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#摘要$!目的!利用多态性微卫星 RKP位点分析 UOL

! 基因敲除小鼠的遗传特性) 方法!用所筛选的 "'

个微卫星 RKP位点对 %G 只 UOL

! 基因敲除小鼠的 RKP进行了 ULM扩增#通过基因片段大小来分析群体的遗传多

样性) 结果!"$ 个微卫星 RKP位点中 %R"[/7$('(R$[/7'"(R*[/7%$'(R([/7"&%(R)[/7%G"(RG[/7""$(R#[/7%$(

R"&[/7"G&(R"$[/7GG(R"([/7"*'(R")[/7$((R"G[/7#*(R"#[/7#)&每个位点的 %G 只小鼠 RKP片段泳动距离一致#

呈现单态性#表明该群体符合近交系的遗传特性$而利用 Ra%敲基因型&和 R=%野生型&两个位点对 %G 只小鼠的

ULM扩增结果进行了鉴别分析#其中敲除基因型小鼠为 ( 只$野生型为 ) 只$杂合型为 "' 只) 结论!利用微卫星

标记技术可以对群体进行遗传质量监测#并能有效地鉴别不同的基因型#为小鼠的遗传质量监测提供了一种可行

的方法)

#关键词$!微卫星 RKP$UOL

! 基因敲除小鼠$遗传监测

#中图分类号$ M$$!!#文献标识码$ P!!#文章编号$"()",)G'(%%&"%&"&,&&"#,&*
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!!随着生命科学的不断发展#越来越多的模型动

物被广泛地应用于临床实验研究中) %&&" 年 J5D;

L等 -". 在哺乳动物中克隆出与 UOL%"& 同源序列的

UOL#由于与其他已知的 UOL不同#因而被命名为

UOL

!

#%&&$ 年采用基因打靶法成功建立了 UOL

! 基

因敲除小鼠) 该模型小鼠其繁殖后代中有敲基因

型(杂合型和野生型等三种混合类型#但从外观表

型上很难鉴别其各自不同的基因类型) 微卫星

RKP标记技术是采用多态性微卫星 RKP位点来对

遗传物质 RKP直接进行监测#以分析其遗传特性#

该技术在大小鼠遗传监测中得到了广泛应用#并验

证了它的准确性和可靠性 -%.

) 因此#本研究应用所

筛选的 "$ 个具有高度多态性的微卫星 RKP位点和

% 个通过敲除基因序列自行设计的引物#对 UOL

! 基

因敲除小鼠群体的遗传背景进行有效地遗传质量

监测#旨在分析其遗传背景特性和鉴别所生产繁殖

的三种%敲基因型(杂合型和野生型&不同基因类型

小鼠#为今后进行模型动物的研究和开发利用提供

可靠的理论依据)

J3材料和方法

JPJ3实验动物

UOL

! 基因敲除小鼠来源于日本神户大学#由解

放军第 $&% 医院动物实验中心生产繁殖#随机选取

( hG 周龄小鼠 %G 只#雌雄各半#编号 " h"* 号为雌

性#"' h%G 号为雄性#单鼠体质量为 %& ;h%' ;#动

物实验室饲养条件为 JÛ 级#实验动物使用许可证

号'JWXe%军& H%&&) H&"&) 剪小鼠尾巴# H%&j

冰箱内保存)

JPH3药品与生化试剂

硝酸银(冰醋酸(三羟甲基胺基甲烷(过硫酸

铵(无水碳酸钠(甲醛(无水乙醇#RKP提取缓冲液#

T.a RKP聚合酶和 "& n1BZZFC%宝生物公司&#>KTU

%J.D;5D 公司&#T+[+R%J/;-.公司&)

JPQ3引物合成

选择具有高度多态 性 的 微 卫 星 RKP位 点'

R"[/7$('(R$[/7'"(R*[/7%$'(R([/7"&%(R)[/7%G"(

RG[/7""$( R#[/7%$( R"&[/7"G&( R"$[/7GG(

R"([/7"*'(R")[/7$(( R"G[/7#*( R"#[/7#)( R

a

% 敲

基因型&和 R

=

%野生型&等 "' 个微卫星基因座位点#

这些位点引物序列均来自参考文献-$#*.#由上海

生物工程技术有限公司合成)

JPS3方法

"3*3"!基因组 RKP的提取'将 %G 只小鼠尾巴各剪

取 " 4-左右#剪细碎后放于 %3& -O+U管内#加入

$&

"

Oh$'

"

O蛋白 e及 *)&

"

ORKP提取缓冲液#

将其上下颠倒充分混匀后#置于 $)j水浴锅内过

夜#待其全部消化溶解后#用等体积的 TC/<饱和酚

和三氯甲烷分 $ 次进行抽提 RKP#用冰无水乙醇析

出基因组 RKP#干燥后用%'& h%&&&

"

OT+全部溶

解#然后用紫外分光光度计测其样品的纯度和浓

度#配制成 "&& D;9BO左右#置于 * j保存备用)

"3*3%!ULM的扩增'每个 ULM扩增体系为 '&

"

O#

缓冲液 1BZZFC'

"

O#上下 游 引 物 各 &3%

"

-509O#

>KTU%&&

"

-509O#T.a 酶 "b#RKP模板为 "

"

O) 反

应条件'#'j预变性 $ -/D##'j变性 $& <#*Gj h

('j退火 $& <#)%j延伸 " -/D#循环 %' h$& 次#最

后一个循环延伸 ) -/D#扩增产物于 *j 冰箱内

保存)

"3*3$!电泳与银染检测$抽取已加入染料的 ULM

扩增产物 "&

"

O#注入 Gk聚丙烯酰胺凝胶样品孔

中#%&& Q电泳 " 6 h% 6) 电泳后的凝胶用 "&k冰

醋酸固定#硝酸银染色#碳酸钠显色#待条带清晰

后#用终止液停显) 然后进行图带拍照保存分析)

"3*3*!结果判读与分析'根据电泳后聚丙烯酰胺凝

胶上的 RKP图带#其泳动距离远近进行判读#按泳

动距离远近设定为阿拉伯字母 "(%($22K#如果

RKP图带泳动距离一致#可判定为单态性#若有差

异可判定为多态性 -'.

) 对于 R

a

和 R

=

两个位点的电

泳图带#如果只有 R

=

位点有图带#而 R

a

位点没有图

带#可判定为野生型$如果 R

a

和 R

=

两位点都有扩增

图带#可判定为杂合型$若只有 R

a

位点有图带#而 R

=

位点没有扩增图带#则可判定为敲基因型)

H3结果

HPJ3JT 个微卫星 2$+位点 /!*扩增条件分析

利用 " 号小鼠 RKP对所筛选的 "' 个微卫星 RKP

位点的各种浓度梯度条件进行了 ULM扩增#通过对

凝胶电泳图带的清晰程度(泳动距离进行了对比分

析#获得各个微卫星 RKP位点最佳 [;

% S浓度(退火

温度(扩增片段大小和扩增循环次数等扩增条件

%表 "&)

&% 中国比较医学杂志 %&"% 年 "& 月第 %% 卷第 "& 期!L6/D \L5-8 [F># 4̀751FC%&"%#Q50@%%@K5@"&



表 J!"' 个微卫星 RKP位点最佳 ULM扩增条件
0;<UJ!T6F1F<745D>/7/5D<5ZULM.-80/Z/4.7/5D 5Z"' -/4C5<.7F00/7FRKP054/

序号
KB-1FC

微卫星 RKP位点
[/4C5<.7F00/7FRKP054B<

[;

% S浓度

RFD</7=5Z[;

% S

退火温度
PDDF.0/D;7F-8FC.7BCF

片段大小%18&

J/:F%18&

循环次数
L=40F/D>FE

" R"[/7$(' %3' (& ""& $&

% R$[/7'" $3& '' %'& $&

$ R*[/7%$' %3' '' "%' $&

* R([/7"&% "3' '' "*& $&

' R)[/7%G" %3' (& ""& $&

( RG[/7""$ $3& (' "$& $&

) R#[/7%$ "3' (' %&& $&

G R"&[/7"G& "3' (' "*' $&

# R"$[/7GG %3' *G "(& $&

"& R"([/7"*' %3' '& "%& $&

"" R")[/7$( %3' '' ""& $&

"% R"G[/7#* %3' (' "*& $&

"$ R"#[/7#) %3' (' "$& $&

"* Ra %3' '$ %G& $&

"' R= %3' '$ %#& $&

图 J!R$[/7'" 位点扩增的 RKP图谱

注'['为 -.CcFC#" H"*'为 " 号 H"* 号小鼠个体

-=EUJ!RKP-.88/D;5Z.-80/Z/4.7/5D 5ZR$[/7'" 054B<

K57F'['[.CcFC$ " H"*' 5̂C" H"* /D>/]/>B.0<5Z-/4F

HPH3JQ 个多态性微卫星 2$+位点 /!*扩增结果

的分析

利用所获得的 "$ 个多态性微卫星 RKP位点的

最佳 ULM扩增条件对 %G 只小鼠分别进行了扩增#

结果每个微卫星 RKP位点的 %G 只小鼠所扩增出来

的图带其泳动距离一致#均呈单态性#其中 R$[/7'"

位点单态性的扩增图谱结果%图 "&) 说明了此小鼠

遗传背景呈现一致性#没有发生遗传变异#保持了

遗传的稳定性)

HPQ32V和 29 两个位点三种基因型的鉴别分析

利用 R

a

和 R

=

两个位点对 %G 只小鼠进行了 ULM

扩增#其电泳图带结果发现 *#(#""#"(#"# 和 %$ 号

小鼠的 R

a

位点有图带#而 R

=

位点没有图带#则可判

定为敲基因型$'###"*#")#%"#%% 和 %G 号小鼠的 R

=

位点有图带#而 R

a

位点没有图带#则可判定为野生

型$而 "#%#$#)#G#"&#"%#"$#"'#"G#%&#%*#%'#%( 和

%) 号小鼠的 R

a

和 R

=

两位点都有扩增图带#则可判

定为杂合型) 其中 " HG 号小鼠 R=和 Ra 两位点的

ULM扩增图带%图 % 和图 $&)

图 H3R=位点扩增的 RKP图谱

注'['为 [.CcFC#" HG'为 " HG 号小鼠个体

-=EUH!RKP-.88/D;5Z.-80/Z/4.7/5D 5ZR=054B<

K57F'['[.CcFC$ " HG' 5̂C/D>/]/>B.0<" HG 5Z-/4F

Q3讨论

小鼠微卫星基因座位点存在于整个基因组中#

"%中国比较医学杂志 %&"% 年 "& 月第 %% 卷第 "& 期!L6/D \L5-8 [F># 4̀751FC%&"%#Q50@%%@K5@"&



图 Q3Ra 位点扩增的 RKP图谱

注'['为 [.CcFC#" HG'为 " HG 号小鼠个体

-=EUQ!RKP-.88/D;5Z.-80/Z/4.7/5D 5ZR$[/7'" 054B<

K57F'['[.CcFC$ " HG' 5̂C/D>/]/>B.0<" HG 5Z-/4F

其核心序列为 % h( 18 的串联重复序列#重复次数

达几次甚至几十次#由于其重复次数的不同而呈现

出微卫星 RKP位点的高度多态性) 正是利用此特

点可以对近交系(封闭群(杂合群及不同品系动物

的遗传背景进行有效地监测分析#目前在小鼠基因

图谱中包含了 ) $)) 个微卫星 RKP位点#其中有 (

'G& 个显示多态性 -(.

) 本实验所选取的敲基因小鼠

是来源于日本神户大学实验室 -).

#由 $&% 医院动物

实验中心保种繁殖#没有引入外来血缘) 人们采用

基因敲除技术已建立了许多人类疾病动物模型#如

敲基因小鼠模型 -G.

(膀胱癌动物模型 -#.

(皮肤癌动

物模型 -"&.

(前列腺癌动物模型 -"". 等#但这些敲基因

动物模型的遗传背景是否发生了改变#以及变异的

程度还不是很清楚) 因此#本实验利用所筛选的 "$

个多态性高的微卫星 RKP位点对所选取的 %G 只成

年小鼠进行了遗传背景的质量监测#结果显示 "$ 位

点均呈现一条图带且泳动距离一致#说明该位点纯

合且呈单态性#从而说明了该群体的遗传背景均

一#没有发生遗传污染或遗传变异#符合实验动物

近交系的基本要求) 因此#应用微卫星 RKP标记技

术可以进行纯合位点的判定#同时也能对位点的变

异情况进行分析#适于近交系动物的遗传质量检

测 -"%.

) 这些高度多态性的微卫星 RKP位点曾在不

同品 系 大 小 鼠 的 遗 传 质 量 监 测 中 得 到 过 有 效

验证 -"$#"*.

)

该群体小鼠是严格按照杂合型自交方式来进

行繁殖#按照孟德尔遗传学繁殖规律所产生的繁殖

后代均会出现三种不同的基因型 -"'.

#但从外观上很

难鉴别) 因此#本实验利用 % 个特殊位点对所选取

的 %G 只成年小鼠进行了遗传背景分析#鉴别出敲基

因型小鼠 ( 只#野生型小鼠 ) 只和杂合型小鼠 "'

只#该方法可以有效地鉴别出三种不同基因型小

鼠#为今后该小鼠的应用和实验研究提供了可靠的

保障 -"(.

)
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