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人工合成的单链甜蛋白monellin基因在大肠杆菌中的高效表达

陈忠军 路福平 蔡 恒 杜连祥

(天津市工业微生物重点实验室天津科技大学生物工程学院，天津，300222)

摘 要 根据已报道的单链monellin甜蛋白的氨基酸序列，采用细菌偏爱密码子，人工合成了全长294bp的

monellin基因。插入到大肠杆菌表达载体pET一22b中，构建重组分泌型表达载体pETM0。经IPTG诱导pET．

Mo所含有的甜蛋白基因可在大肠杆菌BL21(DE3)中高效表达，表达量占菌体可溶性蛋白的44．8％。且经纯化

后测定其甜度是蔗糖的3 000倍。
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Monellin是存在于非洲植物Di∞cor∞加讲z甜优

f“优优i，z矗i中的一种甜蛋白，与化学合成的甜味剂相

比，其口味纯正、纯天然且无毒无致癌性。它的甜度

是蔗糖的3 000倍，热量低，适于糖尿病、心血管病等

患者食用【1叫J。人们在在20世纪80年代就开始了

基因工程表达monellin的研究【5|。

天然的monellin由2条肽链组成(其中A链44

个氨基酸，B链50个氨基酸)，这2条肽链的耐热性

和耐酸性较差，不太稳定，因此该蛋白的商品化生产

发展缓慢。1989年Kim等根据monellin甜蛋白氨基

酸序列，将编码A、B 2条肽链的核苷酸连接在一起，

在E．∞以中成功的表达出了具有生物活性的单链

moneIlin甜蛋白【6J。单链monellin甜度与天然mon—

ellin相近，热稳定性有所提高，但monellin的表达效

率很低。1992年，penarrubial等人L71又将该蛋白基

因分别通过转基因技术导入土豆和莴苣中，使该基因

的表达量接近于总蛋白含量的1％。

本项研究采用大肠杆菌偏爱密码子，人工合成了

单链monellin基因。经克隆、表达载体的构建，成功

地实现了具有特殊风味的monellin甜蛋白在大肠杆

菌中的高效表达。

1 材料与方法

1．1材料与试剂

1．1．1菌株和质粒

表达质粒pET一22b，大肠杆菌菌株BL21(DE3)

购自博大公司。

1．1．2工具酶和试剂

各种限制性内切酶、T4DNA连接酶、TaqDNA聚

合酶购自TaKaRa公司，Protein Marker、核酸分子量
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标准、氨苄青霉素、IPTG均购自上海Sangon公司；

所用试剂盒购自Promega公司。

1．1．3培养基及培养条件

LB液体培养基用于细菌培养，在LB培养基中

添加质量分数1．5％的琼脂粉即为LA培养基，LB培

养基在用于抗性筛选时加入氨苄青霉素50弘g／mL，

LA培养基加倍。

1．2方 法

1．2．1 单链monellin基因的设计与合成

根据对monellin的空间构象分析，设计合适的蛋

白融合方案。采用大肠杆菌偏爱密码子，设计寡核苷

酸片断F1、F2、R1、R2，并在基因两端的引物P1、P2

导入限制性内切酶位点BamHI、NcoI和EcoRI，以重

组PCR合成完整的单链monellin基因。

F1 5’一ATGGGCGAATGGGA AATCATCGACATCGGTC—

CGTTCACCCAGAACCTGGGTAAGTTC(托TGTTGACG一3’

R1 5’一TCGTAGATGGTCrTTTTCATGCACGGACGGA—

TAACc耵GTTGAAGGTCf、GACGACCGTACTGGCCGATT—
TTGTTTTCTTCGTCAACAGCGAACTTAC(>3’

F2 5’一ATGAAAAAGACCATCTACGAAGAAAACGG—

TTTCCGTGAAATCAAGGGTTACGAATACCAGCTGTACG—

TTTACGCTTCCGACAAGCTGTTC

CGTGCTGACATCTCCGAAG一3’

R2 5’一TTACGGCGGCGGAACCGGACCGTTGAAACG—

CAGCAGCTTACGACCAC(XX；TCTTGTAGTCTTCGGAGA—

TGTCAGCACG一3’

(其中下划线分别代表了核苷酸片断的重叠部

分)

上游引物P1：5’一CGGG灯C(涟mGGoGAAl[、GGGAAA兀A1DG3’

Bar衄N∞I

下游引物P2：5’一㈣』叮rCTrAOC0。GG㈣ACOG_3’
E00耐

1．2．2 Monellin基因的克隆及表达载体的构建
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图1 nlonellin基因PCR合成不意图

PCR产物经1．2％琼脂糖电泳分离，并割胶回收

纯化后，NcoI和EcoRI双酶切PCR产物及表达质粒

pET一22b，以T4 DNA Ligase连接片断构建成重组表

达质粒pETMO。转化大肠杆菌BL21(DE3)感受态

细胞，在含有1009／mL Amp的LA培养基平板上挑

取单克隆在5 mL LB培养基中培养，小量制备质粒

DNA，酶切验证后送大连宝生物公司测序。所用分

子克隆技术参照文献[8]进行。

1．2．3 Monellin的诱导表达及电泳检测

阳性转化子用IPTG诱导表达后，用SDS聚丙

烯酰胺凝胶电泳对菌体进行分析，检测表达结果。

SDS—PAGE分析参照文献[9]进行。

1．2．4 Monellin的提纯

超声波破碎培养细胞，离心收集上清液。于

60℃水浴10 min，再用0．2mol／L的乙酸钠调节pH

为4．5，4℃放置1h后离心去除沉淀，再将上清液中

和至pH7．0，透析过夜后过Sephadex CM一50柱。用

聚丙烯酰胺凝胶电泳检测提纯效果。

1．2．5 Monellin的甜度测定

取一定量的纯化monellin溶于无离子水中，并稀

释成不同浓度梯度。取1 mL monellin溶液与同体积

2％(w／v)蔗糖溶液比较甜度。通过计算获得mon—

e11in的甜度值。

2结果和讨论

2．1重组质粒的构建及转化

利用所合成的F1、RI、砣、R2四条寡核苷酸片断

以及PCR引物P1、P2，按图1所示合成monellin基

因。Monellin中所用的氨基酸密码子均为大肠杆菌

偏爱性密码子。将所得的扩增产物进行琼脂糖凝胶

电泳检测，结果如图2所示，可以看到在约294bp处

出现了一条特异性带，其大小与目的基因片段大小完

全吻合。通过PCR纯化试剂盒和凝胶回收试剂盒对

PCR扩增产物进行纯化后，用EcoRI和NcoI双酶

切，同时质粒pET一22b双酶切并用试剂盒纯化回收，

墨躅
再用T4DNA连接酶连接转化E．∞缸BL21(DE3)。

将包含monellin的重组质粒命名为pETMo。在含

氨苄青霉素的LA平板上筛选阳性转化子。

图2 monellin基因的PCR产物

2．2重组质粒及转化子的鉴定分析

培养阳性转化子并提取质粒，双酶切后进行琼脂

糖电泳分析(图3)，发现重组质粒经双酶切后释放出

一条与PCR扩增片段大小一致的片段，同时在5．5

kb处存在的一条片段与线性的pET一22b大小一致，

确证已获得所需重组质粒pETMo。且取转化子质

粒进行PCR扩增，结果表明，以转化子所提质粒为模

板进行PCR能扩增出一条特异性电泳带，大小约为

294 bp，与预期大小相同。结果见图4。

图3质组质粒的 图4重组质粒的

酶切分析图 PCR分析图

2．3 Monellin的测序结果

图5为monellin基因核酸序列测序图。从测序

结果可看出，重组质粒pETMo中的monellin基因序

列与设计完全吻合。

■ G E ■ E I I D

1 AT6 GGc G从TGG GA^ATC ATc G^C
L G K F A V D E

46 CT6 GGT A^C 11℃GCT G1T G^C 6从
G R L T F N K V

9l GGT CGT cTG AcC TTC^^C A^G GTT

T I Y E E N 6 F

136 ACC^TC T^C 6A^G从从C 6G1’1TC
Y Q L Y V Y ^ S

181 t^C C^G CTG 1氇C C1T T^C GCT TCC

I S E D Y K T R

226 ATC TOC G^^G^C 11C A^G^CC CGT

N G P V P P P ÷

271 从C GCT CCG G1T CCG CCG CCG T从

图5 monellin基因测序图

2．4 Monellin的表达与纯化
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