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［摘要］ 基因组荧光原位杂交 （ＧＩＳＨ） 是分析远缘杂交染色体组结构的有力工具。 为了提高杂交鲍 ＧＩＳＨ 的

信号强度， 以皱纹盘鲍 （Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｓｃｕｓ ｈａｎｎａｉ） 和杂色鲍 （Ｈ． ｄｉｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ） 杂交子代为研究对象， 研究了杂交缓冲

液中探针质量浓度、 封阻 ＤＮＡ 质量浓度， 以及去离子甲酰胺、 硫酸葡聚糖或聚乙二醇 ６０００ 的含量对 ＧＩＳＨ 信号

强度的影响。 结果表明， 杂交缓冲液中， 探针质量浓度应大于 ６􀆰 ２５ ｎｇ ／ μＬ， 封阻 ＤＮＡ （鲑精 ＤＮＡ） 的适宜质量

浓度约为探针的 １０ 倍， 去离子甲酰胺的适宜体积分数约为 ３０％ ， 硫酸葡聚糖的适宜体积分数为 １２􀆰 ５％ ～ １７􀆰 ５％ 。
此外， 用 ７􀆰 ５％的聚乙二醇 ６０００ 替代硫酸葡聚糖可以提高杂交信号， 但存在信号噪点多等问题。
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０　 引言
鲍是我国传统的海珍品， 是重要的海水养殖贝类。 近年来， 鲍的遗传育种研究发展迅速， 其中杂

交育种的成果最为突出。 基于杂交， 我国科研工作者已先后育成 “大连 １ 号”、 “东优 １ 号” 和 “西

盘鲍” 等品种， 推动了我国鲍养殖产业的健康发展［１ － ３］ 。 在鲍的杂交育种中， 杂交后代的遗传分析是

结果鉴定的重要内容， 也是深入研究杂种优势机理的基础［４］ 。
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基因组原位杂交 （ｇｅｎｏｍｉｃ ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ， ＧＩＳＨ） 是分析远缘杂交染色体组结构的有力工具。
它以一个亲本的总 ＤＮＡ 制备杂交探针， 对染色体进行原位杂交， 可以用不同颜色的荧光区别显示染色

体的亲本来源［５］ 。 目前 ， ＧＩＳＨ 已广泛应用于动植物远缘的杂交结果鉴定、 异源多倍体识别， 以及基因

流与基因渗入检出等研究中［６ － ８］ 。 在鲍的远缘杂交研究中， ＧＩＳＨ 也初步应用于杂交子代的染色体组成

及其动态变化［９ － １１］ 。 然而， 前期研究结果显示， 对于亲本亲缘关系较近的杂交鲍， 利用 ＧＩＳＨ 分辨父母

本染色体的难度仍然较高， 较难得到稳定结果［１１］ 。 因此， 本文拟以皱纹盘鲍 （Ｈａｌｉｏｔｉｓ ｄｉｓｃｕｓ ｈａｎｎａｉ） 和

杂色鲍 （Ｈ． ｄｉｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ） 杂交子代为研究对象， 分析杂交缓冲液中探针、 封阻 ＤＮＡ、 去离子甲酰胺

（ｄＦＡ）、 硫酸葡聚糖 （ＤＳ） 或聚乙二醇 （ＰＥＧ）６０００ 的含量对 ＧＩＳＨ 信号强度的影响， 为提高杂交鲍染

色体 ＧＩＳＨ 的灵敏度与稳定性， 也可为其他探针的荧光原位杂交 （ＦＩＳＨ） 提供借鉴。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 样品采集

实验所用杂色鲍足部肌肉组织采自福建省晋江福大鲍鱼水产有限公司， 固定于无水乙醇中 － ２０ ℃
保存。 取性腺成熟的雌性杂色鲍和雄性皱纹盘鲍， 采用阴干、 流水刺激和经过紫外照射的海水刺激等手

段催产， 获得杂色鲍卵子与皱纹盘鲍精子。 按蔡明夷等描述的方法获得杂色鲍 × 皱纹盘鲍的杂交鲍幼

体［１２］ 。 杂交鲍幼体在秋水仙素液体中培养后经低渗、 固定等处理， 然后置于 － ２０ ℃保存［１３］ 。
１􀆰 ２　 ＧＩＳＨ 探针和封阻 ＤＮＡ 的制备

用杂色鲍足部肌肉组织提取 ＤＮＡ， 具体操作参照血液 ／ 细胞 ／ 组织基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒 （天根生

化有限公司） 说明书。 采用切口平移法制备生物素标记的杂色鲍基因组 ＤＮＡ 探针， 操作方法参考试剂

盒说明书 （Ｒｏｃｈｅ）。 将鲑精 ＤＮＡ （厦门海琪生物技术有限公司） 用高压灭菌剪切法剪切成合适片段

（１００ ～ ２００ ｂｐ）。 用 １％琼脂糖凝胶电泳检测探针和封阻 ＤＮＡ 的质量。 将符合要求的探针和鲑精 ＤＮＡ 混

合后采用乙醇沉淀法进行纯化， 再用不同体积的 ＴＥ 缓冲液溶解沉淀， － ２０ ℃保存备用。
１􀆰 ３　 染色体制片的准备

取杂交鲍担轮幼体， 采用蒸汽滴片法进行染色体制片， 具体操作方法参考蔡明夷等［１３］ 的描述，
滴好的制片经空气干燥后于 ６０ ℃恒温箱中老化 ３０ ｍｉｎ。
１􀆰 ４　 基因组荧光原位杂交

ＧＩＳＨ 的一般程序包括探针变性、 染色体制片变性、 杂交、 杂交后洗涤和信号放大等 ５ 个步骤，
操作程序与蔡明夷等［１３］的 ＦＩＳＨ 方法描述相同。 除特殊说明外， 研究所用杂交缓冲液各成分组成为：
３０％ （体积分数） ｄＦＡ、 １０％ （体积分数） ２ × ＳＳＣ、 １２􀆰 ５％ （体积分数） ＤＳ、 ６􀆰 ２５ ｎｇ ／ μＬ 探针、
６２􀆰 ５ ｎｇ ／ μＬ 鲑精 ＤＮＡ。 杂色鲍探针杂交信号预期显示为绿色荧光。

１） 探针含量试验　 各试验组探针的终质量浓度分别为 １􀆰 ５６ ｎｇ ／ μＬ、 ３􀆰 １３ ｎｇ ／ μＬ、 ６􀆰 ２５ ｎｇ ／ μＬ、
１２􀆰 ５０ ｎｇ ／ μＬ、 ２５􀆰 ００ ｎｇ ／ μＬ。

２） 鲑精 ＤＮＡ 含量试验 　 各试验组鲑精 ＤＮＡ 的质量浓度分别为探针的 ０ 倍 （０ ｎｇ ／ μＬ）、 ５ 倍

（３１􀆰 ３ ｎｇ ／ μＬ）、 １０ 倍 （６２􀆰 ５ ｎｇ ／ μＬ）、 ２０ 倍 （１２５􀆰 ０ ｎｇ ／ μＬ）、 ４０ 倍 （２５０􀆰 ０ ｎｇ ／ μＬ）。
３） ｄＦＡ 含量试验　 各试验组杂交缓冲液中 ｄＦＡ 的体积分数分别为 １０％ 、 ２０％ 、 ３０％ 、 ４０％和 ５０％ 。
４） ＤＳ 含量试验　 各试验组 ＤＳ 的体积分数分别为 ２􀆰 ５％ 、 ７􀆰 ５％ 、 １２􀆰 ５％ 、 １７􀆰 ５％ 、 ２５􀆰 ０％ 。
５） ＰＥＧ６０００ 替代 ＤＳ 试验　 用 ＰＥＧ６０００ 替代杂交缓冲液中的 ＤＳ， 各试验组 ＰＥＧ６０００ 的体积分

数分别为 ２􀆰 ５％ 、 ７􀆰 ５％ 、 １２􀆰 ５％ 、 １７􀆰 ５％ 、 ２５􀆰 ０％ 。
１􀆰 ５　 显微观察、 测量与数据处理

在荧光显微镜下， 用固定条件拍照， 获取分散良好、 形态清晰且数目完整的杂交鲍的中期分裂

相。 每个试验选取 ５ 个分裂相， 利用 Ｉｍａｇｅ⁃ｐｒｏ ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件测量有阳性信号 （绿色荧光） 染色体的

平均荧光强度， 计算平均值与标准差， 并作折线图。 用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 作单因素方差分析。
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２　 实验结果
２􀆰 １　 探针含量对杂交信号的影响

探针含量单因素试验中， 在其不同质量浓度下的 ＧＩＳＨ 图像如图 １ａ ～ 图 １ｅ 所示， 其中绿色荧光

为杂色鲍探针杂交信号， 红色为负染的 ＰＩ 信号。

说明：a~e 依次表示杂色鲍基因组 DNA 探针质量浓度为 1.56、3.13、6.25、12.50、25.00 ng/μL 的 GISH 图 ；f~j 依次表示 0、5、
10、20、40 倍鲑精 DNA 封阻质量浓度下 GISH 图；k~o 依次表示去离子甲酰胺体积分数为 10%、20%、30%、40%、50%的
GISH 图；p~t 依次表示 DS 体积分数为 2.5%、7.5%、12.5%、17.5%、25.0%的 GISH 图；u~y 依次表示 PEG6000 体积分数为

2.5%、7.5%、12.5%、17.5%、25.0%的GISH 图；标尺=10 μm。

Note:a -e successivel y represents the public map at the concentrations of 1.56,3.13,6.25,12.50，25.00 ng/μL probes.f -j,in turn,stands for the
blocking concentration of 0,5,10,20 and 40 times of salmon.k-o stands for 10%,20%,30%,40% and 50% of the deionized formamide concentration.
p-t stands for 2.5%, 7.5%, 12.5%, 17.5%，25.0% of the DS concentration respectively.u-y indicates 2.5%,7.5 %, 12.5%, 17.5%，25.0% PEG 6000
respectively.scale bar=10 μm.

图 1 不同探针、封阻 DNA、去离子甲酰胺、DS 或 PEG6000 含量下的 GISH 图

Fig.1 The results of GISH under different probes,blocking DNA,deionized formamide,
DS or PEG6000 concentrations

·３４２·



集美大学学报 （自然科学版） 第 ２４ 卷

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

当探针质量浓度为 １􀆰 ５６ ｎｇ ／ μＬ （见图 １ａ） 和 ３􀆰 １３ ｎｇ ／ μＬ （见图 １ｂ） 时， 杂交信号均较弱， 不能

明显区分杂交子代中染色体的亲本来源。 当探针质量浓度高于 ６􀆰 ２５ ｎｇ ／ μＬ 时， 杂交信号强， 染色体

亲本来源明显区别为红绿两色。 定量分析结果表明： 当探针质量浓度从 １􀆰 ５６ ｎｇ ／ μＬ 增加至

６􀆰 ２５ ｎｇ ／ μＬ时， 靶染色体的平均荧光强度由 （７􀆰 ５３ ± １􀆰 ７６） 上升至 （１２􀆰 ４６ ± ２􀆰 ３８） ； 当探针质量浓度

从 ６􀆰 ２５ ｎｇ ／ μＬ 增加至 ２５􀆰 ００ ｎｇ ／ μＬ 时， 染色体平均荧光强度依然有所增强， 但是增强趋势已趋于平

缓， 平均值间的差异不显著 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５， 见图 ２ａ）。
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探针质量浓度 The probe concentration/（ng·μL-1） 封阻 DNA 倍数 Blocking multiples of DNA/倍 Times

渍（dFA）/% 渍（DS），渍(PEG6000)/%

a） 探针 b） 封阻 DNA

c） dFA d） DS，PEG6000

说明：数据为平均值±标准差（n=5）；不同字母表示差异显著（P<0.05）。
Notes:data in the figure are mean ± standard deviation(n=5),different letters indicate significant differences(P<0.05).

图 2 不同探针、封阻DNA、dFA、DS 和 PEG6000 的含量对染色体单位面积 IOD 值的影响

Fig.2 Effects of different concentrations of probes,blocked DNA,dFA,DS and PEG6000
on the IOD value per unit area of chromosome

２􀆰 ２　 封阻 ＤＮＡ 含量对杂交信号的影响

封阻 ＤＮＡ 含量单因素试验中， 在其不同质量浓度下的 ＧＩＳＨ 图像如图 １ｆ ～ 图 １ｊ 所示， 其中绿色

荧光为杂色鲍探针杂交信号， 红色为负染的 ＰＩ 信号。 各试验组间均可明显区别染色体亲本来源， 当

鲑精 ＤＮＡ 质量浓度为探针 １０ 倍时信号最强。 定量分析结果表明： 当封阻 ＤＮＡ 质量浓度由 ０ 倍增加

至 １０ 倍过程中， 靶染色体的平均荧光强度由 （５􀆰 ４１ ± ０􀆰 ７１） 逐渐增强到 （１１􀆰 ３９ ± ２􀆰 ２８）； 当封阻 ＤＮＡ
质量浓度由 １０ 倍增加至 ４０ 倍过程中， 荧光强度又逐步减弱至 （２􀆰 ８１ ± ０􀆰 ５５） ， 各处理水平间荧光强

度差异显著 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， 见图 ２ｂ）。
２􀆰 ３　 ｄＦＡ 含量对杂交信号的影响

ｄＦＡ 含量单因素试验中， 在其不同体积分数下的 ＧＩＳＨ 图像如图 １ｋ ～ 图 １ｏ 所示， 其中绿色荧光

为杂色鲍探针杂交信号， 红色为负染的 ＰＩ 信号。 当 ｄＦＡ 体积分数为 ３０％ 时， 染色体亲本来源的区分

度最明显， 探针杂交信号涂布的完整性最好 （见图 １ｍ）； 当 ｄＦＡ 体积分数高于 ４０％ 时， 探针杂交的

涂布均一性变差， 杂交信号只出现于某些异染色质区域， 无法明确区分染色体的亲本来源 （见图 １ｎ，
图 １ｏ）。 定量分析结果表明： 当 ｄＦＡ 体积分数由 １０％增至 ３０％时， 靶染色体的平均荧光强度由 （５􀆰 ０７ ±

·４４２·
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０􀆰 １５） 逐渐增强到 （１１􀆰 ４０ ± ２􀆰 ０９） ； 而当 ｄＦＡ 体积分数由 ３０％增至 ４０％ ， 靶染色体的平均荧光强度度急

剧变弱至 （４􀆰 ６３ ± ０􀆰 ４９） （见图 ２ｃ）。
２􀆰 ４　 ＤＳ 或 ＰＥＧ６０００ 含量对杂交信号的影响

ＤＳ 含量单因素试验中， 在其不同体积分数下的 ＧＩＳＨ 图像如图 １ｐ ～ 图 １ｔ 所示， 其中绿色荧光为

杂色鲍探针杂交信号， 红色为负染的 ＰＩ 信号。 结果直观显示， ＤＳ 体积分数为 １２􀆰 ５％ 和 １７􀆰 ５％ 时信

号最强， 涂布均匀， 亲本来源区分度较高 （见图 １ｑ， 图 １ｓ）。 定量分析结果表明： ＤＳ 试剂的体积分

数由 ２􀆰 ５％ 增加至 １２􀆰 ５％ 的过程中， 靶染色体的平均荧光强度由 （５􀆰 ２５ ± ２􀆰 ４１） 逐渐增强到 （９􀆰 ９６ ±
２􀆰 ０５）； 当其体积分数由 １２􀆰 ５％ 增加至 １７􀆰 ５％ 时荧光强度略略下降； 当其体积分数由 １７􀆰 ５％ 增加至

２５􀆰 ０％ 时， 荧光强度骤减至 （２􀆰 ４５ ± ０􀆰 ８０） （见图 ２ｄ）。
在 ＰＥＧ６０００ 不同体积分数下的 ＧＩＳＨ 图像如图 １ｐ ～ 图 １ｙ 所示， 其中绿色荧光为杂色鲍探针杂交

信号， 红色为负染的 ＰＩ 信号。 图像显示： ７􀆰 ５％ ＰＥＧ６０００ 荧光信号极强， 但亲本来源区分度并不高

（见图 ２ｖ）。 定量分析结果表明： 当 ＰＥＧ６０００ 的体积分数由 ２􀆰 ５％ 增加至 ７􀆰 ５％ 时， 染色体单位面积上

的荧光强度由 （１４􀆰 ９１ ± ３􀆰 １３） 剧增到 （３２􀆰 ６５ ± ５􀆰 ３１） ； 当 ＰＥＧ６０００ 的体积分数继续增加至 １２􀆰 ５％ ，
荧光强度反而减弱到 （２４􀆰 ７ ± ７􀆰 ７１） ， 并随着 ＰＥＧ６０００ 的体积分数继续增加而略微下降， 但差异不显

著 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５， 见图 ２ｄ）。
ＤＳ 和 ＰＥＧ６０００ 两组试验结果比较说明， 使用 ＰＥＧ６０００ 组荧光强度明显高于用 ＤＳ 组。

３　 讨论
３􀆰 １　 探针含量的影响

核酸杂交的反应速度与溶液中参与杂交的互补链核苷酸质量浓度的乘积成正比［１４］ 。 染色体 ＧＩＳＨ
中， 染色体制片上固定的 ＤＮＡ 量基本稳定， 因此探针质量浓度是影响核酸杂交效率的关键因素［１５］ 。
本研究结果显示， 当探针的质量浓度为 １􀆰 ５６ ｎｇ ／ μＬ 时， ＧＩＳＨ 信号强度微弱， 且对异源染色体的区分

度差； 随探针的质量浓度的升高， 信号强度和染色体区分度均相应提高； 当探针的质量浓度升高到

６􀆰 ２５ ｎｇ ／ μＬ 时荧光强度达到平台， 但继续提高探针的质量浓度也不再显著提升 ＧＩＳＨ 信号强度。 可

见， 杂交鲍 ＧＩＳＨ 试验中， 探针的质量浓度应大于 ６􀆰 ２５ ｎｇ ／ μＬ。 综合考虑试验的成本控制和稳定性，
本研究建议杂交鲍的 ＧＩＳＨ 探针用量为 ６􀆰 ２５ ｎｇ ／ μＬ。

不同研究所使用探针的质量浓度并不相同。 Ｂｉ 等［１６］ 在运用 ＧＩＳＨ 鉴定两种异源三倍体蝾螈

（Ａ􀆰 ｌａｔｅｒａｌｅ⁃２ ｊｅｆｆｅｒｓｏｎｉａｎｕｍ，Ａ􀆰 ２ ｌａｔｅｒａｌｅ⁃ｊｅｆｆｅｒｓｏｎｉａｎｕｍ） 的 核 基 因 组 成 中 所 使 用 的 蓝 点 钝 口 螈

（Ａ􀆰 ｌａｔｅｒａｌｅ） 基因组探针的质量浓度为 ５ ｎｇ ／ μＬ 。 Ｓｃｚｅｐａｎｓｋｉ 等［１７］ 在运用 ＦＩＳＨ 研究两种海洋鲶鱼

（Ｇｅｎｉｄｅｎｓ ｇｅｎｉｄｅｎｓ，Ａｓｐｉｓｔｏｒ ｌｕｎｉｓｃｕｔｉｓ） 细胞分类和核型进化中所使用银色鲮脂鲤 （Ｐｒｏｃｈｉｌｏｄｕｓ
ａｒｇｅｎｔｅｕｓ） １８Ｓ ｒＤＮＡ 探针的质量浓度为 ２􀆰 ５ ｎｇ ／ μＬ。 Ｊｏｗｅｔｔ［１８］ 用双色 ＦＩＳＨ 研究斑马鱼 （Ｂａｒｃｈｙｄａｎｉｏ
ｒｅｒｉｏ ｖａｒ） 胚胎基因表达模式时所使用的反义探针的质量浓度为 ０􀆰 ５ ｎｇ ／ μＬ。 Ｚｈａｎｇ 等［１９］ 在运用 ＦＩＳＨ
研究栉孔扇贝 （Ｃｈｌａｍｙｓ ｆａｒｒｅｒｉ） 的染色体定位与鉴定中所使用的 Ｆｏｓｍｉｄ ＤＮＡ 探针的质量浓度为

１０ ｎｇ ／ μＬ。 探针种类、 染色体结构差异、 探针标记效率、 杂交后洗涤严谨度等因素均可能影响探针检

出下限， 导致 ＧＩＳＨ 试验信号太弱甚至无法检出。 因此， 不同实验室在进行荧光原位杂交实验时， 有

必要结合自身条件优化探针使用的质量浓度。
３􀆰 ２　 鲑精 ＤＮＡ 含量的影响

在杂交缓冲液中加入鲑精 ＤＮＡ 的目的是封闭普遍同源性的重复序列， 以此降低非特异杂交信

号［２０ － ２１］ 。 Ｍｕｋａｉ 等［２２］通过加入鲑精 ＤＮＡ， 在小麦背景下成功检测到大麦染色体。 本研究结果显示，
最佳的鲑精 ＤＮＡ 的质量浓度约为探针质量浓度的 １０ 倍， 过高或过低均会显著影响 ＧＩＳＨ 信号强度和

异源染色体的区分度。 可能的原因是质量浓度过低不足以封闭同源序列造成微小的跨基因组杂交， 质

量浓度过高会影响探针在整个目标染色体长度上的均匀杂交。

·５４２·



集美大学学报 （自然科学版） 第 ２４ 卷

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

不同研究中， 鲑精 ＤＮＡ 的使用量有所差异。 Ｈｕ 等［２３］ 在运用 ＧＩＳＨ 研究紫扇贝 （Ａｒｇｏｐｅｃｔｅｎ
ｐｕｒｐｕｒａｔｕｓ） 和海湾扇贝 （Ａ􀆰 ｉｒｒａｄｉａｎｓ ｉｒｒａｄｉａｎｓ） 杂交种基因组时所用鲑精 ＤＮＡ 的质量浓度为探针的 １００
倍。 Ｂｉ 等［２４］在运用 ＧＩＳＨ 研究蝾螈 （Ａｍｂｙｓｔｏｍａ （Ａｍｐｈｉｂｉａ：Ｃａｕｄａｔａ）） 的基因组交换减数分裂机制时所

用鲑精 ＤＮＡ 的质量浓度为探针的 １００ 倍。 Ｒａｍｐｉｎ 等［２５］ 在运用 ＧＩＳＨ 研究鲤科鱼杂交 （Ｓｑｕａｌｉｕｓ
ａｌｂｕｒｎｏｉｄｅｓ ｃｏｍｐｌｅｘ） 的亲本染色体和基因组重排时所用鲑精 ＤＮＡ 的质量浓度为探针的 ２５ 倍。 即在不同

研究中， 鲑精 ＤＮＡ 质量浓度的使用范围为探针的 ２５ ～ １００ 倍。 鲑精 ＤＮＡ 的适宜用量的差异可能与研究

对象的基因组结构不同有关。
３􀆰 ３　 ｄＦＡ 含量的影响

变性的探针和染色体 ＤＮＡ 的复性是荧光原位杂交的关键步骤。 已有研究证明， 特定 ＤＮＡ 复性的

适宜温度约为 Ｔｍ － ２５℃ ［２６］ 。 然而， 为了避免长时间高温孵育破坏染色体形态， 探针与靶序列的复性

通常在 ３７℃中完成［２７］ 。 因此， 研究人员一般在杂交缓冲液中添加适量 ｄＦＡ 来调整 ＤＮＡ 的 Ｔｍ， 以降

低复性温度［２８］ 。 目前已知， ｄＦＡ 的体积分数每提高 １％ ， 溶液中 ＤＮＡ 的 Ｔｍ 约下降 ０􀆰 ６０ ～ ０􀆰 ７３℃ ［２９］ 。
本文研究了杂交缓冲液中 ｄＦＡ 的体积分数对杂交鲍幼体 ＧＩＳＨ 信号的影响。 结果显示， ＧＩＳＨ 信号强

度相对 ｄＦＡ 体积分数的变化曲线为单峰曲线， 峰值对应的 ｄＦＡ 体积分数为 ３０％ （见图 １ｃ）； ｄＦＡ 体

积分数过高或过低均会同时导致杂交信号强度和均一性的下降 （见图 ２ｋ ～ 图 ２ｏ）。 这一曲线的特征

与 Ｍｃｃｏｎａｕｇｈｙ［２８］在研究 ｄＦＡ 体积分数对膜结合枯草芽孢杆菌 ＤＮＡ 杂交效率的影响所得的结果相符。
可见， 杂交缓冲液中 ｄＦＡ 的含量高低是影响分子杂交效率的重要因素， 其含量过低或过高均会严重

影响杂交信号的强度与均匀性。
不同研究报道中， 杂交缓冲液中 ｄＦＡ 的含量可能不同。 例如， Ｂａｒｒａｎｇｅｒ 等［３０］ 在运用 ｒＤＮＡ 基因

（５Ｓ ｒＲＮＡ， １８ － ５􀆰 ８ － ２８Ｓ ｒＲＮＡ） 做探针， 用胚胎细胞核染色体制片的 ＦＩＳＨ， 研究太平洋牡蛎

（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ ｇｉｇａｓ） 的胚胎染色体受敌草隆胁迫而导致非整倍性时所用的 ｄＦＡ 的体积分数为 ５０％ ；
Ｒａｍｐｉｎ 等［２５］在用 Ｓ􀆰 ａｌｂｕｒｎｏｉｄｅｓ 的 ＡＡ 基因组做探针， 用 Ｓ􀆰 ａｌｂｕｒｎｏｉｄｅｓ 的二倍体和三倍体细胞悬液制

片的 ＧＩＳＨ 研究鲤科杂交鱼 （Ｓｑｕａｌｉｕｓ ａｌｂｕｒｎｏｉｄｅｓ ｃｏｍｐｌｅｘ） 的亲本染色体和基因组重排， 其所用的

ｄＦＡ 的体积分数为 ７５％ ； Ｂｉ 等［２４］ 用蓝点钝口螈 （Ａ􀆰 ｌａｔｅｒａｌｅ） 基因组做探针， 用火蜥蜴 （Ｓａｌａｍａｎｄｒａ
ｓａｌａｍａｎｄｒａ） 卵母细胞做染色体制片的 ＧＩＳＨ， 研究蝾螈的基因组交换减数分裂机制， 其所用的 ｄＦＡ
的体积分数为 ５０％ 。 本研究结果显示， 杂交鲍 ＧＩＳＨ 中 ｄＦＡ 的适宜体积分数约为 ３０％ ， 低于多数研

究报道。 ＤＮＡ 的 Ｔｍ 值受 ＧＣ 含量、 长度、 复杂性、 构像等因素的影响， 也受缓冲液中变性剂种类和

含量、 一价阳离子浓度、 ｐＨ 等因素的影响［３１ － ３２］ ， 这些都可能导致 ｄＦＡ 的适宜含量的变化。 因此，
在 ＧＩＳＨ 试验中出现杂交信号太弱或不均匀的问题时， 在保证探针含量充分的前提下， 需检查杂交缓

冲液中 ｄＦＡ 的含量是否适宜。
３􀆰 ４　 ＤＳ 或 ＰＥＧ６０００ 含量的影响

在核酸杂交中， 常常在杂交缓冲液中加入适量 ＤＳ 以促进杂交速度［１４］ 。 ＤＳ 是一种大分子多聚化

合物， 具有极强的水合作用。 它在杂交缓冲液中的作用可以归纳为两点： 一是， 增加探针含量； 二

是， 增加溶液的粘稠度［３３］ 。 本研究结果显示， 杂交鲍 ＧＩＳＨ 杂交缓冲液中 ＤＳ 最适宜的体积分数约为

１２􀆰 ５％ 。 其体积分数太低， 探针浓缩不充分； 其体积分数太高， 溶液过于粘稠， 导致分子扩散速度降

低。 因此， 其体积分数太低或太高均会影响杂交效率。 不同研究中 ＤＳ 的使用量差别不大。 Ｂｉ 等［２４］

在利用 ＧＩＳＨ 研究蝾螈的基因组交换减数分裂机制时， 所用的 ＤＳ 的体积分数为 １０％ ； Ｙａｎｇ 等［３４］ 在

利用 ＦＩＳＨ 研究虾夷扇贝 （Ｐａｔｉｎｏｐｅｃｔｅｎ ｙｅｓｓｏｅｎｓｉｓ） 免疫相关基因定位时， Ｆｅｎｇ 等［３５］ 在用 ＦＩＳＨ 研究栉

孔扇贝 （Ｃｈｌａｍｙｓ ｆａｒｒｅｒｉ） 微卫星标记的细胞遗传图谱时， 他们所用的 ＤＳ 的体积分数都为 １０％ ；
Ｒａｍｐｉｎ 等［２５］在利用 ＧＩＳＨ 研究鱼类 （Ｓｑｕａｌｉｕｓ ａｌｂｕｒｎｏｉｄｅｓ ｃｏｍｐｌｅｘ） 的亲本染色体和基因组重排时，
Ｂｏｏｎａｎｕｎｔａｎａｓａｒｎ 等［３６］在利用 ＦＩＳＨ 研究石斑鱼 （Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ ｆｕｓｃｏｇｕｔｔａｔｕｓ） ｖａｓａ 基因表达时， 他们所

用的 ＤＳ 的体积分数都为 １０％ 。 可见， 与其他因素相比， 杂交缓冲液中 ＤＳ 含量的作用相对独立且相
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对稳定， 在不同的研究中无需特别优化。 然而值得注意的是， ＤＳ 液体比较粘稠， 精确量取较困难，
在配液中要注意准确量取。

Ａｍａｓｉｎｏ［３７］在 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交中用 ＰＥＧ６０００ 替代核酸杂交缓冲液中的 ＤＳ， 发现 ＰＥＧ６０００ 具有信号

强、 粘度低和价格低等优势。 因此， 本研究尝试用 ＰＥＧ６０００ 替代 ＧＩＳＨ 杂交缓冲液中的 ＤＳ。 结果显

示， ＰＥＧ６０００ 组的信号强度总体高于 ＤＳ 组， 适宜的体积分数为 ７􀆰 ５％ 。 但研究结果也显示，
ＰＥＧ６０００ 组存在杂交信号不稳定、 信号噪点多、 制片标本易 “掉片” 等问题。

４　 结论
本文提出一种染色体荧光强度定量测量方法， 并利用该方法研究了杂交缓冲液中探针深度、 鲑精

ＤＮＡ 用量、 ＤＳ 含量对杂盘杂交鲍染色体 ＧＩＳＨ 信号的影响， 同时尝试用 ＰＥＧ６０００ 替换缓冲液中的

ＤＳ。 研究结果为提高杂交鲍 ＧＩＳＨ 的分辨率提供了依据， 也为其他 ＦＩＳＨ 相关研究提供了借鉴。
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