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近年来 ， Bonte[l J 和 Saravis (川等榈继损远

了用去丙烯眈 j段和 r;~~ JJ旨糖为支持物的组织等电

聚焦 i毡泳方法，随后此方法被应用于 i::h:物学和

医学科研 ， L式m于 |陆 i床荷枪和尸检标木的蛋白

质和J同工附的分析( 1-5 J 。 此方法的优点 是: F日

组织切片可同时进行电泳分析和形态 定位观

察，简便 、 快速、 高效 。 然而分辨率和 i 灵敏皮

尚嫌不高 ， 因而大大影响了它的推广。

胚胎脊髓发育过程中 ， 不同区域的蛋白质

变化虽有组织化学方丽的报道 ， 1旦结合电泳进

行定位分析至今仍是国内外尚未涉及的一个空

白。 本文结合这一研究课题，用改进的方法对

发育过程中鸡胚腰段脊髓不同区域的蛋白质的

变化进行了初探 ， 为研究脊髓在发育中的蛋白

质变化规伴提仗-资料。

材 料， 与方法

1. 材料: 技体两性电介质 (Ampholyte)pH 3 . 5-

10(LKB 公司和中科院上海生化所产品 ) ， 丙烯欧J族和

N , N'一甲叉双丙烯航!îJ( (Fluka 公司产品 ) ， 二硫苏榕

醇(DTT ) ， Triton X-100 (Merck 公司产品 ) ， 考马

斯亮监 G-250 (Fluka 公司产品 ) 。

2 . 实验功物 g 白色莱亨鸡种 蛋购于 北京佳物制

品研究所。 ;~J克分期根据 Hamburger 丰n Hamilton 分

期标准。孵化条件:温度 38 CC ， 温 j主 6 5%左右 ， 每天

翻蛋两次。

昆明种小队购于本院实验动胁中心， 体 主主 2 0 克以

上。

3. 方法 2

(l) j如此4日以材z 为了减少或消除组织中且íll ~仅成

分的干扰， 采用升主动}j，kJ\革背地 流方法， 浓流浪为

0 . 9% 氧化i内- (~持 股级;:j l ;夜 (0 . 1 moI/L , pH 7. ~) o ì模

流j日d1~ì坐 i仅出 }j使 j立 PJ-也;iι;::; fr;" J(I%去后I' fl l;;只 ， 百 i夜 :ik~巾

骤冷 ， 亦可直接置于 - 20 0C 的恒冷切片机箱中备用。

(2) 样品的:liU备z 冷冻的组织在恒冷切片机箱·中

平衡 30 分钟后，修整为 <1 x 8 mml 大小，在 一 17"(; 条

件下切成!享UI为 5-40 μm 的切片 ， 1吸附于擦镜纸上，

置于培养皿巾 ， 于一 2S0C冰箱rp保存供 111 ìlÌ<分析之用。

(3 ) 凝胶板制备: a . 模具i住各 ，经1it化的玻璃板

用洗j等 剂 、双 ;~r;水利丙阳柑继洗擦后，在树板之间对应

两边各吐-' fR 0. 4 mm 厚的顶塑料条，用夹子夹紧 ，

移至底当11 上封底， 留下朝上的一边， 以待滋j淀。 b .

胶液自己制，用于 Itl，你的聚P，jjAf洗胶说l皮的浓度为 S% ，

交联J立为 4 % 。 具体配方为 : 28 .8 % (W /V)丙烯航胶

和 1. 2 % (W/V) 币叉双丙烯阶J段的混合液 2 m1, 60 % 

( V / V) -!:I" ìrB 2 1111, 8 mol j L J7J(东 [6J ， 0ω5% Triton X-

100 1 叫 ， 4 0 %两性 4-~ 休电解lJJí ( pH 3 . 5一 10 . 5 )0 . 6 ml , 
凹甲基乙二 1比 10 μJ ， 加双熬水 豆 l2 mI ， 经孔径为

0 . 45 川 的微孔YJ，Ë-!快过施后置于冰箱 l二1 1 5 分钟 ， 加 ~ o %

(W /V)过硫酸钱 10μ1 0 c . 泌胶 z 用 l以管脱 取配好的

!波浪 ， 通过模具的上边缝口没 l呈地直接对ii入子玻璃板

之间，注:自 及时除去气泡， 聚胶 -1 5 分 î'l l日 ， 11.子 4"(;

冰箱中过夜，以提高其机械强度。

( I! ) r总泳 : a. 取!反 : 以一薄刀片插入帧具 ， 轻轻

将两块玻硝板公开， 凝胶可随机地附和在任一玻瑞板

上。 b . I 且极安亩[' : 用四层新华泌:纸裁剪成二条 1. 5 cm 

宽的电极条， 其 t乏民视具体胶板长度而J.J.二 。 将它们平

行地放置在凝胶的同端 ，小心地分别加上阳极液和阴极

液 ， 以温而不溢为好 ，然后在电极条上分别加压上白金

丝电极 ， 阳极液为 1 mol/L H 3PO. , !~月十及浓为 1 mol / L 

NaOH 和 0 .1 35 moJj L Ca (OH ) 2 以 适用于广泛1:1)1 的

pH 梯度。 c. 加样: 将载有组 织切片的捺镜纸， 有组

织面朝上直接置于胶面上适当的酸、 {耐端的位置， 再

覆盖一层含 有 1 % DTT 或/租 1% Triton X-1 00 的

滤纸 ， 10 分钟后接通电源 ， ,fr: 6 mA j豆流 l-r屯泳 30

分钟 ， 去除载有残余样品的擦镜纸。 d . 也泳 2 在 4"(;

(冰箱中 )条件下 ， 1 W恒功， 也泳到 1500 V 时转为恒

压 ， rlJ,i/K 2 小时而去除|也极条 ， 将胶板 'FI干固定液中。

Ui) γ'ì;i包点 11' j (j<J测;主 : I I!);]:后 ， 二;二 I (IJ)人 IJÆ J民板的

边缘上切I仅--条宽约 lcm 的空 ，'，胶片 ， ， IIJ E极阶l :í1Í极
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86 细胞 生 物学杂 志 1989 年

将胶片分成 lcm 长的等价。 分别宦涵在 2 mI 去气的

蒸馆水中 2 小时，测定浸j包液的 pH 值 ，然后 作出此值

与分段距离间的曲线阁。 根据此曲线可 )J~得胶板 I:þ蛋

白质区带的等电点值。

(6) 检测蛋白质 ;按下列步骤进行 [7J : (1) 20 %三

氯乙酸固定 30 分 ， (2 ) 30% 乙醇 十 10%醋酸透明 1 小

时 ， (3) 30% ItJ rn字+ 10% 乙酸漂洗 3 0 分 ; ( 4) 45 % 

甲醇+ 10 % 乙酸+ 0 . 1 %考马斯先蓝 G 250 + 0 . 5% Jí;'Íi，

酸铜染色 30 分 ， (5) 35% 甲醇 十 10 % 乙院伞 。 . 5%硫

酸铜脱色， (6 ) ~O% 乙醇洗三次 . ( 7) 0 . 2%硝酸银浸

泡 4 0 分 ， (的双蒸水冲洗 10 秒， ( 9) 1 5%1族自主铀+

0 . 25 % 甲腔 10 秒 . (10) 30 %硫酸纳 + 0. 5% 甲腔里，

包 1 5 分 ; ( 11) 双放水 ì1fl洗 5 分 ， (12) 2% 乙段立在 ，

(13) 保存在双蒸水中。

(7) 俭担I]IJ檐蛋白 : J安 F列步骤进行 [81 : 1) ~O%异

丙醇← 10 % 醋酸固〉丘过夜 ， 2) 5%醋酸襟洗 ， 3) 0. 2% 

高腆酸 4 'c -f民i包 1 小时 ， 4) 双蒸水漂i洗数次 ， 5) 以

后操作|司检切]IJ蛋白质 (7) 以后的步骤。

结 果

- 、 薄层组织电泳的灵敏度

|主I 1 示鸡胚等 6 天 、 12 天、 18 天和生后 5

天的眼段脊髓腹侧切片 (厚度 10 μm) 蛋白质的

组织等电聚焦电泳图。充分展现了此方法的灵

敏程度。从图中可见胚6天的脊髓切片中分离出

21 条主要击白区带 ， 2 6 条左右次要蛋白区带 。

胚 12 、 18 天以及生日 5 天的切片基本保持类似

的电泳图话。可以从中比较出 4 个不同发育阶

段中脊髓蛋白质的变化。图 2 显示了用此方法

比较不同组织之间的蛋白结构上的共性及其差

异的组织电泳|到谱。 它可检测出不同发育阶段

中同一组织中蛋白质的差异，还可检出组织间

蛋白质的不同，采用二次显色法不但可显出主

要蛋白的区带，而且亦可显示痕匿蛋白的区带 ，

以至能在同)胶 \ rrj 上同时分析主要蛋白和次要

蛋白的变化， 提 l与了对击|当质区带全 貌的分析

能力。

二、组织电流对不同发育期脊髓横切面上

蛋白质差异的分析

表 1 岁1 ) 出 了不同发市阶段中变化较}JI贝贝

的脊蜒蛋 l ' 1 J0 J )z._[ 区 ;;ij 丰Jl次安 区带的等 l毡点

!II 

王E 阱
汩

∞
u月」

〔

?
h 

u、

河

因 1 鸡胚及生后不同发育阶段中的腰段脊

髓腹倒部切片 (厚度 10μm 银染) 上蛋

白质组织等电聚焦电泳图谱

t •? 

图 2 鸡胚和鸡~~七种不同组织 中蛋白质的

组织等电聚电泳图谱
(切片厚度 40μm ， 考马斯亮蓝 G 250 染色)

1. 心肌 2 . '胃 恪肌 3 . 脊髓 4 . 小肠 5 . 肺

6. 肝 7. 肾 A. 胚 B. 绍

值 ， 并根据它们在不同发育期的变化怕况， 将

其归为 4 种类型 : (1) 1 型系在发育早期存在 ，

而在发育后期丢失的， 女iJ 1 , 4 , 5 , 6 , 7 , 19 , 2 0 

号蛋白条带 。 (2) J1 型系在发育早期不存在，

以后随发育而出现的 ， 如 10 ， 15 , 16 ， 17 号蛋

白条带。 ( 3) Jl[ 型系在 4 个发育期均存在二， 但

条 ，;if有色皮深浅的文化， 文U2. 3 ， 8 ， 9 ， 1 1 ， 1 2 ， 1 3

和 18 号条'出; 0 ( 4 ) lV 型系在 4 个μ育期均无明

显的主:化的封白条括， 女111兰I 1 中一些没有小点

指示的蛋白条咐。
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第 11 卷?在 2 j饲 细胞 生物 学杂志 87 
表 1 不同发育阶段中鸡胚腰段脊髓蛋白区带的差异比较

二号;也j、划在| 离阳极距| 特 点 i 
编号 ， , ，一一一一→-一一一一一一二一一→一一 •| 类型

(ph) , ( c m ) , 6 天 1 12天 | 眼 ! 生后 5 天 | 
一了一厂币一下写一一厂均-7 州 -, **-~I 丢失 了一7

2 I tJ. 25 , 2.50 I 主 时 | 次带 ! 次带 | 附 i E 

-j-7 石厂「 斗 | 豆fW- --1 王F丁一百丁一百一下一-E

_4_1→ lι上?二~~_I __ _ {j， ;M\三IEL! 三三!三艺」二一
5 I cj.80 I 3. 55 I 主惜 ! 主带 | 主 ;ir l 丢失 I 1 
6 I 5.10 1 3.90 ! 次:j[ I 次带 | 丢失 1 丢失 ! I 

7 ，三「! 4忑| 附|州 「至二「Z一「了一
8 I 5.50 I 4.27 , 主带 | 主带 | 川 | 次世 i M 

→7|1. 7J-l -一忑77-57 1气if 「 L「广百丁 丁→一

- 1~--- I 6.… I 5 .1 i T→茹 -! 无，时 | 无古 一广 出~ I II 

11 I 6.15 I 5 .:>厂「丁石 ' --.:t1l\' 一 | 孟 1 次才w 厂 m 一
12 I 6.70 ! 6·15 l 主带 | 主情 | 次带 ! 到: I HI 

13 , 6.95 I 6.60 1 主带 ! 主带 | 次带 | 主带 I m 

丁-.j I7.40 I万厂l E丁-A一「王一l一-Z王1 7 ~ 
15 I 7.90 I 7.80 I 无带 ! 无带 | 无带 | 出现 I II 

气厂「工~l 川 i一王借 | 无带 | 州 | 且iÏ II 

17 I -'- ;~-;;-- -' --8.7卢 ( 无带 「马丁 iF丁斗 I II 

18 I 8.75 , 8.90 I 主带 | 主带 | 次情 l 主带 I m 

19 I 8.95 I 9.10 I 次带 | 次带 | 无带 | 无情 I 1 
20 I 9.25 I 9. 50 1 次带 | 无带 | 无带 | 无带 I 1 

三、组织电泳对脊髓不同纵切面上蛋白质

的定位分析

国 3 址示组织也泳时 1 8 天坞胚服段脊髓

连续纵切 ïí:J î切片蛋白质的定位电泳因谐。 从四

中可见j腰段脊髓从背向!说序列切片的蛋白质条

带的定位分布丛本一致， 不同切丽的差异主要

表现在蚕白质 l丘带 也应的 j来说上， 如酸性端腹

部盈白恬的 色 j立较深 ， 1自j 背部有逐渐变峙的趋

势， 反映出吁国区Jj'X 上某些蛋丘l质分布的梯度

变化， 从闺中也可去;现处于 1肯j应巾 r8J 区域中的

一些偏中性的运白区带的着也应较深， 而背腹

两端较战。

国 4 显示了 1 8 天鸡胚腰段脊槌连续纵切

而上糖蛋白的组织电泳定位分布剧，从国中可

见糖蛋白主要为布于酸性和中性灶。碱性端的

糖蛋白较少， 背部酸性端 I'I(J棺生出区带的色度

略低于腹部， 其中值得注意的址等电点值为

3 . 7~ 4 . 2 , 4 . 4 , 7 , 7 . 1 和 7 . 8 的辑:锺丘i 区带。前
5 条区'1 日'是脊髓背古15 Bil(少的 < 1多|叫 l ↑ ) ， 而 7.8

达条区甜则在背腹交界处~)JiY J 1}_ ( 附中 什〉 。
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类一起构成复杂的蛋臼质-jj旨类豆苗物。一般

的电站:灵敏度和分 辨力较低， 只能得到 6 至

1 5 个组分[町，几乎不能检测出去白质区带的

变化。 从而反映不出与神经元的分化和特定功

能相关的特种蛋白以及做孟蛋白在质 1=:i1ll上的

变化。改进后的组织电泳方法，从 10μm 厚的

组织切片中就可得到多达数十利l击 ~=IM条节 ，

可检测出不同友育阶段中出现政 1ì'j失的 tff 白带

2毡 ， 尤其是可部性蛋白质中的胶、以性世白质

的量的改变等， 由此反映出神经元的生长、 分

化以及与生理活动相关的物质代谢变化的动

态 。 为进一步研究发育中神经系统组织发生的

形态学变化与其蛋白质分子坐物学盐1i:I1的相关

性提供了有效的手段。

二 、 对脊髓背眩区域中蛋白质整异的定位

分析

Rexed 根扣;脊髓jC;{ };Ij "t 1号)，1工，才:s. .j ~ \扫背至

腹地分为 10 个板层 ，但于对其各板);;~ I';:j形态学

特点与生理功能间的g合研究。但至今国内外

尚无对这些不同区域中蛋白质和 11司工盹组分研

究的报道。 本实验首次使用组织 r{i_泳方法对鸡

胚脊髓中由背至腹的连续i热切片上的注白质进

行了定位分析， 揭示了汗同形态引构或不同区

域分化在分子水平上可出现蛋白质区桔的差

异， 虽说未能明确地指出脊髓由于?至胞的各个

板层的特征性 蛋白 质 ， 但却 !'i!J;j主 Jt~支持了

Rexed 的脊髓分层-学说。

糖蛋白在脊髓背腹组织结捕中的分布差异

可能与背腹不同凰城中 非I!经元的分化和生理上

的差异有关。已有大量资料表明棺蛋白是膜的

外层和细胞外问质!元主;二丹:分， 与纳皑的功能

分化、 相互识另IJ 、 突角1~ ~以 líi才、受体活性等等岳

叨相关[ 1 0 1 。组织电泳可以显示糖蛋白的区域

性差异， 为研究神经组织的区域性公化提供了

有力的手段。

总之， 改进后的组织电泳;|TjJJv形态学和生

物化学方法学的结合捉pjf ·种却í. 1f(;~ ， 从而为

研究不同发育期中不同组织、习、同tri ff,L i'l\J 蛋白

质和同工pj[j (l让变 化 J~~供 了)j;if i拍七二/!。

l D S9 年志、杂学物生胞

图 3

刊--一…-一-一一一---一一一一-一-一一一一一一--<百"'-- r; 

细

鸡胚 1 8 天接段脊燎的背腹连续纵'叨

面上蛋白质的短视络电器焦电泳图

(切片厚度，10 μm，考i ibJ听元xi: G 25 () 史已)

R8 

-『一
干

干

l 令 i

-----一--一-~…L~ - ------. 

鸡照 18 夫腰段脊髓背腹连续纵切片

上黯蛋白的组织等电聚焦电泳图谙
(切片印度 20 μm ， 经 Triton X- I 00 处理 )

我们对组织 i且泳技术中的凝胶自己制 、 切片

处理、 电讨〈奈何以及蛋白染色方法的选择使用

等方面进付了改进和研究， 并用此方法较为系

统地比较丁 y~j汪不同发育阶段中!接段脊髓蛋白

质的分布差异和变化。 对鸡胚在l鸡绵 7 种组织

切片的蛋白质进行了组织电泳分离，论证了改

进后的组织电泳的分辨力和灵敏度已达到了分

析组织中做呈蛋白民变化差异的要求。

一、对不同发育阶段的脊髓蛋白质蛮化的

论讨

回 4

分挤

由于 I=!CI ，j也书 Ilt空系统中 n:JltT. 白质多数是和 )J旨
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摘 要

本文介绍一·种改进的结合组织化学和生物

化学的电泳方法， 用 此方法对神经组织中微量

蛋白质进行定性、 宅量和定位的分析。 结果表

明在不同发育阶段中 ， 鸡胚腰段脊髓中绝大多

数蛋白区带表现为色度上的深说变化，少数区

带随发育而丢失或新生， 脊髓背腹区域的蛋白

区带非常相似， 而酸性糖蛋白却表现为腹部多

于背部。此外， 还分析了鸡胚和鸡绵的 7 种组

织中蛋白质区带的差异。
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用放线菌素D法在植物染色体上显示高分辨带*

卫俊智 朱凤绥

(中国农业科学院作物育种栽培研究所〉

自从染色体显带技术被引入植物研究中以

来， 先后发展了多种 C 带 、 N带和 Q带等显带

程序 ， 使染色体显带技术在植物的核型分析、

亲缘关系鉴定 、 染色体变异的分析、外源染色

休的识别等方而得以应用 ， 推动了植物细胞遗

传学的发展。但是， 这些显带程序所显示的带

纹一般均较简)TL ， 远不能与高等脊椎动物中的

高分辨G带相媲美， 这就大大限制了染色体显

带技术在植物细胞遗传学研究和植物育种工作

中的进一步应用 。

近几年来， 罔内外许多研究者在植物染色

体G显 带或高分辨 显带 的理论[1 .2]和实践

上[← 11 ]进行了大量有益的探索 ， 并取得了一定

的结果。 但至今在植物染色体显带中，仍没有

得到象高等脊椎动物的G带那样成功的显带方

法， 有必要对显带方法进行更深入而广泛的探

索。 近来 ， AMD(放线菌素 D)在动物染色体研

究中的应用越来越普遍， 本研究改良了 AMD

崇农业部农 02-01-02 "七五"重点科研项 目 ，

法并用 该方法在多种植物染色体上进行了高分

辨显带的探索。

材料与方法

-、材料

本研究中所用的实验材料有一粒小 麦 ( Triticum

monococcum ,2n = 14) 、困锥小麦(Triticum turgidum , 
2 n = 28) 、 大麦 (l-Iordeum vulgare , 2 n = 14) 、 玉米

(Zea mays , 2 n = 20) 、 黑麦 (Secale cereale, 2 n = 

14)等植物的种子根尖。 麦类植物取初生粮 ， 玉米取次

生根。

二、方法

1. 将 0 . 5- 1. 5 cm 的根尖罩于终浓度为 5→10 Ilg 

jml 的 AMD (Fluka AG 公司 ，瑞士 )和 0.025%秋水

仙素的混合溶液中， 250C下黑暗中进行预处理句。

2 . 用蒸馆水冲洗根尖， 然后将根尖置于 35 0C预

热的 Ohnuki's 低 渗 液中 (0. 055 molj L KCl , 0.055 

mol /LNaN03 和 0 . 055 mol j L CH3COONa ， 用时 以

10:5:2 比例混合 ) ， 2 5 0C黑暗中低渗处理 30-60 分钟 。
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