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摘要　荧光原位杂交 ( F ISH)是一种原位杂交新技术 ,具有快速、灵敏、 准确和有效等特点 ,它采

用生物素标记探针 ,能够将特定的 DNA或 RN A序列直接定位于染色体上。该文就荧光原位杂

交技术在作物遗传育种研究中的应用进行综述 ,主要包括以下方面: ? 1)检测重复 DN A序列及

多拷贝基因家族 ;? 2) 鉴定异源多倍体物种中的异源染色体或染色体片段 ;? 3)检测和定位低

拷贝或单拷贝 DNA序列。随着一些新技术的发展 , F ISH技术将会在作物遗传育种的更多基础

研究和应用研究领域起到越来越重要的作用。
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荧光原位杂交 ( f luorescence in si tu hybridization,简称 FISH)技术 ,是近年来发展起来

的非放射性原位杂交技术 ,它被广泛用于动、植物的细胞遗传学研究 ,包括基因定位、 RNA

定位、染色体鉴别和特定 DNA或 RNA片段检测等方面 , 本文仅就 FISH技术的特点及其

在作物遗传育种研究中的应用进展进行综述。

1　 FISH技术的特点

荧光原位杂交是指用生物素 ( biotin)等物质标记的核苷酸作探针 ,与细胞学制片上的

DNA或 RN A片段进行杂交 ,通过荧光免疫反应检测特异 DNA或 RNA序列在染色体上

或在细胞内位置的一种新方法 ( Langer et al, 1981)。

FISH技术作为一种分子细胞学方法 ,在显微镜下可直接观察、定位特异的 DN A或

RNA序列在染色体上的位置 , 将显微镜的高度精确性和抗原抗体反应的高度灵敏性结合

在一起。所以 ,除了与放射性原位杂交同样具有灵敏度较高的特点外 ( Gall et al, 1969) ,还具

有实验周期短 ,标记探针可长期保存 ,无放射性污染 , 不需要特殊实验室等优点。正因为如

此 , F ISH技术日益受到重视 ,迅速得到了应用。在应用的过程中 ,方法上不断改进 ,主要表

现在两个方面:一是在探针制备上 ,已经能够采用各种探针去检测和定位染色体上不同类型

的目的 DNA序列 , 包括高度重复 DNA序列、低拷贝或单拷贝 DNA序列以及总基因组

DNA。其中以总基因组 DNA作探针的方法称为基因组原位杂交 ( g enome in situ hybridiza-

tion,简称 GISH)技术。该法主要是直接以总基因组 DNA酶切后制备探针 ,不需要对特异

探针进行鉴定、 分离和克隆。这就使得对异源染色体及其片段的鉴定方便而有效。二是在检

测方法上 ,在原来用一种物质标记探针的基础上 ,发展到用多种物质分别标记不同的探针 ,

如用 bio tin或 digox igenin(洋地黄毒苷 )等分别标记不同的探针 , 再让这些探针同时与同一

染色体制片杂交 ,然后用不同的荧光素 FITC或 rhodamine (罗丹明 )进行检测 ,这样就可
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以在同一染色体制片上显示出不同颜色的探针杂交信号。这种方法称为多色荧光原位杂交

( multi- colo r FISH,简称 McFISH)。这些方法上的改进和技术上的发展 ,使 FISH技术在

作物基因组分析、核酸序列定位研究中已成为一种非常有效的手段。

2　 FISH技术在作物遗传育种研究中的应用概况

2. 1　高度或中度重复的 DNA序列的鉴定

由于重复 DNA序列的拷贝数多 ,探针杂交信号强 ,检测的灵敏度和准确性较高 ,所以

FISH技术在鉴定这些高度重复序列方面较为成功。Rayburn等 ( 1985 )最早将 FISH技术

应用于植物领域 ,他用一个来自黑麦的 120 bp的重复序列作探针 , 检测该序列在小麦染色

体上的分布情况。以后许多学者在不同作物上也开展类似的研究。Fukui等 ( 1994)和 Ohmi-

do等 ( 1995)用 17S rDN A作探针 ,对稻属 9个种的 rDN A位点进行 FISH定位。结果表明 ,其

中来自中国或日本的 3个粳稻品种均具有 1个 45S rDN A位点 , 3个籼稻品种和 3个爪哇稻品

种分别都有 2个 45S rDN A位点 ,而野生稻种则含有第 3个位点 ,这个位点在栽培稻中不存

在。Fukui还结合三体材料作进一步分析 , 将籼稻中的两个 45S rDN A位点具体定位于第 9

和第 10染色体的末端。以上的结果与 RFLP作图的结果是一致的 ( Matsuura et al, 1991)。

Wang等 ( 1995)在粳稻品种 Nipponba re和籼稻品种 Kasalath中 ,用来自 YAC(酵母人工染

色体 )文库的特定的重复 DNA序列作探针 ( G1043)进行 FISH定位 ,并同时进行了 RFLP

作图分析 , 结果表明 RFLP遗传图谱与 FISH的物理图谱定位高度一致 ,并将该特定 DNA

序列定位于第 5染色体的长臂近着丝点异染色质区。Vahedian等 ( 1995)在大豆中利用 FISH

技术对 SB92卫星序列进行定位分析 ,检测该重复序列在染色体上的分布情况 ,对了解基因

组的组成和来源以及物种的进化关系提供了有价值的参考。此外 ,一些学者在普通小麦

( Mukai et al, 1990; 1991)、大麦 ( Lei tch et al, 1992)和玉米 ( Aledo et al, 1995)等作物中也

利用 FISH技术进行了重复 DNA序列的定位研究。

2. 2　异源染色体及其片段的鉴定

进行荧光原位杂交首要的是获得特定的探针 ,然而在目前情况下 ,制备含目的基因的

DNA探针还有一定的困难。而基因组原位杂交 ( GISH )技术由于不需要对其中的某一特定

序列进行分离和克隆 ,尤其是 GISH和 McFISH技术的结合 ,使得在多倍体物种中异源染色

体及其片段的鉴定得到广泛应用。Schw ar zacher等 ( 1992)利用几种不同的小麦近缘野生种

的总基因组 DNA作探针 ,同时用小麦的基因组 DNA作封阻 DNA进行荧光原位杂交 ,结

果表明 ,凡含有探针序列的异染色质部分 ,显示了黄绿色荧光杂交信号 ,而小麦本身的染色

体则由于 DAPI和 propidium iodide (碘化丙锭 )对 DNA的复染作用呈现桔红色 ,这种颜色

上的不同 ,使小麦中所含的异源染色体直观地分辨出来。Mukai等 ( 1993)用总基因组 DNA

制备探针 ,采用 McFISH方法鉴定普通小麦的 3个不同基因组 (即 A、 B、 D组 )的来源 ,他们

采用 biotin和 dig oxig enin相应地标记栽培一粒小麦 ( AA)及节节麦 ( DD)的总基因组

DNA, 而对拟斯卑尔脱小麦 (小麦 B组染色体的可能供体 )的总基因组 DNA则不进行标

记 , 然后用含有这 3种基因组 DNA的混合液与普通小麦染色体杂交。用不同荧光物质进行

检测 , 结果在同一细胞内的不同染色体上分别显示了黄色、桔黄色和褐色荧光 ,对应于 A、 D

和 B组染色体 ,证实了异源多倍体小麦基因组的不同来源。此外 ,作者还在一个含有重双端

体 ( double di telosomic)小麦品系中检测到了一个 A组和 B组染色体相互易位 ,并显示出易
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位断裂点的位置。 Islam- Faridi和 Mujeeb- Kazi ( 1995)用黑麦的总基因组 DNA作探针 ,

通过 FISH技术鉴定了两个中国春小麦种质中含有二体黑麦附加系 ( AABBDD+ 1R1R、

AABBDD+ 6R6R) ,两个小麦 /黑麦纯合的相互易位系 ( 1AL /1RS或 1BL /1RS) ,并显示了

易位断裂点的位置。张辉和贾继增 ( 1996)用 dig- ll- dU TP标记黑麦总 DNA作探针检测

了小黑麦和黑麦附加系中含有的黑麦染色质。

2. 3　低拷贝或单拷贝 DNA序列的鉴定

在植物方面 ,目前探针的灵敏度还很难检测低拷贝或单拷贝 DNA序列 , 但已有一些报

道 ( Ambros et al , 1986; M oura s et al, 1987; Huang et al, 1988; Gustafson et al, 1990)。陈

建民等 ( 1994)利用普通小麦第 7染色体上已经定位的部分 RFLP标记作为探针进行物理学

定位 ,结果原位杂交信号出现于 7A、 7B和 7D染色体上 ,这与 RFLP遗传图所示的顺序基本

一致。Lehfer等 ( 1993)在端体三体 ( telot ri somic)和双端体四体 ( di telotet rasomic)大麦品系

中 , 对低拷贝的大麦醇溶蛋白基因 ( B- ho rdein)进行 FISH分析 , 将该基因定位于染色体

1H短臂远端 ,这与遗传定位于短臂的 91%远端区是一致的。以上报道采用的多是已知的探

针 ,然而实际上这类小的单拷贝序列探针制备困难 ,且检测的可靠性低 ,因此 ,有的研究改用

克隆于大的插入载体的基因组 DNA为探针 ,作为单拷贝基因作图的替代途径。如 Jiang等

( 1995)详细报道了在籼稻品系 DV85和 IR- BB21( Xa21的近等基因系 )中采用水稻 BAC

(细菌人工染色体 )文库所进行的原位杂交分析 ,该实验采用了 10个不同的 BAC克隆 , 5个

与 Xa21连锁的和 5个随机克隆 ,同时用水稻的基因组 DNA作封阻以消除 BAC克隆中重复

DNA序列的影响。FISH结合 McFISH分析结果显示: 与 Xa21紧密连锁的 3个 BAC克隆杂

交信号 ,位于染色体 11的长臂中部 ,其中的两个 BAC克隆中期染色体信号相互重叠。这一结

果与脉冲电场凝胶电泳 ( pulsed- field gel elect ropho resis, PFGE)结果相吻合。该实验说明

了 FISH技术对单拷贝 DNA序列定位的可行性。

3　 FISH技术在作物遗传育种研究中的应用前景

根据 FISH技术的特点及已有的研究结果可以看出 , FISH技术至少在以下几方面将得

到更广泛的应用:

a.基因及遗传标记的物理定位: 限制性片段长度多态性 ( RFLP)为构建作物的遗传图

谱提供了非常有效的方法。水稻 ( M cCouch et al , 1988; Tanksley et al, 1989)、玉米 ( Helent-

jaris et al, 1986)、大麦 ( Graner et al, 1991; Heun et al, 1991)和黑麦 ( Wang et al , 1991)等作

物的 RFLP遗传图已相继建立 ,并且标记的数目日益增多。这种 cM表示的遗传图距与 bp

表示的物理图距并不相同 ,那么如何在遗传图谱与物理图谱之间建立起一个对应关系 ,将遗

传图中的标记直接定位于相应的染色体上 ,构建出基因的物理图谱 ,这是作物遗传育种的染

色体操作实践的迫切需要。利用单拷贝的 DNA片段或 RFLP标记作为探针进行荧光原位

杂交就可以获得 RFLP标记在染色体上互补的物理学位置。因此 FISH技术对遗传图谱和

物理图谱的相互沟通将会起到重要的桥梁作用。

b.进一步检测和定位大量的重复序列: 核酸复性动力学实验表明 ,植物基因组包含大

量的重复 DAN序列 ( Flav ell et al, 1974)。而对有关重复序列在基因组中的结构与功能了解

得还很少 ,利用 FISH技术分析重复序列在基因组中的分布 , 将有助于了解植物染色体结

构和基因组组成 ,有助于阐明重复 DNA序列的生物学意义。
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c.远缘杂交及染色体工程育种中检测异源染色体: 利用近缘野生种的优良基因 ,丰富

和扩大栽培品种的遗传信息量 ,使之具有更高的产量、质量和抗性 ,这是染色体工程育种的

主要目标。因此 ,通过染色体工程选育含有异源染色体或染色体片段的优良品种是一个重要

的研究领域。而在这些工作中 ,首要的是快速而准确地鉴别这些异源染色体或片段 , FISH

尤其是 GISH技术将会是最有效的鉴别手段之一。

d.检测转基因结果: 在目前广泛开展的转基因育种研究中 , FISH技术提供了直观简便

的鉴定方法 ,它可以用该基因作探针 ,直接检测所转基因是否存在于受体细胞核内 ,是否整

合到染色体上 ,甚至整合在哪条染色体上等等。并且它可以用适当的 cDN A制备探针 ,检查

目的 RN A的存在 ,并推测相应基因的转录和表达情况。

至于 FISH技术在具体操作过程中存在的一些问题 ,如特异探针制备和单拷贝序列检

测灵敏度不高等 ,相信随着一些新技术的发展将会逐步得到解决。如流式细胞术 ( f low- cy-

tometry ) ( Arumuganathan et a l, 1991; Do lezel et al , 1995)和植物染色体的微切割 ( mi-

crodissection) ( Fukui et al, 1992)等技术将有助于提高制备特异探针的效率 ;高分辩率的显

微镜和图像分析系统的结合 ,将进一步提高检测的灵敏度。

可以预料 ,今后 FISH技术将会使细胞遗传学和分子遗传学密切结合起来 ,在更多的基

础研究和应用研究中起到越来越重要的作用。
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THE APPLICATION OF FLUORESCENCE in situ

HYBRIDIZAT ION IN CRO P GENET ICS

AND BREEDING RESEARCHES

Feng Jiuhuan　　 Lu Yonggen

( Dept. o f Ag ronomy , South China Ag r. Univ. , Guang zh ou, 510642)

Abstract

Fluorescence in situ hybridization( FISH) , cha racterized to be fast , sensitiv e, accurate and

ef fectiv e, i s a new technique of in si tu hybridiza tion w hich can directly locate speci fic DN A

o r RN A sequence on ch romosomes by using bio tin labelling probes. This article summa-

rized the application o f fluo rescence in situ hybridization in crop genetics and breeding re-

searches, including: 1) screening repeti tiv e DN A sequences and multicopy gene families; 2)

identi fing the alien chromosomes and chromosome segments in allopolyploids; 3)detecting

and locating low o r single copy DN A sequence. With some new techniques developed, the

FISH method wi ll pla y important ro les in much more fields of basic and applied researches

in crop genetics and breeding.

Key words　 f luorescence in situ hybridization( FISH) ; in si tu hybridization ( ISH) ; crop

genetics and breeding
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