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用优化的ＯＥＰＣＲ法构建ＣⅡＴＡ中间缺失突变体

管　政，沈　茜（第二军医大学长海医院实验诊断科，上海２００４３３）

［摘要］　目的：以构建缺失第１０９～２２６位氨基酸密码子的 ＭＨＣⅡ类分子反式激活因子（ＭＨＣｃｌａｓｓⅡ ｍｏｌｅｃｕｌｅｔｒａｎｓａｃｔｉｖａ

ｔｏｒ，ＣⅡＴＡ）突变体为例探索一种简便、稳定的构建中间缺失突变体的方法。方法：首先按照传统重叠延伸ＰＣＲ方法的原理

扩增缺失片段两端的基因片段，再将两片段混合，在不加入外围引物的情况下进行８次ＰＣＲ循环以有效完成重叠延伸，然后

再加入引物进行目的片段指数扩增，将扩增产物直接克隆至真核表达载体ｐＩＲＥＳ。结果：成功地构建出缺失第１０９～２２６位

氨基酸密码子的ＣⅡＴＡ突变体。结论：优化后的重叠延伸ＰＣＲ法（ＯＥＰＣＲ）克服了传统方法的诸多弊端，非常适合于构建

中间缺失突变体，值得推广。
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　　体外基因定点突变（ｓｉｔｅｄｉｒｅｃｔｅｄｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ）技术是研

究蛋白质结构和功能之间复杂关系的有力工具，也是在实验

室中改造和优化基因常用的手段。进行定点突变的方法很

多，其中以重叠延伸ＰＣＲ法（ｏｖｅｒｌａｐｅｘｔｅｎｓｉｏｎｂｙｐｏｌｙｍｅｒ

ａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＯＥＰＣＲ）最为有效［１］。由于该方法本身

独特的技术特点，在构建中间片段缺失突变体时常被采用，

但是传统方法不太稳定、重复性较差，特别对于构建较大片

段的中间缺失突变体（＞１．５ｋｂ）时这些缺点尤为突出。在

本研究中，我们以构建第１０９～２２６位氨基酸密码子缺失的

小鼠 ＭＨＣ类分子反式激活因子（ＭＨＣｃｌａｓｓⅡｍｏｌｅｃｕｌｅ

ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｏｒ，ＣⅡＴＡ）突变体基因为例，对传统方法进行了

适当的优化，最终成功构建了突变体基因并克隆入表达载体

ｐＩＲＥＳ，实践证明优化后的ＯＥＰＣＲ方法能够简便高效的构

建中间缺失突变体。

１　材料和方法

１．１　材料　携带小鼠Ⅳ型 ＣⅡＴＡ基因全长的重组质粒

ｐＩＲＥＳＣⅡＴＡ由本实验室克隆；ＰＣＲ引物均由上海捷倍思

基因技术有限公司设计合成；ＰＣＲ反应所用的ＰｙｒｏｂｅｓｔＴＭ

ＤＮＡ聚合酶、ＬＡＴａｑ酶以及限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ和ＸｂａⅠ
均为ＴａＫａＲａ公司产品（大连宝生物公司提供）；Ｔ４ＤＮＡ 连

接酶购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；真核表达载体ｐＩＲＥＳ购自Ｃｌｏｎｔｅｃｈ
公司；质粒少量抽提和ＤＮＡ凝胶回收纯化试剂盒购自浙江

维特洁公司；ＪＭ１０９感受态细菌由本实验室保存。

１．２　引物设计　缺失碱基部分将ＣⅡＴＡ基因分成两部分，

分别是上游小片段和下游大片段（以下分别简称为Ｆ１和

Ｆ２）。扩增 Ｆ１的正向引物 Ｆ１Ｆ：５′ＴＡＡＣＧＡ ＡＴＴＣＡＧ

ＡＴＣＴＡＴＧＧＧＴＣＴＧＧＧＡＴＣＴＣＣ３′，反向引物Ｆ１Ｒ：５′


ＧＧＡＧＧＴＣＡＧＣＧＣＡＧＧＴＴＣＧＴＴＣＴＣＡＣＣＡＡＡＧＣＣ


ＴＴＣ３′；扩增Ｆ２的正向引物Ｆ２Ｆ：


５′ＧＧＡＡＧＧＣＴＴＴＧＧ
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
ＴＧＡＧＡＡＣＧＡ ＡＣＣＴＧＣＧＣＴＧＡＣＣＴＣ３′，反向引物

Ｆ２Ｒ：５′ＣＣＧＣＣＴＴＣＴＡＧＡＧＴＣＡＴＣＴＣＡＧＡＣＴＧＡ

ＴＣＣＴＧ３′。引物Ｆ１Ｆ从ＣⅡＴＡ基因的起始密码子开始，

在５′端加上了ＥｃｏＲⅠ 的酶切位点并加了４个保护碱基；引

物Ｆ２Ｒ的５′端加了ＸｂａⅠ的酶切位点，加了６个保护碱基。

引物Ｆ１Ｒ和Ｆ２Ｆ反向互补，不同下划线表示引物跨越缺失

突变区域，相同下划线部分为互补重叠序列，总长度为３６个

碱基。

１．３　采用优化后的ＯＥＰＣＲ法扩增中间缺失ＤＮＡ片段　
共分３步进行（图１）。

图１　优化的ＯＥＰＣＲ法构建中间

缺失突变体示意图

Ｆｉｇ１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｅｐｉｃｔｉｏｎｆｏｒｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ
ｍｉｄｄｌｅｆｒａｇｍｅｎｔｄｅｌｅｔｅｄｍｕｔａｎｔｗｉｔｈｍｏｄｉｆｉｅｄ

ｏｖｅｒｌａｐｅｘｔｅｎｓｉｏｎｂｙＰＣＲ

１．３．１　步骤一　分别扩增并纯化片段Ｆ１和Ｆ２抽取重组质

粒ｐＩＲＥＳＣⅡＴＡ，纯度和浓度采用分光光度计法测量并适

当稀释作为ＰＣＲ反应模板。扩增片段Ｆ１的ＰＣＲ反应体系

为：纯水３７．７５μｌ，１０× ＰｙｒｏｂｅｓｔＢｕｆｆｅｒ５μｌ，ｄＮＴＰ（各

２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μｌ，引物Ｆ１Ｆ和Ｆ１Ｒ（２０μｍｏｌ／Ｌ）各１μｌ，

ＰｙｒｏｂｅｓｔＴａｑ酶０．２５μｌ，稀释质粒模板１μｌ，体系共５０μｌ。

循环条件为：９５℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ（循

环２５次）；７２℃５ｍｉｎ。反应完成后，胶回收片段Ｆ１。将引

物更换为Ｆ２Ｆ和Ｆ２Ｒ，按照如上操作扩增并纯化片段Ｆ２。

１．３．２　步骤二　在不加入引物的情况下进行重叠延伸并扩

增分别取纯化后的Ｆ１和Ｆ２的ＰＣＲ产物，用紫外分光光度

法进行定量，稀释成浓度为１０ｎｇ／μｌ的ＰＣＲ模板，然后配制

如下反应体系：纯水３８．７５μｌ，１０×ＬＡＢｕｆｆｅｒ５μｌ，ｄＮＴＰ（各

２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μｌ，ＬＡＴａｑ酶０．２５μｌ，Ｆ１模板１μｌ，Ｆ２模

板１μｌ，体系共５０μｌ。将该反应体系进行ＰＣＲ循环，循环条

件为：９５℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５０℃２ｍｉｎ，７２℃３ｍｉｎ（循环８

次）；７２℃５ｍｉｎ。

１．３．３　步骤三　在加入引物的情况下 ＰＣＲ扩增缺失第

１０９～２２６位氨基酸密码子的 ＣⅡＴＡ 突变体基因（ＣⅡ

ＴＡΔ１０９２２６ＡＡ）上述步骤完成后，再向反应体系中加入引

物Ｆ１Ｆ（２０μｍｏｌ／Ｌ）和Ｆ２Ｒ（２０μｍｏｌ／Ｌ）各１μｌ。循环条件

为：９５℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃ ５ｍｉｎ（循环２０
次）；７２℃５ｍｉｎ。反应完成后采用与前述相同的方法回收并

纯化目的片段。

１．４　ＣⅡＴＡΔ１０９２２６ＡＡ基因克隆入载体ｐＩＲＥＳ　分别用

限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ和ＸｂａⅠ双酶切空载质粒ｐＩＲＥＳ以及

ＣⅡＴＡΔ１０９２２６基因的ＰＣＲ产物（两端分别带有ＥｃｏＲⅠ和

ＸｂａⅠ酶切位点），然后以低熔点琼脂糖凝胶电泳回收目的片

段，再用Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接，转化ＪＭ１０９感受态细胞，用

１ｍｇ／Ｌ氨苄青霉素平板筛选。挑克隆抽质粒，酶切鉴定后

获得阳性克隆，命名为ｐＩＲＥＳＣⅡＴＡｍ，并将阳性克隆送公

司进行测序。

１．５　对照实验

１．５．１　对照实验一　步骤一和步骤三同上，步骤二的反应

体系同上，反应条件如下：９５℃５ｍｉｎ；７０℃５ｍｉｎ。

１．５．２　对照实验二　步骤一同上，然后配制如下反应体系：

纯水３６．７５μｌ，１０×ＬＡＢｕｆｆｅｒ５μｌ，ｄＮＴＰ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４

μｌ，ＬＡＴａｑ酶０．２５μｌ，Ｆ１模板１μｌ，Ｆ２模板１μｌ（浓度皆为

１０ｎｇ／μｌ），引物Ｆ１Ｆ（２０μｍｏｌ／Ｌ）和Ｆ２Ｒ（２０μｍｏｌ／Ｌ）各１

μｌ，体系共５０μｌ。将该反应体系进行ＰＣＲ循环，循环条件

为：９５℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５０℃１ｍｉｎ，７２℃５ｍｉｎ（循环２５
次）；７２℃５ｍｉｎ。

２　结　果

２．１　优化的ＯＥＰＣＲ法扩增ＣⅡＴＡΔ１０９２２６ＡＡ基因　以

重组质粒ｐＩＲＥＳＣⅡＴＡ为模板，ＰＣＲ分别扩增出长度约为

３４０ｂｐ的片段Ｆ１和长度约为２．５ｋｂ的片段Ｆ２（图２），然后

按照优化后的方法，扩增出长度约为２．８ｋｂ的ＣⅡＴＡΔ１０９

２２６ＡＡ基因（图３）。

图２　片段Ｆ１和片段Ｆ２的ＰＣＲ产物

琼脂糖凝胶电泳鉴定

Ｆｉｇ２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｆｒａｇｍｅｎｔ

Ｆ１ａｎｄＦ２ｂｙａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
Ｍ：１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１，２：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｆｒａｇｍｅｎｔＦ２；３：ＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｏｆｆｒａｇｍｅｎｔＦ１

２．２　重组质粒ｐＩＲＥＳＣⅡＴＡｍ的双酶切鉴定　重组质粒

ｐＩＲＥＳＣⅡＴＡｍ使用ＥｃｏＲⅠ 和ＸｂａⅠ双酶切后可见２条

电泳区带（图４），位于６ｋｂ附近的泳带为载体ｐＩＲＥＳ，位于３

ｋｂ附近的泳带很可能是ＣⅡＴＡΔ１０９２２６ＡＡ基因。
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２．３　重组质粒ｐＩＲＥＳＣⅡＴＡｍ 的测序结果　测序结果表

明待测质粒上已成功插入的ＣⅡＴＡΔ１０９２２６ＡＡ基因且方

向正确，缺失的碱基位置为ＣⅡＴＡ基因５′端第１０９～２２６位

氨基酸密码子，与实验构想完全吻合，并且未发生移码或错

义突变（图５）。

图３　ＣⅡＴＡΔ１０９２２６ＡＡ的ＰＣＲ
产物琼脂糖凝胶电泳鉴定

Ｆｉｇ３　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆ

ＣⅡＴＡΔ１０９２２６ＡＡｂｙａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
Ｍ：１ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１，２：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＣⅡＴＡΔ１０９２２６ＡＡ

图４　ｐＩＲＥＳＣⅡＴＡｍ的双酶切鉴定

Ｆｉｇ４　Ｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐＩＲＥＳＣⅡＴＡｍ
Ｍ：１ｋｂＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１，２：ｐＩＲＥＳＣⅡＴＡｍ／ＥｃｏＲⅠａｎｄＸｂａⅠ

２．４　对照实验结果　两组对照实验均未扩增出目的片

段。　　　　

３　讨　论

　　体外定点突变（ｓｉｔｅｄｉｒｅｃｔｅｄｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ）技术改变了过

去只能诱变随机突变体的落后状况，使精确定位突变部位成

为可能，极大地促进了生物学及其相关领域的发展。目前定

点突变方法主要分为ＰＣＲ突变法及非ＰＣＲ突变法两大类，

每大类又具体分成多种不同的方法，每种方法都有其优缺

点，在使用时应根据实际情况合理选择。

图５　ＣⅡＴＡΔ１０９２２６ＡＡ的正反测序结果

（缺失部位以箭头表示）

Ｆｉｇ５　ＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＣⅡＴＡΔ１０９２２６ＡＡ

Ｔｈｅｄｅｌｅｔｅｄａｒｅａｗａｓｍａｒｋｅｄｗｉｔｈａｒｒｏｗｓ

　　片段缺失可分为 Ｎ端缺失、Ｃ端缺失和中间片段缺失。

相对于构建其他类型缺失突变体来说，构建中间片段缺失突

变体难度较大，并且可供选择的方法不多，因此较为棘手。

文献报道中较常出现的是酶切法，比如 Ｃｈｉｎ等［２］在构建

ＣⅡＴＡ中间缺失突变体时就是采用此方法的。其原理是首

先在目的缺失片段两端进行定点突变，产生相同的新生酶切

位点，然后酶切去除缺失片段，再重新连接成突变基因。该

方法虽较为成熟，但步骤较为烦琐、实验周期较长，并且还受

酶切位点的严格限制。ＯＥＰＣＲ法最早由 Ｈｉｇｕｃｈｉ等提出

的，它是一种通过复制时 ＤＮＡ链的交错延伸而实现 ＤＮＡ

片段拼接的ＰＣＲ方法，目前仍有广泛的应用［３］。该法独特

的技术优势以及ＰＣＲ法本身所具有的周期短、操作简便等

特点使其逐步成为在构建中间缺失突变体时替代酶切法的

常用手段。但是该法也存在一些不足，主要表现为实际操作

有难度、稳定性较差，尤其是在构建较大的中间缺失突变体

时更是如此，因而在某种程度上限制了它的应用范围。

　　本研究以构建 ＣⅡＴＡ中间缺失突变体为例，对传统

ＯＥＰＣＲ法进行优化，以期使其更易控制，提高结果的稳定

性。在步骤一中我们仍然按照传统方法的原理和方法设计

引物并扩增出片段Ｆ１和Ｆ２，但优化方法的步骤二是将片段

Ｆ１和Ｆ２混合后在不加入外围引物Ｆ１Ｆ和Ｆ２Ｒ的情况下进

行了８次ＰＣＲ循环，这一步骤与传统方法不太相同。若按

照传统方法，这一步骤应该是在固定的温度下退火延伸或者

跳过直接进入ＰＣＲ指数扩增全长模板的步骤，在本研究中

我们也分别按此进行了对照实验。最后在加入外围引物

Ｆ１Ｆ和Ｆ２Ｒ情况下进行扩增突变体基因全长的ＰＣＲ循环，

这一步骤与 Ｈｉｇｕｃｈｉ等人所述的传统方法相同。实验结果

显示使用优化后的 ＯＥＰＣＲ 法成功扩增出 ＣⅡＴＡΔ１０９

２２６ＡＡ基因并克隆入载体，而使用传统方法的两对照实验均
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未获成功。虽然从理论上看两对照实验与采用优化法实验

的原理并无本质区别，但实验结果的确完全不同。究其原

因，我们认为对于对照实验二来说由于其忽略步骤二，将外

围引物直接加入步骤三中，因此反应液中高浓度的引物可能

封闭了模板片段Ｆ１和Ｆ２的空间结构，从而影响两者重叠延

伸以获得ＣⅡＴＡ突变体基因全长；而对照实验一的步骤二

仅仅进行一次退火和延伸，可能不足以有效地形成突变体基

因全长，特别是在两拼接片段较大的情况下，ＤＮＡ片段折叠

成较复杂的空间结构可能阻碍了片段之间的有效重叠。优

化后的ＯＥＰＣＲ法恰恰解决了上述的两个问题，首先步骤二

的反应体系中没有加入引物，因此不会由于引物封闭作用而

影响片段的拼接；其次由于进行了８次ＰＣＲ循环，通过反复

的变性和退火增加了模板片段Ｆ１和Ｆ２之间重叠的概率，同

时两片段也可以起到类似引物的作用，从而增加突变体基因

全长的原始产出，此原理有些类似于大引物法［４］。

　　另外，在优化法实验的步骤二中我们将退火时间延长到

２ｍｉｎ，并且尽量降低退火温度，这样做是为了有利于片段Ｆ１
和Ｆ２在退火时能够有效重叠从而延伸出突变体基因全长。

同时片段Ｆ１和Ｆ２在反应液中的浓度也很重要，浓度应控制

在１０ｎｇ／ｍｌ左右，过高和过低都不利于重叠延伸。值得一

提的是我们曾经采用高保真酶来扩增片段Ｆ２，可能是由于

该片段较大的缘故，一直未能成功，后来不得已采用ＬＡＴａｑ
酶，不过最终的测序结果显示未有错义突变发生；由于扩增

片段Ｆ２时采用的是ＬＡＴａｑ酶，因此该片段３′末端会带有

碱基Ａ，它的存在是否造成在随后的片段拼接时发生点突变

或移码突变，我们不得而知，不过这种情况并未发生。尽管

如此，我们仍然强烈建议实验中尽量使用高保真ＤＮＡ聚合

酶。

　　总之，通过这种优化的 ＯＥＰＣＲ法，我们成功地扩增了

缺失第１０９～２２６位氨基酸密码子的小鼠ＣⅡＴＡ突变体基

因，并成功克隆入表达载体。研究结果证实了这种优化的

ＯＥＰＣＲ法能够快捷、高效地构建中间缺失突变体，应加以

推广。
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