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摘!要!分子进化研究中所遇到的一个常见问题是某些基因的目标区域进化较快而难以用特定引物在不同种属间

进行有效扩增$而这将影响到整个实验的进程和全部结果的综合分析(虽然巢式和半巢式G=H等能显著提高扩增

的特异性$但应用于高变异区的扩增结果仍是 杂 带 多 或 涂 抹 严 重$不 能 满 足 后 续 实 验 需 要(在 果 蝇/01’%$ 基 因

的研究中需要扩增不同属及黑腹果蝇种组不同种亚组的相关片段$由于该E5F区域变异较显著$常用扩增方法对

大部分材料的效果都很 不 理 想(实 验 创 造 性 组 合 了 一 套 经 济 实 用 的 扩 增 方 法$即 巢 式 或 半 巢 式G=H结 合 定 向

E5F片段胶回收技术后再扩增的三步扩增法$得到了令人满意的扩增结果$为下一步的克隆)测序等研究创造了必

要条件(
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!!生物间亲缘关系的研究在现代已经离不开分子

进化方面的佐证%(!#&$作为提供分子进化证据的分

子系统学所做的常规研究之一是选择进化速率适当

的E5F片段为 分 子 标 记$并 搞 清 待 研 究 诸 物 种 该

E5F片段的序 列 后 用 专 业 软 件 在 分 子 水 平 上 分 析

彼此间的进化关系%$&$而E5F片段序列的获取主要

依靠设计适当引物后通过G=H扩增出片段$再经直

接测序或克隆后测序而得(然而$目的片段的扩增

在E5F序列差异显著的某 些 物 种 间 难 以 获 得 有 效

G=H产物$原因是引物与目标序列碱基配对时差异



过大而无法正常退火(上述情况下设计简并引物费

时费力且效果难以预测$有杂带可通过胶回收来去

除$但在目的带极弱和只出现涂抹带时该如何处理

呢+普 通G=H基 础 上 衍 生 出 的 巢 式G=H!81S012
G=H"技 术 能 有 效 提 高 G=H 的 特 异 性 和 灵 敏

度%’!"&$其原理是针对目的基因区域设计两对引物$
即一对外侧引物和一对内侧引物$内侧引物扩增片

段比外侧的稍短并完全位于外侧引物扩增区域内$
这样通过先外侧后内侧二次G=H反应对特定E5F
片段进行特 异 性 扩 增(通 常 第 一 次 扩 增 经 历!&!
#&次循环$再将第一次扩增的产物取少许作为模板

进行第 二 次 扩 增(半 巢 式G=H!S1B7A81S012G=H"
的原理与巢 式G=H基 本 相 同$只 是 半 巢 式G=H的

引物为一对半$即一对外侧引物和一个内侧引物$外
侧引物之一被 用 于 第 二 次G=H反 应 中(这 两 种 方

法不但可以减少假阳性的出现$而且在目的片段检

出中能 使 灵 敏 度 提 高 几 个 数 量 级%%$"&(可 见$巢 式

和半巢式G=H能显著增 加 目 的 基 因 片 段 的 定 向 扩

增效率$在非特异扩增带较多的情况下不失为一种

增加G=H特 异 性 的 手 段(然 而$在 我 们 在 对 果 蝇

!$BD*40-7.0>5*="/01’%$ 基 因!M18X68U6::1SA
S7.88,B31/#F@&&#"*%"的研究中$实验要求得到数

十种果蝇!大部分属黑腹果蝇种组"该基因的部分片

段$其中!(种用包括巢式G=H的常规G=H方法都

未能得到有效的目的片段$而且特别是有些种的多

次扩增结果全是涂抹带(为解决这一问题$我们应

用半巢式G=H结合定向 胶 回 收 的 三 步 法 成 功 获 得

了有效的目的片段$经克隆后测序$证实获得了目的

片段(该方法经济实用$在本实验室推广后效果甚

好$值得推广(

(!材料和方法

@A@!材料和主要试剂

黑腹果蝇种组!$BD*40-7.0>5*="及其他果蝇亚

属果蝇由本实验室采集并保存$所有!(种材料列于

表(!其中(号属筋果蝇种组$!号属黑斑果蝇种组$
其余全部属于黑腹果蝇种组"(G=H扩增所需X,<<1/)

25OG)&0EE5F聚合酶以及胶回收试剂盒!A’(C3=*
M19@V0/6:07.8Y70"为上海中科开瑞生物工程 公 司 产

品$扩增用G1/U78@9B1/E5FO>1/B69=4:91/*%&&型

G=H仪!美国制"和GO=A!&&梯度G=H仪!德国制"(
电泳 槽 是@B37O1:公 司 的H,8Z81O[ @91:0/.->./1S7S
=199!美国制"(E5F染色是在琼脂糖中按比例加入赛

百盛公司销售的M.92T71W染料(

表@!实验材料

!<;-$@!6B’$#.,$0&<-,<&$#.<-(

编号

5,B?

种名!!!!

+-1:71S!!!!

编号

5,B?

种名!!!!

+-1:71S!!!!

编号

5,B?

种名!!!!

+-1:71S!!!!

( 筋果蝇$B83-*:=+> ) 拜迈氏果蝇$B:0+D0++ (’ 梯额果蝇$B5=0C*F+8=7->

! 海德氏果蝇$B@6G*+ * 泊果蝇$B:0=:0=0* (% 艳丽果蝇$BC342@=*440

# 双栉果蝇$B:+C*25+-050 (& 包克氏果蝇$B:721+ (" 铃木氏果蝇$B>3F31++

$ 马勒哥果蝇$BD04*=1754+0-0 (( 吉川氏果蝇$B1+110H0+ () 黑端翅果蝇$BC=7>5+C*--+>

’ 付双栉果蝇$BC0=0:+C*25+-050 (! 莱果蝇 $B4*7-5+0 (* 三暗黄果蝇$B5=+435*0

% 拟嗜凤梨果蝇$BC>*3G70-0-0>>0* (# 林氏果蝇$B4+-+ !& 细针果蝇$B*3.=02+4+>

" 白颜果蝇$B03=0=+0 ($ 谈氏果蝇 $B50-+ !( 嗜凤梨果蝇$B0-0-0>>0*

@AC!9:+模板的制备

取成年活体果蝇$!%只$J!&\冻(&B78后

放入(?’B]离 心 管 中$加 入 +O@ 缓 冲 液!&?(
B.9,]56=9$(&BB.9,]O/7SAR=9-R)?&$(BB.9,

]@EOF-R)?&"#&#]并 用 枪 头 彻 底 捣 碎$补 加

+O@缓冲液#"&#]和(&&#](&^+E+$置于%&\
水浴中’>(接下来用酚,氯仿,异戊醇抽提$异丙

醇沉淀E5F并 用"&̂ 乙 醇 洗 后 于 烘 箱 中’&\烘

干$加入’&#]22R!Z溶解$稍加震荡$离心后存于

J!&\备用(
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@AD!引物设计及EF8扩增

(?#?(!引物设计

所用引物!’_"#_"由E86S06/之G/7B1/S191:0
软件设计(引 物 设 计 依 据 的 序 列 是 黑 腹 果 蝇!$B
D*40-7.0>5*="/01’%$ 基因的E5F序列!M18X68U
6::1SS7.88,B31/#F@&&#"*%"(巢式G=H外围引物

对上游引物记为;FYA$#0:::D:00:6D0D0:0::$下游引

物 记 为;FYA%#:0D::DD:0D0060:666$产 物 长($!$
3-(因为该区域引物设计困难故采取半巢式G=H$
内侧 引 物 对 上 游 仍 为;FYA$$下 游 记 为;FYA&#

D6:D:0:DDD0::6606660$产物长(#!)3-(由于该 区

域可能存在小片段的缺失$目的扩增带的实际大小

并不确定(

(?#?!!G=H扩增体系及循环条件

G=H反应 体 系 为#(&‘G=H反 应 缓 冲 液’a&

#]*25OG!(&BB.9,]16:>"(?&#]*果 蝇E5F
(?’#]*上游引物和下游引物!(&#B.9,]"各(a!

#]*22R!Z#*a)#]$&0E-.94B1/6S1!’L,#]"&a#

#](循环条件为#*$\变性#a’B78$*$\$&S$退
火在二次或巢式G=H中第一轮是’’\!&:4:91S$
第二轮是’)\$时间全为#&S$#’:4:91S$"!\延伸

为’&S$最后的"!\延伸%B78只在巢式G=H第

一轮中略去(后一轮皆取前一轮 反 应 液(?’#]为

模板液$回收后取!#]回收液为模板液用于下一轮

扩增(

@AG!EF8产物检测回收及纯化

(?$?(!G=H产物检测

扩增产物按顺序取’#]混合&a’#]标准上样

缓冲液后上样 于(?!̂ 的 琼 脂 糖 凝 胶 上 电 泳$缓 冲

液为(‘OF@$电压’b,:B$凝胶成像系统照相并

记 录(所 用 E5F [6/U1/是 O6Y6H6公 司 的 E]A
!&&&!!U3)(U3)"’&3-)’&&3-)!’&3-)(&&3-"$阳
性对 照 采 用 黑 腹 果 蝇 !$BD*40-7.0>5*="E5F
为模板(

(?$?!!G=H产物回收及纯化

在(?!̂ 的琼脂糖回收胶上电泳分离后于紫外

灯下 切 得 目 的 条 带$纯 化 步 骤 按 照 =F+C3=* M19
@V0/6:07.8Y70的说明书进行$G=H产物最终洗脱于

#&#]三重蒸馏水中(

!!结果与讨论

CA@!结果及分析

本实验所用材料!!(种果蝇"是全部#&余种果

蝇材料该区域扩增实 验 中 无 法 用 常 规G=H方 法 得

到满意结果的品种(如图(之6和3所示(6图#(

!(&)!&)!(号(!种果蝇用引物;FYA$和;FYA%
扩增的结果$除%号有极弱近似目的带大小的扩增

带!($!$3-"$()’)!&号只显示出弱杂带$其余未见

扩增结 果*3图#((!(*号*种 果 蝇 经;FYA$和

;FYA%扩增结果!从左至右依次为#阳性对照)((!

图@!全部材料的常规EF8和二次EF8
6#(!(&)!&)!(号(!种果蝇用;FYA$和;FYA%扩增的结果![#[6/U1/"(3#((!(*#*种果蝇经;FYA$和

;FYA%扩增结果!c#($!$3-的阳性对照"(:#(!!(#果蝇经外侧引物对二次G=H结果 !上下两排上样$c#($!$3-的阳性对照"(

H.1A@!:*#,<-<0?#$’$<&EF8>.&"<--,<&$#.<-(
6#S6B-91S(!(&)!&682!(<./G=H,S78D;FYA$682;FYA%?3#S6B-91S((!(*<./G=H,S78D;FYA$682;FYA% !c#($!$3-

-.S707T1:.80/.9"?:#S6B-91S(!!(<.//1-160G=H,S78D;FYA$682;FYA% !0W./.WS#($!$3--.S707T1:.80/.9"?
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(*"(除(*号 有 弱 目 的 带!($!$3-"和 杂 带 外$其

余有极弱杂带或未见扩增结果(为提高特异性$二

次G=H和巢式G=H都是理想的候选方法(图($:
是这!(种果蝇经;FYA$和;FYA%二次G=H的结

果!每轮!&个循环"#上下两排同时上样$最左边皆

是阳性对照!($!$3-"$上排依次为(!(%号$下排

依次为("!!(号(可 见 各 材 料 大 部 分 即 使 有 近 似

目的带的扩增带$拖带及涂抹现象亦十分严重!()#)

(*!!(号"$而(%)("号 甚 至 涂 抹 带 也 未 能 见(这

种结果表明虽然采用 二 次G=H且 控 制 第 一 轮 循 环

数防止错配产物的放大$但效果并不令人满意(究

其原因是该目标区域的E5F序列差异较大$以已公

布的黑腹果蝇该区域E5F序 列 为 蓝 本 设 计 的 引 物

无法在单一正确位点退火$导致杂带和涂抹现象严

重(那么巢式G=H呢#图!是这!(种果蝇半巢式

G=H的结 果$除$)’)))*)($!("号 是 全 涂 抹 带 外

!这)个种对巢式G=H不敏感"其余多有杂带出现$
大部分非目的杂带还亮于目的区的带型(从以上结

果来看$改进方法后各材料即使有扩增条带出现$部
分种还出现了近似目的带片段大小的扩增带$但拖

带及涂抹现象十分严重$无法满足克隆或直接测序

的要求(即便是出现了的极弱的目的带$在回收时

跑长胶!分出大小相近的杂带"后在紫外灯下已很难

看得见扩增 带$加 上 回 收 时 还 要 损 失!&̂ !#&̂ $
成功克隆的机会微乎其微(至此$寻找新的方法来

解决这一问题成为该项研究的关键(总结前面实验

结果$解决这一扩增难题的关键是扩出目的带并去

除杂带(首先我 们 用 黑 腹 果 蝇!$BD*40-7.0>5*="

E5F为模板进行预实验来优化G=H的多种条件$’&

#]的反应 体 系 中 各 成 分 的 浓 度 被 固 定 下 来!如 前

述"$而&D 值 在’)\时 扩 增 效 果 最 好(接 下 来 我

们在半巢式G=H的基础 上 结 合 定 向 胶 回 收 技 术 对

相应目的区的E5F回 收$从 而 纯 化 模 板$随 后 是 新

一轮由引物;FYA$和;FYA&完 成 的#’个 循 环 的

扩增(结果如图#$可 见 除(!)(’号 目 的 区 带 型 较

弱外$绝大部分的扩增结果是明亮的目的带$部分样

图C!全部材料的半巢式EF8

H.1AC!%$,.I0$(&$?EF8>.&"<--,<&$#.<-(

图D!全部材料的三步法扩增结果

H.1AD!!"#$$(&$’I<,’-.).4<&.*0*)<--,<&$#.<-(

#""!#期!!!!!!!!!!!!!!!!邱!钢等#三步法扩增高变异区E5F



品虽然仍有杂带但比目的带要弱很多!扩增带不整

齐是因为目的扩增片段的大小存在%&3-左右的差

异"$且数量也明显减少(这些扩增产物在克服跑长

胶和回收等损失后仍能轻松满足后续克隆的需要(
后经测序$扩增片段中全部含有目的片段!金珊等$
待发表"(

CAC!讨论

巢式G=H后回收相应区段再次扩增的三步法

是解决差异显著E5F区域 扩 增 难 题 实 验 中 诸 多 组

合方法中最满意的一种$也就是说每一步实验中我

们除作温度)模板量和循环数的梯度外还实验了不

同G=H方法不 同 的 组 合(例 如 在 降 低 退 火 温 度 后

先用外侧引物扩增#’个循环$无论有无结果全部胶

回收目的区后再用内侧引物扩#’个循环$结果多是

涂抹带或没有任何结果$原因之一应是第一轮循环

数过多*再如巢式G=H中若第一轮大幅度降低退火

温度$其效应在大多数情况下是非目的带的扩增被

加强(值得特别注意的是$)’)))*)($!("号果蝇

在本方法中经巢式G=H后却涂抹严重$但在对相应

区域定向胶回收后再用内侧引物扩增$取得了较满

意的效果$这应当是本方法的最大亮点$即通过定向

回收限制模板片段大小在一定区域后$即使涂抹带

的回收产物只要G=H反应已优化也能出结果(
在此类实验中还有几点需要注意#一$第一轮退

火温度的设定很重要(由于引物与模板存在碱基的

不完全匹配$首轮扩增时把&D 值设定在低于最佳

&D 值#!(&\都是可取的$这样虽然增加了杂带出

现的可能性但目的扩增带一定包含于其中$这也是

降低退火 温 度 的 目 的 所 在(本 实 验 中 引 物 的 最 佳

&D 值是’)\$而首轮采用’’\就是基于此因(那

么是不是降的越低越好$答案是否定的$第一轮退火

温度的设定应以目的带出现为准(二$巢式G=H两

轮扩增的循环数都不能过多$本实验中!&个循环取

得了很好结果(三$采用巢式还是半巢式G=H方法

对实验结果没有明显影响(这在本实验室其他实验

中被证明$本项实验采用半巢式G=H法完全是由于

该E5F区域引物设计困难所致(四$胶回收前巢式

第二轮时直接取多少前一轮G=H的反应液为模板$
我们的经验是&?’!!#]较好*另外胶回收后取!!

(&#]回收液用于最后一轮的扩增在我们的实验中

都取得了较好效果$这一体积的变动对最终结果影

响不大$实际操作中取多少应取决于回收前条带的

亮度和回收中的损失情况(最后$高质量的G=H反

应液可直接送出测序$但在本类实验中直接测序结

果皆为套峰$无 法 得 到 准 确E5F序 列$原 因 还 是 引

物与扩增片段匹配性差$所以产物必须经克隆后再

测序(
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