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应用随机 PCR技术制备靶基因文库随机片段

Preparation of the random fragments of target gene library using random PCR

technology

吕永强 ,杜桂鑫 ,童贻刚　　(军事医学科学院微生物流行病研究所二室 , 北京 100071)

　　提　要:目的　用随机 PCR技术制备构建靶基因文库的随机基因片段。方法　先扩出靶基因(HIV1Envgp160)片段 ,

然后设计两条引物 , 1 条为锚定随机引物用于扩出靶基因的随机片段 ,另 1条为锚定特异引物用于对随机片段进行扩增 ,

得到大量的随机片段;优化模板量 、dNTP 浓度 、反应时间 、温度和 DNA 聚合酶等反应条件 , 扩出靶基因的随机片段。结果

　得到用于建库的理想靶基因随机片段。结论　随机 PCR是制备靶基因文库随机片段的一个简便有效方法。

　　靶基因文库是以改构的噬菌体为载体 ,把特定基

因的随机片段克隆到噬菌体编码外壳蛋白的基因中 ,

使外源蛋白融合表达于噬菌体表面 ,众多的重组噬菌

体构成了靶基因文库;它是噬菌体展示技术[ 1 ,2]的一

个很好应用 ,实现了基因型和表现型的转换 。通过亲

和-筛选-富集 ,可得到表达特异肽的噬菌体 ,为抗原

表位的研究提供了有力的工具
[ 3]
。一个完善的靶基因

文库 ,要求库内基因具有良好的随机性 、多样性 ,而靶

基因随机片段的生成是实现这一要求的关键 。以

HIV1Envgp160基因为例 ,这段基因编码了 HIV1 病毒的

包膜蛋白[ 4] ,大小为 2.5 kb ,要用噬菌体展示技术研究

它的抗原表位 ,需要构建片段大小50 ～ 250 bp的 gp160

基因文库。我们通过研究 HIV1Envgp160基因的 50 ～

250 bp 随机片段的产生 ,探索了产生理想的构建靶基

因文库的随机片段最佳条件。

1　材料与方法

1.1　质粒
　　HIV1 PNL4-3 ,质粒中带有HIV1的全部 DNA序列 ,由本室保存。

1.2　引物
　　靶基因 HIV1gp160扩增引物 A1:5′-CTTGTGGAGATGGGGGTG

GAAATGG-3′, A2:5′-TCCAAGCCCTGTCTTATTCTTCTAGGTATG -3′;

　　随机片段扩增引物锚定随机引物 P1:5′-GCCCGGAGCTCTGC

ACTCGAGNNNNNNNN-3′(GAGCTC 为 Sac Ⅰ 酶切位点 , CTCGAG

为 XhoⅠ 酶切位点), 锚定特异引物 P2:5′-GCCCGGAGCTCTG-

CACTC GAG-3′[ 5] 。

1.3　试剂 、仪器
　　ExTaq DNA聚合酶 、Taq DNA 聚合酶购自大连宝生物公司 ,

　　作者简介:吕永强(1973-),男 ,辽宁省丹东市人 ,硕士 ,主治医师 ,主要从事

分子生物学方面的研究 , 现在解放军 210 医院医务处 ,大连
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Deep Vent DNA聚合酶购自 Biolabs 公司 , Pfu DNA聚合酶购自上

海生工公司 , DNA回收试剂盒购自北京博大公司;PCR扩增仪

为GeneAmp2400。

1.4　靶基因的扩增
　　以HIV1 PNL4-3质粒为模板 , 使用 A1、A2引物 , 94 ℃ 3 min ,

94 ℃30 s , 52 ℃20 s , 72 ℃ 150 s , 30 个循环。 PCR产物进行1%

琼脂糖凝胶电泳 ,切下 2.5 kb 的 gp160 基因片段用玻璃奶回收 ,

见图 1。

M:DNA分子量标准;1:gp160基因

图 1　gp160基因的扩增

1.5　靶基因随机片段的扩增
　　反应分两步进行 ,第一步用锚定随机引物 P1 扩出靶基因

随机片段。20 μl PCR反应体积中加 2 μl dNTP、2 μl引物 P1(20

μmol/L)、DNA 聚合酶 1 μl 、模板 HIV1gp160 基因片段 6 μl , 反应

程序为 94 ℃ 3 min , 94 ℃ 15 s , 退火时间和温度根据随机片段

的大小进行调节 , 15 个循环。第二步用锚定特异引物 P2 以第

一步产生的随机片段为模板 ,对其进行扩增。 20 μl PCR反应体

积中加1.5μl dNTP(2.5 mmol/ L)、1μl引物 P2(20 μmol/L)、DNA

聚合酶 1 μl、1μl模板(第一步 PCR产物), 反应程序为 94 ℃ 3

min , 94 ℃15 s , 60 ℃0 s , 30 个循环。

2　结果

2.1　反应时间 、温度对随机片段的影响
　　在第一步 PCR 中 dNTP浓度为 2.5 mmol/L , 用 Taq DNA 聚

合酶 ,模板 gp160 基因片段6 μl浓度为50 ng/μl ,退火温度 、时间

1878
第 26 卷第 20期

2004年 10 月
　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
ACTA　ACADEMIAE　MEDICINAE　MILITARIS　TERTIAE

　　　　
Vol.26 , No.20

Oct.2004

DOI :10.16016/j.1000-5404.2004.20.033



分别设为 42 ℃ 5 s、46 ℃ 0 s 、50 ℃ 0 s。结果见图 2 , 在此条件

下 , 42 ℃5 s 时扩增产物主要集中于 500 bp 附近。50 ℃ 0 s时 ,

PCR产物泳带在 200 ～ 500 bp之间 , 但主要集中在 200 与 500 这

两长度上。 46 ℃0 s时 PCR产物泳带在 200 ～ 500 bp 之间 , 产

物分布较 50 ℃ 0 s 时理想;对此温度下的反应条件进一步进行

优化 ,第 1 个循环条件改为 94 ℃变性 3 min 后 , 快速降温至

0 ℃,加入引物 P1和 Taq 酶 , 逐渐升温;后 14 个循环反应条件

为94 ℃ 15 s、46 ℃ 0 s。结果 ,电泳带主体在200 ～ 500 bp之间 ,

但带型分布更合理 , 出现类似彗星尾部的拖带-smear , 见图 2

的 6泳道。

2.2　模板量对随机片段的影响
　　第一步 PCR中 , dNTP 浓度为 2.5 mmol/ L, 模板 gp160 基因

片段浓度为分别用 0.5、5 、50 ng/μl , 退火反应 46 ℃ 0 s。结果 ,

见图 2的 3 、4、5 泳道。可见 ,在一定范围内 , PCR产物量随模板

量的加大而增加。

M:DNA 分子量标准;1:42 ℃退火扩增的随机片段;2:50 ℃退炎

扩增的随机片段;3:模板浓度 0.5 ng/μl 46 ℃退火扩增的随机片

段;4:模板浓度 5 ng/μl , 46 ℃退火扩增的随机片段;5:模板浓度

50 ng/μl , 46 ℃退火扩增的随机片段;6:smear状的随机片段

图 2　第一轮 PCR 中反应时间 、温度和模板量对随机片段的影响

2.3　DNA聚合酶对随机片段的影响
　　在 PCR反应中分别使用 Taq 酶 、Deep Vent酶 、Pfu酶等 3 种

DNA聚合酶。模板浓度为 50 ng/μl , 反应程序为 94 ℃ 3 min 变

性 ,第 1 个循环中快速降温至 0 ℃, 加入引物 P1 和 DNA 聚合

酶 ,逐渐升温 , 后 14个循环反应条件为 94 ℃15 s、46 ℃0 s。在

其它反应条件一致的情况下 , 使用不同的 DNA 聚合酶可得到

不同大小的随机片段(图 3)。 Taq 酶产生的 smear主体在 200 ～

500 bp之间 , Deep Vent酶产生的 smear在 150 ～ 400 bp 之间 , 而

Pfu 酶产生的 smear在 100～ 500 bp 之间。

2.4　dNTP浓度对随机片段的影响

　　经过以上对 PCR反应条件的优化 , 通过 PCR 所产生随机

片段的大小达到 100 ～ 500 bp , 为达到产生 50 ～ 250 bp 片段目

的 ,进一步优化反应条件 , 改变第一步反应中使用的 dNTP 浓

度 ,对其进行 100 倍稀释 ,浓度为 25μmol/ L。其电泳结果见图3

的1 泳道 ,产生一个长的 smear ,在 50～ 250 bp 之间有较强分布 ,

从产物的大小和带型分布来看 , 完全符合构建 gp160 靶基因文

库的要求。对 50～ 250 bp 范围内的 PCR产物切胶回收 ,可用于

建库使用。

M:DNA 分子量标准;1:dNTP 浓度 25μmol/ L扩增随机片;2:加

入 Pfu酶扩增的片段;3:加入Deep Vent 酶扩增时的片段;4:加入

Taq酶扩增时的片段

图 3　DNA 聚合酶和 dNTP浓度对随机片段的影响

3　讨论

　　目前 ,用噬菌体展示技术建立靶基因文库已成为

研究抗原 、抗体结构与性质的一个重要的手段 。为研

究HIV1gp160基因的抗原表位 ,需利用这段基因的随
机片段建立相应的 HIV1gp160靶基因文库。一个好的

基因文库要求库容基因有足够的随机性 、多样性。建
库基因随机片段的获得有几种方法:①人工合成:根据

建库要求 ,人工随机合成一定大小的 DNA 片段 。这种
方法虽然可达到基因的多样化 、随机化 ,但成本太高。

②DNase Ⅰ酶切:用 DNase Ⅰ酶切靶基因 ,使其形成一
定长短的随机片段[ 6] 。这种方法虽然操作简便 ,成本

低 ,但由于是酶切获得 ,片段两端为平端或粘端 ,到后
期进行噬菌粒载体克隆阶段将很困难。 ③随机

PCR[ 5 ,7] :用 5′端带有酶切位点 、3′端带有随机序列的
锚定随机引物对目的基因进行扩增 ,退火过程中 ,由于

引物中的随机序列可与靶基因中任意特异性高的部位

形成配对延伸 ,因此可看作是对全长靶基因序列任意

部位的扩增 。再用只带有 5′端酶切位点序列的锚定
特异引物对得到的随机片段进行特异扩增 ,得到大量

的两端带酶切位点的靶基因随机片段。
　　建立 HIV1gp160基因文库 ,随机片段需随机分布

在50 ～ 250 bp之间 ,为达到这一目的 ,我们对 PCR条

件进行一系列优化。随机 PCR分两步进行:扩出随机
片段和对随机片段进行扩增。第一步尤其重要 ,PCR

需要由热循环仪来实现温度的迅速变化 ,较小体积的
样品加热和冷却效率都比较高;DNA聚合酶具有很高

的持续合成能力 ,反应体系在变性与退火温度之间过
渡时 ,引物与模板结合延伸 ,温度的设置实际上也影响

了延伸的时间 ,因此 ,我们选择双温 PCR。本研究中 ,
反应体积为 20 μl ,温度为变性 94 ℃15 s 、退火 46 ℃

0 s。由于在第 1个循环中 ,94 ℃降温到 46 ℃过程中 ,
引物与模板间特异性高的优先配对结合延伸 ,经过若

干轮扩增会严重干扰低特异性引物与模板的结合 ,因
此 ,在第 1个循环中 ,94 ℃变性后快速降至 0 ℃,加入

1879第 20 期　　　　　　　　　　　　吕永强 , 等.应用随机 PCR技术制备靶基因文库随机片段　　　　　　　　　　　　　　



引物 P1 和 DNA聚合酶 ,缓慢升温至退火温度 ,使特异

性低的引物先与模板结合 , 采用较低的循环次数(15
次),避免优势扩增 ,保证了扩增片段的随机性;大量的

模板(300 ng)增加了扩增片段的产量 。在第二步 PCR

中 ,用较高的退火温度(60 ℃)和循环次数(30次),提

高对第一步产生的随机片段扩增的特异性 ,增加了随
机片段的产量。
　　在对反应时间 、温度条件进行优化后 ,为进一步减

小随机片段的长度 ,我们考虑优化所用的DNA 聚合酶 。
DNA聚合酶的活性也是 PCR产物长度的影响因素:Taq

酶DNA聚合能力强(30 ～ 60 bp/ s);Pfu酶具有 3′～ 5′外
切酶活性 ,通过“校读”功能纠正错配的碱基[ 8] ,扩增效

率降低为 10 bp/ s;Deep Vent酶也具有 3′～ 5′外切酶活
性 ,DNA聚合能力在 Taq 酶与Pfu酶之间 。在其它反应

条件一致的情况下 ,DNA聚合酶的活性还受到 dNTP浓

度的影响。对比发现 ,在 dNTP 100倍稀释(25μmol/L)

条件下 ,明显抑制了酶的聚合活性 ,从而减小扩增片段
的长度。在此条件下 ,使用 Pfu 酶 ,PCR随机产物大小

达到50 ～ 250 bp。经过对时间 、温度 、模板量 、DNA聚合
酶 、dNTP浓度等反应条件的优化 ,通过随机 PCR可得到

用于建库的理想靶基因随机片段。

　　与其他构建靶基因文库技术相比 ,随机 PCR技术

操作简单 、得到的随机片段分布合理 、扩增效率高;在

设计锚定引物时带上需要的酶切位点 ,可大大提高后
期的克隆效率 ,增加库容;是进行建库随机片段准备工

作的一个有效方法。
　　关键词:靶基因;随机 PCR;随机片段
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　　(上接 1874页)
表 1　60例病毒性心肌炎患儿 cTnI与 CK-MB动态测定阳性数

项目 ≤3 d 7 d 14 d

cTnI 45 30 24

CK-MB 34 8 2

3　讨论

　　病毒性心肌炎的发病机制尚未完全清楚 ,目前的研究认为

其与病毒及毒素直接损害心肌 、免疫机制参与和自由基作用等

因素有关。多年来血清 CK-MB 一直被公认为诊断小儿病毒性

心肌炎的重要手段 ,但 CK-MB 不仅存在于心肌组织中 , 正常人

骨骼肌也少量存在。当骨骼肌损伤 、溶血 、肾脏病变及甲状腺

功能减低时均可引起 CK-MB 升高 , 故 CK-MB 不具有完全的特

异性[ 2] 。尽管 CK-MB 是判断心肌损伤的重要标志之一 , 但存

在灵敏度低 ,特异性差及阳性时间窗短等不足。自从 1987 年

Cummins等首先应用 cTnⅠ诊断急性心肌梗死后 ,国内外学者相

继研究证实 cTnⅠ是仅定位于心肌的特异性抗原 , 是心肌细胞

损伤的高度敏感和特异性指标 , 对小儿心肌炎的诊断 、预后和

疗效判断等具有重要意义[ 3] 。本研究观察到 60 例病毒性心肌

炎患儿血清 cTnⅠ阳性率达 75%, 远较 CK-MB 阳性率(56.7%)

为高 , 差异显著(P <0.05), 提示 cTnⅠ对于诊断病毒性心肌炎

有高度的敏感性。而非心肌炎组CK-MB阳性率为 25%(8/32),

明显高于 cTnⅠ阳性率 3.13%(1/ 32)。

　　cTnⅠ大部分以结构蛋白形式固定于肌原纤维上 , 约 30%

以游离子形式存在于胞浆中[ 4] 。 疾病早期游离 cTnⅠ进入血

中 ,后期结合 cTnⅠ被降解 ,不断释放入血中 ,使血清中 cTnⅠ浓

度升高 ,持续时间较长 , 达 1周以上 ,而 CK-MB 升高仅维持 2 ～

3 d[ 2] 。本结果显示病毒性心肌炎组在发病 2周时 cTnⅠ阳性数

仍明显高于 CK-MB阳性数 ,因此考虑 cTnⅠ 对病毒性心肌炎的

诊断窗口时间长于 CK-MB。

　　总之 ,血清 cTnⅠ检测可弥补 CK-MB 的不足 , 其具有高度

的敏感性和特异性及诊断窗口宽等优点 , 可作为病毒性心肌炎

诊断及病情观察的重要指标。

　　关键词:儿童;心肌炎;病毒性;心肌钙蛋白Ⅰ
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