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1．5 PcR扩增 

I R扩增细菌类 16S rlLNA特异性序列通用弓I物一 上 

游引物(A一17)：5'-G厂r 【 ̂ TCC IL：G a℃AG-3 ；下蝣引物(3 

— 17)：5'-,,LAG GAG【 ATC CAG CC一3。；打’增片段大小约 I 50O 

bp： 

2 结果 

2．1 检测细胞培养中细茴类微生物污染的通用性 

车实验所用的引物是根雉 温博海等 殳汁的原核部』胞 [6S 

rRNA基因序列通用引物 人为污染绿脓朴茼 大肠杆菌．白色 

葡萄球菌．以及支原体 M．femtentan．~的Hela细胞舶培养上清 

中均扩增出约 1 500 大小的片段，与目舯片段相符(图 Ij．． 

5 c)[}hi, 

1和7：GeneRuI r I kh I)NA J (jder lnarker；2—5：分别被 

P．【圯n 毗．E coli S 叩id州 和 盎mlerttans诲 

染的Hela细胞培幂上清中的DNA扩增产物；6；空白对照 

国 1 PCR方法的通用性检测结果 

2．2 灵敏度检测 

根据紫外分光光度计A值计算，煮沸堵小景制备的细菌基 

田组DNA的浓度为13， ml，10倍系列稀释后，分别取 1 作 

为模板进行PCR扩增，当模板浓度降低剁52 nd时，在 I 500 

bD处仍町见明娃的扩增条带(图2) 

500 bp 

1扣 8：GenealderJ l kb DNA I~dde-r|Tlarker：2—6：摸板 DNA 

浓度分别为5．2 、血 n 、520 5 2 ngml 51 

r 的扩增产蜘；7：空白对照 

图2 PL3R方法的灵敏度检测结果 

2．3 初步应用 

用上述方法榆l捌了本室昕冻存的11个细胞系中冻存批次 

89 

较早细胞(表I)，其巾有3个批改的培养 J 清L}j扩增出 1 500 

太小的片段．认为该批次的冻存细胞污染了细苗类微生物，考 

虑到这些细咆系较廉价，故将谈批救以及来自浚批次来源的其 

他冻存细胞丢弃 

表1 本实验检测的体外培养细胞株 

3 讨论 

细胞培养被细菌类微生物(包括细菌和支原体)污 

染，是常见而叉严重影』响细胞培养后续研究工作的问 

题。特别是支原体污染，对体外培养的细胞的几乎所 

有的指标及产物均有影响．而且可以不被察觉地随着 

细胞的传代而传代 。’ 。早在 i994年 w n}l等 ‘就利 

用PCR技术检测培养物中支原体的污染，但由于培养 

物的DNA提取以及PCR技术本身要求的实验条件和 

成本较高，在普通实验室不易推广：而且没计的引物如 

果不能涵盖所有的支原体种也容易造成检测标本的嘏 

阴性 I 所以多数实验室宁可将怀疑有污染的细胞丢 

弃，也不进行检测。本实验采用煮沸法粗提 DNA．合 

成原核微生物 16S rRNA特异性序列通用引物．用 PCR 

扩增法检测细胞培养物中是否有原核微生物的存在， 

建立了简便廉价且灵敏快速的细胞培养中细菌类微生 

物污染的检测方法。 

本实验采用煮沸法粗提细菌基因组 DNA，成本低 

且简便易于操作，当模板量降低到 52 I ，rTlI时用 PCR 

法仍可扩增出目的条带，说明该方法比较灵敏快速．可 

以在污染的较早期迅速检测到污染的存在，对一些珍 

贵细胞的挽救非常重要。另外，16S rH、A基因序列是 

愿核生物特有的基因序列而且比较保守，在细菌的分 

类中被认为是分子进化钟 ，本实验利用通用引物 

扩增这一区段，还可以进一步测序证实污染物的种类， 

以便进行有针对性的挽救。 
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