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  [摘要] 目的 比较不同方法鉴定db/db小鼠基因型的特点。方法 采用酶切法、测序法和高分辨率溶

解曲线(HRM)对db/db小鼠基因型进行鉴定,并对不同方法的特点进行比较研究。结果 3种方法都能稳定、
可靠地鉴定db/db小鼠基因型,其中测序法准确性高,操作简单,但费用相对偏高。酶切法操作烦琐,耗时长,
存在一定假阳性。HRM节约成本,更简便、快速,尤其适用于大批量鉴定。结论 酶切法、测序法和 HRM 各

有特点,可结合现有条件选择适当方法进行鉴定。
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  [Abstract] Objective To

 

compare
 

the
 

characteristics
 

of
 

different
 

methods
 

to
 

identify
 

the
 

genotypes
 

of
 

db/db
 

mice.Methods The
 

enzyme
 

digestion,sequencing
 

method
 

and
 

high-resolution
 

melting
 

curve
 

(HRM)
 

were
 

used
 

to
 

identify
 

the
 

genotypes
 

of
 

db/db
 

mice,and
 

the
 

characteristics
 

of
 

different
 

methods
 

were
 

com-
pared.Results Most

 

of
 

the
 

three
 

methods
 

could
 

stably
 

and
 

reliably
 

identify
 

the
 

genotypes
 

of
 

db/db
 

mice.A-
mong

 

them,the
 

sequencing
 

method
 

had
 

high
 

accuracy
 

and
 

simple
 

operation,but
 

the
 

cost
 

was
 

relatively
 

high.
The

 

enzyme
 

digestion
 

was
 

cumbersome
 

and
 

time-consuming,and
 

there
 

were
 

certain
 

false
 

positives.HRM
 

saved
 

the
 

cost,it
 

was
 

simpler
 

and
 

faster,and
 

especially
 

suitable
 

for
 

a
 

large
 

scale
 

of
 

identification.Conclusion 
The

 

enzyme
 

digestion
 

method,sequencing
 

method
 

and
 

HRM
 

have
 

their
 

own
 

characteristics,and
 

suitable
 

meth-
ods

 

could
 

be
 

selected
 

for
 

conducting
 

the
 

identification
 

based
 

on
 

existing
 

conditions.
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  随着人们生活水平的提高,糖尿病患病率呈现明

显上升趋势,对其发病机制和治疗研究已成为目前的

热点和难点[1]。其中,db/db糖尿病小鼠的使用在糖

尿病相关研究中逐渐扩大,该小鼠是自发突变(Lepr
 

db)纯合的小鼠,由于其瘦素受体基因108号密码子

发生G>T点突变,导致瘦素受体蛋白缺失,从而引

起病态肥胖、慢性高血糖、胰腺β细胞萎缩,并出现低

胰岛素血症,可用于模拟Ⅱ型糖尿病和肥胖症的Ⅰ~
Ⅲ期[2-4]。但对于子代早期纯合子、杂合子和野生型

小鼠的表型无法区分,常需要通过基因型鉴定,特别

是在运用db/db小鼠进行早期糖尿病发病机制和预

防治疗研究时,4~6周龄的各基因型需要通过基因鉴

定手段加以区分,其中酶切法[5]和测序法是现阶段运

用较广泛的db/db小鼠鉴定方法,然而近年来出现的

高分辨率溶解曲线(HRM),由于其操作简便、可大批

量鉴定,以及高效性和高性价比等特点,已逐步成为

鉴定基因突变动物基因型的热门方法。本文在建立

HRM鉴定db/db小鼠基因型方法的基础上,同时与

常规的酶切法与测序法进行比较,为鉴定db/db小鼠

提供参考,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料
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1.1.1 实验动物

db/db小鼠(BKS.Cg-Dock7m+/+
 

Leprdb/J,
Jax

 

Lab,NO.000642)购于美国JAX实验室,饲养于

西南医科大学实验动物中心无特殊病原体(SPF)级动

物房,在饲养期间每日给予小鼠足够的SPF级饲料和

新鲜的饮用水,室温20~23
 

℃,相对湿度60%~
70%,光照12

 

h明暗交替。出生后3周的小鼠剪尾,
用于提取DNA鉴定小鼠基因型。
1.1.2 试剂

2×Super
 

EvaGreen
 

Master
 

Mix
 

for
 

HRM 购于

美国Everbright公司,Afa
 

Ⅰ内切酶购于日本Takara
公司,PCR试剂 Taq

 

polymerase购于北京全式金生

物技术有限公司,乙醇、异戊醇、异丙醇、氯仿等试剂

均为国产分析纯市售商品。
1.1.3 主要仪器

Roche
 

Light
 

Cycler
 

480
 

Ⅱ荧光定量 PCR 仪、
Applied

 

Biosystems
 

Veriti
 

DNA 扩 增 仪、Thermo
 

Nano
 

Drop
 

2000微量紫外分光光度计。
1.2 方法

1.2.1 小鼠基因组DNA提取(氯仿抽提法)
剪取出生后3周小鼠尾部0.1~0.3

 

cm,放入

1.5
 

mL离心管,加入190
 

μL鼠尾裂解液和10
 

μL蛋

白酶 K(10
 

mg/mL),55
 

℃振荡过夜;加入10
 

μL
 

RNA酶(20
 

mg/mL),混匀,37
 

℃恒温箱中放置1
 

h
后,10

 

000
 

r/min离心5
 

min去除鼠尾残渣,将上清液

小心转移至新的1.5
 

mL的离心管中,加入等体积

(200
 

μL)的酚∶氯仿∶异戊醇(25∶24∶1),密闭管

口,反复颠倒离心管20次后室温放置5
 

min。室温下

10
 

000
 

r/min离心5
 

min,转移上层水相(约200
 

μL)
至新的1.5

 

mL离心管中,加入等体积(200
 

μL)的异

丙醇沉淀DNA,轻轻反复颠倒DNA,13
 

000
 

r/min
 

15
 

min收集沉淀的DNA。70%乙醇清洗DNA,开盖在

室温下空气中干燥沉淀约15~20
 

min;加入50
 

μL
 

DDH2O,轻微震荡使 DNA 沉淀溶解,—20
 

℃保存

备用。
1.2.2 引物设计

酶切引物,正向:5'-AGA
 

ACG
 

GAC
 

ACT
 

CTT
 

TGA
 

AGT
 

CTC-3';反向:5'-CAT
 

TCA
 

AAC
 

CAT
 

AGT
 

TTA
 

GGT
 

TTG
 

TGT-3'。测序引物,正向:5'-
ACC

 

AAC
 

TTC
 

CCA
 

ACA
 

GTC
 

CA-3';反向:5'-
TGA

 

TGC
 

CCT
 

GAA
 

AAT
 

CAA
 

GC-3';HRM引物

同测序引物,合成采用高效液相色谱法纯化级别。
1.2.3 酶切法

PCR反应体系;10×Buffer
 

2.0
 

μL、Primer正向

引物0.5
 

μL、Primer反向引物0.5
 

μL、dNTP
 

1.0
 

μL、Taq
 

polymerase
 

0.2
 

μL、DNA
 

1.0
 

μL,DDH2O
补加至总反应体系20.0

 

μL;PCR反应条件:95
 

℃
 

2
 

min,1个循环;95
 

℃
 

30
 

s,55
 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

30
 

s,35

个循环;72
 

℃
 

7
 

min,4
 

℃
 

保存,1个循环。db基因突

变目的片段为135
 

bp,PCR
 

扩增产物经1%琼脂糖凝

胶电泳检测,在有此大小条带前提下继续开展酶切鉴

定:Afa
 

Ⅰ酶切,酶切反应体系(10.0
 

μL体系):10×
Buffer

 

1.0
 

μL、Afal
 

1.0
 

μL、0.1%BSA
 

4.0
 

μL、PCR
 

product
 

4.0
 

μL,37
 

℃过夜酶切后,3%琼脂糖凝胶电

泳,基因型判断标准:野生型135
 

bp,杂合子135
 

bp/
108

 

bp/26
 

bp,纯合子108
 

bp/26
 

bp。
1.2.4 测序法

测序引物,PCR反应体系:10×Buffer
 

2.0
 

μL、
Primer正向+反向引物1.0

 

μL、dNTP
 

1.0
 

μL、Taq
 

polymerase
 

0.2
 

μL、DNA
 

1.0
 

μL、DDH2O
 

14.8
 

μL,
PCR反应条件同酶切法,PCR扩增产物行1%琼脂糖

凝胶电泳,将有条带的阳性样本送上海生物工程有限

公司测序。
1.2.5 HRM

PCR反应体系:基因组DNA
 

10
 

ng、正反向引物

2
 

μL、2×Super
 

EvaGreen
 

Master
 

Mix
 

for
 

HRM
 

10
 

μL,补RNase-free水至20
 

μL,设3复孔;Roche
 

Light
 

Cycler
 

480
 

Ⅱ荧光定量PCR仪上设置反应条件,孵
育:2

 

min
 

95
 

℃,1个循环;扩增:95
 

℃
 

10
 

s,58
 

℃
 

10
 

s,72
 

℃
 

10
 

s,45个循环;HRM,95
 

℃
 

1
 

min,40
 

℃
 

1
 

min,65
 

℃
 

1
 

s,恢复到95
 

℃,1个循环;冷却,1个循

环;标本分析设置包括选中标本、添加标本、标本编

辑、分析、选择分析、基因类型(选择db/db模式)、设
置标本种类、确定标本种类、曲线基本情况、溶解温度

的统一化、统计、温度转化、不同的定位表现。
2 结  果

2.1 酶切法鉴定结果

酶切法鉴定结果显示,从上至下理论上应依次为

26、108和135
 

bp,其中野生型为135
 

bp,杂合子135
 

bp/108
 

bp/26
 

bp,纯合子
 

108
 

bp/26
 

bp。由于26
 

bp
太小,条带一般不可见,故可忽略。DNA

 

maker从下

至上依次为100、200、300、400、500、600和700
 

bp,与
另外两种鉴定法比较,酶切法也可有效地鉴定db/db
小鼠的野生型、杂合子和纯合子3种基因型,见图1。

图1  酶切法鉴定结果

2.2 测序法鉴定结果

采用Chromas软件分析PCR扩增产物测序图

谱,分析3种基因型的单点突变,其中红色方框标记
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  A:野生型;B:杂合子;C:纯合子。

图2  测序法鉴定结果

  A:3种基因型 HRM;B:图A放大(温度75~78
 

℃);C:坐标轴变换后的 HRM;红色:野生型(m/m);蓝色:杂合子(db/m);绿色:纯合子(db/

db)。

图3  HRM鉴定结果

为突变位点,野生型为蓝色,杂合子为蓝、绿色,纯合

子为绿色,见图2。

2.3 HRM鉴定结果

db/db小鼠瘦素受体基因与野生型小鼠相比具

有点突变,在HRM生成过程中由于有1个或多个碱

基不同,其解链所消耗的能量不同,其DNA的熔解温

度(melting
 

temperature,Tm)值就会产生区别。野生

型(m/m)为红色曲线、杂合型为(db/m)蓝色曲线、纯
合子为(db/db)绿色曲线,见图3。

2.4 db/db小 鼠 和 正 常 小 鼠 体 型、体 重 和 血 糖 的

比较

糖尿病自发突变纯合的小鼠在4周龄时变得明

显肥胖,体重明显升高,6周时,纯合子体型逐渐肥胖,
体型可达到野生型和杂合型的1.5~2.0倍,利用

HRM鉴定出的db/db纯合子小鼠体重明显超过正常

小鼠约2倍。此外,db/db小鼠血浆胰岛素在10~14
 

d龄时开始升高,血糖在4~8周时开始升高。纯合突

变小鼠具有明显的特征:多食、多饮和多尿。利用

HRM鉴定的db/db小鼠血糖明显升高,高于正常小

鼠4倍以上。观察到db/db纯合小鼠周围神经病变

和心肌病变,还具有伤口愈合延迟,代谢效率提高的

特点,以及雌性纯合子表现出卵泡颗粒和子宫内膜上

皮组织层中子宫和卵巢重量减少,卵巢激素产生减少

和高血脂异常,这些都与糖尿病小鼠的典型特征相

吻合。

2.5 酶切法、测序法和HRM比较

取20只保存的3周龄小鼠DNA,分别采用3种

方法进行回顾验证。结果显示:HRM 和测序法均能

达到100%准确性,酶切法则存在个别酶切条带不清

晰,需要重复2~3次等现象,并因条带跑不开而导致

将
 

db/m判断为db/db的错误。3种方法鉴定 m/m、

db/m、db/db基因型小鼠在耗时、便利程度、所耗资

金、适应标本上各有不同(表1),其中,HRM 无须过

夜酶切,剪取鼠尾当天即可得出结果,耗费时间短,一
次可鉴定96个标本,适用于大量标本的鉴定;酶切法

和测序法是最常通用的两种方法,适用于少量标本的
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鉴定,但酶切法存在一定的假阳性,操作时要格外

注意。
表1  HRM、酶切法和测序法的比较

方法 费用 耗时 难易度 准确度 适用范围 综合评定

酶切法 4元/样 1~2
 

d 较易 中 少量标本 易假阳性

测序法 18元/样 2~3
 

d 易 高 少量标本 费用较高

HRM法 2元/样 2~3
 

h 易 高 大量标本 高效便捷

3 讨  论

  随着糖尿病发病机制和治疗研究的深入,db/db
小鼠在使用中逐渐增多。对于如何快速便捷的鉴定

单碱基点突变一直以来都是遗传学研究中的重点和

难点。常规的基因鉴定方法包括酶切法和测序法,其
中酶切法是利用识别双链DNA分子特异性核酸序列

的DNA内切酶来鉴定基因型的方法,多适用于少量

标本的鉴定,具有操作方便的优点,但存在一定假阳

性;测序法则具有鉴定准确的特点[7-8],但往往需要相

关公司辅助检查,费用较高且等待时间过长。HRM
是在实时荧光定量PCR的基础上通过饱和染料监控

核酸的熔解曲线变化进行分析的一种新兴分子诊断

方法[9-11],已经用于各种突变单体的筛选与鉴定,该方

法省时、省力、经济,能在较短时间内处理大量标本,
准确率高,对于具有荧光PCR仪同时需要大量标本

鉴定的实验室可以作为优先选择。本文以db/db小

鼠为例,采用3种方法进行鉴定,结果显示,3种方法

均可鉴定db/db小鼠,但在准确性、所耗时间、成本等

方面又有所区别,研究者可根据每种方法的特点,选
择其中的1种或几种组合使用,如对于大批量鉴定,
建议优先采用 HRM,如存在个别鉴定不确定可再单

独进行测序,从而提高效率和降低成本。
此外,可根据自己的需求选择方法。第6周时,

纯合子体型明显增大,此时对3种基因型小鼠测量血

糖,可发现纯合子db小鼠血糖最高,高于正常小鼠4
倍以上,结果表明3种基因鉴定方法分型准确。同

时,体重和血糖也可为鉴定基因型提供参考价值。
在常规的实时荧光定量PCR中,一般的反应体

系可以为10
 

μL,且结果同样可靠。因此考虑可以将

整个HRM 的反应体系体积减半,由20
 

μL变为10
 

μL,DNA上样量减少到5
 

ng,结果发现此变化对鉴定

结果并无影响,也可有效区分m/m、db/m、db/db这3
种基因型,故在以后的鉴定中可将试剂的剂量减半,
降低成本,提高效率。实验中常因各种不同的原因而

选择不同的鉴定方法,酶切法、测序法较为常用,而使

用HRM来鉴定db/db小鼠基因型的方法,具有较多

优势,且分型结果与常规分型结果一致。HRM 只需

将反应体系加至96孔板,然后设置程序并运行,在封

闭系统中直接记录PCR荧光数据,分析溶解曲线并

得出不同的曲线分布,最终得到基因型的分型结果,
与其他以基因型鉴定为目的的方法相比,操作更简

便,成本大幅降低,且适用于大量标本的鉴定,但在目

前的应用中还未及酶切法和测序法普遍,需要大范围

的推广运用[12-13]。其中,酶切法适用于小量标本,成
本较低,运用较普遍,20个以下的标本可以选择,但将

PCR产物扩增以后还需要进行过夜酶切,过程较

HRM复杂,且在PCR过程中容易出现假阳性,导致

鉴定不准确。测序法同样适用于少量标本,鉴定准

确,但资金昂贵,对准确性要求较高且标本少的时候

可选择。相比而言,HRM是一种用于突变扫描、甲基

化、基因分型的技术,具有高灵敏度,已被证明可大批

量检测突变等位基因,但对于高通量及复杂的遗传分

析还需要进一步进行细化研究,从而为研究者选择提

供一种参考[14-15]。
 

综上所述,基因型鉴定特别是针对子代鼠中选出

作为配种的,其鉴定结果的准确性对于是否能顺利得

到足够数量所需子代鼠是研究中的关键环节,本文为

此选择提供了实验依据。
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