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细胞拆合研究的一些进展

i尤晶式 陈瑞铭

(中国科学院上将细 llé生物学衍觅;;~)

70年代初，细胞工程进入了一个崭新的阶

段，诞生了细捆拆合工程。

真:核细胞的楼、质相互关系是长期米号走过

贾视的课题之 o 人们曾作了相当大的努力从

事寓核细胞内这两个主要部分的各自独立又捆

互协调的研究。去咳细胞与核移植实验在提供

细坦内的基因表达与调控方面的资料元疑占有

独特的地位。但以{主这些实验大多是倚仗显微

外科术进行油，罔限于一些如原生动物和两栖

类的卵母细抱等体积较大的细胞类型，在较小

的哺乳类体细胞进行实栓，则收效甚辙。

CarterC 21 于 1961 年发现细胞松抽素 B

( Cytochalasin B. 简称 CB) 能活主体外培

养的小鼠 L 细胞的t排核作用勺 Pl'escott 等、 J;

于 1972 年首先应用离心术结合 CB 分离畴

乳类细胞的脑肢体获得成功，为日i 究哺乳类

细姐的核、质丰e:1.f稳茶、细胞质基型的转移等

开创了新的实验淦;怪 9 目前制备哺乳类细胆的

胞质体的方法日臻完善〔4-6jp 据报道，

CB与离心术并用，获得加段体的纯度为90% 以

主.在某些:恼齿夹细胞中司、高达 99 % [7 J 0 在

微细胞。在融合吁子介导下百〉在;建导入完整细

嗣， J:句 F吗?就细;也异核郎。当H胞拆什术的这些成

战推吻了细胞哇坊~!~~!抽泣阀、本文仅概述其方

法学支j占 LY..好1 c 

娼瞌拆台技术

1. ]f!.质体的幸'J 忌 jU岳常质体的基本jj.

程是使细胞在 Cß 作用 F排棋，雄以离心力使

排出的格体与拖质体分离，见图 1 0 目前制备

A 

':í，}.ljt:非

制备胞肢体过程中所收获的核体(也称小组 B 

胞〉部分，其纯化技术也已发展[ 8 J 。

近四、五年;:11 '}-:细袖的核、质:$云南技术与

细!强融合求的发:.，，1r~ ， 已使细胞工程中这两项技

术汇合起来，建立了细胞重组技术。该项技术

由Veomett等 19 以及 Ege扣Ringertz等 r 5 J 所础

建》在融合因子的介呼下，盯住:胞政体与完整

哑地并合，位l克胞;王?千f tfT i1Èh Hf!U主 (.-j，与核件;

二ì+台，称为;虫"江斗.d~i2 ': 生i二二步 t二.!~~认且创立革命 !-~i.

掬分裂中期~:!Il胞，说 ftjt~成辙核化组胞歹再泣

CB与南心术生~怠，牙了 :;J.1M备只含少敖染色体的

川 H炖…4西t

\ // ./ 

/,\ í /ιs- :.-! ~L:l.; 

炬………
\孚

妇 1. (A)示生长于塑碎片上均SEjj缸，主:C!.! 与离
心力作开:丁，核体与!lèj;~件:均分泛注 ~2; (3)示;二 :4
片在3萄心窍与转六内的优莲、兔SEi必反离心刀.

胞段体的 )'f j:去大致，育 z 暖璃盖片法、塑料片
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法、载玻片法、离心管法、培养皿法、培养瓶

法以及悬施法等。简之，凡可用作细胞培养

的器皿几乎均可用以制备胞质体。但无论

采用那种方法，要获得蜡度高、收率多的胞

质体，均应按实验须用的细胞类型，摸索出合

适的细胞密度、CB剂量以及离心速度与时间，

特别是离心时的温度( 3Q-37"C )。陈瑞铭

等口 Ol 采用塑料片法制备人体肝瘤细胞

BEL-7404茶: 11 .、入宫颈蜡 HeLa 细胞以及

小鼠Ag/28DKS系细胞等的，脑质体，其制备

条件与纯度见者 1 。适当;曾加培养城内的血清

含量，可防止 BEL-7404系细胞在 CB 与离心

力并合作用下大片脱藩，并提高去核率。

JI .核体的制备 核体的制备方法，基本

.1.1 ~质休传制备备件与纯度

一一一 - 一一=一
去楼条件 去核率(%1

细 胞 系 i爪← 一→-←←二--_.-一- .-一-丁广e……户一一一一一一-一-←一一一--- 一寸一←

| 咆 I ,S:l!. \浓友度 i 离心速度 i 离心时闷 (跑质体纯度)
(%白) (?微贺克 j;毫毫升) (转/分) (分钟)

BE干7404js?! 哩 1 1叫014?-| 川
HeLa __1__ __~____l____ 5___._1_____1~()___1___~__ __ _1_ 户 .4一-
J雨一下一 10 I 10 --1---;4:000-丁 -JLJJJLJtia一

上是按上述去核过程进行的，{f!为了产生大贵

的核体，一般;JJi采用培养瓶、皿等容积较大的

器皿。 Lucas 相 KatesL 8 ~等设廿了段体改纯

化技术，以防止夹杂完整细胞与刷脱体。通过去

核前作预离心， iir去除贴壁不牢的完整细胞z

也可在去核处理后把从离心营底部收集的标

本接种于培养皿内温育 1-2 小时。这样，戒留

的完整细胞已站附于培养皿的丧面，而核体的

贴壁率仅为 4%。骂:母液部分，即为较纯净的

核体样品，若重;虽 4次上述步骤，则能获得更

纯的核体。标J怀中夹杂闹剧j茧体-ilJ t~ 1 --- 6 % 
菲可被中梯庭 i司然沉阵分j是后予以排除。

1[.徽均月包白专制各 tk/r~ 讪亲自层干扰微管

的合成、装!把 p 从而阻掬细5包分裂于中朗。

Ege和 Ringertz ~ i 2 ，于 19/ ，1 年应用;汰水仙素诱

发体外培养油脂放 1奈地获得成功。微核他细胞

的形成过程见回 2 。在毛b}(11山素的作用 F，产

③肉、一一
(、飞

A 

圈 Z. 示属单核化细胞形成的低设机制

(A) 问期细胞，在狄7;1(仙紊作用下细胞分裂阻抑
于中期(B); 由于微管系统盹紊乱，染色体运动中止，
在单个染色体或染色体群之周缘翠玉见核膝 (C); 染色
体介聚.回复至问期状态，形成微核化细胞(0).

生做核化细胞的比例，随祉理!!七)ï1'到建长 j可递

增，可达 70一川平。 tIS B H30 哼·经 cn 与离心术

即可切得微细胞。茜蛙牛草u市臼锺臼梯度重

力沉淀，微细胞样品即可íllI化。台盼蓝染色证

明这些微细胞是活的。细胞分光光度计测定表

明，微细胞内含的DNA量仅相当于几个甚至←

个染色体的量。

N. 月色质体与完整细胞的融合一一咽'月色质杂

种有关脑后i杂神的研究，最早是由 Ladda

和 Estenson 15 :C:f 1970 年历进行的。他们用灭

前仙台病毒使鸡红血球与L缅启融合，雄

;其CB诱发L细胞排核，构成j胞质杂神细胞。然

而，这样产生的胞政杂种的机牢是很低的。由

于 CB 与离心术并用去核技术的建立， Bunn 

等 l 1 6 于 1974 年应用病毒使一个亲本细抱的

;如质体与另一个亲本的完整细咀并合，从而为

研究细胞质基囚的特格提供了一个有用的实瞌
、品.~-
革li .... ú.~。

'{ .公均 l血与完，整:':1il .i~ 1>: I恰 i:' -一微细

胞异;立体吗e有lRingertz ' i , !. " ] j成 '-!J} r这细胞在

[!1_ì命和毒it导下也能;谈导人辛苦;油}Yt!l. 这是因

为做细脏的外周仍包绕有_..__..}:~质蝶，在方法学

上产生微细胞异核体并币函准.国辙细胞只合

少量的强也{卒，在杂神剖，划内品被排斥，故谅
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项技术在基因转移、基因定位方面具有重要意

义。

在.核体与胞盾体的融合-重组细胞 核

体与胞质体外周围均有质膜，故能在病毒类融

合因子的介导下使两者并合，掏成重组细胞。这

一工作首先由 Veomett 等( 9]所完成。为了鉴

别是否是真正的重组细胞，而不是标本中夹杂

的完整细胞，一些工作者( 18] 设计了双重标记

法，采用两个具有不同缺陷型的细胞供作核标

志，并使其吞食不同大小的乳胶颗粒作为胞质

标志物。经过遗传选择并在光学镜下辨别乳胶

颗粒的大小及数量即可判明是否为重组细胞。

另一种鉴别方法是采用咱-胸腺暗暗核昔参

入作核标志。 3H_亮氨酸参入作胞质标志，或

者综合以上两法分别用咀与乳胶颗粒作核与

质的标志物，见图 8 。

It组细胞

图3. 示鉴别重组细胞的标记步骤.核供体细胞以

3H-TdR 标记，胞质供体以 3H-亮氨酸或乳胶颗辈革

标记.经去核与融合后，在构成的重组细胞内，核具放

射性标志，脑质中为乳胶颗粒或放射性标志.

细胞拆合的应用

1 .胞质体

1 .特征 无核状态下细胞的形态结构，蛋

白质合成乃至其行为的研究，本身就富有重要

意义。大量工作表明，这些胞质体至少能在体

外培养条件下存活16-36小时。应用透射电镜

术揭示胞质体内仍具有与完整细胞同样的细胞

器，如内质网、线粒体、溶酶体以及细胞内骨架

系统微丝和微管等。饮液囊之存在提示有胞饮

作用。高尔基体与中心粒仍位于原来靠核的区

域。令人惊讶的是，通过显微缩时电影术证明

胞质体内的颗粒与线粒体的运动十分活跃，胞

质体尚具有贴壁4 铺展以及运动等行为特征。

Goldman等【 19 ]进一步分析了正常的 3T3 细胞

与病毒转化的 Py3T3 细胞两者的胞质体的行

为特征。发现正常的 3T3胞质体一旦与邻近的

胞质体相接触，膜运动立即中断，呈现接触抑

制 F 而PY3T3胞质体则呈堆叠样排列。这一结

果清楚地显示，去核后的正常胞质体，其质膜

仍具有"识别"能力 p 而转化细胞的胞质体的

质膜也具有与完整细胞相似的行为特征。

胞质体内的DNA合成，如所预期的那样并

不存在，RNA合成为完整细胞值的2% ，但蛋白

质合成则在去核后的一段时间内持续着。胞

质体的 3H_亮氨酸参入率，去核后 3 小时为正

常值的65% ， 12小时下降至 30% 【 5 ]。最近 Mc

Cormick ( 20] 与 Clark( 21] 分别证明，小鼠 L929

和 3T3 细胞的胞质体，在去核后3-8 小时内，

其鸟氨酸脱嫂酶的活力仍为对照完整细胞的

30-40%水平。这些结果对进一步研究胞质内

蛋白厨特异的mRNA的半衰期，蛋白质的翻译

水平和tRNA 的转运能力等具有重要的价值。

此外，胞质内一些细胞器，如线粒体，中心粒

及植物细胞中的叶绿体等所含有的 DNA 自主

性复制程度及其与核DNA之间基因信息的传

递关系如何?这是人们所关'L'的课题之一。已有

工作初步表明，去核细胞内的线粒体可以进行

有限的DNA复制，但活力低于正常的有核细

胞。应用分子生物学技术进一步比较分析两者

的依存关系，定能增进我们的认识。

2.病毒学研究 应用去核细胞在研究动物

病毒中的价值，早已被认识到。但早期的工作

大都困局限于显微外科术所制备的少量的胞

质片段而不能进行深入的分析。Prescott等( 22] 

应用细胞去核技术，证明去壳的牛症病毒与病

毒特异性 DNA 合成的起始两者均能在 L929细

胞的胞质体内发生。 Croçe 和 KOPfowski[ 导引
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也同样证明了 CV-l 胞质体能使 SV40 基因组

拯救出来。类似的工作表明， BSC-l 猴细胞

的胞质体经灰质炎病毒感染后，仍能合成所感

染的病毒。因此可以认为，就上述这些病毒

的复制、转录，翻译乃至其装配说来，细胞质

起着关健性的作用，细胞核并不是必须的。

JI .月色质杂种

1.关于核质关系的研究细胞杂交研究

证明杂种细胞内两个亲本细胞之间具有遗传信

息的传递与激活作用。但应用该种技术尚不能

明确区分核与质各自起什么作用。细胞拆合技

术的发展为研究胞质因子在细胞分化，衰老等

方面的调节作用创造了有利条件。

某些脊惟功物与哺乳动物的细胞，在分化

过程中不同程度地丧失了合成DNA与 RNA 的

能力。导入外源胞质因子能否使其核酸代谢重

现?70 年代初己发现 L 细胞的胞质体能诱发鸡

红血球的核发生膨胀， 且能参入RNA 的前身

物[15]。嗣后，一些工作者应用 HeLa 细胞的胞

质体与鸡红血球融合形成的胞质杂种内，亦获

得类似结果。 Dupuq -Coin等D240观察了大鼠胚

肺细胞或 L6 成肌细胞的胞质体与鸡红血球掏

成的胞质杂种，在分析了1 ， 282个细胞的3 ， 000

张电镜照片后，发现鸡红血球核在与大鼠细胞

的胞质体并合后， 6 小时内染色质开始解聚，至

60和120小时后，染色质高度解聚，核仁显现。

在这样的胞质杂种细胞内，鸡红血球的核几乎

已辨认不出了。此外，胞质杂种研究证实， L

细胞的处于S期的胞质体可使在正常情况下处

于GO-G 1期的巨噬细胞的核进入S期，而且只

有 S期的胞质体才具有这种效应。上述一些实

验结果提供了胞质因子在调节核 DNA 复制与

转录方面从失活状态转成激活状态的例证。

过去曾认为，脊椎动物细胞本身是可以永

生的， Hayflick 等于1961年首次证明体外培养

的正常人胚肺成纤维细胞的增殖力是有限的，

细胞群体的倍增为50土 10次，于后即停止增殖

并趋衰老。历来关于正常细胞衰老的假说一般

可分为三类 g归因于细胞核，认为衰老是有序的

基因活动，或为特异的"衰老基因"之表达，或是

由于所用基因的最终消耗p 归因于细胞质，认

为衰老是胞质内细胞器的进行性和累积性毁坏

的结果P 或归因于大分子信息的误差，即在转

录与转译某些有关蛋白质时发生杂乱误差的逐

渐累积所引起的"误差性灾难(Error catastro

phe) "。胞质杂种在验证上述理论时具有独

到之处。 Wright 和 Hayflick [ 2 5 J 应用腆醋酸

选择法试验年青细胞的胞质体是否能拯救在几

代后将正常地停止分裂的衰老细胞。所得的负

结果提示，在体外控制细胞衰老过程中，是核而

不是质起着决定性作用，从而支持了衰老是一

个有序的基因事件之表达的理论。当然，从核质

相互作用的辨证关系来理解，胞质大分子物质

的误差性累积和胞质内细胞器之退化，仍可对

核的基因表达具有某种程度的反馈调节作用。

2. 关于胞质基因的研究 胞质杂种系统

在研究细胞质的遗传性方面取得令人鼓舞的进

展。Bunn等( 16] 把携带氯霉素耐受(简称CAP勺

的线拉体基因的小鼠 A9 细胞的胞质体在融

合因子介导下融合到对氯霉素敏感 (CApS)

但对 BUdR 耐受的核基因的同种亚系细胞内，

产生的胞质杂种细胞是 CApR，因而能在含有

CAP和 BUdR这两种药物的选择性培养漉内存

活。提示CApR 是该种小鼠细胞系的胞质内固

有的遗传特征，而与 CAP 敏感细胞的核基因

无关，这一实验系统在HeLa细胞以及 VA2-B

细胞的CApR胞质杂种中也得到证实【 26 J 。

Bunn等( 2 7 ]晚近指出， CApR的线粒体基

因的转移只能在同系的两个突变种细胞之间进

行，当被导入至另一品系，甚至是同为小鼠细

胞但不同组织来踞的细胞内， CAPR 水平急剧

下降。 Watanabe 等( 2 8 则成功地应用畸胎瘤

的实验系统，获得了在不同品系及不同类型细

胞之间 CApR 线粒体编码的突变基因的转移。

CApR黑色素瘤细胞的胞质体与CApS畸胎瘤细

胞构成的胞质杂种细胞，与其亲本畸胎瘤细胞

不同，线粒体蛋白合成水平不受CAP 的影响。

若把这样的跑质杂种细胞作动物皮下接种，产
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些的实体瘤细脑再定期地回种主动物体内并在

体外进行CApR分析，证明CAPR能力可在体内

稳定地保持16周之久。更有意义的是，通过显

微注射术把七述胞，贸杂种牺蹭住入另一纯系动

物的胚湘内，二洋洋 7、"养母η 子宫内进行养

育.获得了对 CApFl的基因照嵌型小鼠。这、呻

结果被擦亮地提供了 CApR 王三统在咔内成功地

正常分化的例证 见图 40

3. 恶性表达的调控 Howel1和 Sagerc 29: 

观察了小鼠和仓鼠细胞系的种内 JJ包质来种，发

图4. ,f; CJ\ PR 均 131丰 55因标志导入)怪息，产生菜园镶模型小!!~~实这系统。说明见正义@j盲斗支

示 HATS ==HAT 选择培养液敏!这;1-1人TR '-"'HAT 逃抵恃养泼耐受; EMS:::2 JI ，足甲位 w

现非恶性的小鼠3T3细胞均胞质体与SV40转化

的SVT2 细胞融合构成的胞10:杂种细胞，仍有

产生肿瘤的能力 z 反之， SVT2 细胞的胞质体

与 3T3 细胞并合， EJf形成的EíY.质杂种则在动钳

体内不快肿瘤。提示在此尖验系统内，恶炖

细胞形成肿瘤的能力冲非由陆段时传递，而且

非恶性细胞的胞质亦未阻遏另一细胞的恶性

表达。在仓鼠细胞系统内，除.ttt-'~v'i正尖恶性表

达受核决克外，正常 CHEF/18 细胞的胞质体

能部分抑制白发转化的。由F/!b 细胞J''':C 尘Jí中

瘤的能力，似乎胞股民子/才恶性走边起一定的

调控作用。在另一品京的小鼠跑JjE 杂种研究

中，也注意到正常细胞的脑威国子虽不能在本

应!但上翠，北 )t! ，;. .;王 ::r1 1 }J~ 芝作内产 i 叫:搞出油力， {g 

ff 件:;、注:;LtJ;5LL J 均"j1 '~'~~雯忡。二是近，

Riilgen.::'j: 纣 ~'f.~ , ;:、 1 晴:反 i与 :.~~r>; tSt ~:j 部'.丰主主现

LHJl ii记 ~JLiíI Jj也! :~J t坦戎.本，""1 ;束自畸Ji旨。iM 川~!JJE 始

癌细胞 (EC) 的多欣闻i房&、苟明远的爆响。

上述工作对近→步削f:l).1脑质民!r 13: 肿脑细胞

恶性调控中的作用，无疑是良好的开端.

班.欲知月&异核作

微细胞!均制各成功，并辛苦耐舍求字λ完~il

细胞 f171 这在基因转移工程巾具有扑在价

倍归不仅因微细胞只台相当于 JL 'I~乃 7i)~…→个染

色体的量，而且在杂种tni iì臼 rk可'Ci 优先排

斥，这对基;边走位将带来/rt乱按d击破字入完

整细踊以后仍显杀RNA合}}t 。叫 l巨亡T伫、飞才':i;古;:

基因 f信言￡息'j，、将会在擞细胞异异.在杠〈休问 3乎、达 f叫4;嘿吏 再

者，做细胞异核体可~兰飞行兰?我 LhO jof边远，

Fcurnier 有 Red.~Hc i, ;j 1 l ì证明，小 f式的迦细胞

确实可被导人另一品系时小鼠玛仑鼠以此人的

HeLa'bi脏。荧光 J位已反应在才月;主 :~:t: 1j~ ~1n 臼异核

体仔小鼠细染缸件、组业;在也休);升i;J刘某染色

?在13: 目比其裴本完整到W.I 'ls'f':;以'，'thll ;院旅捡

到显示存在着小鼠朵白去:价-"，.:，;，}于非JE.鸟，声:i白

~J:D，漂 i令战背倍!ι二监号'{~":吗 ;l与:位反fB ，挝、》于í1瞟岭

捞背磷1在 'H~酶的结构基曰~--:被注:位γ小鼠的第

14号染色体上 o f':;i咕 :J"""':...:' 在实反拉ypti忧也示小

鼠f旬以号楼色体已树料，侈剑'础细胞异~~ i;~'~ 内。
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1V.重组细胞

1974年以来…些工作组L10 ， 1$1 报道了小

鼠与大鼠细胞的核体与胞质体在灭活仙台病毒

介哼下甲:组完整细胞，并发现其中有些细胞处

于有线分型的各个阶段，提示这些重细细胞是

有增磕力的，大鼠L6成肌细胞的核体与小鼠A9

细胞的胞质体构成的重组细胞的子代能形成

集落，并可再培养几个月甚至更久[ 121 32] 。

Ringertz不n Krondahl [ 33，晚近进一步分析了重

组细胞的基因表达，特别是观察成肌细胞的核

在非生肌细胞的胞质中是否仍保持其生肌分化

的顺序，结果去明，由大鼠L6成肌细胞的核体

与小鼠A9成纤维细胞的胞质体融合构成的重

组细胞的集落经纯系分离培养后，其子系能分
化形成肌小营，产"r:肌球蛋白，并发育成骨懦

肌典型的横纹图谱。 这---实验结果证明了大鼠

成肌细胞核的生肌去型即使经去核 171Pf 组等

步骤仍能保持，并不受外眼白质因子所改变。

更 ilt要的是.他们的工作将对应用主妇细胞分

析核质在调节各种特异麦型表达方面之作用，

产生深远的影响。

结 语

细胞拆合工程已成为细胞工程领域内的一

个重要组成部分。核体与胞质体的制备成功

为研究胞质大分子物质的介成能力，信使RNA

的寿命，核、质之间的信息传iii 与物质交换及其

相互影响，特别是的顶在病毒主;同中的作用等.

提供了一个极仔价值的实验模型 n 阳 f立杂种系

统的建立，已在有关胞质基因的研究方面取得

了令人鼓挥的进展， ;if: [1，开始探讨胞质因 F对

恶性表达调控的可能性:; 11iírE1 月包坪核;在与重组

细胞的方法尚待进 4步 j{; 苦， (q 已在基因转移，

细胞分化等方面有了可喜的成绩。这些古15为生

物学各个方面的研究增添了新的于段。预期随

着细胞拆台工程的发展，细胞杂交术在对核、质

相互作用以及特异的细胞功能之表达与调控方

面所取得的成就;将更为扩大在lì*化;在生物育

种，人类疾病与衰老的防治等方面，亦具有十
分广阔的远景。
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以纯化，取得了与亲本质粒具有相同电泳行为

的纯质粒 DNA ，而且它们同样能将大肠杆菌

C600分别转化成为抗氨韦青霉素-一四环

素、抗四环素及抗卡那霉素的细菌(见表 2 )。

说明用琼脂糖凝胶电泳纯化的质粒 DNA具有

生物学转化活性。
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哺乳动物细胞杂交中降低聚

乙二醇毒性的简易方法

聚乙二醇(PEG) 对某些细胞系具有高度毒性.作者将两

个仓鼠细胞的温度敏感突变株 AF8和 K12 细胞接种于平血

内，在贴壁、伸展后，加入50~耳的PEG溶液诱导细胞融合，

所用的PEG有二种: 1. Baker PEG, 2. Koch-Light PEG. 

分子量均为1000. PEG作用30秒钟后洗去，加入生长培养液，

置于温度敏感突变株的许可温度 34'(; 下培养16-2H、时，再

移至非许可温度 40.6t -F培养二周，其间每周 3"'-'4 天更液

一次，上述部分材抖在34'c培养后，以膜酶滔化，用生长培养

液1 : 201着释后再接种子平皿内，于40.6t 培养. 12""15 天后

染色，计算集落数。同时在缺钙的培养液内用 PEG 诱导细胞

融合，比较产生的杂种细胞集落数.

实验表明:用 PEG 在缺钙的培养液内诱导细胞融合，立直

至少保持 15 分钟以上，可使杂种细胞的集落数大为增加.在

快 Ca++ 的培养液中 Baker PEG 诱导细胞融合的能力比

Koch-Light PEG 更为明显.单证明了杂种细胞集落数的

增加是由于 PEG 的毒性的降低，而非融合效率的增高.

此法可用于各种细胞系，也适用于悬液中的细胞.有助

于对 PEG 毒性极敏感的细胞系进行细胞杂交的研究.
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