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荧光原位杂交常见问题解析
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荧光原位杂交常见问题解析
1.如何保证荧光原位杂交（FISH）操作中的温度？
最好的办法是用荧光原位杂交的专用仪器进行操作，如Vysis的Hybrit FISH杂交仪。
如果是手工操作，
(1)对荧光原位杂交操作过程中可能使用的一些仪器（如水浴锅、孵箱）进行温控检查，不符合要求的进行更换（疾病诊断中的探针要求温控精度在0.5度以内）;
(2)尽可能地保持环境温度在20度以上;
(3）针对需要预热以达到要求温度的试剂，在使用前必须使用温度计对其进行测温
(4)同时检测的样本最好不超过4块，且操作中一定要迅速。
实验人员往往忽视一些小部件（诸如载玻片和盖玻片）的温度。尤其是在冬季，盖玻片本身温度就低，加之探针的量本就不多（10ul），这样事先没有预热的盖玻片会使得杂交液的温度急剧下降，从而严重降低探针和DNA的杂交效率。
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2.能对同一样本进行多次的荧光原位杂交操作吗？
一般情况下，如果操作没有得到理想的结果，是可以将探针洗涤然后进行再次的杂交的。如果使用的是直标型探针，还可以使用不同探针对同一样本进行反复杂交。针对不同的样本，处理方法略有不同。外周血样本的处理： 
1、使用镊子小心地揭去杂交区的盖玻片
2、将样本片浸泡于70％、85％和100％的乙醇中各一分钟以便充分脱水。待片子风干后就可以进行二次杂交了。
二次杂交中建议将变性的时间缩短一半，但不能少于3分钟。如果对同一样本还要进行三次杂交，变性的时间就无需减少了。对于多次杂交，复染液浓度的降低有利于保持探针的亮度。曾有报道称在同一样本片上进行了多达8次的FISH操作。
如何配制各种试剂呢？
根据我们的经验，强烈推荐使用灭菌去离子水配制各种所需的试剂。另外，配制后使用pH计检测试剂是否符合实验要求。配制的各种试剂都要采用超纯级要求。每次荧光原位杂交（FISH）实验使用新的试剂，旧的试剂最好弃置不用。洗脱液和变性液当天用当天配。 　　

3.使用荧光显微镜观察结果时，最初有清晰而明亮的信号，但随后信号急剧衰减，几分钟后信号就消失了。这是探针本身的质量问题吗？
正常情况下，商业化探针即使是杂交后，如保存适当，荧光信号能保持半年以上。出现上述情况主要的原因是操作观察的过程中或是探针的保存过程中没有采取严格的避光措施。阳光或是强的灯光都会使荧光染料发生急剧的淬灭，从而造成了观察结果的不稳定。因此在操作和观察时，尽可能在暗室中操作，也可以在封片观察时加入一定的antifade（抗淬灭剂）以延缓荧光素的淬灭。

4.对于荧光原位杂交操作来说，那些因素比较重要？
实验中最重要的因素是温度、光照、湿度和各种试剂的PH值。温度和湿度直接影响着探针和目标DNA的杂交效率；光照影响着荧光染料的强度，所以探针要避光保存，其已经杂交的片子可用防荧光淬灭剂封片且避光保存；各种试剂pH也要精确达到要求，这也直接关系到FISH的稳定性。

5.直标型探针和间标型探针有何不同？
为什么我们要选择直标型探针？所谓的直标型探针是指DNA探针共价连接荧光素基团；间标型探针则是指DNA探针先与某个半抗原连接，诸如生物素或地高辛，然后半抗原与荧光素基团连接从而形成探针－半抗原－荧光素基团，类似“三明治”的复合物。与间标型探针相比，直标型探针具有低背景、高特异性的特点。随着荧光染料和荧光检测技术的不断发展，直标型探针的灵敏度也不断提高。因而在荧光原位杂交（FISH）检测领域，尤其是在疾病分型领域，探针大多采用直标型设计。

6.FISH技术有哪些主要优势？
① 安全、快速、灵敏度高；
② 探针稳定，能较长时间保存；
③ 多色标记，简单直观；
④ 可用于中期染色体及间期细胞的分析；
⑤ 可应用于新鲜、冷冻或石蜡包埋标本以及穿刺物和脱落细胞等多种物质的检测。

[image: 322-01-01-01-01]
image1.png
=

pr4 1D

oooooooooooooooooooo




image2.jpeg
ARS8 025-85774800
025-85454800 :|— BESHKO, (HH) £TF802/ZFEMH803/ % E806/ 4811
025-85634800
PR ET L. 025-84448440
ARG ARAPREDEARERAT BRI 400-066-8086
ATIMHE oonbio.com  ERff: order@zoonbio.com #tS: 9132011656723852XA
B FR bt LZFFRXAMBHREAH2EREY (B34 210033 )





image3.jpeg




image4.png
kA4

Zodwsio BromscrmotoaY





image5.jpeg
HARORKARS  SOFEWFEN  FUAEXRS EE3E : 400-066-8086 Rt : www.zoonbio.com

TE IR WAL FEE EUERIRERS HR#E : order@zoonbio.com otk STAHERRETHA
XLTNRHE AGHR21%





