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用加端 P C R 技术改造 hI G F
一

1 c D N A

罗进贤 吉冲美 张添元 王红革
(中山大学生命科学学院

,

广州 5 10 2 7 5)

摘 要 用 D N A 合成仪合成了分别带有 sP
: 工位点和 sa ll 位点及终止密码子的 2个用于

扩增 h I G F
一

1 c D N A 的 P C R 引物
.

利用合成的引物
,

70 0 b p 长的 hI G F
一

1 c D N A 模板和 T aq

聚合酶进行 P C R 扩增
.

扩增产物经电泳鉴定后克隆进 M 13 m p ls 载体
,

进行核普酸序列分

析
.

结果显示
:

P C R 产物含已发表的 hI G F
一

1 成熟蛋白的编码序列和 5
’

端的 sP lt 位点及 3
`

端的 aS ll 位点及终止密码 T A G
.

用加端 P C R 技术成功地扩增和改造了 h I G F
一

1 的编码序

列
.

关键词 Pc R 技术
,

hI G F cD N A
,

改造

分类号 Q 78

聚合酶链反应 ( P o l y m e r e s e c h a i n r e a e t io n ,

P C R ) 是一种体外基因扩增方法
,

是 8 0

年代中期建立起来的一种分子生物学新技术
,

广泛应用于基 因结构
,

表达和调控研究
,

基

因工程以及临床医学等领域
.

人胰岛素样生长因子 ( H u tn a n In s u l in 一

l i k e G r o w t h F a e t o r ,

h I G F ) 是从血清中分离

的既具有促进细胞生长和分化又具有胰岛素样作用的多肤包括 M G F
一

1 及 M G F
一

2
.

临床

上
,

hI G F
一

1 可用于治疗侏儒症
、

糖尿病
、

肌肉萎缩性侧肢硬化
、

w a s it n g 综合症和伤口 愈

合等川
.

另外
,

hI G F
一

1 与哺乳动物的 I G F
一

1具有同源性
,

可促进动物生长和提高瘦肉率
,

在畜牧业上有应用前景
.

考虑到 h1 G F
一

1 的临床应用并测试本实验室构建的枯草杆菌表

达和分泌系统
〔 2〕 ,

我们开展 hI G F
一

1 基因在枯草杆菌中的克隆和表达研究
.

本文报道利用

加端 P C R 技术扩增和改造 hl G F
一

1 c D N A 及 P C R 扩增产物的克隆和序列分析
.

1 材料与方法

1
.

1 菌种与 D N A

大肠杆菌 C 60 。 和 J M 1 01 为本实验室保存的菌株
.

M 13 m 1P 8 D N A 为 G BI C O
一

B R L

公司产品
,

含 hI G F
一

1 c D N A 的 7 o ob p 片段为美 国华盛顿大学惠赠
.

1
.

2 培养基

大肠杆菌的培养和转化采用 L B 培养基
,

固体选择培养基加 1
.

5 %琼脂和 1 00 m g I/
J
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氨节青霉素
,

重组噬菌体的筛选另加适量 5
一

嗅
一

4
一

氯
一

3
一

叫噪书
一

D
一

半乳糖昔 ( X
一

ga l) 和异

丙基硫代半乳糖 (I P T G )
·

1
.

3 酶和主要试剂

限制性 内切核酸酶
,

T 4 D N A 连接酶
,

4 种脱氧核昔酸 d( N T sP ) 为 G BI C O
一

B R L 产

品
,

x
一

g al
,

I P T G 及低熔点琼脂糖为 S i g m a
公司产品

,

高温 D N A 聚合酶为复旦大学产

品
,

P C R 引物 由中国科学院细胞生物学研究所合成
.

1
.

4 D N A 的分离
,

酶解及转化朗

1
.

5 P C R 扩增

按文献 〔3〕 的方法
,

但略加修改
,

反应体系为
:

模板 D N A (0
.

1 9 / L )
,

1 刃
J ; 5’ 端

引物 ( 2 0 m m o l / L )
,

2 拼L ; 3`

端引物 ( 2 0 m m o l / L )
,

2 拜I
J ; d N T P s ( 10 m m o l / I

J

)
,

5

拼I
J ; 5 火 P C R 反应缓冲液 ( 5 0 m m o l / I

J

k C I ; 5 0 m m o l / I
J

T r i s 一 H C I
,

p H S
·

3 ; 7
.

5 m m o l /

I
J

M g C 1
2 ; 0

.

1 %白明胶 ) 1 0 拼I
J ; 重蒸水 2 9 拼L

·

起始反应先在 95
`

C变性 7 m in
,

加 F D 耐热聚合酶 1 肛L ( 1 9 / I
J

)
,

50 C
,

2 m in
,

72
`

C
,

2 m i n ,

完成第一循环
.

以后每个循环 9 4
`

C变性 1 m i n ,

5 0
`

C 退火 2 m i n ,

7 2 C 延伸 2 m in

共 25 个循环
,

最后一个循环延伸 10 m in
.

1
.

6 扩增产物的克隆和序列分析

按 G BI C O
一

B R I
一

公司的 《 M 13 克隆和双脱氧序列分析实验手册 》 进行
.

2 实验结果

2
.

1 P C R 引物的设计与 h I G F
一

1 e D N A 的 P C R 扩增

M G F
一

1 。 D N A 是一个长开放读码区
,

除 5 `

端和 3`

端的非编码区外
,

还编码 hI G F
一

1前

体包括成熟 h IG F
一

1 的 70 个氨基酸
,

N 端的信号肤和 C 端的氨基酸序列
,

而且在编码

hI G F
一

1成熟蛋白的 2 10 b p 序列的两端无起始密码和终止密码
,

也没有合适的限制酶切

位点
〔̀

·

5〕
.

为了在枯草杆菌中表达 h xG F
一

1
,

应用加端 p C R ( a d d 一 o n P C R ) 方法对 h IG F
-

1 C D N A 进行改造
,

以期获得含 hI G F
一

1 成熟蛋白 70 个氨基酸的编码序列
.

3’ 端带终止密

码
,

5 ,

端及 3 `

端分别带 P st l 及 S al l 酶切位点的 D N A 片段
,

为此设计合成如下引物
:

P s t 1 S a l l

5
’

一 CG CTG以 GC C ACG GCT GG A CCG GAG A
一 3

`
5
` 一

CC G CT G A CTA AGC TG A CTT GGC AGG CTT G一 3
`

Al
a Al

a Th
r

Ala Gly Pr o Gl
n St o p Al

a
eS

r I y s Al
a Pr o I y s

其中 5 ,

端引物的 5
`

端带 P st l 位点
,

3’ 端 引物的 3 `

端加上终止密码 T A G 及 S al l 位

点
,

在两个引物的 5’ 端分别加入 C G 和 C C 作为
“

夹子
”

c( la m )P 以利于 P C R 产物的内

切酶酶解
.

以含 h I G F
一

1 C D N A 的 7 0 0 b p D N A 片段作模板
,

按材料与方法 中介绍的方法进行

从图中可 见
,

除了一条约 2 30 b pP C R 扩增
,

共 25 个循环
,

扩增产物的电泳结果如图 1
,

的主带 ( P C R 产物 ) 外
,

还有两条 (微量 ) 大于 2 3 0 b p 的副带
,

这是由于引物的 G C 含

量过高引起的
.
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G A G T G C T G C T T C C G ( 3 A G C T G T

G A G A T G T A T T ( 奋C G C A C C C C T C

G C T T A G T C G A C
一

3
,

S
a

l l

图 3 P C R 扩增产物的全序列

T h
e e o m p l e t e n u e le o t id e s e e l u e n e e o f P C R

C T C
’

r G C G G G G C T

(子T G
’

f G T G G A (子A C

八C A G G G T A T G G C

A C A ( } G C A T C G T G

G A T C T A A G G A G G

A A 〔乡 C C T G C C A八G

F ig
·

3
a m P l if ie

d P r o
d

u e t

3 讨 论

本研 究采用加端 P C R 技术改造 h IG F
一

1 c D N A 片段
,

获得适于进行克隆和表达的

h IG F I 基因的编码区
.

本实验中 P C R 扩增产物的特异性较差
,

除了约 2 3 o b p 的主带外还有两条副带
,

这与

合成引物的碱基组成有关
.

由于编码 hI G F
一

1 成熟蛋 白的 2 1 o b p 序列 中 G C 含量达到

70 %
,

其 5’ 端甚至达到 77 %而 sP
t l

,

aS ll 识别位点的 G C 比例也很高
,

因而合成的两

个引物的 G C 含量都在 65 %以上
,

在 P C R 扩增过程中容易出现非特异性的带
〔曰

.

模板的 G C 含量也影响 P C R 产物的序列分析工作
.

hl G F
一

l 成熟蛋白的编码序列不

仅 G C 含量高而且含聚 G 多
,

容易形成局部链内二级结构
,

影响聚合酶在这些区域的复

制能力和模板的充分变性
,

导致电泳过程 中的不规则迁移使邻近的 D N A 带压缩
.

在我

们的实验 中曾出现 1一 40 位碱基电泳带的不规则迁移
,

在 33 ~ 36 位之间连续 4 个碱基压

缩
,

1 02 一 1 04 三个 G 只显示二条带等
.

我们改 用 dl T P 代替 d G T P
,

利用其与一般碱基

配对能力差的性质
,

防止链 内二级结构的产生
,

收到较好的效果
.
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:

用加端 P C R 技术改造 hI G F
一

1 cD N A 8 3

A m p l i f ie a t io n o f h IG F
一

1 C o d in g S e q u e n e e b y P C R T e e h n iq u e

L u(j lj n犷 al n 米 11 K un m el Z h a n g T故 yn ua
n

w侃 g H洲 g ge

A b s t r a e t T w o p r im e r s e o n t a in in g th e P s t 1 s i t e a n d S a l 1 s it e a n d s to p e o d o n r e s p e e -

t iv e ly w e r e s y n t h e s iz e d a n d u s e d t o a m p l i fy a 2 3 2 b p D N A s e q u e n e e e o d in g f o r m a t u r e

h IG F
一

1 p r o te in w i t h t h e 7 0 0 b p h IG F
一

1 e D N A f r a g m e n t a s t e m p la t e b y T a q p o ly m e r a s e
.

T h e a m p l i f ie d D N A f r a g m e n t w a s e lo n e d in to M 1 3m p 1 8 v e e t o r a n d s e q u e n e e d b y

S a n g e r` 5 d id e o x y e h a in t e rm in a t io n m e t h o d
.

T h e s e q u e n e in g d a t a s h o w t h a t t h e n u -

e le o t id e s e q u e n e e o f th e e lo n e d f r a g m e n t 15 t h e s a m e a s h IG F
一

1 e o d in g s e q u e n e e p u b
-

1is h e d a n d t h a t w e h a v e s u e e e s s f u l ly r e m o u ld e d t h e h IG F
一

1 p r o t e in e o d in g r e g io n w i t h

P s t 1 s i t e a t s` e n d a n d S a l 1 s i t e a n d s t o p e o d o n a t 3` e n d u s in g th e a d d
一 o n P C R t e e h

-

n lq u e
·

K e y w o r d s P C R t e e h n iq u e ,

h I G F e D N A
, a m p l i f i e a t io n
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