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一种新型的基因定点突变方法及其在 DdsA突变研究中的应用

刘欣毅 ,　张惠展 ,　袁勤生 3

(华东理工大学生物工程学院 ,上海　200237)

摘要　为了发展基因突变技术 ,介绍一种新型的基因定点突变方法.该方法巧妙利用了基因序列中

广泛存在的不完整的平端酶切位点.与传统方法相比 ,可以迅速地在全基因的任何部位替换核苷

酸 ,并可以在突变实验过程中直接将目的基因克隆到 T载体上 ,便于测序及进一步克隆.利用该方

法成功地获得了 DdsA(decaprenyl diphosphate synthase ,十聚异戊二烯焦磷酸合成酶)在 4个氨基酸位

点上的 19个变体酶.这些位点分布在基因的不同区域内.证明这种新方法的高效性.
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A Novel Method for Site2directed Mutagenesis and Its Application

in DdsA Mutant Research
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Abstract　To develop the gene mutagenesis technique , a novel method of site2directed mutagenesis was
introduced. The half2blunt end restriction enzyme sites were used in this new method. Comparing with the
traditional overlapping extension mutagenesis , this method could replace any nucleotides covered the gene
sequence. Meanwhile , the mutant gene was cloned in the T2vector directly that make sequencing convenient .
Nineteen mutants of DdsA (decaprenyl diphosphate synthase) , focused on four residues , were generated via
this method. The results showed that the new gene mutagenesis method was efficient .
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　　随着 DNA重组技术的不断发展 ,人们可以很容

易地在特定的宿主中表达所需要的任何蛋白质 ,并

纯化出可商品化的产品.但大部分天然蛋白质的理

化性质并不合适工业化的生产 ,这就需要通过蛋白

质工程的手段对其进行改造 ,设计并创造出性质优

良的非天然全新蛋白质[1 ]
.

在蛋白质工程中最常用的技术就是定点突变技

术 ,即专一改变基因中某个或某些特定的氨基酸来

提高酶对底物的亲和力 ,增强酶的专一性.在各种定

点突变方法中重叠延伸突变法是使用最广泛的一

种[2 ,3 ]
.它需要 4条 PCR引物 :分别是含有突变的碱

基并且反向部分重叠的引物 2 ,3以及与目的基因两

端互补的引物 1 ,4.首先 ,引物 13 ,24两两配对 ,分两

管进行第一次 PCR ,产生两个部分重叠的 DNA 片

段.然后将上述两管 PCR产物混合 ,变性再复性.在

DNA聚合酶的作用下延伸产生完整的双链 DNA.最

后用引物 1 ,4 ,以新合成的完整双链 DNA为模板进

行第二次 PCR ,即可得到含有预期突变位点的 DNA

片段.但在实际使用中 ,该方法却存在限制 :1)所突

变的位点要尽量位于目的基因中间区域 ,否则在变

复性过程中 ,DNA 聚合酶无法延伸出完整的双链

DNA ,最终得不到目的产物 ; 2)两轮 PCR要相继进

行 ,DNA延伸产物无法鉴定 ,增加了实验失败的可

能性 ;3)得到的最终产物还需进行一步克隆实验 ,延

长了实验周期.

我们利用基因序列中广泛存在的不完整平端酶

切位点 ,开发一种新型的定点突变技术.这种方法缩



短了实验周期 ,提高了突变实验的效率 ,降低了实验

成本.我们使用该方法成功地获得了 DdsA (十聚异

戊二烯焦磷酸合成酶)在 4个氨基酸位点上的 19个

变体酶.这些位点分布在基因的不同区域内.测序结

果证明 ,这种新方法的正确性和高效性.

1　材料和方法

111　试剂

限制性内切酶、DNA 连接酶、Taq DNA 聚合酶

及其缓冲液为 TaKaRa 产品 ,pMD182T购于 TaKaRa

公司 , Pfu DNA聚合酶购于上海博光生物科技有限

公司 1DNAMarker 由本实验室制备 ,片段大小依次

为 :015、111、116、216、311、411、514、9134、1710 kb.

112　质粒

本实验所用质粒见 Table 1.

113　引物

本实验所用引物见 Table 2.

114　新型定点突变方法

DNA操作参见文献 [4 ] .利用 PCR的方法来定

点突变目的基因. PCR的体系为 50μl ,其中包括 1×

PCR缓冲液 , 200μmolΠL dNTP , 50 pmol引物 , 100 pg

模板 DNA 和 215 U DNA 聚合酶. PCR 总共进行 30

　　Table 1　Plasmids used in this study

Plasmids Relevant characteristics Source

pMD182T Apr Takara , Japan

pLD22trc Apr ; 1122kb BamHⅠ2 HindIⅢfragment contain ddsA in pTRC99a Ye (2004)

pFTB25 Ap
r , 1112kb PCR fragment contain partial unchanged ddsA in pMD182T This study

pFTB70 Ap
r , 0142kb PCR fragment contain partial unchanged ddsA in pMD182T This study

pFTB186 Ap
r , 0182kb PCR fragment contain partial unchanged ddsA in pMD182T This study

pFTB226 Ap
r , 0162kb PCR fragment contain partial unchanged ddsA in pMD182T This study

pTB25X Ap
r , mutated ddsA gene with H25X in pMD182T This study

pTB70X Apr , mutated ddsA gene with A70X in pMD182T This study

pTB186X Apr , mutated ddsA gene with A186X in pMD182T This study

pTB226X Ap
r , mutated ddsA gene with K226X in pMD182T This study

The letter X indicates different amino acids in different plasmid

Table 2　Primers used in the experiments

Primer Sequence

P1 5′2TGAAATGAGCTGTTGATAATTAATC23′

P2 5′2GACCGCTTCTGCGTTCTGAT23′

UC25 5′2TCGCCCCGGGAGGCAA23′

UC70 5′2CGGTATGAGTTAACTCAACGCA23′

UC186 5′2AGAGAGGCCTCTTCTGCTTCC23′

UC226 5′2AAGGCGATATCACCCTGCC23′

25TB 5′2GCCGCGACAAGNNNGGCG23′

70TB 5′2TCATTCATACCNNNACACTGCTGCT23′

186TB 5′2AAGNNNTGGAGCGGTTTGG23′

226TB 5′2NNNGCCTTCACGCATGTCA23′

The letter N indicates A , C , G, or T

The underlined sequences were restriction enzyme sites for SmaⅠ, HincⅡ,

StuⅠand EcoRV

个循环 ,每个循环包括 95 ℃ 30 s , 58 ℃ 1 min ,

72 ℃2 min. 在最后 1个循环之后 ,再进行 72 ℃延

伸 10 min. 反应产物用 114 %琼脂糖凝胶电泳分离

纯化 ,并进行后续克隆实验. Fig. 1 表示新型定点突

变方法的工作原理.首先 ,使用引物 1 ( P1)和 UC引

物扩增出含有目的基因不变区的产物片段并与

pMD182T连接 ,利用 UC引物将基因内部不完整的

平端酶切位点补充完整.第二步 ,使用 TB引物和引

物 2扩增出突变的区域 ,以 TB引物引入碱基替换.

最后用引入的平端酶酶切含基因不变区的质粒并与

PCR得到的突变区连接 ,筛选得到含有完整突变基

因的目的质粒.由于 TB 引物的 5′端正好位于不完

整平端酶切位点的 3′端 (Fig11虚线所示) ,连接不会

造成目的基因序列的移码.

115　突变基因序列检测

基因测序由英骏生物技术公司完成.

2　结果

211　构建和鉴定含基因不变区的质粒 pFTB25 ,

pFTB70 , pFTB186和 pFTB226

以质粒 pLD22trc 为模板 ,按 114 的描述 ,用 P1

和对应的 UC 引物的扩增产物 ,构建了 pFTB25 ,

pFTB70 , pFTB186 和 pFTB2261 分 别 用 Sma Ⅰ

(Fig12A) , Hinc Ⅱ( Fig12B) , Nco ⅠΠHind Ⅲ( Fig12C)

和 EcoRⅤ(Fig12D)酶切鉴定.

212 　构建和鉴定含突变基因的质粒 pTB25 ,

pTB70 , pTB186和 pTB226

同样以质粒 pLD22trc为模板 ,按 114的描述 ,P2

和对应的 TB引物的扩增出突变片段 (使用 pfu DNA

聚合酶) .分别用 SmaⅠ, HincⅡ, StuⅠ和 EcoRⅤ酶
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Fig. 1　Novel method of site2directed mutagenesis

Black dot indicates the mutant site and black rectangle indicates a blunt end restriction enzyme site

Unchanged gene fragment is amplified with primer1ΠUCprimer and digested by the blunt end restriction enzyme. TB primerΠprimer2 is used to amplify the

mutated fragment with Pyrobest TM DNA Polymerase. The mutant gene will be produced by ligating these two fragments

Fig. 2　Electrophoresis identification of pFTB25 , pFTB70 , pFTB186 and pFTB226 digested with different enzymes

M:Marker (1 100 , 1 600 , 2 600 , 3 100 , 4 100 , 5 300 , 9 000 , 17 000 bp)

1 : pFTB25 digested with SmaⅠ317 kb ; 2 :pFTB70 digested with HincⅡ310 kb ;

3 : pFTB186 digested with NcoⅠΠHindⅢ014 + 216 kb ;

4 : pFTB226 digested with EcoRⅤ312 kb

切质粒 pFTB25 , pFTB70 , pFTB186和 pFTB226.将突

变片段与线性化质粒连接 ,用引物 P1ΠP2以 PCR的

方法筛选重组质粒.结果如 Fig. 3所示 ,其中 1、3、5、

8分别是 pTB226、pTB186、pTB70和 pTB25的阳性结

果 ,2、4、6和 7是相应的阴性质粒结果.

213　突变基因的鉴定

DNA双脱氧末端终止法测序结果显示 ,质粒

pTB25、pTB70、pTB186和 pTB226上的DdsA(十聚异

戊二烯焦磷酸合成酶)编码基因在设计位点上均发

生了碱基替换 ,共获得 19个变体酶 ,说明定点突变

实验成功.

3　讨论

定点突变技术用于蛋白质工程已经取得了很多

成功的案例 ,产生了许多性状优良的变体酶.如绿色

荧光蛋白 K79R 的变体酶发光强度提高了 1125～

2144倍[5 ]
.编码基因突变的效率是成功改造蛋白质

的保证.但在实践中发现 ,传统的重叠延伸突变法涉

及到一步无引物的延伸过程 ,如果左右延伸距离相

差太大 ,会直接导致最终实验的失败.这就使得利用
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Fig. 3 　Electrophoresis identification of pTB25 , pTB70 ,

pTB186 and pTB226 by PCR

M:Marker (500 , 1 100 , 1 600 , 2 600 , 3 100 , 4 100 , 5 300 , 9 000 ,

17 000 bp)

1 : Positive result of pTB226 ,113 kb ; 2 : Negative result of pTB226 ;

3 : Positive result of pTB186 ,113 kb ; 4 : Negative result of pTB186 ;

5 : Positive result of pTB70 ,113 kb ; 6 : Negative result of pTB70

7 : Negative result of pTB25 ;　8 : Positive result of pTB25 ,113 kb

该方法进行突变实验 ,突变位点必须位于模板的中

间区域.降低了我们获得形状优良变体基因的概率.

日本 TaKaRa 公司的 site2directed mutagenesis是以一

步 PCR法[6 ]为基础设计的基因突变试剂盒 ,但是该

试剂盒价格贵 ,且要求载体与插入的目标 DNA片段

总长度小于 5 kb.限制了 ORF较长的基因的定点突

变.所以利用实验现有的资源 ,开发一种高效的定点

突变技术有利于推进蛋白质工程的发展.

在对大量基因 DNA序列研究后发现 ,在全基因

范围内存在大量的不完整的常用平端酶切位点.如

GAT ,ATC(不完整 EcoRⅤ位点) ; GTT ,AAC (不完整

HincⅡ位点) ;CCC ,GGG(不完整 SmaⅠ位点) ;AGG,

CCT(不完整 StuⅠ位点)等.如果利用分子生物学的

方法将这些不完整序列完整化 ,那么就等于使目的

基因分割成两部分 ,方便了突变工作.我们基于这一

想法 ,利用 PCR开发了一种新型的基因定点突变方

法 (Fig. 1) .通过实验发现 ,这种方法可以方便地在

DdsA编码基因的全区域内高效地引入突变.同时 ,

由于在操作过程中直接将突变基因克隆到 T载体

上 ,可以方便后续工作.

与传统的重叠延伸突变法和突变试剂盒相比 ,

本工作中开发的新型定点突变技术具有以下几个

优点 :

1)不受待突变基因上突变点相对位置的影响.

由于在 DNA序列的任意位置上几乎都有各种不完

整平末端酶切位点 ,因此 ,利用这些序列设计方案可

以替换几乎任何位置上感兴趣的核苷酸.

2)实验过程便于跟踪.传统的重叠延伸突变操

作 ,关键的无引物延伸结果无法在琼脂糖凝胶电泳

上进行观测 ,这就增大了实验失败的不确定因素.

MutanBest试剂盒也存在相似的问题 ,只有自身连接

成功的变异体才能进行测序检测.而新方法将非突

变区和突变区的扩增分离操作 ,两者可以单独测序

鉴定 ,有利于实验结果的分析.

3)操作简化 ,成本降低.与重叠延伸突变相比操

作程序得到简化 ,突变基因可以直接克隆到 pMD182
T载体上 ,便于后续鉴定与克隆实验.与 MutanBest

试剂盒相比 ,无需特殊磷酸化和自身连接试剂 ,降低

了实验成本.

该方法主要局限在于所创造的平头酶切位点不

能是待突变基因内部或载体上所存在的序列.值得

庆幸的是 :一般基因内部可供选择的不完整平头酶

切位点种类很多 ,这就降低了这一方法的受限度.

综上所述 ,该定点突变技术有利于基因突变在

蛋白质工程中的应用.配合计算机预测蛋白质功能 ,

可以生产工业上和医药上所需性状的蛋白质.笔者

认为这一方法将丰富基因定点突变的手段 ,是值得

推广的.
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