
ＤＯＩ：１０．１３６０２ ／ ｊ．ｃｎｋｉ．ｊｃｌｓ．２０２０．１２．０１ ·临床检验技术研究·
２ 种重叠延伸 ＰＣＲ 技术构建 ５ 种立克次体融合基因的
方法学比较∗

郑雨桐１，２，闫美田１，２，万楠２（１．大连医科大学研究生院，辽宁大连 １１６０４４；２．中国人民解放军北部战区总医院

检验科，沈阳 １１００１６）

摘要：目的　 采用 ２ 种重叠延伸 ＰＣＲ（ＳＯＥ⁃ＰＣＲ）技术将 ５ 种立克次体目的基因片段进行融合，同时对 ２ 种方法进行比较。 方

法　 采用一步法及两步法融合基因技术，对 ５ 种立克次体融合基因进行构建，并优化一步法中重叠引物浓度以及两步法中各

靶基因产物加入量，以提高 ２ 种方法的融合效率。 结果　 成功建立 ５ 种立克次体融合基因。 一步法基因融合过程中重叠引物

浓度在 ０．１～０．０１ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，９１２ ｂｐ 的融合基因条带亮度较高，且杂带较少；两步法基因融合过程中各靶基因产物加入量为

０．１～０．２５ μＬ 时，９１２ ｂｐ 的融合基因条带亮度较高，且杂带较少。 结论　 一步法基因融合技术操作简单、耗时短且耗材少，在
掌控好退火时的温度及时间的情况下是一种经济、方便且高效的融合技术。 为后续进行立克次体融合基因表达载体构建以

及立克次体分子生物学多重检测提供实验模板。
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　 　 重 叠 延 伸 ＰＣＲ （ ｏｖｅｒｌａｐｉｎｇ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ＰＣＲ，
ＳＯＥ⁃ＰＣＲ）技术最早于 １９８９ 年由 Ｈｏｒｔｏｎ 等［１］ 创建，
经过 ３０ 多年的探索研究，现已是分子生物学及基因

工程研究领域中较为常见的 ＰＣＲ 技术。 该方法是通

过设计内部具有重叠部分的特异性引物，经 ＰＣＲ，将
２ 个及 ２ 个以上的基因片段拼接起来的过程［２］。 与

传统的基因融合重组构建方法不同，ＳＯＥ⁃ＰＣＲ技术无

需限制性内切酶和 ＤＮＡ 连接酶的处理［３］，是一种方

便、快捷及有效的分子生物学方法。
随着研究的不断进展，基于 ＳＯＥ⁃ＰＣＲ 技术可以

将多个 ＤＮＡ 片段同时无缝融合在一起，目前已获得

的最大融合基因片段长度超过 ２×１０４ ｂｐ［４］。 利用此

技术可以在目的序列中引入突变、删除和替换位点

等［５］。 另外，此技术还可以将若干个短的相互重叠

的引物拼接起来进行全基因合成［６］。 但是该技术

在实验过程中仍有许多不足之处，例如在实验开始

时必须使用特异性引物将各基因片段进行单独扩增

后才能进行基因融合，即需要进行 ２ 次 ＰＣＲ 反应

（两步 ＳＯＥ⁃ＰＣＲ 法），不仅耗时，而且增加了实验成

本。 基 于 繁 琐 的 两 步 法， 本 实 验 设 计 出 一 步
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ＳＯＥ⁃ＰＣＲ法，将整个实验 ＰＣＲ 反应减少至 １ 次；并
采用一步法及两步法 ＳＯＥ⁃ＰＣＲ 分别对普氏立克次

体、嗜吞噬细胞无形体、莫氏立克次体、羌虫病东方

体、贝氏柯克斯体 ５ 个基因片段进行拼接融合，并对

２ 种方法进行比较性分析，为 ＳＯＥ⁃ＰＣＲ 技术及更多

的基因融合提供实验依据。

１　 材料与方法

１．１　 研究对象（靶基因选取与质粒） 　 从 ＮＣＢＩ 基

因数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ）中下载普

氏立 克 次 体 （ ＡＦ１２３７１８ ）、 嗜 吞 噬 细 胞 无 形 体

（ＡＦ１５３７１６）、莫氏立克次体（ＫＦ２４１８５８）、羌虫病东

方体（ＲＩＲＧＭ４７Ｇ）、贝氏柯克斯体（ＡＦ１４６２９８）全基

因序列，通过 ＢＬＡＳＴ 分析找到保守且特异的序列并

由通用生物系统公司合成基因片段。
１．２　 仪器与试剂　 ｐＧＭＴ⁃ｅａｓｙ 克隆载体、ｐＧＭＴ⁃ｅａｓｙ
连接试剂盒、２×ＥａｓｙＴａｑ ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ、２×ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ
ＦａｓｔＰｆｕ ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ、Ｔｒａｎｓ２Ｋ Ｐｌｕｓ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、６×

ＤＮＡ Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ、琼脂糖凝胶粉剂均购自北京全

式金生物技术公司，５０×ＴＡＥ 购自北京赛文创新生

物科技公司。 ＡＧ ５３３３ 型 ＰＣＲ 扩增仪购自德国 Ｅｐ⁃
ｐｅｎｄｏｒｆ 公司，琼脂糖凝胶电泳仪购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ
公司，ＵＶＰ 凝胶成像仪购自美国 ＵＶＰ 公司。
１．３　 方法

１．３．１　 引物设计及验证　 ５ 对特异性引物合成由上

海生工公司完成，片段大小及引物设计序列见表 １。
将 ５ 个靶基因质粒及 ５ 对特异性引物分别构建

５０ μＬ ＰＣＲ 扩增体系进行 ＰＣＲ 扩增，体系中各成分

含量包括：靶基因质粒模板 １ μＬ，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 上、下
游特异性引物各 １ μＬ，２ × ＥａｓｙＴａｑ ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ
２５ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ５０ μＬ。 循环参数： ９６ ℃
５ ｍｉｎ；９６ ℃ ２２ ｓ，５６ ℃ ２２ ｓ，７２ ℃ ２５ ｓ，共 ３０ 个循

环；７２ ℃ ５ ｍｉｎ，４ ℃保存。 扩增结束后进行 ２０ ｇ ／ Ｌ
琼脂糖凝胶电泳，并通过 ＵＶＰ 凝胶成像仪观察是否

扩增出相应的 ５ 个目的基因。

表 １　 ５ 种立克次体靶基因的选取及重叠引物的设计

病原体名称（基因号）
目的基因

序列位置

片段大小

（ｂｐ） 特异性引物、重叠引物设计序列（５′→３′）

普氏立克次体（ＡＦ１２３７１８） １ ８５７～２ ２２０ ３６４ Ｆ：ＡＴＧＣＴＧＧＣＧＡＴＧＴＣＧＣＴＡＴＴ
Ｒ：ＴＣＣＣＴＣＴＡＣＡＴＴＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＣＴＧＴＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧＴＡＣＣ

嗜吞噬细胞无形体（ＡＦ１５３７１６） ２ ６４６～２ ７７７ １３２ Ｆ：ＴＡＣＡＧＴＴＧＧＴＧＧＡＣＡＧＣＡＣＡＧＴＣＧＴＧＡＡＴＧＴＡＧＡＧＧＧＡＡＡＡＡＣ
Ｒ：ＡＡＧＣＡＴＴＡＧＣＧＧＣＡＴＣＡＧＧＡＧＧＡＡＴＣＣＣＣＣＴＴＣＡＧＧＡＡＣＴＴＧ

莫氏立克次体（ＫＦ２４１８５８） ７４１～９５３ ２１３ Ｆ：ＡＧＴＴＣＣＴＧＡＡＧＧＧＧＧＡＴＴＣＣＴＣＣＴＧＡＴＧＣＣＧＣＴＡＡＴＧＣＴＴ
Ｒ：ＴＡＧＴＴＴＧＡＡＴＡＡＡＡＴＣＡＧＴＴＧＣＡＧＣＡＣＣＴＣＣＡＴＴＡＧＣＧＡＴ

羌虫病东方体（ＲＩＲＧＭ４７Ｇ） ６３０～７５６ １２７ Ｆ：ＣＴＡＡＴＧＧＡＧＧＴＧＣＴＧＣＡＡＣＴＧＡＴＴＴＴＡＴＴＣＡＡＡＣＴＡＡＴＧＣＴＧＣＴ
Ｒ：ＣＡＣＡＣＣＣＧＴＡＡＡＡＴＡＡＣＧＡＧＣＡＡＡＡＣＴＴＡＴＧＣＣＴＧＡＧＴＡＡＧ

贝氏柯克斯体（ＡＦ１４６２９８） ４３９～５１４ ７６ Ｆ：ＡＣＴＣＡＧＧＣＡＴＡＡＧＴＴＴＴＧＣＴＣＧＴＴＡＴＴＴＴＡＣＧＧＧＴＧＴＧＣＣＡ
Ｒ：ＣＡＧＡＡＴＴＴＴＣＧＣＧＧＡＡＡＡＴＣＡＣ

　 　 　 　 注：下划线部分为与相邻靶基因的互补序列；无下划线部分为靶基因的特异性引物序列。

１．３．２　 一步法 ＳＯＥ⁃ＰＣＲ　 以 ５ 个靶基因质粒为模

板，构建 ５０ μＬ ＰＣＲ 扩增体系，体系中各成分含量

如下：５ 个模板各 １ μＬ，设计出的 ５ 对重叠引物各

１ μＬ，２ × ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ ＦａｓｔＰｆｕ ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ２５ μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ５０ μＬ。 循环参数：９６ ℃ ５ ｍｉｎ；９６ ℃
２２ ｓ，５６ ℃ ２２ ｓ，７２ ℃ ２５ ｓ，共 ５ 个循环；７２ ℃
５ ｍｉｎ；反应结束后将循环参数调整为：９６ ℃ ２２ ｓ，
６０ ℃ １ ｍｉｎ，７２ ℃ ２ ｍｉｎ，共 ５ 个循环；７２ ℃ ５ ｍｉｎ。
待反应结束后取出产物，加入另外 ５０ μＬ 反应体系，
体系中各成分含量如下：普氏立克次体 Ｆ 与贝氏立

克次体 Ｒ（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 １ μＬ，２×ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ ＦａｓｔＰｆｕ
ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ２５ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ５０ μＬ。 循环参

数：９６ ℃ ２２ ｓ， ６０ ℃ １ ｍｉｎ，７２ ℃ ２５ ｓ，共 ３０ 个循

环；７２ ℃ ５ ｍｉｎ，４ ℃保存。 为了能获得均一性较好

的融合基因，本实验对反应过程中重叠引物的浓度

进 行 优 化， 梯 度 如 下： １０ μｍｏｌ ／ Ｌ、 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ、
２．５ μｍｏｌ ／ Ｌ、１ μｍｏｌ ／ Ｌ、０． ５ μｍｏｌ ／ Ｌ、 ０． ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ、
０．１ μｍｏｌ ／ Ｌ、０．０５ μｍｏｌ ／ Ｌ、０．０２５ μｍｏｌ ／ Ｌ、０．０１ μｍｏｌ ／ Ｌ。
分别按上述浓度进行一步法 ＳＯＥ⁃ＰＣＲ，获得的融合

基因产物进行 ２０ ｇ ／ Ｌ 琼脂糖凝胶电泳，并通过 ＵＶＰ
凝胶成像仪观察结果。
１．３．３　 两步法 ＳＯＥ⁃ＰＣＲ　 以 ５ 个靶基因质粒为模

板，构建 ５０ μＬ ＰＣＲ 扩增体系，分别扩增出相应的

目的 基 因 产 物 （ 此 过 程 中 重 叠 引 物 浓 度 为

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ），获得的产物无需进行回收纯化处理。
将 ５ 种目的基因产物进行等体积混合，构建 ５０ μＬ
ＰＣＲ 扩增体系，除等体积混合的产物外，体系中其

他各成分含量如下：２×ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ ＦａｓｔＰｆｕ ＰＣＲ Ｓｕｐｅｒ⁃
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Ｍｉｘ ２５ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ５０ μＬ（此步骤无需加入

任何引物）。 循环参数：９６ ℃ ２２ ｓ，６０ ℃ １ ｍｉｎ，
７２ ℃ ２ ｍｉｎ，共 ５ 个循环；７２ ℃ ５ ｍｉｎ；待反应结束

后取出产物，加入另外 ５０ μＬ 反应体系，体系中各成

分含量如下：普氏立克次体 Ｆ 与贝氏立克次体 Ｒ
（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 １ μＬ，２×ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ ＦａｓｔＰｆｕ ＰＣＲ Ｓｕ⁃
ｐｅｒＭｉｘ ２５ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ 补足至 ５０ μＬ。 循环参数：
９６ ℃ ２２ ｓ，６０ ℃ １ ｍｉｎ，７２ ℃ ２５ ｓ，共 ３０ 个循环；
７２ ℃ ５ ｍｉｎ，４ ℃保存。 为了能获得均一性较好的

融合基因，本实验对各靶基因产物加入量进行优化，
梯度如下：０．１ μＬ、０．１５ μＬ、０．２ μＬ、０．２５ μＬ、０．５ μＬ、
１ μＬ、１．５ μＬ、２ μＬ、２．５ μＬ、３ μＬ。 分别按上述体积

进行两步法 ＳＯＥ⁃ＰＣＲ，获得的融合基因产物行

２０ ｇ ／ Ｌ琼脂糖凝胶电泳，并通过 ＵＶＰ 凝胶成像仪观

察结果。
１．３．４　 测序验证 　 将 ２ 种不同方法获得的最佳融

合基因产物送往上海生工公司进行测序。 测序结果

用 Ｃｈｒｏｍａｓ 及 Ｓｅｑｍａｎ 软件进行比对分析。

２　 结果

２．１　 引物验证　 将 ５ 个靶基因质粒分别进行 ＰＣＲ
扩增，结果中出现 ５ 个相应片段长度的条带，表明本

研究所设计的引物可以扩增出相应的目的基因。 见

图 １。

　 　 注：１ ～ ５ 分别为普氏立克次体（３６４ ｂｐ）、嗜吞噬细胞无形体

（１３２ ｂｐ）、莫氏立克次体（２１３ ｂｐ）、羌虫病东方体（１２７ ｂｐ）、贝氏柯

克斯体（７６ ｂｐ）；Ｍ，ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ。

图 １　 ５ 个靶基因质粒 ＰＣＲ 扩增电泳结果

２．２　 一步法融合基因检测结果　 利用方法 １．３．２ 进

行一步法 ＳＯＥ⁃ＰＣＲ，电泳结果显示均可扩增出长度

约为９１２ ｂｐ的目的基因条带，初步证明 ５ 条目的基因

已融合成 １ 条；另外，当重叠引物的浓度为 ０． １ ～
０．０１ μｍｏｌ ／ Ｌ时，９１２ ｂｐ 的融合基因条带亮度较高，
且杂带较少。 见图 ２。

　 　 注：Ｍ， ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１～１０，重叠引物浓度梯度分别为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ、

５ μｍｏｌ ／ Ｌ、２．５ μｍｏｌ ／ Ｌ、１ μｍｏｌ ／ Ｌ、０．５ μｍｏｌ ／ Ｌ、０．２５ μｍｏｌ ／ Ｌ、０．１ μｍｏｌ ／ Ｌ、

０．０５ μｍｏｌ ／ Ｌ、０．０２５ μｍｏｌ ／ Ｌ、０．０１ μｍｏｌ ／ Ｌ。

图 ２　 一步法融合基因结果电泳分析

２．３　 两步法融合基因检测结果　 利用方法 １．３．３ 进

行两步法 ＳＯＥ⁃ＰＣＲ，电泳结果显示均可扩增出长度

约为９１２ ｂｐ的目的基因条带，初步证明 ５ 条目的基

因已融合成 １ 条；另外，当各靶基因产物加入量为

０．１～０．２５ μＬ 时，９１２ ｂｐ 的融合基因条带亮度较高，
且杂带较少。 见图 ３。

　 　 注：Ｍ， ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１ ～ １０，各靶基因产物加入量梯度分别为

０．１ μＬ、０．１５ μＬ、０．２ μＬ、０．２５ μＬ、０．５ μＬ、１ μＬ、１．５ μＬ、２ μＬ、２．５ μＬ、

３ μＬ。

图 ３　 两步法融合基因结果电泳分析

２．４　 测序验证结果　 ２ 种不同方法获得的最佳融合

基因产物测序结果与融合基因序列进行比对，结果

显示一步法和两步法 ＰＣＲ 产物中均含有与融合基

因全长序列完全相同的部分，因此，该 ２ 种方法构建

融合基因均获得成功。 见图 ４。
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　 　 注：Ａ 为一步法融合基因产物部分测序结果比对结果；１，部分融合基因序列；２，一步法测序部分序列结果；３，一步法融合基因产物部分测

序峰图；Ｂ 为两步法融合基因产物部分测序结果比对结果；４，两步法测序部分序列结果；５，两步法融合基因产物部分测序峰图。

图 ４　 ２ 种不同方法获得的融合基因产物测序结果与融合基因部分序列比对结果

３　 讨论

　 　 １９８９ 年 ＳＯＥ⁃ＰＣＲ 技术问世，实现了将不同或

相同来源的不同基因片段“拼接”，与传统的基因重

组构建方法相比，这种功能强大且技术简单的方法

具备许多优势［７⁃９］。 在实际科研工作中，我们发现多

数研究人员会选择两步 ＳＯＥ⁃ＰＣＲ 方法，例如伊强

等［１０］ 通过两步 ＳＯＥ⁃ＰＣＲ 方法构建了 ＥＢ 病毒

ＢＭＲＦ１⁃ＢＺＬＦ１Ｎ融合基因；龚咏晴等［１１］ 通过两步法

构建与子宫内膜癌相关的 ＰＴＥＮ 基因 ３ 位点的融合

重组载体；董巍檑等［１２］ 通过两步法将 ｅｘｏｎ１８ 和

ｅｘｏｎ２０片段进行融合，且成功构建了宫颈癌相关的

ＥＧＦＲ 基因重组表达载体。
本实验通过 ２ 种不同步骤的 ＳＯＥ⁃ＰＣＲ 方法，均

成功将 ５ 种立克次体目的基因“拼接”在一起。 应

用一步法进行基因融合时，重叠引物的浓度需在

０．１ μｍｏｌ ／ Ｌ以下，可融合出单一程度较高的 ９１２ ｂｐ
全长基因，即重叠引物的浓度与融合基因上、下游引

物的浓度比例需在 １ ∶１００ 以下。 与陈国梁等［１３］ 运

用一步法 ＳＯＥ⁃ＰＣＲ 进行的 ３ 种淀粉合成关键酶的

融合结果相似。 另外，运用传统两步法进行基因融

合时，以第一步获得的 ５ 个目的基因产物为模板加

入量需控制在 ０．１ ～ ０．２５ μＬ 之间，可融合出单一程

度较高的９１２ ｂｐ全长基因。 将 ２ 种方法进行对比发

现，一步法融合基因操作简单，耗时短（所用时间约

为两步法的二分之一），同时 ＤＮＡ 聚合酶用量较

少；但在反应体系中一次性加入所有模板及引物，退
火过程中，模板的互补配对部位会进行拼接，同时引

物也在退火，模板的拼接和扩增将会同时进行，这样

就相对降低了扩增初始阶段的模板浓度，导致最终

融合基因产物浓度较低。 因此，一步法中重叠引物

浓度、退火温度及退火时间的把握至关重要。 两步

法融合基因耗时较长，过程较为繁琐，但由于先分别

扩增出 ５ 个目的基因产物，故而仅存在少量非特异

性扩增，目的基因浓度较高。 但由于在基因融合过

程中并不存在扩增反应，只是单纯的互补延伸，所以

在第二步反应的初始阶段需要加入较高浓度的目的

基因产物，从而获得大量融合基因。 因此，大量的耗

材是两步法融合基因的另外一个缺点。 从上述分析

中发现一步法 ＳＯＥ⁃ＰＣＲ 可以更加经济、简单、高效

地完成多个基因片段的融合。
无论进行何种基因融合方法时，为确保融合成

功，应注意以下多个方面：（１）引物重叠部分的设

计：徐芳等［１４］ 认为 ＳＯＥ⁃ＰＣＲ 技术应注重重叠引物

的设计，除应考虑引物设计的一般原则外，还应考虑

重叠部分的长度，并建议重叠部分序列长度为

１５～２０ ｂｐ。 另外，还应注意重叠引物的 Ｔｍ 值，建议

设计所有引物的 Ｔｍ 值应相同或相近，有助于提高

融合效率。 （２）ＤＮＡ 聚合酶的种类：由于普通 Ｔａｑ
酶进行 ＰＣＲ 扩增反应时，会在 ３′末端添加 Ａ，造成

移码突变，因此选用高保真聚合酶是良好的选择，从
而为后续实验的成功奠定基础。 （３）退火温度的控

制：一步法 ＳＯＥ⁃ＰＣＲ 在退火过程中，模板的拼接和

扩增将会同时进行，因此适当提高退火温度及延长

退火时间可以提高融合基因的效率。
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综上所述，本研究成功通过 ＳＯＥ⁃ＰＣＲ 技术在体

外将 ５ 种立克次体进行融合，但本实验仍然存在以

下不足：如仅对 ２ 种方法的重叠引物的浓度及目的

基因产物加入量进行优化，其他环境参数（例如最

合适的引物长度、最佳连续延伸的循环数、最佳退火

温度及时间等）主要是通过实验经验进行掌控，这些

问题还需要进一步实验证实。 另外，后续实验中我们

将继续进行立克次体融合基因表达载体构建，同时为

立克次体分子生物学多重检测提供实验模板。
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［１０］ 伊强，陈丹，杨滨，等．重叠延伸 ＰＣＲ 构建 ＥＢ 病毒 ＢＭＲＦ１⁃
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（收稿日期：２０２０⁃０７⁃０６）
（本文编辑：许晓蒙）

·读者·作者·编者·

更　 正

　 　 本刊 ２０２０ 年第 １１ 期《基于大规模人群新型冠状病毒核酸检测的经验介绍》一文第 ８３９ 页需作如下

更正，特此说明。

１．“２ 生物安全防护”部分“Ⅰ区和Ⅱ区的人员采取二级生物安全防护，Ⅲ区人员采取三级生物安全防

护”这句话中，“Ⅱ区”应改为“Ⅲ区”，“Ⅲ区”应改为“Ⅱ区”。

２．表 １ 的表注中，第 １ 行“Ａ～Ｂ 行”应改为“Ａ～Ｈ 行”，第 ２ 行“Ａ～Ｂ 行”应改为“Ａ～Ｈ 行”。

《临床检验杂志》编辑部

·５８８·临床检验杂志 ２０２０ 年 １２ 月第 ３８ 卷第 １２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｌａｂ Ｓｃｉ，Ｄｅｃ． ２０２０，Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．１２




