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氏环氧树脂好;所以电镜工作我们还是用 Spurr

氏环氧树脂为主。最近我们还试用了一种新近

出产的塑料叫 LRwhite，但经我们试用，发现

较果并不好，所以就不介绍了。
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异种细胞融合诱导熟前染色体凝聚(PCC)

蒋清 茅一萍 王世泼

(南京铁道医学院 生物学教研主)

在某种细胞促融剂介导下，同种或异种细

胞能相五融合形成单个的新细胞。观察分析这

种融合细胞的结构和机能的变化，在细胞生物

学、细胞遗传学和细胞免疫学等研究中，巳逐

渐得到重视和应用。我们在开展同种和异种细

胞融合选择杂种的同时，参考有关文献[汀，进

行了细胞融合诱导熟前染色体凝聚 (premature

chromosome condensation ， PCC) 的实验。结果

表明，经化学促融剂-一一聚乙二醇 (polyethyle­

ne glycol , PEG) 的介导，有·丝分裂期 (M期)细

胞，在种内和种间均能诱导间期核产生不同时

相的 PCCo 所得图象清晰，其中以赤鹿细胞的

PCC 最为典型。

材料与方法

一、细胞和细胞培养

1. 雄性赤鹿成纤维细胞， (KIZ-7901)，由昆明动

物研究所引进。

2. 中国合鼠成纤维细胞系 (Wg3-h ) 由复旦大学

图 1 赤底细胞的核型 2n =0 7,XY1Y2 

固 2 中国仓鼠 Wg3-h 细胞系核型，
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遗传研究所引进二

上述两种细胞f~用合 20% 小牛血清的 RPMI-

1640 培养液 37-38"(; 培养，当细胞进入对数生长期，

按下列步聚分别收获它们的有丝分裂期(M期〉细胞和

间期( 1 期〉细胞，供细胞融合用。

二、 M期细胞和 I 期细胞的嗣备

1, M期细胞通过胸腺略咬核苦(TdR)一次同步结

合秋水仙素阻断法取得。 由于亦鹿和中国仓鼠两种细

胞的群体倍增时间不同，故同步化处理的时间也各异g

赤庚细胞以 2mM TdR 作用 24 小时，经 Hanks' 液漂

洗解除 TdR 的作用后，换用正常培养液继续培养 4-6

小时，再用秋水仙素(0 ， 02 微克/毫升)阻断 12 小时，中

国仓鼠细胞以同浓度 TdR 处理 12 小时，同法解除后，

加秋水仙素(0 ， 1 微克/毫升〉阻断 6 小时。最后，都以

与细胞生提面平行的方向反复振摇培养物， 或用滴管

轻轻吹打细胞层的表面， 使大部分圆亮的M期细胞自

然脱壁而悬浮于培养?夜之中。将上述两种M期细胞分

别收集于刻皮离心管内。

2, 1 期细胞取自对数生长期或经上述同步化处

理并摇去M期细胞后的底层贴壁细胞， 按常规展酶消

化法收获。

3 ，对上述收获的M期和 I 期细胞，分别作活细胞

计数，每类细胞不少于 106 个。

旦、异种细胞融合和 PCC 标本的树备

1. 混合M期和 I 期细胞将中国仓鼠的M期细胞

和赤庚 I 期细胞，按 1 =1 (1-2 x 10 6 )的配比混合于离心

管中， (同法混合赤鹿 M 期和中国仓鼠 I 期细胞)，用

Hanks' 液洗涤 1-2 次，去除其中的血清和秋水仙素。

2，细胞融合 离心后去净上清液，继以手指轻轻

弹击管壁，使管底的两种细胞充分混匀，随即在 37 "(; 

水浴中恒慢加入预温的 50%PEG 溶液 0.5-0 ， 7毫升 g

(PEG:分子量， 1000，上海产品.加温熔融皇、液态状

后，与 37 0C 预温的无血清 RPMI-1640 培养液等量混

合配制， pH7 ， 2 ，随用随配)，边加边用滴管轻轻搅匀，

使细胞悬浮于 PEG 之中， 37"(;水浴静置孵育 90-120

秒钟。随后缓慢地加入 3TC t.>>t温的无血清的 RPMI-

1640 培养液 10 毫升，同时用滴管轻轻混匀细胞，以逐

渐稀释并终止 PEG 的作用。

3, PCC标本的制备在 37"(; 继续温育 5-10 分

钟后，用无血清的 RPMI-1640 培养液或 Hanks' 液洗

涤细胞1-2次，再.换入含 20%小牛血清的 RPMI-1640

培养液 8 毫升， 37"(; 悬浮辩育 30→60 分钟，最后按常

规染色体标本制备法，分别收获这些细胞制成 PCC玻

片标本， Giemsa 染色，镜检并显微摄影记录分析。

结果与体会

在低倍镜下已可查见M期细胞和 I 期细胞

彼此随机融合并诱导产生多种类型的 PCC 图

象。它们分散在许多未融合的单个M期和 I 期

细胞之间。其中有中国仓鼠M期细胞诱导赤鹿

细胞产生各种形态的 PCC; 也有赤鹿M期细胞

诱导中国仓鼠细胞产生的 PCC，一个M期细胞

有时可以同两个异种 I 期细胞融合并诱导后者

同时产生不同时相的 PCC。现将油镜镜检所见

描述如下z

-、 G，期 PCC

1.平 G 1 期 PCC

图 3 的中央是中国仓鼠M期细胞诱导赤鹿

细胞产生的 G1 早期 PCC，为扭曲状的单线染

色体，较粗短。围绕在 PCC 周边的是中国仓鼠

M期染色体。

2. 晚 Gj 期 PCC

图 4 的右方是赤鹿M期细胞诱导的中国仓

图 3 赤鹿细胞阜 G1 期 PCC

固 4 中国仓鼠细胞晚 G1 期 PCC
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图 5 赤院组胞阜 S 期 PCC

固 B 中国仓鼠细胞晚 S 期 PCC

图 7 亦鹿细胞早 (';2 期 PCC

鼠细胞的 GJ 晚期 PCC，为细长并缠绕成团的染

色单体，旦线状。其左方粗大而浓染的是赤鹿

M期染色休。

二、 S 期 PCC

1.平 S 期 PCC

图 5 的右下方粉碎性颗粒状结梅是中国仓

鼠 M 期细胞访罕的亦应细胞 S 早期 PCC。

2. 吨 S 期 PCC

图 6 的右上方是赤鹿M期细胞诱导中国仓

鼠细胞产生的 S晚期 PCC，亦呈粉碎性颗粒状，

但其中已有双线的染色单体片段敢在。

图 8 中国仓鼠细胞晚 G，期 PCC

图 9 多核固象，含赤鹿细胞
的 G1 和 Gl 期 PCC

一、 G2 期 PCC

1.平 G2 期 PCC

图 7 的右下方较细长的 7 杀汉浅 PCC，是

中国仓鼠 M 期细胞诱导赤鹿细胞产庄的 Gz 早

期 PCC。

2. B.克 Gz 期 PCC

图 8 的右上方是赤鹿Mf~l细胞访导的中国

仓鼠细胞 Gz 晚期 PCC ，亦为双纹的染色体，

但较短。

四、多核图象

中国仓鼠M期细胞同时诱导两个赤鹿细胞

产生不同时相的 PCC。因 9 左下方是 G. 期

PCC，右下方是 Gz 早期 PCC。

PCC 的形态取决于细胞融合时，问期细胞

在细胞周期中所处的生长时相[2l 0G J 早期到Gj

晚期单线状 PCC，由较短逐渐变为细民; G2 早

期到 Gz 晚期双线状 PCC，由细长逐渐变粗短 p

S 期的粉碎性颗粒状 PCC，则由单线粉碎型逐

步过渡到双线粉碎型[3]。其中不连续部分，已
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被证实是 DNA 的复 ;íjiJ 区 [4]0 PCC 的这些形态

变化，说明染色体在细胞周期中经历着连续的

"凝聚":"解票"的循环，在有丝分裂巾期，

染色顶高度凝聚为最粗短的染色体，而在 DNA

合成期，染色体则解聚为最细长的染色质。

我们实验证实，化学细胞促融剂一一一国产

PEG 介导细胞融合诱发 PCC，使用简便，效果

良好，性能也较稳定。但 PEG 对细胞的毒性作

用却不可忽视，细胞经 PEG 处理后，死亡率可

高达 30-40%，这直接影响细胞的融合率和

PCC 的诱导枣。

M 却]细胞和 IJ到细胞的适当配比，是直接

影响细胞融合率和 PCC 诱导率的另一个因素。

我们所选用的两种细胞均是成纤维细胞，其形

态大小、培养特性也较相似，故采用 1:1 的配

比较为适宜。

细胞融合后的孵育时间也是影响 PCC 诱

导率的又一个因素，这是由于 PCC 的诱导，实

质上就是异相细胞在融合后的同步化过程[5] 。

它是在一定的孵育时间内逐步完成的。我们实

验的结果是，到11ft包融合后孵白.30 分钟诱守率可

达 20-25% 。

我们选用染色体数目较少且易于分析的赤

鹿和中国仓鼠两种细胞，证实了问期细胞 PCC

的诱发无物种特异性，这一结果与前人的研究

相一致[6]。在实际应用方面，对某些血液病患

者问期细胞 PCC 的观察分析，已可为预测其病

程的现状和发展提供依据，同时也为研究某些

理化因子对间期细胞染色体的效应提供条件。
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初生小}鼠脾脏细胞培养制备 SCE

虞世嘉

q工商医学院)

近年来，一些实验室多采用外周血、骨髓

和辜丸等为材料来制备 SCEP-5]，尚未见到利

用淋巴器宫内的淋巴细胞来制各 SCE 的报道。

小鼠是生物学、医学等学科研究中最常用的实

验动物之一，作者利用初生小鼠的脾脏细胞体

外培养制备 SCE，取得了成功。

生后 3-5 天的杂种小白鼠幼鼠，经体表

消毒后剖腹取脾脏。除去结缔组织，用 Hank's

j夜洗去表面血污，移置于玻璃细胞匀浆器内，

加少量培液(RPMI1640，内含 10%小牛血洁，

双抗，调 pH7 .0-7 .2) ，轻轻地将组织研碎，

静置 5 分钟，在细胞回块自然沉降后吸取上层

细胞悬液，计算分离的活细胞数，细胞密度调整

到 106 个/毫升培液。用上述密度的细胞悬液 3

毫升左右，置于 10 毫升的小珉'瓶内，加 PHA

(广州医工所产，最终浓度200微克/毫升拮液) , 

37 0C 培养 24 小时后，加 BUdR(最终浓度 20 微

克/毫升培液) ，避光培养 48 小时。在终止培养

前 4 小时加秋水仙素(最终浓度 0.02 微克/毫

升培液)。终止培养，收获细胞，低渗、固定、

滴片等操作过程按常规进行， jlJiJ 成的染色体标

本用简化紫外线-Giemsa i去染邑[~

作者共培养了 8 个初生小虹脾脏样品，每

次都获得了一起数量的染色单体差别染色清晰
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