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黑腹果蝇黑条体突变体突变位点的鉴定 
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摘要：根据果蝇 ebony基因的序列设计了一系列特异性引物，对 1991年发现的一种黑腹果蝇的新的体色突 

变 (Qian＆Zhang，1994)——黑条体突变型的 ebony基因进行克隆和序列测定。与野生型 w9 均的 ebony基因 

相比，黑条体突变型的ebony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 ebony基因的 5 端序列的克隆和序列测定中发现 ，与野生型 W m及黑檀体 

e 的 ebony基因相比，黑条体突变型的 ebony基因有一个大片段的缺失，该缺失包括外显子 1的 206个碱基和 

内含子 1的747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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Abstract：In this study we designed several pairs of primers to clone and sequence the ebony gene of a new pigment 

mutant named black strip(bsr)in Drosophila melanogaster(Qian ＆Zhang，1994)．Compared with ebony gene of wild 
type W 。and ebony mutant of e 

． there was no big deletion segm ent found in coding sequ ence of ebony of bsr except for 

several amino acid mutation sites which did not distribute in the key motif of ebony protein．However，a big fragment dele． 

tion Was f0und at the 5 end of ebony gene in bsr，which comprised 206 nucleotides of exon 1 and 747 nucleotides of intron 

1．Therefore we have been able to accurately localize the mutation locus in bsr． 

Key words：Mutant；Ebony；Black strip；Deletion 

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 (Wittkopp et al，2003)，尤 

其是黑色素形成路径中的大部分酶促步骤已基本阐 

明 (Hodgetts & Konopka， 1973；Wright， 1987； 

Walter & Zeineh， 1996； Richardt et al， 20o3； 

Sturm et al，1998)。酪氨酸经由pale基因编码的酪 

氨酸羟化酶 (tyrosine hydroxylase，TH)和多巴脱 

羧酶 (dopa decarboxylase，DDC)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 (phenol oxidases。Pos)及协作因子加工后形成 

黑 色 素 (Hodgetts & Konopka，1973；Wright， 

1987；Walter&Zeineh。1996)。果蝇黑色素合成中 

所需酶的编码基因包括黄体基因 (yello ，Y)、 

dopa-decarboxylase(ddc)、tan和黑檀体基因 (e． 

bony，e)等，其中 yellow，ebony以及 tan是必需 
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基因，它们的突变均可导致体色的变异 (Morgan& 

Bridges。1916)。Wittkopp et al(2002a，b)利 用 

UAS—Gal4系统对 yellow和ebony基因之间的相互作 

用进行了研究，发现在果蝇中 yellow蛋白是产生黑 

色素所必需的，ebony蛋白可以抑制黑色素的形成。 

因此，当 ebony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 (black 

strip，bsr)是 1991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 (Qian&Zhang， 

1994)。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 (Qian et al，1994；Qian，1995)。但 

是，在随后对转座子如 copia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 Bloomington Stock 

Center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 e 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 x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 e 的杂交中， 

子一代 (F1)为反式排列的杂合体无互补，表现为 

突变型 (Zhang et al，2001)。子二代 (F2)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F2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 e— 

bony 基因上 (Zhang et al，2001)。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 PCR方法，对黑条体中有可能发生突变 

的 ebony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。 

1 材料和方法 

1．1 材料和主要试剂 

黑条体果蝇突变品系来源于本实验室 1991年 

建立的单雌系。野生型 w91910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 e 来源于 

中国农业大学，是倒位突变。突变为 In(3R)C。 

倒位的一断裂点为 92D1-9；另一断裂点为 lOOF2— 

3。 

PCR扩增所需缓冲液、dNTP、TaqDNA聚合酶 

以及胶回收试剂盒 (Gel Extraction Kit)为上海中科 

开瑞生物工程公司产品，扩增用 Perkin Elmer DNA 

Thermal Cycler 9600型 PCR仪和 PTC一200梯度 PCR 

仪。 

1．2 DNA模板的制备 

取成年果蝇 4～6只，一20℃冻 10 min后放入 

1．5 mL离心管中，加入 30 L STE缓 冲液 (0．1 

mol／L NaCl， 10 mmol／L Tris—HCI pH 8．0， 1 mmol／ 

L EDTA，pH 8．0)并用枪头捣碎至无大的组织团 

块，补加 370 L STE缓冲液和 100 L 10％SDS， 

置于 6O℃水浴中5 h。用酚／氯仿／异戊醇抽提变性 

蛋白质，异丙醇沉淀 DNA并用 70％乙醇洗后于 50 

℃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，存于一20℃备用。 

1．3 引物设计及PCR扩增 

运用Oligo计算机程序共设计引物 14条 (5 一 

3 ) (表 1，图 1)。引物设计参照 ebony基因序列 

(GenBank accession no．M224446)。PCR反应体系 

(50 L)包括 50 g摸板 DNA，20~mol／L引物， 

2．5 mmol／L MgCl2，2U Taq DNA聚合酶。扩增条件 

为 95℃预变性 5 min；94 oC变性 40 S，60 oC退火 

(根据不同引物略有改变)40 S，72 oC延伸 1—2 

min，30个循环；72 oC延伸 25 min。 

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I、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅶ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Ⅳ、V、Ⅵ、Ⅶ的上下游引物对基因的 5 端序 

列进行扩增和序列测定。 

1．4 PCR产物序列测定 

1．4．1 PCR产物检测 扩增产物按顺序取 5肚L混 

合 0．5 L上样缓冲液于 1％的琼脂糖凝胶上电泳， 

凝胶成像系统照相并记录。 
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1．4．2 PCR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。PCR纯化产物连人 T载体，并送上海基康公司 

进行测序 。测序引物为T7(5 一gtaacgatttaggtgaca— 

ctatcg-3 )和 M 1 3— 48(5 一agcggataacaatttcacacagga一 

3 )。 

2 结果与分析 

2．1 黑条体 ebony基因的编码区和 3 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 ebony 

基因的编码序列与野生型 w 。的 ebony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 8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 8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3 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 ebony基因的 5 非编码区。 

2．2 黑条体 ebony基因的 5 非编码区序列的克隆 

测序及其缺失突变的鉴定 

在5 非编码区的序列扩增和测序分析中，当我 

表 1 根据 ebony基因序列设计出的引物序列及其部分 PCR反应条件 

Tab．1 Primer sequences designed according to the ebony sequence and 

their PCR conditions 

NI：J二游引物 (Upstream primers)；N2：下游引物 (Downstream pfime~)。 

Vl(1817)IV2(2694) 

I I 

IIl(6760)II (+40) 

I I 

vI】(一217)VI 2(1223) VIII(2579)VII 2(4164) I】 ) 

卜———— 卜———— 。 。 

Vl(1079)V (1941) 
I I 

l 

III l(3913)III (4879) 
I I 

2 3 4 5 6 7 

图 1 ebony基因结构 (GenBank accession no．AJ224446)、引物所在位置及其扩增的片段 

Fig．1 ebony gene structure(GenBank accession no．AJ224446)，primer positions 

and the amplified fragments 
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flq)~j引物V 一V 2和Ⅵ 一 ：进行 llI_R反鹰时，仅 

能够谯野生型w “’巾得到fH腹凡小晌片段 ．而在 

黑条体l1]刚没仃 ( 2A)． ·次 I'CR反砬 _f1随机 

将V l、V：、Ⅵ1、Ⅵ：配对进行反l矗f，在黑祭伴巾 

产生了一条与野生型 w ⋯ 的片段 伞不同的带型 

(图2B) 引物V． V 、̈ l和Ⅵ：通过#14的配刘方 

式在黑条体 19l CI巾扩增出不 ：物t 2B) 在 

w  
。r 

． ql物 Ⅵl、Ⅵ 秆1 V {7’± 产‘物为约2 000 hp 

和 1 0(30l】I]的条带 jl物VI V f̈ 扩增产物 

为约 2 000 h【]和900 左右的条带 往黑条体中． 

引物Ⅵ1|V 2的扩增产物约为 1(YdO bp、较野生 

少约1 000t)t， 引物 !和V 扩增， 物仅彳『一 

条，和Ⅵ 、V：扩增f19条带{=l_{同 根摒分析这町能 

是由于引物 Ⅵ 区域的缺火造成的 衄过对该K域 

的扩增产物的 列测定发脱，在 条体的ebon)基 

因的5 端的确仃住一个人的缺走．泼缺失区域包含 

从第558碱基到第 15Il碱装的共 953个触基．其中 

包括第一 个外 子们206个髓基技第一个内禽于的 

747个碱 基 (闭 3a1 随后 (￡对黑情 体 的 ehoo'~ 

基因序列删定巾发耻、法p<域序列的结构 j野生 

w ⋯的相同．仅有两个碱基的箍 ； 野生型 ~,,91910 

的ebonv的序列与 Gen( Bank收录的JF列(∽c [}『】 

120 AJ22&-446j相同( 3a) 黑条体突变体 ㈣、基 

因的突变传点位于壮因fr9 5。端( 3b)．是 于953 

个碱基的缺失引起的．．该序列已报 【： t Bank，髓录 

A 

(bp) 

2 000 

l 000 

750 

500 

250 

： ：： 
M V1 V VI V 

号为 DQ056348 

3 讨 论 

目前已报道的经典的 ebon~箍因的突变删有 43 

个 (野 生 型 除 外 )c Imp：／"／flvbase bio．indiana．edu／ 

．】~iTL／cvrepor1．html?僻22ad Lll【十 l1icle％22)．．其中主 

要是染色体的易位和倒他突变．仪有一例为编码区 

的缺失突变(n’A]e~sandro．1977；Sealenglte＆Rilossa， 

I976；Caggese“ al，1979：I{ichar(：h el at，2002；WⅢ j＆ 

Alexander， 1957；Perez ＆ Quesada—Allue，2001； 

Ileniktfff，l980；Lindsley ＆ Zimm．1992；Breba'ae， 

I941} 除 r此之外，由于 931)区附近是一个染色 

体容 发， 断裂的他点，已发现的 ebony罐因大部 

分缺必或完 缺失的情况就．f_『35种之多．．此外． 

还有数十科 倒他突变体 H附就 R1【 in ·n Stock 

Center储仔的 effort?突变体的种类就达到 740种之 

多 如此多的变 可能给黑条体突变位点的进 一步 

精确定位 特来 rl刳难．闲为大多数移位和倒位突变 

趋盖f}q区域均很大，If『i如果运川染色件文库方法进 

行突变位点定化n0话，其代价较高 罔此我们选择 

崩 PCR的方法对丝I 进行分段 兜降和序列测定。 

在用 ；l物 V1一 和 l一Ⅵ2分刖对黑条体 DNA 

进行克隆叫．没有发现 应片段的出现．重复多次 

的结果均是相I司的 同时在这两对引物附近没计的 

引物 电得 l叫伴的结果 当11-J认为存该Ⅸ域可能存 

B 

(bp) 

2 000 

1 000 

750 

5OO 

M I 2 3 4 5 

l 2 l物 ：审 I !̈ 野， 喇 ％,9191tl和黑条件 纽qJ的PCR扩增产物 

Fig．2 nN̂ DⅢ [ucts amplifie,i fr,)m wild lyp,-w ⋯a r．1 th( mulant bsr amplified wilh primers·Il 

aad ． 吼 

Ⅵ：I)NA MarkerIJI2000 ：̂ H1 V 小̂J《敏 枘 下蛳。jl物斫 增的 物；B I．2．3廿IJiJ由Vl和V：．Ⅵ Ⅵ 和V：． 

Ⅵ ．VI和 ”-I }r增 ：卿：4．5‘ 制灯u- ： v【 印～ 黑条悱中扩 产桁 

M：D"4A M~ker DI 2(xm ^： V and¨ “I l*lhe pnNhJ cI s cl_1 ：Il anlplified wilh1he1⋯  } ltIÏ prim r r B：!_ll-1．2，3 arP 

PCR pnMue／s of ”amldifie⋯I 1I1th,l。ril)t ¨1 ：．、lI— ： l， ． ， li~ety J．in 4．5l JJI．Rl1mll̈I l惦 ⋯t7 b 唧 pIi． 

fled w,th pnmeJ¨ t、：．1l- ·～ ⋯ |I 
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a e1 n讹 ^̂ 明D3GGGGcT(；GI1̂11c1B蛆 _GI℃1。cl 

bsr uĜT̂翻℃【)GGGGc1D∞ 1̂11：1B盯 同n口Gc 

e 

bsr 

w 91910 

T兀 ^ 1lACgr 

750 

／，1000 Gr̂ ĉoc̈  弼 1̂．r兀．̂ 

一 ，，_——一 ————-ĉ¨ B̂c 兀1 567 

，，I。。c 珊l̂】。c蜩ĉ  ̂ rfr“ 1 520 

虻T _rrG 。Ga 0。ĉ0ĉG代 rGG Tn ¨ ^̂1_667 

ĉT 1_IĜ(=G田 0cĉOc自习B D T兀．̂TuTrGĉ盯 l 620 

∞ 瞰  f 丽 呲  ；吣  

¨ =G柏 丑c0ĉ T̂／ ĉ̂( r̂ 1̂ 从Ĝ O∞1℃G 3 68 1 

／̂，ccĉa 里丛坠坠 卫垫 墅 竖 4 634 

5’utr M G S 

b ．__ ．_-：_  
GTGCCCCC0̂ ^̂ T̂C ÂGC M CCA6C'M ATGAC 

W91910 ．—  —  —  5·—— 兰 p二◆_ =二二 === 

，

，

，

，  

，

，
，  

I 

．

／ ／ ‘ 

bsr 5． ：：蹦 n一二! 1 12 3 bp ’—————十7 bp}——————————————。=—————————————— 卜 

图 3 野生型 w9 m、黑条体和黑檀体 e。的 ebony基因 5 端结构及序列比较 

Fig．3 The 5 end structure and sequence of ebony in w9l9Iu，bsr，and el 

a：TATA box和 5 未翻译区用框标出，编码区用下画线标出。b：盒子代表外显子 ，外显子之间的线代表内含子。 
a：TATA box and the 5 UTR ate represented with boxes and the coding sequences al-e identified with underline．b：The boxes 

represent exon$an d the lines between exons represent in~ons．A fragment，which involved 206 bp in exon 1 and 747 bp in in- 

iron 1 at 5 untranslated region of wild type ebony gene，is deleted in mutant bsr． 

在有一个 ebony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 PCR反应中随机将引物V1、V 2、Ⅵ1 

和Ⅵ2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 e· 

略浅。黑檀体 e一是一个典型的倒位突变，倒位的 
一 断裂点为 92D1-9，另一断裂点为 10OF2—3，由于 

ebony位于 93D1区，恰好位于倒位环的内部。虽 

然黑檀体 e 从表型上表现为突变体，但 e6o凡 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 e 杂交的 F1个体中， 

由于两条染色体上的 ebony均为突变体，因此 Fl 

表现为突变型 (图4)。在 Fl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 ebony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 ebony基因 

序列所替代 (图4)。因此，虽然在 F1个体中没有 

野生型 ebony基因的存在，但是在 Fl形成配子时 

由于重组互换，而使 Fl产生带有野生型 ebony基 

因而同时没有倒位突变的配子。由此在 F2中就会 

有野生型个体的出现，从而很好地解释了在黑檀体 

e 和黑条体杂交的 F2出现少数野生型的结论 

(Zhang et al，2001)。 

黑体色的产生与 yellow基因及ebony基因有关 

(Wittkopp et al，2002a，b)，大部分 的已知的 e— 

bony突变均为 ebony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 5 端缺失的自发突变，缺失区 

域包括第一个内含子 5 端的剪接位点。第一个内 

含子 5 端剪接位点的缺失势必造成内含子剪接的 

异常而影响其 mRNA的结构，因此我们进一步的 

工作是确定该 5 端的缺失突变是如何造成 ebony蛋 

白表达异常的。果蝇的自发突变比较常见，但是发 

生于 5 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 5 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。 
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图 4 黑条体的突变 ebony基因与黑檀体 e 的 ebony基因的重组模式图 

Fig．4 Recombination mode of ebony in bsr and e 
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