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新型寡聚核苷酸荧光原位杂交：发展与应用
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摘要： 荧光原位杂交技术（FISH， fluorescence in situ hybridization）是分子细胞遗传学中最为重要的手段之一，可以实现

DNA或RNA序列在染色体上精确的可视化的直观定位。随着基因组测序技术的发展和测序成本的降低，大量物种的基因组

信息被不断公布，基于高通量测序和参考基因组衍生的寡聚核苷酸序列（Oligo， oligonucleotide）探针在FISH中表现出独特的

优势。和传统FISH探针相比，Oligo-FISH能更加精确、深入地揭示植物在进化过程中染色体的进化、遗传与变异。本研究对

荧光标记的靶标DNA与荧光探针的种类与应用，寡聚核苷酸探针的种类及制备技术进行了综述， 重点聚焦于Oligo-FISH的

起源发展及其在鉴定植物染色体、识别植物同源染色体方面所发挥的重要作用。Oligo-FISH技术可用于构建物种属内的染色

体核型，利用Oligo-FISH结果可为该属没有全基因组的作物的基因组组装提供指导， Oligo涂染还可以很好地解决异源多倍

体物种中非同源染色体间的融合与交换问题，能够准确地检测染色体间是否存在易位等行为及异源重组。因此，Oligo-FISH

技术的发展为基因组染色体水平的组装提供了强有力的支撑。未来Oligo-FISH技术与信号放大技术结合能够克服重复序列

高度富集区域Oligo探针密度低的困难，可对非常短的基因区域进行可视化，如对启动子、增强子的检测，在转基因中对基因片

段定位等，这些研究将有助于更加深入地了解物种遗传和进化，进一步推动作物遗传育种的改良与发展。
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Abstract：Fluorescence in situ hybridization （FISH， fluorescence in situ hybridization） is a powerful tool 

for molecular cytogenetics studies and is able to authentically allocate particular DNA or RNA sequences on 

chromosomes. With the development of the genome sequencing technology， the reduction of sequencing cost and 

the publishment of a large number of species genome information， Oligonucleotide （Oligo） probes based on 

high-throughput sequencing and reference genome were developed showing the advantages in FISH. In 

comparison with the traditional probes， Oligo-FISH can further reveal the evolution， inheritance and variation of 

chromosomes more precisely and deeply in plant evolution.This paper reviews the types and applications of target 

DNA and fluorescent probes in the development of fluorescence labeling， as well as the types and preparation 

techniques of oligonucleotide probes， mainly focusing on the origin and development of Oligo-FISH and its 

application in plants， which plays an important role in the identification of plant chromosomes and plant 

homologous chromosomes. Since the karyotype of species and genera can be constructed by Oligo-FISH 

technology， the results of Oligo-FISH can provide guidance for genome assembly of crops in this genus which 

have no complete genomes. Oligo painting can also solve the problem of fusion and exchange between chromosomes 
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of heteropolyploid species and accurately detect whether there is translocation and heterologous recombination 

between chromosomes. Therefore， the development of Oligo-FISH technology provides strong support for the 

assembly of the genome at chromosome level. In the future， Oligo-FISH technology combined with signal 

amplification technology can overcome the challenge of low Oligo probes with high concentration of repeat 

sequences in regions， and visualize limited gene regions， such as the detection of promoters or enhancers or the 

localization of gene segments in transgenes. These studies will make better use of the research results of species 

genetics and evolution to further ensure， assist and innovate the improvement and development of crop genetics 

and breeding.

Key words： fluorescence in situ hybridization；oligonucleotide；species evolution；chromosome recognition

荧 光 原 位 杂 交（FISH，fluorescence in situ 

hybridization）是分子细胞遗传学中最重要的技术，

1982年该技术的出现标志着研究模式由表型遗传

学向分子遗传学的转变。30多年来FISH在植物研

究中的发展与应用，揭示了物种间亲缘关系、血缘

构成、基因渗入、染色体重排与结构变异等遗传问

题，成果显著。然而可用探针的贫乏是FISH发展过

程中面临的极大挑战。早期的基因组探针、BAC

（Bacterial Actificial Chromosome）文库克隆、以卫星

序列或串联重复为代表的高拷贝重复序列探针并未

给具有复杂遗传背景的染色体提供可靠的识别手

段，尤其是在非模式作物与多倍体植物的研究中仍

存在较大的困难。而寡核苷酸荧光原位杂交技术

（Oligo-FISH， Oligo-fluorescence in situ hybridization）

作为现代分子细胞遗传学新兴起的技术之一，能够

更有效地揭示非模式作物或多倍体植物染色体的

核型、遗传与演化及近源物种间的亲缘关系。

Oligo-FISH的出现拓宽了荧光原位杂交技术的应用

范围并促进了分子生物遗传学的发展。

1　荧光标记的发展

原位杂交是指通过标记的已知特定核苷酸作

为探针，与测定目标或组织中的靶核苷酸杂交，从

而对该核苷酸进行物理定量与定位［1］。研究者通过

放射性同位素对探针进行标记与信号检测，但放射

性同位素存在分辨率有限、信号延迟、制作成本高、

对安全措施要求严格等局限性［2］，这在一定程度上

限制了其广泛应用［3］。荧光原位杂交技术始于19世

纪 80年代末，Bauman等［4］ 首次使用荧光素标记的

探针进行原位杂交，实现了非放射性技术的创新。

荧光原位杂交的原理是利用已设计好的带有荧光

标记的目的DNA探针，与中期染色体或间期细胞核

的靶DNA通过变性-退火-复性，以碱基互补配对的

方式形成特定的杂交体，通过电荷耦合探测元件或

激光共聚焦成像系统，借助不同荧光颜色将探针可

视化于中期染色体或间期细胞核上。FISH杂交的

步骤（图 1）可分为 4步：（1）中期染色体或间期细胞

核标本的制备；（2）目的探针的标记和制备；（3）探针

与待检测目标杂交；（4）探针信号的捕获与图片处

理。和传统 ISH（In situ hybridization ）技术相比，

FISH可以更便捷、更准确地检测杂交后的特定DNA

序列。目前，已设计出多种发光波长的荧光基团，如

异硫氰酸荧光素（FITC， fluorescein isothiocyanate）、

羧基荧光素（FAM， carboxyfluorescein）、吲哚二羧氰

（Cy3， carboxyfluorescein）等［5］。荧光基团的出现极

大提高了FISH技术的分辨率、灵敏度及安全性，并

降低了成本。

2　探针的种类与制备

2.1　靶标DNA与荧光探针的种类与应用

FISH 技术发展至今已 40 多年，一直是细胞学

研究的重要手段。FISH技术的关键优势在于靶标

的多样性及其探针设计的多样性。FISH靶标分为

多种，如中期染色体、减数分裂粗线期染色体、间期

细胞核和 DNA 纤维等［6］。不同时期的靶 DNA，因

其浓缩程度不同，分辨率水平差异也较大。在染色

体中期，染色体浓缩程度高，形态分散，杂交信号分

辨率较低，杂交序列必须在 1 Mb以上；而在有丝分

裂染色体间期，杂交序列仅需 50 kb，并且可以观测

探针信号间的物理距离与互作关系；处于减数分裂

粗线期的染色体虽然浓缩程度降低，但其分辨率较

高，可以更精确地观察信号在染色体上的分布以及

染色体潜在的配对行为；DNA纤维FISH又称DNA

拉丝技术，该技术突破了蛋白质的束缚，分辨率可

以达到1~2 kb［3］。根据实验目的不同，利用DNA序

列设计的探针类型也不同，主要可分为重复序列探

针、基因组探针、单拷贝序列探针、寡核苷酸文库探

针以及RNA探针。其中重复序列探针，因其拷贝数
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多、信号强且重复性好，在植物杂交利用中最广泛。

探针的制备可以通过PCR扩增、酶切扩增和化学方

法进行。常规的BAC文库探针、DNA重复序列探

针、基因组探针等都可通过上述方法制备［7］。

对于多种靶细胞染色体片段的鉴定，分别设计

不同的目的探针与不同的荧光信号进行配对结合，

便可方便快捷地检测出染色体在进化过程中发生

的遗传、重组和变异［8］。Albini等［9］通过对黑麦花粉

母细胞减数分裂粗线期染色体重复序列定位，构建

了高分辨率DNA序列图。王坤波等［10］以A染色体

组为探针进行荧光原位杂交，验证了海岛棉海7124

是A与D染色体组双二倍体起源，同时发现部分染

色体存在结构变异现象。此外FISH技术也可以应

用于染色体流式分选，将设计的目的探针与细胞根

尖悬浮液杂交，然后利用流式分选仪进行分选。根

据杂交染色体探针的荧光信号强度与未杂交上的

染色体自身所带电荷，对染色体形态差异明显的峰

值图或聚集成簇的散点图进行分选，收集所需的中

期染色体［11］。郭东伟等［12］利用FISH技术对中国春

等小麦品种进行流式分选染色体鉴定，解决了PCR

鉴定结果不可视、分选纯度不可鉴定等难题，且具

有良好的重复性。Yang等［13］利用流式细胞仪对斑

茅与甘蔗杂交世代中的斑茅单条染色体分选，采用

悬浮液基因组原位杂交的新方法，成功对仅含一条

斑茅染色体的材料中的斑茅染色体分选并测序

分析。

2.2　寡聚核苷酸探针的种类及制备

寡核苷酸序列探针（Oligo， oligo nucleotide）是

利用已知基因组人工合成的DNA探针，借助生物信

息学手段，利用 k-mer（k-monomeric unit）方法将基

因组序列打断，得到的 k-mer序列通过比对方式筛

选出备选 Oligo 文库，再利用近源物种的二代数据

库进行打分，从而剔除潜在的重复序列，最终筛选

出富集特异寡核苷酸序列的Oligo文库［14］。通过对

两端载有特定荧光基团的引物进行扩增，进而标记

为不同荧光的探针，因此可以通过不同的基因组或

：探针的引物部分； ：探针所携带的Cy3荧光修饰； ：探针所携带的FAM荧光修饰

：Primer； ：Cy3 fluorescent modification； ：FAM fluorescent modification

图1　FISH杂交的模式图

Fig.1　The model of fluorescence in situ hybridization
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者不同的基因位点设计寡核苷酸探针。单条Oligo

长度通常在 20 nt~50 nt，分子量小，序列复杂程度

低，但通过人工合成标记后的寡核苷酸探针需要

3 个以上 SNP（Single Nucleotide Polymorphism）位

点。从设计区域上区分，Oligo探针分为单拷贝序列

Oligo 探针与重复序列 Oligo 探针［15］。基于单拷贝

序列的特异性，可用于核型的分型与构建。而重复

序列Oligo探针，则能够大大缩短杂交时间，可用于

快速检测物种的倍性以及重复序列在染色体中的

分布［15］。从探针设计思路区分，Oligo-FISH技术可

分为条形码Oligo-FISH和涂染Oligo-FISH两种［16］。

条形码 Oligo-FISH 主要通过标记不同的颜色探针

对染色体杂交，从而在染色体上显示出特异的信号

组合。条形码 Oligo-FISH 探针的主要优势其一在

于可以通过不同的荧光信号位点与不同的荧光标

记显色组合方式来达到一次性区分染色体核型的

目的，从而节省了Oligo设计建库的价格；其二是能

够高效地区分出目标材料的染色体核型，降低了因

重复原位杂交所带来的技术困扰与时间的耗费。

但其缺点在于无法有效且直接地观察非同源染色

体间发生的交换与重组情况，容易对结果分析出现

干扰。而涂染 Oligo-FISH 技术根据涂染的染色体

片段大小不同，又分为全涂染Oligo-FISH和分段涂

染Oligo-FISH［17］，全涂染Oligo-FISH的优势在于能

够清晰地观察到异源染色体多次交换，准确性高；

而分段涂染 Oligo-FISH 则能够更直接地看到其同

源染色体中染色体的异位、倒位、缺失和重复，如需

同时观察多片段在染色体上的分布，则需要为Oligo

探针附带多种荧光染料。此外，Oligo-FISH还可分

为单链探针与双链探针［18］。单链探针的制备是将

目标文库翻译为RNA后反转录为 cDNA，再标记上

荧光分子基团直接杂交，其特点是制备杂交液时无

需进行探针变性。相对于双链探针而言，单链探针

的优势在于探针与目标DNA结合效率高，且探针间

不会自身结合，在文库扩增时不会出现非特异性扩

增，而缺点在于制备步骤繁琐［18］。双链探针的制备

仅需利用携带荧光标记引物通过PCR扩增即可，其

缺点在于PCR扩增时易出现非特异性扩增，导致杂

交背景较重，且探针结合率相对较低，优点在于探

针易于制备［19］。

3　寡核苷酸探针在植物中的应用

3.1　鉴定植物染色体

植物在进化与衍化过程中，均经历过不同程度

的染色体融合事件或全基因组加倍事件，为深入了

解植物在这一进程中的衍化过程，对染色体倍性与

染色体基数进行鉴定是必不可少的。寡核苷酸的

大规模合成首先在哺乳动物及果蝇中得到实现，到

2015年，Han等［20］首先在黄瓜上成功开发基于寡核

苷酸的染色体绘制技术，此后，Oligo-FISH技术在小

麦［21］、水稻［14］、棉花［22］、玉米［23］、甘蔗［24］等植物上得

到广泛应用。刘洪坤等［21］通过开发 Oligo-FISH 探

针达到高效快速鉴别小麦背景中黑麦染色体的目

的。Hou 等［14］筛选出日本晴 9 号染色体上的 Oligo

文库并标记为探针，通过FISH技术验证了水稻染色

体存在易位行为。刘玉玲［22］参考棉花基因组设计

Oligo 库，将标记的探针杂交到棉花的中期染色体

上，成功建立棉花 Oligo-FISH 技术体系。Oligo-

FISH 技术与较为广泛应用的基因组原位杂交

（GISH， genome in situ hybridization）及细菌人工染

色体-荧光原位杂交（BAC-FISH， bacterial artificial 

chromosome- fluorescence in situ hybridization）相比

较，其优势在于对染色体的覆盖性、精确性及特异

性更高，可以实现单条染色体的识别［25］，可以通过

染色体涂染技术（Painting）更清晰准确地判断染色

体的异位、倒位等现象，系统性地揭示物种进化与

衍化过程以及物种间的亲缘关系等［26］。

3.2　寡聚核苷酸探针识别植物同源染色体

同源染色体间的差异及其在减数分裂时期的

分离配对与重组行为是植物在遗传稳定与变异中

的重要因素［20］。在过去的几年里， Oligo-FISH已经

成功应用于部分作物研究，许多研究者开始利用该

技术在各植物领域研究同源染色体配对的机制。

基于染色体的异态性，对同源染色体间存在的SNP

位点设计特异探针能够较为精确地发现同源染色

体的差异。Braz 等［27］基于 Oligo-FISH 技术对玉米

近交系B73和M17的10号同源染色体进行识别，发

现后代群体中存在同源染色体间的重组和交换现

象。这一研究构建了以 Oligo-FISH 为基础的细胞

学在植物染色体同源配对和遗传交换的遗传模型。

然而，相对于拷贝数较高，基因组相对复杂的多倍

体作物与非模式作物中，同源间的配对机制仍然尚

未揭示。尽管Chai等［28］利用Cot（Cotangent）重复序

列文库，通过重复序列的不同分布揭示斑茅同源染

色体的差异，但是这种差异并不能完整诠释其同源

间差异，以及较高倍性的多倍体作物减数分裂时染

色体配对的相关机制。割手密、芒草等多倍体基因

组的破译为识别多倍体间的同源差异提供了基

352



2 期 姜春秀等： 新型寡聚核苷酸荧光原位杂交：发展与应用

础［29-30］。在未来的研究，可以通过对同源染色体间

的 SNP位点设计特异Oligo文库，以实现对于同源

染色体的识别，揭示在物种的遗传过程中同源染色

体的衍化及其减数分裂时期同源染色体的配对行

为，了解物种的多倍体事件进而能够更加有效地指

导多倍体育种。

4　展望

4.1　Oligo-FISH结果辅助基因组组装

染色体遗传图谱作为经典的遗传学研究方法

之一，依据染色体的交换和重组，对不同标记之间

的排列顺序进行线性连锁［16］。通过遗传图谱可以

进行QTL（Quantitative trait locus）定位，辅助育种标

记的开发和物种基因组的组装，同时也可以进行不

同物种间的染色体多态性研究及基因水平差异分

析等。Oligo-FISH技术已应用于构建物种的染色体

物理图谱和遗传图谱，如在玉米［23］、黄瓜［31］、土豆［32］

等中已有相关报道。另外绘制基因图谱过程中，将

Oligo-FISH和连锁图谱结合起来可以更准确地确定

具有高多态性的基因位点［33］，如王丹蕊等［34］在小麦

品种中国春中，通过15万个单核苷酸多态性构建的

标记遗传图谱揭示了物种在染色体衍化过程中的

差异。

细胞学可以辅助基因组组装并为组装结果提

供可视化验证［35-38］。染色体核型作为基因组组装的

模板，能够有效地证明该物种的染色体基数与倍

性。基于 Oligo-FISH 技术可构建该属物种的染色

体核型，为没有全基因组的作物提供指导［34］。尽管

部分植物的全基因组测序已经变得越来越容易，重

测序能够更准确地鉴定目标区段，但异源多倍体植

物如小麦、甘蓝、甘蔗等非模式作物在作物改良进

程中聚合了多种血缘染色体，且存在大量的异源染

色体之间的重组交换，利用重测序，传统FISH实验

或者是高通量染色体构象捕获技术无法解决这一

问题，这使得高倍性的异源多倍体在全基因组染色

体水平的组装一直未有较大的突破［39-40］。Oligo涂

染可以很好地解释异源多倍体物种中非同源染色

体间的融合与交换问题，通过各个探针涂染信号与

信号间的共定位，以全基因组水平的层面去准确地

检测染色体间是否存在着易位等行为及异源重

组［41］。另外，2005 年 Tettelin 等［42］首次提出泛基因

组概念，基因组研究进入了一个全新的领域，染色

体遗传相关研究也进入了泛核型时代［43］。Oligo-

FISH技术的发展为基因组染色体水平的组装提供

了强有力的支撑，为较复杂的基因组组装提供了新

的思路，对挖掘、利用优良基因，推动基因组学的发

展与分子育种进程具有重要意义。

4.2　Oligo探针在未来植物研究中的发展与应用

在过去的几十年间，尽管基于荧光原位杂交的

成像技术能够观察到基因组的精细结构，然而光学

显微镜的分辨成像效果以及物种所携带的遗传特

征限制了荧光信号的观察以及对于目标区域的检

测。重复序列作为基因的冗余，在植物的遗传信息

中，其含量平均占比在 63.3%。寡核苷酸探针密度

理论上不少于0.4（100条/M），但重复序列在物种中

的高度富集为部分物种Oligo探针的开发带来了挑

战［28， 44］。探针密度较低会导致其在信号检测上出

现一定干扰，这种干扰对同源染色体间与SNP位点

的识别方面带来的影响更加明显［45-46］。信号放大技

术，是通过携带多级寡核苷酸荧光基团结合位点，

将荧光基团与基因组之间的距离最小化，从而提高

靶细胞的结构分辨率，这种多级放大方法能够尽可

能弥补光学显微镜分辨成像的不足［47-48］。该技术在

扩增中的可编程性使之具备了高度的靶向结合，能

够对较厚组织及三维结构进行精准检测［48］，并且通

过多级放大技术，能够将非常短的基因区域进行可

视化，可应用于启动子或增强子的检测，或是在转

基因中对基因片段的定位等［48］。目前该技术在人

类和动物上的应用已经取得突破［48-49］。在未来的发

展与应用中，寡核苷酸技术为等位基因间特异研究

提供可能，包括单分子的定位、染色体间的互作以

及更加精密的片段重组检测。同时，在物种的亲缘

鉴定中寡核苷酸的可检测年限通常在1200万年，基

于信号放大的基础能够大大拓宽可检测物种的范

围［20］。寡核苷酸技术是细胞遗传学上具有里程碑

式意义的突破，信号放大技术与之结合有望解决植

物细胞学中如多倍体作物高度同源序列的识别、探

针密度过低和探针序列受光学显微镜成像分辨率

限制等问题，有助于更加深入地了解植物多倍化现

象、物种遗传和进化与分子机制，进一步推动作物

遗传育种的改良与发展。
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