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摘要　在功能蛋白的异源表达中由于不同宿主偏好的密码子不同很多蛋白往往表达水平很低甚至不表达?因

此很多情况下我们需要对基因重新设计与合成?就密码子的偏好性及密码子优化的一些策略简要地进行

了综述?
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　　现已知外源蛋白的表达水平与多种因素有关如启动

子和终止子的强弱?质粒拷贝数?密码子的偏爱性?基因二

级结构?蛋白稳定性?翻译效率?培养条件等等?选择合适

的表达载体和宿主系统是基因表达研究者考虑的首要问

题而基因的本身结构则是一个十分重要的因素１?对于

异源蛋白的表达稀有密码子的过多存在会严重影响蛋白

表达水平无论原核系统和真核系统都是如此?尤其是串

联稀有密码子出现在基因读码框的５′端时会导致表达水

平急剧下降甚至耗竭胞内狋犚犖犃资源引起外源 犿犚犖犃

翻译的提前终止和移码突变?因此从基因结构本身来进

行蛋白的表达优化是重组蛋白表达的一个基本策略?本

文就密码子的偏爱性及密码子的优化简要地进行了综述?
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１　密码子的偏爱性

遗传密码有６４种?在组成蛋白质的２０种氨基酸中只

有甲硫氨酸和色氨酸仅对应唯一的密码子分别为犃犝犌和

犝犌犌其余１８种氨基酸均拥有２至６种不同的密码子这

些编码相同氨基酸的不同密码子称为简并密码子?密码子

的简并性使得一种蛋白可以采用多种不同的核苷酸序列编

码不同的生物甚至同种生物不同的蛋白编码基因对于同

一氨基酸所对应的简并密码子使用频率也不相同２?那些

利用率最高的称为最佳密码子狅狆狋犻犿犪犾犮狅犱狅狀狊利用率低

或不被经常利用的称为稀有密码子狉犪狉犲犮狅犱狅狀狊这种现象

称作遗传密码偏爱性?大肠杆菌酵母哺乳动物细胞昆虫

细胞等表达系统都表现出某种程度的密码子利用的差异或

偏爱?如犈．犮狅犾犻和人之间的密码子的偏性具有明显的不同

哺乳动物细胞通常使用犃犌犌和犃犌犃编码犃狉犵但却很少在

犈．犮狅犾犻中使用分别为２．１％和２．４％?许多研究表明精氨

酸的密码子犃犌犃和犃犌犌的高频出现可能大大影响蛋白的

产量?当这些密码子出现在 犖端附近时候这种影响将达

到最大?如果一个基因存在过多的稀有密码子这种蛋白往

往是低表达甚至是不表达?特别是在蛋白犖端附近出现多

个稀有密码子的时候情况更为严重?大肠杆菌的基因有８

个使用频率很低的密码子编码精氨酸密码子犃犌犃犃犌犌

犆犌犌犆犌犃亮氨酸的密码子 犆犝犃异亮氨酸的密码子

犃犝犃色氨酸的密码子 犝犆犌和脯氨酸的密码子犆犆犆?表１

所示是几种宿主的稀有密码子及其编码的氨基酸?具体密

码子利用情况的数据库网址是犺狋狋狆狑狑狑．犽犪狕狌狊犪．狅狉．犼狆

犮狅犱狅狀?

表１　罕用密码子
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无论是在原核细菌还是在真核生物体内简并密码子

的使用频率与相应狋犚犖犃的丰度呈正相关?通常表达量高

的基因含有较少种类的密码子而且这些密码子又对应于

含量高的狋犚犖犃分子使细胞能以更快的速度合成目的蛋

白而对于需求量少的蛋白质其基因中含有较多的与低丰

度狋犚犖犃相对应的密码子用于控制该蛋白质的合成速度?

例如在犈．犮狅犾犻中狋犚犖犃犃狉犵４ 阅读犃犌犌和犃犌犃两个犃狉犵密

码子而在细胞中狋犚犖犃犃狉犵４ 只具有很低的水平?如果一个

哺乳动物基因含有较多的 犃犌犌和 犃犌犃密码子当其在

犈．犮狅犾犻中表达时表达水平很可能会很低?在这种情况下

选择宿主菌所偏爱的密码子对基因进行点突变或重新合成

基因是基因表达研究者常常采用的一种策略?

２　密码子的优化

很多密码子优化的报道都是采用犈．犮狅犾犻表达哺乳动

物蛋白在犈．犮狅犾犻中表达哺乳动物蛋白时由密码子优化

带来的表达量的增加通常在５～１５倍之间
３４经常占

犈．犮狅犾犻可溶性蛋白的５％?通常我们可以采用以下两种措

施替换稀有密码子和将稀有密码子对应的狋犚犖犃基因和

外源基因共表达?

２１　密码子替换

２１１　起始密码子周边序列的优化　　对基因编码区的

密码子优化通常能使外源蛋白表达量得到大幅提高即使

只对编码区５′端进行优化也能对蛋白表达量产生显著作

用?如果一个基因起始的２５个密码子中存在较多的稀有

密码子则会严重影响蛋白的表达５?在构建表达载体时

应避免起始密码子附近形成发夹结构而保证翻译的有效

进行因为翻译起始效率通常是由翻译起始位点两侧的

犿犚犖犃区域二级结构的稳定性决定的．犠狌等
６在表达甲

烷细菌中的一种谷氧还蛋白样的蛋白犿狋犌狉狓时利用

犈．犮狅犾犻偏爱的密码子合成基因却检测不到蛋白的表达

犖狅狉狋犺犲狉狀分析结果表明蛋白表达失败的原因不在转录而

在翻译这一环节５′端融合 犌犛犜标签做融合表达时蛋白

表达量则大大提高?可能融合的这段基因产生了更有利于

蛋白翻译的二级结构?已经知道５′非编码区５′犝犜犚如

果犌犆含量较高则会使翻译速率下降?在哺乳动物细胞

中表达人促红细胞生成素犈犘犗时犓犻犿等
７在构建表达

载体时５′邻近区域选用酵母偏好的密码子第三位碱基偏

好犃犜使犌犆含量下降剩余编码序列选用人所偏好的

密码子第三位碱基偏好犌犆使蛋白表达量提高了１３．８

倍?因此在构建表达载体时应根据起始密码子周边序列

的特征加以修饰改造?

２１２　基因编码区的优化　　异源蛋白的表达特别是哺

乳动物蛋白在犈．犮狅犾犻中表达时由于表达机制的差异很

多基因往往表达水平很低?例如直到最近才实现了人血

红蛋白的过表达?为了达到血红蛋白的好的表达水平

犃犾狆犺犪球蛋白犮犇犖犃不得不用大肠杆菌偏爱的密码子进行

重新合成?犣犺狅狌等
８在不改变蛋白氨基酸序列的前提下

对一种疟疾疫苗犉犃犔犞犃犆１基因进行了改造选用

犈．犮狅犾犻偏爱的密码子使蛋白表达量至少提高了３倍?利

用大肠杆菌偏好的编码精氨酸的密码子犆犌犜 将野生型牛

精蛋白基因中编码精氨酸的稀有密码子犃犌犃 或 犃犌犌

替换掉通过基因合成得到密码子优化的牛精蛋白基因将

其克隆入原核表达载体狆犌犈犡２犜 经犐犘犜犌诱导同样条

件下野生型牛精蛋白基因无法得到表达密码子优化的牛

精蛋白基因能够得到良好的表达表达产物约占细菌总蛋

白的１８％
９?除了替换稀有密码子编码区核苷酸的碱基

组成对外源蛋白的表达也有重要的作用?犛犻狀犮犾犪犻狉等
１０在

毕赤酵母中表达人葡糖脑苷酯酶犌犅犃时按毕赤酵母偏

好的密码子优化以后蛋白表达量提高了１０．６倍密码子

未经优化而只改变碱基中 犌犆含量从５９．８％降低到４１．

３％蛋白表达量也提高了７．５倍推测可能是由于犿犚犖犃

碱基组成的变化形成了更有利于蛋白翻译的 犿犚犖犃二级

结构增强了蛋白的稳定性从而提高了蛋白的表达量?

２１３　终止密码子周边序列的优化　　绝大多数生物都

有偏爱的围绕终止密码子的序列框架?大肠杆菌偏爱的终

止密码子为犝犃犃而哺乳动物和酵母偏爱的终止密码子为

犝犌犃?同时终止密码子的下游碱基对翻译有效终止有影

响大肠杆菌中 犝犃犃犖犖的影响力次序为犝＞犌＞犃犆

哺乳动物中犝犃犌犖犖的影响力次序为犃犌犆犝?如果

终止密码子附近序列没有最佳化可能发生明显增加的翻

译通读因此减少了蛋白表达?例如在兔网状细胞无细胞

翻译系统里犝犌犃犆的翻译通读可以高达１０％而第四个

碱基如果为犃犌或犆翻译通读为＜１％?在设计表达载

体时可以使用两个终止密码子以防止造成翻译的通读?

总的来说翻译起始框架?翻译终止序列框架和密码子

利用应该仔细选择以利于蛋白的最高水平表达?

３　修饰宿主提高表达

在细胞中狋犚犖犃种类和数量直接反应了其 犿犚犖犃使

用密码子的种类和数量的偏爱性?由于密码子偏爱性不

同外源目的基因在犈．犮狅犾犻中表达时会因为稀有密码子

的存在缺乏某种或某几种狋犚犖犃而导致翻译终止或错误?

狋犚犖犃不足会造成翻译终止移码突变和氨基酸错掺等问

题?这可以借助表达编码稀有狋犚犖犃狊的基因来克服这一

问题?对于犈．犮狅犾犻犪狉犵犝基因是促进表达人基因的首要目

标该基因编码稀有的狋犚犖犃犃狉犵４ 阅读 犃犌犌和 犃犌犃密码

子狋犚犖犃犐犾犲２ 阅读 犃犝犃狋犚犖犃
犔犲狌
３ 阅读犆犝犃和犆犝犌

狋犚犖犃犘狉狅２ 阅读犆犆犆和犆犆犝?当宿主细胞狋犚犖犃含量增加

后蛋白表达会得到大幅度提高１１?如 犖狅狏犪犵犲狀公司的

犚狅狊犲狋狋犪犜犕菌株就是专门用于带有犈．犮狅犾犻稀有密码子的真

核蛋白表达菌株?

但有一点要注意改变细胞内狋犚犖犃浓度可能会对新

陈代谢产生影响产生完全功能的狋犚犖犃可能还需要其它

的细胞组分而在单独过表达这些狋犚犖犃时这些组分的供

应可能有限?而且狋犚犖犃 过表达策略还不够灵活与

犈．犮狅犾犻相比难以对真菌或哺乳动物宿主细胞进行工程改

造?对于某些应用如犇犖犃疫苗宿主工程更是不可能
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只好通过修饰基因来获得高表达１２?

总的来说在基因工程蛋白表达中基因的结构本身对

蛋白表达起着至关重要的作用?黄阳滨等１３根据毕赤酵母

密码子偏爱性等原则设计出了适合在酵母细胞中表达的

犺犌犎人生长激素编码序列然后利用常规方法进行全基因

合成或在通过犘犆犚方法获得的犮犇犖犃上进行点突变大幅

度地提高了狉犺犌犎的表达水平得到了表达量高１０００犿犵犔

以上?比活性高?提纯方便和性状稳定的狉犺犌犎产品大大

降低了生产成本非常适合大规模生产该项目已申请专利?

密码子优化的另一个非常成功的应用是提高病毒基因在哺

乳动物细胞系中的表达一般通过全部重新合成基因实现?

在犇犖犃疫苗研究中通常对病毒基因的密码子进行优化通

过提高目的抗原的表达来提高免疫原性?

当然基因结构序列只是影响蛋白表达的因素之一表

达载体与宿主系统的选择转录启动子核苷酸序列的组

成蛋白稳定性培养条件等都会对蛋白表达产生影响?对

于重组蛋白的表达是一个实际加理论的过程需要解决的

问题很多?在表达某一蛋白时我们应首先根据该蛋白的

性质确定产物的表达形式即可溶性表达还是包涵体表

达?选择合适的载体与宿主系统对于含有稀有密码子的

目的基因利用宿主偏爱的密码子加以改造优化密码子基

因本身的核苷酸序列或者增加融合蛋白来提高狋犚犖犃的

识别效率从而使得难表达的基因获得表达提高蛋白的表

达量?迄今科学家们仍在思索是什么进化压力导致了密

码子的使用偏性但不管是什么原因导致了密码子的偏性

已日益清楚的是密码子偏性对异源蛋白的表达有着深远的

影响?相信在异源蛋白的表达中密码子使用会越来越受

到基因表达研究者的重视?
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