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摘 要 ：目 的 从 生 物 体 视 学 角 度 分 析 ｂｃｒ/ａｂｌ融 合 基 因 的 形 成 机 制 。方 法 应 用 荧 光 原 位 杂 交 和 激 光 共 聚 焦 扫 描 显 微 镜 技

术 ，观 察 γ－射 线 对 IM9细 胞 中 的 ｂｃｒ和 ａｂｌ基 因 在 间 期 核 内 三 维 空 间 分 布 的 影 响 。 结 果 ａｂｌ和 ｂｃｒ基 因 在 间 期 核 内 有

其 特 定 的 分 布 区 域 ， 且 该 分 布 区 域 在 细 胞 周 期 中 呈 规 律 性 的 动 态 变 化 。 放 射 性 照 射 会 使 ａｂｌ和 ｂｃｒ基 因 之 间 的 距 离 缩

短 。 结 论 ａｂｌ和 ｂｃｒ基 因 在 间 期 细 胞 核 内 的 易 接 近 性 是 ｂｃｒ/ａｂｌ融 合 基 因 形 成 的 因 素 之 一 。

关 键 词 ：ｂｃｒ基 因 ；ａｂｌ基 因 ；三 维 空 间 定 位 ；荧 光 原 位 杂 交 ；激 光 共 聚 焦 显 微 镜
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Ａｂｓｔｒａｃｔ� Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Toexplore the mechanism of ｂｃｒ/ａｂｌfusion gene formation in view of its biological stereology.

Ｍ ｅｔｈｏｄｓAssistedbyfluorescent ｉｎ ｓｉｔｕhybridizationcombinedwithconfocallaserscanningmicroscopy, weobservedthe

effectof γ-rayexposure on three-dimensionaldistributionof ｂｃｒand ａｂｌgenes in the interphase nucleus ofIM-9cellline.
Ｒｅｓｕｌｔｓ In interphase nuclei ofIM-9 cells, ａｂｌand ｂｃｒgenes retained their own definite distribution patterns that were

dynamicallyand regularlymodulatedalongwiththephasesofthecellcycle. γ-rayexposure, however, produced shortened

distancesbetween the2genes. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Theaccessibilityof ａｂｌand ｂｃｒgenestoeachotherintheinterphasenucleiisone

ofthefactorsfor ｂｃｒ/ａｂｌfusiongeneformation.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ� ｂｃｒgene; ａｂｌgene; three-dimensionaldistribution; fluorescent ｉｎ ｓｉｔｕ hybridization; confocallaser scanning

microscopy

第 9 号 和 22号 染 色 体 长 臂 的 易 位 导 致 了 ph 染

色 体 的 形 成 ， 由 此 产 生 的 ｂｃｒ/ａｂｌ融 合 基 因 是 慢 性 粒

细 胞 性 白 血 病 （CML）发 病 的 分 子 遗 传 学 基 础 ［1］。长 期

追 踪 调 查 显 示 ， 核 爆 炸 幸 存 者 的 ｂｃｒ和 ａｂｌ基 因 融 合

的 频 率 明 显 增 高 ［2，3］。有 研 究 证 实 ，染 色 质 在 间 期 细 胞

核 内 占 据 着 特 定 的 空 间 ，即 染 色 体 结 构 域 （chromosomal

territory）［4］， 而 存 在 于 染 色 体 之 上 的 基 因 位 点 是 非 随

机 分 布 的 。 为 了 研 究 ｂｃｒ和 ａｂｌ基 因 融 合 的 生 物 体 视

学 基 础 ，本 实 验 应 用 荧 光 原 位 杂 交 （FISH）结 合 激 光

共 聚 焦 扫 描 显 微 镜 （LSCM）图 像 分 析 技 术 ，观 察 了 经
60Co照 射 后 的 IM-9 淋 巴 细 胞 间 期 核 内 ａｂｌ和 ｂｃｒ基

因 在 不 同 细 胞 周 期 的 空 间 分 布 情 况 。

1 材 料 和 方 法

1.1 试 剂 及 材 料

人 淋 巴 细 胞 株 IM-9（购 自 JapaneseCollectionof

Research Bioresources，JCRB）；RPMI 1640 和 胎 牛 血

清 （Gibco）；胸 苷 和 诺 考 达 唑 （nocodazole）（Sigma）；

ｂｃｒ和 ａｂｌ单 拷 贝 序 列 探 针 试 剂 盒 以 及 DAPI（4'，

6-diamidino- 2-phenylindole） 购 自 美 国 Vysis 公 司 ；

RNase、蛋 白 酶 K、甲 酰 胺 和 牛 血 清 白 蛋 白 （BSA）均 购

自 西 安 华 美 公 司 ；偶 联 异 硫 氰 酸 荧 光 素 （FITC）的 鼠

抗 人 LaminB抗 体 购 自 美 国 Vector 公 司 ， 鼠 抗 人

LaminB抗 体 （SantaCruz）。

1.2 细 胞 培 养 及 同 步 化 ［5］

将 IM-9细 胞 置 于 RPMI1640 培 养 基 ，加 入 10%
胎 牛 血 清 ，5%CO2、37℃传 代 培 养 。采用二次阻断 方法 ，

取 对 数 期 生 长 细 胞 ，加 入 2mmol/L 胸 苷 培 养 1 2 h，换

液 后 在 新 鲜 培 养 液 中 继 续 培 养 1 6 h，再 以 等 浓 度 的 胸

苷 培 养 12~14h，收 集 的 细 胞 作 为 S 期 细 胞 。 第 一 次胸

苷 阻 断 后 3~4h收 集 到 的 细 胞 为 G2期 ，加 入 40μg/ml
诺 考 达 唑 ，4 h后 收 集 的 细 胞 为 G1期 。 将 细 胞 分 为 两

组 ，实 验 组 在 同 步 化 前 以 放 射 性 60Co照 射 （剂 量 为 3
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表 1 IM-9 细 胞 在 细 胞 周 期 各 阶 段 中 的 分 布 百 分 数 （%, ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．１ Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆＩＭ -９ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈａｓｅｓ

ｏｆｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅ（%, Ｍｅａｎ±ＳＤ）

Group
Percentageofthecells

G1 S G2

Control 68.5±5.4 57.6±4.3 43.9±6.7

Test 59.8±6.3 50.7±2.8 42.4±3.6

图 1 在 各 细 胞 周 期 中 ，ａｂｌ和 ｂｃｒ基 因 之 间 最 小 的 空 间
距 离 小 于 核 半 径 20%的 IM-9 细 胞 百 分 数

Ｆｉｇ．１ Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆＩＭ -９ ｃｅｌｌｓ ｗｈｏｓｅ ｍｉｎｉｍｕｍ
ｓｐａｔｉａｌｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｂｌａｎｄ ｂｃｒｇｅｎｅｓ ｉｓｌｅｓｓ

ｔｈａｎ ２０％ ｏｆｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓｒａｄｉｕｓｉｎ ｔｈｅｃｅｌｌｓ ａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈａｓｅｓ ｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅ

Gy），其 余 处 理 同 对 照 组 。 流 式 细 胞 仪 检 测 DNA含 量

（每 份 样 本 检 测 3次 ，取 其 平 均 数 ）后 进 行 细 胞 周 期 分

析 。细 胞 标 本 以 甲 醛 ：冰 乙 酸 （3∶1, Ｖ/Ｖ）固 定 ，－20 ℃保

存 备 用 。

1.3 荧 光 原 位 杂 交

原 位 杂 交 程 序 参 照 文 献 方 法 ［6］并 做 以 下 改 良 ：细

胞 标 本 滴 片 后 PBS 洗 3 次 ，100 μg/mlRNase37 ℃温

育 1 h， 系 列 酒 精 脱 水 ， 经 70%甲 酰 胺 /2×SSC 变 性

（75 ℃、4min），蛋 白 酶 K 室 温 下 消 化 20min。 探 针 在

75 ℃下 变 性 5min，37 ℃杂 交 3 0 h。45℃水 浴 洗 片 ，以

50%甲 酰 胺 /2×SSC 洗 两 次 ， 每 次 4min， 再 以 0.1%

Tween/2×SSC和 0.1×SSC各 洗 1次 ，每 次 4min。

1.4 核 膜 的 显 色

杂 交 后 的 标 本 以 1%BSA 在 37℃下 封 闭 30min，

加 入 2 μg/ml 鼠 抗 人 LaminB 抗 体 50 μl，4℃过 夜 。

再 用 PBS 洗 3 次 ， 加 入 偶 联 有 FITC 的 羊 抗 鼠 抗 体

（37 ℃、30min），PBS 洗 3次 ，DAPI染 色 。

1.5 激 光 共 聚 焦 显 微 镜 观 察 和 图 像 分 析

LeicaTCS 共 聚 焦 显 微 镜 （40 倍 油 镜 下 ，激 发 波

长 分 别 为 488nm 和 543nm，扫 描 层 厚 0.25~0.5nm）

观 察 。 图 像 处 理 采 用 Photoshop4.0。 考 虑 到 细 胞 核 大

小 的 差 异 性 ，检 测 指 标 均 用 相 对 数 来 表 示 ：CA= 核 心

与 ａｂｌ基 因 之 间 的 距 离 与 核 半 径 之 比 ；CB= 核 心 与

ｂｃｒ基 因 之 间 的 距 离 与 核 半 径 之 比 ；ABm=ａｂｌ与 ｂｃｒ

基 因 之 间 的 最 小 距 离 与 核 半 径 之 比 。 每 份 标 本 记 数

200 个 细 胞 ，

1.6 统 计 处 理

数 据 统 计 分 析 采 用 配 对 ｔ检 验 。

2 结 果

2.1 IM-9 细 胞 周 期 的 同 步 化 情 况

实 验 组 和 对 照 组 IM-9细 胞 经 同 步 化 处 理 后 , 分

布 于 G1、S 和 G2期 细 胞 的 百 分 数 见 表 1。

2.2 ｂｃｒ和 ａｂｌ基 因 在 IM-9细 胞 间 期 核 中 的 空 间 分 布

γ射 线 照 射 后 各 周 期 的 CA、CB和 ABm值 均 显

著 减 少 （表 2）。

另 外 还 发 现 ，照 射 后 ａｂｌ和 ｂｃｒ基 因 之 间 的 距 离 小

于 20%核 半 径 的 细 胞 百 分 数 明 显 增 加 （图 1），在 FISH
结 合 共 聚 焦 显 微 镜 对 S 期 细 胞 核 的 分 层 扫 描 图 上 能

更 直 观 地 看 到 这 种 变 化 （图 2、3）。

3 讨 论

许 多 实 验 证 实 ， 基 因 之 间 的 融 合 频 率 是 有 差 异

的 ［7］，另 外 ，基 因 在 核 内 的 空 间 定 位 与 其 功 能 有 着 密

切 的 关 系 ［8~10］（有 研 究 证 实 在 神 经 母 细 胞 瘤 侵 润 期 ，

MYCN 基 因 中 的 HSR 位 点 在 细 胞 核 内 的 空 间 定 位

上 会 发 生 明 显 的 改 变 ［11］）。因 此 ，我 们 设 想 ，除 了 DNA
分 子 的 结 构 特 点 之 外 ，ａｂｌ和 ｂｃｒ基 因 在 核 内 的 三 维

空 间 定 位 可 能 也 是 决 定 其 融 合 的 因 素 之 一 。

Kozubek等 ［12］曾 观 察 了 ｂｃｒ和 ａｂｌ基 因 的 二 维 分

布 情 况 ， 发 现 两 基 因 之 间 最 小 距 离 与 核 半 径 之 比 在

G0、G1和 S/G2期 分 别 为 24.0、34.5和 36.0。 本 实 验 结

果 则 为 G1期 60.4，S 和 G2 期 分 别 为 36.4 和 39.3，我

们 认 为 应 用 LCSM进 行 基 因 的 三 维 空 间 定 位 的 研 究

将 比 二 维 平 面 研 究 更 准 确 和 可 信 。

从 实 验 结 果 看 出 ，ｂｃｒ和 ａｂｌ基 因 在 IM9 细 胞 的

间 期 核 中 的 分 布 是 非 随 机 性 的 ，ｂｃｒ基 因 趋 向 于 分 布

Phaseof
cellcycle

Doseofirradiation
(Gy)

ABm CA CB

G1 0 60.4±2.6 49.4±1.9 45.7±2.8

G1 3 25.8±1.7 39.7±1.4 39.3±1.9

Ｐ<0.001 Ｐ<0.001 Ｐ<0.001

S 0 36.4±1.9 40.7±1.6 33.3±1.4

S 3 23.2±1.4 34.4±1.9 31.4±1.1

Ｐ<0.001 Ｐ<0.001 Ｐ<0.001

G2 0 39.3±2.6 51.4±1.1 42.6±2.0

G2 3 27.3±0.7 37.4±1.5 40.2±1.7

Ｐ<0.001 Ｐ<0.001 Ｐ<0.001

表 2 ｂｃｒ和 ａｂｌ基 因 在 IM-9 细 胞 间 期 核 内 的 相 对 空 间

距 离 （ｎ=20, ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．２ Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｐａｔｉａｌｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆｂｃｒａｎｄ ａｂｌ

ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅｉｎｔｅｒｐｈａｓｅ ｎｕｃｌｅｕｓｏｆＩＭ -９ ｃｅｌｌｓ
（ｎ=20, Ｍｅａｎ±ＳＤ）
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图 3 经 辐 射 后 S期 IM-9 细 胞 核 内 ｂｃｒ(绿 色 )和 ａｂｌ(红 色 )基
因 的 三 维 空 间 分 布

Ｆｉｇ．３ Ｔｈｅｔｈｒｅｅ-ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆｂｃｒ�ｇｒｅｅｎ�
ａｎｄ ａｂｌ�ｒｅｄ�ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓｏｆＩＭ -９ ｃｅｌｌｉｎ Ｓ

ｐｈａｓｅ ａｆｔｅｒ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

Thenuclearmembraneislabeledwithanti-LamineBantibody(green)

图 2 S 期 IM-9 细 胞 核 内 ｂｃｒ(绿 色 )和 ａｂｌ(红 色 )基 因 的 三 维 空
间 分 布

Ｆｉｇ．２ Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ-ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆｂｃｒ�ｇｒｅｅｎ�

ａｎｄ ａｂｌ�ｒｅｄ�ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓｏｆＩＭ -９ ｃｅｌｌｉｎ Ｓ ｐｈａｓｅ
Thenuclearmembraneislabeledwithanti-LamineBantibody(green)

在 近 核 心 处 ，而 ａｂｌ基 因 则 更 靠 近 核 膜 ，这 与 Sun［13］的

实 验 结 果 相 一 致 ，即 染 色 质 在 核 内 的 空 间 定 位 与 其 大

小 相 关 。

有 人 曾 用 质 量 随 机 分 布 法 建 立 了 ａｂｌ和 ｂｃｒ基 因

在 核 内 二 维 分 布 的 数 学 模 型 ［12］，二 者 距 核 心 的 距 离 与

核 半 径 之 比 的 理 论 预 期 值 约 为 0.588， 而 本 实 验 结 果

与 理 论 值 有 很 大 的 区 别 ，支 持 功 能 基 因 在 核 内 的 位 置

及 构 象 变 化 是 非 随 机 性 的 观 点 。 另 外 ，ｂｃｒ和 ａｂｌ基 因

在 核 内 的 空 间 分 布 是 一 个 动 态 的 过 程 ，随 细 胞 周 期 的

变 化 而 改 变 ，Neves［14］等 在 研 究 人 造 血 干 细 胞 内 的 ｂｃｒ

和 ａｂｌ基 因 的 空 间 分 布 时 也 观 察 到 了 这 一 现 象 。 这 对

于 基 因 功 能 的 实 现 包 括 转 录 、复 制 和 RNA 的 加 工 以

及 信 息 的 传 递 可 能 是 必 需 的 。 经 60Co照 射 后 ，ｂｃｒ和

ａｂｌ基 因 之 间 的 距 离 明 显 缩 小 ，尤 其 处 于 S 期 时 更 为 明

显 。由 于 S 期 是 DNA复 制 期 ，生 物 合 成 极 为 活 跃 ［15，16］，

加 之 ａｂｌ和 ｂｃｒ之 间 的 距 离 又 最 接 近 ， 基 因 的 错 配 有

可 能 就 发 生 在 该 期 。 辐 射 可 引 起 第 9 号 和 22 号 染 色

体 DNA 双 链 的 断 裂 ， 同 时 又 促 使 ｂｃｒ和 ａｂｌ基 因 相

互 接 近 ， 这 可 能 是 引 起 ｂｃｒ和 ａｂｌ基 因 融 合 的 主 要 因

素 之 一 ，即 基 因 在 细 胞 核 内 的 空 间 定 位 与 基 因 之 间 的

融 合 有 关 。 但 是 这 一 过 程 是 如 何 发 生 的 ，染 色 体 纤 维

以 及 相 关 的 细 胞 器 如 微 丝 、微 管 以 及 肌 动 蛋 白 等 是 否

也 参 与 了 这 一 过 程 ，这 些 问 题 还 有 待 进 一 步 的 研 究 。
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