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　　摘要：为确定Ｓｆ９昆虫细胞系作为疫苗生产细胞株的安全性，检测了 Ｓｆ９细胞对裸鼠的致瘤性。将３周龄 ＳＰＦ级
雌性裸鼠随机分为５组，分别为Ｓｆ９基础细胞库细胞组、Ｓｆ９最高限制代次细胞组、阳性对照Ｈｅｐ－２细胞组、阴性对照
ＣＥＦ细胞组和空白对照组，以各自细胞悬液皮下接种裸鼠。在接种后２１ｄ和８４ｄ观察接种部位肿瘤形成情况，并进
行病理组织学检查。结果显示，接种后２１ｄ，Ｈｅｐ－２细胞组裸鼠注射部位形成米粒大小结节，经病理组织学检查为鳞
状细胞癌，而ＣＥＦ细胞组和Ｓｆ９细胞组注射部位均无结节。接种后８４ｄ，经病理组织学检查，ＣＥＦ细胞组和Ｓｆ９细胞组
均无肿瘤形成。本研究表明基础代次和最高限制代次Ｓｆ９细胞均不具有致瘤性，Ｓｆ９细胞可用于疫苗生产。
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　　昆虫细胞－杆状病毒表达系统（ＢＥＶＳ）属于真核细胞表
达系统，广泛用于制备重组蛋白和病毒样颗粒以进行基础生

命科学和生物医药领域研究，据报道已成功用于数百种外源

蛋白的表达［１］。目前，该系统研究较多的是苜蓿银纹夜蛾核

多角体病毒（ＡｃＮＰＶ），其宿主是草地贪夜蛾卵巢细胞（Ｓｆ９细
胞）。

利用ＢＥＶＳ系统可实现在Ｓｆ９细胞中高水平表达外源蛋
白，所表达的外源蛋白几乎均为可溶性蛋白，其生物学活性接

近天然来源的分离物，因此可利用 ＢＥＶＳ生产各种动物疾病
的免疫疫苗或治疗药物。目前，国内动物疫苗研究中，已有猪

流行性腹泻病毒［２］、伪狂犬病病毒［３］、猪圆环病毒［４－５］、禽流

感病毒［６］、新城疫病毒［７－８］、兔出血症病毒［９］等数十种动物病

毒的抗原蛋白在Ｓｆ９细胞中表达。据我国兽用生物制品相关
规定，作为动物疫苗生产的Ｓｆ９细胞株，需对该细胞进行致瘤
性检验以确保疫苗的安全性［１０］。本研究取不同代次的 Ｓｆ９
昆虫细胞，采用裸鼠体内接种法检测其致瘤性，为 Ｓｆ９昆虫细
胞作为疫苗生产细胞株的安全性提供试验依据。

１　材料与方法

１．１　细胞与培养基
Ｓｆ９昆虫细胞来源于美国典型培养物保藏中心（ＡＴＣＣ），

由笔者所在实验室传代并保存；Ｈｅｐ－２细胞购自中国科学院
细胞库；ＣＥＦ原代细胞由笔者所在实验室分离培养；Ｓｆ－
９００ＴＭⅡＳＦＭ培养基和ＤＭＥＭ培养基，购自Ｇｉｂｃｏ公司。

１．２　实验动物
３周龄 ＳＰＦ雌性裸鼠购自南京大学模式动物研究所，饲

养于实验动物中心屏障系统隔离器中严格无菌饲养。

１．３　细胞传代及细胞库的建立
将笔者所在实验室保存的 Ｓｆ９细胞作为原始种子１代，

按细胞传代方法以“１传３，２ｄ传１代”方式，于２７～２８℃培
养箱中连续传代培养至６０代，建立Ｓｆ９细胞原始细胞库（第５
代）、基础细胞库（第１０代）、工作细胞库（第１５代），并规定
最高限制代次细胞为６０代。
１．４　细胞接种

将３周龄ＳＰＦ级雌性裸鼠５０只随机分为５组，分别设为
Ｓｆ９基础细胞库细胞组、Ｓｆ９最高限制代次细胞组、阳性对照
Ｈｅｐ－２细胞组、阴性对照 ＣＥＦ细胞组和不作任何处理的空
白对照组，每组１０只。基础细胞库细胞组裸鼠每只皮下注射
１×１０７个／０．２ｍＬ第１０代Ｓｆ９细胞悬液，最高限制代次细胞
组裸鼠每只皮下注射１×１０７个／０．２ｍＬ第６０代 Ｓｆ９细胞悬
液，阳性对照组裸鼠每只皮下注射１×１０６个／０．２ｍＬＨｅｐ－２
细胞悬液，阴性对照组裸鼠每只皮下注射１×１０６个／０．２ｍＬ
ＣＥＦ细胞悬液。
１．５　肿瘤观察及判定

各细胞试验组连续观察１４ｄ，检查接种部位皮下是否有
肿瘤形成。如有结节或可疑病灶，继续观察７ｄ，取病变部位
组织，采用１０％甲醛固定，常规石蜡包埋切片，ＨＥ染色，普通
光学显微镜下进行病理组织学检查。未发现结节裸鼠，分别

于注射后２１ｄ和８４ｄ，各取一半裸鼠脱颈椎处死，对接种部
位进行解剖检查，观察各淋巴结和各器官中有无结节形成，如

果可疑进行病理组织学检查。

２　结果与分析

２．１　Ｓｆ９细胞显微镜观察
对第５、１０、１５、６０代Ｓｆ９细胞进行显微镜观察拍照，由图

１可知，各代次细胞的形态较为一致，呈圆形、晶莹透亮、大小
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均一，直径约为１５μｍ。
２．２　裸鼠外部及解剖观察

各代次细胞接种裸鼠后，在试验观察期内各组动物均健

康存活。在接种后１４ｄ，阳性对照 Ｈｅｐ－２细胞组裸鼠经外
部观察，发现注射部位有粟米大小的结节（肿块）形成，至

２１ｄ结节变大（图２－Ａ），经解剖发现注射部位有米粒大结
节（图２－Ｆ），各淋巴结、器官均正常，未见结节形成；而阴性

对照（ＣＥＦ细胞组、Ｓｆ９基础细胞库细胞组和 Ｓｆ９最高限制代
次细胞组）注射部位未见有结节形成；在接种后８４ｄ，与空白
对照组（图２－Ｅ、图２－Ｊ）和阴性对照ＣＥＦ细胞组（图２－Ｂ、
图２－Ｇ）相比，Ｓｆ９基础细胞库细胞组（图２－Ｃ、图２－Ｈ）和
Ｓｆ９最高限制代次细胞组裸鼠（图２－Ｄ、图 ２－Ｉ）经外部观
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。

２．３　病理组织学检查
阳性对照Ｈｅｐ－２细胞组裸鼠，在接种细胞２１ｄ后进行

解剖，发现注射部位有米粒大结节。取注射部位病变组织，采

用１０％甲醛固定，常规石蜡包埋切片，ＨＥ染色，普通光学显
微镜下做病理组织学检查。结果显示，病变部位组织内为鳞

状细胞癌（图３－Ａ），阳性对照组接种肿瘤形成率为１００％；
在接种后８４ｄ，与空白对照组和阴性对照 ＣＥＦ细胞组相比，
Ｓｆ９基础细胞库细胞组和Ｓｆ９最高限制代次细胞组经解剖后，
注射部位未见有结节，各淋巴结、各内脏器官均正常，未见有

结节形成，随机选取Ｓｆ９基础细胞库细胞组和Ｓｆ９最高限制代

次细胞组裸鼠肝脏、脾脏做病理组织学检查，未发现有瘤细胞

（图３－Ｂ、图３－Ｃ和图３－Ｄ、图３－Ｅ）。

３　讨论与结论

鉴于昆虫细胞－杆状病毒表达系统（ＢＥＶＳ）可获得大量
免疫原性好、与天然蛋白功能相似的可溶性重组蛋白，已被用

于蛋白质表达、疫苗生产和病毒制备等各方面［１１］。重组杆状

病毒感染Ｓｆ９昆虫细胞后可对外源蛋白进行许多真核细胞的
转录后加工作用，包括蛋白质折叠及糖基化、磷酸化、酰基化

等。同时，相比于哺乳动物细胞，Ｓｆ９细胞为半贴壁细胞，可在
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不需要对细胞进行驯化和改造的情况下直接在培养基中进行

悬浮培养，这为大规模高密度培养昆虫细胞创造了必要条件，

因而其作为外源蛋白的表达细胞具有较明显优势。

ＢＥＶＳ作为疫苗生产用表达系统已进行了广泛研究并取
得了大量成果。人用疫苗研究方面，ＧＳＫ公司应用 ＢＥＶＳ系
统研制的 ＨＰＶ１６／１８双价疫苗，已于 ２００７年获得批准上
市［１２－１３］，另有多项采用该表达系统的人类亚单位疫苗进入Ⅱ
期和Ⅲ期临床研究阶段，如流感疫苗［１４－１５］、戊肝疫苗［１６］、糖

尿病疫苗［１７］等。动物疫苗研究方面，Ｓｆ９昆虫细胞已用于猪
圆环病毒 ２型（ＰＣＶ２）基因工程亚单位疫苗的商品化制
备［１８］，取得了良好的经济效益。Ｓｆ９细胞作为 ＢＥＶＳ系统常
用的细胞株，必将在亚单位疫苗研发及产品制备中发挥重要

作用，其安全性评价具有重要意义。

本研究根据兽用生物制品生产用细胞系试验研究指导原

则和中国兽药典的要求，将不同代次 Ｓｆ９细胞接种于裸鼠皮
下，结果显示细胞接种后直至８４ｄ均无结节形成，病理组织
学检测无异常，表明Ｓｆ９细胞对裸鼠不具有致瘤性，安全性良
好，可用于疫苗生产。
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ｔｈｅｒａｐｙｖｅｃｔｏｒｓ［Ｊ］．ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＪｏｕｒｎａｌ，２０１５，１０（５）：Ｕ８５－７０２．

—１１２—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第１８期


