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纯化的中期染色体不仅可供染色体结构和1

化学组成的研究，而且可借纯化了的中期染色

休将基因由一体外培养的哺乳动物细胞转移到

另一哺乳动物细胞[伫5] ，为基因的染色体定位

研究开拓了崭新的途径。

我们试罔应用染色体介导的基因转移技术

开展甲胎蛋白的基因定位工作，为此采用 Seki

quchi(1973)l1]方法，略加改进，分离纯化人

体肝癌体外细胞系 BEL-7402 的中期染色体。

现将结果简述如下。

材料与方法

(一〉细胞

人体肝癌细胞系 BEL-7402川，用 RPMI-1640

培养液中含 5%小牛血清培养。

(二) M 期细胞的制备与收集

人体肝癌细胞 BEL-7402 接种 48 小时后长成单

层，弃 l日液，加入内含 2mM 胸前、略院核昔 (TdR)

(Cal biochem 产品)的新鲜培养液培养 24 小时。 lt

液后，以 Hanks 液洗涤细胞 3 次，加入内含 5 x lO-8M 

秋水仙素 (E. Merck 产品)的新鲜培养液，使细胞阻

断于M期，历时 18 小时。嗣后仅需把培养瓶以平行于

细胞培养丽的为向摇几下，使处干M翔的圆形细胞从

瓶应脱下，内心收集。收集所得的细胞以 Hanks 液

洗涤 3 次，经低渗 (Hanks 液:蒸儒水为 1:9; 37 0C) 

膨胀 60 分钟，甲醇冰乙酸(3:1)固定，消片及 Giem

sa 染色，置[';~{:g:镜下统计M期细胞的百分率。

(三)中期染色体分离纯化

经上述胸腺喀吭核苦和秋水仙素灶王m后离心收

集的细胞取 5-6 X l01 个悬浮于 10 倍体积 TM 溶液

(0. 02M Tris，以浓盐酸调至 pH7.0 ， lmM Cacl2, 

1mM MgC12 , 1mM ZnC12 ) 低渗膨胀 30 分钟。离心

收集细胞置于 10 倍体积 TMS 液 (TM 溶液中加入

0.05%皂角昔)，玻璃勾浆器破碎细胞，然后 2 ， OOOrpm

离心 20 分钟，弃上清液。再将含有中期染色体、间期

核、破碎细胞以及完整细胞等的沉淀物重新悬浮于

TMS液，并于 500rpm 离心 5 分钟， 31J沉淀! 11 ~茸

的核、破碎细胞及完整细胞。，旦、液再经 500 rpm--

2 ， OOOrpm 交替反复离心，充分除去黑色体以外的成

封，染包i本分离乡过程随时以光宇平的镜镜泣。

结果与讨论

细胞经胸腺嘀院核苦和秋水仙素处理后，

受阻于M期，细胞呈圆形，又由于含低浓度血

洁培养浓培养的细胞其柏附瓶匪的能力较弱，

部分圆形细胞己脱落于培液，因此只需轻轻振

摇培养瓶即能收集大量M 期细胞，收获率为

93-95%. M期细胞的染色体形态正常。我们

曾用此方法制备的M期细胞，经 PEG 诱导与

同种问期细胞融合，能诱发问期的核形成早熟

凝聚态染色体 (PCC)。这提示了该中期细胞

其生物学活性。 Burkholder 等(1970) 也曾采

用相类似的方法。骨jl]备M期 HeLR 和 L细胞，

其收获率分别为 76%和 87%，低于我们的收

获率[6 J 。

由于提供分商染色体的细胞中绝大多数是

M期细胞，因此有利于中期染色体的分离纯

化。细胞经匀浆破碎后悬浮在 TMS i容液中，

经多次反复分离纯化， 1l!1能得到大量的没有细

胞核等污染的纯化的中期染色体(图版图 1 )。

染色体形态正常，而且各类大小不等的染

色体齐全。有趣的是，我们在纯化了的中

期染鱼体中也见到了该细胞系的异常长

的、近端着丝点的标志染色体(罔版图 2 )。

Sekiquchi 等分离所得的染色体待转移至另一

类细胞时，能复制并有基因丧达[7 ， 8] 。日前，我

们正在将分离的肝癌细胞中期染色体转移主另

一细胞系统中，以图研究基因的表达、定仪等。

来戴信兰同志参加实驳工作。
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人体染色体的扫描电镜观察

起寿元马正蓉丁斐

(复旦犬学遗传学研究所)

扫描电镜是近十年来迅速发展的一项大型

精密电子光学分析仪器，我国于一九七三年开

始试制，一九七五年有成品出厂。目前在生物

学研究中，扫描电镜巳广泛应用于观察细胞表

面结出，结合冰冻蚀刻观察细胞内部结构的立

体柏型，以及用于组织化学研究[1-4] 。一九七一

年， Colomb 等问妇二次用扫描电镜研究人体

染色体的立体抽型以来，这方面的报道还不

多。我们用扫描电镜比较观察了离休培养的人

体外周血自细胞正常染色体和辐射诱发的畸变

染色体。

按照过去报道的方法[叫作人体外周血培

养。 R凡，fI 1640 培养液住毫升加小牛血清 1

毫升，加 PHA 和青、链毒案，滴入正常人体

静脉血 0.4 毫升。 37"C培养 72 小时，加秋水

{山素后继续培养 4 小时 o 0 .025M KCl i容液低

渗 20 分钟，甲醇:冰醋酸(3:1)固定两次，空气

干燥法制!片。这样制备的染色体标本作为正常

对照。

另抽取正常人体静脉血 10 毫升，加肝素

抗J疑，置灭茵离心营中，用钻60γ射线照射，

剂量率为每分钟 146.8 仓琴，总剂量为 200 拉

特。然后按上述方法制备染色休标本，用以观

察畸变的染色体。

击IJ备好的染色体标本放在镀膜机的真空市

里，抽真空到 6x10→毛时，喷涂一层薄的金

膜，镀膜速度约每分钟 60 转，在一分钟内镀

毕，金膜的厚度为 300 Å -1000 .Â。染色体标

术经真空喷涂金膜后，在扫描电镜的荧光屏上

观察，摄影。

一、扫描电镜的景探大，比光学显微镜的

景深大几百倍，因而可以获得清晰的三维图

象。因 1 是人体外周血白细胞有丝分裂中期的

染色体照片，具有明显的立体感和真实感。

二、扫描电镜的标本制备比较简单，用光

擎显微镜的标本经~空喷涂后即可观察，不象

透射式电镜需要作超薄切片。此外，放大倍数

在很宽的范围内连续可调，一般在 20 倍ju几

万倍乃至 20 万倍:这样，既可观察标本的全

貌，又能观察标本的局部细节。图 2 是正常的

单条染色休，图 8 是染色单体断裂，图 4 是显

示了经 γ 射线辐射引起的双着丝点染色体。同

光学显微镜观摩相比，这些畸变罔象的分辨率

较高。
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