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摘要:根据常见支原体 23SrRNA的保守区域基因序列 , 设计通用引物 , 应用 SYBRGreenRealTimePCR技术 , 研究建立了细胞培养物中支原体

污染的快速检测方法。该方法能检测到污染细胞培养物的 6种常见的支原体 , 敏感度达 4.2 ×10-2 pg/mL模式株的 DNA。
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　　支原体是最小的能自我复制的微生物 , 大小为

300 ～ 800 nm, 无细胞壁 , 呈多形性 。归属于柔膜体

纲 (Mollicutes), 共有 6个属 , 120个种别
[ 1]

。支原

体是生物制品中较常见的一种外源污染微生物 , 据某

些学者统计 , 原代细胞培养物的支原体污染率为 1%

～ 3%, 而继代细胞株和传代细胞系中的支原体污染

率高达 45% ～ 92%
[ 2]

。上述各类细胞是进行病毒疫

苗生产 、单克隆抗体制备以及病毒学研究的重要介

质 , 支原体污染将引起细胞代谢和形态的变化并导致

染色体畸变 , 从而影响所收获病毒的滴度和单抗效
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价 , 给科研和生产带来严重的危害
[ 3]

。

目前 , 支原体检测方法主要有固体或液体分离培

养法 、 DNA荧光染色法 、 电镜法 、 血清学方法和核

酸探针法等 , 因特异性 、 灵敏度及检测时间长的缺

陷 , 这些方法均不是理想的检测方法
[ 4]

。本研究利

用先进的 SYBRGreenRealTimePCR技术 , 对细胞培

养物中支原体污染的快速检测进行了有益的探索。

1　材料与方法

1.1　材料

　 　猪肺炎支原体 (Mycoplasmahyopneumoniae,

Mhp, ATCC232)、 鸡毒支原体 (Mycoplasmagallisep-

ticum, BG44T)、 滑液支原体 (Mycoplasmahyosynovi-

ae, WVUI853)、精氨酸支原体 (Mycoplasmaarginini,

　　综上所述推断 , SDG可能通过 2种机制促进乳腺

发育:一是通过胃肠道微生物转化后 , 其代谢产物

END和 ENL作用于乳腺 , 与乳腺中的雌激素受体结

合 , 直接促进大鼠的乳腺发育;另一种是通过神经内

分泌途径 , 与下丘脑 、垂体的雌二醇受体结合 , 引起

动物自身与乳腺发育相关的激素 E2和孕酮的生成和

释放 , 进一步促进大鼠的乳腺发育。其具体作用机制

还有待于进一步试验研究 。
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G230)、 莱德劳 (氏 )无胆甾原体 (Acholeplasma

laidlawii, ATCC2406)和猪鼻支原体 (Mycoplasma

hyorhinis, CVCC361)购自中国兽医药品监察所;

Vero细胞由本实验室保存;Lightcycle荧光定量 PCR

仪购自 BIO-RAD公司 , BiofugeprimoR低温台式高

速离心机购自 SORVALL公司 , RealTimePCR8联管

购自 AXYGEN公司;柱式细菌 DNAOUT试剂盒购自

TIANDZ公司;BioEasySYBRGreenⅠ RealTimePCR

试剂盒购自 BIOER公司 。

1.2　SYBRGreenRealTimePCR引物设计

根据 GenBank中公布的猪肺炎支原体 、 滑液支

原体 、 鸡毒支原体 、 精氨酸支原体 、 莱德劳 (氏)

无胆甾原体和猪鼻支原体 23SrRNA基因序列 , 设计

1条通用的反向引物:5′-CTTTCC (A/C) TCAC

(G/T)GTACT (A/G) GTTCACT-3′, 鉴于莱德劳

(氏)无胆甾原体与上述另 5个支原体 23SrRNA的

基因序列差异较大 , 为其单独设计 1条正向引物:

5′-GGAAAATGTTATTTTGACGAACCT-3′, 同时 , 为另

5个支原体设计 1条共用的正向引物:5′-TCTGAA

(C/T)TGCCGGGACCACC-3′
[ 5]

。上述引物由 TaKa-

Ra大连宝生物工程有限公司合成 。

1.3　套式 PCR引物合成

根据文献 [ 6] , 由 TaKaRa大连宝生物工程有限

公司合成 2对引物 , 其中 , 内部正向引物为:5′-GT-

TCTTTGAAAACTGAAT-3′, 内部 反 向引 物为:5′-

GCATCCACCAAAAACTCT-3′;外部正向引物为:5′-

ACACCATGGGAGCTGGTAAT-3′, 外部反向引物为:

5′-CTTCATCGACTTTCAGACCCAAGCCAT-3′。

1.4　猪肺炎支原体基因组的提取

按文献 [ 7] 制备 KM2液体培养基 , 将猪肺炎支

原体冻干菌种在 KM2液体培养基中进行增殖 , 取 1

mL培养物 , 按照 TIANDZ公司的柱式细菌 DNAOUT试

剂盒说明书提取基因组 , 作为优化 SYBRGreenReal

TimePCR反应条件的模板。

1.5　SYBRGreenRealTimePCR反应条件的优化

设计 0.1, 0.2, 0.3 μmol/L3 个引物浓度 ,

58 ℃、60 ℃、 62 ℃ 3个反应温度 , 28 s、 30 s、 32 s

3个反应时间 , 35次 、 40次 2个反应循环次数。先

固定 40次反应循环次数 , 用 BioEasySYBRGreenⅠ

RealTimePCR试剂盒中 SYBR混合物 、 TaqDNA聚

合酶 、 MgCl2和灭菌双蒸水 , 对引物浓度 、 反应温

度 、反应时间进行正交试验优化;再固定已优化的引

物浓度 、反应温度 、 反应时间 , 进行反应循环次数优

化 , 筛选出最佳的 SYBR GreenRealTimePCR反

应条件 。

1.6　猪肺炎支原体基因组标准曲线的建立

首先测定 1.4所提取的猪肺炎支原体基因组的

OD260值 , 计算其浓度后进行 10倍梯度稀释 , 取 4.2

×10
2
, 4.2 ×10, 4.2 , 4.2 ×10

-1
, 4.2 ×10

-2
, 4.2

×10
-3

pg/mL6个稀释度 , 用上述设计的引物和已优

化的反应条件 , 进行 SYBR GreenRealTimePCR

反应。

1.7　SYBRGreenRealTimePCR检测猪肺炎支原

体基因组的灵敏度

以 SYBRGreenRealTimePCR检测猪肺炎支原体

基因组的最低浓度作为其灵敏度 , 同时利用魏红梅

等
[ 7]
设计的套式 PCR引物和已优化的反应条件:引

物浓度为 0.5 μmol/L, 循环参数为:94 ℃预变性 3

min;94 ℃变性 4 s, 54 ℃复性 4 s, 72 ℃延伸 20 s,

重复 30次循环;72 ℃恒温 3 min, 以 1.4所提取的

猪肺炎支原体基因组为模板进行套式 PCR, 比较其

灵敏度 。

1.8　支原体感染 Vero细胞及其基因组的提取

将猪肺炎支原体 、鸡毒支原体 、 滑液支原体 、 精

氨酸支原体 、莱德劳 (氏)无胆甾原体和猪鼻支原

体冻干菌种用 KM2液体培养基进行增殖 , 将在 50 mL

小方瓶中已长成单层的 Vero细胞培养液倒掉 , 分别

加入 1 mL上述支原体培养物 , 吸附 1 h, 加入 10 mL

细胞培养液 , 37 ℃培养 3 ～ 5 d(同时设阴性对照)。

收获经 3次反复冻融的上述细胞培养物 , 取 1 mL细

胞培养物 12 000 r/min离心 30 min, 去上清 , 加 100

μL灭菌双蒸水悬浮后煮沸 10 min, 12 000 r/min离

心 10 min, 取上清液作为样品 , 按 1.5所优化的条件

进行 SYBRGreenRealTimePCR反应
[ 5]

。

1.9　SYBRGreenRealTimePCR检测生物制品中

污染的支原体

收集来自不同实验室的原代细胞 (包括原代鸡

成纤维细胞和猪肺泡巨噬细胞)和继代细胞 (包括

Vero、 Marc145和 Dulac细胞)共 16份 , 购自不同厂

家的 3份犊牛血清和 18份活疫苗样品 (常见畜禽及

宠物活疫苗)。上述样品按 1.8所述的方法提取其基

因组 , 并按 1.5所优化的条件进行 SYBRGreenReal

TimePCR反应。同时按 1.7所述方法进行套式 PCR

反应。

2　结果

试验结果详见图 1 ～ 4。

2.1　SYBRGreenRealTimePCR最佳反应条件

经优化 , 最佳引物浓度为 0.2 μmol/L, 循环参

数为:95 ℃预变性 3 min, 95 ℃变性 10 s, 60 ℃复

性及延伸 30 s, 变性及复性过程重复 40个循环 。
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SYBRGreenRealTimePCR的模板: 1.猪肺炎支原体;2.精氨

酸支原体; 3.莱德劳 (氏)无胆甾原体; 4.猪鼻支原体;5.鸡毒

支原体; 6.滑液支原体;7 ～ 8.Vero细胞;9.双蒸水。

(A):扩增曲线。对应的 Ct为 17.7、 21.7、 18.2、 23.2、 22.1、

24.2、 32.0和 34.2。

(B):溶解曲线。 对应的 Tm值为 80.5 ℃、 81.5 ℃、 81.0 ℃、

80.5 ℃、 81.5 ℃、 80.5 ℃、 75.5 ℃、 75.5 ℃和 75.5 ℃

图 4　感染支原体的 Vero细胞培养物的扩增结果

2.2　猪肺炎支原体基因组的标准曲线

将模式株猪肺炎支原体基因组进行 10倍梯度稀

释后作为模板进行 SYBRGreenRealTimePCR反应 ,

得到猪肺炎支原体基因组 SYBRGreenRealTimePCR

扩增曲线 (图 1)。

图中在 30个循环后空白对照组出现荧光信号值

增强现象 , 经熔解曲线分析是引物二聚体形成所致

(图略)。

SYBRGreenRealTimePCR反应结束后由计算机

根据起始模板浓度的对数值和相应的 Ct值拟合出标

准曲线 , 标准曲线相关系数 R
2
=1.000 (>0.98),

表明不同梯度浓度模板的对数值与 Ct值之间呈现很

好的线性关系 , 经计算 , 标准曲线扩增效率 E=

1.061 (0.8 <E<1.2), 符合荧光定量 PCR体系要

求 , 详见图 2。

2.3　SYBRGreenRealTimePCR检测猪肺炎支原

体基因组的灵敏度

SYBRGreenRealTimePCR可检测到 4.2 ×10
-2

pg/mLMhpDNA, 而套式 PCR只能检测到 4.2 ×10
-1

pg/mLMhpDNA(见图 3)。
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2.4　SYBRGreenRealTimePCR对感染支原体的

Vero细胞培养物的检测

如图 4所示 , 所设计的引物对人工感染 6种常见

支原体的 Vero细胞培养物均可扩增出特异性的片段 ,

而阴性对照的 Vero细胞不能产生特异性反应。

2.5　SYBRGreenRealTimePCR对生物制品中污

染的支原体的检测

37份待检样品经第 1次套式 PCR扩增后检出 12

份 , 其中细胞培养物 10份为阳性 , 活疫苗 2份为阳

性;经第 2次套式 PCR扩增后检出 5份 , 其中 3份

细胞培养物为阳性 , 2份活疫苗为阳性 。套式 PCR共

检出 17份样品 , 其检出率为 45.9% (17/37)。经过

SYBRGreenRealTimePCR共检出 26份为阳性样品 ,

检出率为 70.3% (26/37)。

3　讨论

上世纪 90年代中期诞生的实时荧光定量 PCR技

术 , 因具有定量准确 、 敏感性高 (<5拷贝)、 精确

度高 (CV<2%)、 无后处理步骤 、 并可以进行多重

检测等优点
[ 8]

, 得以在基础研究和分子诊断技术领

域受到青睐。目前的各类实时荧光 PCR方法中 , 序

列特异的荧光探针 (如 TaqMan探针)被看作是标准

的检测模式
[ 9]

, 但因探针合成费用较高 , 且每一种

扩增子都需要一种对应的探针 , 不适于大量的不同基

因序列的检测 。本研究所采用的 SYBRGreenReal

TimePCR, 受引物二聚体形成的影响 , 需通过优化

反应条件和熔解曲线分析来提高其特异性 , 但因只需

合成成本较低的特异性引物 , 实际应用前景较广。

原核生物的 rRNA基因高度保守且进化缓慢 , 被

称为 “活化石 ”。目前 , 大部分已知支原体的

23SrRNA基因序列已被测定并存入基因数据库 。本

研究针对猪肺炎支原体 、鸡毒支原体 、 滑液支原体 、

精氨酸支原体 、莱德劳 (氏)无胆甾原体和猪鼻支

原体的 23SrRNA基因序列 , 利用 DNAStar软件和

primer5.0软件设计引物 , 建立了细胞培养物中支原

体污染的 SYBRGreenRealTimePCR检测方法 。试验

表明 , 本方法能成功检出上述 6种常见支原体 , 比常

规的培养法和 DNA间接荧光染色法快 5 ～ 10 d, 而与

目前普遍使用的套式 PCR检测法相比 , 也具有更高

的灵敏度
[ 6, 10-11]

。

本研究采用 SYBRGreenRealTimePCR技术进行

细胞培养物及生物制品中支原体污染的检测 , 检出率

为 70.3% (26/37), 此结果与郭玉广等
[ 12]
和应蓓蓓

等
[ 10]
对生物制品中支原体污染的检测结果 80%、

64.5%相似 , 表明细胞培养物和生物制品中支原体污

染仍较为严重;同时 , 本研究将为相关主管部门 、 科

研工作者和生物制品企业进行生物制品中支原体污染

的检测 , 提供一种新型 、 高效 、特异 、灵敏的手段 。
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·喜讯· 《畜牧与兽医 》影响因子持续上升
根据 2008年 12月 9日在北京召开的 2007年度 “中国科技论文统计结果 ” 发布会公布的对 1765种统计源

期刊的统计结果 , 在核心版中 《畜牧与兽医》 影响因子为 0.338 , 扩展版影响因子为 0.498, 总被引频次核心

版为 540, 扩展版为 994。核心版影响因子和总被引频次两项指标均位于畜牧 、兽医科学类期刊第 9名 。 《畜牧

与兽医 》 影响因子继 2005年版的 0.118、 2006年版的 0.218、 2007年版的 0.280, 持续上升到今年的 0.338。
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