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PCR技术对Wilson病基因进行定点突变的研究
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摘　要:【目的】利用聚合酶链反应(PC R)技术对Wilson 病(WD)基因进行体外定点突变的研究。【方法】采用 PCR定点

突变技术 ,首先设计两对引物 , 将突变位点设计在引物上 , 通过重叠延伸法两次 PCR扩增 ,扩增片段上含有所需要的突变位

点 ,最后将扩增片段克隆入 pRc/ CMV 载体中。【结果】DNA测序表明在预期位点已经发生突变 , WD 基因第 778 位密码子由

精氨酸(Arg)残基突变为亮氨酸残基(Leu),用 PCR定点突变技术成功构建Wilson病基因突变体。【结论】PCR技术诱导定点

突变准确 、高效。 Wilson 病基因突变体的构建成功 , 为进一步研究该突变位点导致Wilson 病的发病机制和Wilson 病蛋白的结

构和功能的关系奠定了基础。
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Abstract:【Objective】To study PCR site-directed mutagenesis of Wilson disease (WD)gene in vitro .【Methods】The site-di-

rected mutagenesis of WD gene was made by using PCR.Two sets of primers were designed according to the gene sequence of WD ,

and misma tches were introduced into primers.Mutagenesis w as perfo rmed in a two-step PCR.The amplified fragments from the sec-

ond PCR w hich contained the mutation site were subcloned into the pRc/CMV vector.【Results】The sequencing analy sis showed

that the muta tion site w as cor rect.Mutation from Arg to Leu in 778 codon of WD gene w as found.The mutation of WD gene was

constructed successfully.【Conclusion】PCR site-directed mutagenesis method is accurate and highly efficient , and the mutant WD

gene is a promising candidate for further studies.
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　　Wilson 病(Wilson disease , WD)基因突变类型

以点突变为主 ,并且存在突变热点(hot-spot)。在

奥地利 、波兰 、德国等欧美白种人群中 ,WD基因 14

号外显子第 1069位密码子突变(H1069Q)是一个

典型的突变热点 ,占欧美等国家WD患者所有基因

突变的 28.8 %～ 68.3%[ 1 ,2] ,而WD基因 8号外显

子第 778 位密码子的突变(R778L)是中国人 WD

患者高频突变热点(28.8%～ 64.9%)[ 3 , 4] 。到目

前为止 ,对中国人 WD 基因突变检测始终未发现

H1069Q 突变类型的报道 。由此可见 , WD 基因突

变热区存在明显的种族差异性或可能存在着不同

的发病机制 。另一方面 ,目前对于 R778L 突变蛋

白在哪些环节上引起铜转运障碍报道较少 。本研

究利用 PCR技术对WD基因 8号外显子第 778位

密码子进行定点突变 ,这为下一步更深入的研究中

国人WD基因高频突变位点导致WD的发病机制 ,

以及为探讨 R778L 突变蛋白引起铜转运障碍机制

奠定物质基础。

1 　材料与方法

1.1　质粒和菌株

含有正常人全长WD cDNA 片段的真核细胞

表达质粒(pRc/CMV-WD)为本室保存 , WD cDNA

序列插在 Xba Ⅰ位点 ,内含有氨苄西林筛选位点。

PUCm-T 质粒载体 , DH5α大肠杆菌菌株为本室保

存。

1.2　主要试剂

Taq DNA聚合酶 , T4 DNA连接酶 ,5-溴-4-氯-

3-吲哚-β-D-乳糖苷(X-gal),异丙基-β-D-硫代半乳

糖苷(IPTG),各种限制性内切酶均为美国 Promega
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公司产品。琼脂糖 、PCR产物纯化试剂盒 ,质粒抽

提纯化试剂盒为上海博采生物科技有限公司产品;

其余试剂均为国产分析纯 。

1.3　引物设计

按照引物设计原则 , 采用引物设计软件

(Primer Premier 5.0),根据正常WD基因序列设计

两对引物 , P1和 P3 , P2和 P4 。其中 P1引入 Stu

Ⅰ限制性内切酶位点;P2 和 P3互补 ,且都带有一

个突变位点 ,即在 8号外显子第 778位密码子的点

突变(cgg 突变为 ctg);P4引入 Cla Ⅰ限制性内切

酶位点。两对引物分别是:

P1:gt tcaggcctacaaatctctg (内含 Stu Ⅰ限制性

内切酶位点) ;P2:cattgccctgggcctgtg gctggaacact tg

(引入突变点);P3:g taacgggacccggacaccgacct tg tgaac

(引入突变点);P4:aaatcgatagaaccgattaca (内含Cla Ⅰ

限制性内切酶位点)

引物由上海博采生物科技有限公司合成 ,用去

离子水配制成 50 μmol/L 。

1.4　目的基因的扩增

分别执行下列 2个反应 ,反应体系为 50 μL ,按

次序加入 38 μL H2O , 5 μL Taq DNA Polymerase

Buf fer(10×),1 μL 10 mmol/L 4×dN TP ,2 μL 引

物P1 ,2 μL 引物 P3 , 0.5 μL Taq DNA Polymerase

(2.5 U), 0.5 μL(约 100 ng)pRc/CMV-WD 。反应

条件为:94 ℃预变性 2 min ,然后94 ℃变性45 s ,56

℃退火 30 s ,72 ℃延伸 60 s ,30个循环 ,最后 72 ℃

保温 7 min。引物 P2 , P4 采用相同的反应体系 ,反

应条件为:94 ℃预变性2 min ,然后 94 ℃变性 45 s ,

56 ℃退火 45 s , 72 ℃延伸 60 s ,30个循环 ,最后 72

℃保温 7 min 。扩增产物用 16 g/L Agarose电泳鉴

定。引物 P1/P3扩增的产物命名为 T13;引物 P2/

P4扩增的产物命名为 T24。扩增产物 T13和 T24

直接用 PCR产物纯化试剂盒回收后继续进行下列

2个反应 , 目的是将片段 T13 和 T24 拼接成

T1234 ,反应体系为 50 μL ,扩增条件为:94 ℃预变

性2 min ,然后 94 ℃变性 45 s ,60 ℃退火 45 s , 72

℃延伸 60 s ,30个循环 ,最后 72 ℃保温 7 min。扩

增产物取名为 T1234。

1.5　中间载体的构建

在实验过程中 ,发现对 PCR产物进行直接酶

切比较困难 ,因此采用 T/A 克隆法 ,将 PCR 产物

先亚克隆入 PUCm-T 载体中。将 6.5 μL T1234 ,

1.5 μL PUCm-T 载体 , 1 μL 10 ×T4 DNA Ligase

Buf fer ,1 μL T4 DNA Ligase ,总体积为 10 μL ,混匀

后 16 ℃水浴连接过夜 。次日电泳回收连接片段 ,

命名为 T14m-T 。用常规分子生物学方法
[ 5]
将质

粒载体 T14m-T 转入感受态 DH5α大肠杆菌中 ,采

用蓝白斑筛选(在平板中事先加入 X-gal/ IPTG)。

挑取白斑 ,接种到含氨苄西林的 5 mL LB 培养基

中 ,37 ℃培养过夜。次日按照试剂盒说明书抽提

纯化质粒 T14m-T 。

1.6　含突变位点的真核细胞表达载体的构建

将提取的 T14m-T 质粒载体用限制性内切酶

S tu Ⅰ和 Cla Ⅰ双酶切 37 ℃过夜 。反应体系为 20

μL ,2 μL S tu Ⅰ(20 U), 2 μL Cla Ⅰ (20 U), 5 μL

T14m-T 载体 , 2 μL S tu Ⅰ Buf fer(10 ×), 9 μL

H2O 。次日 12 g/ L 琼脂糖凝胶电泳 ,从 Agarose 胶

中回收酶切片段 Tm1234(720 bp)。pRc/CMV-

WD1(200 ng)同样用 Stu Ⅰ和 Cla Ⅰ双酶切 ,条件

同上 。从 8 g/ L Agarose 胶中回收 2 900 bp的片段

W1 ,6 700 bp的片段W2。回收方法同前 。产物用

20 μL TE洗脱 。

将以上片段连接 ,在 10 μL 连结反应体系中加

入:1 μL T4 DNA Ligase(10 U), 2 μL W1 , 2 μL

Tm1234 ,2 μL W2 ,1 μL T4 DNA Ligase Buffer(10

×)。16 ℃连接过夜。取 2 μL 连接产物转化感受

态大肠杆菌 DH5-α,氨苄西林筛选 ,挑 6 个阳性菌

落 ,提取纯化质粒(方法同上),用 S tu Ⅰ和 Cla Ⅰ

双酶切(反应条件同上)。将含约 6700 bp , 2900

bp ,700 bp 3 条带的克隆送测序证实是否引入突

变。

1.7　DNA测序鉴定

采用引物设计软件(Primer Premier 5.0)设计

测序引物 ,测序目的是确认是否已经引入定点突变

以及排除在反应过程中有无随机产生新的突变。

2 　结　果

2.1　PCR扩增产物

第 1 次 PCR 反应以野生型质粒 pRc/CMV-

WD为模板 ,用引物 P1和 P3 , P2和 P4分别扩增 ,

获得了部分序列互补的片段 T13(200 bp)和 T24

(520 bp),两者都带有点突变 ,回收纯化片段 T13

和 T24。第 2次PCR以纯化的片段 T13和 T24为

模板 ,按 300 ～ 400 ng 的用量等比例加入 ,用引物

P1和 P4扩增 ,产生带有目的突变片段 T1234(720

bp), PCR扩增片段的琼脂糖凝胶电泳见图 1。
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图 1 　PCR定点突变所需扩增的片段

Fig.1　Amplified fragments of PCR site-directed mutagenesis

Lane 1:f ragment T13(200 bp);Lane 2:f ragment T24(500

bp);Lane 3:fragment T1234(720 bp)

2.2　WD基因突变的序列测定

对构建在 pRc/CMV 载体内的突变型WD 基

因进行测序 ,并与正常WD基因序列进行对比。序

列测定结果表明 ,WD基因 8号外显子第 778位密

码子由 CGG(Arg)突变为 CTG(Leu)(图 2),其余

的序列与正常完全相同 , 说明成功引入了预期突

变。同时对WD基因其它片段进行测序表明 ,未发

现有随机突变的产生 ,测序结果不一一显示。

3 　讨　论

已往研究蛋白质结构与功能之间的关系一般

采用以下两种方法:①对赖以形成蛋白质一级结构

的氨基酸侧链进行化学修饰;②蛋白质晶体的 X射

线衍射 。用这两种方法可以显示出蛋白质分子骨

架 ,原子排列以及是否有 α螺旋和 β折叠等特殊结

构 ,但单靠物理学技术只能分析出分子的结构 ,并

不能说明这种结构与功能有什么关系 ,且这些方法

的应用必须有大量的高纯度蛋白 , 因此局限性很

大。采用定点突变技术在克隆 cDNA 的预定点导

入突变 ,然后在适当的宿主细胞 — 载体系统中表

达改变的基因 ,可以部分打破上述的局限性。通过

比较突变型蛋白和野生型蛋白的性质 ,有助于鉴别

对蛋白质结构完整性和(或)生物学功能至关重要

的结构域或个别氨基酸残基。对克隆基因进行定

点突变已经成为研究蛋白质结构与功能关系的首

选方案之一。

传统的体外定点突变技术多采用寡核苷酸引

物介导的突变法 ,突变仅仅限于 5′端。PCR 技术

的发展提供了体外定点突变的新手段 ,可在 DNA

片段的任何位置定点突变 。本实验在操作中 ,为减

少其它位点随机突变的可能性 ,在第 2 次 PCR扩

增时采用纯化后的片段 T13 、T24作为模板 ,优化

复性与延伸温度 。测序结果表明 ,在预定位置引入

了定点突变 ,因此设计是合理的。

截止到 2001年 3 月 ,已经报道发现 WD 基因

有 187 种突变类型 , 其中 120 种以上为点突变。

WD基因存在突变热点 ,其 8号外显子中 R778L 突

变为中国人 WD基因突变热点(28.8%)。序列分

析表明 ,WD基因 8号外显子编码 ATP7B 的部分

第 2跨膜区 、第 3和 4跨膜区 。目前推测当 8号外

显子发生 R778L 突变后 ,导致突变的 ATP7B与细

胞膜结合发生某种改变 ,最终使铜无法从胞内转运

出去 ,引起铜在细胞内聚积[ 6] 。然而细胞内 R778L

突变蛋白的活性以及突变蛋白在细胞内的定位是

否也发生了改变 ,均未有实验数据进行验证。

目前我们已经研究了野生型 WD基因在皮肤

成纤维细胞株内的表达情况[ 7] 。本实验又利用

PCR技术将WD基因 8号外显子第 778位密码子

成功进行了定点突变 ,下一步的工作将研究突变蛋

白在细胞内的定位和活性改变 ,从而在蛋白质水平

上进一步阐明该突变热点导致WD的发病机制以

及探讨ATP7B结构和功能之间关系 。
(本文图 2 见封 2 .　Fig.2 show inside front cover)
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