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恬牛独产于中亚，以我国最多，其次是蒙

古、苏联、地泊尔。我国现有牛毛牛 1 ， 200 多万

头，占世界任牛总数 85% 以上，占我国养牛

业的 14% 以上。但由于我国住牛还是一个原

始牛种，生长发育缓慢、生产性能低，远远不

能适应国民经济发展的需要。长期以来p 国内

采用家牛扣住牛进行种间杂交，已取得具有杂

种优势的杂一代蝙牛。自本世纪开始，又围绕

牛毛牛杂忡后代雄性不育问题进行了多方面的研

究，但仍然没有得到解决。近年来国外对牛科
中多忡功物的染色体进行了研究[1， 2 ， 3] ， 但尚

未见把牛染色体的报道，为了填补空白，并对

今)，;'*毛牛细胞i宣传研究提供参考，我们对任牛

的*色休进厅了研究。

材料和方法

一、实验材料

'二(')):11j 二 4 头(公牛 2 头，仨』斗二 2 头)。

工、淋巴细胞培养

成养怯哎分z 伊格氏液 (Eagle's MEM) 40 毫
升， 牛'1 .5ι'2jl. PHA 0.4 毫升，肝索。 .3

，飞升(用 0.85%NaCl 配制成 1000 单位/毫升)青、链
寄:是f 1;♀ 5000 单位。用 NaHC03 机D ~~达到 pH6.8. 然
后分戈 10 个培养瓶，毛]瓶培养基约 4.8 毫升。

伫 !f且 il\ 1'f， {任i巳二垃趴l叫叩忡阳{Ir和似侧I1叫川I!川!ÙH丑丽IHí甘川l川l 剪毛消王毒毒主等二 1后二用 2川0 毫升 注射

2器苦趴(先 11叹1叹皮八1肝T 二宗主约 1 运升)从王颈员静脉采血 1臼5一2汕0 毫升，
将1用i 主[内(1川1川r:_Î汁J'别 j汀j

号钟中 (500 转/仆少分j-)约可分肖出 3切0一4ω0% J血缸制骂浆良， 去掉七巨

大部分 líIT，浆，吸取血浆与血球界面部分共约 3- 4 运
训，巳;、付仲1于 5一e 个培养瓶中。在 38.5 'c 温箱叶中1培养
'1 0-一e叮 2 I小]'\n寸叫n、j' • j培者养终1止t前 5一6 小时加入 2 微克/毫升
秋/水1\川I\{I才({I仙1I山li 古 3川i尚( 5 \叮]?订lξ吁r;阶兰少) .使其琅终j农皮为 0.01--

0.01 ♀jJ议 ~I_~/运汁。

余枝馨

(成都凤凰山科1公牛站〉

三、染色体标本制作

培养完成后，将'ß:WI培养物分别倾入谁形告，离
心 8 -10 分钟(1800 转/分) .去掉大部分川青液， 留
细胞沉淀和 1j青液共约 1 毫升，将沉淀与上请液用吸

管j昆匀. 1J口八 0.2%KC16.5 毫升，在室温下低惨 15
分钟，离心 8 分钟<1800转/分).去掉上清液及红细
胞碎片， jE音壁缓缓加入新配制的甲醇、冰醋酸(3: 1) 

固定液约 5 毫升，固定 15 分钟后，将细胞沉淀用吸

管冲散，再固立 10-15 分钟，离心 6 分钟<1200 转/
分) ，去掉 t清液，主复固定 2 ,- 3 次， 去掉 k洁液，

加少许固立液，冲散，淌于湿冷载玻片上，文火机

干。

四、 G一带染色

用张思 i中[ 4] 等的:JJ法，稍加民立，步骤女1fT ，

(1)用。 .85%NaCl 配市UO.1%膜蛋白酶(1: 250) 
溶液，自时 5 %NaHC03 洲 ~pH6.8-'1 .0 ， 1民蚕山

脚溶液呈i/J<馅保存。
(2)配制 0.02% 乙二，胶四 ι~it二讷(l<:DTA) ì寄

:在(置冰箱{呆，台。

(3) 1自用前挂 1:1 的比例说台 i二边!对种格?夜于
μ中。

w 有预先 1:1:37(; ì且箱中处j1jl_ ì.J 2 - 3 小时，

"H-龄"自二 3 -30 天的标本在空沮L下 <1 5-25'C)浸入
战晦溶液中 60-75 秒。

(5) (1 二 pH6.8 磷峻缓冲浪中法洗数在l、肘，立即

批人 1:20 的 Giemsa 染液中染 40-60 分钟。

(6) 自来水冲出数秒，空气干燥。

五、 C一带澡色

在 Swmner[ 5] 方洁的基础 k略加修改。用 "H'

龄纱布 2 -7 天的标本，按下夕IJ步骤处理。

(1)放入新配制的 5 %Ba(OH)2 (过滤，盛二F!是

缸加革) ，在 50 'c 水浴lþ处呢 1- 2 分钟。

来参加实验的还有成都市动物园叶志勇、何

光昕、宋云芳，西南民族学院~j淑芳、徐
小波，川大生物系细胞空张矛、张彬等 1I习
志，并得到成都市动物园和工农兵奶牛场

大)JY.. :1飞，点示衷心感谢。
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1 
细胞生物学杂志 1981 年

(2) 用 0.85%NaCl 溶液 (50'C)洗 3 次。

(3)经 75% 酒精洗 2 次， 95%酒精洗 2 次，空

气干燥。

(4)用湿室法，将标本平放于培养皿内的支架
上，加 1-2 滴 6 x SSC (SSC 由 0.15M 氯化铀，

0.015M 拧橡酸铀组成)于标本上加上盖片，培养皿中

另加少许 6 xSSC 溶液，但勿与玻片标本接触，盖好
培养lUl，移入 60'C 温箱，保温 20-24 小时。

(5) 经 75%酒精( 2 次)， 95%酒精( 2 次〉脱水，

空气干燥。
(6) 在染液中染 1 小时，水洗数秒，空气干燥。
[染液配制g 蒸t留水 50 毫升，甲醇1. 5 毫升，拧

棱酸一磷酸盐缓冲浪(0.2M 磷酸氢二铀用 0.1M 拧橡
酸调整到 pH7. 0)1. 5 毫升， Giemsa 原液 5 毫升Jo

结果

1. 核型分析

中毛牛体细胞染色体数目为 2n= 60 , 除性染色体
<X染色体， Y染色体〉为亚中部着丝粒染色体外，其
余常染色体均为近端着丝粒染色体，辑牛常染色体的

短臂一般较明显。

染色体依长短顺序排列为 30 对(包括性染色体}。

2. G一带带型分析
观察 50 个细胞，其中选 10 个细胞的 G一带照片

剖D1!i排队，进行比较分析，结果是. [图版图 1 ， "雄

性艳牛G一带带型图" Jo 
1 号染色体 民臂近着丝粒端宽和窄的深带各

两条，中部一条窄的浅带，两条宽的浅带，远端有四

条深带，短臂显著，有时可见 1- 2 条窄的深带。
2 号染色体 长臂近着丝粒端有一条深带，近

~II 主ill l部 3 条浅带两条深带交错排列，远端 3 条深

斗w.。短臂显著，可见 1-2 条窄的深带。

3 号染色体 长臂近端有一条深带，间隔两条
浅惜， ~r-I 部至远端三条深带，远端两条浅带。短臂显
若，可见 1- 2 条窄的深带。

4 号染色体 长臂近端一条宽的深带，中部两

条1巢íni ， 问|喝一条窄的浅带，远端一条宽的深带。短
臂 ill~泣，可见一条窄的深带。

5 号染色体 长臂近端有一条较宽的深带，两
条较窄的深带，间隔一条浅带，远端有两条深带，短
臂显著，可见一条窄的深带。

6 号染色体 长臂近端一条浅带，间隔一条深

'肘， It.:I音!I有两条浅带，两条深带，远端三条窄的深
知，染色体缩短时只能见两条深带。短臂显著，可见

一条窄的深帘。

7 号染色体 长臂近端有两条较宽的深带，中
部;FI1远端各有两条深带。短臂显著，可见一条窄的深

带。

8 号染色体 长臂近端至中部有三条较宽的深

带，远端有二气条窄的深带。短臂哥在著， 可见一条窄的
、川 I H~ 

v.之 'Ifí 0 

9 号染色体 长臂近端、中部、远端各有两条

深带。短臂显著，可见一条窄的深带。

10 号染色体 长臂近端有一条较宽的深带，中
部至远端均匀分布四条较窄的深带。短臂显著，可见
一条深带。

11 号染色体 氏臂近端和远端各有两主深'肘，
中部为一条窄的浅带。短臂显著，可见一条深带。

12 号染色体 长臂近端有→条浅带，中部均匀

分布三条深带，远端一条窄的深带。短臂显著，可见

一条深带。
13 号染色体 长臂近端有宽、窄深将各 A 条，

远端两条深带。短臂显著，可见一条深带。

14 号染色体 长臂近端有一条宽的深带，近中
部一条浅带，远端三条窄的深带。短臂显著，可见一

条窄的深带。

15 号染色体 长臂近端有两条宽的深，市，远端

两条窄的深带。短臂有一条浅带。

16 号染色体 长臂近端有两条深带，远端有两
条深带。短臂有一条浅带。

17 号染色体 长臂近端有一条宽的深带，远端

有一条窄的浅带和一条窄的深带。短臂有一条浅带。

18 号染色体 长臂近端和远端各有卢」条浅帘，

中部分布两条深带。短臂有一条浅带。

19 号染色体 长臂近端有一条宽的深带，中部
一条浅带，远端有一条深带，可见短臂。

20 号染色体 长臂近端为两条深带，远端两条

窄的浅带，可见短臂。

21 号染色体 长臂近端和远端各有'条深情，
中部有一条浅带，可见短臂。

22 号染色体 长臂近端两条深带，远端分布两

条浅带，可见短臂。

23 号染色体 长臂近端有一条窄的深，;if，中部

为一条浅带，远端为一条宽的深带，可见短臂。

24 号染色体 民臂近端有一条窄的保带，中各IS
一条宽的深带，远端一条浅带，可见短臂。

25 号染色体 长臂近端和远端各有一-f!飞窄的Lt
带， q~部为斗条宽的深带，可见短臂。

26 号染色体 长臂近端至中部有两条深带，口J
见短臂。

27 号染色体 长臂近端为，条宽的说:带，远端
为一条窄的深带，可见短臂。

28 号染色体 民臂中部为两条宽的说'卧， '''I见
短臂。

29 号染色体 长臂近中部有·条较宽的j示咐，

远端有一条较窄的深带，可见短臂。
X染色体 短臂远端两条窄的深带。长臂近端

两条窄的深带，远端有一条较窄的深带和两条较宽的
深带。着丝粒区深浅。

Y染色体 短臂浅染，整个长臂均匀分布气条
窄的深带。

常染色休着丝粒l三浅染， 1 →14 号染'包体:~显臂'以
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陈文元等:图版
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L:! 细胞生物学杂志 1981 年

明显。

根据以上的观察和分析，我们绘制了艳牛染色体

的G一带带型模式图C图版图 2 0 "雄性艳牛 G一带

有型仪式因Jo

3, C一带帮型分析

除性染色体(X染色体、 Y染色体)外，全部常染

色体泣丝粒l豆均深染C图版图 3 。 "雌性艳牛 C一带
节型图(方才l五内沟雄性?毛牛性染色体的 C一带门。

讨论

1 , Hanson [1]首先用芥子喳叮咽对奶牛染

色体的 Q-带进行了研究，用三个细胞进行了

染色体配对。 BucJζland 和巴-ans[2 ， 3]对牛科中

的奶牛、家牛、山羊、家羊等 12 种动物的G一

带和C一带作了较深入的比较研究，并探讨了

Robertson 氏合并问题。 Lan 和 HSU[6] 对 Ro­

Lertson 氏合并形式的变化进行了研究。 Hsu [7]

等对几种哺乳动物(鼠、牛)的培养细胞用 Ho­

echst33258，丝裂霉素 C ，放线菌素D 等化学

药物诱导的方法研究了 Roberlson 氏合并和串

联易位。他们的研究提出，在哺乳动物核型进

化中，由于 Roherlson 氏合并，串联易位或分

离形成相近物种问染色体数目和形态的差异。

在我们的实验中，虽然也偶尔发现有个别

染色体易位现象的存在，但是在中毛牛这个物种

中，一方面染色体数目为 60; 另一方面常染

色体垣臂较显著，这至少说明了在牛属某些动

物检型进化中，染包体在形态和结构上的差异

还不能完全用 Rohertson 氏易位，串联易位和

分高米解释。

2 , Hansen[l]曾追述了，有作者认为牛的

';~ir染色体全部为近端着丝粒染色体。此后，又

有不少作者，如 Hsu 等[ 7]通过对 Rohertson 氏

古井方式的研究，以牛为例，证明了常染色体

均共有微小短臂，从而确定常染色体为近端着

丝粒染色体。我们在家猪染色体的研究中亦证

明 E组染色体为近端着丝粒染色体[8]。在本试

验中，我们除作了艳牛的染色体外，还用了奶

牛染色体的G一带作对照，得到的结果与 Hsu

等人得到的结果一致，奶牛和住牛均存在微小

短臂，但f毛牛比奶牛显著，这也说明中毛11 二于)1奶

牛的常染色体均为近端着丝粒染色体。

3 , Hsu 等川曾指出奶牛 X染色体没有着

丝粒异染色质。 Buckland 和 Evans[3] 研究牛

科动物中牛亚科 6 种动物的X染色体，有的可

见着丝粒异染色质，有的则没有，而Y染色体

都未能确定。 在我们的试验中发现，任牛的

G一带带型中， X染色体着丝粒深染，而常染

色体浅染。在 C一带带型中， 性染色体 (X 染

色体， Y染色体)着丝粒区均浅染，而常染色

体着丝粒区深染，这亦可能说明轻牛 X、 Y 均

缺少着丝粒异染色质。牛毛牛常染色体平II性染色

体在着丝粒区这种差异现象，对今后研究牛毛牛

杂交后代的核型和带型，探讨艳牛种间杂交雄

性不育等问题，可能是有意义的。
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