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研究报告 

过表达 TatAdCd 转位酶对枯草芽孢杆菌脂肪酶分泌的影响 

白雷雷  马然静  杨绍梅  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  300072) 

 
 

摘  要：【目的】研究过表达枯草芽孢杆菌 Tat 运输途径的 TatAdCd 转位酶对促进脂肪酶分泌的

影响。【方法】用 cdd 基因的串联启动子和前导区，替换 tatAD-CD 操纵子的启动子和前导区，并

在染色体 sacB 基因位点整合表达；采用 qRT-PCR 方法表征 tatAD-CD 操纵子的表达水平；用脂

肪酶表达质粒 pHP13L 转化 TatAdCd 转位酶过表达菌株，构建产脂肪酶重组菌。通过测定脂肪酶

活性，以及聚丙烯酰胺凝胶电泳，考察 TatAdCd 转位酶过表达对脂肪酶分泌的影响。【结果】

tatAD-CD 操纵子被过表达，其胞内 mRNA 相对水平提高了 185 倍。TatAdCd 转位酶的过表达，

使脂肪酶发酵单位提高了 40%。【结论】使用 cdd 基因的串联启动子和前导区，能够有效地过表

达目的基因；枯草芽孢杆菌脂肪酶可以同时经由 Sec 途径和 Tat 途径分泌；过表达 TatAdCd 转位

酶，能够显著提高脂肪酶的分泌量。 
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Effect of TatAdCd translocases overexpression on the secretion of 
lipase in Bacillus subtilis 

BAI Lei-Lei  MA Ran-Jing  YANG Shao-Mei  BAN Rui* 

(Key Laboratory of Systems Biotechnology of the Ministry of Education, School of Chemical Engineering and Technology, 
Tianjin University, Tianjin 300072, China) 

Abstract: [Objective] This study focuses on the influence of overexpression of TatAdCd translocases 
in Tat pathway on the secretion of LipA in Bacillus subtilis. [Methods] The promoter and mRNA 
leader region of the operon tatAD-CD were replaced by the tandem promoter and mRNA leader region 
of cdd gene and this modified gene was inserted into sacB gene. The expression level of the tatAD-CD 
operon was characterized by qRT-PCR. We transformed the plasmid pHP13L which can express lip 
gene of Bacillus subtilis excessively into the recombinant strain. The influence of overexpression of 
TatAdCd translocases on the secretion of LipA was assessed by SDS-PAGE and measuring the enzyme 
activity of the recombinant in fermentation broth. [Results] The modified tatAD-CD operon was 
expressed successfully. Compared with the control strain, the relative transcription level was improved 
by 185 times. The enzyme activity of recombinant in fermentation broth was increased by 40% due to 
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overexpression of TatAdCd translocases. [Conclusion] The tandem promoter and mRNA leader region 
of the cdd gene can increase the expression level of the target gene effectively. LipA can be secreted to 
extracellular through Sec pathway and Tat pathway in Bacillus subtilis. The overexpression of 
tatAD-CD operon can promote the secretion of LipA. 

Keywords: Bacillus subtilis, Lipase fermentation, Tat secretion pathway, tatAD-CD operon, Gene 
expression 

约有 65 属的微生物能够产生脂肪酶，枯草芽

孢杆菌(Bacillus subtilis)是其中之一[1]。B. subtilis 的

脂肪酶(LipA)属于纯脂肪酶(True lipase)，是已知分

子量最小的脂肪酶之一[2]。由于 LipA 没有 α 螺旋构

成的“盖子”结构，所以没有界面活化特性。LipA 的

结构特性赋予其底物范围广、稳定性好、适应极端

碱性条件(pH>9.5)等特性，使其具有重要的工业应

用价值[3-4]。 
同源或异源脂肪酶在 B. subtilis 中的表达与分

泌已被广泛研究，但所构建的菌株脂肪酶发酵能

力，几乎都不超过 100 U/mL[5-7]。只有来自普通变

形 杆 菌 (Proteus vulgaris) 的 脂 肪 酶 在 B. subtilis 
WB800 中 被 诱 导 表 达 ， 发 酵 单 位 能 够 达 到

356.8 U/mL[8]。能够达到较高的发酵单位，主要归

因于 WB800 菌株 8 个胞外蛋白酶的缺失。 
B. subtilis 能够分泌约 300 种胞外蛋白，其中绝

大多数蛋白经 Sec 途径分泌，只有 PhoD、YwbN、

YkuE 等少数胞外蛋白，已鉴定为经 Tat 途径分泌[9]。

Tat 分泌途径由包括 2 个蛋白的转位酶系统构成，

主要存在两个底物专一性的转位酶系统：TatAdCd 

转位酶系统[10-12]和 TatAyCy 转位酶系统[13-14]。它们

分别由 tatAD-CD 和 tatAY-CY 操纵子编码，前者只

在磷酸盐饥饿条件下表达[15]，后者在多数培养条件

下都能表达[16]。 

早先的研究显示，LipA 依赖 Sec 途径分泌，似

乎不是 Tat 途径的底物。但是，LipA 的信号肽是

RR 模式，符合典型的 Tat 途径信号肽特征。随后的

研究显示，Tat 途径是 LipA 分泌的溢流途径，主要

是 TatAdCd 转位酶系统发挥作用[13,17]。 

本研究在产 LipA 的菌株 B. subtilis NA/pHP13L

中，过表达编码 TatAdCd 转位酶的 tatAD-CD 操纵

子，考察过表达 TatAdCd 转位酶对提高 LipA 分泌

量的影响，并探讨在 B. subtilis 中同时利用两个蛋白

分泌途径，从而实现提高胞外蛋白产量的可能性。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、质粒和引物 
菌株(表 1) LipA 表达质粒 pHP13L 为本实验室

构建和保藏。PCR 引物(表 2)由北京奥科鼎盛生物

科技公司合成。 
 

表 1  菌株 
Table 1  Strains 

菌株 
Strains 

遗传标记及说明 
Genetic markers and instructions 

来源 
Source 

B. subtilis NA trpC2，ΔaraR::Para-neo，ΔnprE，ΔaprE Laboratory stock 

B. subtilis LXZm trpC2，ΔaraR::Para-neo，ΔsacB::Pcdd-ribA-DN*-cat-araR Laboratory stock 

B. subtilis NA/pHP13L trpC2，ΔaraR::Para-neo，ΔnprE，ΔaprE Laboratory stock 

B. subtilis DB104NC His，nprR2，nprE18，aprΔ3，ΔaraR::Para-neo，lip::PA1 Laboratory stock 

B. subtilis NAT trpC2，ΔaraR::Para-neo，ΔnprE，ΔaprE，ΔsacB::Pcdd-tatAD-CD This study 

B. subtilis NAT-2/pHP13L trpC2，ΔaraR::Para-neo，ΔnprE，ΔaprE，ΔsacB::Pcdd-tatAD-CD This study 

注：DN*：sacB 基因下游的一段 958 bp 序列，用于内部同源重组. 
Note: DN*: The 958 bp fragment downstream of sacB gene, used for homologous recombination. 
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表 2  PCR 引物 
Table 2  PCR Primers 

Primers Primer sequence (5′→3′) Size (bp) 

SacBup1 CTCCTCCAGCAAGATGATT 19 

Cdd2 GTGTAAATTCCTCCCTTACCT 21 

Adcd1 AGGTAAGGGAGGAATTTACACATGTTCTCAAACATTGGAATAC 43 

Adcd2 TGACTGCTAAGATGAAGGAA 20 

SacBdn1 GTTCCTTCATCTTAGCAGTCCTTGATCCTAACGATGTAACC 41 

SacBg2 GGAGTCAGTGAACAGGTAC 19 

RTccpA1 ACGAGCATGTGGCGGAAT 18 

RTccpA2 CGATAGCGACTGACGGTGT 19 

RTTat1 GCTGTGCTAGGACCGAGTGAA 21 

RTTat2 CGAAGGAGATGCCCGCCAAA 20 

 

1.2  酶和化学试剂 
Taq 酶购自北京索莱宝科技有限公司；Hifi 酶

购自北京全式金生物技术有限公司；DNA 胶回收试

剂盒、PCR 产物纯化试剂盒，购自上海生工生物工

程有限公司；dNTPs、限制性内切酶和 cDNA 第一

链合成试剂盒购自 Thermo scientific 公司；细菌总

RNA 提取试剂盒购自 TIANGEN 公司；iQTM SYBR 

Green supermix 购自 Bio-Rad 公司；对硝基苯酚

(4-Nitrophenol)购自天津希恩思生化科技有限公司；

对硝基苯酚辛酸酯(4-Nitrophenyl octanoate)，购自阿

法埃莎(天津)化学有限公司；酵母浸粉和玉米浆干

粉购自中发麦迪尔生物科技江苏有限公司；其它试

剂均为分析纯试剂。 

1.3  培养基 
LB 培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母抽提物 5.0，

NaCl 10.0，pH 7.5，琼脂粉 15.0 (固体培养基)。需

要时加入氯霉素 6 mg/L 或新霉素 15 mg/L。 
筛选培养基(g/L)：酵母抽提物 24，酸水解酪素

12，甘油 5，K2HPO4 8.187，KH2PO4 0.422，pH

自然。 

发酵培养基(g/L)：甘油 40，酵母浸粉 8，玉米

浆干粉 24，K2HPO4 4.912，KH2PO4 0.245，MgSO4 

0.2，pH 7.2。 

1.4  常规分子生物学操作 
所有 DNA 片段均来自于 PCR 扩增，DNA 片

段的拼接采用重叠 PCR 方法[18]。B. subtilis 感受态

细胞的制备、DNA 片段和质粒的转化，均采用标准

的 Spizizen 方法[19-20]。DNA 测序委托北京奥科鼎盛

生物科技公司完成。CTAB 法提取质粒，以及蛋白

质 SDS-PAGE 电泳参照《分子克隆实验指南》。 

1.5  tatAD-CD 操纵子的整合表达 
B. subtilis 的 cdd 基因的启动子加前导区与

tatAD-CD 操纵子的编码序列，拼接为 Pcdd-tatAD-CD

片段，记为 T 片段。然后采用无标记基因表达方

法[21]，整合到染色体 sacB 位点。为此，需要通过

重叠 PCR，拼接 UTDCRG 片段。其中 U 和 G 为 sacB

基因位点的上下游同源片段，D 为内部同源片段，

CR 为正向选择盒。以染色体上带有反向选择盒

Para-neo 的 B. subtilis NA 为受体菌，用 UTDCRG 片

段转化感受态细胞，用氯霉素抗性平板筛选抗性菌

株。选择具有氯霉素抗性、没有新霉素抗性的菌株，

转接于装有 LB 培养基的试管，37 °C、220 r/min 振

荡培养 4 h，以便正向选择盒弹出。稀释后的培养

液涂布新霉素抗性平板，反向选择恢复新霉素抗

性，失去氯霉素抗性的菌株。最后通过 PCR 验证和

DNA 测序验证，而获得正确的转化子。 
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1.6  实时荧光定量 PCR 分析 
采用实时荧光定量 PCR (qRT-PCR)方法，测定

胞内 tatAD-CD 操纵子的 mRNA 相对水平，用于表

征 tatAD-CD 操纵子的相对表达水平。总 RNA 的提

取、cDNA 第一链扩增和 RT-PCR 的操作方法和条

件，分别按照所用试剂盒的操作说明进行。选择持

家基因 ccpA 作为参比基因，每个样品 3 个平行，

以平均值按照公式 T2 C−ΔΔ 计算 mRNA 的相对水平。 

1.7  摇瓶发酵和脂肪酶活性测定 
使用 250 mL 摇瓶，装入 25 mL 筛选培养基或

发酵培养基，37 °C、225 r/min 振荡培养 48 h。每

间隔 12 h 取样 0.5 mL，13 000 r/min 离心 1 min；取

上清液，用 50 mmoL/L 的 Tris-HCl 缓冲液(pH 8.5)

稀释 1 000 倍后测定脂肪酶活性。脂肪酶活性的测

定参照 Ma 等[5]的方法，反应体系 10 mL，由发酵

上清液的稀释液 0.5 mL、50 mmoL/L pH 8.5 的

Tris-HCl 缓冲液 9 mL、5 mmoL/L 的对硝基苯基辛

酸酯底物溶液 0.5 mL 组成。作为对照的反应体系，

则用 0.5 mL 的 Tris-HCl 缓冲液替代发酵上清液的

稀释液。反应在 37 °C 进行 10 min，然后加入 5 mL

乙醇终止反应。用分光光度计测定 A406，根据公式：

酶活性(U/mL)=(A406−0.043 8)×1 860，计算发酵液中

的脂肪酶活性。1 个酶活力单位定义为：在 37 °C，

1 min 内水解 4-硝基苯基辛酸酯产生 1 μmoL 的

4-硝基苯酚所需要的酶量。 

2  结果与分析 

2.1  tatAD-CD 操纵子的过表达 
B. subtilis 的 cdd 基因编码胞苷脱氨酶，其启动

子(Pcdd)由 3 个串联的启动子构成，分别被 σE、σB、

σA 识别[22]，能够在不同的生理条件下持续表达。因

此，选择用 cdd 基因的启动子和前导区，替换

tatAD-CD 操 纵 子 的 启 动 子 和 前 导 区 ， 表 达

tatAD-CD 操纵子。选择常用的 B. subtilis 染色体

sacB 基因位点，整合表达 Pcdd-tatAD-CD 操纵子。

以 B. subtilis LXZm 染 色 体 为 模 板 ， 用 引 物

SacBup1/Cdd2，扩增包括上游同源臂 U、Pcdd 启动

子及前导区片段 T1 在内的 UT1 片段(1 311 bp)；用

引物 SacBdn1/SacBg2，扩增包括内部同源片段 D、 
反向选择盒 CR 及下游同源片段 G 在内的 DCRG 片

段(3 628 bp)。以 B. subtilis NA 染色体为模板，用引

物 Adcd1/Adcd2，扩增 tatAD-CD 操纵子的编码序

列 T2 (1 291 bp)。采用重叠 PCR 方法，将 UT1、T2

和 DCRG 片段拼接为 UTDCRG 片段。用 6 229 bp

的 UTDCRG 片段转化 B. subtilis NA 感受态细胞，

1 μg 的片段转化 1 mL 感受态细胞，大约能够获得

5−6 株失去新霉素抗性，而带有氯霉素抗性的单菌

落。选择一株上述单菌落，用 LB 培养基培养 4 h

后，取 1 μL 涂布新霉素抗性平板，得到 10 株恢复

了新霉素抗性的单菌落。这些菌株经 PCR 扩增和电

泳鉴定，显示 Pcdd-tatAD-CD 操纵子正确地整合到

了 sacB 位点。挑选 2 株菌的 PCR 扩增产物进行测

序鉴定，结果显示整合的 Pcdd-tatAD-CD 操纵子序列

完全正确。因此，该转化子被命名为 B. subtilis NAT。 

以菌株 NA 为对照，采用 qRT-PCR 方法，测定

菌株 NAT 胞内 Pcdd-tatAD-CD 操纵子的 mRNA 相对

水平。分别用筛选培养基培养 NA 和 NAT 菌株至

24 h，取 1 mL 培养液离心收集细胞，然后提取总

RNA。qRT-PCR 扩增位点选择在 tatCD 基因内，引

物为 RTTat1 和 RTTat2；因 ccpA 基因是编码介导分

解代谢物阻遏作用的全局调控蛋白，是一个持家基

因，因此选择作为参比基因，ccpA 的扩增引物为

RTccpA1 和 RTccpA2。表 3 结果显示，菌株 NAT

胞内 Pcdd-tatAD-CD 操纵子的 mRNA 水平，是对照

菌株 NA 的 185 倍。结果表明，Pcdd-tatAD-CD 操纵

子在菌株 NAT 中被成功过表达。 

2.2  质粒 pHP13L 的转化和转化子筛选 
pHP13L 是 LipA 表达质粒，它是在质粒 pHP13

基础上，插入了 PA1-lip 基因构成。lip 为来自 B. 

subtilis 168 菌株脂肪酶基因编码序列，PA1 由噬菌体

φ29 的 A1 启动子和 aprE 基因的前导区构成。其

中 A1 启动子属于组成型表达的强启动子，aprE 基

因的前导区具有 mRNA 稳定子的作用，使 PA1-lip 基 
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表 3  tatAD-CD 基因的 qRT-PCR 转录分析 
Table 3  The transcription analysis of tatAD-CD using qRT-PCR  

 NA 
ccpA 

NA 
tatAD-CD ΔCT NAT 

 ccpA 
NAT 

tatAD-CD ΔCT 

CT1 21.00 21.43 – 24.09 17.59 – 

CT2 21.83 22.43 – 24.14 17.78 – 

CT3 22.63 25.02 – 24.22 17.92 – 

Mean 21.82 22.96 1.14 24.15 17.76 –6.39 

ΔΔCT      –7.53 

T2 C−ΔΔ       185 

 
因能够在 B. subtilis 中组成型高水平表达。将质粒

pHP13L 转化 B. subtilis NAT，用氯霉素抗性平板筛

选抗性菌落。随机选择 6 株抗性菌落，以菌株 B. 

subtilis NA/pHP13L 为对照，用筛选培养基进行发

酵培养，通过测定发酵液中的脂肪酶活性，初步鉴

定转化子及其脂肪酶发酵能力，结果如图 1 所示。 
图 1 结果显示，所鉴定的 6 株抗性菌株，其发

酵液中脂肪酶活性均高于对照菌 NA/pHP13L。表明

这些菌株都是带有 pHP13L 质粒的转化子。其中的

No. 2 菌株的脂肪酶活性为 28.2 U/mL，明显高于对

照菌的 22.2 U/mL。因此，将其命名为 B. subtilis 

NAT-2/pHP13L，作为进一步实验的菌株。 

2.3  tatAD-CD 操纵子过表达对脂肪酶发酵的

影响 
使用发酵培养基分别对菌株 NA/pHP13L 和 
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图 1  菌株 NA/pHP13L 及转化子摇瓶发酵 36 h 的脂肪

酶活性 
Figure 1  The enzyme activity of strains NA/pHP13L and 
transformants after shake culture 36 h 

NAT-2/pHP13L 进行摇瓶发酵，并测定发酵液中脂

肪酶活性，结果如图 2 所示。 

发酵结果显示，在发酵 18 h 后，NA/pHP13L

和 NAT-2/pHP13L 发酵液的脂肪酶活性开始出现显

著差别，二者的脂肪酶活性峰值都出现在发酵 36 h，

但最大脂肪酶活性相差了 1.4 倍，分别为 174 U/mL

和 243 U/mL。结果说明，过表达 TatAdCd 转位酶

能够显著提高 LipA 的分泌量。 

2.4  发酵液的聚丙烯酰胺凝胶电泳分析 
分别取 NA/pHP13L 和 NAT-2/pHP13L 菌株 36 h

的发酵液，13 000 r/min 离心 1 min；然后取 20 μL

上清液上样，进行聚丙烯酰胺凝胶电泳。同时以不

带 pHP13L 质粒的受体菌 NA 和 NAT，以及染色体

上 带 有 单 拷 贝 PA1-lip 基 因 的 菌 株 B. subtilis 

DB104NC 作为对照。电泳结果如图 3 所示，只有 
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图 2  发酵培养基摇瓶发酵液中的脂肪酶酶活 
Figure 2  The enzyme activity curve of strains in 
fermentation broth 
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图 3  不同菌株发酵液的 SDS-PAGE 对比 
Figure 3  Comparison of fermentation broth in different 
strains by SDS-PAGE 
 
带有 pHP13L 质粒的菌株，在 18.4 kD 附近有粗大

的条带，DB104NC 菌株有较明显的条带，而 NA

和NAT菌株仅有极浅的条带。LipA的大小为19.3 kD，

据此判断，电泳图上显示的 18.4 kD 左右的条带，

就是 LipA 的条带。另外，NAT-2/pHP13L 菌株的

LipA 条带，比 NA/pHP13L 菌株的明显粗大，表明

前者发酵液中的 LipA 含量要高于后者。这一结果

证明，过表达 TatAdCd 转位酶能够显著提高 LipA

的分泌水平。 

3  结论 

B. subtilis 的 cdd 基因编码胞苷脱氨酶，催化胞

苷脱氨形成尿苷。cdd 基因的串联启动子能够保证

cdd 基因在多种生理条件下的有效表达。用 cdd 基

因的串联启动子及前导区表达 tatAD-CD 操纵子，

收到了良好的效果，其 mRNA 胞内水平提高了

185 倍。这一结果显示，cdd 基因的串联启动子及

前导区，或许能够作为一个可选择的强表达元件，

在基因工程中有一定的应用价值。 

以 B. subtilis 为平台菌株，通过基因工程构建

脂肪酶或其它胞外蛋白的生产菌株，是目前研究的

热点。如何提高胞外蛋白的产量，依然是有待解决

的问题。本研究显示，LipA 可以同时经由 Sec 和

Tat 途径分泌；过表达 TatAdCd 转位酶，能够显著

提高 LipA 的分泌量。显然，过表达 TatAdCd 转位

酶，克服了细胞生理条件对 Tat 分泌途径功能的制

约，为 LipA 的分泌，提供了另一个组成型的通路。 

Sec 途径担负了百种以上胞外蛋白的分泌，当这些

蛋白中的大多数都表达和分泌时，Sec 途径可能会

变得“拥堵”和竞争。在 Sec 途径处于“拥堵”或竞争

状态下，LipA 的分泌很可能受到不利影响。Sec 途

径的“拥堵”和竞争难以避免，所以同时利用 Tat 途

径分泌，是解决问题的途径。LipA 具有 RR 模式的

信号肽，决定了其能够利用两种途径分泌到胞外。

因此，LipA 的信号肽或许能够用于提高其它同源或

异源蛋白的分泌量。但是，TatAdCd 转位酶的过表

达是必要条件。 
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