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引吉

真核细胞的基因表达受多种因子或环境信

号的调节，其中，外源蛋白质或核酸分子对细

胞基因表达的影响日益受到重视。近年来，在

细胞融合基础上建立的红细胞介导大分子进入

哺乳类细胞的微量注射技术[1-7]，为研究外源

大分子物质在细胞内的功能及其对细胞基因表

达的调控提供了有效的手段。它使一些已经在

非细胞系统(如分离的染色质系统〉得到证实的

结果，如非组蛋白染色体蛋白质在动物细胞分

化的正调节作用等研究，有可能从非细胞系统

转至一个活细胞内进行[8]。由于活细胞内有天

然的转法院板和翻译系统，是研究基因表达调

节机制的理想模型，而且红细胞血影介导的微

量拉射方法能在短时间内把大分子迅速地引入

多茧的活细胞内 (107 左右)[町，这对于细胞表

型的生化分析和进行细胞水平上的分子生物学

研究都是十分有利的。

我们为开展肝癌细胞专一蛋白的基因表达

和调控研究，用红细胞血影介导三种体积不同

的大分子或颗粒微量注射到肝癌细胞内获得成

功。本文总结市J]备兔红细胞装载血清白蛋白、

血洁白蛋白的抗体和印度墨汁颗粒的血影，并

通过聚乙二晦 (PEG)融合剂微量注入人和大

鼠肝癌细胞的实验结果。这为进一步研究肝癌

细胞的基因表达和调控提供一个重要手段。

材料与方法

一、培养细胞、红细胞、大分子和颗粒

人肝癌细胞系 CBEL-7402) 和大鼠肝癌细胞系

CCBRH-7919) 细胞单层培养子含有 20%小牛血清的

RPM下11i刊的养议，传代盯 3 天，用作大分子微层i

n川 ((L二休Hn Jl包。

红细胞取自成年兔(约 3 公斤)耳血，用 K+ 和

Na+ 含量倒置的缺 Ca++ ， Mg++ 的 Hanks' 盐溶液

<I('+-DHK) 或其他生理盐洛液 (PBS pH6.8; 

RPMI-1640 液，保存人红细胞用的 ACD 液z

Hanks' 液或 K+ 、 Na+ 含量倒置的 Hanks' 液〉洗涤，

1500 转/分离心 10 分钟，去上洁液，反复洗涤 3 次，

除去白细胞。所得红细胞压和、计数为 2x 109/0.1 毫

升，最后保存于等渗生理盐溶液，置 4t 冰箱备用。

大分子和颗粒: 1251_牛血洁白蛋白(1251-BSA ，

0.85 微居里/微克， 50 微克/毫升)，异硫氨盐酸荧光

素标记抗大鼠白蛋白抗体 (FITC-Alb 抗体， 8.7 主运

克/毫升〉和印度墨Y+cIndian ink)颗粒。

二、红细胞血影的制备及大分子或颗髓的装载

íllti备单纯的红细胞血影(不装载大分子〉和装载有

大分子或颗粒的血影，基本上都是用重蒸水使红细胞

隔渗然后完成。由于大分子和颗粒的体积大小不同，

所用重蒸水的比例各异。具体步骤是g 取 0.1 毫升红

细胞压和、，加入同体积等渗液或是含有大分子或颗粒

的等渗液稀释，随后加入等量重蒸水迅速混匀使红细

胞预胀，并继续增加重蒸水(1-2或们的造成红细胞

低渗溶血并同时把大分子摄入，置冰浴 5 分钟后，再

加入 0.14%体积的 10 倍浓度的 K+-DHK 高渗液，

在 37'C水浴 20 分钟，然后保存于 K+-DHK 或经

3000 转/分离心 5 分钟，反复洗涤多次，去除米被嵌

入的大分子或颗粒，最后收集血影。

三、细胞融合和样晶制备

装载大分子或颗粒的血影与肝癌细胞融合是在

PEG 介导下采用悬浮融合法完成的。首先把装载大

分子或颗粒的血影和肝癌细胞 (500-1000: 1)混和，

3000 转/分离心 5 分钟。收集血影和肝癌细胞后，以

每毫升 1000 万肝癌细胞的密度加入 50%的 PEG (溶

于 RPMI-1640 液)，室温作用 90 秒，随即加入 10倍

量的 o .2mM MnC12-Tris生理盐溶液(20mM Tris+ 

0.15M NaCl pH7.4) 稀释 PEG，在 37'C继续作用

*河南肿瘤研究所。

时李明等同志提供 FITC-Alb抗体， ì'r涓泯同

志协助拍照片，特此致谢。

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



去。 细胞生物学杂志 1981 年

5 分钟后，以冷 RPMI-1640 液反复洗涤5-6 次(离心

速度为 1500 转/分， 5 分钟)，除去 PEG 和未融合

的血影。细胞样品滴在载片上，加盖片后在位相差显

微镜或荧光镜下观察。部分实验在无菌条件下完成融

合，经洗涤 5-6 次后加入新鲜培养液接种于长条盖

片再培养，观察 20 小时后的细胞贴壁生长情况。装

载 125I-BSA 的血影和与之融合后的肝癌细胞分别以

3000 转/分或 1500 转/分离心，用 K+-DHK 洗涤 6

次，除去未进入细胞内的同位素，悬浮为 l毫升，各制备

3 个样品(每个样品 0.2 毫升) ，作细胞的脉冲数测定。

对照组g 各用含有同样数量大分子或颗粒的

K士 DHK 液代替重蒸水处理红细胞，然后与肝癌细

胞融合，各步骤的要求和条件与实验组相同。 FITC­

Alb 抗体微量注射实验的对照，另加一组肝癌细胞在

含有同数量 FITC-Alb 抗体的溶液内融合。此外，

墨汁颗粒微量注射组，还在培液内加入墨汁颗粒培养

肝癌细胞 20 小时作对照。

结果

-、兔红细胞的保存以及制备血影和装戴

大分子的合适条件

兔红细胞不易保存，常在洗涤过程中变

形.我们曾试用多种等渗液，只有 K+-DHK

披在 PH7.8 条件下，能保存完好的红细胞形

态，而其他等渗液皆未能得到理想的结果.在

保存液中的红细胞，经 1500 转/分离心 10 分

钟反复洗涤 8 次，去除白细胞后，置 40C备用。

红细胞的单纯血影是在保存有红细胞的等

渗液内加入等量重蒸水预胀后继续给予 1 倍重

蒸水低渗得到。经 3000 转/分离心 5 分钟收集

的血影纯度高达 95%以上.若要制备装载大

分子或颗粒的血影，红细胞的低渗程度必须增

强.我们采用不同比例的重蒸水预胀和低渗，

与装载的分子体积大小有关。在现有实验条件

下，分子量较小的血清白蛋白(最终浓度为8.3

微克/毫升)和血洁白蛋白抗体〈最终浓度为

2.32 毫克/毫升)的装载，需要加入一倍重蒸

水预胀再加 1←2 倍重蒸水低渗来完成。但对

于体积较大的印度墨汁颗粒则需用 2 借重蒸水

顶胀 611岳重蒸水低渗。经 5 分钟冰浴后，立即

加入 0.14%体积的 10 倍浓度 K+-DHK 的高

渗液，置 37 0C水浴保温 20 分钟。提高j在浓的

盐浓度有稳定红细胞膜的作用。待血影同复到

等渗溶液后，需提高离心速度至 3000 转/分 6

分钟才能收集得到。在低渗不足或处理不匀余

留有一定数量红细胞的样品中，离心仨二底~f吉积

聚深红色的一层红细胞。

二、兔血影的形状、保存及与肝癌细胞的

融合

上述低渗条件处理后的红细胞样品，在位

相差显微镜下大多数为暗灰色的血影(图版图

2) ，它们的折光率比正常红细胞〈图版图 1 ) 

明显减弱，而且体积一般稍大于正常红细胞。血

影的形状绝大多数为圆形，在K+-DHKj:í在液中

存放于 4"C冰箱内 6 天，尚可保存其形态特点。

血影与肝癌细胞按 500:1 比例融合后，可

见有肝癌细胞的同核体、血影的自身融合以及

血影与肝癌细胞融合但尚未完成的图象(图版

图 3 ). 

三、装载 125I-BSA 的血影及对肝癌细胞

的微量注射

红细胞低渗处理装载 1叫一BSA 的实验组

和对!自组细胞，经反复洗涤mlJ备样品并测定脉

冲数。 8 次实验结果表明，实验组的脉冲数高

于对照组 15.7 倍〈表 1)，提示实验组血影内

装载有 125I-BSA.

装载 125I-BSA 血影和对照组细胞分别与

人肝癌细胞 BEL-7402 在 50%PEG 介导下进

行悬浮法融合之后，按上述程序反复洗涤多

次，去除未与癌细胞融合的血影或红细胞， 1111J 

备样品，检测肝癌细胞的脉冲数。结果实验组

比对照组高 3.2 倍(表 1 )。对照组是肝癌细胞

在含有 125I-BSA 等渗液中与未经m 茶水低渗

的红细胞融合后得到的样品。两组的肝癌细胞

数相同。检测结果说明实验组的肝癌细胞内接

受了血影携带的 125I-BSA 的注入。

四、装载 FITC-Alb 抗体的血影和对肝

癌细胞的微量注射

装载 FITC-Alb 抗体的J[且影，经上述2ide
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表， 1叫-BSA 的装戴及微量注入人肝癌细胞的脉冲值

*Il 另。
融合前 融合后的肝癌细胞
(平均 cpm*/10 秒) (平均 cpm机/10 秒〉

对照组
mBC 十 125I-BSA 十 K斗 -DHK)

实验组

783 742 

(RBC + 125I-BSA + H 20) 12 ,286 2,386 

il:: "' 2 x 10 9RBC 经处理后悬浮为 1 毫升，取 0.2 毫升检测脉冲数。表内数字为 3 次实验的平均值。
时 2 X 10 9 肝癌细胞融合后，洗去多余血影或 RBC，悬浮为 1 毫升，取 0.2 毫升检测脉冲数。表内数字

为 3 次实验的平均值。

骤处理并洗去多余的荧光标记物制得的血影样

品，在荧光镜下观察，可见绝大部分血影内有

均质的荧光(图版图 4 )。对照组红细胞内荧光

反应阴性。装载 FITC-Alb 抗体的血影，分

别与人肝癌细胞 BEL-7402 和大鼠肝癌细胞

CBRH-7919 融合后，经洗涤多次去除未融合

的血菇，在荧光镜下可见两类肝癌细胞质内皆

显现均质荧光，但胞质荧光的强度两者有别.

CBRH-7919 细胞明显地比 REL-7402 细胞为

强(图版图 5、的。两者的细胞核内荧光反应

都呈阴性。对照组的肝癌细胞胞质荧光反应阴

性，胞膜外周也未见有荧光标记物。

五、装载印度噩汁颗糙的血影及对肝癌细

胞的微量注射

印皮墨汁颗粒的微量注射需要加强低渗程

度才能取得成功。在先以 2 倍重蒸水预胀后再

用 3 {tfm蒸水低渗条件下，血影内偶见墨汁颗

粒，较多的颗粒位于血影膜上。增加 6倍重蒸

水量进行低渗，多数血影内显现颗粒，但颗粒

细小而j均一，血影膜上的颗粒一般较粗大，表

明在此低渗条件下只有较细小的颗粒能进入血

影(罔版图 7 )。经洗涤 6 次除去未进入血影内

的多余墨汁后，离心沉集的血影与肝癌细胞融

合，随即在位相差显微镜观察，可见部分肝癌

细胞胞质内有明显的墨汁颗粒(图版图 8)。把

这些肝癌细胞接种到长条盖玻片上再培养 20

小时，部分细胞胞质内尚有清晰的细墨汁颗粒

可见(图版图 9 )。正常红细胞在有墨汁颗粒的

等渗液中处理的对照组，洗涤多次后，细胞内

没有墨汁颗粒，与肝癌细胞融合后立即观察，

癌细胞内亦无颗粒存在。但在培液中加墨汁颗

粒培养 20 小时的肝癌细胞，全部细胞胞质内

均含有多量粗细不等的墨汁颗粒.

六、接受了大分子或颗粒注入的肝癌细胞

的活力

微量注入 FITC-Alb 抗体和墨汁颗粒的

肝癌细胞，经洗涤 6 次后加入新鲜培液，置

37"C继续培养，细胞能正常贴壁生长，并伸展

形成单层的上皮形细胞。培养 20 小时的标本，

在光学显微镜下观察，显现胞质和胞核的结构

正常，而且有正常的有丝分裂图象(图版图 9 )。

讨论和总结

制备完好的血影是取得微量注射成功的前

提。我们采用成年兔血分离红细胞，并选用

K+ 和 Na+ 含量倒置的 K+-DHK 液为洗涤和

保存液，经预胀低渗，能得到形态完好而且纯

度相当高的血影.纽细胞在低渗处理和离心过

程中，上清液色淡红而沉集的血影比正常红细

胞色浅并稍透明，表明有血红蛋白的逸出。与

此同时，溶液中的大分子或颗粒弥散进入血影

内。在 FITC-Alb 抗体装载的血影标本中看

到均质的而不是环形或半环形的血影内荧光，

在墨汁装载的血影中看到细的墨汁颗粒就是有

力的证明.此外，我们注意到无论是单纯的血

影(没有大分子〉或是装载有大分子后的血影都

比正常红细胞轻。因为在 1500 转/分离心 6 分

钟时，一般无法收集血影，只有提高离心速度

至 3000 转/分离心 6 分钟后，才能把血影沉集

下来.也只有在这种情况下，才能把残留的或
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污染的红细胞与血影分开。

生细胞装载生物犬分子的低渗方法有

8 科t[ 3 J: ①透析法;@预胀注;@快速裂

溶法。我们的实验选用预胀低渗法是因为这一

方法可以进行小体积操作，对于数量不多的大

分子可以保证达到血影装载所需要的一定浓

度，这比使用多量溶液进行透析或裂i窑的方法

优越得多.后一装载过程的大分子量将费较

大。此外，我们的实验结果表明，预胀低渗?去

还可根据所给分子的体和、大小适当调整低渗程

度，达到装载的目的。如印度墨汁的装载就是

在加强低渗程度以后才完成的。

加入不同比例的重蒸水作低渗液，可以得

到理想的装有犬分子或颗粒的血影，说明红细

胞对低渗液有一定的耐受范围。而且，红细胞

在含有大分子或颗粒的低掺液中比在纯重蒸水

中有更大的耐受力，这可能是由于溶液内形成

的胶体状态所使然.

装有大分子的血影与培养细胞融合过程

中，许多研究工作者[3 ， 1坤]曾试用过各种离子，

如 Mn++ ， La+++ ， Ca++ 或细胞色素 C 等以稳

定红细胞膜和提高犬分子的注入效率。我们参

照 Rechsteiner[6] 提出的用 Mn++ 的最低剂

量，在融合液中加入 0.2mM MnC12，可以得

到理想的效果。虽然 Wasserman 等问认为

Mn++ 毒性犬而 La+++ 有提高融合率的优点，

但我们用 0.3mM La(N03 )3 的实验，培养细

胞受到明显损害。至于 Mn++ 对稳定红细胞膜

的效果及对融合率的影响如何，我们虽末进行

检查，但以 FITC-Alb 抗体装载的血影量及

微量注射到肝癌细胞内的荧光强度看，融合过

程中加入 0.2mMMn++ 是合适的。

肝癌细胞胞质内显现均质荧光和有墨汁颗

粒存在是外源大分子微量注入成功的证明。在

细胞融合完成的时候及继续培养 20 小时的肝

癌细胞群体中，只有部分细胞胞质内有数量不

等的细小墨汁颗粒，与培液中有墨汁颗粒培养

2() 小时的肝癌细胞的对照标本坦然不同，后

者几乎全部细胞都吞进多量粗细不-的墨汁颗

粒，是癌细胞通过在 n问直接从培液内获得的，

而实验过程中融合前后多次洗涤血影、血球及

融合细胞，并换入新鲜培液再继续培养，因此

部分癌细胞内显现颗粒可认为是追过血影介导

微量注入的.

同一条件下装载 FITC-Alb 抗体的血影

分别与 BEL-7402 细胞和 CBRH-7919 细胞

融合，荧光镜下显现两者的荧光强度不同，

CBRH-7919 的胞质荧光比 BEL-7402 胞质荧

光强，说明有更多的 FITC-Alb 抗体分子进

入大鼠肝癌细胞内 o FITC-Alb 抗体微量注

入大鼠肝癌细胞和人肝癌细胞的结果不同是否

由于兔血影与两类肝癌细胞的融合效束不同所

致，有待进一步实验的证明.
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