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西司他丁纳+亚肢培南消除细胞培养中细菌污染的研究
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〔摘要] 町的:研究西司他丁纳+亚胶培南(泰能)清除细胞培养中细菌污染的可行性。方锋:将 15 批细胞培养中已发生细

菌污染的细胞，用含泰能 10~100μg/ml 的 PBS 洗涤 3 次 CPBS 用量逐次递增) ，第 3 次洗涤之前将细胞悬浮于含 100μg/ml

泰能的完全培养液1. 5 ml 中 37 C 孵育 30 min; 然后细胞移入含 100 J1g/ml 泰能的完全培养液中培养，更换含 100μg/ml 泰能

的完全培养液 1 次 /d ，共 3 d。结果:成功消除 14 批细菌感染，另 1 批加用万古霉素后亦获成功。结伦:泰能可以有效消除细

胞培养中的细菌污染，其剂型和包装等尚可改进。
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Elimination of bacterial contamination in cell culture with imipenem plus cilastatin 
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[ABSTRACT] Objective: To establish a method using imipenem plus cilastatin to eliminate bacterial contamination in cell 

culture. Methods: Washing cells twice with PBS containing 10~ 100μg/ml imipenem plus cilastatin , suspending cells in 1. 5 ml 

culture medium with 100 μg/ml imipenem plus cilastatin , then incubating cells at 37 C for 30 min. Washing again with PBS 

containing 100 μg/ml imipenem plus cilastatin , then transferring the cells into imipenem plus cilastatin~culture~medium Cwith 

10% FCS and 100μg/ml lmlpenem plus cilastatin) , changing imipenem/cilastatin~culture~medium once a day for 3 d. Re~ 

suIts: Fourteen of 15 cases of bacterial contamination C 9 were Bacillus and 6 were coccus) were eliminated. The only failed 

case was contaminated by G + Corynebacterium , which was also successfully eliminated when vancomycin was added. Conclu~ 

sion: Imipenem plus cilastatin can eliminate most of bacterial contaminations in cell culture. 
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在临床诊治、科研及医药生产中均需要细胞培养，细菌

污染是最常见的问题，但处理方法有限。本研究拟建立西司

他I纳+亚胶培南(泰能)清除细胞培养中细菌污染的方案，

现报告如下。

1 材料和方法

1. 1 材料 RPMI1640 培养液购自 Gibco BRL 公司。胎牛

血清 CFCS)购自 Hyclone 公司。 K562 细胞等由本室保存。

1. 2 细胞培养 除非特殊说明，细胞均在 37C 、 5%CO，和

饱和湿度条件下，培养于含 10%NBS 的 RPMI1640 培养液

(完全培养液)。

1. 3 泰能的配制和保存 临床用 500 mg 包装的泰能粉针

剂(默沙东公司) ，使用前以生理盐水新鲜配制成 5 mg/ml , 

分装后 -20 C 冻存。

1. 4 泰能对细胞生长的影响 96 孔培养板中接种 K562 细

胞 C 5 000/孔) ，于完全培养液中分别加入泰能 0~500 阻/ml

Cn=的，培养 48h 后观察细胞形态，MTT 法测定药物抑制曲

[AcadJ Sec Mil Med Univ ， 2004 ， 25( 1):1l 4~ 1l 5] 

线口，已

1. 5 泰能消除细胞污染的步骤 (1)收集细胞:贴壁细胞以

膜酶消化后，悬浮细胞则直接以 1300 r/minX5 minC下同)

离心，吸取部分上清液用于检菌，其余弃去，回收细胞， (2)洗

涤:含 10~100 问/ml 泰能的 PBS 离心洗涤细胞 2 次， PBS

用量逐次递增(如 6 ml 和 8ml) ，吸弃上清， (3)抗生素孵育:

用含 100 问/ml 泰能的完全培养液1. 5 ml 重悬细胞，更换

试管， 37C孵育 30 min刊的再洗涤:细胞悬液以 10 ml 含 100

，2g/ml 泰能的 PBS 再次离心洗涤，吸弃上清， (5)抗生素维持

培养:更换吸管，将细胞重悬于含泰能 100 μg/ml 的完全培

养液 5 时，移入新培养瓶中培养 o第 2 日光镜观察如无污染，

则更换含泰能 100μg/ml 的完全培养液 1 次/d ，共 3 d o 步骤
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(1)中收集的含菌上清液经 4000 gX 5 min 离心后，取沉渣

涂片，革兰染色，必要时细菌划线接种于羊血哥伦比亚琼脂

平板[3]分离鉴定细菌。

1. 6 潜伏期污染的治疗 适用于培养用具被打翻、使用了

污染的培养液或要培养污染的组织等情况。细胞即刻处理，

步骤同1. 5 ，含菌培养液培养 1~3 d 后进行细菌鉴定。

1. 7 治疗污染的冻存细胞 细胞复苏后，取 50μl 细胞悬液

于 3 ml RPMI 1640 培养基中培养 1~3 d 后进行细菌鉴定 o

其余细胞即刻处理，步骤同1. 5 项，可省略抗生素孵育和再

洗涤。

1. 8 疗效的评判 细胞或培养上清在无抗生素的条件下，

37 C 连续培养 2 周，光镜下未发现污染者，可认为治疗成功。

细胞进行一般生物特性的检测。

2 结果

2. 1 泰能对细胞生长的影响 当浓度高于 150 问/ml 时，

细胞表面可出现毛刺状突起，细胞生长受抑 80% ，低于此浓

度对细胞生长无显著影响。

2. 2 治疗效果 共处理污染的细胞 15 批，包括 10 批普通

培养时发生的污染， 3 批污染的冻存细胞和 2 批污染的原代

组织标本;其中杆菌 9 批，球菌 6 批。污染的细胞包括人及小

鼠的悬浮细胞和贴壁细胞，如 K562 、 293 、 C26 、 p388 、

NIH3T3 等。 14 批获得成功，失败的 l 批为普通培养中发生

的污染，泰能虽能抑制细菌生长，但无法清除，细菌学鉴定为

G+ 杰克棒状杆菌，药敏试验显示该菌对万古霉素、红霉素等

敏感，遂在处理中将抗生素换为 1 mg/ml 的去甲万古霉素

(华北制药) ，成功清除了细菌。

2. 3 泰能对细胞特性的影响 细胞形态、倍增时间和裸鼠

体内成瘤性等特性均无明显变化。

3 讨论

实验室的细菌污染来势凶猛，而种类和药敏情况复

杂[叫，甚至可能本身就带有氨苯青霉素 (AMP)等抗药基

因，处理必须采用高效广谱抗生素，尽快清除污染，无法等待

药敏结果再做处理。

同一般抗生素相比，泰能用于清除细胞培养中的细菌污

染具有以下优势[川: (1)抗菌谱广:泰能对多数 G\G 细菌

和厌氧菌有效， (2)杀菌迅速:亚安培南属于碳青霉素烯类抗

生素，对细菌的自内眈胶酶高度稳定，相对分子质量低，能迅

速杀灭细菌， (3)具有抗生素后效应刊的抑菌浓度低:亚安培

南最低抑菌浓度为 8μg/ml ， (5)生物安全性高:相对其他抗

生素而言，杀菌过程中产生的内毒素和 TNF 、 IL-6 等致热原

较低，对细胞的影响小，这点具有特殊的意义 o

本方案使用的体会是: (1)泰能短期孵育和再洗涤对于

严重的污染很重要，而对于冻存细胞的污染可以省去，可能

是由于冻存细胞的污染一般较轻，或冻融过程提高了细菌对

药物的敏感性。 (2)注意细节:如洗涤细胞时，应吸弃上清而

非倾倒，洗涤细胞的含抗生素 PBS 用量应逐次递增，以清除

清洗的死角，PBS、培养基和培养用具等应专用，避免造成二

次污染。 (3)涂片检菌可使治疗更具针对性，简便实用 0(4)泰

能应尽量新鲜配制，配置后 4C可维持药效 24 h , -20 C 可

保存 2~3 周，使用时握于子心解冻，吸出所需剂量后立即返

回 -20C 冻存或丢弃[7]。

本方案应用中还有一些问题: (1)泰能临床剂型包装过

大，而配置后不便保存，即使存于一 20 C经一段时间也会变

色，影响疗效， (2)西司他丁纳盐是用于抑制亚胶培南体内代

谢的酶类，没有抗菌活性，可以考虑去除， (3)本法不能代替

无菌操作，也不宜用于预防感染，以免诱导耐药， (4)为了避

免污染环境，需要对含菌的废液统一收集，丢弃前以消毒剂

进行无害化处理。
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