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细胞培养常见问题分析解决

摘要：细胞转染时，细胞状态的好坏对转染效率有很大影响。细胞污染可能会导致细胞死亡，本文主要总结了细胞

培养中常见污染现象和解决方法。

细胞污染

凡是对细胞生长有危害的成分或者造成细胞不纯的异物都视为污染。细胞污染根据污染源可以分为化学污染，物理

污染和生物污染。

化学污染

细胞培养所用到的培养基，水要高压蒸汽锅灭菌。其中，血清作为细胞培养中常用的培养基，血清存在潜在的化学

污染，此外血清成分具有不确定性，血清对不同细胞的生长影响包括毒副作用等存在差异。

物理污染

物理污染，主要指温度、振动、放射线、辐射等物理因素对细胞的破坏。如将细胞液培养基等暴露于放射线或紫外

线下，会引起细胞代谢改变。恒温培养箱的周围存在能够产生机械振动的设备，可能也会对细胞生长存在一定影响。

微生物污染

1.细菌：细菌污染常见的有大肠杆菌，葡萄球菌等。细菌污染较易发现，在普通倒置显微镜下为黑色细沙状，培养

液一般会在短时间内变黄，有时静置的培养液不混，稍加震荡，变会有很多混浊物漂起。显微镜下可见培养液中有

大量圆球状颗粒物漂浮，有时在细胞表面及周围有大量细菌存在，细胞停止生长并有中毒表现。

处理：

 在培养液中加入相应的抗生素，能够预防绝大多数的细菌污染

 保证器皿、水充分灭菌，空气无菌，同时保证灭菌压力。

2、霉菌：霉菌的污染多数是白色念珠菌， 曲霉菌，酵母菌等。霉菌污染后培养液短期内依旧清亮不变浑浊，倒置

显微镜下可看见细胞之间有交错的丝状，树枝状菌丝，漂浮在培养液中。念珠菌呈卵圆状，在细胞周边生长。细胞

被霉菌污染后，仍可生长，长时间细胞的活力状态会变差。
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处理：先确定污染物的种类：细菌、真菌还是支原体。如果是霉菌污染。迅速将污染细胞与正常细胞系隔离，并对

实验中所用过的所有器皿工具消毒

3、支原体：支原体的大小介于细菌和病毒之间，是一种独立生活的微生物。对热敏感，对一般抗生素不敏感。支

原体的形态多变，多吸附在细胞表面和细胞之间。电镜下观察，中心有高密度的密集颗粒，横断面与细胞微绒毛相

似。

因国内的血清很多数都没有做支原体阴性检测，而支原体又是牛血清中最常见

的微生物之一。支原体污染细胞后，培养液轻微发生混浊．但细胞变化不显著，

在细胞逐渐的培养中，细胞会慢慢死亡。

支原体污染检测：

荧光染色法：DNA 和与 DNA 特异性结合的荧光染料结合，使得支原体的 DNA

着色，然后用荧光显微镜观察。镜下支原体为散在于细胞同围或附于细胞膜表

面的亮绿色小点。

解决：

1.抗生素排除法：支原体污染预防比解决好。如果不小心污染后，可加入高浓度抗生素（常规使用的 5 倍浓度）作

用 24-48 小时，再换入常规培养液，但该法不保证有效。推荐用量：庆大霉素 200ug/ml ，四环素 10ug/ml ，

卡那霉素 50ug/ml 。

2.加温除菌：支原体不耐热，可以对支原体污染的细胞热处理除菌。将支原体污染的细胞放置 41 度中作用 10 小时

可杀死支原体。因高温对细胞本身也会产生一定影响，故热处理前需先进行预实验，确定对细胞影响最小而能最大

程度的杀死支原体的时间。
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4、黑蛟虫：黑胶虫污染后细胞中出现小黑点，高倍镜下可看见不规则的运动。培养液浑浊不明显，对细胞生长状

态无太大影响。

解决：如果细胞出现黑胶虫污染，可增加细胞的接种密度，提高细胞存活率。当细胞生长状态很好时，黑胶虫的数

量会降低。细胞培养过程中坚持要每天换液，并用缓冲液冲洗，能够大大降低黑胶虫的数量，可最终消失，偶尔在

镜下可见个别小黑点，但整体细胞培养和后续的细胞转染无影响。

细胞培养箱染菌清洗方法

用硫酸铜溶液擦拭 CO2 孵箱内，再把水盘里也加上饱和量的硫酸铜。或者在培养箱的托盘加入饱和的消毒磷酸氢二

钠高盐液体，可以防止霉菌污染。

CO2 孵箱被霉菌污染后，可把所有细胞暂时转移，采用过氧乙酸擦洗孵箱（包括隔板，箱壁）。并把过氧乙酸放置

在孵箱内一个小时，使其蒸汽弥漫。待过氧乙酸的气味消散后，再移入细胞。孵箱应定期清洁（2 月左右）。

其它培养箱清洗方法是：用 84 液擦洗－清水擦洗－75%酒精擦洗－紫外灯照。

预防霉菌污染，可在培养基里加 3u/ml 的两性霉素或制霉菌素或放线菌素 D 或双抗；但细胞一旦污染，制霉菌素

或放线菌素 D 或双抗都无法弥补，舍弃被污染细胞，并将环境彻底消毒。如果所有细胞都污染，可能是整体系统污

染，检查所有培养基和器材，并重新灭菌。针对个别污染，首先考虑操作问题，注意操作规范。
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