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摘8要!运用改良的热不对称交错TL<"+*@̀DEAER3DD@+̀F6F2+@̀AE6@b TL<! ?:_̂CTL<#对黄瓜)C磷酸葡萄糖
酸脱氢酶基因"W2F,6/F,6%)("6.$#*:*,9:&6%*.$/*I@2@! WOLUI#的上游序列进行了克隆( 与最初的?:_̂CTL<

相比较!主要改进之处有$"##根据T̀FD@̀%V"软件计算结果从随机<:T>引物库中筛选出合适的上游引物!

低严谨和高严谨反应中的退火温度也分别进行了调整'"!#将热不对称交替反应继续应用到第$轮TL<扩
增反应中以提高特异目的条带和减少非目的条带( 经过$轮TL<扩增反应最终获得位于黄瓜WOLUI起始
密码子:?Y上游长度为%#' 5,新序列( 试验结果表明!应用改良?:_̂CTL<能快速+有效地克隆与已知区域
相邻的序列(
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b@DG2R+̀E+@b +*E++*@DGbF]F@b G]?:_̂CTL<.ERE2 F2R+E2+E2b @]]F6F@2+D@+*Gb +G6AG2@+*@]AE2WF2IR@gK@26@R]̀GD

W2G.2 @̀IFG2/

6#7 8*."1$ ?*@̀DEAER3DD@+̀F6F2+@̀AE6@b TL<"?:_̂CTL<#' W2F,6/F,6%)("6.$#*:*,9:&6%*.$/*"WOLUI#' 5("2

(8'//$#'0(/̂ /' K,R+̀@EDR@gK@26@



88在基因组研究中常常需要克隆与已知区域
相邻的序列!如克隆已知基因的启动子序列!或
将小段的分子标记区域扩增以转化成为稳定可
靠的UL:<标记等( 目前克隆相邻序列的方法
主要有二类$一类是将限制性内切酶和TL<扩增
技术结合使用如反向TL<技术"_2a@̀R@TL<#

%#&

和接头介导TL<技术"AFIE+FG2CD@bFE+@b TL<#

%!&

等!另一类是仅使用TL<扩增如常规TL<技
术%$&和热不对称交错TL<"+*@̀DEAER3DD@+̀F6F2C

+@̀AE6@b TL<! ?:_̂CTL<#

%9&等( ?:_̂CTL<最早
是由̂FK和p*F++F@̀

%9&提出!是上述仅使用TL<

扩增类中使用最普遍的方法!具有简单易行+灵
敏性和特异性高等优点!应用该技术̂FK E2b

p*F++F@̀成功从T#+=:L和S:L克隆中获得了插
入末端的>c:序列%9&和拟南芥的?C>c:侧翼序
列%%&

( 在̂FK等%9!%&最初研究中克隆对象的基因
组都相对较小!而如今研究对象的基因组往往要
复杂和庞大得多!如黄瓜基因组大小是拟南芥$

倍多!为$)' M5

%)&

!为在较大且复杂的基因组中
更好地使用热不对称交错TL<技术!对̂FK 和
p*F++F@̀

%9&最初的?:_̂CTL<方法进行了一些改
进就显得十分必要(

作者曾对黄瓜WOLUI基因"Y@2SE2W E66@RC

RFG2 2G$P7)#"$9%#进行了克隆并获得成功!本研
究在̂FK最初的?:_̂CTL<方法%9&基础上进行了
一些改进!以黄瓜栽培品种)北京截头*基因组为
模板对黄瓜WOLUI的上游序列进行了克隆!以
期达到简单+易行+廉价但能同样有效克隆相邻
序列的效果(

#8材料与方法
#/#8试验材料

以南京农业大学黄瓜课题组提供的黄瓜栽
培品种)北京截头* " 5̂ /$#'0(/ /̂)S@F1F2I7FC

@+GK*#为试验材料( 幼苗! N$片真叶时取嫩叶!

于液氮中速冻保存用于>c:提取( >c:提取采
用L?:S"6@+A3+̀FD@+*3AEDDG2FKD5 G̀DFb@#法%'&

(

,M>#;C?f@6+G̀载体和H$N酶均为?EQE<E

公司产品!>c:纯化试剂盒和宿主菌大肠杆菌
?[T

#"

购自天根公司(

#/!8热不对称交错TL<&?:_̂CTL<'

#/!V#8引物设计
根据已知黄瓜WOLUI的基因组序列在其$*

端区域利用T̀FD@̀%V"软件设计$条特异嵌套引
物" U,@6F]F6T̀FD@̀! UT#作为下游引物$)TY>C

:#$%*C:Y?YY?L:Y:L::YYL:YL::?YC$* ?D

l)9O'

)TY>C:!$ % *CY:YYY:Y:??:LL??LY?C

?:?YYC$* ?Dl%;V!O和
)TY>C:$$ % *C:YLY:?Y??Y:YYYLY:YC

Y????C$* ?Dl)&V!O!其中?D"D@A+F2I+@D,@̀C

E+K @̀#溶点温度是根据ME0@̀R等%&&方法计算!$

条特异引物在>c:序列中的相应的位置见图!!

在TL<反应中的?E"E22@EAF2I+@D,@̀E+K @̀#退火
温度没有按照原方法%9&中比?D高出#O N%O

进行设置!而是根据T̀FD@̀%V"软件计算结果将
在第#次TL<反应中)TY>C:#的退火温度设置
为%9V$O!第!次TL<反应中)TY>C:!的退火
温度为%!V'O!第$次TL<反应中)TY>C:$的
退火温度为%%V#O"表!#(

以黄瓜WOLUI基因>c:序列为模板!通过
T̀FD@̀%V"软件进行预测从#" 5, <:T>随机引
物群中挑选合适引物作为随机上游引物!淘汰$*

末端有连续$个以上的核苷酸能与模板配对!或
与$条特异嵌套引物中任一条能够形成稳定二
聚体的<:T>引物!最后选择:XC!"!:XC#&!:XC

#%!:XC"$!:TC"'!:pC"%"表##分别为随机上游
引物进行?:_̂CTL<( 由于<:T>引物只有#" 5,

比原方法中#) 5,简并引物要短的多!所以相应
的低严谨"AG.CR+̀F2I@263#反应中退火温度调整为
$&O!而不是原方法中的99O

%9&

(

#/!V!8?:_̂CTL<的反应体系与程序
88TL<反应体系设为%"

"

!̂取$" N%" 2I总
表9:?:_̂CTL<中的<:T>引物序列
=)5>#98?*@R@gK@26@G]+*@̀E2bGD, F̀D@̀RKR@b F2 ?:_̂C

TL<

引物 序列"%* ($*# 在图#中的相应泳道
:XC!" Y?Y::LYL?L Ê2@#

:XC#& YYY:YLY:Y? Ê2@!

:XC#% ?YLY:?YLY: Ê2@$

:XC"$ Y:YY?Y?L?Y Ê2@9

:TC"' :LL:LLLYL? Ê2@%

:pC"% L?YL??LY:Y Ê2@)
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>c:!UT特异引物"V!

"

M+<:T>引物!

"

M!

bc?T@E6*为"V! DM!?Eg 酶为! Z和# hH$N

,GA3D@̀ER@5K]]@̀!在?EQE<ETL<仪上进行扩增
反应( 以)TY>C:# 分别与表# 中的某一<:T>

引物配对进行第#次TL<扩增!为简化程序去除
了原方法中第# 次TL<中的步骤$ 梯度" ÈDC

,F2I#循环!并将原步骤9中#"个低严谨循环数
减少至#个!原步骤%的热不对称交替循环数从
#"个增加至#%个( 从TL<产物中取#

"

^反应
液不经稀释直接做第! 次TL<反应的模板!以
)TY>C:!和相同的<:T>引物进行第! 次TL<

扩增!同样将热不对称交替循环数从#" 个增加
至#%个!取#

"

^反应液做模板以)TY>C:$和相
同的<:T>引物第$次TL<扩增反应( 为扩大

特异目的条带减少非目的条带!在第$次TL<中
继续使用!%个循环的热不对称反应( ?:_̂CTL<

反应具体程序见表!(

#/$8>c:序列测定与分析
回收的目的片段连接到,M>#;C?f@6+G̀载

体上!连接产物转化感受态大肠杆菌?[T

#"

!进行
蓝白斑筛选!挑取白斑接种于# D̂ Ŝ"含#""

DI,̂

(#氨苄青霉素#液体培养基中( 温度$'O

振荡频率#%" ,̀DF2

(#培养过夜( 在相同条件下
进行TL<扩增!#i琼脂糖凝胶电泳检测插入片
段的大小!测序由上海生工生物技术公司完成(

利用>c:M:c软件将测序结果与已知黄瓜
)OLUI基因进行序列比对与分析(

表?:?:_̂CTL<的反应程序
=)5>#?8<@E6+FG2 ,ÈED@+@̀R]G̀+*@?:_̂CTL<

引物组合
第#轮TL< # # ;9O % DF2

"<:T>, F̀D@̀-TY>C:## ! % ;9O $" R' %9V$O # DF2 ' '!O !V% DF2

$ # ;9O $" R' $&O # DF2' '!O !V% DF2

9 #% ;9O $" R' %9V$O # DF2 ' '!O!V% DF2' ;9O $" R'

%9V$O # DF2 ' '!O !V% DF2' ;9O $" R' $&O # DF2' '!O !V% DF2

第!轮TL< % # '!O #" DF2

"<:T>, F̀D@̀-)TY>C:!# ) #% ;9O $" R' %!V'O # DF2' '!O!V% DF2' ;9O $" R'

' # %!V'O # DF2' '! O!V% DF2' ;9O $" R' $&O # DF2' '!O !V% DF2

第$轮TL< & !% '!O #" DF2

"<:T>, F̀D@̀-TY>C:$# ; # ;9O $" R' %%V#O # DF2' '!O !V% DF2' ;9O $" R'

%%V#O #DF2' '!O !V% DF2' ;9O $" R' $&O # DF2' '!O !V% DF2

'!O #" DF2

!8结果与分析
在̂FK E2b p*F++F@̀

%9&试验中!通过比较第!

次和第$次TL<扩增片断长度差异是否符合设
计引物之间距离来鉴别目的条带!在本试验中所
有第!次TL<产物在#i琼脂糖凝胶电泳中都
为弥散带"图#C:#!只有第$次TL<产物中第#

泳道出现一条比较明显长度为)"" N'"" 5,的条
带"图#CS#!该扩增片断是以:XC!"和)TY>C:$

为配对引物而扩增的!测序结果显示条带长度为
))& 5,!>c:M:c序列比对分析结果显示该条带
$*端#%# 5,长度的碱基序列与已知黄瓜)OLUI

的%*端序列完全相同"图!#!从而证实了该条带
为目的条带!克隆序列为黄瓜)OLUI的%*端上
游序列!从而最终获得了位于起始密码子:?Y上
游长度为%#' 5,的新序列"图!#(

$8讨论
较早克隆与已知片断相邻的未知序列的方

法是基因组文库筛选法!通过构建基因组文库然
后用特异基因片段做探针杂交!筛选出含有目的
启动子的克隆%;&

!但由于该方法需要构建文库及
需要使用同位素标记的探针!操作复杂+费用高
且有一定的危害性而较少应用( 随着分子生物

,!";, 浙江农业学报8第!$卷8第%期"!"##年;月#



:/第!次TL<产物' S/第$次TL<产物
第# N) 泳道使用的随机引物分别为:XC!"!:XC#&!:XC#%!

:XC"$!:TC"'和:pC"%( 图#CS中第#泳道箭头所示条带为
引物:XC!"-)TY>C:$ 第$ 次TL<反应产物( M为$!""" 5,

MÈW@̀/

图9:第!次和第$次TL<产物的琼脂糖凝胶图像
;&+<9 :IÈGR@I@A@A@6+̀G,*G̀@RFRG]+*@R@6G2bÈ3TL<

E2b +@̀+FÈ3TL<, G̀bK6+R/

注$起始编码密码子:?Y用黑色背景显示'9个箭头分别表
示$条特异引物和随机引物:XC!"'引物:XC!"和)TY>C:$

之间为TL<扩增获得的序列!其中与已知)OLUI基因相重
叠的序列用下划线表示(

图?:序列分析
;&+<? ?*@E2EA3RFRG]R@gK@26@R

学技术的发展!反向TL<技术"_2a@̀R@TL<#

%#&

和接头介导TL< 技术" AFIE+FG2CD@bFE+@b

TL<#

%!!#"&逐渐得到了较为广泛的应用!该类方法
将基因组>c:进行酶切后再进行TL<扩增( 但
此类方法往往具有以下缺点$"##在TL<扩增反
应前由于序列未知!合适的酶切效果需要从多个
限制性内切酶的酶切结果中进行比较和筛选!酶
切和连接效果对易受>c:模板和限制性内切酶

浓度及反应时间+温度等外界条件的影响!试验
往往对>c:提取质量要求较高( "!#连接反应
可在酶切后>c:条带的两端进行!常常导致非
特异片断的产生和目的片断含量的减少从而降
低了反应效率( F̂K和p*F++F@̀

%9&提出的热不对
称交错TL<是一类只使用TL<扩增技术的方
法!其基本原理是利用目标序列旁的己知序列设
计嵌套的特异性引物!用它们分别和具有低?D

值的#) 5,随机简并引物相组合!以基因组>c:

作为模板!根据引物的长短和特异性的差异设计
不对称的退火温度!通过不同严谨扩增反应的交
替进行来最大化地扩增出目的产物和减少非目
的产物( 该方法不需要酶切和连接反应!对>c:

模板质量要求也不很高!具有简单+灵敏和特异
性高等优点!具体表现为$"##简单易行( 在TL<

扩增之前不需要酶切和连接!对>c:质量要求
一般!常规提取方法如L?:S法就可达到要求!

目的条带可在简易的琼脂糖胶上进行分析鉴定(

"!#特异性高( 相对其他染色体步行方法!其非
目的条带较少!特异性条带含量高!反应产物可
直接进行测序或作为杂交探针( "$#快捷( 整个
?:_̂CTL<反应只需要几小时内!对大批量样品
试验可在很短时间内完成( 所以该方法在分子
生物学研究中得到了广泛应用!在植物基因克隆
方面取得了很多成果%## (#9&

!成为非常实用的染
色体步行技术(

本试验在前人研究基础上!对̂FK和p*F++F@̀

最初的?:_̂CTL<方法采取了一些不同措施和改
进!主要有$"##在原方法中使用了多条#) 5,长
度的简并引物作为随机引物!引物较高简并性会
导致非特异性目的条带的增加!容易与特异引物
形成二聚体!而降低简并性又会减少成功几率(

为此我们在本试验中使用广泛性高+价格较为低
廉的<:T>引物为随机引物( 为克服盲目性+减
少工作量和提高效率!在TL<扩增反应前运用
T̀FD@̀%V"软件以)OLUI基因为模板从<:T>

引物库中进行筛选!淘汰$*末端有$个以上连续
碱基能与模板互补配对或者能够与$ 条特异引
物中任意一条形成二聚体的引物!结果从挑选出
的) 个<:T>引物中就得到了目的条带!表明
TL<扩增之前进行引物筛选和预测能够提高效
率+减少盲目性和工作量( "!#在TL<扩增反应

,$";,魏8跃!等/应用改良?:_̂CTL<克隆黄瓜WOLUI基因上游序列



中!退火温度是十分重要而又需要保持平衡!过
高会提高反应特异性但降低灵敏度!过低则相
反( 在最初的?:_̂CTL<方法中!高严谨和低严
谨反应的退火温度分别为)$O和99O!本试验
由于使用了#" 5,较短引物和与原方法中不同的
特异引物!因此退火温度根据T̀FD@̀%V" 计算结
果重新设定进行了优化( "$#原方法中第$ 次
TL<中没有热不对称交替循环程序!本试验中为
进一步提高特异目的条带和减少非目的条带!在
第$轮TL<继续运用了!% 个热不对称交替循
环(

克隆基因的启动子序列必须至少得到起始
密码子上游! W5以上长度的序列%#%!#)&

!而本试
验获得目的条带长度相对较短!因此不能将其作
为启动子序列进行相关分析( 如需克隆启动子
序列!还需继续对其上游进行延伸克隆再将各分
段进行拼接( 没有获得较长的序列可能与使用
普通H$N酶有关!也表明可能在特异引物设计+

随机<:T>引物选择和反应程序设置等方面还
有待进一步改进(
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