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支原体污染防治研究的新进展

何大澄张j鸿仰薛绍白

(北京师范大学生物系〉

几乎对每一个用培养细胞为材料的工作者

来说，支原体的污染都是一个极常见而又最棘

手的问题， 并 日益得到普遍的关注[1训。直至

不久前为止，对支原体污染中的一些重要问题 ，

特别是血清净化和污染细胞的救治问题都还没

有理想的解决方法。近来却都有了令人瞩目的

突破。我们和一些实验室已开始试验采用其中

一些新技术。兹将有关的新进展介绍给大家供

参考。

首先是支原体检测的技术，在灵敏、精确、

简便易行等方而都有迅速的进展[竹，从而使人

们对支原体污染的普遍性和严重程度引起了更

高的警觉。特别是 DNA 染色法 [5 ， 6J 和扫描电镜

检查法简单快速，易于推广，检出率也高，成

为最常规的方法。在检测方面的新进展，我们

应当提到 DNA 分子杂交检查法[汀， 此法的主

要原理是 : rRNA 在原核细胞是高度保守的[8J 。

将已知支原体的 rRNA 基因的主要部分，克隆

到质粒 PBR 325 中进行扩增， 再以缺刻转移注

(nick-t l'anslation)制成 32p 标记的探针。 而待

检查的细胞培养物则消化悬浮后，慢速离心，

取其上清液，提取 DNA， 用 EcoRI 降解 2 小

时 ， ~疑胶电泳，用 Southern blot 法转移到硝酸

纤维素膜上。最后以探针在膜上与之杂交。此

膜与 X 光底片重迭放置 24-48 小时， 即可根

据探针存在的部位判定结果。此法的优点之一

是特异性或者说可靠性高。来自支原体的探针

不会与真核细胞的 DNA 杂交 ， 即不存在宿主

DNA 干扰的问题F 而支原体及大多数原核细

胞 DNA 皆可杂交，故从支原体的种类上来说 ，

不存在漏检的可能性。并可以同时完成支原体

种类的大致鉴别。 在可以感染细胞的众多支原

体中， 主要的 4 类可占全部污染的 86%阳。在

DNA 杂交法检查中，它们的标记片段出现部

位分别为 [ 7] : 

支原体种类 (简称) I 标记片段
Acholeplasma laidlawii (A.I ) 5.2 丰口 8. 8 kb 

M. arginini (M . a) 4 和 7 (弱 ) kb

Mycoplas ma orale 〈如1.0 ) 5 kb 

M. hyorhinis (M.h) 8. 6 kb 

此外，支原体以外的原核生物也可能被检

出，但这未尝不是一件好事。 与之相比， 传统

的培养检测沽， 虽然灵敏度很高， 但却可能漏

检。如 M. h . 是不能用一般支原体培养基培养

的 [ÐJ。用多价抗体检查的方法也存在类似的不

足之处。而生化方法则常常受到宿主细胞及其

泄漏物质的干扰。分子杂交法的优点之二是灵

敏度高，可检出少至 1 ngDNA ，即 105个支原体

的 DNA。优点之三是设备和操作都不复杂。

其次是近年一些新研究领域的兴起，使支

原体的防治获得了更为重要的地位。以基因工
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子里为例。利用 TK - 细胞不掺入 BlIdR 因而叮在

含有 BlIdR 的培养液中存活的性质来选jf基因

工程中某一阶段的产物，是非常常用和重要的

方法。但被若干种支原体感染的 TK+ 细胞会表

现为 TK - 的性质，即不再掺入 BudR 而无法选

择下去。依靠 HGPRT 缺陷进行的选挥也同样

可因支原休的污染而归失败[10 J 。再以细胞转化

的研究为例。 在软琼脂上生长的能力是细胞转

化的重要标志之一。一些支原体的感染，可使非

转化细胞具备这种能力 ，甚至当去除支原体后 ，

软琼脂生民能力仍比感染前高 10~150 倍 [11 J 。

支原体感染还可造成细胞形态的重大改变 ， 包

括成纤维型与上皮型之间的形态转化。 此外，

正常细胞在人体内 不引起自然杀伤细胞的攻

击 ， 也不诱 导干扰素的产生，而支原体感染的

细胞则象肿瘤细胞一般， 可引起自然杀伤细胞

的攻击和诱导干扰素的产生 [12 ， 1 3 J 。随着这些研

究的空前兴旺， 支原体污染的防治也就显得日

益迫切。

最后是防治方雨的发展。与检测水平相比

较， 可显著者出迄今为止有效防治手段的相对

贫乏。其至最有经验的组织培养工作者而对支

原体污染问题 也是一筹莫展。

细胞被文原体污染以后的救治是极为困难

的。人们曾想了许多救治方法， 但即使其中最

有效的一 些，也会在不同程度上影响细胞的正

常生理功能[14 ， 1 5 J 。一些抗生素能对支原体有效

地控制其生长[1町 ， 但它们往往不是对所有的支

原体有效， 如泰乐菌素 (Tylosine) 对 AI ， M. 

h . 和 M .o 者IS很有效， 而对 M . a 却无效 [ 1 7 J 。

同时，有些支原体很易对抗生素产生抗性 ， 并在

被清除之前就形成了抗性株 [ 18 J 。 另 外的一些

抗生素如l卡那霉素 (Kanamycin) ， 壮观霉素

(Spec tinomycin)和林肯霉素 (l incomysin)等则

只是在高浓度 ， 对 细胞有明显毒性时， 方才有

效。 曾有人提出采用 5一澳 尿 l将吭 ， 结合

Hoechst 332 58 和光处理楼来杀灭支原体， 但此

法引起高毒性， 并会迅速激活宿主细胞(如鼠

细胞)内源监 c 型逆转录病毒 [ 14 J。将被污染的

细胞接种到裸鼠体内传 代 ， 从而再获得无支j反

体的细胞[ 1 5 J或者通过与鼠p l盹细 胞一起培养

来去除污染的支原体[ 20 J都 曾被认为是效果最

佳的救治方法。但这两种方法也同样很易使这

些细胞遭到宿主鼠细胞中 c 型逆转录病毒的感

染 [ 19 J。综上所述， 可以说现有的救j台方法中 ，

还没有一种是能得到理想的结果的。这方而最

近的一个进展是采用两种新的抗生素配合重新

克隆的方设. [1 7 1 0 泰霉素 (Tiamutin) 和麦诺毒素

(Minocycline) 与其它抗生素比较， 有显著的优

点。它们对已知的所有支原体都有抑制功效(表

1 )。并且所有支原体都不会对之产生抗性。在

有效浓度下， 对细胞无明显毒性， 不影响或基

本不影响细胞的生长。 具体处理方法是， 将欲

救治的污染细胞按照表 1 所示浓度用泰霉素或

和麦诺霉素处理。 细胞大约每周按照比较大的

稀释比传代一次，并每半周就要更换一次带有

抗生素的新鲜培养液， 抗生素要现力~I现用。通

常要处理 4 - 5 周 。 若处理时间短于 2 周 ， 往

往会很快又出现污染，估计这是由于一些支原

体因细胞的包封作用而被保存下来的缘故 [ 2 1 J 。

为了获得更好的效果， 经抗生素救治的细胞可

进一步用膜酶消化，悬浮， 在多孔板 上按每孔

1-2 个细胞接种(每孔培横 200μ1 ) ，培养液

中不再加抗生素，选择适当 的克隆 ， 扩增后按

上注重复克隆一次 ， 充分生长后， 用培养瓶分

装， 一瓶用于检查，其余则可传代保存。用这

两种抗生素处理的方法好处是操作简单， 用费

低廉 ， 副作用小，特别是对难以鉴定和难以培

养的支原体来说，更是简单有效的方法。这两

种抗生素都有商品供应。

当 然 ， 这种方法也还不是完美无缺的。如

前所述， 支原体感染引起的某些变化是不可逆

的，这就注定了很难有一种十全十美救治方法。

但至少通过杀灭支原体和重建无支原体克隆的

处理已经使这种"后遗症"的可能性减到了最小

的程度。 然而建立克隆这一步带来了相当大的

工作量。

如同我们在前篇文章中讲到的[l ]，救治
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植物细胞的光自养培 养

山田

光合作用是植物的基本特性之一， 迄今为止植物

的细胞培养是在外加糖分的条件下进行的 ， 但如要进
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行绿叶H十 IJ习细胞的生理、 代谢机能的研究， 则必须进

行光照条件下的自养培养。 特别是液体培养可将高等

植物细胞象绿藻那样处理。 光自养培养不仅可进行光

合作用等基础性的研究 ， 而且还可应用于鉴定除草剂 、

筛选耐除草剂的株系和光合作用活性离的植物等各个

方面 。 有关绿色培养细胞的特性 ， 可参考佐族与山团

的综述。

建立植物细胞在光自养培养系的程序如阁 1 所示。

+囡 1 植物细胞的光自养培养

A-a 材料的选撵

①植物的选择

也 叶、 幼嫩的组织
b. 诱发愈伤组织

光照下在含 有 NAA 5 X 10 - 5一 10- 5 M 
细胞分裂素 类 5 X 10 - 6_106 M 的 LinsMaier

Skoog 培养基中诱导

C . 光自养的愈伤组织、诱导愈伤组织化出现具有各

种绿色程度(光合成活性)的细胞

d. 细胞的选择

①肉眼的(叶绿素含量)的选择

②光合作用合成活性的选择
e. 光自养培养自发的选择

B-a.①增加 CO2 浓度
②提高光的强度

b. 促进光自养的生长发育

①降低生长素的浓度
②降低 O2 分压
@提高磷酸的浓度
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建立植物细胞光自 养培养系的必安条件是选怪光

合洁性i句'白细胞 手! I 乡f; h占子进 rJ 光合作:)I! 的消养条

件， 筛选材料时 ， 除可在诱导发生愈伤组织后进行外，

在诱发愈伤组织时就可进行光照条件下自养培养的选

择。这种在光照下自养培养(不添加糖)的条件本身也

大大增加了选择的压力。

A. 愈伤组织的诱导培养和选择

a. 材料的选择〈参照表 门。 迄今 获 得生长发

育比较良好的光自养培养的细胞来自表 1 中所列的植

物. 目前绿色细胞培养的事例在不断增加。特别应注

意;在环境主要因子 以外的因素(例如物种差异)的巨大

影响。水稻等单子叶植物几乎不能绿化， 因而至今未

能获得光自养的细胞。取材的部位， 除叶外也应考虑

易于产生胚胎发生的 (embryogenie )幼嫩组织(如胚、

生长点和其他分生组织〉。

b. 愈伤组织的诱导 诱导愈伤组织的方法 ， 一段

用含 1-3 %:檐(族权f fX葡萄糖)的 LS 培养基 ， 在光照·

(3000-60001x)下进行。用于诱导愈伤组织的植物激

素， 以 NAA 5 x 10 - 5M- 1 0- 5M 与 BA(爷基氨基腺嗦

岭)或 KT (激动素)1 0 - 5M-10- 6M 的组合为佳。 光照

用白色荧光灯， 如用青色光照则可促进绿化。

c. 愈伤组织诱导时的筛选 光自养培养的愈伤

组织的诱导， 可在不添加榕的培养基中进行。 诱导发

生愈伤组织的条件 b (见图 1 )愈严格， 对这一阶段筛

选光自养培养的细胞也愈有利。 吗

d. 筛选光合作用活性高的绿色细胞 在光照下

诱导出的愈伤组织， 出现各种程度的绿色。 一般选择

绿色程度(叶绿素含量 )高的细胞用于光自养培养。 但

是叶绿索含量未必是光合作用活性的指标。 因而希望

用光合作用1=1:1 "C02 的困山或光合作用的氧气发生最

作为指标。

〔实验 1 : 用氧 f包极ìVl1J定光合作用活性]

将约 100 mg 材料悬浮于 50 mM 磷酸缓冲液，放

入氧电极的反应捕。经用 10 cm 水层 (或吸收红外线滤

光片)消除了红外钱的强光 ( 30 ， 00。一100 ， 000 1x)照射

五分钟后 ， 注 入 NaHC03 溶液(相当于 COz 最 终浓

度为 0. 2-] . 0 % , pH 7 . 8 , 2-10 mM)，随后测定氧

气发生量。 另 -方面用黑布遮蔽测定黑暗中吸收氧气

的呼吸活性 ， 电极用空气饱和的蒸馆水(25 "CF氧气浓

度 258 mM) 与 NalS20. 补充校正，简便的求出无氧状

态的电流值之差。 求出葡萄糖氧化酶定量消税的氧气

量。 氧电极是美国的 Yellow Spring Instrument ， 英

国的 Rank Brothers 以及 Hansatch 的产品，随每个反

应槽而丰ì~售的。

e. 光自 养培养l刊的筛选 在 d ( 1句1 1 )阶段被选?辛

的细胞株在光照下混合巳营养(mixtroph ， 即同时具有光

自 养与异养 )情况下， 多含有在遗传 、 生理上抑制j光合

作用的细胞。 因而这样筛选出细胞在!({:t光 自 养条件下

培养， 最初几代差不多不能生长， 须经过儿个世代的

如i垒， 才能选择出真正的光自养培养的细胞， 能在光

自养培养中稳定的生长。
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固 2 富含 CO2 混合气体中光自养培养的系统

①. 培养箱内培养

(i) 液体培养基中浅层培养

。i ) ， (iii) 团体培养
( . (i) 液体振荡培养

(ii) 普通固体培养

③ . 大瓶培养方法的一例
a: CO2 气体钢瓶
b: 空气压缩机

c: i商量计

d: 气体停留瓶
e: 安全瓶(保持一定压力系统)

f: 气体洗净瓶(气体增加湿度〉

g ， 灭菌用过滤器(iJ.艺膜、 棉寡等)

h ， 照明

、 i. 振荡培养器

j I 冷凝器(除去多余水分 〉

2. 光自 养培养系统

光自养培养的条件是必须有富含 CO，浓度的空气

(1 -5% , V jV ) 与充足的光照强度， 不满足这些条件

光自养培养是难以进行的。

a. CO2 浓度的富化 有二个方法可以调节 CO2

• ~ê两盏 20 W 荧光灯 30 cm 时约 2500-4000

lx ，距三盏 40 W 荧光灯 30 cm 时为 5000-7000 1x;

15 cm 时为 800 0-11000 1 x.
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表 1 光自养培弊的实例

气1瓦石;忘i;层:忑三r-}旷÷十÷-Ezzz蒜百Z写王盯「 光自 -养养培盼养(不添加糖吟吟吟-Lj一 一马÷马牛一二问叫ω注却以j庄主
D川w - 石 刁 柏 一一一一二一一 l 修例改 M附S J瞅吉眯养媳基都(叫 盐 ，二-飞+ 1王牛函异县趴剖|口口77工-:J4 …山E……~丛，一川

1100 ppm 谷氨酸 ， NAA 1 ppm, 15 mg ,DW / mI 
Aspar吨ω I激动素 。 :s;~:; ."... ~ 1'1" " , 1 "2 倍/5. 8 天
officinalis 1 通入空气/N2 (1 ; 1) 2%C02• 1 低密度'培养|

l!川川切削…川0ω川0川川m川l川;h川讪讪O m叫川…m叫仙川川}U川V刊o
m2/βs ， 2罚5 0C i陆2 倍/儿1. 9 天 |

红 黎 ! 从胚轴诱导， MS 培养基型| 修改 MS 培养基 (一有机物) 1 7 倍/ 14 夭 I 2 0∞0μ盹g/徊g ， FW
C忱阳 | j .l V 1 1'1 "， ， ~-LJ ， {./O !.\'~1:ri..i 1 液休培养+大瓶士站毛养 (1. 5川1 ) 1细胞 5 f倍音/ 7叫

rubrμm .19W/ m2 1均可 |天) 1 固定/g ， F W/ hr 

金雀花 从种子诱导 ， LS 地养基 | 培养基条件同左( +3倍量磷酸) ! 7 倍/42 天 I 60-2圳的·
10-SM NAA , 10- 6M 书 l 通入高'含 1 %C02 空气到约 101

Cyt i sμs 结氨基腺哝岭 ， 3%附: 1-20ml/min/烧瓶 l i FW 川Mol COzl 
scoparius 约 30 00 1 x 1 约 8000 Ix ，固体培养 Img 111-绿索/hr

大 豆 从于·叶语导 ， MS 修改培| 培养基条件同左(根据情况 + 5 1 10 -- 14 倍/ I 200-280 μg/g' 

Gω、;/，)妙切圳y严川y屹ω川cαl 养基 ， 1 ppm NAA , 0.2 ppmimMHepes 缓冲液 pH 7.0) 1, , = IFW 

L. Var. Corsey 1%煎糖 ImI/烧瓶 ! :mg 
13200-300μE/m2/s 液体培养 I 叶绿素/hr

天仙子 1 从叶片诱导， 不加阳王( 培养基条件同左 I 31f!i /2可以1 J.1g/ g. FW 
，3%股榕的 LS培养基， 10-51 20 I 容积培养箱中培养皿内培1 ! HyOSCyO l1 lUS 1 ~:U~~~'~ I-I ~ ;_~:;~_~k.~vus ! .3f，: ~V '" tt"'VPP '1t--tB'-ï' J

0 -1 t- lill t""J>-t:J 1 ， 138μmol CO2/ mg 
1M NAA , 10- 6M 爷基氨基腺|养 1 I 

niger i味口令或 5 x ~0 - 6M ， 300_0- 1 约 8000 Ix • l I 叶绿紊/hr
i川 Ix，不栅情况下通入[ 通入富含 1%C02 空气到 「
百合 1 %C02 空气 12 1/min/j言'养箱 ! 

烟 草 l 从髓 fiß Ì:~导 ， LS 修改培养i 培养基条件同左 l 罔体培养 i 50- 1川肌
Nicotiana 基 (含有二倍量的维生素) i 约 80001x ， 通入窟'含 1 %C02 !5-8 倍/48 天IFW

tabacwn ì 10-sMNAA , 10- 6M 激动空气到 10-20 ml/min/烧瓶。 大瓶培养 1 132 J.1 mol/mg 叶

var. SQl月川 怯 | 大瓶培养情况下，空气: N2 ! 1. 8 倍/ 18 天 !绿素/hr
I 3%煎糖 '(7 ;3) 4 l / min/5 I I 浅层培养 ! 

14- 6 倍/2 8天|

菠 菜 ! 幼苗 ， MS 修改培养基(+ I 通入空气/问， I %COzJ'fJ C叫 2 倍/6一11 1 1 · 1一 1.4 吨/g.
Spinach iα :200 ppm 谷氨酸~诩节 67一100 μmol/ I ， 1.81 ， 大|天 .nW 

0.1 ppm NAA， 0 . 2 ppmi瓶连续培养 l' - : 41 0-550 μMol 
oleracca 激动素 1%煎糖， | i m川S叶绿素/hr

1 2. 2-4. 8 x 10 3erg/ cm2/ s : I 
Marchantw ! MilIer 培养基， 2%族榕」修改 MS 培养基(增1刷刷'.;1 41 倍/ 18 天

i 10% 书Iß乳 们度 )
poiyImrpM l white 培养基 ， 2%葡萄喇 2 , 4-D lppm 

: 1 ppm 2 ， 4-D -->-MS修改剧 23 . 2 W / m2 
i养基 ， 2 % 葡萄糖 ， 1 pp叫 通入富含 1 %C02 空气到 5 0 0
i2 , 4-D , 5700 erg/cm乌 s Iml /5 00 ml 培养基/min 1 I 
，._---~啕----帽帽'……四叩咽 --甲、---…-徊甲....... …---四--'~----~-唱_，' ... _. _. -嚼，白白电---

此外， 报道光自养培养 的 植物尚有骆驼蓬(Peganwη harmo切) ， 糖芥属 (Erysimum decumbes) ， 胡萝 卡

(DaCLLs carot的，鸡眼藤J;t!， (Morinda lucide ) , ìill菜 (Brassicα napus) ， 长春花 (Catharanthus roseus) 。

详细情况不清楚。

浓度。 一是 CO2 气 14叫u空气技 ·定比例吨合哥通气的

方法 (阁 1 )。二是用双烂的瓶利用 2 M K2C03/ KHCO, 
溶液配制 C02 3 IZ {街主飞的方U~ (I毛12) 。 前一方法， 气

体的其他成íji ( 例如氧气分压 )在易变化， 但适于大量

培养。

[ 实例 z 已离合 CO2 宝气的边气(参照阁 2 )1 . 
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将空气压缩机和 COl 钢瓶调到 足 庄(例如'1 ~g/ 号 低。 此时，细胞低密度培养就可以促进生 i夭。 例如石

m勺， 按一定比率(空气 : COl IOO:lj-5)的流量混合 ， 刁柏细胞在连续培养下 ，细胞密度从 5 mg D . W. j ml 

混合空气增加湿度后 ， 用过滤器<HA 型 。 . 45 μm 泌膜 降低到 2mg D. W. /ml ， 细胞倍增时间则从 5 . 8 天缩

或棉塞〉除菌，再通入培养箱、烧瓶、 振荡培养苦苦、 大 短到 1. 9 天。

型培养瓶等。 向烧瓶等培养器内直接通气， 因为易于 C. 稳定光 自 养培养的保持

混入杂菌须经二三个连续的过滤器。 适宜的通气量为 促进光自养的重要因素除上述的以外， 尚有以下

10-20 ml/min/每一烧瓶或 2-4 l/ min/20 I 容积;培养 儿点: 1. 生长素的浓度要低。 2 . 降低氧分庄。 3. 增

稽。 力H麟酸的浓度等等。 特别是在液体培养基中大量培养

b. 充足的光1!技 情况下， 呼吸活性高 ，降低 Ol 分 压对光自养培养是十

在光自养培养肘 ， 在光照的混合营养情况下须强 分重要的。

光照明， 通常需要 8000一 1 5 0001x 。但是在液体培养 (周荣仁宇i译 自 《植物细胞陆养?二 工 7 ; 11> 

申生长旺盛， 细胞相互遮蔽，光合作用的有效限量降 一书的 29~34 页"光独立荣益培蜜"一节)

人胃管状腺癌细胞系(N'GCC-831 0 )的建立

及其生物学特性的观察

陈忠英毕恙颖彩]九龙张他乾 乐美兆

(中国人民解放军第八一医院)

建立人癌细胞系， 对癌变机理的探讨， 以

及临床诊断， 药物筛选等方面的研究， 提供了

较好的细胞实验模型。国内 已有数例胃癌细胞

系建立的报告，但尚未见人体胃管状腺癌细胞

系建立的报道。我院自一九八三年十月 开展了

建立该细胞系的工作， 至今已连续体外传代培

养近 16 个月 ， 传至 118 代，细胞生长旺盛，

定名为 NGCC-8310 。

-、材料来源

肿瘤组织取自本院外科手术标本，患者仇

x X ，男性， 55 岁， X 线摄片报告为胃小弯侧

角切迹处偏后见有一个 2 x 1.5 cm 鑫影， 周围

粘膜增粗，部分粘膜破坏，消化蠕动中断，符

合溃痛型癌，范围为 6 . 5 cm。切除的肿块经病

理学检查， 诊断为胃管状腺癌。

二、建株经过

将手术切除的胃癌组织标本立即在无菌操

作下，去除结销组织和坏死组织， 用 Hank's

液 HI洗数次，置入培养皿中， 取出部分供病理

诊断， 其余肿块剪成 1一1.5 mm3 左右的小块 ，

经少量培养液湿润后，把组织块分散贴在培养

守 瓶中， 底面朝上， 同时加入 RPMI-1640 培养

液 3 ml , 内 含 20%小牛血洁， 青 、 链霉素各

100 ujml 置 3 7 0C培养箱内， 2 小时后，待组织

块粘附瓶庭后，再轻轻翻转小瓶，使组织块漫

在培养液中 ， 静置培养， 根据 pH 的变化， 更

换培液。于培养第十一天在部分组织块周围生

长出细胞晕，有的组织块周围生长出纤维样细

胞， 第二十二天纤维 样细胞铺满瓶底， 用

Hank's 液洗二次， 0. 25 %膜蛋白酶消化，进行

第-次传代。第三十天行第二代传代。第四十

四天观察到一堆生长旺盛的上皮样细胞， 细胞

轮廓清楚， 透亮，纤维样细胞粗大，内含粗颗

电镜规察得到三O二医 院梁士饵-同志 的热心指
导，谨致谢意。
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