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摘要:易错 PCR 是基因体外诱变的主要方法之一，是通过在 PCR 体系中添加 Mn2 +、提高 Mg2 +浓度和 dCTP /
dTTP 浓度等措施达到基因诱变的目的。【目的和方法】本研究在不添加 Mn2 +、不调整其它任何 PCR 成分的
情况下，通过降低 dATP 浓度的底物不平衡作用，对洋葱抗菌蛋白基因 Ace-AMP1 和苏云金芽胞杆菌毒蛋白
(Bt)基因 cry1A( c)进行了 PCR 诱变。【结果】结果表明:随着 dATP 浓度的降低，序列变异率和碱基突变率
均呈升高趋势。当 dTTP /dCTP /dGTP∶ dATP 在20∶ 1 － 40∶ 1时，碱基突变率介于 1. 4% － 1. 8%之间，序列变异
率介于 77. 8% － 100%之间。【讨论和结论】该方法简化了常规易错 PCR 诱变中的条件优化过程，简单实
用。降低 dATP 浓度的诱变方法主要引起 AT→GC 的变异，适用于提高靶基因 GC 含量的体外诱变。本研究
降低单一底物浓度的诱变方法可以提高诱变基因的 AT 或 GC 含量，是对易错 PCR 诱变方法的拓展。
关键词:易错 PCR，体外诱变，碱基突变，序列变异，洋葱抗菌蛋白基因，Bt 基因
中图分类号:Q93-3 文献标识码:A 文章编号:0001-6209(2014)01-0097-07

易错 PCR( error-prone PCR，epPCR)作为一种简
单、实用的基因体外诱变方法［1］，是农业、工业和生
物制药等领域获得优异基因的重要手段［2 － 5］。易错
PCR 是通过在 PCR 体系中添加诱变介质，降低 DNA
聚合酶的保真性，来提高 PCR 产物的碱基错配率，
实现 诱 变 目 的［6 － 7］。实 验 常 用 的 诱 变 介 质 为
MnCl2。Mn2 +是很多 DNA 聚合酶的诱变因子，加入
Mn2 +可以降低聚合酶对模板的特异性，提高 PCR 产
物错配率［8 － 10］。醇的疏水性也是影响聚合酶构象
的重要因素，以醇为诱变介质，在 PCR 体系中添加
异丙醇、丙醇或丁醇，也可以提高碱基的错配率［11］。

尽管易错 PCR 技术已经较成熟，但应用时需要
进行 Mn2 +、Mg2 +、dNTPs、Taq DNA 聚合酶、模板、延

伸时间、循环次数等多个条件的优化，费时费力。
dNTPs 浓度不平衡是影响 DNA 复制精确性的重要
因素［12 － 15］。本研究建立了一种只降低 dATP 浓度
而不添加诱变介质、不改变其它任何 PCR 成分和条
件的简单易错 PCR 诱变方法。该方法对洋葱抗菌
蛋白基因 Ace-AMP1 和苏云金芽胞杆菌毒蛋白(Bt)
基因 cry1A( c)具有很好的诱变作用。

1 材料和方法

1. 1 材料
含有 Ace-AMP1 基因的质粒 pAce 和含有 cry1A

( c)抗虫基因的质粒 pUCBt201 由本实验室保存。4
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种分装的 dNTP 购自赛百盛生化试剂公司，常规
PCR 试剂购自 TaKaRa 公司。克隆载体 pEASY-T1、
感受态的大肠杆菌菌株 DH5α 和 PCR 产物纯化试
剂盒购自 TransGen 生物公司。引物合成与 PCR 产
物测序由 invitrogen 公司完成。
1. 2 降低 dATP 或 dCTP 浓度对 Ace-AMP1 基因
的诱变

按常规 PCR 操作用量加入 10 × buffer、Taq 酶、
dCTP、dGTP、dTTP、模板质粒 pAce 和引物，以及不
同浓度的 dATP 对 Ace-AMP1 基因进行体外扩增。
dCTP /dTTP /dGTP∶ dATP 按1 ∶ 1、5 ∶ 1、10 ∶ 1、20 ∶ 1、
40∶ 1和 80∶ 1的比例设置 6 个处理，以水做为空模板
对照(CK)(表 1)。

降低 dCTP 浓度的 PCR 实验设计与之相同。变
动之处在于，dATP、dGTP、dTTP 按常规用量加入，
dCTP 按不同降低比例加入。

Ace-AMP1 基因片段的理论扩增长度为 411 bp，

上 游 引 物 Ace1F: 5'-TAAGGTACCATGGTTCGC
GTTGTATC-3'，下游引物 Ace1R: 5'-CCGCATTGGA
TCCCTTCATTCCTCAG-3'。PCR 程序如下: 94℃ 预
变性 4 min;94℃ 30 s，58℃ 45 s，72℃ 45 s，30 个循
环后，72℃ 10 min，4℃保存。

PCR 诱变分两轮完成。第一轮 PCR 用于基因
的诱变，第二轮 PCR 以第一轮 PCR 纯化产物作为
模板进行正常 dNTP(平衡)浓度的扩增，用于诱变
产物的富集。第二轮 PCR 结束后，用 PCR 产物纯
化试剂盒纯化扩增产物，并连接到质粒 pEASY-T1
上，转化大肠杆菌 DH5α，涂平板，挑取阳性的白色
单菌落进行测序。通过 DNAman 软件进行序列比
对，分析降低 dATP 浓度和降低 dCTP 浓度诱变的碱
基和序列变异情况。碱基突变率 = (变异总碱基
数 /测序总碱基数) × 100% ;序列变异率 = (变异序
列数 /测序序列数) × 100%。

表 1． 降低 dATP 浓度诱变 Ace-AMP1 基因的 PCR 体系(μL)

Table 1． The PCR ingredients for mutagenesis of Ace-AMP1 gene through dATP reduction(μL)

PCR ingredients

dCTP /dTTP /dGTP : dATP

dATP reduction
A1 A2 A3 A4 A5 A6 CK
1∶ 1 4∶ 1 10∶ 1 20∶ 1 40∶ 1 80∶ 1 1∶ 1

10 × buffer 5. 0 5. 0 5. 0 5. 0 5. 0 5. 0 5. 0
primer (25 μmol / L each) 0. 8 0. 8 0. 8 0. 8 0. 8 0. 8 0. 8
dCTP /dTTP /dGTP (5 mmol / L each) 2. 0 2. 0 2. 0 2. 0 2. 0 2. 0 2. 0
Taq (5 U /μL) 0. 4 0. 4 0. 4 0. 4 0. 4 0. 4 0. 4
pAce (5 pg /μL) 1. 0 1. 0 1. 0 1. 0 1. 0 1. 0 0
dATP (0. 25 mmol / L) 40. 0 10. 0 4. 0 2. 0 1. 0 0. 5 40. 0
ddH2 O 0 30. 0 34. 0 38. 0 39. 0 39. 5 1. 0
total 50. 0 50. 0 50. 0 50. 0 50. 0 50. 0 50. 0

1. 3 降低 dATP 浓度和常规 epPCR 对 cry1A( c)

基因的诱变
为了检测降低 dATP 浓度对长 DNA 片段的诱

变效果，对全长 1848 bp 的 cry1A ( c) 基因进行了
PCR 诱 变。 PCR 上 游 引 物 BtAcF: 5'-GGATCGA
TGGACAACAACCC-3'，下游引物 BtAcR:5'-CCGAAT
TCTCATTCAGCCTC-3'。在 PCR 反应体系中，含有
cry1A( c) 基因的 pUCBt201 质粒的模板浓度采用
50 pg /μL，其它试剂用量同 Ace-AMP1 基因诱变处
理。

常规 epPCR 的反应体系如下: 5μL 10 × Taq

buffer(不含 Mg2 + );14 μL 25 mmol /L MgCl2;5 μL

易错 dNTP 混合 物 ( 2 mmo /L dGTP，2 mmol /L

dATP，10 mmol /L dCTP，10 mmol /L dTTP);0. 8 μL
25 μmol /L BtAcF 和 BtAcR 的引物混合物; 2 μL
50 pg /μL质粒模板;0. 4 μL 5U /μL Taq DNA 聚合

酶;0. 5 μL 10 mmol /L MnCl2，以 ddH2O 将总体积补
至 50 μL。

常规 PCR 反应体系如下:5 μL 10 × Taq PCR
buffer(含 Mg2 + );4 μL 2. 5 mmo /L dNTP 混合物;

0. 8 μL 25 μmol (BtAcF、BtAcR)引物混合物;2 μL
50 pg /μL 质粒模板;0. 4 μL 5U /μL Taq DNA 聚合
酶，以 ddH2O 将总体积补至 50 μL。

上述 3 个反应体系的 PCR 程序均为:94℃预变
性 5 min;94℃ 45 s，58℃ 45 s，72℃ 2 min，30 个循
环后，72℃ 10 min，4℃保存。
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2 结果和分析

2. 1 降低 dATP 浓度对 Ace-AMP1 基因 PCR 扩增
的影响

本研究表明，随着 dCTP /dTTP /dGTP : dATP 比
值的升高，PCR 产物量逐渐降低;A1 的 PCR 产物量
最高，A4 的扩增产物在琼脂糖凝胶电泳中已难以分
辨(图 1-A)。以第一轮 PCR 各处理的纯化产物连
接载体、转化大肠杆菌，在蓝白斑筛选时 A4、A5、A6
处理的白斑很少，且难以检测到阳性克隆。虽然
A1、A2、A3、A4 处理在第一轮 PCR 中的产物量差异
很大，但其第二轮 PCR 的产物量很相近。第二轮
PCR 的 A5、A6 产物量较小，但也达到了克隆筛选的
需要量(图 1-B)。
2. 2 降低 dATP 浓度可以提高 Ace-AMP1 碱基和
序列变异率

随着 dATP 浓度的降低，碱基突变率和序列变
异率都呈升高的趋势(表 2，图 2)。其中，A5 和 A6
两个处理的碱基突变率分别为 1. 76%和 1. 94%，序
列变异率均达到 100%。A4 处理的碱基突变率显

著高于 A3，表明 dCTP /dTTP /dGTP∶ dATP≥20∶ 1时，
诱变效果较好。A4 平均每个单克隆有 5. 9 个碱基
突变，4. 2 个氨基酸变异;A5 平均每个单克隆有 6. 5
个碱基突变，4. 4 个氨基酸变异;A6 平均每个单克
隆有 7. 2 个碱基突变，5. 8 个氨基酸变异(图 2)。

图 1． 降低 dATP 浓度的第一轮 PCR(A)和第二

轮 PCR(B)扩增结果

Figure 1． Amplification of the 1 st PCR ( A) and the 2 nd

PCR ( B) with reducing dATP concentrations． M: DNA

marker; lane 1-7: A1，A2，A3，A4，A5，A6，CK．

表 2． 降低 dATP 浓度处理的碱基突变率和序列变异情况
Table 2． The rate of base mutation and sequence variation with different dATP concentrations

treatment nucleotides sequenced / bp base mutation rate /% sequence variation rate /%
A·T→G·C transitions
G·C→A·T transversions

A1 5535 0. 11 ± 0. 05 20. 0 3. 0 5. 0
A2 5166 0. 52 ± 0. 15 85. 71 ± 13. 23 5. 5 8. 7
A3 5166 0. 54 ± 0. 19 78. 57 ± 20. 21 26. 0 27. 0
A4 5166 1. 63 ± 0. 36 92. 86 ± 14. 43 19. 8 11. 7
A5 2952 1. 76 ± 0. 26 100 21. 5 7. 5
A6 2583 1. 94 ± 0. 35 100 47. 0 9. 0

图 2． 不同 dATP 浓度处理的碱基突变和单序列碱基

变异趋势
Figure 2． The tendency of base mutation and mutations per

sequence with different dATP concentrations．

如表 3 所示，降低 dATP 浓度主要引起碱基 AT
向 GC 的转换突变，转换与颠换的比值高达 27. 0(表
2)。A→G 和 T→C 之和占全部总变异的 86. 05%。
2. 3 降低 dCTP 浓度与降低 dATP 浓度对 Ace-
AMP1 基因的诱变效果比较

为了与 dATP 比较，对降低 dCTP 浓度的诱变效
果也进行了分析。结果表明，随着 dCTP 浓度不断
降低，序列变异率和碱基突变率都呈上升趋势 (表
4)。但降低 dCTP 浓度的碱基诱变率显著低于降低
dATP 浓度诱变的碱基突变率(表 2，表 4)。

对降低 dCTP 浓度诱变的总的变异碱基进行分
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析，结果表明，A·T→G·C /G·C→A·T 比值为1: 24。
其中，G→A、C→T、G→T、A→G、C→A 突变分别占
总突变数的 53. 85%、30. 77%、7. 69%、3. 85% 和

3. 85%，即在全部突变中，G·C→A·T 为主要突变类
型，占总变异的 84. 62%。与降低 dATP 浓度引起的
A·T→G·C 碱基突变方向恰好相反。

表 3． 碱基变异趋势
Table 3． The trend of base mutations

direction of base mutations A→G T→C A→X T→X G→X C→X
proportion of Base mutation(% ) 45. 35 40. 70 50. 00 44. 96 0. 78 4. 26

表 4． 不同 dCTP 浓度处理的碱基突变率和序列变异率
Table 4． The rate of base mutation and sequence variation with different dCTP concentrations

treatment dATP /dTTP /dGTP: dCTP nucleotides sequenced / bp base mutation rate /% sequence variation rate /%
C1 1∶ 1 3339 0. 03 ± 0. 05 11. 11 ± 14. 43
C2 4∶ 1 3710 0. 05 ± 0. 04 20. 00 ± 17. 35
C3 10∶ 1 3710 0. 16 ± 0. 06 40. 00 ± 9. 6
C4 20∶ 1 3339 0. 27 ± 0. 13 77. 78 ± 19. 25
C5 40∶ 1 2968 0. 54 ± 0. 09 75. 00 ± 19. 25
C6 80∶ 1 2968 0. 67 ± 0. 14 75. 00 ± 25. 47

2. 4 降低 dATP 浓度对 cry1A( c)基因的诱变效果
及与常规 epPCR 的比较

为了进一步验证降低 dATP 浓度对长片段基因
的诱变效果，我们以苏云金杆菌的 cry1A( c)基因为
靶序列进行了分析。实验结果表明，随着 dATP 浓
度的降低，cry1A ( c) 基因的 PCR 产物量逐渐降低
(图 3 )。测序结果分析显示，降低 dATP 浓度对
cry1A( c)基因的诱变，随着 dATP 浓度的降低，碱基
突变率和序列变异率呈升高趋势，序列变异率接近
100%，碱基突变率接近 2% (表 5)。B1 至 B6 六个

处理的单克隆碱基突变数分别为 0. 55、9. 98、
20. 70、24. 95、30. 31 和 37. 70 个。降低 dATP 浓度
对 cry1A( c)基因诱变的序列变异率、碱基突变率和
碱基突变方向与对 Ace-AMP1 的诱变结果一致。

对降低 dATP 浓度的诱变效果与常规 epPCR 进
行比较，结果如表 5 所示，常规的 epPCR 的序列变
异率和碱基突变率较降低 dATP 浓度引起的变异
低，介于 B2 和 B3 之间。而且降低 dATP 浓度诱变
的碱基突变具有 A·T→G·C 倾向。

图 3． 不同 dATP 浓度处理和常规 epPCR 对 cry1A( c)基因的扩增结果
Figure 3． Amplification of cry1A( c) gene with different dATP concentrations and compare with epPCR． M: DNA marker，lane 1-6: B1，

B2，B3，B4，B5，B6，lane 7: general PCR，lane 8: epPCR，lane 9: negative CK of epPCR．

3 讨论

3. 1 降低 dATP 浓度较常规 epPCR 诱变方法操作
简单

本文明确了在其它条件不变的情况下，通过降
低一种 dNTP 浓度，可以实现高频率的序列和碱基
变异，尤其是降低 dATP 浓度，可以实现 2. 0% 左右

的碱基诱变率、100% 的序列变异率，其中 A2、A3、
A4、A5、B2、B3、B4、B5 处理的碱基突变率介于
0. 52% － 1. 76%，符合一般诱变有 1 － 5 个碱基突变
的要求［16］，可以作为基因体外诱变方法使用。

与常规 epPCR 相比，降低 dATP 或 dCTP 浓度
诱变操作简单，不需对 Mn2 +、Mg2 +、Taq 酶等多种
PCR 成分进行优化，即可实现较理想的序列变异和
碱基突变率，属首次报导。并且该方法避免了常规
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epPCR 扩增大片段时(1000 bp 以上)，由于 Mg2 +浓
度提高，引物与模板结合的严格性降低，从而形成一

些与目标片段不同长度的非特异扩增的情况［17］。

表 5． 不同 dATP 浓度对 cry1A( c)基因的诱变结果
Table 5． Mutagenesis of cry1A( c) gene with different dATP concentrations

treatment
dATP /dTTP /dGTP:

dCTP

nucleotides sequenced /

bp

base mutation

rate /%

sequence variation

rate /%

A·T→G·C
G·C→A·T

B1 1∶ 1 18，480 0. 03 ± 0. 01 20. 00 ± 17. 35 4. 0
B2 4∶ 1 18，480 0. 54 ± 0. 08 50. 00 ± 16. 67 9. 0
B3 10∶ 1 18，480 1. 12 ± 0. 12 70. 0 0 ± 4. 8 23. 0
B4 20∶ 1 16，632 1. 35 ± 0. 28 77. 78 ± 19. 25 12. 7
B5 40∶ 1 16，632 1. 64 ± 0. 20 88. 89 ± 19. 25 26. 0
B6 80∶ 1 14，784 2. 04 ± 0. 23 100. 00 49
CK － 16，632 0. 02 ± 0. 02 11. 11 ± 19. 25 1. 0
epPCR － 18，480 1. 07 ± 0. 24 60. 00 ± 9. 6 1. 2

3. 2 降低单一 dNTP 浓度的诱变方法适用于目标
基因碱基含量的改造

目前常规的易错 PCR 方法，以及试剂盒诱导的
碱基变异基本没有变异偏好，即 A·T→G·C 和 G·C

→A·T 的变异比例相近。但有些时候，我们恰恰需要
有特殊变异偏好的变异。在基因工程研究中，当欲
改造的目的基因与转化受体在碱基含量差异较大
时，本文的诱变方法就非常适宜。而采用常规的易
错 PCR 可能会增加很大的筛库工作量。

在植物转基因中，GC 含量对于目标基因在受体
植物中的 mRNA 稳定性［18 － 19］和基因表达量［20 － 22］

有重要作用。例如，在 Bt 基因早期的抗虫性改造过
程中，其 GC 含量由野生型的 37% 提高到 49% 时，
适应了植物偏爱高 GC 密码子含量的要求，使改造
后的基因在植物体内的蛋白表达量提高了 10 － 100
倍［23］。本研究降低 dATP 浓度的诱变方法，可显著
提高了 DNA 的 GC 含量，适用于诱变 GC 含量低的
目标基因，尤其可为植物基因工程研究中目标基因
(如微生物来源的基因等)的定向改造提供参考;降
低 dCTP 浓度的诱变方法具有 G·C→A·T 的碱基变
异特点，当目标基因较转化受体 AT 含量低的时候，
可采用降低 dCTP 的方法进行诱变。
3. 3 降低 dATP 浓度与常规 epPCR 诱变原理的比
较

降低 dATP 单一种底物浓度与常规 epPCR 的碱
基错配率都在 2. 0%左右［24］，形成这种情况的主要
原因，一是，epPCR 诱变作用是多个因素小作用的叠
加效果，降低 dATP 单一底物浓度通过提高 dNTP 的
浓度差异，能够放大底物浓度不平衡的作用效果，增

加了不稳定 G·T 碱基对的几率［14，25］。二是，常规
epPCR 采用的 dNTP 浓度较高。一般为 1. 0 mmol /L
的 dCTP /dTTP 和 0. 2 mmol /L 的 dGTP /dATP。而本
研究在 0. 2 mmol /L 的常规 dNTP 用量的基础上降
低了 dATP 用量。由于 PCR 体系中 dNTP 用量的降
低，在经过几个循环的 PCR 反应之后，dNTP 之间的
浓度差异就会更大，从而进一步放大了诱变作用，引
起碱基突变率提高。
3. 4 降低 dATP 浓度与降低 dCTP 浓度诱变率存
在差异的原因

降低 dATP 浓度诱变的碱基诱变率明显高于降
低 dCTP 浓度的碱基诱变率，这可能是由于四种碱
基发生酮式、烯醇式或氨式、亚胺式异构体的比例不
同造成。在自然界发生的变异中，DNA 结构中的 4
个碱基，也是以 A 发生变异的几率最高［26］。

另外，降低 dATP 导致大多数变异为 A·T→G·C
变异、降低 dCTP 导致大多数变异为 G·C→A·T 变
异，这一结论并不意味着降低 dATP 或 dTTP 都会导
致 A·T→G·C 变异比率偏高、降低 dCTP 或 dGTP 都
会导致G·C→A·T 变异比率偏高。有研究显示，在添
加 Mn2 +、提高 Mg2 + 浓度等条件下，dATP、dTTP、
dCTP 浓度全部为 1. 0 mmol /L，dGTP 浓度为 0. 2
mmol /L 时，产生了 A·T→G·C 的碱基变异偏好［24］。

综上所述，降低单一底物浓度 PCR 是一个较好
的基因体外诱变方法，是对 epPCR 诱变方法的拓
展。在基因诱变实践中，应根据不同诱变目的，采用
不同诱变方法。以碱基变异多样性的建库为目标的
诱变宜采用经典易错 PCR 方法;以提高 GC 含量或
提高 AT 含量为目标的诱变，可以采用降低 dATP 或
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降低 dCTP 的 PCR 方法。
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A simple error-prone PCR method through dATP reduction

Yiping Gao1，2，He Zhao1，Mengyu Lv1，Guozhong Sun1，Xueju Yang2* ，Haibo Wang1*
1 Plant Genetic Engineering Center of Hebei Province，Institute of Genetics and Physiology，Hebei Academy of Agricultural
and Forestry Sciences，Shijiazhuang 050051，Hebei Province，China
2 College of Agriculture，Agricultural University of Hebei，Baoding 071001，Hebei Province，China

Abstract:The error-prone PCR is one of the main methods for in vitro gene mutagenesis，usually through adding Mn2 +，
increasing Mg2 + and dCTP / dTTP concentration．［Objective and Methods］ In this study，both the antifungal protein gene
Ace-AMP1 from Allium cepa and the Bt toxin gene cry1A ( c ) from Bacillus thuringiensis were subjected to PCR
mutagenesis through reducing the dATP concentration，but without adding Mn2 + or adjusting other PCR components．
［Results］ The result showed that the rates of base mutation and sequence variation were increased along with the decrease
of dATP concentrations． When dTTP / dCTP / dGTP∶ dATP equaled 20 ∶ 1 － 40 ∶ 1，the rate of base mutation was between
1. 4% and 1. 8%，and the rate of sequence variation was between 77. 8% and 100% ．［Discussion and Conclusion］This
method is simple and practical，and enables the process optimization of several mutagenic factors in conventional error-
prone PCR． Moreover，as the resulting base mutations were mainly A·T→G·C transition，the present method provides a
new way to improve the GC content of gene by in vitro mutagenesis． The mutagenesis method of simply reducing single
dNTP concentration could improve AT or GC content of the target gene，it is an expansion of error-prone PCR．
Keywords: Error-prone PCR，In vitro mutagenesis，Base mutation，Sequence variation，Ace-AMP1，Bt
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