
利用遗传密码的简并性设计简并引物, 是克隆

蛋白质家族 cDNA 的常规方法[1]。简并引物设计的好

坏往往决定 RT- PCR 过程是否有结果或结果是否

理想。

传统简并引物设计思路是对与目标基因亲缘关

系比较近的氨基酸序列进行对比后, 根据其保守序

列和密码子的简并性设计出长度在 18～23 bp 的引

物序列[2]。由于传统引物很少考虑到物种的密码子

偏爱性, 简并度较高, 同时传统简并引物的 Tm 值一

般都比较低 , 这样往往导致 RT- PCR 结果不理想 ,

特异性不够强, 假阳性率也会增加[1]。另外传统引物

的设计重在经验, 初学者往往无从下手。

本文将详细介绍一种新的程序化设计简并引物

的方法 , 它先对从数据库( NCBI、DDBJ) 中找到的若

干 与 目 标 基 因 亲 缘 关 系 较 近 的 氨 基 酸 序 列 进 行

Blockmaker, 再利用 Block 的结果在 CodeHop( COn-

sensus- DEgenerate Hybrid Oligonucleotide Primer) 数

据库中搜索相关引物, 最后利用生物软件 Oligo 6.0

进行引物筛选分析。它所设计的简并引物( CodeHop

引物) 简并度相对较低, Tm 值较高, 很好地弥补了传

统简并引物某些方面的不足, 使得 PCR 效果特异性

增强, 比较容易达到实验要求。此法相对于黄菁等[1]

的方法有了较大的改进, 设计过程更为完善和严谨,

使得所设计的引物能更好地满足实验的需要。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 主 要 数 据 库 与 软 件 NCBI( http://www.ncbi.

nlm.nih.gov/) 、DDBJ、Blockemaker ( http://blocks.fhcrc.

org/blocks/make_blocks.html) 、CodeHop( http:// blocks .
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表 1 上下游引物序列

Table 1 Sequences of the sense and anti- sense pr imers

注: Tm′为引物合成单上数据; UP 代表上游引物 , DW 代表下游引物。

Note: Tm′data come from the synthetic papers of primers. UP stands for the sense primer, and DW the anti- sense primer.

引物编号

Primer No.
序列

Sequence
退火温度

(Tm′)Melting temperature
简并度

Degeneracy

UP1
UP2
UP3
UP4
UP5
UP6
DW1
DW2
DW3
DW4
DW5
DW6

5′- GCTCTGCCTCTGCCTCTGtayytnacnaa- 3′
5′- CTTCTTTTATTTATCTGCTGGGCttytkyggnatc- 3′
5′- TGATTATGAGTCTATTCTGGGTCAATGytgygaratgc- 3′
5′- GGTTACGAGTATTGGGTTCCTatggcnacnac- 3′
5′- GATTGAGGGTAGAGGTAAGTCTGTTgtntgygargc- 3′
5′- GCTCTACTGGTGATGCTATGGGnatgaayatgg- 3′
5′- TGAACATAACCAACAGGCATCtcrcarcaytg- 3′
5′- AACCAGGCAACCCTCAGTAgtngccatngg- 3′
5′- CCCTTAGAAACCATATTCATAcccatngcrtc- 3′
5′- CGCAAACAACAGACTTACCTCTAccytcdatcc- 3′
5′- CAGAACCAGTCAGATTCTTCAGCrtrttnarytc- 3′
5′- GAACTCTCAACATTTTGTGCAggttcytgncc- 3′

63.44
62.07
64.25
65.89
66.63
65.80
63.33
67.50
63.33
65.78
62.06
64.61

64
32
8

16
16
8
8

16
8
6

64
16

fhcrc.org /blo- cks/codehop.html) 、Oligo 6.0。

1.1.2 材 料 花 后 14 d 淮 枝 荔 枝 ( Litchi chinensis

Sonn. cv. Huaizhi) 的果实。

1.1.3 菌 株 与 质 粒 大 肠 杆 菌 为 DH5α, 质 粒 为

TaKaRa pMD18- T vector。

1.1.4 酶和试剂盒 Taq 酶、回收试剂盒、反转录酶、

连接酶等都为宝生生物工程( 大连) 有限公司出品。

1.2 方法

1.2.1 简并引物的设计和筛选 设计的主要步骤如

下: 1) 查找氨基酸序列。从数据库 NCBI 和 DDBJ 中

搜索 HMGR( 3- hydroxy- 3- methylglutaryl coenzyme A

reductase) 基因的氨基酸序列 , 选取具有代表性的 5

个序列 : Malus domestica HMGR ( Genbank 登录号 :

AAK95406) 、Cucumis melo HMGR( Genbank 登录号:

BAA36291) 、Solanum tuberosum HMGR1 ( Genbank

登录号 : P48020) 、Arabidopsis thaliana HMGR1( Gen-

bank 登录号 : NP_177775) 、Arabidopsis thaliana HM-

GR2( Genbank 登录号: NP_179329) 。2) 进行 Block

比 对 [3]。 登 录 Blockmaker , 对 上 述 5 个 序 列 进 行

Block 比对 , 得到 14 个高度保守的连续氨基酸区域

( Blocks) 。3) CodeHop 引物搜索 [4]。Block 比对后从

Block results 界面登录 CodeHop 数据库 , 进行引物

搜索 , 搜索主要参数设定为 : 简并度( Degeneracy)

64; 退火温度( Temperature) 为 60.0℃; 遗传密码( Ge-

netic code) : standard; 密码子选用框 ( Codon usage

table) : Citrus sinensis。密码子选用框的备选项如没

有目标物种, 则选用与目标物种亲缘关系较近的物

种, 如本实验引物设计选用与荔枝亲缘关系相对较

近的甜橙( Citrus sinensis) 。4) 筛选合适的上下游引

物。在搜索得到的引物中根据实验的要求挑选合适

的引物 , 大致原 则 : 上 下 游 引 物 之 间 的 Tm 值 和 简

并度不能相差太大; 简并度最好控制在 64 以下 ; 上

下游引物的位置不能相差太远 , 最好能保证片段长

度在1000 bp以下。因为简并度的控制有利于提高

RT- PCR 的特异性 , 而 1000 bp 以下的片段有利于

后续的一系列实验。5) 利用 Oligo 6.0 进行引物分

析。分析的主要内容 : 上下游引物内部与之间是否

会形成引物二聚体 , 一般不能有 5 个以上的连续

碱基互补 ; 以某一个 HMGR 基因的碱基序列 ( 亲

缘关系较近的已 知 基 因 ) 为 模 板 模 拟 PCR 反 应 ,

得到相应的 Tm 值( Tm′′) 。

1.2.2 RT- PCR 扩 增 荔 枝 HMGR 基 因 提 取 荔 枝

果 实 的 RNA, 方 法 参 照 陆 旺 金 等 [5]方 法 。 然 后 以

Oligo T 为 引 物 反 转 录 成 cDNA, 再 以 设 计 好 的 引

物 进 行 RT- PCR 扩 增 。 PCR 程 序 为 : 94℃变 性

3 min; 然后 94℃ 30 s, 50～60℃ 30 s, 72℃ 2 min; 循

环数为 40, 最后 72℃延 伸 10 min 。PCR 仪 为 MJ

RESEARCH PTC- 200 微循环器。

1.2.3 RT- PCR 产物的检测、克隆与测序 1%琼脂

糖电泳检测 RT- PCR 结果 , 利用 TaKaRa 的 Agarose

Gel DNA Purification Kit Ver 2.0 试剂盒回收电泳得

到的片段, 回收片段与 pMD 18- T Vector 载体连接,

转 化 大 肠 杆 菌 DH5α, 克 隆 过 程 参 照 TaKaRa

pMD18- T Vector 试剂盒说明书。经质粒提取 , 酶切

鉴定后, 获得阳性克隆送交英骏生物技术有限公司

( 广州) 测序。

1.2.4 PCR 产物的分析 测序后得到的片段序列

登录 NCBI 进行 Blast 验证和检索 Genbank 进行同

源性比对。

2 结果与分析

2.1 简并引物设计结果

经过筛选得到 6 个上游引物和 6 个下游引 物

( 表 1) , 通过 Oligo 分析得到 6 对引物对( 表 2) 。
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Genbank 登录号

Accession number
比对基因

Compared gene
分值

Score(bits)
期望值

E value
同源性

Identities

AAY68034
AAL03986
AAK64657
AAC05088
AAK95406

Tilia miqueliana HMG
Malus domesticaHMG
Malus domesticaHMG
Gossypium hirsutum HMG1
Malus domestica HMG

240
235
233
232
229

1e- 62
5e- 61
3e- 60
5e- 60
3e- 59

126/177(71%)
124/188(65%)
123/188(65%)
118/175(67%)
122/188(64%)

表 4 片段 E 经 Blastx 后的同源性结果

Table 4 The homologous compar ison of the E fragment in Blastx

Genbank 登录号

Accession number
比对基因

Compared gene
分值

Score(bits)
期望值

E value
同源性

Identities

BAA36291
AAB69726
AAC05089
ABC74565
AAQ63055

Cucumis melo HMG
Camptotheca acuminata HMG
Gossypium hirsutum HMG2
Picrorhiza kurrooa HMG
Hevea brasiliensis HMG

321
318
316
315
313

1e- 86
6e- 86
3e- 85
7e- 85
3e- 84

172/194(88%)
173/194(89%)
171/194(88%)
169/194(87%)
174/194(89%)

表 3 片段 B 经 Blastx 后的同源性结果

Table 3 The homologous compar ison of the fragment B in Blastx

图 1 琼脂糖电泳检测结果

注: 箭头所指条带即为目的条带 , 最下面的一条带为引物二聚体。

Fig. 1 The result of agar gel electrophoresis

Note: The arrows point out the position of the intentional bands, the lowest band is the position of the dimers.

M A B C D E F

2000

1000
750
500
250
100

引物对编号

Number of the
primer pair

组合

Combination

Tm′′

Melting
temperature

预测片段长度

Estimated length
of the fragment

A
B
C
D
E
F

UP2+DW1
UP2+DW2
UP4+DW4
UP6+DW6
UP4+DW5
UP2+DW3

59.0
58.0
54.1
54.0
54.3
57.3

435
522
414
159
615
822

表 2 上下游引物组合

Table 2 Combinations of the sense and anti- sense pr imers

注: Tm′′为利用 Oligo 6.0 模拟 RT- PCR 反应所得数据。

Note: Tm′′data come from the simulative PCR results with Oligo 6.0.

bp

2.2 RT- PCR 电泳结果

利用表 2 中 6 对引物进行 RT- PCR, 结果每对

引物都扩增出特异的条带 , 片段大小与预测结果大

小( 表 2) 基本一致。由琼脂糖电泳检测结果可见, 这

种引物的特异性较好 , 基本没有非特异条带( 图1) 。

2.3 PCR 结果序列分析

考虑引物的位置和片段长度等因素, 实验选取

B、E 经过回收和载体克隆后测序, 得到 2 个长度分

别为 510、582 bp 的片段 ( 分别称为片段 B 和片段

E) 。测序后的片段通过 Blastx 检索 Genbank 进行同

源性比对。如表 3、4 所示 , 片段 B 与南京椴( Tilia

miqueliana ) 的 HMG 的序列同源性达到 71%, 比对

分值达 240; 片段 E 与甜瓜 ( Cucumis melo) 的 HMG

的同源性达 88%, 比对分值达 321。其中片段 E 与其

它植物的 HMGR 基因的序列同源性也都在 85%以

上 , 片段 B 与其它基因的序列同源性则较低。这是

由于 B 片段的位置靠近 HMGR 的上游( N 端) , E 片

段位于 HMGR 基因的下游( C 端) , 而在各种植物的

HMGR 基因中作为催化域的 C 端相对 N 端更为保

守[6]。通过 Blastx 可以充分说明这 2 个片段都为荔枝

HMGR 基因家族的表达序列。
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3 讨 论

与传统简并引物相比 , CodeHop 引物具有不一

样的结构, 它由两部分组成, 引物 3′端为根据 3～4

个非常保守的氨基酸设计而成的核心简并区 ( 3′-

degenerate core) , 它必须从一个不变的核苷酸位置

开始 , 长度大致为 11～12 个氨基酸 , 在另一个密码

子的边缘结束 , 最大简并度为 128[1,7]; 5′端为非简并

夹板结构( 5′- non- degenerate consensus clamp) , 5′端

夹板结构是根据密码子偏爱性设计的一致性序列 ,

它最大程度地预测了保守氨基酸的编码序列[1, 8]。非

简并区的长度取决于所需的退火温度, 一般为 18～

30 个碱基。表 1 中引物的大写字母区域为非简并夹

板结构, 小写字母区域为核心简并区。3′端核心简并

区与目标模板的互补引发退火与延伸, 进而成功地

进行扩增反应。5′端夹板结构与目标模板部分互补,

从而起到稳定引物与模板的退火的作用, 同时由于

其序列的一致性, 这样非常有利于 PCR 反应的后续

循环 , 降低后续反应的非特异结合 , 从而提高了

PCR 扩增的效率[8]。

通过序列比对, 发现 HMGR 基因比较保守 , 特

别是 C 端非常保守 , 利于引物位置和片段长度的控

制。实验过程中发现, 用 CodeHop 引物做 RT- PCR

时对 Taq 酶有一定的要求 , 本实验最初用宝生物

( TaKaRa) 公司出品的 rTaq 酶 , 一直扩增不出条带。

当换用该公司出品的 Ex Taq 酶时则获得了较好的

扩增效果 , 所以认为 , 在用 CodeHop 引物进行扩增

时, 宜采用一些扩增效率高、错配率低的高质量 Taq

酶。另外由于该类引物长度( 28～40 bp) 一般大于传

统简并引物( 18～23) , 较易产生引物二聚体 , 所以如

实验条件允许 , 进行 RT- PCR 扩增时宜采用热启动

来减少引物二聚体产生的量。同时 , 在 CodeHop 引

物的设计过程中, 引物搜索后得到的结果中往往会

出现大量的引物序列, 这时合适的筛选方法和筛选

工具尤为重要。本方法首先根据目标引物位置和片

段长度对上下游引物进行初次筛选, 接着利用生物

软件 Oligo 6.0 对初次筛选结果进行分析 , 并进一步

精确计算出筛选后的引物对的退火温度, 这样就能

够得到最优化的引物对, 从而使得实验的成功更有

保证。

CodeHop 引物碱基数较多 , 保证了较高的 Tm

值 ; 5′端非简并夹板结构序列一致 , 减少了扩增过

程中引物与模板错配的机会 ; 3′端核心简并区长度

较小 , 降低了引物的简并度 , 进而大大降低了 PCR

产物的非特异性。这样的设计更符合我们的实验需

要 , 同时其程序化设计使得设计过程更加规范化 ,

易于操作 , 初学者也能很快上手 , 所以 CodeHop 引

物具有很好的应用前景。
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