
第二章 基因工程制药

2.4 基因表达

一、课程目标

1）知识学习目标

掌握基因表达所用的宿主菌

了解基因工菌生长代谢的特点

2）思政育人(尊重生命、遵守伦理）

通过“基因编辑婴儿”事件，让学生认识到这项基因操作给这两位刚出生的孩

子带来的好处微乎其微，但付出的代价是各种根本无法预测和治疗的遗传疾病风

险。这样的操作显然不符合人类世界最基本的伦理底线。科学技术是推动社会发

展的双刃剑，我们应该尊重生命，遵守伦理。

二 、思政案例

2018 年年底的“基因编辑婴儿”事件：贺建奎利用基因编辑技术，在至少

七对艾滋病夫妇的受精卵中修改了一个名为 CCR5 的基因，而且一对夫妇的双胞

胎女儿已经出生。在事件刚刚发生的时候，加州理工学院博士、浙江大学教授、

神经生物学家王立铭就曾做出过详细解读。这一事件让我们思考，狂飙突进的生

命科学研究究竟有无伦理和监管的边界。

三、课程组织

导入：基因表达是指结构基因在生物体中的转录、翻译以及所有加工过程。进行基因表达，

我们所关心的是目的基因的表达产量、表达产物的稳定性，产物的生物学活性和表达产物的

分离纯化。

知识点学习：

本节包括宿主菌的选择、大肠杆菌体系中的基因表达，酵母体系中的基因表达。首先我

们学习宿主细胞的选择理想的宿主细胞应满足以下要求：1、容易获得较高浓度的细胞；2、

能利用廉价易得的原料；3、不致病、不产生内毒素；4、发热量低，需氧低，适当的发酵温

度和细胞形态；5、容易进行代谢调控； 6、容易进行 DNA 重组技术操作； 7、产物的产量、

产率高， 产物容易提取。



知识点学习：宿主分类

宿主可分为两大类：原核细胞有大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、链霉菌；真核细胞有酵母菌、

丝状真菌、哺乳动物细胞。

1.原核细胞

(1)大肠杆菌

大肠杆菌遗传背景清楚，目标基因表达水平高，培养周期短，抗污染能力强

大肠杆菌表达时不存在信号肽所以表达的蛋白质是胞内产物，要经过细胞破碎才能分离出目

的蛋白.生成的蛋白质常形成不溶性的包含体，要经过复性才能恢复其生物活性。

(2)枯草芽孢杆菌

分泌能力强，表达的蛋白质是胞外产物，生成的蛋白质不形成包含体.不使蛋白质糖基

化，且有胞外蛋白酶，能对产物进行不同程度的降解

(3)链霉菌

非致病，使用安全；分泌能力强，可以将表达产物直接分泌到培养液中(胞外产

物)；具有糖基化能力.

2.真核细胞

(1)酵母

特点：是研究基因表达调控最有效的单细胞真核微生物，基因组小，仅为大肠杆菌的 4

倍，世代时间短，有单倍体、双倍体两种形式。繁殖迅速、可以廉价地大规模培养，没有毒

性。能将表达产物直接分泌到胞外，表达产物能糖基化。

(2)丝状真菌

有很强的蛋白质分泌能力，能正确进行翻译后加工，而且糖基化方式与高等真核生物相似。

(3)哺乳动物细胞

产物可分泌到胞外，细胞培养液成分完全可控制，使产物纯化较容易，表达产物能糖基

化，接近或类似与天然产物；动物细胞生产慢，生产率低，培养条件苛刻，费用高，培养液

浓度较稀。

综上所述，目前使用最广泛的宿主仍然是大肠杆菌和酿酒酵母。因为对它们的遗传背景

研究得比较清楚， 建立了许多适合于它们的克隆载体和 DNA 导入方式， 并且许多外源在这

两种宿主菌中得到表达成功。

知识点学习：大肠杆菌体系中的基因表达

大肠杆菌作为外源基因的表达宿主，遗传背景清楚，技术操作简便，研究周期短，培养

条件大规模发酵经济，因此备受遗传工程专家的重视。目前大肠杆菌是应用最广泛、最成功

的高效表系，并常常作为高效表达研究的首选体系。

1.载体

根据真核基因在原核细胞中表达的特点，表达载体应具备下列条件：



(1)载体能够独立复制，有复制起点，有严紧型和松弛型，严紧型伴随宿主染色体的复制而

复制，在宿主细胞中拷贝少(1-3)；松弛型的复制可不依赖与宿主细胞，在宿主细胞中拷贝

多达 3000 个。(2).应有灵活的克隆位点和方便的筛选标记，利于外源基因的克隆、鉴定和

筛选。

(3) 应具有很强的启动子， 能为达成杆菌的 RNA 聚合酶所识别。

(4)应具有阻遏子，使启动子受到控制，只有当诱导时才能进行转录。

(5)应具有很强的终止子， 以便使 RNA 聚合酶集中力量转录克隆的外源基因， 而不转录其

他无关的基因， 同时很强的终止子所产生的 mRNA 较为稳定。P 14

(6) 所产生的 mRNA 必须有翻译的起始信号。

2影响目的基因在大肠杆菌中表达的因素

外源基因在宿主中的表达受许多因素影响的，所以在建立表达体系时要综合考虑各种因

素的作用，建立一个合适的表达体系，从而使外源基因得到最大的表达量，获得最多的表达

产物。

(1)外源基因的拷贝数

外源基因是克隆到载体上的，所以载体在宿主中的拷贝数就直接与外源基因的表达相

关，应将外源基因克隆到高拷贝的质粒载体上，这对于提高外源基因的总体表达水平非常有

利。

(2)外源基因的表达效率

启动子的强度一在转录水平上直接影响基因的表达、核糖体结合位点的有效性、SD 序

列和起始 ATG 的间距、密码子的组成等都会不同程度地影响外源基因的表达。

(3)表达产物的稳定性

表达的外源基因，其产物会受到宿主细胞内降解该蛋白质的酶的作用，使得实际产量很低。

可采用下列方法来提高表达产物的稳定性：组建融合基因，产生融合蛋白；利用大肠杆菌的

信号肽或某些真核多肽中自身的信号肽，把真核基因产物运输到胞浆周质的空隙中，而使外



源蛋白不易被酶降解；采用位点特异性突变的方法，改变真核蛋白二硫键的位置，从而增加

蛋白质的稳定性；选用蛋白酶缺陷型大肠杆菌为宿主细胞。

(4)细胞的代谢负荷

外源基因在宿主细胞内的大量表达，必然会影响宿主细胞正常的生长代谢，有些产物对宿主

还会有毒害作用，将细胞杀死，为了减轻宿主细胞的代谢负荷，同时还得提高外源基因的表

达水平，可以采取当宿主细胞大量生长时，抑制外源基因的表达。即将细胞的生长和外源基

因的表达分成两个阶段，使表达产物不会影响细胞的正常生长，当宿主细胞的生物量达到饱

和时，再进行基因产物的诱导合成，以减低宿主细胞的代谢负荷；另外，将宿主细胞生长与

重组质粒的复制分开，当宿主细胞迅速生长时，抑制重组质粒的复制，当细胞生长量累积到

一定水平后，再诱导细胞中重组质粒的复制，增加质粒拷贝数。

(5)工程菌的培养条件

优化培养条件使外源基因大量表达。工程菌的培养条件外源基因的高水平表达，不仅涉

及宿主、载体和克隆基因三者之间的关系，而且与其所处的环境条件息息相关，必须进行优

化。必须优化基因工程菌的培养条件，进提高基因表达水平。由于细菌在 100L 以上的发酵

罐中的生长代谢活动与实验室条件下 200mL 摇的生长代谢活动存在很大差异，在进行工业化

生产时，工程菌株大规模培养的优化设计和控制对基因的高效表达至关重要。

思政案例引入：科学技术是一把双刃剑，贺建奎利用基因编辑技术，在至少七对艾滋病夫

妇的受精卵中修改了一个名为 CCR5 的基因，而且一对夫妇的双胞胎女儿已经出生。



讨论：贺建奎的基因编辑婴儿是一项没有任何必要性和先进性、有着重大动机不纯可能性的

违法行为。将个人名利以科学的名义、选择预防艾滋病做道德伪装，凌驾于人权和伦理之上。

罔顾可能对两个女孩、对孩子母亲、对整个人类可能导致的风险，做了完全没必要的事情。

实验即便成功了也很难达到预期目标，两个孩子在生物学意义上也不能完全免疫 HIV，我们

更没有办法去进行充分的对照实验。面对未知，我们一定要有大胆假设的胆识，但更要有

小心求证，尤其是遵守和维护科学伦理的基本义务。对基因编辑这样目前非常不可控、风

险巨大的事情来说，不到万不得已，不在专业、严格的监管下决不能轻易地把人当做实验品、

对照物来操作。医学的真谛不是把人当做实验品去实现名利，而是让人更加健康地成为人。

知识点学习：真核基因在大肠杆菌中的表达形式。

三种：融合蛋白、非融合蛋白、分泌型。

(1)融合蛋白

融合蛋白的氨基端是原核序列，羧基端是真核序列，这样的蛋白质是由一条短的原核多

肽和真核蛋白结合在一起的。

优点：基因操作简便、蛋白质在菌体内比较稳定、不易被细菌酶类所降解、容易实现高

效表达。

缺点：只能做抗原作用，原核多肽序列可能会影响真核蛋白的免疫原性。可再切割成两

个多肽链。

(2)非融合蛋白

表达非融合蛋白的操纵子必须改建成：细菌或噬菌体的启动子一细菌的核糖体结合位点

一真核基因的起始密码子一结构基因一终止密码。要求核糖体结合位点序列与翻译起始密码

之间的距离要合适，稍有不适就会影响表达效率。

优点：能够较好地保持原来的蛋白活性；

缺点：容易被蛋白酶破坏，氨基末端常常带有甲硫氨酸，在人体内用药时可能会引起人

体免疫反应。

(3)分泌型

将外源基因接到信号肽之后，使之在胞质内有效地转录和翻译，当表达的蛋白质进入细

胞外膜和细胞内膜之间的周质后时，被信号肽酶识别切割，从而释放出有生物活性的外源基

因表达产物。

特点：一些可被细胞内蛋白酶所降解的蛋白质在周质中是稳定的；由于有些蛋白质能按

一定的方式折叠，所以在细胞内表达时无活性的蛋白质分泌表达时却具有活性；蛋白质信号

肽和编码序列之间能被切割，因而分泌后的蛋白质产物不含起始密码所编码的甲硫氨酸。产

量不高，信号肽不被切割或不在特定位置上切割。

知识点学习：酵母体系中的基因表达

1 载体



酵母载体是可以携带外源基因在在酵母细胞内保存和复制，并随酵母分裂传递到子代细胞的

DNA 或 RNA 单位。

从大肠杆菌中制备质粒要比从酵母中容易得多，因此酵母质粒的加工和制备大部分是通过大

肠杆菌进行的，只有在最后阶段在转入酵母中。

酵母载体有两类：普通表达载体和精确表达载体。

普通表达载体，只能方便地引入外源基因并进行表达，对表达产物的组成，特别是对其氮末

端氨基酸是否有增减并无严格要求。

精确表达载体，要求在启动子或前导肽编码序列的适当部位有内切酶位点，以利于接入外源

基因，并使它在表达和加工后氮末端氨基酸序列与天然产物相同，既无多余的氨基酸，也无

缺失的氨基酸。

2 影响目的基因在酵母菌中表达的因素

(1)外源基因的拷贝数

拷贝数要适当，高拷贝数的质粒载体可使外源基因高效表达，但会引起细胞生长量的降低，

单拷贝的质粒载体对细胞的最大生长没有影响，能达到较高效的表达。

(2)外源基因的表达效率

与启动子、分泌信号、终止序列有关。要使外源基因在酵母中表达必须将外源基因克隆到酵

母军表达载体的启动子和终止子之间，构成表达框架。分泌信号包括信号肽部分以及前导肽

部分的编码序列，它帮助后面的表达产物分泌出酵母细胞，并在适当的部位由胞内蛋白酶加

工切断表达产物与前导肽之间的肽键，产生正确的表达产物。终止序列保证了转录产物在适

当的部位终止和加上多聚腺苷酸尾巴， 这样形成的 mRNA 可能比较稳定并被有效地翻译。

(3)优化基因的内部结构

(4)外源基因的糖基化

(5)阻止外源基因的降解

(6)选择和合适的酵母生长密度

宿主菌株应具备下列要求：菌体生长力强；菌体内源蛋白酶要较弱；菌体性能稳定；分泌能

力强。

总结：我们在基因表达这一节中主要讲授了宿主菌的选择、大肠杆菌体系中的基因表达、酵

母体系中的基因表达，这节课我们学到这里，下节课我们再见。


