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摘  要 : 酶在医疗和生物药物方面有着广泛的应用，不仅可以用来治疗各种疾病，还在临床诊断和人体健康等方

面有着重要的影响。利用微生物来表达异源蛋白已经成为获取酶最简单快速的方法。为获得高浓度和高质量的异

源蛋白，常用的方法是对基因序列进行密码子优化。传统的密码子优化策略主要基于密码子偏好性和 GC 含量，

忽略了翻译动力学和代谢水平等复杂多样的变化因素。文中从基因水平、转录水平、翻译水平、翻译后水平以及

代谢水平等多方面考虑出发，提供了一个较为全面的密码子优化策略，主要包括密码子偏好性、密码子协调性、

密码子敏感性、调整基因序列结构以及一些其他影响因素。同时对每种策略的内容、理论支持以及应用范围等方

面作了全面的总结，并将各策略的优缺点进行了系统的比较，为异源蛋白表达提供了全方位、多层次、多选择的

优化策略，也为酶工业和生物药物等方面提供参考。 
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Application of codon optimization strategy in heterologous 
protein expression 
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Abstract:  Enzymes are widely used in medical and biopharmaceuticals. They can be used not only for various disease 

treatments, but also clinical diagnosis. The use of microorganisms to express heterologous proteins has become the easiest and 

fastest way to obtain enzymes. In order to obtain high concentration and high-quality heterologous proteins, a common method 

is codon optimization of gene sequences. The traditional codon optimization strategy is mainly based on codon bias and GC 

content, ignoring complex and varied factors such as translational dynamics and metabolic levels. We provide here 

comprehensive codon optimization strategy based on gene level, transcriptional level, translational level, post-translational 

level and metabolic level, mainly including codon bias, codon harmonization, codon sensitivity, adjustment of gene sequence 

structure and some other influencing factors. We also summarize the aspects of strategy content, theoretical support and 

application. Besides, the advantages and disadvantages of each strategy are also systematically compared, providing an 

all-round, multi-level and multi-selection optimization strategy for heterogeneous protein expression, and also providing 

references for the enzyme industry and biopharmaceuticals. 

Keywords:  codon optimization strategies, heterologous protein expression, codon bias, codon harmonization, codon sensitivity 

酶是各种反应的生物催化剂，在医疗和生物

制药等方面有着广泛的用途，可用于疾病诊断治

疗、临床检测和养生保健等方面[1-3]。例如，在大

肠杆菌中生产的 1-天冬酰胺酶可用于治疗白血病[4]，

在枯草芽孢杆菌生产的纳豆激酶在血栓药物治疗

上有着巨大前景[5]。微生物酶还可以用于治疗由

于遗传问题、酶缺乏或消化紊乱引起的疾病，同

时，还可以用于诊断行业的糖尿病检测等诊断程

序[6]。目前在背景清晰的模式菌株里表达异源蛋

白已成为获取微生物酶的最简单方法。但在进行

异源蛋白表达时，密码子优化策略还存在很大的

局限性。现有的优化策略主要从宿主本身出发，

意在消除稀有密码子、调整 GC 含量和 mRNA 的

稳定性等，但该策略仅局限于 tRNA 浓度、基因

结构和 mRNA 稳定性等，忽略了翻译动力学、翻

译后折叠及代谢水平等这些复杂多样的变化因

素，导致一些异源蛋白的表达量仍很低[7-8]。此外，

目前常用的密码子优化策略的另一个弊端是更多

地强调蛋白的表达数量，对蛋白的质量没有严格

的要求，常常出现蛋白翻译或折叠错误等[7]。随

着生物技术的飞速发展，人们对于生物的作用机

制更加了解，也为密码子优化提供了一些新的策

略，包括密码子的协调性[9]、密码子的敏感性[10]

以及一些其他转录和翻译水平影响因素 (图 1A)。

密码子协调性不同于密码子偏好性，该策略更加

注重蛋白的质量，通过增加基因的耐受性来减少

蛋白翻译后折叠错误的出现，从而维持了蛋白表

达数量和质量的协调性。密码子敏感性策略则考

虑到了氨酰化 tRNA 在胁迫条件下的波动性，为

在底物不足或氨基酸饥饿条件下提供了一条新的

密码子优化策略。 

本文综合考虑蛋白表达的各个影响因素，将

密码子的优化策略分为 5 大类，即密码子偏好性、

密码子协调性、密码子敏感性、调整基因序列和

其他影响因素。同时，总结了各个策略的内容、

理论支持、优缺点以及应用范围等方面，为异源

蛋白的表达提供一个较为全面的密码子优化策

略，也为酶工业、生物药物的制备和精准医疗等
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方面提供参考。 

1  密码子优化策略 

1.1  密码子偏好性 

在遗传密码中，mRNA 上 3 个相邻的碱基组

成一个密码子，一个密码子可编码一种氨基酸。

在生物体中有 61 种密码子、20 种氨基酸[11]，这

是由于遗传密码具有简并性，同一氨基酸对应的

多个密码子被称为同义密码子[12-13]。但这些同义

密码子在翻译的过程中使用的频率并非一致，这

种现象被称为“密码子偏好性”[14-15]。密码子偏好

性对蛋白的表达有着直接的影响，能通过 tRNA

在翻译水平上改变蛋白的翻译速度[16]。在同一生

物中，携带同一种氨基酸的不同 tRNA 称为同功

受体 tRNA，tRNA 的浓度通常与其读取的密码子

的频率正相关[14-15]。在高度表达的基因中，编码

同种氨基酸的密码子中往往有一个密码子在频率

上占主导地位，并且该密码子通常由最丰富的

tRNA 的同种受体读取[17]。研究表明，这样有偏

好性使用的机制可加快蛋白质合成，减少氨基酸

取代错误 [18]。因此，密码子偏好性和同功受体

tRNA 浓度可能共同进化[19-21]，并且与低水平表

达的基因相比，高水平表达的基因的选择压力更

为显著[22]。 

密码子偏好性优化策略是目前最常用的密码

子优化策略，主要是将供体密码子与宿主基因组

中具有最高频率的同义密码子进行替换，利用  

宿主中最丰富的密码子来编码优化序列中的氨基

酸[23-24]。该理论假定 tRNA 和蛋白翻译呈直接线

性关系，且忽略了蛋白翻译的动力学相关影响[7]，

当宿主细胞内的密码子频率较高时，相应的 tRNA

水平较高，翻译速率较快，更利于蛋白含量的表

达 (图 1B)。密码子使用偏好性的分析在生物医药

方面具有重要应用，通过改变密码子分配从而产

生更多蛋白质的策略已经广泛用于蛋白质药物和

核酸疗法的生物生产中。例如，根据密码子的偏

好性在大肠杆菌中成功地表达出了抗生素、胰岛

素和疫苗等[25]。 

利用密码子偏好性策略来提高异源蛋白的表

达水平已得到人们的广泛认可，但也有部分实验

结果表明，利用密码子偏好性的优化策略来进行

蛋白表达时，非但没有增加蛋白的表达含量，反

而使蛋白的含量降低[7-8]。密码子偏好性策略主要

基于高频密码子对应的 tRNA 浓度较高，可直接加

快蛋白的翻译速率。但随后人体内翻译速率实验已

证明 tRNA 浓度与翻译水平并不呈直接相关[26-28]，

甚至有实验证明，相同的 tRNA 可以以显著的差

异速率解码不同的密码子[29]。因此，当将供体密

码子替换成宿主细胞内高频密码子时，相应密码

子的 tRNA 浓度较高，但实际用于蛋白质合成的

氨酰化 tRNA 浓度并不一定较高，相应的合成蛋

白的速率就会受到很大影响。同时，当采用该方

法策略获得异源性蛋白时，高频密码子的使用消

除了稀有密码子使用时造成的核糖体暂停效应，

导致部分蛋白折叠错误[7,18,30]，最终形成包涵体，

影响蛋白的质量，不利于微生物酶工业化生产 

(表 1)。 

1.2  密码子协调性 

有研究表明，在 mRNA 翻译较慢的区域将使

用频率较低的密码子改为使用频率较高的同义密

码子可能对酶活性产生有害影响。在氯霉素乙酰

转移酶 (CAT) 基因上将 16 个稀有密码子替换成

高频密码子，可影响 mRNA 突变区域的核糖体运

输并消除特定的翻译暂停，导致蛋白质错误折叠

水平增加，比活率下降了 20%[31]。相反，将稀有

密码子引入含有高频密码子使用的区域则会改变

底物特异性。P-糖蛋白 (P-gp) 是多药耐药基因 1 

(MDR1) 的表达产物，也是 ATP 驱动的外排泵，

与 P-gp 底物药物的药物代谢动力学和癌症的多
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药耐药性相关。在 P-gp 表达的过程中，将高频密

码子替换成稀有密码子，tRNA 则成为蛋白表达的

限制因素，影响共翻译折叠和 P-gp 插入细胞膜的

时间，从而改变药物和抑制剂相互作用位点的结

构[32]。如果引入密码子的频率不当，可能会使蛋

白的天然结构和功能发生变化，增加重组蛋白药

物的免疫原性，降低治疗效果。因此，选择合适

频率的密码子是成功表达有活性蛋白的关键因

素。为了最大限度地模拟宿主内供体的天然翻译

动力学，顺利表达异源蛋白，我们可以采用密码

子协调性的优化策略。该策略主要是将供体密码

子与宿主中使用频率最为相似的密码子进行替

换，利用频率相似的密码子来编码蛋白。密码子

协调性优化策略对酶工业生产过程的经济性具有

重大影响，可显著地降低生产成本。例如，在小

牛血清凝乳酶生产的过程中，通过协调密码子的

使用，使凝乳酶原的量增加 70%，为商业化生产

带来了极大效益[33]。此外还有文献报道，将 mRNA

缓慢翻译的区域段用小于或等于天然供体密码子

的同义密码进行编码，最终使异源蛋白的表达含

量提高了 4–1 000 倍，可用于疫苗生产[34]。同时，

还可以利用密码子的随机分布 [33]来维持密码子

的协调，该方法主要是基于整个基因组中密码子

的频率分布或高度表达基因的翻译表来将供体密

码子分配到宿主的每个密码子上。在这种情况下，

密码子被随机分配，其概率由宿主密码子频率表

给出[35-38]。随后，可通过计算“用于替换供体密码

子的可能性 (Likelihoods for selection to replace 

the donor codon，LSR-值)”来寻找最佳的密码子

(图 1C)[9]。目前，已有大量文献报道根据密码子

协调性优化策略成功地提高了异源蛋白的表达量，

为微生物酶生产的迅速发展提供了支持[7, 9, 34, 39-42]。 

在进行异源蛋白表达时，如果仅引入最高频

率的密码子，则有可能造成相应氨酰化 tRNA 的

浓度快速消耗，使底物成为蛋白翻译的限制因  

素[43]，造成翻译的过早终止或者错误的氨基酸掺

入，从而影响蛋白的含量和质量。利用密码子协

调性，将频率最相似的密码子引入到宿主中，则

能在一定水平上增加基因的耐受性，减少和避免

出现同功受体 tRNA 缺乏的情况出现。且该策略

更加强调模拟宿主内供体的天然翻译动力学，防

止由于强制过表达时造成分子伴侣系统被破坏，

从而使蛋白能最大限度地在宿主细胞内高质量表

达。在翻译中，同功受体 tRNA 的种类和氨酰化

的总浓度决定了密码子的翻译速度[29]。在密码子

协调性策略中，最佳密码子并非最高频密码子，

因此，其 tRNA 需要更长的时间才能到达核糖体

的 A 位点，导致核糖体在同源密码子上的转运延

迟[44]。这样的延迟调节了共翻译折叠和分子伴侣

相互作用的时间范围，特别是在多结构域蛋白质

中，增加了成功折叠事件的机会，避免了包涵体

的形成 (表 1)。 

1.3  密码子敏感性 

根据氨酰化 tRNA 的可利用性在不同的生长

和胁迫条件下有显著不同[45-46]，提出了“密码子敏

感性”这一概念[10]。密码子敏感性指的是在细胞内

氨基酸缺乏的条件下，tRNA 与氨基酸结合能力的

强弱。结合能力随氨基酸浓度降低呈缓慢降低的

tRNA 的敏感性较低，其相应的密码子被称为低敏

感性密码子；结合能力随氨基酸浓度降低呈快速

降低的 tRNA 的敏感性较高，其相应的密码子被

称为高敏感性密码子。随后的实验直接证实了该

理论预测，在细胞缺乏相对应氨基酸时，丝氨酸、

亮氨酸、苏氨酸和精氨酸家族中同功受体 tRNA

选择性氨酰化[30, 45, 47]。并根据 tRNA 可用性估算

了密码子翻译速率，展示了 tRNA 在整个大肠杆

菌基因组翻译过程中敏感性的动态变化[48]，为微

生物酶的工业化增加了新元素。 

理论上，蛋白的合成速度与细胞内 tRNA 和

氨基酸的浓度相关[49-50]，但是，大肠杆菌 tRNA
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的浓度在所有代谢条件下基本恒定[51]，因此，在

底物缺乏的条件下，即当核糖体翻译机制对某种

氨基酸的需求大于其生物合成速率时，氨基酸的

供应成为了蛋白合成的限制性因素。由于密码子

的频率与敏感性并不呈对应的关系[10]，频率较高

的密码子，其敏感性并不一定低。在饥饿条件下

表达异源蛋白时，如果宿主中频率较高的密码子

正好敏感性也较高，那么，采用密码子偏好性来

进行密码子优化不仅不会使蛋白的表达量提高，

反而会使蛋白的表达量降低。在这种情况下，如

果采用的是低敏性的密码子，即使氨基酸的浓度  

降低，该低敏性密码子对应的 tRNA 相较其他的

同功受体 tRNA 也有较高的氨酰化水平，也能维

持蛋白的持续表达 (图 1D)。反之，高敏性的密

码子所对应的 tRNA 的氨酰化水平会随着氨基酸

的浓度降低呈现较快的下降趋势，即使细胞内其

他同功受体 tRNA 仍维持高水平的氨酰化状态也

不能被细胞加以利用，会造成蛋白表达的暂缓甚

至停止。 

密码子敏感性的优化策略可广泛地应用于极

端条件下或对于培养基有严格要求的蛋白表达，

也可将其用于对蛋白质量要求较高的结构生物

学、抗体或生物药物的研究中。目前，利用密码

子敏感性的优化策略还未得到推广，只有文献报

道了关于大肠杆菌的密码子敏感性数值[10]，其他

物种尚未见报道 (表 1)。 

1.4  调整基因序列 

在异源蛋白表达中，研究者关注更多的是转

录和翻译过程，但基因序列本身对蛋白的表达也

有一定影响。常见的对基因序列优化方法有调整

GC 含量[52-54]、避免碱基重复[55-56]、消除限制酶

识别位点[57]、Chi-site 延伸重组热点[57-58]等 (图

1E，表 1)。有研究表明，不同物种的 GC 含量显

著不同，基因序列中的 GC 含量能影响基因的表

达和调控[59]。GC 含量过高 (大于 70%) 会造成

RNA 二级结构稳定性增加，减慢或暂停翻译；

GC 含量过低 (小于 30%) 则会减慢转录延伸，

不利于蛋白的表达。GC 含量的调整可通过相关

的软件进行分析。例如，在大肠杆菌中，通过调

整 GC 含量实现了肽脱甲酰酶的表达，成为了治

疗癌症的潜在药物[60]。此外，密码子进行优化时

还需避免与位于开放阅读框中可能干扰 mRNA

加 工 和 翻 译 功 能 的 重 要 RNA 基 序 相 似 ， 如

Shine-Dalgarno 序列[28]，这可能会造成核糖体暂

停[61]。在真核生物中则需要考虑到 CpG 的含量[62]

和 TATA 盒[63]等因素，这对转录的启动有着重要

的影响。 

1.5  其他因素 

影响异源蛋白表达的因素复杂多样，除了上

述因素外，还包括一些其他的转录水平和翻译水

平的影响因素。如 mRNA 二级结构的稳定性[64]、

消除串联稀有密码子[65]、避免密码子重复[66]、调

整核糖体结合位点 [67]和注意起始终止密码的环

境[68-69]等 (图 1F，表 1)。mRNA 的折叠能量对翻

译效率具有显著影响，特别是在起始密码子附近，

因为更稳定的 RNA 二级结构在翻译起始前需要

更多的能量展开。在大肠杆菌中，非最高频密码

子与降低的折叠能量相关，因为它们与其最高频

密码子相比更倾向于富含 AT，因此当非最高频密

码子位于编码 DNA 序列的 5′末端附近时，翻译效

率提高 [70]。这表明密码子最优性必须与松散的

RNA 二级结构相平衡，以便最大限度地提高翻译

效率[59, 71-72]，此外，胞内直接翻译速率的测量[73-74]

和核糖体起始和延伸的计算机模拟 [75]证明了翻

译起始通常是蛋白质合成中的限速步骤。在翻译

起始过程中，使用低频密码子不仅会减慢核糖体

翻译速率，甚至还可以通过降低核糖体从 mRNA

起始位点移出的速率来影响同一转录物上其他核
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糖体的翻译启动[76-77]。在细菌中核糖核酸酶 E 位

点也可以影响 mRNA 结构的稳定性[78]。而在真核

生物中还需考虑潜在的 polyA 位点，防止提前终

止翻译[79]。 

 

 

 
图 1  密码子优化策略示意图 

Fig. 1  Schematic diagram of the codon optimization strategies. (A) Various factors affecting protein expression. Processes 
such as gene sequence, transcription, translation and post-translational processing affect protein expression. (B) Codon bias 
strategy. The frequency of codons is related to protein translation. Low-frequency codons have low tRNA concentration, and 
protein translation can be performed lower; in contrast, high-frequency codons have high tRNA concentration, and protein 
translation can be performed faster. (C) Comparison of codon bias strategy and codon harmonization strategy. Codon bias is 
the replacement of the codon in the donor with the most frequent synonymous codon in the host, while the codon 
harmonization is the replacement of the codon in the donor with the most similar synonym in the host. The best codon can be 
found by calculating the LSR value through the website. (D) Codon sensitivity strategy. The frequency and sensitivity of 
codons are not linear. In the case of leucine, the higher the codon frequency, the lower the sensitivity (bubble size represents 
sensitivity). Under starvation conditions, low-sensitivity codons are more "stable" and can continuously express proteins. (E) 
The effects of gene sequences on protein expression. The GC content, base repeats, the restriction enzyme recognition sites, 
Chi-site stretches, SD-like RBS sequences, CpG content and internal TATA-boxes can affect the expression of the protein. (F) 
Other factors affecting protein expression. Such as the secondary structure of the mRNA, rare codons, codon duplication, the 
ribosome binding site, the environment of the initiation codon or terminator codon and potential polyA sites, etc. 
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2  总结与展望 

密码子优化是实现异源蛋白高效表达的关键

技术手段。密码子偏好性策略适用性较广，能用

于大多数异源蛋白表达，但由于蛋白表达量过高

易造成折叠错误，形成包涵体。此时，可采用密

码子协调性优化策略，将供体中密码子与宿主中

频率最相似的同义密码子进行替换或将供体密码

子根据密码子频率分配到宿主每个密码子上，避

免了因密码子频率过高而引起的翻译终止或折叠

错误等现象出现。密码子协调性策略在异源蛋白

表达中的使用可提高功能性蛋白表达的可靠性，

对结构生物学和生物技术有着重要的影响。此外，

该策略为大肠杆菌等模式菌株进行异源蛋白表达

提供了极好的发展前景，也为许多潜在的疫苗和

生物药物的开发和制备提供了大力支持。密码子

敏感性优化策略则考虑到了氨酰化 tRNA 的可利

用性，将高敏感性的密码子替换成低敏感性的密

码子，使蛋白在体内氨基酸缺乏的条件下也能维

持稳定表达。该策略在蛋白质工程、酶工程、代

谢工程以及合成生物学中有着广泛应用，可用于

在胁迫条件或其他极端条件下异源蛋白的表达，

也可用于氨基酸衍生物的发酵生产。但该策略还

未得到广泛应用，因其研究还未完善，目前只报

道了关于大肠杆菌的密码子敏感性数值，其他生

物密码子敏感性尚在研究中。密码子偏好性、密

码子协调性和密码子敏感性优化策略主要是在不

同培养条件下，调整细胞体内 mRNA、tRNA、氨

酰化 tRNA、氨基酸含量以及蛋白表达的关系，最

大可能地模拟天然蛋白的翻译过程。因此，上述

3 种策略不受物种限制，可广泛地应用于大肠杆

菌和酵母表达系统。基因结构和其他转录翻译水

平的影响因素复杂多样，原核生物和真核生物的

转录翻译机制不同，在密码子优化中考虑的因素

也不同，可根据宿主和异源蛋白的基因序列进行

适当调整，从而提高蛋白的表达水平。 

异源蛋白的表达已成为酶工业和疫苗制造过

程的重要内容，密码子的优化策略则是其中的关

键因素。随着科技的飞速发展，生物的生命活动

解析会更为清晰，密码子的优化策略也将更加丰

富多样，从而为酶工业生产和生物药物制备带来

新策略，为人类生命健康带来新期望。 
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