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摘要：用一种化学诱变剂 /)B（乙酰基亚硝基脲）腹腔注射 ("只 & ’ %"周龄 C#.,DEAF（简称 ,A）雄鼠（G"

代），A周后与同品系正常母鼠配种繁殖后代（G% 代）小鼠 (#%只。对其后代进行筛选获得一种可遗传的

显性短尾突变小鼠。为了定位该突变基因，运用平均分布于 ,A和 H,-E!（简称 H!）小鼠常染色体而在这
两者间又有差异的 (@个微卫星对突变小鼠的（H! I ,A）J% 代短尾突变小鼠回交 H!得到的有短尾表型的

［（,A I H!）J% I H!］J! 代小鼠进行基因组扫描。反向运用经典的位置候选基因法，将短尾突变基因定位

于 %.号染色体，与 H%.K3;((的 DLH值为 @M"&。选用该染色体上与短尾表型相关基因 1*+2"0)*0（3）最近
的微卫星 H%.K3;%$(引物扩增，在 %"@只 J! 代短尾小鼠中未发生一例交换，表明 1*+2"0)*0 基因是本例短

尾突变强有力的候选基因。
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随着人类基因组序列草图的完成，;<<;年
=;月小鼠（)’* +’*$’,’*）基因组草图也已完成，
人类开始进入一个大规模地、系统地研究基因

功能的后基因组时代。进行基因功能分析的策

略可分为基因驱动法和表型驱动法。单基因剔

除是典型的基因驱动的研究方法，用放射线导

致缺失和突变以及用各种化学诱变剂（如

567）诱导点突变等属于表型驱动法。表型驱
动研究方法的出发点不是任何特定的基因，而

是从大量的随机突变中通过表型筛选研究感兴

趣的表型及其突变的分子机制。表型驱动研究

的优点在于可以在相对短的时间内产生大量的

突变动物，可能通过表型筛选获得与人类疾病

临床症状相似的模型动物［= > ?］。因此，本实验

室开展了以 567诱导小鼠基因突变以及突变
基因功能的研究，获得一种短尾小鼠并利用微

卫星标记成功将其突变基因初步定位。

) 材料与方法

)*) 实验动物与设施 选用 @ > =< 周龄雄性
A?BCDEFG（CF）小鼠 H<只，CF雌鼠 F<只，ICJE;
（I;）小鼠若干只，全部符合清洁级标准，由扬
州大学比较医学中心提供。实验动物生产许可

证：KALM（苏）;<<;1<<<N，使用许可证：KOLM
（苏）;<<;1<<P?。所有小鼠都饲养在屏障环境
的动物房内，室内温度控制在（;H Q ;）R，湿度
控制在 ??S Q ?S，室内照明采用 =; ’ T =; ’明
暗交替，饲喂苏州双狮牌辐照灭菌饲料，自由饮

用无菌水。

)*+ 仪器与试剂 UAV 仪为 C+(:"&!* 公司生
产的 W 9!*/+",& W’"!:(.3.%"!；电泳仪为北京东
方仪器厂生产的 IOO1XXX;型；凝胶成像系统是
天能科技（上海）有限公司产品，9XK1;<<@ 型；
567为 KX98J公司产品，引物由上海生工公司
合成，(#- 2(%3:"*#"购于宝生物公司。
)*, -./处理与突变小鼠的繁殖 将 CF 小
鼠（9<）腹腔注射 567（=<< :-EY-体重），每周 =

次，共 P次；567用 2Z F[< 的磷酸缓冲液稀释
成 ; :-E:% 溶液，现配现用。雄鼠在最后一次
567处理后 F周与同品系母鼠配种；每只 CF雄
鼠（9<）配同品系的雌鼠 ; > H 只，待确定怀孕

后，雌鼠单独分笼饲养，子鼠（9=）断奶分窝后，

雌鼠再与原配雄鼠同居。

)*0 异常小鼠的筛查及遗传力检测 在 9= 代

小鼠 ;= /和 @周龄时分别进行筛查，主要针对
小鼠一般状况、神经行为、毛发、眼、耳、尾、骨

骼、口腔等肉眼可见的性状进行。对有异常表

型的小鼠（9=）均进行了异常表型的遗传力试

验，即将 9= 与正常的 CF 小鼠配种，观察后代

（9;）小鼠中有无亲代的异常表型，如果在 =<只

以上的 9; 小鼠中无一例出现亲代异常表型，则

认为该异常表型不可遗传或可能外显率极低，

则将该异常表型小鼠淘汰。

)*1 2.3样品及 456反应条件 剪取［（CF
\ I;）]= \ I;］]; 短尾小鼠尾尖 = .:左右，采用

蛋白酶 M 消化、酚氯仿法提取基因组 I6J［F］。
UAV反应体系为 ;?!%：（=）=< \ ^$00"!：;[?!%；（;）
/6WU（=< ::(%ED）<[?!% ；（H）引物"（?<!:(%ED）
<[;?!%；（P）引物#（?<!:(%ED ）<[;?!%；（?）I6J
样 <[?!%；（F）(#- 2(%3:"*#"（?7E!%）= > =[? 7加
双蒸水至 ;?!%，采用吴宝金等提出的热循环条
件进行扩增［B］。

)*7 突变基因的连锁分析 选择基本平均分
布在小鼠基因组的 =N条常染色体，遗传距离在
H<> ?? .8之间，并且在 CF及 I;之间的差异至少
在 P ^2 以上的 HN 个微卫星：I=8+&HB;、I=8+&@P、
I=8+&;BH、I;8+&F、I;8+&=B、I;8+&?;@、IH8+&;F@、
IH8+&=?、IP8+&=B、IP8+&?P、I?8+&H?;、I?8+&=F@、
IF8+&;BP、IF8+&HHN、IB8+&;PF、IB8+&HHH、I@8+&P、
I@8+&H;<、IN8+&H;?、IN8+&;PH、I=<8+&H、I=<8+&BH、
I==8+&=FH、 I==8+&;?@、 I=;8+&=HF、 I=;8+&=B、
I=H8+&=@、 I=H8+&;F;、 I=P8+&?<、 I=P8+&;<?、
I=?8+&;;F、 I=?8+&HP、 I=F8+&=@N、 I=F8+&=<<、
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表 ! 短尾突变基因与各微卫星的连锁分析
"#$%& ! ’()*#+& #)#%,-(- ./ 0(//&1&)2 3#*&1- #)0 -4.12 2#(% 352#)2

微卫星名称

!"#$%&’()**"()
检测的 +, 数量

-./0)$ %1 +, ()&()2
重组比值

3)#%/0"4’("%4 $’("%
!"#值
!"#$

是否连锁

5"46’7) %$ 4%(
89/"(:; 9< :;=9< > ?@AB9 ?@C?
89/"(B9 9< ,?=9< > ?@9:; ?@,C
8::/"(,B< 9< ,A=9< > ?@9;C ?@?:<
8:;/"(AA B< D=B< > ?@:?A C@?< 连锁（*"46’7)）
8:;/"(:9A :?C ? 连锁（*"46’7)）

时仅有的另 :?个 +, 短尾鼠的 8-E样本，与前

9<样合并计算，结果表明该微卫星与突变基因
在实际重组率情况下的 !"# 值为 C@?<，重组率
为 :?@?AF G 9@??F，从而把该突变基因初步定
位于 :;号染色体。在该染色体上报道有一个
与短尾相关的 %&’()*+&*（,）基因，该基因遗传
距离距着丝粒 9@?, #!，而 8:;/"(AA 距着丝粒

:<@< #!，数据表明所获得的短尾小鼠有可能是
%&’()*+&*基因座发生突变。于是再选用距着
丝粒 B@? #!，%&’()*+&* 基因下游几百 0H 处的
微卫星 8:;/"(:9A 来扩增，在所扩增的 :?C 个
+, 样中未发生一例交换（图 ,），此结果证实突
变基因就在 8:;/"(:9A 附近，提示该突变基因
有可能为 %&’()*+&*（,）基因（图 A）。

图 6 7!89(2::与 7!89(2!;:聚丙烯酰胺凝胶电泳结果
<(+ 6 =%&>21.?4.1&-(- ?4.2.+1#?4- 2&-2&0 $, 7!83(2:: #)0 7!83(2!;:

’I为 8:;!"(AA对部分短尾 +, 检测结果，第 9泳道发生重组，其余连锁；0I为 8:;!"(:9A对部分短尾 +, 检

测结果，: J ::泳道全为短尾，+, 无一发生重组，:,、:A、:9分别为 8,、+:、KD对照。

（’）8:;/"(AA：5’4) 9 &L%M)2 $)#%/0"4’("%4，%(L)$& &L%M)2 *"46’7)I NL)O M)$) ’** 1$%/ +, &L%$( (’"* /"#)I

（0）8:;/"(:9A：5’4)& : P :: M)$) ’** 1$%/ +, &L%$( (’"* /"#)I 5’4)& :, P :9 M)$) 1$%/ 8,，+:，KD /"#) $)&H)#("Q)*OI

图 : 提出 !"#$%&’"&（(）基因为候选基因的示意图
<(+@: "4& /(+ -4.A()+ 24#2 ( A#- # >#)0(0#2& +&)&

: 讨 论

:B! =CD诱变的意义 用 R-S（乙基亚硝基
脲）在较短时期内诱导小鼠产生大量随机突变

表型，通过筛选获得并建立与人类疾病相似的

模型动物，再鉴定随机突变小鼠的遗传基础，是

近十多年来兴起的一种新的建立人类疾病动物

模型的新的实验手段。过去研究遗传性疾病主

要依赖自然突变获得的模型动物，发生率低，周

期长，可遇而不可求；R-S 诱变则为一种主动
获取突变的手段。本试验中 T: 代小鼠的直观

表型突变率达到 A@9F，无疑极具潜力和优势。
本文以同样手段筛查了本实验室正常繁殖的
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!"小鼠 #$% 只，未发现一例异常，说明所获得
的突变小鼠是 &’(诱变的结果。因此，&’(诱
变被认为是最有潜力的能够快速产生、大规模

筛选、稳定建立突变型动物的有效途径，新的动

物模型的建立有可能导致新的疾病基因的发现

和克隆，对开发具有自主知识产权的药物标靶

和相应药物至关重要。

获得不同突变表型的小鼠是开展遗传性疾

病研究和基因功能研究的需要，也是必不可少

的实验手段。这些模型可为研究者提供一个处

于生长、发育、病变、衰老动态过程中，可从不同

时间点对不同组织器官进行干预（包括基因矫

正治疗）的实验系统，有望建立起哺乳动物基因

功能研究中解析能力较高的技术平台［)］。

!"# 遗传标志及基因定位方法 以连锁图谱
为工具利用突变基因与遗传标记的连锁分析进

行基因定位、进而进行基因克隆是一种非常经

典而有效的定位与克隆方法。第二代标记微卫

星由于在基因组内含量丰富，多态性理想，呈共

显性遗传且突变率低，因而可以为连锁分析提

供足够多遗传信息，利用 *+,及电泳进行检测
相对容易而成为目前应用最广泛的遗传标记，

其应用也大大推动了利用表型驱动法研究基因

功能的进程［-］。./012/等利用微卫星标记成功
定位了 !"#!$ 基因［3%］，+/045678等利用微卫星定
位了 &’(诱变获得的 9$例与眼睛相关的突变
基因［33］。李善如等利用微卫星定位了自然突

变的小鼠无毛突变基因，赵晓娟等用 :$个标记
（包括 "3个微卫星），成功定位了在昆明小鼠中
发现的突变。吴宝金等利用平均分布于 3- 条
常染色体的 #-个微卫星标记成功定位了 ; 种
白斑小鼠的突变基因［39］。

位置候选基因法是利用连锁图谱与连锁分

析将突变基因定位于染色体的一小段区域，然

后从该区域中找出已知的与突变表型相关的基

因。本文借助位置候选基因法反向操作，其策

略是 /）：首先收集了已报道的所有与短尾相关
的基因在各染色体上的位置，结合已有的 #-对
微卫星引物，优先选用短尾相关基因附近的几

个微卫星引物扩增；<）：如果突变基因是新基因

则继续使用其余微卫星引物定位。结果只选用

了 $个位点就完成了短尾突变基因的初步定
位，事实证明此种定位方法简便、快捷而有效，

特别是对一个目前已知的遗传异质性相对弱的

性状。在定位过程中，之所以将中尾和短尾表

型合并计算，是因为中尾小鼠是短尾小鼠与正

常小鼠交配后，其后代中除出现短尾和正常尾

表型外，还偶尔出现中尾；将中尾小鼠与正常尾

小鼠交配，其后代同样为短尾和正常尾表型，也

偶尔出现中尾，即通过观察，短尾和中尾的遗传

效应几乎是相同的。至于为何会出现中尾表

型，是短尾基因的显性不完全？还是在发育过

程中受到了其他基因的作用？则有待于该基因

的克隆测序和表达的进一步分析研究。

!"! 关于 !"#$%&’"&（(）基因 反向运用经典
的位置候选基因法路线，精确快速地定位了短

尾突变基因，并提出 %&’!()*&) 基因为强有力的
候选基因。%&’!()*&) 为 =><4?家族第一个被发
现的成员，=><4?家族基因的功能是作为转录因
子调控胚胎生长发育过程，其家族基因均具有

保守片段，该基因家族还有 =<?3>" 与 =<0>3 等
成员。人类 +%,#与 +%,$与 %&’!()*&) 具有高
度同源性，其突变可分别引起 @57/0>A/AA/0B与
C451>D0/A综合症（心>手综合症），导致心脏、肢
体的畸形。%&’!()*&) 基因在小鼠胚胎发生过
程中起着非常重要的作用，尤其影响中胚层的

发育。%&’!()*&) 基因突变小鼠首先于 3-9: 年
报道，该杂合子小鼠表现为短尾、并稍微弯曲，

纯合子小鼠由于不能形成尿囊而死于胚胎期

3% E左右。该基因于 3--%年被克隆，研究表明
该基因编码 ;#" 个氨基酸的序列特异的 F’G
结合蛋白，F’G结合区存在此蛋白的前 99- 氨
基酸中，靶序列为含 9%个碱基的部分回文的 =
［HI+］G+G++=GHH=H=HGGG== 单元。该基因
同源基因也于果蝇、线虫、海胆、斑马鱼等生物

体中发现［3# J 3"］。本实验研究获得的突变基因

也有可能为 %&’!()*&) 基因的一个新的等位基
因。

!"$ 短尾小鼠的潜在价值 小鼠因其与人类
相似的基因组序列、发育和生化途径及生理特
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点而成为研究人类疾病的病理过程和遗传基础

的理想模式动物，是医学科学研究中用量最大，

应用范围最广也是最经济的实验动物。寻找、

培育并建立各种人类疾病的小鼠模型，用于生

物医学研究，是推动生物医学发展的最佳途径。

深入研究短尾形成的分子机理和调控机制，有

利于揭示其与其他基因的联系，相互作用和影

响。同时，作为功能基因组学研究的实验验证，

需要进行动物形态的观测、生理生化指标的测

定、组织病理切片的检查，而鼠尾的长短大小是

一种易于观测的表型，可减少大量复杂的实验

室检测工作，可以作为功能基因组学研究的良

好动物模型。任何突变都是洞察生命奥秘的一

个窗户，深入进行短尾鼠的生物学和解剖生理

特点的研究，可以丰富人类对基因功能的理解

和对生命现象本质的认识，也有可能进一步发

现其与人类某个疾病的内在联系，建立起更有

价值的疾病动物模型。

致谢 衷心感谢吴宝金博士在实验中给予的指

导！
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