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摘要! 利用特异性引物!采用B3*扩增出分离自患病罗非鱼无乳链球菌强毒株的 5+4;基因!

将其克隆到 R8?%>ED载体上!通过菌落B3*鉴定和利用限制性内切酶 L$81

"

和 C1)0

(

对

重组质粒进行双酶切鉴定之后送测序公司测序!并利用生物信息学软件36IHS96d#7$%82Y,

=7%% G̀5PXGS@7$%D8188%+PSBU5H#7$%+PS+Y6:N%7$%0GLK96B!7$ 0PQ̂PQ%B0/RQPX%0,8lD$C

以及3)0B等分析5+4;基因的分子特性$ 结果显示!罗非鱼源无乳链球菌 5+4;编码氨基酸

序列具有高度保守性!与人源%动物源无乳链球菌亲缘性达 %$$V!具有 % 个参与催化糖基元

转运的Y6:N5H:6SQ9KHgPQ9HPH超级家族结构域!具有与蛋白翻译后修饰功能相关的磷酸化位点 !

个!编码多肽链中亲水区大于疏水区!且存在跨膜区$ 密码子偏爱性分析表明!罗非鱼源无乳

链球菌5+4;基因密码子使用频率差异较大!密码子偏爱性更接近真核生物$

关键词! 无乳链球菌& 5+4;基因& 克隆& 分子特性

中图分类号! W@C<& 0>%@&&&&&&&文献标识码',

&&无乳链球菌 # 7'-(+'*5*5534$/$2$5'1$($"也

称`族链球菌#LQ5IR `HSQPRS5N5NNG"Ỳ 0$"是兼

性的 革 兰 氏 阳 性 球 菌(%)

& 根 据 荚 膜 多 糖

#N9RHI69QR56:H9NNU9QGXP"3B

0

$抗原不同将无乳

链球菌分为
"

9'

"

T'

'

;

)

和
*

%$ 种血清

型(# ;=)

& 目前"无乳链球菌仍然是引发新生儿败

血症和脑膜炎的常见病原(")

%对未孕成年人主

要引起尿脓毒症'肺炎'软组织及皮肤感染(<)

%

该菌也是牛乳腺炎的常见病原(@)

"同时也可感

染多种水产动物"引起罗非鱼'虹鳟'海鲤和鲻

等鱼类败血症和脑膜炎(C ;>)

"具有较高的致病率

和致死率(%$ ;%%)

&

无乳链球菌荚膜的产生受荚膜多糖合成

#N9RHI69QR56:H9NNU9QGXPH:KSUPHGH"5+4$基因座控

制(#)

& 尽管各血清型无乳链球菌荚膜多糖的生

物特性及其重复单位不同"但对编码多糖相关基

因的序列分析表明"在所有血清型无乳链球菌荚

膜多糖合成基因座中存在 " 个高度保守的基因"

即5+4@D;

(%#)

"其中 5+4@L&6控制多糖链长度和

转运多糖(%# ;%=)

& *)̀ 2+0等(%")通过突变体实验

推定
(

血清型无乳链球菌 5+46基因编码产物具

有半乳糖基转移酶功能%j,8,8(D(等(%<)将

"

9血清型无乳链球菌5+4;基因表达于大肠杆菌

'8%$> 菌株及糖基转移酶测定试验"推定 5+4;基

因编码产物执行葡萄糖基转移酶功能"且已推知

5+4

"

$;基因产物与
(

型无乳链球菌 3RH?表现

高度同源性#>C7>V$& 唾液酸化的荚膜多糖是

无乳链球菌主要的毒力因子(%#)

"对协助该菌逃避

宿主 防 御 机 制 至 关 重 要(%@)

& -,+32./2-?

等(%C ;%>)利用特异荚膜多糖兔免疫血清证实其对

无乳链球菌感染的老鼠具有免疫保护作用"表明

荚膜多糖是一种重要的保护性抗原物质& 目前"

国内外没有报道过鱼源无乳链球菌 5+4;基因的

相关信息&

本文通过对分离自海南文昌患病罗非鱼的无

乳链球菌强毒株进行基因组 ?+,提取"结合
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" 期 汪开毓"等!罗非鱼源无乳链球菌5+4;基因的克隆和分子特性分析 &&

+3̀ /的 (*..GKXPQ和 -̀,0D工具分析得到了

编码该菌 5+4;基因的 (*."B3*扩增 5+4;基因

并将其克隆到 R8?%>ED载体上"经 B3*和双酶

切鉴定及序列的进化关系比对"验证扩增基因即

为5+4;基因"随后应用生物信息学分析工具对该

基因进行了分子特性分析"以期为进一步研究罗

非鱼源无乳链球菌 5+4;基因的功能和作用机理

提供分子生物学依据&

%&材料与方法

&'&(菌株

共 C株无乳链球菌菌株分离自海南文昌患病

罗非鱼"经毒性回归实验选取强毒株"菌株编号为

1+l$C%;45,(-15,1$ 5*21?1"

$

菌株购于天根公司&

&'*(主要试剂

R8?%>ED# 0GFR6P$ 克隆载体' 高保真酶

BQGFP0D,*

&

10#BQPFG[$'D

=

?+,连接酶'限制

性内切酶 L$81

"

和 C1)0

(

以及 ?+,89QOPQ'

?+,凝胶回收试剂盒和质粒?+,小量提取试剂

盒均购自大连 D9c9*9公司& 细菌基因组 ?+,

提取试剂盒#?B!$# ;$#$购自天根公司&

&'-(引物设计与合成

根据YPK 9̀KO 中无乳链球菌 5+4;基因全序

列#YPK 9̀KO登录号为 ,̀ $%@!""$"运用生物软件

(6GL5 <7$和BQGFPQ"7$设计5+4;全基因序列的引

物 %对"由上海生工生物工程有限公司合成& 引物

序列分别为!上游 "eE3YYY,D33,DY,,,,DDE

DYD3DYYDDYYE!e"划线部分为添加的L$81

"

酶

切位点%下游 "eE33,,Y3DDDD,,,,,,DD33E

D33D,,,DDE!e"划线部分为添加的 C1)0

(

酶切

位点&

&'<(8.9>基因的0I)扩增

1̀/肉汤 !@ _恒温培养 #= U 收集菌体"依

照天根细菌基因组 ?+,提取试剂盒#?B!$# ;

$#$操作说明提取菌体基因组?+,"以此?+,为

模板"按常规克隆方法对 5+4;基因进行 B3*扩

增& 采用#"

!

-B3*反应体系!BQGFP0D,*

&

10

#BQPFG[$%#7"

!

-"?+,模板 %7$

!

-"上'下游引

物##$ RF56$各 $7"

!

-"无菌超纯水 %$7"

!

-& 反

应条件!>= _预变性 " FGK%>= _ % FGK""" _ %

FGK"@# _ =$ H"共 !$ 个循环%最后 @# _延伸 %$

FGK& 取 "

!

-扩增产物用 %V琼脂糖凝胶电泳观

察扩增结果&

&'=(8.9>基因的+克隆"测序及序列分析

将B3*产物用 ?+,凝胶回收试剂盒回收"

与 R8?%>ED载体连接过夜"构建 R8?%>EDE5+4;

重组质粒"按常规方法转化 ?1"

$

大肠杆菌感受

态细胞"筛选阳性克隆并进行 B3*和酶切鉴定&

鉴定后的阳性质粒 R8?%>EDE5+4;送上海生工生

物工程有限公司测序&

&'>(核酸序列特征分析

利用+3̀ /的(*..GKXPQ工具分析开放阅读

框架(#$)

"并利用+3̀ /的 -̀,0D+工具进行序列

的相似性搜索(#%)

&

&'S(蛋白质序列特征分析

运用瑞士蛋白质专家网在线翻译工具将5+4;

基因序列翻译成氨基酸序列(##)

"+3̀ /35KHPQ̂PX

?5F9GKH查找工具分析蛋白质结构域(#!)

%利用

+3̀ /的 -̀,0DB程序进行氨基酸序列同源性检

索(#=)

"利用36IHS96d#7$和82Y,=7%软件(#" ;#<)

进行氨基酸序列同源性及系统进化树分析%应用

G̀5PXGS@7$ 软件进行疏水性分析(#@)

"D8188进

行跨膜区进行预测(#C)

%0GLK96B!7$ 0PQ̂PQ在线搜

索查找信号肽序列(#>)

"+PSBU5H#7$ 及 +PS+Y6:N

%7$ 在线程序分析磷酸化位点和糖基化位

点(!$ ;!%)

%B0/RQPX 程序预测蛋白质二级结构(!#)

"

0,8lD$C 自动蛋白同源建模数据库进行 !?结构

预测(!!)

"最后利用在线预测程序 USSR!

!

hhh7

TG5SPNU75I7PXIA进行 5+4;编码蛋白的溶解度

预测&

&'T(密码子偏爱性分析

利用28 (̀00的 # 个在线密码子偏爱性分

析程序///31/B0和3)0B程序对蛋白核酸序列

进行密码子偏爱性计算及分析"并将结果与大肠

杆菌'酵母和人的密码子偏爱性进行比较计算

#本文中各密码子偏爱性数据来自35KX5K IHI9LP

X9S9T9HP$

(!=)

&

#&结果

*'&(无乳链球菌8.9>基因的扩增和+克隆鉴定

以罗非鱼源无乳链球菌基因组 ?+,为模

板"根据设计的B3*引物"经高保真?+,聚合酶

特异性的扩增出一段约为 =@$ TR 的条带"与预计

片段大小 =<< TR 一致#图 %$& B3*产物经胶回

收纯化后"与 R8?%>ED载体连接获得重组质粒

R8?%>EDE5+4;"重组质粒经 L$81

"

AC1)0

(

以

)##
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双酶切鉴定"结果显示两条明显的条带"一条大小

约为 =@$ TR"其大小与目的片段大小相同%另一条

带约为 # "$$ TR"与载体 R8?%>ED大小相同#图

#$& 送上海生工生物工程有限公司测序"结果与

目的基因 5+4;碱基序列一致"本文基因登录号

为1WCCC<C#&

图 &(罗非鱼源无乳链球菌8.9>基因的

0I)扩增结果鉴定

87?-#$$$89QOPQ% % 道75+4;基因扩增产物&

B2C'&(0I).3HD2G2".92E81456D9EG8.9>

C484EG92D.H2. 7%*2*)*8+&*(

87?+,F9QOPQE?-#$$$%-9KP%7B3*RQ5XINS5g5+4;LPKP7

图 *(重组质粒HR#&!L+L8.9>的酶切和0I)鉴定

8%789QOPQ?-@$$$% 8#!89QOPQ?-#$$$% % 道7重组克隆质

粒经L$81

"

单酶切产物% # 道7重组克隆质粒经 C1)0

(

和

L$81

"

双酶切产物% ! 道7重组质粒的B3*产物&

B2C'*(U74892G2".92E8EG14"E3/28.89HD.5327EG

HR#&!L+L8.9>/; 145912"92E848K;3472C4592E8.870I)

8%7?+,F9QOPQE?-@$$$8#!89QOPQE?-#$$$% -9KP%7R8?%>E

DE5+4;AL$81

"

% -9KP#7R8?%>EDE5+4;AL$81

"

bC1)0

(

%

-9KP!7B3*RQ5XINS5gQPN5FTGK9KSR69HFGX7

*'*(核苷酸序列特征分析

对重组质粒 R8?%>EDE5+4;测序结果表明"

罗非鱼源无乳链球菌 5+4;基因是一个由 ="$ 个

碱基组成的完整开放性阅读框#(*.$"全序列中

Y3含量为 !!7!V&

*'-(蛋白序列特征分析

瑞士蛋白质分析专家系统 RQ5SR9Q9F工具预

测表明"罗非鱼源无乳链球菌 5+4;(*.编码一

条由 %=> 个氨基酸残基组成的多肽"相对分子量

为 %@7# OI"等电点理论值为 >7!<"分子式为 3

C$#

1

%#"=

+

#$#

(

#$<

0

"

& 5+4;推导氨基酸序列成分分析

表明#表 %$"蛋白质中含量较高的氨基酸为 -:H

#%$7@V$和496#%$7%V$"含量较少的氨基酸为

Y6K#$7@V$和8PS#%7!V$"而 3RH2氨基酸组成

中不含有B:6和0PN&

表 &(罗非鱼源无乳链球菌8.9>基因序列

推导肽链的氨基酸组分分析

+./'&(IE3HE5292E8EG.328E ."277476"47/;

8.9>C484EG92D.H2. 7%*2*)*8+&*(

类型

S:RP

比例A#V$

gQ9NS

氨基酸

9FGK5 9NGX

数量

K57

比率A#V$

Q9SG5

亲水氨基酸

U:XQ5RUG6GN

9FGK5 9NGX

%C7# ,HK < =7$

3:H ! #7$

Y6K % $7@

0PQ " !7=

DUQ @ =7@

D:Q " !7=

疏水氨基酸

U:XQ5RU5TGN

9FGK5 9NGX

"!7@ ,69 @ =7@

Y6: > <7$

/6P %! C7@

-PI %! C7@

8PS # %7!

BUP %% @7=

BQ5 @ =7@

DQR ! #7$

496 %" %$7%

酸性氨基酸

9NGXGN9FGK5 9NGX

%$7@ Y6I > <7$

,HR @ =7@

碱性氨基酸

T9HGN9FGK5 9NGX

%@7= -:H %< %$7@

,QL @ =7@

1GH ! #7$

&&通过 +3̀ /的 3??#N5KHPQ̂PX X5F9GK$工具

分析发现"罗非鱼源无乳链球菌 3RH2氨基酸序

列第 "< 和第 %=# 个氨基酸残基之间含有 % 个糖

基转移酶#Y6:N5H:6SQ9KHgPQ9HPH$超家族的保守结

构域#图 !$& 经一次迭代分析显示"该结构域序

列与链球菌属的其他成员菌"如嗜热链球菌# 7G

',(-8*+,1234$'肺炎链球菌#7G+)(38*)1$($'链球

菌#7GB*A14$具有极高相似性&

!##
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" 期 汪开毓"等!罗非鱼源无乳链球菌5+4;基因的克隆和分子特性分析 &&

图 -(罗非鱼源无乳链球菌8.9>结构域预测结果

B2C'-(01472"92E81456D9EG"E8541Q477E3.28288.9>EG92D.H2. 7%*2*)*8+&*(

&&利用 36IHS96d#7$ 软件对 %C 个相关菌株

3RH2氨基酸序列#表 #$运行 8I6SGR6P0PfIPKNP

,6GLKFPKS程序和 82Y,=7% 程序构建系统发生

树系图#图 =$"发现罗非鱼源无乳链球菌5+4;基

因推导氨基酸序列与血清型
"

T'

(

'

+

'

,

以及未

知血清型无乳链球菌 3RH.的同源性达 %$$V%与

同属链球菌属的未知血清型肺炎链球菌'嗜热链

球菌和牛链球菌以及血清
"

型猪链球菌#7G4314$

的亲缘关系较远"而与直肠真杆菌#;3B$5'(-138

-(5'$2($和酸奶瘤胃球菌##381)*5*55342$5'$-14$

等的亲缘关系最远&

表 *(相关菌株的"H5V氨基酸序列

+./'*(+:4"H5V.328E ."2754F648"4EG14D.947591.285

名称

K9FP

细菌

T9NSPQG9

YPK 9̀KO登录号

9NNPHHG5K K57

血清型

HPQ5S:RP

3RH. 7G$/$2$5'1$( +Bl@!"<C@ +D

3RH. 7G$/$2$5'1$( ,,c%%<<!

,

3RH. 7G$/$2$5'1$( +Bl<CC%@>

+

3RH. 7G$/$2$5'1$( ,̀ 0CC@<<

(

3RH. 7G$/$2$5'1$( ,,-"@%!$ +D

3RH. 7G$/$2$5'1$( ,̀ ?>""><

"

T

2RH!Y 7G',(-8*+,1234 ,,-#!@!% +D

2RH2 "G2$5'14 ,,d%>@$= +D

3RH. 7G+)(38*)1$( 3,/!!!=% +D

3RH#. 7G4314 ,,.%C>=%

"

3RH. 7GB*A14 ]Bl$@=<<=<! +D

,6L%= ;G=$(5138 ]Bl$"<@$%$C +D

2RH2 ;G-(5'$2( jBl$$#>!C"#< +D

U:R5SUPSGN96

RQ5SPGK *)8-,3

#G2$5'$-14 ]Bl$!%<@">% +D

,6L%= &G*M()4()414 jBl$$=$$!#C< +D

3RH2 &G',(-8*5(2238 jBl$$%$!@@C" +D

TG5gG6FQPLI69S5Q:

RQ5SPGK ,

"G4$21A$-134 ]Bl$@#$">$" +D

U:R5SUPSGN96

RQ5SPGK

&G$4+$-$/1=*-8( ]Bl$!@"C"#> +D

注!血清型一栏中"*+D+表示对应菌株的血清型为未知&

+5SP!/K SUPN56IFK 5gHPQ5S:RP" *+D+ FP9KHSUPHPQ5S:RPH5g

N5QQPHR5KXGKL HSQ9GKHhPQPIKOK5hK7

图 <(罗非鱼源无乳链球菌8.9>与

参考菌株同源基因氨基酸序列进化树分析

*H9FR6P+代表罗非鱼源无乳链球菌5+4;编码氨基酸序列&

B2C'<(+:4H:;DEC48492"9144.8.D;525/49N4489:4

7%*2*)*8+&*(8.9>.87295:E3EDECE65EG

9:414G4148"4591.285

*H9FR6P+ QPRQPHPKSHSUP9FGK5 9NGX HPfIPKNP5gSG69RG97G

$/$2$5'1$(5+4;7

&&亲A疏水性预测分析表明"罗非鱼源无乳链球

菌3RH2多肽链有 " 个主要的疏水区"分别位于氨

基酸序列的 #$ ;=! 位'"# ;<# 位'@# ;@> 位'%$C

;%%< 位和 %#> ;%=% 位"整个蛋白质疏水性最大

值为 #7!%"最小值为 ;#7%!"与疏水区相比"亲水

区占据该蛋白多肽链的区域大于疏水区域"表明

该蛋白可能为亲水蛋白%+PSBU5H#7$ 程序分析表

明"当阈值为 $7" 时"该序列共有 ! 个潜在的磷酸

化位点"包含 % 个丝氨酸#0PQ$磷酸化位点'% 个

酪氨酸#D:Q$磷酸化位点和 % 个苏氨酸#DUQ$磷

酸化位点%+PS+Y6:N%7$ 程序预测表明"在该序列

中没有潜在的 +;糖基化位点%0GLK96B4!7$ 程

序的 0GLK96BE++和 0GLK96BE++0/B;188两个

$##
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模型预测显示"该序列没有信号肽切割位点"成熟

蛋白即为 %=>99& 在线预测工具 D8188 0PQ̂PQ

^7#7$ 跨膜区预测结果表明该多肽链存在跨膜

区"位于 @C ;%$$99& 重组蛋白可溶度预测结果

显示"当选择大肠杆菌#;G5*21$为表达宿主时"该

重组蛋白的不溶解度达 <=7%V&

B0/RQPX程序预测结果表明"罗非鱼源无乳链

球菌 3RH2二级结构组成中"

$

;螺旋 #,6RU9E

1P6G[$占的比例最大"达 =$7>=V"

#

;折叠# P̀S9E

0SQ9KX$为 #"7"$V"

#

;转角仅为 "7!@V"无规则

卷曲#35G6$为 #C7%>V %0,8lD$C 自动蛋白同源

建模数据库进行 !?结构预测"结果找到与 5+4;

基因较高同源性的已知 !?结构模型"其三维构

象主要包含
$

;螺旋'

#

;折叠和无规则卷曲"三

维构象预测见图 "&

图 =(罗非鱼源无乳链球菌"H5V三级结构预测图

$

;螺旋标记为红色"

#

;折叠标记为黄色"无规则卷曲为蓝

色"其他为灰色&

B2C'=(+:494192.1; 5916"9614EG92D.H2.

7%*2*)*8+&*("H5V

1P6GNPGHN565QPX GK QPX"SUP

#

HSQ9KXH9QPGK :P665h"9KX SUP655RH

HSQINSIQPH9QPGK T6IP"LQP: g5Q5SUPQ7

*'<(密码子偏爱性分析

31/B0程序分析结果表明"罗非鱼源无乳链

球菌5+4;的+N值为 =C7@!$"说明其部分密码子

的使用频率出现一定的差异"因此有必要进行

3)0B0程序分析以检查该蛋白密码子使用的详

细情况& 经过3)0B0程序分析可知"该基因序列

中编码同一氨基酸的不同密码子使用频率具有不

同程度的差异"如编码 ,69的 = 种密码子偏爱

Y3,和 Y3D"编码 Y6K 的 # 种密码子仅使用

3,Y"编码D:Q的 # 种密码子仅使用D,D"3:H偏

爱 DYD",HR 偏爱 Y,D等& 序列中包括 Y3Y'

YY3'YYY'3D3'33Y等在内的 %< 个密码子出

现的频率为零"终止密码子仅出现 D,,& 另外"

通过将无乳链球菌5+4;的密码子与大肠杆菌'酵

母及人的密码子偏爱性进行比较"分析结果显示"

罗非鱼源无乳链球菌 5+4;基因与大肠杆菌等 !

种宿主密码子使用频率差值较大的在大肠杆菌有

#$ 个"酵母有 %C 个"人有 #= 个&

!&讨论

无乳链球菌是感染人和动物的重要致病菌"

荚膜多糖作为该菌关键的毒力因子"经唾液酸修

饰后可钝化宿主旁路补体激活途径进而产生致病

作用(!")

& 目前"无乳链球菌已发现十种荚膜多糖

血清型(# ;=)

"其中
"

9'

(

和
+

是已知对人类具有

致病力的最常见血清型(!)

"而
"

9'

"

T 和
(

也已

证明能引起鱼类感染发病(!< ;!@)

& 荚膜多糖合成

基因座中的5+4;基因位于荚膜多糖合成操纵子

的中央区"作为操纵子中亚基装配与寡糖聚合区

的第一个基因"5+4;是存在于所有血清型无乳链

球菌荚膜多糖合成基因座中的高度保守序列"已

被证实能启动多糖重复单位的合成作用"并与

5+4NO"5+4E和5+4P协同编码糖基转移酶(%#"%<)

"是

荚膜多糖合成及聚合的关键"这就提示5+4;基因

在该菌感染宿主过程中发挥重要的作用& 因此"

进行5+4;基因缺失菌株的构建和筛选对无乳链

球菌基因工程疫苗的研究值得关注&

宿主免疫系统的选择压力可促使病原菌抗原

性差异荚膜类型的进化#变异$

(!C)

"病原菌特异性

毒力基因可能在其逃避宿主免疫防御作用下发生

变异& 通过进化关系分析"发现罗非鱼源无乳链

球菌5+4;基因推导氨基酸序列与人源'牛源 /T'

(

'

+

'

,

血清型无乳链球菌 3RH.表现显著的同

一性#%$$V$& 目前"无乳链球菌 3RH

(

.功能未

知"但该蛋白的肺炎链球菌 %= 型同系物 3RH%=.

已被证实可增强3RH%=Y活性"后者执行
#

;%"=

;半乳糖基转移酶功能"由此推断罗非鱼源无乳

链球菌5+4;基因编码蛋白可能与增强
#

;%"= ;

半乳糖基转移酶活性相关&

疏水性预测表明"该多肽链有 " 个主要的疏

水区"其亲水区占据区域大于疏水区域"且该多肽

链含跨膜区"提示该蛋白可能存在较多的 `细胞

抗原表位& 蛋白翻译后修饰 # R5HSESQ9KH69SG5K96

F5XGgGN9SG5KH"BD8H$ #如磷酸化$是一种几乎存

"##
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" 期 汪开毓"等!罗非鱼源无乳链球菌5+4;基因的克隆和分子特性分析 &&

在于所有蛋白质形成的过程"修饰后的蛋白常能

较强地影响蛋白功能的发挥"该过程主要通过蛋

白水解作用裂解或者向一个或多个氨基酸添加一

个修饰基团而改变蛋白的特性(!$"!>)

& 本文研究

的5+4;推导氨基酸序列中存在 ! 个的磷酸化位

点"这些潜在的磷酸化位点可能在蛋白翻译后得

到一定程度的修饰"并且可能在 3RH2发挥其生

物学功能中起重要调控作用& 同时分析出罗非鱼

源无乳链球菌3RH2重组蛋白不溶解度理论预测

值为 <=7%V"表明在选择大肠杆菌作为表达宿主

构建重组质粒时"在5+4;基因两端选择加入合适

的融合蛋白标签非常重要"也更有利于提高重组

蛋白的可溶解度及其纯化水平(=$)

&

关于鱼源无乳链球 5+4;在密码子使用上的

偏爱性问题"目前国内外未有报道& 作者对临床

分离到的罗非鱼源无乳链球菌 5+4;基因编码的

密码子偏爱性进行了分析"结果表明该蛋白中编

码相同氨基酸密码子的偏爱性存在较大的差异&

通过与大肠肝菌'酵母和人的密码子偏爱性进一

步比较可以看出"5+4;的密码子与大肠杆菌和人

的相差较大"其表达系统选择更适合在真核系统

#如酵母$中高效作用& 当然"外源基因的表达受

到多种因素的共同作用"如要表达蛋白的种类'是

否需糖基化或其它修饰'是否是毒素'是否需大量

表达'如何纯化等"而密码子偏爱性的影响只是其

中一种因素& 通过密码子偏爱性分析不仅可为目

的基因表达选择合适的表达系统"同时也可为改

造密码子从而提高基因的表达量提供依据&
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HRPNGPH5gHSQPRS5N5NNG(')7'̀ G563UPF"#$$%"#@<!

%!> ;%=<7

(%!)& 2̀+?2*81"3,*D22*D"j(D12*'7B5HGSĜP
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