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基因体外诱变的一种新方法
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摘 要：在 F2G 的过程中，采用 76溴脱氧尿苷三磷酸（3HIJ5F）部分取代脱氧胸苷三磷酸（I55F）的方法，对克隆的野

油菜黄单胞菌的!6淀粉酶基因进行了体外诱变。结果表明，3HIJ5F 浓度越高，诱变越强；浓度越低，诱变越弱。当

3HIJ5F 浓度为 I55F 的 $E1K时，可以得到最多的正诱变结果。用 L3MF 鉴别培养基初筛，然后用 N’’ 改良法测定酶

活，仅一轮诱变就获得了其表达产物!6淀粉酶的酶活分别降低了 7 倍和提高了 #$ 倍的两个突变基因。再以后者为

F2G 模板进行第二轮诱变，从而筛选到了!6淀粉酶的酶活提高 !$ 倍的突变体。此诱变方法克服了用碱基类似物在

体内诱变由于核酸复制酶等的校正作用而造成诱变无效的难题，并为基因的体外诱变找到了一条新途径。
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遗传学家早期研究的突变材料仅限于基因偶然

发生的自发突变。随着本世纪 "$ 年代发现 Q6射线

和 !$ 年代发现一些化学物质能提高突变率，使研究

方法从自发突变一跃为诱发突变。4$ 年代以来发

展的基因体外诱变技术为基因的突变提供了一条更

有利的途径。

基因体外诱变技术目前可分为两大类［1］。第一

类为不依赖 F2G 的体外诱变，由于操作繁琐，现已

很少被人采用。第二大类是依赖 F2G 的体外诱变，

包括依赖于 F2G 的定点诱变［#］、倾向错误的 F2G 诱

变（8HH’H6@H’,- F2G）［"］、R.P SC+TT(;,U［!］和交错延伸

F2G技术［7］等。依赖于 F2G 的定点诱变需要合成

不同突变位点引物，经 F2G 得到全基因，然后检测

突变位点的功能，一次只能检测一个位点的功能，要

想得到目的突变子要花大量的时间。倾向错误的

F2G技术由 L-+,U 等发明，通过改变 F2G 反应体系

中的 VU# W 和 I.5FS 浓度便可控制这一技术所引导

的点突变率，使每一次获得的小突变累积而产生重

要的有益突变。但该方法较为费力、耗时，一般适用

于较小的基因片段（小于 4$$ A@）。新近出现的 R.P
SC+TT(;,U 和交错延伸 F2G 技术，尽管这两种诱变方

法均能得到所需突变基因，从这些方法得到的最后

结果来分析，也是点突变的积累，但操作都比较繁

琐。为了解决这个问题，我们找到了一个更加简单

的方法，用 76溴脱氧尿苷三磷酸替代脱氧胸苷三磷

酸，借助 F2G 在体外对基因进行诱变。

! 材料和方法

!"! 菌株和质粒

含 !6淀 粉 酶 基 因 的 @X.4$$!、@X.L$$1、

@X.V$$# 和 @X.X$$" 质粒由本研究克隆构建。表

达载体 @3(+-S>H;@Y ZM 和大肠杆菌（ !"#$%&’#$’( #)*’）
RX7!本 实 验 室 保 存。 野 油 菜 黄 单 胞 菌（ +(,-
.$)/),(" #(/0%".&’" @[) #(/0%".&’"）4$$! 由广西农业大

学冯家勋教授提供。

!"# 鉴别和初筛培养基

L3MF 培养基，在 L3 培养基的基础上添加 $E7K
的淀粉和 $E$7K的锥虫蓝［%］。

!"$ 生化试剂

各种限制性内切酶，1(2R.P 聚合酶，I.5FS 等

均购自华美生物工程公司，2:2(#、Z2(、.:2(、VU2(#、

V,2(# 均为国产分析纯。F;@-S、RVM\、F-@Y’,-、N-:SY6
-]YH:>Y、PUH’S-、76AH’9’6#’6I-’]^+H;I;,-67’6YH;@C’S@C:Y-

（3HIJ5F）购自 M;U9: 公司。

!"% 引物设计

!6淀粉酶基因引物由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成。其中上游引物 P 为：7_6PPPP‘‘6
5P225‘25‘‘P2‘52P2‘‘2P526"_，下游引物 3 为：



!"#$%$%&&%$’’&’$&%$&$$%’’$%&#("，上 游 引 物

的酶 切 位 点 为 !"#!，下 游 引 物 的 酶 切 位 点 为

$%&)!。

!"# 感受态细胞的制备

常规感受态细胞制备参照 ’*+,- 等［.］的方法，

高效感受态细胞制备参照 /-*0, 等［1］的方法。

!"$ 总 %&’ 的抽提、质粒抽提、酶切、酶连和转化

筛选

具体操作采用文献［2］介绍的方法。

!"( )*+ 产物、质粒和酶切等产物的回收

采用加拿大 34*5678 公司玻璃奶回收试剂盒回

收。

!", )*+ 反应

参照文献［9:］。常规 ;’< 法为在 =!"> 反应体

系中加入：9: ? 30@@,8 =A!">，平衡 BC$;5 :A9 D*EF>，

模板质粒为 9-G，每种引物 :A9"D*EF>，=A!H ’%(IC%
聚合酶。反应条件：2JK JD4-；2JK J:5，!!K 9D4-，

.=K =D4-，循环 (: 次；.=K 9:D4-。冷却到 JK后取

样电泳，诱变方法是在常规 ;’< 条件下用不同浓度

的 !#溴脱氧尿苷三磷酸部分替代脱氧胸苷三磷酸

进行 ;’<。

!"- 酶活测定：

采用 L** 改良法［99］。

. 结果和分析

."! ,//0 菌株!1淀粉酶基因的克隆和重组质粒

23&,//0 的构建

用提取的野油菜黄单胞菌 1::J 总 IC% 为模

板，以合成的 % 和 3 为引物，采用常规 ;’< 方法，扩

增得到了 9A1MN 左右 IC% 的片段，然后用玻璃奶回

收试剂盒回收，经 !"#!和 $%&)!双酶切后与用

相同酶切的 O3E0,5P84O6 QR 质粒连接，转化高效感受

态细胞 I)!#后，在 >3R; 鉴别培养基上筛选到有##
淀粉酶活性的阳性克隆子。经对转化子的酶活性、

质粒大小和 ;’< 验证，确证已克隆到##淀粉酶基

因，测序并提交 &,-37-M，登记号为 %SJ1=229，并将

克隆有##淀粉酶基因的 O3E0,5P84O6 QR 质粒命名为

O)C1::J。

.". #1溴脱氧尿苷三磷酸体内诱变野油菜黄单胞

菌的!1淀粉酶基因

将含有 O)C1::J 质粒的大肠杆菌接种在装有

!:D>液体培养基的 9!:D> 的三角瓶中，振荡培养

9T+，然后以 9U的量接到装有 9D> 液体培养基的试

管中，每试管分别加入 :A:9、:A:!、:A9:、:A!: 和

9D*EF> 的 !#溴脱氧尿苷三磷酸，每个重复 ( 次，振荡

培养 (+，让质粒复制足够的代数，以便 !#溴脱氧尿

苷三磷酸掺入 IC% 并造成突变。做系列稀释，涂皿

培养，选每皿菌落数 (:: 左右的稀释液大量涂皿，结

果观察到变异幅度很小。可能原因是 !#溴脱氧尿

苷三磷 酸 不 易 进 入 细 胞；如 果 进 入 了 细 胞，由 于

IC% 复制酶的校正功能，!#溴脱氧尿苷三磷酸不能

掺入 IC% 或掺入后被校正，因此 !#溴脱氧尿苷三磷

酸在体内诱变效果不好。结果说明只有排除体内的

校正系统的作用才能进行有效诱变，我们选择了用

;’< 进行体外诱变的方法。

."4 #1溴脱氧尿苷三磷酸替代脱氧胸苷三磷酸进

行 )*+ 体外诱变浓度的确定

以 O)C1::J 上 克 隆 的##淀 粉 酶 基 因 为 模 板

IC%，用碱基类似物 !#溴脱氧尿苷三磷酸（38BH$;）

取代脱氧胸苷三磷酸（B$$;）的比例分别设定为

9::U、9:U、9U、:A9U和 :A:9U，作常规 ;’<，其反

应体系除 BC$;5 不同外，其它条件同常规 ;’<。除

B$$; 完全被 38BH$; 取代的没有获得预期的特征性

扩增条带以外，其余处理均获得了 9A1MN 的特征性

扩增条带（图 9）。

图 ! 用 56789) 部分取代 799) 的 )*+ 结果

S4GV9 ;’< 8,50E65 W46+ B$$; N,4-G O78647EEX 8,OE7P,B NX 38BH$;

YV$IC%F)*+<$9J Y78M,85；9A 9::U；=A 9:U；(A 9U；JA :A9U；!A

:A:9U；TA ’QV

."0 #1溴脱氧尿苷三磷酸的体外诱变效应

用玻 璃 奶 分 别 回 收 上 述 9:U、9U、:A9U 和

:A:9U处 理 和 ’Q 的 ;’< 扩 增 产 物，经 !"#!和

$%&)!双 酶 切 后 酶 连 到 经 相 同 双 酶 切 的 载 体

O3E0,5P84O6 QR 上，转化大肠杆菌 I)!#高效感受态

细胞后，涂 >3R; 筛选平板各 9: 皿，酶连和转化均控

制同样的质粒浓度。结果显示：!#溴脱氧尿苷三磷

酸取代的浓度越高，体外诱变越强，当代替浓度为

9:U时，由于诱变强度太大，平均每皿能存活的转化

子数只有 9JAT 个。原因可能是掺入的 38BH$; 量太

大导致大部分质粒不能正常复制，因此能表达抗性

存活的转化子数很少。当代替浓度降到 9U时，转
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化子数明显增加，平均每皿达到 !" 个，但有酶活的

转化子数并不多，表明诱变还是太强，虽没明显影响

质粒复制，但可能因突变位点太多，使绝大多数!#淀
粉酶 没 有 出 现 酶 活 性，有 酶 活 性 的 转 化 子 仅 占

$%&’。当取代浓度降到 (%)’时，每皿有酶活性的

转化子数增加到 )*%+ 个，并且出现 )%+ 个酶活性较

强的菌落，还有一部分没有酶活性的转化子，表明此

诱变剂量适当，出现最大的变异幅度，有利于筛选!#
淀粉酶高活性基因。当浓度降低到 (%()’时，虽然

转化子数和有酶活性的转化子数均高，但没有发现

高酶活性的菌落，说明诱变剂量偏小，诱变作用较

弱。本结果表明按 (%)’的量用 ,-./01 取代 .001，

是对!#淀粉酶基因进行体外诱变得到最大变异幅度

的适宜浓度。

本研究用 (%)’,-./01 部分取代 .001 进行第

一轮体外诱变就筛选到了高酶活、低酶活和无酶活

（2345((6）的突变子，通过测定得到了酶活降低了

! 倍（2347(()）和提高了 6( 倍的阳性克隆，图 6 示

野生型菌株与酶活提高 6( 倍的突变菌株酶活对比

结果，大水解圈为突变菌株，小水解圈为野生型菌

株。

图 ! 野生型菌株与一次诱变后酶活提高 !" 倍的突变菌

株水解圈比较

89:; 6 6( <9=>? @9:@>-!#A=BCA?> AD<9E9<B FG :>H> 2-F.ID<? DF=2A->.

J9<@ <@A< FG J9C. :>H> 2-F.ID<? AG<>- G9-?< -FIH. =I<A:>H>?9?

!#$ 第二轮诱变筛选结果

图 % 野生型菌株与二次诱变后酶活提高 &" 倍的突变菌

株水解圈比较

89:;* $( <9=>? @9:@>-!#A=BCA?> AD<9E9<B FG :>H> 2-F.ID<? DF=2A->. J9<@

<@A< FG J9C. :>H> 2-F.ID<? AG<>- ?>DFH. -FIH. =I<A:>H>?9?

以筛选到的基因产物!#淀粉酶酶活提高了 6(
倍的重组质粒为出发材料。按上述方法进行第二次

诱变和筛选。最终得到了基因产物酶活提高 $( 倍

的突变体（图 *），编号 2343((*。

!#’ 突变基因产物的酶活测定结果分析

从表 ) 可 以 看 出 ) 号 为 出 发 菌 株，酶 活 为

6)%6" /K=7，6 号 为 酶 活 降 低 了 ! 倍 的 菌 株

（2347(()），" 号的酶活比出发菌株提高了 6( 倍，以

" 号为出发菌株又得到了提高接近其两倍的菌株 )(
号（2343((*）。将这些基因测序后提交到 L>H,AHM
得到 的 编 号 2347(() 为 NO)P"+&(、2343((* 为

NO)P"+&6 和 2345((6 为 NO)P!(*+。

表 ( 诱变基因表达产物的酶活与差异显著性分析

0AQC> ) ND<9E9<9>? FG!#A=BCA?> AH. <@> AHACB?9? FH ?9:H9G9DAHD> FG .9GG>->HD>

4I=Q>-? FG
?<-A9H?

ND<9E9<9>? FG!#A=BCA?>K（/K=7）

) 6 * =>AH RRS(%(! RRS(%()

) 6(%! 66%$ 6(%& 6)%6" : L

6 *%* $%6 !%( $%)" 9 3

* "%( +%( "%P "%!* @9 3

$ &%( &%" +%" &%)* @ 3

! **6%" *$(%6 *6&%P **$%)" G 8

P *&(%" *+"%) *&6%& *&(%6* > T

" $**%" $*!%6 $*"%P $*!%!( . U

+ $("%) $(+%! $)(%) $(+%!" D V

& +)*%P +)(%" +(&%6 +))%)" Q ,

)( +6)%" +)&%P +66%) +6)%)* A N

4I=Q>- ) 9? <@> ?<-A9H FG J9C. <B2> :>H> <-AH?GF-=AH< ;

% 讨论

!#溴脱氧尿苷三磷酸是脱氧胸苷三磷酸的类似

物，因 !#溴尿嘧啶以酮式状态存在时与腺嘌呤配

对、以烯醇式状态存在时则与鸟嘌呤配对而造成突

变，可引起 LV!N0 的掺入错误和 N0!LV 的复制

错误，但在体内进行诱变时，由于 U4N 复制酶等的

校正作用诱变效果不佳；本实验也证实了这一点。

改用 1VS 反应体系中加入一定比例的 !#溴脱氧尿

苷三磷酸，通过产生掺入错误和复制错误而造成了

较大范围的基因突变。当诱变剂量大时，大量的含

有外源基因片段的转化子都无酶活，说明 ,-./01 的

掺入导致了大量核苷酸的突变。本研究用 (%)’的

!#溴脱氧尿苷三磷酸部分代替脱氧胸苷三磷酸时，

获得最大变异幅度，成功地从 1VS 扩增产物的大量

突变子中筛选到高酶活的!#淀粉酶基因突变体。
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分子进化的一般过程是：从无机物到有机物，从

有机物的小分子到大分子，从大分子物质到生命体。

组成生命的基本有机物形成后，能够携带遗传信息

的古核酸是怎样的呢？这些大分子物质的功能又是

怎么分化的呢？我们推测核酸成为遗传信息的携带

者出现时，其中除了 !、"、#、$ 这 % 种碱基存在，可

能还掺入有大量的带有修饰基团的碱基类似物。但

这样的核酸片段，结构及功能都很不稳定，在被正常

的脱氧核苷三磷酸取代时，可以快速分化成具有各

种功能的基因。本实验用 &’溴脱氧尿苷三磷酸部

分代替脱氧胸苷三磷酸进行 (#) 体外诱变，正是模

拟这一自然进化机制，得到了大量不同变异幅度的

突变基因。这一方法为基因分子进化研究及分子育

种技术提供了又一种快捷有效的新的技术策略。
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