
巴西橡胶树(Hevea brasiliensis)因胶乳产量高、

质量好和易于获取，具有很高的商业开发价值，是

天然橡胶的唯一来源，为四大工业原料之一。然而，

橡胶树死皮病(Tapping Panel Dryness, TPD)在世界

各橡胶园普遍发生，严重影响橡胶产业的发展[1]。

近年来，随着分子生物学的迅速发展，加快了 TPD
病因的探索和机理的研究。Chen 等 [2]从巴西橡胶

树中克隆了橡胶树抗死皮病相关基因 HbMyb1，彭

世清等[3]对该基因进行了结构和功能方面的分析，

为弄清橡胶树死皮病致病机理打下基础。但该基

因在染色体上的物理定位，尚未见报道，而要深入

了解该基因的调控机理及其与相邻基因或遗传成

分间的关系，对其进行染色体物理定位非常必要。

原位 PCR (in situ PCR)技术具有高度敏感、高

效扩增、分子杂交精细定位的特点，它在原位检测

低拷贝至单个拷贝基因及基因低水平的表达方面

有着独特的优越性。本研究采用原位 PCR 技术对

橡胶树死皮病抗性相关基因 HbMyb1 进行染色体

物理定位，以揭示该基因在染色体上的位置和分布

特点，为橡胶树遗传育种及基因工程等提供分子细

胞遗传学依据。
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摘要： 为探讨巴西橡胶树(Hevea brasiliensis)死皮病抗性相关 HbMyb1 基因的定位，采用所建立的橡胶树染色体原位 PCR 技术

体系进行研究。结果表明， HbMyb1 基因初步定位于巴西橡胶树‘热研 7-33-97’的第 5 号染色体长臂上，信号位点到着丝粒的

百分距离为 15.21，并观察到在巴西橡胶树‘热研 7-33-97’叶片细胞核的不同分裂时期均扩增到 1~2 个信号。同时对染色体标

本的制备、保存、预处理等方面进行了探讨。
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Abstract: The in situ PCR technical system on chromosomes of Hevea brasiliensis was developed successfully. 
The HbMyb1 gene related with Tapping Panel Dryness (TPD) resistance was physically located in the long arm 
of chromosome No. 5 of ‘Reyan 7-33-97’ by in situ PCR and the fraction-length, the percentage of the distance 
from detection site to the centromere, was 15.21. One or two signals were detected during cell division at different 
phases. The chromosome preparations, preservation, and pretreatment were also discussed. 
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1 材料和方法

1.1 材料

供试植物材料巴西橡胶树(Hevea brasiliensis) 
‘热研 7-33-97’幼叶采自海南大学儋州校区农学院

基地及中国热带农业科学院橡胶所橡胶种质圃。

1.2 染色体标本制备

染色体标本制片参考李懋学等[4]的方法，采用

酶解去壁低渗法和悬液法制片。取幼嫩叶片，在对

二氯苯与 α-溴代萘混合的饱和水溶液(100 mL 对

二氯苯饱和液加 1 滴 α-溴代萘，现用现配)中预处

理 1.5~2 h(4℃)，用新鲜固定剂(无水乙醇∶冰乙

酸 =3∶1)固定 12~20 h(4℃)，用双蒸水充分洗净，在

25℃的蒸馏水(或 0.075 mol L-1 KCl 溶液)中前低渗

30 min；用 3.5% 的纤维素酶和 1.75% 的果胶酶混

合酶液于 37℃酶解 5~7 h，去掉酶液，洗净，在双蒸

水中后低渗 70 min。用包被好的玻片进行染色体

制片。

1.3 原位PCR
原位 PCR 程序参照王英[5]和 Dieffenbach 等 [6]

的方法，略有修改。采用彭世清等 [3]的 HbMyb1 基

因 特 异 性 引 物 (上 游 引 物 5′- TTACTGGCGTTG-
CATCGGTTG-3′，下 游 引 物 5′-ATGGATCGGGG-
AATTGAAATCCTCTCT-3′)，由 上 海 英 竣 生 物

技 术 公 司 合 成。 首 先 预 处 理：染 色 体 标 本 在                 
0.01 mol L-1 HCl 中 处 理 4~5 min；0.5×TBS 洗 涤

10 min；用灭菌水漂洗玻片 2×5 min；玻片依次经 
–20℃乙醇脱水：75% → 90% → 100%，每次 2 min；

空气干燥。其次进行原位扩增：将 50 μL PCR 反应

液加在标本上，滴加 20 μL 矿物油，密封。反应液组

成：1×buffer，4.5 mmol L-1 MgCl2，0.5 mg mL-1 BSA，

200 μmol L-1 的 dATP、dCTP、dGTP，72 μmol L-1

的 dTTP，4 μmol L-1 DIG-11-dUTP，1 U μL-1 的

Taq DNA 聚合酶，2.4 μmol L-1 的 Primer；以不加

Taq 酶或引物为阴性对照。开始热循环：95℃预

变性 10 min；94℃变性 30 s；53℃退火 1 min；72℃

延伸 70 s，共 25 个循环；最后，72℃延伸 7 min。

最后荧光检测：扩增后，揭开原位克隆框及塑料盖

片，将玻片置于 0.1×PBS，37℃洗脱 4~5 min；每

载片加 5% BSA (0.1×SSC / 吐温 20) 100 μL，盖上

塑料盖片孵育 20 min，37℃；去盖片，去除 BSA 溶

液，每片加 20 μg mL-1 Anti-DIG-Fluorescein 50 μL，

盖上塑料盖片孵育 1 h，37℃；每片加 1 μg μL-1 PI       
50 μL，盖上压膜盖片孵育 15 min，37℃；0.1×SSC/
吐 温 20 漂 洗 2×5 min；空 气 干 燥；用 抗 褪 色 剂

Vectashield 封片；4℃，黑暗中显色过夜。

1.4 信号检出

使用荧光显微镜 BX51TR-32FA1-A03 进行观

察，选择 WBV 荧光激发块。选择信号清晰、染色

体 形 态 好 的 分 裂 相，用 Penguin/Proseries Camera 
systems 软件进行拍照，发黄绿色为扩增位点，无扩

增信号的核酸呈红色。

2 结果和分析

用 HbMyb1 基因的特异引物对巴西橡胶树‘热

研 7-33-97’叶片(2n=36)细胞核染色体标本进行原

位 PCR 扩增 , 在‘热研 7-33-97’叶片细胞核不同

分裂时期的染色体上都可检测出 1~2 个扩增信号

(图 1)。在中期细胞核的 36 条染色体中有 1 对染

色体有杂交信号，观察到其中一条同源染色体上有

信号(图 2)。结合核型分析 [7](图 3), 初步将橡胶树

HbMyb1基因定位于‘热研 7-33-97’的中期细胞核

第 5 号染色体长臂上，扩增位点到着丝粒的百分距

离是 15.21(黑色的区域 )。

3 讨论

彭世清等 [3] 采用 Southern 杂交方法，报道巴

西橡胶树抗死皮病基因 HbMyb1 在巴西橡胶树基

因组中有 2 个拷贝。本研究进一步阐述了巴西橡

胶树抗死皮病基因 HbMyb1 在巴西橡胶树中期染

色体上的具体位置，从而证实低拷贝 HbMyb1基

因定位的可靠性。同时在进行巴西橡胶抗死皮病

HbMyb1 基因的原位 PCR 定位时，HbMyb1基因在

‘热研 7-33-97’叶片不同分裂时期的细胞核中可检

测到 1~2 个扩增信号，这可能是由于核酸在不同时

期呈现的松散程度不同，从间期到中期，染色体不

断凝缩，高度螺旋化，使得扩增的难度越来越大。

前人在原位杂交研究上有类似现象，如 Andrew 等[8]

采用原位杂交技术并以 pTa71、pXVI、PCR 产物

合成的探针，对巴西橡胶树 5S rDNA 进行原位杂

交，结果分别定位于巴西橡胶树第 6 号、第 7 号染

色体的次缢痕区 NOR-1、NOR-2，同时也观察到不

同时期细胞核中均有扩增信号。因此，在细胞核间

期相对能扩增到信号，而在中期很难观察到。
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图 2　‘热研 7-33-97’ (2n=36)的核型。箭头示信号位点。

Fig. 2 Karyotype of ‘Reyan 7-33-97’ (2n=36). The arrows indicate signal spots.

图 3　‘热研 7-33-97’ (2n=36)的核型模式图。黑色部分表示原位 PCR 扩增到的 HbMyb1 信号所在位点。

Fig. 3 Idiogram of ‘Reyan7-33-97’ (2n=36). The black part stand for HbMyb1 signal spots of ISPCR.

高和琼等：巴西橡胶树HbMyb1基因的原位PCR物理定位

图 1　HbMyb1 在热研 7-33-97 细胞分裂不同时期的 ISPCR 结果。箭头所指为信号位点。染色体为 PI 染色。A: 中期 ( 框外作阴性对照 ); B: 间期 (2
个细胞); C: 前期。 
Fig. 1 HbMyb1 detected by ISPCR on Reyan 7-33-97 cells in different phases. Arrows indicate signal spots of ISPCR. Chromosomes were stained with 
PI. A: Metaphase (outside of the EasiSeal as netgative control); B: Interphase; C: Prophae.
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原位 PCR 技术用于低拷贝序列植物基因组定

位的报道较少，主要是由于植物细胞壁的阻碍影响

到抗体的渗透，且低拷贝序列检出信号太弱，难以

辨别杂交信号和背景信号。本研究通过对 HbMyb1
基因进行定位研究，认为高质量的染色体标本是原

位 PCR 成功的关键，优化技术体系中的某些步骤，

特别是严格的预处理和洗脱强度能降低背景，保证

信号精确检出。

本研究从以下几方面进行了优化：

(1) 染色体标本制备及其保存。为保证高质量

的染色体标本，在制备橡胶树染色体标本时，用多

聚赖氨酸(PLL)包被玻片，可有效防止染色体在原

位 PCR 操作过程中脱落，有利于特异 DNA 序列的

原位 PCR 检测。叶片预处理、固定、酶解时间一定

要控制好，染色体标本置于 –20℃的冰箱中保存，最

好不要超过一个月，避免反复冻融。本研究在标本

的保存过程中用抗褪色剂 Vectashield 封片，有一定

防止 ISPCR 产物荧光信号衰退的作用。为防止原

位 PCR 产物荧光信号衰退，一般情况下要求原位

PCR 的标本在 4℃黑暗中保存，及时镜检。本研究

曾将原位 PCR 标本在 4℃黑暗保存 24~48 h，结果

表明，扩增信号弱的原位 PCR 标本在保存 24 h 以

内进行镜检不会产生明显的信号衰退现象，而保存

24~48 h 的信号明显衰退，此时镜检到的信号在染

色体上呈弥散状，48 h 后信号完全衰退，已无法镜

检到信号。

(2) 预处理。本研究采用的叶片标本，内含物

较多会影响反应液扩增。使用 0.01 mol L-1 HCl 溶

液，目的在于解离碱性蛋白又不损坏核酸，这样有

利于原位 PCR 扩增。0.01 mol L-1 HCl 溶液过度处

理，会降解 DNA，严重影响细胞形态甚至使染色体

变薄、变淡，引物扩增结合位点受损，可能导致扩

增后无产物。处理不充分，碱性蛋白依附于核酸

上，影响原位扩增，导致假阳性。本研究认为采用     
0.01 mol L-1 HCl 处理 4~5 min 比较适宜。

(3) 洗脱强度。根据对照中核酸被 PI 负染的

程度和非特异性结合 Anti-DIG-Fluorescein 的荧光

背景情况进行洗脱强度的优化。对于染色体原位

PCR 来说 , 无扩增信号出现时，需要考虑的因素很

多。首要考虑的应是洗脱强度，因洗脱过度易导致

ISPCR 扩增信号丢失，甚至将 PI 洗脱，镜检时核酸

呈现自发荧光。原位 PCR 需要遵守较严格的洗脱

强度 ，洗脱强度应从最低强度开始，当在低强度下

出现扩增信号后，再相应提高洗脱强度，降低背景。

(4) 原位 PCR 技术中的非特异性问题。原位

PCR 技术中的非特异性问题主要是假阳性和假阴

性结果。如果出现假阳性结果，必需优化 PCR 反

应液中 Mg2+ 浓度、引物特异性、热循环中的退火

温度、退火时间等等。另外也可加强洗脱强度来减

少假阳性的产生；原位 PCR 的扩增效率低下、扩增

障碍或 PCR 产物的丢失均可产生假阴性结果。目

前解决原位 PCR 扩增效率低下的办法之一是玻片

一定要清洗干净，并用多聚赖氨酸(PLL)包被防止

靶细胞脱落。为了保证原位 PCR 的灵敏性和特异

性，降低非特异性扩增，可尽量减少循环次数，一般

20~30 个循环为宜。
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