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研究报告 

通过优化表达元件及培养基组分提高地衣芽胞杆菌中碱性

丝氨酸蛋白酶产量 

饶忆  师璐  王豪  熊世颉  蔡冬波  陈守文  李顺意* 
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湖北 武汉  430062 

摘  要：【背景】碱性丝氨酸蛋白酶(Subtilisin)是一种具有广泛用途的工业酶制剂。【目的】旨在通过

优化启动子、信号肽及培养基组分来提高地衣芽胞杆菌中碱性丝氨酸蛋白酶产量。【方法】以地衣芽

胞杆菌 BL10 为出发菌株，构建了含有 4 种不同类型启动子(PbacA、P43、PaprE 和 PsrfA)及 4 种不同

类型信号肽(SPVpr、SPSacB、SPSacC 和 SPAprE)的碱性丝氨酸蛋白酶表达菌株，并在获得高产菌株的

基础上进行培养基优化。【结果】4 种启动子的表达水平为 PbacA>PaprE>P43>PsrfA，4 种信号肽的分泌

效率为 SPAprE>SPSacC>SPSacB>SPVpr。其中，菌株 BL10/pPbacA-aprE 产生最高的碱性丝氨酸蛋白酶酶活

(275.21 U/mL)，相比于出发菌株 BL10/pHY-aprE (167.98 U/mL)提高了 64%。随后，通过对发酵培养基

成分进行优化并结合正交优化，获得了一种高产碱性丝氨酸蛋白酶的培养基(g/L)：玉米淀粉 40.0，豆

粕 50.0，(NH4)2SO4 4.0，K2HPO4 3.0，CaCO3 1.0。最后，碱性丝氨酸蛋白酶酶活提高到 747.37 U/mL，

是初始酶活的 4.45 倍。【结论】为工业化高产碱性丝氨酸蛋白酶提供了一种有效策略。 
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Abstract: [Background] Subtilisin is an important industrial protease with many applications. [Objective] 
The aim of this study is to improve the subtilisin production by screening promoters and signal peptides, and 
optimization of fermentation medium. [Methods] Bacillus licheniformis BL10, constructed in our previous 
research, was served as the host strain for subtilisin production, and four promoters (PbacA, P43, PaprE and 
PsrfA) and four signal peptides (SPVpr, SPSacB, SPSacC and SPAprE) were screened to improve subtilisin 
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production, and the medium for subtilisin production was further optimized. [Results] Based on our results, 
the expression ratios among these four promoters were PbacA>PaprE>P43>PsrfA, and the secretion efficiencies 
were SPAprE>SPSacC>SPSacB>SPVpr, respectively. Among these strains, BL10/pPbacA-aprE displayed with the 
highest subtilisin activity (275.21 U/mL), which was increased by 64% compared with that of 
BL10/pHY-aprE (167.98 U/mL). Furthermore, the fermentation medium was optimized, and the orthogonal 
test was further applied to enhance subtilisin production. The maximum subtilisin activity (747.37 U/mL) 
was obtained in the optimized medium with 40.0 g/L corn starch, 50.0 g/L soybean meal, 4.0 g/L (NH4)2SO4, 
3.0 g/L K2HPO4, 1.0 g/L CaCO3, increased by 4.45-fold compared with that of the initial condition. 
[Conclusion] Collectively, this study provided an effective strategy for enhanced production of subtilisin. 

Keywords: Bacillus licheniformis, Subtilisin, Promoter, Signal peptide, Fermentation medium optimization 

碱性丝氨酸蛋白酶是芽胞杆菌产生的一种蛋

白酶。在碱性条件下，其可以水解肽链、酰胺基、

酯基，因此被广泛应用在食品、医药、化学工业、

废物处理等领域[1-3]。外源蛋白表达是提高目的蛋白

产物的有效策略[4]。在之前的研究中，多种蛋白酶

在不同的宿主菌株中实现了高效表达。其中，Wang

等[5]在 Saccharomyces cerevisiae 中成功表达了来源

于 Bacillus subtilis 中的中性蛋白酶 NprE，并通过研

究不同信号肽对 NprE 分泌的影响，显著提高了目

的蛋白的产量。刘新育等[6]从枯草芽胞杆菌 A-109

中克隆到碱性蛋白酶基因(aprE)，通过插入到表达

载体 pET-24a 进而转化至大肠杆菌 BL21 后，分别

通过 SDS-PAGE、Western bolt 等实验，获得了具有

较高活性的碱性蛋白酶 AprE。 

近年来，提高目的蛋白在宿主菌中的表达水平

受到了人们的广泛关注，其中表达元件与培养基组

分对目的蛋白产量影响较大，通过对一些表达元件

(如启动子、信号肽、信号肽酶、信号肽肽酶、分

子伴侣等)的优化均可以显著提高目的蛋白的产

量[7-8]。例如，Yu 等[9]利用稳定期启动子 Pylb，在不

添加诱导剂的条件下，实现了绿色荧光蛋白和普鲁兰

酶在枯草芽胞杆菌中的高效表达，其产量分别是 P43

启动子介导下的 7.8 倍和 7.4 倍。本课题组通过优

化信号肽，将地衣芽胞杆菌中纳豆激酶产量提高了

4.2 倍[10]。与此同时，优化培养基组分也显著提高目

的蛋白的表达水平[11-12]。由此说明，优化表达元件和

培养基组分是一种提高目的蛋白产量的有效策略。 

地衣芽胞杆菌是公认的生物安全性菌株[11,13]，

其不仅可以合成多种重要的生物化工产品(聚 γ-谷

氨酸、乙偶姻、杆菌肽等)，还可以作为蛋白高效表

达的优良宿主菌[14]。在本研究中，我们以实验室前

期构建的地衣芽胞杆菌 BL10 为宿主菌[15]，以碱性

丝氨酸蛋白酶(AprE)为目的蛋白，通过筛选启动子

(PbacA，PaprE，P43，PsrfA)和信号肽(SPVpr，SPSacB，

SPSacC，SPAprE)，并结合培养基成分优化，实现了碱

性丝氨酸蛋白酶在地衣芽胞杆菌中的高效表达。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和载体 

本研究所用的菌株及质粒见表 1。其中，地衣

芽胞杆菌 BL10 为本研究的宿主菌株，大肠杆菌

DH5α作为载体构建的宿主菌株，载体 pHY300-PLK

用于碱性丝氨酸蛋白酶表达载体的构建，上述菌种

均由本实验室保存。本研究所用的引物见表 2。 

1.2  主要试剂和仪器 

FastPfu DNA 聚合酶、dNTPs、各种 DNA 限制

性内切酶、T4 DNA 连接酶、Protein Maker (Broad)、

DNA 分子量标准 Marker (如 λ DNA/Hind  MarkerⅢ ，

DL 5000 Marker)购自 TaKaRa 公司；质粒抽提、DNA

回收试剂盒购自武汉骏安生物科技有限公司；琼脂

糖购自 Spanish 公司；Amp、Kan、Tet 和蛋白胶配

制所需试剂等购自 Sigma 公司；其它主要生化试剂

均为国产试剂或进口分装。PCR 仪、脉冲转化仪，

Bio-Rad 公司；高速冷冻离心机，HITACHI 公司。 

1.3  培养基 

LB 固体培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母抽

提物 5.0，氯化钠 10.0，琼脂粉 15.0，pH 7.2。 
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表 1  本研究所用的菌株和质粒 
Table 1  The strains and plasmids used in this study 

菌株和质粒 

Strains and plasmids 

性质 

Characteristic 

来源 

Resource 
Escherichia coli supE44 ΔlacU169 (f 80 lacZΔM15) hsd R17 recA1 gyrA96 thi1 relA1 [9] 
DH5α 
Bacillus licheniformis 
WX-02 Poly-glutamate production strain (CCTCC M208065) CCTCC 
DW2 Bacitracin production strain (CCTCC M2011344) CCTCC 
BL10 WX-02 (Δmpr, Δvpr, ΔaprX, Δepr, Δbpr, ΔwprA, ΔaprE, ΔbprA, Δhag, ΔamyL) [9] 
BL10/pP43-aprE BL10 harboring pP43-aprE This study
BL10/pHY-aprE BL10 harboring pHY-aprE This study
BL10/pPbacA-aprE BL10 harboring pPbacA-aprE This study
BL10/pPsrf-aprE BL10 harboring pPsrf-aprE This study
BL10/pPbacA-SPSacB-aprE BL10 harboring pPbacA-SPSacB-aprE This study
BL10/pPbacA-SPSacC-aprE BL10 harboring pPbacA-SPSacC-aprE This study
BL10/pPbacA-SPVpr-aprE BL10 harboring pPbacA-SPVpr-aprE This study

Plasmids   
pP43-aprE pHY300PLK containing P43 promoter, aprE with native signal peptide and amyL terminator This study
pHY-aprE pHY300PLK containing aprE with native promoter and signal peptide, amyL terminator This study
pPbacA-aprE pHY300PLK containing PbacA promoter, aprE with native signal peptide and amyL terminator This study
pPsrf-aprE pHY300PLK containing PsrfA promoter, aprE with native signal peptide and amyL terminator This study
pPbacA-SPSacB-aprE pHY300PLK containing PbacA promoter, signal peptide of SacB, gene aprE (without its own 

signal peptide), and amyL terminator 
This study

pPbacA-SPSacC-aprE pHY300PLK containing PbacA promoter, signal peptide of SacC, gene aprE (without its own 
signal peptide) and amyL terminator 

This study

pPbacA-SPVpr-aprE pHY300PLK containing PbacA promoter, signal peptide of Vpr, gene aprE (without its own 
signal peptide) and amyL terminator 

This study

 
表 2  本研究所用的引物 
Table 2  The primers used in this study 

引物名称 

Primers name 

引物序列 

Primers sequence (5′→3′) 

PaprE-F CGGAATTCGAATCAGATGGAGCAATCTC 

PaprE-R AAAACTCTTTTTCCTCATCATTTTATCCCTTGCTGTCTTT 

P43-F CGGGAATTCTGATAGGTGGTATGTTTTCG 

P43-R AAAACTCTTTTTCCTCATCATGTGTACATTCCTCTCTTACCT 

PbacA-F CGGAATTCCCTGCGATTTCGGCGAGATTCAA 

PbacA-R AAAACTCTTTTTCCTCATCATATAAAAATTCTCCTTTTTGATAA 

Psrf-F CGGAATTCGACGCTCTTCGCAAGGGTGTC 

Psrf-R AAAACTCTTTTTCCTCATCATATACCTCCCCTAATCTTTATA 

TamyL-F AAGAGCAGAGAGGACGGATT 

TamyL-R GCTCTAGACGCAATAATGCCGTCGCACTG 

SPVpr-F TTATCAAAAAGGAGAATTTTTATTTGAGAAAAAGTATCGTGCGC 

SPVpr-R GCCAAAAACTCTTTTTCCTCATGAATGTGGATAACGCAAATA 

SPSacB-F TTATCAAAAAGGAGAATTTTTATATGAACATCAAAAACATTG 

SPSacB-R GCCAAAAACTCTTTTTCCTCATCGCACCTCCGGCCAGCAGT 

SPSacC-F TTATCAAAAAGGAGAATTTTTATATGAAAAAGAGACTGATTCAAG 

SPSacC-R GCCAAAAACTCTTTTTCCTCATTGCATCATCCGAAAATGCCATAG 

pHY-F CAGATTTCGTGATGCTTGTC 

pHY-R GTTTATTATCCATACCCTTAC 

注：粗体为限制性内切酶位点，下划线为 SOE-PCR 时的重叠引物部分. 
Note: Bold is a restriction enzyme site, underlined for the sequence for SOE-PCR. 
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LB 液体培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母抽

提物 5.0，氯化钠 10.0，pH 7.2。 

碱性丝氨酸蛋白酶初始发酵培养基(g/L)：玉米

淀粉 50.0，豆粕 50.0，(NH4)2SO4 3.0，K2HPO4 3.0，

CaCO3 1.0，pH 7.2；根据本实验的研究目的，调整

碳源、氮源、无机盐及其它成分种类和用量。 

1.4  碱性丝氨酸蛋白酶 AprE 表达载体的构建 

表达载体的构建参考本课题组之前的方法[16]。

首先，根据 NCBI 上公布的地衣芽胞杆菌 WX-02

中碱性丝氨酸蛋白酶基因序列 aprE 及淀粉酶基因

amyL 终止子序列 TamyL，设计引物 PaprE-F/R，

TamyL-F/R，PCR 扩增 aprE 片段(包含自身启动子

及 信 号 肽 ) 及 淀 粉 酶 终 止 子 TamyL 。 随 后 通 过

SOE-PCR 的方法将 aprE (包含其自身启动子及信

号肽)及 TamyL 连接到一起，经 EcoR I 和 Xba I 双酶

切后，将其与经相同内切酶酶切后的 pHY300PLK

连接，然后转化 E. coli DH5α，筛选阳性转化子，

并对阳性克隆抽质粒进行双酶切验证和测序分析。

最终构成含有自身启动子及信号肽的 AprE 分泌型

表达载体，命名为 pHY-aprE。 

1.5  启动子及信号肽筛选表达菌株的构建 

分别选取 4 种不同启动子：来源于地衣芽胞杆菌

DW2 的杆菌肽合成酶基因簇 bacABC 启动子 PbacA，

来源于地衣芽胞杆菌 WX-02 的碱性丝氨酸蛋白酶

AprE 自身启动子 PaprE，来源于枯草芽胞杆菌 168 中

P43 启动子和 Surfaction 合成基因簇启动子 PsrfA，

根据 1.4 所述的方法进行不同启动子介导的 AprE 表

达载体构建。信号肽选取来源于地衣芽胞杆菌 WX-02

中 4 种蛋白的信号肽，分别为：丝氨酸蛋白酶 Vpr

信号肽 SPVpr，果聚糖酶信号肽 SPSacB 和 SPSacC，AprE

自身信号肽 SPAprE，根据 1.4 所述的方法进行不同

信号肽介导的 AprE 表达载体构建。最后将上述表

达载体电转入地衣芽胞杆菌 BL10 中，分别得到不

同启动子、信号肽介导下的 AprE 表达菌株。 

1.6  发酵培养基优化方法 

1.6.1  种子培养 

取甘油管中保存的菌液，划线至 LB 固体培养基

中，37 °C 培养 12 h，然后取单菌落接种于 5 mL 液体

LB 中，加入相对应的抗生素(氨苄青霉素 50 µg/mL，

盐酸四环素 20 µg/mL)，37 °C、240 r/min 培养 12 h

活化菌体，最后按 3%的接种量接种于 50 mL 液体

LB 中，37 °C、240 r/min 培养 8 h，即得发酵种子液。 

1.6.2  发酵培养条件 

按照3%的接种量将发酵种子液接种于装有30 mL

的发酵液的摇瓶中，37 °C、240 r/min，培养 48 h。 

1.6.3  发酵培养基优化 

碳源浓度的优化：考察不同浓度的玉米淀粉

(30.0、40.0、50.0、60.0 g/L)对碱性丝氨酸蛋白酶产

量的影响。 

有机氮源浓度的优化：考察不同浓度的豆粕

(40.0、60.0、80.0、100.0 g/L)对碱性丝氨酸蛋白酶

产量的影响。 

无 机 氮 源 浓 度 的 优 化 ： 考 察 不 同 浓 度 的

(NH4)2SO4 (2.0、3.0、4.0、5.0 g/L)对碱性丝氨酸蛋

白酶产量的影响。 

磷酸盐浓度的优化：考察不同浓度的 K2HPO4 

(2.0、3.0、4.0、5.0 g/L)对碱性丝氨酸蛋白酶产量的

影响。 

1.7  分析检测方法 

SDS-PAGE 分析参考本课题组之前的方法[10]。

细菌生物量的测定采用稀释涂布法完成。蛋白酶酶

活检测的方法参考之前的研究[17]。其中标准曲线的

测定：将标准酪氨酸溶液配置成等梯度的溶液(10、

20……80、90、100 µg/mL)，进行上述文献中的反应。 

样品的蛋白酶活力计算公式=A×4×N/10 

A：样品在分光光度计 660 nm 处测得的数值经标准

曲线计算而得的酪氨酸微克数；N：蛋白酶原液

经稀释的倍数；10：蛋白酶液与酪蛋白的反应时

间(min)。 

一个单位酶活(U)定义为：在一定温度、pH 条

件下，蛋白酶液在 1 min 内水解酪蛋白产生 1 μg 酪

氨酸所需要的酶量。 

1.8  数据处理 

每个实验重复 3 次，每次 3 个平行，采用 Origin 
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8.5 和 SPSS 18.0 进行数据处理和分析[其中，*表示

差异显著(P<0.05)，**表示差异极显著(P<0.01)][16]。 

2  结果与分析   

2.1  启动子对碱性丝氨酸蛋白酶产量的影响 

启动子在目的基因的高效表达中具有重要作

用，因而是影响目的蛋白高效表达的重要元件[18]。

本文分别构建了 4 种不同启动子(PbacA、PaprE、P43、

PsrfA)介导下的 AprE 表达载体，并将其转化至地衣

芽胞杆菌 BL10 中，AprE 重组表达菌株分别命名为

BL10/pPbacA-aprE、BL10/pHY-aprE、BL10/pP43-aprE、

BL10/pPsrf-aprE，其中 BL10/pHY-aprE 作为对照菌

株。将上述 4 株菌株分别进行碱性丝氨酸蛋白酶发

酵实验，由于本研究采用的宿主菌为地衣芽胞杆菌

胞外蛋白酶缺失菌株 BL10，因此本研究检测得到

的蛋白酶酶活即为碱性丝氨酸蛋白酶酶活。结果表

明，不同启动子介导下碱性丝氨酸蛋白酶的酶活各

不相同，其酶活大小依次为：BL10/pPbacA-aprE>BL10/ 

pHY-aprE>BL10/pP43-aprE>BL10/pPsrf-aprE 。 其 中

BL10/pPbacA-aprE 中产生的碱性丝氨酸蛋白酶酶活

最高，达到 275.21±5.16 U/mL，相比于对照菌

BL10/pHY-aprE (167.98 U/mL)提高了 64% (图 1A)。

此外，将 4 个菌株的发酵上清液经 SDS-PAGE 检测

发现，其蛋白量结果与酶活数据相一致(图 1B)。 

2.2  信号肽对碱性丝氨酸蛋白酶产量的影响 

随后，选取了 4 种信号肽用于研究信号肽对碱

性丝氨酸蛋白酶表达的影响，4 种信号肽分别为：

来源于地衣芽胞杆菌 WX-02 中的丝氨酸蛋白酶 Vpr

信号肽 SPVpr、果聚糖酶信号肽 SPSacB 和 SPSacC，以

及 AprE 自身信号肽 SPAprE。接着成功构建了不同

信号肽介导下的碱性丝氨酸蛋白酶表达菌株，分别

命名为 BL10/pPbacA-SPVpr-aprE、BL10/pPbacA-SPSacB- 

aprE、BL10/pPbacA-SPSacC-aprE 和 BL10/pPbacA-aprE。

菌株发酵结果如图 2A 所示，不同信号肽介导下碱

性丝氨酸蛋白酶的活力各不相同，4 种信号肽的分

泌效率为：SPAprE>SPSacC>SPSacB>SPVpr，其自身信

号肽 SPAprE 是所选信号肽中最优的信号肽，这一结

果也与发酵上清液中 AprE 蛋白量的结果相一致

(图 2B)。 

2.3  培养基优化结果 

培养基优化是提高目的产物产量的有效策

略[11,19]。本研究拟通过优化发酵培养基中的碳源(玉

米淀粉)、氮源[豆粕和(NH4)2SO4]及磷酸盐(K2HPO4)

的浓度来进一步提高碱性丝氨酸蛋白酶产量。其中，

选取的玉米淀粉的浓度为 30.0、40.0、50.0、60.0 g/L，

其发酵结果如图 3A 所示，发现当加入 40.0 g/L 玉

米淀粉时，碱性丝氨酸蛋白酶产量达到最高，相  

 

 
 

图 1  不同启动子对碱性丝氨酸蛋白酶酶活(A)及产量(B)的影响 
Figure 1  Effects of different promoters on the subtilisin activity (A) and yield (B) 
Note: 1: BL10/pPbacA-aprE; 2: BL10/pHY-aprE; 3: BL10/pP43-aprE; 4: BL10/pPsrf-aprE; 5: BL10/pHY300; M: Protein marker. 
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图 2  不同信号肽对碱性丝氨酸蛋白酶酶活(A)和产量(B)的影响 
Figure 2  Effects of different signal peptides on the subtilisin activity (A) and yield (B) 
Note: 1: BL10/pPbacA-aprE; 2: BL10/pPbacA-SPSacC-aprE; 3: BL10/pPbacA-SPSacB-aprE; 4: BL10/pPbacA-SPVpr-aprE; 5: BL10/pHY300; M: 
Protein marker. 

 

 
 

图 3  碱性丝氨酸蛋白酶发酵培养基优化  
Figure 3  Optimization of the fermentation medium for high-level production of subtilisin  

注：A：玉米淀粉；B：豆粕；C：(NH4)2SO4；D：K2HPO4. 
Note: A: Corn starch; B: Soybean meal; C: (NH4)2SO4; D: K2HPO4. 
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比于初始培养基提高了 33%。同理，其它培养基成

分优化结果如图 3B 和 3C 所示，发现当培养基中分

别添加 60.0 g/L 豆粕和 3.0 g/L (NH4)2SO4 条件下，

碱性丝氨酸蛋白酶的产量达到最高值。然而，改变

K2HPO4 的浓度对碱性丝氨酸蛋白酶的产量无明显

影响(图 3D)。 

随后，在单因素优化的结果上，设计三因素三

水平的正交试验，所得结果如表 3 所示，极性 R 值

顺序为：玉米淀粉>(NH4)2SO4>豆粕，说明玉米淀

粉对碱性丝氨酸蛋白酶产量影响最大，其次是

(NH4)2SO4 和豆粕。综合单因素及正交实验结果(表

3)，确定上述组分在培养基中的浓度为：玉米淀粉

40.0 g/L、豆粕 50.0 g/L、(NH4)2SO4 4.0 g/L。   

2.4  菌株生长曲线及碱性丝氨酸蛋白酶酶活

曲线 

本研究分别对出发菌株 BL10/pHY-aprE 在初始

培养基及高产菌株 BL10/pPbacA-aprE 在优化培养基

中的过程曲线进行研究。如图 4 所示，细胞经过短

暂的延滞期(8 h)后，菌体快速生长的同时也伴随着

碱性丝氨酸蛋白酶的快速合成。出发菌株生物量在 

 
表 3  正交实验设计及结果 
Table 3  Orthogonal experimental design and results   

Level 
Factor 

Activity 
(U/mL)Corn starch 

(g/L) 
Soybean meal 

(g/L) 
(NH4)2SO4 

(g/L) 

1 20.0 50.0 2.0 132.50

2 30.0 50.0 3.0 326.26

3 40.0 50.0 4.0 733.10

4 20.0 60.0 3.0 170.48

5 30.0 60.0 4.0 519.70

6 40.0 60.0 2.0 627.90

7 20.0 70.0 4.0 466.11

8 30.0 70.0 2.0 467.45

9 40.0 70.0 3.0 589.88

K1 31.20 61.10 49.78  

K2 69.89 69.29 42.00  

K3 97.70 84.41 76.66  

R 66.50 23.31 34.38  

Optimal 
level 

A3 B3 C3  

 
 

图 4  菌株生长曲线及碱性丝氨酸蛋白酶活性曲线 
Figure 4  Fermentation curve of BL10/pPbacA-aprE in the 
optimized medium. 

 

36 h 左右达到最大值(98.32108 CFU/mL)。高产菌

株 BL10/pPbacA-aprE 的生物量(122.09108 CFU/mL)

相比于出发菌株提高了 24%，说明优化培养基有利于

菌体生长。BL10/pPbacA-aprE 产生的最大蛋白酶活力

为 747.37 U/mL，相比于初始条件提高了 3.45 倍。

BL10/pPbacA-aprE 单个细胞所产生的蛋白酶活为

6.1210−8 U/CFU，相比于初始条件(1.7110−8 U/CFU)

提高了 2.59 倍。 

3  讨论与结论  

芽胞杆菌是蛋白表达的良好宿主，表达元件(启

动子、信号肽、转运元件、信号肽酶和信号肽肽酶

等)优化是提高目的蛋白产量的有效策略。其中，启

动子是影响目的蛋白高效表达的重要因素，其主要

是通过影响目的基因的转录水平来影响目的蛋白

的高产，因此，筛选适用于目的基因表达的高效启

动子是实现目的蛋白高效表达的有效手段[9,18]。本

研究中所筛选得到的杆菌肽合成酶基因簇启动子

PbacA 是来源于地衣芽胞杆菌 DW2，而地衣芽胞杆

菌 DW2 是杆菌肽的工业生产菌株，其杆菌肽合成

酶表达量相当高[20]，因此该启动子被认为是一种强

启动子从而可以用于目标蛋白的高效表达，本研究

的结论也进一步证实了该观点。与此同时，相关的

研究还表明，并不是所有的被报道的强启动子对于

目的蛋白产量的提高都具有促进作用，有时需要根
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据特定的目的蛋白及外部环境进行启动子的筛选

工作[21]。 

信号肽负责引导目标蛋白从胞内分泌至胞外，

其主要是通过与目的蛋白形成特殊的三维结构，从

而影响外源蛋白的分泌水平[8,22-24]。近年来，越来

越多的研究开始着眼于信号肽的筛选从而提高目

标蛋白分泌水平。Wang 等[25]通过筛选枯草芽胞杆

菌的信号肽来研究一种核骨架类似蛋白 Nsp 的表达

量与信号肽之间的关系，结果表明所有筛选到的

Sec 途径的信号肽都可以介导 Nsp 蛋白的分泌，而

Tat 途径的信号肽的分泌效率低于 Sec 途径的信号

肽。覃晓琳等[26]进行了信号肽的选择、改造以及信

号肽的定点突变，研究了毕赤酵母中信号肽与蛋白

表达效率之间的关系，提高了毕赤酵母中外源蛋白

的分泌水平。本课题组[15]通过对影响纳豆激酶表达

的信号肽进行筛选，发现来源于枯草芽胞杆菌 168

中果聚糖酶信号肽 SPSacC 可以显著提高纳豆激酶的

分泌水平。此外，人们之前的研究结果提出，信号

肽对于目标蛋白的转运效率并没有普适性，而且，

自身的信号肽一般比较适用于目的蛋白的表达[27]。

本研究中，我们选取了 SPAprE、SPSacC、SPSacB 和 SPVpr 

4 种信号肽用于碱性丝氨酸蛋白酶的分泌研究。其

中，SPSacC 和 SPSacB 被报道可以高效介导纳豆激酶、

普鲁蓝酶的分泌[7,10]，而蛋白酶 Vpr 则是地衣芽胞

杆菌蛋白质组数据中分泌量较高的蛋白[10]，SPAprE

则是碱性丝氨酸蛋白酶自身的信号肽，因此，上述

4 种信号肽作为备选信号肽用于 AprE 蛋白的高效

分泌研究。研究结果表明，碱性丝氨酸蛋白酶自身

的信号肽对于 AprE 的分泌具有较好的作用，其相

比于其它 3 种信号肽(SPSacC、SPSacB 和 SPVpr)分别提

高了 104.22%、136.01%和 288.84%。在我们之前的

研究中，SPAprE 也对纳豆激酶的分泌具有良好的效

果，其介导下的产量相比于纳豆激酶自身的信号肽

提高了 4.04 倍[10]。由于 AprE 是地衣芽胞杆菌中分

泌量最大的胞外蛋白酶，因此，我们推测 SPAprE 可

以作为一个广谱优良的信号肽用于地衣芽胞杆菌

中目的蛋白的高效分泌。 

本研究通过优化启动子和信号肽，获得了一株

能够高效表达碱性丝氨酸蛋白酶的地衣芽胞杆菌

重组菌株 BL10/pPbacA-aprE，同时通过对发酵培养

基进行单因素优化实验和三因素三水平正交试验，

获得了碱性丝氨酸蛋白酶发酵的最适培养基成分

为：玉米淀粉 40.0 g/L，豆粕 50.0 g/L，(NH4)2SO4 

4.0 g/L，K2HPO4 3.0 g/L，CaCO3 1.0 g/L，pH 7.2，

最大碱性丝氨酸蛋白酶活性达到 747.37 U/mL，相

比于初始酶活提高了 3.45 倍。本研究表明优化表达

元件及培养基组分是一种提高碱性丝氨酸蛋白酶

产量的有效策略。 
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