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非人哺乳动物细胞系身份鉴定的研究进展
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　 　 【摘要】 　 非人哺乳动物细胞系在医学生物学研究中正起着越来越重要的作用。 与人源细胞一样,非人哺乳

动物细胞在使用中也面临着错用、污染和变异的问题。 但与人源细胞相比,非人哺乳动物细胞受到的关注比较少,
细胞身份鉴定技术发展较慢。 目前对非人哺乳动物细胞系身份鉴定的研究主要集中在小鼠、中国仓鼠和非洲绿猴

3 个物种,方法以短串联重复序列( short tandem repeats,STR)标记检测为主,单核苷酸多态性( single nucleotide
polymorphism,SNP)分析为辅。 本文就非人哺乳动物细胞系身份鉴定技术在不同物种中的发展现状进行综述。
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【Abstract】　 Non-human mammalian cell lines play an increasingly important role in medical and biological research.
Like human cells, non-human mammalian cells face the problems of misuse, pollution and variation. However, compared
with human cells, the authentication of non-human mammalian cell lines has received less attention and has not yet been
fully explored. To date, research into the authentication of non-human mammalian cell lines has mainly focused on cell lines
from mice, Chinese hamsters, and African green monkeys. The authentication method mainly use short tandem repeat
(STR) markers, supplemented by single nucleotide polymorphism (SNP) analysis. Here, we review the development of
the authentication of non-human mammalian cell lines in different species.
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　 　 实验细胞系为研究者提供了取之不尽、经济实

惠的医学生物学研究材料。 利用细胞系模拟人体

生物学机制,检测治疗效果以及合成治疗用蛋白已

成为常用的研究手段。 在动物细胞使用过程中,细
胞系误用、细胞系间交叉污染和长期传代导致细胞

遗传变异这三个问题长期困扰着学术界和产

业界[1-5]。
针对人源细胞,研究者开发了多种细胞来源鉴

定方法,主要有染色体核型分析、同工酶分析、多位

点 DNA 指纹分析、短串联重复序列( short tandem
repeats,STR) 标记检测、单核苷酸多态性 ( single
nucleotide polymorphism,SNP)分析、RNA 序列分析,
乃至全基因组测序分析。 从检测准确度、技术普及

度、人力物力和时间成本各方面综合考虑,目前 STR
标记检测法是最佳选择。 2011 年美国国家标准学

会(ANSI)和美国典型培养物保藏中心(ATCC)发布

了人源细胞系 STR 标记检测标准,对人源细胞系鉴

定的必要性和操作方法进行了详尽的说明[6],确立
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了 STR 标记检测法在细胞系身份鉴定中的核心地

位。 美国典型培养物保藏中心(ATCC)、德国微生

物与细胞保藏中心(DSMZ)、日本研究生物资源细

胞库 ( JCRB) 和日本理化研究所生物资源中心

(RIKEN)等权威细胞库都对保藏的人源细胞系进

行了 STR 标记检测,并建立了人源细胞系 STR 标记

数据库。
与人源细胞相比,非人源细胞污染现象同样严

峻,但受到的关注比较少,鉴定技术发展较慢。 德

国最权威的细胞库 DSMA 对其保藏非人源细胞系

检测结果显示,细胞交叉污染率为 6%,而人源细胞

交叉污染率为 10%[7]。 日本 RIKEN 生物资源中心

的研究显示,该中心保藏的小鼠细胞系错误率为

4. 2%,与该中心人源细胞系错误率相当[8]。 因此,
非人源细胞系,尤其是常用的哺乳类实验动物细胞

系急需准确可靠的身份鉴定技术。
目前,非人哺乳类动物细胞系身份鉴定技术的

研究报道仅见于小鼠、中国仓鼠和非洲绿猴。 本文

将对这 3 个物种的细胞系鉴定技术进行总结,旨在

让使用相关细胞的研究人员对其有一个系统的

认识。

1　 小鼠细胞系鉴定

在研究人类基因和疾病的过程中,小鼠是最常

用的模型系统。 小鼠细胞被用于重组蛋白的生物

工程制造[9],也被作为滋养层细胞用于胚胎干细胞

培养[10]。 尤其是伴随着以 CRISPR / Cas9 为代表的

基因技术的进步,越来越多的基因工程小鼠和新细

胞系在研究中产生,需要有可靠的方法进行区分

鉴别。
相比人源细胞,小鼠细胞身份鉴定较困难,鉴

定方法还没有像人源细胞那样被充分建立。 这主

要是因为大部分的小鼠细胞系来源于少数近交品

系,广泛的杂交使得大量等位基因在不同小鼠品系

间分布,而人源细胞的来源不存在近交和品系杂交

的现象。 因此,完全参照人源细胞鉴定使用的 STR
标记检测法,无法满足精确鉴定小鼠细胞系的要求。

1992 年,麻省理工学院的 Dietrich 等[11] 发布了

小鼠遗传连锁图,包括 317 个 STR 标记,覆盖 99%
的小鼠基因组。 这 317 个 STR 标记被称为 MIT 标

记,被广泛用于多领域,也成为小鼠细胞系鉴定用

STR 标记的来源。 经过长期的研究和改进,一个包

括 18 个小鼠 STR 标记和 2 个人 STR 标记(用于鉴

别种间污染)的组合表现出了较高的鉴定精度。 该

技术在来自美国、英国和瑞士的 12 个实验室间进行

了检测比对试验,结果显示条带一致率保持在 92%
以上。 证明其能够实现小鼠细胞系的鉴定[12]。 但

小鼠 STR 标记也有其局限性:在多次传代细胞系中

的稳定性和近缘品系鉴别中的分辨力表现不稳

定[12-13],以及无法检出细胞传代中出现的染色体拷

贝数变化[14-16]。
SNP 的全称是单核苷酸多态性,即由单个核苷

酸碱基的改变而导致的核酸序列的多态性。 尽管

就单个 SNP 标记而言只有两种变异体,变异程度不

如 STR 标记,但 SNP 标记在基因组中数量巨大,分
布频密。 因此就整体而论,它们的多态性要高于

STR 标记。 SNP 标记与 STR 标记的鉴别效率相

似[17],且 SNP 标记能够能够检出细胞核倍数改变,
弥补 STR 标记的局限性。 但是 SNP 标记检测成本

较高,尚未建立标准化的检测流程。 目前在小鼠细

胞系身份鉴定中,SNP 标记检测常被作为 STR 标记

检测的补充方法使用。

2　 中国仓鼠卵巢细胞鉴定

中国仓鼠卵巢(Chinese hamster ovary,CHO)细
胞是外源真核基因的最佳蛋白表达系统之一,也是

生物制药中最常用的哺乳动物细胞。 为了规范依

托 CHO 的重组蛋白表达生产系统,避免细胞污染和

错用,有必要对 CHO 细胞进行来源鉴定。
美国国家标准与技术研究院(NIST)正在研发

针对 CHO 细胞系的 STR 标记,截止 2017 年 9 月,已
经筛选得到 7 个四碱基重复 STR 标记,能够在中国

仓鼠基因组 DNA 中稳定扩增,同时无法在其他啮齿

类动物中获得扩增产物,说明其具有中国仓鼠物种

特异性,可以满足种间鉴别的要求。 稳定性研究显

示,这 7 个 STR 标记在 CHO-K1 细胞系中产生的检

测结果,可以在传代 35 代后保持结果不变,具有高

度稳定性[18]。 NIST 研究小组正在开发更多的 STR
标记,以达到种内鉴别的目标。

3　 非洲绿猴细胞鉴定

非洲绿猴(African green monkey)属灵长目、猕
猴科。 1962 年从非洲绿猴的肾上皮细胞中分离培

养得到的异倍体细胞(Vero cells)被广泛用于病毒

扩增、疫苗开发和细胞毒性实验[19-24]。
为监控和防止非洲绿猴细胞的错用和污染,研
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究者建立了 Vero 细胞的 STR 标记鉴定体系。 目前

没有非洲绿猴的基因组数据,但其与人类的近缘性

使得其与人类共享大量 STR 区域。 Almeida 等[25]

根据以下四个标准从大量人 STR 标记中筛选出 8
个组成非洲绿猴鉴定体系:(1)杂合度高于 50%;
(2)每个位点有至少四个等位基因;(3)扩增成功率

高;(4)标记重复单元为四碱基。 以 62 只非洲绿猴

基因组为材料的实验显示,这 8 个 STR 标记能够精

确区分来自不同非洲绿猴个体的细胞,误差低至一

百九十万分之一[26]。 但同时,研究者也指出,这 8
个 STR 标记的组合无法分辨来自同一个体的不同

细胞系。 例如,来自同一只绿猴肾的 COS-7 细胞系

和 CV-1 细胞系的基因组序列一样,STR 标记检测

结果也一样,需要通过 SV40 T 抗原检测来区分[26]。

4　 新的方法

STR 标记鉴定和 SNP 标记鉴定是目前非人源

动物细胞身份鉴定的常用方法。 两者都局限于基

因组的特定区域,无法全面检测各种类型的序列变

化。 随着二代测序技术成本和检测周期的持续下

降,利用测序技术来鉴定细胞身份成为可能[27]。 基

于序列信息的细胞鉴定方法中最被看好的是 RNA
测序法。

RNA 序列检测最早在 2014 年被用来验证人肺

癌细胞和结肠癌细胞来源和污染情况[28-29]。 后来

研究者尝试将其应用于细胞系鉴定。 Mohammad
等[30]收集了 934 个常用人细胞系的 RNA 序列信

息,并建立数据库,提供比对服务。 细胞使用者只

需要将序列比对信息( bam file) 或序列变异信息

(vcf file)输入,数据库就会进行配对比较并返回最

匹配的细胞名称。 如果匹配度低,数据库还能推测

可能的污染细胞。 相较于 STR 或 SNP 标记法只局

限于有限的固定区域,RNA 法测序法的最大优势在

于其以完整的转录组变异数据为判断依据,从而避

免了前者由于等位基因丢失导致的错判。 在等位

基因重叠率较高的实验动物中,这一优势显得格外

有意义。

5　 结语

目前,已建立的非人哺乳动物细胞身份鉴定技

术仅针对小鼠、中国仓鼠和非洲绿猴 3 个物种,技术

以 STR 标记检测法为主。 覆盖物种少,分析软件单

一,数据库完善程度参差不齐是该领域有待解决的

问题。
首先,增加检测物种。 需要建立针对更多物

种,尤其是在生物医学研究中越来越重要的实验动

物的细胞系身份鉴定方法,以规范科学研究中动物

细胞的使用,从而保证实验结果的准确性。 其次,
开发分析软件。 目前有很多软件可用于测序片段

的拼接、比对和变异识别,但绝大部分是针对人类

测序数据的。 针对非人哺乳动物细胞鉴定的分析

软件数量少且功能有限。 因此,针对非人物种的序

列拼接、比对和变异识别工具的开发将是未来发展

的重点。 最后,完善数据库。 细胞系 STR 标记鉴定

法很大程度上依赖于实验数据与已有数据的比对,
分析软件的开发必定基于相关数据库的建立和完

善。 如果没有详实全面的数据作为基础,就不能保

证后续分析是基于合理的前提假设,那么得出的结

论就不可靠。 甚至可以说,细胞遗传信息数据库的

建立和实验数据本身同等重要。
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