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重叠 PCR法构建 XLRS1三种不同类型突变体 *
王 峰 程海霞 袁冬青 夏 鑫 刘庆淮△

（南京医科大学第一附属医院 江苏南京 210029）

摘要 目的：构建 X连锁视网膜劈裂（XLRS）三种不同类型突变体（点突变、缺失突变、插入突变），以便进一步构建不同类型的突
变细胞模型。方法：根据 NCBI gene数据库中 XLRS1基因的 CDS设计三对不同类型的引物，使用重叠 PCR法获得突变片段，然
后克隆入载体 pLJM1-EGFP。结果：经测序验证，成功构建了三种不同类型突变体。结论：使用重叠 PCR法构建三种不同类型突变
体，为进一步研究 XLRS1不同类型突变的致病机制奠定了基础。
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前言

X 染色体连锁视网膜劈裂 （X-Linked Retinoschisis，
XLRS），又称先天性视网膜劈裂，主要发生于青少年，以视网膜
神经纤维层撕裂为特征，严重影响视力[1]。该病主要是 X染色
体连锁遗传，基因 XLRS1(X-Linked Retinoschisin 1,X染色体连
锁视网膜劈裂蛋白 1，NCBI Gene ID: 6247) 的突变经由从携带
者母亲经由传给男性后代而致病，也有部分病例是常染色体显

性遗传 [2]。目前专门记录 XLRS1 突变的数据库（http://www.
dmd.nl/）报道的突变有 191种，以点突变导致的错义突变为主，
还包括缺失和插入突变，后两种突变会引起严重的框移突变，

严重影响蛋白的功能[3]。目前对于这些突变的致病机制的研究
主要还是基于构建 XLRS1的突变质粒转染细胞以建立各种突
变模型[4]。信号肽区域的突变会使视网膜劈裂蛋白 retinoschisin
滞留于内质网内，无法分泌到细胞外[5, 6]。还有一些突变会影响
蛋白质八聚体形成[7]，影响蛋白正常功能[8]。本文使用重叠 PCR
法构建了 XLRS1三种类型的突变质粒：点突变，缺失突变和插
入突变。Ho首先使用重叠 PCR法用于构建定点突变[9]，该方法

使用突变引物引入各种突变，然后使用常规的分子生物学方法

克隆入载体[10]，进行后续实验。

1 材料和方法

1.1 材料
高保真 DNA 聚合酶 PrimeSTAR誖HS DNA Polymerase

（大连 TaKaRa公司, DR010A），琼脂糖凝胶 DNA纯化试剂盒
（Takara, D823A），DNA片断纯化试剂盒（Takara, D822A），质
粒抽提试剂盒（天根生化科技有限公司, DP103-02），T4 DNA
连接酶（Promega, M1801S）。
1.2 方法
1.2.1 模板质粒的制备 在南京金斯瑞生物科技有限公司合成
XLRS1基因的 CDS区（去除终止密码子），下游是去除起始密
码子的 3x FLAG标签蛋白编码序列（gactacaaagaccatgacggtgat-
tataaagatcatgacatcgactacaaggatgacgatgacaag）和 3x STOP终止密
码子序列（tagtaatga）。合成的序列以 Nhe I/EcoR I克隆入质粒
pLJM1-EGFP [11]（购自美国 addgene, 质粒代号 19319），获得
pLJM1-XLRS1-3xFLAG模板质粒
1.2.2 突变片段构建流程 构建流程（图 1），图片改编自 Heck-
man他们的文献[10]：①显示引物与野生型模板 DNA的位置对
应关系，引物 a和 d用于构建 CDS全长，引物 b和 c含有突变
序列（图中以 "X"表示），突变序列的两侧侧翼序列和模板匹配
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达到 15bp以上，并且 b和 c是完全互补的；②引物 a和 b PCR
扩增出产物 AB，c和 d PCR扩增出产物 CD，AB和 CD都带有
突变；③AB和 CD在各自的 3`端互补，在 DNA聚合酶作用
下，彼此互为模板延伸出完整的突变型 DNA，但是产量很低；
④利用引物 a和 d指数化 PCR扩增突变型 DNA；⑤PCR得到
大量的突变型 DNA，进一步克隆入载体。

1.2.3 扩增 CDS全长的引物 上游引物 5`端加入保护碱基和
Nhe I酶切位点，a：aataatgctagcatgtcacgcaagataga；下游引物依据
3x STOP终止密码子序列设计，其 5`端加入 EcoR I酶切位点
和保护碱基，b：aataatgaattctcattactacttgtcatcgtc。
1.2.4 突变引物的设计 三种类型的突变引物均使用美国
stratagene 公司的在线突变引物设计工具设计（http://www.
stratagene.com）。点突变：c.305G>A，选取自在线数据库 http:
//www.dmd.nl/ ,是 CDS区第 305位碱基 G突变成 A。上游引
物：305G>A-F: ctgcaaacaaggcccagctcaacagtcaagg，下游引物：
305G>A-R: ccttgactgttgagctgggccttgtttgcag。 缺 失 突 变 ：c.
371-374delAGAT，是 Hiriyanna KT 他们首先报道的突变，是
CDS区第 371位到第 374位碱基的连续四个碱基缺失突变。上
游引物：371-374del-F: cagtagccagtggttacagatctgaaggagatca，下游
引物：371-374del-R: tgatctccttcagatctgtaaccactggctactg。插入突
变：c.220_221insTCCCCTGACCGGGTTA，源于在线数据库
http://www.dmd.nl/，是 CDS区第 220位和第 221位碱基之间
插入 16个碱基。上游引物：220_221ins-F: gggtttcgagtcagtcccct-
gaccgggttagggaggtcacaccg，下游引物：220_221ins-R: cggtgtgac-
ctccctaacccggtcaggggactgactcgaaaccc。三对突变引物与野生型
XLRS1 CDS区的对应关系（图 2），图片截取自 stratagene公司
的突变引物在线设计工具 http://www.stratagene.com。
1.2.5 突变质粒的构建 三种突变质粒的构建，按照图 1的程序
获得三种突变片段，以 Nhe I/EcoR I 酶切克隆入质粒
pLJM1-EGFP，转化感受态大肠杆菌。 挑取单克隆菌落进行

PCR检测，选取阳性克隆扩大培养抽提质粒，送南京金斯瑞生
物科技有限公司测序。

1.2.6 测序结果分析 使用 NCBI的在线比对工具 BLAST（http:
//blast.ncbi.nlm.nih.gov/），将测序结果与野生 XLRS1的序列进
行比对。

2 结果

2.1 PCR获得产物 AB和 CD
以引物 a和每对突变引物的下游引物配对 PCR，以引物 d

和每对突变引物的上游引物配对，pljm1-XLRS1-3xFLAG质粒
为模板，以 PrimeSTAR誖HS DNA Polymerase进行 PCR，获得
的 PCR产物进行 1 %琼脂糖凝胶电泳，泳道 1、5、9分别为三种
突变：点突变、缺失突变、插入突变的 AB段 PCR产物，3、7、11
分别为三种突变的 CD段 PCR产物，其余泳道均为各对引物
以水为模板进行 PCR 的空白对照，Marker：Takara DL2000
DNA Marker（图 3）。

2.2 三种突变类型的全长 DNA片段
AB和 CD段 PCR产物经过切胶，使用琼脂糖凝胶 DNA

纯化试剂盒纯化，各取 1μl作为模板 DNA，均以 a和 d为引
物，以 PrimeSTAR誖HS DNA Polymerase 进行 PCR，获得的
PCR产物进行 1 %琼脂糖凝胶电泳，泳道 1、2、3分别为点突
变、缺失突变、插入突变的全长 PCR产物，泳道 4是以水为模

图 1突变片段的构建流程
Fig.1 Workflow of constructing the mutant fragment

图 2 三对突变引物与模板 XLRS1 CDS区的对应关系
Fig.2 The corresponding relationship between those three pairs of

mutation primers and the template of the CDS sequence of XLRS1

图 3 PCR产物 AB和 CD的 1 %琼脂糖凝胶电泳图
Fig.3 1 % agarose gel electrophoresis of PCR products of AB and CD
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板进行 PCR的空白对照，泳道 5是以 pLJM1-XLRS1-3xFLAG
为模板的阳性对照，Marker：Takara DL2000 DNA Marker（图
4）。

2.3 测序结果比对
突变质粒测序使用 NCBI 的 BLAST 程序与野生型

XLRS1的 CDS序列比对，每条双链的上链为突变序列，下链为
野生型 XLRS1的 CDS序列（图 5）。

3 讨论

定点碱基突变技术构建遗传病模型目前广泛运用于经典

的孟德尔遗传病的研究，该技术在改造蛋白质功能获得改良的

重组蛋白中也发挥了极大作用。早期构建定点突变的方法是使
用单链质粒，实验难度较大[12-15]。目前商品化的突变试剂盒主要
运用了全长质粒扩增技术[16, 17]，比如 stratagene公司的突变试剂
盒，不需要单链质粒[18]，但是这种方法的 PCR模板必须是事先
构建好的质粒，且用 PCR法扩增全长质粒，骨架质粒的序列有
发生意外突变的可能。而重叠 PCR法的模板 DNA不仅仅限于
质粒，基因组 DNA、互补 DNA(complementary DNA,cDNA)都
可以作为模板。且 PCR扩增区域仅限于克隆片段，不包括骨架
质粒，可以排除 PCR在骨架质粒区域引入的意外突变。
重叠 PCR构建定点突变有以下几个关键点：1）设计带有

突变序列的引物 b和 c（图 1）是整个流程的核心，需满足 a.突
变序列的上下游侧翼序列和野生型模板序列要完全互补，单侧

互补序列要达到 15bp以上，以保证突变引物可以和野生型模
板互补结合；b.引物 b和 c完全互补，以保证在图 1的第三步
反应中产物 AB和 CD的部分碱基互补结合[10]。2）产物 AB和
CD之间的结合（图 1中的③）有两种可能：a. AB的正义链和

CD的反义链在各自的 3'端互补结合；b. AB 的反义链和 CD
的正义链在各自的 5'端结合。但是只有第一种结合方式，互补
的区域可以在 DNA聚合酶的作用下沿着 5'→3'以彼此的序列
为模板继续延伸产生完整的突变型 DNA片段，但是产量极低。
该过程仅仅发生在 PCR循环的第一个退火和延伸阶段。3）从
第二个退火和延伸的循环开始直至 PCR结束（图 1中的④），
引物 a和 d以前期产生的少量的完整的突变型 DNA为模板，
指数化扩增这个突变型 DNA，极大的增加了产量。4）重叠 PCR
法构建突变质粒可用质粒、基因组 DNA和 cDNA为模板，在
以质粒为模板时，为了防止后期转化感受态大肠杆菌野生型模

板质粒的污染，在图 1的②中，产物 AB和 CD的获取必须采
用根据目的条带大小切取琼脂糖凝胶的方法，以纯化产物，这

样可以通过 DNA的碱基长度差异去除模板质粒的污染。虽然
基因组 DNA和 cDNA作为模板不存在这个问题，但是采用切
胶纯化的方法获取产物 AB和 CD，有利于去除非特异反应的
条带。
本实验中选择了 pLJM1-EGFP为骨架质粒，该质粒是一种
基于慢病毒技术的高表达质粒，配合嘌呤霉素筛选可以得到稳

定表达各种突变类型视网膜劈裂蛋白的细胞系，避免了多次瞬

时转染。最为关键的是，相对于瞬时转染的效率不一，稳定转染
细胞系的实验重复性好[19]。此外，文中构建的所有质粒均带有
FLAG标签序列，以便于中一步实验中使用针对 FLAG蛋白的
抗体检测各种类型的突变蛋白[20]。本文使用了重叠 PCR法成
功构建了 XLRS1基因的三种不同类型的突变，为本课题组进
一步研究 X染色体连锁视网膜劈裂这种经典的孟德尔遗传病
奠定了分子生物学基础。
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间接判断斑块稳定性。
本研究尚存在一定的局限性，如样本量偏小，超声造影剂

衰减导致的新生血管显示受限，腹主动脉球囊损伤内膜情况存

在偏差等问题有待进一步解决。
综上所述，本实验通过高脂喂养联合球囊损伤成功构建兔

腹主动脉不稳定斑块模型，采用超声造影方法直观显示斑块内

新生血管的存在及分布情况，从而判断斑块稳定性，为临床采

用无创超声造影技术判断斑块稳定性奠定了理论基础。
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