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改造稀有密码子提高 !"# 蛋白表达量
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摘 要 利用重叠 @AB 技术突变了 &%+ 基因上一个稀有密码子簇，将此段中稀有密码子全部更换成 3 * 0(,# 最常用

密码子，得到 &%+6。将 &%+ 和 &%+6 分别克隆于 &C0D 表达载体上，并转化 ,E!%4（F53）菌株。结果表明，&%+ 基因的表

达十分微弱，而 &%+6 基因的表达量十分高，约占菌体总蛋白的 !? G。表达产物在体内具有一定的抗肿瘤活性。
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葡萄球菌肠毒素 I（DJ7KL.)(>(>>7) 1=J1M(J(N8= I，

D5I）是由产毒金葡菌分泌于胞外的一种蛋白质［!］。

它能与人或鼠抗原递呈细胞表面的!类主要组织相

容性复合体（EOA!）结合，形成 D5I/EOA!复合

物。此复合物被 0 细胞表面受体的 ’"部位特异识

别，并通过 ’"激活 0 细胞，进而大量释放各种细胞

因子［$］。D5I 的病理效应就是由它快速激活大量 0
细胞引起的［3］。由于 D5I 能引起人体强烈的免疫

应答，在 "% 年代末人们开始研究 D5I 在肿瘤免疫治

疗中的作用。小鼠体内的研究表明，D5I 具有强大

的肿瘤杀伤能力［#，?］。为降低其毒副作用，依据肿瘤

细胞表面抗原的特异性，人们设计了 P7Q/D5I 融合

蛋白，并利用 3 * 0(,# 工程菌表达了能特异性导向肿

瘤细胞的蛋白。实验结果表明，P7Q/D5I 对动物体

的毒副作用大大降低［2，&］，其中，A$#$P7Q/D5I 已对

胰腺癌病人进行了一期临床实验［"］。

D5I的高表达是各种 D5I 融合蛋白高表达的基

础。欲提高 D5I 表达量，改造 &%+ 基因中稀有密码子

是一条可以尝试的途径。 &%+ 基因结构［4］如 P8R* ! 所

示，其中标示出在 3 * 0(,# 表达时存在的稀有密码子。

由于 ISI 和 ISS 是最罕见的密码子，本文拟

突变 ISI（ISS）密集区的稀有密码子，希望能提高

D5I 蛋白表达量，为各种 D5I 融合蛋白的高效表达

奠定基础。

图 ! &%+ 基因的核苷酸序列

P8R*! 0L1 =->)1(J8T1 <1U-1=>1 (: &%+ R1=1
0L1 97V1 )8=1 <L(9 M7M1 >(T(=<

0L1 >(T(=< 8= Q(N 7M1 R(8=R J( Q1 6-J7J1T



! 材料与方法

!"! 菌株和质粒

大肠杆菌 !"#$%（&’(）购自于美国 )*+,-./ 公

司。表达载体 0123，重组质粒 01234 !"# 和工程菌

!"#$%（&’(）4 !"# 由本室构建。

!"# 酶及其它生化试剂

限制酶，25 &67 连接酶购自美国 8*+,-./ 公司，

&67 柱式胶回收试剂盒购自于上海华舜生物工程

公司。

!"$ !"# 基因中稀有密码子的突变

拟突变 !"# 基因上 9(9，9((，9(:，9(;，9(< 位稀

有密 码 子，欲 突 变 结 果 如 下：9(9 7=7!7==；9((
=27!=2>；9(: 7>7!=>2；9(; 727!72=；9(< 7>7
!=>2。

设计 9 组 8=? 引物，每组各含一条带突变碱基

的引物：

第一 组：3’7 @ :A 72>772==7272>7777777=74
>=72227= (A
"B ? :A 7=>727>727=>277=7>>>274
222>7727= (A

第二 组："B @ :A 7===2>227=>272=272=>2>74
27727777= (A
3’7 ? :A>>77>=22=272277=2>>27272
(A

以 01234 !"# 为 模 板，用 第 一 组 引 物 扩 增 出

0#:C) 大片段，用第二组引物扩增出 %5C) 小片段。

将此两片段混合，加入 D628，8EB，8EB CBEE-*，在 %0F
#,GH 后，于以下条件进行 ( 个循环：%: F #,GH，:$F
($I，09F 9,GH。( 个循环结束后，向体系中加入 3’7
@ 和 3’7 ? 引物，在同样条件下再进行 ($ 个循环。

电泳回收 8=? 产物。

!"% !"#& 基因工程菌的构建

将 !"#, 基因的 8=? 产物用 $%"!和 &’(D"双

酶切，酶切产物连到同样双酶切的 0123 载体上，转

化 ) J *+,’ &K:#。筛选重组质粒的转化子并提取重

组质粒，转化 !"#$%（&’(），得到 !"#$%（&’(）4 !"#,

工程菌。

!"’ !"# 和 !"#& 基因在 ()!*+（,-$）中的表达

分别挑取 !"#$%（&’(）4 !"# 和 !"#$%（&’(）4 !"#,

单菌落于 LM（含 7,) :$$.N,L）中，(0F过夜培养。

次日，以 #O接种量转接新鲜 LM（含 7,) :$$.N,L）。

当 -.;$$达到 $P; Q $P< 时，#P$,,+RNL 的 S82> 诱导，

于 (9F表达 #$T。#,L 发酵液的菌体用双蒸水洗 #

次，悬 于 # 倍 3&3 样 品 加 样 液，沸 水 浴 煮 #$,GH，

#9$$$. 离心 9,GH，取 #:$L 进 行 #:O 3&3487>’ 电

泳，考马斯亮蓝染色，结果用薄层扫描仪在波长

:;$H, 处扫描。

!". 肿瘤抑制实验

取 : 只体重 9$. 左右的雄性 20(% 小鼠，每只背

部皮下种植 #$$$L 约 #$; 新鲜的 L70%: 肿瘤细胞

（20(% 小鼠和 L70%: 肿瘤细胞购自天津实验动物中

心）。9 只为对照组，( 只为实验组。肿瘤接种当天，

实验组的小鼠背部皮下注射纯化的 ) J *+,’ 表达的

3’7 #$,.NU.，从第二天开始，每天分 9 次注射 3’7
蛋白 9$ ,.NU.。用 8M3 代替 3’7 蛋白，以相同方法

处理对照组小鼠。#5D 时，用乙醚麻醉小鼠，小心取

出肿瘤组织，称重。

# 结果

#"! !"# 基因的突变

/"# 基因列如 @G. J# 所示，其稀有密码子被标记

出来。欲突变区在 ;%5 至 0#5 位。以 !"# 基因为模

板，第一组引物扩增出 0#:C) 大片段（见 @G.J 9），第二

组引物扩增出 %5C) 小片段（见 @G.J (）。这两个片段

含有相同的突变碱基序列，其单链可以在突变位点处

配对。局部配对的大小片段 &67 单链经历 09F延伸

后就形成少量含突变碱基的 !"# 基因，即 !"#,。以此

!"#, 为模板，利用引物 3’7 @ 和 3’7 ? 就可以扩增出

大量所需基因，扩增结果如 @G.J5 所示。

图 9 含突变位点的 !"# 基因大片段的扩增

@G.J9 7,)RGEGV/WG+H +E CG. E*/.,-HW +E !"# .-H-
V+HW/GHGH. ,BW/W-D V+D+HI

"J#$$C) ,/*U-*

将 !"#, 8=? 产物用 $%"!和 &’(D"双酶切，连

到 0123 载体上，转化 ) J *+,’ &K:#，挑选白色菌落进
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行筛选，得到 !"#$% !"#& 的转化子。测序结果表明

突变位点正确（测序结果未列出）。突变策略及结果

见 ’() *+。

!"! 转化子细胞蛋白的 #$#%&’()
将重组质粒 !"#$% !"#& 转化 ,-./0（123），得到

,-./0（123）% !"#& 转化子。在 45 中培养，67#8 诱导

后收集细胞。其细胞全蛋白的 $1$%7982 结果如

’() *: 所示。

图 3 含突变位点的 !"# 基因小片段的扩增

’()*3 9&;<(=(>?@(AB A= C&?<< =D?)&EB@ A= !"# )EBE
>AB@?(B(B) &F@?@EG >AGABC

-*.//H; &?DIED

图 J 突变 !"# 基因的扩增

’()*J 9&;<(=(>?@(AB A= &F@?@EG !"# )EBE
>AB@?(B(B) &F@?@EG >AGABC

-*.//H; &?DIED

细胞全蛋白电泳结果表明，在 ,-./0（123）中

!"#& 基因的表达量比 !"# 基因表达量明显提高。薄

层扫描显示，!"#& 的表达产物占细胞总蛋白的 .+K
（扫描图未列出）。

!"* #)’ 对子鼠肿瘤重量的影响

注射 $29 蛋白的实验组与注射 75$ 的对照组

相比，小鼠肿瘤的重量明显降低，如 #?H<E. 所示。

统计分析（ $%@EC@）表明，两个组的肿瘤重量差异较显

著（% L /M/+）*

图 + !"# 基因突变策略及结果

’()*+ #NE C@D?@E)O ?BG DECF<@ A= &F@?@(AB A= !"# )EBE
#NE H<?>I HAP（=DA& :0J @A !.J H?CE）(C &F@?@EG DE)(AB

图 : 细胞全蛋白的 $1$%聚丙烯酰胺凝胶电泳

’()*: $1$%7982 A= @A@?< >E<< ;DA@E(BC
.M ,-./0（123）；QM ,-./0（123）% !"#；3M ,-./0（123）% !"#&

表 + #)’ 对 ,-*. 小鼠肿瘤重量的影响

,/012 + ,32 244256 74 #)’ 78 632 69:7; <2=>36 74
,-*. :=52 02/;=8> 69:7;

8DAF;C RF&HED A= ?B(&?<C SE()N@ A= @F&ADCT)
UAB@DA< Q QM++3+ V /M3Q.+

2P;ED(&EB@ 3 .M3.J! V /MQ:WQ
!! 6BG(>?@EC C()B(=(>?B>E ?@ / */.

* 讨 论

由于遗传密码子的简并性，每一个氨基酸都由
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多种密码子来编码。然而，大肠杆菌对编码同一氨

基酸的各种密码子使用频率并不相同，甚至相差很

大［!"］。稀有密码子的存在大大降低了蛋白质合成

的速率，使蛋白表达量降低，甚至使蛋白合成中途停

止［!!，!# ］。在众多稀有密码子当中，编码精氨酸的

$%% 和 $%$ 是使用频率最低的两种。当有两个

$%$ 相距很近时，严重影响翻译进程［!&］。本文对

!"# 基因突变位点的选择正基于此。 !"# 基因中 ’()
* +!) 碱基之间存在较多的稀有密码子，尤其是两

个编码精氨酸的 $%$ 只相距 ’ 个碱基，估计这种排

列方式可能会妨碍 !"# 基因的表达。应用高使用频

率的 $,,，,-%，,%-，$-, 代 替 $,$，,-$，$%$，

$-$，可能会大大改善表达效果。本项工作结果证

实了我们的设想。

./$ 本身是一种毒蛋白，其直接作用于人体会

产生很大的毒副作用。对 ./$ 蛋白的改造，尤其是

具有导向作用的 ./$ 融合蛋白的制造将大大改善

其药学性质。而具有抗肿瘤活性的 ./$ 蛋白的高

表达为各种 ./$ 融合蛋白的表达奠定了基础。
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