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摘 要：比较了加入自我延伸过程的融合 PCR 程序与传统 PCR 在扩增融合基因的扩增效果，自我延伸

程序（94 ℃×1min，52 ℃×1min，72 ℃×1min）扩增 2 次，分别用不同的延伸时间：1 min、2 min、3 min、

5 min，发现用 2 min、3 min、5 min 延伸时间扩增出的融合基因条带比传统 PCR 显著亮一些，而用延伸

时间为1min时，两种程序扩增出融合基因条带的亮度相近，说明自我延伸程序中的延伸时间是影响融

合基因扩增量的关键因素。加入自我延伸过程的融合 PCR 扩增程序为：94 ℃×5 min，（94 ℃×1 min，

52 ℃×1 min，72 ℃×5 min）×2次循环，（94℃×1 min，52 ℃×1 min，72 ℃×1 min）×30次，4 ℃ store。
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The Fusion-PCR added Self-Extension Process
Liu Liangwei1, Yang Haiyu1, Hu Yu1, Li Xiangqian2
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Abstract: In this paper, we discussed the fusion-PCR by adding self-extension process. The self-extension
procedure was cycled for 2 times. When the extension length of self-extension procedure was 2, 3, or 5 min⁃
utes, the fusion-gene band amplified by fusion-PCR was significantly brighter than that of traditional PCR.
However, when the extension length of the self-extension was 1 minutes, the genes amplified were similar be⁃
tween these two PCR processes. This indicates that the extension length of self-extension procedure is an im⁃
portant factor influencing gene amplified in Fusion-PCR.
Key words: self extension, fusion PCR, extension length, fusion gene

0 引言

人们发现微生物常常通过基因转移获得新的纤维

素水解酶功能[1-2]，并模拟自然界的这种多功能酶进化

方式，通过人工PCR方法将不同功能结构域的基因在

体外用融合方法连接在一起的方法。它是通过两个

PCR阶段，通过重叠引物将两个DNA片段通过 PCR

连接起来的方式：第一、二步先分别扩增两个DNA片

断，第三步以前两次扩增产物为模板，以全长DNA的

上游、下游引物扩增出全长融合DNA。人们用这种方

法合成抗转铁蛋白受体单链抗体的全长基因 [3]，将

Trichoderma reesei木聚糖酶基因的 4个外显子连接成

为成熟基因[4]；也用来将多功能酶连接在一起，如连接

二氢叶酸还原酶和胸苷酸合成酶 [5]，将 Thermotoga
maritima葡聚糖酶和木聚糖酶融合起来[6-8]；将纤维素

结合结构域（CBD）融合进葡聚糖酶基因中[9]。这种将

不同种类基因融合在一起的 PCR 方法称为“融合

PCR”。

传统的融合基因扩增中常常是直接用两断DNA

扩增产物为模板，以上、下游引物进行PCR扩增融合

基因[9-13]，所以扩增出来的融合条带很弱，只好将多次

扩增产物合并在一起用于基因连接，作者在前期研究

过程中发现，其中重要的原因是没有加入中间的自我

延伸过程。因为木聚糖酶广泛用于饲料工业、食品处

理、果汁和酒的澄清、特别是纸浆和造纸工业，作者对
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图2 自我延伸程序延伸时间对扩增量的影响
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图1 自我延伸2次(每次5 min)与传统PCR的比较
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木聚糖酶进行了深入研究，模拟了热稳定性木聚糖酶

的分子结构[14]，并分析了F/10和G/11家族间密码子偏

好性[15]。在进行木聚糖酶结构域融合研究中发现，在

传统PCR中加入自我延伸过程的融合PCR，用不同的

延伸时间可以得到比传统 PCR扩增融合基因条带更

亮的方法，笔者以黑曲霉木聚糖酶 xynIII与海栖热袍

菌的纤维素结合结构域（CBD）融合为例说明，为结构

域融合工作者提供帮助。

1 材料与方法

以该实验室克隆得到的黑曲霉木聚糖酶XynIII基

因（GenBank登陆号为：EU375728），海栖热袍菌木聚

糖酶A的纤维素结合结构域（CBD）（淮阴工学院李相

前惠赠）为融合材料，以pET20b作为载体，BL21(DE3)

为受体细胞。通过 PCR扩增DNA片断后，用基因回

收试剂盒回收纯化(Shenergy Bioclor)，PCR扩增试剂，

Pfu酶，dNTP均来自于 Takara。引物 p1、p2、p3、p4序

列如下（由Takara公司合成），其中 p2、p3之间有搭头

区域，以黑色斜体显示，自我延伸的退火温度根据此序

列计算。

p1/p2：5’-attccatatgagtgccggtatcaac-3’/ 5’-gggtgg-

aaggacctcaggagaggagatcgtgacac-3’

p3/p4：5’-ccagtgtcacgatctcctctcctgaggtccttcca–3’/

5’-attactcgagcttgatgagcctgag–3’

第一步扩增木聚糖酶基因：用 p1/p2引物各 1 μl，

用含有XynIII基因的 pET20b质粒 2 μl为模板，Pfu酶

0.5 μl，PCR程序：94℃×5 min，（94℃×1 min，41℃×1 min，

72 ℃×1 min）×30次循环，72 ℃×10 min，4 ℃ store）。

第二步扩增CBD基因：以 p3/p4为引物各 1 μl，用

含有CBD基因的pET20b质粒2 μl为模板，Pfu酶0.5 μ

l，PCR程序：94 ℃×5 min，（94 ℃×1 min，40 ℃×1 min，

72 ℃×1 min）×30次循环，72 ℃×10 min，4 ℃ store）；将

这两次的PCR产物用1%(W/V)凝胶电泳分离，用DNA

纯化试剂盒回收基因（Takara）。

第三步扩增融合基因XynIII-CBD：分别用两种纯

化后XynIII和CBD基因各 2 μl作为扩增融合基因的

模板，用p1/p4各1 μl作为引物，Pfu酶0.5 μl，分3种程

序进行，以比较自我延伸过程中延伸时间对融合基因

扩 增 量 的 影 响 ：（1）传 统 PCR 扩 增 融 合 基 因

XynIII-CBD，直接以 94 ℃ × 5 min，（94 ℃ × 1 min，

33 ℃×1 min，72 ℃×1 min）×30次循环，72 ℃×10 min，

4 ℃ store。（2）加入自我延伸程序的融合 PCR 程序：

94 ℃×5 min，（52 ℃×1 min，72 ℃×1 min）×2次循环，

（94 ℃×1 min，33 ℃×1 min，72 ℃×1 min）×30次循环，

72℃×10 min，4 ℃ store，在这个自我延伸程序中探讨

延伸时间为(1、2、3、5 min)对扩增融合基因的影响，与

传统PCR扩增出的融合基因条带进行比较，从中探讨

最佳的延伸扩增时间。

2 结果与讨论

加入自我延伸程序中延伸时间对融合基因扩增条

带的影响，在传统PCR程序中加入了自我延伸程序，

当自我延伸程序中的延伸时间为 2 min、3 min、5 min

时，扩增的融合基因条带显著比传统 PCR 扩增条带

亮，同时，剩余的DNA模板要少一些（图 1；图 2）。这

个自我延伸过程将两个片断融合在一起作为后续

PCR 扩增的模板。当自我延伸程序中延伸时间为 1

min时，扩增出的融合基因条带与传统PCR扩增的条

带相近，说明自我延伸程序中延伸时间是决定后续

PCR量的主要影响因素。研究发现当用0.5 μl、1 μl作

为融合基因扩增的模板时，自我延伸程序 3次扩增出

的基因条带亮度比传统PCR要亮一些，这说明当模板
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量少时可以通过增加自我延伸的扩增次数达到扩增模

板量。

3 讨论和结论

在融合基因扩增过程中，传统PCR方法是以两段

DNA为模板，以 p1/p4为引物，以 p1/p4引物的退火温

度进行扩增。因为没有加入自我延伸过程，所以人们

常常是通过多次PCR扩增，将多次PCR产物集中起来

得到连接产物浓度的方法。此文通过探讨自我延伸过

程中的延伸时间，发现加入2次循环的自我延伸过程，

通过调整不同的延伸时间可以达到增加融合基因的方

法，发现延伸时间为2 min、3 min、5 min时可以得到亮

度比传统 PCR扩增基因多。加入自我延伸程序的融

合 PCR过程是通过明确定的自我延伸过程得到全长

基因模板的，而传统PCR则是在PCR过程中合成全长

基因，而后再以这些基因作为模板进行扩增的。

加入自我延伸程序的融合 PCR用到两个退火温

度：第一个退火温度52 ℃是为了让接头区域互补匹配

合成融合基因，第二个退火温度33 ℃是为了让p1、p4

引物与自我延伸得到的融合基因互补匹配。搭头区域

的退火温度是以搭头区域互补匹配序列的碱基长度和

种类计算得到，如果搭头区域较长则退火温度要高，反

之则温度低。所以在设计融合引物时要注意与两端拼

接序列的共有部分对应，可以把这段序列作为基因内

部一段序列来对待，正向引物是搭头区域序列一部

分，而反向引物是搭头区域的互补序列。加入自我延

伸过程的融合PCR扩增程序为：94 ℃×5 min，（94 ℃×

1 min，52 ℃×1 min，72 ℃×5 min）×2次循环，（94 ℃×

1 min，52 ℃×1 min，72 ℃×1 min）×30次，4 ℃ store。
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