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ND-FISH 技术在两栖类中的应用 
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摘要：非变性荧光原位杂交（ND-FISH）是近年来兴起的一种技术，一般使用带有荧光标记的简单序列重复（SSRs）作为

探针，杂交中不需要进行探针和染色体的变性使得检测简单快捷。SSRs 探针可检测出染色体上 SSR 富集的区域，可以帮助

辨识染色体，SSRs 分布的多态性还可以为遗传多态性的研究提供信息。（1）该研究首次将 ND-FISH 运用于两栖动物中，得

到了 5 个可运用于多态性研究的标记。（2）研究发现，有别于其他类群，当 ND-FISH 应用于两栖动物时，染色体标本必须

进行变性。（3）该研究还对双色荧光原位杂交流程进行了较大的改进，在一个杂交体系中同时使用直接和间接标记探针，通

过一次实验获得双色信号，从而使步骤简化。 
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Application of ND-FISH in amphibians 
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Abstract: The recently popularized non-denaturing fluorescence in situ hybridization (ND-FISH) is a new technique that is both 
quick and efficient, in part because denaturing of both of the probes and the chromosomes is unnecessary. Synthetic simple sequence 
repeats (SSRs) labeled with fluorescein are used as probes to detect SSR-enriched chromosome regions and provide markers to 
identify the chromosomes. To date this method has not been applied to amphibians, even though the polymorphism of the distribution 
of SSRs may help to advance genetic polymorphism research. This paper also improved the double-colour FISH method by 
simultaneously using probes labelled with fluorescein and probes labelled with DIG to get double-color signals. This study found 5 
SSRs markers that may be useful in the polymorphism research, and that the amphibian chromosomes must be denatured in 
ND-FISH. 
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遗传多态性一直是进化生物学研究的重要内

容。而细胞遗传水平的多态性研究一般都使用C带、

Ag带等带型技术和荧光原位杂交技术（fluorescence 
in situ hybridization，FISH）。相对于条带技术，FISH
可同时提供分子和细胞水平的信息，并提供了更高

的精度和分辨率。根据探针及靶部位长度不同，

FISH 的探针可分为 3 种类型：（1）多拷贝基因探针，

如核糖体 RNA 基因、组蛋白基因探针等，这些探

针属于功能基因，但在基因组上有较多的拷贝，所

以仍然很容易得到杂交信号，如 18S rDNA，组蛋

白基因等。（2）简单重复序列探针，如着丝粒、端

粒序列探针，哺乳动物的 Alu 序列探针等，这类探

针尽管其本身序列较短（如端粒序列探针只是 5 碱

基或 6 碱基重复），然而由于在基因组中有极多拷

贝，靶序列很长，所以杂交信号非常明亮，定位难

度相对较低。（3）独特序列探针，指由大片段克隆

（Fosmid、BAC 等）、染色体特异性文库、基因组

DNA 等制备的探针（Huan, 2009）。 
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ND-FISH（non-denaturing FISH）是近几年兴

起的一种技术，使用的探针与过去常规的几种探针

不同，主要是微卫星序列，又称为简单序列重复

（SSRs）。探针是合成的15~20 bp的单碱基、二碱基、

三碱基或四碱基的微卫星序列。微卫星位点广泛分

布于真核生物的基因组中（Hamada et al, 1982）。因

重复数目的不同而呈现高度多态性（Amos et al, 
1993）。目前几十到几百个碱基的微卫星序列由于

其在个体间的多态性，作为分子标记广泛的应用于

连锁图谱、基因标记、系统发育等多领域的研究。

微卫星探针有着出乎意料的在非变性染色体上识

别SSRs的能力，它们可以快速结合到SSR富集的染

色体区域（Cuadrado & Jouve, 2010）。ND-FISH属

于直接杂交法，15~20 bp的DNA探针上带有荧光基

团，并且是合成的单链DNA，因而在荧光原位杂交

中不需要对染色体和探针进行变性，也不需要添加

抗体，这使得检测变得省时省力，简便高效。

ND-FISH由于不需要对染色体进行变性，染色体的

形态得到了很好的保持，这对于同一分裂相上的重

复杂交有很大优势。另外ND-FISH合成的探针保证

了荧光标记的质量。 
在前人的研究中，SSRs探针在大麦、玉米、蝗

虫、果蝇和人类中得到了明显的杂交信号，而且特

异性很强（Cuadrado & Jouve, 2010）。在大麦Hodeum 
vulgare和H.bulbosum的研究中，SSRs探针为染色体

的识别提供了标记，其中（ACT） 5 的信号在

H.vulgare 的7对同源染色体之间最具多态性，可以

清晰的辨别所有染色体。（AAG）5 和（ACT）5两个

探针还为H. vulgare ssp. spontaneum中一个株系5号
染色体与7号染色体相互易位提供了标记。前人在

观察染色体形态和C带等经典细胞学研究后认为H. 
bulbosum是H. vulgare的近缘种，共享一套“H基因组”，
而Hordeum 属其他物种则具备另三套“H基因组”
（Carmona et al, 2012; Linde-Laursen et al, 1997）。但是

（AG）10、（AAG）5、（ACT）5和（ATC）5的ND-FISH
结果却显示H. vulgare 和H. bulbosum 染色体上

SSRs的分布有着很大不同。这支持了另一种相反的

假说，使得H.vulgare 和H.bulbosum的近缘关系仍然

存在争议，也暗示着使用SSRs的ND-FISH可以为系

统发育假说提供佐证（Carmona et al, 2012）。 
在两栖动物中，独特序列探针的缺乏是很严重

的问题。rDNA 等常用的探针提供的多态性信息很

少，只能辨识个别染色体，这使得分析两栖动物细

胞水平遗传多态性的研究十分困难。在对雨蛙科

Aplastodiscus 属染色体进化的研究中，研究者使用

了端粒作为分子标记，在 A. perviridis 和 A. 
callipygius 中，端粒探针杂交了所有染色体的端部，

而在A. leucopygius的3号染色体的着丝粒区域发现

了内端粒序列（ITS）。在 A. arildae 和 A. eugenioi
的杂交结果中，所有染色体的端粒和着丝粒都有信

号（Gruber et al, 2012）。在棘腹蛙的荧光原位杂交

的研究中，5S rDNA 探针的信号只出现在 1 号染色

体上，端粒序列探针出现在了所有染色体端部，在

极个别个体中检测到 ITS（Qing et al, 2013）。总之，

这些常用探针在属下、种下呈现很低的多态性。 
本研究尝试了 ND-FISH 在两栖类中的应用： 

（1）我们将常用的 SSRs 在两栖类中进行筛选，得

到一系列在染色体间有多态性的标记，可用于两栖

类染色体识别和遗传多态性等研究。（2）较之其他

类群，ND-FISH 技术在两栖类中，染色体必须变性

之后才可以得到杂交信号。（3）此外，本研究对双

色杂交流程进行了较大的改进，尝试同时使用直接

标记和间接标记的探针，避免了两次杂交所增加的

洗脱及相关程序，直接获得双色信号，使杂交流程

简化、提高效率。 

1  材料和方法 

1.1  有丝分裂染色体制备 
选取来自于四川地区的棘腹蛙（Quasipaa 

boulengeri）个体制备染色体。棘腹蛙具有易位多态

现象，分布区靠西的部分种群中检测到多种核型。

Qing et al（2012）在研究中共发现了 5 种核型，因

1 号和 6 号两对染色体相互易位而成。Ⅰ型是常规

核型，两对染色体均未发生重排，1 号和 6 号染色

体分别为一对大的和一对小的中着丝粒染色体，可

表示为 MM/mm。Ⅱ-V 型（MM/mSt、MT/mm、

MT/mSt、MT/StSt）中，或 1 号、或 6 号，或 1 和

6 号染色体均有涉及到易位后形成的异形染色体。

由于易位发生仅局限于该种分布区西端部分种群，

该物种大多数个体仍为没有发生易位的 I 型核型。

而本研究旨在技术的运用，故实验标本均采用没有

发生易位的 I 型核型个体。 
有丝分裂相采用骨髓细胞制备（Schmid et al, 

2010）。制备好的染色体标本于室温干燥 2~4 天后，

经 70%、90%、100%的酒精梯度脱水后, 于 100%
的酒精中–20 ℃保存。 
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1.2  SSRs 和 5S 探针的合成 
SSRs 探针由上海英俊（invitrogen）合成，序

列及修饰见表 1。 
5S 探针带有 DIG 标记，由 PCR 法合成。5S 正

向引物 5′-GCCTACGGCCACACCAC-3′，反向引物

5′-AAGCCTACGACACCTGGTATTC-3′（Qing et al, 
2012）。5S PCR 扩增程序：94  1℃  min，50  30℃  s，
72 ℃ 1 min，30 个循环。得到的 PCR 产物经过

GenElute™ PCR Clean-Up Kit（SIGMA）纯化，–20 
℃保存。 

表 1  ND-FISH 使用的 SSRs 探针 
Table 1  SSRs used as probes in ND-FISH experiments 

探针 Probe 序列 Sequence 5′端修饰
Modifications in 5′

（A）20 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA TAMRA 

（C）20 CCCCCCCCCCCCCCCCCCCC TAMRA 

（AC）10 ACACACACACACACACACAC TAMRA 

（AG）10 AGAGAGAGAGAGAGAGAGAG TAMRA 

（CT）10 CTCTCTCTCTCTCTCTCTCT TAMRA 

（AT）10 ATATATATATATATATATAT TAMRA 

（AAC）5 AACAACAACAACAAC TAMRA 

（AAG）5 AAGAAGAAGAAGAAG TAMRA 

（AAT）5 AATAATAATAATAAT TAMRA 

（ACG）5 ACGACGACGACGACG FITC 

（ACT）5 ACTACTACTACTACT TAMRA 

（CAT）5 CATCATCATCATCAT TAMRA 

（CCG）5 CCGCCGCCGCCGCCG FITC 

（ACC）5 ACCACCACCACCACC TAMRA 

（AGG）5 AGGAGGAGGAGGAGG TAMRA 

（AGC）5 AGCAGCAGCAGCAGC TAMRA 

（GACA）5 GACAGACAGACAGACAGACA TAMRA 

（GATA）5 GATAGATAGATAGATAGATA TAMRA 

（GACT）5 GACTGACTGACTGACTGACT TAMRA 

（GCAT）5 GCATGCATGCATGCATGCAT TAMRA 

（GAGT）5 GAGTGAGTGAGTGAGTGAGT TAMRA 
 

1.3  SSRs 的 ND-FISH 
染色体标本从–20 ℃取出后镜检，55 ℃放2 h。

0.01 mol/L HCl中配制0.01% pepsin，每张片子500 
μL，盖盖玻片37 ℃处理15 min。洗去pepsin后于70%
甲酰胺，10% 20×SSC中72 ℃变性2 min。将片子迅

速放在预冷的70%、90%、100%梯度酒精中，各处

理10 min。完成后扇动晾干。 
2×SSC中配制杂交液40 μL：30% 去离子甲酰胺，

10% 硫酸葡聚糖，0.3% SDS，SSR探针100 ng。杂交

液滴在片子上，盖盖玻片。于37℃潮湿暗盒中杂交3 h。 

将片子浸入室温的洗脱液（4×SSC, 0.2% Tween 
20）中，待盖玻片自动脱落后涮洗10 min。再用洗

脱液涮洗5 min。最后用ddH2O涮洗几遍。甩干片子，

加DAPI 30 μL，用配备对应滤镜组合的  Leica 
DMRA2 荧光显微镜对杂交信号进行检测，并通过

Leica DFC490 CCD与 Qwin V3和 Qgo软件进行图

像拍摄和采集。 
1.4  SSRs 与 5S 的双色荧光原位杂交 

染色体标本的处理与SSRs的FISH相同。2×SSC
中配制杂交液40 μL：40% 去离子甲酰胺，10% 硫
酸葡聚糖，0.3% SDS，SSRs探针100 ng，5S探针   
50 ng。杂交液于83℃变性8 min后立即置于冰上，

放置10 min。杂交液滴在片子上，盖盖玻片。于37 ℃
潮湿暗盒中杂交6 h后,载玻片在2×SSC中浸泡2~   
3 min，摇落盖玻片后轻轻涮洗几下。每张片子上加

200 μL抗体溶液（2 μL Dig-FITC, 198 μL 1% BSA），

37 ℃孵育1 h后在洗脱液中涮洗3次，每次5 min。甩

干片子，最后加DAPI 30 μL，镜检。 
1.5  SSRs 探针的重复实验与分析 

（AC）10、（AG）10、（AAC）5分别在5个个体

中重复实验，（CAT）5在14个个体中重复，（GACA）5

在3个个体中进行重复，选择好的分裂相拍摄并

进行分析，得到每个探针在染色体上稳定出现

的位置。  

2  结  果 

2.1  SSR 探针筛选结果 
采用单一探针杂交方法，将合成的21对探针分

别对不同染色体标本进行杂交，检测得（AC）10、

（AG）10、（AAC）5、（CAT）5、（GACA）5等5个
较为稳定的标记。 

（AC）10 的杂交结果显示，信号稳定出现于 2
号、6 号、13 号染色体着丝粒附近，以及 11 号染色

体的短臂上（图 1A）；（AG）10 的信号主要位于 1
号染色体着丝粒，2 号、6 号染色体的着丝粒与端部，

3 号、5 号染色体的端部，以及 12 号染色体短臂上

（图 1B）；（AAC）5杂交信号主要位于 1 号染色体着

丝粒与长臂上，3 号染色体的端部，5 号染色体短臂

端部，以及 6 号染色体着丝粒处（图 1C）；（GACA）5

的信号主要位于 2 号染色体的着丝粒附近（图 1D）。

（CAT）5 的信号位于 1 号染色体的长臂和短臂的近

着丝粒处、2 号染色体的着丝粒处，在部分个体中还

出现在 3 号染色体长臂上（图 2）。 
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图 1  （AC）10、（AG）10、（AAC）5、（GACA）5杂交信号在棘腹蛙染色体上的分布 
Figure 1  Chromosomal distribution of signals of（AC）10,（AG）10,（AAC）5 and（GACA）5 in metaphases of Quasipaa boulengeri 
A：（AC）10 杂交信号呈红色，主要分布于于 2 号、6 号、13 号染色体着丝粒附近，以及 11 号染色体的短臂上；B：（AG）10 杂交信号呈红色，主要

分布于 1 号染色体着丝粒，2 号、6 号染色体的着丝粒与端部，3 号、5 号染色体的端部，以及 12 号染色体短臂上；C：（AAC）5 杂交信号呈红色，

主要分布于 1 号染色体着丝粒与长臂上，3 号染色体的端部，5 号染色体短臂端部，以及 6 号染色体着丝粒处；D：（GACA）5 的信号呈绿色，位于

2 号染色体的着丝粒附近。 
A The (AC) 10 signals appear red and locate near the centromeric region of chromosome no.2, no. 6, no.13, and on the short arm of chromosome no. 11; B: The 
(AG) 10 signals appear red and locate near the centromeric region of chromosome no.1, no. 2 and no. 6, and on the telomeric position of chromosome no. 2, no. 
3, no. 5, no. 6, and on the short arm of chromosome no. 12; C: The (AAC) 5 signals appear red and locate near the centromeric region of chromosome no.1, no. 
6, and on the long arm of chromosome no. 1, and on the telomeric position of chromosome no. 3, and the telomeric position of short arm of chromosome no. 5; 
D: The (GACA) 5 signals appear green and locate near the centromeric region of chromosome no.2. 
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图 2（CAT）5探针（红色）与 5S rDNA 探针（绿色）的双色 FISH  

Figure 2  Double-color FISH with (CAT)5 probe (red) and 5S rDNA probe (green) 
（CAT）5 杂交信号位于 1 号染色体的长臂和短臂的近着丝粒处，2 号染色体的着丝粒处，在部分个体中还出现在 3 号染色体长臂上；5S rDNA 的信号

位于 1 号染色体长臂近着丝粒处。A：3 号染色体上没有（CAT）5 信号的代表个体。B：（CAT）5 信号出现在一条 3 号染色体上，而同源染色体上没

有的代表个体。C：两条 3 号染色体上都有（CAT）5 信号的代表个体。  
The signals of locate on both short arm and long arm near the centromeric region of chromosome no. 1 and on the centromeric region of chromosome no. 2; The 
signals of 5S rDNA locate on the long arm of near the centromeric region of chromosome no. 1. A: The representative sample that has no signals on the 
chromosome no. 3. B: The representative sample that has signals on one chromosome no. 3 while the homologous chromosome has no signals. C: The 
representative sample that has signals on the chromosome no. 3. 

 
2.2  双色杂交结果 

同时使用直接标记与间接标记的探针，用

（CAT）5探针（红色）与5S rDNA探针（绿色）的

双色FISH，得到理想的双色杂交效果。（CAT）5 的

杂交结果显示，信号稳定出现于1号染色体的长臂

和短臂的近着丝粒处、2号染色体的着丝粒处。在

某些个体中，（CAT）5的信号还出现在3号染色体的

长臂上。有的个体一对3号染色体上都没有信号（图

2A），有的个体一条3号染色体上有信号而同源染色

体上没有（图2B），还有的个体一对3号染色体上都

有信号（图2C）。5S的信号稳定出现于1号染色体长

臂的近着丝粒处。 

3  讨  论 

3.1  筛选两栖类 SSRs 探针 
以往在荧光原位杂交中使用的探针，无论是重

复序列、多拷贝基因还是单拷贝序列提供的带型都

很单一，一般都定位在一对同源染色体上，只能对

一对同源染色体起辨识作用，例如 5S rDNA；或者

是无差别的分布于所有染色体上，例如端粒序列。

而 SSRs 由于在染色体上分布广泛，可提供多带型，

一个标记或几个标记组合就可以辨别出很多对同源

染色体，在Carmona et al（2012）的研究中，（ACT）5

一个标记就可以辨别所有 7 对同源染色体。在鱼类

性染色体的研究中，SSRs 探针也成功的标记了 W
染色体（de Bello Cioffi et al, 2012）。此外，不同的

SSRs 序列在不同的物种和类群中的富集性和多态

性有所不同，在一个类群中得到清晰的多态性信号

的标记在另一个类群中可能根本观测不到信号。例

如在蟾鱼类（Batrachoididae family）的研究中，

（GATA）n 探针在蟾鱼类的 4 个物种中都得到了大

量强烈的信号（Úbeda-Manzanaro et al, 2010），而在

本研究中（GATA）n 探针与棘腹蛙染色体杂交却没

有信号。 
为了检测 SSRs 探针是否能在两栖类中运用，

我们选择了棘腹蛙作为实验对象。参照已有研究类

群的工作（Cuadrado & Jouve, 2010），设计了 21 条

SSRs 探针进行尝试（表 1）。结果表明，SSRs 探针
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可以在两栖类中有良好的运用效果。在棘腹蛙中，

（AC）10、（AG）10、（AAC）5、（CAT）5、（GACA）5 等

5 个标记得到了染色体间明显差异的信号，这些标

记在不同个体中较稳定出现，都能起到一定的辨识

染色体的作用（图 1, 2），如果将不同的标记偶联上

不同颜色的荧光，多个标记组合可以在一次实验中

更准确的辨别更多的染色体。其他标记则没有信号

或在每条染色体上分布相同，在棘腹蛙中不能起到

染色体识别作用。 
其中，（CAT）5 在一些个体 3 号染色体长臂长

上出现信号，表现出多态性。有的个体的两条 3 号

染色体上都没有出现（CAT）5 的杂交信号，有的个

体一条 3 号染色体上有信号而同源染色体上没有，

有的个体两条同源 3 号染色体上都有信号。根据长

臂上是否有信号，可认为 3 号染色体有两种，一种

或许是由另一种变化而来。发生变化新产生的 3 号

染色体在种群中通过杂交扩散，产生了现在看到的

情况，即不同个体中的 3 号染色体对表现出 3 种类

型：一对 3 号染色体都没有信号的纯合子，一对 3
号染色体都有信号的纯合子，以及一条 3 号染色体

有信号而另一条却没有的杂合子。3 号染色体所具

备的多态性可应用于棘腹蛙种群关系的分析。 
3.2  两栖类的 ND-FISH 染色体变性是必须条件 

两栖动物染色体的高度螺旋化在很多带型研

究中都有反映（Schmid, 1978a）。两栖动物每微米

的染色体含有的 DNA 量要远远多于其他脊椎动物

（如哺乳类、鸟类、爬行类）（Schmid, 1978b）。因

此两栖类的染色体的明带和暗带间距很小，常常难

以辨别（Schmid, 1978a, b）。例如前人对两栖类染

色体的 R 带研究中就发现带型缺乏多样性

（Schempp & Schmid, 1981）。染色体的高度螺旋化

或许是 ND-FISH 在两栖动物中难以直接应用的原

因。 经验证 ND-FISH 中，SSRs 探针是与染色体上

的 DNA 相杂交，而不是 RNA，也就是说 ND-FISH
的原理是依赖于 SSRs 探针对双链 DNA 的插入性

（Carmona et al, 2012）。在染色体螺旋化程度很高的

情况下，SSRs 探针很难接触到靶序列，入侵双链

DNA 并与之结合就更困难了。ND-FISH 中使用的

探针为人工合成的单链 DNA，不需变性，但在两栖

动物的应用中，需要添加对两栖类染色体标本变性

的步骤，否则杂交难以成功。 
ND-FISH 由于不需要对探针和染色体变性，

使得实验操作方便快捷，虽然在两栖类的应用中发

现染色体标本必须进行变性，然而由于 SSRs 探针

的特性，杂交时间相比于常规 FISH 还是有了很大

缩短，由 9~15 h 缩短到 3~4 h，工作效率可显著提

高。 
3.3  双色荧光原位杂交的改进 

本研究尝试在一次杂交中同时使用直接标记

探针与间接标记探针，通过这种方式，可更为快捷

地获得双色信号的杂交结果。 
荧光原位杂交技术使用的探针有两种。第一种

是与荧光物直接偶联标记探针，即碱基与荧光素直

接偶联的探针；第二种是和半抗原（如生物素、地

高辛等）偶联的间接标记探针，探针的制备通常使

用缺口平移、PCR、随机引物法等方法。使用的探

针不同使得杂交实验中的步骤有很大区别。其中最

重要的就是间接标记的探针在与染色体杂交之后

还要与连有荧光素的抗体反应，之后还需要进行洗

脱，而直接标记的探针则不需要。而且由于间接法

中的抗原抗体反应有级联放大的作用，容易出现大

量杂信号，洗脱条件一般较严格，而直接法的洗脱

较温和。 
之前也有学者同时使用 SSRs 和 rDNA 标记染

色体，进行双色荧光原位杂交，其中 SSRs 序列的

获得是使用（GATA）7 和（TATC）7 作为引物在无

模板的情况下进行 PCR，然后再用缺口平移法标记

探针（Úbeda-Manzanaro et al, 2010）。这种方法相比

于直接合成单链探针要繁琐的多。 
当我们试图使用带有荧光素标记的 SSRs 探针

和 DIG 标记的 5S rDNA 探针一起标记染色体时，

就遇到了直接标记和间接标记探针杂交后洗脱条

件不同的问题。按照常规步骤，要想在同一个分裂

相上看到两个标记的信号需要将片子上第一个标

记洗脱，再将第二个标记重新杂交。而重新杂交会

影响第二次杂交的效果，而且很费时费力。于是我

们尝试一次完成两种探针的杂交。双色 FISH 中，

在配制杂交液时我们将两种探针一起加入，按照双

链 DNA 探针的要求提高去离子甲酰胺的浓度并进

行变性，在探针与染色体杂交结束后不对多余探针

进行洗脱，而是直接加抗体。抗体反应结束后则是

按照前人 SSRs 探针杂交的经验（Cuadrado & Jouve, 
2010），洗脱得较温和。我们在实验研究中发现探

针的变性、杂交液配比的改变和地高辛的抗体反应

对于 SSRs 的杂交结果几乎没有影响，而直接标记

探针所使用的温和的洗脱虽然会增加一些5S rDNA
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的杂信号，但主信号也更明显了，拍摄调整曝光就

可以得到很好的结果。 
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