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摘  要 

细胞的质量决定实验的进程与结果，细胞污染不仅仅是造成实验室的损失，更严重的后果是导致数据的

错误、实验的失败。因此，我们不仅要知道细胞培养过程中常见的细胞污染类型，更要熟悉它们的特征

及鉴定方法。同时，了解细胞污染的来源后才能更精准地进行细胞污染的预防。当稀少且价值高的细胞

受到污染时还要掌握其清除方法。但被污染过的细胞本身还是会或多或少的受到影响，防患于未然，正

确操作，定期检查清理消毒培养设施及严格执行无菌操作规范才是关键。 
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Abstract 
The quality of the cell determines the process and results of the experiment. Cell pollution not on-
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ly causes the loss of the laboratory, but also leads to the error of the data and the failure of the ex-
periment. Therefore, we should not only know the common types of cell contamination in cell cul-
ture, but also be familiar with their characteristics and identification methods. At the same time, 
the prevention of cell pollution can be more accurate only after understanding the source of cell 
pollution. When rare and valuable cells become contaminated, it is important to know how to re-
move them. But the contaminated cells themselves will be more or less affected. We should take 
preventive measures, and correct operation, regular inspection of cleaning and disinfection cul-
ture facilities and strict implementation of aseptic operation specifications are the key. 
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1. 介绍 

细胞污染是指在细胞的培养过程中混入了造成细胞不纯的异物和对细胞生存有害的成分，是细胞培

养时最容易且最常出现的问题，被称为细胞培养的第一大害。细胞污染其实是可防可控的，认识细胞污

染的类型及来源，建立和完善细胞培养规范的操作方法及相关制度规章有助于我们培养高质量的细胞并

成功进行实验工作及科学研究。因此，细胞培养人员要了解细胞培养过程中可能潜在的污染源及掌握对

应的控制措施。本综述的主题是细胞培养过程中最常见且最有害的细胞污染问题，我们首先对不同类型

的细胞污染特征及鉴定方法分别进行了梳理。其次我们总结了细胞污染的来源及对应的预防措施。最后，

我们对细胞培养时其他微生物的污染及细胞污染的清除方法进行了讨论。希望本文能为实验室进行细胞

培养的操作人员提供一些帮助，从容应对细胞污染。 

2. 细胞污染的特征及鉴定 

2.1. 常见微生物污染 

2.1.1. 细菌污染 
细菌生长迅速，短时间内可抑制细胞生长甚至杀死细胞，常见有大肠杆菌、葡萄球菌、假单胞菌、

绿脓杆菌等[1]。当细胞产生细菌污染时，细胞发生病理改变，在镜下可以观察到胞浆内出现大量颗粒，

细胞也会变圆脱落，且可能由于 pH 的改变，培养液会呈现不同的颜色。当细菌污染较轻时镜下可见小

的菌体在细胞间运动，严重时培养基上清液浑浊肉眼可见[2]。 
此类污染在细胞培养中出现较多，并且难以检测，在研究中常采用集合酶链反应(PCR)技术进行培养

细胞中细菌污染的检测，但其技术要求高且成本也较高，培养物 DNA 的提取也有较大困难[3]。而采用

煮沸法对细菌基因组 DNA 进行粗提取是一种成本低、效率高且对操作人员无特殊要求的方法，使用 PCR
扩增法对培养物进行检测能在早期对被细菌污染的细胞培养液进行鉴别，灵敏度较高[4]。总之，细胞培

养中细菌污染未及时准确检测出来会对后续实验结果造成较大干扰，因此此类微生物的检测对实验室细

胞培养具有重要价值[1]。 

2.1.2. 真菌污染 
真菌是一种真核细胞型微生物，许多真菌种类的休眠孢子能在极端恶劣和不良环境中存活，尤其在
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梅雨季节容易生存下来。其种类繁多，较为常见的真菌污染包括白色念珠菌、酵母菌、霉菌等[5]。细胞

受到真菌污染后，培养液一般不浑浊，肉眼可见漂浮着的白色或浅黄色小点，倒置显微镜下可见链状排

列的菌株或是丝状、管状菌丝纵横交错排列。其中念珠菌则呈卵圆形分散于细胞周边和细胞之间[6]。酵

母菌为直径 2~3 mm 的圆形乳白色菌落，表面湿润、粘稠且隆起[7]。霉菌是最常见的真菌污染，包括毛

霉菌、根霉菌等，霉菌污染易于发现[8]。发生霉菌污染时，培养液是清亮的，低倍镜下可见乳白色团状

漂浮物，培养液无变化；高倍镜下可观察到明显菌丝，细胞仍可生长，但速度变慢，若不及时处理则活

力变差，最后营养耗尽及毒性作用而脱落死亡[9] [10]。霉菌污染会给操作环境带来严重危害，这是由于

霉菌孢子对环境耐受力强，难以清除[11]。细胞培养时真菌的污染会影响实验结果的有效性，且真菌可以

通过孢子随空气流动传播而难以根除。 

2.1.3. 支原体污染 
支原体是一种能独立生活的微生物，大小介于病毒和细菌之间，最小直径为 0.2 μm [6]。一般过滤除

菌无法去除，光镜下难以看清其形态结构。支原体污染在细胞培养过程中发生率极高且对细胞的功能和

代谢影响极大，但早期不易被发现。检测支原体污染情况可采用直接培养法(肉汤培养和琼脂培养)、DNA
荧光染色法、探针杂交法或 PCR 法[12]。通常需要两种方法联合使用并进行多次检测。在进行哺乳动物

的细胞培养时，傅里叶变换红外(FTIR)显微光谱在补充检测支原体污染方面具有很大的潜力[13]。最近，

一种新的内部控制的基于 Taqman 的实时 PCR 分析方法使用大量的引物和多种探针的混合物用于检测支

原体污染，不需要 DNA 提取，显示出高特异性、灵敏性和准确性[14]。受支原体污染的培养液一般不发

生浑浊，细胞内的 DNA、RNA 及蛋白表达发生改变，支原体污染的细胞是可以去除支原体的，但不一

定成功且耗时耗力，彻底清除非常困难，因此往往进行重新培养。 

2.2. 化学污染 

细胞培养环境中的大多化学物质都能引起细胞污染，通常是一些对细胞有毒性或能对细胞产生刺激

的化学物质。细胞培养中化学污染物主要有革兰氏阴性细菌内毒素、重金属、自由基和残留洗涤液，它

们通常来自于细胞培养试剂、玻璃器皿和消耗品的不当处理等[15]。细胞培养时的培养液、附加产物以及

必需养分如氨基酸的浓度需要正确配置，控制在合理的范围内，否则会对细胞产生毒性[16]。因此，细胞

培养使用的器材应都是高纯度的，而随着放置时间的延长，即使是超纯水的纯净度都无法达到要求，或

需根据性质通过过滤或高温灭菌的方式去除杂质，故我们尽可能现配现用。配置液体和清洗容器时也必

须使用不含杂质的超纯水[17]。 

2.3. 物理污染 

物理性的污染会通过影响细胞培养体系中的生化成分进而影响细胞的代谢，但却常常被忽视。往往

是由培养环境中的物理因素，如振动、辐射、温度、放射线等引起的。当细胞或培养液暴露于辐射、过

冷或过热的温度、放射线，会导致细胞生长抑制甚至细胞死亡等现象的发生。为避免这些情况的发生，

应注意培养箱宜放在恒温环境中，同时对培养液和试剂进行避光处理[17]。 

3. 细胞污染的来源 

细胞污染的类型是多种多样的，其来源也是多方面的。细胞培养过程中细胞污染主要来源于实验室

的环境与空气、不洁的动物组织标本、实验人员的清洗消毒操作、细胞培养操作以及血清等。 
空气中漂浮着各种细菌、真菌、病毒以及支原体等，这些微生物无处不在，而环境条件控制不好，

如操作室与外界隔离不严或消毒不充分则很容易造成污染。且在一些多雨及空气湿度大的地区，含菌量
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多，更易造成污染。操作不当也会引起细胞的污染，在进行取材时操作不当可能会使原本无菌的动物组

织受到污染，如取材时不使用浓的抗生素洗液进行细胞组织的洗涤浸泡，或二氧化碳培养箱在培养细胞

取出和放入的过程中未经过消毒酒精擦拭。细胞培养人员未对培养用品、器具等进行清洁或清洁灭菌不

彻底，存在死角，环境监测缺失以及设备出现问题或异常环境参数未能及时发现也会引起污染。另外，

操作者未佩戴口罩、帽子，以及在操作时来回走动、大声说话而造成灰尘扬起。购买的血清本身灭菌不

彻底，则会有潜在污染。 

4. 细胞污染的预防 

预防是防止细胞培养过程中发生污染的最好办法，一旦细胞受到污染，挽救是非常困难的，且对细

胞也会有一定的影响。在细胞培养过程中，细胞污染的预防要从多方面进行，其关键在于严格的无菌操

作[18]。贺莉芳等人对家蝇细胞进行培养时发现直接选取家蝇初孵的幼虫进行组织培养始终都不能成功，

原因是培养 24 h 后都出现了霉菌的污染，而选取无菌家蝇初孵的幼虫则没有受到霉菌污染[19]，由此可

见细胞培养时无菌的重要性。当然，不仅仅是培养的材料需要无菌，更要确保操作环境以及实验人员自

身的无菌。 
首先工作环境要清洁卫生，细胞培养对于实验室的环境要求更为严格。超净工作台是细胞培养过程

中普遍使用的无菌操作工作装置，需要放置合理且经常性地对其进行维护，通常放置在清洁无尘的房间，

使用 75%的酒精擦拭超净工作台及培养箱进行消毒，并且需经常检查超净工作台的滤器是否瘀滞[20]。
以巴氏消毒液进行地面和操作台面的消毒，使用紫外线照射过夜。 

此外，我们还可以对特定类型的细胞污染进行预防，如预防细菌污染一般使用双抗生素。对真菌污

染进行预防，可采用大扶康与头孢他啶和硫酸阿米卡星配伍的方法，其对真菌的污染具有一定的预防作

用[21]。 
除了外部环境因素，我们还需从实验人员及自身操作来预防细胞的污染。进行细胞培养的人员在进

入实验室前都需进行无菌操作的培训，掌握一定的基本理论与实验技能。实验过程中建立和严格执行标

准无菌操作流程，有良好的个人卫生习惯，避免人体携带的细菌污染细胞。实验过程中操作人员不能频

繁进出实验室，需有专用实验服，对细胞进行定期监测，包括培养液、细胞生长状态、细胞形态等。 

5. 讨论 

5.1. 其他微生物污染 

细胞培养时常见的微生物污染除了细菌、真菌和支原体污染外，还有黑胶虫、原虫等，虽然不如前

面提到的几种类型常见，但我们也需要引起重视。 

5.1.1. 黑胶虫污染 
目前，关于黑胶虫的描述并不完整，其成分也不明确。对于黑胶虫是一种生物还是非生物存在着争

议，因此还值得学者们继续去研究。越来越多的研究却显示，黑胶虫的形态是各种各样的，像支原体又

或像真菌。不可否认的是很多研究人员发现，大部分人所说的黑胶虫其实是不常见的真菌、细菌等微生

物污染，并不是真正的我们未知的黑胶虫。 
黑胶虫污染在细胞培养中常见，又称“纳米细菌”污染，与细胞呈现此消彼长的现象，即刚开始对

细胞无明显影响，随着数量的增多可影响细胞甚至使细胞死亡。黑胶虫可穿透滤膜并可通过空气传播。

低倍镜下呈黑色点状或片状，高倍镜下可观察到黑色小虫游来游去[22]。受黑胶虫污染的细胞培养液不浑

浊，颜色、透明度无明显变化，细胞增殖旺盛后会自然消失，更换血清外无需特殊处理可以增加细胞的
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种板密度以提高细胞的生存率。对于黑胶虫的污染目前只能采用高品质的血清进行预防。 

5.1.2. 原虫污染 
原虫为单细胞真核动物，体积微小，具有独立完成生命活动所需的全部生理功能，无法用肉眼观察，

形态大小各异，在世界范围内均有分布，目前已发现的原虫种类超过 65,000 种，包括疟原虫、杜氏利士

曼原虫、蓝氏贾第鞭毛虫、溶组织内阿米巴、刚地弓形虫、微小隐孢子虫等。原虫污染时，培养液会有

轻微浑浊，细胞生长状态变差，不透亮，繁殖速度明显减慢。在显微镜下可观察到非常多细小的点状物。

当原虫达到一定的数量时会与细胞共生争夺营养，从而影响细胞的生长。 

5.2. 常见细胞污染的清除 

在细胞培养时若产生了污染，通常认为应该舍弃。但不可避免的是有些细胞系是独一无二的，这时

我们应尽力对受到污染的细胞进行挽救。接下来我们对细菌、真菌及支原体等污染的清除方法进行了总

结。 

5.2.1. 细菌污染的清除 
如在受到细菌污染时，通过对抗生素除菌、抗生素联合巨噬细胞吞噬除菌以及裸鼠体内接种除菌这

几种方法进行比较，发现抗生素的使用只能在短时间内清除细菌，而利用动物如裸鼠进行体内接种的除

菌方法效果最好[23]。对受到细菌污染的人包皮成纤维细胞分别采用双抗和美罗培南进行挽救，发现美罗

培南组挽救受细菌污染细胞的成功率显著较双抗组高[24]。 

5.2.2. 真菌污染的清除 
大扶康对真菌污染具有一定控制效果，尤其适合受念珠菌等污染的不能耐受两性霉素 B 毒性作用的

细胞，而大扶康的使用浓度在不同的细胞株中均要进行细胞耐受性和毒性试验以确定[16]。为抢救霉菌污

染早期的胰腺癌细胞，通常会及时进行换液处理，并加入较正常用量 5 倍的双抗[25]。在培养小鼠胃类器

官时可能会发生出芽短梗霉菌污染，有实验结果表明 500 μg/L 的两性霉素 B 可有效控制该类真菌的污染

[26]。 

5.2.3. 支原体污染的清除 
当考虑到污染细胞的价值需要去除支原体时，可采取的措施有使用抗生素、加温处理、使用支原体

特异性血清、60Co 辐射处理等(见表 1) [27] [28]。且面对支原体污染时，最近有一种新的救治方法被提出，

即抗生素联合用药，选取了红霉素、氯霉素、泰乐菌素和环丙沙星这四种针对支原体去除的抗生素药物

进行了联合用药。在合适浓度范围内该方案显示出了明显的改善作用，并且对细胞的毒性影响较小[29]。
由于同一种抗生素长时间使用或使用次数过多会导致细胞耐药性的产生，故除了联合用药外，不同药物

交替使用也是一种效果显著的支原体污染的治疗方法[30]。 
 
Table 1. Comparison of commonly used methods to remove mycoplasma contamination in cell culture 
表 1. 细胞培养时去除支原体污染的常用方法比较 

采取措施 优点 缺点 

抗生素 成本低、已操作、可控制 细胞耐药性和细胞毒性 

加温处理 能较好杀死支原体 对细胞有不良影响 

支原体特异性血清 较好抑制支原体生长 较麻烦 
60Co 辐射 不影响细胞培养生长 需要专门的设备 
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5.2.4. 其他细胞污染的清除 
最近也有证实，不间断地预防性使用抗生素会导致细菌耐药性，同时抗生素的使用会阻碍细胞反应。

抗生素只能作为污染清除的手段短期使用，长期使用抗生素需进行无抗生素培养以鉴别隐形感染的对照。

因此有研究采用了无抗生素细胞培养模型对原代人角质细胞进行培养，培养过程中受到了扁桃体来源的

人腺病毒和芽孢形成的短芽孢杆菌的污染。这证明了虽然无抗生素会增加起始细胞培养设施的污染率，

但有针对性的无菌技术或许能消除这种持久性的污染[31]。黑胶虫早期污染可用 0.25%胰蛋白酶消化 3~5
分钟，再用培养基进行冲洗，次日换液[32]。黑胶虫污染的细胞通常不对血清进行灭活处理，这样不仅对

细胞的生长没有好处，反而会因为高温影响血清质量，造成细胞生长速率的降低。 

6. 结论 

学会正确进行细胞培养是试验的基础，能否养好细胞是试验的关键，但细胞培养过程中却会遇到各

种各样的问题，最严重的就是细胞污染问题。在进行细胞培养时，为了应对各类细胞污染问题，最先考

虑的是做好预防工作，了解各类细胞污染的来源才能防患于未然。若细胞污染未能避免，虽然我们可以

对污染的细胞进行挽救，但值得注意的是，要完全去除细胞中的微生物污染是十分困难的。故对于易获

得的细胞株，通常还是建议直接处理，否则会导致污染扩散，同时以新批次重新进行实验以减少风险，

节约时间。 
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