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人与小鼠染色体的免疫化学的差异

许良中‘）彭汪家康2)高涧松2）许世明3)

自从1972年Dev等〔13报告了荧光标记的
抗一腺嘿吟的抗体结合至用热与甲酸胺变性过

的人的中期染色体以后，用抗一腺嘿吟与抗一胞

吻咤的抗体进行研究已日趋广泛［[2,31。 其结果

提示人们，利用抗核普酸血清的免疫学技术可

获得很多关于染色体结构的知识并可能找到一

种新的免疫化学的染色体分带。本文就是应用

一种新的ABC (Avidin-Biotin-peroxidase-Complex)
免疫化学的方法〔4,51，用抗一胸腺嚓淀脱氧核昔

抗血清标记人与小鼠的染色体，观察二者的区

别，从而提供一种新方法，即能在杂交瘤细胞中

区分人与小鼠的染色体。

材 料 与 方 法

外周血淋巴细胞培养

人淋巴细胞的培养与染色体的制备均按常

规方法进行。一般在5毫升培养液中加植物血

凝素0.2毫升，然后加全血0.3毫升，培养 72小

时。

骨髓培养

用15-20克正常瑞士系小鼠，取出小鼠的

股骨，将骨髓冲洗至磷酸缓冲液中（内含0.5微

克秋水酞胺／毫升），室温培育1小时，用低渗溶

液（1%拘檬酸钠与0.0 75M KC1 1: 1）处理20分
钟。固定液（乙醇与冰醋酸3:1)固定2次，然

后滴片，空气干燥。

杂交瘤细胞培养

杂交瘤细胞株2F7由美国国立过敏性与

感染性疾病研究所免疫调节实验室 Lane医师

所提供。这种细胞含有人与小鼠的染色体。传

代后3天的杂交瘤细胞，按常规方法制备染色

体标本。

胰蛋白酶变性处理

用老化过3天的染色体玻片浸于。.025外

胰蛋白酶(Difco 1:250)溶液中，，2秒钟后，用

三9甲基氨基甲烷缓冲液（TBS)清洗。

免疫化学的处理
将胰蛋白酶变性处理过的人、小鼠与杂交

瘤的染色体玻片，用正常山羊血清处理5分钟，

TBS清洗，1:2浓度抗一胸腺嚓吮脱氧核营血清

(Research Plus Inc. N. J.)覆盖染色体，室温培
育1小时，TBS清洗2次，用生物素标记的山羊

抗兔IgG (1 :100)覆盖染色体30分钟，TBS清

洗二次。ABC溶液处理玻片1小时，TBS清洗

2次，玻片浸于DAB (50毫克3 , 3 '-Diaminoben-

zidine Tetrahydrochloride Monohydrate溶于100毫

升TBS中内含4毫升1多NiC12）溶液中10分

钟后，用100多乙醇脱水，二甲苯透明，树胶封

片。 对照组玻片不加抗一胸腺吻陡脱氧核营血

清或不用胰蛋白酶变性处理。

结 果

对照组

未处理过的玻片没有看到抗休结合至染色

体上，在细胞质中染色体仅看到淡淡的轮廓。

人的染色体

抗一胸腺嚓pj}脱氧核昔抗体可将人染色休

染成很深的棕黑色，但在着丝粒的部位不着色

或着色很淡（图版1, 1)。特别是1号、9号和
16号染色体的着丝粒不着色，仅能在染色体的

长臂与短臂之间看到一个很宽的裂隙。

小鼠染色体

Xu Liangzhong et al.: The Immunochemical Dif-
ference of Chromosome Between Human and Mouse
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与人的染色体相反，小鼠染色体的着丝粒

部位被抗一胸腺吻咤脱氧核昔抗体深染（图版I,

2)。小鼠染色体臂的染色比着丝粒淡，有时可

看到不能识别的染色体分带。

杂交瘤的染色体

杂交瘤细胞含有人与小鼠的染色休，根据

着丝粒染色的不同，我们可以区别人与小鼠的

中部着丝粒染色体与近端着丝粒染色体。人的

中部着丝粒染色体在着丝粒部位具有一段不着

色的裂隙。但来自小鼠染色体易位而成的小鼠，

它的中部着丝粒染色体具有很强烈的着丝粒部

位染色（图版1, 3)。在杂交瘤中的人的近端着

丝粒染色体，在着丝粒部位显示很淡的染色。这

些区别与在分别培养的人与小鼠的标本中一

样。

讨 论

抗核营抗体仅与单链 DNA区域的碱基起

反应。因此，可应用选择性的变性技术在DNA

的某些核昔酸顺序上产生单链的区域。许多因

素可以引起DNA的变性 （表1), Schreck等〔“，‘，
报道人的中期染色体可被光氧化而变性。Fre-

eman等［[71认为抗体不能附着到中期染色体上，

除非它们已被热或碱变性过。我们应用的胰蛋

白酶变性的方法目前国际上尚未见报道，这种

方法简便省时，对富含腺凛吟一胸腺嚓睫顺序

的变性是比较有效的。

抗体处理后出现非常深的染色区域，这表明这

深色的区域含有胸腺'fit'咤脱氧核昔。在小鼠的

染色体制片中，抗一胸腺嚓淀脱氧核昔抗体使含

有着丝粒异染色质的区域产生很深的染色，它

显示出这种种族的富含腺凛吟一胸腺嚓淀的卫

星DNA的部位[21。从而表明人与小鼠间染色体

着丝粒区域存在着某些免疫化学的差异，这种

差异在人与小鼠的G分带上并不能显示 （图版

1,4,力。在杂交瘤细胞2F7中，借助这种方法可

以清楚地区分人与小鼠的染色体，它比 Giemsa

11的方法准确可靠。

我们应用的ABC方法是目前国际上最新

的免疫组织化学方法，比过去应用的过氧化酶

抗过氧化酶(PAP）复合物的方法敏感40倍。它

利用卵白蛋白与生物素的特殊亲和力，增加与

抗原抗体的结合能力，最后借助于 DAB而显

色。由于ABC法抗血清用量少，背景清楚，时
间节省，目前已广泛应用于免疫学、细胞学和病

理学等方面，但应用于染色体的免疫化学的研

究尚未见报道。由于杂交瘤细胞能产生单克隆

抗体和作基因定位的研究，目前的应用十分广

泛。我们应用这种方法比较容易的区别在杂交

瘤细胞中的人和小鼠的染色体。也有人报道过

抗一核昔抗体临床上可应用于测定癌细胞的标

记指数［[al。 应用”H-胸腺嚓陡作类似的测定结

果也相符。然而免疫学的步骤比较简单，可能

便于推广应用。

表 1 引起 DN人 变性的因素

人与小鼠染色体间的某些差异是明显的，

每条人染色体的着丝粒具有一个大的较明显的

不着色的区域，但每个小鼠染色体的着丝粒存

在非常深的染色区域。用抗一胸腺嚓咤脱氧核营
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许良中等：人与小鼠染色体的免疫化学的差异 图版 I

1‘用抗一胸腺嚓陡脱氧核普抗体处理后的人的染色体，显示着丝粒部位不着色或着色很淡。 2．小鼠染色体

的着丝粒部位被抗一胸腺C;咙脱氧核普抗体处理后显示强烈的着色。3．一个用抗一胸腺嚓pst脱氧核普抗体处
理后的 2F7细胞，显示人（箭头所示）与小鼠（三角所示）之间甲部着丝粒染色的不同。 斗一 个人的雌性细胞

染色体G分带的组型。 弓一 个小鼠的雄性细胞染色体G分带的组型。




