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鱼类细胞融合中助融剂效应和特异性

阎 康 陈敏容 陈宏溪
�中国科学院水生生物研究所

，
武汉�

提 要

在鱼类细胞融合中
，
微量的甘油可使 �卫� 作用显著下降

。 ���� 可以极大提高 ��� 诱

导鱼类细胞融合的能力
。
在低分子量和较低浓度的 ��� 中

， ���� 的作用更加突出
。
但

��� 浓度不能低于 ��� 的临界
，
否则

，
细胞融合就失去了 ���� 浓度依赖效应

。
在三组鱼

类细胞交叉融合中
，
我们发现同核体数目远远超过异核体数目 ��� �

�

���
。

这表明
， ��� 诱

导的鱼类细胞融合具有物种和组织特异性
。

鱼类细胞融合是鱼类细胞工程的一个重要组成部分
，
目前报道甚少

。
国外曾报道过

青鳃的分离胚胎细胞在盐溶液中重新接触而发生融合的过程和影响这种融合 的 因 素����
，

并借此了解鱼胚胎发育早期细胞表面生理特性的变化咖
。
我们在测定了聚乙二醇 �����

诱导的螂鱼细胞融合的主要参数的基础上冈
，
试验了二甲基亚飒 ������和甘油在 ���

诱导的螂鱼细胞融合中的作用
，

旨在进一步提高细胞融合指数和降低 ��� 对细胞的损

伤
。
进一步完善鱼类细胞融合的方法

。
此外

，

我们还以螂鱼
、

草鱼细胞为材料
，

了解鱼类

细胞融合中有无物种特异性
。

材 料 和 方 法

�
�

细胞和培养

实验所用的细胞有卿鱼异倍体细胞系 ����
一

���川
、

草鱼胚胎培养细胞和草鱼尾鳍培

养细胞 。 。
培养液为 ��一���

，
含一定浓度小牛血清 �螂 鱼 细 胞 为 ��多

，
草 鱼 细 胞 为

��多�
，
含青霉素 ��������

、

链霉素 ���产����
、

卡那霉素 ��拼����
。
培养温度 ��℃ 。

�� 融合荆

������� 和 ������ 为上海合成洗涤剂二厂产品
，

其平均分子量范围各 为 ���一

���和 ���一 ����。
���� 为北京医药站分装产品�分析纯�

，

甘油为成都化学试剂厂产

品�分析纯�
。 ��� 液配制参照 �������� 等方法田

，
即在高压灭菌过的 ��� 中加人无

血清的 ��一 ��� 培养液
。 ��� 浓度依据 ��� 原则

，
并假定 �毫升 ��一��� 液重 �克

。

���� 和甘油先加人 ��一
��� 液中

，

再与 ��� 混和
，
以确定最终浓度

，
其最终浓度为

���，年 ��月 � 日收到
。

�� 邓初夏
、
魏延章提供细胞

，
在此致谢

。
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�
、
�和 ��并

。
融合剂的 �� 值用 �����

�

调节到 �
�

弓
。

�
�

融合程序

���

处理时间

螂鱼体细胞融合
�
融合程序同阎康等方法���

，
细胞接种密度 � � ��‘�

��，，
���

�分钟
。
融合指数 �叫 公式 � �� 一限验 组 奔舆鹦零件弊星

一 对照组

、
计戮期肥甲硕阴数 日

多核细胞中核的数目

计数细胞中核的数目�
� ，�” 、 。

本文中
，

多核细“ 是指具 ，核或 �核以上的细胞
，

二核

体是指 �核细胞
，

多核体是 �核以上的细胞
。
每项实验重复 �次

，

每次计数 �
，

���个细

胞
。
细胞存活率的测定是把 ��� 刚处理过的细胞用 �

�

��多 ����
�� ���� 染色

，
只有死细

胞着色
。

���细胞杂交 � 螂鱼细胞
、

草鱼胚胎培养细胞和草鱼尾鳍培养细胞相互进行 �组融

合
。
以 ��多 ������� 为融合剂

，

融合程序参照 �
�������

，，，， “ ， 等
。

一种亲本细胞用

�产�����
��� 标记 �天

，
�天后

，
二种亲本细胞以 ��� 接种于小方瓶 �� � ��，�瓶�中�

�� 小时后
，
��� 处理细胞 �分钟

，

然后迅速洗净 ���
，

加人培养液� ��℃ 保温 �小

时后
，
用胰酶 ����� 务�一���� ��

�

�� 多�液消化细胞
，
接种于带盖玻片的大方瓶中���

小时后
，
�� 务 乙醇固定盖玻片 �� 分钟

，
空气干燥

，

最后把片子放人 �拌���� �������

����� 液中染色 �� 分钟
，
��� 封片

，
荧光镜检

。
每张玻片计数 ��� 个二核体

，
实验重复

�次
。

结 果

�
�

甘油对 ��� 诱导卿鱼细胞融合的影响

据报道甘油和 ���� 不仅是理想的细胞冻存保护剂
，

而且具有诱导细胞融合的能

力
〔�� ，

还可以促进 ��� 诱导的细胞融合
。
但是我们的实验表明

，
甘油不仅不能诱导螂鱼

细胞融合
，
而且对 ��� 诱导的螂鱼细胞融合有明显负作用�图 �

，
表 ��

。
从表 �和图 �

中可见
。

表 � 甘油对 ��� 诱导娜鱼细胞胜合的影响

���
�

� ������� �� ���������� ��� ������ ���� �� ����‘ 万��� � “ �口�，，二 ���� ��� �� ���

��� � ����������� ��士�
·

�
·

��� 二核体
‘ ��������� 多核体

，� ���������� 细胞存活率
������������� ���

�
一�
���︸

白二」

��� �丑����� � �

十 �

�
�

�士�
�

�

�
�

�士�
�

�

�
�

�士�
�

�

斗�

��

��� ������� ��
� ，士�

�

�

�� 平均 �。 。 。 个计数细胞中二核体和多核体数目
。

� ������ ������ �� ��������� ��� �����������

���

�� ���� ����� �������
�
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���朋��

��������

︵爹︶叫盆

����

� � � � � � � � ���

甘油浓度 �������� ������������� ���

图 � 甘油对 ��� 作用的影响
。
图示三种浓度甘油对 ��� 的负作用

。
以未

���
�

�

�� ��������

甘油可使 ��多 ���

加甘油的 ，�� ��� ���� 的 �� 作为 ����
�

������� �� ���������� ��� �������� �����
· ’

����� ��几�����������

��� ���� ��� ��� ������ ��� �� ��� ������� �� ����� �� ����
�

���� 诱导细胞融合的能力比原来下降约 ��拓
。
当 ��� 中的甘油

浓度达到 �� 务时
，
细胞大量死亡�图版 ���

，

约
。
这同已报道的甘油可以极大地促进 ���

诱导哺乳类细胞杂交的结果截然相反
。

表 � ���� 对 ��� 诱导的娜鱼细胞胜合的促进作用

� ��
�

� ���������� ������� ������ �� ���五��� ��� ���������� �� �口���‘��’ ‘ �“ ����“

����� � ���� ����� ��土�
�

�
�

����� 二核体
，� ���������� 多核体

，� ������������ 细胞存活率率
����������������������� �����

����� ������� � �
�

��� ��
�

�士�
�

��� ����� �斗斗 ��
。

���

十十��� ��
�

�土�
�

��� ����� ���� ��
。

���

十十���� ��
�

�士�
�

��� ����� ���� ��
。

���

����� ��������� ��
�

�土�
�

��� �，��� ���� ��
。

���

����� ������� � �
�

��� ��
�

�士�
�

��� ���� ���� ��
�

���

十十 ��� �呼
�

�士�
�

��� ����� ���� ��
。

���

十十 ���� ��
�

�士�
� ，， ����� 、 ���� ��

。

���

����� ��������� ��
�

�士�
�

��� ���� ��� ��
。 ，，

����� ��� ��� � �
�

��� ��
�

�士�
�

��� ���� ���� ��
�

���

��� ��� ��
�

�士�
�

��� ����� ���� ��
。

���

十十 ���� ��
。

���
�

��� ����� ���� ��
。

���

����� �������� �
� ，士 �

�

��� ���� �����

����� ��� ��� � �
�

��� ��
�

�十 �
�

��� �，， ��� ��
。

���

��� ，， ��
。
���

�

��� ���� ��� ��
�

���

十十 ���� ��
�

�士�
�

��� ���� ��� ��
。 ，，

����� ��� ����� �
�

�士�
�

��� ���� �����

���
。

弓弓 �
�

�士�
�

��� ���� �����

，，， �
�

�士�
�

��� ���� �����

������ �
�

�土�
�

��� �弓弓 �����

�� 平均 �。 。 。 个计数细胞中二核体和多核体数
。

� ������ 几����� �� ��������� ��� ����������� �几 ���� ����� �������
�
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���� 对 ��� 诱导的卿鱼细胞融合的促进作用

已广泛证实 ���� 能较大地提高 ��� 诱导哺乳类细胞融合的效率
，
融合的程度

直接与这二种化合物浓度成正比����
。
就 ���� 本身而言

，
对螂鱼细胞融合的诱导能力

极弱
，
一旦加到 ��� 中

，
可以明显提高细胞融合的程度 �图版 �� �

，
���表 ��

。
在 ��务

��� ��� 中加人最终浓度为 ��外 的 ����
，
可以提高 �� 约 ��多

，
在 ��多 ��� ����

中
，
��并的 ���� 可以使螂鱼细胞 �� 提高约 ��务

。
表 �前三项实验表明

，

螂鱼细胞

��
，

的变化与 ��� 浓度和 ���� 浓度成正比
。
我们发现

，
���� 使 ��多���������

引起的 � 变化不如 朽多 ��� 引起的 � 变化显著
。
在 ��多 ��� ������中

，
�多

���� 可使 �� 提高约 �多
，

而在 ��务 ��� ��� 和 朽多 ��� ���� 中
，
则 �� 可分

别提高 �� 和 ��多
。
当 ��� �����浓度下降到 ��多 后

，

尽管加人 ���� 可使 �� 有较

大提高
，

但 �� 并不与 ���� 浓度正相关
。
这一结果出乎意料之外

。
可能 ���� 对

��� 的促进作用要求一定的 ��� 临界浓度
。
无疑

，
随着 ���� 浓度增加

，
细胞存活率

下降
，
形态上与高浓度 ��� 和较长处理时间所产生的结果相似

。
但在较低 ��� 浓度

中
，
细胞存活率下降较缓

。

表 � 娜鱼和草鱼的三种细胞杂交

���
�

� ������������� �� ����� ����一���� ���� �����二�，� ‘ �忿一����一‘ ��� ��亡刃 ��五��夕刀����刀 ��亡����

实实验次数数 �� 同核体体 ��火��� ������ 异异 ��� 同核体体 同核体�异核体体
������������

���� 核体 �����������二二 ������������ ����������� �������

��������������������

����� ���� ���� ���� �
。

�����

����� ���� ���� ������

����� ���� ���� ������

平平均 ���。。 ���� ���� ������

������
同核体体 ��又��� ��又��� 异异 ��� 同核体体体

������

�������。。 核体 �������
�
钾���� ��������

������

����� ���� ���� ���� �
。

�����

����� ���� ���� ������

����� ���� ���� ������

平平均 �
����� ���� ���� ������

������� 同核体体 ���又��� ��� ���异核核 ��� 同核体体体
���������������� 体 �����������。。 ��������������

����� ���� ���� ��
‘‘

�
。

�����

����� ���� ���� ������

����� ���� ���� ������

平平均 ������ ���� ���� ������

注� �� 代表卿鱼异倍体细胞系
，
��� 代表草鱼胚胎培养细胞

，
��� 代表草鱼尾鳍培养细胞

。

�

一
����������� ���� ���� �����‘�“ ‘ �分一���“ �� ���

�

—
�������� ��������� ��以� �� ��胡

��五���刀����”

云�‘ ���’ �� ���

一
�������� ����� ���� ���������� �� �

�

矛�口���‘�
�

�� 娜鱼和草鱼的三种细胞杂交

��������������
��� 是一种新的鉴定异核体的方法

〔，，，，‘，。 ���� 具有使 ������������

荧光部分熄灭的功能
，
二者结合可使异二核体中二核一明一暗

。
我们用螂鱼细胞

、

草鱼尾

鳍细胞和草鱼胚胎细胞进行了 �组交叉融合
，
用 ������������ 技术鉴定二核体

。
在镜

下
，

凡用 ���� 标记的细胞
，

其核荧光暗淡 � 反之
，

则明亮�图版 ���
，

��
。
在合适细胞密
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度下不会有由于细胞过分靠近而造成的观察误差
。
我们在对照组中检查了 �

�

���个细胞

�相当于在实验组中统计 ��� 个二核体所涉及的细胞总数�
，
只发现个别二核体

。
结果表

明�表 ��
，
异核体比同核体少得多

。 �，
检验

，
� � ����

，
具有显著差异

。
可见

， ��� 诱

导的鱼类细胞融合中
，
同种细胞比异种细胞更易融合

，

融合具有特异性
。

讨 论

����
�
等曾系统研究过促进 ��� 诱导作用的物质

，

发现它们许多是红白血病细胞分

化的诱导剂
，

其中有 �� 种化合物其增强 ��� 诱导细胞杂交的能力超过了 ����
，
甘油

的作用比 ���� 强 �倍左右 〔习 。
为了进一步提高 ��� 诱导鱼类细胞融合的程度

，
我们

把一定浓度的甘油与 ��� ������混和作为融合剂
。
我们发现甘油本身不仅无 诱 导 细

胞融合的能力
，
而且使 ��� 作用显著下降

。
微量的甘油 ����外�就使 ��多 ��� ����

的诱导融合的能力下降 ��务左右�图 ���当 ��� 中甘油浓度达到 ��务时
，
对细胞是致

死的
。
我们这一结果与哺乳类细胞融合结果截然相反

。
甘油的这种对 ��� 的负作用机

理还不清楚
。
如果不是甘油和 ��� 的分子结构所致

，
就是实验材料本身的差异造成的

。

这有待于进一步弄清�

业已证明
， ��� 只能在一个很狭窄的浓度范围内诱导细胞融合

，
超过这个范围

，
它

引起广泛的细胞损伤和作用降低
。
因此

，
在哺乳类细胞融合中

，

广泛使用 ���� 作为

��� 的助融剂
，

旨在降低 ��� 浓度的同时
，

提高细胞 �� 和减小融合剂对细胞的毒性
。

表 �表明
，
在 ��关 ��� ���� 中

，
�

�

�和 �多 ���� 使 � 只有微小提高 �当 ���� 达

到 ��务时
，
�� 明显提高

，

达到 ��多
，
为未加 ���� 时的 ���倍

。
而 ���� 之所以提

高 ��� 诱导卿鱼细胞融合
，
主要在于它促进了较多的多核体形成

，
而对二核体数目无明

显影响
。
当 ��� 浓度下降到 朽多时

，

微小的 ���� 浓度变化
，
可以引起 �� 的较大变

化
。
当 ���� 浓度达到 ��务时

，
�� 提高近 ��多

，

达到 ��务
，
为未加 ���� 时的 ���

倍
。
由此可见

，
� 不仅与 ���� 浓度有关

，
而且也与混合融合剂中 ��� 浓度有关

。

在较低浓度的 ��� 中
，
���� 的作用更有效

，

这在 ��外 ��� ��� 中也得到证实
。
当

���� 浓度达到 ��拓时
，
�� 达到 ��沁

，
提高 ��多

，
为未加 ���� 时的 �倍左右

。
但

当 ��� ��� 的浓度下降到 ��多时
，
尽管加人 ���� 可使 �� 有较大提高

，
然而 �� 并

不与 ���� 浓度成正比
。
这一结果令人意外

。
显然

，
在螂鱼细胞融合中

，
���� 对

��� 的促进作用要求 ��� 一定的临界浓度
，

低于这个临界浓度
，
���� 的作用就失去

其浓度依赖效应
。
我们认为

，
这个临界浓度为 ��多

。

从表 �中还可看到
，
在 ��� 浓度为 朽 多 时

，

任何浓度的 ���� 对 ��� ��� 的促

进作用均比对 ��� ���� 强
。
显而易见

，
���� 对低分子量的 ��� 的促进作 用要 比

高分子量 ��� 有效
。
因此

，
在悬浮和单层细胞融合中

，

低分子量 ��� 结合 ���� 比

高分子量 ��� 结合 ���� 更有效
。

加人 ���� 到 ��� 中的主要目的是为了提高细胞的 班
，
同时降低细胞损伤

。
遗

憾的是
，

在 ��多 ��� ���� 中虽然 �� 的终值较高
，
但细胞存活率又太低

。
而在低浓度

的 ��� 中加人使细胞存活率水平可以接受的 ���� 浓度时
，
�� 终值又不高

，

仅达到
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不加 ���� 的 ��多 ��� ���� 的水乎
。
这种情况在哺乳类的细胞融合中是不曾有过

的
。
在哺乳类细胞融合中

，
在低浓度的 ��� ���务一����� 中

，
�多 ���� 就使细胞

的 �� 提高 ��务左右
，
达到 ��并� ���并 ���� 使 �� 达到 ��务左右

，

而细胞存活率

约为 ��多
〔���

。
我们认为这种差异主要是由实验材料引起

。
即 ��� 和 ���� 混和融合

剂对鱼类细胞的毒性比对哺乳类细胞高
，
但其膜结构对这种混和融合剂的敏感性又不及

哺乳类细胞
。
这一矛盾也许可采用在融合中加人 ��� 来减小融合剂对细胞的毒性而得

到解决
〔�� 。

故在鱼类细胞融合中
，
有待寻找比 ���� 更理想的助融剂或细胞损 伤保 护

剂
，
既能大幅度提高 ��� 诱导细胞融合的作用

，

又能保持较高的细胞存活率
。

近年来
，
人工标记亲本细胞以鉴定杂种细胞引起人们越来越多的注意

。
除采用放射

性核昔酸和乳珠标记细胞外
，
���������

��� 技术也是一种新的鉴定异核体的方法
。
我们

把这一技术用于鱼类细胞融合中
，
细胞在镜下发出浅蓝色的荧光

，

同核体与异核体清晰可

辨
。
我们把 �种鱼类细胞以 ���接种

，

交叉进行单层融合
。
在这种融合体系中

，
如果细

胞融合取决于亲本细胞的随机分布和接触的机率
，
那么

，

在双核细胞中
，
同型兰核体与异

型二核体之比应是 ���
。
我们的实验表明

，
在卿鱼细胞 � 草鱼尾鳍细胞

、

螂鱼细胞 � 草鱼胚

胎细胞和草鱼胚胎细胞 �草鱼尾鳍细胞中
，

同型二核体与异型二核体之比分别为 �
�

���
、

�
�

���
、
�

�

����表 ��
。
同核体比异核体多得多

。
这些数值与理论比值相比有显著差异

，
��

�
�

��
。
��
��

�����曾指出
，
当用仙台病毒为融合剂时

，

仓鼠成纤维细胞的种内融合比种间融

合容易���
，

���������� 等则认为 ��� 可能破坏了细胞负责物种特异性识别的膜结构
，
因

而 ��� 诱导的细胞融合不受物种特异性的限制
〔‘，。 我们的结果反映了以 ��� 诱导的

鱼类细胞融合并不单纯取决于二亲本细胞的随机分布和接触
，

而是可能与亲本细胞膜表

面特性有关
，
具有物种特异性和组织特异性

。
这与仙台病毒诱导的细胞融合情况基本一

致
。
不过

，

根据 ��� 诱导融合的机制
，

这种特异性可能是由不同细胞表面的电荷或结合

水的状态的差异引起的
，

而不是细胞表面受体所致
。
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