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专论与综述 

芽胞杆菌中重组蛋白分泌表达的优化策略及研究进展 

曹雅蒙  郭淑元* 
北京理工大学生命学院  北京  100081 

摘  要：芽胞杆菌属具有良好的蛋白表达和分泌能力，在工业酶的生产中被广泛应用，是理想的工

业宿主菌，但实现蛋白分泌表达的普遍高效性还存在许多瓶颈。本文综述了芽胞杆菌的蛋白分泌表

达策略，从启动子、信号肽、分泌途径、宿主和培养条件这 5 个方面总结了提高芽胞杆菌中分泌表

达重组蛋白的方法，对芽胞杆菌高效生产工业酶有一定的参考价值，最后展望了优化芽胞杆菌分泌

表达的研究方向，各种新型生物技术的发展必将推进芽胞杆菌在分泌表达领域有更深入的应用。 
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Optimization strategy and research progress of recombinant 
protein secretory expression in Bacillus 
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Abstract: Bacillus has good protein expression and secretion ability, and is widely used in the production 
of industrial enzymes. There are still many bottlenecks to achieve protein secretory expression with a 
generally high efficiency, although it is an ideal industrial host strain. In this review, the secretion pathway 
of protein in Bacillus is briefly described, and we summarize the strategies of host strain optimization for 
recombinant protein production from five different aspects, including promoter, signal peptide, secretion 
pathway, host strain and culture conditions, which has certain reference value for the efficient production 
of industrial enzymes in Bacillus. The research direction of optimizing secretory expression of Bacillus in 
the future is prospected. The development of various new biotechnology will certainly promote the further 
application of Bacillus in secretory expression. 
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1  芽胞杆菌中重组蛋白的分泌表达 

重组蛋白的原核表达常用的宿主菌有大肠杆

菌(Escherichia coli)和芽胞杆菌(Bacillus)。大肠杆

菌生长速度快、培养方式简单，是目前应用最广泛

的宿主菌之一。大肠杆菌作为革兰氏阴性菌的代

表生物，其细胞外膜上存在的内毒素限制了其在

食品添加剂和药物生产中的应用[1]。另外，大肠杆

菌具有双层膜结构，重组蛋白在向胞外分泌时需

要跨过 2 层屏障，困难较大，蛋白分泌程度难以达

到理想水平。然而芽胞杆菌仅有一层细胞外膜，

便于进行重组蛋白的大量生产和分泌。 

芽胞杆菌在应用微生物学中发挥的作用可以

追溯到一千多年前的纳豆生产。1982 年，日本首

次利用纳豆芽胞杆菌通过大豆的固态发酵生产了

纳豆[2]。之后，随着基因工程技术的迅速发展，

芽胞杆菌的认识及研究得到不断完善，其成为了

热点微生物[3-4]。相较于其他应用于工业生产的微

生物菌株，芽胞杆菌具有较为明显的优势，首先

芽胞杆菌的遗传背景清楚，其中枯草芽胞杆菌    

(B. subtilis)是革兰氏阳性菌研究的模式生物[5]，

对其研究较为深入；其次芽胞杆菌不存在内毒

素 ， 被 美 国 食 品 药 品 监 督 局 (Food and Drug 

Administration ， FDA) 认 定 为 公 认 的 安 全 菌 株

(Generally Recognized as Safe，GRAS)[6-7]。此外，

芽胞杆菌只有一层细胞外膜，易于重组蛋白的分

泌，便于后续分离纯化。 

目前常用的芽胞杆菌宿主菌有枯草芽胞杆

菌、巨大芽胞杆菌(B. megaterium)、短芽胞杆菌 

(B. brevis)、地衣芽胞杆菌(B. licheniformis)。这些

宿主菌优点各异，均展现出良好的应用前景。例

如巨大芽胞杆菌能利用多种碳源，营养要求低，

可有效降低培养成本，另外其蛋白酶活性较低，

重组蛋白不易被降解，重组质粒稳定、不易丢   

失[8]。地衣芽胞杆菌的细胞壁蛋白基因拥有双启

动子，可从中筛选双启动子，构建双向启动子载

体[9]。表 1 列出了几种芽胞杆菌分泌表达重组蛋白

的应用。 

在芽胞杆菌中开发稳定的表达系统和高水

平生产重组蛋白一直是研究的热点，这一目标

的实现取决于多种因素：载体的选择、转录翻译

水平的提高、宿主菌的改造以及培养发酵条件的

优化等 [17-20]。本综述简述了芽胞杆菌的分泌途

径，从启动子、信号肽、分泌因子、宿主等方

面归纳总结了提高重组蛋白分泌表达产量的有

效方法。 

2  芽胞杆菌的分泌途径 

2.1  信号肽 

在原核生物中，信号肽(Signal Peptide，SP)

在蛋白分泌过程中扮演重要角色。信号肽是蛋白  

N-末端的一段序列，可将蛋白从细胞质运输到细

胞壁或培养基中。革兰氏阳性菌的信号肽一般由

16−30 个氨基酸组成[21]，分为 3 段结构域：N-末 

 
表 1  芽胞杆菌分泌表达重组蛋白 
Table 1  Recombinant proteins secreted in Bacillus 

菌株 

Strain 

重组蛋白 

Recombinant protein 

活力/产量 

Activity/Yield 

参考文献 

References 

B. subtilis  嗜热 α-淀粉酶 Thermophilic alpha-amylase 35 779.5 U/mL [10] 

B. subtilis  葡糖聚酶 Glucanase 4.6 g/L  [11] 

B. subtilis 左旋天冬酰胺酶 L-asparaginase 2.5 g/L [12] 

B. pumilus 耐高温木聚糖酶 Thermostable xylanase 5 407 IU/mL [13] 

B. brevis 甘露聚糖酶 Mannanase 22 480 U/mL [14] 

B. megaterium 左旋蔗糖酶 Dextransucrase 28.6 U/mL [15] 

B. amyloliquefaciens  碱性蛋白酶 Alkaline protease 30 200 U/mL [16] 
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端 、 中 间 疏 水 序 列 、 C- 末 端 [22] 。 N- 末 端 带 有   

1−3 个正电荷，通常决定信号肽的方向性。中间疏

水序列是决定信号肽疏水性的重要功能区，呈   

α-螺旋结构，以“发卡”的结构插入膜中。C-末端是

带负电荷的羧基末端，信号肽酶切割识别位点位

于 C-末端的−1 和−3 位残基(Ala-X-Ala)[23]，X 一般

是具有长支链的氨基酸。信号肽在指导蛋白跨膜

后，被信号肽酶从蛋白 N-末端特异性切除，产生

成熟蛋白[24]。 

2.2  分泌途径 

在蛋白质被合成后，蛋白质通过不同的机制

被转运到作用的位置上继续发挥生理生化功能。

芽胞杆菌主要通过 3 种途径转运和分泌蛋白质，分

别 是 Sec-SRP (Sec-Signal Peptide Recognition 

Particle Pathway)转运途径、双精氨酸转运途径

(Twin-Arginine Translocation Pathway，Tat)和 ATP

结合转运途径 (ATP-Binding Cassette Transporters 

Pathway，ABC)。其中 ATP 结合转运途径只转运和

分泌特定的且分子量相对较小的蛋白质。 

在芽胞杆菌中，大部分蛋白质通过 Sec-SRP 途

径转运和分泌到胞外 [25] (图 1)。信号识别颗粒

(Signal Recognition Particle，SRP)是一种保守的核

糖核酸蛋白复合物，由 scRNA (Small Cytoplasmic 

RNA)[26] 、 Ffh (Fifty Four Homolog)[27] 、 Hbsu 

(Histone-Like Protein)[28]组成。SRP 一般出现在翻

译过程的早期，负责识别新生链的信号肽序列并

将其靶向 Sec 转运酶[29]。转运酶由 SecA 马达蛋

白、SecYEG 转座蛋白、SecDF-YrbF 复合物和 YidC

同系物组成[30-31]。SecA[32]是一种保守的 ATP 酶，

为蛋白的转运与分泌提供能量。革兰氏阳性菌的

转运机制中缺少 SecB[33]，CsaA[34]被认为是替代

SecB 发挥分子伴侣功能的蛋白。此外 GroE、DnaK

系列蛋白及触发因子等[35-36]也与新合成蛋白相互

作用。 

 

 
 
图 1  芽胞杆菌 Sec-SRP 转运途径模式图 
Figure 1  Pattern diagram of Sec-SRP secretion pathway in Bacillus 
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Tat 途径相较于 Sec 途径有 2 点明显不同[37]，

第一，Tat 转运途径通常转运和分泌紧密折叠的蛋

白质或多亚基酶复合物，这部分蛋白质无法通过

Sec-SRP 分泌途径进行转运与分泌。第二，Tat 途

径转运蛋白通常携带双精氨酸信号肽[38]。该途径

通过跨膜的质子动力来促进蛋白转运，Tat 分泌因

子由 TatC 和 TatA 蛋白组成[39]，其中 TatC 与

Like-TatA蛋白的相互作用是 Tat途径转运的重要因

素。目前在枯草芽胞杆菌中，PhoD 和 YwbN 家族

蛋白是通过 Tat 途径转运和分泌的[40]。 

此外，有些蛋白没有可识别的典型信号肽，但

也可分泌到细胞外。这类蛋白的分泌途径被称为

“非经典分泌途径”[41]。例如 Chen 等[42]发现并鉴定

了一种 One D-Psicose 3-Epimerase (RDPE)，该分泌

蛋白属于乳球菌属，不含天然信号肽，并且其分泌

不依赖于 Sec 或 Tat 途径，是一种非经典分泌蛋白。 

3  增强芽胞杆菌分泌能力的方法与策略 

在开发芽胞杆菌表达系统时，系统的分泌表

达效率受多方面制约，因此优化表达系统以提高

分泌表达效率十分必要。目前，优化蛋白分泌表

达集中于基因转录和蛋白转运 2 个方面。例如增强

启动子的转录活性、筛选最适的信号肽、过表达

分子伴侣等。另外，对现有芽胞杆菌宿主进行改

造也可突破某些蛋白产量低的瓶颈。 

3.1  启动子优化策略 

启动子是重要的基因转录元件，被相关的 σ因

子和 RNA 聚合酶识别，对基因的高水平转录起着

关键的调控作用。在芽胞杆菌中，常用组成型启

动子有 P43、Pshuttle-09，诱导型启动子有 Pspac、Pxyl、

PsacB等[43-44]。目前表达外源基因的启动子一般是天

然启动子，改造天然启动子的主要结构区域可提

高启动子的活性。下面列出了几种比较成熟的启

动子优化方法。 

3.1.1  筛选天然强启动子 

根据转录组数据信息筛选芽胞杆菌中的天然

强启动子以扩大芽胞杆菌的强启动子库。Miao

等[45]基于短小芽胞杆菌 BA06 的转录组，筛选了 

14 个转录活性高的启动子，其中活性最高的强启

动子 P2069 使碱性蛋白酶的活性增强了 3.65 倍。

Hartz 等[46]对巨大芽胞杆菌 MS941 菌株的全基因

组进行差异基因表达谱和微阵列分析，根据启动

子−35 和−10 区域及相关转录因子的结合位点，筛

选出 15 种天然启动子，其中 P3537 组成型启动子调

控表达的 β-半乳糖苷酶的活性比优化的木糖诱导

启动子提高了 30%。 

3.1.2  芽胞杆菌启动子的改造 

对筛选到的强启动子进行改造可以不同程度

地提高外源基因的转录效率。启动子的改造有 3 种

策略，一种是对启动子序列的几个碱基进行突

变。麦芽糖诱导表达系统常受到葡萄糖的抑制，

因此得到的重组蛋白产量低。Yang 等[47]将 Pglv 启

动子转录起始位点下游的分解代谢物阻遏元件(Cre

区)进行定点突变，获得的 Pglv-M1 启动子受葡萄糖

的抑制作用降低，使 β-半乳糖苷酶的产量提高了

80%。另外，Xu 等[48]将 Pylb 启动子−35 区的前 4 个

核苷酸突变为“GGGG”和“CCCC”，使 GFP 在枯草

芽胞杆菌 WB600 中的表达量分别提高了 51.5%和

55.1%。第二种是将不同启动子−10 区与−35 区的

序列进行替换、杂交，从而获得新的转录活性增

强的启动子。Wu 等 [49]将野生型启动子 PaprN 的  

−10 区和−35 区序列分别替换为σA 依赖型启动子的

共有序列，对−10 区的序列替换，可使纳豆激酶的

产 量 增 加 136% ，β- 葡 萄 糖 醛 酸 酶 的 产 量 增 加

249%，是提高枯草芽胞杆菌重组蛋白产量的有效

途径。第三种是串联转录元件对启动子的特性和

功能进行优化。异丙基苯甲酸酯(Cumate)诱导剂

无毒廉价，而且不受宿主菌碳代谢的抑制，是 

一种优良的诱导剂。Seo 等[50]针对宿主枯草芽胞

杆菌和巨大芽胞杆菌，将芽胞杆菌组成型强启动

子 Pveg 与恶臭假单胞菌的调控元件、CymR 阻遏

物及其操作序列 CuO 结合，构建 Cumate 诱导型

启动子系统，为芽胞杆菌提供了一个高效易用的
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平台。 

3.1.3  设计双启动子系统 

在启动子转录活性的研究中发现将 2 个强启

动子串联可以有效提高外源基因的转录水平。

Zhang 等[51]设计了 PHpaII-PamyQ′双启动子系统，使

β-环胞苷酶的表达活性是单启动子 PamyQ′表达活

性的 1.26 倍，此双启动子系统还指导了胞外支链

淀粉酶表达(90.7 U/mL)和 α-降钙素基因相关肽酶

表达(9.5 U/mL)，证明了该双启动子系统的普遍适

用性。 

3.2  信号肽的优化策略 

在常用的芽胞杆菌宿主中，蛋白的高分泌效

率大多是通过与其同源信号肽融合表达实现的。

然而重组蛋白的分泌产量通常较低，选择合适高

效的信号肽对芽胞杆菌重组蛋白的分泌具有较大

影响。 

3.2.1  从天然信号肽文库中筛选最佳信号肽 

信号肽与分泌蛋白的最佳组合是影响分泌量

的重要因素之一。对天然信号肽的筛选一般采用

以下 2 种方式。 

(1) 基于蛋白质组数据用生物信息学预测软件

高通量筛选出天然信号肽库，从天然信号肽库中

为不同的重组蛋白筛选出分泌能力强的信号肽。

Brockmeier 等[52]利用 SignalP 3.0 筛选了枯草芽胞杆

菌 168 中 173 个天然 Sec 型信号肽。Degering 等[53]

构建了地衣芽胞杆菌 DSM13 中 220 个 Sec 型信号

肽文库。利用这 2 个信号肽文库分别选出了用于

分泌角质酶和来自解淀粉芽胞杆菌的新型芽胞杆

菌蛋白酶 BPN′的最佳信号肽。随着计算机技术和

生物信息学的发展，信号肽预测软件的版本不断

更新，预测信号肽的准确率越来越高。例如，

2019 年 Almagro Armenteros 等[54]发布了 SignalP 的

第 6 个版本——SignalP 5.0，其对革兰氏阳性菌的

分泌蛋白信号肽预测的准确率为 89%，对信号肽

酶切割位点预测的准确率为 72%。 

(2) 利用二维凝胶电泳、质谱等技术分析鉴定

芽胞杆菌的分泌蛋白组，采用信号肽预测软件对

分泌蛋白组进行分析，构建其信号肽库。Wang 

等[55]分析鉴定了短小芽胞杆菌 SCU11 菌株 513 种

分泌蛋白，为短小芽胞杆菌提供了一个全面的分

泌蛋白质组图谱。另外，王智文等[56]对苏云金芽

胞杆菌 HD73 过渡期 T1 的分泌蛋白进行质谱鉴

定，建立了该菌株具有指导重组蛋白分泌潜力的

信号肽库，共有 27 种 Sec 型信号肽，为构建苏云

金芽胞杆菌分泌表达宿主奠定了基础。 

3.2.2  使用同源蛋白的信号肽 

对某个重组蛋白的分泌表达量进行优化，可

检索结构与功能相似的同源蛋白序列，使用其中

高分泌量蛋白的信号肽指导该重组蛋白的分泌。

例如，纳豆激酶的蛋白序列与枯草杆菌蛋白酶

BPN′的蛋白序列具有同源性，同时甘露聚糖酶的

信号肽 SPSacC 可以指导 BPN′高效分泌，因此 Wei

等[57]用 SPSacC 替换纳豆激酶的原始信号肽，使其

活性提高 129%，碱性杆状菌蛋白酶 BprA 在地衣

芽胞杆菌中具有较高的胞外蛋白酶活性，表明其

信号肽(SPBprA)能够高效指导蛋白分泌表达，他们

用 BprA 的信号肽替代纳豆激酶的原始信号肽，使

其活性提高了 53%。 

3.2.3  优化信号肽序列 

信号肽序列的优化通常从信号肽疏水核心

区、N-末端带电荷数和 C-末端与成熟蛋白融合区

域 3 个方面的改变来实现。 

Sagiya 等[58]在短芽胞杆菌 HPD31 中分泌表达

金 枪 鱼 生 长 激 素 (Tuna Growth Hormone， tGH)

时，在原始信号肽 N-末端加入了 2 个精氨酸残

基，在疏水核心区添加了 5 个亮氨酸，使 tGH 产

量增加了 10 倍，达到 240 mg/L。Caspers 等[59]将

α-淀粉酶的信号肽 N-末端的 2−7 位氨基酸进行饱

和诱变，从 1 000 多个突变体中鉴定出 4 种分泌角

质酶活性增强 2−3 倍的突变菌株，进一步分析得

知改变信号肽 N-末端带电荷数可以提高重组蛋白

的活性。另外，Hemilä 等[60]在 α-淀粉酶信号肽  

C-末端与成熟蛋白质 N-末端之间增加了 3−5 个氨

基酸，使其产量和活性提高了 40%和 15%，表明
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信号肽 C-末端与成熟蛋白质间的距离也会影响重

组蛋白的分泌量。 

3.2.4  过表达信号肽酶 

在蛋白分泌的过程中，前蛋白在被信号肽酶

切割掉信号肽后才能形成成熟蛋白，因此过表达

信号肽酶以提高信号肽酶的切割效率，可以进一

步增加蛋白的分泌水平。Malten 等[61]在巨大芽胞

杆菌 MS941 中过量表达 I 型信号肽酶 SipM，使

肠膜明串珠菌葡聚糖蔗糖酶 DsrS 的活性增加了

3.7 倍。另外，Cai 等[62]在研究地衣芽胞杆菌的  

4 个 I 型信号肽酶基因(sipS、sipT、sipV、sipW)

对纳豆激酶分泌的影响中发现，过量表达 I 型信

号肽酶 SipV 可以促进纳豆激酶的分泌，使纳豆

激酶的胞外活性达到了 35.60 FU/mL，比初始活

性增加了 4 倍。 

3.3  对分泌因子进行调控 

Sec-SRP 分泌途径中的成分因子在蛋白转运的

过程中发挥重要作用，它们确保蛋白质在转运过

程中的稳定性和准确性。如 PrsA 可以促进信号肽

的降解和蛋白的正确折叠[63]，膜结合酶 BdbB、

BdbC 参与二硫键的形成，HtrA 和 HtrB 可以降解错

误折叠的蛋白等[64]。因此对分泌后期的成分因子

进行修饰可增强重组蛋白的转运效率。Ma 等[65]研

究发现枯草芽胞杆菌 BNA 中参与 Sec 分泌途径的

secDF 和 prsA 基因是 2 个主要的分泌因子，secDF

和 prsA 的过表达可分别使胞外脂肪酶活性增加了

28%和 49%，进一步研究发现同时过表达 secDF 和

prsA 使胞外脂肪酶活性增加了 59%。 

除了过表达分泌因子，对分泌因子进行改造

也是一种有效的策略。SecA 的 C-末端是 SecB 的

识别结合位点，但革兰氏阳性菌包括芽胞杆菌中

缺乏 SecB，因此 SecA 的 C-末端对芽胞杆菌中蛋

白的分泌是非必需的。Kakeshita 等[66]删除了枯草

芽胞杆菌 SecA 的 C-末端，使耐热碱性纤维素酶

分泌量增加了 1.8 倍。 

3.4  宿主菌的修饰和改造 

目前，宿主菌的遗传修饰和改造具有普遍性

和高效性，是增加重组蛋白分泌表达量的常用策

略之一，对宿主菌改造的研究集中在构建缺失蛋

白酶突变菌株和删减芽胞杆菌非必需基因组 2 个

方面。 

宿主菌在生产重组蛋白的同时也会产生蛋白

水解酶，这些蛋白水解酶可能会降解目标蛋白直

接影响其产量，因此敲除宿主菌的蛋白酶是增加

重组蛋白的稳定性和产量的有效方法。枯草芽胞

杆菌 WB 系列突变菌株的构建是一个很好的应用

范例，通过敲除一系列蛋白酶使目标蛋白的胞外

活性显著提高，目前已报道的最新突变菌株是缺

失了 9 种蛋白酶的 WB900。Zhao 等[67]开发了一个

枯草芽胞杆菌的蛋白酶评价系统以构建最佳的蛋

白酶缺陷宿主，实现了甲基对硫磷水解酶、百菌

清水解脱卤酶和 α-淀粉酶的高效分泌，证实了该

系统的有效性。 

在芽胞杆菌的基因组中，只有一小部分基因

是细胞生长所必需的，去除非必需基因不仅有利

于降低芽胞杆菌基因组的复杂度，而且还可以提

高宿主对重组蛋白的生产效率，使其成为优秀的

宿主菌[68-69]。Morimoto 等[70]构建了枯草芽胞杆菌

MGB874 菌株，其删除了野生型菌株 20%的基因

组片段，使外源碱性纤维素和碱性蛋白酶的产量

分别增加 50%和 150%。Reuß 等[71]构建的枯草芽胞

杆菌 PS38 菌株，将其基因组减少了约 36%，在培

养基中的生长速率与野生型菌株相当，这也是目

前枯草芽胞杆菌最精简的基因组，其在重组蛋白

的高效分泌中的应用有待探究。 

此外，不同的宿主对同一重组蛋白的分泌

产量会有所差异。Lakowitz 等[72]在生产 D1.3 单

链抗体时，用巨大芽胞杆菌 MS941 与地衣芽胞

杆菌 MW3 作为宿主的产量仅为 15 mg/L，而用

枯草芽胞杆菌 WB800 作为宿主的产量可以达到

130 mg/L。因此，开发新型宿主，为重组蛋白的

分泌表达提供更多的选择是十分必要的。苏云金

芽胞杆菌能产生大量的以晶体的形式存在的杀虫 
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蛋白，这些杀虫蛋白的启动子和形成机制可能会

应用到重组蛋白的高效分泌上。王智文等 [56]对

Bt_HD73 分泌蛋白组和分泌途径的研究发现，Bt

具有很强的蛋白分泌能力，但同时也会分泌大量

的蛋白水解酶，因此在构建 Bt 分泌表达宿主时将

其敲除。目前，重组蛋白在 Bt 中分泌表达的可能

性及产量的研究正在进行中。 

在宿主改造方面，除了上述普遍有效的方法

外，还有一些方法也可提高重组蛋白的表达能

力。与蛋白水解酶类似，RNA 和 DNA 酶会降解

RNA 和 DNA，影响外源基因的转录和翻译，从

而影响重组蛋白的分泌表达。Nguyen 等[73]发现

地衣芽胞杆菌 DSM13 的 Bli03719 编码的蛋白具

有鸟苷特异性 RNA 酶活性，敲除 Bli03719 后使

α-淀粉酶的胞外活性增加了 2 倍；细胞膜和细胞

壁在蛋白分泌过程中起着重要的作用，细胞表面

工程也是增强蛋白分泌表达的有效途径。细胞壁

的电荷密度影响着蛋白的分泌效率，Cao 等[74]研

究表明删除枯草芽胞杆菌的 2 个细胞表面相关酶

PssA 和 ClsA，增加了细胞表面净负电荷数，可

使其分泌 α-淀粉酶的能力增强 47%。核酸酶和细

胞表面工程的研究很少与蛋白的合成和分泌相联

系，因此采用这 2 个方面来优化分泌表达宿主还

需要深入地探索。 

3.5  对培养基成分和发酵条件进行优化 

在重组蛋白的分泌表达过程中，培养基成分

和发酵条件往往对结果有显著作用。响应面法是

一种优化工艺发酵条件的有效方法，通过实验策

略、数学建模和统计推断，探究各因素与响应值

之间的关系，有效指导培养基组分和发酵条件的

优化。Vasiee 等[75]通过 Plackett-Burman 统计法和

响应面法筛选出培养基组分的最佳组合，使蜡样

芽胞杆菌脂肪酶的胞外活性提高了 183%。随着响

应面法理论研究的深入，优化算法和实验设计方

法对芽胞杆菌分泌系统的工业和商业化应用具有

重大意义。 

4  总结及展望 

芽胞杆菌是酶及功能蛋白合成和分泌的重要

工业菌株，具有安全无毒、遗传背景清晰、蛋白

分泌能力强、发酵培养成本低等优点。未来，芽

胞杆菌分泌表达重组蛋白的优化策略将在以下研

究内容中迎来更大的机遇与挑战。(1) 分泌表达

元件的模块化和系统化：将启动子(包括其−10 区

和−35 区等)、信号肽(包括其 N-末端、H 区和     

C-末端等)等元件以及菌株和培养条件等进行模块

化，针对某一目标蛋白可选择几种合适的模块组合

成为定制的分泌表达系统。已有的报道大多只从 

一个方面研究芽胞杆菌分泌表达的优化策略，整合

各优势模块势必会实现目标蛋白更大量的表达和

分泌。(2) 开发新型分泌表达元件和宿主：开发新

型强启动子、探索非经典分泌途径的机制以及开发

新型优势宿主菌株，为芽胞杆菌分泌表达重组蛋白

提供更优势的模块。(3) 基因编辑技术的开发及应

用：基因编辑技术的发展大大提高了分泌表达系统

的整合和改造效率。目前芽胞杆菌中已经成功开发

了 CRISPR/Cas9 和 CRISPR/dCas9 试剂盒[76]，它

们在多位点编辑和长片段删除方面的应用会极大

地方便菌株改造；另外还可以开发新型基因编辑系

统，例如李宗文等 [77]在地衣芽胞杆菌中建立了  

一种新型 FLP/FRT 基因编辑系统，解决了地衣芽

胞杆菌基因操作困难的问题。 
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