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方式不同。酵母细胞在衰老前一般出芽

）细胞以出芽方式生长。出芽细胞称为母细胞，

新产生的芽称为子细胞。细胞生长刚刚开始时，一个母细胞上就会出现一个新芽，然

后，这个芽在整个细胞生长周期会不断生长直到细胞生长周期结束时才从母细胞上分离

下来。由于一个酵母细胞的全部生长都集中于芽上，而且这种生长实际上贯穿于整个细

胞周期，故通过观察芽的大小就可以粗略的估计出一个给定细胞处于细胞周期的什么阶

段。在以指数增长的酵母细胞培养物中，大约有三分之一的细胞没有芽，三分之一的细

胞出现小芽，还有三分之一的细胞出现大芽。当生活细胞耗尽营养物后，它们就会像未

出芽细胞一样停止生长而滞留在细胞周期的某个阶段。因此，掌握培养物生长状态的一

种简单方法就是在显微镜下确定出芽细胞的频率。注意，对一些菌株而言，尽管它们已

经完成了胞质分裂，但其母细胞和子细胞仍粘附在一起。在这种情况下，镜检前必须对

培养物进行振荡或超声波处理分离细胞。许多种类的突变子会停滞在细胞周期的某个阶

段，从某种意义上讲，这也是它们的一种表型特征。例如：有丝分裂纺锤体缺陷的细胞

会以带有大芽的形态停滞生长，通常从这点就可以判断细胞正处于细胞周期的有丝分裂

阶段。需要着重指出的是，突变细胞的停滞点或最终表型在形态上与正常培养物中的其

他任何细胞表型都不相同。在上述有丝分裂突变子中，母细胞和子细胞在停滞点处继续

生长，结果两者均比正常酵母细胞要大得多。

单倍体与二倍体的比较

酵母单倍体和二倍体细胞在形态学上十分相似，但也存在几点重要的差异。第一，

二倍体细胞比单倍体细胞大。二倍体细胞胞质体积成倍增长，且细胞直径大约是单倍体

细胞的 倍。当将单倍体与二倍体细胞并排放在一起进行比较时，就会很容易发现这

点差异。由于二倍体细胞比较大，所以它们（在某些情况下甚至为四倍体细胞）经常用

来做荧光镜检，此时其较大的形态有助于分辨微小的细胞结构。第二，在形状上二倍体

细胞呈长形或卵圆形，而单倍体细胞通常近似圆形。第三，二倍体和单倍体细胞的出芽

次，在母细胞表面以定型的方式连续出芽。

实验一　　酵母细胞的观察

酵母细胞的直径大约为 ，在光学显微镜下就可观察到它的许多重要特征。在

实验室中，最好定期在相差显微镜下观察酵母培养物，以掌握细胞的生理状态，避免发

生污染。在大多数现代酵母细胞生物学研究中，要对经过蛋白特异抗体处理或特异结合

某些细胞器的荧光染料处理后，才能对酵母细胞进行非常复杂的镜检。这个实验会提供

一些将光学显微镜用于酵母细胞检测的标准类型例子。

生长培养物的检测

生长特性

酿酒酵母（
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，这两种细胞能够相互交配形成第三种和

单倍体细胞以沿轴向的方式出芽，每个芽与前一个芽紧密相连。二倍体细胞以极向的方

）处理

和

年代的一个叫 的卡通人物十

线粒体

酵母线粒体基因组编码数种与氧化磷酸化有关的蛋白质，一种核糖体蛋白以及线粒

体翻译系统所需要的 和

式出芽，连续的芽可出现在长形的母细胞的任何一端。用钙荧光素（

细胞后就可看出细胞的出芽方式。钙荧光素是一种可以结合到几丁质环上的荧光化合

物，而几丁质环则在原来的芽上，这些几丁质环被称为芽痕，只要用钙荧光素处理单倍

体和二倍体细胞，就可以看出芽痕是以轴向还是以极向方式增长。

交配细胞

酵母细胞有三种交配型：

细胞不能与 或交配型

为单倍体，菌株

中的任何一种交配。一般情况

为二倍体，但有时也不一定，故下，菌株

不能仅仅从染色体的倍性来判断细胞的交配型。在两种细胞开始交配的初期，双方互相

交换信息素，这使得细胞如同无芽细胞一样停滞在细胞周期的某个阶段，并诱导交配所

需蛋白质的表达。信息素也会使细胞在其表面产生一个突出物，这个突出物是进行细胞

融合所必需的。突出物通常指向它所要交配的细胞。具有交配突出物的细胞称为“西蒙

世纪斯细胞” ，因为这些突出物与

。新形成

分相像。西蒙斯细胞在其凸起的顶端互相连接，接着发生胞质融合，然后是核融合，最

细胞核。核融合的过程称为核配（

，它具有独特的外观，当出第一个芽时便可很容易地鉴别

出来。通过显微操作，即使在没有遗传选择的条件下也可分离二倍体的合子。从观察大

量的交配细胞中，可鉴定出西蒙斯细胞和合子。

。线粒体蛋白质的大部分结构由核基因编码并经

发生突变的酵母细胞不能进行氧化磷酸化，所以它们必须通过发酵

胞质运输到线粒体。因此，无论核基因组还是线粒体基因组突变均会影响线粒体功能的

发挥。线粒体

）表型。这种菌株形成乳白色小菌落，这种缺乏色素的现

作用来获取所需要的全部能量。这些突变子的生长比野生型细胞要缓慢，而且不能在非

发酵性的碳源（如：乳酸、甘油或乙醇）上生长。首先发现这种线粒体突变子的法国科

学家称之为“小菌落”

中尤为明显，产生红色素是突变子象在突变子 的特性，这一过程需经过氧

对一些菌株而言，培养物中

化磷酸化作用。二倍体小菌落菌株也不能形成孢子，故在寻找其他不产生孢子的潜在原

因之前，最好先检查一下不产孢菌株是否能在非发酵碳源中生长。小菌落突变子以较高

频率出现在许多普通酵母菌株中 的细胞为小菌落。

体

尽管线粒体基因组或核基因组的突变均可引起小菌落现象，但绝大多数小菌落是由线粒

突变引起的。线粒体基因组以“

组有缺陷的菌株（大多数是突变型）为

经常出现的错误概念是认为

些特有反应，即便在

在该实验中，将使用荧光显微技术观察野生型细胞的线粒体和线粒体

后形成一个二倍体的

的二倍体称为合子（

命名；野生型菌株为 ，线粒体基因

，而缺乏全部线粒体基因组的菌株为

就是缺乏线粒体的菌株。通过在线粒体膜上发生的一

菌株中用电子显微镜也可以看到一种收缩了的线粒体结构。



为进行动态观察。我们将观察一些细胞，一种是只表达

只

荧光显微技术

随着细胞生物学实验中酵母细胞使用的不断增加，原来利用动物细胞确定细胞内基

因产物定位的方法已逐渐用于酵母细胞。通过对特定细胞结构中基因产物的分析，已经

极大的加深了对相关基因功能的了解。另外，通过检测细胞核以及细胞骨架的形态学特

征，得到了关于单个细胞细胞周期阶段的准确信息，这种方法已被用于判断细胞分裂突

变子。

种荧光显微技术来鉴别酵母细胞的结构和蛋白。第一种方法在本实验中，将使用

值得注意的是，必须采取

是免疫荧光显微技术，使用这种技术首先要用目标蛋白的第一抗体与固定细胞一起保

温，然后再用带有荧光标记的第二抗体与第一抗体直接作用。第一抗体和第二抗体的重

叠使用可以增强潜在的荧光信号。将使用带有微管蛋白抗体的荧光显微技术来观察微管

的细胞骨架，这种方法的优点是可以产生很强的荧光信号，但其缺点是观察前必须对细

胞进行固定，并且为了使抗体进入细胞，必须将细胞壁去掉。

措施避免细胞制备中带来的假象。

二脒基

第二种荧光显微技术要利用一种小分子，这种小分子可以发出荧光，并且能与特定

蛋白质结合，或者与某种细胞器结合。将用

二己基

与

羰花青碘化物）标记线粒体，罗丹明

标记肌动蛋白细胞骨架。

是一种可以发出荧光的疏水分子，可特异运往线粒体。鬼笔环肽是一种来自

既可用于固定化细胞又可用于活体细胞，

蘑菇的毒素，可与肌动蛋白丝状体结合，当用鬼笔环肽标记后，即可

使肌动蛋白丝状体发出荧光。

鬼笔环肽一般用于固定化细胞。能用于活体细胞，而罗丹明

，这种蛋白是来自水母第三种方法是目前发展最快的绿色荧光蛋白（

的一种天然荧光蛋白。 的独特性就在于当它在细菌、真菌、植物和动

物细胞中表达时，都能发出荧光，这使它成为一种理想的荧光标记蛋白。为了检测细胞

内一种蛋白质的定位，就要将该蛋白质的基因与 的编码序列相融合，这样就产生

了一种融合蛋白质。这种融合蛋白质表达后，即可在活细胞中观察到目标蛋白质的位

置，在固定化细胞中同样有用。虽然需要采取一些措施以保证融合蛋白能像野生型蛋白

一样正常表达，但

与

融合法毕竟是一种很有效的方法，因为它可以对活体细胞的行

，另一种是表达

的融合产物。 是一种存在于纺锤体极体中的蛋白。

苯基吲哚）标记

鬼笔环肽

特异结合，其荧光效应很强。

菌株



程序

安全须知

甲醛有毒并且是一种致癌物，它可以通过皮肤吸收，对眼睛、皮肤、粘膜和上呼吸

，标准母液是

洗

甲醛（终浓度是

如果昨天的细菌生长过头，须稀释培养物，再培养到对数生长早期。

直接加

菌株中的 ，室温（约

）到培养物中，固定生长在

小时，用一个医用离心机收集细

贮存细胞过夜。磷酸钾（胞，用

按照“技术和方案 中菌株和对生长在

活细胞进行染色。

对生长在 中的菌株

和

按照“技术和方案

进行活细胞染色。

按上述处理把菌株

比较单倍体细胞

将下列菌株置

菌株

菌株 的

在

在

成分同

和

二天早上之用

的

和

和二倍体细胞

℃培养过夜：

的 中

（除了用

）中

在

次，在

）培养

酵母活体染色法”，用

酵母活体染色法”，用

制成水浸片，然后用荧光素滤片观察。

（用菌株 半乳糖作碳源的基本培养基）中，以备第

乙醇和 甘油代替葡萄糖作为碳源外，其他

，找出细胞大小和形态的差异。

镜检查培养物，根据它们的不同形态鉴定西蒙斯细胞和合子。

显微再提供给你已固定化菌株 细胞的交配混合培养物，使用相差或

个细胞，注意无芽、出小芽和大芽的细胞数。观察，并从每个培养物中数

显微镜提供给你在对数期或稳定期已被固定化菌株 的培养物，使用相差或

引起发炎，需带手套，面具，安全镜，不要吸入尘粉。

是一种可能的致癌物，如果吸入、吞咽或通过皮肤吸收将是有害的。也可能

道有刺激性，需带手套，安全面罩，始终保持在通风厨里操作。

质粒



按照“技术和方案

按照“技术和方案

兔第二抗体和

化的菌株

材料

甲醛

巯基乙醇

聚赖氨酸

℃的甲醇和丙酮

鬼笔环肽

封固剂

罗丹明

）或

羊抗鼠荧光素连接的第二抗体

体积的抗微管蛋白抗体

磷酸钾（

， ）

配制磷酸钾溶液贮存液，用

贮存液，用乙醇配制）

贮存液）

细胞（在 中）进行染色。

鬼笔环肽对已固定，固定细胞的肌动蛋白染色法”，用罗丹明

对已固定化的菌株 细胞（在 中）进行染色。

连接的羊抗，酵母免疫荧光法”，用抗微管蛋白第一抗体
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实验二　　营养缺陷型、温度敏感型

和紫外敏感型突变株的分离和鉴别

基因发生突变会导

和

和

℃条件下培养，然后进行成

验中，将利用

变株。

营养缺陷型突变株对于阐明生化反应过程及其研究酶结构和功能之间的关系具有非

常重要的价值，通过对氨基酸营养缺陷型所积累中间产物的研究已经揭示了许多生化反

应途径。

聚合酶、

对温度敏感型突变株的研究将会扩大基因组遗传学研究的前景。酵母中一大部分基

因参与编码必需蛋白质（例如： 合成酶等），造成这些蛋白质完全

丧失活性的突变会导致细胞死亡，即使造成部分活性丧失的突变也会导致遗传和生化上

的障碍。但有一种突变十分有用，它造成这些必需蛋白中一种蛋白结构发生变化，使其

在低温时能发挥作用而在常温时却不能。具有这种突变的菌株在低温时能以正常或接近

正常的速率生长，但在高温时却不能在任何培养基上生长。利用这种表型特征就可将发

生重大功能突变的温度敏感型突变株与可补充温度敏感型突变株（即一种氨基酸生物合

成存在缺陷的突变株）区分开来。全面研究温度敏感型突变株就可以确证和了解几乎整

个基因组的功能，这种可能性已经在数种噬菌体中成为现实。

）突变株可以对 的修复和重组过程进行研究。其

紫外损伤的修复需要酶系统。编码这些酶的

利用紫外敏感型（或

理论根据是

修复和重组有相似的发生机制。

致细胞丧失修复紫外损伤的能力，从而使其比野生型细胞对辐射更加敏感。因为一些紫

外敏感型突变株仍具备受损的重组能力，故认为

此外，一些 基因控制重要功能，它们的破坏会导致细胞死亡。

（

在某些情况下，能够直接筛选特定基因的突变是十分有用的。例如：有时不通过遗

传杂交就能很容易将营养缺陷型标记引入菌株。直接筛选营养缺陷型突变的两种非常简

单的方法是：使用 氨基乙二酸）筛选 突变（

氟乳清酸）筛选；使 用 突 变（

。

这里所提出的标准处理法包括用

菌株，另一半学生将诱变

处理野生型酵母菌株。一半学生将诱变

菌株。诱变以后，将菌株稀释，并以每平板大

约

）和

个细胞的浓度涂布于完全培养基上。这些细胞长成菌落后，将它们用平板

影印法转移到各种培养基上。将平板在室温（

亚硝基胍硝基甲基

因为自发突变的频率很低，所以通常用紫外线、亚硝酸、甲基磺酸乙酯

硫酸二乙酯和 ）等诱变剂来提

高突变发生的频率。这些诱变剂十分有效且在不破坏细胞结构的条件下以

的频率诱发突变。虽然在有的方法中可使用制霉菌素和其他药剂杀死未突变细

胞以提高突变率，但一般不需要使用这些选择方法就可以获得大量的突变株。在这个实

处理酵母细胞的方法分离营养缺陷型、温度敏感型和紫外敏感型突



中培养物的平板同样如此，这样就可以一个一个的鉴定出生长所需长，对含有库

上生长的菌落需要组氨酸，能在库 和 上生长的菌落

求，通过检测含有各种合成物的原始

株生长所需要的特定条件。

平板上。待形成菌鉴别营养缺陷型突变株，可将待测突变株按同一方式涂于

落后，再将它们转移到含有各种不同氨基酸、嘌呤、嘧啶和其他代谢物的基本培养基

上。通过观察特定菌株的生长情况，就可以检别出突变菌株生长所需要的特定条件。

中培养物的平板，一个菌落至少可在其中之一上生

和

一般情况下，对于含有库

要的成分。例如：能在库

需要色氨酸。如果一个菌落只能在九种库中的一种上生长，那就说明它需要不止一种该

中生长。库所含的营养。在芳香氨基酸生物合成早期受阻的突变株将只能在库

菌株

程序

安全须知

是一种很强的诱变剂，应戴手套并在通风厨中操作，在废弃之前，用

硫酸钠中和所有

硫代

废液，所有操作都应使用一次性移液器。

皮肤和眼睛暴露于紫外射线下是有危险的，应该免避。为了防止暴露，照射平板应

在一个带有活门装置的封闭盒里进行。

平板

对比较，即可检测出温度敏感型突变株。将照射处理的平板与不处理的对照平板进行比

较即可检测出紫外敏感型突变株。在含有葡萄糖、磷酸钾、硫酸铵、一些维生素、盐和

微量矿物质的基本培养基上让菌株生长，即可检测出营养缺陷型突变株。把

上的菌落转接到不同的合成培养基上生长，根据生长情况可以测定出不同菌株的特殊需

平板上菌落的生长情况，就可以确定不同菌

菌株 ℃下培养过夜。，记住用一个装有培养基而不接种的试管作为对照，在

，另一半学生使用（一半学生使用用上述菌株接种 菌株



在相同无菌水中，涂水洗来自前一天的 过夜培养物，悬浮在

选择 套或更多含有

平板、 个 个平板和 平板，记录被转移菌落的编号，每个平板

和

天，测数 处理后的成活率。

的 ℃下培养。平板上，在和

个菌落／平板的

平板的菌落

平板用于分离①营养缺陷型突

变株、②温度敏感型突变株和③紫外敏感型突变株。用影印法把每个

个转到

℃下培养

平板 影印板中取一套在

要编号，并且在背面做一个方向性记号。对营养缺陷型突变株的检测，在

天。对温度敏感型突变株，从每组 ℃下培养

）培养 天。对紫外敏感型突变株，从每组 影印板

）处理，把经紫外照射处理和未经处理的平

℃下培养

天，另外一套在室温

中取一套用紫外光（置

板在

处理将引起约

培养基和

变培养基进行：

小时，离心，悬浮细胞于无菌水中，转入洁净离心管，用

支离心管中，振荡分散细胞（另一管作为非诱变对照）。将两支试管置

直接把细胞涂在

细胞在

平板以便筛选其他突变菌落。

培养基中培养过夜，然后，涂在

）稀释细胞，涂

诱变细胞在

和

第一，直接涂

诱变细胞在相同的

菌落数可测出由

第二，将每种细胞悬浮液

第三，为了获得

和

处在硫代硫酸钠溶液中）到

将 菌液涂于

天。养

洗过的非平板上，另外，涂和

接到 的

）培

平板上作为对照，通过诱变和非诱变培养物所长出的

处理所引起的诱变频率。

培养液，在 下培养过夜。

个成活细胞／平板，用无菌水稀释 处理细胞（细胞

，稀释度可根据使用细胞的起始浓度进行调整，分别

套平板，室温（平板上，每种菌液涂

，用计数器测定确切的细胞密度，加

过夜培养物到两个无菌离心管中，离

秒钟，酵母细胞便可沉淀）。悬浮细胞在

到其中一

摇床培养

硫代硫酸钠洗两次，再悬

的细胞失活。以下三步用诱

下培养过夜。，在或左右。同时接菌株平板，这样的菌落应该有

平板和一个个含有不同代谢物库的平板上，一个平皿上不能生长的菌落接到

平板进行两两比较，使用无菌牙签，把平板与套营养缺陷型突变株把

和 培养基上。

和培养基用于筛选 突变株。

无菌水中。用浮细胞于

无菌磷酸钠缓冲液（

心收集细胞，用无菌蒸馏水洗两次（离心

培养物将含有约 细胞 ，分别转



过夜培养物，估算每个类型突变株在诱变作为饱和密度的

，像以前一样照射其中一个平板，在

℃平板，用牙签将在高温下不能生长的菌

平板，这个平板将允

和

个菌落用于检测它们的 表型，在 ℃下培养和

或菌落接到两个

紫外敏感型突变株　　　　比较照射平板与非照射平板。用牙签将照射平板上不生长的

平板上，也包括菌株

℃下培养两套平板过夜。

℃平板和温度敏感型突变株　　比较

℃培养落接到两个 平板上，一个平板以 天，另外一个平板以室温培养，也包

蔗糖的影印或 作为对照。制作一个含有括菌株

平板上引起渗透裂解，许这些温度敏感型突变株在 ℃生长，这是因它的缺陷在

而在高渗条件下，这种缺陷被抑制（渗透补救突变株）。

天和第 天涂布的 平板上生长的菌落和

数，取

突变株　　计数第

细胞

前后的频率。用 平板，从一套 平板

平板中分别纯化

前后和随着诱变出现生长晕（

中或

平板，每种突变型在诱变之后增加了吗？为什么诱变之后生长可能影响每种突变型的恢

复？

营养缺陷型突变株 平板上划线突变

株原种，在

记录生长情况，给每个突变株标号，在

下培养过夜。

射线敏感和烷化剂敏感以及筛选标记的恢复和重组比率。在

紫外敏感突变株　　记录生长情况，给每个突变株标号，这些菌株也可用于检测它们

的其他表型 平

℃下培养。板上划线接种突变株原种，

℃ 和温度敏感突变株　　记录突变株在 ℃下的生长情况。给每个突变株标号，

菌落接种到和

平板上划线接种突变株原种，室温培养过夜。

突变株　　　　用牙签将已纯化的 和 平板测

表型。

平板上杂交突与伙伴交换从相对交配型菌株中分离的相似表型的突变株，在

变株，室温培养过夜。

在

试

和 和天突变株　　记录来自第

评价互补试验，记录来自整个班的资料，测定控制每个特征的最少基因数。

的生长情况。

天。平板上，在温度敏感突变株　　　　将杂交平板影印到 ℃下培养

天。基因座突变的两个隐性 菌株，它将有一个正常的紫外敏感，室温培养

紫外敏感突变株　　　　将杂交平板影印到 平板，照射。如果一个二倍体来自不同

天。营养缺陷型突变株　　将杂交平板影印到 平板用于互补试验，室温培养
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平板

平板

平板

材料

注意：提供的材料量仅供两人之用。

支含有 培养液的试管

无菌蒸馏水

无菌 磷酸钠缓冲液（

（甲基磺酸乙酯；

硫代硫酸钠（无菌

的培养管支含有

套

套

套

平板套

平板套

平板

平板

套

种营养库平板，每种

套

套

平板

套含有

套

无菌绒垫

套

套

套

无菌绒垫

平板

平板

蔗糖的

平板

平板

平板套

平板

套



无菌绒垫
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套

套

套

套

套
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营养缺陷型筛选

紫外敏感型突变株

温度敏感型突变株

平板

平板

平板





实验三　　减数分裂作图

来）和四型

个重组

通过减数分裂作图（即四分体分析）和有丝分裂作图可以进行连锁研究。一个子囊

内的四个孢子是一次减数分裂的产物，对这些四分体的遗传分析能提供杂合态基因的连

锁关系。若已知着丝粒连锁的基因存在于杂种中，那么就可以绘出与其着丝粒相关基因

的图谱。尽管从一个子囊里分离四个孢子是相当困难的技术，它需要显微操作器和大量

的实践。四分体分析不仅用于连锁研究，也可用于构建遗传和生化实验所需的一些菌

株，有时候，孢子可随机分离（参见实验四中的例证）。

四分体可分为三类 、非亲代双型（

的关系表示如下：

亲代双型

源于两个杂合二倍体的两个标记

随机分配

连锁

）子囊数目多于非亲代双型

着丝粒连锁

如果两基因连锁，亲代双型 ）子囊；如果

）子囊的比例就会减两基因位于不同染色体上且与各自的着丝粒连锁，那么四型

的比例为

少。如果两基因位于不同染色体上且至少一个基因为非着丝粒连锁或者两基因在同一着

丝粒上分离较远，那么就遵循独立分配，

）四分体仅有既然非亲代双型 个重组子，四型）四分体有

子，那么重组的百分比等于：

这个值等于两个基因间以厘摩（

）子囊，距离等于

）为单位的基因图距，前提是在间隔中有最大

型子囊百分数的一半。如果一次交换。如没有非亲代双型

非亲代双型子囊的比例很少且连锁的标记间有两次或更少的交换，则用厘摩表示的距离

大约为：

。

对单一的交换必须作个修正，即减去产生四分体的双交换，因此结果修正为

假设在无染色体单体干扰条件下，所有双交换频率能被推断是种是

。因为只有一，而第四种类型产生有四种双交换子代类型，一种类型产生



）处理已形成孢子的培养物，它可以酶解子囊壁，但不会破坏子囊中四

厘摩单位。在这种情况下，

染色体上两个基因座 和

平板和拥有

杂交所构建的二倍体菌株

关于干扰的若干假设必须考虑用以测定较大间隔的图距。另外，因为间距接近极限

值，计算也变得不精确，惟一精确的方法是通过较短间距的累积来测量较长的间距。

一个基因与其着丝粒的间距可通过第二次分离（

两个标记基因

）的频率来测量，这个频率与

型子囊的频率相似。如果基因与着丝粒间距较小，则以厘摩为单位的

间距等于 百分率的一半。

确定：如果杂种包含一个紧密连锁的着丝粒标记如

的百分率（对一个特定基因）在下述条件下很容易

，它与着丝粒的距离大约为一个

的百分率等于 型子囊的百分率，其误差不超过

这是因为

锁的标记基因，它们并不像 的百分率。

在第一次减数分裂时随着丝粒而分离。若杂种包含两个或更多着丝粒连

靠近着丝粒，这样就可以确切地计算

在这种情况下，

的相关频率可表示为：的

的顺序由着丝粒连锁的标记基因一致性所决定。也应注意到在不同

频率与四型子囊（

然而，上述关系只有在下列条件下成立：即至少其中一个标记基因与其相应着丝粒

距离相当近。

天内发生有丝分裂和孢子形成。这当二倍体细胞转到孢子形成培养基时，通常在

时，形成孢子的培养物实际上是含有未形成孢子的二倍体细胞、拥有四个单倍体孢子的

子囊和少于四个孢子的子囊组成的混合体。在孢子形成培养基上，孢子不会萌发或分

裂，大多数孢子形成培养物在冰箱内可保存数月而不会失活。解剖的第一步包括用消解

酶

地把已酶解的子囊转到个孢子的缔合。用一个无菌接种环小心 平板上，然后使用

天后形成菌落，将孢子菌落转入

平板以便保存。将这些菌株接种

显微操作器把四个孢子相互分离，孢子萌发并在

斜面或 制备一个原平板，通过影印到适当的

大部分表型进行分析。通过影印原平板到两个培养基可对 和

平板培养

供试菌株菌苔的平板上用以测定交配型，互补标记和单基因内的特定等位基因。

将交配混合物在 天后影印到基本培养基上。

和通过对菌株 的四分体分析，可以阐明许多

技术和染色体作图的原理。本实验将提供以上菌株的孢子形成培养物，作为显微操作练

习材料，只有在许多子囊已经成功地解剖后，实验方可以开始进行。

菌株



的玻璃棒的一端拉成细尖，然后将其在小火上

所示）。末端断开时形成一个直径为

：利用喷灯将一个直径

种

显微针的制备　　用玻璃显微针加到任何一种显微操作器上（

水 （

方法。

方法

成直角拉出更纤细的尖头（如图

的显微针为宜。显微操作针的长度依操作空间高度而定，太短会因显微针基杆

长几毫米的细尖。其直径的大小不是关键，对不同的研究人员有不同的选择。较大的直

径便于将子囊挑起和转移，而在细胞密度大的区域用直径较小的微针较好，一般用直径

为

发光不便操作。在平板表面操作时，一般需要较长的显微针。拉出的尖端可以用刀片切

断或者在两块玻片之间折断，最关键的是显微针末端要平齐，有时需要几次尝试才能成

图

这样制作：先将

显微针的制作。分离子囊孢子的显微针也可以

直径的玻璃棒拉出一细尖，再将

末端拉成呈直角更细的尖端（上），显微针的直角尖端

也可通过纤细部分拉成环制得（下）。

培养基上培养后将形成孢子。二倍体可以通过菌株在 和注意：菌株

配后重新构建。

程序

交

）进行子

囊孢子的分离。一种简单的用来分离子囊孢子（也使用于细胞和合子）的显微针可用一

个普通喷灯轻易制得。最近，常用一个更容易制作解剖针的方法，它只需要一些强力胶

）和一些光纤玻璃。下面介绍三种方法，本实验将使用最简单的第
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