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一种带增强子的原核高效表达载体的构建及初步应用
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摘 要 构建的.56357大肠杆菌高效融合表达载体，调控序列中有一个!序列和一个57启动子串联；多克隆位

点（89,）包括:个常用酶切位点；可进行融合表达或者非融合表达，根据不同的需要加以选择；融合蛋白+端为

57;!%的!$个起始氨基酸，9端为<=>标签；含3+$抗性基因作为选择标记。将增强型绿色荧光蛋白（?@AB）基因

克隆至.56357载体，在450(,#中的表达结果表明，融合?@AB达到菌体总蛋白量的#%C以上，&%C以上的融合蛋

白以可溶性形式存在，融合后的?@AB仍保持原有的荧光性质。与同时构建的不含!序列的.5357载体的表达产

量的比较研究结果表明，!序列在.56357载体中能显著提高表达效率。
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目前绝大多数重要的目的基因都是在大肠杆菌

中表达的。为了获得高水平的基因表达产物，人们

通过综合考虑控制转录、翻译、蛋白质稳定性及向胞

外分泌等诸多方面的因素，设计出了许多具有不同

特点的表达载体，以满足表达不同性质、不同要求的

目的基因的需要［!"F］。

增强子是基因表达的重要调节元件，目前在病

毒、植物、动物和人类正常细胞里都发现有增强子存

在。在原核细胞中也发现类增强子序列［#］。!序列

是烟草花叶病毒（58’）的#’端非翻译区的一段

":1.序列，@G))=-［"］等报道!序列在植物、动物、45
0(,#细胞的体内和体外翻译中都能提高翻译效率。

!序列已广泛应用于构建植物表达载体，增强外源

基因在植物中的表达，但目前尚未见用!序列构建

450(,#表达载体的报道。

本研究尝试对.?5$F（H）载体的转录调控区

进行改造，以57启动子和!序列为调控元件构建

了两种450(,#融合蛋白表达载体，并通过增强型绿

色荧光蛋白（?@AB）的表达检测其表达效率。

! 材料与方法

!"! 菌株和质粒

大肠杆菌I8!%!、JK$!（L?4）株为本室保存，

质粒.?5!!G购自于J=()G1公司，.?5$F（H）购自于

+(MG;-N公司，.JBA360-;G37由中国科学院遗传所

赠送，.O,?5E3?@AB由本室构建保存。

!"# 酶及其它生化试剂

限制酶、5FL+E连接酶和P)-N(Q大片段购自

美国B2(0-;G公司，L+E柱式胶回收试剂盒购于上

海华舜生物工程公司。

!"$ 表达载体的构建

按常规的分子生物学方法操作［7］。

!"% 目的基因在大肠杆菌中的表达

表达载体转化450(,#JK$!（L?4）菌株，挑单菌

落于KJ（含PGN!%%R;／0K）培养基中，47S过夜培

养，次日按!T!%%扩种，菌液67"%%值达%U:左右，

%U#00()／K的VB5@诱导，在4%S表达"W后收获

菌体。少量菌体悬于!X,L,样品溶液，煮沸!%
0=N后!$%%%;离心!%0=N，取!%#K进行!$C的

,L,3BE@?电泳，电泳结果用扫描仪在波长为#"%
N0处扫描分析。其余收获的菌体进行超声破碎，

!#%%%2／0=N离心!%0=N，沉淀溶于与上清等体积的

52=>3<9)中，取 等 量 上 清 和 沉 淀 溶 液 进 行,L,3
BE@?电泳。

!"& 融合’()*蛋白的荧光强度和荧光性质分析

菌体超声破碎后的上清用荧光全谱仪（俄罗斯

KR0-Y公司）检测融合?@AB蛋白的荧光强度及荧

光性质。



! 结果

!"# 表达载体$%&%’、$%(&%’的构建

!"#"# 表达载体!"#"$的构建：!%"&’（(）是一个

转录载体，由"$启动子起始转录，多克隆位点具有

$个常用酶切位点，便于外源基因的插入，但载体中

无核糖体结合位点，转录产物不能进一步翻译，因此

不能用作表达载体。!%"))*是!%"系统的一个表

达载体，具有核糖体结合位点，但只有一个单一的

!"#+,外源基因插入位点，非常不利于各种外源基

因的克隆表达。我们利用基因工程技术，将这两个

载体的优点结合在一起，构建了!"#"$融合蛋白原

核表达载体（图)）。用!$%,,／!"#+,双酶切从质

粒!%"))*上切下约)-./!片段，其中包括"$启动

子、0/1、"$标签等序列，相同酶切的!%"&’（(）载

体则无"$启动子序列。将)-./!片段插入相同酶

切的!%"&’（(）载体，得到表达载体!"#"$。

!"#"! 表达载体!"2#"$的构建：为了使载体的表

达效率得到进一步提高，我们尝试在"$启动子前

面另外插入一个增强子，即!序列，构建一个新的

原核表达载体!"2#"$（图)）。

用!$%,,／!"#+,双酶切从质粒!%"))*上切

图) !"#"$和!"2#"$表达载体的克隆表达区

3456) 789:4:5*:;<=!0<1149:0<549:19>?<@A901!"#"$*:;!"2#"$

下约)-./!片 段，将 此 片 段 插 入!"#+,单 酶 切

!BC3#2D<5*#$ 所 获 载 体，构 成 亚 克 隆 质 粒

!BC3))*。用&’(,酶切!BC3))*，E8<:9F补平，再

用!"#+,酶切，回收约&&./!片段，用!$%,,酶切

!%"&’（(），E8<:9F补平，再用!"#+,酶切，回收

载体，&&./!片段插入载体即得表达载体!"2#"$。

!"! 表达载体$%&%’、$%(&%’的初步应用

!"!"# 融合表达载体!"#"$G、!"2#"$G的构建：

为了易于检测外源蛋白的表达情况及H#端融合的

)&个氨基酸对外源蛋白活性的影响情况，我们在这

两个载体中表达了增强型绿色荧光蛋白（%G3C），

此蛋白的少量表达可使菌体呈现绿色，直接用菌体

即可检测蛋白的激发波长和发射波长有无变化，并

且能够进行荧光定量。用!"#+,／)*+, "从质粒

!IJ%"K#%G3C切下约$&./!的%G3C基因片段，

分别克隆到相同酶切的!"#"$、!"2#"$载体，得到

表达质粒!"#"$G、!"2#"$G（图&）。

图& !"#"$G、!"2#"$G的质粒图

3456& C8*1D4;19>!"#"$G*:;!"2#"$G
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!"!"! !"#"$%、!"&#"$%质 粒 使 融 合’%()在

!"#$%&中表达：’%()通过!"#"$%和!"&#"$%质

粒在!"#$%&中的表达结果见图*，在+,+#)-%’胶

上分子量约*./,处有明显的表达条带。对凝胶的

扫描和图像分析结果表明，!"#"$%所表达的融合

’%()蛋白占菌体总蛋白的012左右，而!"&#"$%
中所表达的融合蛋白占菌体总蛋白的3.2以上。

图* !"#"$%、!"&#"$%表达的融合

’%()蛋白（102+,+#)-%’）

(456* ’7!89::4;<;==>:9?#’%()=8;@
!"#"$%A<?!"&#"$%（102+,+#)-%’）

ABC;D9E>DA8@A8/98；FBG;<H8;D;=!"#"$；

EB(>:9?#’%()97!89::9?=8;@!"#"$%；

?BG;<H8;D;=!"&#"$；

9B(>:9?#’%()97!89::9?=8;@!"&#"$%

!"#"$%表达的菌 液 稀 释 至 ’(I..为.61J1，

!"&#"$%表达的菌液稀释至’(I..为.6.$1，然后

将稀释菌液分别进行超声处理及离心，上清和沉淀

溶于等量"84:BKGD中，各取*.>L进行+,+#)-%’
电泳，结 果 显 示（图J），二 者 均 约 有M.2的 融 合

’%()蛋白位于上清，即呈可溶性形式存在。

图J !"#"$%、!"&#"$%表达的融合’%()的

可溶性分析（102+,+#)-%’）

(456J +;D>F4D4HNA<ADN:4:;==>:9?#’%()97!89::9?
=8;@!"#"$%A<?!"&#"$%（102+,+#)-%’）

ABC;D9E>DA8@A8/98；

F、?B(>:9?#’%()4<:>!98<AHA<H97!89::9?=8;@!"#"$%
A<?!"&#"$%；E、9B(>:9?#’%()4<!89E4!4HAH9
97!89::9?=8;@!"#"$%A<?!"&#"$%

!"!"# 融合’%()的荧光性质分析：菌体超声上清

用荧光全谱仪进行融合蛋白的荧光性质测定，结果

表明（图3），’(I..为.61J1时，!"#"$%表达的可溶

图3 !"#"$%、!"&#"$%表达的菌体超声上清中

的融合’%()蛋白荧光测定

(4563 (D>;89:E9<E9?9H9EH4;<;==>:9?#’%()97!89::9?
=8;@!"#"$%A<?!"&#"$%4<:>!98<AHA<H

性融合’%()蛋白在激发波长JOO<@、发射波长

3.M<@处的荧光强度为.6J1。’(I..为.6.$1时，

!"&#"$%表达的可溶性融合’%()蛋白在激发波

长JOO<@、发射波长3.M<@处的荧光强度为16I1。

由此表明!"&#"$%表达的可溶性融合%()蛋白量

远高于!"#"$%表达的可溶性融合’%()蛋白量。

融合后的’%()蛋白仍保持原有的激发波长和发射

波长，表明P端融合的10个氨基酸并未影响’%()
的荧光性质。

# 讨论

我们构建的!"&#"$原核表达载体有以下特

点：1B调控序列中有一个!序列和一个"$启动子

串联，使目的基因在!"#$%&中得到高效（最高可达

3.2以上）而稳定的表达；0B多克隆位点（CG+）包

括O个常用酶切位点，便于外源基因三种形式阅读

框的插入，并可根据不同的需要选择进行融合表达

或者非融合表达；*B融合表达的蛋白P端为"$51.
的10个起始氨基酸，此短肽能增强翻译效率且对表

达蛋白的功能影响极小，非融合表达的天然蛋白则

无此短肽，利于作为药物的蛋白的表达；JB融合表

达蛋白的G端可以加上K4:标签，便于融合蛋白的

进一步纯化；3B含)*+抗性基因作为选择标记，亦

有利于筛选与-!等不同抗性载体共转化的菌株。

!"&#"$%的表达产量大于3.2，表达效率是

!"#"$%的0倍以上，这两个载体的唯一差别是前

.O3 生 物 工 程 学 报 1I卷



者的调控区中增加了一个!序列，可见!序列在此

载体中能显著增强表达效率。在多种植物表达载体

中，!序列都位于启动子的下游，其对翻译的增强机

制可能是阻止!"#$二级结构的形成，或者成为一

个核糖体结合位点［%"&&］。此外，突变分析表明，在

植物系统中，!序列第’("’)位的$**密码子处

能起始非正规翻译。即带有!序列的!"#$能同

时结合两个核糖体分子，其中一个结合于下游的

$*+起始密码子，另一个结合在!序列的$**密

码子，两处都能起始翻译［&&］。而在,-./-%载体

中，!序列位于-%启动子的上游，亦能显著增强表

达效率，此结果显然不能用上述机制加以解释。增

强子的作用原理有两种假说［&0］：&1增强子为转录

因子提供进入启动子区的位点；01增强子能改变染

色质的构象，染色质的局部结构的变化决定了2#$
对转录因子的接受效率。因此推测在,-./-%载体

中!序列的增强作用在于提高转录的效率，从而间

接提高翻译水平，其具体机制还有待进一步研究。
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