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摘   要：乳酸乳球菌作为全球公认安全的微生物，具有多种益生作用，常被用作基因工程宿主

菌。在过去的二十年中，乳酸乳球菌作为载体在递呈病毒、细菌抗原等方面得到了广泛的应用，

并且在不同领域发挥着重要作用。本文以乳链菌肽控制的表达(nisin-controlled expression，NICE)

系统为例，介绍了基于乳酸乳球菌的表达系统的组成、不同组分的功能特点以及该表达系统在食

品、疫苗和畜牧兽医等领域的应用，总结分析了 NICE 系统的特点以及需要改进的地方，并对该

表达系统未来的发展前景进行了展望。 
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Abstract: Lactococcus lactis has a variety of probiotic effects and is often used as a host strain for 
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genetic engineering. It is generally recognized as safe (GRAS) by the Food and Drug Administration 

(FDA). In the past two decades, L. lactis has been widely used as a carrier in presenting viruses and 

bacterial antigens, playing an important role in different fields. In this review, we introduced the 

nisin-controlled expression (NICE) system from the aspects of composition, functional characteristics, 

and the application in food, vaccines, animal husbandry, and veterinary medicine. We summarized the 

features and improvements and then predicted the development prospects of NICE system. 

Keywords: Lactococcus lactis; host bacteria; nisin-controlled expression system (NICE); application 
 
 

乳酸菌(lactic acid bacteria，LAB)是一类可

以发酵糖类产生有机酸的革兰氏阳性菌[1]，包

括乳酸乳球菌、乳杆菌和肠球菌等多种属[2]。

其中，乳酸乳球菌(Lactococcus lactis)是乳酸菌

中最具代表性的菌株，被美国食品和药物管理

局(FDA)认为是安全的(GRAS)微生物，常用于

食品发酵、药物生产和饲料添加等[3]。L. lactis

具有生长速度快、易于操作和遗传背景清楚等

特点，因此，常被用作基因工程的宿主菌[4]。

近年来，随着分子生物学的发展，L. lactis 作为

载体在递呈病毒、细菌抗原等方面得到了广泛

的应用[5–7]。 

目前，研究学者借助生物技术和基因工程

等方法成功建立和发展了一系列以 L. lactis 为

核心的克隆和表达系统。利用 L. lactis 表达系

统已经表达了许多病毒、细菌和真核生物来源

的蛋白质[8]。L. lactis 表达系统可以分为组成型

表达系统和诱导型表达系统[9]。不会受到时期、

部位和环境等因素影响的基因表达过程被称为

组成型表达，而在特定的环境信号刺激下，基

因的表达出现增强或减弱，这种易受环境因素

影响的表达被称为诱导型表达。随着对 L. lactis

表达系统的深入研究，采用组成型或诱导型表

达系统均可以实现外源蛋白的大量表达[10–11]。

但在大多数情况下，诱导型表达系统比组成型

表达系统更受青睐，因为诱导型表达系统的启

动子可以更好地被控制 [12]。1995 年，Kuipers

及其同事所开发的由乳链菌肽(nisin)控制的基

因表达(nisin-controlled expression，NICE)系统

是迄今为止最成功的诱导型 L. lactis 表达系  

统[13]。直至今日，NICE 系统已经可以表达消化

酶、细胞因子和外源抗原等多种不同类型的外

源蛋白[11]。本文主要以 NICE 系统为例对乳酸

乳球菌表达系统及其应用进行综述。 

1  NICE 系统概述 

NICE 系统是基于 L. lactis 自动调节 nisin

生物合成机制的一种基因表达系统，也是乳酸

菌中唯一的商业表达系统[14]。NICE 系统包括  

3 个基本要素：(1) 宿主：能表达组氨酸蛋白激

酶(NisK)和反应调节蛋白(NisR)的革兰氏阳性

菌(如：L. lactis、乳杆菌、链球菌、肠球菌等)；

(2) 质粒载体：包含一个 nisA 或 nisF 启动子

区，允许 nisin 诱导；(3) 诱导因子 nisin：是

由 11 个基因编码合成的抗微生物短肽，由 NisR

和 NisK 调节表达[13]，其在对数生长阶段必须以

0.01–10.00 ng/mL 的浓度存在[15]。NICE 系统利

用位于膜上的 NisK 感知 nisin 分子并自磷酸化，

将磷酸基团转移至细胞内的 NisR 上，进而诱导

nisin 基因簇中的 2 个启动子 PnisA 和 PnisF 的转录

(图 1)。因此，常利用 NICE 系统调节各种蛋白

质，使其过表达[16]。 
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图 1  Nisin 通过 Nisk 和 NisR 诱导 nisA 启动子的转录 

Figure 1  Nisin induces nisA promoter transcription through NisK and NisR. Nisin: induction factor; 
NisK: histidine-protein kinase; NisR: response regulator protein; PnisA: nisA promoter. 
 

1.1  NICE 系统常用宿主菌 
NICE 系统所用的菌株均为乳制品发酵菌

NCDO712 无质粒后代—L. lactis subsp. cremoris 

MG1363 的衍生物[17]。其中，NZ9700、NZ9800、

NZ9000、NZ3900 和 NZ3000 是 NICE 系统中常

用的 5 种宿主菌(表 1)。NZ9700 是一种可以产

生 nisin 的菌株，常被用作 nisin 的来源以诱导

NICE 系统，是由 NIZO B8 (可以产生 nisin-A)

中的 nisin-蔗糖转座子 Tn5276 与 MG1614 

(MG1363 的利福平和链霉素抗性衍生物)缀合

得到的[17–19]。NZ9800 是 NZ9700 的衍生物，其

在 NZ9700 的基础上删除了 nisA 中的 4 个核苷

酸[18]。NZ9800 是 NICE 系统早期宿主菌株之一，

因为它可以提供必要的调控基因(nisK 和 nisR)。

该菌株不产生 nisin，并且阻止了 nisin 操纵子的

转录，可以通过加入最低抑制量的 nisin 重新激

活该菌株中 nisin 操纵子的转录[13]。NZ9000 是

NICE 系统的标准宿主菌，也是目前使用最多的

菌株，其通过将 nisK 和 nisR 基因整合到

MG1363 的 pepN 基因中而得到[20]。NZ3000 是

MG5267 的 lacF 缺失突变体，而 MG5267 是

NCDO712 的乳糖操纵子单染色体拷贝的菌株。

由于缺失 lacF，NZ3000 无法在乳糖上生长，但

可以通过质粒 pNZ8149提供 lacF以恢复乳糖的

生长[21]。NZ3000 利用构建 NZ9000 时所用的方

法将基因 nisR 和 nisK 插入到 pepN 基因中，能

够得到 NZ3900[22]。NZ3900 是根据乳糖生长能

力所选择的食品级标准菌株，是为 NICE 系统

的食品级应用而开发的[23]。 

1.2  NICE 系统常用质粒 
在 NICE 系统中，除了 pNZ9530 质粒是基

于 pAMβ1 的 θ 型复制子外，所有的质粒均为基

于 pSH71 的环型复制子[24]，常用的表达质粒有

pNZ8048、 pNZ8148、 pNZ8150、 pNZ8149、
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pNZ8021 和 pNZ8110 (表 2)。其中，pNZ8048

是融合表达最常用的质粒[20]，它在 ATG 起始密

码子周围引入 Nco I 位点可以对目标基因进行

扩增，从而直接克隆与 nisA 起始密码子融合的

基 因 [25] 。 pNZ8148 和 pNZ8150 质 粒 是 在

pNZ8048 质粒的基础上构建的。在 pNZ8148 质

粒中，除去了枯草芽孢杆菌(pSH 系列质粒的初

始克隆宿主)残余的 60 bp 的 DNA 片段，使得

质粒符合自克隆指南[8]。改进后的 pNZ8148 质

粒避免了专有使用 Nco I 位点所带来的缺点。

在 pNZ8150 中，位于 ATG 起始密码子上游的  

Nco I 位点被替换为 Sca I 位点，这使得从 ATG

起始密码子开始，基因就可以被扩增并直接融

合到载体上，形成精确的 nisA 翻译表达[22]。

pNZ8149 质粒以 lacF 基因作为食品级选择标

记，质粒 pNZ8021 用于转录融合，质粒 pNZ8110

主要进行蛋白质分泌[26]。 

1.3  NICE 系统的特点 
利用 NICE 系统表达外源基因时具有以下

特点：(1) NICE 系统的 NZ9000 和 NZ3900 等宿

主菌生长速度快、容易培养，转入外源基因的

操作方法简便、技术成熟、成本低且重复性高；

(2) 与其他宿主菌相比具有安全、不产生内毒素

的特点，可直接口服所表达的蛋白，基因组自身

分泌的蛋白质少，免去了目的蛋白的体外提纯

等后续加工处理工序 [27]；(3) 宿主菌 NZ3900

可用于构建食品级表达系统，有效促进了基因

技术的发展，增强产品的安全性；(4) 拥有可以

多方面调控的子系统，能够表达毒素蛋白；(5) 

可在细胞内和细胞表面表达蛋白或直接将蛋白

分泌到胞质中[28]；(6) 宿主菌没有胞外蛋白酶

也不分泌蛋白酶，降低了外源蛋白被降解的风

险，有利于外源蛋白的完整性以及功能的正常

发挥；(7) 与其他的乳酸菌宿主菌相比，蛋白表 

 
表 1  NICE 系统常用宿主菌 
Table 1  Commonly used host bacteria for NICE system 

Host strains Characteristics Reference 

NZ9700 Conjugated by Tn5276 and MG1614. Used as a source of nisin to induce NICE system [20–22] 

NZ9800 A derivative of NZ9700. One of the early host strains of the NICE system [16,21] 

NZ9000 Most commonly used host strain. Obtained by integrating the nisK and nisR genes into the pepN 

gene of MG1363 

[23] 

NZ3000 The lacF deletion mutant of MG5267 [24] 

NZ3900 Developed for food grade applications of the NICE system [8,25] 

 
表 2  NICE 系统常用质粒 
Table 2  Commonly used plasmids in NICE system 

Plasmids Characteristics Reference 

pNZ8048 Most commonly used plasmids for fusion expression [23,27] 

pNZ8148 Deletion of a 60 bp DNA fragment from Bacillus subtilis to avoid the disadvantage generated by 

the obligate use of Nco I site 

[28] 

pNZ8150 Sca I site used for creating an accurate nisA translational fusion [25] 

pNZ8149 The lacF gene as food grade selection marker [29] 

pNZ8021 Used for transcription fusion [29] 

pNZ8110 Used for protein secretion [29] 
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达量高，经诱导后能表达 60%的胞内总蛋白[29]；

(8) 具有黏附性，可作用于机体黏膜，其所表

达的蛋白在黏膜处可以持续分泌，刺激机体产

生有效的免疫应答。因此，L. lactis 表达系统的

应用前景十分广阔。 

2  NICE 系统的发展现状 

以 L. lactis 作为宿主菌，构建表达载体用

来表达异源蛋白和酶，逐渐成为了食品工业、

生物制药和疫苗研究的热点[30]。目前，已利用

NICE 系统表达不同背景的基因来研究代谢

和酶的功能，并生产更多的酶用于食品、医

疗或技术应用，现有不少同源或异种的细菌

蛋白、膜蛋白、细菌素和抗原利用该系统成功

表达 [16]。 

2.1  在食品领域中的应用 
NICE 系统是应用最广的高效诱导表达系

统，其诱导剂、宿主菌和载体都是食品级安全

的，因此，NICE 系统常被用来表达不同蛋白和

多肽用于制备各种乳制品、提高食品的营养价

值[31–32]。孙大庆等利用 NICE 系统表达了具有

优良凝乳特性的牛凝乳酶原，为奶酪加工提供

了新思路和新方法[33]。孙芝兰等将乳糖酶基因

bga 电转化入 L. lactis NZ9000 进行表达，利用

高压液相色谱对乳糖的利用率进行分析。结果

发现，L. lactis NZ9000-Bga 对乳糖的利用能力

比对照菌株高 1 倍，为生产低乳糖的发酵乳制

品奠定了基础[34]。Yildiz 等利用 NICE 系统制备

了具有抗癌和抗菌功能的细菌素—天青素，该

重组菌株可用于食品生物防腐剂的研究 [35]。

Dong 等利用 pNZ8149 表达载体表达了食品级

胆盐水解酶，并提高了其水解酶活性，添加在

益生菌制品中可降低血清中的胆固醇含量[36]。 

2.2  在动物疫病防控中的应用 
L. lactis 在黏膜水平传递抗原方面具有无

可比拟的优越性，且在动物疫病中取得了较好

的防治效果。目前，NICE 系统已经在微生态制

剂、疫苗、饲料添加剂等多个领域得到应用，

并在动物疫病的防控中发挥重要作用。 

2.2.1  免疫领域 

产肠毒素大肠杆菌(enterotoxigenic Escherichia 

coli，ETEC)是断奶仔猪腹泻的主要病原 [37]。

Song等将ETEC三价肠毒素蛋白 STa-LTB-STb、

菌毛抗原 F5 与耶尔森氏菌外膜蛋白 H (OmpH)

利用 NICE 系统进行融合表达，利用动物实验

证实了口服 L. lactis-SLS-F5-OmpH 对 ETEC 攻

毒后具有完全的保护作用[37]。猪流行性腹泻病

毒(porcine epidemic diarrhea virus，PEDV)是引

起猪流行性腹泻的主要原因，其中 S 蛋白是

PEDV 的主要结构蛋白[38]。研究者们将 PEDV  

S 蛋白中某些区域利用 NICE 系统进行表达，

将表达后的重组菌株进行小鼠体内评价，结果

均发现重组 L. lactis 可以提高小鼠机体的抗

PEDV 黏膜免疫、体液免疫和细胞免疫水    

平[39–40]。Sha 等将从禽流感 H9N2 抗原中分离

出来的 M1 和 HA2 蛋白克隆到 L. lactis NZ9000

上进行表达并评估了该重组 L. lactis 的免疫

原性和保护作用。结果表明，接种重组 L. lacti- 

M1-HA2 的鸡血清抗体、T 细胞介导的免疫反

应和黏膜分泌 IgA (sIgA)水平显著提高。攻毒

后，重组 L. lactis 菌株免疫的鸡体内病毒滴度

降低，肺病理损伤减轻。这说明表达 H9N2 

M1-HA2 融合蛋白的重组 L. lactis 菌株能够诱

导黏膜和系统免疫保护 [41]。空肠弯曲杆菌

(Campylobacter jejuni)是引起人食源性肠炎的

主要原因，常由家禽产品带入人体内。Wang 等

利用 L. lactis NZ3900 对可降低 C. jejuni 在鸡肠

道内定殖的 CjaA 基因进行表达并对肉鸡进行

口服免疫，分泌表达 C. jejuni CjaA 基因的重组

L. lactis 能显著激发特异性抗 CjaA 血清 IgY 反
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应。这说明 L. lactis 可作为抗 C. jejuni 定殖的

疫苗载体[42]。Shirdast 等构建了成功表达布鲁氏

菌保护性抗原 Omp31 的重组 L. lactis 并对小鼠

进行口服和腹腔注射。结果表明，重组 L. lactis

可以诱导小鼠体液和细胞免疫应答，因此，    

L. lactis 载体疫苗可能成为抵抗布鲁氏菌感染

的有效方法[43]。为了开发一种针对口蹄疫病毒

(foot-and-mouth disease virus，FMDV)特异性免

疫反应的有效黏膜疫苗，Liu 等用 NICE 系统对

FMDV VP1 基因成功表达。通过体内试验证实

了使用重组 L. lactis 免疫小鼠可以产生高水平

的 SIgA、抗原特异性血清 IgG、IgA 和中和抗

体，并产生更强的细胞免疫反应和显著的脾淋

巴细胞增殖[44]。Naderi-Samani 等利用 NICE 系

统成功表达了虹鳟鱼病毒出血性败血症病毒

(viral hemorrhagic septicaemia virus， VHSV)   

G 基因，攻毒后发现，重组 L. lactis 接种组的

虹鳟鱼相较空载体组的存活率提高了 2 倍，并

且病毒载量显著降低。通过该研究结果可知，重

组 L. lactis 可作为虹鳟鱼 VHS 口服疫苗，并有

望成为一种有效对抗不同鱼类病原体的方法[45]。

Ma 等构建了表达鸡球虫病保护性抗原—盲肠

型球虫免疫标记蛋白-1 (Eimeria tenella immune 

mapped protein-1，EtIMP1)的重组 L. lactis。通

过动物实验发现，免疫该重组 L. lactis 可以促进

淋巴细胞的增殖以及抗体水平的增高，这表明  

L. lactis 表达的 EtIMP1 蛋白可能成为研发抗盲肠

型球虫感染疫苗的候选蛋白[46]。 

2.2.2  治疗领域 

刘淑杰等利用 NICE 系统对猪表皮生长因

子成功表达，给小鼠口服免疫表达后的重组菌

株以评价其对葡聚糖硫酸钠 (dextran sulfate 

sodium，DSS)诱导的结肠炎模型小鼠肠道损

伤的修复作用。结果表明，表达猪表皮生长因

子的重组 L. lactis 对断奶仔猪肠道具有保护作  

用[47]。刘霭莎等利用 NZ9000 成功表达了猪脂

联素球状结构域 gAd 基因，将表达后的 gAd 蛋

白注射到高糖饲喂的小鼠体内，结果显示，表

达后的 gAd 蛋白具有加快糖代谢、降低血糖含

量的作用[48]。高铭扬构建了表达柔嫩艾美耳球

虫子孢子 3-1E 的重组 L. lactis。鸡口服后可提

高抗球虫感染保护效果、提升鸡体重并减少粪

便卵囊排出量，降低盲肠病变[49]。Song 等利用

L. lactis 对具有杀菌、抗炎和免疫调节作用的牛

乳铁蛋白进行表达，并评价重组 L. lactis 对 DSS

诱导的结肠炎模型小鼠肠道损伤的修复作用，

结果表明，表达牛乳铁蛋白的重组 L. lactis 可

以改善 DSS 诱导的小鼠结肠损伤，有望成为治

疗牛肠道损伤的一种方法[50]。 

2.2.3  微生态制剂等其他领域 

为了研究重组 L. lactis 作为饲料添加剂替

代抗生素的可行性，何佳等利用表达猪乳铁蛋

白的重组 L. lactis 饲喂断奶仔猪，结果发现，

仔猪免疫器官成熟更快，免疫功能增强，生产

性能得到改善，平均日增重提高，料重比降低[51]。

为了提高商品肉鸡的生长性能和抗病能力，

Zhou 等利用 L. lactis 表达系统成功建立和表达

了鸡表皮生长因子。通过体内试验表明，L. lactis

表达系统表达的鸡表皮生长因子可以提高肉鸡

生长性能、免疫功能和肠道发育的潜力[52]。利

用植酸酶或具有植酸酶活性的益生菌来增加磷

的保留量可以提高鸡肠道对植物磷的利用率。

Mohammadi 等将来源于大肠杆菌 DE3 的植酸

酶基因(appA)电转化入 L. lactis 中得到具有产

植酸酶潜力的重组 L. lactis，并对其在肉鸡体内

的功效进行了评价。根据动物实验结果可知，

重组 L. lactis 在鸡肠道环境中体现出植酸酶活

性，可以替代商品植酸酶[53]。Pakbaten 等利用

L. lactis 构建了一株具有生产植酸酶潜力的重

组 L. lactis，为提高其表达和分泌效率，将 usp45
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信号肽添加到 appA2 表达载体中，在肉鸡饲料

中添加该重组 L. lactis，可提高肉鸡消化道对植

酸酶的利用率，与大肠杆菌商品植酸酶的生产

性能相同[54]。 

3  NICE 系统的展望 

随着基因工程的发展和新技术的利用，如

基因编辑系统 CRISPR/Cas9，使得 NICE 系统

的研究逐渐完善，目前已经构建了许多不同的

菌株和质粒用于各个领域目的基因的表达，促

进了食品、医疗、畜牧兽医等工业的发展。NICE

系统作为应用最广的高效诱导型表达系统具有

许多优点，可通过对强启动子的调控，避免蛋

白过量表达导致的宿主乳酸菌生长停滞或代谢

障碍，同时可防止质粒丢失。但同时也存在一

定的缺陷，例如诱导外源蛋白表达时需要添加

诱导剂，有些诱导剂本身对菌体有杀伤作用，

nisin 作为诱导剂具有高效无毒的特点，但在

发酵过程中添加诱导剂，操作过程比较麻烦；

吋大规模生产 ，添加诱导剂也会增加生产成

本，推广较为困难 [55]。为了更好地调控 NICE

系统，研究者们对其做出了一些改进：(1) 在

产生 nisin 的 L. lactis 或其衍生物以外的宿主中

表达蛋白，必须将 nisRK 基因整合到染色体

中，这种操作比较复杂。为了提高 NICE 系统

的可操作性，开发了双质粒 NICE 系统，使其

在没有 nisRK 基因的菌株中也可以进行表达[56]； 

(2) 为了避免使用抗生素作为选择性标记而释

放到环境中所带来的危害，构建了宿主、载体

和诱导物均为食品级的 NICE 系统，不仅保证

了生物和生态的安全，还使克隆的基因可以稳

定的表达 [21]；(3) 提高了 L. lactis 表达的蛋白

质的稳定性，减少了外源蛋白的降解。(4) 利

用植物乳杆菌(Lactobacillus plantarum)、粪肠

球菌 (Enterococcus  faecal is )、肺炎双球菌 

(Streptococcus pneumoniae)等低 GC 含量的革兰

氏阳性菌作为宿主菌[16]。虽然该系统已经做了

很多改进，但仍存在一些问题和缺陷需要进一

步完善：双质粒 NICE 系统中双质粒菌株和无

质粒菌株相比生长速度较慢，达到最大蛋白质

产量所需的时间较长且表达水平较低，这使得

该表达系统不能很好地对外源蛋白进行分泌；

多数乳酸菌菌株已经进化出了针对外源 DNA

的防御策略，给转化带来困难[57]；L. lactis 拥有

一种独特的的胞外管家蛋白酶 htrA，它参与菌

株的代谢过程，包括原肽的加工、天然蛋白的

成熟和重组蛋白的降解等，容易造成 L. lactis

表达系统分泌的外源蛋白的降解；当利用     

L. lactis 以外的物种表达蛋白时所获得的蛋白

容易降解；不同宿主与载体组合的诱导条件不

同；因 L. lactis 的细胞壁较厚且机械强度大使

得外源 DNA 高效率导入至 L. lactis 中是一个

技术难题；NICE 系统不能很好地应用于工业

生产[58]。针对这些问题提出了以下改进措施：

(1) 对双质粒 NICE 系统进行修饰，提高生长速

度和表达水平，使其在蛋白质分泌中更加可靠；

(2) 有效利用 CRISPR-Cas9 系统对基因组进行

定点的精准编辑，使得食品级载体的开发更简

单、灵活；(3) 尝试对管家基因(如 htrA 基因)

进行敲除以便降低 L. lactis 所分泌重组蛋白的

降解；(4) 优化菌种的培养条件，包括 pH、温

度、菌体密度、诱导剂浓度和诱导时间，同时

观察菌体蛋白表达情况，将表达条件调整到最

佳以此来降低外源蛋白的降解；(5) 整合不同宿

主和载体组合的诱导条件，筛选出可适用于多

种组合的最佳条件；(6) 对外源 DNA 导入常用

的电击转化方法进行优化，使其能够有效转入

L. lactis 中；(7) 探寻一种新型高效可控性强的

启动子，解决工业生产的高要求。 

L. lactis 从一种食物细菌到可以产生具有
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巨大生物经济价值的重要工业产品的微生物细

胞工厂已经走过了漫长的道路。除了 NICE 系

统外，L. lactis 诱导型表达系统还包括糖诱导表

达系统、噬菌体 φ31 暴发式诱导的表达系统、

温控表达系统和 pH 诱导的表达系统，以及由

P21、P23、P32、P44 和 P59 等 5 种启动子控制

的 L. lactis 组成型表达系统[9,59]。这些 L. lactis

表达系统在不同领域均发挥了重要作用。目前，

在医学领域中，已利用 NICE 系统表达不同蛋

白预防和治疗各类常见的肠道和呼吸道疾病，

如猪流行性腹泻、断奶仔猪腹泻和禽流感等，

而其他一些病原的相关研究依旧较少，随着基

因工程的发展，NICE 系统有望成为防治其他非

肠道感染重要动物疫病(如非洲猪瘟)的一种有

效方式。尽管有局限性，但作为微生物细胞工

厂的 NICE 系统仍有很大的改进空间。作为安

全级宿主菌的 L. lactis 未来将更有应用前景，

能更有效地推动生物医药、食品工业和畜牧兽

医业的持续健康发展。 
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