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SNP 标记对角膜混浊小鼠 突变相关基因的精细定位 

蒋荧梅 1, 刘春 2, 吴刘成 1, 邵义祥 1,2 

1. 南通大学实验动物中心, 南通 226001; 

2. 南通大学比较医学研究所, 南通 226001 

摘要: 为深入研究前期工作中以 ENU 诱变技术建立的遗传性角膜混浊突变系小鼠(B6-Co)的遗传机制, 利用 

SNP 标记对其突变基因进行精细定位, 将该品系中具有角膜混浊表型的小鼠(B6-CoP)与 DBA/2 小鼠(简称 D2)

配种得到 F1 代, 再回交 D2 亲本品系得到 F2 代, 提取 F2 代角膜混浊小鼠鼠尾 DNA。在 MGI 数据库中选取小鼠

13 号染色体已定位区间附近 5 个在 C57BL/6(简称 B6)和 D2 两个品系之间有差异的 SNP, 应用聚合酶链反应-

限制性片段长度多态性(PCR-RFLP)技术及连锁分析方法对 B6-Co 小鼠突变基因进行精细定位。结果表明: 

B6-Co 小鼠突变基因定位于 13 号染色体上 112 546 283~113 397 654 bp 之间, 因该区间内有 5 个已知基因, 其

中 Map3k1 基因与小鼠眼睛形态生成和眼睑闭合密切相关, 提示 Map3k1 是 B6-Co 小鼠突变的强力候选基因。 
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Fine mapping of mutant gene related corneal opacity mouse with SNPs 

JIANG Ying-Mei1, LIU Chun2, WU Liu-Cheng1, SHAO Yi-Xiang1, 2 

1. Laboratory Animals Centre, Nantong University, Nantong 226001, China; 
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Abstract: To further investigate the genetic mechanism of the mutant mice(B6-Co) with hereditary corneal opacity phe-

notype obtained by ENU-induced mutagenesis from B6 in previous study, SNP markers were used to map the mutant gene 

of B6-Co mice. F2 generation mice were bred by backcrossing (B6-CoP×D2 )F1 with D2 and the DNA samples of F2 mutant 

mice were extracted from the tails. Five SNP sites that showed differences between B6 and D2 strains nearby the located 

region on chromosome 13 were screened from MGI database. Five SNPs, PCR-RFLP and linkage analyses were carried out 

to map the mutant gene. The result showed that the mutant gene was located between 112 546 283~113 397 654 bp on 

chromosome 13. There are five identified genes including Map3k1 that is associated with eye morphogenesis and eyelid 

closure of mouse in this region. This suggests that Map3k1 is the most probable candidate mutant gene of B6-Co mice. 

Keywords: SNP; corneal opacity mice; mutant gene; gene mapping 

角膜混浊是人类常见的一种角膜病, 是我国致

盲的主要眼病之一。人类许多角膜混浊的发生与遗

传因素有关或存在家族史, 在部分家系表现为常染

色体显性遗传, 但其遗传基础尚不明确, 因而研究

角膜混浊的遗传机制具有重要的意义。由于人类遗

传性角膜病的研究工作中存在家系收集困难、世代

间隔周期长、不可控制等限制因素, 因此, 需要通过

模式动物来完成对角膜混浊相关基因的定位及克隆, 
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再同源检索得到人类相关基因。邵义祥等 [1]应用

ENU诱变技术获得了能世代相传、具有角膜混浊表

型的突变系小鼠 (C57BL/6-Corneal opacity mouse, 

B6-Co 小鼠), 经遗传学研究证实该品系小鼠为单基

因显性遗传。B6-Co 品系小鼠中角膜混浊发生率约

占 43.1%且相对稳定, 并且发现部分初生小鼠眼睑

异常, 与角膜混浊存在着某种程度的关联。前期研

究结果表明: B6-Cop小鼠(指具有角膜混浊表型的小

鼠)角膜的动态病理变化与人类角膜炎病理变化过

程相似[2], 是研究人类角膜混浊的良好动物模型。 

邵义祥等[1]将 B6-Co 小鼠突变基因初步定位于

小鼠 13号染色体上距着丝粒约 65.2 cM附近。王新

蕾[3]继续选用 3 个微卫星分子标记将突变基因进一

步定位于 13 号染色体上距着丝粒约 64.6 cM 附近, 

但仍未达到精细定位要求。由于 13号染色体该区域

可用微卫星标记有限, 很难通过微卫星标记来进一

步精细定位突变基因, 因此本研究改用单核苷酸多

态性 (Single nucleotide polymorphism, SNP)分子标

记对突变基因进行精细定位, 为下一步找到突变候

选基因提供依据。 

1  材料和方法 

1.1  实验动物 

8~10 周龄的 B6-CoP 小鼠, 雌雄各 30 只; 成年

DBA/2小鼠(简称 D2)和 C57BL/6(简称 B6)小鼠各若

干只, 雌雄皆用, 由南通大学实验动物中心提供。小

鼠饲养在清洁级屏障动物房内 , 室内温度控制在

23±2℃, 湿度控制在 55±5%, 饲料采用 Co60 辐照, 

自由采食和饮水, 定期更换笼具、垫料; 室内照明采

用 14:10 h明暗交替。 

1.2  方法 

1.2.1  F2 代突变小鼠的繁殖及表型关联分析  

将 B6-CoP小鼠与正常 D2小鼠配种得到具有突

变表型的 F1, 再将 F1代突变鼠回交 D2 亲本品系得

到 F2, 在离乳时筛选出具有突变表型的个体备用。

同时, 随机选择 40 窝初生小鼠, 对其眼睑进行表型

鉴定后分别哺乳(同窝仔鼠中只留取眼睑异常或正

常的), 离乳时再鉴定成活小鼠的表型, 观察角膜混

浊与初生小鼠眼睑异常的对应关系。 

1.2.2  样本 DNA 的准备    

剪取 F2代角膜混浊小鼠尾尖, 参照《分子克隆实

验指南》[4]的方法提取尾尖 DNA并检测 DNA纯度。

所用试剂购自上海生工生物工程技术服务有限公司。 

1.2.3  定位标记的选择  

查询小鼠基因组数据库(http://www.informatics. 

jax.org/, MGI), 在小鼠 13 号染色体距着丝粒 64.6 

cM 附近寻找合适的 SNP 标记, 要求该 SNP 在 B6

和 D2 这两个品系的小鼠间有差异, 并且由于 SNP

的不同能够被酶切位点所识别。 

1.2.4  SNP 侧翼序列的扩增   

在筛选到的 SNP 侧翼序列设计并合成引物, 进

行 PCR 扩增, 引物信息见表 1。PCR 扩增体系为

25 μL: 灭菌去离子水 19.35 μL, 10×PCR buffer 2.5 μL, 

25 mmol/L Mg2+1.5 μL, dNTP (各 10 mmol/L) 0.5 μL, 

上、下游引物(50 μmol/L)各 0.2 μL, 基因组 DNA 

0.5 μL, Taq DNA聚合酶(5 U/μL) 0.25 μL。PCR扩增

条件: 94℃预变性 5 min, 94℃变性 45 s, 复性温度

(表 1)30 s, 72℃延伸 45 s, 36个循环; 最后 72℃延伸

5 min。PCR 扩增试剂盒、Taq DNA 聚合酶、DNA 

Marker 及引物合成均由上海生工生物工程技术服务

有限公司提供。 

1.2.5  PCR 扩增产物检测及酶切    

取 5 μL PCR扩增产物, 用 1%琼脂糖凝胶电泳

(100 V, 40 min), EB染色, 凝胶成像系统观察结果并

记录。 

对 PCR 产物进行限制性内切酶 (EcoT22Ⅰ、

HaeⅡ、RsaⅠ、AccⅡ)处理, 反应体系参照说明书。

酶切后产物取 10 μL, 经 2%琼脂糖凝胶电泳(100 V, 

40 min), EB染色, 凝胶成像系统观察结果并记录。 

1.2.6  连锁分析 

F2代具有角膜混浊表型小鼠同时具有 B6和 D2

两个品系 SNP分子标记的, 说明该 SNP与突变基因

连锁, 只有 D2 品系 SNP 分子标记的为重组。我们

所选择的限制性内切酶识别的都是 D2 品系小鼠的

SNP, 所以酶切产物电泳后出现 3条带为连锁, 两条

带为重组。连锁分析原理见图 1。 
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表 1  扩增 SNP 侧翼序列的引物 

SNP名称 引物编号 引物序列(5′→3′) 复性温度(℃) 

F: TCGTAAGCCAAAGTCCTC 
rs29235242 860 

R: CCTCTAACACTGGTCCCT 
55 

F: ACTGACTGTGGGGTCTGCCT 
rs29492976 254 

R: CCCTCTTAACCTTTGCCTTG 
58 

F: GAGTAAACAGAGCCTCAGCCAG 
rs29620530 339 

R: AGGTGTTCTTCTCTGTGTTCG 
58 

F: CTAAGACAAGGTTGCCCGAG 
rs29778277 404 

R: ACCGTGTGGACGCTAAGACT 
58 

F: GGGAGGTTAAGGAAGAAGGA 
rs13466915 709 

R: CGCTGGATGCAAGGGACTGA 
58 

 

 
 

图 1  小鼠连锁分析示意图 
 

2  结果与分析 

2.1  表型关联分析结果 

对 40窝新生小鼠进行统计和观察结果表明: 20

窝小鼠共产仔 126 只, 其中眼睑开裂的 54 只, 仅保

留眼睑开裂仔鼠, 离乳时存活 48 只, 全部具角膜混

浊表型; 另 20窝共产仔 129只, 其中眼睑开裂的 58

只, 眼睑正常的 71 只, 仅保留眼睑正常的小鼠, 离

乳时存活 70只, 均未发现角膜混浊。说明出生时眼

睑开裂与角膜混浊存在着对应关系。 

2.2  分子标记 SNP的查找筛选结果 

经MGI数据库检索, 在小鼠 13号染色体距着丝

粒 64.6 cM附近, 找到 13个在 B6和 D2品系间有差

异的 SNP, 再通过 Primer premier 5 软件对这 13 个 

SNP 进行限制性内切酶位点筛选, 得到了 5 个合适

的 SNP(表 2), 这 5个 SNP位点的碱基在 D2品系中

可被酶切, 而在 B6品系中则不能被酶切。对这 5个

SNP 侧翼序列进行扩增并酶切验证, 结果表明这 5

个 SNP可用于该突变系小鼠突变基因的连锁分析。

所选 SNP侧翼序列的 PCR扩增产物长度及酶切产物

长度结果见表 2。 

2.3  精细定位结果 

提取 350 只 F2代小鼠鼠尾 DNA, OD260/OD280

在 1.6~1.9 之间, 纯度较高, 无污染。DNA 经 PCR

扩增、限制性内切酶酶切并电泳, 电泳图中观察到

两条带的样本记为重组, 3 条带的样本记为连锁。

PCR扩增及酶切结果见图 2。 

连锁分析结果见表 3, 分析结果显示 B6-Co 小

鼠突变基因位于 13 号染色体上 112 546 283~113 

397 654 bp之间(图 3)。 
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表 2  SNP 及限制性内切酶筛选结果 

SNP名称 PCR产物长度(bp) 染色体位置(bp) SNP位点 B6 限制性内切酶 酶切位点 酶切后长度(bp)

rs29235242 568 Chr13: 108601185 Y=C/T C EcoT22Ⅰ ATGCA^T 295/273 

rs29492976 484 Chr13: 112546283 R=A/G A HaeⅡ RGCGC^Y 267/217 

rs29620530 532 Chr13: 113397654 S= C/G G HaeⅡ RGCGC^Y 277/255 

rs29778277 474 Chr13: 114047280 R=A/G G RsaⅠ GT^AC 272/202 

rs13466915 468 Chr13: 117095622 Y=C/T T AccⅡ CG^CG 290/178 

注: 表中加粗的碱基为被限制性内切酶识别的 SNP位点, 均属于 D2品系。 
 

  

图 2  SNP 侧翼序列 PCR 扩增及酶切结果 
A: SNP侧翼序列 PCR扩增产物电泳图(M: DNA Marker; 1: rs29235242; 2: rs29492976; 3: rs29620530; 4: rs29778277; 5: rs13466915); B: SNP 

rs29235242酶切结果(M: DNAMarker; 1: D2对照; 2: B6对照; 3: F1对照; 4~8: 各连锁; 9: 重组); C: SNP rs29492976酶切结果(M: DNA Marker; 1: 

D2对照; 2: B6对照; 3: F1对照; 4、6: 连锁; 5: 重组); D: SNP rs29620530酶切结果(M: DNA Marker; 1: B6 对照; 2: D2对照; 3: F1对照; 4~8: 连

锁; 9: 重组。酶切后 295 bp和 273 bp比较接近, 所以电泳时两条带几乎重叠。); E: SNP rs29778277酶切结果(M: DNA Marker; 1: D2对照; 2: B6

对照; 3: F1对照; 4~6: 连锁; 7: 重组); F: SNP rs13466915酶切结果(M:DNA Marker; 1: D2对照; 2: B6对照; 3: F1对照; 4、5、7~9: 连锁; 6: 重组)。 
 

 

图 3  SNP 分子标记连锁分析示意图 
左侧为各 SNP及其染色体位置, 右侧为各 SNP重组率。 
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表 3  SNP 分子标记连锁分析结果 

SNP名称 染色体位置(bp) 样本数 重组数 重组率(%)

rs29235242 108601185 350 28 8.00 

rs29492976 112546283 350 7 2.00 

rs29620530 113397654 350 10 2.86 

rs29778277 114047280 350 16 4.57 

rs13466915 117095622 350 25 6.86 
 

3  讨 论 

3.1  SNP在基因定位与基因功能研究中的应用  

SNP 在人类基因组中广泛存在、数量众多、高

度稳定, 尤其是处于编码区的 SNP(cSNP)更为稳定。

部分位于基因内部的 SNP 可能会直接基因表达, 本

身也可能就是疾病遗传机制的候选改变位点。SNP

还具有易于进行自动化分析的优势, 所以在基因定

位、基因功能的研究等许多方面有着广泛的应用。

Horikawa 等[5]应用 SNPs 作为遗传标记通过基于连

锁不平衡的关联分析在墨西哥裔美国人中把 2 型糖

尿病定位在 2 号染色体长臂末端, 并发现钙离子中

性蛋白酶基因(CAPN10 基因)的一个 SNP 与 2 型糖

尿病有关系 ; 关洪英等 [6]报道鸡的 MD(Malate de-

hydrogenase, 苹果酸脱氢酶)基因第 235 bp处的 SNP

与鸡的生长和体组成性状相关; 翟光华等 [7]通过对

人载脂蛋白 A5基因(APOA5)-1131T/C多态性研究发

现 CC纯合子患糖尿病的风险比 TT纯合子的显著增

高; 郭晓令等[8]对 SIM1(Single-minded 1)基因外显子

8的 780 bp处 SNP在不同品种猪的分布研究发现该

SNP 与猪的脂肪沉积密切相关; 徐倩等[9]对辽宁地

区人群粘蛋白 MUC1基因 568位点 A/G多态的分布

特征进行了检测, 发现携带 MUC1AA 基因型个体胃

癌的发病风险提高。 

本实验利用 SNP 标记的多态性特点, 结合限制

性内切酶的应用, 进行 SNP与突变基因的连锁分析, 

把 B6-Co 小鼠突变基因精细定位于 13 号染色体上

112 546 283~113 397 654 bp之间, 长度 851 372 bp, 

小于 0.5 cM(1 cM约 200 万 bp)。既验证了王新蕾[3]

利用微卫星标记定位的结果, 又达到了将突变基因

精细定位的要求, 为突变基因的进一步克隆验证奠

定了基础。 

3.2  候选基因 Map3k1的提出 

在突变基因定位区间内共有 5 个已知基因, 分

别是 Ankrd55、Ddx4、Il31ra、Il6st、Map3k1。Ankrd55

基因产物是锚蛋白重复序列模体 (Ankyrin repeat 

motif)家族成员之一 , 其功能主要是参与蛋白质之

间的相互作用; Ddx4基因编码 DEAD框蛋白, 与胚

胎生成、精子发生及细胞生长和分裂有关; Il31ra基

因表达产物主要传导活化的淋巴细胞表达的白介素

-31(IL-31); Il6st 产物又叫糖蛋白 130(gp130), 具有

细胞因子受体活性, 在蛋白质结合中起重要作用。 

Map3k1 基因的表达产物 MEKK1 蛋白 , 是

MAPK 信号通路中的一个细胞内信号分子。各种细

胞外信号通过 Ras→Raf(MEKK)→MAPK 途径, 磷

酸化激活 MAPK, 磷酸化的 MAPK 进入细胞核内, 

参与细胞的生长、发育、增殖及分化等多种生理过

程[10]。MEKK1 蛋白是有丝分裂原活化蛋白的上游

物质, 具有激活促进细胞凋亡和使各种转录因子表

达以推进分化的作用, 小鼠眼睑闭合、果蝇的背向

闭合及创口愈合中的细胞行为证明了这一重要的作

用[11, 12], 同时它也是在细胞迁移时所必须的一个信

号, 与小鼠眼睛的形态建成、眼睑开合功能的形成

有关。Gates[13]于 1968 年报道 Lid-gape Gates 小鼠

(lgGa)出生时眼睑开裂, 成年后角膜混浊; Juriloff 等
[14]于 2004 年确定该品系小鼠突变是 13 号染色体

Map3k1 基因第 2~9 号外显子的缺失引起的。Yujiri

等[15]报道 Map3k1 tm1Glj 基因敲除小鼠, 眼睑闭合功能

缺陷, 成年后角膜混浊。Xia 等[16]报道 Map3k1tm1Yxia

定向导入突变系小鼠, 胚胎 16.5 d 眼睑未能正常闭

合, 从而出生时眼睑开裂, 同时还伴有皮肤、被毛及尾

部异常。MAPK 通路相关的一些基因(如 JNK 家族的

Mapk8、Mapk9 基因、Jun 基因、TGF-α 等)[15, 17~19]

突变小鼠都包含有出生时眼睑开裂这一表型。本研

究结果也表明B6-Cop小鼠出生时眼睑开裂, 离乳时

均表现为角膜混浊, 与上述 Map3k1 基因突变小鼠

的表型相似。B6-Co 小鼠突变基因精细定位结果显

示Map3k1基因就位于定位区间内, 提示Map3k1基

因为 B6-Co小鼠突变的强力候选基因。  

B6-Co 角膜混浊小鼠既可以作为遗传性角膜混

浊研究的动物模型, 也有可能作为 Map3k1 基因功

能研究的整体动物模型, 还可以作为一个良好的模

型用于人类角膜病相关药物的筛选、基因药物的研

发。因此本研究有助于该突变系小鼠的进一步研究

与应用, 有利于阐明人类遗传性角膜混浊的发生发
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展机制, 为临床预防、治疗遗传性角膜病建立新的

手段和方法提供理论依据。 
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