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微流控电融合芯片的研制及其在体细胞重编程中的应用
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　　［摘要］　目的　开发高通量的细胞电融合平台，并通过此平台将小鼠胚胎干细胞（ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ｍＥＳＣｓ）与体细胞融合，探讨融合细胞的多能性。方法　本实验室自主研发微流控芯片，将转染了绿色荧光的ｍＥＳＣｓ与转
染了红色荧光的ＮＩＨ３Ｔ３细胞进行电融合，并计算其排队率与融合率。通过流式细胞仪筛选出表达两种荧光的融合细胞，
观察融合细胞的表型。ＲＴＰＣＲ检测ＮＩＨ３Ｔ３、ｍＥＳＣ以及融合细胞的多能性基因（Ｎａｎｏｇ、ＯＣＴ４、ＳＯＸ２和 ＬＩＮ２８）ｍＲＮＡ的
表达水平。结果　自主研发了微流控芯片，构建了高通量的细胞电融合平台，通过此平台将 ｍＥＳＣｓ与 ＮＩＨ３Ｔ３进行电融
合，其排队率为（４４．３５±１０．９９）％，融合率为（５９．８８±２０．０３）％，融合细胞可形成类似于 ＥＳＣ样的克隆。ＲＴＰＣＲ法结果
显示ｍＥＳＣ和融合细胞均表达多能性基因Ｎａｎｏｇ、ＯＣＴ４、ＳＯＸ２和ＬＩＮ２８ｍＲＮＡ，而ＮＩＨ３Ｔ３不表达。结论　通过自主研发
的微流控芯片，可实现ｍＥＳＣｓ与ＮＩＨ３Ｔ３的高效融合，使体细胞重编程为多能性干细胞。
　　［关键词］　 电融合；体细胞重编程；微流控芯片；胚胎干细胞
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　　已分化的体细胞可以通过重编程来改变其命运，
在一定条件下可以转化为其他类型的细胞，甚至回到

多能状态。而由患者自身体细胞重编程而来的诱导性

多能性干细胞（ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ｉＰＳＣ），
可作为细胞移植的种子细胞使用，避免了使用胚胎干

细胞所面临的伦理学障碍，并且在疾病模型的制备和

药物筛选领域有广阔应用前景［１］。目前，体细胞重编

程的方法主要有 ４种：体细胞核移植（ｓｏｍａｔｉｃｃｅｌｌ
ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｆｅｒ，ＳＣＮＴ）、特定因子诱导、干细胞提取物

９２
第３５卷第１期
２０１３年１月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１
Ｊａｎ．１５　２０１３



共培养和细胞融合［１－２］。其中细胞融合耗时最短，可

在１～２ｄ内激活体细胞的多能性基因；重编程效率也
最高（可达７０％左右），这有利于研究体细胞重编程的
机制［３］。然而，较低的融合效率也在一定程度上限制

了该方法的应用。随着微制造技术的发展，电融合芯

片应运而生，与传统的聚乙二醇（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，
ＰＥＧ）诱导的细胞融合和仙台病毒诱导的细胞融合相
比，电融合操作简单、无化学毒性、对细胞损伤小、可在

显微镜下直观观察融合过程、融合率也更高［４］。本实

验室结合前期工作基础［５－７］，自主研发了一种微流控

电融合芯片［８］，本研究对该芯片进一步加工改良，通

过改良的电融合芯片将体细胞和小鼠胚胎干细胞进行

融合，初步探讨融合细胞的多能性。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞来源　　１２９小鼠胚胎干细胞／ＧＦＰ购自广州Ｃｙａｇｅｎ
公司，该细胞系能够稳定表达ＧＦＰ报告基因。饲养层细胞ＩＣＲ
小鼠胚胎成纤维细胞购自广州Ｃｙａｇｅｎ公司。小鼠成纤维细胞系
ＮＩＨ３Ｔ３由第三军医大学西南医院全军眼科中心实验室冻存，已
由ｐＺＬＥＮＵｔａｇＲＦＰ慢病毒转染后稳定表达ＲＦＰ报告基因。
１．１．２　主要试剂和仪器　　细胞培养基ＨＤＭＥＭ（Ｈｙｃｌｏｎｅ产
品），胰蛋白酶、ＥＤＴＡ、胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ产品），１２９小鼠胚胎干
细胞完全培养基、０．１％明胶溶液（Ｃｙａｇｅｎ产品），ＲＮＡ提取试
剂盒、ＲＴＰＣＲ试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮ产品），２×ＰＣＲＴａｑｍｉｘ（东盛
产品）电脉冲介质缓冲液（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ产品），ＣＯ２培养箱（ＮｕＡｉｒｅ
产品），相差倒置显微镜（Ｌｅｉｃａ产品），ＢＤＦＡＣＳＡｒｉａＩＩｃｅｌｌｓｏｒｔｅｒ
流式细胞仪。

１．２　方法
１．２．１　电融合芯片的研发　　２０１１年，本实验室自主研发了
一种拥有交错式微电极阵列的细胞电融合芯片［８］，该芯片的电

极间凹陷区可以使细胞排队，却因为达不到细胞电穿孔所需的

电场阈值而不能进行融合，所以影响了融合效率。本实验在此

基础上进行了加工改良，采用电场聚焦效应，融合区用绝缘材

料隔开，使电场集中在融合区内，从而增强了融合区对细胞的

吸附作用，可望提高细胞排队率，并使电场集中，使细胞更容易

穿孔融合。

　　该芯片尺寸为３ｃｍ（长）×２ｃｍ（宽），包含由垂直侧壁构
成的Ｓ形微通道（即工作通道），基底为绝缘体上的硅（ｓｉｌｉｃｏｎ
ｏｎｉｎｓｕｌａｔｏｒ，ＳＯＩ）。使用垂直侧壁能够沿着通道深度方向产生
均匀电场，这样可以使融合只需要较低的电压。相对的垂直侧

壁包含２２５００对相对的宽度为２０μｍ的离散微电极，每个离散
的垂直侧壁电极占据微通道的整个深度（３５μｍ）。每个侧壁
相邻的微电极被一个垂直的二氧化硅多晶硅二氧化硅／硅组
成的微结构隔离。每个微结构的宽度和深度分别为６０μｍ和
３５μｍ。微电极与微结构共平面，形成微通道的垂直侧壁。微
通道的宽度和整个长度分别为６０μｍ和１．８×１０６μｍ。微通道
的末端都连接了两个直径为２ｍｍ的流通池。

１．２．２　细胞培养　　将ＮＩＨ３Ｔ３／ＲＦＰ细胞培养于ＤＭＥＭ（Ｄｕｌ
ｂｅｃｃｏ’ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ）高糖培养基中（含１０％胎牛血
清），在３７℃、含 ５％ＣＯ２的培养箱中培养，３～４ｄ左右按照
１∶３～１∶５比例传代。用０．１％明胶溶液包被６孔板，复苏饲养
层细胞ＩＣＲ小鼠胚胎成纤维细胞，每１管饲养层细胞平均接种
于已包被过明胶的６孔板中的５孔，３７℃、５％ＣＯ２孵育８ｈ后
可接种ｍＥＳＣｓ／ＧＦＰ。用１２９小鼠胚胎干细胞完全培养基培养
ｍＥＳＣｓ／ＧＦＰ，次日换液，根据克隆数量大小及多少，刚复苏的细
胞传代比例一般为１∶１或者１∶２，此后传代比例为１∶５～１∶７。
１．２．３　细胞电融合及筛选　　收集状态较好的等量的ｍＥＳＣ／
ＧＦＰ细胞和 ＮＩＨ３Ｔ３／ＲＦＰ细胞，混合后离心后弃上清，每次沿
管壁加入２００μＬ电脉冲介质缓冲液（ｐｌｕｓｅｍｅｄｉｕｍ，ＰＭ），清洗
３次，再加入２ｍＬＰＭ液重悬细胞，吸取５０μＬ混合悬浮液加载
到芯片上，进行观察，在绿色激发光与蓝色激发光下可以观察

到发红色荧光的ＮＩＨ３Ｔ３细胞与发绿色荧光的 ｍＥＳＣ细胞，施
加排队信号（幅度４Ｖ，频率１ＭＨｚ），持续时间３０ｓ，发现当细
胞可以较好排队时，施加融合脉冲信号（幅度９Ｖ，脉宽５０μｓ，
脉冲个数３个，脉冲间隔１ｓ），完成后施加挤压正弦信号（幅度
４Ｖ，频率１ＭＨｚ），发现两种细胞异源融合现象，重复实验。
　　融合后的混合细胞收集至离心管，离心去除 ＰＭ缓冲液后
用ＰＢＳ重悬，调整至合适细胞浓度，经过滤网过滤后经流式细
胞仪分选。双荧光细胞接种于９６孔板内，每孔２个，１００μＬ胚
胎干细胞完全培养基培养５ｄ至克隆形成，低比例逐步传代扩
增至六孔板。

１．２．４　细胞排队率及融合率分析　　分别对携带不同荧光的
细胞进行分析计数。根据以下公式得到细胞排队率和融合率。

计算公式如下。

　　细胞排队率＝视野内两两排队的细胞数
视野内细胞总数

　　细胞融合率＝视野内两两排队细胞中融合细胞数
视野内两两排队的细胞总数

１．２．５　ＲＴＰＣＲ法检测多能性基因（Ｎａｎｏｇ、ＯＣＴ４、ＳＯＸ２和
ＬＩＮ２８）ｍＲＮＡ的水平　　使用 ＴＩＡＮＧＥＮ总 ＲＮＡ抽提试剂盒
按照说明书方法分别提取第５、１０、１５、２３代的融合细胞和融合
前ｍＥＳＣ／ＧＦＰ、ＮＩＨ３Ｔ３／ＲＦＰ细胞的总ＲＮＡ，经１％琼脂糖凝胶
电泳鉴定，并测定样品Ｄ（２６０）：Ｄ（２８０）值和浓度，确保比值介
于１．８～２．０。用Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）引物将抽提的细胞总 ＲＮＡ逆转录
成ｃＤＮＡ，再行ＲＴＰＣＲ。引物设计参照ＧｅｎｅＢａｎｋ的基因序列，
引物序列及扩增长度如下表所示。

表１　引物序列及扩增长度

名称 引物序列 产物大小（ｂｐ）

Ｏｃｔ４ 上游：５′ＧＣＣＣＧＧＡＡＧＡＧＡＡＡＧＣＧＡＡＣ３′ １１５

下游：５′ＧＣＴＧＡＴＴＧＧＣＧＡＴＧＴＧＡＧＴＧＡ３′

Ｎａｎｏｇ 上游：５′ＧＣＣＣＡＧＣＴＧＴＧＴＧＣＡＣＴＣＡＡＧＧ３′ ２０７

下游：５′ＣＡＣＴＧＧＴＧＣＴＧＡＧＣＣＣＴＴＣＴＧＡ３′

Ｓｏｘ２ 上游：５′ＧＣＧＡＡＣＴＧＧＡＧＡＡＧＧＧＧＡＧＡＧ３′ １２４

下游：５′ＧＴＣＧＴＴＴＣＧＣＴＧＣＧＧＡＧＡＴＴ３′

Ｌｉｎ２８ 上游：５′ＣＣＴＧＣＴＧＴＡＧＣＧＴＧＡＴＧＧＴＴＧ３′ １７６

下游：５′ＧＧＧＧＧＧＡＧＡＧＧＧＡＧＡＣＡＡＧＡ３′

ＧＡＰＤＨ 上游：５′ＧＣＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡＧＧＡＧ３′ １５９

下游：５′ＧＡＡＧＧＧＧＣＧＧＡＧＡＴＧＡＴＧＡＣ３′
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　　扩增条件为９４℃预变性 ３ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５８℃ ３０ｓ，
７２℃２０ｓ；循环３５圈，７２℃延伸１０ｍｉｎ。取１５μＬ扩增产物经
１５％琼脂糖凝胶电泳，ＢｉｏＲａｄ凝胶成像分析系统采集荧光信
号。

１．３　统计学分析
　　计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０计算机统计软件进
行统计处理，不同细胞融合方法之间排队率、融合率的比较采

用独立样本ｔ检验。

２　结果

２．１　细胞电融合平台
　　细胞电融合实验平台主要由细胞电融合芯片、融合信号发
生装置、图像采集系统３大部分构成。细胞电融合芯片是该系
统的核心，可以在显微镜下对细胞融合过程进行实时观察、拍

摄。融合信号发生装置可以产生可变的正弦交流电压、电脉冲

分别用于细胞排队和诱导细胞穿孔，随后，一组衰减的正弦交

流电压促进细胞融合（图１）。在此电融合平台上进行细胞融
合，排队率为（４４．３５±１０．９９）％，融合率为（５９．８８±２０．０３）％，

改进之前的细胞电融合平台排队率为（３５．４９±９．３２）％，融合
率为（６０．０９±２８．２８）％，而传统的细胞融合方法（如ＰＥＧ、仙台
病毒诱导的细胞融合）融合率只有２％左右，由此可见改进后
的细胞电融合平台在排队效率方面有显著提高（Ｐ＜０．０５）。

２．２　细胞排队率和融合率分析
　　实验中对ｍＥＳＣ和ＮＩＨ３Ｔ３细胞融合过程进行记录，观察到
配对细胞融合后，对细胞排队率和融合率进行计算。在采用本

实验室自行研制的细胞电融合平台进行的 １０次 ｍＥＳＣ和
ＮＩＨ３Ｔ３细胞的电融合实验中，细胞排队率为（４４．３５±１０９９）％，
融合率为（５９．８８±２０．０３）％。

２．３　融合细胞的生长特点
　　经流式细胞仪筛选出的融合细胞在连续扩增２４代的过程
中均可形成类似于胚胎干细胞样克隆，形态典型，边界清楚，折

光性强，克隆内可见大量密集排列的单细胞，能同时表达绿色

和红色荧光，生长速度与胚胎干细胞类似，而融合前的

ＮＩＨ３Ｔ３／ＲＦＰ细胞贴壁生长，呈梭形或不规则三角形生长，成纤
维状，胞体膨大，伸出２～３个长突起，无法形成克隆，且只能表
达红色荧光（图２）。
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Ａ：设计研发的细胞电融合芯片图（以一角硬币为对照）；Ｂ：４００倍显微镜下细胞电融合芯片；Ｃ：显微镜下直接观察细胞融合过程；
Ｄ：细胞电融合实验平台　１：细胞电融合信号发生装置；２：ＬＥＩＣＡＤＭＩＲＥ２倒置荧光显微镜系统（电融合芯片位于显微镜载物台
上）；３：计算机（Ｐｅｔｉｕｍ ４ＣＰＵ２．６６ＧＨｚ，１．００ＧＢＤＤＲ，ＳＴ３８００１１Ａ）

图１　细胞电融合实验平台观察
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Ａ：融合前的ＮＩＨ３Ｔ３／ＲＦＰ细胞，带有红色荧光；Ｂ：融合前的 ｍＥＳＣ／ＧＦＰ细胞，带有绿色荧光；Ｃ：融合时的图片，箭头分别示带有
ＮＩＨ３Ｔ３／ＲＦＰ和ｍＥＳＣ／ＧＦＰ细胞的排队、融合情况；Ｄ：融合细胞呈胚胎干细胞样克隆状生长；Ｅ：融合细胞的绿色荧光图像；Ｆ：融合
细胞的红色荧光图像；Ｇ：两种荧光融合图像

图２　细胞融合前后观察（荧光显微镜）
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２．４　ＲＴＰＣＲ检测多能性基因（Ｎａｎｏｇ、ＯＣＴ４、ＳＯＸ２和
ＬＩＮ２８）ｍＲＮＡ的水平

　　ＲＴＰＣＲ结果显示各代的融合细胞均能稳定地表达４种多
能性基因Ｎａｎｏｇ、ＯＣＴ４、ＳＯＸ２和ＬＩＮ２８ｍＲＮＡ，与胚胎干细胞类
似，而ＮＩＨ３Ｔ３／ＲＦＰ四种多能性基因都不能表达（图３）。
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１、２：融合细胞；３：ｍＥＳＣ；４：ＮＩＨ３Ｔ３
图３　ＲＴＰＣＲ检测融合细胞多能性基因表达

３　讨论

　　２００６年，Ｙａｍａｎａｋａ等［９］通过转染４种转录因子
Ｏｃｔ４，Ｓｏｘ２，Ｋｌｆ４和ＣＭｙｃ将小鼠尾部成纤维细胞重编
程为诱导性多能干细胞（ｉｎｄｕｃｅｄｐｌｕｒｉｔｅｎｔｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，
ｉＰＳＣ），使得体细胞重编程得到广泛关注。然而，该方
法效率非常低，只有０．０１％ ～０．１％，且需要花费３～
４周的时间。体细胞核移植技术难度较大，且核移植
的效率较低，因此也不适合进行大规模分子研究［１０］。

干细胞提取物共培养也存在耗时长（４周左右），重编
程效率不稳定等问题［１１］。相比而言，细胞融合可以迅

速（１ｄ内）高效（７０％左右）地使体细胞去分化，并且
细胞融合后的异核体不会发生细胞分裂，这十分有利

于研究异核体中多能性基因再次激活的主动机制［１０］。

但传统的细胞融合方法（如 ＰＥＧ、仙台病毒诱导的细
胞融合）融合率在 ２％左右，限制了该方法的应用。
１９７８年，Ｚｉｍｍｅｒｍａｎｎ等［１２］在实验中利用电脉冲方法成

功诱导细胞融合，开创了电场诱导技术。其后的几年

里，很多科学家在电场诱导技术的研究上投入了大量的

精力，并取得了大量的突破性进展。例如，实现了植物

原生质体融合，并将这种新的融合手段的应用推广到动

物、植物、微生物和真菌的原生质体融合研究，实现了这

一技术的突破性发展［１３－１５］。２００９年，Ｖｏｌｄｍａｎ等［１６］采

用新型的细胞电融合芯片，使得细胞融合的成功率从

１０％以下提高到大约５０％，远远高于其他融合技术。
但该芯片对于进行融合的亲本细胞大小有限制，使得

该芯片不能广泛用于细胞融合。

　　２０１１年，本实验室自主研发了一种拥有致密微电
极阵列的细胞电融合芯片，能够通过控制双向电泳装

置和电穿孔，使大量细胞同时高效精确地配对和电融

合，融合率高达３０％ ～４０％，并且该芯片使用了交错
式梳齿状电极，亲本细胞在电场力的作用下被吸附到

电极上排队融合，而对细胞融合区的大小没有限制，所

以不同大小的细胞同样也能进行融合［８］，但该芯片在

通道同一侧的两相邻梳齿状电极之间存在一凹陷区，

在进样过程中有部分细胞会进入该区域，该区域的较

低电场可以使细胞排队。但是由于该区域电场强度较

低，无法完成细胞融合，这将影响系统的电融合效率。

因此，本研究在梳齿状微电极阵列的基础上进行了加

工改良，采用电场聚焦效应，融合区用绝缘材料隔开，

使电场集中在融合区内，增强了融合区对细胞的吸附

作用，提高了有效的细胞排队率，并且电场集中，也更

容易使细胞穿孔融合，提高了整体的融合效率。亲本

细胞电融合后，通过流式细胞仪分选，在连续扩增２４
代的过程中均可形成类似于胚胎干细胞样克隆，形态

典型，边界清楚，折光性强，克隆内可见大量密集排列

的单细胞。分别提取第５、１０、１５、２３代的融合细胞和
融合前 ｍＥＳＣ／ＧＦＰ、ＮＩＨ３Ｔ３／ＲＦＰ细胞的 ＲＮＡ，进行
ＲＴＰＣＲ检测发现各代的融合细胞均能稳定地表达
４种多能性基因 ｍＲＮＡ，与胚胎干细胞类似，而作为对
照的ＮＩＨ３Ｔ３／ＲＦＰ细胞则不能表达多能性基因ｍＲＮＡ，
可以推测融合细胞发生了多能性基因的再次活化，从

而表现出与胚胎干细胞类似的表型。目前普遍认为在

重编程过程中，体细胞多能性基因的激活是关键。而

这些多能性基因又受到了各种表观遗传学修饰以及一

些细胞信号通路的调控。这些表观遗传学的修饰包

括：染色质重塑、组蛋白修饰和 ＤＮＡ甲基化，其中
ＤＮＡ甲基化修饰在调控这些多能性基因表达方面发
挥了重要作用［１７］。ＤＮＡ甲基化能够抑制基因的表
达，去甲基化则会去除该抑制效应，激活基因的表达。

Ｂｈｕｔａｎｉ［３］发现体细胞的多能性基因启动子是呈高度
甲基化状态的，而通过细胞融合将体细胞重编程后体

细胞的多能性基因启动子发生了去甲基化，激活了多

能性基因，由此证实了ＤＮＡ甲基化修饰在体细胞重编
程过程中发挥了重要作用，但具体的去甲基化机制尚

需进一步研究来证实。利用本实验室自主开发的高通

量细胞电融合平台，能够实现 ｍＥＳＣｓ与 ＮＩＨ３Ｔ３的高
效融合，并且融合细胞能够成功使体细胞重编程，将有

利于深入研究体细胞重编程机制。
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直肠侧向发育型肿瘤肠镜检查误诊为直肠癌１例

樊超强，于　劲，宋元鲲，王　雷　　（４０００３７重庆，第三军医大学新桥医院消化内科）
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ｈｔｍｌ（２０１２１２１９）

１　临床资料

　　患者，男性，８１岁，因“间断血便１周，为少量鲜血附着于黄
色大便表面”于２０１０年１１月９日以“便血原因待查”收住我
科。入院后肛门指检：直肠后壁触及一约２ｃｍ扁平包块，质地
柔软，活动差，边界不清，退出可见指套血染。入院后相关检

查：血红蛋白１０９ｇ／Ｌ，大便隐血实验（免疫法）阳性，肝肾功能
和肿瘤标志物均正常。为进一步诊断，２０１０年１１月１１日行电
子结肠镜检查，肠镜下所见肠腔清洁度较差，见较多粪水和少

量粪渣，于直肠距肛门６～１０ｃｍ见一不规则隆起性病变，表面
呈结节样改变，部分黏膜溃烂，覆着污秽苔，累及管腔环周约

１／２，活检感觉质地脆，镜身通过无阻力（图１Ａ），诊断直肠癌。
经普通外科会诊后，２０１０年１１月１５日转至普通外科，拟行手
术治疗。术前活检病理提示：直肠腺瘤，轻 ～中度非典型增生。
由于病理诊断未见癌细胞，普外科医师为了慎重，再次嘱患者

复查肠镜。２０１０年１１月１６日肠镜检查显示：直肠距肛门６～
１１ｃｍ见一侧向生长息肉，表面结节样隆起，靛胭脂染色可见病
变边界清楚，表面腺窝开口呈ⅢＬ型和Ⅳ型为主，表面部分糜
烂，病变面积约５ｃｍ×６ｃｍ（图１Ｂ、Ｃ），诊断为直肠侧向发育肿

瘤，结节混合型。建议患者行直肠病变内镜黏膜下剥离术，但

患者及家属要求行外科手术治疗。２０１１年１１月２５日在全麻下
开腹行直肠肿瘤切除术，术后病理诊断：直肠绒毛状管状腺瘤，
局部中重度非典型增生（图１Ｄ）。患者术后２周痊愈出院。
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Ａ：术前肠镜检查见直肠包块；Ｂ：复查肠镜见直肠侧向发育肿瘤；
Ｃ：靛胭脂染色观察；Ｄ：术后病理观察（ＨＥ×２０）
图１　直肠侧向发育型肿瘤肠镜检查误诊为直肠癌患者术前与

术后电子结肠镜、病理观察
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