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用定量PCR从杂交阳性融合噬菌斑中 
分离候选插入片段 皮7 
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【摘要】 目的 为了在eDNA文库杂交筛选目的基因过程中，当复筛的杂交信号对应于 1个多克隆 

融合噬苗斑时，能够快速、准确地分离出特异克隆的插入片段。方法 依据定量PCR扩增的原理，利用初 

始模板量的不同．通过两次PCR反应，鉴定和分离出所需cDNA片段。结果 利用这一方法，在 l，4一半乳 

糖苷转移酶 eDNA的“步移”复啼中，从一个双克隆融合斑中，得到了特异性克隆的插入片段，经测序证实 

为 l+4一半乳糖苷转移酶的 5 cDNA序列，长 1．9kb，从而完成了全长eDNA的克隆，节省了进行再趺复筛 

的时间和材料。结论 谈方法简便、快捷，可以显著地节省时间和实验材料+在新基因克隆中有一定的实用 

价值。 
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[Abstract] Objective To isolate quiekty and exactly the specific inserted fragment from fused phage 

clones which were obtained from cDNA library by hybridization，Methods According to the amptification 

pdncipie of quantitative potymerase chain reaction (PCR)and based on the difference of original template 

quantity，target cDNA fragment was isolated and identified by two PCRs．Results A positive clone with 

specific cDNA fragment of HumGT—HI gene was obtained from a two—phage fused clone by using this 

method．and the nserted fragment was verified to be the 5 cDNA sequence of HumGT—H1．1．9kb in 

length．So another hybridization screening is not necessary．Conclusion The method presented is effective 

and rapid in gene cloning and can greatly save time and materials． 
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在基因克隆的过程中，常需进行杂交筛选 ]。这一 

方法在从数十万个克隆中寻找所需的少数克隆是行之 

有效的。在进行了2轮或 3轮杂交筛选后，一般可得到 

单个克隆。但在某些情况下+产生阳性杂交信号的噬菌 

斑与无关的噬菌斑发生融合而无法获得单克隆时，通 

常需再进行一次复筛。限于同位素定期供应等条件的 

限制+有时不得不多用 1O～3O天的时间，才能获得目 

的克隆的插入片段。为此，我们设想此时如能用定量 

PCR鉴定和分离出目的克隆的插入片段“]，则可以有 

效节省时间和材料。我们在分离和克隆新基因 1，4一 

半乳糖苷转移酶(HumGT—HI)全长cDNA的过程中， 

运用了定量 PCR扩增策略，从两个克隆的融合噬菌斑 

中得到了所需步移克隆的插入片段，从而证实这一设 

想是可行的 
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1 材料和方法 

1．1 实验材料 本实验室杂交筛选 HumGT—H1全 

长 cDNA过程中获得的有阳性杂交信号的融合噬菌 

斑+它由两个克隆的噬菌斑彼此融合形成。人睾丸 

cDNA分子库购自Clontech公司。Taq DNA聚合酶 

购自Promega公司。 

PCR引物由上海生工生物工程有限公司合成．其 

中依据HumGT—H1的 EST序列设计的特异引物两 

条 GTHl—A 5 一ACTCTTGAATGTGGGCTATCT— 

AG一3 和 GTHl—B：5 CAAACCAGAAATCCAC— 

TGTGATG一3 ；kgtl0载体上克隆位点两侧各 1个引 

物：EF：5 AGCAGCCAGTCAACACTTACG一3 和 

ER：5 GAGTTTGCATATCGCCTCCATC 3 

1．2 实验方法 (1)分离噬苗体插入片段：融合噬 

菌斑稀释液为模板，以EF、ER为引物+4种dNTP各 

200izmol／L，引物各 0．5gmoi／L+Tris．HC[20mmol／ 
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L，KCl 50mmol／L，MgC12 3mmol／L，Taq DNA聚合 

酶 1．5U，PCR反应体积为50 。反应条件为93℃预变 

性 4分钟，93℃变性 1分钟，60℃退火 1分钟，72℃延 

伸 1分 30秒，35个循环，最后 72C延伸 5分钟。PCR 

产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定，以低熔点琼脂糖凝胶分 

离两条条带，EB染色后在长波紫外灯下切割 DNA条 

带，6YC恒温槽上保温 10分钟以熔化胶块并灭活可能 

污染的 DNA酶，4℃冰箱存放备用。(2)定量 PCR鉴 

别候选插入片段：以含回收 DNA片段的低熔点琼脂 

糖凝胶液为模板，用特异引物进行扩增鉴别候选插入 

片段，退火温度改为54C，其它条件同前。在反应进行 

至 5、10、15、20、25个循环时间点分别取出 10 l进行 

电泳检测，首先出现 51 2bp特异片段的DNA模板洋 

品即视为来自候选克隆的插入片段。(3)测序：用PCR 

循 环 测 序 法 进 行 DNA 手 工 测 序，SequiTherm 

EXCEL DNA 测 序 试 剂 盒 购 自 Epicentre 

Techonolog[es公司，具体操作按试剂盒说明书进行。 

这一现象可能与DNA分子在电场迁移中的相互携带 

有关，即长片段电泳带中含有少量的短片段，短片段电 

泳带中亦含有少量的长片段。为此，我们继而采用了定 

量 PCR的策略，在 PCR进行至第 5、10、15、20、25个 

循环时，分别取出10tA反应产物进行电泳鉴定。以a 

为模板的反应在5个循环后可见有512bp特异片段出 

现，而以b为模板的反应则无可见条带。由此鉴别出 

1．9kb的a条带即是我们所需克隆的插入片段。后来 

对 1．9kb片段的测序结果(测序结果未示出)证实，这 
一

基于定量PCR的推断是正确的，该片段是我们所需 

的 HumGT—H1 5 eDNA序列，该基固已在 GenBank 

登录 ，注册号为 AF020920。然后在 10个循环后，a反 

应特异条带更加明显而b反应也可见特异条带出现； 

至 20个循环后，两反应产物量的差别已无法区别(图 

1)。在第 5、10、15、20、25个循环时b反应产物与a反 

应产物面积扫描(分析软件：Smart View 3．。)比值分 

别为 0、0，47、0、91、0．96、0．98。 

2 结果 3 讨论 

用GTH1-A和GTH1一B引物从人睾丸cDNA分 

子库中扩增的 PCR产物为杂交探针杂交筛选人睾丸 

cDNA分子库。经两次杂交筛选，得到若干阳性克隆， 

其中一强阳性杂交信号来自一个融合噬菌斑，仔细观 

察发现该斑由两个紧密相邻噬菌斑融合而成，此时如 

对该噬菌斑再次进行复筛鉴定，则还需 l0天以上才能 

作出鉴定，困急于得到正确候选克隆的插入片段，我们 

试用了PCR方法来分离正确侯选克隆的插入片段。首 

先，用kgtl0载体两臂上的引物(EF和ER)扩增这个 

融合噬菌斑的稀释液，PCR产物显示为两条电泳带， 

长度分别约为 1．9kb(a)和 0．6kb(b)。为确定哪一条 

电泳带是我们所需的插入片段，我们用特异PCR引物 

(GTH]一A和GTH1一B)分别扩增这两个条带，但两个 

条带都能扩增出我们所预期的 5】2bp长度片段，推测 

本实验的依据是，第 1次PCR后，产物虽经电泳 

分离，但由于分子携带现象，在同一电泳洋品含有两个 

以上长度不同的DNA片段时，从凝胶上回收某一长 

度 DNA片段，该回收 DNA片段中都不可避免地含有 

另一长度片段的很少量分子，其携带量的多少与总的 

DNA加样量成正比。就我们这个实验而言，即a带中 

可能含有少量的b片段分子，b带中可能含有少量的a 

片段分子。第2次PCR反应时，由于引物是特异的，因 

此对作为扩增模板的a片段或b片段而言，它们中只 

有一种长度的 DNA片段是对应于特异引物的特异 

DNA模板，可以扩增出PCR产物。然而由于a、b两个 

电泳条带的彼此微量携带掺杂，尽管特异模板量在两 

条电泳带中相差悬殊，但在进行了常规的PCR循环扩 

增之后，二者所有产生的特异扩增产物量仍难以区分。 

C 

c 5 lO 15 2O 25 

田 l 定量 PCR产物电诛结果 A：瑚台克隆示意图}B：以Lgtl0EF／ER为 I物扩增融台克隆．严物电冰显 为 】．9kb(a)和 0 6kb(b)两条带；C： 

HumGT H1特异 I物GTH1一A／GTF[1 B分剐对a、b两带进行定量 PCR 

Fi~ 1 Electrophores photograph 0f quaatkative PCR A：Shown fused phage cIoae：B：Ampl Lficatioa of fused clone with palmers Lgt10 EF／ER．C： 

Quanrhatire PCR of baad a and b with HumGT H1 c c primers GTH1 A／GTH1 B 
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以致不能判断哪一条电泳带是我们所需的特异目标片 

段 我们运用剂量PCR的原理，采用不同时点采样的 

方式，发现在仅进行了 5个循环的扩增后，含特异模板 

量多的样品就已能产生出较大量的特异扩增产物，而 

含特异模板量步的样品则不能产生足以显示的产物， 

由此而分辨出哪一条电泳带的回收片段是对应于特异 

引物的特异模板。而当进行至 I 5个以上的循环时．即 

使特异模板量少的样品亦可产生足够多的特异扩增产 

物而使其与另一个反应无法区别。由本实验看出，定量 

PCR技术在基因克隆中也可发挥作用。当遇到杂交阳 

融合克蕾 

— 、、、 

集 l砍PCR 3小时 

PCR产铀圊收 1小时 

第2砍 

● 
pcR 3 H 

I 

电诛整定 1小时 

舅定 疆 一 体教 竹 24小 时 

铺平扳 24小时 

转胰．杂文 3天 

放射自显影 3．7天 

＼  

稃到所需宽童 

图2 定量PCR法与杂交筛选鉴定操作时间的比较 

Fig 2 Time compars~n of two methods 

性克隆为融合噬菌斑时，此法与再次杂交筛选鉴定方 

法相比，具有简便，快速等优点。图2比较了两种方法 

的操作时间，定量PCR方法只需几小时而杂交筛选需 

几天，可见定量PCR可大大缩短实验进程。如再考虑 

到我国同位素购买的时间限制因素．本方法的优势则 

更加明显。 

本实验的鉴别对象是两个克隆的融合噬菌斑，当 

复筛后的杂交阳性信号对应于3个以上克隆的融合噬 

菌斑时，则更能体现此方法的优势。但是，当融合噬菌 

斑中的几个克隆中，正确克隆的插入片段和无关克隆 

的插入片段长度十分接近，用电泳难以分开时，则此方 

法难以奏效。尽管如此，我们认为定量PCR技术在基 

因克隆中仍不失为一种有用的辅助方法。 
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Beckwith—Wiedemann综合征一例 

邬洪梁 李湘波 

悫儿 女．7个月，第 1胎孕 35周t早 

产，父母非近亲婚配 出生时体重 2500g， 

腹膨大．脐膨出。生后1天出现呼吸困难， 

面色青紫{3无出现低血檐、吸吮困难}5 

天出现黄疸；l十月起脐膨出逐渐增大，面 

部、舌一侧性增大，肋骨明显畸形。体检： 

表情溃漠，对外界环境反应较迟钝。小头， 

前囟未阁，枕部有骨性隆起，鼻扁平，左侧 

面部与舌较右侧明显增大 肋骨畸形，左 

侧肋间隙小，肋骨鞍右侧太。腹部嘭隆，肝 

肋下4cm，脾肋下 3cm，脐部膨出约 7crux 

作者单位 ：414000湖南省 岳陌市第一 人民 

医院中心宴验室(邬洪桨)．儿科 (李湘波) 

2．5em×2．5em，可扪及腑管等内容物 左 

侧肢体肥大，尤以左下肢明显，双手指细 

长 实验室检查：血檐 2．1lmmo[／L(产后 

4无)，染色 体检查为 46，XX。诊断为 

Beckwith—Wiedemann综合征。 

讨论 Beckwith—Wiedemann综台征 

又名脐 一巨舌一巨体综合征(exomphalos- 

maerog[ossla-gigantism综合征)，或新生 

儿低血糖-巨舌一内脏肥大一脐膨出综合征， 

1963年由 Beckwith首先报道，是一种少 

见的遗传病，发病原因未明，其发病率在 

新生儿为 1／20 000。该病多呈散发性，也 

有家族性艘病的报道，其遗传方式为常染 

色体隐性遗传，或常染色体显性遗传外显 

· 病 例 报 告 · 

不垒。I 983年Maziri发现 11 162倒患者有 

染色体异常．其中 8例涉及 11号染色体。 

本病的临床特点是：巨躯畸形，巨舌，脐膨 

出或脐 ，新生儿低血糖，一侧性身体不 

对待性肥大，内脏肥大、并伴有心血管损 

伤，如心肌肥厚、先天性心血管畸形等。本 

病尚无特效疗法，对新生儿低血培宜及时 

诊断、尽快冶疗，除给予高渗葡萄糖外．还 

应同时给予胰岛索抑制剂二氨喀、皮质激 

素和高糖治疗。伴脐膨出或脐疝、巨舌、心 

血管畸形者宜早期手术治疗。 
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