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链球菌溶血素O提高细胞的通透性*★ 

唐新杰，盛玲玲，张  群，谢  峰 

 

 

文章亮点：①目前普遍使用的可以使受体细胞发生可逆性通透的方法主要有电穿孔和链球菌溶血素 O的使用。②实

验的目的在于观察不同质量浓度的链球菌溶血素O对细胞通透性及状态的影响，寻找最适合的链球菌溶血素O浓度。

③实验结果发现，不同质量浓度的链球菌溶血素 O对细胞形态均无明显影响。随着链球菌溶血素 O质量浓度的提高，

细胞的通透率仅轻微上升。质量浓度为 230 μg/L的链球菌溶血素 O对细胞的损伤是最小的，而 300 μg/L和 400 μg/L

组的细胞增殖能力明显降低。说明适当的链球菌溶血素 O浓度对细胞的影响非常小，并不是链球菌溶血素 O的质量

浓度越大越好。230 μg/L的链球菌溶血素 O溶液可以使大量细胞产生通透，且保持细胞的形态及活性。 

关键词：链球菌溶血素 O；通透性；成纤维细胞；细胞形态；增殖能力；钙离子；蛋白质；渗透屏障；渗透率；细

胞培养 

 

摘要 

背景：实验发现链球菌溶血素 O 引起的细胞通透在一定程度上是可逆的，链球菌溶血素 O 产生的孔道在 Ca2+存在

的情况下可以自然封闭。 

目的：观察链球菌溶血素 O是否可以使猪成纤维细胞的通透性发生改变，及不同质量浓度的链球菌溶血素 O对细胞

状态的影响。 

方法：分别使用质量浓度为 0，230，300，400 μg/L的链球菌溶血素 O溶液处理猪成纤维细胞，孵育 50 min后，

加入 PI 染液，观察细胞的通透率。加入含 Ca2+的培养液封闭细胞后，分别观察细胞的形态变化及增殖能力的变化。 

结果与结论：随着链球菌溶血素 O溶液质量浓度的增加，细胞的通透率只轻度提高。链球菌溶血素 O处理细胞后，

细胞的形态没有发生明显的改变。质量浓度为 230 μg/L 的链球菌溶血素 O 溶液对细胞的增殖能力无明显影响，而

300 μg/L和 400 μg/L的链球菌溶血素 O溶液明显地降低了细胞的增殖能力。提示质量浓度为 230 μg/L的链球菌溶

血素 O溶液可以提高细胞的通透性，并保持细胞正常的形态及增殖能力。 

 

 

Effects of streptolysin O on increasing cell permeability    

 

Tang Xin-jie, Sheng Ling-ling, Zhang Qun, Xie Feng 

 

Abstract 

BACKGROUND: Streptolysin O (SLO)-induced cell permeability is reversible to a certain extent, and the pores can be 

closed in the medium containing Ca
2+

.  

OBJECTIVE: To observe whether SLO could improve the permeability of pig fibroblasts and to observe the states of 

cells treated with SLO of different concentrations.   

METHODS: Pig fibroblasts were permeated with SLO solution of different concentrations (0, 230, 300 and 400 μg/L 

respectively). After incubation of 50 minutes, the cells were stained with PI to observe cell permeability. When adding 

the medium containing Ca
2+

, the cells were plated. Morphology and multiplication capacity of these cells were detected.  

RESULTS AND CONCLUSION: Along with increase of SLO solution concentration, the cell permeability improved 

slightly. When cells were treated with SLO, the cell morphology was not changed. 230 μg/L SLO had no influence on 

the capacity of cell proliferation, and however, 300 μg/L and 400 μg/L SLO reduced the proliferation capacity 

significantly appearing statistically difference when compared with 0 μg/L group. These findings indicate that 230 μg/L 

SLO could increase cell permeability with keeping the normal shape and proliferation ability of cells. 

 

Tang XJ, Sheng LL, Zhang Q, Xie F. Effects of streptolysin O on increasing cell permeability. Zhongguo Zuzhi 

Gongcheng Yanjiu. 2012;16(46): 8689-8692.     
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0  引言 

 

由于细胞膜的生物屏障，大分子的蛋白质

和核酸等不能自由进入细胞发挥生物学效应。

链球菌溶血素O是A群链球菌产生的一种外毒

素，能够使细胞膜产生大的孔道，使大量有毒

物质进入细胞质，从而对细胞产生毒性作用
[1]
。

Giles等[2-3]实验发现链球菌溶血素O引起的细胞

通透在一定程度上是可逆的，此作用的发挥可

能与反义寡核苷酸可以进入细胞调节细胞修复

有关。这些研究为链球菌溶血素O应用于生命科

学奠定了理论基础。实验旨在观察链球菌溶血

素O是否可以使猪成纤维细胞的通透性发生改

变，及不同质量浓度的链球菌溶血素O对细胞状

态的影响。 

 

1  材料和方法 

 

设计：单一样本观察。 

时间及地点：实验于2009年10月至2011年

6月在上海市组织工程重点实验室完成。 

材料： 

实验动物：3 d龄健康乳猪1只，由上海斯莱

克实验动物有限公司提供。 

试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

猪成纤维细胞的培养：取3 d龄家猪背部皮肤

剃毛、体积分数75%乙醇消毒处理后，局部麻

醉切取约3 cm×3 cm大小的全层皮肤，放入含

250 U/mL青霉素和250 mg/L链霉素的无菌磷

酸盐缓冲溶液中浸泡10 min。无菌条件下将皮

肤组织剪成3 mm×1.5 cm大小的块状，加入适

量质量浓度为0.25%的Dispase Ⅱ溶液，置于   

4 ℃冰箱中过夜。次日，分离皮肤组织的表皮

和真皮。剪碎真皮组织，移至50 mL的离心管

中，加入适量质量浓度为2 g/L的Ⅱ型胶原酶，

置于37 ℃摇床中消化1 h。消化结束后，过滤

离心收集细胞，按3×10
6
的密度接种于100 cm

2

的培养皿中。2 d后首次换液。待细胞长满至培

养皿的85%-90%时，采用2.5 g/L胰蛋白酶消化

的方法将细胞传代(1∶3)。本实验使用二三代

的成纤维细胞。 

链球菌溶血素O渗透处理成纤维细胞：收集成纤

维细胞后，用PBS洗涤2次。计数后平均分为4

份，置于15 mL离心管中。离心弃上清，各管中

分别加入质量浓度为0，230，300，400 μg/L的

链球菌溶血素O溶液，使细胞浓度为1×10
9 
L

-1
。

混匀后置于37 ℃水浴箱中孵育50 min，每    

15 min混匀1次。孵育结束后离心(1 500 r/min，

37 ℃，5 min)，弃上清。 

细胞渗透率的测定：细胞处理结束后加入质

量浓度为20 mg/L的PI染液500 μL，孵育5 min

后用PBS漂洗2次。流式细胞仪检测PI阳性细胞

的比例。 

链球菌溶血素O渗透后细胞的形态学变化：细

胞处理结束后，每管加入含2 mmol/LCaCl2的培

养液，使每管的细胞浓度为1.5×10
7 
L

-1
。将4个

标本的细胞分别接种于24孔板中，每孔1mL，

每个样本含3个副孔。2 h后更换培养液为不含

Ca
2+
的培养液。倒置相差显微镜下观察接种后

第1，2，3天时细胞形态学变化。 

链球菌溶血素O渗透后细胞增殖能力的改变：细

胞处理结束后，每管加入含2 mmol/LCaCl2的培

养液，使每管的细胞浓度为16.67×10
6
 L

-1
。分

别接种于96孔板中，每个孔300 μL的细胞混悬

液，每个样本含3个副孔。2 h后更换为不含Ca
2+

的培养液。次日，96孔板中的样本每孔分别加

入10 μL的CCK-8，37 ℃培养箱中避光孵育3 h，

将上清吸至新的96孔板中，酶标仪检测每孔的

A值。实验检测第1，2，3天时细胞的增殖情况。 

主要观察指标：链球菌溶血素O渗透后细

胞通透性的改变、形态学变化及增殖情况。 

 

2  结果 

 

2.1  链球菌溶血素O渗透后细胞通透性的改变

不同质量浓度的链球菌溶血素O渗透成纤维细  

试剂及仪器 来源 

DMEM培养基                                       

CO2恒温培养箱    

                               

链球菌溶血素 O及 

ATP 生成系统                         

流式细胞分析仪                                        

倒置相差显微镜   

GIBCO公司，美国 

Thermo Scientific公司， 

美国 

Sigma公司，美国 

 

Beckman公司，德国 

Nikon公司，日本 
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胞后进行PI染色，流式细胞仪检测通透率分别为

(0.03±0.001)%、(65.62±0.05)%、(68.90%±0.03)%、

(69.79±0.03)%，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  链球菌溶血素O渗透细胞后细胞的形态学变化  

见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

链球菌溶血素O处理成纤维细胞后，分别观察1，2，

3 d时细胞的形态，发现细胞的形态无明显变化，呈现

为典型的梭形结构。但是，300 μg/L与400 μg/L组的细

胞数量明显少于0 μg/L与230 μg/L组，见图2。 

2.3  链球菌溶血素O渗透细胞后细胞增殖情况  CCK-8

检测链球菌溶血素O渗透处理后的细胞增殖，结果表明，

质量浓度为230 μg/L的链球菌溶血素O溶液对细胞的损

伤最小，其增殖能力与质量浓度为0 μg/L的链球菌溶血素

O组之间比较差异无显著性意义(P > 0.05)；而质量浓度

为300 μg/L与400 μg/L的链球菌溶血素O组细胞的增殖

能力明显降低，与质量浓度为0 μg/L的链球菌溶血素O组

之间比较差异有显著性意义(P < 0.05)，见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

近年来的研究发现目的细胞抽提物进入受体细胞

后可以发挥重编程作用，使受体细胞转变为目的细胞，

c: Proliferating ability of cells treated with SLO of different concentrations 

at 3 d 

Figure 3  Change of proliferating ability of pig fibroblasts 
treated with streptolysin O (SLO) of different 
concentrations at 1, 2, and 3 d  

图 3  不同质量浓度链球菌溶血素 O处理猪成纤维细胞后其
增殖能力的改变 

b: Proliferating ability of cells treated with SLO of different concentrations 

at 2 d 

a: Proliferating ability of cells treated with SLO of different concentrations 

at 1 d 

注：与质量浓度为 0 μg/L 的链球菌溶血素 O组比较，a
P < 0.05；质量浓

度为 300 μg/L与 400 μg/L的链球菌溶血素 O组细胞增殖能力明显降低。 

Figure 2  Morphology changes of pig fibroblasts treated with 
streptolysin O of different concentrations at 1, 2, and 
3 d (×40) 

图 2  不同质量浓度链球菌溶血素 O 处理细胞后第 1，2，3
天猪成纤维细胞的形态学变化(×40) 

0 μg/L         230 μg/L       300 μg/L      400 μg/L 

注：细胞的形态无明显变化，为典型的梭形结构，但 300 μg/L与 400 μg/L

组细胞数量明显少于 0 μg/L与 230 μg/L组 

Figure 1  Cell permeability with streptolysin O (SLO) of 
different concentrations 

图 1  不同质量浓度链球菌溶血素 O处理猪成纤维细胞后细
胞的渗透率 

a: Cell permeability with  

0 μg/L SLO 

注：随着链球菌溶血素 O质量浓度的提高，细胞的通透率仅轻微上升。 

b: Cell permeability with  

230 μg/L SLO 

c: Cell permeability with  

300 μg/L SLO 

d: Cell permeability with 

400 μg/L SLO 

1 d 
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这一策略为人造器官提供了新的种子细胞来源，为病损组

织器官替代修复治疗提供了新思路。在此类实验中，细胞

抽提物是通过机械法将细胞破碎后高速离心获取，所以抽

提物几乎包括了细胞内所有的可溶性蛋白质，使得蛋白质

的分子量大小悬殊
[4]
。因此，如何使这些蛋白质进入受体

细胞发挥作用是抽提物发挥重编程作用的关键。 

为了克服细胞壁、细胞膜存在而形成的渗透屏障，

多种方法被应用于改变细胞的通透性，如超声、冻融、

有机溶剂(甲苯、二甲亚砜等)、电穿孔等
[4]
。目前普遍

使用的可以使受体细胞发生可逆性通透的方法主要有

电穿孔和链球菌溶血素O的使用
[3]
。理论上来说，电穿

孔法可用于各种细胞，但需要昂贵的电转仪，而且过高

的场强和过长的电脉冲时间会不可逆的损伤细胞膜而

裂解细胞
[5]
。相比较之下，链球菌溶血素O的使用较简

便，只需将链球菌溶血素O溶液加入细胞中，给予一定

的作用时间，即可达到通透效果。链球菌溶血素O对黏

附和非黏附的细胞均具有成孔毒性，链球菌溶血素O结

合至细胞膜后，毒素单体弥散至细胞膜的双层结构中，

单体发生寡聚体化聚合为同型聚合体，从而形成一孔道

结构
[6-7]
，使得相对分子质量<100 000的物质进入细胞   

质
[3]
。目前已发表的关于抽提物的重编程作用的文章中，

链球菌溶血素O的浓度不一，变化于230-400μg/L，学

者们认为大量链球菌溶血素O是致死的
[8]
。 

实验结果发现，不同质量浓度的链球菌溶血素O对

细胞的形态均无明显影响，细胞仍呈现典型的梭形结

构。随着链球菌溶血素O质量浓度的提高，细胞的通透

率仅轻微上升。但是，高浓度的链球菌溶血素O对细胞

的损伤是非常明显的，主要体现在细胞的数量和增殖能

力方面。从结果中可以看出，细胞的贴壁能力随着链球

菌溶血素O质量浓度的提高而明显降低；230 μg/L的链

球菌溶血素O对细胞的损伤是最小的，与0 μg/L组之间

比较差异无显著性意义，而300 μg/L和400 μg/L组的细

胞增殖能力明显降低，与对照组之间比较差异有显著

性。此结果说明，适当的链球菌溶血素O质量浓度对细

胞的影响是非常小的，并不是链球菌溶血素O的质量浓

度越大越好。根据先前的文献报道，本实验中链球菌溶

血素O孵育的时间为50 min。同Naruse等
[9]
的发现，细

胞在200 μg/L的链球菌溶血素O溶液中孵育50 min后，

卵细胞的细胞核转移的成功率远远高于孵育30，70 min

后的转移率。目前实验已经证明成纤维细胞在230 μg/L

的链球菌溶血素O溶液中孵育50 min后，允许T细胞抽

提物
[10]
、胰岛细胞抽提物

[11]
、胚胎干细胞抽提物等进入

细胞
[12]
，从而进一步产生重编程效应。 
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