��usr÷

株致 � � × 的比率高达 xrx ∀ � ⁄≤�犬肾细胞系致

癌r致瘤性差 o一般致上皮源性恶性肿瘤 o多为高中

分化腺癌 o未导致 � � × 产生 ∀

3 q3  � ⁄≤�犬肾细胞系为低致癌细胞系 o降低制苗

毒液中细胞系基因含量可以将其用于犬五联

苗生产

本研究证明 � ⁄≤�株细胞系至少是低致癌r致

瘤性细胞系 o实际上并不存在非致癌r致瘤性的

� ⁄≤�株细胞系 o这有可能打破学术界长期认为存

在非致癌r致瘤性 � ⁄≤�细胞系的观点 o从而在有

关生物制品和基因工程产品安全性上提出新的要求

标准 ∀亚二倍体的 • �株 � ⁄≤�细胞皮下接种量

在低于 v ≅ tszr只时只有轻微的致癌r致瘤性 ∀国

际上制苗用非致癌r致瘤性细胞系的筛选一般是以

t ≅ tszrs qu °̄ k或低于此接种细胞数量标准l皮下接

种裸鼠 ut§不致癌为检定标准 o按此标准 o • �株

� ⁄≤�细胞系可用于病毒活疫苗制备 ∀本试验还

表明 o冻融裂解细胞系的致癌r致瘤性相应降低 o非

致癌r致瘤性细胞系不会因冻融裂解而增加致癌r致

瘤性 ∀ � ⁄≤�细胞系冻融裂解物不致癌≈u  o降低制

苗毒液中细胞系基因含量≈|  o完全可以将 � ⁄≤�细

胞用于犬五联苗生产 ∀

3 q4  不同生物制品研制单位必须建立自己的强大

传代细胞库 o并须经检定合格方可启用

ktl细胞系致癌r致瘤性具有种属特异性 o� ⁄2

≤�犬肾细胞系为低致癌细胞系 ∀ 本研究证明 o

� ⁄≤�细胞系不论核型如何 o始终具有致癌性 o至

少是低致癌r致瘤性细胞系 o实际上并不存在非致癌

r致瘤性的 � ⁄≤�株细胞系 o这有可能打破学术界

长期认为存在非致癌r致瘤性 � ⁄≤�细胞系的观

点 o从而在有关生物制品和基因工程产品安全性上

提出新的要求标准 ∀

kul � ⁄≤�细胞系冻融裂解物不致癌 o降低制

苗毒液中细胞系基因含量 o完全可以将 � ⁄≤�细胞

系k • �o� 株l用于犬五联苗生产 ∀但 � ⁄≤�细胞

超二倍体 ≠ �株和亚二倍体与超二倍体 �� 株不能

用作病毒活疫苗培养基质 ∀

kvl在软琼脂中的细胞克隆形成实验和在植物

凝集素作用下的细胞凝集实验结果具有规律性 o并

与裸鼠体内实验结果一致 ∀
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