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细胞系错误识别与交叉污染及其检测方法
张彤彤  廉润通  朱羽婕  周彦铸  岳静  庄安琪  伍义行*

(浙江省生物计量及检验检疫技术重点实验室, 中国计量大学生命科学学院药学系, 杭州 310018)

摘要      细胞系错误识别和交叉污染对科学研究及临床应用等造成了严重危害, 并已成为长

期困扰国内外学者的问题。细胞交叉污染是指细胞在分离、培养和使用过程中, 混入了来源于种

属内或种属外的非目标细胞而造成的污染。细胞系错误识别和交叉污染的检测是确保体外培养过

程中目标细胞及其产品质量的关键控制环节, 是细胞治疗相关临床研究和细胞产品审批的必检项

目。但目前仍缺乏一套可靠的细胞系错误识别和交叉污染的检测体系及评价标准。该文从形态学

特征、染色体核型分析、同工酶谱分析、人类白细胞抗原分型、基于DNA的鉴定和细胞专属特

性分析等方面, 系统地分析总结了体外培养中错误识别和交叉污染的细胞系的鉴定方法研究现状

及存在的问题, 以期为科研用和治疗用细胞及其相关产品质控体系的建立提供参考。
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Misidentification and Cross-Contamination of Cell Lines in Culture 
and Their Detection Methods

ZHANG Tongtong, LIAN Ruitong, ZHU Yujie, ZHOU Yanzhu, YUE Jing, ZHUANG Anqi, WU Yihang*
 (Zhejiang Provincial Key Laboratory of Biometrology and Inspection & Quarantine, Department of Pharmacy, 

College of Life Sciences, China Jiliang University, Hangzhou 310018, China)

Abstract       The application of misidentified and cross-contaminated cell lines has caused by very serious 
consequence in scientific study and clinical application etc. It has plagued us for decades at home and abroad. 
Cell cross-contamination is the contamination of cell lines with unrelated cells from another cell lines (including 
the same species or other species) during cell isolation, cultivation and application. Detection for misidentifica-
tion and cross-contamination of cell lines is the critical control points to ensure the quality of target cells with 
related products in culture. It is also one of the items that must be examined in approval process of clinical re-
search related to cell therapy and cell-based therapeutic products. However, no reliable detection and evaluation 
system for mislabeled and cross-contaminated cell lines is available so far. Therefore, this paper reviewed the 
current status on detection methods for misidentification and cross-contamination of cell lines in the following 
six aspects such as morphological features, karyotyping, isoenzyme analysis, human leukocyte antigen typing, 
DNA-based authentication and cell-specific characteristics. Furthermore, to provide important references for the 

综述



1658 · 综述 ·

1907年, HARRISON成功分离青蛙神经母细

胞, 开创了体外细胞培养的先河[1]。1952年第一株

人源细胞系HeLa被成功建立, 从此细胞培养成为

生物医药基础研究和产业发展不可或缺的工具[2]。

伴随着细胞培养的广泛应用, 细胞错误鉴定或培养

物交叉污染逐渐成为一个长期困扰国内外相关工作

者的问题。细胞交叉污染(cell cross-contamination)通
常是指细胞在分离、培养(复苏、传代和冻存)和使

用等过程中, 混入了非目标细胞而发生的污染(图1)。
而国际细胞系认证委员会(international cell line authen-
tication committee, ICLAC)的定义是: 一个细胞系的基

因型与其最初供体不同时则认为这一细胞系出现了

污染[3]。第一例报道的有关交叉污染是由HeLa细胞

引起的, 最早可追溯到上世纪50年代[4]。随后发现了

越来越多的细胞系被HeLa细胞所污染[5-6]。据统计全

球广泛使用的细胞系中有超过400种细胞系经证实被

错误鉴定, 在美国及以欧洲和亚洲等国家实验室中至

少有20%存储的细胞系被错误鉴定或交叉污染[7]。而

对来自中国22个机构的278种细胞系进行检测, 发现

有46%(128/278)的细胞系被错误鉴定或交叉污染, 其

中由中国研究者建立的细胞系中有73.2%(52/71)被
错误鉴定[8]。显然, 交叉污染或细胞系身份错误识别

而导致的研究结论错误问题, 对科研以及细胞生产、

临床应用等造成了严重危害[9]。ICLAC和Nature、
Science杂志等机构多次呼吁研究者对细胞系进行鉴

定[10]。因此, 确保细胞系身份真实且不存在交叉污染, 
是生产用细胞基质以及治疗用细胞产品的关键质控

指标[11]。原国家卫生与计划生育委员会联合原国家

食品药品监督管理总局于2015年共同发布的《干细

胞制剂质量控制及临床前研究指导原则(试行)》和

2017年发布的《细胞治疗产品研究与评价技术指导

原则(试行)》, 也明确指出临床用细胞或细胞治疗产

品应进行细胞鉴定, 确保细胞无交叉污染。但目前

仍缺乏可靠的细胞系错误识别与交叉污染检测体系

及评价标准。

本文从细胞形态学特征分析、染色体核型分

析、同工酶谱分析、人类白细胞抗原(human leuko-
cyte antigen, HLA)分型、基于DNA的鉴定和细胞专

属特性分析等六个方面, 系统地分析总结了细胞系

错误识别和交叉污染的检测原理及评价方法的优点

图1   细胞培养过程中交叉污染的主要环节及其可能原因

Fig.1   Main links of cell cross-contamination in the process of cell cultivation and its possible causes

Possible causes of cell cross-contamination

Cell passage
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Resuscitation

P1 P2 P3 P4 P5

(1) Multiple cells are simultaneously cultured

(2) Mixed use of cell culture utensils or solutions

(3) Culturing stem cells with trophoblast cells

(4) Xenograft cells and cell misidentification

establishment of quality control system of cell lines used for scientific research and clinical therapy as well as re-
lated therapeutic products, the paper also analyzed the existing problems in verification and contamination detec-
tion of cell lines.

Keywords        cell cross-contamination; misidentification of cell lines; contamination detection of cell lines; 
quality control of cell lines
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与不足, 以期为细胞系及细胞治疗产品质量控制体

系的建立提供参考。

1   形态学特征分析
细胞形态学分析是细胞分型和鉴定的基本方

法, 可分为光学显微镜检查和电子显微镜检查。通

过对细胞形态观察可发现形态差异明显的细胞交

叉污染, 如上皮细胞和成纤维细胞可在光镜下进行

区分[12]。对于贴壁细胞, 可通过细胞形态、生长特

性等形态学特征初步判断细胞之间是否发生交叉污

染; 对于悬浮细胞, 可通过分析细胞尺寸、体积等形

态学特征初步判断是否存在交叉污染。若观察到细

胞培养物形态学特征差异明显或疑似出现细胞交叉

污染, 可选择其他检测方法进一步验证。除了通过

显微镜观察对细胞形态特征进行定性描述之外, 也
可通过对细胞表型特征进行定量检测, 从而分析不

同培养时间、不同培养条件和不同实验室等培养的

细胞的形态学特征[13]; 还可通过定量相显微镜(quan-
titative phase microscopy, QPM)基于细胞形态学特征

的相位成像技术对活细胞进行快速鉴定和分类[14]。

近来有研究报道采用深度学习方法, 结合AlexNet、
BCNN和DilatedNet网络建立基于形态学的细胞交叉

污染检测及活细胞鉴定的人工智能平台, 通过识别

细胞形态学的细微差异可取得较好的鉴定效果[15]。

此外, 拉曼光谱法是根据不同细胞类型的拉曼光谱

信号差异, 采用基于光纤探头的显微拉曼光谱对细

胞的生化参数变化进行分析, 也是一种潜在的细胞

鉴定手段[16]。

2   染色体核型分析
染色体核型分析是以分裂中期细胞染色体为

观察对象, 根据染色体长度、长臂与短臂的比例、

着丝粒的位置等特征, 通过显微显带技术对染色后

的染色体进行辨别区分, 随后对染色体进行排序和

编号, 最终得到染色体核型图谱并进行形态分析的

过程[17]。染色体核型分析可以判断细胞是否变异以

及变异程度, 如果细胞出现染色体变异, 就意味着可

能出现细胞功能异常, 故细胞体外培养须保持正常

核型, 核型分析是细胞鉴定的常用手段[18]。当细胞

系间存在不同的标记时, 或当需要对二倍体性状有

显著差异的物种进行鉴别时, 核型标准十分有效, 因
作为物种起源的核染色体能够保持稳定[17]。染色体

核型分析除了能有效地确定物种来源和鉴定正常或

恶性性质外, 还可检查细胞有无交叉污染[19]。如小

鼠染色体为40条, 不仅数目与人染色体不同, 着丝点

位置也存在明显差异, 小鼠染色体以顶端着丝点为

主, 而人染色体多为中央着丝点, 故核型分析可作为

鉴定细胞系种属来源的依据。以细胞培养和G显带

为基础的经典核型分析方法特异性高, 其地位尚不

能被新的分子手段所取代[20]。

光谱核型分析技术(spectral karyotyping, SKY)
是一种新的染色体核型分析方法, 它是以光谱成像

和傅里叶光谱学原理为基础, 对流式分选的染色体

进行PCR标记, 直接标记荧光素或间接标记半抗原; 
对5种光谱学不同的纯色染料(罗丹明、德克萨斯红、

Cy5、FITC和Cy5.5)进行组合得到独特的染色体探

针混合物, 将探针混合物与中期染色体进行杂交, 进
而再采用图像处理软件进行分析[21]。SKY可揭示

G、R、Q带通常无法检测到的染色体结构的细微变

异, 其具有高度的敏感性和特异性, 一次成像可同时

区分24条染色体, 如结构复杂的易位、缺失、扩增、

重排、双着丝粒、等臂及标记染色体, 检测稳定性

染色体畸变等[22]。SKY技术适用于鉴别与特殊表型

相关的染色体异常, 可用于早期诊断和治疗监测, 以
及细胞系遗传变异的鉴定[23]。

3   同工酶谱分析
同工酶是催化作用相同, 但组成、结构及理

化性质不同的一组酶, 广泛存在于同一种属或同一

个体的不同组织, 或同一组织及细胞的不同细胞器

中, 能较好地反映物种间的遗传差异, 常用于物种

分类、鉴定及培养细胞污染检测研究中[24]。不同种

属来源的细胞具有不同的同工酶分布, 通过电泳分

离可得到它们特异性的同工酶图谱, 因此同工酶谱

(包括等位酶)分析可作为种属鉴别的依据而用于细

胞系鉴定和交叉污染检测中[25]。美国华盛顿大学

GARTLER[4]教授基于同工酶表达引入了多态性概

念, 并将其用于人类细胞系的鉴别, 通过分析20个不

同的人源细胞系的葡萄糖-6-磷酸脱氢酶(G-6-P-D)
和磷酸葡萄糖变位酶(phosphoglucomutase, PGM)的
多态性发现: 只存在于非裔后代的G-6-P-D等位基因

表型, 却在高加索人细胞系中被检测到, 说明研究涉

及的细胞系被HeLa细胞污染。常用于同工酶分析

的系列酶包括G-6-P-D、核苷磷酸化酶(nucleoside 
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phosphorylase, NP)、乳酸脱氢酶(lactate dehydroge-
nase, LDH)、苹果酸脱氢酶(malate dehydrogenase, 
MDH)、天冬氨酸转氨酶(Aspartate aminotransferase, 
AST)等, 当污染细胞占培养物总细胞数10%以上时, 
这种技术能用于细胞交叉污染的有效鉴定[26]。同工

酶(包括等位酶)技术作为细胞培养质量控制的一种

例行监测方法, 主要用于种属间交叉污染检测, 也可

用于种属内交叉污染控制[27]。 

4   人类白细胞抗原(HLA)分型
HLA基因位于6号染色体(6p21.31)上, 包括一系

列紧密连锁的基因座, 部分基因编码的细胞表面抗

原, 是免疫系统区分自身和异体物质的基础。HLA
系统是已知最具基因多态性的系统之一, 超过1 250
个等位基因被鉴定并分布在HLA-I型分子(HLA-A、

HLA-B、HLA-C)和HLA-II型分子(HLA-DR、HLA-
DP、HLA-DQ)之间[28-29]。HLA分型最早采用的血

清学方法是根据抗原特异性血清与细胞表面表达

的特异性HLA抗原反应的原理进行的[29]。血清学

及细胞学分型技术主要侧重于分析HLA产物特异

性。目前HLA分型技术已由抗原水平发展到基因

水平, 包括早期利用序列特异性寡核苷酸(sequence-
specific oligonucleotide, SSO)或等位基因特异性寡

核苷酸(allele-specific oligonucleotide, ASO)探针基

于HLA-DQA1(或HLA-DQa)序列多态性检测进行

法医鉴定和细胞系鉴定[17,30]。而采用合成的序列特

异性寡核苷酸探针(SSO probe, SSOP)和序列特异性

引物(sequence specific primer, SSP)的分子方法, 是
通过特异标记引物对HLA基因座进行扩增, PCR扩
增产物再与SSOP杂交[31-32]。基于PCR-SSP的HLA分

型技术具有较高的准确性和灵敏度, 但主要的HLA
分型是基于序列的分型法, 即直接通过DNA测序实

现[33]。该法可采用基于第二代和第三代测序的HLA
高分辨分型技术进行[34-35]。同时, HLA分型研究也

在不断更新中, 如采用纳米孔测序技术进行高分辨

HLA基因分型[36]。

HLA系统是由负责淋巴细胞识别的细胞表面

表达的一系列分子组成的, 主要功能是把抗原决定

簇呈递给T淋巴细胞, 从而引发特异性免疫反应[37]。

HLA作为一种免疫学特征除了用于移植配型和疾病

诊断之外, 还可用于种属间细胞鉴定, 但由于非人源

细胞系研究不够深入, 目前仅将其用于人源细胞系

鉴定, 包括干细胞来源的鉴定[38]。HLA因其高度多

态性而成为代表个体特异性并伴随个体终身的稳定

遗传标志, 在无关个体之间HLA型别完全相同的几

率极低, 通过检测细胞HLA基因型可以鉴定细胞是

否存在交叉污染[39]。HLA系统已建有相关的参考数

据库, 但目前HLA分型只作为细胞交叉污染种属内

鉴定的辅助方法。

5   基于DNA的鉴定方法
5.1   基于DNA保守序列的PCR检测法

基于种属间DNA进化保守性差异建立的PCR
检测方法, 具有速度快、灵敏度高、特异性强等优

点, 可用于鉴定实验细胞的种属, 并判断该细胞是

否存在种间交叉污染[40]。2003年HEBERT等[41]提出

DNA基因序列可作为物种的“条形码”, 并以线粒体

DNA(mitochondrial DNA, mtDNA)—细胞色素C氧
化酶1(cytochrome c oxidase subunit 1, CO1)为靶点对

100种代表性物种进行了分类。DNA条形码(DNA 
barcode)是指生物体内能够代表该物种的、有足够

变异的、易扩增且相对较短的DNA片段。DNA条

形码基于种内进化过程中高度保守的、编码或不

编码蛋白的DNA序列, 为物种分类鉴定提供了依

据, 而基于mtDNA包括来自人类CO1和16S rRNA基

因的短片段(157~541 bp)的PCR检测法还可用于法

医鉴定[42]。细胞色素b基因(Cyt b)和CO1基因作为

mtDNA中的保守编码基因, 很少出现插入和缺失, 
种属内变异性较低(小于1%~2%), 而不同种属间差

异较大, 故通过PCR扩增Cyt b或CO1基因的检测结果

与标准品对照不一致或存在非特异性扩增产物时, 意
味着细胞样本可能出现了种属间交叉污染, 该法可

用于人和动物细胞系种属鉴定及交叉污染检测[43]。

2015年美国发布了基于线粒体CO1的动物细胞种

属DNA条形码鉴定标准, 为细胞系错误鉴定和不同

种属来源的细胞交叉污染的检测提供了参考依据。

而采用基于宏基因组的高通量测序, 通过对线粒体

CO1基因序列进行比对, 来鉴定细胞系和检测细胞

交叉污染也是一种有用的质控方法[44]。另外, 采用

基于mtDNA中Cyt b基因的巢式PCR技术在细胞系

鉴定和细胞交叉污染检测方面具有快速、灵敏的优

点, 比同工酶谱分析更加灵敏, 可检测1%的细胞交

叉污染[45]。

除mtDNA之外, 核糖体亚基也可反映不同种
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属的保守性, 12S rDNA和16S rDNA保守序列可用

于种属和法医鉴定, 也能用于种属间细胞交叉污染

检测[41,46]。鉴于醛缩酶(aldolase)基因在动物和人类

具有高度保守性, 采用PCR扩增醛缩酶基因(单独使

用难以区分亲缘关系相近的种, 如大鼠和小鼠)结
合DNA序列分析可用于细胞系鉴定和交叉污染检

测[47]。而基于Cyt b基因的PCR-RFLP法, 被证明是

一种灵敏的、重现性好的种属间细胞交叉污染检测

技术[48]。同时, 基于PCR扩增基因组DNA限制性片

段的扩增片段长度多态性(amplified fragment length 
polymorphism, AFLP)技术也能同时检测种属内和种

属间的细胞交叉污染[49]。另据报道, 基于β-珠蛋白

和β-肌动蛋白基因的特异序列而建立的PCR检测方

法, 用于人和动物细胞系的种属鉴定及交叉污染检

测, 可以检测5%~10%的细胞交叉污染[50-51]。此外, 
通过扩增犁鼻器(vomeronasal)受体基因而建立的

PCR检测法, 可用于人和动物细胞系的种属间细胞

交叉污染检测[52]。虽然PCR检测法具有快速和灵敏

的优点, 但在细胞系鉴定和细胞交叉污染分析上, 单
一PCR检测证据是不足的, 有必要采用多种检测方

法进行验证[53]。

5.2   DNA指纹及短串联重复序列分析

“DNA指纹”术语第一次被提到是指高突变小卫

星DNA的限制性片段长度多态性(restriction fragment 
length polymorphism, RFLP)分析[54-55]。RFLP技术用

于分析高突变DNA, 这些突变DNA广泛存在于生物

基因组中, 以一段相同或相似的核苷酸序列为核心

序列串联重复组成, 存在两种类型的串联重复序列。

(1) 小卫星DNA, 又被称为可变数目串联重复序列

(variable-number tandem repeat, VNTR), 核心序列长

度在8~80 bp之间, 每个VNTR基因座在每个等位基

因上有2个到几百个核心重复序列, VNTR在不同个

体间由于重复数的不同而形成生物的多态性[56]。(2) 
微卫星DNA, 又被称为短串联重复序列(short tandem 
repeat, STR), 其核心序列长度为2~7 bp, STR在每个

等位基因上通常有3~20个串联重复序列, 在某些情

况甚至可能超过100个重复序列, 具有高度的长度

多态性和等位基因位点多态性[54-55,57]。由于VNTR和
STR是可遗传的, 故VNTR和STR对DNA指纹检测是

有用的, VNTR和STR主要通过PCR扩增检测, 不同长

度的等位基因通过比较扩增片段的大小进行区分[58]。

由于STRs具有高度多态性并可稳定遗传, 不同个体

来源的细胞在不同STR位点具有特异性的重复次

数, 使得不同细胞具有特征性的STR图谱, 根据图谱

可以判定细胞是否为单一细胞, 故基于STR的多重

PCR方法可用于个体鉴定, 并可改进法医学上基于

VNTR的指纹分析技术的局限性[59]。DNA指纹分析

已被证明是一类重要的细胞系鉴定和细胞交叉污染

排除方法, 而基于VNTR和STR基因座的PCR扩增检

测代表了一类可靠的用于细胞系鉴定和细胞交叉污

染检测的DNA指纹分析技术[60]。

科研人员通过对大量细胞系的鉴定发现8个高

度多态性的STR基因座和一个性别识别位点是筛

选独特DNA图谱的最佳工具, 并建立了一个STR参
考数据库(包含500多种人源细胞系), 为STR技术在

细胞系鉴定上的实际应用奠定了基础[61-62]。2011
年美国ATCC制定了利用STR技术进行人源细胞系

鉴定的标准 , 该标准已被 ICLAC、ATCC、DSMZ
等权威机构推荐用于人类细胞系鉴定[8]。伊朗国

家细胞库首次采用基于13个CODIS(combined DNA 
index system, CODIS)核心 STR基因座 (CSFIPO、

FGA、TH01、rIPOX、VWA、D3S1358、D5S818、
D7S820、D8S1179、D13S317、D16S539、D18S51
和D21S11)的PCR-STR分析法, 检测了100个人源细

胞系, 通过与ATCC和JCRB的STR参考数据库比对, 
发现有18.8%的细胞系出现交叉污染[63]。STR基因分

型法可用于种属间和种属内细胞交叉污染检测[62]。

总之, STR基因分型法是目前人源细胞系交叉污染

鉴定使用最广泛的方法, 根据STR分型结果对细胞

生长状态(是否存在交叉污染)和细胞株系进行确认, 
该方法具有多态性高、位点分布广泛、检测较为灵

敏等优点, 并已建立人源细胞系STR图谱数据库[64]。

5.3   单核苷酸多态性(SNP)分析

单核苷酸多态性 (single nucleotide polymor-
phisms, SNP)作为分布广泛且相对稳定的遗传标记, 
具有等位基因频率易于评估且易于基因分型等优

势[65]。SNP分型技术可用于人源和动物细胞系的鉴

定和交叉污染检测, 目前已建立相应的SNP参考数

据库, 其最低可检测5%的细胞污染[66-67]。虽然在细

胞系鉴定及交叉污染检测上, STR基因分型法已被

DSMZ、ATCC和JCRB等采用[8], 并且STR既可用于

人源细胞鉴定, 也可用于动物细胞如鼠源和猴源细

胞鉴定[61,68-69], 但STR技术也具有局限性, 比如它难

以区分来源于同一自交系小鼠的细胞, 也无法提供



1662 · 综述 ·

长期传代细胞系的染色体拷贝数变化和功能改变信

息, 同时STR在培养细胞中的长期稳定性也存在问

题[67,70]。而SNP分型技术, 相对于STR分型, 被认为

是一种更加精确、多功能替代的有效方法, 可以弥

补STR法的不足[67,71]。SNP分型技术既可单独对细

胞系进行鉴定, 也可作为STR技术的补充, 尤其是鉴

定错配修复缺陷细胞系, 基于SNP的多重细胞鉴定

(multiplex cell authentication, MCA)技术可检测3%
以下的细胞污染[72]。因此, STR结合SNP技术将有助

于解决细胞系错误鉴定和交叉污染问题。

5.4   RNA测序及其他鉴定法

基于高通量RNA测序 (RNA-seq)的名为CeL-ID
的新方法, 被证明可用于细胞系的鉴定和细胞交叉污

染的检测[73-74]。据报道, 有研究者成功利用RNA-seq
技术鉴定了鼻咽癌细胞培养中污染的HeLa细胞[75]。

此外, 以HPV-18作为生物标记, 采用巢式PCR技术直

接扩增细胞培养上清液, 检测培养中HeLa细胞污染

情况, 该方法简便、快速, 最低可检测1%的细胞污染, 
其灵敏度比STR技术高10倍, 可用于细胞培养常规监

测[76-77]。

6   细胞专属特性分析 
细胞系错误识别及交叉污染的检测除了采用

上述通用方法分析外, 一般还需要通过细胞专属特

性或表型特征分析进行验证。细胞专属特性(或表

型特征)包括细胞表面标记物、特异性表达产物、

报告基因等, 可采用流式细胞术(免疫分型)、免疫荧

光染色、酶联免疫试验等方法检测。(1) 流式细胞术,
是通过直接或间接标记细胞表面受体或内部蛋白以

获得细胞特异性标志物表达及比例等信息, 可实现

定性或定量细胞亚群分选和特异表达细胞的鉴定, 
也可通过细胞表型变化鉴别正常或异常细胞[78]。而

免疫分型(immunophenotyping)是根据存在于细胞表

面、胞核或胞质中的标记物或抗原的类型, 利用抗

体对这些标记物或抗原进行检测, 以鉴定目标细胞

群的存在及比例。通过确定目标细胞的标记物, 并
将荧光染料与结合抗原的抗体偶联, 即可对目标细

胞进行识别。常用流式细胞术进行免疫分型, 其优

点是快速、方便且灵敏度高。细胞标记物是鉴定特

定细胞群的有效方式, 但这些标记物往往不是某种

细胞的专属表达, 通常需要同时使用多种抗体来评

估细胞标记物的特异性表达。因此, 免疫分型一般

不单独用于细胞交叉污染及错误鉴定的检测, 而是

对其他方法检测结果进行补充验证。(2) 免疫荧光

技术, 是通过荧光标记抗体来示踪或检测细胞特异

性抗原的方法。通过免疫荧光技术分析细胞是否表

达某种蛋白可实现鉴定细胞的目的, 也可通过对活

细胞进行荧光标记, 从而利用荧光显微镜观察活细

胞成像来开展细胞鉴定研究[79-81]。(3) 酶联免疫实验, 
是用酶标记抗原或抗体, 与吸附在固相载体上的抗

体或抗原发生特异性结合, 从而用酶标仪根据颜色

反应对受检标本进行定性或定量分析, 可用于检测

细胞表面特异性标志物, 但常需结合免疫荧光和流

式细胞术分析[82]。也有报道用一种方法同时分析有

丝分裂细胞的形态特性、染色体核型和免疫表型[83]。

(4) 报告基因法, 是通过转染等途径使细胞携带特殊

的报告基因(如绿色荧光蛋白基因), 进而通过免疫

荧光或流式细胞术检测荧光报告基因从而鉴定目的

细胞的专属特征[84](图2)。
 

7   总结与展望
错误鉴定和交叉污染细胞系的使用导致的问

题已被关注了近70年, 至今仍是包括中国在内的世

界各国实验室面临的严重问题[85]。首先, 细胞库必

须确保细胞产品的原始细胞系的质量、安全和可溯

源, 细胞系的充分认证是建立质量保证体系的重要

组成部分[86]。其次, 使用细胞的研究机构和研究者, 
必须建立相应的细胞鉴定方法和质量监测体系, 细
胞系的经常性监测对开展细胞培养的任何机构都是

必要的[87]。

自从1987年WHO发布永生性细胞系作为灭活

病毒疫苗生产基质的安全性评价指南Acceptability 
of Cell Substrates for Production of Biologicals以 来, 
为了最大限度地保障生物制品的安全, 相继发布了

多项相关标准, 如1998年人用药品注册技术要求国

际协调会(ICH)发布的“生物技术产品及生物制品生

产用细胞基质的来源和鉴定”指导原则Q5D Qual-
ity of Biotechnological/Biological Products: Deriva-
tion and Characterization of Cell Substrates Used for 
Production of Biotechnological/ Biological Products。
2011年美国ATCC发布了基于STR分型的人源细胞

系鉴定标准Authentication of Human Cell Lines: Stan-
dardization of STR Profiling。2015年美国发布了基

于线粒体CO1 DNA条形码的动物细胞种属鉴定标
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准Species-Level Identification of Animal Cells through 
Mitochondrial Cytochrome Oxidase Subunit 1 (CO1) 
DNA Barcodes(ASN-0003-2015)。另外, 2010年中国

发布了《畜禽体细胞库检测技术规程》(GB/T 24862-
2010); 2021年又发布了《哺乳动物细胞交叉污染检

测方法通用指南》(GB/T 40172-2021)。此外 , 中
国深圳市还发布了《短串联重复序列基因分型法鉴

定人源细胞系技术规范》(SZDB/Z 238-2017), 并提

出了STR分型鉴定的标准, 将受检细胞系的STR位
点基因分型数据与其对应的标准STR基因分型数据

进行比对: (1) 若两者的匹配率不低于80%, 判定受

检细胞系为标准细胞系或为标准细胞系的衍生细胞

系; (2) 若两者的匹配率小于80%, 同时不低于56%, 
建议结合细胞系形态、细胞系特异性标记物等辅助

分析进行综合判断; (3) 若两者的匹配率低于56%, 
判定受检细胞样本与标准细胞系不相关。

细胞系的错误识别以及种属内和种属间交叉

污染代表了重要的潜在风险, 不仅仅是因为用错误

鉴定的细胞系产生错误的研究结果而发表错误论文

造成的危害, 更重要的是用这些细胞系生产的细胞

产品(药物)最终要用于临床, 如干细胞系需要严谨

的表征和质控, 因为它将应用于临床移植治疗[88-89]。

虽然已开发了多种不同原理的细胞系鉴定和交叉污

染检测方法, 并发布了多项指南或标准, 但每种鉴定

方法都有自己的局限性。(1) 形态学特征鉴定, 由于

大多数细胞不具有特殊的形态学特征, 所以形态学

观察一般只能用于初步或辅助鉴定。(2) 染色体核

型分析, 在识别染色体易位、倒位等方面具有不可

替代性, 但缺失重复分辨率较低, 其检测灵敏度为

1%~5%的细胞污染, 不适合在体外传代中易发生遗

传变异的细胞系鉴定; 而SKY作为常规核型分析的

补充, 其缺点是难以鉴定小的缺失、重复和倒位等

内部改变。(3) 同工酶谱分析, 虽然是欧盟药典推荐

的细胞系鉴定方法, 但它存在结果变异性高、重现

性低, 且耗时和要求高浓度细胞等缺点, 而且其检测

灵敏度为5%~10%以上的细胞污染[48]。(4) HLA分型

鉴定, 虽然可检测细胞是否存在交叉污染, 但确定培

养细胞HLA单倍型的复杂性以及非人源细胞系研究

不足限制了其应用, 目前主要作为人源细胞种属内

污染鉴定的辅助方法。(5) DNA条形码技术, 基于深

度测序(NGS)的DNA条形码其检测灵敏度可达1%
以下的细胞污染, 其中对种属间细胞交叉污染(人源

和小鼠细胞)其检测灵敏度可达0.1%的细胞污染[90], 
但难以区分来源于同种动物不同个体的细胞系或同

一捐赠者不同组织的细胞系。(6) SNP分型鉴定, 根
据已建立的SNP参考数据库, 其最低可检测3%~5%
的细胞污染, 而基于SNP的MCA技术可检测3%以下

的细胞污染; 相对于STR分型, SNP分型技术被认为是

一种更加精确的方法, 可以弥补STR技术的不足[71]。

(7) STR分型技术, 虽然已作为人源细胞系鉴定标准, 

图2   细胞系错误识别及交叉污染的主要检测方法

Fig.2   Main detection methods for misidentification and cross-contamination of cell lines
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但它也具有局限性, 如难以区分来源于同一自交系

小鼠的细胞, 也无法提供长期传代细胞系的染色体

拷贝数变化信息[67]。(8) 细胞专属特性或表型特征

检测, 表型特征作为细胞独特的特征或功能, 虽然不

能单独用来鉴定细胞系, 但可与其他分子鉴定方法

结合, 作为细胞系错误鉴定及交叉污染检测的补充

或辅助证据(表1)。
通过采用STR分型方法对在中国使用的482种

人源肿瘤细胞系进行验证, 结果发现96种细胞系被

错误识别。更重要的是这项研究还发现单独采用

STR方法不足以排除种属间的细胞交叉污染, 因为

在被STR鉴定认为无污染的剩余386种细胞系中, 采
用基于PCR的物种鉴定方法仍检出3种细胞系存在

种属间的交叉细胞污染, 同时也说明STR配合PCR
种属鉴定, 并结合细胞形态学观察是必要的[91]。虽

然STR分型法具有不少优点, 但这种技术也确实具

有缺陷。(1) 细胞系基因稳定性问题, 因为在不同的

实验(培养)条件下, 由于外在因素的影响可能导致

细胞系的DNA STR图谱发生改变从而影响其鉴定

结果[92]。(2) 随机遗传漂变问题, 是由于配子的随机

取样引起的基因频率的变动, 这个因素所引起的基

因频率的变化是随机的, 与由突变、选择和迁移所

引起的变化完全无关[69]。(3) 检测灵敏度问题, 目前

STR只能检测5%~10%的细胞污染, 其检测灵敏度仍

有待提高。因此, 其他有关细胞系鉴定及细胞污染

检测方法是对STR分析的必要补充, 如同工酶谱分

析、染色体核型分析、基于保守DNA序列的PCR检

测方法等, 从而减少STR错误鉴定的几率[93]。尽管

如此, 但STR分型仍是目前细胞系鉴定的主要手段。

美国ATCC通过STR方法(采用多重PCR技术扩增8个
STR基因座和性别决定位点Amelogenin基因)开展了

所有保存细胞系的鉴定。2016年中国科学院昆明细

胞库公布采用STR等方法发现了61种错误鉴定和污

染的细胞系[38]。经国家生物医学实验细胞资源库(北
京协和细胞资源中心)采用STR等检测, 截止2020年
3月, 共发现107种错误细胞系, 其中47种属于建系过

程中被污染。

此外 , 最近 SMITH等 [94]在常规 STR技术 (或
MSAT)基础上, 报道了一种新的用于生物样本库日

常监测和质控的多重MSAT方法。该方法使用新发

现的来自人类基因组的具有足够多态性的MSATs, 
而不需要依赖以前的CODIS标记(STR基因座)。

细胞交叉污染的第一次鉴定, 即HeLa污染的鉴

定是通过核型分析和同工酶法联合检测实现的[5,95]。

在细胞系鉴定和细胞交叉污染检测的实际应用中, 
无论是细胞库还是干细胞库, 同工酶谱分析和DNA
指纹图谱分析常被选择作为常规监测手段, 它们的

应用对从源头上防止细胞系的错误识别具有重要意

义[96]。主体细胞库(master cell bank, MCB)和工作细

胞库(working cell bank, WCB)的质量监测主要采用

染色体核型分析、同工酶谱分析和DNA指纹图谱

分析。核型分析是为了评估细胞在连续培养过程中

染色体的稳定性, 而DNA指纹和同工酶谱分析分别

是为了检测种属内和种属间的交叉污染[25,97]。STR、

表1   细胞交叉污染常用检测方法的比较

Table 1   Comparation of the identity assays commonly used for cross-contaminated cell lines

检测方法

Assays
敏感性/%*
Sensitivity /%*

标准方法

Standard
method

种内污染

Intraspecies 
contamination

种间污染

Interspecies 
contamination

原理

Principles

STR profiling 5.0%-10.0% ASN-0002 √ √# Differentiation by STR profile

CO1 barcoding 0.1%-1.0% ASN-0003 Limited √ Conserved mitochondrial CO1 

Karyotyping 1.0%-5.0% None Limited √ Chromosomal markers/number 

Isoenzyme analysis 5.0%-10.0% None Limited √ Isoenzyme polymorphism

SNP profiling 3.0%-5.0% None √ √# SNP polymorphism

HLA typing - None √ √ HLA specificity/heterogeneity

DNA  profiling - None Limited √ Conserved genes are examined

Whole genome se-
quencing

- None √ √ Genes conserved are examined

Immunophenotyping 0.1% None Limited √ Species-conserved protein

敏感性/%*: 细胞交叉污染的百分比。#: 探针或引物与其他种类间存在特异性。

Sensitivity /%*: percent of cross-contaminated cells in the total cells. #: if probes or primers specific for other species.
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HLA、SNP分型以及mtDNA测序和微阵列基因表达

分析还可用于培养中人源胚胎干细胞的鉴定、稳定

性和分化状态分析[98]。另外, 资源识别计划(research 
resource identifiers, RRID)通过推广独特的研究资源

标识符(RRID), 提醒研究者避免使用ICLAC数据库

中罗列的问题细胞系, 有助于减少错误鉴定和污染

细胞系的使用[99]。

综上所述, 细胞系的质量控制是一个系统问题, 
需要建立完整的质保体系, 每种细胞系使用前都应

经过身份认证。目前还没有单一的鉴定方法可以

确保所有细胞系的鉴定和污染检测准确无误, 需要

采用不同原理的多种方法联合验证才能确保细胞

系的正确鉴定和无交叉污染存在。同时, 也说明除

了STR分型等鉴定方法外, 仍迫切需要开发具有更

高检测灵敏度和更具特异性的、适合筛选和日常

监测的、简便快速的细胞鉴定及交叉污染检测新

技术。
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