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生物制品生产所用细胞基质的支原体检查 1

本文描述了目前生物制品生产中所用的细胞基质支原体检测方法。

支原体检测建议所用的方法包括：A.培养法；B.指示细胞培养法；C.核酸扩增法（NAT）。

主细胞库、工作细胞库以及生产过程中的细胞培养都应进行支原体检查。检查应同时采用

方法 A和方法 B。需指出的是方法 C可在进行适当的验证后替代方法 A和/或方法 B。

采用方法 A或方法 B之前，应先确认样本中是否存在抑制支原体生长的因子。如果测试到

抑制生长的因子，应采用合适方法中和或去除该物质，比如离心或细胞传代。

如果样本在获得后 24 小时内就进行检查，可存放于 2-8℃。如果超过 24 小时，样本应存

放在-60℃或更低温度。

如果样本中检查到了有支原体，进行支原体菌株的鉴定有助于确定污染源。

A. 培养法

1. 培养基

同时采用琼脂平板和肉汤培养基。每一批琼脂平板和肉汤培养基应不含除青霉素以外的其

他抗生素。参考《生物制品最低要求》2中的有关培养基选择。如果能够满足下述第 2条所描述

的要求，其他培养基也可以采用。

2. 培养基适用性

每一批培养基都应检查支原体的生长特性。为了证明所选培养基能够检测已知支原体，每

次检查都应设置质控。质控至少包括有 2种已知种属或株型的支原体，其中之一应是葡萄糖发

酵的（如肺炎支原体 ATCC 15531，NBRC 14401或与之相当的种属或株型），另一种应该是精

氨酸水解的（如口腔支原体 ATCC 23714，NBRC 14477或与之相当的种属或株型）。用于阳性

质控的支原体菌株应代数较低且来源于官方或权威机构，并恰当处理。以 100CFU或 100CCU

或更少量接种于培养基。

3. 培养和观察

1) 均匀接种不少于 0.2mL的检查样本（细胞悬浮液）于两块或更多块琼脂平板上。平板表面

干燥后，放于含 5-10% CO2的氮气环境中，35-37℃培养不少于 14天。

2) 接种不少于 10mL的检查样本（细胞悬浮液）于两管或更多管 100mL肉汤培养基中，35-37℃

培养。

如果培养基中含任何生长抑制因子，如抗生素，这些抑制因子应去除。生长抑制因子的验
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证测试参考《生物制品最低要求》2中有关生长抑制因子检测中所描述的。

3) 分别在培养到第 3，7，14天的各管中取 0.2mL 的肉汤培养物涂布于两块或更多的琼脂平

板上。每 2天或 3天观察肉汤培养，如果颜色发生变化，则再次涂布于新的琼脂平板上。平板

放于含 5-10% CO2的氮气环境中，35-37℃培养不少于 14天。

4) 所有平板在第 7天和第 14天，用显微镜在 100倍或更大倍数下检查克隆数。

B. 指示细胞培养法

采用Vero细胞基质，100CFU或 100CCU或更少量的猪鼻支原体（ATCC 29052, ATCC 17981,

NBRC14858或与之相当的种属或株型）和口腔支原体（ATCC 23714，NBRC 14477或与之相当

的种属或株型）预先测试方法的适用性。

其他细胞基质和支原体菌株如果检测已知支原体的灵敏度与上述细胞基质和支原体相当或

更高，也可以采用。支原体菌株应代数较低且来源于官方或权威机构，处理过程应得当，接种

前应确定接种量。细胞基质应来源于有资质的细胞库且保证无支原体污染。获得的细胞进行培

养、传代，制备无支原体污染的足量的种子细胞。种子细胞采用本文描述的至少一种方法检测

支原体确保无污染，然后冻存。每次测试都应从库中取一管新的细胞且确保代数在 6代以内。

将盖玻片放于细胞培养皿或相当的容器中，指示细胞应在盖玻片上培养 1天。接种至少 1mL

测试样本（细胞培养上清）至 2个或更多的细胞培养皿中。

该测试应包括 1个阴性对照（未感染）和 2个阳性支原体对照，如猪鼻支原体（ATCC 29052，

ATCC 17981, NBRC14858或与之相当的种属或株型）和口腔支原体（ATCC 23714，NBRC 14477

或与之相当的种属或株型）。阳性对照的支原体接种量为 100CFU或 100CCU或更少量。

细胞于 35-38℃，5% CO2条件下培养 3-6 天。

细胞固定后用 DNA 结合荧光染料，如二苯并酰亚胺或类似的染料染色，在落射显微镜

（400-600倍或更大倍数）下进行观察，对比测试物与阴性对照和阳性对照的显微分析情况。

过程

1) 将灭菌的盖玻片在无菌状态下放入细胞培养皿（35mm直径）。

2) 用含 10%胎牛血清的 EMEM(Eagle's minimum essential medium )培养基准备 Vero 细胞悬浮

液，密度为 1×104/mL。胎牛血清使用前应先确认无支原体污染。

3) 每个培养皿接种 2mL Vero细胞悬浮液。确保盖玻片完全被培养基浸没，没有漂浮在培养基

表面。细胞于 35-38℃，5% CO2条件下培养 1天，使细胞贴在盖玻片上。

4) 用 2mL 新鲜培养基替换后，加入 0.5mL 的测试样本（细胞培养上清）至每个培养皿中。
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阳性对照（2种类型支原体，如猪鼻支原体（ATCC 29052, ATCC 17981, NBRC14858或与

之相当的种属或株型）和口腔支原体（ATCC 23714，NBRC 14477或与之相当的种属或株

型））和阴性对照也做相同处理。

5) 于 35-38℃，5% CO2条件下培养 3-6 天。

6) 移去培养皿中的培养液，加入 2mL醋酸（100）和甲醇的混合物（1:3，固定液），放置 5

分钟。

7) 移去培养皿中固定液，再次加入相同量的固定液，放置 10分钟。

8) 移去培养皿中固定液，完全晾干培养皿。

9) 各培养皿中加入 2mL二苯并酰亚胺荧光染料溶液，加盖，室温放置 30分钟。

10) 移去染料溶液，用双蒸水洗涤 3次，每次 2mL。去除盖玻片，晾干。

11) 在每块盖玻片上滴一滴封固液。擦去盖玻片边缘的封固液。

12) 用落射荧光显微镜在 400-600倍或更大倍数下进行观察。

13) 对比测试物与阴性质控和阳性质控的显微分析情况。

14) 如果超过 0.5%（每 1000个细胞中 5个）的细胞出现荧光点环绕在细胞核外围，则判定为

阳性。

C. 核酸扩增法（NAT）

核酸扩增法是利用特异引物扩增来自细胞或病毒的基因或 mRNA的核酸序列，扩增产物可

采用多种方法检测。支原体核酸扩增法采用支原体靶序列特异性的引物/探针扩增从样本（细胞

悬浮液或细胞培养上清）提取的核酸，具有较高的灵敏度。核酸扩增法可以检出是否有支原体

靶序列存在但不能确定是否为活支原体。

核酸扩增法不止限于一种方法，不同方法都可以使用。但使用 NAT方法前需进行方法验证，

包括灵敏度、专属性、耐用性，保证该方法不受提取方法参数改变或反应混合液组分更改而影

响。任何核酸扩增法只要按照本章进行专属性和灵敏度验证，都可以使用。若使用商业化试剂

盒，验证可以由生产商进行并提供相关信息给用户。但是，用户可能由于仪器和测试的靶细胞

不同而得出不同的结果。用户应使用自身的实验设施来确认厂商的验证结果。如果用户的靶细

胞与厂商不同，试剂盒的检测限和重复性应使用用户关注的细胞进行确认。如果用户的提取方

法和检测仪器等与厂商不同，应进行验证。

此外，由于厂商未必能提供引物/探针或试剂盒中试剂的信息，应采取方法确保试剂盒更新

后获得相关更新信息。如果试剂盒中试剂的组分有更改，用户应确认该试剂盒检测目标支原体
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的检测限和检测的准确度与之前的试剂盒相当。另一方面，考虑到商业化试剂盒可能存在无法

供货的情况，应考虑后备合适的可替代方法。

由于细胞培养过程中支原体生长的细胞依赖性，应选择细胞悬浮液作为测试样本而非细胞

上清液。如果采用细胞培养上清作为测试样本，应对检测方法进行验证以确保可以完全检出细

胞培养物中的支原体污染。

如果核酸扩增法按照下文描述方法进行验证且对所列出的不同种属支原体具有足够的灵敏

度，可以替代方法 A和/或 B。

为了增加检测灵敏度，可以将待测样本与 Vero细胞一起培养，富集样本中可能存在的支原

体。同样，采用该方法需进行验证以显示方法对所列不同种属支原体有足够的灵敏度。

C-1. 核酸扩增法检测支原体

该测试方法应包括一个阳性对照（例如 100CFU或 100CCU或更少量的 ATCC 17981, NBRC

14858或与之相当的其他种属或株型）和一个阴性对照。用于阳性对照的支原体菌株应代数较

低且来源于官方或权威机构，处理过程应得当。接种量应在使用前确定。细胞悬浮液作为测试

样本时，需进行预测试确认细胞核酸对 NAT的影响，并确认阴性对照也没有获得阳性信号。阴

性对照是没有支原体污染的细胞。如果样本无支原体序列扩增则判定检测结果通过。

C-2. 预防措施

由于核酸扩增方法可以检测到微量核酸，来自于设备、仪器、试剂等污染带来的扩增产物

会导致假阳性。为降低污染风险，尽可能每个步骤分区进行，包括试剂储存和配制、核酸抽提、

核酸扩增、扩增产物检测，并有特别的预防措施。为避免扩增产物带来的假阳性结果，可以在

实验过程中引入 UNG 酶。为避免样本抽提效率低或样本中存在影响扩增的干扰物质带来的假

阴性结果，推荐随行该测试细胞的管家基因作为内部质控。

另一方面，如果使用自动化封闭系统进行抽提和扩增，则不必采取分区操作。但将扩增产

物从自动化系统取出丢弃时应做好措施以防污染。

C-3. 支原体检测核酸扩增法的验证

用于检测目标序列的核酸扩增法可以是定量的也可以是定性的。细胞基质的支原体污染检

测定性方法即可，可把该检测认为是限度测试。本节描述用于评估支原体污染的定性核酸扩增

法的方法验证。这些验证方法也可用于有最佳临界值的定量核酸扩增法。

分析过程最重要的验证参数是专属性和检测限。此外，还可以评估分析过程的耐用性。本

文介绍的核酸扩增法验证应包括从提取到检测的整个过程。
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如果商业化试剂盒用于整个或部分分析过程，试剂盒供应商提供的全面验证数据文件可以

取代用户的验证数据，用户无需进行全面验证。但用户需针对自身测试系统测试试剂盒的性能

（如专属性、检测限）。

核酸扩增法可用于：

 过程控制

 方法 A和/或 B的替代方法

本章节基于上述应用将呈现 2个原则，一个用于核酸扩增法的方法验证，另一个用于核酸

扩增法与方法 A或方法 B的对比研究。

在 NAT的专属性或检测限验证的不同阶段都需要支原体参考菌株。这些参考菌株的浓度可

以是 CFU的，也可以是等效的拷贝数的。常规测试中，支原体参考株或由支原体参考株校准浓

度后的测试样本可作为阳性对照。支原体或支原体核酸（如质粒）可以用作阳性对照。支原体

在方法验证过程，包括提取效率中需要用到。

1) 评估参数

需评估 3个参数：专属性，检测限和耐用性。

2) 专属性

专属性是指在样本中能够明确检测到目标核酸存在的能力。核酸扩增法的专属性依赖于引

物/探针的选择和测试条件的严谨性（包括扩增和检测步骤）。

选择特异的及对绝大多数支原体（柔膜体纲，如支原体属和相关种属如解脲支原体，螺原

体，无胆甾原体等）保守的序列来设计引物/探针是相当重要的。核酸扩增法检测支原体种属的

能力应该由检测 3中所列的参考支原体的实验结果来确认，而不推荐采用引物/探针与数据库比

对的方法。

3) 检测限

检测限是一个分析方法对样本中目标核酸能检测出的最低量，但无需准确定量。在建立分

析方法的检测限时，需要确定核酸扩增分析的阳性临界值。阳性临界值是 95%的测试中能被检

测到的每体积样本中的目标序列拷贝数。阳性临界值受每份样本中支原体核酸序列和诸如酶效

率等因子影响，在不同的测试中会有不同的 95%的临界值。确定阳性临界值需对表征过的且已

校准（CFU或核酸拷贝数）的支原体参考株或国际标准株做一系列的梯度稀释，并于不同时间

（日间）进行检测以检查测试间的差异。

检测限的验证需用到如下支原体种属。这些种属是根据生物制品生产所用的哺乳细胞、种
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系亲缘关系以及培养和生产过程中用到的动物来源组分中支原体种属污染频率而确定。这些支

原体只用于核酸扩增法的验证，而非用作常规检测的阳性质控。

 莱氏无胆甾原体（ATCC 23206，NBRC14400或与之相当的种属或株型）

 精氨酸支原体（ATCC 23838或与之相当的种属或株型）

 发酵支原体（ATCC 19989，NBRC14854或与之相当的种属或株型）

 猪鼻支原体（ATCC 17981，NBRC14858或与之相当的种属或株型）

 口腔支原体（ATCC 23714，NBRC 14477或与之相当的种属或株型）

 肺炎支原体（ATCC 15531，NBRC 14401或与之相当的种属或株型）

 唾液支原体（ATCC 23064，NBRC 14478或与之相当的种属或株型）

若生产过程采用的是昆虫或植物细胞，则除上述支原体外，还应增加来源于昆虫或植物的

支原体种属（如柠檬螺旋原体）。若生产过程采用或暴露于禽类细胞或材料，来源于禽类的支

原体种属需被测定以确定是否有禽类支原体被检测出（如鸡滑液囊支原体）。

为确定检测限，支原体要进行合适的梯度稀释（10倍或 100.5倍）。用于稀释的支原体须进

行浓度评估（如 CFU 计数）。每个稀释度都进行核酸扩增。基于稀释度来显示检测限，阳性临

界值应由测试样本的目标序列的最小 CFU数决定。假如采用电泳分析扩增产物，荧光染色检测

到阳性条带，需确认无支原体的细胞样本是否未出现该阳性条带。采用定量 PCR方法需设定合

适的循环数临界点，且该临界点设定需经过验证。由于样本核酸的提取效率会影响检测灵敏度，

细胞悬浮液中的支原体检测应进行评估。

对于上述所列的每种支原体参考株，至少设置 3个独立的 10倍稀释的系列浓度测试，同时

每个浓度应设置足够的重复以保证每个浓度可有 24个结果，以进行统计学分析。例如，实验室

可以在不同日测试 3个稀释浓度，每个稀释浓度设置 8个重复；或者在不同日测试 4个稀释浓

度，每个稀释浓度设置 6个重复；或者在不同日测试 6个稀释浓度，每个稀释浓度设置 4个重

复。为保证稀释度在可控范围内，应预先测定一个阳性临界值的初步值（例如有阳性信号的最

高稀释度）。稀释度范围可以根据初步的阳性临界值选择。95%的测试中能被测到的支原体浓

度可以用合适的统计学方法进行计算。这些结果也可以用于评估分析过程的差异。

4) 耐用性

分析过程的耐用性是指方法参数有小的变动时，测定结果不受其影响的能力，同时为在正

常使用中表明其可靠性。

开发阶段就应评估耐用性。耐用性应显示方法参数有小的变动时分析过程的可靠性。对于
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核酸扩增法，方法参数小的变动就至关重要。方法开发阶段，在测试试剂（如MgCl2，引物和

脱氧核糖核酸）浓度时，浓度变化就可以用于验证耐用性。此外，还可以评估提取试剂盒或提

取过程的优化以及不同类型的 PCR仪。

5) 核酸扩增法替代方法 A和/或方法 B

核酸扩增法可以取代方法 A（培养法）和/或方法 B（指示细胞培养法）。这种情况下，需

进行可比性研究。该可比性研究主要包括核酸扩增法与方法 A和/或方法 B的检测限的对比。

此外，专属性（多种的支原体检测，假定的假阳性结果）也应该在对比中。

检测限的可接受标准如下：

 如果用于取代方法 A（培养法），核酸扩增系统对 3中所列的每种支原体应能检测到

10CFU/mL。

 如果用于取代方法 B（指示细胞培养法），核酸扩增系统对 3中所列的每种支原体应

能检测到 100CFU/mL。

针对这两种情况，都应使用合适的标准品以校准 CFU数，以确定能达到这些标准。

可以采用如下 2条策略中的其中 1条进行此可比性研究：

 采用同种校准株（有 CFU数）同时对比核酸扩增法和方法 A或方法 B的检测限。

 采用方法 A或方法 B的历史数据与核酸扩增法进行对比。这种情况 2种方法所使用的

参考菌株都需要校准，还需对他们的稳定性进行仔细研究。

可比性研究的检测限也可以通过检测样本中支原体的核酸拷贝数等进行。这种情况需先确

定 CFU数和核酸拷贝数之间的关系。

6) 质控

 内部质控：方法验证中，内部质控用于确认扩增反应不受样本基质抑制。内部质控用

来确认常规的提取和扩增是否受到抑制也是必要的。内部质控可能包含引物结合位点

或其他合适的序列也是可以用的。建议在分离核酸之前，内部质控加入到样本中以控

制包括提取、反转录、扩增和检测的整个过程。样本来源的细胞基因也可用作内部质

控。

 外部质控：外部阳性质控是一个确定拷贝数的目标序列或者是以 CFU 计数的一种或多

种支原体。这样的支原体是已验证过的符合测试条件的。其中的一种阳性质控值应接

近阳性临界值，以证明可以达到期望的灵敏度。外部阴性质控不含目标序列，也不必

与测试样本的基质相同。
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7) 结果解释

引物/探针可能会扩增非支原体核酸而导致假阳性。必要时，应在确定阳性结果时应建立一

个确认程序。

C-4 支原体与 Vero细胞共培养方法

1) 每个检查样本、阳性质控、阴性质控都至少需要 2个细胞培养皿。

2) 2ml Vero细胞（密度 1×104/mL）悬液接种到含 10%胎牛血清（胎牛血清使用前应先采用核

酸扩增法确认无支原体污染）的 EMEM（Eagle’s minimum essential）培养基的细胞培养皿

（直径 35mm）中。培养皿放置在 35-38℃，5% CO2条件下培养 1天。

3) 用新鲜培养基替换后，将 0.5mL检查样本（细胞培养上清）加入至 2个或更多个 Vero细胞

的培养皿中。阳性质控（100CFU或 100CCU的猪鼻支原体（ATCC 17981, NBRC14858或

与之相当的种属或株型）和阴性质控也进行相同处理。

4) 上述检查样本、阳性质控、阴性质控的培养皿在 35-38℃，5% CO2条件下培养 3-6 天。

（宗伟英 译，杨志行 校）

中国科学院上海生命科学研究院湖州营养与健康产业创新中心

湖州申科生物技术有限公司
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