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摘 要
:
利用套叠 Pc R 和高保真 D NA 聚合酶对人工合成的牛 口蹄疫病毒 vP I 基 因 (FMD v

一

v PI
,

Fo ot
一
Mou th

Di se as e Vi ru s
一

V PI )的 5 个 突变位点进行修复
,

修复的成功率为 10 0 %
.
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w e re r e e tifi e d by o v e rla p e x te n sio n w ith hig h
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fi d e lity the r m o s ta ble D N A p o lym e r a s e ,

th e ra te o f s u e e e s s w a s 10 0

p e r c e n t
.

K ey w o r d s : o v e rla p e x te n s io n o f PCR : h ig h
一

fi d e lity the
rm

o s table D N A Po lym e ra se : g e n e m u ta tio n

(L诉 Se ie n e e R es e a rc h
,

2 0 0 4
,

8 (l )
: 0 2 8 一 0 3 1 )

重 叠 区 扩 增基 因拼接法 (g e n e s p lie in g by

o v e rza p e x te n s io n ,

g e n e s o E in g ) 是利用 p CR 技术

在体外进行有效的基因重组和定点突变
,

任何与

原模板不匹配的碱基都可掺入到 PCR 产物中
,

这

被 M u lli
,

称为
“

不配或错误 (m i印 rim in g )
” ”

,

” ,

为

创造定点突变提供了简便易行的方法
.

在 PC R

过程 中使用具有 3 气 外切酶活性 的耐热高保真

D N A 聚合酶
,

如 Pfu 聚合酶
,

避免在产物 3
’一

端引

入非模板碱尾 A { 3’,

这对复杂的基因多位点突变

具有重要意义
.

本研究利用套叠 PCR 和高保真

D NA 聚合酶对人工合成的牛口蹄疫病毒表面抗

原 VP I 基因的 5 个位点进行突变修饰
,

以确保

VP I基 因突变的正确性
.
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1 材料与方法
1

.

1 材料

1
.

1
.

1 待修复基因

人工全序列合成的牛口蹄疫病毒表面抗原基因

肛即l (m u ta n t即1g e n e )
,

含 A G一 12 6 )一A盯
、

叮C

(T 18 2 )一CG C
、

AG T(份30 )叶A G C
、

C C一3 7 2 )一C迷
和 多T( 43 6) 一G G T( 划线碱基为缺失碱基或突变碱

基
,

数字为碱基所处的位置 )5个变异位点
.

1
.

1
.

2 生化试剂

实验 中所用高可信度扩增 巧ro be st D NA 聚

合酶为大连宝生物工程公司产品
,

p G EM T
一

E as y

V ec to : 及限制性内切酶 Ec
。R l等为 Pro m eg

a

公司

产品
,

PCR M a r k e : (15 4 3
,

9 9 4
,

6 9 5
,

5 1 5
,

3 7 7
,

2 3 7

bp 6 条带 ) 为华美生物工程公司产品
,

Hi gh Pu re

PC R Pr o d u e t Pu r ifi e a tio n Kit 为 R
o e he

公司产品
.

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 引物设计合成

依据 M V PI 基因各突变位点 (缺失或突变 )

设计合成下列引物
:

Mo l s
‘

T CG A G CT CT C I
,

】
,

T A CA A G 3
’

M0 2 5
‘

A CT CG G G T G A CT G AA CT G C I
,

f」
,

A CC

G CA CG 3
’

M0 3 5
‘

CG T G CG G T A AA G CA G IT CA G T CA C

CCG A G T 3
’

(T 12 6 )

MO4 5
’

G飞了G G CCCA G A A G G CG G CA A G AA C 3
’

M0 5 5
‘

G T T C竹G CC巫CCTT CT G 3
‘

(G 18 2 )

M0 6 5
‘

ATCCA A CG G C I
,

l
,

A CCA C3
’

MO7 5
’

G T G G T AA G CC G竹G G A T 3
‘

(C3 3 O)

M0 8 5
‘

G T C CCG A AT G G G G CG C3
‘

MO9 5
‘

G CG CCC CAT T CG G G A C 3
‘

(C3 7 2 )

M 10 5
’

G T A CT G CC ACCT A CT A CT 3
’

M 1 1 5
‘

A G T A G T AG G T G G C AG T AC G 3
尸

(G4 3 6 )

M 12 5
’

G T A CT A G T A T G G CT A CCT C C3
’

注
: 黑体加下划线碱基为缺失或突变碱基

,

括

号中的黑体字母及数字为缺失或突变碱基位置
.

1
.

2
.

2 PCR 热反应环循

9 4 ℃
,

3 m in升 9 4 ℃
,

3 0
5 ; X

,

3 0
5 : 7 2 ℃

,

4 0 5
一

7 2 ℃
,

7 m in、4 ℃
, + oo

,

3 0 个循环
.

注
:
各引物对退火温度 x = 41 ℃ (M 01

一

Mo Z /

M0 3
一

M 0 4 )
、

4 3 ℃ (M0 5
一

MO6 / M 0 7
一

MOS / Mo l
一

M 12 )
、

4 5 ℃ (MO I
一

M 0 4 / M 0 5
一

MOS / M0 9
一

M IO / M ll
一

1 2 /

M 0 9
一

M 12 / M o l
一

M OS
.

以 M V PI 为模板
,

进行如下 PCR 反应
:

M o l
一

M 0 2 + MO3
一

M0 4一 M o l
一

M 0 4一 PCR I

M0 5
一

M0 6 + M 0 7
一

M 0 8 斗 M0 5
一

M0 8升 PCR Z

M0 9
一

M 10 + M 1 1
一

M 12 一 MOg
一

M 12升 PCR 3

PCR I + PC R Z叶 Mo l
一

M0 8叶 PCR 4

PCR 3 + PC R 4一 Mo l
一

M 12一 PCR S

1
.

2
.

3 PCR 产物的回收与克隆

回收 Pc R S 产 物
,

利用常规 Ta q 酶在仅含

dAT P 的反应体系中将产物的 3
‘

端加上碱基 A
,

采

用 T
一

载体克隆技术对修饰产物进行克隆
.

1
.

2
.

4 克隆载体的鉴定与序列分析

对在 含有 100 m g / L 氨节青霉素的 LB 平板

长出的单菌落进行液体扩大培养
、

质粒提取及

Ec
o R I酶切鉴定

,

将阳性菌株送上海生物工程公

司进行基因序列测定
.

2 结果与分析

2
.

1 初次 P C R 扩增结果

以 M V PI 为 模 板
、

MOI
一

MOZ
、

M0 3
一

M0 4
、

MOS
一

M0 6
、

M0 7
一

M0 8
、

M 0 9
一

M 10
、

M ll
一

M 12 为扩增

引物对
,

获得如图 1 中所示的研究结果
,

各引物对

通 过 扩 增 获 得 了 相 应 大 小 的 产 物
,

其 中

MO I
一

M0 2
、

M Og
一

M IO 扩增获得了 2 条 n N A 带 (约

4 2 0 / 14 0 bp
、

2 0 0 / 6 0 bp )
,

利用 回收试剂盒回收相

应大小的 目标带 (14 0
、

6 0 bp )
,

用于后续的 p CR :

实验中通过重新合成加长的 Mol
一

Mo Z
、

M og
一

M 10

引物
,

以增加扩增的特异性
,

结果表明均获得一条

相应的目标 D N A 带 (结果未显示 )
,

大大加强了实

验结果的可靠性
.

2
.

2 第 2 次 P C R 扩增结果

分 别 以 M o l
一

M0 2 / MO3
一

M0 4
、

M0 5
一

M0 6 /

M0 7
一

M0 8
、

M0 9
一

M 10 / M ll
一

M 12 扩增产物等量混和

物为模板
,

MOI
一

M0 4
、

M OS
一

M0 8
、

M0 9
一

M 12 为引物对
,

扩增获得大小分别约为 p CR I
一

19 0 b p
、

p C咫
一

20 0 bp

及 PCR 3
一

33 0 bp 的产物 (结果未显示 )
.

2
.

3 第 3 次 P C R 扩增结果

以 PCR I
、

PCR Z 等量混和物为模板
、

M 0 1/

MOS 为 引物对
,

扩增获得大小 约 为 3 80 bp 的

PCR 4( 结果未显示 )
.

图 1 初次 PC R 扩增结果
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图 2 PC R S 产物克隆鉴定结果

Fig
.

2 Id en tin c a ti o n a n d Clo n in g o f PC R S P r

od u c t

l
一

p G E M 下 V e e to r / E’?
o R I

,

2
一

6
一

PC R S / p G E M T
一

V e e to r / Ec
o R I

·

2
.

4 第 4 次 PC R 扩增结果

以 PCR 3
、

PC R 4 等量混和物为模板
、

Mo l /

M 12 为引物对
,

扩增获得大小约为 6 9 0 帅 的

PC R 5( 结果未显示 )
.

2
.

5 P C R S 产物的回收与克隆鉴定

PCR S 产物经 T
一

载体连接
、

转化及质粒鉴定

(用 E e o R I单酶切 )
,

获得如图 2 所示的结果
,

从

图 中可看 出 2
、

5 两个质粒能切出约 690 bp 的

D NA 片段
,

与 vPI 基因实际大小一致
,

该质粒用

于 D N A 序列测定分析 ; 3
、

4
、

6 三个质粒切出的

D NA 片段小于 690 帅
,

造成这两种结果的可能原

因是套叠 PCR 的复杂性和影响因素的多样性造

成 PCR 产物的非特异性
,

使回收产物中夹带非目

标产物
,

上述两种质粒的测序结果说明了这一点
,

3
、

4
、

6 号质粒中的 D N A 片段 比正常序列缺失约

45 bp 的小段 (结果未显示 )
.

2
.

6 PC R S 克隆产物的序列分析

测序分析结果见图 3
、

图 4
、

图 5
、

图 6
、

图 7
,

突

变
、

缺失位点 G --C升 GT C
、

CT C 斗 C G C
、

A G T 升

A G旦
、

c _ A 、 c旦A 和 A一 升 A昼G (划线碱基为

缺失碱基或突变碱基 )完全按照实验设计进行了修

复
,

正确率为 100 %
,

这说明本研究所采用的技术方

法对基因多位点突变进行修复是完全可行的
.
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3 讨论

3
.

1 高保真 D N A 聚合酶对提高基因突变正确

率的重要性

本研究中采用 高可信度扩增 Pxr ob est D N A

Po lyme ra se 进行实验
,

该酶来自 巧ro co cc us Sp
. ,

具

有 3
‘

斗 5
’

E x o n u ele a s e (pro o f
r e a d in g 活性 )的耐热

性 a 型 D NA 聚合酶
,

其特点为可信度极高
,

与

尸了ro c o e eus fu
rio sujs 来源的 Pfu D NA p o lym e r a s e 及

Ve nt D N A Po ly m e ra se 具有相同的扩增可信度
,

而

与 T a q D N A p o lym e ra s e
具有相同的扩增效率

,

并

且与 T a q D N A p o lym era se 相比
,

即使不用 H o t s ta rt

法
,

非特异性带也可得到有效的控制
,

尤为重要的

是
,

由于其具备 3
’

冲 5
‘

E x o n u e le a s e

活吐
,

在 Pe n

扩增产物的 3
’

端不加碱基 A
,

这使得复杂的多套

叠 Pc R 大大提高了准确性 ; 本研究中曾采用 T aq

D N A Po lym er as e ,

测序结果表明虽待突变位点得

到校正
,

但又重新出现新的突变及碱基缺失且往

往出现在 PC R 产物片段的 3
‘

端
,

这给基因修复工

作带来了新的问题
.

3
.

2 高保真 D N A 聚合酶的使用与套叠 PC R 技

术相结合是完成基因多位点突变修复的有效方法

之一

在进行定点突变的各种方案中
,

重叠区扩增

法十分简单
,

与其他方法相 比有重组与突变同时

进行
、

几乎所有产物均含有设计突变和突变率接

近 10 0 % 等优点
,

因此在找不到合适 的内切酶位

点等
“

复杂
”

情况下
,

使用基因 so Ei ng 是明智的选

择之一
’‘’

.

有研究表明在 PCR 条件下
,

Ta q 聚合

酶有很高的忠实性
.

通过一轮的重叠区延伸反应

后随机错误的发生率为 1 / 4 0 0 0
,

而连续 So Ei ng

反应产生的较复杂的产物中错误率稍高
,

约为 l/

1 80 0
,

因此使用比 T aq 酶的忠实性高得多的 D N A

聚合酶
,

是提高重叠扩增反应的重要措施
.
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