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用两步 PCR 法克隆全长 cD NA 3

苏彦辉　徐云剑　顾雪松　刘天昀　朱玉贤3 3

(北京大学蛋白质工程及植物基因工程国家重点实验室, 北京　100871)

摘要　采用两步 PCR 法成功地克隆了一个全长的 cDNA Λ 首先, 用差式分析法克隆得到差别表达

的 cDNA 片段, 再分别用这些片段内部的特异序列及 cDNA 两端不同接头的序列为引物进行第一

步 PCR 扩增, 得到差别 cDNA 片段的上游和下游序列Λ 然后, 根据第一步 PCR 扩增得到的上游和

下游序列设计基因特异的引物进行第二步 PCR , 从而得到全长的 cDNA Λ
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Clon ing Full L ength cD NA Represen ting D ifference Products

w ithout Screen ing the L ibrary3
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Abstract　C lon ing of a fu ll leng th cDNA rep resen t ing a difference p roduct w as accom p lished by
the u se of a tw o2step po lym erase cha in react ion (PCR ). Am p lif ica t ion of sequences up and dow n
stream of the d ifference p roduct w as ach ieved via bo th the in terna l p rim ers and the d ifferen t
adap ter sequences a t tached to each end of the cDNA. Am p lif ica t ion of a fu ll2leng th cDNA w as
then ach ieved by u sing gene2specif ic p rim ers ob ta ined from the first2step PCR.
Key words　Fu ll leng th cDNA ,D ifferen t ia l exp ressed p roduct, C lon ing, PCR

　　近年来, 世界各地的实验室相继创立和发展了

多种实验技术以鉴定和分离特异表达的基因[ 1～ 5 ]Λ

从减法杂交、核DNA (cDNA ) 减法到差示显示 PCR

(DD R T 2PCR ) , 再到 cDNA 差式分析法 (RDA ) , 我

们清楚地看到它们在简化步骤、缩短时间和降低假

阳性等方面都有明显的改进Λ然而, 进步并不是全方

位的Λ 对于实验中所得到的每一个阳性 cDNA 片

段, 一般仍须通过繁琐而费时的 cDNA 文库筛选过

程才可获得全长的 cDNA 克隆[ 6～ 9 ]Λ在此, 我们报道

一个不通过文库筛选而获得全长 cDNA 克隆的方

法Λ

1　材料与方法

111　材料

11111　植物材料: 豌豆 (P isum sa tivum L. ) G2 遗

传系播种于加拿大 Conviron 公司生产的人工气候

室, 平均光强 300 Λm o l·m - 2·s- 1, 分别在长日照

(每日光照 14 h, 顶芽组织在开花后迅速衰老) 和短

日照 (每日光照 8 h, 顶芽组织持续生长而不衰老)

下生长Λ取长、短日照下开花前数天的豆株顶端生长

区 (包括第 1 节间的茎和叶) , 制备总RNA Λ
11112　酶和生化试剂: 各种限制性内切酶、T th

DNA 聚合酶、Po ly (A T ) tract 试剂盒购自 P rom e2
ga 公司, RNA 纯化试剂盒购自Q iagen 公司, cDNA

合成试剂盒购自 Stra tagene 公司Λ 其它化学试剂均

为国产分析纯Λ
112　方法

11211　总 RNA 及m RNA 的分离纯化: 用Q iagen

公司的RNA 纯化试剂盒分别提取在短日照和长日

照条件下生长的 G2 豌豆的总RNA , 用 P rom ega 公



司的 Po ly (A T ) tract 试剂盒分离 Po ly (A + ) RNA ,

直接用于合成 cDNA 第 1 链Λ
11212　双链 cDNA 的合成: 用 Stra tagene 的 cDNA

合成试剂盒分别合成第 1 链和第 2 链 cDNA Λ 为保

证 cDNA 的完整性, 在反应中同时加入O ligo (dT )

和 6 碱基随机引物Λ
11213　cDNA 的酶切、与接头引物的连接、及D riv2
er 和 T ester DNA 的制备: 具体方法参考文献 [ 5 ]Λ
所合成的双链 cDNA 用Dp n Ê 限制酶切割以缩短

每个 cDNA 代表群的平均长度Λ 以短日照 G2 豌豆

的 cDNA 为 T ester, 长日照 G2 豌豆 cDNA 为D riv2
er 进行代表群差式分析并获得差别表达的 cDNA

片段Λ
11214　新 cDNA 的合成: 在合成 T ester 与D river

的同时, 以短日照 G2 豌豆中提取的 m RNA 为模

板, 用经修饰的O ligo (dT ) 为引物进行新的 cDNA

合成Λ将双链 cDNA 的末端补平后连接上一套新的

接头序列, 并且 X hoÉ 单酶切切除 3′端的接头序列

(因为经修饰的O ligo (dT ) 引物中含有 X hoÉ 位点,

而 cDNA 内部的酶切位点已被甲基化) , 从而使 cD 2
NA 链两末端具有不同的接头Λ
11215　N o rthern 杂交、引物设计及 PCR 扩增:

N o rthern 杂交具体方法见文献[10 ]Λ根据设计基因

内部引物 1、2、3、4、5、6ΛPCR 扩增为两步反应: 95℃

变性 1 m in, 72℃复性和延伸 3 m inΛ 反应开始时

95℃预变性 5 m in, 反应结束时 72℃延伸 10 m inΛ

PCR 反应体积 50 Λl, 共进行 25 个热循环反应Λ取 5

Λl 走 1% 琼脂糖凝胶电泳Λ所有 PCR 均采用高保真

性的 T thDNA 聚合酶进行模板扩增Λ

F ig. 1　Schem atic diagram of cDNA w alk ing
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2　结　　果

用N o rthern 杂交证实所克隆 cDNA 片段的短

日特异性之后, 进行序列分析 (数据未显示) 并设计

基因内部引物Λ 新合成 cDNA 5′接头区序列作为引

物 1, 经修饰的O ligo (dT ) 引物中多聚 po ly (T ) 上游

32 bp 序列将被用作引物 2Λ 以序列 5′GGT TC2
TA GT TCCT T TAA CGA GGCA C3′(即全长 cDNA

中的 448- 472 位核苷酸) 作为引物 3, 与作为反义

引物的引物 2 配对进行 PCR 扩增——PCR 2 (F ig.

1; F ig. 2 泳道 3) Λ 用与引物 3 互补的核苷酸序列作

为引物 4, 与引物 1 配对进行 PCR 扩增——PCR 1

( F ig. 1; F ig. 2 泳 道 2 ) Λ 最 后, 以 序 列 5′A 2
CAAAAA T GGCGGCCGT TA CT TCCTC3′( 引 物

5, 来自 PCR 1 产物的 5′末端)作为正义引物, 以序列

5′T T T GAAA CGGCAA CT T TCCTCA TCG3′(引物

6, 是 PCR 2 产物 3′末端的互补序列)作为反义引物,

进行扩增反应 (PCR 3) , 获得全长 cDNA (F ig. 2 泳道

4) Λ 因为在实验过程中引物 3 和引物 4 的确切方向

并不清楚, 所以在 PCR 1 和 2 的同时, 用引物 3 与引

物 1, 引物 4 与引物 2 分别配对进行 PCR 扩增反应

(F ig. 2 泳道 5, 6) Λ 这组 PCR 没有产物, 说明 PCR 1

和 2 方向正确Λ

F ig. 2　PCR amp lifications of differen t parts of a cDNA

w ith various p rim ers

1. M o lecu lar m arker; 2. T emp lates w ere amp lified using

p rim ers 1 and 4; 3. T emp lates w ere amp lified using p rim ers

2 and 3; 4. T emp lates w ere amp lified using p rim ers 5 and 6

( show ing the fu ll length cDNA ) ; 5. P rim ers 1 and 3 w ere

com bined in the reaction; 6. P rim ers 2 and 4 w ere com bined

in the reaction. N o amp lification w as observed in the last

two lanes

序列分析表明, PCR 1 和 PCR 2 产物与 PCR 3

的产物在相应区段有 9918% 的同源性, 从而表明所

有的 PCR 反应都是成功的 (数据未显示) Λ全序列分

析表明 PCR 3 的 cDNA 产物全长为 2 036 bp , 内含

7～ 1 749 的开放阅读框 (EM BL 号为 Y17796) Λ 第

一个A T G 密码子周围的核苷酸序列, AAAAA T G2
GC, 与植物翻译起始所需的保守序列AA CAA T G2
GC [ 11 ]相似Λ3′端非翻译序列包含一个推断的多聚核

苷酸化信号, AA TAAA , 位于 po ly (A ) 尾巴上游第

7 个核苷酸处Λ该 cDNA 编码一个含 581 氨基酸, 分

子量约为 64 kD 的蛋白质Λ 肽链中含有特征性叶绿

体转移信号, 它的前 59 个氨基酸富含A la 和 Ser,

不含有带负电荷的氨基酸残基如A sp 和 Glu [ 12 ]Λ与

基因库DNA 序列比较发现, 该 cDNA 与拟南芥乙

酰羟酸还原异构酶 (X68150)具有 78% 的同源性Λ

3　讨　　论

本文报道了改进的分离差别表达基因的方法Λ
我们的修饰保持了 cDNA RDA 方法中减法杂交的

富集效应, 避免了其它方法中的错误起始问题Λ应用

该方法可以在较短的时间内, 用相对少量的起始材

料进行基因表达特性的研究Λ然而, 它不是任何一个

现存方法的重复, 因为 cDNA RDA 和DD R T 2PCR

都依赖于筛库来获得全长的克隆[ 4, 5, 9 ]Λ 我们认为,

通过 cDNA 两端的接头序列扩增 cDNA RDA 和

DD R T 2PCR 差别产物的上游和下游未知序列, 可

大大缩短获取全长 cDNA 克隆的时间, 是常规 cD 2
NA RDA 法的重要进步Λ 象所有现存的方法一样,

此方法除了上述优点之外, 亦有一定的局限性, 既全

长 cDNA 的获得取决于模板 cDNA 合成时的完整

性Λ
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运动员使用违禁药品 EPO 检测方法新突破

尽管国际奥委会在十年前就已宣布禁用促红细胞生成素 (EPO ) , 但由于缺乏可靠的检测手段, 在运动员

中服用 EPO 仍屡禁不止Λ1998 年环法自行车大赛上批露出最大的服用违禁药品丑闻, 一批运动员被查出使

用了该品Λ法国国家反兴奋剂实验室 F ranco ise L asne 等人采用化学发光为指示剂的免疫印迹方法检测尿样

中的重组 EPO , 并对这批运动员的 102 份冻存尿样进行了进一步分析Λ 分析证明, 这种检测近期服用 EPO

的方法可能也适用于长期服用 EPO 运动员的竞赛现场药检, 应该将其定为竞赛外药检的主要方法Λ
检测运动员是否服用 EPO 的策略是区别外源性重组 EPO 与内源性 EPO Λ基于两者结构上的微小异质

性, 内、外源性 EPO 以不同的异构体形式存在Λ异构体所带电荷不同, 可被等点聚焦电泳分离Λ F ranco ise 等

人的实验显示重组 EPO 的 Α、Β两种构象极为相似 (其等电点均在 4142～ 5111 之间) , 只是 Β构象有一条附

加的碱性条带; 而从尿中纯化的内源性 EPO 由于翻译后的糖基化修饰等而显示较多的酸性条带, 等电点在

3192～ 4142 之间Λ 根据采用化学发光为指示剂的免疫印迹差异可判定尿中提取的 EPO 究竟属内源性还是

外源性Λ 在他们采用该法获得的尿 EPO 图象中, 对照受试者样品大约有 10 条等电点在 3137～ 4170 之间的

条带, 这与纯化的尿中内源性EPO 图象一致Λ可是, 经重组 EPO 治疗的患者样品中出现更多的碱性条带Λ任
何注入了重组 EPO 的受试者的尿样电泳模式均会出现明显变化, 外源性 EPO 的存在十分明显Λ

陈彦 根据N a tu re (2000, 405: 635)编写, 贾弘　 审
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