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摘要: 为了构建用于镜鲤(Cyprinus carpio var. specularis)特定基因组序列染色体定位的实验体系, 在细菌人

工染色体(Bacterial Artificial Chromosome, BAC)文库筛选池中对已知短序列基因组片段进行 PCR扩增, 筛选

出包含目标序列的 BAC 克隆, 提取 BAC 质粒进行缺刻平移标记制备探针, 开展荧光原位杂交(Fluorescence 

in situ hybridization, FISH)实验。通过对染色体片前处理、BAC质粒探针制备、C0t-1 DNA封闭基因组重复

序列、预杂交、荧光染料选择、信号放大等一系列实验条件和方法的探索优化, 成功实现了目标序列在镜鲤

有丝分裂中期染色体上的定位。定位对象既包括在染色体上有单一位点的序列, 如斑马鱼微卫星标记 Z6884

和 Z4268, 也包括在染色体上有多个位点的重复序列, 如黄河鲤性别相关标记 CCmf1。来自斑马鱼同一条染

色体上的两个微卫星标记被分别定位于镜鲤不同染色体上, 为鲤鱼染色体数目加倍的进化假设提供了一项

直接实验证据, 同时将现有遗传连锁图谱与染色体对应起来, 可作为染色体识别和细胞遗传学图谱构建的

依据。黄河鲤性别相关重复序列被定位于不少于四条染色体上, 为性别决定相关基因的筛查提供了研究线

索。这一 BAC-FISH 实验体系将成为鲤细胞遗传学图谱构建、基因组进化和比较基因组学研究中的重要研

究工具。 
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荧光原位杂交(Fluorescence in situ hybridization, 
FISH)是一种连接分子水平和细胞水平上遗传学研
究的技术手段, 将标记后的核酸探针与染色体上的
靶序列互补配对进行杂交, 经荧光显微镜显示出目
标序列在染色体上的位置。目前 FISH 技术在多个
物种, 尤其是人类和植物基因组研究中已经得到了
广泛应用 , 例如细胞遗传图谱的构建 [1—3], 杂种中
亲本染色体的鉴定 [4, 5], 物种进化及亲缘关系的探
讨[6, 7], 转基因材料中外源基因的定位[8]等。FISH技
术在水生动物中的应用还很有限, 仅有斑马鱼等模
式生物开展了较为系统的细胞遗传学研究[9, 10]。在

其他水生生物中以端粒、核糖体 DNA等重复序列的
FISH 定位研究[11—14]为主, 但单拷贝基因常为长度

在几 kb 左右的小片段 DNA, 杂交信号检出率较低, 
技术难度较大。 

1992年 Shizuya, et al.[15]以大肠杆菌 F因子为基
础构建细菌人工染色体  (Bacterial artificial chro-
mosome, BAC), 用于构建大片段基因组文库。采用
BAC 克隆作为探针进行染色体原位杂交, 能够有效
克服单拷贝杂交信号弱的难题[16], 已在斑马鱼[10]、

栉孔扇贝[17]等多个物种中获得了成功应用。2011年
本课题组成功构建镜鲤 BAC 文库[18], 包含 92160 个
克隆, 平均插入片段长度为 141 kb。在该文库基础
上 , 本研究尝试构建镜鲤 (Cyprinus carpio var. 
specularis)BAC-FISH 实验体系, 用于特定基因组片
段的染色体定位, 在鲤鱼染色体鉴别、细胞遗传学
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图谱构建和鲤科鱼类比较基因组研究中具有广泛的

应用前景。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
实验用鱼采自中国水产科学研究院黑龙江水产

研究所松浦实验基地 , 包括一龄镜鲤 5 尾 , 体长
14.7—19.2 cm, 体重 42—106 g。 

1.2  有丝分裂中期染色体制备 
实验鱼在 25oC 恒温水族箱内暂养 48h 以上后, 

腹腔注射植物血凝素(上海世泽生物科技有限公司), 
剂量为 60 μg/g 鱼体重。18h 后腹腔注射秋水仙素
(Sigma-Aldrich), 剂量为 6 μg/g 鱼体重。2h 后剪尾
鳍放血, 取体肾组织, 空气干燥法制备有丝分裂中
期染色体, 保存于−80℃冰箱。 

1.3  包含目标序列的 BAC克隆筛选 
使用 PCR 法在本课题组已构建的 BAC 文库筛

选池[20]中筛选包含目标序列的BAC克隆, 目标序列
包括斑马鱼微卫星标记 Z6884 (GenBank: G41132.1)、
Z4268 (GenBank: G41493.1)以及黄河鲤雄性特异性
RAPD 标记 CCmf1 (GenBank: FJ151368.1)。使用
GenBank序列信息中所提供的引物。 

根据筛选池筛选结果, 从原始 BAC文库中挑取
包含目标序列的克隆, 涂布 LB 平板挑取单克隆并
PCR 验证, 避免保存过程中的菌株污染影响 FISH
定位结果。 

1.4  BAC质粒探针制备 
目标 BAC克隆接种于 2×YT液体培养基, 37℃

培养过夜。碱裂解法提取质粒 , BamHⅠ(NEB)和
EcoRⅠ(NEB)双酶切处理 20min, 乙醇沉淀纯化。使
用 Nick Translation Kit (Roche)试剂盒对质粒 DNA进
行生物素或地高辛缺刻平移标记, 标记试剂分别使
用 Biotin-11-dUTP (MBI)和 Digoxin-16-dUTP (Roche)。
标记后加入 DNA 封闭剂大肠杆菌 tRNA (Roche)和
鲑精DNA (Sigma-Aldrich), 再次进行乙醇沉淀纯化, 
溶于去离子甲酰胺(上海生工)。 

1.5  C0t-1DNA制备 
酚氯仿抽提法制备镜鲤基因组 DNA, 配制成包

含 0.3 mol/L NaCl的工作液, 0.1 MPa高压处理 3min
使 DNA 片段大小下降到 100—1000 bp 范围内。
DNA置 94℃变性 10min, 冰上 10S后转移到 65℃
复性, 调整复性时间使 C0t=1。本例中 DNA 浓度为 

210 ng/mL, 故 65℃复性 27min。复性结束后加入 SⅠ
核酸酶(MBI)消化尚未复性的单链 DNA, 用量为 1 
U/μg DNA, 37℃保温 10min, 加入 10 μL 0.5 mol/L 
EDTA, 70℃ 10min终止反应, 酚仿醇抽提纯化, 溶
于去离子甲酰胺。 

1.6  染色体荧光原位杂交 
染色体片 65℃老化 6h以上, 用 0.5 mg/mL RNA

酶 37℃处理 30min, 卡诺氏固定液固定 5min, 置于
含 70%甲酰胺的 4× SSC 中 72℃变性 2min, 迅速转
入−20℃梯度乙醇脱水。 

将BAC探针和C0t-1DNA混合, 78℃变性 10min, 
迅速置于冰上。配制杂交液, 组分为 5 ng/μL BAC
质粒探针, 50 ng/μL C0t-1DNA, 125 ng/μL大肠杆菌
tRNA, 125 ng/μL鲑精 DNA, 2 μg/μL小牛血清白蛋
白(上海生工), 10%硫酸葡聚糖(Amresco), 50%去离
子甲酰胺和 4× SSC, 37℃预杂交 30min。 

每张染色体片滴加 50 μL杂交液, 37℃杂交 18h, 
杂交结束后用含 50%甲酰胺的 2× SSC溶液 42℃洗
涤 20min, 依次移入 2× SSC、1× SSC和 4× SSC洗涤。 

1.7  荧光染色及信号放大 
对于生物素标记的探针杂交片, 依次加入 FITC

标记的亲和素(Sigma-Aldrich)、生物素标记的亲和素
抗体(Vector)、FITC标记的亲和素进行反应; 对于地
高辛标记的探针杂交片, 依次加入鼠抗地高辛抗体
(Sigma-Aldrich)、TRITC 标记的兔抗鼠抗体(Sigma- 
Aldrich)、TRITC标记的羊抗兔抗体(Sigma-Aldrich)
进行反应, 使用各产品说明书推荐剂量。每次 37℃
避光反应 1h, 反应结束用含有 1% Triton 的 4×SSC
三次洗脱, 洗去未结合试剂。 

1.8  杂交信号的荧光观察 
每张载玻片滴加 50 μL含有 5 ng/μL DAPI (或

PI), 20 mg/mL DABCO, 100 mmol/L Tris(pH8.0),   
90 %甘油的荧光染色剂, 室温 3min后盖片, 指甲油
封片, 4℃染色 8h 后使用 Imager.M2 荧光显微镜
(Zeiss)观察。 

2  结果 

2.1  包含目标序列的 BAC克隆筛选 
在 BAC 克隆池中筛选包含斑马鱼微卫星标记

Z6884的 BAC克隆, 板池中 P61位置、行池中 R05
位置和列池中 C07 位置显示扩增阳性, 表示阳性克
隆位于第 61板第 5行第 7列, 克隆号为CYC061E07。
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在原始文库中挑取该克隆 PCR验证, 证实该克隆包
含目标序列斑马鱼微卫星标记 Z6884。 

用同样方法筛选获得包含斑马鱼微卫星标记

Z4268的BAC克隆CYC024C12, 含黄河鲤雄性特异
性随机扩增片段长度多态性 (Randomly Amplified 
Polymorphic DNA, RAPD)标记 CCmf1的 BAC克隆
CYC010F24、CYC031A10、CYC036M11。值得注
意的是 CCmf1在筛选池中出现了不少于 6个阳性信
号, 本研究仅在信号最强的三块板 CYC010、CYC031
和 CYC036 中进行了二次筛查获得 3 个克隆, 其实
际克隆数应更多。 

2.2  微卫星标记 Z6884的 FISH定位 
使用地高辛标记镜鲤BAC克隆探针CYC061E07, 

经红色荧光染料 TRITC显色和信号放大, 显微镜照
片表明该克隆定位于镜鲤一对近中着丝粒染色体长

臂中部(图 1A)。 

2.3  微卫星标记 Z4268的 FISH定位 
使用地高辛标记镜鲤BAC克隆探针CYC024C12, 

经红色荧光染料 TRITC显色和信号放大, 显微镜照
片表明该克隆定位于镜鲤一对端着丝粒染色体着丝

粒附近(图 1B)。 

2.4  RAPD标记 CCmf1的 FISH定位 
使用地高辛标记镜鲤BAC克隆探针CYC010F24, 

经红色荧光染料 TRITC显色和信号放大; 使用生物
素标记镜鲤 BAC 克隆探针 CYC031A10, 经绿色荧
光染料 FITC 显色和信号放大。显微镜照片表明
CCmf1 定位于镜鲤的不少于四对同源染色体上, 且
四对同源染色体之间形态和定位位置有明显差异

(图 1 D、F)。 
图 1C 为地高辛标记 CYC010F24, 杂交液中不

含 C0t-1 DNA 的染色结果照片, 染色体上存在大量
未被封闭的杂交信号 ; 图 1E 为生物素标记

CYC031A10, 亲和素-FITC 单次染色, 不经信号放
大的显微镜照片, 杂交信号不可见。 

3  讨论  

3.1  BAC-FISH实验条件优化 
在本研究中 BAC-FISH 实验体系以冷泉港实验

操作手册[19]中提供的方法为基础, 针对具体实验对

象和研究目的, 结合其他文献方法, 对实验条件做

了以下探索和优化调整。 

染色体片的前处理    按照原有方法 , 染色体 

 
 

图 1  镜鲤 BAC克隆 CYC061E07、CYC024C12(B)、CYC010F24 
(C、D)和 CYC031A10 (E、F)的 FISH定位 
Fig. 1  FISH localization of mirror carp BAC clone CYC061E07 
(A, containing zebrafish microsatellite marker Z6884), CYC024C12 (B, 
containing zebrafish microsatellite marker Z4268), CYC010F24 (C, 
D, containing Yellow River carp male-specific RAPD marker 
CCmf1) and CYC031A10 (E, F, containing Yellow River carp 
male-specific RAPD marker CCmf1) 
 
片固定后直接变性杂交, 视野中染色体之外的区域
也出现了大量的染色信号, 可能由于制片材料头肾
细胞中 RNA含量丰富, 对结果造成了干扰。参考文
献[1]中的方法使用 RNaseA 和蛋白酶预处理, 结果
视野中染色体数量明显减少, 染色体在盖玻片边缘
聚集, 可能是因为蛋白酶破坏了染色体在玻片上的
附着。最终确定仅用 0.5 mg/mL RNAase A处理, 能
够明显降低染色体区域外的杂信号干扰。在杂交染

色和信号放大等一系列反应和洗脱处理之后, 染色
体形态往往变得模糊, 在染色体片前处理阶段增加
65℃老化处理步骤, 能够有效维持染色体形态。 

BAC 质粒探针制备  碱裂解法提取 BAC 质粒
后直接进行缺刻平移标记制备探针, 杂交后信号检
出率较低; 本研究在标记探针前对 BAC质粒进行双
酶切处理, 信号检出率有明显提高。可能是因为双
酶切处理后质粒 DNA 被片段化, 尤其是原来处于



470 水 生 生 物 学 报 37卷 

闭环超螺旋状态的质粒被切断, 同时探针长度变短, 
使标记效率和杂交效率都有所提高, 从而提高了信
号检出率。 

C0t-1 DNA 封闭基因组重复序列  C0t-1 DNA 
是富集了本物种重复序列的 DNA混合制品。将基因
组 DNA物理打断至 100—1000 bp的范围内, 94℃变
性后控制复性时间使 C0t=1, 此时大部分重复序列
复性为双链 , 非重复序列仍维持单链状态 , 使用
SⅠ核酸酶消化单链 DNA, 则 C0t-1 DNA 主要成分
为基因组中的重复序列[20]。在杂交液中加入 10倍于
BAC 质粒探针含量的 C0t-1 DNA, 能够封闭探针中
可能存在的重复序列, 并与基因组 DNA 进行竞争
性杂交, 使探针仅与染色体上实际对应位点发生杂
交反应。使用 BAC探针进行 FISH定位的部分文献
中无需使用C0t-1 DNA封闭即可实现成功定位[21, 22], 
也有文献指出不使用 C0t-1 DNA封闭会导致整个基
因组均匀着色, 从而使杂交信号无法识别[17]。而在

镜鲤 BAC探针 CYC010F24 的定位过程中我们则发
现, 不使用 C0t-1 DNA 封闭时, 染色体上会出现与
杂交信号形态相似的着色点(图 1C)。如果杂交效率
较低, 着色点数量不多, 或预期目标序列为重复序
列时, 这些着色点非常容易与真正的杂交信号混淆, 
形成误导性的假阳性结果, 因此 C0t-1 DNA 封闭对
镜鲤 BAC-FISH实验体系是不可或缺的步骤。 

预杂交  本研究在变性的探针与染色体杂交之
前, 增加了探针 37℃预杂交 30min 的步骤, 目的是
使探针中的重复序列先行复性为双链, 避免与基因
组 DNA 杂交。预杂交操作需要与 C0t-1 DNA 封闭
配合进行, 当杂交液中不存在大量 C0t-1 DNA, 仅
有探针、鲑精 DNA和 tRNA时, 预杂交操作并不能
获得明显效果。 

荧光染料的选择  本研究使用了两种杂交信号
荧光染料, 分别为呈绿色荧光的 FITC 和呈红色荧
光的 TRITC; 使用了两种染色体荧光染料, 分别为
呈蓝色荧光的 DAPI 和呈红色荧光的 PI, 这些荧光
染料各具优缺点。在显微镜下 FITC的信号较强, 无
论在 DAPI 的蓝色背景下, 还是在 PI 的红色背景下
都容易辨认, 但缺点是拍摄的照片双色叠加后不易
辨识, FITC的绿色与 DAPI的蓝色本身对比不强烈, 
当杂交信号较弱时容易被照片上蓝色的染色体所掩

盖, 而 FITC的绿色与 PI的红色叠加呈黄色, 在红色
的染色体照片上更不易分辨(图 1F)。红色的 TRITC

与蓝色的DAPI对比鲜明, 二者叠加后呈桃红色, 在
蓝色染色体照片上也容易辨识 , 缺点是信号较弱 , 
猝灭也很快, 在显微镜下查找杂交信号较难。在后
续研究中需要寻找更适合杂交信号染色和放大的红

色荧光染料。DAPI 与 PI 的染色效果没有明显优劣
差别, DAPI 的实用性更高, 因为它能够与红色和绿
色的荧光染料共用, 从而实现两种不同探针的双色
FISH 共定位, 使用 PI 对染色体着色后则无法再使
用红色荧光染料对杂交信号进行染色。 

信号放大  不少 FISH 实验中用荧光染料直接
标记探针, 或用荧光染料对标记探针进行单次染色, 
无需信号放大[3, 23, 24]。本研究在信号较强的 FITC染
色系统中尝试单次染色 , 但未观察到荧光信号(图
1E)。这表明在现有镜鲤 BAC-FISH实验体系中, 加
入抗体进行信号放大仍然是必要的步骤。 

通过条件优化调整, 本研究构建的 BAC-FISH
实验体系能够成功实现已知基因组片段在镜鲤染色

体上的准确定位。定位对象既包括在染色体上有单

一定位位点的序列, 如微卫星标记 Z6884 和 Z4268, 
也包括在染色体上有多个定位位点的序列 , 如
RAPD标记 CCmf1。 

3.2  斑马鱼微卫星标记在镜鲤染色体上的定位 
大多数鲤科鱼类的染色体数目为 50 条(以斑马

鱼为典型代表)或 48 条(以草鱼为典型代表)[25], 而
鲤鱼、鲫鱼等部分物种染色体数目达到 100 条, 即
具有 50对同源染色体。因此不少研究者推测, 鲤科
鱼类原始类群在进化过程中经历了一次染色体数目

整体加倍事件, 在此基础上进一步演化形成了鲤鱼
等现代物种[26]。 

在这一假设之下, 每条斑马鱼染色体应当与两
条鲤鱼染色体相对应。我们选取了位于斑马鱼 17号
染色体上的两个微卫星标记 Z6884 和 Z4268, 在镜
鲤染色体上开展了 BAC-FISH 定位, 结果显示二者
各自定位于一对同源染色体上, 两对同源染色体之
间有明显形态差异。在已发表的鲤鱼遗传连锁图谱

上 [27], 这两个微卫星标记也位于不同的连锁群
(Linkage Group, LG), Z6884位于 LG3, 而 Z4268则
位于 LG20。 

两个斑马鱼微卫星标记在镜鲤染色体上的

BAC-FISH 定位结果为鲤鱼染色体数目加倍的进化
假设提供了一项直接实验证据, 同时也将现有的遗
传连锁图谱与具体的染色体对应起来, 可作为染色
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体识别和细胞遗传学图谱构建的依据。 

3.3  黄河鲤性别相关标记在镜鲤染色体上的定位 
常重杰课题组 2009 年报道了一个黄河鲤雄性

特异性 RAPD标记 CCmf1, 并推测其为与性染色体
进化早期阶段相关的重复序列[28, 29]。本研究在 BAC
文库筛选过程中发现多个包含该片段的克隆, 进一
步证实了该序列在基因组中拷贝数较多, 属于重复
序列。通过 CYC010F24和 CYC031A10两个克隆的
BAC-FISH 定位, CCmf1 标记被定位于不少于四对
同源染色体上, 这些染色体的鉴别可能为性别决定
基因筛查指引方向, 同时也可能为性染色体进化研
究提供重要线索。 
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CONSTRUCTION OF A BAC-FISH EXPERIMENTAL SYSTEM FOR  
LOCALIZING SPECIFIC SEQUENCES ON MIRROR CARP CHROMOSOMES 

DENG Hai-Xia1, 2, ZHAO Zi-Xia2, XU Peng2, LI Yan3, WANG Shu2 and SUN Xiao-Wen2 
(1. College of Fisheries and Life Science, Dalian Ocean University, Dalian 116023, China;  

2. The Center for Applied Aquatic Genomics, Chinese Academy of Fishery Sciences, Beijing 100141, China;  
3. National Center for Gene Research, Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200233, China) 

Abstract: An experimental system has been constructed for localizing specific genomic sequences on mirror carp (Cy-
prinus carpio var. specularis) chromosomes. In order to obtain individual BAC clones containing the target sequences, 
short genomic sequences were amplified by PCR in bacterial artificial chromosome (BAC) screening pools. BAC plas-
mid DNA was isolated and labeled by nick translation to prepare fluorescence in situ hybridization (FISH) probes. Via 
optimizing a series of protocols for chromosome slides pre-treatment, BAC plasmid probe preparation, repetitive se-
quences blocking by C0t-1 DNA, pre-hybridization, candidate fluorescence dyes evaluation, signal amplification and so 
on, the BAC-FISH system has been successfully established for mirror carp metaphase chromosomes, which is able to 
localize both single-copy markers and repetitive sequences. As supporting evidence to the genome duplication hypothe-
sis of carp evolution, two microsatellite markers from zebrafish chromosome 17, namely Z6884 and Z4268, have been 
localized on two separate mirror carp chromosomes, with one marker on each chromosome. A male-specific marker 
CCmf1 from Yellow River carp has been localized on at least four chromosomes of mirror carp, suggesting that it might 
be a repetitive sequence useful for sex determining gene searching. The established mirror carp BAC-FISH experimental 
system would serve as a powerful tool for carp cytogenetic mapping, genome evolution and comparative genomics re-
search. 
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