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摘 要：分别以水稻 ! 号染色体上混合标记的 ( 个紧密连锁的 )*+,（平均约 ! - ’ ./）和 0 号染色体的 123 克隆

$$1$（!%’ ./），以及 !" 号染色体单个 )*+, )4%5’（约 ! - 0 ./）为探针，在水稻染色体上进行了荧光原位杂交

（*678）。结果表明，)*+, 混合标记杂交的检出率为 "’9，大大高于单个 )*+, 的检出率（’9）。其检出率虽然低

于 123 克隆 $$1$（:&9），但它具有程序简单易行的特点，使基因原位定位更加高效。由于水稻中与已知功能基因

紧密连锁的 )*+, 标记具有数量丰富、分布密集等优势，揭示了混合标记的 )*+, 在禾本科植物同线性和共线性

分析中的广阔应用前景。此外，混合标记的 )*+, 还可以用于染色体的准确识别和核型分析。
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水稻是世界上最重要的农作物之一。由于具有基因组

小（& - $0VL）的特点，不仅一直是植物分子遗传学和植物基因

工程的主要研究对象，而且已成为植物基因组分析的模式植

物［!］。自 !5(0 年把非放射性标记原位杂交引入植物研究以

来，该技术被广泛应用于水稻基因组作图，并且技术本身也

得到不断完善：从 ]21 检出到荧光检出；从单色 *678 到多

色 *678；从中期染色体制片到减数分裂的粗线期染色体制

片，甚至是伸展 ]>2 纤维制片。同时随着 33] 系统及电脑

软件的发展与运用，原位杂交技术的杂交灵敏性和分辨率也

都得到了显著提高。

中期染色体 *678 具有程序简单，制片容易，直观高效等

优点，已成为目前最常见、应用最为广泛的方法。在过去，

*678 主要用于对植物 ]>2 重复序列和多拷贝基因家族作

图。有关单拷贝*678的报道不多，这是因为单拷贝基因大
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小常为 ! 至几 "#，其探针与靶序列相遇的机会较小，杂交信

号检出率较低。$%&’()&*+ 等以 , - ."# 的单拷贝 /01 序列作

探针，检出率只有 23左右，并且染色体上是单点检出［4 5 6］。

在如此低的检出率条件下，如果没有大量的样本群体和仔细

分析统计，很难区分信号点与背景杂点。另外，水稻的染色

体非常小，分裂中期只有 ! 5 4!7，染色体间形态相似，从难

以区分［8］。所以在目前水稻染色体的显带研究相对滞后的

情况下，不可能像其他植物那样通过 9:;< 结合显带来提高

其结果的有效性和可靠性。

随着水稻基因组研究和分子生物学的发展，数以千计的

=9>? 标记被遗传定位于水稻染色体上。水稻酵母人工染色

体（@1A）和细菌人工染色体（B1A）文库也得以成功的构

建。B1A 克隆通常为几十至几百 "# 的 /01 片段，用它作探

针从根本上解决了单拷贝基因物理定位检出率低的问题，而

且还可大大提高水稻染色体核型分析的可靠性［C］。如果将其

应用在多色原位杂交中，将更为方便有效。但是 B1A D 9:;<
的程序比较繁琐，首先要制备杂交封阻用的高质量的 A*’ D !
/01，其次，每个 B1A 克隆的长度和重复序列的含量不同，杂

交时 A*’ D ! /01 的封阻比例也很难把握：太高，杂交困难，不

能提高检出率；太低，封阻不足，将出现大量的假阳性信号，使

杂交很难得出理想的实验结果。另外，与水稻重要的农艺及

生物学性状基因紧密连锁的 B1A 克隆非常有限，这也限制了

B1AD 9:;<在水稻物理定位中的广泛应用［2］。

我们在既充分利用丰富的 =9>? 资源，同时又结合国外

最新发展起来的 B1A D 9:;< 的高检出率原理的基础上，首

次采用紧密连锁的多个 =9>? 混合标记进行共杂交，同时进

行了单个 =9>? 及 B1A 的 9:;< 染色体杂交对比。

! 材 料 和 方 法

! -! 植物材料

供试材料为水稻（ !"#$% &%’()% > - &%#&E- F+GFH(）“广陆

矮 8 号”。染色体制片参照 ;*+I 等 !JJ6 年的程序［.］略有修

改。取生长旺盛的根尖，用新鲜固定液（甲醇 K 冰乙酸 L 6 K
!）8M过夜，双蒸水（GG<4N）充分洗净，!3的纤维素酶和 !3
的果胶酶（;O=P1），4QM条件下酶解约 6R。水洗并固定后

采用火焰干燥法制片。

! " # 原位杂交的 $%& 探针

探针分别用 =9>? 标记 =S6J.；B1A 克隆 88B8；混合

=9>?（ =S.6J，=SC6Q，=SJ4，=$!,JB，A/N4C!，A/N68C，

A/N4!C，=$44.）。用切口平移法对供试 /01 探针进行标

记。!C!T G0U?（G1U?、GAU?、G$U? 等量混合），C!T !, V 缓

冲液，8!T 探针 /01（约 !!I），C!T BF* D !! D GWU?，C!T /0(X
&Y: Z /01 E*T[7Y\(&Y : 混合酶液，加 GG<4N 至终体积 C,!T，混

匀后于 !C M下反应 !R，, - C7*T Z > 0(4O/U1 终止液终止。

;YER(\*&Y A> D 2B（;FI7(）凝胶柱离心纯化，点印迹检测标

记效果。

! " ’ 原位杂交及荧光检出（()*+）

原位杂交及信号检出参照 ;*+I 等（!JJC）的程序［Q］的方

法，并加以适当修改。每张染色体制片所用的杂交混合液

（84!T）含约 ! - ,!T 标记的 /01 片段（, - 4!I Z!T），C,3去离子

甲酰胺（;FI7(），!,3硫酸葡聚糖（;FI7(），8 - 4!I &&/01，4 V
;;A。对 B1A 克隆，在每片所用杂交液中加入 8!I A*’ D !
/01（!,, 5 8,, #E），A*’ D ! 制备参见鄢慧民等的程序［J］。

杂交混合液在沸水中煮 !,7F+ 后，迅速置于冰上放置 !,7F+
以上。杂交在 6.M下进行，约 !2 5 48R。荧光检出程序：（!）

杂交后的片子依次在 84 M下于 4,3的甲酰胺、4 V ;;A 溶

液、, - ! V ;;A 溶液中各漂洗 !C 7F+；, - !3 U\F’*+] D !,, 室

温下处理 C 7F+；?B; 室温下处理 4 V C7F+。之后每张加 6,!T
（!,+I Z!T）9:UA D 羊抗生物素抗体耦联物（;FI7(），6.M于保

湿皿中温育 6,7F+ 后，室温下 ?B; 溶液洗 6 V C7F+；（4）每张

制片加 6,!T（!!+I Z!T）兔抗羊生物素抗体耦联物（;FI7(），

6.M于 保 湿 皿 中 温 育 6,7F+ 后，室 温 下 ?B; 溶 液 洗 6 V
C7F+；（6）重复步骤（!）；（8）?B; 洗 6 V C7F+ 后，每张制片加

8,!T（!,!I Z 7T）?:（E\*EFGF%7 F*GFGY）复 染。制 片 在 NT[7E%&
B]2, 荧光显微镜下观察。

# 实验结果

B1A 克 隆 88B8，=9>? 标 记 =S6J. 和 混 合 =9>?
（=S.6J，=SC6Q，=SJ4，=$!,JB，A/N4C!，A/N68C，A/N4!C，

=$44.）作探针对水稻的原位杂交结果见表 ! 和图 !。

B1A 克隆 88B8 和 =9>? =S6J. 分别在 C 号和 !4 号染

色体检出了信号（图 ! B 和 A），信号距着丝粒百分距离分别

为 ! - Q, ^ , - C 和 6C - 8C ^ ! - QC，信号检出率分别为 2,3和

.3，而且88B8的9:;<中姐妹染色单体及同源染色体同时

表 ! 三种探针对水稻的杂交结果

,-./0 ! ,10 20304302 5067/36 89 ()*+ 89 31500 :;<26 89 =58.06 8< 5;40

探针

E\*#Y

观察的细胞数

’RY +%7#Y\ *)
’RY HYTT&
GY’YH’YG

检出率3
/Y’YH’F*+
\(’Y 3

臂 比

1\7 \(’F*

信号距着丝粒
百分距离

?Y\HY+’ GF&’(+HY& 3

检出信号的
染色体臂

URY (\7&
GY’YH’YG &FI+(T&

88B8
=S6J.
_:]

Q4
QQ
Q4

2,
.
4.

! - .6 ^ , - ,.
! - ,. ^ , - ,8
! - 48 ^ , - ,C

! - Q, ^ , - C,
6C - 8C ^ ! - QC
82 - CC ^ 4 - Q,

;
>
>

>：长臂；;：短臂。
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检出了信号（三点），而 !"#$% 只检出单点。混合标记探针在

第 & 号染色体检出了信号（图 &’），其信号距着丝粒百分距

离为 () * ++ , - * ./，检出率为 -%0（双点），大大高于 !"#$%，

但低于 ((1(。由于混合标记 探针在遗传图中覆盖约 & 2
-34 的范围，所以有的检出的信号点较大，见图 &’。

图 ! "#$% 杂交结果

’* 以 !567 混合标记为探针。1* 以 1’8 克隆 ((1( 为探针。8* 以 !"#$% 为探针。

"&’( ! )*+,-.+ /0 "#$% &1 2&3*
’9 4:;<= !567 >? @ABC<9 19 ((1( >? @ABC<9 8 9 !"#$% >? @ABC<9

4 讨 论

与单个 !567 比较，混合标记能大大提高杂交信号的检

出率。这样，在水稻 5DEF 中，混合的 !567 可作为一种有效

的界标。一方面，选取水稻遗传图上紧密连锁的一组 !567
（& 2 -34 以内）5DEF 的杂交信号显示是其所在连锁群号。

例如：选用第 & 连锁群（染色体）的分子标记（!567 混合）进

行水稻的 5DEF 定位，检出信号的染色体即可认定为 & 号染

色体。另一方面，!567 在水稻染色体的具体位置是固定的，

所以根据遗传图选用的某一染色体不同区域的多组 !567
群，就可以它们作为该染色体分区的的界标，即相当于人为

进行染色体“显带”。这样，可有效地解决由于水稻染色体

小，染色体间差异形态不大，而且不同分裂时期同一染色体

差异明显而难以进行核型分析的问题。特别是在多色 5DEF
中，!567 群作为特定界标将发挥越来越重要的作用。

到目前为止，水稻的 !567 分子连锁图日趋饱和［&/］，而

且许多水稻重要的农艺及生物学性状基因与其紧密连锁。

由于单个功能基因定位通常检出率很低，所以利用与功能基

因紧密连锁的一组 !567 同样可以进行染色体定位。尽管

紧密连锁的两个 !567 基因在物理图中不一定就紧密靠在

一起。但因为作探针的是一组 !567，即使有少数 !567 有

偏离，通过统计分析基本上可消除其影响。从理论上讲，多

个 !567 探针混合后定位不如单个基因定位精确，但在细胞

水平上的染色体 5DEF 定位，在显微镜下，&34 的 GH’ 只是

很细小的一个点，所覆盖的范围为几百 IC 至 &4C 左右。所

以，这种方法在一定程度上是可行的。但此方法不能代替单

个基因来进行精细的物理作图。

尽管 !567 混合标记的检出率低于 1’8 克隆，但 !567
为基因组中的特异性的单拷贝序列，杂交中就省略了制备过

程相当复杂的封阻 8BJ K & GH’ 的制备过程。由于每个

1’8 克隆的长度和重复序列的含量不同，杂交过程中 8BJ &
GH’ 的用量难以把握的问题也得以解决。尤为重要的是，

目前已存在大量与水稻功能基因连锁的 !567，而与水稻重

要的农艺及生物学性状基因紧密连锁的 1’8 克隆非常有

限。新的 1’8 克隆需要经过 !567 对 1’8 文库筛选、验证

等大量 工 作 才 能 应 用 于 5DEF 中［&&］。与 1’8 克 隆 相 比，

!567 标记存在着资源上的优势。
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有和无甘油的聚丙烯酰胺胶在检测突变时的差别

丁 兰!，张思仲!，周宏远"，武 辉!，肖翠英!
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摘 要：有文献报道在非变性的聚丙烯酰胺中加入甘油可提高 ’’() 检测的灵敏度。我们的实验结果建议研究者

在进行 ’’() 筛查未知突变时最好采用不加甘油的非变性的聚丙烯酰胺胶，这既省力省钱，又灵敏。在判读 ’’()
胶时，千万不要看到在双链带位置有一条比正常迁移率慢的带就判定为插入突变。此时要判定突变的性质，最好

测序。

关键词：’’()；突变，聚丙烯酰胺胶；碱基缺失；碱基置换

中图分类号：*+,& 文献标识码：- 文章编号：%",. / 0++"（"%%!）%. / %"$$ / %.
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