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寄生于人体的血吸虫主要有 6种袁 其中以日本血
吸虫渊Schistosoma japonicum冤尧 埃及血吸虫渊S. haema鄄
tobium冤和曼氏血吸虫渊S. mansoni冤引起的血吸虫病流
行范围最广袁 危害最大咱1暂遥
控制和消灭血吸虫病需要有效的防治手段遥 在药

物治疗方面袁 吡喹酮是治疗血吸虫病的惟一特效药咱2暂袁
随着对其广泛尧 持续的使用袁 血吸虫对其的耐药性越
来越受到关注咱3暂曰 在疫苗方面袁 现有的各种疫苗诱生
的保护力较低遥 开展血吸虫功能基因的深入研究袁 分
析血吸虫不同阶段基因表达与调控袁 了解各功能基因
在虫体代谢和免疫等途径中的作用袁 有助于解释基因
间相互调控的机制袁 更好地理解血吸虫的生长发育过
程袁 及其与宿主间的相互作用袁 便于寻找和筛选新的

潜在药物靶点和候选疫苗靶点咱4暂遥
荧光原位杂交技术渊fluorescence in situ hybridiz鄄

ation袁 FISH冤是一种最直接的分析 DNA序列在染色体
或 DNA分子上排列的分子细胞遗传学技术袁 现已广
泛应用于动植物遗传学研究中咱5,6暂遥 在临床尧 产前诊
断尧 肿瘤细胞遗传学和人类基因组研究中袁 FISH技
术被用于鉴定导致人类遗传病和恶性肿瘤的染色体结

构和数目畸变尧 检测肿瘤组织细胞中基因序列突变和
构建人类基因组的物理图谱等袁 为基因诊断和肿瘤分
析提供了可靠的证据袁 为疾病相关基因的发现提供了
很好的切入点咱7鄄9暂遥 此外袁 FISH技术也被用于鱼类和
植物遗传学研究袁 包括鱼类的基因定位尧 性别鉴定和
染色体变异袁 以及植物的起源进化尧 染色体识别尧 细
胞遗传图谱构建和育种等咱10袁11暂遥

1 FISH技术的建立
早期的原位杂交技术是采用放射性标记的 RNA

或 DNA作为探针袁 结合放射自显影的方法袁 检测杂
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交核酸在细胞内或染色体上的具体位置遥 例如袁 1969
年袁 Gall等咱12,13暂将标记有氚的核糖体核糖核酸渊ribo鄄
somal RNA袁 rRNA冤作为探针与细胞中的核糖体脱氧
核糖核酸渊ribosomal DNA袁 rDNA冤杂交袁 或是将放射
性标记的 DNA与 DNA杂交袁 均采用放射自显影的方
法来检测核酸杂交信号遥
考虑到放射性标记探针不易长期保存尧 实验材料

处理复杂尧 辐射分解和实验人员安全等问题袁 建立了一
系列非放射性方法咱14暂遥 例如袁 1977年袁 Green咱15暂发现
在生物素与亲和素之间有着异常牢固的特异反应袁 使
得生物素成为理想的核酸标记试剂遥 1982年, Manue鄄
lidis等咱16暂用生物素标记核酸袁 随后用抗生物素抗体进
行检测遥 这些方法在获得稳定的杂交探针的同时袁 减
少了非特异背景信号袁 缩短了定位检测时间袁 提高了
实验结果分辨率咱17暂遥

1977 年袁 Rudkin 等咱18暂用标记有荧光素罗丹明
的羊抗兔免疫球蛋白渊IgG冤抗体检测 DNA鄄RNA 原
位杂交物袁 首次将荧光素引入原位杂交中遥 1980年袁
Bauman咱19暂首次将荧光原位杂交技术用于杂交核酸检
测袁 直接将 RNA鄄3忆端用荧光素标记作为探针袁 用荧
光显微镜检测探针与靶序列 DNA的杂交信号遥

2 FISH技术的特点
荧光原位杂交技术是将 DNA渊或 RNA冤探针用特

殊的核苷酸分子标记袁 然后将探针直接杂交到染色体
或 DNA 纤维上袁 再用与荧光素分子偶联的单克隆抗
体与探针分子特异性结合袁 来研究 DNA 序列在染色
体或 DNA 纤维上的定性尧 定位和相对定量的分析技
术遥 荧光原位杂交技术不但可用于已知基因或序列的
定位袁 而且也可用于未知基因或遗传标记及染色体畸
变的研究袁 在研究基因的定性尧 定量尧 整合和表达等
方面颇具优势咱20鄄22暂遥 由于 DNA分子在染色体上沿着染
色体纵轴呈线性排列袁 因此在探针直接与染色体进行
杂交时袁 可将特定基因定位在染色体上袁 所以该技术
也常用于绘制物理图谱遥
荧光原位杂交技术具有安全尧 快速尧 灵敏度高尧

检测信号强尧 杂交特异性高和能同时显示多种颜色等
优点袁 不但能显示染色体中期分裂相袁 还能显示间期
核咱23暂遥 与原位杂交技术相比袁 荧光原位杂交技术在灵
敏度方面有显著提高袁 信号与载体的颜色对比鲜明袁
利用不同荧光素可同时定位多个靶序列遥 此技术能将
探针直观地定位到染色体臂上曰 能检测出相应探针在
基因组中不具有任何表型的同源序列咱24暂曰 能印证基因
的遗传图谱袁 比较物理图谱与遗传图谱间的差别曰 还
可以了解基因位置与功能间的相互关系袁 探讨基因在

染色体上的分布规律咱20暂遥
但对于较短的 DNA 序列或简单串联重复序列袁

因其杂交效率不高袁 不作为探针在 FISH 技术中使
用遥 此外袁 若基因组中存在高比例的重复序列袁 将导
致单拷贝或寡拷贝 DNA序列在染色体上的分布不连
续袁 很难产生清晰可辨的 FISH信号咱25暂遥

3 FISH技术在血吸虫研究中的应用
在曼氏血吸虫研究中袁 已有报道应用 FISH技术

对曼氏血吸虫多种功能基因进行深入研究袁 明确了它
们在染色体上的分布咱26鄄30暂袁 获得了曼氏血吸虫基因组
物理图谱咱31袁32暂遥 这些研究对日本血吸虫研究有很好的
借鉴作用袁 有助于寻找和筛选日本血吸虫新的潜在药
物靶点和候选疫苗靶点遥
3.1 FISH 技术在血吸虫染色体定位研究中的应用
1989年袁 为了解血吸虫遗传特性袁 Hirai等咱33暂首次将
荧光原位杂交技术应用在血吸虫研究中袁 发现 DNA
重复片段 SMa 散在分布于曼氏血吸虫 16 条染色体
上袁 而 rDNA定位于 3号染色体短臂上遥 同时袁 研究
也表明袁 荧光原位杂交技术在检测探针信号方面特异
性好尧 敏感性高尧 背景低袁 明显优于碱性磷酸酶检测
方法咱33暂遥
3.2 FISH技术在血吸虫功能基因定位研究中的应用
3.2.1 与染色体结构相关的功能基因 端粒是真核生

物线性染色体分子末端的一个独特结构袁 在维持染色
体结构的完整性方面起着至关重要的作用遥 Hirai等咱26暂

以含有端粒核心序列渊TTAGGG冤的核酸序列为探针袁
与曼氏血吸虫 8对染色体进行荧光原位杂交袁 发现每
条染色体末端都有荧光信号袁 证明曼氏血吸虫有着类
似于人和其他脊椎动物的端粒序列遥
3.2.2 与细胞核受体相关的功能基因 细胞核受体属

于一个转录因子超家族袁 调控着分化尧 蜕化和复制等过
程遥 细胞核受体一般由以下几部分组成院 靠近 N端
的 A/B 结构域尧 DNA结合结构域渊DNA binding do鄄
main袁 DBD冤尧 铰链区渊hinge冤和配体结构域渊ligand
binding domain袁 LBD冤咱34,35暂遥 细胞核受体通过 DBD与
靶基因的启动子区结合袁 再与结合在 LBD的共调节
子一起袁 激活或抑制 mRNA的合成咱36暂遥 曼氏血吸虫
DNA结合结构域鄄核酸受体渊2DBD鄄NRs冤 cDNAs有 3种
亚型 渊Sm2DBD琢, 5 144 bp曰 Sm2DBD茁, 5 525 bp曰
Sm2DBD酌袁 6 374 bp冤袁 它们的蛋白质结构上均有 2个
DBD袁 即形式为 A/B鄄DBD鄄DBD鄄hinge鄄LBD咱37暂遥 Wu等咱27暂

分别将 3个细菌人工染色体渊bacterial artificial chro鄄
mosome袁 BAC冤克隆 DNA定位在完全不同的染色体
上袁 而这 3个细菌人工染色体克隆分别含有曼氏血吸
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虫 2DBD鄄NRs 核酸受体 3 种亚型的基因序列袁 即
Sm2DBD琢定位于 1号染色体袁 Sm2DBD酌定位于 4号
染色体袁 Sm2DBD茁则同时定位于性染色体渊Z/W冤和 3
号染色体遥 由于 Sm2DBD茁定位于 ZW常染色质区袁
不同于以往重复序列易杂交在W异染色质区的情况袁
所以研究者认为存在 2个不同的 Sm2DBD茁拷贝遥 此
外袁 还推测在扁型动物门未分化前袁 这 3种核酸受体
亚型就已经存于不同染色体上了遥 Wu等咱38暂则将含有
曼氏血吸虫细胞核受体 1 渊SmNR1冤序列的细菌人工染
色体克隆 DNA 定位于曼氏血吸虫 1 号染色体上遥
SmNR1是在各种核酸信号通路中起关键作用的配体
之一咱39暂遥
3.2.3 与核糖体相关的功能基因 含有核定位信号的

乳腺碱性保守蛋白 1 渊breast basic conserved protein 1袁
BBC1冤参与细胞的生长发育过程咱40暂袁 同时人 BBC1蛋白
与鼠 60S 核糖体蛋白 L13 渊ribosomal protein L13袁
RL13冤有 96.2%的同源性袁 有可能是核糖体的一部分咱41暂遥
Franco 等咱42暂将含有曼氏血吸虫 BBC1/RL13部分基因
的 DNA片段同时定位于曼氏血吸虫 3号染色体和 W
染色体异染色质区袁 推测定位于不同染色体上的基因
可能是具有相同功能的同一拷贝袁 或是部分同源的相关
基因袁 或其中之一是该功能基因的假基因遥
3.2.4 血吸虫雌虫特有的功能基因 Hirai等咱28暂将在
血吸虫雌虫卵黄细胞中表达的 2个卵壳蛋白前体基因
渊p14和 p48冤定位在曼氏血吸虫 2号染色体上袁 1个曾
作为血吸虫尾蚴性别检测探针的曼氏血吸虫雌虫特有

的 DNA重复序列渊pW1冤则被证实定位于曼氏血吸虫
W渊雌性冤染色体长臂的异染色质区咱43暂遥 这一结果表明
W染色体上异染色质区是通过阻止 ZW二价体交叉的
形成咱26暂袁 来保持 W染色体上异染色质区雌虫特异
DNA片段的稳定遗传咱40暂遥
3.2.5 与血吸虫基因表达相关的功能基因 可移动遗

传原件渊mobile genetic elements袁 MGEs冤被认为在真
核生物进化中起着重要的作用袁 而反转录转座子就
是其中一类遥 在曼氏血吸虫基因组中袁 反转录转座子占
整个基因组的 20%以上咱44暂遥 反转录转座子分为长末端重
复渊long terminal repeat袁 LTR冤和非长末端重复渊non鄄
long terminal repeat袁 non鄄LTR冤两类 咱29暂遥 Boudicca 是
LTR 反转录转座子袁 而 Perere 03 基因则属于 non鄄
LTR反转录转座子袁 2个基因在曼氏血吸虫基因组中
均以高拷贝数存在咱45暂遥 Valentim等咱29暂将含有反转录转
座子 Boudicca的 BAC克隆 DNA定位在曼氏血吸虫 2
号染色体和性染色体 Z上曰 而后又将 Perere 03基因
也定位在曼氏血吸虫 2号染色体上袁 并推测分布于 2
号染色体上的其他基因极有可能也是在反转录转座子

活动中发挥关键作用的调控序列遥
3.2.6 与血吸虫代谢相关的功能基因 血吸虫缺乏从

头开始的嘌呤核苷酸合成途径袁 依赖于嘌呤补救途径
获取核苷酸遥 腺苷酸基琥珀酸是一种参与嘌呤补救途
径的酶咱46暂遥 Foulk等咱30暂将含有曼氏血吸虫腺苷酸基琥
珀酸裂解酶基因的细菌人工染色体克隆定位在曼氏血

吸虫 2条性染色体长臂上袁 为曼氏血吸虫遗传图谱增加
了一个新的位点袁 有利于将来整个基因组的测序遥 结
合曼氏血吸虫细菌人工染色体文库筛选数据袁 Foulk
等咱30暂推测腺苷酸基琥珀酸裂解酶基因在曼氏血吸虫
基因组中可能是以单拷贝形式存在的遥
3.2.7 与血吸虫生长发育相关的功能基因 首次在果

蝇中发现的同源盒渊Hox冤基因簇是编码转录因子尧 调
控胚胎发育的一组基因咱47暂遥 基因簇中各成员的空间表
达具有共线性袁 即该簇中靠近 3忆的基因成员表达先于胚
胎发育袁 而 5忆的基因成员表达则在胚胎发育之后咱48暂遥
Pierce等咱49暂对曼氏血吸虫Hox渊S. mansoni Hox袁 SmHox冤
基因簇中 4 个成员渊SmHox8尧 SmHox4尧 SmHox1 和
Smox1冤 进行研究袁 发现含有 SmHox8和 SmHox4 基
因的 BAC克隆 DNA定位于曼氏血吸虫 4号染色体袁
含有 SmHox1和 Smox1基因的 BAC克隆 DNA则定位
于 3号染色体遥 而在节肢动物和脊椎动物中袁 Smox1
是在 SmHox8和 SmHox4之间的遥 Pierce等咱49暂推测Hox
基因簇顺序先发生了改变袁 进而 SmHox1和 Smox1形
成新的组合袁 转移至 3号染色体遥

Fitzpatrick等咱50暂发现曼氏血吸虫酪氨酸酶 1型和 2
型渊S. mansoni tyrosinase袁 SmTYR1/SmTYR2冤 的二酚氧
化酶活性影响虫卵卵壳的形成和成熟遥 应用荧光原位
杂交技术将含有这 2种曼氏血吸虫酪氨酸酶基因的
BAC克隆 DNA同时定位于曼氏血吸虫 4号染色体和
W性染色体上遥 Fitzpatrick等咱50暂认为袁 抑制曼氏血吸
虫酪氨酸酶的表达袁 或针对其设计药物袁 有可能成为
抗血吸虫病可行的治疗方法和限制血吸虫虫卵传播的

有效策略遥
3.2.8 参与血吸虫与宿主相互作用的功能基因 曼氏

血吸虫毒液类致敏原渊S. mansoni venom allergen鄄like袁
SmVAL冤 基因簇与宿主/寄生虫间慢性相互作用有关遥
Chalmers 等 咱51 暂先经PCR 证明袁 在同一个 BAC克隆
DNA序列中同时存在 3个不同的曼氏血吸虫 SmVAL
基因簇渊SmVAL2/SmVAL8/SmVAL12冤袁 而后将此 BAC
克隆 DNA定位在曼氏血吸虫 6号染色体的长臂和W
染色体短臂上 遥 结合曼氏血吸虫基因组数据 袁
Chalmers等咱51暂证明在整个曼氏血吸虫基因组中袁 许多
SmVAL基因簇是以空间连锁形式存在的遥

血吸虫成虫利用超氧化物歧化酶渊superoxide dis鄄
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mutase袁 SOD冤的歧化作用袁 将氧负离子渊O2原冤转变为
过氧化氢渊H2O2冤和氧气渊O2冤咱52暂袁 以逃避宿主的免疫反
应咱53暂袁 而胞浆超氧化物歧化酶渊cytosolic SOD袁 CT鄄
SOD冤是具有铜/锌结构的 SOD中的一种咱54暂遥 Mei等咱55暂

应用荧光原位杂交技术袁 证实由酵母人工染色体

渊yeast artificial chromosome袁 YAC冤文库筛选得到的 2
个含有 CT鄄SOD基因拷贝的 YAC克隆 DNA分别定位
在曼氏血吸虫 1号染色体和 3号染色体上遥
3.3 FISH技术在血吸虫基因组物理图谱构建研究中
的应用 物理图谱是描绘渊基因组冤 DNA 上可识别
标记的位置和相互之间的距离的图谱袁 分辨率约为
1耀3 Mb袁 是基因作图简单尧 有效尧 准确和可靠的方
法咱24暂遥 一个完整的物理图谱是由分布于整个基因组中
相互重叠的重组 DNA克隆所构成的袁 对于遗传基因
的排列和编码信息的获取有着重要作用咱55,56暂遥 而基因
组物理图谱是指一系列 DNA限制性酶切片段沿染色
体的有序排列形式遥 基因组物理图谱能反映基因组中
基因或标记间的实际距离袁 是基因组组织结构的真实
反映曰 它所容纳的信息量大袁 不仅包含了基因的编码
区袁 也包含了内含子和基因的调控区曰 它对研究基因
的结构尧 功能尧 时空表达调控和基因间关系有着极为
重要的作用遥 通过一些模式生物全基因组物理图谱基
因组序列分析找到大量的功能基因袁 发展新的分子标
记以增强遗传图谱上分子标记的密度袁 加速基因图位
克隆渊map鄄based cloning冤的进程咱57暂遥

1995年袁 Hirai等咱58暂建立了应用荧光原位杂交技术
构建曼氏血吸虫基因组物理图谱的方法遥 同年袁 Tana鄄
ka等咱31暂将随机选取的 100个曼氏血吸虫酵母人工染色
体克隆中的 77个 YAC克隆 DNA定位在曼氏血吸虫
8对染色体上袁 构建了曼氏血吸虫基因组物理图谱曰
尤其要指出的是定位在 3号染色体上的 14个 YAC克
隆完全覆盖了整条染色体遥 2000年袁 Le Paslier等咱59暂

在构建完成的曼氏血吸虫细菌人工染色体文库中选择

了 8个细菌人工染色体克隆袁 并将这 8个细菌人工染
色体克隆的 DNA 分别定位在曼氏血吸虫 1 渊2 个克
隆冤尧 2尧 3尧 5号和 ZW 渊3个克隆冤性染色体上袁 补充
了曼氏血吸虫 BAC文库筛选和末端测序的数据袁 同
时说明这些 BAC克隆广泛分布于整个曼氏血吸虫基
因组中袁 可以为物理图谱和测序研究提供新资源遥 在
此基础上袁 2009年袁 Berriman等咱32暂将 43%曼氏血吸
虫基因组序列定位在包括性染色体在内的 8对曼氏血
吸虫染色体上遥
3.4 FISH技术在血吸虫染色体识别研究中的应用 血

吸虫 8对染色体可用 C显带方法进行识别袁 但 5尧 6
和 7号染色体尺寸小尧 形态相近尧 带型类似袁 识别较

为困难咱60暂遥 Taguchi等咱61暂采用染色体显微解剖技术和
染色体的体外扩增技术 渊degenerate oligonu cleotide
primed polymerase chain reaction袁 DOP鄄PCR冤袁 获得 3
种不同 DNA袁 它们分别针对 5尧 6 和 7 号整条染色
体袁 随后用生物素或地高辛标记这 3种 DNA作为探
针袁 结合荧光原位杂交技术袁 根据染色体所显示的不
同的荧光颜色袁 可以清楚的识别曼氏血吸虫 5 渊绿
色冤尧 6 渊粉色冤和 7号渊黄色冤染色体遥

4 结语

2009年袁 日本血吸虫全基因组草图公布袁 整个
基因组大小为 397 Mb袁 编码近 14 000个基因遥 但是
由于采用的是鸟枪法结合 BAC克隆末段测序的策略袁
仍然有小于 10%基因序列渊gap冤未能获得咱62暂袁 并且已
获得的基因组序列信息在染色体上的分布情况仍不得

而知袁 影响了对日本血吸虫功能基因的分析和挖掘遥
因此袁 可考虑用荧光原位杂交技术构建日本血吸虫基
因组物理图谱袁 来帮助基因组精细测序和了解功能基
因在染色体上的分布袁 为进一步了解日本血吸虫生物
学特性提供依据遥
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