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摘要：介绍了一种将染色体显微操作和;<=技术结合起来进行基因染色体定位的方法，具有简便易行，

特异性和敏感性很高等特点。分析了这种定位方法的技术特点，以及>><;和?!@序列分析等方法在

排除错误结果中的运用。
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基因定位是细胞遗传学和分子遗传学领域

内的一项重要的技术手段，对于进一步研究基

因结构和行为有着重要的作用。到目前为止，

已经建立和发展起来的基因定位技术主要有原

位杂交（M>G）、荧光原位杂交技术（W02"R6N6586
(+3(4<4OQR/7/Z.P/"5，[M>G）、引 物 原 位 延 伸

（SR/-67R6P65P/"5(+3(4<，;=M!>）、原位;<=
（(+3(4<;<=）［9］、体细胞杂交技术等。其中原

位杂交发展得最为完善，应用领域也最广，但其

花费较高，费时费事［)］。更加令人遗憾的是原

位杂交一般比较适用于检测9\Q以上的较大片

段或多拷贝的基因序列，对于低拷贝或单拷贝

的短序列则常常无能为力，并且制备探针比较

麻烦。还处于发展阶段的原位;<=技术由于

引入了具有高特异性和灵敏性的;<=（聚合酶

链反映，S"0O-6R.N684./5R6.8P/"5）技术，因而显

示出了对于定位低拷贝、短序列基因的很好前

景，但从目前许多文献上看，这项技术的稳定性
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和可重复性还不能令人满意［!］。体细胞杂交

技术需要将靶细胞与啮齿类动物的细胞进行融

合，然后还需进行筛查，工作量很大［"］。因此

快速、简便地进行低拷贝、短序列基因的定位便

成为诸多研究工作者关注的一个技术难题。

#$%&’(!)*+年运用显微操作技术将与小

鼠胚胎发育、精子分化、性别决定相关的,复合

体定位和克隆出来，-./(0%(!)*)年曾用切割

12显带 染 色 体，然 后 再 进 行34#，成 功 地 将

-567(819(/9&6综合征基因定位于人的*号染

色体［:］，开创了染色体单条带水平定向克隆的

纪元。邓汉湘、夏家辉等又将这一技术用于构

建人染色体特异的探针池［;］。<=9’&>(!))?年

用激光束作为工具结合<=@234#构建了带有

A&,B酶切位点的人"CD!2,(8克隆［?］。本文在

将染色体显微操作技术和34#技术具有的高

灵敏性、高特异性的特点结合起来的基础上，探

讨了这种方法在定位哺乳动物低拷贝、短序列

基因的研究工作中的运用。

! 基本方法

运用显微操作技术进行基因定位，除了倒

置显微镜和显微三维操作仪外不需要其他的特

殊设备。将E(9FF、G=H’C@F或A90&6等公司的

倒置显微镜与A589F%97(或E(9FF等公司的显微

三维操作仪组装起来便可进行染色体的显微操

作。用于显微操作的玻璃针可以用A589F%97(
公司的玻璃管，外直径为!ID’’，内直径为

JI?’’或其他相近规格。调整电流值，使拉成

的玻璃针的末端既具有一定的刚性又具有一定

的韧性，同时玻璃针的末端应该以封口为好。

实验时应选用分散良好的中期细胞染色体

玻片标本（常规方法制片［*］），如无新制的标

本，也可以用!!D年内冷冻、干燥存放的标本。

如果上面有香柏油，可用二甲苯处理去除，如果

上面有二甲苯不易去除的蜡状油脂，可用较低

浓度的家用洗涤剂的去离子水溶液无菌处理后

去除 油 脂。然 后 将 玻 片 依 次 过!JK、)JK、

!JJK的系列乙醇，每次D分钟，空气干燥［*］。

如果标本颜色褪去，可以用19(’5重新染

色并用相差显微镜观察，以便在进行显微切割

时能准确辨认各条染色体。用显微操作技术取

下染色体或染色体的某一条带后，准确无误地

将之转移到即将进行后续操作的34#容器，是

一项比较细致的工作。-@/(0%(等是将染色体

转入一个经过硅化的洁净油室［:，;］，我们是将

染色体连同玻璃针末端剪入34#薄壁管，离心

使染色体附着于管底。然后假如预算好体积的

!"7／’=的蛋白酶L，将包裹MA<的组蛋白充

分消化，体积的预算方法是按后续的34#反应

体系中水的体积加入的。消化后只需进行高温

温育便可除去蛋白酶L的活性，以防止对34#
反应中的!"#酶产生影响。也可以用酚、氯仿

抽提除去蛋白酶L［;］。

在进行34#扩增时，只需要加入除水以外

的其他组分，由于作为模板的MA<分子极少，

所以设置的循环次数一般较多，为"J!;J个循

环。34#结束后用琼脂糖凝胶电泳观察结果。

" 结果分析及假阳性、假阴性结果的排除

以定向切取的某条染色体作为模板进行的

34#反应，如果出现了扩增产物，则说明要定

位的基因就位于这条染色体上。

为排除34#产生的假阳性结果，可以增设

阳性和阴性对照，34#结束后用单链构象多态

分析（F967=(F,856/0&6F,8@0,9&6C&=H’&8C%9F’，

NN43）和MA<序列分析加以鉴定。NN43技术

可以通过非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳将仅有一

个碱基差异的MA<片段区分开来［)］，因此将

所取染色体的34#产物和阳性对照的34#产

物进行NN43，便可鉴定34#是否存在假阳性

结果。对34#产物进行序列分析则可以更为

准确地从根本上证实34#结果的正确性。要

排除假阴性结果，可以采取增加每管中作为扩

增模板的相同染色体的数目、增设阳性对照和

优化34#反应条件等措施。

# 技术特点、使用范围及前景

这种方法使用在已经知道待定位基因序列

或至少已经有扩增该基因引物的条件下，对染
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