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［摘要］ 流式细胞仪分离小麂的 3染色体，并应用 -./0/12扩增后标记作为探针，分别与雄性及雌性赤麂中

期核型进行染色体涂染 (结果表明，只有雄性赤麂 3!染色体与探针有明显的杂交信号，说明只有 3!染色体与赤

麂的性别决定相关，排除了赤麂 3$染色体在性别决定中的作用 (

［关键词］ 赤麂；性染色体；-./0/12；染色体涂染
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! 引言
麂属动物的细胞遗传学研究一直是国内外热门的话题 (赤麂 !! 7 *!，+"，是哺乳动物中

已知染色体数目最少的种类［$］，只分布于印度、缅甸和我国的云南省，并已成为研究遗传毒理

学、细胞周期最好的模式动物 (小麂与赤麂同属一个亚科，其染色体数目为 !! 7 5*，雄性只有 $
条 3染色体 (施立明［!］等对赤麂、小麂及其杂交子一代的染色体 8带带型分析表明，这两种麂
的核型具有高度同源性，并发现如果将小麂的染色体按照一定的顺序排列出来，和赤麂的染色

体 8带带型非常相似，推测小麂的祖先通过串联易位形成今天的赤麂核型 (雄性赤麂和雌性
小麂杂交后可以得到第一代杂种，也可间接说明它们之间的亲源关系非常近 (那么在赤麂胚胎
的早期分化过程中究竟是那一条 3染色体起着性别决定的作用，还是两条 3染色体都起决定
作用以及赤麂的核型命名是否合适？这是一个有趣而非常有研究价值的问题，对于揭示哺乳

动物性别决定机制的研究具有重要意义，并对珍稀动物的人工繁殖、物种保护以及研究其与鹿

科其它动物之间进化关系都有重要作用 (

" 材料与方法

"#" 材料
小麂雄性、赤麂雄性和雌性细胞株均由胚胎肺组织培养而来，引自中国科学院昆明动物研

究所 (
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!"# 方法
!"#"! 赤麂中期染色体核型的制备
细胞培养成致密单层后加入秋水仙素使其终浓度为 $ % &!’ ( )* + $% ,!’ ( )*营养液，-./

继续培养 , + !$ 0；低渗、固定、制片按常规处理 %
! "#"# 小麂染色体的制备及分离
在密度已达 1$2的培养瓶中加入 $ %!!’ ( )*秋水仙素 -.34 5 0，有丝分裂间期的细胞洗脱

下来，&$$’离心 5)67%然后将细胞沉淀悬浮在 !$)*低渗的缓冲液中在室温中静置 !5)67破裂
细胞 % &$$ ’ 离心 1 )67后，沉淀悬浮在 5$$!*89: 缓冲液（!5 ));< ( *8=6>，$ % # ));< ( *精胺，$ % 5
));< ( *亚精胺，#));< ( * ?@8:，$ %5 ));< ( * ?A8:，1$ ));< ( * B4<，!& ));< ( *巯基乙醇，$ % #52
8=6C;7DE!$$ FG.%#）中，冰浴 !$ )67，振荡 !$ + !5>，使染色体释放到上清液中，再用 &$!’ ( )*色
霉素 :-，#));< ( * H’IJ&，#!’ ( )* G;KL0>C --#51固定染色体至少 # 0%染色体分离前 !$)67，加
入亚硫酸钠和柠檬酸钠（终浓度分别为 !$，#5 ));< ( *）%制备好小麂雄性细胞株的染色体放置
M:4ICN= 正向分离器（9KLC;7 @6LO67>;7）中，分离出小麂的 - 号和 P染色体，每种各 -$$条染色体
分别置于 5$$!*试管中，加入 --!*无菌水，Q #$/保存 %

! R P染色体，#：阴性对照（未加任何 @S:），

-：阳性对照（-号染色体），&：HN=OK=
图 ! 小麂染色体 $%&’&()扩增结果

!"#"- @JTDT4U制备小麂染色体探针
@JTDT4U引物 ,DHV序列：5WD44A:484AASSSSSS:8A8AAD-W（S X 任意碱基），由上海生

工公司合成 % 5$!* T4U反应体系：!$ Y 8:TI 9Z[[K=（#5$));< ( * 8:TI FG \%-，5$$));< ( * B4<，#$
));< ( * H’4<#，!$));< ( * ]6C06;C0=K6C;）5!*，$ %!2 V! ]KCK=’K7C # %5!*，分离的染色体 5!*，]S8T>
（#));< ( *）&!*，8N^酶（5_ (!*）$ %5!*，,DHV引物（#5F);< (!*）5!*，加无菌水至 5$!*%并设
阳性对照（随机选取 -号常染色体）及阴性对照（不加 @S:）% T4U反应参数为：第 !周期：\&/ \
)67；第 #周期：\&/ ! )67 -$/!% 5 )67 .#/ - )67 \个循环；第 - 周期：\&/ ! )67 ,#/ ! )67
.#/-)67 -$个循环；.#/延伸 !$ )67%取 #!*@JTDT4U产物以 ‘6;C67D!,D]_8T标记，其中 ]88T
!#5!);< ( *，96;C67D!,D]_8T !$$!);< ( * ，其他条件不变 %取 5!*产物在 !2琼脂凝胶糖电泳检查
扩增产物 %
! "#"& 染色体涂染
用杂交缓冲液将 !$$ + !5$ 7’ ‘6;C67标记的染色体

特异性涂染探针稀释至 !5!*%制备好的片子在 .$2甲
酰胺（以 # Y II4稀释）变性 ! % 5 + # )67，在冰冷的 .$2
乙醇中中止反应，并在 .$2，.$2，\$2，\$2，!$$2的
乙醇系列中脱水 %染色体特异性涂染探针在 ,5/中预
变性 !$)67，在 -./预杂交 ,$ )67除去重复 @S:% !# +
!5!*预杂交过的探针滴到载波片上，盖上 ## )) Y ##
))盖玻片，四周用胶封住，放置在 &#/过夜 %为了避免
探针自身的重复序列杂交，探针变性后，冰浴保存 %杂交
后，片子放置在 # Y II4中 &#/ + &5/ 5 + !$)67泡开盖
玻片，然后在 5$2甲酰胺 ( # Y II4中 &#/ + &5/ 5)67 #
次，# Y II4洗涤 #次，在 & Y 8SMH中 -./固定至少 !$
)67%:a6]67D4b-（& Y 8SMH稀释至 ! R5$$）加到杂交区内，
上覆 SK>L;[6<)，-./湿盒内孵育 #$ )67，& Y 8SMH &#/
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!"#$ %次 &片子用 ’#()$ *#+,)-.)/012 荧光显微镜观察，图像用致冷 334照相 &

! 结果

!"# $%&’&()的扩增结果
4560637 扩增小麂 8、%号染色体的产物约为 9:: ;- < = ::: ;-的片段，其浓度约为 !: <

9:: $> ?!@&
!"! 染色体涂染结果
以 ;#)/#$标记的小麂 8染色体探针与雌性及雄性赤麂中期染色体杂交结果表明：雌性赤

麂未见杂交信号，雄性赤麂 8=染色体中可见明显杂交信号，其余染色体均无杂交信号 &（图 =、
%）&说明赤麂只有 8=染色体与小麂 8染色体具有同源性，这意味着在赤麂的性别决定中只有
8=是真正起作用的性染色体 &

图 * 雄性赤麂染色体涂染结果图 ! 雌性赤麂染色体涂染结果

* 讨论
作为为荧光原位杂交（AB1C）的一种特殊应用，染色体涂染是用某个染色体的 4’2片段混

合物通过荧光标记检测中期或间期细胞中该染色体最有效的方法［%］&亦可用来比较相近物种
中染色体的同源性［D］&
早期染色体涂染探针是从该染色体文库中获得特别烦琐且难度大，从而限制了染色体涂

染在比较细胞遗传学中的应用 &然而最近发展起来的简并寡核苷酸引物 637（4560637）可以
从少量的某染色体 4’2扩增制备涂染探针，从而解除了这种限制［!］& 4560637 是一种通用引
物扩增方法，可以大量扩增人们需要的目的模板 4’2& 4560637的原理是在足够低的复性温
度下，只有引物 %E端的 F个特异性碱基与模板 4’2结合（理论上模板 4’2上每 DF!D (;中 就
有一个结合位点），因此任何 F个特异性序列都可以按这样的频率与模板 4’2结合，进行高密
度的扩增，所以它的扩增产物可以完整地代表原始 4’2样品 &这种方法特别适用于 4’2模板
量较少时（如单个流式分离的单个染色体），可成功制备便于遗传操作的模板 4’2&本文应用
此方法将流式细胞仪分离的小麂 8染色体进行了多次扩增，应用于染色体涂染研究，避免了
重复价格昂贵的流式细胞分离染色体技术 &
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我们应用流式细胞技术、!"#$#%& 及染色体涂染技术等较为先进的细胞及分子生物技
术，在国内对雄性赤麂的性染色体进行了研究 ’证实赤麂的 () 染色体与小麂的 (染色体同
源，而赤麂的 ()染色体正是 *+,基因所在的染色体（另文发表）’从而证实了赤麂的 () 染色体

是与性别相关的真正的 (染色体，因此雄性赤麂的性染色体是否用 -(.()表示，则待商榷 ’
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