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联合使用聚合酶链式反应和培养法可以

提高培养细胞支原体的检出率
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摘　要　目的　分析国家实验细胞资源共享服务平台及其他实验室细胞支原体污染的情况，探讨聚合酶链式反应（ＰＣＲ）和

培养法在实验细胞支原体检测中的一致性。方法　通过 ＰＣＲ法对 ２４５例细胞培养上清进行了支原体检测，并检测了阳性样品支

原体感染的种类；对其中 １２７例新鲜上清同时进行了培养法检测，通过 ＭｃＮｅｍａｒ检验分析了二者的一致性。对二者检测不一致

的细胞进行复检，同时使用生物发光法进行验证。结果　国内培养细胞支原体感染率在 １９％ ～６６％；培养法和 ＰＣＲ法检测支原

体只有假阴性，没有假阳性；延长取样前细胞在无抗生素培养基中的培养时间至９６ｈ，可以提高低效价支原体感染样品的检出率。

结论　ＰＣＲ法和培养法检测支原体具有较好的一致性，应联合使用两种方法对培养细胞进行定期检测，提高支原体的检出率。

在细胞培养过程中使用合格制剂，严格无菌操作，预防为主。

关键词　细胞培养　质量控制　支原体污染　ＰＣＲ　培养法
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　　支原体感染是细胞培养中非常常见的问题，被感
染的细胞可能发生特性改变，导致实验结果不准

确
［１～５］

。但是支原体感染又不同于细菌、真菌的感

染，其培养基往往不发生改变，感染不易被察觉。目

前，支原体感染的检测多是采用培养法、荧光染色法

和 ＰＣＲ法。《中国药典（２０１５年版）》把培养法作为
支原体检测的金标准。该方法准确性高，但是耗时

长，需要经过２８天的培养才能得到结果，因此在某些
需要快速做出“去／留”决定的检测时，这种方法并不
适用

［６］
。但是哪种方法更好或怎么联合更有效尚无

一致观点。本研究中联合使用培养法和 ＰＣＲ法，分
析二者在检验结果上的一致性，探讨单方法或两种方

法联合对检测结果的影响。

材料与方法

１．材料：本研究中的检测样品均由国家实验细胞
资源共享服务平台、中国医学科学院基础医学研究所

细胞资源中心收集、取样，其中中心保藏细胞扩增后

复检样品 １８９份，新引入或外来细胞培养上清 ５６
份，合计 ２４５份。所有样本均是细胞在无抗生素培
养基中培养 ３～４天、汇合度达 ９０％以上（贴壁细
胞）或者细胞密度达 ５×１０６的以上时收集。检测
支原体时，１２７例新鲜样品（取材 ８ｈ内）同时采用
培养法和 ＰＣＲ法，其余 １１８例保藏在 ４℃的样品仅
采用 ＰＣＲ法。

２．培养法检测支原体：取待检细胞培养上清后
２４ｈ内进行培养法检测支原体，具体操作参考《中国
药典２０１５年版》，包括精氨酸肉汤培养法和半流体培
养法。首先用商业化粉末配制精氨酸肉汤培养基和

半流体培养基，灭菌，加 ２０％胎牛血清，６毫升／支分
装至试管中，冷却至３７℃以下方可进行试验；随后将

０．５ｍｌ样品分别接种至 ３支精氨酸肉汤培养基中，
３７℃需氧培养７天后，再各取０．５ｍｌ复种至 ３支新的
培养基中，继续培养 ２２天，如果有支原体生长，则培
养基的颜色会改变（粉色或黄色）；将 ０．５～１．０ｍｌ样
品分别接种至 ２支半流体培养基中，３７℃需氧培养
３０天，如有支原体生长，则培养基中会出现絮状沉
淀；实验中以已知阴性和阳性样品分别作为阴性对照

和阳性对照。

３．ＰＣＲ法检测支原体：本研究中所用支原体检测
的引物包括通用引物和种属特异性引物，序列参照国

际上权威保藏机构（ＤｅｕｔｓｃｈｅＳａｍｍｌｕｎｇｖｏｎＭｉｋｒｏｏｒ
ｇａｎｉｓｍｅｎｕｎｄＺｅｌｌｋｕｌｔｕｒｅｎ，ＤＳＭＺ）所用，或文献报道，见
表１，由上海英潍捷基公司合成［７～９］

。分别稀释、混合

上下游引物，工作液中每条引物的浓度为 ５μｍｏｌ／Ｌ。
取１．５ｍｌ待检上清，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，去除上清
后用 ＤＮＡ提取试剂盒（Ｋ１８２０，美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）提
取和纯化支原体 ＤＮＡ，加入１００μｌ的灭菌去离子水洗
脱。混合 ＰＣＲ反应体系：１２．５μｌ２×ＥａｓｙＴａｑＭｉｘ
（ＡＳ１１１，美国Ｔｒａｎｓｇｅｎ公司）、ＤＮＡ５μｌ、引物对 １μｌ、去
离子水 ６．５μｌ，反应条件为 ９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５５℃
３０ｓ，７２℃ ４０ｓ，３２个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。随后用１．２％琼
脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ产物。以已知阴性和阳性样
品分别作为阴性对照和阳性对照，以内参 ＤＮＡ作为内
对照。内参 ＤＮＡ为在通用引物上下游的序列中间加
入无关序列构建的质粒，扩增片段长度约为７６０ｂｐ。所
有样品首先用通用引物检测是否存在支原体污染，结

果阳性的样品再用支原体种属特异性的引物进行扩

增，检测精氨酸支原体、口腔支原体、猪鼻支原体、莱氏

无胆甾支原体和唾液支原体等 ５种常见类型的支原
体。

·９２·
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表 １　支原体检测所用的引物

支原体类型 引物名称 序列（５′→３′） 扩增片段（ｂｐ） 参考文献

通用 ＭＰ－Ｆ－１ ＣＧＣＣＴＧＡＧＴＡＧＴＡＣＧＴＷＣＧＣ ５０２～５２０ ［８］

ＭＰ－Ｆ－２ ＴＧＣＣＴＧＲＧＴＡＧＴＡＣＡＴＴＣＧＣ

ＭＰ－Ｆ－３ ＣＲＣＣＴＧＡＧＴＡＧＴＡＴＧＣＴＣＧＣ

ＭＰ－Ｆ－４ ＣＧＣＣＴＧＧＧＴＡＧＴＡＣＡＴＴＣＧＣ

ＭＰ－Ｒ－１ ＧＣＧＧＴＧＴＧＴＡＣＡＡＲＡＣＣＣＧＡ

ＭＰ－Ｒ－２ ＧＣＧＧＴＧＴＧＴＡＣＡＡＡＣＣＣＣＧＡ

精氨酸支原体 Ｍ－１－Ｆ ＴＧＡＴＣＡＴＴＡＧＴＣＧＧＴＧＧＡＧＡＧＴＴＣ ３２６ ［９］

Ｍ－１－Ｒ ＴＡＴＣＴＣＴＡＧＡＧＴＣＣＴＣＧＡＣＡＴＧＡＣＴＣ

口腔支原体 Ｍ－２－Ｆ ＴＧＡＴＣＡＴＴＡＧＴＣＧＧＴＧＧＡＡＡＡＣＴＡ ３２５

Ｍ－２－Ｒ ＴＡＴＣＴＣＴＡＧＡＧＴＣＣＴＣＧＡＣＡＴＧＡＣＴＣ

猪鼻支原体 Ｍ－３－Ｆ ＣＧＡＴＧＡＴＣＡＴＴＡＧＴＴＧＧＴＧＧＡＡＴＡＡＡＴ ３３４

Ｍ－３－Ｒ ＡＧＧＣＡＧＴＡＴＣＴＣＴＡＧＡＧＴＣＣＴＴＡＡＣＴＴＡ

莱氏无胆甾支原体 Ｍ－４－Ｆ ＧＡＴＧＡＧＡＡＣＴＡＡＧＴＧＴＴＧＧＣＣＡＴＡＡ ３００

Ｍ－４－Ｒ ＣＧＣＴＡＧＡＧＴＣＣＣＣＡＡＣＴＴＡＡＴＧＡ

唾液支原体 Ｍ－５－Ｆ ＧＡＴＣＡＴＴＡＧＴＣＧＧＣＡＧＡＧＡＡＣＴＣＧ ３２４

Ｍ－５－Ｒ ＴＡＴＣＴＣＴＡＧＡＧＴＣＣＴＣＧＡＣＡＴＧＡＣＴＣ

　　Ｗ＝Ａ＋Ｔ；Ｒ＝Ａ＋Ｇ

　　４．生物发光法检测支原体：当培养法和 ＰＣＲ法
检测结果不一致时，即出现单阳性的结果时，该样品

使用 ＭｙｃｏＡｌｅｒｔＴＭ ＰＬＵＳ支原体检测试剂盒（Ｌｏｎｚａ
Ｗａｌｋｅｒｓｖｉｌｌｅ，Ｉｎｃ．，ＵＳＡ，ＣａｔａｌｏｇＮｏ．ＬＴ０７－７０１）进
一步检测。该试剂盒是测定支原体酶活性的生化检

测方法。通过加入底物前（Ａ）后（Ｂ）样品读数，来判
断是否存在支原体的污染。Ｂ／Ａ＜１时样品支原体阴
性，＞１．２为阳性，１．０～１．２需要复检。

５．统计学方法：使用 ＳＰＳＳ１２．０统计学软件进行
统计分析，配对样本的一致性分析采用 ＭｃＮｅｍａｒ检
验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。用以下的统
计参数比较 ３种方法的结果：敏感度（％）＝真阳性／

（真阳性 ＋假阴性）×１００％；特异性（％）＝真阴性／
（真阴性 ＋假阳性）×１００％；阳性结果的预测值（％）＝
真阳性／（真阳性 ＋假阳性）×１００％；阴性结果预测值
（％）＝真阴性／（真阴性 ＋假阴性）×１００％；准确性
（％）＝（真阳性 ＋真阴性）／总例数 ×１００％。

结　　果
１．实验细胞支原体污染的阳性率：通过精氨酸肉

汤培养法和半流体培养法对 １２７例样品进行了支原
体检测，结果发现有 ３１例为阳性。１２７例样品中，有
９４例来自本中心保藏细胞，其中 １１例为支原体阳
性，阳性率为１１．７％；有 ３３例样本为外来细胞，其中
有２０例为阳性，阳性率达６０．６％（表２）。

表 ２　培养法支原体检测结果（ｎ）

来源 阳性例数 阴性例数 总例数 阳性率 （％）
国家实验细胞资源共享服务平台 １１ ８３ ９４ １１．７

其他实验室 ２０ １３ ３３ ６０．６
总计 ３１ ９６ １２７ ２４．４

　　通过 ＰＣＲ法检测了 ２４５例细胞培养上清，结果
发现有 ８３例为阳性（图 １）。例如，ＵＡＣＣ８１２（人乳
腺导管瘤细胞）和 ＨｅｐＧ２（人肝癌细胞）培养上清的
ＰＣＲ产物出现了 ～５００ｂｐ的阳性条带，但经过 ＢＭ－
ｃｙｃｌｉｎ处理去除支原体污染后再检测阳性条带消失。
培养用试剂如含有 １０％胎牛血清的完全培养基、
００５％的胰酶及磷酸缓冲液 ＰＢＳ均为阴性。２４５例

样品中，有１８９例来自本中心保藏细胞，其中 ４６例为
阳性，阳性率为 ２４．３％；有 ５６例为外来细胞培养上
清，其中３６例为阳性，阳性率达６４．３％（表３）。

２．单阳性样品的复检：１２７例培养上清采用培养
法和 ＰＣＲ法联合检测，结果 ８７例为双阴性，２７例为
双阳性，另外１３例为单阳性的样品，其中９例为 ＰＣＲ
阳性、培养法阴性，４例为培养法阳性、ＰＣＲ阴性。研

·０３·
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图 １　实验细胞支原体检测的 ＰＣＲ

产物琼脂糖凝胶电泳图

１、２．ＵＡＣＣ８１２（人乳腺导管瘤细胞）支原体去除前、后的培养上

清；３、４．ＨｅｐＧ２（人肝癌细胞）支原体去除前、后的培养上清；

５．含有１０％胎牛血清的完全培养基；６．０．０５％ 胰蛋白酶；７．磷

酸缓冲盐溶液。ＮＣ．阴性对照（ｄｄＨ２Ｏ）；ＰＣ．阳性对照；ＩＣ．内对

照；ｂｐ．引物对；Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

　

究中将这１３种细胞取与初次检测相同的冻存批次重
新复苏，在无抗生素的条件下培养 ４天以上，重新取
样，采用 ＰＣＲ法、培养法和化学发光法检测是否存在
支原体的污染。复检后有 ９种细胞 ３种方法检测均
为阳性，其中 ８例在初次检测中培养法阴性，１例
ＰＣＲ法阴性。另外４种细胞在复检的时候 ＰＣＲ法和
培养法的结果仍不一致。通过化学发光法的检测，发

现 ＩＰＥＣ－Ｊ２Ｂ（猪小肠上皮细胞）和 ＮＨＢＴ－Ｐ１３（兰
州黑白花奶牛舌尖细胞）为支原体阳性，与培养法结

果一致；ＮＣＩ－Ｈ５０８（人结肠癌细胞）和 ＮＨＢＮ－Ｐ１３
（兰州黑白花奶牛鼻镜细胞）分别为阳性和阴性，与

ＰＣＲ法结果一致（表４）。
３．假阳性与假阴性结果的判断：有１２７例细胞培

养上清同时用培养法和 ＰＣＲ法检测支原体感染的情
况，检测结果见表５。综合初检和复检的结果，培养

表 ３　ＰＣＲ法支原体检测结果

来源 阳性例数（ｎ） 阴性例数（ｎ） 总例数（ｎ） 阳性率（％）
国家实验细胞资源共享服务平台 ４６ １４３ １８９ ２４．３

其他实验室 ３６ ２０ ５６ ６４．３
总计 ８２ １６３ ２４５ ３３．５

表 ４　初检结果不一致的样品复检结果

编号 细胞 名称
初检 复检

培养法 ＰＣＲ法 培养法 ＰＣＲ法 生物发光法（Ｂ／Ａ）
感染支原体的种类

１ ＢＡＬＢ／ｃ３Ｔ３ 小鼠胚胎成纤维细胞 － ＋ ＋ ＋ ＋（４．５６） 猪鼻支原体

２ ＣａＳｋｉ 人宫颈癌细胞 － ＋ ＋ ＋ ＋（６．６４） 其他种类的支原体

３ Ｆ９Ｃ９ 小鼠杂交瘤细胞 － ＋ ＋ ＋ ＋（２５．１７） 猪鼻支原体

４ ＨＣＴ１１６ 人结直肠癌细胞 － ＋ ＋ ＋ ＋（４７．３４） 猪鼻支原体

５ ＨＣＴ－８ 人结直肠癌细胞 － ＋ ＋ ＋ ＋（１４．２３） 莱氏无胆甾支原体

６ ＩＮＳ－１ 大鼠胰岛细胞瘤细胞 － ＋ ＋ ＋ ＋（２０．２０） 猪鼻支原体

７ ＰＣ－３Ｍ－２Ｂ４ 人前列腺癌细胞 － ＋ ＋ ＋ ＋（２７．９４） 猪鼻支原体，精氨酸支原体

８ ＰＣ－３Ｍ－ＩＥ８ 人前列腺癌细胞 － ＋ ＋ ＋ ＋（９９．１３） 猪鼻支原体，口腔支原体，精氨酸支原体

９ ＮＣＩ－Ｈ５０８ 人结直肠癌细胞 － ＋ － ＋ ＋（４．８４） 猪鼻支原体

１０ ＩＰＥＣ－Ｊ２Ｂ 猪小肠上皮细胞 ＋ － ＋ － ＋（１．３４） 未检出

１１ ＮＨＢＮ－Ｐ１３ 兰州黑白花奶牛鼻镜细胞 ＋ － ＋ － －（０．８５） 未检出

１２ ＮＨＢＴ－Ｐ１３ 兰州黑白花奶牛舌尖细胞 ＋ － ＋ － ＋（１．３６） 未检出

１３ ＮＨＢＴ－Ｐ１８ 兰州黑白花奶牛舌尖细胞 ＋ － ＋ ＋ ＋（１８．０７） 口腔支原体

　　这４种细胞是来自于同一个实验室

表 ５　培养法和 ＰＣＲ法支原体检测结果比较（ｎ＝１２７）

方法 阳性例数 阴性例数 阳性率（％）

培养法 ３９ ８８ ３０．７

ＰＣＲ法 ３７ ９０ ２９．１

总计 ４０ ８７＃ ３１．５

　　培养法或 ＰＣＲ法检测出的阳性样品数；＃培养法和 ＰＣＲ法检测

出的阴性样品数

法显示有３９例样品（３０．７％）为支原体阳性，ＰＣＲ法
检测有３７例（２９．１％）阳性。共计有 ４０例细胞培养
上清被培养法和（或）ＰＣＲ法判定为支原体污染。阳
性率为（３１．５％），高于单一的检测方法。结合生物
发光法的检测，发现培养法和 ＰＣＲ法在检测支原体
时均没有假阳性，二者均显示了很好的特异性和阳性

结果的预测值。然而，就敏感度、阴性结果的预测值

·１３·
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和准确性而言，在初次检测中 ＰＣＲ法要优于培养法。
复检时延长培养时间至４天以上，培养法的检测结果
要优于 ＰＣＲ法（表 ６）。但是，经过配对的 ＭｃＮｅｍａｒ
检验，尚不能认为两种方法的阳性率不同 （Ｐ＝
０３１７），即两种方法检测支原体具有较好的一致性。
　　４．污染支原体种类的分析：对 ８３例 ＰＣＲ法阳性
的样本进一步分析了感染支原体的种类，检测种类包

括精氨酸支原体、口腔支原体、猪鼻支原体、莱氏无胆

甾支原体和唾液支原体，检出情况见表 ６。其中感染
了前４种常见的牛源性支原体的有６０例，占７２３％。
ＰＣＲ后经琼脂糖凝胶电泳发现，有的样品可以同时
存在多种支原体的感染（图２），如ＰＣ－３Ｍ－ＩＥ８（人前
列腺癌细胞），甚至同时存在精氨酸支原体、口腔支

原体、猪鼻支原体和唾液支原体等４种支原体的感染
（图２Ｈ）。

表 ６　培养法和 ＰＣＲ支原体检测的统计结果

统计参数 培养法 ＰＣＲ法
初检 敏感度 ３１／４０（７７．５％） ３６／４０（９０％）

特异性 ８７／８７（１００％） ８７／８７（１００％）
阳性结果的预测值 ３１／３１（１００％） ３６／３６（１００％）
阴性结果的预测值 ８７／９６（９０．６％） ８７／９１（９５．６％）

准确性 １１８／１２７（９２．９％） １２３／１２７（９６．９％）
复检 敏感度 ３９／４０（９７．５％） ３７／４０（９２．５％）

特异性 ８７／８７（１００％） ８７／８７（１００％）
阳性结果的预测值 ３９／３９（１００％） ３７／３７（１００％）
阴性结果的预测值 ８７／８８（９８．９％） ８７／９０（９６．７％）

准确性 １２６／１２７（９９．２％） １２４／１２７（９７．６％）

图 ２　感染不同种类支原体的样品 ＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳图
Ａ．人宫颈癌细胞（ＨｅＬａ２２９）；Ｂ．小鼠前胃癌细胞（ＭＦＣ－Ｂ５－ＧＦＰ）；Ｃ．人巨核白血病细胞（ＵＴ－７）；Ｄ．人结直肠癌细胞（Ｃｏ

ｌｏ３２０ＤＭ－ＲＦＰ）；Ｅ．小鼠黑色素瘤细胞（Ｂ１６－Ｍｕｃ１）；Ｆ．人多发骨髓瘤细胞（Ｕ２６６）；Ｇ．人肝癌细胞（ＨｅｐＧ２）；Ｈ．人前列腺癌细胞

（ＰＣ－３Ｍ－ＩＥ８）；Ｍ－１．精氨酸支原体；Ｍ－２．口腔支原体；Ｍ－３．猪鼻支原体；Ｍ－４．莱氏无胆甾支原体；Ｍ－５．唾液支原体；ＭＰ．通

用引物；Ｍ．ＤＮＡ相对分子质量标准；ｂｐ．引物对

　

·２３·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ｊｕｎ２０１８，Ｖｏｌ．４７Ｎｏ．６　　



表 ７　培养法和 ＰＣＲ法支原体检测的一致性分析（ｎ）

培养法
ＰＣＲ法

阳性例数 阴性例数
总计

阳性例数 ３６ ３ ３９
阴性例数 １ ８７ ８８
总计 ３７ ９０ １２７

表 ８　ＰＣＲ法检测感染支原体的类型

支原体种类 阳性例数 阳性率 （％）
精氨酸支原体 ３０ ３６．１
口腔支原体 ７ ８．４
猪鼻支原体 ３１ ３７．３

莱氏无胆甾支原体 ５ ６．０
唾液支原体 １３ １５．７

其他类型支原体 ２３ ２７．７
总计 ８３ １００

　　有些样品可能被多种支原体污染

讨　　论
支原体感染一直是细胞培养过程中令人头痛的

问题。目前其检测方法有培养法、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８荧光
染色法、ＰＣＲ法、Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ法、生物化学检测
法、扫描电镜等，最常用的是前 ３种［６，９～１５］

。培养法

作为一种非特异性的支原体检测方法，绝大多数支原

体均可通过培养检出，因此国家实验细胞资源共享平

台一直参照《中国药典》，将该方法作为实验细胞支

原体感染检测的金标准。但是培养法耗时长，在某些

需要快速做出“去／留”决定的检测时，如引入新细胞
时，这种方法并不适用

［６］
。ＰＣＲ法检测支原体快速、

灵敏、成本低，而且阐释客观、结果可重复，便于记录。

有多篇文献报道了通过单一或巢式 ＰＣＲ进行广谱或
精确种类的支原体检测，大多数是采用支原体 １６ｓ
ｒＤＮＡ中含有的保守序列作为扩增的靶序列［１２，１６，１７］

。

目前市场上也有多种商品化的试剂盒，直接取细

胞培养上清作为模板进行 ＰＣＲ反应，通过琼脂糖凝
胶电泳观察有无阳性条带来判断结果。但是培养上

清中可能会存在一些未知的细胞分泌物，这些成分会

抑制 ＰＣＲ反应体系中 Ｔａｑ聚合酶的活性，从而引起
假阴性。所以，本研究中是采用离心柱的方法对细胞

培养上清中的可能存在的支原体 ＤＮＡ进行了分离和
纯化，并且构建了内对照的质粒模板，来排除 ＰＣＲ反
应体系的问题。

据文献报道，细胞培养中支原体污染的阳性率在

１５．０％ ～８８．７％，美国为 １５％，荷兰在 ２５％以上，德
国为 ２８％，前捷克为 ３７％，伊朗为 ５７５％，日本为
８０％，墨西哥为 ８８．７％ ［６，１２］

。本研究中联合培养法

和 ＰＣＲ法发现，来自于其他实验室的细胞支原体污
染的阳性率（６６．１％，３７／５６）远高于中心保藏细胞
（２４．３％，４６／１８９）。只有通过严格质控，生长状态良
好、支原体检测阴性、无种内或种间交叉污染的细胞

才能被国家实验细胞资源共享平台保藏、对外共享。

但是由于过去仅采用培养法检测支原体，且取样前细

胞在无抗生素的培养基中常规培养３天，使得某些支
原体污染程度较轻的细胞没有检测出来。本研究中，

同时使用了敏感度更高的 ＰＣＲ法，且延长取样前无
抗生素培养时间至４天以上，使得本中心的细胞支原
体的检出率也有所提高。进一步本文利用支原体种

类特异性的引物对 ８３例阳性样品进行了扩增，发现
四种牛源性的支原体———精氨酸支原体、口腔支原

体、猪鼻支原体、莱氏无胆甾支原体，感染率达

７２３％，唾液支原体占 １５．７％，其他支原体感染占
２７．７％。有的样品甚至同时检出了两种或多种支原
体。这一结果提示使用质检合格的血清、培养基制品

以及严格无菌操作才能有效地预防培养细胞的支原

体感染。对于支原体污染的细胞，本中心常规丢弃或

者替代，但是某些比较珍贵的细胞采用 ＢＭ－ｃｙｃｌｉｎ
处理以去除支原体。

本研究的目的除了分析国内实验细胞支原体污

染的情况外，还要比较培养法和 ＰＣＲ法的检出情况。
对１２７例同时用培养法和 ＰＣＲ法进行支原体检测的
细胞培养上清，其检测结果经配对的 ＭｃＮｅｍａｒ检验，
证明两种方法检测支原体具有较好的一致性（Ｐ＞
００５）。培养法作为金标准，其检测结果只有假阴性，
没有假阳性。培养法敏感度较低是其出现假阴性结

果的重要原因。另外，经鉴定污染支原体的种属，发

现３７．３％的阳性细胞被猪鼻支原体污染。这种支原
体很难培养，在初检中 ９例培养法阴性、ＰＣＲ法阳性
的样本，经鉴别有 ７例是感染了该种支原体，所以这
是导致培养法假阴性的另一个原因。对于初检中结

果不一致的样品，联合使用生物发光法进行复检时，

发现 ＰＣＲ法检测支原体同样仅有假阴性，没有假阳
性。导致 ＰＣＲ法假阴性的原因是感染支原体种类的
问题。ＰＣＲ法中所用的引物不够广谱，未能与感染
该类型的支原体 ＤＮＡ发生特异性结合，而导致了假
阴性的出现。因此，联合使用两种方法，可以减少假

阴性，避免支原体污染细胞的漏检。

总之，培养法和 ＰＣＲ法在培养细胞的支原体检
测方面有较好的一致性。培养法为非特异性检测，可

培养出的支原体种类广泛，但是敏感度低，而 ＰＣＲ法
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灵敏、快速，但是局限于某些支原体的种类，两者的检

测结果只有假阴性，没有假阳性。因此，在支原体检

测中应该联合使用两种方法，并且延长取样前的细胞

在无抗生素培养基中的培养时间，以避免假阴性，提

高阳性检出率。另外经统计，中心以外实验室来源的

样品支原体感染率已经达 ６０％以上，严重影响研究
结果的可靠性。在此强烈建议科研人员在细胞培养

的过程中，使用合格制剂，严格无菌操作，预防支原体

感染，并且定期采用两种不同的方法检测支原体，以

保证实验结果的准确性。
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１２（２）：ｅ０１７２３５８

１５　ＹｏｕｎｇＬ，ＳｕｎｇＪ，ＳｔａｃｅｙＧ，ＭａｓｔｅｒｓＪＲ．ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＭｙｃｏｐｌａｓｍａｉｎ
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Ｈｏｄｇｋｉｎｌｙｍｐｈｏｍａ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＳｃｉ，２０１７，１０８（６）：１１０９－１１１８

２０　ＫｏｃｈｅｎｄｅｒｆｅｒＪＮ，ＤｕｄｌｅｙＭＥ，ＫａｓｓｉｍＳＨ，ｅｔａｌ．Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ－ｒｅ

ｆｒａｃｔｏｒｙｄｉｆｆｕｓｅｌａｒｇｅＢ－ｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａａｎｄｉｎｄｏｌｅｎｔＢ－ｃｅｌｌｍａｌｉｇ

ｎａｎｃｉｅｓｃａｎｂｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｕｔｏｌｏｇｏｕｓＴｃｅｌｌｓｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇａｎ
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