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异抗原专一性的抗体或抗体片段上，从而得到

酶联抗体。 这种酶主要用于体内 治疗(也就是

免疫毒素)。例如 ， a nti-Tac…PLC 等 (酶联催

化)。

其次，用过渡态类似物免疫动物后 ， 直接

用库克隆技术得到能化抗体功能片段， 目前

lerner 等人已经建成了这样的组合文库。

再则， 功能片段分子 Fab 与底物结合后，

容易得到结晶， 便于研究抗体酶在催化过程中

的立体构象， 当这样的数据积累 ~IJ-定数量后，

我们可以根据过渡态的特点建立一个数 学模

型， 利用定点突变直接改造已知抗体而得到抗

体酶。 有关这方面的工作才刚刚开始。
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支原体污染研究的新进展

刘江刘龙丁孙日if];J支

(中国医学科学院医学生物学研究所 昆明 650107) 

支原体污染细胞培养物是个极普遍的世界

性问题， 在十几年前就曾引起我国细胞培养工

作者的广泛重视。 它不仅引起细胞生物学性状

的多种改变，影响细胞生物学的研究工作，而

且也将导致用细胞基质制备的多种生物制品报

废， 造成巨大的人力物力浪费。 多年来从事细

胞生物学研究以及生物市IJ 品学工作的科学家们

一直致力于检测细胞培养物中支原体方法的研

究。 !尤其是近几年来， 分子生物学飞速发展，

新技术新方法不断被应用 ， 支原体的检测及防

治取得了令人瞩目的成就。本文对有关的新进

展作一概括介绍。

首先是对支原体生物学特性的研究，在新

种分离、 致病机理和分子生物学等方面都有了

飞速的发展。迄今发现的支原体已达 80 余种，

1986 年首次报道的 M. incognitus 与 AIDs 病
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有着密切的关系 ， 引起国外学者的广泛探索，

极大地推动了支际体在临床上的研究 ( 11。现确

定对入致病的支原体已有五种，能引起人呼吸

道、 生殖道的多种疾病 ， 其机理与宿主的免疫

反应密切相关[2 -3J。在分子水平上对支原体特

性的进一步研究已确定支原体的基因组为一环

状的 DNA 分子 ， 大小约 600-1 ， 700 kb ， 合基

因约 500 个， 仅为 E. coli 的 1 /5; DNA 分子

的 G +C%含fE较低(23 %-41 %) [竹 ， 不同种

支原体的结构基因高度保守。 近年来 ， 国外学

者还测出了常见的几种支原体的基因组的大部

分序列， 并建立了部分片断的限制性内切酶图

谱凹 ， 这为用分子生物学方法检测和鉴定支原

体污染提供了重要的依据。

对于细胞被支原体感染的情况，近年来也

有了新的特点。 80 年代末在原代培养中 ， 污染

率较低(约 1. 5%) ，而传代细胞系经常被污染

(50 %-90% )[6] 09 0 年代 ，污染有下降的趋势，

Roulland-Dousso ix [ 8 J检测来源于世界各实验

室的细胞系 ， 发现污染率 为 23% (8 6/372) ;

而 Kuppeveld [9J应用培养j去 ， DNA 荧光染 色

沽，探针杂交法和 PCR i去检测欧 洲 各实验室

的细胞系 ， 阳性率为 55% (52/95) ; 在国内 [ 10J 

首都儿科研究所 1993 年的检测结果 有 49%

(38 /77)的传代细胞为支原体污染。来源于人，

牛和挤的五种支原体;挤异支原体 (M. hyor­

hinis) ， 精氨酸支原体 (M. arginjnj ) , 口腔

支原体 (M. orale) ， 发罚手支原休 (M. ferm ('n t­

ans ) 和 莱氏无阻笛体(Acholeplasma Laidl­

awii ) 则 占了全部污染的 95% 以上[ 7] 。

其次是在支町、休的检测技术方面， 由于分

子~I二物学方法的介入使快速、 灵敏、 精确、 简

便地检出支原体污染成为现实。尤其 是 PCR

检测法相 DNA 分子杂交检测法，易于推广，

检 !-H 率也白 ， 有望成为最常规可靠的方法。

PCR 检测支原体污染是 90 年代初才 真 正

发展起来的 ， 到目前巳取得了巨大成就，正逐

步进入成熟阶段。 对于临床肺炎和生殖道支原

体的诊断 F 效果巳令人满意[l l ]9 其主要原理

是;设计一对引物， 通过体外扩增支原体基因

组中种属特异乡f 高度保守的一以 DAN 序列

(通常是 16 Sr RNA 基因中的一段或 16 s-23 

sr RNA 间隙子基因的一部分) ， 然后通过凝

胶电泳或 Southern 杂交的方法判定结果。此

法在具体应用 中又可分为一步 PCR 沽，两步

PCR i去和 逆 转录 PCR Y:去 (RT-PCR)。一步

PCR 检测法快速简便易于推广 ， Blanchard[12 

设计一对引物 RNA 和 RNA ， 用于扩增支原

体 16 8r RNA 基因上属特异的一段序列，能成

功地检出口腔， 人型等 8 种支原体的污染;两

步 PCR 扩增目前研究较多 ， 一般是通过设计

一对广泛引物(外培引物)，对支原体基因组的[

一段保守区进行粗扩增 ， 再设计一对特异性引

物(内部引物)，对第一次扩增产物内部的特定

片断进行再扩增，从而可以有效地提高灵敏

度。 同时由于广泛引物的设计往往是针对所有

的原核生物， 此法也可检出其他原核生物的污

染。 Spaepen[1 3 ]用此法扩增支原体 16 s rRNA 

基因的保守区可检出口腔、 发酵、 ji15氮酸、人

型、猪鼻支原体及菜氏无胆笛体的污染。日本

Harasawa[ 1 4 ] 则扩l12支原体 16 S-23 sr RNA 间

隙子基因，能检出 12 种支 原体污染; 在国

内 [1町，中国药品生物制品检定所利用 Harasa­

wa 赠的引物， 成功地检测出了人为污染的 7

种支原休z 逆转录 PCR 检测支原体是目前最

灵敏的检测方、沽，它通过设计一对引物， 先将

168 rRNA 的特异片断逆转录成 cdna ， 再对其

进行扩增 ， 由于一 个支原体中可含 10 以上的

16 s rRNA ， 其模板量远大于通常的以 DNA

为模板进行的扩增。 kuppeveid [l 6]应用此法可

检出单个的支原体污染， 在说明细胞系中的支

原体污染是否清除时， 周此高灵敏的方法验证

是很有说服力的。

对于核酸杂交法， 由于对支原体 16 s 

rRNA 序列的深入了解， 近来有了较大 的 改

进。用于杂交的探针已不同于 80 年代中利用

切口平移法制成的 16 s rRNA 基因 的随机探

针[17 ]，而是针对 16 sr RNA 上种或属特异序
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歹IJ而合成的与其互补的寡聚核昔酸探针， 此法

大大地提高γ检测的特异性平!-1 灵敏度 ， 并可进

行种的鉴定。 Mattson [l 8 ) 设计了 三条 5句自用

[ r-pJ ATP 标记的点聚核 苦酸J问: 针， 其 中 jT[j

条为属特异的， 一条是菜 氏 无 阻简体种特异

的， 通过与固定于尼龙膜上的样品 的 核酸 进

行杂交 ， 可检出细胞中各种支原体污染。 其敏

感性可达 104CFV/ml ， 操作迅速方便 ， 可在一

天内得出结果。

由于有些传统的检测方法， 如z 电镜法、

生物化学方法， 低标记的胸腺哺览脱氧核昔酸

掺入检测等，其检测的特异性不强， 灵敏度不

高， 有的要求特殊设备或操作复杂等， 目前已

很少使用 [ 1 9- 20J。至于免疫单 方法检测， 国外

Mannheim[ 2 1]制成了多克隆抗体 i式剂盒 ， 可以

检测 IJ~I细胞中常见支1M休污染 ， 敏感性在 1 0 5

至 10 6 CFu /ml; 国内军平阪半科学院也研制

出单克隆抗体试剂伞用 于支)Jf(体检测。 去7临时

少量检测 ， 试剂在则极-:)J便。 对于支原体的培

养法， 由于能分民主1I 支JJn体菌栋 ， 仍是最可靠

的阳性检测 ; DNA 荧光染色 it 贝IJ 简单快速

易于 jíU~- , 检 LH :;在也高 ， 平n 培养?去一起成为

IOM( 国际支j京体组织)推存的最常规的检测方

法 [ 2 1- 2 2 ] 。 现对 这几种方 ii:歹1]表作一简单的比

较(见附表 ) 。

同时对于支原体的鉴定方法 ， 近来也有了

襄 支原体检测方法的比较

项 目 直接挡养法 DNA 荧光染色法 PCR 检ì1:!iJi)二 核酸杂交j去

阳性结果可在， 但不能 有98 %的可靠性， 特异性强， 可进行 可进行属或种的检

• 特异性 检测到种， 有的菌种无 可能有假阳性， 假 属或种的检测， 有 测 ， 但有的种间会

法培养， 团体培基上可 阴性结果， 不能检 的种间有交叉反应 出现交叉反应

能有假菌蓓干扰 担'1 1]到种 可能会出现假阳性

理论上可检担ijlJ tl:l单个支 轻度污染不易检出 是最敏感的检测法 约 10 '-10SCFu!时，

敏感性

实验时间

原体

4 -10天 3 - 4 天

可查出反应体系中 受靶序列拷贝数

的单个支原体 影响

2 - 4 小时 可在 1 天内出结果

培养基成分较复杂， 检 需荧光索及荧光 操作简便快速， flll 操作简便， 但使用

条件及操作 汹11工作尾大，费用高 显微镜， 一般要求 序自动化， 费用低 同位索标记探针和

培养无污染指示细 E豆 放射自显影技术，

胞， 操作较简便 对条件有一定要求

新的进Ji~ o 利用 RFLPS( 限制酶片 断长度多感

性)技术， 节分离到的支原体基 因组 的酶切图

谱进行比较，很容易确定出支原体的种类 [ 28] 。

最后是防治方面的进展。 近年来虽取得一

些成果， 但是人们现在清醒地认识到彻底清除

支原体污染是相当困难的。 大多数情况下支原

体污染只是被抑制而并未被消除 ， 而且已发现

支原体对所有常用抗生素都能产生抗性。 另外 ，

受染后的细胞在生理 ， 生化， 遗传诸方面都已

发生变化， 救治很可能是徒 劳 无益的[2 4 ]。因

此， 目前的观点仍是"预防为主气强调检测监

督， 严格无菌操作， 隔离污染细胞和留存备用

细胞种以替换'支把细胞株。 对于不能轻易废弃

的细胞，抗生京处理仍是目前去除支原体污染

最为有效的方法。常推荐使用的有 B-MCycline

(Boechriger Mannheim 泰霉素和麦 诺霉素的

复合物)、 MRA (Mycoplasma Removal Age­

nt , J佳话剧的衍生物) 、 Ciprobey (成份为环丙

沙星 ) 0 Gignac[ 2町等单独使用 MRA 消 除细胞

系的支原体污染 ， 有效率为 72 % (28 / 39) ， Up­

hoff[ 26 ]等比较了上面三种药盒 的有效率，细

胞毒性和耐药性 ， 发现 BmgyC} ine 的有效率最

高， 未见耐药性， 但对细胞生长有明显的抑制

作用，而三种药盒都无明显的细胞毒性。 近来

Coronato[叫利用二甲胶四环索、 卡 那霉素、

)跻抵京等共同根除 Vero 细胞中长期污染 的 口
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腔支原体获得成功， 这为传统抗生素的再研究

叉开辟了前景。 另外， Kotani( 2 8 )结合软琼 脂

技术在 50.C进行混合，热破坏对温度敏感的支

原体， 后于 37 0C培养 1 ~ 3 天 ， 使污染支原

体的细胞在琼脂中与抗生素充分接触，此方法

取得了 良好的清除效果。至于 6-MPDR ( 6- 甲

基琳岭脱氧核昔)有限稀释法，也是一种较简单

的去除支原体的新方法 ， 20 Ilmol jL 的 6-MP­

DR 是检测或消除支原体感染而不引起细胞毒

的最大浓度， 通过稀释分离出未受感染的细胞

培养， 进行再克隆，而获得不含支原体的细胞

传代。 此法的实质并非是真正的杀灭去除支原

体，而是通过有限稀释和检测 ， JA污染的细胞

株中再重新分离出未受染的细胞， 再重新克隆

传代。 因此用此方法有可能获得性状未发生变

化的克隆细胞株， 这是相当有意义的暗示 ， 有

待更深入地研究讨论[ 29]。再者，对于血清中

支原体污染的去除 ， 是防止初级污染的关键，

近年来常采用 56 0C加热灭活 20 分钟或通过孔

径 0. 1 μm 的滤膜过滤的方法清除支原体[30] ，

但这会降低血清的营养性能， 方法还待进一步

改进.

总之 ， 随着上述新技术的引入和传统方法

的不断完善， 支原体的检测正向着快速、 简便

灵敏、 特异、 易于推广的方向发展; 相信不久

将能普遍实际地解决这一问题， 建立起一套系

统规范的检测方法 ， 满足细胞生物学研究和生

物制品生产的需要。 与此相比，支原体污染的

去除 ， 由于影响到培养细胞的生物学特征， 目

前尚无完善的解决措施。因此 ， 在继续探索的

同时， 更应强调对污染的预防，树立" 预防为

主"的观念.
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三 、 TAP 与 某些免疫性

疾病关联性的研究

虽然 TAP 仅有有限的多态性， 但鉴于它

在抗原递呈中所起的重要作用，使它成为某些

免疫性疾病易感基因的可能候选者[ 9 ]。现在对

免疫性疾病中 TAP 多态性的研究主要限于乳

靡泻 (CD) ， 多发性硬化症 (MS)和膜岛 素依赖

性糖尿病 (IDDM) 等。

Powis 在 81 名 CD 病人中发现 TAP1 A、

TAP2 A 的频率有所升高，但在和 HLA-DR，

DQ 相匹配的对照组进行比较时差别不显著，

提示 TAP1 A、 TAP2 A 与 HLA-DQ2(与 CD

相关)之间存在着连锁不平衡现象[ 9] 。

Libiau 等在 60 名 MS 病 人中也未发现

TAP1 、 TAPz 基因与此疾病相关。但由于他们

选择的病人都是反复发作的病人，所以作者并

不排除 TAP 基因与慢性进行性 MS 存在关联

性的可能 [ 1 0] 。

至于 TAP 与 IDDM 是否存在关联 是颇有

争议的。 Colonna 等发现 TAP2 ( 665Ala ， 687 

Gln ) 与 IDDM 存在负关联， 同时 IDDM 病人

中 TAP 2 ( 665 Thr , 687 Stop) 相应增多 [11] 。 但

在 Runningen 的研究中 却发现 TAP 2 ( 665 

Ala , 687 Gln) 与 DR 1-DQ 5 , DR 13-DR 6 单

倍型连锁，这两个单倍型在 IDDM 中出现的频

率降低。 TAP 2 ( 665 Thr , 687 stop) 和 DR 4-

DQ8 , DR 3-DQ 2 则有较强的连锁不平衡存在 ，

而这两个单倍型与 IDDM 密切相关[1 1]0 Ca i1-

lat-Zucman 在 167 名 IDDM 病人中的研 究结

果则提示 ， TAP 2*02 01 与 IDDM 的抵抗性有

关 (RR ==0.3 ， Pc< O.OO l) 。而 TAP 俨 0101 与

IDDM 的易感性有关 (RR == 3 .4 , PC < 0 .001 )。

TAP 2* 0201 的保 护效果与 DRB 1 *0201 、

DRB 俨 0602 单倍型的保护效果相独立， 但两

者有叠加效应。 而且 Cail1at-Zucman 的 研究

中未发现 TAP2 与 日LA 1I类 基因有连锁不平

衡存在。 这些研究结果的差异可能与病人的选

择， 不同的人群与地域等因素有关[ 12] 。

总之 ， TAP 与免疫性疾 病关联 的研究还

刚刚起步，阳性的结果比 较少。只有通过对

TAP 功能及其作用机制的进一步研究 ， 并结

合 MHC 中的 E 类基因及其他免疫性疾病易感

基因的研究， 才能进一步了解 TAP 在免 疫 性

疾病易感性中的可能作用。
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