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摘要:【目的】以枯草芽孢杆菌脂肪酶 A(LipaseA)为报告蛋白，尝试利用 4 种非经典分泌蛋白质及其前 50
个氨基酸作为分泌信号以实现其分泌表达。【方法】我们扩增了脂肪酶 A 的编码基因和非经典分泌蛋白质
的编码序列，构建了 8 种针对脂肪酶 A 的分泌表达载体，并转化至枯草芽孢杆菌 WB800 菌株，通过测定重组
菌株的酶活、利用蛋白质电泳和免疫印迹等技术检测脂肪酶 A 的分泌情况【结果】以 PdhA 的氨基酸序列和
SodA、Eno 的前 50 氨基酸序列作为分泌信号的重组菌株较好的实现了脂肪酶 A 的分泌表达。【结论】部分
非经分泌蛋白质的编码基因或其前 50 个氨基酸序列能够引导脂肪酶 A 分泌至细胞外。
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蛋白质分泌( protein secretion)是指蛋白质从合
成的位置—细胞质经细胞的膜结构转运到细胞外的
过程。一般认为，可分泌的蛋白质首先以含有信号
肽的蛋白质前体形式存在，因此信号肽是区分细胞
质蛋白质和分泌蛋白质的一个重要指标［1］。但是
在 20 年前，首次有文献报道了白细胞介素 1β
( interleukin 1β)和乳糖凝集素 1( galectin-1)能够在
经典的 EＲ /Golgi 转运系统不存在的情况下被转运
到细胞外，而且这两种蛋白质中都不存在信号肽。
通过 2D 电泳技术和质谱技术，在枯草芽孢杆菌的
发酵上清液中也发现了 17 种类似的蛋白质，这些蛋
白质在细胞内外的大小一致，都能被有效的转运到
细胞外，而且这些蛋白质均不含有信号肽［2］。进一
步的实验证实这些蛋白质不是由于细胞裂解而被释
放到细胞外的，而是通过一些未知的分泌途径被转

运到细胞外［3］。这些通过未知的分泌途径分泌到
胞外的蛋白被称为非经典分泌蛋白质［3］。一直以
来，人们对于此类蛋白质的分泌途径和分泌机理的
研究甚少，直到最近 Yang 等人在胞内表达羧酸酯酶
Est55 时发现细胞外也存在大量的 Est55，而且胞外
Est55 的量比胞内多。作者推测，非经典分泌蛋白质
的分泌在原核生物中是一种常见的现象，并且这些
蛋白质的分泌并不是由细胞裂解引起的［4］。B．
subtilis 作为革兰氏阳性细菌的模式菌株，在基因组
学、蛋白质组学等领域中对它都有着较为深入的研
究，已先后在其中成功表达了近 200 种原核和真核
生物来源的蛋白质。因此，无论在理论研究还是实
际生产方面，B． subtilis 均占有重要地位。其中，以
B． subtilis 168 为应用研究最广泛的野生型菌株之
一。1997 年，Kunst F［5］等人首次完成了其完整基因
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组序列的测定，并将结果发表在《Nature》杂志上。
如今，B． subtilis 168 株基因组信息可以从 NCBI 上
快速方便的搜索获得。因此，本研究选取 B． subtilis
168 株作为所需基因的供体菌。

脂肪酶是一类能在油水界面催化水解甘油三酯
酯键的酶，可以催化短链、长链、饱和和不饱和酯，在
食品、医药、皮革和洗涤剂等工业领域应用广泛［6］。
其广泛存在于动植物和微生物中，与动植物来源的
脂肪酶相比，微生物来源的脂肪酶种类多，具有 pH
适应范围宽、反应温度范围广以及底物专一性强等
特点［7］。

本研究以枯草芽孢杆菌脂肪酶 A 为报告蛋白，
选取 4 种非经典分泌蛋白质烯醇酶(Enolase;Eno)、
甘油醛-3-磷酸脱氢酶 ( Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase; GapA )、丙 酮 酸 脱 氢 酶 ( Pyruvate
dehydrogenase;PdhA)、过氧化物歧化酶 ( Superoxide
dismutase;SodA)，以其氨基酸序列及其前 50 个氨基

酸序列作为分泌信号，构建了 8 种针对脂肪酶 A 的
分泌表达载体和分泌表达菌株，并探讨这些非经典
分泌蛋白质或者它们的前 50 个氨基酸序列作为分
泌信号实现 EstA 分泌表达的可能性。结果表明部
分非经典分泌蛋白质及其前 50 个氨基酸序列能有
效的引导 EstA 至细胞外，这为外源蛋白质的分泌表
达提供了一种新的途径。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株、质粒和培养条件:实验室所用菌株
与质 粒 及 相 关 特 性 描 述 见 表 1。培 养 基: LB
( Luria-Bertani)，根据需要，在培养基中加入氨苄
青霉素 ( Ampicillin，简称 Amp ) 至终浓度为 100
μg /mL;或卡那霉素 ( Kanamycin，简称 Km )至终
浓度 50 μg /mL。

表 1． 菌株和质粒
Table 1． Strains and plasmids used in this study

Strains and plasmids Correlated characteristic Origin
Strain

E． coli TOP10 F-mcrA △ (mrr-hsdＲMS-mcrBC) Φ80 lacZ △ M15 △ lacX74 recA1 ara △ 139 △ ( ara-leu)

7697 galU galK rpsL( Strr) endA1 nupG

Laboratory stock

B． subtilis 168 trpC2 Laboratory stock
B． subtilis WB800 nprE aprE epr bpr mpr::ble nprB::bsr vpr wprA::hyg Laboratory stock
Plasmid
pUCX05 Plac，ColE1，Ampr Laboratory stock
pMA5ΔMCS an intermediate plasmid excised the original cloning site of pMA5 pMA5ΔMCS carrying the estA r Laboratory stock
pMA5-SP-estA Encodes the estA fused with the native signal peptide This study
pMA5-CP-estA Encodes 4 non-classically secreted protein-estA fusions This study
pMA5-CP50- estA Encodes the first 50 amino acids of non-classical proteins fused with estA This study

SP represents signal peptide of estA;CP represents signal peptide of Eno、GapA、PdhA、SodA respectively．

1. 1. 2 PCＲ 引物:根据需要扩增的目的基因设计
PCＲ 引物，其中上游引物包含 NdeI 酶切位点，下游引
物包含 BamHI、EcoＲI 双酶切位点。如果基因序列中
有上述酶切位点，找同功酶，EcoＲI 首先选 MunI，
BamHI 首先选 BglII。引物名称中蛋白质名称代表对
应要扩增的基因，B 代表 BamHI 酶切位点，M 代表与
EcoＲI 的同工酶 MfeI 的酶切位点，E 代表 EcoＲI，II
代表 BamHI 的同工酶 BglII，50 代表前 50 个氨基酸。
FC 和 FＲ 位于质粒 pMA5ΔMCS 多克隆位点的上下
游，用于验证目的基因插入位置是否正确。

本实验所用 PCＲ 引物序列参见表 2。
1. 1. 3 工具酶与试剂:各种限制性内切酶、T4 DNA

连接酶、Taq DNA 聚合酶、蛋白质分子量标准均购自
TaKaＲa 公司;KOD plus 高保真 DNA 聚合酶购自
Toyobo 公司;质粒抽提试剂盒购自天根生物公司;
DNA 胶回收试剂盒购自 Fermentas 公司;PCＲ 产物
纯化试剂盒购自上海生工公司; 1 kb plus DNA
ladder 相对分子质量标准购自中科泰瑞公司;核酸
染料(Goldview)购自赛百盛公司;棕榈酸对硝基苯
酯(pNPP)购自 Alfa Aesar 公司;其余试剂均为市售
分析纯。
1. 2 常规分子生物学操作

质粒 DNA 的抽提、纯化、胶回收等参照相应试
剂盒说明书，酶切、连接、核酸凝胶电泳、蛋白质
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SDS-PAGE 电泳、大肠杆菌感受态细胞的制备和转
化等参照分子克隆［8］。

枯草芽孢杆菌感受态细胞的制备和转化采用电
击法［9］进行。

表 2． 引物序列
Table 2． Primers used in this study

Primer Sequence(5'→3')

EnoF ATGAATTCCATATGCCATACATTGTTGATGTTTATGC

EnoBMＲ GCATCAATTGGGATCCCTTGTTTAAGTTGTAGAAAGAGTTG

Eno50EcoＲIＲ ACCGGAATTCCTCAACCGCTTCGTATTCACCTG

PdhANdeIF GCGTGAATTCCATATGGCTGCAAAAACGAAAAAAGCT

PdhAIIEＲ GCGTGAATTCAGATCTCTTCGACTCCTTCTGTGTAT

pdhA50Ｒ ACCGGAATTCTTTTAATTGATCATCAGTTAAATC

SodANdeIF GCGTGAATTCCATATGGCTTACGAACTTCCAGAATTAC

SodAEＲ GCATGAATTCGGATCCTTTTGCTTCGCTGTATAGACGAG

SodA50Ｒ ACCGGAATTCGGCAAGAGCAGTGTTTCCTTC

GapF GTGCACCTGCATATGGCAGTAAAAGTCGGTATTAAC

GapＲ CAATGAATTCAAGACCTTTTTTTGCGATGTAAG

Gap50Ｒ CAATGAATTCTACAGAATCATATTGTAAAAGGTGAGC

FC GGAAAGAGCGAAAATGCCTC

FＲ CGAGGTGAATTTCGACCTCT

estA50Ｒ ATTGTTATAATTTGTGCCTGTC

estANdeIF CGGGCCATATGAAATTTGTAAAAAGAAGG

estABamHIＲ GTCTGGATCCATTCGTATTCTGGCC

estAEcoＲIF GCCGCTGAATTCAATCCAGTCGTTATG

Enzyme sites are underlined． F presents upstream primer，Ｒ presents downstream primer．

1. 3 estA 基因的扩增及其带自身信号肽分泌表达
载体的构建

以 B． subtilis168 基 因 组 DNA 为 模 板，
estABamHIＲ 为上游引物、estANdeIF 为下游引物，
PCＲ 扩增 estA 的基因序列，该片段包含了其自身信
号肽序列部分。将 PCＲ 产物和质粒 pMA5ΔMCS 分
别用 NdeI，BamHI 双酶切后进行连接，构建载体
pMA5-SP-estA，作为阳性对照。
1. 4 分泌信号基因的扩增及表达载体的构建

随机选取 4 种非经典分泌蛋白质及其前 50 个
氨基酸作为分泌信号，根据这 8 种目的基因序列设
计 PCＲ 引物 (见表 2 )，以 B． subtilis 168 基因组
DNA 为模板，PCＲ 扩增，PCＲ 产物用 EcoＲI、NdeI 双
酶切，连接到 pMA5-SP-estA 相应酶切位点处，构建
相应的分泌表达载体(图 1)。
1. 5 重组质粒的枯草芽孢杆菌转化与筛选

按照材料与方法中 1. 2. 2 的方法将构建好的分
泌表达载体转化到枯草芽孢杆菌 WB800，在含有卡
那霉素的 LB 平板上筛选转化子，提取质粒，酶切电

泳鉴定。
1. 6 脂肪酶活力的测定

脂肪酶活力测定参考 Winkler 等［10］的方法进
行。称取 30 mg 棕榈酸对硝基苯酯( ρNPP)溶解于
10 mL 异丙醇中，再与 90 mL 0. 05 mol /L Srensen
phosphate buffer (pH 8. 0)(添加有 207 mg 脱氧胆酸
钠和 100 mg 阿拉伯胶)混合均匀，制备底物乳浊液，
该溶液使用前放置于 37 ℃预温 5 min 以上。将破
壁后上清液取 5 － 20 μL 与 2. 5 mL 底物乳浊液混和
均匀，迅速放置于 37 ℃温浴 15 － 30 min，取出在分
光光度计 410 nm 处比浊，测定吸光度值。酶活的单
位定义为:在 pH 8. 0，37℃条件下，以 ρNPP 为底物，
1 min 内水解产生 1 μmol 的 ρNP 所需的脂肪酶量为
一个酶活力单位 U。
1. 7 Western blot 蛋白印迹

Western blot 实验中选用 Anti-His Antibody 作为
一抗，羊抗鼠 IgG 作为二抗，操作参见参考文献
［11］。
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图 1． 不同分泌信号的枯草芽孢杆菌分泌表达载体的构建
Figure 1． Construction of expression and secretion plasmids for Bacillus subtilis with different Secretion signal．

2 结果和讨论

2. 1 重组分泌表达载体的构建

以 B． subtilis 168 菌株基因组 DNA 为模板，分
别扩增 estA 的基因和 8 种分泌信号的基因，并以此
构建在枯草芽孢杆菌中的表达载体，以引物 FC 和
est50Ｒ 来 验 证 estA 是 否 成 功 连 接 到 质 粒
pMA5ΔMCS 上。通过 1% 琼脂糖凝胶电泳检测，大
小正确，经测序验证全部正确，验证结果见图 2 和
图 3。
2. 2 重组菌株的脂肪酶活力测定

参照材料与方法 1. 5，质粒 pMA5-Eno-estA 经鉴
定错误，将鉴定正确的重组菌株划线培养在含有卡
那霉素的 LB 抗性平板上，次日挑取单菌落接种于
添加卡那霉素的 LB 液体试管中 37℃，200 r /min 培

图 2． pMA5-SP-estA 和 pMA5-CP-estA 的 PCＲ 验证

结果
Figure 2． pMA5-SP-estA and pMA5-CP-estA PCＲ verification

results． M: 1kb plus DNA ladder; lane 1: pMA5-Eno-estA; lane

2: pMA5-SodA-estA; lane 3: pMA5-GapA-estA; lane 4: pMA5-

PdhA-estA; lane 5: pMA5-SP-estA．

养 20 h。取 2 mL 菌液于 11. 6 × g 离心 10 min 后回
收上清，菌体用 1 mL 去离子水重悬洗涤 1 次，然后
用 2 mL 去离子水重悬后在冰浴中用超声波破碎仪
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图 3． pMA5-CP50-estA 的 PCＲ 验证结果
Figure 3． pMA5-CP50-estA PCＲ verification results． M: 1kb plus DNA

ladder; lane1: pMA5-Eno50-estA; lane 2: pMA5-PdhA50-estA; lane 3:

pMA5-GapA50-estA; lane 4: pMA5-SodA50-estA．

破碎菌体。然后参照 1. 6 测定重组菌株上清和菌体
的脂肪酶活力，结果如图 4。

图 5． 重组菌株 estA 的 SDS-PAGE 分析
Figure 5． SDS-PAGE analysis of recombinant expressed estA． M: Protein molecular Marker． Lane 1: pMA5-SP-estA( S) ; lane 2: pMA5-SP-

estA(T) ; lane 3: pMA5-GapA50-estA( S) ; lane 4: pMA5-GapA50-estA( T) ; lane 5: pMA5-GapA-estA( S) ; lane 6: pMA5-GapA-estA

( T) ; lane 7: pMA5-Eno50-estA( S) ; lane 8: pMA5-Eno50-estA(T) ; lane 9: pMA5-PdhA-estA( S) ; lane 10: pMA5-PdhA-estA(T) ; lane

11: pMA5-SodA50-estA( S) ; lane 12: pMA5-SodA50-estA(T) ; lane 13: pMA5-SodA-estA( S) ; lane 14: pMA5-SodA-estA(T) ．

图 4． 重组菌株的脂肪酶活力测定
Figure 4． Detection of estA activity secreted by recombinants． 1:

WB800( pMA5-GapA-estA) ; 2: WB800( pMA5-GapA50-estA) ;

3: WB800 ( pMA5-PdhA-estA ) ; 4: WB800 ( pMA5-PdhA50-

estA) ; 5:WB800 ( pMA5-SodA50-estA ) ; 6: WB800 ( pMA5-

SodA-estA ) ; 7: WB800 ( pMA5-Eno50-estA ) ; 8: WB800

( pMA5-SP-estA) ; 9: WB800．

如图可以看出出发菌株 WB800 上清和菌体酶
活分别是 0. 02、0. 01 U /mL。而本文所构建的重组
菌株 WB800 ( pMA5-SP-estA)上清和菌体的酶活分
别是 0. 71、0. 88 U /mL，远远高于出发菌株，可以作
为阳性对照用。曾伶俐［12］等人曾利用不同的信号
肽更换其原有信号肽去分泌脂肪酶 A，但总体分泌
量很低，最低值仅为 0. 18 U /mL，分泌效率很低。当
我们利用非经典分泌蛋白质更换其原有的信号肽
后，结果各异，由于我们采用的是蛋白质的氨基酸序
列作为分泌信号替换信号肽，与信号肽有本质上的
区别，并且各个蛋白质的氨基酸序列相差较大，所以
脂肪酶 A 的分泌表达水平相差也很大，其中 WB800
(pMA5-SodA-estA)的上清和菌体酶活分别为 0. 03
U /mL、0. 01 U /mL，没有实现脂肪酶 A 的表达;除此
之外，WB800 ( pMA5-GapA-estA)的上清和菌体酶
活最低(分别为 0. 10、0. 54 U /mL)，分泌率也很低，
仅为 15%，考虑到本底问题，可以认为 WB800
(pMA5-GapA-estA)没有分泌 EstA。WB800( pMA5-
PdhA-estA)的上清和菌体酶活最高，分别为 0. 86、
0. 92 U /mL，分泌率为 48%，与阳性对照 WB800
(pMA5-SP-estA)基本一致，但是分泌量比阳性对照
高，考虑到分泌出的蛋白质为 pdhA 跟 estA 的融合
蛋白，pdhA 对 estA 的酶活力有一定的协同作用。
2. 3 重组菌株分泌表达 estA 的 SDS-PAGE 检测
和免疫印迹检查。

重组菌株分泌表达 estA 的蛋白质电泳结果如
图 5。图中箭头标注的位置有一条特异蛋白质条
带，且以 WB800(pMA5-SP-estA)菌株发酵上清的条
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带最为明显，与文献报道 EstA 蛋白质分子质量
19. 3 kDa 相 符［13］。由 图 中 可 以 看 出 在 pdhA、
sodA50、eno50 的引导下，在上清液中将测到 EstA，
其余几乎看不到特异性蛋白质条带。由此，可以初
步确定重组菌株中，pdhA 的氨基酸序列和 sodA、eno
的前 50 氨基酸序列对于脂肪酶 A 分泌到细胞外有
一定引导作用。

重组菌株分泌表达 estA 的 Western blot 结果如
图 6。在菌体内检测到大量融合蛋白 PdhA50-estA，
而上清中几乎检测不到;但是在上清中检测到的融
合蛋白质有 Eno50-estA，sodA50-estA 和 PdhA-estA，
说明这些这些蛋白质可以被分泌到细胞外，与酶活
结果基本一致。由此确定 pdhA 的编码基因和
sodA、eno 的前 50 氨基酸序列对脂肪酶 A 分泌到细
胞外有一定的引导作用。

图 6． 重组菌株表达 estA 的 Western-blot 分析
Figure 6． Western-blot analysis of recombinant expressed estA．

Lane 1: pMA5-SP-estA( S) ; lane 2: pMA5-SP-estA( T) ; lane

3: pMA5-Eno50-estA( S) ; lane 4:pMA5-Eno50-estA(T) ; lane

5:pMA5- SodA50-estA( S) ; lane 6: pMA5- SodA50-estA( T) ;

lane 7: pMA5- SodA-estA( S) ; lane 8: pMA5- SodA-estA(T) ;

lane 9: pMA5-PdhA50-estA( T) ; lane 10: pMA5-PdhA50-estA

( S) ; lane 11: pMA5- PdhA-estA ( T) ; lane 12: pMA5-PdhA-

estA( S) ．

3 结论

构建了 8 种枯草芽孢杆菌脂肪酶 A 的分泌表
达载体，并实现了枯草芽孢杆菌 168 菌株中的分泌
表达，结果表明无信号肽细胞质蛋白质 PdhA 的氨
基酸序列和 SodA、Eno 的前 50 氨基酸序列可以作
为分泌信号引导脂肪酶 A 分泌到细胞外。由此可
见部分非经典蛋白质及其前 50 个氨基酸序列能有
效的引导 EstA 至细胞外，这为外源蛋白质的分泌表
达提供了一种新的途径。
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Effect of non-classical secreted proteins on LipaseA
secretion

Jing Cui1，2， Guangqiang Wang2， Haiqin Chen1，2* ， Jie Chen1， Zhennan Gu2，
Wei Chen1，2，Hao Zhang2
1 State Key of Food Science and Technology， 2 School of Food Science and Technology，Jiangnan University，Wuxi
214122，Jiangsu Province，China

Abstract:［Objective］We used 50-amino acid-long peptides from the N-terminus of 4 different non-classically secreted
proteins to study the secretion efficiency of Bacillus subtilis LipaseA via non-classical secretion pathway． ［Methods］We
amplified the coding sequences ( CDs) of LipaseA and N-terminus of non-classically secreted proteins，constructed 8
fusion protein expression vectors containing both LipaseA CD and different secretion signal peptide and transformed them
into B． subtilis WB800． Secretion efficiency of these fusion proteins was analyzed by enzyme activity，SDS-PAGE and
Western-Blot． ［Ｒesults］Ｒecombinant LipaseA containing coding sequences of PdhA or N-terminus of SodA and Eno as
secretion signals was efficiently secreted． ［Conclusion］ Parts of non-classically secreted proteins or N-terminus ( 50
amino acids) could guide LipaseA protein secretion．
Keywords: Bacillus subtilis，non-classical secreted proteins，LipaseA
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