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微卫星与生化位点法对 DEFD;5小鼠遗传检测比较分析#
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摘要%目的!应用微卫星 G>E标记检测 DEFD;5小鼠的遗传质量)并与现行国家标准生化标记法进行比较)探讨其

在近交系小鼠遗传监测中的应用)为建立微卫星 G>E检测方法奠定基础+ 方法!采用 &# 个微卫星基因位点和毛

细管电泳技术对 DEFD;5小鼠进行遗传质量检测)同时采用现行国家标准生化标记法进行检测比较分析+ 结果!

各样品 &# 个微卫星基因位点 G>E片段大小相同)没有新的等位基因出现,生化标记检测结果亦显示 E.:" 等 "( 个

生化标记基因均为纯合)个体间生化标记表型均一致)根据国家标准符合品系特征+ 微卫星 G>E标记检测结果与

生化标记检测结果一致+ 结论!微卫星 G>E标记可准确可靠-方便快捷地检测近交系小鼠遗传质量)本研究所选

的 &# 个微卫星基因位点可用于 DEFD;5小鼠遗传质量监测+

关键词% DEFD;5小鼠,微卫星 G>E标记,生化标记

中图分类号% _%B?!!文献标识码% E!!文章编号% "##?@?"’%!&#"%"#(J##"(J#(

’>C%"#4)%?%;b41**24"##?J?"’%4&#"%4#(4##(

!!实验动物在生命科学研究中占有重要地位)实
验动物的质量)特别是遗传质量)直接影响实验结果
的准确性-科学性和重复性+ 近交系小鼠因其在实
验中所表现出的一致性-再现性和敏感性)在科学研
究中尤其是遗传学-肿瘤学研究有着不可替代的重
要地位 . "/ + 一直以来)对近交系小鼠的遗传质量监
测常以生化标记法-免疫标记法等为主)大多为以检
测表型变异推测基因变异)存在一定局限性+ 随着
生物技术的发展)对近交系小鼠直接进行基因检测)

则能更直接更有效地反应其遗传质量+ 微卫星
G>E!715K6*39RSS19RG>E")又称短串联重复序列
!*86K9932,R7KR:R39)=L["或简单重复序列 !*17:SR
*RqQR25RKR:R39*)==[")是均匀分布于真核生物基因
组中的简单重复序列)由 &g? 个核苷酸的串联重复
片段构成+ 具有分布广泛-多态性丰富-易于检测-呈
共显性遗传-结果稳定可靠等特点)被认为是各类遗
传标记检测中最有价值的一种+ 目前)国内已有学者
利用微卫星标记检测技术开展近交系小鼠遗传质量
分析研究)但与传统国家标准检测方法进行比较分析
尚少见报道+ 因此)本研究应用 &# 个微卫星位点对
近交系 DEFD;5小鼠进行检测)同时采用现行国家标

准生化标记法进行检测比较分析)验证微卫星遗传检
测方法的可靠性)为该技术的应用奠定基础+

/K材料与方法

/N/K实验动物
DEFD;5小鼠共 "# 只)为 DEFD;5E2 亚系)雌

雄各半)由广西医科大学实验动物中心繁殖)生产许
可证号%=AVa!桂"&#"(J###&+
/N5K主要仪器与试剂

仪器%=1O73高速冷冻离心机,D16J[3, 电泳仪,
WRSG65J<9& 凝胶成像分析仪,ED<梯度 UA[仪,ED<
)’)#VF测序仪等+

试剂%_13OR2 G>R3*+DS66, pL1**QRa19核酸提
取试剂盒,L3.3K3UKR71/I/L3qLM H69=93K9cRK*162
UA[反应试剂盒,实验小鼠遗传检测试剂盒等+
/N3K方法
/N3N/!微卫星 G>E检测
"C)C"C"!核酸样品制备%用灭菌剪刀剪取小鼠长约
#C? 57的尾尖组织)剪碎)置于 "CB 7F的无菌离心
管中+ 使用 _13OR2 公司货号为 ?%B#( 的试剂盒
G>R3*+DS66, pL1**QRa19!B#"提取核酸+ 核酸提取
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后采用 >G@"### 紫外分光光度计分析提取核酸的
纯度和浓度+ 采用 "f琼脂糖凝胶电泳检测G>E样
品是否含有主带+
"C)C"C&!微卫星位点选取与引物合成%根据文
献 . "J&/和最新 MMGD̂ 数据库提供的信息)选择等位
基因数多-多态性含量丰富的 &# 个微卫星位点)覆
盖小鼠的 &# 条染色体)各位点引物使用 PEM标记)
由华大基因合成+ 引物编号和序列见表 "+

表 /K56 个近交系小鼠微卫星位点的
扩增条件和染色体分布

@%J:-/K<9P:#O#S%F#(&S(&H#F#(&L%&HS"G(9(L(9-
H#LFG#J+F#(&(O56 #&JG-H9#S-9#SG(L%F-::#F-:(S#

位点
F65Q*

引物序列!B3J)3 "
UK17RK*RqQR25R!B3J)3 "

染色体
A8K676*67R

退火温度;k
LR7:;k

G"M19)
LLLLLWLLLLALLLLALLLLAAA
AAALALLALWWLLLAAEAEL

" B(

G&M19"B
ELWAALLEWEEWEELLLWLLAAA
ALLWEEEEEAEAELAEEEELALWA

& B(

G)M19&%
WELWEWEWELLALWELWLWWEWW
AAEWAALAEWLELALAEEEEAA

) ?(

G(M19")
WALWWLEWALWWALLLLALA
AEWELWLLAALEALWALLWW

( B$

GBM19")
AELAWLLWALALLWEAEWWE
AAWWWEWEEAAAEEELEEWL

B B$

G?M19"
WWAEAELLLWAALLLWLLLL

LALAALELALALAAEAALLLLAA
? B$

G’M19&&$
ELLALLWWAALLLLALLWLEEAE
EEEAALAAEAEALWEALLAAE

’ B$

G$M19))
LLLWEWAEEEWWEALLWAAL
LLELLALWAALAEEAEAAEAA

$ ?#

G%M19%#
EWWEWLALAAALWLEAALEAEAA
EEWLEWEWWWWEWWEELWEEAA

% B$

G"#M19"&
ELWLAAEEEEAEAAEWAAEW
WWEEWLWELWWEWALALWLL

"# B(

G""M19(
AEWLWWWLAELAEWLEAEWAE
EEWAAEWAAAEWLALLAELE

"" B(

G"&M19&
EAEAEWWALEEEEAELWWWA
WAELALWLELLAAEAEWWAE

"& B$

G")M19)
LAEWWALAELAAAEWELEAA
LLLLWAEWEWEEAEAEAEAA

") ?#

G"(M19B
AEAELWEEAEWEWWWWAEW
WLAELWEEWLWAAAEAALLL

"( B$

G"BM19"’%
LWLWEEEEWLLLWLEAAELEAEEELA

AEALLWLWAALALWLELWAW
"B B$

G"?M19’%
ELAALWAELWALLLLWALAL

AEWEWWEWEWLLWLALWLWLLAA
"? B$

G"’M19""
LWEELLLELWEWWWWWWLAE

LWLAAAELELALALALLLELEAEAE
"’ B(

G"$M19?(
LAEWELLAEALWALEEWLALLLLA
EWAEEWEEEEWAEWWLWEWW

"$ B$

G"%M19"?
LALLEWWLEELALAAALLEWWWW
LWWLEEELWLEEEEALWEEWAELW

"% B(

GVM19"?
ALWAEELWAALWALWLLLLE
AAWWEWLEAEEEWWWEWLAE

&# B$

"C)C"C)!UA[反应%UA[反应体系为%UKR71/I/
L3q H69=93K9cRK*162 "# %F-模板 " %F-"# %76S;F
正向引物 #CB %F-"# %76S;F反向引物 #CB %F-无酶
水补足至 &# %F+ 扩增程序为%%( k预变性 ) 712-
%( k变性 )# *)最佳退火温度!见表 "")# *)’& k延
伸 )# *)循环 )# 次)’& k保持 "# 712+
"C)C"C(!毛细管电泳%将甲酰胺与分子量内标按
"## r"的体积比混匀后)取 % %F加入上样板中)再加
入 " %F稀释 "# 倍的 UA[产物)使用 ED<)’)#VF
测序仪进行毛细管电泳+
/N3N5! 近交系小鼠生化标记检测%参照 WD;L
"(%&’C"*&##$ #近交系小鼠-大鼠生化标记检测
法$进行+
/N2K数据处理
/N2N/!微卫星 G>E检测%利用 WR2R73K.RK中的
PK3O7R29!US329"片段分析软件对测序仪得到的原始
数据进行分析)将各泳道内分子量内标的位置与各
样品峰值的位置做比较分析)得到片段大小数据+
/N2N5!生化标记检测% 与标准条带进行对照判读+

5K结果

5N/K微卫星 ’B<标记检测
各样品各检测位点毛细管电泳检测的片段大小

见表 &+ 各样品各检测位点 G>E片段大小相同)没
有新的等位基因出现)符合近交系要求+

表 5K各样品各微卫星位点检测结果

@%J:-5K@"-9#SG(L%F-::#F-9%GQ-GG-L+:FL(O-%S"L%9P:-

检测位点
片段大小;Z:

" 号 & 号 ) 号 ( 号 B 号 ? 号 ’ 号 $ 号 % 号 "# 号
G"M19) "$) "$) "$) "$) "$) "$) "$) "$) "$) "$)
G&M19"B ")% ")% ")% ")% ")% ")% ")% ")% ")% ")%
G)M19&% &#& &#& &#& &#& &#& &#& &#& &#& &#& &#&
G(M19") $$ $$ $$ $$ $$ $$ $$ $$ $$ $$
GBM19") "’( "’( "’( "’( "’( "’( "’( "’( "’( "’(
G?M19" &(B &(B &(B &(B &(B &(B &(B &(B &(B &(B
G’M19&&$ ")? ")? ")? ")? ")? ")? ")? ")? ")? ")?
G$M19)) &&& &&& &&& &&& &&& &&& &&& &&& &&& &&&
G%M19%# ")# ")# ")# ")# ")# ")# ")# ")# ")# ")#
G"#M19"& &)$ &)$ &)$ &)$ &)$ &)$ &)$ &)$ &)$ &)$
G""M19( &(? &(? &(? &(? &(? &(? &(? &(? &(? &(?
G"&M19& ")) ")) ")) ")) ")) ")) ")) ")) ")) "))
G")M19) "$’ "$’ "$’ "$’ "$’ "$’ "$’ "$’ "$’ "$’
G"(M19B "’% "’% "’% "’% "’% "’% "’% "’% "’% "’%
G"BM19"’% "B( "B( "B( "B( "B( "B( "B( "B( "B( "B(
G"?M19’% ")& ")& ")& ")& ")& ")& ")& ")& ")& ")&
G"’M19"" "($ "($ "($ "($ "($ "($ "($ "($ "($ "($
G"$M19?( "?% "?% "?% "?% "?% "?% "?% "?% "?% "?%
G"%M19"? ")& ")& ")& ")& ")& ")& ")& ")& ")& ")&
GVM19"? %) %) %) %) %) %) %) %) %) %)

2B"2
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5N5K生化标记检测
E.:" 等 "( 个生化标记基因均为纯合)个体间

生化标记表型均一致)且根据国家标准)符合品系特
征) 见表 )+

表 3K各样品各生化标记位点检测结果

@%J:-3K@"-J#(S"-9#S%:9%GQ-GG-L+:FL(O-%S"L%9P:-

检测位点
标记基因类型

" 号 & 号 ) 号 ( 号 B 号 ? 号 ’ 号 $ 号 % 号 "# 号

E.:" Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z

A3K& Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z

AR& 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

I*" Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z

I*) 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

I*"# 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

W:," Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z

W:1" 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

HZZ , , , , , , , , , ,

<,8" 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

M6," 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

UR:) 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

UO7" 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

LKT Z Z Z Z Z Z Z Z Z Z

!!注%3表示%在 AR&-M6,"-UO7" 位点为快带)在 I*)-I*"#-W:1"-

<,8"-UR:) 位点为慢带,Z 表示%在 A3K&-W:," 位点为快带)在 E.:"-

I*"-LKT位点为慢带,, 表示%在 HZZ 位点为慢带+

>69R%3KR:KR*R29T3*9Z32, 39S651AR&) M6," 32, UO7") 32, *S6-

Z32, 39S651I*)) I*"#) W:1") <,8" 32, UR:)4Z KR:KR*R29T3*9Z32, 39

S651A3K& 32, W:,") 32, *S6- Z32, 39S651E.:") I*" 32, LKT4,

KR:KR*R29T3*9Z32, 39S65Q*HZZ4

3K讨论

近交系是经至少连续 &# 代的全同胞兄妹或亲
代与子代交配培育而形成的具有稳定性状特征和繁
殖能力的实验动物品系+ 按照国家标准要求)近交
系动物近交系数应大于 %%f+ DEFD;5小鼠是目前
生命科学研究中最广泛应用的近交系之一)各国均
有生产和应用+ 我国于 "%$B 年从美国 ><H引进到
中国医学科学院实验动物研究所)为DEFD;5第 "$#
代)历经多年培育)至今已在国内形成几十个群体+
因群体数量较多)对相应群体进行遗传检测分析)不
仅可了解其遗传质量)建立其遗传背景资料)且可阐
明使用不同 DEFD;5小鼠群体进行实验的重复性和
可比性+

微卫星 G>E标记是继 [PFU!限制性内切酶片

段长度多态性"技术之后发展起来的新一代分子遗
传标记技术)自 &# 世纪 $# 年代以来)经过 )# 年的
不断发展)微卫星标记技术已被广泛应用于亲缘关
系鉴定-人类疾病诊断-实验动物遗传质量分析-生
物群体遗传结构与物种资源保护等多领域 . )/ + 目
前)微卫星 G>E的 UA[产物分型检测方法主要有
琼脂糖凝胶电泳法-聚丙烯酰胺电泳法-荧光标记引
物毛细管电泳法-基于扩增子测序的分型法等 . (/ +
王洪等 . "/ -刘先菊等 . B/与王越甲等 . ?/分别采用琼脂
糖凝胶电泳法优选近交系小鼠微卫星基因位点分析
了国内常用近交系小鼠的遗传概貌+ 陈振文等 . ’/ -
欧阳兆和等 . $/与韩喜彬等 . %/分别运用微卫星标记
和聚丙烯酰胺电泳法对国内近交系小鼠进行了遗传
质量分析+ 近年来)倪丽菊等 . &/和李银银等 . "#/分别
利用微卫星标记和毛细管电泳法分析了国内多个品
系近交系小鼠的遗传状况+ 毛细管电泳又称高效毛
细管电泳)是一种高效液相分离法)是经典电泳技术
与现代微柱分离相结合的产物)离子或荷电粒子以
电场为驱动力)在毛细管中按其淌度或和分配系数
不同进行高效快速分离+ 与传统电泳法操作繁琐)
分离率低-定量困难相比)毛细管电泳具有易自动
化-分析速度快-分离效率高-定量准确-操作方便等
优点+ 本研究采用 &# 个多态性含量丰富的微卫星
位点)采用荧光标记引物毛细管电泳法对 DEFD;5
小鼠进行遗传质量分析)研究结果显示)各样品 &#
个微卫星位点 G>E片段大小相同)没有新的等位基
因出现)生化标记检测结果亦显示 E.:" 等 "( 个生
化标记基因均为纯合)个体间生化标记表型均一致)
且符合国家标准确定的品系特征+ 微卫星 G>E检
测结果与传统的生化标记检测结果一致)比对结果
显示)微卫星 G>E检测可应用于实验动物遗传质量
评价)且微卫星 G>E检测比生化标记检测覆盖面更
广)荧光标记引物毛细管电泳法检测结果更准确)更
能直接有效地反应实验动物的遗传质量+ 近年来的
研究也表明微卫星 G>E标记可区分近交系小鼠不
同品系和亚系)可有效运用于近交系小鼠遗传检
测 . "J&)BJ"#/ + 但目前)微卫星 G>E标记技术仍存在一
些问题)如无效等位基因的出现)在纯合体个体上)
无效等位基因表现为无可见的扩增条带)通常会被
认为是因 UA[技术或 G>E模板质量问题而被忽
视 . ""/ ,此外)由于使用引物的不同)有时会导致所得
试验结果差异较大+ 因此)在行业内)选定相应引
物)并形成相关标准非常必要+

2?"2
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