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应用 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＰＣＲ 技术鉴定
Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 小鼠子代基因型

赵英政，彭强，闫婷婷，张旭旭，翟晓楠，吴卫东，易宪文，徐光翠∗

（新乡医学院公共卫生学院，河南 新乡　 ４５３００３）

　 　 【摘要】 　 目的　 建立一种高效的应用 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＰＣＲ 技术对 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 小鼠子代基因分型的方法。
方法　 提取 ２２８ 例 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 小鼠子代鼠尾 ＤＮＡ，针对 Ｌｅｐｒ 基因的突变位点（ ｒｓ１８０１１３３）设计 １ 对 ＰＣＲ 引物和 ２ 条

ＴａｑＭａｎ 探针。 设定条件进行实时荧光 ＰＣＲ 扩增，用 ＳＤＳ 软件对 ＳＮＰ 位点进行分型。 通过 ２ 月龄动物的肥胖表现

型验证并进行 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡检验。 结果　 用建立的 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＰＣＲ 方法对 ２２８ 份样本进行检

测，其中 ＧＧ 基因型 ６４ 份，基因型频率为 ０􀆰 １９２９；ＧＴ 基因型 １２３ 份，基因型频率为 ０􀆰 ５３９５；ＴＴ 基因型 ４１ 份基因型

频率为 ０􀆰 ２８０７。 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＰＣＲ 方法分型结果与通过肥胖表现型分型结果比较，灵敏度为 ９７􀆰 ５６％ ，特
异度为 ９９􀆰 ４７％ 。 结论　 应用 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＰＣＲ 技术可实现对 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 小鼠子代基因位点的早期分型检

测，方法简便，高效。
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　 　 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠是研究肥胖、糖尿病等疾病常用

的动物模型，其具有高血糖、高血脂、胰岛素抵抗

等特性［１］ 。 与采用化学药物刺激建立的糖尿病模

型相比，其发病与人 ２ 型糖尿病发病过程更为相

似［２ － ３］ 。 其发病机制是 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ 小鼠的瘦素受体

（ ｌｅｐｔｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＲ）基因胞内外显子区发生一个

Ｇ⁃Ｔ 的点突变，而造成瘦素受体变短失功能，不能

将信号传至胞内［４］ 。 由于纯合 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠不育，
需通过杂合子交配进行繁殖。 本研究采用 ＴａｑＭａｎ
荧光定量探针技术，在常规 ＰＣＲ 的基础上加入荧

光标记探针来对杂合子 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 小鼠子代进行早

期、快速基因分型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 动物购自 Ｊａｃｋｓｏｎ 实验室（北卡

罗来纳大学易宪文教授赠送），于 ＩＶＣ 动物房常规

饲养【ＳＹＸＫ（豫） ２０１４ － ０００５】，饲养期间给予 ＳＰＦ
级啮齿类动物标准颗粒饲料（上海斯莱康提供）；室
温 ２０ ～ ２２℃，明暗周期 １２ ｈ ／ １２ ｈ，相对湿度 ６０％～
７０％ 。 按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道关怀，
自由摄食、进水。
１􀆰 １􀆰 ２　 试剂与仪器

ＴＲＩＳ 购自北京索莱宝，ＮａＯＨ 购自天津德恩，
ＨＣＬ 购自郑州派尼， ＥＤＴＡ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司， Ｈｏｔ
Ｓｔａｒｔ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ＰＣＲ Ｃｏｒｅ Ｋｉｔ 购自上海生工；荧光

定量 ＰＣＲ 仪（罗氏 Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ ４８０）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小鼠 ＤＮＡ 提取

将 ８ 周龄 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 小鼠按雌雄比为 １ ∶ １进行合

笼。 参考 Ｔｒｕｅｔｔ ＧＥ 的方法［５］，取待鉴定子代小鼠约

０􀆰 ５ ｍｍ 鼠尾放入 ＰＣＲ 管中，在提取 ＤＮＡ 前一直低

温保存。 加入 ７５ μＬ 碱性溶液（２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ，
０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ，ｐＨ １２）；将 ＰＣＲ 管放入金属恒

温气浴器中，９５℃，３０ ｍｉｎ，冷却至室温后加入 ７５ μＬ
中和液（４０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＲＩＳ⁃ＨＣｌ，ｐＨ ５），震荡混匀；取
２ μＬ 混合液用于 ＰＣＲ 反应。
１􀆰 ２􀆰 ２　 探针和引物的设计

从 ＮＣＢＩ ＳＮＰ 数据库网站 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｓｎｐ ／ ）获得 Ｌｅｐｒ 基因序列及待测 ＳＮＰ
位点信息（基因序列号 ｒｓ１８０１１３３）。 用 Ｐｒｅｍｉｅｒ ６􀆰 ０

软件设计常规 ＰＣＲ 扩增引物，采用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｅｘｐｒｅｓｓ
３􀆰 ０ 设计 ＴａｑＭａｎ 探针和引物。 ＴａｑＭａｎ 探针分别采

用 ＦＡＭ 和 ＨＥＸ 荧光素进行标记。 样本为等位基因

１（ＧＧ）纯合子时，ＰＣＲ 扩增过程中仅能检测到 ＦＡＭ
荧光，为蓝色荧光；样本为等位基因 ２（ＴＴ）的纯合子

时，ＰＣＲ 扩增过程中仅能检测到 ＨＥＸ 荧光，为绿色

荧光；样本为杂合子（ＧＴ）时，ＰＣＲ 扩增过程中可同

时检测到 ＦＡＭ 和 ＨＥＸ 两种荧光，表现为红色荧光。
探针和引物由上海生工生物技术有限公司合成。
上游引物为 ５′ ⁃ＡＣＣ ＡＡＣ ＴＴＣ ＣＣＡ ＡＣＡ ＧＴＣ ＣＡ⁃
３′，下游引物为 ５′⁃ＴＧＡ ＴＧＣ ＣＣＴ ＧＡＡ ＡＡＴ ＣＡＡ
ＧＣ⁃３′；野生型探针为 ＨＥＸ⁃５′⁃ＴＴＴ ＧＡＴ ＧＧＡ ＧＧＧ
ＡＡＡ ＣＡＡ ＡＣＣ ＴＡ⁃ＢＨＱ⁃Ｘ⁃３′，突变型探针为 ＦＡＭ⁃
５′⁃ＴＴＴ ＴＧＡ ＴＧＧ ＡＧＧ ＴＡＡ ＡＣＡ ＡＡＣ ＣＴＡ Ａ ⁃ＢＨＱ⁃
Ｘ⁃３′。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＰＣＲ 反应体系及反应条件

使用 ＴａｑＭａｎ 探针的 ２０ μＬ 反应体系中基因组

ＤＮＡ ２ μＬ （６０ ｎｇ），上下游引物各 ０􀆰 ５ μＬ （０􀆰 ２５
μｍｏｌ ／ Ｌ），ＴａｑＭａｎ 探针 ０􀆰 ８ μＬ （０􀆰 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ），２ ×
Ｈｏｔｓｔａｒｔ Ｆｌｕｏ⁃ＰＣＲ ｍｉｘ （ＡＢＩ 公司） １０ μＬ，双蒸水

６􀆰 ２ μＬ。 完成上述步骤后，把加好样品的 ３８４ 孔板

放在 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ Ｓｏｆｔｗａｒｅ Ｓｅｔｕｐ （Ｒｏｃｈｅ 罗氏）荧
光定量 ＰＣＲ 仪进行反应。 ＰＣＲ 扩增循环条件：９５℃
４ ｍｉｎ，其后的 ４０ 个循环为 ９５℃ １５ ｓ、４０℃ ６０ ｓ，
４０℃ １ ｍｉｎ 复性和延伸时收集荧光信号。 ＰＣＲ 扩增

完成仪器终点读板读取数据，ＳＤＳ 软件自动进行基

因分型。

２　 结果

２􀆰 １ 　 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 小鼠子代分型情况及基因频率

Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡检验

共采集样本 ２２８ 例，采用 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定

量 ＰＣＲ 技术终板读数结果见图 １。 结果在 ２２８ 份样

品中 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ４１ 例，基因型频率为 ０􀆰 １９２９；Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋

１２３ 例，基因型频率为 ０􀆰 ５３９５；Ｌｅｐｒ ＋ ／ ＋ ６４ 例，基因型

频率为 ０􀆰 ２８０７。 经 ＨＷ （Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ）平衡检

验，计算 χ２ 值为 ５􀆰 ４２，Ｐ 值大于 ０􀆰 ０５，符合 ＨＷ 群体

遗传平衡法则。 Ｇ 等位基因频率为 ０􀆰 ５５０４，Ｔ 等位

基因频率为 ０􀆰 ４４９６，经 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡检验，
计算 χ２ 值为 ２􀆰 ３２，Ｐ 值大于 ０􀆰 ０５，符合 ＨＷ 群体遗

传平衡法则。

８０２
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２􀆰 ２　 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＰＣＲ 反应终点荧光检

测结果

采用 ＴａｑＭａｎ 探针实时荧光分型法获得明确的

分型结果。 ｒｓ１８０１１３３ 位点基因型检测结果如下：蓝

色荧光样本为等位基因 １（ＧＧ）纯合子；绿色荧光样

本为等位基因 ２（ＴＴ）的纯合子，红色荧光样本为等

位基因 ３（ＧＴ）杂合子（见图 １）。

注：横坐标：ＦＡＭ 信号强度值；纵坐标：ＶＩＣ 信号强度值；蓝色点：Ａｌｌｅｌｅ Ｘ 纯合子；绿色点：Ａｌｌｅｌｅ Ｙ 纯

合子；红色点：杂合子。

图 １　 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＰＣＲ 反应终点荧光散点图

Ｎｏｔｅ． Ａｂｓｃｉｓｓａ： ＦＡＭ ｓｉｇｎａｌ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅ． Ｏｒｄｉｎａｔｅ： ＶＩＣ ｓｉｇｎａｌ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｖａｌｕｅ． Ｂｌｕｅ ｄｏｔ： Ａｌｌｅｌｅ Ｘ
ｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ． Ｇｒｅｅｎ ｄｏｔ： Ａｌｌｅｌｅ Ｙ ｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ． Ｒｅｄ ｄｏｔ： ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅ．

Ｆｉｇ． １　 ＴａｑＭａｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｏｉｎｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ

２􀆰 ３　 ＴａｑＭａｎ 探针法 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ 小鼠子代分型结果

与小鼠肥胖表现型判断结果

比较 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ纯合子小鼠在 ２ 个月时表现为肥

胖，可通过表现型进行判断基因型（见图 ２）。 与

ＴａｑＭａｎ 探针法分型 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄ ｂ小鼠结果进行比较分

析，结果见表 １。 根据计算公式，灵敏度 ＝ 真阳性

数 ／ （真阳性数 ＋ 假阴性数） × １００％ ，特异度 ＝ 真

阴性数 ／ （真阴性数 ＋ 假阳性数） × １００％ ，Ｔａｑｍａｎ
探针法分型 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠灵敏度为 ９７􀆰 ５６％ ，特异度

为 ９９􀆰 ４７％ 。
表 １　 ＴａｑＭａｎ 探针法 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ分型结果与小鼠表现型比较

Ｔａｂ． １　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｕｓｉｎｇ ＴａｑＭａｎ ｐｒｏｂｅ ｉｎ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ

ｍｉｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ

肥胖
Ｏｂｅｓｉｔｙ

Ｔａｑｍａｎ 探针法
Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｕｓｉｎｇ ＴａｑＭａｎ ｐｒｏｂｅ
阳性（ ＋ ） 阴性（ － ）

总计
Ｔｏｔａｌ

阳性（ ＋ ） ４０ １ ４１
阴性（ － ） １ １８６ １８７
总计 Ｔｏｔａｌ ４１ １８７ ２２８

图 ２　 ２ 月龄 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ肥胖小鼠和 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋

瘦小鼠肥胖表现型比较

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｏｂｅｓｉｔｙ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ａ ２⁃ｍｏｎｔｈｓ
ｏｌｄ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ ｏｂｅｓｅ ｍｏｕｓｅ ａｎｄ Ｌｅｐｒｄｂ ／ ＋ ｌｅａｎ ｍｏｕｓｅ

９０２



中国实验动物学报 ２０１８ 年 ４ 月第 ２６ 卷第 ２ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ａｐｒｉｌ ２０１８，Ｖｏｌ． ２６􀆰 Ｎｏ． ２

３　 讨论

培育和建立疾病动物模型是深入研究疾病发

生发展机制的重要基础，通过对模型动物的研究有

助于认识疾病发生发展规律以及进行干预效果评

价［６］。 瘦素受体缺陷的 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小鼠模型具有糖脂

代谢紊乱的特性，有助于研究肥胖、糖尿病等疾病，
是国内外常用疾病动物模型之一。 纯合 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ小
鼠的瘦素受体基因发生了单位点的突变，因此，可
借助与新发展的单核苷酸多态性（ＳＮＰ）技术对其进

行基因分型。
ＴａｑＭａｎ 探针荧光 ＰＣＲ 技术是一种通过检测

ＰＣＲ 过程中及结束后产生的荧光信号，来区分等位

基因类型的 ＳＮＰ 检测技术［７］。 ＴａｑＭａｎ 技术进行基

因分型的原理是在荧光探针的两端分别标记有不

同的荧光基团和荧光淬灭基团，在反应进行过程

中，探针特异的在两条引物之间的位置与模板特异

性结合，不能在其他位置结合。 如果探针完整，荧
光基团所发出的荧光能量可以被荧光淬灭基团所

吸收，仪器就不能检测到荧光信号。 当探针和模板

结合后，荧光基团游离出来，产生荧光信号而被仪

器所检测到。 不同的目的基因片段位点的碱基不

同，所呈现的荧光也不一样。
本研究成功建立了对 Ｌｅｐｒ 基因 ＳＮＰ 位点

（ｒｓ１８０１１３３）的 ＴａｑＭａｎ 探针荧光定量 ＰＣＲ 技术分

型方法。 ＰＣＲ 反应终点荧光散点图结果表明三种

基因型区别明显，未见无法识别样本。 经 Ｈａｒｄｙ⁃
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ （ＨＷ）平衡检验和动物表现型比较分析表

明，ＴａｑＭａｎ 探针荧光 ＰＣＲ 法用于 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ基因 ＳＮＰ
分型结果准确、可靠，具有较高的敏感度和特异度。
此方法为培育 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ模型动物提供快速的方法和

手段。 传统对 Ｌｅｐｒｄｂ ／ ｄｂ模型动物野生型和突变型等

位基因的分型方法主要是用聚合酶链反应限制性

内切酶片段长度多态性分析 （ＲＦＬＰ），该方法需先

完成对靶基因的扩增和鉴定，耗时长，操作步骤复

杂，不利于方法的标准化［８］。 随着荧光定量 ＰＣＲ 仪

的广泛应用，ＴａｑＭａｎ 探针荧光 ＰＣＲ 技术操作便捷，
可短时间内完成大量的样品分析，并且成本低廉，
满足 ＳＮＰ 大规模样本检测的需求。 该技术结合相

应的软件对产物进行分析，达到分析自动化，易于

标准化。 因此，该技术具有极为广泛的应用前景。
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