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综  述                                                               

多拷贝策略在小肽表达中的应用 

曹艳萍，单安山，马清泉，尹佳佳 
东北农业大学动物营养研究所，哈尔滨 150030 

摘  要: 基因工程技术已经在大分子多肽表达上得到了广泛的应用。但是小分子多肽不稳定且易降解，使其表达后很

难检测和纯化。多拷贝策略是将目的基因或是含有目的基因的表达盒首尾串联，而串联构建多拷贝表达载体是目前解

决小分子多肽表达量少的有效方法。总结和比较非对称粘性末端互补法、接头连接法、同尾酶法和表达盒串联法在多

肽表达方面的应用情况，为小分子多肽的体外表达提供方法和思路。 

关键词 : 多拷贝，串联，多肽表达，应用  

Application of multi-copies in expression of smaller peptides:  
a review 
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Abstract:  The technology of genetic engineering has been widely used to express macromolecules such as enzymes. However, 
it is difficult to detect and purify the micromolecules such as small peptides, because of their instability and degradability. 
Construction of multi-copy recombinant expression plasmid can be achieved by inserting multiple target genes or expression 
cassette containing target genes with the same orientation into expression vector. This is effective to increase the expression level 
of small peptides. In this article we described four methods in order to provide some optional methods and ideas for the 
expression of active small peptides. 
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近年来，随着基因工程技术的发展，一些有生

物活性的小分子多肽受到了高度的重视，国内外针

对小分子多肽的大量研究表明某些小肽在动物营养

保健、生物制药和临床应用等方面有着广阔的前景。

但是由于其分子量小，在细胞中的稳定性不好，容易

被宿主蛋白酶识别并降解为无活性的寡肽片段[1]，另
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外其表达量也少，在一定程度上制约了小分子多肽

的工业化生产。目前，采用构建多拷贝表达载体的

策略可以有效提高小分子多肽的表达量和稳定性。

Shang 等[2]分别构建了 2、4 和 8 拷贝的 K6W-泛素重

组表达载体，结果发现表达量随拷贝数的增加而增

加。多拷贝表达载体的构建方法主要有非对称粘性末

端互补法、接头连接法、同尾酶法和表达盒串联法 4

种，每一种的构建方法和适用范围各不相同，应根据

实际情况选择适合的方法构建多拷贝基因表达载体。

除此之外，也可采用含有卡那霉素抗性基因的表达

载体 pPIC3.5K 和 pPIC9K，通过增加的抗遗传霉素

抗性，在体内筛选多拷贝插入子。Wang 等[3]采用该

法使人 α-防御素-5 的成熟肽得到了高效表达。本文

对多拷贝策略的应用进行了分析和归纳，旨在为人

们进一步认识和利用多拷贝策略提供参考。 

1  非对称粘性末端互补构建法的应用 

非对称粘性末端互补构建法是由限制性内切酶

(AvaⅠ、EcoT 14 I 等) 切割目的基因两端酶切位点

产生的或人为设计的非对称粘性末端相连形成的。

载体和插入片段的摩尔比例以及连接时间不同，得

到的多聚体的拷贝数也不同。此法具有连接效率高

和操作简单等优点，且构建的多聚体基因片段一般

小于 100 bp[4]。 

Lee 等 [5] 采 用 非 对 称 粘 性 末 端 法 构 建 了

cGnRH-II 的 4 拷贝重组表达载体，并在大肠杆菌

TOP10F 中进行了表达。胡学军等[6]以人工合成的胸

腺素 a1 基因为模型，采用限制酶 EcoT 14 I 识别序

列 CCAAGG 为小肽两末端序列，利用其酶切后产生

非镜像粘性末端，一次连接反应就构建出了一系列

不同基因拷贝数的表达载体，并且在大肠杆菌

BL21(DE3) 中都得到了高效表达。贾秀娟等[7]在对

糖尿病合并症有积极防治意义的 C 肽的两端各设计

了一个 SfiⅠ(5'-GGCCNNNNNGGCC) 的酶切位点，

酶切后产生非回文的粘性末端利于 C 肽基因片段的

串联，另外在 C 肽的两端分别加上 KpnⅠ、PstⅠ酶

切位点，与经 KpnⅠ、PstⅠ酶切的载体 PET-30a 相连

接，成功构建了 5 拷贝的重组表达载体 PET-30a-C5，

经转化诱导表达后，融合蛋白占超声上清总蛋白的

40％~50％。除用特定的限制酶酶切产生非对称粘性

末端以外，也可以人工设计非对称粘性末端。Tian

等[8]根据 LfcinB15-W4，10 氨基酸序列，按照大肠

杆菌密码子偏爱性设计合成其编码基因，人工设计

非对称粘性末端 5'-CCGA/5'-TCGG，在 T4 DNA 连

接酶作用下首尾串联成 1~7 拷贝和 9 拷贝的多聚体

编码序列，结果发现不同拷贝数的多聚体基因序列

都得到了特异性诱导表达，且四聚体融合蛋白表达

水平最高，表达量为 10 mg/L。Tian 等[9]利用粘性末

端法分别构建了 1~6 拷贝的 LH 串联基因，并且发

现 2 拷贝在大肠杆菌 E. coli C43 中得到了高效表达，

表达量为 11.3 mg/L。Jain 等[10]设计了带有非对称粘

性末端的引物  (5'-TGGAATTCGCCCTTACGCGAT 

ATCCGTTAA/5'-GCCCCGGGACAAAAATTAGGAT
CCAATCGCTAGCTGTGACAAGAGGTCGTTGCC)，

克隆了编码人 gp41 基因的保守区序列，并且构建了

3 和 5 拷贝的重组表达载体。Wang 等[11]同样采用粘

性末端互补法构建了 2、4、6、8 拷贝的 CAME 表

达载体，并对 4 拷贝的重组表达载体进行了表达，

表达量为 86 mg/L。由此可见，粘性末端互补法也是

构建多拷贝过程中常用的方法和行之有效的方法之

一，特别是适合于目的基因碱基数少的单体的多聚

体的构建，但是不同聚合度的多聚体的形成较随机。 

2  同尾酶法的应用 

同尾酶是指两种不同的限制性内切酶，它们可

以识别不同的酶切位点而产生相同的粘性末端，例

如 Bgl Ⅱ(5'-AGATCT) 和 BamHⅠ(5'-GGATCC)。

利用这一性质对重组载体进行单酶切和双酶切，产

生的线性化重组载体和插入片段具有相同的粘性末

端，有助于多拷贝表达载体的构建，同尾酶法在构

建多聚体的精确度上具有优势。 

王震等[12]利用同尾酶的方法构建了产甘油假丝
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酵母甘油合成关键酶基因 CgGPD1 的不同拷贝数的

表达载体，并且研究结果发现在相同的 NaCl 或葡萄

糖质量浓度下，胞浆 3-磷酸甘油脱氢酶 (GPDH) 的

活性随着 CgGPD1 的拷贝数的增加而增加，但表达

量没有提高。马精彩等[13]通过基因重组技术，将从

pPIC9-Hirudin 中扩增出的 α-facor-Hirudin 插入到载

体 pAO815 中，并构建了多拷贝水蛭素重组表达载

体 pAO815-(α-Hirudin)3，转化 GS115 后得到了高效

表达，表达量达 1 600 U/mL，且表达产物具有良好的

抗凝血活性。汪小福等[14]采用同尾酶的方法构建了不

同拷贝数的刺肩蝽 (Thanatin) 串联融合表达载体，

目的在于增加抗菌肽的表达丰度和抗菌肽的稳定

性。胡金川[15]同样采用该法通过多次酶切、连接分

别构建了 1~8 拷贝的肽抗生素 hPAB-β，并将其转化

到大肠杆菌 JM109 中进行了表达，结果发现 3 拷贝

的表达量最高且较稳定。扈进冬等[16]利用同尾酶法

成功构建了天蚕素 B 基因 (Cecropin B) 的 3 拷贝表

达载体，为 Cecropin B 的进一步研究和开发打下了

基础。Rao 等[17]利用同尾酶法构建了 hPAB-β 的 2~8

拷贝的多聚体，其中 3 拷贝的表达量为 680 mg/L，

比单体表达量提高了 10 倍多。同尾酶法在构建多拷

贝时虽然反复酶切连接较繁琐，但是其构建的多聚

体较精确，利于后期的筛选。另外，为了避免反复

酶切连接，也可以先将带有同尾酶酶切位点的目的

单体进行自连，利用双酶切筛选构建正确的多聚体

再与载体相连，这样就可以减少酶切和连接的次数。 

3  接头连接法的应用 

接头连接法是以自带粘性末端的接头为媒介将

目的基因连接在一起形成串联的重复单元，从而达

到构建多拷贝表达载体的目的。该方法操作简单，

连接效率较高。蒋燕明等[18]分别设计了 4 段 DNA

片段 XH1、XH2、EX1、EX2，退火连接形成 2 个

接头 XH 和 EX，分别连到载体 pPIC9K 信号肽处的

酶切位点 XhoⅠ与 EcoRⅠ之间，成功构建了多拷贝

表达载体 pPEX9K。Tian[19]设计了带有 BamHⅠ和

Hind Ⅲ酶切位点的接头，成功构建了 2~7 及 9 拷贝

的 LfcinB15-W4，10 重组表达载体。Jiang 等[20]采用

接头法成功构建了 4~8 拷贝的 CSEnc 重组表达载

体。接头连接法操作简单，通过控制连接时间和接

头的比例一次就能构建不同拷贝数的多聚体。同非

对称粘性末端法一样 ,该法也适用于分子量较小的

单体。 

4  表达盒串联法的应用 

表达盒是指包括启动子、信号肽、外源基因和

终止子在内的完整的表达调控序列。多拷贝表达盒

串联法是将完整的表达盒串联，是表达盒的多拷贝，

而不是目的基因的多拷贝，适用于二硫键数目较多

的或是大分子蛋白的多拷贝构建，降低了二硫键复

性和构象折叠的难度，通过此法构建的多拷贝重组

表达载体表达时，各个单一表达盒同时进行表达，

表达产物是目的蛋白单体。 

易俊波等 [21]将脑钠肽基因  (BNP) 连接到经

EcoRⅠ和 BamHⅠ酶切的 pCW111 载体之后，转化

大肠杆菌培养，提取质粒用 EcoRⅤ和 SspⅠ酶切得

到含有完整 BNP 的表达盒，另用 EcoRⅤ单酶切所

提质粒，再用 ALP 去磷酸化，并将 BNP 表达盒与

之连接构建 2 和 3 拷贝表达载体，结果发现 2 拷贝

的表达量高于 3 拷贝的表达量，Mansur 等[22]采用

表达盒构建法成功构建了 4 和 6 拷贝的胰岛素原 

(MPI) 重组表达载体，转入毕赤酵母菌 GS115 中得

到表达，最高表达量为 259 mg/L。Lee 等[23-25]同样

采 用 表 达 盒 串 联 法 构 建 了 含 有 不 同 拷 贝 数 的

BuforinⅡ表达盒的重组表达载体，并将其转化至大

肠杆菌 BL21 中进行了表达，结果显示 12 拷贝的表

达量最高，约为 250 mg/L。表达盒串联法更适用于

大分子蛋白的多拷贝构建。井申荣等 [26]在体外构

建 了 人 的 白 细 胞 介 素 -10 的 重 组 表 达 载 体

pAO815-aIL-10，并用 BglⅡ和 BamHⅠ双酶切获得

目的基因重组表达盒 (AOX-aIL-10)，再连接到

BamHⅠ酶切位点处，依次构建多拷贝重组表达载体 
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pAO815-(AOX-aIL-10)n，结果发现 4 拷贝和 8 拷贝

的重组表达载体在毕赤酵母中的表达量最高，为 

(8.25±1.65) mg/L。何成等 [27] 将表达盒  (5′AOX- 

HBsAg-TT) 重复导入载体，成功构建了乙肝表面抗

原 (HBsAg) 的不同拷贝数的重组表达载体，经转

化、诱导表达发现 HBsAg 表达量与拷贝数呈显著正

相关 (t=8.714, P＜0.05)。Dheepak 等[28]采用同样的

方法表达了红酵母的环氧化物水解酶。由此可见，

增加目的基因的拷贝数在一定程度上可以明显提高

其表达量。 

5  多拷贝表达策略的研究展望 

基因工程技术在食品、药品、动物营养等各个

领域已得到广泛应用，而小分子多肽的表达也成为

了近几年生物技术工作者所研究的热点问题，但是

由于小分子多肽自身所存在的问题使其表达量较少，

因此，构建多拷贝表达载体来解决这一问题显现出了

广阔的前景。研究发现采用多拷贝策略在一定程度上

能提高小分子多肽的表达量[29]，Kim 等[30]构建了 2、

4、8、12、16 和 32 拷贝的 Histonin 表达载体，结果

发现 12 拷贝的表达量最高，可达 168 mg/L。因此，

通过对表达载体上游顺式作用元件进行改造，构建

目的基因串联表达方式为小分子多肽的高效表达提

出了新的思路和方法。根据目的蛋白的大小和所含

二硫键的数目选择合适的多拷贝构建方法，使目的

蛋白的表达量有很大的提高，为目的基因异源表达

的工业化生产提供技术支持。多拷贝表达策略虽然

能在一定程度上提高目的蛋白的表达量，但也不是

绝对的，即表达量和拷贝数不成正比，Zhong 等[31]

分别构建了 2、4、8 拷贝的 hBD2 表达载体，并且

在 E. coli BL21 中进行了表达，结果却发现 2 拷贝的

表达量最高，为 760 mg/L。其具体原因和机理有待

于进一步探讨和研究。 

以上 4 种构建多拷贝的方法并不是单独存在

的，它们之间有着一定的联系。在利用表达盒方法

构建多拷贝时就可以在表达盒的两端引入同尾酶，

将表达盒首尾串联起来后再直接连入表达载体，或

者也可以通过接头连入表达载体；另外，在采用接

头连接法构建多拷贝时也可将同尾酶引入目的片段

的两端，连接构建目的基因的多聚体后利用接头将

其连入表达载体；也可通过非对称粘性末端法构建

目的基因的多聚体，再通过接头将其连入载体。本

课题组正采用同尾酶和接头连接两种方法构建鸡 β-

防御素 6 的多拷贝表达载体，有望得到高效表达。

由此可见，根据蛋白的特性，选择一种或结合两种

合适的构建多拷贝方法对突破小肽表达量小的瓶颈

有重大意义。 
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