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摘  要 

鉴于从cDNA库中克隆长基因较困难的现实，采取分步扩增与DNA组装相结合的方式，提出一种长基因

克隆解决方案。以克隆人表皮生长因子受体2基因为例，先分别扩增出该基因的三个片段F1、F2和F3。
通过重叠延伸PCR融合前两个片段得到F12，再利用双片段连接法将F12与F3一起连接插入载体以构建完

整基因。从双片段连接物中筛选出上百个菌落，经检测和序列测定，得到一个序列完全准确的克隆。对

于难以直接克隆的长基因，可先扩增其各个片段，再将它们拼接成完整基因。其中双片段连接法可突破

严格的酶切位点要求对单片段顺序连接的限制，再辅以重叠延伸PCR融合法，即可实现多个基因片段的

正确拼接。 
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Abstract 
It was difficult to clone long genes from cDNA library due to a series of factors, such as mRNA in-
stability and the low efficiency of reverse transcription. Combining partial amplification with DNA 
assembly, an optimal solution was proposed for cloning lone gene that was difficult to amplify 
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from cDNA directly. Taking the human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) gene as an ex-
ample, three fragments of HER2 were amplified firstly. F1 and F2 were fused into F12 by overlap 
extension PCR, and then enzyme cleaved F12 and F3 were linked together into vector, so as to re-
combine the whole HER2 gene. Hundreds of colonies were screened out from double fragments li-
gation and one positive clone matching completely to HER2 sequence was detected. For long gene 
that was difficult to clone directly, it was feasible to amplify its segments and then assemble them 
into a complete one. Double fragments ligation breaking the rigorous demand of restriction sites 
of step by step ligation, in the assistance of overlap extension PCR, could join DNA fragments into a 
complete gene. 
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1. 引言 

从 cDNA 库中克隆真核基因，再将其导入细胞内表达，是研究其功能与调节机制的常用做法[1]。然

而科研工作者都有类似经验，即长度较小的基因相对容易克隆，而长度较大的基因难以直接克隆。除了

受基因表达丰度影响，还可能存在以下几种原因：一是 RNA 酶广泛存在于实验环境中，且极难灭活[2]。
尽管会以焦碳酸二乙酯(Diethyl pyrocarbonate, DEPC)处理实验器材，但仍难以完全避免 mRNA 在提取、

纯化及保存过程中的降解，其中尤以长链 mRNA 稳定性较差。其二是受逆转录酶连续合成能力制约，长

链 mRNA 的逆转录产物含量更低；去除 RNase H 活性可适当增加逆转录酶稳定性，但仍无法保证获得长

基因的完整 cDNA [3] [4]。此外，mRNA 的机械性损伤、引物长度、反应条件和 RNA 酶抑制剂等因素都

对逆转录结果有所影响，导致长链 cDNA 产量偏低[5]。尽管如此，从 cDNA 库中扩增基因的部分片段相

对容易，特别是以随机引物逆转录而来的 cDNA 库，往往能扩增出目标基因的多个片段。若能得到涵盖

基因全部编码序列的多个 DNA 片段，再将其拼接起来即可得到完整基因。 
限制性酶切–连接与重叠延伸 PCR (overlapping extension PCR, OE-PCR)是常用的 DNA 拼接方法。这两

种方法皆技术成熟，操作相对简单，但各有利弊。单片段顺序连接受制于严格的酶切位点要求，但双片段连

接法可拓展其适用范围[6] [7]。OE-PCR 融合成功率一般随着上、下游 DNA 片段长度增加而降低，但可以

作为酶切–连接法的补充。结合具体情况灵活选择两种方法及其组合，就能将 DNA 片段拼接成完整基因。 
人表皮生长因子受体 2 基因(human epidermal growth factor receptor 2 gene, HER2)又称 c-ERBB2 或

neu，是重要的癌基因，其表达水平可作为乳腺癌治疗的预后判断指标[8] [9]。HER2 基因编码序列全长

3768 bp (GenBank: NM_004448)，编码 1255 个氨基酸的跨膜受体蛋白[10]。本研究以克隆 HER2 基因为

例，对常规 DNA 拼接方法进行优化，以期提供一种长基因克隆解决方案。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

DH5α 感受态大肠杆菌(CB101)购自天根生化科技(北京)有限公司；pcDNA3.1 质粒(V800-20)购自美

国 Thermo Fisher 公司。 
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EasyPure RNA Kit、EasyScript First-Strand cDNA Synthesis SuperMix 和 2×EasyTaq PCR SuperMix (北
京全式金生物技术有限公司)；TaKaRa LA PCR Kit Ver.2.1、DNA Ligation Kit Ver.2.1 (Takara 公司，日本)；
限制性内切酶 EcoRI、HindIII、NdeI 及 XhoI (NEB 公司，英国)；DNA 回收试剂盒和质粒小量抽提试剂

盒(杭州博日科技有限公司)。 

2.2. 引物设计与合成 

引物采用 Primer Premier 5.0 软件设计，由北京奥科鼎盛生物科技有限公司合成，经 PAGE 纯化。引

物序列见表 1。 
 
Table 1. Primers used for PCR 
表 1. PCR 引物序列 

Primer Sequence Length (nt) 

S0 5'ATTAAGCTTATGGAGCTGGCGGCCTTGTGC3' 30 

S1 5'GGACGAATTCTGCACAATGGCGCCTA3' 26 

S2 5'TCCCCATATGTCTCCCGCCTTCT3' 23 

A0 5'ATACTCGAGCACTGGCACGTCCAGACCCA3' 29 

A1 5'TGCAGAATTCGTCCCCGGATTAC3' 23 

A2 5'GAGACATATGGGGAGCCCACACCA3' 24 

T7 5'TAATACGACTCACTATAGG3' 19 

BGH 5'TAGAAGGCACAGTCGAGG3' 18 

2.3. 细胞培养及 cDNA 制备 

MCF-7 细胞生长在含 10%胎牛血清，100 U/mL 青霉素，100 µg/mL 链霉素的 DMEM 培养基中，培

养条件为 5% CO2，37℃。将对数生长期细胞以 2 × 104细胞/cm2密度接种到 10 cm 直径培养皿中，继续

培养 24 h。采用 EasyPure RNA Kit 按推荐方案提取总 RNA [11]，并以 EasyScript First-Strand cDNA 
Synthesis SuperMix 试剂盒制备 cDNA [12]。 

2.4. 基因克隆 

第一轮 PCR：25 μL 2×GC buffer，7 μL dNTP，0.5 μL primer 1/0.5 μL primer 2，0.5 μL TaKaRa LA Taq，
1 μL cDNA，补水至 50 μL。OE-PCR：25 μL 2×GC buffer，7 μL dNTP，0.5 μL primer 1/0.5 μL primer 2，
0.5 μL TaKaRa LA Taq，2.5 μL 上游片段回收物/2.5 μL 下游片段回收物，补水至 50 μL。运行程序皆为：

94℃ 5 min；94℃ 30 s，55℃ 30 s，72℃ 3 min，32 循环；72℃ 10 min。酶切方案：取 PCR 回收物 17 μL 
(或 pcDNA3.1 质粒 1 µg 稀释到 17 μL ddH2O 中)，加 2 μL 10×buffer，0.5 μL 酶 1/0.5 μL 酶 2，37℃孵育 4 
h。PCR 及酶切产物经电泳检测后回收至 50 μL ddH2O 中。采用 DNA Ligation Kit Ver.2.1 连接片段与载体。

双片段连接方案：solution I 7.5μL，载体 0.5 μL，两片段各 3.5 μL；三片段连接方案：solution I 8 μL，载

体 0.5 μL，三片段各 2.5 μL；皆 16℃孵育 30 min。连接产物直接转化感受态大肠杆菌，涂布于氨苄青霉

素-LB 平板，37℃培养过夜。 

2.5. 阳性克隆的筛选与序列测定 

从过夜平板上随机挑取数个菌落，置于 4 mL 氨苄青霉素-LB 培养基中继续培养 6 h。采用 2×EasyTaq 
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PCR SuperMix，直接以菌液为模板进行 PCR 检测[13]。对阳性克隆取 3 ml 菌液小量提取质粒进行序列测

定，DNA 测序由北京奥科鼎盛生物科技有限公司完成。采用 DNAMAN 4.0 软件进行限制性酶切分析与

序列比对。 

3. 结果与分析 

3.1. 从 cDNA 库中扩增 HER2 基因的三个片段 

欲克隆 HER2 基因，考虑到该基因较长，可能不易从细胞总 cDNA 中扩增出基因全长。对 HER2 基

因作限制性酶切分析，发现其中含一个 KpnI 位点(位于基因下游)，两个 BglII 位点(皆位于基因上游)及五

个 BamHI 位点。这些酶切位点的分布特征使其不宜用于酶切–连接法拼接基因片段。基因中另有两个

EcoRI 位点和一个 NdeI 位点，尤其是 1301 位 EcoRI 位点和 2340 位 NdeI 位点将 HER2 基因分成三个大小

适中的片段 F1 (1-1301)、F2 (1302-2340)与 F3 (2341-end) (图 1)。根据酶切分析结果设计相应引物先扩增

HER2 基因及其片段。 
 

 
Figure 1. Restriction map of HER2 gene and primer matching sites 
图 1. HER2 基因酶切图谱及引物匹配位点 
 

利用寡聚脱氧胸苷(Oligo dT)或随机引物获取MCF-7细胞总 cDNA为PCR模板，分别以S0/A1, S1/A2, 
S2/A0 为引物扩增 HER2 基因 F1, F2, F3 片段。经多次调整 PCR 反应条件，Oligo dT 组只扩增出 F3 片段；

随机引物组顺利扩增出全部三个基因片段；而以 S0/A2, S1/A0, S0/A0 为引物始终未能扩增出相应的 F12, 
F23 片段及全长基因(图 2)。以上结果与长基因难以直接克隆的经验预期相符。 
 

 
Figure 2. Amplification of HER2 gene fragments. The cDNA was obtained by reverse transcription with oligo Dt (A) or 
random primers (B), and then used as PCR template 
图 2. HER2 基因片段的扩增。以 Oligo dT (A)或随机引物(B)逆转录获得的 cDNA 为模板，通过 PCR 扩增 HER2 基因

片段 
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3.2. 完整 HER2 基因的克隆 

为将上述 HER2 基因三片段拼接成完整基因，先尝试以 OE-PCR 法。将 F1 与 F2 组合重叠延伸扩增

出 F12 片段，F2 与 F3 组合扩增出 F23 片段，但 F1、F2 与 F3 三者组合未能扩增出 HER2 全长基因(图 3)。
以回收的 F12 片段组合 F3 或以 F23 片段组合 F1 亦未能扩增出 HER2 全长基因(结果未展示)，推测可能

是长链 DNA 片段干扰了重叠延伸效率所致。 
 

 
Figure 3. Fusion of partial HER2 gene fragments by OE-PCR 
图 3. OE-PCR 法融合 HER2 基因部分片段 
 

由于 F3 片段内含有 EcoRI 位点，故 F23 片段无法与 F1 通过 EcoRI 位点实现酶切–连接；而 F12 片段

与 F3 则可通过 NdeⅠ酶切后实现连接(图 1)。pcDNA3.1 质粒载体多克隆位点(Multiple Cloning Site, MCS)
内无 NdeI 位点，故无法采用分步连接法，两片段同时与载体连接成为可选方案。理论上，F1、F2、F3 三

片段也可直接通过酶切–连接法一次性拼接成完整基因。将 F1、F2、F3、F12 及 pcDNA3.1 质粒载体作双

酶切(图 4)，续以双片段连接(F12: HindIII/NdeI + F3: NdeI/ XhoI + Vector: HindIII/XhoI)或三片段连接(F1: 
HindIII/EcoRI + F2: EcoRI/NdeI + F3: NdeI/XhoI + Vector: HindIII/XhoI)，对比检测两种方案的可行性。 

 

 
Figure 4. Restriction enzyme digestion of HER2 gene fragments and vector. F1H/E

 indicated that the F1 fragment was di-
gested by HindIII/EcoRI, and so on. VH/X indicated that pcDNA3.1 vector was digested by HindIII/XhoI 
图 4. HER2 基因片段及载体的酶切。F1H/E表示 F1 片段以 HindIII/EcoRI 双酶切，余者类似；VH/X表示 pcDNA3.1 载

体以 HindIII/XhoI 双酶切 

3.3. 目标克隆的筛选与鉴定 

连接产物转化感受态大肠杆菌 DH5α 后经氨苄青霉素-LB 平板筛选，双片段连接组得到上百个菌落，

而三片段连接组仅有十余个菌落(图 5(A)、图 5(B))，提示三片段连接效率较低。分别从两个平板上挑取
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数个菌落进行 PCR 检测。方案一选用匹配 pcDNA3.1 载体 MCS 上游的 T7 与 A1 引物组合，阳性结果表

示该克隆含 pcDNA3.1 质粒载体，且含有 HER2 基因前半部分。A 平板检测得到#1、#3、#4、#5 四个阳

性克隆。方案二选用 S2 与匹配 pcDNA3.1 载体 MCS 下游的 BGH 引物组合，阳性结果表示该克隆含

pcDNA3.1 质粒载体，且含有 HER2 基因后半部分。检测结果与方案一一致(图 5(C))。上述两种方案均未

从 B 平板上检测到阳性菌落(结果未展示)。选用 T7 与 BGH 引物组合，从 B 平板中检测出两个疑是菌落，

但产物大小仅约 250 bp (图 5(D))，推测这两个克隆仅含 pcDNA3.1 空载体。 
为进一步确认检测结果的准确性，对选自 A 平板的四个阳性克隆作序列测定。结果显示其中#1、#4、

#5 克隆各有数个点突变，#3 克隆序列完全准确(图 5(E))。说明成功克隆了 HER2 基因，并已将其插入

pcDNA3.1 载体。 
 

 
Figure 5. Detection of positive colonies. (A/B) The colonies on the plate of double fragments/tri-fragments ligation. (C) The 
PCR detection results of random colonies on A plate. The primers and expected length product were shown in the figure and 
ddH2O acted as negative control. (D) The PCR detection results of random colonies on B plate. pcDNA3.1 plasmid acted as 
positive control. (E) Multiple alignments between four positive plasmids with HER2 sequence. Upper half show there were 
total 6 mutation points and their critical sequences were shown at the lower half 
图 5. 目标克隆的筛选与检测结果。(A/B) 双片段/三片段连接组平板菌落。(C) A 平板菌落的 PCR 检测结果。引物及

产物预期长度见图示，以 ddH2O 做负对照。(D) B 平板菌落的 PCR 检测结果，以 pcDNA3.1 空质粒做正对照。(E) 阳
性克隆与 HER2 基因序列比对结果。上半部分显示共有 6 个突变位点，下半部分为上述 6 个突变位点附近碱基序列 

4. 讨论 

虽然全基因合成可以节省基因克隆时间，但是长基因合成的价格昂贵且工作周期较长。显然，克隆

基因部分片段较基因全长更容易。以 HER2 基因为例，虽未能直接扩增出全长基因，但顺利得到了该基
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因的三个片段。单独使用 OE-PCR 融合法或酶切–连接法都未能将上述基因片段拼接成完整基因，但两

种方法互相取长补短，成功实现了基因片段拼接而得到完整 HER2 基因(图 6)。 
 

 
Figure 6. The procedure diagram of HER2 gene cloning 
图 6. HER2 基因克隆过程示意图 
 

某些非典型酶切连接技术和同源重组技术在此并不适用。依赖于同尾酶的 BioBrick 技术需添加酶切

位点并在 DNA 连接处形成“疤痕”[14] [15]，显然不适合此处基因片段的精确拼接。依赖于 IIs 型限制

性内切酶的 Golden gate 克隆技术要求识别位点不能存在于所连接的 DNA 片段内部，否则需对相关位点

进行沉默突变[16] [17]。同源重组对于超长 DNA 片段的组装有明显优势，但是对 DNA 拼接的精确控制

性稍差[18]。从理论上分析，Gibson 组装也适用于本例基因片段的拼接[19]。该技术目前主要应用于大片

段、多片段组装，如病毒载体的改造和重构等[20] [21]，对其拼接效率、影响因素和技术细节还缺乏清晰

认识。 
双片段连接法可突破严格的酶切位点要求对单片段顺序连接的限制。本例中载体 MCS 内并无 NdeI

位点，反倒是其他位置另有一个干扰性 NdeI 位点(图 1)，因此两个基因片段无法顺序连接插入载体，双

片段连接法则不受影响。相对常规单片段连接，双片段连接时得到的转化克隆数较少，且阳性率略低[22]。
增加同时连接的基因片段数会进一步降低正确连接概率，以致难以筛选出阳性克隆。OE-PCR 的影响因

素似乎更加难以琢磨。上、下游片段长度、浓度、重叠区域长度及序列特征等因素，以及 PCR 退火温度、

缓冲液成分等反应条件都在一定程度上影响其结果。两种 DNA 拼接方法的具体组合方案要结合实际情况

和实验室条件进行针对性设计。 
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