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摘  要：【背景】谷氨酰胺酶(glutaminase)是一种能够催化 L-谷氨酰胺水解生成 L-谷氨酸和氨的酶，

在食品、医药等领域有重要的应用价值。【目的】研究不同启动子和信号肽对谷氨酰胺酶分泌表

达的影响、构建能高效分泌表达谷氨酰胺酶的枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)工程菌株，提高谷氨

酰胺酶的产量。【方法】选用枯草芽孢杆菌 SCK6 作为表达宿主，构建带有不同启动子和信号肽

的谷氨酰胺酶表达载体及重组菌株，分析不同基因元件对谷氨酰胺酶表达及分泌的影响，筛选最

优启动子和信号肽，组合优化，构建高效分泌表达谷氨酰胺酶的工程菌株。【结果】实现了谷氨

酰胺酶在枯草芽孢杆菌中的分泌表达，在以 PHpaII-PaprE 为启动子、YndA 为信号肽的条件下，摇瓶

发酵胞外最高酶活达到 6.7 U/mL。【结论】通过对启动子、信号肽关键基因元件进行筛选组合，

构建了一株高效分泌表达谷氨酰胺酶的菌株，为酶的高效分泌表达提供了一种有效的方法。 
关键词：枯草芽孢杆菌；谷氨酰胺酶；启动子；信号肽；分泌表达 
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Abstract: [Background] Glutaminase is an enzyme which can catalyzes the hydrolysis of 
L-glutamine to L-glutamic acid and ammonia, and it has been well used in the food and medicine 
fields. [Objective] To study the influences of different promoters and signal peptides on the 
secretory expression of glutaminase and construct recombinant Bacillus subtilis strains with 
efficient secretory expression of glutaminase to improve the production of glutaminase. 
[Methods] B. subtilis SCK6 was selected as the host, and the glutaminase expression vectors 
and recombinant strains with different promoters and signal peptides were constructed. The 
effects of different gene elements on the expression and secretion of glutaminase were studied, 
and the optimal promoter and signal peptide were selected and combined to construct an 
efficient and robust glutaminase-producing strain. [Results] A recombinant strain with efficient 
secretory expression of glutaminase was constructed. With PHpaII-PaprE as the promoter and 
YndA as the signal peptide, the strain showed the extracellular glutaminase activity reaching  
6.7 U/mL in shake flask fermentation. [Conclusion] By screening and combining the promoter 
and signal peptide, we constructed a recombinant strain with robust production of glutaminase, 
providing an effective method for the efficient secretory expression of enzymes. 
Keywords: Bacillus subtilis; glutaminase; promoter; signal peptide; secretory expression 

谷氨酰胺酶(glutaminase)是一种能够催化 L-
谷氨酰胺水解生成 L-谷氨酸和氨的酶，广泛存

在于细菌、丝状真菌和酵母等微生物细胞中[1]。

谷氨酰胺酶在食品、医药等领域有重要的应用价

值[2-3]。在食品工业上，谷氨酰胺酶可以应用在

酱油的生产中，将酱油中的谷氨酰胺水解为谷氨

酸，增加酱油的鲜味，同时减少酱油发酵过程中

焦谷氨酸的生成，大幅度提高酱油的品质[4-6]；

在医药领域中，谷氨酰胺酶在碱性条件下可以催

化 L-谷氨酰胺和乙胺合成茶氨酸，茶氨酸具有

保护神经、降低血压和抗肿瘤等多种有益的生理

功能[7]。2015 年以前，工业上生产谷氨酰胺酶主

要以用野生菌，如黄色微球菌、芽孢杆菌和曲霉

等进行发酵为主，但产量通常不理想，提升酶活

的策略也主要集中在发酵条件优化方面 [2,8-9]。

2015 年以后，陆续出现采用分子生物学和基因

工程技术构建酶活提升、性能优化的谷氨酰胺酶

工程菌种的研究[10-13]。 
枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)是一种革兰

氏阳性好氧细菌，被美国食品药品监督管理局认

定为一般认为安全的 (generally recognized as 
safe, GRAS)菌株。枯草芽孢杆菌具有强大的蛋
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白分泌能力和相对完善的载体/宿主系统，是一

种优良的工业酶制剂表达宿主。菌株 SCK6 是枯

草芽孢杆菌 1A751 的衍生菌株，具有较高的转

化效率，适合 pDG1730、pHT01 等多种芽孢杆

菌载体的高效转化[14]，成功表达过塔格糖-6-磷
酸酶、磷酸塔格糖异构酶等多种外源蛋白[15-16]，

因此可以选择枯草芽孢杆菌 SCK6 作为谷氨酰

胺酶分泌表达的宿主菌，采用分子生物技术手段

构建能分泌表达谷氨酰胺酶的工程菌株。整合信

号肽和启动子工程技术是实现谷氨酰胺酶在枯草

芽孢杆菌中高效分泌表达较为有效的手段[17-20]。 
启动子是位于结构基因 5′上游且能与 RNA

聚合酶发生特异性识别和结合的一段 DNA 序

列，是蛋白高效表达的重要调控元件。P43、PHpaII

和 PamyQ 等均为常用的组成型强启动子，能高效

启动普鲁兰酶、淀粉酶等多种外源蛋白在枯草芽

孢杆菌中的表达[21-23]。另外有研究表明，与单启

动子相比，双启动子可以显著增强基因转录[24]。

启动子并非越强越好，须根据特定的目的基因、

宿主等条件进行具体筛选。另据报道，信号肽与

蛋白质的转运密切相关，针对外源蛋白基因建立

信号肽库，筛选与目的蛋白匹配度最高的信号肽

已成为提高外源蛋白分泌量的有效手段[25]。目

前，商业化含有枯草芽孢杆菌 173 种 Sec 途径信

号肽的杂合文库产品能大大简化最优信号肽的

筛选工作。陈龙军等以该文库为基础构建 α-环
糊精酶的信号肽文库，筛选获得 9 条表达 α-环
糊精酶效率高的信号肽，以 citH 信号肽引导分

泌效率最高，重组菌株胞外 α-环糊精酶活力最

高达到野生菌株的 14 倍左右[26]。 
根据文献[27]报道，不同来源的谷氨酰胺酶

性质差别较大，研究发现来源于芽孢杆菌的谷氨

酰胺酶具有一定的耐盐性，更适合在食品领域特

别是酱油生产上的应用。因此，本研究以枯草芽

孢杆菌 SCK6 为表达宿主，选择来源于解淀粉芽

孢杆菌 (Bacillus amyloliquefaciens) UMAF6639
的谷氨酰胺酶基因 Bagls，研究不同启动子和信

号肽对谷氨酰胺酶分泌表达的影响，构建能高

效分泌表达谷氨酰胺酶的枯草芽孢杆菌工程菌

株，为谷氨酰胺酶的产业化生产及开发应用奠

定基础。 

1  材料与方法  
1.1  菌株、质粒和引物  

枯草芽孢杆菌 SCK6、大肠杆菌 TOP10 和载

体 pMA5 为本实验室保存；pUC-Bagls、pUC- 
PamyQ-PHpaII、pUC-PspovG-Phag-PyvyD、pUC-PaprE-PHpaII

和 pUC-PHpaII-PaprE 载体委托武汉奥科鼎盛生物

科技有限公司合成构建。枯草芽孢杆菌表达载体

pBE-S DNA 为宝日医生物技术(北京)有限公司

产品。本研究中用到的引物见表 1。 

1.2  培养基  
LB 培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母粉 5.0，

NaCl 10.0，固体培养基另添加琼脂粉 18.0，pH 
7.0。摇瓶发酵培养基(g/L)：蛋白胨 12.0，酵母

粉 24.0，KH2PO4 2.3，K2HPO4·3H2O 21.5，甘油

10.0，pH 7.5。LBS 培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，
酵母粉 5.0，NaCl 10.0，山梨醇 90.0，pH 7.0。
电转培养基(g/L)：山梨醇 90.0，甘露醇 92.5，
甘油 100.0。转化复苏培养基(g/L)：山梨醇 90.0，
甘露醇 70.0，蛋白胨 10.0，酵母粉 5.0，NaCl 10.0。 

1.3  主要试剂和仪器  
PrimeSTAR® Max DNA Polymerase 试剂盒

和分泌型蛋白质表达系统 B. subtilis Secretory 
Protein Expression System 试剂盒(含有 SP DNA 
mixture 和 pBE-S DNA 质粒)，宝日医生物技术

(北京)有限公司产品；NEBuilder®高保真 DNA
组装预混液试剂盒，New England Biolabs 公司；

BM2000 DNA Marker、DL8000 DNA Marker、
50×TAE Buffer 和 6×TriDye DNA/RNA Loading 
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表 1  试验所用引物 
Table 1  All the primers used in this study 
引物名称 
Primer name 

序列 
Sequence (5ʹ→3ʹ)  

P1 GGCCGGTGCACATATGATGAAAAAAAAAAAAT 
P2 GTGATAAACTACCGCATCATTTTTCCCATTTTTTAAG 
P3 TGATGCGGTAGTTTATCAC 
P4 CATATGTGCACCGGCC 
M1 CGCGTCCC TCTCCTT TTGCTTAAGT TCAGAGTAG 
E1 GGCCGGTGCACATATGGAGCTCGGTACCCTCG AG 
P5 TGGGTCTACTAAAATAT 
P6 ATGCCTGACATCATAGGTT 
P7 CAGTTCTAATGTGTAATGAGGTTCGGATTCATCTAT 
P8 ACTACCTTAGTGAATCTCATCATATGTAAATCGCTCCTT 
P9 CAGTTCTAATGTGTAATGAGGTTCTTTTCTGTATG 
P10 ACTACCTTAGTGAATCTCATACGCGTCCCTC 
P11 CAGTTCTAATGTGTAATGAGACGGACAATATTTTG 
P12 CATAGTAGTTCACCACCTTTTCC 
P13 CAGTTCTAATGTGTAATGAGTGAAGTAAAAGTGAT 
P14 CATTGTTTTGTTCCTCCCTGAATATG 
P15 CAGTTCTAATGTGTAATGAGGATCAATTGGTTTCTT 
P16 CATCAAAGAACGCCTCCCTTTTAT 
P17 CAGTTCTAATGTGTAATGAGGGCGGCGTTCTGTTTCTGC 
P18 ACTACCTTAGTGAATCTCATTCTTGACACTCCTTATTTGA 
P19 GGGAAAAATGAGGATCCTCTAGAGTCGAGCTCAAGC 
P20 CTCATTACACATTAGAACTGCGAATCCATCTTCAT 
P21 ATGAGATTCACTAAGGTAGTTGG 
P22 GCTTGAGCTCGACTCTAGAGGATCCTCATTTTTCCC 
P23 ATTGCCAGTCGGGGATAT 
P24 GTGCCTTTCGTGACACGTTC 

 
Buffer，北京博迈德基因技术有限公司；氨苄青

霉素、卡那霉素、L-谷氨酰胺和香柏油等，北京

索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ； PCR 纯 化 试 剂 盒

Cycle-Pure Kit，OMEGA 公司；高纯度质粒 DNA
小量提取试剂盒，北京擎科新业生物技术有限公

司；SurePAGE 蛋白预制胶、5×Sample Buffer、
Tris-MOPS-SDS Running Buffer Powder、Broad 
Multi Color Pre-Stained Protein Standard，南京金

斯瑞生物科技有限公司；BCA 蛋白浓度测定试

剂盒，北京索莱宝科技有限公司；其余试剂均为

国产或进口分析纯。PCR 仪、核酸电泳仪、蛋

白电泳仪、凝胶成像系统和电穿孔仪，Bio-Rad

公司；超净工作台，益世科(上海)企业发展有限

公司；生化培养箱，莱特(南通)科学仪器有限公

司；高速冷冻离心机，Eppendorf 公司；生物传

感分析仪，深圳市西尔曼科技有限公司。 

1.4  不同信号肽表达载体的构建 
利用枯草芽孢杆菌的 173 种信号肽基因序

列和大肠杆菌-枯草芽孢杆菌穿梭质粒 pBE-S 
DNA 构建含不同信号肽的谷氨酰胺酶重组表达

载体文库。谷氨酰胺酶基因序列 (登录号为

BAMY6639_00855)获取自 NCBI，由武汉奥科鼎

盛生物科技有限公司合成，命名为 pUC-Bagls。 
以 pUC-Bagls 质粒为模板，使用 P1/P2 为引
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物对进行 PCR 扩增获得 Bagls 基因序列；以

pBE-S DNA 质粒为模板，利用 P3/P4 为引物进

行 PCR 扩增获得载体骨架基因序列，PCR 反应

条件和体系按照 PrimeSTAR® Max DNA Polymerase
试剂盒说明书操作。利用 PCR 纯化试剂盒

Cycle-Pure Kit 回收纯化 PCR 产物；按照

NEBuilder®高保真 DNA 组装预混液试剂盒说明

书将两个片段的回收产物进行组装连接，得到连

接产物。采用化学转化法将连接产物转化大肠杆

菌 TOP10 感受态细胞，用含 100 μg/mL 氨苄青

霉素抗性的 LB 平板和菌落 PCR 筛选阳性克隆，

菌落 PCR 反应条件和体系参考 PrimeSTAR® Max 
DNA Polymerase 试剂盒说明书操作。利用高纯

度质粒 DNA 小量提取试剂盒提取阳性转化子质

粒，质粒送武汉奥科鼎盛生物科技有限公司测

序，测序正确的重组质粒命名为 pBE-Bagls。 
以 pBE-Bagls 质粒为模板，在信号肽 AprE

上下游分别设计反向引物 M1 和 E1，对该表达

载体进行线性化 PCR 扩增，PCR 反应条件和体

系按照 PrimeSTAR® Max DNA Polymerase 试剂

盒说明书操作。利用 PCR 纯化试剂盒 Cycle-Pure 

Kit 回收纯化 PCR 产物；按照 NEBuilder®高保真

DNA 组装预混液试剂盒说明书操作将回收的线

性载体片段与 SP DNA mixture 进行组装连接得

到连接产物。将连接产物与大肠杆菌 TOP10 感

受态细胞混匀孵育进行转化，转化产物涂布于含

100 μg/mL 氨苄青霉素抗性的 LB 平板上，37 ℃培

养过夜至长出单菌落。收集平板上长出的所有单

菌落转接到同一个摇瓶中，培养基为含 100 μg/mL

氨苄青霉素抗性的液体 LB 培养基，37 ℃、   

180 r/min 培养过夜约 12 h，利用高纯度质粒

DNA 小量提取试剂盒提取培养物中的质粒，该

质粒为含有不同信号肽的混合重组质粒，即为谷氨

酰胺酶信号肽表达载体文库 pBE-SP-Bagls。 

1.5  不同启动子表达载体的构建 
选用 8 种高效率启动子进行表达载体的构

建，分别为单启动子 PHpaII、PaprE、PspovG、Phag、

PyvyD 和 PamyQ ，以及双启动子 PaprE-PHpaII 、

PHpaII-PaprE。以 pBE-S DNA、pUC-PaprE-PHpaII 和

pUC-PHpaII-PaprE 质粒为模板，使用 P9/P10、P9/P8
和 P7/P10 为引物 PCR 扩增获得启动子 PaprE以及

双启动子 PaprE-PHpaII 和 PHpaII-PaprE 基因序列；以

pUC-PamyQ-PHpaII 质粒为模板，分别使用 P7/P8 和

P17/P18 为引物 PCR 扩增获得启动子 PHpaII 和

PamyQ 基因序列；以 pUC-PspovG-Phag-PyvyD 质粒为

模板，分别使用 P11/P12、P13/P14 和 P15/P16
为引物 PCR 扩增获得启动子 PspovG、Phag 和 PyvyD

基因序列；以 pMA5 质粒为模板，使用 P19/P20
引物 PCR 扩增获得相对应的载体骨架基因序

列；以筛选到的含有最优信号肽的质粒为模板，

使用 P21/P22 为引物 PCR 扩增获得含有最优信

号肽的 Bagls 基因序列。PCR 反应条件和体系按

照 PrimeSTAR® Max DNA Polymerase 试剂盒说

明书操作。利用 PCR 纯化试剂盒 Cycle-Pure Kit
回收纯化 PCR 产物；按照 NEBuilder®高保真

DNA 组装预混液试剂盒说明书将对应的 3 个片

段的回收产物进行组装连接。采用化学转化法将

连接产物转化大肠杆菌 TOP10 感受态细胞，用

含 100 μg/mL 氨苄青霉素抗性的 LB 平板和菌落

PCR 筛选阳性克隆，菌落 PCR 反应条件和体系

参考 PrimeSTAR® Max DNA Polymerase 试剂盒

说明书。利用高纯度质粒 DNA 小量提取试剂盒

提取阳性转化子质粒，质粒送武汉奥科鼎盛生物

科技有限公司测序，测序正确的重组质粒分别命

名为 pMA5-g1、pMA5-g2、pMA5-g3、pMA5-g4、
pMA5-g5、pMA5-g6、pMA5-g7 和 pMA5-g8。 

1.6  重组菌株的构建 
感受态细胞的制备：接种枯草芽孢杆菌

SCK6 于 2 mL LB 培养基中，37 ℃、180 r/min
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培养过夜。取 1 mL 过夜培养物接入 100 mL LBS
培养基中，37 ℃、200 r/min 培养 OD600 至 0.8
以上。将菌液冰水浴 10 min，4 ℃、6 000 r/min
离心 5 min 收集菌体。用 50 mL 预冷的电转培养

基重悬菌体，4 ℃、6 000 r/min 离心 5 min 去上

清，继续用预冷的电转培养基漂洗 4 次。将洗涤

后的菌体重悬于 2.5 mL 电转培养基中，分装即

得到 SCK6 感受态细胞。 
转化：采用电转化方法将 1.4 的混合重组质

粒电转化至 SCK6 感受态细胞中，得到转化产

物，转化产物涂布于含 100 mg/L 卡那霉素抗性

的 LB 平板上，37 ℃培养过夜(约 12 h)至转化子

出现，经菌落 PCR 验证得到携带不同信号肽的

重组 菌株。将 1.5 的 8 种重组质粒分别与枯草

芽孢杆菌 SCK6 感受态细胞混匀，电击转化至

SCK6 细胞中，得到转化产物，将转化产物涂布

于含 100 mg/L 卡那霉素抗性的 LB 平板上，

37 ℃培养过夜(约 12 h)至转化子出现，菌落

PCR 筛选阳性克隆，得到携带不同启动子的重

组菌株 SG-1、SG-2、SG-3、SG-4、SG-5、SG-6、

SG-7 和 SG-8。 

1.7  重组谷氨酰胺酶的表达  
96 深孔板发酵：将 1.6 得到的重组菌接种于

装有含 100 mg/L 卡那霉素抗性的液体 LB 培养

基的 96 深孔板中，37 ℃、800 r/min 振荡培    

养 12 h，按 1%接种量将种子液接种至装有含

100 mg/L 卡那霉素抗性的发酵培养基的 96 深孔

板中，37 ℃、800 r/min 振荡培养 48 h，收集发

酵液于 12 000 r/min 离心 2 min，收集上清液用

于测定胞外酶活。 

250 mL 摇瓶发酵：将含有不同质粒的重组

菌各接入装有 50 mL 含 100 mg/L 卡那霉素抗性

的液体 LB 培养基的 250 mL 摇瓶中，37 ℃、  

220 r/min 振荡培养 8 h，按 2%的接种量将种子

液接种至装有 100 mL 含 100 mg/L 卡那霉素抗性

的发酵培养基的 250 mL 摇瓶中，37 ℃、220 r/min

振荡培养 90 h。收集发酵液于 12 000 r/min 离

心 2 min，收集上清液用于测定胞外酶活和蛋

白检测。 

1.8  酶活力测定方法 
采用生物传感器法 [28]检测谷氨酰胺酶酶

活：吸取 1.0 mL 酶液于试管，在 37 ℃水浴中保

温 5 min；加 1.0 mL 谷氨酰胺底物溶液，立即计

时在 37 ℃水浴中反应；准确反应 10 min 后，加

1.0 mL 0.75 mol/L 高氯酸溶液，混匀，冰浴     

1 min；再加 1.0 mL 0.75 mol/L 氢氧化钠溶液，

混匀得混合液；在检测谷氨酸之前配制好生物传

感分析仪所需缓冲液，并定标；分别取得到的酶

促反应混合液和空白对照混合液 25 µL 进样检

测谷氨酸含量，最后计算谷氨酰胺酶酶活。本研

究中一个酶活力单位(U)定义为：在 37 ℃下每分

钟催化谷氨酰胺生成 1 µg 谷氨酸所需的谷氨酰

胺酶量。 

1.9  SDS-PAGE 分析  
取 25 µL 发酵上清液至离心管中，加入 5 µL

上样电泳缓冲液，沸水中煮沸 10 min，冷却后

12 000 r/min 离心 2 min，取上清液作为电泳上样

样品。采用 12%的分离胶进行 SDS-PAGE，30 min
后取出分离胶，用考马斯亮蓝染色 1 h，用脱色液

脱色后凝胶成像系统检测条带。 

1.10  数据处理 
数据采用软件 Minitab 21.3.1.0 进行方差

分析。 

2  结果与分析 
2.1  表达载体的构建流程 

基于不同基因表达元件优化的谷氨酰胺酶

表达载体构建流程示意图如图 1 所示。 
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图 1  谷氨酰胺酶表达载体构建示意图 
Figure 1  Schematic diagram of construction of glutaminase expression vectors. 

 

2.2  不同信号肽重组菌株的构建 
SP DNA mixture 包含能编码 173 种枯草芽

孢杆菌分泌信号肽的 DNA 片段，本文采用

Gibson 组装的方法将线性载体 pBE-Bagls 与 SP 
DNA mixture 进行组装连接获得谷氨酰胺酶信

号肽表达载体文库 pBE-SP-Bagls。电转化 SCK6
抗性平板共筛选到 317 个转化子，随机挑取筛选

平板上生长的 10 个单菌落进行菌落 PCR 鉴定，

鉴定引物对为 P5/P6，对应 PCR 产物大小在 480 bp
左右，菌落 PCR 验证结果见图 2，检测目的基

因条带大小与预期相符。 
PCR 产物回收送测序，测序结果经比对检

测出 7 种不同信号肽序列。说明筛选平板上长出

的大部分单菌落为阳性转化子，并且不同信号肽

序列在转化子中有一定的分布，携带不同信号肽

的重组谷氨酰胺酶菌株成功构建。 

2.3  不同信号肽对谷氨酰胺酶表达的影响 
将 317 株重组谷氨酰胺酶菌株进行孔板发

酵，发酵上清液酶活检测结果热图如图 3 所示，

其中颜色越深表明检测酶活越高，颜色越浅表

明酶活越低。白色代表未检测到酶活。经酶活

检测初筛，得到 28 株酶活相对较高的谷氨酰胺

酶重组菌株。将初筛得到的 28 株菌株进行摇瓶

发酵，发酵 90 h 胞外酶活检测结果如图 4 所示。 
根据上述摇瓶发酵结果，2、65、119、128、

149、154、155、237、240 和 254 号重组菌株发

酵液酶活相对较高。选择这 10 株菌株进行 PCR
扩增检测，测序鉴定对应的信号肽序列，序列结

果如表 2 所示。 

 
图 2  菌落 PCR 验证   M：DL8000 DNA Marker；
1‒10：1‒10 号转化子的 PCR 验证；NC：阴性对照 
Figure 2  Colony PCR confirmation. M: DL8000 
DNA Marker; 1‒10: PCR confirmation for 1‒10 
transformants; NC: Negative control. 
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图 3  重组菌株酶活初筛结果热图 
Figure 3  Heat map analysis of enzyme activity of recombinant strains. 

 
 

 
 

图 4  不同重组菌株摇瓶发酵胞外酶活 
Figure 4  Extracellular enzyme activity of different recombinants. 

 
 

表 2  信号肽氨基酸序列表 
Table 2  Amino acid sequence of signal peptide 
菌株序号 
Strain No. 

信号肽名称 
Signal peptide 

信号肽氨基酸序列 
Signal peptide amino acid sequence 

2, 119, 128, 254 AprE VRSKKLWISLLFALTLIFTMAFSNMSAQA 
65 YndA MRFTKVVGFLSVLGLAAVFPLTAQA 
149 YwqO MKFLLSVIAGLLILALYLFWKVQPPVWI 
154, 155 YjcM MKKELLASLVLCLSLSPLVSTNEVFA 
237, 240 AmyE MFAKRFKTSLLPLFAGFLLLFHLVLAGPAAASA 
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经检测，摇瓶发酵酶活较高菌株分别含有

AprE、YndA、YwqO、YjcM 和 AmyE 这 5 种信

号肽。参考酶活数据选择 2、65、149、155 和

240 号重组菌株再次进行摇瓶发酵，含空载体的

菌株作为空白对照 CK，发酵 90 h 胞外酶活检测

结果如图 5 所示，发酵上清液蛋白电泳检测结果

如图 6 所示。 
 

 
 

图 5  不同信号肽对酶分泌表达的影响 
Figure 5  Effects of different signal peptides on 
enzyme secretory expression. 

 

 
 

图 6  含不同信号肽重组菌株发酵液 SDS-PAGE
结果   M：蛋白标准分子量；1：AprE；2：YwqO；

3：YndA；4：YjcM；5：AmyE；6：对照. 直线

所示为目的蛋白 
Figure 6  SDS-PAGE analysis for strains with 
different signal peptides. M: Protein marker; 1: AprE; 
2: YwqO; 3: YndA; 4: YjcM; 5: AmyE; 6: Control. 
Straight line shows target protein. 

由图 5 可知，酶活最高菌株为携带信号肽

YndA的 65号菌株，胞外活性达(0.24±0.02) U/mL；

其次为携带信号肽 YwqO 的 149 号菌株，胞外

活性为(0.22±0.02) U/mL；携带信号肽 AprE 的  

2 号菌株和携带信号肽 YjcM 的 155 号菌株胞外

酶活相当，在 0.19 U/mL 左右，略低于 149 号菌

株的酶活；酶活最低的菌株为携带信号肽 AmyE

的 240 号菌株，胞外活性仅为(0.08±0.02) U/mL，

是 65 号菌株酶活的三分之一。由图 6 可知，与

无目的基因的对照菌株相比，5 株重组菌株的发

酵上清液在 45 kDa 左右出现明显目标蛋白条

带，与预期的蛋白相对分子质量一致。通过 BCA

蛋白浓度测定试剂盒对蛋白含量检测及 SDS 蛋

白电泳检测，携带信号肽 YndA 的 65 号菌株(图

6)发酵液目的蛋白含量较高，与酶活检测数据基

本一致。 

通过对图 4、5 和 6 的分析表明，枯草芽孢

杆菌重组菌株对于谷氨酰胺酶的分泌表达水平

受信号肽种类的影响，不同信号肽介导下重组菌

株谷氨酰胺酶的分泌表达水平差距较大。相较而

言，信号肽 YwqO 和信号肽 YndA 可以较好地

介导谷氨酰胺酶的分泌表达，其中信号肽 YndA

效果最好。因此，选择 YndA 作为信号肽来开展

后续的研究工作。 

2.4  不同启动子重组菌株的构建 
选择信号肽 YndA 融合到不同启动子之后，

构建含不同启动子的重组载体，重组载体质粒转

化 SCK6，用引物对 P23/P24 进行菌落 PCR 验证，

扩增得到大小正确的目的基因条带，PCR 产物

的琼脂糖凝胶电泳结果见图 7，成功构建了含不

同启动子的重组菌株 SG-1、SG-2、SG-3、SG-4、

SG-5、SG-6、SG-7 和 SG-8。 
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图 7  重组菌株 PCR 验证   
Figure 7  PCR confirmation of recombinant strains. M: DNA Marker; SG-1: 1 412 bp; SG-2: 824 bp; SG-3: 
933 bp; SG-4: 949 bp; SG-5: 951 bp; SG-6: 961 bp; SG-7: 1 606 bp; SG-8: 1 606 bp. 

 
2.5  不同启动子对谷氨酰胺酶表达的影响 

本研究在信号肽为 YndA的基础上选用 8种

不同启动子进行试验。构建的 8 株含不同启动子

的重组菌株进行摇瓶发酵，含空载体的菌株作为

空白对照 CK，发酵 90 h 胞外酶活检测结果如图 8
所示，发酵上清液蛋白电泳检测结果如图 9 所

示，酶活检测结果与 SDS-PAGE 结果基本一致。 
通过对图 8 和图 9 的分析表明，枯草芽孢杆

菌重组菌株谷氨酰胺酶的表达水平受启动子种

类的影响，不同启动子介导的重组菌产谷氨酰胺

酶差异较大，6 种单启动子中，以 PHpaII 介导的

重组菌株在表达谷氨酰胺酶时效果最好，胞外活

性达(4.52±0.01) U/mL，为启动子 PyvyD 介导的重

组菌株胞外活性(1.09±0.02) U/mL的 4.5倍左右；

启动子 PaprE 其次，胞外活性为(2.94±0.01) U/mL。

以上结果表明启动子 PHpaII 和启动子 PaprE 能促

进谷氨酰胺酶基因在枯草芽孢杆菌的表达。推

测可能是由于启动子 PHpaII 和启动子 PaprE 与信

号肽 YndA 之间的适配性较好，从而提升酶的

表达量。 
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图 8  不同启动子对酶表达的影响   显著性分析采用 two-sample t-test 方法，与 PHpaII 组相比，**：P<0.01；
与 PaprE 组相比，*：P<0.05 
Figure 8  Effects of different promoters on enzyme expression. Statistical analysis was performed with 
two-sample t-test, **: P<0.01 vs. PHpaII group; *: P<0.05 vs. PaprE group. 
 

 
 

图 9  含不同启动子重组菌株发酵液 SDS-PAGE
结果   M：蛋白标准分子量；1：对照；2：PHpaII；

3：PaprE；4：PspovG；5：Phag；6：PyvyD；7：PamyQ；8：
PaprE-PHpaII；9：PHpaII-PaprE. 直线所示为目的蛋白 
Figure 9  SDS-PAGE analysis for strains with different 
promoters. M: Protein marker; 1: Control; 2: PHpaII; 3: 
PaprE; 4: PspovG; 5: Phag; 6: PyvyD; 7: PamyQ; 8: PaprE-PHpaII; 9: 
PHpaII-PaprE. Straight line shows target protein．  

 

选择谷氨酰胺酶产量高的两株菌的重组表

达载体，构建双启动子表达载体和重组菌株。根

据发酵检测结果可知，双启动子 PaprE-PHpaII 介导

的重组菌株酶活为(2.72±0.04) U/mL，显著低于

对应单启动子 PHpaII 介导的重组菌株酶活

(4.52±0.01) U/mL (P<0.01)；而双启动子 PHpaII-PaprE

介导的重组菌株酶活为(4.90±0.03) U/mL，是对

应的单启动子 PaprE 介导的重组菌株酶活  
(2.94±0.01) U/mL 的 1.6 倍，酶活显著上升

(P<0.05)。表明一定连接顺序的双启动子对谷氨

酰胺酶的表达有增强作用，同时启动子被串联

时，也可能会彼此形成干扰或竞争，从而影响酶

的表达量。 

2.6  最优重组菌株摇瓶发酵验证 
通过对启动子和信号肽的筛选，得到分泌表

达谷氨酰胺酶酶活最高的重组菌株 SG-8，将

SG-8 进行摇瓶发酵，在不同发酵时间点取样，

发酵液进行生物量(OD600)和酶活测定，绘制发

酵生物量和酶活曲线，结果如图 10 所示。 
 

 
 

图 10  重组菌 SG-8 摇瓶发酵生物量和酶活曲线 
Figure 10  The biomass and enzyme activity curve 
of recombinant SG-8 shake flask fermentation. 
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根据结果可知，在发酵前期，重组菌的生物

量和发酵上清液酶活都在不断上升，在发酵 168 h
左右时均达到最高值，生物量峰值为 7.2；酶活

峰值为 6.7 U/mL，继续发酵生物量和酶活均开

始下降，分析可能是培养基营养耗尽，细胞进入

衰亡阶段。 

3  讨论与结论 
枯草芽孢杆菌因其安全性和高分泌特性，已

被广泛用作外源蛋白表达宿主。菌株 SCK6 是一

种具有较高转化效率的枯草芽孢杆菌，本研究选

择枯草芽孢杆菌 SCK6 作为宿主菌表达解淀粉

芽孢杆菌来源的谷氨酰胺酶，实现了谷氨酰胺酶

的分泌表达。 
基于对枯草芽孢杆菌表达和分泌外源蛋白

的机理研究，目前已经开发多种策略用于提升外

源蛋白的分泌表达量，如筛选表达元件[29-30]、优

化分泌途径[31-32]、改善全局碳氮代谢网络调控[33]、

抑制细胞自溶 [34]等。外源蛋白的表达与特定  
信号肽之间存在着明显的适配性，本研究选择

173 种不同信号肽来介导谷氨酰胺酶在枯草芽

孢杆菌中的分泌表达，结果表明不同信号肽对重

组枯草芽孢杆菌分泌表达谷氨酰胺酶的水平影

响很大。启动子是影响外源基因表达的重要调控

元件，本研究选用 6 种不同启动子，结果表明不

同启动子介导谷氨酰胺酶的表达效果不同，另外

与单启动子相比，一定顺序的双启动子更能促进

酶的高效表达。本研究结果表明在双启动子

PHpaII-PaprE 介导下，融合信号肽 YndA 对谷氨酰

胺酶的表达效果最好。 
谷氨酰胺酶是一种重要的蛋白加工用酶，在

食品等领域具有重要的应用价值。本研究通过信

号肽筛选和启动子优化组合，成功构建了一株高

效分泌表达谷氨酰胺酶的枯草芽孢杆菌重组菌株，

摇瓶发酵胞外酶活最高达 6.7 U/mL，高于目前专

利报道的摇瓶发酵表达水平 6.04 U/mL[35]，是已报

道同等条件下分泌表达谷氨酰胺酶的最高水平。

本研究为提高外源蛋白在枯草芽孢杆菌中的分

泌表达提供了重要策略，为谷氨酰胺酶的产业化

及酶的后续产品开发奠定了基础。 
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