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应用聚合酶链反应改造蛙鱼生长激素cDNA
宋诗铎 张同海 祁 伟 赵为诚

王培福 胡文芝 李立津
（夭津医学院第二附属医院， 300070

为了在大肠杆菌中表达天然序列的娃鱼生长激素基因，本研究应用聚合酶链反应扩增方法改造娃

鱼生长激素 cDNA，成功地扩增出编码蛙鱼生长激素成熟肤的序列，并在该序列的5端和3端分别引

人 EcoRI和 BamHI的识别序列，使之便于进入载体，获得亚克隆。结果表明：应用聚合酶链反应扩

增及分子克隆方法改造蛙鱼生长激素cDNA较传统的 DNA重组方法简便，效率高。文中对聚合酶链

反应扩增中非预期突变进行了讨论。
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聚合酶链反应 （Polymerase Chain Rea-
ction，简称 PCR）是 Kang Millis等近年提

出的体外基因扩增技术［tee 73，通过使用一对寡聚

核昔酸引物，在耐热T aq DNA聚合酶作用下，

成百万倍地扩增靶序列的特异性片段。由于该

技术操作简便，快速，已迅速成为分子生物学研

究和临床诊断的重要手段151, PCR扩增方法最

引人注目的特点是，允许在引物的，‘端引人一

些与靶序列不完全互补的错配序列，人们可利

用这一特点定向地修饰和改造扩增产物。在对

真核生物基因表达的研究中，需要去除真核生

物cDNA的信号肤序列，用编码成熟肤的DNA

与表达载沐连接，才能在原核生物系统表达。

然而编码洁号肤与成熟肤连接部位的序列往往

缺乏合适的限制性内切酶识别序列，使表达质

粒构建十分困难。我们采用 PCR方法，从娃

鱼生长激素的 。DNA克隆中，成功地扩增出编

码鱿鱼生长激索成熟肤的序列，并在该序列的

两端分别引人了不同的酶切点，使之便于进人

表达载体获得亚克隆，为基因高效表达奠定基

础。

蛙鱼生长激素克隆质粒 psGH4来自本实

验室〔13 .质粒 pUC 18，限制性内切酶和其它工具

酶为 Boehringer Mannheim 公司及中国医学

科学院基础医学研究所产品；T aq DNA聚合
酶购自华美生物公司；同位素购自中国原子能

研究院和 Amersham公司。

（二）DNA 片段的合成及纯化

用固相磷酸二脂法，经Applied Biosystems
Inc. 391型 DNA合成仪合成 DNA片段，经

20 尿素聚丙烯酸胺凝胶电泳及Sep-park C18

柱纯化。

（三）PCR扩增 DNA

参照 Saiki等I1o3的方法。具体方法如下：

100Ec1反应体系 中 （50m mol/L KC1, 10m

mol/L Tris-HCl pH8.4, 1.5m mol/L MgCIZ,

100u1/ml明胶和 41z1 DMSO）含0.151zg 4Kb

的 ps GH 4/EcoRI酶切片段，起始引物P1和

终末引物P2均为50pM,dNTP (dATP,dCTP,

dGTP和 dTTP）分别为 250,umo1/ L。 在

％℃下热变性10分钟，于42℃退火1分钟，加
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人2川耐热 Taq DNA 聚合酶，在65℃引物

延伸1.5分钟，然后按930C 1分钟，470C 1分

钟和650C 1.5分钟进行25个循环，其中前3

个循环中，退火温度逐渐从47℃上升到”℃，
第4个循环及以后的退火温度均为550C,最后

在“℃保温10分钟，加 100川 三氯甲烷抽提

一次，小心取出水相，取，Al用8 0%o聚丙烯殊胺

凝胶电泳分析。其余加入4川mol/L乙酸钾和

等体积的异丙醇使之沉淀，沉淀物经70%冷乙

醇洗涤，冷冻干燥，溶于40川水中，用于酶切和

亚克隆。

（四）扩增产物的分子克隆和筛选

扩增产物 201z1经 EcoRl和 BamHl酶

切，在T4 DNA连接酶作用下，与 pUC18的

EcoRl和 BamHl酶切大片段连接，转化进人

大肠杆菌 JM 103。转化及转化子的筛选方法同

以往报道〔21。 转化子经 EcoRl和 BamHl酶

切，在1.2多琼脂糖凝胶电泳中分离出插人子，

用Y-"PATP标记的寡聚核营酸探针A和探针

B作 Southern印迹杂交及放射自显影分析。

几tI

尸vu II

图1 扩增蛙鱼生长激素成热肤的编码序列
及分子克隆的策略

结 果

（一）扩增片段引物及探针的设计
为了扩增娃鱼生长激素成熟肤的编码序

列，采用以下策略（见图1);

1.蛙鱼生长激素克隆质粒psGH4用EcoRl

酶切使其线性化。

2．设计起始引物P1和终末引物P2（见图

图z 娃鱼生长激素的部分氨基酸序列及合成的探针和引物P,和P：子别为起始引物和终末产物
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2)o P1含25个碱基，自5‘端起有10个附加

碱基序列，包括保护序列和 EcoRI识别序列，

其后与编码成熟肤前5个氨基酸残基约正链序

列一致。P2含27个碱基，自5’端起有9个附

加碱基序列，包括保护序列和 BamHl识别序

列，其后与终止密码和编码成熟肤终末5个氨

基酸残基的负链序列一致。使用P1和P2做引

物，经 PCR扩增，可获得586bp扩增片段，其
包括编码完整成熟肤序列和终止密码，以及5‘

端的 EcoRl和3‘端的 BamHI识别序列。

3.寡聚核营酸探针的设计 探针A和探针

B（见图2)分别与编码鱿鱼生长激素成熟肤的

氨基端和梭基端序列互补。

（二）扩增586 by片段

0.151.g的 psGH4/EcoR［片段经25个循
环的 PCR扩增后，取 ，川经 1.2 %琼脂糖凝胶

电泳分析，可见清晰均一的586bp的片段（见图

3)，扩增产物大约 1.51zg，实际扩增倍数P约

1 000，理论扩增循环数n，可根据公式n一馆

P/lg 2计算，得 n～10,

（三）扩增产物的分子克隆

586bp的扩增产物经 EcoRl和 BamHI酶

图4 转化子的菌落杂交分析

共选取150个转化子，与探针A杂交，获得7个阳性
克隆。箭头指示 psGH19，末行中间阳性信号为含

psGH4的菌株。

1．Zkb—

586bp一

图3 PCR产物的1.2%琼脂塘凝胶电泳分析

l.扩增模板;psGH4; 2.PCR扩增产物约 586bp;
3. ;L/Hindlllo

图， 重组质粒的酶切电泳(A）和 Southern印迹
杂交分析 （B）

1．AlHindlll; 2. psGH19/EcoRl+BaniHl;

3. ps GH18/EcoRl＋BamHl

该电泳转移到尼龙膜，用探针B做 Southern印迹杂交
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IJ消化后，与 PUC 18的 EcoRI和 BamHI酶

切大片段连接、转化后用 r-3IP ATP标记的寡

聚核昔酸探针A筛选转化子，获得7个阳性克

隆 （见图 4)。 取其中2个克隆提取质粒，用

EcoRl和 BamHl酶切消化，经 1.2 琼脂糖

凝胶电泳分析，可见psGH19含有，72bp的插
人子（见图匀，用 r-3IP ATP标记的寡聚核普

酸探针B作 Southern印迹杂交分析，进一步

证实该克隆含有编码鲤鱼生长激素成熟肤的基

因片段，约，72bp长，与氨基端探针A和叛基端
探针B序列互补，结果与以往的报道一致〔110

讨 论

PCR扩增方法允许在引物的5’端引入与

靶序列不同的一段D为A序列，虽然该序列一与
模板 DNA不配对，但对扩增的影响很小，能人

为地改造扩增产物，效果几乎达到 100并「，〕。该

特点可用于引人限制性内切酶识别序列便于分

子克隆，也可引人定点突变，包括插人、缺失等，

而有利于基因的改造，目前已有这类报道〔11,141f

不配对的序列可加到45个碱基长11210

为充分保证在 PCR扩增中含有不配对序

列的引物与靶序列退火成功，掌握退火的条件

很重要。我们采用起始温度为420C 1分钟，然

后在以后的 3-4个循环中逐步提高退火温度

到 550C。

用PCR方法进行分子克隆比传统的DNA

重组方法简单得多，且不受有无酶切识别序列

的限制。 但是需要十分重视非预期突变问题，

因为 PCR扩增产物克隆进人表达载体，如果

一个碱基序列发生变化，将可能引起蛋白质合

成的改变。Tindall等‘1粉旨出，在 PCR扩增中

使用 Taq DNA聚合酶，合成每900。个核营

酸会出现1个碱基错误，合成41 000个核普酸，

出现 1次框架移动。按照标准化PCR方法，在

20个循环后错误率为1/900。 其主要原因是

Taq DNA聚合酶不具有 3'-}5'外切酶活性，
不能自行清除聚合反应中错配的碱基。为了减

少非预期突变，许多学者做了大量的研究Ll,4,61f

改进 PCR 扩增反应条件，使非预期突变率减

少到 1/3900。 其中包括增加模板的浓度及尽

量减少循环次数，尽可能缩短 PCR反应中高

温维持时间，以避免模板损坏，以及尽可能提高

退火温度，以便阻止错误链的延伸。为此我们

在实验中适当增加了模板的浓度，实际的循环

次数 n～10, PCR扩增产物的序列分析（＿另文

报道）证实没有发生非预期突变。
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