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电镜原位分子杂交技术及其应用
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摘 要 将原位分子杂交技术应用于电镜水平，观察标记的特定 ?*@、9A*@和 AB@在细胞和C或组织内的超微结
构定位的方法，称为电镜原位分子杂交技术。本文综述了电镜原位分子杂交技术的建立及其分类，并详细介绍了

非放射性电镜原位分子杂交技术的基本操作程序及注意事项，最后对电镜原位分子杂交技术的应用做了简要介

绍。
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! 概述

!"! 电镜原位分子杂交技术的建立
F,(( F和 G,-HI6 +（!141）［!］创立原位杂交（ 3$ &#/) /JK-:H0

:L,;:’>）技术以来的 %$年内，该技术在各个领域得到了广泛
应用。但在大部分的研究工作中，杂交信号都是用光学显微

镜进行观察并记录的，这样在分辨率上就存在很大的限制，

为了对检测的特异核酸进行更精确的亚细胞定位，以便将组

织、细胞和染色体等水平上 ?*@或 A*@定位与超微结构相
互联系起来，许多学者就试图将其与电镜组织化学技术相结

合，并由此建立了电镜原位分子杂交技术（8(6.;-’> 9:.-’M.’0
N:. #$ &#/) /JK-:H:L,;:’>）。

!13!年 O,.’K O等首先进行电镜水平的原位杂交获得成
功，但是超微结构的保存极不理想［#］。随后很多学者对这一

技术进行了改进，P:>H6- +等（!1"4）用生物素标记的 -?*@
探针及 QR探针在用 S’T:.-J( U2+低温包埋的切片上进行杂

交，以蛋白 @和胶体金复合体作为显示系统，超微结构的保
存及杂交效率有了明显的改善，并获得了较高的信噪比［%］。

V:M./6- ?等（!11#）率先采用地高辛作为标记，金标抗地高辛
抗体做显示剂进行原位杂交，并用银显示法加强，获得了极

为满意的定位［2］。

目前电镜原位分子杂交技术在国外还处在不断提高和

完善的阶段，而在国内则刚刚起步，焦仁杰［7］，梁凤霞［4］，杨

木兰［3］等都对这一技术进行了一定程度的探讨。

!"# 电镜原位分子杂交技术的分类
!"#"! 依标记物的不同分类：电镜原位杂交技术依据其标
记物的不同可分为电镜放射性原位杂交技术和电镜非放射

性原位杂交技术。

电镜放射性原位杂交技术应用放射性同位素作为标记，

具有敏感性高，标记物不会干扰杂交反应，并且结果适合于

进行定量分析等特点。常用的几种放射性同位素：%B，%7 W，
!#7 R和%# G都已经被用于电镜原位杂交，但各有优缺点，目前
应用最广泛的放射性标记物是%7 W。
电镜非放射性原位杂交技术由于无放射性污染，不需耗

时较长的放射自显影过程，其杂交信号的亚细胞定位甚至比

同位素探针好，因此目前已有取代放射性原位杂交技术的趋

势。其中地高辛标记的探针具有操作简便、灵敏度高、背景

低等特点，已成为目前应用最广泛的标记物［"］。

!"#"# 按操作程序的不同分类：依电镜原位杂交技术的操
作程序，它可分为包埋前电镜原位杂交，包埋后电镜原位杂

交和不包埋电镜原位杂交 %种［1］。它们也各有优缺点：
不包埋电镜原位杂交技术能最大程度地保存细胞和细

胞中的核酸含量，杂交信号也比较强，但冷冻过程会在一定

程度上损害细胞的超微结构；包埋前电镜原位杂交技术操作

比较容易掌握，杂交反应不受电镜包埋过程的影响，细胞的

超微结构也比较清晰。缺点是反应产物大小难以控制，大量

反应产物有时会掩盖准确的超微结构定位；包埋后原位杂交

技术在原位杂交前的电镜生物样品处理过程中，核酸降解量

较多，因此只适合于核酸含量较多的细胞和组织。

# 电镜原位分子杂交技术的基本操作程序

本文只以非放射性原位杂交技术为例介绍电镜原位杂

交技术的基本操作程序。

#"! 材料的固定
在电镜原位杂交中，要获得清晰完整的超微结构图像，

最大限度地保持细胞内的 ?*@或 A*@分子的完整性，使探



针容易进入细胞或组织，选择合适的固定剂及固定时间对新

鲜的组织迅速固定是至关重要的。

常用的固定剂如戊二醛，甲醛等交联性固定剂能较好地

保持细胞和组织的超微结构，也能有效地保存组织细胞中的

核酸，但它们会和细胞浆内的生物大分子产生交联，影响探

针的穿透力。而多聚甲醛等非交联性固定剂显然对探针具

有很好的穿透性，但对核酸及超微结构的保存却较差。因此

在实验中应试用不同的固定剂或它们的组合，以探求最合适

的固定条件。现在文献中一般多推荐使用 !"的多聚甲醛
加 #$%"的戊二醛作为固定液。
至于固定时间一般认为以 & ’ ! (为宜。固定的时间过

长会影响探针的的穿透力，减小杂交率；过短，则会对超微结

构产生危害。)*+, -等对鼠肾样品进行不同时间的固定，发
现固定 ! (的样品可以达到杂交信号和超微结构保存的最
佳结合［.#］。

!"! 包埋
常规的树脂包埋由于需要高温聚合等处理程序，组织内

的核酸可能全部或部分遭到破坏，影响实验结果。因此，在

电镜原位杂交技术方面要求采用低温技术如低温包埋和冰

冻超薄切片等，后者需要配备冰冻超薄切片机，且技术难度

较大，一般较少使用。目前使用较为广泛的低温包埋剂多为

乙烯系化合物，如乙二醇甲基丙烯酸酯，/01*23456，/7 8(*9:
等，其中又以 /01*23456使用最为广泛。

/01*23456包括 ;!<，=<&#，;.. <，;<&>等系列产品，其特

点是能在低温下保持低粘度和具有在光照下聚合的能力，且

其光聚合作用与温度无关，其中 ;!<和 ;.. <具有亲水性，

特别适合于电镜原位杂交使用。商品提供的 /01*23456包埋
剂由 >个部分组成：单体，交联剂和引发剂。调整交联剂的
比例，增加交联剂的量，组织块硬度增加。中等硬度的组织

块配置比例如下：单体 .?$>#,，交联剂 &$?#,，引发剂 #$.#,。
包埋时，将新鲜的 ;!<置于胶囊内，将组织转入，在 @ >%A
紫外灯（波长 >B#+C）下照射聚合 &! ’ !D (，取出后置于室温，
用紫外灯继续照射 &! (，使其聚合变硬易于进行超薄切片。
这类包埋剂具有挥发性，因此操作者必须带手套，在通

风柜中进行，且不能靠近氧气。

!"# 探针的制备
电镜原位杂交获得成功与否的一个关键因素就是探针。

探针的类型、长度、标记方法及所使用的浓度都是获得强杂

交信号的关键。

探针的类型及其标记物应根据其最终的目标核酸来选

择，具体同常规原位杂交。E:+*6: F等在比较地高辛和生物
素标记的探针后，认为采用地高辛标记的探针可获得比生物

素标记的探针更强的杂交信号，更低的背景［D］。

探针的长度以 %# ’ >##GH为好，因为这个长度范围的探
针在组织和细胞内的穿透能力最好，杂交效率高，在特殊情

况下，如染色体中的基因定位，或为使探针交联成网络而增

强杂交信号时，可应用长达 .$%IG的探针。但 -J+, =等将长
的探针水解成片段探针进行杂交反应，却获得了比未经水解

的探针杂交更弱的信号，其可能原因是虽然长的探针穿透能

力差，却有更多的机会与目标核酸杂交，并获得稳定的杂交

体［.&］。

至于探针的浓度一般很难事先确定，但要掌握一个原则

即探针浓度必须给予该实验最大的信躁比。

!"$ 杂交前处理
杂交前处理的主要目的有：.$ 改善组织的通透性，增加

探针对核酸的可及性，提高杂交效率；&$ 当需定位的目标核
酸是 EKL（或 7KL）时，就需抑制探针同相关 7KL（或 EKL）
序列的特异性结合；>$ 减少组织样品中的非特异性结合；!$
如果被检测的核酸或所使用的探针是双链 EKL序列，则必
须经预变性处理，变性方法有碱变性、酸变性和热变性等。

虽然用蛋白酶和去污剂处理，可以增加探针对靶核酸的

可及性，但却增加了非特异性结合的机会，甚至会对靶核酸

和超微结构产生破坏。如 )*+, -等为了增加原位杂交的胶
体金信号，对切片用蛋白酶 ;和其他多种侵蚀性试剂（如

KJM5，=M5，N3*90+ OP&##等）处理，结果并没有增强成纤维细
胞的特异性标记，相反的，却增加了金颗粒在无关结构的非

特异性结合，并且使超微结构遭到了严重破坏［.#］。)J2QR:6 M
等（.SS?）认为在杂交预处理中应尽量避免使用侵蚀性试剂
和消化酶［.>］。

组织标本在杂交前用 N3*6缓冲液配置的 #$.C05T/甘氨
酸（H=?$!）冲洗，可以除去醛类固定剂对杂交和检测的影响。
杂交前将组织标本用不含探针的杂交液孵育可减低背景，提

高信躁比，而这些处理并不影响细胞超微结构。

!"% 杂交反应
电镜原位杂交的杂交条件与光镜原位杂交基本相同，适

宜的杂交反应条件主要取决于探针和靶核酸的性质。整个

杂交过程均须在湿盒中进行，防止杂交液的挥发，杂交液的

体积也应尽量缩小，杂交液过多不仅造成浪费，而且容易造

成背景染色等不良后果，在实验中使用 .#"的硫酸葡聚糖
可以提高探针的相对浓度，从而减少杂交液体积。

杂交过程一般是在低于 !C值 &# ’ >#A的较高温度下，
经过较长的时间才能完成，这对超微结构的保存是极为不利

的，通过增加杂交液中甲酰胺的浓度可以降低杂交温度，每

增加 ."的甲酰胺浓度可以降低 #$?&A。如 N0+, -等［.!］用
含 %#"的甲酰胺杂交液在电镜水平检测细胞中的 C7KL，杂
交温度为 !#A，获得了良好的杂交信号并利于超微结构的
保存。但 U*+V:3等［.%］的研究却发现，在杂交液中加入甲酰
胺，会对杂交信号和超微结构产生不良影响。

杂交反应的时间可随探针浓度的增加而缩短，杂交时间

过短会造成杂交不完全，过长会增加非特异性染色，U*+V:3
等证明杂交 .(就可以出现特异性，并在 %(内不断增加［>］。
焦仁杰等发现杂交 !(和杂交 &#(相当，但前者结构保存要
好得多［%］，所以文献中一般使用的杂交时间为 % ’ .# (。

!"& 杂交后处理
杂交后处理包括不同浓度、不同温度盐溶液的彻底漂

洗，这是实验中减少非特异性结合，降低背景染色，提高信躁
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比的关键。一般应遵循的原则是盐溶液浓度由高到低，而温

度则由低到高。漂洗时一定要小心，否则容易导致切片的破

裂，一般采用大量漂洗液，漂洗中设置多个漂洗杯的方法进

行洗涤。必须注意的是，勿使切片干燥，干燥的切片即使用

大量的溶液漂洗也很难减少非特异性结合，从而增强背景染

色。

!"# 杂交体的检测
非放射性标记探针的电镜原位杂交的杂交体，大多用免

疫组织化学技术检测，不论是地高辛还是生物素标记，其显

示系统反应物必须具有较高的电子密度，方能在电镜下识

别。常用的有生物素（或地高辛）!辣根过氧化物酶!"#$显
示系统，胶体金标记的抗生物素（或地高辛）抗体，葡萄球菌

#蛋白等。与辣根过氧化物酶相比，胶体金的分辨力更高，
但敏感性较低，这是因为酶反应产物在探针标记处聚集成较

大的团块。胶体金颗粒（一般为 %&’(）的组织穿透性不如辣
根过氧化物酶，但通过采用小颗粒（)’(）的胶体金能改善其
组织穿透性。

从理论上讲，越小的金颗粒具有越小的空间障碍和电子

斥力，可以获得更高的标记强度，但这些极小的金颗粒即使

采用最高的放大倍数，也不能分辩清楚，必须通过其他方法

进行增强，如银增强染色等，但这容易造成背景的增强和分

辩力的下降。此外，*+,-./ 0等（122)）提出了一种催化报道
基因沉淀的信号放大方法———3#4"法，使得原位杂交的灵
敏度提高了 % 5 1&&倍，能在组织中检出多拷贝和单拷贝 1 5
)67的核酸序列［1)］。89’: ;等（122)）比较了多种免疫金系统
来检测探针同相关 (4<#的杂交结果，发现两步间接法比一
步直接法更为敏感，获得了更强的杂交信号，且对超微结构

没有影响［1&］。

!"$ 对照的设置
对照实验的设置须根据核酸探针和靶核酸的种类及现

有可能条件去选定，常用的对照实验有下列几种：

1= 与非特异性（载体）序列和不相关探针杂交；
%= 将切片用 4<#酶或 "<#酶进行预处理后杂交；
>= 以不加核酸探针杂交液进行对照；

?= 应用未标记探针做杂交进行对照；
)= 组织对照用已知确定为阳性或阴性的组织进行杂交

对照。

% 电镜原位杂交技术的应用

%"& 基因定位与基因图谱
电镜原位杂交技术能在细胞超微结构水平上确切定位

靶核酸的位置，从而获取高分辨力的基因图谱。如吴红阳

等［1@］应用光镜及电镜原位杂交对胃癌前病变 #A3基因进行
细胞和超微水平观察，定位了 #A3基因表达异常的部位。
%"! 基因的表达与细胞分化
电镜原位杂交可用来检测处在不同分化阶段的细胞群

体中特异的 (4<#与蛋白质的存在，而且可以显示其在某一
细胞内的精确定位与相对含量。从而有助于了解细胞分化

的过程。在某些情况下，电镜原位杂交甚至是能对复杂组织

的单个细胞表达特异基因进行精确识别的唯一方法。苏长

青等［12］采用 B"<#!(4<#电镜原位杂交技术定位观察了胃
粘膜及胃癌组织中角蛋白和 C型胶原基因表达的变化。
%"% 病毒学
病毒感染的诊断，最可靠的证据来源于在组织细胞中直

接证明病毒的存在，而电镜原位杂交技术能在超微结构水平

上直接显示病毒的 "<#或 4<#的存在部位，并且还可同时
观察到组织的病理变化，确定受染细胞的类型，从而有助于

了解病毒性疾病的发病机理和病理过程。3=3+’D- 等［1E］利
用电镜原位杂交技术对免疫缺损病毒 4<#进行超微结构定
位，而 F,+’B9’G A等［1H］则更进一步用电镜原位杂交技术对被
具活性腺病毒感染的 *G.+细胞最后一阶段病毒的释放及病
毒从核到细胞质的转运进行研究。

%"’ 神经科学与内分泌学
电镜原位杂交技术可揭示神经递质和调节肽合成的亚

细胞结构，而且可以了解他们的合成、合成后的加工、包装及

分泌的胞内全过程，从而对神经系统和内分泌系统的整个调

节过程可以有明确的了解。向正华等［%&］用地高辛标记反意

前阿黑皮素（AI03）B4<# 探针在光镜和电镜水平观察了
AI03 (4<#在大脑垂体的分布，并就其在调节细胞合成功
能方面可能起的作用进行了讨论。

%"( 其它
此外电镜原位杂交技术还被广泛应用于免疫学，发育生

物学等领域的研究，这里就不再详述。随着电镜原位杂交技

术实验流程的不断改进和完善，新的电镜原位杂交方法的不

断涌现，它必将得到越来越广泛的应用。
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