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摘  要: 以 DEV 基因组 DNA 为模板, 用简并 PCR、改良 Targeted gene walking PCR、改良的热不

对称交错 PCR 和 Long-PCR, 获得了 5350 bp、11083 bp 和 2905 bp 3 段 DEV 未知基因片段, DNA
序列分析发现包含 9 个开放阅读框 , 将这些序列提交 GenBank 分别获得的登录号为 : 
EF554396~EF554403。结果表明, 多种 PCR 方法联合使用可以高效的实现对鸭肠炎病毒未知基

因的克隆。 
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Abstract: Degenerate PCR, modified targeted gene walking PCR, modified thermal asymmetric interlaced 
PCR and Long-PCR were performed with genomic DNA of duck enteritis virus as a template and three 
fragments (5350 bp, 11083 bp, 2905 bp) of DEV genome were obtained. DNA sequence analysis revealed 
nine open reading frames encoding UL3, UL4, UL5, UL25, UL26, UL27, UL28, and UL30 gene of DEV, 
respectively. These sequences have been submitted to GenBank with accession numbers from EF554396 to 
EF554402. Joint application of several PCR techniques is efficient in cloning unknown genes of duck enteri-
tis virus. 
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鸭病毒性肠炎(Duck viral enteritis, DVE), 又名
鸭瘟(Duck plague, DP), 是由鸭肠炎病毒(Duck en-
teritis virus, DEV )引起的鸭、鹅及多种雁形目禽类
的一种急性、热性、败血性传染病。在我国, DEV
对雏鸭和鹅的毒力不断增强, 而疫苗免疫失败则常
有报道[1]。DEV 是 α-疱疹病毒亚科成员之一, 其病
毒基因组为大小约 180 kb的线性双链DNA, 基因组
结构与其它的 α-疱疹病毒相类似[2]。 

随着分子生物学的兴起, 对DEV的研究也进入
了分子时代, 首先需要解决的就是明确 DEV的基因
组信息。PCR技术和生物信息学的发展使 PCR扩增
未知基因变得越来越简单、高效。然而单一的 PCR
技术常常不能完全克服未知基因克隆中的困难。面

对 DEV大量的未知基因, 作者结合丰富的生物信息
学数据库 , 选择性的采用简并 PCR(Degenerate 
PCR)、改良的 Targeted gene walking PCR、改良的
热不对称交错 PCR(Thermal asymmetric interlaced 
PCR, TAIL-PCR)和基于 EST 标签的 Long-PCR, 快
速实现了一些 DEV未知基因的钓取、基因组步移及
基因拼接。相信随着生物信息学数据库的不断完善, 
分析手段的不断改进, 针对不同基因的特点, 选择
性的将几种 PCR技术联合使用能更加简单高效的克
隆未知基因。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
DEV 疫苗株(No. 020318)为浙江省农业科学院

提供。9~11日龄鸭胚购自江苏省禽病研究所繁殖基
地, 用于制备鸭胚成纤维原代细胞。大肠杆菌 DH5α
为本实验室保存, 测序克隆载体 pMDT-18 为大连
TaKaRa公司产品。限制性内切酶, Ex-Taq DNA聚
合酶, LA-Taq DNA 聚合酶, 核酸分子量标准 DL 
2000与 DL 15000购自大连 TaKaRa 公司。MEM细
胞培养基为 Gibco BRL公司产品, 四季青小牛血清
等试剂均购自南京生物工程有限公司, 其它试剂均
为国产分析纯。 

1.2  方法 
1.2.1  鸭肠炎病毒增值和总 DNA 的提取: 参照文
献[1]进行。 
1.2.2  引物的设计策略: 应用 DNAStar7.0 和 Blast
比较分析了 α-疱疹病毒亚科的已知基因组序列, 根
据 UL27 (或 gB) 蛋白的保守区设计一对简并引物 

(Degenerate primer, DP) UL27DP1和 UL27DP2, 用
以钓取 UL27 中部较为保守的片段; 根据其他基因 
(UL2、UL3、UL5、UL28、UL29、UL30) 的保守序列
设计相应的 DP; 根据 GenBank 已知的 UL6 和部分
UL30基因设计特异性引物 UL6SP1和 UL30SP1, 分
别配对 UL5DP1 和 UL30DP1 进行改良的 Targeted 
gene walking PCR, 扩增片段被测序后用以设计下
一个特异性引物, 再配对相应基因的 DP 进行 PCR, 
这样就实现了基因组的步移; 根据 GenBank 已知的
UL24 基因设计 3 个连续的特异性引物(UL24SP1、
UL24SP2、UL24SP3), 设计 8 个随机简并(Arbitrary 
degenerate, AD)引物 AD1、AD2、AD3、AD4、AD5、
AD6、AD7 和 AD8, 采用 TAIL-PCR 进行 UL25 基
因的扩增; 根据初步的基因图谱(图  1), 通过对已
扩增基因的生物信息学分析, 从已知的 EST 标签中
设计一对特异性引物 (UL26SP1 和 UL27SP4), 用
Long-PCR实现对两引物间较大未知基因的扩增。其
他引物设计参照以上思路设计, 所有引物见表 1。引
物均由上海 Invitrogen公司合成。 
1.2.3  PCR 反应: PCR流程如图 1所示, PCR反应
体系参照文献[1,3]进行。简并 PCR反应条件: 94°C 
4 min; 94°C 40 s, 50°C 1 min, 72°C 90 s, 35个循环; 
72°C 10 min。同时设有每条简并引物对照, 及阴性
模板对照。改良 Targeted gene walking PCR采用通
用的降落 PCR 反应条件: 94°C 4 min; 94°C 30 s, 
58°C (每个循环降 0.5°C) 1 min, 72°C 90 s, 20个循 
环; 94°C 40 s, 50°C 1 min, 72°C 90 s, 15个循环; 
72°C 10 min。设阴性模板对照。改良 TAIL-PCR反
应条件见表 2。Long PCR 反应条件: 95°C 4 min; 
94°C 40 s, 50°C 1 min, 72°C 5 min, 35个循环; 72°C 
10 min。设阴性模板对照。 
1.2.4  PCR产物的克隆和测序: 反应结束后取 5 μL 
PCR 产物用 1%琼脂糖凝胶进行电泳分析。分析正
确后, 其余 PCR 产物用琼脂糖凝胶试剂盒回收, 按
说明书操作。回收产物连接 pMDT-18后经蓝白斑筛
选后送阳性菌株至 Invitrogen公司测序。 

1.2.5 序列分析: 将上述简并 PCR, Targeted gene 
walking PCR, TAIL-PCR, Long-PCR反应产物测序
后 , 通过  DNAStar7.0 和  Blast 比对分析后拼接 , 
Genscan 和  DNAStar 预测分析其包括的 ORF  
(Open reading frame), 并向 GenBank提交 DEV新基
因序列。 
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表 1  PCR 所使用的引物 
Table 1  The primers used in PCR 

Expectant target gene Primer Sequence (5'- 3') 

5′–UL5 gene UL6SP1 CCGATGTGTTGGCCTTCCG 

 UL5DP1 GTYTGWGTAGGSGANCCNAC 

Internal UL5 gene UL5SP1 GATGGTAAGGCTCCAGTCT 

 UL5DP2 GTCATRGCNAGYTTNGANCT 

3′–UL5 gene, UL4 gene UL5SP2 ATATGGCCACTGTGGTAGA 

and 5′–UL3 gene UL3DP1 AYAARAGCYTGCARATGTT 

3′–UL3 gene and 5′–UL2 gene UL3SP1 TCGGACTTATTGTCAGACAT 

 UL2DP1 CTGGTNTTYATGYTNTGGGG 

Internal UL27 gene UL27DP1 ACNTCNGTMAAYTGYAT HGTNGA 

 UL27DP2 AACAARNGGNCGGWTRTARCA 

5′–UL26 gene and 3′–UL27 gene UL26SP1 ATCTGCGGCTAGTGGCGAAA 

 UL27SP4 CTTCCAGGAGGATCGTCATG 

Internal UL28 gene UL28SP1 TCCTTTCTTCTGGCTGCTGTTG 

 UL28DP1 TTTYGARGARCTNTGYGTNAC 

5′–UL28 gene and 3′–UL29 gene UL28SP2 TATTTGCTTTGTTATATGGTCGC 

 UL29DP1 CCTAATGCCCAGTGGTTCTGGA 

3′–UL30 gene UL30SP1 GCAGTGGAATTACTTGGCCGTTTG 

 UL30DP1 GACTGGCTNGCNATGMGNAA 

Internal UL30 gene UL30SP2 AGTTGGAATCTTGGCTCGTAT 

 UL30DP2 CCMGARTTYGTNACNGGNTA 

5′–UL30 gene UL30SP3 GTTCCATAAACAGTGGTCAAT 

 UL30DP3 CACGTNTAYGACATNGTNGA 

5′– UL30 gene and 5′–UL29 gene UL30SP4 TGCCACTTTCTTACCACATTCGCTTA 

 UL29SP1 GCAGCGTACTCATCACTAAACCGTT 

5′–UL25 gene UL24SP1 AGAATACGGTTATGATGGCAAGCA 

 UL24SP2 TAGCGATACAGAGACACAAATAGG 

 UL24SP3 TTCAGACCAACTAAACACT 

3′– UL25 gene UL25SP1 TTAAATCGCGGCGCGTCCAATGGC 

 UL25SP2 GCCCAAACCATGAAAAGCGATAA 

 UL25SP3 CTTTGCGAGCGTTATATGGC 

5′– UL27 gene UL27SP1 ATGTTCTCTAGATTCGGTTGGTCC 

 UL27SP2 GGAATGGAGACATA TTGACAACG 

 UL27SP3 TATTGACAACGTCTCCATTC 

 AD1 TACCANGTNCCRAA 

 AD2 GCNRCNARNCCNGGRAA 

 AD3 AAATATNGCNGCNGC 

 AD4 GCANARNGCNACRTG 

 AD5 CACNARYTGRTTRTA 

 AD6 TCAGSTWTSGWGWT 

 AD7 CAGXAGWAXCAWAG 

 AD8 GTACASTWTSGWGTT 

Note: B=G+C+T, K=G+T, M=G+T, N=A+G+C+T, R=A+G, S=G+C, W=A+T, Y=C+T. 
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图 1  PCR 扩增 DEV 基因的策略 
Fig. 1  The strategy for PCR amplification of DEV genes 

注: DEV基因组结果根据人疱疹病毒 1型绘制, 箭头指示引物的位置. A: 克隆 UL25到 UL30的流程; B: TAIL-PCR扩增流程; C: 克隆
UL2到 UL5的流程; i: 改良的 TAIL-PCR; ii: Long-PCR; iii: 简并 PCR; iv: 改良的 targeted gene walking PCR.  
Note: The genomic structure scheme presented here is drawn according to the human herpesvirus type 1, primer positions and amplification 
directions are shown with arrow. A: Cloning UL25 to UL30 genes; B: Amplification of the downstream sequence by TAIL-PCR; C: Cloning 
UL2 to UL5 genes; i: Modified TAIL-PCR; ii: Long-PCR; iii: Degenerate PCR; iv: Modified targeted gene walking PCR. 

 
表 2  TAIL-PCR 在 GeneAmp System 9600 循环控制程序 

Table 2  Cycling conditions used for TAIL-PCR on the GeneAmp System 9600 

Reaction File No. Cycle No. Thermal condition 

Primary 1 1 98°C (40 s) 

 2 5 98°C (15 s), 62°C (1 min), 72°C (2 min) 

 3 1 98°C (15 s), 30 °C (3 min), ramping to 72°C over 3 min, 72°C (2 min) 

 5 12 98°C (5 s), 62°C (1 min), 72°C (2 min) 

   98°C (5 s), 62°C (1 min), 72°C (2 min) 

 6 1 98°C (5 s), 44°C (1 min), 72°C (2 min) 

   72°C (5 min) 

Secondary 7 12 98°C (5 s), 62°C (1 min), 72°C (2 min) 

   98°C (5 s), 62°C (1 min), 72°C (2 min) 

   98°C (5 s), 44°C (1 min), 72°C (2 min) 

 6 1 72°C (5 min) 

Tertiary 8 30 98°C (10 s), 44°C (1 min), 72°C (2 min) 

  1 72°C (5 min) 

 

2  结果 

1个简并 PCR, 9个改良 Targeted gene walking 
PCRs, 3个改良 TAIL-PCRs, 1个 Long-PCR均被成
功执行, 而 1 个 Long-PCR 扩增失败。部分 PCR 产

物电泳结果见图 2。序列拼接分析显示, 获得 5350 bp、
11083 bp和 2905 bp 3段 DEV核苷酸片段, 包含的
ORF有 UL3、UL4、UL5、UL25、UL26、UL26.5、
UL27、UL28 和大部分 UL30 基因, 获得 GenBank
基因登录号: EF554396~EF554403。结果见表 3。 
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图 2  部分 PCR 扩增 DEV 基因的琼脂糖电泳鉴定结果 

Fig. 2  Agarose gel analysis of partial PCR products for amplification of DEV genes 
注: A: 简并 PCR扩增 UL27 基因中部的琼脂糖电泳结果. 1: DNA 分子量 Marker (DL2000); 2: 引物 UL27DP1 和 UL27DP2扩增约
1200 bp 片段; 3: 引物 UL27DP1对照; 4: 引物 UL27DP2对照; 5: 阴性模板对照; B: 改良 TAIL- PCR 扩增 UL27基因 5′-端的琼脂糖
电泳结果. 使用三个特异性巢式引物 UL27SP1-UL27SP2-UL27SP3分别与随机简并引物 AD1, AD2, AD3, AD4 相匹配扩增的电泳鉴定; 
M: DNA 分子量 Marker (DL2000); ,Ⅰ Ⅱ和  Ⅲ 分别表示 TAIL-PCR的第一轮, 第二轮和第三轮反应; C: Long-PCR 扩增 UL27基因 3′-
端和 UL26基因 3′-端的琼脂糖电泳结果. 1: DNA 分子量 Marker (DL15000); 2: 引物 UL26SP1和 UL27SP4扩增约 3000 bp片段; 3: 阴
性模板对照; D: 改良的 targeted gene walking PCR 扩增 UL5 基因中部的琼脂糖电泳结果. 1: DNA 分子量 Marker (DL2000); 2: 引物
UL5SP1 和 UL5DP2扩增约 1500 bp片段; 3: 阴性模板对照. 
Note: A: Identification of the degenerate PCR product for internal UL27 gene. 1: DNA molecular weight marker (DL2000); 2: The amplified 
1200 bp fragment by UL27DP1 and UL27DP2; 3: Control with primer UL27DP1; 4: Control with primer UL27DP2; 5: Control with negative 
template; B: Agarose gel analysis of modified TAIL- PCR products for amplification of the 5′-terminal of DEV UL27 gene. Using primers 
UL27SP1-UL27SP2-UL27SP3 and AD1, AD2, AD3, AD4 from right to left respectively; M: DL 2000 marker; ,Ⅰ  andⅡ   were primary, Ⅲ

secondary and tertiary reaction of TAIL-PCR, respectively; C: Identification of the Long-PCR product. 1: DNA molecular weight marker 
(DL15000); 2: The amplified 3000 bp fragment by UL26SP1 and UL27SP4; 3: Control with negative template; D: Identification of the modi-
fied targeted gene walking PCR product for internal UL5 gene. 1: DNA molecular weight marker (DL2000); 2: The amplified 1500 bp frag-
ment by UL5SP1 and UL5DP2; 3: Control with negative template. 
 

表 3  获得的部分 DEV 基因组中包含的 ORFs 
及其 GenBank 登录号 

Table 3  The ORF's and accession numbers of 
GenBank in the partial genome of DEV 

Gene Size (bp) GC (%) Accession No. 

UL3 720 48.06 EF554396   
UL4 714 43.98 EF554397 
UL5 2568 42.41 EF554398   
UL25 1797 44.46 EF554399   
UL26 2124 48.31 EF554400   
UL26.5 1074 49.53 EF554400   
UL27 2796 44.64  EF554401 
UL28 2412 45.32 EF554402 
UL30* 3273 44.21 EF554403 

Note: *: Partial UL30 gene sequence. 

3  讨论  

试验在生物信息学分析的基础上, 充分利用DEV
已知的 EST, 采用多种 PCR技术, 获得了 5350 bp、
11083 bp和 2905 bp三段 DEV未知核苷酸片段, 充
分体现了 PCR在克隆未知基因中的魅力。众所周知, 
病毒不同于细菌、动物和植物, 它需要在宿主细胞
中才能不断复制, 这样就造成了总病毒基因组中往
往污染有大量宿主 DNA, 这使得鸟枪法、文库法应
用受到限制, 而高纯度病毒粒子的获得需要高昂的
仪器设备并花费大量的时间, 在普通试验室不易操
作。由此可见 PCR方法在克隆病毒未知基因中具有
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独特的优势。 
简并 PCR (Degenerate PCR) 是 20世纪 90年代

初建立的用于细胞遗传学中特异扩增 DNA 的技术
方法。Teleniu 等 [4]人也称其为简并寡核苷酸引物

PCR (Degenerate oligonucleotide primed PCR, DOl- 
PCR)。作者根据疱疹病毒 gB蛋白保守氨基酸基序, 
设计了一对简并引物, 成功扩增得到 1200 bp片段。
利用具有非常保守的基因序列, 进行简并 PCR可以
非常直接快速的获得未知目的基因。分析疱疹病毒

基因组, 除 UL27外发现其 UL2、UL5、UL19、UL28、
UL29、UL30、UL39、UL40、UL50、UL52 均可以
通过设计简并引物进行简并 PCR扩增获得, 这样就
能获得覆盖整个 DEV 基因组具有一定跨度的 EST, 
最终为用 PCR 获得整个 DEV 基因组全序列提供了
必要的桥梁。由于时间的限制, 本实验选择了 DEV
基因组的一小部分作为研究对象, 利用 UL2、UL5、
UL27、UL28、UL29、UL30的保守序列设计了一系
列简并引物并成功扩增。 

Targeted gene walking PCR 是以已知序列为出
发点, 采用特异性引物与非特异性 walking primer
相结合扩增已知序列相邻未知序列的方法, 可以通
过设计多条特异性引物, 使下游引物对上游引物的
PCR 产物进行验证, 达到用巢式 PCR 筛选目标基
因的目的[5]。我们通过 DNA序列分析仅设计了一个
特异性引物配对一个简并引物, 就可以高效的扩增
相邻未知 DNA。另外所有的 Targeted gene walking 
PCR 反应可以用一个通用的降落 PCR 来实现, 非
常简单高效。 

TAIL-PCR是 Liu等[6, 7]设计的一种用于获得已

知序列侧翼片段的方法。在研究中我们对 TAIL-PCR
的一些条件进行了修饰, 如使用 LA-Taq 保证了扩
增的保真性, 使用 98°C变性既有利于充分变性又可
以节省时间。TAIL-PCR 成功的关键是选择合适的
特异引物和简并引物, 一套合适的引物可以使反应
表现很高的特异性, 而且能够得到长度在 1 kb~2 kb 
左右的产物。有研究认为在 TAIL-PCR 中第 1 个反
应最为重要, 它是特异性和非特异性扩增之间的控
制步骤, 而且可以通过较高严谨度的循环有效降低
非特异性扩增[8]。在本研究中发现前两个 TAIL-PCR
都很关键 , 而且特异性引物的长度是成功的保证 , 
一般特异性引物需要 23 mer~30 mer, Tm>60°C才能顺
利扩增。另外, 我们还有目的地使用了随机简并引

物, 其中 AD2(FPGLA/V), AD3(AAAIF)是根据疱疹
病毒 UL25 保守基序设计, AD4(HVALC) 是根据疱
疹病毒 UL26 保守基序设计, 这样不仅大大增加了
成功的几率, 而且得到了更长更可能正确的片段。 

Long-PCR是依赖于 LA-Taq DNA 聚合酶(Long 

and accurate Taq DNA polemerase)的 PCR技术[9], 使

用 LA-Taq 不仅可以保证 PCR 反应的高保真性, 而

且能获得长达 20 kb 以上的基因片段[10], 这极大地

增加了 PCR 克隆的容量。GC buffer 是 TaKaRa 公

司开发的专门用于扩增复杂及高 G+C%含量的基因

组模板。我们在准确分析 DEV基因组结构的基础上

试图扩增位于两个已知基因之间的未知片段, 但一

直很难实现, 我们考虑到基因组的复杂性和不可预

知性后改用 GC buffer, 并获得成功。在扩增中使用

LA-Taq 保证了扩增的准确性, 也获得了约 3000 bp

的较长片段。另外一个 Long-PCR 一直没有成功扩

增, 分析主要原因可能是由于片段较长, 需要更高

质量的模板。 

从这次研究中, 可以归纳出一个用 PCR克隆未

知基因, 甚至基因组的通用策略: 分析同源的氨基

酸和核苷酸信息, 设计简并引物进行简并 PCR, 对

于高纯度的 DNA模板, 可采用随机 PCR, 以获得宝

贵的 EST 序列; 然后进行基因组步移, 如果邻近序

列较为保守能设计简并引物, 则可用改良的 Targeted 

gene walking PCR, 否则用 TAIL-PCR进行扩增; 最

后, 当基因组步移到两个 EST 足可以用 Long-PCR

扩增时, 可尝试进行 Long-PCR, 如不成功可继续基

因组步移, 然后再用 Long-PCR, 直至成功。 
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和讨论。 
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