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应用 AFLP技术对不同品系小鼠进行遗传检测的初步研究

吴丰春 ,魏　泓　　(第三军医大学实验动物中心 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨应用 AFLP技术对不同品系小鼠进行遗传检测的可行性。方法　应用人工设计的与接头序列相应的AFLP

选择性引物 ,对不同品系的小鼠基因组 DNA进行 AFLP-PCR, 以琼脂糖疑胶电泳检测扩增结果。结果　不同品系小鼠基因组 DNA

的扩增结果具有差异。结论　AFLP技术是一种适宜于小鼠的遗传检测方法。
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Preliminary study on genetic-ally monitoring of different strains of mouse by AFLP

technique
WU Feng-chun , WEI Hong(Laboratory Animal Centre , ThirdMilitary Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the possibility of genetic-ally monitoring different strains of mouse by AFLP assay.Methods　AFLP selective

primers were used to amplify the genomic DNA of different strains of mouse.PCR products were identified on agarose gel electrophoresis and stained

by ethidium bromide.Results　Some differences were found in AFLP of different strains of mouse.Conclusion　AFLP assay is an effective method

in genetically monitoring of mouse.
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　　AFLP(Amplified fragment length polymorphism)是新
近发展起来的一项 DNA指纹技术 ,它从原理上结合了
RFLP 和 RAPD的优点 , 通过对基因组 DNA 的限制性

酶切片段进行选择性扩增而显示多态性。在 AFLP 反

应中 ,酶切后的 DNA片段被连上通用接头(Adapter)顺
序作为 PCR扩增的模板 ,这样接头顺序及其临近的酶
切位点就成为扩增反应中引物的结合位点。选择性扩
增的引物是在接头顺序和内切酶识别位点的基础上加
一定数目(1 ～ 3个)的选择性碱基 ,只有那些与引物的
选择性碱基严格配对的 DNA 片段才能被扩增出来。
扩增产物通过电泳而显示多态性。AFLP 技术自 1995

年报道以来 ,以其稳定性和较高的多态检出率而受到
分子生物学家的关注 ,得到了广泛应用[ 1] 。但是 ,在小
鼠的遗传的遗传检测方面的应用尚未见报道 。

1　材料和方法

1.1　实验动物
　　5 个不同品系的小鼠 BALB/ c、DBA/2 、TA1、T739、615 各 1

只 ,由第三军医大学实验动物中心提供。

1.2　试剂
　　10 ×buffer , Taq 酶 , Mg2+为加拿大 SANGON 公司产品。
dNTP 为德国 BM 公司产品。 T4-DNA ligase 购自 Boehringer

Mannheim 公司。
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1.3　接头与引物
　　接头与引物均由上海植物生理研究所 BECKMAN 生物技术

示范实验室合成 ,序列如下:

　　接头Adapter:5′-GACGTGACGGCCGTCATGCA-3′

　　 3′-GCACTGCCGGCAGT-5′

　　合成的两条寡核苷酸接头 ,经 37℃, 10 min 退火后 , 冷却至
室温4℃保存 , 2 条互补的寡核苷酸结合为双链 ,接头的 3′-末端

为3′-TGCA 粘性末端 ,能与被 pst Ⅰ 酶切的基因组 DNA 粘性末

端互补 ,把 CTGCA-3′的 C 碱基用A置接 ,使人工接头中不含 pst

Ⅰ酶切位点 , 接头与酶切片段连接后不再被 pst Ⅰ 酶切 , 5′-GA

末端突出 , 防止接头自身连接 , 接头中还插入了 XmaⅢ识别位

点 ,一方面提高 GC含量 , 另一方面便于对扩增片段进行克隆。

　　引物(Primer):根据人工接头的序列设计出相应的 AFLP 引

物 ,本研究使用了 3 条选择性引物 , 引物由不变碱基(CB)和选
择碱基(SB)两部分组成 , 3′-端具有 3个选择碱基。

　　　　　　　│……………CB……│…SB…

　　引物 1:5′-GACGGCCGTCATGCAG AGG-3′

　　引物 2:5′-GACGGCCGTCATGCAG ACC-3′
　　引物 3:5′-GACGGCCGTCATGCAG CAG-3′

1.4　酶切及AFLP模板 DNA的制备

　　取小鼠肺脏 ,按照 Maniatis[ 2]的方法制备基因组 DNA ,基因

组 DNA的酶切和接头的连接是在同一反应体系中进行:20 μl
的反应体系中 ,含基因组 DNA 0.2 μg , 接头 0.2 μg , Pst Ⅰ 20 U ,

T4-DNA 连接酶 2 U , 1 mmol/ L ATP, 37℃反应 1 h , 20℃反应 1 h

为 1循环 , 共 3次 , 用灭菌双蒸水将反应液稀释到 100μl ,置 4℃

备用[ 3] 。

1.5　AFLP-PCR

　　在 25 μl的反应体系中含有 10×buffer 2.5 μl , Mg2+ 1.5

mmol/L , dNTP 200 μmol/ L, 引物 100 ng , 模板 DNA 5 ng , Taq 酶

1 U。反应条件为 94 ℃变性 30 s , 56 ℃退火 1 min , 72 ℃延伸
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1.5 min , 35个循环后 5 min 延伸 , 扩增产物用含有 EB(0.5 μg/

ml)的 2%的琼脂糖凝胶电泳 ,紫外灯下观察拍照[ 3] 。

2　结果

　　分别以 3 条引物对 5 个不同品系的小鼠基因组 DNA进行

AFLP-PCR。结果 ,只有引物 3 在 5个品系中呈现多态性 , 表现

为一个品系小鼠的扩增图谱比其它 4 个品系小鼠的扩增图谱

少1 条带 ,见图 1。其它 2 条引物的扩增图谱在 5 个品系小鼠

间无差异 ,无品系间多态性。

图 1　引物 3扩增 5个品系小鼠的结果

Fig 1　Results of amplification amplified by primer 3 in 5 strains of mouse

1:615;2:T739;3:TA1;4:DBA/ 2;5:BALB/ c;M:Marker

3　讨论

　　各品系小鼠 AFLP 谱带的差异 ,反应了其遗传背
景的差异 ,虽然各品系小鼠遗传背景的差异远低于动
物种属间的差异 ,但是通过其基因组 DNA 的 AFLP-
PCR ,各品系小鼠基因组间的微小差异仍可被反应出
来 ,这表明 AFLP 技术适宜于小鼠的遗传检测。
　　目前常用的对实验用动物进行遗传检测的方法 ,
都是进行的表型检测不能反应遗传物质本身的差

异[ 4] 。随着分子生物学技术的发展 ,分子生物学方法
已逐渐运用到实验用动物的遗传检测中 ,如 RFLP 、
RAPD等。特别是 RAPD ,它和 AFLP 一样也能运用于

实验用动物的遗传检测 ,但是 RAPD 使用的是随机引

物 ,很多因素影响其扩增结果 ,存 在着重复性差 ,结果
不稳定等缺点[ 5] ,RFLP 技术需要先制备相应的探针进

行杂交 ,操作繁琐 。而 AFLP 技术克服了上述两种方

法的不足 ,既具有 RFLP 技术稳定 、可靠 、重复性好的
优点又有 RAPD技术灵敏 、方便 、多态性强的特点[ 6 ,7] 。
AFLP 和 RFLP的根本差异在于 RFLP 是由限制性内切

酶位点不同而显示多态性 ,而 AFLP 则是由内切酶位

点附近的选择性碱基来决定其多态性。RAPD 技术是

在高Mg2+浓度 ,低复性温度 ,短引物序列 ,允许引物与
模板错配等不严格条件下进行的扩增 ,而 AFLP 技术 ,
引物与模板严格配对的碱基数达 19 个之多 ,又是在
56℃退火温度下进行 ,其结果的可靠性高于 RAPD。用
与接头对应的 3′-末端变化 3个碱基的选择性引物扩

增酶切后的基因组 DNA获得多态性结果 ,更有利的是
可根据研究的需要 ,增减 3′-末端变化碱基数目 ,以获
取更多的引物 ,使相关研究更方便 ,更具效力 。
　　研究中我们仅使用了 3个 3′-末端变化 3个碱基

的引物就筛选了 1条多态性引物 ,表明了 AFLP 具有

高效的多态检出率 ,但是真正把 AFLP 技术应用到小

鼠遗传检测中 ,目前的研究结果还不成熟 ,还要进行大
量引物的筛选。但是本研究为小鼠从 DNA水平上的

遗传检测提供了一种新的技术手段 ,将对小鼠的遗传
检测研究起到推动作用。
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　　(上接 649页)
不良[ 1] ,是一种家簇性慢性进行性常染色体显性遗传性双眼角

膜上皮疾病。病理改变为角膜上皮层内细胞肿胀 , 有大小不等

囊泡而囊腔内有退变细胞碎屑及固缩胞核[ 2] 。 临床主要表现

为角膜上皮点状 , 囊泡状混浊。角膜上皮的病变造成视力下

降 ,屈光改变。反复发作则形成角膜斑翳 , 严重危害视力 ,可行

角膜移植术 ,但病变可复发于植片中。目前尚无最佳治疗方

法 ,只能对症治疗 , 减少反复发作。

　　Messmann角膜营养不良是一种家族性角膜疾病 , 各年龄组

均可见到 , 最小年龄可见于 6 个月婴儿[ 1] ,因而对家族视力危

害较大 , 随着年龄的增长 , 反复发作机率增多 , 视力受损加重。

建议患者应尽量避免角膜的炎症 ,以减少发作机率。

　　本组家系为布依族 ,无近亲结婚 , 代代发病 , 男女性皆有患

者 ,遗传与性别无关 , 符合常染色体显性遗传病的特征。

　　关键词:角膜营养不良;遗传性疾病;家系
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