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采用 PCR技术从高GC含量绿脓杆菌模板中扩增长片段外毒素 A全基因

PCR amplification of long exotoxin A gene from GC-rich Pseudomonas aeruginosa ge-
nomic DNA

胡晓梅 ,饶贤才 ,黄建军 ,金晓琳 ,朱军民 ,胡福泉　　(第三军医大学基础医学部微生物学教研室 、重庆市微生物工程重点
实验室 ,重庆 400038)

　　从高GC 含量的模板中用 PCR方法扩增长片段 DNA 序列

是相当困难的。本室通过对 PCR反应体系和条件的优化 ,成功

地从绿脓杆菌高GC 含量的染色体模板中扩增到了 1 966 bp 的

外毒素A(Pseudomoneas aeruginosa exotoxin A , PEA)全长结构基

因 ,为实现 PEA 的高效表达奠定了基础。

1　材料与方法

1.1　绿脓杆菌 PA103菌株染色体 DNA和PCR引物的

制备
　　按常规方法提取绿脓杆菌 PA103 染色体 DNA。 参照 Gray

等公布的序列设计一对分别位于 PEA 结构基因两侧的引物。

5′引物:5′-GAT CAG CCT CAT CCT TCA C-3′(Tm=66);3′引物:

5′-GGT CGC GGC AGT TAC TT-3′(Tm=68)。引物经 PAGE纯化。

1.2　反应体系的配制
　　5 μl DNA模板(0.5 μg), 5μl 10×PCR扩增缓冲液 , 5′引物
及3′引物各 2μl(100 ng), 10 mmol/L dNTP 混合物 1μl , 50%甘

油 5μl , DMSO 2.5 μl , 灭菌水 27μl , Taq DNA聚合酶 0.5μl(2.5

U),总体积 50 μl。

1.3　热循环周期设定
　　94 ℃变性4 min ,接着进入循环 , 94 ℃变性 1 min , 58 ℃退火 1

min , 72 ℃延伸3 min ,共循环30个周期。 72 ℃终末延伸30 min。反

应完毕取 5μl PCR产物于1%琼脂糖凝胶中电泳观察结果。

1.4　用琼脂糖凝胶 DNA回收试剂盒纯化 PCR产物

　　用 BamHⅠ和 BglⅡ分别酶切鉴定。将纯化的 PCR产物与

本室自行构建的 T-载体进行连接 , 连接产物常规转化 E .Coli

DH10B 的感受态细胞 ,选取阳性重组质粒 DNA 进行纯化 ,通过

自动测序仪进行序列分析。

2　结果

　　以 PA103染色体 DNA为模板 , PCR扩增获得 1 966 bp的单

一片段。用 BamHⅠ酶切 PCR扩增片段后得到 58 bp , 378 bp 和

1 530 bp 3个片段 , BglⅡ酶切后得到 782 bp 和 1 184 bp 2 个片

段 ,符合已知的 PEA 结构基因的限制性酶切图谱 , 初步证明扩

增得到的 1 966 bp 的片段是 PEA 的结构基因 , 见图 1。扩增的

PEA结构基因与本室自行构建的 T-载体连接后 ,筛选到 2个分
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子质量约为 5 000 bp 的质粒 , 用 BamHⅠ 酶切鉴定 , 可切出 1

530 bp的片段 , 用 BglⅡ酶切可线性化 , 说明 PEA 结构基因已克

隆于T-载体中。取重组质粒 , 以 PCR引物作为测序引物进行自

动测序分析 ,得到了克隆片段前 710 bp 的DNA序列 , 与Genbank

中的序列一致。

1:PCR产物经 Bgl Ⅱ酶切;2:PCR产物经 BamHⅠ 酶切;3:1 kb

DNA Marker;4:PCR产物;5:PA103染色体 DNA

图 1　PCR产物及其酶切图谱

3　讨论

　　绿脓杆菌外毒素 A结构基因(toxA)全长 1 839 个碱基 , 加

上两端其它序列 , PCR直接克隆的片段为 1 966 个碱基 ,绿脓杆

菌外毒素A 基因是一个难扩增序列 ,本实验室过去曾多次试图

扩增该基因均遭失败。这次我们再次克隆该基因的过程中 , 认

真分析了该基因的一级结构特征 , 发现 PEA 的一级序列 GC 含

量高达65%
[ 1]
。高GC 含量模板扩增中所面临的主要困难是模

板中容易形成稳定的二级结构妨碍 DNA 聚合酶在模板上的推

进 ,以及模板上可能存在多个非特异性的引物局部复性位点 ,

导致非特异性扩增
[ 2]
。当然 ,后面一个问题并非仅仅存在于高

GC含量模板中 ,在其它模板扩增中也有类似问题 , 但在高 GC

含量模板中 ,这一问题尤为突出。为了建立一种扩增高 GC 含

量模板的有效方法 ,需要对引物以及能消除稳定二级结构的各

种有机溶剂进行比较和选择。在 PCR引物设计原则中要求引

物中的GC 含量适中 ,这使得我们的引物选择十分困难 ,以致本

研究最终选择到的引物还是不甚理想 , 仍然有引物内局部多

GC碱基堆积现象。这导致我们用经验公式 Tm = 4(G+C)+

2(A+T)推断引物 Tm 值的结果有很大的误差。 如我们所用的
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这对引物 ,按经验公式 Tm 值分别为 58 及 54 , 但按碱基相邻精

确计算法它们的 Tm 值分别为 66 及68 ,分别相差 8 ℃及 14 ℃。

在这样的情况下 ,如果按照经验公式推导的 Tm 值设置 PCR循

环的退火温度 ,十之八九是要失败的 , 这也许正是我们过去多

次失败的原因。此外 ,我们在 PCR扩增体系中加入了 5%的甘

油和5%的二甲亚砜(DMSO)也是实验成功的关键所在。据报

道 ,反应中加入 5%～ 20%的甘油有助于 PCR 反应的复性过

程 ,尤其对 GC含量高和二级结构多的靶序列以及扩增长片段

更适用。而 DMSO 有变性 DNA 的作用 , 可促进横板的充分变

性。应注意的是 , DMSO 和甘油并非对所有 PCR均有益 , 因此 ,

是否加这些试剂应根据具体情况而定 ,也需要操作者的探索。

　　关键词:高 GC 含量;绿脓杆菌模板;POCR扩增;外毒素

A;长片段基因
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锌干预对大鼠 DNA 、RNA合成的影响

Effects of Zn nutritional intervention on the synthesis of DNA and RNA in rats

刘海燕 ,孙梯业　　(第三军医大学研究生管理大队 , 重庆 400038)

　　研究发现锌不仅参与上百种酶的合成与激活 , 并且直接参

与生长发育 ,免疫遗传等功能[ 1 , 2] 。它能影响细胞分裂 、生长和

再生 ,现已证明 , 缺锌可造成 DNA、RNA 聚合酶的活性降低 , 引

起生长发育迟缓乃至停滞。有报道[ 3]表明 , 缺锌可使大鼠脑部

DNA、RNA 合成减少 , 游离谷氨酸浓度降低 , 而α-氨基丁酸增

多。此外 , 锌也在一些激素的产生 、分泌和生理效应的发挥中

起一定的作用。本研究采用大鼠为实验对象 ,观察锌缺乏和补

锌对大鼠生长发育的影响 ,为指导使用锌强化食品达到合理营
养作用提供实验资料。

1　材料与方法

1.1　饲料准备
　　饲料按照 AOAC 标准料饲制备。设对照组 、低锌组 、中剂

量锌组及高锌组 、分别补充锌 2 ppm , 30 ppm 及 300 ppm。

1.2　动物饲养与分组
　　由第三军医大学动物实验中心提供 56 只初断乳Wistar 雄

性大鼠 , 体质量(61.9±2.7)g ,随机分成 4 组 , 每组 16 只:低锌

组 、中剂量锌组 、高锌组 、对照组 , 大鼠单个置于全塑代谢笼中

饲养 ,每日加饲食 1 次 , 自由饮水。动物饲养环境室温(23 ±

1)℃, 室内相对湿度(45±5)%,饲养 4 周。

1.3　测定指标
　　除对照组外 , 其余 3 组大鼠首先进食低锌饲料 , 造成锌缺

乏状态。在此基础上 , 低锌组继续给以低锌饲料 , 中锌及高锌

组分别补充不同剂量锌饲料。对照组饲以正常饲料。 每周测
体质量 、记录摄食量 , 清洗笼具底盘 , 观察各组大鼠的生活情

况 ,大鼠各主要器官的 DNA 与蛋白质量 , 微量元素含量 , 肠粘

膜透重性的改变 ,肠粘膜上皮细胞增殖情况等 。
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2　结果

　　实验发现大鼠缺锌引起的最突出的症状是食欲下降和摄食

量下降及由此导致的生长迟缓。这种现象在进食低锌饲料后第

5 天即出现 ,尽管提高对照组的食物含锌量 ,未能显著改善大鼠

的体质量 ,但补锌大鼠的体质量和食物转化率优于缺锌大鼠 , 大

鼠的精神状态与体质量变化相似 , 缺锌大鼠神经代谢的改变 , 主

要与缺锌造成大脑结构异常[ 4]及尿氮排出比例增加有关。

　　大鼠各主要脏器的营养状况中 , 受锌影响最大的是 DNA

含量 ,尤其是那些对锌敏感的器官(如空肠 、肾 、睾丸和脾等)。

缺锌大鼠中所测得的显著低于各补锌组。

　　锌营养状况对大鼠小肠粘膜通透性的较大影响 , 进食低锌

饲料 7 d ,发现小肠粘膜通透性显著增加 ,大剂量补锌 1 d 即可

使肠粘膜对甘露醇和乳糖的通透性明显下降。

　　实验中用注射化疗药长春新碱的方法 , 使肠细胞分裂停止

于分裂中期。计数处于分裂中期的细胞数 , 发现缺锌能够使上

皮细胞的增殖减少 , 增殖率下降。可能是存在某种代偿机制 ,

缺锌大鼠具有吸收能力的肠绒毛高度不变 , 其主要形态改变是

隐窝加深 ,致使绒毛 、隐窝的比例加大 , 各补锌组的粘膜形态保

持正常。

3　讨论

　　锌被誉为生命之花。在动物体及生长发育中发挥重要作

用。同时 , 锌作为体内酶辅助因子 、辅助蛋白或蛋白的结构成

分 ,在机体内执行着广泛的生物功能 , 包括 DNA 合成 、序列辨

认 、转录调节 、细胞骨架 、膜的完整性及通透性 , 细胞凋亡和细

胞能量代谢过程。锌是细胞生长 、发育和分化所必需的元素 ,

它参与胸腺嘧啶核苷激酶 、DNA 和 RNA 聚合酶等组成。当锌

缺乏时 , 这些酶活性降低 , 3H-TdR 加入 DNA 减少。 DNA、RNA

含量降低。研究发现锌对机体代谢的影响是通过调节一系列
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