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融合系统pH值对杂交细胞集落形成率的影响

颇 永 衫
（中国科学院遗传研究所，北京）

在发现用灭活的仙台病毒为媒介可获得能

传代的杂交体细胞以后，体细胞杂交就成为细

胞生物学、遗传学、发育生物学、肿瘤学和病毒

学等领域一个很有用的研究手段，它被广泛地

应用于体细胞种内或种间遗传物质的转移、基

因定位、基因表达过程中的核质关系、细胞重

组、真核细胞基因的调节以及单克隆抗体等研

究。多年来，对于那些可能影响细胞融合率及

杂交细胞形成的物理、化学和生物因素，例如，

病毒本身的质量113、改变两亲本细胞的比例或

融合前两亲本细胞的混合培养[3,81、融合过程的

温度[4,151、加人植物凝集素1141等，均已有过报道。

Croce等（1972）报道过 pH对细胞融合率

的影响〔刀。然而，在这些融合细胞中，异型核融

合细胞实际上只占其中的一小部分。一般认为

只有异型核双核细胞(di-heterokaryocytes)才有
可能形成杂交细胞[5,1610因此，提高异型核双核

细胞的比例和杂交细胞的集落形成率是体细胞

杂交成功与否的关键问题。由于溶液pH的改

变可能引起细胞膜结构的改变1153，而细胞膜结

构的改变也许正是成功地进行细胞融合的重要

条件之一［[7l。因此本实验用氮化胸腺吻吮核昔

标记一个亲本细胞的细胞核，用乳胶微粒标记

另一个亲本细胞的细胞质，研究在细胞融合时

溶液pH 值对杂交细胞集落形成率的影响。

材 料 与 方 法

1．细胞株 亲本细胞B82HTQ,(TK-)n11

和 PG19 (HGPRT-)1111分别来源于小鼠的L-

细胞株和 C,BL黑瘤细胞。 两者在含有10%

小牛血清的 Eagle基础培养基 （MEM）中均生

长良好，但都不能在 HAT选择培养基〔1N里生

长。

2．同位素标记 当PG 19细胞在培养基

里生长24小时后，在其培养基里加人氖化胸腺

啥吮核昔（比活为，居里／毫克分子，Sigma),最

终浓度为1微居里／毫升，然后继续在370C培

养36-40小时。

3．乳胶微粒标记 采用 Levine (1978)
的方法DI，即取0.1毫升（直径为0.6#m）的乳胶

微粒贮存液，加 MEM到100毫升，最终浓度为

5-6 X 10‘个乳胶粒／毫升。B82HTQ,细胞在

上述培养基里生长2天（370C)，此时每个细胞

含有50个以上的乳胶微粒。在细胞融合前，先

用 Hanks'液洗去未被细胞吸人的多余乳胶微

粒。

4.实验组合 根据融合系统 pH值的不

同，本实验分为 pH5.4, 6.8, 7.0和7.9等4组，

进行细胞杂交实验。为了探讨细胞融合过程对

细胞存活率的影响，我们还设有相应pH值的

对照组，即除了不加仙台病毒外，其他处理与实

验组同。

生理盐水缓冲液的制备 溶液A: KH,

PO, 0.91克，NaCI 8.0克，KCl 0.2克，CaC1,·

2H,0 0.13克，MgC1,·6H,0 1.11克，加蒸馏水

至1升。溶液B : Na,HP04·2H,0 0.10克，NaC1

8.0克，KCl 0.2克，CaCI,·2H,0 0.13克，

吨Cl,·6H,0 0.1克，加蒸馏水至1升。此时溶

液A和溶液B的pH值分别为8.0和4.4。取适

当体积的溶液A和溶液B混合，用 pH计测定
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制备出 声 分别为5.4, 6.8, 7.0和7.9的生理

盐水缓冲液，供以下的细胞杂交用。

.5．细胞杂交 在 Harris方法［L61的基础上

作了一些改进。仙台病毒在紫外灯下灭活25分

钟 （不断搅拌）。两亲本细胞在0.25%胰酶液

(D血。．）消化后，用上述的生理盐水缓冲液（pH

分别为5.4, 6.8, 7.0和7.9）连续离心洗涤2

次。每组分别取两亲本细胞悬浮各2毫升（5X

10，个细胞／毫升），混合后离心沉淀。然后将细

胞分别悬浮在上述不同pH的生理盐水缓冲液

(0.5毫升）里，再加人0.13毫升灭活的仙台病

毒（1300 HAU，对照组不加病毒），摇匀后在
4℃放置20分钟，然后在3790温育30分钟。

最后，各组分别加人10毫升含有10多小牛血

清的MEM，取少量融合细胞混合液供存活率
测定。为了保证杂交细胞集落的适宜密度，我

们小心地把这些稀释后的融合细胞按每瓶2.1

-2.8 X 10，个细胞的量接种到9个培养瓶里，
同时将余下的细胞加到含有盖玻片的培养碟

里，在37℃继续培养。16-18小时以后，用生
理盐水洗涤这些盖玻片上的融合细胞，再用冷

甲醇固定半小时，供同位素自显影用。待融合

细胞在培养瓶里生长24小时后，将其培养基改

为 HAT选择培养基，让细胞在静止的条件下

继续生长18-20夭（中间只换一次液），最后统

计每个培养瓶中的杂交细胞集落数。

6.触合细胞的活力检测 在细胞融合

后，用0.5关台盼蓝染料排斥试验测定细胞的

活力，即染料不能进人的细胞为活细胞。在200

倍显微镜下观察40个视野，约1000个细胞。

7．同位紊自显影 为了操作方便，将上

述带有固定细胞的盖玻片粘在载玻片上，用

5务三氯醋酸处理半小时（49C)。经水洗、千燥

后，片子用浸人法Iii)裹上一薄层乳胶 凡，在完

全黑暗的低温条件下让乳胶曝光2-3天，最后

用 D,，显影，G iems。液染色。

8.差异的显著性检验 对在双核细胞中

异型核细胞与同型核细胞 (di-homokaryocytes)
的比例的统计学分析，我们采用如下的公式：

Ip一PI＿Ip一PI

ap ＿IP
V N

对于细胞融合率、杂交细胞集落形成率、双

核细胞的百分率，以及异型双核细胞的百分率

等，我们采用如下的两个样品率差异的显著性

侧验公式：

｝P1一P,＿ ｛P,下P,｝．＿
Sp，一，， ｛＿＿f1．1＿/PO 二 ＋ 二 1

，V 一W： N,1

结 果

当融合系统的 pH为5.4时，细胞融合率

最低，仅为32.8多，与其他组相比有非常显著的

差异 （0.001＜P＜0.01). pH6.8, 7.0以及7.9

组的细胞融合率相近，无显著差异 （(P＞0.05)

（表1)0

对 pH 7.9组来说，不仅双核细胞 （包括同

型核和异型核）的融合率明显地高于其他各组

(0.001＜P＜0.01)，而且异型核双核细胞的融
合率也明显地提高，约为其他各组的1.6倍。而

哪5.4, 6.8，和7.0组不论是双核细胞融合率还

是异型核双核细胞融合率都很相近印＞0.05)

（表1)0

在用氖标记结合乳胶微粒标记的实验中，

我们从未发现任何一个氖和乳胶微粒同时都标

记上的单核细胞。

从表2可看出，在细胞融合过程中，细胞存

活率与融合时溶液 pH有关。在 pH为6.8和

7.0时，细胞存活率最高，pH 为5.4时最低，仅

为30.9多。在不加病毒的对照实验中，不同pH

各组的细胞存活率都比相应pH值的加病毒实
验组高。其中，以 pH 5.4和7.9最显著，加病

毒后细胞的存活率分别降低为相应对照组的

41多和53并。

在细胞融合后的第14-18天，在培养瓶壁

上就出现直径约o.2-o.5厘米的杂交细胞集

落，各组平均每瓶所得到的杂交细胞集落数如

表2所示。 统计分析表明，pH6.8和7.o组的

杂交细胞集落形成率明显地高于 pH5.4组和
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衰1融合系统pH位对细胞触合率和异型核双核细胞形成的形响

实
验
组

pH

观 察 的 细 胞 数 细孟J

胞
融

合
率
（％）

2n细胞的融合率

（％）

异型核2n
细胞数与
同型核2n
细胞数之
比

总
数

1n1)

2n

3n 咚n 5n 6n >7n

总数，》异型核弟）异型核 同型核

l 5.4 795 663 27 76 14 7 4 2 2 32.8 20.8 5.4 】:2. 8

Il 6.8 3168 2435 112 380 108 55 27 21 30 46.0 21.8 5.0 1:3.4

UI 7.0 1381 1066 50 ｛‘““ 36 40 12 13 20 48.1 18.8 4.8 1:2.9

tV 7.9 3298 2504 173 ！‘，‘ 126 43 20 10 6 43.5 26.6 7.8 1:2.4

pH7.9组 （P＜0.001), PH6.8和7.0组的杂交

细胞集落形成率很相近 （P > 0.05)。其中，pH

5.4组的杂交细胞集落形成率最低，与pH7.9组

相比也有显著差异 （0.001＜P＜0.01)0

讨 论

用氖标记结合乳胶微粒标记的方法，我们

能够清楚地把异型核双核细胞（图1)与同型核

双核细胞区别开，因而能够确定在融合细胞中

异型核双核细胞与同型核双核细胞之间的比

例。由于我们从未发现任何一个氖和乳胶微拉

同时都标记上的单核细胞，这说明了在细胞融

合后18小时内没有核融合发生。因此，我们所

统计的细胞融合率和异型核双核细胞数是可信

农2 触合系统 pH 位对细胞存活率和杂交细胞集落形成率的形响

实验组 pH
细胞存活率（％）

接种的细胞数／瓶
杂交细胞集

落数／瓶

杂交细胞集落
形成率
（％），）加病毒 不加病毒，）

1

2

3

4

5.4

6.8

7.0

7.9

30.9

73.8

82.1

45.5

76.3

90.5

95.2

86.0

2.8又10'

2.8又10'

2.1又10'

2.8X10'

呼.2

120.8

112.5

22.7

0.18

2.34

2.70

0.46

1)除了不加仙台病毒外，其他步骤与标准的细胞融合过程相同。

2)杂交细”集落形成率一份 委寰掣聚赣箭氖赫痣痴X10%

的。在这种悬浮的细胞融合系统中，如果细胞

融合取决于两亲本细胞随机碰在一起的机率，

那么在双核细胞中异型核双核细胞数与同型核

双核细胞数的比例应为1:2。然而，我们的结

果（表1)表明，除了pH5.4组外，其他各组的这

种比例都显然低于上述的比例，这种差异是显

著的 （(0.01＜P＜0.05)。 这反映了细胞融合
并不是单纯取决于两亲本细胞随机相遇的机

率，而与亲本细胞的膜表面特性有关，这与郑瑞

珍等报道的仙台病毒的融合效力对不同的细胞

组合明显不同山基本上是一致的。

我们的结果还表明，当融合系统 pH偏酸

性时，细胞融合率低，pH为中性或偏碱性（pH

6.8-7.9）则有利于细胞融合。本文报道的异型

核双核细胞的百分率（2.4-2.7 ）比过去报道

的〔51高。很明显，PH为7.9有利于双核融合细

胞和异型核双核细胞的形成。

由于在加人 HAT选择培养基后一直到统

1) In, 2n分别为单核细胞、双核细胞s 3n-二等以此类推；

2，细胞融合＊-O裳纂88器aaAa X 100c03;w1 ,onmmagf
3) 2·细胞的融合率_5R黯珊襄酱豪丝x 100;A
4，异型朴细”的融合，=}镖黯黯橇臀}l}fCX100,
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图1 异型核双核细胞

PG19细胞的细胞核被氖标记（右）； B82HTq 细胞

的细饱质被乳胶微拉标记，细胞核内有一个核仁（左），

计杂交细胞集落数之前只小心地换一次培养

基，因此可避免因摇动使某些杂交细胞从原来

的集落中扩散出来而导致集落数不准确的危

险。

尽管许多实验工作试图提高杂交细胞集落

形成率，但至今所报道的资料表明，绝大多数杂

交细胞由于未能完成在细胞融合后的第一次或

以后的有丝分裂而相继死亡，只有极少数可生

长形成集落。我们的结果（表2）表明，杂交细

胞集落数显然与融合时溶液的 pH值有关。当

声 为6.8和7.0时，杂交细胞集落形成率分别

比 PH7.9和 pH5.4组高4倍和13倍。 可见，

虽然在细胞融合后杂交细胞就在良好的培养环

境里生长，但融合时溶液的 pH值对杂交细胞

以后的生长仍有相当深刻的影响，pH在弱酸

性或碱性都会降低杂交细胞集落的形成率。

关于细胞融合过程所引起的细胞损伤，国

外曾有些报道(7.',18,191，但未涉及到这种损伤与融

合时溶液 pH值的关系。本文结果表明，由于

细胞在胰酶消化后到细胞融合结束，需先后经

过4℃和37℃的相当长时间（约1小时）的处

理，这导致许多双亲细胞和融合细胞受到不同

程度的损伤。融合时溶液 pH为5.4或7.9时，

这种细胞损伤相当严重；而 pH为6.8-7.0时，
这损伤可明显地减少。因此，我们认为，在细胞

孰告U 中呱弘v--CWm lci-与孰合时溶液

pH值有着密切的关系。尽管 pH7.9是异型核

双核细胞百分比较高的理想 pH值，但由于

pH7.9会引起融合细胞较严重的损伤，所以杂

交细胞集落形成率仍非常低。与此相反，溶液

pH6.8和7.0对细胞的损伤小，因此可明显地提

高杂交细胞集落形成率。

总之，融合系统pH值不仅对细胞的存活

率，而且对杂交细胞的集落形成率都有明显的

影响，对于不同的细胞组合，其最佳pH值可能

会略有不同。因此，根据不同的细胞，选择其最

佳pH值并严格控制融合系统pH，能有效地

提高杂交细胞集落的形成率，这也是成功地进

行体细胞杂交和遗传物质转移的关键之一。
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