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应用 40条引物进行不同品系小鼠 RAPD遗传检测的初步研究

吴开平 ,魏 泓 (第三军医大学实验动物中心 ,重庆 400038)

提 要 目的:探讨运用 RAPD-PCR对小鼠进行遗传检测的可能性 , 筛选在各品系小鼠间具有多态性的引

物 。方法:运用 40条引物对 TA1 、BALB/c、KM、NIH 、SCID、T739 、DBA/2 、615 、BALB/c-nu/nu等 9个品系小鼠的 DNA

进行 RAPD-PCR扩增 ,以琼脂糖凝胶电泳观察结果。结果:40条引物中只筛选出 2条多态性引物 ,其它 38条引物扩

增结果无品系间多态性 。结论:RAPD-PCR方法可以区分 9个品系的小鼠 ,是一种适宜于小鼠的遗传检测方法 。
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Preliminary study of genetic monitoring of various strains of mouse with

RAPD-PCR using 40 single primers
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Abstract Objective:To assess the possibili ty of genetic moni toring of various strains of mouse

with RAPD-PCR using 40 single primers.Methods:The DNA of 9 strains of mouse including TA1 ,
BALB/c , KM , NIH , SCID , T739 , DBA/2 , 615 and BALB/c-nu/nu was amplified wi th RAPD-PCR us-

ing 40 single primers.The PCR products were resolved with electrophoresis on agarose gel and stained

with ethidium bromide.Results:2 of the 40 single primers resulted in high polymorphism and all the oth-
er primers produced monomorphic amplification products in 9 mouse strains.Conclusion:RAPD-PCR is

an effective technique to proceed geneticmonitoring onmice since it is able to distinguish the genetic proper-

ties of 9 strains of mouse.
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实验动物质量直接影响到医学生物学研究中动物

实验结果的准确性 、重复性和科学性 。遗传检测是保

证实验动物遗传质量的重要措施 。目前常规实验动物

遗传质量检测方法主要有免疫标志监测 (皮肤移植试

验 , 肿瘤移植 , 混合淋巴细胞培养等)、生化标本检测 、

形成特征检测 (下颌骨形态分析 , 毛色基因测试)等
[ 1 ,2] 。上述方法主要是利用遗传基因的表型特征进行检

测 ,存在着精确度不高 ,检测位点及反映遗传概貌有限

等局限性 。现代分子生物学技术可以直接对遗传基因

DNA分子进行检测 , 这使实验动物遗传质量检测进入

一个新领域 。近年来已有大量应用 RAPD-PCR研究物

种遗传多样性的报道
[ 3 ～ 9]

, 但对小鼠遗传检测的研究

较少
[ 10]
,本实验应用 40条引物对 9个品系的小鼠进行

RAPD-PC , 分析比较了各品系小鼠的 RAPD的谱带 ,筛
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选了具有多态性的引物 。

1 材料与方法

1.1 实验动物

TA1 、BALB/c、BALB/c-nu/nu 、SCID 、T739 、DBA/2 、615近交系

小鼠和 KM 、NIH封闭群小鼠各 5只 , 由第三军医大学实验动物

中心提供。

1.2 试剂

10×buffer 、Taq酶 、Mg
2 +、dNTP均为德国 BM公司产品 。

1.3 引物

购自美国 Operon Technologies公司两套试剂盒 Primer kits for

RAPDs AB-0320-Kit4 、AB-0320-Kit5 , 每套试剂盒含 20条引物 , 共

40条 ,引物编号及序列见表 1。

1.4 基因组 DNA制备

取小鼠尾部组织 100 mg剪碎 , 加入 DNA抽提缓冲液 (10

mmol/L Tris-HCl , 10mmol/L EDTA , 1.0%SDS , 200μg/ml蛋白酶K ,

10 mmol/L NaCl , pH 8.0)混合均匀 ,置 56℃至完全消化 ,然后按常

规方法提取 DNA ,DNA晾干后 ,加入适当体积 TE缓冲液(10mol/

L Tris-HCl ,pH 8.0 , 1mmol/L EDTA)溶解 ,保存于 4℃备用 。
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1.5 RAPD-PCR反应体系及扩增程序

25μl的反应体系中含有 10×buffer 、 2.5 mmol/L dNTP 50

μmol/L、Mg
2 +
3 mmol/L 、引物为 0.2μmol/L模板 DNA 、25 ng Taq

酶 2 U ,反应混合物用 20μl石蜡油覆盖 , 反应过程包括 40个循

环 ,每个循环包括 94°C变性 1 min , 39°C退火 1 min , 72°C延伸 2

min ,最后一次循环后于 72°C延伸 10min ,首次循环于 94°C预变

性 2 min 。扩增片段用 1.5%琼脂糖凝胶(含 0.5μg/ml溴化乙

锭)电泳 2.5 h ,紫外灯下观察结果 ,比较扩增谱带 、拍照、筛选具

有多态性引物 。

2 结果

以 40条引物对 9个品系小鼠 DNA进行 RAPD-PCR扩增发

现两条引物在 9个品系中具有很好的多态性 ,见图 1。图 1中在

695 bp⑤⑦⑧比其它品系少 1条扩增带 , 在 515 ～ 695 bp间⑤比

⑦⑧多 1条扩增带 , 在 994 bp处 ⑧比⑦少 1条扩增带 , 表明

T739 、NIH 、DBA/2与 9个品系中的任意一种都有差异 ,在略小于

695 bp处①③④比②⑥⑨少 1条扩增带 , 在 994 bp处②比⑥⑨

多 1条扩增带 ,表明 TA1 、BALB/c-nu/nu 、KM与 BALB/c及 SCID、

615 3组之间差异均显著 。其它 38条引物在各品系小鼠的 DNA

扩增带差异不显著 ,表明这些引物没有品系间多态性 ,见图 2。

图 1 AB5-11引物扩增 9品系小鼠结果

1 ～ 9:TA1 、BALB/c 、KM、BALB/c-nu/nu 、NIH 、SCID、

T739 、DBA/2 、615小鼠;M:分子量标志

Fig 1 Results of amplification of DNA of 9 mouse

strains with RAPDanalysis using primer AB5-11

Lanes 1 ～ 9:Mouse strains TA1 BALB/c ,KM , BALB/c-nu/

nu , NIH , SCID , T739 , DBA/2 , 615;M:Marker

图 2 AB4-4引物扩增 9品系小鼠结果

1 ～ 9:TA1 、BALB/c 、KM、BALB/c-nu/nu 、NIH 、SCID、

T739 、DBA/2 、615小鼠;M:分子量标志

Fig 2 Results of amplification of DNA of 9 mouse

strains with RAPD analysis using primer AB4-4

Lanes 1 ～ 9:Mouse strains TA1 BALB/c , KM , BALB/

c-nu/nu , NIH , SCID , T739 , DBA/2 , 615;M:Marker
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3 讨论

由于所取各品系小鼠亲缘关系非常近 , 所以 40条

引物中绝大部分引物扩增出的结果差异不显著 , 只有

2条引物扩增结果出现多态性 , 40条引物只筛选出 2

条多态性引物 , 这也与所取小鼠群体变异非常相一

致。

实验结果也表明不能随意将一般的 RAPD引物应

用于各品系小鼠遗传检测 ,必须进行大量的实验 ,从众

多的随机引物中筛选具有多态性的特异引物 , 只有运
用这种特异引物 , 进行 RAPD-PCR , 并建立其检测标
准 ,才能使该技术真正应用于小鼠的遗传检测。

各品系小鼠 RAPD谱带的差异 , 是其遗传背景差
异的反映 ,虽然小鼠品系之间亲缘关系非常近 ,遗传背
景上的差异远远低于动物种属间的差异 , 但是通过大
量随机序列引物的 RAPD-PCR , 各品系小鼠基因组间
的细微差异仍可被反应出来 , 这表明 RAPD-PCR方法
适宜于小鼠遗传检测。
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高血压性脑出血 , 血肿进行性增大是病情恶化的主要原因 ,

常预后不良 。我科近两年内收治该类病人 15例 ,进行临床分析

并结合文献复习探讨发病规律与预后 。

1 资料与方法

1.1 临床资料

高血压性脑出血(HICH)血肿扩大 15例 ,男 13例 ,女 2例 。

年龄 53 ～ 64岁 ,平均 58.4岁 。

1.2 临床特点

起病急 ,于病后 2 ～ 43 h入院 。活动时起病 11例 ,起病时头

痛 12例 ,恶心呕吐 8例 ,其中呕吐咖啡样液体 2例 。既往均有高

血压病史 ,病程 15 ～ 35年不等 ,都未行正规治疗 ,多间断服用罗

布麻与复方降压片;有高血压家族史 5例 , 糖尿病史 4例 , 高脂

血症 6例 , 中风家族史 4例 , 饮酒 7例 (每天平均饮酒 150 g左

右 ,达 15 ～ 30年)。入院时体征:意识清楚 4例 ,嗜睡 7例 ,浅昏

迷 3例 ,中度昏迷 1例 。血压 22 ～ 33/14～ 17 kPa ,左侧瘫 7例 ,
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右侧瘫 8例 ,脑膜刺激征 11例 。辅助检查:白细胞(10.0～ 31.4)

×109/L、中性 0.87 ～ 0.98有 9例 。室性心动过缓伴心肌缺血 7

例 ,左前分支传导阻滞 4例 ,左室扩大伴劳损 6例 。胸片一侧肺

部炎性病变 5例 。肾功能异常 4例(尿素氮 10.37 ～ 55.12mmol/

L ,肌酐 204.42 ～ 1 121.40μmol/L)。肝酶谱升高 3例 ,碱性磷酸

酶 、谷氨酰转肽酶 、谷草转氨酶 、谷丙转氨酶均呈轻到中度升高 ,

血糖 8.9 ～ 15.7 mmol/L。头颅 CT于入院后 2 ～ 45 h内检查 ,平均

17.8 h。出血量 15 ～ 48 ml ,平均 27ml 。基底节血肿 13例 ,丘脑 2

例 。第 2次复查头颅 CT距第 1次检查 6 ～ 120 h ,出血量明显增

加 52 ～ 80ml ,平均 67 ml。病情恶化的变化:意识障碍加深 ,血压

持续性升高 , 生命征不稳 , 1例出现明显的精神症状 , 表现躁动

不安 ,1例肝酶谱持续性升高 。

1.3 治疗与预后

进行脱水 、抗感染 、维持电解质平衡等治疗 。病情好转 4例 ,

平均住院日 34 d ,恶化自动出院 2例 。死亡 9例 ,平均住院日 7 d。

2 讨论

2.1 自发性脑出血血肿扩大标准

血肿体积增大超过首次 CT血肿体积的 50%以上 ,或 2次
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