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真核生物的遗传分析

　 　真菌 、原生动物 、藻类 、植物和动物都是真核生物（eucaryote） ，它们的遗传物质主
要集中在有核膜包围的细胞核中 ，DNA和特殊的蛋白质相结合组装成为染色体 。通常
一个基因组包含若干个染色体 ，每条染色体具有多个复制起点 ，含有大量重复序列和很
多不编码序列 。功能上相关的基因可以位于不同的染色体上 ，没有明显的操纵子结构 ，
但存在不同类型的基因家族（gene family） 。真核生物基因常常被内含子（intron）序列
隔开 ，在剪接（splicing）过程中这些内含子被切除 ，剩余编码氨基酸的外显子（exon）连
接起来构成一个成熟的mRNA ，随后 mRNA翻译成蛋白质 。无论是单细胞真核生物 ，
还是多细胞真核生物 ，其细胞都是通过有丝分裂方式进行无性生殖 ，大多数真核生物通
过减数分裂形成配子进行某种形式的有性生殖 ，随后配子结合形成合子 ，发育成为成熟
的生物体 。真核生物基因组同样呈现出不固定性 ，不仅有基因丢失 、扩增与重排 ，而且转
座成分首先是在真核生物中发现的 。随着人类基因组计划的完成 ，迄今已有几十种真核
生物完成基因组测序 ，尚有几百个物种的基因组计划正在进行 。所取得的一系列令人瞩
目的成就为破解生命密码 、揭示其规律奠定了坚实的基础 。本章重点是讨论真核生物的
基因组 、基因定位与染色体作图和真核生物同源重组的分子机制 ，并介绍基因丢失 、扩增
与重排及其遗传学效应 。
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6畅1 　真核生物基因组

6畅1畅1 　 C值悖理
　 　一个物种单倍体的染色体数目及其所携带的全部基因称为该物种的基因组（ genome） 。 因此 ，基

图 6 1　各类生物基因组大小

因组是生物体内遗传信息的集合 。 一个物种基因组的
DNA含量是相对恒定的 ，它通常称为该物种 DNA的 C
值（C value） ，即单倍体所含 DNA量 。不同物种的 C值
差异极大 ，最小的 C值是支原体 （mycoplasma） ，小于
106 bp，最大的是某些显花植物和两栖动物的 C值 ，可
达 1011 bp。从原核生物到真核生物 ，其基因组大小和
DNA含量是随着生物进化复杂程度的增加而稳步上升
的 。随着生物结构和功能复杂程度的增加 ，需要的基因
数目和基因产物种类越多 ，因而 C值也越大（图 6 1） 。
　 　尽管 C值大小随着生物的复杂程度而增加 ，然而在
结构与功能相似的同一类生物中 ，以至亲缘关系很近的
物种之间 ，它们的 C值差异仍可达 10倍乃至上百倍 。如
两栖类 、被子植物不同物种之间 ，其 C值小的低于
109 bp，大的达到 1011 bp。如豌豆与蚕豆均属豆科 ，又都
只有 12条染色体 ，而 DNA含量却相差 7倍 。特别是万
物之灵的人类 ，其 C值只有 109 bp，而肺鱼的 C值则为
1011 bp，居然比人高出 100倍 ，很难设想两栖类 、肺鱼的
结构与功能比哺乳动物包括人类更复杂 。 由此表明 C
值的大小并不能完全说明生物进化的程度和遗传复杂性的高低 ，也就是说 ，物种的 C值及其进化复杂性
之间没有严格的对应关系 ，这种现象称为 C值悖理（C value paradox） ，或 C值佯谬（图 6 2） 。

图 6 2　各类生物单倍体 DNA含量

6畅1 　真核生物基因组
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表 6 1 　真核生物（2C）的 DNA含量 单位 ：pg

真核生物 DNA（２C）
两栖鲵（Amphiuma） 168畅 0
肺鱼（ Pro topterus） 100畅 0
蝾螈（ Salamandra） 85畅 3
金线蛙（Rana esculenta） 16畅 8
牛［ Bos taurus（ ox）］ 6畅 4
人（Homo sap iens） 6畅 4
土耳其盘羊（Ov is a ries） 5畅 7
黑腹果蝇（D rosophila melanogaster） 0畅 2
豌豆（ P isum sativ um） 28畅 0
蚕豆（V icia faba） 4畅 0
玉米（ Zea mays） 11畅 0
酿酒酵母（ Saccharomyces cerev isiae） 0畅 026（ C）

　 　从图 6 2和表 6 1可见 ，牛与人的 DNA含量相等 ，包括人类在内的哺乳动物基因组 DNA的最
高含量与爬行动物相同 。众所周知 ，鸟类是由爬行动物进化来的 ，而软骨鱼类是脊椎动物中最低的类
群 ，但鸟类 DNA的最高含量竟然与爬行动物 DNA的最低含量一样 ，而且还远不如软骨鱼类 DNA的
最低含量 ，特别是软骨鱼类 DNA含量比硬骨鱼类 、爬行类 、鸟类 、哺乳类都高 ，在这里 C值与进化趋
势完全相反 。
　 　人们对 C值悖理已经提出许多解释 ：包括基因组的部分或完全加倍 、转座（ transposition） 、反转录
已加工假基因（ re trop rocessed pseudogenes） 、DNA复制滑动（ replica tion slippage） 、不等交换（ unequa l
crossover）和 DNA扩增（DNA amplifica tion）等 ，Pe trov等又提出一个解释是 ：各种生物基因组的大小
是由于基因组中长期积累起来的过量的非编码 DNA被清除的速率不同所造成的结果 ，即 DNA丢失
的速率愈慢 ，那么基因组 DNA含量愈高 。 这种说法与以前一些解释大同小异 。 真核生物基因组中
是存在大量的不编码基因产物的 DNA序列 。一般而言 ，愈是简单的生物 ，基因组中不编码蛋白质的
DNA序列愈少 ，它们的结构基因的数目愈接近于相应 DNA含量所估计的基因数 。如 M S2的遗传物
质是 RNA，其含量为 3 000个核苷酸单链 RNA ，按每个基因平均为 1 000个核苷酸计算 ，刚好具有 3
个结构基因 ，编码 3种蛋白质 ；又如 λ噬菌体中除去附着位点（ a ttP）、复制起点 、黏性末端 、基因的启动
区和操作区外 ，其余全部为结构基因编码区 。同样在大肠杆菌基因组中除控制区外 ，也都是编码蛋白
质的结构基因的 DNA序列 。然而真核生物的情况就大不相同了 ，就哺乳动物而言 ，由于结构基因有
内含子 ，因而基因长度可比原核生物增加 5～ 8倍 ，即使按如此大小的基因进行推算 ，那么哺乳动物的
基因组具有 400 000～ 600 000个基因 ，这显然是不可能的 ，按各种实验结果估计 ，有功能的基因数不
会超过这个数字的 10% 。随着人类基因组计划的完成 ，发现人类基因组含 20 000～ 25 000个基因 ，那
么在生物进化中为什么要积累并保留愈来愈多的冗余 DNA ？ 而它们之间的 C值悖理仅仅是由于删
除这些冗余 DNA速率的缘故 ？再说这些非编码序列或冗余 DNA都是不含遗传信息的 DNA吗 ？这
些序列的结构与功能如何 ？非编码序列除了调控序列 、 rRNA基因 、 tRNA基因外 ，它们还可能对基因
多样性形成 、对基因组进化（ genome evo lution）等具有重要的生物学意义 。 这些问题都有待进一步
阐明 。

6畅1畅2 　 N值悖理
　 　随着各类生物基因组测序工作的完成 ，特别是人类基因组计划的研究报告发表后 ，认为人类基因
组只含大约 25 000个基因 ，而只有 1 000多个体细胞的线虫却含有近 20 000个基因 ，人类真正的遗传

6　真核生物的遗传分析
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信息只比低等线虫多 1／ 5，更难以理解的是比线虫高级的果蝇则只有 14 000个基因 ，其遗传信息只有
线虫的 70% 。人们将生物的基因数目与生物在进化树上的位置不存在正相关的事实称为 N值悖理
（N va lue paradox）或 N值佯谬 。
　 　从 N值悖理说明 ，生物体的复杂性不仅仅是基因数目的函数 ，随着生物体复杂性的增加 ，基因的
大小和基因结构的复杂性亦增加 。较为复杂的生物体有一些机制使一个基因产生多个蛋白质分子 ，
如内含子的可变剪接（ a lterna tive splicing） ，不同的剪接方式产生不同的 mRNA ，随后通过翻译产生不
同的蛋白质产物 。据估计 ，人类基因组中 ，一大半基因具有可变剪接的调节而形成大量不同蛋白质的
异构体 。
　 　另外 ，随着生物体复杂程度的提高 ，其基因组中的基因重复程度越高 ，大肠杆菌含有约 1 345个
重复基因 ，而果蝇含有 5 536个 。基因结构复杂性的增加还体现在结构域（ domain）的数目上 。域是一
种特殊的蛋白质序列元件 ，一个域一般与一种功能有关 ，如 DNA结合域 。 果蝇中含有 5个以上结构
域相同或不同的蛋白质有 100个左右 ，而酵母中仅有 20个蛋白质含有相同数目的域 。内含子的数目
也是随着生物体复杂性的增加而增加的 。酿酒酵母（ S畅 cerev isiae）基因组中含有 220个内含子 ，而果
蝇保有 41 000个内含子 。有学者提出生物的复杂性不能仅仅用基因的数目来衡量 ，而应该用整个基
因组的理论上的转录组（ transcrip tome）来定义 。 何况真核生物基因依据序列的相似性组成许多基因
家族 ，其序列的相似性一般又转化为功能的保守性 ，在每一个基因家族中可以有成千上万个基因 ，但
基因组序列鉴定出的全部基因中有 30%到 50%不具有可测的功能 ，特别是在高等真核生物中基因家
族中大量的基因功能无法确定 。总之 ，对 N值悖理现象尚待作出更为合理的解释 。

6畅1畅3 　真核生物基因组 DNA序列的复杂度
　 　真核生物基因组 DNA C值和 N值悖理现象都表明其 DNA序列的复杂度 ，为此可通过复性动力
学来检测基因组 DNA序列的复杂性 。也就是通过 DNA的变性（ dena tura tion）和复性（ rena tura tion）反
应的动力学过程分析 DNA序列的性质 ，由于复性的速率取决于互补的 DNA序列之间的随机碰撞 ，
所以 DNA复性是一个双分子二级反应 。单链消失速度的微分方程为 ：

－ dCd t＝ kC2

其中 ：C为单链 DNA的浓度（单位是每升的核苷酸摩尔数） ； t为时间（单位为 s） ；k为重组速率常数
（单位是 L·mo l－ 1· s－ 1） ，k取决于阳离子浓度 、温度 、片段大小和 DNA序列的复杂性 。上式可改写为 ：

－ dC
C2 ＝ kd t

当 t＝ 0时 ，C ＝ C0 ，将上式积分 ：
－ 1C0 －

1C ＝ k t

即 ： 1C － 1C0 ＝ k t，改写为 ：

CC0 ＝
11＋ kC0 t

当 t＝ 0时 ，C ＝ C0 ，表明所有 DNA都是单链 ，C0为 DNA总浓度 。复性分数 C／ C0是起始浓度和经过

时间的乘积 C0 t的函数 ，这样的函数绘成图称为 C0 t曲线（图 6 3） 。
　 　从方程式可见控制复性反应的参数是 C0 t，如当 t＝ t1／ 2时 ，即 C／ C0 ＝ 1／ 2时 ，也就是 50%单链复
性时 ，则方程为 ： CC0 ＝

12 ＝ 11＋ kC0 t1／ 2 ，因此 C0 t1／ 2 ＝ 1k 。

　 　如果基因组中每一种基因只有一个 ，即都是单拷贝序列 ，那么基因组愈大则基因组的复杂性愈
大 ，复性速率愈小 ，k也愈小 ，所以 C0 t1／ 2与非重复序列的基因组大小呈正比 。即

6畅1 　真核生物基因组
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图 6 3　不同物种核酸的 C0 t曲线

基因组 A的 C0 t1／ 2
基因组 A的核苷酸对数 ＝ 基因组 B的 C0 t1／ 2

基因组 B的核苷酸对数
　 　图 6 3表明 ，C0 t1／ 2与基因组的大小成正比 。其中 po ly（U） ＋ po ly（ A） ，其 kC0 t1／ 2 ＝ 1个核苷酸对 ，
因而复性最快 ；M S2是 RNA噬菌体 ，T4为 DNA噬菌体 ，每个基因组的大小用箭头标于图的上方 。
　 　不同生物基因组的 C0 t1／ 2是不相同的 ，C0 t1／ 2的位置除了决定于基因组的大小以外 ，还取决于每个
基因的核苷酸序列的重复次数 ，重复次数愈少则复性愈慢 ，C0 t1／ 2的位置愈后 ；重复次数愈多 ，C0 t1／ 2位

置愈前 。真核生物基因组的复性曲线往往出现 2个或 3个明显不同的 C0 t1／ 2位置 ，说明这类基因组中
包含着重复次数显然不同的几个成分（图 6 4） ，图 6 4是假设的一个真核生物基因组复性曲线 。

图 6 4　真核生物 DNA复性动力学模式图

6　真核生物的遗传分析
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　 　从图 6 4可以看出 ，最后复性这部分 DNA的 C0 t1／ 2 ＝ 630，它占全部 DNA的 45% ，相当于 3畅 0× 108 bp，
重复频率为 1；中间这部分 DNA的 C0 t1／ 2 ＝ 1畅 9，占全部 DNA的 30% ，相当于 6畅 0× 105 bp，该 DNA序列重复
频率为 350；复性最快 DNA的 C0 t1／ 2 ＝ 0畅 001 3，占基因组 DNA的 25% ，相当于 340 bp，重复频率为 5× 105 。
显然第一部分 ，即复性最慢的部分是单拷贝 DNA序列 ，第二部分为少量重复或中度重复 DNA序列 ，第三部
分为高度重复 DNA序列 。因此 ，真核生物基因组序列大致可分为 3种类型 。

（1） 单拷贝序列（unique sequence）亦称非重复序列（nonrepetitive sequence）
　 　在一个基因组中只有一个拷贝或 2～ 3个拷贝 。 真核生物的大多数基因在单倍体中都是单拷贝
的 。不同生物基因组中单拷贝序列所占的比例是不同的（图 6 5） 。原核生物中一般只含有非重复序
列 ，较低等的真核生物中大部分 DNA也是单拷贝的 。 动物细胞将近 50% DNA是中度或高度重复
的 ，特别是植物和两栖类生物中单拷贝 DNA序列降低 ，而中度和高度重复序列增加 。

图 6 5　不同生物基因组中单拷贝序列所占比例
1畅 非重复序列 　 2畅 中度重复序列 　 3畅 高度重复序列

（2） 中度重复序列（moderately repetitive sequence）
　 　中度重复序列中的重复单位平均长度约 300 bp，重复次数为 10～ 102 ，人的珠蛋白（红血蛋白）基
因属于这种重复序列 ，该基因中除了包括已确定的 8个珠蛋白功能基因和 3个珠蛋白假基因外 ，还有
一个近年发现的基因 。假基因也属于中度重复序列 。 另一类中度重复序列的重复次数为 103 ～ 105 ，
该序列常以回文序列方式出现在基因组的许多位置上 ，一些回文序列中间隔着单拷贝序列 ，另一些中
间不存在单拷贝序列 ，所以经变性并复性后 ，前者可观察到茎 环结构 ，后者则形成发夹图像（图 6 6） 。

（3） 高度重复序列（highly repetitive sequence）
　 　顾名思义 ，高度重复序列就是在基因组中存在大量拷贝的序列 ，一般重复次数在 106 以上 。 通常
这些序列的长度为 6～ 200 bp，如卫星 DNA。这些重复序列大部分集中在染色体的异染色质区 ，特别
是在着丝粒和端粒附近 。 高度重复序列中常有一些 AT含量很高的简单串联重复序列 。 因序列简
单 ，缺乏转录所必需的启动子 ，故没有转录能力 。 然而 DNA复制能力却和单一序列一样 ，复制速度

6畅1 　真核生物基因组
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图 6 6　一些中度重复序列的排列方式和变性并复性后的模式图
（ a） 茎 环结构 　 （ b） 发夹图像

很快 。大多数高等真核生物 DNA都有 20%以上的高度重复序列 ，而且数目变化很大 ，这类序列的多
少对 C值的影响可能最大 。重复序列的确切生物学意义尚有待阐明 。
　 　卫星 DNA（ sa te llite DNA）是一类高度重复的 DNA序列 。 各种 DNA在氯化铯梯度离心中 ，平衡
时的浮力密度决定于它的 GC 含量 ，GC 含量越高 ，浮力密度越大 。 真核生物的 DNA一般含有
30% ～ 50%的 GC ，在 DNA的不同区段 ，GC含量约相差 10% 。 对一个物种来说 ，当基因组 DNA切
断成数百个碱基对的片段进行超离心时 ，其浮力密度曲线是覆盖一定浮力密度范围的一条宽带 ，但是
有些 DNA片段都有异常高或低的 GC含量 ，常在主要 DNA带的前面或后面有一个次要的 DNA带
相伴随 ，这些小的区带就像卫星一样围绕着 DNA主带 ，故称卫星 DNA（表 6 2） 。 果蝇（ D畅 v irilis）基
因组中有 3种主要的卫星 DNA ，它们的核心序列非常相似 ，改变一个碱基 ，足以从 Ⅰ型卫星序列变成
Ⅱ或 Ⅲ型卫星序列 。 Ⅱ或 Ⅲ型卫星序列为 D畅 v irilis特有 ，Ⅰ 型卫星序列存在于与上述果蝇相似的其
他果蝇类中 。这 3种卫星序列的主要特征是它们的重复单位只有 7个碱基对 。在其他物种中也存在
类似的卫星 DNA。

表 6 2 　果蝇（D畅 vvvv irilis）的卫星 DNA

卫 　星 核心序列 总长度／ bp 占基因组比例

Ⅰ ACAAACT 1畅 1× 107 25%
TGTTTGA

Ⅱ ATAAACT 3畅 6× 106 8%
TATTTGA

Ⅲ ACAAATT 3畅 6× 106 8%
TGTTTAA

隐蔽卫星 * AATATAG
TTATATC

　 　 * 隐蔽卫星 DNA（ cryp tic sa te llite DN A）是用密度梯度离心分析出一条卫星带 ，但仍存在于 DNA主带中的高度重复序列 。

　 　根据卫星 DNA的浮力密度可以分成 Ⅰ 、Ⅱ 、Ⅲ 、Ⅳ 4类 ，它们在染色体上的位置可以用放射性标
记探针作 DNA分子原位杂交（ in situhybridization）来鉴定 ，发现 4类卫星 DNA都能与人的各条染色
体杂交 ，而且杂交的带型也很相似 。说明这 4类卫星 DNA也存在于人的染色体上 ，而且分布的状况
也相同 。卫星 DNA分布于着丝粒附近的异染色质区 。由于异染色质区是高度螺旋化的 ，DNA是不
表达的 。卫星 DNA在着丝粒处的集中分布可能与细胞分裂时染色体的运动有关 。

6　真核生物的遗传分析



117　　

6畅2 　真菌类的四分子分析与作图

6畅2畅1 　顺序四分子的遗传分析
　 　真核生物的遗传分析的原理与方法在第 5章侧重讨论了果蝇和玉米以及人类的连锁遗传及基因
定位与作图 ，在此我们将介绍真菌类的四分子分析与作图方法 。粗糙脉孢菌（N euro spo ra crassa）和酵
母菌（ Saccharomyces）都是子囊菌（ ascomyce tes）的真菌 ，属于低等真核生物 。 它们可以在一个共有的
子囊（ ascus）中产生子囊孢子（ asco spo re） ，并同时具有无性生殖和有性生殖过程 ，特别是粗糙脉孢菌
中 ，子囊孢子在子囊中的线性排列顺序与处在减数分裂中期赤道板上的染色单体的排列顺序完全一
致 ，因而成为遗传学分析的经典材料 。
　 　脉孢菌减数分裂的 4个产物保留在一起 ，称为四分子（ te trad） ，但是 ，子囊的外形是如此的狭窄 ，
以致分裂的纺锤体不能重叠 ，只能纵立于它的长轴之中 ，这样一来 ，所有分裂后的核 ——— 8个子囊孢
子都从上到下顺序排列成行 ，可以推知 ，第一对子囊孢子来自一条染色单体 ，第二对子囊孢子则是来
自这条染色单体的姊妹染色单体 ；第三和第四对子囊孢子是来自前一条染色体的同源染色体的姊妹
染色单体 。所以 ，脉孢菌减数分裂所产生的四分子属于顺序四分子（ o rdered te trad）［图 6 7（ a）］ 。
　 　这种顺序四分子在遗传分析上有很多优越性 ：① 可以将着丝粒视作一个座位 ，计算某一基因与
着丝粒的重组率 。 ② 子囊中子囊孢子的对称性 ，证明减数分裂是一个交互过程 。 ③ 可以检验染色
单体的交换是否存在干涉现象 ，还可利用它来研究基因转变（ gene conversion） 。 ④ 证明双交换不仅
可以包括 4线中的两线 ，而且还可以包括 3线或 4线 。

（1） 着丝粒作图（centromere mapping）
　 　利用四分子分析法 ，测定基因与着丝粒间的距离称为着丝粒作图 。 着丝粒作图是基于这样的事
实 ：在一对非姊妹染色单体间没有发生着丝粒和某杂合基因座交换的减数分裂和发生了交换的减数
分裂 ，其产物（四分子）中的等位基因在排列方式上是不同的 。 前者称为第一次分裂分离（ first唱 d iv ision
segregation），又称 M Ⅰ 模式 ；后者称为第二次分裂分离（ second唱 d iv ision segrega tion） ，或称为 M Ⅱ 模式 。
以粗糙脉孢菌接合型 A 、a为例分别说明上述概念的由来［图 6 7（ b） 、（ c）］ 。
　 　从图 6 7（ b）中可知 8个子囊孢子呈 AAAA aaaa（或 aaaaAAAA）的排列是如何产生的 。因为没
有纺锤体的重叠 ，携带 A和 a的核在子囊中互不干扰 ，同时 ，尽管等位基因 A和 a同处于二倍体的性
母细胞中 ，减数分裂的第一次分裂就将 A和 a分离开 ，并且在减数分裂 Ⅱ 中依然保持这种分离状态 。
这种情况就是第一次分裂分离 ，或 M Ⅰ 模式 。图 6 7（ c）显示的是第二次分裂分离的染色体行为 ：当
非姊妹染色单体在着丝粒和基因座（A ，a）间发生交换时 ，等位基因 A和 a在减数分裂第一次分裂后
仍同时存在于同一核中 ，因为在这个过程中 ，只有同源染色体的分离 ，而染色体各自的着丝粒没有分
开 ，待到第二次分裂（减数分裂 Ⅱ ）时 ，A和 a才进入不同的核中 ，这种情况称为第二次分裂分离 。 由
此得到的等位基因的排列模式 AA aaAA aa（或它的镜像排列 aaAA aaAA）称为 M Ⅱ 模式 。 这种模式
的特征是在一半的四分子产物中发生了重组 。 这种交换型排列模式还有可能出现 AA aaaaAA（或
aa AAAA aa），这是由于纺锤体的随机趋向的机制 ，使得“A上 a下”和“ A下 a上”或“ A上 a下”和“ a
下 A上” ，而且二者的频率也大致相当 。
　 　现在用实验说明着丝粒作图 ：有两种不同接合型的脉孢菌菌株 ，一种是能合成赖氨酸（ lysine）的
野生型菌株（记作 lys＋ 或 ＋ ） ，该菌株成熟的子囊孢子呈黑色 。 另一种是赖氨酸缺陷型（记作 lys－ 或
－ ） ，这种菌株的子囊孢子成熟较迟 ，呈灰色 。 将这两种菌株进行杂交 lys＋ × lys－ 。 在杂种子囊中减
数分裂的产物根据黑色孢子和灰色孢子的排列次序可有 6种子囊型 ，每种子囊型中有 8个子孢子 ，为
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图 6 7　粗糙脉孢菌减数分裂中等位基因的分离
（ a） 顺序四分子的形成 　 （ b） 第一次分裂分离（M Ⅰ ） 　 （ c） 第二次分裂分离（M Ⅱ ）

6　真核生物的遗传分析
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方便起见只写出其中的 4个孢子对（ spo re pa irs） ，其计数的结果在表 6 3中 。

表 6 3 　粗糙脉孢菌 lys＋ × lys－杂交子代子囊类型

（ 1） （ 2） （ 3） （ 4） （ 5） （ 6）
子 ＋ － ＋ － ＋ －
囊 ＋ － － ＋ － ＋
类 － ＋ ＋ － － ＋
型 － ＋ － ＋ ＋ －

子囊数 105 129 9 5 10 16
分裂类型 M Ⅰ M Ⅰ M Ⅱ M Ⅱ M Ⅱ M Ⅱ

　 　 　 　 　 　非交换型 交换型

　 　表 6 3中的（ 1）和（ 2）两种类型的子囊中其子囊孢子的排列方式互为镜影 ，同样（ 3）和（ 4） ，（ 5）和
（ 6）也互为镜影 ，说明减数分裂是一个交互过程 。 从图 6 7可以推知 ，第一次减数分裂时 ，带有 lys＋
的两条染色单体移向一极 ，而带有 lys－ 的两条染色单体移向另一极 。 这样 ，就 lys＋ ／ lys－ 这一对基因
而言 ，在第一次减数分裂时就发生了分离 ，所以子囊型（ 1）和（ 2）属于第一次分裂分离（M Ⅰ ）类型 。 进

入第二次减数分裂时 ，每一染色单体相互分开 ，所以在每一子囊中两个 lys＋ 的孢子排列在一起 ，两个
lys－ 的孢子排列在一起 ，再经过一次有丝分裂 ，最后形成 4个孢子对 ，排列顺序自然是 ＋ ＋ － － 或
－ － ＋ ＋ ，因为凡属第一次分裂分离的子囊 ，均是着丝粒和所研究的基因间未发生过交换 ，所以称为
非交换型 。毫无疑问 ，在此 ， lys＋ ／ lys－ 基因与着丝粒间没有发生过交换 。子囊型（ 3） 、（ 4） 、（ 5）和（ 6）均
属于第二次分裂分离（M Ⅱ ）的子囊 。 由于 lys＋ ／ lys－ 基因与着丝粒之间发生了一次单交换 ，带有 lys＋
的染色单体和带有交换而来的 lys－ 的染色单体相互分开 ，必然发生在第二次减数分裂（M Ⅱ ）时 。 就
lys＋ ／ lys－ 这一对基因对而言 ，分离发生在第二次减数分裂 。 所以它们在有丝分裂后最终形成的子囊
孢子的排列顺序是 ＋ － ＋ － （或 － ＋ － ＋ ）以及 ＋ － － ＋ （或 － ＋ ＋ － ） 。 由此可见 ，凡属第二次分裂
分离型的子囊 ，一定是在着丝粒与所研究的基因之间发生过交换 。所以 M Ⅱ 型也称作交换型 。
　 　我们已知 ，染色体上两个基因座之间的距离愈远 ，则它们之间发生交换的频率愈高 。 因此 ，第二
次分裂分离的子囊愈多 ，则说明有关基因和着丝粒的距离愈远 。所以由第二次分裂分离子囊的频数 ，
可以计算某一基因和着丝粒间的距离 ，这距离称为着丝粒距离 。 由于交换发生在 4个染色单体的两
个染色单体中 ，所以有关的基因和着丝粒之间的每一次交换产生两个交换型和两个非交换型的染色
单体 ，也就是说 ，每发生一次交换 ，一个子囊中只有半数孢子发生重组 。 从子囊中子囊孢子排列的形
式来讲 ，则每一次交换产生一个第二次分裂分离的子囊 。因此为了使着丝粒与有关基因间的距离和
用杂交子代中按重组率所表示的距离一致起见 ，着丝粒与有关基因间的重组率为 ：

着丝粒与有关基因的 RF＝ 第二次分裂分离子囊数（或交换型子囊数）
子囊总数

× 12 × 100%

或者 RF（着丝粒 —基因） ＝
M Ⅱ × 12M Ⅰ ＋ M Ⅱ

× 100%
　 　将表 6 3中所观察到的各类子囊数代入上式可得 ：

着丝粒 — lys＋ 基因的 RF＝ M Ⅱ × 12M Ⅰ ＋ M Ⅱ
× 100% ＝

（ 9＋ 5＋ 10＋ 16） × 12105＋ 129＋ 9＋ 5＋ 10＋ 16× 100% ＝ 7畅 3%
　 　换言之 ， lys＋ 基因与着丝粒间的图距是 7畅 3 cM 。

6畅2 　真菌类的四分子分析与作图
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（2） 两个连锁基因的作图
　 　利用顺序四分子分析也可以对两个基因进行连锁分析和作图 。粗糙脉孢菌的烟酸依赖型 nic（简
化代号为 n），需要在培养基中添加烟酸才能生长 ，ade（简化代号为 a）是腺嘌呤依赖型 ，在培养基中添
加腺嘌呤才能生长 。将两个菌株杂交（ n＋ × ＋ a）。由前可知 ，一对基因杂交 ，有 6种不同的子囊型 ，
两对基因杂交必有 6× 6＝ 36种不同的子囊类型 ；但是因为半个子囊内的基因型次序可以忽视 ，不论
是 n＋孢子对在“上面” ，＋ a孢子对在“下面” ，还是 ＋ a在“上面” ，n＋ 孢子对在“下面” ，都不过是反映
着丝粒在减数分裂过程中的随机趋向而已 ，所以可以将 36种不同的子囊型归纳为 7种基本子囊型 。
表 6 4显示的是 7种子囊型及其实得子囊数 。

表 6 4 　粗糙脉孢菌 n＋ × ＋ a杂交结果

子囊型 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦

四分子基因型次序 ＋ a ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ a ＋ a ＋ ＋ ＋ ＋

＋ a ＋ ＋ ＋ a n a n ＋ n a n a
n ＋ n a n ＋ ＋ ＋ ＋ a ＋ ＋ ＋ a
n ＋ n a n a n ＋ n ＋ n a n ＋

分离发生的时期 M Ⅰ M Ⅰ M Ⅰ M Ⅰ M Ⅰ M Ⅱ M Ⅱ M Ⅰ M Ⅱ M Ⅱ M Ⅱ M Ⅱ M Ⅱ M Ⅱ

四分子类别 PD NPD T T PD NPD T
实得子囊数 808 1 90 5 90 1 5

　 　两对基因杂交时 ，如不考虑孢子排列 ，只考虑性状组合时 ，子囊可以分作 3种四分子类型 ：亲二型
（ parenta ld itype，PD） ，2种基因型 ，而且跟亲代一样 ，包括子囊型 ①和 ⑤ ；非亲二型（ non唱 parenta ld itype，
N PD） ，有 2种基因型 ，都跟亲代不同 ，是重组型 ，包括子囊型 ② 和 ⑥ ；四型（ te tra type，T） ，有 4种基因
型 ，2种与亲代相同 ，2种重组型 ，包括子囊型 ③ 、④ 和 ⑦ 。 从染色体交换和重组规律说明 3种四分子
类型和各类子囊的形成原因（图 6 8） 。

交换类型 染色体图像 重组 四分子类型 子囊型

无交换 0 （ PD） ＋ a，＋ a，n＋ ，n＋ ①

四线双交换

（ 1— 4）（ 2— 3） 100% （NPD） ＋ ＋ ，＋ ＋ ，na，na ②

单交换

（ 1— 4） 50% （ T） ＋ ＋ ，＋ a，n＋ ，na ③

二线双交换

（ 2— 3）
着丝粒 —基因 —基因

50% （ T） ＋ a，na，＋ ＋ ，n＋ ④

6　真核生物的遗传分析
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交换类型 染色体图像 重组 四分子类型 子囊型

单交换

（ 2— 3）
着丝粒 —基因

0 （ PD） ＋ a，n＋ ，＋ a，n＋ ⑤

四线多交换

（ 1— 4）（ 2— 3） 100% （NPD） ＋ ＋ ，na，＋ ＋ ，na ⑥

三线双交换

（ 1— 3）（ 2— 3）
着丝粒 —基因 —基因

50% （ T） ＋ ＋ ，na，＋ a，n＋ ⑦

图 6 8　 3种四分子类型的形成

　 　首先判断 n、a基因是独立分配还是连锁 。根据表 6 4中的数字 ，PD ＝ 808＋ 90＝ 898，N PD ＝ 1＋
1＝ 2。如果这两个基因是自由组合的 ，可以预期 PD ·· N PD ＝ 1·· 1，而实验结果是 PD 冲 N PD 。 说明这
两个基因不是自由组合 ，而是相互连锁的 。在判断这两个基因是否连锁时 ，四分子类型中的 T型（四
型）的数据不能带来有价值的信息 ，因为 T型四分子中有 4种基因型 ，其中 50%为重组型 ，50%为亲
本型 ，与独立分配的遗传规律不能相区别 ，因此 T型四分子说明不了问题 ，故只需比较 PD／N PD ＝ 1
或 ≈ 1，则非连锁 ，PD／N PD ＞ 1，则连锁 。如果 N PD的子囊数极少 ，则连锁很紧密 。
　 　其次计算着丝粒（·）与基因 nic（n）、ade（a）间的重组率 ：

RF（· — n）＝
M Ⅱ × 12M Ⅰ ＋ M Ⅱ

＝

12（ 5＋ 90＋ 1＋ 5）
1 000 ＝ 5畅 05% ，5畅 05 cM

RF（· — a）＝
M Ⅱ × 12M Ⅰ ＋ M Ⅱ

＝

12（ 90＋ 90＋ 1＋ 5）
1 000 ＝ 9畅 30% ，9畅 30 cM

　 　由于 5畅 05＜ 9畅 30，所以 n基因比 a基因离着丝粒近 。但是 n与 a基因在着丝粒同侧还是不同侧 ？
也就是说着丝粒 、n、a在染色体上的排列可能有两种方式 ：

nic　 　 　 　 　 　 　 　 ade
樉

　 5畅 05 9畅 30 　 nic、ade分别在着丝粒两侧 ———异臂

　 　 　 　 　 nic　 　 　 　 ade
樉

　 5畅 05
　 9畅 30

　 nic、ade同在着丝粒一侧 ———同臂 　

　 　对上述问题的分析可以有以下两种方法 ：
　 　 ① 利用连锁基因 n和 a都处在 M Ⅱ 状态下的 PD和 N PD四分子类型出现的频率来判断这两个
基因在同臂还是异臂上（图 6 9） 。
　 　如果 n、a在异臂 ，则 PD与 N PD都是由双交换形成 ，且机会应相等 ，因而 PD与 N PD的频率相
等 。但是 ，表 6 4的实验数据显示 ，在 ⑤中 ，同处 M Ⅱ M Ⅱ 的 PD子囊数为 90，在 ⑥ 中 ，同处 M Ⅱ M Ⅱ 的

6畅2 　真菌类的四分子分析与作图
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N PD子囊数为 1。显然 ，PD多于 N PD 。 故这种排列的可能性不存在 。 于是 ，我们可以判断 n、a在
同臂 。

同一染色体上标记基因

在异臂上 在同臂上
交换产物

Ⅰ 　 PD
M Ⅱ M Ⅱ

+ a
n +
+ a
n +

Ⅱ 　 NPD
M Ⅱ M Ⅱ

+ +
n a
+ +
n a

图 6 9　连锁基因的同（异）臂分析

　 　 ② 在 n和 a分别为 M Ⅰ 和 M Ⅱ 的情况下 ，对子囊数与 RF（· — n），RF（· — a）进行比较分析 ，得下表
（表 6 5） 。

表 6 5 　按分离时期重新整理表 6 4数据

nic／＋ ＋ ／ ade 子囊数

M Ⅰ M Ⅰ （ 808＋ 1） 809
M Ⅰ M Ⅱ （ 90） 90
M Ⅱ M Ⅰ （ 5） 5
M Ⅱ M Ⅱ （ 90＋ 5＋ 1） 96

　 　已知 RF（· — nic）＝ 5畅 05% ，RF（· — ade）＝ 9畅 30% ，两者相差不到一倍 ，若 n和 a各自独立地与着
丝粒发生重组 ，则 M Ⅱ 的子囊数也应相差不到一倍 。但实际上 ，交换发生在着丝粒与 a间 ，n是 M Ⅰ ，a
是 M Ⅱ 的子囊有 90个［表 6 4中的 ③ ］ ；交换发生在着丝粒与 n间时 ，n是 M Ⅱ ，a是 M Ⅰ 的子囊只有 5
个［表 6 4中的 ④ ］ 。两者相差悬殊 ，与计算的重组值不相符合 ，所以 ，这两个基因不可能独自与着丝
粒发生交换 。 另外 ，从表 6 5可见 ，在 n与着丝粒发生交换时 ，a基因也一道与着丝粒交换 ，即 n是
M Ⅱ ，a也是 M Ⅱ 共计 96（ ＝ 90＋ 1＋ 5）个子囊 。也就是说 ，同一交换使 ＋ ／ n出现 M Ⅱ 型分离 ，也使 ＋ ／ a
出现 M Ⅱ 型分离 ，101次中有 96次 ，强有力地证明了 n和 a的连锁关系是 n、a在着丝粒同一侧 。 因为
T型四分子中只有 1／ 2重组产物 ，N PD型四分子中 ，4个孢子对全部都是重组基因型 ，所以我们计算
n—a间的重组率可用公式 ：

RF（n— a）＝

12 T＋ N PD
T＋ N PD ＋ PD ＝

12（ 90＋ 5＋ 5） ＋ （ 1＋ 1）
1 000 ＝ 5畅 20% ，5畅 20 cM

　 　 显然 ，已算得的 RF（· — a） ＝ 9畅 30% （ 9畅 30 cM） ，但实际上 （· — n）与 （ n—a）重组率之和 ＝
5畅 05＋ 5畅 20＝ 10畅 25。在此 ，又一次表现出末端两个基因间的重组值低估了实际图距的现象 。 由果蝇
的三点测交的遗传分析中可知 ，造成这一结果的原因是着丝粒 — a基因间发生过双交换 。 当我们回
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顾先前所述的计算过程时可以发现 ，在求 RF（· — a）时 ，是将所有 M Ⅱ 的子囊相加除以 2倍的总子囊
数 ，这样使少量的在（· — a）间起过交换的子囊遗漏了 。例如子囊型 ④ ，对于 ＋ ／ a来讲 ，是属于 M Ⅰ ，但
是我们决定了（· — n—a）顺序之后 ，得知这些子囊中发生了双交换 ，如子囊型 ④ 中的二线双交换及其
产物［图 6 10（ a）］ ，可是在计算（· — a）间的重组值时 ，却没有把这两次单交换计算在内 ，因而使（· — a）
间的重组值的估计偏低 。被低估的重组值从表 6 6的分析可以使（· — a）间的重组值得到校正 。

图 6 10　粗糙脉孢菌 3个基因座的连锁遗传分析
（ a） 发生双交换 ，则 ＋ ／ a为 M Ⅰ ，＋ ／ n为 M Ⅱ 　 （ b） 着丝粒 、n、a 3个基因座的连锁图

表 6 6 　着丝粒与基因 a间的重组值被低估的分析

子囊型

每一子囊被计算为重组子

的染色单体数

· — n n—a · — a
子囊数

在所有子囊中被计算为重组子

的染色单体数

· — n n—a · — a
2 0 4 0 1 0 4 0
3 0 2 2 90 0 180 180
4 2 2 0 5 10 10 0
5 2 0 2 90 180 0 180
6 2 4 2 1 2 4 2
7 2 2 2 5 10 10 10

总数 202 208 372

　 　由表 6 6可以看到 202＋ 208≠ 372，低估的重组值为 202＋ 208－ 3724 000 × 100% ＝ 0畅 95% 。 将这一

数值加到由重组频率计算得来的图距 9畅 30 cM上 ，就完全符合基因的直线排列原理了［图 6 10（ b）］ 。

6畅2畅2 　非顺序四分子的遗传分析
　 　酿酒酵母 、构巢曲霉和单细胞藻类中的衣藻的每一个子囊中 8个子囊孢子的排列是杂乱无序的 。
这类真菌的遗传分析可采用非顺序四分子分析（ uno rdered te trad ana lysis）方法 。 以酿酒酵母为例 ，如
果要研究 A、B基因是否连锁 ，并计算图距 ，首先要明了当 AB× ab时 ，无论有无连锁 ，只产生下列 3种
可能的无序四分子 。

孢子

AB aB ab
AB aB aB
ab Ab Ab
ab Ab AB
PD NPD T

　 　因为这些子囊是无序排列的 ，所以尽管第一种类型（亲二型）看起来似乎是两个座位都属 M Ⅰ 模

式 ，实际上不是这样 ，这些孢子以任意顺序写出来都是等效的 。这些子囊仅仅是按照它们是包含二型
（ d itype）还是四型（ te tra type）来划分的 。 在二型中 ，两种基因型要么是亲二型（ PD）要么是非亲二型
（ N PD） ，四型子囊则是由 T所表示的 。读者可以试着写一些子囊 ，证明除了 PD 、N PD和 T之外 ，没有

6畅2 　真菌类的四分子分析与作图
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别的子囊型 。观察这 3种子囊类型（即四分子类型） ，可以发现只有 N PD和 T有重组型 ，故这两种四
分子类型是决定重组率的关键 。由于 T只有 1／ 2重组型 ，所以当我们已知 N PD及 T的百分数后 ，用
下列公式求 ：

RF＝ 12 T＋ N PD

图 6 11　 3种无序四分子类型的形成

6　真核生物的遗传分析
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　 　若求出 RF＝ 0畅 5，可以断定 A、B基因无连锁 。因为 A与 B位于不同染色体上 ，一对染色体与另
一对染色体分别向两极移动是随机的 ，所以 PD ＝ N PD，各占 50% ，T的频率则取决于基因与着丝粒
之间距离而定 。如果 RF＜ 0畅 5，则两基因座连锁 。 那么在减数分裂过程中 A、B 间可以发生非交换
（ no cro ssover，NCO） 、单交换（ sing le cro ssover，SCO）或双交换（ doub le cro ssover，DCO） ，图 6 11表示
减数分裂形成的这些无序子囊 。
　 　显然 T型四分子既可来自单交换（ SCO） ，也可来自双交换（ DCO） 。 N PD是四线双交换产物 。
如果假设双交换在 4条染色单体间随机发生 ，那么 ，可以推论 4个 DCO的频率是相同的 。 这就意味
着 N PD类型包括了 1／ 4的 DCO ，则可以表示为 ：DCO ＝ 4N PD。而 T型中来自 DCO减数分裂的部
分是 2 N PD，故 SCO 的大小可以用下式表示 ： SCO ＝ T － 2N PD。那么 ，NCO 的大小可依公式 ：
NCO ＝ 1－ （ SCO ＋ DCO）求得 。
　 　当我们已估算出这一区域上 NCO 、SCO 、DCO的值之后 ，可以由这些数值推导出 m值（这一区
域平均每次减数分裂的交换数） ，将 SCO数值加上两倍的 DCO数值来求 m：

m＝ （ T－ 2N PD）＋ 2（ 4N PD）＝ T＋ 6N PD
　 　在第 5章作图函数一节中已知 ，将 m换算为图距时要乘以 0畅 5（因为每个交换只产生 50%的重
组） 。所以 ：图距 ＝ 50（ T＋ 6N PD）cM。

　 　现举例说明 ：若在 AB× ab中 ，PD ＝ 0畅 56，N PD ＝ 0畅 03，T＝ 0畅 41。由上述公式可得到 a、b间的图
距 ＝ 50× （ 0畅 41＋ 6× 0畅 03） ＝ 29畅 5 cM 。
　 　如果让我们将这个数值同由 RF直接得到的数值比较时 ，RF＝ 1／ 2T＋ N PD ＝ 1／ 2× 0畅 41＋ 0畅 03＝
0畅 235＝ 23畅 5% ，即 23畅 5 cM 。可以发现 ，用 RF值算出的图距比用图距公式（作图函数校正）算出的数
值少了 6 cM 。这是因为 RF无法校正双交换的影响所致 。该公式也适用于顺序四分子分析 。当顺序
四分子依次逐个取出培养 ，在操作上比较困难时 ，同样可采用非顺序四分子分析方法 。

6畅3 　真核生物重组的分子机制

6畅3畅1 　同源重组发生在减数分裂前期
　 　同源重组（ homo logous recomb ina tion）又称普遍性重组（ genera lized recomb ina tion） ，它的发生是依
赖于较大范围的 DNA同源序列的联会 。由前已知真核生物的遗传重组发生在减数分裂时期的同源
染色体的非姊妹染色单体之间 ，而且染色体或 DNA分子之间相互交换对等的部分 。 同源重组中负
责 DNA配对和重组的蛋白质因子无碱基序列的特异性 ，只要两条 DNA序列相同或接近 ，重组就可
以在此序列中任何一点发生 。当然也存在重组热点 ，即某类序列发生重组的概率高于其他序列 。 此
外 ，真核生物的染色质状态影响重组 ，如异染色质及其附近区域很少发生重组 。 而且两个 DNA分子
序列同源区越长越有利于同源重组 ，大肠杆菌活体重组至少要求 20～ 40 bp同源序列 ；大肠杆菌与 λ
噬菌体或质粒之间的重组 ，其同源序列要求 ≥ 13 bp；枯草杆菌基因组与质粒之间重组 ，同源区的长度
应 ≥ 70 bp；哺乳动物基因间的重组要求同源序列在 150 bp以上 。 这个长度显然远远大于形成互补
碱基对所需的 10 bp区段 ，这说明重组除了碱基互补复性这个条件之外 ，还可能有更多的要求 。 但只
要同源序列达到一定的长度 ，那么即使相差 1 bp的不同遗传标记仍然有发生重组的可能性 。
　 　在真核生物中 ，双链 DNA分子间基因重组是完成减数分裂所必需的 ，而且基因重组发生在减数
分裂前期（图 6 12） 。染色体变得可见就标志着减数分裂开始 ，每条染色体都是已经复制的 ，由两条
姊妹染色单体组成 ，每条染色单体都含有一条双链 DNA分子 。 同源染色体相互接近 ，在一个或多个

6畅3 　真核生物重组的分子机制
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区域配对形成二价体 。配对一直进行到整个染色体的同源部位并排在一起 ，该过程称为联会或染色
体配对 。联会结束时同源染色体以联会复合体形式紧靠在一起 。尽管不同生物中联会复合体在细节
上有很大差异 ，但同一物种内它们都有共同的特征性结构（图 6 12） 。

图 6 12　染色体交换与 DNA分子相互作用的对应关系

　 　染色体间的重组涉及部分遗传物质交换 ，通常以断裂和重新连接为代表 ，当染色体开始分开时 ，
可以观察到交叉 。交叉点的数量和分布与遗传重组的频率相平行 。一般认为一个交叉代表发生了一
次交换 。重组过程发生的分子基础是每一条姊妹染色单体含有一条 DNA双链分子 ，所以每个二价
体含有 4条双链 DNA分子 。在重组过程中 ，一条姊妹染色单体的双链 DNA分子与另一条染色体上
的一条染色单体之间（即非姊妹染色单体间）相互作用 。这种反应可能在两个分子中任何配对的相应
序列之间 ，可使遗传物质交换在单个碱基对水平上精确地发生 。众所周知 ，单链之间的互补性是核苷
酸相互识别的基础 。迄今人们还不能准确地将染色体水平的改变与其分子机制联系起来 。高等真核
生物重组的分子机制的一些细节尚不很清楚 ，在分子水平上解释真核生物染色体的联会仍然很困难 。

6畅3畅2 　同源重组的分子模型
（1） Holliday模型

　 　 1964年 R畅 Ho lliday提出了一个重组的杂合 DNA模型（ hyb rid DNA model） ，又称为 Holliday模型
（图 6 13） ，该模型基本内容是 ：

6　真核生物的遗传分析
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图 6 13　同源重组的 Ho lliday模型
图中只显示 4条染色单体中的两条单体的双链 DNA分子 ；DNA分子的中央基因区以 G — C 、A — T表示 ，

AB、ab表示旁侧标记基因

　 　 ① 重组始于两个配对双链 DNA的同源链中相应位点发生断裂 　断裂使切口产生的自由末端可
以移动 ，每条链离开其配对链与另一双链上的互补链交叉配对 ，相互交换在两个 DNA双链之间形成
了连接 ，这样所连接的一对双链 DNA分子称为接合分子（ jo int m o lecular） 。 一条 DNA链从自身双链
DNA交叉到另一双链 DNA分子的位点就称为重组连接点（ recomb inant jo int） 。 在重组连接点 ，每个
DNA双链分子都含有一个来自父母双方的 DNA区域 ，即杂合 DNA（ hyb rid DNA）或异源双链

6畅3 　真核生物重组的分子机制
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DNA（ heterodup lex DNA） 。
　 　 ② 交叉迁移 　重组连接点的一个重要特性是它可沿双链 DNA分子滑动 ，这种滑动称为分支迁
移（ b ranch m igra tion） 。当双链分子中的单链分支迁移 ，一条链被另一条链置换时 ，分支点可以向两边
任意一个方向迁移 。分支迁移具有重要理论和实际意义 ，在理论上它赋予了重组结构的一种动态性
质 ；从实际而论 ，尽管分支点确实存在 ，但无法通过体外实验来证实它 ，因分离 DNA后 ，分支可能已
经移动了 。分支迁移速率还不确定 ，体外观察发生的频率远低于自然状态下大范围异源双链 DNA
的形成频率 。因此在体内任何大范围的分支迁移都必定由重组酶（ recomb ina tion enzyme）催化 。
　 　 ③ Ho lliday连接体形成 　由链交换形成的接合分子可以解离 ，并形成两条分开的双链 DNA分
子 ，接合分子相对于一个双链来旋转 180°另一个双链 ，则可在一个平面上见到一个称为 Ho lliday中间
体的结构 。链交换形成的接合分子解离而形成两个独立的双链 DNA分子 ，这需要再产生两个切口 ，
这一反应的结果是取决于哪一对链被切开 。
　 　 ④ 切开的方向决定重组结果 　如果第二次切口发生在原初未切开过的两条单链上 ，即未曾起始
链交换的那一对链［图 6 13（ i）右方］ ，那么 4条单链都被切开了 ，这样就释放出剪接重组 DNA（ sp lice
recombinant DNA）分子 。在该双链 DNA分子中的一条亲体 DNA链与另一条亲体 DNA链以异源双
链 DNA的形式共价连接 ，在异源双链区域两端的分子标记（A，B）进行常规的重组事件 。但如第二次
切口发生在原来被切开过的两条单链上［图 6 13（ i）左方］ ，那么另两条单链将是完整的 ，这样切口释
放出原来的两个亲体双链 DNA分子 ，仅留下一段异源双链 DNA区域 ，这种重组称为补丁重组体
（ patch recomb inant） 。
　 　 ⑤ 重组产生一段异源双链 DNA区域［图 6 13（ j）（ k）中 G — A ，C — T区］ 　从不同的解离方式决
定重组的结果可见 ，双链 DNA分子间的链交换总会产生一段异源双链 DNA ，但是交换不一定伴有两
侧区域的重组 。那么 ，在重组双链 DNA分子之间能建立起联系的最短区域长度是多少呢 ？ 通过质
粒或噬菌体的同源序列引入细菌的试验表明 ，如果同源区段小于 75 bp会使重组速率显著下降 ，这个
长度显然远远大于形成互补碱基对所需的 10 bp区段 ，这说明重组除了碱基互补复性这个条件之外 ，
还可能有更多的要求 。

（2） 双链断裂起始重组模型
　 　重组 Ho lliday模型显示了两个双链 DNA分子的单链依次被切开并参与遗传重组 。 然而实际遗
传交换大多是由双链断裂（ doub le strand b reak，DSB）引发的（图 6 14） 。该模型主要步骤如下 ：① 核
酸内切酶在一条染色单体的一个双链 DNA分子 ，即“受体”的同一位置切开造成一个双链切口 ，出现
双链断裂后启动同源重组 。 ② 这个切口在核酸外切酶的作用下被扩大成间隙 ，核酸外切酶从切口的
任一端开始切割产生单链 3′端 。 ③ 其中一条 3′游离端侵入另一条双链的同源区（“供体”） ，这被称为
单链侵入（ sing le strand invasion） 。 ④ 异源双链 DNA形成时产生一个 D环（即供体双链 DNA中的一
条链被置换） 。 ⑤ D环随着 DNA修复合成而延伸 ，以 3′端为引物产生双链 DNA分子 。 ⑥ D环逐渐
扩大 ，达到相当于受体染色体中整个缺口的长度 ，当突出的单链到达缺口的远端时 ，互补的单链序列
即发生复性 。于是缺口的两端都有异源双链 DNA分子 ，而缺口本身只是被单链 D环补上 。 缺口以
左侧的 3′端为引物 ，通过修复合成将缺口区恢复成双链 。总之 ，缺口是由两次单独的单链 DNA合成
所修复 。分支迁移将此结构转变为一个具有两个重组位点的分子 ，重组位点必须通过切割来解离 。
如果两个重组位点以同样方式解离 ，原来没有发生交换的分子被释放 ，各自保留一段改变了遗传信息
的区域 ，这是交换过程留下的痕迹 。如果两个重组位点以相反的方式解离 ，结果就发生了遗传重组 。
　 　在解离前含有两个重组位点的分子结构显示了双链断裂模型与仅有一条单链发生交换的模型之
间存在着显著差异 ：① 随着双链断裂 ，发生交换的区域两端都形成了异源双链 DNA区 。两个异源双
链体片段之间是相对应于缺口的区域 ，两个分子都含有供体 DNA序列 。 所以异源序列的排列是不
对称的 ，一个分子的一部分被转换到另一个分子的序列中去了 ，因而将启动的染色单体被称为受体 。
② 随着单链的相互交换 ，每条 DNA双链序列含有从交换起始区域到分支迁移区的异源双链 DNA
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图 6 14　双链断裂起始重组模型（仿自 L ew in，2004）

序列 。在不同的单链交换模型中 ，一些 DNA被降解 ，一些 DNA被合成 ，而起始的染色单体是遗传信
息的供体 。 ③ 双链断裂模型同样说明异源双链 DNA形成的机制和重要性 ，而且可以合理解释两个
双链 DNA是如何相互作用的 。机体把起始重组的任务从单链转移到双链断裂 ，这种双链断裂机制
而不致细胞死亡 ，说明细胞对 DNA操纵的能力 。 ④ 一般是 DNA分子一旦完全被切开 ，它就是进入
一个不可逆过程 。因为在单链断裂模型中没有任何信息丢失 ，但在双链断裂模型中 ，切口形成后信息
就丢失了 。在信息恢复过程中所发生的任何错误都将可能是致命的 ，但细胞可通过另一条 DNA双
链的重新合成以恢复所失去的信息 ，这一特殊能力又为细胞构成了安全网 。

6畅3畅3 　联会复合体与重组
　 　在细胞的减数分裂过程中 ，同源染色体配对并且形成联会复合体 。多年来 ，此过程被认为与重组
有关 ，有可能是 DNA重组的必要前提 。 然而近年来研究表明 ，联会复合体是重组的结果 ，而不是
原因 。

（1） 联会复合体在双链断裂后形成
　 　酵母中研究结果证明 ，不论是同源重组还是位点专一性重组 ，只有双链断裂才能起始重组 。双链
断裂也发生在减数分裂早期 ，而且是在联会复合体形成之前［图 6 15（ a）］ ，发生在一些重组的热点
上 ，即重组的起始位点 ，重组频率从起始位点一侧或两侧开始呈梯度下降 ，暗示了重组事件可能从这
个位点开始向两边扩散 。双链断裂形成的平齐末端在两边迅速地转变为长 3′单链末端 。 但是在一
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种酵母突变（ rad 50）中 ，由于突变阻止平齐末端转变为单链突出端 ，导致重组无法进行 ，可见双链断
裂对于重组是必需的前提 。离双链断裂位点越远 ，形成单链区域的可能性越小 ，所以重组频率就呈梯
度下降 。在 rad 50突变体中 ，双链断裂后的 5′端与 SpoⅡ 蛋白相连［图 6 15（ b）］ 。 只有 SpoⅡ 被移
走后 ，核酸酶才能发挥作用 ，并证明至少有 9种其他蛋白质共同参与双链断裂过程 ，一组蛋白质将双
链断裂端转变为 3′ 羟基突出的单链末端 ；另一组蛋白质使单链末端侵入同源双链 DNA分子 。
　 　重组与联会复合体的形成关系密切 ，果蝇和酵母中研究结果表明 ，凡是不能进行染色体配对的突
变体都不能发生重组 。由此可见产生双链断裂并进一步引发重组的系统是很保守的 。 SpoⅡ 的同源
序列已在一些高等真核生物中被鉴定出来 ，一种果蝇基因的突变型阻断了所有减数分裂中的重组 。
但将重组过程中分子水平上发生的事件与细胞水平发生的事件能直接进行比较的系统极少 ，最近在
酿酒酵母减数分裂中研究取得一些进展 。
　 　双链断裂出现到消失这段时间超过 60 m in，第一个接合分子 ，即中间体在双链断裂后很快出现 。
双链断裂在中央成分（中体）形成时发生 ，它们在联会复合体形成时消失 ，其相对时相为 ：双链断裂 ，重
组中体形成 ，引发重组过程中联会复合体形成 。根据是 rad 50突变型不能将中央成分转变为联会复
合体的现象 ，显然认为在减数分裂中 ，联会复合体是染色体配对所必需的 ，进而使分子水平引起重组
这一传统观点受到了挑战 。在酵母的研究中发现 ，联会复合体是在双链断裂起始重组之后形成 ，它一
直持续到重组体形成 ，故联会复合体对于重组的形成不是必需的 。 而在一些缺失正常联会复合体的
突变体中重组型仍可以形成 ，不能进行重组的突变型则不形成联会复合体 。这充分表明 ：联会复合体
仅仅是随染色体配对之后的重组结果［图 6 15（ a）］ 。
　 　由 Ho lliday重组模型人们一直认为 ：Ho lliday结构的解离方式决定了最终是产生非交换产物还是
交换产物 ，也就是说 ，取决于解离发生在哪些链上 。但是最近对于非交换和交换产物生成时间的分析
表明 ，交换产物直到接合分子第一次产生后的相当一段时间才会出现 ，而非交换产物几乎与接合分子
同时出现 。如果两种产物由同一解离过程产生 ，那么它们就应在同一时间出现 。 这一时间上的差异
表明 ，交换产物不是按原先设想的是通过接合分子解离产生的 ，而是由另一条途径产生 。

（2） 同源染色体配对与联会复合体的形成是两个独立的过程
　 　突变可以发生在染色体配对或是联会复合体形成的任一过程 ，并且彼此互不干涉 。 Z ip2突变
型中染色体可以配对 ，但不能形成联会复合体 ，所以同源染色体之间的识别不依赖于重组或是联
会复合体的形成［图 6 15（ b）］ 。 在酿酒酵母中 ，同源染色体之间的特异性联系是由基因 Hop2控
制的 ，Hop2的作用是防止非同源染色体的相互作用 。 在 hop2突变型中 ，减数分裂虽然产生正常数
量的联会复合体 ，但每个复合体含有非同源染色体 ，这表明 ，这类联会复合体的形成不依赖于同源
性 。 hop2突变型中联会复合体内错配（m ismatch）的染色体发生双链断裂 ，但是它们不能被修复 ，这
表明联会复合体的形成需要双链断裂 ，但复合体的形成并不要求这些断裂进一步与同源 DNA相
互作用 。
　 　在 DNA重组体被观察到之前 ，推测在粗线期可能经历着重组之后的一系列重要事件 ，包括链的
交换 、DNA合成和解离 。到双线期 ，联会复合体解聚 ，染色体脱去联会复合体形式 ，便可见染色体相
互连接的交叉 ，这被认为是发生了遗传交换的标志 。但交叉在分子水平上的本质尚不清楚 ，有可能它
是交换完成的残留痕迹或是代表同源染色体之间的联系 ，此时遗传交换还未完成 。 直到减数分裂后
期 ，交叉向染色体两端移动 ，这一动态变化表明 ，交叉代表重组事件的残留步骤 ，而不是作为重组的中
间体 。
　 　重组可能是受某种交换控制（ cro ssover contro l）的过程 ，如重组发生在减数分裂染色体的不同位
置上 ，只有一小部分相互作用真正地发展为交换 ，而且每对同源染色体上分布 1～ 2个交换 ，完全不发
生交换的概率也是很低的 ，同时某些突变型中交换的非随机性普遍受到干扰 。此外 ，重组的发生对减
数分裂过程是重要的 ，它存在着一个“关卡”（ checkpo int）系统 ，以确保细胞不会在重组尚未发生前就
分离染色体 。

6　真核生物的遗传分析
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　 　迄今还不能完全揭示重组的发生与所观察到的不同结构 ———重组结与交叉的联系 ，且在分子水
平上阐明其本质 。尽管近年来在酵母重组中 ，鉴定出一些与重组相关的蛋白质 ，它们分布在不同位
点 ，为研究重组中一些有关形成不连续结构的机制奠定了分子基础 ，其中有些蛋白质与原核生物重组
相关蛋白质同源 ，但这些蛋白质在重组中的确切功能仍有待进一步研究 。

图 6 15　酵母细胞减数分裂重组中有关分子的作用
（ a） 减数分裂中分子交换与细胞学元件的关系 　 （ b） S poⅡ 产生双链断裂

6畅3 　真核生物重组的分子机制
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6畅4 　基因转变及其分子机制

6畅4畅1 　异常分离与基因转变
　 　遗传重组导致异源双链 DNA片段的形成 ，即异源双链 DNA含有错配碱基序列 ，由此揭示了等
位基因间重组特性 ，而等位基因重组又为异源双链模型的发展提供了证据 。等位基因重组时 ，基因座
内染色体发生断裂和重接产生了交互的重组染色体对 。 然而在一对染色体的四分体时期 ，异源双链
DNA分子本身通常会引起重组事件的发生 。 子囊菌类（ ascomyce tes fung i）可用来研究等位基因重组
事件 。由 6畅 2畅 1已知一对等位基因杂交子代的子囊不外乎形成 6种正常分离类型（ AAAA aaaa或
a a a aAAAA，AAaa AAaa或 a aAA aaAA，AAaaaaa AA或 a aAAAA aa），这只是四分子中是否发生
重组和纺锤体随机取向而形成 ，两种孢子的比例相等 ，即等位基因 A ·· a＝ 4·· 4。
　 　但是后来发现有些孢子分离比例异常 ，如 3·· 5和 6·· 2以及异常的 4·· 4分离 。 如在酵母
（ S畅 cerev isiae）不同交配型 A × a中 ，有些子囊所含的孢子为（ 3A ＋ 1a），而不是预期的（ 2A ＋ 2a）。在脉
孢菌和粪生粪壳菌（ Soda ria fim ica la）等子囊菌中也发现了一些异常分离（ abno rmal segrega tion）现象 。
Mitchell将与维生素 B6合成有关的不同的突变型进行杂交 ，吡哆醇（ pyridox ine，维生素 B6）的突变基
因 pdxp，需要在培养基上添加吡哆醇后才能生长 ，而且对 pH敏感 ，改变酸度后 ，可不添加吡哆醇 。 其
邻近的另一突变基因 pdx，也是吡哆醇依赖型突变 ，但对酸度不敏感 。 将两个吡哆醇突变株杂交 ，
＋ pdxp× pdx＋ ，取得子一代子囊后 ，对 585个子囊中的孢子依次解剖 ，进行培养和鉴定 。他发现其中
4个子囊中有野生型的孢子对出现 ，可是跟预期的相反 ，如果这两个基因间发生了重组 ，重组后应该
同时出现的双突变型（ pdx pdxp）孢子对却没有发现（表 6 7） 。

表 6 7 　粗糙脉孢菌中 ＋ pdxp × pdx＋ ，其中 4个子囊的结果

孢子对
子 　 　囊

1 2 3 4
第一对 ＋ pdxp pdx ＋ ＋ ＋ pdx ＋

第二对 ＋ ＋ pdx ＋ ＋ pdxp ＋ pdxp
第三对 ＋ pdxp ＋ ＋ pdx ＋ ＋ ＋

第四对 pdx ＋ ＋ pdxp pdx ＋ pdx ＋

　 　怎样解释这一现象 ？不可能是突变 ，因为它们的频率远比这些基因的正常突变率高得多 。 分析
的方法是灵敏的 ，如果有双突变的话 ，就能够检出 。 M itche ll的上述实验结果用图 6 16来表示 。
　 　由于重组 ，出现了完全野生型的孢子对（ ＋ ，＋ ） ，但没有重组的对应产物 ———双突变型的孢子对
（ pdx pdxp），结果应如图 6 16的左侧所示 。然而右侧发生的情况说明尽管 pdxp出现异常的 3·· 1分
离 ，但紧密连锁的 pdx基因却显示出正常 2·· 2分离 。 这些反常的情况 ，好像是一个基因转变为它的
等位基因 ，这种现象称为基因转变（ gene conversion） 。图 6 16中 ，基因 pdxp转变为 pdxp＋ （或 ＋ ） ，图
中以 磑表示该基因发生了基因转变 。所以双突变型的孢子对没有出现 。
　 　此外 ，基因转变往往伴有转变区外基因的重组 ，但区外基因的重组是正常的交互方式 ，所以虽然
pdxp基因座出现了异常的 3·· 1（或 6·· 2）分离 ，而邻接的基因 pdx仍显示正常的 2·· 2（或 4·· 4）分离 。
　 　稀有的异常分离现象也在粪生粪壳菌中发现 。 O live等在粪生粪壳菌的野生型黑色孢子（ g＋ ）与
突变型灰色孢子（ g－ ）杂交中 ，曾观察了 200 000个子囊 ，其中绝大部分属于正常的 4g＋ ·· 4g－ 类型 。 但

6　真核生物的遗传分析
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却有少数子囊是例外的比例 ，其中包括 5g＋ ·· 3g－ 120个 ，占 0畅 06% ；6g＋ ·· 2g－ 100个 ，占 0畅 05% ；以及不
规则的 4·· 4（或是 3·· 1·· 3·· 1） 16个 ，占 0畅 008% 。

6畅4畅2 　基因转变的类型
　 　基因转变的类型分为 ：① 染色单体转变（ chromatid conversion） ，即减数分裂的 4个产物中有一个
产物发生了基因转变 ，故出现 6g＋ ·· 2g－ 或 2g＋ ·· 6g－ 类型的子囊［图 6 17（ a）］ 。 ② 半染色单体转变
（ half唱 chroma tid conversion） ，即减数分裂的 4个产物中 ，有 1个产物的一半或两个产物的各一半出现
基因转变 ，因而形成 5·· 3或 3·· 5和异常 4·· 4即 3·· 1·· 3·· 1类型的子囊 ，基因转变只影响半个染色单
体分离显然是发生在减数分裂后的有丝分裂中 ，所以又称为减数后分离（ po st唱meio tic segrega tion）
［图 6 17（ b） ，（ c）］ 。

图 6 16　粗糙脉孢菌的基因转变
　 　 　 　

图 6 17　基因转变的类型

6畅4畅3 　基因转变的分子机制
　 　由 Ho lliday模型和 DSB起始重组模型都已清楚表明在对称的异源双链区存在着不配对碱基（如
G — A ，C — T） ，形成两个杂种分子 。异源 DNA是不稳定的 ，细胞内的修复系统能够识别不配对碱基 ，
并以切除修复的方式完成修复过程（详见第 13章） ，杂种分子得到校正 。 根据切除修复原理 ，基因转
变的几种类型产生的分子机制可以归纳如下（图 6 18） 。
　 　 （ 1） 两个杂种分子均未校正 ，复制后出现异常的 4＋ ·· 4g（或 3·· 1·· 1·· 3）的分离 。由于不配对的碱
基没有得到修复校正 ，杂种 DNA分子保留到下一次复制 。 在下一次复制即减数分裂以后的复制中 ，
异源双链 DNA复制形成两个不同的等位基因 ，通过有丝分裂发生分离［图 6 18（ a）］ 。 减数分裂的 4
个产物中的两个染色单体的各 1／ 2出现基因转变 ，即仅仅影响 DNA双链中的一条链 ，实际只影响两
个单体中的半个染色单体 ，即 DNA双链中的各一条链 。 显然转变的链与未转变的链的分离一定是
在减数分裂后的有丝分裂中发生 。因而这类基因转变属于半染色单体转变 ，或减数后分离 ，子囊孢子
的异常分离比为 3·· 1·· 1·· 3。
　 　 （ 2） 一个杂种分子校正为 ＋ ，或校正为 g时 ，则发生另一种类型的半染色单体转变 ，前者修复后
出现 5·· 3的分离 ，后者子囊孢子的异常分离比为 3·· 5［图 6 18（ b）］ 。由此可见 ，减数分裂 4个产物中

6畅4 　基因转变及其分子机制
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图 6 18　基因转变的分子机制示意图

的一个产物（第 3条染色单体或第 2条染色单体）的 1／ 2出现转变 。 由于只影响半个染色单体 ，所以
转变的链与未转变的链将在减数分裂后的有丝分裂中发生分离 。
　 　综合上述两种修复情况可见 ，半染色单体转变是当两个杂种分子都未进行修复校正或一个杂种
分子校正到 ＋ （或 g）时 ，使得减数分裂的 4个产物中的两个产物的各 1／ 2或一个产物的 1／ 2发生了基
因转变 。其子囊孢子的典型异常分离比分别为 3·· 1·· 1·· 3与 5·· 3或 3·· 5。
　 　 （ 3） 两个杂种分子都被校正到 ＋ （或 g）时 ，修复后出现 6＋ ·· 2g（或 2＋ ·· 6g）的异常分离［图
6 18（ c）］ 。这便是出现染色单体转变的起因 。
　 　 （ 4） 当两个杂种分子都按原来两个亲本的遗传结构进行修复时 ，则减数分裂 4个产物恢复成
G — C 、G — C 、A — T、A — T的正常配对状态 ，子囊孢子分离正常 ，呈现 4＋ ·· 4g的结果［图 6 18（ d）］ 。
　 　切除修复系统识别异源双链 DNA中错配的碱基对时 ，切除其中的一条链 ，使其恢复互补性 。 于
是 ，使得代表一个等位基因的 DNA链变成了代表另一个等位基因的序列 。 如果这种校正变化只发
生在一个异源双链 DNA分子上 ，就会产生 5·· 3（或 3·· 5）的异常分离 。如果两个异源双链以同样方式
校正 ，就产生了 2·· 6（或 6·· 2）异常分离 。所以基因转变实质上是异源双链 DNA错配的核苷酸对在修
复校正过程中所发生的一个基因转变为它的等位基因的现象 。
　 　由于某些不配对碱基切除修复校正的结果与该区发生双交换的效应一致 ，其实是基因转变的结
果 ，因此出现 C值（并发系数）大于 1，这称为负干涉（ nega tive interference） ，即一个区域的交换引起邻
近区域另一次交换频率的增加的现象 。已知基因转变可以伴随或不伴随两侧遗传标记的重组 ，这取
决于 Ho lliday结构的切断方向（图 6 13） 。大量实验结果表明 ，大约有一半的子囊发生基因转变的同
时伴随两侧遗传标记的重组 ，而“负干涉”形成的原因显然是基因转变的同时并不伴随两侧遗传标记
的重组 。基因转变不仅是专一的 ，而且是有方向的 ，它不仅涉及单个位点（或基因座） ，而且涉及染色
体的一个区段 ，如一对含有两个基因差异的突变型杂交时 ，在某些子囊中可以发生几个基因同时发生
转变的现象 ，称为共转变（ coconversion） 。 共转变的频率大于独立转变的预期频率 ，两个基因距离越
近 ，共转变频率越大 ，即在异源双链的同一区域内沿相同方向同时被修复校正的概率越大 。 一般说 ，
愈接近单链断裂点的位置愈容易发生基因转变 ，愈远则愈少发生基因转变 ，这也说明基因转变是有极
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性（ po larity）的 ，并由此提出极化子模型（ po laron mode l） 。该模型假定内切酶首先作用于基因的一端 ，
从起点开始 ，基因转变频率由高到低形成一个梯度 ，在染色体上呈现基因转变极化现象的这样一个区
域称为一个极化子（ po laron） ，有时一个极化子就相当于一个基因 。

6畅5 　体细胞交换与基因定位

6畅5畅1 　单倍体化与体细胞交换
　 　在真核生物的体细胞中也会发生基因重组 。有些真菌是研究体细胞染色体重组的好材料 。一种
绿色霉菌 ———构巢曲霉（Asperg illus nidulans）在自然界一般以单倍体状态存在 ，其分生孢子是单核的 ，
可是在实验室中可以获得稳定的二倍体菌株 。两个不同营养缺陷型菌株所产生的分生孢子大量混合
接种在基本培养基的表面 ，可以得到少量的原养型菌落 。由于这些原养型菌落细胞含有来自两亲本
的细胞核 ，因此称为异核体（ heterokaryon） 。异核体在自然界里广泛存在 。 如两种不同基因型真菌的
菌丝接触时 ，菌丝之间连接起来 ，细胞质和细胞核就混合在一起 。在菌丝连接处长出的菌丝细胞中便
含有两个不同基因型的细胞质和细胞核 ，这种异核体具有生长优势 ，类似于高等植物的杂种优势 。同
时异核体中包含不同基因型的细胞核 ，因此增强了对环境的适应能力 。
　 　大量异核体中的核仍保持单倍体状态 ，但有少数单倍体细胞核融合成为二倍体细胞核或合核体
（ synkaryon） 。利用分生孢子颜色突变的遗传标记来鉴别一种菌落是二倍体还是异核体 。如构巢曲霉
的野生型分生孢子是绿色的（ w＋ y＋ ） ，其突变型有黄色分生孢子（ w＋ y－ ）和白色分生孢子（ w－ y＋ ） 。
由产生黄色孢子的某一营养缺陷型（A－ B＋ w＋ y－ ）和产生白色孢子的另一缺陷型（ A＋ B－ w－ y＋ ）组成
的异核体的基因型为 ：

A－ B＋ w＋ y－
A＋ B－ w－ y＋ 。异核体所产生的分生孢子就是两个亲本所产生的孢子 ，因为

这些单倍体在异核体中是各自分开的 。由异核体产生的分生孢子则有黄 、白两种 。 两个单倍体核偶
尔也可以融合到一起形成上述二倍体菌株 ，由这种二倍体菌株所产生的分生孢子则都是绿色的 。 因
为黄色和白色突变型对于野生型的绿色而言都是隐性的 ，所以孢子呈绿色 。
　 　二倍体比异核体较为稳定 ，但是这种稳定性也是相对的 ，因为从大量二倍体分生孢子中也可以得
到少数体细胞分离子（ segregant） ，所谓分离子是重组体和非整倍体或单倍体的总称 。 在这里产生非
整倍体或单倍体的过程称为单倍体化（ hap lo id iza tion） ，产生重组体的过程称为体细胞交换（ somatic
crossing over）。

　 　单倍体化是在有丝分裂过程中染色体不分离的结果 。在正常的体细胞有丝分裂中 ，一条染色体
分裂为两条 ，这两条染色体各自趋向一极 ，使两个子细胞中各有一条 。最终导致了在表型上的分离现
象 。最初是 B ridges观察果蝇杂合基因型 M ＋ M（M 是决定细长刚毛性状的显性基因）的雌蝇时 ，发现
有些具有 M基因的雌蝇长出了一块扇形的野生型刚毛 。 表明杂合体的等位基因在表型上发生了分
离 。 B ridges证明这是有丝分裂不分离（m ito tic nond isjunc tion）造成的［图 6 19（ a）］ 。 2n＋ 1也称为三
体 ，它常失去一条染色体而成为二倍体 。 在此过程中 ，可以由杂合体转变为纯合体 ；2n－ 1也称为单
体 ，生长迟缓 ，且不稳定 ，常进一步失去其他染色体而最后成为一个稳定的单倍体［图 6 19（ b）］ 。 在
单倍体化过程中 ，如果排除染色体携带的是某一个显性基因 ，那么相应的隐性基因所决定的性状就得
以表现 ，这正像高等植物杂交在子一代中不分离 ，而在子二代中分离出隐性性状个体的原理一样 。单
倍体化过程使隐性性状表现 ，这种现象也称分离 。此外 ，杂合体细胞中在有丝分裂后的子细胞核重建
时 ，发生一条染色体丢失的现象称为有丝分裂染色体丢失（m ito tic chromo some lo ss） ，从而也导致表型
的分离［图 6 19（ c）］ 。

6畅5 　体细胞交换与基因定位
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图 6 19　体细胞染色体重组
（ a） 有丝分裂不分离导致表型分离 　 （ b） 单倍体化过程示意图 　 （ c） 有丝分裂染色体丢失

　 　杂合二倍体的体细胞交换是产生分离子的第二个途径 。一般在有丝分裂中同源染色体并不像在

减数分裂时那样进行有规则的联会与交换 ，如杂合二倍体 d a b c
＋ ＋ ＋ ＋ 细胞有丝分裂后的子细胞都是

图 6 20　构巢曲霉的体细胞重组

d a b c
＋ ＋ ＋ ＋ 基因型 ，杂合二倍体 d a b＋

＋ ＋ ＋ c的子细胞的基因型都是 d a b＋
＋ ＋ ＋ c 。 但构巢曲霉的体细胞在有

丝分裂过程中 ，同源染色体间却可发生染色体
交换 ，这称为体细胞交换 。 由于体细胞交换可
导致原杂合二倍体的部分基因纯合化 ，这种现
象也称为有丝分裂交换（m ito tic cro ssing over） 。
以构巢曲霉 5个隐性基因 paba（对氨基苯甲
酸） 、y（黄色孢子） 、ad16（嘌呤 16） 、ad8（嘌呤 8） 、b i
（生物素 ）的杂合二倍体 paba y ＋ ad8 ＋ ／
＋ ＋ ad16 ＋ b i为例 ，说明在发生体细胞重组后形
成末端 ad8 与 b i基因纯合二倍体的过程
（图 6 20） 。

6　真核生物的遗传分析
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　 　从图 6 20可见 ，在杂合二倍体
paba y ＋ ad8 ＋
　＋ ＋ ad16 ＋ b i的有丝分裂中 ，出现 ad8 和 b i两基因纯合的

二倍体
paba y ＋ ＋ b i
　＋ ＋ ad16 ＋ b i以及

paba y ＋ ad8 ＋
　＋ ＋ ad16 ad8 ＋

。在杂合二倍体的无性繁殖子代中 ，由于隐性基

因纯合状态的出现 ，而表现隐性性状的现象也称为分离 ，该体细胞重组体（ soma tic recomb inant）亦称
为分离子 。由此可见 ，分离子可以是二倍体 、非整倍体 ，也可以是单倍体 ；它既可来源于体细胞重组 ，
又可来源于单倍体化 。不过有丝分裂交换和单倍体化是两个彼此独立的事件 ，它们同时发生在一个
细胞中的概率很小 。
　 　 S tern在果蝇有丝分裂中发现了连锁基因的交换 。 他使用了易于辨别的两个伴性遗传的隐性性
状 ：一个是黄体（ y），一个是焦刚毛（ sn）。前者影响体色 ，后者改变刚毛的形状 。 既然这些基因都是隐
性的 ，其基因型为杂合体的雌果蝇（ y＋ ／ ＋ sn）照例应表现出野生型的灰体与直刚毛 。 但是 S tern发
现 ，部分雌蝇中的灰体上单独有一小块黄体 ，或少数个体的直刚毛中嵌合出一块单独的焦刚毛 ，更有
趣的是出现一小块黄体与一小块焦刚毛的孪生斑（ tw in spo ts） 。 所谓孪生斑指的是两块互相靠近而
面积大小相当的斑点［图 6 21（ b）］ 。 S tern注意到孪生斑发生频率较高 ，这不能视作两个单独斑点的
概率偶然并存 ，而有其必然性 。这种现象无法用体细胞突变或其他原因解释 。 S tern认为 ，这是由于
体细胞在有丝分裂过程中发生同源染色体间的交换造成的［图 6 21（ a）］ 。

图 6 21　体细胞有丝分裂交换
（ a） 体细胞有丝分裂交换 　 （ b） 果蝇中黄体 、焦刚毛孪生斑

6畅5 　体细胞交换与基因定位
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6畅5畅2 　有丝分裂交换与基因定位
　 　基因定位一般是通过有性过程中细胞的减数分裂 、同源染色体联会 、基因间的重组率来确定基因
的位置的 。由于在有丝分裂过程中一般不发生基因重组 ，所以在无性生殖的生物中无法通过遗传重
组进行基因定位 。自从在构巢曲霉中发现体细胞重组以后 ，就可通过有丝分裂交换进行基因定位 。
其基因定位的原理是依据体细胞同源染色体的交换使得染色体远端的杂合基因纯合化的规律 ，这个
规律可用来确定基因的排列位置和距离（图 6 22） 。

图 6 22　有丝分裂基因定位的原理

　 　从图 6 22可以看出 ，交换如发生在 b和 c之间 ，那么带来 c的纯合 。如发生在 a和 b之间 ，使 b
和 c纯合 。如交换发生在着丝粒和 a之间 ，则 a、b和 c纯合 。由此可见 ，离着丝粒愈近的基因纯合的
机会愈小 ，愈远的则愈大 ，而且着丝粒一端的基因纯合影响着丝粒另一端基因 d的纯合 。因此如果发
现两个染色体臂上的基因同时出现纯合化现象 ，就有可能是一条染色体丢失的结果 。 对于一个未知
属于哪一个连锁群的基因而言 ，如果它是随着某条染色体两个染色体臂上的基因的纯合而呈现纯合
化现象 ，那么就可初步判断该基因属于这一连锁群 。真菌在二倍体的有丝分裂过程中 ，偶尔发生同源
染色体交换 ，导致连锁基因的重组 ，这一遗传变异过程称为准性生殖（ parasexua lity） 。 准性生殖产生
的重组体细胞一般和营养体细胞没有形态 、生理上的差异 ，而且不产生在特殊的囊器中 。准性生殖过
程中染色体交换和染色体的减少是不规律且不协调的 ，这便是准性生殖过程与有性生殖过程中基因
重组的主要区别 。 现以构巢曲霉中一个具有 y、ad、pab和 pro以及它们的显性等位基因的杂合二倍
体为例来说明 。先检出二倍体黄色分生孢子（ y＋ ／ y－ ） ，随后按它们所产生的表型来确定分离子的基
因型 。在 y的这些隐性纯合子中有 5畅 5%为 pab和 p ro的纯合子 ，72%是 pab纯合子 ，22畅 5%为原养
型 。由于没有一个 y分离子是需腺苷酸的 ，所以可推断 ad位于染色体的另一臂上 。染色体一个臂上
的有丝分裂交换对于其另一臂上等位基因的分离无效 ，而在一条染色体的两臂同时发生有丝分裂交
换的情况又极其罕见 。由此通过有丝分裂定位得到的构巢曲霉的第一染色体右臂的各基因之间的图
距如下 ：

ad　 69
　 　 （ 32）·

5畅 5　 pro　 72　 pab　 22畅 5　 y
（ 41） 　 　 　 （ 20） 　 　 　 （ 39） 　 　

　 　染色体上面是有丝分裂数据 ，下面是减数分裂定位数据 ，两者定位数据相差甚远 ，这正是有丝分
裂与减数分裂交换过程的基本差别 ，但二者在顺序上是一致的 。构巢曲霉既可进行准性生殖 ，也可进
行有性生殖 。因而基因定位可通过有丝分裂和减数分裂定位数据对照分析 。 但是黑曲霉（ Asperg illus
niger）、产黄青霉（ Penic illium chrysogenum）和酱油曲霉（Asperg illus so jae）等真菌都不进行有性生殖 ，对于
这些真菌而言 ，就只能通过准性生殖过程来进行遗传学分析 。

6　真核生物的遗传分析
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6畅6 　体细胞融合与基因定位

6畅6畅1 　细胞融合与基因定位

　 　细胞融合（ ce ll fusion）是体细胞遗传学的核心内容 ，也是应用体细胞遗传学技术进行基因定位的
基础 。 1958年 O kada第一次观察到两个不同的肿瘤细胞在注射了日本血凝病毒 ，即仙台病毒（ he唱
magglutinating virus of Japan，HVJ）后可融合在一起 。 以后 Barsk i等报道 ，两个具有不同标记染色体的
细胞系经过共同培养后可形成杂种细胞（ hyb rid ce ll） 。特别是 Harris和 W atk ins证明 ，用 UV灭活的仙
台病毒介导细胞融合过程 ，该病毒可进入细胞膜内 ，在邻近的细胞之间形成细胞质桥（ cy top lasm ic
bridge），从而大大地提高了细胞融合频率 。此外 ，用聚乙二醇（ po lye thy lene g lyco l，PEG）也可显著地提
高细胞融合频率 ，将一定浓度的 PEG加入到培养液内 ，就可使细胞发生凝集 。 由于 PEG是非生物试
剂 ，融合效率高 ，易于标准化 ，且价格便宜 ，因此 PEG已成为广泛采用的融合剂 。大量研究证明 ，许多
动物的不同类型细胞之间都可进行融合 ，如小鼠 、中国仓鼠 、家兔和人的成纤维细胞 、巨噬细胞 、淋巴
细胞或白细胞之间的融合 。细胞融合过程可分为异核体（ he terokaryon）和杂种（ hyb rid）细胞形成两个
阶段 。
　 　在异核体阶段融合的细胞内含有来自两个亲本的细胞核 。随后 ，异核体同步进入有丝分裂 ，核膜
崩溃 ，来自两个亲本细胞的基因组合在一起形成只含有一个细胞核的杂种细胞 。 杂种细胞对于遗传
学最有价值的贡献是在基因定位研究中的应用 。
　 　将两个小鼠细胞（如 A9和 B82）或两个中国仓鼠细胞（如突变型 g ly－ 和 ade－ ）融合在一起 ，形成的
杂种细胞一般都保留来自两个亲本细胞的染色体 。 但是 ，如果实验是将一个经长期传代培养的小鼠
细胞株 B82（ TK － ）和人的二倍体正常细胞进行体细胞融合 ，可在 HAT选择性培养基上筛选到杂种细
胞 。在杂种细胞传代过程中 ，人的染色体被不断排斥 。 经过较长时间培养 ，杂种细胞约丢失 10%染
色体 ，从而使杂种细胞中的染色体达到并保持一个稳定的数目 。经鉴定 ，在这一杂种细胞内保留了全
套小鼠基因组 ，丢失了几乎所有人的染色体 ，在众多的杂种细胞克隆中只保留了人的第 17号染色体 。
由于这些杂种细胞株（系）在 HAT培养基中生长依赖于培养基中有 TK酶的存在 ，因此可推断编码
TK的基因位于人的第 17号染色体上 。 这是人类第一次应用体细胞遗传学技术将某一基因定位于
某一特定染色体上的实例（图 6 23） 。
　 　大量实验证明 ，杂种细胞中一个亲本染色体的被排除是由不同亲本细胞相对生长速率所决定的 ，
而不是亲本细胞的亲缘关系所决定的 。如在人 鼠杂种细胞中一般排斥人的染色体 ，但当用快速分
裂永久性的人体细胞和新鲜得到的小鼠细胞进行细胞融合 ，杂种细胞染色体首先排除小鼠染色体 。
一般说 ，染色体的丢失主要是在融合后早期进行 ，然后就趋向稳定 。 如人 鼠杂种细胞进行约 30轮
有丝分裂之后 ，杂种细胞内基本含有完整的小鼠染色体组 ，而人的染色体在不同杂种细胞系中含 1～ 7
条不等 ，而且所含的人染色体类型也不完全相同 。显然人的各条染色体是以随机方式丢失的 ，因此也
可得到多种不同染色体组合的杂种细胞株（表 6 8） 。通过分析某一基因产物与某一人的染色体是否
共同存在而进行基因定位 。这一方法的应用 ，改变了人类遗传学过去传统的依靠家系调查进行基因
定位的方法 ，大大地加速了基因定位研究的进展 。

6畅6 　体细胞融合与基因定位
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图 6 23　体细胞融合与基因定位

表 6 8 　杂种细胞中标记基因的存在与人染色体间的关系

人 鼠杂种细胞株编码

A B C D E F G
所出现的人染色体号码 ： 1 ＋ － － － ＋ － －

2 － － ＋ － － － ＋
3 ＋ － ＋ － － ＋ －
4 － ＋ － － － ＋ －
5 － － － ＋ － － ＋

人类基因编码的酶

　 　葡萄糖磷酸变位酶 － 1 ＋ － － － ＋ － －
　 　异柠檬酸脱氢酶 － － ＋ － － － ＋
　 　肽酶 C ＋ － － － ＋ － －
　 　苹果酸氧化还原酶 － － ＋ － － － ＋
　 　磷酸葡糖酸脱氢酶 ＋ － － － ＋ － －
　 　核苷磷酸化酶 － － － － － － －

　 　尽管灭活的仙台病毒或聚乙二醇都能促进细胞融合 ，然而杂种细胞形成的频率仍然很低 。 为此
必须提供鉴定和分离杂种细胞的有效方法 。常用的方法有 ：

（1） HAT选择系统
　 　采用遗传互补（ gene tic comp lementa tion）的方法 ，将两类分别为 HGPRT－

或 TK －
的细胞混合培养

后 ，在 HAT培养基上进行选择 。凡能够在 HAT培养基上生长的细胞就是经过融合后两个突变基因
得到互补的杂种细胞（HGPRT＋ TK ＋ ） 。在进行细胞融合时 ，如果只有一个亲本具有选择标记 ，分离杂
种细胞可采用半选择系统（ half se lec tive system） 。 在人 鼠杂种细胞的选择中 ，最常采用的是将小鼠

6　真核生物的遗传分析
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突变型细胞 HGPRT－
和正常人体成纤维细胞或淋巴细胞进行融合 ，在 HAT选择培养基上存活的细

胞包括杂种细胞和未融合的人体细胞 ，虽然人体亲代细胞不具有专一性选择标记 ，但可采用两种方法
除去未融合的人体亲本细胞 。第一种 ，如人体亲本细胞是淋巴细胞 ，可通过更换培养基洗脱的方法去
除 ；第二种 ，如人体亲本细胞是成纤维细胞 ，可用乌本苷处理去除 。 因为一定浓度的乌本苷能专门杀
死成纤维细胞 ，而对杂种细胞没有影响 。在 HAT和乌本苷选择条件下 ，细胞融合后 2～ 3周就能分离
到杂种克隆 。

（2） 营养缺陷突变型标记系统
　 　 CHO细胞已产生了许多营养缺陷突变型 ，已知在人 中国仓鼠细胞突变型杂种细胞中 ，人染色
体也优先丢失 。由于这种中国仓鼠细胞突变型属于营养缺陷突变型 ，因此只要将融合细胞群培养在
不含有这一突变型所需成分的培养基上 ，就可去除未被融合的突变型细胞 。 在这种条件下选出的杂
种细胞不仅可保留能够与 CHO细胞营养缺陷突变型发生互补的人类特异性染色体 ，而且还能保留
其他人体染色体 。利用含多条人染色体的杂种细胞更便于快速 、系统地进行基因定位 。

6畅6畅2 　同线分析
　 　用体细胞杂种进行基因定位有下列两个层次 ：第一 ，将某个基因定位于某一条染色体上 ，这称为
染色体定（配）位（ chromo som al assignment） ；第二 ，将该基因定位于某一染色体的具体位置上 ，这称为
区域定（配）位（ reg iona l assignment） 。染色体定位的基础是同线分析（ synteny ana lysis） 。连锁分析原理
用于体细胞杂种染色体分析的方法称为同线分析 。 连锁分析是观察子代中基因标记性状的分离情
况 ，而同线分析则是注重杂种细胞中整条染色体的分离情况 。同线分析的基点是 ：如果两个基因在一
条染色体上 ，它们总是共同分离的 ；如果两个基因位于不同的染色体上 ，它们之间或多或少会发生自
由组合 。例如有一个人 鼠杂种细胞 ，是由一个具有两个突变基因（ A－ B－ ）的小鼠细胞系和一个具有
两个相应的野生型基因（A＋ B＋ ）的人体细胞系融合而成 。 如果 A和 B基因在同一条染色体上 ，其子
代克隆或因为存在该条染色体而表现为 A＋ B＋ ，或因为丢失这条染色体而表现为 A－ B－ 。 由于杂种
细胞是无性生殖的 ，不会发生交换而产生 A＋ B－

或 A－ B＋
这两种重组类型［图 6 24（ a）］ 。 相反 ，如 A

或 B位于人的不同染色体上 ，它们的子代克隆中 ，有的克隆中只含两条人体染色体中的一条 ，或表现
为 A＋ B－ ，或表现为 A－ B＋ 。因此在这种情况下 ，子代克隆会出现 A＋ B＋ 、A＋ B－ 、A－ B＋

和 A－ B－ 4种
类型［图 6 24（ b）］ 。用这一方法就可以判断两个基因是否在同一条染色体上 ，也就是说它们是否为
同线的 。
　 　根据同线分析原理 ，利用人体染色体和标记基因产物是否同时存在于某个人 鼠杂种细胞株系

进行染色体定位（表 6 8） 。如果两个基因产物和某条染色体的存在有平行关系 ，表明它们具有同线
性而位于同一染色体上 。如表 6 8中杂种细胞株的葡萄糖磷酸变位酶 1、肽酶 C和磷酸葡糖酸脱氢
酶都与人的 1号染色体存在平行关系 ，它们应是同线的 ，就可定位在 1号染色体上 。 此外 ，异柠檬酸
脱氢酶与苹果酸氧化还原酶则与 2号染色体平行 ，可定位于人的 2号染色体上 。
　 　通过检测基因产物进行基因的染色体定位方法特别适用于具有调节功能的基因以及必须通过诱
导才能产生活性的基因的定位 。但是应用这一方法除了要求两种细胞融合后 ，其中一种细胞染色体
要优先丢失 ，而又不能全丢失 ，对特殊的染色体的识别做到有效和精确以外 ，还必须具备几个基本条
件 ，如明确被检基因产物的理化性质或免疫学性质 ，被检基因产物在人和鼠之间可以明显区分 ，被检
基因产物在杂种细胞中能达到可供检测的量等 。
　 　基因的染色体定位还可根据选择性标记互补原理构建含有单条人染色体杂种细胞系 ，如将
CHO — R1营养缺陷突变型细胞和人体细胞融合 ，然后通过不断在选择性培养液中筛选 ，凡能在选择
性培养液中存活的杂种细胞 ，必然保留着带有小鼠营养缺陷互补基因的人染色体 。 这样既可筛选到
在选择性培养液中存活 ，又只含有一条人染色体的杂种细胞 ，也可知互补基因就位于这条人的染色体
上 。应用此法已将多个基因定位于相应的染色体上 。

6畅6 　体细胞融合与基因定位
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图 6 24　同线分析原理
（ a） 两个基因位于人的同一条染色体上 　 （ b） 两个基因位于人的不同染色体上

　 　将某一基因定位于某一染色体之后 ，接下来的工作就是确定这一基因在染色体上的具体位置 ，即
区域定位 。一个基因在染色体上只占一个很小区域 ，因此很难通过一次定位就确定它的精确位置 。
一般是将有关这一基因区域定位的资料汇集起来 ，得出一个定位一致的区域 ，称为最小重叠区（ smal唱

lest region of overlap，SRO）。SRO是某一基因较为精确的位置 ，SRO的范围还会随着资料掌握的程度
而进一步缩小 ，从而使区域定位更加精确 。
　 　在杂种细胞中可根据易位染色体长度 、带型的改变来进行区域定位 ，如人类从 Xq15处断裂后的
一个大片段易位到人 14号染色体上 ，具有这种 X染色体的杂种细胞由于这个片段的丢失 ，同时停止
表达人的 4个遗传标记 ，即 HGPRT（HGPRT酶） 、PGK（磷酸甘油酸激酶 ，PGK） 、G6PD（葡萄糖 6 磷
酸脱氢酶 ，G6PD）和 N P（核苷磷酸化酶 ，N P） 。根据染色体定位已知前 3个标记是位于 X染色体上 ，
而 N P位于 14号染色体上 。通过易位的遗传分析表明这 3个 X连锁标记进一步定位于 Xq15的远
端 。在此基础上还可利用小片段易位将这些基因更精确地定位 。 又如在某杂种细胞中失去 Xq24远
端 ，结果有 PGK基因表达产物 ，而失去了 HGPRT和 G6PD标记 ，由此推断 PGK基因位于 Xq15～
q24，而 HGPRT和 G6PD位于 Xq24～末端 。
　 　以上的染色体定位和区域定位方法都是依赖于检测细胞内的基因产物 ，但是许多基因 ，如调节基
因 、某些疾病基因等并没有相应的基因产物 。在这种情况下 ，用该基因作为探针 ，可通过 Southern印
迹杂交法加以鉴定 ，近来更多地用 PCR方法来识别人类基因的存在 。 该技术的应用在 20世纪末对
人类遗传学有着深刻的影响 。同样的程序也应用于小鼠的基因定位 ，值得注意的是小鼠和仓鼠杂合
体细胞是小鼠的染色体丢失 。
　 　种间杂交细胞中 ，产生人类染色体片段的方法还有染色体介导的基因转移（ chromo some唱med ia ted
gene transfer，CMGT），是将分离到的中期染色体转入细胞中 ，在此过程中染色体被破坏 ，只有少数片
段整合到杂交细胞中 。也可制备携带单个人类染色体的杂合体细胞 ，并分离这条染色体的某些片段
已丢失的克隆 ，在这个过程中丢失的基因也必须定位到缺失的染色体区域 。

6　真核生物的遗传分析
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　 　体细胞融合已证明是绘制人类和其他一些物种基因图的一种重要方法 。然而必须注意这种技术
只适用于在培养细胞中具有基因产物或具备分子探针的基因 ，如一个 cDNA克隆或 PCR所需的足够
量的 DNA序列 。如果一个与遗传综合征相关的基因 ，其基本生化缺陷尚未确定 ，则不能运用此方法
绘制基因图 。

6畅7 　真核生物基因的删除与扩增及重排

6畅7畅1 　基因删除
　 　某些原生动物 ，如线虫 、昆虫和甲壳类动物等在个体发育中 ，许多体细胞常常丢掉整条或部分的
染色体 ，只有将要分化形成生殖细胞的那些细胞一直保留全部染色体 。通过丢失染色体 ，丢失某些基
因而删除这些基因的活性的现象称为基因删除（ gene e lim ina tion） 。如马蛔虫（Asca ris mega locepha lus）受
精卵细胞内只有一对染色体（ 2n＝ 2） ，这对染色体上具有若干个着丝粒 ，在受精卵发育为成体的早期
阶段 ，只有其中一个着丝粒行使功能 ，保证了有丝分裂的正常进行 。 当个体发育到一定阶段后 ，在将
要分化形成体细胞的那些细胞中 ，这对染色体破碎 ，形成许多小的染色体 ，而其中一些小染色体并不
含着丝粒 ，因而在以后的细胞分裂过程中丢失 ，但是在那些将要分化形成生殖细胞的细胞中则不存在
染色体破碎现象 。又如在小麦瘿蚊（Mayetiole destructor）的个体发育过程中 ，由于瘿蚊卵的后端含有一
种特殊细胞质 ，称为极细胞质 。在极细胞质中的核保留了全部 40条染色体 ，但位于其他细胞质区域
的核丢失了 32条染色体 ，只保留了 8条 ，这种现象称为染色体消减（ chromo somal e lim ina tion） 。 有 40
条染色体的细胞就分化为生殖细胞 ，而只有 8条染色体的细胞继续增殖成为体细胞 。 如用尼龙线结
扎卵 ，使细胞核不能向极细胞质移动 ，或用紫外线照射极细胞质 ，那么所有的核都丢失 32条染色体 ，
其结果体内没有生殖细胞而发育成为不育的瘿蚊（图 6 25） 。

图 6 25　小麦瘿蚊的染色体消减
正常情况下 ，在第 3～ 4次分裂之间 ，两个核向极细胞质移动 ，不久成为生殖细胞 ，其余的核

放弃部分染色体变成体细胞 。 如用紫外线照射极细胞质 ，所有核都放弃部分

染色体发育成不育的瘿蚊

　 　极细胞质中何种物质可控制染色体丢失 ，从而使生殖细胞的分化成为可能 ？ 原来在极细胞质中
有许多颗粒 ，而这些颗粒中含有丰富的 RNA ，实际上它是核糖体颗粒的集合体 。 用离心的方法使这
种颗粒移动 ，让极细胞质以外的核也接触到这种颗粒 ，结果这些细胞核的染色体就不再发生丢失 。此
外 ，紫外线照射可使极细胞质中这类颗粒性物质失活 ，使染色体消减而无法分化为生殖细胞 。说明调

6畅7 　真核生物基因的删除与扩增及重排
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控染色体丢失的主要物质是核酸 。
　 　在高等植物中 ，目前尚未发现类似的基因丢失现象 。因为高等植物各种组织和器官的细胞都具
有脱分化和再分化而发育成完整个体的潜在能力 ，这称为细胞分化的全能性（ to tipo tency） 。 说明这些
高度分化的细胞保存了个体发育的全部基因 ，并未发生基因删除 。

6畅7畅2 　基因扩增
　 　基因扩增（ gene amp lifica tion）是指基因组内某些基因的拷贝数专一地大量增加的现象 。 它是细
胞在短期内为满足发育或生理适应的需要而产生足够多的基因产物的一种调控手段 ，其实质是通过
差别的基因复制（ d ifferentia l gene rep lica tion）而完成的 。 如两栖类和昆虫的卵母细胞 rRNA基因
（ rDNA）的扩增 ，由于卵母细胞成长过程中需要合成大量的蛋白质以满足它在受精后发育的需要 ，这
就需要卵母细胞中积累大量的核糖体 ，为此首先必须合成大量的 rRNA 。 爪蟾（ X enopus）的卵母细胞
便是通过 rDNA的扩增而大量合成 rRNA的 。 爪蟾体细胞中 rDNA的拷贝数只有 500个 ，而在卵母
细胞中的拷贝数为约 2 000 000个 ，两者相比整整增加了 4 000倍 ，这些 rDNA约占整个卵母细胞
DNA的 75% ，以供转录合成卵裂期所需要的 1012个核糖体 。在扩增前爪蟾的 rDNA区包含 500个首
尾相联的 rDNA单位 ，每一单位中包含 18 S rRNA基因 、5畅 8 S rRNA基因和 28 S rRNA基因 ，它们成
簇存在 ，重复串联在一起形成核仁组织区（ nuc leo lar o rganizer） 。不同的真核生物中这一基因簇的重复
单位的排列基本类似 。但 rRNA基因簇的串联重复单位的长度 、转录区的长度和非转录间隔区长度
在不同生物中均有所不同（表 6 9） 。

表 6 9 　 rRNA基因簇串联重复单位的不同长度 单位 ：bp
生 　物 重复单位长度 非转录间隔区长度 转录区长度

酿酒酵母 8 950 1 750 7 200
黑腹果蝇 11 500～ 14 200 3 750～ 6 450 7 750
非洲爪蟾 10 500～ 13 500 2 300～ 5 300 7 875
小鼠 4 400 30 000 13 400

　 　高等真核生物中有 4种 rRNA ，其中 18 S、5畅 8 S和 28 S rRNA为主体 rRNA ，它们的基因组成重
复单位 ；而 5 S rRNA基因与主体 rRNA基因分隔开 ，独立成为串联重复单位 ，每个重复单位由
5 S rRNA基因和转录区之前的非转录区组成 。重复单位拷贝数差异很大 ，如非洲爪蟾有卵母细胞和
体细胞两种类型 ，两种 5 S rRNA有 6个碱基差异 ，约有 20 000个 5 S rRNA基因拷贝 ，几乎所有染色
体上都有 5 S rRNA基因 。 这么大的数目可能是为了与主体 rRNA 基因扩增机制相适应 ，因为
5 S rRNA基因没有基因扩增现象 。
　 　主体 rRNA基因在卵母细胞中扩增后新形成的 rDNA并不完全是以一条长链 rDNA串联重复形
式出现 ，而是以独立的染色体外分子形式出现 ，形成一个个环状 rDNA小分子 ，每个环状 rDNA分子
可能来自基因组上的一个 rDNA拷贝并含间隔区在内 。 rDNA扩增就以此环状 rDNA重复单位作为
模板 ，以滚环方式进行复制 。扩增后的 rDNA虽然不在染色体上 ，但仍包含在核仁中 ，每一个核仁中
包含一个复制单位 ，因此卵细胞核中的核仁数往往增加到几百个 。 当卵细胞成熟后 ， rDNA便失去了
继续存在的意义 ，因而非但扩增停止 ，而且所扩增的 rDNA也开始逐渐降解 。当受精卵分裂至数百个
细胞后 ，这类染色体外的 rDNA分子便完全消失了 。
　 　由于发育过程的需要而出现基因扩增现象 。在一些昆虫 、两栖动物 、鱼类的卵母细胞发育中和原
生动物的大核形成过程中都观察到 rDNA扩增 ；在果蝇的卵细胞成熟前卵泡细胞中合成大量的卵壳
蛋白 ，在这之前卵壳蛋白基因大量扩增 。在鸡胚胎中也曾发现 α 肌动蛋白基因的扩增现象 。
　 　除了发育中的基因扩增外 ，外界环境条件的改变 ，也会造成基因扩增 。在哺乳动物离体培养的细
胞系中加入二氢叶酸还原酶（ d ihyd ro fo la te reduc tase，DHFR）的抑制剂氨甲蝶呤（metho trexa te，M TX）

6　真核生物的遗传分析
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图 ６ ２６ 　 dhfr基因在不稳定系和稳定系
细胞中的扩增

后 ，可以使该酶的结构基因 dhfr扩增达到 40～ 400个拷贝 ，
于是细胞产生更高的酶活性来增强对氨甲蝶呤的抗性 。 再
将具有抗性的细胞系培养在不含药物的条件下 ，结果一些细
胞株抗药性保持不变 ，称为稳定系（ stab le lines） ，而另一些则
抗性逐渐消失 ，称为不稳定系（ unstab le lines） 。 用原位杂交
实验证明 ，稳定系无论是否除去氨甲蝶呤 ，扩增的 dhfr基因
仍然存在于染色体上 ，其同源染色体的 dhfr通常不扩增
（图 6 26） 。这些扩增区域染色后表现为均匀染色区（ hom o唱
geneously staining region，HSR），在光学显微镜下可观察到

［图 6 27（ a）］ 。中国仓鼠的均一染色区是在第 2号染色体
的长臂上 ，这正是 dhfr基因所在的位置 。 相反 ，不稳定系中
扩增的 dhfr基因是在染色体外 ，它们常以双小染色体或双小
体（ doub le m inute chromo som es，DM C或 doub le m inute，DM）
的形式出现［图 6 27（ b）］ 。双小染色体可以自主复制 ，每个
DM含有 2～ 4个 dhfr基因 。 在有氨甲蝶呤选择压存在时 ，
DM 可自行复制 ，可在细胞中保持一定数量 ，只有保持一定
数量的 DM 细胞才能成活 。 在没有选择作用下 ，由于含有
DM的细胞生长缓慢 ，细胞增殖率低 ，而不含 DM 的细胞生
长快而逐渐占主导地位 ，并很快地占据了整个细胞群体 ，加
之 DM又无着丝粒 ，在细胞分裂中也无法保证可均等地分配
到子细胞中去 ，因此也会逐渐丢失 。

图 6 27　 dhfr基因扩增拷贝形成 HSR（ a）或 DM（ b）

　 　经 M TX长期选择后既有抗药性的稳定细胞系 ，也有不稳定细胞系 ；但短期选择后则多为不稳定
的抗性细胞系 。显然染色体外拷贝扩增频率高于染色体内的扩增频率 。 那么染色体外 dhfr基因拷
贝又是如何形成的 ？据推测有两种可能性 ：① 在 dhfr基因附近启动复制后再进行拷贝间的非同源重
组 。 ② 通过等位基因间的非同源重组启动这一过程 。通过类似的重组机制 ，这些额外的拷贝就从染
色体上释放出来 。这一解释已通过相应突变系的研究得到部分证实 。 dhfr基因大小为 31 kb，然而扩
增区在染色体上 HSR区域平均长度为 500～ 1 000 kb，而且每个细胞系扩增区范围是不同的 。 一个
DM含 DNA量为 100～ 1 000 kb。至于染色体中 dhfr基因拷贝数的增加是独立事件 ，还是依赖于染
色体外扩增后再重组的结果 ，迄今尚无定论 。基因扩增采取的形式受细胞基因型的影响 ，一些细胞系
多产生 DM ，另一些细胞系快速呈现染色体 HSR构象 。 扩增的类型也依赖于特定的基因座位 ，如对
氨甲酰基转移酶抑制剂的抗性 cad基因（ CAD为 UM P合成途径中前 3个酶活性的蛋白质）的扩增总
是在染色体内 ，而且有几个分散的扩增区 ，常涉及几条染色体 。

6畅7 　真核生物基因的删除与扩增及重排
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知识窗 6 1

扩增基因通过趋异产生不同基因

　 　一个基因被扩增时 ，在一份拷贝中可积聚突变而未遭自然选择的淘汰 ，那么这份拷贝将可形成新
的功能 ；或者它的表达出现时空差异 ；或是获得不同活性的基因 。而基因扩增的速率大约是每百万年
内一个基因扩增一次的概率为 1% ，基因扩增后通过趋异积聚突变的速率为每百万年约 0畅 1%
［图 1（ a）］ 。珠蛋白基因簇就是通过扩增和趋异形成的 ，所有的珠蛋白基因都是从一个具有 3个外显
子的祖先基因通过扩增和突变而产生的［图 1（ b）］ 。

图 1　基因扩增与趋异形成
（ a） 扩增的基因可趋异或沉默 　 （ b） 通过扩增和趋异形成珠蛋白基因簇

6畅7畅3 　基因重排
　 　基因重排（ gene rearrangement）是指 DNA分子的核苷酸序列的重新排列 ，序列的重排不仅可形成
新的基因 ，还可调节基因的表达 。酿酒酵母（ Saccharomyces cerev isiae）中接合型（mating types）的决定
属于基因重排 ，单倍体酵母有 a和 α两种接合型 ，分别由 M ata（mating的缩写）和 M atα两个基因所控
制 。一个单倍体细胞不是 a型就是 α型 。两个不同接合型细胞可以接合 ，而相同接合型细胞不能接
合 ，这是因为产生了相互抑制物质 。对不同接合型细胞的识别是根据分泌物质的不同 ，MATa细胞产
生 a因子 ，MATα细胞产生 α因子 ，它们是促进不同接合型细胞相互接合的物质基础 。 接合后的二倍
体细胞基因型为 a／α，此杂合二倍体可产生 MATa和 MATα（图 6 28） 。 但是 a型可以转变成 α型 ，α
型也可以转变成 a型 。这种相互转化的现象称为接合型互变（mating type interconversion） 。 接合型基
因 M at位于酵母细胞的第 3号染色体上 ，而接合型互变又依赖位于另一染色体上的一个显性基因
HO（homothallism，HO）。如果 HO基因突变成为 ho，互变频率下降到 10－ 6 。 由于 HO基因的存在使
酵母菌居群基因型发生变化 ，不管起始为哪种接合型 ，经几代后出现两种接合型细胞 ，并导致大量二
倍体 MATa／MAT α形成 ，于是由单倍体居群转变为二倍体居群 。 由此也可判断 HO基因对接合型转
变的作用 。
　 　一个单倍体细胞同时存在着 Ma ta和 M a tα的遗传信息 ，但在特定时刻只有其中一个表达 。 当

6　真核生物的遗传分析
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Ma t基因发生突变而使细胞失去接合能力的情况下 ，另一基因 MAR1（mating type regula tion）或 MAR2

发生突变成为 mar1 或 mar2时接合能力重新出现 。重新出现的接合功能并不在原来的 MAT位置上 ，
而是在 MAT基因的两侧座位上 。位于左侧的称为 HM La，它是使细胞由 α型转变为 a型所必需的 ；
位于右侧的称为 HMRα，它是 a型转变为 α型所必需的 。 HM La距离 MAT为 180 kb，HMRα距离
MAT为 150 kb。此外 ，MAT两边还有一些其他基因 ：HM L his4 leu2 MAT thr HMR。现有一种盒子模
型（ casse tte model）来解释接合型互变的机制 。
　 　该模型认为在 MAT位置上存在着活跃盒（ ac tive casse ttes） ，原来位置上的 HM La和 HMRα基因
都不表达 ，称为沉默盒（ silent casse ttes） ，当它们转移到 MAT活跃盒时便表达 ，如 HM La转移到 MAT
座位上后细胞便呈 a型 ，但是当 HMRα转移到了 MAT座位而取代了 HM La后 ，细胞便由 a型转变为
α型 。 MAT位置出现 HM La或 HMRα后 ，原来位置上的 HM La或 HMRα并不消失 ，仍然保留一个拷
贝的沉默盒 。这就是说在取代的过程中必然伴随着 DNA的复制 ，该机制有些类似于转座行为 ，但又
不完全相同 。这一取代只发生在特定的位点 ，并不涉及在 DNA中插入一段序列 ，在 HM La或 HMRα
两端未发现反向重复序列 ，而且接合型的转换是有方向性的 ，受体为 MAT一个 ，供体有 HM La和
HMRα两个 。由此认为这种取代是属于位点专一性重组（图 6 29） 。

图 6 28　酵母产生单倍体孢子的生活周期
　 　 　

图 6 29　酵母接合型转变

6畅7 　真核生物基因的删除与扩增及重排
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表 6 10 　酵母 4种与接合型相关盒序列组成及长度 单位 ：bp
盒 W X Y Z1 Z2 总长

HM La 723 704 747 239 88 2 501
MATa 723 704 747 239 88 2 501
MATα 723 704 642 239 88 2 396
HMRα 704 642 239 1 585

图 6 30　 a与 α之间 Y区的差异

　 　将两个沉默盒（HM La和 HMRα）与两个活
跃盒（MATa和 MATα）的序列加以比较分析 ，
结果表明 ，HM La、MATa、MATα均由 W 、X 、Y 、
Z 1 、Z2 5部分组成 ，而 HMRα仅由 X 、Y 、Z1 3部
分组成（表 6 10） 。 Y为中心区 ，两个活跃盒的
差异就在 Y区 ，因此基因产物也不同 。 MATa
编码 a1 和 a2 两种调节蛋白 ；MATα仅编码 α 1

一种调节蛋白 。 同时在 Y区的左端 ，4种盒都
有序列完全相同的启动子 ，但只有两个活跃盒
表达 ，而且有相同的 Y区的沉默盒都不能表达
（图 6 30） 。这就意味着沉默盒的表达调节不
是直接依赖于识别启动子位点来完成的 。 事
实上接合型的建立和转换功能的实现涉及一

系列基因 ，不仅包括 控 制接 合 型 的基 因
（MAT）、控制接合型转换的基因（HO）和抑制
HO表达的基因（ S IN 1～ 5） ，还有阻遏沉默盒基
因表达的阻遏蛋白 4个亚基的基因 sir1～ 4（ si唱
lent info rm ation rep resso r， sir）。通过缺失突变
分析表明 ，在两个沉默盒启动子上游 1畅 5 kb有
抑制表达的靶位点 ，位于 HM L上游的靶位点称为 EL ，位于 HMR上游的称为 ER 。 E位点的行为类似
负增强子（ nega tive enhancers） ，可在离启动子 2畅 5 kb远距离行使功能 ，且无方向性 。 有时称它为沉默
子（ silencer） 。而活跃盒上游无 E位点 。 阻遏蛋白（ S IR）的结合位点正是 E位点 ，它们可能是通过改
变染色质结构而阻止基因表达的 。此外 ，两个沉默盒又缺乏 DNA酶 Ⅰ 超敏感点 ，而活跃盒的两个转
录单位上游各含有一个超敏感点 。这也可能是造成活跃盒和沉默盒表达活性差异的原因 。
　 　接合型转换说明发生了基因转变 ，即受体位点（MAT）转变成供体类型（HM L或 HMR）的序列 ，
而且此过程是单向的 。通过点突变已鉴定出在 MAT的 Y右侧一位点是结合型转换的必需位点 ，Y—
Z边界是一个 DNA改变位点 ，它标志着转换事件的起始位点 ，在经历转换的细胞群体中 ，MAT座位
有 1% ～ 3% DNA在此位置上有双链切口 ，此切口靠近边界且与 DN ase超敏感位点一致 。 已知 HO
基因编码一种内切酶 ，该酶作用于 MAT盒上 Y区的右侧 ，其识别序列为 T T T C A G C T T T C C G
C A A C A G T A T A 。切开双链缺口 ，分裂产生一个 4 bp的单链末端［图 6 31（ a）］ 。正是这种双链
断裂起始了 MAT序列的转变过程［图 6 31（ b）］ 。 由此可见酵母 MAT序列的转换是一种具有多方
面特性的重组过程 。

6　真核生物的遗传分析



149　　

图 6 31　在受体 MAT双链断裂起始接合型转变
（ a） HO 内切酶酶切 Y区右侧 　 （ b） M A T序列转变过程

思考题

　 　 1畅 链孢霉 nic＋ × ＋ ade的 7种基本子囊型和相应子囊数是 ：

＋ ade ＋ ade nic ＋ nic ＋ 808
＋ ＋ ＋ ＋ nic ade nic ade 1
＋ ＋ ＋ ade nic ＋ nic ade 90

思考题
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续表

＋ ade nic ade ＋ ＋ nic ＋ 5
＋ ade nic ＋ ＋ ade nic ＋ 90
＋ ＋ nic ade ＋ ＋ nic ade 1
＋ ＋ nic ade ＋ ade nic ＋ 5

　 　试对 nic和 ade作图 。
　 　 2畅 根据上题计算的重组值 ，得到· — nic 5畅 05% ，nic—ade 5畅 20% ，· — ade 9畅 30% 。
　 　为什么 5畅 05% ＋ 5畅 20% ＞ 9畅 30%呢 ?因为· — ade间的重组值低估了 。我们看下表 ：

子囊型
每一子囊被计算为重组子

的染色单体数
子囊数

在所有子囊中被计算为重组子

的染色单体数

· — nic nic—ade · — ade · — nic nic—ade · — ade

2 0 4 0 1 0 4 0
3 0 2 2 90 0 180 180
4 5
5 90
6 1
7 5

202＋ 208≠ 372
　 　这儿 ，（ 202＋ 208－ 372）／ 4 000＝ 0畅 95% ，是低估的重组值 。把这低估的数值加上去 ，就完全符合了 。

　 　 　 　 　 　 　 　 5畅 05　 nic　 　 5畅 20　 ade
樉

9畅 30＋ 0畅 95
　 　请在表中空白处填上数字 。
　 　 3畅 重组极性杂合 DNA模型中的异常分离现象最早是在酵母不同交配型 A× a的杂交中发现的 。合子减数分裂
产生的 4个子囊孢子除了正常的 2A·· 2a分离外 ，出现了 3A·· 1a或 1A·· 3a的分离 ，试用某种 DNA重组模型加以说
明 ，并附图解 。
　 　 4畅 子囊菌纲的一种真菌 A scobulus某座位上的一些突变产生浅色子囊孢子 ，称为 a突变体 。不同 a突变体进行了
以下的杂交 ，观察具有黑色野生型子囊孢子的子囊 ，杂交中出现的黑色孢子的基因型如下 ：

　 　 a1 × a2 　 　 　 a1 × a3 　 　 　 a2 × a3
　 　 ↓ 　 　 　 　 　 ↓ 　 　 　 　 　 ↓

　 　 a1 ＋ a1 ＋ a2 ＋
　 　 ＋ ＋ a1 ＋ a2 ＋
　 　 ＋ a2 ＋ ＋ ＋ ＋
　 　 ＋ a2 ＋ a3 ＋ a3
　 　试说明这些结果 。 a1 ，a2和 a3这 3个突变位点的可能次序如何 ？
　 　 5畅 下表表示人 鼠杂种无性系以及它们所包含的人类染色体 。检验了 4种人的酶 ：TK（ thymidine kinase，胸腺激
酶） ，只在无性系 C中有活性 ；LDH（ lactate dehydrogenase，乳酸脱氢酶） ，在 A、B、C 3个无性系中都有活性 ；PGK（ phos唱
phoglycerate kinase，磷酸甘油酸激酶） ，在无性系 A和 C中有活性 ；AHH（ arylhydrocarbon hydrooxide，芳烃氢氧化物） ，在
无性系 B中有活性 。你能说出有关人的酶的这些基因所在的染色体吗 ?

6　真核生物的遗传分析
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无性系
人的染色体

X 2 11 17
A ＋ － ＋ －

B － ＋ ＋ －

C ＋ － ＋ ＋

　 　 6畅 用体细胞杂交技术研究杂种克隆中染色体与人类 4种酶的关系 ，得下列结果 。这 3个染色体上的基因与 4种
酶有什么关系 ？

杂 　种 　克 　隆

A B C D E

4种酶
Ⅰ － ＋ － － －
Ⅱ ＋ － － ＋ －
Ⅲ ＋ ＋ － － －
Ⅳ ＋ － － ＋ －

人类染色体

1 － ＋ － ＋ －
2 ＋ － － ＋ －
3 － － ＋ ＋ ＋

　 　 7畅 对你的两个 β 珠蛋白基因（每个来自 11号染色体中的一条）的 DNA测序表明你的一个基因有突变 。如果仅
有这个信息 ，你是否担心成为遗传病的携带者并遗传给你的孩子 ？你还想得到哪些信息来判断你的危险性 ？
　 　 8畅 在链孢霉的单倍体中 ，假设两个 Val合成的基因 Val 1＋和 Val 2＋ ，它们的突变等位基因是 Val 1和Val 2，这
两个基因连锁 ，平均两次减数分裂中在它们之间发生一次交换 。那么 ：① 该两基因之间未发生交换的减数分裂的比
例是多少 ？ ② 两个基因之间重组率是多少 ？ ③ Val 1Val 2＋ × Val 1＋ Val 2杂交后代放在 Val的平板上 ，有多少比
例的后代能生长 ？ ④ Val 1 Val 2＋ 品系积聚的中间成分是 B，而 Val 1＋ Val 2品系积聚的中间成分是 A。
Val 1Val 2＋品系在有 Val或 A的平板上生长 ，但 Val 1＋ Val 2品系仅在有 Val平板上生长 ，不能在有 B的平板上
生长 。说明 Val的合成途径及基因控制的位置 。

思考题


