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人胎脑源性神经前体细胞致瘤性评价 *
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摘要 目的：研究体外培养的人胎脑源性神经前体细胞的致瘤性。方法：将人胎脑源神经前体细胞体外培养至第 1、25、40、60代，

且每代细胞分别制备成神经球及单个细胞混悬液两种制剂，并取 293T细胞作为阳性对照，共 9组，每组 5只，分别皮下接种于
4~8周龄的 BALB/C裸鼠，接种后饲养 6个月，定期观察裸鼠精神状态、饮食、排便、以及接种局部有无出现结节或肿块，接种 6

个月后处死裸鼠，对接种局部及内脏进行组织病理切片及 HE染色。结果：将人胎脑源性神经前体细胞接种于裸鼠皮下 6个月未

见肿瘤形成，且未见其他异常组织形成；而阳性对照组 293T细胞接种于裸鼠皮下 1个月后可见明显肿瘤形成。结论：人胎脑源神

经前体细胞对裸鼠不具有体内致瘤性。
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Tumorigenicity of Human Fetal Brain-derived Neural Precursor Cells*

To study the tumorigenicity of the human fetal brain-derived neural precursor cells cultured in vitro.

The human fetal brain-derived neural precursor cells were cultured to passage 1, 25, 40 and 60 in vitro, and each passage of

them were prepared as two types of preparations of neurospheres and single cell suspension, and then 293T cells were taken as a positive

control. BALB/C nude mice aged 4-8 weeks were assigned to 9 groups, and each group has 5 ones. They underwent subcutaneous

inoculation respectively. The nude mice were fed for 6 months after inoculation, and their mental state, diet, defecation as well as the
presence of nodules or lumps in the local inoculation parts were observed. They were killed six months after inoculation, then local

inoculation parts and viscera were treated with histopathologic slicing and HE staining. No tumor or other abnormal tissue
formed 6 months after the subcutaneous injection of human fetal brain-derived neural precursor cells in nude mice. However, visible

tumor was formed 1 month after the subcutaneous injection of 293T cells in nude mice in positive control group. The human

fetal brain-derived neural precursor cells in vivo in nude mice tumorigenicity experiments indicated no tumorigenicity.
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前言

自从上个世纪九十年代，Reynolds和Weiss在鼠的脑组织

中分离出了神经干细胞，并很快在人的胚胎脑及成人脑组织中

也分离得到了神经干细胞，人们对神经干细胞 /神经前体细胞

的研究越来越深入。近年来，针对神经干细胞 /神经前体细胞
的体外分离培养、分化、调控机制及脑内分布、迁移途径的研究

均取得了明显的进展[1-9]。神经干细胞具有的自我更新及多潜能

分化等特性给多种难治性中枢神经系统疾病的治疗带来了新

的希望。目前，人们已开始尝试将人胎脑源神经前体细胞移植

治疗应用于临床治疗多种神经疾病并获得一定的效果[10-13]。但

同时，人胎脑神经前体细胞移植的风险也受到了极大的关注，

特别是人类胚胎干细胞(ESCs)在植入裸鼠体内形成畸胎瘤，人

胎脑源神经前体细胞是否像胚胎干细胞一样具有较强的致瘤

性，人们对此尚无明确的研究和认识。本实验研究通过将人胎

脑源神经前体细胞皮下植入 BALB/C裸鼠体内，观察有无肿瘤

形成，旨在初步评估其致瘤性，为人胎脑源神经前体细胞临床

移植治疗的安全性提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物及分组

选用健康 BALB/C裸鼠 45只 (由中国人民解放军军事医
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学科学院实验动物中心提供，动物质量合格证号：0000684)，雌

雄兼用，开始实验时鼠龄(1.5± 0.5)月，体重(24± 4) g，全部裸鼠
均饲养在空气净化 <10000级的屏障级环境中的独立通气笼盒
(IVC)笼内(中国人民解放军总医院第一附属医院实验动物中心
屏障级饲养室)，饲料及垫料均经灭菌消毒处理后进入屏障级

饲养室内使用。将 45只裸鼠随机分成 9组，每组 5只，分别皮

下接种第 1、25、40、60 代 hNSCs 细胞球或单细胞混悬液，以
293T细胞为致瘤性阳性对照，接种后定期观察。
1.2 hNPCs的培养与鉴定
选取孕龄 10～ 14周流产的人胚胎脑组织，无菌条件下采

用机械分散法制备成细胞悬液，并计数活细胞量，接种于 T25

培养瓶，活细胞浓度为 5× 105/5 mL。N2 培养液中添加 20

ng/mL EGF+10 ng/mL LIF+10 ng/mL FGF，于 37 ℃，5 % CO2孵

箱中静置培养，第 4、7天均换液一次，培养 10 d时获取生长旺
盛的细胞球，即为第一代神经球，用神经干细胞消化液消化细

胞球，离心并接种于 T75培养瓶培养，制成细胞悬液，即为第 1

代单细胞悬液，并按此传代方法传代至第 25、40、60代细胞球

和单细胞悬液，调整细胞终浓度为 5× 107/mL以备用。皮下接

种前需对干细胞活性鉴定、干细胞分化潜能和干细胞表面标志

物 Nestin进行检测。

1.3 细胞皮下接种

选取裸鼠右下侧腹部为接种部位，采用皮下接种方式，根

据分组情况分别移植各代 hNSCs细胞球、单细胞悬液及 293T

细胞，细胞量为 1× 107/只，接种后于接种局部作标记。
1.4 动物观察及组织处理
裸鼠在细胞接种后饲养 6个月，定期观察接种裸鼠的接种

部位有无出现肿块，有无发生疾病，精神及饮食情况。处死移植

6个月后存活的裸鼠，解剖饲育过程中病死及接种满 6个月后

处死的裸鼠，取出接种局部的组织(若接种局部形成肿块则取

下肿块组织)及肝脏、脾脏、心脏、肾脏进行组织病理切片和 HE

染色，并请资深病理学专家阅片，检测是否形成原位及异位肿

瘤。

2 结果

各组裸鼠接种细胞后在各时间点的存活情况见表 1。阳性

对照组裸鼠接种 293T细胞后精神及饮食无明显异常；接种 20

天后，5 只裸鼠接种细胞的局部先后可触及质地较韧的小结
节，移动度差，后结节的体积逐渐增大；接种 60天后，5只裸鼠

的接种局部可见明显的肿块形成，质硬，活动度差，类圆形，直

径约 1.0～ 1.3 cm(图 1a)；接种 180天后，将裸鼠处死，解剖取出

肿块，经病理切片及 HE染色后证实是肿瘤(图 2a)。各组裸鼠接

种 hNSCs后均能存活至 90天以上，接种 90天后，各组裸鼠除

有 1～ 2只病死外，均有 3只以上存活至 180天，具体死因尚不

明确，推测感染可能性大。病死的裸鼠死前数日出现精神萎靡，

饮食减少。余各组裸鼠精神及饮食均无明显异常。各组裸鼠接

种 hNSCs后接种部位的局部未见异常情况，未见肿块或结节

形成(图 1b)。对饲育过程中病死的裸鼠及时取回，对存活至 180

天的裸鼠进行处死，对病死及处死的裸鼠进行解剖，取出接种

局部的组织及肝脏、脾脏、心脏、肾脏进行固定，并行组织病理

切片和 HE染色(图 2b、图 2c、图 2d、图 2e、图 2f)。

表 1 细胞接种后各时间点各组裸鼠的存活情况

Table 1 The survival of mice in each group at each time point after cell inoculation

1 days 30 days 60 days 90 days 120 days 150 days 180 days

293T cells
N1
S1

N25
S25
N40
S40
N60
S60

5
5
5
5
5
5
5
5
5

5
5
5
5
5
5
5
5
5

5
5
5
5
5
5
5
5
5

5
5
5
5
5
5
5
5
5

5
4
4
4
4
5
5
4
4

5
4
3
4
4
5
4
3
4

5
3
3
4
3
5
3
3
3

注：N1：第 1代神经球；S1：第 1代单细胞悬液；N25：第 25代神经球；S25：第 25代单细胞悬液；N40：第 40代神经球；S40：第 40代单细胞悬液；

N60：第 60代神经球；S60：第 60代单细胞悬液。

Note: N1: the 1st passage's neurospheres; S1: the 1st passage's single cell suspension; N25: the 25th passage's neurospheres; S25: the 25th passage's single

cell suspension; N40: the 40th passage's neurospheres; S40: the 40th passage's single cell suspension; N60: the 60th passage's neurospheres; S60: the 60th

passage's single cell suspension.

图 1a 接种 293T细胞 60天后可见明显肿块形成；图 1b接种 hNSCs

(60代细胞球)180天后未见明显肿瘤形成

Fig. 1a Clearly visible tumor formed 60 days after inoculation of 293T

cells. Fig.1b No clear tumor formed 180 days after inoculation of hNSCs

(60 passage's cell spheres)
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3 讨论

尽管干细胞具有巨大的临床应用前景，为一些难治性疾病

治疗带来了突破性进展的可能性。但干细胞的安全性特别是其

致瘤性越来越受到人们的关注和担忧，尤其是在 ESCs移植入

体内后易于发生畸胎瘤的现象之后。人胎脑源神经前体细胞是

否像胚胎干细胞一样易于致瘤，目前国内外医学界对此尚未形

成统一的认识。因此，在胎脑源神经前体细胞应用于临床之前，

有必要对其致瘤性进行全面的评估。

裸鼠已成为检测细胞体内致瘤性的一种有效动物模型[14-16]。

由于裸鼠先天性缺失胸腺，导致胸腺依赖性免疫功能缺失，异

种细胞移植时不产生免疫排异反应。裸鼠在免疫、肿瘤、细胞移

植及药品安全性评估方面的重要性越来越受到人们的重视。国

内外诸多学者多选用裸鼠作为动物或人类的组织、细胞移植的

动物模型，操作性强，结果真实可靠，重复性强。已有实验证明，

裸鼠皮下接种致瘤性强的细胞，在特定环境下可生长成实体

瘤，并能保持原发瘤的组织形态和染色体组型，而正常鼠皮下

接种致瘤性细胞却无肿瘤形成。

有学者[17]认为长期体外培养的人神经干细胞具有自发恶

性转化的倾向，提示人神经干细胞在体外培养所传的代数越

高，其致瘤性越高。另外，在培养、制备神经干细胞的过程中，会

出现细胞球及单细胞悬液两种制剂，这两种制剂的致瘤性是否

也有差别，目前仍无相关的研究。因此，在本实验研究中，我们

将人胎脑源神经前体细胞体外培养至第 1、25、40、60代，并且

均制备成神经球及单细胞混悬液两种制剂，全面观察人胎脑源

神经前体细胞的致瘤性，并选取 293T细胞作为阳性对照，实验

共分九组，接种于裸鼠皮下，每组接种五只裸鼠，观察 180天未

见肿瘤形成，亦未见其他异常结节或肿块形成，并取出肝、脾等

脏器进行病理切片和 HE染色，亦未发现肿瘤形成；而阳性对

照 293T细胞接种于裸鼠 20天后可见明显肿瘤形成。人胎脑源

神经前体细胞接种裸鼠后接种局部及内脏均未发现肿瘤形成，

未提示其具有体内致瘤性。此外，本实验室所采用的培养方法

没有使人胎脑源神经前体细胞发生恶性转化，从致瘤性方面初

步证实了其临床移植的安全性。

近年来，在神经干细胞的研究取得一定进展的基础上，有

学者提出了脑肿瘤干细胞的概念，其在分离、分化及发生学上

与神经干细胞均有诸多类同[18-21]。Nestin在神经干细胞、神经前

体细胞及瘤性神经细胞中均有表达，提示三者之间在细胞发生

学上可能具有渊源关系。目前，脑肿瘤干细胞的研究尚处于起

始阶段，对其的一些认识存在诸多争议，尚无直接证据证明脑

肿瘤来源于神经干细胞。

本实验研究初步探索了体外培养的人胎脑源神经前体细

胞的致瘤性，结果提示人胎脑源神经前体细胞不具有体内致瘤

性。但由于本实验每组的细胞只接种了五只裸鼠，尚不能充分

证明体外培养的人胎脑源神经前体细胞完全没有致瘤性，不能

说明人胎脑源神经前体细胞用于临床细胞移植治疗绝对安全，

大规模的临床实验仍需要继续研究探索。

图 2a 接种 293T细胞后形成的肿块组织(HE染色光镜× 20)；图 2b接种 hNSCs(60代细胞球)180天后切取的原位组织(HE染色光镜× 20)；图

2c接种 hNSCs(60代细胞球)180天后切取的肝脏组织(HE染色光镜× 20)；图 2d接种 hNSCs(60代细胞球)180天后切取的脾脏组织(HE染色光

镜× 20)；图 2e接种 hNSCs(60代细胞球)180天后切取的肾脏组织(HE染色光镜× 20)；图 2f接种 hNSCs(60代细胞球)180天后切取的心脏组织

(HE染色光镜× 20)

Fig. 2a Lump tissue formed after inoculation of 293T cells (HE staining, light microscopy × 20). Fig.2b Tissues of situ 180 days after inoculation of

hNSCs(HE staining, light microscopy × 20). Fig.2c Tissues of liver 180 days after inoculation of hNSCs(HE staining, light microscopy × 20). Fig.2d

Tissues of spleen 180 days after inoculation of hNSCs(HE staining, light microscopy × 20). Fig.2e Tissues of kidneys 180 days after inoculation of hNSCs

(HE staining, light microscopy × 20). Fig.2f Tissues of heart 180 days after inoculation of hNSCs(HE staining, light microscopy × 20)
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