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摘 要 基因的点突变体在其结构和功能研究中发挥非常关键的作用，如何高效、经济地构建基因点突变体是许多分子生物

学研究遇到的棘手问题．以 PIAS3点突变体的构建为对象，设计了新型的以反向 PCR为基础的点突变构建流程，获得的点
突变体质粒经测序后均与预期相符，并在 293T细胞内得到了正确表达．以上结果表明，该实验设计方案能够高效、方便地
用于基因点突变体的构建，为进一步研究它们的分子功能打下了基础．
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蛋白质的缺失突变以及点突变体在其结构和功

能研究中发挥非常关键的作用，比如蛋白质相互作

用区域的界定 [1]，磷酸化[2]、甲基化 [3]、乙酰化 [4]、

泛素化[5]等修饰位点的确定，蛋白质细胞内定位序

列的确定等．目前，基因点突变体构建的常规方法

有：a．重组 PCR的方法[6]．该方法基本原理是先

进行两轮 PCR将目的基因片段进行点突变，经酶
切后再插入至表达载体中．但是在实验中我们发现

该方法比较繁琐、耗时较长、要设计两对引物(其
中需要一对序列部分互补的较长的引物序列)，进
行两轮 PCR，第一轮 PCR结束后必须进行胶回收
以去除模板对后续实验的干扰，另外第二轮 PCR
结束后需要再回收、酶切、与酶切后的载体连接后

转化大肠杆菌感受态细胞，挑克隆进行 PCR和酶
切鉴定．b．运用 Stratagene(La Jolla，CA，USA)
公司提供的点突变试剂盒[7-8]，虽然实验有一定的

程式，但该方法要通过该公司提供的引物设计网页

设计一对很长的彼此部分互补的引物序列，由于引

物较长，需要花很多时间去优化 PCR条件，同时
在转化子中会出现许多错误的克隆，而且该试剂盒

价格不菲．

为此，我们设计了一个用于高效、方便地用于

基因点突变的试验流程(图 1)．首先设计两对含有
PIAS3突变序列的引物，将其 5忆端磷酸化，再以含
目的基因的质粒为模板，扩增含点突变的质粒片

段，PCR产物经 Dpn玉处理、切胶回收、自身连
接、转化至大肠杆菌 DH5琢后，分别挑取 3个克隆
进行 DNA序列测定，阳性质粒转染 293T细胞进
行蛋白质表达鉴定．本研究旨在建立高效、快速的

基因点突变体构建方法．
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1 材料与方法

1援1 材料

人肾细胞 293T、大肠杆菌 DH5琢、真核表达质
粒 pXJ40-myc由军事医学科学院生物工程研究所
保存；T4多聚核苷酸激酶、DNA聚合酶 LA Taq、
T4 DNA连接酶、Dpn玉购自 TaKaRa 公司；用于
点突变的高保真 DNA聚合酶 PfuUltra域 Fusion HS
DNA Polymerase购自 Stratagene公司；胶回收试剂
盒为 Promega 公司产品；脂质体转染试剂、
Western blot 发光检测试剂盒购自威格拉斯生物
技术有限公司；HRP标记的 Myc 抗体购自 Sigma
公司．

1援2 PIAS3 编 码 区 cDNA 序 列 的 设 计 及

pXJ40myc鄄PIAS3表达载体的构建
根据 NCBI 公布的人源 PIAS3 的 cDNA 编码

区序列，设计一对引物：正向引物，5忆 GAAGA-
T CTATGGCGGAGCTGGGCG 3忆；反向引物，
5忆 AAGGAAAAAAGCGGCCGCTCAGTCCAGGG-
AAATGATG 3忆．
在正向引物与反向引物的 5忆端分别加入 Bgl域

及 Not玉位点．将用 BamH玉与 Not玉双酶切后的
pXJ40myc载体片段与用 Bgl域及 Not玉双酶切后的
PIAS3 cDNA片段用 T4连接酶连接过夜，连接产
物转化感受态细胞 DH5琢，随机挑取 3 个克隆于

5 ml LB培养基培养 6 h后，菌液 PCR(所用引物为
前述正向及反向引物)筛选阳性克隆，转接 1管阳
性菌液 5 滋l于 5 ml LB中过夜培养，提取质粒并
分别用 T7和 SP6引物进行测序．
1援3 PIAS3 K110R、K411，412R点突变体引物的
设计

根据 NCBI公布的人源 PIAS3 cDNA编码区序
列和对应的氨基酸序列设计如下引物：

a．用于 K110R点突变的反向及正向引物．

101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118

TTG GCC CCT GGC AAG CCC CCT

K110R正向引物：5忆 CGTGAGGTGGACATGCAC 3忆
K110R反向引物：5忆 TCTGGGGCCCAGCAGGGT 3忆
其中，在反向引物的 5忆端加入 TCT 3个碱基，

这 3个碱基编码精氨酸，替代第 110位的赖氨酸．
b．用于 K411，412R点突变的反向及正向引物．

402 403 404 405 406 407 408 409 410 411 412 413 414 415 416 417 418 419

GAT GGA TCC AAG AAG CCC

K411，412R 正向引物：5忆 GAGGCATCTGAGGT-
TTGC 3忆

K411，412R 反向引物：5忆 TCTTCTGGGTTTCA-
TTGGGCACCA 3忆
其中，在反向引物的 5忆端加入 TCTTCT 6个碱

基，这 3 个碱基编码 2 个精氨酸以替代第 411、
412位的赖氨酸．
1援4 PIAS3 K110R、K411，412R点突变体的构建
以 pXJ40myc-PIAS3 质粒为模板 (20 ng)，用

Stratagene 公司的高保真 DNA 聚合酶 PfuUltra 域
Fusion HS DNA Polymerase以及上述引物进行反向
PCR反应，反应条件为：94℃预变性 3 min，然后
以 94℃变性 15 s、56℃退火 15 s、72℃延伸 2 min
进行 30个循环，72℃延伸 5 min，4℃保温．
反应结束后，PCR产物进行 0.7%琼脂糖凝胶

电泳，切下特异性 PCR片段(6.8K)，用胶回收试剂
盒进行回收，回收产物加入 Dpn玉处理 1 h 后，
用 PCR 回收试剂盒进行再回收，取 10 滋l 加入
T4 DNA连接酶 16℃过夜进行连接反应．将连接产
物转化大肠杆菌 DH5琢，各挑取 3 个克隆提取质
粒，PIAS3 K110R突变体质粒用 T7引物进行 DNA
测序反应，K411, 412R 突变体质粒用自己设计
PIAS3内部的引物进行测序，引物序列为：5忆 TA-
TGAATCTCTTATCATTGATG 3忆．

正向引物反向引物

Fig. 1 Novel strategy for generating a site鄄directed
mutagenesis by inverse PCR

Phosphorylation of forward and reverse primers

TCT
Inverse PCR amplification

Dpn玉 treatment

Gel extraction

Self ligation

Transformation of competent cells

Pick up colonies, plasmids extraction and DNA sequeming

反向引物 正向引物
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Fig. 3 DNA sequencing results of two PIAS3 mutants

TGGCACCCTGCTG GGCCCCAGACGTGAGGTGGACATGCAC
400390380370

K110R

GTGCCCAATGAAACCCAGAAGAGAGGCATCTGAGGTTTGCC
908070

K411, 412R

60

1援5 转染哺乳动物细胞

293T细胞用含 10%新生牛血清的 DMEM培
养基培养，转染前一天，细胞接种于 12孔板中，
分别转染表达野生型以及突变体的质粒 2 滋g，转染
6 h后用 10%新生牛血清的 DMEM培养液换液．
1援6 细胞裂解及Western blot分析
细胞转染 36 h后用 1 ml PBS吹下，3 000 r/min

离心 3 min，在细胞沉淀中加入 100 滋l RIPA 缓冲
液裂解，取 15 滋l裂解上清加入 15 滋l 2伊SDS加样
缓冲液，煮沸 10 min，12 000 r/min离心 3 min，取
15 滋l上清液进行 SDS-PAGE，电泳结束后转移至
硝酸纤维素膜上，用 5% 脱脂奶粉室温封闭 1 h，
加入 HRP标记的Myc抗体室温孵育 1 h，1伊TBST
洗膜 3次，每次 7 min，用化学发光法显色 5 min，
压片显影．

2 结 果

2援1 PIAS3编码区 cDNA的扩增
以 MCF-7细胞 cDNA为模板，运用一对针对

PIAS3编码区 cDNA的引物扩增出了特异性的长度
为 1 900 bp的条带，结果与预期相符．
2援2 pXJ40myc鄄PIAS3表达载体的构建
将 PIAS3 cDNA PCR 产物用 Bgl域与 Not玉双

酶切，与经 BamH玉+Not玉处理后的 pXJ40myc载
体片段连接后获得阳性重组质粒，分别用 T7 和
SP6引物进行测序，经序列分析发现 PIAS3 cDNA
正确克隆至表达载体 pXJ40-myc中(结果略)
2援3 反向 PCR 扩增表达 PIAS3 K110R、K411，
412R点突变体的表达载体
分别用两对含有 PIAS3 点突变的引物进行反

向 PCR，将 PCR产物进行 0.7%琼脂糖凝胶电泳，
结果表明，反向 PCR扩增产物特异地在 6 900 bp
处有明亮的电泳条带(图 2)，与预期结果相符．

2援4 PIAS3 K110R、K411，412R点突变体质粒的
测序结果

在两个点突变体转化的平板上分别随机挑选 3
个克隆，提取质粒，再分别用 T7引物以及自行设
计的引物进行测序，结果表明，3个克隆的测序结
果均与预期相符(图 3，图中划横线的表示发生突
变的碱基序列)，缺失突变成功率达到 100%．

Fig. 2 Agarose gel electrophoresis of PIAS3
mutants PCR product

M: DNA marker; 1: PCR product of PIAS3 K110R mutant; 2: PCR

product of PIAS3 K411, 412R mutant.
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2援5 PIAS3点突变体在细胞内的表达
将表达 PIAS3 野生型及其 K110R、K411，

412R点突变体(各 3个克隆)的表达质粒转染 293T
细胞，36 h 后裂解细胞，进行 SDS-PAGE，用
HRP标记的 Myc抗体进行蛋白质印迹反应，结果
见图 4，PIAS3野生型及其点突变体在细胞内均得
到了表达，其分子质量为 70 ku左右．

3 讨 论

本实验建立了运用反向 PCR技术快速构建基
因点突变体的方法，该方法只需设计一对常规引

物，进行一轮 PCR(PCR 反应条件简单，容易扩
增)，随后用 Dpn玉处理(Dpn玉只切割发生甲基化
的 DNA，模板 DNA是从大肠杆菌中扩增并提取的
DNA，在大肠杆菌中发生了甲基化，而 PCR产物
是在体外进行的扩增反应，不会被甲基化，因此

Dpn玉只降解模板 DNA片段)、胶回收后即可进行
片段自身的连接反应，由于在回收后的 PCR产物
中没有模板 DNA的出现(在 PCR反应体系中仅加
入 20 ng模板，经 Dpn玉处理后将其完全降解)，因
此连接产物转化大肠杆菌后生长出的转化子阳性率

为 100%，我们的实验也证实了这一点．
利用反向 PCR构建基因突变体通常用的引物

是一对序列较长且部分互补的引物，本研究巧妙设

计一对常规引物，在反向引物的 5忆端加入编码精
氨酸的碱基以替代被突变的赖氨酸，将该对引物

5忆端磷酸化后再进行 PCR，所获得产物的 5忆端具有
磷酸基团，这样经 T4 DNA连接酶连接后即可与自
身分子内部的 3忆端连接成环状分子，运用该对引
物进行 PCR扩增的反应条件简单，不需另行摸索，
极大程度简化了实验程序，同时运用该方法还可以

快速构建基因的缺失突变体．
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Site鄄directed Mutagenesis by Novel Inverse PCR Strategy*

CHENG Long1)**, HAN Bai-Yu1, 2)**, HOU Sha1), HAN Yong-Jian1), XU Xiao-Jie1), JIANG Kai1), LI Fa-Ceng1),
YANG Zhi-Hong1), DOU Jing-Tao2), L譈 Zhao-Hui2), ZHANG Hao1)***, YE Qi-Nong1)***

(1) Institute of Biotechnology, Academy of Military Medical Sciences, Beijing 100850, China;
2) Department of Endocrinology, Chinese PLA General Hospital, Beijing 100850, China)

Abstract Site-directed mutagenesis plays important roles to study protein structure-function relationship and the
researchers are always confronted with the problem on how to generate a point mutation of a target gene
efficiently. A novel strategy to produce a point mutation was depicted based on inverse PCR with PIAS3 as an
example. Firstly, the entire PIAS3 coding sequence was amplified from MCF-7 cDNA and then cloned into the
expression vector pXJ40-myc. Two sets of PIAS3 primers with specific mutation sequences were synthesized and
then phosphorylated at their 5忆 terminus. Inverse PCR was performed with the phosphorylated primers as well as
with the plasmid pXJ40myc-PIAS3 as the template. Further, the PCR products were subjected to Dpn玉 treatment,
agarose gel purification, self-ligation and transformation into DH5琢. Three colonies were randomly selected for
DNA sequencing. The expression of both the PIAS3 wide type and the point mutants( PIAS3 K110R and K411,
412R) was analyzed by transfection of these plasmids into 293T cells. The result showed that the PIAS3 K110R
and K411,412R point mutants were successfully constructed and expressed in mammalian cells, which suggested
that the novel inverse PCR stratagy can be applied to construct the point mutants of a target gene efficiently and
conveniently.
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