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蚕豆具有数目比较少(2n == 12)而体和、比较

大的染色体，在植物细胞遗传学的研究中，常

作为观察染色体的形态结构变异的材料.

关于蚕豆染色体的异染色质，已有一些作

者曾用常规技术进行了某些研究[1'2]. 七十年

代以来， Dδbel川、 Schweizer[4] 、 .Klaster

ska[町、 Tanaka[町、张自立等[川]相继用 Gi

巳 msa 显带技术对蚕豆染色体进行过c-带带型

的研究。在这些研究中，除 Döbel 应用尿素

处理和 Schweizer 应用 ASG (AceticjSali

nejGiemsa) 技术，获得了只有中间带和次缝

痕带带型之外，其他作者无论是用膜酶处理还

是用 BSG (Barium hydroxidejSalinejGie

msa)技术，都获得相类似的带型，即既有染

色较深的中间带又有染色稍淡的着丝点带和次

编痕带.我们采用一种改进的 HCI-NaOH[9]

显带技术，获得了只有着丝点带和次锺痕带的

flÏ型。为了进…步了解盐酸在植物染色体C

带技术中的作用，我们将其与 HSG(Hydroc

hloridejSalinejGiemsa) 技术进行了一些对

比实验。这对认识蚕豆染色体的结构异染色质

的某些性质，以及与显带技术的关系，有一定

的参考价值.现将实验结果报道如下.
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材料和方法

1.蚕豆根尖在对二氯苯饱和水溶液中于室温下

处理 5 小时。

2. 水洗几次以后，用无水酒精一冰乙酸曰:1)固

定液于 4'C固定 12-24 小时。

3. 固定后的材料经 70% 和 50% 酒精转入蒸馅

水中，然后在 0.1NHCl 中于 60'C恒温下处理 10 分

钟。

4.用 45% 冰乙酸压片。

5. 冰冻脱盖片，经 95% 酒精和无水酒精脱水，

历时约 1 小时。

6. 室温空气干燥 24 小时以上。

'1.气干的制片分为以下各种处理a

(1) 0.2NHCl，于室温下处理 40-100 分钟，

水洗 30 分钟，在 2SSC(0.3M 氯化铀加 0.03M 拧橡

酸铀〉溶液中于 62'C恒温下处理 40 分钟。

(2) 0.2NHCl，于 60'C恒温下灶理 10-40 分

钟，水流 30 分钟，在 2SSC 溶液中处理同上。

(3) 1NHCl，于 60'C恒温下处理 5-10 分钟，

水洗 30 分钟，室温空气干燥 6 小时，在 0.07NNaOH

溶液中于室温下处理 50 秒钟。此外，部分制片以

2SSC 溶液于 62'C垣温下处理 40 分钟，代替 NaOH

的处理程序。

(4) 1NHCl，于室温下处理 5-10 分钟， fA续

一…，.-，.r，""_ ~町、、J飞凡、 、风-、一、 、-

st∞hemistry ， 42: 333. 
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步骤罔 (3) 。

& .水洗 30 分钟，稍加晾干。

9. 在 2% Giemsa (B.D.H) 染色液(以 1/15M

Sörenson 缓冲液稀释原液而成， pH7.0) 中染色 30

分钟至 2 小时。

10. 自来水洗几次，置 40t 恒温箱中干燥约 1

小时。

11.制片在二甲苯中透明约 1 小时，用 DPX 中

性胶封片。

观察结果

处理(1) ，实验结果是 0.2NHCl 于室温下

处理 60-80 分钟的范围内，均可以获得比较清

晰的中间带和着丝点带，次锺痪带染色更深(图

版 1. 1)，带型与张自立等 [7'8]用 BSG 技术

和跟酶处理技术所显示的带型相类似.不过，

在我们的制片中，每一染色体的两个姐妹染色

单体之间往往也为 Giemsa 深染，因此，染色

体中央显示出一条纵向的带纹，这个现象的原

因尚不清楚。

处理(剖，此处理的同的是为了探明在盐

酸浓度相同的条件下，改变处理温度对显带的

影响。实验结果是，在 0.2NHCl 中，于 60"C恒

温下处理 25一部分钟，获得了清晰的只具着丝

点带和次维庭带而无中间带的带型。处理 10-

20 分钟，染色体普遍深染，不显示清晰的带纹。

处理延长至 40 分钟，部分细胞的染色体只见到

透明的染色体轮廓而无带纹，部分细胞染色体

可见到染色浅谈而小形的带纹，这是处理过度

的现象.

处理〈剖，这是参照 Noda[9]处理大麦染色

体的 C-带程序，但有所修改而用于处理蚕豆染

色体的显带方法.实验结果， 1NHCl 于 60"C

恒温下处理 6-8 分钟，获得了很清晰的只具着

丝点带和次锺痕带的带型(图版 1 ， 2). 该程

序的关键之一是处理温度应准确， 60"C上下不

应超过 1"C，其次是经盐酸处理后，务使染色

体空气干燥 6 小时以上，否则将不能很好地显

带。此外，实验表明 ， 0.07NNaOH 和 2SSC

溶液的互换处理，均可以显示相同的带型.

NaOH 处理甚为简便、快速，而且一般细胞壁

不染色，这是其优点.缺点是显带往往不均匀，

即同一张制片中，部分细胞的染色体显带非常

清晰，部分细胞的染色体则显带模糊或甚至不

显带，这可能是 NaOH 的处理时间太短促，作

用不均匀所致。 2SSC 热溶液处理，结果比较

稳定而均匀。处理时间的可变幅度比较大，但

缺点是容易导致细胞壁也不同程度地着色，产

生干扰.

处理(4)，实验结果所产生的带型与处理

(3)相同，但显带不够清晰，带形也小，显带质

量远不及处理(3) 良好.

讨论

1. Schweizer[4] 曾推测蚕豆染色体存在

两种或更多种异染色质。他指出:第一类是很

容易为 Giemsa 或喳町因显带的z 第二类是

"隐蔽了的异染色质 (Masked heterochrom

atin)，它要求修改了的 Giemsa 显带技术才

能显示:第三类是 Giemsa 或喳町因显带技术

不能显示的。他的分类是以用冷冻处理或盐酸

醋酸处理蚕豆染色体后，产生的 "H" 片段为

基础的，这种分类是否正确，还有待进一步证

实。根据其他作者和本实验的结果，可以把已

知能为 Giemsa 显带的蚕豆染色体的异染色

质，分为以下三种性质不同的类型 g 第一类为

位于染色体臂区的中间异染色质，它可为尿素

处理和 ASG 技术所单独显示[3叫:第二类为

着丝点区异染色质，它可为本实验中的处理

(2) 、 (3)和 (4)所单独显示.这两种异染色质既

可单独显示，说明两者有质的差别.但它们又

能为 BSG 技术和本实验中的处理(1)所同时显

示，说明两者又有某些相同的性质;第三类为核

仁组织区异染色质{次维展带)，它可为 N-带技

术所单独显示[10 ， 11] ，但又可为上述各种C-带

技术处理与其他异染色质同时显示。以上三种

异染色质既有某些共性又有各自的特殊性.至

于是否仍有尚未被识别的异染色质，例如端粒

异染色质等，这是有待进一步深入研究的问题.
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2. 根据前人平日本实验的结果，盐酸和处

理温度对蚕豆染色体显带的作用，归纳起来，

有以下一些特点.

(1)对显示中间带来说，无需盐酸处理便

可以诱导显带，如尿素处理和 ASG 技术处理

的结果.相对的高浓度盐酸处理，很容易破坏

中间带，而利于着丝点带的显示，如处理(3)和

(4)的结果.反之，相对低的浓度的盐酸处理，

则可以同时诱导中间带和着丝点带显示，如处

理(1)的结果.

(2) 在一定的浓度范围内，浓度相同而处

理温度不同，显带的类型往往不相同，如处理

(1)和处理(2)的结果o Yen 等人[ 12] 在燕麦染

色体的显带中也得到了相似的结果.但也可以

是对显带类型不发生作用，如处理 (3) 和处理

(4) 的结果。由此可见，前者是温度起决定作

用，后者是盐酸浓度起决定作用.也可以认为，

0.2NHCl 是蚕豆染色体显示C-带的可变浓

度，即其显带类型随温度的改变而不同o 1N 
HCl 则是显示着丝点带的不变浓度，温度变化

并不能改变其显带的类型.

(3) 在同样的浓度和温度条件下，处理时

间的长短，看来只对显带的有无及优劣有影响.

而与显带的类型无关.上述四种处理都表现出

这种情况，即没有观察到随着处理时间的改变

而出现不同类型带纹的现象.

一些作者往往片面强调盐酸对C-带的可

能的破坏作用，因而在显带操作中尽量避免用

盐酸处理染色体，这就增加了染色体压片的困

难，必需用酶来处理方可制得良好的制片，这

不一定是必要的。其实，盐酸也有增进显带的

积极方面，或者说用得适当至少不会破坏显带，

关键是根据不同植物选择合适的处理条件.我

们很同意 Comings[叫在讨论C-带显带机制

时所指出的， 0.2NHCl 的处理，对于获得良

好的 C-带是很重要的。在植物染色体显带技术

中 ， 0.2N-1NHCl 可能是多数植物显带的有

效浓度，而 O.lNHCl 则可能是个安全浓度，

对显带可能作用极缓慢或不破坏异染色质的结

柏。在我们对五竹[14]、中国水仙[1町、苟药[16]

和洋葱、蒜等许多植物的显带技术中，均用

O.lNHCl 于 60"C处理 8-10 分钟，无需用酶

处理即可获得良好的解离效果，其后无论用

BSG 技术或 HSG技术都获得了良好的 C-带，

不仅未发现有不良影响，而且似乎有良好的促

进作用.我们认为，这可以作为大多数植物材

料解离的安全条件，在此条件下，无需用酶处

理便易于压片，值得推荐-

4. 对同一种植物来说，显带技术相同或

相近时，可以显示相似的带型，这可以代表该

植物的 C-带带型.但如果显带条件相差较大

时，则往往可以产生不同类型的带型，这是技

术条件不同引起的带型差异，而不是植物本身

的带型差异，这在进行染色体C-带带型比较

时，应该加以注意.
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观察到销商于与底物 AMP-PNP 相互作用的

证据。 RevisPO]指出.短时间< 5 分钟〉的温育

可以阻止孵育液内 AMP-PNP 的非酶水解。

Å bro[15]认为采用低浓度的底物和硝酸铅以及

低的温育温度，可以避免底物的非酶性水解。

Cheng[17]的实验表明，在 1 及 2mM 的铅浓度

条件下，没有观察到由铅所引起的AMP-PNP

非酶水解现象:对不含有组织的孵育液做生化

测定，其结果仅检查出孵育液中有少量

cAMP 或没检出 cAMP. 而 Lemay[5]认为

2mM 的铅浓度引起了 AMP-PNP 的非酶水

解，产生了少量 cAMP 及相当量的 AMP; 他

还认为铅引起的非酶水解作用不受 NaF 影响，

但是能被 Alloxan 所抑制。 Kempen[町的实验

证明，孵育液中所产生的 cAMP 是由于非酶机

制所致，极少是由酶性形成的，最近 Cutler[12]

明确提出，铅并不会引起底物的非酶水解;他

认为，未提纯底物中的杂质，能和铅起作用，

从而导致了一些作者的错误判断。

关于铅对酶活性的抑制问题z 铅能抑制酶

活性的事实已被肯定。 Lemay[町的实验表明，

铅是腺苦环化酶的强抑制剂:在 lmM浓度下，

完全抑制了脂肪细胞膜上酶的活性z 当降低到

0.2mM 时，能抑制酶活性的 50%; 再低的铅

浓度则不能产生可者到的沉淀物。 Kempen[6]

指出硝酸铅可完全抑制腺苦环化酶对 AMP

PNP 的分解作用。 Cheng [l 7]表明 2 铅在lmM

的情况下能保存着 80%的酶活性，而在 2mM

时仅保留 25%的酶活性. Cutler[12]认为毫克

分子浓度的铅并不能完全抑制腺苦环化酶的活

性。上述实验结果的差异，究竟是由于组织类

别的不同，还是由于铅对不同组织中的已固定

和未固定细胞的腺苦环化酶的作用有所不同，

或是由于底物的不同纯度及不同保存方法等因

素所致，还需要进一步研究来加以解决.

除了上述争论问题之外，大多数作者在不

加底物的实验中，均未见到反应产物，但Kem

pen[6] 在缺少底物的实验中观察到了非特异性

染色，而在加入底物之后也未见到沉淀物增多

现象。我们在大鼠额下腺、肾及肝的lii苦环化

酶的细胞化学实验中发现，不论在含有和不含

底物的孵育液内温育过的组织，均显示出反应
产物沉淀[19] 。

综上所述，通过多数作者的不断地实验和

讨论，目前对显示腺苦环化酶的方法(铅法)所

存在的缺点，已有相当的改进，例如，为了减

少对酶活性的抑制，采用很低浓度的铅 <0.75

mM)也看到了酶活性的反应产物[9]。但还需进

行更多方面的实验加以证实.同时 Kempen

等 [6 ， 19]在不加底物 AMP-PNP 的实验中观察

到组织内有反应物的沉淀，这是一个很值得注

意的问题。按理说，在不加 AMP-PNP 底物

情况下，组织内不应出现反应沉淀，如果有沉淀

颗粒的话，应与腺苦环化酶无关，但由于组织内

或组织周围所存在的内源性底物或其他原因，

也有可能导致铅沉淀物的出现。在大鼠膜脏[6]

以及额下腺、肾、肝组织中 [19]所观察到的现

象，是否也存在于其他组织中，也需要进行工

作。此外，排除由于底物〈商品出售)不纯所产

生的干扰，也是腺苦环化酶的细胞化学技术中

值得注意的问题。
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