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应用聚合酶链反应突变和克隆HIV一1 gag基因片段 

拦 查 v阎小君 

(第四军医大学生物化学教研室-西安710032) R 
提 要 

作者设计井台 成了一对突变引物PG0I和 PG02，分别 在两引物中设计 了两个突变点 ． 

使垒变 后基 因含有EcoRl，BamHI和ATG及TAA序 列，以便于 HIV—I gag基 因序列的定 向 

克碴和裘选。用PGOl和PG02作引物 采用PCR方法从HIV—l基因组DNA中扩增出一个 眭 

504bp曲DNA片段 ，用EcoRl袒BamHI双酶切缸点将此片段定 向克隆八pUCl9质粒。将克 

隆基 因插~Ml3mp18进行 DNA序列分折，结果表 明，诙基因序列及读框完全正确 且 在 

其s’束端突变出Eco~I位点和ATG起 始码，3’束端突变 出TAA终业 码和 BamHI位点 ，从 

而为该基 因的表达研究奠定了基 础。 

关■ 词：
．人免疫踺陷病毒 ．壅笪堕壁星查． j量垦L 突变 序列分析 

蜘 懒 锨 荔 
艾滋病是—种严重的传染病。 目前仍无有效的治疗药物和预防疫苗。87年，Sarin 

等人提出，HIV—lgagP17蛋白是一种具有潜力的疫苗“ 他们合成了一段PI7多肽HGP 
- 30，研究发现，抗HGP-30的抗体能中和病毒感染。Gelderblom等人应用免疫金电镜技 

术 ，通过HGP一30抗体显示HIV病毒表面被标记上抗体 。从而证实P17蛋白部分暴露于 

HIV表面。1988年，英国政府 巳批准对HGP一30疫苗进行人体试验，由Brian Gazzsrd博士 

领导这次对感染和非感染自愿者进行的试验 】 由于 HGP-30为化学合成多肽，成本昂 

贵。本文拟对此多肽进行基因工程生产，因其太小不利于表达．故我们将包括HGP-30序 

列在内的一段g g基因克隆入表达质粒，以期在大肠杆菌中表达。克隆基因长度约480bp， 

包括大部分P17和小部分P24基因。其编码蛋白大小约20KD，称为 P20蛋 白。 

材 料 与 方 法 

材 料 

X-gal(5一澳_4一氯一3一吲哚一 D一半乳糖苷)：5毋溶于二甲基甲酰胺。IPTG(异丙基 一D一硫 

代半乳糖苷 )：IOOmmol／L水溶渍， 华美生物工程公司。 Sequensse DNA Sequeneing kit：美 

国 USB公司。 一 PdATP：美国 进rl。 基周工程酶类：华美生物工 程公司。Taq DNA寨台酶 ： 
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$u／pl J复旦大学。 IM103细菌：△ 【lae pro)． thi，strA，supE，endA，sbcB， hsdR一， F 

【traD36，proAB，lacD，Z／',M15) puc19~ ：2686bp，台有一个s4sp~ 克隆位 点接 头， 

，一半乳糖苷酶基因插入失活，氨苄青霉素(Amp)抗性。M13mpl8噬菌体 DNA：7250bp， 台有 

54bp的多克隆位点接头，，一半乳糖苷酶基因插入失活。 PCR自动反应仪：西安骊山微电子公司一 

第 四军医大学 DNA序列分析仪：美国LKB公司 

方 法 

1． 多聚酶 链反应 (PCR) 在 0．5ml离心管内加入模板 DNA(P JG423)【 1 0．1Ixg， 引物 

PG01和PG02各0．s g，4×dNTP各2001~m91／L，缓冲浪为67mmol／L Tris·C1 pH8．8，6．7mmol／L 

MKCI 2，16．6retool／L (NH‘)2SO d， 10mmol／L 2-巯基 乙醇， 1 70gg／ml A—IISA， 6．7gmol／L 

EDTA和 40ml／L-- q~亚砜。反应液总体积为 100~1 将反应管 置95"C东浴变性 5rain，取出 后加入 

2uTtq DNA聚合酶 ，混匀。加入 4Opl石腊油。70"C水搭2rain，进行PCR循环 ： 91℃ 变佳30秒 ， 

51℃退火lmin，70℃延伸2min 共 进行3O次循环反应。最后反应管在70℃放置 Stain，样品立即 电 

诛或置球箱内保存。 

lu HJndIIi 

” 

j ＼ ／ 

图 1 Pz 0基因克隆 Ml3mP1B流程霉 
Fig 1 Cloning 0f o gene into Ml3mp]8 Ⅲ to 

for sequeaeing 

4． 浏序反应 按产 品使用说 明书进彳亍。 

2． P20基 因片段的克隆 PCR产 物 

用NH·AC和无 水乙醇沉淀，经 75嘶玲乙 

醇洗涤 1次 后，溶于TE。在高盐缓 冲液中 

用 EcoRI和 BamHI消化 6-- 12h，酒精沉 

淀。 与用EcoR[和 BamHI切开的 pUC19 

质粒 进 行连 接 ， 转化 感受志 JM 103宿 

主菌。用 X-gal 和 IPTG筛选 ， EcoRl 

和 BtmHI双酶切鉴定， 得到 重组 质 粒 

pCY52。 

3． P20基 因 克 隆 ^ M13mpl8取 

pCY52质 粒 DNA 2“g 用 EeoRI和 

BamHI双酶 解． 低融点琼脂 糖凝 胶回收 

P20基 因片段。与用EeoRI和 BamHI切开 

的 M13mp18复 制型双 链DNA进行连接。 

转化 JM103宿主菌。加入 10pl x—gal和 

l0“l JPTG及 lOOp~新鲜过夜 JM103苗 

液，混 入 3ml 48℃ 顶层琼脂 ，铺板 倒 

置 37"C培养过夜。 挑取白色 噬菌斑进行 

鉴定 ．得到重组噬苗体 DNA M13mP 18PG 

0．5。用Hind]E消化M13mp18PGO．5双链 

DNA，回收大片段，连接．转化 同前。得 

到台前半 P20基因的M13噬菌体M13mp18 

PG0．25(图 i ) 
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结 果 

一

、 P 基因的体外扩增 

本文设计了一对突变引物Pc0l和PG02，其序列分别为GGGAAAGAATTcGGTTAA 

TGCC(22nt)和GTGGGGTGGATccTTATGAT(20nt)。正链引物PG0]中有两个突变点， 

嗣以产生一个 EeoRI识别序列GAATTc和一个起始码ATG。在负链0l物 PG02中有两个 

突变碱基，用以产生 BamHI识别序列和TAA终止码。以I,JG423为梗板，在Taq DNA聚 

合酶的介导下，经30次PCR循环，得到一个大小为50 4bP的DNA片段 (幽2)。 

二、P20基因的克隆 

P2 0基因扩增产物经 EcoRI和 BamHI双酶解后插入pUC19质粒，转化 JM103宿主 

菌，得到重组质粒pCY52。酶切结果证实插入基因正蛳 (图 3)。 

2 

图 2 HIV-1 gag p20基田片殷 

的件外扩增。 

1．小分子量DNA标挑物 ； 

2．扩增的p20基 片段 ； 

3．扩增的B一珠蛋 基因片段 (作为封黑 )。 

Fig．2 Am Plifieation of HlV-1 g g P20 g ene 

fm g 口t b polyme r-⋯ eh in reaet ion 

]．D A moloeu1ar weight ㈣ rk r； 

2．A pfified P2O gⅢ f Ftg⋯ t； 

3．B—g】0bi。gene f rfls⋯ t a P】ifi ed⋯  

cojtr0I 

匿3 pCY52质粒的酶切鉴定 

1．用HindlIl油’仁PCY52质粒DNA切下一个 

0．25kb太小的DNA片段； 

．DNA标准钩； 

3 EeoRI和B̂ mHI双酶切PcY 52协下插^片蜃。 

Fig
．
3 IdentificactioⅡ of PCY52 by 

㈨ d uole。Be dig⋯ t oDs 

1．PCY52 4ige自ted with HlⅡdⅢ ； 

7 DNA Ⅲ HTke ； 

3．PCY62 dige sI ed -it b E coR】 aDd 

B‘mHI 
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留 4 P2o基因的序引分析结果 

1．P2O基目的序刊分析图；2．PG01孛列；3．PcO2和多克隆位点序列． 

Fig．4 Sequea~e aaaly．iB of P20 g㈨  

1．Relu|t s Of the _ Ⅱce anslysls。f P20 gene； 

2．The PG01 sequence 

3．The PG02 ‘nd multlc]enimg Jite leqlene~
．  
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三、P20基因插入M13mp18 

从pCY52中用Ec~RI和BamHI切下P20基因片段，插入 Ml3mplfl得到重组菌体 MB 

mpI8PG0．5。用HindⅢ消化MI3mPI8PG0．5，切下 P20基因的后半部，回收大片段， 

自身环他。得到含前半P20基因的重组《菌M13mP18PG0．25。 

四、P20基因序列分析 

用M13mp18PG0．5和M13mp18PG0．25两个重组噬菌单链DNA进行序列分析，结果 

显示，用上述两个重组Ml3克隆，读完了P20蛋白编码基因，共471bP。并测定出5 和3 

部分引物序列和多克隆接头序列 (图4)。序列分析结果表明，所克隆P20基因序列完 

全正确，其两侧引物序列突变完全成功 (图5)。 

‘ E●●R l 3’ 

pCOI CCC^^^CAATTCGCTT^ATGCC 

^TCCCACCGCGAAAGAAAAAA 
ProCl7Cl7L，．LysLy● 

50 

T^T^^CTT^^^^C^T^CT^CCCCA^CCACCC^CCT^C^^ 

TyrLysLeuLy●Ht_I】eV-lTrP^l●S●r̂  gClnLe．Glu 

100 

CC^TTCCĈ CTĈ ^TCCTCCCCTCTT̂ C^A^0^TCAGAA 

ArgPheAlaValAlaProGlyLe口L●nGluThrSerGlu 

P●t l 

CCCTGCAGAC^A^T^TTCCC^CAGCTACACCC^TCCCTTC^C 

GlyCy eArBG|nlleLeuGlyGInLe．Cl-ProSerLeuCl 

150 

^CACC^TC^CAAC^^CTT^C^TC^TTAT^^T^T^C^CT^CC^ 

TbrGI7SetCl GItLeq^ gSetLttT7t̂ ●口ThtVlIA11 

200 

ACCCTCT^TTCTGTACATC^^^CCAT^C^TCTAA^^CAC^CC 

ThrLe．TyrCysVLIHieGlaAr$11eABpyLILTsAspThf 

日CP一30 

Hind n I 如 0 

AACCAAGCTTTAGAAAGATAGAGGAAGAGCAAAACAA^AGT 
Ly BGIuAI●L0 CItL75I1eClⅡClh^●uLy●Scr 

P‘t I 300 

A^CAAAA^CCC^CAGC^^CC^CC^CCTCC^CCTCC^C^CC^ 

LT．LyzLy．AlaGInGIoAIaAlaAlaAlIAILGlyThrGly 

350 

^^CAGCCGGAGGTGAGCCA^^^TT^CCCT^TAGTGCAC^^C 

A snSerSerGl~ValSerGInAsnTyrProlleV●lClⅡ^●n 

"~PZ6 

CTACAGGGGCAAATGGTACATGGCCATATCACCTAAACT 
LeuGInGI)'GlnMetV4lHiaGlnAlaleSeroArsT[~r 

400 

TTAAATG^TCGGTA^^AGTAGTAGAAGAAAAGGCTTTC^GC 

LeuA enAlaTrpYalLy．VIlV●IGluGInLyaAlaPheSer 

450 

CCAGAAGTAATACCCATGTTTTCAGCATTATCAT^A 

ProGluV●IlleProM etPbeset̂ ILLeuSet 

3 B■I1且 I 5 

T^CTTTCCT^CCTCCCCTG PG02 

图 5 P20基因序 

PCn~l4白Pc0l和P602硅限耆l鼻切点均刊出，盘巍所置为HGP一30序列 。 

FiE．5 Sequence of P20 5 frBgment 

The PCR prlmer~ PG01 _nd PG02 ●Ⅱd thc rest riction OngTme sitea 6rt ~hQwm 

HGP-30 ~eq．enco Ⅷ indiemted in broken line b。I． 
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讨 论 

DNA克隆是基因工程和基因分子生物学的重要内容。DNA克隆需要有合适的限制酶 

切点。但是，通 常在欲克隆基因的两端没有合适的限制酶切点。在这种情 况下，就必须 

采用定点突变技术在适 当的位置上创造一个内切酶_位点。若该基因要表达，则还要突变 

出起始和终止码序列。以前常规采用单链突变技术来进行体外定位突变。该方法繁琐复 

杂，且耗时较长。本文采用PcR方法进行体外突变，只要在两引物中设计一定的限制酶 

切点和起始、终止码，应用PCR方法就能在 l～ 2天内将目的基因克隆^适当的载体。 

克隆成功率高，筛选容易” 。 

文献报道多在引物的5 端加上限制酶识别序列及起始、终止码。PCR引物的长度一 

般为2O～30bpf。l，如再加上限制酶切点及起始或终止码序列，则其长度迭到30~40bp。 

本文所设计的两个突变引物 PG01和 PG02~利用其台适的序列，经改变一个碱基就创造 

出一个限制酶位点或起始、终止码。从而大大缩短了引物的长度 (各缩短 l1个碱基)。 

对PCR产物直接进行克隆，需考虑Taq聚合酶的错配率问题。在 PCR产物 的反复台 

成过程中，可能会出现碱基的错误掺入。最早用于PCR的DNA聚台酶是Klenow片段 ， 

其错配率约为8×10 bp，Taq DNA聚合酶的错配率略高于Klenow大片段，大约为10 ／ 

bp。Krawczak研究发现 只要起始横板的数量足够大，一般可以忽视PCR过程中发生的 

复制错误⋯3。本文应用PCR突变方法克隆了 P20基因，其长度为 504bp。结果所挑选 阳 

性克隆的 P20基因的 DNA序列完全正确，未发生错配。这可能是因为我们投入的横板 

DNA量足够大的缘故。 
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Mutagenesis and Cloning of HIV一1 gag Gene 

Fragment by Polymerase Chain Reaction 

Ji Chang-hue Su Cheng-zhi Yan Xiao—jun 

(De~ortment。，Biochemi stry。The Forth M ilitary Medicol Univer sity， 

i’Ⅱn 710032) 

In the present paper， the primers PGOl and PG02 were synthesized in 

which the Ec0RI and BamHI recognition sites as well as the initiation and 

termination c odons were designed for c onvenience of subsequent cloning and 

expression
．
Micrograms of target gene sequence was produced by 30 rounds of 

amplification with pJG 423 as a template
．
The amplified gene fragment was 

digested with both EcoRI and BamHI and ligated to pUC19 predigested with 

the same restriction endonucleases
．

The recom binant plasmid pCY52 was iden- 

tified and the cloned P20 gene was inserted into phage MI3mpl8 for sequence 

analysis
．
It W?S revealed that the sequence of the cloned P20 gene(471hp) 

WaS identical to its t em plate
．

And the site mutations at hoth the 5 and 3 

ends Were also suceessfn1． 

Key w ordsl Human immun0deficiency virus Polymerase chain tea— 

orion Cloning Sequence analyvsis Mutagenesis Restriction enzyme 
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