
匀,根管壁表面升温不明显。第三、对与电极探头有一定距离

的远隔部位有消毒作用,并且作用不减弱。第四、作用无方向

性,对任何角度方向上的有机物均有失活的作用。第五、越是

细小的根管 (包括牙本质小管)作用越强。第六、对牙周组织

有理疗作用,有利于根尖周炎症的吸收。

4 结论

高频电对感染根管的消毒作用无抗菌谱的差异, 高频电

对感染根管中需氧菌和厌氧菌的消毒作用明显优于氢氧化钙

药尖。
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鸡红细胞融合最适条件的探讨

徐州师范大学生命科学学院 (徐州 221116) 赵彦禹 张艳华 冯照军

摘要 目的:探讨快速、有效的细胞融合条件。方法: 用鸡红细胞为材料, 聚乙二醇( Mw = 4000)为诱导剂, 诱导鸡红细胞融

合。结果: 鸡红细胞融合的最适温度为 39 ,最适时间为 15min。结论:在该条件下,同时用 Giemsa染液对融合细胞染色, 实验观

察效果明显。

关键词:细胞融合; 鸡红细胞;聚乙二醇

Best Condition Studies on Fusion of Chicken Red Blood Cells

ZHAO Yan- yu, ZHANG Yan- hua, FENG Zhao- j un

School of Life Science, Xuzhou Normal University ( 221116)

ABSTRACT Objective: to find a more effective and easier method of cell fusion. Methods: Make chicken red blood cells to fusion, which

was induced by PEG (Mw = 4000) . Results: the most appropriate condition for cell fusion in the chicken red blood cells is 39 centigrade

and15minutes. Conclusion: on this condition, the fusion phenomenon of chicken red blood cells is evident.

Key words: cell fusion; chicken red blood cells; PEG

细胞融合是两个或两个以上的细胞合并形成一个细胞的

过程。在自然条件下, 体内或体外培养的细胞均可发生自然

融合,用人工的方法亦可诱导细胞发生融合。目前, 细胞融合

这一技术已成为研究细胞遗传、细胞免疫、肿瘤和培育生物新

品种的重要手段。进行细胞融合实验, 一般实验条件是聚乙

二醇为诱导剂,融合温度是 37 , 时间为 30min, 融合效率低,

观察效果不明显。本文以鸡红细胞做实验材料, 对实验条件

作了一些改进, 探讨融合的最适条件, 以达到更好的实验效

果。

1 材料与方法

1. 1 材料

50% PEG(Mw= 4000) , Alsver 液, 0. 85%生理盐水, GKN 液,

肝素, Giemsa染液,鸡全血

1. 2 方法

1. 2. 150%PEG的配制: 称取少许 PEG( Mw= 4000)放入刻度离

心管内,在沸水浴中加热 ,使其熔化, 待冷至 50 时,加入预热

至 50 等体积的 GKN液, 混匀,配成 50% PEG [ 1]。
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1. 2. 2 鸡血红细胞悬液的制备: 用灭菌的注射器吸入

1mlAlsver液后从鸡翼下静脉取鸡血 2ml注入刻度离心管内, 按

照3: 1( V/ V)加入 6mlAlsver 液混匀(放入 4(冰箱内可保存3- 4

天) [ 2]。

1. 2. 3 细胞融合温度的测定:取上述细胞悬液各1ml移入 8ml

离心管, 加入 4ml 0. 85% 生理盐水混匀, 1500r/ min 离心 5min;

弃上清液 (用吸管吸去) 加 0. 85% 生理盐水至 5ml, 混匀后

1500r/ min 离心 5min;重复上述条件, 再离心洗涤一次; 收集最

后一次离心沉淀的血细胞, 将离心管倒置于滤纸上流尽剩余

液体,用手指轻弹底壁使沉淀松散, 加入适量的 GKN 液( 2-

3ml)混匀后待用; 取上述悬液, 用血细胞计数法计数, 再加

GKN液将红细胞稀释成每毫升含 3- 4 107个后置于水浴锅

内预热; 取悬液 1ml 至一离心管, 加入预热的 0. 5ml 的 50%

PEG(于一分钟内逐滴加入且边加边振荡 ) , 分别放于 35 、

37 、39 、42 水浴锅内温浴 20min, 取细胞悬液以 Giemsa 染

液染色后观察细胞融合情况, 与此同时还有一常温下( 20 )

的对照管。

1. 2. 4 细胞融合时间的测定: 选取一最适温度, 于 5、7、8、10、

15、20、30分钟取细胞悬液观察并计算融合率。

1. 2. 5 细胞融合率的计算[ 3- 5] :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。

其公式如下:

融合率= 融合细胞核数/总细胞核数( 100% )

2 结果

2. 1 鸡红细胞融合过程

通常可以把融合过程分成五个阶段 : 两个细胞的细胞膜

之间相互接触、粘连(图 1) ;接触部位的细胞膜破溃(图 2) ; 两

细胞之间细胞质相通, 形成细胞质通道; 通道扩大, 两个细胞

连成一体(图 3) ; 细胞合并完成, 形成一个含有两个或多个核

的圆形细胞(图 4)。上述阶段在不同时间的临时装片上可以

观察到。

表 1 同一时间( 20min) ,不同温度下鸡红细胞的融合率

温度( ) 20 35 37 39 42

融合率( % ) 0 17 22 29 27

表 2 在 39 ,不同时间下鸡红细胞的融合率

时间( min) 5 7 8 10 15 20 30

融合率( % ) 21 23 20 31 35 31 32

(本文图 1~ 4见封 3)

2. 2 在同一时间( 20min) ,不同温度下( 20 、35 、37 、39 、

42 )鸡红细胞融合

2. 3 在同一温度( 39 ) , 不同融合时间下( 5、7、8、10、15、20、30

分钟)鸡红细胞融合率

3 讨论

同一时间下,鸡红细胞融合的最适温度为 39 ,原因可能

是随着温度的上升, 膜的流动性加快, 有利于细胞融合的进

行。但温度过高,融合率又降低, 因此融合温度须在细胞能承

受的范围之内。最适温度下, 细胞融合的最适时间为 15min,

融合率不随时间推移而发生显著变化,其结果与李小玉等[ 6]

所得结果一致。

鸡红细胞融合以后 ,显微镜下观察时不易鉴别。本实验

用Giemsa染液对融合后细胞进行染色, 镜检观察时极易鉴别

融和细胞。

相对分子质量 200~ 6000 的聚乙二醇均可用作细胞融合

剂。本实验只采用了分子量为 4000 的,其他分子量聚乙二醇

对鸡血红细胞融合率的影响, 以及影响程度如何有待进一步

探讨。
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