
溶液中，在200C 160000g条件下离心72小时。
收集含有 DNA区带的部分，装入透析袋

里，用IOmM EDTA和 100mM Tris-HCI pH

8.0缓冲液透析。

（四） 冷酚法

将离心收集的细胞悬浮于pH 7.4的0.15M

氯化钠和O.1M EDTA中。加1毫克／毫升的蛋

白酶K (pronaseK)，再加20关的 SDS，使最终

浓度为0.3并，在37℃保温16小时。加等体积

的重蒸酚，抽提三次。用十分之一浓度的 SSC

透析水相三到五次。

（五） 折．染色体的提取法

大肠杆菌细胞在4℃下离心收集之后。OCC

下悬浮于0.，毫升pH 8.2缓冲液（IOmM Tris-

HCI, 0.1 MNaCI和20多蔗糖溶液）中。

加入溶菌酶 (0.1毫升含有4毫克／毫升溶
菌酶、0.12M Tris-HCI,pH7.2和0.05M EDTA),

在冰上放置40秒。 紧接着加入0.5毫升 1多

Brij-58, 0.4%脱氧胆酸盐、0.01 M EDTA和

lomm精眯 HCI溶液。细胞在 10℃下处理三

分钟被溶解。

溶解的细胞用12-60多蔗糖梯度 （含有

0.01 M Tris-HCI, pH 8.21 mM二疏基乙醇,1MM

EDTA和 ，MM MgC1z)，在4℃下a 9000g离

心片分钟，离心管中出现三条带（上、中、下），用

吸管吸出离心管中间出现一条乳白色的带，这

部份就是折叠的染色体 DNA,,需要立即进行

实验，否则大约30分钟后它就会失去折叠的特

性。

上述几个方法是分离制备 DNA比较常用

的方法。除此之外，还有酸酚提取法，碱变性制

备法等都是根据 DNA的性质分离制备的。因

此，在应用上可以依据实验本身客观条件不同

选择使用。
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一种识别人类迟复制的中期

X染色体的简易方法

李 麓 芸 戴和平 夏家辉
（湖南医学院第一附属医院妇产科） （湖南医学院医学遗传研究室）

正常人体细胞的染色体为46条，23对，其

中22对是男女共同的，称为常染色体，另一对

男女有别，称为性染色体，男性是XY，女性是

XX o Y染色体上有男性决定因子，一般来说，

有Y就能形成辜丸。女性有两个 X，1961年

Lyon提出“单个X活动假说气认为女性的两条
X染色体，在代谢型细胞中，一条有活性；另一

条活性低。这条活性低的X染色体，在间期核

中呈异固缩状态而形成X小体。如果某一个体

缺少一个X染色体，则核型为4 5 XO，其卵巢不

发育而呈条索状，并表现出多种的临床症状。
有的个体中，X也可增多，可多到3-，个，但也

只有一条X具有活性，其它各条活性低，故可形

成2-4个X小体，这种人常伴有智力发育障碍
等一系列临床表现，但并没有女性化更强的表

现。因此，我们检查这种活性低的X染色体就

可帮助临床确诊。

1963年Schmid用氖标记胸腺嚓咤放射自

显影的方法，观察中期染色体的DNA复制情

况，发现在正常女性的两条X染色体中，有一条
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X染色体 DNA复制较迟，而被大量标记，在正

常男性中的X染色体没有这种迟复制的现象，

因此认为，这条迟复制的X染色体就是在间期

核中形成X小体的那条呈异固缩状态的X染色
体。此后，在医学遗传学中应用这一方法来研

究迟复制的中期X染色体，但由于放射自显影

方法复杂，且需防护设备，难于推广应用。现在，

我们参照 Kim. MyaL1.a1等的方法，采用 BUDR-
Giemsa技术识别迟复制的中期X染色体，方法

简便，效果满意，现将操作方法及基本原理介绍

如下。

右，用自来水冲洗，置室温待干。

7．在普通光学显微镜下观察可见迟复制的

X染色体呈现明显的浅着色，如图1箭头所指。

图1是一个外周血细胞的中期染色体图。 表

示一个具有47条染色体，其核型为 47, XXY

的个休的染色体图。

一、操作技术

1．用常规方法配制含20外小牛血清或 AB

型人血清 RPM 1640培养基，每100毫升培养

基中加2并的 PHA溶液3-5毫升，用20毫升

的容量培养瓶分装，毫升培养基，置冰箱中保

存。

2．用万分之一分析天平称取 BUDR粉末

（瑞士 Fluk产品）一毫克，置无菌青霉素瓶中，

在无菌室中加人无菌生理盐水2毫升，用黑布

避光置冰箱中保存。

3．抽取待检者静脉血2毫升，分别加人培

养瓶中，用8号针头每瓶滴8-12滴，轻轻摇匀

置37-C温箱中培养。
4．收获细胞前10小时左右，每瓶加人

BUDR溶液0.1毫升（即10,ug/ml)，继续培养
6小时左右后，加入秋水仙素。.8微克／毫升，继

续培养4小时左右。

5．收集细胞，按常规方法作细胞学处理，用

冷玻片滴片，立即置75-80℃烤箱中干燥，3

小时左右关闭烤箱，令其自然冷却。

6．将玻片标本浸人已在水浴中升温至880C

的1 M NaH2P04临用前用 NaOH粉末调整

pH至8.0)溶液中20分钟，取出后稍冷，用已

加温至37℃的蒸馏水漂洗两次，置37cC晾干，

用蒸馏水稀释的 Giems：染色液（每40毫升蒸

馏水中加 Giemsa原液，毫升）染色20分钟左

图1 一个47, XXY个体的染色体核型，
箭头所指为迟复制的X染色体

二、迟复制X染色体浅染色的机理

中期染色体的两条姊妹染色单体各由一条

DNA链所组成，而 DNA是由四种单核普酸

（其中包括胸腺1191;咤核普酸）以不同的排列组合

形成联结而成的两条互补的多核普酸链形成的

一种双螺旋结构。 当细胞在加有 BUDR培养

液中进行分裂时，BUDR能取代胸腺嚓淀核普

酸，渗入到新复制的 DNA核普酸链中。这样，

当在细胞终止培养前10小时加入 BUDR后，由
于组成迟复制的那条X染色体的两条染色单体

的DNA链的一条核普酸链的胸腺嚓淀大部分

被 BUDR取代，而使该中期染色体出现了螺旋

化降低的倾向，从而影响了与Gems。染料的亲

和力，因而着色浅。这样根据这条染色体与其

它染色体所呈现的鲜明不同的颜色，就可以鉴

定它为迟复制的X染色体。
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