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三个封闭群小鼠线粒体 DNA PCR-RFLP分析

戴纪刚 1 ,魏 泓 2 ,肖颖彬 1 ,张国强 1 (第三军医大学:1附属新桥医院胸外科 ,重庆 400037;2实验动物中心 ,重庆 400038)

提 要 目的:分析 KM等 3个封闭群小鼠线粒体 DNA(mtDNA)的多态性 ,探讨实验小鼠的遗传监测方法 。方

法 :PCR-RFLP 技术 , 即 PCR技术结合限制性内切酶片段长度多态分析 (Restriction fragment length polymorphism ,

RFLP)。结果:mtDNA D-Loop 、tRNA1基因 、ND3基因片段经 Hae Ⅲ 、Hinf Ⅰ 、EcoRV 、Hind Ⅲ 、Hpa Ⅰ 、BamH Ⅰ 、

Apa Ⅰ 、Nde Ⅱ 、Xho Ⅰ 、Xba Ⅰ 、Alu Ⅰ 、Rsa Ⅰ 、Stu Ⅰ 、Dra Ⅰ 、Ava Ⅰ 、Hae Ⅱ 16种内切酶分别消化后 ,KM、NIH 、

ICR等小鼠品系内 、品系间均表现出相同的酶切图谱 , 且与近交系小鼠 BALB/C完全相同 , 未发现多态性 。结论:

KM 、NIH 、ICR小鼠与绝大多数实验小鼠一样 , 遗传背景较为狭窄 , 不同品系小鼠间遗传背景的差异远远低于动物

种属间的差异 。
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Analysis of mitochondrial DNA in 3 closed colonies of mice
DAI Ji-gang , WEI Hong , XIAO Yin-bin , ZHANG Guo-qiang (Department of Thoratic Surgery of Xinqiao Hospital , Chongqing 400037)

Abstract Objective:To study the polymorphism of mitochondrial DNA in 3 closed colonies of

mice.Methods:PCR-RFLP.Results:After the cleavage with 16 restriction endonucleases including

Hae Ⅲ , Hinf Ⅰ , EcoRV , Hind Ⅲ , Hpa Ⅰ , BamH Ⅰ , Apa Ⅰ , Nde Ⅱ , Xho Ⅰ , Xba Ⅰ , Alu Ⅰ , Rsa

Ⅰ , Stu Ⅰ ,Dra Ⅰ , Ava Ⅰ , Hae Ⅱ , all the restriction patterns of the D-loop of mitochondrial DNA , tR-

NA Ⅰ fragment and ND3 fragment were identical in the 3 colonies of KM , NIH and ICR and were the

same as those of BALB/c strain of mouse.Polymorphism of mitochondrial DNA was not found.Conclu-

sion:The genetic background of KM , NIH and ICR mice , similar to that of most of laboratory mice , is

limited and the diversity of genetic background of different strains of laboratory mice is far fewer than the

interspecies diversities of other animals.
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线粒体 DNA是染色体外的遗传物质 ,它的限制性

内切酶图谱在不同的种系 、 亚种间具有多态性。这种
多态性反映出不同种间 、亚种间的遗传差异及进化关

系。随着分子生物技术的迅速发展 , mtDNA基因精细
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结构的不断揭示 , 分析 mtDNA特定基因或特定区域的

变异以便能更为精确地找出变异已成为当前 mtDNA

研究热点 。mtDNA为环状双链的 DAN分子 , 由基因编

码区和非编码区组成。mtDNA的非编码区 ,即 D-Loop ,

占全部 mtDNA分子的 6%左右 , 在 mtDNA的转录和复

制中起重要作用 , 为 mtDNA分子内的高变异笥区 。为

了解 KM、NIH、ICR等小鼠 mtDNA的多态性 ,探讨实验

小鼠的遗传监测方法 , 我们扩增了 KM、NIH、 ICR等 3

个封闭群小鼠 mtDNA的 D-Loop 、 tRNA1、 ND3基因片

段 ,并对其进行了品系内 、品系间限制性内切酶片段长

度多态性分析 。
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1 材料与方法

1.1 动物来源及试剂
KM 、NIH 、ICR 3个封闭群小鼠各 10只 , BALB/C小鼠 1只 ,

由第三军医大学实验动物中心提供;限制性内切酶 Hae Ⅲ 、Hinf

Ⅰ 、EcoR Ⅴ、Hind Ⅲ 、Hpa Ⅰ 、BamH Ⅰ 、Apa Ⅰ 、Nde Ⅱ 、Xho Ⅰ 、

Xba Ⅰ 、Alu Ⅰ、Rsa Ⅰ、Stu Ⅰ 、Dra Ⅰ 、Ava Ⅰ 、Hae Ⅱ购自德国

宝灵曼公司和美国 Promega公司;多聚酶链反应(PCR)试剂盒系

德国 Roch公司产品;其它生化试剂系国产分析 。

1.2 总 DNA的提取
按常规酶解法提取上述鼠肝脏细胞总 DNA , 其中包括

mtDNA ,各取 0.5 μg作 PCR模板 。

1.3 PCR扩增
所用引物由中国科学院上海细胞生物学研究所合成 ,见表 1。
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建立 100 μl反应体系 ,内含 0.5 μl总 DNA为模板 ,先经

94°C变性 5 min ,加入 1 μl(4 U/μl)的 Taq酶循环 30个周期(每

个周期 94°C 30 s 、 55°C 1 min 、 72°C 1 min), 最终 72°C延长 10

min。

1.4 PCR产物限制性内切酶消化
逐一取扩增产物 5 μl , 分别加入 2 u的限制性内切酶和 1.2

μl 10×酶切缓冲液 ,加灭菌水至 12 μl , 37°C温育过夜 。

1.5 电泳分析
用 1%的琼脂糖凝胶 , 电泳液为 1×TBE缓冲液 ,以 3 V/cm

电泳 1 ～ 2 h ,紫外灯下观察并拍照 。酶切片段长度测定以华美公

司标准Marker(以 PBR322为底物 , Hind Ⅲ等 6种酶水解)酶切

片段为分子量标准 , 利用电泳迁移率与分子量对数间的线性关

系 ,测得各酶切片段分子量 。

2 结果

2.1 PCR扩增结果

KM 、NIH 、 ICR、BALB/C小鼠样品均扩增出长 1 100 bp的

mtDNA D环片段 、长 1 126 bp的 tRNA1基因片段 、长 534 bp的

ND3基因片段 ,未发现其长度多态性 ,见图 1。

图 1 1 、2 、3 、4:KM 、NIH、ICR 、BALB/C小鼠;M:PCR标准 Marker;Ⅰ :mtDNA D-Loop扩增

结果;Ⅱ:ND3基因片段扩增结果;Ⅲ:tRNA1基因片段扩增结果

Fig 1 1 , 2 , 3 ,4:KM , NIH , ICRand BALB/c mice respectively;M:Standard marker of PCR;

I:Amplified product of mtDNA D-loop;Ⅱ:Amplified product of ND3 fragment;

Ⅲ:Amplified product of tRNA1 fragment



2.2 mtDNA D环 、tRNA基因 、ND3基因片段限制性

内切酶酶切分析
用 Hae Ⅲ 、Hinf Ⅰ 、EcoR Ⅴ、Hind Ⅲ、Hpa Ⅰ 、BamH Ⅰ 、Apa

Ⅰ 、Nde Ⅱ 、Xho Ⅰ 、Xba Ⅰ 、Alu Ⅰ、Rsa Ⅰ 、Stu Ⅰ 、Dra Ⅰ 、Ava

Ⅰ 、Hae Ⅱ等 16种内切酶分别对 KM 、NIH 、ICR小鼠不同个体的

mtDNA D-Loop 、tRNA1基因 、ND3基因片段进行了完全酶解 。结

果发现其品系内 、品系间均表现出相同的酶切图谱 ,且与 BALB/

C小鼠完全相同 ,未发现多态性 。见图 2及表 2。

图 2 1 、2 、3 、4:分别为KM 、NIH 、ICR 、BALB/C小鼠;M:PCR标准Marker;Ⅰ :mtDNA D-Loop

Hinf Ⅰ酶切结果;Ⅱ:tRNA1基因片段 Stu Ⅰ酶切结果;Ⅲ:ND3基因片段 Hinf Ⅰ酶切结果

Fig 2 1 , 2 ,3 , 4 are KM , NIH , ICR , BALB/c mice , respectively;M:Standard marker of PCR;

Ⅰ:Product of mtDNA D-loop digested with Hinf Ⅰ;Ⅱ:Product of tRNA1 fragent digested

with Stu Ⅰ;Ⅲ:Product of ND3 fragment digested with Hinf Ⅰ

3 讨论

高等动物 mtDNA是共价闭合的双链 DNA ,分子量

大小为 16.5 kb左右 。mtDNA基因组织结构简单 、稳

定 ,且遵循母系遗传方式 ,在遗传过程中不发生重组。

利用限制性内切酶处理 mtDNA , 得到的限制性内切酶

片段长度多态 (RFLP)或限制性内切酶图谱既具有相

对的种属稳定性 ,又能够反映种属间的进化关系 ,因而

成为动物种属鉴定和系统演化研究的一种有效的遗传

标记 。mtDNA限制性内切酶片段长度多态分析 , 目前

已广泛地应用于动物起源和遗传分化的研究 , 成为一
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种有效地遗传监测方法
[ 1]
。但这一方法需要新鲜或冻

存的组织材料 , 且制备 mtDNA所需细胞量大 、操作程

序复杂 , 这在很大程度上限制了该方法的应用。随着

PCR技术的诞生和发展 , 使得我们从陈旧组织 (如切

片 、标本)、微量组织 、甚至化石材料中提取并直接扩增

DNA成为可能 。采用 PCR技术结合 RFLP分析 ,不仅避

免了实验材料的限制 , 而且还可有目的地选择性扩增

mtDNA突变频率高的特定区域或特定基因 , 更为精确

地分析 mtDNA的变异。这对于研究动物遗传 、进化无

疑具有重要意义
[ 2 ,3]

。

实验用小鼠是目前使用最为广泛的实验动物 , 主

要分为近交系小鼠和封闭群小鼠等。近交系小鼠由于

其特殊的繁育过程 , 最终导致品系内个体除雌雄间存

在着有无 Y染色体的差别外其余遗传构成的多样性

完全消失 ,即在同一近交系中不同个体的基因型(除雌

雄间由 Y染色体决定外)在个体间完全相同;而不同

近交系间 ,由于始建时个体来源不同 ,所以最终品系间

存在基因型的不同。而封闭群小鼠是在封闭条件下 ,

不从外部引种 ,群体内随机交配繁殖 ,培育 5年以上形

成的群体遗传特性保持相对稳定而个体间存在一定遗

传差异的小鼠群体[4] 。了解和分析实验用小鼠 mtDNA

的多态性 ,探讨实验用小鼠的遗传质量监测方法 ,更好

地保证其遗传质量具有重要意义 。关于近交系小鼠

mtDNA多态性的研究已有报道。Ferris等
[5]
对 9种近交

系小鼠及多种野生鼠 mtDNA限制性酶切分析发现 , 野

生鼠之间 mtDNA具有丰富的多态性;而 BALB/C等 9

种近交系小鼠出现了完全相同的酶切图谱 , 并且与欧

洲亚种 M.m.domesticus的酶切图谱一致 。Yonekawa等
[ 6 ,7]
人对 Mus musculus的各个亚种及 BALB/C 、 AKR、

C57BL等主要实验小鼠品系进行了 mtDNA的限制性

内切酶片段长度多态分析 , 结果发现:BALB/C 、AKR、

C57BL等 50余种主要实验小鼠品系 mtDNA内切酶图

谱完全相同 ,且与 M.m.domesticus内切酶图谱一致;其

余个别品 系如 RR 小 鼠 mtDNA 内切 酶图谱与

M.m.brevirostis相同 。但迄今为止 ,对封闭群的研究鲜

见报道。我们用 PCR-RFLP技术对 KM、NIH、ICR等 3个

封闭群小鼠 mtDNA的 D-Loop 、tRNA1、ND3基因片段进

行了分析 ,结果发现其品系内 、品系间均表现出相同的

酶图谱 ,且与 BALB/C小鼠完全相同 ,未发现多态性。

结果表明 KM 、 NIH 、 ICR小鼠与绝大多数实验小鼠一

样 ,遗传背景较为狭窄 ,不同品系小鼠间遗传背景的差

异远远低于动物种属间的差异。也正因为如此 , 对实

验小鼠来说 , mtDNA限制性内工酶片段长度多态分析

不是一种有效的遗传监测手段。因此有必要发展和探

索一些多态性丰富 、更精确的方法来对实验小鼠进行

遗传监测 。
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