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专论与综述 

枯草芽孢杆菌表达和分泌异源蛋白的研究进展 

王杰  王晨  杜燕  徐晶玉  班睿* 
天津大学化工学院 系统生物工程教育部重点实验室  天津  300308 

摘  要：枯草芽孢杆菌是一种广泛应用于基础研究和工业生产的重要模式菌株，具有无致病性、蛋

白分泌能力强、遗传背景清晰等多种优势，是生产异源蛋白的理想宿主。目前已有诸多异源蛋白在

枯草芽孢杆菌中实现表达和分泌，其中包括淀粉酶、β-半乳糖苷酶和蛋白酶等有价值的工业酶。本文

从异源蛋白表达和分泌的关键步骤出发，总结了枯草芽孢杆菌生产异源蛋白的传统策略和最新技术。

除此之外，分析了当前研究存在的瓶颈并对如何提高异源蛋白产量提出了新的建议和策略。 
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Abstract: Bacillus subtilis is an important model strain widely used in basic research and industrial 
production, which has many advantages such as non-pathogenicity, the strong capability of secreting 
proteins, clear genetic background, so it is an ideal host for expressing and secreting heterologous proteins. 
At present, there are many heterologous proteins that have been expressed and secreted in Bacillus subtilis, 
which includes valuable proteins such as amylase, beta-mannanase and protease. Based on the key steps of 
the expression and secretion of heterologous protein, this paper summarizes the traditional strategies and 
the latest technologies for heterologous protein production in Bacillus subtilis. In addition, we analyze the 
difficulties in the present research and propose new suggestions and strategies for the improvement of the 
production of heterologous protein. 
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枯草芽孢杆菌是土壤中广泛存在的一种产芽

孢革兰氏阳性菌，作为模式菌株已被深入研究，

其基因组已完成全序列测序以及部分基因解析，

代谢机理和遗传背景相对清晰。枯草芽孢杆菌不

分泌外毒素，也不含内毒素，被美国食品药品监

督管理局(Food and Drug Administration，FDA)认

定为生物安全菌株(Generally Regarded as Safe，

GRAS)，在发酵工业中被用于生产各类发酵产品[1]，

例如重组蛋白 [2]、γ-聚谷氨酸 [3]、透明质酸 [4]、 

D-核糖[5]、核黄素[6]和尿苷[7]等，在食品和药品的

发酵应用上，枯草芽孢杆菌更有安全性的优势。 

枯草芽孢杆菌作为宿主菌生产异源蛋白已被

证明是一个可行且具有良好前景的方案，其不仅

具有高效的蛋白分泌途径，而且含有与分泌途径

相关的分子伴侣，能够使分泌的蛋白质具有天然

构象和生物活性[8]。在发酵工业中，枯草芽孢杆

菌的蛋白分泌能力被用来生产异源蛋白，部分产

品已成功实现工业化生产，例如 α-淀粉酶[9]、脂

肪酶[10]、β-甘露聚糖酶[11]、人类白介素-3[12]等。

尽管如此，用枯草芽孢杆菌生产某些异源蛋白仍

存在较大困难(尤其是来源于真核生物的蛋白)，

例如存在基因表达水平过低、分泌蛋白错误折

叠、分泌蛋白在胞内外被降解等问题。为了解

决异源蛋白在枯草芽孢杆菌中表达和分泌的瓶

颈问题，研究者主要在 6 个方面进行了研究： 

(1) 提高基因转录水平和稳定性；(2) 优化分泌

途径，提高异源蛋白分泌效率；(3) 过表达分子

伴侣，提高异源蛋白折叠效率；(4) 对细胞壁、

细胞膜以及相关蛋白进行改造，增强异源蛋白

易位效率；(5) 敲除胞外蛋白酶，防止异源蛋白

在胞外被降解；(6) 开发新型策略，例如优化全

局碳氮代谢调控、基因组精简等。关于枯草芽

孢杆菌表达和分泌异源蛋白的策略如表 1 所示。

本文对近年来枯草芽孢杆菌生产异源蛋白的相

关研究进行综述，并对此提出评价以及相应的

解决方案。 

1  异源蛋白在枯草芽孢杆菌中表达优化策略 

基因表达水平是决定相应蛋白质合成速率及

胞内或胞外水平的首要因素。因此，利用枯草芽

孢杆菌生产异源蛋白，首先要解决的问题就是编

码基因的高水平表达。研究者一般从启动子工

程、优化基因拷贝数和提高 mRNA 稳定性 3 个方

面解决基因表达水平问题。 

1.1  启动子工程 

启动子是基因转录调控的重要表达元件，其

决定转录的方式、时间和强度。传统的策略是通

过优化启动子或筛选强启动子的方式来提高基因

转录水平[39]。典型原核启动子的特征包括保守区

域–35 区(TTGACA)和–10 区(TATAAT)、–35 区和

–10 区间的间隔区域以及转录起始位点(TTS)[40]。

通过定向修饰启动子的保守区域、TTS 或者–35 区

上游的 UP 元件等方法可以明显提高启动子转录效

率。Zhou 等[13]通过将–35 区和–10 区的原序列均

替换成共有序列来增强 Pylb 的活性，并将 rrnB P1

启动子上游 UP 元件替换原有 UP 元件，最终使  

2 个报道蛋白(β-半乳糖苷酶和绿色荧光蛋白)的 

活性均大幅度提高，分别为野生型的 26 倍和  

195 倍。除了对启动子进行优化以外，筛选强启动

子能够明显提高异源基因的转录水平。Song 等[14]

以 β-半乳糖苷酶对枯草芽孢杆菌中 84 种不同启

动子进行筛选，证明 PtrnQ、PsigX、PgroES 启动子的

转录强度高于 P43，利用 PtrnQ 表达异源 α-淀粉酶，

与 P43 相比，其产量提高了 2.1 倍。李法彬等[15]探

究 4 个不同启动子(P43、PspoVG、PlytR、PAE)对异源

D-氨甲酰水解酶活性的影响，结果发现人工构建

的组成型启动子 PAE 可以大幅提升目的基因转录

水平(其转录水平是 P43-adc 的 60.55 倍)。然而，即

便同一个启动子对不同的编码基因以及不同生物

环境表现出的转录强度也不一样。因此，在一定

条件下对启动子的活性作出标准化的定义是至关

重要的，方便科研人员对启动子进行精准的比较

和筛选。 
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表 1  枯草芽孢杆菌中表达和分泌异源蛋白的策略 
Table 1  The strategies of expression and secretion heterologous protein in Bacillus subtilis 
Classifications Strategies Heterologous protein  Superiorities References

Transcription Optimizing promoter β-galactosidase and green 
fluorescent protein  

26 and 195-fold improvement of 
enzyme activity 

[13] 

Promoter screening  α-amylase; hydantoinase 2.10-fold improvement of production; 
60.55-fold improvement of 
transcriptional level 

[14-15] 

Dual promoters 4-α-glucanotransferase; 
β-cyclodextrin 
glycosyltransferase; 
aminopeptidase 

11 to 12-fold improvement of enzyme 
activity; the maximum enzyme activity 
of 30.5 U/mL; the maximum production 
of 8 g/L 

[16-18] 

Optimization of gene copy 
numbers 

Green fluorescent protein 3.6-fold improvement of production [19] 

Improving RNA stability Human FGF21; 
β-galactosidase 

Approximately 3.0-fold improvement of 
production; increasing the half-life of 
mRNAs to more than 60 min 

[20-21] 

Chaperone Overexpression of GroESL β-mannanase Improvement of β-mannanase activity  [11] 

Overexpression of PrsA Lipase; α-amylase; human 
interferon-β; lipoxygenase

1.6 to 4.0-fold improvement of enzyme 
activity or production 

[10,22-26] 

Secretory pathway Optimization of signal peptide Aminopeptidase; 
α-amylase 

The maximum production of 8 g/L; 
3.5-fold improvement of enzyme 
activity 

[18,27] 

Overexpression of SecYEG α-amylase 10% improvement of production [28] 

Overexpression of SecDF Lipase 28% improvement of production [10] 

Overexpression of SecA, 
SecYEG, SecDF, SRP and 
FstY 

α-amylase Enhanced production of α-amylase [24] 

Overexpression of TatAdCd Lipase 1.4-fold improvement of enzyme 
activity 

[29] 

Overexpression of SipT α-amylase Enhanced production of α-amylase [30] 

Overexpression of SipS and 
SipT 

β-mannanase Improvement of β-mannanase activity [11] 

Protease Overexpression of RasP Serine protease; 
α-amylase 

3.0-fold improvement of production; 
10.0-fold improvement of production 

[31] 

Deletion of nprE, nprB, mpr, 
vpr, epr, bpr, wprA and aprE 

Antidigoxin single-chain 
antibody 

Production increased by 10 to 15 mg/L [32] 

Deletion of aprX α-amylase 8.0-fold improvement of production [33] 

Deletion of clpxp α-amylase 2.0-fold increase in pre-protein [30] 

Cell surface 
engineering 

Deletion of dlt operon α-amylase Enhanced efficiency of translocation  [34] 

Deletion of pssA and clsA α-amylase Enhanced production of α-amylase [35] 

Global 
transcriptional 
regulators  

Random mutagenesis of ccpA 
and codY 

β-galactosidase 2.9-fold improvement of enzyme 
activity 

[36] 

Genome 
streamlining 

Deleting 874 kb fragment  
of genomic 

Cellulase Enhanced production of cellulase [37] 

Cell autolysis Deletion of skfA, sdpC, xpf  
and lytC 

β-galactosidase 1.72-fold improvement of production [38] 

 
利用串联启动子提高异源蛋白的表达量是近

年来的研究热点之一。在自然界中，串联启动子

广泛应用于调控某些芽孢杆菌的致病基因或者其

他生理功能相关基因，例如调控枯草芽孢杆菌的

鞭毛合成基因[41]。受到这类调控机制启发，近年

来大量研究人员致力于构建和筛选串联启动子的

方式来增强目的基因转录水平[16-18]。Kang 等[16]构

建串联启动子 PHpaII-PamyR2 和 PHpaII-PBLMA 分别过量
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生产异源 4-α-葡聚糖转移酶，与单启动子 PHpaII 表

达系统相比，目的蛋白的酶活分别提高了 11 倍和

12 倍 。 Zhang 等 [17] 以 β- 环 糊 精 糖 基 转 移 酶

(β-CGTase)为报道蛋白，比较 9 种公认的强启动子

的 表 达 强 度 (Psrf 、 Pxyl′ 、 PgsiB 、 Pxyl 、 PHpaII 、

PamyQ′、PaprE、PnprE 和 PamyQ′)，并将其中 6 种转录

水平更高的启动子分别与 PamyQ′′串联构建 6 种不同

的 串 联 启 动 子 ， 最 终 筛 选 得 到 串 联 启 动 子

PHpaII-PamyQ′′，与单启动子 PamyQ′表达系统相比，目

的蛋白的酶活提高了 1.27 倍，达到 30.5 U/mL。使

用串联启动子来提高异源蛋白产量已被证明是  

一个优良的策略，然而目前有关研究中缺乏对串

联启动子下基因绝对转录水平的表征。此外，关

于串联启动子如何提高基因转录水平的机理研究

仍处于空白，需要研究人员进一步探究。 

1.2  优化基因拷贝数  

目的基因的拷贝数，即基因剂量是影响基因

转录水平的重要因素。通常可利用多拷贝表达质

粒或者基因组上多位点整合表达来增加基因剂

量，进而提高异源蛋白的产量。在一定范围内基

因拷贝数与蛋白成正比，但过高的基因拷贝数会

导致细胞代谢负荷过大，影响菌体的正常生长，

使宿主菌的遗传稳定性明显下降。因此，只有通

过合理地提高基因拷贝数才能有效地提高异源蛋

白产量。Zhang 等[42]以谷氨酰胺酶(Mglu)作为报

道蛋白，分别使用染色体多位点整合表达以及高

拷贝质粒的方法来提高基因拷贝数，最终获得的

最佳拷贝数为 7−8 拷贝，目的蛋白的酶活可达到

357.6 U/mL。Nadler 等[19]将带有同源臂片段、复

制起始位点(ori)和抗性基因的线性化低拷贝质粒

融合到枯草芽孢杆菌中，使其染色体同源臂之间

的靶基因复制到质粒上并重新环化，从而构建

CopySwitch 系统；此方法不仅可以在菌体内快速

简捷地优化基因拷贝数，而且能够克服传统环状

质粒转化技术的困难；利用该系统使得绿色荧光蛋

白的表达量提高了 3.6 倍，成熟磷脂酶 C 的表达量

提高了 1.3 倍。 

1.3  增强 mRNA 稳定性 

在枯草芽孢杆菌中，不同 mRNA 的半衰期差

异很大，短的可小于 1 min，长的可高达 60 min。

mRNA 半衰期的长短对蛋白翻译效率起着重要作

用，通过提高目的基因 mRNA 的半衰期是增加异

源蛋白产量的重要手段。RNase J1 和 RNase Y 是

枯草芽孢杆菌主要的 mRNA 降解酶，其中 RNase 

J1 不仅具有核酸内切酶的活性，而且具有 5′-端至

3′-端的核酸外切酶活性[43]。研究表明，5′-非翻译

区(5′-UTR)末端的二级结构是影响 mRNA 半衰期

的决定性因素；另外，标准的核糖体结合位点

(Ribosomebinding Site，RBS)序列能够提高其与

核糖体结合效率，进而提高 mRNA 半衰期[43]。Li

等[20]在目的基因 rhFG21 上游插入不同来源的微

型 顺 反 子 盒 (gfp 、 glvA 、 rdpE 、 gsiB) 来 提 高

mRNA 的稳定性和翻译效率，最终发现插入顺反

子盒(gisB)具有积极作用，使得目的蛋白的表达量

提升了约 3 倍。Phan 等[21]以 β-半乳糖苷酶作为报

道蛋白，详细分析了不同的 mRNA 稳定元件对异

源蛋白产量的影响，包括 3′-茎环、RBS、5′-茎环

以及 5′-茎环与 RBS 之间的间隔区，并将 2 种

mRNA 稳定元件(Escherichia coli lac 操纵子的

lacO 元件与 gsiB 的 RBS 序列)相组合，融合于 groE

启动子，最终使目的基因 mRNA 的半衰期延长至

60 min 以上，其酶活性提高 5 倍以上。未来研究

可以集中于开发新型天然茎环结构或者构建人工

茎环结构，结合于目的基因的 5′-非翻译区或者 

3′-非翻译区以达到 mRNA 稳定作用。 

2  异源蛋白在枯草芽孢杆菌中分泌优化策略 

2.1  异源蛋白分泌过程及途径 

枯草芽孢杆菌分泌蛋白过程如图 1 所示，一

般可分为 4 个过程：(1) 分泌早期阶段：分泌前体

蛋白与锚定因子 SRP 结合，并与分泌转运酶结合

形成复合物，而在胞内发生错误折叠的分泌蛋白

会在胞内蛋白酶的作用下降解；(2) 分泌中期阶 
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图 1  枯草芽孢杆菌异源蛋白表达和分泌过程 
Figure 1  The processes of expression and secretion of heterologous proteins in Bacillus subtilis 
 

段：复合物通过转位酶跨越细胞膜完成易位；  

(3) 分泌晚期阶段：蛋白质从转位酶中释放、折

叠、去除信号肽以及通过细胞壁[44]；(4) 完成分泌

后阶段：分泌后的蛋白质可能被胞外蛋白酶所降

解，因此胞外蛋白酶是影响异源蛋白最终产量的

重要因素[45]。枯草芽孢杆菌分泌胞外蛋白的具体

途径主要有经典蛋白分泌途径(Sec 分泌途径)和双

精氨酸分泌途径(Tat 分泌途径)，另外也有部分蛋

白通过 ATP 结合转运途径(ABC 途径)或者假纤毛

转运途径分泌至胞外。 

Sec 分泌途径主要负责未折叠蛋白质的转运，

转运元件包括转运动力蛋白 SecA 及易位通道蛋白

SecYEG 和 SecDF，其他元件还包括细胞识别因子

SRP、膜相关受体 FtsY、胞内分子伴侣以及信号肽

酶等。Sec 分泌途径包括 3 个过程：分选锚定；易

位转运；折叠释放。首先前体蛋白信号肽的高度疏

水区域 N 端被 SRP 识别并锚定构成复合物，SecA

则与细胞膜上的 SecYEG 结合，SecA 识别复合物

并引导至 SecYEG 通道；然后 SecA 与 ATP 绑定，

SecA 的 C 端穿过 SecYEG 透过细胞膜，前体蛋白

的前端进入 SecYEG 易位通道，在 ATP 水解产生的

动力驱动和质子动力势的作用下，前体蛋白被运

输出细胞；最后在 PrsA 的作用下完成折叠，信号

肽酶切除信号肽，完成分泌[46]。近年来，对于 Sec

途径分泌机制提出新的观点：前体蛋白成熟域中

存 在 的 某 些 关 键 碱 基 (Mature Domain Targeting 

Signals，MTS)对分泌过程起了重要作用[47]。 

Tat 分泌途径主要转运一些不能通过 Sec 分泌

途径进行紧密折叠的蛋白质或多亚基酶复合物，

其转运元件主要包括一个小的膜蛋白 TatA 和一个

大的膜蛋白 TatC；其中，TatA 有 3 个亚蛋白，TatC

有 2 个亚蛋白，组合构成 2 条平行的转运途径——

TatAy-TatCy 和 TatAd-TatCd，这 2 条途径分别介导

不同的底物蛋白；枯草芽孢杆菌中发现的依赖 Tat

转运途径的分泌蛋白有 PhoD、YwbN、QcrA、

YkuE 等[48]。 

2.2  蛋白质折叠 

细胞中的异源蛋白若无法正确折叠，则会形

成不溶性聚集体并滞留在细胞内，最终被细胞壁

结合蛋白酶 HtrA/B 清除。分子伴侣可以在蛋白分

泌过程中辅助其折叠和装配，避免被蛋白酶降

解。因此，枯草芽孢杆菌中分子伴侣的表达量和
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活性是影响异源蛋白产量的关键因素。枯草芽孢

杆菌中存在 2 种分子伴侣：胞内分子伴侣(GroES/ 

GroEL、DnaK/DnaJ)与胞质外分子伴侣(PrsA)。 

胞内分子伴侣 GroES/GroEL 和 DnaK/DnaJ 分

别由 groESL 操纵子和 dnaK 操纵子编码，2 个操纵

子构成枯草芽孢杆菌 CIRCE 调节子[49]。2 个操纵

子均受到阻遏蛋白 HrcA 的负调控，当 hrcA 缺

陷时，2 个操纵子所编码的分子伴侣则可获得

组成型表达。Song 等[11]通过系统基因过表达探究

异源蛋白的分泌瓶颈，结果表明当过表达 groESL

时，β-甘露聚糖酶的酶活可提升 1.25 倍，但过表

达 dnaK 对目的蛋白分泌并未产生积极影响。 

目前，枯草芽孢杆菌中已知胞质外分子伴侣

仅有 PrsA。PrsA 不仅可以辅助蛋白质在细胞膜外

折叠，形成具有天然结构的活性蛋白，而且可以

防止分泌蛋白在胞外被蛋白酶降解，PrsA 的表达

量可能是枯草芽孢杆菌生产异源蛋白的瓶颈[50]。

大量研究表明过表达 PrsA 可以使异源蛋白的产量

提高 2 倍及以上(脂肪酶[10]、α-淀粉酶[9,22-24]、人

类 β-干扰素[25]、脂氧合酶[26])。Kakeshita 等[25]在

研究枯草芽孢杆菌中表达人类 β-干扰素(hIFN-β)

过程中发现：当仅过表达 PrsA 时，重组 hIFN-β

的总活性提高了 2.5 倍；而在 hIFN-β 编码区上游

共表达 AmyE 的前肽，并同时过表达 PrsA，重组

hIFN-β 的总活性可提高 4.9 倍。从该研究中可推

测 PrsA 的促蛋白折叠机制可能与前肽有关。通过

过表达同源分子伴侣能够显著提升异源蛋白的产

量，然而目前仍无法突破真核基因在枯草芽孢杆

菌中的表达瓶颈。寻找与靶基因相匹配的异源分

子伴侣，并在枯草芽孢杆菌共表达可能是突破该

瓶颈的核心路线。 

2.3  分泌途径优化 

2.3.1  筛选信号肽 

信号肽是辅助前体蛋白折叠以及引导前体蛋

白跨膜易位的重要元件，是影响异源蛋白分泌效

率以及产量的限制性因素。信号肽有 3 个公认的

结构域：(1) 位于氨基末端带正电的 N-域，该区

域至少含有一个精氨酸或赖氨酸残基，该区域可

与细胞膜中带负电的磷脂相互作用，决定信号肽

的运动方向；(2) 位于 N-域之后的 H-域，其由一

串疏水的氨基酸残基组成，可在细胞膜处形成   

α-螺旋结构，便于信号肽嵌入细胞膜中完成介导作

用；(3) 位于 H-域之后的 C-域，能够在易位后被

信号肽酶识别和切割，释放成熟蛋白[51]。通过逐

一筛选或者高通量筛选信号肽，可以实现异源蛋

白的高效分泌，增加目的蛋白产量[11,18,27,52]。Guan

等 [18] 以 氨 肽 酶 作 为 报 道 蛋 白 ， 用 串 联 启 动 子

PgsiB-PHpaII 作为表达元件，通过比较氨肽酶的胞外

活性，从 19 个信号肽中筛选出最优信号肽 SPyncM，

使得氨肽酶产量提高到 8 g/L。Yao 等[27]通过构建

文库和高通量筛选的方法，将枯草芽孢杆菌中

173 种信号肽分别与异源 α-淀粉酶融合，获得并

鉴定出 3 种合适信号肽(SPYojL、SPRpmG 和 SPAspB)，

最终筛选出最优信号肽 SPYojL，使得酶活提高了

3.5 倍。虽然目前对信号肽的氨基酸构成、基础结

构以及作用机制已经有了详细的报道，但是关于信

号肽与目标蛋白的适用机制仍不明确[18,52]。截至目

前，生物界尚未开发出能够精确预测最优信号肽

的算法，导致信号肽的选择只能局限于高通量筛

选。通过生物信息学的方法整理与分析枯草芽孢

杆菌中上百种信号肽，并依据不同结构特征对其

进行科学分类可能是探究信号肽与目标蛋白适用

机制的良好策略。 

2.3.2  过表达分泌途径相关蛋白 

枯草芽孢杆菌中 95%以上的分泌蛋白通过 Sec

分泌途径分泌至胞外，通过提高 Sec 途径相关蛋

白(SecA、SecYEG、SecDF、Ffh 和 FtsY)的表达

量可以增强异源蛋白分泌效率 [10,11,24,28,53]。SecA

蛋白是转运动力蛋白，在异源蛋白分泌过程起关

键调节作用。Kakeshita 等[53]分别在 SecA 的 C 末

端区域删除 22 个氨基酸残基和 61 个氨基酸残基，

成功提高了异源蛋白在枯草芽孢杆菌中的分泌。

除 SecA 蛋白外，转运酶的缺失会导致异源蛋白在

细胞膜上发生堵塞；相反，提高转运酶的表达量
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可以提高异源蛋白的分泌效率。Mulder 等[28]首次

构建了人工木糖诱导启动子 Pxyl 控制的 secYEG 操

纵子，并整合到枯草芽孢杆菌中，最终异源 α-淀

粉酶产量提高了 10%。Ma 等[10]通过将 secDF 与

prsA 共过表达，使脂肪酶的产量提高了 59%，达

到 287.8 U/mL。 

Sec 途径担负了上百种胞外蛋白的分泌工

作，因此 Sec 途径可能会处于“拥堵”和“竞争”状

态。部分信号肽(例如 SPlip)不仅能够通过 Sec 途

径，同时也符合 Tat 途径信号肽特征[54]。基于这

类信号肽的特征，可以利用 2 个蛋白分泌途径来

提 高 异 源 蛋 白 产 量 。 白 雷 雷 等 [29] 通 过 过 表 达

TatAdCd 转位酶相关基因，使得脂肪酶活提升了

1.4 倍，达到 243 U/mL，为增强异源蛋白分泌效

率提供新思路。 

2.3.3  过表达信号肽酶 

当异源蛋白完成转运和易位后，信号肽被信

号肽酶识别并切割，从而形成成熟蛋白质。枯草

芽孢杆菌中信号肽酶分为 2 种：I 型信号肽酶

(SipS、SipT、SipU、SipV、SipW)和Ⅱ型信号肽

酶(LspA)。I 型信号肽酶可针对大部分的分泌蛋白

进行切割；Ⅱ型信号肽酶针对脂蛋白的信号肽进

行切割。SipS 和 SipT 是主要的信号肽酶，对蛋白

质的分泌具有重要意义，这 2 个信号肽酶足以处

理大部分前体蛋白的成熟，而其余多种信号肽酶

则可以保证细胞处于各种条件下进行信号肽切

割。研究表明，在枯草芽孢杆菌中过表达 SipS 或

SipT 可以增加异源蛋白的产量；相反，缺陷 SipS

则会导致多种前体蛋白的加工速率降低[11,30,55-56]。

Pummi 等[30]发现蛋白酶 ClpxP 的突变失活可以将

SipS、SipT、SipV 的转录水平上调 2−5 倍，导致

异源 α-淀粉酶的前体蛋白胞内积累，从而提高其

产量。 

2.4  蛋白质易位 

2.4.1  细胞质量控制系统对分泌蛋白的影响 

枯 草 芽 孢 杆 菌 中 的 双 组 分 调 节 系 统

CssR-CssS 能够感知热胁迫或分泌胁迫，从而激

活包括 htrA 和 htrB 在内的相关基因表达[57]。这些

细胞壁结合蛋白酶(HtrA/HtrB 和 WprA)构成枯草

芽孢杆菌中的细胞质量控制系统，它们负责降解

易位过程中错误折叠或者异常的蛋白质，以避免

这些蛋白质堵塞细胞孔道。研究发现，这些蛋白

酶也能够降解正常分泌的未折叠蛋白质，这可能

是导致异源蛋白产量下降的原因之一[58]。Pohl 等[59]

构建了 htrA、htrB 和 wprA 不同组合缺陷型的突变

体并进行蛋白组学分析，结果表明虽然缺陷 htrA

和 htrB 菌株生长状况基本没有受到影响，但能够

激活同工酶 HtrC 的大量表达，继续执行胞内质量

控制的功能；在敲除 wprA 后，报道蛋白重组炭疽

保护性抗原(rPA)的产量明显提升，但当继续敲除

htrA 和 htrB 后，其产量并未提升。Vitikainen 等[60]

敲除了枯草芽孢杆菌的 cssS 或 cssR，并未在敲除

株中观察到异源 α-淀粉酶和肺炎球菌溶血素产量

的提高，反而导致菌体的生长受损；但当 cssRS

系统正常表达时，HtrA 和 HtrB 降解异源蛋白(百

日咳毒素)，上清液中出现大量降解产物。目前，

直接敲除 cssR-cssS 或者 htrA/B 来提高异源蛋白

产量的策略均未实现，通过温和的基因修饰手

段来调节 htrA 和 htrB 的表达水平，达到既不影响

细胞的生长又能提升异源蛋白产量的平衡态可能

是个更优的选择；其次，由于这些质量控制因子

能够感知分泌压力发生应激反应，可用于检测异

源蛋白的表达量，这为表征异源蛋白产量提供了

新手段。 

2.4.2  细胞表面工程 

细胞膜与细胞壁在异源蛋白折叠与易位的过

程中起着重要作用，利用细胞表面工程来提高异

源蛋白产量是具有广泛前景的新型策略。RasP 是

属于 Site-2 蛋白酶(S2P)家族的膜内蛋白酶，可切

割完整膜蛋白的跨膜结构域。Neef 等[31,61]研究表

明，在枯草芽孢杆菌中过表达 RasP，使丝氨酸蛋白

酶产量提升 3 倍，α-淀粉酶的产量提升了 10 倍；当

在枯草芽孢杆菌中敲除 rasP，丝氨酸蛋白酶和  

α-淀粉酶的产量则严重下降。Neef 等对 RasP 的作
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用机制提供了 3 种猜测：(1) RasP 可能在细胞膜上

有助于信号肽的切除；(2) RasP 可以清除细胞膜

上分泌失调的前体蛋白；(3) RasP 可能会调节膜

蛋白的表达[31]。Neef 等的研究似乎证明 RasP 可能

是枯草芽孢杆菌表达异源蛋白的瓶颈，但是 RasP

对异源蛋白作用的普适性尚未确定，以及对真核

蛋白是否有效亟待证明[31]。 

枯草芽孢杆菌的细胞壁是多层网状结构，由

肽聚糖、阴离子聚合物(磷壁酸与脂磷壁酸)及蛋

白质所形成的共聚物组成。细胞壁的负电荷密度

受磷壁酸侧链上的 D-丙氨酸酰化程度调节。敲除

dlt 操纵子可以降低磷壁酸的丙氨酸酰化程度，增

加细胞壁的负电荷密度，可以提高异源蛋白分泌

效率[34-35,62]。Cao 等[35]在枯草芽孢杆菌中依次敲

除与细胞表面电荷密度相关的 6 个基因(pssA、

tagO、clsA、dltA、tuaA、dacA)，结果显示，敲

除 CDP-二酰基甘油-丝氨酸 O-磷脂酰转移酶基因

(pssA)和心磷脂合成酶基因(clsA)，能够增加细胞

表面负电荷密度，增强异源 α-淀粉酶的折叠效率

和稳定性，使产量提升了 47%；此外，他们的研

究结果表明异源蛋白的等电点也是影响蛋白分泌

效率的因素之一。 

2.5  胞外蛋白酶 

枯草芽孢杆菌作为宿主生产异源蛋白的另一

限制因素是其能够分泌多种胞外蛋白酶。枯草芽

孢杆菌分泌的异源蛋白常常在胞外被胞外蛋白酶

所降解，因此敲除胞外蛋白酶相关基因可以提高

异源蛋白的产量。目前，工业中已构建多种胞外

蛋白酶缺失菌株用于高效表达异源蛋白。 

枯草芽孢杆菌的胞外蛋白酶包括碱性蛋白酶

(AprE)、中型蛋白酶(NprE 和 NprB)、金属蛋白酶

(Mpr)、丝氨酸蛋白酶(Vpr、Epr 和 Bpr)和细胞壁

结合蛋白酶(WprA)，其中 AprE 和 NprE 的胞外蛋

白酶活性在 95%以上。即便如此，剩余 6 种蛋白

酶的存在足以对异源蛋白的产量构成瓶颈[63]。Wu

等[64]敲除枯草芽孢杆菌中 6 个胞外蛋白酶基因构

建 WB600 ， 其 胞 外 蛋 白 酶 活 性 只 有 野 生 型 的

0.32%；结果表明，使用 P43-sacY 盒和 WB600 组合

生产 β-内酰胺酶，其产量提高了 18 倍。Wu 等[32]

在 WB600 的基础上敲除 WprA 和 Vpr 进而构建

WB800，与 WB700 相比，报道蛋白(抗地高辛单

链抗体)的产量提高 10−15 mg/L。Kodama 等[33]在

WB800 的基础上敲除了胞内蛋白酶 AprX 进而构

建菌株 Dpr9，与先前报道的 KA8AX 菌株相比，

α-淀粉酶的产量提高了 8 倍，约为 80 mg/L。敲除

8 种胞外蛋白酶固然可以有效提高异源蛋白的产

量，但同时对细胞的氮源利用效率也会产生不利

影响，部分胞外蛋白酶对特定的异源蛋白分泌甚

至有积极作用。通过对胞外蛋白酶的选择性敲除

构建第二代蛋白酶缺陷型菌株，可以提高异源蛋

白的产量[65]。 

3  讨论与展望 

相较于其他异源蛋白表达系统，枯草芽孢杆

菌具有遗传操作简单、菌株安全、遗传背景清晰

等诸多优势，是生产异源蛋白的优良宿主。基于

对枯草芽孢杆菌表达和分泌异源蛋白的机理研

究，目前已经开发多种策略用于解决异源蛋白

产量过低的问题，包括筛选启动子 [14-15]、提高

mRNA 稳定性[20-21]、筛选信号肽[18,27]、分泌途径

的优化(转运蛋白 [28-29]、信号肽酶 [11,30])、过表达

伴侣蛋白[22-26]、细胞壁改造[34-35]以及胞外蛋白酶

敲除[32-33]等。除了上述热点较高的策略之外，其

他新型策略正在逐步被开发，例如：改善全局

碳、氮代谢网络调控 [36]，对细胞基因组进行精    

简[37]，敲除细胞自裂解的相关基因来提高菌株发

酵密度[38]，均被证明是提高异源蛋白产量的有效

方法。 

虽然，在枯草芽孢杆菌中表达和分泌异源蛋

白已经取得了巨大成就，然而高水平生产真核生

物蛋白仍具有较大挑战，例如存在表达质粒不稳

定、真核基因转录水平低、蛋白折叠效率低以及

蛋白转运效率低等问题。未来，我们建议可着眼
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于以下 3 个方面对真核基因的分泌表达瓶颈进行

探究：(1) 启动子活性的定义：目前对启动子的研

究主要集中于启动子的筛选和优化以及串联启动

子，如果能够对启动子的活性有精确定义，有利

于研究人员快速便捷地选择最适启动子。(2) 信号

肽与编码区的匹配机制：不同异源基因的最适信

号肽均不相同，而且两者之间的匹配机制仍尚未

清楚。通过生物信息学的方法将所有信号肽进行

合理归纳，探究信号肽与编码区的匹配机制，或

许可以突破真核基因分泌表达的瓶颈。(3) 异源分

子伴侣和目的基因共表达：寻找与目的蛋白相匹

配 的 异 源 分 子 伴 侣 并 在 枯 草 芽 孢 杆 菌 中 共 表

达，或许可以大幅度提高蛋白折叠效率，防止

其在胞内被降解，从而提高异源蛋白产量。同

时，可以将新兴技术应用于枯草芽孢杆菌分泌表

达异源蛋白这一领域中，例如基因编辑技术：

CRISPR/Cas9 技术作为靶向基因编辑有力工具，

能够在枯草芽孢杆菌中实现多位点基因编辑、多

途径精确调控，是未来菌株改造的有效手段[66]；

孢子表面展示技术：孢子表面展示技术在生产异

源蛋白领域具有诸多优势，例如融合蛋白不需要

通过任何膜，大大提高分泌效率，然而该技术仍

存在困难需要研究人员克服，例如孢子上表达的

蛋白数量过低、展示蛋白的活性较低等[67]。 

随着蛋白组学和生物信息学的蓬勃发展，对枯

草芽孢杆菌的基础研究将会更加深入，表达和分泌

异源蛋白的瓶颈有望得到突破。枯草芽孢杆菌将在

工业酶、食品酶、药物蛋白生产领域展现出更大潜

力，最终实现细胞工厂化。 
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