
انتیکژ

www.genetica.ir

به نام خداوند بخشنده مهربان



 1 
 

FISH 

 مروری بر روش هیبریداسیون فلوئورسانس درجا

 

 مهدی قیامی راد دکتر   – ژنتیک مولکولی دانشجوی  شاهین اسعدی

  یکروبیولوژیست ( استادیار دانشگاه )م

 

  1چشم انداز و تاریخچه هیبریداسیون درجا -1

 باشدعدد مي 46اتيك انساني هاي سومهاي سلولپس از اثبات اينكه تعداد كروموزوم

(Levan  وTjio ،1956  وFord  ،و نيز كشف ارتباط تريزومي 1956و همكارانش )با  21

هاي تشخيص سيتوژنتيك در كارهاي (، روش1959و همكارانش،  Lejeuneسندرم داون )

هاي باندينگ باليني روزمره وارد شد. پيشرفت بعدي سيتوژنتيك پس از بوجود آمدن روش

ي انساني را ها( كه تعيين يكايك كروموزوم1968، و همكاران Caspersonكروموزومي بود )

ترين انحرافات كروموزومي را معين نمود. دقت تجزيه و كوچك به اين صورتميسر ساخت و 

تحليل سيتوژنتيك بطور عمده به گسترش پرومتافازي و باندينگ وابسته است كه ميزان آن 

Mb5-2 هاي كوچك كرجاريتواند ناهناست و مي( 13وموزومي مثلq13) del  در سندرم

 را مشخص كند. Prader-Williبراي سندرم  del( 13q15رتينوبلاستوما و )

صورت  1961در سال  Laneو  Mamurاولين گزارش در مورد روش هيبريداسيون توسط 

 د تحت شرايط كنترلنتوانمي DNAهاي گرفت و آنها نشان دادند كه ملكول

. به علت اينكه پيوندهاي گردندد و سپس به يكديگر متصل نواي از هم گسيخته ششده

هستند، در اثر حرارت دو  DNAتر از باندهاي كوالان موجود در ساختمان هيدروژني ضعيف

 Back boneشود، بدون اينكه بازها از ستون اصلي يا از يكديگر گسسته مي DNAرشته 

اي دم از كمتر دماي مثل عادي التـــــح به شرايط دوباره وقتي شود؛ جدا فسفات –قند

پيوندند. از هم بازشدگي دو رشته يا هاي موجود دوباره به همديگر ميرگردد، رشتهب 2ذوب

و نيز  DNAهاي GCميزان  بستگي به DNAدو رشته  4دوباره پيوند شدن و 3واسرشت شدن

PH  محيط دارد. چنانكه در مرحله دوباره پيوند شدن فقط دو رشته مكملDNA  وجود

 انكه ترادفي از اسيدهاي نوكلئيكــگيرد اما چنشد، پيوند شدن بطور كامل صورت ميداشته با

                                                 
1. In Situ Hybridization (ISH) 
2  .Melting temperature 
3  .Denaturation 
4  .Reassociation 
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 از خاصي قسمت به تواندمي ،باشد داشته حضور -يا نشانگر مطرح است Probe پروب بنام كه-

 (1-1كه مكمل آن است هيبريد شود. )شكل  DNA اصلي ملكول

 

 

 پروب در شناساندن جایگاه خاص روی ژنوم : نقش1-1شکل 

 

 و همكارانش، روش هيبريداسيون درجا Johnو نيز  Gall، Paradue 1969در سال 

ي جهت مطالعه محل قرارگيري را ابداع كردند. اين روش كه اغلب روش مستقيم 1ايزوتوپيك

قشه ژني، در روي كروموزوم بود به عنوان يك روش روزمره در جهت تعيين ن DNAهاي توالي

 ميلادي مطرح بود. 1970ها در دهه بسياري از آزمايشگاه

و همكارانش و همچنين  Malcolmو همكارانش و نيز  Gerhard، 1981اولين بار در سال 

Harper هاي منفرد را توسط روش از ژن هاي تك كپيو همكارانش امكان جايگزيني توالي

 .پيك نشان دادندهيبريداسيون درجا ايزوتو

هيبريداسيون  1990و همكارانش  Rappتوسط  1980هاي ايجاد شده در دهه با پيشرفت

هاي مواد راديواكتيو معرفي شد. در اين ديواكتيو جهت حل برخي از محدوديتدرجا غير را

                                                 
1  .Isotopic In Situ Hybridization 
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هاي هاي غير راديواكتيوي كه توسط روشروش، پروب ايزوتوپيك نشاندار شده، با هاپتن

 جايگزين گرديد.  ،شدهاي اختصاصي هاپتن شناسايي ميباديده از آنتيژيكي و با استفاايمنولو

 دادند.( واكنش نشان ميFluorescent dyes) 1هاي فلورسانتها و رنگها با آنزيمباديآنتي

 و همكارانش Landegentابتدا توسط  (FISH) 2هيبريداسيون فلورسانس درجا

اي رشد كرد. دلايل متعدد اين پيشرفت، هبطور فزايند( معرفي شد و طي چند سال 1984)

سرعت قابل توجه، بهبود ميزان دقت سيگنال و پيشرفت ابزارهاي اپتيكي براي تجزيه و 

امروزه انقلابي در  FISHهاي نشاندار شده است. هاي دو بعدي و سه بعدي از نمونهتحليل

ومي را بطور بسيار محسوس ژنتيك انساني ايجاد نموده است و در علوم پايه، سرعت مطالعات ژن

باعث  FISHبالا برده است و در تهيه نقشه ژني، نقش حائز اهميتي دارد. از نظر تشخيصي، 

و  Nederlof)لوژيكي كروموزومي درسرطان شناسي هاي پاتوتعيين و شناسايي آنومالي

مچنين ( و ه1991و همكاران  Smithو  1990و همكاران  Arnoldus، 1989همكاران 

و  Ried( و انحرافات تك ژني )1991و همكاران  Kuwaneهاي مادرزادي )اريناهنج

 شود.( مي1990همكاران 

تواند هاي اختصاصي كروموزومي ميگيري از پروببا بهرههيبريداسيون درجاي فلورسانس 

و  Lichterهاي اينترفازي مشخص كند.)هاي معيني را در هستههاي كروموزومتعداد نسخه

م سيتوژنتيك ( و اين روش اصطلاحاً بنا1988و همكاران،  Pinkelو  1988همكاران، 

عدم نياز به كشت سلولي و در نتيجه  ،ترين مزيت اين روششود. مهماينترفازي ناميده مي

حصول نتيجه در عرض دو روز است. اين روش، داراي كاربردهاي مهمي براي تجزيه و تحليل 

هاي مايع آمنيوتيك كشت نشده ي جنين با استفاده از سلولهار كروموزومآنوپلوئيدي موجود د

 است.

انه كه هر كدام با هاپتن گهاي چندتوسط تشخيص همزمان پروب FISHامروزه پتانسيل روش 

تواند در هايي كه بطور همزمان مييابد. تعداد ترادفشوند، افزايش مياي نشاندار ميجداگانه

شاندار كردن، افزايش تواند بوسيله نسبت نايي گردد، مين ساده شناسيك آزمايش هيبريداسيو

هاي پردازش تصوير عالي، با قابليت CCDهاي ديجيتالي تصويري، مثل دوربين يابد. سيستم

را در سيتوژنتيك باليني بهبود چند رنگي  FISHميزان حساسيت تشخيص و پتانسيل 

 بخشد.مي

 

                                                 
 
1 Fluorescent dyes 

2
 Fluorescence  in situ hybridization  (FISH)  



 4 
 

 درجا: هیبریداسیون فلوئورسانس مبانی مقدماتی -2-1

ها و عبارتي است كه جهت توضيح هيبريداسيون كروموزوم (ISH) هيبريداسيون درجا

رود. دار شده اسيدهاي نوكلئيك بكار ميهاي نشانكروماتين در طي سيكل سلولي توسط پروب

ها از هم باز بيند، رشتهمي رتاي حراي دو رشتهDNAروند روش بدين گونه است كه وقتي 

 Annealها مجدداً به همديگر متصل شده و اصطلاحاً ا كاهش يابد، رشتهاگر دم شوند.مي

 وابسته به متغيرهاي ذيل است: ISH(. حساسيت 1-3و  1-2شوند )شكل مي

 (RNAيا  DNAكيفيت بافت مورد نظر و ملكول هدف براي هيبريداسيون )اعم از  -الف

يت روش بكار رفته جهت نوع پروب بكار رفته و خاصيت پروب نشاندار شده و حساس -ب

 تشخيص سيگنال

 اثر شرايط هيبريداسيون -ج

 هاي مشاهدهحساسيت و ميزان دقت روش -د
 

 های اینترفاز وبر روی گسترش  FISH: نمایش شماتیک مراحل انجام1-2شکل 

 متافاز

 

 

 

 

 

 

 

 لامردتثبيت نمونه  -                           نشاندار كردن پروب -

 آماده سازي نمونه  -            ازي مخلوط هيبريداسيون بسته به نوع پروبآماده س -
 

 

 

 

 

 

 

 

آماده سازي 

 پروب

تهيه لام 

 )گسترش(

 هدف DNAواسرشت نمودن  

 مرحله پيش از هيبريداسيون
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 تهیه نمونه: -3-1

از  ؛هامي بر روي انواع مختلفي از نمونهتواند براي تشخيص اختلالات كروموزومي FISHروش 

هاي هاي خون محيطي گرفته تا سلولهاي اينترفازي و متافازي حاصل از كشت سلولسلول

 آمنيوسيت جنيني كشت داده نشده و تومورهاي توپر مورد استفاده قرار گيرد.

هاي ميكروسكوپي قرار هايي هستند كه روي لامنمونه FISHهاي مورد نياز براي اغلب نمونه

سط برخي از هاي سلولي موجود در سوسپانسيون نيز بطور موفقيت آميزي تواما نمونه ،دارند

 اند.استفاده گرديده FISH( براي 1988و همكاران در  Traskمحققين )

اينترفازي مورد استفاده قرار  هايهايي كه براي تهيه سلولهاي كشت داده شده يا نمونهسلول

كند ها را متورم ميشوند. اين آماده سازي، سلولتدا با محلول هيپوتونيك آماده ميگيرند، ابمي

ظت پائيني از محلول سازد. غلكردن از هم جدا كرده و آماده مي ها را جهت فيكسوزومو كروم

هاي اينترفازي را بخوبي متورم كند و اين كار جهت مشاهده تواند سلولهيپوتونيك مي

هاي مورد هاي چند رنگي بسيار حائز اهميت است، زيرا فضاي كافي براي مشاهده هدفسيگنال

هاي بدست آمده بايستي ت داده نشده اينترفازي مورد نياز است. سلولهاي كشنظر در سلول

انند. ثبوت يا پس از قرار گرفتن در محلول هيپوتونيك، مراحل فيكس كردن را بگذر

 هيبريداسيون 

 شستشو و تشخيص

 شستشو  - -

 Blockingمرحله  - -

 انكوباسيون با آنتي بادي - -

 رنگ آميزي زمينه
(Counterstaining) 

 و يا هر دو( PIيا  DAPI)با 

 مشاهده و ارزيابي
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شود مورفولوژي بافت به حالت طبيعي باقي مانده و حداقل ميزان فيكساسيون باعث مي

 اسيدهاي نوكلئيك از دست برود.

دارند. يك هيبريداسيون درجا  هايها، نقش مهمي در آزمايشوذپذيري نمونهمورفولوژي و نف

 هاوجود دارد. فيكس كردن زياد نمونهرابطه ملكولي بين ميزان ثابت نمودن و نفوذپذيري بافت 

ي پروب و مواد اما دسترس ،ها را به خوبي حفظ كندها يا سلولممكن است شكل كروموزوم

تري نسبت به ( كاربرد وسيع1:3متانول و اسيداستيك )به نسبت دهد. تشخيصي را كاهش مي

را آنها ـــــزي ،دندار FISHساير فيكساتيوهاي ديگر مثل گلوتارآلدئيد يا فرمالدئيد در روش 

و همكاران در سال  Leithدهند )كاهش نمي ايپذيري بافت را بطور قابل ملاحظه نفوذ

اي متافازي يا اينترفازي فيكس ههي از نوع نمونههاي آزمايشگاها روي لام(، نمونه1994

ها بايستي كاملاً عاري از هر گونه چربي يا لك باشند زيرا در آن صورت شوند. اين لاممي

ها بچسبند و در طي روند توانند به خوبي روي لامهاي آماده شده، نميها يا هستهكروموزوم

چنين ممكن است با يك ماده ها هملام شوند.كنده شده و گم مي In Situهيبريداسيون 

اي پوشانده شود تا ميزان چسبندگي مواد فيكس شده را افزايش دهد، اين مرحله چسبنده

زماني بسيار حائز اهميت است كه اندازه نمونه، محدود بوده و با اين كار در هنگام شستشو و 

                                         مراحل تشخيص، مانع از جدا شدن نمونه شود. ماده 

(APES) Aminopropyl-triethoxysilane –3 باعث چسبنده، ماده يك عنوان به 

 .شودمي بافت و هاسلول كيفيت بهبود

شود استفاده مي Rnase-Aاي از ي هستهRNAي سيتوپلاسمي و RNAجهت از بين بردن 

ز شود. استفاده اشده با پروب مياختصاصي ايجاد  و اين عمل باعث جلوگيري از اتصالات غير

ها و مواد تواند دسترسي پروب( نيز ميKها )مثل پروتئيناز آنزيم جهت از بين بردن پروتئين

تواند افزايش يابد، مشكل باشد، ميزان غلظت آنزيم مي تر نمايد. اگر نفوذ موادتشخيص را آسان

 كاهش يابد. ي ميزان غلظتوم پايين باشد بايستاما اگر مورفولوژي سلول يا كروموز

ي هدف است. DNAها جهت پاك كردن سطح غشاء ليپيدي در اطراف استفاده از پاك كننده

در اطراف هايي كه توسط تجزيه پروتئين DNAپروتئاز نيز جهت افزايش دسترسي پروب به 

هاي ستفاده از پروتئاز در نمونهباشد، مفيد بوده، اما موفقيت ااسيدهاي نوكلئيك هدف مي

دهند. ها را تغيير ميها چسبيده و مورفولوژي هستهي كم است، زيرا آنها به كروموزوممتافاز

  .رودبرخي از اجرام زايد ديگر بكار ميكردن پاك گزيلن و استون نيز جهت 
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             Figure 1-3:  Schematic  
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 (:Probesها )بپرو -4-1

نيز ميزان  است. خالص بودن، اندازه و In Situپروب يك قطعه اختصاصي براي هيبريداسيون 

هاي بوجود آمده در روش نقش اساسي در تعيين سيگنال اختصاصي بودن يك پروب

 هيبريداسيون درجا دارد.

كه براي  ليدر حا ،شوندمشخص مي DNAهاي معمولاً با استفاده از پروب DNAهاي ترادف

استفاده كرد، بهترين طول براي  RNAيا  DNAهاي توان از پروبمي RNAتشخيص 

تر داراي ثبات هاي كوتاهاست. پروب bp 300تا  100هاي هيبريداسيون درجا حدود پروب

( ممكن است مشكلات Kb1تر )خصوصاً بيش از هاي طويلتر در هيبريداسيون و پروبپائين

 ه باشند.نفوذ در بافت داشت

 است DNAقادر به كلونينگ و تخليص ترادف  DNAدر عمل، تكنولوژي نوتركيبي 

ها، قطعات كلون اما اغلب پروب ،شونده معمولاً بطور شيميايي ساخته ميهاي با طول كوتاپروب

 DNAنوتركيب امروزه دسترسي به قطعات  DNAي طبيعي هستند. تكنولوژي DNAشده 

بعد از كلون شدن در  DNAملكولي را آسان كرده است. قطعات مورد نظر براي تحقيقات 

 %15-20و در گليسرول  -C70هاي ميكروبي به مدت چندين سال در دماي سيستم

 توانند نگهداري شوند. مي

توان در محيط كشت مناسب كشت داد و سپس ي پروب را ميDNAهاي ميزبان واجد سلول

DNAدار كردن به عنوان پروب مورد استفاده قرار داد.ني استخراج شده را بعد از نشا 

ي پروب DNAميكروگرم  100-200ليتر سلول ميزبان كشت داده شده حدود ميلي 80از هر 

امروزه، بطور آماده  DNAهاي جداسازي شود. البته كيته به نوع و اندازه ناقل( حاصل مي)بست

 ستند.ي پلاسميد و كاسميد قابل دسترسي هDNAجهت جدا كردن 
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 های چندگانه:تشخیص همزمان ترادف -5-1

هاي نشاندار شده متفاوت، نياز به تركيب دو يا چند سيستم شناسايي چندين رنگ از پروب

ين نظر متكي تشخيصي جهت استفاده در يك منطقه هيبريداسيون واحد دارد. اين روش بر ا

ل شود و با يك نوع رنگ بادي اختصاصي متصتواند به يك آنتياست كه هر هاپتني مي

هاي تشخيصي حاوي دو رنگي، مخلوط FISHفلورسنت شناسايي گردد. در آزمايش 

است كه بطور مختلفي با  (Label)هايي اختصاصي براي هر ماده نشاندار كننده باديآنتي

قابل شناسايي موجود شوند. وقتي سه مورد از فلوروفورهاي هاي فلوروكروم متصل ميرنگ

تواند بطور همزمان توسط تركيب ي كروموزومي ميDNAهاي مجزاي رادفهستند ت

و  Nederlofفلوروفورهاي اختصاصي با سه پروب نشاندار شده مختلف شناسايي گردد )

 (.1989همكاران 

تواند بطور همزمان در يك آزمايش شناسايي شود توسط تشخيص هايي كه ميتعداد ترادف

ه و يا گانشده نسبي، با يك سيستم تشخيصي دواندار هاي مخلوط شده نسبي و نشپروب

هاي ياد شده توليد علائم )سيگنال( با ها با پروبيابد. در اين روش ترادفميگانه افزايش چند

كنند. با استفاده از سه سيستم تشخيصي و هاي اصلي ايجاد ميرنگ ،هاي حد واسطرنگ

تواند سير صعودي داشته طور همزمان ميهاي قابل شناسايي بنشاندار شده، تعداد سيگنال

 باشد.

هاي جفت كروموزوم سوماتيك و كروموزوم 22چند رنگي، براي تمام  FISHدر تحليل روش 

 هستند. پروب رنگي كامل بكار رفته كه از طريق طيفي قابل تشخيص 24جنسي توأماً 

ي جابجايي نادر هاي مبهم و پيچيده بين دو قطعه و نوعرنگي جابجاييتك FISHبوسيله 

insertion شودمنبع نامشخص فوراً تشخيص داده ميهاي يك و نشانگر. 

اند )مثلاً با بيوتين آميزي و نشاندار شدهدو رنگي، دو پروب كه به طور متفاوت رنگ FISHدر 

شوند تا توأماً به عنوان اي درست و مناسب در هم آميخته ميهيا ديگوگزي ژنين( با غلظت

DNA ك پروب يFISH به كار روند. 

هدف ممكن است با آميختن بيش از يك نشان در مقداري پروب،  2مشاهده همزمان بيش از 

 هاي ويژه محقق شود.دار شده به طور متفاوت با هدفهاي متفاوت و پيوند پروب نشانبا نسبت

ه از در مرحله متافاز امروزها كاريوتايپينگ طيفي و شناسايي فوري هر يك از كروموزوم

 باشد.گي ميچند رن FISHترين كاربردهاي معمول

فلوروكروم در يك طرح نشاندار تركيبي بكار  5گي و پروب كروموزومي رن 24ها در اين روش

رنگ فلورسنتي  5مي از پروب كروموزو 24دار نمودن نشان ،رود. )يعني براي اجراي طرحمي



 10 
 

دار را به طور متفاوت نشان y و xي و كروموزوم اتوزوم 22شود( كه هر يك از استفاده مي

 كند.مي

 

 (:Counterstaining & Visualizationآمیزی زمینه و مشاهده )رنگ -6-1

هاي مناسب آماده گردند. در ها بايد براي مشاهده با سيستمبه دنبال مراحل تشخيص، نمونه

اول پوشانده شده و هايي كه آنزيم در آنها نقش دارد، اسلايدها با يك معرف رنگي روشروش

هاي متصل شونده باديهايي كه با آنتيسلول اما ،گردندمشاهده مي توسط ميكروسكوپ نوري

آميزي اي مناسب بايد رنگردند با يك ماده رنگ كننده زمينهگسنت شناسايي ميوبه فلور

 شوند.

هاي اينترفازي تههاي متافازي و هساي، مشاهده آسان گسترهاستفاده از ماده رنگ كننده زمينه

اي آبي ندول( يك رنگ زمينهاي فنيل – 2 – آمينو دي – 6و  4) DAPIبخشد. را تسهيل مي

و يا  Rhodaminو قرمز ) (FITC)هاي فلوروسانت سبز تواند به همراه رنگاست كه مي

Texas Red.بكار رود ) 

Propidium Iodied مورد استفاده قرار بطور مجزا  اي ديگر است كه)قرمز( يك رنگ زمينه

 Propidiumشود. هاي سبز استفاده ميجهت مشاهده سيگنال DAPIگيرد و يا به همراه مي

Iodied ها بپوشاند و كيفيت ها يا هستهتواند قسمتي از زمينه سبز را روي كروموزوممي

، Rhodaminو  Texas Redهاي مرتبط با بنابراين در سيستم ،ها را افزايش دهدنمونه

هاي قرمز بوسيله رنگ بپذيرند، چون سيگنال Propidium Iodiedتوانند توسط ها نميلولس

 پوشيده خواهند شد. Propidium Iodiedاي قرمز ناشي از رنگ زمينه

Citifluor اي ها در مقابل ماده زمينهيك ماده مرسوم جهت جلوگيري از محو شدن سيگنال

 توسط نور فلوروسانت است.

و  فلوروسنسيكروسكوپ اپيها و توسط يك مبوسيله فلوروكروم ريداسيونهاي هيبمحل

( و FITC، سبز )جهت (DAPIهاي آبي )جهت فيلترهاي اختصاصي براي مشاهده فلوروكروم

رود. ( بكار ميTexas Redو  Rhodamin, Propidium Iodiedقرمز )جهت 

تواند جهت مي Digital imaging microscopyميكروسكوپ تصويربرداري ديجيتال 

هاي ايجاد شده، در مقايسه با ميكروسكوپ معمولي بكار گرفته شود. بهبود تشخيص سيگنال

ماده قابل تشخيص بوسيله چشم، مشخص و فوكوس شده و سپس تصوير بوسيله يك دوربين 

هاي تجزيه و ها و قابليتشود. اين سيستم داراي مزيتبت گرديده و روي مونيتور ظاهر ميث

ام دوربين ــــــــليل تصاوير و بهبود كيفيت آنهاست. امروزه سيستم حساسي بنتح

(Charged Coupled device) CCD  در دسترس قرار گرفته است كه اين سيستم اجازه
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اما اين  ،دهدمعمولي قابل مشاهده نيستند را ميهاي فلوروسانت كه با چشم تشخيص سيگنال

هاي ست. يكي از كاربردهاي اصلي سيستمي ضروري نيهاي تشخيصسيستم براي آزمايشگاه

است  1هاي كاذب پس از هيبريداسيون نشاندار كردن نسبيتوليد رنگ ،تصويربرداري ديجيتالي

شم معمولي به سختي هاي حد واسطي كه با چهاي موجود بين رنگدهد تا تفاوتكه اجازه مي

 شود، بوضوح از هم مشخص گردد.تشخيص داده مي
 

 سیتوژنتیک سرطان: -7-1

و  Hungerfodو  Nowellتوسط  1960اولين گزارش در مورد سيتوژنتيك سرطان در سال 

به هنگام كشف يك ماركر كوچك كاريوتايپي به عنوان كروموزوم فيلادلفيا 

(Ph)Philadelphia Chromosom كشف شد. اين  2در بيماران با لوسمي ميلوئيدي مزمن

 FISHثابت در يك سرطان انساني بود. در دو دهه اخير، مطالعات  اولين ناهنجاري كروموزومي

هاي متافازي و هاي موجود در سلولهاي چشمگيري را در تشخيص ناهنجاريپيشرفت

 اينترفازي لوسمي موجب شده است.

هاي بنيادي است كه با ازدياد لوسمي ميلوئيد مزمن يك نوع ناهنجاري مربوط به توده سلول

 ميانسال افراد در اغلب و است همراه تمايز مراحل تمامي در مغزاستخوان يهاتوليد سلول

براي اولين بار در قرن نوزدهم شناخته شد و مطالعات انجام گرفته  CML. شودمي مشاهده

 روي موارد باليني و مورفولوژيك آن متمركز گرديده است.

ت. اين بيماري در افراد اس CMLها در افراد بزرگسال مربوط به لوسمي %15-20در حدود 

 (.3/1:1افتد )نسبت مي مذكر بيش از افراد مؤنث اتفاق

در تشكيل  Gهاي كوچك گروه در اوايل كشف اين بيماري، امكان تعيين اينكه كروموزوم

در دهه  Bandingبنابراين با پيشرفت روش  ،فيلادلفيا دخيل هستند ميسر نبود كروموزوم

 Translocationم فيلادلفيا در حقيقت يك جابجايي يا مشخص گرديد كه كروموزو 1970

 .t(9;22)(q34;q11)است  22و  9بين كروموزوم 

 9روي كروموزوم ABL يك سري تحقيقات نشان داد كه پروتوانكوژن  1980در طي دهه 

و در  22روي كروموزوم  (Reciprocall Translocation)بصورت جابجايي دوجانبه 

 گيرد. رار ميق BCRنزديكي ناحيه ژن 

 

                                                 
1  .Ratio-labelling  
2 . Chronic Myeloid Leukemia 
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 ها:رنگی و چند رنگی در تشخیص لوسمی تک رنگی، دو FISHکاربرد  -8-1

 (1-9و  1-8، 1-7رنگي )شكل در اشكال مختلف تك رنگي، دو رنگي و چند  FISHروش 

 (.1-1 هاي ژنتيكي دارد )جدولكاربرد وسيعي در تحقيقات و نيز در تشخيص بيماري

Nakagawa  حذف بازوي  1992و همكارانش در سالP  را در  17كروموزومCML  با

 استفاده از اين روش نشان دادند.

بوجود آمده بود كه با استفاده از پروب  I(q17يا ) 17در اين حالت يك ايزوكروموزوم شماره 

 شناخته شد. 17اختصاصي براي كروموزوم  ،-satelliteسانترومري 
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 17ماتيك از ايزوكروموزومي بازي بلند كروموزوم نماي ش

 

 
 تك رنگي FISH: نماي شماتيك از 1-7شكل 
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 دو رنگي FISH: نماي ميكروسكوپيك 1-8شكل 

 

 
 چند رنگي FISH: نماي شماتيك 1-9شكل 
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 : کاربرد هیبریداسیون فلورسنس درجا از نظر بالینی و تحقیقاتی 1-1جدول 

 کلینیکی   تحقیقاتی

  جايگزيني كروموزومي و ژنهاي موجود در

 DNAارتباط آن با ترادف 

 تظاهر ژن 

 مطالعه تومورهاي بيولوژيك 

 تشخيص ترادف ويروسي در سلولها 

  آزمايش و تجزيه و تحليل هيبريداسيون

 سلولهاي سوماتيك

 تشخيص تزايد در ژن 

 هاي ناهنجارتجزيه و تحليل كروموزوم 

 كيتهيه نقشه سيتوژنتي 

  در سيتوژنتيك باليني و همچنين در

 تشخيص هاي سرطاني

 اي و ساختماني در تشخيص شماره

 كروموزومهاي ناهنجار

 باز ) در تشخيص ماركرهاي كروموزومي

 (آرايي كروموزومها

 برداري در پيوند مغزتشخيص ناحيه نمونه 

 استخوان

  در آزمايش كاريوتيپ نمونه سلولهاي

 شدهاينترفازي و يا غير تقسيم 

 در تشخيص تزايد ژني 

  در تعيين موقعيت ژنهاي حامل بيماري و

 تشخيص بيماريهاي عفوني

-  

 

تك رنگي  FISHهاي هاي كروموزومي بوسيله روشهمه اين مسائل، مطالعه بازآرايي علاوه بر

 (.1992و همكارانش در سال  Kibbelaarرنگي امكان پذير است )كارهاي  چند و
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