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摘   要：革兰氏阴性菌Ⅴ型分泌系统是细菌病原蛋白分泌的主要途径之一，可分为 aⅤ – eⅤ  5 个

亚型，其中 aⅤ 型(即经典的单体自转运蛋白)是细菌毒力和黏附因子向细胞外分泌的重要工具，其

在内膜 Sec 易位子和外膜 BAM 蛋白复合体的协助下，通过 2 个连续的跨膜步骤介导蛋白质穿过

阴性菌的内外膜。据信Ⅴa 型是目前已知蛋白质跨膜转运时最简单的分泌途径，故该蛋白质分泌

系统作为一种生物工程手段被认为是进行外源蛋白细菌细胞表面展示的理想系统。本文概括了目

前已知的自转运蛋白的种类、结构域组成及其可能的分泌机理，总结基于自转运蛋白构建细菌细

胞表面展示系统的生物工程应用，特别是其在疫苗研发领域的最新研究进展，并探讨了其在病原

体检测方面的潜在应用，以期深入拓展该分泌系统在生物工程方面的应用。 

关键词：自转运蛋白；细菌细胞表面蛋白展示；蛋白质分泌；活疫苗；生物工程技术  
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Trend of bacterial cell surface display: the autodisplay 
technology 
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Abstract: Type V secretion system, one of the key pathways employed by Gram-negative bacteria to 

secrete virulence factors, is classified into five subtypes (Va–Ve). Among them, type Va (also known as 

the classical monomeric autotransporters) is extensively used to export virulence and adhesion factors 

to the bacterial cell surface or into their surroundings, a process combining the passage across the inner 

and the outer membrane in two consecutive steps that are facilitated by the Sec translocon and the BAM 

(β-barrel assembly machinery) complex, respectively. It is believed that type Va is the simplest 

secretion system for the translocation of proteins across membranes, which is therefore considered as an 

ideal biotechnological tool to display recombinant proteins on bacterial cell surface. In this review, we 

first summarized the subtypes, structural domains, and possible secretion mechanisms of 

autotransporters to enhance the understanding of them as a biotechnological tool for various surface 

display purposes, particularly vaccine development. Then, we explored the potential application of 

autodisplay in pathogen detection to further expand its application as a biotechnological tool. 

Keywords: autotransporter; bacterial cell surface display; protein secretion; live vaccine; biotechnological 
tool 
 

革兰氏阴性菌具有内膜(inner membrane，

IM)和外膜(outer membrane，OM)双层膜结构。

内膜即为细胞质膜，外膜为阴性菌细胞壁肽聚

糖层之外的膜结构，内含大量的磷脂、脂多糖

和蛋白质。该双层膜结构使得细菌细胞质中合

成的蛋白质在转运分泌到胞外的途径中会受到

多重限制和阻碍。为此，革兰氏阴性菌进化出

至少 9 种不同的分泌途径(type Ⅰ—type Ⅸ)，介

导蛋白质穿过细胞膜到达胞外环境 [1]。其中Ⅴ

型分泌系统(type  secretion systemⅤ )被认为是

结构最简单且使用最广泛的一种革兰氏阴性菌

毒力因子分泌方式。根据其蛋白结构域的组成

及分泌方式，将Ⅴ型分泌系统分为 aⅤ – eⅤ  5 种

亚型 [2]，即 aⅤ 型经典的自转运系统(classical 

monomeric autotransporters，ATs)、 bⅤ 型双组

分分泌系统 (two partner secretion systems，

TPS)、 cⅤ 型三聚体自主转运系统 (trimeric 

autotransporter adhesin ， TAA) 、 dⅤ 型

(patatin-like autotransporters)、 eⅤ 型(the inverse 

or intimin-like autotransporters)。最近发现的新

亚型 fⅤ 型也可能属于该系统[3]。 

其中， aⅤ 型是细菌毒力和黏附因子输出的

重要工具，最初的基因突变研究表明，该蛋白

能介导其自身跨外膜的转运过程，故称之为自

转运(autotransporter，AT，为叙述简便，故下文

所有的自转运蛋白均指Ⅴa 亚型，即经典型自转

运蛋白)，也正是基于此，AT 被认为是最简单

的分泌系统[4]。然而，最新的研究表明，AT 跨

外 膜 的 分 泌 需 要 BAM (β-barrel assembly 

machinery，BAM)蛋白复合体的作用[5]。但 BAM
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具体的作用机理，尚待深入研究。由于自转运

蛋白结构域组成及分泌途径的简单性，使得其

在细菌细胞表面展示领域脱颖而出，并逐渐发

展成为一种多用途的表面展示工具，涉及全细

胞催化、蛋白质文库筛选、生物修复及疫苗开

发等多个领域[6]。本文的目的是通过系统总结

目前已发现的自转运蛋白的种类、结构域组成

及其可能的分泌机理，以期更好地理解自转运

蛋白的分泌过程，为更好地利用自转运蛋白这一

生物技术工具奠定基础。同时，本文概括了已报

道的基于自转运蛋白所构建的细菌细胞表面展

示系统的优势及相关生物工程应用，特别是其在

疫苗研发领域的最新研究进展，并提出了自转运

蛋白在病原体检测方面的潜在应用。 

1  自转运蛋白的结构域组成 

自转运蛋白均由 3 个主要的功能结构域组

成：N 端信号肽(signal peptide，SP)、被展示在

细菌表面或分泌到胞外环境并具有毒力等主要

生理功能的乘客结构域(passenger domain)以及

锚定在外膜的 C-末端 β-桶状结构域(β-barrel 

domain)，通常在乘客结构域和 β-桶状结构域之

间有一段未知功能的连接区(linker region)和 

一个自切酶位点[7] (图 1A)。大多数情况下，乘

客结构域在转运完成后会被自切酶催化切割而

释放到细胞外介质中，将 β-桶状结构域留在外

膜，但目前对于 β-桶状结构域在外膜上发生的

后续生物学过程是未知的。还有少数的自转运 

 

 
 
图 1  自转运蛋白的结构及分泌过程[6] 
Figure 1  The domain structure and the biogenesis of classical autotransporter[6]. A: schematic domain 
structure of a classical autotransporter. N: amino terminal; C: carboxyl terminal; different domains are 
represented by rectangular bars of different colors. From N to C: signal peptide (SP, black), passenger domain 
(pink), linker (yellow), β-barrel domain (brown). B: hypothesized secretion process of a classical 
autotransporter. 
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蛋白不会自催化切割，只是在乘客结构域转位

完成后将其固定展示在细胞表面。 

1.1  信号肽 
大多数自转运蛋白的信号肽含有 20–30 个

氨基酸，可以分为带正电荷的 N 区、疏水性的

H 区和具有信号肽酶识别位点的 C 区 3 个区域。

其功能是介导自转运蛋白跨过内膜，并随后在

信号肽酶的作用下被切除[8]，从而把成熟的自

转运蛋白释放入周质空间。大约有 10%的自转

运蛋白具有较长的信号肽(约 50–60 个氨基酸)，

如大肠杆菌的丝氨酸蛋白酶(extracellular serine 

protease，EspP)，其信号肽 N-端含有一个延伸

区(N-terminal extension)，可区分为 N1、H1、

N2、H2 和 C 区 5 个区域。其中 N2、H2 和 C

区类似于经典的信号肽，且表现出显著的序列

差异性[9]。相比之下，构成 N-端延伸区的 N1

和 H1 结构域是非常保守的，目前人们对该保

守区的功能是未知的。对 EspP 信号肽延伸区的

研究表明，当该延伸区缺失时，EspP 在周质中

会发生错误折叠并严重影响其跨外膜的转运。

进一步的研究表明，在内膜转运过程中，信号

肽延伸区可能通过采用特定构型或与内膜辅助

因子相互作用，来延缓自转运蛋白向周质空间

的转移，从而维持蛋白的易位活性状态。 

1.2  乘客结构域 
第一个被解析的乘客结构域是百日咳杆菌

的 pertactin[10]。其乘客结构域是一个简单的右

手 β-螺旋结构，并具有一个 V 形的横切面和  

一个疏水核心。大约 97%自转运蛋白的乘客结

构域存在右手 β-螺旋结构[11]，仅少数例外，如

铜绿假单胞菌的酯酶 A (esterase A，EstA)的乘

客结构域是 α-螺旋结构[12]。大多数乘客结构域

的 β-螺旋都是长的纤维结构，少数例外，如

Ag43 的乘客结构域，其 β-螺旋片段采用类似于

字母 L 的弯曲形式[13]。另外，在部分含有右手

β-螺旋结构的乘客结构域 C-末端还存在一个亚

结构域称为自主分子伴侣 (autochaperone ，

AC)[14]。研究表明，在乘客结构域转运过程中，

自主分子伴侣首先到达外膜并迅速折叠成 β-发

卡(β-hairpin)结构，作为乘客结构域 β-螺旋折叠

的模板，引导乘客结构域的跨膜转运和折叠。 

不同自转运蛋白的乘客结构域大小、序列

和功能差异很大(表 1)，而其不同特性亦决定了

自转运蛋白不同的生理功能，且通常与其所参

与的发病机制有关。一般来说，含有酶(蛋白酶

或脂肪酶)活性的自转运蛋白，在完成自身转运

后，会自催化切割将其乘客结构域释放到胞外

环境中。例如脑膜炎奈瑟菌的 IgA 蛋白酶，可

破坏机体的免疫防御系统，促进一些感染性或

炎性疾病的发展。而不能自动催化切割的自转

运蛋白则起粘附素的作用[2]，如 AIDA-I 是粘附

素，参与了细菌的黏附聚集。 

1.3  β-桶状结构域 
自转运蛋白的 C-末端结构域为 β-桶状结构

域，参与了乘客结构域转运至细菌细胞表面的

过程。目前已解析出 EspP、AIDA-1、EstA、

NalP 等多种自转运蛋白 β-桶状结构域结构。与

乘客结构域的高度多样性相反，不同自转运蛋

白的 β-桶状结构域大小和结构相似。β-桶状结

构域是由至少 12 条连续的 β-折叠构成，位于周

质中的 β-转角(β-turn)和暴露于胞外的 loop环将

邻近的 β-折叠连接在一起，形成一个狭窄的(约

1 nm×1.25 nm)亲水管腔。乘客结构域与 β-桶状

结构域之间的连接区呈 α-螺旋结构，其位于   

β-桶状结构域的管腔中，并通过周质中的 loop

环与 β-桶状结构域相连接。α-螺旋位于 β-桶状

结构域的 N-末端，存在于所有自转运蛋白的二

级结构中，其长度有很大差异，这跟乘客结构域

发生自切的位置有关。未发生自酶切的和细胞外

自酶切的自转运蛋白，如 NalP、EstA 和 Hbp 
 
 



 

 

 

462 Cai Kun et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(2) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 

表 1  部分已得到功能验证的自转运蛋白 
Table 1  Autotransporters that have been validated with a defined function 

Species Types Functions Genes References 

Escherichia coli Adhesin involved in diffuse 

adherence I (AIDA-I) 

Adhesin, adhesion to 

surfaces/receptors 

aidA [15] 

 Antigen 43 (Ag43) Adhesin, auto-agglutination and 

biofilm formation 

agn43(flu) [16] 

 Extracellular serine protease (EspP) Serine protease espP [17] 

 Hemoglobin protease (Hbp) Protease Hbp [18] 

 Cah Biofilm formation Cah [19] 

 Plasmid-encoded toxin (Pet) Virulence factor Pet [20] 

Neisseria gonorrhoeae Immunoglobulin A1protease (IgAP) Protease and immune evasion Iga [21] 

 NGO2105 Protease, adhesion and invasion ngo2105 [22] 

Neisseria meningitidis Adhesion and penetration protein 

(App) 

Virulence factor App [23] 

 NalP Protease nalP [24] 

Bordetella pertussis Pertactin Adhesin, adhesion to 

surfaces/receptors 

pertactin [25] 

 Bordetella resisitance to killing 

(BrkA) 

Adhesin brkA [26] 

Pseudomonas 

aeruginosa 

Esterase A (EstA) Lipase and biofilm formation estA [12] 

Haemophilus 

influenzae 

Haemophilus adhesive protein (Hap) Adhesin Hbp [27] 

Serratia marcescens ssp-h1, ssp-h2 Protease Ssp [28] 

Moraxella catarrhalis Moraxella catarrhalis adhesin 

(McaP) 

Adhesin, lipase and 

phospholipase B 

mcaP [29] 

Salmonella 

Typhimurium 

ApeE Lipase/esterase apeE [30] 

Helicobacterpylori VacA Colonization factor vacA [31] 

Shigella flexneri IcsA Actin-based motility icsA [32] 

Yersinia spp. YapV Actin-based motility yapV [33] 

 
等，其 α-螺旋足以穿过 β-桶状结构域的亲水管

腔并延伸到细胞外。相比之下，那些在 β-桶状

结构域内发生自酶切的自转运蛋白有一个较短

的 α-螺旋与 β-桶状结构域相连接[34]。 

研究表明，β-转角、α-螺旋和 loop 环既可

防止细菌胞内物质通过 β-桶状结构域形成的通

道流失，也可防止胞外的有害物质通过该通道

进入胞内。另外，α-螺旋与 β-桶状结构域之间

存在多种作用力(如盐桥、氢键和范德华力等)，

这有助于 β-桶状结构域的稳定。电生理实验、

抗生素敏感性研究和分子动力学模拟[35-37]都说

明了 α-螺旋在堵塞 β-桶状结构域的管腔和保持

其管腔宽度方面的重要性。 

2  自转运蛋白的分泌过程与机理 

首先，编码自转运蛋白的基因在细菌细胞

质中完成转录翻译后形成一条单链多肽，然后

该单链多肽在 N-端的信号肽作用下靶向于内膜
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上的 Sec 易位子(Sec translocon)，并在 Sec 易位

子的作用下跨内膜转运至周质空间，随后其信

号肽被信号肽酶切除。自转运蛋白穿过内膜后

在周质空间的多种分子伴侣(如 SurA、Skp、VirK

和 DegP 等)相互作用下到达外膜。在此过程中，

分子伴侣可以防止其聚集、错误折叠以及免受

蛋白酶的降解。最后，在完成跨外膜转运和乘

客结构域的加工与修饰步骤后，即成为成熟蛋

白[6]。具体分泌过程如图 1B 所示。 

目前对于自转运蛋白多肽跨内膜转运的过

程已经有相当充分的认识，但对于其跨外膜转

运及后续过程一直是研究的热点与难点。接下

来本文总结目前关于跨外膜转运和乘客结构域

的加工修饰的详细机制。 

2.1  跨外膜转运 
传统观点认为，自转运蛋白在进入周质空

间后，其 β-桶状结构域会折叠成 β-桶，插入到

细胞外膜中形成通道，乘客结构域即通过该通

道跨外膜转运到细菌细胞外[38]。最新的研究表

明，Ag43、IcsA、AIDA-I、Pet、Hbp 和 IgAP

等自转运蛋白的跨外膜转运均依赖于 BAM 蛋

白复合体的功能[5]。BAM 蛋白复合体是革兰氏

阴性菌外膜上专门负责外膜桶状蛋白正确组装

和折叠的一个多组分蛋白质复合体，在大肠杆

菌中是由一个完整的 β-桶状蛋白 BamA 和 4 个

脂蛋白 BamB、BamC、BamD 和 BamE 组成[39]。

BamA 和 BamD 是 BAM 蛋白复合体的核心组

分，在自转运蛋白的生物发生过程中发挥着至

关重要的作用，而 BamB、BamC 和 BamE 被认

为是 BAM 复合体的辅助成分，关于其具体作

用，目前还没有定论[40]。 

当前，BAM 蛋白复合体参与自转运蛋白跨

膜转运的具体过程及其作用机理，仍然是未知的。

目前提出几种机制模型来阐述这一过程(图 2)：  

(1) BamA-辅助模型 (BamA-assisted model)：

BAM 复合体将新生的 ATs (折叠或未折叠状态)

定位在外膜上，然后通过 BamA 造成的局部外

膜不稳定，ATs 直接插入外膜；(2) BamA-出芽

模型(BamA-budding model)：BAM 复合体将新

生 ATs 定位到外膜，然后 BamA β-桶的 β1 链暴

露并作为 AT β-桶合成的模板，新生的 AT β-桶

以 “萌芽 ”或 “气泡 ”的形式脱离 BamA； (3) 

BamA-摆动模型(BamA-triggered model)：BamA 

β-桶的 β1 链暴露并作为 AT β-桶合成的模板，

然而新生的 AT 是沿着外膜界面折叠，须经过

BamA 介导的摆动或剪刀状运动将 AT β-桶拉入

外膜。目前并没有任何一种模型能作为“唯一”

机制被广泛接受，但可以肯定的是，自转运蛋

白的 β-桶状结构域的折叠和插入需要 BAM 蛋

白复合体的协助[41]。而对于乘客结构域的跨外

膜转运过程，其需不需要 BAM 复合体的协助，

目前说法不一。现较为认可的乘客结构域跨膜

转运的机制假说主要有 2 种 [42]：发卡模型

(hairpin model)和 BamA 模型(BamA model)。在

发卡模型中，认为在自转运蛋白的 β-桶状结构

域折叠并插入到外膜后，乘客结构域才开始其

跨膜转运，此过程不需要 BAM 蛋白复合体的

参与。而在 BamA 模型中，BamA 除了参与   

β-桶状蛋白的折叠和插入外，还参与了乘客结

构域的跨外膜转运。目前 2 种模型都有大量的

实验数据支持，但均无法完全解释乘客结构域

的跨外膜转运过程。 

2.2  乘客结构域的加工与修饰 
乘客结构域在跨外膜转运完成后会通过共

价连接展示在细菌细胞表面或者被切除[12]。这

些被切除的乘客结构域，有些经过加工修饰后

被释放到胞外环境，以实现其下游效应功能，

例如细胞毒性(如 VacA)等；而另一些经过加工

修饰后则是非共价地附着在细胞表面，其仍然

与 β-桶状结构域相连。 
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图 2  BAM 蛋白复合体参与自转运蛋白跨膜转运假说 
Figure 2  Possible mechanistic models for autotransporter insertion by the BAM complex. A: 
BamA-assisted mechanism: ATs directly insert into the membrane that is facilitated by a local destabilization 
of the membrane by BamA. B: BamA-budding mechanism: the exposed edge of BamA’s barrel (β1) serves as 
a template for the formation of ATs’ barrel via β-augmentation and then the nascent AT is hypothesized to bud 
or bleb away from the BamA barrel. C: BamA-triggered mechanism: the formation of AT’s barrel resembles 
the process in (B), but the nascent ATs go with a BamA-mediated swinging motion to pull them into the OM. 
For clarity, the POTRA domains and the BAM lipoproteins have been omitted.  

 
大多数自转运蛋白乘客结构域的切除过程

与周质空间或胞外环境中的一些蛋白酶有关。

例如福氏杆菌 IcsP (一种与大肠杆菌 OmpT 同

源的外膜蛋白酶)负责处理 IcsA 乘客结构域[43]；

在 NalP 的乘客结构域中发现的丝氨酸蛋白酶

结构域负责几种脑膜炎奈瑟菌自转运蛋白的蛋

白水解处理，包括 IgAP、App 和肽酶 AusI (也

称为 MspA)[44–45]。仅有少数切除过程是自发进

行的，如自转运蛋白 EspP 的乘客结构域的切除

是乘客结构域 Asp1 120 和 Asn1 023 残基相互作

用的结果[46]。此外，有些自转运蛋白还会经历

糖基化修饰[47]或脂肪酸修饰[24]。但是对于自转

运蛋白加工修饰的过程以及何时何地发生，目

前还有待深入研究。 
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3  基于自转运蛋白的细菌细胞表面

蛋白展示系统的优势与应用 

细菌细胞表面蛋白展示技术是通过 DNA

重组技术，将外源蛋白或多肽表达并定位于特

定细菌细胞表面，以达到一定研究和应用目的。

基于自转运蛋白构建的细菌细胞表面蛋白展示

系统就是利用自转运蛋白的转运单元(或全长

的自转运蛋白)作为运载蛋白，在信号肽和转运

单元(translocation unit，TU)之间插入外源蛋白，

从而将外源蛋白转运并展示到特定细菌细胞表

面。目前已经有超过 15 种自转运蛋白被应用于

细菌细胞表面蛋白展示，涉及全细胞催化、疫

苗研究、生物修复、蛋白质分泌等多个领域。

下文概括了细菌细胞表面蛋白展示系统的优势

和应用研究，重点介绍了其在疫苗研发领域的

研究进展，并创新性地提出了自转运蛋白在病

原体检测方面的潜在应用。 

3.1  基于自转运蛋白构建的细菌细胞表面

蛋白展示系统的优势 
自转运蛋白之所以被认为是展示外源蛋白

的理想系统，是因为与其他类型的蛋白表达系

统相比，其具有多种优势。首先，从表面展示

的角度来说，与胞内表达蛋白相比，其表达的

蛋白是展示在细菌细胞表面，比游离的蛋白质

更稳定；其次，表面展示的蛋白，可以自由接

触与其相互作用的蛋白或分子，而无需底物跨

越膜屏障；另外，表面展示有利于蛋白质的折

叠、溶解和活性与稳定性的维持。特别是易于

聚集和降解的蛋白质可以实现从拥挤的细胞

质到宽敞的培养基的快速转移，避免包涵体的

形成。 

从自转运蛋白自身的特点来说，与其他蛋

白表面展示系统相比：(1) 首先且最重要的是易

于纯化所分泌的蛋白质。由于某些自转运蛋白

的乘客结构域转运到细菌细胞表面后，可发生

自切，而将其从细菌细胞表面释放或以非共价

的作用附着在细胞表面，因而只需简单的操作

(如加热)来破坏这种非共价作用，即可获得所表

达的外源蛋白，而无需复杂的蛋白纯化步骤。

另外，如果期望所展示的外源蛋白固定在细菌

细胞表面，则可以通过简单的突变位于乘客结

构域和 β-桶状结构域之间的蛋白水解裂解位

点，即可将外源蛋白的细菌细胞外释放转换为

细菌细胞表面展示[48]。或者，也可以引入外膜

蛋白酶 OmpT 的识别位点，通过在野生型或

OmpT 敲除菌株中的表达来控制外源蛋白释放

与否[49]。(2) 利用自转运蛋白展示外源蛋白具

有高效性，外源蛋白表达量大。研究表明，利

用自转运蛋白 AIDA-I 在单个大肠杆菌表面可

展示超过 105 个分子的乘客结构域[50]。(3) 可以

展示相对分子量较大的蛋白质，如利用自转运

蛋白 EstA 可将大肠杆菌 DNA 聚合酶Ⅰ的

Klenow 片段(68 kDa)展示到大肠杆菌的表面[51]。

(4) 具有良好的相容性。已发现的各类自转运

蛋白具有相似的结构和跨膜转运过程，因此，

基于自转运蛋白构建的表面展示系统，可在多

种宿主菌中实现功能性表达。例如 Ag43 可以

在 大 肠 杆 菌 、 荧 光 假 单 胞 菌 (Pseudomonas 

fluorescens) 和 沙 门 氏 菌 (Salmonella enterica 

serovar Typhimurium)等多种革兰氏阴性菌宿主

中进行表达[52]；另外也已有多种自转运蛋白系

统在大肠杆菌表面实现外源蛋白的功能性表面

展示[53]。(5) 由于自转运蛋白将乘客结构域定

位于细胞膜外，利用其展示外源蛋白可以大幅

度降低外源蛋白对表达菌株的毒性。 

3.2  基于自转运蛋白的细菌细胞表面蛋白

展示系统的应用 
3.2.1  全细胞催化 

酶和微生物在化学合成中的应用被称为生
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物催化。它为化学合成提供了一种环境友好的

替代方法。利用自转运蛋白将酶蛋白展示细菌

细胞表面，即可获得全细胞催化剂。全细胞催

化剂的优势主要体现在：(1) 酶蛋白展示在细

胞表面，能够直接与对应的底物发生反应，避

免交叉反应并可以解决其他全细胞催化剂中底

物和产物跨越膜屏障的问题。(2) 较自由酶相

比，更容易从反应体系中快速回收和再利用，

可避免酶的使用受到其纯化昂贵和难以在连续

反应中使用的限制[54]。 

目前用于全细胞生物催化研究的自转运蛋

白主要是 AIDA-I，并利用大肠杆菌进行表面展

示。在这个系统中，AIDA-I 的 TU 最初与 CTB

信号肽结合使用[55]。后来还应用了不同的信号

肽，如 PelB、OmpA 和天然 AIDA-I 信号肽。

采用缺乏外膜蛋白酶(如 OmpT)的大肠杆菌进

行表达，以避免将乘客结构域释放到培养基中。

利用该系统，在大肠杆菌的细胞表面展示了几

种真核和原核来源的酶 [54]。Schumacher 等 [56]

利用 AIDA-I，在大肠杆菌表面自动展示了

Bacillus megaterium 的细胞色素 P450 单加氧酶

(CYP106A2)。通过对底物的催化结果显示，利

用自转运蛋白可以实现 P450 单加氧酶的功能

性表面展示，并且活性酶分子数可达 20 000/细

胞。Balderas 等[57]利用该 AIDA-1 表面展示系

统，在大肠杆菌表面展示了 β-1,4-木聚糖酶 

(XynA)。在 55 °C 和 pH 6.5 的条件下，米氏方

程催化常数 Vmax 和 Km 分别为 149 U/gDCW 和

6.01 mg/mL。在添加 5 mol/L CaCl2 时，其木聚

糖分解活性高达 2.4 倍。说明，该表面展示系统

可功能性表达木聚糖酶以进行全细胞生物催化。 

3.2.2  生物修复 

目前，自转运蛋白在生物修复领域主要应

用在重金属去除、除草剂降解和污染物降解等

方面。将自转运蛋白 IgAP 应用于金属硫杆菌

CH34[58]和恶臭假单胞菌中的金属硫蛋白 [59] 

(metallothionein)的表面展示，在 Cd2+污染的土

壤中接种工程化的金属硫杆菌 CH34 可有效地

降低烟草植株生长的毒性效应。使用该展示系

统，Detzel 等[60]将从肺炎克雷伯菌中提取的腈

水解酶(nitrilase)展示到大肠杆菌表面以分解除

草剂，实现对除草剂污染土壤的生物修复。另外，

Fathi-Roudsari 等[61]利用 AIDA-1 将漆酶(laccase)

展示在大肠杆菌表面后，可显著降低污水中酚

类化合物的浓度。 

3.2.3  肽或蛋白质文库的筛选 

肽或蛋白质文库的筛选需要先进行基因 

型-表型链接，然后再筛选所需的特性。肽或蛋

白质的表面展示提供了基因型和表型之间的这

种必不可少的联系。 

目前，基于自转运蛋白的展示方法已用于

酶文库的筛选、抗体文库的构建以及筛选抗体

突变体等方面。例如，Becker 等[62]利用自转运

蛋白 EstA 成功在大肠杆菌细胞表面展示了枯

草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)的脂肪酶 A 和粘质

沙雷氏菌(Serratia marcescens)的脂肪酶，将表

面展示的酶作为酶文库用于高通量筛选。另一

项研究中使用该展示技术在大肠杆菌表面展示

了人磷脂酰肌醇 4-磷酸-5-激酶 I 型(hPIP5K1α)，

并将其作为底物测试了 3 种吡喃苯醌类化合物

的抑制作用。将该细菌表面展示酶作为一种抑

制剂鉴定底物，同时还解决了 hPIP5K1α 纯化困

难的问题[63]。Andersson 等[64]利用自转运蛋白

AIDA-1 在大肠杆菌表面展示了亲和抗体文库，

并用流式细胞分选技术(fluorescence activating 

cell sorter，FACS)针对 5 个不同的靶标(HER2、

HER3、IL3RA、CD69、DGCR2)对文库进行了

质量评估。发现该亲和抗体文库可与除 IL3RA

外的其他所有靶标结合，且与 HER2 的亲和力

在 nmol 的范围内。 
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3.2.4  蛋白质表达纯化 

Sevastsyanovich 等利用自转运蛋白 Pet 构

建了一个表达系统，用于生产细胞外重组蛋  

白[65]。利用该系统，他们表达了许多结构不同

的蛋白质，发现该系统获得的产量与其他细菌

分泌系统获得的产量相似。 

IgE 的 Fcε3 结构域是治疗哮喘和其他过敏

性疾病的有效免疫治疗靶点。Huang 等[66]利用

Ag43 将 Fcε3 在大肠杆菌细胞表面表达，细菌

所在环境加热至 60 °C 即可将 Ag43/Fcε3 与细

菌表面分离，并可保持 Fcε3 的活性。将获得的

Ag43/Fcε3 作为蛋白疫苗，在小鼠哮喘模型中可

以产生抗小鼠 IgE 的中和抗体，诱导显著的抗

哮喘作用，并调节 IgE 和辅助性 T 细胞因子。

Ko 等[67]在大肠杆菌 YfaL 乘客结构域的 C 末端

和 TU 之间引入了烟草蚀刻病毒蛋白酶(tobacco 

etch virus protease，TEVp)切割位点，使降解酵

母菌的琼脂酶(agarase)可控性地从大肠杆菌细

胞表面释放。在此基础上，Ahan 等[68]利用 Ag43

自转运蛋白，在外源蛋白和 Ag43 乘客结构域

之间插入了 TEVp 位点，通过改变 TEVp 的量

即可控制外源蛋白的释放，从而实现外源蛋白

释放的可控性。这些结果共同显示了自转运蛋

白在表达纯化蛋白方面的应用潜力。 

综上，利用自转运蛋白所构建的细菌表面

展示系统来进行抗原或其他蛋白表达，可以避

免复杂而昂贵的蛋白纯化步骤，降低其生产成

本，为其在工业领域的广泛应用奠定基础。由

于利用自转运蛋白可将外源蛋白分泌到细胞外

培养基在不久前才引起注意，所以涉及这方面

的研究不多，但基于目前的研究成果，利用自

转运蛋白来进行外源蛋白的表达和纯化具有良

好的应用前景和潜力。 

3.2.5  疫苗研发 

(1) 活疫苗研究。活疫苗是指经过各种处理

后，发生变异，毒性减弱，但仍保留其免疫原

性的病原体。将其接种到机体内，不会引起疾

病的发生，但可在机体内生长繁殖，引发机体

的免疫反应，起到长期或终生保护的作用。通

过自转运蛋白展示抗原是开发活疫苗的一种手

段。使用这种方法，抗原或抗原片段可以展示

在减毒疫苗株(通常是沙门氏菌或大肠杆菌衍

生物)的表面。由于宿主菌的固有佐剂活性以及

抗原直接暴露于免疫系统，这种呈现抗原的方

式可以引起强烈的免疫反应。Jong 等 [48]利用

Hbp，证明了已知的结核分枝杆菌抗原和疫苗

靶点 ESAT6、Ag85B 和 Rv2660c 在大肠杆菌和

减毒鼠伤寒沙门氏菌疫苗株中的高效分泌和高

密度展示。同时，还实现了沙眼衣原体主要外

膜蛋白(MOMP)和甲型流感病毒的多个抗原片

段的有效表面展示。Xu 等[69]利用志贺氏菌自转

运蛋白 IcsA 实现了人乳头瘤病毒 HPV16L1 在

宋内志贺氏菌和大肠杆菌的表面展示，证明了

利用自转运蛋白进行表面展示大的异源病毒蛋

白的可能性。然而，尽管有良好的实验室数据，

但出于安全考虑，这种活疫苗还没有在人类身

上进行试验。 

(2) 细菌外膜囊泡(OMV)疫苗。OMV 是革

兰氏阴性细菌在生长过程中由外膜自然释放的

球形纳米结构。由于 OMV 无活性、结构较小(直

径约 50 nm)，且包含其来源菌的固有佐剂活性，

因此可以作为疫苗载体安全使用 [70]。目前，

OMV 已经出现在人类使用的脑膜炎球菌疫苗

配方中[71]。前述已有人利用 Hbp 在减毒沙门氏

菌菌株表面展示了结核分枝杆菌抗原和肺炎链

球菌等多种抗原，通过突变 Tol-Pal 系统使表面

展示肺炎链球菌抗原的减毒沙门氏菌菌株过度

囊泡化，促进重组 OMV 的产生。将重组的 OMV

对小鼠鼻免疫后，可诱导局部 IL-17 产生，从

而产生保护效应[72]。可见 OMV 结合自转运蛋
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白似乎是一个值得深入探讨的多功能疫苗平

台。然而，该平台的一个缺点是 OMV 中存在

的 LPS 的固有佐剂活性太强，因此可能具有一

定毒性[73]。通过对脂质 A 进行去污剂提取或基

因修饰，在免疫原性和反应原性之间找到适当

的平衡，或许可以避免 OMV 疫苗递送平台的

这个缺点。另外，通过自转运系统分泌重组蛋

白的缺点是外膜 β-桶状蛋白的容量有限。而且

这种限制似乎是由融合蛋白结构的复杂性而不

是长度决定的，具有快速折叠成复杂结构倾向

的融合蛋白可能更容易被阻断分泌[74]。 

最近，有人使用蛋白质连接策略 (protein 

ligation strategy)将纯化的蛋白质与表面展示的

自转运蛋白相连接来避免转运单元容量有限的

问题[75–76]。化脓性链球菌(Streptococcus)的纤维

连接蛋白结合蛋白 (fibronectin-binding protein 

FbaB)可以催化相邻的赖氨酸和天冬氨酸残基

之间形成分子内肽键。可以将该结构域分裂成   

2 个片段，13 个氨基酸的肽称为 SpyTag，138 个

氨基酸的片段称为 SpyCatcher，因此产生了  

一个 Spy Catcher/Tag 对，共同催化融合蛋白的

分子间偶联。研究发现，Catcher 或 Tag 并入

Hbp 并不会损害其表面展示，并能在细胞表面

将纯化的重组蛋白(包括结构复杂的抗原和纳

米体)与 Hbp 高效(>80%)偶联。可见，自转运蛋

白介导的抗原表面展示与 OMV 的结合有望通

过提供一个模式化和强大的抗原递送平台来帮

助疫苗的开发(表 2)。 

3.2.6  病原体检测 

酶联免疫吸附试验(ELISA)是用来检测人

血清中特异性抗原抗体反应的常用技术。

Petermann 等[91]利用 AIDA-1 在大肠杆菌表面展

示了 RO/SS-A 抗原。在 ELISA 反应中，用表面

展示 RO/SS-A 抗原的细菌细胞代替纯化的抗

原。通过对 39 例患者和 30 例对照血清进行 

Ro/SS-A 抗体检测。结果显示，新的 ELISA 方

法 (即表面展示 ELISA[SD-ELISA])灵敏度为

86.67%，特异性为 83.33%，临界值为 0.28。结

果表明，基于自转运蛋白的表面展示使 ELISA

筛选抗特异性抗体反应简单、快速且廉价。因

此，理论上，我们也可以用自转运蛋白构建的

表面展示系统来展示特异性病原体抗原，在

ELISA 反应中，用表面展示的抗原代替纯化的

抗原，可以避免耗时且昂贵的抗原纯化步骤，

使病原体检测更加简单、快速、廉价。但目前

该方法还存在一些缺点，比如一些需要糖基化

或任何其他类型修饰以获得其抗原构象的蛋白

质，其在大肠杆菌中表达会受限，则不适用于

SD–ELISA。另外，几乎所有的人血清都可能含

有针对不同类型大肠杆菌的抗体，因此，在将

血清用于新的 ELISA 方法之前，需要将人血清

与没有展示抗原的大肠杆菌预孵育以去除这些

“非特异性”抗体。因此还需进一步的研究来优

化表面展示 ELISA，使之更加简单快速从而可

以产品化。 

除了 ELISA 这种常用的检测技术外，表面

等离子体共振(SPR)生物传感器目前也已成功

应用于蛋白质、药物、DNA、微生物等多种分

析物的检测。SPR 免疫传感器基于特异性抗原-

抗体反应，具有灵敏、特异、快速、无标记等

优点，已成为定量检测的一种很有前景的工具。

但是随机固定在二维介质上的抗体，其暴露的

抗原结合位点不到 20%，使得免疫传感器的敏

感性严重降低。为了使抗体的识别位点不会受

到空间位阻的影响，需要控制传感器表面抗体

的方向以及给予其自由活动的空间，才能提高

SPR 免疫传感器检测病原体的灵敏度[92]。研究

发现，蛋白 A (protein A)的 B-结构域可以与人、

兔以及鼠抗体的 Fc 段特异性结合。因此利用

B-结构域的工程类似物-Z 结构域，其与抗体 Fc 
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表 2  基于自转运蛋白构建的表面展示系统在疫苗研究中的应用 
Table 2  Application of autotransporter-based surface display system in vaccine research 

Autotransporters  
Foreign proteins Hosts References

Types Species  

AIDA-I E. coli  Hsp6074–86 S. entericaserovar Typhimurium [77] 

   Urease A S. enterica serovar Typhimurium [78] 

   B-subunit of heat labile 

enterotoxin (LTB) 

T-cell epitopes of Hsp60 

E. coli 

 

E. coli 

[79] 

   Flagellar protein (H:gm) 

SE serotype-specific fimbrial 

protein (SefA) 

E. coli 

E. coli 

 

[80] 

   Murine melanoma antigen 

Melan-A 

S. enterica serovar Typhimurium [81] 

MisL S. enterica  BH3 domain of the 

pro-apoptotic 

Baxprotein(BaxBH3) 

S. enterica serovar Typhimurium 

 

S. enterica serovar Typhimurium/Typhi, E. coil

[82] 

 

[83] 

   (NANP)4epitopes S. enterica serovar Typhimurium, [84] 

   NANP8/53epitopes 

(NANP)8epitope 

Shiga toxin 

B subunit (StxB) 

E. coli 

 

S. enterica serovar Typhimurium,  

E. coli 

 

 

[85] 

 

Hbp E. coli  ESAT6 

Ag85B 

Rv2660c 

S. enterica serovar Typhimurium,  

E. coli 

[86] 

Ag43 E. coli  IgE Fcε3 domain E. coli [66] 

   Angiogenesis-related endoglin 

(END(e)) 

E. coli [87] 

   CTP3, Chlam12, FimH S. enterica serovar Typhimurium [88] 

IcsA Shigella flexneri  HPV16L1 S. sonnei, E. coli [69] 

BrkA Bordetella 

Pertussis 

 

 

VP1 capsidprotein fragment B. pertussi [89] 

   Single chain antibody fragment 

(scFv) 

E. coli [26] 

EspP E. coli  B subunit of shiga-like toxin 

1(Stx1B) 

E. coli [90] 

 
区特异性结合后，可使得抗体的 2 个抗原结合

位点暴露，从而使抗体更容易与抗原结合[93]。

Jose 等 [94]利用 AIDA-I 在大肠杆菌表面展示   

Z-结构域之后，将表面展示的细菌细胞制备成

带有 Z-结构域的脂质体，形成了一个方向受控

的免疫亲和层，用于捕获更多抗原，提高了 SRP

检测的灵敏度。另外，通过使用酸性缓冲液可

以破坏抗原-抗体的结合反应，使免疫亲和层可

以重复使用。Jeon 等[95]继续优化了再生缓冲液，

减少其对包含自动展示的 Z 结构域、磷脂等的

OM 层的损害。实验结果显示 SPR 生物传感器

再生免疫亲和层可重复使用 5 次，信号差异小

于 2%。因此，新开发的具有抗体定向控制的再

生免疫亲和层可以提高 SRP 生物传感灵敏度，
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提高病原体抗原检测及定量检测的灵敏度，降

低医疗诊断成本。 

除了用于 SPR 外，利用表面展示来固定抗

体的方法还可用于 ELISA 等免疫检测技术。

Park 等[96]将来自金黄色葡萄球菌(Staphylococcus 

aureus)的蛋白 A 的抗体结合域(Z-结构域)展示

在大肠杆菌的细胞表面。从而改善了抗体的方

向，提高了 ELISA 检测 C 反应蛋白(炎性疾病

的生物标志物)的敏感性。 

4  总结与展望 

基于自转运蛋白构建细菌细胞表面展示系

统的前提是自转运蛋白的正确分泌与折叠。自

1987 年 Pohlner 等 [97]首次在淋球菌中发现了

IgAP 自转运分泌系统以来，在随后三十多年里

研究人员围绕自转运蛋白的结构、分泌和转运

机制等进行了系列深入研究，虽然已有几种自

转运蛋白的三级结构被解析，也初步阐明了自

转运蛋白的转运过程及机理，但仍存在许多未

解之谜，特别是由于缺乏合适的研究方法，极

大地限制了 β-桶状结构域是如何整合到细菌的

外膜中以及 BAM 蛋白复合物在这一过程中是

如何发挥具体作用等的机理研究。我们课题组

前期使用外膜衍生的膜囊泡及脂质体等构建了

通用型外膜蛋白研究系统，该系统是专门用于

研究外膜蛋白的首个通用型离体研究方法。结

果表明，该系统可实现 BAM 蛋白复合体介导

的自转运蛋白 Ag43 的 β-桶状结构域的组装及

膜整合，从而在体外重现其自转运过程[98]。而

且该研究系统具有较大的可拓展性，利用该体

外重组系统将有利于我们对 β-桶状蛋白折叠和

组装途径进行更加深入的分析。另外，近期我

们课题组研究结果表明，嗜热杆菌的单个

Ttomp85 蛋白可代替 E. coli BAM 蛋白复合体  

5 个亚基的功能，为阐明 BAM 蛋白复合体中核

心蛋白的功能及作用机理等提供了极大的便 

利[99]。随着对自转运蛋白结构及分泌和折叠机

制的深入了解，有助于将自转运蛋白发展成为

一个生产和展示外源蛋白的多功能系统。 

另外，自转运蛋白作为外源蛋白表面展示的

工具，已成功应用于全细胞生物催化、活疫苗开

发、筛选、生物修复和蛋白质分泌等领域。对天

然自转运蛋白和融合蛋白的深入了解，将有助于

确定实现外源蛋白表面展示所需的基本元素。 

第一是信号肽的选择。信号肽能介导融合蛋白穿

过内膜。目前多种不同来源的信号肽已成功应用

到外源蛋白的展示。第二是外源蛋白在乘客结构

域中位置的选择，并非每个外源蛋白都可以被乘

客结构域正确展示在细菌细胞表面。因为乘客结

构域的分泌折叠需要与跨外膜转运相协调。到目

前为止，尚无确定这种相容性的通用规则，但应

尽量减少广泛的周质空间内的折叠(由于形成二

硫键)。另外，自转运蛋白自身的乘客结构域在

外源蛋白跨外膜转运中的作用很少被描述。尽管

大多数报道认为，由 β-桶状结构域和 α-螺旋组

成的转运单元足以实现外源蛋白的表面展示，但

利用自转运蛋白表达外源蛋白时是否需要其自

身的乘客结构域及需要多少长度的肽链还是个

未解之谜。第三是转运单元的确定。通过自转运

蛋白分泌融合蛋白的一个缺点是转运通道的容

量有限，而且这种限制似乎是由融合蛋白结构复

杂性而不是长度决定的。目前对于哪种自转运蛋

白的转运单元分泌外源蛋白的能力更强，则尚无

报道。我们课题组目前正在通过构建不同的自转

运蛋白细菌细胞表面展示系统，从而来探索展示

外源蛋白所需的最优化组合。相信随着对自转运

蛋白结构、分泌机制以及对自转运蛋白表面展示

系统的深入研究，将有助于更好地实现外源蛋白

在菌体表面的功能性展示，为我们更好地利用自

转运蛋白这一生物技术工具奠定基础。 
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