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应用 RA P D 引物区分小鼠品系

李淑蓉
’ ,

陈意生
, ,

魏 泌
,

(第三军医大学
: ’

附属西南头院病理学研究所 ; 2

实验动物中心 ;重庆 粼】】〕38)

提 要
:

目的 用随机扩增多态 ND (A aR
n
do m an

l l〕liif 翩 浏 ymo
l l月石c DN A

,

R幻 , D )方法区分 10 个常用小鼠品系
。

方法 从 120 条

随机引物中筛选出稳定性
、

重复性好的 4条多态性引物对 10 个常用小鼠品系进行 RAPD扩增
。

扩增产物在含澳化乙锭的 1
.

5% 琼

脂糖凝胶中电泳
,

紫外透射仪上观察照相
。

结果 仅用这 4 条引物就可将 or 个品系小鼠完全区分开来
,

其中包括遗传背景或外观

形态很相似的品系
,

如 BAL B /。 与 BAI 刀
c 一n u

、

K M
一

与 BA] 卫 j c 也能区分出来
_

结论 筛选出的 4 条引物对实际工作具有指导意义
,

适

用于小鼠常规遗传监测
。
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实验动物 (特别是小鼠 )在现代生物医学科学研究

中发挥着越来越重要的作用
,

对其遗传质量的要求也

越来越高
。

遗传质量监测是保证实验动物质量的重要

手段
,

传统遗传质量监测方法大多以表型监测为主
,

存
在一定局 限性

。

若直接对遗传物质本身— ND A 分

子进行检测
,

并对整个基因组进行大范围的搜索
,

其检

测结果更准确有效
。

随机扩增多态 DNA ( R叨d o m aln
-

讨i if e d l刃场no 甲ihc DN A
,

凡缪D )技术正适合此要求
,

该

技术是对整个基因组进行扫描
,

加之只需少量 DNA
、

简便
、

快捷
,

已成为通用的遗传标记
。

国内应用 RAP D

技术在动
、

植物品系鉴定
、

遗传监测和遗传作图等方面
已取得大量成果

,

如水稻分子连锁图的构建〔’〕 、

蛇类的
R Ap l〕分析互

、

太湖猪遗传多样性和系统发生关系的
R Ap D 分析画等

。

但由于 R人p D 引物数量多
,

直接将

大量引物用于实际监测工作有一定难度
。

我们从 120

条 R AP D 引物中筛选出稳定性
、

重复性好的 4 条多态

性引物
,

可区分 10 个常用小鼠品系
,

适用于小鼠常规

遗传监测
。

1 材料和方法

1
.

1 材料

实验用 1协2
、

73T
9

、

6巧
、

C5 7BU 6 )
、

R u 丑 /
c 、

B户工B/ -c un
、
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DBA甩
、

SC ID 近交系小鼠各 3 只
,

昆明鼠 ( KM )和 M H 封闭群小

鼠各 10 只制成 DN A 池
。

由第三军医大学实验动物中心提供
。

1
.

2 基因组 DN A 的制备

取小鼠肝脏组织适量
,

加少量液氮研碎
,

按常规方法加人

消化液 ( 10 ml
n 0F L irT , Hcl

,

声 8
.

0
,

100
1l ln 犯l/ L E DT A

,

0
.

5 %

DS s
,

20 闻耐 RN as
e ,

100 对d 蛋白酶 )K 消化
,

用酚
、

氯仿提取

DNA
,

乙醇沉淀
,

ET 溶解
,

置 4 ℃冰箱备用
。

1
.

3 引物和试剂

所用随机引物为美国 q阵m n

公司产品
,

每一引物为 or 如

的寡聚核昔酸
,

实验用 A压03器拓砰洒丑
~

03 签 ik st 沸3 03 -20 ik苗
、

AB习3签 ik 7t
、

A3 03孙 ik st
、

A耳03 签七四六套引物
,

每套 20 个引

物
,

共 120 条
。

筛选 出其中 4 条引物 A B牛 16 ;
TCG GC0 G’ 门笼

、

AD孚卜 G R汇芜火联工C
、

AB孚7
:

A GA GC CGr 代汰
、

AB口
一

19
:

C l ,几
~

CCACG A对 10 个品系小鼠进行扩增
。

10 x bu ffe
r 、

肠 q酶
、

Mg( 飞
、

dN
,

作均为上海生工产品
。

1
.

4 R人P D 反应条件及扩增程序

反应总体积为 25 川
,

其中含 2
.

5 沁 10 x l又违昆r ,

2
:
S

l l ll yl ol j L

崛 C 12
,

0
.

2 n u n ol l L dN
.

砰
,

巧 ng 引物
,

25
一 50 ng 模板 ND A,

Ta

证 )N A聚合酶 1
.

s u
。

反应程序为
:
94 ℃预变性 2 而

n ;
94 ℃

I n五11,

38 ℃ 1 而n, 72 ℃ 2 “血
,

O4 个循环后
,

72 ℃延伸 10 mj
n o

扩增产物在含澳化乙锭的 1
.

5 %琼脂糖凝胶中电泳
,

紫外透射

仪上观察照相
。

2 结果

用 120 条 RAP D 引物对 5C 7 BIJ 6 ) 和 B川』 Z
c

小鼠进行扩

增
,

选出其中 81 条引物对 or 个品系小鼠进行亲缘关系的分析
,

在此基础上筛选出 4 条引物鉴定 10 个品系的小鼠
。

4 条引物

扩增出的条带清晰
,

重复性好
。

片段大小在 250
一

2 姗 bp 之
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差异更明显
。

总之
,

RAP D技术在小鼠遗传监测
、

品系鉴

定
、

建立新品系等工作中具良好的应用前景
。
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犬急性胰腺炎动物模型的建立

夏时海
,

赵晓晏

of a do g m o d e l of a c磁 e Pa n c r ea it t i s

(第三军医大学附属新桥医院消化内科
,

重庆 4以刃 37 )

开展对急性胰腺炎的实验研究
,

制备理想可靠的动物模型

至关重要
。

我们参照并 比较了国内外制备急性胰腺炎动物模

型的各种不同方法 lj[
,

建立了制备犬水肿型和出血坏死型急性

胰腺炎模型的方法
。

1 材料与方法

1
.

1 实验动物

重庆地区健康杂种犬 28 只
,

体重 10
一 巧 吨

,

雌雄不拘
,

购

自第三军医大学实验动物中心
,

实验前 于本院动物室驯养 2

周
。

1
.

2 试剂和药品

胰蛋白酶由上海浦东生化试剂厂提供
,

淀粉酶试剂盒 由

氏
〔 h n aJ I

公司提供
,

牛磺胆酸钠由 51 9旧 a

公司提供
。

1
.

3 犬急性胰腺炎模型的制备

所有犬实验前禁食 12 h
,

不禁水
。

先以氯胺酮肌注诱导麻

醉
,

继以 2
.

5 %戊巴比妥钠 (1 耐掩)静脉麻醉
,

再以 5 % 葡萄糖

盐水静滴
。

将犬仰卧
,

四肢固定于手术台上
,

常规皮肤准备
、

消

毒
、

铺巾后在无菌条件下进行手术
。

先行右股静脉置管备抽血

样本用
。

经上腹正中切口人腹
,

寻及十二指肠
,

于主胰管开口

附近 (距幽门约 7 cm )十二指肠对系膜面切开
,

寻及小乳头
,

置

一直径为 2
~ 塑料管于主胰管内

,

用不同的压力注入 5 %牛磺

胆酸钠 (0
.

5耐吨 )和胰蛋白酶 (3 。 ) 〕 U/ 吨 )混合液
,

滞留 5
~

后拔去塑料管
,

荷包缝合十二指肠壁
,

关腹
。

术后补液 1 5的 d

等渗液体
,

并加强护理
。

1
.

4 实验分组

所有犬利用随机数字表法分 3组
:

假手术组 ( so
, n = 8 )

、

水

肿型胰腺炎组 ( AP
, n = 10) 和出血坏死型胰腺炎组 ( A HN P

, n 二

10 )
。

假手术组除不注人上述混合液外
,

其余操作相同
。

分别

以 2
.

0 k l与和 8
.

0 kP a

恒定压力向主胰管内注人上述混合液
,

复

制急性水肿型胰腺炎和急性出血坏死型胰腺炎模型
。

1
.

5 观察项 目

于术前麻醉状态下
,

术后 l
、

6
、

24 h 分别抽血测血清淀粉

酶
。

各组未死亡犬于术后 72 h 处死
,

取胰腺组织作光镜检查
。

1
.

6 统计学分析

数据结果以 无 士 、
表示

,

采用 t 检验
。

2 结果

2
.

1 血清淀粉酶变化见表 1

表 1 各组血清淀粉酶测定结果 ( UI L )

组别 。

劝 8

AP 10

AH入P 10

8拍 6士 2莽
.

8

】Q犯 2 士 1图
.

6

1仪男
.

2土 1皮 .0

另 )
.

0 士 210 j 9犯
,

5 土 1匆
.

8

1至无
.

5 土刃 7 5 器 2」习乃 土刀1
.

3 桥

l关刃j 士 2 14 .6 苦 苦

位发】士引〕〕
户

4 任 .

男4 .0 土 174
,

6

14 刃月 士4 菠】6 资

5 要巧
.

9 土 2 犯5 3
“ 百

* : P < 0
.

05
, * * : P < 0

.

0 1 与 5 0 组相比

2
.

2 病理学观察

OS 组胰腺腺泡结构正常
;
AP 组胰腺间质轻度水肿

、

充血
,

少量炎性细胞浸润 ;月侧 P组胰腺腺泡结构模糊
,

可见大片出血

和坏死
,

大量炎性细胞浸润
。
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3 讨论

目前用于制备急性胰腺炎的动物主要是狗和大鼠
,

有的也

用猫和兔等
,

其中狗是制作急性胰腺炎模型的首选动物川
。

狗

的消化系统发达
,

与人有相同的消化过程
,

所以特别适合用作

消化系统的实验研究
。

狗胰腺平均重量达 23 0 9
,

大鼠只有 1 9

左右
,

猫和兔约 20 9
。

狗胰腺与人胰腺相似
,

起源于两个原基
,

一般有两条胰管
,

即主胰管和副胰管
,

主胰管开口于十二指肠

小乳头
,

直径大于 2 ~
,

长度大于 12 ~ 比 3 3 。

完全可进行主胰

管插管
,

并通过调节注人主胰管药物的压力
,

分别复制出急性

水肿型或出血坏死型胰腺炎
,

因为不同的压力导致药物对毛细
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