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支原体检测多重定量 PCR方法的建立及应用 *

霍欣洋 赵阿贵 孙国祝 周宇荀 李 凯 肖君华△

（东华大学化学化工与生物工程学院 上海 201620）

摘要 目的：建立一种快速、准确的方法检测支原体，这不仅可以有效地减少和预防支原体污染，还能为科研工作者提供一定的指

导价值。方法：利用荧光定量 PCR（TaqMan探针法）检测支原体，反应体系中同时存在标记两种颜色 TaqMan探针及相关引物，分

别检测支原体 DNA和参考基因模板。根据支原体 16S核糖体 RNA保守区和参考基因 TOP3A保守区设计引物和探针。通过对引

物浓度、探针浓度和退火温度等反应条件的优化，建立了 TaqMan探针多重定量 PCR方法，并对该方法的特异性、敏感性和重复

性进行了验证。结果：建立的双色荧光探针定量 PCR方法的标准曲线相关系数 r2和扩增效率分别为 0.995和 113.36%；该方法最

低检测限为 10 copies/滋L；组内及组间变异系数均小于 1%，证明该检测方法高效。利用该方法对随机挑选 90例细胞抽提 DNA样

本进行检测，结果有 60例为支原体阳性样本，阳性率 67%，阳性率与相关研究报道一致。检测 3个细胞培养上清样本，结果 1例

支原体阳性，2例支原体阴性。从检测的样本中随机选择 3个阳性样本及 2个阴性样本使用普通 PCR支原体检测试剂盒检测，结

果一致；将其测序，测序结果比对正确。结论：本研究建立的多重定量 PCR支原体检测方法能够应用于细胞抽提 DNA及细胞培

养上清的支原体检测，可以实现高效、快速检测支原体污染。
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Establishment and Application of Multiplex Quantitative PCR Method for

Detection of Mycoplasma*

To establish a rapid and accurate method to detect mycoplasma, which can not only effectively reduce and

prevent mycoplasma pollution, but also provide some guidance value for researchers. Mycoplasma was detected by real-time

PCR (TaqMan probe method), and two color TaqMan probes and related primers were simultaneously labeled in the reaction system,

which aims to detect mycoplasma DNA and reference gene template, respectively. Primers and probes were designed based on the con-

served region of the 16S ribosomal RNA of the mycoplasma and the conserved region of the reference gene TOP3A. The TaqMan probe

multiplex quantitative PCR method was established by optimizing the reaction conditions such as primer concentration, probe concentra-

tion and annealing temperature, and the specificity, sensitivity and repeatability of the method were verified. The standard curve

correlation coefficient r2 was 0.995 and amplification efficiency was 113.36% ; the minimum detection limit of this method was 10

copies/滋L; the intra- group and inter-group coefficient of variation was less than 1%, which suggesting that this method has good speci-

ficity. Furthermore, detected 90 samples of cell extract DNA samples using this method. The results showed that 60 cases were positive

for mycoplasma, and the positive rate was 67%, which was in agreement with the related research reports. Moreover, three cell culture

supernatant samples were detected, and one case was positive for mycoplasma and two cases were negative for mycoplasma. Randomly

select 3 positive samples and 2 negative samples from the tested samples using the common PCR Mycoplasma test kit. The results were

consistent; the sequencing results were correct. The multiplex quantitative PCR mycoplasma detection method established

in this study can be applied to the detection of mycoplasma in cell extraction DNA and cell culture supernatant, thereby achieving effi-

cient and rapid detection of mycoplasma.
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前言

支原体(Mycoplasma)是一类缺乏细胞壁的原核微生物，可

在无生命培养基中生长繁殖，其结构简单、个体微小，形态成分

枝状或丝状[1]。自 1956年研究人员首次在细胞培养中发现支原

体污染以来，支原体污染问题无处不在[2]，相关研究报道在细胞

培养过程中，支原体感染发生率达到 63%[3]。支原体污染会导

致细胞变形，对教学、科研以及生产都会产生严重的影响。支原

体检测如肺支原体、生殖道支原体等一直以来都是重点关注

问题之一[4-8]。因此，建立一种快速、高效支原体检测方法十分有

意义。

支原体污染的检测方法有多种。电子显微镜或相差显微境

观察法，该方法对设备要求严格，检测成本高。DNA荧光染色

法，该方法灵敏度太低，ELISA检测法[9]。目前普遍公认的细胞支

原体污染检测方法为分离培养法，但该方法耗时、敏感性低[10]。

Bernet. C等[11]建立 PCR法检测支原体核酸，该方法扩增产物

需经电泳后成像观察，操作繁琐，且易造成污染，结果不易判

断。多年来 PCR技术不断优化, Peredeltchouk. M等 [12] 建立

RT-PCR方法检测支原体，但该方法在灵敏度提高的同时也增

大了交叉污染的风险。世界卫生组织于 2015年公布了国际标

准统一检测支原体 DNA的检测方法[13]。Laborde. S等[14]人针对

支原体的 16SrRNA基因建立了基于荧光探针的实时定量 PCR

支原体检测方法，国内也有使用此方法检测支原体[15-18]。核酸检

测方法是目前支原体检测应用较多的方法[19-24]。

本研究利用定量 PCR（TaqMan探针法）检测支原体 DNA，

反应体系中同时存在标记两种颜色 TaqMan探针及相关引物，

分别检测支原体 DNA和参考基因模板。建立了多重定量 PCR

支原体检测方法，能检测 21种支原体，为快速对细胞抽提

DNA及细胞培养上清的支原体检测提供新的高效的方法。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

细胞抽提 DNA来自高校科研单位；细胞培养上清由本实

验室培养保存；pGRG36 载体购自北京中原公司；7500 Real

Time PCR System 购自美国 Applied Biosystems 公司。pMD

TM18-T Vector Cloning Kit购自宝生物工程公司；Probe qPCR

Super Mix购自近岸蛋白科技有限公司；PCR产物纯化试剂盒、

EZ-10柱式细菌基因组 DNA抽提试剂盒、柱式质粒 DNA小量

抽提试剂盒购自生工生物工程股份有限公司；支原体检测试剂

盒 with UDG PCR mix购自上海依科赛生物制品有限公司。

1.2 方法

1.2.1 样本处理 样品若为细胞抽提 DNA（无浓度要求）取 2

滋L作为模板；若样品为细胞培养上清时，取 1-1.5 mL细胞培

养上清，放入离心管中（13000 r/min，3 min），取上清，将其稀释

10倍后取 2 滋L作为模板进行定量 PCR反应。

1.2.2 引物和探针设计 根据 GenBank发表的支原体 16S核

糖体 RNA序列的保守区及参考基因 TOP3A（人源）保守区，依

照引物及探针设计原则，利用 Primer 3.0和 Oligo7设计支原体

及 TOP3A特异性上下游引物及 TaqMan探针，能够检测出 21

种支原体。引物由苏州泓迅生物科技有限公司合成，TaqMan探

针由通用生物系统（安徽）有限公司合成。支原体定量 PCR扩

增产物 NCBI BLAST比对结果显示，可检测出 21种支原体。

1.2.3 支原体阳性对照标准品的制备 利用支原体检测试剂

盒中阳性对照样本为模板，按照其操作说明获得细胞阳性支原

体污染 PCR产物。将其物克隆到载体 PMD18-T Vector上，得

到支原体阳性标准质粒。根据公式 DNA拷贝数 =质粒浓度

（ng/滋L）× 10-9/（660× 标准质粒碱基数）× 阿伏伽德罗常数，计

算其 DNA的拷贝数，使用鱼精 DNA作为溶剂将其拷贝数梯

度稀释至 104作为支原体阳性标准对照。

1.2.4 参考基因 TOP3A标准品的制备 人基因组 DNA为模

板引入 pGRG36酶切位点 SmaI及 NotI设计上下游引物，PCR
扩增获得 TOP3A PCR产物，将其克隆到载体 pGRG36上，参

照Mckenzie G J, Craig N L .（2006）[25]及依据操作说明书进行转

座，构建 TOP3A标准大肠杆菌基因组。使用鱼精 DNA作为溶

解将其稀释一定倍数后作为参考基因标准对照。

1.2.5 支原体检测多重定量 PCR反应 反应体系为 20 滋L，其
中近岸蛋白 2 × ProbeMix 10 滋L，ROX dye Ⅱ 0.4 滋L，My-

coplasma 上游引物：5'-TTAAACCACATGCTCCA-3'、下游引

物 ：5'- ATCCGCCTGAGTAGTAT -3'；TOP3A 上 游 引 物 ：

5'AGCGACTGTACGAGTTT-ATT -3'，下游引物 5'-GAGCGAT-

GTCGATCTCC-3；Mycoplasma TaqMan探针：5'-FAM-CCCGT-

CAATTCCTTTAAGTTTCACTC-BHQ1-3' 及 TOP3A TaqMan

探针：5'-HEX-ATTTCCTGGCTTGCTGCTCCCA-BHQ1-3'，引

物浓度及探针浓度为 50 滋moL/L，分别上样 0.2 滋L、0.1 滋L；
TOP3A标准品 2 滋L，支原体阳性对照标准品 2 滋L，加 DEPC

水至 20 滋L。使用 ABI 7500 Real Time PCR System定量检测，

反应条件：94℃ 5 min；循环条件：95℃ 15 s，55℃ 30 s，72℃ 30 s，

在 55℃采集荧光，进行 40个循。

1.3 灵敏度和特异性试验

1.3.1 灵敏度检测 以支原体阳性标准质粒（105 copies/滋L-101

copies/滋L）及稀释 800倍的 TOP3A标准品大肠杆菌基因组

DNA作为模板，检测 TaqMan探针双重荧光定量 PCR反应的

灵敏度。

1.3.2 标准曲线的建立 灵敏度检测实验结束后利用 ABI

7500软件标准曲线建立功能，自动生成标准曲线。

1.3.3 统计学分析 以梯度稀释的支原体阳性标准品质粒

（105 copies/滋L-101 copies/滋L）及稀释 800倍 TOP3A标准品大

肠杆菌基因组 DNA为模板，进行多重定量 PCR反应，每个梯

度支原体阳性标准品质粒做 3重复，分析组内差异，用上述条

件进行 3次独立重复试验，分析组间差异。数据使用 Graoph-

Pad Prism5.0软件进行统计学分析。根据以下公式：

变异系数（CV）=标准偏差（SD）/平均数，计算其相应变异

系数。

1.4 应用

对细胞抽提 DNA样本及细胞培养上清样本使用该方法检

测支原体 DNA，并使用支原体检测试剂盒 PCR-电泳法检测验

证及测序验证。

2 结果

2.1 多重定量 PCR检测支原体的灵敏度检测
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使用 10 倍梯度系列稀释的支原体阳性标准质粒（105

copies/滋L-10 copies/滋L）及稀释一定倍数倍的 TOP3A标准品

大肠杆菌基因组 DNA作为模板，检测多重定量 PCR反应的灵

敏度。结果发现多重定量 PCR 检测支原体的灵敏度达 102

copies/滋L，不同浓度支原体标准浓度扩增曲线见图 1。

2.2 多重定量 PCR检测支原体的标准曲线的建立

5个浓度梯度支原体标准质粒 Ct值与其拷贝数的对数构

建的标准曲线见图 2。结果表明，支原体标准质粒浓度与 Ct值

之间线性关系良好，相关系数 r2 为 0.995，扩增效率为

113.364%。标准曲线的线性回归方程为：Y=-3.038× Log（X）

+36.83，其中 Y为 CT值，X为支原体标准质粒的拷贝数。

2.3 多重定量 PCR检测支原体的重复性检测

重复性检测结果表明，支原体阳性标准质粒（105

copies/滋L-10 copies/滋L）及稀释一定倍数的 TOP3A标准品大肠

杆菌基因组 DNA作为模板，组内 Ct值的变异系数在 0.45-0.84

之间，组件 Ct值的变异系数在 0.08-0.76之间，均小于 1%。

2.4 多重定量 PCR检测支原体方法的应用

2.4.1 细胞抽提样本的检测 支原体多重定量 PCR方法检测

细胞抽提 DNA样本结果表明，随机选择的 90例细胞抽提样本

中，60例检测结果呈阳性（Ct值小于 30），其余 30例检测结果

呈阴性，阳性率为 67%。

2.4.2 细胞培养上清的检测 支原体多重定量 PCR方法检测

细胞培养上清样本结果表明，对本实验室培养的 3份细胞培养

上清样本中，1份检测结果呈阳性（Ct值小于 30），2份检测结

果呈阴性。

2.4.3 检测结果验证 随机挑选一个细胞抽提 DNA样本，细

胞培养上清 3例样本使用支原体检测试剂盒检测，两种方法检

测结果一致（见图 3），将 PCR产物送生工测序，测序结果比对

正确（测序结果图未展示）。

3 讨论

为实现多重是荧光定量 PCR检测支原体，利用 TaqMan

探针法，选择两种不同颜色的报告荧光基团分别修饰参考基

因、支原体 DNA的探针，根据支原体 16S核糖体 RNA保守区

以及参考基因 TOP3A保守区设计引物和探针，该基因片段涵

盖多数的支原体种别，因而可以用于针对多种别的支原体检

测，能够实现 21种支原体检测。本研究通过参考基因的扩增效

率可以有效的监控反应体系中的抑制物，检测结果更高效。朱

建勋等人建立了山羊支原体定量 PCR检测方法其灵敏度达

5.96 copies/滋L[16]，本研究所建立方法检测灵敏度为 10 copies/滋L，
灵敏度相近，远远高于普通 PCR，且本方法可检测出多种种属

的支原体。

本研究所建立方法与英聪所建立支原体检测方法比较[26]，

定量 PCR法全程闭馆操作，无需对扩增产物电泳，操作方便，

可通过支原体 Ct值，实现定量检测支原体，给科研人员提供更

多的指导信息。目前已报道使用定量 PCR方法检测支原体[27-30]，

但未引入参考基因多重定量 PCR被报道。本研究通过参考基

因的扩增效率可以有效的监控反应体系中的抑制物，将细胞培

养上清样本用水稀释 10倍，若存在支原体污染依然能检测到，

检测结果可靠。TaqMan探针专一性强，与 SYBR Green染料荧

光定量 PCR方法比较[27,28]，有效的避免采集到非特异性扩增信

号，检测结果更加灵敏、高效。

因质粒标准品拷贝数高与检测样本拷贝数差异较大，此外

易形成气溶胶造成污染，易造成假阳性。为解决此问题，本研究

构建了参考基因标准大肠杆菌基因组，其拷贝数大幅降低，大

大减小了污染风险，检测结果更加高效。利用此方法对随机 90

图 1 多重定量 PCR检测支原体的灵敏度检测结果

Fig.1 Sensitivity for detection of Mycoplasma using multiplex quantitative

PCR assay

图 2 多重定量 PCR检测支原体的标准曲线

Fig.2 Standard curve of multiplex qPCR assay for the detection of

mycoplasma

图 3 支原体检测试剂盒检测细胞抽提 DNA样本及细胞培养上清样本

结果

Fig.3 Mycoplasma detection kit detects cell extract DNA samples and cell

culture supernatant samples

Note: 1, 2 Cell extracting DNA Sample; 3,4,5 Cell culture supernatant

sample, 6 negative control sample.
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例细胞抽提 DNA样本检测，支原体阳性率为 67%，与相关研

究报道基本一致[3]，这些数据表明，细胞支原体污染较高，十分

有必要定期检测培养细胞是否存在支原体污染，本研究建立方

法能够高效、快速检测支原体，有较高应用价值。
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