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摘要:以 PCR为基础的定点诱变技术是近年来得到极大发展的分子生物学方法 ,不仅用于基因和

蛋白质的结构与功能的基础研究 ,还用于定点改造目的基因 。综述了以 PCR为基础的定点诱变的

各种方法 ,并介绍了国内外最新的研究进展 ,重点介绍并分析了单管大引物法 、一步重叠延伸

PCR 、多位点环状诱变 PCR及 TAMS定点诱变等新方法 ,比较了不同方法的优缺点 ,分析了存在

的问题并提出解决对策。
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　　以诱变改造生物体的技术已经过了从整体(细

胞)诱变到局部(基因)诱变 ,从体内 、体外的随机诱

变到体外的定点诱变
[ 1]
。定点诱变已成为分子生物

学研究的常用方法 ,可用于研究 DNA 的结构与功

能 、探索蛋白质的结构与功能 、定点改造目的基

因等 。

定点诱变有寡核苷酸介导的定点诱变 、盒式诱

变和以 PCR为基础的定点诱变
[ 2]
。近几年来 , 以

PCR为基础的定点诱变得到不断的创新和改进 ,产

生突变体的回收率高 ,并且快速 、简便 、准确 ,使得定

点诱变越来越省时省力 ,简单易行 ,所以倍受研究者

青睐 。

1　以 PCR为基础的定点诱变的方法及其研究进展

1. 1　重叠延伸 PCR(Ove rlap extension PCR 简称

O E PCR)法

重叠延伸 PCR最早由 Higuchi R
[ 3]
于 1988 年

提出 。该方法需要 4个引物 ,其中 ,包括 2个含有突

变碱基的反向互补的引物 ,2 个上 、下游通用引物 。

整个诱变过程需要 3个 PCR反应分 2轮进行 。第 1

轮 PCR的 2个反应分别产生 2个含突变位点的上

下游 DNA片断 ,这 2个 DNA片断的末端互补。第

1轮 PCR 的产物需要经凝胶电泳纯化 。第 2 轮

PCR将上述 2 个 PCR产物混合 ,通过末端互补配

对互为引物延伸得到完整的含突变位点的全长

DNA ,再用通用引物扩增诱变的全长的 DNA 。

Andreas U rban 等人[ 4] 于 1997年报道了一种

一步重叠延伸 PCR(One-step overlap ex tension

PCR ,简称 OOE PCR)(图 1)。该方法使得 3 个

PCR反应在同一管中进行 ,但首先要把目的 DNA

克隆到只有多克隆位点的方向不同的 1对载体中 ,

如 pUC18和 pUC19。这 2个不同方向的 DNA 作

为 PCR早期反应的模板(T1和 T2)。该方法需要2

个互补的突变引物(B和 C)和 1个通用引物(A),该

通用引物的序列与载体的序列互补 。在反应体系

中 ,加入的诱变引物的量是通用引物的 1%。这样 ,

在反应的早期进行指数扩增 ,分别产生含突变位点

的上游 DNA 片断(AB)和下游 DNA 片断(CA)。

随着诱变引物(B和C)消耗殆尽 ,中期的PCR过程

图 1　一步重叠延伸 PCR 原理
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产生非对称扩增 ,产生 2种单链 DNA ,它们以互补

末端配对并延伸成新的含突变位点的全长的双链

DNA(AA)。这样的不对称扩增加强了 2个中间产

物片段的重叠末端之间的退火与双链自身复性的竞

争。反应的后期 ,用通用引物扩增出大量的全长的

突变 DNA(AA)。通过限制性内切酶双酶切得到诱

变基因(图 1 中 S1 和 S2 代表 2 个限制性酶切位

点)。

1. 2　大引物 PCR(Megaprimer PCR)法

大引物 PCR法由 Kammann M 等人[ 5] 于 1989

年提出 ,随后经 Sarkar G 和 Sommer S S 等人
[ 6]
加

以改进。该方法需 2 个侧引物和 1 个内部诱变引

物 ,经过 2轮 PCR获得突变的全长 DNA 。第 1 轮

PCR用诱变引物和 1个侧引物 ,扩增产物经凝胶纯

化后作为大引物再与另一侧引物进行第 2轮 PCR ,

产生全长的突变的 DNA 。

　　Picard V[ 7] 和 Song-Hua Ke 等[ 8]分别建立了单

管大引物 PCR(Sing le-tube megaprimer PCR)。单

管大引物法省去第 1轮 PCR产物的纯化过程 ,实现

在同一管中先后进行两轮 PCR 反应 。Song-Hua

Ke 提出的方案更加巧妙简单(图 2)。需设计 Tm

值不同的 2个侧引物 ,第 1轮 PCR反应用低 Tm 值

的侧引物(F1)和诱变引物 ,用较低的退火温度 ,扩

增反应产生大引物。然后再加入高 Tm 值的侧引物

(F2)在较高的退火温度下进行第 2轮的反应 ,扩增

出全长的含突变位点的 DNA 产物 。Song-Hua Ke

和 Edw in L. M adison在此方法中还提出了 2条更

为细致 、有效的改进措施 ,结果增加了最终 PCR产

物的产量和纯度。一是在第 1 轮的 PCR反应中诱

变引物的浓度仅为侧引物的 1%,以减少诱变引物

在第2轮PCR中的干扰作用 ;二是在第1轮PCR

图 2　单管大引物 PCR法

反应后亦即第 2轮 PCR反应前增加 5个循环的不

对称扩增。这 5个循环的不对称扩增有利于提高其

后的扩增效率。

1. 3　环状诱变 PCR法

环状诱变 PCR是以整个带有目的基因的质粒

为模板 ,用诱变引物进行扩增 ,最后产生环状的带有

目的突变的质粒。包括以反向 PCR为基础的快速

定点诱变和同时引入多个突变位点的多位点环状

诱变。

1. 3. 1　快速定点诱变法　快速定点诱变法以反向

PCR为基础 ,直接以含有目的基因的环状质粒为模

板 ,用 2个反向的 、5′端相邻且磷酸化的引物向 2个

反方向延伸 , 扩增出线性的双链 DNA , 然后用

DpnⅠ酶降解甲基化或半甲基化(只含有 1条模板

链)的模板链 ,而在体外合成的突变链不受 Dpn Ⅰ

酶的降解 ,这样可以净化突变的双链 DNA 。最后用

连接酶连接形成带突变基因的环状质粒
[ 9 , 10]

。张巍

等[ 1 1] 利用类似的方法实现了 h TN F α基因的定点

诱变。

1. 3. 2　多位点环状诱变法　2000年 ,A sako Saw a-

no和 A tsushi Miyaw aki[ 12] 对快速定点诱变进行了

重大修改 ,报道了一种可同时引入多个突变位点的

多功能的环状诱变 PCR方法 。

这个方法可用多个 5′端磷酸化的 、方向相同的

诱变引物同时引入多个突变位点 。主要包括几个步

骤:①边扩增边连接的反应(LDA , ligat ion-during-

amplification)。以环状质粒的一条链为模板 ,DNA

聚合酶使多个诱变引物延伸 ,耐热的 Taq DNA 连

接酶把多个引物的延伸片段连接起来 ,形成完整的

环状双链。 ②亲本链的降解。用 Dpn Ⅰ降解甲基

化或半甲基化的非突变的模板链 。 ③双链质粒

DNA 的合成 。以模板链的降解片段作大引物 ,以突

变链为模板 ,合成双链的突变的质粒 DNA 。这种方

法一次可引入多个突变位点并且 1个突变位点只需

1条引物。

1. 4　TAMS 定点诱变技术

2003年 , Lei Young 等人[ 13] 报道一种 TAMS

(Targeted ampli ficat ion o f mutant st rand ,有目的

地扩增突变链)定点诱变技术 ,能够一次引入多个位

点的突变 ,并且能够有目的扩增突变链 ,从而使突变

效率几乎达到 100%。

该方法主要分 3步(图 3):①线性单链 DNA 模

板的制备 。通过线性 PCR 制备单链 DNA 模板。

②突变链的合成。该步骤用 2 个锚锭引物(An-
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chor5′和 Ancho r3′)和多个诱变引物 (Mut1 和

Mut2)。首先在多核苷酸激酶的作用下使每个引物

磷酸化 ,接着在 DNA 聚合酶的作用下使引物与线

性模板退火 、延伸 ,最后在 DNA 连接酶的作用下 ,

合成突变链。其中 2 个锚锭引物在目的基因序列

外 ,与载体的序列互补 ,分别引入 1 个突变位点(该

突变位点是有目的扩增突变链的基础)。该步骤采

用的退火温度是变化的 、广范围的退火温度(把反应

体系置于含 1L 75℃水的广口杯中 , 室温渐冷至

37℃),以保证满足所有引物 ,提高突变效率 。 ③有

目的地扩增突变链:设计扩增引物(PCR5′和

PCR3′),使其 3′端碱基分别与锚锭引物引入的突变

碱基配对 ,扩增引物只能退火到突变链而不是亲本

链 ,这个方案基于这样的一个事实 ,即只有引物 3′

端碱基完全与 DNA 配对 , DNA 才能得到有效的扩

增。所以在这个方案中只有突变链才能扩增 。

图 3　TAMS定点诱变原理

2　几种 PCR诱变方法的比较

由 R Higuchi提出的重叠延伸 PCR法因需要

引物多 、需两轮 PCR ,中间产物需要纯化 ,所以较为

费时 、费力 ,成本较高 。一步重叠延伸 PCR法中 ,所

有的反应可以在一个管中进行 ,省去了中间的纯化

过程 ,所以操作较为简单。但 PCR反应之前需把

DNA 模板克隆到 2种载体上 ,因此 ,该方法也不是

最简单的方法。

较早的大引物 PCR法因为需要对第 1轮 PCR

产物纯化 ,所以较为费时费力 。而单管大引物法实

现在同一管中先后进行两轮 PCR反应。该方法省

时省力 ,尤其是对多个样品进行操作时其优点更为

显著 ,在以 PCR为基础的诱变方法中 ,它是引入单

位点突变的最简单 、最经济的方法 。

在环状诱变 PCR的方法中 ,由于以整个质粒为

模板 ,所以对引物的设计及 DNA 聚合酶的要求较

高。如果能满足这两点要求 ,环状 PCR诱变也是较

为快速有效的好方法 。已经成功用于环状 PCR诱

变的 DNA 聚合酶有 TaqPlus , Pwo DNA 聚合酶 、

r T th DNA 聚合酶 XL , VentR DNA 聚合酶和

P f uDNA 聚合酶等[ 14] 。

TAMS 诱变技术不仅可以同时引入多个突变

位点 ,而且由于采用了渐变的广范围的退火温度 ,并

且能够有目的地扩增突变链 ,因此 ,突变效率很高 ,

几乎达到 100%。另外 ,也可用于单链 cDNA 的诱

变 。所以在多位点的突变试验中 , TAMS 诱变技术

应该是首选的。

3　以 PCR为基础的定点诱变技术存在的问题及解

决对策

3. 1　诱变产物的忠实性

PCR产物有相对高的错误率 ,除目的突变外 ,

常包含一些非预定突变 。可以通过以下 2个方法将

错误率降到最低。 ①限制扩增的循环数;②应用更

好的热稳定 DNA 聚合酶 ,如 P f u , Vent 等 ,它们具

有 3′→5′外切酶活性 ,并具有校正功能。

3. 2　诱变的效率

提高诱变效率是以 PCR为基础的定点诱变面

临的问题。通过 PCR条件的优化 、不同 Tm 值的引

物的巧妙的设计 、不对称扩增 、把引物标记上生物素

分离突变 DNA 等手段可以提高诱变效率 。

PCR定点诱变方法的不断创新和发展使得分

子生物学关于基因和蛋白质的结构与功能的基础研

究和基因工程中定点改造目的基因更加简便 、高效 、

低耗。
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蝗虫线粒体 DNA(mtDNA)研究概况
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摘要:线粒体 DNA(mtDNA)具有快速进化 、不易发生突变等独特的优点 ,正成为昆虫系统发育 、

种群遗传变异与分化研究和近缘种 、种下分类单元鉴定的理想工具之一 。文中介绍了应用线粒体

DNA 研究蝗虫物种起源与分化 、系统发育 、遗传多样性及体色分化等方面的进展概况 。
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　　线粒体 DNA(mtDNA)以双链共价闭合环状分

子形式广泛分布于动物的各种组织中 ,具有快速进

化 、在遗传过程中不发生基因重组 、倒位和易位等突

变 ,以及严格遵守母系遗传等特点 ,加之其结构紧密

而易于分离 ,已成为研究动物系统发育 、种群遗传变

异与分化和进行近缘种 、种下分类单元鉴定的理想

工具之一 。

飞蝗(Locustam igratoria)线粒体 DNA 全序列

的测定结果表明:其全长为 15722bp , 包括 2 个

rRNA ,20个 tRNA(其中 tRNAlys 和 tRNAasp 基

因发生重排),13个蛋白编码基因和 1个重复区 , A

+T 含量为75. 3%;虽然编码基因 A + T 含量

(74. 1%)与线粒体基因组 A +T 含量相似 ,但是在

其第 3个密码子位置上 ,胞核嘧啶含量很高;A+T

富集区域中的 A ,T 核苷含量要比其他昆虫低;其最

大和最小的 rRNA 基因分别长1 314bp 和827bp ,并

且这 2种序列都能够折叠形成与果蝇相应的推测结

构相类似的二级结构
[ 1]
。飞蝗 mtDN A全序列的测

定极大地推动了 mtDN A在蝗虫研究中的应用 。

1　mtDNA在蝗虫物种起源与分化研究中的应用

线粒体 DNA 多态性的研究对推测物种起源和

分化有着重要的作用 。Flook 等通过对包括 32种

蝗虫在内的 38种昆虫线粒体 rRNA 小亚基和大亚

基长 630bp片段的碱基构成和替代率 、二级结构的

分析 ,研究了昆虫的序列进化 ,并对用 rRNA片段
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