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摘要  真核细胞核仁中 DNA 的原位位置及排布构型是长期以来未能解决的问题. 以洋葱细胞为

研究材料, 应用电子显微镜常规技术和 DNA 细胞化学特异染色技术, 观察并分析了洋葱细胞核

仁的超微结构以及核仁内 DNA的分布和特征; 并进一步对 NAMA-Ur DNA特异染色方法进行了

改进, 从而在原位水平对核仁中 DNA 的位置以及排布构型进行了直观的观察, 研究结果揭示出

洋葱细胞核仁中 DNA主要位于 FC与 DFC的交界处, 并呈现出环绕 FC排布的构型.

关键词  洋葱细胞  核仁  NAMA-Ur方法  核仁内 DNA排布构型

核仁是真核生物细胞进行 rRNA 基因转录 转录产物加工以及核糖体前体形成的亚细胞

核结构. 核仁超微结构由纤维中心(FC) 致密纤维组分(DFC)和颗粒成分(G)组成. 长期以来 ,

关于核仁研究一个重要的问题是核仁中 DNA 的位置及排布构型, 这个问题的阐明对于了解

核仁的结构以及核仁中 rRNA 基因的转录位点都具有重要的意义. 但核仁中 DNA 的位置究

竟是位于核仁的 FC 还是 DFC 一直存在较大的分歧[1]; 对于核仁中 DNA 的排布构型, 虽然已

有一些模型提出, 但都是假说性质, 缺少直接的研究证据来证实[2].

研究核仁中 DNA 位置的实验手段主要包括锇-胺 DNA 特异染色[3] DNA 抗体标记[4]以

及 BrdU 引入与追踪标记[5]等方法, 相比较来说, 锇-胺 DNA 特异染色由于能够在超微结构水

平直接对核仁中 DNA 进行观察, 因而更具有直观性. 可锇-胺法比较复杂, 操作困难, 因此人

们近年来建立了一个新的 DNA 特异染色方法: NAMA-Ur 法[6]. 但无论是早期的锇-胺法还是

现在的 NAMA-Ur法, DNA特异染色后的核仁区域除 DNA成分被特异染色外, 其余成分皆被

完全漂白, 因此不能在原位水平判断核仁中 DNA 的精细位置, 更无法进一步对核仁中 DNA

的排布构型进行分析. 我们对现有的 NAMA-Ur 方法进行了改进, 以改进后的 NAMA-Ur 方法

处理, 核仁区域 DNA被特异染色因而具有高的电子密度, 而 FC和 DFC 成分作为弱背景保留

下来, 使得我们能够对核仁中 DNA 的位置以及排布构型进行直接的原位水平的观察, 我们的

实验结果为阐明核仁结构以及 rRNA基因转录位点提供了重要实验依据.

1  材料与方法

(1) 实验材料.  高等植物洋葱(Allium cepa), 取其根尖分生组织为实验材料.

(2) 洋葱根尖分生细胞常规电子显微镜制片.  取洋葱根尖分生细胞, 依次在 2.5%戍二醛

溶液(0.1 mol/L磷酸缓冲液配制, pH = 7.4)中固定 2 h; 0.1 mol/L磷酸缓冲液洗 3次, 每次 30 min;

1%锇酸后固定 2 h; 双蒸水冲洗 20 min; 乙醇-丙酮梯度脱水, Epon812 环氧树脂包埋, 用

LKB-5型超薄切片机切片, 切片厚度为 60 80 nm, 醋酸铀-柠檬酸铅常规染色.

(3) 洋葱细胞核仁 DNA特异染色.  ( ) 修改前的 NAMA-Ur DNA细胞化学特异染色按

照文献[6]进行. ( ) 修改后的 NAMA-Ur 方法实验过程简述如下: 样品经 3%戊二醛加 4%多

聚甲醛(0.1 mol/L磷酸缓冲液配制)在 4 下固定 1 h. 磷酸缓冲液充分洗涤. 浸入 NA溶液(4%
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多聚甲醛, 0.5 mol/L NaOH)中处理 14 h. 双蒸水充分洗涤 3次, 每次 10 min. 1% 冰醋酸洗涤

3次, 每次 10 min. 双蒸水充分洗涤 3次, 每次 10 min. 浸入MA溶液(甲醇︰醋酸酐 = 1︰4.5),

25 条件下处理 18 24 h, 直到样品适度漂白. 甲醇系列脱水, 常规 Epon812包埋. 样品经半

薄切片后, 彻底干燥, 然后 2%水溶醋酸铀 60 染色 70 min, 冷却到室温, 双蒸水洗涤, 25

烘干. 以上样品均在 Hitachi-600B型透射电子显微镜下观察照相, 加速电压 75 kV.

2  结果与讨论

2.1  核仁中 DNA的位置

核仁经超薄切片常规染色后, 在电子显微镜下观察, 可识别核仁的 3个基本结构区域: 低

电子密度区域的纤维中心(FC); 环绕 FC 的高电子密度区域, 即致密纤维组分(DFC); 位于核

仁边缘和 DFC之间的颗粒组分(G); 另外, 还可观察到核仁腔隙(图 1). 在常规染色条件下, 核

仁中 RNA, DNA及蛋白质等成分均被染色, 因此,不能直接区分各个组分在核仁中的分布情况.

核仁经改进前的 NAMA-Ur 法处理后, 除 DNA 成分被特异染色外, 其余成分皆被完全

漂白, 在这种条件下, 虽然可以直观看到核仁中 DNA 成分, 却无法判断 DNA 确切的原位位

置(图 2). 经改进后的 NAMA-Ur 法处理, 核仁中 DNA 成分由于具有高的电子密度而被识别,

同时 FC 和 DFC 成分作为背景被保留下来, 从而可直观地判断出核仁中 DNA 的原位分布位

置(图 3和 4). 我们观察发现, 核仁所含 DNA成分分布有 3种情况: ( ) 位于 FC(图 3(a)); ( )

位于 DFC(图 3(b)); ( ) 位于 FC和 DFC的交界处(图 4(a)). 不同的核仁切面上, DNA出现的

位置各不相同; 不同位置的 DNA成分都具有集缩和解集缩两种形态结构.

目前 , 对于 DNA 在核仁中的位置存在不同看法 , 有人认为 DNA 位于 DFC; 有人认为

DNA位于 FC[7]. 近年来又出现了一种新的观点, 即 DNA分布在 FC与 DFC的交界处,这个观

图 1  Epon812包埋超薄切片
常规染色的洋葱细胞核仁超微结构. FC示纤维

中心, DFC示致密纤维组分, G示颗粒成分, NV

示核仁腔隙. 20 000

图 2  改进前的 NAMA-Ur 法处理的核

仁
核仁中除 DNA成分被特异染色外, 其余成分

皆被完全漂白; 可见核仁外 DNA伸入进核仁
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点越来越引起研究者们的注意, 因为许多近期的研究结果都支持这一观点(有的报道将 DFC

与 FC 交界处这个位置描述为 FC 的边缘或靠近 FC 的 DFC 区域) [1,8,9]. 现在争论的问题是除

了 DFC与 FC的交界处, 核仁中究竟是 DFC还是 FC分布有 DNA.

我们的研究结果直观地显示出在 DFC, FC 以及 DFC 与 FC 的交界处都分布有 DNA, 但

在不同的核仁切片切面上, DNA出现的位置各不相同(图 3 和 4(a)). 这与前人的结果[7]有明显

差异, 前人或者认为 FC中分布有 DNA, 或者认为 DFC中分布有 DNA. 造成这种差异一方面

可能是由于实验材料的不同, 根据我们的研究资料(结果待发表)和前人的实验结论, 动物细胞

和植物细胞的核仁结构有许多明显的不同 [2]; 另一方面可能由于实验方法的不同 , 核仁中

DNA 是一个立体的 连续不断的分布状况, 因此切片切面位置的不同, 显示出 DNA 的位置

也不同, 我们所采用的实验方法的特点在于直接观察核仁中 DNA 的原位位置, 更便于分析,

而前人的研究受到实验方法的限制, 造成实验结果可能不够全面.

2.2  核仁中 DNA的排布构型

我们进一步对洋葱细胞核仁中 DNA的排布规律进行了分析研究. 一般认为, 核仁中 DNA

来源于核仁伴随染色质, 我们通过 NAMA-Ur 方法直观地看到了核仁伴随染色质伸入进核仁

(图 2, 箭头所示). 值得注意的是, 根据我们的观察, 虽然不同的核仁切片上 DNA的位置不同,

但洋葱细胞核仁中 DNA 分布在 FC 与 DFC 的交界处更具有普遍性(大量切片观察统计分析表

明: DNA分布在交界处的比率为 68 (包含在交界处及 FC内部同时分布有 DNA的情况); DNA

仅分布在 FC的比率为 11 ; DNA仅分布在 DFC的比率为 21 ), 而且核仁中 DNA在这个位

置呈现出环绕 FC而排布的构型(图 4(b) (d)), 这些环绕 FC而排布的 DNA一般由 DNA微团

所组成, 在每一 DNA 微团的周缘, 可见 DNA 纤丝向四周放射状伸出(图 4(b), (c)). 另外, 我

们还观察到, DNA在环绕 FC而排布的过程中, 有时还贯穿 FC(图 4(d)).

虽然近年来越来越多的研究者认为 FC和 DFC的交界处可能是核仁中 DNA 排布的核心

图 3  改进后的 NAMA-Ur法处理的核仁
DNA位于 FC(a)和 DFC(b), 箭头示 DNA. 20 000
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位置 [1], 但都缺乏确切的实验证据, 也不知道 DNA在这个核心位置是怎样排布的 . 我们的结

果直观地显示出了洋葱细胞核仁中 DNA在 FC和 DFC的交界处环绕 FC而排布的构型, 这种

构型迄今尚未见到报道.我们的研究结果还显示出在 DFC及 FC中也分布有 DNA,这可能是因

为 DNA从核仁伴随染色质进入核仁, 进而形成环绕 FC而排布的空间构型所经过的中间过程.

我们推测: 核仁中 rRNA 基因可能是在这种构型的形态下进行转录的; 虽然有报道认为 DFC

和 FC 的交界处是核仁中 rRNA 基因的转录位点[10,11], 但还有证据表明 DFC 中也存在 rRNA

基因转录活动[12,13]. 我们也发现 DNA 在环绕 FC 而排布的同时, 有时可伸出纤丝进入到 DFC

中, 因此推测 rRNA基因转录可能主要发生在 DFC与 FC的交界处和 DFC.

2.3  关于核仁结构模型

目前关于核仁中 rDNA 转录构型主要有两个模型: 螺旋模型(rDNA 在 DFC 螺旋环绕 FC

图 4  改进后 NAMA-Ur方法处理的核仁内 DNA特异染色
(a) DNA位于 FC和 DFC的交界处(箭头示 DNA); (b) (c) DNA位于 FC与 DFC的交界处, 并环绕 FC

而排布; (d) 位于 FC与 DFC交界处的 DNA横穿 FC(箭头所示). 20 000
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排列)和放射环模型(rDNA 在 DFC 放射状排列)[2]. 这两个模型都是推测性质的, 尚待实验证

据来证实. 现在看来, 螺旋模型和我们的观察结果更为接近一些, 但是, 螺旋模型和我们的观

察结果有一个重要的区别, 螺旋模型认为螺旋排列的转录的 rDNA 构成 DFC, 也就是说, 转

录的 rDNA 完全占据 DFC; 而我们的观察结果表明核仁中 DNA 是在 DFC 和 FC 的交界处进

行环绕排列, 而不是占据整个 DFC; 另外, 螺旋模型认为 FC 中没有 DNA 分布, 而我们的观

察表明环绕 FC而排布的 DNA有时还贯穿 FC(图 4(d)).

Raska 等人[14]指出: FC 与 DFC 应是一个统一的功能单位, 但在核仁的 rRNA 基因转录活

动中起着不同的作用. 联想到我们所观察到的在洋葱细胞核仁中, DNA 位于 FC 与 DFC 的交

界处并环绕 FC 排布的构型, 我们推测, 也许 FC 与 DFC 的交界处是 FC 和 DFC 实现其各自

功能的最有利的位置. 至于洋葱细胞核仁中这种 DNA 排列构型是否适用于其他细胞, 是否和

核仁 rRNA基因高效转录机制有关等问题还有待于进一步研究和探讨.
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