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马铃薯 ! 病毒外壳蛋白的表达水平与

变偶密码子使用频率的相关性

冯德江 蔡华雅 刘 翔 徐军望 朱 祯"

（中国科学院遗传与发育生物学研究所 北京 &%%&%&）

摘 要：把经密码子修饰的马铃薯 J 病毒（K(-:-( ’>0AE J，K’J）外壳蛋白（L(:- K0(-/>D，LK）基

因和未修饰的野生型外壳蛋白基因与 L:M’ "#N 启动子融合后，构建成相应的植物表达载体，

利用农杆菌介导转化烟草。分别对修饰 LK 和野生 LK 的转基因烟草进行 O/E-/0D .)(- 和

<PQNR 分析，结果表明经密码子修饰的 K’J 外壳蛋白的表达量是野生型蛋白表达量的 &S" T
&S#。1(0-@/0D .)(- 结果表明修饰和未修饰的外壳蛋白在转录水平上是一致的。以上结果暗示

外源基因中稀有密码子的数量可能是限制外源基因表达的一个因素。改变基因中稀有密码

子的数量有可能成为控制基因表达的一种有效途径。
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生物体内编码同一种氨基酸的同义密码子使用频率是不一样的，有的在多个基因中

被多次大量使用，而另外的同义密码子却很少使用，从而造成密码子都有一定的使用频率

（L(G(D AE:C/）。对原核单细胞生物如细菌（ !"#$%&’#$’( #)*’）、真核单细胞生物如酵母菌

（+(##$(&),-#%" #%&.’"’(%）以及对果蝇（/&)")0$’*( ,%*(1)2("3%&）的研究结果表明，不但不同生

物的基因组之间表现出一定的密码子偏爱性，而且在同一基因组的不同基因之间也都存

在着完全不同的密码子偏爱性［& T !］。对于这种基因组之间及同一基因组内不同基因之间

的密码子偏爱性现象一般认为是生物对翻译准确性逐渐提高的自然选择结果［# T 3］。这一

推论来自 " 个方面的证据：第一，密码子的使用频率与 -V1R 的丰度呈正相关［$，"］；第二，密

码子使用频率的偏爱程度与基因的表达水平相关，高表达基因比弱表达基因表现出更强

的密码子偏爱性［6］；第三，由偏爱的密码子组成的 =V1R 比修饰的含较多稀有密码子的

=V1R 的翻译效率要快得多［2］。研究还发现，同一基因上的不同部位也表现出一定的密

码子偏爱性［&%］。例如，蛋白质中保守氨基酸相应的密码子比非保守区域的密码子表现出

更强的密码子偏爱性［&&］。

在其他 高 等 多 细 胞 真 核 生 物 中 这 方 面 的 实 验 证 据 还 比 较 少，尤 其 是 在 植 物 方

面［&$ T &!］。为了研究植物中蛋白表达水平与稀有密码子的相互关系，我们修饰了马铃薯 J
病毒（K(-:-( ’>0AE J，K’J）的外壳蛋白（L(:- W0(-/>D，LK）基因，把其中的一些常用密码子替

换成烟草中很少使用的稀有密码子。转化烟草后发现修饰的 K’J 外壳蛋白在烟草中表

达水平明显低于未修饰外壳蛋白的表达，表明在植物中外源基因的高效表达与基因中密

码子使用频率密切相关。



! 材料和方法

!"! 菌株、质粒和试剂

质粒 !"#$%!、!&$’() 及 ! * "#$% +,-"、农杆菌（&’(#)*"+,(%-. +-.,/*"%,01）./01121 均

为本实验室保存；病毒载体 !$3"3& 由英国 4567 8779:; "97<9: 的 /=>?@5AB9 教授惠赠，为马

铃薯 C 病毒 $DC,/ 小种的全长 @+#0 克隆；质粒 !/?>9)&（ E F G ）购自 &<:=<=H979 公司；限

制性内切酶及修饰酶购自 %=)=’= 公司；碱性磷酸酶标记的羊抗兔抗体及辣根过氧化物酶

标记的羊抗兔抗体购自美国 D9@<5: 公司；/&0、#/%、%I/ 及 /"8$ 购自 &JHA= 公司。

!"# $%& 外壳蛋白基因密码子的修饰

依文献［K3］的方法进行，设计含有突变碱基及限制性内切酶的引物 - 条（图 K），利用

聚合酶链式反应把 $DC 外壳蛋白基因中不同位置的偏爱密码子替换成烟草中很少使用

的稀有密码子，最终获得多个突变位点和多种氨基酸密码子替换的 $DC 外壳蛋白基因。

图 ! $%& 外壳蛋白基因序列、突变引物及突变碱基位置
LJH*K &9M>97@9 5N $DC @5=< !:5<9J7 H979，!:JA9:; OJ<6 A><=<9P 7>@?95<JP9;，=7P !5;J<J57; 5N A><=<9P 7>@?95<JP9;
/?=@Q ?9<<9:; :9!:9;97< A><=<9P 7>@?95<JP9;；0::5O; J7PJ@=<9 !5;J<J57; =7P PJ:9@<J57; 5N !:JA9:;；&6=P5O9P ?9<<9:; :9!:9;97<

:9;<:J@<J57 97P57>@?9=;9;9 =7P <69J: :9@5H7J<J57 ;9M>97@9;；#>@?95<JP9; B9;JP9 B5<6 <9:AJ7J 5N "$ ;9M>97@9; =:9 =PP9P :9;<:J@<J57
97P57>@?9=;9; =7P !:5<9@<9P 7>@?95<JP9;*

!"’ 植物转化载体构建

修饰及没有修饰的野生型 $DC 外壳蛋白基因插入 !&$’() 的 2)*#和 340#之间产

生 !&$’"$I 及 !&$’"$R，用 !"#’#和 5%0P$酶切这两个质粒，回收 "=IDS-&T"$IT%75;
及 "=IDS-&T"$RT%75; 表达结构插入到 !"$#$%!载体的相应位点中，获得植物转化载体

!"$I3S22 及 !"$R3S22。
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!"# 植物转化

按文献［!"］的方法进行烟草转化及再生植株的筛选，再生植株水培练苗后，移栽到温室中。

!"$ %&’ 鉴定

依文献［!"］的方法提取部分卡那霉素抗性植株的基因组 #$%，取适量 #$% 作模板，

依次加入 !"# #$% 酶缓冲液 &!’、($)*（&+"!,-./’）&!’、"0端引物和 10端引物各 !23,-.、
!"# #$% 聚合酶 !4、加 ((5&6 至总体积为 &2!’。"0端引物为：78)8)%7%78%)7)8%78%8
8%7，10端 引 物 为：7777)%888)77)77)77)77)%7%7)7%8。反 应 条 件 为：9:; ",<=；

9:; !,<=，""; !,<=，>&; !,<=，12 个循环；>&; !2,<=。

!"( )*+,*-. /01,
?#?@聚丙烯酰胺凝胶电泳分离转基因烟草蛋白样品后，电转移到 *A#B 膜上，用碱性

磷酸酶（%*）的底物 $C)/C8D* 显色分析。具体操作按产品说明书进行。

!"2 31-,4*-. /01,
采用异硫氰酸胍法提取烟草叶片总 E$%［!F］，取 !"!G 不同植株的总 E$% 进行琼脂糖

变性凝胶电泳分离后，转移至 5HI-=( $J（%,KLMNO,）尼龙膜［!P］，以 *AQ 外壳蛋白基因片段

和 !P? L#$% 为探针进行杂交，探针标记依照随机引物标记试剂盒进行（*L-,KGO）。按照标

准步骤进行 $-LRNKL= I.-R 分析。

!"5 6789: 检测

在样品检测孔中加入 "2!’ 样品并加包被液（$O&861 2+2!",-./’，$O5861 2+21",-./’，

$O$1 2+&S）至 &22!’，:;包被过夜后，加 *C?)（T8. 2+&S，$O8. PS，T5&*6: !+",,-./’，

$O&5*6: 2+",-./’，)UKK=&2 2+!"S）洗涤 1 次；!S C?% 1>;封闭酶标板 !N 后同样用 *C?)
洗涤 1 次；加入一抗 1>;反应 !N，*C?) 洗涤 1 次；加二抗 1>;反应 !N，*C?) 洗涤 1 次；加

底物（$C)）溶液暗反应 &",<= 后加入 &,,-./’ 5&?6: 终止反应，",<= 后测 $%:"2。

; 结果

;"! 植物表达载体的构建、烟草转化和再生植株的检测

为了检测 RE$% 丰度和基因表达的关系，设计了含有突变碱基及限制性内切酶的引

物，以病毒载体 3*&8&? 为模板，利用聚合酶链式反应，分别扩增出相应含有突变位点的片

段，酶切后与剩余未突变部分及相应酶切的克隆载体 3C.VKT?（ J / W ）连接，获得含有部分

突变的 *AQ 外壳蛋白基因。以此部分突变外壳蛋白基因为模板，利用另外含有突变碱基

的引物再次进行 *8E 扩增，最终获得多个突变位点密码子修饰的 *AQ 外壳蛋白基因

&’(。将获得的修饰基因插入到 ) X &*+, 载体 3C.VKT?（ J / W ）的 -.""和 /’0"位点之

间，获得 3C8*Y 质粒。本实验共替换了 !> 个碱基 !" 个不同氨基酸的同义密码子，使 *AQ
外壳蛋白基因中含有较多的稀有同义密码子。突变引物及突变碱基位置见图 !，烟草及

*AQ 外壳蛋白中部分氨基酸的同义密码子的使用频率见表 !。把修饰后的及没有突变的

外壳 蛋 白 基 因 的 表 达 结 构 构 建 到 38$*)DD 载 体 中，得 到 植 物 表 达 载 体 38*Y&122 和

38*Z&122（图 &）。利用农杆菌介导的叶盘法转化烟草得到转化烟草后，提取总 #$% 进行

*8E 检测，在转化烟草中均扩增出和对照质粒大小一致的 *AQ 外壳蛋白基因片段。
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表 ! 烟草 !"#$%"&’& %&(&#)* 及马铃薯 " 病毒中

部分密码子的使用频率!
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图 # 植物表达载体结构示意图

86/NF ’K%1*I )"L. (0 L$",1 %OL9%..6(,

M%*1(9 L72PF><< ",+ L72QF><<

"：L72PF><<；#：L72QF><<；*：L7R2!! N
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为了比较修饰和未修饰的 234 外壳蛋白基因在转基因烟草中的表达，对部分转基因

烟草进行了 Q%.1%9, #$(1 分析。为了取材的一致性，分别对 L72QF><< 质粒转基因烟草的

G、&G 及 FC 号植株，L72PF><< 质粒转基因烟草的 ><、>B、CC 及 @& 号植株新鲜展开的第 B 片

真叶取材（<AF/），于 G<<"T 研磨液中 CW研磨后取 G<"T 进行 ’V’S25DX、转膜、杂交。结果

表明，未修饰外壳蛋白基因在转基因烟草中的表达强于密码子修饰的外壳蛋白在转基因

烟草中的表达（图 >S*）。利用扫描成像系统的 Y)"/%:-",1 软件对条带的强弱进行分析，结

图 . 转基因烟草的 %&’(&)* +,-( 及 /-)(0&)* +,-( 分析

86/N> Q%.1%9, #$(1 ",+ R(91I%9, #$(1 ","$;.%. (0 19",./%,6* 1(#"**(.
"：R(91I%9, #$(1 9%.-$1. (0 19",.0(9)",1.；#：&H’ 9UR5；*：Q%.1%9, #$(1 9%.-$1. (0 19",.0(9)",1.；+：Y,1%,.616%. (0 1I% .L%*606*

#",+. 6, Q%.1%9, #$(1
&AF<< ,/ 234 ,"16M% 72，". " L(.616M% *(,19($；FAG<"/ L9(1%6, %O19"*1%+ 09() " L7R2!! 19",.0(9)",1，". " ,%/"16M% *(,S

19($；> Z GAG<"/ 1(1"$ L9(1%6, %O19"*1%+ 09() $%"0 16..-% (0 19",./%,6* 1(#"**(. [61I ,(,S)(+606%+ 72 /%,%；B Z EAG<"/ L9(1%6, %OS

19"*1%+ 09() " 19",/%,6* 1(#"**( [61I )(+606%+ 72 /%,%N
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果更直观的显示出修饰和未修饰外壳蛋白表达的区别（图 !"#），未修饰外壳蛋白转基因烟

草 $ 号植株中目的蛋白的表达量可达近 %&&’(，而修饰外壳蛋白转基因 !& 号植株的表达

为 !&’(，仅为 % 号植株的 )*+。

!"# $%&’()&* +,%’
外源基因插入位点的不同或拷贝数的多少不一样，可能会导致转录的不同从而使蛋

白水平表现出差异。为了检验以上蛋白水平表达差异是否因转录的不同，对以上 ,-. 外

壳蛋白表达差异的转基因烟草进行了 /012341’ 5602，结果表明密码子修饰及未修饰的外壳

蛋白基因在转录水平上是一致的。在个别转 78,9%!&& 质粒的烟草中，,-. 外壳蛋白基

因在蛋白水平表达低的，其转录水平却很高，甚至强于蛋白表达高的转基因烟草（图 !":），

说明蛋白水平上的差异不是由于转录的不同而引起的，而是在转录后的某个环节。

!"- ./012
为了更准确的比较密码子修饰和未修饰的 ,-. 外壳蛋白基因在转基因烟草中的表

达，取 78,9%!&& 载体和 78,;%!&& 载体的转基因植株各 <= 株，转 78/,>?? 空载体的转基

因烟草及非转基因烟草各 )% 株进行 @A?BC。结果表明密码子未修饰的外壳蛋白的表达

显著高于密码子修饰的外壳蛋白的表达，单株最高可以达到修饰外壳蛋白表达量的 $ 倍，

平均表达水平是密码子修饰的外壳蛋白表达水平的 ! 倍。

# 结论

基因中不同的同义密码子的使用频率并不是随意的，许多生物的基因都具有一定的

密码子使用频率［)D］。这种偏爱性的产生是生物在翻译水平上选择的结果，最丰富的 2E/C
相对应的同义密码子就是最偏爱的密码子，高表达的基因往往含有较高的偏爱密码子，

2E/C 数量、同义密码子的使用频率及基因表达活性三者之间的相互关系的实验证据首先

来自大肠杆菌［)=］。后来对酵母的 + 个核基因的研究中得出了同样的结论［)F］。对酵母的

一些组成型表达基因中的密码子和 %& 种 2E/C 的数量的研究也揭示了 2E/C 数量和由相

应密码子组成的基因在蛋白表达水平上的一种正相关关系［%］。在高表达的基因中密码子

和相应的 2E/C 丰度也是一种相辅相成的关系［%&］。由于原核基因和真核基因在密码子组

成上的差异，当原核基因在真核中表达或真核基因在原核中表达时，密码子的组成、相应

2E/C 丰度及蛋白质的表达水平三者之间的关系表现的尤为突出［%)］。

由于在病毒与寄主植物长期共同进化过程中，病毒携带的基因适于在宿主细胞内表

达（使用植物偏爱密码子），因此病毒基因中密码子的使用频率往往和寄主植物的密码子

使用频率相近或相同（表 )）。本研究中，我们将 ,-. 外壳蛋白基因中某些密码子变成烟

草中较少使用的同义稀有密码子，结果发现外壳蛋白在转基因烟草中的表达大大减弱，平

均表达水平为密码子未修饰外壳蛋白的 )*!。这说明大量利用寄主的稀有密码子进行蛋

白合成时，这种蛋白的表达量会大大降低。G64541"H:’I4 等在大肠杆菌中表达不同的花生

过敏原时发现，JK/C 中含编码精氨酸 CLC*CLL 密码子（大肠杆菌中较少、甚至不用的稀

有密码子）达 =M N )&M的 C1:3)、%、+ 比含 CLC*CLL 密码子达 &O=M的 C1:3$ 表达量要低

很多。在不改变 CLC*CLL 密码子含量的情况下，在细菌中表达大肠杆菌的编码精氨酸稀

少 2E/C 的 !"#P、$%&Q 和 %’&9 基因，使精氨酸稀少密码子含量高的 C1: 3)、%、+ 表达提高
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了 !"" 多倍［##］。此外，$%&’% 等用含有大肠杆菌 !"#( 基因的质粒转化已经含有外源核糖

体蛋白基因的大肠杆菌，增加稀少 )*+, 的量，结果使外源蛋白表达量达到了细菌总蛋白

的-".［#/］。通 过 增 加 细 菌 中 稀 少 )*+, 的 量 来 获 得 目 的 蛋 白 高 表 达 的 实 验 还 有 许

多［#0 1 #2］。以上实验说明基因中稀有密码子的数量是蛋白合成的一个限制因子，而这种限

制作用又是通过 )*+, 进行调节的。

本实验中，部分转基因烟草植株的 +34)5&46 783) 分析表明，9:; 外壳蛋白表达量不同

的转基因植株中其转录水平却没有明显差异。推测当密码子修饰外壳蛋白基因 $%& 在

植物细胞质中进行蛋白翻译时，核糖体就会遇到稀有密码子，由于稀有密码子相应的

)*+,数量较少，不能及时到达核糖体的氨酰位，就会造成核糖体的停滞，造成蛋白表达量

的降低［#<］。

本实验说明了 )*+, 丰度、密码子使用频率和蛋白表达三者之间的关系，同时暗示着

植物可能利用三者之间的关系来调节自身基因在生长发育过程中的时空表达。我们的实

验结果为那些想在真核生物中高效表达外源基因的实验提供了理论上的依据，尤其是以

植物体为反应器的生物制药工程提供了很好的理论指导。
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欢迎订阅 NOOU 年《中国药学文摘》

《中国药学文摘》、中国药学文摘数据库网络版、光盘（NOOU 年）中国药学文献数据网络系统即

《中国药学文摘》刊物、数据库网络版、数据库光盘是国家科技部重点扶植、国家食品药品监督管理局主

管的我国药学文献大型检索和查询系统。该系统于 PRSP 年创建，主要收载国内外公开发行的 VOO 余种

医药学及相关学科期刊中的药学文献，以文摘、简介、题录等形式进行报道。

该系统内容涵盖药学各个领域，共设十二个栏目：药学理论与发展动态、生药学和中药材、药物化

学、药物生产技术、药剂学和制剂技术、药理学和毒理学、生物药剂学、药物分析、临床应用与药物评价、

药品管理、制药设备和工厂设计及包装、药品和新药介绍等。该系统拥有近 8N 万多条数据，本数据库每

年以 8 万多条数据递增，且内容丰富，查询方便，可为医药生产、科研、教学、流通、医院药房、药店、情报

和管理机构服务。该系统采用全新的系统结构和快速检索的新标引法，实现了对大容量、大范围全文本

信息资料的零等待智能快速查询。根据实际工作需要，实现了库、刊、网为一体的服务系统，大大提高了

查全率和查准率，即可全文检索，又可从文献类型、主题词、关键词等 PN 个入口检索、查询。读者可分别

从网络、光盘、文本三种途径查到所需要的文献。该系统曾获国家科技进步三等奖，文本版即国内外公

开发行的杂志《中国药学文摘》曾多次获得有关部委的奖励（国家科委、国防科工委、中国科学院、中国科

协、国家自然科学基金会五大部委的全国科技信息系统优秀成果二等奖、全国科技检索期刊一等奖、第

二届全国优秀科技期刊评比三等奖、全国医药情报成果二等奖、第二届国家期刊奖百种重点期刊奖）。

《中国药学文摘》为月刊，内容同中国药学文摘数据库，PQ 开本，每期 NQO 页左右，每期约 Q9 万字，全

年 UVQ 元。
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