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摘要　目的:尝试通过计算机的辅助筛选基因重组组合 ,期望能减少人工筛选的工作量并得到高表达的蛋白。方法:从影响

表达的两个因素即翻译起始区 TIR的二级结构自由能和翻译起始区的密码子偏好性问题研究入手 , 对部分核苷酸进行了突变 ,

利用 RNA 二级结构预测软件 DNASISv2.5 对 hbFGF的 TIR区起始密码子开始前 35个核苷酸进行了分析 , 筛选出预期表达量高的

组合并在实验中加以验证。结果:从 32 种突变方式中筛选出 10 条自由能绝对值最低的序列做引物 ,克隆至表达载体上 , 得到了

两株高表达菌株。结论:利用计算机辅助设计可以优化和筛选实验结果 ,提高工作效率 , 降低具体实验的工作量。
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ABSTRACT:Background&Objective:We try to use softwares to cut down our workload and to have a higher protein expression.Methods:

The free energy of the Translation Initiation Region(TIR)and the Codons preference of E.coli were started with.During the cloning , there are

two principles of increasing the region , which is mainly decided by the content of G+C in TIR.We adjusted the content of G+C in the 35

aminophenol near the N terminal of hbFGF , then worked out the ■G0 with software DNASISv2.5 and screened the clones with higher expression.

Results:Calculating by the software , we got 10 sequence from all possible combination with lower ■G0 and cloned them into expression cell

BL21(DE3).Two of the candidates showed high express potential.Conculusion:Utilizing the auxiliary design of computer software can not only

optimize and select experimental results , but also reduce the workload of specific experiment and raise working efficiency.
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前言

碱性成纤维细胞生长因子尽管在半个世纪前就在动物组

织中被发现 ,对其结构和功能的具体认识还是在近二十年来

随着分子生物学技术的发展而渐趋完善 , 由于认识到其广泛

的生物学功能和诱人的临床应用前景以及基因工程技术和蛋

白质工程新技术的应用 ,越来越多的实验室参与了 bFGF 的研

究 , 1985 年 Esho 首次测定了第一个牛 bFGF 的蛋白全序列 ,

1986年 Abraham 克隆到牛和人的 bFGF 的 cDNA , 1988 年 Shi-

maskaiki与 Kurokawa 同时克隆到大鼠的 cDNA ,国内亦有多家

科研单位对 bFGF的生物活性 、临床表现及基因重组方面进行

过很多有意义的探索[ 1] 。

hbFGF 在大肠杆菌中的表达其非融合蛋白目前报导的表

达量都不甚理想 , 我们试图从影响表达的两个因素即翻译起

始区(Translation Initiation Region , TIR)的二级结构自由能和翻

译起始区的密码子偏好性问题研究入手 , 利用 RNA 二级结构

预测软件 DNASISv2.5 对hbFGF 的TIR区起始密码子开始前35

个核苷酸进行了分析 ,综合降低 G+C 含量和增加密码子偏好
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性两个因素对部分核苷酸进行了突变 , 按照最大可能增大 TIR

区自由能和最大可能符合大肠杆菌密码子偏好性的原则对

hbFGF前 20个氨基酸的 G+C 含量进行调整 , 并由软件 DNA-

SISv2.5 分析各种序列组合的自由能 , 筛选出表达量最高的序

列 ,从各种突变方式中筛选出 10 条自由能绝对值最低的序列

做引物 ,克隆至表达载体上 ,最终筛选出表达量最高的序列组

合。由计算机软件做初步筛选 , 再由人工实验的方法做具体

的筛选 ,可缩短实验的周期 ,提高工作效率。

1　材料和方法

1.1　覆盖 hbFGF 编码区序列 TIR区的设计

在引物设计过程中 , 为提高蛋白表达量 , 根据对 hbFGF基

因翻译起始区和密码子偏好性的研究 , 按照最大可能增大 TIR

区自由能和最大可能符合大肠杆菌密码子偏好性的原则对

hbFGF核酸序列的前 20 个密码子作如下调整:对其中 4 个位

点进行定向点突变 , 另有 4 个位点进行随机点突变。这些突

变都可能造成 TIR二级结构变化。

5̀ >AUG GC(C※U)GC(C※U)GG(G※U)AG(U/C)1 AU

(C※U)AU(U/C)2 AC(U/C)3CUG CCG GC(A/ U/ C/G)4 CU<3̀

在上述序列中 , 标记直线下划线的是定向点突变 ,标记波

浪下划线的是随机点突变。这 4 个随机突变共有 32 种组合。

通过软件 DNASIS2.5对这 32 种序列分别模拟二级结构且计算
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其TIR区的自由能值 ,将算得自由能值最低的 10 种序列由上

海申友公司合成相应引物。

表 1　能量最低的 TIR区的⊿G0(kcal/mol)

Table 1 10 sequences from all possible combinationwith lower ■G0(kcal/mol)

顺序
位点

1 2 3 4
 G0 顺序

位点

1 2 3 4
 Go

1. U U U U -10.5 6. C U C U -10.9

2. C U U U -10.5 7. U C C U -11.0

3. U C U U -10.5 8. U U C U -11.7

4. C C U U -10.5 9. U U U A -12.6

5. C C C U -10.5 10. C U U A -12.6

1.2　PCR扩增 hbFGF基因并重组和表达

用10 条引物分别扩增 hbFGF 基因 ,条件为:94℃4 分钟 ,

94℃30秒 , 60℃30秒 , 72℃30秒 , 共 32个循环。最后 72℃10 分

钟扩展。所得产物纯化后与 pET-3C质粒同用 NdeⅠ和 BamH

Ⅰ双酶切后连接 ,挑选转化在 LB培养基中扩增连接成功的重

组子 ,用 QIAGEN公司的质粒抽提试剂盒抽提质粒 , 转化 BL21

(DE3)plysS 载体的感受态细胞 , 涂于含 Amp 的琼脂板上 37℃

恒温箱过夜。

1.3　重组子的诱导表达

挑取 10 平板上的单菌落 , 分别接入 5ml 含 Amp 的 LB 培

养基中 , 37℃摇床 225r/ m 培养 3 小时至 OD值约为 0.3 时 , 用

1mmol/ L的 IPTG 诱导 , 32。 C 4 小时后取出离心 4000g10 分钟 ,

以0.02mol/ L的 PBS 、0.01mol/ L的 EDTA、0.1mol/L 的 NaCL 溶

液(PH6.7)重悬 ,置冰上用超声波破碎仪破碎 ,功率 150W约30

分钟。破碎液在高速低温离心机 4℃ 18000g离心 30 分钟 , 分

别收集上清与沉淀 , 做 SDS-PAGE 电泳。然后做凝胶密度扫

描。

2　结果与分析

2.1　PCR产物鉴定结果

图 1　NdeⅠ和 BglⅡ双酶切 hbFGF 电泳结果

Fig.1　Rest riction analysis of Gene hbFGF

注:1-10 hbFGF　M:分子量marker

2.2　hbFGF重组子的酶切鉴定结果

挑取连接成功的重组子克隆于 5ml含 Amp 的培养基中培

养过夜 ,长出的菌液离心后用 QIAGEN公司的质粒抽量试剂盒

抽提质粒 , 用限制性内切酶 NdeⅠ 和 BamHⅠ 双酶切(bFGF 基

因内部 400bp 左右处有一 BamH I位点), 1.2%琼脂糖电泳鉴

定。

图 2　NdeⅠ和 Bgl Ⅱ双酶切重组 pET-3c-hbFGF电泳结果

Fig.2　Restriction analysi s of pET-3c-hbFGF

注:A 为双酶切后的 hbFGF基因片段 ,泳道M 为分子量Markerλ-

HindⅢ 。HbFGF 经 NdeⅠ和 Bgl Ⅱ双酶切后片段大小应为 460bp左右 ,

电泳显示无误

2.3　重组 hbFGF 蛋白表达结果

图 3　重组 hbFGF蛋白表达结果

Fig.3　SDS-PAGE of BL21(DE3)cells carrying with recombinant plasmids

注:M:蛋白质 Marker(94.7 、66.2、43.0 、31.0 、21.0 、14.4kD)

1:未诱导的天然 hbFGF对照 2-10:IPTG 诱导的重组 hbFGF

Notes:M:Protein Marker(94.7 、66.2、43.0 、31.0 、21.0、14.4kD)

1:Not induced natural hbFGF control;

2-10:Recombination hbFGF induced by IPTG

3　讨论

本实验在设计过程中首先用 DNASISv2.5 对 hbFGF的 5'

末端部分碱基做了分析和优化 , DNASISv2.5 是一个以大量实

验数据为基础的综合软件 , 主要用于对核酸和蛋白质结构的

分析预测。软件的应用是基于以下理论的:

A.翻译起始区(TIR)对翻译顺利进行的重要性。有实验
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证明如果二级结构过于稳定 mRNA常常会形成各种各样的二

级结构如发夹结构 ,在能量较低的情况下 , 这些二级结构有时

会通过形成假结(pseudoknot)结构 , 从而形成更为复杂的三级

结构 ,从而影响到核糖体 RNA对 TIR区的重要位点如 SD区的

识别。翻译起始阶段 ,当核糖体 16S 亚基开始识别 SD序列并

结合到 mRNA时必须先打开发夹之类的二级结构 , 这个过程

与反应进行的自由能有关 , 翻译起始区标准自由能变化

(■G0)过低则二级结构很难打开 , 翻译会因此中止 , 实验证

明 ,当 TIR区不形成二级结构时翻译的效率是最高的[ 2] , 即二

级结构对翻译顺利进行影响甚大 , 二级结构越不稳定 , 翻译起

始的效率也就越高 , 因此二级结构的自由能对翻译起始的影

响不可小觑。Maarten H 的实验证明 , TIR区■G0 降低 1.4kal/

mol将造成翻译起始效率降低 10%。而碱基 G 和 C 因为含有

三个成氢键基团 ,相对于 A 和 U成键其■G0 值大于 1.4kcal/

mol[ 2] ,所以适量减少 G+C 的含量可能会升高碱基序列的自

由能 , 使mRNA 二级结构不稳定 , 翻译因而得以更顺利的进

行。

B.密码子的偏好性。 大多数氨基酸的密码子并不唯一 ,

其对应 tRNA 的丰度亦有差别:采用偏好密码子的 mRNA 翻译

速度要快于稀有密码子比例较高的 mRNA[ 3] 。偏好性可由下

面网址查出 http://www.kazusa.or.jp/ codon/ cgibin / showcodon.

cgi? species =Escherichia+coli+[ gbbct] 。 DNASIS v2.5 软件计

算结果虽有一定的误差 ,但对提高实验效率 , 缩小选择范围确

实具有相当明显的指导意义。这一点在我们的其它实验中亦

有体现。

hbFGF在 E.coli中表达是目前最常用的生产手段 , 但是非

融合形式表达量很低 , 现在很少看到国内有超过 10%的报导 ,

基因在细胞中的表达很大程度上为翻译起始区(Translation Ini-

tiation Region , TIR)所决定 , TIR区域较高的 G+C 含量会形成

较稳定的二级结构 , 阻碍转录和翻译的有效进行。 关于 TIR

的范围尚无定论 , Ganoza 等人认为开放性阅读框起始密码子

上下游 70 个核苷酸的范围为 TIR区域。我们统计了 bFGF 前

10个和 20 个氨基酸编码序列中的 GC 含量分别高达 75%和

78%,这样的基因结构显然对表达不利 , 必须进行适当调整 ,

本研究将序列调整的重点放在 bFGF蛋白 N端前 20个氨基酸

的编码序列 ,前提是不改变蛋白质的编码序列 , 通过使用计算

机软件的计算和筛选得到改造后的 G+C 含量降低为 55%左

右 ,并取得了较好的效果。
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　　结果表明 , 40.68MHz 的 HEMF30-50mA曝露对大鼠胃粘

膜急性损伤 ,呈现出有效的治疗效应 ,HEMF这一作用机制与

ET-1、NO 及 SOD 无关。如文献[ 1 , 2 ,4 , 5 , 10] , 其机制可能仍与

HEMF作用下产生的电磁场振荡效应 , 对植物神经的调节作

用 ,解除胃组织内血管痉挛 , 从而增加局部供血量等有关。本

研究中 ,血 ET-1及 NO水平在 HEMF曝露 1 和 6 次后不同变

化这一现象 , 仍有待于进一步探究。 本研究结果可为临床

HEMF治疗学提供一点有价值的参考资料。
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