第二篇　细胞的遗传物质

第四章　染色体分析相关的实验

 
染色体是细胞与分子联系的重要桥梁，染色体的研究在遗传学和医学研究中被广泛重视及应用。尤其是染色体畸变有关的各类遗传病的研究使临床分析上了一个新的台阶。
在染色体分析技术实验中，染色体非显带分析技术相对较简单，通常采用外周血中的淋巴细胞。外周血染色体制备也是目前应用最广泛的细胞遗传学诊断技术。此外，产前诊断时，胎儿可采用羊膜液中的羊膜细胞或胎盘绒毛膜细胞。
染色体显带技术是在非显带染色体的基础上发展起来的，它能显示染色体本身更细微的结构，有助于准确的识别每一条染色体及诊断染色体异常疾病。G（G banding）显带技术是目前通常采用的显带技术之一，另外，Q显带、高分辨显带、C显带、T显带及SCE技术等也被用于染色体研究。
随着分子细胞遗传学技术的应用，可利用克隆的DNA探针(含有荧光标记) 来定位染色体上特定基因和DNA序列，如荧光原位杂交（FISH）技术，可以鉴别经典细胞遗传学方法所难以识别的微小标记染色体、微小缺失和复杂易位等。
第一节  人类染色体标本的制备
一、概述
在一般的生理状态下，全血中含有红、白细胞二类，它们均是处于未分裂的间期细胞。红细胞没有核无分裂能力；白细胞虽有细胞核存在，但是在外周血中已处于休止期（G0），因此要使白细胞从间期进入分裂期必须加刺激药物。
现在最常用的促使分裂的药品是植物血凝素（phytohemagglutinin，PHA），它能使白细胞中的淋巴细胞和单核细胞转化为具有分裂作用的母细胞，这就为染色体的制备创造了条件。在PHA的作用下，处在G0期的淋巴细胞可转化成淋巴母细胞，重新进入增殖周期进行有丝分裂，当体外培养至70 h左右时，大多数淋巴细胞己处于第二增殖周期内，此时用秋水仙素（colchicine）处理细胞可使正在分裂的细胞都停止在中期，再经低渗处理、固定、染色，获取的中期分裂相细胞。染色体标本，可在显微镜下拍照进行核型分析，或用计算机进行图像分析。
二、实验过程
（一）器械  

超净工作台、酒精灯、5m1无菌注射器、5号针头、10ml培养瓶、橡皮塞、75％酒精棉球、水平式离心机、定时钟、试管架、量筒、10ml刻度离心管、冰玻片，毛细滴管、恒温水浴箱、恒温培养箱、托盘天平、光学显微镜。
（二）试剂 

 RPMI1640、小牛血清、肝素(500U/ml)、秋水仙素(5μg/ml)、植物血凝素（PHA）、固定液（甲醇：冰乙酸为3∶1，现用现配）、0.075mol.L-1KCI低渗液、Giemsa染液、pH6.8磷酸缓冲液、5％NaHCO3。
三、主要步骤
（一）采血与接种
用一次性5ml注射器取500U/ml的肝素0.2-0.3ml湿润针筒后，然后将多余的肝素排除。常规消毒被检者肘部皮肤，从肘部静脉采血2ml。转动针筒以混匀肝素；随后在超净工作台中将血液滴入盛有5ml培养液（4ml RPMI l640、lml小牛血清，0.2ml PHA，用5％的NaHCO3调pH至7.0～7.4）的培养瓶内，每瓶0.3～0.5ml（7号针头约20滴），盖上橡皮塞，轻轻摇动以混匀。
（二）培养
1. 将培养瓶放在37℃恒温箱内培养72h。
2. 在终止培养前2h，将5μg/ml的秋水仙素1～2滴（5号针头）加入培养瓶内（终浓度为0.07μg/ml），轻轻摇匀．放回温箱内，继续培养2h。
（三）染色体标本的制备（胰蛋白酶法）
1. 收获细胞  用吸管充分吹打瓶壁，吸取培养物移入10ml刻度离心管内，平衡后放入离心机内，离心8～10min（1000r/min），弃上清液。
2. 低渗处理  加8ml预温（370C）的0.075mol.L-1KCI低渗液，用吸管打匀使细胞悬浮于低渗液中，放在37℃恒温水浴锅中，静置15～20min，使白细胞膨胀，染色体分散（精确的低渗时间应自行摸索）。
3.固定
（1）预固定：低渗处理完成后，加入现配制固定液1ml，吹打均匀。1000 r/min离心8～10min，弃去上清液。
（2）固定：沿离心管壁加入新配固定液8ml打匀， 1000 r/min再离心8～10min，弃去上清液。
（3）再固定：再加入新配固定液8ml，打匀（静置30min），1000 r//min离心8～10min，弃去上清液。
4. 制片  视细胞多少，加入适量新配固定液制成细胞悬液，将细胞悬液2-3滴，滴到清洁的冰玻片上，在酒精灯火焰上来回过几下（勿全烤干），空气中晾干。
5. 染色  晾干的标本用Giemsa染液（Giemsa原液∶pH6.8磷酸缓冲液为1∶9）染色8～10min、自来水冲洗、晾干。
（四）镜检
将制备好的染色体玻片放置到显微镜下，先用低倍镜找到分散良好的分裂相，然后后换高倍镜、油镜、认真观察。
四、注意事项
1．PHA是体外淋巴细胞培养成败的关键问题，因此，要考虑它的质量和浓度。盐水提取物一般冰冻保存的时间不宜过长，时间长了效价减低。浓度一般用200~300μg/ml，每毫升培养液加0.2～0.3ml，浓度过高可能会导致红细胞凝集。    

2．秋水仙素浓度与处理时间，一般最终浓度以0.05μg/ml为宜，处理时间为2小时。如果浓度太低，处理时间太短，则分裂相少；浓度太高，处理时间太长，则分裂相虽多，但因染色体缩得太短而形态特征模糊。
3．培养温度应严格控制在37℃+0.5℃。
4．双蒸水pH值应在6-7之间。
5．低渗一步极为重要，关系到染色体分散的好坏，因此低渗液的浓度与低渗的时间应掌握好。
6．离心速度不宜过高，速度太高细胞团不易打散，反之，分裂相易丢失。
7．固定液应临用时新鲜配制，固定时一定要彻底吹匀，若吹打不够则细胞在玻片上成堆，反之则细胞易碎，以至染色体数目不完整。
8．培养液的pH值应掌握在7.0~7.2左右，偏酸细胞发育不良，偏碱则细胞出现轻度固缩。
9．玻璃器皿要十分干净、无酸，所用试剂以分析纯的为好。
10．无菌操作过程应保持高度无菌概念，严防细菌和病毒污染。
11．在外周血培养过程中，PHA对淋巴细胞的刺激效应个体差异较大，同样方法和条件，分裂相多少及分散情况可各不相同。
第二节 染色体G显带技术

染色体显带技术是在非显带染色体的基础上发展起来的，它能显示染色体本身更细微的结构。自20世纪60年代末以来，染色体显带技术得到了很大的发展。这一技术的应用，可以准确识别23对不同类型的染色体，并能识别同一号染色体上的不同区带。从而提高了染色体核型分析的精确度，为临床上某些疾病的诊断提供了更有效的手段。
显带染色体是染色体标本经过一定程序处理，并用特定染料染色，使染色体沿其长轴显现明暗或深浅相间的带纹，称为染色体带，这种染色体显带的技术，称为显带技术。通过显带技术，使各号染色体都显现出独特的带纹，这就构成了染色体的带型。每对同源染色体的带型基本相同而且稳定，不同对染色体的带型不同。20世纪70年代以来，显带技术得到了很大发展，在众多的显带（Q带、G带、C带、R带、T带）技术中，G带是目前应用最广泛的一种带型。因为它主要是被Giemsa染料染色后而显带，故称之为G显带技术。因其方法简便，带纹清晰，染色体标本可以长期保存，而被广泛用于染色体病的诊断和研究。一套单倍体染色体带纹数有320条带。70年代后期，由于技术的改进，可以从早中期、前中期、晚前期细胞得到更长、带纹更丰富的染色体。一套单倍体染色体即可显示550～850条或更多的带纹,称为高分辨显带染色体（high resolution banding chromosome，HRBC）。
一、显色原理
关于G带的形成机理，迄今尚不十分清楚。有人认为，在胰蛋白酶的作用下，蛋白质不均匀丢失是G带产生的原因。在染色体上的蛋白质经处理而丢失后，这些区域呈现出浅染(浅带)。染色体上蛋白质和DNA结合牢固的区域，由于蛋白质丢失少而呈现深染(深带)。还有人认为，染色体经蛋白酶消化后，染色体的核蛋白破坏，这些区域裸露的DNA分子的磷酸基团能与吉姆萨染料中的天青和甲基蓝等噻嗪分子结合而使染色体着色。也有人认为，染色体上T—A和C—G碱基的含量和分布不同，也与染色体上深浅带的形成有关。A—T碱基对较多的区域，易与吉姆萨染料结合而染成深色区带；而G—C碱基对较多的区域则相反，染成浅染区带。总之，目前说法较多，主要概括为三种观点，即显带是由于:①DNA的作用；②蛋白质的作用；③DNA、染料和蛋白质三者之间相互作用的结果。这些都有待于进一步研究探讨。人染色体标本经胰蛋白酶、NaOH、柠檬酸盐或尿素等试剂处理后，再用Giemsa染色，可使每条染色体上显示出深浅交替的横纹，这就是染色体的G带。
G显带制备方法简便易行，标本可长期保存，带纹清晰，成本低廉，制备周期短，普通光学显微镜即可观察。故已成为研究分析染色体的主要常规方法之一。
二、实验用品和材料
（一）器械
普通光学显微镜、37℃恒温水浴箱、立式染色缸、刻度吸管、橡皮吸头、pH试纸。
（二）试剂 

2.5%胰蛋白酶原液、0.25%的胰蛋白酶工作液、生理盐水、Giemsa原液、Giemsa工作液、1 mol/L磷酸缓冲液（pH 4.0～4.5）。 

三、基本步骤（胰蛋白酶法）
    　1．将常规制备的人染色体玻片标本（未染色的白片）置于70℃烤箱中处理2 h，然后转入37℃培养箱中备用，一般在第3～7天进行显带。 

   　 2．取0.25%胰蛋白酶溶液5 ml，倒入染色缸中，加入45 ml生理盐水，用1 mol/L HCl和 1 mol/L NaOH及酚红调节胰蛋白酶溶液pH 6.8～7.2。 

  　  3．将配好的胰蛋白酶工作液放入37℃恒温水浴箱中预温。 

   　 4．将玻片标本浸入胰蛋白酶液中，不断摆动使胰蛋白酶的作用均匀，处理1～2 min（精确的时间需自行摸索）。 

   　 5．立即取出玻片，放入生理盐水中漂洗2次。 

   　 6．将标本浸入37℃预温的Giemsa工作液（Giemsa原液和pH 6.8的磷酸缓冲液比例为1:9）中染色10 min左右。 

  　  7．自来水冲洗（用细水小心冲洗），空气晾干。 

  　  8．镜检显带效果：在低倍镜下选择分散良好的长度适中的分裂相，转换油镜观察，若染色体未出现带纹，则为显带不足；若染色体边缘发毛为显带过头，此时应根据具体情况增减胰蛋白酶处理时间重新处理一张标本。 
四、G显带核型分析

    准备G显带中期分裂相照片一张，将各条染色体逐一剪下，根据其大小、带型特点和着丝粒位置，依次分组、配对和排列组合，待检查无误后，贴在报告纸上，写出核型的简式（繁式）。
五、注意事项
　  1、良好的培养效果为：标本片上中期分裂相要多，且染色体分散要好。
2、胰蛋白酶溶液需在使用前新配制。
3、染色体长度应能适应显带分析技术的要求。
4、烤片时间也很重要。
5、G显带成败之关键取决于胰蛋白酶液的浓度和处理时间之搭配，故每次进行染色体G显带时，最好先试做一张制片，摸索胰蛋白酶处理时间，以保证获得最好的染色体G显带标本。
第三节  姐妹染色单体技术

姊妹染色单体交换（Sister chromatial exchange,SCE）是染色体同源座位上复制产物间的相互交换，是同一染色体的两条单体之间发生的一类特殊的同源重组，主要在DNA合成期形成，可能与DNA双链的断裂与复制有关，SCE的发生的频率可反映细胞在S期的受损程度。如果一个个体的SCE率明显增高，可表明染色体受到环境中的一定因素的影响，或是受到遗传缺陷的内在制约因素所致。
一、姐妹染色单体互换概念
5-溴脱氧尿嘧啶核苷（5-bromodeoxy- uridine，BrdU）是脱氧胸腺嘧啶核苷的类似物，在DNA链的复制过程中，可替代胸腺嘧啶。在细胞培养过程中，加入一定是的5-溴脱氧尿苷（BrdU）,当细胞在DNA复制过程时，BrdU能作为核苷酸的前体取代胸腺嘧啶而被掺入到新合成的DNA中。因此，当细胞处于第二个分裂周期时，同一染色体的两条姐妹染色单体，一条由双股都含有BrdU的DNA链构成，而另一条为单股含有BrdU的DNA链。在结构上双股含BrdU的DNA螺旋化程度较低，故对染色剂亲合力低，在用Giemsa染色时其单体着色浅，只有单股含BrdU的DNA链组成的单体则着色深而形成差别着色。应用姐妹染色单体交换技术研究来自一个染色体的两条单体之间在同一个位点发生同源片段的交换，称为姊妹染色单体互换。当姊妹染色体间存在同源片段交换时，可根据每条单体夹杂着深浅不一的着色片段加以区分。由于姐妹染色单体的DNA序列相同，SCE并不改变遗传物质组成，但SCE是由于染色体发生断裂和重接而产生的，因此，SCE显示方法通常用来检测染色体断裂频率，用来研究药物和环境因素的致畸效应。
二、实验用品和材料
1. 材料：人外周血（或培养细胞）
2. 器械：光学显微镜、恒温培养箱、恒温水浴箱、离心机、20w紫外线灯、培养瓶、10ml刻度离心管、吸管、试管架、注射器（1ml、2ml）、酒精灯、载玻片、天平、小烧杯、染色缸、黑纸、擦镜纸。　　
3. 试剂：RPMI1640培养液、PHA、肝素、2×SSC、500(g/ml的BrdU、pH6.8磷酸缓冲液、Giemsa染液。
4. 试剂的配制
（1）500(g/ml BrdU  称取Brdu 4.2mg，加入8.4 ml无菌生理盐水，摇匀后即成500(g/ml的BrdU溶液，4℃冰箱避光保存。
（2）2×SSC溶液  先配制A液（0.30mol/L 氯化钠 ：17.54克氯化钠溶解在蒸馏水中，定容至1000ml）和B液（0.030mol/L柠檬酸钠：8.82克柠檬酸钠溶解在蒸馏水中，定容至1000ml）；使用时将A和B两溶液等体积混合即成2×SSC溶液
（3）常规配制RPMI1640培养液、Giemsa染液、肝素液。
三、实验方法与步骤

（一）细胞培养（人外周血淋巴细胞培养）

1. 接种  无菌抽取外周全血0.2~0.3ml（肝素抗凝），接种在5ml含有PHA的RPMI1640培养液中，37℃培养箱培养。

2. 加BrdU  培养24h后加500μg/ ml BrdU液0.1 ml，终浓度为10μg/ ml，混匀后，避光培养。

3. 加秋水仙素 在收获细胞前2h加秋水仙素（终浓度为0.2μg/ml培养液）。

（二）收获细胞和制备染色体玻片

收获细胞及染色体标本制片均与人类染色体标本的制备相同。

（三）标本老化

将制好的染色体玻片置37℃培养箱2天或在60℃干烤箱烤片2h。

（四）差别染色——紫外线照射法

1. 将老化好的染色体标本片放入一平皿中（最好用牙签放在玻片下面），在玻片上盖一张稍大些的擦镜纸，使纸的四边垂于平皿中，滴加2×SSC液到纸上，使擦镜纸全部润湿，使平皿中放入的2×SSC溶液与玻片水平，保证有充足的2×SSC液渗至标本上保持标本湿润。

2. 将平皿置于56℃的水浴箱中，使平皿底部接触水面。

3. 在水浴箱上架一支20W的紫外线灯，使灯管与标本的距离6㎝左右，开灯照射30min。

4. 照射完毕，用镊子轻轻揭去擦镜纸，用自来水轻轻冲洗玻片。

5. 1:10Giemsa染料染色8～10min（不要着色过深）.
6. 自来水冲洗晾干后即成SCE标本.
四、注意事项
1．BrdU溶液最好现用现配，一次用不完，必须4℃避光保存。
2．BrdU是强的致突变剂，使用浓度不易太高，在每毫升含25mg

左右的剂量下不影响细胞增殖。外周血培养24h后加入均可。
3．用紫外线照射诱发姐妹染色单体分化时，如紫外灯功率大，照射时间应相应减少。一般在20w的紫外灯距标本距离应在6cm左右；如果在15w紫外线灯照射时距离标本应在4㎝左右。温度要控制在50℃~60℃（冬天最好是55℃~60℃），但不应超过60℃。如果时间过长或温度过高都易造成染色体肿胀。
五、预期实验结果及分析

（一）预期实验结果
在某些进入第二次复制中期的分裂相中，清晰可见姐妹染色单体分染为一深一浅图像，可观察到姐妹染色单体同源片段等位交换相。
（二）实验结果观察分析
1．选择在加入Brdu之后经过两个复制周期，姐妹染色单体分化着色清晰，染色体分散良好，长短合适和染色数目完整的中期分裂，进行观察分析。
2．SCE交换次数判定：染色体某臂端部交换算1次交换，臂间交换算2次；着丝粒处发生交换（需排除染色体在此发生扭曲）计一次。
3．每个标本分析30~50个中期分裂相。
4．SCE率计算：SCE率=累计互换数/观察细胞数=SCE/细胞
第四节 小鼠骨髓嗜多染红细胞微核检测
微核是游离于细胞质中的核物质小体，一般为主核的1/3～1/4。微核是染色体畸变的一种特殊表现形式，是细胞分裂后期滞留的染色体断片或整条染色体在子代细胞分裂间期的细胞质中形成的游离团块物。由于染色体受化学诱变剂和辐射损伤而断裂成一些无着丝粒的染色体断片或纺锤体受到某些毒物作用而损伤，当细胞进入分裂后期时，染色体不受纺锤丝牵引而滞留在赤道板附近。在末期以后，单独形成一个或几个规则的次核，包含在子细胞的胞质内，由于比主核小得多，故称微核。微核同主核一样，是由DNA物质所组成。现已证实，微核率同外界作用因子的剂量呈线性正比关系。因此，微核检测技术已广泛应用在辐射防护、损伤，化学诱变剂研究和新药、保健食品的毒理实验中。
一、微核检测技术

微核的产生与染色体和DNA损伤有较大关系，常将微核的检出率作为DNA损伤的一种指标。
微核试验（Micronucleus test，MNT）方法可分成两大类，一类是从外周血中分离淋巴细胞，常规涂片即可，称直接法。该法制作简便、快速，适用于大面积的人群普查，但检出率低，敏感性较差，在准确反映染色体损伤方面一直有质疑。另一类是培养法，即将细胞经体外培养后再制片，该法检出率高，敏感性较强，而且制备的标本胞浆完整、染色清晰。
微核的形成需要经过一次细胞分裂。有丝分裂阻断法微核检测技术是利用一定浓度的细胞松弛素B阻断淋巴细胞细胞质的分裂而不影响细胞核的分裂，即在淋巴细胞培养过程中加入细胞松弛素B，使经过一次分裂的淋巴细胞呈双核，选择这部分细胞进行微核计数而提高了实验的敏感性。同时也成为检测致突变、致癌、致畸物质对机体遗传效应的一种重要手段。
材微核技术与其他技术结合，实验方法日趋完善，试验选范围越来越广，如小鼠、大鼠、中国仓鼠、猕猴、豚鼠等，各种实验动物中，小鼠价格便宜，骨髓中干扰因素少，是微核试验的常用动物。
二、骨髓微核试验
环磷酰胺因具有显著的诱变作用，而常被用作骨髓微核试验的阳性对照物。除此之外，射线、顺铂等也常用作阳性对照物或诱导剂。
骨髓嗜多染红细胞（polychromatic erythrocyte，PCE）中主核已排出，微核经Giemsa染色后色泽鲜红，胞质内含有核糖体，被染成淡灰蓝色，微核与胞质形成鲜明的对比，易于鉴别；而成熟红细胞中的核糖体已溶解，被染成淡桔红色，与PCE区别明显。
三、实验用品和材料
（一）材料
2～3月龄、体重18g～22g的健康小鼠。
（二）试剂  

小牛血清（经灭活处理）、Giemsa原液、磷酸盐缓冲液（pH6.8）、甲醇、环磷酰胺。
（三）器械  

1ml注射器、解剖器械、低速离心机、5ml离心管、毛细吸管、载玻片、染色缸、显微镜、计数器。
四、实验方法与步骤

1．染毒  小鼠腹腔注射一定量的化学物质及环磷酰胺（40mg/kg体重）。
2．取材  以颈椎脱臼法处死小鼠，取两腿股骨，剔净肌肉，擦去附着在上面的血污，剪取两端股骨头，暴露骨髓腔，用注射器吸取1ml灭活小牛血清，将针头插入骨髓腔上段冲洗，用试管接收冲洗液，即成骨髓细胞悬液。
3．离心  1000rpm离心5min，弃大部分上清液，留少许液体，用毛细吸管将细胞团块轻轻吹打均匀。
4．涂片  混匀后的液体滴1滴于载玻片上，血常规涂片法涂片，自然干燥。
5．固定  玻片标本置于甲醇溶液中固定5min～10min，晾干。
6．染色  Giemsa原液用磷酸缓冲液按1∶9的比例稀释，染色10min。自来水轻轻冲去多余染液，晾干，镜检。
7．观察  油镜下观察嗜多染红细胞的微核。典型的微核多为单个、圆形、边缘光滑整齐，偶尔呈肾形、马蹄形或环形，嗜色性与主核一致，直径通常为红细胞的1/20~1/5。每张玻片标本计数100~200个嗜多染红细胞，按“‰”计算微核的出现率，微核计数以“细胞”为单位，即1个细胞中出现2个或2个以上微核时，只按“1”计算。
五、注意事项
1．小鼠股骨较短、细，剪股骨头时，应尽量保持股骨中段的完整。
2．染液浓度、pＨ、染色时间等多种因素均可影响染色效果，例如微核可被染成鲜红色、蓝紫色或紫红色，甚至同一张标本上也会出现染色深浅不一致的现象，因此，计数前必须仔细观察PCE和成熟红细胞的差别，正确辨认。
3．室温较低时，可适当延长染色时间。
4．正确掌握微核的形态特征，避免假阳性。PCE中的RNA颗粒、含酸性多糖的颗粒以及一些附着的染料颗粒等经Giemsa染色后与微核颜色一致，易与微核混淆，应注意辨别。在实际应用中，如有必要，可采用其他方法重复试验，以排除假阳性。
5．制片后，以有核细胞形态完好作为判断制片优劣的标准。
六、预期实验结果及分析
（一）实验结果为阳性
给药组与对照组微核率有明显的剂量反应关系并有显著性差异（P<0.01）时，可认为是阳性试验结果。说明该化学物质能引起染色体断裂，是一种DNA断裂剂，但要排除假阳性。若统计学上有显著性差别，但无剂量反应关系时，则须进行重复试验，结果能重复者可确定为阳性。
（二）实验结果为阴性
实验结果为阴性时，下结论要十分慎重。出现阴性结果的主要原因有以下几点：
1．被筛选的化学物质不引起微核率增高；
2．制片时间不当：有些断裂剂能延迟红细胞的分裂和成熟，使出现微核的高峰时间推迟，因此，应根据细胞周期和不同物质的作用特点，确定取材时间。可先做预试验，一般为30h。
    3．剂量过高或过低：各种化学物质的理化性质、体内代谢途径不同，应根据实验需要，根据药物的特点选择给药途径。例如，骨髓实验需短时间内达到有效浓度，应选用腹腔注射或口服用药。
第五节　荧光原位杂交
原位杂交（In Situ hybridization，ISH）是一种在维持组织、细胞或染色体固有形态结构的基础上对其内部核苷酸序列进行特异检测及定位的分子生物学手段。ISH的原理是将特殊标记或修饰的核苷酸探针与已固定的组织、细胞或染色体中的DNA或RNA杂交，并通过分析探针在被检对象中的显示状况，以完成目的核苷酸序列检测或定位。
早期的ISH技术是以放射性同位素标记探针和放射自显影技术为基本手段。由于放射性同位素标记法具有一定的危险性以及操作烦琐，而逐渐被荧光法、酶沉淀法或发色团检测等方法所取代。荧光原位杂交（fluorescence in situ hybridization，FISH）技术即是一种应用非放射性荧光物质依靠核酸探针杂交原理在核中或染色体上显示DNA序列位置的方法。
FISH技术的优点在于：①探针稳定、操作安全、快速、特异性高；②多色FISH可以在同一核中显示不同的颜色，从而同时检测两种或多种序列。目前已可用5种荧光素显示23种颜色来代表23对染色体，从而使核型分析直观简单；③FISH也可用于间期细胞核内DNA的三维结构的显示;④反向染色体涂染可以准确、客观地辨别新生染色体的来源；⑤微矩阵（microarray）技术和组织矩阵（tissue array）技术使得一次性检测几百个基因或几百个组织成为可能；加快了检测的速度。
一、FISH常见类型
1．原位杂交显带技术　　为了准确定位原位杂交部位所处染色体及其区带，染色体必须显带，但杂交与显带过程会相互影响效果。在人类短重复序列中存在Alu家族，片段长约300bp，在基因组中重复约9000000次。Alu-PCR法是以Alu序列作为引物扩增Alu间的DNA；由于Alu序列在基因组中分布不均，只有在致密区可以扩增出产物。以产物制备探针，通过杂交可以在染色体上形成类似R带的荧光带型。以不同的荧光物质标记目的探针与Alu-PCR探针，将可在染色体上同时显示杂交信号和染色体带型，这种荧光原位杂交技术称为原位杂交显带技术（in situ hybridization banding，ISHB）。
2．染色体原位抑制杂交  在染色体文库探针、cosmid和YAC探针中，常存在许多重复序列家族如Alu、Kpnl等，它们将干扰探针识别靶顺序的特异性。将经过超声破碎制备而成的500bp左右的人类总DNA（THDNA）片段，以一定比例与探针混合、变性。变性后，在37°C孵育而完成THDNA与探针中重复序列之间的退火，此后再与染色体杂交，实现与靶序列之间的特异结合，称为染色体原位抑制杂交（chromosome in situ suppression，CISS）。
3．多色荧光原位杂交　利用不同颜色的荧光素标记不同的探针，同时对一张制片进行杂交，从而对不同的靶DNA同时进行定位和分析，并能对不同探针在染色体上的位置进行排序，形成多色FISH（mFISH）。包括组合标记FISH、比例标记FISH，以及多色染色体涂色等。组合标记FISH（combinatorial FISH）利用几种不同颜色的半抗原或荧光素同时标记一个探针，组合标记原则上可标记的探针数为2ｎ-1（ｎ为半抗原或荧光素的个数）；比例标记FISH（ratio labelling FISH）应用不同比例的各种荧光素标记每个探针，并进行组合标记FISH，可以完成定量分析；多色染色体涂色（multicolor chromosome painting）是利用组合标记FISH或比例标记FISH对染色体、染色体臂或染色体带特异性涂色探针进行标记而进行的mFISH。
4.比较基因组原位杂交（comparative genomic hybridization, CGH）是一种改进的FISH，通过对待检测的DNA（如肿瘤细胞DNA）和相应的正常细胞DNA进行不同颜色的标记（如肿瘤细胞DNA标记为红色，正常细胞DNA标记为绿色），同时与正常细胞的中期染色体进行杂交，然后根据两种探针荧光信号的强度差异判断待测与对照基因组DNA序列的拷贝数之比，找出待测基因组中的DNA扩增和缺失等变异(进行结果判断)，并描绘出相应的CGH核型图。
5．DNA纤维FISH（DNA fiber FISH）是一种应用各种不同的方法将细胞中的DNA在载玻片上制备出DNA纤维，用不同颜色荧光物质的探针与之杂交，并在荧光显微镜下观察结果以及进行分析的技术。与其他FISH相比，DNA纤维FISH主要有如下优点：①高分辨率和定量分析，分辨率可达1～500kb；②模板要求不高，各种方式制备的线性DNA分子均可使用；③DNA需要量较少；⑤灵敏度高，可达200bp。但也存在一些固有的缺点：①DNA纤维的随机断裂可能导致同一探针的信号长度不一致；②DNA纤维伸展的程度不一，导致不同荧光相互干扰，影响定量分析；③从纤维FISH的结果不能判断探针究竟具体位于哪条染色体上；④以同源的串联重复DNA序列为探针，杂交后在DNA纤维上散在分布的重复序列会产生杂交的信号不连续等。
DNA纤维FISH在遗传学上具有广泛的应用，其不仅应用于精确作图和辅助基因克隆，而且也可定量分析不同克隆之间的排列顺序及重叠程度；定量检测染色体重排和缺失等异常；分析靶序列的拷贝数；决定基因之间的物理距离及其5′→3′定向；测量DNA座位的长度等。
二、FISH的一般程序

1．样本制备　用于FISH的样本可以来自于常规的血涂片、常规方法制备染色体玻片以及石蜡或冰冻切片等。为降低本底，杂交前可用RNA酶和蛋白酶Ｋ消化处理标本,然后再将玻片在70%甲酰胺中热处理一定时间，使DNA变性，然后于冷无水乙醇中退火，风干备用。
2．探针　FISH探针包括双链DNA、单链DNA、RNA和合成的寡聚核苷酸探针。DNA探针可分为四类：①基因组探针,多用于区分种间染色体或染色体区域的基因组DNA序列；②重复顺序探针，其目标顺序通常是染色体上不同部位的串联高度重复顺序；能够在某一条染色体的着丝粒区或异染色质区产生致密的杂交带；③染色体文库探针（又称涂染探针），通常是用流式细胞仪从染色体悬液中分离出染色体，或对分带中期染色体进行不同程度的微切割（microdissection），再经分子克隆或PCR扩增制备染色体特异性探针，主要针对染色体或染色体特异区进行杂交，用于检测分裂细胞中的染色体结构畸变和标记染色体；④单一序列探针，其片段一般比较长，必须插入到粘粒、噬菌体或酵母人工染色体（YAC）中进行扩增，主要用于单拷贝基因家族的检测定位。
探针标记分为直接标记和间接标记。直接标记就是将荧光素直接与探针相连。间接标记法是先在探针上接一半抗原、再用能同半抗原特异结合的带荧光标记的蛋白对其进行检测。标记方法多用缺口平移、随机引物标记和PCR扩增法。
3．杂交　把变性后的探针加到处理后的玻片上，37℃杂交16～20ｈ，杂交完成后必须将游离的探针充分洗去。凉干后加适量的抗褪色液。
4．检测和显色　检测方法包括直接荧光法和间接免疫荧光法。如用荧光染料直接标记探针，可直接置于荧光显微镜下观察；若探针是用一个半抗原标记的，则可通过间接免疫荧光法进行检测。用生物素标记的探针经常用FITC（绿荧光）、德克萨斯红或罗丹明（红荧光）标记的亲和素来显色观察；也可通过生物素化抗亲和素抗体夹层逐级放大信号进行检测，玻片还常用碘化丙啶（propidiumiodide，PI）补染，以便在荧光显微镜下观察杂交信号的同时，能看到胞核及染色体结构。
三、FISH的应用

（一）在细胞遗传学中的应用　
常规的染色体研究方法对于小片段易位、倒位、重复和缺失难以分析。FISH技术不仅可以应用染色体涂色方法检测间期细胞靶染色体数目变化，而且可以确定易位、重复、缺失或插入等染色体重排类型，为畸变染色体来源和断裂点提供可靠依据，并可鉴定环状染色体、双随体双着丝粒额外小染色体以及其它标记染色体。目前，FISH技术现已广泛应用于X、Y、21、13和18染色体数目畸变的临床诊断。
（二）在基因定位和基因制图中的应用　
FISH不仅可以以目的基因为探针，对中期的染色体进行杂交，确定该基因在染色体上的位置；而且可以用于动植物基因组结构的研究和DNA分子物理图谱的构建。FISH的分辨率决定了DNA分子图谱的准确性和精密程度。以中期染色体为DNA载体建立起来的分子图谱称为染色体分子图谱。由于中期染色体经过复杂的折叠过程，将导致两个荧光探针间的分辨率保持在1～3Mb之间。应用细胞同步化技术制备的前期染色体可以将FISH的分辨率提高到175kb。DNA纤维FISH可以进一步将分辨率提高到1Kb，并与常规分子生物学的限制性内切酶图谱相近，但它具有更快速、更直接、更简便的优点。高分辨率的DNA荧光原位杂交技术能够快速准确地得到探针序列间的顺序、方向和真实的物理距离。
（三）在基因诊断中的应用
FISH技术是人类疾病临床诊断的重要手段之一。现有的高分辨分析方法不能检测诸如Duchenne/Becker肌营养不良、Prader-Willi综合症等存在微小染色体缺失的人类遗传病。FISH技术可以通过探针杂交，直观地观察到正常染色体存在杂交信号，而存在缺失的染色体无杂交信号，从而诊断缺失的存在与否。在血液病的研究中，特异的融合基因探针可以快速检测致病基因的存在，例如以ABL和BCR融合基因的cosmid克隆制备的FISH探针可以筛选Ph+病人；Y特异性DNA探针可以有效地诊断SRY基因等。
四、染色体标本的FISH技术
（一）实验原理
FISH是以分子杂交为基础，应用非放射性荧光物质标记核酸探针，通过碱基互补的原理与靶DNA杂交，在核中或染色体上显示靶DNA序列位置的方法。FISH技术可分为四个步骤：样品制备、探针标记、杂交及其检测。
（二）实验用品和材料
1．材料　
染色体标本或血涂片
2．试剂　
甲醇、乙醇、乙酸、标记探针（生物素标记探针或地高辛标记探针）、3mol/L乙酸钠、甲酰胺（分子生物学级和粗制品）、杂交缓冲液（4×SSC，20%硫酸葡萄糖）、鲑精DNA、磷酸钠、Tween20、BSA、检测液（5μg/ml荧光素偶联的亲和素或6μg/ml罗丹明偶联的抗地高辛抗体） DAPI

3．仪器　
低温高速离心机、荧光显微镜、旋涡混匀器、移液器、恒温水浴锅、培养箱、烤箱
（三）实验方法与步骤
1．探针混合与变性
（1）混合20～60ng标记探针DNA和3～5μg鲑精DNA。反应后体积少于10μl，可直接冻干；若体积较大，可加1/20体积的3mol/L乙酸钠和2倍体积100%乙醇沉淀DNA。混匀并于-70℃30min。在4℃，12000r/min离心10min，弃上清，沉淀物以300μl 70%乙醇洗涤后在离心（同上），弃上清，冻干。
（2）将DNA重悬于5μl去离子的甲酰胺中，室温旋涡混匀3min。
（3）加入5μl杂交缓冲液，旋涡混匀5min。
（4）将DNA探针置于75℃水浴中变性5min。迅速置于冰浴中5min，备用。
2．样本处理
（1）染色体制备标本或血涂片在室温下依次用70%、90%、100%的乙醇脱水，各5min。凉干备用。
（2）变性前将载玻片置60℃烤箱内孵育，目的是防止变性液加至载玻片时温度降低。
（3）将变性液在水浴箱中加热至70℃。
（4）将预热的载玻片移至含变性液（70%去离子甲酰胺、2×SSC和50mmol/L磷酸钠）的Coplin广口瓶内2min。
（5）立即将载玻片依次移入70%、90%和100%预冷的乙醇中，各5min。防止DNA复性。
（6）空气干燥。
3．杂交
（1）将10μl含变性探针的杂交混合液加至载玻片上变性的靶DNA上。
（2）在杂交液上盖上盖玻片，防止产生气泡。
（3）用橡胶泥将盖玻片四周封好，并置湿盒内37℃温浴过夜。
4．检测
（1）从湿盒内取出载玻片，除去橡胶泥。
（2）将载玻片置于42℃预温的漂洗液A（50%甲酰胺，2×SSC）中，在恒温水浴摇床中振荡10min，并使盖玻片脱落。更换漂洗液A两次，每次振荡5min。
（3）将载玻片移入60℃预温的漂洗液B（1×SSC～0.1×SSC，pH7.0，根据实验需要调整。），漂洗5min，更换漂洗液B两次，每次5min。
（4）将载玻片取出，甩尽液体，加200μl封闭液（3%BSA，4×SSC，0.1％Tween20），盖上盖玻片，防止气泡产生，置于湿盒内，37℃温浴30min以上。
（5）移去盖玻片，除去多余液体，加200μl检测液（5μg/ml荧光素偶联的亲和素或6μg/ml罗丹明偶联的抗地高辛抗体，缓冲液为1%BSA、4×SSC和0.1 Tween20），在37℃湿盒内温浴30min。
（6）移去盖玻片，将载玻片置于漂洗液C（4×SSC，0.1％Tween20，pH7.0）中，42℃振荡漂洗3次，各5min。
（7）将载玻片置于复染液（2×SSC，200ng/ml DAPI）中，室温振荡20min。
（8）载玻片在漂洗液D（2×SSC，0.05%Tween20）中室温温育1min～2min。
（9）荧光显微镜下观察。
（四）注意事项
1．在探针的混合和变性中，杂交液甲酰胺浓度必须根据DNA探针的特点进行调整。提高甲酰胺浓度可以增加重复DNA探针杂交的特异信号。
2．变性时间。当变性不够充分时，杂交反应不能有效进行；变性过分，将引起染色体DAPI复染模糊不清，是染色体形态尚失。
3．在检测的过程中，必须保持载玻片的湿润。
4．从荧光素标记到制片结束，整个过程须在避光下完成。避免由于光照，导致荧光淬灭。
（牡丹江医学院　宋　洁，卜晓波）
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