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摘要  采用外周血细胞培养、C 分带技术对东北梅花鹿染色体进行研究 , 结果表明 ,不同地域东北梅花鹿染色体的结构异染色质可能存
在一定程度上的多态性。采用氨甲�呤阻断法使细胞分裂同步化, 结合胰酶G 显带技术对东北梅花鹿染色体进行研究 , 得到了高分辨
G 带核型 ,单倍体染色体显带数目增加至456 条。
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Study of C- Banding and High Resolution G- Banding of Cervus nippon hortuloru m Chromosomes
ZHAO Wan-ting et al  ( Life Science Department , Chongqing Normal University , Chongqing 400047)
Abstract  Cervus nippon hortulorum were i nvestigated withthe peripheral blood cell cultivation and C-banding technique .The results showed that the het-
erochromati n of Cervus nippon hortuloru min different areas was probably polymorphic i nsome extent .The high resol ution G-banding of Cervus nippon hor-
tuloru mchromosomes were investigated by methotrexate treat meant to synchronize cell division and GTGtechnique .The bands number of haloid chromo-
somes was increased to 456 .
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  东北梅花鹿( Cervus ni ppon hort ul orum) 隶属鹿科鹿属, 主

要分布于我国东北, 具有很高的药用价值和营养价值, 是重

要的畜牧业资源。笔者通过对东北梅花鹿染色体进行 C 分

带和高分辨G 带的研究 , 显示了不同染色体在不同分带条件

下的带纹特征, 提高了染色体的分辨率, 有利于对梅花鹿的

遗传变异、重要经济性状与 G 带带型的相关性、基因定位等

的进一步深入研究。

1  材料与方法

1 .1  试验材料 随机抽样东北梅花鹿7 头( ♂) , 来自重庆

永川市松既职业高级中学养殖场。

1 .2 试验方法

1 .2 .1 外周血培养及染色体制备。①采血: 锯茸时采茸血 ,

肝素抗凝。②培养液配制:RPMI- 1640 40 ml , 优等胎牛血清10

ml , 植物血球凝集素( PHA) 2 ml , 肝素0 .3 ml , 双抗0 .05 ml( 100

单位/ ml) 。调pH 值6 .8～7 .2 , 每瓶分装5 ml 。③培养 : 每瓶

接种茸血0 .3～0 .5 ml , 用于C 分带的细胞直接在37 .5～38 .0

℃下培养72 h 即可, 收集细胞前5 h 加入秋水仙素。用于制

作高分辨带的细胞在37 .5 ～38 .0 ℃下培养54～56 h 后, 加入

氨甲�呤使其最终浓度为10 - 7 mol/ L , 再置于37 .5 ～38 .0 ℃

中继续培养17 h。RPMI-1640 洗涤每瓶细胞2 次后, 将细胞移

至另一新鲜的综合培养液中, 同时时加入胸腺��核苷, 最

终浓度为10 - 5 mol/ L, 继续培养4 .5 h 。加入秋水仙素, 培养

15 ～30 min。④制片: 收集细胞并空气干燥制片。

1 .2 .2 显带。C 显带采用Sumner( 1972) [ 1] 的方法稍加修改 ;

G 显带采用 Wang 等( 1972) [ 2] 的方法稍加修改。

1 .2 .3 显微照相与分析。镜检染色体C 分带分裂相和 G 分

带分裂相, 选择分散程度良好、无丢失、背景清晰的分裂相进

行显微照相, 放大冲洗。每头梅花鹿各观察8 个分裂相。

2  结果与分析

2 .1 C 带带型  常染色体仅着丝点处显带, 染色体其余部
�
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分呈C 阴性带。其中, 第1、2 号染色体着丝点染色较浅 , 仅

隐约可见。第3 ～32 号染色体的着丝点呈大小不同的深染

区。X 染色体是端部着丝粒染色体, 着丝点呈较大的深染

区。Y 染色体整体浅染, 着丝点不明显( 图1) 。C 带是显示

染色体上异染色质的带型 , 异染色质由中高度重复的 DNA

序列组成的[ 3] , 其转录活性很低, 所以,C 带带型是较稳定

的, 对物种鉴别有一定意义。同时,C 带又具有一定的多态

性, 这种多态性是由异染色质量的变异组成的[ 4] , 主要表现

在深染区的大小及深浅上。

图1 东北梅花鹿染色体C 带带型

2 .2  高分辨 G 带带型  单套染色体共显带456 条。根据

Reading 会议和家畜细胞遗传学国际命名体制[ 5] ( ISCNDA ,

1989) , 以试验结果为基础 , 绘制了梅花鹿高分辨 G 带模式

( 图2 、3) 。氨甲�呤的加入干扰了脱氧胸腺��核苷酸的合

成, 使细胞在S 期实现同步化[ 6] , 胸苷的加入使细胞同时开

始DNA 复制和分裂, 而控制加入秋水仙素的浓度[ 7] 和收集

细胞的时间可以获得较长的染色体。随着染色体的伸长, 合

并在一起的带纹逐渐散开, 显现出较多窄而浅的带, 提高了

染色体识别的分辨率。试验结果在常规 G 显带[ 8] 的基础上

增加了206 条带纹 , 平均每条染色体带纹数增加了84 % , 这

有利于东北梅花鹿染色体遗传的进一步研究。

3  讨论

(1) 对于端着丝粒染色体, 试验与俞秀璋[ 9] 所报道的无

明显差别。对于中部着丝粒染色体( 第1 、2 对染色体) 和亚

中部着丝粒染色体( Y 染色体) , 其着丝粒比俞秀璋所报道的

显带更浅,Y 染色体几乎没有明显的异染色质化。这说明在

亚种水平上, 东北梅花鹿可能具有C 带多态性。
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( 2) 试验的采样对象系从东北引种至南方并经长期驯化

图2 东北梅花鹿染色体高分辨G 带带型

图3 东北梅花鹿染色体高分辨G 带模式

已能完全适应南方气候和生活环境的东北梅花鹿, 由于分

布于不同地域的同一物种可能具有染色体多态性[ 10] , 其结

构异染色质的改变也有可能是长期环境驯化的结果。所以

对于东北梅花鹿C 显带的不同结果, 是由于东北梅花鹿亚种

水平上固有的多态性造成的、还是由于长期环境驯化以致某

些遗传物质改变造成的、或者是由于试验条件的差异造成

的, 有待进一步大样本深入研究。

( 3) 为了能从染色体水平上分析东北梅花鹿与其他亚种

的进化关系、梅花鹿染色体畸变与其性状的关系, 以及基因

定位等, 还需要更高分辨力的染色体显带。试验显带数目并

未最大限度的增加, 可能是由于秋水仙素加入的时间和细胞

收集的时间不够提前导致染色体已经进入前中期造成的。

因此, 要得到更高分辨率的染色体显带 , 应该将加入胸腺�

�核苷继续培养的时间缩短。
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度升高, 诱导高水平的 H2O2 积累, 引发生物膜的破坏 , 抑制

气孔开放, 也抑制了低浓度铜对气孔开放的促进效应。不

少研究表明, 水杨酸可以缓解重金属对植物的毒害作用 , 但

是其缓解机制还有待进一步研究。试验表明 , 虽然外源水

杨酸处理能抑制气孔开放, 但当0 .01 mmol/ L 水杨酸加入到

含各种浓度铜离子的缓冲液中时, 能明显促进气孔开放 , 而

且在一定时间内持续最大开放状态。这可在较大程度上缓

解高浓度铜离子的毒害作用。
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