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核酸原位杂交技术是利用放射性同位素标记的核酸探针

及放射 自显 影技术在细胞
、

细胞核及染色体上测定特异 的

D N A 或 R N A 序列的一种技术
,

一般称原位杂交
.

随重组 D N A

技术
、

染色体显带技术的发展
,

用原位杂交技术能将克隆的荃

因或特异的 D N A 序列直接并相当准确地定位到染色体的区或

带 .l[
’ 〕 .

本实验采用原位杂交技术
,

将新分离到的人 x 染色体单

拷贝 D N A 片段 ( D X F D 5 2 )成功地定位在 X 染色体 q 1 2月 1 3上
,

为进一步的深入 研究打下了基础 aLJ
.

材料和方法

3 心得体会

染色体制片
,

除具有分裂相多
,

清晰度好外
,

染色体分散良

好
,

长短适中
.

本实验均采用 2周片龄
,

杂交结果及显带良好
。

染

色体 D N A 的变性有 70 %甲酞胺 2/ x S S C
,

70 ℃可获得 良好结

果
,

处理时间不超过 2 m in[
` J 。

本实验除严格控制 D N A 探针的

纯度外
,

还采用了随机引物标记法
,

大大提高了探针的标记效

率
,

进而获得良好的杂交结果
。

关键词 X 染色体
;

脱氧核糖核酸复制

中图法分类号 R 3 29
.
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1
.

1 试 剂

硅化剂
。

核酸酶 A
,

甲酞胺华美公 司产品
。

含水溶聚 蔗搪
,

聚 乙烯毗 喀烷酮
,

牛白蛋 白
,

蛙鱼精 D N A 均为 S ig m
。
公司产

品
。

1
.

2 染色体制 片按常现方法

用 2又 S S C 配制 R N a s e
A 工作液

.

每张片子加 2 0 0 拌 l
,

3 7 ℃

处理 l h
。

用 2 又 S S C 充分洗涤
,

乙醇中脱水
.

70 亡的 70 %甲酞胺

2/ x S S C 中变性 2 m in
,

迅速浸入预冷至 一 20 ℃的 75 %
、

85 %
、

95 %和 10 。% 乙醇中脱水至 Z m in
,

真空保存
.

用随机标记法标

记探针
,

检测 D N A 探针 比活力 8 ~ 9 x l护 c p m /严9
.

标记的探

针
,

加入至 1 m l 杂交液
.

每张片子加 2 00 川杂文液
,

覆经硅烷化

的盖破片
,

42 亡保温 24 h
.

杂交后洗涤
、

脱水
。

覆核 4乳胶
,

D 一 19

显 影
、

定影
、

洗涤 干燥
,

用 1 拌g / m 一 H
o n e e h e s t 3 3 2 5 5染色 一s

m in ,

置紫外灯下
,

处理 4 5 m in ,

G ie m s a
染色 一5 m i n ,

镜检仁` J .
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2 结果

对克隆的人 X 染色体单拷贝 D N A 片段 D X F D 52 的原位杂

交分析结果表明
,

99 个中期分裂相中
,

4 1个 ( 4 1
.

41 % )在 X 染色

体的杂交点
,

银颗粒总数为 19
.

03 % ( 5 1 / 2 6 8) 位于 X 染色体长

臂
,

其中8 2
.

卫5 % ( 4 2 / 5 1 )的银颗粒位于 X q 1 2
一

1 3之间
,

而其它染

色体上杂交点子为散布的
,

没有富集区
,

因此我们将 D x F D 52

定位于 X q l Z
一

1 3区域 L, · ` 」
.
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