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重叠 PCR 法构建嗜酸乳杆菌分选酶 A 基因外源打靶片段 
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摘要: 为比较单步法、分步法重叠 PCR 在构建嗜酸乳杆菌 Lactobacillus acidophilus ATCC4356 分

选酶 A(SrtA)外源打靶片段的差异性, 设计了 5 对具有 20~25 bp 互补末端的引物, 分别扩增两对

上下游同源臂和卡那霉素基因, 先采用分步法、单步法重叠 PCR 构建不含筛选基因的外源打靶

片段 SrtA-up2-SrtA-down2, 比较两者优劣, 随后取较优者构建含抗生素筛选基因的打靶片段

SrtA-up1-Kan-SrtA-down1. 结果显示单步法优于分步法, 非特异性扩增少, 拖尾现象少, 且扩增

打靶片段 SrtA-up1-Kan-SrtA-down1 条带单一, 无非特异性扩增. 即在构建两种外源打靶片段时, 
单步法重叠 PCR 优于分步法 PCR, 为之后构建嗜酸乳杆菌基因打靶载体、构建融合基因打下了

基础. 
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嗜酸乳杆菌是一种兼性厌氧, 耐酸性强, 对人

和动物肠道有益生功能的微生物菌群[1], 因其具有

较好的保健功能: 缓解呼吸道感染、婴幼儿乳糖不

耐受等症状[2-3]而被广泛应用于乳品、保健品等行

业中. Meng 等[4]研究证明 Lactobacillus acidophilus 
NCFM 表面蛋白能降低 HT-29 的由 E. coli ATCC 
43893 和 S. typhimurium CMCC 50013 所引发的凋

亡率; Othman等[5]研究发现酸奶发酵期间添加嗜酸

乳杆菌能够有效抵抗金黄色葡萄球菌的繁殖. 分

选酶 A 被普遍认为是管家分选酶, 广泛存在于革

兰氏阳性菌如芽孢杆菌、肠球菌、乳杆菌等[6-7]中, 
其可以识别含 LPXTG 基序的分选酶相关黏附蛋白

(SDPs)并将其锚定在细胞壁上[8], 因而与菌体的黏

附性能[9]有关. 为进一步研究分选酶 A, 研究者普

遍采用基因敲除对分选酶 A 的功能做进一步探索. 
Remus 等[10]研究发现植物乳杆菌 WCFS1 分选酶 A
缺失株与野生株相比, 丧失了分选酶活力, 无法对

SDPS 蛋白定位而降低了细菌的黏附性; Call 等[11]

也表明 SrtA 的缺失降低了嗜酸乳杆菌的体外黏附

性能.  
基因敲除技术指利用特定方法使目标基因缺

失或失活, 对染色体进行定点修饰改造, 从而改变

细胞遗传特性的生物手段[12]. 乳酸菌基因敲除多

采用构建环状载体进行单双交换基因敲除 [12-13], 
包括温敏敲除系统[14]、自杀载体敲除系统[15]等. 构

建外源打靶片段时, 既可设置抗生素抗性基因如

kanamycin[16]、spectinomycin[17]、chloromycetin[18]

为筛选标记, Feraint 等[15]融合 D-乳酸脱氢酶基因

的上下游同源臂与氯霉素抗性基因, 转入 PJDC9
质粒中, 进行单双交换筛选, 成功构建了 ldhD 缺

失菌; 也可只含目的基因上下游同源臂[19], Okano
等 [13]人连接植物乳杆菌 ldh 的上下游同源臂至

pGHOST+9 中, 成功构建了敲除载体 pGh9-ldh . 在

一定长度范围内, 同源重组效率与上下游同源臂

长度成正比[14].  
重叠延伸 PCR 技术(Splicing by Overlap Extension 

                                                                                                                                

收稿日期:  2017−04−10.   宁波大学学报（理工版）网址: http://journallg.nbu.edu.cn/ 
基金项目: 国家自然科学基金（31671487, 31471598）; 浙江省自然科学基金青年基金（LQ16C200002）; 宁波市富民项目（2016C10022）; 

浙江省动物蛋白食品精深加工技术重点实验室开放基金（ZX2015000928）. 
第一作者: 何嘉怡（1992－）, 女, 浙江宁波人, 在读硕士研究生, 主要研究方向: 乳品科学. E-mail: 478809548@qq.com 

*通信作者: 吴振（1985－）, 男, 河南新乡人, 讲师, 主要研究方向: 乳品科学. E-mail: woodsen@163.com 



 
22 宁波大学学报（理工版） 2017  

 

PCR, SOE-PCR)可不需要内切酶消化和连接酶处

理, 简单快速地拼接多个异源 DNA 片段[20-21], 其

原理是根据目的基因设计具有互补末端的引物 , 
先独立合成具有重叠序列的待融合片段, 随后以

片段间的重叠部分互为模板, 互相搭桥, 形成重叠

链, 通过重叠链的延伸将扩增片段拼接起来[22-24]. 
Shevchuk 等[25]结合重叠 PCR 技术与长片段 PCR 技

术, 成功构建了 3~20 kb 的 DNA 分子. 王宝利等[26]

通过此技术成功拼接了 OPG 基因外显子 2 和外显

子 3. 重叠 PCR 技术构建融合基因可避免加入连接

序列而出现不必要的碱基序列, 正确率较高[21,27], 
因而广泛用于构建基因敲除打靶片段[28-29]. 目前

对分步法重叠 PCR 研究较多, 有采用分步法重叠

PCR 构建外源打靶片段[28,30], 构建多位点突变[31], 
优化分步法重叠 PCR 反应条件[32], 但鲜有文章比

较单步法与分步法重叠 PCR 的差异性[33-34].  

实验以嗜酸乳杆菌 Lactobacillus acidophilus 
ATCC4356 分选酶 A 基因(SrtA)为例, 设置 5 对具

有 20~25 bp 互补重叠的引物, 先采用单步法、分步

法重叠 PCR 构建不含抗性筛选基因打靶片段

SrtA-up2-SrtA-down2 并比较两者优劣, 之后, 取较

优者用于构建含抗性筛选基因的打靶片段, 为后

续构建嗜酸乳杆菌打靶载体、多个 DNA 片段的融

合打下了理论基础.  

 

1 材料与方法 

1.1  材料与试剂 
嗜酸乳杆菌 Lactobacillus acidophilus ATCC4356, 

本实验室保存; PrimeSTAR HS DNA Polymerase、

大肠杆菌 DH5ɑ、pMD18-T 载体用于融合片段的亚

克隆及测序分析, 购于大连 TAKARA 宝生物公司; 
DNA 标准分子质量(2 kb DNA ladder, 5 kb DNA 
ladder, 1.5 kb DNA ladder); DNA 凝胶回收试剂盒、

pEASY-blunt Zero质粒购于北京全式金生物技术有

限公司; X-gal(20  mg·mL-1)、氨 青霉素购于北京

索莱宝有限公司. 
1.2  仪器与设备 

Multigene Thermal Cycler型 PCR仪, 美国莱伯

特(Labnet)公司; Universal Hood 型凝胶成像系统, 
Bio-Rad 公司. 
1.3  方法 

1.3.1 SrtA 基因上下游同源臂、卡那霉素基因扩增 
设计并合成 3 对引物见表 1(下划线部分为引

物之间的碱基重叠序列). 以纯化后的 Lactobacillus 
acidophilus ATCC 4356 基因组 DNA 为模板, 用常

规 PCR 法扩增两对不同长度的 SrtA 基因上下游同

源臂(SrtA-up1 与 SrtA-down1, SrtA-up2 与 SrtA- 
down2), 反应条件为 : 94 ℃预变性 5 min; 98 ℃ 

表 1  引物序列 

待融合片段 引物名称 引物序列(5’－3’) 扩增长度/bp 

SrtA-up1 F CCTGTTACACCGTTATCT SrtA-up1 
SrtA-up1 R GATAATCTCATGCCTGACAT 

AAACGTAGATCTTTTATGAAG 

552 

SrtA-down1 F CACACCGCATCAGGTGGCAC 

CTTTCCTTTTATTTTTTATATCCC 

SrtA-down1 

SrtA-down1 R TAAGGGCTATGCCTCACT 

592 

Kan F ATGTCAGGCATGAGATTATC Kan 

Kan R GTGCCACCTGATGCGGTGTG 
1 224 

SrtA-up2 F ATAGTATAGGCAACTCCA SrtA-up2 

SrtA-up2 R GGGATATAAAAAATAAAAGGAAAG 
AAACGTAGATCTTTTATGAAG 

720 

SrtA-down2 F CTTTCCTTTTATTTTTTATATCCC SrtA-down2 

SrtA-down2 R CTTTGCCAACGTAAACGC 
720 

注: 表中下划线部分为引物之间的碱基重叠序列. 
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10 s、55 ℃ 15 s、72 ℃ 1 min, 30 个循坏; 72 ℃延

伸 10 min. 以质粒 pEASY-blunt Zero 为模板, 采用

常规 PCR 程序扩增卡那霉素基因(Kan), 反应条件: 
94 ℃预变性 5 min; 98 ℃ 10 s、55 ℃ 15 s、72 ℃ 
2 min, 30 个循坏; 72 ℃延伸 10 min. 扩增产物经

2%琼脂糖凝胶电泳检测, 纯化回收后作为后续重

叠 PCR 的模板.  
1.3.2 单步法构建不含筛选基因的外源打靶片段 

测 定 纯 化 后 的 上 下 游 同 源 臂 SrtA-up2 、

SrtA-down2 的浓度, 在 50 μL 体系中加入等摩尔比

例的待融合片段, PCR 反应体系: 5×PrimeSTAR 
Buffer(Mg2+ Plus) 10 μL, dNTP Mixture(2.5 mM) 
4 μL, 引物 SrtA-up2 F 和 SrtA-down2 R 各 1 μL, 纯

化后的 SrtA-up2、SrtA-down2 片段各 2 μL, Primer 
STAR HS DNA Polymerase 0.5 μL, ddh2O 29.5 μL. 
PCR 反应条件: 94 ℃预变性 5 min; 98 ℃ 10 s、55
℃ 15 s、72 ℃ 2 min, 30 个循坏; 72 ℃延伸 10 min, 
扩增产物经 1%琼脂糖电泳检测.  
1.3.3 分步法构建不含筛选基因的外源打靶片段 

测 定 纯 化 后 上 下 游 同 源 臂 SrtA-up2 、

SrtA-down2 的浓度, 在 PCR 体系中加入等摩尔比

例 的待融 合片段 , 第 一 轮 PCR 反 应体系 : 5× 
PrimeSTAR Buffer (Mg2+ Plus) 10 μL, dNTP Mixture 
(2.5 mM) 4 μL, Primer STAR HS DNA Polymerase 
0.5 μL, SrtA-up2、SrtA-down2 各 1 μL, ddh2O 补足

至 40 μL. 第一轮反应条件: 94 ℃预变性 5 min; 94
℃ 30 s、50 ℃ 1 min、72 ℃ 2 min, 共 10 个循坏; 
72 ℃延伸 5 min; 第二轮 PCR: 取出第一轮反应液, 
补充 dNTP Mixture (2.5 mM) 2 μL, Primer STAR HS 
DNA Polymerase 0.5 μL, 引 物 SrtA-up2 F 和

SrtA-down2 R 各 1 μL, ddh2O 补足至 50 μL. 反应条

件: 94 ℃预变性 5 min; 94 ℃ 30 s、56 ℃ 30 s、72
℃ 2 min, 30 个循坏; 72 ℃延伸 10 min. 比较单步

法、分步法重叠 PCR 的电泳检测结果, 取较优者, 
割胶纯化后连接 pMD18-T 载体, 转入大肠杆菌

DH5ɑ, 挑取单菌落, 送检测序.  
1.3.4 单步法构建含筛选基因的打靶基因 

向 50 μL 体系中加入等摩尔比例纯化后的待融

合片段 (SrtA-down1 约 15 ng·μL-1, Kan 约 14.5  
ng·μL-1), PCR 反应体系为: 5×PrimeSTAR Buffer 
(Mg2+ Plus) 10 μL, dNTP Mixture (2.5 mM) 4 μL, 引

物 Kan F 和 SrtA-down1 R 各 1 μL, SrtA-down1 1 μL, 
Kan 2 μL, 灭菌水 31 μL. PCR 反应条件: 94 ℃预变

性 5 min; 98 ℃ 10 s、55 ℃ 10 s、72 ℃ 2 min, 30
个循坏; 72 ℃延伸 10 min, 扩增产物经 1%琼脂糖

电泳检测 , 割胶回收目的条带 , 得到融合片段

SrtA-down1-Kan(约 12 ng·μL-1), 采用上述 PCR 体

系, 只将引物改为 SrtA-up1 F, SrtA-down1 R, 模板

改为 SrtA-down1-Kan 1.5 μL(约 12 ng·μL-1), SrtA- 
up1(约 10 ng·μL-1) 0.5 μL, PCR 反应条件: 94 ℃预变

性 5 min; 98 ℃ 10 s、60 ℃ 15 s、72 ℃ 3 min, 30
个循坏; 72 ℃延伸 10 min. 扩增片段经 1%琼脂糖

电泳检测.  

2 结果与分析 

2.1  待融合片段的 PCR 结果分析 
以嗜酸乳杆菌 ATCC4356 为模板扩增得到的

上下同源臂片段: SrtA-up1(552 bp)和 SrtA-down2 
(592 bp)(图 1(a)), SrtA-up2(720 bp)和 SrtA-down2 
(720 bp)(图 1(c)), 从质粒 pEASY-blunt Zero 扩增出

的 Kan 片段(1 224 bp)(图 1(b)), 在理论大小的位置, 
均可以见到单一、明亮的条带.  
2.2  构建不含筛选基因的打靶片段结果比较分析 

单步法、分步法重叠 PCR 终产物, 各取 5 μL
凝胶电泳检测, 均能在理论位置得到目的条带(图
2), 约 1 400 bp. 然而, 分步法重叠 PCR(图 2(b))非
特异性条带较多, 拖尾现象较严重; 相对而言, 单

步法重叠 PCR(图 2(a))因模板延伸与基因的扩增同

时进行, 导致拖尾现象较少, 具有较高的特异性. 
测定两者纯化后的终产物浓度, 分步法重叠 PCR 
产物浓度略高于单步法重叠 PCR. 综合而言, 单步

法重叠 PCR 优于分步法 PCR. 将单步法重叠 PCR
终产物割胶纯化后与 pMD18-T 载体连接, 转化大

肠杆菌 DH5ɑ, 随机挑取 6 个单菌落培养, 并菌落

PCR 验证, 将 PCR 验证正确的单菌落送检测序, 并

用 NCBI 进行比对, 结果表明 DNA 序列正确.  
2.3  单步法构建含筛选基因的打靶基因结果分析 

鉴于步骤 2.2 的结果, 采用单步法重叠 PCR 构

建含筛选基因的打靶片段 SrtA-up1-Kan-SrtA-down1. 
实验采用两两融合方式, 先将下游同源臂与卡那

霉素基因等摩尔比例反应后取 5 μL 凝胶电泳检测, 
在 2 000 bp 附近有目的条带 Kan-SrtA-down1(1 800  
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bp 左右), 但同时也存在一些非特异性条带、较严

重的拖尾现象. 割胶纯化目的条带, 与纯化后的

SrtA-up1 片段等摩尔比例混合, 得到最终的融合片 
M   1   2   3   4   5   6 

 
7~9: 分步重叠延伸 PCR 的融合 PCR 产物 
M1: 2 000 DNA ladder 

图 2  分步法重叠 PCR 与单步法重叠 PCR 结果比较 

段(图 3)SrtA-up1-Kan-SrtA-down1(大约 2 400 bp), 
条带单一, 大小正确, 但拖尾现象严重且浓度较

低.  
M1       1    2    3   4    5 

 
1~4: SrtA-up1-Kan-SrtA-down1 
M2: 5 000 DNA ladder 

图 3  单步延伸 PCR 融合产物 

M1    1  2  3      4          M1  1     2                      1  2  3  4          M2 

 
1,2: SrtA-up1                    1,2: Kan                          1,2: SrtA-up2 

3,4: SrtA-down1                  M1: 1 500 DNA ladder              3,4: SrtA-down2 

M1: 1 500 DNA ladder                                             M2: 5 000 DNA ladder 

图 1  PCR 扩增独立片段 
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1~6: 单步重叠延伸 PCR 的融合 PCR 产物 
M: 5 000 DNA ladder 
     M1      7       8       9 

1~5: Kan-SrtA-down1 
M1: 2 000 DNA ladder 
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3 讨论 

重叠 PCR 可以简单快速地将异源, 独立的多

个基因片段进行连接 [35], 步骤简单, Davidson、

Kuwayama 等[36-37]均用此方法成功融合约 4 kb 的

DNA 长片段, 因而多用于构建突变基因、基因敲

除等分子领域[27]. 之前构建基因敲除外源打靶片

段多通过酶连法连接各个独立片段, 费事费力[38], 
Zhang 等[39]也认为采用重叠 PCR 技术简化了链球

菌等位基因置换突变株的构建步骤, 同时避免了

重复序列的干扰, 省时省力. 传统重叠 PCR 为分步

法重叠 PCR, 之前有较多研究采用分步法重叠

PCR 构建融合基因, 定点突变, 但也有学者表明采

用单步法重叠 PCR 构建融合基因(DNA 长度可达

1kb), 相对于传统重叠 PCR 操作更方便, 碱基错配

率低[34].  
本研究首先比较了分步法与单步法重叠 PCR

在构建嗜酸乳杆菌分选酶 A 基因外源打靶片段

SrtA-up2-SrtA-down2 的优劣性, 结果表明单步法重

叠 PCR 产物虽浓度略低于分步法 PCR 产物[33], 但

特异性高[32,35], 而且外源打靶片段 SrtA-up1-Kan- 
SrtA-down1 的扩增单一性更加肯定了单步法重叠

PCR 更适合多个 DNA 片段间的融合反应. 单步法

重叠 PCR 拼接融合片段, 模板用量, 退火温度、引

物设计、聚合酶的选择等都是影响扩增效率的关键

因素. 重叠 PCR 的引物与普通 PCR 不同之处即为

相邻的两对引物之间有碱基重叠区域, 研究表明

互补序列长度在 15~25 bp 之间, 扩增效果较好, 大

于 30 bp 时容易出现弥散现象[33], 且接头区尽量避

免 A、T 以免增加错配率, 另外引物的退火温度 Tm
均取接近独立片段的退火温度 [21,40], 以便融合步

骤的顺利进行. 重叠 PCR 虽以 PCR 为基础, 但其

为多重扩增, 易发生碱基错配, 因此一般选择高保

真聚合酶而不选用 Taq 酶[41], 而且 Taq 酶在其 PCR
产物的 3’端添加了一个突出的“A”易造成移码, 
本实验选用的是 Primerstar HS polymerases, 此外

还有 Pfu polymerases[42], KOD HiFi polymerases. 
Nicholas Harrison 等人表明模板浓度对重叠 PCR 扩

增结果的影响较小[43], 但融合片段时, 传统方法为

取模板间的摩尔比例为 1:1[44], 所以在本研究中, 
无论是单步法还是分步法, 融合反应体系中模板

浓度均以等摩尔比例混合. 除此之外, 有文献表明

引物的浓度也是影响扩增结果的因素, Davidson 等

人研究表明为获得浓度较高的融合片段, 引物的

浓度应至少高于模板浓度的 10 倍[34].  

4 结论 

实验同时采用单步法、分步法重叠 PCR, 构建

不 含 抗 性 筛 选 基 因 的 打 靶 片 段 SrtA-up2-SrtA- 
down2,并对这两种重叠 PCR 法进行比较分析. 结

果表明, 单步重叠 PCR 扩增非特异性条带少, 拖尾

现象少, 优于分步法 PCR, 但分步延伸 PCR 扩增产

物浓度略高于单步延伸 PCR. 综合以上结果, 采取

单步法重叠 PCR 构建含筛选基因的打靶片段 SrtA- 
up1-Kan-SrtA-down2, 电泳显示条带单一, 大小正

确且无杂带(图 3b), 因此实验表明融合多个片段, 
宜采取单步法重叠 PCR, 为构建乳酸菌敲除载体

和多个 DNA 片段的融合奠定了基础.  
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Construction of exogenous targeting fragments of sortase A from  
Lactobacillus acidophilus by overlap extension PCR 

HE Jia-yi1, WANG Wen-wen1, WU Jing1, PAN Dao-dong1,2, WU Zhen1*, ZENG Xiao-qun1 
( 1.Key Laboratory of Animal Protein Food Deep Processing Technology of Zhejiang Province, Ningbo University, Ningbo 315211, 

China; 2.Food Science and Nutrition Department, Nanjing Normal University, Nanjing 210097, China ) 

Abstract: To compare the efficiency of one-step and two-step overlap extension PCR in constructing exogenous 
targeting fragments of sortase A gene (srtA) from Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, 5 couples of primers 
with 20-25 bp complementary ends were designed to amplify two pairs of upstream and downstream 
homologous genes as well as kanamycin resistant gene. Firstly, the exogenous targeting fragment, 
SrtA-up2-SrtA-down2, which included no selective gene, was constructed by one-step and two-step overlap 
extension PCR respectively. After comparing the advantages and disadvantages of two methods, the exogenous 
targeting fragment including antibiotic screening gene, SrtA-up1-Kan-SrtA-down1, was constructed by the better 
one. It is found that one-step overlap extension PCR is more efficient than two-step, causing less nonspecsific 
amplification and smearing. Furthermore, the amplification result of exogenous targeting fragment, 
SrtA-up1-Kan-SrtA-down1, suggested no nonspecific amplification. One-step overlap extension PCR is more 
efficient in constructing the exogenous targeting fragment, which lays a solid foundation on constructing 
targeting vector of Lactobacillus acidophilus and the fusion genes. 
Key words: Lactobacillus acidophilus; exogenous targeting fragment; one-step overlap extension PCR; two-step 
overlap extension PCR 
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