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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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表 1 几种抗生素对支原休作用的比较

二二二~二 支剧本非! I芫 1 / 飞 l 
二_X_ "j"， ,'1' TT :'-'-c I A.I ( J性京用最)M . a M.h I M .o 

飞 μg/ml r' '-1 " -. " ! 
m生j:~çμg/ml) 一二二三>_， 1一一午一一------ 飞 …一 -一 一一一-一'一_i_一一

Tiamul in (10) 

Minocycline (5) 

Ka namycin (500) + (莓 ) (50 ) 十 - ( 毒〉 + 

(5000) 一 (毒〉 (500 ) -(毒 〉 一(毒) + (毒 〉

Tylosine (200) (20) + + + 

(2 000) X (200 ) + + X × 

Spectinomycine (2 00 ) + + + ( 毒) (20 )+ + + + + + 未作

(2000 ) + + + (毒 ) (200) - (毒 〉 + + + + + + 

Lincomycin (500) +十 (毒) (50) + + + + 十(毒〉

( 5000) 一 (毒 ) (500)-(毒 ) X X 

Gentamycin (50) + + + + + + + 

(500) + + + + + + + 

注 : 十+个:严重污染 J + + ， 多数细胞轻度污染 J + ， 培养物中有支原体检 tlJ ; 一:无支原休检出 (DNA
荧光法) J (毒) ， 有细胞毒性 ; X:细胞因毒性死亡。

比起预防来，总是下策。新的较好救治方法的

出现也没有改变这一点。我们知道， 培养细胞

用的血清是造成支原体初级 污染(或称偶发污

染)的主要来源[22]，而已发生污染的培养物则

是次级污染(或称继发污染)的主要来源( 23J。对

于预防来说， 血清中携带支原体的问题是一个

长期以来最令人头痛的问题。因为首先是我们

到现在还不能确切知道支原体是如何进-入血液

的。甚至我们亲自在严格无菌条件下取血仍有

时会有少数血清被污染。估计这可能是来自母

体生殖道。老:鉴定一下小牛 !也请中支原体与母

牛生殖道中支原体的种类，加以比较， 可能杳

助于澄清这个问题。其次是血清中的支原体数

量少， 又不y!占附在细胞夜雨，因此检测起来也

困难得多。 至于 I[ll i青中文原体的去除，有人采

用加热灭 ì;S法 ， 但多数是用过晤。由于支原体

不具有坚硬的细胞壁， 容易通过一般的细菌惊

器，而孔径更小的语:膜因极易吸附蛋白发生堵

塞而无法用于过诺:血洁。目前在去除血清中的

支原体方面已经出现了具有实际应用价值的进

展。 日本密捷;膜 (Mill ipore )公司出品 了一种正

压过德装置， 可以惊除血清中的支原体。 它的

全部秘密就在于其使用的 Durepore 晾膜良好

的表丽特性。 这种滤膜是用聚二氟乙烯 ( poly

videne fluoride)制造的， 其化学抗性类似聚四

氟乙:啼 ， 膜本身是憎水性的， 但通过表面的化

学修饰， 可以使之与水亲和。这样它可以迅速

被水浸湿， 同时保持了原材料对化学物质的抗

性和物理特点。特别是， 它对于蛋白质的非特

异性结合极弱。所以它可以多层选装， 下层的

孔径较上层为小， 每层间夹放两层涤纶筛布，

从而即可挂:除支原休， 又不会发生畅通常过据:血

图 1 iE ffi过滤装置全图

箭号示 ïEFF供应 1. 不须灭~i 2. 滤器 ，需灭商

清时恼人的堵塞问题。图 1 为该系统的一套装

置。此法除了具有可靠的效能外，尚有使用方

便，过据迅速的优点。 Durapore 滤膜具有高度
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稳定性， 可用蒸气或 126 0C消毒处理，前置过 i

iJ，!f，部分不须 ?肖奇。 i亥装置 iïJ 月二!来对加有血洁的

培液进行一次性过玩意灭菌， 为了去除支原体，

应用两层以上 0.22μ 孔径惊膜，此时在 0.7 kg/ 

cm2 压力下，每分钟可过滤 2 一3.5 升，亦即每

15 秒钟即可惊出 500 m1 的一瓶。若使用可弃

型则打开包装 ，不须再灭菌即可使用。用后即丢

掉， 更为方便。目前该公司 正试制孔径。 .1μ

的洁、膜，它对于惊除支原体将更为适合[24)。我

们经过初步试用 ， 血清和培养细胞尚未发现有

支原体。

总之，上述技术上的新进展，已经和正在

改变着人们对支原体污染长期以来"防不住、治

不好"的状况。我们相信，普遍地在实际上解决

这一问题，已经为时不远了。
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信 惠

中国科学院上海细胞生物学研究所与在国家科委大力支持下成立的中美合资经营的华美生物工程公司合作，

乐意为我国的生物工程及分子生物学的发展作出贡献。最近，在上海细胞生物学研究所内设立华美公司上海办事

处， 该办事处主要经销由生物技术发展出来的产品，并不断开发新产品。目前该公司己可供应遗传工程中常用的

工具酶， 其中包括 T.DNA 连接酶， RNA 聚合酶， DNA 聚合酶 I 等 60 余种， 及其它有关底物或试齐IJ几十种。

另外还供应多种型号的微波炉， 塑料真空干燥器等小型仪器。该公司实行新的供应办法， 接受来函来电订货， 市

区内可在 24 小时内免费送货上门 ， 为对用户高度负责，试行"先使用，后付款"的办法，如在规定时间内，使用者

发现质量不合规格，用户可要求退货或无条件换货，经本公司调查核实确属产品内在质量问题，则酌情赔偿用户

内此造成的经济损失。该公司真诚地希望与广大科技工作者密切联系，热诚地为大家服务。

中国科学院上海细胞生物学研究所开发部
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