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限制性内切酶缓冲液诱导人和家兔
染色体显带的研究
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摘 要 用限制性内切酶Alu I. 缓冲液或空白处理人染色体标本，发现Alu I及缓冲液均能诱导出类C

和G带，其中缓冲液诱导的类C带频率虽低于酶原液，但明显高于空白对照；而G带的诱导率无明显差

异．此外，用限制性内切勇HaeIIl和Hinf I及其缓冲液处理中国小型白兔外周血染色体标本，也诱导出

了相应的类C和G带．
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Abstract C- and G-bands were induced in human chromosome by both AluI and its buffer after treating

the samples with AM, buffer and blank control. The frequence of C-band induced by buffer was lower

than that by Alul(P<0.05), but much higher than that by blank control(P<0.001). There was no signifi-

cant difference among the frequences of G-band induced by AM, buffer and blank control(P> 0.05). Also

HaeM, and their buffers were capable of inducing C- and G-bands on chromosome of China small-sized

domestic rabbits.
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染色体的限制性内切酶(restriction endonuclease, RE）显带是近年发展起来的一种新的显带

技术，目前已广泛用于人及肿瘤染色体、类人猿、猩猩、小鼠、赤鹿、猪、两栖类等动物染色体
的研究〔1, 3-5, 7, 8, 11, 12, )．然而，在上述研究中，缓冲液一直被用作阴性对照。作者曾发现RE中

的Alu工、Hae III和Sau3A I缓冲液能诱导人染色体显出类G和C带〔9, 10)．为了进一步探讨
RE缓冲液染色体显带的普遍性，我们特进行了本研究。现报告如下．

1材 料 和 方 法

1.1人染色体标本制备、Alu I及缓冲液显带

用常规方法从3个人淋巴母细胞样细胞株，2例正常人外周血中制备人染色体标本。将每例

不同片龄的人染色体标本分5组，分别用10x, 5x, lx AluI缓冲液，Alu I酶原液及空白（未

加任何处理）于37℃作用4小时，2% Giemsa染色10分钟，气干，油镜下观察，每例计数50个以上
中期分裂细胞。扩检验，显著性水平P = 0.05,
1.2家兔染色体标本制备、RE及缓冲液显带

取中国小型白兔（China small-sized domestic rabbit)，雌雄各4只，采兔心脏血0.3- 0.4ml，接
种于含199 40ml、小牛血清10m1, ConA 0.4mg、肝素0.4m 1,青链霉素各5000单位、pH7.4-

7.6的培养液中，于38℃培养67-72小时，加人终浓度为0.06ug / ml的秋水仙素作用2小时，常

规收获细胞，气干法制片，将每只家兔染色体标本分4组，分别用20u1 Hae1II缓冲液、20ul Hae
III酶液，20ul Hinf I缓冲液和20ul Hinf I酶液于37℃作用18小时，5%Giemsa染色10分钟。油

镜下观察及摄影。

3种RE及其缓冲液的特性见表1,

表1限制性内切酶及其缓冲液的特征

5

识 别 序 列 缓 冲 液 成 分 诱导的染色休带纹

月Ju I AG'CT(GC) 20mmol／L NaCl 

万aem GG'CC(GC) 7mmol / L M gC12 

Ninf I G ANTC(N) 7mmol/ L 2-mercaptoethanol 

l Ommol / L Tris-HCl (pH 7.5) 

50mmol / L NaCl 

60mmol / L MgC12 
6mmol／L a-mercaptoethanol 
100ug/ml BSA 

6mmol / L Tris-HCI (p117. 5) 

1 Ommol / L NaCl 

6mmol / L MgC12 
6mmol / L cc-mercaptoethanol 
100ug/ml BSA 

6mmol / L Tris-HCl(pH7.5) 
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2结 果 与 讨 论

2.1 Alu I及其缓冲液显带

在5例人染色体标本中，共计数A lu工缓冲液处理的中期分裂细胞313个，诱导出类C带细胞

104个，类G带细胞101个；共计数Alu I酶处理细胞320个，诱导出类C带细胞159个，类G带
细胞91个；共计数空白对照细胞318个，诱导类C带细胞15个，类G带细胞107个。A lu工缓冲
液、A 1u I酶液和空白处理诱导的类G带频率的差异无显著性（(P > 0.05), Al。工缓冲液诱导的类

C带频率低于酶液（(P < 0.05)，但明显高于空白对照(P < 0.001)。同时诱导出类C和类G带的细胞

也只见于Alu I酶液（图版I , 1)和缓冲液（图版I,2)处理的标本。此外，缓冲液浓度和染色体标
本片龄（老化程度）对显带无影响。但细胞株染色体标本较外周血标本更易诱导出带纹。

2.2 Hae III和Hinf I及缓冲液显带

8只中国小型白兔的染色体数目为2n= 44，组型为12m十12sm+l2st+8t，与文献一致〔“，。

Hae M酶液在中国小型白兔染色体中诱导出类G和类C带，后者主要分布于 1, 2, 4, 5. 6,

11, 16, 18, 20, 21号和Y染色体（图版II , 3)。与HaelH在人染色体中诱导出的类C带主要分
布于1, 9, 16号及Y染色体不尽相同（(10)。Hae1缓冲液在中国小型白兔染色体中诱导出清晰

的类G带（图版II , 4)。而Hae III缓冲液在人染色体中既诱导出类G带，也诱导出类C带〔’。〕，提
示人和家兔在结构异染色质上存在差异，这是否与进化有关尚有待进一步研究。Hinf工酶（图版

11,5)和缓冲液（图版II , 6)均能在中国小型白兔染色体中诱导出类G带，而缓冲液诱导出的带纹较

酶液清晰．最近，陈文元实验室用Alu I和Flae III酶及缓冲液在黄牛染色体上诱导出类C和G

带，其中缓冲液诱导出的带纹更清晰（尚未发表）。

本研究及其它新近研究结果表明，部分RE缓冲液能在人、家兔及黄牛染色体上诱导出带纹，

提示RE缓冲液诱导染色体显带具有普遍性．过去认为，RE显带机理可能与其特异性DNA序

列的识别或蛋白质抽提影响DNA高级结构的构象有关〔2)，而RE缓冲液的基本作用是促进RE

对DNA的特异性酶切。由表1可见，Alu I、Hae III和Hinf I的缓冲液的基本成分相同，仅含量

不同。这些成分是否与RE缓冲液诱导染色体显带有关，尚需进一步研究。另一方面，作者还发

现，RE缓冲液本身就有降解纯化不全的质粒和基因组DNA的作用（毛新，未发表）。因此，在

RE染色体显带研究中，将RE缓冲液作为阴性对照是不完全的，必须设空白对照才能说明问题。
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1. Alu I酶在人染色休上诱导的C和G带；2. Alu I缓冲液在同一个体染色体上诱导的C和G带．

图版工
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3. HacM酶在中国小型白兔染色体上诱导出的C和G带；4. HaeIII缓冲液在同一兔染色体上诱导出的G带；

5. Hinf I酶在同一兔染色体上诱导出的G带；6. Hinf I缓冲液在同一兔染色体上诱导出的G带．


