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荧光原位杂交技术的发展及其在染色体基因定位中的应用

ΤΗΕ ∆Ες ΕΛΟΠΜΕΝΤ ΟΦ ΦΛΥΟΡΕΣΧΕΝΕΧΕ ΙΝ ΣΙΤΥ ΗΨ2
ΒΡΙ∆ΙΖΑΤΙΟΝ ΑΝ∆ ΑΠΠΛΙΧΑΤΙΟΝ ΤΟ ΧΗΡ ΟΜΟΣΟΜΑΛ ΛΟΧΑ2
ΤΙΟΝ ΟΦ ΓΕΝΕ

王昌留t ou 张士璀 t 王勇军 t

k
t中国海洋大学海洋生命学院 青岛 uyyssvl

k
u烟台师范学院生物系 烟台 uywsuxl

中图分类号 ±vwv 文献标识码 � 文章编号 tsss2vs|ykussvls|2ssut2sv

第一作者 }王昌留 o出生于 t|yv年 o在读博士 o副教授 o目前

在研项目为国家自然科学基金 vsszstts号和国家 {yv计划

青年基金 usst��yu{tvs号 ∀ ∞2°¤¬̄}¦«¤±ª̄¬∏º¤±ª�¶¬±¤q¦²°

收稿日期 }ussv2su2us~修回日期 }ussv2sx2s{

自 t|y|年 �¤̄¯和 °¤µ§∏̈ 利用放射性同位素标记

的 ⁄�� 探针检测细胞制片上非洲爪蟾细胞核内的

µ⁄�� 获得成功之后 o °¤µ§∏̈ 等同年又以小鼠卫星

⁄��为模板 o利用体外合成的含 v
�的 � ��为探针成

功地与中期染色体标本进行了原位杂交 o从而开创了

� ��2⁄��的原位杂交技术 ∀为了精确地定位目的基

因 ot|zw年 ∞√¤±¶第一次将染色体显带技术和原位杂

交技术结合起来 o提高了基因定位的准确性 ∀t|zz年

�∏§®¬±等发明了用间接免疫荧光法检测目的 ⁄��的

非同位素原位杂交技术 k±²±¬¶²·²³¬¦¬±¶¬·∏«¼¥µ¬§¬½¤2
·¬²±o��≥�l o其大致过程是首先制备抗 ⁄��2� ��复

合 物 的 抗 体 和 用 以 检 测 该 抗 体 的 经 罗 丹 宁

k�«²§¤°¬±̈ l 标记的二抗 o接着用 � ��探针同目的

⁄��进行杂交 o杂交后的标本先后同抗 ⁄��2� ��复

合物的抗体和二抗进行反应 o然后根据显示结合抗

体所在的部位 o 以确定目的 ⁄�� 的位置 ∀此后 o

�¤±ª̈µ等首次采用生物素标记的核苷酸探针

k¥¬²2§�×°l 成功地进行染色体原位杂交 ≈t ∀ 至此 o

以荧光标记探针在细胞制片上进行基因原位杂交的

技术已趋于成熟 ≈u ∀先期的基因原位杂交技术多用于

基因组中重复顺序的定位 ∀自从 �̈ µ«¤µ§等于 t|{t年

成功地将人单拷贝 Α球蛋白 ⁄��序列定位到 ty号

染色体上后 ≈v 
o原位杂交技术也越来越多地应用于非

重复顺序基因定位的研究 ∀

荧光原位杂交技术 kƒ̄ ∏²µ̈¶¦̈±¦̈ ¬±¶¬·∏«¼¥µ¬§¬½¤2
·¬²±oƒ�≥�l又分成单一的原位杂交 !多重的原位杂交

和多色的原位杂交 v种 ∀早期的原位杂交采用放射性

标记作探针 o其检测手段采用放射自显影 ∀虽然该法

灵敏度高 o杂交信号强 o尤其是对单拷贝 ⁄��顺序定

位十分有用 o但缺点也非常明显 o如实验周期长 o特别

是放射性银粒和染色体聚焦的不同平面 o易引起计数

上的误差 o再加上放射性标记的探针本身价格高 !不

稳定 o对操作人员有危害和废物难以处理 ≈u ∀因此 o非

放射性标记的染色体原位杂交技术应运而生 ∀从 us

世纪 {s年代后期开始 o人们用更为安全可靠的非放

射性物质如荧光酶 !地高辛 !生物素等标记的探针进

行原位杂交 ∀非放射性标记原位杂交具有以下优点 }

标记的探针稳定 o非特异杂交信号污染少 o检测简便 !

快速和安全等 ≈w ∀特别是荧光信号可以被特定的相机

或激光扫描显微镜检测并记录下来 o通过数字成像显

微技术以获得更为准确的图谱 ≈x o y ∀荧光标记探针的

应用使在同一细胞制片上同时进行不同基因的定位

成为可能 o也就是从原先单一的原位杂交发展到多重

的原位杂交 ∀在多重原位杂交的基础上又发展出多色

原位杂交 o 常通称为 �2ƒ�≥� o / �0 分别代表

/ �∏̄·¬2¦²̄²∏µ0 !/ �∏̄·¬³̄ ¬̈0和/ �∏̄·¬·¤µª̈·0v种类型 ≈z ∗ | 
o

这是近几年才发明的技术 ∀ �2ƒ�≥�的最大特点是 }可

将多次繁琐的 ƒ�≥�实验和多种不同基因的定位在一

次 ƒ�≥�实验中完成 ∀

t 荧光原位杂交的原理

荧光原位杂交技术的原理非常简单 o它利用荧

光标记的 ⁄�� 或 � �� 分子 o 根据 ⁄��2⁄�� 和

⁄��2� ��碱基的配对原则与染色体上相对应的序列

�¤µ¬±̈ ≥¦¬̈±¦̈¶r∂²̄ quzo�²q|russv
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杂交 ∀进行原位杂交时 o先用高温或碱处理 ⁄��分

子 o使之发生变性 ~当温度下降或 ³�值恢复到中性 o

变性的 ⁄��会按照碱基互补配对的原则 o重新形成

氢键恢复到原来的双链结构 ∀如果两条单链的来源不

同 o只有它们之间的碱基序列是同源互补或部分同源

互补时 o才能全部或部分复性 o产生分子杂交 ∀由于探

针带有荧光物质 o因此杂交的位点可直接在显微镜下

观察到 ≈ts ∀

u 荧光原位杂交的操作步骤

根据探针标记的方法不同 o可分为直接法和间

接法原位杂交 ∀前者是将荧光素如异硫氰酸荧光素

kƒ�×≤l o罗丹宁k�«²§¤°¬±̈ l o德州红k×̈ ¬¤¶� §̈l等染

料直接结合到 ⁄��或 � ��上 o在荧光显微镜下观察

杂交信号 ≈tt 
~后者多按照 t|{y年 °¬±®̈¯等的方法 o先

用 ⁄��标记物k如生物素 !地高辛l标记探针 o然后制

备其荧光抗体 o待探针与标本杂交后 o再用抗体进行

反应 o根据荧光信号所在的部位以确定目的 ⁄��的

位置 ∀荧光原位杂交的操作步骤可概括为ktl制备染

色体 ~kul标记探针 ~kvl将探针与实验材料的靶序列

进行杂交 ~kwl检测杂交的结果 ∀

v 荧光原位杂交在染色体基因

定位中的应用

ƒ�≥�技术是基因作图的一个简单 !有效 !准确 !

可靠的方法 o它可直接确定 ⁄��分子在染色体上的

位置 ∀

vqt 构建 ⁄��物理图谱
用常规的分子生物学技术构建分子图谱是基于

对 ⁄��分子的标记 o从中找出不同的 ⁄��序列之间

的连锁关系和相对位置 ∀这种分析方法的准确性和图

谱的分辨率取决于染色体减数分裂时 ⁄�� 的重组

率 ∀由于重组率在染色体上的分布是不均匀的 o靠近

着丝粒的异染色质区的 ⁄��重组率远比距着丝粒远

的低得多 o从而造成两个分子标记之间的遗传距离发

生误差 ≈ts ∀ ƒ�≥�在构建 ⁄��分子图谱时 o所用的分

辨率是指两个不同的 ⁄��探针能够检测到的最小距

离 o它决定了图谱的准确性和精密程度 ∀ƒ�≥�技术发

展至今 o已可以在不同水平上进行染色体定位 o即 }在

中期染色体上用 ƒ�≥�技术构建染色体分子图谱 o这

一水平的分辨率大约为 t ∗ v �¥o尚可用离心机械力

将中期染色体拉长 x ∗ us倍 o从而提高分辨率 ~在减

数分裂的粗线期染色体上用 ƒ�≥�技术构建染色体分

子图谱 o由于该期分离到的染色体长度通常比中期染

色体长 ts ∗ us倍 o这一水平的分辨率大约为 tss ®¥~

在间期核的染色质上用 ƒ�≥�技术构建染色体分子图

谱 o由于染色质凝缩程度很低 oƒ�≥�的分辨率可达 xs

®¥左右 ~在游离的染色体上用 ƒ�≥�技术构建染色体

分子图谱 o也就是对间期核进行处理 o使其释放出游

离的染色丝 o这种染色丝已失去原有的细胞空间结

构 o故 ⁄��凝缩程度进一步降低 o其 ƒ�≥�分辨率接

近 tu ®¥~在 ⁄��纤维上用 ƒ�≥�技术构建染色体分子

图谱 o在游离的染色体基础上 o进一步处理染色体 o使

⁄��分子完全从蛋白质中分离出来 o制备 ⁄��纤维 o

分辨率能达到 t ∗ u ®¥
≈tu otv ∀高分辨率的 ƒ�≥�能快速

准确地得到探针序列之间的顺序 !方向及真实的物理

距离 o因而被广泛地应用于 ⁄��物理图谱的构建 ∀

vqu 基因组分析
用杂种一个亲本的基因组 ⁄��作探针 o与杂种

进行染色体原位杂交 o可有效地将同源性比较接近的

两个染色体组k如同一属内的不同种之间l区分开来 o

这就是比较基因组杂交 k¦²°³¤µ¤·¬√̈ ª̈ ±²°¬¦«¼¥µ¬§¬½¤2
·¬²±o≤��l 技术 ∀它采用待测 ⁄��和参照 ⁄��进行

不同的荧光标记 o以相同比例让两者竞争性地与正常

染色体进行原位杂交 o检测两种颜色的荧光强度 o根

据两种颜色的比率情况来显示基因组的结构状况 o如

发现两种颜色比率改变 o则说明该区域存在 ⁄��序

列的缺失或扩增 ∀如待测 ⁄��有过量扩增 o则与染色

体结合的荧光占优势 o信号增强 ∀如待测 ⁄��有缺

失 o则只显示参照 ⁄��所标记的荧光颜色 ≈tw otx ∀另

外 o利用特定的 ⁄��片段作为探针通过染色体原位

杂交还可以反映染色体结构或有关核酸序列标记的

空间物理位置 o以确定染色体是否重排 ∀ ≤2分带技术

可区分染色体上的常染色质和异染色质 o将 ≤2带结

果和 ƒ�≥�的结果相结合 o可了解基因在不同物种的

活动状态为基因组进化研究提供重要信息 ≈tu ∀

vqv 转移基因整合位点的检测
目前 o将外源基因直接导入动植物基因组已成

为创造新品种的常用方法 ∀转移基因的表达和整合位

点有关 o整合位点不同 o基因的表达有明显差异 ∀转移

基因的整合还可能会引起插入突变 o产生明显的表型

效应 ∀荧光原位杂交技术可用来直接检测到外源基因

是否整合及整合位点 ∀另外 o通过标记的 ⁄��探针与

转基因动植物细胞中的 °� ��杂交 o观测其显示信号

的强弱 o还可获得转基因表达的信息 ≈ty otz ∀
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人口 !环境 !资源是新世纪人类面临的最重要问

题 o世界范围的食物供应压力更是为世人所关注 ∀随

着农业现代化程度的提高 o以专业化 !一致性和可控

性为主要生产原理的传统工业化农业对环境的强烈

副作用以及对人类健康的消极影响也日益显现出

来 ∀us世纪 vs年代瑞士人缪勒发明的 ⁄⁄×以及由此

引发的化学治虫方式大大提高了农作物的产量 o各种

抗生素的发明和生产推动了畜牧业的发展 o以及其它

化学药品 !添加剂等的使用为农业生产的发展和产量

的提高都起到了推动作用 ≈t ∀但是这种生产方式使自
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