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摘要 以人类子宫颈癌细胞系 为阳性对照 以连传 代的犬 !猫肾原代细胞 ≤ ≤ !ƒ ≤ 为阴性对照 对来自

国内外不同单位收集的 株 ⁄≤ 传代细胞系培养 ∗ 代的完整活细胞或冻融裂解细胞进行裸鼠致癌 致瘤实

验观察 筛选出致癌性极低 !符合细胞遗传学要求 !无传染因子污染的几株 ⁄≤ 细胞系用于制苗 并建立了相应的

细胞种子库和工作库 供科研和生产使用 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 ∗ 结构畸变率一般为 ∗ ∀研究表明 ⁄≤ 细胞染色体遗传特征决定致瘤性质 并具有种属

特异性 ⁄≤ 细胞不论核型如何 始终具有致癌性 但其致癌 致瘤性差 只有超二倍体以上细胞才具有高的致癌

致瘤率 如 ≠ 株的为 亚二倍体细胞的致癌 致瘤率很低 其它 株 ⁄≤ 细胞的致癌 致瘤率为 且

一般致上皮源性恶性肿瘤 多为高中分化腺癌 ∀冻融裂解癌细胞系 ÷ 株 ! 株 ∂ ! 株 2 !≠ 株 ⁄2

≤ 的致癌 致瘤性相应降低 极低致癌 致瘤性细胞系 株或 ≤ 株 ⁄≤ 不会因冻融裂解而增加致癌 致瘤性 ∀

证明 ⁄≤ 细胞系冻融裂解物不致癌 降低制苗毒液中细胞系基因含量 完全可以将 ⁄≤ 细胞系 ≤ 株 用

于犬五联苗生产 ∀ ⁄≤ 细胞亚四倍体 ≠ 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 !在植物凝集素作用下的凝集性和在裸鼠体内形成癌肿潜力之间的可能相关性 发现细胞系

染色体数目增加 !克隆形成率增高 !凝集性增强 则致癌 致瘤性相应提高 ∀
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  制苗用人二倍体细胞系 ⁄≤ 的安全性检定

国外已有标准 ∏ ≈ 但制苗用传代细胞系

≤≤ 的致癌安全性检定尚无标准 ∀传代细胞系能

否用于生物制品生产已争论多年≈ ∗ 根据大量研

究结果 作者支持各生产单位必须建立自己的强大

传代细胞库 并须经致癌毒理实验鉴定合格方可用

于疫苗生产的观点≈ ∗ ∀

与原代细胞和二倍体细胞相比 使用传代细胞

库可保障安全有效疫苗的标准化 !低成本和大规模

生产 ∀作为生物制品研究与生产的重要原材料 传

代细胞系的株系特性 特别是其致瘤性 不仅直接影

响到疫苗的质量 而且关系到人畜的健康与安全 一

向为生物制品研究与生产部门所重视 ∀制苗用细胞

系应无传染因子污染 应符合细胞遗传学要求 尤其

应没有致癌 致瘤性≈ ∗ 这已基本为国际同行所

公认 ∀犬 !貉 !狐用五联病毒活疫苗 是采用犬传染

性肝炎或犬传染性喉气管炎病毒 即犬腺病毒 型

或 型 的致弱病毒株在 ⁄≤ 犬肾细胞系上培养
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制成的冻干产品 ∀已有实验证明 肿瘤细胞系的基

因皮下或肌肉接种裸鼠可以致癌≈ ∀若用致癌

致瘤性细胞系培养犬五联弱毒苗 癌基因会随活苗

接种而整合入犬体 ∀人类若长期食用整合有癌基因

的犬肉 数十年后有可能出现新一代癌症 酿成新的

公共卫生问题 ∀目前对犬肾细胞系 ⁄≤ 株 的

致癌 致瘤性≈ ∗ 和核型分析研究尚少 ∀本研究

旨在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 致瘤性 ∀

1  材料与方法

1 1  细胞株

人类子宫颈癌细胞系 ∏ √ 2

2 叙利亚仓鼠肾细胞系

≤2 ≥ Μεσοχριχετυσ αυρα2

τυσ ∂ ≈ 与 ⁄≤ 犬肾细胞系≈ 均经美国典

型培养物保藏中心 × ≤≤ 保藏确认 第四军医大

学动物保健品研制中心直接从 × ≤≤ 引进 株

或从中国药品生物制品检定所 株 !中国医学科

学院 ≤ 株 !中国预防医学科学院 ≠ 株 !军事医

学科学院 株 !西安交通大学医学院 ÷ 株

和第四军医大学口腔医学院 株 引进 ∀细胞系

的代次为本实验室所传 如 2 细胞系 株引

入本实验室时为 代 ∂ 细胞系 株引入本实

验室时为 代 ⁄≤ 犬肾细胞系 和 ≠ 株引

入本实验室时分别为 和 代 ⁄≤ 犬肾细

胞系 ≤ 和 引入本实验室时的代次不详 细

胞系 株与 ÷ 株引入本实验室时的代次不详 均

按 代对待 传后均为 代 ∀ 细胞 ÷

株 为 细胞 ÷ 株在本实验室连传 代皮下接

种裸鼠形成癌肿后再行体外培养传代的细胞株 ∀猫

肾原代细胞 ƒ ≤ 和犬肾原代细胞 ≤ ≤ 本实验

室购进健康快生仔的孕猫 !孕犬 剖腹取胎肾或刚生

下小仔取胎肾 及时消化后再体外培养纯化 ∗

代 ∀ 为阳性对照细胞 ƒ ≤ 和 ≤ ≤ 为阴性对

照细胞 ∀细胞培养方法同文献≈ 只是

细胞的培养基为 ∞ ∞ 和 ° 各半 ∀

1 2  细胞库建立

查清细胞系的建立背景 !来源情况 !传代代次

在 ∗ 代各代次分别冻存种子批 以后每间隔 ∗

代冻存一批 冻存至 代以上 并确保无微生物

细菌 !霉菌 !霉形体 !病毒 污染 ∀

1 3  实验动物

≤ 无胸腺裸鼠 只 体重 ∗ 平均

体重约 约 月龄 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 4  瘤切片的病理形态学观察

自动物皮下取出瘤结节 甲醛固定 或直接

将动物浸泡于 甲醛溶液中 次日更换一次固定

液 石蜡包埋切片 ∞ 染色 镜检 ∀

1 5  细胞染色体遗传变异率和核型分析

方法见文献≈ ∀

1 6  细胞在软琼脂中的抛锚独立生长特性和植物

凝集素 ° 作用下的凝集性实验

方法见文献≈ ∗ ∀

2  结果与分析

2 1  细胞系染色体数目变异率 !结构畸变率和核型

分析与致癌 致瘤性观察

2 1 1  ⁄≤ 犬肾细胞系  ⁄≤ 细胞 ≠ 株

∗ 代 ∗ 代的染色体众数为 ? 所

占比率为 ∗ 较高代次与最低代次细胞染

色体众数所占比率之间的相差率为 ∗ 结

构畸变率为 ∗ 以每只 ∗ ≅

∗ 皮下接种 组 只裸鼠在 ∗

观察期内的肿块形成率为 图版2

致癌 致瘤率为 病理组织学观察 只裸鼠

肿块 为恶性肿瘤≈其中 为上皮源性恶

性肿瘤 为高分化腺癌 为高 中分化

腺癌 为中分化腺癌 倾向为低分化鳞

癌 图版2 疑为腺癌 为非肿瘤 其

中 为坏死 为炎症 为炎性包块

为正常组织 另外 剖检为恶性肿瘤 图

版2 剖检正常 ∀ ⁄≤ 细胞 ≠ 株 代冻

融裂解物对照以每只 ≅ 皮下接

种 组 只裸鼠 在 观察期内的肿块形成率为

肿块 缩小 消退 剖检正常 表

∀

⁄≤ 细胞 株 代 代的染色体众数为

? 所占比率为 结构畸变率为 以每只

≅ 皮下接种 组 只裸鼠 在

观察期内的肿块形成率为 肿块缩小 !消退 致

癌 致瘤率为 病理组织学观察 只裸鼠肿块

为癌 中分化腺癌 肉瘤 图版2 另外 剖检正

常 表 ∀

⁄≤ 细胞 株 ∗ 代 ∗ 代的染色体

众数为 ? 所占比率为 ∗ 相差率为

∗ 结构畸变率为 以每只 ∗
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≅ ∗ 皮下接种 组 只

裸鼠 在 ∗ 观察期内的肿块形成率为

肿块缩小 !消退 图版2 致癌 致瘤率为

病理组织学观察 只裸鼠肿块 图版2 呈腺

泡状分布 细胞异型性不明显 为坏死组织 另

外 只剖检正常 ∀ ⁄≤ 细胞 株 代冻融裂

解物对照以每只 ≅ 皮下接种

组 只裸鼠 在 观察期内的致癌 致瘤率为

表 图版2 ∀

⁄≤ 细胞 ≤ 株 ∗ 代 代染色体众数为

? 所占比率为 结构畸变率为 以每只

∗ ≅ 皮下接种 组 只裸

鼠 在 ∗ 观察期内的肿块形成率为 肿

块增大 !缩小或消退 致癌 致瘤率为 病理组

织学观察 只裸鼠肿块 为恶性肿瘤 其中

为低分化癌 为低分化肿瘤 为坏死组

织 另外 只剖检正常 ∀ ⁄≤ 细胞 ≤ 株 代

冻融裂解物对照以每只 ≅ 皮下接

种 组 只裸鼠 在 观察期内的致癌 致瘤率

为 表 ∀

2 1 2  肿瘤阳性对照 细胞系  细胞 ÷

株 完整活细胞与冻融裂解物 ∗ 代 ÷ 株

细胞 超二倍体细胞染色体众数为 ? 所占比率

为 结构畸变率为 以每只 ∗

≅ ∗ 皮下接种 组 只裸鼠

在 ∗ 观察期内的肿块形成率为 致癌

致瘤率为 肿块均呈进行性增长 病理组织学

观察 只裸鼠肿块 均为上皮源性低分化恶性肿

瘤 ∀简言之 皮下接种的 组 只裸鼠均产生进行

性生长的上皮源性低分化恶性肿瘤 ∀超二

倍体 ÷ 株 细胞 代冻融裂解物以每只 ≅

皮下接种 组 只裸鼠 在 观察期

内的肿块形成率为 致癌 致瘤率为 肿块均

呈进行性缩小乃至消退 病理组织学观察 只裸鼠

肿块 为肿瘤 为坏死 ∀ 表 图版2 ∗ ∀

÷ 株 细胞为超二倍体和亚四倍体

细胞 染色体众数 ? 所占比率 结构畸变

率为 代该株细胞以每只 ≅

皮下接种 组 只裸鼠 在 观察期内的肿块形

成率为 致癌 致瘤率为 肿块均呈进行性增

长 病理组织学观察 只裸鼠肿块 均为 ×

∀

株 细胞为超二倍体细胞 染色体众数

? 所占比率 ∗ 结构畸变率为 ∗

∗ 代该株细胞以每只 ∗

≅ ∗ 皮下接种 组 只裸鼠 在

∗ 观察期内的肿块形成率为 致癌 致

瘤率为 肿块均呈进行性增长 病理组织学观

察 只裸鼠肿块 均为恶性肿瘤 × ∀

2 1 3  肿瘤阴性对照猫肾原代细胞 ƒ ≤ 和犬肾

原代细胞 ≤ ≤  ∗ 代 ƒ ≤ 二倍体细胞染色体

众数为 在 和 代染色体众数所占比率分别

为 和 但在 代时染色体众数 ?

所占比率可达 ∗ 代的结构畸变率为

∗ 以每只 ∗ ≅ ∗

皮下接种 组 只裸鼠 在 ∗ 观察期内的肿

块形成率为 即部分产生肿块并缩小乃至消

退 无一产生肿瘤 致癌 致瘤率为 ∀ ≤ ≤ 第

代以 ∗ ≅ 接种裸鼠 组 只 均形

成肿块并消退 观察 后剖检正常 无一产生肿瘤

∀

2 1 4  2 细胞 株 完整活细胞与冻融裂

解物  2 细胞 株为亚二倍体细胞 众数

比率 ∗ 结构畸变率为 ∗ ∀

代 ∗ 细胞 株以每只 ≅ 皮

下接种 组 只裸鼠 在 观察期内的肿块形成

率为 致癌 致瘤率为 ∀ 代 2 细胞

株以每只 ≅ 皮下接种 组 只裸

鼠 在 观察期内的肿块形成率为 致癌 致

瘤率为 表 ∀肿块均呈进行性增长 病理组织

学观察均为分化比较好的平滑肌肉瘤 ∀

2 细胞 株 代冻融裂解物对照以每

只 ≅ 皮下接种 组 只裸鼠 在

观察期内的致癌 致瘤率为 表 ∀

2 1 5  ∂ 细胞 株 完整活细胞与冻融裂解

物  ∂ 细胞 株 ∗ 代的染色体众数为

? 结构畸变率为 ∗ 所占比率为 ∗

相差率为 ∗ 其中 ∗ 代的

染色体众数 ? 所占比率为 ∗ 相差率

为 ∗ 二倍体以下细胞所占比率为

∗ ∀

代 株 ∂ 细胞以每只 ≅

皮下接种 组 只裸鼠 在 观察期内的肿块

形成率为 致癌 致瘤率为 其中 肿块呈

进行性增长 病理组织学观察 只裸鼠肿块 均为

恶性肿瘤 表 ∀ 代 株 ∂ 细胞系冻融裂解

物以每只 ≅ 皮下接种 组 只裸

鼠 在 观察期内的肿块形成率为 致癌 致
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瘤率为 表 其中 只肿块呈进行性缩小并消

失 ∀

2 2  细胞系软琼脂中克隆形成 抛锚独立生长特

性 实验与凝集实验

本实验所用不同株的 细胞系 株 2

细胞 株 ∂ 细胞 ≠ 株 ⁄≤ 细胞系在

软琼脂中均具有抛锚独立生长特性 并在终

浓度 ∗ Λ 植物凝集素 ° 作用下

出现凝集现象 而二倍体原代细胞 ƒ ≤ 与 ≤ ≤ 既

不具有抛锚独立生长特性 在不同浓度 ° 作用下

也不发生凝集 其它株 ⁄≤ 细胞的抛锚独立生长

特性和凝集性均差 但不够十分规律 ∀这就说明本

实验所用不同株的 细胞 株 2 细胞

株 ∂ 细胞及 ≠ 株 ⁄≤ 细胞符合肿瘤细

胞系体外常规检定特性 并与裸鼠体内致癌 致瘤性

观察结果相符 ∀ 株 2 细胞和 株 ∂ 细

胞与不同株的 细胞一样 缺乏粘附性 !接触抑

制性 并对血清要求低 ƒ ≤ 与 ≤ ≤ 细胞则相反

不具备这些特性 说明本实验所用 株 2 和

株 ∂ 细胞及不同株的 细胞符合肿瘤细

胞系体外常规检定特性 ∀

3  讨论

3 1  不同核型细胞的致瘤性不同 细胞染色体数目

变异大小和致癌 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

研究表明 染色体数目变异较小细胞在裸鼠体

内增殖处于劣势或被淘汰 而染色体数目变异较大

细胞在裸鼠体内增殖处于优势而明显增多 ∀裸鼠虽

缺失细胞免疫机能 但作为活体动物仍具有轻微体

液免疫机能或天然抵抗力 ∀染色体为二倍体的原代

细胞 ƒ ≤ 和 ≤ ≤ 不致瘤 细胞的致

癌 致瘤率为 ⁄≤ 细胞系的致癌 致瘤性

低微 但染色体数目变异越大 指偏离二倍体越远

染色体众数越大 指众数染色体数目越多 !范围越

宽 染色体条数越多 致瘤性越强 从分化程度高低

和生长速度快慢来看更容易在裸鼠体内形成肿瘤并

快速生长 接种细胞量越大 生瘤越快 瘤体细胞染

色体数目变异显著加快 染色体条数明显增加 ∀

3 2  细胞染色体遗传特征决定致瘤性质并具有种

属特异性

在阴性对照细胞致瘤率为 的前提下 细

胞致瘤率为 ∀ ÷ 株和 株 细胞均为超

二倍体细胞 皮下接种的 组 只裸鼠均产生进行

性生长的恶性肿瘤 ∀超二倍体 细胞 ÷

株 众数 ? 第 代 皮下接种裸鼠成瘤后再体

外培养纯化 代 标记为 ÷ 株第 代 经染

色体观察为超二倍体和亚四倍体细胞 染色体数目

明显增加 众数偏移为 ? 比率 ∀超二倍

体细胞成瘤后变成的超二倍体和亚四倍体细胞

÷ 株第 代 皮下接种 组 只裸鼠均快速

产生进行性生长的 × ∀

可见 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 ? 致

瘤性强 接种少量细胞即可快速产生上皮源性低分

化恶性肿瘤 且肿瘤生长迅速 ∀ 株的染

色体众数为超二倍体 ? 比 ÷ 株变异小 也不如

÷ 株致瘤性强 加大细胞接种量有利于快速生瘤 ∀

÷ 株 细胞为超二倍体和亚四倍体细胞

染色体众数 ? 比 ÷ 株变异大 也比 ÷ 株致瘤性

强 均致 × ∀

总之 细胞致癌 致瘤性具有种属特异性 即同

样染色体核型的不同种类动物细胞系的致癌 致瘤

性不同 细胞为超二倍体以上细胞 所选育的

÷ 株致 × 的比率高达 ∀ ⁄≤ 犬肾

细胞系致癌 致瘤性差 只有超二倍体细胞才具有高

的致癌 致瘤率 亚二倍体细胞的致癌 致瘤率很低

且一般致上皮源性恶性肿瘤 多为高中分化腺癌 更

未导致 × 产生 ∀

3 3  动物细胞系的染色体变异率 !软琼脂中克隆形

成率 !在植物凝集素作用下的凝集性和在裸鼠

体内形成癌肿的潜力之间的相关性

在不同株 ⁄≤ 细胞系均连传 ∗ 代的基

础上 在 细胞系作为阳性对照和纯化犬 !猫肾

原代细胞作为阴性对照均成立的前提下 通过系统

实验研究 找出了 ⁄≤ 细胞系的染色体变异率 !

软琼脂中克隆形成率 !在植物凝集素作用下的凝集

性和在裸鼠体内形成癌肿的潜力之间的可能相关

性 发现细胞系染色体数目增加 !克隆形成率增高 !

凝集性增强 则致癌 致瘤性相应提高 这就为细胞

系的致癌 致瘤性检定提供了科学 !简易 !经济的手

段 ∀

3 4  ⁄≤ 犬肾细胞系为低致癌细胞系 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 致

瘤性细胞系 ⁄≤ 细胞 株 ∗ 代以每只 ≅

皮下接种 组 只裸鼠 在 ∗ 观
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察期内的肿块形成率为 肿块缩小 !消退 致

癌 致瘤率为 ∀只有以每只 ≅

皮下接种 组 只裸鼠 图版2 在 观察期

内有 只裸鼠肿块的病理组织学观察皮下可见 个

坏死结节 绝大部分细胞坏死 周边残存一些腺泡状

分布的细胞 异型性不明显 难以明确病变性质 即

不能肯定为恶性肿瘤 其余 只均未致瘤 ∀因此 本

研究染色体众数包含二倍体并以亚二倍体为主的

⁄≤ 细胞 株 ∗ 代皮下接种裸鼠 组 只

的致癌 致瘤率为 ∗ ∀与 株类似的染

色体众数为亚二倍体的 ≤ • 株 ⁄≤ 细胞

皮下接种量在低于 ≅ 只时均有轻微的致癌

致瘤性 因此不排除 株 ⁄≤ 细胞致瘤的可能

性 ∀国际上制苗用非致癌 致瘤性细胞系的筛选一

般是以 ≅ 或低于此接种细胞数量标

准 皮下接种裸鼠 不致癌为检定标准 按此标

准 本实验 株 ⁄≤ 细胞系即为非致癌 致瘤性

细胞系 可用于病毒活疫苗制备 ∀本实验还表明 冻

融裂解细胞系的致癌 致瘤性相应降低 非致癌 致

瘤性细胞系不会因冻融裂解而增加致癌 致瘤性 ∀

4  结论

在建立国内首家 ⁄≤ 犬肾传代细胞系的种

子库和工作库的基础上 以人类子宫颈癌细胞系

为阳性对照 以连传 代纯化的犬 !猫肾原代

细胞 ≤ ≤ !ƒ ≤ 作为阴性对照 对 株传代细胞系

进行了 只裸鼠致癌 致瘤实验观察 筛选出致癌

性极低 !符合细胞遗传学要求 !无传染因子污染的几

株 ⁄≤ 细胞系用于制苗 ∀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 ∗

结构畸变率为 ∗ ∀同时 得出以下结论

肿瘤细胞系高变异率株可在裸鼠体内快速

选育成功 瘤体细胞染色体数目变异显著加快 染色

体条数明显增加 ∀

细胞系染色体遗传特征决定致瘤性质 细胞

染色体数目变异大小和致癌 致瘤性强弱相关 ∀

细胞系致癌 致瘤性具有种属特异性 ⁄2

≤ 细胞系不论核型如何 始终具有致癌性 至少是

低致癌 致瘤性细胞系 ∀

冻融裂解细胞系的致癌 致瘤性相应降低

非致癌 致瘤性细胞系不会因冻融裂解而增加致癌

致瘤性 降低制苗毒液中 ⁄≤ 细胞系基因含量可

以将亚二倍体 ⁄≤ 细胞系用于犬五联苗生产

⁄≤ 细胞系冻融裂解物不致癌 降低制苗毒液中

细胞系基因含量 完全可以将 ⁄≤ 细胞系

≤ 株 用于犬五联苗生产 ∀但 ⁄≤ 细胞亚四

倍体 ≠ 株不能用作病毒活疫苗培养基质 ∀

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 并

与裸鼠体内实验结果一致 ∀

动物细胞系的染色体变异率 !软琼脂中克隆

形成率 !在植物凝集素的作用下凝集性和在裸鼠体

内形成癌肿的潜力之间具有相关性 这就为细胞系

的致癌 致瘤性检定提供了科学 !简易 !经济的手段 ∀

不同生物制品研制单位必须建立自己的强

大传代细胞库 并须经检定合格方可启用 ∀随着传

代代次的增加 细胞系的变异增多 染色体数目多增

加 致癌 致瘤性相应提高 但可因培养条件不同而

变异速率不一 ∀
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