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EFFECT OF THE ENDOGENOUS SPINAL COR D SUBSTAN­

CES ON THE SURVIV AL OF THE NEURONS OF 

SPINAL CORD IN VITRO 

LIANG Zhe YANG Hao NONG Yi BAO Xuan JU Gong 

(lnstitute of Neuronsciences, Fourth M il itary Medical University , X i'an 710032) 

ABSTRACT 

The survival of m urons in vitro is an important index to evalutate the trophi c effect of 
neurotrophic fac tors (NTFs) . Crude extract was prepared from human fetal spinal cord and 
further divided into three frac tions , < 10 KD , 10-30 KD an d > 30 KD with centricon (Milli­
pore ). The effects of th巳 crude extract and the three frac tions on th巳 survival of spinal cord 
neurons were examined . 岛1TT， NSE-ELISA and assay of total proteins were used to evaluate 
the viability of the c巳 I1 s . All three methods demonstrated increase viab ility in cultures with 
the crude extract and< 10 KD group . It is conclucled that there are n巳uron survival prompting 
substance(s) in the extract of human fe tal spinal cord . 

Key words: Neurophic factor (的 Extract Human fetal spinal cord Mouse spinal cord 
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细胞培养中支原体污染的 PCR 检测

刘?五姜达1患

(中国医学科学院医学生物学研究所 昆明 65 0107) 

细胞培养物中污染支原体是个极普遍的问

题， 1992 年 Kuppeveld 应用培养法、 DNA 染

色法、探针杂交法和 PCR 法等检测欧洲各实验

室的细胞系，阳性率为 55 % ( 52 / 95) [1) ; 1993 

年首都儿科研究所应用培养法检测 了 国 内 77

个传代细胞样品，支原体污染率为 49%[ 2 ) 。

其中发酵支原体(M. fermentans ) ，猪 鼻支原

体(M. hyorhinis)、口腔支原体 (M.orale ) 、 精

氨酸支原体(M. arginini) 和莱 氏无胆笛原体

(Acholeplasma laidlawii) 占 了 全 部污 染的

95% 以上。

检测支原体，目前巳建立了多种方法，但

由于文原体污染的特殊性，尚没有一种方法能

令人完全满意[3 ， 4 )。 随着分子生物学的发展，

对支原体核酸的结构 及分子组成越来越了

解凹， 6) 0 90 年代初 ， 国际上已开始把 PCR 技术

应用于支原体的检测[7-813 在国内这方面的工

作还处于起步阶段。 本文以细胞培养中常见的

各种污染支原体为模式株，试对其 16 s rDNA 

特异性序列进行扩增的 PCR 检测z 并与 DNA

染色法和培养法比较， 评估其对实验室人为污

染的细胞和送检样品检测的实用性。

材料和方 法

1 . 支原体参考茵袜

6 种支原体参考菌 株: Mycoplasma arginini , 
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M. fermentans, M . hyorhinis, M. orale、

M. hominis 及 Acholeplasma 1aidlawii 由首都儿童

病研究所细菌室提供。在精氨酸或葡萄糖的支原体肉

汤或琼脂培养基土传代培养， 对数生长期的培养物可

经-20"C冻存两月左右。

2. 细胞及生物样品

无支原体污染的 Vero 细胞， 作为样品检测时的

阴性对照、 间接 DNA 染色的指示细胞和实验室人为

感染支原体的细胞样，品。

送检 49 份生物样品 ， 包括 20 份血洁 ， 5 份原代

细胞及 24 份传代细胞g 人胚肺细胞( 7 份) ，淋巴细胞

( 6 份) 、 Vero 细胞( 5 份)、 CHO 细胞( 2 份儿 Hep-2

细胞( 2 份儿 Hela 细胞( 1 份〉和 MRC-[i(1份) 。

3 . 实验窒人为污袋 Vero 细胞

冻存的 6 种支原体于室温化冻， 接种于适宜的支

原体培养液中，培养至对数生长期。取 1 ml 上述培养

物接种于 20 ml 新传代的 Vero 细胞中共同培养， 细胞

长成单层后再传代一次， 使其更接近自然感染。

4. 培养法、 DNA 染色法 [ 10 ]

采用常用的培养法和 DNA 染色法与 PCR 法平行

检测送检样品，比较三者的检出率和灵敏性， 以评估

PCR 方法的实用性。

培养法采用支原体双相培养基和固体培养基进行

检测 ， 观察培养液的颜色变化和固体培养基上的典型

茵落的出现判定结果。

DNA 染色法以 Vero 细胞作指示细胞， 用

Hoechst 33258 作荧光染色 ， 在荧光显微镜下镜检判

定结果。

5. 从支原体、 E . coli 和 Vero 纽胞中提取 DNA

从支原体参考株中抽提基因组 DNAW] : 1 00 ml 对

数生长期的支原体菌液， 12000 g 4 0C离心 20 min ，沉淀

的菌体用原倍体积的洗液 <0 . 25 mol / L Nac1 , 20 mmo1 

/ L Na3POO 10 mmol / L MgSO. pH 7 . 0)洗 2 次 ， 再

用半倍体积 ConTE(50 mmo1{L Tri s.Hcl , 10 mmol{L 

EDTA , pH 7 . 5) 洗 2 次后，将沉淀菌体悬浮于少量

ConTE 液中 ， 转移至一个 1. 5 m1 微离心 管中 ， 再离

心沉淀后，重新悬于 100μl 的 ConTE 中 ， 低温冷冻

后融化，再置于 55 "c水浴，并加入 1. 0 ml 含l%SDS

的 TEE 浓 (5 0 mmol{L Tris.HCl 10 mmol{L EDTA , 

2 mmol/ L EGTApH 8.0)及 11 u1 proteinasek(10 mg/ 

ml) ，保温 15 min 后，加入 11 μi 膜 RNaseA(5 阳1m]) ，

置 37 0C保温 1 hr . ，再加入 5 mol{L 醋酸绅溶液 10 0 μ1 ，

置。"c 30 min 后离心，上清液分入两个 1 . 5 ml 微离心

管， 与等体积氯仿: 异，戌醇(24 : 1) 混合，室温轻摇

15 mi n 后离心 2 mi n ， 取上层水相，加入 1/10 体积

3 mol{L NaAc pH 4 . 8 和两倍无水乙醇，置。oc 30min 

后用吸头吸出丝状 DNA 沉淀 ， 70%乙醇洗涤两次后

挥发干燥溶于 450 μ1 TE 液冻存。

为验证 PCR 的特异性， 应用盼-氯仿抽提法，从

E . ∞li 和 Vero 细胞中抽提 DNA样品作对照实验.

6. 引物的选择[ 12]

通过比较各种支原体和细菌的 16 s rDNA 序列 ，

选择 Remy Teyssou 设计的三条嘉聚核苦酸用于特异

性地扩增各支原体 16 s rDNA 上特定片段的 PCR 引

物 z

引物 1 P H 5'-TACGGGAGGCAGCAGTA-
。，
d 

引物 2 a P 2. : 5'-TCAAGATAAAGTCATT­

TCCT-3' 

引物 2 b P 2b : 5'-TACCGTCAATTTTTAA­

TTTTT- 3' 

它们相对于 E. coJi 16 s rDNA 上的位置分别在，

343--359 , 468--482 和 451--471 的碱基对上。其中

Ph能与支原体属和尿原体屈的 16 s rDNA 特异互补，

PZb 则是针对无胆笛原体 16 s rDNA 特异的，而 P1 是

针对所有原核生物的 16 s rDNA设计的。 Pl - 2• 组成

一套引物特异地扩增支原体属和尿原体属各支原体

16 s rDNA 上长 142 bp 的 DNA 片段， Pl -2b 扩增无

胆筒原体 16 s rDNA 上长 128 bp 的片段。

7. 待检样品的准备[ 13 ]

待检的血清， 培养的细胞悬液冻存于-20 0C ， 经

融化后可直接作为培养 法和 DNA 染色法的样品。

PCR 检测时取 2 m1 样品经 12000 g 4 0C 离心 20 min , 

沉淀悬浮 于 100 μl 溶液 A(10 mmo1/ L Tris . l-ICl p江

8 . 3, 100 mmol / L KCl , 2 . 5 mmol/L MgC1 2 ) ，补加

100 μl 溶液 B (1 0 mmol / L Tris . HCl pH 8 . 3, 
2 . 5 mrool/ L MgCl z. l%Tween 20 , 1%Tritonx-100 , 
120 μg proteinasek ) ， 于 6 0 "C保温 1 hr.，再 95 "C煮

沸 10 min ， 冷却后取 10 μl 作 PCR 反应的模板。

8. PCR tt:l曾

PCR 反应的条件主要是在 Remy Teyssou 方法的

基础上， 对影响 PCR 反应的几个重要因素 (Tag DNA

~tø:浓度 、 Mg2+ 浓度、 模板浓度、 引物浓度、 退火、

延伸的温度时间和反应的循环次数)做到比选优后，

进行了一些调整， 以期能获得灵敏特异的扩增。扩

增的终体积为 50 μ1 ，内含 2 .5 UTaq DNA 聚合酶，
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~OO Ilmol jL dNTP , 1 1lmol/L 各51物 ， 1 x 反应缓冲液 ，

2 .5 mmol / L MgC12 及 5 ~ll 的 DNA 模板 或 10μl 的

待检样品。 扩增在 DNA 自动扩增仪上进行， Ð<!.C变

性 1 min , 550C退火 1 min , 72 "C延伸 1.5 min ， 循坏

30 次，最后一轮 在 72"C延丁伸 10 min . 反应产物取

10μl 于 1. 5% 琼脂糖凝胶〈含 0 . 5 问/ml EB ) 上电

泳 (2 . 5Vjcm) 1hr. 后于 uv 检测仪下 观察结果并拍

照.

栓
P'I-' 

1. PCR 栓洒的特异性

果

用 Pl-2& 扩增细胞培养中常见的 4 种支原

体属的支原体 DNA 抽提物，均只产生一条

142 坤的特异性 产物， 而 对 E. coli 和 Vero

I 1353bo 

603bp 

72bp 

细胞的 DNA ， 均不 出现这条特异扩增带z
Pl - 2b 扩增无阻面原体属的 A.lnidl<1 wii DNA , 

总能获得一条 128 坤 的特异性扩增产物，而

对 E. coli 和 Vero 细胞则无特异性扩增(图

1 )。另 Pl- 2 ' 对. A. laidlawii 的 DNA， P I - 2b 

对以上 4 种支原体属菌株的 DNA 均不产生特

异性扩增(图片省略)。

2 . PCR 栓制的灵敏性

10 倍稀释的五种支原体内肉汤培养物样

品或 DNA 样品 ， 经 Pl - 2 • 或 Pl - 2b 扩增分析，

结果表明， 在扩增体系里可检出含 10 CFV (克

隆形成单位)的 M. agin ini (图 2 ), M .ferme­

ntans , M. hyorhi nis 及 10 ?CFV 的 M . orale 

和 A . lard 1nwii( 图片省略)。

图 1 FCR 扩!fi各种 DNA 样品的特异性

歹1J①一@依次是g ①Vero 细胞②E . coli @A .l aidJawii(用引物 P1-2b) 

否可j④一@依次是s ④M. arginini @; M. fermen tar.s @M.orale ( M. 
hyorhinis @E. col i @Vero 细胞(用引物 P1- 20) 

歹IJ@ ， M.fementans DNA(未扩增川仁 Markc l'-phix 174j Hae lII. 

S. 实验室人为污染的 Vero 细胞的脸测

6 种支原体污染的 Vero 细胞， 经样品准备

后分别用两套引物进行 PCR 检测。 结果表明 z

接种支原体属的五个细胞样品均产生 142 bp 的

支原体特异性扩增带z 接种 A . laidlawii 的

细胞也出现 128 bp 特异性扩增带z 对 未污染

支原体的 Vero 细胞无扩增(图 3 )。

另外，为了简化操作，才巳三条引物一起加

在同一反应体系里， 拟形成一有 P1 町 2' 和 P1 - Zb
两套引物的扩增系统， 以期能用一个扩增体系

检出所有支原体(包括支原体属、无胆笛原体

j离 )。 结果两套引物合并后对六种支原体污染

样品的特异性扩增没有影响，同时对 E.coli 和

Vero 细胞并无引起干扰的特异扩增(图 4 )。

4. 生 l搅拌晶的支原体检混j

49 份生物样品经过如前的样品准备后，
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1'.1 1 2 6 

194bp 

118bp 

3 4 

图? PCR 检测 M . arginin i ( 引物 P1-2.) 的灵敏性

列①一⑥浓度依次是: 10'CFV , 10{CFV, 102CFV, 10'CFV , 10 CFV, 10 0 CFV 

\ 

M nu 
咱
E
A
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n
吕

『t
phv Ed 

A
哇

。
J

nr" 
吨
E
A

1353bp 

603bp 

310bp 

194bp 

118bp 

72bp 

图 3 实验室人为污染 Vero 细胞的 PCR检测

歹IJ①用 E.coli 污染的 Vero 细胞(引物 P1- 2b) 

②用 E. coli 污染 (P l - 2.)
@未受染的Vero 细胞 (Pl - 2b )

④未受t!~ Vero 细胞 (P 1 - z，)
@被 A. lnidlawii 污染 (Pl- 2b )

⑥受 M. arginini 污染 (Pl - 2.)
⑦被 M . fermentans 污染 (Pl- 2 .)
⑥M .orale 污染 (Pl - 2 .)
@M. hyorhinis 污染 (P1-2.) 

@M. horninis 污染(P1- Z，)

用 PCR 法， 培养法和 DNA 法检测。其中五份

原代细胞经 3 种方法检测均为阴性J 20 份血

清样品， 3 利1方法检测一致为阳性的 1 份，为

阴性的 13 份，另有 6 份结果判定不一致。对

固 4 用两套引物合并的 PCR 检测人为污
染的Vero 细胞

列①H20
@未受染 Vero 细胞
@用 E . coli 污染
④用 M. arginin i 污染(仅以 Pl- 2b 作单套引物
无扩增对照)

⑤用 A ， laidlawii 污染(以矶-20 作单套引物无

扩增对照)
⑥用 A. laidlawii 污染

⑦用 M. arginin i 污染

③用 M.fermcntans

@用 M.orale

@用 M. hyorhinis 
@用 M. horninis 污染

于 24 份连续传代的细胞样品， PCR 检测为支
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大片段(>500 bp) 的扩增， 这可能是因为 Vero

细胞基因组上具有几处能与引物特异互补的序

歹IJ，对于其他的受检细胞样品，实验中未发现

类似的扩增 ， 且在有支原体污 染的 Vero 细胞

样品 ， 这种扩增也观察不到，分析这是由于支

原体 DNA 模板对引物的竞争更强的结果。实

践中这类扩增并不影响结果的分析。

实验中， PCR 法最小可检出反应体系里

10 CFV 的菌体污染 ， 这是探针杂交等其他方

法所不能达到的[1句。 对于不同支原体，检测

的灵敏性略有差异， 这可能是各菌种所含模板

DNA 数量不同所致 。

对于两套引物合并组成的 PCR 扩增体系，

一次能检出 Vero 细胞中人为污染的各种支原

体， 并也具有良好的支原体扩增的特异性，这

提示可在实践中加以应用，以简化操作. 节约

人物力。

对于 49 份生物样品 ， PCR 法与常规的培

养法和 DNA 染色法的结果相比，大部分都表

现出很好的一致性。 总体上看， PCR 检测的阳

性率较其他两种方法略高，分析这是由于培养

法和 DNA 染色法易受原材和操作的限制，

并对某些支原体难以检出【16]，同时稀 释试验

证实 PCR 检测的灵敏性高于其他两种方法，

这也从另一角度解释了 PCR 检测阳性率高的

结果。

本实验使用的 PCR 方法操作简便， 样品

用量少，取样保存方便，检测快速、 特异、 灵

敏 ， 所需费用低廉， 很有希望发展成为细胞培

养中支原体污染的常规检测方法，应用于细胞

操作和生物制品的质量控制。

1996 年学物生

原体污染阳性的有 14 份(占 58 %) ， DNA 染色

检测阳性的有 10 份 (42 %) ， 培养 法有 8 份

(33%)(表 1 )。

胞细138 

24 份传代细胞样晶的支原体检测s

n
U
R
u
n
4
a
n

哩

咽
A

培养

+ 

8/24 
(33%) 

测方法

DNA 染色

+ 
土

10/ 24 
(42% ) 

士表示结果可疑， 不易判定

-++

+ 

14/24 
(58% ) 

支原体污
染阳性率

细胞样

品数

袋 1

为了对 3 种检测方法的灵敏性作一比较，

从 3 种方法检测均为阳性的传代细胞样品中，

选取两份 (KMBI7 和 CHO) ， 用细胞培养液 10

倍稀释， 再用三种方法检测。 PCR 能检测到

10-3 的稀释度，而培养法和 DNA 染色法均只

能检测到 10- 1 稀释度 (表 2 )。

3 种检测支原体方法的翼敏性比较

细胞

样口
口口

检测方法

PCR DNA染色培养

稀释

倍数

褒 2

+ 
+ 

+ 

+ 

+
+

+
一

+ 
+ 

+
+
+
+

-
+
+

+
+

一
-

10 。

10- 1 

10- 2 

10- 3 

10-‘ 
10 。

10- 1 

10- 2 

10-3 

10- 4 

KMB 11 

CHO 

要

根据支原体 16 s rDNA 序列，选择 Remy

Teyssou 设计的三条嘉核昔酸链，组成两套引

物: P I - 2 a 能检测出细胞培养中常见 的各种支

原体 ， P I - 2 b 能检出无胆面原体。反应可检出

体系中 10 CFV 的菌体。此法先用于对实验室

人为污染支原体 Vero 细胞的检测，后与 DNA

摘

本实验应用一步 PCR 方法可检 出细胞培

养中常见的各种污染支原体， 其检测具有支原

体属的特异性，而以 E . coli 和 Vero 细胞为

代表的原核和真核细胞均无干扰扩增的作用。

实验中 PI - 2 • 对 Vero 细胞基因组 DNA 有 3 条

论讨
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染色法和培养法比较 ， 检测了 49 份生物样品，

其中 24 份传代细胞 ， PCR 检测 的阳性率为

58 % , DNA 染色法为 42% ， 培养法为 33% ，

三者的灵敏性比较， PCR 可检出 10-3 稀释度

的阳性样品，高于其他两种方法。此 PCR 方

法快速、 灵敏、特异，适用于细胞培养中支原

体污染的检测。

关键词; PCR 支原体细胞培鼻
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DETECTION OF MYCOPLASMA CONTAMINATION IN 

CELL CULTURES BY POLYMERASE CHAIN 

REACTION 

LIU Jiang JIANG Shu De 

(Institute 01 Medical Biology. Chinese Academy 01 Medical Sciences, Kunming 650107 ) 

A BSTRACT 

According to 16 s rDNA sequences, th ree o l.igcnucleotides designed by Remy Teyswu were 
synthetized to form two sets of primers. P ri mer 1-2 a is abJ e to promote amplification of a11 
Mycoplasma and Primers 1-2 b to Acholeplnsma species exam ined. In the study of sensitivity, 
10 CFV of mycoplasma can be detected. In this study, the PCR method. first appli ed to the 
detection of experimentally infected Vero cell li nes, was then evaluated for the detection of 
mycoplasma in '19 biological samples and compared with DNA staining and culturc methods. 
The positive rates of mycopl asma contamination in 24 cont inuous cell lines obtained by PCR. 
DNA staining or cuIture were 58% ,42 % and 33% respect ive Jy Furthermore. in d i1ution expe­
riments. PCR detected the infect ing mycop lasma at the Icwest level of 10- 3• whereas the other 
as~ays were less sensitive . lt is concJutJed t11at this PCR system is a si mple. rapid. specific 
and hi gh sensitive method suitable for the detect ion of mycoplasma contamination in cell 
cultures. 

Key words, PCR Mycoplasma Cell cu1ture 
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