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摘  要：在水质卫生检测方面，FISH 具有检测快速、可检测指标多样、检出微生物数量准确等优势。但因其

结果稳定性较差，尚不能替代培养计数法成为标准方法。本研究从影响结果稳定性的细胞制片、蛋白酶 K 消

化时间、探针浓度和杂交时间四个方面优化 FISH 技术。结果表明，46 ℃、2 h 烘烤制片可明显减少因洗涤造

成的细胞流失；终浓度10 μg/mL的蛋白酶K经 37 ℃、2 min消化可使样品得到较高的荧光信号且背景干扰少；

探针终浓度 5 ng/μL，46 ℃、5 h 的条件下可促进寡核苷酸探针 EUB338 mix 与细菌细胞充分杂交。优化后的

FISH 定量结果较稳定，三次实验的荧光细胞数量无明显差异（P>0.05）。本研究为水质细菌总数检测的 FISH

法走向标准化提供了一定的技术基础。

关键词：水质细菌总数；FISH 技术；优化；稳定性

中图分类号：R123.1            文献标识码：A            文章编号：2095-8382（2022）01-046-05

Optimization of Fluorescence in Situ Hybridization （FISH） for the Total Bacterial 
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Abstract：Fluorescence in Situ Hybridization （FISH） is a water testing technique with the advantages of rapid detection，various 

detectable indexes，and accurate detection of microbial quantities. However，its results are not stable enough to replace the counting 

method as a standard method. In this study，the FISH technique was optimized in four aspects，namely，cell sample preparation，

proteinase K digestion time，probe concentration and hybridization time，which affect the stability of the results. The results showed 

that the washing-caused cell loss could be significantly reduced by baking the glass slides at 46 ℃ for 2 hours. The digestion of 

proteinase K at a final concentration of 10 μg/mL at 37 ℃ for 2 minutes could result in a high fluorescence signal with less background 

interference. The probe final concentration of 5 ng/μL at 46 ℃ for 5 hours could facilitate the hybridization of the oligonucleotide probe 

EUB338-mix and bacterial cells. The optimized FISH technique showed good stability，and there was no significant difference in the 

number of fluorescent cells among the three experiments （P>0. 05）. This study provides a technical basis for the standardization of 

FISH method for the detection of total bacterial count in water. 
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水质卫生检测的标准方法，国内外主要采用培

养计数法 [1]。这种方法虽具有易于标准化，结果可

比性强的优点，但缺点也显而易见——耗时长（十

几小时到几天不等），不能同时检测多种项目，且

检测出的微生物数量由于培养手段的限制远远低

于实际数量 [2-3]。鉴于此，一系列快速检测方法如

高光谱技术 [4]、ATP 生物发光技术 [5]、流式细胞计

数法 [6] 和 MTT 法 [7] 等不断开发出来。而分子生

物学领域出现的荧光定量 PCR 法 [8]、原位杂交法
[9]、荧光原位杂交法 [10] 等方法，则不仅实现了同时

检测多种微生物指标的设想，而且大大突破了环境

微生物数量的检测限度。

荧光原位杂交（Fluorescence In Situ Hybridization，

FISH）是 20 世纪 80 年代初期在原有的放射性原

位杂交技术的基础上发展起来的一种非放射性原

位杂交技术 [9]。其原理是把非放射性的荧光信号

基团标记在特异性碱基序列的核酸探针上，再用带

有荧光标记的探针与固定在玻片或滤膜上的细胞

中特定的核苷酸序列进行杂交，然后在荧光显微镜

下对荧光信号进行辨别和摄像。目前，FISH 技术

已广泛应用于淡水、海洋、土壤和活性污泥的微生

物数分布、丰度以及整个微生物群落组成、结构、多

样性的观察 [11-14]。然而，在水质卫生检测方面却

鲜少见报道。限制 FISH 技术应用的原因，很可能

是因为该技术对实验条件要求高，杂质干扰、酶解

条件不适、杂交条件不适、清洗脱落、荧光淬灭等都

可能影响实验结果的稳定性 [15-16]。本研究以水质

细菌总数为主要观察指标，对 FISH 技术的样品固

定和杂交环节进行优化，旨在为 FISH 技术日后在

水质卫生检测的成熟应用奠定一定的技术基础。

1  材料与方法

1.1 仪器与试剂

主要仪器：净化工作台（苏州净化 SW-CJ-

2D）；恒温干燥箱（上海阳光 202-5SA）；恒温生

化培养箱。

蛋白酶 K 缓冲液（50 mL）：1 mol/L Tris-HCl

（pH7.2）0.5 mL，0.5 mol/L EDTA 1 mL，5 mol/L NaCL 

1 mL，10% SDS2.5 mL，20 mg/mL 蛋白酶 K25 μL，

44.98 mL ddH2O。

杂 交 缓 冲 液（2 mL）：5 mol/L NaCL360 μL， 

1 mol/L Tris-HCl（pH7.2）40 μL，10% SDS 2 μL，甲

酰胺 800 μL，798 μL d H2O。

洗脱液（50 mL）：5 mol/L NaCL 560 μL，1 mol/L  

Tris-HCl（pH7.2）1 mL，0.5 mol/L EDTA 500 μL，

10% SDS 50 μL，47.89 mL d H2O。

1.2 样品的采集与固定

样品采集于安徽建筑大学校园内湖水。取水

样 1 000 mL 0.45 μm 滤膜过滤，5 mL 0.2 mol/L PBS 

（pH 7.2，灭菌）下清洗细菌。取 0.5 mL 清洗水样加

入 0.5 mL 的冷冻乙醇固定，摇匀至 -20 ℃保存。

1.3 FISH 过程及优化

实验中使用的探针为针对所有真细菌的

EUB338-mix（5’-GCWGCCWCCCGTAGGWGT-3’）[17]，

探针在 5’末端用氨甲香豆素乙酸（AMAC）染料

标记。FISH 基本操作按 Nielsen[18] 等人的方法：将 

10 μL 固定过的水样置于预先用 0.1 mg/mL 多聚赖

氨酸包埋的载玻片上，样品均匀摊开后干燥制片；

蛋白酶 K 缓冲液处理，灭菌水清洗；载玻片依次在

50%、80% 和 100%（V/V%）的乙醇溶液中各脱水 3 

min，风干；杂交缓冲液和 EUB338-mix 探针混合后

加至载玻片覆盖样品区域，载玻片放入湿盒置于恒

温生化培养箱在 46 ℃杂交；48 ℃洗脱液中浸洗 20 

min；灭菌水清洗，风干备检。

在以下几个方面对 FISH 过程进行优化：自

然干燥 5 h 和 46 ℃烘烤制片（2 h、5 h）；蛋白酶

K 消化时间（2 min、5 min、10 min）；探针终浓度 

（2.5 ng/μL、5 ng/μL、10 ng/μL）；杂 交 时 间（2 h、 

5 h、10 h）。

1.4 镜检和计数

样品通过荧光显微镜观察，AMAC 标记的

FISH 信号通过紫外激发模块观察。所有数码照片

都在 40× 的物镜下拍摄。每个 FISH 条件样品准

备3张杂化载玻片，每张载玻片随机拍摄20张照片。

每张照片中发荧光的细胞数通过 Image-Pro Plus 

6.0 中的手动计数功能计数。

2  结果与分析

2.1 制片方式对细菌数量的影响

制片方式对细菌细胞数量的影响实验，截止在

杂交步骤前。由材料与方法 1.3 可知，FISH 过程的

蛋白酶 K 消化和杂交后洗涤环节都需要清洗，而
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清洗或多或少会引起粘附在载玻片上的细胞掉片。

有效增加细胞粘附力的做法通常是用明胶、多聚赖

氨酸等粘附剂预先包埋载玻片 [11-14]。除此之外，

有人发现将粘附有样品的载玻片 37-60 ℃适当烘

烤也能一定程度地减少细胞掉片 [12-13，19]。本实验

观察了自然干燥制片和 46 ℃ 2 h、5 h）烘烤制片对

载玻片细胞粘附力的影响。图 1 可见，和自然干燥

组（a）相比，46 ℃烘烤对增加载玻片细胞粘力有一

定的促进作用，（b）和（c）细胞数量明显多于（a）。

但烘烤时间延长至 5 h 并不能明显减少洗涤过程

中的细胞流失，（b）和（c）细胞数量无明显差异。

因此下面实验制片采用 46 ℃ 2 h 烤片。

2.2 蛋白酶 K 消化时间对杂交结果的影响

蛋白酶 K 消化在 FISH 中具有消化包围靶

DNA 蛋白质的作用，以增加探针与靶核酸结合的

机会，提高杂交信号。但蛋白酶 K 的浓度过高、消

化时间过长或孵育温度过高时，都会对细胞结构有

一定的破坏，影响细胞的完整性或导致细胞脱落，

从而影响杂交结果。根据前人的经验 [13，16，20]，终

浓度 10 μg/mL 温度 37 ℃分别是 FISH 检测中消化

细菌靶 DNA 蛋白质较佳的浓度和温度条件，而消

化时间则需要根据样品去实际摸索。

由图 2 和表 1 可知，水中细菌总数的 FISH 检

测应设蛋白酶 K 消化环节，和未用蛋白酶 K 消化

组（26±0.83）比，其他各组的荧光细胞数（> 70）

均明显增加（和 0 min 组相比，2 min 和 5 min 组均

P<0.001，10 min 组 P<0.05）。蛋白酶 K 消化时间

控制在 5 min 内较合适，继续消化会大大减少荧光

信号。2 min（b）和 5 min（c）消化组荧光信号数

（128±5.66和 135±3.27）没有明显差异（P>0.05），

而当温度延长至 10 min（d）时，荧光信号数量大大

减少（72±1.62）（和 5 min 组相比，P<0.01）。下

面的实验蛋白酶 K 消化时间统一采用 2 min。

（a）0 min                  （b）2 min

（c）5 min                （d）10 min

图 2 不同蛋白酶 K 消化时间下的细菌 FISH 图片

表 1 不同蛋白酶 K 消化时间下的荧光细胞数量

时间（min） 荧光细胞数 *

0 26±0.83

2 128±5.66d

5 135±3.27da

10 72±1.62bcc

注：照片的荧光细胞平均数，下同

显著性差异比较，为下一组依次跟上一组相比，下同

（a）和相应的对照组比，无显著差异，P > 0.05，下同

（b）和相应的对照组比，有显著差异，P < 0.05，下同

（c）和相应的对照组比，有显著差异，P < 0.01，下同

（d）和相应的对照组比，有极其显著差异，P < 0.001，下同

2.3 探针终浓度对杂交结果的影响

FISH 检测中，一般来说，探针浓度越大，杂交

率会越高。但探针浓度过高会造成背景染色过高，

探针浓度过低又会导致荧光信号的不足。根据国

内外多数研究人员 [12-14，18，21] 的经验，当探针终浓

                  （a）自然干燥                    （b）2 h                      （c）5 h

图 1 不同制片方式下的细菌数量图片
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度为 5 ng/μL 左右时，FISH 检测可以得到较佳的信

噪比，我们的实验证实了相关研究的结果，图 3 显

示，随探针浓度增加，杂交信号越高。表 1 可见，当

探针浓度从 2.5 ng/μL 增加至 10 ng/μL 时，样品的

荧光细胞数量也从 61 ± 2.12 增加至 232 ± 11.02

（和 2.5 ng/μL 组相比，5 ng/μL 组 P < 0.01，10 ng/

μL 组 P < 0.001）。但需要注意的是，10 ng/μL 下

的杂交背景稍高，因此，下面的实验探针杂交终浓

度采用 5 ng/μL。

表 2 不同探针浓度下的荧光细胞数量

浓度（ng/μL） 荧光细胞数 *

2.5 61±2.12

5 174±18.17c

10 232±11.02db

2.4 杂交时间对杂交结果的影响

杂交时间对杂交也有较大的影响。时间过短

会造成杂交不完全，而过长则会增加非特异性杂

交。据前人的经验表明，杂交时间因探针及样品

的不同而不同，有的探针时间短至 1-2 h[11，14，22]，

有的探针需长至 6 h 甚至过夜 [20，23]。一般认为，

寡核苷酸探针可在 6 h 以内和目标细胞完成杂 

交 [11，14，16，22]。图 4 和表 1 表明，5 h 是本实验比较

合适的杂交时间，此时，寡核苷酸探针 EUB338-

mix 能与细菌细胞充分地结合。和 5 h 相比，

2 h 显然杂交尚未完成，荧光信号相对较低（5 h 

250±13.83；2 h 158±8.51）（两组相比，P<0.01）。

而当时间延长至 10 h，荧光信号并未明显提高（10 

h 273±16.69）（和 5 h 组相比，P>0.05）。

表 3 不同杂交时间下的荧光细胞数量

时间（h） 荧光细胞数 *

2 158±8.51

5 250±13.83c

10 273±16.69ca

2.5 条件优化后的 FISH 定量结果比较

表 4 显示了优化条件下（46 ℃ 2 h 制片，蛋白

酶 K 消化时间 2 min，探针浓度 5 ng/μL，46 ℃杂交

5 h）的三次 FISH 检测结果。显然，三次实验检测

出的荧光细胞数量无明显差异（P>0.05），分别为

（a）2.5 ng/μL                  （b）5 ng/μL                  （c）10 ng/μL

图 3 不同探针浓度下的细菌 FISH 图片

（a）2 h                        （b）5 h                        （c）10 h

图 4 不同杂交时间下的总细菌 FISH 图片
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267±10.19、253±5.62 和 272±16.07。可见，优化

后的 FISH 技术检测结果具有较高的稳定性，提示

将 FISH 检测技术应用于水的卫生检测是可行的。

表 4 优化条件下的 FISH 实验定量结果

实验次数 荧光细胞数 *

1 267±10.19

2 253±5.62a

3 272±16.07aa

3  结论

本研究主要针对 FISH 在水质卫生检测中结果

稳定性差的问题，在细胞制片、蛋白酶K消化时间、

探针杂交浓度和杂交时间四个方面对 FISH 技术进

行优化，得到如下结果：

（1）细胞制片烘烤比自然干燥好，适度烘烤可

一定程度减少 FISH 过程因洗涤造成的细菌细胞流

失，46 ℃ 2 h 烘烤的合适条件。

（2）水质细菌总数的 FISH 检测应设蛋白酶 K

消化环节，终浓度 10 μg/mL 的蛋白酶 K 37 ℃作用

细菌细胞 2 min，可得到较佳的信噪比。

（3）探针终浓度 5 ng/μL，46 ℃ 5 h，可使寡核

苷酸探针 EUB338-mix 与细菌细胞充分地结合。

（4）条件优化后的FISH定量结果稳定性较好，

优化条件下 FISH 技术三次检测的荧光细胞数量无

明显差异。本研究结果为 FISH 法日后在水质卫生

检测的成熟应用奠定了一定的技术基础。
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