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摘 要#整体原位杂交（$%&’()*&+,- !" #!$% %./012134-1&,5 678）已经成为基因表达定位和表达分布模式研究的
一种重要手段 9 该技术能在整体水平上精确地研究胚胎发育过程中基因表达的三维信息5 而且为大规模筛选
区域及组织特异性候选克隆提供了有利的技术手段 9 采用体外转录地高辛标记的 :;<探针5 检测已知基因

&’&( 在鼠胚胎发育不同阶段的表达模式 9
关键词#整体原位杂交= :;<探针=小鼠= &’&(
中图分类号# >?@"9 A 文献标识码# < 文章编号# ?BBA)ACDA E"BBF GB")BB!!)BD

整体原位杂交作为检测胚胎发育过程中基因

表达整体效果的快速、有效手段5已在基因表达的
时空顺序和表达谱的建立等多方面得到了广泛的

应用 H ?5 " I 9 整体原位杂交技术一方面为大规模的
筛选区域及组织特异性候选克隆提供了有利的技

术手段 9 随着鼠胚胎早期发育阶段 JK;<文库的
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完善< 该技术可大规模的分离胚胎发育中重要的
调节子< 从而为胚胎形成模式提供了一个重要的
新的分子遗传标志库 = > 3 5 ? 4 另一方面为检测某些
细胞群在体内的原位转录本< 并阐明分化过程中
的分子遗传事件提供了帮助 4 如< 鼠胚胎干细胞
（@/细胞）为多能干细胞< 其分化有助于了解胚胎
的正常发育过程< 而整体原位杂交技术能检测到
其中某些少量的亚类细胞群在基因表达中的重要

变化<而这些轻微的异质性是不能用总 A10的方
法所能检测到的 = $< % ? 4 此外< 两个或多个基因在同
一细胞内的共表达或两个基因在相邻细胞中的有

序表达< 为了解分子信号传导通路提供了一个可
靠的切入点 4
目前<整体原位杂交在海胆、两栖类等动物胚

胎上已有初步尝试 = B< C ? 4本研究采用体外转录 -DE
标记的 A10 探针<检测已知基因 $%$& 在鼠胚
胎发育不同阶段的表达模式 4

! 材料与方法

!" ! 材料
!4 !4 ! 动物
小鼠胚胎来自怀孕的 B 3 C 9 2@B 3 @C 8 的昆

明白小鼠 4
!4 !4 # 质粒

’()(& 质粒 -10 由法国 FG+HH+ I 提供 4 质
粒 -10含有 J%和 J>两种启动子< 质粒全长为 ;
;C5 (K<包含 ! 5"" (K $)(&基因片段 4
!4 !4 > 仪器设备

L,(GHMN OGP+, 购自英国 -+QN+R公司S ; T低
温冰柜购自美国法玛西亚公司S 电热恒温水浴锅
购自中国北京长安科学仪器厂S 体视显微镜以及
照相接口购自厦门 OUHGV 公司S 照相机购自上海
海鸥照相机厂 4
!4 !4 ; 试剂
体外转录试剂盒 O@E0/V,GKHJO 购自 0W(GUQ

公司S 地高辛标记与检测试剂盒< ..A2.U+X,GQ6+,
.NUVYGQ6 A+M6+QH 8 购 自 德 国 宝 灵 曼 公 司
（.U+X,GQ6+, OMQQX+GW 公司）S ZU,WMWG9+、[\0F/
购自美国 /G6WM公司S其余试剂均为国产分析纯 4
!" # 方法
!4 #4 ! ’*()(&质粒线性化
进行体外转录时要求线性化的模板 -10 无

核酸酶污染< 因此在体外转录之前需对模板 -10
进行酶切和纯化 4 具体方法如下]

! 8 大量酶切反应

>% T水浴< 酶切 $ 3 % X< !^琼脂糖凝胶电泳
检测酶切情况<酶切完全后终止反应 4

# 8 酶切产物纯化回收
在酶切产物内加入 %4 5 !& # 6 7 &的蛋白酶 _

（终浓度为 !"" W6 7 &）和 %4 5 !& !"^的 /-/（终
浓度为 "4 5^）< 同时补充适量的超纯水至体系到
达 !5" !&4 充分混合< 5" T水浴处理 >" WGQ4 此
后<加入 %5 !&苯酚 7 %5 !&氯仿<充分混合后<室
温放置 5 WGQ< !> """ , 7 WGQ于室温离心 5 WGQ4 取
上清于一新的 "4 !^ -@F[ 处理过的 !4 5 W& 离
心管中< 加入 ! 7 !"体积的 5 WUN 7 & 1\;L0V（无
+,-./污染的）以及 #倍体积无水乙醇（无 +,-./
污染的）< ‘ #" T放置 ! X< !> """ , 7 WGQ< ; T离心
!5 WGQ沉淀 -10样品 4 %5^酒精 2无 +,-./污染
的 8 洗一次 4 !> """ , 7 WGQ< ; T离心 !" WGQ4 将
-10样品溶解于 #" !& "4 !^ -@F[处理的超纯
水中 4 经 !^琼脂糖凝胶电泳以及分光光度计测
定 -10浓度< ‘ #" T保存备用 4
!4 #4 # 探针制备
采用转录试剂盒进行<具体操作如下]
首先< 制备纯化的无 +,-./污染的 -10 模

板< 采用 aD0E@1 FNMbWG9 OGQG K),G*GVMHGUQ _GH抽
提质粒 -10< 用相应的酶线性化模板 -10< 蛋白
酶 _和 /-/处理后< 苯酚氯仿抽提纯化线性化模
板 -104
体外转录反应体系]

>% T水浴孵育 $ XS加入 ! !&无 +,-./污染
的 %,-./ 0< >% T水浴孵育 !5 WGQS 加入 !!5 !&
无核酸的超纯水和 !5 !& 1\;L0V终止液< 加入
等体积酚 7氯仿饱和液抽提一次< !! """ , 7 WGQ< ;

无核酸酶污染的超纯水 #4 5 !&
!" ’ A+MVHGUQ .)**+, # !&
0JF 2%5 WWUN 7 & 8 # !&
[JF 2%5 WWUN 7 & 8 # !&
:JF 2%5 WWUN 7 & 8 # !&
EJF 2!5 WWUN 7 & 8 # !&
-DEc!!c:JF 2!" WWUN 7 & 8 ; !&
&GQ+M, H+WKNMH+ -10 !4 5 !&
J> @QdRW+ OGP # !&

#" !&
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$离心 !" %&’(取上清)加入等体积氯仿再抽提一
次) !! """ * + %&’) , $离心 !" %&’(取上清于一个
新的 "- !. /012处理的 !- 3 %4离心管) 加入 5
倍体积的无水乙醇和 3 %67 + 4 89,:;<) = #" $
冰箱放置 ! >) !! """ * + %&’) , $离心 !3 %&’沉淀
?8;) 干燥后用无核酸酶的水溶解 ?8;- 用 !.
琼脂糖凝胶电泳以及分光光度仪测定探针浓度)
= @" $保存备用 -
!- #- 5 小鼠胚胎的获取、固定和脱水处理
选用 A B C 周的昆明白鼠雌雄合笼)次日上午

检查雌鼠是否有阴栓 D E7FG H ) 将阴栓阳性雌鼠放
于另一笼中喂养 - 在雌鼠怀孕后 C B I J) 经断颈
术处死孕鼠)取出小鼠胚胎)在解剖显微镜下去除
所有滋养外胚层、体壁层等外膜结构后)将胚胎置
于 !3 %4预冷的 ,. 多聚甲醛 D EK*KL6*%K7JM>NJM)
1O; H中) , $固定 # >- 以 1PQ D含 "- !. 吐温 #"
的 1PRH, $洗 5次)之后以 !"". 甲醇洗 5次)置
= #" $备用 -
!- #- , 小鼠胚胎预处理和探针杂交
将固定和脱水处理后的胚胎以 5".过氧化

氢S甲醇按 !S 3的比例漂白) 室温 # >) 甲醇漂洗 5
次)每次 3 %&’(然后依次通过 @3.、3". 和 #3.
的甲醇 + 1PQ溶液各洗涤 #" %&’) 1PQ洗 5次) 每
次 #" %&’( 为使胚胎得到有效的漂洗) 每 3 %4实
验管胚胎数目为S 0C B I T @ B !"个 、0!" T #个 -
胚胎漂白后) 再以 !" %G + 4 蛋白酶 U + 1PQ 5@ $
处理) 处理时间为 @ B !" %&’( 1PRVQWMM’水平摇
洗 #次) 每次 3 %&’) 将胚胎在 "- !. 戊二醛 + ,.
1O; + 1PQ 室温下再固定 #" %&’( 在固定结束后)
以 1PQ 漂洗 # B 5次)每次 3 %&’ D室温 H (加 ! %4
预杂交液 D含 3". 甲酰胺、!- 5 X RR2 DE9 ,- 3 H、
3" %G + 4酵母 ?8;、!". QWMM’ #"、!". 29;1R、
!"" %G + 4 9MEK*&’ H A" $ 水浴 5次) 每次 ! >( 换
含约 ! %G + 4 Y/Y# ?8;探针的杂交液（成份同
预杂交液）! %4( A3 $杂交过夜 -
!- #- 3 终止杂交)抗体孵育和显色
用预热的杂交液 A3 $漂洗 5" %&’(预热的溶

液 !（3". L6*%K%&JM + !ZRR2 + "- !. QWMM’ #" 新
鲜配制）漂洗 #次)每次 ! >(溶液 ! + Y;PQ按 !S !
的比例 D含 !"" %%67 + 4 %K7M&< K<&J) !3" %%67 + 4
8K27) "- !. QWMM’ #" H 室温漂洗 5" %&’( Y;PQ
漂洗 ,次)每次 5" %&’( Y;PQ + #. PP?室温漂洗
! >( # %4新鲜 Y;PQ + #. PP? + #". 封闭用绵
羊血清) 室温孵育 ! >( Y;PQ + #. PP? + #". 封

闭用绵羊血清 +抗地高辛抗体 ) , $孵育过夜 )
0@ B I的抗体滴度为 ! + # """) 0!"为 ! + 3 """-
!- #- A 终止显色)固定照相
依次以 Y;PQD含 !"" %%67 + 4 %K7M&< K<&J)

!3" %%67 + 4 8K27) "- !. QWMM’ #" H漂洗 !"次)前
,次 !3 %&’)后 ,次 5" %&’)最后二次 ! >)碱性磷
酸酶溶液（!"" %%67 + 4 Q*&[ E9 I- 3) 3" %%67 + 4
YG27#) !"" %%67 + 4 8K27) "- !. QWMM’ #") 3
%%67 + 4左旋咪唑）漂洗 5次 D室温 H )每次 !" %&’(
碱性磷酸酶溶液（!"" %%67 + 4 Q*&[ E9 I- 3) 3"
%%67 + 4 YG27#) !"" %%67 + 4 8K27) "- !. QWMM’
#"）室温洗 #次)每分钟 3次(碱性磷酸酶液中（含
,- 3 %4 + 4 8PQ) 5- 3 %4 + 4 P2\1）避光反应)待显
色反应至满意强度（室温孵育5" %&’ B 5 J）) 换
1PQ液（1PQS "- !. D] + ] H QWMM’ #" + ! X 1PR E9
@- C）室温洗A次)每分钟!"次(体视镜下照相 ^ !" _ -

! 结果

有研究表明) Y/Y#可在 @- 3 J鼠胚胎内含
有神经脊始祖细胞的神经褶顶部和 C J鼠胚胎内
含有迁徙前神经脊细胞的神经褶背部检测到该基

因表达 - 在此发育阶段) 具有多潜能的神经脊细
胞开始离开后脑神经褶区域)在腮弓处克隆生长)
并形成多种类型的细胞或者组织) 例如感觉神经
元) 神经胶质) 黑素细胞) 骨 +软骨 ^ !! B !5 _ - 本研究
采用了 /\‘标记的 !"!# ?8;片段作探针) 体
外转录标记长度为 !- 3 ab 的反义链 ?8;) 检测
!"!#在鼠早期胚胎（0CV0I）中的表达情况（图 !
;、P、2）- 杂交后经 8PQ + P2\1显色发现)在 C B I
J的小鼠胚胎中) 在胚胎前脑（P) 2）、中脑 D;H、后
脑部位 D;) P H 以及背侧脊索处均可检测到紫红
色阳性信号（如箭头所示）) 这与所报道的表达情
况一致) 说明该方法用于检测 !"!#的表达分布
是可行的 -

" 讨论

随着功能基因组时代的到来) 有必要了解这
些新基因的功能及在发育过程中的表达模式 - 而
整体原位杂交技术正好为了解胚胎发育过程中的

基因表达提供了帮助 - 与传统的切片原位杂交技
术相比) 整体原位杂交有以下优点S ! H 能够直观
地观察基因在整体中的时空表达分布) 能很精确
的反映基因表达的三维信息 ^ 5 _ - # H 可以同时分析
多个组织块、胚胎或不同发育阶段的胚胎 -
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图 ! "#"$探针对 %& ’ (小鼠胚胎的原位杂交结果
)*+, ! -./012/ 34 !" #!$% 5678*9*:;2*3< 34 "#"$ ;<2*=/.</. ->? @837./ 3< %& ’ ( A30/. B531. A30<2 .A7863/
%& ’()*+(’ ,-*. /0 (1 2 3(4 5/6)7/-)89 :357 ; *9<+4/= >& ’()*+(’ ,-*. /0 (1 ? @ ?A B 357 *9<+4/= C& ,*1)+(’ ,-*. /0 (1 ? @ ?A B357
*9<+4/ /1 )D* )-5 /0 ( D*9/6)()= E& >’(1F 7/1)+/’ *9<+4/G )+*()*3 .-)D/8) HI% 5+/<*6A

整体原位杂交技术最易出现的问题是高背

景G低信号 A 为避免这一现象G在实验过程中我们
需要注意以下几个方面&
C, ! 蛋白酶 D的处理时间
这一步是杂交成功与否的关键因素G 蛋白酶

J处理的目的是为了提高胚胎组织对探针的通透
性G 以便探针能够有效地进入组织细胞内与 9HK
I% 靶分子进行杂交 A 如果处理不足G 则会导致
探针不能有效地渗透至组织内G 不能显示杂交信
号 A 整体原位杂交时G 蛋白酶 J处理的时间一般
需要 L @ !" 9-1A 其处理时间可根据胚胎的大小
不同而定& M? @ 2 N ? 9-1 、M!" N !" 9-1= 在本实
验中G 我们主要通过眼睛检测蛋白酶 J消化是否
适度G当看见卵黄囊的碎片从胚胎体有脱落时G即
可终止反应A延长蛋白酶 J消化时间是为了更有
利于探针的渗透G但是过之G则会导致低信号的发
生 G 组织中的 9HI% 会因此弥散 G 被漂洗掉 A 可
见G蛋白酶 J消化处理是非常重要的一个步骤A
C, $ 探针及抗体浓度
探针和抗体浓度的高低对于杂交信号的强弱

以及背景的高低都有很大的影响 A 探针及抗体浓
度大G则可以得到较强的杂交信号G但背景色有可
能较深G 影响信号的观察 A 反之G 在实验中G 可通
过降低探针和抗体浓度来减少高背景 A 降低探针
浓度可减少非特异性的杂交G 而降低抗体浓度可
避免非特异的显色G避免高背景的现象A综合我们
研究的经验 G 我们认为 G 在对交配后L @ 2 3 的小
鼠胚胎进行整体原位杂交时G使用! @ # 9O P Q的
探针浓度和!& # """的抗体浓度是比较适度的A
C, C 漂洗
无论是探针杂交后的漂洗还是抗体孵育后的

漂洗G都可以有效的降低显色背景 A 因此G在探针
杂交后和抗体孵育后都需要充分的漂洗A另外G可

通过延长! D溶液!的漂洗以降低背景G同时在抗
体漂洗后G将胚胎置于 R%>S T U过夜G然后在显
色前漂洗! DG #次G此步尤其适合 M!"的胚胎A 另
外G杂交后使用 HI(6* %充分降解未杂交的 HI%
探针也是降低背景信号的有效方法之一A
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