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用FISH技术对人、恒河猴、食蟹猴染色体的研究①
潘淑娟 张锡然 黄浩杰 陈宜峰 黄恭情

（南京师范大学生物系，南京 210097) （江苏省苏州动物园，苏州 215000)

摘 要 用人类5号、9号、13号、15号、17号、20号整条染色体探针分别对人，恒河猴和食蟹猴的

中期细胞进行荧光原位杂交，结果表明：人的5号、13号、17号探针分别杂交到恒河猴的5号 16

号、17号染色体上；9号探针杂交到恒河猴 14号染色体的长臂及部分短臂上；15号探针杂交到恒河猴

7号染色体短臂及部分长臂上；20号探针杂交到恒河猴的 13号染色体长臂上。食蟹猴的杂交结果与恒

河猴完全一致‘结合G带带型分析，对人与9猴的染色体同源性及其进化进行了讨论。
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Abstract Fluorescent in situ hybridization (FISH) was used on the metaphase chromosome of Macaca

mulatta and Macaca fasicularis with human chromosome specific DNA libraries for chromosome 5, 9.

13, 15、17 and 20. In Macaca mulatta, the result showed that chromosome 5. 16 and 17 was entirely

painted by human chromosome 5、13 and 17 specific libraries respectively. The long arm and the partial

short arm of chromosome 14 and the short arm and the partial long arm of chromosome 7 were painted by

human chromosome 9 and 15 specific libraries respectively. And the long arm of chromosome 13 was paint-

ed by human chromosome 20 library. The result was the same in Macaca‘fasicularis. Combinded with the

comparative analysis of G-banding, the evolutional relationship of these chromosomes between human

and macaques was discussed.
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有关灵长类的进化及人与灵长类的同源性的研究，早在60年代就有报道〔4.5)，70年代后，这一领域的研

究逐渐变得系统化，研究方法除了染色体分带外( 2, 9)，还有基因定位方法〔’8，。染色体分带固然可以提供大量

的信息，但当染色体出现微小的浅带易位或对同源性较低的物种进行比较时，其准确程度则大大降低。基因定位

方法虽比较精确，但这种方法只能对个别基因或小片段进行定位，对于大段染色体则不适用。80年代后期出现

的荧光原位杂交（FISH）技术，为染色体研究注人了新的活力。它具有简便、灵敏、精确等特点，可以清楚地显

①本文为国家自然科学基金资助项目。
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示同源染色体在不同物种中的分布状况．该技术已被用于灵长类的染色体进化研究〔划们。

本文用人类5号、9号、13号、15号、17号、20号整条染色体探针分别对恒河猴（Macaca mulatta)和食蟹

猴（Macaca‘fasicularis)进行了染色体原位杂交，并结合G带分析，对灵长类的染色体进化进行了探讨。

l材 料 和 方 法

1.1材 料

1.1.1血样 取正常人、恒河猴．食组猴的静脉血。

1,1.2．探针 生物素标记的5号、13号、15号、20号探针及FITC标记的9号、17号人类整条染色体探针均

购于英国Cambio公司．

1,1.3检测系统 avidin-FITC, anti-avidin, PI购于美国Oncor公司， F1(anti-FITC), F2(FITC-anti-F1)

购于英国Cambio公司。

1.2方 法

1.2.1外周血培养及染色体标本制备 人和称猴的外周血培养按照陈宜峰等〔”报道的方法进行，中期染色体

标本的制备采用常规滴片法，室温千燥，镜检，划定杂交范围，系列乙醇脱水，42℃老化过夜．

1.2.2杂交 标本于丙酮中固定10分钟，气干，于70％甲酞胺／2 x SSC中65℃变性2分钟，取出后迅速置

于一20 C 70％冷乙醉中，然后经系列乙醇脱水，气千待用。探针从一26℃取出，预温后吹打均匀。65℃变性11分

钟，转人37℃水浴中预杂交20分钟，加3-4川探针杂交液于标本的划定区域，封片，置湿皿中，42℃杂交约

16小时。

1.2.3检测 杂交后的标本除去封胶，置2 x SSC中洗去盖片，然后于50％甲酞胺/ 0.5 x SSC中漂洗5分

钟，再于2 x SSC中换洗2次，每次5分钟，取出后置I x PBD中洗2分钟，生物素标记的探针杂交样品依次在

avidin-FITC, anti-avidin和avidin-FITC中各孵育20分钟，其间及其后各用1 x PBD洗3次，每次2分钟。

FITC标记的探针杂交样品则在Fl及F2中各孵育40分钟，其间及其后均用washing solution洗3次，每次5

分钟，然后系列乙醇脱水，气干，PI复染．封片。

1,2.4显微观察及照相 BH-2X型OLYMPUS荧光显微镜观察（(B滤光片组合），用Kodak ppc 1600彩色胶卷

照相。

1.2.5两种9猴的染色体命名 采用陈宜峰等印的标准进行。

2 结 果 与 讨 论

人的中期分裂相中，各个探针都能特异性地杂交到相应的染色体上。对恒河猴、食蟹猴的杂交结果见表1<

表 1 各探针的杂交结果

探 针
被 杂 交 的 染 色 体

人 恒 河 猴 食 扭 猴

5B

9F

13B

15B

17F

20B

5

9

13

15

17

20

5

14q+p'
16

7q'+p
17

13q

5

1如+p'
16

7q*+P
17

13q

＊表示染色体有的一部分；B．生物素标记探针；F. FITC标记探针．
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由于两种猴子的杂交信号相同，以下讨论中统称称猴。

从表 1及图版 I(A-a, B-b, C-c）可以看出：人的5号、13号、17号染色体（HSA5, HSA13, HSA17)分别

与称猴的5号、16号、17号染色体 （M5, M16, M17)同源，杂交信号均匀地分布于整条染色体。分别对其G

带带型进行比较，发现两者的5号染色体带型十分相似（图 1, a)，表明5号染色体在进化过程中具有高度的保守

性‘Dutrillaux认为〔'0' , HSA5目前的形态早在灵长类的狭鼻类祖先中就已存在、进化过程中，其形态改变不

大。HSA 13和M16G带带型差别较大（图1, c)，从着丝粒位置来看，二者的差别是由臂间倒位引起的；人与琳

猴的17号染色体长臂带型极为相似（图1, e)，而短臂带型稍有差异，可能是由于短臂发生了小范围的臂内倒位。

根据实验结果，人的9号染色体（HSA9)与称猴的14号染色体（M 14)长臂及部分短臂同源（图版1, B-b)，但

比较二者的带型（图 1, b)，仍存在一些差异，可能是进化过程中M14的长臂发生了臂内倒位。M14短臂端部未出

现杂交信号、提示该部位可能与 HSA9的任何部位都不同源，或者该部位在进化过程中出现高度重复序列，杂

交时被抑制。

HSA5

HSA 15

14SA22

M 13

HSA 14
HSA20

图I 人类（HSA）和弥猴(M）的染色体G带模式图比较

（参考ISCN, 1981和Wienbery, 1992)

人的15号染色体（HSA15)与琳猴的7号染色体（M7)短臂及部分长臂同源（图版1, D-d), G带比较结果显

示（图 Id)，同源部位的带型相似，但仍有少许差异，可能存在一次臂内倒位和一次臂间倒位的差别。由于与

HSA15同源的部分仅占M7的一半左右，提示在HSA巧的进化过程中，可能存在断裂或融合机制。HSA 15的

出现是在猴科动物分化以后川’，由此我们认为：人和琳猴的共同祖先中，可能存在一条原始的染色体，在殊猴

的进化过程中，该染色体仅经历了一系列内部的变化而演变为称猴的7号染色体；在向人类进化的过程中，该染

色体在近着丝粒部位发生断裂，其短臂部分演变为人类的15号染色体。有资料表明〔6),M7的长钟部分可能与

M5 HSA9 M14

HSA 13 m l(

M7

HSA 17

a b c

d e f
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人类 14号染色体同源。从G带比较来看，二者的确存在相似之处，但事实是否如此，还需用人类 14号染色体

探针进一步加以验证．

人的20号染色体（HSA20)探针与9猴的13号染色体（M13)长臂同源（图版1, F-f)，比较其G带带型（图

1, f)，可以很容易地看出二者具有相似带型。M13为标记染色体，具有NOR，位于着丝粒近短臂区〔147，该区

域富含高度重复序列，在预杂交过程中被抑制，不呈现杂交信号。Clemente c6，曾报道，人的20号染色体起源

较早，在卷尾猴分化时就已具备了目前的形态，称猴分化较晚。由此可以推测；人与琳猴的共同祖先中存在类似

HSA20的染色体，后来演化为HSA20，在向M13演化的过程中，这条染色体可能与其它染色体发生了融合。

有资料表明〔131，M13的短臂与人类22号染色体同源，因为二者的G带带型极为相似。这一推论是否正确，也

需用人类22号探针进一步加以验证。

如图版I所示：两种猴子的杂交结果相同，这进一步证实了G带比较的结果〔2〕，说明两种猴子的染色体在内
容和结构上均无明显差别，提示这两种猴子在分类地位上可能不是不同的种，而是同一种的不同亚种。

由于采用了原位抑制杂交方法，位于染色体着丝粒部位的高度重复序列在预杂交过程中被抑制，因此，不显

示杂交信号，但这并不排除这些部位也存在同源性的可能，这种可能性可以用着丝粒探针来加以证实。

本文将FISH技术与染色体分带技术相结合，通过FISH技术先将染色体同源部分进行定位、然后再通过带

型分析来对染色体的变化作出判断，能够从DNA水平上对染色体同源性提供精确信息，不失为生物进化领域中

一种较为可靠的方法。但对于同源部位内部存在的倒位，还需要用更为先进的双色FISH方法加以判断。
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A- #．表示食蟹猴的杂交结果；a- e．表示恒河猴的杂交结果．两种猴子统称琳猴．

A, a．用人类5号染色体探针进行杂交，呈现杂交信号的为称猴5号染色体；B, b．人类9号染色体探针的杂交

结果，箭头示称猴的14号染色体．其末端未出现杂交信号；C, c．人类13号染色体探针的杂交结果，箭头示殊

猴的16号染色体；D, d，人类 15号染色体探针的杂交结果，仅在称猴7号染色体的短臂及长臂的近着丝粒区呈

现信号二E, e．人类 17号染色体探针的杂交结果，箭头示殊猴的17号染色体；F, f.人类20号探针的杂交结

果，呈现杂交信号的为琳猴 13号染色体的长臂．
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