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人牙髓间充质干细胞致瘤性试验
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摘 要：目的 观察人牙髓间充质干细胞（HDP-MSCs）对免疫缺陷小鼠的致瘤性作用。方法 雌性 NOG小鼠随机分为 4

组：对照组和HDP-MSCs低、中、高剂量（2×106、5×106和2×107 cells/kg）组，每组20只；双后肢交替 im给药，每周给

药 1次，共给药 6个月（27次）；试验期间进行大体观察、体质量检查和肿瘤触诊，给药结束进行解剖检查、脏器检查和组

织病理学检查。结果 对照组死亡2只动物，其中1只动物颈部出现肿块；HDP-MSCs低剂量死亡1只动物，另有1只动物出

现弓背；中剂量组 1只动物濒死；高剂量动物未见明显异常；低、中、高剂量组触诊未发现肿瘤。小鼠体质量无异常。解

剖后对照组和HDP-MSCs低、中剂量个别动物发现有肿块。各剂量组脏器质量及系数无异常、组织病理学检查无药物相关

性病变。结论 HDP-MSCs在本试验剂量下连续 im给药6个月，致瘤试验结果为阴性。
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Abstract: Objective To evaluate tumorigenicity of human dental pulp mesenchymal stem cells (HDP-MSCs) on NOG mice.

Methods NOG mice were divided into four groups (20 mice each group), which included low, medium, high dose (2×106、 5×

106 and 2×107 cells/kg) groups and one blank control group. The mice were given HDP-MSCs by alternate intramuscular injection in

both hind limbs once a week and this operation last for 6 months (27 times in total). Clinical observation, weight examination and

tumor palpation on NOG mice were conducted in experimental observation period. Gross anatomy, organs and histopathology on

NOG mice were examined at the end of the experiment.Result Two animals of the blank control group died, one of which had a

neck mass. One animal died in the low dose group, and another animal observed one symptoms of arched back. One animal in the

middle dose group was in a state of near death. The animals in the high dose group were no obvious abnormality. There was no

tumor found on tumor palpation in the low, medium and high dose groups. The mice weight was normal. Tumor was found on

autopsy in blank control group, low and medium dose group. Viscera weight and coefficient was no abnormality. No drug-related

lesion was found in histopathology.Conclusion The result of tumorigenicity test of HDP-MSCs on NOG mice was negative.
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牙周炎是由菌斑刺激物引发的牙周组织炎症，

可引起牙周支持组织丧失，牙齿松动甚至脱落，其

所造成的牙周组织缺损很难进行修复与再生重建。

人 牙 髓 间 充 质 干 细 胞（human dental pulp

mesenchymal stem cells，HDP-MSCs）为牙周组织的

再生产物之一，具有自我更新、多向分化潜能和免

疫调节能力，有较好的再生和修复能力［1-4］，可以通

过注射方式直接在牙周缺损内提供大量具有多向
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分化潜能和免疫调节能力的HDP-MSCs，进而发挥

再生局部软硬组织、抗炎等作用，可为临床慢性牙

周疾病提供更加有效、安全的治疗方法和途径，具

有良好的发展前景。

考虑到 HDP-MSCs 的多向分化特点和增殖能

力，在临床前安全性评价中需对其致瘤性风险进行

评估。NOG小鼠为重度免疫缺陷小鼠［5］，可以减少

人源细胞给予动物时可能出现的免疫应答反应，常

用于人源细胞产品的临床前安全性评价研究，本研

究主要通过 NOG 小鼠的体内致瘤性试验来评价

HDP-MSCs可能存在的致瘤风险，以评价其临床使

用时的安全性。

1 材料

1.1 药物

HDP-MSCs（北京三有利和泽生物科技有限公司，

批 号 01012012110701D-P6、01012012111304D-P6、

01012012110205D-P6，规格5×106 cells/1.5 mL/支）；空

白对照：氯化钠注射液（石家庄四药有限公司，批号

1812030510、D190628052）。

1.2 实验动物

SPF 级 NOG 小鼠 80 只，全雌性，5～6 周龄，体

质量 13.0～17.0 g，购自北京维通利华实验动物技术

有限公司，实验动物许可证号 SCXK（京）2016-

0006，动物来源：日本 IVS公司。动物在天津天诚新

药评价有限公司 SPF级动物房内饲养，动物使用许

可证号 SYXK（津）2016-0009。每笼不多于 5只，自

由饮水摄食，喂饲免疫缺陷鼠专用饲料及无菌饮用

水。饲养室温度 20～26℃，湿度 40%～70%，光照

12 h明/12 h暗交替。

1.3 主要仪器

E1200-1 电子天平，常熟市双杰测试仪器厂；

0～150 mm数显式游标卡尺，世达工具（上海）有限

公司；Siemens Healthcare Diagnostics Inc.BX51显微

镜，日本奥林巴斯光学株式会社。

2 方法［6］

2.1 分组与剂量设计

80只动物随机分为 4组，每组 20只，全雌性，分

别为空白对照和 HDP-MSCs 低、中、高剂量组（2×

106、5×106 和 2×107 cells/kg），分别为临床拟用剂

量（1.7×105 cells/kg）的12、30、120倍。

2.2 给药方法及检查指标

双后肢交替 im给药，每周给药 1次，共给药 6个

月（27次），末次给药后次日剖杀；给药体积为2 mL/kg。

试验期间每日进行 1次大体观察、每周进行 1次体

质量检查和肿瘤触诊，末次给药后次日进行 1次解

剖检查、脏器统计和组织病理学检查。

肉眼观察和手诊结合检查小鼠全身体表和皮

下是否有肿块，确定肿块的位置，判断肿块质地、肿

块与皮下的的结合程度，并测量肿块的大小。

动物剖检后对动物进行体表及皮下检查、颈部

检查、胸腔及胸腔脏器检查、盆腔及盆腔脏器检查、

腹腔及腹腔脏器检查、头部检查、淋巴检查、乳腺、

脊髓、坐骨神经检查等。对脑、脊髓、心脏、主动脉、

肺脏、气管、食管、肝脏、肾脏（双侧）、脾脏、胆囊、胰

腺、唾液腺（双侧）、肠系膜淋巴结、脑垂体、甲状

腺（双侧）、甲状旁腺（双侧）、肾上腺（双侧）、乳腺、

子宫、宫颈、卵巢（双侧）、输卵管（双侧）、阴道、胃、

十二指肠、空肠、回肠、盲肠、结肠、直肠、膀胱、坐骨

神经、皮肤、骨骼肌、腹股沟淋巴结、眼球（双侧）、哈

氏腺（双侧）、骨髓（胸骨）、股骨、注射部位肌肉及异

常组织（肿块）HE 染色后进行组织病理学检查；并

称量心脏、肝脏、脾脏、肾脏、脑脏、肾上腺、胸腺、子

宫和卵巢脏器质量，计算脏器质量和脏体系数。

脏体系数＝湿质量×1 000/体质量

2.3 统计方法

使用 SPSS 25.0 软件进行数据统计，计量数据

用 x
—

±s表示，采用单因素方差分析或非参数检验，各

组与对照组进行差异性比较，评价时考虑统计学差

异和生物学意义。临床观察、肿瘤触诊、大体解剖

和组织病理学检查采用文字、表格或半定量描述观

察到的各项异常反应或变化。

3 结果

3.1 大体观察

试验期间对照组死亡 2 只动物，分别于给药

105、161 d 死亡，其中 1 只触诊时发现肿块。HDP-

MSCs低剂量组 2只动物出现异常，其中 1只自给药

100 d逐渐出现活动减少、消瘦、弓背，给药 112 d死

亡；另 1 只动物给药 174 d出现弓背，至给药 184 d

恢复正常。中剂量组 1只动物自给药 100 d逐渐出

现活动减少、消瘦等现象，给药 112 d按濒死动物处

理。对照组及HDP-MSCs低、中剂量组其余动物及

高剂量组所有动物试验期间均未见明显异常。

3.2 体质量

各剂量小鼠平均体质量与对照组比较未见明

显异常。见图1。

3.3 肿瘤触诊

对照组 1只动物给药 84 d颈背侧出现肿块（活

动度差，质硬），随着给药次数的增加肿块大小明显
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增加，至给药 105 d 肿块大小为 16 mm×16 mm；

HDP-MSCs 低、中、高剂量组试验期间肿瘤触诊中

未见任何肿块。

3.4 解剖检查

3.4.1 给药结束剖杀 对照组 1只动物右侧肾脏较

小。HDP-MSCs低剂量组 2只动物胸腺处均发现肿

块，质韧，其中 1 只动物肿块与胸骨、心脏黏连，脾

脏、子宫较大，胸骨骨髓呈白色。其他各只动物剖

检中各被检脏器组织均未见肉眼可见的病理改变。

3.4.2 濒死及死亡动物 对照组 2 只，其中 1 只颈

部背侧皮下见 1肿块，右肾下极见多个白色突起，另

1只胸腺处可见 1肿块，质中，无薄膜；HDP-MSCs低

剂量组 1只动物未见明显肉眼可见病变；中剂量组 1

只动物胸腺处可见一肿块，质中，无包膜，双侧卵巢

较大。

3.5 脏器质量和系数

各剂量组小鼠脏器质量及脏体系数与对照组

比较均未见明显差异，见表1。

3.6 组织病理学检查

3.6.1 给药结束剖杀动物 非肿瘤性病变：对照组

和 HDP-MSCs低、中、高剂量组较多动物肾上腺被

膜下细胞增生，个别动物脾脏见骨化生、肾脏体积

减小、肾小管管型、肾小管再生、肾脏间质炎细胞浸

润、子宫息肉、子宫腺囊肿，上述病变在各组的发生

率没有明显差异，根据文献资料［7］、病变性质和发病

情况分析上述组织学改变与供试品无关，而是动物

背景性病变。另外HDP-MSCs低剂量组 1例给药部

位骨骼肌纤维坏死伴感染（此例动物发生胸腺淋巴

瘤伴多脏器转移），该只动物病变与供试品直接毒

性无关。

肿瘤性病变：对照组有 1例肺脏支气管-肺泡腺

瘤（良性），属于动物背景性病变；HDP-MSCs 低剂

量组 2例胸腺淋巴瘤（恶性），对照组和中剂量组各

有 1例胸腺淋巴瘤（恶性），结合文献报道［8］，NOG小

鼠常自发胸腺淋巴瘤，因此本实验各组发生的胸腺

淋巴瘤应属动物背景性病变，与供试品无关。

3.6.2 试验期间濒死死亡动物 对照组 1只动物头

颈部见皮下肿瘤（恶性）伴肾脏坏死感染，另 1只见

胸腺淋巴瘤（恶性）且伴心、肝、肺、肾等多脏器转

移。HDP-MSCs 中剂量组 1 只动物见胸腺淋巴

瘤（恶性）伴多脏器转移，低剂量组 1只动物肾脏重

度病变，双侧肾脏多处坏死、化脓、感染。见图2。

3.6.3 肿瘤发生率分析 胸腺淋巴瘤发生率在对

照组为 1/20，HDP-MSCs 高剂量组 0/20，中剂量

组 1/20，低剂量组 2/20；皮下恶性肿瘤发生率在对

照组为 1/20，高、中、低剂量组均为 0/20；肺脏支气

管-肺泡腺瘤发生率在对照组为 1/20，高、中、低剂量

组均为 0/20。上述肿瘤的发生率较低，与对照组比

较，高、中、低剂量组的发生率未见明显差异，与供

试品无关。

4 讨论

近年来，针对牙周病的修复与再生重建问题，

干细胞治疗方法应运而生并取得不错的治疗效果。

HDP-MSCs 是一类独特的外胚层神经嵴来源的成

图1 体质量曲线

Fig. 1 Body weight

表1 脏器质量及系数（x
—

±s）

Table1 Viscera weight and coefficient（（x
—

±s））

组别

对照
HDP-MSCs

组别

对照
HDP-MSCs

剂量/

（cell·kg−1）
—

2×106

5×106

2×107

剂量/

（cell·kg−1）
—

2×106

5×106

2×107

脏器质量/g
心

0.140±0.020
0.142±0.017
0.144±0.015
0.148±0.016

脏器质量/g

脑

0.488±0.078
0.463±0.024
0.473±0.024
0.468±0.026

肝

1.157±0.140
1.219±0.474
1.179±0.217
1.157±0.123

肾上腺

0.009±0.002
0.009±0.003
0.009±0.003
0.009±0.002

脾

0.029±0.011
0.048±0.072
0.033±0.023
0.031±0.008

子宫

0.149±0.049
0.166±0.059
0.134±0.050
0.134±0.035

肾

0.283±0.030
0.286±0.020
0.281±0.029
0.279±0.023

卵巢

0.028±0.005
0.030±0.007
0.030±0.009
0.029±0.006

脏体系数/（mg·g−1）

心

5.859±0.550
6.001±0.653
6.081±0.613
6.276±0.606

脏体系数/（mg·g−1）

脑

20.536±3.227
19.658±1.297
20.031±1.530
19.864±1.053

肝

48.537±4.134
52.660±26.430
49.733±8.544
49.105±5.036

肾上腺

0.383±0.079
0.396±0.120
0.388±0.087
0.373±0.073

脾

1.223±0.448
2.206±3.755
1.380±0.970
1.328±0.340

子宫

6.320±2.252
7.078±2.730
5.695±2.102
5.675±1.444

肾

11.870±0.966
12.117±0.803
11.875±1.038
11.811±0.718

卵巢

1.174±0.183
1.256±0.295
1.275±0.407
1.243±0.227

196
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体干细胞群，可以通过注射方式直接在牙周缺损内

提供大量具有多向分化潜能和免疫调节能力的

HDP-MSCs，为临床慢性牙周炎的治疗提供牙周再

生效果明确、应用安全的药物。由于干细胞的多向

分化特点和增殖能力，在临床前安全性评价中需对

其致瘤性风险进行评估。

在评价干细胞临床前致瘤性风险时，首先需要

选择合适的动物模型进行致瘤实验，动物种属应能

对药物产生与人体类似的生物学反应，需考虑该种

属动物与人体在生理和解剖学上的相似性、对于人

干细胞制剂是否产生免疫排斥、是否可以使用临床

拟用的给药方式。NOG小鼠为重度免疫缺陷小鼠，

常用于人源细胞产品的临床前安全性评价研究，可

以减少人源细胞给予动物时可能出现的免疫应答

反应。由于生产单位仅销售单性别雌性动物，因此

本实验所有动物均为雌性。给药方式拟用临床给

药方式即 im给药，考虑小鼠给药的可操作性，选用

后肢 im给药。

在进行干细胞的致瘤性评价时，应重点关注供

试品对动物肿瘤病变的影响，应对肿瘤病变的原因

作出合理分析及判断，尤其注意区分动物的自身病

变和供试品所致的病变。本试验中NOG小鼠出现

了多种肿瘤病变，包括胸腺淋巴瘤伴多脏器转移、

肺脏支气管-肺泡腺瘤、肾小管管型、肾小管再生等，

分析各组动物肿瘤病变的发生情况，同时比较试验

组与对照的肿瘤发生率，可判定上述肿瘤病变均为

自发性背景病变，与供试品无关。HDP-MSCs在本

试验剂量下致瘤试验结果为阴性，表明在临床使用

时安全性较高。
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图2 胸腺淋巴瘤组织病理学检查（胸腺淋巴瘤和皮下肿瘤为×40，其他为×10）

Fig. 2 Histopathological examination of thymic lymphoma（× 40 for thymic lymphoma and subcutaneous tumor，and × 10

for others）
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