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流式 计量核型分析和染色体分选

陈汉源

(第一军医大学细胞生物学实验室 广州， 510515 ) 

在经典的静态细胞遗传学基础上，目前兴

起的流式计量细胞遗传学是一大进展的Z] ， 盛

行的流式计量核型分析 依据 DNA 含量、碱基

组成和着丝粒指数(CI )等特性，检测悬液中染

色体组型。进而将悬液中不同类型染色体分逃

出来[町，既便于基因作图，又可构建染色体专

一的重组 DNA 库，从而推进基因结构、 表达

和调节的研究。

、染色体的分离

从中期细胞击IJ备单个染色体悬液是流式计

量细胞遗传学的首要条 件，主要步骤如
下[4户 ， 6J:

1. 对数生长细胞。常用的单层培养细胞

有成纤维细胞株和中国仓鼠-人融合细胞株 ，还

有肿瘤细胞株。悬浮生长的有成淋巴细胞株。

2. 阻遏中期。适当的秋水仙股或长春花碱

处理，可使培养细胞停顿于分裂中期。如处理

过度会使染色体凝缩(6] 。

3. 收集中期细胞。从贴壁生辰单层细胞

中摇落接触较少的分裂细胞，其中中期细胞应

达 90 %以上。悬浮的成淋巴细胞分裂指数约

30%，经差速离心去除间期细胞， 富集中期细

胞。

4. 低惨膨胀。 75 mmol/ L KCl 处理使细

胞吸水膨胀，染色体互相散开。

5. 稳定染色体。 交链剂和嵌入剂能减

少 染色 体断裂 和粘连[1，6 ， 7]。如己二醇、

propidium iodide (PI ) (町、硫酸镜、多胶、拧

操酸的和亚硫酸销等稳定染色体原位 核
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酸( 9 ， 10 ， 1 1]。曾用醋酸固定染色休( 12] 。

6 . 撕破细胞。 去垢 剂 triton-X 100 和毛

地黄皂戒减弱质膜结构。通过注射、 涡流、 匀

浆或超声处理使细胞破裂， 释放染色体。 机械

力耍适当，足使小染色体散开，勿将大染色体
断裂[11) 。

7 . DNA 专一的荧光染色。氧离子激光发

.射 UV 360 nm 和蓝紫光 458-514 nm凹，选用

的染料。要适合激发光波长。

(1) 单染色常用澳乙绽戒 PI ， 当受 520-

540nm 激 发后， 发射 600-620 nm 橙荧

光的1 3 )。虽对不同碱基组 成 DNA 的染色无差

别， 但可与 RNA 结合， 故 在 染 色前 要 以

RNase 处理， 去除染色 体中 RNA，避免干

扰。

(2) 双染色常用 Hoecbst 33258(HO)和色

霉素 (CH ) [1 ， 13 ) ， 这不与 RNA 结合， 可用于染

色体 DNA 含量和碱基组成的双变数分析。 HO

经 UV 360 nm 激发 后，发射 440-470 nm 蓝

荧光， 这优先与富 A-T 的 DNA 区段结合， 4'-

6-二氨基-2-苯基H引睐 (DAPI)有相似的染色效

果。 CH 经 430 nm 激发后， 发射 580 nm 黄荧

光， 这优先与富:G-C 的 DNA 区段结合。光神

霉素与此染色相近[14)。至于提脱氧尿前能抑

制J HO 荧光， 而增强 CH荧光(1 5 )。纺锤霉素和

偏端每素虽无荧光，但能和 HO 竞争富 A-T的

DNA 区段I1410

8 . 保存。 加入 NaN 3 ( 最终浓度 3 mmolj 

L) 的染色体悬液可于 4 "C保存到一周，用前以

机械分散染色体， 经 35 μm 钢网过滤，去除染

色体团块。

制备的染色体要求形态正常和结构完整，

不致过度伸长或缩短，既无断裂，又不粘连，

而且各类型染色体保持原来比例不变。通常最

终得到的染色体 总 数约为最初 估计的 1-

1 0 %凹， 因 此收集的中 }~j细胞数要比预计的

增多 10-1 0 b 倍，才能满足实验所需。 要尽量

减少染色体悬液中的混 杂物， 如经 75 g 离心

3 min 可除去其中间期核。由 己 二醇或PI 分

离的染色体仍可显带， 其他分离液得到的则

否。从多股分离的染色体中抽提的 DNA 分子

量较大， 推测硫酸 钱激活细胞的内切酶，而

EDTA 和 EGTA 等整合剂使酶失活。

二、流式计量核型分析

应用流式细胞计量仪[le1 ， 将荧光染色的

染色体悬液流经标本管注入翰液中部， 两者在

细管中快速流动，由于流体力学作用 ， 标本液

压缩成约 3μm 直径细流， 使其中单个染色体

沿其长轴逐一流过喷嘴， 并受激光束照射， 发

生荧光(图 1) 。

1.单光束或单变数分析

经过单一染色的 染色体逐个通过激光束

后，发出一种荧光， 技射到光电倍增管上， 所

产生的电脉冲l与荧光强度成正比。多个染色体

的测量结果积累形成二维直方图[口，17] ， 以直

轴的染色体数目对横轴的荧光强度。含有同室

DNA 的同源染色体在一定位置形成高峰[汀 ，峰

位平均值与此型染色体 DNA 值成正比， 峰下

面积代表此类染色体的相对频率， 峰底阔度暗

示这类染色体的 DNA 均一性和仪器精密度。

峰间本底由染色体碎片和畸变染色体等混杂物

所决定。由于各种染料对碱基专一性的差异，

经过不 同 染色 的同 源染色体的峰位稍有改

变(1) 。

2. 双光束或双变数分析

经过双重染色(HO-CH) 的染色体逐个依

次通过两个激光束，分别为 360 nm 和 458 nm , 

两者相距 0.008 时，时间相隔 15μsec。 由此发

出蓝和橙两种荧光， 经过据:光片分开后， 分别

投射到两个光电倍增管上(图 2 )， 记录染色体

数目对两种荧光强度， 形成三维直方图 (~， 1 3 ) 。

峰位平均值代表此型 染色体的 DNA 含圭和/

或碱基组成。峰体积与这类染色体频率成正

比。通常以 95 %耐受椭圆显示人 24 类 型正常

染色染峰位平均值的变异范围(图 3 ) 。

3. 流式计量核型检测

院式细胞计量仪能测出 10 - 15g DNA， 约
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团 1 单光束流式法色体分选仪略图 [ l J

右侧插图为 HO 染色的中国仓鼠染色体荧光强度直方图

~卢。

图 2 双光束流式染色体分选仪光学部分略图[ 1 ].

自?

含 106邸，相当于 单个 G 带 ， fl.iJ为 1 / 2 00 0 基

因组'01"1旦人染色体 1 、 9 、 15 、 16 和 Y 的着丝

粒异染色质和 1 3一15 与 2 1-22 的垂体大小变

化较大[1 8 ] 。 染色体多态性导致峰位漂移。民I，T

多态性是遗传的， 当将受检的核型图谱与其亲

代的比较， 就可避免干扰。通常单变数分析中

峰位平均值的变 异系数 cv= 1%-2% ， 足以

辨别达到 10%DNA 含量变 化 的畸变染色
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固 3 人正常染色体峰位总窜异的统计总结l l J

椭圆显示人 24 型染色体的 95 %耐受区

域， 切面代表重复或缺失一个带的染色

体峰位的预期变化。

体[ 19 ]。其中染色体重复 和插入所产生的新峰

位移向原点远方， 缺失 的新峰位移向原点近

方，互相易位产生两个不同的新峰位，倒位并

不影响峰位。染色体数目!畸变则峰面积改变，

如三体的峰面积增加 1 / 2 ， 单体则减少 1/2 ， 其

余类推。

4 . 狭缝扫描分析

经过染色的染色体沿其长轴通过细小 (1. 3

μm)激光束，或将染色体的荧光成象在狭缝

上。沿其长轴扫描得到荧光强度曲线， 呈现出

染色体轮廓、 着丝粒位置和染色粒排列等特征

(图 4 )[勺。这曲线的总面积与染色体 DNA 值

成正比， 曲线最低点为着丝粒位置，长臂面积

/总面积为着丝粒指数(1，叫，由此认辨 染色体

结构畸变[21]。应用 DNA 总莹对 CI 的双变数

分析，能提高人染色体 1-4 的分辨率【 1 3 ， 22] 。

三、染色体分选

从流式细胞计量仪发展成染色体分选仪。

自喷嘴射出的染色体悬液形成 70μm 直径导电

细流， 进入空气中。依靠压电晶体的振动力作

倒
四
d唱
组 内气

时间

圈 4 流式计量细胞仪的狭缝扫描部分略图llJ

人染色体 1 经过狭缝扫描的荧光强度曲
线， 直棒显示着丝粒位置。

用使之断裂为微滴。 后者形成速度比单个染色

体的流速大 20 倍 ，致使每一微滴至多只含一个

染色体[ 11 。 凡符合设定参数的染色体微滴带正

电或负电， 在经过高压电 场时，向左或右偏

斜，承接于离心管或惊膜，以供生化分析或观

察。其余空白的或含非所需染色体的不带电微

滴垂直降落，没有偏斜，由中 部的负压管吸

去。应用双变数分选法，人染色体13 、 18一22

和 Y 容易单独分出 ， 比较不易选出的有 1-8

和 X，目前尚未能分选的为 9一22。这些可用

适当的中国仓鼠-人融合细胞株来完成，后者只

含所需的少数人染色体[11 ]。染色体分选纯度

取决于三: (1) 两型相邻染色体峰位的分离程

度，这取决于两者的 DNA 含量或碱基组成的

差异。 ( 2) 悬液中含 DNA 的混杂物的多弈。

(3) 分选窗的位置和光学仪器因素。通常分选

纯度可达 90% 以上。

四、基因 作图

将标记的基因 DNA 探针与选出的单型染

色体 DNA i虑膜杂交， 查明基因定位的染色体
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类型。复将探针与易位、缺失或插入等畸变染

色体 DNA 杂交， 其畸变片段位置为已知， 显

示基因定位于亚染色体区段[1， 1 9 ] 。

1. Southern 印迹法

从 3 X 10 5 平均大小的单型染色体能抽提

到 30-150ng DNA[23]，经核酸酶消化和凝胶

电泳分离后，将 DNA 片段转移到洁、膜上， 经

变性和中和后与标记基因 DNA 探针杂交 ， 结

果显示存在基因的 DNA 片段。如铁蛋白轻链

基因探针能与 5 个 DNA 片段杂 交，各位于人

染色体 X、 19 和 20 内[l 9 J 。

2. 斑点杂交法

将 3 X 104 单型染色体承接于惊膜上，内含

3-15 ng DNA，与标记 DNA 探针后 ， 显示基 '

因的染色体定位[23 ，叫。 例如丁睦醇酶-A、 B

和 C基因分别定位于 人 染色体 16 、 9 和 1 7

内 [19J。应用 t (1: 17)和 t (4:11)易位 染 色体滤

膜斑点，分别将 c-src-2 和骨 路糖原磷酸化酶

基因定位 于 17 pter 和 11 q 13-qter[23 ，叫 。 以

Yp 专一顺序探针检测到 x-x 男人的一畸变

万，由于经过 X-Y 互换，含有 Y 顺序 [叫。

3. 狭槽印迹杂交法

将 5 X 103 单型染色体的 DNA 经变性和中

和后， 加入狭槽中， 并印迹到施;膜上，和标记

探针杂交， 结果表明从人重复顺序 DNA 库分

离的两个克隆， pHuR 48 定位于 人 染色体

9 qh, pHuR 195 定位于 16 qh (h 为 异染色质

区)[叫。

五、构建染色体专一的重组 DNA 库

从单型染色体构建 DNA 库要比全基因组

DNA 库更为优越。在研究目 的上， DNA 库可

分两类[19 J : (1)由 DNA 库分离探针，用以基

因作图或测定限制性片段长度多态性， 这只需

长 1-4kb 插入体。 (2 ) 由 DNA 库分离完整

基因顺序和侧向顺序，这需长 20-40 kb 插入

体。现将美国国家实验室 的染色体专一的

DNA 库研究方案，简述如下[29] : 

1.第一期基因库研究计划

自 1982-1983 年开始构建人 24 类型染色

体， 全消化， 短插入 (2-3 kb) 的 DNA 库，现

已全部完成。应用普通双变数分选仪得到

(0. 5-1. 0) X 106 单型染色体，大约要经过 50

h， 能抽提 0 .5- 1. 0 μg DNA，高速分选仪的

效率提高十倍。经过 Hind IIT 或 EcoR 1 完全消

化后， 得到 2-3kb 片段，将此连接到噬菌体

Charon 21 的相当位置内， 经过外壳蛋白包裹

后 ， 于大肠杆菌 E. Coli LE 392 中大量繁殖，

得到 10 11 重组体 DNA 库。

2 . 第二期基因库研究计划

现从单型染色体抽提 1 μg DNA， 经内切

酶部分消化后， 构建 重组 DNA 库。 初期拟将

10-25 kb 片段插入噬菌体 Charon 40 或 GEM

11。后期拟以 34-46 kb 片 段插入装自己型质粒

Lawrist 5 或 scos 1 ， 现已建成染色体 1 9 和 Y

的重组 DNA 库。

3. 重组 DNA 库的特性

第一期建成的 DNA 库包含 104-106 独立

的重组体， 平均由单一 染色体产生 5 个重组

体， 非重组体的出现频率为 1-34%[叫。 如果

染色体来源于中国仓鼠-人融合细胞株，所建成

的 DNA 库内混杂物主要来自仓鼠染色体[29 J :

(1) 流式计量核型分析表明，人染色体分选纯

度达 70-95% [ 3 0 J O (2) 荧光标记的仓鼠或

人全基因组 DNA 探针与分选的染色体原位杂

交显示， 仓鼠染色体混杂达 3_38%[24 J 。
( 3) 噬斑杂交表明 ， 仓鼠染色体?昆杂达 5-

60%[ 24]0 (4) 以 DNA 库内单一顺序克 隆为

探针进行基因作图， 检测到库内其他染色体的

混杂约占 22% 。

摘要

流式计量细胞遗传学包括流式计量核型分

析和染色体分边。前 者根据 DNA 含量、碱基

组成和着丝粒指数等特性分析悬液中染色体组

型， 检测染色体结构和数目的畸变。后者是在

前者基础上， 将各种类型的染色体分选出来。

染色体分选纯度取决于染色体峰位分离程度，

混杂物的多寡和分边窗位置。分边出的单型染
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色体用于基因作图 或 构 建染色体专一的重组
DNA 库， 便于研究基因结构和功能。
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-啡-在沪常务理事会议纪要

1993 年 1 月 15 日下午我会在中科院上海细胞所召开了在沪常务理事会议。出席会议的有王亚辉、 左3墨客、
徐永华、 周郑， 庄孝德、 姚盒、 罗登应邀出席了会议。 会议作出以下决定 . 1 . 同意庄孝德先生、 曾弥白先生分
别辞去《实验生物学报人《细胞生物学杂志》主编职务， 由王亚辉、 左嘉客分别接任。 2 . 为适应市场经济的需要 ，
发挥科技在生产中的作用， 通过了《中国细胞生物学学会团体会员条例 (草案问 ， 吸收有关企业单位和团体为团体
会员 ， 享受索取资料、 宣传展览 、 参与举办活动、 接受技术咨询和成果转让等多种权利。 有意向的单位或愿意牵
线联系的同志请来信至上海岳阳路 320 号中罔细胞生物学学会秘书处(邮编 2000 3 1 )0 3. 推荐第二届我会青年
论文奖二等奖获得者 4 位同志、中现在罔内的 3 位作为参加 1994 年第四届中国科协青年科技奖评选 的候选人。
4 . 海峡两岸细胞生物学会议因条件尚不成熟， 暂缓筹备， 待条件成熟后再议。 5 . 我会将向澳大利亚方面索取
1994 年在悉尼举行的 APOCB 第二届大会的第一轮通知， 分发给地方学会及个人索要看。 第二轮通知则由有，意
参加会议者直接与 APOCB 第二届大会联系。(中国细胞生物学学会秘书处)
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