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基于 PCR的技术是克隆已知 DNA片段侧翼序列

的最常用方法. 到目前为止, 这些方法大致可以分为

3 种类型: 反向 PCR(inverse PCR)[1~3]、连接介导的

PCR(ligation-mediated PCR)[4~9]和随机引物 PCR 

(randomly primed PCR)[10~12]. 反向 PCR 是使用最早

的方法 , 其原理是用限制性内切酶消化基因组总

DNA, 然后在连接酶的作用下使酶切产物自身环化, 

设计一对外向性引物进行 PCR 扩增已知序列旁侧的

DNA片段. 由于其要求在目标 DNA区段有合适的限

制性位点, 而且 DNA分子自身环化的效率往往较低, 

因此目前已较少应用. 相比之下, 连接介导的 PCR和

随机引物 PCR 更受欢迎 , 但它们依然有一些局限  

性, 如连接介导的 PCR依赖于目的 DNA片段两侧的

限制性位点, 而随机引物 PCR 所能获得的片段通常

较小, 大多在 1 kb以下. 另外, 这 2种方法常常会产

生很多非特异性的扩增产物, 从而大大降低了实验

效率. 为克服这些问题, 近几年又有一些改进方法相

继报道 , 如 vectorette-PCR[6], biotin-capture PCR[7], 

TAIL-PCR[12]以及T-linker PCR[9]等, 但这些方法大多

在操作过程中仍然受限制性内切酶消化或连接反应

等因素的限制, 有的方法, 如 TAIL-PCR 虽然避免了

此 类操作 , 但由于随机引物的使用, 其扩增的片段

通常较小. 

我们根据同聚物加尾原理设计了一种锚定 PCR 

(anchored PCR)技术, 可用于从复杂的基因组中高效

克隆已知 DNA 片段的侧翼序列, 并且无需进行限制

性内切酶消化或连接反应. 这一技术在操作上与传

统的 5�-RACE 技术[13~15]有部分相似之处, 但两者在

本质上是不同的. 锚定 PCR技术以基因组总 DNA为

起始材料, 用于克隆某一已知片段的侧翼序列, 如分

离某一基因的调控序列, 分析 T-DNA 或转座子插入

突变体等. 而 5�-RACE以 RNA为起始材料, 仅用于

获取基因的 cDNA末端. 如图 1所示, 锚定 PCR方法

主要由以下 3个步骤组成: (ⅰ) 以基因组总 DNA为

模板, 用一条基因特异性引物(GSP1)进行线性 PCR

扩增, 产生单链扩增产物; (ⅱ) 在末端转移酶(TdT)

的作用下, 在单链 DNA 分子的 3�末端加上多聚胞嘧

啶; (ⅲ) 用巢式基因特异性引物(GSP2)和与多聚胞

嘧啶配对的锚定引物(AAP)对加尾的产物进行 PCR

扩增, PCR产物连入载体后进行测序鉴定.  

我们用上述方法成功地从一种耐旱植物厚叶旋

蒴苣苔(Boea crassifolia)基因组中克隆了干旱诱导性

转录因子基因 BcMYB1的启动子. 从厚叶旋蒴苣苔提

取的基因组总 DNA作为线性 PCR扩增的模板, 50 µL 

PCR反应体系中含 200 µmol/L dNTPs, 5 µL PCR缓

冲液 (10×), 5 pmol 基因特异性引物 BM1RP1(5�- 

ATCCAAACCTTACTTTTTTACACATTAGT-3�), 约 2 

µg 模板 DNA. 反应程序为: 94℃预变性 7 min后加

入 2.5 U Ex Taq酶(TaKaRa, 大连); 94℃变性 30 s, 62℃

退火 30 s, 72℃延伸 1 min, 25个循环. PCR产物用 3S 

PCR 纯化试剂盒(SNBC, 上海)回收后进行加尾, 回

收产物中加入 6 µL加尾缓冲液(5×), 1 µL 10 mmol/L 

dCTP后, 再加无菌双蒸水至 29 µL; 反应混合物先在

94℃保温 2 min, 立即置冰上, 加入 1 µL 末端转移酶

(TaKaRa, 大连)后在 37℃保温 15 min, 再在 75℃保温

10 min 以灭活末端转移酶 . 锚定引物 AAP (5�- 

GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIIGGGIIG- 

3�, 其中 I为次黄嘌呤核苷, 多聚 G上游包含 MluⅠ, 

SalⅠ和 SpeⅠ 3 个酶切位点)和巢式基因特异性引物

BM1RP2 (5�-TGAACTTCGTTTAAATTCGCATGA-3�)

用于对加尾产物的扩增. PCR反应程序为: 94℃预变

性 5 min; 94℃变性 30 s, 55℃退火 30 s, 72℃延伸    

2 min, 35个循环; 72℃延伸 10 min. 

图 2 显示了 PCR 产物的琼脂糖凝胶电泳结果. 

用单引物线性 PCR 扩增后没有任何条带, 而用巢式

引物和锚定引物对加尾产物进行 PCR 扩增后的产物

在泳道上呈弥散状(smear), 显示有不同大小的片段

得到了扩增. 切取 1~2 kb 区域的凝胶并回收 DNA, 

回收产物连接到 pGEM-T easy (Promega, USA)载体

中 , 用一对与已知序列相对应的正向引物 BM1FP 

(5�-CCGATGGTGGCCATTGTTGAT -3�)和反向

BM1RP2 进行 PCR 鉴定, 如果是阳性克隆(亦即含有

BcMYB1基因的上游序列), 就会扩增出预期的 107 bp

的片段. 我们随机选取了 60 个克隆进行鉴定, 结果 
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图 1  锚定 PCR技术进行染色体步行的操作流程 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  PCR产物的琼脂糖凝胶电泳结果 
M 示 EcoRⅠ+HindⅢ消化的λ  DNA分子量标记; 1 示单引物扩增; 

2 示巢式扩增 
 

有 53 个扩增出了预期的片段, 阳性率高达 88%, 而
且大多数插入片段的长度超过 1 kb(图 3). 因为实验
的第一步是单引物的线性扩增, 扩增产物的大小是 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3  部分阳性克隆插入片段大小的 PCR鉴定 
M 示 EcoRⅠ+HindⅢ消化的λ  DNA分子量标记; 1~14 示不同的克隆

PCR 扩增结果 
 
不一致的 , 因此阳性克隆中的插入片段也就大小不
等. 对含有最长插入片段的阳性克隆进行测序, 结果
显示获得了 BcMYB1 基因的 1455 bp 启动子序列
(GenBank登录号: AY520822). 

实验结果表明, 利用锚定 PCR 技术可以进行高

效率的染色体步行, 而且与已往所报道的一些方法
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相比, 锚定 PCR技术具有以下优点: (ⅰ) 无需对基因

组总 DNA 进行限制性内切酶消化及连接反应, 从而

避免了此类技术操作中最困难的步骤; (ⅱ) 操作过

程简单, 大约 2~3个工作日就能完成, 而多数其他的

方法通常需要几周时间; (ⅲ) 特异性高, 在我们的实

验中获得的阳性克隆的比率高达 88%; (ⅳ) 有较长

的步行距离, 一次实验可以获得 1.5 kb左右的目的片

段. 当然, 这一技术中增加了加尾反应及 DNA 回收

等步骤 , 但与限制性内切酶消化及接头连接等操作

相比, 还是较为容易. 总之, 当需要在高度复杂的基

因组中进行染色体步行时, 锚定 PCR 技术提供了一

种可供研究者选择的便捷方法.  
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