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细胞培养及常见污染防治技术进展
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　　细胞培养始发于１８８５年 Ｒｏｕｘ尝试的组织离体培养，随

后 Ｈａｒｒｉｓｏｎ（１９０７年）和Ｃａｒｒｅｌ（１９１２年）开始将组织培养作为

１种方法进行离体动物细胞培养。至今细胞培养已在现代医

学和生物科学研究中发挥至关重要的作用。细胞培养是１个

无菌操作过程，对细胞培养条件要求比较苛刻。目前，国内外

大多数实验室都建有标准化的细胞培养室，来避免微生物及其

他有害因素的影响，满足细胞培养的要求，但细胞培养过程中

污染问题还是会给研究人员带了极大麻烦。本文结合细胞培

养技术，将重点阐述细胞培养过程中的常见污染类型及防治和

去除手段，为广大细胞培养工作者提供参考。

１　细胞培养技术

１．１　细胞培养和传代　根据细胞生长类型（贴壁型和悬浮型）

和细胞种类，细胞培养过程中需选取不同细胞培养容器和细胞

培养液。细胞培养过程是一个严格的无菌操作过程，依赖特定

除菌设备（紫外灯）的细胞培养房（含细胞培养箱、净化工作台、

倒置显微镜、离心机等），并需要专门实验技术人员进行管理和

维护。细胞培养条件一般都是３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度培养。

当细胞生长到一定密度时，需要对细胞进行传代培养，否

则细胞生长状态受到影响，引起细胞死亡，贴壁型和悬浮型细

胞传代过程中涉及的方法存在差异。贴壁型细胞需要与黏附

介质进行分离后，才能进行传代培养。不同细胞种类选取的细

胞消化液、消化时间和处理方法各异，见表１。一般细胞传代

的稀释比例为１∶３～１∶６，依细胞种类而异。

表１　　常用的贴壁细胞分离方法和特点

处理方法 特点

胰酶溶液 一般胰酶含量为０．２５％，温和降解蛋白，适用于多数贴壁细胞培养，消化时间应细胞种类而定

ＥＤＴＡ溶液 一般ＥＤＴＡ含量为０．０１％，螯合蛋白中的Ｃａ２＋或 Ｍｇ２＋

胰酶与ＥＤＴＡ混合消化液 ０．２５％胰酶和０．０１％ＥＤＴＡ混合液，目前比较常用，适用于多数贴壁细胞培养，消化时间应细胞种类而定

机械剥离法 采用细胞刮刷，不常用，对细胞损伤较大，在一些不适合消化酶消化的细胞中适用

机械剥离加酶消化法［１］ 在上皮细胞的分离中比较适用，机械剥离可减少酶消化作用时间

１．２　细胞冻存和复苏　细胞冻存是细胞保种和间歇性实验所

涉及的细胞冷冻保存过程。细胞冻存所用的冻存液需新鲜配

制，常为含终浓度５％～１０％二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）的新鲜培养

液或含终浓度５％～１０％ＤＭＳＯ的小牛血清。后者本实验室

常用，与前者相比冻存细胞的存活率更高、保存时间更长。细

胞冷冻的方法有２种，１种是传统人工降温：４℃（３０ｍｉｎ）→－

２０℃（３０ｍｉｎ）→－８０℃（１６～１８ｈ或隔夜）→液氮长期保存。

另１种是程序降温法，等速降温机以１～３℃／ｍｉｎ的速度由室

温降至－１２０℃，放于液氮罐长期保存。冷冻细胞复苏的原则

为快速解冻，冻存细胞从液氮取出后，快速放入３８℃～４０℃

温水中解冻。

２　污染来源

细胞培养实验室要求保持无菌操作，避免微生物及其他有

害因素的影响。细胞培养室要相对封闭，洁净无尘，设有缓冲

间。对实验室进行定期清扫、紫外消毒是避免细胞培养过程中

由于实验室环境引起细胞污染的主要措施，此外，实验室内不

要放太多杂物，保持实验室干燥，有利于降低因实验室条件引

起的细胞污染率。

细胞培养过程中实验人员是否操作规范，是否严格遵守无

菌工作流程，是细胞污染的一个主要因素。操作人员进培养室

前，必须先洗手，在缓冲间换穿专用实验服和拖鞋，严禁在实验

进行时频繁出入培养室。实验后应将实验产生的废物和废液

及时清理出培养室，并清洁无菌工作台。

细胞培养过程中要注意防止培养液和血清的污染，试剂的

除菌方法采用过滤除菌法，培养细胞所有血清必须储存于

－２０℃或－７０℃。细胞培养过程所有的实验用具（如移液

管、一次性枪头、一次性塑料离心管、冻存管等）需１２１℃高压

灭菌２０ｍｉｎ后３７℃烤干备用，一些玻璃器皿（如细胞培养瓶

等）须先泡酸、洗净、晾干后再高压灭菌备用。

３　污染种类与防治

细胞培养过程中常由于环境条件没有控制好或操作不当

等原因造成细胞污染，细胞培养中常见的污染有细菌污染、真

菌污染、支原体污染、螨虫污染等［２９］，见表２。虽然细胞培养

过程中污染，时常是难以避免的。但研究者结合自身多年的细

胞培养经验和查阅相关文献［２１４］，对某些细胞污染以采取挽

回措施。见表３。
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表２　　细胞培养过程中常见污染种类及防治措施

种类 特点 主要来源 预防措施

细菌污染
常见污染细菌有革兰阴性菌（如大肠杆菌、枯草杆菌、假单胞菌

等）和革兰阳性菌（葡萄球菌等），培养液混浊、变黄

实验室环境、实验人员（实

验服）、实验用具等

培养液中添加双抗（青链霉

素）、西司他丁钠＋亚胺培

南等

真菌污染
最常见的真菌有烟曲霉、黑曲菌、孔子霉、毛霉菌、白色念珠菌

和酵母菌，培养液清亮或混浊，见菌丝或菌链
实验人员（实验服）

一定剂量制霉菌素、二性霉

素、灰黄霉素、克霉唑、氟康

唑等

支原体污染

长期传代培养的细胞系，支原体的污染极为常见，支原体污染

后，在光镜下常可见到细胞核及胞浆内出现大小不等的颗粒或

空泡，培养液清亮

血清
一般难于清除，添加抗生素

防治

黑胶虫污染 ４００倍显微镜下可见点状或片状游动小体 血清
一般难清除，少量对细胞影

响不大

病毒污染 逆转录病毒污染，见于杂交瘤细胞 细胞系

表３　　常见细胞污染挽回措施

污染种类 亚型 挽回措施 处理周期 对细胞的影响

细菌污染 多数细菌 广谱抗生素组合 不定 不定

多数细菌 巨噬细胞吞噬法 １周左右 影响不大

多数细菌 动物接种除菌法 不定 影响不大

香味菌 万古霉素、氧氟沙星 １周左右 未报道

海胆假单胞菌，藤黄微球菌等 诺氟沙星、头孢唑啉钠、阿米卡星 不定 影响不大

真菌污染 部分真菌
制霉菌素、二性霉素、灰黄霉素、克霉唑、结晶紫、煌

绿、胆盐
不定 未报道

酵母菌 １０％氟康唑氯化钠注射液
污染控制后培

养４～６代
无明显毒性

支原体 多数支原体 巨噬细胞＋泰乐霉素和林可霉素 １周左右
细胞生长数率

有所下降

多数支原体 抗支原体血清 １周左右 无毒副作用

多数支原体 ５溴尿嘧啶和 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８共同孵育后进行光照射 １周左右
细胞ＤＮＡ可能

受到破坏

部分支原体（Ｍ．ｈｙｏｒｈｉｎｉｓ，Ｍ．

ａｒｇｉｎｓｎｉ，Ｍ．ｒａｌｅ，Ａ．ｌａｉｄｆａｗｉｉ）
米诺环素和Ｔｉａｍｕｔｉｎ 数周～数月 无毒副作用

４　小　　结

细胞培养技术是现代医学和生物科学研究过程中不可或

缺的手段。微生物污染是细胞培养过程中的大敌，其中以细

菌、真菌和支原体污染最为常见。如何去除细胞培养过程中的

发生的污染，一直是非常令人棘手的问题。细菌污染是细胞培

养过程中极其常见的污染，即使在培养液中加入一定量抗生

素，也可引起耐药细菌污染，给研究者带来极大麻烦。细菌污

染后，培养液一般会出现浑浊和ｐＨ 值改变，污染细胞生长变

缓慢，形态变圆（贴壁细胞脱落），胞内颗粒增多，甚至坏死。常

见的革兰阳性菌污染有葡萄球菌、枯草杆菌等；常见的革兰阴

性菌有假单胞菌、大肠杆菌等。真菌污染是细胞培养过程中面

临的一大难题，在细胞培养箱中，真菌生长较缓慢（最适生长温

度为２５℃左右），一般培养３ｄ左右显微镜下可见明显真菌生

长，形态有丝状细胞、单一细胞和长链状排列的细胞，４ｄ左右

肉眼下可见棉絮状的菌丝团等。支原体也是细胞培养过程中

常见的污染源，其个体微小（０．３～０．８μｍ），可穿过０．４５μｍ

孔径滤膜，且对大多数抗生素不敏感，因此极难防治。本文结

合自身多年细胞培养经历和相关文献信息，回顾性总结了细胞

培养技术及其培养过程中的常见污染来源，同时也总结了近年

来国内外对细胞培养过程中常见污染防治和污染去除措施。

这些将为熟悉掌握细胞培养技术、防治细胞培养过程中的污染

发生及研究新的污染去除手段提供一定的帮助，有利于细胞培

养技术在现代医学和生物科学研究中的合理、有效应用。
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［１４］ＴａｎｇＹＺ，ＬｉｕＹＨ，ＣｈｅｎＪＸ．Ｐｌｅｕｒｏｍｕｔｉｌｉｎａｎｄｉｔｓｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓｔｈｅ

ｌｅａｄｃｏｍｐｏｕｎｄｓｆｏｒｎｏｖｅｌａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ［Ｊ］．ＭｉｎｉＲｅｖＭｅｄＣｈｅｍ，

２０１２，１２（１）：５３６１．

（收稿日期：２０１２０１０９）

·综　　述·

基于ＳＩＳＣＡＰＡ技术的疾病标志物的转化医学研究


王馨悦，韩　冰 综述，王立顺△审校

（上海交通大学医学院附属瑞金医院细胞分化与凋亡教育部重点实验室，上海２０００２５）

　　关键词：质谱分析；　抗肽抗体；　免疫亲和富集；　稳定同位素标记；　转化医学

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１２．２０．０３９ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１２）２０２５２４０３

　　基于蛋白质组学技术的基础生物研究筛选出了大量蛋白

候选标志物，由于缺乏有效的验证手段，阻碍了其在疾病诊断、

临床处理和疾病预后中的应用。目前，验证疾病候选标志蛋白

主要依赖于免疫学分析方法，如ＥＬＩＳＡ。但对所有候选标志

物都开发ＥＬＩＳＡ法，是不切合实际的，因为抗体开发费用高

昂，耗时长，成功率低［１３］。这些因素导致大量的蛋白质生物标

志物研究只能滞留在发现阶段而无法进入临床实践。现阶段

亟须开发一种低成本、耗时短的“桥梁”技术，填补生物标志物

发现和临床应用之间的空白［２］。多反应监测质谱技术

（ＭＲＭＭＳ）用于蛋白质标志物验证研究具有其独特的优势，

但是 ＭＲＭＭＳ的敏感性尚不能满足目前临床常用的标志物

检测的需求。近年来，基于 ＭＲＭＭＳ和同位素标记的标准肽

段的蛋白质定量技术得以建立并迅速发展。Ａｎｄｅｒｓｏｎ等
［２］开

发了稳定同位素标准和用抗肽抗体提取（ＳＩＳＣＡＰＡ）技术。这

项技术应用免疫亲和法富集和同位素稀释，并联合 ＭＲＭＭＳ

技术，达到候选标志物定量的目的［２，４］。ＳＩＳＣＡＰＡ已经被证实

具有高特异性，敏感性和准确性［５８］，同时保持了研发时间短、

成本低的特点，能有效弥补 ＭＲＭＭＳ和ＥＬＩＳＡ技术的不足，

在不久的将来，可能作为一种新型的蛋白质标志物转化医学研

究的手段。

１　ＳＩＳＣＡＰＡ技术的基本原理和特点

ＳＩＳＣＡＰＡ是一种复杂蛋白酶解产物中的多肽定量方法。

抗肽抗体富集特定的目标肽段，并加入与目标肽段有相同序列

的稳定同位素标记多肽作为内标；目标肽段从抗肽抗体上洗脱

下来后，用 ＭＲＭＭＳ方法定性并定量分析天然和标记形式的

目标肽段；根据测定出的天然和同位素标记的目标肽段的丰度

比值，得知目标肽段含量［２］。ＭＲＭＭＳ分析起到类似二抗的

作用，有高度特异性，大大减少了一抗交叉反应带来的弊端，也

降低了对一抗特异性的要求。

因为血清中许多候选标志蛋白在血清中天然以ｎｇ／ｍＬ甚

至ｐｇ／ｍＬ级别存在，远超出了传统质谱的检测范围。ＳＩＳＣＡ

ＰＡ利用抗肽抗体富集，能实现血清低丰度目标肽段平均１２０

倍富集。Ｗｈｉｔｅａｋｅｒ等
［４］用磁珠作为连接抗体的固相支持物，

使目标肽段的质谱检测离子信号增强超过１０３倍，足够定量分

析血清中ｎｇ／ｍＬ范围的生物标志物。

２　ＳＩＳＣＡＰＡ技术研发的关键节点

要开发针对一个蛋白质候选标志物的ＳＩＳＣＡＰＡＭＳ方

法，最关键的是“特征性肽段”［９］和质谱检测 ＭＲＭ离子对的选
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