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细胞污染及检测鉴定
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摘要      细胞作为重要的实验模型广泛应用于各类实验, 几乎所有科研实验室中都需进行细

胞培养。细胞培养过程中最大的威胁就是细胞污染, 凡是混入细胞培养环境中, 对细胞生存有害的

成分和造成细胞不纯的异物都应视为污染。细胞一旦遭到污染, 所有的实验结果都会变得毫无意

义。因此, 及时检测并鉴定出所培养的细胞是否被污染至关重要。该文总结了细菌污染、真菌污染、

支原体污染、细胞交叉污染和鞘氨醇单胞菌污染这五类细胞污染及其检测方法, 并提出了相关污

染的预防措施及几种常见清除方法以供参考。
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Abstract       Cell lines are used extensively in various research as an important experimental model. Almost 
all research laboratories cultured cells. The most serious threat in cell culture is cell contamination. Ingredients 
and impurities which mixed into the cell culture environment, harmful to cells or caused cell impurities should 
be considered as contamination. Once the cells have been contaminated, all the results will be meaningless. 
Therefore, detection and identification of cell contamination in time is essential. This paper introduces the bacterial 
contamination, fungal contamination, mycoplasma contamination, cell cross-contamination, Sphingomonas 
pollution and some detection methods thereof. Additionally, several preventive measures and common cleaning 
methods are put forward so as to provide a reference for future reference. 
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过去几十年里, 细胞作为模型被广泛应用于各

种科学实验、医疗研究或制药工业中。细胞因其能

够替代组织或实验用生物进行体外测试的特点, 成
为各类研究、药物开发或生产的基础。随着生物学

的迅速发展, 几乎所有实验室都需进行细胞培养, 因
此成功的细胞培养成为了各类细胞实验的基础。然

而在细胞培养过程中, 会因取材不当、操作不慎或

灭菌不彻底等各种各样的原因导致细胞污染。若细

胞遭到污染, 会导致时间及科研经费的浪费、实验

数据有误、实验结果不可靠和实验无法重复等一系

列严重的后果[1]。若受污染的细胞系被用于疫苗或

药物的开发或生产, 则下游生物制品的质量将受到

严重影响[2-4]。因此, 了解各类细胞污染类型并及时

进行检测鉴别, 从而清除污染, 是成功培养细胞的关
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键之一, 也是成功实验的基础。细胞污染有细菌污

染、真菌污染、支原体污染、病毒污染、昆虫和寄

生虫污染、化学污染和细胞交叉污染等多种类型[5]。

1   细菌、真菌污染
细菌和真菌污染是最常见的两类细胞污染

类型。其中, 常见的细菌污染有枯草杆菌(Bacillus 
subtilis)、大肠杆菌 (Escherichia coli)、假单胞菌

(Pseudomonas)、白色葡萄球菌(Staphylococcus albus)
等, 常见的真菌污染有烟曲霉(Aspergillus funigatus)、
黑曲霉(Aspergillus niger)、毛霉菌(Mucor)、白色念

珠菌 (Monilia albicans或Canidia albicans)和酵母菌

(yeast)等。

细菌和真菌污染很容易被检测, 因为受到细

菌、真菌污染的细胞, 培养过程中培养基会出现肉

眼可见的明显特征。细菌污染会导致培养基出现浑

浊、颜色改变以及pH值急剧变化, 受污染的贴壁细

胞在几天内会逐渐脱壁死亡。真菌污染后的细胞生

长速度变慢, 培养基中会漂浮白色、浅黄色或黑色

的小点[1]。因此, 通过观察培养基的颜色、漂浮物、

pH值或在显微镜下观察细胞及其生长状态, 从而能

初步判断该细胞是否受细菌、真菌污染。

除了直接观察进行判断外, 还可以使用培养检

测法。将细胞培养物在各类培养基中适温培养若干

天后, 观察是否有细菌或真菌生长。其中, 在营养琼

脂培养基(nutrient agar)、血琼脂培养基(blood agar)
和麦康凯琼脂培养基(MacConkey agar)中, 37 °C下培

养可用于检测好氧细菌; 在巯基乙酸盐肉汤培养基

(thioglycolate broth)中37 °C下培养可用于检测厌氧

菌; 在沙氏葡萄糖肉汤培养基(Sabouraud’s dextrose 
broth)中30 °C下培养10~14天后涂片观察可用于检

测其他特殊菌[6]。

2   支原体污染
细胞污染是世界细胞库面临且长期存在的一

大问题。每年都会由于细胞污染导致数万美元的损

失。而在这些污染之中, 支原体污染是首要威胁[7]。

支原体是广泛存在于自然界中能独立生活的最小微

生物[8], 直径300~800 nm, 能在细胞内繁殖, 且细胞

壁的缺乏使其对常见抗生素如青霉素和链霉素具有

更高的耐受性[9], 其灵活、小规模和多态性使它更

容易透过0.22~0.45 μm滤膜。自1956年Robinson等[10]

第一次报道支原体污染以来, 世界各地实验室细胞

库开始重视并检测细胞中是否存在支原体污染。有

文献指出, 细胞培养过程中, 支原体感染发生率高达

30%~60%[11]。因此, 及时、准确地检测出所培养的

细胞是否有支原体污染至关重要。

污染细胞的支原体主要有人源、猪源和牛源三

类, 大部分是发酵支原体(Mycoplasma fermentants)、猪

鼻支原体(M. hyorhinis)、口腔支原体(M. orale)、精氨

酸支原体(M. arginini)、梨支原体(M. pirum)、唾液支

原体(M. salivarium)、莱氏无胆甾支原体(Acholeplasma 
laidlawii)和人型支原体(M. hominis)[12-15]。

支原体污染会影响细胞的形态、功能、代谢、

细胞膜、生长速率、诱导染色体畸变、细胞内信

号传导等各种细胞特性[16-17]。受支原体污染的细胞

在培养时培养基的pH值不会发生改变, 也不会浑浊, 
因此, 很难直接观察出细胞是否受到污染[18]。常用

的支原体检测方法有培养法、DNA荧光染色法、酶

联免疫吸附法和PCR法等。

2.1   培养法

培养法是最传统的检测方法, 该方法能直观

地显示是否存在支原体污染。将细胞培养物置于

PPLO肉汤培养基(pleuropneumo-nia-like organisms 
broth base)中, 37 °C培养3天后离心, 将沉淀物转移至

PPLO琼脂培养基相同条件下培养4~6周[19], 观察是

否有“煎鸡蛋”样菌落出现, 若有即为支原体污染[6]。

这种方法简单易行, 但耗时比较长, 且存在不

少缺陷。支原体由于遗传缺陷, 导致某些代谢途径

缺失, 其生长很大程度依赖于培养基的成分[20]。在

配制培养基时, 任何成分质量或批次的不同都会影

响支原体的生长, 从而影响检测的灵敏度[21-22]。不

同的生长条件(如好氧、厌氧、微氧等)也会影响检

测结果, 易导致假阳性[23-24]。此外, 还有许多支原体

无法培养[25], 因此, 使用培养法的检测结果并不全

面。

2.2   DNA荧光染色法

DNA荧光染色法是基于使用荧光染料DAPI或
Hoechst 33258的细胞化学染色法。荧光染料能选

择性的结合细胞和支原体DNA的小沟, 因此, 在准

备过程中, 任何存在的DNA均会被染色[26-27]且DNA-
DAPI复合物吸收波长为340~488 nm[9]。将待测细

胞单层培养至70%~90%汇合度时, 用细胞刮刀收

取, 以5×104/mL~1×105/mL浓度转接至盖玻片上培养
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12~24小时[28], 用无菌磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤, 并在

37 °C下用DAPI-甲醇溶液染色15分钟, 无菌水洗涤

并烘干后置于柠檬酸缓冲液(pH5.5)׃甘油(21׃)条件

中, 用指甲油密封[29]。处理后的玻片置于荧光显微

镜下观察, 被支原体污染的细胞经染色后, 细胞核外

与细胞周围可看到许多大小均一的荧光点。

2.3   ELISA法

酶促反应作为生物化学检测手段可应用于培

养细胞中支原体的检测, 如通过测乙酸激酶、氨基

甲酸激酶[30-32]等各类酶的活性, 能快速、灵敏地对

细胞培养物进行筛选检测。

酶联免疫吸附测定(enzyme-linked immuno-
sorbnent assay, ELISA)试剂可通过商业渠道购买, 其
中包括针对细胞培养过程中常见支原体/胆甾原体

抗原的多克隆抗体。用于检测的抗体与生物素共轭

结合后, 链霉亲和碱性磷酸酶水解4-硝基苯基磷酸

生成黄色的硝基苯酚产物, 在405 nm波长下通过酶

标仪量化[33]。ELISA检测支原体污染有较好的特异

性和敏感性, 最显著的优点是能一次检测大量样品。

2.4   基于DNA聚合酶链式反应(PCR)的扩增检测

PCR技术是根据DNA高温变性、低温退火、

适温延伸的原理进行的扩增技术。

自Uemori等[34]公布了12种支原体16S-23S rRNA
区域的序列后, 应用PCR技术进行支原体检测的研

究迅速发展。16S、16S-23S、23S rRNA是支原体基

因组内的保守区域, 根据这些区域的序列设计特异

性引物, 使用PCR的方法扩增后, 利用琼脂糖凝胶电

泳进行检测, 通过比对分析扩增产物的大小, 可进行

支原体感染的初步分析鉴定。

PCR检测法与传统培养或荧光染色技术相比, 
具有快速、稳定、易重复及灵敏度高等特点[35-36]。

但易受其他污染物如细菌、真菌影响导致假阳性结

果, 且仍处于实验室研究阶段, 尚无标准、准确的一

套检测方案[37]。

3   细胞交叉污染
细胞交叉污染问题来源已久, 在上世纪七八十

年代, 细胞库中多达三分之一的细胞是被其他细胞

系冒名顶替的, 其中最著名的一个例子就是HeLa细
胞系。HeLa细胞系是成立约翰 · 霍普金斯大学医

学院(Johns Hopkins Medical School)的George Gey于
1951年从一位31岁的已是四个孩子的母亲Henrietta 

Lacks身上获得的宫颈癌细胞, 也是研究者首次成功

培养的人类癌症细胞系。随后几年里, 几乎所有癌症

基础研究实验室都开始培养HeLa细胞用于研究[38]。

在培养过程中, HeLa细胞生长速度惊人, 并在不知不

觉中取代了研究者培养的其他细胞, 最终导致许多

实验室所培养的细胞虽然贴着原来的细胞标签, 但
实际上已经被HeLa细胞替代了。1966年, 细胞组织

器官培养第二次十年回顾会议上, Gartler[39]首次报道

所谓独立起源的18个人源细胞系都是HeLa细胞。除

了被其他细胞污染替代外, 由于实验人员贴错标签

导致细胞错认也经常发生, 但在此前很长一段时间

内, 许多人由于自满, 刻意否认和抵抗这一事实。与

此同时, 研究者们仍用错误的细胞进行实验、发表

论文, 导致许多论文结果均不可信[40]。因此, 时刻关

注所培养的细胞是否单一且正确, 是实验过程中必

不可少的一个步骤。常见的细胞鉴定法有同工酶图

谱分析法、人类白细胞抗原(human leukocyte antigen, 
HLA)分型法和短串联重复序列(short tandem repeat, 
STR)图谱分析法等。

3.1   同工酶谱分析

同工酶是一组具有同一催化作用, 但组成、理

化性质和结构不同的酶, 存在于高等生物细胞内, 如
乳酸脱氢酶、嘌呤核苷磷酸化酶、葡萄糖-6-磷酸脱

氢酶和苹果酸脱氢酶, 不同来源的细胞具有不同的

同工酶分布, 通过凝胶电泳分离后, 对电泳带型和相

对迁移距离进行分析, 常用于细胞系种属鉴定[41]。

进行同工酶谱分析时, 首先要提取细胞的同工

酶, 然后在冰浴上进行凝胶电泳, 最后进行显色后即

可得到所测样本的同工酶谱, 对所得图谱进行分析

即可判断细胞是否为同一种属。

同工酶谱分析能有效判断所培养的细胞是否

为同一种细胞, 且有一套商业化的分析系统被应用

于细胞库中细胞系误认的检测[42]。但有研究表明, 
污染的细胞至少需要占总细胞数量的25%, 其同工

酶才能被检测出来[43]。

3.2   HLA的DNA分型技术

人类白细胞抗原(HLA)复合体是人类的主要

组织相容性复合体(major histocompatibility complex, 
MHC)。不同个体HLA基因中的碱基有较大差异, 造
成核酸限制性内切酶识别位点及酶切位点数目不

同, 因此, 产生数量和长度不等的DNA酶切片段的

长度多态性(restriction fragment length polymorphism, 
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RFLP)。用特异性探针和整个基因组DNA酶切片段

进行杂交, 即可分析定型[44]。

3.3   细胞STR图谱分析和单核苷酸多态性分析

短串联重复序列(STR)基因座由长度为1~6 bp
简单的串联重复序列组成, 这些重复序列广泛分布

于人类基因组中, 且具有高度的长度多态性。进行

STR图谱分析时, 先要提取细胞样品基因组, 随后用

所设计的混合引物进行荧光PCR, 每一个STR位点均

能被扩增且扩增产物标记上不同颜色的荧光, 通过

毛细电泳分离后得到不同大小的片段, 将片段大小

转换为等位基因峰图, 通过峰图与参考数据库中的

图谱进行比对后即能分析是否存在细胞交叉污染[45]。

过程如图1所示。

近年来, 大量研究表明, STR基因分型法是进

行细胞交叉污染鉴定最有效且准确的方法[45]。此

方法弥补了同工酶法只能进行细胞种属鉴别的不

足, 具有多态性高、数目多、稳定性高、检测灵敏

等优点[46]。关于人源细胞STR的实验有一套国际性

的操作标准[47]。短串联重复序列(STR)谱被广泛应

用于各大生物资源中心细胞系的认证, 包括德国菌

种保藏中心 (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkulturen, DSMZ)、美国组织培养库(American 
Tissue Culture Collection, ATCC)、日本癌症资源库

(Japanese Collection of Research Bioresources Cell Bank, 
JCRB)和日本理化学研究所(RIkagaku KENkyusho/
Institute of Physical and Chemical Research, RIKEN)。
STR实验结果可在网上公开的人源细胞系STR分型共

享数据库中进行比对[48], 因此, 许多科学家均呼吁使

用人源细胞进行的实验论文发表前, 都应提交STR鉴
定图谱[49]。

然而STR分型存在局限性, 已有报道指出, 广泛

使用的细胞系(如Jurkat)在错配修复时会引起许多

缺陷导致错配识别蛋白MutS或MutL功能缺失, 在
长期培养后, 其STR特征会发生改变, 导致错误的认

证结果[50]。因此, 单核苷酸多态性(single nucleotide 
polymorphisms, SNP)基因分析成为了另一种可用于

跟踪生物样品的DNA分析方法, 通过分析24个SNP
指纹图谱来认证细胞[51], 对于衍生自近亲杂交的小

鼠细胞的分型鉴定也有望通过SNP得到解决[52]。但

基于SNP的细胞鉴定方法尚未成为美国国家标准学

会(American National Standards Institute, ANSI)批准

的标准认证方法[53]。

4   鞘氨醇单胞菌污染
鞘氨醇单胞菌(Sphingomonas sp. Shah)类属变

形菌门, 是Tahir等[54]发现的一种新型细胞培养污

染物。该污染物是从牛肾细胞(bovine kidney cell, 
MDBK)中分离出来的, 能在含高浓度葡萄糖的改

良Eagle培养基 (Dulbecco's modified Eagle media, 
DMEM)中生长。鞘氨醇单胞菌污染的48小时潜伏

期内, 培养基底部会出现白色小圆点, 5天左右这些

小圆点逐渐清晰可见, 到了14天左右时会在培养皿

底部形成致密层, 但不会造成培养基浑浊。鞘氨醇

单胞菌能入侵多种哺乳动物细胞, 造成如核周区域

图1   短串联重复序列分析方法(根据参考文献[40]修改)
Fig.1    Short tandem repeat analysis (modified from the reference [40])
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空泡、细胞质颗粒和细胞膜起泡等各种各样的细胞

病变[54]。

鞘氨醇单胞菌的特殊之处在于它暂时没有有

效快速的检测、预防和清除方法。Tahir等[54]尝试使

用检测细菌、真菌和支原体的培养基对细胞污染物

进行培养, 结果显示, 细胞污染物在胰蛋白酶大豆肉

汤培养基、液体巯基乙酸盐肉汤培养基、营养琼脂

培养基、血琼脂培养基、PPLO肉汤培养基和PPLO
琼脂培养基中均没有生长。因此, 实验者需谨慎对

待此类细胞污染。

5   污染的预防与清除
对于培养的细胞来说, 一旦遭到污染, 即使使

用物理或化学的方法去除污染物, 细胞的损伤也是

无法修复的, 因此细胞培养者的首要任务就是做好

污染的预防工作。在细胞培养过程中, 潜在的污染

源主要有四大类: 人源、环境、试剂耗材以及其他

细胞系。

5.1   人源污染

首先, 实验员身上夹带的灰尘、皮肤细屑、唾

沫都会成为潜在的污染源, 因此在进行细胞培养操

作时, 最好佩戴口罩和手套, 避免唾沫中微生物的污

染以及频繁洗手导致干燥、片状皮肤带来的颗粒污

染[5], 且使用独立干净的实验服。其次, 实验员操作

时的失误如不同细胞使用了相同的实验器皿、标签

错误等均会造成细胞污染, 对此实验员在操作时必

须谨慎, 确保无误。

5.2   环境污染

环境中的污染源很多, 首要污染源就是二氧化

碳培养箱和水浴锅。首先, 培养箱和水浴锅是霉菌、

酵母等原核生物的聚集地, 潮湿的环境和培养箱适

宜的温度, 为这些菌类提供了优良的生长环境, 它们

会通过与放入其中的培养瓶、试剂瓶接触, 从而再

污染其他培养瓶甚至是直接污染细胞。因此, 建议

培养细胞时所需用水均使用无菌蒸馏水, 每月定期

清洁培养箱、水浴锅、冰箱等仪器, 可在其中放置

0.05%苯扎氯铵(benzalkonium chloride)用于抑制微

生物生长[1]。其次就是细胞储存的环境, 大多数实验

室会将细胞储存于液氮中, 而支原体虽然无法在液

氮中繁殖, 但它能够存活于液氮中, 并通过液氮污染

其中的细胞, 因此, 对于需要储存于液氮中的细胞, 
最好使用包裹管套的冻存管[55]。

5.3   试剂耗材污染

影响最大的污染源就是实验用试剂及耗材, 一
旦遭到污染, 那么将损失大量的细胞。细胞培养基

和动物产品是使用频率最高的试剂也是污染的主要

来源之一[56]。大多数培养基无法高压灭菌, 因此过

滤除菌相当重要, 必要时可以使用0.1 μm的过滤器进

行过滤。精氨酸支原体和莱氏无胆甾支原体污染的

主要来源是胎牛和小牛血清, 猪鼻支原体的主要来

源是胰蛋白酶[57], 除了过滤除菌外, 也可以使用UV
照射来消除潜在污染源且不损伤血清的成分[15]。对

于受污染的耗材, 最好丢弃或经高压灭菌后再使用。

5.4   其他细胞系污染

最直接的污染源就是作为细胞起始培养材料

的组织。因此, 购买细胞时最好从信誉良好的正规

渠道进行购买, 对每一个进入实验室的细胞系都要

在开始培养的初期就进行全面检测, 没有问题之后

再进行进一步的实验或保存[58]。在实验过程中, 实
验员应全面了解自己所使用细胞的各类特征特性, 
并在日常培养过程中时刻观察其形态和生长过程, 
特别是同时培养多种细胞系时, 一旦发现细胞形态

或生长特性有异, 就应立刻进行检测, 确保细胞系的

单一无污染[59]。

若培养的细胞不慎遭到了污染, 那么可以尝试

使用表1中的药物进行处理。

6   小结 
细胞污染是细胞培养过程中常常会面临的挑

战, 且导致许多严重的后果。实验室的细胞一旦被

表1   细胞污染处理药物

Fig.1   Medicines used for cell contamination treatment 
污染类型

Pollution type
处理药物

Treatment

Bacterial contamination Penicillin/streptomycin, vancomycin, norfloxacin, cefazolin sodium

Fungal contamination 10% fluconazole sodium chloride, nystatin, griseofulvin

Mycoplasma contamination Plasmocin, gentamicin, kanamycin



陈    琳等: 细胞污染及检测鉴定 501

发现受到污染, 除了实验室的信誉受到影响外, 各类

细胞实验结果均会遭到质疑, 用受污染的细胞所制

备的各类产品和药物均会贬值甚至禁止销售[59]。此

外, 在受污染的细胞中生产的疫苗, 会引发接种疫苗

的动物或人感染疾病[25,60]。因此, 在任何涉及细胞

培养的研究、开发或生产过程中, 必须确保使用经

过检测认定且低代数的细胞系[61], 并在实验过程中

时刻检测所培养的细胞的状态, 及时发现是否遭到

污染。对于各种不同的污染类型都有不同的检测方

法, 通常情况下一种检测方法不能全面地检测出污

染物, 因此, 需要根据细胞培养的状态选择合适的检

测方法或几种检测方法联合使用。

检测并消除污染的同时, 从根源上断绝污染也

至关重要。污染通常源于操作不当、间接性细胞培

养用品或外加的培养介质如血清、胰蛋白酶等[62-65]。

因此, 规范实验操作、避免连续使用抗生素、拒绝

“免费”细胞、从规范的细胞库购买细胞等各种方法

都有助于减少实验室中的细胞污染。

细胞系认证报告能增加科研结果的可靠性, 也
可视为实验者对其研究结果充满自信的体现, 缺乏

该数据的论文常出现无法重复或后续实验失败的结

果[66-67]。因此, 众多杂志和科学家均呼吁所有从事

与细胞培养相关的研究者, 做好细胞鉴定工作, 并在

论文发表时一并提交该报告[68]。

除了培养过程中细胞污染导致的细胞问题外, 
细胞系的命名也是世界细胞库需要考虑的一大问

题[69]。在生物研究中, 常常由于缺乏标准的细胞系命

名法, 而导致细胞系误认、细胞系交叉污染、细胞缺

乏详细注释等问题, 最终影响实验的可重复性[70-75]。

在各大细胞库元数据中, 细胞系的命名缺乏一致性, 
同一个细胞在不同应用领域有不同的命名方式, 其名

称在大小写、缩写上略有区别, 这在很大程度上影响

了研究者检索的效率和有效性[76-77]。许多科学家已经

着手进行细胞标准化命名管理的研究[69], 但这并不容

易, 细胞的规范培养及管理还有很长的一段路要走。
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