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细胞培养中的支原体污染问题

何大f查张鸿脚邱相寰*薛绍白

(北京师范大学生物系 )

支原体污染与细菌污染是细胞培养中两种

最主要的污染。在青链霉素广泛应用以来，细

菌污染已经较易控制，而支原体的污染及其传

播却益发突出了。据近年来国外报道[1 ， 2 ] ， 支

原体的污染相当普遍， 并且其中约有十分之一

是同时被两种以上的支原体所感染的。 甚至有

人提出， 而:引用已有文献中的实验结果时，都

应考虑和分析所用的细胞是否可能有支原体污

染，如有支)Jf~体污染，贝1)相应实验结果的可靠

性要重新加以考虑。最近， 我们检查了本室培

养的全部细胞系及一些兄弟单位的培养细胞，

发现存在大也围的支原体污染。有些污染已持

续很久， 程度很高， 已经严重影响到实验工作

的进行和实验结果的正确性。特别应当指出的

是其中→些直到本次检查之前还没有被察觉。

故支原体污染实是一个亟待解决的有普遍性的

问题。 现根据我们的工作及有关文献，对支原

体污染的一些有关问题做一简单的讨论。

-、支原体的基本结构与特点

支原体 (Mycop1asma) 早期被称为关胸膜

肺炎微生物 ( Pleuropneumonia-like organisms 

简称 PPLO) ，是…种最简单的原核生物。 其大

小和结构的复杂程度皆介于细菌与病毒之间 。

支原体呈球状，细丝状成分枝状，但 多数为

球状。可单个， 或结合成双， 或呈念珠状。其

直径约为 0.15一0.8μm。早期多有报道为

0.1一0.3μm 的， 这主要是因样岳飞 11;1)备不适当

所致。由于支原体没有细菌那样坚硬的细胞壁 ，

仅具一三层结梅的界限膜(unit membrane) ，故

具有较大的可变形性， 容易通过细菌滤器。除

了含有-个环状 DNA 分子和核脑体外， 缺少

线粒体、恪酶体、 高尔基甘苦和内质网等多种细

胞器。目前多数的支原体已经可以在不同的培

养基上进行培养， 多数支原休在琼脂培养基上

可长成特征性的"煎荷包蛋"样的菌?苔 ， 菌落的

中部较为致密而周边颜色设j炎 。 支原体最早发

现于 1898 年， 1956 年首次从体外细胞培养物

中作为污染物被分离出来。迄今，已发现几十

种。按照营养到， 支原体可分为能分解碳水化

合物的发酵株平1-1非发酵i蛛网类 ， 后者以精氨酸

为主要能量来源。支原体近1市附着 {t细胞表面。

已有研究表明在细胞和文原休上可能都有亲和
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性的位点， 有些种类的文原体井有特化的 、 与

附着有关的结构。支原体出现在细胞质某些空

泡内的情况只在电镜下倘有发现， 并且这→现

象是否由于细胞表面凹陷在切片时造成的假象

也还有待证实。支原体的繁殖方式转为多样。

-般认为它与细菌的分裂相似， 一分为二 ， 在

裂琦中有时也产生大小不同的新个体， 另外还

有出芽生姐。 同时在支原体中常有 DNA 复 ikll

与!J包质分裂不同步现象， 造成细长的"多核"支

原体， 然后通过胞质分裂形成串珠状新个体，

进而再分开成为单独的支原体。

二 、 支原体对宿主细胞的作用

虽然支原体是附着在细胞的表面，但它对

细胞的形态、生理、 遗传等多方面都能产生具

有长期影响的效应。 所以支原体的污染在应用

体外培养的所做的各方面研究中 ， 都可造成严

重的影响。

1 .对细胞生长的影响

轻度污染对培养细胞生长无显著的影 111句 ，

但通常支lR体的污染可使细胞生长减缓或完全

中止生长 ，并使细胞不能达到正常的生长密度。

这可能是因为支原休使培养液中的必 需氨基

酸一一柏氨酸和i核背急剧减少造成的。 不同利l

类的文原休对不同细胞生长的影响 也不同。 有

些文原体污染的细胞可到我续传代多次， 或在支

原体达到 10 8 个/毫升高度污染 ' IW况下， 仍 然

表现盐水正常的生长。

2. 对细胞形态的影响

支原体污染对细胞形态的影响随支原体的

种类和污染的程度不同而异。 从无明显变化，

到引起细胞病变， 直至细胞裂解都可出现。支原

体污染引起的细胞病变 (cytopa thogenic effect 

缩写 CPE ) 与病毒等引起的 CPE 大致类似，如

细胞收缩. 细胞之间的空隙加大 ， 一些圆缩细

胞在局部发生结 l刃生长等。同时在起微结构水

平也有 一些交化 ， 立rl tE细胞内出现一些空泡，

核内 LWJ\!.异染色朋样的深染区域等。此外我们

用荧光j}~标 i己的抗微管蛋白抗休刊支lsl体污染

的细胞进行染色观察， 发现纤维状的微管荧光

洁失， 表明支原休污染可能导致细胞微管的解

聚 ，这显然也是导致细胞形态立化的一个原因。

3 . 细胞中化学成分的政蛮

支原体的污染可导致细胞酶甫的改变， 通

常是在细胞中出现某些支原体编码的酶的活

性。 此外支原体还能导致细胞内核酸的非特异

性降解。 而与此同时， 培养液中的核音及精氨

酸可急剧减少以至消失。

4 . 细胞代谢的改变

由于有些支原体耗用 :I:.. ;]:梢氨酸而使培养

细胞缺乏这种必需氨基酸 ，这种变化被称为"精

氨酸效应飞 梢氨酸效应造成蛋白质合成障碍 ，

从而又进一步影响 DNA 的 合成以及 rRNA、

mRNA 等的生成， 这又反过来进一步影 响到

蛋白质(包括晦)的合成， 从而形成恶性循环造

成细胞代剧的严重失市。

5. 导致多种染色体异常

包招染色体数目改变 (主要jl减少) ， 染色

体断裂， 以及造成双着丝点染色体、 环状染色

体等等。 这可能与文版体耗月l 了细胞内的 "核

背库" 及造成细胞核酸的!每解有犬， 或与 "精

氨酸效应" 导致的 DNA 合成障叫有关， 也可

能是这二者的共同结果。

6. 对细胞中铺毒产量的影响

支l原体的污染可使某些病毒在细胞中的产

量显著下降。这主要是由牙柏氨酸的缺乏妨碍

了病毒蛋白质的合成，因而. 在进行病毒实验时 ，

往往不能获伺 Jj)f期产量的州毒。{且另→方面，

又能使某些病毒的产量显若增加。这主要发生

在使用低感染茧的情况下，石]能是 ilil 过 抑制l

干扰素的生产或影响干扰京的活性 ïfú发生作用

的。

7. 对恶性细胞致癌能力的影响

被支原f才〈卡J 染的 JEi性的细胞致 癌能 力通

常有监若的下降。 HJ 支原休污染的癌细胞接科1

2动物 H.j-，比月cJ :1在污染的 f白细胞产珩十二低，发展

恨， ;后i体也小。

除此以外，支)J.j{体 I;J 染 尚可~J戊细胞膜性
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质的改变， 以及影响淋巴细胞的分化等。从以

上可清楚地看出，支原体的污染可造成细胞深

刻而广泛的改变，决不仅仅是影响细胞的生长

而已。 并且Jk们由此也能大致了解支原体污染

对实验结果干扰的趋向与途径。

三、 支原体污染的检查

几乎一切培养细胞都可以 被支原体所污

染， 包括原代的军1-'传代的 ， 单层培养和悬浮培

养的 ， J:.J.比型和成纤维型的， 有丝分裂和间期

的， 以及转化细胞， 杂交细胞， 已被病毒感染

的细胞等。由于支原体个休微小， 在光镜下不

易检出 ， 培养液不象细菌污染那样容易变得混

浊 ;细胞常常还能保持生民等原因 ，支原体的污

染往往容易漏检。甚至长时间持续污染还未引

起注意。此外， 对支原体污染的检查方法尚不

普及 ，这也是支原体污染得以传播的一个原因 。

实际上目前已有若干可供采周 的 检查方
法[ 3 ， 4 ] 。

1.普通观察

当细胞生长有非正常的减缓或停止， 又找

不剑其它原因时 ， 民p 应引起对支原体污染的警

觉。 当有一定经验后， 在光镜下即可根据细胞

的形态 ( 包括 CPE) ， 细胞的折光率变化 和表

面光滑程度等作出初步判断。 用姬姆萨 (Gei

msa ) 或地衣红 (Ol'ce in )染色后观察， 都可在支

原体分布区看到赖性状的染色。 用暗视野显微

镜也可发J)\!，支原体的存在 。

2 . 培养法

这是较早就开始采用的方j去 ， 可以将待检

样品加到液体、 半固体或琼脂培养基以及饲养

层上 ，检查有无菌落形成。支原体在琼脂培养基

上形成的国摇中部的生长深入琼脂中 ， 而菌落

外周部则只在琼)j旨表面生长， 从而表现独特的

"煎荷包蛋"样。 1El菌落的大小与形状都随着支

原体的种类 、 J~脂的战j立 、 培养温度 、 pH 以

及环境的 CO2 含草等 不同会有一豆豆变化。此

法的主些小且是 Id -，iú 对千l 些支肌体尚未找到适

合其生民的:11'与养基。

3 . 免在荧光法

用支原体作为抗原免疫动物， 即可得到特

异的抗血清。将抗血清用荧光标记 ，通过直接或

间接免疫荧光法，就能在荧光显微镜下检出有

无支原体的存在。用这种方法可以同时完成对

支原体的检出和支原体种类的鉴别 。 但是目前

已知的支原体就至少有 1 6 种以 仁不同的血清

型， 互相之间没有交叉免疫。故需要准备有全

套的抗血洁， 工作量颇大。 一个较简便的方法

是使用混合的 多价抗血洁。 由于 90% 的污染

都是由 5 种最常见的支原体造成的， 用这 5 种

抗血洁-即可基本敷用。但对少量例外的则可能

漏检。

4. 特异性酶的比色法

对支原体特有的酶或酶产物进行比色分析

rîJ检出是否有支原体污染存在。 如可用瓜氨酸

比色法， 瞟岭或 I哇J 脏核肯:磷酸 化 酶比色

;去等。

5 . 电镜检查法

用 '~i;' j;见前Ij备样 ，![j!， 的方法 ， 可以分别在透射

电镜和扫描电镜进行检查。

透射 电镜检查:

以单层培养细胞为例， 倾去培养液， 用

2%戊二睦固定 j夜间定 15 分钟。 固定?夜雨己制

于 0 . 2 M 的可力丁(COllid ine, 即三甲基口比 l克

混合物 )缓冲液 ， pH i周至 7 . 4 。在加入固定液后

随即将细胞刮下， 并向心成块。 然后用配制于

同种缓冲液的 1%饿 股后固定 2 0 分f' fl 。月1 系

列乙醇脱水 ， Epon 8 1 2 包i里 ， 切成 60 0-80 0 λ

左右超薄切片， 经醋酸铀丰IJ拧核酸铅双染色，

在透射电镜观察。

在透射电镜下 白j 看到支原休分布在细胞近

旁 ( 图版图 1 ) 。多呈圆形， 有三层 结构的外

膜。 支原体的主要特点是其内部可看到细微的

分枝状的染色质丝和|较多的核糖楼蛋白休， 其

直径比宿主细胞的核糖核蛋白体略小， 且形状

较不规则。支原体与细胞本身结构或其它附着

物不难分剖'( I到版 l到 2 )。只是细胞表而有时可

切到一些含有接糖核蛋白体的也伏物， 应注意
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防止混谓。由于经过坦ßJ切片， 在透射 电镜下

看到的每个细胞附着的支原体较少。在严重污

染时也通常只有‘ 10-5 0 个左右。

扫描电镜检查 :

将生挺有待检查的细胞的盖 玻片小条在

2 %戊二瞪恪液 ( 阻击IJ方法与透射电镜相同)叫:1

固定 15-30 分钟。 系列乙醇脱水。最·后用乙

酸异戌醋置换。 经在临界点干燥器用液体 CO2

干燥后 ， 真空 I民镀金膜， 置扫描电镜下观察。

整个样品 1111J 备过程可在一天内完成。

在扫描电镜下， 支原体的形态多呈不规则

的圆球形，大小也很不一致。 通常在 0.15-

0.5μm( 图版图 3 )。 支照体在细胞上的聚集总

的来说是随机的 ，但散布不均匀 ，常形成一些密

集区 (图版图 4 )。常常在细胞的一侧附着大量

的支原体， 而另一侧则几乎完全看不到。同样 ，

一个细胞被严重污染而相邻的细胞却完全没有

支原体的现象也常可见到。 这也许可以表明 ，

多数支原体在细胞 表而附着一脱离一再附

着的活动至少是不活跃的。观察还表明 ， 支原

体似乎特别容易在细胞交界处~:II做绒毛丰富的

地方附着 。 根据这些分布特点，即使是轻度污

染也很容易被扫描电镜检出。但在观察时应注

意区分支原体与细胞本身的泡状物以及注意识

别由于细胞微绒毛尖端电荷积累Ifrj显出的 "颗

挝"假象。

扫描电镜与透射电镜的检查可 以结合使

用 。 通常是用扫描电镜做初步检查 ， 继而用透

射 电镜加以证实， 这就使结果更加可靠。

(未完待续)

根癌农杆菌(Agrobαcterium tumejαciens) 的

Ti 质粒(二)

白永延/主惕许智宏

(中国科学院上海植物生理研究所 细胞生理室 )

转移 DNA-T-DNA

Chilton 等人利用同位素标记的 Ti 质校做

探针， 发现加入高浓度烟草肿瘤的 DNA 后 Tj

质粒 DNA 的复性速度有加快的趋势， 表明肿

瘤 DNA 中有 Ti 质粒的顺序 ， 但该顺序不多，

而且没有检测到完整的 Ti 质粒。 以后这些作

者将章鱼肉 碱型的 Ti 质粒 B 6-806 月1 内切酶

Smal 分解成 19 个片段， 分别用同位素标记做

成探针， 然后与肿瘤进行分子杂交， 结果有二

段 Ti 质糙的 DNA (3 b 和 10 c) 能和 /ì中瘤 DNA

杂交 ， 这是二个相邻近的片段， 称为 T-DNA

( 图 ，1 ) 0 Ti }贡位中与 JJql J'自 DNA 同源的 DNA

部分叫 T 区 DNA。这是首次证明了在高等植

物的细胞内存庄有做生物的 DNA 顺序 。

Ti 质机的 T 区 DNA 的民K 约为 23 k b(千

碱基;;H) 。 军í:鱼肉碱型和 JiíJl 脂liJU凹的 T 区 DNA

: 11:11Ltk再有
•_, 

2 > J lJti \ l: d t"l l 乓
飞 GS/~ '"回国·四mIIlZlO

llilSOG/EO 帽四-，圄睛-

159历'/1'"胃'跚跚也咀翩翩回
.、

λ 2ï7/~ 圃'甲阳 回
‘ 1. TH. 

图 4 T-DNA 与 Ti 质粒 DNA 的 Jt段的杂交

试验[叫 。

上方一包含 T-DNA 区的 Ti 质:性的一部

分;

下方一几个，~4'瘤系 DNA 与 Ti 1y1位 DNA

片段杂交部分 ( 吸色区 ) ; 
TL→T-DNA 左区 ; TB--T-DNA 右区

都有 8-9 kb 长的一段 DNA ， f. ll 为保守区 (或称

核心区) ，而且 在几乎所有的肿阳系巾都有这一

段 DNA。章鱼肉:威主l 手11 Jii削j旨型的保守区 DNA

顺序中同源性达 90 % 0 T 区 DNA 包含有激发

和l保持肿瘤状去所必需的拉住1 [32 )ω 没有 11M 3iIJ T 

|互 DNA 和才~f!I却 DNA 之间有同源性 ， 1 1- 1 ι1 {;4: 
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