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玉米cyclin班基因的染色体原位杂交物理定位①
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（武汉大学生命科学院，武汉 430072)

摘 要 本文首次报道了玉米低拷贝基因cyclinlu (B一类）生物素标记的染色体原位杂交定位结果。供试

探针为该基因的cDNA克隆，其长度仅为1.6kb，结果表明，探针的信号分布在第6染色体短臂和第9

染色体长臂，与着丝粒的百分距离分别为70. 05士3.31和 86.86士1.64，检出率分别为8.29％和 6.83%.

文中对基因的物理位置与功能间的关系等作了讨论。
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Abstract A biotin-labelled in situ hybridization technique was used to physically map a low copy gene

cYclinIII in maize. The cDNA clone was 1.7 kb in size. The probe was hybridized onto the short arm of

chromosome 6 and the long arm of chromosome 9. The percent distances from centromere to detection

site were 70.05土3.31 and 86.86士1.64 respetively. The detection rates of in situ hybridization were 8.29

and 6.83 respectively. The relationship between the position and function of the genes is discussed in this

paper.
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自从1983年由T. Hint实验室在海胆卵中发现细胞周期蛋白（cyclin)以来，有关酵母、爪蟾和其他动物的细

胞周期蛋白的研究得到广泛的报道。它是一类随细胞周期变化周而复始出现和消失并参与细胞周期调控的蛋白

质，它和。,dc2基因（(Cell division cycle gene）表达产物p3 4"Ì'蛋白激酶(ser/ thr蛋白激酶）组成复合体，构成”成

熟促进因子”(Maturation promoting factor, MPF）是细胞周期调控的关键因子〔1. a。目前，在胡罗卜〔”．烟

草r a}、拟南芥〔‘）等植物中均发现细胞周期蛋白的存在‘对玉米该基因结构和功能方面的分析已有一些报

道；2，然而它在染色体上的物理位置仍是不确定的、深人了解这个基因的调控机理以及它与相邻基因或遗传成

份间关系的分析，对其进行染色体定位显然是十分重要和紧迫的。

玉米小于5kb低拷贝和单拷贝基因的原位杂交比较困难，据我们所知，除我们报道过的 cdc2基因的定位结
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果〔“，外，尚无这这方面的成功报道．在本研究中定位采用的探针长度仅为1.6kb的低拷贝细胞周期蛋白U1基因

的cDNA克隆获得了原位杂交的定位结果。

1材 料 和 方 法

1.1实验材料

供试材料为玉米自交系黄早四。玉米细胞周期蛋白M基因的cDNA探针由美国冷泉港J. Colasanti博士克

隆〔2)赠送，长度为1.6kb，克隆于pBluescrpit质粒EcoRI / XhoI位点。

1.2植物染色体制片

取长至 1一2cm的玉米根尖，：一澳蔡室温处理 3小时，甲醇 ：冰醋酸（(3：1）室温固定 2-3小时，充分水洗

后，在30℃下用2％纤维素酶和2％果胶酶等体积混合酶解3小时，接着采用火焰干燥法制片。

1.3质粒探针的转化及扩增

采用’热休克法‘’转化质粒，‘’碱裂解法‘’提取扩增探针，参照Sambrook等（1989）方法进行，稍有改进〔77。受

体菌为大肠杆菌TG-I.

1.4探针的标记及标记效果检测

采用一缺刻平移法”标记探针。反应混合液为二5川变性质粒探针、3川Bio-ll-dUTP, 1如1dNTP混合物

(dATP, dGTP, dCTP), 51d polymerase I DNA聚合酶和DNase I混合酶液及适量灭菌无离子水至终体积

501d, 15℃反应2.5小时后，加2E] EDTA(0.2mol / L pH8.0）终止反应。试剂盒购自华美公司。Sephrose微柱纯

化探针 ’‘点印迹”法检测标记效果‘

1.5原位杂交及其检测

参照Gustafson和Dille (1992）的方法（R，略有改进。杂交液包含25,cd探针6, 2.5川去离子甲酞胺、25p1硫

酸葡聚糖、12.5川20 x SSC和1.25川ssDNA, 100℃变性。染色体制片在60℃下烤片1小时、37℃下用RNase

AO jig／ml)处理 I小时、70℃下在 70％甲酞胺中变性3.5分钟，后经70%, 95％和 100％酒精系列脱水．37℃杂

交6一21小时 在检测中首先用421C 10％去离子甲酞胺、2 x SSC和0. I x SSC系列浸洗，室温下0.1 % Triton浸

洗‘依次加羊抗生物素抗体、兔抗羊抗体生物素偶联物和SA-HRP 37℃下各反应30分钟 室温下采用

HRP-DAB显色系统显色5分钟，1 %Giemsa染色5分钟。

1.6杂交信号观察及统计分析

使用Olympus BH-2相差显微镜观察杂交结果，选择信号清晰、染色体形态好的分裂相进行显微摄影 通

过装配在图像转化装置上的电视荧光屏进行臂比及杂交位点与着丝粒距离的测量，并进行统计分析。

2结 果 和 讨 论

2.1染色体原位杂交结果

观察表明，在玉米有丝分裂相中第6染色体短臂和第9染色体长臂，分别检出细胞周期蛋白ul基因cDNA

探针的杂交信号（图版1, a和b)。它们与着丝粒的百分距离分别为70.05士3.31和86.86土1.64(表1)。显微观察可

以看出、信号呈深紫红色，和 Giemsa染色的蓝紫色染色体区别明显。观察的 205个晚前期或早中期的分裂相

中、30个具有杂交信号，检出率为14.63 。第6和第9染色体上的检出杂交信号的比例分别为8.29％和

6.83 。对 100个间期细胞统计结果表明，53个间期细胞检出了杂交信号。同时出现 3个信号的间期细胞数为

20（图版I, c), 2个的为 ｝8, 1个的为 14，仅在 1个间期细胞中同时检出了4个杂交信号，同一间期细胞中检出3

个以上的杂交信号，说明该基因在玉米基因组中是多座位的。第6和第9染色体同时检出杂交信号，而且信号检

出率十分接近，分别为8.29％和6.83 ，说明二者不是一般同源片段，也不是非特异性污染，而应是同一个基
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因的两个座位．玉米是异源多倍体，水稻和玉米比较作图证明，水稻的单拷贝基因在玉米中72％以上都是多位

点〔”，。此外，间期细胞中DNA分子螺旋程度低，浓缩程度小，利于探针和靶DNA序列的杂交结合，因而检

出率大大高于分裂中期检出率。在对照实验中，基本上没有发现杂交信号（图版 1, d)，说明上述杂交信号并不是

非特异污染。实验结果是可信的。

表 1 供试探针杂交位里及出现信号染色体臂比

探 针 染 色 体 检出细胞数 臂 比 （％） 信号距着丝粒百分距离

(·rClin III
6

9

17

14

2.05二0.15

1.93--0.09

70.05 t 3.31

86.86 t 1.64

2.2植物染色体原位杂交技术探讨

目前，许多学者都采用了检出位置到着丝粒距离百分比的计算和分析来确定信号在染色体上的位置〔’“，．在

本研究中我们也采用了这种方法，由于观察的各分裂相所处的分裂时期不尽相同，染色体浓缩程度不同、这样便

会造成观测结果的差异，通过对多个分裂相的上述计算分析和标准差的测定，可以有效地减少误差。

然而，我们在实验中发现，酶解和制片过程处理适度，经过杂交和检测一系列处理过程后的分裂相、染色体

依然会有特异带纹的显现‘可以看出（图版1, a)，在同一分裂相中不同的染色体上分别显出较明显的G一带和 C-

带‘原位杂交和显带特别是 G一显带的结合。可以更为精确地定位目的基因，可将靶序列定位到染色体的特定区

段‘人类和动物遗传学研究中同步G一显带和原位杂交技术已较为成熟，但植物中的应用尚属摸索阶段。目前仅

有同步C一显带和原位杂交成功的报道川’，还有一些研究中将G一显带和原位杂交分两步进行，在每一步中对

同一分裂相分别拍照，然后确定信号所在带区，这一方法有许多局限和不便．本实验室对这一技术的尝试和改

进．证明在植物中同步G一显带和原位杂交技术是可行的‘’2〕‘然而，该技术在植物中的应用还有待进一步完善

和提高。毫无疑问，通过发展G一显带原位杂交，将能为基于图诣的基因克隆（map-base cloning)、显微切割和

构建微基因组DNA文库创造有利条件，促进它们的发展。

由于植物有细胞壁使其染色体制片和原位杂交都比动物和人中困难。单或低拷贝基因原位杂交的检出难度

大，特别是小于 2kb片段杂交的检出率相当低。和我们其他的实验结果比较我们发现，所采用的探针片段长度

越短，信号检出率则越低。因而在植物中定位小片段单拷贝DNA序列，如何解决检出率低的问题是技术关键之

一 我们在实验中采用2％纤维素酶和 2％果胶酶处理、充分酶解去壁，较好地消除了杂交的障碍，并且通过改

进涂片方法使分裂细胞充分分散．因而有更多的染色体能得到暴露和展示、这也弥补了检出率低的不足 本实验

中所采用的是生物素标记的探针及相应的检测系统 与放射性同位素标记方法相比，非放射性标记及检测系统更

加安全、稳定、实验周期短，而且实验结果易于长期保存。近年来发展的免疫联接级连放大检测法即本研究中所

采用的方法，通过多级抗体的放大、使很短的杂交序列都能被检出和观察到。这在一定的程度上使攻破这一难关

获得j’进展、

2.3细胞周期蛋白m基因在玉米基因组中位置分析及启示

染色体原位杂交所确定的位置是基因在染色体上实际的物理位置。因而，所绘制出的基因图是细胞遗传学

图。遗传图仅代表基因在染色体上的相对位置和相对距离，许多研究结果都说明遗传图和物理图存在很大

差异〔’。，。而细胞遗传学图除能反映基因或分子标记在染色体上的实际位置外，还可以深人认识基因间的相互关

系、染色体不同区域的突变和重组特点以及基因组的结构。

十分有意义的是、本实验室原位杂交发现第9染色体上同时存在‘}dcZ基因〔“〕，而且它和细胞周期蛋白IH基

因的位置彼此十分靠近 植物细胞周期蛋白就现已发现的植物细胞周期蛋白可分为工、n和皿型〔“，，其中工和
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m型功能类似于动物中的B型，已证明玉米的ul型细胞周期蛋白和p34c̀t̀2蛋白激酶一起组成M PF，在G2/ M
期的转换细胞进人有丝分裂中起决定作用。因而，它们在细胞周期调控中功能是密切相关的．还有报道表明，我

们定位的cyclil?IU还和第6染色体上的另一细胞周期调控中起作用基因。dc'48位置靠近〔12)，而且在第9染色体

长臂上也有：'dc48基因的座位‘这一方面表明，基因在染色体上的位置次序具有一定的功能含义。最近的报道表

明，在低等真核生物线虫（(Caenerhatditis elegans）基因组中至少有四分之一基因是组成操纵子的，线虫基因成簇

存在于操纵子中，代谢相关的基因协同表达〔‘”。果蝇、鼠和人等动物的发育调控的同源异形基因，在染色体上

不仅成簇分布，而且排列的位置顺序和它们在发育不同时期的表达次序一致，具有共线性〔14)。这些都证明，基

因的分布不是随机的，而是和它们的功能间有一定的关系。代谢功能密切相关的基因和它们在染色体上分布位置

有彼此靠近的趋势，在一定的程度上反映了生物体中所共同具有的结构和功能的统一特性。我们的研究结果所表

明的。'clinIII基因和cdc2基因这一位置上的分布特点提示我们，在高等真核生物基因组中是否也具有操纵子或

类似的基因表达调控模式值得进一步研究 另一方面表明，玉米多倍体基因组中基因的双重顺序并不是简单的重

复，有可能是同一基因在不同的位置上与不同基因配合，在代谢过程中发挥不同的作用。我们定位的细胞周期调

控关键基因，cdc2和一个与它功能上相关的ser/ thr特异蛋白磷酸酶基因prhl的结果表明，cdc2不仅在第4和

第9染色体上都存在座位，而且在第4染色体上位置彼此接近〔6〕。上述这几个基因的多座位性，和它们虽分布

在不同的染色体，但在附近或同一条染色体臂上都存在其他细胞周期调控或代谢相关的基因的特点，启示我们玉

米基因的多座位并不是简单的加倍，因而也应存在功能上的进化。
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rt'c'linIIl基因cDNA探针杂交信号位皿：图中大箭头示杂交信号，a和b图小箭头示着丝粒位置，c图小箭头示染色中心．
1．杂交信号在早中期分裂相第6染色体短臂检出;b．杂交信号在晚前期分裂相在第9染色体长仲检出；c．检出3

个杂交信号的间期细胞，说明该基因是多座位；d．对照实验分裂相中未发现信号点．

图版I


