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用某些Re：消化原位固定的中期染色休，染色体染色深度总体降低，对于某一种酶显示出特征性带型（23)

这一新发现，为更精细地分析染色体结构和功能等提供了新的方法．虽然有人对Res诱导显带的机制已作了一些

假设“,22,2")，但对于固定的染色体，很难从本质上分析酶诱导其显带发生的生化变化，并很难确定这些带是如何

与染色体区域的组成相关联．近年来又发现Res也能诱导体外分离的、未固定的染色体显带(10,11)．休外消化适

合于生化研究，可了解引起染色体显带的分子组成和构象．本文将对Res显带带型种类、显带方法、显带机制及

电镜下Res显带观察作一概述．

一 Res显带类型
Res可诱导C, G, NOR, R显带及某种酶特异带型．有些Res还可诱导出现染色体间隙．一般将限制性

内切酶显带记为R。显带（，〕，诱导显带的带型写在符号"Re’后的括号内，带型名称后在括号内写上显带醉的名

称．例如，AM诱导C显带，可记为：Re(C)(A luI）显带．

二、Res显带方法

1．原位固定的染色体Re。显带法（，，

先用空气干燥法制备染色体玻片标本；将反应液（30活力单位Res溶于20 川特定缓冲液中）滴加到染色体标

本玻片上，小心地用盖玻片覆盖，防止气饱产生，然后将玻片置于湿润空气温箱中，371C温育2小时或更长时间，移

去盖玻片，Giemsa染色，镜检．用特定缓冲液作空白对照（不显带）．应了解Res活性，以确定酶消化适宜的浓度和

时间．

2．分离的染色体体外Re。显带法〔10,11)

(1)细胞培养 在5:3:2的Hanks: 199：马血清的混合培养液中，细胞长成单层；用过量的脱氧胸昔（终浓度

10mmol / L)处理24小时，可获得对数生长的同步化细胞；用Hanks液冲洗后，换新鲜培养液培养；8小时后，加人

秋水仙胺（(0.075ug/ ml)继续过夜培养．(2)染色休的分离 从培养单层上收集积累的有丝分裂细胞，用Hanks

液冲洗后，离心（4808)5分钟，再在 1:1 Hanks:蒸馏水中悬浮 20分钟（冰中），同上离心，然后用冷的

PMH(O.lmmol / L Pipes缓冲液，Immol / L MgC12, Imol / L己糖，pH6.5）冲洗，离心（10008)5分钟，再在l Oml

PM H中悬浮，371r温育10分钟；接着用22号针头注射器灌洗，以释放出染色体，可用相差显徽镜观察．未破裂细

胞以3008离心10分钟使细胞团沉淀，将悬浮液再离心（15008)30分钟，收集染色体团．用少量PMH重浮染色体，

4t贮存． (3）内切酶消化 贮存在PMH中的染色休以15008离心30分钟，向沉淀物中加人特定酶消化缓冲
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液使之重新悬浮，使染色休DNA终浓度达300,ug / ml．然后加入适当浓度的内切酶，置37 C温育；不同时间取出

染色体悬液，每一样品中加EDTA（终浓度为IOmmol / L), lil冰上冷却，冰箱中过夜，以便染色质游离出来；1500g

离心30分钟，小心地将含有游离出的染色质悬液取出，贮存；再用含10mmol / L EDTA的消化缓冲液重新悬浮留

下的染色体团块．反复多次后，在相差显微镜下观察，以确保在悬液中无染色体． (4)将经消化的染色体部分及游

离出的染色体部分离心（1500g, 15分钟）到一盖玻片上，然后用 1:3的冰乙酸：甲醇固定，Giemsa染色．

三、Res显带机理

1.Res限制性位点出现的频率

用微球菌核酸酶和DNascl处理中期染色体，使染色休染色程度明显降低，同时，伴随出现带纹（25)．用AIul

或EcoRI处理小鼠中期染色体，染色体中85％的DNA被降解释放，仅定位在着丝粒区域的随休DNA保留在染

色体上（”〕．Miller等(1983) (23)提出，富含某一Res识别位点的DNA X:域被切割产生缺Cl,释放出来的DNA

片段长为100-200bp，而大于1000bp的片段仍保留在固定的染色体上．因而一设想，Res诱导显带表示染色休该区

域酶限制性位点数目较少，或根本没有。Hae 111使人染色体出现C带或G带(5, 23)．山一1“该酶限制性位点由GG

杏CC序列组成，又由于G带间染色体区域富含鸟嗦吟，因而认为Hae 11优先消化带间区域，诱导G显带．Hind Ill

和EcoRI诱导人染色体呈现G带(2u，然而，这些酶的限制性位点并不富含鸟嘿吟（分别为A今AGCTT和G小

AATTC)．因而提出Res诱导显带的主要原囚是染色质结构组成而不是限制性位点出现的频率。有实验表明，家

猪1-12号染色体以及X染色体的中和亚中着丝粒区的结构异染色质处，AuI显带阴性．这类着丝粒结构异染色

质为富含G-C的DNA组成，同时含有AluI识别位点及切割区．而13-18号染色体的端着丝粒区结构异染色质

处AluI显带阳性，该处富含A-T碱基组成，同时因缺少AluI识别位点而耐消化〔”．

Bianchi等（1987) c9〕应用连续酶消化（SED）技术研究Rcs显带机制，结果提示，Rcs在DN^ 分子中诱导产生

多个缺口，在温育期间，从染色体上脱落的DNA量取决于染色体缺n数目多少以及染色体蛋白对DNA脱落的阻

碍作用．DNA上具有高频率识另！！序列的Rcs会从DNA上切割产生大量的短DNA片段，该短片段从染色休上

释放出来，使得染色体局部性着色变浅．另一方而，染色休蛋白可阻止DNA长片段从染色体中脱落下来．当这些

蛋白受到蛋白酶K消化时‘DNA长片段也释放出来，染色体上仅保留缺乏Rcs识别序列的DNA区域，这些区域

可用DNascI消化．上述观点可直接通过测定Rcs处理后脱下的DNA片段大小排到验证。Mbol消化后释放出

的DNA片段小于1000bp，而蛋白酶释放染色质蛋白所阻留的DNA片段大于1000bp.因而得出结论，某些Rcs

从固定的染色体不同区域去除不同长度DNA，导致染色体染色程度改变，从而显带．某一特定Rcs所脱去DNA

的量与该酶限制性位点数目成比例，用Rcs处理时，DNA短片段从染色体上释放出来．而长片段被染色质蛋白所

阻留，因而，染色休浓染区域表明该处限制性位点数目较少，DNA释放很少；而低染色或极低染色能力区域（间隙）

反映一种Rcs切割位点数很多，大量DNA片段被释放．对昆虫的研究也表明，Rcs作用是基于对DNA的切割和

脱去，且本质上是由DNA碱基组成所决定，而不是由染色质结构所决定〔’。。Rcs诱导分离的未固定的染色体显

带机制也包括染色质DNA的释放，且释放的DNA片段大小不等〔从200bp 大于4kb)．这与Miller等(23)和

Bianchi等〔，，结果不一致．也有人认为，Re-(G）显带是由=J= DNA形态发生改变，而不是DNA的释放〔22)．

2. Res与限制性位点亲近能力的大小

DNA片段大小是由相邻限制性位点间的碱基数所决定，保留在染色体上的片段大小可能与染色休其它成份

有稳固的相互作用V. 2")．如，紫外线诱导的DNA-蛋白质交联阻L卜以后的Res诱导显带．说明了DNA-蛋白质

正常的相互作用对于诱导显带的重要性〔”．

由于通常的乙酸一甲醇固定液除去染色体蛋白，并引起染色体内分子相互作用发生改变，在相对来说是生理盐

离子条件下对未固定的染色体用Res在体外消化所得的结果更能反映染色体的本来组成。对释放出来的及保留

的染色质部分可方便地进行DNA和蛋白质分析．休外Res诱导的带J衫一般与固定的染色体用传统显带法诱导的
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带型相同．一些酶在染色休特异区域显带上有微小变化，与限制性位点分布的局部变化或与酶亲近能力有关．

BstNI可切割小鼠随体DNA,重复形成特征性的245bp单休．但不切割染色体内的随体‘”，．在未固定的

染色体内，着丝粒处结构异染色质按一定方式构成，使得随休DNA免受BsiNI切割．这可能与结构异染色质高度

浓缩的特点或与DN^ 一蛋白质特异的相互作用阻止酶亲近随体DNA上的酶切点有关．这意味着，一些酶诱导显

带与其亲近在染色体上分布的限制性位点的能力局部差异有关．至今，Ta叮尚未能成功地消化人染色体中具有高

度重复DNA序列的结构异染色质，这可能与染色休DNA对于TagI消化亲近的能力有关‘，”．BstNI诱导分离
的染色体产生G带，许多染色体的着丝粒区域也适度地以致显著地着色．这意味着，在消化过程中随体DNA释

放很少．该结果与以前所用小鼠固定的染色体所得结果不同．BstNI消化后，由于随体DNA释放的直接效应，使

得结构异染色质淡染(19, 24)．这种不一致性可能是与固定过程中蛋白质从染色休上脱去，从而增强了酶与随体

DNA的亲近能力有关．该醉诱导G带可能反映了非随体DNA区域BstNI限制性位点的区域性差异．

如同BstNI一样，AvaII和Sau9“在随体DNA处也有许多限制性位点，并诱导未固定的染色体显G带．与

BstNI不同，这些酶处理后在结构异染色质处淡染．意味着随休DNA被切割释放，染色体内随体DNA对AvaII

和Sau9“的亲近力不受限制，据报道，BsiNI的分子量比其它一些Res分子量大．因而决定Res与结构异染色

质中随体DNA亲近能力的因素还可能与Res分子大小有关．染色质致密构象是决定限制酶消化染色体显带，尤

其是限制大分子酶消化染色体的重要因素(27) 就Hae III和Eco R且而言，当处理时间较短时，仅在染色体R带处

降解，而形成了G带带型．随处理时间延长，G带处也被降解，呈浅染，而呈现出C带带型．当把AluI和MboI处

理的时间缩得很短时，也能使人和小鼠中期染色休产生G带（IB)．这些结果表明，染色休上呈现R带区段的

DNA比G带区段DNA更容易、更快或完全地被Res所切割和降解．这可能是染色体上碱基组成的差异所致，

因而Re：很难诱发R带．目前只有Msel（切割序列为TTAA）使人中期染色体直接呈现R带‘20)．其它许多

AT特异性酶都未能呈现R带，可能是由于染色体内这些酶的限制性位点较少或G带区域采取某一特定组成方式

使得酶不能与DNA亲近．

微球菌核酸酶起初诱导体外染色体C显带（”卜而该酶诱导固定的小鼠染色休G显带(25)．这种结果不一致

可能与酶浓度不同和／或与固定的与未固定的染色体对该酶消化的敏感性不同有关．酶对核小体DNA相对地

难以亲近．结构异染色质中独特的分子相互作用，形成了短暂抵抗酶切割的特性．结构异染色质对其它多种因素，

包括DNasel W、胰蛋白酶及电镜标本制备过程中产生的扩散力等，也具有相对的抵抗力．用Alul选择性地消

化固定的染色质，在炸蛆和小鼠细胞常染色质内产生特异的、重复的带型（潜隐带，Cryptic bands)，用其它显带技

术如C显带，特异荧光染料及其它Re：不能观察到这种带型‘’”．结果提示，在常染色质中隐藏着一特殊种类的

重复DNA，其含有的Alul限制性位点数目、分布、以及对酶的亲近力与基因组其余部分常染色质不同，程度较

低些，与异染色质C带无关．最近，Gosalve：等（1991）用X一射线Hae III处理的小鼠中期染色体进行显微分析

仪RMA)，发现染色休臂及着丝粒由于Has消化的结果不同，并不是简单地由于DNA不同程度丢失有关，但还与

电镜下观察到的染色质结构重组有关．这种重组与蛋白质丢失无关，但可能与染色质凝集时无机离子数量变化相

关（’‘，．因而，Res诱导显带的过程是复杂的，不仅仅是将DNA从染色休特定性区域抽提除去的结果．

四、电镜下的染色体Re显带

Gosalvez等(1990) (14，用Hinfl和Alul消化置于格栅上的小鼠染色体，电镜下观察到，在一标记染色体（具有

7个常染色质区和6个异染色质区）中的带型与以前〔‘”用同样酶处理在光镜下观察到的带型不同．提示染色体上

限制性位点的可亲近性可能由于染色体制备过程而发生改变．用Alul消化染色休，常染色质和异染色质受到的影

响程度不同。很明显，在光镜下观察到的两条质间带在电镜下未观察到，所有常染色质区表现出等电子密度．然而

，Hinfl在常染色质区和异染色质区均产生高电子密度，在光镜下产生同样效果的Res(Alul和Hinff )在电镜下产生

不同的效果．电镜下染色休形态与Re：作用于分离的DNA有关，DNA被酶切割得越多，染色体超微结构变化越
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大（’，．光镜和电镜制备染色体的方法不同，可改变Re：对限制性位点的切割或消化后产生的片段的溶解度．用

于电镜观察的染色体不在 Carnoy氏固定液中固定，而在酸性分离缓冲液（含 1％柠檬酸，1 %Triton- x

100,6mmol / L MgCl}中温育．当用Hae III以下列两种不同方式消化染色体时，电镜下观察的带型也明显不同：染

色体在涂有Formvar的格栅上消化后，电镜下观察到类似于C带带型；当染色体在悬溶液中消化，电镜下观察可

见架子样结构，带消失．上述实验也提示，一些Res诱导显带与沿染色体分布的限制性位点及与Res的亲近力区

域性差异有关．这种亲近力可能与DNA-蛋白质相互作用有关，因而受到制备染色体所用的不同试剂的作用而发

生改变．进而可能出现在光镜下观察到的AluI带在电镜下未观察到；而用Hinfl消化，在电镜下可观察到该带．

另外，虽然可设想特殊带含有申联排列的长的重复DNA，但它们不具有异染色质区域处的结构，也不同于常染色

质区的组成结构．EcoRI将随体DNA切割成142bp单体的亚单位，而AluI不能消化这个高度重复序列〔17)．这

些酶原位消化可定位高度重复序列的随体DNA及DNA主要带．

用Res诱导染色体显带，无疑为研究染色休的组成与功能及基因定位等提供了细胞生物学与分子生物学相结

合的新手段，进一步完善该技术有着重要意义．用Res显带既可对原位固定的染色休诱导显带，既可在光镜下研

究，也可在电镜下研究．从而可从多个角度对染色体结构和组成进行分析．山于各种方法上所用试剂及制备技术

不一致，所得结果可能不一致．因而要求我们用Rcs进行染色体显带研究时，要建立一种可靠的、稳定的、统一

的方法．另外，对某种Res要先测试其话性，对于某一带型，摸索适宜的消化条件，这样就可得到重复性较好的实

验结果．
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