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经密码子优化的葡萄糖醛酸酶在E．coli中的表达
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摘 要：对口一葡萄糖醛酸酶基因(Ag以)的稀有密码子进行了优化，经过稀有密码子优化的基因在
pTrc99A栽体中由于二级结构稳定性的增加使得目的基因的表达水平比原始基因还要低．在权衡

几个栽体后使用本实验室构建的热激载体pAT，可以降低mRNA二级结构自由能(Ag)，得到了

d一葡萄糖醛酸酶的高表达，结果充分说明了mRNA二级结构的自由能对外源基因的表达的影响．
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Abstract：It is well known that the amount of heterogeneous proteins produced by E．coli cells

depends on various factors，such as the copy number and stability of the expression plasmid in the

cells，the efficiency of translation initiation，and the stability of the synthesized protein in E．coli

cells．The efficiency of translation initiation in E．coli iS determined by the stabilization of mRNA

5’end secondary structure and the frequency of rare condons’usage．In this study we optimized

rare condons of a—glucuronidase，but the data showed that the expression of targeted gene is

lower than that of original gene．The optimization of rare condons cause it more steady than the

original gene in plasmid pTrc99A．After compared the free energy of several plasmids on hand we

selected the heat shock plasmid pAT which was constrcted in the lab．The free energy of the

genes cloned in this plasmid is decreased greatly and the expression level of target protein is

increased largly．It is concluded that the free energy of mRNA 5’end secondary structure plays a

great role in the expression level of foreign gene in E．coli。
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在大肠杆菌中表达外源基因受到的影响很多，

比如表达载体的拷贝数和稳定性，翻译起始效率以

及重组蛋白的稳定性．翻译起始效率跟mRNA 5’

起始端二级结构的稳定性以及稀有密码子的使用
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频率有着很大的关系‘¨．极端嗜热菌基因在大肠杆

菌中的表达逐渐受到了人们的关注，海栖热孢菌

(Thermotoga maritima)生长在55～90℃的海底

火山口附近，最适生长温度80℃嘲．海栖热袍菌所

产生的d一葡萄糖醛酸酶(E．C．3．2．1．139)具有很好

的热稳定性，但是海栖热袍菌生长条件要求苛刻，

细胞密度较低，不适合工业化生产．因此，采用基因

工程技术对极端微生物的重要酶基因进行高效率

地表达，一直是人们研究的热点．目前，已有研究者

用葡萄糖醛酸酶基因Ag“A构建过基因工程菌，但

其表达水平较低∞]．本文将a一葡萄糖醛酸酶基因克

隆到载体pTrc99A和热激载体pAT中，并对翻译

起始区的稀有密码子进行了优化，期望能提高表达

水平．

1材料与方法

1．1 材料

1．1．1 菌株与质粒大肠杆菌E coli JMl09购于

Promega(Wisconsin，WI，USA)，质粒pTrc99A

购于Novagen公司，热激质粒pAT由作者所在实

验室构建．

1．1．2主要试剂 限制性内切酶NcoI，XhoI，T4

DNA连接酶和Pyrobest DNA聚合酶：购自宝生物

工程公司；IPTG：购自华美生物工程公司；4-O-甲基

葡萄糖醛酸基一D一木聚糖：购自Sigma公司；p1，4一

内切木聚糖酶为作者所在实验室制备．

1．1．3 PCR引物 根据实验要求设计引物，由上

海生工生物工程技术有限公司合成．

1．2方法

1．2．1培养基和培养条件(参照分子克隆实验指

南进行) 大肠杆菌使用LB培养基，电转化后大肠

杆菌复性用SOC培养基，转化子的筛选所用抗生

素均为氨苄青霉素(Amp)(100#g／mL)．

1．2．2 重组质粒及转化子的鉴定分析 将重组表

达质粒用电转化法转入大肠杆菌JMl09后，在氨苄

青霉素抗性平板上得到转化子．然后用限制性内切

酶对重组质粒进行双酶切鉴定，测定酶活迸一步确

定基因片段的正确性．

1．2．3分子生物学操作 质粒的制备，从琼脂糖

凝胶(质量浓度均为1．5 g／dL)提取DNA等操作按

照Qiagen试剂盒使用指南进行．

1．2．4 d一葡萄糖醛酸酶的活性测定 将pTrc99A

重组质粒经电转化在JMl09中进行表达，在每一个

平板上接取3个单菌落于100 mL三角瓶(装液量

为20 mL)37℃，200 r／min培养，在A。。。到0．6～o．

7时，加人IPTG终浓度为5 mmol／L诱导表达；

pAT重组质粒经转化后在30℃，200 r／min培养至

A000到0．6～o．7时，迅速升温到42℃进行诱导．分

别在诱导5，6，7 h的时候取1 mL菌液，12 000 r／

min离心1 min，用1 mL TE7．5(10 mmol／L Tris

HCl，1 mmol／L EDTA)的缓冲液洗涤一次，再用
200 pL该缓冲液重悬．菌悬液进行超声波破碎，得

到粗酶液．底物制备：带有侧枝的木聚糖溶解到浓

度2％，加入木聚糖酶在75℃处理过夜．测定：取粗

酶液20肛L，底物20肛L，加入测试温度下校正的

pH 6．2的100 mmol／L邻苯一咪唑缓冲液60扯L，

75℃反应10 rain，加入Copper solution(Na2 S04：

1．97 M；NaCl：0．68M；Na—Acetate：0．2 mol／L；

CuS04：20。8 mmol／L，调pH到4．8)300口L，沸水

浴中煮沸10 min，冰水浴中冷却，然后加入Arseno—

molybdate reagent(根据Nelson’S method)200ⅡL

显色，13 200 r／min离心2 min，取上清450肛L加入

450“L去离子水，混匀后在620 nm处测吸光

值‘“5]．

1．2．5 超声破碎技术 经缓冲液悬浮的菌液，在

冰水浴中用小探头超声破碎，工作时间4 S，间歇2

S，重复10次，菌悬液由浑浊变为透光，得到粗

酶液[6]．

2结果与分析

2．1重组表达载体的构建

2．1．1 pTrc99A-AguA的构建使用作者所在实

验室已经构建的重组质粒pET20b-AguA，限制性

内切酶NcoI，XhoI双酶切进行克隆．用NcoI，

Xhol双酶切取AguA基因(2025bp)．pTrc99a-

xynb是本实验室构建的插入有组氨酸标签histag

的木聚糖酶基因的重组质粒．为了使AguA基因带

上histag标签，便于纯化，对该基因进行亚克隆．对

pTrc99A-xynb用NcoI，XhoI进行双酶切，取

pTrc99A片段．把AguA基因克隆到pTrc99A片

段中．转化后使用氨苄青霉素筛选转化子，提取质

粒后使用NcoI，XhoI双酶切鉴定分析，最后用活性

测定进一步分析重组质粒的表达．

2．1．2 pTrc99a-AguAl的构建对AguA基因

进行密码子使用频率统计．将序列前端在海洋菌中

使用频率大而在大肠杆菌中使用频率极低的密码

子，用同义密码子替换，氨基酸序列不变．表1是碱

基的突变情况．重组表达载体的构建见图1．
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图1重组表达载体的构建示意图

Fig．1 Construction of plasmid pTrc99A-Agu and pTrc99A-AguI

表1 5’端稀有密码子替换

Tab．1 Codon substitution at 5’end

突变引物序列：

1#5’一CCCCATGGACTACCGTATGTGCTGGC

TGGAATACCGTGGTCT'GCCAGCTGATGTCGC

C一3’(Ncol酶切位点)；

2#5’一CCGCTCGAGCGGATATATCTTTCTTC

CCTT-3’ (XhoI酶切位点)．

引物中黑斜体是改变的碱基，黑体是酶切位

点，下划线部分是与原始序列完全配对的没有突变

的碱基．根据合成的引物，以本实验室构建的质粒

pET20b-AguA为模板做PCR．将PCR产物割胶回

收，用NcoI和XhoI双酶切后割胶回收纯化，克隆

到pTrc99a(NcoI，XhoI)片段，酶切鉴定质粒片段

的大小，测定活性进一步确定表达．

2．1．3 pAT-AguA，pAT-AguAl的构建同时

用NcoI，XhoI双酶切载体pAT，pTrc99a-AguA

和pTrc99a-AguAl，取pAT(NcoI，XhoI)片段和

AguA，AguAl(NcoI，XhoI)片段；用T4 Ligase连

接后转化JMl09，挑取单菌落，得到pAT-AguA，

pAT-AguA 1阳性克隆．

1．DNA Marker DL2，000(2kb，1kb)；2．plasmid pAT(Ncol，

Xhod

图2 pAT载体电泳图

Fig．2 Plasmid pAT

1．pTrc99A-Agu的NcoI，Xhol双酶切产物；2．x—EcoTl4 I digest

图3 pTrc99A-AguA电泳图

Fig．3 Double digests of pTrc99A-Agu with NeoI and

XhoI
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1．pTrc99A-Agu的NcoI，Xhol双酶切产物12．X-EcoTl4 I digest

图4 pAT-AguA电泳图

Fig．4 Double digests of pAT-Agu with NcoI and XhoI

2．2 mRNA二级结构的计算机分析

在pTrc99A载体中，转录起始位点为+1，从

一10起始的90个碱基序列．本实验室构建的质粒

pAT定义转录起始位点为+1，取一10开始的90个

碱基进行预测，预测程序是ZUKER的在线预测

mRNA二级结构最小自由能的程序[6]．由于pAT

是热诱导质粒，诱导表达在42℃，预测的是42℃下

的自由能m引．将pTrc99a-AguA和pAT-AguA的

下划线部分换成突变部分就得到pTrc99a-AguAl，

pApAg“A1，自由能见表2．

在pTrc99A-AguA中一10一+80序列：

5’一TATAATGTGT GGAATTGTGAGCGGATA

ACAATTTCACACAGGAAACAGACC

ATGGACTACAGGATGTGCTGGCTGGAGTAC

AGAGGTTTA一3’

质粒pAT-Agu中一10一+80序列：

5’一TCCCATGATC CAATGACCTGTTAACCGA

AGGAAGGAGATATACCC

ATGGACTACAGGATGTGCTGGCTGGAGTAC

AGAGGTTTACCA一3’

在pTrc99A-AguA 1中一10一+80序列：

5’一TATAATGTGT GGAATTGTGAGCGGATA

ACAATTTCACACAGGAAACAGACC

ATGGACTACCGTATGTGCTGGCTGGAATACC

GTGGTCTG一3’

质粒pAT-Agu 1中一10一+80序列：

5’一TCCCATGATC CAATGACCTGTTAACCGA

AGGAAGGAGATATACCC

ATGGACTACCGTATGTGCTGGCTGGAATAC

(：CGTIGGTCTGCCA一3’

表2重组质粒的最小自由能

Tab．2 Free energy of recombinant plasmid

2．3口一葡萄糖醛酸酶的表达

将重组质粒pTrc99A-AguA，pTrc99A-

AguAl，pAT-AguA，pAT-AguAl经电转化，在

JMl09中表达，每个质粒挑取3个单菌落培养，在

相应条件下诱导．每个菌落测酶活时有3个平行

样，3个菌落得到的吸光度取最大值，为该重组蛋白

的相对酶活．由于取样量相同，用同样的TE7．5悬

浮，菌体浓度不同，相对表达量用吸光度与A。。。的比

值表示．定义pTrc99A-AguA的相对表达量为
1．0．

基因AguA在pTrc99A中表达水平比较低，

Ag乱A1是经过稀有密码子优化的基因，从表3中

可以看出pTrc99A-AguAl的表达水平比

pTrc99A-AguA要低60％．在热诱导质粒中pA7"-

AguA表达水平提高很多，是pTrc99A-AguA的

16．65倍，经过优化的基因Ag“A1在pAT载体中

表达量是AguA的1．55倍，比在pTrc99A中表达

水平提高69倍．

表3重组质粒的表达水平

Tab．3 The expression level of recombinant plasmids

3 讨 论

口|-葡萄糖醛酸酶基因在大肠杆菌中表达水平很

低，翻译起始区的稀有密码子对外源基因在大肠杆

菌中的表达水平有很大影响[9]．分析发现a一葡萄糖

醛酸酶基因使用了大量的大肠杆菌的极端稀有密

码子，基因AguA在宿主BL21一CodonPlus(DE3)一

RIL中的表达量比在普通的JMl09中表达有很大

提高(数据未列出)，说明极端稀有密码子的使用限

制了该基因的表达．对翻译起始区的稀有密码子进

行优化，得到基因AgMAl，理论上优化后的基因

pTrc99A-AguA l应该比原始基因pTrc99A-AguA
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表达量要高，结果发现在pTrc99A载体中，AguAl

的表达水平比原始基因AguA低60％．有研究表明

转录起始区mRNA二级结构的稳定性对翻译起始

效率有着较大影响，对转录起始位点进行在线预

测，质粒pTrc99A-AguA翻译起始区二级结构的自

由能为一16．56kJ／M，pTrc99A-AguAl的自由能

为--26．50kJ／M．优化后的二级结构比原始基因的

二级结构稳定了许多，说咀重组质粒pTrc09A-

AguAl表达水平的降低是由于转录起始区二级结

构的稳定性增加降低了翻译起始效率．

根据电脑分析了本实验室的质粒发现目的基

因在本实验室构建的热诱导载体pAT中的自由能

最小，并且pAT-AguA和pAT-AguAl的转录起

始位点mRNA二级结构自由能相差很小，分别为

一16．59和一16．12 kJ／M，自由能均比在pTrc99A

载体中的要低1／2左右．表达水平见表3，可以看出
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