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前  言 

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起

草。 

本文件起草单位：国科赛赋河北医药技术有限公司、北京赛赋医药研究院有限公司、河北省药品医

疗器械检验研究院。 

本文件主要起草人：董延生、韩刚、韦娜、李子轲、卜志超、魏兴、李茜茜、陈瑛、贾艳丽、赵磊、

梁宗星、巨亚坤、陈计霞、罗丹丹、刘雪莉、施麟。
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干细胞治疗产品致瘤性试验方法 

警示——使用本标准的人员应有正规实验室工作的实践经验。本标准并未指出所有可能的安全问题。使用者有责任采取适当

的安全和健康措施，并保证符合国家有关法规规定的条件。为保证试验人员安全，进行试验操作前应采取一级医学防护措施，

穿戴一次性工作帽、一次性医用外科口罩、一次性乳胶手套和工作服(白大褂)。 

1 范围 

本文件提出了干细胞（包括胚胎干细胞、成体干细胞、诱导多能干细胞等）治疗产品致瘤性试验的试

验原理、试验条件、主要试剂、仪器设备及试验步骤等。 

2 规范性引用文件 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文

件。 

GB 5749-2006  生活饮用水卫生标准 

GB/T 14924.1-2001 实验动物配合饲料通用质量标准 

GB/T 14924.2-2001 实验动物配合饲料卫生标准 

GB 14924.3-2010 实验动物配合饲料营养成分 

GB 14925-2010 实验动物环境及设施 

GB/T 5750.12-2006  生活饮用水标准检验方法微生物指标 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

3.1  

干细胞治疗产品 Stem Cell Therapy Products 

指用于治疗人的疾病，来源、操作和临床试验过程符合伦理要求，按照药品管理相关法规进行研发和

注册申报的人体干细胞来源的活细胞产品。 

3.2 

致瘤性 Oncogenicity 
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系指细胞裂解物中的化学物质、病毒、病毒核酸或基因以及细胞成分接种动物后，导致被接种动物的

正常细胞形成肿瘤的能力；即接种物（细胞和/或裂解物）促使正常细胞转变为肿瘤细胞的能力。 

4 符号、代号和缩略语 

本文件适用符号、代号和缩略语见表 1： 

表 1 符号、代号和缩略语 

中文全称 缩写 

质量检验合格证明 COA 

人宫颈癌细胞 Hela 

Good Laboratory Practice GLP 

方差分析 ANOVA 

Dunnett’ t 检验 Dunnett 

Kruskal-Wallis H 秩和检验 K-W 

Kaplan-Meier 法对数秩检验 log-rank test 

Bieler-William Poly-3 法 Poly-3 

5 试验原理 

通过将干细胞产品的细胞成分接种免疫缺陷型小鼠，考察其是否有诱导被接种动物的正常细胞形成肿

瘤的能力。需设置合适的对照组，如空白/阴性对照、阳性对照，以检测接种动物的自发肿瘤发生频率，阳

性对照组可根据研究机构情况进行设置。 

6 试验条件 

6.1 试验环境设施 

满足本试验环境的试验设施须符合 GB 14925-2010 要求，且具有开展本试验的 GLP 资质。环境设施的

条件须与所使用的实验动物级别相符。可根据需要使用 IVC 饲养系统，降低感染风险。 

6.2 样品保存设施 

具备待检细胞和对照品的接收、保管、配制及配制后制剂保管的独立房间或者区域，并采取必要的隔

离措施，以避免待检细胞和对照品发生交叉污染或者相互混淆，相关设施的室内环境条件应当满足不同待

检细胞、对照品的保管需要，至少需要以下温度条件：室温（10 ℃~30 ℃）、阴凉处（不超过 20℃）、冷藏

（2~8 ℃）、冷冻（-25 ℃~ -15 ℃）、超低温冷冻（-85 ℃~ -70 ℃），针对特殊的待检细胞、对照品还需要

干燥、遮光或液氮等保存条件，房间的相对湿度范围为 0~75%，以确保待检细胞和对照品在有效期内保持

稳定。 

6.3 试验人员 

满足本试验开展的试验人员须通过相关细胞培养、动物试验的培训和考核。 
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7 试剂或材料 

7.1 主要试剂 

本试验需要的试剂名称及浓度见表 2： 

表 2 主要试剂名称及浓度 

试剂名称 化学名称 浓度 

异氟烷 1-氯-2,2,2-三氟乙基二氟甲基醚 2% ~5% 

中性福尔马林溶液 HCHO 10% 

台盼蓝染色液 / 0.4% 

胎牛血清 / 蛋白质含量 3.5% ~ 5.0%（w/v） 

磷酸盐缓冲液 / pH：7.2 ~ 7.4 

7.2 主要材料 

试验需要的主要材料包括：细胞培养瓶、封口膜、灭菌离心管、一次性注射器等，具体要求见表 3： 

表 3 主要材料及性能参数 

材料名称 主要参数 

细胞培养瓶 规格：25 cm
2
、75 cm

2
、175 cm

2
、225 cm

2
 

封口膜 规格：100 mm×38 m 

灭菌离心管 规格：1.5 mL、15 mL、50 mL 

一次性注射器 规格：1 mL 

8 仪器设备 

试验用到的主要仪器设备及性能要求见表 4： 

表 4  主要仪器设备及性能参数表 

仪器名称 主要参数 

洁净工作台 洁净等级 100 级（@≥ 0.5 μm 美联邦 209E） 

二氧化碳细胞培养箱 37±2 ℃，5%±2% CO2 

电热恒温水浴锅 控温范围：室温+5 ℃ ~ 100 ℃ 

倒置显微镜 物镜放大倍数 5~40 倍 

自动细胞计数仪 可测浓度范围：1×10
4
 cells/ml ~1×10

7
 cells/ml，可测细胞大小：直径 5μm ~ 60 μm 

全自动组织脱水机 无 

全自动染色封片一体机 切片产量：每小时至少 200 片切片 

立式压力蒸汽灭菌器 灭菌温度选择：105 ℃-138 ℃ 

小动物麻醉机 麻醉罐流量范围：0 L/min~10 L/min，氧气流量：0 L/min~1 L/min，麻醉药浓度范围 0 ~ 5% 

离心机 温度范围：-20 ℃ ~ 40℃，转速：100 rpm ~12000 rpm 

电子天平 量程：120 g 

游标卡尺 规格：0 mm ~150 mm 

移液器 0.5µL -10 µL，2µL -20 µL，20µL -200 µL，100µL -1000 µL 

9 样品 

9.1 空白/阴性对照品 
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磷酸盐缓冲盐水（PBS）或细胞制剂的溶媒。 

9.2 阳性对照品 

Hela 或 Hela S3 或其他已知成瘤性为阳性的细胞，扩增至所需细胞量，并悬于无血清液体中（PBS），

制备成浓度为 5×10
6
 cells/mL 活细胞的细胞悬液，细胞活率不低于 90%。 

9.3 待检细胞 

拟用于临床试验的干细胞治疗产品，其生产工艺及质量控制应与拟用于临床试验的受试物一致。如待

检细胞未是终试细胞，应保证其生产工艺及质量控制与拟用于临床试验的细胞制剂保持一致。 

10 试验步骤 

10.1 试验系统选择 

10.1.1 种属 

为避免产生免疫排斥反应，应选用 SPF 级免疫缺陷型啮齿类动物，如：NPG 小鼠、NCG 小鼠等。 

10.1.2  性别 

通常采用两种性别的动物进行试验，雌雄各半，雌性需未孕未生产。若采用单性别动物进行试验，应

阐明其合理性。 

10.1.3  动物数量 

应符合试验方法及结果分析评价的需要，以 10~15 只/性别/组为佳。 

10.1.4  体重 

每批动物初始给药时的体重差异不宜过大，同性别动物初始给药时个体体重不应超过或低于平均体重

的 20%。 

实验动物的使用须经实验动物伦理委员会批准，在试验过程中须充分尊重动物权利并保障动物福利。 

10.2  动物饲养管理 

试验前实验动物须进行检疫/适应性饲养至少 3 天，选择生理状态良好的动物开展试验，检疫至少需要

包括以下项目：外形、行动、体温、呼吸、排泄等。 

实验动物的饲料、垫料和饮水应当定期检验，确保其符合以下营养或者污染控制标准： 

动物饲料须符合 GB/T 14924.1-2001、GB 14924.3-2010 中第 3 章营养成分、GB/T 14924.2-2001 中第 4

章卫生要求。 

垫料应选用吸湿性好、尘埃少、无异味、无毒性、无油脂、耐高温、耐高压的材料，须经灭菌处理后

方可使用，更换频率 1 周 2~3 次。 
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实验动物饮水应符合 GB 5749-2006 生活饮用水卫生标准、GB/T 5750.12-2006 生活饮用水微生物指标

要求。 

10.3 动物分组 

组别设计：阴性/空白对照组，阳性对照组，受试物低、高代次组； 

分组方法：分组前称量动物体重，按性别遵循体重均衡随机原则，分组时同性别小鼠个体体重在平均

体重±20%范围内，各组动物数量保持一致。 

10.4 剂量设计 

受试物组需包含临床使用代次细胞的最大可行性剂量，以产生药效但不因为细胞数过多或细胞过大引

起小鼠肺栓塞等症状下的最高剂量，另外细胞产品除临床拟用代次组别外，还需设置高于临床拟用代次组，

一般要求超过临床使用代次 3~10 个细胞倍增水平。 

10.5  给药制剂配制及保管 

根据待检细胞 COA 以及配制方法对待检细胞进行配制。若提供的待检细胞浓度与给药制剂浓度相同

则无需配制，原液给药（或无菌条件下分装后使用）；若提供的待检细胞与给药制剂浓度不同则需进行配

制，具体方法如下： 

a) 从液氮罐中取出一定数量的冻存细胞制剂，迅速放入设置为 37 ℃的水浴锅 1 min ~ 2 min 间进行

复苏，不停摇动至全部融化后，在洁净工作台中用移液器将细胞转移至合适体积的无菌容器中，充分混匀； 

b) 取样约 10µL~50 µL 于 EP 管中，进行细胞浓度及活率检测； 

c) 以上操作除离心、细胞计数/活率测定外，均在超净工作台/洁净工作台中进行； 

d) 制备后标识方法：不同浓度给药制剂标签上需至少注明名称、批号、浓度、配制体积、保存条件、

有效期至（时间点）、配制者及配制日期等信息； 

e) 制备后暂存条件及有效期：临用现配，2~8℃，冰箱或置于冰盒中，密闭暂存和运输（不可直接

和湿冰或冰袋接触），制备后在有效期（参照细胞稳定性报告）内完成给药； 

f) 受试细胞和对照品保管：待检细胞和对照品应当有专人保管，有完善的接收、登记和分发的手续，

每一批的受试物和对照品的批号、稳定性、含量或者浓度、纯度及其他理化性质应当有记录，对照品为市

售商品时，可使用其标签或者说明书内容。受试细胞和对照品的贮存保管条件应当符合其特定的要求，贮

存的容器在保管、分发、使用时应当有标签，标明品名、缩写名、代号或者化学文摘登记号（CAS）、批

号、浓度或者含量、有效期和贮存条件等信息。 

10.6 细胞浓度、存活率检测 

10.6.1 检测时间：给药前； 

10.6.2 检测对象：各组细胞给药制剂； 
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10.6.3 取样及检测方法：将复苏后的细胞制剂轻柔吹打混匀后，用移液器吸取 10 µL~ 50 µL 细胞悬液，

对各份样品进行细胞浓度测定，每组细胞制剂计数 2 次，计算均值；细胞浓度需在理论浓度的 80% ~ 120%

范围内，细胞存活率需≥90%；当使用细胞超过 1 管时，将各管细胞混匀后，再进行测定。 

10.7 细胞离心重悬 

若受试细胞和对照组组的细胞浓度小于理论浓度 80%或细胞存活率不足 90%时，需将细胞转入离心管

内进行离心（离心条件：500g，5min ~10min 或其他适宜条件），弃上清液，再加入适量体积溶媒，轻柔吹

打混匀后，并再次进行浓度测定；若细胞浓度大于理论浓度 120%时，则向管内加入适量体积溶媒，轻柔

吹打混匀后，再次进行浓度测定，直至细胞浓度满足设定要求。 

合格判定标准：细胞制剂的实测活细胞浓度均值需在理论浓度的±20%范围内，且细胞存活率≥90%。 

10.8 给药 

10.8.1 给药频率 

须参考前期细胞吸收动力学数据以及组织分布数据，参考细胞在体内的存续时间，以期受试细胞在实

验动物体内长期存续。 

10.8.2 给药途径 

受试细胞给药须最大程度模拟该细胞产品临床拟用给药方式。如果在动物试验中无法模拟临床给药方

式，需明确替代的给药方式/方法，并阐明其科学性和合理性。当临床使用特殊的给药装置给药时，致瘤性

试验采用的给药装置系统应与临床一致。空白/阴性对照组给药方式应与受试物组相同，阳性对照组采用单

次、0.2 mL/只、右侧腋下皮下注射给药。试验前，需更换新的手套或用酒精消毒；给药前，将给药制剂颠

倒混匀至少 1 次，动作需轻柔。 

10.9 临床观察 

10.9.1 观察周期 

连续观察至少 26 周，每周至少 1 次详细观察，每天至少 2 次笼旁观察。 

10.9.2 笼旁观察内容 

主要观察动物的死亡、濒死情况等。 

10.9.3 详细观察内容 

包括但不限于小鼠注射部位、外观体征、一般行为活动、精神状态、腺体分泌、皮肤和粘膜颜色、呼

吸状态、粪便性状及颜色、生殖器、死亡等情况及其它毒性表现。 

10.9.4 记录所有的死亡情况，出现的症状以及症状的起始时间、严重程度、持续时间，体重变化等。 
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10.10 肿块/结节 

每周观察并触摸动物全身各部位是否有肿块/结节形成，观察期内如有 1 个或多个肿块/结节出现，则

应对可触及肿块/结节的数目、位置和质地进行记录，且每周应双向测量肿块/结节大小并记录结果，以确

定结节是进行性生长、保持稳定还是随时间而消退。肿块/结节大小以其体积 V 计，数值以立方毫米（mm
3）

表示，按下列公式(1)计算： 

𝑉 =
ab2

2
……………………………………………………..(1) 

式中： 

a——肿块的长径的数值，单位为毫米（mm）； 

b——肿块与长径垂直的短径的数值，单位为毫米（mm）； 

计算结果表示到小数点后两位。 

注：对有进行性结节生长的小鼠，当结节体积超过 2000 mm3 时，视情况决定是否对动物实施人道主义安乐死。若实施

安乐死，则安乐死后剥离肿瘤，肉眼观察肝、肺及颈部邻近的淋巴结等部位有无转移灶，同时观察取下的瘤体大体情况，称

重后参照 10.13.3 处理肿瘤/肿块。其余脏器参照 10.13 大体解剖方法进行。 

10.11 体重 

10.11.1 测定时间：每周测定 1 次，解剖前、动物濒死/死亡时测定终体重（该数据仅用于计算脏器系数）； 

10.11.2 测定动物：所有存活小鼠。 

10.12  摄食量 

10.12.1  测定时间：每周测定 1 次； 

10.12.2  测定动物：所有存活小鼠；测定方法：第 1 天测定每一饲养笼给饲料量，第 2 天在大致相同的

时间测定剩余饲料量，二者的差为每一饲养笼动物 24 小时的总进食量，以此除以每笼动物数，计算得到

每只动物的平均摄食量。 

10.13 大体解剖和组织病理学检查 

10.13.1 大体解剖 

10.13.1.1  解剖时间：试验第 183 天； 

10.13.1.2  解剖动物：各组所有存活小鼠； 

10.13.1.3  麻醉及解剖方法 

解剖前称量动物体重，解剖前待解剖小鼠需禁食约 4 小时，异氟烷吸入麻醉，腹主动脉或下腔静脉采

血实施安乐死，对其进行系统解剖观察。 

10.13.2 脏器称重 
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10.13.2.1 需称重脏器包括 

脑、肾脏（双侧)、脾脏、心脏、肾上腺（双侧)、睾丸（双侧）/卵巢（双侧）、肝脏、附睾（双侧）/

子宫、前列腺、胸腺（如有）、肿块（如有）。 

10.13.2.2称重方法：直接称量； 

10.13.2.3脏体系数、脏脑系数分别以动物脏器重量与其体重的比值 a、脏器重量与其脑重的比值 b 计，

按下列公式计算： 

𝑎 =
O

W
× 100%...........................................................................(2) 

𝑏 =
O

B
× 100%...........................................................................(3) 

式中： 

O——动物脏器重量的数值，单位为克（g）； 

W——动物体重的数值，单位为克（g）； 

B——动物脑重的数值，单位为克（g）； 

计算结果表示到小数点后两位。 

10.13.3 组织病理学检查 

10.13.3.1  检查脏器 

脑、垂体、肝脏、肾脏、肾上腺、脾脏、肺脏、心脏、睾丸、附睾、卵巢、子宫、前列腺、胃、十二

指肠、回肠、空肠、结肠、盲肠、直肠、胰腺、甲状腺（含甲状旁腺）、股骨、骨髓、腹股沟淋巴结（如

有）、给药部位等主要脏器，以及大体观察到异常的组织和组织肿块（如有）。免疫缺陷动物的淋巴结和胸

腺萎缩或缺失，大体观察无法确认时，可先将小鼠整体固定后再进行辨认，固定后确认的疑似的以上组织

将进行制片和阅片，否则不进行制片。 

10.13.3.2  固定方法 

10%中性福尔马林溶液固定；睾丸在改良 Davidson’s 液中固定 24 小时以上，再换用 10%中性福尔马

林溶液长期固定。 

10.13.3.3  肿块称重方法 

以千分之一或以上精度电子天平对大体解剖观察发现的肿块进行称量。肿块取下后，尽快除去脏器周

围结缔组织，并用吸水纸吸去脏器表面的血液及体液，将其放置于称量盘上称量。若同一只动物出现多个

肿块则记录肿块数目，多个肿块一起称量并记录总重。 

10.13.3.4  肿块处理及保存方法 

肿块称重完成后，将每个肿块一分为二，一块保存于 10%中性福尔马林缓冲液中；另一块-80 ℃冻存
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备用。 

10.13.3.5  制片及染色 

按组织病理学技术标准操作进行取材，石蜡包埋，切片及苏木精-伊红染色后，进行显微镜检查，观察

是否有肿瘤发生相关的异常改变。如果有转移瘤形成，则需进一步分析转移瘤的性质及与原发瘤的相关性，

必要时进行 DNA 鉴定检查。 

10.13.3.6 致瘤性病理报告内容 

包括但不限于（1）列出每只动物的瘤体数目；（2）列出每只动物每个器官/组织的恶性瘤体改变和良

性瘤体改变；（3）列出每只动物每个器官/组织与处理因素（受试物或对照品）相关的瘤体改变。 

10.14 濒死/死亡动物的处置 

发现濒死或死亡动物时，记录小鼠一般状态、观察时间并测定终体重，及时通知专题负责人、兽医及

病理解剖人员。濒死动物以异氟烷（口鼻吸入）麻醉，腹主动脉或下腔静脉放血安乐死；对其进行大体解

剖观察并按照系统解剖动物取材方法进行脏器取材、称重和固定（10%中性福尔马林固定液），由专题负责

人评估是否需要对濒死动物脏器进行制片、染色及显微镜观察。 

发现死亡动物，记录推测小鼠死亡时间及发现死亡时间，及时进行大体解剖观察，查明死因。测定终

体重后按照系统解剖动物取材方法进行脏器取材和固定（10%中性福尔马林固定液），由专题负责人评估是

否需要对死亡动物脏器进行制片、染色及显微镜观察。 

10.15 试验数据处理 

一般观察、组织病理学等资料采用描述分析。 

体重、摄食量、脏器重量及系数、肿块重量（如有）等定量指标，按组别和性别采用均数±标准差

（ X SD ）描述；死亡率、致瘤率（如有）采用频数及百分率描述。样本数小于 3 时，该组数据不纳入

统计比较。 

定量指标分析见图 1： 

 

图 1  定量指标分析图 

定量指标

（Bartlett's检验方差齐
性）

ANOVA

（方差齐时P＞0.05）

Dunnett’s t检验

（ANOVA有意义P＞0.05）

分析结束

（ANOVA无意义P≤0.05）

Kruskal-Wallis H

（方差不齐P≤0.05）

Mann-Whitney U检验

（Kruskal-Wallis H有意义P＞0.05）

分析结束

（Kruskal-Wallis H无意义P≤0.05）
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肿块重量采用协方差分析（生存天数为协变量）进行统计学检验；差异有统计学意义时（P≤0.05），

则采用 Dunnett’s t 检验（Dunnett 法）对组间差异进行比较。 

各组生存情况采用生存曲线进行描述，并计算试验结束时的生存率。采用 Kaplan-Meier 法对数秩检验

（log-rank test）进行分析，差异有统计学意义时（P≤0.05），则继续用对数秩检验比较组间的差异。 

以上组间差异比较在溶剂对照组与其余各组之间进行，所有检验均为双侧检验 α=0.05，P≤0.05 确认为

有统计学意义。 

致瘤率正向趋势检验（待检细胞组与阴性对照组）采用 Bieler-William Poly-3 法（Poly-3 法）进行统计

检验。致瘤率两组成对比较（待检细胞组与阴性对照组）也采用 Poly-3 法进行统计检验。Poly-3 法均为单

侧（上侧）。正向趋势检验 α=0.01，成对比较 α=0.025。 

10.16 结果判定 

观察期末，如接种部位或其他远端部位未观察到进行性生长肿瘤，可判定细胞无致瘤性。 

试验中发现的所有肿瘤，需通过组织病理学初步分析与待检细胞的相关性，并附有相应的组织病理学

照片；当无法排除相关时，需进行基因组 DNA 检测或下一步的研究，以判断待检细胞的致瘤性并出具病

理学报告。 

观察期结束，在阴性组无结节/肿块生长、阳性对照组有结节/肿块生长成立的条件下，受试物组各组

小鼠给药部位无结节/肿块生长或虽有隆突状肿物但经鉴定非肿瘤或属于小鼠自发肿瘤，并且全身各主要脏

器未发现肿瘤增生性病变，则判定受试物无致瘤性。 

26 周观察期间结束，阴性组、阳性对照组肿块体积参考图 2、图 3，阴性组、阳性对照组生存曲线参

考图 4、图 5。 

 

图 2 观察期间雄性小鼠肿块体积变化 
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图 3 观察期间雌性小鼠肿块体积变化 

 

 

图 4 观察期间雄性各组生存曲线 
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图 5 观察期间雌性各组生存曲线 

11 试验报告 

试验报告内容包括以下方面： 

a) 研究目的； 

b) 研究遵守的药物非临床研究质量管理规范，所依据的试验标准、技术指南或者文献； 

c) 研究起止日期； 

d) 受试细胞和对照品的名称、缩写名、代号、批号、稳定性、含量/浓度/纯度等特性； 

e) 实验动物的种、系、数量、年龄、性别、体重范围、来源、实验动物合格证号、接收日期和饲养

条件； 

f) 受试物和对照品的给药途径、剂量、方法、频率和给药期限； 

g) 受试物和对照品的剂量设计依据； 

h) 各种指标检测方法和频率； 

i) 分析数据所用的统计方法； 

j) 试验结果、结论； 

k) 影响待检细胞非临床研究质量管理规范符合性、研究数据可靠性的情况。 
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