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摘!要!各种建立在?@A基础上染色体步移的方法能够根据已知的基因序列得到侧翼的基因序列&染色体步移技

术主要应用于克隆启动子(步查获得新物种中基因的非保守区域(鉴定)-BCD或转座子的插入位点(染色体测序工

作中的空隙填补$从而获得完整的基因组序列等方面&其方法主要有9种#反向?@A的方法$连接法介导的?@A
的方法以及特异引物?@A的方法&文章就各种方法进行举例说明并加以分析比较 &
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!!获得与已知序列相邻的未知序列的染色体步移

技术是一项重要的分子生物学研究技术&染色体步

移技术主要有以下几方面的应用#!("根据已知的基

因或分子标记连续步移获取人(动物和植物的重要

调控基因$用于研究结构基因的表达调控$如#分离

克隆启动子并对其功能的研究’!!"步查获得新物种

中基因的非 保 守 区 域$从 而 获 得 完 整 的 基 因 序 列’
!9"鉴定)-BCD或 转 座 子 的 插 入 位 点$以 及 鉴 定 基

因枪转基因法等转基因技术所导致的外源基因的插

入位点’!,"用于染色体测序工作中的空隙填补$从

而获得 完 整 的 基 因 组 序 列’!#"用 于 人 工 染 色 体

?D@(ND@和JD@的片段搭接&对于基因组测序已

经完成的少数物种!如人(小鼠(线虫(水稻(拟南芥

等"来说$可以轻松地从数据库中找到已知序列的侧

翼序列&但是这毕竟只是研究少数模式生物时的情

况$对于自然界中种类繁多的其他生物而言$在不知

道它们的基因组BCD序列以前$想要知道一个已知

区域两侧的BCD序 列$只 能 采 用 染 色 体 步 移 技 术&
因而$染色体步移技术在现代分子生物学研究中占

有举足轻重的地位$是结构基因组研究以及功能基

因组研究的基础&
自从?@A技 术 发 明 以 来$人 们 就 在?@A技 术

的基础上设计了多种扩增未知序列的染色体步移的

方法$这些方法依 其 原 理 可 分 为9类#反 向?@A的



方法$连 接?@A的 方 法$以 及 特 殊 引 物?@A的 方

法&本文就 各 种 方 法 进 行 举 例 说 明 并 加 以 分 析 比

较$并结合目前的技术$探讨未来发展的趋势走向&

(!反向?@A
反向?@A!H-?@A"是)AHLGHD等)(*(%""年设计

的一种方法$原 理 见 图(&选 择 一 个 已 知 序 列 中 没

有的限 制 酶 对 基 因 组BCD进 行 酶 切$基 因 组BCD
经限制酶酶切后自连成环状分子$根据已知序列设

计引物$进行反向?@A扩增&H-?@A被用于从酵母

基因组BCD中 分 离ND@克 隆 末 端$从 植 物 基 因 组

BCD中分离 转 座 子 侧 翼 的 特 异 区 域)!*也 被 成 功 地

应用于探测乙肝病毒!ZJQ和)淋巴病毒!Z)GQ"的
结 合 部 位)9!$*&?H-?@A!20R>10+H-?@A"是 ?DCL
等)"*对H-?@A 进 行 的 一 种 改 进 的 方 法$他 们 用

(9A9D#部分酶切基因组BCD$(9A9D#的 识 别 位

点只有,个碱基$因而在许多基因中都存在$所以可

以不知道目的基因侧翼序列的限制性图谱&然而H-
?@A也存在 着 若 干 问 题$比 如 环 化 反 应 难 以 控 制$
存在分子间的连接而形成大量的线状串联体$这导

致非特异扩增$如果酶切片段太长$也会使扩增效率

下降)%*&

!!连接法介导的?@A
这类方法的第一步都是酶切基因组BCD$连接

载体或接头$载体可以是质粒也可以是噬菌体$只要

有合适的 酶 切 位 点&接 头 可 以 是 双 链 也 可 以 是 单

链$所连接的载体或接头不同$后继实验程序也有很

大的不同&

>?@!连接载体的!*+
KSY0/0+0等)(&*利 用 单 特 异 引 物 ?@A!516;+*

52*31U132R1/*R?@A$KK?-?@A"以 小 鼠 伤 寒 杆 菌 组

氨酸 转 运 操 纵 子 为 起 点 进 行 连 续 步 行&他 们 以

M(9/2("A[BCD为载体$用B=8#\’69# 酶切基

因组BCD$B=8#\C79# 酶切载体BCD$然后连接

基因组片段和载体片段$用根据基因组BCD序列设

计的特异引物和载体的通用引物进行扩增&由于非

特异片段没有单特异引物的结合位点$即使有载体

连接到非特异片段$它也不能得到大量扩增$而使特

异片段 得 到 有 效 扩 增&M1]8:=3S1等)((*也 用KK?-
?@A$以2J+=*53R12> K̂质粒为载体$扩增了小鼠下

丘脑和胎 盘 的 生 长 释 放 激 素 基 因#_侧 翼&在 这 种

图@!A!*+原理图

B0$?@!4)%."0310./%#’A!*+

方法中$如果用合适的接头代替载体效果也会一样&
这种方法原 理 简 单$实 验 设 计 简 便$但 操 作 较 为 繁

琐$特异性较低$产物仍需杂交进一步确定&

>?>!连接接头的!*+
这类方法是 在 酶 切 的 基 因 组BCD片 段 上 连 接

双链(单链或部分双链的接头$用序列特异引物和接

头引物引发?@A扩增$?@A产物的特异性依赖于接

头结构的特异性和基因组BCD的复杂性$但在研究

复杂基因组时$这种方法有时也是不可靠的$原因之

一就是有副 反 应 的 发 生$诸 如#?@A反 应 中 单 链 或

部分单链的接头的凹入末端被补平$或接头的单链

部分被?@A反应中的酶降解等$这些副反应就导致

非特异扩增$而且难以鉴别特异产物&为降低副反

应的发生和提高产物的特异性$在A85*6>S0+等)%*设

计的@?@A!@02>=R*?@A"中介导?@A反应的是双

链接头$并且在一个特异引物上增加了便于选择产

物的生物素标记$原理见图!&在第一次?@A反应

中$用 带 有 生 物 素 标 记 的 特 异 引 物 进 行 单 引 物

?@A$合成含有目的序列和接头序列的产物$然后用

!!" 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!&&’!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



链霉亲和素包被的磁珠捕捉分离带有生物素标记的

单链产物$以回收的产物为模板$用无标记的嵌套特

异引物和接头 引 物 进 行 第 二 次?@A扩 增&由 于 在

特异引物上增加了有利于选择特异产物的生物素标

记$这种技术的特异性比较高&A85*6>S0+等用这种

技术实现了对ND@中 线 虫=639(基 因 的 步 行 和 人

类BMB基因的步行&J+88/W=15>等)(!*在分离大鼠

编码?DM基因9个内含子时所用的方法与这种方

法类似$他们只是在外显子末端连接了28+Y!<D"代

替接头并且第一次?@A扩 增 是 用 无 标 记 的 特 异 引

物(和接头引物引发$其产物以嵌套的放射性标记

末端的特异引物!为探针筛选$把筛选到的产物进

行第二次?@A扩增$用生物素标记的嵌套引物9和

接头引物引发$用磁珠捕捉分离带有生物素标记的

单链产物$然后再进行一次嵌套?@A扩增&这种方

法进行两次筛选特异产物$进一步提高了?@A产物

的特异性$降低了背景&

图>!*2.(6"%!*+原理图

B0$?>!4)%."0310./%#’12.(6"%!*+

A1+*YP等 利 用Q*3>8R*>>*-?@A分 离 了 酵 母 人

工染色体!ND@"的 末 端 序 列)(9*&这 种 方 法 使?@A
反应有很高的特异性$避免了其他副产物的产生$其
原理见图9&先 选 择 一 种 限 制 酶 对 基 因 组BCD进

行酶切$得到#_突出末端的BCD片段$再在其两端

连接上一种特殊构造的接头&这种接头中间由于有

一段序列不配对而形成了泡泡型$所以这种?@A也

称泡泡?@A&接 下 来 侧 翼 序 列 可 以 使 用 一 条 已 知

序列上的特异引物和接头上泡泡处的一条特异引物

扩增得到&由于只有与特异引物引导合成了接头的

互补序列后$接头引物才能退火参与扩增$所以可以

很大程度 的 避 免 了 接 头 引 物 的 单 引 物 扩 增&方 卫

国(肖月华等)(,*设计了NDB.法!N-5S02*<0<02>8R
<*2*6<*6>*X>*65186"用 于 棉 花 基 因 组 的 ?@A步

行&这种 方 法 与Q*3>8R*>>*-?@A相 似$其 采 用+N,
形接头$以减少接头引物的单引物扩增&其原理在

于#接头引物处于+N,接头的两个分叉单链上$序列

与接头一样$只有与特异引物引导合成了与接头末

端互补的序列后$接头引物才能退火参与扩增&

)0̂0A0)(#*和@+86>*3S)(’*公司都利用对接头进行

氨基修饰的方法来抑制单引物的扩增$具体原理见图

,&因为在设计上$@055*>>*的#_末端没有磷酸基$所
以)0R;*>BCD的9_末端和@055*>>*的#_末端的连接

部位形 成 缺 口&在 第 一 次?@A反 应 的 第 一 个 循 环

时$从?R1/*R@(开始的延伸反应在连接部位终止$限
制了?R1/*R@(和?R1/*R@(同一引物之间的扩增$从
而控制了非特异性?@A扩增&只有从?R1/*RK(开

始延伸合成的BCD链$才能成为?R1/*R@(的模板$
进行 BCD的 特 异 性 扩 增 反 应&再 用 内 侧 ?R1/*R
!?R1/*R@!$?R1/*RK!"进一步进行第二次?@A反应$
可以高效特异性地扩增目的BCD&

N06N=06X16等)($*设计了)-+164*R?@A的 方 法

来进行染色体 步 移$原 理 见 图#&先 将 基 因 组BCD
通过末端转移酶加?8+Y<!)"尾$以消除基因组BCD
中的9_凹 端 和 平 端$形 成 末 端 全 部 为9_突 出 端 的

BCD$再用9_突出端的限制酶进行酶切$产生全部为

9_突出端的BCD片段&用&9D酶和一个特异引物$
在特异温 度 下 合 成 目 标BCD分 子$产 生 具 有9_-D
尾的目标BCD分子$而其他9_突出端的BCD片 段

!非特异分子"保持不变&用),BCD连接酶选择性

连接具有9_-D尾的目标BCD分子和9_-)尾的接头

!)-+164*R"&再经过两轮巢式?@A的扩增得到目的

产物&)-+164*R?@A的方法实现了接头和目标BCD
分子的特异性连接$由于这种特异性连接极大地提

高了步移?@A的特异性和有效率$并且由于不需低

温退火$一次性扩增得到的片段可以很长&
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图C!D%1(#"%((%E!*+原理图

B0$?C!4)%."0310./%#’D%1(#"%((%E!*+

图F!*2&&%((%!*+原理图

B0$?F!4)%."0310./%#’12&&%((%!*+

>?C!!23)23=/%!*+
?06S06<+*?@A!?-?@A"与H-?@A相 比$?-?@A

是利用末端反向重复序列与已知序列互补配对形成

锅把状单链 模 板)("*$原 理 见 图’&?-?@A中 需 要9
个根据已知序列设计的引物$9个引物在已知序 列

内呈线形排列$其中第9个引物可作为接头使用$可

图G!4E/038%"!*+原理图

B0$?G!4)%."0310./%#’4E/038%"!*+
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与已知序列互补配对形成单链模板&其过程为$首

先酶切基因组BCD$产生#_或9_粘末端$然 后 连 接

上合适的接头$连接好后最好用核酸外切酶除去多

余的接头$之后分别用9个单引物进行9次?@A扩

增$能有 效 的 扩 增!!%4:的 大 片 段 未 知 序 列&

P86*5等)(%*利 用 改 进 的?-?@A$在 形 成206S06<+*
结构之前9_末端连上了<<@)?$使引物错配的机率

减少$特异性增加&他们从人类基因组BCD已知位

点侧翼扩增了,!%4:的大片段未知序列&

图H!!23)23=/%!*+原理图

B0$?H!4)%."0310./%#’!23)23=/%!*+

9!特异引物?@A
很早就有人设计特异引物来对已知序列翼侧的

BCD进行?@A扩增$但由于无法有效地控制由随机

引物引发的非特异性产物的产生$所以一直没被广

泛应用&近年来$研究者们发明了几种方法解决了

这个问题&

C?@!,/6E!*+
’3A-?@A最早被应用于以非人类基因组为背景

的人类基因组的扩增)!&!!!*&这种方法是基于在人类

基因 组 上 每 隔 大 约,4:就 有 一 段 ’3A 重 复 序

列)!9$!,*&根据已知序列和’3A重复序列设计引物$可
以扩增出一段所需的侧翼序列$其原理见图$&’3A-
?@A需要设计两条特殊的引物#一条与已知序列 复

性$另一 条 与’3A重 复 序 列 退 火&为 了 避 免 产 生 由

’3A重复序列引物单引物扩增出的非特异性产物$需
要满足两个要求)!#*#首先$’3A重复序列引物合成时

需要用<I)?进行修饰&这种引物在扩增(&个循环

以后被尿嘧啶脱氧核酸糖基酶!IBL"破坏$这样可以

阻止’3A重复序列引物的单引物扩增&其次$在IBL
处理前$引物的比例是不对称的&已知序列的引物的

浓度是’3A重复序列引物的(&倍$这样也可以一定

程度上控制单引物的扩增&而且$在引物设计时$可
以在引物的两端加上一段&9D 序列$进而可以进行

巢氏?@A来增加特异性产物的量&这种方法所需的

BCD模板量少$并且可以较好地控制非特异性产物的

产生&使 用 这 种 方 法 扩 增 得 到 侧 翼 序 列 的 报 道 很

多)!’!!"*&有报道称$根据其他重复序列设计引物也

可以使用与之类似的方法$扩增出侧翼序列)!%$9&*&

图I!,/6E!*+原理图

B0$?I!4)%."0310./%#’,/6E!*+

C?>!4,AJE!*+
由 GHI 等)9(!99* 设 计 的 )DHG-?@A !)S*R/0+
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D5Y//*>R13H6>*R+03*<?@A"有效地抑制了非特异产

物的扩增&这种方法利用9个嵌套的特异引物和(
个较短的 随 机 简 并 引 物!DB?R1/*R"引 发?@A扩

增&原理见图"&这种?@A反应一般有9种产物生

成#由特异引物和随机简并引物共同延伸产生的#
型产物$由特异引物单独延伸产生的$型产物$和由

随机简并引物延伸产生的%型产物&其中$型和#
型产物中的非特异产物可以用嵌套?@A除去$%型

产物则不能$因而是?@A中主要的背景&)DHG-?@A
用特殊的)DHG循环程序使?@A反应有利于#型产

物的扩增$而抑制%型非特异性产物&这种策略的

关键是)DHG-?@A中使用的长的高退火温度的嵌套

特异引物和短的低退火温度随机简并引物$由于两

种引物的退火温度有明显的差别$这样就可以通过

控制?@A循环中的退火温度决定在?@A反应中何

种引物起作用$从而控制不同类型产物的产生&与

其他?@A方法 相 比$)DHG-?@A有 以 下 优 点#!("简

便性&)DHG-?@A既 不 需 要?@A前 进 行 任 何 BCD
操作$也不需要 在?@A后 进 行 筛 选 工 作$而 且 只 需

要很少的BCD模 板 就 能 满 足)DHG-?@A扩 增 的 要

求&!!"高度特异性&反应过程中有效地抑制了各

种来源的非特异性产物的扩增&!9"高效率&大多

数反 应 用 任 意 的DB引 物 都 可 产 生 特 异 性 产 物&
!,"迅 速&$!"个 小 时 之 内 就 能 得 到 实 验 结 果&
!#"高度灵敏&很低拷贝数的基因都能得到有效地

扩增&这些优点使)DHG-?@A在分子生物学研究的

各个领域有广泛的应用&但)DHG-?@A反应需要较

多的引物组合$而且由于DB引物存在有限的 结 合

位点$对于个别的侧翼序列$即使使用不同的简并引

物也难 以 扩 增 到 阳 性 结 果&此 外$整 个)DHG-?@A
需要一系列连续的反应$反应条件的设置要求比较

精细$对?@A反 应 仪 的 要 求 也 较 高&)DHG-?@A技

术能够分离获得克隆载体上的BCD序列$也能够用

于基因组小的物种$如#拟南芥)99$9,*(水稻)9#$9’*和基

因组大的物种$如小麦)9(*以及哺乳动物)9$*的已知序

列两 侧 翼 的BCD序 列 的 分 离&此 外$经 过 改 良 的

)DHG-?@A技术已被 用 于 快 速 克 隆B93及B.+基 因

的启动子序列和野油菜的黄单胞菌群体感应信号基

因)9"$9%*&)DHG-?@A技术已成为分 子 生 物 学 研 究 中

的一种强大工具&

C?C!K7E,*!!*+
K**;*6*开 发 了 BCD ‘0+416;K2**<I2)M 1̂>

图L!4,AJE!*+原理图

B0$?L!4)%."0310./%#’4,AJE!*+

试剂盒$其利用D@?引物!D66*0+16;386>R8+2R1/*R"
有效地控制了引物的非特异性结合$具体原理见图

%&因为设计的B‘-D@?引物的#_端为某种通用引

物$9_端为#个碱基$中间加入#个次黄嘌呤核苷酸

所构成$在第一 轮?@A扩 增 时$采 用 较 高 的 退 火 温

度$该引物的9_端的#个碱基可与未知序列部分退

火$而中间的#个次黄嘌呤由于其退火温度较低$不
会与模 板 退 火$而 是 形 成 了 一 个 泡 状 结 构$使 得#_
端的引物也不能和模板形成非特异性退火$因而阻

碍了非特异性产物的扩增&随后由于特异性引物(
的延伸$构 成 了 完 整 的B‘-D@?引 物 的 模 板$B‘-
D@?引物可以 完 全 退 火 进 行 扩 增&然 后 使 用B‘-
D@?引物#_端的 通 用 引 物 及 特 异 性 引 物!进 行 巢

&#" 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!&&’!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



式?@A$就可 以 得 到 大 量 的 特 异 性 产 物$且 有 效 地

抑制了非特异性产物的产生),&$,(*&

图M!K7E,*!!*+原理图

B0$?M!4)%."0310./%#’K7E,*!!*+

,!讨!论

以?@A为基础的染色体步移要解决的问题主

要是如何在 预 先 不 了 解 未 知 区 域 序 列 信 息 的 情 况

下$设计两个特异性引物来扩增未知区域&本文综

述的这几种方法基本 上 概 括 了 现 有 的 以?@A技 术

为基础的染色体步行方法$它们不尽完善$有一定的

适用时期和适用范围&关于几种方法的比较见表(&
反向?@A是最早应用于染色体步移的一种方

法$但近些年很少有这方面的应用$主要是由于往往

找不到合适的酶切位点$而且受到连接效率的影响&
利用接头或载体的?@A技术的应用比较多$尤其在

)-BCD定位 方 面$但 是 扩 增 长 度 往 往 比 较 短!"(
4:"$若想获得更长的片段只能通过几次步移后才能

得到&一种理想的染色体步行方法应该步骤简单$
自动 化 操 作$步 行 距 离 长$而 且 扩 增 的 特 异 性 高&

)-+164*R?@A(’3A-?@A()DHG-?@A 以 及 B‘-D@?
?@A都基本符合这样的要求$但也有许多不尽人意

表@!!*+为基础的染色体步移方法比较

429/%@!4)%1#-.2"0&#3#’!*+E92&%=-%()#=&’#"1)"#-#&#-%<2/803$

方法

M*>S8<

BCD切割

BCD<1;*5>186

连接

G1;0>186

BCD用量

D/8=6>8UBCD=5*<

使最优化的步骤

K>*25>882>1/1]*

非特异性产物

C8652*31U132R8<=3>5

灵敏度

K*651>1T1>Y

H6T*R5*?@A
!H?@A"

需要

N*5

自连

K*+U-+1;0>186
!31R3=+0>186"

!!#&;

(7需要大量BCD

A*W=1R*5+0R;*0/8=6>8UBCD

!7自身连接的BCD浓度

BCD3863*6>R0>1868U5*+U-+1;0>186

来自不完整或未连接的BCD

[R8/UR**686-16>*;R0>*<BCD8R

686-+1;0>*<BCD

低

G8V

@02>=R*?@A
!@?@A"

需要

N*5

连接

G164*R+1;0>186
(&&6;

连接效率

G1;0>186*UU131*63Y

来自生物素标记的单引物扩增

[R8/516;+*:18>16Y+0>*<2R1/*R

中等

M*<1=/

Q*3>8R*>

>*-?@A

需要

N*5

矢量单元连接

Q*3>8R*>>*

=61>+1;0>186

(!!&;

(7连接条件

G1;0>186386<1>186

!7费时费力

G0:8R18=506<>1/*-3865=/16;

来自末端修补的引物

[R8/*6<-R*201R2R1/*R

中等

M*<1=/

D<02>8R-

+1;0>*<?@A

需要

N*5

连接接头

D<02>8R

+1;0>186

!!#&;

(7接头连接效率

D<02>8R+1;0>186*UU131*63Y

!7合适的酶切位点

[0T8R0:+*R*5>R13>186

来自单个接头引物的扩增

[R8/516;+*0<02>8R2R1/*R0/2+1-

U130>186

中等

M*<1=/

)-+164*R

?@A

需要

N*5

连接接头

D<02>8R

+1;0>186

!!#&;

(7接头连接效率

D<02>8R+1;0>186*UU131*63Y

!7合适的酶切位点

[0T8R0:+*R*5>R13>186

来自特异性的单引物的扩增

[R8/516;+*>0R;*>2R1/*R0/2+1U1-

30>186

中等

M*<1=/

?06S06<+*

?@A

需要

N*5

单链BCD连接

K16;+*-5>R06<*<

8+1;8+1;0>186

!!#&;

(7连接效率

G1;0>186*UU131*63Y

!7形成环状的条件

G88216;386<1>186

来自特异性的单引物的扩增

[R8/516;+*>0R;*>2R1/*R0/2+1U1-

30>186

中等

M*<1=/

’#"!#期!!!!!!!!!!!!刘!博等#应用于染色体步移的?@A扩增技术的研究进展



续表@!429/%@1#3(036%=

方法

M*>S8<

BCD切割

BCD<1;*5>186

连接

G1;0>186

BCD用量

D/8=6>8UBCD=5*<

使最优化的步骤

K>*25>882>1/1]*

非特异性产物

C8652*31U132R8<=3>5

灵敏度

K*651>1T1>Y

’3A-?@A
不需要

C8

不需要

C8
!&!!&&6;

(7’3A方向性的考虑

’3A8R1*6>>18638651<*R0>186

!7特殊的重复序列

K2*31*5-52*31U13R*2*>1>1T*5*W=*63*

来自’3AE’3A扩增

[R8/’3AE’3A0/2+1U130>186

高

Z1;S

)01+

?@A

不需要

C8

不需要

C8
!&!!&&6;

(7复性温度

D66*0+16;>*/2*R0>=R*

!7)01+随机引物的设计

DR:1>R0RY>01+2R1/*R<*51;6

来自>01+随机引物的单引物扩增

[R8/516;+*0R:1>R0RY>01+2R1/*R

高

Z1;S

B‘

D@?-?@A

不需要

C8

不需要

C8
!&!!&&6;

(7引物的设计

?R1/*R5*><*51;6

!7需要,种D@?引物

,416<58UD@?2R1/*R

来自D@?引物的单引物扩增

[R8/516;+*D@?2R1/*R

高

Z1;S

的地方$比如)-+164*R?@A在 已 知 序 列 部 分 如 果 没

有合适的9_突出端的限制酶识别位点$这种方法将

无能为力’’3A-?@A扩 增 的 区 域 包 含 有 较 短 的’3A
重复序列时$往 往 得 不 到 目 的 产 物’)DHG-?@A很 可

能扩增的是高度重复序列$这样无法进行步行’B‘-
D@??@A也很 可 能 造 成 单 引 物 扩 增&我 们 期 待 着

一种更为理想方法的出现&
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