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摘  要 : 利用异源表达系统生产重组蛋白已成为现代基因工程和生物工程研究热点和重点。但是研究者发现

并非所有的基因都能在异源宿主中高效表达，除了宿主、分泌途径、启动子等因素外，基因自身的序列也蕴含

了多种影响蛋白表达的因素，如密码子偏爱性，密码子对偏爱性，GC 含量，mRNA 二级结构，mRNA 稳定性

等。从基因设计的角度对影响蛋白表达的因素和方法进行了综述，尤其是对密码子优化和密码子对优化，详细

讨论了与传统基因优化理念截然不同的密码子协调化及密码子对协调化等最新进展。 
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Abstract:  It has become a hotspot and keystone in gene engineering and bioengineering to produce recombinant proteins 

through heterologous expression systems. Unfortunately, not all the genes could be successfully and effectively expressed in 

heterologous hosts. The role of gene itself in regulating translation process through its intrinsic sequence characteristics such 

as codon bias, codon pair bias, GC content, mRNA secondary structure and mRNA stability, has been gradually elucidated. 

综  述 
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Here we review these factors that influenc the translation processes and their corresponding optimization methods in the 

process of gene design. We emphatically discussed codon bias and codon pair bias and their optimization methods. In 

particular, the latest theories of codon harmonization and codon pair harmonization were discussed and compared with the 

traditional codon and codon pair optimization strategies in gene design. 

Keywords:  recombinant expression, gene design, gene optimization, codon optimization, codon harmonization, codon 
pair bias 

随着现代基因工程和生物工程理论和技术

的高速发展，无论是基础研究领域，还是生物

医药、农业、环保和食品等应用领域，利用异

源表达系统生产更高水平的目的重组蛋白都已

成为研究热点和重点。相对于原始基因在自身

宿主的表达，利用异源宿主表达重组蛋白具有

许多优点：首先，异源表达可能显著提高目的

蛋白的表达量[1]；其次，异源表达中通常所选的

宿主具有相对透彻的研究背景，以及成熟的发

酵和分离纯化工艺，有利于提高生产效率、节

约成本；另外，异源表达中通常所选的宿主具

有生物安全性，在食品和医药方面，有利于避

免使用病原宿主而引发的潜在风险[2]。 

1977 年，Genentech 公司的 Itakura 等[3]首次

完成基因的异源表达，将化学合成的人体蛋白生

长抑素基因以和 β-半乳糖苷酶基因融合的形式

在原核生物大肠杆菌 E. coli 中表达，并得到具有

功能活性的生长抑素。随着生物技术不断发展，

绝大多数的基因都能通过 PCR (Polymerase chain 

reaction) 和 RT-PCR (Reverse transcription - 

Polymerase chain reaction) 等核酸扩增技术得

到，但是基因合成并不能被完全替代。人们把

PCR 扩增技术获得的完整基因克隆到表达载体

并转化到表达宿主后发现，克隆的基因经常不

能表达出重组蛋白，或仅仅表达出很低水平的

重组蛋白。研究人员通过各种手段一定程度地

缓解了这一问题，如提高宿主的分泌能力，使

用蛋白酶缺陷的宿主，提高基因的拷贝数，采

用强的启动子，融合表达，共表达分子伴侣等。

但是这些手段都忽略一个潜在但又非常重要的

问题，采用 PCR 扩增的编码蛋白基因在不同的

生物体内对应的 DNA 序列可能差异巨大。而这

些编码重组蛋白的核酸序列在其他生物体内表

达时，可能在转录、翻译等不同表达水平受到

各种因素的限制。因此，从不同角度对基因序

列进行优化或者重新根据蛋白序列进行基因设

计以提高蛋白重组表达的效率逐渐成为现代生

物技术的研究热点之一。但目前基因设计和优

化理论尚不完善，各种优化效果参差不齐，本

文根据现有报道，系统综述了基因设计对重组

蛋白表达影响的研究进展。 

1  密码子优化 

1.1  密码子影响蛋白表达机制 

不同物种的基因在密码子使用上存在着明

显的偏好性，甚至同物种内不同功能的基因其

密码子使用频率也存在较大的差异，密码子偏

爱性对重组蛋白的异源表达具有深刻复杂的影

响[4]。在原核生物内，密码子使用频率已经被鉴

定为影响翻译的基因序列元件中重要的要素[5]。

密码子偏爱性在真核生物内同样是影响蛋白表

达水平的关键因素之一。目前，密码子偏爱性
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影响蛋白表达的主要机制已基本确定，生物体

偏爱的密码子与体内对应的 tRNA 的丰度基本

呈正相关，而 tRNA 的丰度决定在蛋白翻译延伸

的过程中可用的氨基酸数量，从而影响了蛋白

合成的效率[6]。 

1.2  密码子优化方法 

一方面异源表达系统具有自己的独特优

势，另一方面，由于不同生物的密码子偏爱性

存在差异，异源表达可能原始编码重组蛋白的

基因从偏爱的密码子变成影响翻译的稀有密码

子。如何降低这一风险已成为异源表达系统的

重要步骤之一。 

1.2.1  改造宿主 

既然已知 tRNA 的缺乏可能导致对应的稀

有密码子在蛋白表达过程中使翻译速率降低甚

至终止，从而使蛋白水平显著降低，研究者为

了避免蛋白表达在翻译环节受到限制，应用了

一种在宿主体内 (通常是细菌) 通过质粒补充

稀有密码子对应的 tRNA 的策略进行蛋白表达

的优化[7]。这种方法在 E. coli 中应用非常成功

(例如 pRARE2)，许多外源蛋白在 E. coli 中表达

量都显著提高[8]。同时，在异源宿主中共表达特

殊的 tRNA 能在一定程度上修饰宿主的密码子偏

爱性效应并提高目的蛋白的表达量的现象，也间

接证明密码子偏爱性是通过控制可用的 tRNA 丰

度影响蛋白的翻译过程。该方法已被广泛用作密

码子优化提高蛋白表达的策略之一。 

1.2.2  稀有密码子替换 

为了使外源基因在异源表达系统内有效表

达，通过优化基因的密码子是十分有效的方法。

拥有所用宿主的稀有密码子越多的基因，越难

在该宿主中表达出理想水平的重组蛋白，另外，

如果稀有密码子出现在靠近蛋白的 N-端部分，

或者以成串形式出现，则蛋白的翻译速率将进

一步降低[9]。密码子优化策略有几种，一种是选

用高频使用的密码子替代基因中存在的已选宿

主的稀有密码子[10]。可以通过定点突变的方法

逐步把原始基因改成预期的基因序列，能有效

地降低成本。另外，这种方法的优点还包括不

需要对基因转录后的 mRNA 序列作出较大改

动，假设原始基因的 mRNA 在进化过程中已经

具有比较合理的结构，那么这种方法能降低由

于 mRNA 大幅度改变带来的不良影响。另一种

方法是在排除原始基因中的稀有密码子的基础

上进行重新合成，同时使密码子组成频率更接

近宿主[11]。这种方法除了能对密码子进行修饰，

还能根据研究者需要对基因序列进行其他方面

的优化，包括限制性酶切位点改造、mRNA 稳

定性优化等。 

1.2.3  异源表达宿主的选择或同源表达 

密码子的偏爱性与物种的亲缘关系有一定

的相关性，亲缘关系近的物种具有相对类似的

密码子偏爱性，为了降低密码子偏爱性对蛋白

表达影响的风险，较为简单的方法是在与基因

宿主有类似密码子偏爱性的异源表达宿主中表

达这一基因。 

利用同源表达  (Homologous expression) 

技术发掘生物体自身的蛋白，尤其是酶资源，

受到越来越多的关注。同源表达技术可以用来表

达在其他异源表达系统中难以表达的蛋白，显

著提高该蛋白的产量。Mayfield 等[12]在黄孢原

毛平革菌 Phanerochaete chrysosporium 中成功表

达了启动子改造后的自身蛋白锰过氧化氢酶基

因。Jia 等[13]在洋葱伯克霍尔德氏菌 Burkholderia 
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cepacia 通过同源表达的方式过量表达了该菌株

自身的脂肪酶基因。同源表达与异源表达相比，

具有以下几方面的优点：1) 基因来源于自身，

表达菌株并不是严格意义上的转基因，在应用

领域 (尤其是食品) 更容易推广；2) 表达的蛋

白与宿主有更好的相容性，更有可能获得较高

的表达水平；3) 需要较少的基因修饰，如密码

子和密码子环境方面的修饰等。 

1.3  密码子协调化 

随着对蛋白表达研究的不断深入，研究人员

发现即使宿主中高表达的基因中也存在一定的

稀有密码子。这引发了人们对密码子和蛋白表达

关系的新思考。由于核糖体对 mRNA 不同区域

的翻译速率存在差异，并且蛋白质在核糖体能够

进行翻译时折叠，Thanaraj 等提出假设，翻译动

力学可能影响新生肽链的折叠过程。他们进一步

研究发现，高级结构或结构域之间的连接区域和

蛋白域边界 (Protein domain boundary) 通常由

RNA 上翻译缓慢的区域编码 (图 1)，同时组成

这部分区域的氨基酸也大多是能够通过与核糖

体的新生肽链通道发生粘连作用而减缓翻译速

率的[14-15]。因此，蛋白合成与蛋白的体内折叠

并不是独立的两个过程，而是有着非常密切的

相关性。另外，Komar 等[16]通过体外翻译实验

证明同义密码子之间的更换并不是严格的沉默

突变，它能够影响蛋白质翻译延伸的速率，从

而导致蛋白质折叠和功能发生变化。这表明基

因核苷酸序列也一定程度上决定了重组蛋白的

结构和功能。上述研究表明，密码子的优化必

须与蛋白的高级结构联系起来，如果通过一味

地替换稀有密码子来提高重组蛋白的表达可能

会起到适得其反的结果。目前仍有很多蛋白不

能通过密码子优化来实现高效表达也可能是欠

缺这方面的考虑。 

 

图 1  新生肽链翻译的不连续性与翻译时折叠相关[15] 

Fig. 1  Local discontinuous translation actively coordinates co-translational folding of the nascent chain[15]. 



蔡海莺 等/基因设计对重组蛋白表达的影响研究进展 

cjb@im.ac.cn 

1205

既然连接蛋白高级结构元件的域边界区能

够偏好地使用一系列特定的氨基酸，同时采用

稀有的密码子编码这些氨基酸来帮助蛋白的合

理折叠，Angov 等[17]提出了一种被称为密码子

协调化  (Codon harmonization) 的密码子优化

规则，将基因在原始宿主内通过编码蛋白域边

界密码子的选择，间接调控蛋白折叠的机制复

制到需要异源表达的宿主。密码子协调化首先

需要通过密码子使用频率和蛋白的二级结构来

确定 mRNA 的慢速翻译区域，即编码蛋白结构

元件的连接或终止区域；然后通过同义密码子

替换使结构基因在新的宿主中每个位置的密码

子使用频率与原始宿主的尽量相符。 

这种优化方法对于提高重组蛋白的异源表

达已被多次证明十分有效。由于恶性疟原虫

Plasmodium falciparum 结构基因 AT 含量高达 

80％[18]，因此利用 E. coli 异源系统高效表达这类

基因编码的蛋白异常艰难。Darko 等[19]利用密码

子协调化的优化方法，分别获得了编码恶性疟原

虫菌株 FVO 的主裂殖子表面蛋白 1 (Merozoite 

surface protein，MSP1) 的 C 端部分 42 kDa 的

蛋白片段 MSP142 (FVO) 基因的两种优化基因

FMP003 和 LSA-NRCH，分别对应在预测的蛋白

域连接区域改变了一个密码子和对全序列的密

码子协调化优化，两种基因都成功实现了恶性疟

原虫 MSP142 (FVO) 蛋白片段的可溶性表达。

Angov 等[17]在 Darko 等研究的基础上，系统比较

了 3 种恶性疟原虫疫苗候选蛋白 MSP142 

(FVO)、MSP142 (3D7) 和 MSP142 (Camp) 的原

始基因和密码子协调化优化基因在 E. coli 的表

达情况，结果表明通过优化的基因序列都能显

著提高蛋白的表达量和可溶性，对应的蛋白表

达水平提高了 4~1 000 倍不等。另外，他们还比

较了对编码 MSP142 (FVO)的基因分别采取不

同的优化方法的优化效果，结果显示密码子协

调化获得的序列 LSA-NRCH 在 E. coli 的表达量

明显高于对应的替换所有稀有密码子的优化方

法获得的序列 LSA-NRCE。Chowdhury 等[20]通

过密码子协调化的优化方法成功地在 E. coli 表

达系统中高效表达了恶性疟原虫蛋白 Pfs48/45，

而且获得的重组蛋白 CH-rPfs48/45 能够被对应

的天然蛋白的抗原决定簇的单克隆抗体识别。 

因此，密码子协调化是现有密码子优化策

略的一个重要补充，有望帮助目前难以在异源

表达系统中重组表达的蛋白实现高效表达，尤

其是需要可溶性、功能性表达的蛋白。 

2  密码子对 (Codon pair) 优化 

2.1  密码子对与蛋白表达水平关系 

除了密码子使用频率的非随机性外，越来

越多的证据表明密码子环境  (Codon context) 

也影响密码子与反义密码子之间的识别，从而

影响翻译延伸的速率。最早的证据来源于对无

义突变密码子的研究，研究者发现无义突变抑

制子  (Suppressor) 对无义密码子的抑制效率

明显地受到附近核苷酸的影响[21]。同样的现象

也发生在抑制子对错义突变包括移码突变的抑

制 [22-23]。显然，机体抑制子对无义密码子的抑

制活性受密码子环境影响表明终止密码子的翻

译终止同样是环境依赖性的。另外，对大肠杆

菌蛋白的编码序列的统计分析显示，密码子对 

(Codon pair) 同样具有很高的偏爱性。实际统计

得到的 3 721 (612) 种密码子对与以 61种密码子

使用频率计算得到的对应密码子对的随机期望
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值 (Random expectation) 相比，部分密码子对

的实际出现频率高于预测值，称为被过度代表

的 (Overrepresented)；部分密码子对的实际出现

频 率 低 于 预 测 值 ， 称 为 代 表 不 足 的 

(Underrepresented)[24-27]。越来越多的实验表明位

于翻译核糖体表面的 A 和 P 位点相邻的氨酰

tRNA 之间的相容性，可能是引起翻译过程中密

码子环境效应的原因[28]。这种相容性可能通过

改变翻译速率，从而成为调节蛋白表达的重要

因子之一。 

进一步的统计分析证明了这个结论，在大

肠杆菌基因组内，密码子对利用模式与基因的

表达水平存在相关性，相对于低水平表达的基

因，编码高水平表达的蛋白基因，倾向于包含

较多高频出现但代表不足的密码子对。其中，

高频的密码子对可能保证了基因使用的是高频

的密码子，从而有利于基因的翻译表达[24-25]。

和密码子偏爱性类似，不同生物的密码子对使

用频率之间也有明显差异，具有各自的密码子

对偏爱性 (Codon pair bias)[27-29]，因此，编码重

组蛋白的目的基因需要在外源的表达系统中表

达时，密码子对偏爱性可能是影响蛋白重组表

达的重要因素之一。 

2.2  密码子对优化 

如果需要在大肠杆菌中高效重组表达某一

外源基因，对密码子对进行优化可能是不可或

缺的一环。Hatfield 等[30]利用密码子对偏爱性，

发明了一种新型的基因设计优化方法 CODA 

(Computationally optimized DNA assembly)。在

E. coli 中对编码酿酒酵母 Ty3 反转座子 GAG 基

因的衣壳部分片段进行优化表达的结果显示，

相对于原始基因在 E. coli 中的表达，尽管优化

该基因片段的密码子使用频率  (密码子优化) 

的方法能显著提高目的蛋白的表达水平，但是

在密码子优化基础上进行密码子对偏爱性的优

化，既避免过度代表密码子对的出现的优化方

法，还能使蛋白表达在密码子优化的水平上获

得进一步的提高。 

同样地，利用密码子对偏爱性，科学家还

设计了有目的地使蛋白表达显著降低的应用系

统。接种减毒活疫苗是用来预防病毒、细菌和

原虫等病原引起的流行性疾病的常用策略之

一。Coleman 等 [31]通过合成性减毒病毒工程 

(Synthetic attenuated virus engineering，SAVE) 

的方法，重新设计合成了经过密码子对同义替

换处理的编码脊髓灰质炎病毒衣壳蛋白的 DNA

大分子。在保证其他影响翻译的因素 (如密码子

使用频率、RNA 二级结构等) 不变的情况下，

在接种的小鼠中提高代表不足的密码子对同义

替换的基因设计引起对应病毒衣壳蛋白的翻译

速率明显下降，从而导致包含该氨基酸依赖变

化的脊髓灰质炎病毒毒性减弱；反之，提高过

度代表的密码子对的基因设计则提高了对应病

毒衣壳蛋白的翻译水平。令人意外的是，这种结

果与前期研究者在 E. coli 系统中获得的结论，即

代表不足的密码子对有利于蛋白的翻译刚好相

反。随后，Muller 等[32]利用 SAVE 方法通过全基

因组范围的密码子对替换，对流感病毒株

A/PR/8/34 进行病毒毒性减弱的理性设计。与

Coleman 等的结果类似，相对于野生型的流感病

毒，通过使用代表不足的密码子对替换设计的病

毒在小鼠中的毒性显著减弱。上述结果可能暗示



蔡海莺 等/基因设计对重组蛋白表达的影响研究进展 

cjb@im.ac.cn 

1207

在哺乳动物小鼠体内密码子偏爱性对蛋白表达

的作用模式与原核生物 E. coli的模式非常不同。

这可能跟密码子环境保守性有关，高等真核生

物相比其他种类生物只有较低的密码子环境保

守性[27]。但是，这并不能解释接下来的实验结

果。Coleman 等[33]还通过密码子对替换的基因

设计对肺炎链球菌 Streptococcus pneumoniae

进行毒性减弱，他们在保证氨基酸序列不变的

基础上尽量使用代表不足的密码子对重新编

码 S. pneumoniae 的血清 3 型 (SP3) 的溶血素 

(Pneumolysin，ply) 基因。与野生型或者 ply 缺

失的 Δply SP3 菌种相比，密码子对改造菌种的溶

血素蛋白表达量明显降低，并且对小鼠的毒性以

及在肺中引起的炎症反应都显著性下降。这表明

同样属于原核生物的 S. pneumoniae 和 E. coli，密

码子对对于蛋白表达的作用模式也非常不同。 

综上所述，密码子对偏爱性与蛋白表达存在

明显的相关性，因此，通过对密码子对偏爱性进

行优化是提高异源表达重组蛋白的重要环节之

一。然而，不同生物体内，由于密码子对偏爱性

对蛋白翻译过程的作用模式可能不同，相关的作

用机理也比较模糊，因此，应针对不同的生物

自身特点来进行密码子对偏爱性的优化。 

2.3  密码子对协调化 

与密码子协调化理论对应，研究发现高级

结构或结构域之间的连接区域和蛋白域边界往

往由 RNA 上翻译缓慢的区域编码，因此编码组

成这部分区域的氨基酸序列也经常存在能够使

翻译速率降低的密码子对。经统计计算分析，编

码人免疫缺陷病毒衣壳蛋白和酿酒酵母 Ty3 反

转座子 GAG 的衣壳部分片段的基因序列在蛋白

边界区都不同程度地存在过度代表的密码子  

对[30]，这些密码子对被认为在翻译过程中，通过

降低翻译速率而有意暂停，来保证有足够的时间

来完成新生肽链的高级结构和结构域的折叠。 

Trinh 等 [34]在保证密码子使用频率在哺乳

动物细胞中相对稳定的情况下，通过对抗

Her2/Neu 单链抗体 (Single chain variable region 

fragment，ScFv) 中连接重链可变区 (VH) 和轻

链可变区 (VL) 之间的接头，以及单链抗体与人

抗鼠铁传递蛋白受体 IgG3 重链 CH3 的接头 

(GGGGS)3 两处编码序列进行密码子对优化，并

转染大鼠细胞进行表达，结果显示，优化序列

中单个核苷酸的改变使得该融合蛋白表达提高

30 倍以上，并且通过对 mRNA 定量分析证实蛋

白表达量的提高完全由翻译效率提高实现。然

而，与实验预期相反的是，密码子对的优化是

将过度代表的密码子对换成代表过少的密码子

对，而前期的研究表明代表过少的密码子对在

E. coli 中是有利于翻译的，但作为蛋白域边界的

接头需要翻译有意的暂停来帮助蛋白高级结构

的折叠。因此，Trinh 等认为对于该实验表达的

融合蛋白可能在接头处不需要翻译暂停太长时

间。然而，根据 Coleman 等和 Muller 等的研究

结果，这种解释可能并不妥当，而可能是由于

不同生物中，密码子对作用于蛋白翻译的模式

并不相同，与 E. coli 相反，在哺乳动物中，过

度代表的密码子对有利于蛋白的翻译。如果这

一结论成立的话，则能与密码子协调化的结论

相呼应，即高级结构或结构域之间的连接区域

和蛋白域边界需要一些降低翻译的因素，如稀

有密码子、密码子对等，以便提供蛋白的高级
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结构或结构域在翻译时充分正确地折叠。但是，

由于相关的研究还较少，这一假设还需要进一

步验证。 

3  其他基因设计要素 

3.1  基因 GC 含量 

研究表明，基因 GC 含量是基因设计和优化

的重要指标[35]，不同物种间基因组的 GC 含量

有显著差异，在宿主中表达某些其他来源的基

因时很容易引起人们的注意。GC 含量通常间接

对基因表达进行调控和影响。 

3.2  mRNA 稳定性 

蛋白的表达调控分为转录水平和翻译水

平，一般来说，转录水平起关键作用，但是同

时，翻译的效率与 mRNA 的降解直接相关，因

此，也间接影响着转录后水平的调控。如原核

生物中，存在稀有密码子的 mRNA 由于翻译延

伸过程受到影响，使得 mRNA 得不到更多核糖

体结合后的有效保护，也将导致 mRNA 的降解

从而使积累水平显著降低，蛋白表达已被多次

证明与 mRNA 稳定性相关 [36-37]。但是对于

mRNA 稳定性的优化比较困难，缺乏比较成熟

的理论体系，相反，过高的 mRNA 稳定性意味

着过高的 GC 含量及稳定的二级结构等不利于

蛋白翻译的因素。 

3.3  mRNA 二级结构 

研究显示核糖体仅仅能够与单链 RNA 结合

并起始翻译[38]，另外，较大的折叠自由能可能

减缓核糖体的延伸从而降低翻译效率[39]。因此，

mRNA 如果形成大而稳定的二级结构如发卡结

构和茎环结构，尤其是起始密码子附近的稳定

二级结构，将会影响 mRNA 在翻译过程中核糖

体的结合和延伸，从而降低翻译的效率和最终

的蛋白表达水平[39-41]。 

Kudla 等[42]构建了包含 154 种不同随机密

码子同义突变的 GFP 蛋白突变体库，通过对其

在大肠杆菌中的蛋白表达水平，研究 mRNA 折

叠自由能对翻译效率的影响。结果表明，在排

除密码子偏爱性因素后，GFP 蛋白表达丰度与

转录的 mRNA的前 40个核苷酸片段的折叠自由

能显著相关。Tuller 等[39]通过对大肠杆菌和酿酒

酵母转录组的研究发现，mRNA 的前 40 核苷酸

片段的平均自由能明显小于下游长度为 40 的核

苷酸片段的平均自由能，表明生物在进化过程

中可能要求更有效的翻译起始，从而驱使

mRNA 起始密码子附近二级结构稳定性降低。

这种进化选择性在其他物种中同样存在[43]。另

外，Tuller 等[39]还发现 mRNA 的 41~80 核苷酸的

平均自由能明显大于其他长度为 40 的核苷酸片

段的平均自由能，这可能是生物体通过这段核苷

酸片段形成自身的稳定结构，防止其与核糖体结

合位点的核苷酸序列形成潜在的有害结构的一

种保护翻译有效起始的策略。Desmit 等[44]通过

对噬菌体 MS2 的外壳蛋白基因的同义密码子突

变体在大肠杆菌中的表达，定量分析了翻译起

始区的 mRNA 二级结构与翻译效率的关系，结

果表明翻译起始区 mRNA 折叠自由能每增大

1.4 kcal/mol，对应的蛋白翻译起始率和表达量

则降低 10 倍。但是，必须指出的是，只有当翻

译的起始受到 mRNA 二级结构影响，或者该

mRNA 与核糖体的亲和度较低的时候，这种比

例关系才会存在。 
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因此，在基因序列设计和优化的时候，合

理地利用翻译起始区的 mRNA 二级结构的规律

将有效提高目的蛋白的异源表达水平。上述推

断已被国内外研究者多次应用并证明有效。

Punginelli 等[45]通过突变大肠杆菌甲酸脱氢酶 N

的亚基G (FdnG) 信号肽的第一个精氨酸 (R5)，

降低了翻译起始区强稳定性茎环结构的形成，

显著减小了 mRNA 该区域折叠自由能，使目的

蛋白的表达水平最高提高了 60 倍。王珊珊等[41]

对近平滑假丝酵母的 (R)-羰基还原酶基因的

mRNA 翻译起始区中+1~+78 区进行二级结构

的优化，使酶蛋白在大肠杆菌的表达水平比优

化前提高了 4~5 倍。通过 mRNA 二级结构优化，

尤其是翻译起始区的二级结构优化提高目的蛋

白的异源表达在基因工程领域的应用已受到越

来越多的重视。 

3.4  其他因素 

其他要素或优化方法还包括检查单核苷酸

重复和密码子重复，核对核糖体结合位点，起

始密码子环境，终止密码子及其环境，避免内

含子、隐蔽剪接位点、AT 富含区、内部核糖体

进入位点 (IRES)、重组位点等不利元件，选择

合适的 UTR 序列和信号肽序列，合理设计酶切

位点、接头、融合基因、检测和纯化标签等 (如

表 1)，使基因进一步优化，检查无误后进行基

因合成，以备后续的遗传转化和表达。 

 

表 1  其他影响蛋白表达的基因设计因素 

Table 1  Other gene design factors that influence protein expression 

Gene design factors Influences and mechanisms References

GC content 
Low GC content tends to terminate transcription 
High GC content may result in strong secondary structures of mRNA 
Related to codon bias 

[35] 

mRNA stability Influencing the accumulation of mRNA [36–37] 
mRNA secondary structures Influencing the initiation and elongation efficiency of translation [39–41] 

Long mononucleotide 
repeats 

Resulting in mutation through transcription and translation slippage 
Related to codon bias and codon pair bias 

[46] 

Codon repeats Related to codon pair bias [47] 

SD sequence 
Ribosome binding site in prokaryotes 
Related to mRNA stability 

[48] 

Kozak sequence Ribosome recognition site in eukaryotes [49] 

Start codon context 
Strong mRNA secondary structures nearby start codon may decrease the 
efficiency of translation initiation 

[36, 50] 

Stop codons Different in termination efficiency of translation [51] 
Stop codon context Related to translation termination (especially higher eukaryotes) [52] 

Intron 
Resulting in shift mutation through improper splicing 
Enhancing translation efficiency 

[53] 

AT-rich region Similar to transcription termination signal [35, 54] 
Internal ribosome entry site 
(IRES) 

Influencing translation efficiency and integrality of protein [55] 

UTR region (Untranslated 
region) 

Regulating translation [56–57] 

Signal peptide Targeting and translocating of protein [58–59] 
Protease cleavage site  Separation of proteins from fusion form with proteins or tags [60] 
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4  讨论 

目前，越来越多的物种被发展成重组蛋白表

达系统，研究比较深入并且应用相对广泛的表达

系统包括大肠杆菌表达系统、枯草芽胞杆菌表达

系统、链霉菌表达系统、毕赤酵母表达系统、酿

酒酵母表达系统、昆虫表达系统、哺乳动物表达

系统和植物表达系统等，另外，一些细胞的细胞

器 (如叶绿体和线粒体等) 也被用于重组蛋白表

达。利用细胞作为异源表达宿主生产重组蛋白被

形象地称为细胞工厂，分子农业，细胞生物反应

器等。基因设计有助于原始基因难以表达的蛋白

在异源重组系统内表达，以及提高目的蛋白的表

达量。同样，高效异源重组表达能使异源表达系

统宿主作为生物反应器生产除蛋白多肽外的其

他代谢中间产物。本实验室结合传统的微生物筛

选及菌种诱变等方法，利用重组表达系统高效表

达 sn-1,3 专一性脂肪酶蛋白，并对其进行酶制剂

化，以用于功能油脂 1,3-二油酸-2-棕榈酸甘油

三酯 (OPO) 的酶法制备。本实验室在 sn-1,3 专

一性脂肪酶的微生物高效表达方面已取得一定

进展，今后将在 sn-1,3 专一性脂肪酶在模式生

物中的重组表达方面，结合蛋白和宿主自身特

点，进一步利用基因设计和优化提高脂肪酶的

表达。 

尽管通过异源表达系统提高重组蛋白的表

达量的报道已不胜枚举，但是绝大多数的蛋白

还不能通过异源系统表达实现产业化之路。通

过基因工程和生物工程的手段，不断改善和优化

目的蛋白异源重组表达，还是今后发展的重要研

究领域。另外，尽管人们在基因设计和优化方面

已获得很多成功，对影响基因在转录和翻译表

达水平的各种影响因素及其作用机制的研究也

取得长足进步，但是由于这些影响因素之间并

非独立存在，它们往往相互作用，构成围绕蛋

白表达调控的动态网络，而目前的基因设计分

析和优化手段并不能达到从整体上完全掌控和

调节这些因素，更多的是从单个因素或者少数

几个较为重要的因素进行优化和设计。因此，

现行的优化和设计方法都不同程度地存在局限

性，目前还没有非常成熟基因优化理论。因此，

利用基因设计优化策略提高异源宿主蛋白表达

的方法应该被看作是必要条件，而不是充分条

件，同时还应该考虑细胞、个体及环境等其他

因素在基因转录、翻译等表达水平的影响。 
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