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荧光原位杂交及其应用

乌 海 飞

(ii:1因科学院北京发育生物学研究所 100 080 ) 

荧光原位杂交(Fluorescence I n Sìtu Hy­

bridiza tion 缩写为 FISH)法是 80 年 代才开始

应用的细胞分子生物学巾的-~JI I 重要的非放射

性原位杂交立法。它对检测细胞 内 DNA 或

RNA IY~某种特在序列的行在与否最为有效。

FISH 在基闲定位， 染色体鉴别， 细 胞内检测

特立 DNA i~是 RNA 的仔伍等细胞遗传学，遗传

工程学以此 l豆半等广泛研究领域中都起着越来

越重要的作 I:j 。为了能使更多的人了解和掌握

这种方法，笔者以自己两年多使用 FISH 的部

分研究};1fU. 把自己总结形成的一套 FISH 在

培养细胞上的共体操作方法尽可能通俗易懂地

在本文中做简单介绍。

FISH )止应立在许多分子生物学方法基础

之上的-:flll 高新技术， 已涉及到许多基本的细

胞和l分子生物学操作方法， 如 DNA 或 RNA

的分离回 l段，酶切和电泳，索氏检测以及生物

光学显微镜标本的;jjij f乍和观察，还需要免疫学

以及与核酸豆市Ij有关的一些知识。 由于篇幅所

限，在此小能-一一例举。有关这些操作的方法

基本已经脱范化，在很多生物技术的书中都有

详细介绍(如文献[lJ)。必要的基 础知识在许

多教科书 1 [1也奋介绍。 {-f关原位杂交的理论依

据可参考义献[2J。这里仅以果蝇培养 细胞中

的组蛋白丛因检测实验 ;J'.1例，说明 FISH 的特

点及操作过程等。

一、 FISH 法的特点

在 FISH ì去出现以前使用的多为放射性原位杂交

法。此法的必以度较 l句，但有几个主要的缺点 : 首先

要求共备使用放射性|司位素的专用实验室。 1司前尚有

二哥多 1 '(1.位压不具备 i主中l'条件 ， 因此/巳让进行这种实验。

其次放射自显法要有-个曝光显彰的过程， 需要数周

的时间，实验周期长而且背景深， 常使结果分析复杂

化。再有，用放射性同位素标i己的探针不易保存， 必

须砚用现作z 实验后放射性废液的处理也很麻烦， 放

射性物质对环境有污染的可能性， 这对工作人员本身

的身体健康也不利。 FISH 洁的主要特点正是克服了

放射性原位杂交的这些缺点: 不需要特殊实验室， 无

放ot-t污染危险， 标 i己探针可长期保存， 实验周期短并

且其灵敏度与放射性原位杂交相比毫不逊色。利用荧

光强度测定装置还可以进行注:址检测。 w放射性原位

杂交的方法除 FISH 法之外常用的还有以酶特异反应

显色来检测目的核酸序列的酶标原位杂交法等， 但这

些方法与 FISH 相比灵敏l主低， 目的核酸量少时效果

较差， 而且不能用于定丑检测实验。 正因如此 ， FISH 

法日趋受到人们的重视。

二、 FISH 法的操作过程

FIS .H 的整个过程可大体划分为以- 1" JL 步 2

1 ) 制备探针: 包括探针标记和i检查等z

2 ) 显微镜标本的制作及处理;

3) 原位分子杂交2 包括杂交和冲洗过程，

4) 荧光免疫检测 : 用单克隆抗体与探针上的标

i己物质结合， 冉用 FITC 指示探针的存在与否。 FITC

是一利1荧光物质， 口J以在荧光显微镜下观察到，

的观察分析: 要求有一套荧光显微镜。

A) 11jiJ备探针 ( 以 DNA 探针为例)

现有果蝇的组蛋白基因 DNA(5 kb ), 以此 DNA

作为模板j!jU作探针。 制备探针的方法有几种，如随机

引物法， 缺口平移法和 PCR 法等。每朴方法的原理

和具体操作都采同。探针标记好之后应当对探针的大

小和标记的好坏进行检查。 本实验中使用的是用生物

素以 PCR 法制备的单链探针。有关制备探针的详细方

法将另文发表。

B ) 显微镜标本的 ;!lUJH以抗养细胞为例)

①准备
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~6 细胞生物学 杂 志

果蝇珩养细胞(lOS-10 6/m 1 ); 低渗液 : 0 . 075 mol 

/ 1 KC1; 琼脂糖液 : 用低渗液溶解的 0. 5%低融 /~\

(20-30 0C HJj(脂精 ; 洁净的载玻片， 用 PAP 笔(日本

DAIDO SANG YO 株式会社)在我破片的中央音15位

丽一个直径约1. 5 cm 的圆圆 ; 潮湿盒 z 固定液(甲酵 :

冰醋酸= 3: 1) 。

② t荣作:

取启养细胞 1 ml f微 J勾心节'1二1 ' ， 1500 rpm 离心

5 分钟， 去上洁 ， 用 PBS 洗细胞 1 次 ，加政热至 25 0C

(25 'C为泉州细胞的后养温度)的低渗液 150μ1 ， 再加

150μl 顶热至 25"C的琼脂精液充分混合， 滴到几张预

热至 25 0C的裁玻片」的阴圈内， 水平 放在 25 0C I'内潮

湿盒内静置 30 分钟。 之后 ，取出载玻片使之垂直除

去多余的液体，插入m定前提内在:室温固立 30 分钟 ， 取

出后风干备用。以;如制备的丰j;.4:为好。 如需保存， 应

放在- 20 0C下保存， 使用前冉以同抖'方式囚友一边。

用此固立i二液周;也分尚的细胞和新鲜冷冻切片都可达到

理想效果。 如有必!去经过~ï始包埋后再进行原位杂交

的话， 那么 !\ii 当使用 4%的多骂是甲自主磷酸盐缓冲生):)j)

盐水进行泌流固立JJ:i I导包础。 具体操作可参照文 rl'J\

[2Jo 

C) 1豆缸杂交

①准备

i. 细胞标本的杂交前'处~n : 把上述回;正 好的标

本放在 60 "C烤箱中干焰 3 小时， 之后 进行下列各步'操

作 g

a . RNA 消化处理〈此处理的目的是除去细胞核内

iJ 多~针 DNA 序夕IJ可能互补的 RNA ， 以防止 它对 DNA

间杂交的干扰) :

消化液组成 : RNase A 0 .1μg!μ 1 ， 2 x D enhardt 

溶液， 2 x SSC。

29;例 : (4 份用;日， 每份 73μ 1 )

1 ilg/!ll RN as巳 A 30 μ1 

50 x D enhard t 溶液 12 J.l.l 

20 XSSC 30 μ1 

DDW 228 μ1 

人、'

'6 1-[" 300 μL 

混合后j/;J.. 罩在冰水1:1 ' 待用 。

泊化处Jl~方法 : .fr作品细胞上 加 I RNA 泊化液

75μ1 ， .J巴玻片平放在潮湿盒内，在 37 0C反应 1 小时。

用上述固定液 l~îl í.Ì二 30 分钟，风干。

b. 盐改处理 crlrl<.J是使吧色体上结合的蛋白质亦

tl并除.t) : 

年。
δ

标本玻片名E PBS (不含 Ca川、 Mg++ 离子， 以下

同) 叫 l渲泡 10 分钟，之后移入 0 . 2 N 的 HCl 中浸泡

20 分钟， 用 PBS 浸洗 3 次，每次 5 分钟。全部在室

温下进行。

c. 蛋白质消化处理(目的是除去所有不 必要的蛋

白质以保证杂交的顺利进行扣减弱背景强度， 使信号

更加清晰。 并使核艇上产生足够大的孔易于探针通

过) : 

消化浪组成 : proteinase IC 2 问/ml ， 20 m mol / L 

Tris-HCl( pH 7.4) , 2 m mol / L CaCI2 。

5d JiIJ : 

2 mg/ ml prot巳inase K 

60 mmol/ 1 Tris-HCI(pH 7.4 ) 

10 mmol/ l CaC12 

DDW 

1μ1 

333 μl 

200 ~11 

466 μl 

1000 μ1 合计

消化处~方法: 在标本政片上加蛋白质消化液复

盖细胞， 水平放在潮湿盒内 ， 37 "C下反应 15 分钟。用

。 . 1 mol / l 甘油-2 x SSC 溶液在室温下作用 10 分钟以

终止反应 。

d. 细胞核内 DNA 的变性处J;I!t ( I二l 的是使细胞核

内的 DNA 由双链状态变')~单链状态 ， 使 j 探 t十与其

相应部位的分子杂交)。

操作方法:用 2 x SSC 民洗标本的j (k ， 各 5 分钟 ;

用 70 %甲跌胶-2 x SSC 溶液冲洗标本; 然后把标本放

在 7l "C预热的 70% 甲散胶-2 x SSC 溶液中加热 5 分

钟 z 迅边把标本;玻)，-移入- OOC预冷的 70%酒精I书冰

镇 5 分钟， 当中j矣 d次同样的酒精离冰镇 5 分钟。之后 ，

在 80% 、 90 % 、 95 % 、 100%的酒精系列中脱水各 3 分

钟， JXl，干 30 分钟以上备用(甲胁，胶要宇先赴行脱离子

处理， 杂交反应液中亦同。脱水在室温进行)。

11 . 探针的杂交前处理~ :

按以下组成在 1. 5 ml 微尚心位叫 l 自己制杂交反应

液 :

标 i己探针 DNA 2-5 ng/μL 

2 x SSC( pH 6. 8) 

硫酸葡聚糖 10% 

甲曹先胶 45% 

1 x Denhard t 溶液

PB pH 6. 8 10 m mol / L 

E. Coli tRNA 500 ng/μl 

簸负精子 DNA 250 ng/μl 

实例 (总量 50 μ1 ) ，
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20-50 ng/μl 标 i己探针

20 x SSC pH 6. 8 

SO%硫酸葡聚精

脱离子印联胶

50 x Denhardt 溶液

0 . 5rnol/ l PB pH6 . 8 

5 . 5 μl 

5 . 0 μl 

1 0 . 0 μl 

22.5 μl 

1.。 μ l

1. 0μl 

10μg/μ1 E.coli tRNA 2.5 μ1 

5 !-Ig/μl 盹鱼精子 DNA 2 . 5 μl 

探针 DNA 的变性处型 :

4:'当J例 rll 使用的是谁链探针，可以省略此步。如

使用双链探针的话， 就必须进行探针 DNA 的变性处

理。方法很简单:上述杂交反应被配好之后 ， 充分混

合， 瞬间离心吗盖紧盖子， 放在 8 0 0C水浴 10 分钟 ，接

着迅迷侈入冰水 rlJ冷激 5 分钟以J '.o t~针 DNA 变性

处理的日的 !j细胞核内 DNA 变性处凹的口的相同。

②杂交 l j 冲i5t的操作方法

i. 杂交反应操作

才巴变i41 日的探针 DNA 杂交反应液加 到经过变性

处理的干燥际水玻片上， 加盖直径 1 5 mm 的圆形盖破

片。使统 ~J ~m)i0 fn--lúi向下， 水平ill放 任潮湿盒ιi~ 。

糊湿盒的内 }[注 ! 自 i 放一张滤纸， 用 45%的甲航胶-2 x 

SSC 溶液 C "J 以用标本变↑生处理110 用过的甲阪:版j支液)

把滤纸润湿，滤纸上平行放两支等粗的破格， 标本破

片平摊在宫附义玻惨上。盖紧潮湿盒的盒盖，用胶惜

封住盒 U ， 遮光放在 37 0C下反应间夜一 夭(约 4 0 小

时)。

ii . 杂交 !司 冲洗

杂交反陀完之日必须将J残留的游离拟针洗去。 ìrll

洗条件:'}t-求十分严格，洗轻了洗不净 ， 造成背梨太

深。洗卓了自口J能把杂交结合在目的序歹IJ上的探针洗

下来， 使得杂交失败。

操作方i)~ : 用 3 7 C的 50 %甲耽胶 - 2x SSC 溶液

在水平振荡器上以 100 rprn 的边度洗涤玻片 3 次 ， 每

次 1 小时。接击用 2 x SSC {J二室温下以同样转速洗 3

次，每次 10 分钟。最 13用 1 x SSC 在室温下以同样，转

速洗 2 次，每次 10 分钟(比步使用的甲航胶无须脱离

子) 。

D ) 荧光免疫检iM~

①准备

用 PBS ;b~备 0. 1 %c V /v)的 Tr i ton X-10 0 溶液

CPBS/ TX ); 50 倍稀荐的正常驴血清(NDS ) ; 5 0 倍稀

释的抗生物宗兔 IgG; 50 倍除释的抗兔 IgG 的生物京

丰jiìc 1} L (j~ (j"c 白白户) ; GO 伯俑碎的 Strcp tavi din-FITC

(以上稀释均用 PBS ) ; 甘i由与 Tris-HCl pH 8 . 0 的

1 : 1 溶液 ( G/T ) ; 尤色指甲油。

②操作

用 PBS/TX 浸泡标本 5 分钟。除去多余的液体，

在细胞处滴jJP NDS， 石i:潮湿盒内室温下静置 30 分钟。

用 PBS/TX 川1洗一下。除去多余的液体， 摘jJ时'ÌL生物

京兔 IgG ， 力加|日1盖玻片， t们忏样'f下'f，气刁e寸ιlA川1

1在正 3盯7 'C ~静净置 1 小H才。用 PBS/TX {I:室温 F浸洗 3 次 ，

每次 5 分 ~rl ' 0 除去乡余液休， 加l生物索标记抗体， 加

益放片， 样品 IÞti liÍ]下水 r放在潮湿盒内 ， 在 37 0C静置

1 小时。用 PBS/TX 杰克温下浸洗 3 次 ，每次 5 分钟 ，

除去多余的液体，加 NDS，加盖玻片， i'.K iJZ放在潮湿

盒内 ， 在室温下放置 15 分钟。 在 PBS/TX 中洗去盖

玻片。除去多余{内液体， 加 Strep t avJdin-FITC , 加

盖涉;片， 样品市il ，" j下水平放在潮湿盒内，(.: 3 7"Cìll5光静

j1{ 30 分钟。 在 PBS/TX I~ I 洗去iE玻片 ， H)有问种溶

液换洗 3 次， 每次 5 分钟。地去液体， 加 G/T 溶液 ，

却|盖玻片， 用指甲 ìH.1把革破片J!且HJ封住， Ei于荧光显

微镜下观察。

因版11 1 的照片是实际观察的结米， 以:;己的光点是

检测到的杂交信号。细胞民已被亢会除去。 但细胞核

的形状tJfljE 良好。(七果如lti细胞 1~1 仨þ .b在 115体基因组l十1含

有 1 J 0 个拷贝的组主蛋白基因。 /依照片是在共焦点激光

显微镜( confoca l optic 9 microscope)上观察并拍摄的

为了方便说明 ， {t画面处理时适当 lJi t;j 丁背坛的深

山， 使核的轮廓隐约可凡。 1达11·如此 ， 从信号与背景

的强度比上仍可看出信号十分洁11忻易辨 ， 背景中没有

任何产生干扰的 l垛自信亏。 这一结果l足以用于元;最分

析实验之中 。

E ) 荧光原位杂交叫~ '，/，;:妥 i.l志的几个夭键问题 :

酋先操作要干净，习、制有污染。 各种溶液和用具

都必须卒先进行灭'6\1'处理， 操作时不得用出手触摸我

J皮片和1盖破片， 不时对着样品ìJH希等等。 各步操作必

须严格， 杂交时的反应温度和杂交后冲洗时的条件与

探针本身的性版有关，必须注意。除掉 FISH 中最关

键的两个地方是细胞的固立和标记探针的制作。如果

细胞固定不当 ， 核膜上开的孔太小， 贝。探♀十难以进入

核内。相反， 如果核膜被破坏，则核内的 DNA 流失，

有可能丢失目的片段。若以 RNA 为目的核酸进行

FISH 时， 则必须保持搭个细胞的元整性。 因应得{本

是获得理缸{结果的一个重旦前提。 不管是培养细胞还

是组织块， 在|古1;.江时都安首先以探针的进入予口与目的

核酸杂交的)j便为 LI 的。 问样， 七J~ ì c:探钊 ;h~作不当也
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i8 细胞生物 学杂志 年

不能获得理想的结果。最常凡的问题是标记探针 DNA

分子过大，不易通过核膜进入核内 ， 因此 FISH 叫:1 使

用的探针一般要小。如探针为双链标记， 较大的探针

DNA 贝IJ容易与互补链退火， 有时会造成 A 段的头部

与 B 段的尾部部分退火而结合起来， B 段的头又会与

C段的尾退火……，这样缠绕在一起就更难进入细胞

核内了。如果使用双链探针结果不够理想的话， 那么

就应当尽量ífiU备单链探针。 由于单链探针不存在互补

链， 因此不会互相缠绕，是最理想的探针。

三 、 FISH 的应用

前面介绍了在果蝇细胞中检测组蛋白基因的实

例。 FISH 法的应用在原理上都是与此相同的。例如

我们可以在染色体标本上用 FISH 法对基因进行定位。

由于染色体标本已不存在核膜的障碍， 因此杂交的方

法更为简单; 但是对于不同的组织和!不 同 日 的的基

因 ， 还需要加以具体操作的探索。

在目前盛行的转基因工程中 ， FlSH 也是检查转

移结果和所转基因是否表达的最直x~ 简 便的方法之

一。它可以检查所转基因是否存在于受体细胞的核内 ，

是否整合到了染色体上， 是在哪一条染色体上等等。

此外， 如果用适当的 cDNA 链作为模板制作探针， 那

么利用这种探针就可以在细胞中检查目的 RNA 的存

在与否并推测相应基因的转录情况。 当然这时有必要

先用 DNA 分解酶把 DNA 分解掉。 FlSH 法还可以用

于细胞组织中的州毒检测。 首先用病毒的核酸为模板

制作标 i己探针， 然后用这种探针在细胞或组织中进行

荧光!辰位杂交米检测病毒的感染情况[飞 FISH 的灵

敏度非常i旬，它可以检测到单拷贝的基因 [ 4J 。

近年米显微镜和微机因而处理性能方面都有了很

大发展[ 5 ，6 ] ， 它们的结合使得 FlSH 的应用前荒更加

广阔。使用共焦点激光显微镜可以把发荧光的 FITC 信

号数字化 ， 并在联网的计算机上进行注:但定量分析 ，还

能合成平面或立体的图形进行三维分析。 笔者等通过

多参数测荧光强度的方法对果蝇细胞核内 组蛋白基因

(上接第38页 )

大会期间，在rr产生的 11-1 llil 细胞生物学学会第五届理事会确定了理事分工， 由王亚辉任理事长，斗1[ ~II 札i 、 左嘉
客、 贾做芬、 薛绍白 、 郝水任副理事长， 徐永f担任秘书长， 周郑任副秘书长， 常务理事除上述几位外， 还布白永
延、 李文安 、 宋今丹 、 陈瑞阳 、 杨弘远 、 杨抚华、 1吉祥辉 、 :哟!雪明 、 毛树坚、 黄立 、 张小云。大会期间还确立了
9 个专业委员会的人员组成， 原生动物生物学、 细胞生长与分化这 2 个专业委员会入选尚待进→步落实。经常务
理事会讨论决反，我会 93 至 95 年度会员会费标准定为每年 4 元 ， 三年共 12 元一次付沽， 93 年开始通知征收。
理事会还确定《实验生物学报>> 1993 年第 4 期作为庆祝我会荣誉会员 、 l前任理事长、 学部委员庄孝1息教授 80 寿辰

专辑。会议期间，理事会还就筹措学会经费、 推荐第二届 APOCB 大会中方报告人、 改进期刊工作、 筹备海峡两
岸细胞生物学会议字 lì IJ 也;进行了 Hì~。

DNA 选行是茧 ， 以此推测该 DNA 序列的复制时期[710

可以预想， 今后 FISH 法将在更多的基础和实用

研究以及医学诊断领域中扮演越来越重要的角色。

摘 要

荧光原位杂交 ( FISH )法是直接从组织或

细胞中检测特定 DNA 或 RNA 的最有效方法·。

整个操作过程为 : 1 ) 市IJ 备探针; 2) 细胞或组

织显微镜标本的制作; 3 ) 原位分子杂交 ; 4) 荧

光免疫检测 ; 5 ) 显微镜下观察c 其中以 1 ) , 

2) 步最为关键。 FISH i去的最大特点是灵敏度

高， 并可以进行定量分析。 FISH 法可应用于

染色体上的基因定位， 基因表达的险测，病毒

感染的检查，特定核酸序列在细胞内的空间分

布分析以及核酸复制过程中的定fE分析等许多

领域的实验中。
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