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已取得重大进展。抗药基因的分离成功及其产

物 p-膜糖蛋白之阐明，在抗药基因的结构与

功能研究方而已进入了一个新阶段， 且引向临

床应用之探索。本文仅就抗药细胞之选择 、 遗

传学特征、 抗药基因的顺序分析及 P一膜糖蛋

白的结构以及基因的扩增 、 表达与转移等诸方

面作了概述。对抗药基因研究之临床应用可行

性亦作了探讨。
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人类特定染色体 DNf\ 文库的建立和利用

M. A. Van Dilla , L. L.Deaven 辛苦

DNA 文库的建立放具应用于基因主位的 时.能H

芮先 {f某因何i较小的生物(如果蝇) J.j:J得到 l币，实。 向于

:ì!i)ì二米1Ji ω44 囱-就l 手I!丘陵杂交 ， ~il1的 λ 克|渥载体J;)

及体夕|、包装系统等的发展 ， 对于具有较复杂的基因组

的生物 (包括哺乳动物) 也进行了基因文j芹的建立和筛

j在工作。已经建立了人类胚胎 DNA ) r段的文阵 ， 打 分
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离出含人类 。 和| 自珠蛋白基国的克睦。 总之，这些友

展无疑为人类基因组的定位以及基因结构和表达的研

究提供了一种新的方法。

被j己隆的特;(t:::染色休 DNA 顺序的文 j在代 表全部

基因组信息的结构亚单位， 比整个基因组定位具有显

著的1优点。 复杂基因组叶 l富集某一特定部分的文库的

建立在七 1-年代末至八卡年代初已有报道。这些文库

虽然有用， f且受到种间顺序的同源性和哺乳动物

DNA 重组动力学的限制。一种更直接的方法是用经

流式分选纯化的染色休来建立特、定染色体序列文库，

其可行性已在用流式细胞分选术收集的人和咱齿类动

物特定染色体 DNA 文库的建立中被班主运。

美国 Los Alamos 和 Lawrence Livermore 附个国

家实验室关于人类特定染色体的 DNA文库的构建工

作分为两个阶段进行: 第一 阶段建立较小插入片段

(平均 4 kb 大小)的文库，第二阶段建立较大插入片段

(约 20-4 0 kb ) 的文库。本文报道的第一阶段工作的

大致步骤如图 1 0 
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图 1 用噬菌体载体 Charon 21 A 的 Hind nr 位

点和流式分选的人 18 号染色体所构慧的人
特定染色体基因文朦的大敖步骤

i主种方法用卡构建了国家兴验室基因文库规则中
的人类所特元染色体的基因文库Livevmove 利用

Charon 2 1 A (l~J Hi nd 111 克|海位点 ， Los Alamos 
用 Charon 21 A 的 E. coRI ;，'[1雀仪点。

一、流式细胞术和分海水

1. 基本原理本计划甲的一个关键步骤是用流

:r:t细胞术以极;司的准确性鉴别出人的 2.1 种染色体，

从而用流式分迫使之纯化， 以极间的纯度获得各种类

型染色休。 染色体fj 类和纯化技术在近 5-1 0 年间得

到很大的进展 ，综述较多 ， 不再赘述。双光束流式分选

的原理可见~~ 2 0 从相应细胞系有夕之分到细胞中释放

在 阳?叫楼、fí.\ 斡阪飞、 . . 'V" '-'l>"'> 

…曹器!:1飞叩飞\v///
图 2 双激光流式分i聋的基本原理图

用;要i )五将壳液压人流动室，用电动机驱动的
1m! 注射器将样品 (荧光染色的染色体悬液)

;ì=l:入到流动室中壳液的中轴线内。流动室的
底部是一个横截面为正方型的石英毛细管，
己的衣端是由于表钻石制成的丰在):1 75-30
J.tm 的圆形出口。染色体悬浪在壳浓的~rJl 心
形成一个直径为 5-10 μm 的小柱 ， 被壳?夜
携带着高速通过出口并在空气中形成一股喷

流。 经过与高频振荡器相连的压电换能器的
作用 ， 喷流成为均匀的液漓。来自两个激光
光泌的紫外束和波长为 4 58 nm 的光束分别
激发 Hoechst 3 3 25 8 和色霉素 A3 的荧光，

两个光束均聚焦在正方形石英毛细管上， 光

信号转变成放大了的电信号 ， ]1:被传送到脉
冲高度分析仪和分选系统。 如果要分边每一
种染色体性1J3 号 ) ，它的两个荧光信号就落
到预先设立的分选窗内，在台 3 号染色体的
喷流刚刚变成液滴时 ， 充电线路被打开，放

出--，个短暂的电压脉冲，使含 3 号染色体的

液滴充电。 由于计时所出现的微小误差，实
际上对三滴同时充电，充电后充电线路立即
关闭，直到下一个含 3 号染色体的液滴通过
时才重新打开。带电的液1商接着通过一个高
压电源相联的偏转板.由于液滴带电而发生

偏移进入收集容器中， 而其; t: Y丧滴 (大多数
不含染色休'-;~含不需分选的染色休)不发生
偏移进入j交液容器~1 。 现在已能对!可一-输入
样品同时分边出两种类型的染也休。
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由于两种染料对 DNA 的不同碱基组成 具有 不同的结

合优势， 使许多种染色体能被更好地区分开来 ， 因而

分选纯度提词。如 Hoechs t 33258 易于和 AT 丰富的

DNA 结合， 而色Z汪东; AJ 易子 和 GC 丰富的 DNA 结

合， 分离后的染色体同时用 Hoechst 33258 和色霉素

A3 染色并在双光荣流式细胞计上测量两者的荧光。 图

3 表示人染色体的双参数流式核型。利用此法， 许多

失型的人染色体可得到适合于分选的完全分开的峰，

尤其是较小的染色体。但是，有些峰(如 9-12 号及

更大的染色体〉却存在部分或完全重叠。对 于这种情

况就必须选择仓鼠和人的杂种细胞系。 由于在杂种细

胞中，人的大多数染色体丢失， 所需要的染色体就可

以从仓鼠染色体和剩下的人染色体中区分开来。 例如

亲本为修复缺陷的中国仓鼠卵巢细胞 突变株 (UV 20 ) 

和正常的人淋巴细胞的杂交系 UV 20 HL21-27 仅保

留了三条入染色体 : 4 号 ， 8 号 . 21 号(这由同功酶

和细胞遗传学分析可以证 实)。流式核型 表明 4 号和

8 号均可{良好地与仓鼠本 底分开，因而可以分选出

来。但 21 号峰和仓鼠本底有重叠， 不能分 选。 它可

由入的成纤维细胞中逃出。 实验表明 ， 大的染色体一

般可由杂种细胞分选， 小的则可从人成纤维细胞中逃

出。但是，许多杂种核型不稳定， 不同的杂种系核型

变化很大， 在染色体分离前的大量细胞培养过程中必

然存在所需要的染色体的丢失或重排。

士
心

双参数流式核型分析具有其固有的优点。

杂学物第 1 0 卷第 4 期

的染色体放在缓冲液中以保持其稳定性， 把这种染色

体悬液输入流式系统。 用双参数(双激光〉分选时， 用

两种与 DNA 结合的荧光染料染色。 当每个染色体通

过激光束时， 每个染色体就产生两种荧光信号 。 图 2

所示为被染色的染色体通过流式分进?计和完成物理分

选的全过程， 分选后常以几毫升收集子容器， 并冷冻

以备克隆。

2. 流式核型 ( Flow karyotyping) I 流式 细胞术

的数据通常显示为频率分布(吕p直方图)， 它代表以一

或二种荧光强度值为函数来检测的事件的数目 ， 而取

决于染色体是否被一或二种荧光染料染色。这种显示

就叫流式核型， 它和熟悉的细胞遗传学的核型类似，

是通过不同的染色方法对被鉴定 的所有的单个中期染

色体进行的一种有规则的显示。

对于某些类型的染色体， 单 参数流式核型<l:liJ用

-草I， DNA 特异性 的染料如 PI 或 Hoechst 33 2 58 染

色)显示出适合于分选的分离峰。这是很有用的， 因

为为单参数分析而设计的单光束流式分选计比为双参

数分析而设计的双光束流 式分 选计吏简单和易于操

作。 Los Alamos 小组发现某些来源于仓鼠和人杂交细

胞的入染色体可用单光束流式分选计米分逃。对某些

细胞系， 某些大的人染色体(1-8 号)也可用此法分

选。

然而，
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左因为高增益显示 9-22 号染色体峰。
右图为低增益显示所有染色体峰。
注意除了 1 4- 1 5 号和 16-17 号重叠外， 所有较小的染色体0 3一22 号 J都能很好的分辨出米。因此， 所有

这些小 (t(月2 色体都从人细胞系中分边，由于几乎所有的人细胞系的。一12 号染色i木都重叠 n~厉齐，只好用入仓鼠
杂种~ITIJ出系{放沟这些染色休 I't':J:il付I;[ () 月2 米 ììl" 1 - 2 号染色休;(1 人仓1'，.1，杂和1' ''111)阳系、 if l -jj 辨 干~ I卫好 . 冈J/t l且作为

这些染色体的米渊。

xx ) 的流式核型
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二、细胞培养、染色体分离和策色

1. 细胞系选择采用的细胞系 分别属于 Filri

三种细胞炎~t1 : 人二倍体 i茂纤维细胞、 人淋巴母细胞

和 I扣国仓鼠与人的杂种细胞。

2. 细胞大是培养 一贱用以下两种方法2

单层培养 = 人二倍休成纤维细胞用含 10%胎牛血

清(FCS ) 的 MEM-α 培液培养子 T 150 培养瓶 中 ， 置

于 37 'C 、 5 % CO，培养箱。 {专代时， 用 Puck's EDTA 

和 0 . 0 25%腆酶消化分散细胞。 将细胞一传三地传两

代(此时 细胞 Jt.处于指数生长期 ， 有丝分裂细胞最多) ，

当细胞有 60% 汇合时加入秋水仙航!族以阻断细胞在有

丝分裂期。 秋水仙敝胶的处理时间取决于细胞类型初

生长速度， 以既能获得较多的有丝分裂细胞而又不因

长时间的阻断产生过度的细胞毒性为原则 ， 如成纤维

细胞用振荡汝收集 ， 产率可达 50-90% ，每瓶能得 1x

106- 2 X 1 0 6 个。大j见模的染色体分选需要大约 108个有

丝分裂细胞 ， 民IJ苟耍 100 个 T 1 50 瓶左右培养的细胞。

悬浮培养z 中国仓鼠与人附杂种细胞用含 10%胎

牛血清 (FCS l 的MEM-α 培液培养子密 l泪搅拌瓶 内。

淋巴母细胞用 含 10-2口 %FCS 的 MEM-α 或 RPMI

16 4 0 培养于密阔的 T 15 0 培养瓶或玻璃瓶中。指数生

长期的细胞用秋水仙航胶处理 4 小时〈杂种细胞)至 12

小时(淋巴母细胞) ， 所得到的有丝分裂细胞揭数为

10-60% ， 乓!主达到 5 x 10 5 /ml 时指数为 30-35 % ，

以il 10 00 电丹培养物就叫获得 1 08 个有丝分裂细胞.

0 . 染色体的大量分离 有一 f j面 二二种方法:

①利用乙哈-Itì油缓 i'j'液稳定染色体。此法显;注

优点是在分边}Ií 染色休时丹!分 市法进行细胞遗传学鉴

屯， 因此叮直拨用分选悖品{42纯 i立检验。 但此法产生

的样品碎片较多 ， 且fJ些f!一品染 色 体 DNA 被降解 。

②利用 MgSO. 在:I; ~I J. ~ ~:~色体。把米自约 100 0 毫 ili

细胞培养物的平j 丝分裂细胞分成 20 f万 ， 每 份约含 5x

106 个细胞。将主;~ f)} ，;手品各自悬浮于 1 ml pH 8. 0 的低

渗缓冲!液 (50 mm ol / L KC1, 5 mmot/L HEPES , 10 

mmol / L MgSO.. ;) mn川10时0ωI /L 二 (if旷硫11玩;tLj苏自忘:糖自防?字D川l↑书.~ . 室温下孵孵伞

育 1川导分主

l皮『主立 /为j川0队. 2川S% ， 严市J孵育 1川U 分§钊钟4中I (低渗及去 ì:污:、亏 y址i叫4处E固旦的目的

;是足使细胞易受甘饥L械破荔裂~! )λ" 7.伫』飞JυJ后ι用 22 {气弓:J; 针头抽才打J 1一3

沙次〈使细胞1破仄裂释彤放〈出染{色2休 ， 每次抽打 ':í~~.在显微镜下

观察染色付、形态及分散fi i立 ， 抽JJ?i二单 1、分散的染色

体数里最多 Tfrj染色休ìi度伸展及因剪切力而造成的

断裂最少JJ止。

③中Ij JTj乡阪总Jι朵也i卡 ú S x 10"--- 7 x J u" 个:{-'.J ~:'. 

分裂细胞咛i加入 5 ml 40 mmoljLKCl 低渗液 4 "c - 1;;'处

理 25 分钟，再高心(100 0 r / min , 5 m in ) ，除去低渗液。

将细胞重新 法浮手~( 1 ml 冷的染色体分离液 ( 15mmol /L

Tris-HC1 , 2 mM EDTA , 0 . 5 mmol / LEGTA , 80 

mmol /L KCl , 20 mmol/ L NaCl , 14 mmol/L 自一疏基

乙醇， 0.2 mmol /L 精胶 ， 0.5 mmo1jL 亚精胶 0. 1 %

二Et8黄皂音 pH 7.2) 巾 ， 用力振荡 1 分钟后'过于冰浴巾

10 分钟。此时可取Jb做讲样品用等量的lí!真化内驼 ( PI )

(浓度为 501.Lg /ml) 染色， 在显微镜 F观察 ， ，荒肆、;液夜 i中扫μ件，扣h

包含大量分散的染色体? 很少染色体成团或)11立伸展。

这一技术的关键在于低渗处理时间、 低渗液类型以及

振蔼时间， 应根据不同的细胞类型米 i火变这些参数以

得到最佳结呆。

后两种方法在建立完全消化文库(译者注: 即较小

插八片段的文j车)时都很有效，都能适用于 多 种细胞

系， 得到的染色体样品纯度都较高z 都可用多种荧光

染料对染色体染色， 染色体水解出的 DNA 大小都适

合于较小片段的文库的建立 s 染色体在，1 "c下保存几

个月形态都很稳定。这两种方法的主要缺点是分离后

的染色体不易干用分带法进行细胞遗传分析。

4 • 染色体的染色 MgSO~ Ý去勿码的染色体用

Hoechst 33258 ( 终浓度 为 3 . 7μmol /L ) 刊色霉 素 A

(终浓度为 17 J.Lmol/L 可以至五分边前儿天染色。 测量前

10-15 分钟加入将橡i较讷 (终浓度沟 10 mmoljL ) 以提

高流式分边的分到率。

多股i去分离的染色体也用 Hoechst 33258(终浓度

为 2 . ，1μmol/L)和色Z草案 A3 (终 i农归为 62 . 5 J.Lmol / L ) 

染色。 色霉素 A3 vt':ý夜 ( 0. 5 mg/ml ) 用 MCl(ua肘's缓

冲液 CQH 7 ) 和等量的 5 mmoJ/ L MgCJ ， 溶液的混合

液自己制 ， 而 Ho_echst 33 258 贮液 (浓度')J 0 . 5 mg/ ml ) 

则用点l12水自己'， ;Hlj 。 用色霉素; A3 染色至少要在分边前

3 小时， 而j染 Hoechst 33258 则 在分边 Ijíj临时染色就

可获得最佳流式核型。

5. 峰同 性的鉴应有儿种方法可用米确定每

e个流式核型上峙的染色体米沁。，主对于杂种细胞尤

为重要， 因为其核型 1可能不辰1右 ， 可能含有仓鼠染色

体或人相仓虱染色体之间的易位 ， 从而1:J二大小和 l DNA

碱基组成上与人染色体混淆。 下面是 FIL们所采用的六
t:' 

;ftjl方法。

(1) 月i G 带 、Q 带 、 G-11 染色或 DAPI-Netropsin

染色对来自大量陪养的中期细胞进行核i~1分析 ， 叫以

阶 ìd.群体中是否存在所需要的染色休。

(2) 比较流J\; 核j_lJ Ó Y::(j忡L肖和 Ih ~反染缸体的 i只 j可i

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



第 1 0 卷常 4 期 细胞生 物 学 杂志 179 

位置 ，两者相芋 10 %以上的染色休是值得怀疑的 ， 因为

在人尖染色H; iJ ì 子lE化的匀后性(译者注 : Hil某些染缸

体个休之间的染色羌异'.tt ) 引起的大子 10% 的变化是

很少见的。 人染色体的预期位置是通过流式核型上其

它人染色体峰和1仓鼠标记染色体相比较计算出来的，

因为仓鼠标 i己染色体与正常人的 染 色休的{茸茸关系是

已知的。一个米源于人的峰也可根据这个峰是否出现

在用作杂交的企鼠亲本细胞 系的流式核型上来验证。

(3) 通过人和仓鼠的基因组 DNA 分别与来自杂

种细胞的染色休进行杂交 ， 可验证分选的染色体是荷

来源于人。 分选出来的染色休 DMA 结合于硝酸纤维

滤膜上， 用 3lp ;际 i己的 DNA 探针与之杂交， 或直接

同立于我片上 ， Jfj荧光标记的 DNA 探针与之杂交。

(4 )将所得的 DNA 克隆作基因图可判断i麦克降-是

否来 自重组的 DNA 文库。但该 法耗时且只涉及有关

染色体 DNA 顺序的很小一部分， 因之对有些染色体

的重排不敏感。

(5) 在杂交细胞中 ， 运用同功酶分析可以证明人

染色体的存在。

(6) 用分带、法也可判断「染色体峰是否同一。 f Fi用

l!:E ~主?美;去?口多胶;全 八万与口 1染色作 ;良难先带， 所以这种

IjtJ:凶 ，自放 (旦二 1;'jlf用。

有AJX町、币1 月1 时 ， 前 ?ZJ要同时用 IL种方注才能准确

地判断。例如对人仓鼠杂交%\ UV 20 HL15-3 3 来说 ，

同功酶分析表明存在 9 号 q~ 色休且无其它相似大小的

染色件， 而流式核型在ff，U坷的 9 号 tlf<最位置上却出现l两

个屹 p 用分带法证明这种杂交细胞系行在正常的手rr非

正常的 9 号染色休 $ 1等 G O JO O 个所 分选出的染色体

DNA 与标记的人和仓鼠 DNA :ìR ff分子杂交 ， 又表明

分选出的染色体大多数米源于仓鼠。所以 9 号染色体

的双l峰组成极为复杂 ， 不适宜克降 。

三、分遗

流式分选所需要的是， 通过流式细胞计筛选能产

生良好的i1íI式核型的经染色的染色体样品。 使用的仪

器是一种特殊设计的高速的双激光流式分送计号 ， 其速

度比一般流式分选计要快 20 倍。为了使克隆实验 具

有足够的 DNA，所选出的每种染色体至少要有 4 X 106 

条。 在高速分选计 1- 成纤维细胞染色体只需要学天即

可达到泣一要求 ， 而在一股份-选计上需要 9 个 工作

日。(待续)

植物细胞的大量培养技术*

森木

近年来 ， 用植物细胞培养来生产有用次生代谢产

物的研究十分活跃。但是， 多数处于实验室规模的阶

段， 工业生产规模的只有两例 ， 即最近作者等(三井石

j由化学)用 0.75 m3 培养罐培养紫草 (Lithospermwn

eryt l1 rorh iZOI1 )细胞和日东山工的用 2 m3 培养雄培养

高丽参细胞。此外， 从目前几乎没有报道有关以次生

代谢产物为口的的大量启养技术的详细研 究内 容 来

吾， 可以认为正式的大白培养技术尚未能确立。

本文系作者等将已进村的紫草细胞培养生产紫 草

宁为例 ， 以 J2.今为止的大 ht培养技术开发中所讨论的

几个基本项目为中心， 予以叙述 ， 以供今后建立大位

培养技术的研究作为主;二号。

1 . 培养基

大量培养是在液体熔养基巾将植物细胞进行悬浮

培养。植物细胞米源于从固体培养基上从植物外植体

'1:弟次郎

1之 :'J:， (l甘愈{万组织细胞。 这里必须注忌的是用于同休培

养的培养基大多采i孟子液体培养。 紫草细胞的固体培

养与液体培养可作为其巾的一例 。 用已911培养基进行

培养的情况见~l :1 、 图 2 [1 J 0 

可以看出，所有用于团体培养的培养基， 均肯~~

成次生代i射产物紫草宁 ， 而在液休培养qJ能生成紫草

宁的仅有 White 培养忌。因为在固体培养和液体培养

中细胞处于完全不同的环境， 所以 ill立大最培养技术

的第一步， 须开友在液体J白养 q ，生产次生代谢产物效

率最佳的培养基。

如作者等圣j~紫草宁生产一文 1: 1 (见细胞生物学杂

志、 Vo1 9 陆 1 p. 22→2 4)所说明 ， 详细总纠了 White

>> ::1王文译自山田 glf 三编有 植物细胞培养?二立

7岁， 1 34- 140 页，都~~讨:号 千工二/尹-1 7 千

夕 1984)
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