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真核低分子量尿激酶原突变体基因在大肠杆菌中的高效表达

焦建伟 , 　俞梅敏 , 　茹炳根 3

(北京大学生命科学学院 ,蛋白质工程国家重点实验室 ,北京　100871)

摘要 　通过一种融合抗栓肽的低分子量尿激酶原的突变体 (DscuPA232K) 在大肠杆菌中表达的研

究 ,进行了一系列不同条件下的实验. DscuPA232K在菌株 BL21 中的表达很低 ,表达量仅为 3 % ;为

提高其表达量 ,引进一种整合稀有 tRNA 基因的菌株 BL212CodonPlus
TM2RIL ,增加大肠杆菌中识别稀

有密码子的 tRNA 的数量 ,DscuPA232K的表达水平确实有了很大提高 ,最大表达量约占 20 %. 结果

表明 ,富含稀有密码子的 DscuPA232K在大肠杆菌中表达受限制的因素 ,完全可以由增加稀有 tRNA

的数量来克服. 免疫印迹分析 DscuPA232K具有良好的抗原性. 此表达菌株可能有利于含大肠杆菌

稀有密码子的真核基因在大肠杆菌中的表达.
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High Expression of a Eucaryotic scuPA232 K Mutant Gene in E. coli

J IAO Jian2wei ,YU Mei2min ,RU Bing2gen
3

( National Laboratory of Protein Engineering , College of Life Sciences , Peking University , Beijing 　100871 , China)

Abstract 　The expression of a novel urokinase mutant (DscuPA232K) was studied which combined low molec2
ular urokinase and antithrombolytic peptide under a series of different conditions. DscuPA232K could not be ex2
pressed highly in BL21 strain and the expression amount accounted for 3 %. In order to improve the expression
level ,a novel strain (BL212CodonPlusTM2RIL) carrying gene for the rare codon tRNA was applied to this ex2
pression system to increase the amount of rare tRNA. The expression level was indeed improved a lot and the
highest expression amount accounted for 20 %. These results showed that the limited factors could be overcome
by increasing rare codon amount . Western blot analysis revealed that dscuPA 232K had good antigenicity. And
the strain could be beneficial to the expression of eucaryotic gene containing E. coli rare codon.
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　　单链尿激酶型纤溶酶原激活剂 (Scu2PA) 也称尿

激酶原 (pro2UK) ,是比较理想的溶栓剂之一. Scu2PA2
32K是一种低分子量的 Scu2PA ,缺少 EGF 区和 K1

区 ,其性质与 Scu2PA 相似 ,但分子量较小 ,稳定性较

高 ,在溶栓中有一定的优越性[1 ] . 近年来 ,重组的低

分子量尿激酶原 cDNA 已在 CHO 细胞[2 ,3 ]
,昆虫细

胞[4 ]等多种体系中获得表达 ,但表达水平都不高 ,并

且生产成本较高. 如何利用较低的成本并且提高蛋

白表达量 ,大肠杆菌成为一种首选的用于蛋白质表

达的体系.

大肠杆菌是许多外源基因表达常用的宿主菌 ,

但有些真核基因编码的蛋白往往得不到预期的表达

效果 ,其原因可能是大肠杆菌原核类翻译系统与真

核类的翻译系统存在着极大的差异[5 ]
. 大肠杆菌和

真核生物相比 ,其氨基酸密码子的使用频率不同 ,并

且细胞内对应的 tRNA 量与密码子的使用频率成正

比.也就是识别常用密码子的 tRNA 的含量相对较
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多 ,识别稀有密码子的 tRNA 含量相对较少[6 ]
. 当大

肠杆菌表达外源蛋白质时 ,如果外源基因转录的

mRNA中密码子的分配情况与大肠杆菌相似 ,则细

胞能正常进行蛋白质翻译 ,蛋白在翻译过程中出现

错误的频率减少 1 反之如果 mRNA 带有较多的稀有

密码子 ,大肠杆菌内识别稀有密码子的 tRNA 量不

能满足翻译过程的需要 ,而使外源蛋白在翻译水平

上出现移码突变、翻译水平下降等障碍 ,从而影响基

因的表达[7 ] . 这也就是将许多外源基因设计成大肠

杆菌偏爱的密码子的原因之一.

近年来发现 ,大肠杆菌的稀有密码子[8 ] 如编码

Arg 的 AGGΠAGA , Leu 的 CUA , Ile 的 AUA , Gly 的

GGA ,对一些外源蛋白的表达效率产生影响. 其中影

响最大的是编码 Arg 密码子 AGGΠAGA[9 ] 和 Ile 的密

码子 AUA
[10 ]

,它们对外源蛋白表达的影响是近年来

关于稀有密码子研究的热点之一.

有人尝试过在大肠杆菌中进行表达重组尿激酶

原的 cDNA[11 ] ,但表达水平都不高. 主要原因是其

cDNA 中含有较多的真核细胞偏爱的密码子 ,相对于

大肠杆菌来说也就是稀有密码子 ,很难被大肠杆菌

中的稀有 tRNA 识别. 为了获得重组尿激酶原 cDNA

在大肠杆菌中高效表达 ,通过在大肠杆菌中引入能

转录成稀有 tRNA 的基因 ,以增加大肠杆菌中稀有

tRNA 的含量 ,从而提高对转录产物 mRNA 中稀有密

码子的识别[12 ]
. 目前最为成熟的方法是将识别稀有

密码子的 tRNA 基因整合到大肠杆菌的染色体上 ,

构建新的表达菌株[13 ] (BL212CodonPlus
TM2RIL) ,从而

达到预期的效果 ,该菌株整合的基因能编码 tRNAs

(Arg ,Ile ,Leu) . 通过低分子量尿激酶原突变体 (融合

一种抗栓肽的低分子量尿激酶原)的基因在 BL21 和

BL212CodonPlus
TM2RIL 两种菌株的表达量比较 ,表明

低分子量尿激酶原突变体的表达产物确实在 BL212
CodonPlusTM2RIL 菌株中得到明显提高 ,由原来占菌

体总蛋白 3 %提高到 20 % ,从而解决了低分子量尿

激酶原突变体在大肠杆菌中表达量受限制的问题 ,

为进一步的工作提供了有利条件.

1 　材料与方法

111 　材料

低分子量尿激酶原基因由本实验室构建 ;

pUC19 和 IPTG购自 Promega 公司 ;pET29a 和 BL212
CodonPlusTM2RIL [ hsdSgal cIts857 ind1 , sam7 , nin5 , la2
vUV2t7 genel , tRNAAGAΠAGG gene , tRNAAUA gene , tRNACUA

gene ]由王涛博士 (Johns Hopkins University) 赠送 ;限

制性内切酶购自 BioLab 公司 ;其它试剂均为国产分

析纯.

112 　低分子量尿激酶原突变体( DscuPA232 K)构建

合成的 6 段 DNA 片段进行连接 ,琼脂糖凝胶电

泳回收连接产物 (编码一种新型的抗栓肽) ;将片段

连接产物 ,ScuPA232K的基因片段 ,pUC19 载体片段

进行体外连接 ,筛选 DscuPA232K重组体. 然后通过

PCR 方法将重组尿激酶原基因进行扩增 ,将酶切产

物连接到表达载体 pET29a 中.

113 　重组尿激酶原 DscuPA232 K 在大肠杆菌中的

表达

将含有低分子量尿激酶原突变体的重组质粒转

化大肠杆菌 ,挑取单克隆菌于 37 ℃培养过夜 ,然后

以 1∶10 的比例转接到 3 ml 的培养基中 ,于 37 ℃生

长至 A600为 014～016 (约 2 h) ,加入 IPTG进行诱导

培养 ,离心收集菌体.

114 　SDS2PAGE

参考文献[14 ] . 制备 15 %分离胶 ,5 %浓缩胶 ,50

V 恒压电泳 5 h ,然后用 011 %考马斯亮蓝 R2250 染

色.

115 　表达产物的抗原性测定

将进行聚丙烯酰胺凝胶电泳后的凝胶取下后 ,

在电转印装置中转印 5 h ,然后将转有蛋白的硝酸纤

维素膜浸泡于抗 UK的单克隆抗体腹水中 ,37 ℃保

温 2 h ,再加入碱性磷酸酶标记的羊抗鼠 IgG溶液 ,

37 ℃保温 1 h ,最后加入 NBT 储液 ,BCIP 储液 ,室温

显色 1 h.

2 　结果

211 　低分子量尿激酶原突变体基因的获得

低分子量尿激酶原突变体是嵌合了低分子量尿

激酶原和抗栓肽 (编码 39 个氨基酸)的重组产物 ,目

的是得到一个既具有溶栓又具有抗栓功能的纤溶酶

原激活剂. 编码抗栓肽的基因由合成的 6 段 DNA 片

段通过体外连接 ,琼脂糖凝胶电泳回收得到. 将连接

产物与低分子量尿激酶原 , pUC19 连接后转化

DH5α,进行蓝白斑筛选 ,最后筛选到突变体. 经限制

性内切酶及 DNA 序列分析验证结果正确. DscuPA2
32K总共有 307 个氨基酸组成 ,接下去是将低分子

量尿激酶原突变体克隆到表达载体 pET29a 中进行

表达. 已经有人通过 pET11d
[15 ] 进行过尿激酶原表

达 ,pET29a 是 pET 系列载体中更为完善的表达载

体 ,SD 序列与起始密码子的距离合适 ,启动子为 T7

启动子 ,表达效率高.
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212 　低分子量尿激酶原突变体基因的表达

将上述阳性重组表达质粒转化大肠杆菌 ,挑取

单克隆菌落培养过夜 ,以 1∶10 比例扩大培养 2 h

后 ,加 IPTG进行诱导表达. 分别比较不同的宿主菌

表达的差异. 通过 Fig. 1 可以明显发现在不同宿主

菌中 ,DscuPA232K的表达量确实存在明显差异. 在

BL212CodonPlus
TM2RIL 中表达的 DscuPA232K 的蛋白

清晰可见 ,其分子量与理论计算 36 kD 相符. 而在

BL21 菌中表达的目的蛋白较低 (薄层扫描显示有

3 %) .这个结果也同时间接证明了稀有 tRNA 基因

的引入确实增加了稀有 tRNA 的量 ,增强了大肠杆

菌对外源基因转录成的 mRNA 中密码子的识别.

Fig. 1 　Induced expression in different strain

1 :Standard protein marker ;2 :Bacterial sample of BL21 ;3 :Bacterial

sample of BL21 (pET29a2dscuPA232K) before induction ;4 :Bacterial

sample of BL212CodonPlusTM2RIL (pET29a2dscuPA232K) after iduc2

tion ;5 :Bacterial sample of BL21 (pET29a2dscuPA232K) after induc2

tion

随后通过摸索不同的诱导条件 ,以提高目的蛋

白的表达量. 发现采用 013 mmolΠL 的 IPTG诱导获得

的目的蛋白最多 (薄层扫描显示 ,dscuPA232K占全菌

蛋白的 20 %) ,011 mmolΠL 的 IPTG次之 ,015 mmolΠL、

017 mmolΠL、019 mmolΠL 条件下进行加大剂量诱导 ,

目的蛋白的表达量不但没有得到提高 ,反而有下降

趋势. 可能是高浓度的 IPTG对细胞有毒害作用 ,参

见 Fig. 2. 对于表达菌株诱导不同的时间 ,重组尿激

酶原的表达水平也存在差异 ,通过 Fig. 3 可以发现

诱导 1 h 后目的蛋白基本出现 ,3 h 后目的蛋白基本

达到最大表达量 ,接下去随着诱导时间增加 ,诱导蛋

白的表达量基本保持稳定.

213 　表达产物的抗原性测定

为了初步验证表达产物的正确性及抗原性 ,进

行蛋白免疫印迹分析 ,用抗 UK的单克隆抗体进行

检测 ,显色后从 Fig. 4 可以看出有一明显的蛋白杂

交条带 (分子量 36 kD) ,显示了重组蛋白具有良好的

抗原性.

Fig. 2 　Induced expression with different IPTG in BL212Condon2

PlusTM2RIL (pET29a2dscuPA232K)

1 :Protein standard marker ;2 : Induction with 0. 1 mmolΠL ;3 : Induc2

tion with 0. 2 mmolΠL ;4 : Induction with 0. 3 mmolΠL ;5 : Induction

with 0. 5 mmolΠL ;6 : Induction with 0. 7 mmolΠL ;7 : Induction with

0. 9 mmolΠL

Fig. 3 　Induced expression for different time in BL212Condon2

PlusTM2RIL (pET29a2dscuPA232K)

1 :Protein standard marker ;2 : Induced for 1 hour ;3 : Induced for 3

hours ;4 : Induced for 5 hours ;5 : Induced for 7 hours

Fig. 4 　Western blot analysis of dscuPA232K

3 　讨论

许多真核基因常常很难在大肠杆菌中获得表

达 ,其原因主要是真核基因中含有许多大肠杆菌稀

有密码子 ,成为基因表达的限制性因素. 在这种情况

下 ,许多人尝试将全基因序列设计成大肠杆菌偏爱

的密码子 ,或改动基因内部的一个或几个碱基 (主要

涉及到稀有密码子) ,让大肠杆菌更好地识别密码

子 ,提高外源基因的表达. 事实证明 ,如果不更改稀
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有密码子 ,的确很难在大肠杆菌中表达真核尿激酶

原基因[11 ]
. 对于小基因来说 ,这样做很容易. 但对于

大基因来说 ,不但成本高而且工作量大. 设想如果提

高大肠杆菌对稀有密码子的识别几率 ,问题就迎刃

而解. 最好的方法就是在大肠杆菌的染色体中增加

一段用于编码稀有 tRNA 的基因 ,增加大肠杆菌转

录成稀有 tRNA 的量 ,从而提高对稀有密码子的识

别 ,提高外源基因的表达量.

低分子量尿激酶原突变体基因是真核基因 ,从

密码子构成可以看出含有较多大肠杆菌的稀有密码

子. 统计分析 dscuPA232K中 AGGΠAGA、CUA、AUA 密

码子的相对利用频率分别为 0142、011 和 0114 ,分别

高于上述密码子在大肠杆菌中相对利用频率[16 ]

0101～0102、0101、0104. 而且 dscuPA232K 含有两个

连续的 AGG密码子 ,更降低了蛋白的翻译效率. 本

实验中采用的 BL212CondonPlus
TM2RIL 菌株由于整合

了编码 tRNAs(Arg ,Ile ,Leu)的基因 ,增加了大肠杆菌

中识别稀有密码子的 tRNA 的能力 ,克服了蛋白翻

译中的密码子限制因素. 实验结果证明 ,通过在重组

菌 (BL212CondonPlus
TM2RIL) 中表达一种低分子量重

组尿激酶原突变体的基因 ,表达量可得到明显提高.

这种通过特定重组菌提高真核基因表达的方

法 ,可能会对大部分的真核基因在原核中的高效表

达提供有利帮助 ,并且在很大程度上降低成本 ,提高

效率.
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