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同时进行原位杂交及染色体分带的

基因定位新方法

浙江 医科大学组胚教研室 张颜明

摘 要 作者报道一种 同时进行染色体原位杂交及染色休分带的基 因定位新方

法
。

它具有简单
、

快速
、

准确以及结果稳定
、

易重复等优
.

点
。

细胞经常规培养制成染色

体玻片后
,

进行染 色体原位杂交
。

杂交信号经杭体检 .Nl 放大后
,

染色体依次用色霉素

A
。
以及 甲绿处理进行关光反带分带 ( R 带 )

。

玻片在关光显微镜下观察
,

只要调换滤

片 即可 分别观察杂交点及染色体 R 带
。

两 者互不干扰
,

结果清晰
、

直观
,

杂交
.

点及 R

带持久而 稳定
。

此方法尤其适 用于做基因定位
,

及检浏有关病毒墓因在受感染细胞染

色体上的擂入部位
。

关键词 杂交 ; 染色体分带 ; 基因定位

染色体原位杂交技术是一种利用标记的

D N A 或 R N A 探针
,

与细胞内相应互补的核

昔酸进行杂交
,

以检测后者在细胞内的存在

及其数量和结构改变的方法
「’

,

2二,

目前主要应

用于以下三个方面
:

①在临床遗传学
、

肿瘤遗

传学等方面
,

作染 色体数 目和结构畸变的检

测 ;②病理学方 面
,

用于检测细胞
、

组织 内有

关的病毒基因
; ③用于基因定位

。

随着肿瘤分

子生物学技术的深入开展
,

与肿瘤发生
、

发展

有关的一些癌基 因
、

抑癌基因将络续被发现
,

对这些基因进行染色体定位
,

有助于研究其

功能及相邻基因之间的相互关系
。

基因定位包括 目的基 因的标记
,

与细胞

染色体的杂交以及相应染色体的分带
。

目前

已有不少方法
「“一 5 ,

大 多经胰 酶处理制成染

色体 G 带后再做原位杂交
,

或者先做原位杂

交再进行染色体 G 带或 R 带分带
。

原位杂交

与分带之间常有影 响
,

且实验中要进行二次

玻片定位及二次拍片
,

有的还要在细胞培养

中加入 5
一

嗅尿嚓咤等作 同步化预处理
,

既费

时又极不稳定
。

作者在上述方法基础上
,

改为

同时进行原位杂交及染色体 R 分带
。

该基因

定位新方法具有简单
、

快速
、

准确及稳定等优

点
。

现介绍如下
。

1 材料与方法

正 常健 康 人外 周血 淋 巴 细 胞 在 含 有

2 0写胎牛血清
、

1 0 拼g / m l 植物血凝素 ( p H A )

以及适量抗菌素 的 R P M I 1 6 4 0 培 养液中培

养 72 h
。

收获前半小时加入 0
.

1 拜g / m l 的秋

水仙素
。

细胞收获后用 37 ℃的 0
.

0 75 m ol / L

K CI 低渗处理 20 m in
,

离心去上清液
,

用新鲜

冰冷的 3 : 1 甲醇
:

冰醋酸 固定液固定 3 次
,

每次 20 m in
。

将离心后的细胞悬液滴于干净

玻片上
,

置室温下干燥
。

染色体原位杂交采用第 1 号染 色体的着

丝 粒特 异性的 D N A 探针 ( D I Z I
,

O n e o r ,

美

国 )
,

其 中包含有 1
.

90 k b 的
a

随体序列核普

酸
。

相应互补核昔酸在 l 号染色体的着丝粒

处有约 1 00 个拷贝数 L6 几 。

探针 已经用生物素

( iB ot in )经缺 口平移法标记
。

杂交液含有上述

D N A 探针 1 n g加 l
,

5 0 %去离子 甲酞胺
、

1 0 %

硫酸葡聚糖
、

蛙鱼精子 D N A 10 n g /川以及 2

又 S S C
。

将杂交液滴加于细胞富含区
,

盖玻片
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使染色体 已经分带仍然可以再用相应抗体检

测放大杂交点
,

而不影响分带
,

反之亦然
。

此

极有利于短小基因的定位
。

分带后的染色体

在暗盒中存放时间延长
,

可以获取清晰而更

稳定的 R 带
。

在 甲绿 中的染色时间以 20 m in

最佳
,

时间太长或太短都将影响杂交信号的

荧光强度
。

我们发现原位杂交时采用 A M C A

荧光素
,

其杂交点清 晰
、

持久
,

因为它与色霉

素 A
3

的激发光波互不影响
,

反之
,

如采用异

硫氰酸盐荧光素 ( FI T C )
,

将 因激发光波波长

重叠而影响其观察
,

不仅持续时间短
,

荧光消

退快
,

而且两者反差极小
。

④本实验的原位杂

交和染色体分带结果可以拍录在同一底片上

或经二次拍摄分别记录
,

尤其是前者十分有

利于直观
、

准确的基因定位
。

⑤利用本方法
,

我 们已经分别对插入到粘粒
、

酵母人工染色

体 ( Y A C )等的长 片段的单拷贝基因 (如一些

癌基 因
、

抑癌基因 )做了染色体定位
,

均取得

了满意的实验结果
。

在进行这类实验时应适

当提高杂交液 中甲酞胺浓度
,

增 加杂交时间

以及冲洗次数
。

本方法除了供基因定位外
,

还可用于检

测肿瘤的相关病毒以及它在宿主细胞遗传物

质上的插入部位
。

有作者证实
,

在绝大多数恶

性淋 巴瘤中有 E B 病毒的感染
,

据认为与淋

巴瘤的发生
、

发展有密切关系
’ 8 。

我们利用本

方法
,

正 在进行有关外周 T 细胞淋 巴 瘤 中

E B 病毒感染及其核酸分子在受感染的肿瘤

细胞染 色体上的插入部位的研究工作
,

意 欲

了解 E B 病毒与此类淋巴瘤发生的关系
。

荧光原位杂交技术具有 较高 的敏 感性
,

已可以把 1 k b 的基因定位到染色体上
。

采用

不同荧光素标记基因
,

并利用处于伸展状态

的间期细胞核中的染色质丝
,

已可分别定位

分辨相距仅 20 k b 的两个基因
〔 9

一 。

本实验 为

快速
、

准确地进行基因定位提供了一个简便
、

理想的方法
。
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