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降低 !"#$ 翻译起始区的稳定性原核非融合表达 %$&’()*+

张思河 邢金良 姚西英 陈志南"

（第四军医大学基础部细胞工程研究中心，西安 81""$!）

摘 要 为在大肠杆菌中非融合表达肝癌相关抗原 C3D10E 胞外区片段（C3D10E;9），将 C3D10E;9 基因的 -F)3
插入原核表达载体 G;5!1+ H 。通过计算机辅助设计，对重组的 C3D10E;9IG;5!1+ H 的 <J)3 翻译起始区（5KJ）的二

级结构和密码子偏性同时进行预测。结果发现其存在稳定的茎环结构和许多稀有密码子。通过优化二级结构和

优化密码子偏性二种策略分别来降低 C3D10E;9IG;5!1+ H 的 <J)3 翻译起始区（5KJ）的稳定性。在不改变氨基酸

序列的前提下，利用密码子的简并性，通过非连续定点突变实现这两种优化。将突变前后的重组子经酶切鉴定和

测序验证后，转化感受态 L*1"7/F;$ 宿主菌后，随机挑菌 $8M下用 KN5E 诱导表达。OFO/N3E;、间接 ;PKO3、Q6RS6,B
D’&S 和细胞分级分离法分析这些重组子的诱导表达情况。J)3 A&S D’&S 对比分析优化前后目的基因 <J)3 的量。结

果证明，成功地构建了 C3D10E;9IG;5!1+ H 及其二种优化突变体。仅优化 5KJ 区二级结构或仅优化 5KJ 区密码子

偏性均能实现 C3D10E;9 蛋白的非融合表达，而未优化的重组子不表达任何 C3D10E;9。非融合表达产物在大肠

杆菌中主要以包涵体形式存在，高达 !7T$U。由于过表达和细胞渗漏，培养基和周质腔中也可检测到少许的

C3D10E;9。优化二 级 结 构 和 优 化 密 码 子 偏 性 二 种 策 略 的 C3D10E;9 的 非 融 合 表 达 量 基 本 相 同。优 化 前 后

C3D10E;9 转录的 <J)3 量没有差别。这些结果表明，降低 <J)3 翻译起始区的稳定性可实现肝癌相关抗原

C3D10E 胞外区片段在大肠杆菌中的非融合表达。
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肝癌相关抗原 C3D’0E W XF’#8 是一种高度糖基

化的 单 次 跨 膜 蛋 白。 在 不 同 种 属 和 组 织 中，

C3D’0E W XF’#8 的 蛋 白 分 布 和 糖 基 化 方 式 不 尽 相

同［1 Y !］。研究表明，C3D’0E W XF’#8 在恶性肿瘤的表

达量明显高于正常组织，其可通过刺激肿瘤周围的

基质细胞分泌 **NR 和促进肿瘤血管生成，而在肿

瘤的 侵 袭 和 转 移 中 发 挥 重 要 作 用［$ Y 0］。 另 外，

C3D’0E W XF’#8 还是一个潜在的粘附分子，其可通过

与 KBS6,Z,=B 家族!$"1、!2"1 形成蛋白复合物，进而参

与细胞与细胞、细胞与基质的粘附［7］。上述功能的

发挥，很大程度上依赖于其胞外区片段的表达（6:/
S,+-6’’@’+, ?,+Z6<6BS，;9）及糖基化修饰作用。我们

实验 室 利 用 自 制 的 单 克 隆 抗 体 C3D’0 从 人 肝 癌

-F)3文库中筛选得到的其全长的 -F)3［1"］。经分析

表明，其基因编码 !27 个氨基酸，) 端 !1 个氨基酸

为信号肽，中间 104 个氨基酸为胞外区，然后是 !#
个氨基酸构成的穿膜区，X 端 $7 个氨基酸为胞内

区。胞外区 # 个半胱氨酸形成 ! 个二硫键构成 KZO9
典型的半球型结构域。在获得该蛋白 -F)3 序列的

基础上，我们曾成功地表达该蛋白于转染的 X[O/8
及 XC[ 细胞胞膜上。结果，瞬时表达的表达量虽较

高，但转染效率只有 8U；而稳定表达筛选克隆的表

达强度要比瞬时表达低得多［11］。考虑到 C3D’0E;9
的相对重要性及其糖基化效应尚不确定，因此宜用

原核表达体系快速高效地大量表达，以进行深入的

研究。我们已成功地将 C3D10E;9 与 EO5 进行了原

核融合表达［1!］，但用所表达的融合蛋白淘筛噬菌体

抗体库或筛选杂交瘤时存在假阳性富集或与 EO5
交叉的现象，且融合的 EO5 为下一步纯化工作也带

来了 干 扰。 为 此，我 们 试 图 原 核 非 融 合 表 达

C3D’0E;9，为进一步淘筛抗体库、筛选杂交瘤或研

究 C3D’0E W XF’#8 的其它功能和特性奠定纯的抗原

基础。

我们曾多次尝试在不同的载体中非融合表达



!"#$%&’(，但均未成功。通过计算机辅助预测，发

现构建的重组载体其 )*+" 的 ,-* 存在稳定的二级

结构。一般认为 )*+" 的 ,-* 存在稳定的二级结构

对翻译起始不利［./］。对于选定的表达载体和目的

基因而言，01 序列、起始密码子与 01 的间距、目的

基因氨基酸序列等影响翻译起始效率的一级结构因

素已经优化或不能改变。要提高翻译起始效率，只

有通过其 )*+" 二级结构的改变来实现。所以，我

们在不改变氨基酸序列的前提下，利用密码子简并

性同义突变 !"#$%&’( 基因 23端的若干位点，降低

其 )*+" 翻 译 起 始 区 的 稳 定 性，从 而 实 现

!"#.%&’( 蛋白的非融合表达。

! 材料与方法

!"! 材料

大肠杆菌 45$6781’/ 等为本室保存菌种。质粒

9:$;<=>?@9A B=（ C D E ）F !"#$%& 由 本 室 构 建，内 含

!"#$%& 的 全 长 >1+" 编 码 序 列。载 体 9’,G.H C
（2II/#9）购自 +JKHL<M 公司。引物合成及测序由上

海生工公司完成。限制性内切酶 !"#!，$%&!等为

,HNH*H 公司产品。,I1+" 连接酶为 :@J$H#= 公司产

品。O@HP;@>BQ R$H=)@S ’TA?H>A@JM N@A、O@HP;@>BQ RU*
R;?@V@>HA@JM B@A 和 O@HP;@>BQ &<$ R;?@V@>HA@JM B@A 均 为

O@HL<M 公司产品。 -R,& 及 !*R 标记的羊抗鼠 -L&
购自华美公司。抗人肝癌的鼠 !"#$% 由本室自制。

!"# 方法

!"#"! )*+" 翻译起始区二级结构与密码子偏性

分析：取 E /6 W C /7 作为 ,-* 分析范围，采用软件

1+"0-0（ GX2 版 ）预 测 外 源 基 因 !"#$%&’( 与

9’,G.H C 形成重组质粒可能的 ,-* 二级结构。密码

子偏性计算由 RU&’+’ 软件完成。

!"#"# 寡核苷酸引物的设计与合成：根据 ,-* 二级

结构及密码子偏性分析结果，利用密码子的简并性，

在不改变表达产物氨基酸序列的前提下，非连续同

义突变 !"#$%&’( 的 ,-* 区的若干位点，使其与表

达载体重组后转录形成的 )*+" 的 ,-* 区的自由能

（"&）变 小 或 全 为 大 肠 杆 菌 优 势 利 用 密 码 子。用

R?<)@<? 2X6 软件设计、优化引物并合成。

!"#"$ 重组表达质粒的构建与鉴定：用 RU* 方法

从质粒 9:$;<=>?@9A B=（ C D E ）F !"#$%& 中扩增出突变

（5）和未突变（+）的 !"#$%&8’(，!"#!D$%&!酶切

回收纯化后连入 !"#!D$%&!酶切纯化的 9’,G.H C
载体，酶切鉴定正确后，转化感受态 45.6781’/ 宿主

菌。对重组克隆用 ,Y 引物进行正反向测序验证。

!"#"% 目的基因的表达与活性分析：将三种重组菌

/6Z过夜培养并以 .：26 转接培养至 ’([66 \ 6X[ 时

-R,& 诱导培养 .G ]。取 . )^ 诱导物离心收集并沸

水浴破菌，进行 .G_ 0108R"&’。以 !"#$% 为一抗，

间接 ’^-0" 法测定各重组菌诱导后的培养上清和裂

解液的结合活性。

!"#"& 表达产物亚细胞定位及免疫学鉴定：通过细

胞分级分离法制备诱导的 !"#$%&’( 重组表达菌的

培养基上清、外周质、细胞质蛋白及包涵体蛋白，进

行 .G_0108R"&’ 分析。对已定位的表达组分进行

‘<=A<?M #$JA 分析鉴定。

!"#"’ )*+" 定量分析：分别提取优化前后表达菌

株诱导 .G ] 后的总 *+"，等量转至硝酸纤维素膜，

将 RU* 产物进行 /G R 同位素标记后作探针与之杂

交，再压片显影。

以上操作均按《分子克隆操作指南》第二版进

行［.I］。

# 结 果

#"! ()* 引物的设计

设计合成 / 个 23端引物和 . 个未作突变的 /3端
引物（/3R8.）。/ 个 23端引物中 G 个为突变引物（其

中 23R8G 为仅对 ,-* 区二级结构进行优化，而 23R8/
为仅对 ,-* 区密码子进行优化），另 . 个为 23端未突

变引物（23R8.）。引物序列如下：

23R8.： !"#!
238&U&&"",,U",",& &U,&UU&&U"U"&,U,,U"U,"UU&,"&""&"UU,,8/3

23R8G： !"#!
238&U&&"",,U",",&&U"&U,&&,"U,&,,,,U"U,"U&&,"&""&",,,&8/3

23R8/： !"#!
238&U&&"",,U",",&&U,&U,&&,"UU&,,,,U"UU"UU&,,&""&"UU,&8/3

/3R8.： $%&!
238U"","U,U&"&,,"&,&U&,&U&U"U&U&&"&U&8/3

#"# 优化前后 +*,- 翻译起始区二级结构与密码

子偏性分析

取 !"#$%&’(D9’,G.H C 重组质粒的 E /6 W C /7
作为 ,-* 区的分析范围，从一级结构比较看，无论

01 序列还是 01 与 "a& 之间距离，三种重组质粒均

相同。优化前后的差别在于起始密码子 "a& 后有 Y
或 7 个碱基不同，但所编码的氨基酸均相同；计算机

预测 / 种重组质粒 ,-* 可能的二级结构见图 .。优

化前后的差别在于优化前的 ,-* 区内存在二个明显

的热力学稳定的茎环结构。未优化的 ,-* 区生成自

由能明显小于二级结构和密码子优化后的生成自由

能；密码子偏性分析发现，优化前 ,-* 区 "a& 后有

[Y. 生 物 工 程 学 报 G6 卷



如下稀有密码子：!""（丙氨酸，# 位），$"$（苏氨

酸，% 位），!&"（缬氨酸，’ 位），"&&（亮氨酸，(# 位）。

密码子优化后 &)* 区 $+! 后全为大肠杆菌最优势

利用密码子。仅优化 &)* 区二级结构后既无稀有密

码子，也无优势利用密码子。

图 ( ,$-./!01230&4(5 6 重组载体翻译起始区优化前后的二级结构分析

1789( :;<=>?5@A BC@D<CD@; 5>5.AB7B =E CF@;; &)*B 7> ,$-./!01230&4(5 6
$：G=>H=3C7I7J;? &)*，!! K L ’MNM OP2I=.；Q：&)* =3C7I7J;? =>.A 7> B;<=>?5@A BC@D<CD@;，!! K L ((NR OP2I=.；"：&)* =3C7I7J;? =>.A 7> <=?=>，!! K

L M(N/ OP2I=.

!"# 重组克隆的构建与鉴定

重组质粒的构建流程略。酶切后三种重组质粒

进行琼脂糖凝胶电泳结果表明，,$-(/!01 <SG$ 片

段已正确插入 30&4(5 6 载体中的相应酶切位点（图

4），大小为 %’T-3 左右。用 &R 3@=I=C;@ 3@7I;@ 和 &R
C;@I7>5C=@ 3@7I;@ 对转化重组菌的插入片段进行正、

反向测序表明，三种目的片段已正确插入，插入片段

序列与设计序列一致，无任何设计外意外突变（测序

结果省略）。

图 4 ,$-./!01230&4(5 6 重组载体优化前后限制性酶切鉴定

17894 *;BC@7<C7=> ;>JAI5C7< 5>5.AB7B =E CF@;; @;<=I-7>5>C
3@=O5@A=C7< ;U3@;BB7=> V;<C=@ ,$-./!01230&4(5 6

W：W5@O;@ SXH4TTT；(：30&4(5 6 2!"#"6 $%&"；4：!"#"6 $%&"2

,$-./!01230&4(5 6（>=>H=3C7I7J;? &)*）；#：!"#"6 $%&"2’()(/!012

30&4(5 6（&)* =3C7I7J;? =>.A 7> B;<=>?5@A BC@D<CD@;）；

M：!"#"6 $%&"2,$-./!01230&4(5 6（&)* =3C7I7J;? =>.A 7> <=?=>）

!"$ 目的基因的表达与活性分析

:S:HY$!0 图谱显示，在 )Y&! 诱导下，&)* 区二

级结构或密码子优化的两种重组克隆在 #TZ培养

(4F 后均出现 4TOS 左右的蛋白质带，而 &)* 区未优

化的重组克隆未见此蛋白带（图 #）。经密度扫描分

析，表达蛋白可达总菌体蛋白的 (RN/[ \ 4]N#[。

仅优化 &)* 区二级结构的重组克隆比仅优化 &)* 区

密码子的重组克隆表达的蛋白量多（ 前者平均为

4’[，后者平均为 (/[ ）。间接 0X):$ 的结果显示

（图 M），优化的重组克隆菌的培养基上清与 ,$-(/
呈弱阳性结合，其菌体裂解液与 ,$-(/ 呈强阳性结

合；而未优化的重组克隆菌的培养基上清与菌体裂

解液均不和 ,$-(/ 结合。

!"% 表达产物亚细胞定位及免疫学鉴定

对细胞分级分离得到的二种优化重组菌的各组

分的 :S:HY$!0 表明（图 ’），表达的 ,$-./!01 蛋白

在细菌胞内主要以大量的包涵体形式存在，极少量

存在于周质腔中（这可能是少量渗出，也可能是分级

分离不彻底的原因）。对包涵体组分的 ^;BC@;> -.=C
分析表明（图 ’），,$-./!01230&4(5 6 2PW(T]HS0# 表

达的 4TOS 蛋白质能与 ,$-(/ 单抗结合并显色，结

合前面 SG$ 测序结果，可以肯定此 4TOS 蛋白质为

,$-./!01。

!"& ’() *+, -.+, 分析

*G$ ?=C -.=C 的结果表明，,$-./!01 未优化与

优化的相应 I*G$ 的量无明显差别，优化 &)* 区二

级结构与优化 &)* 区密码子相应的 I*G$ 的量无明

显差别（图 R）。

RR(4 期 张思河等：降低 I*G$ 翻译起始区的稳定性原核非融合表达 ,$-(/!01



图 ! "#$%&’()*+(,-./ 0 重组克隆优化前后

12134#’( 电泳比较分析

)567! 89:+/;5<9= 9> ?@A AB+;A<<59= 9> ?@;AA ;AC9:$5=/=?
"#$%&’()*+(,-./ 0 C%9=A< $D 12134#’( /=/%D<5<

E：+;9?A5= FA56@? :/;GA;；.，-，! C%9=A<：=9=39+?5:5HAI ,JK；L，M，N

C%9=A<：,JK 9+?5:5HAI 9=%D 5= C9I9=；O，&，P C%9=A<：,JK 9+?5:5HAI 9=%D

5= <AC9=I/;D <?;QC?Q;A；.，L，OC%9=A<：=9 5=IQC?59=

图 L 间接 (RJ1# 测定 "#$%&’()*+(,-./ 0 重组克隆菌

表达产物的结合活性

)567L J=I5;AC? (RJ1# 9> ?@A AB+;A<<59= +;9IQC?<
9> ?@A ;AC9:$5=/=? "#$%&’()*+(,-./ 0 C%9=A<

.：=9=39+?5:5HAI C%9=A<；-：C%9=A< 9+?5:5HAI 9=%D 5= C9I9=；!：C%9=A<

9+?5:5HAI 9=%D 5= <AC9=I/;D <?;QC?Q;A；8S：TE.UP32(! C%9=A

图 M 重组克隆菌表达产物 "#$%&’() 的

亚细胞定位 12134#’( 与 VA<?A;= $%9? 分析

)567M 12134#’( /=I VA<?A;= $%9? /=/%D<5< 9> ?@A 5=?;/CA%%Q%/;
I5<?;5$Q?59= 9> ?@A AB+;A<<AI "#$%&’() 5= ;AC9:$5=/=? C%9=A

E：+;9?A5= FA56@? :/;GA;；. W L：C9:+9=A=?< 9> C%9=A< 9+?5:5HAI 9=%D 5=

<AC9=I/;D <?;QC?Q;A ；M W &：C9:+9=A=?< 9> C%9=A< 9+?5:5HAI 9=%D 5=

C9I9=；.，M：CQ%?Q;A :AI5Q:；-，N：5=?A;:A:$;/=A <+/CA +;9?A5=；!，O：CD3

?9+%/<: +;9?A5=；L，&：5=C%Q<59= $9ID X :A:$;/=A +;9?A5=；P：VA<?A= $%9?

<?/5=5=6 9> 5=C%Q<59= $9ID 5= 5=IQCAI C%9=A< 9+?5:5HAI 9=%D 5= <AC9=I/;D

<?;QC?Q;A ；.U：VA<?A= $%9? <?/5=5=6 9> 5=C%Q<59= $9ID 5= 5=IQCAI C%9=A<

9+?5:5HAI 9=%D 5= C9I9=

图 N KY# I9? $%9? 分析重组克隆菌转录

"#$%&’() :KY# 的量
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! 讨 论

外源基因在大肠杆菌中的表达水平受启动子强

度、载体性质、表达类型、KY# 二级结构、密码子偏

性、终止密码等多种因素影响。通常选用的高效表

达载体已具有强的启动子、强的 12 序列及合适的

12 与 #]’ 间隔。由于在原核系统中转录与翻译是

偶联的，故没有必要考虑整体二级结构、密码子偏性

与高（低）表达的关系。通过外源基因与载体连接处

的二级结构，密码子偏性的分析发现，具有以上优势

的表达载体常常却会因翻译起始区（,JK）二级结构

或稀有密码子的影响，使其表达受到抑制［.!］。降低

,JK 二级结构的自由能或同义突变稀有密码子为优

势密码子往往可以提高翻译起始效率，从而有利于

外源基因的表达［.M，.N］。

然而，预测 ,JK 二级结构，不仅要遵循热力学能

量最低原理，还涉及确定 ,JK 的具体范围。所取

,JK 范围不同（有时仅相差几个核苷酸），其二级结

构也完全不同。’/=9H/［.O］的统计结果表明，M^翻译

起始的信息都位于起始密码子上、下游各 !M 碱基范

围内。李伍举等［.&］的统计结果表明，外源基因 M^端
W !U _ 0 !P 区的二级结构自由能与表达水平具有

显著的相关性；考虑到不同表达载体与不同外源基

因此范围并非绝对一致，但也不会相差太大，在排除

其它因素的基础上，我们选取了 W !U _ 0 !P 区作为

软件预测 "#$%&’()*+(,-./ 0 的翻译起始区。结果

发现，其翻译起始区存在着稳定、复杂的茎环结构

（图 .），且 #]’ 后有连续的稀有密码子出现。这极

可能是实验伊始我们多次将 "#$%&’3() 基因插入

+(,-./ 0 载体转化后并无表达的原因。为此，我们

采取了两种不同的策略来优化 "#$%&’()*+(,-./ 0
,JK区：一种是仅对 ,JK 区的二级结构进行优化而

&O. 生 物 工 程 学 报 -U 卷



不考虑密码子偏性，另一种则相反，仅对 !"# 区密码

子进行优化。结果发现，两者都能使 $%&’()*+ 高

效表达，但前一策略的表达量更高。#,% -./ &’./ 显

示两者转录的 0#,% 量相同，这说明表达量的差别

主要是翻译效率不同所致。进一步分析发现，仅对

!"# 区密码子进行优化，实际上同时也降低了其二

级结构的稳定性（!) 由 1 2343 5670.’ 降为 1 384(
5670.’），但降低的幅度没有前一策略（（!) 由 1 2343
5670.’ 降为 1 8849 5670.’）大，这可能是其表达量相

对较低的原因。一般认为，稀有密码子对翻译效率

的影响与它们的分布状态密切相关，当稀有密码子

在 0#,% 链中呈非连续分布则对翻译效率无明显影

响［8:］。我们注意到，在仅对 !"# 区的二级结构进行

优化的同时，也改变了原来 !"# 区连续性稀有密码

子的分布。由于 0#,% 的 !"# 是由载体的一部分和

外源基因 ;<端转录本共同组成，任何一部分核苷酸

的改变都将导致其 !"# 二级结构稳定性随之发生改

变，而二级结构的不稳定往往利于核糖体的接近和

结合［82，=>］，从而促进翻译的起始。所以，本实验的两

种优化策略都可解释为是通过降低 !"# 区的稳定性

来实现 $%&8()*+ 蛋白的非融合表达。
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