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染色体原位杂交��� �� 
� �沙�� �� �� �� ��

,

��� �是基因物理定位的主要方法之一
,

它根据

核酸分子碱基互补配对的原理
,

将标记的外源核酸探针与染色体上变性处理后 的单链

� � 互补配对
,

再经检测而将靶顺序在染色体上的位置显示 出来
。

原位 ��� 技术是将原位杂交与 ��� 技术有机的结合
,

在原位扩增 目的 � �  片段
,

并在原位检测其扩增产物
,

因而兼有 ��� 及原位杂交技术二者的优越性
� 既可以同时获

得组织及细胞的形态结构信息与分子信息
,

进行定性
、

定位分析
,

又具有 比原位杂交更好

的敏感性与专一性
。

染色体原位杂交和原位 ��� 这两种技术是基因定位中简便而直接的方法
,

随着基因

组研究和转基因生物研究的深人与发展
,

阐明各种基因在染色体上的具体位置愈加重要
。

本文拟从原位杂交和原位 ��� 的发展
、

原理
、

方法和在鱼类基因的染色体定位等方面进

行评述和讨论
。
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� 原位杂交技术的原理
、

方法和应用

�
�

� 原位杂交技术的研究概况
�� � 年 �� �和 ��� 

�
��
‘〕利用染色体原位杂交技术成功地定位了爪蟾 中的多拷贝顺

序
,

标志着这一技术的建立
。

初期的原位杂交技术多用于对基因组中重复顺序的定位
,

随

着重组 � � 技术和各种高效标记技术的完善以及可 以显著提高杂交效率的硫酸葡聚糖

���
� �

�� �� �� �� �的应用
,

� �� ��� ��
�〕和 �娜�� �� 等成功地将这 一技术应用于单拷贝基因

和 � � 片段的定位
。

早期的标记方法多采用放射性 同位素
,

其优点是灵敏度高
,

杂交信

号强
,

尤其是对单拷贝 � �� 顺序定位十分有用
。

但是
,

其缺点也十分明显
,

如实验周期

长
、

不稳定
、

不安全
、

统计工作繁琐等
。

因此
,

非放射性标记的染色体原位杂交技术应运而

生
。

��� � 年 � 川� � � 等 �’� 首先采用了生物素标记的探针进行染色体原位杂交
,

标志着非

放射性原位杂交技术的建立
。

后来
,

随着技术的改进
,

更多 的半抗原物质被作为标记
,

如

�
,

� 一 二硝基苯酸��� �
、

硫酸盐
、

� 一 � 酞氨药��� � �和地高辛等
。

尤其是地高辛配基的

采用
,

大大提高了灵敏度
。

非放射性原位杂交具有 以下优点
�
标记的探针稳定

,

非特异杂

交信号污染少
,

检测简便
、

快速和安全等
。

原位杂交技术的应用不仅促进了生物学及医学

研究的发展 �� 
,

而且在人类
、

灵长类
、

鼠等多种哺乳动物的基因定位研究 中发挥了重要作

用 ��, , 〕
。

相对而言
,

原位杂交技术在鱼类基 因及 � � � 顺序定位研究 中的应用起步较晚
,

这与鱼类基因组研究相对滞后和鱼类染色体制片难度较大有关
。

�
�

� 鱼类染色体的原位杂交

�
�

�
�

� �  ! 探针标记 � �� 探针标记是原位杂交必备的工作之一
。

最初的原位杂交

是用放射性同位素氖标记
。

用此类标记探针进行的原位杂交虽然灵敏度高
,

但检测时间

长
,

空间分辨率有限
,

而且存在放射性的防护和安全问题
,

故后来被非放射性标记所取代
。

非放射性标记最常使用的标记分子是生物素
、

地高辛和荧光素
,

标记方法有 � �  缺 口平

移法
,

随机引物法或多聚酶链反应���� �法〔卜�� 
。

由于含功能基团的寡核昔酸的化学合

成在八十年代已有报道
,

故也可以通过对寡核昔酸进行末端标记的方法来标记探针
。

�
�

�
�

� 染色体制片 高质量的染色体制片是染色体原位杂交成功 的基础
。

鱼类染色体

原位杂交所用的染色体制片绝大多数为有丝分裂中期相
,

多 由血细胞培养法与肾细胞悬

液法制备 �川
。

但也有作者用黄鳝的减数分裂染色体制片进行原位杂交并取得成功 的报

道 �” �
。

�
�

�
�

� 分子杂交与洗涤 染色体原位杂交的基本原理与 � �  �� �� �� �� 氏印迹杂交或

� �� 斑点杂交的原理相同
,

因此二者在操作与反应条件上存在着相似之处
。

染色体原位杂交前必须对染色体 � �  进行变性处理
,

这种处理通常是用对变性液

中的染色体制片进行加热
,

即将配好的变性液置于 �� ℃的变性液中变性 �
�

�而� 来完成

�变性温度和时间对杂交结果至关重要 �
。

变性液一般含甲酞胺与 ��� ��� �一�� � 甲酞

胺 � � ��� �
。

变性条件通常涉及三个因素
,

即甲酞胺浓度
,

溶液温度与变性时间
。

到 目前

为止
,

鱼类染色体原位杂交所使用 的变性条件 比较接近
。

变 性 时间基本上采 用 �一
�� �� �’‘

,

‘, 〕
,

甲酞胺浓度大都采用 �� � �“
,

“〕
,

也有采用 ��  �‘�〕和 ��  �‘, �
。

这种变性条件

的差异可能与所使用的材料
,

待检测的基因及染色体制片保存的
“

片龄
”

等有关
。
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染色体原位杂交是在含有甲酞胺
,

盐
,

葡聚糖硫酸醋及封闭 � �  �� ��� �� �� � �  �的

缓冲液中进行的
。

其中
,

杂交液中甲酞胺与盐 的相对浓度决定杂交反应的严格度
。

原位

杂交所用 的甲酞胺浓度大多为 �� �一�� � 〔
“

,

‘�〕。 鱼类染色体原位杂交所用 的甲酞胺浓

度大多为 ��  
,

杂交温度一般为 � �℃ � �川
,

� �℃ �‘�
,

”〕
,

��℃ �‘�
,

‘�〕
,

� �℃ �‘�〕等
,

杂交时间为

�� 一�� ��
‘“

,

“ �
。

有用 �� ℃作为杂交温度
,

在这一条件下
,

杂交时间应为 �� � 为宜〔‘�〕
,

杂交

时间过长会出现非特异性信号
。

杂交液中的封闭 � �� 是用来减少标记探针 � � � 的非特异性结合的
。

对哺乳动物

染色体而言
,

通常将鲜鱼精巢 � � � 用作封闭 � �� � 而对于鱼的染色体
,

用人胎盘 � �� 作

为封闭剂也可取得良好的效果〔‘� � 。

杂交反应后
,

必须对载片进行洗涤以除去未杂交 的探针
。

洗涤条件类似于杂交反应

条件
,

但有一点例外
,

即洗涤温度应随探针 � �  的基因组拷贝数与所要求的严格度而变

化
。

对鱼类染色体原位杂交而言
,

杂交后洗涤通常在常规严格度条件下进行
,

但也有作者

出于特殊的实验目的而在或高或低两种不同严格度下进行 �� 
。

�
�

�
�

� 杂交信号的检测 杂交信号检测的方法视标记探针而定
。

对于放射性标记的探

针
,

可用核示踪乳剂�� �� ��� 
�
� !∀

#

∃%

#
&进行检测 [6,

7〕;对于地高辛标记的探针
,

可用

免疫化学法进行检测 〔”
几对于荧光素标记的探针

,

既可直接进行检测
,

又可用免疫化学法

进行检测
,

但直接检测法的灵敏度较低〔‘,
味而对于生物素标记的探针

,

则有两种检测系

统
,

即抗生物素抗体系统与生物素 一 卵白素 (Av
idin) 系统[

’7〕
。

鱼类染色体原位杂交广泛

使用的方法是荧光原位杂交
。

此类杂交信号 的检测需要在带有合适滤光镜的荧光显微镜

下进行
。

1

.

2

.

5 染色体复染与显带 为使杂交信号易于辨认
,

须对染色体进行复染
,

对 于非荧光

染色体原位杂交而言
,

通常只须用 Gi
~

复染即可 「“】
,

而对于荧光染色体原位杂交而

言
,

须用荧光素如 H Oe
scht33258

、

D A P I 与碘丙咤(P拍pldium 动id
e,

P l
) 等对染色体进行复

染〔’7〕
。

为提高基因定位的精确性或鉴别特异性的染色体
,

可对染色体进行显带处理
。

在

非放射性标记的染色体原位杂交中
,

常用的显带技术有杂交前的 G T G 显带和杂交后的 R

带(复制带)显带【‘8]
。

在哺乳 动物特异染色体鉴别中所使用 的显带方法有用 D A p l显示

的G 带
,

或用 5 一 澳脱氧脉昔(5 一 B rd u) 处理后 H oe
seht染色显示的 R 带

,

或用 川ul 重复

顺序或 LI
NE
重复顺序进行荧光原位杂交分别 R 带与 G 带〔‘9]

。

鱼类中使用较多的显带

方法是 C 带
、

Q 带和 RE 带[9j
。

尽管鱼类染色体显带工作难度较大
,

P eu d as 等在大西洋蛙

鱼有丝分裂染色体荧光原位杂交后用 D A p l复染 c 带样带型[8]
,

李奎等在黄鳝减数分裂

染色体原位杂交后成功地进行了 G 带显示研究〔‘2〕
。

1

.

3 染色体原位杂交在鱼类基因定位中的应用

相对哺乳动物基 因定位工作而言
,

鱼类 的相关研究开展得较晚
。

自1989 年张锡元等

将人类绒毛膜促性腺激素 (H CG )基 因类似顺序定位于 草鱼 m 组 一染色体短臂末端

后〔川
,

鱼类染色体基因定位工作取得了一定进展
。

原位杂交技术主要用于鱼类特异重复

D N A 的定位〔”〕
,

多拷贝基因的定位〔‘8〕
,

鱼类染色体的重排与丢失 【‘9】
,

鱼类染色体特异探

针的制备与应用〔
203

。

鱼类外源基因的成功定位还未见有报道
。

最近
,

王泽群等用地高辛

标记的鲤鱼基因组 D N A 重复顺序 C R I
,

对兴国红鲤的染色体进行原位杂交
,

将 C R I 基因
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定位于兴国红鲤一些染色体的着丝粒区
,

对鱼类染色体的原位杂交技术做了初步的探讨
,

并在由兴国红鲤激动发育的
“

异育银娜
”

染色体制片上找到了 cR
I 的杂交信号 t

’2 1
。

1

.

4 染色体原位杂交技术的发展

染色体原位杂交技术建立二十多年来
,

在基因定位中得到广泛应用
,

促进了生物学及

医学基础理论研究的发展
,

染色体原位杂交技术已经得到很大的拓展
,

以提高检出率
、

缩

短实验周期
、

加快作图过程等为主要 目的的各种技术不断发展与完善
。

其中较为突出的

有荧光 原位杂交 (Fl

~

ce nc
e in situ h沙ri di za tion

,

Fl

sH
)[z

们
,

引物原位延伸标记技术

(P ri m ed in
situ labe ling

,

PR

I N
S) [21]

和原位 P cR 技术〔
22]

。

荧光原位杂交是用特殊的荧光

抗体结合到带有抗原的探针上
。

荧光素如 H Oe
seht 332 58

,

D A P I 与碘丙吮(PI )进行复染
,

荧光原位杂交具有本底低
,

信号清晰等优点
,

而受到众多研究者的青睐
。

用荧光原位杂交

已定位了鱼类的高度重复 月〕N 户巴 和蛙鱼 的组蛋白多拷贝基因〔”
,

20

];
PR

I N s 是原位 P cR

技术的第一步
,

用特异 的引物 通过一个 PC R 延伸检测 到人染色体组 中卫星 D N A
,

用

P R IN s 技术定位黄鳝二价体中的基因片段[23 〕
。

P R I

Ns
技术具有染色本底低

、

分析时 间

短和信号强度高等特点
,

已被广泛用于染色体作图
、

显带
、

核酸序列分析和基因组结构研

究中
。

在 PR IN S 技术基础上发展 了循环原位延伸的直接原位 P CR 技术
,

在单拷贝和低

拷贝基因物理定位中显示 了强大的生命力
。

2 原位 PC R 技术的原理
、

方法和应用

2
.
1 染色体原位代R 的原理及研究现状
原位杂交技术已经成为许多实验室常规的研究手段

,

用来将专一核酸顺序定位到染

色体
,

细胞和组织的特殊位点上
。

但对许多需要高灵敏度的实验
,

常规的原位杂交技术显

得力不从心
。

原位 P C R 技术是原位杂交与 P CR 技术的结合
,

它使与靶序列 D N A 特异结

合的标记 D N A 的众多拷贝同时集中在合成位点处
,

导致信号强度大大提高
,

因而显著提

高了检出率
,

可用于低拷贝数甚至单拷贝的基因的定位
。

因而可以说原位 PCR 技术是现

行常规原位杂交基因定位的潜在替代者
。

T
r o

y
e r

等[2’〕用原位 PcR 技术成功地将猪
。一

干扰素基 因的一个短片段定位于猪的 1

号染色体长臂上
,

表明了原位 PC R 技术在基因定位方面 的应用前景
。

迄今为止
,

原位

P C R 技术在鱼类的应用还没有报道
,

作者利用前人 的方法和手段并加 以改进
,

已经成功

地将鲤鱼 中的中度重复序列定位于兴国红鲤染色体组中
,

找到一种鱼类基因定位的最佳

条件
,

下一步将会定位转基因鱼 中的外源基因
,

为转基因鱼的定向育种提供实验依据 (待

发表)
。

2

.

2 鱼类染色体原位 PCR 的基本方法

2
.
2
.
1 原位 P CR 的材料和样品制备 鱼类染色体原位 PC R 的材料来源与染色体原位

杂交相同
,

多为有丝分裂中期相
,

可采用的方法有肾淋巴细胞直接制片
,

外周血短期培养

后低渗滴片
,

尾鳍细胞短期培养后敲片
,

胚胎细胞制片[25 〕
,

前两种方法较多采用
。

染色体

片龄对实验结果影响很大
,

最好采用新鲜制备的不超过一月的染色体标本
。

2

.

2

.

2 原位 P CR 反应体系 原位 P cR
反应体系较一般的溶液 PC R 有些改变

,

如
,

M 犷
十

和原位 P CR
反应液中 Ta

q 酶浓度一般要增加 1 至数倍
,

引物和 dN TP 浓度也应达到一般
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的溶液 P CR 的最大浓度
,

反应中的变性
,

退火延伸时间需要相应延长仁
26]

。

这可能是由于

原位 PC R 的特殊性
,

如固相环境中分子运动速度慢
,

导热慢
,

染色体样品对 PC R 反应组

分的吸附能力较溶液 PC R 弱以及可能存在的某些抑制因素等
。

如不相应 的改变反应条

件
,

P C R 反应就难以进行
。

2

.

2

.

3 原位 PC R 的结果检测 原位 P CR 扩增后信号容易扩散
,

一些研究在 PCR 后对

材料进行后 固定
,

但多数忽略此步骤
。

N

~

等「洲认为后 固定对减轻产物扩散并无明显

效果
。

对于直接原位 P CR (D ISC
~
PC R )

,

可 以根据不同的标记方法而选择不同的检测方

法
,

用放射性同位素标记的 dN
T P

,

可用核乳胶进行检测
,

对于非放射性标记 (地高辛
,

生

物素及 Br dU 标记)的 dN T P
,

可以通过相应 的免疫化学方法显色后镜检
,

或通 过荧光显

色
,

直接用荧光显微镜镜检
。

对于间接原位 PCR
,

在原位扩增后还要进行染色体原位杂

交
,

根据杂交探针的不同标记方法而选择不同的检测方法
。

2

.

2

.

4 影响原位 PC R 结果的主要问题 假 阳性问题
:
尽管一些研究认为

,

在 P CR 中
,

假

阳性问题并不多见
,

但笔者的实验认为
,

在直接原位 PC R 中
,

假阳性问题普遍存在
,

改善

结果 的可靠性的方法是采用多种对照
。

在 D ISC
~
In Situ P C R 中

,

采用热启动也可以减少

假阳性信号
。

另外
,

限制循环次数也有一定作用 [28 〕
。

扩增产物的扩散问题
:
扩散产物的扩散与扩增片段的长度有关

,

片段过小
,

则易于引

起扩散[28 〕:片段过大则不易扩散
,

有些研究表明地高辛及生物素标记的 dN T p 的掺人会

导致扩增分子体积 的增大
,

使扩增产物形成团块
,

从而显著降低小分子扩增产物 的扩

散[27 〕
。

也有研究认为
,

扩增产物的扩散决定于片段扩增程度而非片段大小[29 〕
。

2

.

3 原位 1犯R 在基因定位中的应用

原位 PC R 可以检测到常规原位杂交技术不易检测到的低拷贝或单拷贝核酸顺序
,

大

大提高了原位杂交的灵敏度
。

自该技术发 明以来
,

曾在组织 细胞样 品 中检测 到 H IV
、

H r V

、

M M
T V

、

C M V

、

H B V

、

H S V 等病毒核酸
,

也在细胞水平上用过直接原位扩增
,

研究细

胞染色体的 D N A 顺序
。

但基 因定位方面成功 的报道并不多见
。

1 9
93 年开始

,

有人用直

接原位 PC R 在人染色体组上定位了一卫星 D N A
,

原位 P CR 技术在染色体基因定位方面

的工作才开始起步
,

这一技术在基因定位方面具有广阔的应用前景
。

目前
,

在鱼类基因定

位方面的研究正在作者的实验室开展
,

除了利用原位杂交技术定位转基因鱼中多拷贝数

的外源基因以外
,

还准备利用原位 PC R 技术定位其中单拷贝或低拷贝的外源基因
,

以期

找出外源基因在转基因鱼 中的整合图式
。

3 原位杂交和原位 PC R 技术在鱼类外源基因定位中的应用展望

转基因鱼的研究开始于 20 世纪 80 年代中期
,

首先是将人生长激素 (hG H )基因导人

卿鱼受精卵中
,

证明了外源基因在受体胚胎发育过程中的复制
、

整合和表达
,

发挥其生物

学效应
,

而且可以传递给后代
。

通过对外源基因的转换
,

整合
,

表达
,

生物学效应到外源基

因的遗传等各个方面进行了系统研究
,

建立 了一个完整的转基因鱼模型 〔30
,

川
。

转基因鱼模型的研究认为
,

外源基 因在转基因鱼 中的整合是随机的
,

整合位点不同
,

表达效应不 同
。

有的整合属有效整合
。

转植基因得以表达 ;有的整合属沉默整合
,

个体不

具外源基因赋予的表现型 ;有的整合扰乱受体
“

管家基因
”

和主要
“

旺势基因
”

这种整合称



水 生 生 物 学 报 25 卷

之为毒性整合
,

个体生长发育受阻
、

畸形甚至夭折
。

因此
,

要找到外源基因在转基因鱼中

的优势整合位点
,

以得到稳定遗传的转基因鱼
,

培育出一种新的养殖对象
,

就成为急待解

决的问题
。

原位杂交和原位 PC R 技术既然可用于鱼类内源基因的定位
,

同样也可以用于

外源基因的定位
。

对于一些拷贝数较多的外源基因
,

可以通过原位杂交清晰地检测到
,

而

对于一些拷贝数较低或单拷贝的外源基因
,

则需利用原位 PC R 将特异 D N A 顺序扩增后

才能检测到
,

为外源基因在转基因鱼中的整合图式提出一个具体而可靠的依据
。

以定向

育种为 目的的纯和转基因鱼正在研制之 中
,

原位杂交和原位 PC R 将在鉴别稳定的纯和转

基因鱼品系中发挥不可替代的作用
。
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