
� 动物学杂志 Chinese Journal of Zoology � 2009, 44( 6) : 145~ 150

大鼠及小鼠微卫星引物在社鼠中的跨种扩增
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摘要: 利用微卫星引物在同一属、科、目不同种之间具有通用性的特点,通过 PCR扩增、聚丙烯凝胶电泳

和银染技术对社鼠(Niviventer confucianus )近缘物种大鼠 ( Rattus norvegicus )、小鼠 ( Mus musculus ) 中已知的

70 个微卫星位点引物进行跨种扩增, 筛选适合社鼠相关研究的多态微卫星引物。结果发现 , 40 个位点

引物出现扩增条带, 21 个位点引物能够稳定扩增,其中 15 个位点杂合, 13 个位点具有多态性; PCR 扩增

的Mg2+ 浓度主要集中在 1�5及 2� 0 mmol�L ,退火温度在 50~ 60� 之间不等。虽然部分扩增产物有影子

带的存在, 但并不影响等位基因的判读。总体来看, 利用大、小鼠的微卫星引物扩增社鼠的微卫星位点

是可行的。
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Cross�species Amplification of Rat and Mouse Microsatellite DNA

Loci in the Niviventer conf ucianus

SUN Bo � BAO Yi�Xin* � ZHANG Long�Long � ZHAO Qing�Yang � XU Jing

( Insti tute of Ecology, Zhejiang Normal University , Jinhua � 321004, China )

Abstract: Taking consideration of the fact that microsatellite primers can be amplified among different species in the

same genus, family and order ,we used 70 Rat( Rattus norvegicus) and Mouse( Mus musculus ) microsatellite primers to

amplify their counterparts in a close species�the Chinese White�Bellied Rat ( Niviventer conf ucianus ) through PCR

amplification, polyacrylamide gel electrophoresis and silver staining technique. A total of 40 loci could be amplified in

agarose gel electrophoresis, but after polyacrylamide gel electrophoresis, only 21 loci could be stably amplified, among

which 15 loci showed hybridism and 13 loci showed polymorphism. Mg2+ concentration in PCR amplification was at

1�5 and 2�0 mmol�L, and the annealing temperature ranged from 50� to 60 � . The existence of stutter bands in

partial amplified products did not affect the selection of purpose bands. Overall, it is feasible to amplify the Chinese

white�bellied microsatellite primers by using their rat and mouse counterparts.
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� � 微卫星标记( microsatellite marker)是近几年

流行起来的分子标记技术,是进行分子遗传学

方面研究的一种有效手段。由于其具有多态性

高、杂合子比例高、信息含量大以及在同一属、

科、目不同种之间具有保守性等优点,已被广泛

应用于动植物遗传图谱构建
[ 1~ 3]
、目标基因的

标定
[ 4, 5]
、遗传多样性监测

[ 6]
等研究领域。

社鼠( Niviventer confucianus )隶属于啮齿目

( Rodentia)鼠科( Muridae)白腹鼠属, 是丘陵山地

林区常见的鼠类。因其取食林木和果树的嫩

叶、果实及毗邻的农作物,已成为林区的主要害



鼠之一; 它也携带多种病原体,在流行病学中

占有一定的地位, 从而引起了人们的日益关

注
[ 7,8]
。近年来在其分类地位

[ 9]
、生理生态

学
[ 10, 11]

、内脏器官形态
[12, 13]
、行为学

[ 14,15]
以及繁

殖生态学
[ 16]
等领域已经开展了广泛的研究。

开展社鼠遗传学方面的研究有利于揭示该动物

的生物学特性, 进而了解其生物学本质。由于

社鼠与大鼠 ( Rattus norvegicus )、小鼠 ( Mus

musculus)均隶属于啮齿目鼠科, 存在一定的亲

缘关系,因此, 本文根据微卫星引物在同一属、

科、目不同种之间具有通用性的特点, 利用大、

小鼠中已知的 70个微卫星位点引物扩增社鼠

样本 DNA, 开展社鼠微卫星位点研究, 寻找社

鼠多态性微卫星位点。这对于了解社鼠的群体

遗传概貌和基因资源多样性具有重要意义, 也

为构建社鼠种群的遗传数据库奠定基础。

1 � 材料与方法

1�1 � 材料 �

1�1�1 � 实验动物 � 实验所用社鼠样本来自 2008

年5月在浙江千岛湖岛屿开展小型兽类种群数

量调查时捕获的个体, 雄鼠 125只,雌鼠 89只,

总计214只。社鼠经解剖后, 肌肉组织暂时存放

于含 95%乙醇小口塑料瓶中固定保存,带回实

验室后- 70� 冰箱长期保存。解剖过程中, 器械
严格消毒和分开,防止样品间的交叉污染。

1�1�2 � 实验仪器 � Eppendorf 5417R高速冷冻

离心机; Eppendorf恒温混匀仪; Thermo DNA干

燥仪; BIO�RAD 电泳仪; BIO�RAD 梯度 PCR

仪; BIO�RAD紫外凝胶成像系统; BIO�RAD双
向聚丙烯酰胺凝胶电泳仪。

1�1�3 � 试剂 � Ex Taq 聚合酶、dNTP、DL2000

DNA marker购自宝生物工程(大连)有限公司,

pUC19 DNA�MSPI Marker 及其他试剂购自上海
生工生物工程技术服务有限公司。

1�2 � 方法 �

1�2�1 � 微卫星位点的选取 � 选取位于大、小鼠

的不同染色体上,且等位基因数多、多态性含量

丰富的微卫星位点。分别为小鼠 1~ 4号染色

体上的6个位点(引物基因座分别为 D1Mit13、

D2Mit30、D2Nds3、D3Mit15、D3Mit22、D4Mit17) , 6

~ 16 号染色体的 14 个位点 ( D6Mit4、D7Nds1、

D8Mit4、D9Mit23、D10Mit3、D10Mit12、D11Mit2、

D12Nds2、D13Mit3、D14Mit5、D15Mit5、D15Mit17、

D16Mit4、D16Mit7) ; 大鼠 1~ 14染色体的 38个

位点 ( BSIS、KAL、PKC、TON、CPB、FGG、PKL、

CAT、SCN2A、SVS2P、A2M、FABP1、ENO2、NPY、

SPR、TRY1、GLUTB、PND、CKB、IGHE、ELA1、

MYC、PERF、ACPH、APOC3、THY1、CRYG、ABP、

GH、NGFR、CSPMO2、TKG、MDH2、PLNAH、LCA、

AFP、CSNA、IGFBP) , 16~ 19染色体上的 12个位

点( MBPA、ACRM、PRL、RPL35P、ADRB2、GJA1、

TILP、TTR、HP、UCP、TAT、TNF) , 总计 70 个位

点,全部参考相关文献
[ 17, 18]

。微卫星引物由上

海生工生物工程技术服务有限公司合成。

1�2�2 � 样本 DNA 的制备 � 取 95%乙醇固定样

品,用灭菌ddH2O清洗样品表面3次,然后用滤

纸吸干表面水分。取肌肉组织 150~ 200 mg,采

用经典酚氯仿法抽提基因组 DNA
[19]
。利用紫

外分光光度计测定样品浓度和纯度, 4 � 保存。
1�2�3 � PCR 扩增及检测 � 各个引物所需的

buffer 浓度以及退火温度不同, 根据引物的需

要,把 buffer分为含 Mg
2+

1 mmol�L、1�5 mmol�L、
2�0mmol�L 3个梯度。退火温度设为8个梯度,

然后按以下体系和程序进行扩增。

PCR反应体系为 25 �l: 10  buffer (分为含
Mg

2+
1 mmol�L、1�5 mmol�L和含 2 mmol�L 3 种)

2�5 �l、dNTP 1�5 �l( 2�5 �mol�L)、上游和下游引
物各0�4 �l( 10 �mol�L)、样品 DNA 1 �l( 40 ng)、

Taq 酶 0�2 �l( 5 U��l) ,加水补足。
扩增程序为: 94 � 预变性 5 min; 94 � 变性

30 s,退火温度50~ 60 � (根据各引物 Tm 值,分

别设为 8个梯度, 由 PCR一次性设定完成) 35

s, 72 � 延伸 40 s, 35个循环; 72 � 延伸 10 min。

用所选取的 70 对微卫星引物先分别对社

鼠的混合 DNA进行扩增 (随机抽取 10只社鼠

样本的 DNA, 相互混合制备社鼠基因组 DNA

池) , 扩增产物经过 1%的琼脂糖凝胶电泳, EB

染色, 观察所有的微卫星引物对社鼠的混合

DNA扩增结果。选取在琼脂糖凝胶电泳上有
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清晰扩增条带的引物, 分别对 214 只社鼠的

DNA进行扩增, 6%变性聚丙烯酰胺凝胶电泳,

银染, 拍照, 观察。DNA 条带泳动距离一致的

即表现为单态性,若有差异即为多态性。通过

BandScan 5�0 软件对凝胶电泳图进行泳道校
正、数据提取, 然后用凝胶分析软件 Gel�Pro 4�5
分析并统计目的条带长度及其他相关信息。

2 � 结 � 果

2�1 � DNA电泳结果 � 经紫外可见分光光度计
检测, 从 95%乙醇保存的社鼠肌肉组织提取的

DNA 260 nm�280 nm OD值为 1�7~ 1�8, 所提取
的DNA纯度较好。电泳结束后在点样孔附近

都有单一的高分子量条带 (图 1) 。

2�2 � 琼脂糖凝胶电泳 � 70 个微卫星位点中扩

增产物可见1~ 2条清晰条带的位点, 或者有多

条带但仅 1 条或 2 条是非常明显主带的位

� � �

图 1� 部分社鼠肌肉组织 DNA电泳图

Fig. 1 � Agarose gel electrophoresis of DNA extracted

from Niviventer confucianus muscle

M: DL2000 DNA分子量标准; 1~ 6为动物编号。

M: DL2000 DNA marker; 1- 6�Animal numbers�
�

点, 共有 40个。对筛选到的 40个微卫星位点

进行PCR反应条件的再次优化,最终确定重复

性较好、稳定性高的微卫星位点 21个(其中,小

鼠的8个, 大鼠的 13个,见表 1)。图 2为 PKC

位点引物扩增结果。

图 2� PKC位点引物在社鼠基因组 DNA中扩增图谱

Fig. 2 � Profile of agarose gel electrophoresis for PCR product of primer PKC

in Niviventer confucianus genomic DNA

M:DL2000 DNA分子量标准; 1~ 15为动物编号。

M: DL2000 DNA marker; 1- 15� Animal numbers�

�

2�3 � 聚丙烯酰胺凝胶电泳 � 选取稳定扩增的
21个微卫星位点引物,分别对 214只社鼠基因

组DNA一一扩增,进行基因分型检测。发现21

个位点中, 有15个杂合位点, 6个单态性位点,

13个位点具有多态性(小鼠 4个, 大鼠 9 个)。

在具有多态性的基因座中, 除位点 APOC3外,

其他位点的等位基因数均大于 5, 表现出高多

态性, 但同时也不可避免的有影子带 ( stutter

bands)出现(图 3)。PCR扩增的 Mg
2+
浓度主要

为 1�5 及 2�0 mmol�L, 退火温度在 50~ 60 � 之
间不等,具体结果见表 1。
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图 3� 微卫星位点 TNF变性聚丙烯酰胺凝胶扩增结果

Fig. 3� Profile of denatured polyacrylamide gel electrophoresis for PCR product of primer TNF

M: pUC19 DNA�MSPI 分子量标准; 1~ 11为动物编号。

M: pUC19 DNA�MSPI Marker; 1- 11 Animal numbers�
�

表 1� 21 个微卫星引物在社鼠基因组

DNA中的扩增结果

Table 1� PCR results of 21 microsatellites in the

Niviventer confucianus genomic DNA

座位

Locus

杂合性�
纯合性

Homozygosity

and

heterozygosity

等位

基因数

Number of

alleles

退火温度

Recovering

temperature

( � )

扩增片段

长度( bp)

Length of

fragments

ADRB2 杂合 7 58 84~ 126

APOC3 杂合 4 52 90~ 124

ACPH 纯合 1 54 81

CAT 杂合 13 56 143~ 197

D2Nds3 杂合 5 56 143~ 163

D1Mit365 纯合 1 53 64

D8Mit4 纯合 1 56 173

D9Mit23 杂合 13 54 219~ 303

D14Mit5 杂合 14 52 172~ 232

D11Mit2 杂合 2 56 54, 65

D11Mit128 杂合 2 53�7 76, 104

D15Mit5 杂合 10 52 125~ 179

GLUTB 杂合 12 52 128~ 178

IGFBBP 杂合 10 56�5 138~ 178

LCA 杂合 10 56 148~ 176

NPY 纯合 1 59 128

PKC 杂合 14 58 130~ 176

PKL 纯合 1 55 109

PLNAH 纯合 1 59 133

THY1 杂合 12 52 166~ 228

TNF 杂合 10 59�5 111~ 149

� �

3 � 讨 � 论

由于微卫星标记具有种族特异性, 必须采

用特异引物进行 PCR检测,因而存在引物开发

的问题
[ 20]
。传统获取微卫星位点的方法通常

需要建立、筛选基因组文库,克隆测序以及扩增

引物等一系列费时费力的实验室工作, 并且因

扩增引物不同使实验结果产生较大的差异
[ 21]
。

采用什么样的方法开发分离微卫星引物,做到

节约费用、省时高效,是现在多数学者普遍关心

的问题。随着微卫星侧翼保守序列在哺乳动物

基因组中的发现
[22]
, 微卫星引物在同一属、科、

目不同种之间具有保守性的特点也被发现,即

同属、科、目的不同物种可以使用一种引物扩增

微卫星。该方法 一经提出, 便 被广泛应

用
[23~ 25]

。Arevalo 等
[ 26]
将山羊( Capra hircas )中

发现的 10个引物在牛科 8个其他属的 11种动

物中扩增, 发现所有位点中都有多态性; Rico

等
[27]
报道,有 17个微卫星位点能够在 4亿年前

就分离的鱼类之间转移扩增; 蔡清秀等
[ 28]
也从

已知的非洲象( Loxondonta africana) 31 个微卫

星位点和 5个亚洲象( Elephas maximus )微卫星

位点中筛选到 14 个能在勐养的亚洲象肌肉

DNA中进行扩增的位点,且经测序证实为微卫

星序列。

本实验通过对社鼠近缘动物大、小鼠中已

知的微卫星位点引物进行扩增发现, 大、小鼠微

卫星引物可在社鼠基因组 DNA 中扩增出一定

的有效图带。其中, 设计合成的 70个大、小鼠

微卫星位点引物的扩增产物在琼脂糖凝胶电泳

时有40个位点出现扩增图带, 21 个位点能够

稳定扩增; 将这些稳定扩增位点引物对所有的
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社鼠个体分别扩增, 进行聚丙烯凝胶电泳、基因

分型后,最终筛选到 13个高多态性的微卫星位

点。这些在社鼠中高度多态性的微卫星位点分

布于大、小鼠不同的染色体或连锁群中,虽然部

分扩增产物中有影子带的存在, 但并不影响等

位基因的判读
[29]
。Murray 等

[ 30]
认为影子带的

产生机理可能是扩增中 DNA 链在复制时滑动

误配所致,加之聚丙烯酰胺凝胶分辨率较高, 是

不可避免的,可见扩增效果是相当成功的,所给

的数据也具有一定的代表性。

利用大、小鼠微卫星引物对社鼠基因组

DNA进行跨种扩增,两者跨种扩增成功的几率

相差不大, 其中从小鼠中筛选到多态性位点几

率为 20% ,而从大鼠中筛选到多态性位点几率

为18%。可见,科以内的亲缘关系对近缘物种

通用微卫星引物的筛选影响不大; 社鼠微卫星

位点跨种扩增的同源率达到 30%, 高于长爪沙

鼠( Meriones unguiculatus ) 跨种扩增的同源率

( 13%)
[ 31]

,与亚洲象微卫星位点( 29�03% )筛选

结果相当
[ 28]

, 明显低于鸟类 82�05%的跨种扩
增同源率

[ 32]
, 可见微卫星跨种扩增的成功率有

不确定性。但是这种方法简单、方便,并且对实

验室的技术设备要求也不高, 多数实验室都能

够完成,因此,仍不失为一种社鼠微卫星筛选的

有效方法。

以上研究结果也说明, 研究某一缺乏相应

微卫星标记的物种时, 利用微卫星侧翼序列的

保守性开展微卫星标记种间扩增, 不失为一种

快速有效的方法,对于群体遗传学的研究也具

有一定的指导意义。
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著名生物学家、教育家贝时璋院士逝世

中国共产党党员、著名生物学家和教育家、中国科学院最年长的院士、中国科学院生物物理研

究所名誉所长、中国生物物理学会名誉理事长、中国动物学会创始人之一、中国动物学会第十届理

事会理事长贝时璋院士, 2009年 10月 29日在北京辞世, 享年 107岁。

贝时璋院士是国际知名的生物学家,创立了∀细胞重建学说#; 也是我国生物物理学的奠基人,

创建了中国科学院生物物理研究所。他高瞻远瞩、勇于开拓创新, 努力推动新型边缘学科的发展、

交叉、渗透和融合。

中国动物学会于 1934年8月在江西庐山成立时, 贝时璋先生作为 17名代表中的一员参加了

会议。贝时璋院士曾任中国动物学会第四、六、七届理事会理事, 第十届理事会理事长, 曾于 1953

年任∃动物学报%编委会主任。他作为科技战线上的领导者和组织者,为我国生物学的发展、中国动

物学会的创建和发展倾注了大量心血, 做出了卓越贡献。贝时璋院士德高望众,是众多生物学科技

工作者的恩师和楷模,他将毕生精力献给了生命科学研究事业, 并以渊博的学识和严谨的治学态度

培养了大批人才,桃李满天下,堪称一代宗师。

贝时璋院士品德高尚、淡泊名利、严以律己、宽以待人、谦虚谨慎, 他的优良品德永远是我们学

习的榜样。

贝时璋院士的逝世, 是我国科技界的一大损失,使我们失去了一位德高望重的老前辈、一位良

师益友,我们将永远怀念他。
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