
کدر آزمایشگاه ژنتیFISHروش

1969و همکاران در سال Joneو همچنینGall and Pardueتکنیک هیبریداسیون در محل توسط
را به مستقیم روي کروموزوم ها امکان DNAیاRNAروش مکان یابی ژن ها یا توالی هاياین.ابداع گردید

و گاهی DNAمعمولا(اسید هاي نوکلئیک تک رشته اي FISHدر تکنیک. پذیر ساخته است
با یکدیگر برهمکنش داده می شوند به طوري که کمپلکس ها یا هیبرید هایی را با ایجاد مولکول )RNAوقاتا

هیبریداسیون اسید هاي نوکلئیک، میزان پس از. هایی با تشابه زیاد یا توالی هاي مکمل را تشکیل دهند
کروموزوم هاي خاص مکان و رويدر نتیجه، توالی هاي خاص شناسایی شده . همسانی توالی ها تعیین می شود

دیابی می شون

به طور خلاصه، این تکنیک جزو اولین تکنیک هاي هیستوشیمیایی است که شامل استفاده از دسته هاي 
سلولی و اجتماعات درون سلولی می مختلفی از رنگ هاي طبیعی و مصنوعی براي رنگ آمیزي ساختار هاي

مانند پروتین ها، اسید بوده و براي دسته بندي مو لکول هاي خاصاین ترکیبات عموما غیر اختصاصی . باشد
اولین هیبریداسیون در محل در اواخر . هاي نوکلئیک، لیپیدها و کربوهیدرات ها به کار می روند

انجام گردید که در آن از مواد فلورسنتی خبري نبود و به جاي آن از کاوشگر هاي نشان دار شده با 1960دهه
جایگزینی براي تشخیص اسیدهاي نوکلئیک نیز به کار می رود وFISHروش.توپ ها استفاده شدرادیو ایزو

این روش، مستلزم هیبریداسیون .براي روش هاي قدیمی است که از کاوشگرهاي رادیو اکتیو استفاده می کردند
.است(in situ)کاوشگر اسید نوکلئیک با اسید نوکلئیک مورد نظر در محل

FISHاصلی تکنیکمراحل

که مکان یابی شده اند ابتدا به منظور ایجاد کاوشگرها با مواد فلورسنت DNAتوالی هاي،FISHدر تکنیک
پس از . سپس کاوشگر با کروموزوم هاي تعیین شده در بافر هیبریداسیون ترکیب می شوند. شوندنشاندار می

-Re(کاوشگر و محل تعیین شده براي اتصال مجددبه رشته هاي مجزا، DNAاین تیمار و دناتوره شدن
annealing(طور اختصاصی با مکان مکمل خود بر روي کروموزوم، باند می هکاوشگر ب. ، آماده می شوند

فلورسنت در محل هیبرید کاوشگر به طور سیگنالپس از شستشو و شناسایی با گزارشگر فلورسنت،. شود
دیگر می توان گفت که به عبارت. میکروسکوپ اپی فلورسنت استجداگانه قابل مشاهده و تشخیص با

یا بافت هیبریداسیون در محل یک روش بسیار حساس براي تشخیص فعالیت ژن ها به طور مستقیم در سلول



عامل تثبیت کننده از شکستن مولکول . سلول، بافت یا جنین با فرمامید تثبیت می شود. هاي تثبیت شده است
.ی کند و آنها را در محل مورد نظر براي آنالیز نگه می داردجلوگیري مها

:شاملمراحل این تکنیک

،ثابت کردن نمونه ها در روي اسلایدها-1

،هیبرید کردن با اولیگونوکلئوتید هایی که با مواد فلورسنت آغشته شده اند-2

DAPIرنگ آمیزي با رنگ هاي غیر اختصاصی مانند-3

،مواد شستشو دهندهاضافه کردن-4

.مشاهده زیر میکروسکوپ اپی فلورسنت، می باشد-5

کاوشگر هاي اسید نوکلئیک که به طور مستقیم با رنگ هاي فلورسنتی نشاندار شده اند، براي شناسایی توالی 
گهاي هدف بزر

هاي تولید شده پایین در این روش، زمان کمتري مورد نیاز است اما شدت سیگنال. مورد استفاده قرار می گیرند
.تر می باشد

با به کار بردن لایه هایی از معرف هاي شمیایی شناساگر می توان شدت سیگنال ها و همچنین حساسیت را 
استفاده از چنین ابزار هایی، شناسایی توالی هاي تک نسخه اي روي کروموزوم ها با کاوشگر هاي با.افزایش داد
به لحاظ اندازه نیز کاوشگرها می توانند طولی در حدود چندین .ن پذیر می گرددکیلو بازامکا0/8کوتاه تر از 

انواع مختلف کاوشگر ها می توانند براي . باشندتا بیشتر از یک مگا باز داشته) اولیگونوکلئوتید ها(جفت باز 
ناشی از تکثیر تکراريDNAتوالی هاي. به کار روندDNAشناسایی انواع مشخصی از

اولیگونوکلئوتید هاي اختصاصی براي عناصر تکراري یا عناصر تکراري کلون شده براي شناسایی ،PCRبا
تکراري در نواحی هتروکروماتینی یا نواحی سنترومري کروموزوم هاي مجزا DNAهایی از توالی هايدسته

ها یا قطعاتی cDNA،بالعکس، براي شناسایی توالی هاي هدف تک لوکوسی. گیرندمورد استفاده قرار می
براي . می توانند به کار روندمگا باز1کیلو باز تا 100در حدود ژنومی کلون شده با اندازه ايDNAاز

هاي خاص هر کروموزوم به عنوان کاوشگر به cDNAشناسایی کروموزوم هاي خاص یا نواحی کروموزومی ،
براي انجام .قرار می گیرندمورد استفادهمنظور تشخیص کروموزوم هاي مجزا از مجموعه کامل کروموزومی،

:هیبریداسیون موفق عوامل زیر دخیل هستند



رطول کاوشگ-1

Non)احتمال هیبرید شدن با مکان هایی غیر مورد نظر: کوتاه – target)

.افزایش زمان مورد نیاز براي هیبریداسیون: بلند

تدرجه حرار-2

c94 :براي دناتوره شدن

.و شدت آن داردTemperature meltingبستگی به درجه حرارت ذوب: بریداسیونبراي هی

Tدهیبریدهاي ناهماهنگ رخ می ده: بسیار پایین

T دهیبریداسیون رخ نمی ده: بسیار بالا

دو فرمامیpHوغلظت نمک-3

FISHمزایاي و تغییرات تکنیک

هاي نشاندار کردن غیر اختصاصی مانند ادغام تصادفی روش هاي اولیه تشخیص ایزوتوپ از طریق استراتژي
یافته رادیواکتیو به سلول هاي در حال رشد انجام می گرفتند و توسط روش هاي اتورادیوگرافی بازهاي تغییر

مشکلات متعدد هیبریداسیون ایزوتوپیک الهام بخش گسترش تکنیک هاي جدید.دنبال می شدند
:بوده استFISHمانند

ایزوتوپ ها با مرور زمان از بین می روند و . د رادیو اکتیو طبیعی مورد نیاز براي کاوشگرها ، ناپایدار است موا-1
نبنابرای

،فعالیت اختصاصی این کاوشگرها به طور ثابت باقی نمی ماند
،هر چند که حساسیت روش اتورادیوگرافی بالاست اما وضوح آن پایین است-2
،اي قابل اندازه گیري روي فیلم رادیوگرافی، زمان هاي تماس زیادي مورد نیاز استبراي تولید سیگنال ه-3
.کاوشگرهاي رادیواکتیو گران هستند و در ضمن مواد رادیواکتیو به کار رفته در آنها خطرناك می باشند-4

راه را براي پیشرفت هاي چشمگیري را در وضوح، سرعت و امنیت امکان پذیر ساخته است وFISHبنابراین ،



توسعه شناسایی همزمان مولکول هاي هدف چند تایی، آنالیز هاي کمی و تصویر برداري هاي زنده سلولی هموار 
آزمایش اهداف جدید منجر به کاربرد هاي جدید در روند تکامل این تکنیک شده و محبوبیت این.ساخته است

.افزایش یافت1990به طور چشمگیري در دهه

و Schwarzacherاست که توسطGISHیرات مهم در تکنیک هیبریداسیون در محل، تکنیکیکی از تغی
این تکنیک ابزار قدرتمندي براي متمایز کردن کروموزوم هاي .براي گیاهان ابداع شد1992همکاران در سال 

راس آنها ژنوم هاي والدي مختلف در گونه هاي پلوئید، هیبریدهاي بین گونه اي و نتایج حاصل از بک ک
همچنین ردیابی بین ژنومی جابه جایی کروموزوم ها می باشد و اطلاعاتی راجع به منشاء، ترکیب ژنومی و و

کاربرد این تکنیک در گیاهان هیبرید، تعیین منشاء ژنوم کروموزوم . بین ژنومی به ما می دهدجابه جایی هاي
در تکنیک.امکان پذیر ساخته استIافازدر آرایش کروموزوم ها در متهاي جفت شده و جفت نشده را

GISH که تکنیک رنگ آمیزي ژنومی است و تشخیص ژنوم هاي مادري در هیبریدهاي بین گونه اي را فراهم
ژنومی والد دیگر به DNAوالد نشان دار می شود به عنوان کاوشگر و کلژنومی از یکDNAمی کند، کل

هر دو DNAبه کار می رود؛ یا این که کل) قالب(blockعنوان یکصورت غیر نشان دار باقی می ماند و به
سپس هر کدام با رنگ هاي فلورسنتی . گیرند والد نشان دار شده و به عنوان کاوشگر مورد استفاده قرار می

توالی هاي تکراري است که بخش این تکنیک براساس تکامل سریع در گونه زایی. مختلف شناسایی می شوند
به لحاظ (باشند اگر گونه ها به اندازه کافی از هم فاصله داشته. گیاه را مشخص می کندDNAازاعظمی 
.، توالی هاي تکراري باعث می شوند که کروموزوم هاي ناشی از دو گونه والدي، تمایز یابند)تکاملی

FISHکاربردهاي

در . ختار و نحوه عمل سلولی داردکاربرد هاي فراوانی در بیولوژي مولکولی و مطالعات ساFISHتکنیک
می تواند براي تشخیص پیش از تولد ناهنجاري هاي کروموزومی ارثی، تشخیص پس FISHمطالعات کلینیکی،

ژنتیکی، تشخیص بیماري هاي عفونی، بیماري هاي باکتریایی و ویروسی، از تولد افراد ناقل بیماري هاي
در مطالعات . لات ناشی از بیان ژن ها مورد استفاده قرار گیردتشخیص سیتوزنتیکی تومور ها و شناسایی اختلا

براي تهیه نقشه ژن هاي کروموزومی، مطالعه تکامل ژنوم ها، آنالیز سازمان هسته، تصویر FISH،ازمایشگاهی
هاي پویاي هسته اي و سلولبرداري از نواحی کروموزومی و کروماتین در سلول هاي اینتر فازي، آنالیز فرایند

. کار می رودهاي هیبریدي سوماتیکی، همانند سازي، دسته بندي کروموزوم ها و مطالعه بیولوزي تومور ها به
. این تکنیک براي مطالعه بیان موقت ژن ها در طی تمایز و توسعه سلول نیز مورد استفاده قرار می گیرد

در نواحی DNAا یا مارکر هايبا وضوح بالا به روشی رایج براي دسته بندي ژن هFISHتکنیکاخیرا،
.کروموزومی مورد نظرتبدیل شده است



منجر به پیشرفت هاي چشمگیر در تحقیقات سیتوژنتیک شده FISHآنالیز هاي کروموزومی توسط تکنیک
مثال بارز از توانایی روش هاي هیبریداسیونی در تحقیقات ژنومی، هیبریداسیون ژنومی مقایسه اي است .است

آن حذف شدگی ها و مضاعف شدن هاي نواحی کروموزومی توسط سیگنال هاي مختلف فلورسنتی که در طی
.شناسایی می شوند

:برشمردFISHبه طور خلاصه می توان کاربرد هاي زیر را براي تکنیک

سنت با مواد فلور3مستقیماً از انتهاي RNAدر آن زمان. انجام شد1980اولین کاربرد این تکنیک در سال -1
.و به عنوان کاوشگر براي توالی هاي خاص مورد استفاده قرار گرفتنشان دار شد

ممقایسه نواحی خاص در بسیاري از گونه ها و مکان یابی ژن هاي خاص روي کروموزو-2

مآنالیز ساختمانی ژنو-3

)غنی باشندC-GیاA-Tیعنی مکان هایی که به لحاظ باندهاي(شناسایی غلظت هاي بالاي جفت بازها –4

اکمک به تهیه نقشه هاي ژنی ، فیزیکی و ستیوژنتیکی و تشخیص فعالیت ژن ه-5

يتعیین سطح پلوئید-6

RNAیاDNAتشخیص مکان یک ناحیه از–7
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