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原核表达中优化起始密码下游序列的软件设计与实现
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摘 要 在原核表达中影响外源基因表达效率的因素有很多，这其中翻译起始效率起了非常重要的作用。翻译起始效率又

主要受 WX序列、WX序列与起始密码子之间的间距、XY（X&Z;:5.+=, Y&F）序列、,/)3翻译起始区（?N/）的二级结构和稀有密码
子等因素的影响。主要针对 XY序列和 V[端稀有密码子的优化设计了软件。通过计算机对序列进行分析比对后，按照匹配碱
基数、匹配位置、密码子使用频率平均值的顺序进行排序，给出一些优化序列，并给出了软件算法。
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大肠杆菌由于遗传背景清楚，可进行大规模发

酵培养，表达周期短，操作简单及有大量表达载体，

而成为人们克隆和表达外源基因的首选。但在外源

基因的表达过程中，常常会遇到表达效率不高或根

本不表达等困难。以往的研究表明，影响外源基因

表达效率的因素主要有密码子的选用、目的基因的

量、,/)3的稳定性、载体的选择、培养条件的控制、
启动子的强度和翻译起始效率等。对于目的基因的

量和启动子强度，都可以选用合适的载体来控制；而

对于密码子选用、,/)3稳定性和翻译起始效率却
只能从基因序列上加以改造来控制。这其中翻译起

始效率起了非常重要的作用，而翻译起始效率又主

要受 WX 序列、WX 序列与起始密码子之间的间距、
XY（X&Z;:5.+=, Y&F）序列、,/)3 翻译起始区（?N/）
的二级结构和稀有密码子等因素的影响［$］。

XY序列在许多原核 ,/)3中有功能性作用，最



初被认为是一个翻译增强元件，大约由 ! " #$个核
苷酸组成，位于起始密码子的下游，与基准序列（#%&
’()*的 + #,%- " + #,!$ 区间的序列）互补，并常常
存在于许多高表达的大肠杆菌和噬菌体 .()*起始
密码子的下游。有报道在 &/序列存在的时候，/0
序列可促进 12基因的翻译［3］。/0序列可与 &/序
列对翻译起始起协同增强作用，这两个序列均为翻

译起始时核糖体需要结合的位点。但在没有 &/序
列存在的时候，/0序列需要长达 #3 " #$ 个碱基来
促进高效表达，而只有 ! " ##个碱基并且中间有间
断的时候，活性就大大降低了［3］。有学者在研究一

个与 &/类似的序列在介导柯萨奇病毒 0$ 的 ()*
翻译起始过程中发现，不管是对 /0区的碱基进行
敲除或替换，都能显著影响翻译起始的效率［$］。还

有学者通过对大量的序列表达进行分析，分析靶序

列 45末端 + # " + 46局部区域和整个序列与基准序
列间的序列匹配性，来寻找序列匹配性与表达效率

间的关系，得出如下结论：基准序列与靶序列 45端
局部（ + # " + 46）匹配性越好，并且主要匹配区越靠
近靶序列 45端，则目的蛋白在原核系统内表达量越
高；如果匹配性很好，但是主要匹配区远离靶序列

45端，蛋白表达量则越低；如果基准序列与靶序列之
间无明显匹配性，则无明显的蛋白表达［,］。通过改

变 45端局部序列来增加与基准序列的匹配性后，有
的蛋白表达量占全菌蛋白量的比例由 676$8上升
到 3#8［4］。
另外，稀有密码子的影响因素也是相当重要的。

大肠杆菌对编码同一种氨基酸的各种密码子的使用

频率并不相同，甚至相差很大［%］。稀有密码子的存

在可大大降低蛋白质合成的速率，使蛋白质的表达

量降低，甚至使蛋白合成中途停止，形成截短蛋

白［2］。通过改变 45端稀有密码子同时也会降低翻译
起始区的二级结构稳定性，从而有利于核糖体的接

近与结合，来促进表达量的提高［!］。因此，运用大肠

杆菌常用密码子替换稀有密码子，不但可提高重组

蛋白的表达水平，甚至在 9:1;诱导后可促进宿主菌
的生长［-］。

因此本文针对 /0序列及 45端稀有密码子优化
设计了相应的软件。通过计算机对序列进行分析比

对后，给出一些优化后的序列，按照匹配碱基数、匹

配位置、密码子使用频率平均值的顺序进行排序。

! 软件算法流程图
软件算法的流程图见图 #。

图 # 软件算法流程图
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" 算法实现

"#! 总体架构
开发系统：J=KLAEI M:；开发语言［#6］：0A’@GKL

/H@NC= %76；数据库：:G’GLAO 2；适用系统：J=KLAEI -!P
QRP3666PM:。
"#" 应用流程
"#"#! 输入序列：用户输入将要筛选的序列，确定
后，系统会对输入序列字串进行格式化。包括字符

格式化和长度格式化。系统会自动剔除输入序列中

所有非‘*’、‘S’、‘;’、‘1’的字符并要求输入序列字
串长度必须是 $的倍数，即整数个密码子。该步骤
容错规则是如果不符合 $的倍数就进行末尾剪切至
满足规则的最大长度。系统默认读码相位是从第一

位开始。系统将对输入序列字串中的所有密码子进

行遍历检测，如果发现终止密码子则提示用户。由

于本程序应用范围限定，靶序列长度不宜过长，超过

$6TN系统将提示用户可能耗费大量时间。
"#"#" 相关设置：程序对用户输入序列进行格式化
之后，用户可以进行相关设置。包括选择匹配序列。

因为各菌中的基准序列均不一样，所以选择基准序

列提供了两种接口：用户可以选用大肠杆菌的基准

序列，也可以直接输入其它菌的基准序列。该设计

为程序的功能做了拓展。无论用户如何选择，程序

执行时都是先将用户的要求转译成要在输入序列字

串中搜索的子串然后进行搜索。即用户欲在靶序列

中搜索基准序列 *SS;11，计算机预算的时候就是
转换成在靶序列中搜索 **S;;1。
"#"#$ 主要算法介绍：
（#）“简并序列生成”：计算机先根据密码子的简
并性，用每个密码子的所有简并密码子替换一遍靶

序列中的密码子。每一次替换产生一个新的序列。

我们设计了递归算法实现计算出一个序列的所有简

并 序 列。 比 如： 我 们 给 定 序 列 IHU#：
;**11SSS;;;;*1SS;1S;*SS1;S*;SS，计算出来
该序列有 ,,3 $%! 条简并序列，临时数据文件有
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!""#之多。
（!）“匹配运算”：是指基准序列与靶序列首位对
齐后，基准序列以 $%&为步长在靶序列上滑动直到
两序列末端对齐为止，记录每一次的匹配分数。规

则是在对应位置上，相同的碱基每个记 $分，不同则
记 "分。对于每个序列我们记录得分最高的位置以
及分值。所有序列匹配运算完毕后，程序进行排序。

按照用户的要求输出得分最高的序列。比如 ’()$
有 *"%&，如果搜索一个 $+%&的基准序列，那么对于
每个序列要比对 *" , $+ - $ . $/ 次（就是使两个序
列首位对齐到末端对齐的所有可能性）。所以对于

’()$的所有简并序列我们总共要进行匹配运算 $/
0 ++! *12 . / 3!" !31次。
（*）“排序”：由于数据量巨大，我们相应设计了
基于数据库过滤数据的排序方法。比如用户设置输

出 4个匹配分值最大的结果，那么我们搜索数据库
中最大的结果，记录其位置，建立索引，然后通过标

志字段的值将其过滤去，进而再搜索最大的⋯⋯循

环往复，直至 4个最大结果产生，取消数据库过滤
设置，根据索引找出这 4个匹配分值最大的结果输
出。

（+）“密码子排序”：程序在对每个序列匹配运算

的同时还计算这个序列所有密码子使用频率平均

值，在匹配分数和匹配位置一样的情况下，优先列出

密码子使用频率平均值最高的序列。同时标记出其

中的稀有密码子，进行人工取舍。

程序输出结果以匹配得分高低为依据，密码子

的使用频率计算结果供用户参考平衡选择。这样用

户在使用的时候能够按照要求对靶序列进行改造，

在不改变氨基酸序列的情况下，进行与相应序列匹

配的优化选择。但是按照笔者的理解及实际经验，

此处的“不改变氨基酸序列”的前提也不是绝对的。

因为现在很多序列的 35端是信号肽，只要不影响该
信号肽的生物功能，可以适当根据基准序列改变该

信号肽上的氨基酸序列。根据研究报道，适当改造

信号肽结构可提高外源蛋白的分泌效率。增加信号

肽 4端的正电荷或增加信号肽疏水核心 6区的疏
水性或长度，有利于提高信号肽的加工效率。789:;8
等［$$］利用提高 4端正电荷和 6区疏水性的方法，使
金枪鱼生长激素产率提高了 $"倍，终产量达 !+"<9=
>。因此在软件给出结果后，我们还可以根据软件
的结果，进一步进行人工的筛选和优化。

!"!"# 结果输出：以下是一个输出结果的一部分，
右边为注释。

共筛选了 ++!*12 条序列： 筛选简并序列总数

以下是匹配值最大的前 2 个序列信息：
? ?序列：$ ：@AABBBCCA@@AABBA@AA@@CCB@CA@CA
? ?匹配序列是：CAB@AABBACAAA@
? ?最大匹配值：$$=$+ 最佳匹配位置：2 在第 2位出现最大匹配信息分值 $$
? ?密码子使用频率平均值："D!1+ 所有密码子平均使用频率（原核）

? ?密码子使用频率最小值："D"* 位置：$E 最小使用频率密码子位置

? ?匹配模式：

! ! ! 星号表示该密码子低于用户设定值

@AABBBCCA@@AABBA@AA@@CCB@CA@CA 输入序列

CAB@AABBACAAA@ 匹配序列

"" """""" "" " 匹配的碱基

$!*+31/2E$$!*+31/2E!$!*+31/2E* 位置编号

$ 软件创新点和适用范围
该软件创新之处：（8）应用了数据库支持数据

处理，快速、便捷、有序。（%）大量数据排序的时候，
使用数据库过滤功能，避免大量使用内存。（F）序
列的预处理以及容错功能设计。

该软件适用于：（8）如果表达载体上不带信号
肽，通过表达序列上的起始密码子来启动翻译，则可

以用该软件优化表达序列的 35端；（%）如果表达载
体上携带有信号肽或者某些前导序列，可以进行载

体优化改造；（F）也适用于新表达载体的构建。
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《中国学术期刊文摘》中文版和英文版

!TTF年征订启事

《中国学术期刊文摘》分中文版（简称 J"4J）和英文版（简称 J"41）两种，各自收录了我国高水平学术期
刊中基础科学、医学、农业科学和工程技术领域约 GT个学科的论文文摘，全景展现我国的科研成果与进展。
作为综合性科技类检索刊物，《中国学术期刊文摘》致力于将我国科学技术各领域的原创性学术成果全

面、快速地向科技工作者交流、传播，其中 J"41是我国第一份综合性英文版科技类学术检索刊物。
《中国学术期刊文摘》由中国科学技术协会主管，科技导报社主办并负责编辑、出版、发行，对科研单位、

高等院校、图书馆以及广大科技工作者检索和了解我国的科技研究成果、学术研究动向具有重要的参考价

值。

《中国学术期刊文摘（中文版）》刊号为 JS @@ E CDT@‘S，_""S @TTD E ZA!C，!TTF年为半月刊，大 @B开，国内
定价 CZ 6TT元‘册，全年定价 A@!元，邮发代号：Z! E FTF。
《中国学术期刊文摘（英文版）》刊号为 JS @@ E DG@@‘S，_""S @BFC E GTZG，!TTF年改为月刊，大 @B开，国内
定价 @D 6TT元‘册，全年定价 @ZT元，邮发代号：ZT E GZF。
欢迎广大科技工作者、科研单位、高等院校、图书馆订阅。

通讯地址：北京市海淀区学院南路 ZB号科技导报社（邮编 @TTTZ@）
联系电话：T@T E B!@TC@!! 联 系 人：姚玉琴

征订信箱：9];^;a.(0) 6 3$’ 6 .& 单位主页：/))#：‘‘ 9996 .0(. 6 3$’ 6 .&
户 名：科技导报社 账 号：T!TTTT@GTATZAT@F!F@
开户银行：工商银行百万庄支行

DCT@许 龙等：原核表达中优化起始密码下游序列的软件设计与实现


