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　　摘　要：目的　研究纤维细胞生长因子１０（Ｆｇｆ１０）基因在角膜混浊小鼠（Ｂ６Ｃｏ）中的克隆测序及表达。方法　正常小鼠

（Ｃ５７ＢＬ／６，Ｂ６）和Ｂ６Ｃｏ小鼠交配，取胚胎１６．５ｄＢ６和Ｂ６Ｃｏ小鼠皮肤组织，提取总ＲＮＡ并逆转录，采用逆转录聚合酶链反应

（ＰＣＲ）技术分段扩增目的基因，连接Ｔ载体，转化感受态细胞，筛选阳性克隆，并测序分析；采用实时荧光ＰＣＲ的方法进一步检测

该基因在Ｂ６Ｃｏ小鼠中的表达。结果　测序发现在Ｆｇｆ１０基因第三外显子１９１４ｂｐ和１９１５ｂｐ之间插入了碱基 Ａ；实时荧光

ＰＣＲ结果显示Ｆｇｆ１０在Ｂ６Ｃｏ小鼠中的表达明显下降（犘＜０．０５）。结论　Ｆｇｆ１０与Ｂ６Ｃｏ小鼠出生时眼睑开放（ＥＯＢ）表型有关，

其表达调控机制有待进一步研究。
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５ｄ，ｔｏｔａｌＲＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎａｎｄｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ｔｈｅｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｗａｓｆｒａｇｍｅｎｔａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｙＲＴＰＣＲ，ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈＴｖｅｃ

ｔｏｒ，ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｔｏｃｏｍｐｅｔｅｎｔｃｅｌｌｓ，ｓｅｌｅｃｔｉｏｎｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅ，ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ．ＴｈｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＢ６Ｃｏｍｉｃｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ．犚犲狊狌犾狋狊　ＴｈｅｂａｓｅＡｉｎｓｅｒｔｅｄｂｅｔｗｅｅｎ１９１４ａｎｄ１９１５ｉｎＦｇｆ１０ｇｅｎｅｂｙｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦｇｆ１０ｗａｓ
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ｍｏｕｓｅ，ａｎｄｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｍｅｃｈａｎｉｓｍｗａｓｅｘｐｅｃｔｅｄｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｙ．
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　　在哺乳动物正常发育过程中，眼睑生长覆盖眼睛、融合，而

后重新开放。小鼠在正常发育过程中，胚胎期约１１ｄ开始出

现原始的眼睑即单层细胞上皮，随着眼睑不断生长发育覆盖了

角膜，约第１６．５ｄ眼睑上缘和下缘融合，完成胚胎期眼睑闭

合，出生后约１４ｄ眼睑重新开放
［１２］。Ｂ６Ｃｏ（Ｃ５７ＢＬ／６ｃｏｒｎｅａｌ

ｏｐａｃｉｔｙ）小鼠是通过乙基亚硝基脲（ＥＮＵ）诱变技术获得并建

立的出生时眼睑开放（ＥＯＢ）突变系小鼠，出生后角膜逐渐混

浊，角膜混浊发生率约为４３．１％
［３］，突变基因定位于１３号染

色体 上 ６０ｃＭ 附 近［４］。纤 维 细 胞 生 长 因 子 １０（ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１０，Ｆｇｆ１０）基因突变小鼠也表现为出生时眼睑开

放［５］，并且该基因位于突变基因定位区间。因此，本实验对该

基因进行克隆测序分析，并利用实时荧光聚合酶链式反应

（ＰＣＲ）技术检测Ｆｇｆ１０基因的表达，探讨Ｆｇｆ１０基因与Ｂ６Ｃｏ

小鼠ＥＯＢ表型的关联，为研究人类遗传性眼睑缺陷形成机制

提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物　本实验所用Ｂ６和Ｂ６Ｃｏ小鼠由南通大学实

验动物中心提供，小鼠饲养在清洁级屏障动物房内，实验动物

生产许可证号：ＳＣＸＫ（苏）２００８００１０，使用许可证号：ＳＹＸＫ

（苏）２０１２００３０。用Ｂ６与Ｂ６Ｃｏ小鼠交配，次日清晨检栓，妊

娠１６．５ｄ，麻醉取胚胎。

１．２　主要试剂与仪器　Ｔｒｉｚｏｌ、琼脂糖为加拿大ＢＢＩ公司生

产；逆转录试剂盒（ＲＴ）、ＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ为加拿大Ｆｅｒ

ｍｅｎｔａｓ公司生产；引物合成、ＵＮＩＱ１０柱式ＤＮＡ胶回收试剂

盒为生工生物（上海）股份有限公司生产；Ｔ载体试剂盒为美国

Ｐｒｏｍｅｇａ公司生产；ＴＯＰ１０感受态细胞、质粒小抽试剂盒为南

京天根公司生产；ＥｃｏＲⅠ为大连宝生物工程有限公司生产；荧

光染料试剂盒为美国 Ｂｉｏｔｉｕｍ公司生产。超净工作台为苏净

集团安泰公司生产；Ｃｅｎｔｉｆｕｇｅ５４１７Ｒ 冷冻离心机、Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

ＡＧ２２３３１ ＨａｍｂｕｒｇＰＣＲ 仪为德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司生产；

ＤＹＹ６Ｂ型稳压稳流电泳仪为北京市六一仪器厂生产；凝胶成

像系统为江苏省捷达科技发展有限公司生产；ＳｔｅｐＯｎｅＲｅａｌ

ＴｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍ为美国ＡＢＩ公司生产。

１．３　方法

１．３．１　引物设计　在ＧｅｎｅＢａｎｋ中查找并下载Ｆｇｆ１０ｍＲＮＡ

序列，以ｍＲＮＡ为模板设计部分引物，引物之间有重叠区域，

Ｆｇｆ１０ａ正向引物：５′ＣＡＣＣＧＴＣＣＴＧＴＣＡＴＣＴＧＴＴＴ３′，

反向引物：５ＴＴＣ ＴＴＣ ＴＡＴ ＧＴＴ ＴＧＧ ＡＴＣ ＧＴＣ Ａ３′；

Ｆｇｆ１０３正向引物：５′ＡＴＧＧＡＡＴＣＡＡＧＴＡＴＴＡＴＣＡＣＣ

３′，反向引物：５′ＡＧＴＧＴＴＴＧＣＣＡＡＧＧＴＴＴＴ３′；Ｆｇｆ１０ｃ

正向引物：５′ＧＣＡＣＡＡＣＣＡＡＡＧＧＡＧＣ３′，反向引物：５′

ＧＡＴＣＴＡＣＡＧＡＧＣＧＡＧＧＧ３′；Ｆｇｆ１０ｄ正向引物：５′ＧＣＡ
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ＣＡＡＣＣＡ ＡＡＧ ＧＡＧＣ３′，反向引物：５′ＧＡＴＣＴＡＣＡＧ

ＡＧＣＧＡＧＧＧ３′；Ｆｇｆ１０ｅ正向引物：５′ＧＣＡＣＡＡＣＣＡＡＡＧ

ＧＡＧＣ３′，反向引物：５′ＧＡＴＣＴＡＣＡＧＡＧＣＧＡＧＧＧ３′。

设计实时荧光ＰＣＲ引物，引物至少跨２个外显子，Ｆｇｆ１０正向

引物：５′ＴＣＣＧＣＴＧＧＡＧＡＡＧＧＣＴＧＴ３′，反向引物：５′

ＣＡＡＣＴＣＣＧＡＴＴＴＣＣＡＣＴＧＡＴＧＴ３′；甘油醛３磷酸脱

氢酶（ＧＡＰＤＨ）为内参，正向引物：５′ＧＧＡ ＧＣＧ ＡＧＡＣＣＣ

ＣＡＣＴＡＡＣ３′，反向引物：５′ＧＧＣＧＧＡ ＧＡＴ ＧＡＴ ＧＡＣ

ＣＣＴ３′。

１．３．２　组织总ＲＮＡ的提取和逆转录　剪取胚胎１６．５ｄＢ６

和Ｂ６Ｃｏ小鼠皮肤组织，放入匀浆器中，置于冰上，加入１ｍＬ

ＴＲｉｚｏｌ，充分匀浆，按照试剂盒说明操作，最后用焦碳酸二乙

（ＤＥＰＣ）处理水溶解获得 ＲＮＡ，核酸定量仪测定 ＲＮＡ浓度；

按照ＲＴ试剂盒说明将ＲＮＡ逆转录合成ｃＤＮＡ。

１．３．３　基因测序　ＰＣＲ反应体系，１０×ＰＣＲ缓冲液 （ｂｕｆｆｅｒ，

含 Ｍｇ
２＋）５．０μＬ，ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，上游引物（５０

μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，下游引物（５０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，模板ｃＤＮＡ

２．５ｎｇ，ＴａｑＤＮＡｐｏｌｙｍｅａｓｅ（５Ｕ／μＬ）０．２５μＬ，补灭菌去离子

水至５０μＬ。扩增条件，９４℃５ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，６３℃３０ｓ；

７２℃３０ｓ，３５个循环，７２℃５ｍｉｎ，根据引物熔解温度（Ｔｍ）值

和扩增长度调整退火温度、变性时间及延伸时间。ＰＣＲ产物

经１％琼脂糖凝胶电泳检测，成像保存。ＰＣＲ产物的纯化（胶

回收），方法参照胶回收试剂盒进行。基因测序、回收产物与相

应引物寄送上海生工生物股份有限公司测序。

１．３．４　基因的克隆测序　将发现突变的纯化ＰＣＲ产物与Ｔ

载体连接，２×ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，目的ＤＮＡ１～３μＬ，Ｔ载体１μＬ，

Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ１μＬ，补灭菌去离子水至１０μＬ，４℃ 过夜。

取５μＬ链接产物和５０～１００μＬ感受态细胞加入预冷的离心

管中；冰浴５ｍｉｎ；４２℃热休克９０ｓ；冰浴３０ｍｉｎ；加入２００μＬ

ＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉ（ＬＢ）培养液，３７℃，２５０ｒ／ｍｉｎ，振荡培养４５ｍｉｎ；

取１２０～２００μＬ菌液涂于１．５％琼脂ＬＢ平板（添加氨苄青霉

素、β半乳糖苷酶和异丙基硫代半乳糖苷）；３７℃培养过夜；挑

取白斑，扩培摇菌１２～１４ｈ；提取质粒ＤＮＡ分子；电泳检测；

犈犮狅犚Ⅰ酶切释放目的片段，电泳检测，寄送上海生工生物股份

有限公司测序。

１．３．５　实时荧光ＰＣＲ　以ＧＡＰＤＨ基因为内参，每个样品设

置３个重复，反应体系为荧光染料预混液１０μＬ，正、反引物各

１μＬ，ｃＤＮＡ１μＬ，补灭菌去离子水至２０μＬ。反应条件，９５℃

４ｍｉｎ；９５℃２０ｓ，６０℃２０ｓ，７２℃３０ｓ并读取荧光值，４５次循

环，循环后设置５５～９０℃每隔０．３℃读荧光值生成熔解曲线。

所有设定保存后运行程序。反应完成后，用相对定量分析方法

分析各样品表达量。

１．４　统计学处理　ＰＣＲ数据采用Ｓｔａｔａ７．０软件分析，计量资

料用狓±狊表示，组间比较采用狋检验，检验水准α＝０．０５，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｆｇｆ１０基因测序及克隆测序结果　分别以表１中前５对

引物对角膜混浊小鼠的基因进行扩增，从左向右依次电泳，得

到大小不同的５个基因片段（图１Ａ）。对以上５个片段割胶回

收后分别进行测序，发现第４个片段基因有突变（图１Ｂ）。将

第４个基因片段用Ｔ载体连接，对该基因片段进行克隆。通

过蓝白斑筛选出重组质粒、质粒的鉴定，从上到下分别是开环

质粒，环状质粒和超螺旋质粒，胶回收中间条带的环状条带（图

１Ｃ）。重组质粒的犈犮狅ＲⅠ酶切片段电泳图。限制性内切酶作

用于重组质粒后，将环状重组质粒切成２个大小不同的片段，

胶回收目的基因（图１Ｄ）。分离出目的基因，再对目的基因测

序分析，并通过数据库比对发现在该基因第３外显子１９１４ｂｐ

和１９１５ｂｐ之间插入碱基Ａ（图１Ｅ）。

　　Ａ：为５对引物ＰＣＲ扩增产物电泳图；Ｂ：第４个基因片段ＰＣＲ产

物突变测序峰图；Ｃ：质粒抽提后电泳图；Ｄ：重组质粒犈犮狅ＲⅠ酶切片段

电泳图；Ｅ：第４个基因片段克隆测序图。

图１　　Ｆｇｆ１０基因克隆测序流程图

　　Ａ：扩增曲线；Ｂ：溶解曲线。

图２　　Ｆｇｆ１０基因扩增曲线和熔解曲线图

　　ａ：犘＜０．０５，与Ｂ６组比较。

图３　　实时荧光ＰＣＲ检测Ｆｇｆ１０基因在Ｂ６Ｃｏ

小鼠中的表达
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２．２　荧光定量ＰＣＲ分析结果　由图２可知，ＧＡＰＤＨ、Ｆｇｆ１０

２个基因的扩增曲线均接近“Ｓ”型曲线，基因扩增效率良好；熔

解曲线分析发现２个基因的ＰＣＲ产物均呈较为锐利的单峰，

无杂峰。Ｆｇｆ１０基因ｍＲＮＡ表达水平在Ｂ６Ｃｏ小鼠中明显低

于Ｂ６小鼠，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图３。

３　讨　　论

眼睑是眼的门户，能够保护眼球避免受外伤与强烈光线刺

激，协助瞳孔调节进入眼内光线，起到维持眼位及眼功能的作

用；眼睑还与其他眼附属器一起共同发挥功能作用，保护角膜

免受微生物感染。因此，眼睑发育缺陷将使眼的门户受损，调

节和保护功能受限或缺失，导致各种眼部疾病［６７］。人类遗传

性眼睑缺陷并伴有其他眼部疾病是一种遗传性／先天性疾病，

将有可能进一步造成严重的眼科疾病，如角膜炎、角膜感染、角

膜混浊，重则致盲，现在临床多采用手术植皮的方法进行眼睑

的修复，没有对应的动物模型可供研究。如何做到早期的诊

断、预防和治疗，必须首先建立起研究技术平台，进行基础理论

和实验技术的研究，建立可利用的动物模型深入进行研究是最

佳途径。

小鼠胚胎眼睑闭合，是一个包括细胞增殖和迁移，细胞形

态，牵涉许多生理和病理过程的动态发育过程［８］。绝大多数的

哺乳动物的眼睑发育都要经历由融合至再分离的过程，并且这

个过程能以相对恒定的程序发生。眼睑覆盖在眼球的前方，起

保护眼球的作用，新生小鼠正常情况下眼睑闭合，若眼睑不能

闭合，可能由于新生鼠抵抗力低，受外界病原体感染及异物刺

激，引起角膜感染及角膜混浊。Ｂ６Ｃｏ小鼠眼睑发育缺陷导致

角膜发育异常和先天性眼表疾病，该小鼠角膜混浊的病理过程

呈典型的炎性反应，与人类角膜炎的病理变化过程相似［９］，值

得进一步研究开发其价值。

Ｆｇｆ１０缺失小鼠在出生时表现出眼睑开放并伴有多器官

发育缺陷［１０］。Ｊｉｎ等
［１１］已经证实Ｆｇｆ１０通过调节表皮生长因

子受体（ＥＧＦＲ）信号通路来促进细胞增殖和迁移以促进眼睑

的发育。还有研究表明，Ｆｇｆ１０的功能可能是调节细胞骨架的

活性和基因转录，在小鼠眼睑发育中，可能与 Ｗｎｔ信号通路调

节有关［１２］。通过分离和培养野生型和Ｆｇｆ１０缺陷型胚胎眼睑

的角质形成细胞，行体外划痕实验，证明小鼠眼睑上皮细胞的

增殖、迁移能力受到严重阻碍，从而导致新生小鼠眼睑上下缘

周皮的完整性存在缺陷，Ｆｇｆ１０信号中断也使得激活素βＢ和

Ｔｇｆａ下调，且延迟了声音刺猬（Ｓｈｈ）蛋白的表达
［１３］。

有研究表明，基因的编码区或非编码区发生点突变后，可

以使机体产生某种疾病［１４１５］。本实验对该基因进行了ＰＣＲ扩

增，通过克隆测序发现在Ｆｇｆ１０基因第３外显子１９１４ｂｐ和

１９１５ｂｐ之间插入碱基Ａ（图１），位于３′末端非编码区。为进

一步了解该突变基因在Ｂ６Ｃｏ小鼠中的作用，采用实时荧光

ＰＣＲ技术检测Ｆｇｆ１０基因的表达变化，结果表明该基因在Ｂ６

Ｃｏ小鼠胚胎Ｅ１６．５ｄ的表达明显下调（犘＜０．０５）（图３），提示

该突变位点可能影响了其基因的表达，或直接影响了功能蛋白

质的翻译与剪接，是否Ｂ６Ｃｏ小鼠中存在其他突变基因而影响

了Ｆｇｆ１０基因的表达调控也值得深入探讨。作用于基因表达

调控的因素很多，其具体机制需进一步深入研究，从而为人类

眼科类疾病的诊断、治疗及预防提供参考依据。
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