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(1. 杭州医学院安全性评价研究中心,浙江省药物安全性评价技术研究

重点实验室,杭州　 310053;2. 杭州易文赛生物技术有限公司,杭州　 311100)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立并验证小鼠组织中人源 SRY 基因 DNA RT-qPCR 分析方法学,研究人脐带间充质干细

胞(human umbilical cord mesenchymal stem cells,HUCMSCs)单次静脉注射后在重度免疫缺陷 NOG 小鼠体内的组织

分布情况。 方法　 建立小鼠组织中人源 SRY 基因 DNA 的 RT-qPCR 分析方法,进行标准曲线与线性范围、准确度

与精密度、稳定性等方法学验证。 取 NOG 小鼠 36 只,雌雄各半,单次静脉注射给予 HUCMSCs 3. 5 × 107 cells / kg,
于 6、12、24、72 h、1 周、2 周各取 6 只小鼠麻醉,采集血液(EDTA 抗凝)后解剖,取肺、肾、心脏、肝、大脑、脊髓、胃、小
肠、脂肪、皮肤、脾、睾丸(子宫、卵巢)提取 DNA,用已验证的小鼠组织中人源 SRY 基因 DNA RT-qPCR 分析方法测

定各组织中 HUCMSCs 的分布情况。 另选取 NOG 小鼠 18 只,雌雄各半,分为对照组 6 只、给药组 12 只,分别静脉注

射 0. 9%氯化钠注射液、HUCMSCs 3. 5 × 107 cells / kg,给药期间观察小鼠急性毒性反应情况,给药组于给药后 72 h、
2、4 周各取 4 只动物剖检观察脏器组织大体观情况,取肺组织石蜡切片采用免疫组化法检测线粒体蛋白表达,分析

HUCMSCs 在肺组织中的定植情况。 结果　 建立的小鼠组织中人源 SRY 基因 DNA 的 RT-qPCR 分析方法各考察指

标均符合验证标准;NOG 小鼠单次静脉注射 HUCMSCs 后,主要分布于肺和血液中(给药后 1 周内),肺组织浓度高

于血液,肺组织、血液中 HUCMSCs 浓度分别在 6 ~ 24 h、6 ~ 72 h 之内维持相对平稳水平,之后随时间推移下降,其
他组织各采样点均未测得 HUCMSCs 分布;定植结果显示静脉注射 HUCMSCs 后 72 h 可在肺部检测到其存在,2 周

和 4 周时则未检测到;单次静脉注射 HUCMSCs 后 NOG 小鼠未见明显急性毒性反应。 结论　 建立的 HUCMSCs 小

鼠组织中分布分析方法可靠、可行;NOG 小鼠单次静脉注射 HUCMSCs 后主要于给药后 1 周内分布于肺和血液,72
h 主要定植于肺组织;单次静脉注射 HUCMSCs 具有良好的安全性。
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【Abstract】 　 Objective 　 To establish a quantitative polymerase chain reaction (PCR) method for the analysis of
human-derived SRY DNA in mouse tissues, and to study the tissue distribution of human umbilical cord mesenchymal stem
cells ( HUCMSCs) in immunodeficient NOG mice after a single intravenous injection. Methods 　 We established a
quantitative PCR method for the analysis of human SRY DNA in mouse tissues, and validated the standard curve, linear
range, accuracy, precision, and stability. Thirty-six NOG mice ( 18 male, 18 female) were administered 3. 5 × 107

HUCMSCs / kg by single intravenous injection. Six mice were then anesthetized and dissected after blood collection (EDTA
anticoagulation) at 6, 12, 24, and 72 h, and at 1 and 2 weeks, respectively. DNA was extracted from lung, kidney,
heart, liver, brain, spinal cord, stomach, small intestine, fat, skin, spleen, testis, uterus, and ovary tissues, and the
distribution of HUCMSCs in each tissue was determined by the validated quantitative PCR method for detecting the human-
derived SRY gene in mouse tissues. In addition, 18 NOG mice (9 male, 9 female) were divided into control (n = 6) and
treatment groups (n = 12) injected intravenously with 0. 9% sodium chloride and 3. 5 × 107 cells / kg, respectively. Acute
toxic reactions were observed during the administration period, and four animals were dissected at 72 h and at 2 and 4
weeks after administration to observe the gross organs. Mitochondrial protein expression was detected in paraffin sections of
lung tissues by immunohistochemistry to analyze the colonization of HUCMSCs in lung tissues. Results 　 The established
RT-qPCR method for human-derived SRY DNA in mouse tissues met the validation criteria for each index. After a single
intravenous injection in NOG mice, HUCMSCs were mainly distributed in the lungs and blood within 1 week after
administration, with higher concentrations in lung tissues than in blood. The concentrations of HUCMSCs in lung tissue and
blood remained relatively stable within 6 ~ 24 h and 6 ~ 72 h, respectively, and then decreased over time. The
distribution of HUCMSCs in other tissues was not measured at all sampling points. The colonization result showed that
HUCMSCs were detected in lungs 72 h after intravenous injection, but not at 2 and 4 weeks. No obvious acute toxicity was
observed in NOG mice after single intravenous administration of HUCMSCs. Conclusions　 The above method for analyzing
the distribution of HUCMSCs in mouse tissue is reliable and feasible. HUCMSCs were mainly distributed in lung and blood
in NOG mice within 1 week after a single intravenous injection, and mainly colonized lung tissue at 72 h. A single
intravenous administration of HUCMSCs has a good safety profile.

【Keywords】　 human umbilical cord mesenchymal stem cells; NOG mouse; colonization analysis; tissue distribution
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　 　 近年来受新型冠状病毒影响,急性肺损伤发病

率急剧增加[1-2],严重感染时死亡率可高达 40%,目
前主要治疗手段仅以支持治疗为主,急需寻找更为

安全有效的治疗手段[3-4]。 已有研究表明,间充质

干细胞具有非常可观地促进损伤组织再生修复和

免疫调节作用,这使得间充质干细胞成为治疗急性

肺损伤的“救命稻草” [5]。 间充质干细胞是一类具

有多向分化和自我更新潜能的未分化细胞[6-7],在
组织修复及免疫调节等方面有巨大的应用潜力和

价值。 人脐带间充质干细胞( human umbilical cord
mesenchymal stem cells,HUCMSCs)是一类人脐带中

胚层来源的成体干细胞[8],具有可塑性强、免疫原

性低和排异少等优点,同时还拥有易于分离培养、
分泌多种细胞因子以及调节免疫等诸多优点[9],目
前临床主要拟用于造血支持,免疫系统疾病、心血

管系统疾病以及代谢疾病等多种疾病类型[10-12]。
虽然间充质干细胞已经被一些国家批准上市,但仍

有很多人对其组织分布情况及安全性问题充满

疑虑。
有研究表明间充质干细胞治疗 (95%为脐带

MSC)后出现急性反应的占 11. 9%[13],包括发烧、头
痛、心悸、脸部充血和失眠等症状。 临床拟静脉注

射 HUCMSCs 用于治疗急性 肺 损 伤, 应 先 考 虑

HUCMSCs 输注后的急性毒性反应及体内分布情况。
但目前受检测技术限制,缺乏标准化的人源 MSCs
体内检测方法,尚无法准确获得 HUCMSCs 在体内

的组织分布状态及代谢情况。 SRY 基因是雄性性

别决定基因,指 Y 染色体上具体决定生物雄性性别

的基因片段。 SRY 在胚胎发育早期决定性别的分

化和睾丸的形成。 人的 SRY 基因位于 Yp11. 3,编
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码一个 204 氨基酸的蛋白质[14-15]。 为研究干细胞

移植后的体内代谢情况,可选择将人源男性胚胎脐

带间充质干细胞静脉注射移植到 NOG 小鼠中,通过

检测小鼠组织样本中男性 SRY 基因的丰度和比例

来对间充质干细胞的体内代谢情况进行动态检测。
本研究建立了小鼠组织中 HUCMSCs(人源 SRY 基

因 DNA)的 RT-qPCR 分析方法,考察重度免疫缺陷

小鼠(NOG 小鼠)单次静脉注射 HUCMSCs 后的急

性毒性反应、探索可能的毒性靶器官,以及体内组

织分布、定植情况,为后续临床用药提供剂量参考。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

54 只 6 ~ 7 周龄 SPF 级健康 NOG 小鼠,雌雄

各半,雌鼠体重 13. 8 ~ 20. 2 g,雄鼠体重 20. 3 ~
23. 5 g,购于北京维通利华实验动物技术有限公司

【SCXK(京)2021-0006】。 动物房温度 20 ~ 26℃,
相对湿度 40% ~ 70%,中央空调集中通风每小时不

低于 15 次,光照 12 h 明、12 h 暗,IVC 换气次数为

每小时 30 ~ 80 次,饲养于杭州医学院安全性评价

研究中心屏障环境动物房内的独立送回风净化笼

具(IVC)中【SYXK(浙)2022-0027】,经兽医检疫合

格后使用。 本研究过程中用到的实验动物饲养及

使用均以科研为目的,可能涉及的与实验动物使用

及福利相关的内容和程序都遵从实验动物使用和

管理相关的法律法规和杭州医学院安全性评价研

究中心实验动物管理和使用委员会 ( Institutional
Animal Care and Use Committee,IACUC)的相关规定

(NGLP-2020-019,NGLP-2021-004)。
1. 1. 2　 细胞及细胞稀释液

人脐带间充质干细胞由杭州易文赛生物技术

有限公司提供(符合质量检测标准),2 ~ 8℃短期

保存于杭州易文赛生物技术有限公司提供的细胞

稀释液中。
1. 1. 3　 主要试剂与仪器

SRY-F 引物 5’-TGTCGCACTCTCCTTGTTT
TT-3’和 SRY-R 引物 5’-TGGGTCGCTTCACTCTA
TCCT-3’(生物工程(上海)股份有限公司);Power
UpTM SYBRTM Green Master Mix ( A25742, Thermo
Fisher Scientific);SRY 质粒(浙江易思得生物科技

有限公司); Nuclease-free H2O ( 200019A,可帮基

因);DNA 提取试剂盒(S8030 / S8031,天根生化科技

(北京) 有限公司)。 RT-qPCR 仪 ( Step One Plus,
Applied Biosysytems); 微量台式离心机 ( Heraeus
Pico 17, Thermo Fisher); 漩涡震荡仪 ( VORTEX-
GENIE 1,Scientific Industries);超微量紫外分光光

度计(ND-ONE-W,Thermo Fisher)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 小鼠组织中 HUCMSCs 人源 SRY 基因 DNA
的 RT-qPCR 分析方法学研究

建立小鼠组织中人源 SRY 基因 DNA 的 RT-
qPCR 分析方法,取贴壁培养的 HUCMSCs 和雌性小

鼠各器官组织提取 DNA 并检测其浓度,在 RT-
qPCR 仪上按表 1 配制反应液,引物序列见表 2,参
数设置为 50℃ 2 min;95℃ 2 min;95℃ 15 s,64℃
1 min, 40 个循环;95℃ 15 s,60℃ 1 min,95℃ 15 s。

表 1　 反应液配制

Table 1　 Preparation of reaction solution
试剂名称 Reagents name 体积(μL)Volume(μL)

Nuclease-free H2O 8. 0

Power Up TM SYBRTM Green Master Mix 10. 0

10 μmol / L SRY-F 0. 5

10 μmol / L SRY-R 0. 5

Sample 1. 0

总体积 Total 20. 0

　 　 选择性验证方法:取稀释液(Buffer TE)、预混

液、空白基质、干细胞 DNA 样品、空白基质添加标准

品,按照样品处理方法处理和测定,稀释液 TE、预混

液和空白基质没有响应或对测定无干扰测得结果

为 Undetermined 或出现的 Ct 值符合接受标准。
标准曲线和线性范围验证方法:制备零浓度样

品及浓度分别为 1. 00 × 102、2. 00 × 102、2. 00 ×
103、5. 00 × 104、 2. 00 × 105、 1. 00 × 106、 8. 00 ×
106、1. 00 × 107 copies / μL 校正标样。 将校正标样

浓度的 LOG 值与复孔 Ct 平均值作回归分析,计算

标准曲线。 然后将校正标样的 Ct 值代入相应标准

曲线,计算回算浓度和回算准确度。 接受标准:回
算准确度应在 55% ~ 145%,定量下限处应在 50%
~ 150%。

准确度和精密度验证方法:制备 SRY 质粒浓度

为 1. 00 × 102、3. 00 × 102、1. 00 × 104、7. 50 × 106、
1. 00 × 107 copies / μL 的质控样品,各取 5 μL,加入

45 μL 空白基质,涡旋混匀,将 Ct 值代入当日标准

曲线,计算实测浓度。 接受标准:准确度实测浓度

与标称浓度的比值均值应在 55% ~ 145%,定量下

限准确度应在 50% ~ 150%;精密度实测浓度间的
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相对标准偏差(RSD)不得超过 45%,定量下限的精

密度不得超过 50%。
提取 DNA 组样品稳定性验证方法:空白组织样

品进行 DNA 提取后进行分装,分别于处理测定

(0 h)、 冻融 3 次、-80℃长期冻存(18、41 和 84 d)
条件下放置后,在 260 nm 测得浓度值,计算每组样

本浓度均值与零时样品的偏差。 接受标准:样本浓

度与 0 时测定结果相比偏差在 ± 15%以内。
　 　 样品稳定性验证方法:取质控液用空白基质稀

释至低浓度(3. 00 × 102 copies / μL)和高浓度(7. 50
× 106 copies / μL),然后对这些样品进行分装,冻融

3 次, -80℃长期保存(7、15、30 和 68 d)后,获取分

析物的浓度。 接受标准:每一浓度的均值与标示浓

度相比偏差应在 ± 45%范围内。

表 2　 选择性结果

Table 2　 Selective result

样品类型
Sample type

稀释液
Diluent TE

空白基质
Blank matrix

预混液
Premix

男性干细胞 DNA 样品
Stem cell DNA
samples for men

LLOQ 选择性样本
LLOQ level of
selective sample

ULOQ 选择性样本
ULOQ level of
selective sample

Ct 值 未检测到
Undetermined

未检测到
Undetermined

未检测到
Undetermined 29. 01 32. 41 26. 97

注:LLOQ:最低定量限;ULOQ:最高定量限。
Note. LLOQ. Low limit of quantification. ULOQ. Up limit of quantification.

1. 2. 2　 NOG 小鼠单次静脉注射 HUCMSCs 后体内

组织分布研究

选取重度免疫缺陷 NOG 小鼠 36 只,雌雄各半,
单次静脉注射 3. 5 × 107 cells / kg HUCMSCs,分别于

6、12、24、72 h、1 周、2 周各取 6 只小鼠(雌雄各半)
麻醉,采集血液(EDTA 抗凝)后剖检,取肺、肾、心
脏、肝、大脑、脊髓、胃、小肠、脂肪、皮肤、脾、睾丸

(子宫、卵巢) 等组织后 - 80℃ 冻存。 提取各组织

DNA,采用已验证的小鼠组织中人源 SRY 基因 DNA
RT-qPCR 分析方法测定各组织中人源 SRY 基因

DNA 的含量,进一步研究 HUCMSCs 在各组织中的

分布情况。
1. 2. 3　 免疫缺陷小鼠静脉注射 HUCMSCs 急性毒

性考察及定植分析研究

NOG 小鼠 18 只,雌雄各半,分为对照组和干细

胞输注组,其中干细胞输注组 12 只小鼠静脉注射

HUCMSCs 3. 5 × 107 cells / kg(浓度 3. 5 × 106 cells /
mL);对照组 6 只小鼠静脉注射相同体积的 0. 9%氯

化钠注射液,单次给药,给药体积均为 10 mL / kg。
给药过程中及给药后观察小鼠的反应情况,连续观

察 29 d,记录所有出现的症状起始时间、严重程度、
持续时间及死亡情况;干细胞输注组于给药后

72 h、 2、4 周分别取 4 只动物(雌雄各半)进行剖检,
肉眼观察各脏器是否有异常变化,并采集肺制作石

蜡切片,利用免疫组化法检测人源线粒体蛋白表

达,以此判断 HUCMSCs 在肺组织中的定植情况。
1. 3　 统计学分析

从 Step One Plus 荧光定时定量 PCR 仪获得分

析物的拷贝数 Ct 值,用 Excel 软件(Microsoft Excel
2016)对实验数据进行录入、计算、汇总整理,计算

平均值 ± 标准差(􀭰x ± s),对校正样品建立标准曲

线,计算样品和校正标样、质控样品及实际样品的

浓度等。 P < 0. 05 为有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 小鼠组织中人源 SRY 基因 DNA RT-qPCR
分析方法学研究

2. 1. 1　 选择性

稀释液(TE)、预混液、空白基质或空白基质添

加标准品浓度为 1. 00 × 102 copies / μL( LLOQ)和

1. 00 × 107 copies / μL(ULOQ)的样本,测定结果为

稀释液(TE)、预混液和空白基质的样本 Ct 值均为

Undetermined;LLOQ 和 ULOQ 样本均有 Ct 值。 结果

显示本方法符合生物样本分析要求。 见表 3。
表 3　 标准曲线准确度和精密度结果

Table 3　 Accuracy and precision of standard curve

批次
Batch

理论浓度(μL)
Theoretical

concentration
copies(μL)

平均值(μL)
Average

copies (μL)

RSD
(%)

回算准确
度(%)

Correction
accuracy(%)

SC-1 1. 00 × 102 1. 05 × 102 20. 7 105. 0
SC-2 2. 00 × 102 1. 87 × 102 11. 6 93. 3
SC-3 2. 00 × 103 2. 04 × 103 10. 3 101. 9
SC-4 5. 00 × 104 5. 18 × 104 9. 2 103. 6
SC-5 2. 00 × 105 2. 14 × 105 13. 0 106. 9
SC-6 1. 00 × 106 9. 70 × 105 8. 1 97. 0
SC-7 8. 00 × 106 7. 97 × 106 12. 9 99. 6
SC-8 1. 00 × 107 9. 84 × 106 10. 0 98. 4
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2. 1. 2　 标准曲线和线性范围

最低检测浓度为 1. 00 × 102 copies / μL,检测范

围为 1. 00 × 102 ~ 1. 00 × 107 copies / μL,标准品回

算浓度在理论值的 93. 3% ~ 106. 9%,平均浓度的

RSD(%)为 8. 1% ~ 20. 7%。 结果符合可接受标

准。 准确度和精密度均符合可接受标准。 见表 4。

表 4　 批间和批内准确度和精密度分析

Table 4　 Analysis of accuracy and precision between and within batches

指标
Index

ULOQ
(1. 00 × 107

copies / μL)

HQC
(7. 50 × 106

copies / μL)

MQC
(1. 00 × 104

copies / μL)

LQC
(3. 00 × 102

copies / μL)

LLOQ
(1. 00 × 101

copies / μL)

批内
Within-
batch

批次 1
Batch 1

批次 2
Batch 2

批次 3
Batch 3

平均值(μL)
Average

copies (μL)
8. 95 × 106 7. 08 × 106 1. 18 × 104 3. 13 × 102 87. 1

SD 12. 1 24. 3 4. 40 × 102 6. 90 × 105 4. 20 × 105

RSD (%) 13. 9 7. 8 3. 7 9. 8 4. 7
准确度 (%)
Accuracy (%) 87. 1 104. 4 118. 3 94. 3 89. 5

平均值(μL)
Average copies (μL) 7. 91 × 106 5. 68 × 106 1. 15 × 104 3. 33 × 102 1. 47 × 102

SD 1. 14 × 105 1. 15 × 105 1. 37 × 103 40. 4 16. 4
RSD (%) 1. 4 2. 0 14. 5 12. 1 11. 1
准确度(%)

Accuracy (%) 79. 1 75. 8 114. 7 111. 1 147. 4

平均值(μL)
Average opies (μL) 8. 98 × 106 6. 26 × 106 9. 45 × 103 2. 66 × 102 1. 01 × 102

SD 3. 11 × 105 4. 20 × 105 2. 08 × 102 32. 4 16. 2
RSD (%) 3. 5 6. 7 2. 2 12. 2 16. 1
准确度(%)

Accuracy (%) 89. 8 83. 4 94. 5 88. 6 100. 6

批间
Between-batch

平均值(μL)
Average copies (μL) 8. 61 × 106 6. 34 × 106 1. 09 × 104 3. 04 × 102 1. 12 × 102

SD 5. 91 × 105 7. 31 × 105 1. 40 × 103 41. 4 30. 3
RSD (%) 6. 9 11. 5 12. 9 13. 6 27. 2
准确度(%)

Accuracy (%) 86. 1 84. 5 109. 2 101. 4 111. 7

2. 1. 3　 准确度和精密度

对最低定量限(LLOQ)、低质控样品(LQC)、中
质控样品(MQC)、高浓度质控样品(HQC)和最高定

量限(ULOQ)共 5 个水平的质控样品进行检测,共
检测 3 个批次,每个批次不同的浓度有 3 个样本。
批内 5 个水平的质控样品回算浓度均值在理论值的

75. 8% ~ 147. 4%,LQC、MQC、HQC 和 ULOQ 回算

浓度的 RSD%为 1. 4% ~ 12. 2%,LLOQ 回算浓度的

RSD%为 11. 1% ~ 16. 1%。 批间每个水平质控样品

回算浓度均值在理论值的 84. 5% ~ 111. 7%,RSD%
为 6. 9% ~ 27. 2%。 结果符合可接受标准。 见表 5。
2. 1. 4　 稳定性

提取后 DNA 样品分别在 - 80℃ 冻融 3 次、
-80℃ 保存 18、41 和 84 d,每个样本浓度与 0 时测

定结果偏差为-4. 79% ~ 6. 59%,RSD%为 0. 60% ~
8. 12%,表明上述保存条件下稳定性良好。 细胞、肝

表 5　 NOG 小鼠静脉注射 HUCMSC 后人源 SRY
基因血液分布结果(copies / μL)

Table 5　 Blood distribution of human SRY gene
in NOG mice injected with HUCMSCs

intravenously (copies / μL)
批次
Batch 6 h 12 h 24 h 72 h 168 h 336 h

雄
Male

NO.1 236 240 174 86 B B
NO.2 1707 B 260 110 58 B
NO.3 147 B B B B B
Mean 697 240 217 98 58 /
SD 876 / 61 17 / /

雌
Female

NO.1 0 0 224 B B B
NO.2 125 132 178 B B B
NO.3 203 249 B B B B
Mean 110 127 201 / / /
SD 103 125 32 / / /

注:B:低于定量下限; / :无相关数据。 (下表同)
Note. B. Below the lower limit of quantification. / . No relevant data
available. (The same in the following tables)
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组织样品分别在-80℃冻融 3 次、-80℃保存 7、15、
30 和 68 d 后,LQC 和 HQC 的样品样本浓度均值与

标示浓度偏差在-15. 6% ~ 18. 1%,表明上述保存

条件下稳定性良好。
2. 2　 免疫缺陷小鼠单次静脉注射给予 HUCMSCs
后在体内的分布情况

采用已建立的小鼠组织中 HUCMSCs 基因检测

方法学,对所有组织分布样品提取 DNA 后进行 RT-
qPCR 检测,结果显示:所有 NOG 小鼠的皮肤、睾
丸、脾、肾、小肠、脊髓、脑、脂肪、卵巢、子宫、胃、肝、
心脏 13 个组织在所有采样点均未测得人源 SRY 基

因 DNA,而血液和肺样本中能测到人源 SRY 基因

DNA,提示静脉注射后 HUCMSCs 在 NOG 小鼠血液

和肺中有分布。 根据组织样品提取 DNA 模板中的浓

度、模板体积以及样品质量或体积,可以算得组织样

品中人源 SRY 基因 DNA 的浓度(见表 5,表 6)。
结合上述结果,HUCMSCs 在 NOG 小鼠血中的

分布规律为:雄性小鼠 HUCMSCs 血中浓度基本呈

现静脉注射的药时曲线特征,静脉注射 6 h 均值最

高,为 697 copies / μL,然后随时间推移逐渐下降(6
h ~ 1 周有分布),2 周时低于定量下限;雌性小鼠

HUCMSCs 血中浓度均值在 6 ~ 24 h 相对平稳(164

~ 201 copies / μL,浓度缓慢升高),其后均低于定量

下限。 HUCMSCs 在 NOG 小鼠肺中的分布规律为:
雄性小鼠肺组织 HUCMSCs 浓度均值在 6 h 最高

(3636 copies / mg),然后随时间推移有所下降,但在

72 h 处有一反跳点(均值 3078 copies / mg),1 周时

又有所下降,2 周时低于定量下限;雌性小鼠肺组织

HUCMSCs 浓度均值在 6 ~ 72 h 之内维持相对平稳

(757 ~ 1439 copies / mg),其后均低于定量下限(见
图 1)。
表 6　 NOG 小鼠静脉注射 HUCMSCs 后人源 SRY 基因肺

分布结果(copies / mg)
Table 6　 Lung distribution of human SRY gene in NOG
mice injected with HUCMSCs intravenously (copies / mg)

批次
Batch 6 h 12 h 24 h 72 h 168 h 336 h

雄
Male

NO.1 4922 1343 499 2084 751 B
NO.2 788 1199 2820 4105 419 B
NO.3 5197 1517 345 3043 B B
Mean 3636 1353 1221 3078 585 /
SD 2470 159 1387 1011 235 /

雌
Female

NO.1 1094 445 1273 1259 B B
NO.2 564 1995 2224 1134 B B
NO.3 614 1482 397 1925 B B
Mean 757 1307 1298 1439 / /
SD 292 790 913 425 / /

注:A:药时曲线;B:血液分布变化;C:肺组织分布变化。

图 1　 NOG 小鼠静脉注射 HUCMSCs 后人源 SRY 基因在小鼠血液中的药时曲线、血液分布变化和肺组织分布变化

Note. A. Intravenously. B. Blood distribution. C. Lung tissue distribution.

Figure 1　 Drug time curve of SRY gene in NOG mice injected with HUCMSCs intravenously, blood distribution and lung tissue
distribution of SRY gene in NOG mice

2. 3　 免疫缺陷小鼠静脉注射 HUCMSCs 急性毒性

考察及定植分析

2. 3. 1　 一般反应观察、大体观剖检结果

对照组小鼠整个实验期间均未见明显异常,未
引起动物死亡;干细胞组给药后出现短暂可逆的弓

背,其余未见明显反应异常,未引起动物死亡;于各

检查阶段剖检两组小鼠,各脏器组织外观、色泽、形
态和质地等均未发现肉眼可见的大体观异常变化。

2. 3. 2　 定植检测结果

免疫组化结果显示,对照组动物肺组织未见显

著棕色点或区域,未检测到 HUCMSCs 定植;干细胞

组给药后 72 h,在小鼠肺组织中检测到 HUCMSCs
定植(4 / 4 只),肺组织可见显著棕色点或区域;而干

细胞组给药后 2、4 周时均未检测到 HUCMSCs 定

植,肺组织未见显著棕色点或区域。 肺组织中定植

分析结果与组织分布检测结果基本一致(见图 2)。
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注:A:正常对照组动物肺组织中人源线粒体蛋白表达结果;B ~
D:分别是 HUCMSCs 静脉注射后 72 h、2、4 周小鼠肺组织中人源

线粒体蛋白表达结果。

图 2　 静脉注射 HUCMSCs 在肺组织的定植情况

Note. A. Expression of human mitochondrial protein in lung tissues of
control group. B ~ D. Expression of human mitochondrial protein in
lung tissues of NOG mice injected with HUCMSCs intravenously after
72 h, 2 and 4 weeks.

Figure 2　 Colonization of stem cells in lung tissue after
injected with HUCMSCs intravenously

3　 讨论

目前,研究间充质干细胞分布的主要方法有 2
种:(1)细胞示踪技术,比如用胸腺嘧啶核苷类似物

BrdU 标记,绿色荧光蛋白作为报告基因转入细胞后

进行检测等。 该方法能够观察细胞所处的位置,但
只是定性检测,且检测过程中容易出现荧光信号

弱、不稳定,不能区分移植细胞死活等各种弊端,导
致组织分布结果不准确。 (2)RT-qPCR 方法定量检

测,比如利用间充质干细胞特征基因设计引物进行

检测。 本研究建立了 RT-qPCR 检测小鼠组织中人

源 SRY 基因的方法(来表征人源干细胞在小鼠体内

的分布),最低检测浓度为 1. 00 × 102 copies / μL,检
测范围为 1. 00 × 102 ~ 1. 00 × 107 copies / μL,能够

在大量鼠组织中检测到微量的间充质干细胞基因

并定量。 方法学验证结果表明,各项验证指标均符

合标准,方法可靠可行,能够为其他干细胞组织分

布实验提供参考。
单次静脉注射体内组织分布结果表明,NOG 小

鼠单次静脉注射 HUCMSCs 后,主要分布于肺和血

液中(给药后 1 周内),其他组织未见明显分布。 血

液、肺组织中 HUCMSCs 浓度分别在 6 ~ 24 h、6 ~

72 h 之内 HUCMSCs 浓度维持相对平稳水平,后随

时间推移下降。 HUCMSCs 在雌雄小鼠肺部和血液

中的分布不一致,表现为雄性小鼠肺部和血液中的

分布 均 高 于 雌 性 小 鼠, 其 中 雄 鼠 肺 组 织 中 的

HUCMSCs 浓度均值最高(6 h)达到 3636 copies / mg,
远大于雌性小鼠。 免疫组化法定植验证分析结果

显示, 干 细 胞 组 给 药 后 72 h 在 肺 中 检 测 到

HUCMSCs 定植(检出率 100%),而给药后 2、4 周时

均未检测到,与组织分布检测结果基本一致,表明

NOG 小鼠单次静脉注射 HUCMSCs 后,于 72 h 内定

植分布于肺,2 周之后基本代谢出机体。
参考 ICH 发布的 S6(R1) 《生物技术药物的临

床前安全性评价技术指南》 [16],结合单次给药后急

性毒 性 观 察 结 果: NOG 小 鼠 单 次 静 脉 注 射

HUCMSCs 后除了出现短暂可逆的弓背,其余未见明

显反应异常,不会引起免疫缺陷小鼠死亡,大体观

剖检结果显示对小鼠各组织脏器以及毒性靶器官

也均未见明显异常,提示单次静脉注射 HUCMSCs
具有较好的安全性。

通过将 HUCMSCs 人源 SRY 基因 DNA RT-
qPCR 分析方法学作为技术支撑,结合实验室已有

实验技术基础,后续对 HUCMSCs 开展了一系列全

套的安全性研究,包括 NOG 小鼠单次给药毒性研

究、重复给药毒性研究(NOG 小鼠、食蟹猴)、局部毒

性研究(兔血管刺激、过敏、溶血)、软琼脂克隆形成

实验、裸鼠成瘤性实验、NOG 小鼠 26 周体内致瘤实

验等研究,在不同物种中进行全方位安全性评价,
为后续 HUCMSCs 在临床中静脉注射途径应用提供

了安全性资料参考。
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