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摘 要 根据已报道的单链 I(@0))2@ 甜蛋白的氨基酸序列，采用细菌偏爱密码子，人工合成了全长 !G#7: 的 I(@0))2@ 基因。插

入到大肠杆菌表达载体 :HCF!!7 中，构建重组分泌型表达载体 :HC;5。经 NRCU 诱导 :HC;5 所含有的甜蛋白基因可在大肠杆

菌 VO!"（SH=）中高效表达，表达量占菌体可溶性蛋白的 ##WDX。且经纯化后测定其甜度是蔗糖的 =$$$ 倍。得到的甜蛋白热

稳性及耐酸性均比天然产物有所提高。
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6$7 0")8, I(@0))2@，7<16082< :80J08804 1(@4(@，801(I72@<62(@ R>/，2@4-12@A 0]:80??2(@

;(@0))2@ 是 存 在 于 非 洲 西 非 植 物

@#(&0(*%(A"2,,)B 0)BB#$&## 中的一种甜蛋白，"G&! 年

由美国宾州化学味觉中心分离纯化而命名［"］。它的

甜度是蔗糖的 =$$$ 倍。在美国、欧洲和日本等国家

主要用在食品加工、饮料、口香糖、蜜饯、糖果、乳制

品、保健品、宠物饲料中作为添加剂或药品辅料。与

化学合成的甜味剂相比，其口味纯正、纯天然且无毒

无致癌性。;(@0))2@ 甜度高，热量低，可促进食品的

风味，又不易被细菌所利用，适于糖尿病、心血管病

等患者食用，且能预防儿童龋齿，因而它是很有发展

前途的食品添加剂［! ^ %］。但由于其自然资源少、产

地偏僻、产量低，无法满足市场需求，使甜蛋白难以

实现大规模的商品化生产。在 !$ 世纪 D$ 年代就开

始了基因工程表达 ;(@0))2@ 的研究［E］。

天然的 ;(@0))2@ 由两条肽链组成（其中 9 链 ##
个氨基酸，V 链 %$ 个氨基酸），这两条肽链的耐热性

和耐酸性较差，不太稳定，因此曾经使得该蛋白的商

品化生产发展缓慢。"GDG 年 _2I 等根据 ;(@0))2@ 甜

蛋白氨基酸序列，将编码 9、V 两条肽链的核苷酸连

接在一起，在 ? * 0(#, 中成功的表达出了具有生物活



性的单链 !"#$%%&# 甜蛋白［!］。单链 "#$%&&’$ 甜度与

天然 "#$%&&’$ 相近，热稳定性有所提高，但 "#$%&&’$
的表达效率很低。())* 年 +%$,--./’,& 等人［0］又将该

蛋白基因分别通过转基因技术导入土豆和莴苣中，

使该基因的表达量接近于总蛋白含量的 (1。

本项研究采用大肠杆菌偏爱密码子，人工合成

了单链 "#$%&&’$ 基因，并在大肠杆菌中实现了高效

表达。纯化后的重组 2#$%&&’$ 具有很高的甜度，与

天然产物相比其稳定性大大提高。

! 材料与方法

!"! 材料与试剂

!"!"! 工具酶和试剂：3-#4%’$ ",-5%-、核酸分子量

标准、氨苄青霉素、6378 均购自上海 9,$:#$ 公司；各

种限 制 酶、7;<=> 连 接 酶、7,?<=> 聚 合 酶 购 自

7,@,A, 公司；所用试剂盒购自 3-#2%:, 公司。

!"!"# 菌株和质粒：表达质粒 +B7C**/，大肠杆菌

菌株 DE*(（<BF）购自博大公司，菌株 D"GFF 由本实

验室构建。

!"!"$ 培养基：ED 液体培养基用于细菌培养，在

ED 培养基中添加 (HI1的琼脂粉即为 E> 培养基，

ED 培养基在需要时加入氨苄青霉素 IJ!:K2E，E> 培

养基加倍。

!"# 方法

!"#"! 单链 "#$%&&’$ 基因的设计与合成：根据对

"#$%&&’$ 的空间构象分析，设计合适的蛋白融合方

案。采用大肠杆菌偏爱密码子，设计寡核苷酸片段

L(、L*、A(、A*，并在基因两端的引物 3(、3* 导入限

制性内切酶位点 ’()M"、*+""和 ,+"A"，以重组

3GA 合成完整的单链 "#$%&&’$ 基因。

L(： INC,4:::O:,,4:::,,,4O,4O:,O,4O::4OO:44O,OOO,:,,OO4:::4,,:44
O:O4:44:,O:CFN
A(：INC4O:4,:,4::4O44444O,4:O,O::,O::,4,,OO44:44:,,::4O,:,O:,OO:4,O4
::OO:,4444:4444O44O:4O,,O,:O:,,O44,OOCFN
L*：INC,4:,,,,,:,OO,4O4,O:,,:,,,,O::444OO:4:,,,4O,,:::44 ,O:,,4,
OO,:O4:4,O:444,O:O44OO:,O,,:O4:44OO:4:O

!!!!!!!!!
4:,O,4O4OO:,,:CFN

A*：INC44,O::O::O::,,OO::,OO:44:,,,O:O,:O,:O44,O:,OO,O:::4O44:4,:4

!!!!!!!!!
O44O::,:,4:4O,:O,O:CFN

（其中下划线分别代表了核苷酸片段的重叠部

分）

上游引物 3(：
!!!

INCO:::,4OO,4:::O:,,4:::,,,4O,4O:CFN
’()M" *+""

下游引物 3*：INCO::,,44O44,O::O::O::,,OO:CFN
,+"A"

!"#"# "#$%&&’$ 基 因 的 克 隆 及 表 达 载 体 的 构 建：

图 ( "#$%&&’$ 基因 3GA 合成示意图

L’:P( 3GA Q4-,4%:R #S 2#$%&&’$ :%$% QR$4T%Q’Q

3GA 产物经 (H*1琼脂糖电泳分离，并割胶回收纯

化后，以 *+""和 ,+"A6 双酶切 3GA 产物及表达质

粒 +B7C**/，以 7; <=> E’:,Q% 连接片断构建成重组

表达质粒 +B7"U。转化大肠杆菌 DE*(（<BF）感受态

细胞，在含有 (JJ!:K2E >2+ 的 E> 培养基平板上挑

取单克隆在 I2E ED 培养基中培养，小量制备质粒

<=>，酶切验证后送大连宝生物工程公司测序。所

用分子克隆技术参照文献［(J］进行。

!"#"$ "#$%&&’$ 的诱导表达条件的优化：以阳性转

化子为对象，研究诱导前生物量、诱导温度、装液量、

诱导时间等条件对 2#$%&&’$ 表达的影响。摸索了实

现高效表达的最佳条件。诱导表达后，用 9<9 聚丙

烯酰胺凝胶电泳对菌体进行分析，检测表达结果。

9<9C3>8B 分析参照文献［((］进行。

!"#"% "#$%&&’$ 的提纯：超声波破碎培养细胞，离

心收集上清液。于 VJW水浴 (J2’$，再用 JH*2#&KE
的乙酸钠调节 +M 为 ;HI，;W放置 (T 后离心去除沉

淀，再将上清液中和至 +M!HJ，透析过夜后过 G"
9%+T,X%Y GCIJ 柱。用 9<9 聚丙烯酰胺凝胶电泳检测

提纯效果。

!"#"& 表达蛋白在 DE*(（<BF）中的定位：利用渗透

休克方法［(*］，将细胞周质空间和膜内成分分离，用

9<9C3>8B 检测蛋白表达情况。

!"#"’ "#$%&&’$ 的 甜 度 测 定：称 取 (J2: 纯 化

2#$%&&’$，溶于 (JJ2E 去离子水中，配成 JHJ(1的母

液，并稀释成不同浓度梯度。分别取 (2E 不同浓度

的 "#$%&&’$ 溶液与同体积 *1（- Z .）蔗糖溶液品

尝比较甜度。通过计算获得 "#$%&&’$ 相对于蔗糖的

甜度倍数。

!"#"( "#$%&&’$ 性质的初步探讨：将纯化 "#$%&&’$

)VI陈忠军等：甜蛋白 "#$%&&’$ 基因在大肠杆菌中的高效表达



用无 离 子 水 配 制 成 !"（ ! #" ）的 溶 液，分 别 在

!$%、&$%、’$%、($%、)$%、*$%、+$%、,$% 保 温

!$-./，测定其甜度。调节 01/233./ 溶液的 45 值分

别为 !6$、&6$、’6$、(6$、)6$、*6$，于 !(%水浴中保温

78，测定其甜度变化。初步确定其热稳性及耐酸性。

表 ! "#$%&&’$ 合成中氨基酸的密码子使用方法

()*&% ! +#,#$ -.)/% 0’12 )3’$# )4’,. ’$ .5$12%.’. #6 "#$%&&’$

9-./1 9:.; < /=:321>.;2 ? 9-./1 9:.; < /=:321>.;2 ?
@2A=2/:2 @2A=2/:2 @2A=2/:2 @2A=2/:2
02> ! <BC ! <@/ ( <<D (
C3E , CCD ! F2= ) DBC )

CCB * FE@ , <<< !
C3= , C<< , <<C *
BGE 7 BCC 7 <39 & CDB &
H32 + <BD + I93 ’ CBB ’
<@4 ( C<D ( BEG * B<D *
JG1 ) DDC ) <GK * DCB *
J82 ) BBD ) DE@ 7 BCD 7
B8G ’ <DD ’ 5.@ $ L $
C3/ & D<C & M2G ! BDD !

<：>82 /=-N2G 1O 9-./1 9:.;@ ./ -1/233./；?：>82 /=-N2G 1O :1;1/ =@9K2

P.>8 9-./1 9:.;@ ./ -1/233./ Q

! 结果

!78 含 "#$%&&’$ 基因的重组质粒的构建及转化

利用所合成的 R7、SH、R!、S! 四条寡核苷酸片

段以及 JDS 引物 J7、J!，按图 7 所示合成 01/233./ 基

因。01/233./ 中所用的氨基酸密码子（见表 !）均为

大肠杆菌偏爱性密码子。将所得的扩增产物进行琼

脂糖凝胶电泳检测，结果如图 ! 所示，可以看到在约

!,’N4 处出现了一条特异性带，其大小与目的基因

片段大小完全吻合。通过 JDS 纯化试剂盒和凝胶

回收试剂盒对 JDS 扩增产物进行纯化后，用#$%S!
和 &$%!双酶切，同时质粒 4TBU!!N 双酶切并用试

剂盒纯化回收，再用 B’VW< 连接酶连接转化# Q $%’(
?F!7（VT&）。将 包 含 01/233./ 的 重 组 质 粒 命 名 为

4TB0X。在含氨苄青霉素的 F< 平板上筛选阳性转

化子。

图 ! 甜蛋白基因的 JDS 产物

R.KQ! B82 9-43.O.2; JDS 4G1;=:>@ 1O 01/233./ K2/2
7：7YN -9GY2G；!：B82 9-43.O.2; 4G1;=:>@Q

!7! 重组质粒及转化子的鉴定分析及 "#$%&&’$ 的

测序结果

培养阳性转化子并提取质粒，用双酶切后进行

琼脂糖电泳分析，发现重组质粒经双酶切后释放出

一条 与 JDS 扩 增 片 段 大 小 一 致 的 片 段，同 时 在

(6(YN 处存在一条片段与线性的 4TBU!!N 大小一致，

确证已获得所需重组质粒 4TB0X。且取转化子质

粒进行 JDS 扩增，结果表明，以转化子所提质粒为

模板进行 JDS 能扩增出一条特异性电泳带，大小约

为 !,’N4，与预期大小相同（图略）。经测序结果可

看出，重组质粒 4TB0X 与设计的单链 01/233./ 基因

完全吻合。

图 & 4TB0X 在大肠杆菌 ?F!7（VT&）中的表达

及产物纯化的聚丙烯酰胺凝胶电泳分析

R.KQ& T32:>G1481G2@.@ 9/93E@.@ 1O 4TB0X 2Z4G2@@2; ./
# Q $%’( ?F!7（VT&）9/; >82 4=G.O.:9>.1/ 1O .>@ 4G1;=:>

7：4=G.O.2; 01/233./；!：>1>93 @13=N32 4G1>2./ ./ ?F!7（VT&）P.>8 4TB0X；

&：>1>93 @13=N32 4G1>2./ ./ ?F!7（VT&）P.>8 4TBU!!N；’：4G1>2./ -9GY2G Q

!79 "#$%&&’$ 的表达与纯化

将 4TB0X 转入到大肠杆菌 ?F!7（VT&）中，HJBC
诱导表达后总蛋白的电泳分析表明，在工程菌中明

显比只转入了 4TBU!!N 空载体的对照菌株多表达出

了一条大小约为 77YV 的蛋白带，如图 & 所示，与文

献报道相同［!］。经研究发现发酵条件对工程菌表达

异源蛋白 01/233./ 的能力有显著影响。通过比较不

同的装液量、诱导前生物量、诱导温度、诱导时间、诱

导剂用量等对其表达 01/233./ 的能力的影响，初步

优化了菌株 ?0D&& 的发酵条件：培养基装液量为

($-F#!($-F 三角瓶，接种量为 7"，培养菌株至 )*
值达 $6+ 时添加诱导剂 HJBC 至终浓为 $6,--13#F，

$*( +,(-./. 0%12-3’ %4 5(%6.$,-%’%78 生物工程学报 !$$(，I136!7，W16’



于 !"#诱导 $%。在此优化发酵条件下，菌株 &’(!!
可高效表达植物甜蛋白 ’)*+,,-*。应用 &./0123 公

司的 450677 凝胶扫描分析系统分析表明，该蛋白质

的表达量占细菌可溶性蛋白的 889:;。将纯化后

收集到的 ’)*+,,-* 进行聚丙烯酰胺凝胶电泳分析，

得到其分子量约为 <<=>（见图 !）。

!"# 表达蛋白在 $%!& 细胞中的定位

将大肠杆菌 &?"< 细胞的周质空间和膜内成分

分离后，从 5>50@A4B 检测结果（图 8）可以看出，目

的蛋白存在于周质空间中，说明 &?"<（>B!）表达的

甜蛋白 ’)*+,,-* 已分泌到周质空间，即完成了分泌

表达。

图 8 大肠杆菌 &?"< 表达蛋白的聚丙烯酰胺凝胶电泳分析

C-DE8 5>50@A4B 2*2,FG-G )H +IJK+GG+3 JK)L+-*-*
-* ! E "#$% &?"<（>B!）

<：L)L2, G),MN,+ JK)L+-* -* O+,, P+PNK2*+；"：L)L2, G),MN,+ JK)L+-* -*

J+K-J,2P-O GJ2O+；!：JK)L+-* P2K=+K E

!"’ 纯化产物性质的初步研究

真空冷冻干燥后样品配制成溶液，通过试验人

员双盲测试，得到重组 ’)*+,,-* 的甜度大于同等重

量蔗糖的 !777 倍。

纯化 ’)*+,,-* 溶液在不同温度处理后的甜度变

化情况如图 $。据报道天然 ’)*+,,-* 在 Q$# 保温

<$P-* 已彻底失去甜味［<!］。而从图中可看出，重组

产物在 Q$#处理 "7P-* 后仍具有甜味。当在 R7#
保温 "7P-* 后，重组 ’)*+,,-* 才彻底失去甜味。如

果将高温处理时间缩短，在 R7# 仅 保 温 !P-*，则

’)*+,,-* 仍然具有甜味。这样的热稳性使其可以适

应于食品中的巴氏杀菌条件，确保了其作为甜味剂

应用于食品加工工业生产中。

JS 对 ’)*+,,-* 甜度的影响见图 Q。从图中可以

看出，当 JS 值到达 !97 时 ’)*+,,-* 仍具有甜味，直

至 JS 降到 "97 时，其甜味才完全消失。这比报道的

天然物的耐酸性也有很大提高［<8］。如上所述，单链

图 $ 温度对 ’)*+,,-* 甜度的影响

C-DE$ BHH+OLG )H L+PJ+K2LMK+ )* GT++L L2GL+ )H ’)*+,,-*

重组 ’)*+,,-* 的热稳性及耐酸性均高于天然产物，

其在食品生产工业中具有更广泛的应用前景。

图 Q JS 对 ’)*+,,-* 甜度的影响

C-DEQ BHH+OLG )H JS )* GT++L L2GL+ )H ’)*+,,-*

( 讨论

’)*+,,-* 作为一种高效非糖的甜味剂，具有现

有甜味剂不可替代的优点，具有广阔的市场前景。

但是，由于天然产物来源狭窄，无法形成规模效益。

加之天然产物热稳定性太差，限制了它的应用范

围［<$］。自 "7 世纪 :7 年代末，基因工程表达的研究

开展以来，工作的重点集中在蛋白融合提高热稳定

性和高产安全表达方面。先后有美国和日本的研究

者设计出了成功的蛋白融合方案。

本研 究 应 用 基 因 工 程 的 手 段 来 获 得 单 链

’)*+,,-* 甜蛋白。不同微生物基因中氨基酸的密码

子选择具有偏爱性，未经修饰的植物 ’)*+,,-* 基因

中含有许多大肠杆菌稀有密码子，由于相应的 L1UA
在大肠杆菌中含量过低而导致翻译过程中的停顿，

从而影响了蛋白在大肠杆菌中高效表达［<Q］。通过

研究大肠杆菌基因中密码子的使用频率，完全按照

细菌的偏爱密码子合成了 ’)*+,,-* 基因，不含有大

肠杆菌稀有密码子，因而该合成基因可在大肠杆菌

中高效表达。崔洪志等［<6］利用质粒 J&V""< 构建了

重组表达载体，并将 ’)*+,,-* 基因在大肠杆菌中实

现了表达，其表达量为可溶蛋白的 ""9:;，其纯化

方法是采用传统的硫酸铵沉淀的方法。而在本试验

<6$陈忠军等：甜蛋白 ’)*+,,-* 基因在大肠杆菌中的高效表达



条件下，采用具有 !" 启动子的表达载体 #$!%&&’ 构

建的基因工程菌所表达的甜蛋白量占可溶性蛋白的

(()*+。且表达产物分泌到周质空间，未形成包涵

体，具有天然 ,-./001. 的甜度，更利于 ,-./001. 的纯

化及大规模生产。

本研究所合成的单链 2-./001. 的热稳性及耐酸

性较强，在食品工业中将有更广阔的应用前景。且

利用此性质研究了一种新的提纯方法。即将基因工

程菌培养诱导液经超声波破壁后离心取上清液，将

此上清液先经热处理，再于低 #3 值下放置一定时

间，此 时 上 清 液 中 的 其 它 蛋 白 已 变 性 沉 淀，而

2-./001. 仍很稳定，从而将其进行提取纯化。此法

提取成本低，纯化的效果理想，为进一步大规模生产

降低提取成本奠定了基础。
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