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摘  要：FISH 技术是进行基因和重复 DNA 序列在染色体上可视化作图的精确有效方法，已广泛应

用于特异核苷酸序列的物理作图、基因组或染色体的识别、DNA 序列的定量分析以及着丝粒、染色质空

间结构分析等方面。综述了 FISH 技术在芸薹属作物基因组研究中的重要进展，并讨论了其应用前景。 
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Abstract：Fluorescence in situ hybridization（FISH）is an effective and accurate method to visualize 

the localization of genes and repetitive DNA sequences on chromosomes. This technique has been widely 

used for physical mapping of unique nucleotide sequences on specific chromosome regions，for identifying 

the specific genomes and chromosomes，for mearuring the size of various DNA molecules，and for 

revealing the spatial organization of the centromere and heterochromatin or euchromatin of different 

chromosomes. The present review mainly described the recent advances in Brassica genome research by 

fluorescence in situ hybridization and discussed its future applications in Brassica crops. 

Key words：Brassica crops；flourescence in situ hybridization（FISH）；cytogenetics；genome；

chromosome painting（CCP）；extend DNA fibers（EDFs） 

 

芸薹属（Brassica）包括白菜（B. rapa，2n = 2x = 20，AA）、甘蓝（B. oleracea，2n = 2x = 18，

CC）、黑芥（B. nigra，2n = 2x = 16，BB）3 个二倍体种和甘蓝型油菜（B. napus，2n = 4x = 38，AACC）、

芥菜（B. juncea，2n = 4x = 36，AABB）、埃塞俄比亚芥（B. carinata，2n = 4x = 34，BBCC）3 个复

合二倍体种，其中许多是重要的蔬菜、油料和饲料作物，或为某些调味品及抗癌化合物的重要来源 
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（Labana & Gupta，1993；Fahey & Talalay，1995；Razis & Noor，2013）。关于芸薹属作物的细胞遗

传学研究开始于 20 世纪初（Takamine，1916；Karpechenko，1922），至今已有近 100 年的历史，然

而该领域在新技术以及基因组资源（如 BAC 文库、遗传图谱、测序数据等）出现之前曾一度停滞

不前。荧光原位杂交技术（fluorescence in situ hybridization，FISH）的建立和发展促使芸薹属植物

细胞遗传学研究进入一个新阶段。 

荧光原位杂交技术是在染色体或细胞核上可视化定位核苷酸序列的一种非常有效的方法。其原

理是将标记的核苷酸序列作为信号分子与载玻片上互补的 DNA 或 RNA 序列直接杂交和检测。由于

FISH 技术程序简单，灵敏度高，对比明显，可同时检测多个探针，具有立体分析的多功能性，其迅

速成为原位杂交的主流技术，已被广泛应用在许多植物的重要性状和基因组研究中（de Jong，2003；

Jiang & Gill，2006；Lysak et al.，2007；Xiong et al.，2010；Iovene et al.，2011；Figueroa & Bass，

2012；Szinay et al.，2012）。FISH 作为一项可视化方法，其发展在分子细胞遗传学研究中具有重要

的里程碑意义。本文综述并讨论了该方法在芸薹属作物研究上的应用和前景。 

1  芸薹属作物核糖体 RNA 基因的荧光原位杂交检测 

核糖体 RNA 基因（rDNA）在基因组中具有高拷贝数和串联重复的特性，是迄今在植物中应用

最广泛的 FISH 标记探针。rDNA-FISH 技术使得芸薹属作物等具有小染色体物种的分子细胞遗传学

研究有了显著进展。 

1993 年，Maluszynska 和 Heslop-Harrison（1993）第一次将 45S rDNA 作为 FISH 标记成功应用

到芸薹属植物染色体，分析了 45S rDNA 在芸薹属 6 个种基因组中的位点数和分布。随后，许多研

究者使用 FISH 技术进行了 45S rDNA 和 5S rDNA 的染色体定位，如甘蓝 9 对染色体中的 3 对、白

菜 10 对染色体中的 6 对、黑芥 8 对染色体中的 4 对、甘蓝型油菜 19 对染色体中的 9 对、芥菜 18

对染色体中的 10 对，被精确识别（Fukui et al.，1998；Hasterok et al.，2001，2006；Kulak et al.，2002；

Snowdon et al.，2002；Ziolkowski & Sadowski，2002；Koo et al.，2004；Ali et al.，2005；轩淑欣 等，

2007），并建立了携带 rDNA 位点的染色体核型模式图（Hasterok et al.，2001），显示出了比传统显

带技术高得多的分辨能力（Hasterok et al.，2006）。 

通过 FISH 技术对 rDNA 在芸薹属物种进行染色体作图，不仅对芸薹属物种染色体结构有了更

深入的认识，而且也认识到 rDNA 位点在不同物种中的数量具有可变性（Hasterok et al.，2006），初

步推测其可能是因为物种在进化过程中染色体或核糖体 RNA 基因交换或易位所致。随着流式细胞

仪在整套染色体悬浮液中进行染色体分拣的应用，rDNA 和着丝粒 DNA 也被用作 FISH 探针标记大

麦和黑麦染色体悬浮液中的特异染色体（Ma et al.，2005），这表明 rDNA-FISH 方法在染色体的筛

选和分拣上有很大的应用前景。 

2  通过重复序列 FISH 揭示芸薹属基因组结构特异性 

串联（卫星）重复序列和转座子构成了植物基因组 DNA 的大部分，对维持染色体结构十分重

要。在芸薹属基因组中，串联重复主要分布于染色体的异染色质区，包括着丝点、近着丝点以及端

粒区，而转座子片段也主要集中在这些区域，少量分布在大块常染色质的染色体臂。FISH 技术是鉴

定芸薹属各类重复序列在基因组广泛分布模式的有用工具。 

植物着丝点包含多种反转录转座子和 100 ~ 200 bp 短基元卫星重复。着丝点卫星序列在基因组

中进化快速。除核糖体 RNA 基因外，CentBr1 和 CentBr2 是两个在白菜上较早被鉴定的串联重复，
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包含着 176 bp 的卫星重复基元（Lim et al.，2005，2007），FISH 分析表明二者分别位于白菜的 8 对

和 2 对染色体的近着丝点处（Lim et al.，2005）。CentBr1 和 CentBr2 在甘蓝上也被发现，前者位于

所有的染色体，后者至少位于 5 对染色体，但在黑芥的基因组中均未被检测到；在埃塞俄比亚芥、

芥菜和甘蓝型油菜 3 个复合二倍体中也仅在其供体 A 和 C 基因组的染色体上被检测到（Lim et al.，

2007）。在黑芥上，Schelfhout 等（2004）发现 1 个 329 bp 的串联重复特异定位在 B 基因组染色体

着丝粒区，并进一步证实该串联重复在芥菜上也只位于 16 条 B 染色体。着丝点卫星序列的基因组

特异性进一步揭示了 A 和 C 基因组相对于 B 基因组有更近的亲缘关系。 

FISH 研究也揭示了不同种类的反转录转座子对染色体组织有重要作用。Ty1-copia-type 和

Ty3-gypsy-type 是广泛存在于植物基因组中的反转录转座子元件，其存在有助于产生物种基因组大小

的极大变异。芸薹属着丝粒反转录转座子（centromere retrotransposon of Brassica，CRBs）是该属 6

个种所有染色体着丝粒的主要组成之一。Alix 等（2005）分析了 2 个 Ty1-copia-type 和 1 个

Ty3-gypsy-type 反转录转座子在甘蓝基因组中的分布，其中 1 个 Ty1-copia 探针沿着染色体全长有一

些间质性聚集杂交，而另一个 Ty1-copia 片段和 Ty3-gypsy 探针及 1 个 Athila-like gypsy 片段沿着整

个染色体杂交，并在近着丝点区域产生强烈的杂交信号。白菜近着丝粒反转录转座子（peri-centromere 

retrotransposon of Brassica rapa，PCRBr）的 Ty3-gypsy-type 片段定位在白菜 3 对染色体上，是 A 基

因组特异的，在 B 和 C 基因组中缺失；但在 3 个异源四倍体中，PCRBr 探针被杂交到 B 和 C 基因

组染色体上（Lim et al.，2007）。Bot1 是在甘蓝基因组内特异扩增的转座子，在白菜基因组中没有

扩增；在甘蓝型油菜基因组中，Bot1 作为 FISH 探针标记了 C 基因组的 18 条染色体，但与白菜来源

的染色体亦有较弱的杂交信号（Alix et al.，2008）。目前甘蓝 1 个包含 Bot1 的 BAC 克隆被标记为

FISH 探针广泛应用于 A、C 基因组的区分研究中（Leflon et al.，2006；Nicolas et al.，2009；Szadkowski 

et al.，2011）。 

相对于近着丝粒区域，芸薹属作物染色体末端端粒部分的研究较少。除了拟南芥类型的端粒序

列，只有 dos Santos 等（2007）从甘蓝基因组中分离了 1 个端粒类似重复（克隆 pBo1.6），FISH 结

果表明该重复定位在甘蓝所有染色体端粒和/或亚端粒的间隙区域，是 C 基因组特异的，在白菜染色

体上没有检测到杂交信号；但在甘蓝型油菜中克隆 pBo1.6 标记了 C 基因组的所有染色体和 A 基因

组的 6 条染色体。 

3  利用 GISH 分析芸薹属杂交种和多倍体的基因组组成 

基因组特异的重复片段被广泛用于植物细胞遗传和系统发育分析。基因组原位杂交（genome in 

situ hybridization，GISH），是 FISH 的一种衍生技术，在植物细胞学和细胞遗传学研究中也是一个

通用的工具。在 GISH 试验中，一个亲本/物种的基因组 DNA（genome DNA，gDNA）被标记做探

针，另一个亲本/物种的过量 gDNA 或丰富的重复 DNA 片段（Cot-1 DNA）做封阻，然后与靶染色

体进行原位杂交；或是两个亲本 gDNA 同时被分别标记，然后杂交，不进行额外的封阻。GISH 能

够直观显示和比较不同材料的染色体或基因组差异，能够分析异源（部分异源）多倍体、种间杂交

种、单倍体、渐渗系以及重组染色体的特征。 

芸薹属 3 个重要的物种埃塞俄比亚芥、芥菜和甘蓝型油菜均为异源四倍体，GISH 已被较多地

用于区分这 3 个种和它们衍生物的亲本基因组或单个染色体。3 个亲本基因组 A、B、C 在埃塞俄比

亚芥和芥菜基因组中被鉴定（Snowdon et al.，1997；Hasterok et al.，2005；Maluszynska & Hasterok，

2005；Hong & Li，2007；杨续蕊 等，2013），由于甘蓝（CC）和白菜（AA）较近的亲缘关系，甘

蓝型油菜的供体基因组先前并未被清楚地区分。近来，Howell 等（2008）、Howell 和 Armstrong（2013）
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使用标记的甘蓝 gDNA 做探针和未标记的过量白菜 gDNA 进行封阻，对甘蓝型油菜的 C 基因组进行

了精确鉴定。许多研究者曾揭示了白菜 gDNA 探针标签具有空间局限性，在白菜和甘蓝染色均只标

记近着丝点区域；与此相反，甘蓝 gDNA 标记则较均匀地分布在 C 基因组染色体（郄丽娟 等，2007；

顾爱侠 等，2008；Howell et al.，2008）。两个基因组探针不同的标记效率表明甘蓝染色体比白菜染

色体包含有较多的、均等分布的基因组特异重复序列。根据甘蓝 gDNA 探针标记的特点，Howell

等（2008）利用甘蓝特异的 BAC 克隆探针进行 FISH，然后顺次进行甘蓝 gDNA 的原位杂交，检测

出了甘蓝型油菜 A7 和 C6 染色体间的 1 个相互易位。 

除了芸薹属种内的研究，GISH 也被广泛用于鉴定芸薹属物种与其他十字花科物种的种间杂种

和异附加系，如海甘蓝、白芥、萝卜、诸葛菜等（Wang et al.，2006；Wei et al.，2006；Akaba et al.，

2009；Lim et al.，2012）。但由于包括芸薹属在内的十字花科物种均具有较小的基因组和相对低含量

的基因组特异重复片段（Lysak et al.，2009），GISH 在芸薹属作物细胞遗传学中的应用非常有限。 

4  BAC-FISH 在芸薹属作物图谱整合和基因定位中的应用 

由于受 FISH 分辨率和灵敏度的限制，单/低拷贝的功能基因序列做探针直接原位杂交进行定位

是很困难甚至是不可行的。随着植物基因组学研究的不断发展，尤其是大片段基因组文库（如 BAC

文库）的构建，根据目的基因或片段已知序列设计特异引物，用以筛选 BAC 文库获得阳性 BAC 克

隆，将小的目的片段转换成 BAC 克隆，以此做探针，极大地提高了 FISH 信号的检出率。目前

BAC-FISH 技术被广泛应用于动植物基因组学研究中，为现代遗传学研究提供了新的方法。 

在芸薹属中，甘蓝、白菜和甘蓝型油菜这 3 个物种的 BAC 文库被构建和利用，这些物种染色

体结构的特异性（重复序列主要分布在异染色质区）促进了 BAC-FISH 技术的建立。2 个二倍体物

种的 BAC 克隆已被用于细胞遗传学标记，促进了甘蓝和白菜染色体的鉴定。Howell 等（2002）首

先使用 BAC-FISH 技术，以代表甘蓝 9 条染色体 19 个位点的 22 个探针整合了 C 基因组遗传连锁图

谱和细胞遗传图谱；并使用甘蓝染色体特异的 BAC 克隆进行 FISH，然后顺次进行 GISH 试验，鉴

定了 A7 和 C6 染色体间的相互易位（Howell et al.，2008）。 

在白菜基因组计划中，利用 FISH 作图技术，一些特异的 BACs 已定位在相应的染色体上（Yang 

et al.，2005，2006b；Lim et al.，2006；Park et al.，2009）。Kim 等（2009）建立了锚定于国际白菜

遗传参考图谱上 SSR 标记的 BACs-FISH 核型。Xiong 等（2010）在白菜上首次使用多色 FISH cocktail

技术，利用 16 个 BAC 克隆的混合探针（cocktail probes）整合了白菜 A7 染色体的遗传图谱、物理

图谱和细胞遗传图谱，并将白菜的 16 个 BAC 探针应用于甘蓝和甘蓝型油菜。Xiong 和 Pires（2011）

利用来自白菜的 BAC 探针构建了白菜和甘蓝的分子细胞遗传核型，鉴别了甘蓝型油菜 A 和 C 基因

组的具体染色体和基因组间染色体的部分同源性。Heneen 等（2012）利用 rDNA、着丝粒重复、白

菜 BAC 克隆、甘蓝染色体特异 BAC 克隆等系列探针，鉴定了白菜—芥蓝单体异附加系的 C 基因组

染色体，并揭示了 C 基因组染色体和连锁群的对应关系以及与 A 基因组染色体的部分同源性。 

此外，利用 BAC-FISH 技术也可以进行染色体常染色质和异染色质边界的识别，估测常、异染

色质基因组的大小。Mun 等（2009）通过对 100 多个 BAC 克隆的 FISH 定位分析，揭示了所有富含

基因的 BAC 克隆均位于基因组的常染色质区域，其基因组的大小约为 400 ~ 500 kb · μm-1。 

5  利用比较染色体涂染（CCP）揭示芸薹属物种的进化 

BAC-FISH 通常是指单个或几个 BAC 克隆的原位杂交，而染色体涂染（chromosome painting，
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CP）常被应用于大染色体区段的可视化作图，如使用重叠的连续序列或非重叠的 BACs 或 BAC 

contigs 组成 pools 探针在染色体臂或整个染色体进行 FISH。比较染色体涂染（comparative 

chromosome painting，CCP）可以进行相关物种的基因组比较，鉴定组间染色体的部分同源性、染

色体重排以及基因含量和基因排序上的相似性（Ziolkowski et al.，2006；Lysak et al.，2010）。 

在芸薹属细胞遗传研究中，拟南芥的 BACs 和 BAC contigs 被广泛用于芸薹属物种染色体 FISH，

通过大范围的 CCP 揭示了拟南芥与芸薹属基因组部分同源的染色体区域，促进了芸薹属物种 BACs

的染色体登陆（chromosome landing）和细胞遗传图谱的构建，并从结果分析中获得大量关于核型和

整个基因组进化历程有价值的信息。如，Jackson 等（2000）将拟南芥 2 号染色体上 1 个包含 6 个

BACs 长 431 kb 的 contig 定位在白菜 DNA 纤维（DNA fibers）和 4 ~ 6 条中期染色体上。Ziokowski

和 Sadowski（2002）、Howell 等（2005）在甘蓝上也观察到拟南芥 BAC 克隆与多条染色体有杂交信

号。Lysak 等（2005）发现芸薹属大部分物种拥有 3 个或 6 个拟南芥 contig 部分的同源拷贝。以上

研究表明芸薹属物种在与拟南芥分化后的进化过程中整个基因组发生了三倍化。与进化分析相一致，

拟南芥 BACs 跨物种 FISH 揭示的染色体部分同源，也支持整个十字花科起源于一个共同的六倍体

祖先的观点（Lysak et al.，2005，2007；Ziolkowski et al.，2006）。 

6  使用 DNA combing 和 EDFs-FISH 进行定量分析和高分辨率作图 

在植物中，FISH 的分辨率在细胞分裂中期染色体仅为 5 ~ 10 Mb，在粗线期染色体为 1.2 Mb，

在间期核为 100 kb（de Jong et al.，1999）。分辨率的大小与染色质浓缩程度、基因组大小、细胞

分裂时期、细胞类型、异染色质化程度有关。两个紧密相连的靶位点序列将在染色体或细胞核中

显示重叠的 FISH 信号。利用高分辨率的 FISH 直观地进行基因作图在基因研究中是一种重要的技

术。 

DNA combing 在植物中是一个用于高分辨率测量的有用技术。使用一个已知长度的 BAC 克隆

和一个标准的长度可以将数字化测量的距离转化为 DNA 千碱基对的长度。使用这种方法，在环形

BAC 分子上可以直接测量小到 2 kb 长度的植物 DNA 片段。在芸薹属物种中，自交不亲和性受 1 个

具有多重等位基因的 S 位点调控，该 S 位点长几百 kb，包含几种基因，如 SLG 和 SRK。1 个包含

SLG 和 SRK 基因的 76 kb 的 PAC 克隆片段被用来直接观察 S 位点的基因序列。Suzuki 等（1999）

使用 DNA combing 和 FISH 证明 SLG 和 SRK 荧光信号在克隆上的位置与限制性酶切图谱的位置一

至。 

伸展的 DNA 纤维 FISH（FISH on extend DNA fibers，EDFs-FISH）提供了一个比其他 FISH 具

有更高空间分辨能力的方法。该技术几乎是在裸露的 DNA 双链上进行的，分辨率大大提高，可以

达到 2 ~ 3.29 kb，检测的灵敏度提高到可以检测小于 1 kb 的探针。因此可以用来进行定量分析，精

确估计重复序列的拷贝数和靶核苷酸序列的物理长度（Fransz et al.，1996；Jiang & Gill，2006）。

如，利用 EDFs-FISH 技术，王永等（2009）和 Li 等（2012）分别估测了 5S rDNA 在甘蓝基因组和

25S rDNA 在大白菜基因组中的物理长度和拷贝数。Yang 等（2006a）测量了 S 位点相关基因 SRK

和 SPII 相距约为 1 µm，获得了局部最高为 4 kb 的空间分辨率。 

EDFs-FISH 技术还可以用于 DNA 序列在染色体上的组装排序。如 Park 等（2005）利用有丝分

裂和减数分裂染色体以及 DNA 纤维通过 FISH 组装了大白菜 BAC contigs，分析了大白菜对应于拟

南芥 4 号染色体 1 个富含基因的 222 kb 片段区域的保守性和微观共线性，揭示了大白菜基因组的三

倍化和染色体重排。 
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7  结论 

FISH 技术的灵敏度和分辨率自 20 年前被建立以来已经有了很大改善，是当前植物细胞学和生

物学研究的主要技术之一。FISH 技术为芸薹属遗传学和染色体的研究提供了一个强有力的工具，使

其进入了一个新阶段。随着国际芸薹属基因组测序计划的进展，累积的序列数据和功能基因数据分

析逐渐在包括芸薹属物种在内的十字花科植物起源进化以及亲缘关系研究中占据优势（Franzke et 

al.，2011；Cheng et al.，2013）。然而，FISH 作为一项直观的可视化作图技术，将依然在芸薹属物

种染色体配对、部分同源重组研究以及依赖于染色体鉴定的育种技术方面有着重要的应用前景。 

此外，FISH 灵敏度的改善也正在引领 FISH 技术进入新的阶段，利用 FISH 结合染色质免疫沉

淀和免疫染色检测 DNA–蛋白质互作（Wang et al.，2011；Amoah et al.，2012；Qiu et al.，2012），

利用 3D（three-dimensional）–FISH 技术揭示植物间期核的典型形态、结构和空间组织（Gué et al.，

2006），使用绿色或红色荧光蛋白的荧光技术（如 GFP 和 DsRed）研究植物活体细胞动力学（Ohmido 

et al.，2008；Tirichine et al.，2009）。这些技术将对芸薹属植物的遗传学研究和表观遗传学研究提

供巨大帮助。 
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