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摘要 为探讨 HIV － Tat蛋白转导域( protein transduction domain，PTD) 对中国鲎抗菌肽 tachyplesin的协同作用，试验以经毕赤酵母密码
子优化后的 tachyplesin成熟肽( 54 aa)加 TAT PTD( 11 aa)的 cDNA序列为参考模板，设计了 6条单链寡核苷酸片段，首尾引物的 5'端分
别引入 EcoR I和 Xba I酶切位点，通过重叠延伸 PCR方法成功合成了 TAT PTD + Tachyplesin序列，序列全长 219 bp，为其后续功能与协
同作用研究奠定了基础。
关键词 PTD TAT;鲎素; 重叠延伸 PCR
中图分类号 S188 文献标识码 A 文章编号 0517 －6611( 2013) 04 －01438 －04

The Artificial Synthesis of TAT PTD and Tachyplesin Fusion Gene by Overlap Extension PCR
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Abstract In order to study the coefficient of the TAT PTD ( the protein transduction domain in HIV-1 transactivator of transcription protein)
to the antibacterial peptide tachyplesin from Tachpleus tridentatus，6 sequence of oligonucleotides with EcoR Iand Xba I in the ends of 5'-end
of the first and last primers respectively were designed，based on the TAT PTD and tachyplesin mature peptide cDNA template，which was op-
timized according to the Pichia pastoris preferred codon． A optimized TAT PTD and tachyplesin fusion gene with 219 base pairs was artificially
synthesized by overlap extension PCR，which laid a preliminary foundation for the following functional and coefficient studies．
Key words TAT protein transduction domain; Tachyplesin; Overlap extension PCR

基金项目 广东省自然科学基金( 06025389) ;福建省博士后项目。
作者简介 邱道寿( 1965 － ) ，男，江西遂川人，副研究员，博士，从事作

物病虫生物防治与生物技术研究，E-mail: dsqiu@ 163． com。
* 通讯作者，教授，博士，从事海水养殖病害防治、海水鱼类
种质资源和遗传改良研究，E-mail: yqsu@ jingxian． xmn． edu．
cn。

收稿日期 2012-12-18

鲎( Horseshoe crab) 是一种进化地位特殊的海洋生物“活

化石”，自泥盆纪出现以来其形态结构未发生重大变化，经过

4 亿多年的物竞天择，鲎的蓝色血液中蕴藏着丰富的功能特

殊的生物活性物质［1］。鲎血液天然活性物质研究一直受到

美日等国学者的高度重视［2］，目前已从美洲鲎( Limulus poly-
phemus) 和东方鲎( Tachypleus tridentatus) 的血液中分离得到

鲎素( tachyplesins) ，研究表明它是一种 2． 3 kD 带阳离子的

肽类［3］，在鲎血细胞中定位于小颗粒中［4］，具有强烈抗菌、抗
病毒( 尤其抗艾滋病毒) 和抗癌活性［1，3，5 －11］，因此，其在生物

医药研究中倍受关注。近几年来，我国学者张春义等开始探

讨鲎素在农作物抗病上应用，他们发现利用大肠杆菌和毕赤

酵母( Pichia pastoris) 表达的鲎素基因产物对黄曲霉菌和稻

瘟病病菌具有很强的抗菌活性［12 －14］，并正在进行转鲎素基

因的抗病水稻研究。这表明鲎素在农作物抗病领域也有广

泛的应用前景。
TAT( transactivator of transcription) 为人类免疫缺陷病毒

( HIV － l) 的重要调节基因，其编码的 TAT 蛋白是 HIV － 1 重

要的反式激活因子。在 TAT 功能区有一段被称为蛋白转导

结构域( protein transduction domain，PTD) 的区段，其核心序

列由 11 个氨基酸组成，目前的诸多研究发现它具有细胞传

导和亚细胞定位功能［15 －17］，能有效引导肽段或蛋白质通过

细胞膜，从细胞外向细胞内直接跨膜转运［17 －20］，并通过血脑

屏障［21］，而且具有转导速度快、效率高和广谱性等特点，是

一个极好的蛋白质、多肽和基因的转运载体，为蛋白传送及

基因治疗提供了一个很好的工具［22 －23］。利用 PTD － 蛋白质

系统来提高目的蛋白穿透生物膜的方法既简单可行，又不影

响生物大分子的活性，因此对蛋白功能研究、协同作用研究

是一个极好的手段。
为探讨 TAT PTD 对 tachyplesin 是否具有协同作用，能否

提高 tachyplesin 在 抗 菌 或 抗 肿 瘤 方 面 的 功 能，笔 者 利 用

tachyplesin 成熟肽( NCBI 登录号为 AAA63538． 1) 氨基酸序

列，在其N 端加上11 个氨基酸组成 TAT PTD 核心序列，然后

将经毕赤酵母偏好密码子优化后得到的 cDNA 序列为模板，

设计 6 条单链寡核苷酸片段，通过重叠延伸 PCR 方法合成全

长 219 bp 的 TAT PTD + Tachyplesin 序列。
1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 菌种和载体。pMD18 － T Vector，购自宝生物工程

( 大连) 有 限 公 司。菌 株 Escherichia coli DH5α 由 实 验 室

保存。
1． 1． 2 工具酶和试剂盒。Pfu 酶、Taq 酶、dNTPs、10 × PCR
buffer、限制性内切酶、质粒提取、小量胶回收试剂盒和 DNA
Marker 等分别购自大连 TaKaRa、北京鼎国( Dingguo) 、上海

申能博彩( SNBC) 、Gen － view 等公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 引物设计。根据 tachyplesin 基因成熟肽的氨基酸序

列( NCBI 登录号为 AAA63538． 1) ，在其 N 端加上 11 个氨基

酸组成 TAT PTD 核心序列( YGRKKRRQRRR) ，然后经毕赤

酵母偏好密码子优化后得到 cDNA 序列。依据该序列设计 6
条单链寡核苷酸片段( 超长引物) ，由上海英骏( Invitrogen) 公

司合成。其中，引物 P1 和 P6 的 5'端分别设置含 EcoR I 和

Xba I 酶切位点的序列( 表 1) 。
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表 1 设计的寡核苷酸引物序列

名称 序列( 5' －3')

P1 GGAATTCATGTACGGTAGAAAGAAGAGAAGACAAAGAAGAAGAAA-
GTGGTG

P2 CTTCTGTAACAAATACCTCTGTAACAAACTCTGAAACACCACTTTCTT-
CTTCTTTG

P3 CAGAGGTATTTGTTACAGAAGATGTAGAGGTAAGAGAAACGAGGTT-
AGACAATACAG

P4 CTCTGGAATAGCTCTAACGTCGTAACCTCTGTCTCTGTATTGTCTAAC-
CTCGTTT

P5 ACGTTAGAGCTATTCCAGAGGAGACTTTCTTCACTAGACAAGACGAG-
GACGA

P6 GCTCTAGATTATTACTCCTCGTCGTCGTCCTCGTCCTCGTCTTGTCTAGT

注: P1 和 P6 的下划线部分分别为 EcoR I 和 Xba I 酶切位点。

每两条相邻的超长引物之间均有约 20 个碱基的序列反

向互补，互为模板，通过 PCR 聚合酶延伸得到下一步的模板

( 图 1) 。

图 1 6 条寡核苷酸片段

1． 2． 2 融合基因的合成策略。先取中间两条单链的寡核苷

酸引物 P3 和 P4 进行第 1 步 PCR 反应，得到目的片段后，进

行琼脂糖凝胶电泳、回收。接下来的每步 PCR 循环都以上

一步的 PCR 反应产物为模板，依次在两侧引入 2 条下一步的

寡核苷酸引物，互为动态模板，最终实现目的基因的合成

( 图 2) 。

图 2 PCR 扩增策略

1． 2． 3 重叠延伸 PCR 反应。第 1 步 PCR 反应: 反应体系为

pfu( SNBC) 或 Taq ( Dingguo) 1 μl，10 × PCR buffer ( SNBC) 1
μl，P3 和 P4 各 2 μl，dNTPs ( Gen － view ) 2 μl，MgCl2 ( 25
mmol /L，SNBC) 2 μl，加去离子水 10 μl 至总体积为 20 μl。
PCR 反应条件为 94 ℃预变性 4 min; 94 ℃变性 1 min，60 ℃
退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，24 个循环; 72 ℃延伸 10 min，4 ℃
保持。产物用 1． 0%琼脂糖凝胶电泳检测，并按凝胶回收方

法回收目的片段。
第 2 步 PCR 反应: 反应体系为 pfu( SNBC) 或 Taq( Ding-

guo) 1 μl，10 × PCR buffer ( SNBC) 1 μl，P2 和 P5 各 2 μl，
dNTPs( Gen － view) 2 μl，MgCl2 ( 25 mmol /L，SNBC) 2 μl，P3 和

P4 扩增回收产物 0． 5 μl，加去离子水 9． 5 μl 至总体积为 20
μl。PCR 反应条件、扩增产物检测、回收方法同第 1 步。

第 3 步 PCR 反应: 反应体系为 pfu( SNBC) 或 Taq( Ding-
guo) 1 μl，10 × PCR buffer ( SNBC) 1 μl，P1 和 P6 各 2 μl，
dNTPs( Gen － view) 2 μl，MgCl2 ( 25 mmol /L，SNBC) 2 μl，P2 和

P5 扩增回收产物 0． 5 μl，加去离子水 9． 5 μl 至总体积为 20
μl。PCR 反应条件、扩增产物检测、回收方法同第 1 步。
1． 2． 4 T 克隆载体的构建。将上述第 3 步 PCR 反应的回收

产物与 pMD18 － T 载体连接，构建重组质粒 pMD18 － T –

PTD － Tachyplesin，连接的反应体系和反应条件根据公司说

明书进行。然后将连接产物转化 E． coli DH5α 感受态细胞，

取 100 μl 转化菌涂布于含 100 mg /L 氨苄西林、IPTG ( 20
mg /ml) 和 X － Gal( 20 mg /ml) 的 LB 平板上，37 ℃孵育 16 h，

分别挑 10 个白色单菌落扩大培养。采用质粒小提试剂盒提

取质粒，经 EcoR I 和 Xba I 双酶切，1%琼脂糖凝胶电泳检测，

筛选阳性克隆。
1． 2． 5 测序及序列分析。将鉴定正确的含目的片段的质粒

交由上海英骏( Invitrogen) 公司进行测序，并用 DNAMAN6． 0
软件对测序结果进行比对分析。
2 结果与分析

2． 1 重叠延伸 PCR 产物 经第 1 步 PCR 扩增后，根据 P3
( 57 bp) 和 P4( 55 bp) 引物序列，它们的 3'端有 21 个碱基互

补并互为模板，其扩增产物预期为 91 bp。琼脂糖凝胶电泳

检测结果显示，实际扩增条带与预期大小一致( 图 3A) 。接

着以第 1 步获得的 91 bp 扩增产物为模板，以 P2( 56 bp) 和

P5( 52 bp) 为引物进行第 2 步 PCR 反应，由于 P2 和 P5 与模

板分别有21 和20 bp 的互补，因此，其扩增产物预期应为158
bp( 56 －21 +91 +52 －20 = 158) 。琼脂糖凝胶电泳检测结果

显示，实际扩增条带与预期大小一致( 图 3B) 。再以第 2 步

获得的 158 bp 扩增产物为模板，以 P1( 51 bp) 和 P6( 50 bp)

为引物进行第 3 步 PCR 反应，鉴于 P1 和 P6 与模板均有 20
bp 的互补，因此，其扩增产物预期应为 219 bp( 51 － 20 + 158
+50 －20 =219) 。琼脂糖凝胶电泳检测结果显示，实际扩增

条带与预期大小一致( 图 3C) 。如此，通过 3 步 PCR 反应，扩

增片段得到逐级延伸，最终获得了全长的 TAT PTD + Tachy-
plesin 融合基因( 图 3D) 。
2． 2 重组质粒 pMD18 － T － PTD － Tachyplesin 的酶切鉴

定 随机挑取阳性克隆用 EcoR I 和 Xba I 进行双酶切后，用

琼脂糖凝胶电泳检测，得到 2 条 2 600 和 220 bp 左右的条带

( 图 4) ，与预计大小完全吻合，证明融合基因 TAT PTD －
Tachyplesin 成功插入了 pMD18 － T 载体。
2． 3 重组质粒 pMD18 － T － PTD － Tachyplesin 的测序鉴

定 随机挑取 4 个阳性克隆送上海 Invitrogen 公司进行测

序，并用 DNAMAN6． 0 软件对 4 个测序结果进行了比对分

析，从结果可看出，测序编号为 E02 的克隆出现了 3 个碱基

错误，分别是第 85 位的 A 错配为 G，第 88 位的 A 错配为 G，

及第 139 位的 C 错配为 T，准确率为 98． 63% ; 测序编号为

E05 的克隆只出现了 1 个碱基错配，即第 137 位的 G 错配为

A，准确率达 99． 54% ; 测序编号为 H08 的克隆也出现了 3 个

碱 基错误，分别是第62位的T发生缺失，第78位增配了一
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注: M1． DNA Marker DL2000; 1、2 和 3． 第 1、2、3 步的 PCR 产物; M2． 100 bp DNA Ladder Marker。

图 3 3 步 PCR 反应的扩增产物

注: M1． DNA Marker DL2000; 1． 重组质粒的 EcoR I 和 Xba I 的双酶

切产物。

图 4 重组质粒的鉴定

个 T，及第 137 位的 G 错配为 C，准确率为 98． 63% ; 其中，有

一个样品( E03) 的准确率达 100%，其测序结果与经毕赤酵

母密码子优化的原始序列完全一致，表明该试验通过重叠延

伸 PCR 技术已成功获得了 TAT PTD + Tachyplesin 融合基因

( 表 2，图 5) 。
表 2 4 个克隆测序结果统计

测序号 错误碱基数( 增加、缺失或错配) 准确率∥%

E02 3 98． 63
E03 0 100
E05 1 99． 54
H08 3 98． 63

3 讨论

重叠延伸 PCR 是在无基因模板的情况下获得基因的一

图 5 合成基因与原始设计基因的多序列比对结果

种经济可行的方法［24 －29］，同时也是通过密码子优化和基因

修饰来提高蛋白产量的一种新思路和新途径［30］。该研究中

利用重叠延伸 PCR 合成经过毕赤酵母偏爱密码子优化后的

TAT PTD + Tachyplesin 融合基因，通过对随机挑取的 4 个阳

性克隆进行测序、分析，结果发现，其中有 2 个克隆出现了 3
个碱基错配、增配或缺失而发生的突变，1 个克隆错配突变，1
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个克隆则完全正确，说明重叠延伸 PCR 技术在人工合成基

因方面是一项有效、稳定的技术，通过该技术可获得高度精

确的、甚至完全正确的目的基因。已有的研究表明，在无

DNA 模板的情况下，利用该技术完全可合成大于 500 bp 的

目的基因［28，31 －33］，甚至超过 1 kb 的目的基因［27］。
当然，通过重叠延伸 PCR 方法在合成目的基因时，可能

由于寡聚核苷酸序列偏长、Taq 酶或 Pfu 酶的精度等因素而

不可避免地造成少量碱基的突变、增配或缺失。一般认为寡

聚核苷酸序列越长( 如超过 80 bp) 、分步进行 PCR 的步骤越

多( 亦即待合成片段越长) 发生错误的几率就越高。在制定

基因合成策略时，可适当考虑降低寡聚核苷酸序列的长度，

增加互补( 或重叠) 部分的长度，以降低这种错误发生; 但这

样做的同时又相对会增加 PCR 的步骤，从而提高扩增序列

错误发生几率。因此，在制定合成策略时，要综合考虑各方

面的因素，才能取得满意的结果。当然，在合成较长的目的

基因( 如 ＞500 bp) 时，使用高保真 DNA 聚合酶，肯定可大幅

减少突变率或缺失率。在文中，由于合成片段较短( 219
bp) ，使用普通的 Taq 酶也能得到不错的结果。
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