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猪瘟病毒流行毒株 !" 基因密码子优化

及在酵母中的高效表达
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摘 要：密码子的偏嗜性是影响基因异源表达的重要参数之一，优化密码子序列能够提高外

源基因的表达水平。野生型猪瘟病毒 :$ 基因在毕赤酵母中的表达量较低，为了提高 :$ 基因

在毕赤酵母中的表达水平，利用 EFG 基础上的定点突变技术将 :$ 基因上的毕赤酵母低利用

密码子突变为其高利用率的简并密码子。结果表明，替换野生型 :$ 基因上 $! 个酵母低利用

密码子后，:$ 基因在酵母中表达水平有较显著提高，表明通过密码子优化提高 :$ 基因在毕

赤酵母中的表达这一策略是成功的。
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猪瘟（F)<JJ=,<) KL=?/ M/N/0，FKM）是世界范围内危害十分严重的猪接触性传染病。FKM
防治主要是以免疫或净疫为基础，但目前这两种方针在执行中都面临着很大的困难。第

一，温和型猪瘟出现后，已应用 !% 余年的 F9株弱毒疫苗频频发生免疫失败，加大免疫剂量

效果也不显箸。第二，由于注射弱毒疫苗后无法区分免疫的和自然感染野毒的动物，加之

在国际贸易中许多国家禁止从疫苗免疫国家或地区进口生猪及猪肉制品，从而大大限制

了传统疫苗的使用。而在实行净疫政策防治 FKM 的国家，由于禁止进行免疫接种，这些

国家的猪群暴发 FKM 风险极高，一旦暴发 FKM 就会造成巨大的经济损失。&223 O &228 年

荷兰、德国、比利时和西班牙等欧盟成员国暴发 FKM，直接经济损失达数十亿美元，故研制

亚单位标记疫苗已迫在眉睫。因为亚单位标记疫苗能够帮助摆脱上述防治政策面临的困

境，所以成为近年来 FKM 新型疫苗研究的热点［&］。FKM 的致病原是一种 G1I 病毒，即经

典猪瘟病毒（F)<JJ=,<) KL=?/ M/N/0 ’=0AJ，FKM’）。FKM’ 由 &$ 个基因组成，其中 :$ 基因编码

的病毒囊膜糖蛋白是其主要的保护性抗原蛋白，能够单独诱导有效的免疫保护反应［$ O #］。

目前，FKM’ 的主要保护性抗原基因已在大肠杆菌、昆虫杆状病毒等表达系统中成功地进

行了表达，表达产物免疫动物后能够保护其抵抗强毒的攻击。但上述表达系统都存在一

些不足之处，如表达产物缺乏活性或无翻译后修饰或不易操作等［5 O 2］。毕赤酵母（!"#$"%
&%’()*"’）表达系统是 $% 世纪 8% O 2% 年代发展起来的一种极具潜力的真核表达系统，具有

其它表达系统所不具备的优点，即兼有原核细胞良好的可操作性和真核系统的翻译后加



工的双重特点，且具有高稳定、高表达、高分泌等特点，适合于表达二硫键丰富的 !" 蛋

白［#$，##］。我们已报道了利用 ! % "#$%&’($ 成功表达 &’() 遗传树中 *+,-.# 中代表毒株 ’/01
234 株的 !" 基因，但表达量较低［#"］。这可能是 ! % "#$%&’($ 的密码子偏爱所致。密码子选

择和分布是影响基因有效表达的因素之一，通过对外源基因上的密码子序列进行优化可

提高蛋白表达水平。本研究利用 5&6 基础上的定点突变技术对流行野毒中的代表株

———广西玉林株 !" 基因密码子序列进行了优化，显著提高了 !" 基因的表达水平，并为研

制 &’() 流行毒株基因工程亚单位疫苗奠定基础。

! 材料和方法

!"! 毒株、菌株和 #$% 载体

猪瘟病毒流行野毒株分离自广西玉林病猪组织，7 8$9保存［#:］；大肠杆菌（)$*+,’(*+(#
*&-(）;<#$= 和 >?@!菌株由本室保存；.<>#A1B 和 .56C!DB<?BE 载体分别购自 BFGF6F 和

H0I3J3K/ 公司；酵母菌 ’<>##LA 和 .5M&=G 分泌型表达载体由中国科学院微生物研究所的

田 波院士惠赠。

!"& 酶和试剂

限制性内切酶、BN >OP 连接酶等工具酶购自 5+,23QF 公司；*N#A、ROS 等购自 M4T0J+,1
Q34 公司；>OP 纯化试剂盒购自上海生工生物工程技术服务有限公司；>M* ?0Q/ 5+023 >OP
HFE3U04Q F4V >3J3KJ0,4 ’JF+J3+ G0J M（ I,+ K,U,+ V3J3KJ0,4 W0J/ OSBXS&M5）、B6HY,U 试剂为 *0EK,
S6H 公司产品。

!"’ ()*+,( 和 -+,(
采用 B6HY,U 试剂，从 &’() &1株兔脾组织毒和 &’() 广西毒株病猪脾组织毒中提取总

6OP。按文献［#"］的方法扩增 !" 基因，5&6 产物经电泳鉴定后对片段大小合适者进行

测序。

!". /& 基因密码子的优化

根据赵 翔等［#N］方法对 !(*+(# "#$%&’($ 密码子用法分析结果的基础上，利用 >OPZJF+
分子生物学分析软件对 &’() 广西毒株 !" 基因密码子组成及分布分析发现，其 @[端部分

存在 @ 处可能不利于在 !(*+(# "#$%&’($ 中高效表达的含有低利用率密码子的区域。设计了

= 条突变引物（表 #）。然后采用 5&6 基础上的定点突变技术对 !" 基因密码子进行优化。

具体操作如下：首先分别以 5# 和 6#、5L 和 6: 为引物，以 &’() 广西株 !" 基因为模板，分

别扩增出两个带有重叠序列的片段，将 !" 分为两部分，由于引物上带有 )*&6"、./-#和

0&%"序列，在扩增片段两边分别引入了 N 个酶切位点。对广西毒株 !" 基因密码子的优

化参照 )F4 60\4 等［#@］所采用的方法进行，通过两轮 5&6 扩增实施（图 #）。共进行 N 次突

变反应，待所有的反应完全结束后，将最后获得的 5#6# 片段与前面所扩增的 5L6: 片段分

别用琼脂糖凝胶电泳纯化回收后，等体积混合，按照 ?, 等［#L］的方法，以 5# 和 6: 为引物，

利用 "12 >OP 聚合酶扩增 5#6: 片段，5&6 反应条件为：=@9 @$Z，NA9 #204，8"9 #@$Z，:@
个循环。扩增完成后，琼脂糖凝胶电泳回收纯化 5#6: 片段，然后利用 BN >OP 连接酶将其

克隆到 .<>1#AB 载体，转化大肠杆菌 >?@!，得到阳性重组克隆 .<>1#ABX!"，质粒由大连
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宝生物公司测序。

表 ! 克隆和定点突变的引物
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图 ! "# 基因密码子序列优化策略

H)/I& J2("2%/)- *"4 ,+ ,42)*)K)./ L; /%.% -,0,.1

!$% 重组酵母表达载体的构建

用 !"#M!和 $%&0"分别双酶切 4NO3&G!:L; 质粒和 4’@PLQ!NM!# 载体，琼脂糖凝

胶电泳分别回收约 &&RR#4 和 =ERR#4 片段，两片段按适当比例混合，加入 != O6D 连接酶

于 &?S连接 ;R9，转化大肠杆菌 OM>#感受态菌，挑选 D*4T 阳性的重组菌落接种含有

D*4T 的 8U 培养基，小提质粒后用 !"#M!和 $%&0"进行酶切鉴定，得到插入 L; 基因的

重组质粒 4’@PLQ!NM!#:L;。用 ’()@!和 *)+!双酶切 4’@PLQ!NM!#:L; 质粒，同时用

’()@!和 *)+!双酶切 , I -".+)/%. 分泌性表达载体 4’VCFW，利用琼脂糖凝胶电泳分别回
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收 !"!#$ 左右和 %"&’# 左右的片段，将两片段按适当比例混合后，加入 () *+, 连接酶，于

!-.连接 /&0。取 1!2 连接产物转化大肠杆菌 *31"感受态菌，挑选 4567 阳性的重组菌

接种含 4567 的 28 培养基，小提质粒后用 !"#9#和 $#%#进行双酶切鉴定，最后得到插入

:/ 基因的重组表达质粒 $;<=%4>:/。

!"# 酵母的转化和重组酵母的筛选

重组的 $;<=%4 载体经 &’(#线性化后，利用电穿孔法转化酵母宿主菌 ?@*!!-A，经

@* 平板筛选整合了 :/ 基因的 3BC7 重组酵母菌克隆，再利用含不同浓度 D)!A 的 E;* 平

板筛选含有高拷贝目的基因的重组酵母菌克隆。

!"$ 重组酵母菌的鉴定

!"$"! 酵母基因组 *+, 的提取：采用玻璃珠法，参照文献［!F］进行操作。

!"$"% 重组酵母 *+, 的 ;=9 扩增和测序：;=9 所用引物为扩增 :/ 用的 ;! 和 9G，方法同

前。反应体系：!& H ;=9 8IJJKL 1!2，M+(; )!2，@N/ 7 G!2，引物 ;! >9G 各 /&$OPQ>2，含石门株

:/ 基因的质粒 !!2，)’* 酶 &"1R，MM3/& G)"1!2。反应条件：%A. AOB5；%A. !&C，11.
G&C，F/. %&C，G1 个循环；F/. !&OB5。;=9 产物电泳，用 *+, 纯化回收试剂盒纯化回收目

的片段。测序由大连宝生物工程有限公司完成。

!"$"& 重组酵母 *+, 的斑点杂交：以含 :/ 基因的质粒为模板，;! >;/ 为引物，进行 ;=9，

将扩增片段进行标记即得探针，依试剂盒说明操作。将重组酵母基因组 *+, 分别做 ! S1、

! S!&、! S/&、! S)&、! SA&、! S!-&、! SG/&、! S-)& 稀释；同时对照未重组酵母基因组的 *+, 分别

做 ! S1、! S!& 稀释；各取 /!2 点样，按试剂盒所述方法进行 *+, 斑点杂交。

!"’ 重组酵母的培养和诱导表达

挑取筛选出的含有高拷贝目的基因的重组酵母菌克隆接种 !&&O2 的 @DE 液体培养

基，/A. T G&.摇床，/A& T G&&L>OB5 培养至 +,-&&约 )。室温 G&&&N 离心 1OB5，弃上清，用 !>
!& 原培养体积的诱导培养基 @@E 重悬菌体，/A. T G&.继续诱导培养 G T )M，其间每 /)0
加入 !&&U的甲醇至终浓度 &"1U以保持持续诱导。

!"( 表达 )% 蛋白的 *+*,-./) 分析和 0123145 6783 鉴定

用台式离心机在室温下以最大速度离心经甲醇诱导后的培养液 / T GOB5，将上清转

移到干净的收集管，从中取适量的上清进行 ?*?V;,D: 分析和 WKCXKL5 #QPX 鉴定，其余置

Y A&.冻存。

% 结果

%"! )% 基因密码子的优化

:/ 基因突变前后测定的核甘酸序列分析比较结果（图 /）显示，突变后的 :/ 基因上共

有 /) 个密码子的序列获得成功突变，而氨基酸的序列则无变化，这与实验设计的结果完

全一致，表明通过 ;=9 基础上的定点突变对 :/ 基因密码子的优化是成功的。

%"% 重组酵母表达载体的构建

含有 :/ 基因的重组酵母表达载体 $;<=%4>:/ 经 !"#9#和 $#%#双酶切获得了约

!!&&#$ 片段由此表明构建成功。
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图 ! 密码子优化前后的 "! 基因核苷酸序列

!"#$% &’( )*+,(-."/( 0(1*()+(0 -2 3% 4)/ .’( -5."6"7(/ 3%

!#$ 重组酵母 %&’ 斑点杂交

对照未重组酵母基因组 89: ; < ;、; < =、; < ;> 均为阴性；重组酵母基因组 89: ; < ;、; <
=、; <;>、; <%>、; <?>、; <@>、; <;A>、; < B%> 均为阳性（图 B）。证明重组酵母基因组 89: 含 3%
基因，即 3% 基因稳定整合到酵母基因组中。
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!"# 重组酵母 $%& 中 ’! 基因的 ()* 扩增和测序

提取酵母菌 !"#，用 $%& 扩出目的条带并测序，结果与前面的测序结果完全一致，证

明 ’( 基因整合到重组酵母菌的转化子的基因中。

!"+ ’! 基因表达产物的 ,$,-(&.’ 分析和 /012034 5672 鉴定

构建好的 ’( 基因酵母表达载体经 !"#!线性化后转化酵母宿主菌 )*!++,-，利用

*!. 平板和 /0+- 筛选含有高拷贝目的基因的重组酵母菌克隆，经甲醇诱导后取上清进

行 )!)1$#/’ 分析和 2345367 89:5 鉴定。结果（图 0）显示，在约 ;,<! 处存在一特异的蛋白

表达条带，与预计的目的蛋白的大小基本一致，并且该蛋白带能与 %)= 的阳性血清发生

特异性反应，表明 ’( 蛋白在毕赤酵母中得到了成功表达。

图 8 重组酵母菌 $%& 的斑点试验

=>?@A !:5 89:5 :B 63C:D8>7E75 $%&’%" (")*+,%) !"#

图 # ’! 基因在毕赤酵母中表达的

,$,-(&.’（&）和 /012034 5672（9）结果

=>?@0 )!)1$#/’（#）E7F 2345367 89:5（G）E7E9H4>4 :B

’( 3IJ63443F >7 $%&’%" (")*+,%)

*K$6:53>7 D:93CL9E6 M3>?N5 DE6<36；+KON3 J6:53>7 3I1

J63443F >7 $ @ $")*+,%-) 56E74B:6D3F M>5N J$P%QR；( E7F

AK ON3 J6:53>7 3IJ63443F >7 $%&’%" 56E74B:6D3F M>5N

J$P%QR1’(@

8 讨论

%)=S 流行毒株的变异可能是近年来影响 %1株弱毒疫苗免疫保护力降低的一个重要

的因素，研制针对当前流行毒株的基因工程疫苗可能是解决目前 %)= 流行日趋上升、弱

毒疫苗免疫屡屡失败的难题，最终消除疫源的一种有效手段。本研究中所选用的广西玉

林毒株是目前正在我国流行的流行毒株（/6:LJ (）中最具代表性的流行毒株，该毒株在细

胞培养中增殖稳定，因此极适合用于 %)=S 新型基因工程疫苗的研究。近年来虽然国内

外许多研究机构均在体外成功地表达了 %)=S 的主要抗原基因 ’(，但因表达产物的不同

缺陷，结果并不理想。我们以前也曾报道在毕赤酵母中成功地表达了 %)=S 石门毒（/6:LJ
+ 的代表毒株）的 ’( 基因，但表达量较低。在异源基因表达的研究中，达到尽可能高的表

达水平是很重要的，因此为了进一步提高 %)=S ’( 基因的表达产量，我们开展了本项研

究。

影响外源基因表达水平的因素很多，除了结构基因旁侧的调控元件外，基因自身的编

码序列中也含有与该基因表达水平有关的关键信息［+-］。密码子的选择可能是影响表达

的参数之一。尽管大多数氨基酸的遗传密码子是简并的，但在原核和真核基因上简并密

码子的使用并不是随机的，基因表达水平与嗜好密码子的使用程度之间存在强的相关
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性［!"，#$］。从异源基因表达和密码子使用的有关研究文献中得出的比较一致的结论是，优

化密码子序列将会提高表达水平。酵母密码子的使用与表达水平之间的相关性已被提

出，酵母基因的编码序列显示，%! 个三联密码子中的 #& 个具有偏爱性，这种偏爱性密码

子的使用程度与其表达水平是正相关的，暗示优化密码子的使用可能有助于高水平表

达［#! ’ #(］。)*+,- 等［#&］对酵母中 !!$ 个基因的密码子偏向性进行了研究，发现在酵母大量

表达的基因中，编码 .,/ 的 % 个密码子中 .0. 的使用频率为 1%2%3，而根本不使用 40.
和 400 这两种密码子。)*5-56/ 等［#%］对酵母等中的低利用密码子分析结果显示，404、

400、40.、440、474、040、.40 和 .00 等 1 个密码子在酵母中使用率最低，其中编码 .,/
的 400、404 和 40. 的使用率不超过 &3。在 4)89 广西毒株 :# 基因中，有两个编码 .,/
的密码子 400 和 ; 个编码 <=> 的 474 等共 #$ 个最低利用率的密码子。为了提高 :# 基

因在毕赤酵母中的表达水平，我们利用赵 翔等［!(］确定出毕赤酵母的 !" 个高表达优越

密码子对 :# 基因的密码子序列进行优化，共有 #( 个密码子序列被替换。从 :# 基因的表

达结果来看，这样改造后的 :# 基因与以前报道的仅改造了两个 .,/ 密码子的 :# 基因相

比，在表达水平上有了显著提高，表明我们对 :# 基因的优化是成功的。

定点突变是基因密码子序列替换常用的方法，其中最有效的方法是在 ?4@ 基础上的

定点突变技术。有许多利用 ?4@ 进行定点突变的报道，最有效的方法之一就是 A5/>B*5
等［#C］报道的重叠延伸方法。但该方法每次突变都需要两条新的引物，因此，不适于在同

一 DE. 序列上进行广泛突变。本研究中，我们采用了另一种改进的利用 ?4@ 进行密码子

替换的方法，对 4)89 广西毒株 :# 基因上的 #( 个密码子序列进行了突变，测序结果表明

上述密码子都得到了正确的替换，并且没有随机突变的情况，进一步表明该方法是一种可

用于在同一 DE. 序列上进行广泛突变的极其有效的方法。

! F "#$%&’($ 表达系统是一种能进行蛋白翻译后修饰，包括糖基化修饰的真核高效表达

系统［#1］，这是因为酵母细胞在分泌过程中能正确识别外源蛋白上的 EG糖基化信号，进行

正确的糖基化修饰［#"，;$］。:# 基因在 4)89 病毒上编码的产物是一种结构糖蛋白，因此利

用 ! F "#$%&’($ 表达的 :# 蛋白更接近病毒自身的 :# 糖蛋白，更适于用于开发 4)89 亚单位

标记疫苗的表达系统，本项研究也将为研制新型 4)8 基因工程疫苗奠定基础。
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