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的绵羊乳腺细胞的核移入去核的卵细胞中，让

卵细胞质中的因子与移入的核作用，使重组细

胞分裂，分化成胚胎，进而发育成个体。用 DNA

微卫星分析 Cmicosate llite analysis)对 4 个多态

性基因位点检测表明，多利羊的电泳图谱与供

核品和11绵羊"Finn D::>rset"相同。"。因此，多利

羊确属体细胞克隆羊。但是，上述卵细胞质和移

入的细胞核之间的相互作用必须配合得恰到好

处，稍有差错便不能发育成胚胎[气这或许是

Wilmut 等试验中， 247 个被试重组细胞中只有

1 个发育成克隆羊的重要原因。

Wilmut 等[叫的工作的重要生物学意义是

证明了哺乳动物的已高度分化的体细胞也具有

全能性。他们的动物克隆技术也具有很大的、潜

在的经济意义。人类能利用这种技术繁殖优良

品种H市乳动物和珍稀哺乳动物。还可以用已转

入外源基因的成体动物的体细胞克隆该动物 。

一旦有了一群性别不同 ，又确定已转入所需要

基因的动物后，即可通过它们的有性生殖繁衍

大群后代，并用它们生产具有药用和保健价值

的药物和食品，造福于人类 。 最近有报道 ，

Wi l mu t 等已使用转基因动物的胚胎细胞克隆

出"波利"羊。有理由相信，在不久的将来，哺乳

动物体细胞克隆技术的潜在经济价值一定会得

到实现。
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族主自
玉米(Zea mays L. )中凋亡相关基因 c-myc

同源序列的检出及其染色体原位杂交定位 怜

宁顺我末运i事..王玲杨征刘立华

(武汉大学发育生物学研究中心武汉 430072) 

细胞惆亡Capop tosis)是细胞一种有步骤有

活性的生理性自行消亡过程。正在调亡的细胞

形态上发生明显的变化，如胞质和核浓缩 Ccon­

densation) 、胞膜和核膜变皱 Cshrinkage) 并起

泡 Cbl ebbling) 、核 DNA 断裂 C fragmentation) 

井降解Cdegrada tion) 。不管是内源性因素还是

·国家 自 然科学基金和国家教委博士点基金资助

项目.

..通信联系人.
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3.1 细胞生物学杂志 1999 年

外源性因素诱导的调亡，都受特定基因的控制。

c-myc 是一个多功能的核内原癌基因，普

遍存在于高等动物细胞中，在人类位于染色体

8q24 ，由三个外显子和两个内含子组成，编码两

个全民蛋白 MYC-1 、 MYC- 2 和一个缺乏 N-末

端转录激活区但含有 C-末端二聚体形成区和

DNA 结合区的蛋白 MYC-S[lJ. c-myc 在细胞

惆亡、细胞周期、细胞增殖与分化以及肿瘤的发

生和转移等众多的生病理过程中具有关键性作

用，决定着动物体内多种细胞的调亡。它可加速

细胞增殖和细胞调亡两种截然不同过程，充当

一把双刃剑 :不仅能激活细胞增殖，也能激活细

胞例亡。一旦细胞增殖发生障碍，c-myc 便可启

动 ìm亡程序。

对于植物细胞调亡的研究和动物相比还远

远滞后，迄今尚未发现与植物细胞调亡直接相

关的基因。由于进化过程中选择负压力的存在，

高等生物中主要功能基因的结构和功能一般是

很保守的，许多在动物中存在的具有主要功能

的基因在植物中同样也存在，并且动物惆亡基

因 Dad-1 在几种植物如水稻、拟南芥中已发现

了它的同源序歹IJ [2J 。因此利用动物惆亡基因或

其 cDNA 寻找植物惆亡相关基因，应当是一个

合理而有效的途径。 Georgieva 等利用人 c-myc

基因的 cDNA 探针及此基因编码蛋白的相应

抗体在玉米中检出了其同源的 mRNA 和相应

的同源蛋白 ，并表明同源蛋白的功能与动物中

的具有高度同源性问。但迄今还没有对相应的

同源 DNA 序列进行研究的报道。本研究首次

采用生物素 Bio- 11 -d UTP 标记的探针和原生

质体涂片的染色体原位杂交技术对玉米进行了

研究，检出了动物 c-myc 基因的同源 DNA 序

列 ， 同时确定了这些序列在染色体上的具体位

置。

材料和 方法
一、 材料

1.供试玉米材料 供试玉米材料为自交系黄

早四，种子由山东农业大学宋建成教授提供.

2. c-myc 基因探针 人的 c-myc 基因探针基因

组 DNA 克隆由武汉大学李文鑫教授赠送，相应的插入

片段长 8.2kb ，载体为 pBR322 ，酶切位点为 EcoRI/

HindIII. 

二 、 方法

1.原生质体染色体制片 取生长旺盛的玉米

根尖 1-2mm ，饱和←澳荼 25"(;下处理 2. 5 小时，甲

醇:冰乙酸 (3 ，1 ) 固定过夜，充分水洗后加 2%果胶Ö~和

2%纤维京酶(中科院上海生化所东风生物技术公司〉

等量混合液于 28 'C下酶解 3 小时左右.固定后火焰干

燥法制片(，]

2. 探针标记 采用"切口平移法 (nick t ransla-

tion) "标记探针(切口平移试剂盒购自华美生物工程公

司 ) . 10μ1 dNTP (dATP ， dCTP ， dGTP 等量混合)， 5μl

10 X Buffer , 5μl 质粒 DNA (约 1μg) ， 4μ1 Bio-ll ­

dUTP ， 5μ1 DNaseI/DNA polymerase 1 混合酶液，加

ddH，O 至终体积 50μ1.混匀后于 15 'C下反应 2 . 5 小时，

O. 5mol / L Na ，EDTA 终止液终止. Sepharose CL - 6B 

(S igma)凝胶校离心纯化，点印溃检测标记效果。

3. 原位杂交 制片用 RNaseA (Sigma) 37 'C处

理由， 70%的甲股股 70 'C处理 3.5min ，梯度乙醇

(70% 、 95 % 、 100%) 脱水，室温干燥后加杂交混合液

〔探针 25μ1.去离子甲欧胶 (Sigma)62.5μ1.硫酸葡聚糖

25μ1 ， 20 X SSC 12. 5μ1 ， ssDNA (华美生物工程公司)

1. 25μ口子 3TC杂交过夜[5].

4. 杂交结果的检测 杂交后浸洗，羊抗生物索

抗体 (Sigma)37 "(; 温育 30min. 等量兔抗羊生物素抗体

偶联物 (Sigma) 3TC温育 30min . 浸洗后链亲和索-辣根

过氧化物ðtHSA- I-lRP Sigma)37"(;下温育， 30min. DAB 

(Fluka)显色约 5min . 25"(; 下 2%Giemsa 复染 25 分钟

左右，干燥后二甲苯透明，封片 .

5. 信号观察及统计分析 使用 Olympus BH-2 

显微镜(日本〉观察杂交结果并进行统计，选择染色体

形态好、背景干净、信号点清晰的分裂相进行显微摄

影，通过转化装置在显示屏上测量相关数据，并计算其

标准差.

结果与 分析

在玉米有丝分裂 5L(第 5 染色体长臂)近

末端、 4L 近着丝粒以及 lS (第 1 染色体短臂)

近着丝粒处均镜检到 c-myc 基因探针的杂交信

号。观察并统计了 243 个细胞早中期、晚前期及

中期的有丝分裂染色体相， 102 个细胞分裂相
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在 5L 近 末端处具有杂交信号，检出率为

4 1. 97%( 图版， a 、 b; 表 1) ;87 个细胞分裂相在

4L 近着丝粒处具有杂交信号，检 出 率为

35.80% (图版， b ， d 、们表 1) ;71 个分裂相在 1S

近着丝粒处有杂交信号，检出率为 29.2 1 % ( 图

版， C; 表 1) 。信号与着丝粒的百分距离分别为

96. 21 土 4 . 46 、 24.11 土 0.47 和 10.02 土1. 04(表

1)。每位点检出率均在 29%以上，说明不存在

随机污染的非特异性信号。 由于 Bio-1 1 -dUTP

标记和 DAB 检测系统灵敏度等因素的限制 ，

中圳分裂相两条染色体单体或一对同源染色体

上同时检测到杂交信号的几率很小，约 5 % (图

版， b 、 e) 。 同 时出现两个以上杂交信号点的检出

率约为 20% (图版， b 、 e) 。同时对问期核也进行

了观察统计，观察结果表明，间期核杂交信号的

检出率比前几种情况高得多 ，约为 60% 。可能

是由于问朋细胞染色质浓缩程度较低，因而容

易杂交。在显微镜下，杂交信号为小圆点，而染

色中心较大且形状不规则(图版，门，加之信号

为鲜红色，染色中心为深红色，因此二者很容易

区别。

1 4 5 

10.02% 

96.2 1% 

24 . 11 ')也

回 1 杂交信号在玉米染色体模式图上的位置

(以信号点b!P:着丝糙的百分距离表示〉

讨 论

细胞调亡是生命过程中的一个重要环节，

同新陈代谢一样，是生物体生命活动基本特征

之一。近 20 多年来，动物细胞调亡的分子生物

学理论和研究方法不断成熟，因此进展十分迅

速，细胞调亡逐渐成为生命科学最活跃的研究

领域之一。而对于植物细胞凋亡的研究，目前国

内外尚处于起步阶段。植物的细胞调亡对植物

体的生长和发育有着重要的生物学意义和生理

意义，植物胚的发育 、导管和通气组织的形成以

及花的败育等都离不开细胞调亡。现在的研究

表明，衰老 (senescence)与调亡也密切相关。当

前，我国水稻、小麦 、 玉米、大豆、棉花和油菜等

主要农作物生育期后期均有不同程度的早衰现

象。除了这些正常生理条件下的细胞惆亡外，许

多外界因素如理化因子、病原体等生物因子等

都可诱导植物细胞产生不正常的调亡现象。研

究发现，病原体浸染植物细胞引起的"过敏反应

(hypersensitive response)"中具有典型的调亡

特征川。因此探寻植物中的洞亡相关基因并对

其进行定位具有非常重要的意义，它有助于弄

清楚植物生长发育过程中各种器官形成和发育

的分子机制 z 为研究植物衰老的基因调控提供

基础 ;也是植物抗病研究一个很重要的方面;对

农产品的产量、贮存 、果实和鲜花的保鲜等也都

具有重要的实践意义，具有不可低估的作用;并

可为通过转基因等途径利用这些基因资源培育

抗衰老、抗病和抗逆境植物提供有用的线索。例

如在一种烟草转基因植株中，细胞分裂素是正

常细胞的七倍。高浓度的细胞分裂素除引起根、

茎、叶的过度生长及顶端优势外，还延缓了叶片

衰老。利用转基因途径可获得大量细胞分裂素

表 1 c-myc 基因的基因组 DNA 探针杂交信号位置及出现信号的染色体霄比

染色体 臂比 出现信号的细胞数 检出率< %) 信号距着丝糙的百分距离 C %)

5 

4 

1. 21 土 0 . 034 '

1. 77土 0.142 ' 

1. 10土 0.075 '

WM71 
川
8
7

41. 97 

35. 80 
29.21 

96. 21 土 4.46'

24 . 11 土 0. 47'

10.02土1. 04' 

铃标准差.
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应用于延缓叶片衰老[门。我们的实验结果进一

步表明 ，玉米中确实存在着与人 c-myc 同源的

序列，在这方面迈出了重要的一步。 Georgieva

认为， c-myc 的同源序列及相应的蛋白产物不

仅在玉米中存在，在其他的植物和低等真核生

物中也应当存在 ，表明 c-myc 在其进化中是相

当保守的[吨。

既然植物中存在 c-myc 的保守同源序列及

相关蛋白，那么它们的结构和功能是否也是保

守的呢? Georgieva 的研究表明，MYC 与其玉

米中的同源蛋白分子量及相应的编码 mRNA

长度都是一致的，且蛋白的功能具有高度的同

源性，即 MYC 同源蛋白也作为一种转录因子，

对玉米胚的发育和分化及相关基因的表达进行

调控。并认为两者的调控途径是一致的，即通过

控制细胞周期来调节细胞增殖和细胞调亡之间

的平衡阳。

Dowty 和 Hel entjaris 提 出玉米双重顺序

遵循 5- 1 -9 的规律，即第 1 染色体 DNA 顺

序常与第 5 和第 9 染色体的重复，而第 5 与第

9 染色体的 DNAJ顺序则很少重复问。 Helent­

J ;:lrl S 进一步提出， 4L 与 5L 具有较广泛的相似

性问。我们的实验结果表明，人的 c-myc 基因同

源序列分布在玉米第 4 、 5 染色体长臂和第 1 染

色体短臂上(图版及表 1 ) ，这正与他们报道的

资料相符。并说明玉米中 c-myc 的同源序列是

多位点分布的。

探针长度是影响检出率的重要因素之一。

对单拷贝或重复拷贝(如基因组 DNA)探针来

说，一般探针越长，检出率越高。我们以往的研

究结果表明，小于 1kb 的探针杂交信号检出率

一般在 10% 一 20% 0 Jiang 等指出，当探针长度

达 3. 5k b 时，利用非放射性标记的原位杂交检

出率可达 90%以上[10J 。 我们的结果表明，人的

c-myc 基因组 DNA 探针对玉米染色体的杂交

检出率均达 29 %以上(表 1) ，超过 20% ，但还

远不及 90% 。可能是由于动植物亲缘关系相当

远，功能基因虽然外显子高度同源，但内含子无

选择压力或选择压力小，因而变动较大所致 。人
的 c-myc 基因三个外显子长度之和只占整个基

因总长的 1 /4 左右，而两个内含子和其他序列

约占总长的 3/4 。

摘要

原癌基因 c-myc 是普遍存在于动物组织中

的一个高度保守的细胞调亡相关基因，决定着

多种动物细胞的调亡。我们首次以人 c-myc 的

基因组 DNA 为探针，用生物素标记的原位杂

交和酶联级联放大检测系统在玉米中检出了 c­

myc 基因的同源序列，并对其进行了染色体物

理定位。在第 5 染色体长臂近末端、第 4 染色体

长臂近着丝粒及第 1 染色体短臂近着丝粒处检

测到杂交信号，信号与着丝粒的百分距离分别

为 96. 21 士 4. 46 、 24. 11 土 O. 47 和 10. 02 土

1. 04 ，本结果为寻找和研究植物细胞拥亡基因

提供了重要线索。

关键词: c-myc 基因 同源序列 细胞凋亡

玉米染色体原位杂交
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DETECTION OF THE SEQUNENCES HOMOLOGOUS TO 

C-MYC IN MAIZE AND THEIR CHROMOSO l\1E LOCATIONS 

VIA IN SITU HYßRIDIZATION 

N ING Shun Bin SONG Yun Chun W ANG Ling YA NG Zheng LIU Li Hua 

(Center /or Developmental ßiology. W uhan University. ~Vuhan 430072) 

AßSTRACT 

The highly conserved proto-oncogene c-myc in animals has been shown to play a central role in regulating multi­

ple developmental processes including growth. proliferation. differentiation and apoptos is. Since c-myc is highly con­
servcd. invcstigation of it in plants is warranted. In this paper. we de tected and local ized the sequences homologous to 
c-myc in maize (Zea mays L. ) via chromosome in situ hybrid ization for the first time. It showed that the signals of 

the probe corresponding to c-myc from human were detected in the long arms of the fifth and the fourth chromosomes 

and in the shor t arm of the fir s t one repeatedly. The average percentage distances from centromere to signal site were 

96.2 1 土 4 . 46.24. 11 土 0.47and 10.02 士1. 04 respectively. The results provided a valuable insight into searching for 
genes associated with apoptos is in plants . 

Key words , Cene c-myc lIomo1ogous sequence Apoptosis M aize Chromosome in situ hybridiza-
tion 

人卵黄囊造血的探讨

邢佩克韩秀32、杨4弟姊魏续仓李梅生

(陕西省人民医院血液病研究室 西安 710068) 

近年来，人们为骨髓移植和基因治疗获得

理想的细胞来源已对骨髓，外周血及脐带血中

的干/祖细胞进行了深入的研究。而对胚胎造血

的发源地一一卵黄囊造血的干/祖细胞研究，迄

今仅有关于小鼠的报道。本文就人卵黄囊造血

及造血干/祖细胞进行初步探讨。

材料 与方法

取胎龄 4 周一5 周的药物流产胚胎，经消毒后置洁

净工作台中解剖分离卵黄囊.

1.卵黄褒结构观察

用 10%福尔马林固定卵黄囊，石腊包埋后做成

4μm 组织切片，进行苏木素-伊红染色 (HE)后在光学

显微镜下观察.

2. 卵黄寰细胞印片观察

将卵黄梁切开，在玻片上直接印片，置 4'C冷丙翻

中固定半小时，彻底晾干后做瑞氏-姬姆萨染色及血红

蛋白等细胞化学染色观察 .

3. Yl'l ~黄章细胞悬液制备

将卵黄囊置于无菌培养皿中，用机械方法切碎，毛

玻璃研磨后经 5 号针头反复抽吸 3 次或加入胶原酶

(sigma) . 终浓度 1mg/rnl. 置 4'C过夜，经 RPMI 1640 

洗涤 2 次后用 Hypaque-Ficoll 分离液(比重，1. 077. 上

海〉分离，取界面层细胞，加入 IMDM 培养液 (pH ， 7 .2

一 7.4.Sigma )制备非贴壁细胞悬液.

(1)造血祖细胞体外培养 半固体培养体系为

本室常规培养体系[口。

(2) 细胞涂片观察 细胞经离心涂片机 (cy-

tospin 2 Shandon. Co)进行离心 800rprn /分 (57. 2xg) X 

1 0min.涂片经冷丙E同固定后瑞氏-姬姆萨染色.

本课题系人事部留学回国人员科技资助项目及省

卫生厅科研基金项目.
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