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利用错配碱基产生酶切位点快速检测禽类

Mx蛋白基因单核苷酸改变
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摘要: 该方法针对无合适酶切位点的检测位点设计引物,应用于禽类Mx 蛋白基因 631位氨基酸位点的

突变检测,利用错配碱基产生内切酶识别的酶切位点检测 SNP,尝试一种操作简便结果可靠的检测单核

苷酸多态性并能快速判定 631位点氨基酸的方法。实验结果表明, 利用这种方法产生的酶切位点能有

效地对 631位氨基酸位点进行分型,可以快速检测 SNP。
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Abstract: In order to find a simple and effective way to detect SNP, a method for creation of restriction enzyme cutting

sites was developed by using mismatched primers. This method can be used to detect SNP effectively and rapidly.
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� � 单 核 苷 酸 多 态 性 ( single nucleotide

polymorphism, SNP)是指在基因组水平上由单

个核苷酸变异所引起的 DNA序列多态性。SNP

在人类基因组中广泛存在,已经发现了 370 万

个SNP,平均每 500~ 1 000个碱基对中就有一

个。近年来对鸡 ( Gallus gallus)基因组 DNA 和

表达序列标签( expressed sequenced tag, EST)的

研究表明, 单核苷酸多态性在其中广泛分布。

在8个欧洲国家实验室合作研究的 AVIANDIV

( avian diversity) 项目中发现每 50 bp 就有一个

SNP,表明包括野生红色原鸡在内的被测群体

有较宽的遗传图谱
[1, 2]
。SNP 是基因控制重要

性状的确定、估计以及分析生物多样性和系统

发生关系的有力工具,可用 SNP 等位基因与表

型的关系及 SNP 等位基因的变异来提高鸡的

育种水平,检测包括重要性状遗传变异在内的

基因, 阐明其作用和功能, 还能将 SNP 用于研

究野生及家养群体的遗传结构。通过 PCR扩

增片段的多态性分析有助于检测各种突变,

PCR�RFLP 分析、PCR结合 ASO探针杂交分析、



PCR�SSCP 分析、扩增片段长度多态性( AFLP)、

PCR直接测序等技术和荧光 PCR检测点突变、

反向限制性位点突变分析、基因芯片、等位基因

特异性扩增技术等新技术的应用使点突变检测

技术得到迅速的发展。PCR�RFLP 是检测 SNP

基因型的经典方法, 利用 DNA 序列单核苷酸改

变使某种限制性内切酶识别位点出现或消失,

酶切后产生含有相同或者不同长度的片段, 从

而判断 DNA 分子单核苷酸的变化。虽然现有

的限制性内切酶种类不少, 但还是有很多的

SNP位点找不到合适的限制性核酸内切酶来识

别,在引物的 3�末端引入错配碱基产生合适的

酶切位点进行 SNP 研究的方法应运而生。在

人类 ( Homo sapiens )
[ 3]
、羊 ( Ovis aries )

[ 4]
、马

(Equus caballus )
[ 5]
、鸡 ( Gallus gallus )

[ 6]
上先后

出现了利用这种技术研究单核苷酸改变的方

法,有的称为 forced PCR, 有的称为 mismatched

PCR。本文中用�利用错配碱基产生酶切位点�
来代表这种方法。

Mx蛋白是在 IFN诱导下产生的蛋白质, 是

继2�, 5�寡腺苷酸合成酶和 P86蛋白激酶后发

现的又一种抗病毒蛋白。1962年, Lindenmann

首次发现小鼠 A2G16号染色体上有一个显性

基因能抵抗正黏液病毒科的病毒(流感病毒) ,

并将该基因命名为 myxovirusresistant, 即 Mx 基

因,该基因表达使得 A2G对流感病毒 NWS 株

不敏感,能抵抗致死剂量的流感病毒
[ 7]
。Ko 等

人证实了鸡 Mx 基因具有抗 VSV病毒、流感病

毒的活性, 而且这种活性与第 631 位氨基酸

(Asn�Ser)有密切关系 [8, 9]
, 因此利用鸡的 Mx 基

因进行抗病研究具有重大的现实意义。

由于本课题在对禽类 631位氨基酸对应的

核苷酸位点进行研究时, 遇到无合适的内切酶

进行 RFLP的问题。因此引入了错配碱基创造

酶切位点检测 SNP 的方法。错配碱基创造酶

切位点检测 SNP 的方法是人为在设计的引物

上引入错配碱基,使得引物的 3�末端与及邻近

的几个碱基(包括引物和模板)共同组成一个酶

切位点, PCR产物用相应的限制性内切酶切割,

根据片段长度的差异进行单核苷酸改变的识

别。这种方法使无合适的限制性内切酶进行酶

切的SNP位点能通过 PCR�RFLP 法进行检测。

1 � 材料与方法

1�1 � 基因组 DNA的制备 � 白莱航和北京油鸡

作为实验样本, 每只鸡翅下静脉采血 30 �l, 基

因组 DNA 的提取参照 Jon 等的方法
[10]
。 � 收

集全血 25 �l,加入 475 �l STE buffer ( 0�15 mol�L
NaCl, 0�05 mol�L Tris, 1 mmol�L EDTA pH 8�0)于
- 80 � 保存; �加入 15 �l 蛋白酶 K( 10 mg�ml)

和 7�5 �l 25% ( v�v) SDS 55 � 消化过夜; � 酚,

酚�氯仿�异戊醇( 25�24�1) , 氯仿�异戊醇( 24�

1)各一次; �加入 0�1倍体积 3 mol�L NaAc, 2

倍体积冰乙醇,轻轻颠倒混匀, 11 600 g 离心 5

min,收集絮状 DNA 沉淀; � 75% 乙醇洗 2~ 3

次,干燥,加入150 �l TE( 10mmol�L Tris, 1 mmol�
L EDTA)溶解 DNA。

1�2 � 主要试剂和器材 � 琼脂糖(西班牙)、限制

性核酸内切酶(NEB)、蛋白酶 K( Amresco)、DNA

分子量标准(天根)。电泳仪 ( BIO�RAD)、电泳

槽( BIO�RAD)、凝胶成像系统( BIO�RAD)、水浴

恒温震荡器(江苏太仓)、PCR仪( BIO�RAD)。

1�3 � 引物设计 � 对 GED区 631位的碱基序列

进行分析(图 1) ,其中碱基 A和 G的变化在基

因组 DNA 的2 216位碱基处, 该位点在外显子

14的起始部分, 因此利用内含子 13的 3�末端

序列和外显子 14的 5�端序列扩增这段区域(图

2) ,设计与序列严格互补的上游引物和下游引

物( pCF: ccttcagcctgttttttcttctttta, pCR: TAAACGCC�
TGAGCAATCAGATTCCTC)验证引物的特异性,

命名为引物 pC。

由于631位对应的碱基找不到合适的酶切

位点,此时引入错配碱基,设计两对下游错配引

物 pA和 pB。其中, pAR: 5��GAGGAATCTGATT�
GCTCAGGCGTgTA�3�, 小写的 g 为引入的错配

碱基, GTAC序列是限制性内切酶 CviQ �的识

别序列, 扩增产物紧靠下游引物 3�末端的第一

个碱基 G即是要判断的 SNP,该碱基的改变会

导致酶切位点的消失; pBR: 5��GAGGAATCTG�
ATTGCTCAGGCGTTaA�3�, 小写的 a 为引入的错
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配碱基, AATT 是限制性内切酶 Tsp509 �的识

别序列,扩增产物紧靠上游引物末端的第一个

碱基 A即是要判断的 SNP, 该碱基的改变同样

会导致酶切位点的消失 (图 3)。利用引物

( pCF, pAR)及( pCF, pBR)进行扩增, 两对引物

分别命名为 pA、pB。

图 1� 鸡 Mx 蛋白基因 GED区序列

Fig. 1� GED sequence of chicken Mx

阴影部分为Asn序列编码AAT,箭头指示 2 216位对应的碱基A 和G突变,对应的 631位氨基酸 Asn (N)或 Ser (S) 用方框标明。

Asn coden AAT was shaded, The arrowhead indicates the mutation of G and A at posit ion 2 216,

the corresponding amino acid Asn (N) or Ser ( S) was boxed.
�

图 2� 进行碱基错配设计的区域

Fig. 2� The region used to design mismatched primer

内含子序列用小写字母表示( intron 13) ,外显子序列用大写字母表示(EXON 14) ,引物 pCF、pCR 用下画线标明。

Capital letters indicate nucleotides in exon 14, lowercase letters show nucleotides in int ron 13� Primers of pCF, pCR were underlinded.
�

图 3� 利用错配引物引入酶 CviQ� ,

Tsp509�的酶切位点

Fig. 3� Creation restriction enzyme cutting site

by mismatched primers
�

1�4 � PCR 扩增 � PCR 扩增体系为: 基因组

DNA 0�05~ 0�5 �g, dNTPs 2�5 mmol�L, 2�5 �l 10

� PCR 缓冲液, MgCl2 1�5 mmol�L, 引物各 20

pmol和 Taq DNA聚合酶 1 U, 总体积 25 �l。扩

增条件: 94 � 预变性 3 min, 30 个循环( 94 � 30

s, 60 � 30 s, 72 � 60 s) , 72 � 延伸 5 min, 4 � 保
温 5 min。

1�5 � 酶切 � 取6 �l PCR产物, pA、pB引物扩增

的片段分别用3 U CviQ �及 Tsp 509�限制性内
切酶酶切, 1�2 �l 10 � 酶切 buffer, 反应总体系

12 �l, 37 � 酶切过夜。用 3%琼脂糖凝胶进行

电泳,溴乙锭染色, 100 V�40 min,凝胶成像系统

下观察、记录、照相。
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2 � 结 � 果

基因组 DNA 检测结果见图 4, 可见所提取

的 DNA 整齐、集中, 无脱尾现象。三对引物

pA、pB、pC, 扩增片段为 101 bp。引物 pA 的产

物,当 631位AA对应的碱基是G时, 用 CviQ �

酶切会出现 75+ 26 bp 的带, 26 bp的带在 3%

的琼脂糖中看不清, 因此对于纯合的个体出现

101 bp的带为AA型, 出现 75 bp的带为 BB型,

杂合的出现 75 bp 和 101 bp的带为 AB型。引

物 pA的产物, 当 631 位 AA 对应的碱基是 A

时,用 Tsp509 �酶切同样会出现 75+ 26 bp的

带, 27 bp 的带在 3%的琼脂糖中看不清, 因此

对于纯合的个体会出现 75 bp 的带型, 为 AA

型,杂合的出现75 bp和 101 bp的带,为AB型,

而碱基不是 A的出现 101 bp 的带, 为 BB 型。

因此, 根据使用的引物及相应的酶切就可以辨

别出该位点是否有要寻找的抗性位点 G(图5)。

图 4 � 鸡基因组 DNA检测

Fig. 4 � Detection of chicken genome DNA
�

图 5� 引物 pA、pB、pC扩增产物及酶切产物

Fig. 5� Primers A, B and C PCR products and restriction enzyme cutting products

�为引物 pA、pB、pC PCR产物: A� pA扩增 101 bp带, B� pB扩增 101 bp带, C: pC扩增 101 bp带, M� DNA 分子量标准 I; �为 CviQ

�酶切引物 pA扩增片段: 1� 101 bp+ 75 bp ( AB) , 2� 101 bp (AA) , 3� 75 bp ( BB) , M� 50 bp DNA 分子量标准; �为Tsp509�酶切
引物 pB扩增片段: 1� 101 bp+ 75 bp (AB) , 2� 101 bp ( BB) , 3� 75 bp (AA) ,M� 50 bp DNA分子量标准。

� : A , B, C are products ( 101 bp) of primers pA, pB and pC respect ively, M� DNA marker I; � : CviQ� restriction enzyme cutting products

(101 bp) of pA, 1� 101 bp+ 75 bp ( AB) , 2� 101 bp (AA) , 3� 75 bp ( BB) ,M� 50 bp DNA ladder; �: Tsp 509� restrict ion enzyme cutting

products ( 101 bp) of pB, 1� 101 bp+ 75 bp (AB) , 2� 101 bp ( BB) , 3� 75 bp(AA) , M� 50 bp DNA ladder.
�

图 6� 纯合型 AA和 BB

Fig. 6� Homozygous of AA and BB
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� � 测序验证结果,送酶切结果为纯合的 DNA

标本到诺赛公司测序,测序结果与预期一致(图

6)。

用这种方法进行的禽类 Mx 基因在 631位

氨基酸检测结果如图 7, 结果表明用这种方法

能够方便快捷地分辨出 631位位点的多态性,

大大加快了实验过程中对携带抗性位点品种的

的选种进程。

图 7 � 用错配引物 pA、pB扩增后获得的 631 位点酶切产物结果

Fig. 7� Detection of position 631 with mismatched primers ( pA, pB)
�

3 � 讨 � 论

Mx蛋白有独特的结构,蛋白分子能够自组

装成高级的环状和螺旋环状的功能区,这种结

构一般具有以下结构域: 300 个高度保守 N 端

GTPase区, 含150个氨基酸的中部结构域,大约

100个氨基酸的 C 端结构域, 该区两个亮氨酸

拉链结构域可形成双链 �螺旋,是 GTPase 反应

区( GTPase effect domain, GED)。研究结果显示

人类MxA蛋白 GED能够特异结合中部区域, 使

Mx蛋白形成二聚体或者三聚体结构, 这种结合

对于形成有功能的 GTPase 非常关键
[ 11, 12]

。尽

管这种功能和结构可能会限制不同Mx 蛋白序

列变化, 但是 C 端结构域的序列同源性只有

22% ,而其余序列的同源性可达到 38% , C端结

构域这种变化其实与动力蛋白家族中各成员在

细胞内的定位及功能有关
[ 13]

,因为肽链 C端有

决定 Mx 蛋白定位于细胞核还是细胞质的定位

信号,此外 C末端氨基酸的变化决定了其抗病

毒的特异性, 因此可以设想 Mx 蛋白在抵抗病

毒过程中的功能是 C末端与病原体直接特异

性作用的结果
[ 14]
。禽类Mx 蛋白抗病毒活性与

GED区单核苷酸多态性有关,其中 631位氨基

酸(对应于 cDNA 序列是2 216位碱基)位点 N

(AAC)与 S( AGC) 的变化, 即碱基 A 与 G的变

化可以改变其抗病毒的作用
[ 8, 9]

,但是在该位点

找不到合适的酶, 引入错配碱基产生酶切位点

可以经济、快捷地检测单核苷酸多态性
[ 15]
。由

于在育种过程中首先选择具有抗性位点的碱基

A,因此在大规模的筛选育种过程中利用该方

法方便、经济、快捷,有利于育种过程中的初步

筛选。

传统的 PCR�RFLP 方法在酶的选择上只能

严格寻找在序列上完全匹配的有识别序列的限

制性核酸内切酶, 然而并非所有的序列都有合

适的酶的识别位点, 因此该方法在使用时受到

酶的限制。在对 631位氨基酸进行 SNP研究时

就找不到合适的酶。利用错配碱基在引物设计

时在一条引物中人为引入错配碱基产生适合酶

切的合适位点, 就能比较方便地进行 SNP 研

究。应用错配碱基引入酶切位点的方法进行

SNP 研究,对 SNP 位点进行分型, 结果可靠、操

作简便、经济快捷, 普通分子实验室都可以进

行。实验中 631位点处本身没有酶切位点, 设

计错配引物是为了创造一个酶切位点用 PCR�
RFLP对其进行分型。在设计错配引物时, 错配

的碱基最好在倒数第二个或稍前处, 错配碱基

也不宜过多,否则影响扩增效率,同时应该设计

一对与原序列互补的引物验证在非错配情况下

该引物的特异性, 在保证了特异性的基础上才

能进行错配引物的PCR。

根据本实验, 在 PCR的程序设定上, 由于
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加入了错配引物,反应的特异性相对降低,在用

错配引物而使用原引物扩增程序扩增效率不高

时,可以适当降低退火温度,或者适当延长退火

时间。通过巢式 PCR二次扩增出该序列, 也会

提高扩增效率, 但是必须对一次 PCR的产物进

行浓度梯度稀释,寻找合适的模板浓度进行第

二次 PCR。进行检测时可使用琼脂糖凝胶电

泳,无须进行 PAGE 胶检测。由于酶切后不同

长度片段的差异基本上是引物的长度,为了适

于普通的琼脂糖电泳分辨,错配引物的扩增产

物最好在 101 bp左右, 并使用较高浓度的琼脂

糖凝胶 ( 3%~ 4%) , 可以得到较满意的结果。

同时,为了更好地观察酶切产物的差异,电泳时

间要较长。
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