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　　摘要：糖尿病是一种由遗传和环境因素共同引起的代谢紊乱综合征。与肝细胞核因子有关的幼年发病的成人型
糖尿病（ＭＯＤＹ）属于特殊类型的糖尿病，分为６型，其中Ⅵ 型ＭＯＤＹ为 ｂＨＬＨ家族转录因子 ＮｅｕｒｏＤ突变引起的疾
病。在体内ＮｅｕｒｏＤ能够与Ａ类ｂＨＬＨ的转录因子Ｅ４７结合，进而形成二聚体。这种二聚体能够与胰岛素基因的Ｅ盒
高亲和力结合，从而激活胰岛素相关基因的转录表达；因此，ＮｅｕｒｏＤ对胰腺β细胞的生理功能有很重要的影响。本试
验利用ＰＧＭＴ－ＮｅｕｒｏＤ－３′ＵＴＲ质粒，通过一次ＰＣＲ方法使ＮｅｕｒｏＤ－３′ＵＴＲ上的多个位点发生定点突变，并筛选出突
变的目的片段；随后将突变的片断连接到萤光素酶报告载体ＰＧＬ３－ＣＯＮＴＲＯＬ上，构建了ＰＧＬ３－３′ＮｅｕｒｏＤ突变载体。
该结果可为探讨ＮｅｕｒｏＤ基因在胰腺β细胞发育中的生理功能，及进一步治疗糖尿病的研究提供了试验基础。
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　　糖尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ）是一种代谢性疾病，其特征为
由于胰岛素分泌不足、胰岛素功能障碍或两者同时存在而导

致的，以慢性高血糖并伴有碳水化合物、脂肪和蛋白质代谢紊

乱［１］。糖尿病是一种由多种因素导致的疾病，这些因素包括

遗传因素、自身因素（自身免疫）及环境因素［２］等。

神经分化因子１（ＮｅｕｒｏＤ－１）是一种 ｂＨＬＨ蛋白［３］。

在生物学中，ＮｅｕｒｏＤ－１又称为 β细胞 Ｅ盒转录激活因子２
（Ｂｅｔａ－２）。ＮｅｕｒｏＤ－１／Ｂｅｔａ－２对靶基因的转录激活／抑制
作用主要通过和靶基因中的特异性序列结合来实现的。同

时，ＮｅｕｒｏＤ－１／Ｂｅｔａ－２也能够与其他靶基因的转录因子发生
作用，协同调节靶基因的活性状态，进而影响相关基因的生理

功能。随着生物学的不断发展，相关研究表明ＮｅｕｒｏＤ－１／Ｂｅ
ｔａ－２基因发生突变时，对糖尿病的发生有一定的影响［４］。

在利用模式生物小鼠研究ＮｅｕｒｏＤ－１／Ｂｅｔａ－２的生物学功能
时发现，当ＮｅｕｒｏＤ－１／Ｂｅｔａ－２基因缺失时，小鼠发生严重的
糖尿病，并且这些患有严重糖尿病的小鼠在围产期发生死亡。

在ＮｅｕｒｏＤ－１／Ｂｅｔａ－２基因纯合缺失的小鼠中表现的酮尿证
实，这种严重的糖尿病是由于 β细胞功能发生异常导致
的［５］。因此，ＮｅｕｒｏＤ－１／Ｂｅｔａ－２基因对研究胰腺发育和糖尿
病机制具有重要的意义。

基因突变技术常用于研究基因调控、表达和蛋白质的结

构功能等，其中，定点突变技术已经越来越被生物学家广泛应

用于基因工程、蛋白质工程研究。目前使用较广泛的主要有

重组ＰＣＲ法、重叠延伸法、Ｕ模版法和大引物突变法等。其

中，重叠延伸的方法和大引物突变的方法均需要多次ＰＣＲ和
多对引物，才能使得目标突变率高，这种方法操作复杂并且步

骤繁琐。快速ＰＣＲ介导的定点突变方法仅需１次ＰＣＲ反应，
目标突变效率高，操作简单，节约成本［６］。

本试验为了构建ＮｅｕｒｏＤ－３′ＵＴＲ的定点突变，进一步研
究ＮｅｕｒｏＤ基因与糖尿病之间的生物学机制，采用快速 ＰＣＲ
定点突变的方法，对ＮｅｕｒｏＤ－３′ＵＴＲ同时进行多个位点的突
变，并筛选出突变的目的片段，构建了 ＰＧＬ３－３′ＮｅｕｒｏＤ突变
载体，为探讨ＮｅｕｒｏＤ基因在胰腺 β细胞发育中的生理功能，
及进一步治疗糖尿病的研究提供试验基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
ＰＧＭＴ－ＮｅｕｒｏＤ和ＰＧＬ３－ＣＯＮＴＲＯＬ载体由笔者所在实

验室保存。

ＪＭ１０９感受态细胞，Ｄ２０００ＰｌｕｓＤＮＡｌａｄｄｅｒ购自北京索
莱宝科技有限公司；１ｋｂＤＮＡＬａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ购自于北京艾德
莱生物技术有限公司；限制性内切酶 ＸｂａⅠ与 ＦｓｅⅠ（ＮＥＢ公
司），Ｔ４ＤＮＡ连接酶（ＴａＫａＲａ公司）；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒、
快速质粒小量提取试剂盒均购自 Ｏｍｅｇａ公司；琼脂糖购自
Ｂｉｏｗｅｓｔ公司，其余试剂为国产分析纯试剂；ＰＣＲ引物、质粒测
序均由上海英骏生物技术有限公司完成。

１．２　试验方法
１．２．１　突变引物设计与合成　根据 ＮｅｕｒｏＤ的编码序列
（ＧｅｎＢａｎｋ序列号：ｇｉ：２２６４９３５８７）（粗体为突变位点）设计上
游引物 Ｐ１，序列为：５′－ＧＡＡＡＡＡＡＡＡＣＣＡＡＣＡＡＡＴＴＣＧＴ
ＣＡＡＴＴＴＧＡＧＣＡＡＴＴＣＡＴＣＴ－３′，下游引物 Ｐ２，序列为：５′－
ＡＧＡＴＧＡＡＴＴＧＣＴＣＡＡＡＴＴＧＡＣＧＡＡＴＴＴＧＴＴＧＧＴＴＴＴＴＴＴＴＣ－３′。
１．２．２　快速ＰＣＲ介导的突变　以 ＰＧＭＴ－ＮｅｕｒｏＤ－３′ＵＴＲ
为模板，采用ＰＣＲ方法使ＮｅｕｒｏＤ－３′ＵＴＲ发生多个位点的定
点突变。ＰＣＲ反应体系为２０μＬ，反应条件为：９４℃初始变性
５ｍｉｎ，１６个循环（９４℃１ｍｉｎ，５８℃４０ｓ，７２℃５ｍｉｎ），７２℃
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延伸１０ｍｉｎ，４℃ 保存。扩增片段大小应为 ３４３２ｂｐ，纯化
ＰＣＲ扩增的产物。
１．２．３　ＮｅｒｏｕＤ－３′ＵＴＲ突变质粒构建及鉴定　回收产物用
ＤＰＮ１酶消化模版，消化时间为 ８ｈ。消化反应体系为：
ＰＧＭＴ－ＮｅｒｏｕＤ－３′ＵＴＲ（ＰＣＲ回收）１７．５μＬ，１０×ＤＮＰ１
ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，ＤＮＰ１（１０Ｕ／μＬ）１μＬ。将消化产物转化进
ＪＭ１０９大肠杆菌感受态细胞，筛选得到阳性克隆，经菌液ＰＣＲ
验证后提取质粒，所提质粒经ＰＣＲ验证后用ＸｂａⅠ与ＦｓｅⅠ酶
进行双酶切检测，用琼脂糖凝胶验证突变片段正确后，将获取

的目的ＤＮＡ送上海英骏生物技术有限公司测序鉴定。
１．２．４　ＰＧＬ３－３′ＵＴＲ载体的构建与鉴定　用ＸｂａⅠ与ＦｓｅⅠ
酶分别对 Ｐｇｍｔ－ＮｅｕｒｏＤ－３′ＵＴＲ和 ＰＧＬ３－ＣＯＮＴＲＯＬ进行
双酶切处理，１％ 琼脂糖凝胶电泳后，用胶回收试剂盒回收相
应目的ＤＮＡ和质粒酶切片段。ＤＮＡ片段与酶切的 ＰＧＬ３－
ＣＯＮＴＲＯＬ载体采用Ｔ４ＤＮＡ连接酶１６℃ 过夜连接，转化后
经菌液ＰＣＲ验证所提质粒，ＸｂａⅠ与 ＦｓｅⅠ双酶切鉴定后，将
重组质粒命名为ＰＧＬ３／ＮｅｕｒｏＤ－３′ＵＴＲ载体。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ介导的ＰＧＭＴ－ＮｅｕｒｏＤ－３′ＵＴＲ突变
设计突变引物 Ｐ１／Ｐ２，以实验室自存 ＰＧＭＴ－ＮｅｕｒｏＤ为

模板，采用一次快速 ＰＣＲ方法将 ＰＧＭＴ－ＮｅｕｒｏＤ－３′ＵＴＲ上
多个碱基突变。将扩增产物进行１％琼脂糖凝胶电泳，鉴定
结果显示，扩增产物约为３４３２ｂｐ左右的ＤＮＡ条带且特异性
较高，同预期片段的大小符合（图１）。

２．２　ＰＣＲ介导的ＰＧＭＴ－ＮｅｕｒｏＤ－３′ＵＴＲ突变检测
将突变产物经 ＤＰＮ１消化后转入大肠杆菌感受态细胞

ＪＭ１０９中，挑取克隆，通过菌液ＰＣＲ检验克隆的准确性，将菌
液ＰＣＲ鉴定正确的菌液用质粒提取试剂盒提取突变质粒，利
用引物Ｐ１／Ｐ２对所提取的质粒进行ＰＣＲ检测，ＰＣＲ产物约为
４１７ｂｐ，通过１％琼脂糖凝胶电泳检验，条带大小符合预计
（图２）。
　　同时利用ＸｂａⅠ与ＦｓｅⅠ对所提质粒进行双酶切检测，经
１％琼脂糖凝胶电泳，短片段约４１７ｂｐ，长片段３０００ｂｐ左右，
符合预计大小（图３）。
　　将突变完成的质粒送到公司测序，测序结果显示正确，目
标位置成功突变，位于１８５４、１８５５、１８５６位置的碱基由 ＴＴＧ
ＣＡＣＡ变成ＴＴＣＧＴＡＣ，并且没有出现其他碱基的突变（图４）。
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２．３　ＰＧＬ３－ＮｅｕｒｏＤ３′ＵＴＲ突变载体的构建
将表达载体ＰＧＬ３－ＣＯＮＴＲＯＬ与突变完成的质粒用Ｘｂａ

Ⅰ与ＦｓｅⅠ双酶切，并胶回收，１％琼脂糖凝胶电泳检验酶切胶
回收结果，条带大小符合预计（图５）。连接转化后挑取４个
单克隆菌落培养过夜，通过菌液 ＰＣＲ检验克隆的准确性，引
物为Ｐ１／Ｐ２，全长为４１７ｂｐ，通过１％琼脂糖凝胶电泳检验，有
２个克隆的条带大小符合预计（图６）。

　　将菌液ＰＣＲ鉴定正确的菌液用质粒提取试剂盒提取质
粒，利用提取的质粒，通过扩增引物Ｐ１／Ｐ２，做质粒 ＰＣＲ，条带
位于４００～５００ｂｐ之间（图 ７），符合预计大小。同时利用
ＸｂａⅠ与ＦｓｅⅠ双酶切检测所提取的质粒，条带符合预计大小
（图８），显示ＰＧＬ３－ＮｅｕｒｏＤ－３′ＵＴＲ突变载体构建成功。

３　讨论

糖尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ）是一组由于胰岛素分泌不足、
胰岛素功能障碍或两者同时存在而导致的代谢性疾病。其特

征为慢性高血糖并伴有碳水化合物、脂肪和蛋白质代谢紊乱。

糖尿病是一种由多种因素导致的疾病，这些因素包括遗传因

素、自身因素（自身免疫）及环境因素。ＮｅｕｒｏＤ－１／Ｂｅｔａ－２
对靶基因的转录激活／抑制作用主要通过和靶基因中的特异
性序列结合来实现的。同时，ＮｅｕｒｏＤ－１／Ｂｅｔａ－２也能够与其
他靶基因的转录因子发生作用，协同调节靶基因的活性状态，

进而影响相关基因的生理功能，调节靶基因的最终活性状

态［７］。前期研究表明 ＮｅｕｒｏＤ－１／Ｂｅｔａ－２基因发生突变时，
对糖尿病的发生有一定的影响，且 Ｂｅｔａ－２作为一种转录因
子能够激活磺脲类受体基因１（ＳＵＲ－１）［８］。在生物体中，β
细胞胰岛素的分泌情况受 ＳＵＲ－１的调节，这种调节机理主
要是ＮｅｕｒｏＤ－１能够和ＳＵＲ－１的Ｅ３元件结合，进而诱导相
关的组织发生特异性表达。研究发现 ＭＥＫ－ＥＲＫ信号通路
在葡萄糖刺激下能够影响 ＮｅｕｒｏＤ－１的活性，ＮｅｕｒｏＤ－１发
生入核，促进了胰岛素相关基因的转录表达［９］。因此，

ＮｅｕｒｏＤ－１基因对研究和治疗糖尿病具有重要的意义。
基因突变技术应用很广泛，这种技术制备的突变体可用

于研究基因的调控表达情况、蛋白质的结构与功能［１０］。随着

定点突变技术的发展，蛋白质的结构与功能主要通过突变体

研究来实现。寡聚核苷酸引物与靶 ＤＮＡ杂合分子中间的单
个碱基的错配并不影响扩增效率，因此利用引物区域的错配

使ＰＣＲ产物定点突变的方法可以导致ＤＮＡ的定点突变。近
年来，产生了一种新型定点突变的 ＰＣＲ方法，该方法是把需
要突变的基因克隆到质粒载体上，用２个突变引物同时扩增
质粒ＤＮＡ，用限制性内切酶对模板ＤＮＡ进行消化，然后转入
大肠杆菌并筛选阳性克隆。由于该方法仅需１次ＰＣＲ反应，
很大程度地降低了反应时间，所以被称为快速 ＰＣＲ法，这种
新的ＰＣＲ方法减少了反应中因碱基错配而造成的非特异突
变，提高了目标突变率。

本试验即根据上述原理，采用一次快速 ＰＣＲ定点突变方
法，对ＮｅｕｒｏＤ－３′ＵＴＲ的多个位点进行定点突变，经 ＰＣＲ检
测及测序鉴定，目标位置突变成功，１８５４、１８５５、１８５６位置的
碱基由ＴＴＧＣＡＣＡ变成ＴＴＣＧＴＡＣ（图４），测序结果显示，没有
出现其他碱基的突变，降低了碱基错配的概率，提高了突变效

率。随后将突变片段连接到萤光素酶报告载体ＰＧＬ３－ＣＯＮ
ＴＲＯＬ上，经 ＰＣＲ和酶切鉴定，成功构建了 ＰＧＬ３－ＮｅｕｒｏＤ－
３′ＵＴＲ突变载体（图７、图８），为后续 ＮｅｕｒｏＤ基因的研究，以
及通过该基因为糖尿病的研究奠定了基础。
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　　摘要：水稻的穗长和有效穗数与产量有着密切的关系。本试验以籼稻品系中的 Ｖ２０Ｂ为母本，爪哇稻品系中的
ＣＰＳＬＯ１７为父本杂交，经单粒传法构建重组自交系（ＲＩＬ）为作图群体，对水稻穗长和有效穗数２个穗部性状进行ＱＴＬ
定位及分析。利用ＳＬＡＦ标签构建的高密度遗传图谱，结合定位软件 ＭａｐＱＴＬ５进行区间作图，阈值设为３．９，在３条
染色体上共检测到７个ＱＴＬ，其中５个控制穗长ＱＴＬ（ｑＰＬ１－１、ｑＰＬ１－２、ｑＰＬ６－１、ｑＰＬ６－２、ｑＰＬ６－３）分别位于第１、
第６号染色体上，ＱＴＬ的贡献率分别为６．４１％、２２．２２％、６．１５％、１２．２４％、１３．０１％，增效位点主要来自于ＣＰＳＬＯ１７，且
ｑＰＬ１－１为一个新的ＱＴＬ；２个控制有效穗数ＱＴＬｓ（ｑＰＮ１、ｑＰＮ４）分别位于第１、第４号染色体上，ＱＴＬ的贡献率分别为
１３．１５％、８．１８％，且增效位点来自于亲本Ｖ２０Ｂ。这些位点的标记为进一步克隆穗长和有效穗数ＱＴＬ及分子标记辅助
选择奠定理论基础。
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种研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｕｓｏｎｇｚｈｕ＠１３９．ｃｏｍ。

　　提高水稻产量始终是水稻育种追求的目标［１］，水稻产量

的构成包括千粒质量、单株有效穗数、每穗实粒数、结实率４
个部分，其中有效穗数的变化对产量高低有着举足轻重的影

响。水稻产量的构成与水稻各种穗部性状有着密切的关

系［２］，穗长是水稻穗部性状的一个重要组成部分，在实践育

种中，虽然穗长这一性状被广泛研究，但在阐明其与产量构成

关系上却没有引起足够的重视［３］。因此，定位分析控制水稻

穗长和有效穗数的 ＱＴＬ及分析二者关系更能直接有效地为
分子标记辅助选择培育高产品种提供依据。目前，大量研究

表明，水稻穗长［４］和有效穗数［５］２个穗部相关性状为多基因

控制的数量性状。近年来，关于穗长和有效穗数的ＱＴＬ定位
分析已有许多报道。潘英华等利用日本晴／Ｂ０８０１的 Ｆ２群体
定位了４个穗长ＱＴＬｓ［６］，分别位于第１、第２、第５、第９号染
色体上，其中ｑＰＬ９－１为主效ＱＴＬ。袁爱平等利用中１５６／谷
梅２号的ＲＩＬ群体，在不同的环境下，对有效穗数进行非条件
和条件ＱＴＬ定位分析，定位３个有效穗数 ＱＴＬｓ，分别位于第
２、第７号染色体上［７］。徐建龙等利用 Ｌｅｍｏｎｔ／特青的 ＲＩＬ群
体，检测出４个影响有效穗数的ＱＴＬｓ，分别位于第３、第４、第
１１、第１２号染色体上［８］。

高密度遗传连锁图谱在基因和基因组的精细定位和图位

克隆的应用中发挥着重要作用。ＳＬＡＦ－ｓｅｑ技术是基于 ＳＮＰ
的简化基因组深度测序技术，该技术相比 ＲＡＰＤ、ＲＦＬＰ、ＳＳＲ
等传统的定位方法具有通量高、准确性高、成本低、周期短、有

效ｒｅａｄｓ长、适用性广等突出优势［９］。目前，该技术在国内外

已成功用于大豆［１０］、芝麻［１１］、黄瓜［１２］等众多领域的遗传图谱

构建和ＱＴＬ定位，且在国内也有用于水稻耐冷和粒质量等性
状的研究，宋佳谕等利用此技术进行水稻苗期耐冷关联分

析［１３］；Ｘｕ等利用此技术对水稻粒质量进行ＱＴＬ定位［１４］。但
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