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荧光原位杂交技术及其在微生物生态学中的应用

呼 庆，齐鸿雁’，张洪勋
(中国科学院生态环境研究中心环境生物技术研究室，北京 100085)

摘要:综述了荧光原位杂交技术((fluorescence in situ h沙ridization FISH)在微生物生态学领域的各种应用，同时就其发展过程、

原理及种类做了介绍。
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Fluorescence in situ hybridization (FISH)and its applications in microbial
ecology

HU Qing, QI Hong-Yoǹ ，ZHANG Hong-Xun   (Enmron.enaa[ Biotechnology lob. , Research Center for Ero-entaronmrnrat

Sciences.Chisese Academy f Sdenc-Beijing 100085.China). Acta Eeologiea Siniea,2004,24(5):104一 1054.

Abstract: During recent years,molecular techniques such as PCR and denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) or DNA

sequencing have revolutionized all fields of microbiology, and sensitive detection and exact identification of bacteria are possible.

Fluorescence in situ hybridization (FISH) using 16SrRNA probes does not rely on PCR amplification, and as such provides a

useful complementary technique to DGGE for the analysis of organisms.

    Because of FISH allowing nucleic acid sequences to be examined inside cells without altering the cell's morphology or the

integrity of its various compartments and providing information about number,spatial distribution and cellular environment.it

has become a powerful tool for phylogenetic,ecologic,diagnostic and environmental studies in microbiology.

    Fluorescence in situ hybridization can detect nucleic acid sequences by a fluorescently labeled probe that hybridizes

specifically to its complementary target sequence within the intact cell.  Its general procedure in FISH analysis of

microorganisms is as follows; (1) fixation of the specimen; (2) preparation of the sample, possibly including specific

pretreatment steps; (3) hybridization with the respective probes for detecting the respective target sequences; (4) washing

steps to remove unbound probes; (5) mounting, visualization and documentation of results.

    Because FISH gives a detailed picture of the microenviroments without any selective purification or amplification steps.

there is a large scope of FISH applications.

    It has been extensively used in the field of environmental microorganisms diversity such as the investigation of microbial

communities of aquatic habitats and soil habitats.

    Most obligate microbial symbionts are as-yet uncultured. Using the 16SrRNA approach, they can be identified and

phylogenetically classified. Using different FISH strategies, bacterial endosymbionts were detected in many microorganisms.

    Population analysis by FISH has proven particularly useful for description of the normal flora or that of mixed microbial

infections. This has been shown for medicine research such as oral cavity, gastro-intestinal flora, respiratory tract infections

    It should he pointed out that FISH is not free of biases as with other molecular methods. The most striking problem is

autofluorescence of microorganisms themselves. In addition, accuracy and reliability of FISH is highly dependent on the

specificity of the oligonucleotide probe.
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Fish provides information about the presence, number, morphology and spatial distribution

that FISH as a

com m am nes.

powerful tool will make morecontributions to the assessment of the population
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    微生物是地球生物圈的重要组成部分。研究自然界中微生物的生物多样性和微生物种群之间的相互作用以及测定自然界

中微生物的活动并且监测它们对生态系统的影响是微生物生态学的主要任务 当前，许多涉及国计民生的重大理论问题的解决

都需要微生物生态学知识的应用。尽管近十几年来，由于分子生物学技术的发展，微生物生态学的研究深度及广度有所增加，但

还远远不够 随着现代工农业的发展和全球气候变化的影响，许多有用的微生物资源正在消失 这更增强了人们希望客观真实

的认识微生物生态的迫切性，

    鉴定和监测微生物是微生物生态学研究的重要内容之一。其方法主要有以下几种:①显微镜检测。显微镜技术快速廉价，可

以直接观察和大致分辨微生物。但是由于缺乏形态学方面的指标而不易得到可靠的结果 ②微生物培养。培养的力法周期长 不

适用于难培养的微生物，而且不能反映自然环境中微生物群落组成和多样性 ③分子生物学检测。最近几年，数种分子标记方法

如SSR,ISSR,AFLP,RAPD,SS(,P和DGGE等的应用为研究微生物种群和鉴定微生物提供了新的途径 但是.这些基于PCR

的方法可能会在扩增反应中引人误差，降低了所得信息的精确度.荧光原位杂交(FISH)技术作为一种不依赖PCR的分子分折

技术是以上各种分子标记技术的有益补充，并同时提供形态学、数量、空间分布与细胞环境方面的信息01使人们可以对自然生

境中的微生物进行动态地观察和鉴定L}1,

1  FIS”技术在微生物生态学中的应用

    FISH技术具有快速，准确、原位等诸多优点，故目前已成为微生物生态学各个领域研究中强有力的工具

1. I 环境样品中微生物多样性的检测

    环境中存在的微生物品种和数量远远超过已鉴定的微生物。在很长的一段时期内，微生物多样性的重要性未引起人们的重

视。基于rRNA的分析技术改变了微生物种群结构描述困难的现状 但是 大部分的技术例如核酸抽提和PCR扩增都有一定

程度的偏差.FISH技术可以将整体微生物环境清晰的呈像出来而不需要额外的抽提和扩增等易引起偏差的步骤 所以，FISH

技术被广泛应用于环境微生物多样性的研究，例如水生环境中的微生物种群研究。Simon Nathalie,Biegala Isabelle等在2002
年利用FISH技术研究海水中细菌和有害藻类种群之间的相互作用;“]。Araya Ruben;Tani Katsuj，等在2003年对溪流中和水

中生物膜上的微生物群落进行了FISH研究L1

    FISH技术不仅提供静止的实验结果，还可以动态地观察流动水体中的微生物种群变化，可以检测季节更替对高山湖泊中

微生物群落的影响。Liu J,Leff L G在2002年利用此技术监测了河流中微生物群落的动态变化L')。利用FISH技术得到了一些

在人工条件下很难培养的菌种以及一些新的菌种信息。Girguis P R,Delong E F在2002年用厌氧富集的方法从深海沉积物中

培养到一些古菌 随后使用FISH技术对这些古菌进行7鉴定二".Mcnamam Christopher J,I,emke Michael J,Leff Laura G利用

FISH技术对美国卡罗莱纳州南邵溪流沉积物中可堵养和不可培养的细菌群落进行了分析L71所有这些研究对于人们理解环境

中微生物种群的组成和动力学都有极大的重要性

1.2 污水处理相关微生物多样性的研究

    Ardern和Lockett在1914年发明了活性污泥法处理污水[s7但是直到今天微生物种群在此工艺中的作用还没有完全了解

清楚。培养的方法选择性强，不能提供可靠的信息。基于rRNA的FISH技术开始使人们逐渐摸清了微生物的作用机理.LeeT

7等在2002年利用FISH技术研究了活性污泥中聚磷酸盐积累型细菌(PAB.)和塘原积累型细菌(GAB.)的数量和空间分

布川。Coskuner G,Curtis T P于2002年用FISH技术原位鉴定了活性污泥中硝化细菌群落的组成和分布，为理解污水处理中

氮素循环提供了重要的信息[tea)

1.3 内共生微生物的研究

    大部分的内共生微生物是难于培养的。利用16SrRNA技术，它们可以被鉴定和系统分类 在原生动物和真核细胞生物中

有很多摄食泡或肠内的微生物不易和真正的内共生微生物区分 利用FISH技术的原位杂交原理可以对它们进行鉴别 Peraud

O.Yousai M.Hamana M T等于2002年对海绵体中微生物种群进行的分析，发现产生抗疟疾化合物ManzamineA的海绵可能

仅仅只是真正产此化合物微生物的宿主阳二

1. 4  FISH技术在医学微生物生态学方面的应用

1.4.1 分析复杂的微生物群落
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      (1)口腔中的微生物 已经证明，FISH技术是分析正常的微生物群落和混合细菌感染的强有力的工具 利用FISH技术检

测到在人类日腔中有300余种不同的细菌，其中大多数是很难培养或根本不能培养的品种.口腔疾病，如牙根骨膜炎和牙眼炎

等都和相应的细菌群有关。Brinig Mary M;Lepp Paul W;Ouverney Cleber C等在2003年通过FISH技术研究了难于培养的

TM7细菌在人类日腔中的分布和传染机理""}2003年Faster Jamie S;Patmer Robert J等通过FISH技术以人类口腔细菌群落

为模型研究了基因对基因相互作用(genome-genome interactions)["-
      (2)胃肠菌群 肠胃是微生物在人体最大的定居和活动场所，所以研究正常健康的肠胃菌群和其形成的生物膜是非常重

要的。同样的用常规的培养方法会低估微生物的数量和种类. Swidsinski Ale... der;Ladhoff Axel等于2002年利用FISH技

术研究了肠炎患者的肠粘膜菌群，发现随着病人疾病程度的加重 其肠粘膜上的菌群密度也增大[["]p 2002年Zoetendal Erwin

G,Ben-Amcr Kaouthe，等利用FISH技术对人类粪便中难于培养的卵胃球菌样细菌(Ruminococcus obeum-like bacteria)进行了

鉴定和计数，发现此类细菌是人类粪便中极其重要的组成部分工〕

    (3)呼吸道菌群 社区获得性肺炎是近年来开始流行的严重的呼吸系统疾病。Buccat A;Juretachko S等于2002年利用

FISH技术对能够引起社区获得性肺炎的病原体进行了快速鉴定["s7,军团菌病也是一种较严重的呼吸系统流行病。2002年

Buchbinder Susanne;Trebesius Karlheinz等利用FISH技术对32份来自医疗单位的水样和68份来自普通家庭的水样中的军

团菌(Legionella spa.)进行了鉴定n[

2 黄光原位杂交技术的发展过程、原理及常用FISH技术简介

2.1荧光原位杂交技术的发展过程

    荧光原位杂文技术由原位杂交技术(In situ Hybridization ISH)发展而来，其间经历了放射性标记探针阶段和荧光标记探

针阶段,Pardue,Gall,John,Giovannoni和ikl,ong等的研究工作为此项技术的发展做出了贡献ve._z}[ a与放射性探针相比，荧光
探针具有以下优点①安全;②分辨率好且不需要额外的检测步骤;③荧光探针可以用发射不同波长的染料标记，从而在一个检

测步骤中可同时处理多条目标序列。最近10a,迅速而敏感的FISH技术已经成为微生物系统发育、微生物生态学、传染病和医

学诊断以及环境微生物研究中强有力的分析工具[2[

2.2 荧光原位杂文技术的原理

    荧光原位杂交是指通过荧光标记的寡核普酸探针特异地和互补核酸序列在完整的细胞内结合[[zs〕具体过程包括以下几

步:①固定标本;②预处理样品;③用相应的探针进行杂交 ④洗掉未结合的探针;⑤封固、呈像及结果分析

2.2.1 探针和标记 设计和选择探针要考虑探针的特异性、敏感性以及组织穿透力。一个典型的探针长度应在15--306p左

右 短探针较容易接近目标序列，但相应携带灸光染料的能力降低zs[常用的探针可分3类:

    (1)染色体特异重复序列探针(probe to chromosome-specific repeated sequence)。像a卫星、卫星.类的探针，它们的杂交

靶位常大于1Mb，不含散在重复序列，与靶位结合紧密，杂交信号强，易于检测，常用于监测细胞间期非整倍染色休

    (2)全染色体或染色体区域特异性探针(whole-chromosome or chromosome region-specific probes)。由一条染色体或其--t

某一区域特异性高的核酸片段组成，可由克隆到噬菌体或粘粒上的染色体特异性大片段文库制取。这类探针可用于中期染色体

重组和间期核型分析。

    (3)特异位置探针(specific-locus probe)。这种探针通常由一个或几个克隆序列组成，可由特定DNA大片段的分子克隆或

cDNA克隆制取，主要用来进行基因克隆,DNA序列定位和检侧靶DNA序列拷贝数及其结构的变化[zr,现将一些探针序列列

于表1中供参考

    标记探针有直接标记和间接标记两种[ze]。直接荧光标记法有两种方式，一种方式是用化学合成的方法将一个或多个荧光

染料分子以氨基连接于赛核昔酸的5'端。另一种是用末端转移酶将荧光标记的核昔酸连接于赛核昔酸的3'端。通过中间物将

异硫佩酸荧光素(Fluorescein-Isothiocyanate FITC)偶联于寡核昔酸可增加信号强度。同时在寡核酸两端进行标记也可增加信

号强度。一般是在3'端加一个荧光分子，在5'端加4个荧光分子，在此4个荧光分子间以适当的间隔物如寡核昔酸等分开防止

荧光的淬灭[as]
    间接标记法是将地高辛或生物素等和探针结合，然后用荧光抗地高辛抗体或荧光抗生物素抗体检测。FISH的敏感性可通

过酶促信号放大而得到提高so[。例如将地高辛抗体和碱性磷酸酶偶联来检测地高辛标记的寡核昔酸链，其信号强度是单荧光

分子标记法的8倍〕〕;用辣根过氧化物酶(HRP)标记寡核普酸，以荧光标记的酪胺为底物的酷胺信号放大技术(丁yramide

Signal Amplification TSA)可以提高信号强度10--20倍[3z]目前最敏感的方法是用多种荧光分子进行标记同时结合TSA信号

放大系统。此方法己成功的用于李斯特氏菌毒力因子检测[33}

2.2.2 荧光染料 用具有不同波长的荧光染料可同时检测两种或多种微生物 应用染料的原则是:最明亮的染料要用来检测

丰度最低的对象。微生物研究中常用的荧光染料见表2[aa[
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    表1 探针序列

Table I  Probe sequence

探针序列(S’一3')Seuoence of probe 目标位点Target position 特异性Specificity

通用级un】.... a[
    ACGGGCGGTGTGTRC

    GWA'rTACCGCGGCKGCTG

界级Kingdom level
    GTGCTCCCCCGCCAATTCCT

    TCCGGCRGGATCAACCGGAA

    GCTGCCTCCCGTAGGAGT

    ACCGCTTG'rGCGGGCCC

    ACCAGACTTGCCCTCC

类群级Group level
    CGTTCGYTCTGAGCCAG

    GCCTTCCCACTTCGTTT

    GCCTTCCCACATCGTT丁

属级Genus Icvel
    'rAACCCAGGGCGGACGAG

    GCTGGCCTAGCCTTC

    GCAGTTACTCTAGAAGACGTTCTTCCCTGG

种级Species Level
    AACACCCTACTTCTTTCG

    ACTACCCTCTCCCATACT

165,1392-1406

165.522-536

通用Urtive  rsal
通用Universal

165,915̂ -934

165,2---21

16S,338-395

16S.927-942

165,502--516

古菌Arch-
古菌Archac
细菌Bar-6
细菌Bacteria

真核Eucarya

16S.19--35

235.1027--1043

235.1027- 1043

a蛋白菌Alpha subclass of Pmreobacteriz
p蛋白菌Be,. subclass of Proteobacmria
Y蛋白菌Gamma subeta,s of Proteobacteria

23S.1325- 1342

235,1432--1446

165.442-470

乳酸乳球菌属Laraocorams 1-ti,
假单胞菌属尸-d-,-,
类芽抱杆菌属Poenil dues

235,1428̂ -1447

165.6:15- 972

钝全抱螺菌Holosp-
溶解军团菌Legioae11a

H=A-G; W =A-T; K=GorT, Y=CorT

2.2.3 FISH的基本操作[s3-1制作样品的玻片首先要用覆

膜剂处理，这样可以使样品更好的和玻片结合。常用的覆膜剂有

明胶、聚L-赖氨酸以及硅烷等[tn]
    (I)固定 常用的固定液有，FAA (Formalin-Acetic Acid);

Paraformaldehyde(低聚甲醛);Glutaraldehyde(戊二醛) 配

100m1FAA固定液，其组分为:Ethanol 50ml,Acetic Acid 5ml,

37% Formaldehyde 10ml,DEPC- HBO 35m]

    (2)脱水 脱水采用梯度脱水法，用8个梯度依次脱水，自

然干燥，最后到100 叔丁醇(表3)

    (3)杂交 ① HCl处理和Protein- K消化，将样品在

0. 2M HCI中室温处理20.i.然后浸入H,O中2min终止反应

37 C下，2XSSC中，浸泡 30min,配新鲜的Proteinase K母液

20mg/ml，取2. 5pi加入50m1的Proteinase K Solution(多加至

没过载片的顶部，将整张片子进行xnas。处理)中，终浓度为

lpg/ml, 37 C温育30mm。加人含2mg/ml Glycine的PBS中，室

温处理2min终止反应。②再固定和脱水，新配制40 mg/ml

Paraformaldehyde/PBS,微波炉中(50 Y")加热助溶冷至室温后

使用 将样品浸入其中处理20min固定。浸入1XPBS中处理2

次，每次5min,新配制1 ml/L Acetic Anhydride(醋酸醉)溶于

0. 1-1/1, TEA(三乙醇胺)。将样品浸人其中室温下处理

10min,期间不断轻摇 浸人1XPBS中处理2次，每次5min。乙醉

  表2 徽生物FISH研究中常用的荧光染料

Table 2  Fluorochromes used for the detection

          of microorganisms by FISH

荧光染料Fluorochrome
波长(nm)

Wavelength atCnloe

止血环酸AMCA
异硫氰酸盐荧光素FITC

5一(6)梭基-N-9耽拍R
亚胺荧光素FIuoX

四甲基异硫氛酸盐若丹

明TRITC

德克萨斯红Texas Red

吸收光谱

Eaatanon

    351

    492

发射光谱
E.11111-

    450

    528

蓝色Blue
绿色Green

绿色Green

红色Red

花青3Cy3

花青 5Cy5

红色Red

橙2红

Orange/red

红 外 线 检
测Infrared

一一一一一      衰3 梯度脱水

Table 3  gradient dehydration

级别Degree 1   2  3  d 5 6 7

  0   0  0

25   0  0

75 1001(川

DEPC水 』)EPCwater

无水乙醇Ethanol
叔丁醇Terl-buryl alcohol

梯度脱水，H,O,15%,30%,50%,70%,85%,95Y,100-。自然干燥后待杂交 ③杂交，杂交液用前充分振荡。将探针加到杂交

液中浓度为400--800ng/ml,预热杂交液至45 C，提前打开42 C培养箱，预热湿盒.每个片子涂40闪，轻轻盖一片等大的方形

盖片，两端堵上截短的载片，盖上大载片，形成一小室，用parafilm封紧边缘。将载片放于湿盒中，42 C过夜。将玻片放人37C 2

X SSC的冰盒中，漂去盖片，再洗脱。

(4)洗脱和Rnase处理

X 15min,②Rnase处理.401 1

①洗脱 首先37 C下在染色缸中用2XSSC洗2 X 15min，然后37 C下在染色缸中用1 X SSC洗2

20mg/ml Rnase储液加人到40m1 NTF中(终浓度20pg/ml)放人载片，37 C温育30mino 37C

下用。.5XSSC洗2X15mino放人PBS中，4C过夜或直接进行检测。
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2.3 常用FISH技术

    以上简单介绍了FISH技术的基本原理和操作，在此基础上，FISH技术逐渐形成了从单色到多色、从中期染色体到粗线期

染色体再向DNA纤维的发展趋势，灵敏度和分辨率正在由mb向kb、百分距离向碱基对、多拷贝向单拷贝、大片段向小片段再

向BAC/YAC等方向深人，:

2.3.1 多色荧光原位杂交(-FISH)  FISH可利用不同颜色的荧光染料标记不同的探针，同时对一张玻片进行杂交，从而同时

检测和定位不同的靶DNA,即-FISH 山于不同的荧光素之间可能发生光谱的重叠，故同时最多只能用3种荧光染料进行标

记r"
2.3.2  DNA纤维荧光原位杂交(DNA fiber-FISH)  Wiegant等和Heng等在抽提DNA时尽量保持DNA的完整性从而得到

DAN纤维，再以此线性化的DNA纤维为载体进行FISH杂交，使FISH的分辨率显著提高n,.sr，其主要特点就是高分辨率和

高灵敏性

2.3.3 酪胺信号放大荧光原位杂交(Tyre-ide signal a-plifi。二，ion FISH TSAFISH)即用辣根过氧化物酶(HKF)标记寡核曹

酸，以荧光标记的酪胺为底物。TSA系统可以提高信号强度10-20倍

3 结语

    荧光原位杂交技术是1989年在已有的放射性原位杂交技术的基础上发展起来的一种非放射性分子细胞遗传学技术‘距今

已经有i多年时间。在这段时间中，FISH技术经历了一系列的发展，逐渐形成了快速、精确、原位以及可动态观察等特点。在

DNA物理图谱构建 转基因的细胞学鉴定 检测外源染色体片段和探讨其渗人特点，研究基因组的结构、变异以及空间分布规

律，研究物种间的亲缘关系等方面具有不可替代的作用。近几年来，FISH技术逐渐向生态学领域尤其是微生物生态学领域渗

透，利用此技术已经在微生物生态学研究中取得了一系列重大成果.但是，任何技术都有不足之处，FISH技术也不例外样品自

身产生的荧光，以及探针的特异性都会影响试验的结果rs:所以在进行微生物生态学研究中应结合传统的培养、镜检等方法及

现代分子生物学的多种方法，使得到的结果更加可信。随着技术的不断进步，FISH的准确性和灵敏度将进一步提高，必将在微

生物生态学研究领域得到更加充分的应用
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2002年生物类期刊影响因子排序襄二(节选) 20021年生物类期刊总彼引频次排序表，
名次 期刊名称 总被引频次 影响因子 名次 期刊名称 总被引频次

(节选)

影响因子

生态学报

植物生态学报
植物学报

遗传学报

生物多样性

2257

1045

2927

  983

  333

1.206

0.968

0.904

0.888

0.842

植物学报
生态学报

应用生态学报

植物生理学通讯

植物生态学报

2927

2257

1087

1430

1045

0. 904

1.206

0. 684

0.348

0.968

2002年环境类期刊影晌因子排序襄，(节选) 202?年环坡类期刊总被引频次排序表二
名次 期刊名称 总被引频次 影响因子 名次 期刊名称 总被引颇次

〔节选)

影响因子
自然资源学报 579
环垅科学 1353

环境科学学报 885

水处理技术 522

环境污染治理技术与设备 128

0.931

0. 883

0.761

0. 626

0. 512

环垅科学

中国环境科学

环境科学学报
自然资源学报
上海环境科学

1353

  922

  885

  579

  凡38

0. 883

0. 610

0. 761

0. 931

0. 334

202?年1$34种科技期刊影响因子总排序衰，(节选) 2002年1534种科技期刊总彼引频次总排序安*〔节选)
名次 期刊名称 总被引频次 影响因子 名次 期刊名称 总被引频次 影响因子

WORLD J OF GASTR

OENTEROLOG

冰川冻土

地理学报

地质学报

世界华人消化杂志

中华肝脏病杂志

中华医院管理杂志

草业学报

中国科学 D

地理研究

中华传染病杂志

物理学报

中华心血管病杂志

中华医院感染学杂志

CHIN PHYS

地理科学进展

中华结核和呼吸杂志

生态学报

高原气象

岩石学报

1633 2. 579 )::

6

了

8

，

10

11

12

13

14

巧

16

17

18

19

别

  674

1204

  935

4151

  767

1638

  342

1020

  559

  763

2870

1649

1362

  563

  276

1812

2257

  536

  7II

2. 426

2. 301

2. 133

11926

1. 858

1. 708

1. 676

1.453

1.418

1.416

1. 397

1. 370

1. 349

1. 277

1. 245

1.239

1.206

1. 203

1. 197

世界华人消化杂志

科学通报

植物学报

物理学报

高等学校化学学报

中华外科杂志

中华骨科杂志

分析化学

生态举报

中华放射学杂志

中国实用外科杂志

第四军医大学学报

中国中西医结合杂志

中华医学杂志

中草药

中国临床康复

中华内科杂志

中华儿科杂志

中华妇产科杂志

中华结核和呼吸杂志

4151

3321

2927

2870

2707

2653

2463

2268

2257

2241

2044

2025

2003

2002

]999

1984

1902

1838

1838

1812

0. 904

1. 397

0. 782

0 604

0. 834

0. 608

1.206

0 975

0. 989

0. 769

0. 472

0.636

0.478

0. 927

1. 117

0. 800

0. 800

1. 239

1

2

3

4
5

6
7
8

9

切

11
12

13
14

巧

16
17
18

19
20

*数据源于2003年版“中国科技期刊引证报告”


