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摘　要 : 　介绍了一种结合生物信息学数据库的比较分析 ,在系统发生相近物种的核酸保守区设计 PCR 引

物 ,通过 RT2PCR 和 RACE方法 ,在相异物种中快速克隆同源基因 cDNA 的一种简捷方法。
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Abstract : 　A rapid and concise method for homologous cDNA cloning from different species was recommended. De2
signing the primers in the conserved domains according to the relative species , homologous cDNA from different species

can be rapidly cloned by RT2PCR and RACE.
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　　随着人类基因组计划的完成 ,各种生物信息学

数据库的迅速完善 , 尤其是表达序列标签 ( Ex2
pressed Sequence Tags ,EST)数据库和基因组数据库

的不断扩充[1 ,2 ] ,使得寻找并克隆感兴趣基因的工

作变得越来越容易。然而 ,某些情况下 ,为了特殊的

研究目的 ,我们要在特有实验材料中克隆感兴趣基

因 cDNA 研究其功能 ,这种基因克隆的策略和通常

的在人或小鼠等具有基因组数据库的物种中寻找并

克隆新基因有较大的差别。本文介绍了一种在不具

有基因组数据库的特有物种中克隆同源基因 cDNA

的快速而简捷的方法。

1 　目的基因生物信息学分析与引物设计
首先 ,在 NCB I 核酸数据库中找到感兴趣基因

的 cDNA 全序列。由于核酸数据库中的许多基因

cDNA 片断并非全长 ,因而 ,要想找到该基因 cDNA

的全长 ,可选取同待克隆物种亲缘关系相近物种的

序列 ,在 NCB I 的 BLAST 中 ,执行 BLAST 同源搜

索 ,找到目的基因的 cDNA 全长 ,同时可获得该基因

在哪些物种中已经被克隆。

选取数据库中该基因 cDNA 序列和蛋白序列

(一般可选 2～7 种亲缘关系相近物种的序列) ,输入

到 Bioedit 或其他序列分析软件上 ,通过蛋白质和核

酸序列的同源比对 ( Clustalw Multiple Alignment ) ,

找到该基因氨基酸序列的高度保守区 ,确定并标出

与之相对应的核酸序列的确切位置 (为进一步确认

所找到的高度保守区序列 ,可选取其中一条氨基酸

序列 ,NCB I 中执行蛋白质 EST 的 BLAST 同源搜

索并进行 CD2Search ,分析对比 ,若所找到的保守序

列恰好是蛋白序列的某些同源功能区 ,则可进一步

验证所找到的高度保守区的准确性 ,当然 ,也可直接

先进行 CD2Search ,再确定核酸的确切位置) 。

选取与目的物种亲缘关系上最相近的物种的核

酸序列的保守区片断 ,在此范围内设计 PCR 上游引

物和下游引物。若目的基因核酸片断序列过长 ,可
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在不同的保守区内设计多对引物 ,采用分段 PCR 技

术。为确保试验的成功率 ,可以在每个相应的保守

区内设计两对 PCR 引物 ,进行巢式 PCR[3 ] 。同时 ,

若保守区内几种系统发生相近物种的核酸序列也不

完全相同 ,可根据具体情况设计兼并引物来增加试

验的成功率。

引物的设计及评价可用 Bioedit 、DNAclub 等软

件辅助进行。

2 　物种组织或细胞总 RNA 的提取
采用 Trizol reagent 一步抽提法 ,提取总 RNA。

要保证 RNA 的完整性 ,且无 DNA 污染。

3 　RT2PCR 扩增目的基因 cDNA 片段
用以上保守区内设计的引物 ,参照 Promega 公

司 RT2PCR 试剂盒说明在 PCR 管中 ,建立 50μl 反

应体系 ,按照计算出的退火温度 ,进行 RT2PCR 扩

增。可通过多次试验优化 PCR 扩增的最佳条件。

若目的基因 cDNA 片断较长 ,可采用分段 PCR 扩增

的策略。

4 　RACE (Rapid amplification of cDNA ends)

克隆目的基因 cDNA 末端
获得了目的基因 cDNA 部分片段后 ,可采用

RACE方法扩增末端序列[4 ,5 ] 。参照 Clontech 公司

RACE 试剂盒的说明 ,先合成 cDNA 第一链 ,再分别

进行 5′2RACE 和 3′2RACE 扩增目的基因的 5′端和

3′端。同样通过巢式 RACE 技术可大大增加扩增的

效率[6 ] 。

5 　TA 克隆
对 3 ,4 的 PCR 产物目的片段进行回收纯化 ,参

照 Promega 公司 TA 克隆试剂盒的说明 ,进行连接、

转化、挑单克隆、接种完成其亚克隆过程。提取质

粒 ,选取合适的酶切位点进行酶切初步鉴定 ,对目的

片段进行测序分析进一步验证片段的正确性 ,得到

序列信息。

若 cDNA 片断较长 ,分段克隆出各个片断之后

(包括 5′末端和 3′末端) ,利用相邻片段间的重叠区

可拼接出 cDNA 全长。

6 　综合分析确定全长 cDNA
通过必要的生物信息学分析和相应的实验 ,验

证所得基因 cDNA 的完整性和准确性。生物信息学

的分析主要是指在克隆出的目的片断的 5′端区域找

到核糖体结合位点 ,这一标志性序列在真核生物中

被称为 KOZA K 序列 ,其序列一般为 A/ GCCA/ GC2
CA TGG ,在原核生物中被称为 Shine2Dalgarno 序列 ,

其序列为 A GGA GGACA GCTA TG[7 ] ,在 3′末端区域

找到终止密码子并且具有多聚 A 尾巴[8 ] 。当然 ,对

所得的核酸序列应用生物学软件进行翻译验证是必

不可缺的步骤。此后再同亲缘关系相近的已知同源

基因 cDNA 片段进行同源比对分析 ,若同源性较高

同时不存在片段长度上的显著差别 ,则可初步确定

目的基因的完整性 ;若存在片段长度上的显著差别 ,

则有以下几种可能 :其一 ,所克隆的目的基因与已知

的同源基因在片段长度上就存在着事实上差别 ,其

二 ,所要克隆的目的基因在转录水平上存在着多种

RNA 剪接方式。随后的一系列的基因功能研究可

进一步确定所克隆基因应该属于何种情况。其中

Northern 杂交实验可快速确定所克隆到的 cDNA 是

否为全长。

7 　结语
成功克隆相异物种同源新基因 cDNA , PCR 引

物的准确设计是最关键之处。物种中蛋白和核苷酸

序列进化上的保守区往往是其行使功能的区域 ,而

不同物种的同源基因的功能会有很大的相似性 ,因

而在核酸同源保守区设计 PCR 引物具有可靠的理

论基础 ;而不同物种的同源基因在长期分子进化过

程中经过自然选择的作用 ,其核苷酸序列有可能发

生突变 ,因而设计兼并引物是保证快速克隆目的基

因的可行的简捷的策略。

核苷酸序列较长的基因 cDNA 在采取分段克隆

策略时 ,相邻片段引物的设计一定要使得相邻片段

之间有一个至少 100bp 到 200bp 的重叠区 ,同时确

保此片段范围内具有合适的酶切位点 ,以便能准确

地把各个亚克隆片段拼接起来。

由于有些物种 mRNA 在翻译成蛋白质时存在

多种剪接方式 ,因而通过分段克隆所得到的较长基

因 cDNA 核苷酸序列 ,理论上讲存在着不确定性 ,即

通过分段扩增所拼接出的 cDNA 全长并不一定是真

正的目的基因 cDNA 的全长 ,有可能是该物种 mR2
NA 的不同的剪接方式 ,所以结合生物信息学知识分
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7 　其它功能
Ross G. [19 ]　研究了转基因苹果中 PG 过量表达

时 ,苹果树发育的状况。研究表明转基因苹果叶片

色泽发生较大变化。与对照野生型苹果相比 ,叶片

颜色表型发生明显的改变 ;在成熟叶片中 PG 过量

表达 ;另外还影响胞间果胶含量和气孔功能。由此

可进一步看出 PG 功能的多样性。说明 PG 的功能

比我们目前掌握的要广泛的多 ,研究 PG 在植物发

育过程中的功能切入点也多。

结束语
多聚半乳糖醛酸酶的发现已有近 40 的历史

了 ,但它在果实成熟软化中的确切功能以及在植物

发育过程中的广泛作用至今仍不十分清楚。孤立

的研究 PG功能已不能阐明果实软化机理 ,也不利

于全面揭示 PG的多功能本质。我们的实验表明 ,

PG对果实的成熟软化起着重要作用 ,改变 PG 基

因的表达水平会影响果实的品质 (如质地、光泽等)

和贮藏加工性能。另外 ,我们用 NaCl 和 PEG处理

番茄幼苗 ,发现 PG 表达量增强 ,同时 LOX 表达水

平也提高 ,说明胁迫诱导 PG 基因表达 , PG有可能

作为一种信号分子参与植物防御系统 (待发表) 。

因此 ,我们应该利用分子生物学理论技术结合细胞

壁水解相关因子 ———伸展蛋白 ( EXP) 、木葡聚糖内

糖基转移酶 ( XET) 、β2半乳糖苷酶、纤维素酶等 ;结

合乙烯、脱落酸、茉莉酮酸、水杨酸等信号分子进行

更深入的研究 ,系统阐明 PG 的功能多样性。
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析并对所克隆的同源基因 cDNA 进行完整性与准确

性的实验验证是必不可少的步骤。随着基因组学及

现代生物技术的飞速发展 ,特殊实验材料中寻找特

定的基因 ,并研究其功能的工作越来越重要。这种

简捷而有效的快速克隆策略必将成为特殊物种基因

功能研究的强有力的基础性工具。
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