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摘要　利用 SOE (Splicing by Overlap Ex tension)法对大豆苯丙氨酸解氨酶(PAL)的两个外显子

进行拼接 ,得到完整的 PA L 基因 ,表明这种方法是有效可行的。这种技术是作为对 cDNA 克隆的

初步改进与尝试 ,节约了成本 ,有一定的应用价值 。
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　　1989 年 , Horton 等人提出了 SOE 法(Gene

S plicing by Overlap Ex tension , Gene SOEing), 即

通过复制时 DNA 链的交错延伸实现基因拼接
[ 1]
。

该方法是利用 PCR技术在体外进行有效的基因重

组 ,而且不需要内切酶消化和连接酶处理 ,该技术使

用简易。由于引物只需要与模板有效结合 ,尤其是

5′端序列不必与模板完全配对 ,因此扩增引物的 5′

端可以添加两种酶切位点以便于后期克隆[ 2 , 3] 。

SOE 法正是利用这一特点 ,使两个基因出现一个重

叠区域 ,进而利用这段重叠区制造“长引物”(mega

prime rs) ,使基因拼接或重组得以实现[ 4 , 5] ,SOE 原

理示意图如图 1 所示 。利用这一方法 ,把大豆中的

苯丙氨酸解氨酶(PAL)基因的两个外显子拼接在一

起 ,与从 mRNA 反转录为 cDNA 的技术路线相比 ,

简化了克隆方法 ,节约了成本 ,降低了 RNA 污染降

解的风险 。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　植物材料

大豆(Glycine max (L. )Mer r. )栽培品种东北

春大豆系列(北丰 12)幼嫩叶片 。

1. 1. 2　质粒和菌种

质粒 pG EM - T - Easy T 载体试剂盒购自

Promega 公司;大肠杆菌(Escherichia coli )DH5α

为本实验室保存。

1. 1. 3　工具酶及其它试剂

限制性内切酶 、T4 DNA Ligase 、Ex Taq DNA

聚 合 酶 、 Py robest DNA 聚 合 酶 、 dN TP 、

DL2000DNA M arker 等购自 TaKaRa 公司;琼脂糖

凝胶 DNA 回收试剂盒(QIAquick Gel Extraction

Kit)为 QIAGEN 公司产品 ,质粒 DNA 小量提取试

剂盒购自泽星科技公司(北京);Tryptone和 Yeast

Ex tract为 OXOID产品;琼脂糖为西班牙产品;X -

Gal 、IPTG 、氨苄青霉素等药品均为进口或国产生物

试剂。

1. 2　方法

1. 2. 1　大豆 DNA提取纯化

利用 CTAB法进行 DNA 的提取纯化 ,稍有改

进 。原理方法参见文献
[ 6]
。

1. 2. 2　引物设计与合成
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外显子 1引物序列:

F1:5’ - T TCA TA TGGAAGCAACTAA TG　　B1:5’ - AAGGAACTCATCAGG TAACT

　　　　　NdeI

外显子 2引物序列:

F2:5’ - TCCTT TTCAGA TTCTTAAACGCTGG　　B2:5’ - T TCTCGAGCTTGCATAGGTAC

XhoI

重组 PCR引物序列:

F3:5’ - G TGCTCTGCAGAAGGAACTCA TCAGA TTCTTAAACGCTGGAATA TT TGG

AAATGGAACTG - 3’ 　　60bp

B3:5’ - CCAAA TAT TCCAGCGT T TAAGAA TCTGA TGAG TTCCT TCTGCAGAGCAC

CACCCTG TT TG - 3’ 　　60bp

　　其中引物 F3和 B3划线部分互补 ,为上海生工

合成;常规引物 F1和 B1 , F2和 B2为赛百盛合成 。

1. 2. 3　PCR扩增

GMPA L 外显子 1 、2 的扩增采用 25μl 的标准

体系(表 1)。
表 1　PCR反应体系

Table 1　PCR reac tion mix ture

PCR反应体系

PCR recf lon mixture
用量 终浓度

ddH 2O 14. 75μl

10×PCR Buffer(Mg2+ plus) 2. 5μl 1×

dN TP (2. 5 mM each)Mixture 2. 0μl 200μM

Prim er 1 (2. 5 pmol /μl) 2. 5μl 0. 25pmol /μl

Prim er 2 (2. 5 pmol /μl) 2. 5μl 0. 25pmol /μl

Tem plate 0. 5μl 含 10ng DNA

Ex T aq(5U /μl) 0. 25μl 0. 05U

　　反应条件如下:

GM PAL1的扩增:以大豆 DNA 为模板 ,F1 B1

为引物 , Ex Taq DN A 聚合酶进行扩增。 94℃,

5min;52℃, 2min;72℃, 2min;94℃, 1m in;52℃,

45s;72℃,1min;72℃,8min;4℃, pause 35个循环 。

GM PAL2的扩增:以大豆 DNA 为模板 , F2B2

为引物 ,Ex Taq DNA聚合酶进行扩增 。

94℃, 5min;52℃, 2min;72℃, 2min;94℃,

1min;52℃,45s;72℃, 2min;72℃, 8min;4℃, pause

35个循环。

F1B3的扩增:以质粒 pGEM - T - Easy GM

PA L1为模板 , F1 B3 为引物 , Py robest Taq DNA

聚合酶进行扩增 94℃, 5min;52℃, 2min;72℃,

2min;94℃, 1min;52℃, 45s;72℃, 1min;72℃,

8min;4℃,pause 35个循环 。

F3B2的扩增:以质粒 pGEM - T - Easy GM

PA L2为模板 , F3 B2 为引物 , Py robest Taq DNA

聚合酶进行扩增 。94℃, 5min;52℃, 2min;72℃,

2min;94℃, 1min;52℃, 45s;72℃, 2min;72℃,

8min;4℃,pause 35个循环。

GM PAL exon 的扩增:以回收的 F1B3 和

F3B2两个片断互为模板和引物 ,用 Ex Taq DNA

聚合酶进行扩增。 94℃, 5min;94℃, 30s;35℃,

2min;72℃, 2min;72℃,8min;4℃,pause 20 个循环

后 ,再添加 F1和 B2 引物 ,进行 94℃, 5min;52℃,

2min;72℃, 2min;94℃, 1min;52℃, 45s;72℃,

1min;72℃, 8min;4℃,pause 35个循环 。

图 1　SOE 法拼接基因图示

Fig. 1　Maps of g ene SOEing

1. 2. 4　PCR产物回收 、克隆

PCR产物用琼脂糖回收试剂盒按照说明书回

收片断 ,用 T 载体进行连接。电击转化 DH5α感受

态细胞 ,在含有氨苄青霉素 、IPTG 和 X - Gal 的 LB

平板上用蓝白斑筛选重组子 。

1. 2. 5　克隆载体鉴定及序列分析

挑取阳性克隆的单菌落 37℃过夜培养 ,第二天

提取质粒 。重组质粒经 PCR 和限制性内切酶酶切

电泳鉴定 ,分析正确后 ,送上海生工进行测序。

2293期　　　　　　　　　　　　　　　宋柬等:SOE法对大豆苯丙氨酸解氨酶(PAL)基因拼接的应用研究



2　结果与分析

2. 1　外显子片断扩增结果

大豆中的苯丙氨酸解氨酶(PA L)基因的两个外

显子分别为 392bp和 1770bp。以提取的大豆 DNA

为模板 ,分别以 F1 B1 和 F2 B2为引物扩增 ,获得

如图 2 和图 3 中的结果 。两对引物分别扩增到

400bp和1900bp的片断。回收连接到 T 载体中 ,分

别命名 GM PA L1和 GM PA L2 ,测序结果如后 。

2. 2　重组 PCR的扩增结果

分别以测序正确的阳性克隆质粒 pGEM - T -

Easy GM PA L1和 pGEM - T - Easy GM PA L2为

模板 ,再分别以 F1 B3 和 F3 B2 为引物扩增 ,得到

如图 4中的结果 。回收获得约 400 bp和 1900bp 的

片断 ,各自为模板引物进行重组 PCR ,20个循环后 ,

加入引物 F1 和 B2 , 补充 PCR 反应体系 ,尤其是

dNTP 和 Ex Taq酶 ,继续进行 35个循环的 PCR反

应 ,得到如图 5中的结果。回收连接到 T 载体中 ,

命名为 GM PA L exon ,测序结果如后 。

2. 3　PCR扩增产物的测序分析结果

将 F1 、B1 和 F2 、B2两扩增产物经 T -载体克

隆 、酶切鉴定阳性亚克隆质粒进行 DNA 测序 , 与

Genebank 序列比对分析证明所获得的GM PAL 1 、

2 (相应于第一和第二个外显子)的序列同源率达到

99%(图6和图7)。将 SOE - PCR重组扩增的产物

亚克隆 GM PA L exon 酶切鉴定阳性质粒测序 ,序

列分析拼接区域外显子结合正确(阴影部分为重叠

区域 , 如图 8 所示), 其它序列与 Genbank 大豆

PAL1序列同源率也达到 99%,完全符合预期的设

计结果。这表明 SOE - PCR法重组技术对本实验

的 PAL 基因拼接是成功的 。
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　　1　 ATGGAAGCAACTAATGGCCACCAAAACGGTTCATT TTGCT TGTCCAC TGCCAAGGGAAGT

61　AGTGATCCCTTGAACTGGAGAGCGGCGGCGGAGGCGATGAAGGGGAGTCACC TGGACGAG

121 GTGAAGCGCATGGTGGCCGAGTACCGCAAGCCGGTGGTCCGGCTCGGCGGAGAGACTCTC

181 ACCATCGC TCAGGTGGCCGCCGTGGCCGGACACGACCACGGCGTGGCGGTGGAGCTCTCA

241 GAGTCAGCGAGAGAAGGAGTAAAGGCGAGCAGTGAGTGGGTGATGAACAGCATGAACAAC

301 GGCACTGACAGTTACGGCGTCACCACCGGCTTCGGTGCCACGTCACACCGCCGAACCAAA

361 CAGGGTGGTGCTCTGCAGAAGGAACTCATCAGGTAACTAA

图 6　GM PAL1的测序结果

F ig. 6　The result of sequencing fo r PCR products of GM PAL1

1　　AT TC TTAAACGC TGGAATAT TTGGAAATGGAACTGAATCAAGCCATACCC TGCCACACAC

61　 TGCAACCAGAGCAGCCATGTTAGTGAGAATCAACACTCTTCT TCAGGGGTACTCAGGCAT

121　TAGATTTGAAATCT TAGAAGCCA TCACCAAGC TCCTGAACAACAACGT TACCCCATGTT T

181　GCCACTTCGTGGTACAATCACAGC TTCTGGAGATCTTGTTCCAC TTTCT TACAT TGCTGG

241　T TTGCT AACTGGCAGACCCAACTCCAAAGC TGT TGGACCTTCTGGAGAAGTAC TTAACGC

301　AAAAGAAGCTTT TGAATTGGCTAGCATCAACTCTGAGT TCTTTGAATTGCAACCCAAGGA

361　AGGTCTTGCCCT TGT TAATGGCACTGCTGTTGGT TCTGGATTAGCT TC TATGGTAC TC TT

421　TGAGGCTAATATACTAGC TGTGTTGTCTGAAGTTCTATCAGCTAT TTTTGCTGAAGTGAT

481　GCAGGGGAAACCTGAATTCACTGACCATTTGACACACAAGCTAAAGCACCATCCTGGTCA

541　AATTGAGGCTGCTGCTAT TATGGAGCATATCTTGGATGGAAGTTCCTACATGAAAGCTGC

601　TAAGAAGTTGCATGAGATTGATCCCT TGCAAAAGCCAAAACAAGATAGATATGCCCTTAG

661　AACTTCACCACAGTGGCTTGGTCCTCTTA TTGAAGTGATTCGTTTCTCAACCAAGTCAAT

721　TGAGAGAGAGATCAACTCTGTGAATGACAACCCTT TGAT TGATGTTTCAAGGGAACAAGG

781　CATTGCATGGTGGCAATT TCCAAGGAACCCCTAT TGGAGTCTCTATGGACAACACACGTT

841　TGGCACTTGCATCTAT TGGCAAACTCA TGT TTGCTCAATTCTCTGAGCTTGTCAA TGACT

901　T TTACAACAATGGATTGCCTTCAAATCTCACTGCTAGCAGAAATCCAAGCTTGGACTATG

961　GTTTCAAGGGAGCTGAAAT TGCCA TGGCT TCTTACTGCTCTGAACTCCAATATCTTGCAA

1021 ATCCAGTAACTACCCATGTCCAAAGTGCTGAGCAACACAACCAGGATGTCAACTCTT TGG

1081 GCTTGATCTCATCTAGAAAGACAAATGAAGCCATCGAGATCCTTAAGCTCATGTCTTCCA

1141 CAT TCTTGA TTGCACTTTGCCAAGCAATTGACT TGAGGCA TTTAGAGGAGAATT TGAAAA

1201 ACTCGGTCAAGAACACCGTGAGCCAAGTTTCCAAAAGGATTCTTACCACAGGTGTCAATG

1261 GAGAACTCCATCCTTCAAGAT TTTGTGAGAAGGATCTGCTAAAAGTGGT TGATAGGGAGT

1321 ATATATTT TCC TACATTGATGACCCCTGCAGTGCTACATACCCATTGATGCAAAAACTTA

1381 GGCAAGTGCTTGTAGATCATGCAT TGGTAAATGCAGAGAGTGAGAAGGATGTGAACTCGT

1441 CCATCTT TCAAAAGATAGCAATCTT TGAGGAAGAGTTGAAGAATCTCTTGCCAAAAGAGG

1501 TTGAAGGTGCAAGGGCTGC TTATGAGAGTGGCAAAGC TGCAA TTCCAAACAAGA TCCAAG

1561 AATGCAGATCTTACCCACTGTACAAGTTTGTGAGAGAGGAATT AGGGACTGGGTTGC TAA

1621 C TGGAGAAAAGGTGAGGTCACCGGGTGAAGAGTTTGACAAATTAT TCACAGCAATGTGCC

1681 AAGGGAAAATTAT TGATCCTCTTATGGAGTGCCTTGGGGAGTGGAATGGAGCTCC TC TTC

1741 CAATCTCT TAAAT TTATTGTAAC TC TTAACAAATATT TTATT TGTACCTATGCAAGAAAA

1801 ACCATAATCATTTGGT TTGTCTATCATTTAACAAATGTTCCTTCAATGTCAAATAGGACC

1861 TTGTAATTTAATAT TTTAATGAAAT TTCAGTTGTT TGCAGA

图 7　GM PAL2的测序结果

F ig. 7　The result of sequencing fo r PCR products of GM PAL2

1　　ATGGAAGCAACTAATGGCCACCAAAACGGTTCATT TTGCT TGTCCAC TGCCAAGGGAAGT

61　 AGTGATCCCTTGAAC TGGAGAGCGGCGGCGGAGGCGATGAAGGGGAGTCACC TGGACGAG

121　GTGAAGCGCATGGTGGCCGAGTACCGCAAGCCGGTGGTCCGGCTCGGCGGAGAGACTCTC

181　ACCATCGC TCAGGTGGCCGCCGTGGCCGGACACGACCACGGCGTGGCGGTGGAGCTCTCA

241　GAGTCAGCGAGAGAAGGAGTAAAGGCGAGCAGTGAGTGGGTGATGAACAGCATGAACAAC
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301　GGCACTGACAGTTACGGCGTCACCACCGGCTTCGGTGCCACGTCACACCGCCGAACCAAA

361　CAGGGTGGTGCTCTGCAGAAGGAACTCATCAGATTCT TAAACGCTGGAATATT TGGAAAT

421　GGAAC TGAATCAAGCCATACCCTGCCACACACTGCAACCAGAGCAGCCATGTTAGTGAGA

481　ATCAACACTCTTCT TCAGGGGTACTCAGGCAT TAGATTTGAAA TC TTAGAAGCCA TCACC

541　AAGCTCCTGAACAACAACGTTACCCCATGTTTGCCACTTCGTGGTACAATCACAGCTTCT

601　GGAGATCT TGT TCCACTTTC TTACAT TGCTGGT TTGCTAACTGGCAGACCCAACTCCAAA

661　GC TGT TGGACCTTCTGGAGAAGTACT TAACGCAAAAGAAGCTTT TGAATTGGCTAGCATC

721　AACTCTGAGTTCTT TGAATTGCAACCCAAGGAAGGTCT TGCCCT TGT TAATGGCACTGCT

781　GTTGGT TC TGGA TTAGCTTCTATGGTACTCT TTGAGGCTAATATACTAGCTGTGTTGTC T

841　GAAGTTCTATCAGCTAT TTT TGCTGAAGTGATGCAGGGGAAACCTGAATTCACTGACCAT

901　T TGACACACAAGCTAAAGCACCA TCCTGGTCAAATTGAGGCTGC TGCTATT ATGGAGCAT

961　ATCT TGGATGGAAGTTCC TACATGAAAGCTGCTAAGAAGT TGCATGAGAT TGATCCCTTG

1021 CAAAAGCCAAAACAAGATAGATATGCCC TTAGAACTTCACCACAGTGGCTTGGTCCTCTT

1081 ATTGAAGTGAT TCGTT TC TCAACCAAGTCAAT TGAGAGAGAGATCAACTCTGTGAATGAC

1141 AACCC TTTGATTGA TGT TTCAAGGAACAAGGCA TTGCATGGTGGCAATTTCCAAGGAACC

1201 CCTAT TGGAGTCTCTATGGACAACACACGTTTGGCAC TTGCATCTAT TGGCAAAC TCATG

1261 TT TGCTCAA TTCTCTGAGC TTGTCAATGACT TTTACAACAATGGATTGCCT TCAAATCTC

1321 ACTGCTAGCAGAAATCCAAGCTTGGACTATGGT TTCAAGGGAGC TGAAATTGCCATGGCT

1381 TCTTACTGCTC TGAAC TCCAATATCTTGCAAATCCAGTAACTACCCATGTCCAAAGTGCT

1441 GAGCAACACAACCAGGATGTCAAC TC TTTGGGCT TGATCTCATCTAGAAAGACAAATGAA

1501 GCCA TCGAGATCCTTAAGCTCATGTC TTCCACATTCT TGATTGCACT TTGCCAAGCAAT T

1561 GACTTGAGGCATT TAGAGGAGAAT TTGAAAAACTCGGTCAAGAACACCGTGAGCCAAGTT

1621 TCCAAAAGGAT TCTTACCACAGGTGTCAATGGAGAAC TCCATCCTTCAAGATT TTGTGAG

1681 AAGGATCTGC TAAAAGTGGTTGATAGGGAGTATATATT TTCCTACAT TGATGACCCC TGC

1741 AGTGC TACATACCCAT TGATGCAAAAACTTAGGCAAGTGC TTGTAGATCATGCATTGGTA

1801 AATGCAGAGAGTGAGAAGGATGTGAACTCGTCCATCT TTCAAAAGATAGCAATCT TTGAG

1861 GAAGAGT TGAAGAATCTCTTGCCAAAAGAGGTTGAAGGTGCAAGGGCTGC TTATGAGAGT

1921 GGCAAAGCTGCAATTCCAAACAAGATCCAAGAATGCAGATC TTACCCACTGTACAAGT TT

1981 GTGAGAGAGGAATTAGGGACTGGGT TGCTAAC TGGAGAAAAGGTGAGGTCACCGGGTGAA

2041 GAGT TTGACAAATTATTCACAGCAATGTGCCAAGGGAAAAT TATTGA TCCTCT TATGGAG

2101 TGCCTTGGGGAGTGGAATGGAGCTCCTCTTCCAATC TCTTAAATTTAT TGTAACTCTTAA

2161 CA

图 8　重组 PCR产物 GM PAL exon 的测序结果

Fig. 8　The result of sequencing fo r PCR products of GM PAL exon

3　讨论

重组 PCR反应要分成两步:第一步只加两个长

引物 ,彼此作为引物和模板进行配对扩增 ,使产物得

到富集;第二步再加入两个短引物进行扩增 ,最终得

到目的基因。在引物 F1和 B2的 5′端设计的 NdeI

和 XhoI位点就是为了使基因定向插入 pET 表达载

体 ,得到阳性克隆 ,实现原核表达。

本实验中用Ex Taq DNA 聚合酶克隆到两个外

显子后 ,采用了关键的高保真 Py robest DNA 聚合

酶 ,此酶具有 3′→5′Exonuclease 的耐热活性 ,在

PCR扩增产物的 3′端不加碱基 A ,而且非特异带得

到了控制 ,大大提高了 PCR的准确性 。如果不采用

可信度高的 Py robest DNA 聚合酶 , 用引物 F1 、B3

和 F3 、B2 分别进行 PCR扩增的两个片段的 3′端就

会出现 A ,在两个外显子重叠的区域就会多出碱基

A ,造成开放阅读框(Open reading Frame , ORF)移

码 ,翻译时无法得到特异性蛋白 ,从而就不能进行目

的蛋白的表达 。

本实验从大豆基因组 DNA 克隆得到 PAL 基

因的 2 个外显子 ,通过 SO E 的方法拼接成完整的

PA L 基因 ,与从 mRNA 反转录 cDNA 的技术路线

相比 ,简化了克隆方法 , 节约了成本。首先大豆总

RNA 和 mRNA 的提取要比 DNA 的提取严格得

多 ,而且操作容易受到污染使 RNA 降解;其次从
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mRNA 反转录 cDNA 所需的反转录酶及相应的试

剂较昂贵;再次 , cDNA 克隆能实现原核表达 ,本实

验重组 PCR的扩增产物也已通过 pET 系统在大肠

杆菌 BL21(DE3)中实现原核表达 ,内容另作他叙。

此外 ,SOE的成功应用 ,提供了一条非依赖 cDN A

的和 PAL 相似结构基因的克隆方法 ,也为后期的蛋

白质进化工程提供了可行的方法。
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APLLICATION OF GENE SPLICING BY OVERLAP EXTENSION

ON Glycine max PHENYLALANINE AMMONIA LYASE(PAL)

Song Jian1 　Ma Huiqin2　Chen Shangwu1

(1.College o f Food S cience &Nutrit ional Engineering ,Bej ing 100083;

2.Department o f Pomology ,China Agricultural Universi ty ,Bei j ing 100094)

Abstract　T he tw o exons of Glycine ma x pheny lalanine ammonia ly ase (PA L) were recombined tog ether

by gene splicing by ove rlap ex tension (gene SOEing). Results show ed that gene SOEing was a successful

specific PCR technique for gene recombinat ion. It w as the improvement of cloning cDNA.

Key words　SOE;cDNA;Pheny lalanine ammonia lyase (PA L)
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