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摘　要:介绍一种改良的扩增基因 5′cDNA序列的方法 (改良 TdT加尾扩增法 )。以龙眼为材料, 采用

TdT (末端脱氧核苷酸转移酶 ) 加尾 、 锚定 PCR、 巢式 PCR、 降落 PCR等多种策略。通过与常规方法 (用

TaKaRa试剂盒 ) 对比试验, 发现该方法原理简单, 操作性强;扩增特异性高, 结果真实可靠;同时还具有

快速低廉的特点, 适合在一般实验室中推广使用。
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Abstract:Inordertoobtainthefull-lengthsequenceofgenesmoreefficiently, amodifiedmethodofam-
plifyingthe5′cDNAsequence, namedasmodifiedTDTtailingamplifiedmethod, wasdesigned.Manystrate-

gieswereusedinthismethodincludingTdTtailing, anchoredPCR, nestedPCR, touchdownPCR.Compared

witharegularmethodusingakit( 5′-FullRACECoreSet, TaKaRa) , themodifiedmethodhadmanyadvan-
tages, suchassimpleprinciple, easyoperability, highamplifiedspecificity, andreliableresults.Moreover, it

costslessmoneyandtime.Therefore, itisworthpopularizinginordinarylaboratories.
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分离和克隆基因是研究基因结构 、功能以及表达的基础。利用生物信息学技术推测的编码基因,

或通过酵母双杂交 (yeasttwo-hybrid) 、抑制性消减杂交 (SSH) 、 基因芯片 (genchip) 技术和噬菌体

表面展示 (phagedisplay) 等分子生物学技术筛选得到的序列一般都是部分序列, 要想进一步研究这

些新基因的生物学功能和医学意义, 必须首先获得基因的全长序列 (韩海勃和曹建平, 2005)。虽然

很多用于扩增基因全长的方法已经建立, 如反向 PCR、连接介导 PCR等技术, 但是, 这些方法耗时

长 、费用高, 且常出现 PCR扩增效率低 、 特异性差等问题 。因而利用这些方法不容易得到完整的全

长基因, 尤其是基因的 5′末端 (唐慧 等, 2001) 。而 Frohman在 1985年首次报道的 cDNA末端快速

扩增技术 (rapidamplificationofcDNAends, RACE) 解决了这些问题 。cDNA末端快速扩增 (RACE)

技术基于 PCR技术, 以已知的部分 cDNA序列来获得完整 cDNA序列 (钟涛和吴瑞英, 2002) , 是一

种从低丰度转录本中快速扩增 cDNA3′和 5′末端序列的简单而有效的方法。

本文将详细报道一种改良的扩增 cDNA5′末端的方法, 简称为改良 TdT加尾扩增法 。本方法中采
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用 TdT (末端脱氧核苷酸转移酶 ) 加尾 、 锚定 PCR、 巢式 PCR、 降落 PCR (Donetal., 1991;王天

云 等, 2003;Wuetal., 2005) 等策略, 从锚定引物与巢式引物的设计到 PCR扩增体系和方法的优

化都非常新颖。经试验证明, 该方法是一种实用且高效的扩增 cDNA5′末端序列的方法 。

1　材料与方法

1.1　材料

材料为 石̀硖 ' 龙眼 (DimocarpuslonganLour.̀ Shijia' ) 花后 6周的果实。

大肠杆菌为 DH5α, 质粒为 pMD18-Tvector, 均为宝生物工程 (大连 ) 有限公司产品 。

5′-FullRACECoreSet试剂盒 、 TaqDNA聚合酶 、 回收试剂盒 、 反转录酶 、 cDNA合成试剂盒 、

末端脱氧核苷酸转移酶 (TdT) 、 反应缓冲液和其他分子生物学试剂均购自广州瑞真生物有限公司。

引物由上海英骏生物技术有限公司 (广州 ) 合成。

1.2　方法

1.2.1　改良 TdT加尾扩增法　

图 1　改良TdT加尾扩增法原理图

Fig. 1　TheprincipleofthemodifiedTdTtailingamplifiedmethod
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引物设计:根据 Dl-Exp1 (ExpansinGene1 ofDimocarpuslongan) 已知基因片段 (谢会, 2005), 利

用生物软件 PrimerPremier5.0设计 3个引物 、 1个反转录引物 (RTP:ReverseTranscriptPrimer) 和两个

特异的下游引物 (ASP:Anti-SensePrimer)。其序列分别为:Exp1-RTP:5′-CACGCTCACCTTCAC-3′;

Exp1-1st-ASP:5′-GCGATAACTGACTGGGACAA-3′;Exp1-2nd-ASP:5′-AGTGAGTGCGAGGAGGGTTG-3′。

据实验原理 (图 1) , 还需 5′锚定引物 ( 5′-AP:5′-AdaptorPrimer) 和 5′巢式引物 ( 5′-NP:5′-

NestedPrimer) 各 1个。其序列分别为:5′-AP:AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGGGGGGGGG

和 5′-NP:AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT。

cDNA第一链的合成与纯化:以龙眼果皮总 RNA[ RNA提取参考陆旺金和蒋跃明 ( 2003) 的方

法 ] 为模板, 用反转录引物 Exp1-RTP合成 cDNA第一链。具体参照 PrimeScript
TM
ReverseTranscriptase

的使用说明书。用 TaKaRaDNA片段纯化试剂盒 (TaKaRaDNAFragmentPurificationKitVer2.0) 进行

cDNA回收纯化。

加尾 [ poly(dC)n]反应:纯化后的 25μLcDNA与 5×TdTBuffer( 10 μL) 、 0.1% BSA ( 5 μL) 、

10 mmol· L
-1
dCTP( 2.5 μL) 、 TdT ( 15U) 和 ddH2O (upto50μL) 冰上混合均匀, 置于恒温槽中

37 ℃反应 60min。然后按照 TdT使用说明书, 采用乙醇沉淀法纯化加尾后的 cDNA, 真空抽干后溶于

20 μL的无菌水中 。

PCR扩增:采用巢式 PCR策略, 需经两轮 PCR扩增 。第一轮以加尾后的 cDNA为模板, 以 5′-AP

和 Exp1-1st-ASP为上下游引物。采用降落 PCR程序:94℃预变性 3min;94℃ 30 s, 66 ～ 46℃ 30s,

72 ℃ 1 min(从 66 ℃到 46 ℃每次降 2 ℃, 其中 46 ℃前, 每个温度两个循环, 最后 46 ℃ 15个循

环 ) , 共 35个循环;72℃ 8 min, 最后 4℃保存 。第二轮以第一轮 PCR扩增所得的 PCR产物为模板

(可适当稀释, 一般为 10 ～ 100倍 ) , 以 5′-NP和 Exp1-2nd-ASP为上下游引物。 PCR程序为:94 ℃预

变性 3min;94℃ 30s, 50℃ 30s, 72℃ 1min, 35个循环;72 ℃ 8min, 最后 4℃保存。 PCR仪为

MJRESEARCHPTC-200微循环器 。

PCR产物的检测 、 克隆与测序:1%的琼脂糖电泳检测 PCR结果;利用 TaKaRa的 AgaroseGel

DNAPurificationKitVer2.0试剂盒回收电泳得到的片段, 回收片段与 pMD18-TVector载体连接, 转

化大肠杆菌 DH5α, 克隆过程参照 TaKaRapMD18-TVector试剂盒说明书。经质粒提取 、酶切鉴定后,

获得阳性克隆, 并由上海英骏生物技术有限公司 (广州 ) 测序。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。

1.2.2　TaKaRa法　

TaKaRa法中共需 5个特异引物, 反转录引物 5′端需磷酸化。其序列如下:

Exp1-PRT:5′- (P) ACTGGGACAATACC-3′;Exp1-S1:5′-GTCACGGCAACCAACTTCTG-3′;Exp1-

A1:5′-GTGTTCACTCCATACCCTTG-3′;Exp1-S2:5′-AACTTCGCTCAACCTTCAGA-3′;Exp1-A2: 5′-

CAAGCACCACCCATTGTTCC-3′。

用 Exp1-PRT反转录后进行 PCR扩增。采用巢式 PCR过程, 第一轮 PCR扩增以 Exp1-S1和 Exp1-

A1为引物, PCR程序为:94℃预变性 3min;94℃ 30s, 50℃ 30s, 72℃ 1min, 35个循环;72℃

8 min, 最后 4℃保存。以第一轮 PCR液 (适当稀释 ) 为模板, Exp1-S2和 Exp1-A2为引物进第二轮

PCR扩增, 扩增程序为:94℃预变性 3min;94℃ 30s, 52 ℃ 30s, 72℃ 1min, 35个循环;72℃

8 min, 最后 4℃保存 。后续的片段检测和克隆测序过程同 TdT加尾扩增法 。

2　结果与分析

2.1　PCR扩增检测结果

改良 TdT加尾扩增法中以加了多聚 dC尾巴的 cDNA为模板, 经过两轮 PCR扩增得到 Dl-Exp1基
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因的 5′端序列 。用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测, 在目标位置 ( 500 bp左右 ) 出现了单一的条带 (图

2, A)。

同样, 用 TaKaRa法进行 PCR扩增和琼脂糖电泳检测, 在 350bp位置出现了特异条带 (图 2, B)。

图 2　改良TdT加尾扩增法 (A) 和 TaKaRa法 (B) PCR产物琼脂糖电泳图

1.第一轮 PCR产物; 2.第二轮 PCR产物;M.Marker, 箭头所指条带即为目的条带。

Fig. 2　ThePCRproductssagarosegelelectrophoresisofthemodifiedTdTtailingamplified(A) andTaKaRa(B) methods

M.DNAmarker;1and2arethePCRproductsofthefirstandsecondPCRcyclesrespectively.Thearrowsaretheaimedbands.

2.2　5′末端序列

改良 TdT加尾扩增法中得到了长度为 508 bp的片段 (图 3), 其中未知的 5′端 cDNA序列长 273

bp (图中加框部分 );TaKaRa方法中得到了长度为 345bp的片段 (图 4) , 其中未知序列也为 273 bp

(图中加框部分 ) 。
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2.3　两序列的比对分析结果

用 ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html) 对比两种方法扩增得到的序列

结果 (两片段中未知的 5′cDNA序列 ), 发现两个序列的长度和序列信息完全一样 (图 5)。这充分说

明经过改良的 TdT加尾扩增法设计合理, 扩增结果真实可靠 。

图 5　两未知序列比对结果

TdT为改良 TdT加尾扩增法。

Fig. 5　Thealignmentresultofthetwounknownsequences

TdTstandsforthemodifiedTdTtailingamplifiedmethod.

3　讨论

目前, 5′-RACE技术应用已经十分普遍, 包括基于 “模板跳转反转录” 的 SMARTRACE技术

(switchingmechanismat5′endofRNAtranscript) (Chenicketal., 1995), 基于 5′脱帽和 RNA酶连接

技术的 RLM-RACE技术 (RNAligasemediatedRACE) (Liu＆Gorovsky, 1993) , 利用 RNA连接酶为

cDNA第一链接上寡聚核苷酸接头的 SILCRACE技术 (singlestrandligationtosingle-strandedcDNA)

(Edwardsetal., 1991) , 以及以内部环化的 cDNA第一链为模板进行扩增的自连接或环化 RACE技术

(self-ligationRACEorcircularRACE) (Maruyamaetal., 1995) 和通过末端脱氧核苷酸转移酶 (TdT)

加尾后引入锚定引物的锚定 RACE技术 (anchoredRACE) 。其中本试验中用到的 Takara法属于自连

接 (环化 ) RACE法, 改良的 TdT加尾扩增法则属于锚定 RACE法。这些方法各有利弊, SMART

RACE技术虽然操作简便, 成功率高, 但其价格昂贵 (一次试验成本将近千元 );RLM-RACE技术操

作复杂, 且都是针对 mRNA分子, 由于 mRNA分子被降解的风险极大而导致成功率不高;SLICR

RACE中由于 RNA连接酶优先连接短片段 cDNA, 影响扩增效果, 且 RNA连接酶连接效率低 (韩海

勃和曹建平, 2005) 。后两种方法虽然成功率比较低, 但是由于其成本低, 实验条件要求低, 能满足

克隆一般基因 5′序列的要求, 从而得到许多实验室的青睐。

本试验通过对 TdT加尾扩增法的优化改良, 成功率和稳定性都得到较大的提高。改良的 TdT末

端加尾扩增法综合了多项 PCR扩增方法如锚定 PCR、巢式 PCR、 降落 PCR等, 原理简单易懂, 操作

性强。对比其它常规 5′-RACE的方法, 本方法有以下几点优势:

1.引物设计方案合理 。首先, 本法中用 1个 15bp左右的特异反转录引物代替通用反转录引物

Olig(dT)n, 既可以对模板 cDNA进行初步筛选, 又可以使合成的 cDNA更靠近目的基因的 5′端, 片

段较短 。这样, 只要使用一般的反转录酶 (如本试验中选用的 TaKaRa出品的 PrimeScript
TM
Reverse

Transcriptase) 就可以达到实验要求;但是, 使用 Oligo(dT)n, 则须反转录整个目的基因的全长, 这

样, 对于一些序列较长的基因, 一般的反转录酶很难达到要求。其次, 两个上游引物采取巢式策略取

代一般的 poly(dG)n或 poly(dC)n(唐慧 等, 2001) , 可以更好控制第二轮 PCR的退火温度, 保证

扩增的特异性。另外, poly(dG)n的 Tm值往往比较高, 导致上下游引物间退火温度相差太大, 往往

会降低扩增的效率, 导致非特异条带的出现。相比 TaKaRa法, 本法扩增 1个基因只需设计 3个特异
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引物, 而且反转录引物不需要磷酸化, 从而大大节约实验成本。

2.PCR扩增方法优化。采用巢式 PCR, 提高了微量模板 cDNA的扩增效率, 经过两次特异 PCR

筛选, 增加了扩增产物的特异性, 扩增结果基本都是单一的条带 。另外, 在本方法的巢式 PCR过程

中, 第一轮 PCR采用改良的降落 PCR, 可以很好解决第一轮 PCR中上下游引物间退火温度差别太大

的问题 。本方法中一般采用的退火温度范围为 66 ～ 46 ℃, 由于高温下引物的错配率低, 使用降落

PCR可以通过高温阶段的循环, 不仅减少了非特异扩增的产生, 而且使目标模板 cDNA得到富集

(Donetal., 1991), 从而提高了第二轮 PCR扩增出目的片段的概率 。

3.快速且低廉。利用该方法花费小, 一次试验只须几十元, 同时所需时间少, 所有步骤可以在

1 d内完成。而常用的 5′-RACE试剂盒动辄几千, 且不能很好保证成功率, 同时时间也比较长,

TaKaRa法则需 2 d。

总之, 改良后的 TdT加尾扩增法不但能满足克隆一般基因 5′末端序列的要求, 而且由于降落

PCR和巢式 PCR对转录本的有效放大作用, 还能用于克隆生物体中低丰度的基因 。因此, 该方法实

用性强 、应用面广 、 成本低 、 耗时少, 具有广阔的应用前景, 值得在普通实验室推广使用。
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