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问题。近年，很多工作者观察到肿瘤病毒转化

的细胞，它们的肌动蛋白纤维减少，肌动蛋白

和肌球蛋白纤维的排列样式有改变[叫。 当转

化细胞逆转，重新获得正常细胞性状时，纤维

统形成较正常样式。由此看来，对正常细胞

节'架结构和功能的了解，是进一步认识肿瘤细

胞生物学特性必不叮少的方面之一。
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从核酸免疫看染色体分带的机理米

卫林祥

(中国科学院上iíg:细胞生物学研光所)

才主包{本分情技术是用某些细胞化学和免疫

化学显色方法，在染色体臂、着丝点上显示出

着色深浅相间的带谱的技术。

一、染色体分带技术简述

Caspersson 等 [1](1968)首先发现动植物

细胞的巾朋染色体Hl 哇叮咽氮芥染色后，在荧

光显微镜下染色体呈现明、暗相间的荧光带

洁，简称 Q-带。此后 Arrighi 和徐道觉 [2 ] 

(1971)报道了)种对着丝点异染色质区有特殊

着色的技术，简称C一带。 Summer 和 Evans[3]

(1971) 则采用 Giemsa 作染料，使中期染色

体产生与 Q一带相似的带谱， 称作 G-带。而

Dutrillaux 等 [4](1971)将 G一带的操作作适当

改变之日，得到与 G-ff?相反的带谱，叫做 R­

升Ï( Ujl反+g;)。此后，这十多年里又有许多作者

报道了 系列新的分带技术，如表 1 所示。

表 1 巾所列的染色体分带技术，大多是用

各种不 I lIj 染料进行的3.色分带反应。同时也列

入 {ll~近由 Erlanger 丰11 Miller 建立起来的、

用免疫化学方法进行的专~'[生很强的染色体分

带技术[ 5]。有关用细胞化学方法进行染色体分

带，已有许多报道[ 6叫，在此不再详述。下面

着重介绍用抗核酸抗体进行的特殊染色体分带

沽，并就分带机制作初浅的探讨。

二、抗核酸抗体的产生及其与染

色体 DNA 的反应

1 .抗核酸抗体的严生

要将抗核昔或核晋酸(简称抗核酸)抗体用

于染色体分带，首先应获得对I里岭和1 日应 l应专­

的抗体。 Erlanger 和 Beiser[9](1964) 最早成

功地建立了用嘿岭或暗览半抗原与蛋白质(通

常用牛血清白蛋白或兔血洁白蛋白〉的结合物

未免疫动物，从而获得对i黑岭或略览了J 专~性

的抗体。合成嘿岭或嘻览与蛋白质结合物的具

体步骤如图 1 所示。反应的起始物质是核糖核

* ;(E才、文写作过程中， /_叉车，~n二字~1At~ 、'，"'，' '}J: l' 1 'f~j受
热情鼓励和指导，特此致谢。

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



第 3 卷第 3 期 细胞生物学杂志

表， ~提色体分带类型

分扑类型! 处理方法 |染 料| 特 征
Q-带 i 不经处理 l l;J 叮咽 I Q-带及一些着丝点异染色质3+

1. G2-期处理 | 

放线菌素D

利福霉素 Giemsa 

四环素 | 

天青B(Azure B) 

2. 固定染色体的处理

2 x SSC , 60 oc , 1/J、日才G-;1îf 
G-带以及一些着丝点异染色质

蛋白酶 1 

1 Giemsa 
尿素 l 

3+ 

| 去垢剂

l 氧化剂

i 叫阴阳体川!! L | 
4 在染色过程中处理 I Giem叫 H时

11mMm 川川2. Earle's 盐， pH 6.5 , 87 "C ! Giemsa 'Ao 

3. 冷处理 | 

4. 抗胞略览抗体(Anti-C)* I 

R-带 与 G一带相反

T-带 I Earl内盐， pH 5.1 , 87 "C I Giem叫 |染端粒区
Giemsa 显示出早期和晚期DNA复制区域1.在 S 期的后半期将细胞暴露在 i

BUdR(或 BrdU←←粤R 下 1
z. 仕嚣二次 S 期的一段时间里将 I Hoeschesl I 显示出早期和晚期DNA复制区域
1. 0.07 N NaOH, 2-6 x SSC ._ 

IJle臼lsa

2. DNase i 染着丝点处的异染色质C-带

I 3 抗甲基化腼顿在Eri l 
5MeC户

Giemsa-11 不经处理 |?imm(PH11川在人类染第 9 染色体的次缝痕和一
I '1'!"L ;N..a I 37 "C, 10-20.分钟| 些其它染色体的着丝点异染色质

Cd-带 一|黯再配丽EHAEF下 Gi♂J一丁点三ji -I 8.5-9.0 ， 85 "C处理45分钟l J '-'........,1.,1....03"" I 
。 TCA ， 85-90 "C， 30分钟;然 r:~_~_ I 

后。:「NHC1 ， 60 "C 30-45 分钟I Giemsa I 染核仁组织者区域
N-才17

2. 银染色 | 银染料 1 染核仁组织者区域

HoecMml 不经处理 IH叫叫258 I 强烈地染一些着丝点异染色质

*用核酸免疫化学分带法进行染色。

苦或核糖核昔酸。先让它们在室温下与少许过

量的过氧化物起反应，后者能将核昔或核昔酸

中 2' 手113'一起基氧化成隆基.醒化的衍生物在

pH9-9.5 时通过赖氨酸残基与载体蛋自质形

成一个酸不稳定的中间物，这种中间物可用

NaBH4 还原成稳定的叔胶形结合物。

以上反应是逐步进行的，不需要分离任何

中间产物，因此操作很为简便。利用这种方法能
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?-2一豆丁
P-C-C C-c-CH20R 

I 11 11 H 
H 0 0 

。~_--~----
I H H 10; 

P-C-C-C-c-CH2IOR 一一一二-→
I I I I 过腆酸

H OH OH H 

。 一一一 。 一一一 一一一

I tI_.. __I:! ___ _ _ NaBH. I H _ __ __ _ H 
P一C-CHHC一C-CH20R←一一一二-p-C-C.OH HO'C-C-CH20R 

古 、/ 古 P=喋岭或帆 H N// H 
/OH I 

R' R =H或-p( R' 
11 "OH 
O 

R'= 蛋白质骨架， N由赖氨酸残基提供

围 1 合成攘哥〈攘攘誓酷〉与蛋白质结合物的具体步骤

使 15-25 个核苦(或核昔酸分子〉结合到一分 三核昔酸等.甚至还有人工合成的 Poly(rA) 

子牛血清自蛋白上去。这个反应不限于合成核 . Poly(dT)杂交分子的半抗原决定簇[10 1 。

糖核苦酸与蛋白质的结合物，也可用于合成含 2. 抗核酸抗体与染色体上单链 D1;l A 的作

邻究基的任何糖苦与蛋白质之间的结合物。 用

由于脱氧核苦酸没有邻起基，故不能与过

硝酸起反应，形成二醒化合物。若要合成胸腺

啃院与蛋白质的结合物，可将载体蛋白与l-ß­

D-映喃核糖胸腺唔腔缩合即成。用这种方法

制备的抗原来免疫动物，就能获得对胸腺嘈院

专-的抗体，它们也能与变性 DNA 起反应。

表 2 所列举的是在 Erlanger 和其他一些

实验室中已经得到的三十多种不同核苦和核昔

酸半抗原决定簇。其中包括五种主要的瞟岭和

略l克碱慕、二些所谓的稀有碱基、二核昔酸和

pH9-9.5 ! R'NHJ牛血清白蛋白戎)
2 飞兔血洁白蛋白/

抗核酸抗体不能与天然双链 DNA 起反

应，但能与单链或变性 DNA 的特定碱基起反

应。因此抗核酸抗体是一种研究染色体 DNA

结构的有用工具，可为染色体分带机制提供直

接的证据。抗核酸抗体与染色体 DN八的作用

随所使用 DNA 变性方法及抗体种类不同而不

同。 运用常用的-些 DNA 变 '1~:)j1:去得到的染

色体分带图谱结果如下2

1.氢轧化纳变性 DNA 后与抗核酸抗休

的结合染色体经 NaOH 处理后，通常呈膨

表 2 对染色体研究有用的抗核替和抗穰替酷抗体的决定簇

;77FZ可LLRL 核苦喇 l 二百写一一一
尿嗜驼 | 胸腺喀院 AMP 

腺嘿岭

乌嗦岭 1 1 

胞啼咬 I : 
5-甲基尿略咬

5-澳尿l密览

5-:(i典尿嗜览

6-甲基腺暖岭

5-甲基胞喀览

三核苛酸(密码子〉

ApApA<赖氨酸〉

ApApC< 门冬氨酸〉

ApApU< rJ冬氨酸〉

ApUpG(甲硫氨酸)

ApGpU(丝氨酸)

ApGpC(织氨酸)

GpGpU<tl 氨酸}

AGAUAGACGCF 
n
y
n
y
n
v
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y
n
y
n
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n
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n
v
n
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n
v
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胀状态，以至只有抗腺嗦岭(Anti-A) 和抗鸟

iE:岭 (Anti-G)抗体能与染色体 DNA 结合.

但抗体在染色体上的分布是均匀的，不呈明暗

相间的fri汗。为克服这一困难，可采用其它

DN八变性法来研究。

2. 甲耽脸变性 DNA 后与抗核政抗休的

结合 先将染色体在 95%甲眈股中，于 65 CC

变性 30-60 分钟，再用间接免疫荧光法染色，

Dev 等[1 1] (1972)发现 Anti-A 在染色体上呈

高度非均一结合。 Anti-A 荧光抗体沿着染色

体长轴呈明、暗相间的带谱分布。所得到的带

谱非常像 Q-带或 G-带的图谱，只是 y-染色

体远端的!窍叮咽明带区域例外，它们与

Anti-A 的结合很少.

3. 尤轧化变性 DNA 后与抗核酸抗休的

结合 Schreck 等[12](1973)指出，在有亚甲

蓝存在的光氧化反应中， 固定染色体 DNA中

鸟瞟岭残基被破坏，从而暴露了DNA 互补链

上的胞唔睫残基.后者能与 Anti-C 结合，产

生类似 R-带的带谱。

因 2 [12]为人类 24 条染色体用 Anti-C、

Anti-A 、 I噎町咽氮芥和 Giemsa G-带法(从

左至右)显示的分带方法。从图可知用后面三

种方法得到的带谱总的说来非常一致。然而用

Anti-C 技术产生的带谱与用其他三种方法得

到的带讲正好相反。即用 Anti-C 得到强染色

的带区，当用 Anti-A、哇町咽或 GiemsaG­

带法染色时，只能得浅染色。

4. UV 变性 DNA 后与抗核酸抗休的结合

Scamall 发现， DNA 用 UV 处理后， 会在邻

近略腔(大多是胸腺嗜览〉残基之间形成二聚

休。 Schreck 等 [13](1974)用 Anti-A 、 Anti-T

和 Anti-T-T 与 UV变性的染色体相互作用，

产生类似Q-带或G-带的带谱，同时在染色体

1 、 9 、 16 的右丝点周围出现强荧光。 Anti-C 或

Anti-G 也能结合到 UV 变性的染色体上去。

但这种结合较弱，且相当均匀地分布在染色体

上.只是染色体 9 的着丝点周围例外，对

Anti-C 的结合明显增加。

回 2 人类 24 ~lU提包体用Anti-C、 Anti­
A、嗤町咽氯芥和GiemsaG 带法(从

左至右)显示的分带方法

Lubit 等 [14](1976) ， Sch rcck 等 [15] (1 ~77) ， 

Kahane 等 [16] (1978) , Eastman 等 [17](1~80) , 

以及卫林祥等[18](1981)发现 Anti-5MeC能用

于对染色体结构和功能的研究。图 8 为人类中

期染色体经 UV 照射和 Anti-5MeC 间接免疫

过氧化物酶法染色后显示的染色情况。从因可

看到 Anti-5MeC 与 UV 变性 DNA 的结合集

中在几个特殊位置处， HP人类染色体1 、 9 、 ]6 结

图 3 人类中期染色体经uv照射和Anti-5MeC

间接兔磁过氧化物酶染色后的情况

图中所列数字为染色体号数，箭头所指为 Anti-

5MeC 深染色区域。 C引自 L l，l bit 等 [1叫 1976门
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表 3 染色体分带技术的比较

:丁一百fll17? 了fiffii间再
I 1 1 I I 

Q-带 1 + I 1 1 1 1 I + 
:}一二二二丁二巳士;二l=-~~-I---二=L-- -1 二
叫 一 I I 二上__[__~I___I________ I 一

质) I I I +|~J_+___I___I_~ 
N-布i(核仨组织者) 1___ __J_____I________I 一 • i 一一一」一二 ----

1 I 1 1 + 1 1 
JZ些些些芒注 ••| l 一一上一J_ 1 上一__~_I一
←些?吧王雪坠693 %/:主些芝L二 I 1 十 1 + I一←_1__ ~ i 
旦哇!吧??!?3-平方早扯二一L一_J一__J__+__1_ _ 1 
一如塑些主一一一一一___1~~ 1 • I 1一__I____I+___1 
叫芋哩些生二→ 1 _I一_1二|一一_1_____-'------ 1 一
Anti-A( 甲耽胶) 1 + I I 1 1 I I 
士TL一 一一j__+_I__l~+1__1__ __ i____ ~ I • 

J_+__J___L_+ __• ___1 ___ _1___ _ 1 
M山光氧化) I _ _I ~_ 1__ _ ~_I___________ 1一
卫EF雨一 ←一广1二 l l~+ -1-二二l二一

Anti-5 MeC(UV 照射〉 一 1 1_ I + 1 __~_l + 1 I一二一
构异染色质的 C-带区域z 染色体 15 的相应

C-带区 z 以及 y-染色体靠远端的)半或 2/3

处。染色体 10、 17 、 22 和 Y有时会出现一个小

的增强的 Anti-5MeC结合区。

上面我们对用免疫化学方法进行染色体分带

的一些基本特点作了描述。这种分带技术与用

细胞化学进行的染色体分带之间的进一步比较

可从表 8 看出。若将这些方法结合起来应用，则

可更精确地鉴定某些染色体的特殊区域，并为

探讨各种染色体分带的机制提供确切的证据。

三、从核酸兔擅看染色体分带的机理

有关染色体分带的机制目前还缺乏较为一

致的说法[19] 0 这里只能就几种主要染色体分

带法的可能机理作简单介绍。

1. Q-带和G-带

Comings 等于 1972-1978 年间做了一系

列工作，证实染色体 DNA 中富 AT 片段有显

著地增强喳町咽荧光的作用。然而富含 GC 碱

基对的 DNA 片段则引起哇II'(n因荧光的i卒灭.

荧光强度的变化随碱基组成的四次方而变。目

前一般认为Q-带和 G-带显示染色体 DNA 上

富 AT-碱基对区域，而它们的带间则显示富

GC-碱基对区域。 Anti-A 与用甲眈胶变性过

的中期染色体 DNA 的结合，更直接地证实了

Comings 等的发现。因为 Anti-A倾向于主
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要与染色体上显示Q-带和G-带的富 AT 区域 点异染色质区的深着色.这也许是由于着丝点

结合. 区的染色体结柏是处在非常致密的状态，保护

蛋白质也可能阻碍哇叮咽结合到 DNA 上 着那里的异染色质免受氢氧化铀和盐的破坏，

去，但这种蛋白质-DNA 相互作用在产生Q­

带上所起作用的程度还不知道. Comings 认

为形成 G-带的原因也可能是由于染色体上 G­

带区域 DNA 的侧链为未被遮盖的"自由"

DNA，它们能与 Giemsa 分子相互作用，致

使染料在带区堆积起来呈深着色.而带间则由

于种种目前还不太清楚的原因，以致不能与染

料结合，呈浅着色.

2. R-带
Verma 和Dutrillaux 分别发现，染色体

经 76-95"C处理或用碱和甲眈胶溶液温浴时，

构成G-带的富 AT-碱基对被破坏，而形成 R­

带的富 GC-碱基对仍处在天然构型，仍可显

示 R-带，这证明构成 R-带的基础是 GC-碱

基对.

前面提到由亚甲蓝引起的光氧化反应能专

一地破坏染色体 DNA 上的鸟瞟岭残基，致使

Anti-C 能与互补链上的胞唔览残基起反应，

得到与用 Giemsa 或町览橙产生的R-带相似的

带谱，这就更直接地证明产生 R-带的机制在

于染色体 DNA 上的富 GC 碱基对.

由此可知，中期染色体经适当处理之后，

Anti-A 倾向于主要与染色体上富 AT 区域结

合，产生类似于 Q-带或 G-带的带谱.而

Anti-C 倾向于主要与富 GC 区域结合，产生

类似 R-带的带谱〈如图 2 ).因此，主要的染

色体带谱反映了染色体 DNA 上碱基组成的区

域性分布.

3. c-带

Comings 对于形成 C-带的机制作了广泛

研究后指出，与 C-带密切相关的明显特征是

染色体上非C-带区 DNA 被抽提，而C-带区

DNA 仍然保留在染色体上.Comings 等发现，

染色体经氢氧化纳和盐处理之后，染色体上

80%的 DNA 被抽提. DNA 优先从非 C-带

区被抽提之后，造成染色体臂的浅着色和着丝

从而产生C-带.

前面谈到~ Anti-5MeC、 Anti-A 、 Anti­

ApA 和 Anti-T-T 能与用 UV 变性的 DNA

结合.这种结合在人类染色体 1、 9 、 16 结掏

异染色质的 C-带区域以及染色体 15 的相应

C-带区域特别明显〈如图 3). Jomes 已用

DNA-RNA 分子杂交法证明，人类染色体 1

和 16 上结合最强的 C-带区域是富 AT 的人类

卫星 DNA-II。经 UV 变性后，它们可以与

Anti-A 、 Anti-T 和 Anti-T-T 结合。而染

色体 9 上的 C-带区域则含有卫星 DNA-1I和

卫星 DNA-III. 因此的l1eC 残基存在于卫星

DNA-II 上，甚至也许也存在于卫星DNA-III

上(表 3 )。

Comings 于 1972 年和 1978 年曾先后二

次对构成染色体带谱的机制进行了分析，提出

染色体是由三种不同类型染色质组成的假说2

(1)常染色质， (2)结构异染色质或 C-带异染

色质，以及(3)插入异染色质或 G-带异染色

质.同时对这些染色质分别在构成染色体带谱

上的作用提出了假说.表 4 歹Ij举了这些染色质

的主要特征.从表 4 中可明显看到，在G-带和

R-带染色质之间有明显区别。用 BUdR-Ho­

echst i:去对 DNA 复制先后顺序的研究表明，
早期复制的富 GC-DNA 与 R-带密切相关，

然而晚期复制的富 AT-DNA 则与 G-带有密

切关系.此外，还可发现着丝点结构异染色质

是高度甲基化的 DNA，这可能与这区域的

DNA 在遗传活力上不活跃有关.

总之，有关染色体分带的机制问题，仍然

是细胞化学家目前正在探索的问题之一。然而

免疫化学方法在染色体分带技术上的应用，为

阐明分带的机理提供了直接的证据.

参考文献

[1] Caspersson, T. , Farber, S. , Foley , G. 

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



10 细胞生物学杂志 1~8i 年

表 4 绿色体带语里绿色质的Z种主要类型
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T 淋巴细胞的醋酶标记及其应用

笃曰萍

{河南省肿瘤研究所)

淋巴细胞参与机体兔疫反应的作用和意义

已为人们所重视。随着生物化学、生物物理学

及细胞生物学的发展，认识又在日益加深。近

年运川细胞化学平n免疫学的方法，进一步了解

到淋巴细胞中存在着多种酶类，于是更引起大

家的关注和兴趣.

本文曾f森林飞卿教授及章:γ[::老 Il! ii j l;! 11 \ 'ì,é J共意
儿，恃此致谢。
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