微卫星DNA标记对BABL/c突变卷毛小鼠遗传特性的分析
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【摘要】 目的  利用微卫星DNA标记技术对BALB/c突变卷毛小鼠与正常BALB/c小鼠进行遗传检测，旨在分析BALB/c突变卷毛小鼠与正常小鼠之间存在的遗传差异。方法  选取38个微卫星DNA位点结合荧光PCR技术和STR扫描基因型来检测BALB/c突变卷毛小鼠、无毛小鼠与正常小鼠三个群体的遗传变异情况。结果  38个微卫星位点在BALB/c突变卷毛小鼠与正常小鼠之间有27个微卫星位点相同，有11个位点存在差异，其突变率为28.9%（11/38）；BABL/c突变无毛小鼠与正常小鼠之间有30个位点完全相同，8个位点存在差异，其突变率为21.1%（8/38）；而BABL/c突变卷毛小鼠与无毛小鼠间也有12个位点存在差异。结论  BALB/c突变卷毛小鼠的突变率较高，且明显高于无毛小鼠，证明了卷毛小鼠突变与无毛小鼠突变是两个完全不同的突变系，为今后研究和开发应用BALB/c突变卷毛小鼠提供可靠的理论数据。
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【Abstract】 Objective  BALB/c mutant curly mice and normal BALB/c mice were genetically detected by microsatellite DNA marker method to detect microsatellite loci between BALB/c mutant curly mice and normal mice．Methods  38 microsatellite DNA loci were selected and the variation of BALB/c mutant curly mice，BALB/c mutant hairless mice and normal BALB/c mice were detected by multiplex fluorescence PCR and STR scanning genotype．Results    There were 27 microsatellite loci between the 28 microsatellite loci in BALB/c mutant curly mice and normal mice, and there were 11 loci with a mutation rate of 28.9% (11/38)；there were 30 sites between BABL/c mutant hairless mice and normal mice，and there were differences in the 8 loci，then mutation rate was 21.1% (8/38)；there were also 12 loci between BABL/c mutant curly mice and hairless mice．Conclusions  BALB / c mutant curly mice had higher mutation rates and were significantly higher than those of hairless mice，demonstrating that mutations in curly mice and hairless mice were two completely different mutations．These results provide reliable theoretical data for the future study and development of BALB / c mutant curly mice.
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实验动物遗传背景的一致性和多样性，是衡量实验动物品质的一个重要因素，因此在实验动物的饲养与繁育中，发现和培育具有特殊生物学性能的动物品系是非常重要的[1]。本实验室于2012年发现的BABL/c卷毛小鼠，通过五年多的近交培育现已完全成为一个遗传稳定的近交系突变卷毛小鼠品系[2]。微卫星又称短串联重复序列( short tandom repeat，STR)，作为分子标记在实验动物的遗传质量检测和科学研究中已得到了广泛地应用[3-6]｡本研究将高通量的荧光PCR技术应用到小鼠微卫星DNA遗传检测中，利用筛选出的38个微卫星位点标记对BALB/c正常小鼠、突变卷毛小鼠和突变无毛小鼠等三个品系进行检测分析，旨在了解BALB/c突变卷毛小鼠与正常近交系BALB/c小鼠的遗传背景是否存在差异以及差异的程度，以期建立近交系BALB/c突变卷毛小鼠种质资源的遗传特性，为后期建系保种、品系培育以及科学研究提供重要的科学依据。
1 材料和方法 

1.1 DNA样本制备
选取近交培育的BALB/c突变卷毛小鼠（来源解放军第302医院动物实验室）、BALB/c正常小鼠和突变无毛小鼠（来源军事医学科学院实验动物中心，生产许可证【SCXK（军）2012-0004】）各10只，雌雄各半，体质量18-20g，本实验室使用许可证【SYXK（军）2012-0010】。取小鼠尾巴剪成米粒大小，加入DNA提取液和蛋白酶K过夜消化，采用酚/氯仿抽提法提取基因组DNA，最终稀释成50～100ng /μL作为DNA模板[7]。
1. 2 微卫星位点的选择及荧光标记
本研究选D1Mit365、D2Mit15、D2Mit30、D3Mit29、D3Mit51、D4Mit235、D5Mit48、D6Mit8、D6Mit15、D6Mit102、D7Mit12、D7Mit281、D8Mit14、D8Mit33、D8Mit113、D9Mit21、D9Mit23、D10Mit12、D10Mit180、D11Mit4、D11Mit128、D12Mit7、D12Nds11、D12Mit147、D13Mit3、D14Mit3、D14Mit102、 D15Mit5、D15Mit15、D16Mit9、D16Mit145、D17Mit36、D17Nds3、D18Mit9、D18Mit19、D18Mit94、D19Mit3和DXMit16等38个微卫星位点参考MMDBJ 数据库( Mouse Microsatellite Data Base of Japan ) 及文献[8]，以在不同小鼠品系间多态信息丰富的位点为主，均匀分布于19条常染色体和X染色体上，引物由北京睿博兴科生物技术有限公司合成，各微卫星位点上游PCR引物的5’端均用FAM荧光染料进行标记。
1. 3 荧光引物PCR扩增
PCR反应体系为10μL: 2×Type-it Multiplex PCR Master Mix 5μL，上下游引物（10μM）各0.1μL，模板DNA 0.5μL，RNase-free water补足10μL。PCR反应程序: 95℃预变性5 min；95℃变性30s；退火温度58℃和53℃，30 s；72℃延伸30 s；20个循环；72℃继续延伸10 min；扩增产物4℃保存｡
1. 4 PCR 产物检测及STR扫描
四种PCR产物各取0.3μL、分子量内标0.5μL和去离子甲酰胺9.5μL混合加入PCR板，95℃变性5min，4℃冷却后离心，1×Buffer缓冲液上机检测。将荧光标记的PCR产物通过ABI3730 测序仪的毛细管凝胶电泳进行扫描检测，用Genemarker 2.2.0 软件收集测序仪毛细管凝胶电泳的数据，用Gene Mapper软件分析各位点的片段大小。
2 结果
2. 1 三个品系小鼠间STR扫描相同微卫星位点结果分析
对三个品系小鼠的38个微卫星位点STR扫描检测结果显示：BALB/c突变卷毛小鼠与正常小鼠间有27个位点的DNA片断完全相同，且突变卷毛雌雄鼠间也完全相同，如D2Mit30位点（见图1），与无毛突变鼠间有26个位点相同；而无毛突变鼠与正常小鼠间有30个位点相同（见表1）。
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注：A：BALB/c正常鼠（♂）；B: BALB/c无毛鼠（♂）；C-D: BALB/c卷毛鼠（♂）；E-F: BALB/c卷毛鼠（♀）
A-F全部相同，纵坐标为波峰高度，横坐标为扫描时间
图1  D2Mit30位点的微卫星扫描波形

Note：A：BALB/c mouse（♂）；B: Mutant hairless mouse（♂）；C-D: mutant curly mice（♂）；E-F: mutant curly mice（♀）
the same results in A-F．Y-axis is peak height，X-axis is scan time．
Fig. 1 The waveforms of loci D2Mit30 in STR scanning 
2. 2  三个品系小鼠间STR扫描不同微卫星位点结果分析
STR扫描检测结果显示：BALB/c突变卷毛小鼠与正常小鼠间有11个位点存在差异，而突变卷毛雌雄鼠间完全相同，如D6Mit15位点（见图2），与无毛小鼠间有12个位点存在差异，且卷毛鼠与其他两个品系间有5个位点交叉存在差异；而正常BABL/c鼠与无毛鼠间有8个位点存在差异（见表1）。
表1  38个微卫星标记在三个种群小鼠中的分型结果( bp)
Tab.1  Results of 38 microsatellites in the 3 strains of inbred mice
	序号

NO.
	位点

Loci
	正常鼠♂
Normal mouse♂
	卷毛鼠♂
curly mouse♂
	卷毛鼠♂
curly mouse♂
	卷毛鼠♂
curly mouse♂
	卷毛鼠♀
curly mouse♀
	卷毛鼠♀
curly mouse♀
	卷毛鼠♀
curly mouse♀
	无毛鼠♀
hairless mouse♀
	正常鼠♀
Normal mouse♀

	1
	D2Mit15
	140
	140
	140
	140
	140
	140
	140
	140
	140

	2
	D2Mit30
	130
	130
	130
	130
	130
	130
	130
	130
	130

	3
	D3Mit51
	256
	256
	256
	256
	256
	256
	256
	256
	256

	4
	D4Mit235
	93
	93
	93
	93
	93
	93
	93
	93
	93

	5
	D6Mit8
	187
	187
	187
	187
	187
	187
	187
	187
	187

	6
	D6Mit102
	132
	132
	132
	132
	132
	132
	132
	132
	132

	 7
	D7Mit12
	198/200
	198/200
	198/200
	198/200
	198/200
	198/200
	198/200
	198/200
	198/200

	8
	D7Mit281
	137
	137
	137
	137
	137
	137
	137
	137
	137

	9
	D8Mit33
	222
	222
	222
	222
	222
	222
	222
	222
	222

	10
	D8Mit113
	159
	159
	159
	159
	159
	159
	159
	159
	159

	11
	D9Mit23
	205
	205
	205
	205
	205
	205
	205
	205
	205

	12
	D10Mit12
	238
	238
	238
	238
	238
	238
	238
	238
	238

	13
	D11Mit4
	246
	246
	246
	246
	246
	246
	246
	246
	246

	14
	D12Mit7
	119/121
	119/121
	119/121
	119/121
	119/121
	119/121
	119/121
	119/121
	119/121

	15
	D14Mit102
	133
	133
	133
	133
	133
	133
	133
	133
	133

	16
	D14Mit3
	228
	228
	228
	228
	228
	228
	228
	228
	228

	17
	D15Mit5
	96
	96
	96
	96
	96
	96
	96
	96
	96

	18
	D16Mit145
	115/129
	115/129
	115/129
	115/129
	115/129
	115/129
	115/129
	115/129
	115/129

	19
	D16Mit9
	124
	124
	124
	124
	124
	124
	124
	124
	124

	20
	D17Mit36
	111
	111
	111
	111
	111
	111
	111
	111
	111

	21
	D17Nds3
	123
	123
	123
	123
	123
	123
	123
	123
	123


	22
	D18Mit9
	155
	155
	155
	155
	155
	155
	155
	155
	155

	23
	D19Mit3
	198
	198
	198
	198
	198
	198
	198
	198
	198

	24
	DXMit16
	93
	93
	93
	93
	93
	93
	93
	93
	93

	25
	D9Mit21
	192
	192
	192
	192
	192
	192
	192
	214
	192

	26
	D12Nds11
	178
	178
	178
	178
	178
	178
	178
	176
	178

	27
	D15Mit15
	156
	156
	156
	156
	156
	156
	156
	146
	156

	28
	D1Mit365
	106
	94
	94
	94
	94
	94
	94
	94
	106

	29
	D11Mit128
	125
	127
	127
	127
	127
	127
	127
	127
	125

	30
	D3Mit29
	203
	145
	145
	145
	145
	145
	145
	147
	203

	31
	D6Mit15
	194
	152
	152
	152
	152
	152
	152
	194
	194

	32
	D8Mit14
	163
	139
	139
	139
	139
	139
	139
	163
	163

	33
	D10Mit180
	148
	128
	128
	128
	128
	128
	128
	148
	148

	34
	D12Mit147
	189
	149
	149
	149
	149
	149
	149
	189
	189

	35
	D13Mit3
	189
	165
	165
	165
	165
	165
	165
	189
	189

	36
	D18Mit19
	154
	152
	152
	152
	152
	152
	152
	158
	154

	37
	D18Mit94
	140
	124
	124
	124
	124
	124
	124
	140
	140

	38
	D5Mit48
	194
	202
	202
	202
	202
	202
	202
	226
	194
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注：A：BALB/c正常鼠（♂）；B: BALB/c无毛鼠（♂）；C-D: BALB/c卷毛鼠（♂）；E-F: BALB/c卷毛鼠（♀）
A-B与C-F不同；纵坐标为波峰高度，横坐标为扫描时间
图2  D6Mit15位点的微卫星扫描波形

Note：A：BALB/c mouse（♂）；B: Mutant hairless mouse（♂）；C-D: mutant curly mice（♂）；E-F: mutant curly mice（♀）
the difference results between A-B and C-F．Y-axis is peak height，X-axis is scan time．
Fig. 2 The waveforms of loci D6Mit15 in STR scanning 
2.3 三个品系小鼠间差异性位点的数量及遗传突变率的分析
38个位点中BALB/c突变卷毛鼠与正常小鼠间有11个位点发生突变，其突变率为28.9%，与无毛小鼠间有12个位点存在差异，其突变率为31.6%；而BALB/c突变无毛小鼠与正常鼠间有8个位点发生突变，其突变率为21.1%。结果表明BALB/c突变卷毛鼠的突变率明显高于无毛小鼠（见表2）。
表2  38个微卫星位点在三个小鼠种群中的突变率
Tab.2  The mutation rate of 38 microsatellite loci in three mouse populations
	品 系
Inbred
	BALB/c小鼠
BALB/c mouse
	无毛小鼠
hairless mouse
	卷毛小鼠
curly mouse

	BALB/c小鼠
	—
	21.1%（8/38）
	28.9%（11/38）

	无毛小鼠
	21.1%（8/38）
	—
	31.6%（12/38）

	卷毛小鼠
	28.9%（11/38）
	31.6%（12/38）
	—


3 讨论
微卫星DNA标记主要具有分布广、多态性高、遗传稳定、数量多和片段短容易扩增等优势，而被作为一种非常重要、成熟的遗传工具广泛应用于各类实验动物的遗传检测和科学研究中[9]。小鼠基因组图谱已包含了7377个微卫星DNA，其中有6580个具有显著的多态性[10]，能够更全面地反映出基因组的遗传特性及变异情况。目前应用微卫星标记方法不但可以进行纯合位点的判定，而且还能对基因位点的变异情况进行统计分析[11]。DNA全自动测序仪的毛细管凝胶电泳技术是近年来快速发展起来的一种新技术，该技术将荧光标记的PCR产物和标准分子量样品(内参) 在同一毛细管中进行电泳，DNA分析仪将结果自动记录在计算机上，利用片段分析软件进行图像收集和分析，而更精确地计算出微卫星位点的等位基因片段大小，是遗传检测研究的主要发展方向[12]。
由于BALB/c突变卷毛小鼠和无毛小鼠均是由正常BALB/c小鼠突变产生的[13]，因此本研究结合荧光PCR检测方法和毛细管凝胶电泳法应用到微卫星的分型检测中，将筛选的38个微卫星位点对正常BALB/c小鼠、BALB/c突变卷毛小鼠与BALB/c突变无毛小鼠这三个群体的遗传背景进行检测分析，结果发现38个微卫星位点在BALB/c突变卷毛小鼠和正常小鼠之间有27个微卫星位点是完全相同的，有11个位点存在差异，其突变率为28.9%（11/38）接近三分之一，显示其突变率较高。而BABL/c无毛小鼠与正常小鼠之间有30个位点相同，8个位点存在差异，其突变率为21.1%（8/38），相比发现突变卷毛小鼠其突变率明显高于无毛小鼠。而BABL/c突变卷毛小鼠与无毛小鼠之间也有12个位点存在差异，证明了卷毛小鼠突变与无毛小鼠突变是两个完全不同的突变系。突变无毛小鼠的生理生化指标、染色体定位以及皮肤结构的差异都已得到了证实[13]。实验前期本实验室也证实了BABL/c突变卷毛小鼠的血液生化指标、皮肤组织结构以及生长发育指标均与正常小鼠存在差异[14-15]，从而说明了BALB/c突变卷毛小鼠是一个非常保贵难得的突变系小鼠。
总之，本实验应用38个微卫星位点结合荧光PCR微卫星标记检测技术，对BALB/c突变卷毛小鼠的变异情况进行遗传检测分析，旨在发现BALB/c突变卷毛小鼠与正常小鼠之间存在的差异以及差异的程度，为今后进一步研究BALB/c突变卷毛小鼠的遗传特性和未来开发应用该突变系小鼠模型提供可靠的理论参考。
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