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摘要:选用 120个随机引物 ,对河南地方野生小鼠及其他 4个近交系小鼠品系进行 RAPD分析 ,筛

选出 36个多态性引物 ,检测到 380条扩增片段 ,其中多态性片段 304条 ,且野生小鼠具有若干特异

条带 ,反映出野生小鼠与 4个近交系小鼠品系间存在遗传差异。多态性分析表明 , 野生小鼠与

PWK 之间的遗传距离指数为 0.009 24 ,遗传关系最近;与 DDK 遗传距离指数为 0.011 30 ,遗传关

系最远。试验结果表明 ,河南地方野生小鼠与 4个近交系小鼠品系之间有遗传相似性 ,也存在差

异 ,同时也证明 RAPD技术可以很好地用于检测小鼠品系间的遗传变异及区分不同的小鼠品系 。
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RAPD Analysis of the Wild Mice f rom Henan and
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Abstract:The RAPD analy sis of Henan w ild mouse and other four inbred strains of mouse w ere

show n in this study.A total of 304 po lymo rphic f ragments w ere achieved from 380 amplif ied

f ragments using 36 polymorphic prime rs w hich w ere selected f rom 120 random primers.Several
speci fic bands possessed by w ild mouse ref lected that the RAPD polymo rphisms ex ist among the

four inbred st rains of mouse and w ild mice.The results of statistical analy sis of RA PD bands

show ed that the genetic similarity betw een wi ld mice and PWK is 0.009 24 , which indicated that

wild mice had the closest relationship to PWK.However , the gene tic simi lari ty be tw een w ild

mice and DDK is 0.011 30 , which show ed the wi ld mice w ere clearly apart f rom DDK.These re-
sults indicated that the re were genet ic similarit ies and va riations between w ild mouse and inbred

st rains of mouse.Thus , as a molecular marker , RAPD can be used to detect the variat ions and

distinguish the mouse st rains.
Key words:Wild mouse;Inbred strain;RAPD;Genetic distances;Henan province

　　近交系小鼠作为现代生物医学研究的理想试验

材料之一 ,具有基因型和遗传特征一致 ,个体之间差

异极小 ,反应性一致等优点 。随着医学科学研究对

实验动物质量要求的提高 ,近交系小鼠的培育及应

用愈来愈被人们所重视 ,具有特定生物学特性的近

交系小鼠品系越来越多 。目前世界上已有小鼠近交

品系 300 多个 ,广泛应用于遗传 、免疫 、肿瘤 、代谢 、

内分泌等各方面的研究
[ 1]
。随着遗传学研究的不断

发展和继续深入 ,现有近交系小鼠品种愈来愈显现

出 DNA 结构单一 、生物多样性不足等缺陷 ,不利于
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分子生物学方法在基因检测方面的应用[ 2] 。为了丰

富小鼠品系的基因类型 ,野生小鼠近交系的培育受

到了世界范围的关注 。

RAPD(random amplified polymorphic DNA)即随

机扩增多态性 DNA技术 ,是 1990年由Williams等[ 3]

和Welsh等[ 4]领导的2个小组同时发展起来的一项分

子生物学技术。该技术研究分析的是遗传物质

DNA 本身 ,克服了从表型水平 、染色体水平和蛋白

质水平研究物种遗传多样性所固有的缺点 。DNA

携带了生物体丰富的遗传信息 ,记录了生物进化的

历史 ,生物的亲缘关系越近 ,基因组 DNA 就表现出

较大的相似性 ,同源序列就会越多 ,使用相同引物扩

增出的共有产物就越多 。因此 ,用 RAPD技术得到

的有关信息 ,在一定程度上可以反映出物种间亲缘

关系的远近程度及生物基因组 DNA 的共享度 ,得

出的遗传距离在一定程度也能反映出物种间亲缘关

系的远近程度
[ 5-8]

。

本研究利用 RAPD技术对河南地方野生小鼠进

行分析 ,并与 4个近交系小鼠品系 DDK 、BALB/c、

PWK 、B6进行比较 ,在基因水平上研究该野生小鼠

与实验室近交系小鼠之间的差异 ,为野生小鼠的属

种划分以及新野生来源的近交系小鼠品系培育提供

一定的理论依据 。

1　材料和方法

1.1　试验材料

野生小鼠为在河南兰考地区捕捉所得。B6 、

BA LB/c 小鼠源自河南省实验动物中心 , DDK 、

PWK 小鼠源自日本理化学研究所 ,所用近交系小

鼠均经生化位点检测为合格近交系 。每种小鼠 10

只 ,雌雄各 5只 。

1.2　基因组 DNA 的提取

取小鼠鼠尾 1 cm ,加 0.5mL SN ET ,加入蛋白

酶 K(20 g/L)至其最终质量浓度为 400mg/L ,55℃

水浴振荡过夜。离心(12 000 r/min , 5min)取上清

液 ,加入等体积酚/异戊醇/氯仿 ,室温振荡 5min ,离

心(12000 r/min ,5min)取上清 ,加入等体积的异丙

醇 ,离心(12000 r/min ,5min)取上清 ,加入等体积乙

醇(体积分数为 70%),离心。室温干燥 ,加 TE 4℃

溶解过夜 , -20℃保存备用。

1.3　试剂和仪器

随机 引物 、TaqDNA 聚 合酶(5 ×10
6
U/ L)、

10×PCR缓冲液 、MgCl2 (25mmol/L)、dNTP (每种

10mmol/ L)、6×电泳上样缓冲液 、Marker(DL2000 ,大

连宝生物公司);生化试剂(郑州隆鑫化玻设备公司);

梯度 PCR仪(Eppendorf 美国基因有限公司);DYY-6C

电泳仪 、DYCP-31D水平式电泳槽(北京市六一仪器

厂);UVP 凝胶成像系统(美国基因有限公司)。

1.4　RAPD反应条件及扩增程序

用 120个引物分别对 5 种小鼠 DNA 进行扩

增 ,从中筛选出具有多态性的引物 ,重新优化反应条

件 ,用每个引物对个体基因组 DNA 进行 PCR扩

增 ,每个反应至少 2次重复 ,并且设立不含模板的阴

性对照 。25μL 反应体系中含 2.5μL 10×PCR缓

冲液(含有 Mg2+)、2mmo l/L dN TP 、15 ng 引物 、

4 ～ 5 ng 模板 DNA 和 1.5U Taq DNA 聚合酶。

反应程序为:94℃预变性 2min;94℃ 1min , 50℃

1min ,72℃ 2m in , 30个循环;72℃延伸 10min。扩

增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测结果 。

1.5　数据处理

统计扩增结果 ,根据公式计算出随机扩增多态

DNA 片段的遗传相似指数 F(也称共享度)和不同

品系间的平均遗传距离指数 P , F =2N xy/(N x +

Ny), P=(1-F)。其中 N xy 表示 X 、Y 两个体共

有条带数 , N x 、N y 表示 X 和Y 个体分别拥有的条

带数。根据遗传距离 ,利用 PHYLIP 软件进行聚类

分析。

2　结果与分析

2.1　引物的筛选及 RAPD扩增结果

在合成的 120个随机引物中有 36个引物产生

了不同程度的多态性标记 , 其余引物均为单一型

RA PD带型 。筛选出的 36 个随机引物共产生 380

条扩增片段 ,其中多态性条带 304条 ,占总条带数的

80.0%。单个引物的标记数在 2 ～ 18个 ,平均每个

引物 10.6个 ,扩增片段大小在 100 ～ 2 000bp。表 1

列出了 5 种小鼠所有个体的基因组 DNA 进行的

PCR扩增情况。图 1 为引物 SC2的 RAPD 扩增电

泳图谱 。

2.2　野生小鼠与 4个小鼠品系的亲缘关系

根据 36个多态性引物的扩增结果计算出 5种

小鼠的带纹相似系数和遗传距离指数 ,其结果如表

2所示 。为了更直观地体现小鼠亲缘关系 ,对它们

进行了聚类分析 ,结果如图 2所示:5种小鼠共聚为

2类 ,野生小鼠与PWK聚为一类而区别于其他3个

品系 ,由此可见该野生小鼠与 PWK 亲缘关系最近 ,

与 B6 、BALB/c 、DDK亲缘关系相对较远 。
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表 1　36 个随机引物 PCR扩增的总条带与多态位点

引物 碱基序列(5′※3′)
扩增产物
条带数/条

多态
位点/条 引物 碱基序列(5′※3′)

扩增产物
条带数/条

多态
位点/条

SC1 TGAGCGGACA 15 6 SC21 CAGCTCACGA 15 17

SC2 GAT GACCGCC 9 6 SC22 ACCCCGCCAA 17 18
SC4 CTCTCCGCCA 10 12 SC23 AGGCCCCA TC 12 12

SC5 AGCGTCCTCC 10 8 SC24 CCAAGAGGCA 16 8

SC6 ACGACCGACA 10 12 SC25 ACGCGCCTTC 10 6
SC7 AGGGCCG TCT 10 12 SC26 GGCACGCGT T 11 4

SC8 GGCTCA TGTG 10 4 SC27 TGCTCTGCCC 11 6

SC9 AGACGTCCAC 9 8 SC28 GGGCGACT AC 8 4
SC10 GGAAG TCGCC 10 16 SC29 GGACCCAACC 8 4

SC11 CTGACGTCAC 7 8 SC30 T TGGCACGGG 7 6

SC12 GAATCGGCCA 13 14 SC31 GTCCACACGG 11 9
SC13 TGGAGAGCAG 15 4 SC32 TGCGCCCT TC 6 6

SC14 CACCCGGATG 13 4 SC33 TGTCTGGG TG 7 6

SC15 AAGGCGGCAG 13 12 SC34 GGTGACGCAG 15 8
SC16 CCTGGGACTC 15 12 SC35 CTGCTGGGAC 14 6

SC17 CCGATA TCCC 7 4 SC36 CCGCCTAGTC 10 6
SC18 GGACCCAACC 12 14 总计 380 304

SC19 T TGGCACGGG 10 14 平均 10.6 0.8
6SC20 AGCGCCAT TG 14 8 多态频率/ % 80.0

1 、2.B6;3 、4.BA LB/ C;5 、6.DDK;7 、8.PWK;9 、10.野生小鼠;M.分子标记

图 1　引物 SC2 的扩增图谱

表 2　 5种小鼠间遗传相似系数和遗传距离指数

种类 B6 BALB/ c DDK PWK 野生小鼠

B6 0.00883 0.01145 0.01134 0.01046
BA LB/ c 0.991 17 0.00889 0.01128 0.01000

DDK 0.988 55 0.99111 0.01257 0.01130

PWK 0.988 66 0.98872 0.98743 0.00924
野生小鼠 0.989 54 0.99000 0.98870 0.99176

注:上三角数字为遗传距离指数,下三角数字为品系群体间遗传相似系数

图 2　5 种小鼠聚类分析结果

3　讨论

RAPD检测及聚类分析结果在一定程度上反映

了野生小鼠的种质特性差异和地理分布状况 。目前

世界上存在 4个小鼠亚种类群:Musmusculus dom-

est icus 、M.m.musculus 、M.m.castaneus 、M.m.

molossinus
[ 9 , 10]

。我国分布着 M.m.musculus 和

M .m.castaneus 2个亚种 ,试验所用野生小鼠捕获

于河南兰考地区 ,属 M.m.musculus类群。本研究

结果表明 ,试验所用野生小鼠与 PWK 遗传距离最

小 ,其亲缘关系最近 ,而 PWK 属于 M.m.muscu-

lus
[ 11]
,这与该种野生小鼠的地域分布相吻合。所以 ,

该种野生小鼠可能属于M.m.musculus亚种 ,具体

的分类还需要更精确的深入研究。

遗传学研究表明 ,欧美培育的近交系小鼠品种

大都是起源于 domesticus亚种系列
[ 12-13]

,导致现有

实验小鼠品系之间的遗传构成极为相似 ,无法应用

这些有限的基因类型进行更加广泛的研究。因此 ,

通过野生小鼠来丰富现有基因库成为解决该问题的

重要方法。国际上已经培育建立了数个野生来源的

近交小鼠品系 ,通过对它们的深入研究发现 ,野生来

源近交系小鼠的基因组与实验室常用小鼠品系差异

较大 ,其中包括许多生化 、线粒体 DNA 和核 DNA
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的多态性 。在中国广泛分布着 M.m.musculus和

M .m.castaneus 2个亚种 ,由于这 2个小鼠亚种在

基因构成上与现行通用实验小鼠品系存在极大差

异 ,使它们成为改进实验小鼠品系遗传状况的好材

料[ 14] 。国内近年来成功培育出多个近交系小鼠品

系 ,但野生来源的近交系小鼠品系极少 。因此 ,加强

我国野生小鼠资源的研究和应用 ,从而培育出更多

野生来源的近交系小鼠品系 ,对于我国实验动物科

学研究将产生深远的影响 。
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(上接第 104页)　可用 DNS 法测出还原性糖的量 ,

但是经过测定 ,银耳和木耳中还原性糖的含量很少 ,

在 620 nm处其最大吸光值(OD值)几乎为 0 ,故可

忽略 。

研究表明 ,黑木耳中多糖含量较高 ,具有较高的

医疗保健价值。目前 ,国内外对食用菌多糖的研究

及开发利用进展迅速 ,在食用菌多糖的分离提取 、化

学组成 、结构分析 、生物活性等方面做了大量的工

作 ,发现了许多具有独特功能的多糖。因此 ,食用菌

多糖产品的研制已成为一个热点。但是 ,目前对各

种食用菌多糖的作用机制不很明确 ,还需要进一步

加强研究 ,了解食用菌多糖的化学结构 、生物活性和

结构关系 ,将使其在食品工业 、发酵工业 、医疗保健

等领域得到广泛的应用。
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