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摘要:细菌表层蛋白( surface layer protein，S-层蛋白)是由同种蛋白质或糖蛋白亚基装配而成，广泛分布于各
种古生菌和真细菌表面，形成的多孔网状结构。成熟的 S-层蛋白一般具有两个功能域———特异性锚定区域
和自组装区域。近年来基于芽胞杆菌属几种细菌的 S-层蛋白的研究已经成为热点，其在生物传感器、疫苗
研制、表面展示、纳米材料、生物治理等方面具有广泛的应用前景。本文就芽胞杆菌 S-层蛋白的结构，生化
遗传，功能，病源相关性及其在工业和生物医学上的应用进行综述。
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长期以来细胞壁一直被认为是绝大多数原核生

物细胞最外层的结构，而自从 1953 年 Houwink 在螺
旋菌属细菌最外层发现了一层排列规则的大分子物

质之后
［1］，科学家们又陆续在其它古细菌和真细菌

最外层发现了这种形成规则晶格的单分子层结构，

并称之为表层蛋白( S-层蛋白)。迄今已知的存在
S-层蛋白的真细菌和古生菌已经达到了 400 多
种
［2］。

1 S-层蛋白的一般特性

从理化性质看，S-层蛋白的分子量在 40 －
200 kDa之间。来源不同的 S-层蛋白，其氨基酸组成
相似:一般疏水性氨基酸占 40% － 60%，含有较多酸
性氨基酸如谷氨酸、天冬氨酸(15%左右)，赖氨酸的
含量也相当高可达 10%，极少存在含硫氨基酸。约
20%的氨基酸构成 α 螺旋，40%形成 β 折叠，α 螺旋
常常出现在 S-层蛋白的 N 端［3］。一般情况下，S-层蛋

白略 偏 酸 性，等 电 点 在 4 － 6，但 乳 杆 菌 属
(Lactobacillus) 和炽热甲烷嗜热菌(Methanothermus
fervidus)的 S-层蛋白的等电点可达 8 － 10。
从结构上看，由同种蛋白质或糖蛋白亚基装配

而成的 S-层蛋白会形成网孔结构，厚度 5 － 20 nm，
但在古细菌中可达 70 nm，借助电镜技术可清晰的
观察到它的存在。根据组成的亚基单元不同，S-层
蛋白可以形成斜方形(P1，P2)、正方形( P4)或者六
边形(P3，P6)对称的晶格结构(图 1)［4］。S-层蛋白
的网孔大小和形状非常均一，孔洞可占整个表面积

的 30% － 70%，孔径 2 － 8 nm。有些 S-层蛋白还存
在多种不同类别的孔洞。在细菌生长分裂的整个阶
段，S-层以非共价键的方式与位于下方的细胞结构
(细胞膜、外膜或细胞壁)连接而包裹着菌体。

S-层蛋白可以被糖基化、磷酸化和甲基化修饰。
糖基化的 S-层蛋白在古细菌中非常普遍，在革兰氏
阳性细菌也较多，但最近在少数革兰氏阴性细菌如

福赛斯坦纳菌( Tannerella forsythia)［5］中也有发现。
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S-层蛋白的糖基化过程非常复杂，其糖基成分、连接
方式、结构远比真核生物中多样，至今已知的糖基结
构类型已经达到了 15 种［6］。虽然糖基化修饰对 S-
层蛋白的具体作用还不清楚，但确信的是它拓宽了

S-层蛋白的功能谱，而且对于探索细菌间相互作用
具有一定的启发性。

图 1 不同 S-层蛋白的晶格类型结构示意图［4］

Fig． 1 Schematic of the different S-layer lattice types．

2 S-层蛋白的基因及其表达

尽管 30 多年前科学家就发现了 S-层的存在，但
直到 1986 年才克隆到 S-层蛋白基因。近几年来，S-
层蛋白基因的序列信息增长迅速(表 1)。其编码的
S-层蛋白一般包括:N 端信号肽序列(成熟 S-层蛋白
中此 序 列 被 剪 切 )，S-层 蛋 白 同 源 区 ( S-layer
homology，SLH )以及 C 端自组装相关序列。不同的
S-层蛋白具有独特的形态学单位间距，晶格形状和
分子量，理论上它可能作为分类学特征区分不同的

种。然而，即使是同一个菌种的不同菌株，其 S-层
蛋白也有明显的区别。如嗜热脂肪芽胞杆菌
(Geobacillus stearothermophilus)在不同环境条件下可
以表达出至少 5 种不同的 S-层蛋白。实际上，S-层
蛋白并不是根据序列的同源性归类，而是因为它在

细胞表面形成的晶格结构。
目前，通过比较本实验室自行分离的高毒力杀

蚊幼虫球形芽胞杆菌( Lysinibacillus sphaericus) C3-

表 1 部分已知序列的芽胞杆菌的 S-层蛋白［8］

Table 1 Sequence of S-layer genes of Bacillus species

Species Strains Genes
Number of amino acids /
N-terminal leader peptide Lattice typea GeneBank accession

number

Bacillus anthracis
Sterne derivative
substrain 9131

sap
eag

814 /29
862 /29

Ob

O
Z36946
X99724

Brevibacillus brevis
(Bacillus brevis)

47
owp
mwp

1，004 /24
1，053 /23

Nc

H
M14238
M19115

Brevibacillus brevis
(Bacillus brevis)

HPD31 HWP 1，087 /23 H D90050

Bacillus licheniformis HM105 olpA 874 /29 Nc U38842
Lysinibacillus sphaericus P1 sequence 8 1，252 /30 S A45814

Lysinibacillus sphaericus 2362
gene 125
gene 80

1，176 /30
745 ( silent)

S
Nc M28361

Lysinibacillus sphaericus NCTC 9602 slfA 1228 /31 S AJ849547
Lysinibacillus sphaericus JG-A12 slfB 1238 /32 S AJ849549
Lysinibacillus sphaericus CCM 2177 sbpA 1268 /30 S AF211170
Lysinibacillus sphaericus C3-41 slpC 1，176 /30 O EF535606
Lysinibacillus sphaericus 1593 slpC 1176 Nc EF535608
Lysinibacillus sphaericus SSII-1 slpC 1176 Nc EF535607
Lysinibacillus sphaericus 2317-2 slpC 1176 Nc EF535610
Lysinibacillus sphaericus IAB881 slpC 1176 Nc EF535609

Geobacillus stearothermophilus
PV72 / p6
PV72 / p2

sbsA
sbsB

1，228 /30
920 /31

H
O

X71092
X98095

Geobacillus stearothermophilus ATCC 12980 sbsC 1，099 /30 O AF055578

Bacillus thuringiensis CTC
ctc
ctc2

842 /29
862 /29 Nc AJ012290

AY460125
Bacillus thuringiensis NRRL4045 slpA 821 /29 Nc AJ249446
Bacillus thuringiensis GP1 slgp1 863 Nc AY956311

a H，hexagonal;S，square;O，oblique;b，Presumably;c，unknown
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41 与其它球形芽胞杆菌的 S-层蛋白基因也发现了
S-层蛋白的菌株差异性。球形芽胞杆菌不同菌株
的 S-层蛋白同源性不一致，有毒株的 S-层蛋白序
列同源性非常高而无毒株的序列同源性很低;而

且不同功能域的同源性也不一致，N 末端同源性高
而 C 末端同源性低［7］。从进化上看，S-层蛋白这
些差异性可能是为了满足个体不同需要的一种适

应过程。
S-层蛋白在细菌中的含量很高，可以达到细菌

总蛋白的 15%。对于一个中等大小的杆状细菌来
说，完整的 S-层大约含有 5 × 105

个单体，按代时 20
分钟计算，每秒种大约需要合成 500 个 S-层蛋白单
体。在细菌完成分裂前，S-层蛋白必须分泌结合到
细胞壁外并组装成一定形态的晶格结构，以保持细

胞能完全被 S-层蛋白包裹［8］。由此可以推测编码
S-层蛋白的基因是一种高效表达的基因。Boot 等人
发现 S-层蛋白基因的启动子效率非常高，如嗜酸乳
酸杆菌(Lactobacillus acidophilus)的 S-层蛋白的启动
子效率是乳酸盐脱氢酶的两倍，而后者的启动子效

率是已发表的细菌启动子中效率最高的。许多细菌
不止含有一个 S-层蛋白基因的启动子，如短乳杆菌
ATCC 8287( L． brevis)含有 2 个启动子［9］。多个启
动子不仅可以提高转录效率，而且可以根据细菌不

同的生长阶段和所处环境更有效的调节 S-层蛋白
的表达。除此之外，S-层蛋白的 mRNA 的半衰期较
长。细菌中 mRNA 的寿命往往很短，半衰期仅 2 －
5 min，而 S-层蛋白的 mRNA 的半衰期可长达到
22 min。同时，S-层蛋白基因具有显著的密码子使
用偏好性现象，从而有利于提高翻译的效率和准确

性。利用 S-层蛋白基因的高效表达分泌机制建立
新的异源蛋白质表达系统，对于 S-层蛋白的应用具
有重要的指导意义。

3 S-层蛋白的锚定特性和自组装

大多数 S-层蛋白的 N 末端存在一个保守结构
域，称为 S-层同源区( S-layer homology，SLH)。SLH
区可以由 1、2 或 3 个重复的 SLH 基序( SLH motif)
组成，每个基序含 50 － 60 个氨基酸。现已证实，
SLH 起着将 S-层蛋白锚定在细胞表面的作用，它以
非共价键的方式将 S-层蛋白结合于肽聚糖或次生
细胞壁聚合体上 ( sencondary cell wall polymers，

SCWP)［10 － 11］。而炭疽芽胞杆菌(Bacillus anthracis)
S-层蛋白的 SLH 还具有结合血红素并介导其运输
的作用

［12］。本实验室研究人员在前期对球形芽胞
杆菌 C3-41 的 S-层蛋白的研究发现其 SLH 区包括 3

个 SLH 基序，每个 SLH 基序都能与细胞壁结合，但
3 个 SLH 基序对 S-层蛋白的锚定功能的贡献并不
等同。 rSLH31 － 92和 rSLH93 － 151基序与细胞壁的结合

不稳定，rSLH152 － 210基序能与细胞壁稳定结合，因此

rSLH152 － 210基序是与细胞壁稳定结合的关键区域。

此外，球形芽胞杆菌的 S-层蛋白对细胞壁的锚定作
用具有种属特异性———只能与球形芽胞杆菌的细胞
壁结合，不能与其它种属的细菌的细胞壁结合

［13］。

这种结合特性可能暗示着 S-层蛋白非常精细的锚
定过程，同时也促进人们对不同的 SLH 基序的高级
结构的关注。

不具有 SLH 区的 S-层蛋白一般通过电荷效应
将其锚定在细菌外层。例如嗜热脂肪芽胞杆菌的
S-层蛋白 SbsC 不具有 SLH 区，其 N 端带正电荷，能
够与细胞壁中带负电荷的 SCWP 相互作用而完成
S-层蛋白的锚定［14］。少数细菌还具有一些特别的
锚定方式，如谷氨酸棒状杆菌 ( Corynebacterium
glutamicum) ATCC 17965 的 S-层蛋白通过疏水的 C

末端与细胞壁中富含分枝菌酸(mycolic acids)的细
胞层相结合

［15］。短乳杆菌(L． brevis)的 S-层锚定在
细胞壁上不带电荷的多糖上，其锚定区域尚不清

楚
［16］。

S-层蛋白具有自组装的能力。大多数细菌的 S-
层蛋白是以非共价键的方式与细胞膜结合，通过变

性剂或离解剂处理可以将 S-层从细菌表面分离下
来。解离的 S-层蛋白既可以在溶液中自组装成片
层状，圆柱形或球形的产物，还可以在固相支持物

上、气水相界面上、脂质膜上、脂质体上和微团上重
新结晶形成单分子层

［15］(图 2)。在悬浮液中，S-层
蛋白先快速形成小晶核，然后再缓慢地自组装形成

更大的聚集体。在固相支持物上，S-层蛋白随机形
成很多小的晶格粘附到固相物表面，然后在晶核的

各个方向进行晶体生长，直到其生长到与另一个结

晶区域相遇，最后形成封闭、嵌合的 S-层蛋白结晶
块。研究表明，S-层蛋白的自组装是一个熵驱动的
过程，其自组装的方式、形成的晶格类型由 S-层蛋
白的氨基酸序列决定

［4］。
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图 2 分离的 S-层蛋白单体在不同界面的重结晶的示意

图
［15］。自组装过程可以发生在悬液中( a)、气液界面上
(b)、固液界面上( c)、脂膜上( d)、脂质体上( e)和微团

上( f)。
Fig． 2 Schematic illustration of the recrystallization of isolated S-

layer subunits into crystalline arrays． The self-assembly process can

occur in suspension ( a)，at air-liquid interface ( b)，at solid-liquid

interface ( c)，at lipid films( d)，on liposomes( e)，on emulsomes

( f) ．

4 S-层蛋白的功能

S-层蛋白是古生菌和真细菌中普遍存在的一种
结构，其功能是多样的，这种多样性反应了原核生物

对环境的适应过程，在原核生物的进化中具有特殊

的意义。目前，得到广泛认可的功能主要集中在以
下几个方面:第一，S-层作为细胞的外层结构，具有
维持细胞形态和保护的功能。例如对于缺少细胞壁
结构的古细菌，S-层担当了细胞壁的角色，使菌体对
渗透压和机械力有一定的抗性。S-层还可以保护一
些 菌 体 免 受 噬 菌 体、蛭 弧 菌 ( Bdellovibrio
bacteriovorus)等细菌寄生生物的攻击;增加菌体对环
境的抗逆性。第二，具有分子筛的功能，S-层孔洞
的大小和形状均一，可以选择性的透过某些物质。
如嗜热脂肪芽胞杆菌的 S-层蛋白的孔径约为
4. 5 nm，它能够阻止分子量大于 45 kDa 的物质通
过，而允许比之小的物质进出细胞，充分发挥了其分

子筛的作用。第三，作为胞外酶的吸附位点，如热产
硫 磺 热 厌 氧 杆 菌 ( Thermoanaerobacterium
thermosulfurigenes)的 S-层蛋白上具有支链淀粉酶的
吸附位点，这些胞外酶的吸附，有助于菌体利用它们

的降解产物。
随着研究的深入，科学家们慢慢发现了 S-层蛋

白的一些新功能。S-层蛋白能赋予病原菌一些致病
特性。Kern 等人发现炭疽芽胞杆菌的 S-层蛋白参
与菌体吸附宿主细胞的过程

［17］，从而证实了 S-层蛋
白是炭疽芽胞杆菌的一种毒力因子。牙周炎病原菌
福赛斯坦纳菌(Tannerella forsythia)的 S-层蛋白可以
介导红细胞凝集、粘附及入侵上皮细胞、引起小鼠的
皮下脓肿等与致病相关的反应

［5］。McCarren 等人
发现聚球藻( Synechococcus)WH8102 两种 S-层蛋白
的缺失可以导致细菌丧失运动能力

［18 － 19］，进而确定

S-层蛋白还与细菌的运动相关。S-层蛋白具有吸附
重金属的能力

［20］。如球形芽胞杆菌 JG-A12 菌株能
结合铀、铅、铜、铝、镉等重金属，电镜观察发现铀原
子沉积在菌株的 S-层表面［21］。嗜酸乳杆菌 ( L．
acidophilus)的 S-层蛋白可以抑制由鼠伤寒沙门氏菌
(Salmonella Typhimurium)导致的细胞凋亡，为治疗
沙门氏菌引起的感染提供了新的思路

［22］。此外，苏
云金芽胞杆菌(B． thuringiensis)CTC 和 GP1 的 S-层
蛋白在芽胞期可以形成伴胞晶体

［23 － 24］。Pena 等人
证实了在苏云金芽胞杆菌 GP1 中，以伴胞晶体存在
的 S-层 蛋 白 具 有 杀 墨 西 哥 豆 瓢 虫 ( Epilachna
varivestis)的活性。这一发现对于以杀虫晶体蛋白
( ICP)作为鉴别苏云金芽胞杆菌的传统分类提出了
挑战。S-层蛋白的功能非常多样，近年来对 S-层蛋
白的一些新认识将会帮助我们更好的理解 S-层存
在的意义，为工业化应用奠定理论基础。

5 S-层蛋白的应用和展望

S-层蛋白的应用研究主要分为两类:一类是利
用 S-层蛋白的表达分泌系统使外源性的蛋白质或
多肽(抗体、抗原、细胞因子、酶等)大量表达，并准
确定位在细胞表面。如在苏云金芽胞杆菌的表面展
示了禽流感病毒的核蛋白

［25］，鸡毒霉形体粘附素蛋

白
［26］，丝氨酸乙酰内酯酶

［27］。Nomellini 等人在新
月柄杆菌(Caulobacter crescentus)表面展示的 HIV 受
体 CD4 和辅助受体 MIP1α 能够特异性的阻断 HIV
的侵入，可作为预防 HIV 感染的候选杀微生物剂
(microbicide)［28］。利用这一系统表达的抗原含量
高，后续提取过程简单，而且 S-层蛋白还可以直接
充当抗原佐剂和载体使用。虽然早期就有人摸索
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S-层重组蛋白表达系统，但至今它仍面临着一些问
题。首先，革兰氏阳性菌的肽聚糖结构限制了重组
S-层蛋白的有效分泌，革兰氏阴性菌可以利用膜通
道将 S-层蛋白直接泵出细胞外，避免了重组蛋白分
泌的问题

［29］，但是对于革兰氏阴性菌的 S-层蛋白的
研究却不够深入。其次，根据表达的外源蛋白不同，
所选择的启动子、表达菌株也不尽相同。如 Novotny
选择嗜热脂肪芽胞杆菌 NRS 2004 /3a 的 S-层蛋白启
动子(一种温度敏感型启动子)，建立了一个温度敏

感的外源蛋白表达系统，只需要通过改变培养温度

就可以达到调节外源蛋白表达的目的
［30］。而 Ilk 等

人选择了枯草芽胞杆菌(B． subtilis)作为表达菌株，
发现其比大肠杆菌更有优势

［31］。此外，展示在细菌
表面的外源蛋白可能需要以二聚体或多聚体的形式

存在才能行使其生物学功能，有些蛋白可能还需要

与辅助蛋白作用后才能成为靶点。在 S-层重组蛋
白表达系统投入大规模应用之前，这些因素都需要

不断完善。
另一类是利用 S-层蛋白的自组装特性。过去

的 20 多年里，利用生物体合成金属或半导体纳米材
料已经得到了广泛的关注，但是金属纳米材料在生

物医学和仿生材料研制上还是存在较大的局限性，

于是科学家们开始寻找一些新型的有机纳米合成原

料。S-层蛋白可以在溶液中、固相支持物上、气水相
界面上、脂质膜上、脂质体上和微团上自组装形成纳
米级的单分子层，而且融合了外源蛋白的 S-层蛋白
仍具有自组装成晶格结构的能力。这一特点引起了
研究者极大的兴趣。有研究证实 S-层蛋白与链霉
亲和素的融合蛋白具备结合生物素铁蛋白的能力，

而且能够作为模板使被结合的分子有序的排列在悬

浮液，硅片，脂质体，细胞壁上
［32］。这一探索使 S-层

蛋白在纳米技术应用中取得了的巨大突破。近期
Schrems 等人利用化学修饰过的 S-层蛋白作为支撑
介质合成了厚度约 6 nm 的生物膜，其高分辨率图像
信息，表面敏感性，膜电化学值等均符合已知的膜结

构相关指标。这种 S-层支撑的带正电的膜结构可
以结合 DNA，钠钾 ATP 泵，缬氨霉素等［33］，在膜蛋
白，程序化的药物投递，包装假病毒研究中具有应用

价值。
在 S-层蛋白的研究中还有许多难题需要攻克，

如何丰富 S-层蛋白高分辨率的三维结构信息成为
了一个亟待解决的问题。一方面 S-层蛋白自组装

产物的不溶性限制了核磁共振技术的使用，另一方

面不易获得 S-层蛋白三维晶体又限制了 X-射线晶
体衍射技术的使用。目前获得的 S-层蛋白最高分
辨率结构是球形芽胞杆菌 SbpA 的7 结构图［34］。
在原子结构水平上，虽然 Pavkov 得到了嗜热脂肪芽
胞杆菌 S-层蛋白的锚定相关区域的原子水平结构
图，但却始终未能获得自组装区域的结构

［35］。随着
S-层蛋白的研究深入化、系统化，它在生物传感器、
疫苗研制、表面展示、纳米材料、生物治理等方面也
将体现更大的应用价值。毋庸置疑，S-层蛋白的应
用前景是光明的，但要实现 S-层蛋白从探索向应用
的转折还需要更多人的努力。
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Progress and perspectives of surface layer proteins from
Bacillus species—A review

Lingling Yang，Xiaomin Hu，Zhiming Yuan*

Wuhan Institute of Virology，Chinese Academy of Sciences，Wuhan 430071，China

Abstract:S-layer proteins are crystalline arrays composed of numerous identical protein or glycoprotein subunits． They
comprise the outermost cell envelope component in most archaea and many bacteria． The remarkable properties of S-layer
proteins are their capability to self-assemble and specific binding，which give S-layer proteins a wide application potential
in nanotechnology and biomimetics． Recently most study in this field was concerned on the S-layer proteins of Bacillus
species． This review provided a brief survey of the current state of the study about the genetics，function，properties，
pathogenic correlation and application of the S-layer proteins of Bacillus species． The aim of this review was to gain more
knowledge about the function of S-layers and lead to the development of new types of surface display system and
recombinant vaccines，diagnostic agents and biocompatible surfaces．
Keywords: S-layer proteins，self-assemble，specific binding，Bacillus species，nanotechnology
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