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一种改进的高效高保真的 PCR 合成鸡球虫总 cD NA 方法①α

蒋建林　蒋金书②

(中国农业大学动物医学院)

摘　要　本研究改进了用 PCR 合成 cDNA 的方法。先用具有长链合成能力的高效反转录酶 (Superscrip tTM Ê

R nase H - R everse T ranscrip tase)合成第一链 cDNA , 用多种RNA 酶去除RNA 后, 在第一链 cDNA 3′端用末

端转移酶特异性加上多个 dGT P, 再用具高保真和长链合成能力的耐高温DNA 聚合酶 (T aq 和 Pw o DNA 聚

合酶) PCR 扩增总 cDNA。总 cDNA 长度分析试验结果表明本法合成的总 cDNA 质量高。
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A M od if ied M ethod of Syn thes is Tota l cD NA Using PCR

Techn ique w ith H igh F idel ity and H igh Y ield

J iang J ian lin　J iang J in shu
(Co llege of V eterinary M edicine, CAU )

Abstract 　 T h is paper repo rted a modif ied m ethod of syn thesis to ta l cDNA u sing PCR

techn ique. T he first2st rand cDNA w as syn thesized w ith the Superscrip t Ê version of R nase

H - M o loney m u rine leukem ia viru s reverse tran scrip tase by u sing the o ligo (dT ) 15 p rim er

con ta in ing N o t É rest rict ion sites a t their 5′ends. A fter removal of mRNA , a G2ta il w as

added to 3′ends of the first2st rand cDNA u sing term inal deoxynucleo t idyl t ran sferase

(TD T ). T he doub le2st rand cDNA w as then syn thesized by PCR w ith thermo stab le T aq and

Pw o DNA po lym erases u sing o ligo (dC) 18 and o ligo (dT ) 15 p rim er. T he size dist ribu t ion of

cDNA s syn thesized by th is app roach w as ex tended from 0. 25 kb to 5. 0 kb, and the m ajo rity

of the amp lif ied cDNA s w ere found to range from 0. 5 kb to abou t 2. 0 kb in size. T he resu lts

shew ed that the h igh qualif ized to ta l cNDA w as syn thesized by th is modif ied m ethod.

Key words　cDNA syn thesis; PCR

cDNA 合成是 cDNA 文库的构建中最关键的一步, 合成的 cDNA 的质量直接影响到

cDNA 文库的质量。传统的合成方法基本上都利用反转录酶合成第一链 cDNA , 再用R nase H

酶和 E scherich ia coli DNA 聚合酶合成第二链 cDNA , 这种方法简单方便, 但 cDNA 的产量和

质量受到一定限制。如材料的mRNA 量不多, 传统的方法合成的 cDNA 量就不足构建 cDNA

文库; E. coli DNA 聚合酶反应温度不能高于 16 ℃ (否则易发生“反弹DNA ”现象) , 空间结构
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复杂的 cDNA 就很难合成。自 T am 等[1 ]发明利用 PCR 方法合成 cDNA 以来, 许多学者[2～ 7 ]对

其进行了改进, 该方法成为一种方便简单的 cDNA 合成方法。但因囿于分子生物学酶的缺陷,

合成的 cDNA 的质量 (特别是保真性和长度)不很高。本研究利用现代新型分子生物学酶 (新

型反转灵酶和耐高温DNA 聚合酶)改进了 PCR 合成鸡球虫 cDNA 的方法。

1　材料和方法

1. 1　材料

鸡球虫卵囊, 取孢子化 7 h 的卵囊作材料, 按蒋建林等[8 ]方法分离; mRNA 分离试剂盒为

Pharm acia 公司的Q u ickP rep○R mRNA Pu rif ica t ion K it; 反转录酶为BRL 公司的 Superscrip tTM

Ê RNA ase H - R everse T ran scrip tase; T aq 酶为 Boeh ringer M annheim 公司的 ExpandTM

H igh F idelity PCR System。

1. 2　分离m RNA

用 1 mL 压积的孢子化 7 h 的卵囊分离mRNA , 具体方法按 Pharm acia 公司的试剂盒说

明书操作。

1. 3　反转录第一链 cD NA

以 o ligo (dT ) 152N o t É 为引物,mRNA 在 42 ℃ 50 m in 条件下用 Superscrip tTM Ê RNA ase

H - 反转录酶合成第一链 cDNA , 具体方法见反转录酶说明书。

1. 4　PCR 扩增全长 cD NA

用多种RNA 酶 (RN ase H 和R nase A )去除mRNA 后, 在第一链 cDNA 3′端用末端转移

酶特异性加上多个 dGT P。以 o ligo (dC) 18作为上游引物, o ligo (dT ) 152N o t I 作为下游引物, 用

高保真耐高温DNA 聚合酶 (ExpandTM H igh F idelity PCR System ) PCR 扩增全长 cDNA , 反应

条件为: 第 1 个循环为 94 ℃ 30 s, 59 ℃ 30 s, 72 ℃ 10 m in; 后 30 个循环为 94 ℃ 30 s, 59 ℃

30 s, 72 ℃ 5 m in。

1. 5　cD NA 质量检测

合成的 cDNA 经碱性凝胶电泳后, 用放射自显影法测定其长度, 具体方法见 P rom ega 公

司的U n iversa l R iboclone○R cDNA Syn thesis System 说明书。

2　结果和讨论

本 研究以 o ligo (dT ) 152N o t É 作引物用高效无 R nase H 酶活性的新型反转录酶

(Superscrip tTM Ê RNA ase H - 反转录酶) 合成第一链 cDNA , 用末端转移酶在第一链 cDNA 3′

端加尾多聚 dGT P, 再以 o ligo (dC) 15和 o ligo (dT ) 152N o t É 作引物, 用高保真耐高温聚合酶

(ExpandTM H igh F idelity PCR System ) PCR 扩增全长总 cDNA (方案见图 1)。本研究利用该方

法合成的总 cDNA 大小在 0. 25～ 5. 0 kb 之间, 大部分 cDNA 集中于 0. 5～ 2. 0 kb 之间, 符合

cDNA 的合成分布规则 (图 2)。
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5′　● AAAA (A ) n　3′　　mRNA 　　　　

dN T P
o ligo (T ) 15引物

Superscrip tTM Ê 　反转录酶

5′　● AAAA (A ) n　3′　　mRNA ∶cDNA 　　

　 T T T T (T ) n　　　　　　杂交体

dGT P TD T　　　　　　　　　　

GGGG (G) n T T T T (T ) n　　单链 cDNA 加尾

CCCC (C) n 引物

T T T T (T ) n 引物

dN T P

耐热DNA 聚合酶　　　　　　　　　

n (C)CCCC AAAA (A ) n　　双链 cDNA 扩增

n (G) GGGG T T T T (T ) n　　　　　　　　　

图 1　PCR 法扩增全长总 cDNA 的方案

图 2　PCR 扩增的 cDNA 长度分析

　　　　　　　A. 1% 琼脂糖凝胶电泳分析: 1　ΚDNA 双酶切标准分子量; 2　cDNA ;

3　ΚDNA 单酶切标准分子量。

　　　　　　　B. 放射自显影检测: 1　双链 cDNA ; 2　同聚加尾后的第一链 cDNA ;

3　第一链 cDNA ; M 　ΚDNA 双酶切标准分子量。

已往研究[2～ 7 ]的基本思路都是用 TD T 在第一链 cDNA 的 3′随机加尾, 再用 T aq 酶 PCR

扩增总 cDNA。因 T aq 酶错配率高扩增片段短, 这一方法没有被普遍接受。随着现代分子生物

酶学和技术的发展, 其缺点得到了很大的克服, 并日益显示出其优越性。本研究用的
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Superscrip tTM Ê RNA ase H - 反转录酶无R nase H 酶活性, 并可以在较高温度下反转录 (45～

50 ℃) , 空间结构复杂的mRNA 也可以反转录, 比传统的 cDNA 合成试剂盒中的反转录酶

(AM V ,MM LV ) 反转录活性高, 合成的第一链的 cDNA 质量高。在 PCR 扩增第二链 cDNA

时, 本研究采用Boeh ringer M annheim 公司的 ExpandTM H igh F idelity PCR System , 该酶为

Pw o 和 T aq DNA 聚合酶混合物, Pw o DNA 聚合酶具有 3′→5′核酸外切酶活性, 与 T aq DNA

聚合酶混合后可以大大提高 PCR 反应的保真性和效率, 并具有长链合成能力, 保证了第二链

cDNA 的高质量合成。从本研究的 cDNA 合成长度来看, 用 PCR 方法合总 cDNA 的质量与传

统合成方法相似, 但该方法所需mRNA 最低可达 50 ng, cDNA 合成产量比传统方法高, 空间

结结复杂的需高温才能反转录的mRNA 和第一链 cDNA 也能合成。该方法的最大缺点是原

来的 cDNA 的比例发生了变化, cDNA 的 5′端增加了原本不属于 cDNA 的多聚核苷酸, 最后

一个缺点现已用一新的改良方法克服。

C lon tech 公司据这种 PCR 合成 cDNA 的方法原理, 结合现代酶学和技术的发展, 开发了

一种新型的 cDNA 合成方法 (Sm artTM cDNA T echno logy)。这种方法也是利用高效反转录酶

和高保真性耐高温DNA 聚合酶, 但使用了特殊的引物。据C lon tech 公司报告, 该方法合成的

cDNA 绝大部分为全长 cDNA , cDNA 的 5′端不会多出多聚核苷酸, 反而比传统方法多出多达

54 个原本属于 cDNA 的核苷酸, 更具有代表性, 并只需 ng 量级的材料, 也可以用总RNA 作

为材料。
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