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美罗培南挽救细胞培养中受细菌污染的人包皮成纤维细胞的研究
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［摘要］目的 研究美罗培南挽救细菌污染的人包皮成纤维细胞（hFFs）的效果，并对成功挽救的 hFFs的

形状及增殖能力进行研究．方法 将 14批在培养中已发生细菌污染的 hFFs随机分为美罗培南组和双抗组，分别

用美罗培南法和双抗法对发生细菌污染的 hFFs进行挽救．倒置显微镜下观察获得挽救的 hFFs的细胞形态，测定

细胞生长曲线．结果 美罗培南组成功挽救了 6批受细菌污染的 hFFs，双抗组仅成功挽救了 1批细胞．挽救成功

的 hFFs的细胞形态和增殖能力无明显改变．结论 美罗培南可以有效消除 hFFs的细菌污染，对 hFFs细胞形态

和增殖特性没有影响，为珍贵细胞污染提供了参考．
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［Abstract］ Objective To study the effect of meropenem in rescuing human foreskin firoblasts（hFFs）

contaminated by bacteria and observe the morphous and proliferative ability of hFFs after rescued successfully.

Methods 14 batches of hFFs contaminated by bacteria were randomly divided into meropenem group and double

antibiotics group. hFFs contaminated by bacteria were rescued with meropenem and double antibiotics method

respectively. Morphology of hFFs after rescued successfully were observed with inverted microscope and proliferative

ability was detected by growth curve. Results 6 batches of bacterial contamination in meropenem group were

eliminated. 1 batch of bacterial contamination in double antibiotics group was eliminated. Morphology and

proliferative ability of hFFs after rescued successfully had no obviously change. Conclusion Meropenem can

eliminate bacterial contaminations of hFFs. There is no influence on morphology and proliferative ability of hFFs and

it will provide the reference for saving the precious cell contaminated by bacteria.
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细菌污染在细胞培养过程中是不可避免的，

一旦细菌污染未能及时发现并进行有效处理，受

到污染的细胞最终会发生死亡．普通细胞的细菌

污染对实验进程影响较小，而对于异常珍稀的细

胞来讲，细胞死亡意味着实验的暂停或终止，因

此，研究者常常需要想尽各种方法来挽救细胞，

其中抗生素法是最有效的方法[1]．

本研究以传统的实验室常用的双抗方法作为
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图 1 挽救成功的 hFFs

Fig. 1 hFFs after rescued successfully

图 2 hFFs生长曲线

Fig. 2 Growth curve of hFFs

对照，采用美罗培南对本实验室原代培养的第 10

代受污染的人包皮成纤维细胞 （human foreskin

firoblasts，hFFs）进行处理[2]，比较两方法挽救受细
菌污染细胞的能力，并对挽救成功的细胞的生物学

特性进行初步探索，以寻找一种有效的能够挽救细

菌污染细胞的抗生素处理方法．

1 材料与方法

1.1 材料

hFFs由本实验室原代培养，DMEM高糖培养

基和 D-PBS缓冲液购于美国 Hyclone公司；0.25%

胰蛋白酶 -EDTA溶液、特级胎牛血清和青链霉素
溶液购于美国 Bioind公司；0.05%胰蛋白酶 -EDTA

溶液和 MEM 非必需氨基酸购于美国 Gibco 公司；

美罗培南购于浙江海正药业公司．

1.2 方法

1.2.1 分组 收集受细菌污染的 hFFs共 14批，随

机分为双抗组和美罗培南组，每组 7批细胞，两组

细胞处理方法如下，吸除受污染的细胞培养基，分

别加入含 100 滋g/mL美罗培南或双抗的 D-PBS 5 m

L洗涤 hFFs细胞 2次；加入含 100 滋g/mL美罗培南

或双抗的完全培养基 5 mL，37℃孵育 30 min；弃

取培养基，再加入含 100 滋g/mL美罗培南或双抗的

完全培养基 5 mL，置培养箱培养过夜．每天倒置

显微镜下观察 hFF 生长状态，每日更换含 100

滋g/mL美罗培南或双抗的完全培养液，共 3 d．

1.2.2 hFFs 细胞培养条件 在 37℃含有 5%CO2

的培养箱中、饱和湿度条件下，完全培养基中培养

（15％胎牛血清，1%MEM非必须氨基酸，1%青链

霉素溶液，83％高糖 DMEM培养基）．

1.2.3 细胞形态的观察 以未受细菌污染的 hFFs

作为对照，倒置显微镜下观察经过挽救的 hFFs形

态．

1.2.4 细胞生长曲线的测定 以未受细菌污染的

hFFs作为对照，测定经过挽救的 hFFs生长曲线．

将处于对数生长期的 hFFs消化稀释，调节细胞浓

度为 2×104/mL，接种于 24孔培养板，每孔接种 1

mL，细胞培养箱内培养，每隔 24 h收集 3孔细胞

并计数，取平均值，连续计数 7 d后绘制生长曲线.

1.2.5 细菌污染的检测 将受细菌污染的培养基进

一步鉴定，以明确细菌的种类．

1.3 统计学分析

采用 SPSS软件进行数据处理，计数资料进行

χ2检验， ＜0.05为差异有统计学意义.

2 结果

2.1 挽救结果

美罗培南组成功挽救了 6 批受细菌污染的

hFFs，其中杆菌 4批，球菌 2批，挽救失败的 1批
细胞为真菌．双抗组仅成功挽救了 1批细胞，为

杆菌，挽救失败的细胞中杆菌 3 批，球菌 2 批，

真菌 1批．美罗培南组挽救细菌污染细胞的成功

率显著高于双抗组（χ2＝7.14， ＝0.008）.

2.2 细胞形态

挽救成功的 hFFs细胞形态呈长梭形，无明显

改变（图 1）．

2.3 细胞生长曲线测定

对照 hFFs和经过挽救的 hFFs的增殖能力均

强，倍增时间短，生长曲线中（图 2）见一段时间

内细胞数量与时间呈正相关．对照 hFFs和经过挽

救的 hFFs 的增殖能力均未见显著差异 （ ＞

0.05） .
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3 讨论

一些研究表明[3]应该根据细菌培养及药敏结果

选择抗生素进行挽救，但细胞从发生细菌污染到细

胞出现无法挽救的死亡的时间短暂，留给研究者对

细胞进行挽救的时间窗口较短，多为 1～2 d，而药

敏鉴定常需要 2～3 d的时间，当得到鉴定结果时

细胞往往已经死亡．因此，应该在发现细菌污染时

早期应用广谱抗生素处理，通过对细胞可能感染的

细菌的广覆盖以达到挽救的最佳效果．但是采用联

合用药还是单独用药目前前尚存在争议，相关研究

表明抗生素会对被挽救的细胞的生物学特性产生影
响[4]，因此联合应用 2种或多种抗生素有增加被挽

救细胞生物学特性改变的风险．

为了实现对 hFFs可能感染的细菌的广覆盖，

本研究选择了广谱抗生素美罗培南单药对 hFFs进

行挽救，美罗培南为人工合成的碳青霉烯类抗生

素，通过抑制细菌细胞壁的合成而产生抗菌作用，

对大多数革兰阳性、阴性需氧菌、厌氧菌及多重耐

药菌均有较强的抗菌活性，在临床中已经成为治疗

严重细菌感染最主要的抗菌药物之一．研究结果表

明，美罗培南组除一批真菌污染的细胞未能挽救

外，其余均挽救成功，而对照组仅成功挽救 1批细

胞，美罗培南的挽救成功率显著高于对照组．江千

里[5]等使用亚胺培南对受细菌污染的细胞进行了挽

救，同样取得了较好的疗效．本研究为细胞培养过

程中受细菌污染细胞的处理提供了可靠的方案和依

据．

虽然美罗培南在挽救受细菌污染的细胞过程中

表现出了极大的优势，但经过挽救的细胞的生物学

特性如细胞增殖能力、细胞形状等，是否会发生改

变是挽救成功后研究者所关注的关键点，本研究尝

试对成功挽救的 hFFs的形状及增殖能力进行了检

测，测定了 hFFs细胞的生长曲线，结果发现经过
挽救的 hFFs形态未发生明显改变，仍能保持较强

的增殖能力，与对照组 hFFs无统计学差异，表明

美罗培南在细胞的挽救过程中对受污染细胞的形态

和增殖能力没有影响．

从两组对 hFFs挽救的结果中也可以看出，由

于美罗培南抗菌谱未能覆盖真菌，因此当细胞发生

真菌感染时，美罗培南无法挽救，需要寻找更加行

之有效的方法对抗真菌的感染[6]，但抗真菌药物对

挽救细胞的生物学特性是否存在影响，仍有待于进

一步研究．
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