
２０１７ 年 ４ 月

第 ２５ 卷　 第 ２ 期
中国实验动物学报

ＡＣＴＡ ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＵＭ ＡＮＩＭＡＬＩＳ ＳＣＩＥＮＴＩＡ ＳＩＮＩＣＡ
Ａｐｒｉｌ ２０１７

Ｖｏｌ． ２５　 Ｎｏ． ２

［基金项目］国家公益性行业（农业）科研专项（２０１３０３０４６⁃１０⁃３）；江苏省自主创新基金 ［ＣＸ（１４）２０４５、ＺＸ（１５）１００３）］。
［作者简介］汪伟（１９８８ － ），男，助理研究员，硕士，主要从事兽用生物制品研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｗｅｉｗａｎｇ０５４＠ １２６． ｃｏｍ
［通讯作者］何孔旺，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｋｗｈ２００３＠ ２６３． ｎｅｔ

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋

􀤋􀤋􀤋􀤋􀤋
􀦋 􀦋

􀦋􀦋研究报告

Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 昆虫细胞系的致瘤性研究
汪伟，周俊明，王小敏，何孔旺∗，温立斌，倪艳秀

（江苏省农业科学院兽医研究所，农业部兽用生物制品工程技术重点实验室，
国家兽用生物制品工程技术研究中心，南京　 ２１００１４）

　 　 【摘要】 　 目的　 检测 Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 昆虫细胞系对 ＢＡＬＢ／ ｃ 裸鼠致瘤性情况，以确保其作为疫苗生产细胞株的安全性。
方法 　 将裸鼠随机分为 ５ 组，分别为 Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 基础细胞库细胞试验组、Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 最高限制代次细胞试验组、ＨＥｐ⁃２ 细胞

阳性对照组、ＣＥＦ 细胞阴性对照组和不作任何处理的空白对照组，用细胞悬液背部皮下接种裸鼠。 ３ 周和 １２ 周后对裸鼠

解剖及病理组织学检查，其是否有肿瘤形成。 结果　 阳性对照 ＨＥｐ⁃２ 细胞组裸鼠接种后 ３ 周注射部位形成结节，病理组

织学检查为鳞状细胞癌；阴性对照 ＣＥＦ 细胞组和Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 细胞组均无结节形成，接种后 １２ 周经解剖用病理组织学检查，
均无肿瘤形成。 结论　 基础代次和最高限制代次 Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 细胞均不具有致瘤性，可安全地应用于疫苗生产。
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　 　 Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 细胞系（ＢＴＩ⁃Ｔｎ５Ｂ１⁃４）是从亲代粉纹

夜蛾（Ｔｒｉｃｈｏｐｌｕｓｉａ ｎｉ）胚胎细胞系分离得到的克隆，
由博伊斯·汤普森植物研究所（Ｂｏｙｃｅ Ｔｈｏｍｐｓｏｎ Ｉｎ⁃
ｓｔｉｔｕｔｅ ｆｏｒ Ｐｌａｎｔ Ｒｅｓｅａｒｃｈ， ＢＴＩ）构建，通常用于使用

杆状病毒表达载体系统 （ ＢＥＶＳ） 的重组蛋白表

达［１ － ３］。 该细胞系具有以下 ４ 个特性：①细胞数目

倍数时间少于 ２４ ｈ；②贴壁生长良好，但能形成无规

则单层细胞，使得确定蚀斑更加困难；③能够悬浮培

养于无血清培养基中；④比在 Ｓｆ９ 细胞中蛋白表达

量要高 ５ ～ １０ 倍［４］。
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目前昆虫细胞 Ｓｆ９ 已经应用于工业化生产猪圆

环病毒 ２ 型（ＰＣＶ２）基因工程亚单位疫苗［５，６］，取得

良好的经济、社会效益［７，８］。 若使用 Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 细胞

代替 Ｓｆ９ ／ ２１ 细胞系表达重组蛋白，提高蛋白产量，
降低生产成本，进一步降低疫苗的市场价格，提高猪

场疫苗的使用率，使更多猪群得到高质量疫苗的免

疫保护。 为确保 Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 细胞作为疫苗生产的细

胞株时的安全性，需对其致瘤性进行检测［９］。
细胞的致瘤性检测一般采用动物体内接种法，

可以根据细胞的特性及动物的敏感性选择动物的种

类，农业部及 ＷＨＯ 建议可以采用裸鼠（无胸腺小

鼠）或经抗胸腺抗体处理过的新生小鼠，以一定的

细胞量进行体内接种［１０，１１］，检测细胞的致瘤性。
本研究将不同细胞代次的 Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 细胞进行

体内裸鼠致瘤性研究，旨在说明 Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 细胞对裸

鼠的致瘤性影响，从而为 Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 细胞作为疫苗生

产细胞株的安全性提供试验数据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物

３ 周龄 ＳＰＦ 级雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸鼠 ５０ 只，每只 ２０
ｇ 左右，购自上海灵畅生物科技有限公司 【 ＳＣＸＫ
（沪）２０１３ － ００１８】。 自购买之日起，一直放置于江

苏省农业科学院实验动物中心屏障系统 【 ＳＹＸＫ
（苏）２０１５ － ００２０】的隔离器中，同时严格按照裸鼠

饲养要求进行饲养。 饮用水均为高压灭菌纯净水，
小鼠饲料及垫料均为辐照灭菌产品。
１􀆰 ２　 细胞

Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 原始细胞购自上海 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，
培养基为 Ｇｉｂｃｏ􀳏 公司 Ｅｘｐｒｅｓｓ Ｆｉｖｅ􀳏 ＳＦＭ 培养基，
按照细胞说明书培养、扩大、冻存。 致瘤性试验使用

细胞：（１）Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 基础细胞库细胞，为 Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ
原始细胞扩增 ２０ 代，本实验室液氮保存；（２）Ｈｉｇｈ
Ｆｉｖｅ 最高限制代次细胞，为 Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 原始细胞扩增

第 ６０ 代，本实验室液氮保存；（３）人喉癌细胞（ＨＥｐ⁃
２ 细胞）第 ２０ 代，购自中国科学院细胞库，原始细胞

扩增 ２０ 代，本实验室液氮保存；（４）鸡胚成纤维细

胞（ＣＥＦ 细胞），使用 ＳＰＦ 鸡胚，微生物等级 １ 级，本
实验室自行分离，为原代细胞。
１􀆰 ３　 实验分组与细胞接种

将 ５０ 只裸鼠随机分为 ５ 组，分别为 Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ
基础细胞库细胞试验组、Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 最高限制代次细

胞试验组、ＨＥｐ⁃２ 细胞阳性对照组、ＣＥＦ 细胞阴性对

照组和不作任何处理的空白对照组，每组 １０ 只。 实

验组裸鼠每只背部皮下注射 １ × １０７ ／ ０􀆰 ２ ｍＬ 基础细

胞库、最高限制代次 Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 细胞悬液，阳性对照

组裸鼠每只背部皮下注射 １ × １０６ ／ ０􀆰 ２ ｍＬ ＨＥｐ⁃２ 细

胞悬液，阴性对照组裸鼠每只背部皮下注射 １ ×
１０６ ／ ０􀆰 ２ ｍＬ ＣＥＦ 细胞悬液，空白对照组裸鼠每只背

部皮下注射生理盐水 ０􀆰 ２ ｍＬ。
１􀆰 ４　 观察指标、时间及判定方法

逐日观察 ２ 周，检查有无结节或肿瘤形成。 如

有结节或可疑病灶，应在观察至少 １ ～ ２ 周后剖检，
取病变部位组织，４％ 多聚甲醛固定液固定，常规石

蜡包埋切片，ＨＥ 染色，光学显微镜下做病理组织学

检查。 对未发现结节的动物，对其中的一半动物观

察 ３ 周后剖检，对另外一半动物观察 １２ 周后剖检，
对接种部位进行解剖和病理学检查，观察各个淋巴

结和器官中是否形成结节，如有怀疑，应进行病理组

织学检查。 不应有移植瘤形成。

２　 结果

２􀆰 １　 外部观察、解剖和病理学检查

试验期间，各组动物均存活。 接种后 ２ 周，阳性

对照 ＨＥｐ⁃２ 细胞组裸鼠，外部观察注射部位有结节

（肿块）形成，至 ３ 周，结节变得稍大（图 １⁃Ａ１），进行

剖解，发现注射部位有结节（图 １⁃Ａ２），其他部位未

见结节形成；而阴性对照 ＣＥＦ 细胞组、Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 基

础细胞库细胞组、Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 最高限制代次细胞组外

部观察、剖解，注射部位未见有结节形成。
在接种后 １２ 周，阴性对照 ＣＥＦ 细胞组（图 １⁃Ｂ１

与 Ｂ２）、Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 基础细胞库细胞组（图 １⁃Ｃ１ 与

Ｃ２）和 Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 最高限制代次细胞组（图 １⁃Ｄ１ 与

Ｄ２）裸鼠，外部观察、注射部位未见有结节形成；解
剖后，注射部位未见有结节，各淋巴结、各内脏器官

正常，未见有结节形成。
２􀆰 ２　 病理组织学检查

阳性对照 ＨＥｐ⁃２ 细胞组裸鼠，在接种细胞 ３ 周

后，进行解剖，发现注射部位有米粒大小的结节，取
注射部位病变组织，病理组织学检查显示，病变部位

组织灶内细胞巢状和（或）腺样排列，细胞分裂像多

见，偶可见瘤巨细胞，灶中大片细胞溶解性坏死，为
鳞状细胞癌（图 ２⁃Ａ１ 与 Ａ２），阳性对照组接种肿瘤

形成率为 １００％ 。
在接种 １２ 周后，阴性对照 ＣＥＦ 细胞组、Ｈｉｇｈ

Ｆｉｖｅ 基础细胞库细胞组、Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 最高限制代次细

胞组外部观察、剖解，注射部位未见有结节形成；各
淋巴结、各内脏器官正常，未见有结节形成。 随机选

取 Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 细胞试验组和 ＣＥＦ 细胞阴性对照组的

肾、脾做病理组织学检查，未发现肿瘤细胞（图 ２⁃

７８１



中国实验动物学报 ２０１７ 年 ４ 月第 ２５ 卷第 ２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ａｐｒｉｌ ２０１７，Ｖｏｌ． ２５􀆰 Ｎｏ． ２

注：Ａ１ ／ Ａ２：阳性对照ＨＥｐ⁃２ 细胞组；Ｂ１ ／ Ｂ２：阴性对照 ＣＥＦ 细胞组；Ｃ１ ／ Ｃ２：Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 基础细胞库细胞组；Ｄ１ ／ Ｄ２：Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 最高限制代次细胞组。

图 １　 裸鼠大体解剖学检查

Ｎｏｔｅ． Ａ１ ／ Ａ２：Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ （ＨＥｐ⁃２ ｃｅｌｌ ｇｒｏｕｐ）； Ｂ１ ／ Ｂ２： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ （ＣＥＦ ｃｅｌｌ ｇｒｏｕｐ）； Ｃ１ ／ Ｃ２： Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ ｃｅｌｌ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｂａｓｉｃ ｃｅｌｌ ｂａｎｋ；
Ｄ１ ／ Ｄ２： Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ ｃｅｌｌ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｌｉｍｉｔｅｄ ｐａｓｓａｇｅｓ．

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｇｒｏｓｓ ａｎａｔｏｍｙ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ

Ｂ１、Ｂ２、Ｃ１、Ｃ２）。

３　 讨论

自 １９６９ 年 Ｒｙｇａｒｒｄ 和 Ｐｏｖｌｓｅｎ 首次将人结肠癌

移植于裸鼠并获得成功以来，裸鼠在肿瘤学、免疫

学、药品及生物制品的安全性评价领域占据愈来愈

重要的地位。 鉴于裸鼠先天性胸腺缺失，胸腺依赖

性免疫功能缺乏，或 Ｔ 淋巴细胞功能基本缺乏，故
异种移植时不产生排斥反应［１２，１３］。 裸鼠皮下接种

可致瘤（或癌）性细胞系的细胞悬液，在特定环境、
特定时间可生长成实体瘤，能够保持原发瘤的组织

学形态、免疫学特点及其特有的染色体组型［１４］，是
一种较好的动物模型，并广泛应用于动物疫苗研发

中。 而 Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 细胞作为一种应用于杆状病毒表

达载体系统 （ ＢＥＶＳ） 的表达重组蛋白的细胞

株［１５，１６］，必将在疫苗及其他生物制品生产中发挥越

来越重要的作用，评价其安全性，具有重要的意义。
本研究将 Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 基础细胞库及最高限制代

次细胞分别移植在 ＢＡＬＢ ／ ｃ 裸鼠皮下，移植 ３ 周后

无结节形成，经 １２ 周后病理组织学检查无异常。 而

阳性对照 ＨＥｐ⁃２ 细胞注射部位出现结节，病理组织

学检查确定为鳞状细胞瘤；同时阴性对照 ＣＥＦ 细胞

组与 Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 试验组相似，无肿瘤形成。 以上数据

证明，Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ 细胞在基础代次和限制最高代次内

均对裸鼠不具有致瘤性，具有良好的安全性，可作为

疫苗生产的细胞株。
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