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摘   要：重组蛋白在大肠杆菌中表达时，往往面临着形成包涵体的问题，而重组蛋白若是分泌至

周质空间则基本解决了这一问题，周质空间的周质蛋白不仅能帮助重组蛋白正确折叠还有利于二

硫键的生成。信号肽是一段由 15−30 个氨基酸组成，被融合在重组蛋白 N 端的短肽，按照结构、

功能的不同可以划分为 N 区、H 区和 C 区，具有引导重组蛋白转运至细胞周质空间的作用。本文

综述了信号肽的结构组成、作用机理和基本分泌途径，讨论了信号肽的高效转运和筛选方法，总

结了在大肠杆菌中重组蛋白融合信号肽实现周质表达的新进展，并对未来高效信号肽选择方面的

研究进行了探讨。 
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Abstract: A signal peptide is a short peptide fused in the recombinant protein N-terminus, generally 

composed of 15−30 amino acids, guiding the transport of recombinant protein to the periplasmic space 

of the cell. It is divided into N region, H region and C according to the structure and function. 

Recombined protein expression in Escherichia coli, often faces with the problem of forming an 

inclusion body. If the recombined protein is secreted into the periplasmic space, the periplasmic protein 

can not only help the recombination protein fold into to correct structure but also facilitate the 

production of disulfide bonds. This paper summarizes the structure composition, action structure and 

basic secretion pathways of signal peptides; discusses the efficient transport and screening methods of 

signal peptides. This paper also summarizes the new progress of recombination protein fusion signal 

peptides in E. coli to achieve perennial expression, and visions the screening techniques of signal 

peptides in the future. 
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大肠杆菌是目前使用最为成熟的工程菌，

其具有清晰的遗传背景，以及短周期、易培养、

低成本的生长特点和高产量、易纯化的生产特

点[1-2]，因此在医药、食品和工业领域都广泛采用

大肠杆菌生产重组蛋白。虽然大肠杆菌有诸多

优点，但是缺少真核细胞翻译后加工的能力[3]，

其分泌的重组蛋白往往易形成包涵体，甚至被

胞内存在的蛋白酶水解，成为大肠杆菌在工业

化生产过程中亟须解决的问题[4-7]。 

在大肠杆菌的周质空间中包含有大量的二

硫键氧化还原酶和肽脯氨酰异构酶，能帮助蛋

白质正确折叠，其中的氧化环境利于蛋白质二

硫键的形成 [8]，而且，与细胞质空间相比周质

空间中蛋白的含量少、蛋白酶活性低，既有利

于重组蛋白的纯化收集，又能避免在胞内降

解，因此大肠杆菌的周质空间成为重组蛋白分

泌的理想部位之一[3]。 

信号肽(signal peptide，SP)是一段位于新

生蛋白 N 端，能够引导蛋白转移到周质空间的

短肽链 [9]。在大肠杆菌中存在一般分泌途径

(general secretory pathway，Sec)、信号识别颗

粒 (signal-recognition particle，Srp)途径和双精

氨酸转运(twin-arginine translocation，Tat)途径，

这 3 种转运途径分别有不同的转运元件、转运机

制和信号肽，信号肽通过与转运元件结合[7]，再

通过不同的转运方式将重组蛋白转运至周质空

间。本文主要阐述了大肠杆菌周质分泌的途

径，介绍了信号肽的结构和功能，讨论了信号

肽的选择和修饰方法，同时对未来如何更加高

效地选择合适的信号肽提出了见解。 
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1  大肠杆菌周质分泌的途径 

在大肠杆菌的生命活动过程中，超过 1/3的

蛋白质会在细胞质核糖体上合成[10]，而后被运

输到周质空间和细胞外，从而完成相应的生物功

能。大肠杆菌中的蛋白质先转运至周质空间再

分泌到胞外的过程称为两步分泌，而 Sec、Tat

和 Srp 则是重组蛋白进行周质转运的主要途径[7]。

这 3 种途径在转运方式、元件组成及用途上都

存在极大差异[7]，3 种转运途径的机制如图 1 所

示[11]。信号肽是一段由 15−30 个氨基酸组成的

短肽[12]，位于新生蛋白质的 N 端，在蛋白质转

运过程中介导蛋白质与相应转运途径的识别元

件结合，Sec、Srp 和 Tat 这 3 个途径的信号肽在

结构和组成上有微小差异，但均能分为 N 区、

H 区和 C 区这 3 个部分[13-14]。 

1.1  大肠杆菌 Sec 转运途径及其信号肽 

Sec 是大肠杆菌使用最广泛的一种蛋白转

运途径，大肠杆菌中的胞外蛋白约有 90%通过

Sec 途径转运[10,15]。Sec 的转运方式是翻译后转

运的形式，多肽链完成翻译后缓慢折叠甚至不

折叠，在保持展开的状态下通过相关的转运蛋

白穿过细胞质膜[16]。Sec 途径的转运蛋白包括

SecA 、 SecB 、 SecD 、 SecF 、 SecY 、 SecE 、

SecG[7]，另外还有触发因子辅助转运[10]，整个

转运过程如图 1 所示，可以分为介导、转运和

释放折叠 3 个步骤。转运蛋白 SecA 对新生信号

肽进行识别并结合后开始向跨膜通道介导，介导

的过程中游离在细胞质中的 SecB 与新生肽链结

合，SecB 和分子伴侣有相似的功能，其与新生

肽链的成熟结构域结合后可以帮助肽链维持展

开状态和水溶状态[7,16]。SecY、SecE 和 SecG 组

成 SecYEG 跨膜通道嵌入在细胞质膜中，前体

蛋白在展开的状态下穿过 SecYEG 跨膜通道抵

达周质空间[11]。目前 SecD 与 SecF 组成的复合

体 SecDF 工作原理尚未研究清楚，但研究人员

发现 SecDF 与 SecYEG 结合提高了重组蛋白的

转运速率，认为 SecDF 提高了质子泵的效率从

而提高了转运效率[17-18]。通过 ATP 水解提供的

能量，质子泵推动重组蛋白进行跨膜转运，跨膜

运动完成后信号肽酶(signal peptidase，SPase)分

解信号肽，前体蛋白完成折叠，成为成熟的蛋

白质[7]。 

大肠杆菌 Sec 信号肽的 N 区通常由 3−5 个

带正电的氨基酸组成，负责与 SecB 的磷酸骨

架结合[19]；H 区由 7−15 个疏水性氨基酸组成，

H 区可以通过疏水作用与 SecA 结合[20]；C 区含

有信号肽酶识别位点[19]，重组蛋白分泌到周质

空间后信号肽部分被 SPase 识别，C 区中的识别

位点能够提高识别效率，信号肽被切割下来后，

重组蛋白再进行折叠形成天然构象。 

1.2  大肠杆菌 Srp 转运途径及其信号肽 
Srp 转运途径与 Sec 转运途径共享 SecYEG

转运蛋白构成的转运通道[21]，而且信号肽的氨

基酸构成也类似，因此将其合并到 Sec 途径，但

Srp 的转运方式与 Sec 不同，如图 1 所示。Srp

途径的转运元件包括信号识别颗粒 (signal- 

recognition particle，SRP)、SRP 膜受体 FtsY 受

体及 SecYEG复合体[16]，当含有 Srp信号肽的新

生肽链出现在核糖体的出口时，便被处在通道

附近的 SRP 及 FtsY 识别并结合，形成核糖   

体-新生链-SRP 复合体，再引导至 SecYEG 跨膜

通道处完成转运，因此蛋白质的翻译和转运同

时进行，这种转运方式被称为共翻译转运方  

式[10]。大肠杆菌的 SRP 是由 4.5S RNA 和 Ffh 蛋

白构成的核糖核蛋白。 

1.3  大肠杆菌 Tat 转运途径及其信号肽 
对于 Tat 转运途径而言，其转运方式与 Sec

不同，如图 1 所示，当蛋白质在细胞质完成折

叠之后才会开始转运工作，即翻译后转运 [22]。 
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图 1  大肠杆菌 Srp、Sec 和 Tat 分泌途径[11] 
Figure 1  Secretion pathways of Srp, Sec and Tat in Escherichia coli[11]. 
 

Tat 虽然不像 Sec 一样是大肠杆菌输出蛋白的主

要途径，但其却是大肠杆菌生命活动不可或缺

的转运途径，参与呼吸和有机磷代谢等生命活

动[23]。大肠杆菌 Tat 转运系统由 TatA、TatC 和

TatB 组成[7,22]，其中 TatB 先和 TatC 组成一个膜

复合物，再与 TatA 组成完整的跨膜通道[24]。 

Tat 信号肽在 N 区末端和 H 区前端交界处有

一段保守序列 S/T-R-R-X-F-L-K，双精氨酸的存

在也是 Tat 名字的由来，转运开始时，TatB 先

和 TatC 组合成复合体 TatBC，当 TatBC 复合物

靠近重组蛋白，Tat 信号肽的双精氨酸序列被

TatC 识别，信号肽和重组蛋白接近 TatB 并结

合，成为重组蛋白 TatBC 复合体后便开始招募

游离在细胞质内的 TatA，进一步聚合成为转位

复合体 TatABC，重组蛋白通过复合体 TatABC

完成跨膜转运。最后，当多肽链被转运到足够

远的位置后，TatA 从 TatABC 上分离重新成为

游离体，TatBC 开始转运新的蛋白，而信号肽

则被信号肽酶水解[25]。 

1.4  转运途径的差异和功能 

Sec、Srp与 Tat是大肠杆菌转运和分泌蛋白

质的主要途径，但它们的输出方式却存在着巨

大的差异[26]。Sec 是 3 个转运途径中最高效的系

统，其转运能力强、能量消耗少，同时在转运

过程中原蛋白和细胞内蛋白酶的接触概率较

小，不易被分解失活，因此 Sec 途径是这 3 个

途径中最主要的途径[10]。然而 Sec 途径最常面

临的问题是运力不足，当新生蛋白的转运速度

慢于新生蛋白的合成速度时，多肽链无法正确

折叠，容易在细胞内聚集形成包涵体[10,27]，大
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大降低了活性蛋白的得率。例如，GFP 通过

Sec 途径转运到达周质空间后无法进行正确折

叠[28]。与 Sec 共用 SecYEG 复合体的 Srp 途径

则是转运与翻译同时进行，当信号肽和成熟多

肽链从核糖体中出现时，迅速被位于核糖体出

口的 SRP 识别，在翻译进行的同时将多肽链运

输到 SecYEG 开始跨膜转运[7]。因此，新生蛋白

聚集在细胞质的几率显著降低，转运的速率大

大提高，改善了 Sec 途径包涵体聚集的问题[27]。

由于 Srp 和 Sec 共用 SecYEG 转运复合体，而

Sec 又占有 SecYEG 复合体的主要蛋白，因此当

分泌蛋白过量时，Srp 转运的需求上升，过多的

能量消耗在蛋白转运上，造成细胞生长缺陷[29]。

与 Sec 和 Srp 完全不同的 Tat 途径则可以有效

解决这类问题，它们既利用与 Sec 完全不同的

转运元件，也有比 Srp 更强的转运能力，同时

Tat 途径翻译后转运的形式更能够满足某些重

组蛋白无法通过 Sec、Srp完成转运的需求[30]，

但是 Tat 也存在缺陷，对于分子量过大的蛋

白则难以通过 TatABC 通道。正因不同转运

途径功能上的差异，选择何种转运途径、何种

信号肽介导转运成为大肠杆菌周质分泌研究

的重点。 

2  大肠杆菌信号肽 

大肠杆菌信号肽来源广泛，可以介导各

种转运途径。信号肽在功能上既有来源于大

肠杆菌自身的蛋白如外膜蛋白(outer membrane 

protein，OmpA)[31-32]、存在于周质空间的二硫化

物氧化还原酶 (thiol disulfide oxidoreductase，

DsbA)[33]、大肠杆菌代谢调控转运的碱性磷酸酶

(alkaline phosphatase，PhoA)[7]，也有源于其他菌

种分泌的胞外蛋白；例如来自胡萝卜软腐欧文氏

菌的果胶裂解酶 (pectate lysate from Erwinia 

carotovora，PelB)[9]。 

2.1  信号肽的结构和功能 
信号肽的 N 区由 3−5 个带正电的氨基酸组

成，正电氨基酸与磷脂双分子层的磷酸基团相

互作用完成重组蛋白的跨膜转运[12]。H 区长度

在 912 个氨基酸之间，以疏水氨基酸为主，疏

水性的强弱会影响前体蛋白加工和转运的速

率。一方面信号肽通过疏水作用与转运蛋白

SecA、SRP 和触发因子结合，因此疏水性的强

弱决定了结合的稳定性，从而影响了前体蛋白

转运速率[22]；另一方面高疏水性的氨基酸有利

于 α-螺旋的形成，而该结构又利于信号肽通过

磷脂双分子层提高转运速率[34-37]。另外已有研

究表明信号肽的疏水性还能维持前体蛋白的运

输能力[34]。不同转运途径信号肽 H 区的疏水性

存在明显差异，其中 Srp 途径信号肽的疏水性

最强，其次则是 Sec 途径信号肽，最弱的是 Tat

途径信号肽[35]。信号肽的 C 区含有 SPase 识别

位点，当蛋白质被转运出细胞质膜后，信号肽即

被切除[19]。大多数原核生物信号肽尾部的 1 和  

3 处是 SPase 识别的关键位置，因此也叫(-3,-1)

规则[24,36]，为便于 SPase 识别，C 区多以极性氨

基酸构成，极性氨基酸构成的 β-构象有利于

SPase 和信号肽的结合。 

2.2  不同分泌系统信号肽的结构差异 
不同分泌途径的信号肽虽然都划分出相同

的 3 个区域，但不同信号肽在组成上却存在一定

的差异，这些差异造就了它们不同的分泌途径

和转运效率。以 Sec 途径信号肽为基础进行对比

(图 2)，Tat 信号肽 N 区的前几个氨基酸一般包含

碱性氨基酸，而 Sec、Srp 信号肽 N 区前端则很

少含有碱性氨基酸，这一差异决定了 Tat信号肽

的分泌途径。N 区和 H 区的交界区域会有一段

S/T-R-R-X-F-L-K的氨基酸序列组合是Tat途径信

号肽的一个明显特征[22,37]，随着后续实验的研

究，该组合被进一步简化为 Z-R-R-X-Φ-Φ[7]，其 
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图 2  SEC、SRP 和 TAT 信号肽的组成[21] 
Figure 2  The constituents of Sec, Srp and Tat signal peptide[21]. 
 

中连续的 R-R 双精氨酸序列高度保守，X 一般为

极性氨基酸，Φ代表疏水氨基酸。双精氨酸的序

列组合是 Tat 途径的关键部分，有实验表明对

R-R 进行突变后，会抑制蛋白质的转运速率[23]。 

与 Tat 信号肽相比，Srp 和 Sec 信号肽没有

特征性的序列，但 Srp 和 Sec 信号肽 H 区的疏水

性存在较大差异。SRP的Ffh蛋白含有较多的甲

硫氨酸，其信号肽疏水性强于 Sec 信号肽，当

新生肽链从核糖体出口出现时，可以与 H 区疏

水氨基酸进行结合，从而引导重组蛋白进入

SecYEG 复合体完成转运[16]。Tat 信号肽的疏水

性最弱，其弱疏水性为避免 Tat 信号肽被 SRP

识别提供了帮助[38]。研究发现当信号肽 H 区

疏水性介于 Sec 和 Tat 信号肽之间时，可以同

时利用 2 个途径完成蛋白转运，如 Fhud[38-39]、

YfhG[38]。 

C 区存在的 A-X-A 序列是切割位点中最常

见的一种，A-X-B 则是另一类，其中 B 可以是

丙氨酸(Ala)、甘氨酸(Gly)和丝氨酸(Ser)，而 A

除了丙氨酸外，还可以替换为亮氨酸(Leu)、缬

氨酸(Val)和苏氨酸(Thr)[12]，例如 Sec 途径的

OmpT 的切除位点序列是 S-F-A。此外，Tat 途

径信号肽的 C区含有碱性氨基酸，导致 Tat信号

肽的疏水性进一步弱于 Sec 信号肽，而这些碱

性氨基酸几乎不会出现在 Sec 的信号肽中。因

此，碱性氨基酸的存在可以防止 Tat 信号肽被

Sec途径的 SecA识别，具有“Sec逃避”信号的作

用[38]。不同途径的信号肽除了在结构上存在差

异外，在长度上 Tat 的信号肽比 Sec 和 Srp 信号

肽平均多 14 个氨基酸，增加的部分主要集中于

N 区。 

3  信号肽的选择与修饰 

3.1  利用生物信息学分析信号肽 
信号肽能够介导蛋白质完成转运、平衡蛋白

质的翻译速度和转运速度[15]。信号肽的数量极

其庞大，合适的信号肽既能最大限度地利用细

胞质的空间，同时又不影响细胞的正常生长和
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代谢；恰当的转运速率使细胞质中既保持一定量

的前体蛋白，但又不累积成为包涵体[40]。研究

发现，即使是同一信号肽，对不同异源蛋白的

分泌效率也有很大差异[41]，因此目前并不存在

通用的信号肽，所选择的信号肽都需要进行实

验才能确定其转运能力。 

随着生物信息学的发展及对信号肽研究的

深入，已经建立一个信号肽数据库 signal peptide 

website (http://www.signalpeptide.de/)用于收集

信号肽，研究者已经通过计算机软件筛选出合

适的信号肽 [6,14,42-45] ，其中使用最广泛的是

SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)。

该工具可以预测序列中是否含有信号肽，以及

信号肽的切除位点，对于预测结果会给予 5 个

分值，S、C、Y、s-means 及 D 值，其中 D 值是

最关键的指标，当重组蛋白与某个信号肽融合

后的 D 值低于 0.5，就认为该信号肽无法完成重

组蛋白的转运工作[43,45-46]。SignalP 可以对绝大

多数信号肽进行评分和预测，除了 SignalP 以

外，还有专门预测 Tat 信号肽的工具 TatP 

(https://www.cbs.dtu.dk/services/TatP)。生物信息

学分析筛选信号肽的流程如图 3 所示，首先使

用 SignalP 对信号肽进行评分，之后再用

ProtParam (http://web.expasy.org/cgibin/protparam/ 

protpara)分析蛋白质的理化性质及疏水性和亲

水性，再使用ProtComp (http://linux1.softberry.com/ 

berry.phtml)预测蛋白质的亚细胞定位 [44-45,47]。

通过以上这些工具，针对不同重组蛋白进行信

号肽评估，极大地提高了信号肽选择的效率并

降低了实验成本和时间。 

生物信息学的发展极大地简化了信号肽筛

选的过程，Yari 等[44]先使用 NCBI 数据库获取信

号肽信息，然后利用 SignalP 筛选出高分信号

肽，再利用 GRAVY 和 ProtParam 分析这些信号

肽的亲水性和理化性质，最后符合要求的信号

肽用于实验。通过以上流程成功筛选 PelB 为合

适信号肽，在大肠杆菌中实现了欧文氏菌的天

门冬酰胺酶(Erwinia asparaginase)的高效分泌。

已有研究发现，利用软件评估信号肽的转运能力

还存在偏差，Fu 等[48]通过实验完成信号肽的筛

选，在对最佳信号肽进行分析评估时发现最佳信

号肽的 D 值与酶活无关。此外，当异源蛋白以

大肠杆菌为宿主进行表达时，软件难以对其自身

的天然信号肽进行正确地识别和评估。 

3.2  信号肽的选择方法 
目前常选用的信号肽多是一些天然胞外蛋

白的信号肽，表 1 总结了近年利用常见的天然

信号肽实现高效分泌的产物。PelB 和革兰氏阴

性菌特有的外膜蛋白(outer membrane protein，

Omp)等信号肽具有良好的普适性[49]，能够实现

许多重组蛋白的周质表达。最初，Barthelemy   

等[61]利用 OmpA 成功将人体白细胞介素 6 (human 

 

 
 
图 3  利用电脑分析筛选信号肽[47] 
Figure 3  Screening signal peptides in silico[47]. 
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interleukin-6，hIL-6)分泌到培养基中，随后 Lucic

等 [62]利用 PelB 成功实现胰岛素样生长因子

(insulin-like growth factor，IGF)的分泌。此方法

对比建立信号肽文库的烦琐工作来说，可以快

速地筛选出一批信号肽，但缺点则是该信号肽

可能并非最佳信号肽，其产量不高，还需要后

续进一步开发，例如使用 T7 启动子和 PelB 时难

以实现抗原结合片段(antigen-binding fragment，

Fab)的高效分泌，Luo 等[63]开发了一种新型分泌

系统，利用 PhoA 启动子和耐热肠毒素  Ⅱ

(heat-stable enterotoxin type II，STII)信号肽，实

现了 5 种 Fab 的高效分泌，其中 α-血管内皮生

长因子 (α-vascular endothelial growth factor，

αVEGF)的产量从 192 pmol/L提升到 2.4 nmol/L。 

另一种方法则是通过异源信号肽来提高

重组蛋白的分泌，Falahati-Pour 等[64]利用来源

于黄杆菌属 (Flavobacterium)的有机磷水解酶

(organophosphorus hydrolase)自身信号肽实现了

有机磷水解酶的高效分泌表达。Cui 等[65]将放线

菌的信号肽与木聚糖酶融合表达，将原先的酶

活力由 2.4 U/mL 提高到 30.6 U/mL，同时其胞

外检测到 9.6 U/mL 酶活力。 

寻找重组蛋白高效分泌的信号肽是一个烦

琐的工作，因此如何高效、快速地遴选出合适的

信号肽是目前研究的重点。Selas Castiñeiras等[40]

开发出一种高通量筛选方法，以 β-内酰胺酶为

报告基因融合于目的蛋白单链抗体片段 C 端，

培养于不同浓度的氨苄青霉素平板上，利用头

孢硝噻吩的显色功能，通过检测 β-内酰胺酶的

分泌效果，实现对信号肽库的构建及筛选[9]。 

3.3  信号肽修饰 
获得合适的信号肽后，往往还会对信号肽的

氨基酸进行修改，以进一步优化、提高分泌蛋白

的能力。虽然信号肽自身结构、引导的转运途径

存在差异，但是只要对信号肽的 N 区、H 区和 C

区这 3 个部分的关键氨基酸进行替换就会影响

信号肽的转运能力[32]。Sec 和 Srp 信号肽 N 区的

正电氨基酸是信号肽与 SecA 和 SecB 作用的关 

 
表 1  融合信号肽在大肠杆菌中实现分泌表达实例 
Table 1  Examples of fusion signal peptide to realize secretion expression in Escherichia coli 

Production Yield Signal peptide Pathway References 

Cyclodextrin glucanotransferases 445.40 U/mL DacD Sec [9] 

IgG 0.40 g/L DsbA Srp [29] 

Chitosanase 18.50 mg/L OmpA Sec [49] 

Recombinant human endostatin  0.83 mg/L PelB Sec [50] 

Xylanase 436.50 U/mL PelB Sec [51] 

Penicillin G acylase  4.90 mg/mL MalE Sec [52] 

Thermostable lipases 265.41 U/mL DsbA Srp [53] 

Poly ethylene terephthalate PETase 6.20 mg/L LamB Sec [54] 

Pullulanase 654.00 U/mL PelB Sec [55] 

Dodecanoic acid methyl ester 2.60 mmol/L FadL Sec [56] 

Rat aryl sulfotransferases IV 21.35 U/mL PelB Sec [57] 

Phospholipase D 10.50 U/mL PelB Sec [58] 

Thermo stable xylanase 1 746.00 U/mg FhuD Sec+Tat [59] 

Endoinulinase 75.22 U/mg  PelB Sec [60] 
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键因素[66]，改变 N 区正电性强弱时重组蛋白的

分泌会受到影响，而 Tat 途径不同，仅改变其正

电氨基酸和负电氨基酸的分布就会影响分泌效  

果[67]，另外双精氨酸作为 Tat 信号肽的关键部

分，一旦更换将极大地降低甚至失去转运能  

力[20]。H 区是信号肽序列最关键的部分[19]，该

区域的疏水性强弱是影响转运速率的关键因

素。由于 H 区的疏水性是区分不同途径信号肽

的关键部位，因此改变 H 区的长度及疏水性能

产生较大的影响[68]，例如改变 H 区的疏水氨

基酸会产生不同效果，一般来说，使用疏水

性更强的氨基酸代替原本的疏水氨基酸表达

效果会增强，但同时当疏水氨基酸过多时反

而会降低表达量[20]，另外，疏水氨基酸的更替

可能会使信号肽选择的转运途径也发生改变。

Jeiranikhameneh 等[35]利用亮氨酸填充于 H 区与

C区交界区域，H区和C区的分隔让重组蛋白能

够更灵活地进行跨膜运动[35]。C 区是信号肽酶

作用的关键部位，以 A-X-A 识别位点为例，如

果将 2 个位置的丙氨酸进行替换则会对信号肽

的切割效率产生影响。 

除了对信号肽 N 区、H 区和 C 区的氨基酸

进行更换外，还可以从信号肽的编码序列着手，

目前的实验已经发现，如果将密码子的序列变

成稀有密码子，产物的得率反而会上升[10]，这

是由于使用稀有密码子后蛋白质的翻译和折叠

速度下降，信号肽及转运途径有更充分的时间

完成蛋白质的转运[69]，因此产物的得率上升。

Yu 等[70]发现使用稀有密码子能抑制翻译速度，

避免快速折叠导致的错误折叠，从而提高蛋白

的产量[10]。由于 Tat 途径是翻译后转运，因此提

高其翻译速度能提升蛋白表达，Falahati-Pour

等[53]删除了 Tat 途径的稀有密码子从而提高了

有机磷水解酶的产量。mRNA 的二级结构主

要通过调节核糖体在序列上的移动速率来调控

翻译过程，而信号肽的氨基酸序列则影响翻译

起始区(translation initiation region，TIR)，Zhu

等[71]通过研究金属蛋白酶(metalloprotease)融合

不同信号肽后的重组蛋白发现相较于原始信号

肽，PelB、OmpA 这类常见信号肽 TIR 的自由能

较高，起始密码子 AUG 的位置也暴露在外，这

些特点提高了蛋白的分泌表达，Jeiranikhameneh

等[35]、Yari 等[44]均有相似研究结果。 

随着生物信息学的发展及信号肽研究的深

入，可以根据信号肽的构造进行人工设计信号

肽[72-73]。Zandsalimi 等 [73]利用计算机对盐生盐

杆 菌 (Halobacterium salinarum) 、 嗜 盐 古 菌

(Haloferax volcanii)及 E. coli 的 Tat 途径不同信

号肽进行比对，将出现频率较高、相一致的氨基

酸挑选出来，最终设计出一种新信号肽 (new 

designed signal peptide，NDSP)。该信号肽利用

Tat 途径转运人激活素 A (human activin A)，通

过 SDS-PAGE 比对发现利用 NDSP 作为信号肽

有 69%的人激活素 A 被分泌到周质空间，而通

过 Sec 途径分泌的量只有 55%[72]。 

4  展望 

随着生物信息学与高通量筛选的结合，越

来越多重组蛋白利用信号肽实现了周质表达，

同时，对信号肽结构和作用机理的深入研究，

通过改造信号肽实现了重组蛋白的高效分泌。然

而目前存在许多问题需要进一步的研究，将来

的发展可以在以下几个方面展开： 

(1) 开发一套筛选重组蛋白信号肽的方法。

由于信号肽的使用缺少普适性，在信号肽的筛

选方面往往面临耗时长、效果弱的问题，严重

限制了信号肽的应用，因此可以利用高通量筛

选技术，在配合重组蛋白自身的检测方法，建

立一套快速的检测方法进行大规模筛选。 

(2) 加深信号肽与翻译速率关系的研究。
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鉴于优秀信号肽能够平衡转运速率和翻译速

率，因此转运速率与翻译速率之间的关系应该

是未来研究的重点，目前的研究已经揭示了信

号肽的工作原理及 N、H、C 各区的组成与功

能，若能进一步揭示其组成结构与转运速率、

翻译速率间的规律，利用数学的方法对其相关

功能进行量化，那么即使不存在通用的信号

肽，也能利用这些理论筛选出契合的信号肽。 

(3) 加快人工设计信号肽的研究。目前已

经有许多设计的新信号肽实现了重组蛋白的高

效分泌 [35,71-72]，随着生物信息学的发展，已经

可以参考天然信号肽的结构组成对信号肽进行

修饰或重新设计，下一步则可以根据生物信息

学的大数据，按照信号肽的氨基酸排列设计出

一种本不存在的全新的信号肽。 

随着对信号肽研究的深入，利用信号肽

实现重组蛋白的分泌表达一定会有更加广泛

的应用，各种重组蛋白的产业化前景也会更

加广阔。 
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