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人脐带间充质干细胞重复静脉注射动物毒性试验 *
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摘要 目的：评价多次尾静脉注射脐带间充质干细胞（hUC-MSCs）对小鼠的体内毒性作用。方法：48只健康 ICR小鼠，按性别和体

重随机分为 4组（即对照组、低剂量组、中剂量组和高剂量组）。小鼠通过微静脉注射不同剂量 hUC-MSCs悬浮液，间隔 3天给药

1次，共给药 4次。记录小鼠摄食量、体重、体温，给药结束后恢复两周后牺牲动物作大体解剖，检查各个器官器质性病变；利用流

式细胞仪分别检测 CD3、CD4、CD8阳性细胞亚群数量；ELISA试剂盒检测血清 IgM、IgG、C3、C4指标；对肺脏、脾脏、肾脏行组织

病理学检查。结果：实验组与对照组相比较，注射不同剂量干细胞后一般观察、体重、体温、摄食量、IgM以及 C3在给药期和恢复

期均未发生显著变化。在恢复期，注射中、高剂量 hUC-MSCs组血清 IgG和 C4水平略有降低，但未达到显著水平 P<0.05；CD4阳
性 T细胞集群数量以及 CD4/CD8系数在 hUC-MSCs中、高剂量组显著上升（P<0.05）。大体剖检，除脾脏相比溶媒对照组略显增
大外其它各器官均未发现肉眼可见明显异常；称重后发现 hUC-MSCs高剂量组脾重量与溶媒对照组相比显著升高（P<0.05）。脾
脏、肺脏、肾脏病理学检测未见明显异常。结论：健康 ICR小鼠尾静脉注射临床剂量 hUC-MSCs（1× 106 cells/kg）可能调动动物免

疫反应，此外，未观察到 hUC-MSCs对小鼠有明显毒副作用。
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Toxicity Test of Repeated Intravenous Injection of Human Umbilical Cord
Mesenchymal Stem Cells in Mice*

To evaluate the in vivo toxicity of multiple tail vein injection of human umbilical cord mesenchymal stem

cells (hUC-MSCs) in mice. 48 healthy ICR mice were randomly divided into 4 groups (control, low dose, medium dose and

high dose) according to gender and body weight. Mice were injected with different doses of hUC-MSCs suspension through micro vein,

once every 3 days, for a total of 4 times. The food intake, body weight and body temperature of mice were recorded The mice were sacri-

ficed after 2 weeks of recovery after administration, the animals were dissected and the organic lesions of various organs were examined;

The number of CD3, CD4 and CD8 positive cell subsets was detected by flow cytometry; Serum IgM, IgG, C3 and C4 were detected by

ELISA kit; The lung, spleen and kidney were examined by histopathology. Compared with that in the control group, there were

no significant changes in general observation, body weight, body temperature, food intake, IgM and C3 during administration and recov-

ery after injection of different doses of stem cells. In the recovery period, the levels of serum IgG and C4 in the middle and high-dose

hUC-MSCs groups decreased slightly, but they did not reach a significant level (P<0.05); The number of CD4 positive T cell clusters and

CD4 / CD8 coefficient increased significantly in hUC-MSCs medium and high dose groups (P<0.05). No obvious abnormality was found
in other organs except that the spleen was slightly larger than that in the control group; The spleen weight of hUC-MSCs high-dose group

was significantly higher than that in control group (P<0.05). No obvious abnormality was found in the pathological examination of

spleen, lung and kidney. Healthy ICR mice injected with clinical dose HUC MSCs (1× 106 cells / kg) may mobilize animal

immune response. However, no obvious toxic and side effects of hUC-MSCs on mice were observed.
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前言

干细胞是一类具有原始分化能力的特殊细胞，近年来研究

发现，干细胞通过细胞分化或者外泌细胞因子等方式能够改变

有机体微环境，在治疗多种难治性疾病应用中具有极大的潜

力，越来越多的基础研究揭示了干细胞在多种病变模型中显著

改善疾病指标[1-5]。近年来，干细胞研究在全世界蓬勃发展，美国

《科学》杂志曾将干细胞研究评为世界十大科学成就之首。最

近，在全球抗击新冠肺炎的临床探索中，干细胞取得了良好的

疗效[6-8]，也助推干细胞行业的快速发展。

目前国内外对于 hUC-MSCs体内毒性的研究并不多，且多

为单一疾病模型针对性的探索[9-11]。虽然多个研究表明体内注

射 hUC-MSCs无明显不良反应[12,13]，但不同干细胞制剂差异以

及针对不同疾病（疾病模型）的使用方法与治疗部位的不同，导

致不同研究报道的干细胞制剂体内的安全剂量范围以及可能

的毒性反应对其它研究的参考意义不大。而严格按照根据体表

面积和体重折算人体使用干细胞剂量，并考察其在健康动物体

内的毒性反应，可为干细胞临床研究提供有效的基础毒性安全

指导。

与一般的药物不同，干细胞是具有生物活性的一种类型的

完整活细胞的统称，不同来源的干细胞通过不同方式进入体内

后，其代谢情况可能不尽相同，干细胞制剂在机体内是否存活、

分化及其生物安全性很难评价[14]。因此，《干细胞临床研究管理

办法（试行）》规定，所有拟开展的干细胞临床研究必须在动物

体内评估干细胞制剂在体内环境的驻留、代谢与分化等情况。

本研究拟评估通过静脉多次注射人脐带间充质干细胞

（hUC-MSCs）对健康小鼠的机体各个器官的影响，分析不同剂

量多次注射脐带间充质干细胞在机体内的毒性数据，为干细胞

临床研究的细胞使用剂量确定与安全性评估提供可靠的依据，

具有普遍的指导意义。

1 材料与方法

1.1 实验动物与细胞

实验使用健康 6周龄 ICR小鼠作为实验动物，实验动物分

为实验组和对照组；实验组有 3个不同的干细胞剂量组。动物

实验经过广东医科大学实验动物中心伦理许可。

实验所用人脐带间充质干细胞（hUC-MSCs）来源于广东医

科大学附属医院干细胞研发与临床转化中心。hUC-MSCs培养

使用 a-MEM培养基添加 10%血清替代物（UltraGORTM），每

隔 3天完全换液，细胞密度大于 90%后，胰酶替代物（TrypLE

（TM）Express）消化、传代；使用 P5 代 hUC-MSCs制备干细胞

制剂。

1.2 细胞剂量设计依据

临床拟用剂量：受试细胞临床拟用剂量为 1× 106 cells/kg，

根据体表面积和体重折算为小鼠等效剂量为 11.2× 106 cells/kg

（采用通用公式 "logS = 0.8762 + 0.698 logW"计算，人与小鼠的

折算系数为 11.2）。hUC-MSCs临床一般采用静脉输注或局部

注射方式给药，本试验旨在评价通过小鼠尾静脉注射

hUC-MSCs在体内的毒性作用。溶媒对照组和受试物组分别采

用 1 mL无菌注射器经尾静脉多次输注同等容量的复方电解质

（含 5%人血清白蛋白）和不同剂量的脐带间充质干细胞，给药

体积为 20 mL/kg，输注细胞速度为 60-90 S/只。动物经过 2周

适应期后开始给药；间隔 3天给药一次，共给药 4次；给药结束

后恢复两周。

预试验结果：分别采用三个剂量（高剂量 2.2× 108 cells/kg

[20倍临床等效剂量]、中剂量 1.1× 108 cells/kg [10倍临床等效

剂量]、低剂量 3.3× 107 cells/kg [3倍临床等效剂量]。经尾静脉

注射脐带间充质干细胞给予小鼠，给药后高剂量组 6只动物中

有 1只出现精神不佳，呼吸急促，10分钟后恢复。分析原因可

能注射速度过快所致，此外未观察到动物其它异常与死亡；中、

低剂量组动物未观察到呼吸频率、体温改变等异常反应。

1.3 试验剂量设计及分组

根据以上资料，按照随机分组方法，选择体重居中的 48只

小鼠，按性别和体重随机分为 4组（即对照组、低剂量组、中剂

量组和高剂量组），每组 12小鼠，雌雄各 6只（表 1）。

表 1 试验分组和剂量设置

Table 1 Test grouping and dose setting

Groups Test substance Dose (cells/kg)
Clinical equivalent

dose multiples

Injection volume

(mL/kg)

Animan number

♀ ♂

Menstruum
Compound electrolyte (add

5% human serum albumin)
0 - 20 mL/kg 6 6

Low dose group hUC-MSCs suspension 3.3× 107 3 20 mL/kg 6 6

Middle dose group hUC-MSCs suspension 1.1× 108 10 20 mL/kg 6 6

High dose group hUC-MSCs suspension 2.2× 108 20 20 mL/kg 6 6

1.4 一般观察

注射前对动物进行一般临床症状观察，观察内容包括动物

外观、行为活动、精神状态、粪便性状等。输注后笼旁观察，1 h

内每 15 min观察记录 1次，2～3 h每 1 h观察 1次。输注后次

日开始，每天观察 1次，连续观察 14天。记录所有动物的死亡

情况、中毒症状、严重程度、持续时间、是否可逆等。

1.5 体重与体温监测

给药开始后每次给药前测定 1次，恢复期每周测 1次，试

验过程中对死亡动物称重，解剖前对动物称重。

1.6 摄食量

每周每笼按需添加饲料两次，保证饲料充足，动物可自由

取食；每周测量动物体重时同时测量饲料消耗量。
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1.7 血液 T淋巴细胞分群检测

动物禁食不禁水过夜，异氟烷麻醉后眼眶取血。血液采集

到 EDTA抗凝管，采集后立即上下颠倒混匀，6 h内送检，外周

血添加不同标记的抗体孵育后裂解红细胞，离心后用流式细胞

仪分别检测 CD3、CD4、CD8阳性细胞亚群数量。

1.8 血清学检测

血液采集到 1.5 mLEP 管，室温放置 30 min~50 min 后，

3000 r/min离心 15 min，取血清。ELISA试剂盒检测血清 IgM、

IgG、C3、C4指标。

1.9 大体解剖检查及组织病理学检查

试验过程中因濒死而安乐死的动物、死亡动物应及时进行

大体解剖，其他动物在观察期结束后安乐死并进行大体解剖。

肉眼观察注射部位、皮肤、乳腺、肝脏、胰腺、脾脏、肾脏、肾上

腺、胃、肠道、肠系膜淋巴结、膀胱、睾丸、附睾、精囊、前列腺、子

宫、卵巢、输卵管、阴道、唾液腺、颈部淋巴结、气管、食管、甲状

腺、甲状旁腺、胸腺、主动脉、心脏、肺脏、大脑、小脑、脑干、垂

体、脊髓、眼球、视神经、骨骼肌等各器官和组织的变化，并做好

记录。进行病理解剖学检查，测定脏器（脑、心脏、肝脏、肺脏、肾

脏、脾脏）重量。对以往干细胞主要影响的组织脏器（包括肺脏、

脾脏、肾脏）进行固定，并进行病理检查。

1.10 安乐死

所有动物使用 CO2安乐死，试验结束后存活动物采用异氟

烷麻醉采血后执行安乐死。

1.11 数据统计处理方法

使用 SPSS统计软件 25.0，对试验数据进行统计描述和分

析。对于体重、血液学、血液生化学、脏器重量等数据，行

One-WayANOVA方差分析；如方差分析检验结果显著（P<0.05），
则进一步用 Dunnett参数检验法将各剂量组与溶媒对照组进

行两两比较检验，如方差分析检验结果不显著（P>0.05），则计
算结束。

2 结果

2.1 动物体重、体温变化

与溶媒对照组相比，受试各组动物体重及体重增长、体温

变化在给药器与恢复期均无显著性差异（图 1、2）。

图 1 试验期间体重变化情况

Fig. 1 Body weight changes during the test

图 2 试验期间体温变化情况

Fig. 2 Body temperature changes during the test

2.2 摄食量变化

与溶媒对照组相比，受试物各剂量组动物的摄食量在整个

实验期均无明显差异（图 3）。

2.3 血清生化检测

在给药期与恢复期对照组与 hUC-MSCs各剂量组之间血

清 IgM、IgG、C4、C3水平未发现显著性差异 P>0.05（图 4）。
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2.4 血液 T细胞亚群检测

流式细胞仪检测血液不同表面抗原 T细胞集群情况：

给药期：hUC-MSCs低、中剂量组跟溶媒对照组 CD3阳性

T细胞无显著变化，hUC-MSCs高剂量组与溶媒对照组相比，

显著升高（P<0.05）（图 5）。hUC-MSCs低、中剂量组跟溶媒对照

组 CD4阳性 T细胞无显著变化，hUC-MSCs高剂量组与溶媒

图 3 试验期间摄食量变化情况

Fig. 3 Food intake changes during the experiment

图 4 血清免疫学指标变化情况

Fig. 4 Serum immunological changes

219窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.23 NO.2 JAN.2023

对照组相比，显著升高（P<0.05）（图 5）。CD4/CD8系数与溶媒

对照组相比较无显著性差异（P>0.05）（图 5）。

恢复期：CD3阳性 T细胞数量与溶媒对照组比较，无显著

性差异（图 5）。CD4阳性 T细胞集群数量在 hUC-MSCs中、高

剂量组显著上升（P<0.05）（图 5）。CD4/CD8系数 hUC-MSCs

中、高剂量组与溶媒对照组相比显著性上升（P<0.05）（图 5）。

图 5 血液 T细胞亚群流式细胞仪检测

Fig. 5 Detection of blood T cell subsets by flow cytometry

2.5 脏器重量变化

给药期：与溶媒对照组相比，hUC-MSCs各剂量组动物的

各脏器重量均未见统计学意义上的显著性差异 (P>0.05)
（图6）。

恢复期：与溶媒对照组相比，hUC-MSCs各剂量组动物的

心、肝、肺、肾、脑重量均未见统计学意义上的显著性差异；脾脏

重量 hUC-MSCs剂量组从低到高依次递增趋势，hUC-MSCs高

剂量组脾重量与溶媒对照组相比显著升高（P<0.05）（图 7）。

2.6 大体解剖观察与病理检查

溶媒对照组以及低、中、高 hUC-MSCs剂量组，大体剖检，
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除脾脏相比溶媒对照组略显增大外其它各器官未发现肉眼可

见明显异常（图 8）。我们选择肺，肾以及脾脏进行固定后切片

HE染色，光学显微镜进行组织病理学检查。

图 6 给药期不同分组动物主要脏器重量情况

Fig. 6 Main organs weights of different groups during medication period

图 7 恢复期不同分组动物主要脏器重量情况

Fig. 7 Main organs weights of different groups during convalescence

光学显微镜下观察肺脏组织切片，10× 镜下可见肺组织终

末细支气管，肺泡管，肺泡囊，肺泡隔都存在，部分可见血管伴

行；20× 镜下可见部分细支气管以及肺泡开口，上皮单层柱状，

肺泡腔可见两种上皮，一种立方，一种仅能依据其面向肺泡腔

的扁平的核区分布（图 9），均未见明显异常。

光学显微镜下观察脾脏组织切片，10× 镜下可见红髓及白

髓，可见被膜表面被覆单层扁平上皮，被膜内的纤维结缔组织

伸入实质形成小梁，白髓呈蓝色，沿中央动脉分布，红髓位于白

髓之间及白髓与小梁之间，内含大量红细胞，因此大体上观查

呈红色。20× 镜下可见白髓由动脉周围淋巴鞘、淋巴小结和边

缘区构成，红髓分布于被膜下，由脾索和脾血窦组成，脾索含较

多的淋巴细胞及浆细胞，巨噬细胞、树突状细胞（图 10）。均未

见明显异常。

显微镜下观察肾脏组织切片，10× 镜下隐约可见肾表面有

薄层纤维结缔组织在薄膜，以弓形血管为界分为皮质及髓质，

髓质可见大量平行排列的小管。20× 镜下可见肾小囊及血管球

组成的肾小球结构，肾小囊壁层为单层扁平上皮，包绕在血管

球外，可见深红色的近曲小管及浅红色的远曲小管（图 11）。均

未见明显异常。

3 讨论

虽然很多研究证实脐带来源的间充质干细胞免疫原性比

较低，在移植过程的排斥作用不明显[15,16]。但是体外培养的细

胞，尤其是异体来源的间充质干细胞对于被移植体来说仍然具

有异质性，并且不同体外培养条件也可能影响干细胞移植体内

后对机体的毒性作用。尤其是临床研究中需要多次移植间充质
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图 8 大体解剖后肺、肝、脾、肾脏比较

Fig. 8 Comparison of lung, liver, spleen and kidney after gross anatomy

图 9 肺脏 HE染色病理检查

Fig. 9 Pathological examination of lung HE staining

干细胞，其移植剂量及其移植次数对机体的毒性作用是干细胞

临床研究的重要安全性评估必不可缺的内容[14]。

针对不同病变，干细胞在临床研究中的使用剂量可能存在

较大差异，本研究参考目前主流的干细胞临床研究方案的推荐

剂量（1× 106 cells/kg）[17,18]。然而，可能针对不同的适应症以及不

同类型的干细胞，干细胞使用剂量也有较大的变化[19,20]；我们设

计了推荐剂量的 3、10、20倍剂量组，以充分评估过高剂量在体

内毒性作用，为临床研究提供更为宽泛的安全剂量范围。

通过连续 4次经尾静脉注射，溶媒对照组及 hUC-MSCs各

组动物临床观察在给药器与恢复期均未见异常，各组动物给药

前后眼科检查均未见异常。血液 T 淋巴细胞在高剂量

hUC-MSCs组给药期间有显著上升，表明 hUC-MSCs可能参与

免疫调节反应，能够调动免疫细胞，激活免疫反应；这跟一些已

有的临床研究中观察到的现象类似[21-23]。CD4/CD8比例在恢复

期依然高于对照组，表明给药结束后，hUC-MSCs引起的免疫

调节反应可能依然存在。所测血液其他免疫学指标未观察到显
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图 10 脾脏 HE染色病理检查

Fig. 10 Pathological examination of spleen by HE staining

图 11 肾脏 HE染色病理检查

Fig. 11 Pathological examination of renal HE staining

著改变，未发现异常免疫反应。实验动物在给药期及恢复期均

未观察到实质性动物行为改变，无动物死亡案例，大体解剖发

现 hUC-MSCs处理组脾脏略有增大，病理检查未发现明显病理

改变。鉴于体外培养的 hUC-MSCs可能细胞个体略大，在静脉

输注方式使用体外培养的 hUC-MSCs可能给肺脏的毛细血管

造成比较严重的栓塞风险，这也是在干细胞临床研究中重点规

避的问题，甚至采用局部移植干细胞来代替静脉输注干细胞方

案[24]。我们特地检查受试动物的肺脏病理，并发现本研究所有

剂量分组的肺脏组织并没有明显病理变化。以上各项结果表明

健康 ICR 小鼠尾静脉注射临床剂量 hUC-MSCs （1 × 106

cells/kg）是安全可行的，高剂量（30倍临床剂量）可能调动动物

免疫反应，但未观察到明显毒副作用。

不同病变状态下，干细胞移植引起的体内毒性作用可能不

同，因此在不同病理模型中评估细胞毒性是必要的。然而，评估

干细胞移植到健康动物体内的毒性作用，对于评估是否因为病

变原因引起相关毒性作用具有基础指导意义；也是干细胞临床

研究安全性评价的重要参考。在干细胞临床研究中，不同的干

细胞移植方式在体内的毒性作用同样可能存在差异；静脉输注

作为最普遍也是最主要的干细胞移植方式。本研究在健康动物

中评估静脉输注不同剂量 hUC-MSCs的体内毒性作用是干细

胞临床前的重要安全性评估，将成为干细胞临床研究实验方案

设计的重要依据。
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