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后其效价仅下降Jí. 5 ~ J倍。，'(据统 i，i'纱 d 们小' Hinol' lIT '1乙1.1 I 削Ame .rkan ， T y;pe Cultu.re Collect ion) , Rockv i1le , 

立的文Wljl 不J' 1 0 个 {L: _. q:' l.þ放价降低，仁宇1 ] 5 f户'1 另 - .MD ， 用法1R1.1!~端民用保右。

一个文库( 4 号 )大约|士降 9 f占/年。 ， 五、文库的状况和利用
然而， 此法保存的 6 号 、 13' 号 、 1 7 号 nty 等四 川 1. 文库的状况s 表 2 和~ 3 l'立 的了 19 8 6 年 4 月

，、

个由 Hind][ 构建的文库以及 7 个 ftl Eco RI 构建的文 e 川止两个实验室建立的较小插入片段的立库的特征1 ， 包

庄J效何能桦r~j子 1 0庐/哇， 主原剧性÷ 括以下几方@:
楚。用第一种或第三种方法米保右è 13 号 、 17 号和 y (1) 用于文库构建的细胞系和分远的染色体号z

文库 ， 8 个月后放价仅降低7约 2 {~，:<(~， 3 .1\1; /伊 ) d' 这 ! 穷选j页喝 。 归

样看和萨 t币 U.'ifl保存可防止文库而非l二大 1lLI 度降低。 I ..' (2)' 陶建丈库时JíJí有 íi~ 包装反应 ( packaging rea-

Hind][构建的文问:有九个非常大， ;~~11 -1 求扩增fJi1原初

包装的重组 DNA 先 fff瓦仿噬商{木桥释级 ;rl' ;夜r!14 0C

下保存1r 随后转移~，; - 80 'C7 %二甲主l; ïJlZ佩巾 ， 7- 12 

月份(4"c下保存至 6 个月' ) rfl它们的效价维持在最初

的水平J茬子上口IÎí(，j 观察 ， 我们打扣推.f~扫扭洞测i!l川i才!干V平引1.汀:习才板及 z到裂习 U々I仰V衍J物 i巾11 í的!山甘
杂质一7尤t

用 Csdl z \给密阿传f 才梯弟皮冉C 、 i陆去μ乡纯u化ζj浓农的纠缩百 了 10矿U斗牛、 Hind 班 文
库l咋f叫I忏叩叫fi叫i气14个(约 i二r俨;r沪F尸) 。 简娶护骤寻2\.aJj{Hj 京乙烯乙歹醉
沉i淀定 I哝暗菌{休尔 ， 乎Qjfktl: 浮于少3茸的东乙烯乙二哥1 1Í 1 ， CsCI 2

梯度离心王平舟， jj'，ti业Ij文如iI f\\Î_于共有小儿 :义和大片

段的吨萨i休 ， iJ 'rì ;j'正在二币下!阳j'. n进一步 141 测 中。

Eco RI; 'iî立的 17 号:吃 IA~ W.问怦用 <;SC1，梯1':':离心法约

化浓缩。

1 9-8 6 年 2 月 而自由U文库已被转秒 }'!j ATCC ( the 

、.

fl 
} { 

毡
， " 1; • 

正btion) 。

(3) 未扩晴的包装反应 。

c。 用平阪裂解'Í?JJ表示的扩增文库。

(5 ) 部分 Fij CsCI 2 梯度约化的字版裂解物。

2. 利用 3 一膛的科研机构 ， 无论国内因外， 均
可获得这些文库。从 19 86 年 2 月起 ， 近 1200 份文库

苹送到约与00 千用内外实可是室。贮歧和fì~售已移交给
A7cc， Rockv11le ， MD， 贮践自 Division of Reso

urces , N. J. H ←k背 ， 已 把来自 Li vermo.re 有 1 Los 

Alamos 的文库储备冷冻于液氮r~1 保存，经营销信 业

务， j1 恪守用户的反馈信息收集起米Jí:输入歪IJ Itï]→股科

研机构开放的信 臣、数据库 fFI 。

何农J部 ~[己云 杨主干，休摘译自 Biotechno，logy

.:'f1 .! 卷 ( 19 86 年 ìp ;;:i7-5G2 1:1毛织内战

J>' 

-
f . -‘ 

植物组织培养中的变异*
H、.~， • I 

二非 J 奥.布大西异

, 1 植物的m养组织在形状J 色深( Q协恒啊'主股东l备军l'

t!二状均富有变坪。这J"I;变界大致是宝:生理的 、 后生的

(Ep~gene t ic )及遗传的支配巾。 ，j)可两者咒要是在闪发

生改变 ， :;可遗传的变fff 则起闪于基因 f! ;染色休的 号去'

化。弄清培养细胞发生边传的变JRt程 i斐 ， 了解其细胞

的特征是很需要的让 '仍是光凭能观察到的性状 ， 耍弄

清您这一点是很困难的 。 '网此J观察刑守主色休T"，. JDNA

J二支主UYJ /l'f化就 [R ï扫 习EL J eJ J }f h i} 

本坟棋?先叙述 .ì.YUf.;细胞染色体的功法，1 吮f击'就作

为基因末身的小;坏状 DNA' fF.悄养细胞中出现及其 l观

察方法吁以·说明。 白，- j ( 

,: • . 
J I 斥: 寿夫

1. .~黯色体/‘

细胞在一定周期进行介裂增殖。在其核细胞分裂

周期中有丝分裂期 ， 核内 染色质浓缩形成染色休。 每

斗·物Fi 1 染色休的数H和形状原则上是同定的。体细胞

!吗染包体数以 2 比 表示 ， 例如水F曰 '19 2 tJ ， 玉米为 20 0
形态 I~. 以 ?有丝分裂 rl1期的染色休Jr:;状 、 7吕丝校的位置

咛 牛'j .'.'5. i~:1;研究 ， 物种特有的形态多数己有记载[ 2 ] 。

· 术文 f高译自 111 Æ1 G汪之编著 (19 84 年 ) "植物细胞
t飞养?二二J. 7 )t. 叫吉 109~1 21 页 。 ~í\}ì炎社号千

' 飞丰巳> 尹 -( 7 -( 夕 。
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通常用伸Jt~良好 (lsHUJ二进行观察， iA1 ;15fd￡细胞分裂
f民活跃 ， 〉J于吉、 i'j4支 J(!0:1' 明 1r~ 色体分裂才! |。 1

{求扣;己手j' I':(J Jhi.Jil, j,; r~细胞]'I(j ~f~ 也 仆 J;<Z fl f!:形态

均有变抖 (仰! ItrJ [3-5 10 1 主iM: ， 为了lI :iifil/~'~;' ~战到i 内
怕况， 必须圳察 32个细胞。手!I月]恨尖细胞观察~).~色体

丰[1 1司 ， 也采用分~p~ d_i: 1，{~3': llJ 叫 (I(J 州 )f~!il!1归。 →W~Jf'i ' ~I卡:'1l1

j白了I~对数咱也叫分裂旺:如Zß i义取这 n,j' ji?J'I1<.J细胞米
ill行观察。 但;让对生生j将殖 t~ j时的染包体情况随{!I、 i式材

料 、 i主11 1'的 ~rn)J包 llt 、 j古养温w 等条1' 1 而白所变动。 !J
此， 以先γnjll~各个"料的 r4~ lC~' 休'情讥是1l~ ~r3:耍的 J 时

|t i以述培养细胞必色体 1:%练的较为J-~体的跺 fl ' 前i， f~; 。

A . 染缸ilx.lÌ (j 内已1; 1] <J ' .i 

1) Schif f ìÁ 市1)
(，飞^抖。

①百 200 ml :)，~饱水庄 500 ml ::，-~， fij能内煮沸， 后
热Jm入 1 比!剧升:I~占 主t: ì: ，\合 1斤 ， 再加热数ÝJ ~' i ' o ' @' 此
1，言'伍'流水 rlìì'令 _l:'!i引水池， 加入 20 ml '1 N 盐酸 ，再加入

1 克 K ，S ，Os 说什。 ③三角ffli LJ用位挝密封住j水 f予中
贮存 1~ 小H、j 0 1/ II!'、:乙二日 (:'0液体透明 ， 旦底，;ij:驻巴h~ '

i立j.~‘ 臼。 1Jï川、 1 克 i，忏生 Jj~ ‘ 搅拌 5 分钟 。 在J 拙!以u

il.~ ， i:[tt y-ei_装入产;、色瓶内 ， 生运纣Jj=-j 比'右;于冰j骂。 宁主此江;

自己;!J IJ的液 F壮大致)L臼透明 ， ;in~公里诛红包， ftiAmyl 
能力恨{因而长青l~使用。

2) 自古阪j也仅扛

① 将 5印0 111川，11 ::;ο tο川1川川川J仁川:斗耐i

力加H入 15克让j地也衣 纠;混昆台。 ②)注入作为1ft，石的 ?包沫1ft片 ，
在 jDl }li; '~ 迦li指令刷品 ( Dimfoth Condenser) J二I:i丁子，!!;

有吁变温的 l也炉上边~/;L 2→3 小时。@冷;1:11 JiS ;'.t ~;虑 ，

可也主i~下{呆了子。

B . 试验 f/J iGJ.(i'.J处迎

的前'欠1 ，叹 : 前5zt殡仪有丝分裂停止在中只厅， 1 [2;1 染

色体发生收缩大多了;E观察到形态良好的染色休。处Jill

)j ì去虫I11 、 2

1 ) 冷水处也. 将 ~~I 胞(约 30 0 mg )放入已 I~J ~~2:、泪

水的悻品管τ|二1 ， JA 封。 在足:51的冰水rI' "布置 2 .1 小 HJ 。

2 ) 秋水 f山东处1阻。和 1) 等民的细 胞 嵌入台

0 . 025---0.2 5%秋水 (tÜ?在水溶液中， 干2黑暗中静~1!1， 2~ 

6 Ij 、 IHo

3) 8-控基|哎 I~件处JÆ : fr 2 mlTIol j L 3王盐1击时中水;在 i

液中处理 2-6 小时。

前处Jf~ I'I'J l,l lè: ~: l'吁:随 ìr~ß合材料而异， 建议用不间

的处朋方泣;;ilH-J ì.Á1卦。 药品柑别是秋水仙三七'容易引起

染色体的异常收缩" ló~ilit顿考虑处汩的浓 j安平rlflJfll) 。

此夕1" 细胞 kJ l)( iÝJ 1,;; 01. -i' , 须近n战Ll-:.处凶险.促进2号

浏阳细胞|叫隙 i多淫。供试材料乡的情况下， J与在小抵

)',' 1二用铅笔编上乏民统 L) i j!!J , I) ，f日~ {J条不素的))Ý_入H
r J :~仇.

11L1 6 0 

f )， 固足俘1)保古'" I IiJ处出i咪J.~' ， 材品管内剧本!订

牛p浓恒除去。:自) Formal ~夜 ( 3 份{牛识乙iW十 1 1JÌ f{~ 

HJ，冰~::'i~主 ) jjrì入 i州市材料lj，l 进行 回应。为 使国迄充分

''']' :(1 冰库中 jjJr..且一夜， 此后快入 70% 乙晖， 在冰W'-I~

贮存。

C. 染色

a) 水解 : 1:1-1 丁 c ;](解处 J)，Jii史纠IJJJ包 W(o/与阳县 -.f 1二b: 汁 。

If口 n 牛;户'f8啥fV占去ψ， 41J句乒巳》Jj i铲1) 丰华iM4
HHFω1gen)技法f屿反辱民法l':!. ~f 1.:~ 鱼撒 11"- f'íl )~，; Ji 门、 :

1 ) 将 - 礼I;j‘保{J. I对试 fil)材料段入己力11 1 mol jL盐

酸1'10 1"(;时J l |1 ， 72Ljd走出j 万'， 3~' 'fil'。 、
J Z) \hl 来乙Ú~(~ty r~1)薄板上jfJ二当!mu、叫 :咒
H ， \I干rH J，吊;\固 '飞。:f面入的 i采 !交 1 ~)， 1':'. fJ\( -f白t见'i式出斗-1' 1ι;

二iPL A将叫:314JQ℃州:(I -j -1 咛tTI 6，气J O 分;41 ;'f h 

细胞。甘tdpif21T1;阪iHH?ci l )飞 i :jìlJ jflj ~言， 少 有些 主.

声: i1须飞J矿Y Í!W民i占AUijl下l IU F ji川出志在 riSJJü:rr ':::.t
1 ,'" I ~ V ;. ) ~叮 i 句句'叫 1" ln , 

:' ，~ lii)使且也反 j，;j'附伍。 二

b ) 水洗， ;j，4i二弘41'ιi斟坐除 l、战殷 ， 出去 <t~拍

/J( ( ;; J I:::唬!好。 豆、少执 /长吁次 ， 光);' ïJ二洗。 细胞ljiJt lrl甘

情况下 ， '."将!; ~tε品行 triai娅j_~ 1工!).优 UJ细胞间 I)jit '-l，~~ ，i:l~ 

余垃 I'í!，: 。
。 ... 

r 民SEγ官巴♂1古训:171您fl'l 水 仆 ~ "~ }J ~l j'\.; Sèh:ifr i.-:\ ,í' iJ 
a 肉'1 .;'

1).挝j工 H ;fj!jj !二:于汉泊 !tjJJc呈LF监;Jo ;去分钊'jli>b U~ 
~ <')( ， {J~ 川!， T;Y ,_ :t~ 去

色 ， 细胞回 ';)' 1-:J (1ω :j}( ijf呐古城、 哺抖抖~I分及先尘

/(~ t~i 色主11分。 tl~染 ;ill分乡、Î-J :， 丁 状 j戊汁主达 iFJ组织， 元

分裂仙。

、d) 观察 : I ~H ')! '，'\!、

, 1 ) 用计失挑11义少直深号~~II :5} );习时 H甘 j戈 色部 分 ， -

直气p"&如此片 1'， 0 l' 

2) 试与合材在1.上加一 il药 l引故地衣红， 二丘上盖)110十L
3 ) 用肖1]尖竹快 jÌrilj.~iì)在 l:i rí~片 u圣 dp皮细胞散开。

此时试恰材 料立11 :{'Ú状敞开11S多是k小斗欲 、 权大的小

形细胞， 其 " jJI'J找到纣的 jJ裂韧。 』反之 ， 分吕立不庚的

则分型中H 少， )~;_ ，;iliil换用新的 i式的才ho t 咛 :1 '
rj ， 轩在随的肝显微镜 Iy~%([而↑击沉-↑J ， 将细胞 分散
王IJ丑不重叠的 fÆ度 ， ~rJ 作J MiJ ì人知裂相的大致位白。

5 jllit{坡j乍 ! :1:1. 1:1. ï的氏 ， 1\皮去多余的地次红， !大 、

}r5 :{:: iù: HUu用拇jfi力nJ王佼染色体分散 (注意 求别掰
t蚊j斗)后镜怜。使用价1 ~竞 (1 00 f~nl:)，前茹饺片jlLl}~B 't:- ' 
m拍叩灿封!因 J !

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



细胞 生 物 学杂志 19 89 年在。

图 1 目本黄!连培养细胞有丝分裂导站i形态，
31.染色体，标尺为 20μm ( 口

的如果细胞内蓄积大果在粉致使观察困难， 可

将染色j甫的试验材料科品官移入水中加热即沸ft1 ' 淀
粉范i t!jJ1iJ住泊失。

7) 拍摄照片 IH，光源应)Jl1拟色iFTGjf ， ‘ 使用微

粒拷贝软片。j_i查供 i式材料 正常染色体数时， ï'1参考

有花植物的染色图谱 (Chromosome atlas of flowcring 

plant eds Dar1 ington & Wylie)等书。

旬
'
E
E
Z

ltO 

N'四附

图 2 日本黄连培养细胞的集色体徽蛮雾，
N 为观察细胞戴

因 1 为作者 ;写在(tJHl:主川保存的小集碱日'产的日

本黄连(Coptis japolûe ;)， 月= 18) H}养细胞中期染色形

态的→个例子。这…细胞材、共 自从三倍体到四倍体的

连毛1<变异(国 2 ), 显示了过 一 J~'~' }~细胞染色体数变异

的一个方面。 另一为‘函 ， 在观察染色体数的同时，也

应研究染色体的构造， 这对研究j手;养细胞的遗传变异

是很重要的。为此，必须在常规核况以外用 Giemsa ~~. 

染色法对染色体进行观察。 、ji

2. 1)、环状 DNA

对高等生物小环状 DNA擎的研究 " l~n， 年 Slllith

等首先作了详细的报道[ 6 ] ， 至今已确认在类人猿、

人、 小鼠、 鸡等多数动物的细胞中存年。 Smith 等在

HeLa 细胞对数增殖期的细胞 " H发现在细胞质内 含有

小环拭 DNA

小J环小利才状犬 DNA 者都F是 O . 2~且川0 1μIm l的构 扩不; j均与 d什~Ij自的}丑川(J5匀j、 子 ， 显示

出具似米源于尿布 (i(j核 DNA o JiU .; 交在肖~..动物 I:I~ 又

有小]不状 DNA .~云j妇 1 J:l1 li 、 j 竹、化 [ 71 、 哀老 [81 、 忖 \i~基 11;1

(10复制 [ 9 1 、 抖i移 li、 j .I IOI 一马 :有·关的令人!吉a兴岖的 Îfz!~;- 0 

JJ … 刃 而| λJ '!~ :i :~; 任i物 ì ..要与马 /r;'L{在 :( 1 关的在因主tl DN~

!'i 0备利1 备占μ10;斗 多 ιi、 ;j)~ DNA 旦、用的状态;)土币一止};- .ìU: Tj

了研究l川。 i主令， 植物细胞 j，'.jλ线被休jU外的小环状

DNA 的 j民主:?_ ， 最近作在等认为了士植物培养拙 j也 )jz 日 f

内细胞的核!(~存ι有小环状 DNAií(j可能性 l 12l e 

;1民件的小环:j)之 DNA 作 J-:i {i)UI:对立11才注回难之}，'工 ，

在于细胞内小r"f;状 DNA il(J放;同极微( )/效的况下 1茧，tj

DNA 量的 0.0 2 % 以下 )或不古'在， 从大量细胞 ( J. 0 9个

以上)提取 DNA ， 小环:犬 DNA 的分离 、 Nd匕须用繁

琐的挥作。l ' 本文介绍的是能从少应细胞中{J'.)?/.IH问检

出这样小环状 DNA 的 也子显饭碗水。 过- ' 7'J i去柏; } J 

i云t过-压碎吸着?去 ( 1飞j u i主， 一方法最;讪是 l:J i认:;U结杆菌m

简单方法检出所 含1IJU斗.:iiú开发出来的 II H，此后山山等

为观察动物细胞内小:f1~状 DNA líü .1J~1ι! 议 良 I 1 5J。这一

方法大致是将如禹的钢胞在L>，'母片_IJ民畔， 云划 j守将

细胞内 DNA 吸 i1r:i后 ， 用1'. 1 全斗9:影俭出 Ij、、 i习、状 DNAo

;主里介绍的是根据山;在等方法 ， Jí二指出iE片j f植物细

胞应注意的 李项。

: 存 i 三母:压碎i民右 j去

fli :1可通 "Ä~'所片才方法儿L阳 iI 0 

1) 植物~lij)J也 ;二动物不同的元;共:白-坚 l茧的细胞或 .

用以后叙述的机械力lEi波是图在的 ， J:J 此必;j)~ 用 自远处

理iru胞产生际生B1f十二。或者月j细胞分部分离泣， 预先

将细胞内细胞器分出米， 以此作为试验材料。 后一种

情况下操作梢麻烦一些， 但其优点是能同时决走小环

状 DNA 所在部位。分 í-t.s l民丰民 il，_t生细 )j i;l 5J- ð~ 5-:r高 jJ (J 7J

法， 此处从路。

2 ) 培养JHUj怕水奴1rì;]， ìiJ入 !_:，j}比 ill二'大小的 石

出此 ， 紧密附着。石灿上月1肉 _l. [ 0 jtl (i甘觅族情水， 注

入)引 i Jìl的试验材料。 :l)rR卦:l~l i+: 、 (;jj 闪出的 i~' i5G -F, 

注入最多、 u.tl 的浓!立调整到 10 6 个ImI 的悬液。1 斗口在二

线粒体、 叶绿体的情况 f ， 应调节JD:宜的注:入量。此

时如加入过多的试验材抖' . 则后面权洼的1议院从云母:

片上剥;-rs 困难 ，因此必须注 出:。将细胞内小声宫灯l 作试

验材料的情况下 ，分离的纯度也有影响。此外，重要的

50~200 个小环状 DNA ， 又1:t.恒定期用蛋 白鼠 合成 . 合 )[1:.处所谓"小环状 DNA'不包括祸得等 外 来 的

抑制剂放线菌酣(Cyclohex.imide)处理的细胞 w 发现 小环，~犬 D~Ao
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1I! !I -1 D z，;. f导I王"咂 曾，1

弘 译者注 剥离的碳黯易将附子烧杯壁， ~F究黯
固氮Z烯割的容器，可避免此缺陷

;2: i式 !~，: ， H l! (I:J X;、法 '1 川、 tì~ 占有 Mg叶 > 0 ，{于 (:dk mmol/L

C!._l(j~ Mg~ ' IjJ, DNA 仙于JU片之间形成桥， 1以;画，1 ，"

牛ifJ平的 DNA ， ';Jj时+.F f:;犬 DNA (i川龟山。 Mg2+ 存在

时， ' DNase 的 i，!i1问， j曾尚 ，从这一点考虑 ， 也不能不防止

Mg:tT的渗入。作苗等在悬液1.11 ，原!t.liF体用 O . G ll101/ L 

tl ft￥晖， 分离的核 jTl lo mlno11L TEI;一aqetate、 。 . 1
mol/L 玲:慌，川、 rjj 1/30 mol/仨蹒殷缓冲浪 ， 0. 1 mo.l/ L 

M、糖。 十R挝上 ;主情况，本-;j讼 J!~所'内最低限度的iW}jill

j;x是 106/m1 x 1μJ = 1 ')(} 0 个。

J) :V:]. 1 ^ 0 • ~ cm 云时 jfp引 F， 'j工费)HI~Hfi 上放

置且，; 2) J]!i 自己 ;ll山川 ~lBm丑恶、 il:Z 。 识 时片 (E/史JtJ 'tìö 才 ?~JF ，

Ðrn时) Jj州的好的二J义该~'(Jli入云母片的民1(，后， 而力

II.IJ I列 !Yilj J反开。

的将极子fi号按在云 i寻片J二·在 去 巧j十它留 F 银
子的痕迹。 几秒钟J， í取下慑子，放骂~ 3 0秒钟。这时云

-L:J: ) 'ï fi 1石阶之间封了f气泡， 则向绍，绍;用A~.爱二fí1二重压 30秒

钟 ， m 过 一操作使细胞破坏， 1 内容物在云旬 H- J- 锦i

j民。 DNA 与云叮·片均有?有 ~l!.荷， I以|种阴难。 与 蛋白

)!TmU引y物所形成豆ff休 !'I\J/J '、 DNA 分子形成的同己 休

(Ligalld ) WâlU句' ú: '-~ [ :J片

31 

一一一一一一一一一一一 - 一一 一…_.冒一一

5) ， 的用小馁子夹住云 }、j:)忏I(J 斗，111 ， 短时间 !.k

.ì先后在 1 mol/ L NaCl 巾将小馆子J 下移功;21洗数秒 ，

洗去残留的蛋白质，用茶馆水除l~ NaCL 再将云{~:)寺

置于新的重燕馆i水中泡 1 小时， 水 {jto
很

7) 1 小时)M ， ' 用 99 ; 5% 乙自tzl见水 10 沙 '~'I' ， );\ì, 

乾。 ., 

的用在i金投影， 随之j日以~~尽 i~j 经:!íiJ ~ 详 细 情况

参考有关书糕lM， 17] 。 :将降云叼

油较好。

9ω) y用目才小\摄子夹{住主云母j川片1干4的 →→』;;h 「门刑1门!剪刀剪 j去斗 )间司

|旧且 1~2 r归nm丑。然后自断rfti将云f:j 片~;，!拍入旅馆水中，

以膜i}芋，于水ïHi。剪去周围三雨，以Ji莫顺利地站离。 J [七

Ilj 虫口的)Yr述， J. ls !i) 细胞需过多， f)!IJ 破Jj扫射予困难。 此

!可转芸 }可夫在古 mOI/L ];主主 l 扫 注~~ J 、1ìJ， 以分解不可
雯的蛋白质成分"促进复创膜的剥离。 但是这样强制

剥离完成的样品， 附着较多蛋白照一类 1~分子物质，

xg 以获得良好的山子显微镜图像。 !可能的话， 从头重

点JI ll川作为佳。

10) 用铜flJ~ /1 0 0 月的网，路'取以膜。筛倒李先用 Iλj 

E网球 水处理易于捞取。用i皮43:擦净j{i}(cyrrìowipe- out) 

I~]' ):;假子， 筛网上残余过T，~水分及ßm网襄侧周悔!多. ;j~

(I~ f谈肢， 用 电子显微镜观察。 ‘哺

作者 之;d事;是;第 8 )项步骤!， )甘 i年到;及附:民宦 (JHlE

挝、 日本 1虱子丰上'~ti ) ，/ 迄今所用 l时问为 2~3小时， )ijî 

月j 设备未发生问题i 整个操作过程到电子里做镜观华

为止约需半天时间。

B . 运用的事例与考察

作者等在数种植物细胞内小吉普宫中观察 了运用水

洁的小环状 DNAo 以小麦培养细胞游离核的 分、 部 为

Wû。因 4 是其核分部的照片。 将收以 106 个/丐l 浓度

忌派在 1/30 11101/1 磷酸缓冲液(pH7.0) ， 其l书 1 μI 用

水方在刑察，检查出各种长度的小刚之 DNA(回 5 :) , 
品 会尊

~) 5 的 b、心、 f先可见大的蛋白质怦物股附着。 a、 b
矶、

是显示十年上u话::;' (1甘 1 ~lm(与310oh) 以下 (JÇ_) ;汗" 几
叫，".P' " ~，，'咕ff y 廿~~~可领在 叫

个川的小环状 DNA -t唱军hfJi东三呗最)~ 3i- 'j 

~'i}l 9 • 5' I!lJl 0 • cj w 0, M示唱和二。拮显现. .ij:] '，)布特;青形航的

小环状 DNA。 、 n' ri 

1 这种云fL; 以 1;位!I~(旨法;3j，~ -f"'Î. !/1甘小坏;!)~ DNA , 是作

为主飞价闭 合 〕rc i不 DNA (cccDN八 ， cQvalcnt closed 

circular DNA)在纽IjJ时内存，f七 · 或是线状的 DNA rll 

蛋白民主1f ::[j、A ïiTI )]'~ -'}) fì;状， hitmw问问。 今川
47Jjf严 D以有必川L 步采川来lk|JUJaJJi三分iJí- , 
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~~ 细 胞生物学杂志 非
斗，

图 4 从小麦培养细胞分离的核分部的相差呈献锻摄影

分布， 认丰是走_ ..~寸j火归阳州吃勺U川i'怕队'1

子多数是 :咋飞沪 cc∞cDN川J川^ I~年μ正吉细i川H胞内 y布，子h圣f1征川t仨 11的l山让U。 韦%刘J'. {作乍者

:岑于从从.\剧草!川!川!「-肉兰细|川H!胞血十核炙6扑〉γ合际肖岸尚j 物依掘掘. 巳白1 1'阮3让r-CsCαl 峦 j皮主梯l应应主主-

;肉与讪注心、}一j川l
咱院

试制JÎ:;j~细胞、 |叶 l勾细他的核分离物内 i金山的小

坏:1犬 DNA j;J， Îr' 么1'(:1'1<.1形式 {f 缸 ， 1'(反 !主 ~~分子具手f

什在n吉它等等是今后的朋冗 iìf~ jJ币1 0

(周朱仁ì'~ ， j可郑校)

图 5 云每压碎吸附?去检出的小辈分离核的
小环状 DNA (标尺为 '0. 5 归m)

a O.63 !1m , b O.四 11m ， c ".29μm ，' d '3.36 !1n , 

e 4:0 36μm ， f 3.58μm 11 

的'右 ↑占 u~下利用 已有的 cccDNA 分析技术， 后者须用

蛋白质与 DNA 形成复合体保持原样状态的处理枝干。

元于这 一，心， iJ I i; ! ~~:以 H巳La ~il1 Jj包 、 小鼠胸腺细胞[ 1 5J 、

大 fi.l成 JlJL在I rJJi也 (myob l as t) Jii C~:{j IYJ Et.Br- CsCI ~'Ì'，~ ffr fJß 

5是:离心法丰f.l 二 时)J二i刷版者注分JJIJ生任何的小材、状 DNA
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人转移性膜腺癌细胞系 (PU-pan-l )

的建立及其生物学特性

盛宏拉 *邵今- 罗江 aA ;;L i哉 因 蔡 力 行4i'守尤朱预

/ (北京协和医院外科)

膜腺癌在罔内外的发病率及死亡率逐-tf- _t

升。 在美国，膜腺癌死亡人数在恶性肿瘤中居

第五位。 由于膜j尿位于腹腔深部，阜期症状不

明显， 一旦出现梗阻黄瘟或腰背疼痛时已属晚

期， 切除率很低，五年生平安率更低。

为了探讨膜腺癌的发病机理，寻找膜腺癌

新的诊治手段，建立膜腺癌体外实验模型是很

必要的。 国外以原发肿痛或转移癌为材料已建

立了多株膜腺癌细胞系，如 SW-] 990 , HGC-

25, PANC-1 等等[1 - 4 ] 。国内尚未见报告。我

们 自 198 6 年 7 月 开始着手建系，从获得转移

性膜腺癌的町、代培养物开始， 至今~在体外稳

定传代一年余，计共 75 代，定名为 PU-pan:_1 。

一、 培养细胞的组织来源

肿瘤细织直接取自手术 1=1二l 。 患者 19 8.6 年 7

月 1 日剖腹探查时 ， 见膜头部有约 8cm 直径

肿物， 质地硬，针吸组织做细胞学检查t找到棋

细胞。胃肠道及胆囊探查均未及肿瘤，肝脏表

面有大量灰白色赘生结节， 切取结节送病理检

查， 同时进行组织培养。病理证实为来自膜腺

的转移性中度分化腺癌。 H. E. 染色切片显示

肝细织中有大小不等的癌转移结节， 大多位于

汇管区附近。转移癌细织中纤维组织大量增 .

生， 癌腺体大小不等，呈守-管样排列，偶见低

字L‘头状结构突入管腔，癌细胞呈中度异形性，

可见明显的核仁， 并可见分裂相(图 1 )。

回 1 手术标本切片示转移癌， 在肝组织中，

周跚有大量纤维组织 H.E . X100 

- 建系经过

将取下的肝脏转移癌组织用加抗菌素的
PBS(pH 7.4) 冲洗三次， 在无菌条件下用手术

刀叨成约 1 mm~ 小块， 加入少量含 20 % 胎牛

变 ' 中国协和医科大学生理教研室
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