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转基因小鼠和基因突变小鼠微卫星不稳定性分析
王迎，崔静，陈振文，路静，霍学云，李振坤，杜小燕*
（首都医科大学实验动物部北京 100069）
【摘要】目的 探讨微卫星在转基因和基因突变小鼠中的变化，为基因修饰和遗传突变动物的遗传检测和表型分析提供理论依据和技术手段。方法 根据文献报道，从GenBank中选取198个等位基因数量多、富含多态性的微卫星位点，以野生型动物为对照，对6种近交系遗传背景的转基因小鼠和5种自然基因突变的近交系小鼠进行微卫星多态性检测，选用1.5%琼脂糖凝胶电泳和STR扫描技术，比较分析微卫星不稳定性。结果 共有40个微卫星位点在转基因和基因突变小鼠中表现出多态性。在基因突变小鼠中，微卫星不稳定性有55.6%（10/18）是由纯合变为杂合（I型），有3个位点（16.6%，3/18）是纯合突变（II型），有5个位点同时存在2种类型的突变。但是在转基因动物中，大多数的微卫星多态性为I型突变（87.5%，28/32），只有2个位点（6.2%，2/32）是II型突变。另外有2个位点同时存在2种类型的突变。结论 基因修饰或基因突变可引起小鼠相关微卫星发生不稳定性，而且某些微卫星位点对基因改变敏感性较高。
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Analysis of the microsatellite instability in transgenic mice and spontaneously 
mutated inbred mice
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【Abstract】Objective To detect and analyze the microsatellite instability (MSI) in transgenic (Tg) mice and spontaneously mutated (SM) inbred mice. Methods According to the literature reports, we selected 198 microsatellite loci from 19 autosomes and X chromosomes of mice in GenBank. These loci are rich in polymorphic sites in mice. Then comparative analysis of microsatellite DNA polymorphism in mouse strains 6 Tg and 5 SM and in wild-type control mice was conducted with PCR amplification. The analysis of microsatellite DNA polymorphism was performed using 1.5% agarose gel electrophoresis and STR scanning. Results We found 40 microsatellite loci showing MSI after the genetic modification compared with that in the wild type control mice. In the spontaneously mutated mice, 55.6% (10/18) changed from homozygous to heterozygous (type I), whereas three loci (16.6%) of these mice experienced homozygous mutations (type II). Five loci (27.8%) had both types of mutations. In the Tg animals, however, most of the CMP genotypes (87.5%, 28/32) were changed from homozygous to heterozygous mutations (type I), whereas only two loci (6.2%) of the mice had homozygous mutations (type II). Moreover, two loci harbored both types of mutations. Conclusion Gene-modification or mutation may result in microsatellite instability in mice. Some microsatellite loci are more sensitive to gene modification.
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随着生物医学研究的深入，基因修饰动物得以广泛应用，但在制备基因修饰动物时，外源DNA片段插入宿主基因组时，常常导致基因插入突变或进行同源替代而影响其周围的基因。如果这一现象得不到及时纠正，将会产生碱基错配或碱基取代而导致显性、隐性或被沉默的表型的改变[1-3]。因此，无论是何种形式的基因改变（包括基因敲除、转基因）均会使动物具有不可预知的表型，产生研究者预计之外的结果或不可预料的“副作用”[4]。但到目前为止，人们仍然缺乏有效的研究手段来阐明基因修饰与表型及其“副作用”之间的因果关系。
微卫星又称短串联重复( short tandem repeat，STR)，是由1-6个碱基组成重复单元的长约50-200 bp的DNA序列，这些重复单元的数目差异导致微卫星产生多态性[5]。由于微卫星易于受到多种突变的影响，它们被认为是监测DNA重组、DNA聚合酶滑移和DNA随机组合的“哨兵”DNA或“热点”[6]。我们前期研究发现在29种基因敲除小鼠中有11种微卫星出现了不稳定性（microsatellite instability, MSI）[7]，但是，还没有证据表明在转基因和基因突变小鼠中微卫星是否有类似现象。因此，本研究针对转基因和基因突变小鼠等基因修饰动物（genetic modification, GM）的微卫星位点进行了多态性分析，以期发现转基因和基因突变动物的微卫星不稳定现象和规律，为转基因和基因突变动物的检测和表型分析提供新的思路和手段。通过本研究，还将一定程度上揭示基因改变引发的一系列结构变化，为基因微环境研究提供线索。
1  材料和方法
1.1 实验动物

转HBV基因小鼠、转APOE基因阳性小鼠及其野生型对照小鼠来自北京大学医学部实验动物部；BALB/ c裸鼠（野生型、杂合子、纯合子）、BALB/ c无毛鼠（野生型、杂合子、纯合子）均来自军事医学科学院实验动物中心；转APP基因小鼠、转PAP基因小鼠、转TCR基因小鼠及其野生型对照小鼠来自中国医学科学院实验动物研究所；转GAD2基因小鼠、SCID小鼠及其野生型对照小鼠来自北京大学实验动物动物中心。所有小鼠均为SPF级，饲养在IVC中，笼盒内温度控制在20~23°C，相对湿度40%~70%，室内12 h明暗交替，动物自由采食和饮水；体重20-30 g，年龄及性别不限。
1.2 主要试剂
蛋白酶K购自Merck 公司，SDS购于Sigma公司，Taq DNA聚合酶、dNTP、10 × PCR buffer等购自大连宝生物工程有限公司。
1.3微卫星引物
实验选用198个微卫星位点，均从文献中筛选的富含多态性、等位基因数量多的位点，引物序列参照相关数据(http://www_genome.wi.nit.edu/cge_bin/mouse/sts. info. database=mouse) ，所有引物均由上海生物工程技术服务有限公司合成，40对分别由FAM、HEX或TAMRA荧光标记的引物由北京基诺博实生物技术有限公司合成。
1.4实验方法
1.4.1转基因小鼠基因组DNA样品的PCR扩增
取12种不同基因修饰小鼠和其对照小鼠肝脏组织约0.1 g，参照文献[8]采用酚/氯仿法提取基因组DNA，稀释后置-20°C保存备用。
用所选的198对微卫星引物对11种不同基因修饰小鼠及其对照小鼠的基因组DNA样品进行PCR扩增，每个PCR反应体系为20 μL，其中：10× PCR buffer (MgC12 1.5～2.5 mmol/L因位点而异) 2.0 μL；上、下游引物(10 μmo1/L)各1.0 μL；4× dNTP (2.5 mmol/L each) 1 μL；Taq酶 (1U/μL) 1.0 μL；50 ng/μL基因组DNA 2 μL；水2 μL。循环条件：94°C预变性5 min；94°C变性30 s；梯度退火温度（48°C-62°C）退火30 s；72°C延伸30 s；35个循环后置72°C继续延伸7 min，扩增产物4°C保存。
1.4.2 PCR扩增产物的检测
扩增产物经1.5%的琼脂糖凝胶电泳后，初步筛选出在基因修饰小鼠和其阴性对照样品的DNA间能扩增出差异等位基因片段的微卫星位点，对其分别用FAM、HEX或TAMRA进行5’荧光标记，按优化PCR条件对在该位点上表现出差异的DNA样品进行PCR扩增，3 种荧光标记的扩增产物按体积比1∶2∶3混合，每个混合样取1 μL 进行STR 扫描。扫描结果出现两种波形：一种为纯合基因型，只有一个主波；一种为杂和基因型，有两个主波。根据软件读出波峰处扩增产物的大小。
1.4.3多态性分析方法
通过分析不同种类基因修饰小鼠及其野生型对照动物STR扫描结果判定MSI的发生，两者之间的波峰出现大小差异或者等位基因的增加或减少视为产生MSI。
2 结果
2.1 微卫星多态性分析
198对引物中有158对引物在转基因和基因突变及其相应野生型对照小鼠中的扩增在同一基因座呈单态性，表明所检动物在这158个基因座没有发生基因突变或遗传变异，其余40个位点（20.2%，40/198）则出现了基因座的杂合或多态性(表1，图1-2) 。由此可见，与相应的野生型对照动物相比，转基因小鼠和自然突变小鼠发生了MSI。
2.2 微卫星多态性类型分析
在40个发生MSI的位点中，有两种多态性类型，一种是纯合突变，包括删除2-18 bp或者增加2-16 bp。另一种是杂合突变，即在原有等位基因处增加一个突变位点（见表1）。在自然基因突变小鼠中，55.6%（10/18）是由纯合变为杂合（I型），有3个位点（16.6%，3/18）（D4mit18，D5mit352 和D9mit256）是纯合突变（II型）。有5个位点同时存在2种类型的突变。在转基因动物中，大多数的微卫星多态性为I型突变（87.5%，28/32），只有2个位点（6.2%，2/32）（D7mit246 和 D13mit3）是II型突变。另外有2个位点同时存在2种类型的突变（见表1）。2种突变的典型STR扫描结果见图2和3。
从表1中可以看出，在自然基因突变小鼠中，无毛纯合子小鼠微卫星不稳定性发生率最高（27.5%，11/40），而 SCID 小鼠的突变位点则最少（2.5%，1/40）。在6种转基因小鼠中转PAP基因和TCR基因小鼠的突变率相同，均为35.0%（14/40），转ApoE基因小鼠的突变率最低（1/40，2.5%）。
表1 转基因和基因突变小鼠中微卫星不稳定性情况
Tab. 1 Microsatellite instability tested in the transgenic and naturally mutated inbred mice.

	
	品系名称Strain name
	发生MSI的位点
MSI loci
	相应位点的突变类型
Mutation type
	合计Sum

	自然突变Natural mutation
	Het.N
	D4Mit310；D11Mit224；D11Mit35；D19Mit56
	*92/116；*165/167；*195/213；*123/135
	4

	
	Hom.N
	D4Mit310；D11Mit224；D11Mit35；D19Mit56
	*92/116；*165/167；;#195；;#135
	4


	
	Het.H
	D1Mit3；D3Mit22；D3Mit51；D3Mit278；D5Mit352；D8Mit14；D10Mit266；D10Mit3；D18Mit19；
	*183/187；*220/238；#242；*94/116；#127；*134/164；*86/94；*220/246；#158
	9

	
	Hom.H.
	D3Mit22；D3Mit51；D3Mit278；D4Mit18；D8Mit14；D9Mit256；D10Mit3；D13Mit114；D15Mit105；D15Mit270；D18Mit19
	*220/238；#242；;#92；#230；*134/164；#103；*220/246；*133/149；*126/132；*178/180；*152/158
	11

	
	SCID
	D3Mit278
	#92
	1

	转基因小鼠Transgenic (Tg)
	HBV
	D3Mit22；D18Mit19
	*238/253；#150
	2

	
	APOE
	D7Mit246
	#149
	1

	
	APP
	D3Mit17；D9Mit325；D15Mit105；D15Mit270；D15Mit5
	*181/199；*92/96；*114/126；*188/198；*100/114
	5

	
	PAP
	D1Mit211；D1Mit3；D1Mit303；D3Mit17；D5Mit352；D6Mit183；D6Mit274；D7Mit238；D7Mit281；D11Mit2；D14Mit102；D15Mit175；D18Mit19；DXMit172
	*136/146；*161/183；*116/126；*181/199；*113/121；*100/108；*95/115；*128/154；*114/140；*104/118；*120/138；*122/170；*152/158；*128/148
	14

	
	TCR
	D6Mit102；D6Mit183；D6Mit274； D9Mit21；D9Mit256；D9Mit269；D9Mit325；D10Mit198；D11Mit224；D11Mit258；D11Mit35；D14Mit102；D14Nds1；D18Mit19
	*143/171；*100/108；*95/115； *178/192；*101/121；*168/176；*92/96；*128/134；*147/161；*128/168；*201/213；*120/138；*177/193；*152/158
	14

	
	GAD2
	D3Mit17；D3Mit22；D10Mit3；D11Mit4；D13Mit3
	*199/203；*238/244；*220/250；*244/250；#164
	5


注：Het.N.：BALB/c 裸鼠的杂合子；Hom.N.：BALB/c 裸鼠的纯合子；Het.H.；稀毛鼠；Hom H.：无毛鼠：SCID：SCID 小鼠。*：杂合突变（I型）；#：纯合突变（插入或删除）（II型）；sum：在该品系小鼠中所有检测到的MSI位点数。
Note: Het.N.：BALB/c nude mouse heterozygote；  Hom.N.：BALB/c nude mouse homozygote; Het.H.: Sparsehair mouse; Hom H.：Hairless mouse：SCID：SCID mouse. *：Heterozygous mutation（Type I）；#：Homozygous mutation （insertion or deletion）（Type II）；sum： Number of all detected MSI loci in the mouse strain.
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图1 与对照动物相比，HBV转基因小鼠在位点D18Mit19 扩增结果显示多态性
A：对照（152 bp），B：HBV转基因小鼠（150 bp）
Fig. 1 Compared with the control animal, HBV transgenic mouse showed polymorphism at locus D18Mit19.  A: Control (152 bp), B: HBV transgenic mice（150 bp）
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图2 BALB/c裸鼠野生型（A，123 bp）、杂合子（B，123/135 bp）、纯合子（C，123/135 bp）在位点D19Mit56处的扫描结果
Fig. 2 The scanning results of BALB/c nude wild-type (A, 123 bp), heterozygous (B, 123/135 bp) and homozygous (C, 123/135 bp) at locus D19Mit56 
3 讨论
一般说来，基因突变往往引起微卫星位点的变化，而微卫星序列变化也可以反映基因的突变。因此利用微卫星的多态性即可判断是否发生遗传变异或基因突变。STR自然突变率约为0-0.8%[9]，而本实验中在转基因和自然突变小鼠中所检测到的微卫星不稳定性为20.2%，明显高于微卫星的自然突变率，说明这些突变并非完全是自然突变，是基因修饰引发了微卫星的变异。
我们前期在基因敲除动物和ENU诱变动物中检测微卫星MSI的结果[7,10]与本实验结果比较发现，位点D14mit102在所有基因修饰（转基因、基因敲除和ENU诱变）小鼠中都敏感。我们发现在Tg和KO小鼠中同时出现微卫星不稳定性的位点有D11mit258、D13mit3 和DXmit172。位点D15mit5则在Tg和ENU诱变小鼠中同时发生了MSI。这一结果说明微卫星存在“敏感”位点，称为突变“热点”。Akmal A. El-Ghor等[11]在用铬诱导大鼠后，在普通型脆弱部位的3个位点发现了微卫星不稳定性，也进一步证明了突变“热点”的存在。这些微卫星突变热点为我们进一步研究检测GM动物方法，并“预估”表型和修饰基因的一致性提供了一种新思路，也为GM动物的遗传质量控制提供一种新的监测方法。
微卫星发生不稳定性可能和转入基因片段大小存在一定的关系，在6种转基因小鼠中，PAP和TCR突变率偏高，转入基因大小分别为8 kbp、12 kbp，而APP的转入基因片段为4 kbp，相比PAP和TCR，突变率较低。当然，我们只是通过实验发现这种趋势，还不能断定突变率与转入片段的这种直接相关性。在自然基因突变小鼠中，BALB/ c裸鼠和SCID小鼠的突变基因位置分别在11号和16号染色体上，而实验结果显示，在其他位置也有突变发生，具体原因尚不清楚。有些基因突变可以通过表型表现出来，而有些却不能通过表型外观发现，可能是一些隐性的基因突变，如BALB/ c裸鼠，突变基因位于11号染色体上，但除了11号染色体上检测到MSI位点以外，在第4、19号染色体上也检测到MSI （D4Mit310、D19Mit56）说明除了11号染色体，在其它位置也存在代偿性的基因突变。我们共找到8个位点分别在BALB/ c无毛鼠杂合子和纯合子表现微卫星不稳定性（在多条染色体上都有），该动物突变基因还没有定位，我们的实验结果将为突变基因的定位提供一定帮助。 自然突变小鼠BALB/ c裸鼠野生型、杂合子、纯合子的突变基因均位于第11号染色体上，而我们在11号染色体上的2个位点D11Mit35（p50.24cM）和D11Mit224（q66.0 cM）都检测到了MSI，尤其是位点D11Mit35，野生型的扩增条带为纯合213 bp，杂合子扩增条带为杂合（195 bp和213 bp），纯合子扩增条带为纯合（195 bp），所以可以推测，裸鼠在位点D11Mit35处丢失了（AC）n个核心序列，并在以后的复制中积累，就产生了裸鼠的杂合子和纯合子，说明突变基因可能和位点存在一定的连锁关系，或是位置上相近，由此我们也进一步证明，微卫星不仅可以作为一种分子标记，也可用于检测突变的发生，也有助于对突变基因进行定位，对于因随机插入而不易于定位的Tg动物尤其有重要意义。
4 结论
转基因修饰和基因突变引发了微卫星不稳定性；基因改变所引起的微卫星不稳定性存在高频发生位点，即突变“热点”。
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