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逆转录 一 PC R 扩增文昌鱼

L IM 类同源框基因片段
‘

王 勇 郎刚华
, 刘宗柱 张培军

(中国科学院海洋研究所 实验海洋生物学开放研究实验室 青岛 26 60 7 1)

气青岛海洋大学海洋生命学院 青岛 266 00 3)

提要 于 19 97 年 6 月在青岛市沙子口海域采集文昌鱼样品
,

采用 R T 一 PC R 方法进行青

岛文昌鱼 LI M 类同源框基因片段的扩增研究
。

结果表明
,

用一对引物一次 PC R 扩增的方法

未能得到特异的 PC R 产物
,

用一对引物两次 PCR 扩增的方法也同样未果
。

在对套式 PCR 进

行研究时发现
,

用普遍 PCR 方法进行的套式 PC R 结果不够理想
,

而用三步两段法和四步两

段法套式 PCR 则可进行成功的扩增
。

用这两种方法扩增的 PC R 产物具有高度特异性
。

相

比之下
,

用简并的引物对未知的基因片段进行 PC R 扩增时
,

三步两段法和 四步两段法的套式

PCR 应是首选方法
。

关键词 文昌鱼
,

LI M 类同源框基因
,

逆转录 一 聚合酶链式反应

中图分类号 印8

目前在提高聚合酶链式反应 (PCR )特异性方面有许多 改进方法
,

比较常见的是对

PCR 反应体系中各组分的含量进行优化 ;也有人用二次 PCR 技术来提高 PCR 特异性 (余

伍忠等
,

1993 ) ;还有人在退火条件上进行改进
,

采用 PCR 一 四步两段扩增法 (刘飞鹏等
,

199 7) 或
“

双退火温度
’,

PCR 法 (李庆生等
,

199 6 )
,

获得 了非常纯 的 目的片段
,

其纯度经过

了测序证实 ;最近廖玉才等(1 997) 报道
,

在 PCR 反应体系中加人 四甲基氯化按有助于得

到某些小麦基 因的特异性片段
。

此外
,

赵崇等 (19 95) 认为
,

在进行逆转 录 一 PCR (R ev e

rse
T r

ans
eri Pt ion 一 PC R

,

R T 一 PCR )时
,

长片段的 R T 一 PC R 扩增难度 比较大
,

应以 m R N A 为

模板
,

这不但提高了模板量
,

也减少了其它 R NA 对 PCR 的干扰
。

LI M 类同源框基因是

控制动物胚胎发育的关键基因之一
,

本文对青岛文昌鱼 LI M 类同源框基因的同源框区的

R T 一 PCR 扩增进行了比较研究
,

以寻找适合该基因的 PCR 扩增方法
,

进一步研究文昌鱼

早期发育的基因调控
。
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PCR 9600 型
,

为PE 公司产品
。

1
.

2 模板 R N A 的提取

模板 R NA 为青岛文昌鱼(B ra n ch ios to z 陀a 加Ich er i tsi
n岁a

~ 胭 Tc ha n g et Kco )原肠胚

的总 R NA
,

按文献方法(萨姆布鲁克等
,

19 92) 提取
。

1
.

3 引物的设计与合成

外侧引物 Fl 、

R l ,

由本室设计
,

在加拿大多伦多大学丘才 良教授实验室合成 ; 内侧引

物 凡
、

凡
,

于本室用固相合成法在 AB I 3 91 型 D N A 合成仪上合成(表 1 )
。

衰 l 用干文昌鱼 L n城 类同源框基因扩增的引物

T ab
.

1 T he p

~
for 田刀p lilyi飞 LI M e】ass hC m 朋肠

x g e n e in 田刀p hio x us

引物
在同源框
中的位置

极性 T m( ℃ ) 序列 (5
’

一 3
’

)

Fl 13一3 5 + 6 7 (川C )G AA C(G/ C )闪口妙汀CA (习C )(G/ TI A )GC (习C)AA (川 G )CA

R l 13 6一15 8 一 6 8 e (叼G )T C (G/ T )(习G )1
,

r (侧C )T G (习G )凡从芜A (习G )A CC rG

F2
赞

2 1卜一3 7 + 5 9 G G 鱼丝逛皿℃AA T CA (习C )(习G/ T )GC (习C )AA (习G )CA (川G )GC

凡“ 13《卜一 15 0 一 5 6 竹丛塑卫姜A (C/ 习G )献二C l
,

G (习侧G )A (叼C )(G/ 曰A )AC

注 : ,

表示在 5
’ 一 端引人了 H ind lll 酶切位点

, * ,

表示在 5
’ 一端引人了 E匕田H 工酶切位点

1
.

4 逆转录反应

按 Ph
~

ia 公司产品说明书进行
。

1
.

5 p C R 扩增文昌鱼 LIM 类同源框墓因片段

在 100 风反应体系中
,

镁离子终浓度为 3
rnxn

0 1/L
,

每种 dN T p 终浓度 为 200 拜mo l/L
,

T ag 酶 2
.

5 单位
,

PCR 引物含量均为 2 0p mo l
,

此外还含有 10川的逆转录反应终溶液(总体

积为 3 3拼l)
。

1
.

5
.

1 一对引物一次 PCR 扩增 使用的引物为 F1
、

R l 。
PCR 参数为

:
94 ℃ /305

,

分别

在三个反应体系中用 三种温度退火 (53 ℃
、

56 ℃
、

60 ℃ )40
5 ,

72 ℃ /40
5 ,

40 个循环
。

各取

10 讨产物进行 3 %琼脂糖电泳
,

E
.

B 染色后紫外灯下观察照相
。

1
.

5
.

2 一对引物两次 PCR 扩增 使用 的引物为 Fl
、

R l 。

第一次 PCR 的参数为
:
94 ℃ /

30 5 ,

53℃ / 40
5 ,

72℃ /40
5 ,

40 个循环
。

从 PCR 反应产物中取 1闪
,

加人到新鲜的 PCR 反应

体系中
,

设立三个反应体系
,

进行二次 PCR 扩增
。

退火参数分别为 55 ℃
、

62 ℃ 和 67 ℃
,

35
5 ;变性与延伸参数同第一次 PCR

。

各取 10讨产物进行 3 % 琼脂糖电泳
,

E
.

B 染色后紫

外灯下观察照相
。

1
.

5
.

3 套式 PCR 扩增 采用三种方法进行
:
(1) 普通套式 PCR (使用内侧引物和外侧

引物各一对
,

在用外侧引物扩增后
,

再用内侧引物进行第二轮扩增 )
,

(2) 三步两段法套式

PCR (在第二轮扩增时
,

将 PCR 分为两段
,

即先在较低退火温度下进行几个循环
,

然后在

较高退火温度下进行剩余的循环
,

其循环方式仍为变性
、

退火和延伸三步 )
,

(3) 四步两段

法套式 PCR (在第二轮扩增 时
,

将 PCR 分为两段
,

即先在较低退火温度下进行几个循环
,

然后在较高退火温度下进行剩余的循环
,

其低温退火时循环方式则为变性
、

退火
、

低温延

伸和延伸四步 )
。

每种方法的第一次 PCR 反应的参数均为
:
94 ℃ / 30

5 ,

56 ℃ /40
5 ,

72 ℃ /405
,
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衰 2 不同 PC R 方法对 PC R 特异性的影晌

飞bb
.

2 T he eflec ts of di fler即t PCR m e th侧七

on PCR s , 笙ifi d ty

无无无有有

PCR 方法

一对引物一次

一对引物两次

特异产物 非特异产物

有有有无无R 二R

1气二R

普通套式 PCR

三步两段法套式 PCR

四步两段法套式 PCR

注
:
每个实验重复 3 次

2
.

4 套式 PC R 与其它 PC R 产物的测序 结

果的比较

用套式 PCR 扩增的产物测序结果 比较

好
,

图 3 显示了四步两段法套式 PCR 扩增产

物的测序图谱
,

三步 两段法套式 PCR 扩增

产物的测序结果 与此相 同 ; 而用其它 PCR

方法扩增的产物的测序结果远不如此
。

热点八(口‘狱从压翩以从A心口(叭八C(以以盯以以‘佑肠(朋‘T爪八‘认以以笛“似T‘A“就AT〔哪‘T口‘认(仁人A川
10 2 0 30 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 9 0 10 0 1 10

图 3 四步两段法套式 PCR 扩增产物的测序图谱

F电
.

3 E lec t拍p he 找摇 r am of D N A , 习u
en

c e 别的p lifi ed by the

~
of nes

ted 一 PCR (fo
u r st eps 一

two
s tag es

met
lt d )

注
:

Al lZ 一心9 3 为与引物 凡 互补的序列
。

N :
任何一种核昔酸(指 D NA 测序仪不能判读的核昔酸)

,

A :
腺嗦岭核昔酸

,

C :
胞啥吮核昔酸

,

G :
鸟嗦岭核昔酸

,

T :
胸腺咯吮核昔酸

3 讨论

为了克隆青岛文昌鱼的 L IM 类同源框基因
,

首先对其保守性较高的同源框区进行扩

增
。

由于 PCR 引物简并程度较高
,

因此最初所进行 的扩增结果很不理想
,

非特异性扩增

很多
。

为此
,

作者对该基因的 PCR 扩增进行了较为详细 的比较研究
。

首先
,

在一对引物

一次 PCR 扩增的方法中
,

对 PCR 反应体系中各组分的含量与退火温度进行了优化
,

但没

有多大效果
。

接着又采用了一对引物二次 PCR 扩增的方法
,

当退火温度提高到 67 ℃ 时
,

产物特异性有所提高
,

较大片段的非特异性扩增可被除去
,

但总的来说仍不理想
。

即使在

第二次 PCR 后
,

在 电泳胶上用 D E AE 一 纤维素膜回收相应分子量 的片段
,

再作 PCR
,

经测

序检测
,

测序结果杂乱无章
,

无法判读
,

证明特异性仍很差
。

这说明二次 PCR 技术有一定

局限性
,

并不总是能得到特异产物
。

在套式 PCR 反应中
,

普通 PCR 结果不佳
,

可能是 由

于退火温度设置太高造成的
,

但如果花费大量时间做预实验去摸索其最适退火温度
,

则不

如使用 四步两段法或三步两段法套式 PCR 更简便
、

可靠
。

用三步两段法和四步两段法套

式 PCR 则得到了高度特异的 PCR 产物
,

且经测序分析
,

与作者从文昌鱼基因组 D N A 中

扩增的同源框片段相比(W
a n g et al

,

1998 )
,

结果基本一致(图 3 )
。

三步两段法套式 PCR 与四步两段法套式 PCR 之所以能获得最佳结果
,

首先是由于

采用 了两对互相重叠的引物
。

由于两对引物既互相重叠又彼此相差几个碱基
,

因此大大

提高了第二次 PCR 的特异性
,

这一点自然优于一对引物二次 PCR 扩增方法
。

另外
,

三步
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两段法是先在较低温度下(40 ℃ )退火
,

并且使由退火至延伸状态的斜坡时间延长
,

使尽可

能多的引物与靶序列杂交
,

增加了模板 D N A 的拷贝数 ; 然后再在较高温度下 (55 ℃ )退

火
,

进行目的片段的特异性扩增
,

这样做
,

既保证了产物的数量
,

又保证了产物的特异性
。

而 四步两段法则是参考文献的方法(刘飞鹏等
,

1997 )并进行了 PCR 参数优化
,

于前 3 个

循环中采用四温度 PC R
,

即在 94 ℃变性后
,

于 50 ℃进行退火
,

接着于 55 ℃进行短暂的低

温延伸
,

加上几个碱基
,

再于 72 ℃进行充分延伸
。

循环 3 次后
,

原始模板中的 目的序列被

扩增了 2 3
倍

。

引物 5
’
一端的 8 个碱基就能与从原始模板扩增 出来的目的 D NA 序列互

补
,

此时采用 55 ℃作为退火温度
,

足 以保证引物充分退火
。

因此在采用 四步法进行 3 次

循环后
,

第二阶段便能采用标准的 PCR 条件进行反应
。

经测序检查
,

结果较好(图 3 )
。

综上所述
,

三步两段法套式 PCR 和四步两段法套式 PCR 与其它 PCR 方法相 比
,

具

有 明显 的优越性
,

在用简并引物进行 PCR 扩增时
,

应当是首选方法
。

另外
,

在所使用 的两

对 PCR 引物中
,

第一次 PCR 所使用 的外侧引物不含酶切位点
,

以提高 PCR 特异性 ;而考

虑到下一步克隆的需要
,

在第二次 PCR 所使用 的内侧引物中引人酶切位点
。

这样
,

既提

高了 PCR 的特异性
,

又满足了克隆步骤的要求
。
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