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使用偏爱密码子大幅度提高苯丙氨酸脱氨酶在食品级乳酸乳球菌中的

表达
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摘 要 为获得苯丙氨酸脱氨酶（Z9X）在食品级乳酸乳球菌中的高效表达，将欧芹 5+, -])9（ 5+,D+5）及根据乳酸乳球菌偏爱密
码子设计人工合成的 5+, 基因（ 5+,+,5）重组并转化到两种乳酸乳球菌 )UHL诱导表达系统中，测定基因工程菌表达 Z9X酶的量
及活性，对比分析密码子偏爱性对乳酸乳球菌表达外源蛋白的影响。结果表明：在两种乳酸乳球菌 )UHL表达系统中，使用偏
爱密码子均可显著提高 Z9X 酶的表达效率，使 )\^"""_:)\<"K< 表达系统表达量提高 !!‘!$ 倍，)\$^""_:)\<7K^ 系统提高
$8‘^"倍。此研究获得了安全高效表达 Z9X，可用于治疗苯丙酮尿症的基因工程菌。
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经典型苯丙酮尿症（ZcW）是由于苯丙氨酸羟化
酶（Z9P）基因缺陷引起肝细胞内 Z9P酶活力严重

缺乏所致的常染色体隐性遗传病。体内正常苯丙氨

酸羟化反应需要一些必须的辅助因子，且脱辅基的



!"#极不稳定，单纯采用补充苯丙氨酸羟化酶的方
法难以达到治疗目的。研究者们转而采用另一种极

有前途的酶———苯丙氨酸脱氨酶（ $%&’()*)*’+’&
*,,-’+*. )(*/&，!"0）［1］，这种来源于植物或微生物
的酶比较稳定，不需辅因子，可将苯丙氨酸（!#2）脱
氨生成对人体无毒副作用的肉桂酸（345）。本研究
是在我室过去研究的基础上［6.7］，期望用食品级

5432诱导表达载体系统（5+/+’.3-’89-))&: 2;$9&//+-’
/(/8&,），实现 !"# 基因在乳酸乳球菌（ $"%&’%’%%()
$"%&*)，$ < #"%&*)）中的高效表达，在小肠吸收 !#2之
前使其脱氨转化为 =+’，降低血苯丙氨酸浓度，达到
有效治疗 !>?的目的。对于同义密码子而言，不同
的物种的使用频率有很大差别，因此出现了所谓的

密码子的偏爱性（=-:-’ $9&@&9&’=& -9 A+*/）。外源基
因尤其是来自较远物种的基因在宿主的表达会受到

一定的影响［B］。我们根据乳酸乳球菌基因组密码子

的使用频率，选取偏爱密码子设计并人工合成 !"0
基因（!"# *98），构建了克隆，希望提高两种乳酸乳球菌
5432表达系统的 !"0表达水平。

! 材料与方法

!"! 质粒与菌株
CD1EFG$2H6IA.!"0含有欧芹 !"# =J5"基因，由

本室构建［B］；两种 5432表达系统均购自荷兰 54KL
研究所。5KFEEEG$5KME7M 系统带有氯霉素（3,）抗
性筛选标记，方便基因重组，且表达效率高；5KIFEEG
$5KM17F系统无抗生素抗性标记，采用乳糖利用筛
选方式，对人体更加安全，构建过程较为困难。

!"# 目的基因
!"#"! 利用 !3N扩增 !"# =J5"（ !"#’*8）：以 $2H6IA.
!"0为模板，设计合成 H1、H6 引物用于扩增。H1：
BO.P"P""3PPH""3PPHP3""3H"3.IO，H6：BO.P3H3H
"P"P3"HPH3"PHH""3.IO。H6含 +,"!酶切位点。
!"#"# 根据乳酸乳球菌偏爱密码子设计合成 !"# *98

基因：乳酸乳球菌基因组密码子使用频率数据来自

=-:-’ Q/*R& :*8*A*/&（ %88$：GGSSS< T*UQ/* < -9 < V$G
=-:-’），计算相对同义密码子使用率（ 9&)*8+W&
/(’-’(,-Q/ =-:-’ Q/*R&.W*)Q&/， NX3?），然 后 用
3-:-’Y1ZI软件进行校验。在不改变氨基酸种类及
序列的基础上，全部选用偏爱密码子设计并人工合

成（鼎国公司）全长 6Z6TA的 !"# 基因（ !"# *98），并在
其 BO端引入 +,"!酶切位点。
!"$ %&’()*(+,-./01及 %&’()*(+!"#021的构建

!"#’*8含 6 个 -%’!酶切位点，与载体 $5KME7M

采用一平一粘连接；!"# *98设计为只含有 BO端 1 个
-%’!酶切位点，因此与载体可用两个粘端连接。
!"#’*8经 H7 J5"聚合酶处理后，再用 +,"!酶切，产
物纯化回收。载体 $5KME7M 经 -%’!酶切、J5"聚
合酶! >)&’-S大片段补平、+,"!酶切后纯化回收。
两片段用 H7 J5"连接酶连接。人工合成的 !"# *98基
因及载体 $5KME7M均经 +,"!、-%’!双酶切并纯化
后，用 H7 J5"连接酶连接。连接产物转化感受态
. < %’#* D31E[1细胞，经氯霉素抗性筛选，菌落直接
!3N法［\］鉴定阳性克隆菌株并提取质粒 J5"。
!"* %&’(!*3+!"#/01和 %&’(!*3+!"#021的构建
基因重组方法同上，连接产物直接转化乳酸乳

球菌 5KIFEE。
!"4 电穿孔转化乳酸乳球菌
电穿孔用感受态 $ < #"%&*) 的制备均按文献［[］

进行，电穿孔用 2]Q+^+- 2*/(V&=8 细胞打孔仪进行。
$5KME7M.!"#’*8及 $5KME7M.!"# *98电转化入 5KFEEE，参
数设定为 6ZBT_，6B"‘，7EE#，筛选培养基用 PD1\ a
*R*9（ a B"RG,0 3,），氯霉素抗性筛选；$5KM17F.!"#’*8

及 $5KM17F.!"# *98 电转化入 5KIFEE，参数设定为
6ZBT_，6B"‘，6EE#，筛选培养基用 0X" a *R*9（ a Bb
乳糖）。

!"5 阳性克隆筛选鉴定
菌落直接 !3N法和 #!03测定产物肉桂酸法鉴

定阳性菌株［I，[］。

!"6 ,-.蛋白在乳酸乳球菌中的诱导表达及活性
分析

培养菌液至 /0[EE c EZ7 d EZB 时，加入诱导物
乳链菌肽（’+/+’）至终浓度为 1E’RG,0，继续培养 B%，
细菌沉淀干燥称重后加入一定量含 !#2的 !^X（$#
c MZE），I\e反应 1%［M］。样品经 Bb高氯酸处理后，
#!03法测定 !#2被 !"0脱氨后产生的产物肉桂酸
含量。

!"( ,-.蛋白的 787+,-9:检测
诱导培养后细菌超声破碎，按常规方法上样电

泳［I］，以不含质粒的 $ < #"%&*) 为对照。

# 结果

#"! 菌落 ,;<法筛选鉴定阳性克隆
直接挑取转化子菌落，H1、H6 为引物进行 !3N

扩增，有 6Z6TA片段扩增产物的为阳性克隆。如图 1
中 I1、II、IF、71号转化子即为阳性克隆。
#"# 基因工程 $ = #"%&’( 的诱导表达及 ,-.活性测定
基因工程 $ < #"%&*) 经 ’+/+’ 诱导后 B%，/0[EE约

MM1 12*34)4 5’(63"# ’7 8*’&4%23’#’9: 生物工程学报 6EE[，_-)Z66，5-Z6



图 ! 菌落 "#$法鉴定重组阳性克隆
%&’(! )*+ ,-.&/&0+ 12-3+. 4+/+1/+4 56 571/+8&7 12-3+. "#$

9：!:;< !"#4" = $%&$#；>?@A!：4&BB+8+3/ 12-3+.(

图 C 基因工程菌将 "DE脱氨的产物 1&3的 D"F#图谱
%&’(C D"F# 73726.&. -B /*+ 71/&0&/6 -B "<F +G,8+..&-3 56 ’+3+/&1 +3’&3++8&3’ ./87&3

7：?HCII-2JF #&337I&1 71&4 ./734784；5：KII-2JF #&337I&1 71&4 ./734784；1：;LM???J,;LN?AN@’()37/；

4：;LM???J,;LN?AN@’()78/；+：;L>M??J,;LN!AM@’()37/；B：;L>M??J,;LN!AM@’()78/ (

为 !HK，可达最高表达量，此时收集菌体加入
!?II-2JF "DE，反应 !*后经 D"F#检测，阳性菌株代
谢产物肉桂酸与其标准品的 D"F# 图谱均在
!AHOI&3左右出现特异波峰，对比吸收波峰的面积或
高度可确定工程菌产物浓度即 "<F活性，见图 C。
!"# 各基因工程菌 $%&表达速率对比分析
根据国际酶学生化学会委员会规定的酶活力单

位（P）［M］，计算各工程菌的比活力（PJ’）。图 >显示了
A种基因工程菌 "<F酶比活力的平均值对比，对于
;LM???J,;LN?AN表达系统，使用偏爱密码子使表达

图 > 基因工程菌表达效率对比
%&’( > #-I,78+4 Q&/* "<F +3R6I+ .,+1&B6 71/&0&/&+. -B

B-P8 ’+3+/&1 +3’&3++8&3’ ./87&3.

速率提高了约 CCHC> 倍；而对于无抗生素抗性的
;L>M??J,;LN!AM表达系统，则提高了 >OHM?倍。
!"’ $%&蛋白的 ()(*$%+,检测
各菌株蛋白 S:S@"<TE图谱见图 A，与不含质粒

的乳酸乳球菌（图 A@!）相比，A种基因工程菌在 MUV:
与 KKV:之间，约 UNV:（箭头指处）均出现一条特异
蛋白条带，与 "<F蛋白分子量相符（图 A，C W O）。但
在两种表达系统中，’()37/表达产物条带很浅，而
’() 78/产物条带均很浓，说明表达量有很大提高。

MN!陈 星等：使用偏爱密码子大幅度提高苯丙氨酸脱氨酶在食品级乳酸乳球菌中的表达



图 ! 基因工程菌表达产物 "#"$%&’(电泳分析
)*+, ! "#"$%&’( -.-/01*1 23 456 6789611*2. 892:;<4 23

+6.64*< 6.+*.669*.+ 149-*.1
=：>?@AAA <6//1；B：>?@AAAC8>?DA!D$ !"#.-4；E：>?@AAAC8>?DA!D$

!"#-94；!：>?E@AAC8>?D=!@$ !"#.-4；F：>?E@AAC8>?D=!@$ !"#-94；G：

%9246*. 1*H6 I-9J69 ,

! 讨论
目前国际基因治疗 %KL 方案主要是将

!"$<#>&用腺病毒或逆转录病毒载体导入小鼠肝
细胞，使肝细胞表达 %&M活性达到治疗目的，已在
动物实验取得较好效果［=A］，但存在表达时间短、抗

原性强、疗效有性别差异等不足，难以临床应用。对

于将 !"# 基因转入食品级基因工程乳酸乳球菌中使
其表达有活性的 %&N这一基因治疗的新途径，其优
点是对人体安全性好，使用方便，免疫原性低，可降

低患者经济负担等。本室已利用几个乳酸乳球菌载

体系统成功构建基因工程菌［B O !，P］，尚需解决的问题

是采用食品级表达系统和提高表达量以达到临床应

用的目的。本研究选用的 >?E@AAC8>?D=!@ 是近年
来国际上先进的乳酸乳球菌食品级表达系统，质粒

8>?D=!@以 N-<) 基因取代了常用的抗生素抗性基
因作为筛选标记，其宿主菌 >?E@AA 已删除 /-<) 基
因，因此只有含 8>?D=!@质粒时才可在以乳糖为唯
一碳源的培养基（N"&）上生长。这在基因重组时虽
增加了难度，但避免了抗生素抗性基因的水平转移，

更加安全，符合临床应用的标准。

迄今关于用乳酸乳球菌表达系统对外源基因表

达能力的研究甚少。但对大肠杆菌载体系统的研究

表明，原核生物对异源蛋白的表达主要与质粒拷贝

数、质粒稳定性、IQ>&结构、基因密码子偏爱性、蛋
白质二级结构和宿主菌的生长状态等多种因素有

关。我们发现欧芹的 <#>&中存在不少连续分布或
散在的稀有密码子，可能出现由于 4Q>&丰度等原
因导致正在翻译的核糖体运动暂停，造成翻译提前

终止和目标蛋白的低产率。本研究选用偏爱密码子

设计合成了 !"# -94基因，在 B个 % , #"&’() 表达系统与
!"#.-4的表达量进行了对比，结果均显示：使用偏爱密
码子可以显著提高表达效率，证明了该方法的有效

性。在 8>?D=!@载体系统，!"# -94表达量比 !"#.-4有更
大幅度提高，这可能与细胞的生长速率或宿主菌的

品系影响了 IQ>&的稳定性有关。
本研究首次采用全基因合成技术研究了密码子

偏爱性对 % , #"&’() 表达外源蛋白的影响，为今后食
品级 % , #"&’() 基因工程菌的构建和应用提供了有效
的方法。我们所构建的 >?E@AAC8>?D=!@$ !"# -94不仅
表达量高，活性强，且无抗生素抗性，为利用基因工

程菌治疗经典型 %KL的临床应用开拓了前景。
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