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　　摘要：介绍了一种新的扩增大片段ｃＤＮＡ序列的方法。采用ＲＴ－ＰＣＲ和基因组ＰＣＲ相结合的方法，分段扩增基
因的编码区，然后再通过重叠延伸 ＰＣＲ拼接出基因的全长序列。虽然在确定基因表达的前提下，也可不通过
ＲＴ－ＰＣＲ，直接利用基因组ＰＣＲ和重叠延伸ＰＣＲ相结合的方法获得靶基因的全长，但是利用重叠延伸ＰＣＲ克隆大片
段ｃＤＮＡ原理更简单，效率更高，价格更低，因此具有广泛的应用前景。
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　　分离和克隆基因是研究基因功能的基础。利用生物信息
学方法预测编码基因，通常是通过 ＲＴ－ＰＣＲ的方法，获得基
因全长。但是，某些基因由于片段过长，在ＲＴ－ＰＣＲ过程中，
可能由于ｍＲＮＡ二级结构或反转录酶延伸效率的影响，难以
获得ｃＤＮＡ全长［１－３］。在本研究中，以水稻的ＵＤＰ－Ｎ－乙酰
葡萄糖胺酰基转移酶基因（ＯｓＬｐｘＡ）为例，详细介绍一种新的
扩增大片段 ｃＤＮＡ序列的方法。水稻 ＯｓＬｐｘＡ基因的 ｃＤＮＡ
总长度为７１８１ｂｐ，采用ＲＴ－ＰＣＲ和基因组ＰＣＲ相结合的方
法，先分段扩增基因的编码区，然后通过重叠延伸 ＰＣＲ将各
片段连接起来，获得基因的全长序列［４－５］。经试验验证，利用

重叠延伸ＰＣＲ克隆靶基因是一种实用且高效的获得大片段
ｃＤＮＡ的方法。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　水稻材料　粳稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．Ｓｕｂｓｐ．ｊａｐｏｎｉｃａ）品
种为日本晴，由常熟市农业科学研究所提供。取样部位为孕

穗期的小穗，样品保存于－８０℃冰箱中备用。
１．１．２　质粒、菌株和试剂。大肠杆菌ＤＨ５α由常熟理工·端
木银熙水稻育种中心保存；质粒ｐＣＡＭＢＩＡ１３００由华中农业大
学生物质能实验室提供；反转录酶、ｃＤＮＡ合成试剂盒和其他
分子生物学试剂均购自宝生物工程大连有限公司；引物由上

海生工生物公司合成。引物序列见表１。

表１　引物

片段 引物序列（５′→３′）
Ｆ１片段 １Ｓ：ＡＴＧＧＡＣＣＣＡＡＡＧＡＧＡＴＣＡＡＴＡＧＡＴＧ；１Ａ：ＣＴＴＧＡＣＡＴＡＡＧＧＡＧＴＣＡＧＴＴＣＴＣＣＣＴ
Ｆ２片段 ２Ｓ：ＡＧＡＴＴＡＴＴＣＣＣＴＴＴＧＴＣＣＣＡＴＡＡＴＡＧ；２Ａ：ＣＴＴＴＡＴＧＣＴＴＡＣＡＧＡＡＧＴＴＣＴＧＣＴＡＧ
Ｆ３片段 ３Ｓ：ＡＡＡＧＡＡＧＣＡＧＣＣＡＡＡＧＣＡＡＡＣＡＴＧＡＴ；３Ａ：ＴＡＧＴＣＴＡＧＡ（ＸｂａⅠ）ＴＴＡＣＡＴＧＣＴＧＴＧＣＴＴＣＡＣＣＧＴＣＴＣＣ
Ｆ４片段 １Ｓ：ＡＴＧＧＡＣＣＣＡＡＡＧＡＧＡＴＣＡＡＴＡＧＡＴＧ；Ｏ１Ａ：ＡＧＧＧＡＡＴＡＡＴＣＴＣＴＴＧＡＣＡＴＡＡＧＧ
Ｆ５片段 Ｏ２Ｓ：ＣＣＴＴＡＴＧＴＣＡＡＧＡＧＡＴＴＡＴＴＣＣＣＴ；Ｏ２Ａ：ＧＧＣＴＧＣＴＴＣＴＴＴＣＴＴＴＡＴＧＣＴＴＡＣ
Ｆ６片段 Ｏ３Ｓ：ＧＴＡＡＧＣＡＴＡＡＡＧＡＡＡＧＡＡＧＣＡＧＣＣ；３Ａ：ＴＡＧＴＣＴＡＧＡ（ＸｂａⅠ）ＴＴＡＣＡＴＧＣＴＧＴＧＣＴＴＣＡＣＣＧＴＣＴＣＣ

１．２　试验方法
１．２．１　水稻 ＯｓＬｐｘＡ基因的分段克隆　根据网站 ｈｔｔｐ：／／
ｒｉｃｅ．ｐｌａｎｔｂｉｏｌｏｇｙ．ｍｓｕ．ｅｄｕ／公布的水稻基因组序列，ＯｓＬｐｘＡ基
因一共由８６８７个碱基对组成，包括７个外显子和６个内含
子（图１）。按照模板链从５′到３′的顺序，７个外显子的长度
分别为 ２０２ｂｐ、１４０ｂｐ、４４１ｂｐ、３６０ｂｐ、１７９ｂｐ、３２７０ｂｐ和
２５８９ｂｐ，ｃＤＮＡ总长度为７１８１ｂｐ。由于ｃＤＮＡ比较大，不容
易通过ＲＴ－ＰＣＲ获得全长，因此采用分段合成的方法，然后
再通过重叠延伸ＰＣＲ获得ＯｓＬｐｘＡ基因的全长。分段克隆的

具体方案如下：（１）Ｆ１片段的克隆。ＯｓＬｐｘＡ基因的前５个外
显子都比较小，总长在１３２２ｂｐ，我们将这５个外显子组成的
ｃＤＮＡ序列定义为Ｆ１片段，由于Ｆ１片段位于基因的５′端，容
易通过ＲＴ－ＰＣＲ获得。以 ｍＲＮＡ为模板，以１Ｓ和１Ａ为引
物，经ＲＴ－ＰＣＲ合成得到 Ｆ１片段。（２）Ｆ２片段的克隆。第
６个外显子全长 ３２７０ｂｐ，定义为 Ｆ２片段。直接以基因组
ＤＮＡ为模板，以２Ｓ和２Ａ为引物，通过常规 ＰＣＲ扩增，得到
Ｆ２片段。（３）Ｆ３片段的克隆。第７个外显子全长２５８９ｂｐ，
定义为Ｆ３片段。以基因组ＤＮＡ为模板，以３Ｓ和３Ａ为引物，
通过ＰＣＲ扩增，得到Ｆ３片段。３对引物在基因上的具体位置
如图１。
１．２．２　水稻 ＯｓＬｐｘＡ基因全长的拼接　通过重叠延伸 ＰＣＲ
将Ｆ１片段、Ｆ２片段和Ｆ３片段连接起来。具体方案如下：（１）
设计引物：３对引物１Ｓ和 Ｏ１Ａ、Ｏ２Ｓ和 Ｏ２Ａ、Ｏ３Ｓ和３Ａ在片
段中的具体位置如图２，引物 Ｏ１Ａ和 Ｏ２Ｓ各包含 Ｆ１片段３′
端后１２个碱基和Ｆ２片段５′端前１２个碱基，引物Ｏ２Ａ和Ｏ３Ｓ
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各包含Ｆ２片段３′端后１２个碱基和 Ｆ３片段５′端前１２个碱
基。（２）ＰＣＲ扩增：分别以１Ｓ和Ｏ１Ａ、Ｏ２Ｓ和Ｏ２Ａ、Ｏ３Ｓ和３Ａ
为引物，以Ｆ１片段、Ｆ２片段和Ｆ３片段为模板，ＰＣＲ扩增得到
Ｆ４片段、Ｆ５片段和Ｆ６片段。由于Ｆ４片段的３′端和 Ｆ５片段
的５′端、Ｆ５片段的３′端和Ｆ６片段的５′端各具有相互重叠的
一段序列，可以通过重叠延伸 ＰＣＲ拼接出基因全长。以１Ｓ
和３Ａ为引物，以 Ｆ４、Ｆ５和 Ｆ６片段的混合物为模板，通过重
叠延伸ＰＣＲ，获得ＯｓＬｐｘＡ基因全长（图２）。

１．２．３　全长 ＯｓＬｐｘＡ基因的克隆与测序　基因全长的 ＰＣＲ
产物用 ＸｂａⅠ酶切后，与经 ＸｂａⅠ和 ＳｍａⅠ双酶切的载体相
连，转化大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞，挑选阳性克隆测序。

２　结果

２．１　Ｆ１片段的克隆
取液氮保存的水稻幼穗提取总 ＲＮＡ，以反转录后的

ｃＤＮＡ为模板，以１Ｓ和１Ａ为引物，ＰＣＲ扩增出的 Ｆ１片段长
度为１３２２ｂｐ，与预期结果相符（图３－Ａ）。
２．２　Ｆ２和Ｆ３片段的克隆

以水稻基因组 ＤＮＡ为模板，分别以２Ｓ和 ２Ａ、３Ｓ和３Ａ
为引物，通过ＰＣＲ扩增出，获得 Ｆ２和 Ｆ３片段的长度分别为
３２７０ｂｐ（图３－Ｂ）和２５６８ｂｐ（图３－Ｃ），与预期结果相符。
２．３　水稻ＯｓＬｐｘＡ的ｃＤＮＡ全长的克隆

分别以Ｆ１、Ｆ２和 Ｆ３片段为模板，以１Ｓ和 Ｏ１Ａ、Ｏ２Ｓ和
Ｏ２Ａ、Ｏ３Ｓ和３Ａ为引物，进行 ＰＣＲ扩增。然后，将得到的３
种ＰＣＲ产物混合为模板，以１Ｓ和３Ａ为引物，通过重叠延伸
ＰＣＲ扩增出７１８１ｂｐ的片段（图３－Ｄ），该片段大小与预期
结果相符。通过对获得的长片段进行序列分析，发现有

９９９％的碱基与已知基因相同，表明该序列为ＯｓＬｐｘＡ基因。

３　讨论

对已知碱基序列基因的克隆，通常的做法是将 ｍＲＮＡ反
转录成ｃＤＮＡ，然后通过常规 ＰＣＲ一次性获得基因的全长。
作者曾反复试验，利用１Ｓ和３Ａ两个端头引物，以 ｍＲＮＡ为
模板，欲经ＲＴ－ＰＣＲ直接获得ＯｓＬｐｘＡ基因的全长，但是没有
成功。可能的原因有：（１）ｍＲＮＡ存在复杂二级结构，使反转
录受阻。（２）ｍＲＮＡ模板过长，反转录酶过早从模板上

脱落［１－３］。

本研究采用ＲＴ－ＰＣＲ和基因组 ＰＣＲ相结合的方法，分
段克隆基因，再通过重叠延伸ＰＣＲ，获得基因的全长。这种方
法较好地解决了因基因过大难以获得全长的问题，大大提高

了大片段ｃＤＮＡ克隆的成功效率。此外，在确定基因表达的
前提下，也可不通过ＲＴ－ＰＣＲ，直接利用基因组 ＰＣＲ和重叠
延伸ＰＣＲ相结合的方法，获得靶基因的全长。

本研究表明，利用重叠延伸ＰＣＲ克隆大片段ｃＤＮＡ，几乎
可用于任何已知序列基因的全长 ｃＤＮＡ克隆。因此，本方法
在重组ＤＮＡ领域具有重要的应用价值。
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