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U_~不是所有的分泌活动都必须有 GERL 参加 。

如高尔基期刊顶帽期悄细胞的高尔基休(i(j主 ~~

功能是产生m体系统和多 j包休， 完成这【 A~SÍJ ~1f:

GERL 走，也需的 ; ~(:u页体 ;tP I 情细胞中， G E RL 

退化，但高尔基体仍具有合成糖蛋白的功能，

这些精蛋白主要用于细胞膜糖蛋白的更新， 这

一功能不需要 GERL á''.J参加。
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细胞培养中的支媒体污染问题(续〉

何-大 ;主 张鸿 11:即邱相袁* 薛绍 臼

(北京师范大学生物系 〉

6. 放射性向位亲自里影方法

可用 dH 柯-;ì己的胸腺峪!定脱氧岐营或 尿l险

吭核背自显影实验检查支!反体的污染。此法的

简单原理是 : 无污染的正 洁fÆj ~é1在 S 期 (DNA

合成期 〉 可吸取大量的 n~~il腺暗览脱氧枝苦到细

胞核中。而 ~J 细月色社污染后，培养液的胸腺!密

览脱氧核苦战支原体的嘿岭!密览核昔磷酸化商

分解j或自由碱萃 ， 使细胞不能利用，故细胞核

的掺入 IIJJ _~Il 减少，史消失。 nü支持;体对杉;有及自

由碱辈都可利用，故在文原体分布处可发生标

记物的掺入。应用的另一类标记物尿i密 i克核背

为 RNA 合成的/1ÎJ体。在正常细胞中 ， 它们首

先是儿:居入 5: i J ~1Ii)J包松 l 尸， 均 :2 0 分 í;' !' )fï才 )r ~Zì'

从楼进入细胞质中 ， 支原体的存在同样可使核

中的掺入减少，而在支原体分布处出现标 i己 。

、!守生长有荷检查细胞的 破!于 放在 含有

3日-- - íJ电! 腺 :1峦 IltE J:i兑氧钱有的标 记液中 培养 12-

24 小时， !或;~f; 台í 'lH _一尿 |噶 l应核昔的培养液中

脉 ìr! l ?百; 1己 20 分钟。然后用漫沾沾.!.;且其它方法

在玻 !午有细险的一由i ì牟布一溥!三感光乳胶。眼

光 t 一 7 夭。 报影也彭后7'1: l~做镜下观察银颗

粒的分布。 在 m "H--胸腺畸 I觅'脱节:传苦标记

时 ， 拉干了文眉飞{木的污染， !n lj细胞怯中的标记

明显校 JI'，毛~:1f! ilí包减少 豆~1丑不无中It iu ， 同时在啦!

• iU'i巴 ';':1元 ;H: 1t 1:~ 1印 。
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知 7 卷穿í 1 It月 细 胞 牛物学杂念

Jlt1个尚衍' 牛:;a ~P E ;'t 5} 山 f占台 3日 柯: ; ihtL 结合质区域及细胞剧 l主!出现明显的假韧性 ( 因 5 , 

6 )。 但!怡， 前之;原价:f1j1 类的不同 ， 倍~ ïÌ! i l也可见
到整个样品上都 无标记 的情况( I到 7 )。 在用

3H_尿 l密脏陆带脉冲标 i己的无支原体污染样 1日

中 ， 银颗，粒出现在细胞核， 而污染的样品中假

位散布在整个细胞质和细胞周阿区域。

7 ， 与 DNA 恃异结合的荧光染色法z

此法的简单原理 是 : 荧光染料. Hoechst 

33258 能与 DNA 特异结合， 在紫外线激发下，

产生黄绿色荧尤。正常细胞表雨无 DNA 存在 ，

故不被染色。 而文原体因合有 DNA ，可被染色

从而在荧光显微镜下被检出( 图 8 ) 。

基本上按照 Chen 的方法 [ 5 J : 生 长子 盖片

上的待检细胞用 Carn og 固定液用定 2 分?中 ， 更

换新的固定液， 再固定 5 分钟。 空气干燥后，

用 Hoechst 33258叼í '. 室温和黑暗条件下染色

10-2 0 分钟。 蒸i布7)( ìrl.t {51: 2 次后 ， :{在仁盖盖.片片' .J上二

i滴商加甘?汕由丰和口 新新俨鲜配 i市制书归圳IJ 的 Me盯il忖va创in肘1忧e 液树各 1 ~滴商 。

:将降盖)片-斗干;「d 扣在载 )-'1仁;

360 nm 紫夕外卡光光源观察。 什ilJ成的样品应保存

在黑暗条件下， 并不可久存。

无支原体污染的细胞只显示出边缘清晰的

细胞核荧光， 在胞质区无荧光出现，而污染细

胞则在支原体存在处皆显 示有黄绿色的 荧光

占 。

* Hoechst 33258 染液的自己制 :

储存 iit : 50 μg Hoechst 33258 荧光京用 I

ml 蒸馆水浴f饵 ， ，暗处保存。

使用液 : 储存液用 1000 倍的Meilvaine 磷

酸一拘栋酸制续 ì' l ' 液 ( pH 5.5 ) 稀释成工作液，

使之最终浓度为 O . O :ïμgjml ， 以 1:1000 浓度的

乙来硫代水杨酸的 (thnerosal ) 力n到染液中可

以抑制j微生物的生长。 ;在液于 4 0C冰箱避光保

存。 应防止用览膜过滤除商， 因为染料易与怡

膜结合O

** M vaine 1-夜的配制 z

0.2 M 磷酸氢二饷 27.8ml ， 0. 1 M 拧橡酸

纳 2'2.2 ml ,pH Ì;周至 5 . 5 。

5 

rRNA 分析的方法， 以及染色{平:叮 l型分f斤检查

法等等 。 其中有些方法是比较不易普及和比较

费时费惠的 。 U 上较详细地介绍 5 、 6 、 7 ::_~. 

种方法。 我们在. 自己工作中 j惑到这JL种方法操

作不甚繁啦， 市;松的可能性很小。

四 、 艾原体污染的途在与防治

1.支B事件污染的主要来源与途径

原代培养细的的污染卒是非常低的， 随着

培养期限延仨， 污染的比例 也增高。 忌，说明支

原体的污染是外洞的。 迈过对污染的细胞抖' 品

中支原体类型的分型， 可昕显地:吉山 ， 绝大多

数支原体主要是来自牛和人类， 其次:是捕 。

来自其它动物的文原体污染大约只占总数的

。

fo 
, 。

/

-i 

牛是?在一位的污染源， 这显然是通过牛血

洁 白:入培 ~f;~细啦!的。 牛也L ì育目前依然是几乎一

切细胞培养主的必要成份， 而牛I也请中不仅含

有多种支原体，同时还含有许多其它的 微生

物。

人类文原体的来源主要是j朵作者的口腔。

这同时往往也是f.il1 i茧污染的主要来源。 在某些

情况下， 人的头发 、 衣服等上的文原告t，也可污

染细胞。大多数观察表明 ， 细胞培养中出现的

人类文原件类现逆常总是和操作者所携带的类

理一致。

宅于t:Y :)己原休自〈j来源 ， ff 有许多人认为是

通过消化细 !j拉刑的服邸， 因为这主要是采用猪

)庭为原料的。 但实验表明 ， 支原体在膜酶中最

多只能生存几个小时。 因此 ， 1(i -ì- 1咱是通过屠宰

和生物市IJ品等环节又转辗通过牛血清而带入细

胞培养物的。

由于动物的呼吸道、 ~t f;Hi主等部经常有文

原休寄生， 因此月:J 'f'J : ;Ill' :介 !.i<] ~凹的材什本身也是

…个不应忽略的污染源。

以上这些都是第一级的污染源 。 但若以细

胞培养物被污染的实际撮'最而论 ， YiiJ 第二级污

染源占有更大的比重。 这主要就是巳草生污染
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8 细胞生物学杂志 年。
。

的细胞造成新的污染。我们最近所做的检查 也

表明 ， 当一个细胞系出现较严重的支原体污染

时， 同一实验室的其余细胞系也很难幸免。当

受到膜酶的轻微消化时 ， 支原体即可从细胞上

大量脱落下来。在严重污染的细胞培养物中 ，

支原体的密度通常可达 106-10 8 个/毫升， 远

超过自然条件下生长的密度。 操作者通常是第

二级污染的传播者。 几乎各种常规的实验操作

都可造成培养液的微量溅出。例如开启瓶塞，

倾倒废液， 离心 ， 分装等等。 ]滴 小至 0. 05

m] 的飞沫即可携带 5 X 1 0 5个支原 体之多 ， 足

够造成一个培养物的污染。 这些微 j尚不仅可在

空中;层、浮一;ζ时间 ， 并可能沾染到工作面和实

验器具上， 即使蒸发干燥后， 支原体也还能存

活几天之久。

2. 对己污染细胞的救治

对于如何消除巳发生的污染，曾提出过不

少办法。如用某些抗菌素高剂量处理 ( 因为支

原体对机Ji!JI J成壁过程的抗菌素有抗性， 而对阻

抑蛋白质合成的抗菌素是敏感的 ) ， 以及用抗血

清处理等。如用合卡那霉素 600μgjml 的维持

液堆满培养瓶， 漫也 18 小时 ， 再继续以 含有

200 μgjml 卡那霉素的营养 液培养三周 ， 通常

可使支原体消除。 在上述各方法中用针对性的

抗血清再辅以新鲜的豚鼠血清的方法可得到较

好的效果。但总的来说， 这些方法即使获得一

定效果 ， 多数也会在一个短时期内又重新出现

污染。况且， 污染既已发生， 细胞在生理、 生

化 、 遗传诸方雨都已发生变化，勉强救治对研

究工作来况往往是徒劳无益的。所以建议非十

分特殊的恬况下应当将污染的细 胞培养 物废

弃， 井用高压灭菌法处理， 同时要十分彻底地

消毒环境， 以防止污染继续传播。总之， 在对

待支原体的污染上，"预防为主"的方针是必

需的。

3 . 污染的预防措施

从支原体污染发生的几率来吾， 总是传代

细胞比原代细胞高，使用抗菌素的比不用抗菌

素的高p 细胞培养数量大的比数量小的高; 实

验室有污染历史的比无污染历史的高。 在绝大

多数情况下， 污染是由于操作不够适当 ， 环境

与用具装备的不合规格， 或对购入材料检查不

严格造成的。 每个实验室都有各自不同的情况

和方法， 但下述事项看来是值得共同注意的。

(1) 对每一批牛血清都应做严格的检查。

目前商品牛血清的污染率还是比较高的。 一定

要确认不带有支原体方可投入使用。 牛血清中

的支原体主要来自不够严格的取血和加工过

程， 因此在可能条件下， 实验工作者亲自参加

取血可以大大降低污染的可能性。将血清在

56 0C灭活 3 0 分钟，然后在 4 1 0C下灭活 1 8 小

时 ， 也有利于抑制l支原体的污染。

( 2 ) 从其它单位向实验室引入细胞要非常

慎重， 防止污染细胞的传播。

( 3 ) 要坚持严格操作。包括在每次实验前

后对无菌间及操作台做认真的消毒处理。口 罩 、

灭菌工作服和工作帽是绝对必要的，并且应当

保持洁净。 更换工作服比在日常衣服上套上工

作服更好一些。操作时尽可能不要讲话和走动 ，

口吸移液管在任何情况下不宜使用。

( 4 ) 使用一些阻抑蛋白质合成的抗菌素，

可有助于减少支原体的污染。如可在培养液中

加庆大霉素 1 0 0μgjml ， 或卡那霉素 50 μgjml 。

但决不可因使用了抗生素而放松其它方面的要

求。

( 5 ) 为了防止交叉感染， 每种培养细胞应

分别备有全套血清、 J音液 、 碳酸氢的等添加剂

以及单独的吸管 、 离心管等。 当然最好是有分

别的无菌间和有专人管理。血洁、 服酶等应当

分成小包装， 每次用过后尽量不重复使用。此

外， 用作病毒库的细胞培养物， 以及抗血清等

也常常会成为交叉污染的媒介， 应予以注意。

(6) 对所有培养细胞应当经常进行检查。

因为在小范围轻度污染时 是容易淌除的， 而一

旦成为大范围的严重污染 ， 再要彻底根除就困

难得多了。发现污染现象时， 最好是将其妥善

地处理而不是简单地废弃。器具要慎重消毒，

有关的培养添加剂要检查有否污染， 最好不再
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用，而同废弃的细胞及培液一起， 高压灭菌后

再倒掉。 这 Iq 就需要取用保存的细胞复苏。 为

此， 实验室通常应当在细胞培养的较早代次，

选择生长良好的细胞， 妥善冻存， 以便在万一

发生污染时使用。

所有这些措施同时也可以在很大程度上防

止其它微生物、 病毒 ， 或某些竞争力强的细胞

的污染。

很显然，为了做到上述这些， 就应当使实

验室的所有人员 ， 包括只是使用细胞作实验材

料的研究人员和其它有关人员，都能了解支原

体污染的途径和可能造成的影响， 并制订出相

应的制度。 这可以说也是防污染措施中至关重

要的一条。
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生长因 '子与细胞增殖

王祖 式

(中国科学院药物研究所)

近年来对生长因子在调节正常和恶性细胞

增殖作用的了解进展迅速。不少新发现来自体

外培养细胞的研究结果。 在维持细胞连续增殖

和传代的过程中，血清是不可缺少的成份。培

养细胞的最终饱和密度与培养基中的血清浓度

密切相关。 当血清中某些成份被耗竭时， 细胞

停止增殖而呈静止状态，处于 GO/G 1 期。如果

这时再补充新鲜的血清，又可剌激细胞重新开

始合成 DNA ， 并导致细胞分裂。恶性细胞明显

的表型变化之一就是对培液中血清的需要量明

显减少。最早 Wolstenholm 就曾提出-种设想，

即动物血清中的某些成份， 很可能就是几种生

长因子 (growth factors) 在控 制细胞增殖中起

着决定性作用。多年来的有关工作，不仅证实

了多种生长因子的存在， 对其生物学作用的认

识也有了明显的进展。本文仅就生长因子在调

节细胞增磕的一些生物学现象及其与肿瘤恶性

生长的关系扼要作些介绍9

-、生长因子对细胞分裂的作用

近年来已经纯化并鉴定了多种多肤生长因

子，如表皮生长因子 ( EGF) ， }在纤维细胞生长

因子 (FGF.) ， 成纤维细胞源生长因子(FDGF) , 

膜岛素类生长因子 (lGFs ) ， 血小板生长因子

(PDGF) , 及神经生长因子(NGF) 等(表 1 ) 。

并且认识到正常细胞的分裂要受到各种生长因

子的调节，例如小鼠 3T3 株细胞在无血清培

养基中可因这些外源性物质的剌激， 重新开始

合成 DNA ，并进入细胞增殖 (表 2 )。几种肯定

有效的生长因子在合并应用时对剌激细胞生长

有显著的协同作用 。 甚至达到与血清同样的效

果[1 ， 2 ] 。可见血请在细胞培 养 中的重要作用是

提供有关的细胞生长必需的激素和生长因子。

已经证明 ， 至少在四十种以上的细胞株中，可

用膜岛素， 离子载体转运蛋白 . 特定的生长因

子或激素组合成培养基，部分或完全代替血清
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