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［摘　 要］ 　 为分析 ＢＨＫ－２１ 细胞不同处理方式对裸鼠致瘤性的影响，分别用甲醛、二乙烯亚胺

（ＢＥＩ）、β－丙内酯（ＢＰＬ）进行灭活和在－２０ ℃进行冻融处理的 ＢＨＫ－２１ 细胞接种裸鼠，通过病理组

织形态学观察判定其是否存在致肿瘤的特性。 结果显示，甲醛、ＢＥＩ、ＢＰＬ、冻融 ２ 次或 ３ 次分别处理的

ＢＨＫ－２１ 细胞接种裸鼠，对裸鼠致瘤率为零。 冻融 １ 次的 ＢＨＫ－２１ 细胞和 １０７、１０５ 和 １０３ 个 ＢＨＫ－２１
细胞分别接种裸鼠，致瘤率为 １００％。 １０ 个 ＢＨＫ－２１ 细胞接种裸鼠，未见成瘤。 试验表明，裸鼠检测

ＢＨＫ－２１ 细胞致瘤性敏感性为 １０３ 个细胞；冻融 ２ 次、甲醛、ＢＥＩ、ＢＰＬ 处理，ＢＨＫ－２１ 细胞均丧失致

瘤性；冻融 １ 次不能使 ＢＨＫ－２１ 细胞丧失致瘤性。
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ｗｈｉｃｈ ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｂｙ ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ， ｄｉｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ （ＢＥＩ）， β－ｐｒｏｐｉｏｌａｃｔｏｎｅ （ＢＰＬ） ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ＢＨＫ－２１ ｃｅｌｌｓ
ｗｈｉｃｈ ｆｒｅｅｚｉｎｇ － ｔｈａｗｉｎｇ ａｔ － ２０ ℃， ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ － ｂｅａｒｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｐａｔｈｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｎｇｅｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒ ｍｏｒｂｉｄｉｔｙ ｏｆ ＢＨＫ－２１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ， ＢＥＩ， ＢＰＬ
ａｎｄ ｆｒｅｅｚｉｎｇ－ｔｈａｗｉｎｇ ｆｏｒ ｔｗｏ ｏｒ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ｗｅｒｅ ｚｅｒｏ， １０７，１０５，１０３ ＢＨＫ－２１ ｃｅｌｌｓ ｃａｎ １００％ ｃａｕｓｅ ｔｈｅ ｔｕｍｏｒｓ ａｓ
ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ＢＨＫ－２１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｆｒｅｅｚｉｎｇ－ｔｈａｗｉｎｇ ｏｎｌｙ ｏｎｃｅ， ｎｏ ｔｕｍｏｒｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｄｏｓｅ ｏｆ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｓ
ｔｅｎ． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ＢＨＫ－２１ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｗａｓ １０３ ｃｅｌｌｓ， ｔｈｅ
ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ＢＨＫ－２１ ｃｅｌｌｓ ｃａｎ ｂｅ ｋｉｌｌｅｄ ｗｉｔｈ ｆｒｅｅｚｉｎｇ－ｔｈａｗｉｎｇ ｆｏｒ ｔｗｉｃｅ， ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ， ＢＥＩ ａｎｄ ＢＰＬ； ｂｕｔ
ｉｔ ｓｔｉｌｌ ｈａｖｅ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｉｔｙ ｉｎ ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｆｒｅｅｚｉｎｇ－ｔｈａｗｉｎｇ ｏｎｌｙ ｏｎｃｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＢＨＫ－２１ ｃｅｌｌｓ；ｎｕｄｅ ｍｉｃｅ； ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｉｃｉｔｙ
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　 　 ＢＨＫ－２１ 细胞为地鼠肾传代细胞系，具有致瘤

性，其完整活细胞具有较高的致癌、致瘤性，不能用

于活疫苗的制备［１］。 ＢＨＫ－２１ 细胞灭活后不具有

致瘤性，是世界卫生组织推荐的生产兽用疫苗细

胞，现已在规模化生产中应用，主要用于口蹄疫灭

活疫苗的生产［２］。 本研究以《中国兽药典》所载的

致瘤性检验方法，对灭活剂、冻融处理的 ＢＨＫ－２１
细胞进行检验，从中选择能够使 ＢＨＫ－２１ 细胞丧失

致瘤性的处理方法，用于兽用生物制品的研发和

生产。
１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 动物 　 ＢＡＬＢ ／ ｃ－ｎｕ ／ ｎｕ 裸鼠，雌性，４ ～ ６ 周

龄，购自北京华阜康生物科技股份有限公司。
１．１．２　 饲料　 裸鼠料，购自北京华阜康生物科技股

份有限公司。
１．１． ３ 　 细胞 　 ＢＨＫ － ２１ 细胞、人宫颈癌细胞系

（ＨＥＬＡ）细胞、鸡胚成纤维细胞（ＣＥＦ），均由武汉中

博生物股份有限公司技术中心提供。
１．１．４　 试剂　 ２－溴乙胺氢溴酸盐（ＢＥＡ）、甲醛、硫
代硫酸钠（Ｎａ２Ｓ２Ｏ３）、氢氧化钠（ＮａＯＨ）均为国产

分析纯。 取 ０． ４ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＢＥＡ 和 ０． ４ ｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＮａＯＨ 等体积混合，３７ ℃孵育 １ ｈ 制成 ０．２ ｍｏｌ ／ Ｌ 的

二乙烯亚胺（ＢＥＩ）。 ＤＭＥＭ 培养液为 ＨＹＣＬＯＮＥ 公

司产品。
１．１．５　 仪器 　 Ｓ８ 智能型独立通气笼 ＩＶＣ（苏州市

苏杭科技器材有限公司）、ＬＥＩＣＡ ＲＭ２２３５ 石蜡切

片机、ＪＫ－６ 生物组织摊烤片机（武汉俊杰电子有限

公司）、水浴锅、离心机、超净台、冰箱、电磁炉。
１．１．６　 分组　 将裸鼠分为 １３ 组，每组 １０ 只，见表 １。

表 １　 试验动物分组

Ｔａｂ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ａｎｉｍａｌ ｇｒｏｕｐｉｎｇ
分组

ｇｒｏｕｐｉｎｇ
接种物

ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｍａｔｅｒｉａｌ
细胞密度 ／ ０．５ ｍＬ
ｃｅｌｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ／ ０．５ ｍＬ

阳性对照 １ 组 ＨＥＬＡ 细胞 １０６

阳性对照 ２ 组 ＢＨＫ－２１ 细胞 １０７

阴性对照 １ 组 ＣＥＦ 细胞 １０６

阴性对照 ２ 组 煮沸 １０ ｍｉｎ 的 ＢＨＫ－２１ 细胞 １０７

梯度 １ 组 ＢＨＫ－２１ 细胞 １０５

梯度 ２ 组 ＢＨＫ－２１ 细胞 １０３

梯度 ３ 组 ＢＨＫ－２１ 细胞 １０

甲醛组 甲醛处理的 ＢＨＫ－２１ 细胞 １０７

ＢＥＩ 组 ＢＥＩ 处理的 ＢＨＫ－２１ 细胞 １０７

ＢＰＬ 组 ＢＰＬ 处理的 ＢＨＫ－２１ 细胞 １０７

冻融 １ 组 －２０ ℃冻融 １ 次的 ＢＨＫ－２１ 细胞 １０７

冻融 ２ 组 －２０ ℃冻融 ２ 次的 ＢＨＫ－２１ 细胞 １０７

冻融 ３ 组 －２０ ℃冻融 ３ 次的 ＢＨＫ－２１ 细胞 １０７

１．２　 方法

１．２．１　 各组接种物的制备

１．２．１．１　 细胞悬液的制备 　 取悬浮培养的对数生

长期的 ＢＨＫ－２１ 细胞，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ８ ｍｉｎ，弃上

清，用 ＤＭＥＭ 培养液重悬稀释细胞，使细胞浓度为

１０７ ／ ０．５ ｍＬ、１０５ ／ ０．５ ｍＬ、１０３ ／ ０．５ ｍＬ、１０ ／ ０．５ ｍＬ。
１．２．１．２　 甲醛灭活组细胞的制备 　 取 １０７ ／ ０．５ ｍＬ
的 ＢＨＫ－２１ 细胞，加入甲醛溶液使终浓度为 ０．１％，
３７ ℃灭活 ７２ ｈ。
１．２．１．３　 ＢＥＩ 灭活组细胞的制备 　 取 １０７ ／ ０．５ ｍＬ

·９２·
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的 ＢＨＫ－２１ 细胞，加入 ＢＥＩ 溶液使终浓度为 ０．００５
ｍｏｌ ／ Ｌ，３７ ℃灭活 ４８ ｈ，加入硫代硫酸钠（Ｎａ２Ｓ２Ｏ３）
溶液使终浓度为 ０．００５ ｍｏｌ ／ Ｌ。
１．２．１．４　 ＢＰＬ 灭活组细胞的制备 　 取 １０７ ／ ０．５ ｍＬ
的 ＢＨＫ－２１ 细胞，按 １ ／ ４０００ 比例加入 ＢＰＬ，２～８ ℃
灭活 ２４ ｈ，３７ ℃水解 ２ ｈ。
１．２．１． ５ 　 冻融组细胞的制备 　 取 １０７ ／ ０． ５ ｍＬ 的

ＢＨＫ－２１ 细胞，－２０ ℃分别冻融 １ 次、２ 次和 ３ 次。
１．２．１．６　 ＨＥＬＡ 细胞和 ＣＥＦ 细胞悬液制备 　 分别

取静置培养的对数生长期的 ＨＥＬＡ 细胞和 ＣＥＦ 细

胞，胰酶溶液消化使细胞分散，离心收集细胞，
ＤＭＥＭ 培养液重悬，使细胞浓度为 １０６ ／ ０．５ ｍＬ。
１．２．１．７　 阴性对照 ２ 组细胞的制备　 取 １０７ ／ ０．５ ｍＬ
的 ＢＨＫ－２１ 细胞，置于沸水中煮 １０ ｍｉｎ。
１．２．２　 裸鼠接种与观察测量

１．２．２．１　 裸鼠接种 　 按表 １ 选择接种物。 在裸鼠

颈背部和背部前 １ ／ ３ 处，皮下注射，０．５ ｍＬ ／只。
１．２．２．２　 试验观察　 观察 １４ ｄ，检查有无结节或肿

瘤形成。 如果有结节或可疑病灶，继续观察至少

１ 周，解剖，进行病理组织学检查，检查内脏器官

（心、肝、脾、肺、肾、脑）有无异常病变。 对未发生结

节的动物，取其中半数，观察 ２１ｄ，对另外半数动物

观察 １２ 周，对接种部位进行解剖和病理学检查，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。 阳性对照组和阴性对照组

观察 ２１ ｄ［３－４］。
１．２．２．３　 肿瘤组织切片制备和病理形态学观察 　
断颈处死裸鼠，取出裸鼠皮下肿瘤结节，用中性福

尔马林作常规组织固定，制备石蜡包埋切片，ＨＥ 染

色，显微镜下观察。
１．２．２．４　 判定标准 　 在阳性对照组裸鼠成瘤率为

１００％，阴性对照组裸鼠成瘤率为零时，实验成立。
实验组裸鼠无肿物生长或者虽有隆突状肿物生长

但却是非肿瘤的，接种物无致瘤性；若有隆突状肿

物生长，经病理形态学观察证实为肿瘤的，接种物

有致瘤性。
２　 结　 果

记录各实验组裸鼠精神、饮食、排便、接种部位

肿块情况，并对成瘤情况进行统计，见表 ２。

表 ２　 试验各组成瘤数统计

Ｔａｂ ２　 Ｔｕｍｏｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｆｏｒ ａｌｌ ｇｒｏｕｐｓ
分组

Ｇｒｏｕｐｉｎｇ
细胞
Ｃｅｌｌ

细胞密度 ／ ０．５ ｍＬ
Ｃｅｌｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ／ ０．５ ｍＬ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

成瘤数 ／ 总数
Ｔｕｍｏｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ／ Ｔｏｔａｌ

阳性对照 １ 组 ＨＥＬＡ １０６ ／ １０ ／ １０

阳性对照 ２ 组 ＢＨＫ－２１ １０７ ／ １０ ／ １０

阴性对照 １ 组 ＣＥＦ １０６ ／ ０ ／ １０

阴性对照 ２ 组 ＢＨＫ－２１ １０７ 煮沸 １０ ｍｉｎ ０ ／ １０

梯度 １ 组 ＢＨＫ－２１ １０５ ／ １０ ／ １０

梯度 ２ 组 ＢＨＫ－２１ １０３ ／ １０ ／ １０

梯度 ３ 组 ＢＨＫ－２１ １０ ／ ０ ／ １０

甲醛组 ＢＨＫ－２１ １０７ ３７ ℃灭活 ７２ ｈ ０ ／ １０

ＢＥＩ 组 ＢＨＫ－２１ １０７ ３７ ℃灭活 ４８ ｈ ０ ／ １０

ＢＰＬ 组 ＢＨＫ－２１ １０７ ４ ℃灭活 ２４ ｈ ０ ／ １０

冻融 １ 组 ＢＨＫ－２１ １０７ －２０ ℃冻融 １ 次 １０ ／ １０

冻融 ２ 组 ＢＨＫ－２１ １０７ －２０ ℃冻融 ２ 次 ０ ／ １０

冻融 ３ 组 ＢＨＫ－２１ １０７ －２０ ℃冻融 ３ 次 ０ ／ １０

·０３·
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２．１　 阴、阳性对照组　 ＣＥＦ 细胞接种后观察 ２１ ｄ，
裸鼠均未见肿块，精神良好，饮食、排便正常（图 １）。
煮沸 １０ ｍｉｎ 的 ＢＨＫ－２１ 细胞接种裸鼠，均未出现

肿块，且精神、饮食、排便均没出现异常表现。 接种

后 ２１ ｄ 剖检 ５ 只裸鼠，接种后 １２ 周剖检 ５ 只裸鼠，
观察各淋巴结和各器官，均无结节形成 （图 ２）。
ＨＥＬＡ 细胞接种后一周，裸鼠接种部位有肿块形成，
肿块直径 ８ ｍｍ 左右，具有肿瘤的病理形态（图 ３）。
１０７ 个 ＢＨＫ－２１ 细胞接种裸鼠，接种后一周接种部

位有肿块形成，肿块数量 ３ 个以上，且在背部后方

皮下也有肿块形成。 肿块直径 １０ ～ ２０ ｍｍ，肿块质

地较软，含血量丰富，具有肿瘤的病理形态。 所有

裸鼠接种 １２～１４ ｄ 全部死亡（图 ４）。
２．２　 冻融组　 冻融 １ 组裸鼠在接种后第 ２ 周陆续

出现肿块，肿块 １ 到 ２ 个，肿块直径 ８ ｍｍ 左右，具
有肿瘤的病理形态，部分肿瘤组织表皮出现破溃，
剖检肿块含血量较高，质地较软（图 ５）。 冻融 ２ 组

均未出现肿块，且精神、饮食、排便均没出现异常表

现。 接种后 ２１ ｄ 剖检 ５ 只裸鼠，接种后 １２ 周剖检

５ 只裸鼠，观察各淋巴结和各器官，均无结节形成

（图 ６）。 冻融 ３ 组裸鼠均未出现肿块，且精神、饮
食、排便均没出现异常表现。 接种后 ２１ ｄ 剖检 ５ 只

裸鼠，接种后 １２ 周剖检 ５ 只裸鼠，观察各淋巴结和

各器官，均无结节形成（图 ７）。
２．３　 灭活剂处理组　 甲醛组：１ 周内有 ４ 只裸鼠接

种部位有肿块形成，２ 周肿块消失，２１ ｄ 剖检，经病

理形态学检查，无肿瘤组织。 另 ６ 只裸鼠没有出现

肿块，且精神、饮食、排便均没出现异常表现，２１ ｄ
剖检 ３ 只裸鼠，１２ 周剖检 ３ 只裸鼠，观察各淋巴结

和各器官，均无结节形成（图 ８）。 ＢＥＩ、ＢＰＬ 组：裸
鼠均未出现肿块，且精神、饮食、排便均没出现异常

表现。 ＢＥＩ、ＢＰＬ 组接种后 ２１ ｄ 分别剖检 ５ 只裸

鼠，接种后 １２ 周分别剖检 ５ 只裸鼠，观察各淋巴结

和各器官，均无结节形成（图 ９、图 １０）。
２．４　 梯度组 　 梯度 １ 组：接种后一周接种部位有

肿块形成，肿块数量 ２ 个以上，且在背部后方皮下

也有肿块形成。 肿块直径 ８ ～ １６ ｍｍ，肿块质地较

软，含血量丰富，具有肿瘤的病理形态，观察期内没

有死亡（图 １１）。 梯度 ２ 组：接种后一周均未出现

肿块，在接种后 ２ 周有 ８ 只裸鼠接种部位有肿块形

成，在接种 ３ 周有 ２ 只裸鼠接种部位有肿块形成，
肿块直径在 ４ ｍｍ 左右，具有肿瘤的病理形态（图
１２）。 梯度 ３ 组：裸鼠均未出现肿块，精神、饮食、排
便均没出现异常表现。 接种后 ２１ ｄ 剖检 ５ 只裸鼠，
接种后 １２ 周剖检 ５ 只裸鼠，观察各淋巴结和各器

官，均无结节形成（图 １３）。

图 １　 阴性对照 １ 组裸鼠

Ｆｉｇ １　 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １

图 ２　 阴性对照 ２ 组裸鼠

Ｆｉｇ ２　 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ２

图 ３　 阳性对照 １ 组裸鼠

Ｆｉｇ ３　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ １

·１３·
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图 ４　 阳性对照 ２ 组裸鼠

Ｆｉｇ ４　 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ２

图 ５　 冻融 １ 组裸鼠

Ｆｉｇ ５　 Ｆｒｅｅｚｉｎｇ－ｔｈａｗｉｎｇ ｇｒｏｕｐ １

图 ６　 冻融 ２ 组裸鼠

Ｆｉｇ ６　 Ｆｒｅｅｚｉｎｇ－ｔｈａｗｉｎｇ ｇｒｏｕｐ ２

图 ７　 冻融 ３ 组裸鼠

Ｆｉｇ ７　 Ｆｒｅｅｚｉｎｇ－ｔｈａｗｉｎｇ ｇｒｏｕｐ ３

图 ８　 甲醛组裸鼠

Ｆｉｇ ８　 Ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ

图 ９　 ＢＥＩ 组裸鼠

Ｆｉｇ ９　 ＢＥＩ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ

图 １０　 ＢＰＬ 组裸鼠

Ｆｉｇ １０　 ＢＰＬ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ

图 １１　 梯度 １ 组裸鼠

Ｆｉｇ １１　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｒｏｕｐ １
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图 １２　 梯度 ２ 组裸鼠

Ｆｉｇ １２　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ２

图 １３　 梯度 ３ 组裸鼠

Ｆｉｇ １３　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｇｒｏｕｐ ３

２．５　 ＨＥＬＡ 细胞致瘤裸鼠肿瘤病理学观察 　 采集

裸鼠皮下肿瘤结节，进行组织切片制备和病理形态

学观察。 细胞排列紊乱，失去正常的排列层次，细
胞大小不一（图 １４）。 有些细胞体积偏大，细胞核

与细胞质的比例增大，细胞核形态大小不一，染色

质粗糙，出现病理性核分裂象（图 １５）。

图 １４　 ＨＥＬＡ 细胞致瘤 ＨＥ ２００×

Ｆｉｇ １４　 Ｔｕｍｏｒ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ ＨＥ ２００×

→：病理性核分裂相

→：Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｉｔｏｔｉｃ ｐｈａｓｅ

图 １５　 ＨＥＬＡ 细胞致瘤 ＨＥ ４００×

Ｆｉｇ １５　 Ｔｕｍｏｒ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ ＨＥ ４００×

２．６　 ＢＨＫ－２１ 细胞致瘤裸鼠肿瘤病理学观察　 采集

各肿块，制备石蜡包埋切片，ＨＥ 染色，显微镜下观

察，结果见图 １６、图 １７。

图 １６　 ＢＨＫ－２１ 细胞致瘤 ＨＥ ２００×

Ｆｉｇ １６　 Ｔｕｍｏｒ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ＢＨＫ－２１ ｃｅｌｌｓ ＨＥ ２００×

→：病理性核分裂相

→：Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｉｔｏｔｉｃ ｐｈａｓｅ

图 １７　 ＢＨＫ－２１ 细胞致瘤 ＨＥ ４００×

Ｆｉｇ １７　 Ｔｕｍｏｒ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ＢＨＫ－２１ ｃｅｌｌｓ ＨＥ ４００×
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　 　 结果显示，肿块大部分区域为坏死的肿瘤组

织，肿瘤细胞如横纹肌母细胞样弥漫分布，可见病

理性核分裂象。
３　 讨　 论

本试验中使用的甲醛、ＢＰＬ、ＢＥＩ 属于化学灭活

剂。 化学灭活的优点是效果确实、方法简便。 甲醛

灭活的作用机制是破坏微生物的核酸及蛋白质。
甲醛灭活时首先与含氨基的核苷酸碱基（如 Ａ、Ｇ、
Ｕ）结合而使核酸变性。 使用较高浓度的甲醛和较

长时间的作用时间，甲醛可与蛋白质的胺基结合，
形成羟甲基衍生物或二羟甲基衍生物，后者再与酰

胺发生交联反应。 微生物的蛋白质发生变性，阻止

其核酸逸出［５－６］。 甲醛灭活存在较多的缺陷，包括

刺激性大、致癌危险、破坏免疫原性、灭活时间长、
灭活效果受多种因素影响等［７］。 ＢＰＬ 灭活的作用

机制是作用于微生物的 ＤＮＡ 或 ＲＮＡ，通过与核酸

的嘌呤碱基（主要是 Ｇ）反应破坏核酸的结构，但不

直接作用于蛋白质，因此能保持良好的免疫原性。
大剂量 ＢＰＬ 是一种潜在致癌物，但是 ＢＰＬ 极易水

解，在 ３７ ℃水浴水解 ２ ｈ 后消失，其水解为无毒性

的人体脂肪代谢产物 β－羟基丙酸。 ＢＰＬ 灭活的另

一优势是灭活所需时间短，能显著缩短疫苗生产周

期［５］。 ＢＥＩ 灭活的作用机制是烷化微生物 ＤＮＡ 分

子中的鸟嘌呤或腺嘌呤，引起单链断裂、双螺旋链

交联及干扰酶系统和核蛋白作用，破坏核酸代谢、
合成，导致微生物核酸芯破坏。 ＢＥＩ 破坏微生物核

酸，不作用于蛋白质，能较好的保持抗原的免疫原

性［５］。 本试验中使用冻融处理 ＢＨＫ－２１ 细胞。 冻

融是一种破碎细胞的方法，作用机理是突然冷冻时

细胞内形成冰晶，细胞内外溶剂浓度突然改变致使

细胞破碎［８］。
本试验用裸鼠检测细胞致瘤性，裸鼠胸腺先天

性缺陷，Ｔ 淋巴细胞缺损，适于免疫生物学、免疫病

理学、移植免疫等研究，是生物制品传代细胞致瘤

试验的最好动物模型［９］。 裸鼠皮下接种肿瘤细胞，
可导致其产生肿瘤或组织癌变，且保持原发瘤的组

织学形态、免疫学特点及其特有的染色体组型［１０］。
细胞染色体遗传特征决定致瘤性质并具有种

属特异性，不同核型细胞致瘤性不同［１１－１２］。 对

ＢＨＫ－２１ 细胞系 ＫＡ 株、Ｍ 株、ＹＡ 株的染色体组型

与遗传变异率分析，研究发现 ＢＨＫ－２１ 细胞皮下接

种裸鼠均产生进行性生长的恶性肿瘤，且不论核型

如何始终具有强的致癌性［１２］。 染色体数目变异越

大，染色体众数越多、范围越宽，染色体条数越多，
致瘤性越强。 可能是因为“优胜劣汰”作用导致染

色体数目变异较小细胞在裸鼠体内增殖处于劣势

或被淘汰，相反染色体数目变异较大细胞在裸鼠体

内增殖处于优势而明显增多［１３－１４］。 李六金等学者

研究 ＢＨＫ－２１ 细胞致瘤性，结果显示 １０８ ＢＨＫ－２１
细胞和 １０７ ＢＨＫ－２１ 细胞不论是低代次还是高代次

的肿块形成率和致瘤率均为 １００％，且代次之间差

异不显著。 正常 ＢＨＫ－２１ 细胞经快速裂解后仍具

有致瘤性［１］。
本试验用裸鼠检测 ＢＨＫ－２１ 细胞致瘤性，结果

显示，１０３ 个 ＢＨＫ－２１ 细胞接种裸鼠引发肿瘤；１０
个 ＢＨＫ－２１ 接种裸鼠观察期内未见肿瘤。 本试验

结果表明，ＢＨＫ－２１ 细胞的数量及密度对裸鼠的致

瘤性有明显影响，裸鼠检测 ＢＨＫ－２１ 细胞致瘤性敏

感性为 １０３ 个细胞。
本试验对 ＢＨＫ－２１ 细胞进行－２０ ℃冻融 １ 次

处理后，进行裸鼠致瘤性试验观察。 结果显示皮下

接种裸鼠引发肿瘤，且重复性稳定，这和李六金等

学者的正常 ＢＨＫ－２１ 细胞经快速裂解后仍具有致

瘤性的结论相符。

本试验对 ＢＨＫ－２１ 细胞分别进行甲醛 ３７ ℃灭

活 ７２ ｈ、ＢＥＩ ３７ ℃灭活 ４８ ｈ、ＢＰＬ ４ ℃灭活 ２４ ｈ、
－２０ ℃冻融 ２ 次或 ３ 次处理后，进行裸鼠致瘤性试

验观察。 结果显示，甲醛、ＢＥＩ、ＢＰＬ、 － ２０ ℃ 冻融

２ 次或 ３ 次后，皮下接种裸鼠均不引发肿瘤。 结果

表明，兽用灭活疫苗若以 ＢＨＫ－２１ 细胞作为病毒增

殖载体收获的抗原液，经 ２ 次冻融处理或 ０．１％甲

醛或 ０．００５ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＢＥＩ 或 １ ／ ４０００ 的 ＢＰＬ 进行灭

活，均能使 ＢＨＫ－２１ 细胞丧失致瘤性。
综上所述， ＢＨＫ－２１ 细胞经灭活和冻融处理

可丧失对裸鼠的致瘤性，其结果可以作为判定

ＢＨＫ－２１细胞是否适用于兽用灭活疫苗抗原生产的

参考依据。
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