
Кариотип – одна из важнейших характери-
стик вида. Со времен изобретения первого микро-
скопа и открытия хромосом методы исследования 
кариотипов все время совершенствовались. Таких 
классических морфологических маркеров хромо-
сом, как положение центромеры, абсолютная и 
относительная длина хромосомы, размер и по-
ложение плеч и сателлитных регионов хромосом, 
недостаточно для надежной идентификации от-
дельных хромосом, особенно у растений, многие 
из которых являются мультигеномными, полипло-
идными видами, объединяющими в своих карио-
типах несколько групп гомеологичных хромосом. 

С открытием ДНК и изобретением методов моле-
кулярной цитогенетики проблема идентификации 
отдельных хромосом растений и построения на-
дежных кариотипов получила новое решение. В 
свое время прорывом в области идентификации 
хромосом стало изобретение различных методов 
окрашивания хромосом, в частности, Q-, G-, С- и 
N-бэндинг. Основой для Q-бэндинга стала спец-
ифичная флуоресценция акрихина в AT-богатых 
регионах хроматина. Основой для G- и С-бэндин-
га стало специфичное связывание красителя Гим-
за с гетерохроматиновыми регионами хромосом, 
в результате чего появляется специфичная исчер-
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Безденатурационная флуоресцентная гибридизация in situ (ND-FISH) – 
удобный метод цитогенетических исследований. По сравнению со стандартной 
методикой ND-FISH отличается скоростью и простотой исполнения, требует 
меньше времени, реактивов и приборной базы, поэтому набирает все боль-
шую популярность у разных групп ученых и используется для решения раз-
нообразных научных задач. Однако при использовании данного метода для 
изучения хромосом злаков мы столкнулись с некоторыми особенностями его 
применения в сочетании с олигонуклеотидными пробами. В данной работе мы 
сравнили три модификации: два разных варианта денатурационного метода и 
безденатурационной FISH. В общепринятой методике FISH для растений и ее 
модификациях хромосомы подвергаются обработке с добавлением формамида 
при высокой температуре, в результате чего происходит денатурация сверхспи-
рализованной ДНК хромосом растений. В методике безденатурационной FISH 
этот этап опущен, что позволяет сохранить структуру хромосом, экономит вре-
мя и ресурсы. В нашей работе все методики показали свою эффективность. 
Безденатурационная ND-FISH отличается простотой и удобством, однако 
меньшей воспроизводимостью в ряде экспериментов. Стандартный метод и 
его модификация наиболее стабильны и надежны, но могут негативно сказы-
ваться на морфологии хромосом. При последовательных гибридизациях с ис-
пользованием тех же препаратов (sequential FISH) мы рекомендуем сочетание 
данных методов – с первичным проведением FISH по стандартному протоколу 
и последующими гибридизациями методом ND-FISH.
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ченность хромосом. N-бэндинг позволяет с помо-
щью окрашивания хромосом раствором нитрата 
серебра выявлять ядрышкообразующие районы. 
Данные методы позволяют отличить отдельные 
хромосомы растений друг от друга. Однако эти 
методы имеют ряд существенных ограничений. 
Во-первых, не все виды обладают хромосомами 
с ярко выраженным чередованием эухроматино-
вых и гетерохроматиновых участков. Во-вторых, 
данные методы требуют наличия у растения до-
статочно крупных хромосом, чтобы можно было 
отличить бэнды друг от друга. В-третьих, такие 
подходы не позволяют визуализировать отдель-
ные последовательности ДНК на хромосоме. На-
конец, такого рода окрашивания не способны вы-
являть перестройки, которые произошли внутри 
эухроматиновых участков, или физически лока-
лизовать гены. В отличие от дифференциального 
окрашивания, флуоресцентная гибридизация in 
situ (FISH) не имеет этих ограничений, не связа-
на с содержанием пуриновых и пиримидиновых 
оснований и имеет более широкие возможности. 
С использованием FISH можно увидеть локализа-
цию любого достаточно протяженного (около 10 
т.п.н. для FISH и менее 1 т.п.н. для модификации 
FISH) участка ДНК на хромосоме. К недостаткам 
этого метода можно отнести его высокую стои-
мость и трудоемкость. С использованием FISH 
решаются такие задачи, как выявление чужерод-
ного генетического материала, идентификация 
гомологичных пар хромосом, изучение пола и 
половых хромосом, выполняются эволюционные 
и многие другие исследования [1–10]. В качестве 
зонда для FISH могут выступать меченые флуо-
ресцентные специфичные последовательности 
ДНК (сателлитные повторы, EST-клоны, гены), 
геномная ДНК (такую модификацию принято на-
зывать геномной гибридизацией in situ – GISH), 
Cot-фракция ДНК, микросателлитные последова-
тельности и т.д. Для мечения ДНК обычно ис-
пользуют метод полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) либо ник-трансляцию или используют в 
качестве пробы короткие синтезированные оли-
гонуклеотидные последовательности. Со времен 
изобретения метода и адаптации его для изуче-
ния растений было создано множество модифи-
каций стандартного протокола FISH (BAC-FISH, 
FAST-FISH). Одной из таких модификаций, по-
лучившей широкое распространение благодаря 
скорости и удобству, стал метод безденатураци-
онной FISH (non-denaturing fluorescence in situ 
hybridization – ND-FISH). В данной модифика-
ции денатурация хромосом не происходит, зонд 
гибридизуется с ДНК хромосом в течение часа без 
длительной предварительной подготовки и после-
дующих долгих отмывок. Данный метод получает 
все более широкое распространение в цитогене-

тических исследованиях растений [4, 5, 11–13]. В 
данной работе мы сравнили эффективность трех 
методик FISH: два варианта денатурационного 
метода: по стандартной методике с небольшими 
модификациями [14] (denaturing fluorescence in 
situ hybridization – D-FISH) и по Като [15, 16], 
а также ND-FISH [3] для исследования злаков с 
использованием синтезированных олигонуклео-
тидных зондов с флуорофорами. 

Материалы и методы
Исследования выполнялись на тритикале 

(Triticale) сорта Соловей Харьковский (геномный 
состав ABR; 2n = 6х =42). Для приготовления пре-
паратов метафазных хромосом использовали кор-
невые меристемы. Для получения молодых ак-
тивно растущих корней растения круглогодично 
выращивались в теплице. 

Предфиксационную обработку проводили в 
насыщенном растворе α-бромнафталина при тем-
пературе +4°С в течение суток. Фиксацию пре-
добработанных корневых меристем проводили 
в 45%-ной уксусной кислоте, после чего зафик-
сированный материал хранили также в 45%-ной 
уксусной кислоте при температуре +4°С не более 
двух недель. Постоянные давленые препараты го-
товили после обработки корневых меристем фер-
ментами. Раствор ферментов содержал 0,01% пек-
тиназы и целлюлазы (Sigma-Aldrich, Германия) в 
цитратном буфере (pH 4,8). После приготовления 
препараты помещали в жидкий азот для фикса-
ции хромосом на стекле. 

В работе было апробировано три модифика-
ции флуоресцентной гибридизации in situ. Пер-
вая модификация, названная нами «стандарт-
ным» методом FISH (denaturing fluorescence in situ 
hybridization – D-FISH), включала в себя следую-
щие этапы. Для первичной дегидратации стекла 
помещали на ночь в термостат при температуре 
37°С. Подготовку препаратов начинали с обработ-
ки раствором РНКазы в концентрации 100 мкг/л 
(1:100) в двухкратном высокосолевом цитратном 
буфере (2хSSC, saline sodium citrate), добавляя на 
каждое предметное стекло 100 мкл раствора. На-
крывали покровным стеклом и инкубировали во 
влажной камере 1 ч при 37°С. После трехкратной 
промывки в буфере 2хSSC стекла 10 мин инкуби-
ровали в 4%-ном параформальдегиде. Затем опять 
следовали трехкратная отмывка в 2хSSC и деги-
дратация с использованием батареи спиртов (в 
70%-ном, 90%-ном и 96%-ном этаноле по 3 мин 
в каждом). Далее следовала гибридизация. Смесь 
для гибридизации состояла из 20 мкл формамида, 
8 мкл 50%-ного декстрансульфат, 4 мкл 20хSSC, 
1 мкл 10%-ного раствора натриевой соли лаурил-
серной кислоты (SDS, sodium dodecyl sulfate), 20 
нг/стекло олигонуклеотидного зонда. Смесь для 
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гибридизации предварительно нагревали до 70°С, 
а затем быстро, перед нанесением, охлаждали на 
льду. Денатурацию проводили при 80°С в тече-
ние 5 мин, а затем оставляли во влажной каме-
ре при 37°С на ночь. На второй день проводили 
отмывку стекол от смеси в растворе 2x SSC при 
42°С 15 мин на водяной бане с качалкой. После 
отмывки проводили контр-окрашивание 4’,6-ди-
амидино-2-фенилиндолом (DAPI) (1:100 в 2хSSC) 
10 мин и заключали в среду Vectashield (Vector 
Laboratories, США). 

Вторая методика D-FISH подробно описа-
на у Комуро [15] и Като [16]. Первые этапы, до 
момента гибридизации, не отличаются от опи-
санного метода стандартной гибридизации in situ. 
Синтезированные олигонуклеотидные зонды с 
флуорофорами (20 нг/стекло) растворяются не-
посредственно в двухкратном высокосолевом ци-
тратном буфере (2xSSC), без других компонентов. 
Денатурация проводится на кипящей водяной 
бане при 100°С. После этого препараты охлажда-
ют, помещая на лед. Методика требует определен-
ных технических навыков, поскольку из-за высо-
кой температуры денатурации стекла помещают 
в камеру особым образом. Инкубация и отмывка 
происходят при 55°С, отмывку стекол от гибри-
дизационной смеси проводят в растворе 2xSSC 
с добавлением этилендиаминтетрауксусной кис-
лоты с концентрацией в течение 20 мин. Далее 
проводится контр-окрашивание DAPI аналогично 
стандартной методике.

Безденатурационная FISH (non-denaturing 
fluorescence in situ hybridization – ND-FISH) так-
же начинается с дегидратации путем инкубиро-
вания препаратов при 37°С всю ночь. Далее, без 
предварительных обработок, добавляли на стекла 
смесь для гибридизации (20 нг/стекло), состоя-
щую только из необходимых зондов, разведенных 
в 2хSSC (1:100), и помещали в водяную баню на 
42°С (1,5 ч). Отмывку от гибридизационной смеси 
проводили в течение 5 мин в 2хSSC при комнат-
ной температуре. Контр-окрашивание DAPI про-
водили 20 мин при комнатной температуре (1:100) 
и заключали стекла в 15 мкл среды Vectаshield. 

Визуализация результатов проводилась на 
микроскопе Axio Imager M1 (Carl Zeiss, Германия) 
с камерой Axio Cam MRm Digital с использовани-
ем программного обеспечения AxioVision 4.6.

Прямые олигонуклеотидные зонды синте-
зировали в ЗАО «Синтол» (Москва, Россия). В 
работе использовали пробу Oligo-pSc119.2-2, ме-
ченную флуоресцентными красителями тетраме-
тилродамином (TAMRA) или карбоксифлуорес-
цеином (FAM) [3].

В каждом изучаемом варианте использова-
ли 16 препаратов. Для нивелирования влияния 
синтеза зонда и используемого флуорофора на 8 

препаратах использовали пробу Oligo-pSc119.2-
2TAMRA и на 8 препаратах – Oligo-pSc119.2-2-
FAM с флуоресцентными красителями, ковалент-
но пришитыми к 5’-концу пробы [3].

Все препараты были приготовлены из одной 
партии одинаково и одновременно предобрабо-
танных и зафиксированных корешков.

Для последовательной FISH (sequential in situ 
hybridization) препараты отмывали по методике, 
описанной у Комуро [15], а далее использовали 
согласно следующему выбранному протоколу ис-
следований. После каждой отмывки проводили 
окрашивание препаратов DAPI и анализировали, 
все ли зонды были удалены с хромосом. В случае 
наличия проб после отмывки процедура отмывки 
повторялась или препарат отбраковывался. 

Результаты и обсуждение
Все проанализированные нами методы FISH 

позволили провести гибридизацию исследуемых 
зондов с ДНК хромосом. Однако в ходе выпол-
нения работ были выявлены некоторые различия, 
которые описаны ниже. 

Стандартный метод D-FISH. Все шестнад-
цать препаратов, исследованных с использовани-
ем данной методики, показали гибридизацию со 
всеми изученными зондами. 

Несомненным достоинством данного мето-
да является его стабильность. Все препараты со 
всеми зондами во всех экспериментах неизмен-
но показывали один и тот же хороший результат. 
Были четко видны как яркие, мажорные блоки 
гибридизации зонда с ДНК хромосом, так и ми-
норные сигналы. Результаты воспроизводились и 
были статистически достоверными.  

Главным недостатком данного протокола 
следует считать его длительность (2 сут) и много-
компонентность смеси для гибридизации. Кроме 
того, в случае повторного использования препа-
рата для последовательного-D-FISH (особенно на 
третий и последующие разы) возможны потери 
отдельных участков и даже целых хромосом. Ус-
ловия денатурации в процедуре D-FISH (высокая 
температура, наличие формамида), а также жест-
кие условия отмывки зондов, разрушают структу-
ру хромосом, и повторное многократное исполь-
зование препаратов становится затруднительным. 
Между тем, возможность локализовать разные 
пробы на одни и те же метафазные пластинки 
хромосом широко применяется в работах разных 
исследователей и очень ценна для решения опре-
деленных задач [6, 16–20]. 

Нами было выявлено несколько случаев 
кросс-контаминации коротких олигонуклеотид-
ных зондов с препарата на препарат. Такое яв-
ление наблюдалось только при использовании в 
качестве зонда прямых олигонуклеотидов, при 
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гибридизации разных проб в одном эксперимен-
те D-FISH. Мы связываем это явление с ограни-
ченным объемом емкости для окрашивания пре-
паратов, вязкостью гибридизационной смеси за 
счет использования 50%-ного декстрансульфата, 
неудачным расположением препаратов в емкости 
Хеллендаля (ориентацией «лицом к лицу»), боль-
шой концентрацией олигонуклеотидов в смеси, 
их коротким размером и универсальностью. Со-
четание данных факторов приводит к тому, что у 
препаратов, обращенных друг к другу, длительно 
стоящих рядом при отмывке после гибридизации, 
зонды выходят в раствор буфера для отмывки, 
однако вязкая смесь для гибридизации на основе 
густого декстрансульфата не позволяет олигону-
клеотидам раствориться в буфере и концентрация 
их локально повышается, что приводит к неже-
лательной кросс-гибридизации. Впервые обнару-
жив кросс-контаминацию зондов с препарата на 
препарат, мы провели дополнительные экспери-
менты с D-FISH для проверки нашей гипотезы. 
Препарат, в гибридизационную смесь которого не 
добавлялся зонд, помещали в сосуд Хеллендаля 
при отмывках после гибридизации рядом с препа-
ратом с зондом ориентацией «лицом к лицу». По-
сле проведения стандартного протокола D-FISH 
сигналы были обнаружены на обоих препаратах. 
Ранее нам не встречалось описание подобных 
проблем в литературе. Такое явление наблюда-
лось только при использовании для гибридизации 
олигонуклеотидных зондов, и только при прове-
дении денатурационной D-FISH с использова-
нием смеси на основе декстрансульфата, однако 
отсутствовало в случае ND-FISH или при исполь-
зовании зондов, приготовленных другими спосо-
бами (зонды, полученные полимеразной цепной 
реакцией или ник-трансляцией). Для исключения 
случайной гибридизации мы рекомендуем про-
ведение параллельных отмывок с использовани-
ем разных сосудов Хеллендаля. Такой проблемы 
не существует, если при проведении D-FISH ис-
пользуется только одна проба. 

Метод D-FISH по Като, 2011. Данный метод 
несколько отличается от предыдущего варианта 
высокой (около 100°С) температурой денатурации, 
повышенной температурой во время отмывки, ис-
пользованием специальной конструкции при ги-
бридизации и отсутствием формамида в составе 
смеси для гибридизации. С точки зрения воспро-
изводимости результатов и стабильности, отличий 
от обычного стандартного метода D-FISH выяв-
лено не было. Структура и морфология хромосом 
после проведения гибридизации с использова-
нием данной методики также нарушается, и при 
повторном использовании препаратов для FISH 
гибридизация может получиться не очень удач-
ной. Однако случаев «перехода» олигонуклеотид-

ной пробы со стекла на стекло отмечено не было. 
По-видимому, это связано с отсутствием такого 
вязкого компонента как 50%-ный декстрансуль-
фат. В целом оба метода D-FISH показали ста-
бильные результаты на всех препаратах и неко-
торое падение качества D-FISH при нескольких 
процедурах последовательной (повторной) гибри-
дизации (sequential FISH).

ND-FISH. Метод безденатурационной FISH 
отличается простотой исполнения. Проба добав-
ляется в раствор буфера 2хSSC, гибридизация 
происходит при 42°С в течение непродолжитель-
ного времени, после чего можно сразу приступать 
к контр-окрашиванию и визуализировать резуль-
тат. Таким образом, по сравнению с традицион-
ным методом, на сутки сокращается время прове-
дения исследования, снижается расход реактивов 
и стоимость анализов. К безусловным достоин-
ствам данной модификации также можно отнести 
и большую сохранность структуры хромосом, свя-
занную с меньшим количеством различных тем-
пературных и химических воздействий, которым 
они подвергаются в процессе гибридизации при 
классических методах D-FISH. 

Однако нами было отмечено, что результаты 
ND-FISH не всегда стабильны. Так, полностью 

успешной (наличие мажорных и минорных сигна-
лов) оказалась гибридизация только на 10 препа-
ратах из 16. На 4 препаратах было отмечено отсут-
ствие большого количества минорных фрагментов 
на хромосомах, и на 2 препаратах гибридизация 
вовсе не наблюдалась. Поэтому для получения 
стабильных результатов, по-видимому, необхо-
димо увеличивать количество повторностей при 
постановке экспериментов. Особенно требуется 
контролировать результаты, получаемые с ND-
FISH при постановках de novo – при использова-
нии проб с неизвестной локализацией (например, 
цитогенетический анализ данных полногеномно-
го секвенирования) или переносе проб из одного 
вида в другой. С другой стороны, мы протести-
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Рисунок. Морфология метафазных хромосом тритикале 
после трех процедур последовательной FISH. А. Последо-
вательность процедур: D-FISH – ND-FISH – ND-FISH. 
Б. Последовательность процедур: D-FISH – D-FISH – 
D-FISH. Размер шкалы – 10 мкм.
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ровали процедуру безденатурационной гибриди-
зации in situ при последовательной FISH после 
стандартной гибридизации in situ (по 5 препаратов 
на каждый вариант). Во всех случаях мы получи-
ли отличный стабильный результат. Кроме того, 
структура хроматина при использовании безде-
натурационного метода при последовательной 
FISH оставалась стабильной вплоть до четырех 
отмывок/гибридизаций  (рисунок). По-видимо-
му, такое существенное улучшение стабильности 
получаемых результатов для ND-FISH при после-
довательной FISH по сравнению с использова-
нием этого метода в качестве первичной проце-
дуры связано со сверхспирализованностью ДНК 
хромосом растений (в частности, злаков). При 
стандартном денатурационном методе для первой 
процедуры D-FISH мы частично убираем данную 
сверхспирализованность, что значительно облег-
чает дальнейшую процедуру ND-FISH.

Таким образом, мы провели сравнение трех 
модификации FISH с использованием меченых 
олигонуклеотидных зондов на хромосомах трити-
кале. Нами была отмечена относительная неста-
бильность безденатурационной гибридизации in 
situ (ND-FISH) при ее использовании в качестве 
первичной процедуры на препаратах, что свиде-
тельствует о необходимости усилить контроль за 

достоверностью результатов в случае, когда пред-
почтение отдается именно этой методике. Одна-
ко сохранность хромосом является значительным 
преимуществом данной модификации. Оптималь-
ной схемой для наших исследований оказалось 
сочетание стандартной методики D-FISH для 
локализации проб на хромосомы с дальнейшими 
сериями последовательной FISH с использовани-
ем безденатурационного метода. В таком случае, 
во-первых, повышается стабильность ND-FISH, а 
во-вторых, меньше страдает морфология хромо-
сом, что позволяет более длительное время ис-
пользовать препарат и проводить на одном пре-
парате до четырех процедур последовательной 
FISH. Нами впервые была отмечена проблема 
кросс-контаминации на соседние препараты при 
использовании традиционной методики и олиго-
нуклеотидных проб. Мы рекомендуем проводить 
отмывки после гибридизации в разных сосудах во 
избежание кросс-гибридизации. 

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда (проект № 16-16-
00097).

Исследования выполнены без использования 
животных и без привлечения людей в качестве ис-
пытуемых. Авторы заявляют, что у них нет кон-
фликта интересов.
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SOME PECULIARITIES OF APPLICATION OF DENATURATIVE AND 
UNDENATURATED D-FISH METHODS ON CHROMOSOMES OF CEREALS

V.M. Kuznetsova1,2, O.V. Razumova1,3, G.I. Karlov1,2, T.X. Dang 2, P.Y. Kroupin1,2, M.G. 
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Non-denaturing fluorescent in situ hybridization (ND FISH) is a convenient 
method of cytogenetic research. Compared to the standard method, ND FISH is fast 
and easy to perform, requires less time, reagents and tools, so it is gaining increasing 
popularity among different groups of scientists and used to accomplish various 
scientific tasks. However, when using this method to visualize the chromosomes of 
wheat and its wild relatives, we faced some peculiarities of its application when 
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oligonucleotide probes are used. In this paper, we compare three following methods, 
two different versions of the denaturation method and the denaturation FISH. In the 
standard procedure and its modifications, chromosomes are treated with formamide 
at high temperature that results in the denaturation of supercoiled DNA of plant 
chromosomes.  In the non-denaturing FISH, this step is omitted that makes it 
possible to keep the native chromosome structure and, thus, is more time and cost 
effective. In our work, all methods demonstrated their efficiency. Non-denaturing 
FISH is characterized by ease and convenience, but less reproducibility in a series of 
experiments. The standard protocol and its modifications are most stable and reliable, 
but negatively affect chromosome morphology. In successive hybridizations on the 
same slide (sequential FISH), we recommend a combination of these methods, with 
primary testing using a standard protocol and subsequent hybridization using the ND-
FISH method. 

Keywords: FISH, ND FISH, non-denatured in situ hybridization, molecular 
cytogenetics methods, triticaleon
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