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基因重组型枯草芽孢杆菌芽孢表面展示技术与应用*

Techniqueand Applicationof RecombinantBacillus
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摘要:枯草芽孢杆菌是一种好氧型革兰氏阳性益生菌,在营养匮乏的环境下,可形成具有强抗逆性的芽孢。其芽
孢独特的结构和生理功能使得芽孢表面展示技术相较于其他表面展示技术具有多种优势,构建的重组芽孢不但
易纯化、回收率高,而且安全性好。近年来,枯草芽孢杆菌芽孢表面展示技术得到迅猛发展,已成功利用 CotB、
CotC、CotG、CotZ、CotA、OxdD、CotE、CotZ、CgeA等多种锚定蛋白将外源蛋白或多肽展示在芽孢表面,并应用于
工业化酶、口服疫苗和药物、大分子量多聚体蛋白的生产以及环境污染的生物治理等领域。本文首先介绍了芽
孢展示系统整合策略,并重点阐述了基因重组型枯草芽孢杆菌芽孢展示技术中涉及的锚定蛋白以及该技术在各
领域的应用与展望。
关键词:枯草芽孢杆菌暋芽孢表面展示暋基因重组暋锚定蛋白应用
中图分类号:Q93暋暋文献标识码:A暋暋文章编号:1005灢9164(2018)03灢0242灢06
Abstract:Bacillussubtilisisanaerobic,gram飊positiveprobiotic,whichcanformsporeson
strongstressresistantwhenfacingthenutritionalstarvation.Owingtotheuniquestructureand
physiologicalfunctionofspores,sporesurfacedisplaytechnologieshavemanyadvantagesover
otherones.Theconstructedrecombinantsporesarenotonlyeasytopurify,butalsohavehigh
recoveryrateandgoodsafety.Bacillussubtilissurfacedisplaytechniquehasbeendeveloped
rapidlyinrecentyears.Inrecentyears,Bacillussubtilissporesurfacedisplaytechnologyhas
beenrapidlydeveloped,andvariousanchoredproteinssuchasCotB,CotC,CotG,CotZ,CotA,
OxdD,CotE,CotZ,andCgeAhavebeensuccessfullyusedtodisplayforeignproteinsorpoly灢
peptidesonsporesurfacesandappliedtothefieldsofindustrialenzymes,oralvaccinesand

drugs,theproductionoflargemolecularweight
polymer protein and biologicaltreatment of
environmentalpollutionandotherfields.Inthis
study,theintegrationstrategyofthesporedis灢
playsystemisintroducedfirstly,andtheapplica灢
tionsofanchoredproteinsinBacillussubtilis
sporesdisplaytechnology,aswellasitsapplica灢
tionandprospectinvariousfieldsareexpounded
further.
Keywords:Bacillussubtilis,sporesurfacedis灢
play,generecombination,anchorproteinapplica灢
tion
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0暋引言

暋暋枯草芽孢杆菌(Bacillussubtilis)作为一种好

氧型革兰氏阳性细菌,是研究最早且最深入的一种芽

孢杆菌[1]。因其为益生菌且具有良好的研究基础,而
被作为微生物研究领域的一种重要模式菌株和宿主

菌。营养的饥饿胁迫会诱导枯草芽孢杆菌营养体细

胞由生殖生长期进入孢子休眠期,从而形成芽孢。芽

孢是具有独特的构造和生理功能的圆形或椭圆形休

眠体,从内向外依次由核心、皮层和芽孢衣组成[2],因
其能在极端恶劣条件下存活而备受研究者关注。

暋暋表面展示技术是指通过基因工程技术将外源蛋

白或多肽定位到噬菌体、细胞、酵母或芽孢表面的一

种技术。首个表面展示系统由Smith等[3]于1985年

利用丝状噬菌体 M13的基因栿编码的外壳蛋白p栿
使抗体固定在噬菌体表面,为抗原的生产提供了一种

新的技术,其他表面展示技术如噬菌体[4]、细菌[5]、酵
母[6]和芽孢表面展示技术便应运而生。芽孢表面展

示技术是将编码外源蛋白的目的基因与含有自身启

动子的芽孢衣壳蛋白基因融合,构建融合基因表达载

体,然后将载体转化到产芽孢的宿主菌株中,得到的

重组菌株在生孢培养基中培养使其芽孢化时,目标蛋

白就会在锚定蛋白基因启动子的启动下表达,从而展

示在芽孢表面。由于芽孢独特的抗逆性,能够抵御包

括高温、干燥、紫外线、电离辐射和有毒的化学物质等

不良环境,使得展示在芽孢表面的外源蛋白也具有相

应的抗逆性;另外,与噬菌体、细菌或酵母细胞表面展

示技术相比,芽孢表面展示技术还具有稳定性高、易
纯化回收、无需跨膜、存在 ATP依赖型分子伴侣、可
表达分子量较大或多聚体外源蛋白和没有明显的密

码子偏爱性等优点。目前芽孢展示技术主要应用在

枯草芽孢杆菌上,相较于其他表面展示技术芽孢表面

展示技术起步较晚,但由于宿主菌的益生性及芽孢独

特的生理结构和抗逆性使得该技术兴起后应用极为

广泛。Isticato等[7]首次利用芽孢锚定蛋白 CotB将

破伤风毒素(TTFC)末端的459个氨基酸片段成功

地展示在芽孢表面,自此掀起将基因工程与芽孢表面

展示技术相结合构建基因重组型芽孢表面展示系统

的研究热潮。该项技术现已成功应用于生物降解、生
物催化、医药、工业化酶及其他功能性蛋白生产等

领域。

1暋芽孢表面展示整合策略

暋暋枯草芽孢杆菌芽孢表面展示技术现有基因重组

方式和非基因重组方式两种展示策略。基因重组的

芽孢表面展示技术是基于编码外源蛋白或多肽的基

因与锚定蛋白的基因融合后,随着锚定蛋白的表达从

而外源蛋白得以成功地展示在芽孢表面,且不影响芽

孢自身的结构和功能。枯草芽孢杆菌芽孢表面展示

系统根据所用载体的基因重组方式又可进一步分为

游离型和整合型。游离型是指将锚定蛋白与外源蛋

白的基因重组于游离型载体质粒中,导入宿主后在细

胞染色体外进行独立的复制和表达。解决芽孢杆菌

中高效表达外源蛋白重组质粒的不稳定性问题的最

有效途径是使用整合型质粒。整合型是指在锚定蛋

白和外源蛋白基因两端加入同源臂,经线性化处理后

以双交换的方式插入宿主染色体内进行复制和表达,
其中构建载体时多使用枯草芽孢杆菌的淀粉酶基因

amyE(全长1980bp),通常以amyE 为模板,克隆

并形成两个同源臂,构建好的重组载体经线性化后导

入受体感受态细胞,通过同源重组整合到宿主细胞的

染色体上(图1)。目前已有的研究中枯草芽孢杆菌

芽孢表面展示外源蛋白构建的载体除少数为游离型

载体外,几乎都是整合型载体,整合的策略有单交换

和双交换,而双交换使用得更为频繁。游离型重组方

式具有操作简单但质粒不稳定等特点,相反整合型重

组方式遗传稳定性好。非基因重组方式的芽孢表面

展示是将细菌芽孢与纯化的外源蛋白一起进行培养,
由于两者之间存在静电作用、疏水相互作用力或使用

交联剂如戊二醛等将外源蛋白锚定在芽孢表面[8飊9]。
本文主要对基因重组型枯草芽孢杆菌芽孢展示技术

进行综述。

暋暋Ap:编码锚定蛋白的基因;Tp:编码目标蛋白的基因;

amyE:淀粉酶基因

暋暋Ap:Anchoredprotein飊encodinggene.Tp:Targetprotein飊
encodinggene.amyE:Amylasegene
暋暋图1暋通过整合型载体整合目的基因到枯草芽孢杆菌基

因组的流程图

暋暋Fig.1暋Theflowchartofintegratingtargetgenesinto
Bacillussubtilisgenomethroughanintegratedvector

2暋枯草芽孢杆菌芽孢表面展示技术的锚定

蛋白

暋暋要使外源蛋白成功展示在芽孢表面,锚定蛋白必
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须满足如下要求:(1)具有一个结构域,可使外源目的

蛋白展示在芽孢表面;(2)具有强大的锚定结构域,能
够与靶蛋白进行融合并牢固地展示在芽孢表面;
(3)锚定蛋白与靶蛋白形成的融合蛋白不影响相互的

功能;(4)必须具有一定的抵御培养基或周质空间中

蛋白酶水解的能力;(5)载体的敲除不影响芽孢的正

常发芽、成熟和分化。

暋暋枯草芽孢杆菌芽孢表面展示技术发展迅速,目前

已通过CotB、CotC、CotG、CotZ、CotA、OxdD、CotE、

CotZ、CgeA等多种锚定蛋白在枯草芽孢杆菌芽孢表

面成功展示多种外源蛋白。其中研究较为深入的有

CotB、CotC、CotG三种,这3类蛋白常以多聚体的形

式存在于富含酪氨酸的芽孢衣外层中。CotB是首个

应用于芽孢表面展示技术的芽孢外套蛋白,Isticato
等[7]利用CotB 作为芽孢表面展示外源抗原的融合

载体蛋白,将来源于破伤风梭菌的 TTFC蛋白展示

在枯草芽孢杆菌芽孢表面,首次成功构建了芽孢表面

展示系统。CotB 和 CotC 主要用于提供表达抗原,
而 CotG 多用于在芽孢表面锚定不同的酶,经 CotG
展示的外源蛋白已涉及单体、二聚体和四聚体等多种

类型,表现出良好的应用潜力。Hinc等[10]分别将应

用最多的三种锚定蛋白 CotB、CotC和 CotG 与尿素

酶的一个亚基(UreA)构建重组芽孢,再将蛋白质印

迹法、免疫斑点法和免疫荧光显微镜测定结果进行比

较,结果表明 UreA在三种衣壳蛋白锚定下均可在芽

孢表面有效表达,其中 CotC表达效率最高(每个芽

孢可展示7暳103~15暳103个重组分子),而CotB最

适合在芽孢表面展示外源蛋白。Hinc等[11]提出了

锚定蛋白不应只局限于CotB、CotC和CotG三种,将
一种新的外套蛋白CotZ应用于该项技术,并且表明

CotZ可以用以表达相对较大的客体蛋白,CotZ作为

锚定蛋白时允许表达完整的 UreA 蛋白,但选择

CotB或CotC为锚定蛋白时,无法进行完整蛋白的表

达。Shraddha等[12]利用芽孢表面展示技术来研究芽

孢外套蛋白CotA的定向进化,CotA是一种漆酶,有
广泛的作用底物,利用易错 PCR 和 DNA 重组技术

构建一个CotA基因的突变体库,将突变体库中CotA
基因和野生型 CotA 基因的重组载体转化到枯草芽

孢杆菌中,通过 ABTS法和丁香醛联氮法测定野生

型和突变型CotA的酶活,通过此方法对 CotA 基因

进行定向改造。Hwang等[13]以 GotG与 CotE为锚

定蛋白在芽孢表面成功展示了毬飊半乳糖苷酶,证实了

多聚体酶的芽孢表面展示相对于营养细胞具有更高

的展示效率。李倩等[14]为证明 CotX 能否作为分子

载体,将CotX基因与绿色荧光蛋白基因gfp 构建融

合表达载体,观察到重组芽孢表面具有 GFP 绿色荧

光,表明 CotX 可作为芽孢表面展示技术的锚定蛋

白,随后又以CotX为分子载体表面展示了 WSSV囊

膜蛋白 Vp19和 Vp28。目前应用到的锚定蛋白大都

属于外衣壳蛋白,Potot等[15]首次使用43.4kDa的

内衣壳蛋白 OxdD作为锚定蛋白,与丰度更高的外套

蛋白CotG进行比较,首先将饲料用酶(植酸酶)展示

在芽孢表面并通过免疫荧光法分别测定酶活,结果显

示两者展示的外源蛋白均具有酶活性,同时通过表达

毬飊葡萄糖醛酸酶验证了 OxdD可作为锚定蛋白表达

分子量大的低聚体酶,从而表明内被蛋白有作为锚定

蛋白的应用价值。Wang等[16]以 CotX 为锚定蛋白

在枯草芽孢杆菌168孢子表面展示毬飊半乳糖苷酶,开
发了一种新型乳果糖生物催化剂。Iwanicki等[17]分

别用CotB,CotC,CotG,CotZ和CgeA五种外衣壳蛋

白与CagA蛋白进行融合,从而得出 CotB,CotC和

CotG三种锚定蛋白在构建融合蛋白时有 N 端和 C
端融合两种方式,CotZ和 CgeA 仅仅适用于 C端融

合;同 时 在 CgeA 和 CagA 之 间 插 入 连 接 肽

GGGEAAAKGGG与不插入进行对比,得出插入连

接肽可增强芽孢表面展示外源蛋白的有效性。

3暋芽孢表面展示技术的应用

暋暋枯草芽孢杆菌芽孢表面展示技术已成功展示多

种外源蛋白,该技术已被广泛应用于环境污染降解、
口服疫苗与药物的制备、工业化酶的制备、大分子量

和多聚体蛋白和其他生物活性酶的生产等方面。

3.1暋环境污染的生物法治理

暋暋枯草芽孢杆菌展示酶因环保性好和催化效率高

等优点被用于环境污染的治理。Falahati飊Pour等[18]

使用1飊(3飊二甲氨基丙基)飊3飊乙基碳二亚胺和 N飊羟基

硫代琥珀酰亚胺(EDC飊NHS)作为交联剂,将有机磷

水解酶共价锚定在芽孢表面,使得该酶在不同pH 值

和温度条件下的活性都显著提高,并且在6次循环使

用后,酶活性几乎没有降低,循环使用10次后,仍能

保持80%的酶活。为解决环境中有机磷农药环境残

留问题提供了生物修复新方法。重金属污染问题亟

待解决,Hinc等[19]提出枯草芽孢杆菌的重组芽孢可

作为吸附镍离子的潜在生物修复工具,将CotB与组

氨酸残基进行融合,分析野生型和重组芽孢以比较吸

附镍离子的效率,结果证明后者具有更高的吸附

效率。

3.2暋口服疫苗和药物的制备

暋暋枯草芽孢杆菌为益生菌,展示在芽孢表面的抗原

因具有芽孢独特的抗逆性,可顺利通过胃肠屏障从而
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诱导机体产生保护性免疫反应,因此以芽孢表面展示

技术制备口服抗原在疫苗制备领域得到更为广泛的

应用。Ciabattini等[20]利用CotB将 TTFC抗原展示

在枯草芽孢表面,分别对两种实验小鼠进行口服免

疫,再皮下注射 TTFC,结果其体内的抗体含量可达

到(1200暲370)ng/mL和(2600暲915)ng/mL,表
明展示抗原的重组芽孢经口服即可引发免疫应答。

Nguyen等[21]则针对感染对虾的白斑综合征病毒,通
过CotB在枯草芽孢表面展示病毒的 Vp28蛋白,对
虾在饲喂重组芽孢后在抵御白斑综合征病毒的感染

能力方面有了很大的提升,此研究结果提供了一种具

有良好应用价值的新型疫苗。Wang等[22]在枯草芽

孢杆菌芽孢表面展示华支睾吸虫的烯醇酶蛋白,以此

制备的口服疫苗可在小鼠体内同时引发栺型、栻型细

胞免疫反应,并产生特异性的IgG1和IgG2a抗体,
经两次加强免疫后,小鼠的华支睾吸虫感染数量减少

了60灡07%、华支睾吸虫的产卵率减少了80.67%,产
生了良好的免疫效果。由此可见,通过枯草芽孢杆菌

芽孢表面展示技术能够制备具有良好免疫效果的重

组芽孢。

暋暋人血清白蛋白(HSA)是人血浆的主要蛋白质组

分,迄今为止,用于临床的 HSA 主要是通过人全血

分离产生的,这是伴随着很多局限性的。Mao等[23]

将 HSA与CotC融合,使用 Westernblot和荧光免

疫法来监测 HSA在孢子上的表面表达,得出在芽孢

表面展示的 HSA 占总孢子蛋白的0.135%,每个孢

子的表面上暴露约0.023fg的 HSA,用重组蛋白对

小鼠进行口服给药得出的抗性特征表明重组孢子可

增加体内血清白蛋白。应用枯草芽孢杆菌芽孢成功

展示的口服给药还有胰岛素和人类生长激素等[24飊25]。

Hinc等[26]首次同时用芽孢表面展示技术展示两种

重组芽孢,分别携带抗原和佐剂,在口服免疫的小鼠

中引发强烈的细胞免疫应答。

3.3暋工业化酶的制备

暋暋枯草芽孢杆菌芽孢表面展示技术因芽孢优良的

抗逆性使得该酶具有良好的稳定性,可大大提高酶活

进而增大底物转化率,通过芽孢表面展示的工业用酶

还具有易纯化、回收率高等优势,可降低成本有助于

产物的工业化生产。Guo等[27]通过使用锚定蛋白

CotG和连接肽(GGGGS)将来源于短乳杆菌的 L飊阿

拉伯糖异构酶(L飊AI)展示在枯草芽孢杆菌 DB403的

芽孢表面,125g/L 的 D飊半乳糖生产 D飊塔格糖的转

化率在28h时达到79.7%,20h时D飊塔格糖的生产

强度达到4.3g/(L·h)。这种具有高比活性和稳定

性的L飊AI被用作分批和半连续生物转化生产 D飊塔

格糖的新型固定化生物催化剂。此外,展示的 L飊AI
在再利用性方面表现出良好的性能,5次再循环之后

仍保持87%的比活性和40.7%的转化率。赵一瑾

等[28]以CotC为分子载体在枯草芽孢杆菌表面展示

海藻糖合酶(Tres),与底物浓度为30%的麦芽糖在

50曟水浴条件下作用2h,利用 HPLC能够检测到海

藻糖峰,通过计算得到的酶活为252U/mL。Chen
等[29]利用枯草芽孢杆菌芽孢表面展示技术将腈水解

酶锚定在芽孢表面,实验证明融合腈水解酶的最适宜

温度和pH 值分别为50曟和8.0,均高于游离腈水解

酶(45曟和7.5)。热稳定性和pH 稳定性的分析表

明,孢子表面展示的腈水解酶在75曟和pH 值8.0下

保温1h后分别保留79%和97%,而游离腈水解酶

分别为32%和52%;重复性实验表明,在整个重复利

用过程中,腈水解酶活性没有明显下降,在第5个周

期仍然保持了83%的初始活性。Wang等[16]将毬飊半

乳糖苷酶(毬飊Gal)展示于芽孢表面,所得重组蛋白的

最适pH 值和温度分别为6.0和75曟,在最佳条件

下,最大活性为0.42U/mg(干重)。此外,芽孢展示

的毬飊Gal可用作全细胞生物催化剂以生产乳果糖,以

200g/L的乳糖和100g/L的果糖为底物时,乳果糖

的产量为8灡8g/L。重复性实验显示,在连续的8个

转化周期后仍有30.3%的重组芽孢保持最初的活

性。另外,成功展示的工业化酶还有 D飊阿洛酮糖3飊
差 向 异 构 酶 (DPEase)[30]、毩 淀 粉 酶[31]、酯 酶

DSM[32]、嗜热脂肪酶 Tml350[33]、乙醇脱氢酶[34]、毬飊
半乳糖苷酶[35飊36]等。

3.4暋大分子量和多聚体蛋白的生产

暋暋芽孢表面展示技术因无需跨越细胞膜可将大分

子量和多聚体形态外源蛋白正确表达于芽孢表面。

Hwang等[37]提出利用芽孢表面展示技术进行多聚

体蛋白质和含辅因子的酶的功能表达还有待研究,成
功在枯草芽孢杆菌芽孢表面以 CotG 作为锚定蛋白

展示二聚体状态下需要磷酸吡哆醛(PLP)作为高效

转氨作用的辅助因子氊飊转氨酶,为扩大目标蛋白应

用范围提供理论依据。Wang等[16]成功将毬飊半乳糖

苷酶展示在芽孢表面,与基于营养细胞的展示系统相

比更利于保持外源蛋白的生物活性。链霉亲和素是

另一种多聚体蛋白,在胞内表达时常与细胞内的生物

素结合而影响宿主,当分泌表达或在其他表面展示系

统中,其四聚体形态又会阻碍跨膜;Kim 等[38]利用

CotG为锚定蛋白将链霉亲和素成功展示在枯草芽孢

杆菌芽孢表面,由于链霉亲和素在芽孢形成时表达,
不需要穿过细胞膜便可直接展示在芽孢表面,既克服

了链霉亲和素的细胞毒性,又不影响芽孢的结构完整
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性,以此方法获得的重组芽孢具有良好的生物活性。

3.5暋其他生物活性酶的制备

暋暋生物防治真菌等病原体被认为是最好的消除方

法之一,几丁质酶能够抑制许多对全球农业生产构成

威胁的真菌病害的增长。Rostami等[39]在枯草芽孢

杆菌芽孢表面成功表达了几丁质酶作为生物防治剂,
体外实验表明,该酶可有效抑制Rhizoctoniasolani
和 Trichodermaharzianum 真 菌 的 生 长。Potot
等[15]将饲料用酶植酸酶展示在芽孢表面以生产动物

益生菌。饲料酶必须在饲料制备和胃肠道的苛刻条

件下保持活性,芽孢的强抗逆性使其可以用作改进生

物活性分子制剂的创新工具。

4暋展望

暋暋综上,枯草芽孢杆菌芽孢表面展示技术由于其独

特的优势已在多领域得以成功应用,多年来随着芽孢

结构和装配机制研究日益深入以及已提出的利用多

种锚定 蛋 白 同 时 展 示 外 源 蛋 白[17]、引 入 连 接 肽

链[40]、提高外源基因拷贝数[41]等多种方法使枯草芽

孢杆菌芽孢表面展示技术越来越成熟和完善,在现有

应用领域的基础上进一步探索该技术更多的应用具

有实际意义。枯草芽孢杆菌的益生性使得该技术可

应用于食品与生物行业,且芽孢独特的抗逆性使得展

示于芽孢表面的工业化酶具有更好的稳定性,固定化

酶易纯化与可循环利用的优点也大大降低了工业化

成本。枯草芽孢杆菌芽孢表面展示技术为提高工业

化生产效率提供了可行性措施,同时为食品与生物的

安全性提供保障。
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