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摘要 很多国内的细胞培养实验室受到“黑胶虫”（或称为“胶虫”、“焦虫”）污染的困扰，类似的污染在国外通常称为

“纳米细菌”（nanobacteria）污染，但“黑胶虫”/纳米细菌究竟是何物种抑或是一种非生命颗粒，至今还没有定论 . 我们将

细胞培养中的污染物从培养基中分离出来，进行培养和形态学观察，并利用16S rDNA鉴定技术及VITEK-2微生物鉴定系统

对“黑胶虫”进行鉴定，最后通过抗生素敏感试验及细胞结晶紫染色技术筛选出抑制“黑胶虫”增殖的抗生素及可用于细胞

培养的工作浓度 . 形态学观察结果显示：“黑胶虫”在普通倒置显微镜下呈点状或片状；电镜下展示为杆状，长 1 300~

1 600 nm，宽400~500 nm；在激光共聚焦扫描显微镜400倍镜下进行原地“布朗运动”. 16 S rDNA鉴定及VITEK-2微生物

鉴定系统结果显示：本实验室分离的“黑胶虫”为一株短波单胞菌属 （Brevundimonas） 的新菌株，该菌株与

Brevundimonas diminuta的相似性为 97.8%，与Brevundimonas faecalis的相似性为 98.1%. 抗生素敏感试验结果显示：“黑胶

虫”对氯霉素（25 mg/L）、红霉素（200 mg/L）和四环素（2.5 mg/L）敏感，对氨苄青霉素（50 mg/L）、嘌呤霉素（2 mg/L）、

青霉素-链霉素双抗（100×）和庆大霉素-两性霉素B双抗（100×）均不敏感 . 细胞结晶紫染色结果显示：细胞培养基中添加

一定浓度的氯霉素（25 mg/L）、红霉素（200 mg/L）或四环素（2.5 mg/L）均可抑制细胞培养中“黑胶虫”的增殖，降低其

对细胞增殖的抑制作用 . 综上所述，本研究分离鉴定的“黑胶虫”为一种短波单胞菌，低浓度的氯霉素、红霉素或四环素均

可降低该菌对细胞增殖的抑制作用 . 鉴于研究的局限性，我们不排除“黑胶虫”是其他物种的可能性，但是本研究为“黑胶

虫”的种属鉴定及细胞无菌化培养提供了新的研究思路及方法，并有望帮助一些实验室解决“黑胶虫”污染的困扰 .
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细胞培养技术始于1885年Roux尝试的动物组

织离体培养，随后 Harrison （1907 年） 和 Carrel

（1912年）整理并完善了动物细胞培养技术，时至

今日，细胞培养技术在现代医学和生物科学研究中

发挥着至关重要的作用［1］ . 细胞培养过程是一个严

格的无菌操作过程，虽然目前国内外大多数实验室

都建有标准化的细胞培养室来避免微生物及其他有

害因素的影响，以期满足无菌化细胞培养的要求，

但细胞培养过程中的污染问题还是经常发生，并给

研究人员带来极大困扰 .

细胞培养中常见的污染类型有细菌污染、真菌

污染和支原体污染等［2］ . 细菌在普通倒置显微镜下

呈黑色细沙状 . 细菌污染细胞后，细胞培养基会浑

浊变黄，细胞增殖受到抑制［3］ . 真菌在普通倒置显

微镜下呈丝状，有些真菌在生长初期很像细胞碎

片，呈珊瑚状，随后会长出黑色细长丝状物 . 真菌

污染细胞后，细胞培养基清亮，无颜色变化，细胞

增殖受到抑制［4］ . 支原体是牛血清中常见的微生物

之一，可通过0.22 μm的滤膜，普通倒置显微镜下

难以看清形态结构，易被忽视 . 支原体污染细胞

后，细胞培养基会变浑浊，细胞增殖受到抑制，并

且细胞容易脱落［5］ .

除了上述几种成分明确的细胞污染之外，细胞

培养过程中还存在一种很常见，成分却不明确，争

议较大的污染类型：俗称“黑胶虫”污染，国外称
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之为“纳米细菌”污染 . “黑胶虫”在普通倒置显

微镜的低倍镜下通常为黑色点状或碎片状；在高倍

镜下，这些黑色颗粒在原地进行“布朗运动”，细

胞培养基并不浑浊 . 一般情况下，细胞数量与“黑

胶虫”数量呈负相关，即细胞越少，“黑胶虫”越

多；细胞越多，“黑胶虫”越少 . 有研究人员认为

“黑胶虫”属于变形杆菌 a-2 亚群［6］，存在于胎牛

血清中，直径为 80~500 nm［7］，并可穿过 0.22 μm

的滤膜［8］；但又有研究称上述报道的“黑胶虫”

并非生物，而是一种碳酸钙纳米粒子［9］ . 此外，还

有文献报道“黑胶虫”为硅复合物，也被称为“硅

小体”，其主要来源于细胞培养基对玻璃器皿的侵

蚀［10］ . 然而，现在细胞培养主要使用一次性塑料

器皿，受到“黑胶虫”污染的情况仍时有发生 .由

于“黑胶虫”的本质不明，人们不知道如何防治，

以致该污染长期给研究人员在细胞培养过程中带来

困扰和损失 . 因此，对“黑胶虫”进行鉴定并寻找

防治办法是细胞培养中亟待解决的问题 .

1 材料与方法

1.1 细胞培养

人肾上皮细胞系 （293T） 由本课题组保存，

利用DMEM高糖完全培养基（含10% FBS，1%青

霉素-链霉素双抗）在 37℃、5% CO2条件下培养，

每2 d更换1次培养基 .

1.2 “黑胶虫”的收集及形态学观察

将一瓶受“黑胶虫”污染的 293T细胞利用胰

酶消化并收集到 15 ml 离心管中，500 r/min 离心

5 min，收集上清于干净的细胞培养瓶中，此时

293T细胞存留在 15 ml离心管底部，“黑胶虫”存

在于细胞培养瓶中 . 应用倒置显微镜和透射电镜对

“黑胶虫”的形态进行观察，并在激光共聚焦扫描

显微镜的高倍镜下拍摄“黑胶虫”的运动轨迹 .

1.3 “黑胶虫”的种属鉴定

收集 1.2节中含有“黑胶虫”的细胞培养基于

2 ml离心管中，14 000 r/min离心 10 min将“黑胶

虫”沉淀于管底部，利用细菌基因组DNA提取试

剂盒（上海碧云天生物技术有限公司）提取基因组

DNA. 以 细 菌 16 S rDNA 通 用 引 物 （27F： 5'-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'； 1492R： 5'-

TACGGCTACCTTGTTACGACT-3'） 进 行 PCR 扩

增，反应条件：94℃预变性5 min；94℃变性30 s，

55℃退火30 s，72℃延伸50 s；72℃终延伸10 min.

同时以大肠杆菌DH5α的基因组作为阳性对照、以

双蒸水作为阴性对照进行 PCR 扩增 . PCR 产物经

120 V电压、2%琼脂糖凝胶电泳20 min，紫外灯下

切割含有目的片段的胶块 . 利用凝胶回收试剂盒

（生工生物工程（上海）股份有限公司）进行DNA片

段胶回收，进行 Sanger 测序 （金唯智公司（江

苏）），将测序结果在NCBI数据库中进行Blast，确

定种属 . 同时，利用法国生物梅里埃公司VITEK-2

微生物鉴定系统鉴定“黑胶虫”种属 .

1.4 系统发育树的构建

将菌株的 16 S rDNA 测序结果与 GenBank

（http：//www. ncbi. nlm. nih. gov/） 和 EzBioCloud

（http：//www.ezbiocloud.net/） 中的已知序列进行

比对，查找相似性最高的菌种，选取同源性较高的

序 列 . 利 用 MEGA7.0 软 件 以 邻 近 连 接 法

（Neighbour-joining， NJ） 、 最 大 似 然 法

（Maximum-likelihood， ML）、 最 大 简 约 法

（Maximum-parsimony，MP）构建系统发育树，最

后对所生成的进化树运用Bootstrap进行1 000次检

验，以鞘氨醇单胞菌属 Sphingomonas adhaesiva

DSM 7418T为外群［11］ .

1.5 抗生素敏感试验

分别吸取“黑胶虫”菌液 10 μl接种到含不同

常规抗生素的 2 ml LB 培养基中，37℃振荡培养

48 h后进行吸光度值（A600）测定 . 各抗生素终浓度

如下：氨苄青霉素（ampicillin，AMP，β-内酰胺

类） 50 mg/L；嘌呤霉素 （puromycin， PURO）

2 mg/L；氯霉素（chloramphenicol，CHL，氯霉素

类） 25 mg/L；红霉素（erythromycin，ERY，大环

内酯类） 200 mg/L；四环素 （tetracycline，TET，

四环素类） 2.5 mg/L；青霉素 （penicillin，PEN，

β-内酰胺类） -链霉素（streptomycin，STR，氨基

糖 苷 类 ） 双 抗 （100× ） 2 μl； 庆 大 霉 素

（gentamicin，GEN，氨基糖苷类） -两性霉素 B

（amphotericin B，AMP B，多烯类）（100×） 2 μl.

阴性对照：LB培养基和无水乙醇均各添加2 μl.

1.6 细胞结晶紫染色

将背景干净无污染的 293T 细胞接种于 6 孔板

中（1.0×106/孔），每列细胞中分别添加不同种类的

抗生素（对照组为终浓度0.1%的无水乙醇），每行

细胞中分别接种“黑胶虫”菌液 10 μl （对照组添
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加 10 μL 无抗性的 LB 培养基），培养 48 h 后，用

4℃预冷的PBS清洗细胞 2次，向每孔细胞中加入

1 ml 4℃预冷的甲醇，冰上孵育 10 min. 弃去甲醇，

室温干燥，沿孔壁逐滴加入1%结晶紫染液，直至

细胞表面被完全覆盖，室温孵育 10 min. 吸去结晶

紫染液，并用蒸馏水多次冲洗至染液不再流出，拍

照留图 .

1.7 统计分析

数据以平均值±标准差的格式显示，利用

Student T检验进行统计学分析，P＜0.05为具有统

计学意义 .

2 结 果

2.1 “黑胶虫”的形态学观察

我们将离心收集的“黑胶虫”装于细胞培养瓶

中，并置于倒置显微镜下观察“黑胶虫”的形态，

在 40倍物镜（10倍目镜）下观察到培养瓶底部布

满了呈点状或片状的黑色颗粒（图1a），经透射电

镜展示，“黑胶虫”的形态为杆状，长为 1 300~

1 600 nm，宽为 400~500 nm （图 1b），在激光共聚

焦扫描显微镜的400倍镜下拍摄到黑色颗粒在原地

进行“布朗运动”（附件视频S1） .

2.2 “黑胶虫”的种属鉴定

我们以“黑胶虫”基因组为模板，利用细菌

16 S rDNA 通用引物 （27F 和 1492R） 进行 PCR，

琼脂糖凝胶电泳显示出一条清晰、单一条带，位于

1 000 ~ 2 000 bp之间，Sanger测序结果显示该片段

长度为1 457 bp.将测序结果在NCBI数据库中进行

Blast， 发 现 “ 黑 胶 虫 ” 与 缺 陷 短 波 单 胞 菌

（Brevundimonas diminuta ATCC 11568， Sequence

ID：NR_040805.1） 有 98% 的同源性 . 根据 16 S

rDNA序列 identity 值>98.7%判定为同一个种，介

于 94.5%~98.7% 之间的判定为同一个属不同种的

原则［12］，我们推测“黑胶虫”可能是短波单胞菌

属的新菌株 . 同时，VITEK-2微生物鉴定系统结果

显示，本实验室分离获得的“黑胶虫”为单一菌

株，属于短波单胞菌属，相似性为 99% （附件

图S1） .

为了进一步确定“黑胶虫”的分类学地位，我

们将其与 GenBank 和 EzBioCloud 数据库中检索的

相 关 分 类 群 进 行 比 较 和 分 析 ， 该 菌 株 与

Brevundimonas diminuta 的 相 似 性 为 97.8%， 与

Brevundimonas faecalis 的相似性为 98.1%，初步判

定该菌株为短波单胞菌新种 . 按照国际微生物命名

规则，我们将其命名为Brevundimonas medium，编

号为GYBL3，并利用MEGA7.0软件分别以邻近连

接法（neighbour-joining，NJ，图 2）、最大似然法

（maximum-likelihood，ML，附件图 S2）、最大简

约法 （maximum-parsimony，MP，附件图 S3） 构

建了Brevundimonas medium与短波单胞菌属的系统

发育树，从邻接法构建的系统发育树中可以看出

Brevundimonas medium 与 Brevundimonas diminuta

和Brevundimonas terrae 的亲缘关系最近（图2） .

Fig. 1 Morphological observation of“ black granules”
（a） The observation was performed using 40× objective and 10× eyepiece under inverted microscope；（b） The observation was performed using a

transmission electron microscope.
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2.3 “黑胶虫”敏感的抗生素筛选

为了筛选得到可抑制“黑胶虫”增殖的抗生素

及其可用于细胞培养的工作浓度，我们首先将“黑

胶虫”接种到含不同抗生素的LB培养基中，37℃

振荡培养48 h后，除含氯霉素、红霉素和四环素的

LB培养基未浑浊之外，其余处理组LB培养基均变

浑浊 . 我们对各实验组菌液进行A600值测定，结果

显示：含氯霉素、红霉素或四环素的LB培养基的

A600均显著小于其他处理组（图3，P＜0.05） . 上述

结果表明：“黑胶虫”对氯霉素（25 mg/L）、红霉

素（200 mg/L）或四环素（2.5 mg/L）敏感，对其

他抗生素均不敏感 .

为了进一步确定“黑胶虫”敏感的抗生素浓度

能否应用于细胞培养，我们将无污染的 293T细胞

接种于6孔板（1.0×106/孔），每孔细胞中分别添加

不同的抗生素，并接种“黑胶虫”菌液 10 μl （对

照组添加 10 μl无抗性的LB培养基），培养 48 h后

利用结晶紫染色观察细胞增殖情况 . 结果显示：当

培养基中抗生素为青霉素-链霉素双抗（100×）、庆

大霉素-两性霉素B （100×）或无水乙醇时，与对

照组相比，“黑胶虫”均能抑制293T细胞增殖（图

4）；当培养基中抗生素为氯霉素（浓度25 mg/L）、

红霉素 （浓度 200 mg/L） 或者四环素 （浓度

2.5 mg/L）时，与对照组相比，“黑胶虫”对 293T

细胞增殖无影响（图 4） . 综上所述：低浓度的氯

霉素、红霉素或者四环素可降低“黑胶虫”对细胞

增殖的抑制作用 .

Fig. 2 Neighbour-joining phylogenetic tree of Brevundimonas sp. GYBL3
Neighbour-joining phylogenetic tree， reconstructed based on a comparative analysis of 16 S rDNA gene sequences， showing the phylogenetic

position of Brevundimonas medium and the type strains of related bacteria. The strain in red was isolated from our laboratory. Filled circles at nodes

indicate generic branches that were also recovered using the maximum-likelihood and maximum-parsimony algorithms. Bar：0.0100 substitutions

per nucleotide position.
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3 讨 论

细胞培养技术是生物医学研究方法中常用的技

术，通过细胞培养既能够研究细胞的信号转导、增

殖、分化和凋亡，又能够用于药物筛选，以及生产

单抗、细胞因子等生物制品 . 细胞状态的好坏受到

多重因素影响，其中无菌、无毒是细胞体外培养的

首要条件 . “黑胶虫”污染是一个国内实验室广泛

存在和影响巨大的问题，但关于“黑胶虫”的本质

一直停留在口头传说与猜测中，这显然对于问题的

Fig. 4 The impact of“ black granules”on cell proliferation
The 293T cells were uniformly seeded into 6-well plates （1.0×106/well） . Different antibiotics were added to each column of cells，and 10 μl of

bacterial suspension or 10 μl of fresh LB medium were added to each line of cells. After 48 hours，cells were stained with crystal violet staining

solution. CHL： chloramphenicol， 25 mg/L； ERY： erythromycin， 200 mg/L； TET： tetracycline， 2.5 mg/L； PEN-STR： penicillin-

streptomycin（100×）；GEN-AMP B：gentamicin-amphotericin B（100×） .

Fig. 3 Antibiotic susceptibility test of“ black granules”
In each treatment group，10 μl of bacterial suspension was added to 2 ml of fresh LB medium，and the control group was added with DMEM

medium. The final concentration of each antibiotic as described below：ampicillin，50 mg/L；puromycin，2 mg/L；chloramphenicol，25 mg/L；

erythromycin， 200 mg/L， tetracycline， 2.5 mg/L； penicillin-streptomycin （100×）： 2 μl； gentamicin-amphotericin B （100×）： 2 μl. The

negative control of antibiotics was absolute ethanol （2 μl） . The values of A600 were detected after 48 h of“black granules”inoculation. Different

letters above bars represent a significant difference（P<0.05） .
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解决没有任何实际帮助 . 本研究中，我们运用科学

研究的思路与方法，寻找污染源头，以期对“黑胶

虫”污染起到切实的防范与救治作用 .

本研究鉴定出的“黑胶虫”为短波单胞菌属的

新种，该类菌属的菌种均为需氧非发酵革兰氏阴性

杆菌，在环境中普遍存在［13］ . 短波单胞菌不仅是

环 境 污 染 物 ， 而 且 具 有 致 病 性 ， 其 中

Brevundimonas vesicularis 和 Brevundimonas

diminuta 是短波单胞菌属最常见的两种感染致病

菌，能够感染人类组织和器官而致病，如菌血症、

肺炎和心内膜炎等［14］ . 因此我们在生活和工作中

应尽量避免与该类菌直接接触，一旦感染应及时就

医，以防病情加重 . 我们的研究不但有助于解决细

胞培养实验中的问题，同时也为操作人员的安全防

护提供了有用的信息 .

Brevundimonas diminuta 常用于除菌过滤器完

整性微生物截留试验，也可用于无菌产品容器密封

完整性微生物挑战试验，其粒径会随着培养条件的

改变而改变，过滤除菌不当时该菌可能穿过滤膜，

造成培养物污染［15］ . 本研究所鉴定的“黑胶虫”

为其同属，因此可能具备该类菌的特性，在细胞培

养过程中穿过 0.22 μm 滤膜，导致细胞污染；此

外，也可能是由于培养环境的恶化或操作不当而引

入“黑胶虫”.为查明该菌的污染源头，我们将在

今后的研究中对细胞培养基、血清、培养箱环境等

进行全面的检测 .

国外也有类似“黑胶虫”污染的报道，一般称

为纳米细菌污染［6-8］，但关于纳米细菌究竟是何种

生物还未有一个统一的说法 . 鉴于我们研究中所鉴

定出的细菌与已有报道中的不同，“黑胶虫”/纳米

细菌污染应该是一类污染的总称，在全球普遍存

在，其特点为：在低倍镜下，“黑胶虫”/纳米细菌

呈黑色颗粒状或片状；在高倍镜下，黑色颗粒在原

地进行“布朗运动”，并且“黑胶虫”/纳米细菌数

量与细胞数量呈负相关 . 本研究鉴定出了一种细胞

培养微生物污染源的种属，并利用抗生素敏感试验

筛选出3种可抑制其增殖的抗生素，有望帮助一些

实验室解决污染问题，并为不明污染物的鉴定和控

制提供了新的科研思路及方法 .

本研究还存在一定的局限性，即只考虑了单一

抗生素的抑菌/杀菌效果，未考虑抗生素的联合应

用 . 根据抗生素的作用方式不同可将抗生素分为繁

殖期杀菌剂 （破坏细菌细胞壁）、静止期杀菌剂

（诱导细菌合成错误蛋白质）、速效抑菌剂（迅速抑

制细菌蛋白质的合成）和慢效抑菌剂（抑制细菌叶

酸合成） . 本研究筛选出的红霉素、氯霉素和四环

素均属于速效抑菌剂，它们通过干扰细菌核糖体

30 S小亚基和50 S大亚基的功能，进而影响核糖体

翻译多肽链从而抑制细菌增殖［16-17］ . 鉴于不同实验

室所污染的“黑胶虫”/纳米细菌可能不同，我们

后续会对抗生素联合应用的合理搭配和工作浓度进

行更为深入细致的研究，使其具有更普遍的实用

性，以期能够切实解决生物医学研究工作者在细胞

培养过程中遇到的“黑胶虫”/纳米细菌污染问题，

为细胞培养技术的发展提供动力 .

附件 视频 S1，图 S1~S3 见本文网络版 （http://

www.cnki.net或http://www.pibb.ac.cn）.
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Detection and Treatment of“Black Granules”Contamination in Cell Culture*

ZHOU Yi-Ting1,2), GAO Zeng-Hong1,2), YANG Jia-Wen1,2),

WANG Jin1,2), GUO Ya-Bin1,2)**, MA Guang-Wei1,2)**

(1)Guangdong Provincial Key Laboratory of Malignant Tumor Epigenetics and Gene Regulation, Guangzhou 510000, China;
2)Medical Research Center, Sun Yat-sen Memorial Hospital, Sun Yat-sen University, Guangzhou 510000, China)

Abstract Many domestic cell culture laboratories are plagued by "black granules" contamination, which are

commonly referred to as "nanobacteria" contamination in foreign countries, but the species of "black granules"

has not been determined. "Black granules" were isolated from DMEM medium, and 16 S rDNA sequencing and

VITEK-2 microbial identification system were used for the classification and identification of "black granules".

Antibiotic susceptibility assay and crystal violet staining technique were used to screen the antibiotics sensitive to

"black granules" and their suitable concentrations for cell culture. We observed that "black granules" were spotted

or flaky with an inverted microscope. The "black granules" was rod-shaped, with a length of 1 300-1 600 nm and

a width of 400-500 nm under the transmission electron microscope, and "Brownian motion" was performed in

situ under confocal laser scanning microscope. The results of 16 S rDNA sequencing and VITEK-2 microbial

identification system showed that "black granules" was a new strain of Brevundimonas, and its sequences were

97.8% similar to Brevundimonas diminuta as well as 98.1% similar to Brevendomonas faecalis, respectively.

Antibiotic susceptibility assay showed that "black granules" were sensitive to antibiotics chloramphenicol

(25 mg/L), erythromycin (200 mg/L) and tetracycline (2.5 mg/L), but resistant to ampicillin (50 mg/L), puromycin

(2 mg/L), penicillin-streptomycin (100× ) or gentamicin-amphotericin B (100× ). Crystal violet staining showed

that the proliferation of "black granules" was inhibited by the chloramphenicol (25 mg/L), erythromycin

(200 mg/L) or tetracycline (2.5 mg/L) in the DMEM medium, and the inhibition of "black granules" for cell

proliferation were reduced. In summary, the "black granules" isolated and identified in our study was a new stain

of Brevundimonas, and the inhibition of "black granules" for cell proliferation could be reduced by low

concentration of chloramphenicol, erythromycin or tetracycline. Due to the limitations of this study, there may be

other possibilities for the species of "black granules". This study provides new research ideas and methods for

species identification of "black granules" or nanobacteria and sterile culture of cells.

Key words cell culture, contamination, "black granules", nanobacteria, antibiotics
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