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构， 细胞外骨架与细胞膜下的细胞内 骨 架(肌

动蛋白 、 中间丝、微管)相对， 并呈 平行交错

排列， 细胞内、外骨架相互连接相互作用 ， 使

细胞在支持物上形成支撑点而向前铺展及移

动 [5] 。

FN 分子上具有许多功能区 ， 可分另1]结合

纤维蛋白、 胶原、 糖胶多糖、 DNA、 透 明质

酸、肌动蛋白、细菌及细胞表面[町，构成细胞

与细胞外基质相互间的复杂结合。 FN 片段 赳

心肌细胞铺展作用小于 FN， 可能是其功能单

位减少所致。

摘 要

本研究用分离的新生大鼠心肌细胞， 观察

不同的细胞外基质， 在培养不同时间对心肌细

胞铺展的影响。 结果表明，不同的细胞外基质

影响心肌细胞铺展，在培养 8 小时即出现差

别， 48 小时差异明显， 其中 FN 促进心肌细胞

铺展， 而 FN 的片段延缓心肌细胞的铺展。

j 实验技术;

图版说明

1 . 新生大鼠心肌细胞， 培养 1 小时， 细胞贴壁，

呈圆形或多角形。 α一肌动蛋白免疫荧光染色 x 400 

2 . 新生大鼠心肌细胞， 培养 12 小时-后 ， 细胞铺

展， 呈三角形或梭形， 出现应力纤维。 α-肌动蛋白免

疫荧光染色 x 400 

3 . 新生大鼠心肌细胞，培养 48 小时后 ， 细胞出

现明显的战纹。 α-肌动蛋白免疫荧光染色 x 400 
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细胞 培养中支原体污染的检 测来

吕记罔 喻峰

(中国科学院上海细胞生物学研究所 20003 1) 

支原体是细胞培养中常见的污染源， 能影

响培养细胞的各项参数[ 1 ]。其 个体微小 (φ

0.3一0.8μm) ， 能透过 0 .45μm 孔径的施膜，

且对大多数抗生素不敏感[Z] ， 致使对污染的防

治仍颇为困难。

American T y pe Culture Collectio l1 (A TCC ) 

和 日 本理化研究所细胞银行等提供标准化细胞

系的细胞库/细胞银行都制订了细胞培养物的

支原体污染的检测条例。 中国科学院细胞库也

把对支原体污染的检测作为最基本的质旦控制

项目之一。

我们采取了以应用指示细胞培养 物的

DNA 荧光染色为主，辅之以微生物培养(支原

' 本工作属于"七五"中科院生物学重大课题" 细
胞库的建立及技术研究"的内容之一。 工作中得到沈
鼎武、 吕淑霞、 葛锡锐、 朱德厚、 洪龙生等老师的指
导和周翠堤老师的指点 ， 特此致谢 !

" 在 90 ml 超纯水中溶解 5g 葡萄糖 ， 1 g 精氨酸，
2 mg DNA , 92 . 2 mg 氯化胆碱 ， 2 mg 盐酸utt哆踵，
11 mg 肌莓， 2. 4 mg 烟耽胶， 2. 4 mg 泛酸铝 ， 1. 3 mg 
叶酸， 1 mg 核黄素， 0. 3 mg 维生素 Bu ， 0. 2 mg 坐
物素， 1 mg 维生去 玩， 37 cC溶解后定容至 100 ml , 
用。 . 22 J.!ml 惊膜过滤， -70。保存。

...均由中国兽药监察所提供，特此款谢。
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88 细胞生

体营养肉汤培养和支原体营养琼脂培养)的文

原体污染的综合检测体系 ， 检测了 45 个 细胞

系， 结果报道如下。

材料和 方法

一、应用指示细胞培养物的 DNA 荧 光染色方

法[3 J 在放有小盖片的平皿接种 1. 0 x 10'/m1 的指示

细胞 (Vero 细胞 ATCC CCL 81 , DMEM 培液 含 10%

小牛血清) ， 在 37 0C 、 5%C02 中培养 24 小时后 ， 每

皿接种 100μl 样品 ， 继续培养 4 天。取出盖片， 用

D-Hanks j液漂洗， 以固定剂(甲酵 : 乙酸= 3 : 1 ) 固定两

次， 分别为 5 分钟、 10 分钟。然后用 Hoechs t 33258 

染液 (5 mgH 33258 染料， 加入 100 m1不含盼红的 D­

Hanks 液室温搅 45 分钟 ， 分装- 20 0C 保存。 l自用时

再以同样溶液作 1%稀释，搅拌 3 0 分钊1 )染 3 0 分钟。

干燥后封片 (22 . 2 m1 0 . 1 mol/L 拧楼酸、 27 . 8 m10. 2

mol/ L Na2HPO. 及 50 mL 甘油) 0 x 400 荧光显微镜检

查。 指示细胞的细胞核外有细小荧光亮点者为阳性

(图版图 2) ， 反之则为阴性〈图版图 1 )。

二、 支原体营养肉汤培养 [ 4 J 设置 pH6. 5 和 pH

7.6 两列支原体营养肉汤管 (1 . 47g 支原体肉汤培基

BBL-1145 8 ， 溶于 60 ml 超纯水， 加 20 m1 马血清，

10m1 25%新鲜醇句:抽提液 ， 10 ml 添加剂忡 ， 0.2 m1 

1 %盼红。 0 . 22 μm 孔径滤脱过滤) ， 3 m1/ 管。加样

100μ1/管 ， 3 7"C培养一周， 见初始 pH 6 . 5 管变碱者

可能为精氨酸型支原体污染z 见初始 pH 7 .6 管变酸

者可能为发酵型支原体污染。

三、支原体营养琼nã培养 加 100 μl 样品子支原

体营养玲(ß旨上 ( 2 . 38 g 支原体玲、脂培基 BBL-11456 ，

溶于 60 ml 超纯水， 121 "C 15 分钟。 冷至 50 "C， 无菌

加入 20 m1 马血清， 10 m1 25%新鲜酵母抽提液， 10 

ml 添加剂刊，调 pH 7 . 2 。每只 <þ 45 mm 平皿加 4 ml) , 

37 "C、 5 %CO， 培养。 3 天后至 4 周内 x 100 显微镜观

察有无特征性形状一一煎蛋状的支原体集落形成。有

者即为阳性(图版图 3 )。

四、各种检到方法的灵敏度的湖定

1 ) 支原体标本 1/4 稀 释系列准备。配制 一列支

原体肉汤管 3 ml/管 ， 编号 1#-20 排 ， 1，反 1 m1 支原 体

标本加入俨 管混匀后 ， 从 1 " 吸 1 ml jJ口入 2' i昆匀，

依次吸加至 20飞 得到 4 -n 即 4- 1 _4 - 2 0 的支原体标本

稀释系列。

2) 以每个稀释度为样品分别jJn到指示 细胞生长

的平皿、 文原休肉汤营和掠脂平皿rj 1 ， 上样 i主均为

物学杂 志 1992 年

25 1Û。 每一样品作 3 个复份。 以显示阳性结果样品的

最大稀释度的倒数为检测滴度。

3 ) 原始(未经稀释) 支原体标本以集落形成单位

Co1ony Forming Units , CFU)的计数[5J。按公式s

C町ml = 某适当稀释度的平均集落数 X斋主~ x 40 

即为未经稀释标本的支原体浓度 (CFU/m1 ) 。

4) 检测方法的检测灵敏度的计算。

检测灵敏度 (CFU/ml ) = 
原始标本支原体浓度 (CFU/ml)

相应方法的检测滴度

五、细胞培养物的支原体污染检测 共检测了 45

个细胞系， 包括人的肿瘤细胞，小鼠、 大鼠、 中国仓

鼠的肿瘤和正常细胞， 小鼠-小鼠杂交瘤细胞， 其中

有国内 自建的也有国外引进的。 分别由中科院细胞所

的有关课题组， 中科院生化所、 生理所和上海市第九

人民医院等单位提供。

1 ) 细胞样品的采集。

贴壁生长细胞，用无抗生素的培液传代， 换无抗

生素培液 3 -4 天后呈连续单层生长， 弃去大部分培

液，将贴壁细胞冲下成细胞悬液， 从中取样。

悬浮生长细胞，用无抗生素培液换液两次， 从生

长 3 - 4 天高密度培养物中取样。

冻存细胞， 直接从解冻安瓶取样。

2) 检测过程。每份标本同时分别采取应用指示

细胞培养物的 DNA 荧光染色、 支原体营养肉汤培养

和支原体营养琼脂培养来检测支原体污染。

3 ) 检测结果的判断。应用指示细胞培养物的DNA

荧光染色， 支原体营养肉汤培养和支原体营养琼脂培

养，虽然其中任何一种方法的阳性结果都可表示受检标

本被支原体或其它微生物的污染， 但由于各种方法在

检测专一性、 灵敏度和标准化等方面各有利弊， 为控

制假阴性和假阳性在最低限度， 我们把 3 种方法的结

果综合起来判断检测结果。 以应用指示细胞培养物的

DNA 荧光染色呈阳性， 判别该受检标本为支原体等

微生物所污染。 以支原体营养琼脂培养呈阳性， 确证

受检标本为支原体所污染。 以支原体营养肉汤培养呈

阴性，判别受检标本未经支原体等污染

每组实施时， 均设置阳性和阴性对照。阳性对照·

为 M. hy orhinis (BST-7 ) 和 M. arginini ( G 230) , 
阴性对照为支原体营养肉汤。

结果 与讨论

我们检测的 45 个细胞系中 3 0 个细胞系有
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支原体等微生物污染，污染率达66 . 6 % ; 确 证

支原体污染的有 14 个细胞系 ， 污染率 为 31 %

(表 3 )。

在数百例检测中仅遇到几次对支原体营养

肉汤培养阳性而应用指示细胞培养物 的 DNA

荧光染色阴性的标本， 经营养肉汤扩增后再作

检测者11得到了应用指示细胞培养物的 DNA 荧

光染色阳性的结果，其巾有一例支原体营养琼

脂培养也阳性。

以两种支原体标本为例 ， 三种检测方法的

灵敏度见表 1 。支原体营养肉汤培养显示的最

高滴度管(相当于已扩增之标本)。再作应用指

示细胞培养物的 DNA 荧光染色和l支 原体营养

琼脂培养检测， 都显示阳性。

由此可见，基于标准微生物学检测过程的

支原体营养肉汤培养最为敏感，而支原体营养

琼脂培养则专一性最强。 但诸如培养基的配方

成份 、 培养条件等因素都可显著地影响支原体

在人工培基的生长( ðJ。还有些支原 体株， 如

M . hyorhinis D13S 1 050 等，不能在无(宿 主 )

细胞的标准墙基上生长和形成特征性的集落，

根本无法用经典的培养方法来检测( 7 J 。 支原

体不侵入哺乳动物细胞，通常 l反附在宿主细胞

表团(8J 0 Chen(9J率先使用非特异性 的 DNA 荧

光染料 Hoechst 3325 8 ， 直接对可贴壁 生长细

胞培养物作 DNA 荧光染色 ， 检测支原体污染，

扩大了可被检出的支原体种类，缩短和简化了

检测过程。 Del Giudice 等川报道， 直接的DNA

荧光染色方法对细胞培养中常见支原体污染种

类的检出与微生物培养及荧光抗体法等的结果

的符合率是相当高的 (表 2 )， 其检测灵敏度取

决于各种支原体对宿主细 胞的附 着 能力。

Hoechst 33258 是对 DNA 专一的染料， 因此含

DNA 的微生物污染都可检出，如表 3 的 E49细

胞系的细菌污染。随后 Richard 等 ( 1 0J发展了应

用指示细胞培养物的 DNA 荧光染色方法 ， 因

具下述优点而被广泛使用 ， (1) 可设置阳性和

阴性对照并使受检标本有一致的背景，从而提

高了标准化程度; (2) 能检出经典培养方法

不能检测的支原休种类; (3) 对不能贴壁生长

的培养物也能作支原休污染险测 ; (4) 尤其适

宜于大批量的不同株系培养物的支原体污染检

测 ， 如可简化培液同己制等。指示细胞的选择则

要求 ， (1)尽量减少可干扰结果的非特异性背

景活性 ; (2) 能有效地支持各种支原体株系的

生长; (3) 已建系的细胞。因此除本文使用的

非洲综猴肾细胞(Vero )外 ， 常被迫用的还有瑞

士自化体小鼠胚胎细胞(3 T 6 ) 和1婴幼仓鼠肾

细胞 (BHK-21)等。

表 1 三种检测方法的灵敏度

灵敏度方 应用指示细胞

(CFU/ ml) 培养的 DNA

支原体法 萤光染色

体
琼
养

原
养
培

支
营
脂

体
肉
养

原
养
培

支
营
汤

M.hyorhinis > 1. 0x101 > 1. 0X 10 > 6.0 x 101 

M. arginini > 4. 0 x 10' > 5.0 > 6. 4 x 10. 

孩 2 支原体检测的 DNA 荧光袋色

与经典培养方法的比较

<1 975- 1981 ) 

支原休军j1类 DNA 荧光染色/ DNA 荧光染色

培养及荧光抗体的方法 阳性率%

M.orale 358/372 96 
M. salivarium 3/ 3 100 
M.hominis 22/ 22 100 
M. fermentans 39/49 80 
M. arginini 179/188 95 
A.sp 85/90 94 
也Lbovis 4/4 100 
M. hyorhinis 421 /4 21 100 
Serogroup 38 16/21 76 

Total 1127/ 1170 96 

在细胞培养物的支原休污染的检测方面，

我们采取的应用指示细胞培养物的 DNA 荧 光

染色， 基本满足了细胞培养物中各种可能污染

的支原体种类的检出 ， 包括那些不能在无细胞

培养基生长的种类， 也 如表 2 的 NVK 细胞 系 等

DNA 荧光染色检出阳性而培养呈阴性就有这

种可能。 同时我们辅之以支原体营养 肉汤培

养， 保证了诸如 M. arginini, M. orale 等对

宿主细胞附着能力差的文原体株在低滴度污染

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



时的俭出; 支原体营养琼脂培养检测则满足了

检测系统的完整性。 这样就满足了动物细胞库

质量控制的要求。

何大澄等 [1 1] 曾介绍了一些检测支原体污

染的方法 ， 并对使用电镜方法作过较详细的介

绍， 电镜方法除了存在该文所提到的假象干扰

外，由于支原体分布极不均匀 ， 常会影响检测

的实际灵敏度。 同时因电镜标本制作及观察的

时间较长j 及人力 、 物力的限制 ， 也不宜在细

胞库作常规检测手段。

由于不同支原体的 rRNA 基因有显 著的

顺序同源性[ iZ ] ， 使得支原体表现出免疫原性上

所固有的相似性[l S ] ， 因此将可能筛选出对支

原体具有广泛交叉活性而对非支原体的其它原

核生物和!真核生物没有交叉反应的单 克隆抗

体』从而为使用固相酶联吸附分析( ELlSA)方

法来提高支原体污染检测的灵敏度和专一性，

并简化检测程序， 提供了新的前景。

19 92 年士
。

杂学物90 

费 3 45 个细胞来的幢测结果

应用指示细胞支原体营养 支原体细菌营
细胞株系 培养的 DNA 肉汤培养 营养琼养肉汤

萤光染色 pH 6.5 pH 7.6 脂培养 培养

生胞~fI1 

:ðEL-7402 + 
QGY- 7703 + 
BEL-7404 + 
BEL-7405 + 
RAT-1 + 
CHL + 
B 16 + 
Lovo + 
BRL + 
3 T3 + 
SMMC-7721 + 
SH-77 + 
SPC-A-1 + 
SL 
CL 2 
CL5 
CHO 
KB 
CNE 

. SP 2/ 0 
.'NS-1 

K 562 
S 562 
舌癌
MFC 
P-653 
S-180 
RH-35 
L-6TG 

. SP 2/ 0 
. . NS-1 

XAg 653 
RF 
HOP-2 
KB-C 10 
B 7 日 11

NVK 
PC 

乳腺癌
E 49 
N- H 
J 1 
HG2 
LC-1 
LSG-116 - - -

.,.. SP 2/ 0, NS-l 等来自不同实验室.

+
+++

+++ 

+ 

+ 

+ 

++++ 

+++ 

+ 

+ 
+ 

+ 

+++++ 

要

本文介绍以应用指示细胞培养物 的 DNA

荧光染色为主，辅之以微生物培养(支原 体营

养肉汤和琼脂培养)的方法作为细胞培养中的

支原体污染的检测系统。用该系统检测了 45

个细胞系 ， 支原体等微生物污染达66 . 6% ，其

中确证支原休污染率为 31 % 。

摘
+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

+++++++ 

+ 
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从固定的细胞和组织中分离 DNA 研究人 Ü{ 基因多态性

乔守怡刘阳手l、尤荣蔡新中赵寿元

(复旦大学遗传和遗传工程系 200433 ) 

目前从 DNA 水平上开展人类遗传学和医

学遗传学的研究受到人们的重视。例如: 调查

人群中某些基因座位 DNA 片段长度多态性的

出现频率以降讨种群之间进化上的亲缘关系 、

分析 RFLP 与某些疾病之间的连锁关系作为疾

病诊断指标、 研究遗传病患者的基因结构的特

征等都是当前十分活跃的研究领域。这些研究

往往需要采集许多 DNA 样品 ， 包括遗传病患

者的 DNA。由于我国幅员广阔 ， 所需调查的

对象有些处于边远地区，鲜血或组织材料中的

DNA 极易降解，不便长途携带， 这给研究工作

带来很大困难。本文介绍用固定液固定人体组

织块或白细胞，从中抽提 DNA， 用于研究 tK 基

因的 RELP，取得了令人满意的结果，解决了

上述困难问题。

材料与 方 法

-、材料

1.人体胃癌及窟旁~F 癌胃组织(由第二军医大学

附属长海医院手术室提供) ， 在手术后立即用 TE 缓冲

液洗涤后固定。

2 . 取 5 ml 人静脉血， 1000 rpm 离心 10 分钟 ，

取中间白细胞层，用 PBS (pH 7 . 4)洗涤一次 ， 1000 

rpm 再离心 10 分钟 ， 收集沉淀。低渗去除红细胞后 ，

1000 rpm 离心 10 分钟，收集白细胞后回定。

二、固定液

人休组织块、 白细胞和培养细胞分别加入固定液

甲醉 :冰黯酸 (3: 1) 或乙蹲 : 冰由股 (3:1) ， n 4 oc冰箱

保存数天至数月 。

三、 DNA 的抽提

固定的细胞先离心弃去固定液 ， 用 TE 洗涤细胞

3 - 5 次 ， 准备抽捉 DNA。固定的组织块 1. 0-1. 5

克 ， 离心弃去固定液。用 TE 反复洗涤后，将组织块

剪碎， 放入不锈钢电动组织捣碎器中 ， 加入液氮， 捣

碎成粉状。待液氮挥发后 ， 再用 TE 洗涤 ， 准备抽提

DNA。这些经J:H处理的材料用 0.5%SDS 处理， 而后

加 15 0 μgjml 蛋白酶 K 处理， 37"C过夜。次日用盼、

~仿各拍提一次， 透析过夜。加 RNaseA 至 100μgj

ml , 37 0C 3 小时，再加 SDS、 蛋白酶 K ， 37"C处理过

夜。 重复用盼及~~(仿抽提，用 TE缓冲液 (pH 8.0 )透

析， 隔日取出。乙醉沉淀 DNA，用 玻璃棒挑出絮状

DNA ， 溶解在 TE 中， 用紫外公光光度计测定 DNA

浓度。

四、 酶的消化与份子杂交

将收集到的 DNA 用 KpllI 酶消化。 10 μg DNA样

品加入 5-8 μ1 KpnI (上海华 美公司产品 ， 16 u j ul ) , 
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