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信号肽相关序列及其在蛋白质合成中的应

用

(57)摘要

本发明提供了信号肽相关序列及其在蛋白

质合成中的应用，具体地，本发明提供了具有提

高蛋白表达效果的信号肽及其编码序列，将信号

肽编码序列与外源蛋白的编码序列可操作的相

连形成的核酸构建物，可显著提高外源蛋白合成

的效率，并简化目标外源蛋白的表达与纯化过

程。同时，本发明提供与其相应的载体或载体组

合、基因工程细胞、试剂盒，从而能够应用于蛋白

质合成中。
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1.一种核酸构建物，该核酸构建物包含编码信号肽的第一核苷酸序列，其与编码外源

蛋白的第二核苷酸序列可操作地连接，第一核苷酸序列的3′端在第二核苷酸序列的上游，

且第一核苷酸序列选自下组：

(a)编码以下任一信号肽的核苷酸序列：氨基酸序列为SEQ  ID  NO.：14-24的信号肽；

(b)SEQ  ID  NO.：1-13所示的任一核苷酸序列。

2.根据权利要求1所述的核酸构建物，其特征在于：所述的可操作地连接为直接连接或

通过连接序列连接。

3.根据权利要求2所述的核酸构建物，其特征在于：所述的连接序列为SEQ  ID  NO .：25

所示的核苷酸序列。

4.一种信号肽，其特征在于：其氨基酸序列由权利要求1中的第一核苷酸序列编码产

生。

5.一种载体或载体组合，其特征在于，所述的载体或载体组合含有权利要求1-3任一所

述的核酸构建物。

6.一种基因工程细胞，其特征在于，所述基因工程细胞的基因组的一个或多个位点整

合有权利要求1-3任一所述的核酸构建物，或者所述基因工程细胞中含有权利要求5所述的

载体或载体组合。

7.一种试剂盒，其特征在于，所述试剂盒中包含的试剂选自下组中的一种或多种：

(a)权利要求1-3任一所述的核酸构建物；

(b)权利要求5所述的载体或载体组合；和

(c)权利要求6所述的基因工程细胞。

8.根据权利要求7所述的试剂盒，其特征在于，其还包括(d)体外生物合成体系。

9.根据权利要求8所述的试剂盒，其特征在于：所述体外生物合成体系选自下组：酵母

体外生物合成体系、中国仓鼠卵巢细胞体外生物合成体系、昆虫细胞体外生物合成体系、

Hela细胞体外生物合成体系、或其组合。

10.根据权利要求9所述的试剂盒，其特征在于：所述的酵母体外生物合成体系为克鲁

维酵母体外生物合成体系。

11.一种如权利要求1-3任一所述的核酸构建物、权利要求4所述的信号肽、权利要求5

所述的载体或载体组合、权利要求6所述的基因工程细胞或权利要求7-9任一所述试剂盒在

体外蛋白合成体系中的应用。

12.一种体外蛋白合成方法，其特征在于，其包括以下步骤：

(i)提供一体外生物合成体系，所述体外生物合成体系含有权利要求1-3任一所述的核

酸构建物；

(ii)在适合的条件下，孵育步骤(i)的体外生物合成体系一段反应时间，从而合成所述

外源蛋白。

13.根据权利要求12所述的体外蛋白合成方法，其特征在于，合适的条件为反应温度为

20-37℃，反应时间为1-72h。

14.根据权利要求12所述的体外蛋白合成方法，其特征在于，所述方法还包括：(iii)分

离或检测所述外源蛋白。
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信号肽相关序列及其在蛋白质合成中的应用

技术领域

[0001] 本发明涉及生物技术领域，具体地，涉及信号肽相关序列及其在蛋白质合成中的

应用。

背景技术

[0002] 蛋白质是细胞中的重要分子，几乎参与了细胞所有功能的执行。蛋白的序列和结

构不同，决定了其功能的不同(1,2)。在细胞内，蛋白可以作为酶类催化各种生化反应，可以

作为信号分子协调生物体的各种活动，可以支持生物形态，储存能量，运输分子，并使生物

体运动(2)。在生物医学领域，蛋白质抗体作为靶向药物，是治疗癌症等疾病的重要手段

(2)。

[0003] 信号肽是位于蛋白质N端携带蛋白质分泌信息的短肽，它们广泛分布于所有原核

生物和真核生物中(3,4)。对于信号肽的研究，着重表现在很多科学和工业领域，包括重组

蛋白质的生产，疾病诊断，免疫和很多生物学实验技术  (4,5)。很多研究表明信号肽在重组

蛋白质生产中有非常重要的作用(6,7)。但是，信号肽在蛋白表达以及跨膜结构形成方面的

某些功能仍然很模糊(4,8,9)。

[0004] 除了人们对于细胞内蛋白质合成的了解之外，蛋白质合成也可以在细胞外进行。

蛋白质体外合成系统一般是指在细菌、真菌、植物细胞或动物细胞的裂解体系中，加入mRNA

或者DNA模板、RNA聚合酶及氨基酸和ATP等组分，完成外源蛋白的快速高效翻译(10,11)。目

前，经常实验的商业化体外蛋白表达系统包括大肠杆菌系统(E.coli  extract，ECE)、兔网

织红细胞(Rabbit  reticulocyte  lysate，RRL)、麦胚(Wheat  germ  extract,WGE)、昆虫

(Insect  cell  extract,ICE)和人源系统(11,12)。与传统的体内重组表达系统相比,蛋白

质的体外无细胞合成系统具有多种优点,如可表达对细胞有毒害作用或含有非天然氨基酸

(如D-氨基酸)的特殊蛋白质,能够直接以PCR产物作为模板同时平行合成多种蛋白质,开展

高通量药物筛选和蛋白质组学的研究(10-12)。

[0005] 研究表明部分信号肽序列对蛋白表达有一定的促进作用，而在体外合成所使用的

DNA模板通常不具有信号肽相关序列(13)。因此在体外蛋白质合成体系中一般采用在目标

蛋白的N端插入长度在30个氨基酸以下的短多肽序列来提升目标蛋白质翻译效率，但有些

短肽的插入会显著影响目标蛋白的结构与功能  (4,14)。

[0006] 因此，本领域迫切需要提供一种能够应用于体外蛋白质表达系统中，可以显著提

高目标蛋白产量，降低蛋白表达的成本，并且提高蛋白质翻译效率的信号肽相关序列。

发明内容

[0007] 本发明的目的在于提供一种能够应用于体外蛋白质表达系统中，可以显著提高目

标蛋白产量，降低蛋白表达的成本，并且提高蛋白质翻译效率的信号肽相关序列。

[0008] 本发明第一方面，提供一种核酸构建物，该核酸构建物包含编码信号肽的第一核

苷酸序列，其与编码外源蛋白的第二核苷酸序列可操作地连接，第一核苷酸序列的3′端在
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第二核苷酸序列的上游，且第一核苷酸序列选自下组：

[0009] (a)编码以下任一信号肽的核苷酸序列：氨基酸序列为SEQ  ID  NO：14-24的信号

肽；

[0010] (b)SEQ  ID  NO：1-13所示的任一核苷酸序列。

[0011] 在另一优选例中，所述核酸构建物具有从5'至3'的式I结构：

[0012] Z1-Z2-Z3   (I)

[0013] 式中，

[0014] Z1-Z3分别为用于构成所述构建物的元件；

[0015] 各“-”独立地为键或核苷酸连接序列；

[0016] Z1为信号肽的编码序列；

[0017] Z2为无或连接序列；

[0018] Z3为无或外源蛋白的编码序列；

[0019] 其中，所述信号肽的编码序列选自下组：

[0020] (a)编码如SEQ  ID  NO.:14-24所示多肽的多核苷酸；

[0021] (b)序列如SEQ  ID  NO.:1-13任一所示的多核苷酸；

[0022] (c)核苷酸序列与SEQ  ID  NO .:1-13任一所示序列的同源性≥75％(较佳地≥

85％，更佳地≥90％或≥95％或≥98％或≥99％)的多核苷酸；

[0023] (d)在SEQ  ID  NO.:1-13任一所示多核苷酸的5'端和/或3'端截短或添加1-60  个

(较佳地1-30，更佳地1-10个)核苷酸的多核苷酸；

[0024] (e)与(a)-(d)任一所述的多核苷酸互补的多核苷酸。

[0025] 在另一优选例中，所述核酸构建物具有从5'至3'的式II结构：

[0026] Z1-Z2-Z3   (II)

[0027] 式中，

[0028] Z1-Z3分别为用于构成所述构建物的元件；

[0029] 各“-”独立地为键或核苷酸连接序列；

[0030] Z1为信号肽的编码序列；

[0031] Z2为连接序列；

[0032] Z3为无或外源蛋白的编码序列；

[0033] 其中，所述信号肽的编码序列选自下组：

[0034] (a)编码如SEQ  ID  NO.:14-24所示多肽的多核苷酸；

[0035] (b)序列如SEQ  ID  NO.:1-13任一所示的多核苷酸；

[0036] (c)核苷酸序列与SEQ  ID  NO .:1-13任一所示序列的同源性≥75％(较佳地≥ 

85％，更佳地≥90％或≥95％或≥98％或≥99％)的多核苷酸；

[0037] (d)在SEQ  ID  NO.:1-13任一所示多核苷酸的5'端和/或3'端截短或添加1-60  个

(较佳地1-30，更佳地1-10个)核苷酸的多核苷酸；

[0038] (e)与(a)-(d)任一所述的多核苷酸互补的多核苷酸。

[0039] 在另一优选例中，所述核酸构建物具有从5'至3'的式III结构：

[0040] Z1-Z2-Z3   (III)

[0041] 式中，
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[0042] Z1-Z3分别为用于构成所述构建物的元件；

[0043] 各“-”独立地为键或核苷酸连接序列；

[0044] Z1为信号肽的编码序列；

[0045] Z2为连接序列；

[0046] Z3为外源蛋白的编码序列；

[0047] 其中，所述信号肽的编码序列选自下组：

[0048] (a)编码如SEQ  ID  NO.:14-24所示多肽的多核苷酸；

[0049] (b)序列如SEQ  ID  NO.:1-13任一所示的多核苷酸；

[0050] (c)核苷酸序列与SEQ  ID  NO .:1-13任一所示序列的同源性≥75％(较佳地≥ 

85％，更佳地≥90％或≥95％或≥98％或≥99％)的多核苷酸；

[0051] (d)在SEQ  ID  NO.:1-13任一所示多核苷酸的5'端和/或3'端截短或添加1-60  个

(较佳地1-30，更佳地1-10个)核苷酸的多核苷酸；

[0052] (e)与(a)-(d)任一所述的多核苷酸互补的多核苷酸。

[0053] 在另一优选例中，所述的可操作地连接为直接连接或通过连接序列连接。

[0054] 在另一优选例中，所述的连接序列为SEQ  ID  NO：25所示的核苷酸序列。

[0055] 在另一优选例中，所述连接序列的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.:26所示。

[0056] 在另一优选例中，所述信号肽的编码序列为密码子优化的编码序列。

[0057] 在另一优选例中，所述信号肽的编码序列如SEQ  ID  NO.:1-13所示。

[0058] 在另一优选例中，所述信号肽的氨基酸序列具有SEQ  ID  NO.:14-24所示的序列或

其活性片段，或者具有与SEQ  ID  NO:14-24所示氨基酸序列≥85％的同源性，优选地≥90％

的同源性；更优选地≥95％的同源性；最优选地，≥97％的同源性，如98％以上，99％以上)

且具有与SEQ  ID  NO.:14-24所示序列相同活性的多肽。

[0059] 在另一优选例中，所述信号肽的编码序列如SEQ  ID  NO.:11-13所示。

[0060] 在另一优选例中，所述信号肽的编码序列如SEQ  ID  NO.:2-7所示。

[0061] 在另一优选例中，所述信号肽的编码序列如SEQ  ID  NO.:1所示。

[0062] 在另一优选例中，所述信号肽的编码序列如SEQ  ID  NO.:8-10所示。

[0063] 在另一优选例中，所述信号肽的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.:22-24所示。

[0064] 在另一优选例中，所述信号肽的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.:15-20所示。

[0065] 在另一优选例中，所述信号肽的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.:14所示。

[0066] 在另一优选例中，所述信号肽的氨基酸序列如SEQ  ID  NO.:21所示。

[0067] 在另一优选例中，所述连接序列为密码子优化的连接序列。

[0068] 在另一优选例中，所述连接序列具有不易形成二级结构的序列(如AT-rich序列，

无发卡结构，无G-四链体(G-quadruplex)等)，不富含稀有密码子。

[0069] 在另一优选例中，所述连接序列选自下组；

[0070] (i)序列如SEQ  ID  NO.:25所示的多核苷酸；

[0071] (ii)核苷酸序列与SEQ  ID  NO.:25所示序列的同源性≥75％(较佳地≥85％，更佳

地≥90％或≥95％或≥98％或≥99％)的多核苷酸；

[0072] (iii)在SEQ  ID  NO.:25所示多核苷酸的5'端和/或3'端截短或添加1-60个(较佳

地1-30，更佳地1-10个)核苷酸的多核苷酸；
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[0073] (iv)与(i)-(iii)任一所述的多核苷酸互补的多核苷酸。

[0074] 在另一优选例中，所述外源蛋白来自原核生物、真核生物。

[0075] 在另一优选例中，所述外源蛋白来自动物、植物、病原体。

[0076] 在另一优选例中，所述外源蛋白来自哺乳动物，较佳地灵长动物，啮齿动物，包括

人、小鼠、大鼠。

[0077] 在另一优选例中，所述外源蛋白选自下组：荧光素蛋白、荧光素酶(如萤火虫荧光

素酶)、绿色荧光蛋白、黄色荧光蛋白、氨酰tRNA合成酶、甘油醛-3-磷酸脱氢酶、过氧化氢

酶、肌动蛋白、抗体的可变区域、萤光素酶突变、α-淀粉酶、肠道菌素A、丙型肝炎病毒E2糖蛋

白、胰岛素前体、干扰素αA、白细胞介素-1β、溶菌酶素、血清白蛋白、单链抗体段(scFV)、甲

状腺素运载蛋白、酪氨酸酶、木聚糖酶、或其组合。

[0078] 在另一优选例中，所述的外源蛋白的编码序列编码选自下组的蛋白：荧光素蛋白、

或荧光素酶(如萤火虫荧光素酶)、绿色荧光蛋白、黄色荧光蛋白、氨酰tRNA  合成酶、甘油

醛-3-磷酸脱氢酶、过氧化氢酶、肌动蛋白、抗体或其可变区域、萤光素酶突变体、或其组合。

[0079] 在另一优选例中，所述核酸构建物的5'端上游还包括启动子。

[0080] 在另一优选例中，所述启动子包括组成型或诱导型启动子。

[0081] 在另一优选例中，所述启动子选自下组：T7启动子、T3启动子、SP6启动子、或其组

合。

[0082] 在另一优选例中，所述核酸构建物还包括增强子元件、RBS核糖体结合序列、间隔

序列(Spacer)、其他供RNA转录、翻译的相关序列、或其组合。

[0083] 在另一优选例中，所述增强子元件包括内部核糖体进入位点元件(IRES)、核糖体

结合位点元件、非编码序列、或其组合。

[0084] 在另一优选例中，所述IRES元件来源选自下组的一种或多种细胞：原核细胞、真核

细胞。

[0085] 在另一优选例中，所述真核细胞包括高等真核细胞。

[0086] 在另一优选例中，所述IRES元件包括内源性IRES元件和外源性IRES元件。

[0087] 在另一优选例中，所述IRES元件来源选自下组的一种或多种细胞：人(human)、中

国仓鼠卵巢细胞(Chinese  hamster  ovary  cell ,CHO)、昆虫细胞(insect)、麦胚(Wheat 

germ  cells)、兔网织红细胞(Rabbit  reticulocyte)。

[0088] 在另一优选例中，所述IRES元件选自下组：ScGPR1、ScFLO8、ScNCE102、  ScMSN1、

KlFLO8、KlNCE102、KlMSN1、GAA、Omega、Omega10A、或其组合。

[0089] 本发明第二方面，提供一种信号肽，其氨基酸序列由第一方面中的第一核苷酸序

列编码产生。

[0090] 在另一优选例中，所述的信号肽的氨基酸序列如SEQ  ID  No.:14-24中任一所示。

[0091] 本发明第三方面，提供一种载体或载体组合，所述的载体或载体组合含有本发明

第一方面的核酸构建物。

[0092] 本发明第四方面，提供一种基因工程细胞，所述基因工程细胞的基因组的一个或

多个位点整合有本发明第一方面中的核酸构建物，或者所述基因工程细胞中含有本发明第

三方面中的载体或载体组合。

[0093] 在另一优选例中，所述基因工程细胞包括原核细胞、真核细胞。
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[0094] 在另一优选例中，所述真核细胞包括高等真核细胞。

[0095] 在另一优选例中，所述基因工程细胞选自下组：人源细胞(如Hela细胞)、中国仓鼠

卵巢细胞、昆虫细胞、麦胚细胞、兔网织红细胞、酵母细胞、或其组合。

[0096] 在另一优选例中，所述基因工程细胞为酵母细胞。

[0097] 在另一优选例中，所述酵母细胞选自下组：酿酒酵母、克鲁维酵母属酵母、或其组

合。

[0098] 在另一优选例中，所述克鲁维酵母属酵母选自下组：乳酸克鲁维酵母、马克斯克鲁

维酵母、多布克鲁维酵母、或其组合。

[0099] 本发明第五方面，提供一种试剂盒，所述试剂盒中包含的试剂选自下组中的一种

或多种：

[0100] (a)本发明第一方面所述的核酸构建物；

[0101] (b)本发明第三方面所述的载体或载体组合；和

[0102] (c)本发明第四方面所述的基因工程细胞。

[0103] 在另一优选例中，所述试剂盒还包括(d)真核体外生物合成体系(如真核体外蛋白

合成体系)。

[0104] 在另一优选例中，所述真核体外生物合成体系选自下组：酵母体外生物合成体系、

中国仓鼠卵巢细胞体外生物合成体系、昆虫细胞体外生物合成体系、Hela  细胞体外生物合

成体系、或其组合。

[0105] 在另一优选例中，所述真核体外生物合成体系包括真核体外蛋白合成体系。

[0106] 在另一优选例中，所述真核体外蛋白合成体系选自下组：酵母体外蛋白合成体系、

中国仓鼠卵巢细胞体外蛋白合成体系、昆虫细胞体外蛋白合成体系、Hela  细胞体外蛋白合

成体系、或其组合。

[0107] 在另一优选例中，所述酵母体外生物合成体系(如酵母体外蛋白合成体系)为克鲁

维酵母体外生物合成体系(如克鲁维酵母体外蛋白合成体系)，优选为乳酸克鲁维酵母体外

生物合成体系(如乳酸克鲁维酵母体外蛋白合成体系)。

[0108] 在另一优选例中，所述的酵母体外生物合成体系为克鲁维酵母体外生物合成体

系。

[0109] 本发明第六方面提供第一方面所述的核酸构建物、第二方面所述的信号肽、第三

方面所述的载体或载体组合、第四方面所述的基因工程细胞或第五方面所述的试剂盒在体

外蛋白合成体系中的应用。

[0110] 本发明第七方面,提供一种体外蛋白合成方法，其包括以下步骤：

[0111] (i)提供一体外生物合成体系，所述体外生物合成体系含有本发明第一方面所述

的核酸构建物；

[0112] (ii)在合适条件孵育步骤(i)的体外生物合成体系，经过一定反应时间，合成所述

外源蛋白。

[0113] 在另一优选例中，该体外蛋白合成方法还包括(iii)任选地从所述真核体外生物

合成体系中，分离或检测所述外源蛋白。

[0114] 在另一优选例中，所述步骤(ii)中，反应温度为20-37℃，较佳地，22-35℃。

[0115] 在另一优选例中，所述步骤(ii)中，反应时间为1-72h，较佳地，2-24h。
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[0116] 在另一优选例中，所述体外生物合成体系可选择酵母体外生物合成体系(如酵母

体外蛋白合成体系)。

[0117] 在另一优选例中，所述酵母体外生物合成体系(如酵母体外蛋白合成体系)为克鲁

维酵母体外生物合成体系(如克鲁维酵母体外蛋白合成体系)(优选乳酸克鲁维酵母体外生

物合成体系,如乳酸克鲁维酵母体外蛋白合成体系)。

[0118] 在另一优选例中，所述外源蛋白来自原核生物、真核生物。

[0119] 在另一优选例中，所述外源蛋白来自动物、植物、病原体。

[0120] 在另一优选例中，所述外源蛋白来自哺乳动物，较佳地灵长动物，啮齿动物，包括

人、小鼠、大鼠。

[0121] 在另一优选例中，所述外源蛋白选自下组：荧光素蛋白、或荧光素酶(如萤火虫荧

光素酶)、绿色荧光蛋白、黄色荧光蛋白、氨酰tRNA合成酶、甘油醛-3-磷酸脱氢酶、过氧化氢

酶、肌动蛋白、抗体的可变区域、萤光素酶突变、α-淀粉酶、肠道菌素A、丙型肝炎病毒E2糖蛋

白、胰岛素前体、干扰素αA、白细胞介素-1 β、溶菌酶素、血清白蛋白、单链抗体段(scFV)、甲

状腺素运载蛋白、酪氨酸酶、木聚糖酶、或其组合。

[0122] 在另一优选例中，所述的外源蛋白的编码序列编码选自下组的外源蛋白：荧光素

蛋白、荧光素酶(如萤火虫荧光素酶)、绿色荧光蛋白、黄色荧光蛋白、氨酰  tRNA合成酶、甘

油醛-3-磷酸脱氢酶、过氧化氢酶、肌动蛋白、抗体的可变区域、萤光素酶突变体、α-淀粉酶、

肠道菌素A、丙型肝炎病毒E2糖蛋白、胰岛素前体、干扰素αA、白细胞介素-1β、溶菌酶素、血

清白蛋白、单链抗体段(scFV)、甲状腺素运载蛋白、酪氨酸酶、木聚糖酶、或其组合。

[0123] 本发明第八方面提供了一种分离的多核苷酸，所述多核苷酸选自下组：

[0124] (a)编码如SEQ  ID  NO.:14-24所示多肽的多核苷酸；

[0125] (b)序列如SEQ  ID  NO.:1-13任一所示的多核苷酸；

[0126] (c)核苷酸序列与SEQ  ID  NO .:1-13任一所示序列的同源性≥75％(较佳地≥ 

85％，更佳地≥90％或≥95％或≥98％或≥99％)的多核苷酸；

[0127] (d)在SEQ  ID  NO.:1-13任一所示多核苷酸的5'端和/或3'端截短或添加1-60  个

(较佳地1-30，更佳地1-10个)核苷酸的多核苷酸；

[0128] (e)与(a)-(d)任一所述的多核苷酸互补的多核苷酸。

[0129] 在另一优选例中，所述多核苷酸为编码信号肽的核苷酸序列。

[0130] 在另一优选例中，所述多核苷酸包括DNA序列。

[0131] 本发明第九方面提供了一种连接序列，所述连接序列选自下组：

[0132] (i)序列如SEQ  ID  NO.:25所示的多核苷酸；

[0133] (ii)核苷酸序列与SEQ  ID  NO.:25所示序列的同源性≥75％(较佳地≥85％，更佳

地≥90％或≥95％或≥98％或≥99％)的多核苷酸；

[0134] (iii)在SEQ  ID  NO.:25所示多核苷酸的5'端和/或3'端截短或添加1-60个  (较佳

地1-30，更佳地1-10个)核苷酸的多核苷酸；

[0135] (iv)与(i)-(iii)任一所述的多核苷酸互补的多核苷酸。

[0136] 应理解，在本发明范围内中，本发明的上述各技术特征和在下文(如实施例)中具

体描述的各技术特征之间都可以互相组合，从而构成新的或优选的技术方案。限于篇幅，在

此不再一一累述。
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附图说明

[0137] 图1显示了从DNA到蛋白质的基本生物过程。

[0138] 图2显示了13种本发明信号肽相关序列在体外蛋白质合成体系中起始合成的增强

型绿色荧光蛋白(Enhanced  green  fluorescent  protein，eGFP)的相对荧光单位值

(Relative  Fluorescence  Units,RFUs)。

具体实施方式

[0139] 本发明人经过广泛而深入的研究，通过大量筛选和摸索，首次发现了用于提高体

外蛋白合成体系的蛋白翻译效率的新型信号肽及包括该信号肽编码序列的核酸构建物，本

发明的核酸构建物包括与编码外源蛋白的第二核苷酸序列可操作地相连的编码信号肽的

第一核苷酸序列(包括密码子优化的或未优化的信号肽编码序列)。实验表明，在体外蛋白

质合成体系(如酵母体外蛋白质合成体系)中应用本发明的核酸构建物或信号肽序列，所合

成的外源蛋白的信号强度比对照组显著性的提高(p<0.05)。本发明还简化了外源蛋白的表

达和纯化方式。

[0140] 蛋白质合成体系

[0141] 蛋白质合成是指生物按照从脱氧核糖核酸(DNA)转录得到的信使核糖核酸 

(mRNA)上的遗传信息合成蛋白质的过程，如图1所示。蛋白质生物合成亦称为翻译

(Translation)，即把mRNA分子中碱基排列顺序转变为蛋白质或多肽链中的氨基酸排列顺

序过程。这是基因表达的第二步，产生基因产物蛋白质的最后阶段。不同的组织细胞具有不

同的生理功能，是因为它们表达不同的基因，产生具有特殊功能的蛋白质，参与蛋白质生物

合成的成份至少有200种，其主要体是由mRNA、  tRNA、核糖核蛋白体以及有关的酶和蛋白质

因子共同组成。

[0142] 蛋白质体外合成系统一般是指在细菌、真菌、植物细胞或动物细胞的裂解体系中，

加入mRNA或者DNA模板、RNA聚合酶及氨基酸和ATP等组分，完成外源蛋白的快速高效翻译。

目前，经常实验的商业化体外蛋白表达系统包括大肠杆菌系统(E.coli  extract，ECE)、兔

网织红细胞(Rabbit  reticulocyte  lysate，RRL)、麦胚(Wheat  germ  extract,WGE)、昆虫

(Insect  cell  extract,ICE)和人源系统。

[0143] 酵母(yeast)兼具培养简单、高效蛋白质折叠、和翻译后修饰的优势。其中，酿酒酵

母(Saccharomyces  cerevisiae)和毕氏酵母(Pichia  pastoris)是表达复杂真核蛋白质和

膜蛋白的模式生物，酵母也可作为制备体外翻译系统的原料。

[0144] 克鲁维酵母(Kluyveromyces)是一种子囊孢子酵母，其中的马克斯克鲁维酵母 

(Kluyveromyces  marxianus)和乳酸克鲁维酵母(Kluyveromyces  lactis)是工业上广泛使

用的酵母。与其他酵母相比，乳酸克鲁维酵母具有许多优点,如超强的分泌能力,更好的大

规模发酵特性、食品安全的级别、以及同时具有蛋白翻译后修饰的能力等。

[0145] 在本发明中，一种优选的蛋白合成体系为体外蛋白合成体系。本发明的体外蛋白

质合成体系不受特别限制，一种优选的体外蛋白质合成体系为克鲁维酵母表达系统(更佳

地，乳酸克鲁维酵母表达系统)。

[0146] 在本发明中，所述体外蛋白质合成体系包括：酵母细胞提取物和任选的溶剂，所述
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溶剂为水或水性溶剂。

[0147] 在一特别优选的实施方式中，本发明提供的体外蛋白合成体系还包括：4-羟乙基

哌嗪乙磺酸，醋酸钾，醋酸镁，核苷三磷酸混合物，氨基酸混合物，磷酸肌酸，二硫苏糖醇

(DTT)，磷酸肌酸激酶，RNA酶抑制剂，荧光素，萤光素酶DNA，  RNA聚合酶。

[0148] 在本发明中，RNA聚合酶没有特别限制，可以选自一种或多种RNA聚合酶，典型的

RNA聚合酶为T7RNA聚合酶。

[0149] 在本发明中，所述酵母细胞提取物在体外蛋白合成体系中的比例不受特别限制，

通常所述酵母细胞提取物在体外蛋白质合成蛋白合成体系中所占体系为  20-70％，较佳

地，30-60％，更佳地，40-50％。

[0150] 在本发明中，所述的酵母细胞提取物不含完整的细胞，典型的酵母细胞提取物包

括用于蛋白翻译的核糖体、转运RNA、氨酰tRNA合成酶、蛋白质合成需要的起始因子和延伸

因子以及终止释放因子。此外，酵母提取物中还含有一些源自酵母细胞的细胞质中的其他

蛋白，尤其是可溶性蛋白。

[0151] 在本发明中，所述的酵母细胞提取物所含蛋白含量为10-100mg/mL，较佳地为20-

80mg/mL。所述的测定蛋白含量方法为考马斯亮蓝测定方法。

[0152] 在本发明中，所述的酵母细胞提取物的制备方法不受限制，一种优选的制备方法

包括以下步骤：

[0153] (i)提供酵母细胞；

[0154] (ii)对酵母细胞进行洗涤处理，获得经洗涤的酵母细胞；

[0155] (iii)对经洗涤的酵母细胞进行细胞破碎处理，从而获得酵母粗提物；

[0156] (iv)对所述酵母粗提物进行固液分离，获得液体部分，即为酵母细胞提取物。

[0157] 在本发明中，所述的固液分离方式不受特别限制，优选为离心。

[0158] 在本发明中，所述离心条件不受特别限制，离心条件为5000-100000g，较佳地，

8000-30000g。

[0159] 在本发明中，所述离心时间不受特别限制，离心时间为0 .5min-2h，较佳地， 

20min-50min。

[0160] 在本发明中，所述离心的温度不受特别限制，优选的，离心在1-10℃下进行，较佳

地，在2-6℃下进行。

[0161] 在本发明中，所述的洗涤处理方式不受特别限制，优选的洗涤处理方式为采用洗

涤液在pH为7-8(较佳地，7.4)下进行处理，所述洗涤液没有特别限制，典型的所述洗涤液选

自下组：4-羟乙基哌嗪乙磺酸钾、醋酸钾、醋酸镁、或其组合。

[0162] 在本发明中，所述细胞破碎处理的方式不受特别限制，优选的细胞破碎处理包括

高压破碎、冻融(如液氮低温)破碎。

[0163] 所述体外蛋白质合成体系中的核苷三磷酸混合物为腺嘌呤核苷三磷酸、鸟嘌呤核

苷三磷酸、胞嘧啶核苷三磷酸和尿嘧啶核苷三磷酸。在本发明中，各种单核苷酸的浓度没有

特别限制，通常每种单核苷酸的浓度为0.5-5mM，较佳地为1.0-2.0mM。

[0164] 所述体外蛋白质合成体系中的氨基酸混合物可包括天然或非天然氨基酸，可包括

D型或L型氨基酸。代表性的氨基酸包括(但并不限于)20种天然氨基酸：甘氨酸、丙氨酸、缬

氨酸、亮氨酸、异亮氨酸、苯丙氨酸、脯氨酸、色氨酸、丝氨酸、酪氨酸、半胱氨酸、蛋氨酸、天
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冬酰胺、谷氨酰胺、苏氨酸、天冬氨酸、谷氨酸、赖氨酸、精氨酸和组氨酸。每种氨基酸的浓度

通常为0.01-0.5mM，较佳地  0.02-0.2mM，如0.05、0.06、0.07、0.08mM。

[0165] 在优选例中，所述体外蛋白质合成体系还含有聚乙二醇(PEG)或其类似物。聚乙二

醇或其类似物的浓度没有特别限制，通常，聚乙二醇或其类似物的浓度  (w/v)为0.1-8％，

较佳地，0.5-4％，更佳地，1-2％，以所述蛋白合成体系的总重量计。代表性的PEG例子包括

(但并不限于)：PEG3000，PEG8000，PEG6000和  PEG3350。应理解，本发明的体系还可包括其

他各种分子量的聚乙二醇(如PEG200、400、1500、2000、4000、6000、8000、10000等)。

[0166] 在优选例中，所述体外蛋白质合成体系还含有蔗糖。蔗糖的浓度没有特别限制，通

常，蔗糖的浓度为0.03-40wt％，较佳地，0.08-10wt％，更佳地，0.1-5wt％，以所述蛋白合成

体系的总重量计。

[0167] 一种特别优选的体外蛋白质合成体系，除了酵母提取物之外，还含有以下组分：

22mM，pH为7.4的4-羟乙基哌嗪乙磺酸，30-150mM醋酸钾，1.0-5.0  mM醋酸镁，1.5-4mM核苷

三磷酸混合物，0.08-0.24mM的氨基酸混合物，25mM  磷酸肌酸，1.7mM二硫苏糖醇，0.27mg/

mL磷酸肌酸激酶，1％-4％聚乙二醇，  0.5％-2％蔗糖，8-20ng/μL萤火虫荧光素酶的DNA，

0.027-0.054mg/mL  T7RNA 聚合酶。

[0168] 外源蛋白的编码序列(外源DNA)

[0169] 如本文所用，术语“外源蛋白的编码序列”与“外源DNA”可互换使用，均指外源的用

于指导蛋白质合成的DNA分子。通常，所述的DNA分子为线性的或环状的。所述的DNA分子含

有编码外源蛋白的序列。

[0170] 在本发明中，所述的编码外源蛋白的序列的例子包括(但并不限于)：基因组序列、

cDNA序列。所述的编码外源蛋白的序列还含有启动子序列、5′非翻译序列、  3′非翻译序列。

[0171] 在本发明中，所述外源DNA的选择没有特别限制，通常，外源DNA编码选自下组的蛋

白：荧光素蛋白、荧光素酶(如萤火虫荧光素酶)、绿色荧光蛋白、黄色荧光蛋白、氨酰tRNA合

成酶、甘油醛-3-磷酸脱氢酶、过氧化氢酶、肌动蛋白、抗体或其可变区、萤光素酶突变体、或

其组合。

[0172] 外源DNA还可以编码选自下组的蛋白：α-淀粉酶、肠道菌素A、丙型肝炎病毒E2糖蛋

白、胰岛素前体、干扰素αA、白细胞介素-1β、溶菌酶素、血清白蛋白、单链抗体段(scFV)、甲

状腺素运载蛋白、酪氨酸酶、木聚糖酶、或其组合。

[0173] 在一优选实施方式中，所述外源DNA编码选自下组的蛋白：绿色荧光蛋白 

(enhanced  GFP,eGFP)、黄色荧光蛋白(YFP)、大肠杆菌β-半乳糖苷酶(β  -galactosidase,

LacZ)、人赖氨酸-tRNA合成酶(Lysine-tRNA  synthetase)、人亮氨酸-tRNA合成酶

(Leucine-tRNA  synthetase)、拟南芥甘油醛3-磷酸脱氢酶  (Glyceraldehyde-3-

phosphate  dehydrogenase)、鼠过氧化氢酶(Catalase)、或其组合。

[0174] 核酸构建物

[0175] 本发明第一方面提供了一种核酸构建物，所述的核酸构建物包含编码信号肽的第

一核苷酸序列，其与编码外源蛋白的第二核苷酸序列可操作地连接，第一核苷酸序列的3′

端在第二核苷酸序列的上游，且第一核苷酸序列选自下组：

[0176] (a)编码以下任一信号肽的核苷酸序列：氨基酸序列为SEQ  ID  NO：14-24的信号

肽；
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[0177] (b)SEQ  ID  NO：1-13所示的任一核苷酸序列。

[0178] 术语“可操作地连接”是指两个或多个核苷酸区域或核苷酸序列的功能性的空间

排列。例如：编码信号肽核苷酸序列被置于相对于外源蛋白核苷酸序列的特定位置，使得获

得提高外源蛋白表达的效果。所述的可操作地连接为直接连接或通过连接序列连接。

[0179] 在一优选实施方式中，本发明的所述核酸构建物具有从5'至3'的式I结构：

[0180] Z1-Z2-Z3   (I)

[0181] 式中，

[0182] Z1-Z3分别为用于构成所述构建物的元件；

[0183] 各“-”独立地为键或核苷酸连接序列；

[0184] Z1为信号肽的编码序列；

[0185] Z2为无或连接序列；

[0186] Z3为无或外源蛋白的编码序列；

[0187] 其中，所述信号肽的编码序列选自下组：

[0188] (a)编码如SEQ  ID  NO.:14-24所示多肽的多核苷酸；

[0189] (b)序列如SEQ  ID  NO.:1-13任一所示的多核苷酸；

[0190] (c)核苷酸序列与SEQ  ID  NO .:1-13任一所示序列的同源性≥75％(较佳地≥

85％，更佳地≥90％或≥95％或≥98％或≥99％)的多核苷酸；

[0191] (d)在SEQ  ID  NO.:1-13任一所示多核苷酸的5'端和/或3'端截短或添加1-60  个

(较佳地1-30，更佳地1-10个)核苷酸的多核苷酸；

[0192] (e)与(a)-(d)任一所述的多核苷酸互补的多核苷酸。

[0193] 在一优选实施方式中，本发明的所述核酸构建物具有从5'至3'的式II结构：

[0194] Z1-Z2-Z3   (II)

[0195] 式中，

[0196] Z1-Z3分别为用于构成所述构建物的元件；

[0197] 各“-”独立地为键或核苷酸连接序列；

[0198] Z1为信号肽的编码序列；

[0199] Z2为连接序列；

[0200] Z3为无或外源蛋白的编码序列；

[0201] 其中，所述信号肽的编码序列选自下组：

[0202] (a)编码如SEQ  ID  NO.:14-24所示多肽的多核苷酸；

[0203] (b)序列如SEQ  ID  NO.:1-13任一所示的多核苷酸；

[0204] (c)核苷酸序列与SEQ  ID  NO .:1-13任一所示序列的同源性≥75％(较佳地≥ 

85％，更佳地≥90％或≥95％或≥98％或≥99％)的多核苷酸；

[0205] (d)在SEQ  ID  NO.:1-13任一所示多核苷酸的5'端和/或3'端截短或添加1-60  个

(较佳地1-30，更佳地1-10个)核苷酸的多核苷酸；

[0206] (e)与(a)-(d)任一所述的多核苷酸互补的多核苷酸。

[0207] 在一优选实施方式中，本发明的所述所述核酸构建物具有从5'至3'的式III  结

构：

[0208] Z1-Z2-Z3   (III)
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[0209] 式中，

[0210] Z1-Z3分别为用于构成所述构建物的元件；

[0211] 各“-”独立地为键或核苷酸连接序列；

[0212] Z1为信号肽的编码序列；

[0213] Z2为连接序列；

[0214] Z3为外源蛋白的编码序列；

[0215] 其中，所述信号肽的编码序列选自下组：

[0216] (a)编码如SEQ  ID  NO.:14-24所示多肽的多核苷酸；

[0217] (b)序列如SEQ  ID  NO.:1-13任一所示的多核苷酸；

[0218] (c)核苷酸序列与SEQ  ID  NO .:1-13任一所示序列的同源性≥75％(较佳地≥ 

85％，更佳地≥90％或≥95％或≥98％或≥99％)的多核苷酸；

[0219] (d)在SEQ  ID  NO.:1-13任一所示多核苷酸的5'端和/或3'端截短或添加1-60  个

(较佳地1-30，更佳地1-10个)核苷酸的多核苷酸；

[0220] (e)与(a)-(d)任一所述的多核苷酸互补的多核苷酸。

[0221] 在一优选实施方式中，本发明所述信号肽的氨基酸序列具有SEQ  ID  NO.:14-24所

示的序列或其活性片段，或者具有与SEQ  ID  NO:14-24所示氨基酸序列≥85％的同源性，优

选地≥90％的同源性；更优选地≥95％的同源性；最优选地，≥97％的同源性，如98％以上，

99％以上)且具有与SEQ  ID  NO.:14-24 所示序列相同活性的多肽。

[0222] 在本发明中，所述外源蛋白的编码序列的选择没有特别限制，通常，外源蛋白的编

码序列编码选自下组的蛋白：荧光素蛋白、荧光素酶(如萤火虫荧光素酶)、绿色荧光蛋白、

黄色荧光蛋白、氨酰tRNA合成酶、甘油醛-3-磷酸脱氢酶、过氧化氢酶、肌动蛋白、抗体或其

可变区、萤光素酶突变体、或其组合。

[0223] 外源蛋白的编码序列还可以编码选自下组的蛋白：α-淀粉酶、肠道菌素A、丙型肝

炎病毒E2糖蛋白、胰岛素前体、干扰素αA、白细胞介素-1β、溶菌酶素、血清白蛋白、单链抗体

段(scFV)、甲状腺素运载蛋白、酪氨酸酶、木聚糖酶、或其组合。

[0224] 此外，本发明的所述核酸构建物可以是线性的，也可以是环状的。本发明的所述核

酸构建物可以是单链的，也可以是双链的。本发明的所述核酸构建物可以是DNA，也可以是

RNA，或DNA/RNA杂合。

[0225] 本发明的优选的信号肽序列及其编码信号肽的核苷酸序列如表1所示。

[0226] 在另一优选例中，所述的构建物还包括选自下组的元件或其组合：启动子、终止

子、poly(A)元件、转运元件、基因靶向元件、筛选标记基因、增强子、抗性基因、转座酶编码

基因。

[0227] 多种选择性标志基因均可应用于本发明，包括但不限于：营养缺陷型标记，抗性标

记，报告基因标记。选择性标志的应用对于重组细胞(重组子)的筛选起到作用，使得受体细

胞能够与未转化的细胞进行显著区分。营养缺陷型标记是通过转入的标记基因与受体细胞

突变基因互补，从而使受体细胞表现野生型生长。抗性标记是指将抗性基因转入受体细胞

中，转入的基因使受体细胞在一定的药物浓度下表现抗药性。作为本发明的优选方式，应用

抗性标记来实现重组细胞的便捷筛选。

[0228] 在本发明中，在体外蛋白质合成体系中应用本发明的核酸构建物，可以显著提高
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外源蛋白的翻译效率。在一优选实施方式中，在本发明的酵母体外蛋白质合成体系中应用

本发明的核酸构建物，可显著提高蛋白翻译的效率。

[0229] 载体

[0230] 本发明还提供了一种载体或载体组合，所述载体含有本发明的核酸构建物。优选

地，所述载体选自：细菌质粒、噬菌体、酵母质粒、或动物细胞载体、穿梭载体。此外，载体可

以为转座子载体。用于制备重组载体的方法是本领域普通技术人员所熟知的。只要其能够

在宿主体内复制和稳定，任何质粒和载体都是可以被采用的。

[0231] 本领域普通技术人员可以使用熟知的方法构建含有本发明所述的启动子和  /或

目的基因序列的表达载体。这些方法包括体外重组DNA技术、DNA合成技术、体内重组技术

等。

[0232] 基因工程细胞

[0233] 本发明还提供了一种基因工程细胞，所述的基因工程细胞含有所述的构建物或载

体或载体组合，或所述的基因工程细胞染色体整合有所述的构建物或载体。在另一优选例

中，所述的基因工程细胞还包括含有编码转座酶基因的载体或其染色体上整合有转座酶基

因。

[0234] 优选地，所述的基因工程细胞为真核细胞。

[0235] 在另一优选例中，所述真核细胞，包括但不限于：酵母细胞(优选，克鲁维酵母细

胞，更优选乳酸克鲁维酵母细胞)。

[0236] 本发明的构建物或载体，可以用于转化适当的基因工程细胞。基因工程细胞可以

是原核细胞，如大肠杆菌，链霉菌属、农杆菌：或是低等真核细胞，如酵母细胞；或是高等动

物细胞，如昆虫细胞。本领域一般技术人员都清楚如何选择适当的载体和基因工程细胞。用

重组DNA转化基因工程细胞可用本领域技术人员熟知的常规技术进行。当宿主为原核生物

(如大肠杆菌)时，可以用CaCl2法处理，也可用电穿孔法进行。当宿主是真核生物，可选用如

下的DNA转染方法：磷酸钙共沉淀法，常规机械方法(如显微注射、电穿孔、脂质体包装等)。

转化植物也可使用农杆菌转化或基因枪转化等方法，例如叶盘法、幼胚转化法、花芽浸泡法

等。

[0237] 此外，本发明的基因工程细胞可用于生产或提供本发明的核酸构建物。

[0238] 体外高通量的蛋白合成方法

[0239] 本发明的信号肽、含信号肽编码序列的构建物，特别适合在体外生物合成体系中

显著提高外源蛋白的合成效率或产量。

[0240] 相应地，本发明还提供了一种体外高通量的蛋白合成方法，包括步骤：

[0241] (i)在体外蛋白合成体系存在下，提供本发明第一方面所述的核酸构建物；

[0242] (i  i)在适合的条件下，孵育步骤(i)的所述体外蛋白合成体系一段时间T1，从而

合成所述外源蛋白。

[0243] 在另一优选例中，所述方法还包括：(iii)任选地从所述体外蛋白合成体系中，分

离或检测所述外源蛋白。

[0244] 本发明的主要优点包括：

[0245] (1)本发明首次发现，将信号肽相关序列和外源蛋白的编码序列作为核酸构建物，

应用于本发明的体外蛋白质合成体系中，可用于提高目标蛋白翻译效率并可表达纯化。
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[0246] (2)本发明的信号肽相关序列在翻译起始密码子之后，可以影响mRNA的折叠，从而

改变目标蛋白的翻译效率。

[0247] (3)与其他细胞相比，乳酸克鲁维酵母因其安全性和高效性可以被应用于食品和

药品领域蛋白质的生产，加上体外蛋白质合成体系的优点，如适应于高通量的蛋白质合成

筛选，合成毒性蛋白质和时间短、成本低等，所以乳酸克鲁维酵母细胞来源的体外蛋白质合

成体系在相关领域也能够得到广泛的应用。

[0248] (4)本发明提供的信号肽相关序列不仅能够提升目标外源蛋白翻译效率，更主要

的是能够增加酵母体外蛋白合成体系(如乳酸克鲁维酵母体外蛋白质合成体系) 的针对不

同蛋白质合成的可能性。

[0249] (5)本发明首次开发一种用于提高体外蛋白合成体系的蛋白翻译效率的新型信号

肽及包括该信号肽编码序列的核酸构建物，本发明的核酸构建物包括与编码外源蛋白的第

二核苷酸序列可操作地相连的编码信号肽的第一核苷酸序列(如密码子优化的信号肽的编

码序列)，本发明的核酸构建物可显著提高所合成的外源蛋白的表达。

[0250] 下面结合具体实施例，进一步阐述本发明。应理解，这些实施例仅用于说明本发明

而不用于限制本发明的范围。下列实施例中未注明具体条件的实验方法，通常按照常规条

件，例如Sambrook等人，分子克隆：实验室手册(New  York:  Cold  Spring  Harbor 

Laboratory  Press,1989)中所述的条件，或按照制造厂商所建议的条件。除非另外说明，否

则百分比和份数是重量百分比和重量份数。

[0251] 材料

[0252] 如无特别说明，则本发明实施例中所用的材料和试剂均为市售产品。

[0253] 实施例中的外源蛋白以eGFP为例。

[0254] 实施例1真核细胞信号肽相关序列的确定

[0255] 1 .1信号肽相关序列的来源及确定：随机截取已构建外源蛋白N端相对应的DNA序

列，通过实验筛选对于外源蛋白表达有显著提高的序列或元件。

[0256] 具体地，选取并合成碱基长度选择为36,54或者其他长度的30个核苷酸片段，同时

采用同义密码子交错替换的方式修改了部分碱基，以提高质粒构建的成功率，其中包括(但

并不限于)：为了降低信号肽相关序列中的GC含量从而降低了序列的退火温度；或采用优选

密码子。构建得到几十个质粒，经分析和筛选，对其中的30个质粒并测试其对外源蛋白表达

的作用结果表明，与对照相比，13个信号肽相关序列经过实验验证具有提高蛋白表达的作

用，其相应的信号肽的氨基酸序列及编码信号肽的核苷酸序列信息列于表1。其他对于提高

蛋白表达没有效果或效果不显著的序列信息未予列出。

[0257] 表1质粒及相关核酸序列
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[0258]

[0259]

[0260] 实施例2含有信号肽相关序列的体外蛋白质合成体系质粒的构建

[0261] 质粒的构建：对于选出的30个信号肽相关序列和连接序列(连接序列上含有TEV酶

切位点)使用1对引物扩增，原始含有目标蛋白(以eGFP为例)的质粒骨架使用其对应的反向

引物进行扩增。扩增完成后将30个信号肽相关序列+连接序列片段分别插入在目标蛋白的N

端。在最终构建的质粒中，30个信号肽相关序列+连接序列核酸序列插入到pD2P-eGFP质粒

的ATG起始密码子和eGFP之间。其中13个质粒的名称分别为：pD2P-1.0SP-(001-013)(见表 

1)。

[0262] 具体构建过程如下：

[0263] 使用2对引物分别进行PCR扩增，并取10μL经鉴定正确的扩增产物进行混合；向10μ

L扩增产物中加入0.5μL  DpnI，37℃孵育6h；将DpnI处理后产物4μL加入50μL  DH5α感受态细

胞中，冰上放置30min，42℃热激45s  后，冰上放置3min，加入200μL  LB液体培养基37℃振荡

培养4h，涂布于含有Amp抗生素的LB固体培养基上过夜培养；挑取6个单克隆进行扩大培养
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后，进行测序确认正确后，提取质粒保存。

[0264] 实施例3信号肽相关序列在体外蛋白质合成体系中的应用

[0265] 3.1利用PCR，并使用引物pD2P_F:CGCGAAATTAATACGACTCACTATAGG(SEQ  ID  No.:

27)和pD2P_R:TCCGGATATAGTTCCTCCTTTCAG(SEQ  ID  NO.:28)，将所有质粒中位于T7转录起

始序列和终止序列之间包含信号肽相关序列的片段和pD2P-eGFP片段进行扩增。

[0266] 并将扩增得到的经测序鉴定正确的DNA片段用乙醇沉淀的方法进行纯化和富集：

向PCR产物中加入1/10体积的3M醋酸钠(pH5.2)，然后再加入  2.5-3倍体积(该体积为加入

醋酸钠之后的体积)的95％的乙醇，置于冰上孵育15min；室温条件下以高于14000g的速度

离心30min，弃掉上清；使用  70％乙醇进行清洗，然后再离心15min，弃掉上清，并用超纯水

将沉淀溶解，测定DNA浓度。

[0267] 3.2按照使用说明，将纯化的DNA片段加入到自制的体外蛋白质合成体系中。并将

上述反应体系置于22-30℃的环境中，静置孵育约2-6h。反应结束后，立即放置于Envision 

2120多功能酶标仪(Perkin  Elmer)，读数，检测eGFP信号强弱，相对荧光单位值(Relative 

Fluorescence  Unit,RFU)  作为活性单位。

[0268] PC(Positive  Control)是在增强型绿色荧光蛋白N端仅添加连接序列的实验组，

NC(Negative  Control)是不加入任何核酸构建物的实验组。1μl、2μl、  3μl分别为向体外蛋

白合成体系中加入的DNA模板量，所有反应的总反应体系体积为30μl。

[0269] 实验结果

[0270] 1.体外蛋白质合成体系质粒的构建

[0271] 经过多次尝试，最终构建成功30个含有信号肽相关序列的体外蛋白质合成体系质

粒。

[0272] 2.信号肽相关序列在体外蛋白质合成体系中的应用

[0273] 如图2所示，13个包含信号肽相关序列在体外蛋白质合成体系中引起eGFP  发出的

RFU值均显著提高(反应3小时后RFU值达到1500以上)，最高可达2900。尤其pD2P-1.0SP-012

(添加1μlDNA模板量，反应3小时后RFU值达到2900)，与未插入信号肽相关序列的对照PC

(RFU值为800)相比相对荧光单位值提高了  2.6倍。

[0274] 而对于其他17个未列出的信号肽序列而言，其相对荧光单位值与PC相比无变化或

者是变化不明显，大多为800-830，如pD2P-1.0SP-019为823，  pD2P-1.0SP-027为816。

[0275] 本发明结果表明，目标蛋白N端的信号肽相关序列可以显著提高目标蛋白的产量，

大大提升了目标蛋白质表达纯化效果。提高了目标蛋白的翻译效率并增加了体外合成体系

进行蛋白质表达纯化方式的选择性，极大增强了体外蛋白质合成体系的可用性。

[0276] 并且，本发明的研究还发现，将5'-UTR、强启动子(如T7启动子、T3启动子、SP6启动

子)、不同的IRES元件(如KLNCE102)与不同的信号肽相关序列,  3'-UTR等组合，也可进一步

提高目标蛋白的翻译效率。

[0277] 对比例(PC和NC)

[0278] PC(Positive  Control)是在增强型绿色荧光蛋白N端仅添加连接序列的实验组，

添加1μlDNA模板量的情况下外源蛋白的RFU值为800，反应体系总体积为30μl。

[0279] NC(Negative  Control)是不加入任何核酸构建物的实验组，外源蛋白的  RFU值为

20，反应体系总体积为30μl。
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[0280] 其中，图2中的1μl、2μl、3μl表示分别为向体外蛋白合成体系中加入的  DNA模板

量，所有反应的总反应体系体积为30μl,反应时间3小时。

[0281] 在本发明提及的所有文献都在本申请中引用作为参考，就如同每一篇文献被单独

引用作为参考那样。此外应理解，在阅读了本发明的上述讲授内容之后，本领域技术人员可

以对本发明作各种改动或修改，这些等价形式同样落于本申请所附权利要求书所限定的范

围。
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序列表

<110>  康码（上海）生物科技有限公司

<120>  信号肽相关序列及其在蛋白质合成中的应用

<130>  P2018-1332

<141>  2018-08-07

<160>  28

<170>  SIPOSequenceListing  1.0

<210>  1

<211>  36

<212>  DNA

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  1

agtgagcaaa  gccaattaga  tgattcgact  atagac  36

<210>  2

<211>  36

<212>  DNA

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  2

ctgacaactg  ttctccctaa  cgtagctaca  ttaaac  36

<210>  3

<211>  54

<212>  DNA

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  3

atgctgacaa  ctgttctccc  taacgtagct  acattaaaca  gtatgtttgc  cctg  54

<210>  4

<211>  36

<212>  DNA

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  4

aattgctccg  cacattgtat  caaaaaggct  ttacct  36

<210>  5

<211>  54

<212>  DNA

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  5

aattgctccg  cacattgtat  caaaaaggct  ttacctgcac  agtggatccg  ttgc  54

<210>  6
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<211>  36

<212>  DNA

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  6

aaaacacata  tagtcagctc  agtaacaaca  acacta  36

<210>  7

<211>  54

<212>  DNA

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  7

aaaacacata  tagtcagctc  agtaacaaca  acactattgc  taggttccat  atta  54

<210>  8

<211>  36

<212>  DNA

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  8

tctggtggtc  aaattttcgt  aaagacgctg  accggt  36

<210>  9

<211>  36

<212>  DNA

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  9

tctggtggtc  aaattttcgt  caaaactcta  acaggt  36

<210>  10

<211>  36

<212>  DNA

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  10

tctggtggtc  aaattttcgt  taaaactctt  actggt  36

<210>  11

<211>  27

<212>  DNA

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  11

aagcctccag  tatacccatc  gatttgc  27

<210>  12

<211>  36

<212>  DNA

<213> 人工序列(artificial  sequence)

序　列　表 2/5 页

21

CN 110819647 A

21



<400>  12

atgattacag  aaacatcatc  accgttcaga  tctata  36

<210>  13

<211>  54

<212>  DNA

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  13

atggtcgcta  gaggtagaac  agacgagata  tctacagatg  tttcagaggc  taat  54

<210>  14

<211>  12

<212>  PRT

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  14

Ser  Glu  Gln  Ser  Gln  Leu  Asp  Asp  Ser  Thr  Ile  Asp

1               5                   10

<210>  15

<211>  12

<212>  PRT

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  15

Leu  Thr  Thr  Val  Leu  Pro  Asn  Val  Ala  Thr  Leu  Asn

1               5                   10

<210>  16

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  16

Leu  Thr  Thr  Val  Leu  Pro  Asn  Val  Ala  Thr  Leu  Asn  Ser  Met  Phe  Ala

1               5                   10                  15

Leu

<210>  17

<211>  12

<212>  PRT

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  17

Asn  Cys  Ser  Ala  His  Cys  Ile  Lys  Lys  Ala  Leu  Pro

1               5                   10

<210>  18

<211>  18
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<212>  PRT

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  18

Asn  Cys  Ser  Ala  His  Cys  Ile  Lys  Lys  Ala  Leu  Pro  Ala  Gln  Trp  Ile

1               5                   10                  15

Arg  Cys

<210>  19

<211>  12

<212>  PRT

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  19

Lys  Thr  His  Ile  Val  Ser  Ser  Val  Thr  Thr  Thr  Leu

1               5                   10

<210>  20

<211>  18

<212>  PRT

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  20

Lys  Thr  His  Ile  Val  Ser  Ser  Val  Thr  Thr  Thr  Leu  Leu  Leu  Gly  Ser

1               5                   10                  15

Ile  Leu

<210>  21

<211>  12

<212>  PRT

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  21

Ser  Gly  Gly  Gln  Ile  Phe  Val  Lys  Thr  Leu  Thr  Gly

1               5                   10

<210>  22

<211>  9

<212>  PRT

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  22

Lys  Pro  Pro  Val  Tyr  Pro  Ser  Ile  Cys

1                5

<210>  23

<211>  11

<212>  PRT

<213> 人工序列(artificial  sequence)
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<400>  23

Ile  Thr  Glu  Thr  Ser  Ser  Pro  Phe  Arg  Ser  Ile

1               5                   10

<210>  24

<211>  17

<212>  PRT

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  24

Val  Ala  Arg  Gly  Arg  Thr  Asp  Glu  Ile  Ser  Thr  Asp  Val  Ser  Glu  Ala

1               5                   10                  15

Asn

<210>  25

<211>  48

<212>  DNA

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  25

gaaaacctgt  atttccaagg  aggtagtgga  ggaagtggtg  gaagtgga  48

<210>  26

<211>  16

<212>  PRT

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  26

Glu  Asn  Leu  Tyr  Phe  Gln  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Ser  Gly  Gly  Ser  Gly

1               5                   10                  15

<210>  27

<211>  27

<212>  DNA

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  27

cgcgaaatta  atacgactca  ctatagg  27

<210>  28

<211>  24

<212>  DNA

<213> 人工序列(artificial  sequence)

<400>  28

tccggatata  gttcctcctt  tcag  24
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