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葡萄糖浓度对细胞融合效果的影响 *
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摘要 目的：细胞融合是细胞生物学领域近 30年来得到迅速发展的一项新兴技术手段，因其操作简便、人工可控等优点在研究核

质互作、肿瘤发生、疫苗研发和培育新型生物品种等方面均有广泛应用。其中，利用聚乙二醇（PEG）进行化学融合是细胞融合中最

为常用且简便的技术手段。PEG化学融合效果受到多种因素影响，如 PEG浓度、Ca2+、Mg2+、pH值等，然而对于糖类物质在细胞融

合中的影响未见报道。本文旨在为了更全面了解 PEG法诱导的化学细胞融合，通过优化融合条件以提高化学细胞融合效率。方

法：选取鸡血血细胞为材料，通过改变原 Hanks缓冲液中葡萄糖浓度，观察比较各组细胞融合率，探究葡萄糖浓度在化学细胞融

合中的影响，并通过对比结果获得了对于鸡血血细胞应采用的最适葡萄糖浓度区间。结果：对于鸡血血细胞融合实验，葡萄糖浓

度在 10-14 mmol/L范围内细胞融合效率较原 Hanks液配方高 2倍左右。结论：葡萄糖对细胞融合效果具有一定的影响，可以通过

调节葡萄糖浓度提高细胞融合率，从而为 PEG化学细胞融合提供一种更为优化的方案。
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The Effect of Glucose Concentration on Cell Fusion*

Cell fusion is one of the new cytological techniques in recent 30 years. Because it is easy to be operated and

controlled, cell fusion is now widely used in many fields such as nucleoplasm research, tumor genesis, vaccine development and nurturing

new biological species etc. Polyethylene glycol (PEG) chemical fusion is the most common cell fusion technology. There are many

factors affecting the PEG chemical fusion such as the PEG concentration, Ca2+, Mg2+, pH value and et al. However, the effect of glucose

concentration on cell fusion has not been reported. In order to understand the factor influencing the chemistry of PEG-induced cell fusion

better, we optimized fusion conditions, and improved the fusion rate of the PEG chemical fusion. Choose chicken red blood

cells as material, and vary the concentrations of glucose in the original Hanks buffer. By comparing with the cell fusion rate in different

glucose concentration, the effect of glucose concentration on the cell fusion and the better glucose concentration for fusion rate were

explored. Based on the original Hanks buffer recipe in chicken cell fusion, we adjusted the concentration range of glucose to 10

mmol/L-14 mmol/L, which contributed to a higher rate of cell fusion. Glucose concentration has an effect on cell fusion and

higher concentration of glucose is better for cell fusion. This work provides an optimization for the PEG chemical fusion.
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前言

细胞融合（cell fusion）是指多个细胞在外力（物理、化学或

生物因素）作用下融合形成一个多核细胞的过程，也称细胞杂

交（cell hybridization）、原生质体融合（protoplast fusion）或体细

胞杂交（somatic hybridization）[1-4]。

在自然条件下，体内或体外培养的细胞均可以发生自然融

合，然而自发的细胞融合并不多见。自 1958年 Okada首次表明

紫外灭活的仙台病毒可以诱导体外培养细胞融合成多核体，从

而证明了人工诱导细胞融合的可能[5]。近 30年来，细胞融合技

术已经迅速成为了细胞工程中一项重要技术。细胞融合技术不

仅为研究核质关系、基因调控及定位、肿瘤发生、衰老控制等理

念领域的研究提供了有力的手段，而且在细胞遗传、动植物远

缘杂交育种、细胞免疫以及医药、食品、农业等方面均有广泛应

用。特别是单克隆抗体制备、哺乳动物的克隆。抗癌疫苗的研发

等方面细胞融合技术已经成为其重要技术手段[4,6-9]。根据细胞
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融合过程使用的融合剂不同，人们将细胞融合方法大致可分

为：①生物法：病毒诱导的细胞融合，如 1958年由 Okada发现
的仙台病毒[5]；②化学法：化学因子诱导的细胞融合，如 1974年

由华裔科学家高国楠 （Kao） 发现的聚乙二醇（PEG:

polyethyleneglycol）[4,10]；③物理法：激光、电脉冲诱导的细胞电

融合（cell electrofusion）[4,10]。

其中 PEG法诱导细胞融合因其容易制备、活性稳定、融合

效率高、操作简便等特点，被广泛应用于生物、遗传、医药等研

究领域[4,11-13]。然而由于目前对于 PEG法的融合机理目前并不
完全了解，尤其是对于 Hanks液配方中各物质在细胞融合中的

作用亦不够明了，其融合率会受到多种影响因子影响：李保华
[14]、李秀兰[15]、马云[13]、仇燕[10]和吴绍函[16]等研究表明在细胞融合

过程中 PEG浓度、细胞密度、融合温度、融合时间、缓冲液 pH

值以及钙镁离子等均会影响细胞融合率。

因此我们通过选择葡萄糖浓度—细胞营养代谢及维持生

理环境关键物质—展开探讨，希望为化学细胞融合法改良方案

提供新的思维。我们选择以鸡血血细胞为研究材料，探究葡萄

糖浓度对于细胞融合效果的影响，通过调整 Hanks液中葡萄糖

浓度从而获得在一定细胞密度的鸡血血细胞中 PEG法较高的
细胞融合率[16]。

1材料、仪器与方法

1.1 材料

取一龄公鸡静脉血。按常规方法制备鸡血血细胞储备液。

药品和试剂包括：PEG (MW=4,000)，一水合葡萄糖（国药集

团），0.85 %生理盐水，不同糖浓度的 Hanks溶液，Janus green B

染液（Solarbio公司）。

不同糖浓度的 Hanks缓冲液配方：甲液：NaCl 160.0 g，KCl

8.0 g，MgSO4·7H2O 2.0 g，MgCl2·6H2O 2.0 g，三蒸水 800.0 mL，
CaCl2（无水）2.8 g，三蒸水 100.0 mL，将两种液体混合后，加水

至 1000.0 mL，滤纸过滤，储存于 4.0℃；乙液：Na2HPO4·12H2O

0.06 g，KH2PO4 1.2 g，葡萄糖质量根据表 1 所示，三蒸水 800.0

mL，滤纸过滤，加入 0.5 % 酚红 80.0 mL，加水定容至 1000.0

mL，储存于 4.0℃。

使用前，取甲乙液各 1份，双蒸水 18份，用 5.6 % NaHCO3

溶液调节 pH至 7.40，制得 Hanks使用液。
1.2 仪器与用具

普通光学显微镜，离心机，恒温水浴锅，血球计数器，量筒，

酒精灯，滴管，离心管，烧杯，载玻片，盖玻片等。

1.3 实验方法
1.3.1 细胞融合液（Hanks溶液）的处理 根据表 1用葡萄糖调

节 Hanks溶液使其含葡萄糖浓度分别为 0 mmol/L，2 mmol/L，4

mmol/L，5 mmol/L，6 mmol/L，8 mmol/L，10 mmol/L，12 mmol/L，
14 mmol/L，20 mmol/L；共 10种只有葡萄糖含量不同的 Hanks

缓冲液。称取 1.0 g PEG (MW=4,000)放入试管内，在酒精灯上

融化，迅速加入 1.0 mL预热的预制 Hanks缓冲液混匀制成 50

% PEG溶液。放入 37℃水浴中待用。

表 1 不同葡萄糖浓度对应的葡萄糖质量

Table 1 The mass of glucose in different glucose levels

Glucose c.

（mM）
0 2 4 5 6 8 10 12 14 20

Mass of

glucose（g）
0 7.9268 15.8536 19.8170 23.7804 31.7072 39.6340 47.5608 55.4876 79.2680

1.3.2 细胞融合 取贮存鸡血液，1000 rpm离心 5 min,去保存液

后，以 0.85 %生理盐水用血球板计数法和梯度稀释方法调节细

胞浓度为 3× 108个 /mL；将制备好的鸡血血细胞悬液 1.0 mL

放入离心管中，分别加入 5 mL上述 10种 Hanks缓冲液液混

匀，然后以 1000 rpm 离心 5 min，弃上清，将细胞团块充分弹

散。分别滴加 50 % PEG的细胞融合液 1.0 mL，混匀。37℃水浴

中静置 2 min进行融合。融合完成后，缓慢滴加 5.0 mL相应
Hanks缓冲液以终止 PEG的作用，在 37 ℃水浴内静置 5 min。

以 1000 rpm，离心 5 min，弃上清，取细胞悬液滴片，滴加 Janus
green B染液染色 3 min，盖上盖玻片，用普通光学显微镜观察

细胞融合情况。

1.3.3 细胞融合率的计算 在显微镜视野内，计数其中已发生融

合的细胞核，未融合细胞核数，计算融合细胞核数占细胞核总

数之百分比即融合率，且进行多视野测定再加以平均统计。

其计算公式如下：

融合率（%）=融合细胞数（个）／细胞总数（个）× 100%[3]

1.4 统计学分析

采用 Spearman相关系数计算葡萄糖浓度与细胞融合率之
间的相关程度并进行全局分析。

2 结果

2.1 鸡血血细胞融合过程的观察

通过利用 Janus green B染液染色处理后，我们可以通过普

通光学显微镜观察到鸡血血细胞融合过程。一般来说细胞融合

可根据融合程度分为五个阶段：①细胞间细胞膜相互接触并发

生粘连；②细胞膜局部打开并发生融合；③细胞质相通并形成

细胞质通道，此时细胞膜融合面积也会随着胞质通道形成逐渐

增大；④胞质通道不断增大，融合细胞形态由最初的哑铃型逐

渐向椭圆形发展；⑤两细胞膜及细胞质完成融合，细胞连为一

体，此时形成的融合细胞多为含有两个或多核的近圆形细胞或

含有融合不充分细胞核的细胞；⑥细胞核完成融合[2]。该过程可

以在不同梯度的实验组的实验结果中发现（如图 1）。同时可以

明显看出，随着葡萄糖浓度不断上升，细胞融合效果存在一个

先升后降的过程，并且在低葡萄糖浓度（0 mmol/L）及高葡萄糖

浓度（20 mmol/L）组中发现细胞形态多数发生异常，主要表现

为低浓度组细胞膜涨破甚至细胞核相比于其他浓度梯度组明

显偏大，高浓度组细胞膜呈现皱缩甚至出现不规则长条状（如

图 1-A，1-E）。
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2.2 葡萄糖浓度差异对鸡血血细胞融合效果的影响

通过镜检观察我们可以发现，不同的葡萄糖浓度对于细胞

融合效果会造成不同的影响。在本次实验中，我们对各组细胞

融合情况进行拍照并对每组照片随机截取部分典型区域镜检

统计，最终数据处理如下（表 2）。通过数据及图表显示，在 10

mmol/L-14 mmol/L葡萄糖浓度下，细胞融合现象明显，融合效

果较好,其中经过检测，12 mmol/L葡萄糖浓度下细胞融合率为

原 Hanks液葡萄糖浓度（5 mmol/L）下的 2倍左右。

图 1细胞融合镜检，放大倍数(100× )

Fig. 1 Microscopy of cell fusion, Magnification (100× )

Note: A. 0 mmol/L glucose; B. 5 mmol/L glucose; C. 12 mmol/L glucose; D. 20 mmol/L glucose

表 2 不同葡萄糖浓度对细胞融合效果的影响

Table 2 The effect of glucose concentration on cell fusion

Glucose c.

（mM）
0 2 4 5 6 8 10 12 14 20

Fusion rate

（%）
0.953 1.261 3.959 5.890 7.005 9.231 11.630 12.307 10.311 4.949

通过表 2表明，葡萄糖浓度与细胞融合率为非线性关系。

为了证明其两指标间的显著性差异，通过采用 Spearman相关

系数计算相关程度得出两指标间的相关系数为 0.709，p值为
0.027，表明此两指标显著相关。

3讨论

作为细胞工程的核心基础技术之一的细胞融合技术，不仅

可用于生物学的基础理论研究，而且因其能够不受种属局限从

而实现种间生物体的细胞融合，使得远缘杂交成为可能，因此

在生产实践上也重要的应用价值[3,16]。自从 1974年 Michal Luk

发现高效融合剂聚乙二醇( PEG)并证明其可使不同科属原生

质体之间发生融合，并且融合率可达 20 %以上以来，PEG法逐

渐作为病毒的替代物成为了细胞融合的诱导剂[16,17]。目前我们

可知，PEG法促使细胞融合的原因是 PEG依靠对水的极高亲
和性而与水分子以氢键结合，从而产生渗透梯度导致细胞间或

囊泡间的聚集，最终使得细胞发生融合[10]。然而 PEG法 PEG对

细胞的作用效果一直受到多重因素影响：其中鲁云风[18]等人研

究表明 PEG的浓度对蟾蜍红细胞融合有较大影响，主要表现

在过高的 PEG浓度会导致细胞坏死，而其坏死原因分析是因
为过高的 PEG对细胞产生了较大的毒性。而赵彦禹[2]、赵咏梅[3]、

仇燕[10]、马云[13]、李秀兰[15]等人更是通过实验表明，在鸡血血细

胞融合过程中，PEG浓度、融合时间、细胞密度、融合温度、Ca2+

均对细胞融合率有一定的影响。然而目前对于葡萄糖浓度在

PEG法融合细胞过程中对细胞融合效果的影响尚未有报道。而

葡萄糖作为细胞生理代谢中重要的营养物及生理调节物，其在

维持细胞形态及生理活动中处于重要地位。

本实验中，为了探究葡萄糖浓度对细胞融合效果的影响，

设计了多组浓度梯度。通过对实验结果的处理分析可以看出，

葡萄糖浓度确实对细胞融合效果有一定的影响，这可能是由于

在 Hanks液中葡萄糖浓度差异导致了细胞外界生理环境的改

变，尤其是在融合过程中，细胞对于能量的摄取及胞外渗透压

等条件的改变，从而对细胞融合效率产生影响。根据对比 CK

组及原 Hanks 液葡萄糖浓度，在本实验细胞浓度下含 12

mmol/L的葡萄糖浓度的 Hanks缓冲液具有最佳细胞融合率，

并且融合细胞形态较为完整。同时在低葡萄糖浓度（0 mmol/L）

及高浓度葡萄糖（20 mmol/L）下，细胞出现了不同程度的皱缩

及死亡，经过 Janus green B染色观察甚至发现在低浓度葡萄糖

缓冲液中其部分细胞核亦发生膨胀。综上所述，对于 PEG化学

细胞融合技术，在处理鸡血血细胞融合过程中可以通过调节增

加葡萄糖浓度至 10-14 mmol/L，从而促进细胞融合效果，获取

更多融合细胞，为后续研究提供更多可供使用的材料。

然而正如鲁云风等对蟾蜍红细胞融合的实验中结果表明，

对不同种属的细胞融合其最适融合温度并不相同 [16]，因此本实

验所得最适葡萄糖浓度范围也应仅限于鸡血血细胞融合，对于

其他种属细胞而言，可能并非其最适葡萄糖浓度。

细胞融合技术自 1958年 Okada[5]发现并使用仙台病毒进

行细胞融合以来，正迅速地在细胞生物学乃至整个生物领域得

到充分的应用。同时人们在实际应用中其根据不同环境条件改

变又会带来各种新的问题，而在解决问题的同时又是对其技术

方案的改革创新，这种螺旋上升的研究道路促使了科学的进步

与文明的发展。同时我们可以预见到，随着科学技术的发展，通

过多学科交叉、多领域的技术配套，从而不断改进细胞融合条

件，亦将成为提高细胞融合效果的新思路[16]。

致谢：本实验的方案设计、结果分析及审阅得到中国农业大学生

物学院农业生物技术国家重点实验室陈立群副教授的细心指导与大

力支持。
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