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摘 要 对抗人纤维蛋白二聚体单链抗体与,-.’/0’)&1融合基因的表达质粒进行内切酶切

割、拼接和外切酶234)$消化，得到了该融合基因的一系列缺失突变体，通过对这些突变体表

达情况的研究，将影响表达的关键因素定位于基因的+5$!+6$位，可能对应于两个连排的大

肠杆菌稀有密码子077（精氨酸），用/89定位诱变法把这两个077均改造成87:后，融合

蛋白的表达量从改造前的&;!);提高到了约)%;。
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过去的工作中曾得到了一株特异性的抗人纤维蛋白>’二聚体的单链抗体的基因［$］，

有望用于导向溶栓，将该基因与低分子量单链尿激酶（,-.’/0’)&1）基因融合后，对表达产

物进行分析时，可测到两种蛋白的活性，但融合基因的表达量较低（约&;!);），这成了

进一步研究的主要障碍，鉴于我们曾在大肠杆菌中表达过全长的尿激酶基因［&］，表达量

也不高，因此影响表达的主要因素可能存在于尿激酶基因内部。本文通过构建各种缺失

突变体搜索影响表达的关键原因，并以此为依据对基因进行改造并实现了高表达。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌种和质粒：!"#$%&?@A’B4.C及2@&$（>D)），本室保存。ED:)B，为带:*启动

子的表达质粒，本所崔立斌博士惠赠。ED:)B／8$$(，是在ED:)B载体上构建的抗人纤

维蛋白二聚体单链抗体与,-.’/0’)&1融合基因的表达质粒，本室构建。

!"!"# 工具酶及生化试剂：内切酶!#$9A，’()AA，*+,A，’-.A，/&0FAAA，1,2GA及:5
>!0连接酶、小牛肠碱性磷酸酶（8A0/）均购自/H"ICJ3公司，核酸外切酶234)$购自

!CKDLJ43LF2M"43B,公司，抗尿激酶AJ7由本室制备，其它试剂为分析纯。

!"# 方法

!"#"! 融合基因酶切缺失突变体的构建：以ED:)B／8$$(质粒为基础，利用融合基因

内部的几个’()AA、!#$9A和1,2GA位点，对整个基因进行剪切并拼接，得到5个初步的

大范围的缺失突变体（2$!25）。
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!"#"# 初步缺失突变体的表达研究：将上述!个缺失突变体质粒转化!"#$%&"#$%
（&’(），()*培养至’(+)),)-.，用%//01／#2345诱导!6，7&78395’检测。

!"#"$ ":1(%外切缺失突变体库的建立：在初步结果的指导下，以缺失突变体"$为出

发点，用)*+;2酶切将质粒线性化后用核酸外切酶":1(%消化，于不同时间取出小份终

止，合并后热灭活":1(%，再用,-*2酶切得到融合基因的缺失突变体库，将之重新克隆于

<’4(=载体的,-*2和)*+;2（补平）位点，形成缺失突变体的表达库。

!"#"% 外切缺失突变体的表达研究：通过酶切鉴定选出一系列长度的缺失突变体，先进

行一轮较粗的表达比较研究，确定了表达量突变的区间后，再在此区间内精细选择几个质

粒进行进一步的表达研究，以准确定位影响表达的因素的位置，表达条件同!"#"#。

!"#"& 关键质粒的长度测量：将表达量突变前后的两个质粒双酶切后与分子量标准混

合，在同一个道内电泳，以排除缓冲体系对泳动率的影响。另外，如果外切产物的最后一

个碱基是5将使)*+;2位点恢复，必要时可用)*+;2酶切帮助判断。

!"#"’ 3>?定位诱变：除原有引物（@ABC上游引物和@AD8398($E下游引物）外，合成一

对诱变引物，将F!!!F!G位两个955密码子诱变成同义密码子>54，方法见文献［(］。

!"#"( 序列测定：使用4H7IJDIK:@I$-)试剂盒。

!"#") 诱变前后的表达量比较研究：方法同%L$L$。

!"#"* MI@NIOK=10N分析：诱变前后的表达产物经7&78395’分离，半干法转移至硝酸

纤维素膜上，在含(P"79的4OQ@8;>1（<;H-!）溶液中室温振洗()/QK封闭；然后与抗

RE血清（%S%))）稀释液振荡过夜（室温）；)L)%/01／#3"784TIIK$)液洗涤；与抗;?38
739室温反应()/QK；(8(二氨基联苯胺（&9"）显色，$P硫酸终止。

# 结 果

#"! 酶切缺失突变体的构建

融合基因表达质粒<’4(=／>%%G中的若干有用的酶切位点和初步构建的几个酶切

缺失突变体如图%所示，碱基位置以融合基因的第一个945为%。

图% @ABC8@AD8398($E融合基因酶切位点及酶切缺失突变体的翻译区段示意图

BQU-% R@IVD1OI@NOQANQ0K@QNI@0V@ABC8@AD8398($EVD@Q0KUIKI:KW
N6INO:K@1:NQ0KOIUQ0K@0VOI@NOQANQ0KWI1INQ0K/DN:KN@
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几个酶切缺失突变体的构建方法如下：

!"：用!"###切割除去$%&!"’(&段。

!’：用!"###及$%&)#切割除去"’(&!"$**段。

!+：用’(),#及$%&)#切割除去"’"&!"$**段。

!(：用’(),#切割除去%--!"’"&段。

其中!’缺失突变体的!"###与$%&)#补平后平端连接使$%&)#位点得以恢复，

在此位点后./0+1载体上有+种读框的终止密码子，所以在构建缺失突变体库时!23+"
消化的缺失片段可直接插入此位点，无需再加终止密码子，只是+种读框的翻译产物长度

有区别。

4245677605544894806682224888422244224894249944894894882884894248220668067829
（大写字母依次显示连接点、:"、*及;"读框的终止密码子）

上述几个切点中，两个!"###切点处于同一读框，两个’(),#不在同一读框，经过酶

切拼接后翻译情况有一定变化，全长基因及(个缺失突变体的翻译区段见图"。

表达研究结果，缺失突变体!"及!(的表达量很高，如图’所示，表明影响表达的主

要因素在%--!"’"&范围内。

!"! #$%&’外切缺失突变体库的构建及表达研究

以缺失突变体!’为进一步研究的出发点得到了!23+"外切缺失突变体的表达库，缺

失突变体末端长度范围为$&*!"’(&，从中初步选取一批质粒5"!5<，它们的末端长度

分别约为%**、<**、<&*、-**、"***、""**、"’**和"’(&，表达结果如图+所示，与5’相比

较5+的表达量显著下降。

图’ 酶切缺失突变体的表达结果

=>4?’ /@.ABCC>DEDFABC9A>89>DEGH92E9C
I?JAD9B>EGD3B8H32AKB>4L9G2AMB9；"!(：!"!!(

图+ 外切缺失突变体库在大肠杆菌中的初步表达研究

=>4?+ JA>G2ANC9HONDF9LBB@.ABCC>DEDFB@DPOB3B9>DE
GH92E9C>E’*()+,

I?JAD9B>EGD3B8H32AKB>4L9G2AMB9；"!<：5"!5<

据此结果，影响表达的因素大致可定位于第<**个碱基以后的序列中，再在此范围内

精细选取几个克隆：Q"!Q<，末端长度约为%<*、<"*、<+*、<(*、<&*、<%*、<-*、-**。表达

结果如图(所示，其中Q’由于终止密码子读框的关系，表达产物的分子量与Q(相仿。

表达量的突变区间应在Q(之后，经精细测算其范围为<("!<&"，序列是28677677828，

<((!<(-位是两个连续的677密码子。
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!"# $%&定位诱变及结果检测

根据以上研究结果，设计一对诱变引物如下：

引物!" #$—%&’%&’’(%’%(’’&&’&%%%&&—)$，*)+,-
引物!* #$—(’&’’&&%(&(%&%’’%’’&%&&’’’’’’’&(&—)$，))+,-
用以上两个引物及原有的./01上游引物、23下游引物一起，采用文献中的方法进

行4&5定位诱变［)］，将677!678位的两个%’’密码子改造成了&’(密码子，经测序与

设计相符，表达研究发现，改造后的目的基因表达量约占菌体总蛋白的)9:，比改造前提高

了一个数量级（图#），;,.<,-=>?@<的结果进一步证实了表达带是我们所需的产物（图A）。

图7 外切缺失突变体库在大肠杆菌中的精细表达研究

0BCD7 4-,/B.,.<EFG@H<I,,JK-,..B@=@H
,J@LF,?,<B@=+E<M=<.B=!"#$%&

!D4-@<,B=+@?,/E?M-N,BCI<+M-O,<；"!6DP"!P6

图# 诱变改造前后的表达量变化

0BCD# QJK-,..B@=@H<I,HE.B@=
C,=,>,H@-,M=FMH<,-.B<,L+E<M<B@=
!D4-@<,B=+@?,/E?M-N,BCI<+M-O,<；

&D&@=<-@?；!ED!E<M=<D(I,M--@N
.I@N<I,HE.B@=K-@<,B=

图A ;,.<,-=>?@<结果

0BCDA 5,.E?<@H;,.<,-=>?@<
&D&@=<-@?；!ED!E<M=<D

# 讨 论

很多外源的真核基因可以很容易地在大肠杆菌中获得高表

达，然而也有许多外源基因的表达难尽人意，从多年来的研究结

果中已总结出了许多影响表达的因素，涉及宿主、转录、翻译、翻

译后等多个方面［7!A］。

此前，我们所表达的./01可以达到很高的表达量，而融合

基因在多种载体上的表达效果均不佳。我们曾在大肠杆菌中表

达过全长的尿激酶基因，表达量也很低，据此可以初步推断融合

基因的低表达主要由基因内部结构造成。于是，我们选用RM?)"
外切酶建立了一种专门用于搜索基因内部影响表达的未知因素的方法，此方法可一定程

度上避免主观盲目性，该方法有可能用于解决大肠杆菌系统中的其它基因表达问题。

关于大肠杆菌惯用码对外源基因表达的影响，有过一些报道，连续的稀有密码子在一

些事 例 中 明 显 地 影 响 表 达，尤 其 是 精 氨 酸 密 码 子 %’’、%’%和 异 亮 氨 酸 密 码 子

%2%［S，6］，本文的结果也证实了这一点，然而，也有许多含有串联的%’’或%’%密码子

的外源基因可以在大肠杆菌中获得高表达，因此，串联的稀有密码子在什么情况下、如此

影响基因的表达值得进一步深入研究。
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