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核酸原位杂交应用于基因定位的研究是在

七十年代发展起来的。这一技术的基本原理是

利用核酸分子的碱基顺序配对的 简 图

Pardue[3 ] 或其他工作者的工作。基本步骤如

简图所示:

互补性 (A:T， G:C) ，将已知的

有同位素标记的外源核酸与细胞

标本的染色体上经过变性解聚后

组织或细胞的染色体标本 (压片、 涂片或滴片，用甲醇 :冰醋酸 3 :1

或 4 5 %-50 % 醋酸固定)↓① 
去除内源 RNA (RNase 100 微克/毫升， 1 小时， 37 "C) 

↓② 的单链DNA，通过二者特定碱基

顺序的互补，结合成专-性的核

酸杂交分子，经放射自显影方法

显示其在染色体上的位置， 也就

是把各种具有特定碱基顺序的基

DNA 变性解聚 (0.07N NaOH 或 O . 2N HCl 或加热

处理〉j③ 
核酸杂交反应 (染色体上单链DNA 与 米RNA或求cDNA

互补)•@ 
因在染色体上原位地确定下来。 放射自显影 (液体乳胶 1: 1 ， G 带或Q带对比分析)

所使用的标记核酸，有直接从细胞内提纯的

RNA，有以基因的 DNA 片段为模板，通过需

DNA 模板的 RNA 聚合酶在体外转录的RNA

(cRNÞ，)。也可以用提纯 的 专一信息 RNA

(mRNA) 及经反转录酶在体外合成的互补性

DNA(cDNA)。这些都是细胞基因的直接或间

接转录产「物， 与相应特定基因的碱基顺序具有

互补性。

核酸原位杂交技术自 French和Kitzmiller

(1969) [盯在果蝇唾液腺的巨染色体开始试用 ，

继由 Gal1 和 Pardue [lI] 在爪蜡作了比较系统

的工作以来 ， 巴被广泛应用于多种具有重复拷

贝的基因在染色体上的定位研究。 近年随着技

术的不断改进，又应用于探索单拷贝基因的定

位。与细胞杂交和染色体分带技术的结合亦提

供新的成果。显然这种技术在研究细胞遗传学 ，

绘制高等生物和人类细胞的基因图以及基因表

达的调控等问题中将会起着重要的作用。

-、 核酸原位杂交技术的进展

原位杂交技术的操作程 序， 详见 Gall 和

在这些步骤中核酸杂交反应应是比较关

键的 。 要求标记的核酸化学纯度高，比放射性

强， 与染色体 DNA 的杂交率高或达到杂交饱

和，才能用放射自显影方法准确地在原位探测

到染色体上基因分子的定位。

在核酸样品的化学纯度方面， 近年已能够

提纯各种类型的核酸，特别值得指出的是已能

够提纯十多种特定蛋白质的 mRNA，并进行着

提纯真核细胞基因 DNA 分子。

制备有放射性同位素的核酸，通常有三种

方法 (1.)体内标记， 但〉体外标记 ， (3) 化

学标记。 后两种近年采用较多 ，除方法简便外，

可以获得稳定的、比放射性高的标记核酸。体

外标记是用大肠杆菌的 DNA 聚合酶、反转录

酶或依赖 DNA 的 RNA 聚合酶等在体外含有

SH 标记的核酸前身物的温育系统中 合 成 3H_

DNA， 8H-cDNA 或 3H-cRNA o-般的比放射

性强度在 108cpmj微克。例如最近 Yunis等[4]

提取人淋巴细胞株 WIL2 ~的 胞质 Poly(A卜

mRNA，在体外用反转录酶合成 cDNA，成功
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地示范人的大部分染色体上分布有专一的胞质

mRNA 的顺序。化学标记即用化学方法将放射

性原子加到核酸结伯内。用 125 I 标记核酸是近

来发展的便于获得标记核酸的技术之一• 125I 标

记钱酸的放射性水平与用 3H 前身物在体外标

记所得大致相同，即 108cpm/微克JMi 的放射

能比 3H 强得多， 而 Altenberg 等问的工作

表明 1叫标记核酸得到的原位杂交自显影图

象如 3H 标记的一样清晰.这对于确定染色体

上某些结构基因位置所需要的比强度来说， 直

接用 1251 标记 mRNA 分子要比体内标记再提

取 3H-mRNA 高得多。原位杂交的比放射性

强度一般要求不少于 106cpm/微克。

核酸的杂交率决定于核酸特定顺序的浓度

和杂交反应的时间。一般进行原位杂交是在细

胞标本上给以过量的标记核酸和充足的杂交时

间以使染色体上特定顺序的 DNA 达到杂交饱

和程度。能否通过放射自显影显示基因的定位 ，

既依赖于染色体上核酸特定顺序的浓度，又决

定于杂交分子的放射性强度. 正因为这种原因，

多拷贝的基因定位，如 rRNA 基因 ，5sRNA 基

因 ， 组蛋白基因等用原位杂交技术取得较成功

的结果。要探测染色体上只有少数几个拷川或

单一拷贝的基因就相当困难。因为这些基因的

大小只有染色体核酸含量的百万分之一。这是

杂交方法正在进行探索和遇到的最大难关。至

于标记核酸的放射性强度，关系到它作为书~针

用的效力问题， 尤其是对于只有几个拷贝或单

一拷贝的基因，要通过提高放射性书~t l的比强

度才能确保自显影的效率。最近 Malcoln 等 [6]

通过制备含异种基因的 质粒(重组 体)及纯

系繁殖方法，大大提高了放射性探针的比强度。

他们用三种不同探针: (1) 含 rRNA 基因的细

菌质粒 ， 但) rRNA 的 cDNA ， (3) 从含 rRNA

基因的质粒转录得到的cRNA ， 比较它们探测

染色体上 rRNA 基因的效率，结果表明，与

rRNA 基因重组的细菌质粒以比较低的放射性

(只有 cDNA 比放射性的 1/5) ，在更短的曝光

时间内 (10天)得到满意的结果。说明应用含有

异种基因的质粒能把原位杂交的探测效率提高

10 倍。为什么这种质粒重组体能够明 显提高

原位杂交的敏感性呢? 作者认 为带有 rRNA

基因的质粒 DNA 双链可能与染 色体内 问条

DNA 链同时杂交，还附加非杂交的质粒部分，

因而使杂交部位的放射性显著增强，这对于单

顺序的基因定位是很有利的。最近，小鼠血

红蛋白的基因定位 ， 就是应用这种技术上的改

进取得了良好的结果。

根据 Evans 和A.twood [ 7] 的分析，将 细

菌一载体系统中 DNA 重组体纯系繁殖然后用

于原位杂交，能够大大提高杂交和探测的效

率。它有几点好处: (1) 从扩增的重组体中纯

化到)定量的特定 DNA 顺序。 (2) 杂交分子 

的放射性强度可以增幅几百倍，因为如前已述，

标记的重组体 DNA 的双链可与染色体上相应

的 DN.A 双链同时杂交，而又把重组质粒非杂

交顺序部分都一起连结到-个染色体基因位置

上。 (3) 纯系繁殖的探针可以成为储存人类染

色体专-基因的探t-I 库。遗传工程技术与原位

杂交技术的结合无疑地将推动原位杂交技术的

应用， 特别是对结构基因的定位方面， 会有重

大的发展.

细胞学技术的发展亦有力地提高杂交技术

的精确度 。 最近， Yunis 等问用同步化细胞制

备前期末、中 且目前和早中期染色体G带标本，分

析原位杂交后标记核酸的精确定位。他们发现

HeLa 细胞 Poly (A) -mRNA 和 HnRNA 的

放射性银粒绝大部分分布在G带染 色体的战

区。作者分析这些染色体标本分带的数目，比一

般中期染色体提高 25-300% ，总带数为 395 ，

比巴黎会议 (197.5) 的分带数目 338 明显提高.

从染色体的长度看，前期末染色体是中期染色

体的两倍，而早中期染色体比中期染 色体长

33% 。 因此，应用这种高分辨率的染色体标本

结合使用上述质粒系统提高放射性强度的原位

杂交方法，有可能为人类染色体单一拷贝的基

因绘图提供更有效的技术手段.
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二、 核酸原位杂交技术应用于基因定位研

究的进展

核酸原位杂交技术可以用来多方面研究真

核细胞基因的结构和功能 : (1)绘制染色体的

基因定位分布图; (2) 通过染色体上已知的基

因位置，判明所给予的未知核酸的特性; (3)通

过间期染色质的原位杂交，对不同类型细胞进

行染色质组分的比较分析; (4) 由于对单一细

胞能够进行分析， 可对组织内各种细胞类型的

基因增幅或复制不全进行研究，也可以对不同

时相的细胞作对比研究; (5) 用 cDNA 进行

原位杂交，可以研究→个细胞或一棍合细胞群

体各类 RN.A的定位分布。

但目前，这项技术主要应用于基因定位研

究，是家谱分析和细胞融合方法绘制基因图以

外的又一种直接绘图手段。

原位杂交技术建立后的最初 3 - 4 年

间，已被广泛应用于五种天然 RN.A的基因定

位研究，这五种 RNA 是: rRN.Ä 、 5sRNA、

tRNA、 组 蛋 白 mRNA 和从多线染色体

Balbi ani 环分离的巨大 RNA 分子。 它们都是

多拷贝的基因，在真核细胞的单倍体中含有几

十至几百个基因拷贝。 此外，重复顺序的卫星

DNA 基因定位也早已开展研究。在早期 ， 多

数的实验对象以双翅目和两栖类为主。近年迅

速发展到哺乳类 和人类染色 体。 真核细胞

mRNA 的提纯及其互补 DNA 的合成，结合其

他技术的不断改进，不但对中度重复顺序的基

因，而且对只有少数几个拷贝的基因，甚至单一

拷贝的基因定位研究正在进行。

rRNA 的基因位于两栖类卵母细胞和双翅

目多线染色体的核仁组织者区，已有证明。 但

在哺乳突， 如小鼠的 rRNA 却杂交于 10 号染

色体着丝点远端和 12 号、 18 号染色体的 次隘

痕 [9]。近年来对猴、猿猴和人 的 rRNA 的研

究结果表明 ， 前二者的 rRNA 基因只在一条染

色体上，而人和黑猩猩的却在多条染色体上。

rRNA 基因位置的变异， Hsu 等 (10 ) 对六种

哺乳类的研究已有报导， 他们指出:基因数量

和与着丝点的相关位置都是不恒定的。

5sRNA 虽是核糖体的固定组分， 但其基

因位置与核仁组织者区没有直接的联系。如爪

瞻的 5sRNA 基因在几乎全部染色体民臂的末

端，但相反， 果蝇的只定位在 2 号染色体右臂

56E-F 带区。 人的 5sRNA 基因定位在 1 号染

色体 1q41-4S 。 最近 ， Sz aba 等 [11] 用人 HeLa 细

胞的 1961-5sRNA 与小鼠骨 髓细胞进行杂交，

发现 5sRNA 定位在 12 号染色体， 部分标本还

见 9 号染色体有银粒分布。

至于 18s+ 28sRNA 的基因位置，在多数

哺乳类细胞是和染色体核仁组织者区连系的。

18s+ 28sRNA 的基因数目变异很大，如小鼠 、

袋鼠、猫以及长臂猿只有→个重复基因群位点 ，

印度黄鹿有两个基因群位点 ， 而人、 黑猩猩、

实验小鼠、野生小鼠、中国仓鼠和挪威大鼠等都

有三个以上的基因群位点。人的 18s+ 28sRNA 

已被确定 在 13 ， 14 ， 15 ， 21 和 22 号染色体上

i叫，荧光分带染色显示 21 号染色较强 ， 14 号染

色较弱，说明不是所有在D组和G组的染色体

上的重复基因数目都相同。

tRNA 的定位至今未得满意的结果。虽然

它是多拷贝的，但相当短，基因重复性低，而

且不易从 rHNA 丰IJ 5sRNA 的污染中提纯。

1974 年以来 ， 用 125I-tRNA Lys 或 tRN.APhe 等

数种单-tRNA 已成功地在果蝇染色体上进

行定位 [ 13] 。 但对于哺乳动物的研究尚未见报

导。

卫星 DNA 的研究方面， 已知 小鼠卫星

DNA 转录的 3H一cRNA 定位在全部染色体着

丝点异染色质区和 x 染色体上。人的四种卫星

DNA，其顺序主要在 9 号染色体着丝点和Y

染色体长臂远端的异染色质区， 其他染色体内

(如 1 号染色体和D组G组)则含量很少。 1978

年， Kurn it [ 14] 在牛、 羊和山羊进行种间的原

位杂交， 发现卫星 DNA 全部定位在染色体着

丝点旁。

lüRNA 基因定位研究的进展:结 i勾基 因
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的定位特别引起人们注目 ， 现正在进行的有.

(1) 组蛋白的基因定位: 197''a年以 米 ， 从海

阻胚胎提取的组蛋白 mRN.t\. 已成功地与 其他

在核细胞的 DNA 进行杂交。 已知 ， 果蝇组蛋

白基因定位在染色体 2 ， 39D-39El_2 带区。人的

组蛋白基因定位，最近才由 Steffensen 等用分

离的海胆卵组蛋白基因，通过质粒系统由IJ备成

3H- cRNA , 确定在 7 号染色体上 [7 ] ， Szab a 

等问] 采用另)种方法， 分离 HeLa 细胞的组

蛋白 H.- mRNt\与保留 7 号染色体的 人 ×小

鼠杂种细胞的 DNA 杂交，得到了同样证实。

(2) 血红蛋白的基因定位 ; 最早是 Price 等问]

用兔网织球 mRNA 进行 实验，他 们 指出

血红蛋白的基因定位于人细胞的 2 号和 4 号染

色体长臂上。对 此有过 争 论。至 1977 年 ，

fi t号 ff0 nsfn [13 ] 用高 比活的 川I- ;n 1< NA 和改

进原位杂交方法，发现血红蛋白的 u 和自 基因

定位在C组染色体。最近， Hendonsün 等 [17 ]

边过易位和细菌宿主一载体系统纯系繁殖方法

才把兔网织球血红蛋白的 mRNA. 确定在小鼠

口 号染色体 ( α -血红蛋 白)手1-1 7 号 染 色 体

(自 一血红蛋白)上.由于血红蛋白是单一基因

顺序的，其定位刷究要比组蛋白基因困难得多。

目前，对于人血红蛋白基因的定位，有人应用

分子杂交和细胞融合技术相结合的方法进行探

索，他们用 SH 成 aap 标记核酸前身物，由 DNA

聚 合酶石t 体外以 人 的 α 一或扫 一血红 蛋 白

mRNA 为模根合成 cDNA，再从Ii齿齿动物和

人体细胞杂交后陆留有人染色体的杂种纯系中

提取总 DNA.， 两者 (cDNA 和总 DNA) 杂交

的结果可以确定杂种纯系染色体内是否有 u一

或 F 血红蛋白的基因存在。与此同时进行染

色体技型和同功酶分析，从而确定有α 或 P一血

红蛋白基因l白是l那条染色体， Deiss号roth 等[18 J 

用此方法确定 人的 α 一血 红蛋白 基 因 在 16

37染色体上。近两年的研究进肢， 显然尚未把

血红蛋白的全部基因位置完全确定下来。

最近， 值得介绍的，是应用原位杂交技术

可以在原位上测定细胞内基因转 录 的情况.

Conkie 等 [19] 用血红蛋白的 cDNA 为探针，

探测用病毒或致癌剂引起转化的小鼠细胞胞质

血红蛋白 mRNÆ~ 的含量变化。HarrÍ3ün 等 [20 ]

在胚 11干内示?也不同发育阶段的成红血细胞中血

红 蛋 白 mI<NA rf'.1水平有变动。 John 等 [U]

以鸡胚骨路肌重链球蛋白 ml~NA 互 补 的

cDNA , 测量发育不同时期成肌细胞重链球蛋

白 mRNA. 的分布，从而分析其合成的动力学。

这种通过原位杂交方法进行 mRNA 定量 和定

位的研究，有IJ}J于深入了解胚胎发育和基因表

达的调控等问题。
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植物染色体数目变化和植物分类

李正理

(北京大学生物系)

过去几十年中对于植物分类学很有影响的

一个方面， 就是应用植物细胞形态到植物分类

和演化的研究。由于这种影响，从而形成了一

门植物分类学和植物细胞学结合在一起的边缘

科学 ， 称为植物细胞分类学。这一学科后来并

与植物细胞遗传学交织在一起， 利用杂交等实

验手段，更丰富了它的内容。而现在的所谓实

验分类学， 也很多是在植物细胞分类学的基础

上发展出来的。到了近年更出现了根据细胞内

DNA 和蛋白质的变化来说明植物的分类 和系

统演化，这样，随着学科的进展 ， 势将形成另一

新的分支 ，所谓大分子分类学 (MacTomolecu一

lar Taxonomy) 。

…般植物分类学中应用细胞学的特征，主

要是根据染色体的数目变化(倍性分析)和染色

体的形态变化(组型分析) ，以这二方面作为比

较的基础，将植物的分类系统和种、属的亲缘

关系进行了更深入的考察。同时并将减数分裂

时的染色体行为(价体分析)和结掏变化，作为

了解种群的演化和关系的补充。

其中以染色体数目的变化(整倍性和非整

倍性变化) 最容易作为一种分类的鉴别特征。

事实证明，用这种特征来区别种和种之间的差

异，已有很大的价值。不过，近年也陆续发现，

应用染色体数目的变化来区别各种植物，实际

上并不只是简单的倍数增减，而是比较复杂的，

牵涉面也较广的一个问题。

地球上的种子植物(裸子植物和被子植物)

大约有 25 万到 30 万之间，这方面的具体数字 ，

尚难取得-致的意见。例如 Stuessy (1978)统

计各种维管植物，计有:有花植物 25 万种，

裸子植物 750 种 ， 藏类植物 1 万 1 千种。 但是

Gran'c (1963)则认为有花植物有 28 万 6 千种，

裸子植物 640 种，藏类植物 1 万种。不过，及

到目前为止， 已经知道种子植物染色体数目的

种， 可能还不到种子植物总数的十分之一。

就是那些巳报导的各种植物的染色体数

目，特别在二、三十年代早期所检查的，由于

当时有的没有应用恰当的技术， 观察的不够准

确，以及没有将所用的植物的种各鉴定正确等

等原因， 有些染色体数目可能尚需要有一些修

正。有的染色体计数可能只看到一次，或者只从
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