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荧光原位杂交技术及其在医学诊断上的应用 *

陈 琦 贾宇臣 王 利 郑源强
(内蒙古医学院分子生物学研究中心 内蒙古 呼和浩特 010059)

摘要 ：荧光原位杂交技术是近年来生物学领域发展起来的将经典的细胞遗传学与分子遗传学结合起来一项新技术。该技术具有

广泛的应用潜力，在细胞生物学、分子生物学、医学等众多领域快速发展。本文介绍了荧光原位杂交技术的基本原理和操作方法，

并对该技术目前的发展状况以其在医学诊断上的应用进行了阐述。
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ABSTRACT: Fluorescence in situ hybridization (FISH) is a new technique developed in the field of biology in recent years. FISH is

a powerful technique that covers a gap between classical cytogenetic and molecular-genetic techniques. By the broad spectrum of

application possibilities it leads to important new developments in cytogenetics, medical diagnostics, molecular biology and so on. This

review give a brief overview of the principle, operational approach, developments of FISH and it's medical applications.
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虽然早在 20 世纪 60 年代末 70 年代初原位杂交技术就已

经诞生，但是当时采用的是放射性的 DNA 探针，存在人身安全

及探针处理等问题。直至原位杂交技术开始使用荧光标记

DNA 探针，这才开启了荧光原位杂交（fluorescence in situ hybri-

dization，FISH）的时代。荧光原位杂交技术是一种应用荧光物

质依靠核酸探针杂交原理在核中或染色体上显示 DNA 序列位

置的方法。与传统的放射性标记原位杂交相比，FISH 具有安

全、快速、经济、灵敏度高、检测信号强、杂交特异性高、能同时

显示多种颜色等优点，因此自该技术问世以来，发展迅速，并广

泛应用于分子生物学、医学、细胞遗传学等许多领域。

1 FISH 技术的原理及操作步骤

FISH 的基本原理是用已知的标记单链核酸作探针，按照

碱基互补的原则，与待检材料中未知的单链核酸进行异性结

合，形成可被检测的杂交双链核酸。由于 DNA 分子在染色体上

是沿着染色体纵轴呈线性排列，因而可以探针直接与染色体进

行杂交从而将特定的基因定位在染色体上，可以对待测核酸定

性、定位或相对定量分析。
FISH 的基本操作步骤包括染色体制备、探针标记、将探针

与实验材料靶序列杂交以及检测杂交结果。
（1）染色体制备。原位杂交的效率取决于探针与染色体的

靠近程度，因此获得背景清晰、染色体分散、形态较好的中期分

裂相是 FISH 中很关键的一步。
（2）探针的制备。常用的探针包括三类，第一类是染色体特

异重复序列探针，包括α 卫星和卫星Ⅲ类探针等，杂交靶位常

大于 1Mbp，不含散在重复序列、与靶位结合紧密、杂交信号强、
易于检测，常用于检测间期细胞非整倍体和微小标志染色体；

第二类是全染色体或染色体区域特异性探针，这类探针由一条

染色体或染色体上某一区域几个不同核酸片段组成，可由克隆

到噬菌体和质粒上的染色体特异性大片段通过构建文库制备，

由于所得探针片段较小，故杂交时与邻近区域发生重叠及制片

过程中被破坏的可能性较小，常用于中期染色体重组和间期核

结构分析；第三类是位点特异性探针，这类探针由一个或几个

克隆序列组成，可由 cDNA 克隆或克隆到大片段插入载体的核

酸片段制备。主要用于染色体 DNA 克隆序列的定位和靶 DNA

序列拷贝数及结构变化的检测[1,2]。
探针用特定分子标记，酶解为 200- 400bp，这样能增强特

异性杂交，同时又减少本底荧光。探针的的荧光素标记分为直

接标记法和间接标记法。直接标记法是用荧光染料直接标记核

苷酸，常用荧光染料有异硫氰酸荧光素及罗丹明等。间接标记

法是先在 DNA 探针上连接一种半抗原，然后通过能与半抗原

特异结合的标记蛋白对目标核酸分子进行检测。最常用半抗原

是生物素和地高辛酸基等。探针的标记方法采用缺口平移法、
PCR 扩增法、随机引物标记法、RNA 体外转录法等。探针标记

通常有两个目的：一方面将标记好的核苷酸加入到探针序列中

去，另一方面可以将 DNA 片段长度缩小到 500 bp 以下。
（3）原位分子杂交。最佳杂交条件取决于探针和目标的性

质。在含有甲酰胺（DNA 变性剂）、硫酸葡聚糖（一种高分子惰
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性聚合物）和盐的杂交液中混合标记的探针（200～500 bp）。变

性后，将探针混合液置于玻片上，如果检测染色体特异重复序

列，37℃温育 15min；而对于单序列大的插入探针，探针混合物

先和未标记的基因组或者 Cot I 重复序列预杂交 1h（探针中非

特异的重复序列被封闭，抑制重复序列结合靶 DNA），然后与

探针 37℃杂交过夜。

（4）荧光标记。错配或未杂交的探针经过洗脱后, 把玻片与

免疫荧光试剂共同温育, 在探针杂交的位置形成荧光。常用的

荧光标记物为荧光素异硫氰酸盐 （FITC）、罗丹明、德克萨斯

(Texas)红等，其它光谱从蓝色到红色的荧光物质都可用于多种

颜色分析。检测常用于标记的荧光分子及其特征如表 1。

表 1 常用于标记的荧光分子及其性质

Table 1 The fluorescent molecules commonly used in the lable and it’s properties

荧光分子

Fluorescent molecules

最大激发光(nm)

Maximum exciting light//nm

最大发射光(nm)

Maximum emitted light//nm

荧光

Fluorescent

Cy-5

AMCA

罗丹明(Rhodamine)

德州红(Texas Red)

异硫氰荧光素(FITC)

650

358

550

595

495

670

450

575

615

515

Invisible infreared light

Blue

Red

Dark red

Green

（5）检测分析。将杂交好的片子置于荧光显微镜下，选择合

适的滤光片观察并照相, 也可用共焦激光扫描记入计算机。荧

光镜检时显微镜的质量及滤片的选择，是获得满意结果的重要

影响因素，尤其是滤片系统，应严格按照表 1 所列的荧光激发 /

发射光波长，选择最适的激发 / 阻挡滤片组合。

2 FISH 技术的发展

原位杂交技术是 Gall 和 Pardue（1969）分别发现的，利用

放射性同位素标记的 DNA 探针检测细胞制片上非洲爪蟾细胞

核内的 rDNA[3,4]，当时是使用放射性同位素标记核酸用于原位

杂交。随着分子克隆、同位素标记和核酸的化学合成技术的发

展，在上世纪八十年代逐渐用非放射性半抗原如生物素进行核

酸标记，虽然摒弃了放射性同位素，但方法繁琐、敏感度低、背
景高[5]。1986 年 FISH 技术问世，该法具有敏感度高、信号强、背
景低、快速等优点[6,7]，因此得到的迅速的发展，在方法上逐步形

成了从单一荧光向多色荧光，从中期染色体 FISH 向粗线期染

色体 FISH 再向 fiber-FISH 的发展趋势，灵敏度和分辨率也有

了大幅度的提高。FISH 的应用范围也进一步扩大，这项技术已

经广泛应用于动植物基因组结构研究、染色体精细结构变异分

析、病毒感染分析、人类产前诊断、肿瘤遗传学和基因组进化研

究等许多领域。
FISH 经过不断的发展，在此基础上形成了多色荧光原位

杂交技术、DNA 纤维荧光原位杂交技术、ring-FISH 等一系列新

技术。
（1）多色荧光原位杂交(M-FISH)。有 Multicolor、Multiplex、

Multitarget3 种类型，它最大的特点就是在一次 FISH 试验中可

完成多次繁琐的 FISH 实验和多种不同基因的定位。Cremer

（1988）等用生物素和汞或氨基乙酰荧光素（AFA）标记探针建

立了双色 FISH 技术[8]。Nederlof 等（1990）提出多色 FISH 方法，

用三种荧光素探测多个靶位 DNA 序列。应用多色 FISH 结合

光谱核型分析方法可以进行全面的 FISH 筛选，分析染色体的

全部组分从而确定未知的异常。此法一次能进行多个基因的片

段的鉴定，快速、简单，而且可以检测中期和间期相内的染色体

畸变。
（2）DNA 纤维荧光原位杂交技术（DNA fiber-FISH）。最初

的纤维 -FISH 是 Weigant 等和 Heng 等发现的，利用化学方法

将染色体进行线性化，再以此线性化的染色体 DNA 作为载体

进 行 FISH， 显 著 提 高 了 FISH 的 分 辨 率。Parra 和 Windle

（1993），Heiskanen 等（1994），Florijn 等（1995），进一步改进了

伸展 DNA 纤维的方法，使 DNA 纤维的伸展程度由起初的 80

kb/μm 到现在的 2.5～3.5 kb/μm，这一数值非常接近 Watson-

Crick 建立的 DNA 双螺旋模型中 B-DNA 分子的理论值 2.79

kb/μm，因此说现在得到的 DNA 纤维基本上是裸露的双螺旋

分子。纤维 -FISH 具有对模板要求不高、分辨率和灵敏度高、可
定量分析、只需分析少量的 DNA 分子（<10 个）等优点。

（3）ring-FISH。利用多聚核苷酸探针，首次允许检测质粒

上的单个基因、单个细胞及基因片段中的核酸，此法的杂交信

号特征是在细胞周边包含一个像光晕、圆圈形状的荧光聚集。
除此之外还有很多方法，例如 subtelomeric-FISH 在检测端

粒方面显示出不可比拟的优越性。re-FISH 可以对同一种样本

进行复杂 DNA 探针进行 4 次之多的再杂交，为通过过滤荧光

显微术的传统条带提供了新的应用前景。高分辨率 FISH 可以

使分辨率达到几个碱基，使基因绘图更加精确，也使疾病的诊

断更加准确。

3 FISH 技术在医学诊断上的应用

3.1 FISH 在癌症诊断上的应用

大多数实质固态瘤，包括泌尿上皮细胞癌，都具有染色体

数目和结构异常的特征。在癌症研究中，FISH 可用于对分离出

的癌基因和抗癌基因的定位，这对研究肿瘤中常见的染色体或

基因改变，进一步研究其生物学和分子特征提供了依据。
梁芳等（2008）对 PP2Ac 突变型肺癌相关基因在染色体区

域进行定位，荧光显微镜下观察分析杂交信号的特征。结果发

现正常人淋巴细胞的染色体 5q23-31 可见明显杂交信号，在

GLC-82 细胞的 5 号和 7 号染色体上出现较强信号，说明点突

变引起 PP2Ac 活性改变，从而基因易位，导致肺肿瘤的产生[9]。
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泌尿上皮细胞癌的癌细胞容易剥落至尿中，FISH 可以检测尿

中的细胞是否发生染色体异常，辅助诊断泌尿上皮细胞癌。
Cajulis 等研究发现利用 FISH 检测膀胱脱落细胞的染色体异常

有助于诊断膀胱癌[10]。大肠癌新相关基因 HSU17714 的染色体

定位研究时，采用强化荧光原位杂交技术，以生物素化酪胺强

化荧光原位杂交信号。结果 80.0%（128 /160） 的间期细胞和

59.8%（104/174） 的中期分裂相可见到明显集中的 HSU17714

基因的杂交信号，相应荧光 R 带分析中，85.1%（40/47）在 22 号

染色体上 1 区 3 带处有杂交信号[11]。FISH 技术在检测脂肪细

胞肿瘤中的染色体易位及重排时，具有更高的敏感性和准确

性。最近很多分子细胞遗传学研究表明易位 t（11；16）（q13；p13）

导致软骨脂肪瘤中出现 C11 orf95-MKL2 融合基因[12]。
3.2 FISH 在血液肿瘤诊断上的应用

FISH 技术弥补了传统方法对间期细胞、复杂核型细胞及

染色体微缺失无法诊断的缺点，因此广泛用于血液肿瘤的研

究。Korenberg 和 Rykowski （1988） 发现慢性粒细胞白血病

（CML）以 9，22 号染色体上的 BCR-ABL 基因融合为遗传性特

征，涉及到 9，22 号染色体相互易位 t（9，22），以 BCR-ABL 特

定的 RNA 序列为探针，利用多元染色体原位杂交技术对细胞

中间期相进行分析，检测慢性粒细胞白血病，此法不需对骨髓、
血液或实体瘤细胞进行培养，因而更加快速简便 [13]。FISH 技术

也能对急性粒细胞白血病（AML）M3 中的 PML-RARA 融合基

因、M2b 中的 AML1-ETO 融合基因及儿童 B 淋巴细胞急性淋

巴细胞白血病 TEL-AML1 融合基因进行检测。对融合基因的

检测利于疾病的诊断及估计患者的预后情况。Kraker 等(1991)

利用 FISH 检查三种病人，查到了低百分率的 8 号三倍体细胞,

含 12 号染色体三体的慢性淋巴细胞白血病（CLL）病人预后不

佳。Drach 等 （1998） 通过荧光原位杂交发现多发性骨髓瘤

（MM）患者 P53 基因缺失表明其预后较差，治疗后中位生存期

只有 16 个月[14]。DOhner H 等（2000）发现如果在慢性淋巴细胞

性白血病患者中检测到 RB1 的缺失则说明患者预后较好，中

位生存期可达到 133 个月[15]。
3.3 FISH 在产前诊断上的应用

FISH 技术最先（1993）在美国将其用于产前诊断，但当时

是用于产前的辅助诊断，2000 年美国遗传学会宣布可以用于

常见染色体数目异常的确诊。Tepperberg 等（2001）对 FISH 技

术用于产前诊断与核型分析进行了大样本比较, 47312 份有效

标本中仅有 9 例出现了假阳性结果，假阳性率为 0.019%，有 32

例出现了假阴性结果，假阴性率为 0.049%。因此说 FISH 进行

快速产前诊断具有非常高的灵敏度和特异度，可用于常见的染

色体数目异常的诊断[16]。
黄浩杰等[17]用 G 显带染色体 FISH 技术分析了一个习惯性

流产女患者的染色体情况，为其产前诊断提供了条件，并改进

了常规 G 带染色体 FISH 技术。王云华等（2005）用多色荧光原

位杂交技术结合 G 显带技术和 NOR 技术，对 2 例患者进行核

型诊断，发现一个患者的额外标记染色体片段来源于 15 号染

色体，患者核型为 47,XY,inv(9) (p11q13),+ SMC (15)。另一个

患者的核型为 46,XY,der (5) t (4,5) ( q27; q35)，这对于来源不

明的标记染色体和衍生染色体的诊断是非常有帮助的[18]。崔英

霞等用染色体特异性探针与中期染色体杂交技术，分析诊断了

3 例表型正常但临床上表现为流产、分娩畸形儿的患者的平衡

易位的结果，发现染色体的易位发生的位置和胚胎的存亡存在

某种相关性，对这部分患者特别要重视产前诊断 [19]。黎青等

（2005）取外周血淋巴细胞、羊水细胞和不适于胚胎移植及冷藏

的受精胚胎细胞、骨髓细胞分别制片，用相应的荧光标记的探

针进行原位杂交，荧光显微镜取图分析。结果表明应用多色荧

光原位杂交技术可对染色体进行快速准确的诊断[20]。

4 小结

自 FISH 技术出现以来，已经在很多领域得到了广泛应用，

在医学诊断上更是发挥了重要作用。但是该技术也存在一些问

题，仪器设备昂贵、探针制备困难、对操作人员技术要求比较

高，因此还不能普及到一般的临床实验室。随着技术的不断进

步，相信 FISH 技术会在医学诊断上有更强的生命力和应用前

景。
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