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摘要：根据果蝇 !"#$% 基因的序列设计了一系列特异性引物，对 !((! 年发现的一种黑腹果蝇的新的体色突

变（)*+, - ./+,0，!(($）———黑条体突变型的 !"#$% 基因进行克隆和序列测定。与野生型 1(!(!%的 !"#$% 基因

相比，黑条体突变型的 !"#$% 基因的编码区无明显的大片段变异，变异仅存在于数个氨基酸位点，且均不位于

该基因产物的关键序列。在黑条体的 !"#$% 基因的 23端序列的克隆和序列测定中发现，与野生型 1(!(!%及黑檀体

4! 的 !"#$% 基因相比，黑条体突变型的 !"#$% 基因有一个大片段的缺失，该缺失包括外显子 ! 的 "%’ 个碱基和

内含子 ! 的 &$& 个碱基，由此确定了黑条体突变体的突变类型和突变位点。
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昆虫体色形成模式是一个极佳的色素形成研究

系统。最近，有关研究已初步揭示控制果蝇体色遗

传和发育的生物学机制（X*::ICBB 4: +A，"%%#），尤

其是黑色素形成路径中的大部分酶促步骤已基本阐

明 （ PC=04::; - YC,CBI+， !(&#； X@*0/:， !(8&；

X+A:4@ - .4*,4/， !((’； Z*F/+@=: 4: +A， "%%#；

[:<@E 4: +A，!((8）。酪氨酸经由 I*5! 基因编码的酪

氨酸羟化酶（:>@C;*,4 />=@CO>A+;4，RP）和多巴脱

羧酶（=CB+ =4F+@HCO>A+;4，WWN）催化下形成多巴

和多巴胺；二者在表皮细胞分化时，经酚氧化酶体

系（B/4,CA CO*=+;4;，\C;）及协作因子加工后形成

黑 色 素 （ PC=04::; - YC,CBI+， !(&#； X@*0/:，
!(8&；X+A:4@ - .4*,4/，!((’）。果蝇黑色素合成中

所需 酶 的 编 码 基 因 包 括 黄 体 基 因（ %!55#2， % ）、

7#I*Q7!4*-"#J%5*0!（774）、 )*$ 和黑檀体基因（ !K
"#$%，!）等，其中 %!55#2， !"#$% 以及 )*$ 是必需
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基因，它们的突变均可导致体色的变异（!"#$%& !
"#$%&’(，)*)+）。,$--./00 ’- 12（34431，5） 利 用

6789:12; 系统对 ’())"* 和 (+"&’ 基因之间的相互作

用进行了研究，发现在果蝇中 <’22/= 蛋白是产生黑

色素所必需的，’5/>< 蛋白可以抑制黑色素的形成。

因此，当 (+"&’ 基因发生突变时会产生异常的黑体

色果蝇。

本研究所使用的黑腹果蝇黑条体突变型（521?.
(-#$0，5(#）是 )**) 年在武汉采集的黑腹果蝇野生

型群体中发现的一例黑体色突变体（@$1> ! AB1>&，

)**;）。最初通过对黑条体突变果蝇形态特征及其

遗传特性的研究，认为该突变可能是由于转座子的

插入引起的（@$1> ’- 12，)**;；@$1>，)**C）。但

是，在随后对转座子如 ?/0$1 等进行的一系列研究

发现：突变体和野生型果蝇中转座子无明显差异，

由此使研究陷入了困境。既然突变是一种体色突

变，运用常规的定位方法进行基因定位是否可行

呢？我们从美国印第安纳大学的 "2//D$>&-/> 8-/?.
E’>-’# 引进了两种体色突变体即黄体突变和黑体突

变，再加上已有的黑檀体突变品系 ’) 进行常规的

杂交和互补实验。结果显示，控制黑条体突变的突

变基因与位于 F 染色体的黄体基因及位于第二对染

色体的黑体基因是自由组合的关系。在与位于第三

对染色体上的黑檀体基因的突变体 ’) 的杂交中，

子一代（G)）为反式排列的杂合体无互补，表现为

突变型（AB1>& ’- 12，344)）。子二代（G3）中，由

于交换而产生重组类型的顺式排列杂合体表现为野

生型。同时 G3 代显示有少量的野生型出现。因此

确定黑条体突变基因与黑檀体突变基因是等位的，

但分别位于不同的位点上，属于同一顺反子的新的

点突变。由此确定控制黑条体突变的位点可能在 (,
+"&’ 基因上（AB1>& ’- 12，344)）。进一步工作就是

对突变类型和位点进行鉴定。

突变位点的查找和确定是突变体研究的重要的

一步。对于果蝇突变的确定，目前主要采用的是遗

传交换定位法。除此之外，还有分子遗传学的定位

方法。遗传交换定位法方便、经济、实验条件简

单，但并不能精确地确定突变基因的突变类型和位

点。要进行精确的定位还要结合其他的分子生物学

方法。我们在遗传交换定位法的基础上，选择了简

便易行的 HEI 方法，对黑条体中有可能发生突变

的 (+"&’ 基因进行克隆测序，以期通过简单的方法

得到理想的实验结果。

! 材料和方法

! "! 材料和主要试剂

黑条体果蝇突变品系来源于本实验室 )**) 年

建立的单雌系。野生型 =*)*)4是本实验室建立的黑

腹果蝇野生型品系。黑檀体突变型品系 ’) 来源于

中国农业大学，是倒位突变。突变为 J>（KI）E。

倒位的一断裂点为 *3L)9*；另一断裂点为 )44G39
K。

HEI 扩增所需缓冲液、%MNH、N1OLM7 聚合酶

以及胶回收试剂盒（:’2 PQ-#1?-$/> R$-）为上海中科

开瑞生物工程公司产品，扩增用 H’#.$> P2D’# LM7
NB’#D12 E<?2’# *+44 型 HEI 仪和 HNE9344 梯度 HEI
仪。

! "# $%& 模板的制备

取成年果蝇 ; S + 只， T 34 U冻 )4 D$> 后放入

) VC DW 离心管中，加入 K4!W 8NP 缓冲液（4 V)
D/2 X W M1E2，)4 DD/2 X W N#$(9YE2 0Y Z V4，) DD/2 X
W PLN7，0Y Z V4）并用枪头捣碎至无大的组织团

块，补加 K[4!W 8NP 缓冲液和 )44!W )4\ 8L8，

置于 +4 U水浴中 C B。用酚 X氯仿 X异戊醇抽提变性

蛋白质，异丙醇沉淀 LM7 并用 [4\乙醇洗后于 C4
U烘箱中烘干，最终加入无菌三蒸水溶解，稍加震

荡，室温放置过夜，存于 T 34 U备用。

! "’ 引物设计及 ()* 扩增

运用 ]2$&/ 计算机程序共设计引物 ); 条（C^ T
K^）（表 )，图 )）。引物设计参照 (+"&’ 基因序列

（:’>"1>. 1??’(($/> >/ V 7_33;;;+）。HEI 反应体系

（C4!W）包括 C4!& 摸板 LM7，34!D/2 X W 引物，

3 VC DD/2 X W ‘&E23，36 N1O LM7 聚合酶。扩增条件

为 *C U预变性 C D$>；*; U变性 ;4 (，+4 U退火

（根据不同引物略有改变）;4 (，[3 U延伸 ) T 3
D$>，K4 个循环；[3 U延伸 3C D$>。

由于引起表型变异的突变经常发生于基因的编

码序列，所以本实验首先对突变体的编码序列进行

了序列测定。运用"、#、$、%、&的上下游引

物对基因的编码序列进行扩增和序列测定。随后用

引物%、’、(、&的上下游引物对基因的 C^端序

列进行扩增和序列测定。

! "+ ()* 产物序列测定

) V; V ) HEI 产物检测 扩增产物按顺序取 C!W 混

合 4 VC!W 上样缓冲液于 )\的琼脂糖凝胶上电泳，

凝胶成像系统照相并记录。
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! "# " $ %&’ 产物回收、纯化及序列测定 于紫外灯

下切下琼脂糖凝胶电泳分离的目的条带，纯化步骤

按照胶回收试剂盒（上海宝生物公司）的说明书进

行。%&’ 纯化产物连入 ( 载体，并送上海基康公司

进行 测 序 。测 序 引 物 为 ( )（ * + , -.//0-/.../--.-/0/ ,
0./.0-,1+）和 2!1 3 #4（ *+,/-0--/.//0//...0/0/0/--/,
1+）。

! 结果与分析

! "# 黑条体 !"#$% 基因的编码区和 $%端非编码区

的序列测定

对黑条体序列测定的结果显示，黑条体 !"#$%
基因的编码序列与野生型 56!6!7的 !"#$% 基因相似，

没有明显的大片段变异，仅有数个核苷酸的改变；

其编码的 4 个氨基酸发生了变化，但变异的氨基酸

均未位于基因产物的关键序列。通过结构模拟得出

的蛋白质的立体结构也没有明显的变化（结果未显

示）。虽然不能确定是否这 4 个氨基酸的变异最终

导致了黑条体突变体的出现，但是变异的氨基酸没

有位于蛋白质关键序列中，同时也没有改变蛋白质

的三级结构。很可能这几个氨基酸的变化没有影响

蛋白质的功能，而只是蛋白质多态性的表现。由此

认为基因突变可能不是编码区改变引起的。同时在

基因的 1+端序列中也没有发现任何的变异。那么，

突变位点可能集中在 !"#$% 基因的 *+非编码区。

! "! 黑条体 !"#$% 基因的 &%非编码区序列的克隆

测序及其缺失突变的鉴定

在 *+非编码区的序列扩增和测序分析中，当我

表 # 根据 !"#$% 基因序列设计出的引物序列及其部分 ’() 反应条件

*+, - # ’./01. 213415612 712/8517 +669.7/58 :9 :;1 !"#$% 21341561 +57
:;1/. ’() 6957/:/952

引物

%89:;8
引物序列

%89:;8 <;=>;?0;
退火温度

@??;/A9?-（B）

延伸时间

CD.;?<9E? .9:;（:9?）

!! &(@&&F&&@F@(F@@&F@F& G# $
!$ F@(F@&(&&(FF&FF(FF(
"! @@(&&((F@@(F&((F@&&F& *4 !
"$ &&@@F@F@F&F(&@F(&&@
#! @F(@@&F@&@@F&@FF(FF *4# $
#$ F@@F(&@&&@(&F&(F(((F
$! F(((F(&FF(&((F@F(FFF G7 $
$$ &&&(((FF((&((FF&@((
%! FFF&(@@FF((((&F((F(& G7 !
%$ ((&(&(F((((&&F&@&&F&
&! @F(@@@@(&&F@@(@F(FFF *4 67 <
&$ @@@@&(FF(&((&(@@(&F&
’! (@@&@&(@(@F&@F&&F&@( *4 $
’$ (&(F&(@@@(FF&F(FF@F

H!：上游引物（IJ<.8;/: J89:;8<）；H$：下游引物（KE5?<.8;/: J89:;8<）。

图 ! !"#$% 基因结构（F;?L/?M /00;<<9E? ?E N @O$$###G）、引物所在位置及其扩增的片段

P9- N ! !"#$% -;?; <.8>0.>8;（F;?L/?M /00;<<9E? ?E N @O$$###G），J89:;8 JE<9.9E?<
/?Q .R; /:JA9S9;Q S8/-:;?.<
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们用引物!! "!# 和"! ""# 进行 $%& 反应时，仅

能够在野生型 ’(!(!)中得到相应大小的片段，而在

黑条体中则没有（图 #*）。在一次 $%& 反应中随机

将!!、!#、"!、"# 配对进行反应，在黑条体中

产生了一条与野生型 ’(!(!)的片段完全不同的带型

（图 #+）。引物!!、!#、"! 和"# 通过不同的配对方

式在黑条体与 ’(!(!)中扩增出不同产物（图 #+）。在

’(!(!)中，引物"!、"# 和!# 扩增产物为约# ))) ,-
和 ! ))) ,- 的条带。引物!!、!# 和"! 扩增产物

为约 # ))) ,- 和 ()) ,- 左右的条带。在黑条体中，

引物"!、!#的扩增产物约为 ! ))) ,-，较野生型

少约 ! ))) ,-。引物"!、"# 和!# 扩增产物仅有一

条，和"!、!# 扩增的条带相同。根据分析这可能

是由于引物"# 区域的缺失造成的。通过对该区域

的扩增产物的序列测定发现，在黑条体的 !"#$% 基

因的 ./端的确存在一个大的缺失，该缺失区域包含

从第 ..0 碱基到第 !.!! 碱基的共 (.1 个碱基，其中

包括第一个外显子的 #)2 个碱基及第一个内含子的

343 个碱基（图 15）。随后在对黑檀体 6! 的 !"#$%
基因序列测定中发现，该区域序列的结构与野生型

’(!(!)的相同，仅有两个碱基的差异；而野生型 ’(!(!)

的 !"#$% 的序列与 7686+589 收录的序列（5::6;;<=8
8= > *?##4442）相同（图 15）。黑条体突变体 !"#$% 基

因的突变位点位于基因的 ./端（图 1,），是由于 (.1
个碱基的缺失引起的。该序列已报 7686+589，登录

号为 @A).2140。

! 讨 论

目前已报道的经典的 !"#$% 基因的突变型有 41
个（野 生 型 除 外）（BCC-：D D EFG,5;6 > ,<= > <8H<585 > 6HI D
> ,<8 D :JK6-=KC > BCLF？M##5HIFC N :IC<:F6M##）。其中主

要是染色体的易位和倒位突变，仅有一例为编码区

的缺失突变（@O*F6;;58HK=，!(33；P:5F68QB6 R &<C=;;5，

!(32；%5QQ6;6 6C 5F，!(3(；&<:B5KHC 6C 5F，#))#；S5KH R
*F6T58H6K，!(.3；$6K6U R AI6;5H5V*FFI6，#))!；

W68<9=EE，!(0)；X<8H;F6G R Y<LL，!((#；+K6BL6，

!(4!）。除了此之外，由于 (1@ 区附近是一个染色

体容易发生断裂的位点，已发现的 !"#$% 基因大部

分缺失或完全缺失的情况就有 1. 种之多。此外，

还有数十种倒位突变体。目前就 +F==L<8QC=8 PC=:9
%68C6K 储存的 !"#$% 突变体的种类就达到 34) 种之

多。如此多的变异可能给黑条体突变位点的进一步

精确定位带来了困难。因为大多数移位和倒位突变

覆盖的区域均很大，而如果运用染色体文库方法进

行突变位点定位的话，其代价较高。因此我们选择

用 $%& 的方法对基因进行分段克隆和序列测定。

在用引物!! " !# 和"! " "# 分别对黑条体 @Z*
进行克隆时，没有发现相应片段的出现，重复多次

的结果均是相同的。同时在这两对引物附近设计的

引物也得出同样的结果。当时认为在该区域可能存

图 # 引物!!、!# 和"!、"# 在野生型 ’(!(!)和黑条体基因组中的 $%& 扩增产物

[<Q \ # @Z* -K=HI:C; 5L-F<E<6H EK=L ’<FH CG-6 ’(!(!) 58H CB6 LIC58C ,;K 5L-F<E<6H ’<CB -K<L6K; =E
!!，!# 58H "!，"#

]：@Z* ]5K96K @X#)))。*：!和"表示该数字的上、下游引物所扩增的产物；+：!，#，1 分别为"! 和!#，"!、"# 和!#，

"!、!! 和!# 在 ’(!(!)中扩增产物；4，. 分别为"! 和!#，"!、"# 和!# 在黑条体中扩增产物。

]：@Z* ]5K96K @X#))) \ *：! 58H " K6-K6;68C; CB6 -K=HI:C; =E $%& 5L-F<E<6H ’<CB CB6 :=KK6;-=8H<8Q -K<L6K -5<K；+：X<86 !，#，1 5K6
$%& -K=HI:C; =E ’(!(!) 5L-F<E<6H ’<CB CB6 -K<L6K "!V!#，"!V"#V!#，"!V!!V!# K6;-6:C<J6FG \ X<86 4，. 5K6 $%& -K=HI:C; =E ,;K 5L-F<V
E<6H ’<CB CB6 -K<L6K "!V!#，"!V"#V!# K6;-6:C<J6FG \
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图 ! 野生型 "#$#$%、黑条体和黑檀体 &$ 的 &’()* 基因 +,端结构及序列比较

-./ 0 ! 12& +, &)3 45678576& 9)3 4&:7&)8& (; !"#$% .) "#$#$%，’46，9)3 &$
9：1<1< ’(= 和 +,未翻译区用框标出，编码区用下画线标出。’：盒子代表外显子，外显子之间的线代表内含子。

9：1<1< ’(= 9)3 52& +,>1? 96& 6&@6&4&)5&3 ".52 ’(=&4 9)3 52& 8(3.)/ 4&:7&)8&4 96& .3&)5.;.&3 ".52 7)3&6A.)& 0 ’：12& ’(=&4
6&@6&4&)5 &=()4 9)3 52& A.)&4 ’&5"&&) &=()4 6&@6&4&)5 .)56()4 0 < ;69/B&)5，"2.82 .)C(AC&3 D%E ’@ .) &=() $ 9)3 FGF ’@ .) .)H
56() $ 95 +, 7)569)4A95&3 6&/.() (; ".A3 5*@& !"#$% /&)&，.4 3&A&5&3 .) B759)5 ’46 0

在有一个 !"#$% 基因倒位的断裂位点或者存在一个

缺失位点。在考虑寻找载体对大片段进行克隆的同

时，在一次 IJ? 反应中随机将引物!$、!D、"$

和"D 同时进行反应，发现在黑条体中出现了野生

型完全不同的片段。测序的结果显示该区域确实存

在一个大的缺失。因此在黑条体突变位点的精确定

位过程中没有花太高的代价就得到了令人满意的结

果。

从表型上观察，黑条体果蝇的体色较黑檀体 &$

略浅。黑檀体 &$ 是一个典型的倒位突变，倒位的

一断裂点为 #DK$H#，另一断裂点为 $%%-DH!，由于

!"#$% 位于 #!K$ 区，恰好位于倒位环的内部。虽

然黑檀体 &$ 从表型上表现为突变体，但 !"#$% 基

因是基因内部没有突变的野生型基因，只不过该基
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因位于倒位环中，从而影响到基因的表达而表现为

突变型。在黑条体与黑檀体 !" 杂交的 #" 个体中，

由于两条染色体上的 !"#$% 均为突变体，因此 #"
表现为突变型（图 $）。在 #" 进行减数分裂产生配

子时，同源染色体配对，形成倒位环。位于该倒位

环内的野生型 !"#$% 基因在与其同源染色体配对时

就可能发生同源染色体之间基因的重组交换。重组

后的原来携带黑条体缺失突变位点可能经过染色体

的交换而进入原来的带有倒位环的染色体中，而该

突变位点则由倒位环中的未发生突变的 !"#$% 基因

序列所替代（图 $）。因此，虽然在 #" 个体中没有

野生型 !"#$% 基因的存在，但是在 #" 形成配子时

由于重组互换，而使 #" 产生带有野生型 !"#$% 基

因而同时没有倒位突变的配子。由此在 #% 中就会

有野生型个体的出现，从而很好地解释了在黑檀体

!" 和 黑 条 体 杂 交 的 #% 出 现 少 数 野 生 型 的 结 论

（&’()* !+ (,，%--"）。

黑体色的产生与 %!&&#’ 基因及 !"#$% 基因有关

（./++0122 !+ (,，%--%(，3），大 部 分 的 已 知 的 !4
31)5 突变均为 !"#$% 基因表达异常，使果蝇显示出

异于野生型的黑体色。在我们发现的黑条体突变体

所表现的也是黑体色，同时根据我们得到的结果显

示该突变体是一个 67端缺失的自发突变，缺失区

域包括第一个内含子 67端的剪接位点。第一个内

含子 67端剪接位点的缺失势必造成内含子剪接的

异常而影响其 89:; 的结构，因此我们进一步的

工作是确定该 67端的缺失突变是如何造成 !31)5 蛋

白表达异常的。果蝇的自发突变比较常见，但是发

生于 67未翻译区的自发突变是非常稀少的，因此

本研究为进一步的研究 67未翻译区调节基因表达

提供了一个极佳的实验模型。

致谢：感谢湖北大学的钱远槐和马力新教授在

实验和技术上的指导。

图 $ 黑条体的突变 !"#$% 基因与黑檀体 !" 的 !"#$% 基因的重组模式图

#/* < $ 9!=183/)(+/1) 81>! 1? !"#$% /) 3@A ()> !"
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