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� !"#. �"��$%�&'()*+,�-./012�345

�67�89, :";��&'$%�-.5<=>?$%@��67, ABCD8

9. �EFGH�IJKL(fluorescence in situ hybridization, FISH)M���NOPHQ

$%(Fib-H)�-.5<=>?@�67&R, STU���NOP H Q$%@��V

-.5<=>?W 25XYZ[\]�^_, ` 25~0.0��a, bcdeVf$%gh

Ci@��jk, lmnV�NOP HQ$%�[\]�ao
pqr�.

��� �� ���	
� �
���� 
���

��(Bombyx mori L.)������	
�, ��
�������������, ��

����� . !"#$���%!�&��#$, '()%!��*+,*-.. Suzuki/

�[1]0123+4)5��67!8�!"#$ mRNA, 9:);72<=; Ohshima /�[2]

>?;!"#$�@ABCDEF�GH<=, 9IJ!"#$K�L 350 kD ��(H)M+

25.8 kD�N(L)MOC P25#$PQ. R�!"#$ HMAB�ST[3~5]UVWXY[6,7]+2Z

[\[8]]^R;_�`a�bc. de, fghijkl, �m!n�MAB(Fib-H)�)o^

pgq;r 25 stu, vwxoyz{|}, ~�fa�k��xl�)o�����. {

���, ��D�STAB�2Za�k)oz���C. �;�|!"#$ H MABf�

�xl��go�, ������o��(fluorescence in situ hybridization, FISH)�����

������x[�;2Za�k�AB)obc, IJ!"#$ HMABomr 25stu

��x�F7,  ¡��¢£¤
����x�2Za�ijkCAB)o/¥¦�bc§

����¨©.
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1.2 �������

¹�º»¼½¾¿À, ÁÂ���Ã8(ÄÅÆÇÅ)mÈÉÊËÈÉ 30 minOl, ÌÍÎ

ÏUÐÑ/��; ¡�Ã8�mÒÓÔÕ¿ËÖ, ×ÂØ)ÊÙ(3 �ÚÛÜ�3 ÝÛÞ�4 ß

àÚ), áâãÕ¿äm�Ã8l¥, åæÕ¿çä 1~2äØ)ÊÙ, èØ)ÊÙéê�, �ë

ìíîï, ðñ�Ã89òó±ôõ¾¿, D6ma�¾¿ËÖäöØ)Ê÷(1 �ÚÛÜ�1

ÝÛÞ)1~2ä, èÁê�äöØ)Êø(ÝÛÞ�Ê)1~2ä, ùúûê6üý.

1.3 �	�


þ� Sambrook /�[9]�¥À��À·Â�!"#$ H MAB� pFb2.9 ,� DNA, 9�

PEG�\6, ��DIG High Prime Labeling and Detection Starter Kit I�(Cat. No. 1745832,

Boehringer Mannheim)	
�, ��
��À[���: f EcoRÙÆ PstÙ��ð6��-\

pFb2.9,� DNA(1 µg)Ëö���ßÚ��¤ 16 µL; �Ú� 10 min�-6, �Á�ÝÛÜ�

Ë; fÝlö� 4 µL DIG-High Prime, �ô6��3", � 37 !"#$%; ö 2 µL 0.2

mmol/L EDTA &'(). *í�\��+,-[�: f��.�*í/ÊËö� 2.5 µL 4

mmol/L LiCl+ 75 µL01(−20 )ÛÜ, �ô, �−70 , 30 min6Â5 12000 r/min3" 15 min,

2"34l|Ê6ö� 50 µL 70%ÝÛÜ5678, �9ê: DNA, ö 20~50 µL TE (10

mmol/L Tris-HCl pH 7.6, 1 mmol/L EDTA pH 8.0)/ë DNA, ým−20 Ý#;�.

1.4 ���
��

þ��DIG High Prime Labeling and Detection Starter Kit I�(Cat. No. 1745832, Boehringer

Mannheim)	
�, f DIG ��:<=lyl>?= DIG ��� DNA ��Ê, ö� Anti-

DIG-AP @A�+B�C� NBT/BCIP [�Dy��, �EFB�G:, 9H^��.� DIG

�� DNA���=(�I)[�J_.

1.5 ������

KL��x�M� 2NSSC� 600 µL RNase A (100 µg/mL, SigmaOP)QR6, � 70%,

90%+ 100%�?=ÛÜSÚ, ç�#$� K QR(37 , 10 min)6, m 70 70%TUV/2N

SSCË�- 3 min, �Á�ÝÛÜ?=Ë� 5 min. ê:6, ¡ 50 µL� 100 �Ú��- 7 min

6�WX���AÊämÕ¿l. �AÊË{HQ2�*�+: *í DNA 1 µg, 50%TUV,

10%YÞZ@[C 2NSSC. ���M\lÕ¿6, f PCR]l2^� 80 + 55 �QR 2~5

min, &6�_`��aË 37 ��$%.

1.6 ������

��6��Mm 37 bc� 50%TUV/2NSSC 2c, Kc 3 min, 2NSSC 2c, Kc 3

minC 4NSSC 1c 5 min566, � 50 µL 4NSSC/3% BSA/0.1% Tween 20/10 mmol/L MgSO4

de 15 min, ö 50 µL Anti-DIG-Fab-Fluorescin (2 µg/mL)m 37 "f 45 min, � 4NSSC/0.1%

Tween 20/10 mmol/L MgSO4g"hij5 3 c, Kc 3 min. Õ¿� PI(5 mg/mL)+ DAPI(2

mg/mL)k� 15 min, ö 50 µLl��m�n(Vectashield, Vector laboratories, CA94010)6�o

Tpd¿, m Olympus BH-2 q��Brs+, � O570 t�u�svwxy, 9� Kodak

ppc400z�{|��.



� � 4 � 	
��: 
����� H ����������(FISH) 363

2 �����

2.1 �	�
�������

·Â�\� pFb2.9 ,� DNA �}e2��~]:� A260/A280�m 1.6~1.8 ��, �
·

Â�\� DNA /ÊË�� RNA, ��#$Æ����. �ð4)S��� 1. pFb2.9 ,�

DNA� EcoRÙ, PstÙ��ð6�5J2Z* 2.9 kb�>=|���, ~� EcoRÙ+ PstÙ��

ð5JE=�,  [>,h�;�¦,� DNA ·Â�\,-����. DIG ����!"#

$ HMAB*í pFb2.9�Dy��EFB�G:D����(� 2).

2.2 ������������� ! H"#$��%&'��

¡�õ��(DIG)���!"#$ H MAB� pFb2.9 *í2^f{H��ª«���x

¿l[� FISH)o, ��Brsvw���2�� 4�U���2�� 250�U&��2�

� 3 �UË�2�� 20 �+�� 154 �. f�����2��(238/250)��>=��xF7

o�l
��>�������y����xy, D�����xy, SAghijk�s

tij�2�, ���x�r 25stu(��Ù-1, 2, �M�6, +H).

��c���o���kghS�V
, ����Q �
¡-&¬(v�mAB)o�

¢, £¤��¬¥¦), ���c�, ~Ë�&§¨q��xy(�vwq>�R!2�Ë��

�x���xy, ©E���2�y, omE�ª�.��x«F). cD�B, ¬:���Ë

���xST­®U�¯�(n = 28)U©ª�.R�. vw°IJ����>�a�R���

xy5J, ©_����2±y, ².2QfE=H³��x�F7(��Ù-3). H�, fR

!2�Ë��E=��x�F7�vwq��xy(��Ù-4), ����vwq�S��´A.

Okazaki/�[10]f��F�DNA<=� FISHbcË�µ��$���R���xy5J, v

Mbc�IJ�!"#$ H MABf���5J���xy, 
¡�Lm�������x

X�¶·®, ­¸E���xyA¹�>�º». ¼½¾�n PI It�, »��x¿�Qt

�, ��n Fluorescin+ FITC]I��, »f��xl���xy)©�����, 
�>À

PI��Á$ÆB�Âa���x��Ã~{Ä, ¸ÅÆ��xIÇ, �)õ, ��xyÈÉ©

J��. ��l5J� «ÊËf�¢��x FISHbc[11]Ë�R¢£���.

� 1 pFb2.9 �� DNA �����	


1� pFb2.9��DNA; 2� Pst���� pFb2.9; 3

� EcoR���� pFb2.9; 4� EcoR�� Pst�	

�� pFb2.9; M �
��
�(λ-DNA/EcoR��

+ Hind�)

� 2 DIG ��� pFb2.9 
�����

1�DIG
���DNA���
�; 2�DIG


�������H����pFb2.9 !. "#$

%&'()
*+: 3.3, 10, 33, 100, 330
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������, ���	
��
��
��,

���
����(��)�(H)���(Fib-H)��

� !"#$%
��
& 25 ��'()*
+

,, - 25~0.0
 .(� 3), /012345678

9:;��<=� 
>?.

FISH@ABCDE"F DNAGH!()*I

DNA"#�JH
"#$%
��KL, MNOPQRS:TUV��W�X
��Y"#$%


��
��� YDNA "#VZ�[
X\Y()*
]^_`VBabc9d
��Y

e��
"#$%�f�`()*� g[12,13]. h@, i:j�()*kl
mn_, opq

rYstuv�wYxyz{|}~��w}Y7,�X��Y"�����j����S

��pq
��g�r��, �9j� FISH
��������. q����g�[14]!j�

()*���`�()*v�w, ���_
 DNA��� Okazakig�[10]��3j� �

()*+w��(TTAGG)n ¡¢£¤GH¥!
��¦§, ¨=©�9�
�X��
ª«¬

 ­®�"#$%���� 
¦§. ¯��°f3�±�²³TUV FISH ��´µ, �S

���� H ��� pFb2.9 ��, ¶j�& 25 ��'
���(H)���·¸"#$%
��

� , ¹º3����. »¶:¼½�
"#$%
����, ¾¿�

�ÀB�ÁÂÃ�

Ä"�Å
ÆÇ, 0È�¶�±~�ÉÊ
()*`"#$%
������ �e��T

V
ËÌg´Í
��ÎÏÐ�
ÑTÒS. ]Ó, �3\ÔAÕÖ×:�±~�ÉÊ
ª

«¬ ­®
KL*d, ØÙ¶�	´µ·¸3ÚÛ, Ü²@Ý_ÞZ´µ` Okazakig�[10]

� �]. !Aß
 FISH ´µx, �àáSâãÝ_-()*���"äÝ_å­®. ¯�

�æç�j�()*�Xèà��
m_, áS()*éê�ëÝ_
´µ, -!�ìãÝ_

�í�, ­®�! PCRî�å·¸Aã¿ïÝ_(80ð), q
@ñ�
()*ò"1óô, �

�:�� DNA`()* DNA­®�. ]Ó, áSõ¶ö÷
­®øùúûü, ýÅþ�­®


m�_, �Åñ������Qþ�!()*�, �C���Qþ�­®
	
.
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宋方洲等 : 家蚕丝心蛋白 H链基因的荧光原位杂交 (FISH) 图版Ⅰ 

 

 
 
 

1示家蚕丝心蛋白 H链基因 pFb2.9探针在雄蚕早粗线期染色体上的杂交信号 (箭头所示); 2示家蚕丝心蛋白H链基因 pFb2.9
探针在雄蚕粗线期染色体上的杂交信号(箭头所示 ); 3示家蚕丝心蛋白 H链基因 pFb2.9探针在雄蚕偶线期染色体上的杂交信号 

(箭头所示); 4 示家蚕丝心蛋白 H链基因 pFb2.9 探针在雄蚕有丝分裂中期染色体上的杂交信号(箭头所示) 

 


