
第 16 卷第 1 期 细胞生物学杂志 31 

chem. Sci. . 8: 245-5 0 . 
[ 27J ßeaumelle ß . D. et a l., 1990 , J . CeU 

Bio卜， llH曰 : 1811-23. 

[ 2S J Stoorvogel W. et a卜 ， 1991 . CeU. 曰 :

417-27 . 

[2 9 ~ Hopkins C. R. et a1., 1990 , Nature. 

346: 335-9 . 
[ 30J Holtzman E ., 1989 , Lysosomes , Pl eniun 

Press , New Y 0rk & Lonclon . 

果蝇胚胎的低温保存

.拌J ~，闰成 华泽钊任禾豆

(上海机械学院低温生物工程研究室 2000 93) 

果蝇是边传学研究中有重要价值的生物材

料。从 1909 年摩尔根开始 以果蝇为材料进行

实验遗传学研究以来，边传研究用的果蝇一J直

是人J二繁殖培养的，这样不仅耗费了大量人力

物力，而且容易发生变异。生物体的低温保存

是在极低温度(- 196 0C或更低)下使生物体生

命状态暂时"中止"的技术，所以，果蝇胚胎的

低温保存， 对边传学的研究具有极其重要的意

义[IJ 。

一、果蝇胚胎的结构特点及低温保存

中的困难

果蝇胚胎(也可称为卵 ) 的壳 (卵壳 ，巳ggcase

或 chorion ) 乎IJ ßI~ Jt{膜 ( vitelline membrane )是防

止水分蒸发的极为有效的天然屏障。主~~I~的卵

壳分内外两层 z 夕|、光 (exochorion) 由松散的纤

维构成s 内先( endochorion ) 是一种网状结构 ，

它与壳内薄膜相联接，是卵的一个厚厚的支持­

层。紧挨内壳的是卵黄膜， 它是一层非晶状的

颗柏层， 在此!膜夕|、表面上附有一层蜡质物质。

这个蜡质层被认为是阻碍7](分和其它物质进出

卵的主要障碍[ZIO

果蝇胚胎对零度和零下温度的寒冷极为敏

感， 并且随发商阶段的不同而呈现不同的抵抗

力。例如，俄勒冈 R 系 P2 果蝇， 6 h 以内的

胚胎对. 0 "C的寒冷就很敏感， 在 O "C环境下 3

h 币的孵化率不足 20% ;但在随后的发育阶段 ，

其胚胎对寒冷的抵抗力就有所增强。 例如， 12 

-13 h 的胚胎在 O "C下 24 h后 ，仍有 90%的孵

化率。即使如此， 呆蝇胚胎仍怕低于-10 "C的

寒冷，如在-20 "C下保存 30 min， 存活率降到

1l %l 3 J 。

此外， 由于果蝇胚胎的外先(内外壳和卵

黄膜的通称)良好的密封性，使得甫规的低温

保存，困难重重。 常规的生物体的低温保存，无

论平衡型和非平衡型， 都要求抗冻剂渗入胚胎

内部， 并使一部分水分脱出 ， 以避免冷冻中冰

品的形成及其带来的损伤。这就挺求对果蝇胚

胎进行处理，使之别7}<.分和l 一 ·些抗冻剂具有ìlll

透性(这个过程称为惨透化处理)。

常规的但速冷却低市L保存要求样品首先与

抗冻液达到平衡， 然后使 j咨液缓慢降温到一个

中间温度 (-30-40 0C) ，通过细胞外i的夜部分结

冰而引起细胞再次脱水。如果此时胞内浆质浓

度足够大 ，在样品进入液氮时，细胞内就不会形

成冰晶。这就要求冷却]速率很低(根据水的渗

出速度而定) ， 以减少胞内的过冷度和冰晶形成

的可能性。对于果蝇胚胎而言， 这种冷却速率

要低于 0 . 5 "C /minl勺 5J。然而， 以如此低的冷却

速率冷却果蝇胚胎， 等温度降到Ij-20"C时就只

有不足 20 % 的存活率 ， iIJ-35 "C时已无一存?舌 。

其原因是在低于-10 OC的寒冷环境中的时间太

长，胚胎因无法抵抗寒冷而死亡lðJ。显蒸，采

用传统的慢速冷却注是不可能成功地保存果蝇
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胚胎的。

相比之下，玻璃化低温保存， 由于采用浓
度很高的抗冻液使细胞脱水，从而在细胞内和

细胞外抗冻液中都不会有冰晶形成， 这就允许

快速冷却。对于对寒冷极为敏感的果蝇胚胎而

言， 采用这种方案可减少低温损伤，有利于胚

胎的低温保存。事实上，目前成功的做法都边

用了玻璃化低温保存这条途径。

二、果蝇胚胎的渗透化处理方法

渗透化处理( perrnea biliza t ion )的目的是使

大量的胚胎( 10 3-10 5 个)有效地去除蜡质层，

同时还要保证胚胎的其他部分尽可能不受或少

受影响， 以便胚胎能正常地发育和孵化。 判断

渗透化处理效果的两个标准(2J是 : 1) 胚胎在

高渗溶液中质壁分离( plasmolyze)的能力，通常

用可渗透百分数表示J 2) 处理后胚 胎的存活

率，即孵化率。

目前，胚胎的渗透化处理方法主要有两种 ，

一种是美国 Steponkus 研究组的 "二步法'凹 ，

另一种是美国 Mazur 研究组的"优化法"( 7州。

从渗透化处理的去壳、去水膜和 i容蜡三大步骤

看， 这两种方法大同小异 。

Lynch 等[2 J选用俄勒冈 R 系 P 2 果蝇，的 1 2

-13h 胚胎， 用 2 .6%的次氯酸制处理 2 rnin , 

并用大量的蒸恼7.K清洗 ， 其 目的是飞去除壳外

层 ( dechoriona tion)。然后将这些胚胎 (0 . 1 5-

0.2 rnl) 转移到尼龙施网上， 用异丙醇连续冲

洗 20 s ， 以除去附于胚胎蜡质层表面的水分。

再用 n-己;皖连续冲洗 30 s 即可溶掉蜡质层，将

残留于网上的液体吸干; 并立刻用注射器洒射

任氏液 ( Ringer's solution )于胚胎上。处理过的

胚胎转移到细胞培养液(含 0 . 1% 牛 lÚL 清白蛋

白以防胚胎结块)中培养 15 min 即可(2J 。

在初期的实验中， Ly nch 等在用次氯酸制

去壳后直接加有机溶剂(n-辛炕 ， n-己皖) ， 但

效果不佳。原因是去亮后的卵表面有一层水膜 ，

而水与有机溶剂互不相溶，从而影响了有机溶

剂溶解蜡质层的效果。为此， Lynch 等在渗透

化‘程序中引入了用异丙醇冲洗这一步，异丙醇

本身不会使卵渗透化， 短时间的接触也不影响
存活率，但它可去除卵表面的水分，增加水分

与有机熔剂之间的混陆性，使得有机恪剂能有

效地溶解蜡质层。

用这种方法， Lynch等获得 80-95%的渗

透百分数和 75-90，%的孵化卒 ， 并且在 5 周内

的试验结果平均值分别为 89.6% 丰1.1 8 1. 5% 。

表 1 异丙酶-己统二步法处理后卵的

处理程斤，

米处理
、 去夕l、完

渗透化

渗透百分敏和存活率11J

渗透百分数

0 % 
0 % 

86 % (95/11 1) 

斗圣洁率

98% 082/196) 
83%010/ 118) 
82 % (231/283 ) 

注I 1) 渗透百分数指在 1 mol/L 荒草糖溶液 中的

皱缩百分数， 存活率指孵化百分数.
2) 未处理的和 仅去壳的胚胎不表现皱缩情

况。

Mazur 等的优化程序口， 8J是，将胚胎用两

张施网夹JJ)t <<三明治气 用 2 .6 %次氨酸制脱膜 ，

然后用 2 00 rnJ 水彻底清洗，残留水分也是用异

丙醇去除的，而异丙醇是通过在空气中干燥 2

mih 挥发去除的 (Mazur 等认为该步骤是关键

性的)。榕蜡是通过 将胚胎置于 n-庚炕和 0 .3

%或 0. 4% 的 1-丁醉的 混合物中处理 90 s 或

110 s 而实现的(时间及浓度都被认为是很关键

的)。最后迅速分开惊网，将胚胎置于 D 20 培

养液中洗涤(残留炕怪被证实会挥发掉)，并转

入 23-24 0C有盖培养盘与潮湿环境中孵化。

胚胎在有机溶剂中的处理时间也是极为重

要的，延长处理时间可提高渗透百分数，但却

会使存活率下降。 例如， 将处理时间从 30 s 降

到 20 s ， 渗透百分数从 91%降到 71 % ， 而存活

率提高了 1 0% 。

渗透化处理的一个主要目的是让抗冻剂能

进出胚胎。实验表明， 上述"二步法"处理后的

胚胎， 在 20"C时，与 DMSO 达到平衡的时间

小于 20 min，与 乙二醇和丙二醇的平衡时间约

为 35 ínin。相比之下， 与甘汕达到平衡的时间
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就长得多了，大于 9h。

三、抗冻处理程序

Mazur 等的做法 [8]是 ，将果蝇胚胎〈通常附

在一种路网上)、从培养液 D 20 中取出，用证;纸

吸干所带水分，随即放入 2 mol/L 乙二醇中，

胚胎朝上。由于胚胎通常漂浮，所以还要向胚

胎上面滴加 2 mOl/L 乙二醇，每次 0 .1一0.2

ml , 重复几次。 在 2 mol/L 乙二醇中保持 30

min ， 温度为 23-24 0C 。

此后，从乙二醇中取出胚胎 ，吸干液体 ，再

放入预冷至 o. "c的 8 .5mol/L乙二醇中 (通常含

10%PVP， 有时也含 6 %或 12% 的牛血清白蛋

白 ，这种榕液被称为胚胎玻璃化溶液 ) ， 同时将

0.1一0.2 ml的 8.5mol/L相同榕液滴于胚胎上 ，

并重复几次。保持 5 min 。实测样品温度为 5 "C。

在每次将胚胎从一种溶液转入另 '种溶液

时都要吸干其所带液体， 这样做的目的是防止

所带液体影响另一种溶液的浓度。

四、降温与复温程序

为了提高冷却速率，在实验前几分钟，采

用给-:- 196 0C液氮减压降温的办法 ，将液氮降温

至液固并存的状态。这种液固混合物称为泥氮

(N2-s1ush ) 。

将附有胚胎的滤网从胚胎玻璃化榕液中取

出，吸干所带液体，并迅速放入 刚制备好的

一 205 "c泥氮中;保持 20-60 s 后，将滤网迅

速移入 24"c的 0.75 mol/L照糖溶液中(用 D 20 

配制)， 10 s 后转移到含 1-2 ml 相同液的培养

皿中， 保持 2 min[8] 。

在-20一-1 50 "C温度范围内， Mazur 等测

得投入泥氮中的冷却速率为 110000 士 13000 "C

/ min(N = 14)，投入液氮中的冷却速 率为

55000 士 6000 oC / min( N = 7);从液氮中到 D 20 

藤糖溶液中的复温速率 为 120000 :t i5000 oC / 

min(N=7) 。

五、结果与讨论

1 ，抗冻处理方法与效果

受 Rall 和 Fahy [町的 启示， Steponkus 、

Mazur 两个小组 也分两步实现胚胎的抗冻处

理: 首先在室温下让胚胎与 2 mol/L 乙二醇达

到平衡;再 将获得初步抗冻的胚胎放入 8 . 5

mol/L 乙二醇中做短期抗冻。

表 2 给出 了胚胎在初步抗冻后的存活情

况。由表可见， 在室监下处理 30 min 足可使

由于抗冻液浓度而引起皱缩的胚胎恢复到正常

的体积(可简称为体积恢复) ; 另外降温到 O "C

虽可降低抗冻液毒害， 但却使渗透速度大为节

降， 表现为体积恢复所需时间成倍增加，最终

结果与室温组相当， ‘ 所以初步抗冻中的降温是

不必要的。

表 2 渗透化后的 12 h 胚胎在Z二醇中
处理后的存 活情况(8J

由

乙二醇 温度处理时间 90%胚俨 孵化率(%)
浓度 所体积恢复间一
(mO阳 (℃) (min) (ZE 绝对值 22

2. 0 23 30 16 70 :t 3 84 土 3

2. 5 23 30 24 68土 8 77 土 5

3. 0 23 30 26 59士 4 68士 8

3. 5 23 30 25 48士 8 54 士 7

2. 0 。 60 59 74 士 6 85 士 2

2. 5 。 60 59 80士 2 92 士 8

3.0 。 110 106 52士 4 60士 1

3.5 。 110 106 52士 1 60土 4

注:标准化孵化率以未渗透对照组的孵化存活率

为标准。

抗冻的第二步是用高浓度的抗冻液(玻璃

化液)处理胚胎，使胚胎内浓度大为提高，以防

冷却和复温时的冰晶形成。然而，要使胚胎内

外惨透平衡，即使在室温下也需一个多小时，

这显然是极其有害的。所以，在实验中人们根

据 Rall 和 Fahy [9 J 的做法 ， 将初步抗冻好的胚

胎放入预冷的高浓度乙二醇中做短时间的抗

冻，胚胎中的水分会大'蛊渗出，从而提高了胚

胎内的浓度。

表 3 给出了在 2 mol/L 乙二醇中处理过的

12 h 胚胎在高浓度乙二醇中的存活情况。由表

可见p浓度越高 ，存tt_至在越低 ; 7min的纯理效果
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• 3 初步抗冻过的 1 2 h 胚胎在 5 "C离浓

度乙二醇中处理后的存活情况 [ 8 )

乙二醇浓度处理时间绝对孵化率 标准化孵化率
(mol/ L) (min) (% ) (%) 

不如 3 min或 5min; 尽管5 mol/L和 6.5mol/L乙

一醉的毒害比 8. 5 mol/L 小 ，但冷却至- 200 CC 
)l] 时前者抗冻过的胚胎无一存活，所以在 8. 5

mOl/L 乙二醇中处理 5 min 的做法应用较多。

2. - 205 'C低温冷却后的存活情况

表 4 给出 了不同玻璃化低温保存方式时的

存活情况。显然 ， 1 ) 用 6.5mol/L乙二醇抗冻的

胚胎无一孵化J 2 ) 单纯用 8 . 5 mol/L乙二醇抗

冻 ， 并且冷却/复温方法不当 (直接影响冷却/复

温速率)，效果也很差 I 3 ) 用 8. 5 mol/L 乙二

醇和PVP 或 BSA 的混合液抗冻， 效果明显，并

可获得高达 54士 2 % 的发育率和 1 2 士 1% 的孵

化率。 4 ) 用液氮有时也可取得好的效果。

78土 1 0

64士 3

73 土 4

50土 9

6 1 土 5

59 ::t 3 

42 土 9

54 士 3

41 士 8

42 ::t 5 

69士 9

48士 3

59土 4

38土 8

49土 5

47 土 3

33 土 8

46 土 3

34 士 7

，10 士 4

5 . 0 

6 . 5 

3 

。
、，

D 

7 

8 . 5 3 

a 

7 

8 .5 +10% P VP 5 

9. 0 5 

9. 5 5 

注s 标准化孵化率以未抗冻的并且未渗透化的对

照组孵化率为标准.

表 4 不同玻瑞化低温保存方式下的 12 h 胚胎存活情况 (5)

乙二醇浓度 (mol/L ) 聚合物浓度 却

一
块
峭
氮块
蚓
氮氮
氧

氮
氮

氧
氮
氧

氮
氮
氧

冷
-
智
异泥
邻

异
泥
液
液
液
泥

泥
泥

液

液
、把
泥

复温

铜片
铜片

铜片

铜片

铜片

D 20 /煎糖
D 20/族糖
D 20/煎糖
D 20 /蔚糖
D 2 0 /)芳:糖
D 20 /蔚糖

D 20 jJ.号:糖

D 20 jJ.在糖

D 20 /底糕!

D 20 11鞍糖

D 20 /族精

N 发育率(% )孵化率 (%)

6. 5 。士 0

0土 0

0 

5 ::t 3 

0.7士 0 .3

9 土 2

10士 4

10 ::t 2 

17土 8

1 士 1

9
3
1
ρ
3
4
2
2
 

11'A 
。

8.5 22 士 8

21 士 4

3 6 士 5

53士 5

44 士 12

23 

4 3 士 5

54 士 2

4 8土 8

24 士 5

38土 4

4 9士 5

3 3士 8

20 % PVP 

10 % PVP 

5 % PVP 

20 % PVP 

10% PVP 

5 % PVP 

12% BSA 
6% BSA 

12% BSA 
6% BSA 

8.5 

。

8土 2

1 2 土 1

12 土 4

4 土 3

6 土 3

8

臼
2
2

2 

13 ::t 0 . 3 3 

3 5::t 2 

注2 这里"发育"包括能孵化的和发育到能显示充有空气的气管但不能孵化的.

'曼 5 冷却1:复温速率对冷却至 - 200"C的 12 h 胚胎存活率的影响【8 J

冷却速率 (OC /min) 复温速率也"C/min ) 发育率 ( %) 孵化率(%)方 式 N 

RCRW 
RCSW 
SCRW 
SCSW 

110000 120000 46土 6 10 土 3

110000 49 0 0 

74 120000 39 土 6 6 土 3

74 49 0.5土 0.5 0. 0 

O
U

F
O

。
。
户
。

注: 1) RCRW一一快速冷却/快速复也 RCSW-一快速冷却/慢速复温，

SCRW一一馒迷冷却/快速复温I SCSW一一慢速冷却/慢速复温3

jl) 本表"发育率"含义与表 4 相同，
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1且保存有重要意义的第三个因素，即胚胎的发

育阶段。

Mazur 等证实 [ 71 ， 果蝇胚胎发育阶段超过

14 h 之后， 皖炬/醇类物质的渗透化处 理效果

开始变差， 所以他们在实验中选用 12 h胚胎。

但是在研究中，他们却发现， 14-15 h 阶段的

胚胎在经历极快速冷却/复温之后 ，存活率明显

高于 12 h 胚胎。他们认为原因可能是[町， 1) 

由于乙二醇可能更有效地渗透到各部位，使发

育后期的胚胎中反玻璃化情况得到缓解 ; 2) 发

育后期的胚胎可能对少量的胚胎内冰晶具有较

强的抵抗力。 14-15 h 胚胎经历- 205'C低温

而保持较高的孵化率之机理仍在探索之中。

六、结束 语

最近， Steponkus 等人已使经过低温保存

的 12-1 5 h 阶段果蝇胚 胎孵化率提高到 49-

55% ， 并且能使 11 %的孵化幼仔发育成成年果

蝇 [ 1 0]; Mazur 等人也 报道，他们使 60一70 %

的俄勒冈 R 果蝇存活 ， 并且获得平均值为40%

的孵化幼仔发育成具有繁磕能力的成年果蝇的

好成绩[11) 。

12一15 h 阶段的 果蝇胚胎是一个含有约

50000 个细胞， 并且高度组织化 和器官化的复

杂生物体，它是低温保存中遇到的最为复杂的

有生命生物材料之一。但是， 经过近几年的不

懈努力，科学家们已经取得可喜的成绩，并探

索出了能够成功地低百L保存果蝇胚胎的方法，

剩下的问题是如何进一步提高低温保存存活率

和成年果蝇培养率。

tu 

(京
)
d骨A
U
V掌
\
』FJ咽

)I~ 
/，、W

FλT
 

物

3. 冷却/复温速率对存活率的影响

表 5 给出了冷却/复温速率对胚胎存活率

的影响情况。由农 可见，胚胎的玻璃化低植保

存要求极快的冷却/复温速率 ，并且复温速率的

影响更为明显，因为它直接关系到是否会出现

反玻璃化的不良结果。

下图显.示了复i虱速率X'J发育率和孵化率的

影响。由图可见， 复温速率的提高对胚胎存活

有十分显著的影响。

生

应 复温速率对发育/孵化率的影响

(2 mOl/ L/ 8.5 mol jL 乙二醉+ 10 % PVP 两步抗
冻，泥氨中冷却)

)胆

iõ~ 

主因

t.iI.逸.(吃/min)

第 16 卷第 1 J白

30 

却

10 

ω 

60 

40 

果蝇胚胎的低温保存是近几年国际上很热

门的研究课题， 它对遗传等学科的研究具有重

要意义，但是由于其外壳很好的防水性和自身

较差的耐寒性，使得果蝇胚胎的低温保存难度

较高。本文报道了目前比较有影响的 Steponkus

和 Mazur 这两个研究小组的研究进展， 并较为

详细地介绍了他们的研究方法、 结果以及对呆

要摘

4 . PVP 丰n BSA 的作用

尽管像 PVP 和 BSA 这样的大分子物质不

容易渗入胚胎，尤其是在 5 'C熔液中只持续 5

min á''J情况下就更不容易，但是它们对胚胎低

温保存的影响是明 显的 (表 4) 0 Mazur 等认

为[町， 它们保护胚胎的途径可能有二F 其一是

它们可能降低胚胎外玻璃态的刚性，从而降低

了应力;其二是它们提高了玻璃化液的渗透压 ，

引起胚胎大量脱水，从而提高了胚胎内的浓度 ，

使胚胎的玻璃化程度更高。

5. 胚胎发 育阶段对低温保存的影响

在渗透化处理和冷却/复温速率 这两个重

要因素之外，研究人员还发现了对果蝇胚胎低
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蝇胚胎的低混保存有重要影响的因素。
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第三届细胞核的结构、功能与进化会议在昆明召开

中同细胞生物学学会染色体专业委员会与云南省细胞生物学学会联合召开的第三届细胞核的结构、 功能与进

化学术讨论会于 1993 年 1 1 月 22-23 日在昆明举行。 会议共收到论文~39 篇 ， 内容包括进化细胞生物学、进化分

子生物学、 动植物的核型进化、 细胞周期的基因调控g 细胞生物学技术、 肿瘤细胞生物学、 盘子生物学等各个方

面u 、 与会者的人， 分别来自北京、 上海、 工民春、 广州及昆明。

会上李培·炎首先就 1990 年以来国际上在 组蛋白起源问题上的重大突破作了分析。接着张尚宏教授〈中山大

学〉作了关于核 DNA 重复序列的起源问题的报告。两个报告引起了写会者极大的兴趣。

在动植物的核型进化研究上， 梁汉兴、 顾志健(昆朋植物所) 、 王在芳 ( 昆明动物所)等同志的报告显示了我国

细胞学家的深厚功底。汪旭(云南师大〉利用抗着丝粒蛋白抗血清区分来自染色体断片与来自滞后染色体的微核，

在细胞遗传学技术上是很有价值的。刘爱华、 刘瑞清(昆明动物所)分别介绍了以当前最先进的技术建立珍稀动物

淋巴细胞株和从被污染的细胞株中清除支原体的成功经验。 邓启铜(中山大学)介绍了他建立异附加系的新方法。

博士研究生吴传芬(北师大)介绍了关于对着丝粒蛋白的起源问题所作的系统研究。 这些都得到了与会者的重视。

本届会议一个突出的方面是昆明动物所的进化细胞生物学实验室对目前所知的最原始生物一一源真核生物

(arch ezoa)贾第虫细胞核所作的一系列研究。戴嘉陵等在国际上首次指出贾第虫的核中已经有了核骨架， 虽则还, 
没有核纤层。这意味着核骨架是细胞核内最古老和最重要的结构成分之一， 其起源看来可追溯到真核细胞的原核

祖先那里， 而核纤层的发生则显然-是真核细胞进化形战以后的事。 博士生吴刚等对贾第虫组蛋白所作的检查在国

际上首次发现源真核生物已经有了五种组蛋白，这意味着也需要把 4 种核小体组蛋白从其同祖先分子的分化追溯

到其核细胞的原核祀先那里去。 其与产甲炕杆菌体内的组蛋白系统相关蛋白 (histone-related protein ) HMt 已经

有所分化(992)正相吻合。有关贾第虫的着丝粒蛋白的检查在国际上首次表明 ， 源真核生物已经具有保守性极强

的几种莉丝粒蛋白 ， 而且这几种蛋白在几种原细菌和其细菌体内就已经有了端倪(吴传芬等)。

这次会议另一项突出的报道是博士研究生文建凡( 昆明动物所)等在改进了组蛋白的抽提方法， 彻底排除了蛋

白水解酶起作用的可能性以后， 发现两种涡鞭毛虫(甲藻)一一尖尾藻和一种动物共生甲藻实际上都具有多种染色

质碱性蛋白 ， 而不是只有一、 两种。这不仅纠正了过去的有关报道， 而且意味着国际上过去的许多有关报道可能

都需要重新进行核查。
拿 (中国科学院昆明动物所李靖炎〉
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