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植物染色体
,

植物染色体原位杂交 是近年来得到快速 发展的一门新技

术
‘’一 ‘ 。

其基本原理是根据核酸分子碱基互补配对的原则 一
、

一
,

将有放射性或非

放射性标记的外源核酸 探针 与染色体上经过变性后的单链 互补配对
,

结

合成专一的核酸杂交分子
,

再经一定的检测手段将待测核酸在染色体上的位置显示出来
。

由于各种非放射性标记探针方法的出现以及植物染色体制片方法的改进
,

该技术得以快

速推广和应用
。

在植物基因的染色体物理作图
,

杂种中亲本染色体的鉴定
,

外源染色体或

染色体片段的检测
,

物种进化及亲缘关系的探讨
,

遗传转化材料的分析
,

染色体基因组的

结构
、

组成和在细胞中的空间排列等的研究中
,

运用该技术取得了一些重要成果
,

展示了

其广阔的应用前景
。

探针标记方法和染色体制片技术的改进

植物染色体原位杂交的研究
,

较长一段时间远远落后于人类及哺乳动物的研究
,

其主

要原因是受两个因素的相互制约
。

其一是植物细胞有细胞壁和细胞质对染色体的严重覆
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盖
,

同时
,

植物染色体又缺乏如人类和哺乳动物染色体那样的特异性 带
,

难以准确地识

别所标记的单个染色体在核型中的序号 第二个相关的制约因素则是探针的标记方法
。

早

先
,

主要是以放射性同位素如
、

琅
、 ’ 、

等标记探针
,

该标记探针的灵敏度虽然较高
,

但由于杂交后 自显影所显示的杂交信号
,

是杂交位点周围的还原银粒
,

因此
,

杂交信号与

染色体并不在同一聚焦平面
,

再加以射线散射产生的干扰信号
,

使信号定位增加了难度
。

所以
,

用放射性标记探针杂交
,

通常需要观察大量具染色体分散较好的细胞
,

并且要以统

计学方法
,

方可确定杂交位点
。

放射性同位素标记探针的这种特点以及植物细胞壁和细胞

质双重覆盖
,

使植物染色体的原位杂交研究困难重重
。

年以前
,

只有少数作者用放射

性标记探针分别对黑麦染色体端粒异染色质的序列组成
〔 , ,

大豆
、

小麦
、

洋葱的 在

染色体上的定位
,

小麦染色体中卫星 的分布等进行了初步研究〔
‘

,

’〕。 年代以来
,

相

继发展了 种非放射性标记和检测 探针的系统 〔 一
’“ 〕。

生物素标记检测系统 即用核昔酸的生物素衍生物代替放射性标记核昔酸
,

在

多聚酶的作用下
,

用 缺刻转移法使
一 一

或
一 一

掺 入

链
,

标记探针与变性后的染色体 杂交
,

然后用链霉抗生物素蛋白和辣根过氧化

物酶的复合物
一

检测
,

该复合物与生物素标记探针

结合
,

经酶促反应而形成棕色沉淀
,

此即杂交信号
,

该系统的检测灵敏度为 同源

序列
。

此外
,

尚有光生物素
一

标记方法
,

其标记步骤很简单
,

不用酶
,

只将

与光生物素溶液混合照光 。 即可
,

检测方法同上
,

不过
,

其灵敏度不及前者
。

轻基毛地黄普标记检测系统 这是近年德国 公司开发的

新产品
,

商品名为
“ ,

简称
” ,

人工合成的
一 一

在 多

聚酶的催化下
,

用随机引物在单链 上合成带 的互补链
,

此为探针
。

杂交后用抗

毛地黄昔抗体与碱性磷酸醋酶的复合物处理
,

用硝基四哇兰 和
一

嗅
一 一

氯
一 一

叫噪

磷酸盐 显色
,

其检测灵敏度为 同源序列
。

荧光素 荧光素可直接标记核酸探针
,

杂交体用荧光显微镜观察
,

在不同激发光

的照射下可发出不同颜色的荧光
。

原位杂交中常用的荧光素有异硫氰酸荧光素
, 、

轻基香豆素
、

罗达明 和

氨甲基香豆素醋酸酷 一 等
。

目前已有各种荧光

素标记的核昔酸商品进入市场
,

如
一 ,

羚基香豆素
一

等
。

这些荧光素标记核

昔酸可通过酶促反应标记法制备荧光素标记核酸探针
,

原位杂交的结果直接用荧光显微

镜观察分析
。

结合使用不同颜色的荧光素标记
,

可在同一标本上显示 种或 种以上的核

酸序列
。

另外
,

用荧光素标记抗体也可做为非放射性原位杂交 如生物素或地高辛标记探

针的原位杂交 的一个免疫组织化学检测系统
。

在近年的植物染色体原位杂交研究中
,

生物素标记探针 日益退居次要地位
。

希望进行

高灵敏度而又能长期保存制片的研究者
,

比较更喜爱采用
“ ”

标记和检测系统
,

因为其

灵敏度极高
。

而更多的作者偏爱用荧光素标记的探针
,

这不仅因为操作更简便
,

而且也易

于在同一标本上同时标记 种以上不同颜色的靶
,

以彩色照相记录
,

对 比鲜明艳丽
,

赏心悦 目
。

关于供原位杂交的植物染色体制片的要求
,

主要有两点 其一是最好完全排除细胞壁
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和细胞质的覆盖
,

提高探针对靶 的可及性 其二是要求染色体牢固地附着在盖片或

载片上
,

以避免高温和反复洗涤过程中染色体脱落
。

关于第一个问题
,

基本上可分为两种

情况处理 具大染色体的材料
,

一些作者往往只用 乙酸软化约 后
,

用乙酸压片
,

也

可获得杂交的良好效果
。

另一种处理则是先用纤维素酶和果胶酶处理
,

再用 乙酸压

片
,

其中以后一种方法制片者居多
。

对具小染色体的材料
,

则多采用酶解去壁制备细胞悬

液
,

滴片铺展 自然干燥的方法川 〕
。

此外
,

如果用 或 标记和检测系统
,

尚可用

解离细胞而便于压片
,

能有效地减少背景的干扰
。

但如果是用荧光标记和

检测系统
,

则不能用 处理染色体
。

防止染色体脱落是一个重要的技术问题
,

不少作者曾做过多种实验
。

例如在载片上涂

以铬矾明胶 〔
, ” ’ 〕、多聚赖氨酸 〔

’‘〕或进行硅烷处理 〔
’ 〕。 此外

,

载片不经上述方法处理
,

而是

在染色体制片于变性和杂交之前
,

用 多聚甲醛 一 再固定 , ,

然

后经一系列乙醇脱水干燥 〔
,的 ,

不仅可以改善杂交结果的质量
,

而且也可有效地防止染色

体脱落
,

我们的实践也证明了其优点
。

原位杂交中的技术难点

在保证 探针的纯度
,

染色体制片的高质量
,

以及采用各公司提供的标记和检测

试剂盒的条件下
,

在原位杂交的主要程序中
,

则只有探针和染色体的变性和杂交了
。

在分

析了各种植物染色体原位杂交的实验程序后可见
,

杂交的温度和持续时间是比较一致的
,

通常是 过夜或稍长时间
,

杂交步骤不是难点
,

余下的就是变性步骤了
。

现将几种作物

的探针混合液和染色体的变性温度和持续时间列于表
。

表 飞 几种植物探针和染色体的变性条件

鑫 飞

澳 探针 探针混合液 染色体
飞

温度
‘ ,

日寸旬
, 一

小 麦 黑麦基因组
’

‘ ,一之 , , 矛 之

大 麦
矛 刀君 公

」

扩

黑 麦
, 斤 ‘ , 护飞

棉 花

大麦基因组

黑麦串联重复

大豆
、

一

表 所示
,

除棉花外
,

其他作物的探针混合液的预变性温度均为
,

持续
,

但染色体的变性温度和持续时间则是各不相同的
。

因此
,

变性的温度和持续时间的可变动

性便成为最重要的技术难点
。

这种可变动性取决于以下诸因素 物种间差异
,

探针
、

封阻

和靶 的差异
,

分别变性与共变性的差异
。

此外
,

尚有细胞壁和细胞质对靶

覆盖程度的差异以 及药品质量 尤其是甲酞胺 的影响等
。

张德玉等 〔”
〕
对上述一些

重要因素进行了有参考价值的对比研究
。

为便于严格控制变性的温度
,

一些作者专门设计

了用于变性和杂交的可程序化的温度控制仪
〔’‘几〕。
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原位杂交技术

技术是由 等
〔’吕

·

”〕开发的一种新的原位检测核酸顺

序的技术
。

其流程主要包括 未标记的特异序列的寡核昔酸引物或短 片段与载片上

变性的染色体 杂交
,

用新合成的 作为引物
,

在 聚合酶的催化下
,

标记的

核昔酸便在原位掺入
,

故该技术最初称 为引物原位标记技术
。

其优点是简单而快

速
,

背景干扰少
。

该技术在人类染色体研究中应用较多
,

但在植物中仍较少
。 〔川等曾

以克隆的小麦 为引物
,

用 技术标记和检测到黑麦染色体上的
。

一般认

为
,

对植物染色体而言
,

引物的选择以及低拷贝 顺序的检测
,

仍存在一些困难
。

不

过
,

近年 已在技术流程中加入一个类似聚合酶链式反应 , 使标记引物原位扩增
,

信

号成倍增强
,

已能够检测到低拷贝序列
,

该改进技术称之为
一 ” 。 每一个

循环标记后的 增加约
,

其信号强度超过线性增加
,

但远未达到通常

呈指数增加的水平
。

原位 的效率较低
,

使用带标记的 作模板可能是其中

的原因之一
。 一

技术的应用需配置一台带有适合载片装置的热循环仪 如

公司的 循环仪
。

此外
,

德国的 公司已有

反应试剂盒供应
。

据称
,

全部操作和反应可在半天中完成
。

随着植物染色体特异序列寡核

昔酸引物的研究与合成
,

以及相关技术的改进
,

该技术也可望将在植物染色体的快速鉴定

以及基因作图中得到广泛地应用
。

单拷贝和多拷贝基因的物理作图

年
,

’ , 等 〔, 首次将生物素标记探针及其检测系统应用于植物染色体原位

杂交
,

以黑麦的 为探针与
“

中国春
”

小麦的染色体杂交
,

结果发现在小麦的

对染色体上显示有 个杂交位点
。

其中 含 个位点
,

含 个
,

含 个
,

含

个
,

含 个
,

含 个
,

含 个
、

和 各含 个
。

与
一

或
一

带 比较
,

杂交位

点是在浅染区而不是在深带区
。

等
‘

研究了农杆菌的
一

在被其感

染的还阳参 、 ,’ , 根细胞中的分布
,

发现被生物素标记的
一

探针
,

定位

于第 号同源染色体的邻近核仁组织区的部位 等
厂 ,

一
’

以编码玉米蜡质基因的

为探针
,

与玉米减数分裂粗线期染色体杂交
,

显示该基因位于玉米第 号染色体上
。

等 〔川 确 定 了 一 个 编 码 黄 酮 贰 通 道 的关 键 酶 一 查 尔酮 合 成 酶

的单拷 贝内源基因在欧芹
, 厂。, , , , , , , , 〔厂 ,户, , , , ,

细胞的 个亚中部着丝点染

色体上的分布
。

大麦的醇溶蛋白基因
一

卜 。 被定泣于大麦的第 号染色体上
〔 ‘ ’ 。

此

外
,

尚有豌豆的豆球蛋白基因之
了〕

和硬粒小麦的抗 、 蝇的 基因的定位
「 〕

等
。

基因不定位在核仁组成区 与核仁形成无关
。

在小麦中
,

的结构
、

组织和进化
,

具有重要的理论意 义
。

近年
,

一些作者相继进行过原位杂交的研究
〔 , 一 竺 ·

发

现 多基因族存在两种不同大 小的结构 大 昔约
,

由 飞个 的编码区

和约 的隔离 区组成 小者约 牛 编码区长度与前
一

者相同
,

隔离区长度约
。

在
“

中国春
”

小麦中
,

被定位于部分同源染色体组
、

和 和部

分同源染色体组
、

和 从
。

最近
·

等
、叹、

把水稻的 基因复合体定
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位于第 号染色体的短臂端部
。

通常
,

和 多基因族是位于染色体上的核仁

组织区
,

细胞形态学上显示为次缀痕区
,

其远端具随体
。

小麦族的 或 和
,

其起源和演变比较复杂
,

一向成为研究的热点问题
。

在常规的乙酸洋红染色

下
,

一般只明显可见小麦的 和 两对染色体具随体或
。

早先
, 。 等〔 用

一

染色技术研究
,

发现小麦的
、 、

和 均显示银染正反应
。

其强度顺序是
。

用放射性同位素标记探针的研究中
,

等〔 〕报道“ 中国春
”

小麦

的 和 是位于
、

和 染色体
。

黑麦是位于
,

大麦位于 和
。

在

六倍体的斯卑尔托 ,
’

,一 ,’‘ 功 小麦中
,

杂交信号位于
、 、

和 染色体
。

而

其他六倍体小麦
,

如印度园粒小麦 ,
’

二 , 、川。
、

密穗小麦 阳 “ ” 和
“

中国

春
”

小麦
,

均位于
、

和 染色体
。

茹可夫斯基小麦 勺
,

则只

有 个位点
。

波斯小麦 ’
’

,’ ‘ ,

具 个位点
,

其他四倍体小麦均 只有两个杂

交位点
。

拟斯卑尔托山羊草 户以 厉 有 个杂交位点
,

节节麦 “ 一

只有 个位点
〔 几〕。

等
‘ “

和 矛 等
〔 ’飞

均报道栽培一粒小麦口
’

, , , 的

基因定位于 和 染色体上
,

近年
,

等
〔’ 〕以生物素标记探针对

“

中国春
”

小麦和节节麦染色体进行原位杂交
,

发现 和 杂交信号是定位于 对染色

体上
,

即
、 、

”乃
、

和
。

其中 是首次报道的新位点
,

而且与节节麦的

杂交信号相符
。

杂交信号强度依次为
。

钟少斌等 〔川报道
,

六倍

体小黑麦品种
‘ ”

有 个杂交位点
,

即
、

和 染色体对
。

而在普通小麦品种
“ 一 一 一 ”

中则有 个介交位点
,

因该材料是 代换 系
,

故认为可能是位于
、 、

和 染色体
。

此结果与先前一些作者用
一

染色结果不同
。

他们认为在

小黑麦及其黑麦的代换或附加 系中 的 活性均将被小麦染色体所抑制
。

以上作

者对小麦 和 定位的研究仍有不尽相同之处
,

是研究方法不同
,

还是其本身

存在多态现象所致
,

仍有存疑
。

尤其是小麦起源中各供体种间 基因族的演变和传

递之间的关系
,

则更有待深入研究
。

易位和互换的鉴别

在鉴别易位和互换的细胞学技术中
,

银染联会复合体
一

的电镜观察可以准确

定位易位的断点
,

但识别易位的染色体则十分困难
。 一

带分带技术可以较准确地识别小

麦和黑麦的易位染色体
,

但确定 易位的断点则难以准确
。

染色体原位杂交技术的应用
,

有

效地克服了上述两种方法的不足
。 。 一 ,

等
「’‘月 以黑麦的基因组总 为探

针
,

与有小麦染色体 和黑麦染色体 易位的 个小麦品种进行原位杂交
,

不仅准

确地确定了易位的黑麦染色体片断的大小
,

而且发现所有的易位点都在或靠近着丝点区
。

此外
,

在细胞周期的每个阶段都可以观察到易位现象
。

钟少斌等 〔
, 〕也进行了类似的研究

,

确定了
“

宁
”

小麦中 易位染色体 及易位的断点
。 ,

等
〔, ’飞以黑麦基因组总

和高度重复的 序列为探针 生物素标记
,

荧光检测
,

不仅准确地识别了含抗
、 蝇基因的黑麦 与小麦不同染色体的易位

,

而且首次发现在小麦 染色沐

长臂中部有一个黑麦
,

中间易位小片段
。

这种用射线诱导产生的位于臂中部的易位

片段
,

用其他方法几乎是无法检测到的
。
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杂种中供体基因组及外源染色体的识别

基因组原位杂交
,

提供 一个直接的
,

可见的辨

别属间或种间杂种中亲本基因组的有效手段
。

等
‘ ,用非洲黑麦

口介
, 的基因组 作探针

,

与杂种 尸 口少卜, ‘ 根尖

染色体杂交
,

在细胞周期的每个阶段
,

都看到染色质呈红
、

黄两种不同颜色的荧光
,

杂交上

的染色质发黄色荧光
,

未杂交上的染色质发红色荧光
。

在细胞分裂中期
,

有 条大的发黄

色荧光的染色体和 条小的发红色荧光的染色体
,

长度测量表明前者来自亲本非洲黑麦
,

后者来自 ’。
。

在间期和前期
,

来源于双亲的基因组似乎不是随机混合的
,

而是各

自占据一个确定的区域
。

同样
,

在杂种 “ 。 。 ’

中
,

用 检测出了杂种细胞有丝分裂中期 条染色体中
,

有 条来 自 ’
,

条来自 〔‘’〕。 由于 户
’

“ 和 的所有染色体大小
、

中

部着丝点和亚中部着丝点都相似
,

所以用常规染色技术就不能区分减数分裂时同源
, 一

和异源
一

染色体的配对
。

而用基因组作探针
,

通过不同颜色荧光显示
,

则可区

别同源
一 , 一

和异源
一

二价体
,

表明 也可用来分析杂种核减数分裂时染

色体 的行为
。

另外
,

在小麦中检测外源 染色体或染色体片段也非常有

效 〔“
一 ‘’〕。

异源四倍体的栽培烟草
,

其染色体数目
,一 一

,

含 和 两个基因组
。

组的供

体种一致公认为林烟草 , , 、 ,

, ,一
,

组则到底是耳状烟草
, , 一 二一 还是绒毛状烟草 , , , , ,一 , , ,

难以定论
。

用以

上 个供体种的稀释总 为探针 分别与栽培烟草 进行点杂交
,

发现林烟草表

现出均一的强标记
,

耳状和绒毛状烟草也均表现与栽培烟草有广泛的同源性
,

但标记强度

则明显低于林烟草
,

用烟草的特异性 分散重复序列为探针
,

与林烟草和耳状烟草的

染色体原位杂交
,

均显示均一的颜色标记
,

而与绒毛状烟草杂交
,

则显示杂色标记
。

如果以

组两个种的 相互杂交
,

也显示类似的杂色标记染色体
。

因而认为
,

栽培烟草的

基因组实际包含两个供体种 即耳状和绒毛状烟草渐渗杂交的产物
。

此外 当以林烟草总

为探针与栽培烟草染色体原位杂交时
,

发现有 个染色体均匀杂交
,

个染色体

完全不杂交
,

其余 个染色体则显示出部分杂交
,

表明 和 基因组至少有 对染色体

发生了相互易位 〔
‘吕 。

鉴别基因组的同源性
,

目的是研究植物系统进化和亲缘关系

盯 〔‘ ,

等研究了在多倍体小麦中 染色体的起源和进化
,

探针用黑麦的重复

序列
,

与小麦和可能的二倍体祖先种染色体原位杂交
。

在
“

中国春
”
小麦中

,

染色

体短臂端部有一杂交位点
,

长臂上有一个端部和两个中部杂交位点
,

了
’

。‘ “

染色体的杂交位点与
‘’

中国春
”

相同
, ’

, , 染色体杂交位点位于短臂亚端

部 而 不 是端 部
。

具
一 、 一

和
一

基 因组 的祖 先种中
,

只有提供 基 因组 的两种 植物
、 。 和 二 ’ ’ 的染色体具备与 相同的杂交位点

,

表明 属

于 基因组
。

在多倍体小麦进化过程中
,

染色体变化很小
,

具有保守性
。

网 〕等用
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检 测 杂种了
’ “ , , ,

了
’ ,

’一
, “ 花粉母细胞减数分裂时部分同源染色体交叉的形成

,

确定了
,

,
’ ,

,
’

,
’

间重组的相对频率为
、 、

写
。

部分同源染色体配对的频率高于
,

表明小麦
、

基因组间比
“ 基因组

’

。 的关系更近
。

通过
、

外来种间重组相对频率的研究
,

可提供分析基因组关系的方法
。

州 和
〔’‘〕分别用克隆的 序列

,

含编码
, ,

的基因和非转录区
,

直

接 用 罗达 明
一 一

标记 和 基 因 组 总
一

标记 作 探 针
,

研 究 了 滨 麦 属

乙勺水“
、

新麦草属 勺 勺 , 和大麦属 间基因组的关系
。

结果表明
,

、 、

基因在三属中的数目和位置不同
。

在 中
,

检测到了 个

即 位点
。

与 一样
, , , 也具有多个 位点

,

在其

条中期染色体上
,

共有 个 杂交位点
,

其中 条的两端都有
,

而
、

和 分别有
、

和 个 位点
,

说明 位点数 目与多

倍性水平没有相关关系
。

二倍体的 , 有 个 位点
,

与 和
〔, 认为 勺 , 是 扮 , 、的唯一祖先的观点矛盾

。

基因组原位杂交的结

果表明 扮 基因组与 勺 勺 , 并无差别
,

但 的 基因组与 心
,”

的 基 因组 不 同
。

虽然在 尸 的种 中许 多 的序列是共 同的
,

但 和
口 “ 两属的基因组存在差异

。

基因组的空间分布

基因组
、

同源染色体在细胞中的空间分布 是随机的还是有序的
,

这是一个重大的理

论问题
。

因为它与染色体行为
、

基因表达
、

复制
,

以及基因组的进化
,

包括物种的形成

都密切相关
。

这些问题已争论几十年了
。

此前的研究中
,

较有影响的是 等
仁

的自

然核型学说
,

其他的研究
,

熊治廷 〔 已作过详细的综述
。

原位杂交的发展
,

为此问题

的研究提供了更科学的技术手段
。

属间杂交 〔
一 , 〕、种间杂交‘

一 ‘ ”〕
的杂种细胞中的染色

体
,

经各亲本基因组总 的探针标记和检测表明
,

不同种的染色体在杂种细胞中是呈

区域性分布
,

而非随机混合分布的
。

但在有的属间杂种细胞中
,

的 显示
,

大部

分间期核中仍维持有丝分裂后期的构型 构型
。

即着丝点附着于核膜
,

端粒趋向另

一极
,

并不呈现基因组的分离
,

至中期
,

两基因组才呈现分离现象
。

至于体细胞同源染色体

联合 现象
,

则仍有不同观察结果
。 。 等

〔 ‘,

观察到大部分 胞

有此现象
,

而 等〔川 以 和切片的三维重建研究
,

则是否定的
。

看

来
,

染色体在细胞中的空间分布并不是固定不变的
,

在不同类型细胞或在不同发育阶段可

能有不同构型
。

因此
,

这个问题
,

还有待于更广泛和深入的研究
。

结束语

染色体原位杂交技术在生命科学领域中 具有十分广阔的应用前景
。

它 已在动物细胞

遗传
、

人类医学研究领域中显示了极大的优越性
,

今后
,

在植物科学的研究中
,

将会有一个

迅速的发展
。
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应用原位杂交技术
,

可以把基因定位于染色体上
。

所定位的 片段可以是高

度重复序列 如核糖体
,

也可以是单拷贝基因序列
,

还可以定位与某一性状有关的

染色体特异序列乃至整个基因组特异序列
。

这些特异的基因在植物染色体上的定位 可为

植物分子生物学和遗传工程学的研究奠定基础
。

鉴定物种间亲缘关系的远近
。

采用基因组原位杂交
,

根据杂交信号的多少
,

判断

同源序列的多少
,

进一步推测物种间亲缘关系的远近
。

另外
,

原位杂交在鉴定远缘杂种染

色体构型
、

缺失
、

重复
、

倒位
、

易位等染色体结构变异以及染色体数目变异等方面有着重要

的作用
。

原位杂交在研究基因组进化以及间期核基因组的结构
、

组成及空间排列顺序等

方面也将成为一个有效的工具
。

用多种基因探针检测可以绘制出基因组的染色体物理图谱
,

目前在油菜
、

玉米
、

水稻等植物上 已有一些进展
。

可以检测外源 转化或病毒
,

为基因转移提供直接证据
,

而无需通过检测

基因表达的产物来间接推断基因转移是否成功
。

应用原位杂交
,

不仅可以检测游离的
,

而

且可以检测整合于细胞染色体内的外源核酸序列
。
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