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瘦素（Leptin， LP）是一种由脂肪组织分泌的肽 类激素， 人们之前普遍认为它进入血液循环后会

摘要： 将瘦素（Leptin， LP）受体基因杂合型小鼠按 4 种方式进行配对， 从子鼠鼠尾中提取基因组 DNA， 用
PCR 方法扩增 LP 受体基因片段， 琼脂糖凝胶电泳后观察。 结果表明， LP +/+、 LP +/-、 LP -/-各表型小鼠互交繁殖结
果基本符合孟德尔遗传规律， 且雌、 雄性 LP -/-小鼠（即DB/DB小鼠）无繁殖能力。 雌、 雄性 LP +/-小鼠交配能高效
地繁殖 LP-/-小鼠； PCR 方法能够精确地鉴定 LP-/-小鼠。
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Abstract： The leptin receptor gene heterozygous mice were matedin four ways. Genomic DNA was isolated from tails and
analyzed by PCR. The result showed that the ratio of the offspring genotypes fit the Mendel’s laws . The male and female LP -/- mice
were infertile . It was efficient to breed leptin receptor gene knockout homozygote mice by inbreeding of the heterozygotes . PCR
methods could be used to identify the genotype of the LP -/- mice precisely .
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629.3� g/kg、 湿面筋 240.8� g/kg、 沉降值 37.6� mL。
2011 年经甘肃省农业科学院植物保护研究所进行
分小种接种鉴定， 苗期对条中 33 号和混合菌免
疫， 对条中 32 号表现中抗； 成株期对条中 33 号、
条中 32 号、 CH42、 HY8、 水 4、 水 5 和混合菌全
部免疫， 总体表现高抗小麦条锈病， 叶功能期长，
落黄性好。
4���适种区域

兰天 30 号主要适宜在陇南和天水的川水地、
浅山区和地膜种植。
5���栽培技术要点

适宜播种期为 9 月上旬至 10 月中旬。 该品种
植株低矮， 株型紧凑， 适合密植， 播量以 675
万～750 万粒 /hm2 为宜， 下种量 225～300�kg/hm2。
基肥一般在施有机肥 45�000�kg/hm2 左右的基础上，
施用尿素 300�kg/hm2 左右、 过磷酸钙 600�kg/hm2 左

右， 使 N、 P 比达到 1∶0.7～0.8。 拔节期趁降水
或结合灌水追施尿素 150�kg/hm2 左右。 抽穗后及
时喷药防治蚜虫， 同时可用 3�g/kg 磷酸二氢钾溶
液进行叶面追肥。
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参与糖、 脂肪及能量代谢的调节， 促使机体减少
摄食， 增加能量释放， 抑制脂肪细胞的合成， 进
而使体重减轻［1～2�］。 LP 受体基因可以通过旁分泌
与自分泌方式作用于脂肪、 胰腺等多种组织， 还
可通过各种内分泌机制作用下丘脑特异性受体；
不但可以调节机体的性生殖功能， 而且是摄食反
馈通路中的传入饱食信号， 可直接作用于脑的摄
食和饱食中枢， 抑制食物摄取， 减少能量摄入，
增加能量消耗， 调控体内的脂肪组织消长［3�］， 以
保证机体不发生过度肥胖或消瘦［4～5�］。 同时还可直
接或间接调节体内的胰岛素水平与活性， 从而在
机体摄食、 能量代谢、 神经内分泌调控及性生殖
等方面均有着非常重要的作用［6～8�］。 LP 受体基因
敲除小鼠会表现为饮食无节制， 长期暴饮暴食后导
致肥胖并引发糖尿病， 这种模型与Ⅱ型糖尿病
症状吻合， 且该小鼠终身高血糖， 所以DB/DB��
（LP�-�/�-）小鼠是用来研究糖尿病和肥胖症等疾病的
理想动物模型。 我们从美国杰克逊实验室（Jackson�
Laboratory）引入LP受体基因杂合型小鼠， 在 SPF 级
（无特定病原体动物） 动物房中饲养、 繁殖， 鉴定
出一批 DB/DB 纯合子小鼠， 为糖尿病和肥胖症的
研究提供了理想的动物模型。
1���材料与方法
1.1 试验材料
1.1.1����试验动物 LP 受体基因敲除杂合子（LP�+/-）
小鼠从美国 Jackson�Laboratory 购买， 雄鼠 5 只，
雌鼠 10 只， 品系为 C57BL/KsJ。 使该品系小鼠在
特异性基因位点发生基因变异， 从而得到基因背
景为 LP 受体基因敲除杂合子（LP�+�/�-）。
1.1.2����主要试剂 KOD�FX 酶购自东洋纺生物科技
有限公司； DNA�marker�DL�2000 购自大连宝生物
工程有限公司； PCR 引物由上海捷瑞生物工程有
限公司合成； 其他试剂 NaOH、 Tris、 HCl 均为分
析纯。
1.1.3����仪器与设备 PCR 仪（英国基因公司）， 凝
胶成像仪（英国基因公司）， 电流仪（北京六一仪器
厂）， 离心机 （美国贝克曼库尔特有限公司）， 微
量移液器 ［大龙兴创实验仪器（北京）有限公司］，
独立通气笼（IVC， 苏杭科技器材有限公司）， 超净
工作台（苏州净化设备有限公司）。
1.2 小鼠的繁殖方式
1.2.1����配对情况 将小鼠按下列 4 种方式 2∶1 配
对： LP�+�/�- 雌性与 LP�+��/�- 雄性， LP�-�/�- 雌性与 LP�+�/�- 雄

性， LP�+�/�- 雌性与 LP�-�/�- 雄性， LP�+�/�+ 雌性与 LP�+�/�- 雄
性， 每组配对 4 对， 均交配 2 个月。
1.2.2����饲养条件 在动物实验室的 IVC 中饲养，
在超净工作台中操作， 喂以 SPF 级饲料， 保证试
验在 SPF 级条件下进行。 室温恒定为 24�℃， 空气
湿度保持在 45%~65%， 白天给予 12�h 光照。
1.3 子代小鼠基因型的鉴定
1.3.1����小鼠 DNA 模板的提取 剪 1~3�mm 鼠尾于
PCR 管中， 将其剪碎后加入 180�μL� 50�mmol/L�
NaOH 溶液， 充分振荡， 用 PCR 仪 95�℃孵育 10�
min， 再加入 20�μL�pH�8.0 的 Tris-HCl 溶液， 充分
振荡后， 12�000�r/min 离心 5�min。 上清即粗 DNA
模板。
1.3.2����PCR 反应 ①引物。 引物共有 3 对， 小鼠
通用引物序列为 CTRL-R： 5′-CAGAAATCGAG-
GAAGAAATG-3′ ， CTRL-F： 5′ -CAGAAATCGAG
GAAGAAATG-3′， 正常 PCR条件下， 得到 549�bp；
LP- 基 因 特 异 性 引 物 ， DB-SCRN-R ： 5 ′ - �
CTAATATGGAAGCTTTCACA-3 ′ ， DB-SCRN-F ：
5′-GTTTACTTTTGATGGAGGT-3′， 在同样条件下
能得到 394�bp； LP�+ 基因特异性引物， 序列为
DB-SCRN-R： 5�′-CTAATATGGAAGCTTTCACA-3�′，
DB-SCRN-F-N： 5′-�GTTTACTTTTGATGGAGGG�-�
3′， 在同样条件下能得到 394�bp。 ②PCR 体系。
H2O�12�μL， 2�mmol/L�dNTP�10�μL， 2×PCR�buffer�
25�μL， 引物 1�μL， DNA 模板 1�μL， KOD-FX 酶
1�μL。 ③PCR 反应条件。 预变性： 94�℃ 5�min； 变
性： 94�℃ 30�s； 退火： 60�℃ 60�s； 延伸： 72�℃ 50�
s， 40 个循环； 最后延伸： 72�℃ 10�min， 4�℃保
存。
1.3.3����1%琼脂糖凝胶电泳 0.35�g 琼脂糖， 1×
TBE�35�mL， GoldviewⅠ2�μL， 用 5�μL 产物与 1�μL�
5×loading�buffer 混合上样， 电泳电压 110�V， 时间
30�min。
2���结果与分析

8 对亲本均为杂合体的小鼠交配后， 2 个月得
到 45 只小鼠。 通过 PCR 基因鉴定， 其中有 9 只
DB/DB 小鼠（LP�-�/�-基因纯合子）， 占总数的 20%；
50 只为 LP�+�/�- 基因杂合小鼠， 占总数的 56.7%； 野
生型（WT）C57 小鼠有 22 只， 占总数的 23.3%。 而
亲本中有任何一方为 LP�-/- 基因纯合子的小鼠组均
表现出不育， 这与 DB/DB 小鼠是不育的报道相一
致［1�］。 8 对亲本中有野生型（WT）C57 小鼠组中得
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到了 60 只小鼠， 其中杂合体小鼠为 33 只， 占总
数的 55%； 野生型（WT）C57 小鼠为 27 只， 占总数
的 45%。 PCR 电泳结果见图 1。

由 CTRL-R、 CTRL-F 和 DB-SCRN-R、
DB-SCRN-F�2 对引物只扩增到 549�bp 条带的基因
型为野生型（WT）C57小鼠， 因其引物未扩增到 LP��-

基因； 而由 CTRL-R、 CTRL-F 和 DB-SCRN-R、
DB-SCRN-F-N�2 对引物只扩增到 549�bp 条带的基
因型为 LP�-/- 基因纯合子（DB/DB）小鼠， 因其引物
未扩增到 LP�+ 基因。 而当由上述 2 对引物分别 2
次扩增都得到 549�bp 条带和 394�bp 条带时， 该小
鼠基因型为 LP�+/- 基因杂合小鼠。
3���讨论

基因敲除技术是借助分子生物学、 细胞生物
学和动物胚胎学的方法， 将小鼠体内的某种基因
的功能缺失， 用以揭示基因功能最直接的手段之
一， 因此成为现代生物技术的重要研究方法和内
容［9�~�10�］。 为了更好地进行 LP 受体基因的功能和糖
尿病药物的研究， 我们引进了 LP 受体基因敲除小
鼠。 由于使用 LP�+�/�- 基因杂合小鼠， 其子代中常出
现 LP�+�/�-、 LP�+�/�+、 LP�-�/�-�3 种基因型， 该研究是将这
3种基因型小鼠分开， 从结果看， 大致还是符合孟
德尔遗传定律， 亲代中有 LP�-�/�- 基因纯合小鼠均不
能受孕， 而用野生型小鼠参与繁殖则得不到 LP�-�/�-

基因纯合（DB/DB）小鼠。 因此只能通过 LP�+�/�- 基因
杂合小鼠进行交配， 由于 LP�+�/�- 和 LP�+�/�+ 在表现型
上是一致的， 而且小鼠的生长周期较短， 如果不
及时将子代小鼠的基因型区分开来， 将造成资源
的极大浪费， 而且还不容易得到相应能用于试验
的小鼠。 我们目前通过合理安排动物生产， 能得
到相应的 DB/DB 小鼠， 以满足实验室的试验需求。

要想得到用来做试验的大量相近出生日期的
DB/DB 小鼠， 只有通过扩大繁殖来实现。 试验结
果也表明， LP�+�/�- 基因杂合小鼠交配繁殖得到的小
鼠数量不多， 有时 1 只雌鼠 1 次分娩才产下 4~6
只小鼠， 而野生型小鼠交配时， 1 只雌鼠 1 次分娩
能得到 6 只以上小鼠， 对此还需要深入研究。 带
有 LP�- 基因对小鼠生育是否有影响尚不清楚， 还
需要进一步的研究。 总之， 掌握对小鼠基因型的
鉴定能合理地利用有限的资源， 来繁殖我们所需
要的试验小鼠。
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A 为 CTRL-R、 CTRL-F 和 DB-SCRN-R、 DB-SCRN-F
2 对引物 PCR 结果； B 为 CTRL-R、 CTRL-F 和 DB-SCRN-
R、 DB-SCRN-F-N 2对引物 PCR 结果。

图 1���PCR 方法进行小鼠基因型鉴定的结果
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