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摘  要: 重叠延伸 PCR 是基因定点突变的主要方法，但是以该方法制作长基因定点突变时，往往遇到难以获得第

二轮 PCR 产物或容易引入新的非预期突变等问题。此时，可先以重叠延伸 PCR 扩增含突变位点的部分基因片段，

再将其连入适当载体获得重组质粒。若该扩增片段两侧的酶切位点在质粒载体上不单一，则可采用双片段连接法

构建完整质粒。以制作视网膜母细胞瘤基因 S780E 定点突变为例，直接以重叠延伸 PCR 扩增全长基因时未能得

到理想的目标产物。故先扩增含点突变的 F3 片段，再将其与源自原始质粒的 F2 片段一起连入含 F1 片段的质粒

载体而构建完整质粒。两个筛选出的重组质粒经序列检测完全符合目标突变序列特征，验证了该方案的可行性。

该方法作为重叠延伸 PCR 的补充，可为许多长基因定点突变提供解决方案。 

关键词: 基因克隆，定点突变，重叠延伸 PCR，视网膜母细胞瘤基因  

Site-directed mutagenesis of long gene by partial amplification 
combining with double fragments ligation 

Juan Xiao, Mengqi Ma, Mingxing Liang, Ruyang He, and Huabo Chen 

Medical College, Hubei University of Arts and Science, Xiangyang 441053, Hubei, China 

Abstract:  Overlap extension PCR is a common method for site-directed mutagenesis. As objective gene sequence growing 

longer, it is often difficult to obtain the target product in the second round of PCR, and it is highly possible to introduce 

unexpected mutations into a long gene fragment by PCR. To circumvent these problems, we can only amplify a small gene 

fragment which contain the target mutation by overlap extension PCR, and then ligate it with vector to get target plasmid. If 

the restriction site at the end of the amplified fragment was not a single one on plasmid vector, double fragments ligation 

method could be used to construct target plasmid. Partial amplification, combined with double fragments ligation, could solve 

lots of problems in long gene mutagenesis. Taking retinoblastoma gene 1 S780E mutagenesis as an example, it is difficult to 

·生物技术与方法· 
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amplify whole retinoblastoma gene 1 by overlap extension PCR because of long fragment interfering the overlapping 

extension of second round PCR. However, it is relatively easy to amplify the F3 (1 968–2 787) fragment which contains target 

mutation S780E. There is a Nhe I site which can be used for ligation on 5′ end of F3 fragment, but another Nhe I site on the 

plasmid restrained from doing so directly. In order to circumvent this obstacle, we ligated F3 fragment, combining with F2 

(900–1 968) fragment which was digested from wild type plasmid, with the vector which contain F1 (1–900) fragment of the 

gene. That double fragments ligated with one vector at the same time, though less efficient, can recombine into a complete 

plasmid. The sequences of the two selected recombinant plasmids were consistent with the target mutation, which verified the 

feasibility of this scheme. As an improvement of overlap extension PCR, partial amplification and double fragments ligation 

methods could provide solutions for site directed mutagenesis of many long genes. 

Keywords:  gene cloning, site-directed mutagenesis, overlap extension PCR, retinoblastoma gene 

 

基因定点突变是常用的分子生物学技术，是蛋

白质结构与功能研究的基础手段。目前基因定点突

变主要采用基于聚合酶链式反应  (Polymerase 

chain reaction，PCR) 的突变引入办法。最早开发

出来的重叠延伸 PCR (Overlap extension PCR，

OE-PCR) 是基因突变的主要方法[1]，近年来还发

展出大引物法与滚环扩增法等定点突变方法[2-3]。

这些方法各有优劣，不同实验室在选择基因定点

突变方法时有所偏好。 

OE-PCR 包括两轮扩增，第一轮 PCR 分别扩

增基因上、下游片段，第二轮 PCR 通过上、下游

片段的末端重叠延伸产物作为模板扩增全长基 

因[4]。很多科研工作者都有类似的经验，即上、

下游片段较小时，第二轮 PCR 容易成功；随着上、

下游基因片段长度增加，第二轮 PCR 成功率逐渐

降低；当某一片段超过 2 kb 时，第二轮 PCR 不

易获得目标产物。一般认为是较长的基因片段干

扰了上、下游片段的末端互补所致。另一方面，

PCR 体外扩增 DNA 时总是存在随机突变的可能，

而且随着目标产物长度增加，随机突变的概率也

逐渐增加。由于以上两点，OE-PCR 在制作长基

因定点突变时往往并不顺利。因此，在遇到相应

问题时，有科研工作者会转向滚环扩增法。滚环

扩增法也是目前市场上大多数突变试剂盒所采用

的基本原理，如 NEB Q5、Stratagene QuikChange

及碧云天 QuickMutation 基因定点突变试剂盒  

等[5-7]。然而，滚环扩增法也存在固有缺陷：其一，

PCR 扩增 7–12 kb 质粒依赖于高保真、快速且稳

定的 DNA 聚合酶，否则无法得到目标产物或容

易引入随机突变；其二，若 DpnⅠ酶未能对模板

质粒做彻底消化，则会严重干扰目标突变质粒的

筛选。尽管所有试剂盒厂商都声称其所含上述两

酶都满足要求，但随着试剂盒使用和存储时间增

加，不可避免的酶活性降低就会极大地影响基因

突变的效率。其三，滚环扩增法还会使目标质粒

载体序列部分出现突变的风险，因为这部分序列

经过了 PCR 扩增，但一般不会测序确认。 

我们发现一般较长的基因内往往含有较多常

见的限制性酶切位点。对于突变位点两侧有合适

酶切位点的基因突变，仍可采取 OE-PCR 法扩增

其两侧酶切位点之间的部分序列，再将其连入适

当载体即可获得重组质粒。若这两个酶切位点在

质粒序列上并不单一，则可以采用双片段连接法，

利用恰当的片段组合，亦可得到完整的目标质粒。 

视网膜母细胞瘤基因  (Retinoblastoma gene 

1，rb1) 是典型的抑癌基因[8]，rb1 基因缺失与突

变是众多肿瘤发生的重要诱因[9]。rb1 基因转录终

产物约 4.7 kb，其开放阅读框全长 2 787 bp，编码

928 个氨基酸。在细胞周期的 G1 期，Rb1 蛋白相

继被 cyclin D1/CDK4 与 cyclin E/CDK2 磷酸化，

释放与之结合的 E2F，从而启动 G1/S 转换[10-12]。

Rb1 蛋白 C 端有数个 CDK 潜在磷酸化位点，其

中大多受 cyclin E/CDK2 修饰，唯有 780Ser 是较

为可信的 CDK4 磷酸化位点[13-14]，将 Rb1 蛋白

780Ser(S) 突变为 780Glu(E) 可模拟其磷酸化修

饰效果，进而研究其调节机制[15]。由于 rb1 基因
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编码区较长，常规 OE-PCR 制作 rb1S780E 突变体

时遇到困难。采用部分扩增与双片段连接法相结

合，成功克隆了 rb1S780E 突变体并将其连入质粒载

体，为进一步研究该基因的调节机制做好了基础

准备，同时也提供了一种有效的长基因定点突变

解决方案。 

1  材料与方法 

1.1  菌种与质粒 

大肠杆菌 DH5α 感受态购自天根生化科技 

(北京) 有限公司；pEGFP_C3-rb1 质粒由北京大

学生命科学学院张传茂教授馈赠。 

1.2  试剂 

2×EasyTaq PCR SuperMix 购自北京全式金

生物技术有限公司；Pyrobest DNA Polymerase、

DNA Ligation Kit Ver.2.1 购自 TaKaRa；EcoRⅠ、

MluⅠ、NheⅠ、SalⅠ购自 NEB；DNA 回收试剂

盒、质粒小量抽提试剂盒购自杭州博日科技有限

公司。 

1.3  引物设计与合成 

引物采用 Primer Premier 5. 0 软件设计，由北

京天润奥科生物科技有限公司合成，经 PAGE 纯

化。引物序列见表 1。 

1.4  基因克隆 

扩增含突变位点的目标基因采用高保真

Pyrobest DNA Polymerase。方案如下：总体积   

20 µL，含 14.3 µL ddH2O，2 µL 10×缓冲液，3 µL 

dNTPs，0.2 µL 上游引物 /0.2 µL 下游引物，     

0.2 µL 酶，0.1 µL (10 ng) 质粒；运行程序：94  ℃

5 min；94  ℃ 30 s，54  ℃ 30 s，72  3 min℃ ，30 个

循环；72  10 min℃ 。第二轮 PCR 方案：总体积

20 µL，含 13.4 µL ddH2O，2 µL 10×缓冲液，3 µL 

dNTPs，0.2 µL 上游引物/0.2 µL 下游引物，0.2 µL

酶，0.5 µL 上游片段/0.5 µL 下游片段；运行程序：

94  5 min℃ ；94  30 s℃ ，54  30 s℃ ，72  3 min℃ ，      

30 个循环；72  10 min℃ 。PCR 产物经电泳检测

后回收至 20 μL ddH2O 中。酶切方案：取 PCR 回收

物 17 µL，加 2 µL 10×缓冲液，0.5 µL NheⅠ/0.5 µL 

SalⅠ；另取 pEGFP_C3-rb1 质粒 3 µg 稀释到 17 µL 

ddH2O 中，加 2 µL 10×缓冲液、0.5 µL NheⅠ/0.5 µL 

EcoRⅠ；取 pEGFP_C3-rb1 质粒 1 µg 稀释到   

17 µL ddH2O 中，加 2 µL 10×缓冲液，0.5 EcoRⅠ/ 

0.5 µL SalⅠ；37  2 h℃ 。电泳检测后将目标片段

回收至 20 µL ddH2O 中，用 DNA Ligation Kit 

Ver.2.1 连接：载体 0.5 µL，两个片段各 3.5 µL，

solutionⅠ7.5 µL 混合，16  30 min℃ 。连接产物直

接转化感受态大肠杆菌，然后涂布在含卡那霉素

的 LB 固体培养基平板上，37 ℃培养过夜。 

1.5  菌落检测与序列分析 

在过夜培养的平板上随机挑取数个成型菌

落，置于 4 mL 含卡那霉素的 LB 培养基中继续培

养 6 h，以菌液为模板进行 PCR 检测。方案：5 µL 

2×SuperMix，0.1 µL 上游引物/0.1 µL 下游引物，

0.8 µL 菌液，补水至 10 μL；扩增条件为：94 ℃ 

 
表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 

Primer name Primer sequence (5′–3′) Size (bp) 

S0 AAAGGATCCATGCCGCCCAAAACCCCCCGAAA 32 

S1 TATGAATTCTCTTGGACTTGTAAC 24 

S2 GCCATTGAAATCTACCTCTCT 21 

780E_S ACCTTGGAACCAATACCTCA 20 

780E_A ATTGGTTCCAAGGTAGGGGG 20 

pEGFP_C3′ TATGGCTGATTATGATCAGT 20 

Underline indicates that the corresponding nucleotide sequence is a restriction site. 
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5 min；94  30 s℃ ，54  30 s℃ ，72  1 min℃ ，      

30 个循环。另对部分克隆取 3 mL 菌液小量提取

质粒进行酶切检测，方案为：12.5 µL ddH2O，2 µL 

10×缓冲液，0.5 µL 内切酶，5 µL 小提质粒；37  ℃

2 h。PCR 产物及酶切产物皆经 1%琼脂糖凝胶电

泳分析。取 2 个经验证的阳性质粒进行序列测定，

质粒测序由北京天润奥科生物科技有限公司完成。 

2  结果与分析 

2.1  不同方案下目标突变体的扩增 

欲制作 rb1S780E 定点突变，需将 rb1 基因编码

区 2 338–2 339 位“TC”突变为“GA”。考虑到该基

因较长，采用常规 OE-PCR 法可能不易得到理想

的第二轮 PCR 产物。对 rb1 作限制性酶切分析，

发现目标突变位点 S780E 上游 470 bp 处有一个

NheⅠ位点，另上游 1 438 bp 处有一个 EcoRⅠ位

点 (图 1A)。因此，可以仅对 rb1_F2 (900–2 787)

或 rb1_F3 (1 968–2 787) 部分做 OE-PCR 扩增，

再利用 NheⅠ或 EcoRⅠ酶切位点将该片段连入载

体构建完整的突变体质粒。为寻找最佳解决方案，

依上述思路按 OE-PCR 定点突变法进行对比操作。 

以原始质粒 pEGFP_C3-rb1 为模板，分别以

S0、S1、S2 搭配 780E_A 为引物扩增上游片段，

以 780E_S/pEGFP_C3′为引物扩增下游片段。PCR

产物经电泳检测，得到 4 个预期大小的 DNA 片

段 (图 1B)。在第二轮 PCR 时，发现上游片段 a

与下游片段 d 组合未能扩增出全长 rb1，上游片

段 b 与下游片段 d 组合扩增出的产物主带不明，

且杂带较多；而上游片段 c 与下游片段 d 组合扩

增出预期的目标产物片段。经多次调整 PCR 反应

条件，仍未能得到理想的全长 rb1 产物及 F23 片

段。以上结果说明 OE-PCR 时较长片段不易重叠

延伸而扩增出目标产物，与经验相符。 

2.2  目标质粒的双片段连接 

理论上，将上述#3 产物以 NheⅠ/SalⅠ双酶

切即可得到 rb1_F3 片段，再连接到切除对应片段

的载体即可得到完整的突变体质粒。然而，限制

性酶切分析发现原始质粒多克隆位点上游还有另

一个 NheⅠ位点，因此 F3 片段无法直接与载体连

接得到目标质粒。尽管如此，可采用双片段连接 

 

 
 
图 1  OE-PCR 扩增含突变位点的基因片段 
Fig. 1  Amplification of the gene fragments containing target mutation by OE-PCR. (A) rb1 gene map and primers position. 
(B) Agarose gel electrophoresis of the first round of PCR. The upstream primers for lane ‘a’ to ‘c’ were S0, S1, S2 respectively 
and all of their downstream primer was 780E_A. The primers for lane ‘d’ were 780E_S/pEGFP_C3′. (C) Agarose gel 
electrophoresis of the second round of PCR. The template for #1 to #3 were mixture of product a&d, b&d, c&d, respectively. 
The template for ‘+’ was pEGFP_C3-rb1 plasmid. The upstream primers for group 1 to 3 were S0, S1, S2 respectively and all 
of their downstream primer was pEGFP_C3′. M stands for DNA marker. 
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法解决上述问题。即以 NheⅠ/EcoRⅠ双酶切原始

质粒获得 rb1_F2 (900–1968)片段，以 NheⅠ/SalⅠ

双酶切#3 PCR 产物获得 F3 片段，将上述两个片

段一起与经 EcoRⅠ/SalⅠ酶切的质粒载体部分连

接，从而得到完整目标质粒 (图 2)。 

上述#3 PCR 产物双酶切简单易行 (图 3 a 泳

道)。将原始质粒以 NheⅠ/EcoRⅠ双酶切，得到    

1 068 bp、1 662 bp、4 773 bp 三个片段，其中最小

的片段即所需的 F2 片段，它与 1 622 bp 片段相距

较远，容易分离回收 (图 3 b 泳道)。将原始质粒以

EcoRⅠ/SalⅠ双酶切可得到 1 888 bp、5 615 bp 两个

片段，其中大片段即所需的载体部分 (图 3 c 泳道)，  

 

 
 
图 2  双片段连接示意图 
Fig. 2  The diagram of double fragments ligation. F2 (yellow line) and F3 (red line) are ligated with vector, which 
contain F1 (purple line), to obtain the complete plasmid. Color dots represent different restriction sites and black dot 
represents the target mutation site. 
 
 
 

 
 

图 3  基因片段及载体的限制性酶切 
Fig. 3  Restriction enzymatic digestion of gene 
fragments and vector. Agarose gel electrophoresis of the 
OE-PCR product #3 digested by NheⅠ/SalⅠ (lane a), 
and pEGFP_C3-rb1 plasmid digested by NheⅠ/EcoRⅠ 
(lane b) or EcoRⅠ/SalⅠ (lane c). M stands for DNA 
marker. DNA fragments that need to be retrieve from gel 
were encircled by an ellipse. 

它含有 rb1_F1 (1–900) 部分。 

2.3  目标质粒的检测与鉴定 

连接产物转化感受态大肠杆菌后经卡那霉素

选择性平板培养基筛选，得到数十个菌落 (图 4A)，

明显少于本实验室单片段连接时的菌落形成数[16]。

从中任意挑取 8 个菌落，经适当培养后进行检测、

鉴定。以两种不同的引物组合进行 PCR 检测，方

案一选用 S2/780E_A 引物组合；阳性结果表示质

粒含有 rb1 基因后半部分 (图 4B)。检测得到#1、

#4、#5 三个阳性克隆，其产物大小约 500 bp，与

预期  (514 bp) 相符  ( 图 4C) 。方案二选用

780E_S/pEGFP_C3′引物组合；阳性结果表示质粒
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为 pEGFP_C3 载体，且含有 rb1 后半部分。该方

案检测结果与方案一一致，其产物大小约 400 bp，

与预期 (421 bp) 相符 (图 4D)。为进一步确认检

测结果的可靠性，对#1–5 号克隆提取质粒作酶切

检测。分别以 MluⅠ与 NheⅠ作单酶切检测，结

果显示#1、#4、#5 这 3 个质粒能切出预期片段，

而#2、#3 号质粒无预期片段 (图 4E，F)。酶切检

测结果与 PCR 检测结果一致。 

为鉴定目标质粒序列准确性，对其中#1、#4

阳性质粒进行序列测定。由于经 PCR 扩增的 F3

片段位于基因下游，且目标突变位点 S780E 距下

游 SalⅠ位点仅 490 bp，故选择 pEGFP_C3′引物对

该质粒反义链进行序列测定。结果显示两者目标

位点为 TC 碱基，且 F3 部分序列内未引入其他非

预期突变点 (图 5)。表明其正义链对应位置为 GA

碱基，符合预期的 rb1S780E 突变体序列特征。由于 

 

 
 

图 4  阳性克隆的筛选 
Fig. 4  Screening positive colonies. (A) Bacterial colonies on plate. (B) The position of the primers and restriction 
enzymes which were used for detection of positive colonies. Agarose gel electrophoresis showed the results of PCR with 
S2/780E_A primers (C) or 780E_S/pEGFP_C3′ primers (D) and the restriction enzymatic digestion results with Mlu I (E) 
or Nhe I (F). –/+ stand for negative/positive control, #1–8 stand for the selected colony and M stands for DNA marker. 
Expected fragment sizes were showed at the bottom of each figure. 
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图 5  阳性质粒的关键序列 
Fig. 5  Sequence of the positive plasmids. (A) Amino acid and nucleotide sequence of target mutant. Peak trace of 
antisense of plasmid #1 (B) and #4 (C). Critical sequences of mutant position were encircled by square frame. 

 
目标质粒其他部分未经 PCR 扩增，故未作序列测

定。综合分析，#1、#4 克隆皆是符合要求的

pEGFP_C3-rb1S780E 目标突变体。 

3  讨论 

长片段干扰重叠延伸效率是制约 OE-PCR 应

用于长基因定点突变的重要因素；另一方面，制作

长基因突变体时，往往得到了预期定点突变，却引

入了新的非预期突变 (图 6A)。滚环扩增法在一定

程度上可以解决长基因定点突变的问题，但其也存

在其他固有缺陷。若仍以 OE-PCR 制作长基因定

点突变，则仅扩增含突变位点的部分基因序列成为

克服上述困难的良好解决方案。一则 OE-PCR 扩

增较短的基因片段成功率较高，二则扩增短基因片

段时引入非预期突变的几率相对较小 (图 6B)。 

采取部分扩增结合酶切-连接法制作长基因

定点突变要求突变位点两侧附近皆有合适的酶切

位点，以便于将扩增的基因片段重新连入载体获

得完整目标质粒。最理想的情况是其两侧附近各

有一个单一酶切位点，此时按常规基因克隆方法

即可重新连接得到完整目标质粒。然而往往遇到

另外一种情况，即突变位点两侧虽有酶切位点，

但它们在目标质粒上并不单一。如本例中目标位

点 S780E 上游虽有一个 NheⅠ位点，但载体序列

本身还有另一个 NheⅠ位点。若以 NheⅠ/SalⅠ酶

切原始质粒再连接扩增基因片段，则目标质粒将

丢失 rb1 基因上游大部分序列。对于这种情况，

双片段连接法是一个很好的解决方案：本例中两

个片段同时与一个载体连接的办法成功避开了双

NheⅠ位点对片段连接的限制 (图 2)。该方案所获

得的完整质粒中基因上游 F1 部分与中部 F2 皆源

自原始质粒，一般认为序列忠实，不会出现新的

突变 (图 6B)。唯一存在随机突变可能的只有经

PCR 扩增的 F3 部分，只对这部分 DNA 进行序列 
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图 6  常规 OE-PCR 与部分扩增法的比较 
Fig. 6  Comparison of two protocols. (A) In conventional protocol, it is difficult to get target product by OE-PCR with 
long upstream and/or downstream fragments. (B) It is relatively easy to amplify a short DNA fragment containing 
mutation site. Red lines indicate that there may be unexpected mutations in DNA fragments which were amplified by 
PCR. 
 

测定即可判断目标质粒的准确性。 

结合实际工作经验，我们发现相对常规单片

段连接方案，双片段连接时得到的转化克隆数较

少，且阳性率偏低；调整连接体系中两片段和载

体的比例可适当提高转化克隆数。本例中平板上

只形成数十个菌落，检测阳性率只有 37.5%，都

低于本实验室常规方案下的经验值。尽管如此，

若常规 OE-PCR 难以解决某些长基因定点突变问

题时，本方法不失为一种有效的解决方案。 
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