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寡聚核苷酸探针在近交系小鼠遗传检测中的应用

王 芳 孙以方! 段天林 张文慧 安 蓓
（兰州大学医学实验中心 兰州 #’""""）

摘要：用两个非放射性标记的寡聚核苷酸探针（(()*）$ 和（(*(）+ 制作 ,)-,./、0+#,-.12、3,).!、0’4 等

$ 种近交系小鼠的 35) 指纹图，比较了两种探针在近交系小鼠遗传检测应用中的重复性和稳定性。结

果表明，两种探针对上述 $ 种近交系小鼠产生的 35) 指纹图的图带数均为 % & 6! 条，具有良好的多态

性。品系内的平均 35) 指纹图相似系数（"1）在 "78! & 67"" 的范围内，具有相同指纹图的概率（2）均在

"7’6 以上，极显著地高于品系间的相似系数（"7!! & "7’8）和相同指纹图的概率（2 9 67"# : 6"; $ ）。说明

（(()*）$ 和（(*(）+ 两种寡聚核苷酸探针均可用于制作近交系小鼠的 35) 指纹图，以对其进行遗传检

测。用两种不同的探针进行 35) 指纹分析，可以检出基因组中更多的个体特异性信息，结果更加可靠。
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$45*3)(*：*JFK KLIMN AFOHM LP MQAR LJH 35) SFBCHQTQFBLK PS ,)-,./，0+#,-.12，3,).!，0’4 FBUQHM KLQAFB OF/H
CHBHQALHM UN LRP MFSSHQHBL BPB>QAMFPA/LFVH WAUHWHM PWFCPBI/WHPLFMH TQPUHK（(()*）$ ABM（(*(）+，ABM /POTAQHM LJH

QHTQPMI/FUFWFLN ABM KLAUFWFLN PS LJHKH LRP TQPUHK IKHM FB 35) SFBCHQTQFBLFBC SPQ CHBHLF/ OPBFLPQFBCX *JH QHKIWLK KJPRHM
LJAL LJHQH RHQH % ; 6! MFKLFBCIFKJAUWH UABMK PB HVHQN 35) SFBCHQTQFBLFBC OAT CHBHQALHM UN LRP TQPUHK ABM HA/J OAT
JAM TPWNOPQTJFKOX *JH KFOFWAQFLN /PHSSF/FHBL（"1）RFLJFB UQHHMK RAK "78! ; 67""，ABM LJH TQPUAUFWFLN PS AB FMHBLF/AW
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6"; $）X ZL RAK FBMF/ALHM LJAL LJH PWFCPBI/WHPLFMH TQPUHK（(()*）$ ABM（(*(）+ /PIWM UH IKHM FB 35) SFBCHQTQFBLFBC SPQ

CHBHLF/ OPBFLPQFBC FB FBUQHM KLQAFB OF/HX[HABRJFWH，RJHB RH OAMH 35) SFBCHQTQFBLFBC RFLJ LRP MFSSHQHBL TQPUHK，OPQH
FBMFVFMIAWWN KTH/FSF/ FBSPQOALFPB /PIWM UH MHLH/LHM ABM LJH QHKIWLK RHQH OPQH QHWFAUWHX
:#; <+315：35) SFBCHQTQFBLFBC；\WFCPBI/WHPLFMH TQPUH；ZBUQHM KLQAFB OF/H；(HBHLF/ OPBFLPQFBC
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近交系小鼠在生物医学领域发挥着越来越

重要的作用，因此对近交系小鼠进行遗传质量

监测，可以保证其质量，提高相关实验的重复性

和可信度。自 68%+ 年 2HSSQHNK 等报道了人类基

因组高变区小卫星 35) 和 35) 指纹技术以

来［6，!］，35) 指纹图谱技术因其高变异性、多位

点性、简单而稳定的遗传性等优点在法医学、临

床医学［’，$］、实验动物的遗传监测［+ & %］中得到了

越来越广泛的应用。指纹技术中用到的探针及

其标记和检测方法也随着大量高水平微卫星探

##########################################################

针、寡聚核苷酸探针的出现、计算机分析软件的



使用、实验技术的提高以及统计方法的改进而

日益完善。本文用非放射性标记人工合成的寡

聚核苷酸探针（!!"#）$ 以及（!#!）% 制作了近

交系小鼠的 &’" 指纹图，探讨了将这两种探针

应用于这一领域的可行性。

! 材料与方法

!"! 实 验 动 物 ()* 级 +",+-.、/%0+,-12、
&+"-3 近交系小鼠 45 只，由兰州大学实验动物

中心提供，动物质量合格证号分别为：医动字

6$755%、6$7554、6$755$。()* 级 /48 近交系小鼠

45只，购于上海斯莱克实验动物有限责任公

司，合格证号：(/9:（沪）355475554。体重 6; <
33 =。每个品系每次实验各随机抽取两只，雌

雄各一。颈椎脱臼处死后，采集脑、肝组织备

用。

!"# 主 要 试 剂 与 仪 器 &’" 提 取 试 剂 盒，

">?=@A 公司；!"#! 核酸限制性内切酶，大连

#B:BCB 公司；带正电荷的尼龙膜，"D@EFGBD 公

司；生 物 素 标 记 的 探 针 %H IJKLJA7（!!"#）$、%H
IJKLJA7（!#!）%，#B:BCB 公司合成；链亲和素7碱
性磷酸酶标记偶联物（("7")），)EKD@=B 公司；

’+#-+/M)，)EKD@=B 公司。,NN7!3+ 型三恒多

用电泳仪，北京市六一仪器厂。岛津 3%%5 型紫

外分光光度计，日本岛津公司。

!"$ 方法

!"$"! 基因组 &’" 的提取 将实验鼠颈椎脱

臼处死后，取 6 < 35 D= 动物肝或脑组织，移入

冰浴预冷的组织匀浆器中，快速、用力研磨成匀

浆，然后按美国 ">?=@A 公司生产的 OPQLJFKPE.@
!@AKDJ. &’" OJAJ7RE@R SJL 说明进行操作。用紫

外分光光度计测得提取 &’" 样品的浓度和纯

度，T&315 -T&3;5值均在 6U; < 3U5 之间。

!"$"# &’" 的酶切、电泳和转移 用 !"#!酶

切基因组 &’"，将完全酶切产物以 6 V-.D 电压

在 5U;W的琼脂糖凝胶上电泳 64 < 6% G，将凝胶

脱嘌 呤、碱 变 性、中 和 后 在 35 X ((/（4 DKQ-,
’B/Q，5U4 DKQ-, 柠檬酸钠，R8 0U5）中用虹吸法

转移至尼龙膜上，转膜完成后在 3 X ((/ 中漂

洗，吸干，;5Y烘烤 3 G 固定 &’"。

!"$"$ 探针标记 由 #B:BCB 公司在合成探针

的同时于 %H端标记生物素。

!"$"% 杂交和显色

（6）探针（!!"#）$ 的杂交：将膜装入杂交

袋，加入适量预杂交液（% X ((/，6W (&(，R8
0U5，5U%W +("），排尽气泡，$4Y水浴预杂交 65
DJA；弃去预杂交液，加入 适 量 杂 交 液（%5"Q-
.D3，成分同上），同时加入适量生物素标记的探

针 %HIJKLJA7（!!"#）$（5U6 < 65 RDKQ-DQ），排尽气

泡，在 $4Y下杂交 $% DJA；用 65 DQ 洗膜液（6 X
((/，5U6W (&(，R8 0U5），在 4;Y温和搅拌洗膜

65 DJA；加入 65 DQ 6 X ((/，在室温下温和搅拌

洗膜 65 DJA；在一新的杂交袋中，加入 % DQ 4W
+("，室温封闭 6% DJA；弃去封闭液，加入 % DQ
含 6"=-DQ ("7") 的 4W的 +("，（("7") 5U%"Q，
溶于 45 D=-DQ +("），室温孵育 64 DJA；弃去上

述反应液，用 % DQ 洗膜缓冲液（5U5% DKQ-, #EJF7
8/Q，R8 0U$，5U3 DKQ-, ’B/Q，1W #Z@@A735）洗 4
次，每次 % DJA；将尼龙膜取出装入另一新的杂

交袋中，加入 % DQ ’+#-+/M) 底物工作液（5U6%
DKQ-, ’B/Q，5U6 DKQ-, #EJF7/Q，R8 [U%，6 DDKQ-,
O=/Q3，445"=-DQ ’+#，61%"=-DQ +/M)），混匀，排

尽气泡，室温下避光显色 6% DJA 至 3 G；显色适

度后水冲终止反应。

（3）探针（!#!）% 的杂交：预杂交和杂交均

在 $%Y下进行，杂交完毕用洗膜液在 $5Y温和

搅拌洗膜 65 DJA；其余均与上述探针相同。

# 结 果

#"! 寡聚核苷酸探针产生的小鼠 &’( 指纹图

（!!"#）$ 与（!#!）% 两种探针都能与 $ 个品

系近交系小鼠的 !"#!酶切 &’" 片段杂交，产

生具有个体特异性的 &’" 指纹图（图 6）。同一

品系内两个体图带分布基本一致，而品系间存

在显著差异。（!!"#）$ 探针产生的指纹图的平

均图带数为 65U; < 63U$，（!#!）% 探针产生的平

均图带数为 ;U1 < 66U3，均主要分布在 3 SI 以

上。

#"# 品系内指纹图的变异性 同一品系内不
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同个体的 !"# 指纹图进行两两配对比较，通过

!! $ "
!"

# 计算平均相似系数，式中 # 为两两

配对比较数目，! 是相似系数，! $ % $&’ (（$% )
$&），式中 $% 和 $& 分别为个体 ’ 和 ( 的总带

数，$&’为同一品系两个体的共有带数，共有带

是指在图中的位置相同、强度较一致的带；通过

!) $ * + * +!# ! 计算平均等位基因频率，显示 ,
个品系小鼠 !"# 指纹图的平均相似系数（!!）在

-./0 左右，平 均 等 位 基 因 频 率（!)）在 -.1% 2
*.-- 之间，说明不太可能存在遗传污染或遗传

突变（表 *）。

!"# 品系间的变异性 对同一图上不同品系

的 !"# 指纹图进行两两配对比较，求得平均相

似系数见表 %。可以看出，不同品系间 !"# 指

纹图的相似系数仅为 -.%% 2 -.3/，大大低于各

品系内相似系数（表 *），说明各品系间的遗传

物质有较大差异。

图 $ 不同探针产生的 % 个品系小鼠的 &’( 指纹图

)*+, $ &’( -*.+/010*.2 3- -340 *.50/6 7208*. 9*:/ +/./082/6 5; 6*--/0/.2 1035/7
&：（44#5）, 探针；’：（454）0 探针；6：!7*"#8" 89:;<= !"#；#：能与探针杂交的条带。

&：（44#5）, >?@’;；’：（454）0 >?@’;；6：!7*"#8" 89:;<= !"# A&B;?；#：’&C8< DE9FE F@GH8 EI’?98 D9=E >?@’;<J

*：K01LM(NO$；%：K01LM(NO% ；3：K3P$；,：K3P% ；0：L#ML(F$；N：L#ML(F% ；1：!L#(%$；Q：!L#(%% J

表 $ 品系内 &’( 指纹图的变异程度

<85=/ $ >.20850//6 ?80*85*=*2*/7 3- &’( -*.+/010*.2*.+ 981

品系

L?;;8<
参数

R&?&A;=;?
探针 R?@’;

（44#5）, （454）0

测试个体数 5;<=9C: CGA’;? %- 3-
K01LM(NO !! S T!（#） -./3 S -.-*（,0） -./N S -.-%（*-0）

!) -.1, -.Q-
测试个体数 5;<=9C: CGA’;? %- 3-

K3P !! S T!（#） -./% S -.-0（,0） -./Q S -.-*（*-0）

!) -.1% -.QN
测试个体数 5;<=9C: CGA’;? %- 3-

L#ML(F !! S T!（#） -./, S -.-%（,0） *.-- S -.--（*-0）

!) -.1N *.--
测试个体数 5;<=9C: CGA’;? %- 3-

!L#(% !! S T!（#） -./0 S -.-3（,0） -.// S -.-*（*-0）

!) -.1Q -./-
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表 ! 不同品系之间 "#$ 指纹图的相似系数

%&’() ! *+,)-’-)). /010(&-0,2 34)55030)+, 45
"#$ 50+6)-7-0+,0+6 1&7

品系

!"##$%

探针 &"’(#

（))*+）, （)+)）-

.-/!0123 与 .45 6782 9 676-（,6）: 674/ 9 6762（26）

.-/!0123 与 !*0!1; 678< 9 67=8（,6） 6744 9 676,（26）

.-/!0123 与 >!*18 674, 9 676/（,6） 6788 9 67=4（26）

.45 与 !*0!1; 6742 9 676=（,6） 6784 9 676<（26）

.45 与 >!*18 674< 9 676,（,6） 6788 9 676/（26）

!*0!1; 与 >!*18 674- 9 6764（,6） 674? 9 6768（26）

:：括号中的数字为配对比较的数目。

:：+@# ABC(#"% DA E@# (":;F#E :"# ’(E:DA#$ (G H:D"#$ ;’CH:"D%’AI

表 8 同一品系、不同品系个体之间具有

相同 "#$ 指纹图的概率

%&’() 8 %9) 7-4’&’0(0,2 45 &+ 0.)+,03&( "#$
50+6)-7-0+,0+6 :0,90+ &+. ’),:))+ ’-))./

品系

!"##$%

相同 >J* 指纹图的概率 !

&"’(:(DKDEG ’L :A D$#AED;:K >J* LDAM#"H"DAEDAM !
（))*+）, （)+)）-

.-/!0123
=

8
,7= N =6 O = /76 N =6 O =

.45
=

8
,7= N =6 O = <78 N =6 O =

!*0!1;
=

8
-7= N =6 O = =676 N =6 O =

>!*18
=

8
-7/ N =6 O = 47= N =6 O =

.-/!0123 与 .45 =72, N =6 O / =76/ N =6 O ,

.-/!0123 与 !*0!1; 47,6 N =6 O / 872/ N =6 O -

.-/!0123 与 >!*18 478? N =6 O 2 476? N =6 O /

.45 与 !*0!1; =7,- N =6 O - 47-< N =6 O /

.45 与 >!*18 8724 N =6 O - =78- N =6 O /

!*0!1; 与 >!*18 ?72- N =6 O 2 47<4 N =6 O -

!;< 两种探针的多态性

!;<;= 品系特异性带数 根 据 某 个 品 系 的

>J* 指纹图带是否出现于另外 4 个品系的图

中，计算各品系的特异性带数及占该品系总带

数的百分比。百分比数越大，表明该探针的多

态性越好。（)+)）- 探针产生的品系特异性带

数（< P =6）及占该品系总带数的百分比（4676Q
P -676Q）要比（))*+）, 探针产生的品系特异

性带数（2 P <）及 占 该 品 系 总 带 数 的 百 分 比

（4676Q P 427,Q）高，表明（)+)）- 探针的多态

性较好。由于本研究比较的个体数较少，某些

品系特异性图带实际上可能不是特异性的，而

只是在不同品系内的频率不同。

!;<;! 相同指纹图概率 由于近交系动物在

遗传上仍存在一定的杂合性，因此其 >J* 指纹

图谱不可能完全一致，必将显现一定的差异，这

种差异的大小可由相同指纹图概率（!）来表

示。! 值越大，表明两个体间的遗传差异越小，

当 ! R = 时，表明两个体完全相同［?］。我们通

过计算 ! 值（! R "# ，" 是相似系数，# 为个体

平均图带数）分析同一品系、不同品系两个体之

间具有相同指纹图的概率（表 4），得出同一品

系内相同指纹图的概率均在 674= 以上，极显著

地高于品系间的相同指纹图的概率（! S =76/
N =6O ,）。! 不但可反映出动物个体间的亲缘

关系，而 且 还 反 映 出 动 物 群 体 间 的 遗 传 距

离［=6］。还可利用 ! 值大小判断探针的多态性，

! 值越小，探针的多态性越好。

8 讨 论

在近交系动物的遗传监测中，国家标准采

用的是生化位点法，该法因其反映遗传位点有

限，准确度受到影响。一个好的遗传检测方法

所用的遗传标记必须是既遵循简单的孟德尔遗

传方式，亲子间稳定遗传，又在生物的进化过程

中具有一定的变异而表现出足够的多态性。

>J*指纹技术以基因组中广泛存在的高度可

变串联重复序列（TJ+U%）为遗传标记，恰好具

有上述优点［==］。

用于 >J* 指纹技术的探针种类较多，包括

人源的克隆探针 4472、447=-、VWX［=8］、4Y5TU［=4］

探针，野生型或重组的 V=4 噬菌体探针［=,］，以

及从某些动物的基因组中分离克隆的一些小卫

星探针和微卫星探针，这些探针都较长，结构复

杂，来源困难，很少出现在基因组的编码区，绝

大多数分布在基因的端粒和着丝粒等部位。本

文使用的两种寡聚核苷酸探针都较短（ S 86
(H），可直接合成，成本低，随机分布于整个基因

组中，并且杂交过程很快，操作简便，同时避免

了放射性同位素的污染。国外 ZHHK#A［=- P =/］曾
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用（!"!）# $（%&%）# 研究人类及近交系动物的

’(& 指 纹 图，而 国 内 尚 未 见 到 用（!"!）# $
（%&%）# 寡核苷酸探针进行近交系小鼠遗传检

测的报道。故本文利用（!!&"）) 和（!"!）# 寡

核苷酸探针及非放射性标记技术对 ) 个近交品

系小鼠进行遗传检测，获得了多态性好、清晰易

辨的 ’(& 指纹图，这种方法简单易行、判定直

观、结果可信性强、特异性高，可反映出个体间

的变异程度、亲缘关系及遗传距离。同时试验

发现同一动物的 ’(& 不同次试验结果具有一

致性，同一动物不同组织（脑和肝）产生 ’(& 指

纹图 的 结 果 也 完 全 相 同，表 明（!!&"）) 和

（!"!）# 探针稳定性、重复性好，适合于小鼠的

基因指纹分析，是近交系小鼠遗传检测的又一

手段。另外，通过对品系特异性带数及占该品

系总带数的百分比以及相同指纹图概率的研

究，发 现（!"!）# 探 针 的 多 态 性、稳 定 性 比

（!!&"）) 探针略好一些。

目前，在人类及其他哺乳动物的基因组中

又发现了不少的高变区（*+,-）或可变串联重

复序列，其产生机理及应用仍然是研究的热

点［./，.0］。同时，’(& 指纹技术与目前的生化标

记分析方法相比尚存在一些问题，操作繁琐、判

定上缺乏标准，以及无确切的 ! 和 " 值等来衡

量近交系动物个体间、群体间与不同品系间的

差异及不能区分杂合体和纯合体等，因此如何

进一步简化操作、如何根据 ’(& 指纹图谱确定

个体在该位点上的基因型、如何掌握特异性的

探针、如何建立统一的标准用于实验室间的使

用和参考等问题都有待于进一步研究。
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