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高 GC含量基因 NADK2的扩增及其

真核表达载体的构建
陈静怡  张泸娇  刘丹慧*

(温州医科大学检验医学院、生命科学学院, 检验医学教育部重点实验室, 
浙江省医学遗传学重点实验室, 温州 325035)

摘要      在构建线粒体烟酰胺腺嘌呤二核苷酸激酶(mitochondrial nicotinamide adenine 
dinucleotide kinase, NADK2)真核表达载体时, 该文发现, 使用Ex Taq DNA聚合酶扩增无法得到其编

码区域全长, 5′端缺失一段DNA片段。对其cDNA序列进行分析发现, NADK2编码区GC含量不均衡。

起始密码子附近GC含量最高可达92.5%, 而3′端终止密码子附近GC含量最低只有27.5%。之后, 使
用LA Taq及GC缓冲液进行扩增, 得到了NADK2基因ORF(open reading frame)全长, 并克隆入真核表

达载体。该文结果对类似高GC含量DNA片段的PCR扩增有一定的提示作用。
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Amplification of GC-Rich NADK2 Gene and Construction of 
Its Eukaryotic Expression Vector
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Abstract       The coding region of mitochondrial nicotinamide adenine dinucleotide kinase (NADK2) gene 
can’t be amplified with Ex Taq DNA polymerase. The PCR products lacks a fragment in the 5′ terminal. We find 
that the GC distribution is highly uneven in the open reading frame (ORF) of NADK2 gene. The GC content is 
as high as 92.5% at its 5′ terminal, whereas it is as low as 27.5% at its 3′ terminal. We then use LA Taq with GC 
buffer to amplify the target region and get the full length of NADK2 gene ORF. Our results can be informative for 
researchers cloning similar DNA fragments with high GC content.
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在体外培养的细胞中升高或抑制特定基因的

表达并检测细胞功能的变化是研究基因功能及相

关机制的常规方法。为了构建真核表达载体, 首先

需要使用聚合酶链反应(polymerase chain reaction, 
PCR)技术, 以cDNA为模板扩增目的基因的蛋白质

读码框(open reading frame, ORF)。富含GC的目的

基因(GC含量大于60%)容易形成发夹等二级结构, 
熔解温度高, PCR扩增难度较大。扩增这些目的片

段时, 需要对PCR条件进行优化, 如提高变性温度、

调整镁离子浓度、在反应体系中加入DMSO、甘油
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等有机试剂等, 还可以使用Slowdown PCR和热启动

PCR等方法[1]。

我们在扩增NAD激酶线粒体烟酰胺腺嘌呤二

核苷酸激酶基因(mitochondrial nicotinamide adenine 
dinucleotide kinase, NADK2)ORF时发现, 使用常规

方法进行PCR扩增得到的产物在5′端缺失了长短不

一的DNA片段, 无法用于后续实验。为此, 我们对

NADK2的扩增条件进行摸索, 尝试使用提高退火温

度、延长变性时间、Touchdown PCR法或在反应体

系中加入DMSO有机溶剂等扩增高GC含量基因的

多种方法, 但均未得到目的片段全长。最后, 我们发

现, 使用TaKaRa公司的LA Taq及GC缓冲液可以扩增

得到NADK2基因全序列, 并最终成功构建了其真核

表达载体。

1   材料与方法
1.1   实验试剂

cDNA反转录试剂盒 (RR037A)、热启动 Ex 
Taq DNA聚合酶 (RR030A)和LA Taq DNA聚合酶

(RR02AG)均购自TaKaRa公司。肝细胞系HL7702和
肝癌细胞系HepG2购自和元生物科技股份有限公

司。培养条件为完全培养基(含1%青霉素–链霉素

和10%胎牛血清的DMEM培养基), 将细胞置于37 °C、
5% CO2细胞培养箱中培养。DMSO(D8370)购自

Solarbio公司。

1.2   引物设计与载体信息 
我们设计了两对引物来进行克隆, 扩增引物与

目的片段完全互补, 用于以cDNA为模板首先扩增

目的基因, 克隆引物其两端带有EcoR I和BamH I酶
切位点, 所得产物酶切后可以连接入目的载体。所

用引物序列如下, 扩增引物Forward: 5′-ATG ACT 
TGC TAC CGA GGC TT-3′; Reverse: 5′-TTA GGA 
GGA AAG GGA AGG-3′。克隆引物 Forward: 5′-
ATA GAA TTC GCC ACC ATG ACT TGC TAC CGA 
GGC TTC-3′; Reverse: 5′-AGC GGA TCC TCA CTG 
TTC AAG AAG CAC AGT T-3′。真核表达载体

pSinEGFPiresPURO由温州医科大学谷峰教授赠送。

1.3   反转录 
提取正常肝细胞株HL7702的总RNA, 按说明书

操作合成cDNA。

1.4   PCR条件

扩增引物反应条件为: 95.0 °C预变性5 min; 

95.0 °C变性30 s, 48.4 °C退火1 min, 72.0 °C延伸90 s, 
35个循环; 72.0 °C反应10 min。克隆引物反应条

件退火温度为59.9 °C, 其余与扩增引物反应条件

相同。

1.5   细胞转染及Western blot检测NADK2表达

1.5.1   细胞转染      将HepG2接种于6孔板中, 在处于

指数生长期、汇合度大约在80%的时候将培养基换

成不含双抗的10% FBS培养基。在200 µL DMEM中

加入2 000 ng质粒,  振荡10 s混匀后, 加入4.4 µL PEI
再次振荡混匀后室温静置20 min, 将混合液加到靶

细胞培养基中, 待48 h后收获转染细胞。

1.5.2   Western blot检测      将处于指数生长期的细

胞裂解, 提取总蛋白。用BCA法测定蛋白质浓度, 
保证所有样品蛋白质上样量一致。在10% SDS-
PAGE胶上进行电泳, 分离蛋白质后, 将蛋白质转印

至PVDF膜上。有蛋白质印迹的PVDF膜经5%脱脂

牛奶封闭2 h, 在4 °C环境下孵育一抗过夜。第二日, 
将膜上残余一抗用TBST洗干净, 与带有显色标记的

二抗在室温下孵育1 h, 用TBST将PVDF膜上非特意

结合的二抗洗干净, 用化学显色法曝光显色, 以鼠抗

GAPDH作为内参, 观察靶蛋白水平。

2   结果
2.1   使用常规方法扩增无法得到NADK2基因

ORF全长

NADK2 cDNA全长3 897 bp, 其中, ORF区域为

1~1 329 bp, 编码442个氨基酸。使用TaKaRa公司

的热启动Taq DNA聚合酶, 以肝细胞系合成cDNA
为模板, 扩增NADK2基因ORF全长。当使用克隆引

物直接进行扩增时, 无法得到目的条带。通过优化

反应条件如延长变性时间, 以及改变扩增方式, 采
用降落PCR法进行扩增, 并未得到理想效果。我们

改用扩增引物进行扩增(图1A), 所得片段切胶回收

后, 再使用克隆引物进行扩增(图1B), 经双酶切处

理后, 连入pSinEGFPiresPURO载体。PCR与双酶

切鉴定选取阳性克隆, 测序结果显示, 该连接子在5′
端缺失了一段233 bp的片段。重新进行PCR及酶切

连接后, 又选取了多个克隆进行测序, 虽然这些克

隆的PCR与双酶切鉴定结果均为阳性, 但测序结果

显示这些克隆序列都不完整。这提示, 我们使用常

规的Ex Taq DNA聚合酶没有扩增到完整的目的基

因片段。
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A: 使用扩增引物进行PCR结果; B: 使用克隆引物PCR结果。M: 标志物。箭头所指为目的条带。

A: the result of PCR with amplification primer; B: the result of PCR with clone primer. M: marker. The target band is indicated with arrows.
图1   使用Ex Taq扩增NADK2基因ORF全长

Fig.1   The full length of NADK2 gene amplified with Ex Taq DNA polymerase 
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图2   NADK2 cDNA序列GC含量分析

Fig.2   The analysis of NADK2’s cDNA GC content

2.2   NADK2基因ORF区域GC含量不均衡

在发现使用常规PCR无法得到NADK2基因

ORF全长后, 我们对NADK2 cDNA序列进行分析, 
发现NADK2 cDNA全长GC含量为31.6%, ORF区域

GC含量为50.2%, GC分布非常不均衡。ORF区域5′
端起始密码子附近GC含量最高可达92.5%, 而3′端
终止密码子附近GC含量最低只有27.5%(图2)。我

们推测上下游GC含量差异巨大是造成NADK2扩增

效率低的主要原因, 而5′端的GC含量高使其结构稳

定, PCR扩增时解链不充分, 造成得到的目的片段不

完整。

2.3   NADK2基因全长的扩增及其表达

发现NADK2基因ORF区域GC分布特点后, 我们

使用TaKaRa公司的含GC的LA Taq缓冲液, 并且直接

使用克隆引物, 用与常规Taq酶相同反应条件进行扩

增。PCR结果为清晰单一的目的条带(图3A)。之后

对PCR产物进行酶切并连接到目的载体上。选取3
个克隆进行菌落PCR(图3B)和双酶切鉴定(图3C), 结
果均未见阳性。同时, 测序结果也显示载体构建成

功。

为了进一步证明构建的载体可以用于在细胞中

过表达NADK2, 我们用构建的载体转染HepG2细胞, 
Western blot检测NADK2蛋白质水平。结果显示, 我
们构建的载体可以显著增加细胞内NAKD2水平, 而
转染空载体则不影响其蛋白质水平(图3D)。这表明, 
NADK2基因真核表达载体构建成功。
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3   讨论
研究某个目的基因的生物学功能及其介导的

生物学功能时, 我们经常需要改变目的基因在特定

细胞中的表达量, 然后对细胞功能进行检测[2-3]。将

目的基因ORF序列插入真核表达载体后, 再用该载

体转染细胞是升高目的基因表达量的常规方法。

PCR技术发明于1988年, 是扩增DNA片段的最主要

方法。通过PCR技术将微量DNA大幅扩增, 产生大

量目的DNA片段用于后续研究, 是分子生物学最常

见的技术之一[4]。典型的PCR由高温变性、低温退

火以及72 °C延伸三步反应组成一个循环。PCR反
应经常遇到的一个难题就是富含GC碱基(GC含量

>60%)的片段的扩增。

人类基因组含有约3.4×109碱基, 编码3万个左

右基因。其中, 大约28%的基因位于富含GC碱基的

区域[5]。此外, 很多启动子、增强子等多种DNA顺

式调节元件也富含GC序列[6]。对这些基因的功能

及其调节的研究都需要使用PCR对这些片段进行扩

增。由于高GC含量的DNA片段(GC含量>60%)容
易形成高级结构, 熔解温度高, 在PCR反应时不易解

链, 造成扩增效率低。本研究中, 我们使用常规的高

保真酶扩增NADK2基因ORF区域时, 发现使用克隆

引物(带酶切位点序列)无法得到任何条带。而改用

与目的片段完全互补的扩增引物(不含酶切位点序

列)可以得到一条特异性较强的PCR条带, 回收后再

以之为模板, 使用克隆引物扩增, 并酶切连接到目的

载体上。但测序结果发现, 得到的PCR产物5′端缺失

了大小不等的DNA片段。对NADK2 cDNA序列进

行分析发现, 其ORF区域GC含量严重不均衡。起始

密码子附近GC含量最高可达92.5%, 而终止密码子

附近最低只有27.5%。我们推测, 这是造成NADK2
基因扩增效率低和片段缺失的原因。

在遇到难以扩增的高GC含量的DNA片段时, 
可以使用多种方法对PCR条件进行优化, 如升高变

性温度、调整反应体系中镁离子浓度、或者在反应

体系中加入DMSO、甘油等有机试剂等, 还可以使

用Slowdown PCR和热启动PCR等方法[1]。除此之外, 
购买成熟的试剂盒产品也是一种比较简便易行的方

案。各大生物公司基本都有此类试剂盒可供选择。

在本研究中, 我们使用了TaKaRa公司的含GC的LA 
Taq缓冲液来扩增NADK2基因ORF区域, 得到了较

好的效果。Western blot结果表明, 我们成功构建了

NADK2基因真核表达载体。

回顾实验过程, 我们发现, 起初使用Ex Taq进行

扩增得到的目的条带分子量比预计结果要小, 但由

于所得条带特异性较好, 我们忽略了这一现象。使

用LA Taq进行扩增得到的目的条带则与预计大小一

致。

NADK2是目前已知的唯一定位于线粒体的

NAD激酶, 对机体正常功能的维持起着重要作用[7]。

NADK2的缺失会引起明显的线粒体疾病特征[8], 同
时, NADK2在脑癌和肝癌中表达失调[9-10], 可能在这

些肿瘤的发生发展中起着调控作用。本研究构建获

得了NADK2基因真核表达载体, 为后续研究打下了

基础, 并且我们的结果对类似高GC含量DNA片段的

PCR扩增有一定的参考作用。
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A: LA Taq扩增结果; B、C: 使用菌落PCR和双酶切对挑取的3个阳性克隆进行鉴定; D: 转染HepG2 细胞后, Western blot检测NADK2蛋白质水平。

A: the full length of NADK2 geng ORF was amplified by LA Taq polymerase; B,C: the positive clones were verified with clonal PCR and double 
enzyme digestion; D: HepG2 cells were transfected with void vector and NADK2 vector, and the expression level of NADK2 protein was detected by 
Western blot with GAPDH as the loading control.

图3   NADK2基因真核表达载体构建成功

Fig.3   Construction of  NAKD2 gene eukaryotic expression vector
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